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Bevezetés

A csontszovet a tamasztdé szovetek egyik magasan
differencialt formaja, s mint ilyen, bonyolult szerkezeti és miik6deési
sajatsagokkal bir. Mind a csontszovet szerkezetérsl, mind annak
miikodésérsl szerzett ismereteink az utébbi évtizedekben
robbanasszeriien megszaporodtak (Parsons 1982). Ismerjik a
csontszovet pontos felépitését (Vaughan 1970), az osteoblastos
csontképzést, az osteoclastos csontlebontast, valamint ezek
egymasra hatasat (Rodan és Martin 1984) és ennek jelentGségeét a
csontujdonképzodés (Sandberg és mtsai 1993) valamint a
csontéregedés folyamataban (Marcus 1987). A szoveti szint mellett
megismertiik a csontképzés és lebontas sejtszintii hormonalis
regulaciojat (Raisz 1983, Raisz és Kream 1983). Molekularis
szinten ismerjuk a csontszovet legnagyobb mennyiségii szerves
alkotoelemének a kollagénnek felépitését, szintézisének
mechanizmusat (Minor 1980, Vuorio és de Crombrugghe 1990). A
molekularis vizsgalatok soran SZamos nonkollagén
fehérjemolekulat (osteocalcin, osteonectin, bone morphogenetic
protein) is felfedeztek (Heinegard és Oldberg 1990, S: és
mtsai 1993). Széleskorii ismeretekkel rendelkeziink a csontok
felépitésében a kollagén molekulak utan a legnagyobb jelentoséggel
biro szerves alkotoelemekral, a nagy molekulajua
glikokonjugatumokrol is. Ez nem meglepd, hisz a szénhidratok
egyrészrol mint a biologiai struktarak alkotéi, épitdelemei,
masrészré6l mint tartalék tapanyagok, a biolégiai mozgasok
energiaszolgaltatéi kertiltek a kutatasok homlokterébe (Sharon
1980). A szénhidratok egyik nagy csoportjat - melyben (mono-,
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oligo- vagy poliszaharidok) kovalens kotéssel kapcsolodnak mas
molekulatipusokhoz, elsésorban fehérjékhez vagy lipidekhez -

glycokonjugatumoknak nevezzik.
Csontrendszer glikokonjugatumai

A csontrendszerben eldfordulo glikokonjugatumoknak
két nagy csoportja ismeretes: a proteoglikanok és a glikoproteinek.
A proteoglikanok olyan makromolekuldk amelyekben fehérjéhez
kototten - ismétlsdé diszaharida egységekbdl feléptild - hosszia
cukorlancok talalhatok. A diszaharida egységek egyik alkotoeleme
mindig egy hexézamin (amely lehet gliikézamin vagy galaktozamin)
a masik alkotéelem pedig gliikuronsav, iduronsav vagy galaktoz. A
cukormolekulak nagy része szulfatalt. Ezen, relative egyszerii
szerkezet{i, a csontrendszerben is nagy témegben jelenlevs és igy
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ismereteink az utébbi idében robbanasszeriien megszaporodtak

(Ruoslahti 1988, Médis 1991).

Nem mondhato ez el a glikoproteinekrsl, a
glikokonjugatumok masik nagy csoportjarol. A glikoprotein
molekuldkban szintén fehérjéhez kototten rovid, tobbszérésen
elagazo6do szénhidrat lancok talalhatok. Ezeknek a szénhidrat
lancoknak az alkotasaban szamos 5 illetve 6 szénatomos cukor
vehet részt. A fehérjékhez kotott cukorlancok biologiai szerepe igen

valtozatos lehet (Sharon 1974, Méczar 1987):
- Stabilizalhatjak a fehérjék masodlagos szerkezetét.
- Modosithatjak a fehérjék fizikai - kémiai tulajdonsagait

- Szerepet jatszhatnak a fehérjék funkcionalis aktivitasanak

a kialakitasaban.
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- Szerepelhetnek receptorként vagy reagalhatnak mas
receptorokkal.

-Moédosithatjak a novekedési faktorok vagy az akceptor-
receptor rendszerek miuikodéseét.

- Lehetnek immundeterminansok.

- Learnyékolhatnak mas immundeterminans molekulakat.

- Szerepet jatszanak a sejt adhézioé folyamataban.

A nagyrészt bizonyitott, szamos lehetoség ellenére a
fehérjekhez kotott cukorlancok pontos élettani szerepe az esetek
nagyobb részében még ismeretlen. Annak ellenére, hogy a modern
hisztokémia kialakulasat éppen a szénhidratok kimutatasara
kidolgozott perjodsav-Schiff-reakcié6 megjelenésétsl szamitjuk (Mc
Manus 1946), a glikoproteinek oligosaccharid komponenseinek
vizsgalata specifikus modszer hianyaban nagy nehézségekbe
titkozott. Jelentds eldrelépést jelentett és alapvetSen Gj ismereteket
hozott a lektinek bevezetése a szénhidratok vizsgalataba (Sharon
1977).

Lektinek definicioja

A lectinek felfedezése Stillmark (1888) nevéhez ftizodik,
aki megfigyelte, hogy a Ricinus communis névény kivonata -
melyet: Ricinnek nevezett - human és allati erythrocytakat
agglutinal. Ebbél a felfedezésbdl kiindulva a vércsoport antigének
kutatasa soran Renkonen (1948) valamint Boyd és Reguera (1949)
egymastél  faggetlentil  bizonyitottak, hogy a  lectinek
hemagglutinacios  képessége  vércsoport specifikus. Ezen
tulajdonsag alapjan alkotta meg Boyd és Schapleight (1954) a latin
legere - valaszt, kivalaszt - szoboél a lektin nevet. Watkins és
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Morgan (1952) kimutattak, hogy a Lotus tetragonolobus lektin O
vércsoportil erythrocytakra gyakorolt specifikus hemaggiutinacios
képessége L-fukozzal szelektiven gatolhaté. Igy derult fény a

lectinek és a cukrok specifikus kapcsolatara.

A lektinek tehat olyan proteinek, melyek képesek

az oligo- vagy poliszacharid lancok mono -  €és/vagy
diszacharid  molekulainak specifikus felismerésére, majd
receptoraik révén az azokhoz valo kétédésre (Uhlenbruck 1971).

A lektin név mellett a leggyakrabban hasznalt
szinonima az agglutinin név, hisz a hemagglutinacié a legszélesebb
korben elterjedt metodika a lektinek identifikalasara. Szamos
ellenvetés sz6l azonban az agglutinin név hasznalata ellen, hisz
hemagglutinalni vérsejteket mas anyagok is képesek és a
hemagglutinacios képesség a lektineknek csak egy tulajdonsaga.
Kikiiszobolendd a téves névhasznalatot Goldstein és mtsai (1980)
meghatarozasa a napjainkban elfogadott, miszerint a lektin olyan
nem immun eredetii, szénhidrat ko6ts, névényi és/vagy allat
fehérje, mely sejteket agglutinal és/vagy glikokonjugatumokat
precipital. Legalabb két cukorkots hellyel rendelkezik, nincs enzim

aktivitasa és lehet szolubilis vagy membranhoz kotott.

Lektinek monoszacharid specificitasa

A lektinek szénhidrat specificitasat els6sorban a
hemagglutinacio gatlasban legaktivabbnak bizonyul6
monoszacharid komponensek kimutatasaval a Landsteiner-féle
haptén inhibicios teszt alapjan hataroztak meg, hisz a legtébb
lektin reagal a sejtmembranok glikolipid vagy glikoprotein

komponenseinek terminalis szénhidrat molekulaival (Goldstein és
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Hayes 1978). A teszt, melyben a lektinek hemagglutinacios
keépességét kulonféle szénhidratokkal probaltak gatolni, magaba
foglalta a mindennapos sejtfelszini oligoszacharidokat, a vércsoport
specificitasért felelds, ill. a szénhidratok belso szekvenciaiban
elsfordulo cukrokat: Gal, GalNac, Glc, GlcNac, Man, Fuc, NeuNac.
Figyelemre mélt6 azonban, hogy szamos lektink6tés tobb cukorral
gatolhato effektiven és a legeredmeényesebb gatlas néha olyan
komplex ill. szintetikusan eldallitott cukrokkal érheto el, melyek
nem feltétlentil vannak jelen az €16 sejtek felszinén. Jo példa erre
az narancs fa lektin (Maclura pomifera, MPA) mely GalNac-ra
specifikus, de ezerszer nagyobb effektivitassal gatolhato o- vagy p-
nitrofenil-N-acetil-a-galaktézaminnal mint a GalNac-val (Goldstein
és Hayes 1978). Szamos egyazon szénhidrat specificitassal
rendelkez6 lektin eltérs affinitast mutat ugyanazon sejten vagy
szovet struktaran hisztokémiai preparatumokban (Hsu és Ree
1983). Fischer (1987) 4 kiilonféle Gal. specifikus lektin ( PNA,
VAA, RCA-I, BSI-Ba) kotodését vizsgalva egér szoveti struktirakon
azt talalta, hogy a kiilénb6zo lektinek az eltéré szovet
komponensekhez néha egymasnak ellentmondé médon kétddnek.

A fenti jelenség alapjan megallapithatjuk, hogy nincs két azonos
nominalis cukorspecificitisa lektin, mely egymassal teljesen
azonos szoveti kotddést mutatna. E ténybdél azonban nem az

kovetkezik, hogy a lektinek szoveti ko6tddésébsl —nem

kovetkeztethetiink a reagal6 struktara kémiai szerkezetére, hanem

ellenkezoleg arra kell kovetkeztetniink, hogy az azonos névleges

cukorspecificitasti  lektinek  eltérd kotddése olyan  finom

kiilénbségekre is ravilagithat, mint a reagalé cukorkomponensek
kétéstipusa, szubsztitualtsaga, elagazodasa, a szomszédos

monoszacharidok szerkezete stb. Az eltérdé lektin kotés az egyes
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lektinek specificitasanak pontos ismeretében megmagyarazhato. A
hemagglutinacié6 gatlas alapjan toébb szerzé a PNA lektint
egyértelmiien a Gal. szoveti kimutatasara ajanlja (Sato és Spicer,
1982 a,b). Részletes biokémiai vizsgalatok azonban kimutattak,
hogy a PNA lektin 40-50-szer nagyobb affinitassal kotodik a
Gal.p1-3GalNAc diszacharidhoz (Pereira és mtsai. 1976), és 10-szer
nagyobb affinitassal az N-acetillakté6zaminhoz (Wu 1984). Eme
magas affinitds kiilénbség valosziniivé teszi, hogy a PNA szévet
korilmények kozott, a lektin hisztokémiaban alkalmazott 5 - 10
ng/ml lektinkoncentraci6 mellett csak a Gal.f1-3GalNAc
diszacharidot tiinteti fel. Masik ketts Gal. specifikus lektin (RCA-I,
valamint BSI-B4) eltérd szoveti kotodésére is van magyarazatunk.
Ismert ugyanis, hogy mig az RCA-I nagyobb affinitassal a végallo -
Gal.-hoz kétodik (Nicholson és mtsai. 1974) addig a BSI-B4 a
végalls o-Gal.-ra specifikus (Murphy és Goldstein 1977). Ezen
elters kotddés eredményeként a Fabry- és Krabbe kérban tarolt
glikolipidek diagnosztikus célokra is felhasznalhat6 elktilonitése
valt lehetévé az RCA-I és a BSI-B4 lektinek egytittes alkalmazasaval
(Fischer és mtsai. 1987). A fentiek alapjan egyértelmi, hogy a
szovettani preparatumokon nem érdemes a gatlo cukrok széles
kérét alkalmazni, hisz a monoszacharid gatlas adatai szoveti
kérnyezetben csak megkézelité becslésre adnak lehetoséget, az igy
szerzett biokémiai adatok pedig ovatossaggal értékelendok. Hisz
egyrészrol azokban az esetekben amikor a lektin kétés nem
gatolhato teljes mértékben a lektinre specifikus cukorral, vagy
ktilénbozs lektinekkel eltérs kotodés észlelhetd ugyanazon szoveti
struktaran mindig felvetédik annak a lehetdsége, hogy komplex

szénhidrat reagal a lektinekkel. Masrészr6l ugyanazon cukor

specificitast lektinek felismerik a szénhidratok kulonféle felszini




eltéréseit, mely szintén befolyasolhatja a széveti kotodest
(Petryniak és Goldstein 1986). A fenti alapjan ugy gondoljuk, hogy
a lektin hisztokémiai eredményekbdl a reagalé struktara biokémiai
szerkezetére csak a lektinek pontos kotddési mechanizmusanak
ismeretében kovetkeztethetiink. A lektin kot6dés specificitasanak
vizsgalata napjainkban  szintetikusan  elGallitott di- és
oligosaccharid komponensek felhasznalasaval ill. veércsoport
anyagokrol lehasitott oligoszacharidok szerkezetének elemzésével

intenziven folyik (Pereira és Kabat 1979, Baenziger 1985, Lis €s
Sharon 1986).

Lektinek reaktivitasa lanckoéz és elagazodo szénhidratokkal

A fent emlitett kutatasok egyértelmtien bizonyitottak, hogy

bar a legtobb lektin elsddlegesen a terminalis monoszacharidokkal

O core régio
backbone régijo

@ terminalis régio

1. dbra: A glikokonjugatumok oligoszaccharid lancainak szerkezete
(Fischer 1987)
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reagal, szamos kézultik nem annyira a monoszacharidokhoz, mint
inkabb az oligosaccharid lancok kiilénb6z6, rovidebb, hosszabb
szakaszaihoz kotodik ill. néhany képes a lanckoézi szénhidrat
molekulakat és/vagy az elagaz6do lancokat is felismerni. Igy ma
mar elktilonitheték a sejtfelszini vagy a szekretalt glikoproteinek
végalld monoszacharidjaira specifikus, az elagaz6dé lancok
kozbtils6 szakaszara

, az un. “backbone“ régiora specifikus

valamint a szénhidrat lancok fehérjékhez kozvetlentil kapcsolodo

un. “core” régi6jara specifikus lektinek egyarant (1. 4abra)
(Monsigny és mtsai. 1980, Yamamoto €és mtsai. 1982, Baenziger
1985, Lis és Sharon 1986).

A terminalis monoszacharidokra specifikus lektinek

kozl:
galaktoz (Gal)) specifikus: BSA-Bs
galaktoéz (Gal.) specifikus RCA-I
fukoz (Fuc.) specifikus UEA-I
neuraminsav (NANA.) specifikus LPA

di - és (triszacharidokra specifikus lektinek koézul az:

(N-acetil-galakt6zamin)2 (GalNAc)2 specifikus DBA
(N-acetil-gliik6zamin)s (GIlcNAc)s specifikus WGA
galaktoz - 1-3 N-acetil-galakt6zamin (Gal. 1-3 GalNAc)
galaktoz - 1-4 N-acetil-gltik6zamin (Gal. 1-4 GlcNAc)
specifikus PNA

difukozillakt6z specifikus LTA lektint

emelném Kki.

11




——

A bacbone régiora specifikus lektinek koéziil csak a
mannoéz (Man.) kétagra oszl6 lancon reagalé Con A és az N-acetil-

gliik6zamin hibrid lancon reagalé WGA lektineket emelném Kki.

A core régiora specifikus lektinek koéziill nem

vizsgaltunk egyet sem.

Lektinek anomeér specificitasa

Szamos lektinnek igen kifejezett anomér specificitasa
van, mig masok nem ismerik fel a D-piranéz cukor kuilénféle
anomérjeit. A legjobb példa a Con A mely jol reagal a Man és Glc a-
formaival, mig egyaltalan nem reagal a B-alakokkal. Masik ilyen
hasonlé példa az a-Gal. specifikus BSI-B4 lektin, valamint a f—Gal.
specifikus RCA-I lektin, mely lektinek eltéré6 kotodésének
jelentGségét a tarolasi betegségek diagnosztikajaban mar emlitettiik
(Fischer és mtsai. 1987). Mas lektinek mint példaul SBA egyarant

reagal mind az o- mind a - alakokkal (Pereira és Kabat 1979).
A lektinkotés gatlasa

A specifikus lektinkotés gyakran tobb cukorral
gatolhato. Szamos lektin elvisel bizonyos variaciokat a piranoz
gyurti C-2-es szénatoman, igen kevés gyokot a C-3-as szénatomon
€s semmilyen oldallancot nem visel el a C-4-es atomon (Pusztai
1987). A szerkezeti hasonlésag vagy differencia ezen harom
szénatomon magyarazatot ad a Man specifikus lektinek affinitasara
a Glc-hoz (pl: Con A, LCA). A legtobb GalNac specifikus lektin
reagal a Gal is. Viszont a Man/Glc specifikus lektinek nem

reagalnak Gal/GalNac csoportba tartozé szénhidratokkal, mely
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észlelet bizonyitja, hogy a lektin kotést a szénhidratok primer és
szekunder szerkezete is befolyasolja (Pereira és Kabat 1979). Mas
lektinek, mint példaul az MPA lektin kotése 15-szor erdsebben
gatolhato Forsmann antigénnel - melyben fehérjehez kototten
egyetlen GalNAc molekula van jelen - mint tiszta GalNAc -val. Ez
azt latszik bizonyitani, hogy a lektin kotés gatlasaban a gatlo
cukrok tercier szerkezete is nagy jelentsséggel bir. Ugy gondoljuk,
hogy a fenti példak alapjan is egyértelmt, hogy a Ilektin-
hisztokémia egyik legizgalmasabb teriilete a kotés gatlas. Az

inhibicié szerepe ugyanis tébbes:

Egyrészrol informaciot szolgaltat arrol, hogy a lektin
valoban valamilyen szénhidrathoz kétodott-e.

Masrészrol meghatarozhaté, hogy a koté szénhidrat

molekula mely szénatomja ill. azon milyen oldallanc koéti a lektint.

Harmadrészrol meghatarozhato a lektinké6tés

specificitasa.

A felsorolt lehetGségek alapjan tehat ismert szerkezeti
természetes vagy mesterséges szénhidratokkal végzett inhibicio
alkalmazasaval hisztologiai preparatumokon meghatarozhaté a
lektint koété cukor pontos szerkezete (kotéstipus, az oldallanc

tipusa) melyen keresztiil kdvetkeztethetiink az illeté6 cukormolekula

szerepeére.
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Tobb lektinnel végzett hisztokémiai valamint kotés
gatlas vizsgalat soran hisztokémiai preparatumokon nyert
eredmeények szdéveti struktarakhoz koéthetok, igy mod nyilik a lektin
hisztokémia alkalmazasaval funkcionalis morfologiai vizsgalatokra.
A lektin hisztokémia ilyen iranyt alkalmazasa mar eddig is szamos
0j ismeretet hozott (Fischer 1987), azonban ezen vizsgalo eljaras a

funkcionalis morfologia terén a jovo egyik utjat jelenti.
Nem szénhidrat eredetii lektinkotés

A lektinek szamos nem szénhidrat eredetdi, altalaban
komplex molekulat is képesek megkotni. Ez a k6todés valoszintileg
hidrof6b ligandokon kereszttil torténik és fontos szerepet jatszhat a
novényekben melyekb6l a lektinek javarésze szarmazik. Gyakori,
hogy a lektineknek a cukorkoété helytik mellett hidrofob koétshelyeik
is vannak (Barondes 1981). Feltehetéen ezen nehezen vizsgalhato

hidroféb koétodés lehet a lektinek in vivo szerepének egyik kulcsa.

