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KIVONAT
A taldlmédny dj oligodendrocita faktorral, ennek sdéival, pre-
kurzoraival, fragmentumaival és homoldégjaival, valamint ezen
faktor funkciondlis szdrmazékaival és ezek fragmenfumaival és
homoldégjaival, valamint ezek el84llitdsi eljdrdsaival foglalkozik.
Ezek szelektiven toxikusak az oligodendrocita vonalra. Az ezeket
tartalmazé gydbgydszati kompozicidk alkalmasak a kozponti ideg-

rendszer sériilt idegeinek regenerdldsira eml8sskben.
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A jelen taldlmény egy Uj oligodendrocita inhibitor/cito-
toxikus faktorral foglalkozik, amely képes csokkenést elfidézni
a nydlvény—hordozé oligodendrocitdk széméﬁ?MAz ij faktor a
kzponti idegrendszer sériilt idegei regenerdldéddsédnak fokozd-
sdra alkalmas emlésokben.

Az eml8s kozponti idegrendszerben (CNS) a neuronok nem
regenerdl jdk spontédn a sériilt axonokat, mig a hal és kétéltll
neuronok kdnnyen regenerdljdk axonjaikat. Az eml8s CNS-nek az
a tulajdonsdga, hogy regenerdlni képtelen, ugy tﬁnik, nem CNS
neuronjai bels8 tulajdonsdgainak eredménye, hiszen ezek a neu-
ronok képesek jelent8s axondlis regenerdldéddst eldidézni in
vivo egy periféridlis idegpdlydn. In vitro készitményekben a
sériilt eml8s CNS axonok nem ndvekednek eml8s 14téideég szegmen-—
sein vagy szegmenseiben, viszdnt novekednek hal 1l4téideg szeg-—
mensein vagy szegmenseiben, vagy eml8s periférids idegekben.

A kiilonbségek 1gy valdsziniileg a kiilonbozé kbrhyezetben vannak:
az eml8s CNS kodrnyezete nem tédmogatja a novekedést, a periféri
4s idegek vagy a hal 1l4tdéidegek kornyezete viszont tdmogatja

a novekedést.

A 14t8ideg kedvez8 modell a glia-sejtek szerepének tanul-
ményozdsdra az axonok regenerdldsdra, mivel neuron-sejt testek
nincsenek jelen és az ideg fogékony -a sériilésre. A patkdny 14-
téidegek celluldris komponensei kozott vannak a makroglidk
(asztrocitdk és oligodendrocitdk) és mikfogliék (am8boid és
szétdgazd mikroglidk). Az asztrocitdk két csoportra oszlanak,
amelyek antigén-jellemz8ikben kiilénbdznek egymdstdél: a proto-—
plazmdk vagy 1. tipusd asztroqiték Ran2+, GFAP+ és A2B5—feno—

tipusdak, mig a rostos vagy 2. tipusd asztrocitdk Ran2-, GFAP+,
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A2B5+ fenotipusﬁak.EMiller és. Raff (1984); Raff é&s Miller(1984)3.
A 2. tipusd asztrocitdknak és oligodendrocitédknak k&zds 8s (pro-—
genitor) sejtje van (az 0-2A progenitor), amelynek fenotipusa
Ran2-, GFAP-, és A2B5+. Az oligodendrocita/2. tipusd asztro-
cita vonal (amely az 0-2A progenitorbdl ered) az axonok mieli-—
ndcibéjédra van specializdlva: az oligodendrocitédk termelik a
mielint és a 2. tipusd asztrocitdk a Ranvier-csomék szerkeze-
téhez jérulnak hozzéd. Az 0-2A progenitor sejtekkel el lehet
érni, hogy ezek a tenyészt8 tépkdzegtdl fiiggfen in vitro dif-
ferencidlédjanak vagy oligodendrocitédkkd, vagy 2. tipusd aszt-
rocitdkkd. Az 1. tipusd asztrocitdknak mds progenitor sejtje
van.

A nem-neuron sejtek részt vesznek a CNS kdornyezetének kia-
lak{itdsdban és ezek felel8sek a CNS regenerdlédds hidnyossédgai-
ért is eml8sokben. Ezek kozott taldljuk az asztrocitédkat, ame-
lyek tultengése rostos forraddst alakit ki a sériilésre adott
vdlaszban, és az oligodendroglidkat, amelyek gétoljdk az axon
nsvekedést. Az asztrocitds forradds nagyrészt 1. tipusd asztro-
citdkbél 411, és Ugy tekinthet6, hogy megakadédlyozza a ndveke-—
.dést, fizikai gétat képezve. A forraddsképzbdés idbbeli lefo-
lydsa hosszi, az azonban valdszinfitlennek l4tszik, hogy a for-
radds Altal kialakitott gdt megakaddlyoznd a regenerativ axon-
nsvekedést a kdzvetlen trauma utédni id8szakban. Az 1. tipusd
asztfocitékrdl patkdny l4dtdidegben kimutattédk, hogy laminint,
vagyis egy, az axon kelefkezés tédmogatdsdban érdekelt molekuldt
fejez ki a 14téideg prenatdlis kifejl8dése sorédn. Az emlds fel-
n8tt agy 1. tipusd asztrocitédk normdlisan nem fejeznek ki la-

minint, csak &4tmenetilag, az agy sérilése utdn. Ezzel ellentét-
ben a regenerativ hal 14téidegben folyamatosan fejez8dik ki la-



minin. Az in vitro prepardtumokban az axonok az 1. tipusu aszt-
rocitdkkal nének kodzeli kapcsolatban.

Az érett oligodendrocitédkrdl dgy hissziik, hogy nem engedik
meg az axon ndvekedést. A nsvekvl axonok elkeriilik az érintke-
zést az érett oligodendrocitdkkal in vitro. A kifejlédés sorédn
az axon ndvekedés ztme a létéideében mar sziiletés el8tt lezaj-
lik, miel8tt bdrmiféle oligodendrocita differencidldédott volna.
Ennél fogva idgy tfinik, hogy az emlfstckben az axon-regenerdld-—
dédst gdtolja mind az érett oligodendrocitdk jelenléte, amelyek
nem engedik az axon ndvekedést, mind az 1. tipusd reaktiv aszt-
rocitdk jelenléte, amelyek nélkiilozik a segitd elemekef, ellen-
tétben a hal 1latdideggel.

A jelen taldlmdny feltaldldéinak és misoknak kordbbi munkédi
kimutat jédk, hogy az alacsonyabbrendi gerincesek CNS-e, elsd-
sorban a regenerdlé hal 1l4téideg, olyan faktorok forrdsa, ame-
lyek, amikor megfeleld id8ben és megfelel8 mennyiségben alkal-
mazzuk a sériilt felnb8tt emlés létéidegekhez, el8segithetik az
axon-ndvekedést [Schwartz és munkatdrsai (1985); Hadani és mun-
katdrsai (1984); Lavie és munkatdrsai (1987); Cohen és munka-
térsai(1989)].

Robbins és munkatdrsai (1987) beszdmolnak arrél,’hogy pat—
kdny asztrocitdk in vitro stimuldldsa olyan citotoxikus faktor
kialakitdsdt eredményezi, amely.funkcionélisah hasonlé a tumor
nekrézis faktorhoz. Beszdmolnak arrél is, hogy a humdn rekombi-
néns tumor nekrézis:f&dmtmﬂ{ patkdny oligodendrocitédk ellen
irdnyuld citotoxikus aktivitédsa van. Selmaj és munkatédrsai (1988)
rekombindns humdn tumor nekrézis faktor (rhTNF) olyan irdnyd
vizsgé}atérél szémélnak be, hogyan hat ez az anyag egér ge-—

rincagy szovet mielindlt tenyészetére. Ugy taldljédk, hogy az rhTNF
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késleltetett inditdsu oligodendroéita nekrézist és bizonyos ti-
pusd mielin kitdgitdst indukdl.

A vildgszerte folydé jelent8s kutatdsi erlfeszitések elle-
nére eddig még nem fejlesztettek ki biztos és hatékony eszkdzt
a CNS regenerdlédds kialakitdsdra emlésokben és f8kéntiemberben.
Ilyen eszkdz, f6leg egy olyan gydgyszer, amelyet injektdlni le-
hetne a regenerdlédds kivant helyére, nagyon kivdnatos lenne,
hogy cstkkenthessiik a baleset utdni két végtagi vagy négy vég—
tagi bénulédsok, vaksidg, siiketség, sebészeti beavatkozdssal tar-
sulé axotdémia, stb. kialakuldsdnak esélyeit.

Az alédbbiakban roviden bsszefoglaljuk a taldlmédny lényegét.

A taldlmény az OCF-nek nevezett oligodendrocita citotoxikug
faktorral foglalkozik, amely szelektiv citotoxikus hatdst mutat
az oligodentrocita vonalra, de nem hat mds sejtekre, pl. az 1.
tipusd asztrocitdkra és a fibroblaszt sejtekre. A taldlmény
foglalkozik tovdbbd az OCF séival, prekurzoraival, fragmentumai—
val és/vagy homolégjaival és az OCF-nek és/vagy fragmentumainak
és/vagy homolégjainak funkciondlis szédrmazékaival is.

A taldlmény foglalkozik az OCF izoldl&dsédnak eljidrdséval
kiilonboz8 forrdsokbdl, pl. regenerdldé hal 1latéidegbbl, makrofd-
 gokbdl és més celluldris forrdsokbbl, foglalkczik tovébbé ennek
tisztitédsdval.

Egy tovdbbi formdjdban a taldlmdny foglalkozik az OCF el-
leni poliklondlis és monoklondlis antitestekkel.

Egy tovdbbi kiviteli médjédban a taldlmédny OCF el84llitdsé-
val foglalkozik genetikai manipuldcids technikdkkal.

A jelen taldlmdny foglalkozik az OCF, valamint sdéi, pre-
kurzorai, fragmentumai és/vagy homolégjai, tovédbbd az OCF funk-

ciondlis szdrmazékai és ezek fragmentumai vagy homolégjai al-
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kaimazéséva1~a CNS idegeinek regenerdldsa eml8stkben. A taldl-
mény ismerteti az erre a célra késziilt gydgyédszati készitménye-
ket.

Az alédbbiakban roviden ismertetjik a szabadalmi leirés
dbréit.

Az 1. 4bra bemutatja a hal CM-R hatdsdt felndtt, 04 pozi-
tiv sejtekre feln8tt sériilt patkdny ldtdideg tenyészeteiben.
A felnbtt patkdny létbidegekb8l a sejteket gy készitjiik,
hogy a latéidegeket 3 nappal a kimetszés el8tt Osszezizzuk és
poli-L lizinnel burkolt fed8lemezekre iiltetjilk meghatdrozott
t4pkozegben. A tenyészetet a 96. brdban in vitro megfestjik
04 immunreaktivitdsra kozvetett immunfluoreszcens eljdrédssal,
amelyet a kovetkez8képpen hajtunk végre. A sejteket elfszir
egér anti-04 antitestekkel inkubdljuk 30 percen 4t, majd 30
percen &t inkub4dljuk fluoreszceinnel konjugdlt kecske anti-
egér IgM-mel. A mdsodik inkubdlds végén a sejteket mossuk és
hideg metanollal (-20°C) rogzitjikk 10 percen &t. Az (a) és (b)
panelek a kontfoll sejtek fluoreszcens—, illetve fédzismikroszké-
pos Képét mutatjdk be meghatdrozott tédpkdzegben bdrmiféle keze-—
1és nélkiil. A (c¢), (e), (f) és (g) panelek 04 pozitiv sejteket
mutatnak be tenyészetekben, amelyek CM-R-rel (12 pmg féhérje/ml)
voltak kezelve 48 6rdval a megfestés elltt. A (c)’és (d) pane-
lek ugyanazon sejtek fluoreszcens— illetve fédzismikroszkdpos
képét mutatjédk. A képek egy kisérletb8l készililtek; ezek ered-
ményeit két tovabbi kisérlétben igazoltuk.

