DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.006

Idegi ossejtek anyagcsere ttvonalainak és ionos stimulaciora
adott mozgas valaszainak valtozasa az in vitro

idegsejtképzodés soran

Doktori (PhD) disszertacio

Jady Attila Gyula

Témavezetd: Dr. Madarasz Emilia DSc

Bels6 konzulens: Dr. Karmos Gyorgy PhD

f;des t {'3{\0
Pazmany Péter Katolikus Egyetem
Informacids Technoldgiai €s Bionikai Kar

Roska Tamas Miszaki ¢s Természettudomanyi Doktori Iskola

Budapest, 2017



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.006

Tartalomjegyzék
TartalOMIEZYZEK ...ceveeeeieiieeiieieeeieeeee ettt ettt e st e st e s teeabeesbeesbeessaesseeenseenseensaenseesseenssesnsennseensean 2
ROVIAIEESJEZYZEK ..oovveeiieiieeieeeiteetteee ettt ettt st e et e e be e st e e saeeenbesnseessaenseessnessnesnsesnseensenn 4
TrOdalmi AEEKINTES .....eveeniiiiieieit ettt st b et b et e st st e saeeaeens 9
BVEZETES ...ttt et b e bt sttt e b e bt b e e s bt e e aeeeateentean 9
Kitekintés: Idegi dssejt és idegsejt képz0 technikak jelentds€ge..........coveevieniiniiiiiiinceninnnens 10
OSSEIEEK ...v.vvorvoreeeeee e s e s e s st n e eeeenasnaes 14
Embrionalis idegi 6S €S progenitor SEJLEK ........ceouiriiiriiiiiienieiieeie ettt ettt 16
AGYKEIEZ TEJIOAESE ...ttt et st 19
Progenitor sejtek ¢s idegsejt eldalakok vandorlasa a fejlodo eldagyban.........c.cccveveevvervennnns 21
Felnott KOri 1de@i OSSEILEK .oovveruiiriieiieiieiiesiie sttt ettt ee e eeb e seesteesseesseessseenseesaessnessnenns 23
Anyagcsere az embrionalis fejlodés és a differenciacio SOTan ...........ccceeveeveeveercieereereeseesnens 24
Anyagcsere a kifejlett idegszovetben, neuronokban és asztrocitakban ...........ccecveveeveervennnnns 28
Vizsgalati MOAEILEK .......oouiiiiiiiiie ettt et ettt e st e e 34
AZ NE-4C idegi OSSEItVONAL .....c.orueiiiiiiiiiiiriieiesitetereetee sttt sttt 34
A radidlis glia jellegli 6s/progenitor SEJtVONAl ..........ccuiriieiiieriieiierieee et 36
CIKILUZESEK ...ttt ettt b e s b e st e e et e bt e shtesateeateebeebeeaeenns 38
ANYAZOK €S MOASZEIEK .....eviiiiiiiriiiiiriieeeetee ettt ettt ettt sae e s 39
SEILEENYESZELEK ...eevviieiieiieieeeeste ettt st e et e e te e teesteestaessbeasseesseesseessaessseesseenseenreas 39
NE-4C 05SeJtek fENNEATTASA ....ecovveveeieieiieiiieiteesieeseesteeteereebeeseesseesssessseesseesseesseesseesseessseans 39
NE-4C 6ssejtek differencialasa NeuronokKa...........cecveeiieciieciienieniesiesee e esre e eseesve v e 39
Primer neuronalis tenyészet izolalasa és fenntartasa..........c.coceeveevierieiieerieeneesee e sve e 40
Primer asztrocita tenyészetek izolalasa €s fenntartasa.............ceceevereeneneesicnennienenecnenennen 40
ANyagesere VIZSZALAtOK .......coueiiiiriiiiiiiiieieeeteee ettt 41
MTT redukcios teszt, EletkePessEE METES ........ocvirueriirierieriiniieierteetee ettt 41
Sejtanyagcsere mérés oxigénfogyasztas €s savasodas alapjan .........c.cceceeeveveneenenennienienene. 42
Génexpresszio meghatarozasa qPCR-TEL........coooiiviiiiiiiniiieeceee e 45



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.006

IMMUNCTEOKEIMIA. ...ttt b et sttt esbe e sbeesaae e 46
Sejtmotilitds vizsgalat €leMZESE .......ccuiiiiiiiiiiieiee et 47
STALISZEIKA ..eeeveeiieitiee ettt ettt st sttt et et et st sttt e 49
2 S0 1001S) 1<) USRS U 50

Anyagcsere sajatsagok valtozasa az NE-4C embrionalis idegi 6ssejtek neuron képzése soran. 50

Az ioneloszlas valtozasanak hatasa radialis glia jellegli sejtek mozgasara .........ccceeeevverreennnns 61
IMEEDESZEIES ...veeneieeiieeie ettt ettt ettt ettt e et e et e e beesaee s st e s s b e eabe e st e st e enteenseenseeteentaesnaesnnean 65
AZ aNYaGCSEIE VAILOZAS. .....eiuieiieiiieie ettt ettt et ettt sb ettt ete e bt e bt e sateeas 65
A stimulacid okozta mOtilitds VAIOZASA ......cc.eeviiriiiiiiiiieiieee ettt 70
OSSZETOGIAIAS ..ottt st s et nas s n s anaenans 73
SUITIINIATY ..ttt ettt ettt et et e bt e s bt e e ateeabeea bt e bt e bt e sbtesaeeeateeabeebeesbeesateeateembeenbeenseennes 75
HIVAKOZASOK ...ttt ettt b et b et e st e st et e sbe et e be e e enee 77
A SZEIZO PUDIIKACION ..e.vveeviieiieiieeieeie ettt ste e te et e e e esteesstessbeesbeesseessaesssessseasseenseesseessnesssenns 83
KOSZONEINYIIVANILAS ..eevveeiieiierieeiieie et ettt e st e ete e e eteesteessaessbeasbeesseesseesssessseasseensassseessnesssenns 84



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.006

Roviditésjegyzék

ACSF: artificial cerebrospinal fluid, mesterséges agy-gerincveldi folyadék

alP: apikalis intermedier progenitor

ANLS: astrocyte-neuron lactate shuttle, asztrocita és idegsejt kozotti laktat forgalom modellje
aRGC: apikalis radiélis glia sejt

atgl2: autophagy related 12 fehérje génje

BDNF: brain-derived neurotrophic factor, agybol szarmazo6 neurotrofikus faktor
bIP: bazalis intermedier progenitorok

BMP: bone morphogenic protein, a csont morfogenikus fehérje csalad

bRGC: bazalis radialis glia sejtek

BSA: bovine serum albumin, borji szérumaban talalhat6 albumin

B-II-tubulin: neuronokban el6forduld mikrotubulus épitd fehérje

ChR2: channelrhodopsin-2, fénnyel nyithato kation csatorna

CP: cortical plate, eléagyi kérgi lemez

DMEM: Dulbecco modified minimum essential medium (sejttenyésztd médium)
DMSO: dimethyl sulfoxide

DNP: 2,4-dinitrophenol

EAAT: excitatory amino acid transporter, serkenté aminosav transzporter csalad
ECAR: extracellular acidification rate, kiilso tér savasodasi rataja

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid

epiESC: epiblast derived embryonic stem cell, epiblaszt eredetli embrionalis éssejt

ESC: embryonic stem cell, embrionalis dssejt
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eYFP: enhanced yellow fluorescent protein, tovabbfejlesztett sargan fluoreszkalo fehérje
F12 HAM: Ham’s Nutrient Mixture F12, tdpanyag dus sejttenyésztd tapoldat

FACS: fluorescence-activated cell sorting, fluoreszencia alapu sejtvalogatis vagy &aramlasi

citométer
FCCP: fluoro3-carbonil cianide-methoxy-phenylhydrazone
FCS: fetal calf serum, magzati borju szérum
FGF: fibroblast growth factor, fibroblaszt ndvekedési faktor
GABA: gamma-aminobutyric acid, y-aminovajsav
GDP: giant depolarizing potential, nagy amplitiddji tovaterjedd depolarizalo fesziiltség valtozas
GFAP: glial fibrillary acidic protein, glidlis savas fibrillaris fehérje

GLAST: glutamat aszpartat transzporter (vagy EAAT1: Excitatory Amino Acid Transporter 1, 0]
elnevezés SLC1A3: Solute carrier family 1 (glial high-affinity glutamate transporter), member

3)
GLS: glutaminaz

GLT-1: glialis glutamat transzporter 1 (vagy EAAT2: Excitatory amino acid transporter 2, Uj

elnevezés SLC1A2: solute carrier family 1 member 2)
GluR: glutamat receptor

glutl: glucose transporter 1-et (4 elnevezés: Slc2al: solute carrier family 2 (facilitated glucose

transporter), member 1), altalanos gliikdz transzportert kodolo gén

glut3: glucose transporter 3-at (0 elnevezes: Slc2a3: solute carrier family 3 (facilitated glucose

transporter), member 3), neuron specifikus gliikdz transzportert kodolo gén
GS: glutamin szintaz
hESC: human embryonic stem cell, emberi embrionalis ssejt

HIF1a: hypoxia-inducible factor 1a, hipoxiara indukalhat6 faktor 1a
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hprt: hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase, foszforibozil-transzferaz fehérjét kodolo

gén
IGF: insulin-like growth factor, inzulinszer(i névekedési faktor
INM: interkinetic nuclear migration, két sejtosztodas kozotti sejtmagvandorlas
iPSC: induced pluripotent stem cell, indukalt pluripotens 6ssejt
iSVZ: inner subventricular zone, a masodlagos germinativ zéona (SVZ) kamrafalhoz kozeli rétegei
ITS: insulin, transzferin, selenin tartalmu tapoldat kiegészitd készitmény
1Z: intermedier zone, a ventrikuléris zona feldl a pialis felszin felé vandorlo sejtek rétege
LDH: laktat-dehidrogenaz
LTD: long-term depolarization, hosszi1 idén at fennmaradé depolarizacio
LTP: long-term potentiation, hosszu idon at fennmaradé ingerkiiszob csokkenés
MAD: median absolute deviation, kozepes abszolt eltérés, atlagos eltérés
MAP?2: microtubule-associated protein 2, mikrotubulushoz asszocialt fehérje 2

math2: (0j elnevezés: neurod6: neurogenic differentiation 6) transzkripcios faktort kodold neuralis

gén

MCT: monocarboxylic acid transporters; monokarboxilsav transzporter
MCT1: monocarboxylic acid transporterl (j elnevezés: Slcl6al: solute carrier family 16

(monocarboxylic acid transporters), member 1)

MCT2: monocarboxylic acid transporter2 ({1j elnevezés: Slcl6a7: solute carrier family 16

(monocarboxylic acid transporters), member 7)

MCT4: monocarboxylic acid transporter4 (Gj elnevezés: Slcl6a3: solute carrier family 16

(monocarboxylic acid transporters), member 3)
MEM: minimum essential medium sejttenyészté tapoldat
mESC: mouse embryonic stem cell, egér embrionalis dssejt

MiliQ viz: MiliQ ozmdzisos szliron sziirt desztillalt viz

6
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Mowiol: polyvinyl alkohol, mikroszkopos beagyazo anyag

MST: mitotic somal translocation, mitotikus szoma athelyezddés

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium bromid

NAD-+: nikotinamid-adenin-dinukleotid (oxidalt alak)

NADH: NAD+ redukalt alakja

nblIP: neurogén bazalis intermedier progeintor

NE-4C: p53-/- egérembrio eliilsé agyholyagbol izolalt idegi dssejt vonal

NEC: neuroepitélialis sejt

NeuN: (4j elnevezés Rbfox3: RNA binding protein, fox-1 homolog 3) neuronalis sejtmagi marker
ngn2: neurogenin-2 proneuralis transzkripcios faktort kodolo gén (1) rovidités: neurog?2)
NSC: neural stem cell, idegi 6ssejt

OCR: oxygen consumption rate, oxigénfogyasztasi rata

oct4: octamer-binding transcription factor 4 (4j elnevezés: Pou5fl: POU domain, class 5,

transcription factor 1) transzkripcios faktort kodold gén, 6ssejt marker
oSVZ: outer subventricular zone, masodlagos germinativ zona (SVZ) kiils6 rétege
pbIP: proliferativ bazalis intermedier progenitor
PBS: phosphate buffered saline, foszfat pufferelt fiziologias sdoldat
PDC: piruvat dehidrogenaz komplex
PDH: piruvat dehidrogendz E1 enzim
PDK: piruvat dehidrogenaz kindz

pdk4: pyruvate dehydrogenase kinase isoenzyme 4, piruvat dehidrogenaz kinaz 4-es izoforma

fehérjét kodolo gén

PFK1: foszfofruktokinaz 1
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PLL: poly-L-lysine, poli-L-lizin