Lektinek elofordulasa, funkcioi

Ma mar tobb mint 100 kulénféle lektint izolaltak,
melyek koéziil tébbnek az aminosav sorrendje is ismert. Annak
ellenére, hogy Lis és Sharon lektinekrol szolo 1973-ban
osszefoglal6ja ota ( Lis, Sharon 1986) t6bb tizezer publikacio latott
napvilagot, a lektinek funkcidja kevéssé tisztazott. Az eddigi
vizsgalatok alapjan szamos helyen a lektinek jelenlétét feltételezik a

normal és patolégias folyamatok alakitasaban. A feltételezések
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mellett bizonyitottnak vehetd (Barondes, 1981, 1984), hogy az

endogén lectinek:

= Szerepet jatszanak az intracellularis glikoprotein

athelyezésben

- Szerepet jatszanak a baktériumok és az epithel sejtek

kapcsolataban.

- Szabalyozzak a szoveti differencialodast.
- Szabalyozzak a sejtmigraciot és adhéziot .

- Szerepet jatszanak a macrophagok fagocitotikus és

pinocitotikus tevékenységének a szabalyozasaban
- Szereptlik van a tumorok metasztazis képzésében

Az exogén lectinek pedig a szénhidrat-biokémiai

kutatasokat forradalmasitottak.
Lektinek alkalmazasa biokémiai, hisztokémiai célokra

A morfologiai é€s biokémiai kutatasok elott Watkins €s
Morgan (1952) észlelete nyitotta meg az utat, akik ramutattak a
lektinek specifikus cukor-kots képességére. Azota a lektinek
széleskorii alkalmazasanak eredményeképpen szamos Uj eredmeény
sziletett, melyek forradalmasitottak a szénhidratok biologiai

funkci6jarol alkotott korabbi ismereteket. A kutatasok tébbek
ko6z6tt bizonyitottak, hogy:

- Kulonbség van a sejtmembranok oligoszacharid

komponenseinek szerkezetében a sejtek normal

differencialédasanak kiilénféle stadiumaiban (Tettoroo és mtsai
1984).
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A sejtek egyedi életciklusa is jellemezheto eltérd lektin
kotésuk alapjan (Lustig és Pluznik, 1983).
- A normal és daganatos sejtek, valamint a

metasztatizalasra hajlamos és kevésbé metasztatizalé sejtek

glikozilaci6jaban is kefejezett kiilonbségek lehetnek (Aub és mtsai
1963).

- A normal és daganatos sejtek kozott eltérs glikozilacio
mind csékkent, mind fokozott glikozilaci6 lehet (Santer és mtsai
1984).

- Bizonyitottnak vehet6, hogy a fehérjék intracellularis
transzportja, raktarozasa, a szekretalédasuk szabalyozasa

glikozilaciés kulonbségeik alapjan valosul meg (Baenziger 1985).

- Lektinek segitségével eltéré glikozilaci6juk alapjan
egyes sejtcsoportok elkiilénitheték egymastol (Perreira és Kabat
1970).

Veégezetill a kulénbozé lektinek segitségével eddig
ismeretlen  glikoprotein molekula jelenléte, intracellularis

elhelyezkedése, esetleges funkcidja valik vizsgalhatéva (Damjanov
1987).

El6zmények

A lektin-hisztokémiai vizsgalatok nem el6zmény
nélkiiliek a csontpatoléogiai kutatasokban. elsGsorban a csontok

embrionalis fejlodésének vizsgalatarol jelentek meg publikaciok.

Elsoként Zimmermann és Thies (1984) szamoltak be a

chondrogenesis soran végzett kutatasaikrol. 10 és 13. napos
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embrionalis korban végezték vizsgalataikat. Megallapitottak, hogy a
mannoz specifikus Con A lektin legerésebben a 10. napon reagal
mind az mesenchymalis, mind a chondrogeneticus blastema
sejtekben, majd aktivitasa kismértékben csé6kken. A Con A lektin
jelolodésével parhuzamosan mindkét sejttipusban megjelent a
WGA lektin pozitivitas. A foldimogyoré lektinnel csak a chondrogen
blastema reagalt, a mesenchymalis sejtek nem. A kés&bbi
embrionalis korban a lektinkotés jelentésen csékkent mindkét
sejtipusban. A szerz6k megallapitjak, hogy a korai embrionalis
korban a sejtek kifejezetten kotnek kilonbozé lektineket, majd az

érés soran a lektinkotés intenzitasa csokken.

Hasonlo észleleteket tett Milaire (1991) szintén
embrionalis egér femurokat vizsgalva. 9 és 16 napos embrionalis
koru egereken tudott csak lektin reakciot kimutatni. A 16. nap
utan jelolodést egyetlen esetben sem észlelt. Biotinilalt lektineket
hasznalva Con A, WGA kotodést tudott Kkimutatni a
differencialatlan mesenchymaban, Con A, WGA, RCA, és PNA
reakciot tudott kimutatni a makrophagokon. A PNA reakciot csak
neuraminidaz emésztés utan detektalta. Ekkor azonban nemcsak a
makrophagok, hanem a perichondralis pre-articularis régioban is

eros reakciot észlelt.

Kiérett szoveteken a lektineket legelterjedtebben
azonban a porcszévet nagy molekulaju glikokonjugatumainak, az
un.: glikoz-amino-glikdnoknak (GAG) vizsgalatara ajanljak (Spicer
€s mtsai 1983, Nakamura és mtsai 1989). A sejtes elemek
vizsgalata is csak a porcok alkotasaban résztvevd nagy molekulaju
glikokonjugatumokhoz kapcsolodoan tértént (Takagi és mtsai
1983). Farnum és munkatarsai (Farnum 1985, Farnum és
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Wilsman  1986) eloszér végeztek modszeres lektinkotés
vizsgalatokat novekedési porcok chondrocytaiban és
alapallomanyaban meghatarozand6 a sejtek ill. alapallomany
glikokonjugat tartalmat. Elgszor sikertilt porcsejtek endoplazmas
retikulumaban Con A koétédést kimutatni, mely igen kifejezett
mannoz tartalomnak tulajdonithaté. A sejtek Golgi-komplexéhez
kapcsolédéan szamos egyéb lektin kétést is sikertilt kimutatniuk

bizonyitva a sejten beliili glikokonjugatum transportot.

A porc alapallomany vizsgalata soran @ észlelt
territorialis lektinkotés alapjan véleményt alkottak a csontosodasi
folyamatokban résztvevé glikokonjugatumok funkciéjarél. Farnum
és munkatarsai uttér6 munkaja mely Gj lehetéséget nyitott a
porcok patomorfolégiai és biokémiai vizsgalatai elstt ravilagitottak

a lektin-hisztokémia jelentdségére a csontpatolégiai kutatasokban.

A fenti észleletekre alapozva végezték Wick és mtsai
vizsgalataikat dedifferencialt chondrosarcomakon,
osteosarcomakon valamint malignus fibrosus histiocytomakon.
(Wick és mtsai 1987). o-l-antichymotrypsin, o-1-antitrypsin,

lizozim és PNA lektin meghatarozas soran osteosarcomaban

egyetlen esetben sem talaltak reakciot.

Takagi €s mtsai (1988) szoveti kdrnyezetben majd
izolalt  proteoglikdnokon végzett lektinkdtés vizsgalatokat.
Kondroitinaz emésztés nélkiill nem észlelt reakci6t PNA lektinnel
mig kondroitinaz emésztés utan kifejezett, a Golgi-ciszternakra
lokalizalt reakci6t volt detektalhaté a porcsejtekben. Ez azt
bizonyitja, hogy a PNA lektin két6 helyek maszkirozva vannak

kiérett porcszovetben, mely csak emésztés utan valik szabadda.
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Ezen alapvet6 munkakat azonban elvétve kovették a

csontok sejtes elemein végzett lektin-hisztokémiai vizsgalatok.

Els6 beszamol6 mely a  csontsejtek lektin
hisztokémiajaval foglalkozik Vaananen és mtsai tollabol szarmazik
(1986) rodaminnal konjugalt PNA lektineket hasznaltak a csontban
el6fordul6é osteoclastok identifikalasara. Megallapitottak, hogy a
lektin igen j6 markere mind szévetkotelékben, —mind
sejttenyészetben az osteoclastoknak. Neuraminidaz emésztést a
PNA lektin kétodésének vizsgalata el6tt nem végeztek. Véleményuik
szerint a PNA koétés alapjan az osteoclastok kivaléan szeparalhatok

mas csont eredetii sejtes elemektdsl.

A fenti észleletek késztettek benniinket a csontszoévet

sejtes elemeinek lektin-hisztokémiai elemzésére.
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Ceélkitiizések

Mivel nem létezett a csontsejtek szisztematikus lektin
kotés vizsgalata, elhataroztuk, hogy az alabbi szempontok alapjan
& vizsgalatokat végziink e targyban.

'] - Human embriokbol szarmazo csontokon
‘E meghatarozzuk az egyes fejlédési stadiumokra jellemz6 lektin

kotést, ktil6nos tekintettel az osteoclastokra.

- A sejtek lektin kotésének vizsgalataval megprobaltuk

azok eredetét meghatarozni.

- A lektin kotés alapjan a sejtekben el6fordulé
| glikokonjugatumok  szintézisének t1utemére és funkcibjara

probaltunk kovetkeztetni.

- Kulonféle  patologias  folyamatok  és  normal
csontmintak lektin kotését oOsszehasonlitva a  patolégias
L ]

elvaltozasok mibenlétét kerestiik.

! - A lektinkotés alapjan egyes elvaltozasok patogenezisét
& probaltuk felderiteni.

: - Patolégias folyamatokban lektin-hisztokémia alapjan
|

prognosztikai jellegzetességeket kivantunk meghatarozni.




Anyagok és modszerek

Vizsgalati anyagok

Koros vizsgalati anyagunk jelentés részét a Pécsi
Orvostudomanyi Egyetem Ortopédiai klinikajan operalt betegek
biopszias anyagai szolgaltattak.

- Osszehasonlitasként elvégeztiik embrié femurok -
melyek kora 8, 13, 15, 17, 21, 24, 28, 35, 40 hét - valamint egy 3
honapos 0jszilott femurjainak vizsgalatat. Az embri6 femurok kora
a materek gesztacios korabodl kertlt kiszamitasra. Az embriok
egytol-egyig spontan abortuszok valamint korasziillések soran
vilagrajott embriokbél ill. csecsemdkbdl szarmaznak. A 3 honapos
Ujszulétt elhtiz6do sziilést kovetden kialakult subependymalis
vérzés kovetkeztében hunyt el. A human embrio-femur sorozat
vizsgalatat a szerz6, a parizsi Saint-Vincent-De-Paul korhaz
Ortopédiai Osztalyan, a Magyar-Francia Allamkozi  Miiszaki
Tudomanyos Egyuttmiikédési Szerzodés keretében eltoltétt 16
honapos 6szténdija soran a fenti koérhaz Korbonctani Osztalyan

végezte Prof. Dr. Alain Pompidou engedélyével.

- A megvizsgalt 46 osteogen sarcoma kozul 21 a
Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem Ortopédiai Klinikajan
miikoéds Csonttumor Regiszter anyaga volt. Innen a Klinikai adatok
ismertetése nélkiil, parafinba agyazott szoévettani mintakat
kaptunk, diagnézissal, valamint a szévettani altipus megjelslésével.

Tovabbi 7 osteosarcomas eset parafinos blokkjait Dr. James V.

Luck bocsatotta rendelkezésiinkre. (Orthopaedic Hospital, Los
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Angeles, California) Ezen esetekben sem ismertiik a betegek
klinjkai ~ adatait, csak a  szovettani blokkjaik  alltak
rendelkezéstinkre. Ujabb 8 eset a parizsi Saint-Vincent-De-Paul
korhaz ortopédiai osztalyan Prof. Dr. Jean Dubousset altal a szerzs
asszistenciajaval végzett biopszia ill. végtagmegtarté miitét soran
nyert szovetminta vizsgalata volt. A szdvettani diagnézist minden
esetben az Institut Gustave Roussy (Villejuif) Anatémiai és
Citopatologiai Intézetének Csont-Histopatolégiai Laboratériuméaban
Dr. Genevieve Contesso és munkacsoportja allitotta fel. Ezekben az
esetekben a betegek kortorténete a betegségiik klinikai lefolyasara
vonatkoz6 adatokkal csak részben all rendelkezéstinkre. 10
osteosarcomas esetlink észlelése, a szévettani mintavétel, kezelése
a Pécsi Orvostudomanyi Egyetem Ortopédiai Klinikajan tértént. igy
csak ezen betegcsoport klinikai adatai alltak teljes mértékben

rendelkezéstinkre.

- 28 osteoclastomat elemeztiink. 10 esetben a
szovettani vizsgalat soran nem toértént grading meghatarozas. 18
esetet pedig a szovettani stadium ismeretében valasztottunk ki
eseteink kozil. Ezen betegek betegségének lefolyasara vonatkozo
pontos Kklinikai adatait a 1 sz. tablazatban koézoljik. Az
osteoclastomas esetek egy részének (6 eset) kettss vak vizsgalatat -
mikor is a szerz6 sem a szovettani diagnoézist, sem a stadiumot,
sem a klinikai lefolyast a vizsgalat idejében nem ismerte - a szerzs
az Institut Gustave Roussy (Villejuif) Anatomiai és Citopatolégiai
Intézetének Csont-Histopatologiai Laboratériumabol szarmazé

anyagokon végezte Dr. Genevieve Contesso vezetésével.

E helyen szeretnék koszonetet mondani Dr. Szendr6i

Miklésnak (SOTE Ortopédiai Klinika) Prof. Dr. Jean Dubousset-nak
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€s Prof. Dr. Alain Pompidou-nak (Hopital St.-Vincent-De-Paul,
Parizs) Dr. Genevieve Contesso-nak (Institut Gustave Roussi,
Villejuif) valamint Dr. James V. Luck-nak (Orthopaedic Hospital,
Los Angeles, California) a vizsgalai anyagok rendelkezésre

bocsatasaért, valamint szakmai tanacsaikért.

- 25 esetben végeztik eltér6 kort betegek ktilonféle
osteotomiai soran kivett normal corticalis és/vagy spongiosus

csonték vizsgalatat.

- Elvégeztik 8 myositis ossificans, 6 non ossificalo
fibroma, 8 osteoid osteoma, 7 fibrosus dysplasia, 5 idegentest
granuloma, valamint 5 epulis vizsgalatat. Vizsgalati anyagunk
kivalasztasanal nem torekedtiink teljességre, s csak azokat az
elvaltozasokat vizsgaltuk, melyek szovettani képe egyértelmiien
reprezentalta az illet6 elvaltozast, valamint amelyekrdl azt
gondoltuk, hogy a lektin hisztokémia 4j informaciékat adhat az

elvaltozasok termeészetét illetGen.
Vizsgalati moédszerek

A szovetmintak fixalasat, dekalcinalasat, a hisztologiai
procedurakat, a metszetek kiértékelését, a diagnozisok felallitasat a
Pécsi Orvostudomanyi Egyetem Ortopédiai Klinikajanak Szoévettani
Laboratériumaban végeztilk szoros kollaboracioban a POTE
Korbonctani Intézétével. Ezen a helyen szeretném készonetemet

kifejezni Cseh Laszloné szovettani asszisztensnek az értékes

technikai segitségéért.
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Név, Elsd Lokalizéacié Rtg Szovet- Teréapia Korlefolyas
Kor, észlelés stadium tani
Nem stadium
M.F., 18 1979 distalis fibula latens Gr. 1. excochleatio tliinet és panasz-
ffi. fejecs csontgraft mentes
A: L,; 62 1980 tibia latens Gr. L. excochleatio tliinet és panasz-
nd. condylus csontgraft mentes
G. S.,42 1985 hallux aktiv Gr. L. amputacié tiinet €s panasz-
ffi. mentes
B.G., 14 1985 femur agressziv Gr. L. excochleatio nincs adat
no. condylus csontgraft
K. L., 19 1983 tibla disztalis aktiv Gr. L. excochleatio tliinet és panasz-
fii. metaphysis csontgraft mentes
H.I, 36 1984 tibia latens Gr. 1 excochleatio tiinet és panasz-
no. proximalis csontgraft mentes
metaphysis
N.M,, 69 1979 mandibula agressziv Gr. I excochleatio | 1 Xrecidiva, exitalt
nd. csontgraft nem a tu miatt
T. 1., 25 1979 tibia aktiv Gr. II. excochleatio tlinet és panasz-
nd. condylus csontgraft mentes
Sz.L., 25 1985 radius agressziv Gr. IL. excochleatio recidiva tobbszor
fii. distalis csontgraft jelenleg is recidival
metaphysis
B. L., 36 1985 radius agressziv Gr. II. excochleatio tinet és panasz-
na. distalis csontgraft mentes
metaphysis
T.B., 88 1985 radius aktiv Gr. IL. excochleatio tinet €s panasz-
nd. distalis csontgraft mentes
metaphysis
P.1.; 39 1986 femur aktiv Gr. II. excochleatio tiinet és panasz-
na. diaphysis csontgraft mentes
CsJ.,45 1967 femur aktiv Gr. I1I. rezekciés 1 X recidiva, exitalt
. condylus arthrodesis nem a fu miatt
M.B., 43 1982 femur agressziv Gr. III. széles 1 X recidiva, azota
ffi. condylus rezekcio nem tudunk réla
Sz.L., 57 1982 tibia agressziv Gr. III. amputacio nem tudunk réla
né. proximalis
metaphysis
S.J., 29 1980 radius agressziv Gr. 111 széles 2 X recidiva, 1983-
i ® distalis rezekcié ban tiid6 met.,
metaphysis exitus
Cs.J.,20 1984 radius agressziv Gr. 111 széles 1X recidiva, 1985-
1. distalis rezekcio ben tudé met.,
metaphysis exitus
0.1, 42 1980 proximalis agressziv Gr. III. intraarterial mtitétbe nem
nd. humerus is egyezett, 1981-ben
embolisatio exitus

1. tablazat: Osteoclastomas betegeink klinikai adatai
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Dekalcinalas

A szovettani anyagaink fixalasa szarmazasi helyt6l
figgetlentil azonos moédon, pufferezett formalinban tortént (pH:
7,0). A mésztartalma csontszovet dekalcinalasa 3-féle modon
tortént. A Los Angeles-i Orthopaedic Hospital Koérbonctani
osztalyan savas decalcinalé oldatot hasznalnak (5 1 desztviz és 1 1
salétromsav keveréke) a paraplastba torténé beagyazas elott (Luck
1992). Az Institut Gustave Roussy (Villejuif) Anatémiai és
Citopatologiai Intézetének Csont-Histopatologiai Laboratériumaban
szintén savas decalcinalé oldatot hasznalnak, egyenaramu
elektromos arammal kiegészitve (24 V) (Contesso 1989). Mi a
magunk részérél 1989-ig felvaltva 0,6 M sdsavval és/vagy
etiléndiamin-tetraacetat dinatrium sojaval végeztiik a
dekalcinalast. A fixalt szoveteket 37-40 fokon acetat pufferben (pH:
7,4) oldott 25 %-os Selecton B II. (Reanal) oldattal kezeltiik, a
dekalcinaland6 szovet 100 g-ra 100 ml oldatot szamitva (Kiszely,
Barka 1958). 1990-t6l laboratériumunk is a savas dekalcinalast

hasznalja egyenaramu elektromos arammal kiegészitve (Contesso

1989).
Klasszikus hisztokémiai eljarasok

Hematoxilin-eozin, PAS reakciot és egyéb festéseket a
hisztokémiai kézikonyvekben leirtaknak megfelelen, azok alapjan
végeztiik (Pearse 1968).