A 2. dbra a CM-R hatdsdt mutatja be 1 napos patkédny agyd-
b6l szdrmazd Galc pozitiv sejtek in vitro fejlédésére. Az Uj-

sziilstt patkdnyokbdl az agyat kivdgjuk és szétbontjuk McCarthy

és DeVellis eljérédsa szerint. 8 nap utédn (in vitro) az oligo-



dehdrocitékat kiszabaditjuk és poli-lL-lizinnel burkolt fed8leme-
zekre oltjuk ('lO4 sejt/iireg mikrotitr4lé lemezen). Az in vitro
tenyészeteket 24, 48 és 72 6rds korukban festjik Galc immunre-
aktivitdsra a kdzvetlen immunfluoreszcens technikdval, fluo-
reszceinnel konjugdlt kecske anti-egér IgM-et alkalmazva. A ki-
sérleti tenyészetekhez CM-R-t (1,2 és 12 ug fehérje/ml) adunk

a nyillal jelzett id8pontokban a fed8lemezre oltdstdél szdmitva.
A Galc pozitiv sejtek konkrét szdmdt a teljes fedSlemezen szd-
mol juk (az egyes napi oszlopok f5lotti szdmok). A kontroll te-
nyészetekben a Galc pozitiv sejtek szdma viszonylag &dllandé
marad a kisérlet sordn (24-72 6ra), ez mintegy 700-850 sejt. Em-
litésre érdemes a gétlé hatds hidnya az érett oligodendrocitik
fejlbdésére a tenyészefben minden periédusban, amikor a CM-R-t
1,2 vg fehérje/ml koncentrécibéban adjuk a tépkdzegbe az oltdskor.
Hatdrozott (t&bb, mint 50%) gdtldé hatdst figyeliink meg, amikor
12 g fehérje/ml koncentrdcidban adunk CM-R-t az oltdskor. Ami-
kor a CM-R-t 24 éra milva adjuk az in vitro tenyészethez az ol-
tdstdél szémitva, az oligodendrbcita érés csaknem 50%-os gétldsa
1ép fel a tovdbbi 24 4réds in vitro tenyésztés sordn; ez a hatéds
azonban &tmenetinek létszik. Ezt a kisérletet kétszer ismétel-
jik meg, ezek kvalitativan ugyanazokat az eredményekef adjék
(ezeket az &brédn nem tiintet jik fﬁl)' A 2. &bra azt is bemutatja,
hogy a gédtlé hatéds reprodukélhété akkor is, amikor a Galc pozi-
tiv sejtek szdmidt immunfluoreszcencia helyett ELISA-val haté-
rozzuk meg. A 2. &bra bemutat egy dbézis-fiiggési gbrbét is, va-
gyis a gdtlé aktivitdst az alkalmazott CM-R mennyiségének fiigg-
vényében.

A 3. 8bra tsszehasonlitdst mutat be a CM-R és a CM-N ha-
tésa.kﬁzétt a Galc pozitiv sejtekre Ujsziilott patkdny agy



oligodendrocitdinak tenyészetében. Az oligodengrocitdk tenyésze-—
tében. Azﬂgligodendrociték tenyészeteit ugyanigy készitjikk el,
mint fentebb, és sokiireges lemezre oltjuk (103 sejt/mikrotitrélé
lemez). 24 6rés in vitro tartéds utdn a jelzett koncentréicidéban
hozzdad juk a CM-R-t vagy CM-N-et. 48 drdval késdbb a sejteket
megvizsgdljuk, el8szdr Galc antitestekkel 37°C h8mérsékleten

30 percen &t inkubdlva ezeket, majd kecske anti-egér antitestek-
hez konjugdlt torma-peroxiddzzal (HRP-G+M, Bio-Makor, IZrael) in-
kubdlva tovdbbi 30 percen 4t 37°C h8mérsékleten. A kotott anti-
testek mennyiségének meghatdrozdsdt gy végezzik el, hogy a
sejteket mossuk, és hozzdadunk 100 g1 szubsztrdtumot {2,2—azino—
di(3—etil—benzotiazolin—szulfét)(Sigma)} minden egyes ireghez.

Az abszorpciét Titertech Multiskan MMC-ben mérjik meg 630 nm
referencia hulldmhosszon. Minden oszlop 3 iireg 4tlagédt (iSD,
vagyis standard eltérés) képviseli. Az Osszehasonlitédshoz mel-
1ékelt betét azokat az eredményeket mutatja, amelyet a fedble-
mezenkénti Galc pozitiv sejtek szdménak meghatdrozdsdval ka-

punk olyan tenyészetekben, amelyeket vagy CM-R-rel (12 Mg/ml),
vagy CM-N-nel (12 mg/ml) kezeliink, 24 drds in vitro tenyésztés
utdn hozzdadva és 48 Srival kés8bb megvizsgdlva.

A 4. &bra az osszehasonlitédst mutatja be a PDGF és CM-R
hatdsai kozott az Ujsziilott patk?ny agy oligoderd rocitdkra. Az
oligodendrocitdkat az Ujsziilott patkédny agyakbdl olyan médon
kapjuk meg, ahogyan a 2. &bra magyarézaténél lef{rtuk, Az Osszes
tenyészetekben sejtek meghatérozott-szémét oltjuk be. 48 6rds
in vitro tartds utdn a tenyészeteket vagy GalC, vagy A2B5 po—
zitiv sejtekre festjik meg. A kezelt tenyészetekhez vagy PDGF-et

(5 ﬁg/ml, Sigma), vagy CM-R-t (12 mg fehérje/ml) adunk a beoltéds

’
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idépontjédbans Kontrollként olyan tenyészeteket ;ikalmazunk, ame—
lyeket meghatérbzott tdpkbzegben tartun, de amelyeket nem keze-—
link. A féuoreszcens mikroszkdépos kép az egér A2B5 monoklond—
lis antitestekkel festett, kontroll tenyészetekben levd sejte-
ket (b), a PDGF-fel kezelt tenyészeteket (a), vagy a CM-R-rel
kezelt tenyészeteket (d) mutatja be. A (c)-ben levd oszlop-dia-
gram az A2B5 vagy GAlc pozitdiv sejtek konkréten megszdmolt szd-
mdt mutatja be az egyes kezelések fedB8lemezeiben. (Térksz: 10 m).
Az 5. dbra a CM—R és PDGF kombindlt alkalmazdsdnak hatédsét
mutatja be Galc pozitiv sejtek fejl8désére. Agy oligodendrocitédk
ten&észeteit készitjﬁk:el olyan'médonlahogyan eztia 2. és 3. 4b-
rdk magyardzataindl leirtuk. Az Ujsziilott patkdnyagy oligodend-
rocitdkhoz PDGF-et (5 ng/ml) vagy PDGF-et CM-R-rel kombindlva
(5 ng/ml, illetve 12 g/ml) adunk az oltds utédn 24 dbrdval. A
jelzett kés6bbi idépontokban (24, 48, 96 bra) a tenyészeteket
megfest jiik Galc pozitiv sejtekre. A szdmok a fed8lemezenkénti
Galc pozitiv sejtek abszolut szdmdt képviselik. Meg lehet fi-
gyelni a Galc pozitiv sejtek szdmédnak csdkkenését, amikor'a PDGF

és a LM-R kombindciéjival kezeljiik.



A 6. dbra bemutatja, hogy a CM-R szelektiven hat az oligo-
dendrocitdkra asztrocitdk és oligodendrocitédk kevert, djsziilstt
patkdny eredetll tenyésietében. Kevert gliasejteket disszocidlunk
Ujsziilott patkdny agyakbdl, amint ezt a 2. dbra magyardzatindl
leirtuk, és azonnal poli-L-lizinnel boritott fedb8lemezre olt-
juk (104 sejt/fed8lemez). Ezeket a sejteket 6 napon 4t in vitro
tartjuk 5% FCS-sel (borjuembridbé-szérum) kiegészitett DMEM-ben
(Dulbecco 4ltal médositott Eagle féle tdpkbzeg), amelyet
minden 2. napon lecseréliink. A 6. napon a tédpktzeget meghatdrozott
és vagy CM-R-rel (10 M g/ml), vagy CM-N-nel (10 Mg/ml) kiegészi-
tett tépkSzegre cseréljilk le. Az in vitro tenyésztés 72. és 96.
érdjiban a sejteket kétszeresen jelezziik Galc elleni egér mono-—
klondlis antitestekkel és nydl anti-GFAP-vel, majd specidlisan
rodaminnal konjugdlt kecske anti—egér IgGB—mal illetve fluo-
reszcinnel konjugdlt kecske anti-nyul antitestekkel. A fluo-
reszcens mikroszkdépos kép (a) az anti-GFAP-vel festett és
CM-R kezeléssel nem befolyésoit 72 érds in vitro kezelés utdni
sejteket mutatja be. A (b) mikroszképos értékelés a Galc pozi-—
tiv éejtek szdmdt mutatja be az egyes kezelések szerinti fedé-
lemezeken 72 és 96 érds in vitro kezelés utdn. Az eredmények

két fed8lemez Atlagdt(+SD)jelentik. A (c) és (d) mikroszképos képek

¢
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a nem kezelt (d) és CM-R-rel kezelt (c) tenyészetek tipikus ke-
vert gliasejtjeinek fézismikroszképos képei. Megjegyezzilk, hogy

a nem—CM-R érzékeny sejtek 4ltal képzett egy-réteg (monolayer) (c)
GFAP-val van festve. A CM-R érzékeny sejtek a kontrollban csomé-
kat képeznek (d,lnyilakkal jelslve) és A2B5—te1 vannak festve
(adatokat nem mutatunk be). Ezek a sejtek valdsziniileg azokat

a 0-2A brogenitorokat képviselik, amelyek burjédnzdsra vannak
stimuldlva 1. tipusd, egy-réteget képzl8 asztrocitdk révén.

A 7. dbra a vér-eredetli mikrofdgokat mutatja be hal 14té—
ideg tenyészetekben. Ezek a makrofdgok nagyon elterjedtek azok-
nak az idegeknek a tenyészeteiben, amelyek kimetszésiik eld8tt
néhdny nappal sériiltek meg. Az itt 1l4thaté sejtek 10 % FCS-sel
kiegészitett L-15 tdpkdzegben novekedtek. Az (A) egy makrofégot
mutat 7 nappal a lemezre vitel utédn, Giesma festékkel festve,
és féziskontraszttal 1l4thatévéd téve. A (B) és (C) a lemezre vi-
tel utdn 5 nappal levd sejtek, a (B) rogzités utdn féziskont-
raszttal l4ttatva, a (C) a rogzités utdn 6D2-vel jelezve. Er-
demes megjegyezni, hogy a (C) megmutatja a makrofdg mielinnel
boritott vakuolumait. Ezek a vakuolumok pozitivan meg vannak
festve nem fajlagos észterdzzal (8. dbra). Az Osszes mikroszké-
pos kép 500-szpros nagyitésu. |

A 8. 4d4bra nem fajlagos észtfrézra pozitiv makrofdgokat mu-
tat be. Aranyhal l4téideget ndvesztiink, amint kordbban leirtuk.
Az (A), (B) és (C) olyan makrofédgokat mutat, amelyek valészi-
nﬁleg vér—eredetliek. Ezek ritkdk olyan hal-14téidegek tenyésze-
teiben, amelyek szervben tenyésztek disszocidcibdjuk elbtt, de
gyakori olyan hal latdidegek tenyészetéiben, amelyek kimetszé-—
siik el8tt néhdny nappal Ossze voltak zidzva. Ezek a makrofégok

tipikusan koralakidak éc vezikulumaik is tipikusan korkdrts mdédon
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vannak elrendezve. Ezek a vezikulumok 6D2 pozitivak (7B. és C.
dbra), amelyek jelzik ezeknek a sejteknek a mielin fagocitézis
aktivitdsdt. A (D) - (G) képekben 4llandé "bennsziilstt" makro-—
fdgok 1l4thatdk. Sokféle alakjuk figyelhet6 meg, a hosszui és
fibroblaszt-szerfit8l (F) a megjelenésében a koralak felé koze-
11t8ig (D és G). Ezeknek a sejteknek a vezikulumai egyenletesen
vannak eloszolva a citoplazma mentén, és szintén 6D2 pozitivak.

A 9. ébra 4llandé makrofdgokat mutat be olyan hal 14tdide-
gek tenyészeteiben, amelyek a diszocidcib el8tt a szervben vol-
tak tenyésztve. Az dbra az dllandd makrofdgok kiilsnbsz8 morfo-—
16gidjét mutatja be az inkdbb kdralakdtél - (A)-tél (D)-ig - a
megnydlt, fibroblaszt-szer{i megjelendsig (E). Kapcsolat figyel-
het8 meg az &dllanddé makrofédgok &s a vér-eredetil ﬁakrofégok k-
z6tt, amint ez az (F)-ben és (G)-ben 1l4thaté. Kapcsolat figyel-
het8 meg az oligodeﬁdrociték és mindkét tipusd makrofdgok kézott,
amint ez a (H)-ban és (I)-ben 1l4thaté. Ennek a kapcsolatnak a |
jellege lehet sejt-elnyeld, ldsd (H) és (I). Az (4), (C),.(E),
(F) és (H) féziskontraszttal késziiltek, az Osszes t&bbi mikroszkdé-—
pos k¥p 500-szoros nagyitési.
| Az aldbbiakban részletesen leirjuk a taldlményt.