RA: all-transz retinoic acid, retinsav

RGI: radidlis gliaszerti 6s/progenitor sejt

ROS: reactive oxygen species, reaktiv oxigén szabadgyokok

SEM: standard error of the mean, kozépérték kozepes hibaja, atlag hibaja

SGZ: szubgranudlis zdna, a hippocampus sejt generalo rétege

SHH: sonic hedgehog, morfogén fehérje

SP: subplate, a fejlédo agykérgi lemez kamrafal fel6li oldala mentén huzodo réteg

SVZ: subventricular zone, a kdzponti idegrendszer masodlagos germinativ rétege a kamrafalat

hatarolé ependyma sejtek rétege folott
tfam: mitokondridlis transzkripcios faktor A-t kodolo gén

TSPO 18kDa: 18 kDa-os transzlokator fehérje (régi nevén PBR: periférias benzodiazepin

receptor)
VZ: ventrical zone, a fejlodd idegszdvet kamrafalat ado, elsddleges germinativ zona

wnt: a wingless Drosofila gén homologjait tartalmazé géncsalad; tagjai morfogén fehérjéket

kodolnak
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Irodalmi attekintés

Bevezetés

Napjainkban sokkal tobbszor szembesiiliink idegrendszeri megbetegedésekkel, mint korabban. Ez
nem meglepd, hiszen mig az Oseink rovid ideig éltek, addig mostanra az orvostudomany és a
magasabb életminéségnek koszonhetden jelentdsen meghosszabbodott az élettartam. Igy elétérbe
keriiltek olyan — elsésorban idegrendszeri degenerativ — betegségek, amelyek kordbban nem
voltak jellemzok. Ez jelenleg a fejlett és eloregedd tarsadalmakat (példaul Eurépat) érinti, igy

tarsadalmi szinten megjelent a fizet6képes igény a neurodegenerativ kutatdsok tdmogatasara.

Az idegrendszer rendkiviil bonyolult felépitése (amely sokféle neuron, kiilonboz6 glia sejtek és
mas sejttipusok finoman szabalyozott egylittese) és miikddése (amelyben a hdlozat szerkezete
tarolja az informaciot is), valamint a koponya (és agyburkok) 4ltal biztositott védettsége nagyon
nehézz¢é teszi és korldtozza a vizsgalati és terapids lehetdségeket az orvostudomany szamara.
Erthet, hogyha a rendszer barmely eleme rosszul mitkodik vagy kiesik egy elem, az az egész
rendszert befolyasolja. Sok idegrendszeri betegségnél nagy mennyiségii idegszdveti sejt pusztul
el, amely miikodési zavart okoz, vagy hosszabb tavon leépiiléssel jar. Ezt eldidézheti agyi
érkatasztrofa (stroke) soran kialakul6 oxigén ellatasi zavar, érfal repedés okozta vérzés, vagy mas
jellegli sériilés, de kialakul kiilonb6z6 - jelenleg nem gydgyithatdé - neurodegenerativ
(idegrendszeri leépiiléssel jard) betegségek soran is. A Parkinson kor (ahol a subtantia nigra
dopaminerg sejtjei halnak el szelektiven), az Alzheimer kor (ahol a felhalmoz6dé amiloid plakkok
hatasara pusztulnak el a sejtek), az amiotrofias lateralis szkler6zis (ahol a motor neuronok halnak
el szelektiven) vagy a Huntington koér (ahol a striatum sejtjei halnak el) hosszantarto,
folyamatosan romlo szellemi allapotba hozzak a betegeket. Ilyenkor kézenfekvd lenne potolni az
elhalt idegsejteket, de ez az idegrendszer bonyolult szerkezete miatt ma még nem megoldhatd
feladat. Bar széles fejlodési lehetdségekkel bird, dnmagukat megujitod idegi Gssejtek jelen vannak
a felnott és eloregedd agyban is, szamottevo fiziologias idegsejt potlas csak néhany agyi régidoban
(a szaglogumoban és a hippokampuszban) torténik. Fiziologias idegsejt képzés csak
meghatarozott neurogén zo6nakbdl indul: az oldal kamra szubventrikularis zoénajabol (SVZ), ahol a
szagld mitkodéshez sziikséges koztes neuronok allandodan keletkeznek, €és a hippokampusz gyrus
dentatus szubgranualis zonajabol (SGZ), ahol a gyrus dentatus glutamaterg granula sejtjei

képzédnek [1], [2]. Idegsejt képzésre képes Ossejtek azonban jelen vannak a kamrarendszer
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falaban a kozponti idegrendszer minden teriiletén és a miikddo idegi parenchimaban is [3].
Ezekbdl a sejtekbol, a kdrnyezeti hatasoktol fliggden, a kozponti idegszdvet szinte barmely sejtje
kialakulhat. Ma azonban még pontosan nem ismertek az egyes régidokban elhelyezkedd idegi
Ossejtek sajatsagai, fejlodési lehetdségei €s azok a kornyezeti feltételek, amelyek a lehetséges
szoveti sejtek ,,sorsat” a megfeleld idegsejt és idegi halozatképzés felé iranyitjak. Az idegi
Ossejtkutatas egyarant szolgalja az idegszovet képzés elméleti €s klinikai kérdéseinek megoldasat
¢s az idegi Ossejtek felhaszndldsat gyogyszer molekulak fejlesztésében és tesztelésében, illetve

jovobeli sejt és szovetpolas esetén [4].

A kozponti idegszovetben sériilés vagy neurodegenerativ betegségek kovetkeztében elpusztult
idegsejtek potlasa, a sériilt neuron halozatok miikdodésének helyreallitasa vagy alternativ halozatok
kialakitasa a klinikai kutatasok fontos teriilete, amelyhez azonban ma még sok alapvetd kérdésre

kell valaszt talalni [4]-[7].

Kitekintés: Idegi ossejt és idegsejt képzo technikak jelentosége

Idegsejt képzésre sok féle Gssejt képes: a holyagcesirabol izolalhato embrionalis dssejtek (ESC), a
kiilonbozo fejlettségli idegszoveti Ossejtek [7], vagy a testi sejtekbol visszaprogramozott indukalt
pluripotens Ossejtek (iPSC). In vitro elddifferencialtatas utan, ezek elvileg mind képesek lehetnek
elkotelezett idegi Ossejtek, majd idegsejtek pétlasara betegekben. A torténetileg elsoé lehetséges
sejtforrast a human embrionalis dssejtek (ESC) jelentették, de az emberi hdlyagcesira embridok
ilyen iranyu felhasznaldsa sulyos etikai problémakat vet fel €s az elddifferencialtatott embrionalis
Ossejt tenyészetekben is fenn maradd elkdtelezetlen Ossejtek a tumor képzés kiindulopontjai
lehetnek. Sok etikai problémat megoldott az indukalt pluripotens sejtek (iPSC) kialakitasa [8]—
[10], [4], [11], amelyek a beteg sajat testi sejtjeibdl szarmaznak (példaul minimalis beavatkozast
igényl6 borbiopsziabol konnyen kinyerhetd fibroblasztok) és szinte korlatlan mennyiségii, az adott
személy génallomanyat hordozd Ossejt allithatd el6. A transzgén mentes visszaprogramozas
segitségével Dbiztonsagosabba lehetne tenni a majdani klinikai alkalmazast [4]. Ezek
felhasznalhatok egészséges €s beteg sejtek, majd a késobbiekben in vitro szovetek kialakitasara,
amelyen vizsgalhatok kiilonboz6 élettani és korélettani folyamatok. A beteg sajat sejtjeibol
felépitett sejtszintli és késObb szovetszintii betegség modellek vizsgalataval pontosabb képet
kaphatunk a betegség kialakulasardl, elorehaladasarol, azonosithatok a célpontok, amelyekre

gyogyszert lehet tervezni, 0j terapiak alakithatok ki, és a rendszerben kozvetleniil lehet tesztelni az

10
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adott beteg szamara hatasos terapiat (személyre szabott orvoslas). A gyogyszergyarak tomeges
gyogyszertesztelésre is felhasznalhatjak a human sejt/szovet alapti modellt, ezaltal még a klinikai
tesztek elott kideriilhet, ha az allat modellben elért pozitiv eredmények nem érvényesiilnek
emberben. Egy szovet létrehozasa sejttenyészetbol oriasi lehetdséget jelent az idegrendszer
fejlédésének megismeréséhez is. Az igy létrehozott sejtek vagy szovetek a jovoben akar kozvetlen

sejt/ szovetpodtlasra is felhasznalhatok lehetnének [4]—[7]. (1. abra)

Az ujabb, igéretes technikak, a szOvetépités (tissue engineering) lehetové teheti valos 3D-s
szovetek kialakitasat, akar nagyobb méretekben, bioreaktor rendszerek alkalmazasaval [4]-[6].
Nagy elonyiik, hogy jobban utanozzak az in vivo koriilményeket, ezaltal atmenetet képezhetnek az
in vitro és az in vivo gyogyszer tesztelési modellek kozott. A szamtalan gyakorlati felhasznalas
mellett, a 3D sejt/szovet modellek jelentdsen szolgaljak a fejlodés biologiai ismeretek kibovitését
[4], [5]. Jelenleg még rengeteg kihivassal kell megkiizdeni a megfeleld szovet kialakitdo és
fenntartd technikdkhoz. A klinikai alkalmazhatosag érdekében a szovetépités laboratoriumi
szintjérél automatizacié és fejlett monitorozas révén el kell jutni az ipari szintig, ahol a
folyamatok teljes mértékben megismételhetok az aktualis igényeknek megfeleléen, automatikusan

szabalyozhatok, hatasosak és gazdasagilag is vallalhatok [6].

11
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1. Abra: Regenerativ terapias lehetéségek (sajat abra)

Idegsejt elhalas esetén kézenfekvének tiinik potolni valamilyen mdédon a sejteket, ehhez az dssejtek
biztosithatnak megfelelé kiindulé anyagot. Az embrionalis 6ssejtek (ESC) és az indukalt pluripotens dssejtek
(iPSC), illetve az idegszoveti 6ssejtek (NSC) kozvetleniil nem iiltetheték vissza az agyba, mert elpusztulnak vagy
daganatot képeznek. Viszont alkalmasak in vitro 2 dimenzidés (sejtenyészetek) vagy 3 dimenziés (szovetek)
létrehozasara. Az egészséges genotipusu sejtek, szovetek nagyban hozzajarulhatnak a fejlédésbiologia és élettani
ismeretek kibovitéséhez, de elméletileg fel lehetne hasznalni sejt és szovet potlasra is. A beteg genotipust hordozé
sejtek, szovetek vizsgalatai esetén lehetéség van patobiolégiai és korélettani ismeretek szerzésre. Ugyanakkor
lehetdséget ad tomeges gyogyszer tesztelésre is, amelynek felhasznilasukkal uj gyogyszereket és (személyre
szabott) terapiakat, valamint Gj diagnosztikai eszkozoket lehet létrehozni. Fekete félkovérrel betiivel jelolve az
dssejt tipusok, kékkel az in vitro technikdak, pirossal a lehetséges felhasznilas és sarga hattérrel a klinikai
felhasznalasi lehetdségek. Szaggatott nyillal szerepelnek a jelenleg még nagyon kérdéses folyamatok.

Mivel a fejlédd és a kifejlett emberi agy a folyamatok megzavarasa nélkiil nagyon nehezen
vizsgalhato [4], ezért a vizsgalatok elsdsorban modell allatokon és petri csészékben létrehozott (in

vitro) sejttenyészeteken folynak.

In vitro, ma mar létrehozhatok idegsejtek és meghatarozott idegsejt tipusok, amelyek elsdsorban
az idegrendszerben elfoglalt helyiikkel, jellegzetes sejtalakjukkal, kapcsolat rendszeriikkel,
neurotranszmitter fenotipusokkal, elektromos tiizelési profiljukkal jellemezhetok [4]. Léteznek in

vitro protokollok, amelyek segitségével tobbé-kevésbé sikeresen létrehozhatok neuronalis
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progenitorok, radialis gliaszerii idegi 6ssejtek, gerincvel6i motorneuronok, kdzépagyi és eldagyi
idegsejtek, eldagyi vagy striatalis interneuronok, az idegléc multipotencialis progenitor sejtjei,
vagy asztrocita és oligodendroglia sejtek. Petri csészében kialakithatok glutamaterg, dopaminerg,

szerotoninerg, kolinerg és GABAerg neuron fenotipusok [4].