Lektin hisztokémia

A kutatasainkban alkalmazott lektineket: és azok

cukorspecificitasat az II. sz. tablazatban kozoljuk. A nagyszamu
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lehetdség kozul a lektinek kivalasztasanal az alabbi szempontokat

alkalmaztuk:

- Mindazon monoszaccharid egységre specifikus lektin

szerepeljen, mely monoszacharidok a glikoproteinek felépitésében

részt vesznek.

- Ugyanazon monoszacharidra specifikus lektinek kéziil
azokat valasztottuk, melyek specificitasa tovabba kotodési
mechanizmusa legjobban ismert. A foldimogyréré lektin esetében
(Arachis hypogaea, PNA) Lotan és mtsai.(1975) Sato és Spicer
(1982) Bandeira simplicifolia (BSA) lektin esetében Wood és mtsai
(1979) valamint Murphy és Goldstein (1977) "Janos” bab lektin
(Concanavalin A, Con A) lektin esetében Reeke és mtsai (1974)
Dolichus biflorus (DBA) lektin esetén Etzler (1972), Etzler és mtsai.
(1980), Lotus tetragonolobus (LTA) lektin esetén Pereira és Kabat
(1974), Ricinus communis lektin esetén Nicolson és Blaustein
(1972) valamint Nicolson és mtsai. (1974), buzacsira (Wheat-germ
agglutinin, WGA) lektin esetében Allen és mtsai. (1973) valamint
Goldstein €s mtsai. (1975), mig az Ulex europeus lektin esetén
Matsumo és Osawa (1970) alapvetd munkaira tamaszkodtunk.

A kivalasztott lektineket biotinnal konjugalt formaban

(Sigma) vasaroltuk. A lektin-hisztokémiai vizsgalatok menete a

kovetkezé volt:

a./ Deparafinalast, majd rehidralast koévetSen elsé lépéskeént
metszeteinket 1 %-os metanolos vagy vizes H202 oldattal kezelttiik

30 percig, az endogén peroxidaz gatlasa céljabol.
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Lektinek Cukor specificitas | Gatlé cukor
Arachis hypogaea B-D-galaktoz (1,3)-N- D-galaktoz
PNA acetil-D-galakt6zamin
Bandera simplicifolia a-D-galaktoz D-galaktéz
BSA N-acetil-a-D-
galaktoézamin
Canavalia ensiformis a-D-mannéz, o-D- o-metilmannozid
Con A gluikoz
N-acetil-o-D-gltikoz
Dolichus biflorus N-acetil-o-D-galaktéz N-acetil-
DBA galaktézamin
Lotus tetragonolobus o-L-fukéz L-fukoéz
LTA
Ricinus communis B-D-galaktoz, o-D- D-galaktoz
RCA-I galaktoz
Triticum vulgaris N-acetil-B-D- N-acetil-
WGA gliko6zamin gltikézamin
Neuraminsav
Ulex europeus a-L-fukoz L-fukéz
UEA

11l tablazat: A vizsgalataink soran hasznalt lektinek, cukorspecificitisuk,
valamint a gatlis soran hasznalt szénhidratok.

b./ Mosas csapvizben, desztillalt vizben majd PB (phosphat
buffered saline) vagy kalciummal kiegészitett TBS (Tris buffered
Saline) pufferben (pH: 7,4) 5 - 5 percig.

c./ Alektinek aspecifikus (aminé csoporttokon keresztiil) torténs
kotodésének kikiiszobolésére a metszeteinket 1 %-os gelatinnal,
vagy 1 %-os albuminnal (borju, sertés, ill. nyal) elékezeltitk 10
percig.

d./ Mosas PB ill. TBS pufferben (pH: 7,4) 3 X 5 percig.

e./ Inkubalas biotinnal konjugalt lektinekkel. A lektineket 5 - 10

png/ml koncentracioban, szobahémérsékleten (20 fok) alkalmaztuk
45 percig.
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f./  Mosas PB ill. TBS pufferben (pH: 7,4) 3 X 5 percig.

g./ A metszeteinket ezutan 100-szoros higitasu avidin - biotin -

peroxidaz komplex-szel (ABC, Vector) inkubaltuk
szobah6meérsékleten (20 fok) 45 percig.

h./ Mosas PB ill. TBS pufferben (pH: 7,4) 3 X 5 percig.

i./ A peroxidaz enzimet diaminobenzidin (DAB) - vagy 9-
aminoetil - karbazol szubsztratumokkal tettiik lathatéva
szobahdmeérsékleten (20 fok) 30 perces incubacioval. Az inkubacié
ideje alatt mikroszképpal rendszeresen kontrollaltuk a reakci6

erosségét, a szinintenzitast.

J-/ Mosas desztillalt vizben, magfestés, lefedés glicerin - gelatin

vizes oldataval, vagy Kanada - balzsammal.
Eloemésztés

A veégalle monoszaccharid egységek enzimatikus
lehasitasa utan mélyebben fekve, eddig maszkirozott lektinkéts
helyek valhatnak szabadda. Munkank soran mi a neuraminidaz
enzimet hasznaltuk a lektinkots helyek felszabaditasara. Az
enzimet (Vibrio cholerae, Sigma) Tris - HCl pufferben (pH: 7.,4)
1U/ml-es koncentraciéban alkalmaztuk 37 fokon 30 percig a

lektinekkel t6rténs inkubacio elott.

Blokkolas

A lektinkotés specificitasanak megallapitasara kétféle
modszer all rendelkezéstinkre. Az els6 soran jeloletlen lektinekkel

torténé eldinkubalas soran meggyozédhetiink arrol, hogy a

komplex nem a peroxidaz molekula révén kétsdott a metszetekhez.




A masodik moédszer soran a jelolt lektinekkel egytitt inkubalunk
ktilonbo6z6, a lektinek specificitasanak megfelel
monoszacharidokat mely bizonyitja, hogy a lektin valéban
cukorspecificitasanak megfelelsen kotodétt-e. Ez utébbi vizsgalat
soran 0,1 M-nyi monoszacharidot oldunk a jelslt lektin oldataban.
A megfelel6 cukormolekula a lektin specifikus kétshelyeit teliti és a
kompetitiv gatlas révén megakadalyozza, hogy a lektin a metszet

hasonlo, szabad monoszaccharid egységéhez kotddjon. Az altalunk

alkalmazott gatl6 cukrokat szintén az II. sz. tablazatban k6zoljtik.
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Eredmények

Dekalcinalas hatasa a lektink6tésre:

Vizsgalataim soran tébbféle meésztelenitési eljarast
hasznaltam melyeket a lektinkstés figgvényében hasonlitottam
6ssze. Az etiléndiamin-tetraacetat dinatrium sojanak oldataval
(EDTA) valamint a 0,6 N HCI oldattal torténé dekalcinalas jo,
relative gyors mésztelenitést tett lehetgve. 0,6 N HCI esetében a
teljes meésztartalom elvesztéséhez altalaban 24-48 6rara, mig EDTA
eset€ében 72-168 érara volt szlikség. Egyes esetekben (pl.: osteoid
osteoma) a mésztelenités jéval t6bb id6t, néha heteket vett igénybe.
llyenkor sésavas dekalcinalas mellett a lektinkétés - hasonléan a
magfestéshez - cs6kkent, mig a lektinek aspecifikus hattér
reakcioja jelentSsen megnatt, mig EDTA-val toértént hosszi
dekalcinalas soran anyagaink a lektinkété helyeik jelent6s részét
elveszitették ( 2. abra). Mint az 2. szamu abran lathaté EDTA-val
tértént dekalcinalas utan osteoid osteomaban nem észleltiink
lektin kotodést. Elektromos dekalcinalast kévetéen azonban (44,
45. abrak) a lektinko6ts helyek igen nagy szamat sikertilt
kimutatnunk, ugyancsak osteoid osteomaban. Ezen észleletiink
alapjan a vizsgalataink jelentds részét elektromosan elosegitett
savelegyben tortént dekalcinalas utan veégeztiik. A meésztelenedés
elektromos dekalcinalas soran altalaban 6 - 8 orat vett igénybe. Az
osteosarcomas esetek koziil 7 eset parafinos blokkjait Dr. James
V. Luck bocsatotta rendelkezéstinkre, (Orthopaedic Hospital, Los
Angeles, California) amely anyagok meésztelenitését savelegyben

végezteék. A mésztelenedési ids ezen esetekben nem haladta meg a
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12 -24 orat (Luck 1992 szemelyes kozlés). A magunk részérsl ezen
savelegyet anyagaink meésztelenitéséhez nem hasznaltuk. A
lektinkots  helyek vizsgalatanal azonban azt tapasztaltuk, hogy
ezzel a dekalcinalasi méddal is kivald lektink6tddést lehetett

kimutatni.

&

2. gbra: Osteoid osteoma N-PNA

Jelolés, 1000 X
Neuraminidiz emésztést kévetoen az elviltozisban lektinkétodést nem
tudtunk kimutatnj

Embrionalis csontok lektinko6tése:

Az embrionalis csontok vizsgalatanal kizarolag azok
lektinkotésére, ill. ennek fuggvényében a fejléds csontok

glikoprotein tartalmara voltunk kivancsiak. A vizsgalt kiilénbé6zo

korta femurok esetében HE festés mellett mindig PAS reakciot is
végeztlink, a glikogén tartalom meghatarozasara. A kiilénbozs
korokban eltérs festdést észleltiink. 8 hetes embri6bél szarmazé
végtagbimbé  PAS reakcioja  soran  kifejezett, minden

se€jtre kiterjeds, a sejtek citoplazmajaban diffazan, egyenletesen
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eloszl6, finomszemcsés PAS pozitivitast észleltiink (3. abra), mely
bizonyitéka a sejtek igen jelentés glikogén tartalmanak. A
kovetkezd vizsgalt életkorban (13. hét) ez a PAS pozitivitas mar

csak elvétve egy-egy sejtben volt lathaté, a 15. héttsl egyetlen egy

| 4 esetben sem volt kimutathaté.

“"%’
¥ .%* , wﬁ" *
B et P

3. _dbra: 8 hetes embrié véglagbimbo, PAS reakcio, 1000 X
A sejtekben finoman szemcsés , diffiizan eloszlo intracitoplazmatikus PAS
5_ pozitivitas figyelheté meg.

A lektinkotés tekintetében ellenkezs elgjelti tendencia }
volt megfigyelhets. A 8. hetes végtagbimbé esetében egyetlen egy
vizsgalt lektinnel sem észleltiink pozitiv reakciét. A 13 hetes
& embrié femurjanak vizsgalata soran is csak egyetlen lektinnel,
| : meégpedig Con A lektinnel észleltiink pozitivitast. Ez a jelslés a

kialakuloban levé csontfelszin kérnyezetében elhelyezkeds

oriassejtben figyelhets meg legintenzivebben. A csontgerendak
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felszinén 1évé osteoblast sejtekben csak elvétve sejtehetd pozitiv
reakcié (4. abra). Egyéb lektinekkel végzett vizsgalataink soran

rendre negativ eredményt kaptunk, melyek kéziil a N-PNA, DBA és
v WGA jelsléseket mutatjuk be (5, 6, 7 abrak).

15 hetes embrié-femurokon veégzett vizsgalataink azt
{ mutattak, hogy a lektinksts helyek jelentSsen felszaporodtak a
’ | kulénféle sejtpopulacibkban. Az osteoblastokban és/vagy azok
! 4

prekurzoraiban - melyek a 8. embrionalis héten kézepes erosségu,
| diffaz intracitoplazmaris Con A koétédés figyelhets meg (8. abra). Az
osteoclastok 13. héten megfigyelt Con A jel6ldésének intenzitasa a
15. hétre jelentSsen csékkent, de meg elszortan megfigyelhets volt. |
Erdekes eredményt hozott a WGA lektink6todés vizsgalata. A
csontgerendak széli részein elhelyezkedS osteoblastok  jll.
osteoblast kezdemények citoplazmaja egy jol meghatarozott
. perinuklearis régibban WGA pozitivva valt. Ez a régi6 - a
i lokalizaciobol kovetkeztetve - a Golgi-komplexnek felelhet meg. A
reakci6 a csontgerendak belsejében az osteocytakban is hasonlé

lokalizaciéban, de jelentésen csokkent intenzitassal figyelhet6 meg

(9. abra).
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4. adbra: 13 hetes embrié-femur, Con A Jelolés, 1000 X
A csontgerendik felszinén elhelyezkedd osteoclastokban lithaté diffiiz

Intracitolplazmatikus pozitivitas. Az osteoblastok negativak ebben az
embrionalis korban

k.

= 3

5. dbra: 13 heles embrio-femur. N-PNA kotés, 1000 X
A vizsgalat soran semmilyen lektinkétodés nem volt kimutathaté sem az

osteoclastokban, sem a csontképzo sejtekben. A neuraminidiz emésztés sem
befolyasolta a reakciot.




6. abra: 13  hetes

embrio-femur, @ DBA  jelolés,
A lektint egyetlen sejtelem sem kététte ebben az életkorban.

Z.___abra: 13  hetes embrio-femur, WGA  jelolés, 1000 X
WGA lektinnel sem tudtunk kimutatni kétodést ebben az embrionslis korban.

Minimalis aspecifikus kétodés sejthetd az tjonnan képzodott osteoid
tertiletében.




8___dbra: 15  hetes embrio-femur. Con A Jelolés, 1000 X,

A csonigerendik kémyezetében ill, felszinén pozitiv reakciot adé cson tképzo
sejtek lathatok nagy szamban.
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9.__ _dbra: 15 bhetes embrié-femur, WGA  kolés, 1000 X
Mind a csontgerendak felszinén lévé osteoblastokban, mind az osteocytakban

| perinukledris WGA pozitivitas lathato. Az osteocytak reakcioja csokkent
: Intenzitasi.
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A legszembetiinébb valtozas a DBA lektinkétésében
kovetkezett be. Mig a 13 hetes embrionalis csontok esetében a
csontképz6 sejtekben nem észleltiink semmiféle lektinko6todést,
addig a 15 hetes embrionalis korban a csontképzoé sejtek igen
intenziv DBA kot6 képességgel birnak. A lektinkétés igen eros,
diffiz  intracitoplazmaris jellegti. Pontosabb citoplazmaris
lokalizacié fénymikroszképos szinten a reakcié erossége miatt nem
itelhet6 meg. A 10. abran bemutatott anyagunkon a periosteum
kezdemény igen erés reakcioja lathaté, mely a magfestést is
teljesen hattérbe szoritja. Ezen embrionalis korban nincs
killbnbség az osteoblastok ill. az osteocytak DBA lektin koto
képessége kozott (11. abra).

A DBA-hoz hasonlé érdekes reakcié valtozast
figyeltiink meg PNA lektin esetében is, csak nem a csontgerendak
kérnyezetében elhelyezkeds kicsi, csontképzd, hanem a t6bbmagv1i
csontbonté sejteken, az osteoclastokon. A 13. embrionalis héten
PNA lektinnel egyaltalan nem lattunk reakciét. A 15. héten
azonban a csontgerendak koérnyezetében, azokhoz kitapadé
oriassejtek reagaltak a PNA lektinnel. A reakcié diffaz, a citoplazma
egészén egyenletesen eloszlé6 volt. Ebben a fejlodési stadiumban
mind neuraminidaz elGemésztés nélkil, mind azt kéveten hasonld
jellegi PNA koétodés volt kimutathaté az oriassejtekben. A PNA
reakcio6 neuraminiddz emésztés nélkill és azt kovetSen
intenzitasaban is teljesen hasonlé megoszlast mutatott az

oriassejteken (12, 13 abrak).
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10.  gbra: 15  hetes embrio-femur, DBA  kotés, 1000 X

A csontgerendak széli részein a periostealis sejtek (nyilak) igen intenziven
kétik a DBA Iektint.
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11. _abra: 15  heles embriofemur, DBA kotodes, 1000 X,
A csontgerendik felszinén az aktiv csontképzést végzo sejtek igen intenziv

DBA reakcicja lathato. Egy masik, feltehetéen inaktiv, vagy fejlodo sejt nem
koti a lektint.




12.  gbra: 15  hetes, embrio-fernur,

PNA  kétés, 1000 X,
A csontgerendik széli tertilete

in elhelyezkeds osteoclast kezdemeényekben
Intracytoplasmatikus PNA pozitivitas figyelhets meg.

13. _dbra: 15 hetes embrio-femur, N-PNA Jeloles, 1000 X,
Neuraminidiz emésztést kovetden az osteoclastokban lokaliziciojaban és
intenzitasaban is a hasonlé reakciot kaptunk, PNA lektinnel,




A 17. embrionalis héten a vizsgalt lektinek kotédési
tulajdonsagaiban ismét jelentss valtozasokat észleltiink. Tovabb
nétt a Con A lektint kéts periostealis sejtek szama. Mint az a 14.
abrankon lathaté a csontképzd, osteoblast sejtek mindegyike
kététte a Con A lektint. A kétés nem csak mennyiségi, hanem
mindségi valtozason is atment, hisz a Con A kétgdes intenzitasa is
jelentésen megnott (14. abra). A Con A lektin kotsdését ebben az
embrionalis korban talaltuk a leger6sebbnek. A tovabbi vizsgalt

korokban a lektinkétésének intenzitasa folyamatosan csékkent.

Hasonl6 tendenciaju valtozast észleltiink a DBA lektin

kotodésének vizsgalatakor. Mig a 15. embrionalis héten majd

minden sejt igen erésen DBA pozitiv volt, addig a 17. embrionalis
héten a DBA kétésének intenzitasa kifejezetten csékkent és a
sejtek koézlil szamos mar negativva is valt (15. abra). Ezen
embrionalis kor utan mar semmilyen életkorban sem tudtunk DBA

lektinnel reakciét kimutatni.

WGA lektinnel végzett vizsgalatunk soran ebben a
korban a 15. hetihez képest csokkent intenzitassal, de észleltiik a

csontképzé sejtek perinuclearis reakci6jat.

PNA lektinnel ebben az embrionalis korban is
észleltiink kétodést. Feltiing volt azonban, hogy a neuraminidaz
emeésztés milyen mértékben névelte a reakcio intenzitasat (16, 17

abrak).




, 14,  gdbra: 17 hetes emrio-fermur, Con A Jjelolés, 1000 X
)

,, Az embrionalis életben ebben az életkorban észleltiik a legerdsebb Con A
! pozitivitast az osteoblastokban,
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15, abra: 17  hetes embrio-femur, DBA  jelolés, 1000 X |8
' ‘ A 15. embrionalis korhoz képest jelentSsen csokkent a DBA pozitivitas il
Intenzitasa. Egyes sejtek mar nem kotik a lektint
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16.  abra: 17  hetes embrio-femur, PNA  kotés, 1000 X

Kifejezett PNA kotodés figyelhets meg a csontgerenda kdézelében talilhato
osteoclastokon

! 17 abra 17  hetes  embrio-femur,  N-PNA Jelolés, 1000 X
’ Felttiné, hogy a neuraminidiz emésztés milyen mértékben fokozta a PNA
lektin kétodésének intenzitisat.
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Kiérett csontok vizsgalata

Kiérett csontok vizsgalatan az ujszaldtt, a 3 hénapos
csecsem6 valamint a kiilonbéz6 kora egyének osteotomiai
alkalmaval eltavolitott csontékek vizsgalatat értjiik. Az embrionalis
csontok vizsgalatahoz viszonyitva eredményeink csak a csontokban

levs oriassejtek esetében hoztak érdekes, 1ij eredményeket.