A jelen taldlmdny szerinti udj oligodendrocita fak¥ort (OCF)
alacsonyabbrendi gerincesek, pl.‘halak regenerdlédd sériilt ide-
geib8l kaphatjuk meg. Ez a regenerdldéddé hal 14tdéidegeknek kondi-
ciondlt tédpkbzegében van jelen, ebb8l lehet izoldlni, majd tisz-
titani. Ezt lehet izo0ldlni makrofédgokbdl is, amely inkdbb hozzd-
férhet8 forrds, vagy méis alkalmas sejt—forrésbél; Ez az emlitett
sejt—forrdsok kondiciondlt tdpkozegéb8l izoldlhatéd, majd tisé—

tithaté.
A "kondiciondlt tépkozeg" (CM) kifejezés, ahogyan ezt a
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jelen leirdsban és igénypontokban végig haszndljuk, olyan tép-
kozegre utal, amely regenerdldddé hal 1ldtéidegekkel van kon-—
diciondlva, ahol ezt dgy 411litjuk el8, hogy 8 nappal az Ossze-—
zUzéds utédn eltdvolitott hal 14tdéidegek szegmenseit inkubdljuk
szérummentes tépkdzegben 1,5-3 drdn &t szobahémérsékleten, majd
a tépkozeget Osszegylijtjik és szlirjik. A kapott CM mentes minden
més szovettd8l. PE1lddk olyan szérummentes tépkdzegekre, amelyet
alkalmazhatunk, lehetnek a Dulbecco dltal médositott Eagle-féle
_tépkézeg (DMEM; 4 l4téideg 300 M1 t4dpkSzegre), vagy az L-15
Leibowitz tdpkdzeg, stb. Amikor Osszehasonlitdst végziink a rege-
nerdlédé idegek és az ép idegek kondiciondlt tépkozegei kozott,
akkor CM-R-nek nevezzilk a regenerdldéddé idegek CM-jét és CM-N-nek
az €é€p idegek CN-jét.

Az OCF citotoxikus aktivitédsdt azzal a képességével mér-
jik, hogy cstkkenti az érett oligodendrocitdk szdmdt patkédnyagy-—
tenyészetekben. Az oligodendrocitdk szdmdt uUgy hatédrozzuk meg,-
hogy galaktocerebrozid (Galc) ellen irdnyuld antitesteket'alkal—
mazunk, amelyek jelzik az érett oligodendrocitédkat. A Galc pozi-
tiv sejtek szdmdnak cstkkenése az érett oligodendrocitdk szdmi-—
nak cstkkenését jelzi. A vizsgdlattal kapcsolatban tovdbbi rész-

leteket adunk a kés8bbi kisérleti eljdrédsokban és kiviteli pél-
dédkban.

¢

Az OCF citotoxikus aktivitédsa az oligodendrocita vonalra
fajlagos. fgy gdtolja az oligodendrocita vonal progenitorainak
differencidléddsdt érett oligodendrocitédkkd és 2. tipusd aszt-
-rocitdkkd. Ennek nincs citotoxikus hatdsa méds sejtekre, pl. 1.
tipusd asztrocitdkra vagy fibroblaszt sejtekre.

Az OCF-r8l1 dgy taldljuk, hogy jelen van a regenerdlédé

sériilt hal 1l4téidegek CM-jében, de nincs jelen a sériilt emlés



l4té8idegek CM-jében. A regenerdldédd sériilt hal idegekbdl szédr-
mazé OCF csokkenti az érett oligodendrocitdk szédmat em16s‘ide—
gek tenyészeteiben, pl. patkdnyidegek tenyészeteiben.

Az OCF vizoldhatdé és héérzékeny, 56°C hémérsékleten 30 perc
utén elvesziti aktivitdsit. 100°C hémérsékleten az OCF 10 perc
alatt elvesziti aktivitését.

Az OCF érzékeny protedzokra, aktivitdsédt tripszines keze-—
lésre elvegziti.

A jelen taldlmdny foglalkozik az OCF oligodendrocita cito-
toxikus faktorral, ennek séival, prekurzoraival, fragmentumai-
val és homolégjaival, tovdbbd az OCF funkciondlis szdrmazékai-
val vagy ezek fragmentumaival é€s homolégjaival, mindaddig, amig
ezek legaldbb egy lényeges részével rendelkeznek az OCF biold-
giai aktivitdsdnak, vagyis azzal a képességével, hogy csdkkenti
az érett oligodendrocitédk szdmit.

"Homoldég" az a molekula, amely lényegében hasonldé az OCF-hez,
vagy fragmentumdhoz vagy prekurzordhoz, és amelyet az OCF mo1e—
kuldn beliil aminosavgydkok kihagydsdval, hozzdaddsédval vagy ki-
cserélésével kapunk meg. A kihagyds, hozzdadds vagy helyettesi-
tés barmilyen kombindciéja elvégezhetd, feltéve, hogy a végs$
molekula rendelkezik a kivédnt aktivitdssal. Igy pl. ha az OCF
szekvencia mir ismert, és az ezt kédold gén izolélva van egy
DNS konyvtédrbdél, mindezeket a médos{tésokat el léhet végezni a
j61 ismert rekombindns DNS technikékat alkalmazva.

A jelen taldlmény foglalkozik tovdbbd az OCF és/vagy pre-—
kurzorai, fragmentumai és homolégjai médositdsdval, amely ma-
géban foglalja az asszocidlt vagy aggregdlt molekulédkat, vagy

az ezekhez kapcsolt gydkoket, pl. cukor- vagy foszfét gyodkodket.
Ahogyan itt haszndljuk, a "sdék'" kifejezés mind a karboxi-
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csoportééifa, mind a polipeptid molekula aminocsoportjainak savad-
dicibés sdéira vonatkozik. A karboxicsoport séit a szakteriileten
ismert eljdrdsokkal lehet kialakitani; az iiyen sék lehetnek
szervetlen sék, pl. ndtrium, kalcium, amménium, vas, vagy cink-
sék és hasonldék, vagy lehetnek szerves bdzisok séi, amelyek pl.
aminokkal, mint trieﬁilanoLﬁminnal, argininnel,vlizinnel, pipe-
ridinnel, prokainnal és hasonldékkal képzett sdék. A savaddicids

sék kozott taldljuk pl. az &svényi savakkal, pl. sésavval vagy.
kénsavval képzett sbékat, vagy a szerves savakkal, pl. ecetsav-—

val vagy oxdlsavval képzett sékat.

A "funkcionéiis szérma;ék", ahogyan itt alkalmazzuk, olyan
szdrmazékokat jelent, amelyeket az N- vagy C-termindlis csoportok
gybkein oldallédncokként el8fordulé funkciondlis csoportok fel-
haszndldsdval készithetiink a szakteriileten ismert eljérdsokkal;
ezek mindaddig a taldlmdny keretén beliil vannak, amig gyégyéT
szatilag elfogadhatdék maradnak, azaz a polipeptid aktivitésa ném
roncsolédik el, az ezt tartalmazdé kompozicidknak toxikus tulaj-
donsdgokat nem ad 4t, és nem hat kédrosan az antigén tulajdon-
ségokra.

Ezek kozdtt a szdrmazékok kozstt taldljuk pl. a Rarboxi—
csoport alifds észtereit, a karboxicsoport amménidval vagy pri-
mer vagy szekunder aminokkal véggett reakcibéjaval kialakitott
amidjait, az aminosavgyokok szabad aminosavcsoportjainak N-acil
szdrmazékait, amelyek acil-csoportokkal (pl. alkanoil- vagy kar-
bociklusos aroil csoportokkal) képz8dnek, vagy a szabad hidroxil-
csoportok (pl. a szerin- vagy treonin gyskok hidroxil-csoport-
jainak) O-acil szdrmazékait, amelyek acil csoportokkal képzdéd-

nek.
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A "prekurzor'"-ok olyan vegyiiletek, amelyeﬁ az emberi vagy
dllati czervezetben az OCF el8tt keletkeznek,majd OCF-fé ala-
kulnak 4t.

A taldlmény szerinti faktort a regenerdldéddé hal 1latéidegek
CM-jéb8l vagy makrofdgok CM-jéb8l, vagy mds alkalmas forrédsok-—
b8l izoldljuk, majd hagyomdnyos biokémiai eljdrédsokkal, pl.
ioncseréldé kromatogrédfidval, méretkizidrdsos kromatogridfidval,
HPLC-vel, stb. tisztitjuk. ‘

A hal 14téidegb8l szidrmazdé CNS axonok regenerdldsa OCF je-
Ienlétében megy végbe, ahol ez az OCF ezeknek a sériilt idegek-
nek a kornyezetéb8l szdrmazdé faktor. Az OCF gdtolja az oligo-
dendrocitdk érését progenitorjaibdl és a nyulvany-hordozd érett
oligodendrocitdk szdmédban csokkendst idéé elé, amikor emlégs
rendszerhez adjuk. Az OCF-et patkdny tenyészetekben aktivnak
taldljuk. Ennél fogva ez a faktor utat jelenthet a felé, hogy
elkeriil jilk az érett oligodendrociték elfojté és nem megengedd
hatdsdt a regenerdléddsra feln8tt eml8s CNS-ben. Az OCF-szerfi
faktorok a fejl8dés sordn nem sziikségesek, mivel a kifejléd6
axonok nem taldlkoznak teljesen differencidlt mielin-termeld
oligodengrocitédkkal, amelyekr8l ismert, hogy nem-megenged8 ha-—
tdssal vannak az axon-ndvekedésre.

A regenerdlédd hal 1latdidegbhbl szdrmazd anyagok megfigyelt
hatdsa a tenyésztett emlés oligoéendrociték szdmdra azt sejte-
ti, hogy a regenerdlédé hal 14tbéideg CM-jével kezelt sériilt:
nydl l4téidegekben | Lavie és munkatérsai (1987): az axon nive-
kedés ezen komponensek azon lehetséges in vivo hatédsénak
tulajdonithatdé, hogy médositjédk az oligodendrocitdk populdcid-
jét is az asétrociték tulajdonsédgaira valé hatdsukon kiviil ECo—

hen és Schwartz (1989)1. Az OCF megfigyelt gdtlé hatdsdt nem a
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PDGF vagy CNTF kozvetiti, amelyek k&zvetett méd;ﬁ idéznek el
csbkkenést az érett oligodendrociték szadmédban iNoble és munka-
térsai (1988); Lillien és munkatérsai (1988);. Nem régi kézlemé—
nyek szdmolnak be arrdl, hogy aktivdlt asztrocitdk forrdsai le-—
hetnek olyan faktoroknak, amelyek gédtolni képesek az oligodendro-
citédk éréséti:Rosen és munkatédrsai (1988)2, vagy tumor nekrézis
faktor (TNF) forrdsai lehetnek Robbins &s munkatdrsai (1987); a
TNF -nek citotoxikus aktivitdsa van egér gerincagy mielinezett
szervtenyészetére :Selmaj és Ramie (1988)3: Ennél fogva figye-
lembe kell venni azt a lehet8séget, hogy a megfigyelt aktivi-
tdst olyan faktor kdzvetiti, amely funkciondlisan hasonlé a
TNF-hez. Abbdl a célbdl, hogy értékeljilkk a rokonségot a jelen
taldlmény szerinti OCF és a TNF kozott, humdn rekombinédns TNF
ellen irdnyuld antitesteket alkalmazunk, és kimutatjuk, hogy
ezek nem semlegesitik a CM-R megfigyelt hatéséﬁ.

A hal iétéidegek regenerdléddsa spontdn megy végbe a sérii—
1és utdn. A normdlis hal 14tdidegek in vitro megenged§ kSrnye-=-
zetet biztositanak az eml8s CNS neuronok szédmdra, hogy neﬁrito—
kat bocsédssanak ki. Lehetséges, hogy a normdlis hal 14tdéidegek
mentesek a mielinnel t&rsult neurondlis ndvekedésgdtldktdl,
amelyek eml8sdkben megfigyelhetlk, vagy csak igen alacsony
szinten rendelkeznek ezzel. Ha a hal nem vagy csak alacsony
szinten rendelkezik axon n6vekedési inhibitorokkal, vélhetd,
hogy a hal és az eml8s oligodendrocitédikban kiildnbbznek, vagy
hogy inhibifcr/citotoxikus faktorok szabdlyozzdk ezeknek a mie-
linnel térsult axon ndvekedésgdtldknak a kifejez8dését. Ez a
lehet8ség egybevdg azzal, hogy az ép hal l14tdéidegekben taldlt
inhibitor/citotoxikus faktorok szintje alacsony. A hal 14té-

rendszer szokatlan annyiban, hogy az élet fplyamén a sejtek fo-
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lyamatos hozzdadésa megy végbe, ezért a l4dtéideg mindig tartal-
maz bizonyos mennyiségﬁ noveked8 optikai axont. Ennél fogva
lehet8ség van arra, hogy az a mechanizmus, amely egy felndtt
kornyezetben valé novesztést tesz lehetévé, Jjelen van a nem

sériilt hal 14téidegben is, csak sokkal kisebb mértékben. Ez

azt sugallja, hogy az eml8sdkben vagy hidnyzik az ilyen fakto-

rok sériilés uténi hozzadférhet8sége a megfeleld idbben, vaéy egydl-
taldn nem rendelkeznek ezekkel a faktorokkal.