Az in vitro kdrnyezet azonban tavol all a fejlodo vagy kifejlett agyban 1évo kornyezettdl, ahol
komplex kapcsolattal rendelkezd sejttipusok (pl.: neuronok, asztrocita, oligodendroglia, mikroglia,
endothél sejtek) vannak jelen és tartanak kapcsolatot a siirli ideghaldzatokkal. A szovetképzddés
soran a sejtek szabalyozott mértékli osztédasara, differencialéodasara és funkcionalis
Osszerendezésére 0sszehangolt 1épések sorozata vezet. A funkcionalis sejtmintazatok kialakulasat
a sejtek valtozd belsé mikddése, a kiillonbozo fejlédési allapotban 1éve kornyezd sejtekkel valo
kapcsolatok, a folyamatosan valtozé extracellularis matrix, a folyamatosan valtozé kornyezeti
hatasok jelmolekulak és ingermintazatok, valamint ezek altal Iétrehozott térbeli és idébeli jel
gradiensek bonyolult kdlcsonhatdsai szabalyozzak. A klinikai sejtpotlas, szdvetpotlas érdekében
alapvetd feladat a kiilonbdz6 Os/progenitor sejtek taléléséhez és szoveti differencialédasahoz
sziikséges feltételek ismerete. A mikrokdrnyezet paramétereinek és az egyes beiiltetésre szant
sejtek ,,igényeinek” feltarasa nélkiilozhetetlen ahhoz, hogy a sejtek a szamukra idegen (és koros)

kornyezetben is életben maradjanak, beilleszkedjenek és ellassak regenerativ szerepiiket [5].

A hatalmas iramu fejlédés ellenére, még a sejt/szovet terapiara elvileg hasznalhato, in vitro tesztelt
Os/progenitor sejtek kozlil is csak azok klinikai felhasznalasa miikodik, amelyeket sajat
kornyezetiikbe (pl. vérképzo sejtek a csontveldbe) juttatnak vissza. A kifejlett agy sérilt teriiletére
juttatatott idegi Ossejtek nagy része elpusztul, mas résziik glia sejtté alakul és hegszovet
kialakitasaban vesz részt. A beiiltetett idegi Ossejtek toredék része betelepszik és tilél a neurogén
zondkban [12], [13]. Idegsejteket azonban, a felndtt agyban gyakorlatilag nem képeznek. A
kontrollalhatatlan szaporodas lehetdsége, a daganatképzés veszélye azonban az idegi Ossejtek
bevitelekor is fennall. A sejtterapidra alkalmazhaté Ossejtek kialakitasa mellett, alapvetd
fontossdgu annak megértése, hogy milyen kornyezeti feltételek sziikségesek ahhoz, hogy az
Ossejtfejlodés megfeleld irdnyt vegyen az in vivo kornyezetben. Ehhez ismerni kell az adott tipust

Ossejt populacié fejlddéssel is valtozo élettani/fejlodésbiologiai sziikségleteit.

13



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.006

Ossejtek

Az 6ssejtek onmaguk megujitasara és egy differencialodo utddsejt 1étrehozasara képesek. Minden
sejt/szovet fejlédési (példaul: hematopoetikus, csont-, izom-, idegszdvetképzési) Utvonalon
tobbféle Ossejt 1étezik. A sokféleség eredményeképpen, nem létezik olyan egyedi biokémiai
»marker”, amellyel ,,az 0Ossejt” jellemezhetd lenne. Minden O&ssejtre jellemzd azonban az
aszimmetrikus mitdzis képessége. Az aszimmetrikus mitdzis sordn szdmtartd6 DNS — azonos
génallomdnyt eredményezd — osztodas torténik, de a két utddsejtben eltérd szabalyozod
fehérjeeloszlas alakul ki. Az egyenl6tlen szabalyozod faktorok miatt, a két utodsejtben mas-mas
gének aktivalodnak: a két utddsejt fenotipusa nem lesz azonos. A szdveti differencialodds soran
egyre sziikebb fejlodési potenciallal rendelkezd Ossejt populaciok fejlodnek, amelyek végiil
meghatarozott végdifferencialt szoveti sejtek létrehozdsara képesek. A differencidcio, a

sejtfejlodés elorehaladtaval a 1étrehozhato sejttipusok szama csokken.

A legtobb szovet 1étrehozasara a blasztomérak képesek, amelyek 4 és 8 sejtes embrid allapotbol
izolalhatok és totipotensek vagyis az embriot és az extraembriondlis szOveteket is képesek
felépiteni. A fejlodés késobbi 1épésében (16-32 sejtes allapot) ezek a sejtek két populdciora
kiiloniilnek el, az egyik résziik polarizalodik és az embrio felszinére vandorol (trofoectoderma),
mig a tobbi sejt az embridcsomot (vagy belsd sejtmassza) alkotja, ennek eredményeként kialakul a
hélyagcesira. A trofoectoderma sejtek a méhfalba valé beagyazodasban jatszanak szerepet, és a
placenta alkotod részeivé fejlédnek. A méhfalba vald bedgyazddas utan a belsd sejtcsomo két
részre kiilonil, az egyik az epiblaszt (vagy primitiv ectoderma), amelynek a sejtjeib6l fog
kifejlodni az embrid test legtobb sejtje, mig a masik része, a hipoblaszt (vagy primitiv
endoderma), amelynek viszonylag kevés leszarmazottja képezi az embridtest részét, a tobbségik
az extraembrionalis mezoderma és szikzacskod kialakitasaban vesz részt. Az embrionalis
ossejteket (ESC: embryonic stem cell) az embridcsomobol izolaljak, amelyek trofoblaszt sejteket
mar nem tudnak képezni, de az embrio test szoveteinek minden sejttipusat képesek létrehozni,
tehat pluripotensek. Az embrionalis Ossejtekben kifejezOdnek az Gn. Ossejt gének (stemness
genes), legfontosabbakként az oct4 (jjabban pou5fl), sox2, kfl4 és nanog, amelyek transzkripcids
faktorokat kodolnak [10], [14]. A pluripotens &ssejteknek két, a naiv és a primed [15] allapota
ismert. A naiv pluripotencia in vivo a beagyazddas el6tti blasztociszta sejtekre jellemzd, amely
lehetdséget ad a sejt differenciacio késleltetésére in vivo és sorozatos dnmegujitasra in vitro. Ez az
allapot még nem jelent elkotelezettséget semmilyen fejlodési irdnyba, a sejtek DNS metilaltsaga

(epigenetikus modosuldsa) minimalis, ebbdl az allapotbol konnyl differenciltatni a sejteket. Ez a
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naiv Ossejtallapot jellemzé egyes egér embrionalis Ossejtvonalakra. A primed pluripotencia
elsdsorban a bedgyazddas utani embridcsomo sejtekre jellemz6 és ez mar egy elkdtelezettebb
allapot [14]. Az emberi embrionalis Ossejtvonalak tobbsége primed allapotu, és az egér epiblaszt
eredetli Ossejtjeinek (epiESC) feleltethetok meg. Megfeleld indukcids hatasokra ezekbdl a
sejtekbol mind a harom (ekto-, mezo- és endoderma) csiralemez sejtjei kialakulhatnak in vitro. In
vivo szdvetekbe injektalva azonban daganatokat képeznek, amelyben mind a harom csiralemez
sejtjei eléfordulhatnak. A gyors osztodds, az egyeldre nem kontrollalhatd fejlodés és a gyakori
tumor képzodés kovetkeztében, az embriondlis Ossejtek kozvetlen sejtterdpiara nem
alkalmazhatoak. In vitro differencialtatas utan kialakuld szoveti Ossejt leszarmazottjaik azonban
kivaloan alkalmazhatok sejtfejlodési alapkutatdsokban, gydgyszerhatas vizsgalatokban és in vitro

gyogyszertesztelésekre [4].

Az in vitro szdvetgyartasban, a személyre szabott gyogyszertesztelésekben és korok feltarasokban
Uj lehetdséget nyitott az indukalt pluripotens sejtek (iPSC: induced pluripotent stem cell)
létrehozasa, amely szdveti sejtekbdl kiilonbozo technikakkal [16] visszaprogramozott embrionalis
Ossejtszerli sejtek kialakitasat eredményezte. Az indukalt pluripotens Ossejtek, az embrionalis
Ossejtekhez hasonldan, azonban kozvetlen sejtbeiiltetésre nem hasznalhatok. A sejtterapia céljaira
az indukalt pluripotens Ossejteket, el0szor a megfeleld csiralemez irdnyaba, majd innen a
megfeleld szovet irdnyaba kell differencialtatni [4], [10]. Mivel ezeknek a folyamatoknak még
nagyon rossz a hatékonysaga és ugyanabbdl az egyénbdl szarmazod Ossejtek is eredményezhetik

kiilonb6z6 daganatok kialakulasat, a klinikai felhasznalasuk még varat magara.

A szoveti ossejtek fejlodési lehetOségei mar sziikebbek: a kornyezo szovet sejttipusait tudjak
létrehozni. Aszimmetrikus osztoédasuk révén létrehozzak oOnmagukat és egy olyan szoveti
progenitor sejtet, amely megfeleld hatasokra gyors osztodasra képes és egy meghatarozott
sejtfejlddési sort képes beinditani. Onfenntart képessége ugyanakkor korldtozott. Ezekbdl a
sejtekbol érhetd el a legkonnyebben az adott szovet differencialtatasa, ezért sok kutatas indul ki
ezekbdl a sejtekbol. Az idegszoveti Ossejtek, szemben a naponta néhanyszor 10'' Gjonnan
keletkezd vérképzo sejttel vagy a borszoveti dssejtekkel [10], a kifejlett egyedben csak néhany
helyen aktivalodnak [3]. llyen felnott idegrendszerben is aktiv neurogén helyek talalhatok az oldal
kamra szubventrikuldris zonajaban (SVZ) és a hippokampusz gyrus dentatus szubgranualis
zonajaban (SGZ) [1], [2]. A tovabbiakban csak az idegi Ossejtekkel foglalkozom, amelyek
képesek 1étrehozni az idegszovetet alkotdé neuroektodermalis sejteket (neuronokat, asztrocita és

oligodendroglia sejteket vagy a kamrafalat alkotd ependyma sejteket).
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Embrionalis idegi 0s és progenitor sejtek

Az idegszovet képzOdés kezdetén a neuroepitélialis sejtek (NEC) szimmetrikus osztodassal
képesek megsokszorozni magukat €s 1étrehozni az idegi lemezt. Az idegi arok csOvé zarulasa utan
alakulnak ki az aszimmetrikus osztodasra képes elsddleges idegi Ossejtek: a primer radialis glia
sejtek. A sejtek az apikalis vagy ventrikularis (amely a vel6csé lumenét zarja, amibdl a
kés6bbiekben agy-gerincveldi folyadékot tartalmazd gerinccsatorna, illetve az agykamrak
alakulnak ki) és a bazalis vagy pidlis (a késébb kialakul6 14gy agyhartya altal boritott) oldallal is
tartanak kapcsolatot, ennek megfeleléen apikalis-bazalis polaritastak. Az osztoddsukra az
interkinetikus magvandorlds (INM: interkinetic nuclear migration) jellemzd. A mitdzis az apikalis
oldalon megy végbe, majd a G1 fazisban a sejtmag az apikalis felszinr6l bazalisabb pozicioba
vandorol, mig a sejtciklus szintézis (S) fazisa mar bazalisabban torténik. A G2 fazisban a sejtmag
a bazalisabb poziciobol visszavandorol az apikalis felszinre [17], [18]. Igy az egyetlen sejtsor
vastagsagu szovetben a sejtek sejtmagjai kiilonb6z6 magassagokban helyezkednek el. Ez adja a
mikroszkopban megfigyelhetd csikozott vagy altdbbsejtsoros latvanyt [17], [18]. Ezzel a
mozgassal a sejtek maximalni tudjak a mitozisok szamat és tobb helyet hagyni az épp osztddod
sejteknek. Mivel mind az apikalis és mind a bazalis kornyezet kiillonb6z6, ezért ez a folyamat
befolyasolja a sejtsors valasztast, attol fliggden, hogy mikor melyik térrészben helyezkedik el a
sejtmag és a proliferald vagy a neurogén szignaloknak van-e jobban kitéve a sejt. A fejlodo idegi
sejteket killonbozé szignalok érik az ideges6 dorzalis (BMP, Wnt), ventralis (Shh), anterior
(FGF8) és posterior (retinoidok) felszinei feldl. Ezek kovetkeztében, a fejlddé kdzponti
idegszovetben meghatarozott génexpresszioval jellemezheté kis régiok alakulnak ki [19],
amelyekben meghatarozott a vandorld idegsejt eldalakok letelepedésének helye, az idegi
nyulvanyok kinovésének iranya és az idegsejt fenotipusok kialakulasa. A kiilonb6z6 fejlédési
stadiumban [év6 sejttipusok, neuronok, a kés6bb megjelend asztrocitak, oligodendroglia sejtek,
valamint az idegszovetbe kiviilr6l bevandorld endotél és mikroglia sejtek mind befolyasoljak
egymas fejlodését. A sejt-sejt kolesdonhatasok nem csak szignal molekulak révén, hanem kozvetlen
mechanikus hatasokon 4t is érvényesiilnek [18]. Ebben a folyamatban és a sejtek kozotti
szinkronizacioban a rés kapcsolaton keresztiil ataramlo kalcium nagy szerepet jatszik [18]. A
neuroepitelialis sejtek ma még nem tisztazott folyamatok révén primer radialis glia sejtekké
alakulnak. A radialis glia sejteket kezdetben a neuron migracio allvanyanak gondoltak, de mara
bebizonyosodott, hogy a primer radidlis glia sejtek maguk az elsddleges idegi Ossejtek [17]. A