Con A lektin vizsgalata soran csak igen gyenge
reakciokat talaltunk elvétve egye - egy osteoblast citoplazmajaban.
Az osteocytak negativak voltak e lektinnnel, csakigy, mint a kiérett
oriassejtek is. Az embrionalis 17 héttél - ahol az osteoblastok
legnagyobb szamban és intenzitassal kétotték a Con A lektint (14.
abra), a Con A kotés fokozatosan, egyenletesen csokkent, mig az
Gjszilétt csontok osteoblastjai gyakorlatilag negativak voltak (18.
abra). A csecsemd ill. a feln6tt csontok sejtjei egyaltalan nem
kototteék a Con A lektint. Az 6riassejtek normal esetben csak a 13.

embrionalis héten voltak pozitivak Con A lektinnel.

Mindenben hasonlé médon viselkedtek az osteoblastok

a WGA lektinkotés tekintetében is. WGA lektinnel a legintenzivebb

jelolodeés a 15. embrionalis héten volt, majd a pozitiv sejtek szama,

a kotés intenzitasa fokozatosan csdkkent, mignem az ujszulott
femurok vizsgalatanal jelslodést elvétve tudtunk kimutatni. A 3
honapos csecsemd ill. a felnétt csontokban WGA reakciot
kimutatni egyaltalan nem sikertlt (19. abra). Az oriassejtekben is

csak elvétve kaptunk pozitiv reakciokat.

DBA lektinnel a 17. embrionalis hét utan nem tudtunk

reakciot kimutatni egyetlen vizsgalt életkorban sem.




A PNA neuraminidaz emésztés nélkiil csak a 15 - 17.
embrionalis héten mutatott kétgdeést. Neuraminidaz emeésztéssel a
15. heéttsl fokozott intenzitassal lehetett az oriassejtekben a PNA
koto helyeket kimutatni (20. abra).

A 3 hénapos csecsemd femurjanak, valamint ennél
id6sebb csontok vizsgalata soran hasonlé eredményt kaptunk PNA
lektint hasznalva. Neuraminidaz emésztés nélkial ezekben az
esetekben sem kaptunk reakciot. A neuraminidaz emeésztés
azonban jelentds meértékben szabaditott fel PNA kéts helyeket az
oriassejtekben. Az osteoclastokon a PNA reakci6 kettds
megjelenésii volt. Azokban az osteoclastokban, amelyek nem a
csonttrabekulak felszinén, hanem szovetkotelékben voltak, a PNA
koétédés granularis intracitoplazmatikus formaban jelent meg (21.
abra). Ezzel ellentétben a csontfelszineken talalhato
osteoclastokban az intracitoplazmatikus, granularis kétsdés
lecsokkent, mellyel parhuzamosan a reszorpciés zoéna egy jol

meghatarozott membran szegmentuma valt igen er6sen pozitivva

(22. abra).

Sem az intracitoplazmatikus, sem a membran reakcio
0,2 M D-galaktoz és PNA lektin egylttes inkubacidja utan nem volt
megfigyelhets, mely blokkolédas bizonyitéka a reakcioé specifikus
voltanak. Az osteoblastok eddigi észleleteinkkel 0sszhangban nem
kotottek a PNA lektint. Az jonnan képzodott osteoid azonban PNA.
ko6té volt, mely kétést nem tudtuk 0,2 M D-galaktozzal blokkolni.
Ez a tény felveti annak lehet&ségét, hogy az osteoid a PNA lektint

nem a specifikus cukor koéts helyein keresztiil, hanem un.

aspecifikus k6ts helyen keresztiil kototte meg.




| x
| |
18 dbra:  Ujszilott — femur, Con A jelolés, 1000 x
P A vizsgalat soran csak elvétve észleltiink igen gyenge pozitivitast. A sejtek
o nem kototték a lektint.

19.  abra:  Ujszilott — femur, WGA  kotés, 1000 X |
‘ A sejtek jelentds része nem kiti a lektint. Elvétve észlelhets igen gyenge |
! perinuklearis pozitivitas, mely a késobbi életkorra teljesen megsziinik.
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20.  gbra:  Ujszilétt  femur, N-PNA  jelolés, 1000 X
Neuraminiddz emésztés utdan az oriassejtek egy része PNA kotové valt.
Neuraminiddz emésztés nélkiil egyetlen oriassejt sem kototte a lektint.

o

. )‘g

21.  abra: Normal csont, N-PNA Jjelolés, 1000 X,
A szovetkételékben levo osteoclastok diffiiz, intracytoplasmatikus formaban
kotik a PNA Iektint. ‘




22, abra: Normal csont, N-PNA kotés, 1000 x;
A Iebontando csontfelszinre tapadt osteoclastokban membrdn jelolodés
észlelheto (nyilak]). Az osteoid aspecifikus reakcioja lathaté a negativ
osteoblastok mellett.
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23.  abra: Osteoclastoma, WGA Jelolés, 400 X
Neuraminidaz emésztés nélkiil is latunk pozitiv reakciot az oriassejtekben.
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Oriassejtes folyamatok vizsgalata

Kezdetben az oriassejtek lektin-hisztokémiai
vizsgalatat azok eredetének meghatarozasara, ill. a feltételezett
eredet bizonyitasara kivantuk hasznalni. Az osteoclastok eredetét
magyarazando szamos teoria létezik. Magunk részerdol a monocyta-
macrophag eredetet probaltuk meg a lektin-hisztokémia
modszereivel bizonyitani és/vagy cafolni. Ennek érdekében
vizsgaltunk olyan oriassejtes folyamatokat, ahol az oriassejtek
eredete egyértelmiien tisztazott. Idegentest granulomat, epulist
hasonlitottunk  6ssze lektink6tés  tekintetében  oriassejtes
csonttumorokhoz (osteoclastomakhoz). Idegentest granulomaban
Con A és DBA lektinekkel nem észleltiink reakciokat. WGA
lektinnel neuraminidaz emésztés nélkul is lattunk
osteoclastomakban kotodést, mely az emésztést kovetben eltdint.
Ezért e reakci6 bizonyitéka a WGA lektin neuraminsav koto
képességének. Erdekes azonban, hogy normal csontok WGA kotése

igen kis intenzitasi, néhol nem is észlelhets (23. abra).

PNA lektint elékezelés nélkill nem kotétte az
elvaltozasban levs egyetlen sejt sem. Neuraminidaz emeésztés utan
azonban az idegentest tipusu oriassejtek PNA lektinko6tévé valtak
(24. abra). Az oriassejtekben a citoplazmaban intenziv finoman
szemcsés reakcié volt lathato, mely pozitivitas az idegentestek
kornyezetében is megfigyelhetd volt. Teljesen hasonlé lektinkotést
mutatott az epulisban talalhato oriassejtek nagy része is (25. abra),

azzal a kiilénbséggel, hogy egyes esetekben a reakcio a sejtek

citoplazmajanak egy széli teriletére koncentralédott.




Az osteoclastomakban igen érdekes reakcio eloszlast
figyeltink meg. Az oriassejtek jelentés részében a neuraminidaz
emésztést kovets PNA reakcio finoman szemcseés
intracitoplazmatikus formaban volt jelen (26. abra). Ugyanazon
tumor mas teriileteiben az intracitoplazmatikus jelolodés
lecs6kkent és a normal csontoknal megfigyelt membran reakcio6
jelent meg. Egy lényeges kiilonbség azonban szembet{ing volt. Mig
normal csontok esetében membran reakciét csak a lebontandé
csontfelszinre kitapadt osteoclastokban sikertilt kimutatni, addig
osteoclastomakban akkor is lathaté egyes esetekben membran
reakciéo, mikor az oriassejtek kornyezetében nincs lebontandé

csontfelszin (27. abra).

24. _ agbra:  Idegentest granuloma, N-PNA Jjelolés, 1000 X
Az idegentest tipustu oridssejtek erds citoplazmatikus PNA kétést mutattak. A
nyil egy idegentestet mutat, melynek kém iyezetében a lektinkdtés intenziv.
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25  gbra: Epulis, N-PNA jelolés, 1000 A

Az oriassejtek eltérd intenzitasu jelolodése figyelhelé meg, mely esetleges
funkciobeli eltérést is tlikrozhet.
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26, abra:  Osteoclastoma, =~ N-PNA  kotés, 1000 X [
osteoclastokban finoman szemcsés '

Hasonloan a norméal csontokhoz, az
intracitoplazmatikus reakcio figyelheto meg.
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27.  abra: Osteoclastoma, N-PNA kotés, 1000 X
A tumor egyes tertileteiben akkor is megfigyelhetd a normal csontoknal észlelt
membran reakcio, ha nincs a sejtek kozelében lebontandé csontfelszin
(nyilak).

Osteoclastomak vizsgalata

A vizsgalt osteoclastomakban néha igen gyenge
reakciot, néha pedig igen erds reakcidkat észleltiink. Ezen reakcio-
intenzitas valtozasokat nem tudtuk kezdetben magyarazni. Mint
ismeretes az osteoclastomaknak szovettani megjelenésében harom
stadium ktil6nithets el, mely stadiumok pontos meghatarozasa a
terapias beavatkozas mindségét tekintve igen fontos. Feltételeztiik,
hogy a neuraminidaz emésztést kovets lektinkotés intenzitasanak a
valtozasa  valamilyen  kapcsolatban lehet a  szovettani
stadiumokkal. Operalt osteoclastomas betegeink anyagai koziil

random kivalasztott 18 esetet vizsgaltunk.

Beteganyagunk atlagéletkora 36,6 év. A legidosebb
beteg 69 éves, mig a legfiatalabb 14 éves volt. Vizsgalt betegeink
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koziil 10 né és 8 ferfi volt. Lokalizaciét tekintve a hosszti cséves
csontok epiphysisére lokalizalodott 16 tumor. Ezen kiviil egy
mandibula és egy hallux lokalizaci6ji tumort vizsgaltunk.
Eseteinket mind radiolégiai, mind szévettani megjelenés alapjan
stadiumokba osztottuk. A radiologiai stadium meghatarozasanal
Campanacci €s mtsai. altal ajanlott beosztast hasznaltuk
(Campanacci és mtsai 1975, 1987). Latens az a stadium amikor is
a tumor jol meghatarozhatoé hatarokkal bir, a csont cortexe intakt
és nem deformalt. Eseteink koztil ebbe a radiologiai stadiumba
tartozott 3 beteg. Aktiv a tumor, amikor relative j6 hatarokkal bir,
de nincs radiopaque szegélye és a cortex valamint az itt mar
megjelend reaktiv csontszegély vékony, kissé deformalt, de még
intakt. Ebbe a stadiumba tartozott eseteink koéziil 6. Agressziv
stadiumban volt 9 esetiink, amire jellemzs, hogy az elvaltozas
egyenetlen hatara, valamint az, hogy a tumor a lagyrészeket is
infiltralja.

A szovettani stadium beosztasra a Jaffe (1940)
valamint Juhasz (1980) altal ajanlott beosztast hasznaltuk mely
szerint Gr I-es stadiuma a tumor ha szamos osteoclast jelenléte
mellett a stroma kiérett és kis helyet foglal el (28. abra) Gr Il-es a
tumor, ha a stroma felszaporodik az oriassejtek rovasara és a
stromaban mérsékelt polimorfia és elszértan mitézisok észlelhetsk
(29.abra). Gr IlI-as stadiumui a tumor amikor is a sejtdus, kifejezett
polimorfiat mutat6é, sarcomatézus stromaban talalhaték az
oriassejtek (30. abra). Eseteinkbdl mindharom szdvettani
stadiumba 6 - 6 eset tartozott. Itt kell megjegyezniink, hogy a Gr
Ill-as stadiumba tartozo eseteink koziil 1 az elsd észlelés utan 1
evvel, 1 masfel évvel, 1 pedig 3 évvel lokalis recidiva és tiids

metasztazisok kovetkeztében exitalt.
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DBA lektinekkel sem az oriassejtekben sem pedig a
stromalis sejtekben nem kaptunk pozitiv reakciot. WGA-val végzett
vizsgalataink soran az ériassejtek intenziv festodését figyeltiik meg.
Neuraminidaz emésztés utan jelentds meértékben csokkent a WGA
pozitiv oriassejtek szama. A stromalis sejtek mind neuraminidaz

emésztés elott, mind az utan negativak maradtak WGA lektinnel.

Az alapallomanyt alkot6 egyes stroma elemek Con A
lektinnel mutattak pozitiv reakciot. A Con A lektinnel reagalé sejtek
orsoszeriien megnyult magva, elnyGjtott citoplazmaju,
fibroblastokra emlékeztetdé sejtek, melyekben a Con A kotddése
diffaz intracitoplazmatikus volt és o-metilmannosid hozzaadasaval
blokkolni lehetett. Ugyanakkor a tumorokban nem minden
stromalis sejt kotétte a Con A lektint. A negativ stromalis sejtek
altalaban kerek, vagy ovoid magvi és citoplazmaju, makrophag
szeri sejtek voltak. A Con A pozitiv sejtek szama a Gr Ill-as
stadiumn elvaltozasokban tébb volt mint a Gr I-es és a Gr Il-es
csoportba tartoz6é tumorokban mely mellett az is szembeo6tld volt,
hogy a Con A kotés erdssége a Gr Ill-as stadiuma tumorok
esetében (31. abra) erdsebb volt mint a Gr I-es ill. a Gr Il-es
tumorokban (32. abra). Megjegyzends, hogy a kiértékelést
megnehezitette az a tény, hogy a Con A a specifikus
intracitoplazmaris koét6dés mellett jelentds aspecifikus hattér
festédést is eredményezett melyet a-metilmannosiddal nem

tudtunk blokkolni.

Vizsgalatainkban a PNA lektin az o6riassejtek jo
markerének bizonyult. Bar neuraminidaz emésztés nélkiil egyetlen

esetben sem kaptunk pozitiv reakciét, neuraminidaz elGemésztés

jelentés mennyiségli PNA  kotShelyet szabaditott fel az
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oriassejtekben. A PNA kotddése neuraminidaz emésztést kovetSen
minden esetiinkben felismerhet6, de a mar fentebb emlitett
felvetésnek megfelelden, az egyes szovettani stadiumokban mas -
mas jellegii és intenzitast volt. Gr I-es osteoclastomakban nem
minden o6riassejtben volt megfigyelhets. 100 osteoclastot
megszamolva atlag 31 nem kototte a PNA-t. A kotédés intenzitasat
szemikvantitativ. médon vizsgalva (+ = gyenge reakci6, ++ <>
kézepes reakcio, +++ => erGs reakcio) gyenge reakciot mutatott 100
oriassejtbdl 45. Kézepes reakciot (++) 18 sejtben mig erds reakciot
(+++) mindéssze 5 - 6 sejtben észleltiink (I grafikon). Felt{ing volt
az is, hogy a gyenge reakciok mindig diffaz intracitoplazmaris
jellegliek voltak, mig az er6s reakcié6t az osteoclastok egy jol
kértilhatarolt membran szegmentuman észleltitk (33. abra). A Gr
II-es csoportba tartozé tumorok esetében csak 2 - 3 osteoclastot
talaltunk 100-bdl negativnak és a gyenge reakciot mutaté sejtek
szama is csbkkent (20-21 %). Jelentésen megnétt a koézepes
erosségli (52 %) valamint az er6s reakciot mutato sejtek aranya (23
%) (I. grafikon) (34. abra). A Gr IlI-as stadium® tumorokban PNA
negativ sejtet csak elvétve lehetett talalni. A gyenge reakciot mutato
sejtek aranya 10 % alatt maradt, mig a kozepes reakcioju sejtek
aranya 20 % korul mozgott. Az oériassejtek nagy része igen erds
intracitoplazmatikus PNA ké6tést mutatott (35. abra) (I. grafikon). A
Gr I és Gr Ill-as stadiumt tumorokban sohasem lattunk az
osteoclastok membranjara lokalizalt PNA kotést, ami a Gr I-es
esetekben rendszeresen felismerhetd volt. Mindharom stadiumu
osteoclastomas esetiinkben elszortan a kerek ill. ovoid magva
mononuklearis  stromalis sejtekben is észleltink diffuz,

intracitoplazmatikus PNA kotést.
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28._abra: Oteoclastoma (Grade I ) Hematoxilin-eozin festés 1000 X
Grade I-es tumorban szamos osteoclast mellett kiérett stroma lithato,

29. _abra: Osteoclastoma (Grade 1II) Hematoxilin-eozin festés, 1000 X,
Grade [I-es tumorban felszaporodott stromaban elszértan osteoclastok
lathatok. A stroma mérsékelt Ppolimorfiat mutat.

bb




.

7%

30. _dbra: Osteoclastoma (grade III.), Hematoxilin-eozin festés,1000 X,
Kifejezett polimorfiat mutato stromaban elszortan oridssejtek talalhatok. A

stromara jellemzo a magas mitozis szam.
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31. &dbra: Osteoclastomna (Grade

kifejezett Con A pozitivitas figyelheto meg.
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) Con A jelolés,
Mind az orsoszerii, megnyult citoplazmaju sejtekben, mind az oridssejtekben

1000 X,
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32, gbra: Osteoclastoma (Grade II) Con A kotés, 1000 X
A tumor stromalis sejtejei kiziil szamos koti a Con A lektint csakuigy, mint az
oriassejtek. Intenzitasaban ez a reakcié kisebb mint a Gr. Ill-as tumoroknal.

33. _abra: Osleoclastoma (Grade I), N-PNA jelolés, 1000 X,
Az osteoclastok jelentds részében kifejezetten gyenge a reakcio. Az erds
reakcio mindig a sejtmembran egy jol definialt membrdn szegmentuman
lathato.




‘;
> ¢
o .
*
- .

34. abra: Osteoclastoma (Grade 1II), N-PNA Jjelolés, 1000 X,

Az osteoclastok jo része kiozepes ill. erds reakcicja lathaté PNA lektinnel
neuraminidaz emésztés utan.
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35. _abra: Osteoclastoma (grade III), N-PNA jelolés, 1000 X,
Az osteoclastok majd mindegyike igen erdsen kéti a PNA lektint emésztés
utan.
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I sz. grafikon: Az oriassejtek PNA lektin kétése a stadium fiiggvényében.

Nem ossificalo csont fibroma vizsgalata

A nem ossificalo csont fibroma  benignus,
kollagenetikus reaktiv 1ézi6, melynek szévettani keépére a
fibroblastok felszaporodasa a jellemzé. A kotdszoveti sejtek
nyalabokba rendez6dnek, valtozé iranya orvényes lefutasa
kotegeket alkotva. A  fibroblastokban gazdag tertileteken
t6bbmagvi oriassejtek talalhatok nagy szamban (36. abra). Az
elvaltozas ilyenkor nagymértékben hasonlit osteoclastomara (37.
abra). Differencial diagnosztikai problémat elsGsorban az
osteoclastomaktol torténd elkiilonitése jelent, f6leg akkor, amikor

az elvaltozas szamos osteoclastot tartalmaz. A lektin-hisztokémiai
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vizsgalatokat arra kivantuk felhasznalni, hogy a nem ossificalo
csont fibroma é&s az osteoclastoma ko6zott szovettanilag jol
megfoghaté differenciat tudjunk kimutatni kiilénésen az
oriassejtek tekintetében. Mind a 6 vizsgalt esetiinkben hasonlo

szovettani megjelenést és lektinkotést észleltiink melyet az

alabbiakban foglalunk 6ssze.