A regenerdlédé hal ldtdéidegekben taldlt citotoxikus ha-
t4s kdzvetve vagy kozvetleniil fiigghet a makrofdgoktdél, az ak-
tivdlt 411landé ("bennsziilott") mikroglia-sejtektdl, vagy az
aktivdlt asztrocitdktél. Ha a makrofdgok gyorsan eldzdnlik a
“ hal sériilt lidtdidegét, amint ezt az emléstk regenerdldédd pe-
riférids idegeivel teszik, ezek lehetnek felel8sek a CM-R-ben
megfigyelt megndvekedett aktivitdsért a CM-N-hez viszonyitva,
és ezeknek tulajdonithaté a nem-megenged8 érett oligodentroci-
t4dk eltiintetése. Ez olyan kornyezetet teremthet, amely a ndve-
keddés szimdra megenged8 jellegli, mik&zben a neuronok a ndveke-
désnek még a sériilés &ltal induk&lt &llapotdban vannak.

Megfigyelhetd, hogy az olyan idegek tenyészeteiben, ame-
lyek 2 nappal kimetszésiik el8tt sériiltek meg, sok makrofdg van
jelen, de csak néhény oligodendgocita. Ezzel ellentétben olyan
nem sériilt 1l4téidegek tenyészeteiben, amelyek a szervben te-
nyésztek 2 nappal disszocidcidjuk eldtt, csak néhdny makrofég
14thaté, mig az oligodendrocitédk szdma viszonylag nagy. A for-
d{tott ardnyossdg az oligodendrocitdk szdma és a makrofdgok
szédma kozbtt az sugallja, hogy a makrofégoknak szerepe van az

oligodendrocitédk szdmdnak szabdlyozdsédban a sériilés utédn.
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A jelen taldlminy foglalkozik tovédbbd a jelen taldlmény
szerinti faktor elleni antitestekkel is. A poliklondlis anti-
testek a jelen taldlmény szerinti dusitott vagy tisztitott OCF-et
tartalmazé antigén készitménnyel immunizdlt &llatok szérumdbdl
szdrmaznak.

A monoklondlis antitesteket a szakteriileten jél ismert el-
jérédsokkal 411itjuk el8. Az 4llatokat az OCF nyers, didsitott
vagy tisztitott készitményeivel immunizdljuk, és az immunizdlt
dllat 1ép- és/vagy nyirokcsomé sejtjeit megfelelb mieldéma sej—
tekkel fuziondljuk. A pozitiv hibriddéma feliiliszdk &tvizsgdlésit
az OCF bioldégiai vizsgdlatdra itt leirt éljéréssal hajtjuk végre.

Az OCF elleni monoklondlis antitesteket OCF tiszt{t4sshoz
haszndljuk affinitds-kromatogrédfidval, j61 ismert eljdrédsok
szerint.

Az OCF elleni antitesteket) mind a poliklondlisokat, mind a
monoklondlisokat, alkalmazhatjuk tovédbbd egy cDNS kényvtar ét—>
vizsgdldsdhoz OCF-et kédoldé DNS molekuldkra, amelyeket azgtén
megfeleld kifejez8 vektorokba lehet iktatni és gazdasejtekbe
fert8zni. Ezeknek az &tfertfzttt gazdasejteknek a tenyészete
rekombindns OCF-et termelhet nagy mennyiségben.

A jelen taldlmény szerinti faktor felhasznélésénék egyik
utja a CNS sériilt sejtjei regene?élésénak indukdlédsa eml8stk-
ben; ez abbdl 411, hogy a faktor készitményét‘a célzott szervbe
iktatjuk be. Igy pl. az aktiv oldhaté faktor hosszanti beiilte-
tése alkalmazhaté az ideg mentén, hogy ndveljilkk az alkalmazott
anyag hozzidférhet8ségét; mintegy egy mini-pumpdt alkalmazva igy
a faktor folyamatos szolgdltatédsédhoz.

Olyan mértékig, ameddig szilkkségesnek tlinik a jelen leirés
teljessé tétele érdekében,minden, a lefrdsban referdlt és idézett
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publikdcié referenciaként épiil be a jelen bejelentésbe.
A taldlmdnyt az alédbbi kisérletekkel és példdkkal illuszt-
réljuk, amelyeket nem tekintiink korldtozdé jelleglinek.

Kisérleti eljdrdsok

a.) A hal 14t4ideg zuzott sériilése és CM (kondiciondlt tépks—
zeg) készitése

300 M1 CM el8411{tdsdhoz négy pontyot (Cyprinus carpio,
800-1200 g) mélyen érzéstelenitiink 0,05 % trikain metédnszulfo—
nidttal (Sigma). A l4dtéidegeket a szemiiregen beliil Osszezizzuk és
az 4llatokat visszahelyezziik a tartdlyokba. 8 nappal késébb
a halat 4jbél érzéstelenitjiik, a zdzott, regenerdldéddé idegeket
kimetsszik, 300 #1 szérummentes tépkbzegbe visszilk &t (DMEM,
Gibco) és 1,5 6rén &t szobah8mérsékleten inkubdljuk. A tépko-
zegeket ezutdn Osszegyiijtjik, szlrjik, és -80°C hémérsékleten
t4roljuk. A tépktzegek fehérjetartalmdt a Bradford eljdrédssal
hat4rozzuk meg | Bradford M. (1976)].

Tripszinnel enzimes emésztést végziink a kovetkezbképpen:
Tripszinnel kotott agardzt kiegyensulyozunk PBS-sel (foszfét-
tal pufferolt fiziolégids konyhasdoldat) és 4 érdn &t inkubdl-
juk 37°¢ h6mérsék1efen a CM-mel. Az oldatot centrifugdljuk
(1000 xg, 5 percig) az inkubdlds végén, a kapott felﬁiﬁszét
pedig in vitro megvizsgdljuk az aldbb leirt tenyészetekben. A

'
CM-et h8vel kezeljiik 100°C hémérsékleten 10 percen 4t.
b.) A patkdny 1l4téideg zuzott sériilése

Patkényokat (250-350 g) égzéstelenitﬁnk Rompum-mal (10 mg/
kg, intraperitonedlisan) és Vetelar-ral (50 mg/kg, intraperito-
nedlisan). 01dalsé kantonomidt végzﬁﬁk binokulédris oper4l§

mikroszkép alatt és a kot8hdrty4t laterdlisan bemetsszik a

szaruhdrtydba, miutdn a visszahizé izmokat (retractor bulbi)
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elkiilon{tettiikk. A ldtdidegeket azonositjuk és a szemgolydé kozelé-
be helyezzilk tompa mfiszerrel. A dura ép marad. Az ideget zuUzzuk
egy kalibrdlt keresztdllédsd csipesszel, 1 mm tévolsdgban a
séemtél 30 mésodpercen 4t. A kantonomidt bevarrjuk és az dlla—
tot hagyjuk feléledni. Megfeleld idbben az &llatot Wjbdél érzés—
telenitjilk és a ldtbideget kimetssziik.

c.) Tenyészetek készitése sériilt felndtt patkdny 14téidegekbdl.

AbbSl a célbdbl, hogy gliasejt készitményeket készitsiink,

minden egyes kisérletben ot felnltt patkdny ladtbideget alkalma-
zunk. A l4dtdidegeket a fentebb leirtak szerint zizzuk és 3 nap-
pal késbbb kimetsszilk ezeket, megdrsljilk és Leibovitz L-15 tép-
kﬁzegSen (Gibco), amely 500 egység/ml kollagendzt is (Sigma)
tartalmaz,'inkubéljuk. 60 perc utén 37°C hémérsékleten azonos
térfogatd tripszint (3000 egység/ml) adunk hozzd, és tovédbbi

15 percig inkubdljuk. A szuszpenziét centrifugdljuk (500 xg,

5 perc), a feliiluszdt eltdvolitjuk és a szdvetet djra szuszpen-—
déljuk, majd 15 percen 4t tovdbb kezeljitk tripszinnel (15000
egység/ml) olyan oldatban, amely 0,25 mmél/1 EDTA-t tartalmaz
Ca2+ és Mg2+~mentes DMEM-ben. Az emésztést Ugy fejezziik be,

hogy hozzdadjuk széjabab tripszin inhibitor (5000 egység/ml,,
Sigma), szarvasmarha hasﬁyélmirigy DN-4z 1 (74 egység/ml, Sigma)és
szarvasmarha szérum albumin (BSAg'V. frakcié, 3 mg/ml, Sigma) ol-
datdnak azonos térfogatdt, majd centrifugdljuk. A feliiluszét

Raff &dltal médositott {Raff és munkatédrsai (1983i§Bottenstein
‘és Sato 4dltal meghatdrozott tédpkozeggel "Bottenstein és Sato
helyettesitjiik, -

Yﬁﬁﬁ%f%VTfEE%_ﬁgvetéen a szovetet elddrzsoljilk. Az igy létre-

jov6 sejtszuszpenzibébdl 50 ml-t poli-L-lizinnel (PLL, 20 »g/ml)

boritotf fed8lemezekre szélesztiink (1 14tdidegb8l szdrmazb sej—
teket 3 fedflemezre oltjuk). 30 perc milva 37°C hémérsékleten a



letapadd sejteket levblitjik és 500 m1 meghatirozott tédpktze—
get adunk hozzdjuk. Regenerdldédd hal 14tdéidegblbl szidrmazd
CM—et (12 Mg/ml) adunk‘a kisérleti mintdkhoz 48 érédval kés8bb.
A sejteket tovédbbi 48 bra milva kdzvetett immunfluoreszcens
jelzéssel megvizsgdl juk.
d.) Sejttenyészetek'ﬁjszﬁlatt patkdny agybdl

Glia-sejteket prepardlunk uUjsziilott Sprague-Dawley pat-
kdnyok agykérgébdl ZMcCarthy és DeVellis (1980)3. A sejteket
PLL-lel burkolt lombikokba (85 mm2, Nunc) vagy PLL-lel burkolt
fed8lemezekre (105 sejt/fed8lemez) visszilk 4t, a kevert glia-
sejt tenyészetek elemzéséhez. A sejteket 5 % borjiembrid szé-
rummal (FBS, Sigma) kiegészitett DMEM;ben noveszt jiik, a tapko-
zeget minden mdsodik napon lecserélve.
c.) Dis{itott oligodendrocita tenyészetek készitése

8 napos in vitro tenyésztés utdn az Ujszilstt patkdny agy
glia-sejtjeinek kevert populdcidjét tartalmazdé lombikot egy
éjszakédn 4t rizatjuk, a nem tapadd séjteket PLL-1el burkolt
fed8lemezre visszilkk 4t mintegy 104 sejt/fed6lemez mennyiségben,
hacsak mésképpen nem jelezziik. A sejteket 30 percen &t hagyjuk
letapadni, majd Raff &dltal mdédositott Bottenstein és Sato-féle
meghatédrozott tépkdzeggel tédpldljuk abbdl a célbdl, hogy sef—
kentsiik az oligodendrocita kifejlédést. A sejteket az &toltés
utdn kiilénbsz8 id8tartamokig kezeljiik, és kdzvetett immunfluo-
reszceﬁs festésnek vagy ELISA-nak vetjilkk ald dltaldban 48 4ra
utédn, hacsak mésképp nem jelosl jiik. |
f.) Kézvetett immunfluoreszcens jelzés

A tenyésztett sejteket az aldbbi antitestekkel immun-je-—
lezziik: A2B5 egér IgM monoklondlis antitestek (hibridéma fe-

- 1liildiszé 1:1 arédnyban higfitva), amelyek jelzik az érett 2. ti-
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pusd asztrocitdkat és mind az oligodendrociték, ﬁind a 2. tipusd
asztrocitdk perinatdlis progenitorait (0-2A perinatélis proge-—
nitorok) EEisenbarth és munkatdrsai (1979); Raff és munkatérsai-
(1983)}; 04 egér IgM monoklondlis antitestek (koncentrdlt hibri-
déma feliildszé, 1:100 ardnyban higitva), amelyek az éretlen
oligodendrocitékat _Sommer és Schachner (1980i§ és az 0-2A fel-
n8tt progenitorokat forench—Constant és Raff (1986a)} jelzik;
egér antigalaktocerebrozid (Galc) monoklonédlis antitestek (hib-
ridéma feliildiszé 1:10 ardnyban higfitva), amelyek az érett oli-
godentrocitdkat jelziijRaff és munkatédrsai (198753; nydl anti-
glia fibrilldris savas fehérje (GFAP, teljes szérum 1:1000
ardnyban higitva), amely az érett 1. tipusd és 2. tipusd aszt-
rocitdkat jelzi :Bignami és munkatdrsai (1972)3; GD2 egér mo-—
noklondlis antitestek, amelyek a hal oligodendrocitédkat jelzik
:Jesefich és Romen (19895}. A rodaminnal vagy fluoreszceinnel
konjugdlt médsodik antitesteket kilonbszé forrdsokbdl szerezzik
be: a kecske anti-egér IgM-et a Jackson Immunoresearch Labora-
tories—t81l (1:50 ardnyban higftjuk); a kecske anti-egér IgG3~at
a Serotec—t81 (1:50 ardnyban higitjuk); és a sertés anti-nyidl
IgG~t a Dakopatts—tél (1:50 ardnyban higitjuk).