leginkabb tanulméanyozott eldagyi kéreg fejlédése soran, a radialis glia sejtek szimmetrikus
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osztddassal képesek megujitani magukat vagy aszimmetrikus osztodassal 1étrehoznak egy apikalis
radialis glia sejtet (aRGC) és egy tovabbi osztodasra képtelen, neuron eldalakot, amely a kezdeti
kéreglemez kialakitasaban vesz részt. A neuron eldalakok kilépnek a ventrikularis zonabol és a

bazalis felszin felé vandorolva kialakitjak a kérgi lemezt [17], [18] (2. abra).

Az apikalis radialis glia sejtek (aRGC) rétege adja a kdzponti idegszovet elsédleges idegsejt
képz6 zonajat (primer germinativ zona, ventrikularis zoéna, VZ). Az aRGC sejtek aszimmetrikus
osztodasa sordn keletkeznek a nagy sejttestii, 6si vetitd (Golgi-I) tipusu idegsejtek, amelyek pl. az
agykéreg VI., V. és IV. rétegének principalis neuronjaiva fejlodnek. Az 0Gsi, posztmitotikus
elkotelezett idegsejt eldalakokat generald sejtképzés a korai idegszovetképzésre jellemzo, és az
egyedfejlodés korai szakaszan ,kimeriil”. Az aRGC sejtekbdl ependyma sejtek alakulnak, vagy
olyan progenitor/dssejtek fejlodnek, amelyek tovabbi szimmetrikus osztodasokkal képesek
megsokszorozni a sejtfejlodés kiillonb6zo stadiumaiban 1€vo progenitor populaciokat (1. tablazat).
fgy alakul ki a mésodlagos neurogén réteg, a kamrafaltol ependyma sejtek altal elhatarolt

szubventrikularis zoéna (SVZ).

A masodlagos germinativ zonaban mar kiilonféle idegi progenitor sejtek léteznek, amelyeket

elhelyezkedésiik és fejlodési potencialjuk alapjan lehet elkiiloniteni egymastol (1. tablazat).

Az idegi Ossejteknek sokféle csoportositasa és elnevezése létezik. A legfrissebb egységes
nevezéktanra torekvo elnevezés [17], [20] a sejtmag mitdzis (M) fazisban torténd elhelyezkedésén
alapul, ennek megfelelden apikalis vagy bazalis [20], a leszarmazas alapjan pedig elsédleges vagy

masodlagos lehet [17] (1. tablazat).
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1. tablazat: Az agykéreg szervezodésében szerepet jatszé idegi 6s és progenitor tulajdonsagainak 6sszefoglalasa

Apikalis progenitorok

Bazalis progenitorok

Neuroepitélias | Apikalis Apikalis Bazalis Bazalis
sejt (NEC) radiilis glia | intermedier | intermedier | radialis
(aRGC) progenitor progenitor glia
(alP) (bIP) (bRGO)
Elhelyezkedés VZ VZ VZ SVZ,VZ parenchyma
Sejtmag helye az | apikalis apikalis apikalis nem apikalis | nem
M fazisban apikalis
Ossejttipus elsddleges elsédleges masodlagos | masodlagos | masodlagos
Fejlodési szakasz | agykéreg neurogén neurogén neurogén neurogén
képzodés
kezdete
Polaritas apikalis- apikalis- apikalis- nincs bazalis
bazalis bazalis bazalis
Kapcsolatok apikalis apikalis apikalis nincs bazalis
membran, membran, membran ¢és | apikalis  és | lamina
apikalis apikalis apikalis bazalis
kapcsolatok és | kapcsolatok kapcsolatok | kapcsolata
bazalis lamina | és bazalis
kapcsolat lamina
kapcsolat
Osztodas tipusa kezdetben aszimmetrikus | szimmetrikus | szimmetrikus | ?
szimmetrikus, | és fogyaszto onmegujito
aztan szimmetrikus pbIP és
aszimmetrikus fogyaszto
Onmegujito nbIP
Differencialtabb NEC, aRGC, | BP neuron bIP, neuron bRGC, bIP,
sejttipusok, preplate (gyakrabban), neuron
amiket létrehoz neuron, BP alP, neuron
Sejtmagmozgas INM INM INM MST? MST
Markerek PAXG6, nestin PAX6, nestin | PAX6, - | TBR2, PAXG6,
asztrocita TBR2 NEUROG?2, | asztrocita
markerek -PAX6* markerek
(BLBP, (BLBP,
GLAST, GLAST,
vimentin, vimentin,
tenascin-C, tenascin-C,
GFAP*) GFAP#),
TBR2

* ragcsalokban nem
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Az emlosok eldagyanak kialakitasaban a tablazatban bemutatott minden progenitor tipus szerepet
jatszik, de szamuk fajonként jelentdsen kiillonbdzik. A masodlagos germinativ zonabdl szarmazo
progenitor sejtek szamanak ndvekedésével elsésorban az agykéreg kapcsold neuronjainak,

valamint asztrocita és oligodendroglia sejtjeinek szama no.

Agykéreg fejlodése

Bar az idegsejtfejlodés alapfolyamatai azonosak, a ragesalok €s a foemldsok agyanak kialakuldsa
kozott jelentds kiilonbségek vannak. Az egér agykérgéhez képest az emberi agykéreg tobb mint
ezerszer tobb neuront és glia sejtet tartalmaz [17]. Ennek megfelelden a ragcsalok agyanak
felszine nem barazdalt (lissencephalic) szemben a féemldsok barazdalt (gyrencephalic) agyaval.
Ennek valosziniileg a hosszabb neurogén iddtartam és az egységnyi idére juté nagyobb osztodasi
rata az oka [17]. A féemlésokben jelentésen megno az dssejtek szama a bazalis radialis glia sejtek
szimmetrikus proliferativ osztddasa révén (2. abra). Habar ezek a sejttipusok a ragcsalokban is
megtalalhatok, az emlosoknél érik el az agykéreg kiterjeszkedéséhez sziikséges sokasagot/tomeget
[17].
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F6eml&s (gyrencephalic)

Bazalis
(pia)
Bazalis Ragcsald (lissencephalic)
i CP
(pia)
CP
L IZ
/SP
1Z
/SP
o oSVZ
Svz L
A isvz\
Apikalis Kamra
Apikalis iy

2. abra: Agykéreg képzdodés ragcesaloban (bal kép) és foemlosben (jobb kép) ([17] nyoméan)

Az agykéreg fejlodése soran megfigyelhetok szovet szerkezeti (citoarchitektiira) kiilonbségek. Az egysejtsoru
primer germinativ rétegbdl (VZ: ventrical zone) kivandorlé elsddleges neuronok alkotjak a kérgi lemezt (CP:
cortical plate). A ventrikularis zonabol a kérgi lemez felé vandorlo6 sejtek rétege a koztes zéna (IZ: intermedier
zone) és a kéreg alatti lemez (SP: subplate). Késébb az dssejtek bazalisabb elhelyezkedésével létrejon a
szubventrikularis zéna (SVZ: subventricular zone), amely a barazdalt agy fejlodése soran elkiilonitheto belso és
kiils6 szubventrikularis zénara (iSVZ: inner subventricular zone, 0SVZ: outer subventricular zone). Elsodleges

progenitor sejtek piros, masodlagos progenitor sejtek zold, neuronok kék szinnel jelolve.

A neuron képzdédést neuron vandorlas, neuronalis differenciacid, dendrit és axon képzodés,
szinaptogenezis és neuronalis halézat kialakitasa koveti. Mikozben mas folyamatok is végbe
mennek, mint példaul glia képzodés (asztrocita és oligodendroglia), mielinizacid, érképzdodés és a
vér-agy gat kialakulasa [18]. Ezek mindegyikével a disszertacidé Bevezetdje nem foglalkozhat. A
kovetkezokben roviden azokat a jelenségeket ismertetem, amelyek a kisérletes munkam

szempontjabdl nélkiildzhetetlenek.
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Progenitor sejtek és idegsejt el6alakok vandorlasa a fejlodo el6agyban

A sejtvandorlast az idegszovet képzodés alatt a sejtek képzésének iiteme, a sejtfelszinen hordozott
adhézios receptorok és a kdrnyezet altal nyujtott adhézios és adhéziot gatldo molekulak eloszlasa
szigorian szabalyozza. Az Osi tipust neuron vandorlas az eléagykéregben az inside-out tipusu. A
korabban kialakult neuronok telepszenek le a fejlodé kéreg kamrafalhoz legkozelebbi (leend6 6.
¢és 5.) rétegében, és a késén kialakultak a helyezkednek el legtavolabb a ventrikularis zonatol. A
radialis glia sejtek szolgalnak a vandorlas allvanyaul, ezen ,,masznak fel” a neuron eldalakok. A
fejlédés egy késébbi 1épésében a szubventrikularis zonabol szarmazo progenitorok tangencialisan
vandorolnak a SVZ mentén, majd a radidlis glia sejtek mentén vandorolnak be a fejlodd
eléagykéreg 2. és 3. rétegébe. A gerincvelOben a radidlis vandorlés utani sejt letelepedés forditott
iranya. Az el6szor 1étrejovo sejtek helyezkednek el legtdvolabb a ventrikularis zonatol, a késobb

keletkez6 sejtek a csatornahoz kozelebb helyezkednek el (outside-in).

Az adheziv jelzésekre adott sejtvalasz jelentdsen valtozik az adott sejt aktivitasatol és fejlettségi

szintjétol fliggden.

A kornyezetben el6forduld ndvekedési faktorok ionhaztartast modositod hatdsai, az extracellularis
tér jonfluktuacioi és a réskapcsolatokon at a szomszéd sejtekbdl terjedd Ca®* oszcillacidk a
neurogén zondkban is befolyasoljak az 6ssejt osztodast [21]. A germinativ zonabol kilépd
progenitor sejtek motilitasat, a sejtvandorlas utvonalat és sebességét jelentésen mddositjak azok a
kornyezeti hatdsok, amelyek az intracellularis ioneloszlast, kiilonosen a Ca®* eloszlasat
befolyésoljak [22]. Ilyen modon a vandorl6 sejtekben a szabadon hozzaférheté intracellularis Ca™

szint finoman szabalyozza a vezet6 ¢l (lamellipodium) kialakulasat és a kontraktilis erdé képzését.

Az idegi Ossejteket a sejtfejlodés kezdeti szakaszaitol kezdve érik bioelektromos ingerek. Az
egyedfejlodés késobbi szakaszain, a masodlagos germinativ zonakban kialakuld &s/progenitor
sejtek kozelében mar nagy amplitadoj Ca** hullamokat (GDP: giant depolarizing potential) és
csucspotencial sorozatokat is propagald idegrostok huzodnak. A fejlodé agyban a nagy
depolarizal6 potencialok (GDP-k) végig haladnak a novekvé idegi nyulvanyokon a szinaptikusan
kapcsolt halozatok kialakulasa el6tt [23]. A GDP-k fontos szerepet jatszanak egyes idegsejt
csoportok adott célteriilettel 1étesitett kapcsolatainak kialakitasdban (topografias vetiilésében), de
befolyasoljak depolarizalddo nyulvanykotegek kozelében 1évo tobbi sejt bioelektromos allapotat

is. A bioelektromos stimuldcid fontos tényezdje az Ossejtek ciklusdnak és a progenitor sejtek
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vandorlasanak  szabalyozasaban  [24]-[27], valamint a nyllvanyok  kindvésének,

meghosszabbodasanak és ttkeresésének a differenciald neuron eléalakokban [28], [29].