Legérdekesebb  eredményeinket a PNA lektin
kotodésének vizsgalata szolgaltatta az oriassejtekben neuraminidaz
emésztést kovetGen. Az elvaltozasok centrumaban a fibrosus
stromaba agyazott 6riassejtek egyike sem kototte a PNA lektint sem
eloemésztés nélkiil, sem azt kovetden (38. abra). A széli részeken
azonban, a patolégias folyamat és a normal, scleroticus csont
hataran, igen kifejezett, a normal csontok vizsgalatanal mar
megfigyelt membran reakciét észleltiik a csontfelszinre kitapadt

osteoclastok esetében (39. abra).

Con A lektinnel a stromalis sejtek jelentds részében
finonszemcsés intracitoplazmatikus reakciét lattunk, mely reakcio6
erssége jelentdsen meghaladta a grade I-es osteoclastomak
esetében észlelt pozitivitast. Az 6riassejtek Con A lektinnel is adtak

diszkrét reakciot (40. abra). Nem ossificalo csont fibromaban a

vizsgalt egyéb lektinekkel nem észlelttink pozitiv reakciot.




36.  abra: Nern ossificalo fibroma, HE. festés 400 X

Az drvényes lefutdasu fibrosus stromaba dgyazottan szamos oridassejt figyelheto
meg.

37.  abra: Osteoclastoma (Grade 1I), HE. festés 400 X,
Differencial diagnosztikai problémat jelenthet a két elvaltozas elktilonitése.
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38 abra: Nem  ossificalo fibroma, N-PNA Jelolés, 1000 X,
Az elvaltozas centrumaban elhelyezkedo oriassejtek egyike sem reagalt
neuraminidaz emésztést kévetoen sem a PNA lektinnel (nyilak).

39. 4dbra: Nem ossificalo fibroma, N-PNA _Jjelolés, 1000 X
A patologias folyamat és a normal csont hatirdan a csontfelszinre kitapadt
aktiv oriassejtekben intenziv membrin reakcié Idthats. Az inaktiv
oriassejtekben nem észlelhetd reakcio.
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40. abra: Nem ossificalo fibroma, Con A jelolés, 1000 X,
A stromalis sejtek jelentés részében finomszemcsés reakcié lathato. Az
oriassejtek is diszkrét reakciot adnak.

Osteoid osteoma vizsgalata.

Az osteoid osteoma benignus, osteogeneticus, reaktiv
lézi6. Szovettani megjelenésére a szabalytalan, vékonyabb,
vastagabb, egymassal 0sszefliggs, néhol gerendakat alkotd osteoid
szovet képzodése a jellemz6. Az osteoid gerendak kozott igen
sejtdus, fiatal osteogen mesenchyma megléte a jellemzo
oriassejtektol kisérve (41. abra). Az elvaltozasban az osteoblastok
az Ujonnan keépzodott osteoid felszinén néhol tobb rétegben
helyezkednek el ugyantgy mint az oériassejtek, mely sejtek pontos
eredete nem tisztazott. Feltehetd azonban, hogy ezek az oériassejtek

is osteoclastok (42. abra).

Mivel a folyamat pontos patogenezise maig sem ismert,

lektin hisztokémiai vizsgalatainktél varhaté volt, hogy esetleges
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Ujabb szempontot sikertil talalnunk, mely kézelebb visz a folyamat

patogenezisének megértéséhez.

Kezdeti vizsgalatainkat nem Kkisérte szerencse, hisz
sem Con A, sem DBA, sem pedig WGA lektinekkel a folyamat
legfébb komponensének tartott osteoblastokban nem sikertilt
reakciot kimutatnunk. Meglepetésiinkre az osteoid reagalt
mindharom lektinnel, de kiilénb6z6 intenzitassal. Legenyhébb
reakciot DBA lektinnel sikertilt kimutatni. Ennél ergsebben reagalt
a Con A lektin, mig a legerdsebb reakciot a WGA lektinnel észleltiik
(43. abra). Sajnos ezek a reakciok nem tekinthetk specifikusnak,
hisz egyetlen esetben sem sikeriilt a kotédést a lektinekre

specifikus cukrok és a lektinek egytittes inkubaci6javal blokkolni.

Megleps eredményeket kaptunk azonban
neuraminidaz emeésztést kévetéen a PNA lektin kotodését vizsgalva.
Az elvaltozas és a normal csont hataran elhelyezkeds, a
csontfelszinre kitapadé osteoclastokban igen intenziv, a lebontandé
csontfelszinnel hataros membran szegmentumon észleltiink pozitiv
reakciot csakiuigy, mint ahogy azt normal csontok esetében mar
megfigyeltilk (44. abra). A patologias folyamat centrumaban
azonban csak diffaz, igen erés intracitoplazmatikus reakci6t
észleltink fliggetlentil attol, hogy az oriassejt a csontfelszinre

kitapadt vagy sem (45. abra).
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41. abra: Osteoid osteoma, Hematoxilin-eozin festés 400 X,
Az elvaltozasra flatal osteogeneticus mesenchyma a jellemzo osteoid
képzodéssel és oriassejtekkel.
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42. abra: Osteoid osteoma, Hemaltoxilin-eozin festés, 1000 X,
Az osteoblastok az osteoid felszinén helyezkednek el Szamos oJriassejt is
megligvelhetd az osteoid gerendak kiézott.




43.  abra: Osteoid osteoma, wWaGA kotés, 1000 X
A Con A lektin kétodésénél joval intenzivebb reakcié volt megfigyelhets az

osteoid tertiletében. Ez a reakcio is aspecifikusnak tekintheto, hisz nem volt
blokkolhato.

¢ &

44,  abra: Osteoid osteoma, N-PNA Jjelolés, 1000 X,
A  normal  csontfelszinre kitapadt osteoclastoknak a lebontando

csontfelszinnel hataros membrdn szegmentuma igen intenziven Jelolodott.




45, abra: Osteoid osteorna, N-PNA Jjelolés, 1000 X
Az osteoclastok diffiiz, igen erds intracytoplasmatikus reakcidja lathato. Még
akkor sem észlelhetd membran reakci6 ha az osteoclastok az ujonnan
képzodétt csont felszinére kitapadtak.

Fibrosus dysplasia vizsgalata

A fibrosus dysplasia valoszintileg csontfejlédési zavar
kovetkeztében kialakul6 elvaltozas. Szovettani képére jellemzé a
fibrosus kotoszovet felszaporodasa és a kotoszovetben metaplazias
csontképzés jelenléte (46. abra). Az 10j csontgerendak azonban
szabalytalan lefutastak, jellemz6en szabalytalan un. “fonatos”
szerkezetiiek, kérnyezetiikben szamos osteoclasttal (47. abra). Bar
az elvaltozast a fejlédési rendellenességek csoportjaba soroljak, a

patogenezis nem teljesen tisztazott.

Lektin-hisztokémiai vizsgalataink soran elsdsorban az
oriassejtek viselkedésére voltunk kezdetben kivancsiak. Emiatt
neuraminidaz emésztést kovetden PNA reakciokat végeztiunk,
melyek az eddig mar tobbszoér észlelt lektin kotés megoszlast

mutattak. A csontgerendak kdérnyezetében talalhato ill. azokhoz
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kitapadt osteoclastok esetében megfigyeltiik itt is a lebontandé
csontfelszin iranyaban az er6s membran jelolédést (48. abra). A
szévetkoteléekben elhelyezkeds osteoclastok igen eros

intracitoplazmatikus reakciét adtak. Ezekben a sejtekben sohasem

észleltiink membran jel6lddést (49. abra).

Mig DBA és WGA lektinekkel nem észleltiink pozitiv
reakciot, a fibrosus stromaban képz6dé irregularis csont felszinén

viszont igen erds Con A pozitivitast ado sejtek voltak

megfigyelhet6k (50. abra).
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46___abra: Fibrosus dysplasia, Hematoxilin-eozin festés, 400 X,
Kiérett fibrosus kotoszovetben elhelyezkedé csontgerendik felsziniikén
osteoblastokkal valamint szimos driassejttel.
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47. abra: Fibrosus dysplasia, Hematoxilin-eozin festés, 1000 X,
A csontgerendak szabalytalan lefutisuak, elhajlanak. Felsziniikén szamos
oriassejt figyvelhetd meg.

48. abra: Fibrosus dysplasia, N-PNA  jelolés, 1000 X
A csonlgerendak komyezetében ill. azokhoz kitapadt osteoclastokban a mar
megismert membran reakciot észleltiik igen intenziv mértékben.
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49.  abra: Fibrosus dysplasia; N-PNA  jelolés, 1000 X,
A szévetkotelékben levo osteoclastok igen erds, diffiiz intra citoplazmatikus
reakciot mutattak a PNA lektinnel neuraminidiz emésztést kovetoen.

50. abra: Fibrosus dysplasia, Con A jelolés, 1000 X
A képzodo csontgerendak felszinén majd mindegyik osteoblast igen intenziven

kototte a lektint. Ilyen intenzitisu elvaltozast csak embriondlis korban
észleltiink osteoblastokon.




Myositis ossificans vizsgalata

A 8 vizsgalt eset mind klinikailag, mind
hisztologiailag tipusos myositis ossificansnak bizonyult.
Szévettani vizsgalattal a lézibkban az elvaltozasokra jellemzé
zonalis elrendezddést észleltiik. 3 kiilénallo zona volt
elkulonithets: centralis, differencialatlan zona, kozépsé atmenet
zona €s a széli tertuleteken a kiérett csont zonaja. A centralis
zonaban éretlen lazan szervezodott, erésen vascularisalt
fibroblastikus szévet volt megfigyelhetd, mely megjelenésében
granulacios szovetre emlékeztetett. A korai elvaltozasokban a
centralis zénaban elszértan karosodott izomnyalabok is
megfigyelhetSk voltak. (51. dbra). A centralis zéna kériil atmeneti
tertilet volt lathato, fibroblastokkal, Gjonnan képzodott
osteoiddal, s az osteoid mellett tobb sorba rendezgdott
osteoblastokkal (52. abra). Csontképzodés csak a legkiils zoénara
volt  jellemz6, melyben a csontgerendak felszinén €gysoros
osteoblast réteg helyezkedett el (53. abra). Az egyes zbénak
nagysaga a folyamat érettségének fiiggvényében valtozott. Korai
stadiumban (2-3 hét) a granulaciés szovetre emlékeztets centralis
zéna volt a legkifejezettebb. 4 és 6 hét kozott az osteoid képzsdés
volt a legjellemzébb, mig a 6. hét utan az elvaltozasok
legnagyobb részét kiérett csontszovet alkotta. Az igen késdi
elvaltozasokban mar az  osteoclastok is megjelentek a

csontfelszineken.
A myositis ossificans lektinkdtését vizsgalva mind
stadium, mind szévettani z0na szerinti kuilénbségeket

észleltiink. A betegség I stadiumara a karosodott izmok
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kérnyezetében elszortan megjelend WGA-pozitiv sejtpopulacié volt
a jellemz6 (54. abra). Az I stadium késdbbi szakaban a WGA
pozitiv sejtek szama jelentdsen felszaporodott és az elvaltozasok
egészében diffizan megtalalhatova valt (55. abra). A lektinkotés
intenzitasa ezekben a kis sejtekben a szovettani stadiumtol
fligg6en valtozott. A leger6sebb WGA-ké6tés a II. stadiumban volt
megfigyelhet6, ahol az osteoid felszinén elhelyezkedd sejtek
mindegyike eros festédést mutatott (56. abra). A WGA reakci6 a
citoplazma  perinuclearis régiojara lokalizalodott, mely tertiilet
megfelelhet a Golgi- komplexnek. Ugyanezen stadium késdbbi
idépontjaban azonban a sejtek egy része mar csokkent
intenzitassal kotétte a WGA lektint (57. abra), mig a IIL
stadiumban az osteoid ossificatiojaval parhuzamosan a
csontgerendak felszinén 1évo osteoblastok elvesztették WGA koto
képességiiket. A WGA kotés minden esetben blokkolhat6 volt 0,2
M  N-acetil-glik6ézamin és a  jelolt lektin egytittes
inkubaciojaval, mely a lektink6t6dés specificitasat mutatja. A
WGA fest6dés intenzitasa nem valtozott neuraminidaz emésztés
utan, ami azt bizonyitja, hogy .a neuraminsav nem jatszik lényeges
szerepet az osteoblastok WGA kotésében, az teljes egészében N-

acetil-gltik6zamin jelenlétének tulajdonithato.

Myositis ossificansban a csontképzd sejtek nem
kototték a PNA lektint. Neuraminidaz emésztést kovetéen azonban
a késoi myositis ossificansban eléfordulé osteoclastok PNA kétove

valtak. A PNA kotés 0,2 M D-galaktozzal blokkolhato volt.

Con A lektint hasznalva mind az osteoblastok, mind az

osteoclastok pozitivak voltak. Ez a jel6lodés azonban az erds
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nem észlelttink pozitiv reakciét.

»

51. abra: Myositis ossificans, - Hematoxilin-eozin festés, 400 X
A granuldciés szévetre emlékezteté korai elvaltozasban karosodott
izomnyalabok is megfigyelhetok (nyilak).
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52. abra: Myositis ossificans, Hematoxilin-eozin festés, 400 X
Az atmeneti zonaban ujonnan képzodétt osteoid mellett t5bb sorban
elhelyezkedd osteoblast réteg lathato.

53, _gdbra: Mpyovsilis ossificans, Hematoxilin-eozin festés, 400 X
Erett myositis ossificansra jellemzo széveti kép. Az Izomnyalabok kézott
kiérett csontszovet lathato. .




54,  4bra: Myositis ossificans, wWGA Jjelolés, 1000 X
Korai stadiumban a karosodott izomnyalabok kériil elszortan WGA pozitiv
sejtek lathatok.

55, dbra: Myositis ossificans, WGA  jelolés, 1000 x
A folyamat elorehaladtaval, de még a korai stadiumban a WGA pozitiv sejtek
szama jelentosen megnévekedett, elszortan elhelyezkedve.
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b6,  abra: Myositis ossificans, WGA  jelolés, 1000 X
Intermedier stadiumban a WGA poziliv sejtek a képzédo osteoid felszinén

helyezkednek el, azzal szoros kapcsolatot mutatva. Az osteoid tertiletében is
enyhe WGA pozitivitis figyelheté meg.

57  abra: Myositis ossificans, WGA reakcio, 1000 X
Az intermedier stadium egy késébbi idopontjaban a képzodé csonigerenda

felszinén még lithatok a WGA pozitiv sejtek, de szamuk csokkend tendenciat
mutat.




Osteogen sarcomak vizsgalata

Az osteosarcomdk szoveti felépitése jellemzs, hogy
sarcomatosus stromaban neoplasticus csont és osteoid képz6dés
talalhat6. Az osteoid és csont malignitas az osteoblastok
polimorfiagjan alapul, melynek jellegzetességei a hyperchrom, igen
valtozatos nagysagn magok, valamint az igen magas mitézis szam
melyek jelent6s része koéros mitozist takar (B8. és 59 abrak). A
bizarr tumor sejtek néhol multinuclearis oriassejtekké alakulnak
groteszk nucleolusokkal (65. és 66. abrak). Megint mashol a
tumorsejtek  fészkekbe rendezddnek, kevés  citoplazmaval
rendelkeznek, mirigyszerii képleteket alkotva, mely széveti képet
feltiletes szemléls metasztatikus carcinomaval keverheti 6ssze (71.
abra). A tumorokban a fenti altalanos jellegzetességek mellett
elsfordulhatnak fibrosus tertiletek porcszigetek oriassejtek tovabb

nehezitve az egzakt diagnoézist.

Az osteogen sarcomak lektinkdtését vizsgalva megleps
eredmeényeket kaptunk. Con A lektinnel gyakorlatilag minden
vizsgalt osteogen sarcomaban pozitiv reakciot kaptunk az
osteoblast sejtekben. A koétés intenzitasa azonban valtozé volt.
Azokban a tumorokban ahol kifejezettebb osteoid ill. csontképzés
volt lathaté, a Con A gyengébb volt (60. abra). A kifejezetten
anaplasias tumorban az osteoblastok majd mindegyike igen
kifejezett intracytoplasmatikus Con A pozitivitast mutatott (67 és
68. abrak). A mirigyszertien elhelyezkedd osteoblast sejtekben is
kifejezett a citoplazma egészére kiterjed6 igen intenziv Con A

reakcio volt a jellemzd (72. abra).

77




A patologias osteoid kérnyezetében DBA lektinnel nem
észleltink pozitivitast (61. abra), csakigy, mint a polimorf
tumornal is negativak maradtak az osteoblastok (69. abra). Ezzel
szemben a mirigyes elrendez6dést mutaté osteoblast sejtekben igen
kifejezett a citoplazma egeészére lokalizalt intenziv DBA pozitivitas

volt megfigyelhets (73. abra).

A WGA lektinnel végzett vizsgalataink esetében minden
anyagunkban pozitiv jelolés volt megfigyelhets. A megjelenésben
eltérs tendenciak voltak észlelhetk. Az osteoidot termeld tumorok
esetében a csontgerendak felszinén elhelyezkedé osteoblastokban a
mag koézvetlen kozelében fokalis erés pozitivitas volt jellemzs (62.
abra). A kifejezetten anaplasias tumorban a reakcié diffaz
intracytoplasmaris volt (70. abra) mig a mirigyes felépitésii
tumorban ismeételten a magok mellett egy igen intenziven jel616ds

gocot talaltunk (74. abra).

PNA lektinnel a kiérettebb, osteoidot termels
tumorban, a tumor és a normal csont hataran a mar elézdekben
ismertetett intenziv membran jelolodést észleltik (63. abra). A
tumorszovetben talalhaté oriassejtek azonban negativak maradtak
(64. abra). A kifejezetten anaplasias tumorban gyakorlatilag
negativak voltak a bizarr magva oriassejtek. Ezzel ellentétben a
mirigyes felépitésii tumorban talalhaté oriassejtek igen intenziven

reagaltak a PNA lektinnel (75. abra).
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58,  abra: Osteosarcorna, Hematoxilin-eozin festés, 400 X,
Az osteosarcomak szoveti jellegzetessége a patologids csont és osteoid
képzodés.

59.  abra: Osteosarcoina, Hernatoxilin-eozin festés, 1000 X
Osteosarcomara jellegzetes polimorfia, magas mitozis szam, ill. az atipusos
mitozisok jelenléte. '




60.  gbra: Osteosarcoma, Con A Jelolés, 400 X
Az Intenziven osteoidot képzo tumorokban is megtalalhato a Con A pozitivitis,
intracitoplazmatikus, diffiiz eloszlasban. Nem minden tummorsejt pozitiv.

61 Abra: Osteosarcoma, DBA Jelolés, 1000 X,

; A patologias osteoid kérnyezetében negativak maradtak a sejtek DBA
g lektinnel.




62  gbra: Osteosarcorna, WGA Jelolés, 1000 X

Az osteoid komyezetében elhelyezkeds osteoblastokban mag melletti
kifejezetten gocos jellegii WGA kétése lathato.
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\ 63. __ abra: Osteosarcoma, N-PNA Jelolés, 1000 X
‘ A tumor és a normal csont hatiran levé osteoclastokban kifejezetten, a
j lebontando csont felé néz6 membranon lithaté reakcio.
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64,  Fbra Osteosarcorna, N-PNA Jjelolés, 1000 X

A tumorban eléfordulo oridssejtek nem kototték a PNA lektint neuraminidaz
emeésztés utan.
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65, abra: Osteosarcorna, Hematoxilin-eozin festés, 400 X
Bizarr , néhol atipusos mitozisokkal tarkitott tumorszévet, mely kifejezetten
anaplasias tipusti.
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66, gbra: Osteosarcoma, Hematoxilin-eozin festés, 1000 X
A bizarr  tumorsejtek néhol oriassejtekké alakulnak tovabb novelve a
polimorfiat.
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67  abra: Osteosarcoma, Con A Jelolés, 200 X
A kifejezetten anaplasias tumorokban az osteoblastok jelentds szimban és
intenzitassal kototiék a Con A lektint. :
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68 abra: Osteosarcoma, Con A Jelolés, 1000 X

Nagyobb nagyitasu képen jol Ilithaté a sejtekben  diffiizan  eloszIé
intracitoplazinatikus reakcio.