A felilleti antigének (A2BS’ 04 és Galc) immunjeléését gy
hajtjuk végre, hogy elfszdr a kiyént antitestek mindegyikét in-
kubdl juk a sejtekkel 50 )21 térfogatban 37°C hSmérsékleten 30 per-
cen 4t. A sejteket azutdn tobbszdr mossuk 2 % hével inaktivilt
FBS—t is tartalmazé Hank-féle kiegyensilyozott sdéoldattal, majd
tovdbbi 30 percen 4t inkubdljuk DMEM-ben higitott, megfelell ro-
daminnal vagy fluoreszceinnel konjugdlt mdsodik antitesttel. A
sejteket mossuk és metanclban fix4dljuk -20°¢ hémérsékleten 10

percen 4t. Az intracelluldris antigéneknél (GFAP) a sejteket



el8szor régzitjﬁk,‘majd immunjelezaziik. Bizonyoé‘kisérletekben a
tenyészeteket egyidejlileg kett8sen jelezsziik A235 és Galc anti-
testekkel, majd ezt kovetfen anti-egér IgM-mel (rodamin) és
anti—egéfIgG3—ma1 (fluoreszcein). Az immunjelzés utdn a fedé—
lemezeket minden esetben mossuk, egy csepp glicerinbe helyezzﬁk,
amely 22 mmél/1 1,4 diazobiciklo[2,2]oktént (Sigma) is tartalmaz ,
hogy megakadédlyozzuk az elhalvdnyoddst, majd leforrasztjuk és féziskontraszt—
tal, epifluoreszcens (rodamin és fluoreszcein kimutatdsra) optikédval iés ka-
merdval felszerelt Zeiss Universal mikroszképon megvizsgédljuk. Az Osszes
immunjelzett sejtek konkrét szdmit minden fed8lemezen megszdmol juk.
g.) ELISA 616 sejteken

Oligodendrocitdkban disitott tenyészeteket készitiink, amint
fentebb lefirtuk. A sejteket tobbiireges mikrotitrdldé lemezekre
(5.103 sejt/iireg, Nunc) oltjuk. 24 &rés iﬁ vitro tenyésztés
utdn vagy regenerdlédsé idegekb8l, vagy ép idegekb8l szdrmazé
CM-et adunk hozzd a jelzett koncentréciéban. 48 Sér4val késbébb a
sejteket megvizsgdljuk Galc antitestekkel inkub4dlva 37°C hémér-
sékleten 30 percen 4t, majd torma-peroxiddzzal konjugdlt kecske
anti—egér antitestekkel (BioMakor, Izrael) inkubdlva tovabbi
30 percen &t 37°C hémérsékleten. A kotstt antitestek meghatdro—
z4sdt Ugy végezziik el, hogy a sejteket mossuk és hozzéadunk ire—
genként 1OOVK1 szubsztridtumot [2,2~azino—di(3—etil—benztiazolin)
szulfét, Sigma], amely 0,003 % H202—vel van kiegészitve. Az ab-
szorpcidét Titertech Multiskan MMC-ben vizsgdljuk 405 nm-nél, 630
nm referencia~hullédmhosszal.
ﬁ.) Nem—-fajlagos észterdz festés

A sejteket az o« -naftil-acetdt észterdzos eljirdst, valamint

a fluorid gétlédsos el jdrdst alkalmazva festjilk meg egy Sigma
készlet segitségével. N4trium-nitrédtot (50 M1; 0,1 mé1/1) adunk
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SOJQI gyorskékhez (fast-blue, 15 mg/ml 0,4 mél/i’HCl—ben). A
keveréket szobahdmérsékleten 2-3 percen &t &4llni hagyjuk. Ehhe=z
37°C hémérsékleten hozzdadunk 2 ml ionmentesfitett vizet, majd
250 1 Trizmal puffer;koncentrétumot (pH 7,6), majd 50 M1
/. —naftil-acetdt oldatot. A fluorid-gdtldshoz SOsﬁl'nétrium—
fluoridot (0,2 g/ml) is adunk. A sejteket azutdn rogzitjik cit-
rdt—-aceton-formaldehid rogzitében (25 ml citrdt-oldat + 65 ml
aceton + 8 ml 37 %—os formaldehid) 30 percen 4t szobah8mérsék-—
leten. A sejteket azutén aléposan moésuk vizben, ezutén ezeket.
30 percen &t inkubdljuk ¢.-naftil-acetdt reakcidoldattal 37°¢
h8mérsékleten. Az alapos moséds utédn a sejteket 2 percig ellen-
festjiik hematoxilin oldattal. A fed8lemezeket azutdn mossuk,
mikroszkdép lemezekre vissziik glicerinnel megfigyelésre.
i.) Statisztikai elemzés

Az eredmények statisztikai elemzését a Friedman Rank Test
médszert alkalmazva végezzilkk. Ebben a statisztikai mdédszerben
minden egyes kisérletet elkiilonitett blokkban kezeliink, és az
eredmények jelentds kiilonbségét (kontroll a CM-kezelttel ézem—
ben) figyeljiilk meg a blokkok szdma szerint.

| PELDAX

1. példa

Ez a példa azt mutatja be, hogy a regenerdldéddé hal létdéide-
gekkel kondiciondlt, OCF-et tartalmazd tépkﬁzégek csdkkenést
idéznek el8 a nydlvdny-hordozé oligodendrocitdkban disszocidlt
sérillt felnb8tt patkdny lédtdbidegek tenyészetében.

Az 1a. és b. 4brdk a nydlvdny-hordozé 04 pozitiv sejteket
mutatja be feln8tt patkdny l4tdidegekb8l szédrmazdé tenyészetek-—
ben, amely l4tdéidegek az eltédvolitdsuk elétt 3 nappal szenved-

tek sériilést. Regenerdlddd hal 14tbéidegekbdl szidrmazd kondi-
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ciondlt tépkszeg (CM-R; 12 mg fehérjé/ml), amelyet 48 dréval az
oltds utédn adunk ezekhez a tenyészetekhez, jelenlétében a O4 po-
zit{v sejtek, amelyek az in vitro tenyésztés 96. dbrdjdban fel-
tiinnek, szdma (10.—g.'ébra) sokkal kisebb, mint a kontroll tép-
kézegben tartott, nem kezelt tenyészetekben (1a.-b. &bra). A

04 pozitiv sejtek, amelyek a CM-R-rel kezelt tenyészetben fenn-
maradnak, kevésbbé hordoznak nyulvédnyokat és ezért éretlen oli-
godendrocitédknak azonosi{thaték (1c.-g. 4bra). Ugyanezeket az
eredményeket kapjuk akkor is, amikor megismételjiik ugyanezeket’
a kisérleteket érett oligodéendrocitdk ellen irdnyulé antiteste-
ket, pl. antigalaktocerebrozidot (Galc) alkalmazva 04 antites—
tek helyett. Kovetkezésképpen a hal regenerdldédé idegeknek CM-
jével (CM-R) kezelt tenyészetekben a sejteknek csak 42 %-a fej-
18dik érett Galc pozitiv sejtekké a meghatdrozott tédpkdzegben
lev8 osszes Galc pozitiv sejteken kiviil. Ezek az eredmények
oldhaté faktor vagy faktorok jelenlétét sugalljédk regenerdléddd
hal 14tdéideggel kondiciondlt tépkdzegekben, amelyek citotoxi-
kusak lehetnek és/vagy gétolhatjdk az oligodendrocitdk érését
proggnitorjaibél.

2. példa“

Ez a példa azt mutatja be, hogy a regenerdldédé hal 14té-
idegekkel kondiciondlt, OCF-et tartalmazé tépkozeg hatédssal
van a Galc pozitiv sejtek érésére oligodendrocitdk ujszilott
patkdny tenyészeteibven.

Abbbl a célbdl, hogy tovdbb tanulményozhassuk ennek az
inhibitor/citotoxikus faktornak a természetét és lehetséges
befolydsdt a regenerdléddsra, el8szdr megkeressiik az oligoderd-—
rocitdk gazdag forrdsdt és megvizsgdljuk az djsziilott patkdny

agy tenyészetei alkalmazdsdnak lehet8ségét sériilt felnbtt pat-
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kdny l4tdéidegek helyett, mivel az gazdagabb fof;ésa az oligodend-
rocitéknak és homogénebb populdciét biztosit. Az Ujsziillstt patkdny agy oligo-—
dendrocitdit és perinatdlis progenitorjait a kovetkez8 kisérletsorozattal
kapjuk meg McCarthy és De‘Vellis szerint (1980). Az oligodendrocitdkat poli-
I-lizinnel burkolt fed8lemezekre oltjuk. Regenerdldédd hal 1latdidegek CM-jét
(CM-R) adjuk ezekhez a tenyészetekhez (12 Mg/ml), amely tenyészetek. Ujszii—
1ott patkdny agy oligodendrocitékkal vannak dusitva vagy az oltds idd8pont ji—
ban, vagy 24 és 48 6réva1 késébb. Minden esetben azonos szdmd
oligodendrocitdt oltunk, mint a nem kezelt kontroll tenyésze-
tekben. Amint a 2. &brdn ldthaté, az osszes CM-mel kezelt tenyé-
szetekben 24 6rdval a CM alkalmazdsa utdn a nydlvényos Gaic po-
zitiv sejtek szdma kisebb (minteéy 50 %), mint a hasonlé nem-ke-
zelt tenyészetekben. Ugy tfinik, hogy ha a CM csak az oligodendro-
citék érésére hat progenitorjaikbdél, a Galc pozitiv sejtek meg-—
figyelt alacsony szdma, legaldbbis az oltds utédn 24 dérdval és
48 brdval kezelt tenyészetekben, a spontdn sejtpusztuldst tik—
rozheti olyan koriilmények kozott, amelyekben a sejt megijitédsa a
progenitorokbdl gdtolva van. Egy méds elképzelés szerint a'rege—
nerdlédsé hal 1l4tdéideg CM-je hatdssal lehet az érett oligodendro-
citdkra is a progenitorokra valé hatdson kiviil. A 2. példédban
bemutatjuk az alkalmazott CM mennyiségét8l gdtld hatds fiiggs-—
ségét is. Tgy mig 12 plg/ml hatédsos, 1,2 Mg fehérje/ml hatés-
talan. Amint az I. t4bldzatban bemutatjuk, 24 6rédval a CM-R
alkalmazdsa utdn a folyamat-hordozd Galc pozitiv sejtek szdma
mir 40,3i6,4—gye1 kisebdb a ném kezelt kontroll tenyészetekben
lev8 szdmhoz viszonyftva (I. t4bldzat). A CM-R forraldsa vagy
tripszinnel kezelése inhibitor/citotoxikus hatdsénak csokkenté-—
sét eredményezi (II. t4bldzat), azt sugallva, hogy a faktor fe-

hér je—-természeti.
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x

I. tédbldzat. A CM-R a patkdny agy oligodendrocitdk csdkkenését

okozza

A sejtek tipusax Ordk a kezelés A kontroll %-a A kisérletek

utdn =x (étlagiSD) XXX szdma
Oligodendrocitdk 24 40,3%6,4 3
Oligodendrocitdk 48 14,4%10, 4 12
Kevert glia-sejtek 48 25,7i4,7 4

% Ezekben a kisérletekben a megszdmolt oligodendrocitdk (Galc ﬁo—
zit{v sejtek) szdma a.kontroll tenyészetekben fed6iemezenként
350-1700 sejt kozott van.

x*x A CM-R-t 12 p1g fehérje/ml mennyiségben adjuk.

x%xx A gdtlds szdzalékdt az egyes kisérletekben gy szdmitjuk ki,
hogy a kontroll, nem kezelt tenyészetben levl megszdmldlt sejtek
szémét vessziilk 100 %-nak.