A fejlédo agyban az Ossejtek, a progenitorok és a neuron eldéakok folyamatos ion stimulacionak
vannak kitéve. A fesziiltségfliggd és a ligandum vezérelt ioncsatornatokon keresztiil aramlo ionok
jelentésen megvaltoztathatjak a sejtek ioneloszlasat, de nem feltétleniil valtanak ki olyan mértéki
valaszt, amely a fejlédé neuronokban akcios potencialokat tudna létrehozni. Az atmeneti vagy
tartdsabb ioneloszlas valtozasok azonban jelentdsen befolyasolhatjak a sejtek belsd vagy mas
kornyezeti ingerekre adott valaszait és fejlodési folyamatait. Kiilonosen fontos fejlédésbiologiai
kérdés, hogy az agy szerkezetének kialakitasaban alapvetd sejtvandorlasi folyamatokat hogyan

szabalyozzak a progenitor sejteket érd bioelektromos ingerek.

Az intracellularis Ca* szint lokalis megndvekedése a sejt kontraktilitas helyi fokozodasahoz, az
adott sejtrész elmozdulasahoz, adhézidés mintazatanak megvaltozadsahoz vezet. Mindez a sejt
egészének helyvaltoztatd mozgasat eredményezheti. Az ioneltolodasok egy vandorlo sejt esetében,
az adheziv tényezoOk altal kijelolt Gtvonal megtételét gyorsithatjak vagy lassithatjak. A finoman
Osszerendezett idegi sejtes mintazatok torzulnak, ha egyes sejtek nem a megfeleld idoben

»talalkoznak” vagy érik el a végleges letelepedésiikre megfeleld helyet.

A fejlodd idegszdvet bonyolult sejtosszetétele [3] valamint a migracid iranyat és sebességét
szabalyozo tényezOk komplexitasa miatt, a bioelektromos stimulacié sejt vandorlasa gyakorolt
hatasai in vivo nehezen vizsgalhatok. Egészen a kozel multig, az egyes progenitor populaciok
vandorlasanak iranyairol és a vandorlas sebességérdl csak rogzitett anatomiai preparatumok
sorozatvizsgalatai tudtak adatokat adni. Az optogenetikai eljarasok [30] ma azonban mar lehetové
teszik, hogy genetikailag modositott sejtekben, fény hatasaval olyan ionvalaszokat valtsunk ki,
amelyek jol utanozzak a bioelektromos ingerlés hatasait. Fényérzékeny, bakterialis eredetii kation
csatornak (pl. channelrhodopsin-2) beépitésével a sejteket aktivalni vagy fényérzékeny H*
pumpak (pl. halorhodopsin) kifejeztetésével gatolni lehet ms iddbeli precizitassal elkeriilve az
elektrofiziologiai mérés soran ,,koborld” dram mellékhatasait. A fényérzékeny csatorndk/pumpak
sejttipus fiiggo kifejeztetésével térben és idoben finoman szabalyozott, preciz ingerlés valosithato
meg, akar szabadon mozgé allatban is. A fényérzékeny ioncsatornak vagy ionpumpak genetikai
kifejeztetése utan, ki-be kapcsolgathatunk sejteket megfeleld hulldmhosszusagh fénnyel vald
megvilagitassal. Ez az eljaras modot adott arra, hogy idegszoveti Ossejtek vandorlasat vizsgaljam

ingerelt és nyugvo allapotban, a sejtfejlodés kiillonbozo allapotaiban.
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Felnott kori idegi 6ssejtek

Sokaig ugy gondoltak, hogy csak a neuronalis fejlédés soran vannak jelen idegi dssejtek, de mara
bebizonyosodott, hogy a felnétt kdzponti idegrendszerben is talalhatok &ssejtek [31]-[33].
Azokon az agyteriileteken, ahol az ideghalozatok folyamatosan atrendez6dnek (bulbus olfactorius,
hippokampusz), a teljes élettartam alatt épiilnek be jonnan képzodott idegsejtek a mar miikodo
halézatokba. Az allandd idegsejt képzést a felndttkori neurogén zondk biztositjak, Az egyik {6
neurogén régié az oldal kamra mentén hizédo6 szubventrikularis zéna (SVZ). Itt els6sorban a
szaglogumé GABAerg helyi interneuronjai képzddnek [1], [2], amelyek a rosztralis migracios
Osvényen keresztiil vandorolnak a szaglogumoékba [34]. A masik 6 neurogén régi6 a
hippokampusz gyrus dentatus szubgranularis zénaja (SGZ), ahol glutamaterg szemcsesejtek
képzddnek [1], [2] és épiilnek be a hippokampusz folyamatosan atrendezddd halozataiba [35].
Sériilés esetén azonban a kamrafal mentén mindeniitt indulhat sejtképzés, és ezekbdl az jjonnan

képzett sejtekbdl in vitro idegsejtek is képzodhetnek [36].

A felnétt idegi Ossejtek osztddasa és vandorlasa fokozhatd idegszoveti karositd hatdsokkal, de
nem képeznek az elhalt neuronok potlasara alkalmas sejteket. Annak ellenére, hogy a kifejlett
agyban is jelen vannak az idegsejt képzésre képes Ossejtek, progenitorok, a sériilés vagy
neurodegenerativ betegségek hatasara elpusztult idegsejteket a belsd 6ssejt populaciok nem tudjak
potolni. Szdmos adat bizonyitja, hogy in vitro idegsejtképzddésre képes Ossejtek sem képesek
beilleszkedni a felndtt agyszovetbe [12], [13]. A kifejlett agy egyes Kkitiintetett, élettanilag
gjraépiild régiok kivételével nem biztosit feltételeket az Os/progenitor sejtek idegsejtté
fejlédéséhez és mitkodé neuronhaldozatokba vald beépiiléséhez [37]. Bar ismert, hogy a
progenitorok vandorlashoz és adott helyen valo letelepedéséhez megfeleld extracellularis matrix
kornyezetre, sejt-sejt kapcsolatokra, novekedési faktorokra (pl.: FGF2, IGF-1, BDNF), a hal6zatba
illeszkedésiikh6z pedig megfeleld inger mintazatra és anyagcsere ellatottsagra van sziikség, sem
az egyes Ossejt populaciok igényeit, sem a befogadd agyi mikrokdrnyezet paramétereit nem

ismerjiik még kell6 szinten.

Az idegi 0Os- és progenitor sejtek és a bel6lik szarmazo neuronok jelentdsen kiilonb6zo

kornyezetet igényelnek a talélésiikhoz és élettani funkcidik Dbetoltéséhez, tovabbi

.....

faktorokon [39] kiviil, megfeleld adhézids felszinek [40] és sejt aktivitdsi mintazatok [27]
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sziikségesek. Az anyagcserének is nagy szerepe van a neuronalis progenitor sors eldontésében a

fejlodés, a regeneracio vagy az élettani és mesterséges neuron helyettesités soran [13], [41], [42].

Anyagcsere az embrionalis fejlodés és a differenciacio soran

Az embriondlis fejlédés kezdetén a zigota allapotban, elsésorban a sok anyai mitokondriumnak
koszonhetden, jelentds mitokondridlis piruvat oxidacio torténik. A bardzdalodéds sordn az anyai
mitokondriumok citoplazma térfogatra esé szdmanak csokkenése és a hipoxids (alacsonyabb
oxigéntartalmil) kornyezet miatt, az anaerob glikolizis keriil el6térbe a mitokondridlis oxidacio
rovasara. A blasztociszta allapotra a glikolizis atveszi a f6 energiatermeld folyamat szerepét. A
kés6bbi szakaszokban a beagyazodas utan, a mitokondrialis érés kovetkeztében nd a
mitokondrialis gliikoéz oxidacid aranya [41] (3. abra). In vitro adatok is bizonyitjak, hogy a naiv
Ossejtek (ESC és iPSC) glikolitikus aktivitasa a legmagasabb, ennél alacsonyabb aktivitasuak az
elkotelezettebb, primed Ossejtek (epiESC), végiil a beldlik differencialtatott idegi dssejtek (NSC)
glikolitikus aktivitasa a legalacsonyabb [43]. A differenciacié soran a sejtek folyamatosan térnek
at a glikolizisrdl az oxidativ anyagcserére [7], [11], [41], [44] (3. abra). Nem meglep6 modon a
sejtek visszaprogramozasa soran szintén visszatér a glikolizis alapu anyagcsere [11], [41] (3.

abra).
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3. abra: Az anyagcsere a fejlédés soran ([41] nyoman)

(A) A mitokondrium nagy valtozisokon megy Kkeresztill az embriondlis fejlodés soran (fels6 abra). A
megtermékenyitett petesejt nagymértékben fiigg az oxidativ anyagcserét6l. Az anyatél 6rokolt mitokondriumok
szama a sejtosztédasok soran lecsokken a ledany sejtekben a barazdalodas soran és el kezd néni az anaerob
glikolizis aranya. A hoélyagcesira sejtjeiben foként anaerob glikolizis biztositja az energia igényt. A
mitokondriumok osztodasa csak a beagyazédas utan, a szovetképzédés idoszakaban indul, és ér képzédés
elérehaladtaval az oxidativ foszforilacio fokozatosan elétérbe keriil.
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fenntartasahoz elégséges a glikolizis, de a differencidciohoz és éréshez mar nem. Az egyre specializaltabb sejtek
nagy energia igényéhez mitokondrium képzodésre, érésre és halozatos szerkezet kialakitasara van sziikség, amely
igy tamogatja a citratciklus és az elektrontranszportlinc miikodését. Ezaltal elérve az evoliciésan optimalizalt
legjobb energia felhasznalast. (A sejtek visszaprogramozasa soran ez a folyamat megfordul.) PPP: pent6z foszfat
utvonal, morula: szedercsira, blasztociszta: holyagesira

Altalanossagban a terminélisan differencialodott sejtek glikolizaljak a gliikozt piruvatta, ami aztan
belép a citratciklusba és ATP-t termel az oxidativ foszforilacid segitségével (4. abra). Azonban a
daganatos és az 0sztodo sejtekben a piruvat laktatta alakul és szekretalodik [7], [45]. Ez az aerob
glikolizis vagy Warburg hatas [7], [45], [46]. Ez csokkend oxigénfogyasztassal és megnovo
extracellularis savasodassal mérhetd [47]. Ez elonyds lehet a sejteknek, hiszen a gliikdz korlatlan
mennyiségben rendelkezésre all a kornyezetben (a keringés révén), igy ez a nem hatékony gliikoz
felhasznalasi mod segiti a sejtek gyors osztddasat a biomassza ndvekedésén keresztiil, mivel a
gliikéz maradvany szénatomjainak nagy része felhasznalhat6 a felépit folyamatokban (példaul a
zsirsav és a lipid szintézisben). Emellett a mitokondrialis oxidacié hidnya csdkkenti a szabad
gyokok (ROS: reactive oxygen species) keletkezésének a lehet6ségét [45], [47], [7], ezzel is

segitve a sejtek életben maradasat.

Az idegi Ossejtek és progenitorok nagy része viszonylag jol elkiiloniilé kornyezetben (niche)
helyezkedik el altaldban az agy-gerincveldi folyadék tér hataranak kozelében. Az embrionalis
neurogén zonakra altalaban jellemz6, hogy alacsony oxigén tartalmuak (hipoxiasak), amely igy az
Os- és progenitor sejtek talélésének és osztodasanak kedvez [13], [44], [48]. A hipoxias kornyezet
nem csak az embrionalis fejlodés soran a helyi keringési rendszer kialakulasa el6tt [48] jellemzd
az Ossejtek kornyezetére, hanem a feln6tt kori neurogén zénakra is. A hipoxias kdrnyezet egyben
fenn is tartja az Ossejtekre jellemz6 glikolitikus anyagcserét, példaul a hipoxiara érzékeny faktor
HIFla (hypoxia-inducible factor la) [49] expresszidjanak fenntartasaval feliil szabalyozza a
glikolizist [44]. Hypoxias kornyezetben azonban az idegi Ossejtek nem differencidlodnak

idegsejtekké, differenciaciohoz normal oxigén ellatottsag kell [13], [44].