69.  gbra: Osteosarcoma, DBA Jelolés, 1000 X
Negaliv reakcié az anaplasias tumor esetében.




~

FO.. .l igbra: Osteosarcoma, WGA Jjelolés, 1000 X
A kifejezetten anaplasias tumorban a WGA lektin minden sejtben diffiiz
Intracitoplazmarisan kétodik.

s

Z1.  dbra: Osteosarcoma,  Hematoxilin-eozin  festés, 400 X
A tumoros sejtek kevés citoplazmaval rendelkeznek, mirigyszeri képleteket
alkotnak. Differencial diagnosztikai nehézséget okoz elkiilénitéstik a
mirigyham eredetii tumor metasztizisatol,
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72.  abra: Osteosarcoma, Con A Jjelolés, 1000 X
A tumorsejtekben jgen intenziv, majd minden sejtre kiterjeds granularis
citoplazmadris jelolodés lathato.
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73.  gbra: Osteosarcoma, DRBRA Jjelolés, 1000 X,
Hasonloan a Con A lektinhez, anaplasias tumorban kifejezett szemcsés
pozitivitas figyelheté meg a citoplazméaban.




74, gbra: Osteosarcoma, waGA

Jjelolés, 1000 X
A mag mellett elhelyezkeds intenziv reakciot észleltiink a mirigyes felépitésii
tumorban.

.

75 abra: Osteosarcoma, N-PNA

Az osteoclastok intenziv citoplazmatikus reakcioj
neuraminidaz emésztés utan. Az osteoclastok
eloalakjai és/vagy a mono
lektinnel.

Jjelolés, 400 X
a lathato PNA Iektinnel
mellett feltehetéen azok
cyla macrophag rendszer sejtjei reagialnak a




Megbeszélés

Dekalcinaloé eljarasok értékelése a lektinkétés fliiggvényében

Munkank soran haromféle dekalcinalé  eljarast

hasznaltunk (Kiszely, Barka 1958, Contesso 1989). Mind azt mar

eredményeink  ismertetése soran  megallapitottuk, legjobb

lektinkotési tulajdonsagokkal az elektromosan  dekalcinalt
| anyagaink rendelkeztek. J6 eredményeket adott meg 0,6 N HCl és a
| Luck (1991) altal ajanlott savelegy is. Leggyengébb lektinkétések az
etiléndiamin-tetraacetat dinatrium s0janak oldataval (EDTA)

tortént dekalcinalas utan adéodtak.

A dekalcinalé eljarasok 6sszehasonlitasa soran az
alapvets kiilonbség a hatésmecham‘zmusokban, a dekalcinalas
id6tartamaban valamint a dekalcinalas reakcio hémérsékletében

volt. Savas dekalcinalas soran a mésztelenedés elektromos

toltésktilonbségek alapjan térténik, melyet az elektromos aram meég
jelentésen fel is erssit. A savas dekalcinalas ideje jelentdsen
lecs6kken, és a kalcium ionok oldatban maradnak, esetleg
kivalnak a katédon (elektromos dekalcinalas esetén). A reakcié
homeérséklete 20 Celsius fok. EDTA hasznalata esetén a kalcium
nem marad ionos formaban oldatban, hisz az EDTA a csontok Ca
tartalmaval kelatot képez, 1gy tavolitva el azt a kotésébsl. A kezelés

56 Celsius fokon torténik.

A kulénb6zs  dekalcinalé oldatok hasznalata utan
észlelt eltérs lektinkotés véleményem szerint t6bb okra vezetheto

vissza. A legfébb lektink6tédést  csékkents tényezének a
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hémeérséklet emelkedett voltat tartjuk. A hosszt idén keresztiil 56
fokon tartott anyagok esetében a glikokonjugatumok
feltételezhetéen olyan hémeérsékleti karosodast szenvednek, mely
jelentésen befolyasolja lektinkots kapacitasukat. Az emelkedett
hémeérséklet hatasara feltételezhetgen a glikokonjugatumok tercier
szerkezete megvaltozik, mely maga utan vonhatja a végallo
helyzetben 1levé cukormolekuliak térbeli  elhelyezkedésének
valtozasat. Emellett feltételezhets az is, hogy az emelkedett
hémeérséklet hatasara a glikoproteinek jelentés része elveszti
cukortartalmu oldallancait is. A magasabb hémeérséklet expozicios
ideje noévelheti a glikoprotein  molekulak cukorlancainak
karosodasat. E tényezok, esetleges tovabbi faktorokkal egytitt oda
vezetnek, hogy a glikoprotein molekulak elvesztik lektinké6ts
képességiiket. Ez magyarazhatja, hogy az EDTA-val dekalcinalt
eseteinkben mindig jelentSsen csékkent szami lektinkoté helyet

sikertlt a sejtekben kimutatnunk.

Megallapithatjuk tehat, hogy mésztartalmn anyagok
lektin-hisztokémiai vizsgalatanak  elkészitésére a  savas

dekalcinalas ajanlhaté, elektromos arammal kiegészitve.
A glikoprotein szintézis egyes lépései:

Vizsgalataink soran észlelt eltérs lektinkotési
tendencia magyarazata véleményem szerint a glikoprotein képzés

egyes lépéseinek eltérs voltabsl adodik.

Az 8. embrionalis héten még nem tudtunk kiilénbséget
tenni lektinkStés tekintetében sem az osteoblastok, sem az
osteoclastok, sem pedig ezek prekurzorai kozott. Az észlelt -

kifejezett PAS pozitivitas a veégtagbimbé kezdeményekben azt jelzi,
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hogy a sejtek - akar kozos eredetiiek, akar nem - a fejlédésuk egy
stadiumaban glikogént halmoznak fel citoplazmajukban, mely
késSbbiekben a glikoprotein szintézis alapjaul szolgalhat. A PAS
pozitivitas eltlinése a 13. hétre annak a folyamatnak lehet
indikatora, mikor is a glikoprotein képzés megindul, a sejtekben
mar  eltéro kétéstipusu, szubsztitualt cukormolekulakkal

rendelkez6 lancok jelennek meg, melyek nem adjak a PAS reakciot.

A 13. embrionalis héten észleltem elsé alkalommal az
embri6 femurok vizsgalata soran pozitiv lektink6tddést. Ekkor az
osteoclastok mutattak diffiaz intracitoplazmatikus reakciét a
mannoz és gliikéz specifikus Con A lektinnel. Ez egyértelmiien
bizonyitja, hogy a reagalé cukorlancokon végallo helyzetben

mannoz €s gliikkoz molekulak vannak.

A glikoprotein szintézis soran a cukorlancok O - vagy N

- glikozidos kétéssel kotdhetnek a fehérjékhez (76. abra/A és B).

o l
H NH
| |

O~ C—ocu 76._dbra/A:

H C==0 O-dlikozidos kotéstipus
I
Serin
!
H NH
I
© N—c—c—cH 75 ibrayB:
S S
o H c=o0 Ndlikozidos kotéstipus
H I
Asparagin

O-glikozidos koétés alkalmaval a fehérjekben talalhaté Szerinhez,

vagy Treoninhoz kétédnek a cukormolekulik egyenként o-O-
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glikozidos kotéssel. A  kezds cukor mindig egy N-acetil-
galakt6zamin molekula, majd ezutan koétddhet egyenként tovabbi
galaktéz, neuraminsav, N-acetil-gliik6zamin, vagy fukoéz. A

folyamatokat a kiilonféle glikozil-transzferazok katalizaljak.

Az N-glikozidos glikoprotein képzés kezdeti lépéseiben
az oligoszacharid lancok egy lipidhez koétott allapotban talalhatok
az endoplazmatikus retikulumban. Ez a lipid természetii anyag az
un. dolichol, egy hosszalancu polyizoprenol, melynek alkotiasaban
17 - 21 izoprén molekula vesz részt. Ehhez ké6todik difoszfat
kotéssel egy oligoszacharid lanc, melynek alkotasaban ketts N-
acetil-gltik6zamin, kilenc mannéz, és harom glukoz vesz részt (77.

abra) (Voet és Voet 1990).
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Z7. abra: Dolicholhoz kététt oligoszaccharid prekurzor szerkezete

Ez a Dolichol-P-P-oligoszacharid komplex a durva

felszinti endoplazmatikus retikulumban, a riboszémak felszinén
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képz6dott fehérjékhez kotsdik N-glikozidos kétéssel, dolichol-P
felszabadulasatél kisérve. A fehérjékben a cukorlanc egy jol
definialt aminosav szekvenciaval rendelkezd szakaszhoz képes
kétodni, melyben egy Aszparagin és egy Szerin vagy Treonin zar

kézre egy harmadik tetszdleges aminosavat, mely azonban nem

lehet Prolin és feltehetden Aszparaginsav.

Még a durva felszinti endoplazmatikus retikulumban a

fehérje-oligoszacharid komplex megkezdi atalakulasat.
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ZZ. abra: A glikoprotein komplex kialakuldsinak kezdeti Iépései

A fehérjékhez kapcsolodott oligoszacharid lancokrél kezdetben t3bb
lépésben levalnak a gliikkéz molekulak és egy mannoz molekula is.

Ekkor végalls helyzetben 8 mannéz molekula helyezkedik el. A

fehérje-oligoszacharid komplex ezutan elhagyja a durva felszinii




endoplazmatikus reticulumot és a citoplazmatikus hélyagocskakon
kereszttil a cis-Golgiba keriil. Itt tovabb folytatodik az
oligoszacharid lancanak az atalakulasa, melynek soran tovabbi
mannoz molekulakat veszit. A protein-oligoszacharid komplex a
cis-Golgit elhagyva a medial-Golgiba kertil, ahol az oligoszacharid
lanc tovabb veszti a mannéz molekuliit. Ebben a stadiumban
azonban megkezdddik az oligoszacharid lanc Ujraéptilése is, hisz itt
a mannoéz molekulakhoz vagallo helyzetben N-acetil-gliik6zamin

és/vagy N-acetil-galaktézamin molekulak kotédnek (78. abra).

mannoz

Z8. abra: A gkikoproteinek szerkezete a medial-Golgi-ban

A glikoproteinek elhagyva a medial-Golgit, a trans-Golgi-ba
vandorolnak, ahol folytatodik, majd befejezddik a feheérjek
glikozilacioja. A fehérjéhez koézvetlentil kapcsolodé N-acetil-
glik6zaminhoz fukéz molekula (79. abra/A) mig az N-acetil-
galaktézamin és/vagy N-acetil-glitk6zamin molekulakhoz galaktoz
kotoedik (79. abra/B). A glikozilacié utolso lépéseként neuraminsav
molekula kapcsolodik végallo helyzetben a cukorlanchoz. A

neuraminsav kétédése utan a glikoprotein szintézis befejezédik, a

cukorlanc nem épul tovabb (79. abra/C). Az igy elkésziilt

QO N- acetil-glukézamin

N-acetil-galaktézamin



glikoprotein aztan a Golgi vesiculumokon keresztiil kijut a
citoplazmaba és/vagy sejtmembranra, ahol mint kész glikoprotein
megkezdi miikédését (Kornfeld és Kornfeld 1985, Voet és Voet
1990).

mannoz
ON- acetil-gluk6zamin

N-acetil-galaktézamin

galaktoz
ED fukoz
. neuraminsav

A, B, C,

Z9. abra: A glikoprotein szintézis befelyezs lépései

A 13. héten észlelt pozitiv Con A reakci6 nemcsak
annak a bizonyitéka, hogy a reagalé cukorlancon vegallo
helyzetben mannoz ill. glik6z molekulak vannak, hanem azt is
bizonyitja, hogy az oriassejtekben a glikoprotein szintézis N-
glikozidos kétéseken keresztiil valosul meg. O-glikozidos ké6tésnél
ugyanis nem fordul elg a cukorlancokban sem mannoéz, sem
glukoz.

A pozitiv Con A reakciét adé cukor elhelyezkedésére is
kévetkeztethetiink. A glikoprotein képzés soran elmondottakbol
kovetkezik, hogy a reagalé oligoszacharid lehetne egyrészrél a
dolicholhoz kététt cukorlanc, mely aztan fehérjéhez kapcsolodik,

vagy az endoplazmatikus retikulumban képz6ds  feheérje-
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poliszacharid komplex. A dolicholhog k6t6d6 oligoszacharid lanc
lektin kétése nem valoszint, hisz a dolicho] egy lipid természetii
agyag, s mint ilyen a normal Szovettani procedura soran kioldodik
a szévetekbdl. igy Jjoggal feltételezhets, hogy a Con A lektint a durva
endoplazmatikus reticulum felszinén elhelyezkeds, a glikoprotein
képzés kezdeti stadiumaban levg fehérje-oligoszacharid komplexen
végallo helyzetben levs glikéz és mannéz molekulak kotik. A 13.
héten tehat az embrionalis csontokban megtalalhato oriassejtekben
a glikoprotein szintézis kezdeti lépései elindultak. Az osteoblastok

ebben az életkorban meég nem szintetizalnak glikoproteineket.

Az oriassejtek lektin kotése

Az embrionalis életben a 13, héten mar detektalhato az
osteoclastokban kiilonfele glikoproteinek képzédésének
megindulasa. Ez a glikoprotein szintézis N -glikozidos kétéseken
keresztiil valosul meg, melyet az észlelt Con A pozitivitas jol
demonstral. A 15. héten kimutathaté PNA reakcié azt mutatja,
hogy a szintetizalods glikoproteinen v€gallo helyzetben B-D-
galaktéz(l-3)-N-acetﬂ-D-galakt(‘>zamin diszacharidok vannak. A
PNA lektin azonos intenzitasu koétsdese neuraminidaz emésztés
elott ill utan azt jelentheti, hogy a végallé helyzetii B-D-galaktoz(1-
3)-N-acetil-D-galakt()zamin diszacharidhoz ebben az embrionalis
korban még nem kapcsolodik neuraminsay molekula. A 17,
embrionalis héten azonban megkezdddik a neuraminsayv molekulak
koétodése a glikoprotein lancokhoz. Ennek indikatora, hogy
neuraminidaz emésztés nélkial a PNA lektinkétés intenzitasa

jelent6sen csékkent, Neuraminidaz emeésztést kévetSen azonban a
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PNA két6 helyek jelentés része szabadul fel, melyre a neuraminidaz
emeésztést kovets PNA lektinkdtés intenzitasanak a névekedésébs]
kovetkeztethetiink. Az a tény, hogy a 17. hét utan neuraminidaz
emeésztés nélkiil nem sikertlt PNA reakci6t kimutatnunk annak a
bizonyitéka, hogy a 17. hét utan teljessé valik a B-D-galaktoz(1-3)-
N-acetil-D-galaktézamin diszacharidok neuraminsavval térténs
szubsztitticidja, igy a PNA lektin csak el6emésztés utan tud a
cukormolekulakhoz kétsdni. Mivel a neuraminsav minden
glikoprotein lancon az utols6 1épésben kotodik, feltételezhets, hogy
a neuraminsavval szubsztitualt glikoprotein mar funkcié képes,

tovabb nem alakul.

EIQMMQ&OJLIQ&@@"L{-&

Az Kkiérett, ill. feln&tt csontokban megtalalhato
osteoclastok vizsgalata soran neuraminidaz emésztés nélkiil
egyetlen esetben sem kaptunk pozitiv reakciot. Neuraminidaz
emesztés azonban jelentds mértékben szabaditotta fel a PNA
receptorokat. Ez azt bizonyitja, hogy a kiérett osteoclastokban jelen
van az embrionalis életkorban is mar kimutathat6 glikoprotein,
mely végall6 helyzetben neuraminsavval burkolt § - D - galaktoz
(1I-3) - N - acetil - D - galaktézamin diszacharidot tartalmaz.

clasto e

A csontlebontasban legfontosabb  szerepet az
osteoclastok jatszanak, lebontva a mineralizalt
csontfragmentumokat. Leegyszertisitve a fenti megallapitas igaznak
vehetS. Azonban az osteoclastok csak olyan csontokat képesek
lebontani melyeknek felszinére ki tudnak tapadni, majd

aktivalédnak (Go6thlin és Ericsson 1976). Az osteoclastok azonban
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csak olyan, mineralizalt felszinekre képesek kitapadni, melyeket
nem fed intakt osteoid réteg (Chambers 1980, 1985). Ahhoz, hogy
az osteoclastok a csontfelszinre kitapadjanak, az osteoblastok
elozetesen az altaluk termelt kollagenaz enzimekkel lebontjak a
csontgerendak felszinén normalisan mindig jelenlevs osteoid
réteget (Chambers és Fuller 1985, Chambers és mtsai 1985). A
szabad mésztartalma csontfelszinre aztan az osteoclastok
kitapadnak. A meésztartalma csontokhoz val6é kitapadas utan, a
hidroxiapatit hatasara az osteoclastok aktivalédnak. Ennek az
aktivacionak a morfologiai jele, hogy a csontfelszinnel hataros
membran régioban egy mebran reddzet az un. ruffled border alakul
ki. Baron és mtsai. (1985) bizonyitottak, hogy a ruffled border igen
fontos szerepet jatszik a csontlebontasban, hisz ennek a membran
reddzetnek a kialakulasaval parhuzamosan kezdsdik meg a
csontlebontas (Géthlin és Ericsson 1976, Chambers 1980, 1985).
Az osteoclastok lokalis kérnyezetik pH-janak csékkentésével
jatszananak szerepet a csontlebontasban, mely egyrészrol elésegiti
a mész kioldédasat a csontbol, masrészrsl a proteinazok savas pH
mellett a legaktivabbak, mely lehet6vé teszi a kollagén degradaciot
(QhathLSJB_&Q,AndﬂanismLsgil%,Blairésmiiailﬂ_&G).Az
osteoclastok  acidifikals képességét sokaig a bennuk is
megtalalhaté karboanhidraz enzimnek tulajdonitottak (Spicer és
misai. 1984, Vaananen 1984,)

Az osteoclaslok kettlés megjelenésii lektinkotése
Mint mar emlitettiik, az osteoclastok neuraminidaz
emeésztést kovetden mindig koététték a PNA  lektint. Amig az

osteoclastok inaktiv formaban, széveti kételekben voltak, a PNA

kétodeést granularis jelleglinek, a sejtek citoplazmajaban diffazan
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eloszlénak, a lizoszémakra lokalizaltan észleltik. Azokban az
osteoclastokban amelyek a lebontandé csonttrabekulak felszinére
tapadtak, az intracitoplazmatikus PNA lektinké6t6dés elttint és a
resorpciés  zona citomembranja valt erésen pozitivva.
Fénymikroszkopos észleleteink alapjan ugy gondoljuk, hogy az
aktivalt  osteoclastok PNA-pozitiv membran szegmentuma
megegyezik az osteoclastokon az aktivalo6dassal parhuzamosan
kialakul6 ruffled border-el (Géthlin és Ericsson 1976, Chambers
1980, 1985). Feltételezziik, hogy az osteoclastokban a f6ldimogyoré
lektin kotéséért felelgs glikoprotein a sejtek citoplazmajaban
képzodik és a sejtek aktivalodasa soran a resorpciés zona
citomembranjara kertilve szerepet jatszik a csontlebontasban (Illés

1989). Eszlelettinket Takagi és munkatarsaj (1986) altal vegzett

ultrastrukturalis vizsgalatok messzemendgen alatamasztjak.
M@Mﬂﬂmmmw

Mint ismeretes a lizoszomak tartalmaznak egy H/K
ATPaz enzimet, mely az emészté vakuélumok savi pH-janak
biztositasat szolgalja. Mivel a lizoszéma membranok ellen termelt
ellenanyag keresztreagal a gyomornyalkahartyabél izolalt tiszta H/
K ATPaz enzimmel (Reggio és mtsai 1984) feltehets, hogy a
lizoszémalis savszekrécié hasonlé mechanizmussal térténik, mint a

gyomorsav szekrécioja.

