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1. Bevezetés

Bar idegsejtek képzésére alkalmas idegi 6s/progenitor sejtek a
teljes élettartam alatt jelen vannak az agyban, és sokféle
modszerrel in vitro is eléallithatok idegsejtekké alakulo
Os/progenitor sejtek, a sériilések vagy neurodegenerativ
betegségek soran elpusztult idegsejtek potlasa ma még nem
megoldhatd. A természetesen vagy mesterségesen létrehozott
idegi  Ossejtek  klinikai  alkalmazasdhoz az  idegi
mikrokdrnyezet megismerése és az idegi  Ossejtek
tanulmanyozasa nyujt segitséget. Az idegszovet kialakulasa
soran az Ossejtek egészen mas kornyezetben fejlddnek, mint
ami a kifejlett idegrendszerre jellemz6. Mara egyértelmiivé
valt, hogy az idegi Ossejtek neuronna alakulasahoz és idegi
halézatokba  valé  integracidjadhoz  felno6ttdl  eltérd
extracellularis matrix Osszetevdkre, novekedési faktorokra,
ingermintazatra, oxigén és energia ellatottsagra van sziikség.
Ugyanakkor, az idegi 0ssejtek specialis anyagcsere igényeir6l
és a kornyezetiikben hato bioelektromos ingerekre adott

valaszaikrol még nagyon hianyos a tudasunk.



Kutatdsom soran a kutatocsoport altal koradbban izolalt
embrionalis egér NE-4C idegi Ossejtek és a Dbeldlik
differencialodd idegsejtek egyes anyagcsere sajatsagait
hasonlitottam 0ssze az oxigénfogyasztas és a sejteken kiviili
kornyezet savasodasanak miszeres mérésével ¢és az
alapanyagcserében  fontos enzimek, transzporterek és

szabalyozo fehérjék génexpresszidjanak elemzésével.

A kutatocsoportban channelrhodopsin fénnyel nyithaté kation
csatornat hordozo6 egér magzatokbdl izolalt radialis glia jellegii
idegi Os/progenitor sejteken és az ezekbdl fejlodo idegsejt
eléalakokon elemeztem a sejtmozgas valtozasait ionos ingerlés

hatasara.



Célkitizések

Olyan kornyezeti feltételek hatasait kivantam vizsgalni,
amelyek jelentésen befolyasolhatjdk az idegi Ossejtek

idegszovetben valo tulélését és idegsejt iranyu fejlodését.

Embrionalis egér neuroektoderma eredetli idegi Ossejtek és
differencialtatott utddsejtjeik agycsere sajatsagait vizsgaltam
az NE-4C sejtek in vitro neuron képzése soran. Az idegi
ossejtek és fejlodd idegsejt alakok O, fogyasztasat, H'
produkcidjat mértem ¢és elemeztem ezek valtozasat
kiilonboz6 metabolitok hatasara. Az NE-4C sejteken mért
adatokat Osszehasonlitottam primer idegsejt és asztrocita

tenyészeteken nyert adatokkal.
A kovetkezd kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Hogyan valtozik meg az idegi dssejtek anyagcseréje a
neuronalis differenciacid soran?

2. Milyen tapanyag molekulakat hasznalnak a neuronalis
Ossejtek és a beldliik fejlodé neuronok?

3. Milyen anyagcsere utvonalakon nyernek energiat a

neuronalis Gssejtek és a neuronok?



.....

neuronok  hasonld  anyagcsere  tulajdonsaggal
rendelkeznek-e, mint az embrionalis egér agybol

szarmazo primer neuronok?

. Képelemz0 és statisztikai modszerekkel elemeztem a radialis
glia jellegli idegi Os/progenitor sejtek mozgasardl késziilt
time-lapse felvételeket annak eldontésére, hogy az indukalt
ioneloszlas valtozas milyen modon befolyasolja az éssejtek

vandorlasat.
A kovetkezo kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Kimutathaté-e statisztikailag szignifikans valtozas a
sejtek motilitasaban a neuron képzés elérehaladtaval?

2. Kimutathato-e statisztikailag szignifikans motilitas
valtozas az ionosan ingerelt és nem ingerelt, azonos

fejlodési allapota sejtek kdzott?



2. Modszerek

Az NE-4C ((Schlett and Madarasz, 1997); ATTC-CRL-2595)
neuronalis Ossejtek és beldlik fejlodo idegsejtek fejlodési
allapotdit  immuncitokémiai és qPCR  moddszerekkel

ellendriztik.