II. tdbldzat. A CM-R inhibitor/citotoxikus hatdsa az oligodend-—

rocitdkra - h6- és tripszinérzékeny

Kezelés A Galc pozitiv sejtek szdma (étlagiSD)
Kontroll 1427%247

CM-R 361%17 =

CM-R (forralt) 1474270 %%

CM-R (tripszinnel kezelt) 1087510 %=

Ebben a kisérletben a patkdny agy oligodendrocitédkat ugyanigy
tenyészt jiilk, mint ahogyan a 2. &brédban ismertettiikk. A szélesztés
utdn 24 6rival CM-R-et (forralt vagy tripszinnel kezelt, 20 Mg/ml)
adunk hozz4. A CM-R hozzdaddsa utdn 48 Srdval a Galc pozitiv, nydl-

vdny-hordozd sejteket az immunfluorészcens sejtek megszdmlédldsdval
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meghatédrozzuk. Egy kisérlet eredményét adjuk meé; amelyet hérom
pdrhuzamosban végeztiink. Ezeket ai eredményeket két tovdbbi ki-
| sérletben reprodukdltuk.
* p-érték: 0,025
xx Nem figyelhetd meg szignifikdns kiilénbség a kontroll tenyé-
szetek és a forralt vagy tripszinezett CM-R-rel kezelt tenyé-

szetek kozott

3. példa

Ez a kisérlet azt mutatja be, hogy az OCF inhibitor/cito-
toxikus aktivitdsa tdrsul a hal 14téidegek regenerdldédédséval.

Abbél a célbbl, hogy kitaldljuk: vajon az inhibitor/cito-
toxikus faktor aktivitdsdnak szintje korrelédciéban van-e a hal
14tS8idegek regenerdléddsdval, Osszehasonlitjuk a CM-R hatédsét
olyan tépkdzeg hatdsdval, amely nem sériilt, normdl hal létdide-
.gekkel van kondiciondlva. A CM-R-t vagy CM-N-et azonos fehérje
koncentrdciéban adjuk az tdjsziilott patkdny agy oligodendroci-
tédkhoz 24 bérdval az oltds utédn. Az igy létrejov8 hatdst agti~
Galc antitestekkel figyeljilk a kdzvetett immunfluoreszcencidval
jelzett Galc pozitiv sejtek megszdmldlasit alkalmazva. A 3. &b-
ra hasonlitja Ossze a CM-N-nel kezelt tenyészetekben iev6 Galc
pozitiv sejtek szdmdt a CM-R-rel kezelt tenyészetben levd sej-
tek szdmdval. A CM-N hatédsa kisebb, vagyis avhem sériilt sejtek-
b8l hidnyzik a gdtld aktivitds az oligodendrocitdk érésére.
4. példa

Ez a kisérlet azt mutatja be, hogy a CM-R-ben lev6é OCF nem
a PDGF hatédsdt utdnozza.

Az oligodendrocitdk differencidldéddsérdél nemrégen mutat-

t4k ki, hogy ezt a vérlemezke-eredeti ndvekedési faktor (platelet
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derived.growth faétor, PDGF) szabdlyozza ENéble“és munkatéirsai
(1988); Raff és munkatdrsai (19885; Richardson és munkatérsai
(1988)}. PDGF hozzdaddsa oligodendrocita progenitorok tenyésze-
teihez Adtmenetileg elhalasztja ezek differencidldéddsédt mitogén
aktivitdsa kovetkeztében.

Hogy bepillantédstinyerjink a megfigyelt gdtlds lehetséges
mechanizmusdba, legaldbbis ami az oligodentrocitdk érésére vo-
natkozik progenitoraibdl, osszehasonlitjuk a regenerdldédd hal
14t6idegek CM-jének (CM-R) aktivitdsdt a PDGF aktivitédsédval.

PDGF hozzdaddsa az oltds id8pontjdban a Galc pozitiv sejtek
szdménak nyflvédnvalé csdkkenését eredményezi 48 Sra utdn in vitro.
A hatds azonban hatdrozottan kisebb, Osszehasonlitva a CM-R ha-
tdsdval (4. dbra). A PDGF-fel kezelt tenyészetekben megfigyelt
Galc-pozitiv sejtek nyflvdnvaldéan kisebb szdma a kontroll, nem
kezelt sejtekhez viszonyitva A2B5 antitestekkel festett proge-
nitorjaik burjédnzédsdt tikrszi. Ez ny{lvénvalé az A285 pozitiv
sejtek megnovekedett szdmédbSl a PDGF-fel kezelt tenyészetekben.
Amint a 4. &brdbél lathatd, a PDGF-fel kezelt tenyészetekﬁen,
ahogyan ez vdrhaté is, novekszik az A2B5 antitestekkel festett
0-2A progenitorok szdma (4a.,b.,c. &dbrék). Ezzel ellentétben a
CM-mel kezelt tenyészetekben cstkkenés észlelhetd az A2B5 pozi-
tiv sejtek szdmédban (4c.,d. &brdk). Ezek az eredmények azt sugall-
jék, hogy a CM-R nem csupén a feln8tt oligodendrocitékra hat,
hanem progenitorjaikra is. Ezek a megfigyelések kizdrjék annak
lehet8ségét, hogy a CM-R megfigyelt hatédsdt a Galc pozitiv sejtek
kifejl8désére progenitorjaikbél a PDGF vagy barmely més mitogén
kzvetiti. Ezt tédmasztja ald az 5. 4dbra is, amely azt mutatja

be, hogy a CM-R hozz4addsa PDGF-fel egyiitt a Galc pozitiv sej-

tek cstkkenését eredményezi, amint ez vérhaté akkor is, ha



egyediil CM-R-t alkalmazunk.

A ¢sillés neurotréf f#ktor (ciliary ﬁeurotropic factor, CNTF)
egy tovébbi olyan faktor, amelyf61 nemrégiben mutattdk ki) hogy
hatdsos az 0-2A sejtvonalban, indukdlva a 2. tipusu asztrocita
differencidldédédst és ilyen médon kozvetett médon az érett Galc
pozitiv oligodendrocitédk szdmdnak csbkkenését idézve eld ELil—
lien és munkatdrsai (1988)}. Mivel a CM-R nem idéz el8 ntveke-
dést az A2B5 antitesttel festett sejtek szédmdban, és igy nem
néveli sem a proéenitorokat, sem a 2. tipusd asztrocitdkat, nem
valészinfi, hogy a CM-R hatédst a CNTF kozvetiti.

5. példa

Ez a kisérlet az OCF inhibitor/citotoxikus hatdsdnak faj-
lagossédgdt mutatja be oligodendrocitékra a regenerdldéddé hal
latéideggel kéndicionélt t4pkdzeg segitségével.

Abbél a célbbl, hogy megvizsgdljuk, vajon a CM megfigyelt
inhibitor/citotoxikus aktivitdsa egyedi-e oligodendrocitdkra,

a CM-R-t asztrocitédk é€s oligodendrocitédk kevert populdcidjéhoz
alkalmazzuk. | -

A 6. dbra azt mutatja be, hogy a megfigyelt inhibitor ha-
tds nem tulajdonithatdé egy nem—fajlagos toxikus hatédsnak, hanem
ez az oligodendrocitédkra fajlagos. Az Ujsziilott patkéﬂy agybdél
disszocidlt glia-sejtek kevert populdcidjédnak tenyészeteit ke-
zel jik vagy regenerdlddé, vagy ép idegek CM—jével (CM-R illetve
CM-N). Olyan koriilményeket alkalmazunk, amelyek a legkedvez8b-
bek az asztrocitdk 4ltal képzett egy-rétegre (monolayer) oltott
oligodendrocitédk differencidldédédsdhoz. A CM-R gdtlé hatdsa még
ilyen koriilmények kdzdtt is hangsdlyozott, mig a CM-N-nek csak
csekély gdtld aktivitdsa van 72 és 96 Séréds in vitro tenyésztés

utédn ( 6. dbra). A regenerdlédé CM oligodendrocitdkra valé
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gédtlé hatdsédval ellentétben a nem—oligodendroci%é sejtek, ame-
lyek jelen vannak ezekben a kevert tenyészetekben és fest8dnek
glia fibrillédris savas fehérjével (ez az asztrocitdk jeltlésére
szolgél),tﬁlélééére és differencidldéddséra a CM-R nem ha£ (6a.,
dbra). A kezelt és nem kezelt tenyészetekben képz8dstt asztro-
citdk egy-rétegének ldtszdélagos sfirfisége hasonlé (6c. dbra Gsz-
szehasonlitva a 6d. 4dbrdval). A CM-R megfigyelt gdtlé hatésa
ennek kovetkeztében nem tulajdonithatdé nem-fajlagos toxikus
hatédsnak, hanem szelektiv hatdsnak tulajdonithaté Qligodendro—
cita vonalra (6. dbra).
6. példa

Ez a kisérlet azt mutatja be, hogy forditott ardnyossidg van
az oligodendrocitdk szdma és a makrofdgok széma kozott.

Az els8 kisérletben kdzbnséges aranyhalat alkalmazunk. A
kondiciondlt t4pkdzeget a Dulbecco 4ltal médositott Eagle-féle
tapkozeggel készitjik el (DMEM, 4 1latéideg 300 M1 tapkszegben).

Az Osszehasonlitds azoknak az idegeknek, amelyek szerv-te-
nyészetben voltak tartva, disszocidcidja utdn kapott sejtéopu—
1dcié- és a megfelelben zlzott idegekb8l kapott sejtpopuldcid
kozott (azaz 0C-3 és PC-3 patkdnyban, és 0C-2 és PC-2 halban)
jelezheti, vajon ezeknek a sejteknek a sériilés uténi Viselke—
dése belsé ﬁgy'vagy.hatéssal vannak erre kiils8 faktorok is, pl.
vér monocitdk. Szovettenyészetekben minden ilyen kiils6 faktor
tdvol van, mivel a ldtdideg a sériilés idSpontjédban lett kiemelve.

A disszocidlt hal l4tdéidegek tenyészeteiben, amelyek a
szervben voltak tenyésztve 2 nappal a disszocidcid utdn (0C-2
tenyészetek), viszonylag nagy szdmi oligodendrocita, (65 sejt
fed8lemezenként) figyelhet8 meg (6D2 pozitiv sejtek), de csak

mnéhény makrofdg l4dthatdé. Ezzel ellentétben azoknak a disszo-
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l4téidegeknek a tenyészeteiben, amelyek 2‘napp%i sériilésiik

utdn lettek kimetszve (PC-2 tenyészetek), sok makrofdg fejlédik
ki, de csak néhédny oligodendrocita. Az a kevés oligodendrocita,
amely a zdzott idegek tenyészeteiben (PC-2) 1l4thatd, sokkal
kisebb, és sokkal rovidebb nydlvényokkal bir, mint az 0C-2 te-
nyészetekben levd oligodendrocitédk. Ezeket az eredményeket a
IIT. téblézatban foglaljuk Ossze.

Az oligodendrocitdk megjelenésével pdrhuzamosan a szerv-—- '
ben tenyésztett idegek disszocidlt sejtjeiben a makrofédgok vagy
makrofédgszerli sejtek teljesen tdvol vannak ezekben a.tenyésze-—
tekben. Még 7 napos tenyészetben sem l4dthaté egyetlen ilyen‘
sejt sem (ekkorra midr a 0C-2 tenyészetben ezek a sejtek d6rids

méretet érnek el).

IIT. tébldzat. Az oligodendrocitdk szdma olyan hal 1l4tdidegek
disszocidlt tenyészeteiben, amelyek a kimetszés és disszocidcié
elftt 2 nappal zizva voltak (PC-2 tenyészetek), és olyan hal
l4tS8idegek tenyészeteiben, amelyek a szervben voltak tenyészt—

ve két nappal a disszocidcié el8tt (0C-2 tenyészetek)

az oligodendrocitdk szdma

Tenyészet 1. kisérlet 2. kisérlet 3. kisérlet 4. kisérlet
0c-2 65(%3) 93(%25) 40(*12) 66(X26)
PC-2 3(31) 22D 15(%5) 7(¥6)

1

Ezen a kisérleten beliil azonos szdmi és mintegy azonos méretl
halat vesziink a PC-2 és az 0C-2 tenyészetekhez. A sejteket vé-
giil azonos szdmui fed8lemezre oltjuk. Ezen’a médon a kisérleti
el jérésoknak tulajdonithatdé varidcidk a minimumra cstkkennek.