A normal csontok vizsgalata soran az osteoclastokban
neuraminidaz emeésztést kovetSen észlelt erds PNA lektinkotés
szovetkotelékben 1éve osteoclastok esetén diffaz
intracitoplazmatikus jellegli, a lizoszomakra lokalizalt. A
lebontandé csontfelszinre tértént kitapadas utan az un. ruffled

border valt igen erdsen PNA pozitivva, utalva arra, hogy az
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osteoclastok citoplazmajaban képzodott glikoprotein az aktivalodas
soran a sejtmembran egy bizonyos tertiiletén accumulalédik.
Baron és mtsai. (1985) bizonyitottak, hogy a ruffled border igen
fontos szerepet jatszik a csontlebontasban. Egyuttal azt is sikertilt
kimutatniuk, hogy a Reggio és mtsai altal termelt ellenanyag e
tertiletben pozitiv reakciét ad. A lektinko6ts glikoprotein és a H/K
ATPaz mindig egytittes jelenléte alapjan feltételeztiik, hogy a lektin
kot6 glikoprotein megegyezik a H/K ATPaz enzimmel. Ugy tiinik,
hogy az osteoclastok savszekrécidjaért ugyanaz az enzimrendszer

tehetd feleldssé, mint a gyomor feddsejtekben (Fischer, Illés és
Roéchlich 1988).

A H/K ATPaz glikoprotein  mivoltat igazolando
Callaghan és mtsai. (1992) lektin affinitas kromatografiaval
izolaltak a H/K ATPaz enzimet. Az osteoclastokban jelenlevs H/K
ATPaz omeprazollal - mely szelektiv H/K ATPaz blokkol6 - torténd
gatlasaval meg lehet akadalyozni az osteoclastos csontlebontast in

vitro (Tukkanen és Vaananen 1986). Ennek a felfedezésnek

klinikailag igen nagy jelent6sége van, hiszen a gyomor fed&sejtek
sav  szekrécidjanak a korlatozasara kidolgozott gyogyszeres
eljarasok t6bb kevesebb médositassal a csontlebontas gatlasara is

felhasznalhatok lehetnek.
A csontkeépzs sejtek lektinkstése
Az embrionalis osteoblastok jellemzése

Az irodalommal 6sszhangban (Zimmermann és Thies
1984, Milaire 1991), az egyes fejlodési stadiumokban mi is eltérs
lektinkotést észlelttink. A 13. héten az osteoblastok nem kétottek

egyetlen altalunk vizsgalt lektint sem. A 15, héttél azonban az
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osteoblastokban is megindul a glikoprotein képzés. Ez a folyamat
szintén N-glikozidos kétéseken keresztiil valosul meg, amit az
észlelt Con A reakci6 bizonyit (Rawn 1989). A 15. héten észlelt igen
kifejezett perinuclearis WGA pozitivitas magyarazatara tsbb
lehet6ség kinalkozik. Mivel a WGA lektin az N-acetil-B-D-
glik6zaminra specifikus és a lanckézi cukormolekulakat is
felismeri, feltételezhets lenne, hogy a lektin a glikoprotein képzddés
kezdeti 1épésében kialakult dolichol-P-P-oligoszacharid komplexen
az oligoszacharid lanc kezdetén elhelyezkeds N -acetil-gltik6zamin
molekulakkal reagal. Mivel a WGA kotédést a Golgi-komplexre
lokalizaltan lattuk, ez kizarja annak a lehet6ségét, hogy a dolichol-
P-P-oligiszaccharid komplexben talalhato N-acetil-gltik6zamin
molekulak reagalnak a lektinnel. A dolichol ugyanis csak a
durvafelszinti endoplazmatikus retikulumban talalhat6 meg, s
esetleges lektinkotésének jellege difftz intracitoplazmatikus jellegti
kellene legyen. A masik tény, mely a dolichol-P-P-oligiszaccharid
komplex reakcidja ellen szol az, hogy a dolichol lipid termeészetii
anyag lévén kioldédik a szokasos szovettani procedura soran. A
WGA lektin neuraminsav specificitasa folytan a Golgi-komplexre
lokalizalt lektinkdtés eredhetne a teljesen felépiilt, a Golgi-
komplexet éppen elhagyni késziils glikoproteintsl, melyen vegallo
helyzetben neuraminsav molekuldk vannak. Ezt a tényt sem
tudtuk bizonyitani, mivel g neuraminidaz emésztés osteoblastok
esetében nem valtoztatta meg a lektinkStés intenzitasat, tehat a
WGA kotés egyértelmiien a vegallo helyzetii N-acetil-B-D-
glik6zamin molekulaknak tulajdonithat6. A medial Golgi-ban
megtalalhaté glikoprotein lancokon vegallé helyzetben N-acetil-B-D-

glikézamin  molekulak, és /vagy  N-acetil-a-D-galaktézamin |




molekulak vannak. Attél figgden, hogy mely molekulatipus van
talsalyban talalhaté a sejtekben WGA és/vagy DBA lektinkstsdés.

A 15. héten észlelt igen kifejezett DBA lektinkétés
bizonyitéka tehat az, hogy a glikoprotein képzés soran szamos N-
acetil-a-D-galaktozamin molekula van végallo helyzetben. Az a tény
azonban, hogy a 15. héten a DBA reakcio intenzitasa igen
kifejezett, s hogy a jelolsdés a citoplazma egészére kiterjed felveti
annak a lehetségét is, hogy nem egy képzo6ds glikoprotein, hanem
nagy mennyiségben termelsds egyéb cukormolekula okozza az

intenziv jelolodést.

A kondroitin-szulfat a glfik()z-alnino—glikénok (GAG)
csoportjaba tartozo, ismétléds diszacharida egységekbsl allo
molekula.  Felépitésében D-gliikuronsav ~ és  N-acetil-a-D-
galaktézamin molekulak vesznek részt periodikusan ismeétlgdve
(lozzo 1985, Moéczar 1987). A kondroitin-szulfat legnagyobb
mennyiségben a porc - és csontszévetben talalhato meg. A 15.
héten észlelt kifejezett DBA reakcié N -acetil-a-D-galakt6zamin
molekulanak tulajdonithaté. Az igen erds, a citoplazma egészét
kitélté jelolodés felveti annak lehet6ségét, hogy az osteoblastok
ebben az embrionalis életkorban a kondroitin-szulfat molekulak
alkotasaban résztvevé N -acetil-a-D-galakt6zamin  molekulat
termelik nagy mennyiségben, majd a molekulak kijutva a sejtekbdl
a kondroitin-szulfat felepitésében vesznek részt. Ezt a nézetiinket

azonban tovabbi a GAG feléptilését és szerkezetét vizsgalo

eljarasokkal bizonyitani kell.

Kiérett osteoblastok jellemzése




A normal csontmintainkon veégzett lektinkotédés
vizsgalatok altalaban negativ eredményei azt bizonyithatjak, hogy a
kiérett sejtek glikoprotein képzése az embrionalis allapothoz
viszonyitva jelentSsen csokkent. A lektink6t6 kapacitas esetleges
ismételt noévekedése a sejtek  funkcionalis allapotaban

bekévetkezett valtozasara hivja fel a figyelmet.

Patologias folyamatok lektinkstése

-
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Annak ellenére, hogy az osteoclastok évtizedek o6ta
allnak a kutaték érdeklsdésének eléterében, eredetiik maig nem
Usztazott. Korabbi nézetek szerint a csontsejtek - igy az
osteoclastok is - egy kozos progenitor sejtbél szarmaznak
(Friedenstein 1976). F eltételezik, hogy létezik egy eddig még nem
identifikalt, kering6 mononuklearis sejt, mely preosteoclastnak
felel meg (Chambers 1985, Horton és mitsai. 1984, 1985). Mas
vélemények szerint az osteoclastok hemopoetikus Ossejt
eredetiiek, a monocyta-macrophag sejtvonalhoz tartoznak (Lasser
J%S,B@hﬂésE@nklinlfﬁﬁ,B@@pommgésmt_saim&
Athanasou és mtsai. 1986, Brecher és mtsai. 1986).

A magunk részérsl lektin-hisztokémiai vizsgalatokkal

kivantunk adalékokkal szolgalni a kérdés eldéntéséhez.

A teljesen kiérett osteoclastokon észlelt neuraminidaz
emeésztést kévets PNA reakci6 megegyezik mas szerzok altal a
monocyta - macrophag rendszeren korabban leirt észleletekkel
(Lasser 1983, Ree és mitsai. 1983). A monocyta - makrophag

rendszer sejtjei valamint a kiérett osteoclastok kozott t6bb
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markans morfolégiai kiilonbség van. Ezek koézil az egyik
legszembe6tlGbb, hogy mig az osteoclastok tartalmaznak tartarat
rezisztens savi foszfataz enzimet, addig a mononuclearis phagocyta
sejtek nem (Gothlin és Ericsson 1976, Chambers 1980, 1985).
Ugyancsak feltiing kﬁlénbség, hogy az osteoclastok
citomembranjanak aktivalt allapotban jellegzetes polaritasa van
(un: ruffled border), mely nem talalhato meg sem mononuclearis,

sem multinuclearis macrophagokon. (Lasser 1983).

Annak ellenére, hogy a monocyta - makrophag
rendszer sejtjei valamint a kiérett osteoclastok kézott szamos
kilénbség van, az idegentest granuloma oriassejtjein, az epulis
histiocyter eredetii oriassejtjein valamint a kiérett osteoclastokon
észlelt hasonlé lektinkotés alapjan nyert adataink is alatamasztjak
azt a nézetet (Lasser 1983, Brecher és Franklin 1985, Bouropoulou
€s mtsai 1985, Athanasou és mitsai. 1986, Brecher és mtsai.
1986), miszerint az osteoclastok a monocyta - macrophag sejtvonal

elemei k6zé tartoznak (Illés 1988).

Oleoclastomak

Az oriassejtes csonttumorok klinikai, radiolégiai és
szovettani megjelenésében harom stadium kulénithets el, mely
stadiumok pontos meghatarozasa a terapias beavatkozas
mindseégét tekintve igen fontos hisz mig a Gr I-es és Gr Il-es
stadium benignusnak tekinthets, addig a Gr IlI-as stadiumu
tumort malignusnak kell tartani €s e szerint kell kezelni. A
radiolégiai stadium meghatarozasara Campanacci (1975, 1987)
modszere ajanlhato, mely beosztas a tumor radiolégiailag
meghatarozhat6 agresszivitasat jellemzi, de egy pillanatnyi

allapotot jelslve nincs Osszefliggésben a tumorok biologiai
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malignitasaval. Eseteinkben a latens, aktiv és agressziv esetek
eléfordulasi aranya eltéer az altalaban szokasos eléfordulasi
aranyoktél (latens: 4 %, aktiv: 74 %, agressziv: 22 %), mivel mi az
esetek kivalasztasanal elsédlegesnek a szévettani megjelenést
tartottuk. Eseteink atlagéletkorat és lokalizaci6jat tekintve azok
megegyeznek az irodalmi adatokkal (Murphy és Ackerman 1956,
Dahlin 1985).

A szdvettani stadiumokat tekintve mindharom
stadiumna anyagunkbél 6 - 6 esetet vizsgaltunk. BSA, DBA, LTA és
RCA lektinekkel sem a stromalis sejtekben sem pedig az

osteoclastokban nem észlelttink reakciot.

A stroma-sejtekben észlelt pozitiv Con A reakcio
magyarazatara tobb lehetgség is adédik. Mint az ultrastrukturalis
vizsgalatok  alapjan megallapitast nyert, az oriassejtes
csonttumorok felépitésében harom féle sejtpopulacié vesz részt.
Ezek koziil 2 a stroma alkotasaban vesz részt, mig a harmadik az
osteoclastok csoportja. Az egyes tpust stromalis sejt melyet
ultrastrukturalis megjelenése alapjan Aparasi (1977) mint
fibroblast-szerti sejtet identifikalt, in vitro kértlmények kozott
kifejezett proliferacios képességgel bir. A Il-es tipust stromalis sejt
mely megjelenésében macrophagokhoz hasonlit (Aparasi 1977,
Roessner és mtsai. 1984, 1987), in vitro nem mutat proliferacios
képességet (Goldring 1986). Con A lektin ko6todeés vizsgalata soran
eészlelt pozitiv stromalis reakcié az I-es tipusti stromalis sejtnek
tulajdonithat6, hiszen fenymikroszk6pos megjelenéstik alapjan a
Con A pozitiv sejtek fibroblastokra emlékeztetnek. Ezen

allitasunkat Lis és Sharon (1986) észleletei is alatamasztjak

miszerint a fibroblastok in vitro kifejezett Con A kots képességgel
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birnak. Szamos szerzs az oriassejtes csonttumorok kialakitasaban
és esetleges malignus transzformacidjaban az in vitro észlelt
proliferaciés képessége alapjan elsédleges szerepet tulajdonit a
fibroblast szerti I-es tipust stromalis sejtnek (Roessner és
mtsai. 1984, Dahlin 1985, Goldring és mtsai. 1986).

Az I-es tipusu stromalis sejtek mellett az oriassejtek és

a reaktivnak tartott (Roessner és mtsai 1984, 1987) Il-es tipusu

stromalis sejtek viselkedése sem elhanyagolhato.

Osteoclastomakon PNA lektinnel veégzett sajat
vizsgalataink alapjan azt mondhatjuk, hogy Gr I-es szévettani
stadiumu osteoclastomakban az oriassejtek a normal csontokon
megfigyelt PNA-k6tési megoszlast mutatjak. Normal csontokon a
PNA lektink6t6 helyet visels glikoproteinek az osteoclastok
citoplazmajaban képzédnek, s az osteoclastok csontfelszinre valo
kitapadasa utan accumulalédnak a resorpciés zéma membran
szegmentuman, ahol szerepet jatszanak a csontlebontasban (Illes
€s Fischer 1987, Illés és mtsai. 1989). Gr I-es stadiumban ugyanis
meg megfigyelhetd az osteoclastok egy jol kérulhatarolt membran
szegmentumara lokalizalt erés PNA reakcié, mely membran rész a
csontresorpcioban aktiv szerepet jatsz6 ruffled border-nek felel
meg. Ellentétben mas szerzékkel (Vaananen 1986) azt is
megfigyeltiik, hogy nem minden osteoclast reagal a PNA lektinnel
€s a reagalé sejtekben is stadium fliggd intenzitasbeli differencia
volt észlelhet. Hisz mig Gr I-es stadiumu osteoclastomakban az
osteoclastok 32 %-a nem reagal a PNA lektinnel, addig a GR Ill-as
tumorokban a PNA-reakciét nem mutaté sejtek aranya mindéssze
1 % kortl van, az erds reakciét adé sejtek aranya pedig 67 % kériil

mozgott. Gr I-es osteoclastomakban meég megfigyelhets a
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membranra lokalizalt PNA reakcié. Gr Il-es és kiilénésen Gr IlI-as
stadiumt tumorokban az osteoclastok intracitoplazmatikus PNA
jelolodése jelentdsen megnétt, azonban a citoplazma membranjan
nem lattunk pozitiv reakciét. Jelen ismereteink birtokaban
nehézségekbe titkoézik annak eldontése, hogy a PNA-kétés igen
jelentés mérvii névekedése, mely kifejezett stadium fliggést mutat,
vajon az osteoclastok sajat regulaci6jaban bekévetkezs valtozas
kévetkezménye-e, vagy pedig a megvaltozott stroma hatasa
nyilvanul meg ily médon. Az irodalmi adatokkal Osszefliggésben
(Dahlin 1985) inkabb a stroma hatasara letrejovs  aktivitas

valtozasroél van szo.

Az osteoclastomak  lektinkétésének vizsgalata
segitséget nyajt a tumort alkoto sejtek  aktivitasanak
meghatarozasahoz. A malignus (Gr III stadiumua) tumorok
sejtjeiben észlelt lektinkotés igen kifejezett fokozodasa pedig
tampontot szolgaltat a sejtek anyagcseréjének valtozasan keresztiil

azok szerepére a malignizalodas folyamataban.
Nem ossificalo fibroma

Nem ossificalo csont-fibromaban a fibrosus szbévetben
elsforduls és a széli csontrészek kozelében talalhaté oriassejtek
morfologiai kiildnbézssegiik mellett (Spjut és mtsai. 1983, Glauber
és mtsai 1980) lektin kétéstikben is eltérnek egymastél Ennek a
lektin koétésbeli differencianak a nem ossificalo csont fibroma
elktil6nité diagnézisaban lehet jelentésége. Mint ismeretes, nem
tipusos megjelenés esetén, a nem ossificalo fibroma differencial
diagnosztikajaban legnagyobb  problémat az oriassejtes
csonttumoroktél (osteoclastoma) valo elkiildnitése jelenti. Az

osteoclastomak neuraminidaz emeésztést kévetéen mindig mutattak
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az oriassejtekben pozitiv reakciét. Nem ossificalo fibroma esetében
pozitiv reakci6 csak akkor figyelhets meg, ha az oriassejtek
csontfelszinnel érintkeznek, azt lebontjak, tehat egyértelmiien
osteoclastok. A tumor fibrosus teriiletében talalhaté oriassejtek
soha nem adtak pozitiv reakciét. Igy a lektinkotés kiillonbozosége
segithet a nem ossificalo csont fibroma osteoclastomakts] torténd

elkulonitésében.

A stromaban észlelt pozitivn Con A reakcié a
fibroblastok és a kiérett fibrocytak jellemzd tulajdonsaga, s mint
ilyen megegyezik az irodalmi adatokkal (Lis és Sharon 1986),
bizonyitékot szolgaltatva a nem ossificalo fibroma kollagenetikus
szoveli eredetére (Spjut és mtsai. 1983, Glauber és mitsai 1980,
Damjanov 1987).

Osteoid osteoma

Osteoid osteomaban érdekes eredményt kaptunk
neuraminidaz emeésztést kovetd PNA reakcié soran. Az elvaltozas
gocaban elhelyezkedd osteoclastokban - annak ellenére, hogy azok
a szabalytalan csontgerendak és osteoid kérnyezetében talalhatok -
elmarad a resorpciés zéna citomembranjan a PNA akkumulaci6. Ez
két tedriaval magyarazhaté. Az osteoclastoknak ahhoz, hogy
aktivalodasuk bekovetkezzen, olyan mineralizalt felszinekkel kell
érintkeznitik, melyet nem borit osteoid réteg. Osteoiddal fedett
csontgerendakat az osteoclastok képtelenek lebontani (Rodan és
Martin 1981, Chambers és Fuller 1985, Chambers és mtsai. 1985).
Feltételezhetd lehetne tehat, hogy osteoid osteomaban a
szabalytalan csontgerendakat vékony osteoid réteg fedi mely miatt
az osteoclastok aktivalodasa zavart szenvedhet. Az osteoclastok:

azonban ott sem mutattak e betegségben membran jelslgdést, ahol
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a csontgerenda szélén nem tudtunk kimutatni osteoidot, pedig a
lektinek minden vizsgalt esetiinkben aspecifikus médon
megfestették az osteoidot is. A fentieket figyelembe véve sokkal
valosziniibb az a teéria miszerint osteoid osteomaban az
osteoclastok kitapadnak ugyan a lebontandé csontfelszinhez de
valamilyen miikédési zavar folytan nem kévetkezik be a kitapadas
utani aktivalédas és igy elmarad a PNA kots glikoprotein kitirtilése
@ resorpciés zoéna citomembranjara. Ezt latszik bizonyitani az
osteoclastok igen intenziv intracitoplazmatikus jellgdése is, mely
egyuttal annak is bizonyitéka, hogy a glikoprotein szekrécio6
zavartalan, csak a kitiriilés gatolt. A folyamat eredményeként
azonban az osteoclastok csontlebonts képességgel nem

rendelkeznek.