Az oOssejtek [7], [11], [41], [44], [50], [51] glikolizis alapti anyagcserét folytatnak, amely az
oxidativ anyagcsere felé tolodik el a differenciacioval. Kozben a mitokondriumok is nagy
fejlédésen mennek keresztiil [7], [11], [41]. Az Ossejtek még fejletlen mitokondriummal, benne
nem fejlett krisztakkal jellemezhetok. Az idegi 6ssejtek mitokondrialis funkcidjanak elrontasaval a
sejtek anyagcseréje még inkabb eltolodik a glikolizis irdnyaba, ami megndvekedett osztédashoz
(igy nagyobb tumor képzési ratahoz) és csokkend differenciacios képességhez vezet [44]. Ezzel

szemben a nagy energia igényl differencialt sejtekben sok érett tubularis mitokondrium talalhato
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fejlett krisztakkal [7], [11], [41]. A differenciacié elorehaladtaval né a mitokondrialis tomeg, az
aktivitas és az oxidativ foszforilacié mértéke is [44]. Igy érthetd, hogy amig a differenciélt
neuronok sokkal érzékenyebbek a hipoxiara, addig az Ossejtek osztodni is képesek alacsony
oxigén ellatottsag mellett [13], [44]. A HIFla-n [48], [49], kiviil sok anyagcserét szabalyozo
fehérje expresszidja valtozik meg a differenciacio soran [42], tobbek kozott a TSPO18 fehérje is

[52], amely a mitokondrialis permeabilitas porushoz kapcsolodik [53].

A magasabb oxigén tartalmi (normoxia) kdrnyezetben a sejt atall oxidativ foszforilacidra. Az
oxidativ foszforilacio kovetkeztében a megnovo szabadgyok termelés tobb differenciacios utvonal
megindulasat serkenti [7] €s a szabadgyok termeléssel részben magyarazhato a differenciacio
elején bekovetkezo nagy mértéki sejthalal (apoptozis) is [44]. A feln6tt agyban sériilés vagy helyi
keringési zavar hatasara helyileg csokken az oxigén tartalom. A lokalis hipoxia hatdsara az
idegsejtek elpusztulhatnak, mig az idegi 6s és progenitor sejtek Osszegyiilnek és szaporodnak
ezeken a helyeken. Azonban mivel a progenitor sejtek csak normoxias koriilmények kozott
differencialédnak neuronokkd, idegsejtek ezeken a teriileteken nem fejlédnek. Bar a helyreallo
keringés megadja a lehetdséget a differenciacidra, a sériilt felndtt agyi régidokban gyorsan

kialakul6 asztrocita dus (gliotikus) kornyezet is gatolja az idegsejt iranyu sejtfejlodést [37].

A lipid anyagcsere is jelentésen befolyasolja az idegi Ossejtek fennmaradasat és sorsat. Egyes
vélemények szerint az osztddashoz a lipid szintézis fokozasa, mig az 6ssejt allapot megtartasahoz
a zsirsav oxidacio, lebontas fokozasa sziikséges [44]. A kezdeti differenciacid soran a lipid
szintézis mértéke csokken a zsirsav lebontas javara [44]. Ugyanakkor folyamatos magas aktivitast
lipid szintézist igényel az idegsejtté érés folyaman a hatalmas kiterjedésii sejtmembran felépitése

¢s az allandé megujitésa.

A differencidcioval valtozo anyagcesere igények sziikségszerli valtozast okoznak a tapmolekulak

felhasznalasaban és az energiatermeld utvonalak megvalasztasaban.

Az OGssejtek és a differencialodott sejtek kozotti jelentés anyagcesere kiilonbségeket még
Osszetettebbé teszi, hogy az idegszdvetben specialis anyagcsere kapcsolatok alakulnak ki az

idegsejtek és asztrocitak kozott.
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Anyagcsere a kifejlett idegszovetben, neuronokban és asztrocitakban

Az emberi agy nagy mennyiségli gliikozt (sz6locukrot) (a teljes fogyasztas 25 %-a) és oxigént
(20%) fogyaszt, annak ellenére, hogy kis tomeggel (a teljes testhez képest 2%) rendelkezik [54],
[55]. Ennek az oka a specialis miikodésében van, hiszen az energia nagy részét harom fo
folyamathoz hasznalja [54]. Az els6 az ion gradiensek kialakitasa és fenntartasa, amely allando
készenlétben tartja a sejtet és lehet6vé teszi a hirtelen membran potencial valtozast. A masodik
szintén nagy mennyiségl energiat igényld folyamat a kiterjedt sejtfelszini membranok megujitasa.
Az idegsejtek amellett, hogy allandéan megtjitjak hatalmas membran feliileteiket, arra is képesek,
hogy aktivitds fiiggd modon noveljék (LTP: long-term potentiation) vagy csokkentsék (LTD:
long-term depolarization) a szinaptikus felszineiket, illetve 0j szinaptikus kapcsolatokat
létesitsenek vagy nem hasznalt kapcsolatot sziintessenek meg. Végiil, harmadszor a

neurotranszmitterek €és szabalyozo peptidek szintetizalasahoz is rengeteg energiara van sziikség.

A kozponti idegrendszer glitkézt hasznal fel els6dleges energiaforrasként. Ez nem helyettesithetd,
hanem csak kiegészithetd laktattal erdteljes fizikai aktivitds sordn vagy ketontesttel tartos
¢hezésnél, amikor a vérben megemelkedett ezek szintje és a vér-agy gat monokarboxilat
transzferazok (MCT) szintje feliil szabalyozott. A vér-agy gatnal a szoros kapcsolat az endotél
sejtek kozott és a transzporterek hidnya nem teszi lehetévé egyes zsirsavak és aminosavak
kozvetlen felvételét [S55]. A vér-agy gaton az endotél sejtek membranjan a GLUT1 altalanos
gliikoz transzporterrel jut at a gliilkoz, amit aztan szintén a GLUT1 transzporterrel vesznek fel a
glia (asztrocita, oligodendroglia és mikroglia) sejtek az extracellularis térbol. A neuronok a neuron
specifikus GLUT3 transzporterrel veszik fel a gliikkozt, amely nagyobb affinitassal rendelkezik,
ezaltal a gliikoz szint valtozasaitol szinte fliggetleniil lehetévé teszi a neuronok allandé gliikoz
ellatottsagat [55]. Mivel az agy oxigénfogyasztasanak gliikkoz fogyasztasra esé hanyadosa
5,5+0,13, amely majdnem eléri az elméleti teljes gliilkoz lebontas (6 O./gliikdz) értékét,
feltételezték, hogy az agyban elsdsorban mitokondrialis oxidativ foszforilacié megy végbe [55],
[56]. A kiilonbség valosziniileg a szintetikus folyamatok és a laktat termelés miatt adodik [55]. Az
agy oxigénfogyasztisa az éppen fennallo helyi aktivitasnak megfeleléen valtozik [54], [55]. Az
oxidativ foszforilaciot egyarant taplalhatja glilkoz vagy valamilyen mas metabolit, mint példaul
laktat (tejsav savmaradéka), piruvat (pirossz6losav savmaradéka) és/vagy béta-hidroxibutirat (egy

ketontest) (4. dbra).
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A laktat nagy mennyiségben fordul elé a kozponti idegszovet extracellularis terében. Az agyi
aktivitas soran az aerob glikolizis mértéke megnd, amely nagy mennyiségli laktatot eredményez
[54], [55]. Az asztrocitak nagy mennyiségli gliikozt vesznek fel és nagyon aktiv glikolizist
folytatnak, s6t a felvett gliikozbol glikogént is szintetizalnak ¢és tarolnak. Azonban az
asztrocitakban raktarozott glikogén mennyisége minimalis €s az idegi aktivitasnak megfelelden
valtozik [54], [55]. Nagyobb aktivitas soran csokken a raktar mennyisége, mig alvas kdzben nd
[54]. Mig a neuronok gliikdz felvétele nem valtozik inzulin hatasara, addig az asztrocitaké megnd

[42].

Az agy extracellularis terében a vérplazma szintjével dsszevethet laktat talalhato. A miikodo agyi
szOvetben azonban ez az érték jelentdsen megndhet. Az hogy ezt a megndvekedett laktatot az
idegsejtek vagy az asztrocitak termelik, régota kérdés. Hiszen nem all rendelkezése olyan technika
amivel megfeleld id6 és térbeli felbontassal jellemezni lehetne egyedi sejtek anyagcesere aktivitasat
in vivo [55]. Ennek megfeleléen két elmélet van, az els6 az asztrocitdk szamara tulajdonitja a
nagyobb laktat termelést. Ez az elmélet abbol indul ki, hogy a neuron alacsonyabb glikolitikus
aktivitdssal rendelkezik, mint az asztrocitak [57], mert a glikolizis harmadik lépésért felelGs
kulcsenzim a foszfofruktokinaz 1 (PFK1) aktivitdsa az idegsejtekben nagyon alacsony [57]. Ennek
az az oka, hogy a PFK1 f6 aktivatora, a frukt6z-2,6-biszfoszfat kis koncentracidban van jelen,
mivel az ezt létrehozd enzim a PFKFB3 aktivitdsa alacsony a folyamatos proteoszomalis
degradacidja miatt [57]. (4. abra) Ennél fogva a neuron glikolitikus aktivitasa alacsony, de ennek
ellenére a mitokondrialis energiatermelése magas. Igy az oxidativ foszforilaciora a neuron

valamilyen mas szubsztratot hasznalhat fel.
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4. abra: Anyagcsere a sejtekben (sajat abra)

A sejtek a gliikoz transzporterekkel (GLUT) felvett gliikozt elsé 1épésben gliikoz-6-fosztatta foszforilaljak, hogy
ne aramolhasson ki a sejtbol. A gliik6z-6-fosztat tobbsége a glikolizisen Kkeresztiil piruvatta alakul. A piruvat
aztan vagy laktatta alakulva kijutathat6 a sejtbél a monokarboxilat transzferazokon (MCT) Keresztiil vagy a
mitokondriumba léphet, és ott acetil-coA-va alakulva a citratciklusban hasznosul tovabb. A citratciklusban
keletkez6 NAD+ és FAD+ koenzimekbdl az elektrontranszportlinc segitségével nagy mennyiséglii ATP
termelhetd. A gliik6z-6-fosztat hasznosulhat a pentéz foszfiat utvonalon (PPP) Kkeresztiill is, amelynek
eredményeként képz6doé redukialo NADPH koenzimek védelmet nyujtanak az oxidativ szabad gyokok (ROS)
ellen. Jelolések: PGI: foszfogliikéz-izomeraz, pfkfb3: 6-foszfofrukto-2-kinaz/frukt6z-2,6-bifoszfatiz 3 enzim,
tigar: TP53-indukalt glikolizis és apoptézis szabialyzé enzim, PFK1: foszfofruktokiniz 1, PEP: foszfo-
enolpiruvat, LDH: laktit dehidrogeniz, PDH: piruvat dehidrogenaz komplex, PDK4: piruvat dehidrogenaz
kinaz 4, GO6PDH: gliik6z-6-foszfat dehidrogeniaz, NADP: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat, NADPH:
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfit redukalt formaja, GSSG: glutation diszulfid, GSH: glutation, P:

foszfo/foszfat
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Az asztrocitak a nagy mennyiségl gliikoz felvétel és a nagyon aktiv glikolizis soran a glikolizis
végtermékeként képzddd laktatot az extracellularis térbe bocsatjak [54], ennek koszonheto a
magas laktat tartalom. A laktat szint a helyi neurondlis aktivitas hatasara atmenetileg kicsit
lecsokken, majd fokozatosan né és még egy kicsit tul is 16 a sziikséges szint folé. Ekozben a
NAD-NADH alapjan a neuronokban jelentdsen megné a citratciklus aktivitasa, mig az
asztrocitakban alig valtozik [54]. Ezek alapjan megalkottak az asztrocita és neuron kozti laktat
inga hipotézist [58], mely szerint az aktiv neuronok, illetve azok nyulvanyai az asztrocitak altal

termelt laktatot hasznaljak fel energianyerésre.