Az NE-4C 6ssejtek, NE-4C eredetii idegsejtek oxigén
fogyasztasat (OCR) és proton termelését (ECAR) Seahorse
anyagcsere mérokésziilék segitségével, mesterséges agy-
gerincvel6i (ACSF: artificial cerebrospinal fluid) oldatban
mértiik. Osszehasonlitasként embrionalis/Gjsziilott  agybol
tenyésztett ideg és asztrocita sejtek OCR és ECAR étékeit is
meghataroztuk. A tapanyag nélkiili oldathoz tapanyag
molekuldkat adagoltunk és mértiik a sejtanyagcsere
megvaltozasat egyedi metabolitok (gliikoz, laktat, piruvat vagy

B-hidroxi-butirat), illetve tovabbi éhezés hatasara.

A tapanyagmentes és tapoldatban 1évo sejtek életképességét
MTT redukcids teszttel mértiik. A tapanyagmentes, illetve
egyetlen metabolitot tartalmazé oldatban tartott sejtek
mitokondridlis miikddéstiket specialisan gatlé hatdéanyagokra
(oligomycin, FCCP, DNP, antimycin and rotenon) adott

valaszok mérésével ellendriztik.



A sejtek alapanyagcseréjében kulcsszerepet jatszo enzimek
kifejezodésének valtozasat az idegi sejt differenciaciod soran, a

gén expresszio szintjén, qPCR modszerrel vizsgaltuk.

A radidlis gliaszerti (RGI) idegi Ossejtek fényérzékeny
channelrhodopsin-2 kation ioncsatornat tartalmazé (ChR2%)
illetve nem tartalmazd (ChR2") populacioban vizsgaltuk sejtek
keresztiil 5 percenként ismételt megvildgitas (A=488 nm; 300
ms; 0,13 mW/ mmz) hatasara. A sejtek elmozdulasat time-
lapse felvételek egymast kovetd képein kovettik. A sejt
kozéppontok x és y koordinatai alapjan abrazoltuk a sejtek
altal bejart utvonalat. Az egyes képek koOzotti (5 perces)
elmozdulas tavolsagat a két dimenzios Euklideszi tavolsag
alapjan  hataroztuk meg. A ChR2" és ChR2  sejtek
megyvilagitas hatasara mutatott motilitasat 6sszehasonlitottuk a
sejtfejlédés harom allapotaban: az alapallapotu éssejtekben, az
elkotelezett progenitorok sejtekben és az idegsejt elGalak
allapotban. Az adatok Osszegzése utan, a motilitas

kiilonbségeket statisztikai modszerekkel elemeztik.



3. Uj tudomanyos eredmények

osszefoglalasa

1. tézis: Az NE-4C eredetii és az agvbdl izolalt neuronok

hasonlé anyagcsere tulajdonsagokkal rendelkeznek.

Tartésabb éhezés, gliikkoz, laktat, piruvat és B-OH-butirat
hozzaadédsara hasonloképpen reagilnak az NE-4C eredetl és
az agyszoveti idegsejtek. Oxigénfogyasztas és savasodas
valtozasuk, protonszivargasuk, valamint pdk4, atgl2 és tfam
expresszios szintjiik hasonlé mddon tér el az idegi Ossejtek

jellemzaitol.

2. tézis: A tapanyag megvonas nagvobb mértékben

Karositja az idegi ossejteket, mint az idegsejteket.

Az életképesség mérések alapjan, a fejlettebb sejtek tobb oran
at képesek sajat anyagaik lebontasaval fedezni az
energiasziikségletiiket, mig az embrionalis idegi Gssejteket a

néhany oras ,,éhezés” jelentdsen karositja. (1. abra)
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1. abra: Az NE-4C éssejtek és az NE-4C eredetii idegsejtek tenyészetein
mért relativ életképesség 3 oras éhezés utan normal tapoldatban (100%)

(sziirke) és tapanyagmentes ACSF-ben (fehér) atlag + SEM (n>10)

3. tézis: Az NE-4C idegsejtté differencialéodas soran né a

maximalis  mitokondrialis légzés és csokken a

protonszivargas.