Minden kisérletet hdrom pdrhuzamosban végziink. Az oligodendro-
citdk teljes szdmit (6D2 pozitiv sejtek) megszdmoljuk a feds-
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lemezen, és a megadott szdmok hdrom kisérlet étlégai&

Ellentétben a halndl tapasztalt szitudcidval, a patkdnyban
azoknak az érett oiigodgndrocitéknak a szdma, amelyeket sériilt
idegek tenyészeteiben figyeliink meg, és azok szdma, amelyeket
szervben tenyésztve figyeliink meg, hasonlé. A patkdny ldtéidegek
tenyészetében, amelyeket 3 napig szervben tenyésztiink (0C -3 te-
nyéséetek), sejtek hédrom f8 populdcidja figyelhetd meg. A zi-
zott patkdny 1l4téidegek tenyészeteihez hasonidan (3. dbra) ezek-
nek a tenyészeteknek jelentés hdnyada nyudlvany-hordozé oligo-
dendrocita, amelyeket Galc-vel jelziink 96 4rds tenyésztés utédn,
és az Osszes sejtek szdmdnak kdzel 40 %-4t képviselik. A sej-—
teknek egy médsik nagy populdcidja (mintegy 40 %) a morfolégiai-
lag felismerhet8 makrofégok. |

Az aldbbi kisérletekben aranyhal 14tdideg sejteket novesz-
 tﬁnk vagy 1-2 % FCS—-sel kiegészitett L-15 Leibowitz tédpkézegben,
vagy olyan L-15 tépkﬁzegben, amely ugyanazokkal az adalékanya-—
gokkal van kiegészitve, amelyeket a Raff 4ltal médositott.Bot~
tenstein és Sato meghatdrozott tépkazegben‘alkaimaznak, tovédbbd
még 1-2 % FCS-sel van kiegészitve.

A regenerdlédé aranyhal 1l4tdéidegekkel kondiciondlt tdpk6—
zeget (CM) a fentebb megadott CM-R-hez hasonldéan 411{itjuk el8 a
zliz4s utén 8 nappal eltédvolitott aranyhal 14tdidegek szegmenseit
L-15 tépkdzegben inkubdlva (10 aranyhal 1l4tdideg SOOle tédpks—
zegben, 3 6réds inkubdlds szobahdémérsékleten).

A hal tenyészetekben levd makrofidgok magukban foglalnak
mind vér-eredetfi, mind 4l1landé ("bennsziilétt") makrofdgokat. A
makrofdgok két tipusa morfoldgiai kritériumok alapjén megkiilon-

boztethetf: a vér-eredeti makrofdgok tipikusan kﬁralakﬁék €s
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vezikulumaik is kéralakban vannak elrendezve; 5; 41llandé makro-
fdgok viszont alakjukban szabdlytalanok és vezikulumaik vélet-
lenszerfien vannak elrendezve a citoplazma mentén. Ezen kiviil
azok a sejtek, amelyek a vér-eredetll makrofédgokra emlékeztetnek
(7. 4bra), b8ségesen fordulnak el8 azoknak a létéidegeknek a
tenyészeteiben, amelyeket tobb nappal a zizdsos sériilés utédn
metszettiink ki, viszont nagyon ritkdk azoknak a latéidegeknek a
tenyészeteiben, amelyeket a kimetszés utédn szervben tenyésztetj
tiink. Mindkét makrofég tfpus aktivan fagocitédlja a mielin tér-
meléket, amint ezt a 6D2-jelzett vakuolumokkal bizonyitjuk rog-
zitett sejtben (a vakuolumok nem jelz8dnek semmiféle mds alkal-
mazott antitesttel, sem magdval a mésodik antitesttel). A ny{l-
védnvaldan vér—eredetﬁ makrofdgok a legjobban akkor nének, ami-
kor a tépkdzeg 10 % FCS-sel van kiegészifve, és egy hét utén
tenyészetben ezek nagyon nagy méretet érnek el a tenyészetben
levd més sejtekhez viszonyitva (7A. dbra). A 7C. &bra olyan
makrofdgokat mutat be, amelyek vakuolumai er8teljesen jelz8d-
nek a 6D2 antitesttel. Ezek a makrofédgok pozitivan fest6dgek
nem-specifikus észterdzzal is (8A-C. &brédk).

Azok a sejtek, amelyeket &llandé makrofdgoknak tekintiink,
tobb formdban tlinnek fel, de két nagyobb csoportbha oséthaték:
azokra, amelyeknek egyenes, fibroblaszt-szerfi megjelenésiik van
(8F. és 9E. 4brdk), és azokfé, amelyek kerekebbek &s vastagabbak,
és amelyek néha rendelkeznek nyidlvédnyokkal (9A.-D. &bra). Kap-—
csolat figyelhet8 meg a vér—eredeti makrofédgok és az 4lland$
makrofédgok kozott (9F.-G. &brdk), és mindkét makrofdg tipus és
az oligodendrocitédk kozstt (9H.-I. &brdk). Ennek a kapcsolat-
nak a természete sejt—-elboritdénak tlnik; az oligodendrociti-

kat, dgy tlinik, mindkét tipusd makrofdg beboritja. Ezek az 41-
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landé (bennsziilott) makrofdgok nem-fajlagos ész;éréz pozitivak
is (8D.-G. &brédk).

Az oligodenndrocitédk és makrofédgok szdma koézti forditott
Osszefiiggés kapcsdn és a CM-nek a patkédny oligodendrocitédkra
valé hatdsa kapcsédn megvizsgdl juk, vajon a regenerdldédé hal 14té-—
idegb8l szidrmazd oldhatdé anyagok (vagyis CM) felel8sek-e a sé-
riilés utédni oligodendrocita szabidlyozdsért: Amikor a disszo-—
cidlt létéidegek, amelyek elfz8leg 2-3 napig szervben voltak
tenyésztve, tenyészeteihez CM-et adunk, az oligodendrocitdk
szédma csokken. Az oligodendrocitdk fedbSlemezenkénti kis szdma
miatt a kisérletet tobbszdr megismételjilk. A statisztikai vizs-
gédlat azt mutétja, hogy a CM hatésa>az oligodendrocita —szémra

szignifikéns. Ezeket az eredményeket a IV. té4blézat mutatja be.

IV. tédbldzat. A regenerdl8dé hal 14tdideggel kondiciondlt tép-

kzeg (CM) hatédsa az oligodendrocitdk szdmdra hal 1l4téideg te—

nyészetekbena.

A kisérlet Az oligodendrocitdk szama’ (iSD)d

szémaJo __Kontroll CM-mel kezelt®
1 24,5 12,0 13 1,5
2 57 t16 1 30 13,5
3 36 8,0 26 112
4 o4 4,0 19 4,0
5 19 *3,0 1 3,5 *2,5
6 13,5 0,6 4,5 0,6
7 15 13,5 7 15,0
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A 14t6idegeket kimetsszilk és szervben tenyésztjilkk két napon 4t.
A 14téidegeket azutdn disszocidljuk és lemezre vissziik. Ebben a

stéddiumban adjuk hozzd a megfeleld iliregekhez a regenerdlédé hal

14t6idegek kondiciondlt tépkodzegeit (CM).

b A sejtek kicSiny szama miatt a kisérletet sokszor ismételjiik.

¢ Minden kisérletet hérom parhuzamosban végziink, amelyek Atlagét
adjuk meg.

d A hédrom pdrhuzamos standard eltérése.

e

A CM-et 40 Mg/ml végs8 koncentrdcibéban adjuk be.

A Friedman Rank Test vizsgdlatot alkalmazva a statisztikai
elemzéshez az eredmények p=0,0001 értéket'adnak, vagyis
szignifikédns kiilonbség van a kontroll és a CM-mel kezelt

fed8lemezek kozott.

A Friedman Rank Test, amelyet az eredmények elemzésére
alkalmazunk, azt mutatja, hogy szignifikéns kiildnbség van a
kontroll (nem kezelt) és CM-mel kezelt fed8lemezek kozdtt, még-
pedig 0,01 % (p<0,0001) szinten. Amikor a nem regenerdlddd (nor-
mélis) aranyhal 14téidegekkel kondiciondlt tépkozeget (CM-N)
adunk hasonlé médon a tenyészetekhez, nem figyelhet8 meg hatéds
az oligodendrociték szdmdra, amint ezt az V. tédbldzatban bemu-

tatjuk.

V. téblézat. A normdlis hal 14tdéidegekkel kondiciondlt tép-

kszeg (CM-N) hatdsa a hal oligodendrocitédk szdmidra, Esszeha-
sonlitva a regenerdlédé hal 14td8idegekkel kondiciondlt tép-

kzegekkel (CM)Z



Az oligodendrocitdk szdma (iSD)b

Kontroll CM-mel kezelt® CM-N-nel kezelt®
92 $20° 50 t6° 103 t45°
T ND ys 4
& A xfsérleteket dgy hajtjuk végre, amint ezt az 1. tdbldzatndl
lefrtuk
by hdrom pidrhuzamos standard eltérése
¢ Minden kisérlétet hdrom pirhuzamosban végziink, amelyek &tla-
gat adjuk meg
d A kisérletek két pdrhuzamos eredményeit mutatjédk, ezért SD ér-
téket nem adunk meg
© A CM-et és CM-N-t 40 mg/ml végsS koncentrdcidéban adjuk hozzd
7. példa

Ez a kisérlet a taldlmdny szerinti OCF érzékenységét mu-
tatja 56°C hémérsékleten végzett kezelésre.

Az oligodendrocitédkban felddsitott djsziilott patkdny agy
sejtek tenyészeteiben lev8 Galc pozitiv sejtek meghatdrozdsédt
ELISA-val végezziik el, olyan médon, ahogyan ezt a kisérleti
el jardsokndl lefrtuk. Amint a VI. tdblézatbdél lathatd, 56°C hé—"
mérsékléten csokkenés 1ép fel a Galc pozitiv sejtek szaméban,

amelyet a mért optikai sflirfiség csdkkenésével bizonyitunk.

VI. t4bldzat. A kondiciondlt tédpkdzegben (CM) levd OCF hémér-

séklet—érzékenysége ELISA-val mérve
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ftlagos optikai sfirfiség SD
Koncentrédcidé® ' Szobah8mérséklet 56°Cb

- 0,752%0,076° -
CM(200 pg/ml) 0,556%0,008 0,738%0,040
CM(20 Mg/ml) 0,646%0,029 ~0,709%0,016

& A CM végs8 koncentricidja
Vs
o A tenyészetet 56°C h6mérsékleten melegitjiik 30 percen 4t

C A kisérletet & parhuzamosban végezziik, amelyek &4tlagdt adjuk

meg

8. példa v

Ez a kisérlet a hal vér-makrofdg kondiciondlt tdpkodzegének
hatdsdt mutatja be az oligodendrocitdkra.

Makrofdgban dius{itott tenyészetet készitiink az aldbbi mdédon.
Vért vesziink halakbél heparint tartalmazé PBS-be, és Hypaque-—
Ficoll gradiens f6lé rétegezziik, ahol a gradienst gy késéitjuk
el, hogy Osszekeveriink 70,6 ml 12 %-os (tomeg/térfogat) Ficoll-t
(Sigma) 29,4 ml 32,8 %-os (tomeg/térfogat) ndtrium-diatriozdttal
(Sigma). 10 ml vért rétegziink 5 ml, 15 ml-es polisztifol csében
levd Hypaque-Ficollra. A csdveket 1000 xg-nél centrifugdljuk
25 percen &t 10°C hémérsékleten. A limfocitédkat tartalmazs
"yuffy coat" frakcibét kivessziik és egyszer mossuk PBS-sel. A

sejteket Osszegyiijtjik és 20.106

sejt/ml koncentrdcidra 411{t-
juk be. 1 d6ra milva 16°C hémérsékleten a sejteket hédromszor
mossuk PBS-sel, hogy eltdvolitsuk a lazdn tapadé és nem tapadé
sejteket. Ezutdn L-15 té4pkdzeget adunk a sejtekhez.

A makrofdgban gazdag tenyészettel kondiciondlt tépkdzeget
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Ugy készitjik el, hogy a sejteket szérummentesu£épkbzegben 8 érén
&t inkubdljuk, vagy olyan tépkdzegben inkubdljuk, amely lipopoli-
szacharidokat tartalmaz. Ezt a kondiciondlt tépkbzeget adjuk az
oligodendrocita tenyészetekhez, és az oligodendrocitédk szdmit

az immunfluoreszcens Galc pozitiv sejtek megszamoldsdval hatéi-
rozzuk meg, amint ezt a kisérleti mdédszereknél leirtuk. Az elsé
kisérletben a Galc-pozitiv sejtek széma, amelyekef a makroféig-
ban gazdag tenyészet kondiciondlt tdpkodzege jelenlétében szi-
moltunk meg, 420, &sszehasonlitva a kontrollban lev8 839-cel.

A mdsodik kisérletben 24 a Galc pozitiv sejtek szdma, Bsszeha-
sonlitva a kontrollban lev8 62-vel.

9. példa:

Gybgyédszati kompozicidk

A jelen taldlmény szerinti OCF oligodendrocita citotoxikus
faktor alkalmazhaté aktiv alkotérészként a kozponti idegrendszer
idegeinek regenerdldsdra alkalmas gydgyédszati kompozficidkhoz.
Ezeket el8nyosen helyileg adjuk be a cél-szervhesz. Az OCF-nek
bédrmilyen séja, prekurzora, fragmentuma és/vagy homolégja; vagy
az OCF valamely. funkciondlis szarmazéka vagy ennek valamely frag-
mentuma vagy homolégja, vagy mindezek keveréke alkalmazhaté
ugyanerre a célra mindaddig, amig OCF aktivitdsuk van.