Az asztrocitak a neuronoktol szarmazo szinaptikus glutaminsav vagy GABA felvétel hatasara (pl.:
glutamat-glutamin cikluson keresztiil, amelynek eredményeként a glutamatot eltavolitjdk az
idegvégzodések kornyezetébol, majd glutaminna alakitjak és a glutamint felvehetévé teszik a
neuronok szadmara, (5. abra) [59]) fokozzak a gliikoz felvételiiket és az energiafelhasznalasukat
glikolizissel fedezik. A keletkezd piruvatot a laktat-dehidrogenaz (LDH) 5 enzim segitségével
laktatta alakitjak, majd az MCT1 és az MCT4 (monocarboxylate transporter) segitségével
kibocsatjak az extracellularis térbe. A glutamaterg neuronok végzddései az MCT2 segitségével
felveszik a laktatot, majd a laktat-dehidrogendz 1 (LDH1) enzimmel piruvatta alakitjak, ami aztan
hasznosul a lokdlis mitokondridlis citratciklusban és az oxidativ foszforilacido révén energiat
biztosit a neuron végzddésnek [54] (5. abra). Az egyik legfobb érv a fenti modell ellen, hogy a
glutaminsav felvétel hatasara fokozo6d6 energia igényét az asztrocita akar a glutaminsav

citratciklusi eloxidalasabol is nyerhetné [55].
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5. abra: A laktat inga hipotézis ([54] nyoman)

A hipotézis szerint a serkenté neuronok szinapszisiaban glutaminsav szabadul fel, amely aktivalja a
posztszinaptikus glutamat (GluR) receptorokat. A szinaptikus résbél ,kicsurgé” glutaminsavat az asztrocita
felveszi a serkenté aminosav transzporterek (EAAT: excitatory amino acid transporter, foként a GLT-1:
glutamat transzporter 1 [EAAT2] és a GLAST: glutamat aszpartat transzporter [EAATI1]) segitségével. Az
asztrocitaban a glutamat a glutamin-szintaz (GS) enzim hatdsdra glutaminna alakul. A glutamint az asztrocita az
extracellularis térbe bocsatja, ahonnan a neuron felveszi és a glutaminazzal (GLS) glutaminsavva alakitja. Ez a
serkent6 szinapszisok esetén kozvetleniil felhasznalhato a vezikulumok megtoltéséhez. A glutamat-glutamin
ciklus (Bak et al., 2006) soran az asztrocita miden felvett glutaminsavval 3 Na* iont is felvesz, amelyet az ion
egyensiily fenntartisara az asztrocita energia igényes folyamattal, a Na*/K*-ATP-4z segitségével juttatja ki az
extracellularis térbe. Ennek kovetkeztében elhasznal ATP-t. Az ATP szint visszaallitasa az asztrocita GLUT1
(glucose transzporter 1, ijabban Slc2al) segitségével felvett gliikoz glikolizisb6l szarmazé ATP-vel torténik. A
keletkez6 piruvatot a laktit-dehidrogenaz S (LDHS) enzim segitségével laktatta alakitja, majd az MCT1
(monocarboxylate transporter) és az MCT4 segitségével kibocsatja az extracellularis térbe. A neuron
glutamaterg szinapszisa az MCT2 segitségévével felveszi a laktatot, majd a laktat-dehidrogenaz 1-el (LDH1)
piruvatta alakitja, ami aztan hasznosul a mitokondrialis citratciklusban és az oxidativ foszforilacié révén
energiat biztosit az aktiv szinapszisnak. A neuron a GLUT3 (ijabban: Slc2a3) gliikéz transzporterrel képes
gliikéz felvételére. Glu: glutaminsav, Gln: glutamin, glucose: gliikoz/sz6l6cukor, pyruvate: piruvat, lactate:

laktat
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A masik elmélet szerint a nagyobb gliikoz felhasznalok az aktivalt idegsejtek, és az altaluk termelt
laktatot hasznaljak fel az asztrocitak [55]. Mivel az agy elsdsorban gliikkozt hasznal fel és a
neuronok rendelkeznek gliik6z transzporterrel [60], ezért alapvetéen a neuronok glikozt
hasznalnak fel elsddleges energiaforrasként. Ez a neuron asztrocita laktat inga hipotézis. Ezt
tamasztja ald az is, hogy a neurondlis gliikéz fogyasztas ardnyosan valtozik a glutamat
neurotranszmisszidval [55]. Az asztrocitak felveszik a laktatot és a rés kapcsolattal rendelkezo
asztrocita haldzataban elosztjak azt. Ez igy kétszer vagy négyszer gyorsabb, mintha a neuronok
vennék fel a laktatot vagy ha az asztrocita adja at a laktatot a neuronnak [55]. A tobblet laktatot
pedig az asztrocita végtalpakon keresztiil a keringésbe juttatjadk. Azonban erételjes fizikai aktivitas

soran, amikor a vér laktat szintje megemelkedik, az agy felveszi és hasznositja a laktatot [55].

Az idegsejtek gliikoz felhasznalasanak azonban mas jelentdsége is van, és ezzel felvetddott, hogy
a neuronok a gliikozt els6sorban nem energiatermelésre hasznositjak. A gliikkoz jelentds része a
pentdz foszfat utvonalon hasznosul, ami a citoplazmatikus NADPH mennyiségét noveli. A
citoplazmatikus NADPH sziikséges az antioxidans glutation létrehozasadhoz [61] (4. dbra). Mivel
az intenziv anyagcserét folytatd neuronok nagymértékben haszndljak a mitokondridlis oxidativ
foszforilaciot energianyerésre, ezért kiilonosen ki vannak téve a mitokondridlis szabadgyokok
karosito hatasdnak a hosszl életciklusok folyaman. A hossza élettartam szamara létfontossagu a
karosito oxidativ szabadgyokok alacsony szinten tartasa, ezért a hosszl élettartamu idegsejtekben

a pentdz foszfat utvonalon hasznosuld gliikoz az oxidativ kdrosodasok kivédését szolgalja.

A neuronok jelentds mértékben hasznositanak zsirsavakat és ketontesteket intenziv oxidativ
foszforilacios folyamataik szamara kiilonosen a fejlodés vagy az ¢éhezés soran [54]. De a
ketontestek energia add szerepe nagy jelentdségli egyes gyogyszerre nem reagald (elsdsorban
gyerek és fiatalkori) epilepszias betegségeknél, mivel a ketogén (szénhidrat szegény és zsir dus)
diéta segiti a visszatér6 rohamokat mérsékelni [55], [62]. A Kketontestek (elsOsorban a -
hidroxybutirat €s az acetoacetat, de ide sorolhatd spontan bomlastermékiik az aceton is) alternativ
energiaforrasként szerepelhetnek a neuron anyagcserében. A B-hidroxybutirat az acetoacetaton
keresztiil acetoacetil-coA-va alakulva két acetil-coA-t képes 1étrehozni, amely a citratciklusban

hasznosulni képes [62] (4. abra).

A felné6tt idegszoveti anyagcesere tObbé-kevésbé ismert, annak ellenére, hogy intenziv vita van az
energia termelés és metabolitok asztrocita €s neuronok kozotti eloszlasa koriil [63], [64]. Mas
idegszoveti sejttipusok, koztiik a kiillonb6zo idegi 0s €s progenitor sejtek energia igényérol és

anyagcsere jellegzetességeir6l joval kevesebbet. A jovobeli idegi sejtterapiak kidolgozasa
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érdekében, meg kellene ismerniink a sejtpotlast igényld agyi régiok és a terapiasan felhasznalando

Ossejtek anyagesere sajatsagait.

Vizsgalati modellek

Mivel a fejlédo és kifejlett agyban nagyon nehéz a sejtfejlodést kisérd anyagcsere valtozasokat
vagy az egyes progenitor populacidk vandorlasdnak ingerfliggéségét vizsgalni, ezért in vitro

idegsejt differenciaciés modelleket hasznaltam.

Tézismunkam soran az in vitro idegsejt képzés modelljeit alkalmaztam. A korai embrionalis NE-
4C idegi Ossejtek [65] neuronnd alakulasdnak folyaman vizsgaltam, hogy az idegsejtekre jellemzd
egyes anyagcsere tulajdonsdgok hogyan valtoznak a sejtdifferenciacio egyes fazisaiban. A radialis
glia jellegli (RGI) idegi progenitor sejtek [66] neurogenezise sordn a sejtvandorlas valtozasait

elemeztem az ionos stimulacioval hatasara.

Az NE-4C idegi 6ssejtvonal

Az idegi 6ssejtek differencialddasanak vizsgalatara rengeteg in vitro sejt modellt hoztak 1étre,
koztiik a kutatocsoportunk altal 1étrehozott NE-4C (ATTC: CRL-2925) idegi dssejtvonalat. Az
NE-4C egy embrionalis neuroektoderma eredeti idegi Ossejt vonal, amelyet p53-hianyos [28], 9
napos egér embriok eliilsé agyhdlyagjaibol izolaltak [65]. Alapallapotban az NE-4C sejtek 16-20
Ossejt géneket expresszalnak, SSEA-1 ¢és nestin immun pozitivitast mutatnak. All-transz
retinsavval (10° M) torténé 12-48 6ras kezelés hatasara a sejtek differencialodni kezdenek, és jol
reprodukalhaté 1épések soran neuronnd, asztrocita és oligodendroglia sejtekké fejlodnek (6. abra).
Az indukcid 3. napjan a sejtek aggregatumokat képeznek és megjelennek az aggregatumokban az
elsd neuron alakok [65], amelyek hosszii nyulvannyal, MAP2 ¢és [-IlI-tubulin festéssel
jellemezhetok. Az indukcid 4-5. napjan a csomokbol sejtek vandorolnak ki, amelyek koziil sok
idegsejtté  fejlodik. A 8. napra a tenyészet sejtjeinek 40-50%-a synapsin és NeuN
immunreaktivitassal és Na* alapu akcios potenciallal jellemezhetd neuronna alakul [67]. A neuron

képzés folyamatait részletesesen elemezték a sejtmorfoldgiai, immuncitokémiai markerek [68],
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sejtkapcsolatok [69], elektrofiziologiai sajatsagok [67] és ioncsatornak megjelenésének szintjén
[70], [71] is. Az indukalt NE-4C tenyészetekben az indukcid 9. napjatol jelennek meg a GFAP-val
festhetd asztrocita sejtek, amelyek szdma a 3. hét végéig folyamatosan nd [72]. (6. abra)
Oligodendroglia képzddés ez utan figyelheté meg. A fejlodés minden allapotaban tartalmaz a
tenyészet SSEA-1 ¢és oct4 pozitiv Ossejt jellegli sejteket, ezek aranya a differenciacid

elérehaladtaval csokken.

Neuron specifikus gének és markerek
(math2; NFM, NFH, NSE, NeuN, Ntrm.)
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6. abra: NE-4C idegi 6ssejtek neuralis fejlédésének l1épései ([3] nyoman)

Az NE-4C éssejtek el6szor aggregalédnak, majd az idegsejt eléalakok kivandorolnak és idegsejtté (vagy
asztrocitava és oligodendrocitava) differencialodnak 48 oras retinsav (RA) kezelés hatasara. A folyamat soran az
dssejt markerek expresszidja csokken, a neuron és az asztrocita markerek kifejezddése né. Tovabbi részletek a

szovegben.

Az anyagcsere vizsgalatokat indukalatlan NE-4C &ssejteken és az indukcio 2. hetén fejlédé NE-

4C eredetii idegsejteken végeztem.
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A radialis glia jellegii 6s/progenitor sejtvonal

Az agykéreg szervezddésében kiilonosen fontos szerepet jatszik a masodlagos germinativ zona
progenitor sejtjeinek bevandorlasa. Ezek a sejtek az eldagy ventralis részérél (a
pallium/szubpallium hatdran alakulé ganglin dombokbdl) kamrafal menti (in. transzverzalis)
vandorléssal jutnak a fejlodé kéreg menti lemezbe, majd innen a primer radialis glia sejtek
mentén, radidlis migracidval ,,hatolnak be” a fejlodd kéregbe. Ezekbdl a sejtekbdl alakul a II. és
ITI. kérgi réteg minden interneuronja. Radidlis glia jellegi RGI sejtek az eldagy fejlodésének

s

[66].

A laboratoriumunk altal izolalt és jellemzett radialis glia jellegii sejtek nem az ,,6si” primer
germinativ zona sejtjei, hanem a szubventrikularis zonabol szarmazé késobbi radialis glia sejtekre
hasonlitanak [66]. Embrionalis (E 14-15, E17-18), ujsziilott (P0-3) és felnott (P50-75) agyban is
jelen vannak, és az agy igen kiilonb6z6 régidibol izolalhatok [66]. Mint azt a laboratérium
megfeleléen, a radidlis glia sajatsdgok mellett, sok egyedi, idegszoveti Ossejt sajatsadgot
hordoznak, és megfeleld indukcios hatasokra, idegsejteket, asztrocitdkat és oligodendroglia

sejteket képeznek in vitro.