Az anyagcsere mérések eredményei alapjan a NE-4C 6ssejthez
képest a beldle differencialodott NE-4C neuron maximalis
mitokondridlis 1égzése Szignifikdnsan magasabb, és a nem
mitokondridlis ATP szintézisre forditddo, szivargd protonok
mennyisége jelentésen alacsonyabb. (2. abra) A mitokondrialis
transzkripcios A faktor mennyiségének ndvekedése is
alatdmasztja, hogy az idegsejt fejlédés soran a
mitokondriumok valtoznak. A differenciacio soran nd a

mitokondrialis aktivitas és az oxigénfogyasztas.
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2. abra: Mitokondrialis érés differenciacio hatasiara. (A) Maximalis
légzés oxigénfogyasztasa NE-4C 0dssejtekben és a beldliik szarmazo
neuronokban az alap éhezéshez (100%) képest, atlagtSEM (n>8) (B)
Protonszivargas NE-4C déssejtekben, a beléliik differencidlédott
neuronokban, primer neuronokban és primer asztrocita tenyészetekben

az alap éhezéshez képest, atlagtSEM (n>23)

4. tézis: A hozzaadott glitkéz az idegi 0Ossejtekben ¢és

idegsejtekben is aerob glikolizis révén hasznosul.

Az NE-4C 6s és neuronokhoz, primer neuronokhoz és
asztrocita sejtekhez adott gliikkoz hatasara az oxigénfogyasztas
csokken és a kiilsé kornyezet savasodik, amely jelzi, hogy a

gliikozt aerob glikolizis Gtjan hasznositjak (3. abra).

10



A47s B 2000

" < 0.001
T

5 mM gliikoz 5 mM gliikoz

150 1500

p= e rer) e, o o, e, 0 e

405 'p £0.001 P < 0.001 p <0.001 _— P < 0.01 B £0.001 'p < 0.001

< A %1000

0100 R s

O !

75 7’:.: W 500 —

NE-4C  NE-4C  Primer  Primer NE-4C  NE-4C  Primer  Primer
dssejt | neuron neuron asztrocita dssejt neuron neuron asztrocita

3. abra: Gliikéz hozzaadas hatasa (A) Oxigénfogyasztas valtozas és a (B)
kiils6 kdrnyezet savasodasa a tenyészetekben az alap éhezéshez (100%)

képest, atlag£SEM (n>23)

5. tézis: Az éhezé NE-4C gssejtek a laktatot, piruvatot és f3-

OH-butiratot is fel tudjak hasznalni mitokondrialis

energiatermelésre, mig az NE-4C neuronok és primer

neuronok ezen tapanvagok hatasara nem fokozzak a

mitokondrialis aktivitasukat.

Az ¢éhez6 NE-4C 0ssejtek laktat, piruvat és p-OH-butirat
molekulékat is felhasznalnak mitokondrialis energiatermelésre

(4. abra).
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4. abra: Laktat (A), piruvat (B) és p-OH-butirat (C) hozzaadas hatasa
Oxigénfogyasztas valtozas a tenyészetekben az alap éhezéshez (100%)
képest, atlag£SEM (n>23)

Az NE-4C 0ssejtek anyagceseréjét az elérhetd tdpanyagokhoz
val6 gyors alkalmazkodas jellemzi. Az NE-4C neuronok
¢hezés alatt is fenntartjdk magas oxidativ foszforilacios
aktivitdsukat, bels0 anyagaik lebontdsa révén. Ez utobbit
alatdmasztja az autofagiahoz kothetd (atgl2) gén magasabb

expresszios szintje is az idegsejtekben.

A jelentdsen nem valtozd oxigénfogyasztas laktat €s piruvat
hatasara megerdsiti, hogy ezek a molekuldk nem jatszanak
alapvetd szerepet a szoveti in vivo mikodéshez képest
alacsony szinaptikus aktivitasu, tapanyag deprivalt, idegsejtek
anyagcseréjében. Miutan a glutamaterg szinapszisokban aktiv
MCT2 transzporter mMRNS-ét nem tudtuk kimutatni,
feltételezhetd, hogy ezek a tapmolekuldk nem jutnak be a

tenyészetek tulnyomo sejtanyagat ado idegsejt sejttestébe.
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6. tézis: A radialis glia jellegii idegi progenitor sejtek

vandorlasi aktivitasat a befelé iranyulé Kation aram

jelentosen fokozza, mig a beloliik differencialodé idegsejt

eloalakok motilitasat csokkenti.
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4. Alkalmazasi teriiletek

Adataink szerint, az idegi Ossejtek ¢s fejlodé idegsejtek
anyagcsere folyamatai, és ennek megfeleléen tapanyag és
oxigén sziikségletei jelent6sen kiilonboznek. Ugyancsak nagy
eltérések mutatkoznak a progenitor sejtek és fejlddé neuronok
ionos stimulaciora adott mozgas reakcidiban. Eredményeim
megerdsitik, hogy mind a jovoben varhatd sikeres sejtterapids
alkalmazasok, mind az in Vvitro szovetépités szamara
nélkiilozhetetlen a kiilonbdzo fejlodési allapott sejtek szamara

optimalis kornyezeti feltételek feltarasa.
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