Az OCF-et olyan mennyiségben és tisztasdgban alkalmazzuk,
amely alkalmas a CNS axonok regenerdlédsdnak elfidézésére.emlf—
sokben, els8sorban emberben. Az OCF-et bérmilyen médon beadhat-
~ juk, amelyrdl kiszdmithaté, hogy eljuttatja a faktort a regene-
rdlandd sériilt axohok szomszédsidgdba. Az OCF-et el8nydsen egy
gybgyédszatilag elfogadhaté folyékony hordozdéban kbzvetlenil a
gyégyitandd helyre injektdljuk. Egy mdsik eljéréds szerint az

OCF-et tartalmazé implantdtumot sebészeti dton iktatjuk be. Egy
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ilyen implantétum tartalmazhat‘bérmilyen olyan éﬁyagot, pl.
nitrocellulézt, amely szivacsként abszorbedlja az OCF-et és
lassan bocsdtja ki azt az implantdléds helyén. A gydgyszer beve-
zetésének més eszkézei is nyilvédnvaléak azok szdmira, akik a
szakteriileten jértasak, és ezek szdndékunk szerint mind beliil
vannak a taldlmény oltalmi korén.

A bevezetend8 OCF mennyisége birmely adott betegbe sokféle
tényez8t61 fiigg, pl. a kezelendd sériiléstbl, a regenerdlandd
sériilt axon elhelyezkedését61 és a beteg dllapotdtdsl. Tipikusaﬁ
azonban az OCF-et mintegy 100 egységes adagban adjuk be, egyet-
len injekcidban vagy tobbszori injekcidbban, a‘sérﬁlt hely k&r-
nyezetébe, vagy az O0CF-et nitrocellulézba vagy mds adszorbedld
hordozdéba itatjuk. A pontos adagoldst tapasztalati dton kell
kialakitani.

Az OCF-et el8nyssen olyan gyorsan be kell adni a kezelend$
sériilés utédn, amennyire csak lehetséges. fgy elényssebben al-
kalmazhaté akut sériiléshez, mint krénikus sériiléshez. Nehezebb
regenerdléddst elfidézni a jelen taldlmény szerint, ha a aegene—,
rdcié mar hosszabb ideje fenndll.

Bir az OCF egyediili bevezetése jé eredményeket mutat, az
ilyen kezelés kombindlhaté bArmilyen tipusd kisérd terdpidval,
amely hatésainak fokozdsédra irdnyul. fgy pl. a sériilt hey besu-
gérzdsa kis energidju 1ézerrel, elénySsen He-Ne lézerrel (5 perc/
nap, 35 mW) késleltetheti a degenerédcié sériilés utédni el8rehala—
d4sdt és ezdltal késleltetheti a hegképzbdést [Assia és munka-
térsai: Brain Res. 476, 205-212 (1988)] .

Azok a sériilések, amelyek a jelen taldlmdny szerint kezel-
het8k, igen sokfélék lehetnek és nyflvénvalék azok széméra,

akik a szakteriileten jédrtasak. A nélkiil, hogy eljérééunk csak
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ezekre korldtozdédna, megemlithetjilkk a gerincagy sériiléseket, a

l4téidegek sériiléseit, a halldidegek sériilléseit, stb. A CNS neu-

ronok idegsebészeti eljdrds kozbeni sériilései vagy a tumorok 41-

tal okozott sériilései szintén kezelhetbk a jelen taldlmdny sze-

rinti készitményekkel.
A jelen taldlmény céljaira az OCF-et bdrmilyen gydégydsza—
tilag elfogadhatdé hordozéval vagy kotBanyaggal kiszerelhetjiik.

Az OCF-et szolgdltathatjuk vizes oldatként, pl. steril.vizes ol-

datként. Az OCF-et tartalmazdé oldatot vagy pdrt valamely stabi—

liz4lészer segitségével stabilizdlhatjuk. A kpﬁpoziqiét a sérii-
lés helyére olyan mennyiségben adjuk be, amely hatékony a sériilt
axonok regenerdldéddsdnak el8idézésében.

Az aldbbiakban k&zsljilk az irodalmi hivatkozdsok listdjit:

1. Bignami A., Eng L.F. Dahl D. and Uyeda C.T.: Localization
of glial fibrillary acidic protein in astrocytes by immun-
fluorescence.(A glia fibrilldris savas fehérje lokalizdldsa
asztrocitékban immunfluoreszcencidval.) Brain Research, 43,
429-433(1972).

2. \Bottenstein J.E. and Sato G.H.: Growth of a rat neuroblastoma
cell line in serum-free supplemented medium. (Patkény neuro-
blasztdéma sejtvonal névekedése szérummentes, kiegészitett
tédpkbzegben.) Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 76, 514-517(1978).

3. Bradford M.: A rapid sensitive method for quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of
protein-dye binding. (Gyors és érzékeny médszer mikrogramm-—

' nyivmennyiségli-fehérje mennyiségi meghatédrozdsédra a fehérje-
festék kot8dés elvét alkalmazva.) Anal. Biochem. 72, 248-
256(1976).

4, Cohen A. and Sghwartz M.: Conditioned media of regenerating



10.

ve o
..

¢ s o0 oo

.

- 43 _
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(A regenerdldédé hal 1létéidegek médositjdk a laminin szin-
teket glia—sejtekben.)‘J. Neurosci. Res., 22, 269-273(1989).
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1.) Oligodendrocita citotoxikus faktor (OCF), ennek séf, pre-—
kurzorai, fragmentumai. és/vagy homolégjai, valamint az OCF funk-
ciondlis szédrmazékai, ennek fragmentumai és/vagy homolégjai
azzal jellemezve, hogy szelektiven toxikusak az oligodendro-
cita vonalra.

2.) Oligodendrocita citotoxikus faktor (OCF), ennek séi, pre-
kurzorai, fragmentumai és/vagy homolégjai, valamint az OCF funk—
ciondlis szdrmazékai, ennek fragmentumai és/vagy homolégjai az-
zal jellemezve, hogy szelektiven toxikusak az oligodendrocita
vonalra, ahol a toxicitdst ezek azon képességével mérjik, hogy
cstkkentik az érett oligodendrocitdk szdmidt sériillt idegek te-—
nyészeteiben.

3.) Az 1. vagy 2. igénypont szerinti faktor azzal jellemezve,
hogy gétolja az oligodendrocita vonal progenitorjainak diffe-
rencidlddédsit érett oligodendrocitdkkd és 2. tipusd asztroci-
tékké.

4.) Az 1.-3. igénypontok bédrmelyike szerinti faktor azzal'jel—
lemezve, hogy vizoldhaté és h8érzékeny, aktivitdsdt 56%C hémér-
sékleten melegitve elvesztve.

5.) Az 1.-4. igénypontok bidrmelyike szerinti faktor azzal jel-
lemezve, hogy protedzra érzékeny és aktivitédsdt tripszinnel
végzett emésztéskor elvesziti.

6.) Az 1.-5. igénypontok birmelyike szerinti faktor azzal jeile—
mezve, hogy alacsonyabbrendfi gerincesek sériilt, regenerdlédd
idegeib8l, pl. sériilt hal 14tdidegekb8l nyerhetd, és az-emli—
tett regenerdlddd idegek kondiciondlt tépkozegébbl tisztithatd.
7.) Az 1.-6. igénypontok bdrmelyike szerinti faktor azzal jel-

lemezve, hogy makrofdgokbdl nyerhetd és a makrofdgok kondicio-



ndlt téapkozegéb8l tisztithaté.

8.) Az 1.-7. igénypontok bdrmelyike szerinti faktor azzal jelle-
mezve, hogy valamely alacsonyabbrend{i gerinces regenerdldéddé sé-
riilt idegeibd8l, pl. sériilt hél l4t6idegekb8]l nyerhet8, és csok-
kenti az érett oligodendrocitédk szédmét emlds idegek tenyészetei-
ben.

9.) Oligodendrocita citotoxikus faktor azzal jellemezve, hogy

az aldbbi jellemz8kkel bir:

i.) szelektiven toxikus az oligodendrocita vonalra, mig
nem toxikus mis sejtekre, pl. 1. tipusd asztrocitékra és fibro-
blaszt sejtekre;

ii.) csdkkenti az érett oligodendrocitdk szdmit alacsonyabb-—
rend{l gerincesek és eml8sdk sériilt idegeinek tenyészeteiben;

iii.) gdtolja az oligodendrocita vonal progenitorjainak
differencidldédédsit érett oligodendrqcitékké és 2. tipusd aszt-
rocitédkkd;

iv.) vizoldhaté;

v.) h8érzékeny, aktivitdsit 56°C hémérsékleten végzeft
melegitéssel elvesztve;

vi.) protedz-érzékeny, aktivitdsdt tripszinnel végzett
emésztéssel elvesztve;

vii.) jelen van alacsonyabbrendfi gerincesek, pl. halak
sériillt, regenerdlédé idegeinek kondiciondlt tépkozegeiben, de
nincs jelen sem az alacsonyabbrendfi gerincesek ép idegeinek
kondiciondlt tépkdzegeiben, sem az eml8stdk sériilt vagy ép ide-—
geinek kondiciondlt tépkdzegeiben,

viii.) jelen van makrofédgok kondiciondlt tépkdzegeiben; és

ix.) az alacsonyabbrendfi gerincesek sériilt, fegenerélédé

idegeinek vagy makrofdgoknak kondiciondlt tipkdzegeibll tisz-—
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tithaté.
10.) Antitestek * azzal jellemezve, hogy ezek az 1.-9. igénypontok
barmelyike elleni antitestek.
11.) A 10. igénypont.szerinti antitestek azzal jellemezve, hogy
poliklondlis antitestek.
12.) A 10. igénypont szerinti antitestek azzal jellemezve, hogy
monoklondlis antitestek.
13.) Az 1.-9. igénypontok bérmelyike sze}inti faktor, ennek séi,
prekurzorai, fragmentumai és/vagy homolégjai, valamint ezen '
faktor funkcionélis szédrmazékai, ezek fragmentumai és/vagy homo-
16gjai azzal jellemezve, hogy gybégyédszatilag aktiv anyagként al-
kalmazhaték eml8sdk idegei regenerdldéddsédnak indukdldséra.
14.) Az 1.-9. igénypontok bdrmelyike szerinti faktor, ennek séi,
prekurzorai, fragmentumai és/vdgy homoldégjai, valamint ezen fak-
tor funkciondlis szdrmazékai, ezek fragmentumai és/vagy homolég-
jai azzal jellemezve, hogy a kozponti idegrendszer sériilt idegei
regenerélédésénak‘indukéléséra alkalmazhatdék eml8sdkben.
15.) Az 1.-9. igénypontok bédrmelyike szerinti faktor, ennek séi,
prekurzorai, fragmentumai és/vagy homolégjai, valamint ezen fak-
tor funkciondlis szdrmazékai, ezek fragmentumai és/vagy homolég-
jai azzal jellemezve, hogy a kdzponti idegrendszer idegeinek
eml8sokben vald regenerdlédsdra szolgdlb gydgydszati kompozicidk
el84l1l{itédséra alkalmazhatdk. 4
16.) Gydégyédszati kompozicidé azzal jellemezve, hogy aktiv alko-
térészként valamely, 1.-9. igénypontok szerinti oligodendrocita
citotoxikus faktort, vagy ennek sdéit, prekurzorait, fragmentu-
mait és/vagy homolégjait,’vagy ezen faktor funkciondlis szérma-—
zékait, ezek fragmentumait és/vagy homolégjait vagy mindezek

keverékét tartalmazza, valamely gybgydszatilag elfogadhaté hor-
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dozdéval egyiitt.

17.) A 16. igénypont szerinti gybgydszati kompozicié azzal jel-
lemezve, hogy a cél-szervhez juttatandé helyi beaddshoz késziil

a k6zponti idegrendszer idegeinek regenerdléséra.

48.) Gyégyédszati kompozicidé azzal jellemezve, hogy egységnyi
dézisd oligodendrocita citotoxikus faktorbdl és valamely gyd-
gyéézatilag elfogadhaté hordozbébbl vagy kotSanyagbdl 411, ahol az
egység olyén mennyiséget jelent, amely hatékony a sérﬁit axonok
regenerdléddsédnak el8idézésére, amikor a sériilés helyére vissziik
be.

19.) Eljé4réds egy 1:—9. igénypontok bdrmelyike szerinti faktor
el8411{t4séra azzal jellemezve, hogy alacsonyabbrendfi gerincesek
regenerdlédé idegeinek vagy makrofdgoknak kondiciondlt tépkbzegét

elkiilsnitési folyamatoknak, eldnydsen kromatogrdfidnak vetjik ala.
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