Mivel az osteoid osteoma patogenezise nem tisztazott
(Lichtenstein 1965, Jaffe 1968, Spjut és mtsai. 1983, Glauber és
mtsai 1980), munkank soran egy lehetséges addicionalis
patogenetikai faktort feltételeztiink melyet a lektin-hisztokémiai
eszleleteink latszanak bizonyitani. A feltételezéstink alapjan az
osteoid osteoma patogenezisébeh a hypervascularizalt stromaba
agyazott osteoblastok csontképzése mellett jelentss szerepet jatszik
az osteoclastok csontbonto képességének elmaradasa.
Neuraminidaz emésztést kévets PNA reakcioink soran észlelt
differencia miszerint az osteoclastok akkor sem bontjak a csontot,
ha a lebontandé felszinhez tapadtak, felveti a sejtek valamely kéros
allapotat. Mint mar emlitettiik, véleménytink szerint a sejtek
glikoprotein képzése normalis, de a glikoprotein membranon valé

kitirtilese blokkolt. Ennek oka lehet egyrészt a membran

szerkezetében bekévetkezett valtozas lehet. Ez nem valdészinii, hisz '
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ugyanazon tumorban a normalis csont hataran levé osteoclastok
bontjadk a csontot, amit jelez, hogy a membran szegmentumuk
kifejezetten pozitiv PNA lektinnel. A masik ok a csontfelszin ill. az
osteoid szerkezetében bekovetkezett valtozas lehet. Mi ezt a verziot
tudjuk inkabb elfogadni, hisz osteoid osteoma esetén mindig
kifejezett aspecifikus osteoid reakciét is lattunk a kuldnféle
lektinekkel. Az osteoid reakcié nem volt blokkolhaté a lektinekre
specifikus cukrokkal. Az osteoid lektink6tése tehat nem a lektinek
cukorkéts helyein keresztiil torténik. Feltételezziik, hogy eme lektin
kotédés vagy a lektinek hidrofob koétShelyén keresztiil térténik,
vagy a cukormolekulakon és a lektineken meglévs szabad karboxil-
, amino-, vagy szulfat-csoportok kozott létrej6vé kémiai reakciokon
alapul. Az, hogy mas csontos elvaltozasokban az osteoid reakcibja
joval kisebb meértékii volt, talan az osteoid szerkezetében
bekovetkezett valtozas jele lehet, mely az osteoblastok patologias
csontképzését is felveti (Illés és mtsai. kozlés alatt). Az osteoid
szerkezeti valtozasanak meghatarozasara tovabbi, elsGsorban a
glikoz-amino-glikdnok mennyiségi, minéségi és szerkezeti
vizsgalatat kellene mas modszerekkel elvégezni (Modis 1991),

normal osteoiddal 6sszehasonlitva.

A lektin hisztokémiai vizsgalataink alapjan az osteoid
osteoma patogenezisére vonatkozoéan 1j patogenetikai faktort
teteleztiink fel, miszerint az elvaltozas kialakulasaban jelentss
szerepe lehet a patologias osteoid miatt elmaradé osteoclastos

csontlebontasnak.
Fil s dysplasi

Mint ismeretes fibrosus dysplasia patogenezisében

elsédlegesnek tartjak a tumor alapallomanyat képezs fibrosus

109




szovet metaplazias talajon térténd elcsontosodasat. E folyamat
eredményeként alakul ki az elvaltozasra jellemzs, polarizaci6s
fényben kivaléan lathato un. fonatos csontszerkezet (Lichenstein és
@ffﬁlw,ml%ﬁ,&m%mt_saj. 1962, Spjut és mtsai.
1983).

Fibrosus dysplasiaban a neuraminidaz emeésztést
kévets PNA reakcié mindenben megegyezik normal csontokban az
oriassejteken észlelt eredményeinkkel. Ez azt latszik bizonyitani,
hogy az osteoclastok aktivalédasahoz valéban csak mineralizalt
csontfelszinekre van szlikség, a kollagén strukturak szabalytalan
szerkezete azt nem befolyasolja. Con A lektinnel végzett
vizsgalatainkban észlelt diffiiz intracitoplazmatikus  reakcio
pontosabb citoplazmaris lokalizacioja fénymikroszképos szinten a
reakcié erGssége miatt nem itélhets meg. A Con A pozitivitas
magyarazatara szamos lehetdség all rendelkezéstinkre. A
legvalészintibb feltevés az, hogy Con A lektinkétésért felelgs sejtek
az alapallomany alkotasaban résztvevé fibroblastok. Ezen
allitasunkat Lis és Sharon (1986) észleletei is alatamasztjak
miszerint a fibroblastok in vitro Con A kot képességgel birnak. A
reakci6 erdssége, eloszlasa azonban felveti annak a lehet6séget is,
hogy a sejtek nagy mennyiséghen szekretaljak a Con A kots
cukormolekulakat melyek beéptilnének a metaplazias

elcsontosodas soran kialalakulé csontszévet gltik6z-amino-

glikanjaiba, megakadalyozva a kollagén struktirak normalis
orientalodasat és ezzel egyttt a lamellaris csontszerkezet
kialakulasat (Illées eés Fischer, kozlés alatt). Feltételezéstink

megmagyarazna az un. fonatos csontszerkezet megjelenését,
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azonban tovabbi, elsGsorban a GAG esetleges eltéré 6sszetételére

vonatkozo6 tovabbi, kiterjedt vizsgalatokat igényel.
Myositi if

A myositis ossificans a harantcsikolt izmokban vagy
a kotoszovetben eldfordulé ektopias csontképzés. Az elvaltozas
valamilyen mechanikus traumat kévetéen, elsGsorban a végtagi
izmokban fordul els. (Fay 1914, Gechicter és Maseritz 1938,
Ackermann 1985). A betegségre szovettanilag rapidan proliferalo
differencialatlan kétoszovet jellemzs, mely kotdszovet kiérett
csontot  képez  (Ackermann 1985). A csontképzd  sejtek
eredete az elvaltozasban nem ismert (Ackermann 1985).
Biotinnal jel6lt WGA lektint hasznalva sikertilt egy sejtpopulaciot
elkiiléniteni, mely sejtekben feltehetden a Golgi-komplexben
nagy mennyiségli N-acetil-D-gliik6zamin tartalmu glikoprotein
talalhat6. Teoretikusan ez a glikoprotein lehetne az alkalikus
foszfataz is, hisz ez az enzim az osteoblastok egyik jellemzo
markere (Nijweide és mtsai. 1986). Kimutattak, hogy WGA
lektinnel a csont eredetti alkalikus foszfataz izoenzimet el lehet
kiildniteni a majbol illetve egyéb szovetekbdl szarmazé alkalikus
foszfataz izoenzimtél (Rosalki és Foo 1984, Sorensen 1988). Mivel,
azonban a  kiérett csont felszinén talalhaté osteblastok
eseteinkben nem koétotték a WGA lektint nem valoszintii, hogy
ezen sejtekben az alkalikus foszfataz enzim volna felelss a WGA
kétesert, hisz az alkalikus foszfataz enzim tartalom nemcsak a
fejlods, hanem az érett osteoblastok jellemzd tulajdonsaga is

(Nijweide és mtsai. 1986).

Az altalunk vizsgalt 6sszes patologias elvaltozas koziil csak

myositis ossificansban mutatkozott a csontképzd sejteken WGA-val

111




pozitiv reakcié. Ez a festddés igen erds, egygocu, perinuclearis
elhelyezkedésti, a Golgi komplexumra lokalizal6dé volt és nem
fliggott a neuraminidaz emesztéstsl sem. A reakcié jellegét tekintve
teljesen megegyezett az embrionalis korban a 15. héttsl meglévs a
novekedés elorehaladtaval fokozatosan csokkend reakcidval,
azonban inetenzitdsa erdsebb volt. Myositis ossificansban -
hasonléan az embrionalis csontokhoz - a csontképzs sejtek egy
vegallo helyzetti N -acetil-D-gltik6zamint tartalmazé glikoproteint
birnak. Mivel sem normal, kiérett sem patologias kérnyezetben lévs
osteoblastok esetében sem észleltiik a WGA kotodését, a
jelenségnek szamos magyarazata lehet. Mivel a WGA koétést is a
monocyta-macrophag sejtvonal jellemz6 tulajdonsaganak tartjak
feltételezhets lenne, hogy myositis ossificansban a csontképzo
sejtek a monocyta-macrophag sejtvonal specialisan differencialt
agahoz tartoznanak. A masik elképzelés az lehetne, hogy
myositisben az osteoblastok valamilyen alternativ tton képeznék a
csontot amihez N-acetil-D-glitk6zamin  diszacharid tartalmu

glikoproteinre van sziikség.

Pena és mtsai.(1981) valamint Damjanov (1987)
megel6z6 vizsgalatai soran kimutatta, hogy egyes kotészoveti
sejtekben, valamint a normal izomszévet jarulékos sejtjeiben WGA
pozitivitas figyelhets meg, Povysil és mtsai (1979) ultrastrukturalis
vizsgalatai bizonyitottak az izomszévet jarulékos sejtjeirsl, hogy
azok myofibroblastok. Sajat vizsgalataink arra utalnak, hogy a
myositis ossificansban a csontképzd sejtek precursorai szintén
rendelkeznek WGA-k6ts képességgel. Az  irodalmi adatok
valamint sajat vizsgalataink alapjan feltételezhets, hogy a WGA-

kots keépességgel rendelkezs kétdszoveti sejtpopulacio jelen van




a normal izomszévetben is, ahol mechanikus traumat kévetsen
csontképz6 sejtté alakul, s mint ilyen felelés lehet az
ossifikacioért. A fibroblastok, az izomszdévetben jelen levs
jarulékos sejtek, valamint myositis ossificansban a csontképzd
sejtek  WGA-kots képességluiket tekintve teljesen hasonlo
tulajdonsagokkal rendelkeznek, melynek alapjan azt mondhatjuk,
hogy myositis ossificansban a csontképz6 sejtek myofibroblast
eredetiiek. A fenti megallapitasokat ésszevetve Owen (1978,
1985) nézetével, - miszerint a hematopoesis analégiajara a
kotoszoveti sejtek, (fibroblastok, osteoblastok, chondroblastok) a
csontvel6i stroma &ssejtbsl erednek - azt is feltételezhetjiik, hogy a
WGA-kot6 képesség a csontvelsi stromalis G&ssejt valamelyik
fejlédési stadiumanak jellemzg tulajdonsaga. Az, hogy a kiérett
csontképzé sejtek elvesztik WGA-kots képességliket talan azzal
magyarazhaté, hogy ezen Ossejtek elvesztik N-acetil-D-
gltik6zamin tartalmu glikoproteinjiiket is, vagy a glikoprotein
glikozilacioja valtozik (Illés és mtsai. 1992, 1993).
Osteosarcomak

Az osteosarcoma széveti képe igen valtozatos. A széveti
kép alapjan megkiilsnbéztethetiink osteoblastos, chondroblastos,
fibroblastos, oriassejtes, teleangiectaticus, kissejtes és kevert
tipusti formakat, attél fliggéen, hogy a primitiv tamasztoszoveti
mesenchymalis sejtek milyen iranyba differencialédnak. Az esetek
tébbségében meégis az un. osteoblastos osteosarcomak fordulnak
eld (Spjut és mtsai. 1983, Vizkelety és Szendrdi 1990). Igy sajat
vizsgalt anyagunk jelentds része is ebbe a csoportba tartozott. Az

egyéb altipusba tartozo osteogen sarcomak kozil csak elvétve
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vizsgaltunk egy-egy esetet, mely messzemend koévetkeztetések

levonasat nem teszik lehetove.

Az osteogen sarcomak tumorsejtjei minden vizsgalt
esetiinkben igen intenziv Con A kéts képességgel rendelkeztek. A
Con A reakci6 jellege és intenzitasa mindenben megegyezett az
embrionalis korban a 15-17. héten, az osteoblastokon észlelt

lektinkotéssel.

DBA lektinnel egyes esetekben igen Kkifejezett reakciot
kaptunk hasonléan a 15. és 17. héten megfigyeltekhez. Mas
esetekben egyaltalan nem észleltiik a DBA lektink6todését az

osteoblast sejtekhez.

PNA lektinnel a csontképzs sejtekben soha nem
észleltlink pozitivitast. A tumoros oriassejtek negativak maradtak a
PNA lektinnel, mig az osteoclastok diffaz intracitoplazmaris
reakciéjat észleltuk.

WGA lektinkétését elemezve egyes esetekben a mag
mellé lokalizalt kifejezett pozitivitas volt lathato, mely lokalizaci6jat
tekintve megegyezett az embrio femurok vizsgalata soran a 15.
héten észlelt reakcioval. Némely esetben azonban a perinuklearis
lokalizaci6 nem volt megfigyelhets, s a sejtekben a citoplazma
egészére lokalizalt diffaz reakcié volt észlelhets. Egy harmadik
csoportban a sejtek negativak maradtak, nem kototték a WGA

lektint.

Az osteogen sarcomak lektinkéts sajatsagainak
magyarazata kifejezetten nehéz. A tumorok mindegyikében meglevs
kifejezett Con A pozitivitas megegyezik az embrionalis életkorban

észlelt reakcioval. Igy elmondhatjuk, hogy az osteogen sarcoma
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sejtjei is nagy mennyiségben tartalmaznak veégallo helyzetben
elhelyezked6 mannéz és glitkéz molekulakat a glikoprotein
lancokon. Ez az allapot a glikoprotein szintézis kezdeti lépéseiben
talalhat6, az endoplazmatikus retikulum felszinén. Ez magyarazza
a diffaz intracitoplazmatikus jelolodést. Mivel Con A reakciét az
embrionalis életkoron kiviil osteoblast sejtekben nem tudtunk
kimutatni, felvetédik annak a lehetdsége, hogy az osteogen
sarcoma sejtek glikoprotein szintézistik minGségét tekintve az
embrionalis életkori sajatsagokat mutatjak. Az egyéb lektinekkel
észlelt reakciok egyrészrol azt mutathatjak, hogy a sarcoma
sejtekben a glikoproteinek oligoszacharid lancain a szintézisnek
megfeleléen mas és mas cukormolekulik vannak végallo
helyzetben, masrészral, hogy a sejtek esetlegesen eltérs
cukormolekulak felhasznalasaval képeznék proteinjeik
oligoszacharid lancait. Ez utébbi nézet ellen szél az az észleletiink,
hogy a tumorsejtekben is csak olyan lektinekkel sikeriilt kétddést
kimutatni, mely lektinek az embrionalis életkor egyes szakaszaiban
reagaltak az osteoblastokkal, a glikoprotein szintézis egyes
lépéseinek megfelelGen. Az osteogen sarcoma sejtjeinek eltérs
lektink6t6 tulajdonsagait ésszehasonlitva az embrionalis csontokon
észlelt lektinreakciokkal arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
osteogen sarcoma osteoblastjaiban a glikoprotein képzés eltérs
szinteken blokkolt és az embrionalis korra jellemzé érési stadiumot
mutat. Ugy gondoljuk, hogy a tumorok malignitasi potencialja
esetlegesen Osszefiiggésben lehet a sejtek fejlodési stadiumaval
(Lllés és mtsai. kozlés alatt).

A vizsgalt esetek alacsony szama a statisztikai

kiértékelést nem teszi lehetéve, ezért e téren tovabbi vizsgalatok
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sziikségesek meghatarozando a tumorsejtek fejlédési stadiumanak
és malignitasi potencialjanak kapcsolatat, feltételezve, hogy az igy

nyert ismeretek segitségiinkre lehetnek az osteogen sarcomak

pontosabb prognézisanak meghatarozasahoz.
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Osszefoglalas

Uj eredmeények és gyakorlati alkalmazhatésaguk

Vizsgalataink {6 célkittizése annak a kérdésnek
elemzése volt, hogy a lektin-hisztokémia milyen meértékben
hasznosithato a csontpatolégiai kutatasokban. Eredményeink

ramutattak arra hogy:

1. a csontszovet egyenfesziiltségii elektromos arammal
kiegészitett savelegyben  végzett  dekalcinalas utan a

legalkalmasabb lektin-hisztokémiai vizsgalatokra.

2. a lektin-hisztokémia alkalmazasaval jellemezhetsk a
csontsejtek glikoprotein szintézisének edyes lépései 6sszhangban
az embrionalis korral, s hogy a glikoprotein szintézis a

csontsejtekben N-glikozidos kétéseken keresztul valésul meg.

3. az osteoclastokban jelenlevs lektinksts glikoprotein
feltehetéen azonos a H/K ATPaz enzimmel, és a sejtek
citoplazmajaban képzsdik, majd az aktivalédas utan a resorpcios
z6na Citomembrénjéra kertil, ahol résztvesz a csontlebontasban.
Igy a H/K ATPaz enzim gyogyszeres gatlasa réven lehetéség nyilik

az osteoclastos csontlebontas gyogyszeres befolyasolasara is.

4. Bizonyitottuk, hogy az osteoclastomak egyes stadiumai
lektinkotésbeli kulénbségeik alapjan jol meghatarozhatok. Ezzel
lehetéve valt a malignus osteoclastomak egyértelmti elkiilonitése a
benignus és intermedier formaktol, melyek differencial diagnozisa

terapias beavatkozasaink megiervezésénél elssdleges jelentoségti.
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5. A fenti megallapitasok mellett a lektin-hisztokémia
tovabbi adatokat szolgaltatott arra, hogy az osteoclastok a

monocyta-macrophag sejtvonal elemeihez tartozhatnak.

6.  Eszleleteink felhivtak a figyelmiinket arra, hogy osteoid
osteoma patogenezisében a kéros csont ill. osteoid képzés mellett
jelentds szerepe lehet az osteoclastos csontlebontas elmaradasanak
is.

7. Lektin-hisztokémiai vizsgalataink alapjan
bizonyitottnak vehetjiik, hogy myositis ossifikansban & csontképzo
sejtek  a karosodott izomrostok pericytaibol szarmaznak és

myofibroblast eredetiiek

8. A lektinek alkalmazasa soran észlelt eredményeink
hivtak fel a figyelmtinket arra a tényre, hogy osteogen sarcomak
tumorsejtjeiben a glikoprotein képzés eltérs szinteken blokkolt, és
az embriondlis korra jellemzs érési stadiumot mutat. Mivel a
tumorok malignitasi potencialja &sszefiiggésben lehet a sejtek
fejlédési  stadiumaval, a lektin-hisztokémia  alkalmazasa

segitségiinkre  lehet az osteogen  sarcomak pontosabb

prognozisanak meghatarozasahoz.
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