Az RGI sejtek szelektiv AK-c[RGDfC] adhézids felszinen [73] szérum mentes tapoldatban
epidermalis novekedési faktor (EGF) jelenléte mellett fenntarthatok és szaporithatok. Megnyujtott
epitél morfologiat mutatnak és fiiggetleniil az izolacio helyétdl hasonlé molekularis, morfologiai
¢s fejlodési karakterisztikaval jellemezhetok. Az RGI sejtek idegsejt képzése az EGF
megvonasaval indithatd, és 5-7 napon beliil idegsejtek megjelenését eredményezi. Megfeleld

differenciacids protokoll alkalmazasa esetén asztrocitavd vagy oligodendrocitava fejlédnek (7.

abra) [66].
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7. abra: Radialis glia jellegii sejtek neuralis fejlédésének 1épései ([3] nyomén)
A radialis glia jellegli 6ssejtek EGF megvonas hatasara idegsejtté differencidlodnak. Szérum hatasara
asztrocitava, kiilonb6z6 névekedés faktorok hatasara oligodendrogliava differencialédnak. A folyamat soran az

ossejt markerek kifejezodése cs6kken, a neuron és az asztrocita markerek expressziéja né. Tovabbi részletek a
szovegben.

Az 1 napos indukcid az elkotelezett progenitor allapotnak, az 5 napos pedig az idegsejt eldalak
allapotnak felel meg. A csoport korabbi eredményei alapjan az elkotelezett progenitor allapotban a
radialis glia markerek expreszidja csokken, nd a proneuralis és anti-neurondlis (glia sorsot
meghatarozo) gének expresszidja. Az idegsejt eldalak stddiumban megindul a neuron specifikus
gének (pl.: math2) expresszidja és az immuncitokémiai mintakon nyalvanyos neuron morfolégiaju
B-II-tubulin festédést mutatd sejtek lathatdak [3], [66]. Az elektrofiziologiai jellemzés alapjan a
kalium csatornak mellett megjelennek a neuron specifikus fesziiltség fliggd natrium csatornak is
[66].
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Ceélkituzések

Kutatasom sordn olyan kornyezeti feltételek hatdsait kivantam vizsgalni, amelyek jelentésen

befolyasolhatjak az idegi Ossejtek idegszovetben valod talélését és idegsejt iranyu fejlodését.

I. Embrionalis egér neuroektoderma eredetli idegi Ossejtek és differencialtatott utodsejtjeik
agycsere sajatsagait vizsgaltam az NE-4C sejtek in vitro neuron képzése soran. Az idegi dssejtek
és fejlédo idegsejt alakok O, fogyasztasat, H" produkcidjat mértem és elemeztem ezek valtozasat
kiilonb6z6 metabolitok hatasara. Az NE-4C sejteken mért adatokat dsszehasonlitottam primer

idegsejt és asztrocita tenyészeteken nyert adatokkal.
A kovetkez6 kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Hogyan valtozik meg az idegi Ossejtek anyagcseréje a neuronalis differenciacio soran?
2. Milyen tapanyag molekulakat hasznalnak a neuronalis 6ssejtek és a beldliik fejlodo
neuronok?

Milyen anyagcsere utvonalakon nyernek energiat a neuronalis dssejtek €s a neuronok?

tulajdonsaggal rendelkeznek-e, mint az embrionalis egér agybdl szarmazd primer

neuronok?

II. Képelemz6 és statisztikai modszerekkel elemeztem a radidlis glia jellegli idegi Os/progenitor
sejtek mozgasarol késziilt time-lapse felvételeket annak eldontésére, hogy az indukalt

ioneloszlas valtozas milyen modon befolyasolja az Ossejtek vandorlasat.
A kovetkezo kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Kimutathato-e statisztikailag szignifikans valtozas a sejtek motilitasaban a neuron képzés
eloérehaladtaval?
2. Kimutathato-e statisztikailag szignifikans motilitds valtozas az ion stimulalt és nem

stimulalt, azonos fejlédési allapota sejtek kdzott?
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Anyagok és modszerek

Sejttenyészetek

A sejttenyészto feliileteket a sejtek kiiiltetése el6tt minden alkalommal poli-L-lizinnel (PLL;
Sigma) fedtiik. A sejteket 37 °C-os, vizg6z telitett, 5% CO,-t tartalmaz6 termosztatban tartottuk

fenn.

NE-4C 6ssejtek fenntartasa

Az NE-4C ([65]; ATTC-CRL-2595) neuronalis Ossejteket MEM (Minimum Essential Medium;
Sigma), 5% hé inaktivalt magzati borji szérummal (FCS: foetal calf serum; PAA) kiegészitett, 4
mM L-glutamine-t (Sigma), 40 pg/ml gentamicin-t (Chinoin) és 2,5 pg/ml amphotericin B-t
(Sigma) is tartalmazé tapoldatban tenyésztettiik. A sejteket 5 * 10" sejt/cm? siiriségben iiltettiik ki
a petri csészékbe és a 96 lyuki Seahore plate-be 1,5-2,0 * 10" sejt/lyuk siiriiséggel, majd masnap
mértiik le a sejtek anyagcseréjét. A petri csészékben hagytuk, hogy a sejtek semikonfluensre,
~85%-o0s lefedettségig néjék be a tenyésztd edényt. A semikonfluens tenyészeteket tripsint
tartalmazo PBS oldattal passzaltuk. A passzalas soran a tenyészeteket PBS-sel (2,68 mM KCI;
1,47 mM KH,POy; 136,89 mM NacCl; 8,00 mM Na,HPO, [Reanal]; pH=7,2) mostuk, majd 0,05%
(w/v) -os tripsin-EDTA (Gibco) oldattal kezeltiik 1-3 percen at. Az aljzatrol levalo sejteket szérum
tartalmu tapoldattal felmostuk az aljzatrdl (a szérum jelenlétével inaktivalta a tripszint is), majd
egy 1j, tapoldatot tartalmazo tenyésztd edényben oszlattuk el egyenletesen a sejteket. A tapoldatot

hetente haromszor cseréltik.

NE-4C 6ssejtek differencidlasa neuronokka

A konfluens, a tenyésztofeliiletet teljesen benStt NE-4C Ossejtek tenyészetéhez 10° M

cre

az Osszetétele 50% DMEM (Dulbecco's modified Eagle medium; Sigma), 50% F12 nutrient
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medium (Sigma), 4 mM L-glutamin, 1% (v/v) ITS (Insulin—-Transferin—Selenium; Gibco) és 1%
(v/v) B27 (Gibco) neuronalis kiegészit6. Emellett 40 pg/ml gentamycinnel (Chinoin) and 2,5
ug/ml amphotericin B-vel (Sigma) egészitettiik ki a tapoldatot. A RA higitasat és a sejtek RA
kezelését sotétben, csokkentett fény mennyiség mellett végeztiik. A 48 6ras retinsavas neuronalis
indukcid utan a sejteket szérum mentes tapoldatban tartottuk. A differencialt NE-4C tenyészetek

az indukcié masodik hetén lettek felhasznalva az anyagcsere méréshez, mint NE-4C neuronok.

Primer neuronalis tenyészet izolalasa és fenntartasa

A primer neuronalis tenyészeteket embriondlis (E 15- E 16) CD1-es egerek eldagyabol izolaltuk
steril fillkében. (Az allatkisérletes engedély: "ldegi dssejtek izolalasa és jellemzése egészséges és
betegség-modellként szolgald allatok agyszovetébol" engedélyszam: 22.1/354/3/2011.) A sejteket
10% hdinaktivalt FCS-et tartalmazo MEM alapt (kiegészitve: 4 mM L-glutaminnal (Sigma), 40
pg/ml gentamycinnel (Chinoin) és 2,5 pg/ml amphotericin B-vel (Sigma)) tépoldatban
szuszpendaltunk. A sejtszuszpenziot 40-42 um porus atmérdji halon keresztiil sztrtiik at [74]. A
sejteket 10° sejt/cm” stirliségben iiltettiik ki PLL bevonata 60-as petri csészébe a qPCR méréshez
¢s PLL bevonatu Seahorse 96-os platekbe sejtanyagcsere méréshez. A tenyészeteket 10% FCS-et
tartalmaz6 MEM tapoldatban tartottuk fenn. 24 o6raval a killtetés utan cseréltiik el0szor a
tapoldatot majd azt kovetden hetente kétszer. A masodik héten a szérumos tapoldatot szérum
mentes tapoldatra cseréltiik. A killtetés utani 11-13. napos tenyészeteket hasznaltunk az

anyagcsere vizsgalatokhoz.

Primer asztrocita tenyészetek izolalasa és fenntartasa

Az asztrocita tenyészetek kés6i magzati €s perinatalis CD1 egerek eldagyabol késziiltek [75]. A
sejteket 10° sejt/cm” siirtiségben iiltettiik ki 10% FCS MEM tapoldatot tartalmazo PLL bevonati
tenyésztéedényekbe. A sejteket szérumos tapoldatban tartottuk fenn heti két tapcserével. A

tenyészeteket maximum haromszor passzaltuk az anyagcsere mérések elott.
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Anyagcsere vizsgalatok

A kisérletekhez mesterséges agy-gerincvel6i oldatot, ACSF (artificial cerebrospinal fluid)
alapoldatot (145 mM NaCl (Reanal), 3 mM KCI (Reanal), 2 mM CaCl, (Sigma), 1 mM MgCl,
(Sigma), 10 mM Hepes (CgH;3N,O,S; Sigma), pH=7,2) hasznaltunk. Ezt egészitettiik ki az alabbi
metabolitok egyikével: 5 mM szdlécukor (D-gliikoz [Sigma]), 5 mM Na-laktat [Sigma], 5 mM
piruvat [Sigma] vagy 5 mM D,L-f -hidroxi-butirat lititum s6ja [Sigma].

MTT redukcios teszt, életképesség mérés

Az MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2-5-diphenyl-tetrazolium bromide; Sigma) redukcios tesztet
[76] hasznaltuk a sejtek életképességének megallapitasara ,,6hez6” (tdpanyag mentes ACSF) és
normal koriilmények (tenyészté tapoldat) kozott. PLL bevonata 96 lyuku plate-be 2*#10* sejt/lyuk
stiriségbe iltettiik a sejteket. Az NE-4C 6ssejteket kozvetleniil a stabil letapadas utan (6-8 oraval
a kiiiltetés utan), az NE-4C neuronokat a neurondlis indukcio 8-11. napjan hasznaltuk fel. A
tenyészetek egy részén a tapoldatot 50 pul ACSF-re cseréltik, egy masik részén pedig 50 pl
megfeleld tapoldatra. Minden platen legalabb 5 mikrotenyészet részesiilt azonos kezelésben. 3
oran keresztil inkubaltuk a sejteket termosztatban (37°C, 5% CO, tartalmi gazkozeg), ezt
mg/ml lett), majd addig inkubaltuk a termosztatban, amig a formazan tlkristailyok meg nem
jelentek (koriilbeliil 1,5 6ra). Ezutan 150 pl savas izopropil-alkohollal (600 pl cc. HCI / 100 ml 2-
propanol [Reanal]) (0,08 M HCI) alapos szuszpendalas kozben, feloldottuk a formazan
kristalyokat é¢s Wellcome MR5000 Elisa Readerrel (570 nm-es mérd és 690 nm-es referencia
hullamhosszon) megmértiik oldatok optikai denzitdsat. Az azonos tenyésztd plateken a
tapoldatban/ACSF-ben 1év0 sejttenyészetek atlaganak optikai denzitasat 100%-nak tekintve
meghataroztuk minden egyes lyuk szazalékos relativ optikai denzitasat. Majd ezeket az értékeket
hasonlitottuk 0ssze a harom fliggetlen mérés soran. A csoportok (tapoldat, ACSF) atlagat és
szorodasat (SEM) abrazoltuk az R statisztikai programmal [77] és szignifikanciat a két mintas T-

teszttel bizonyitottuk.
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Sejtanyagcsere mérés oxigénfogyasztas és savasodas alapjan

A Seahorse XF96 Extracellular Flux Analyzer-t (Seahorse Bioscience) hasznaltuk az anyagcsere
vizsgalatokhoz, amely a sejtek f616tti mindossze 2,28 pl folyadékban képes mérni az oxigénszintet
¢s a pH-t. Az oxigénfogyasztas valtozasabol (OCR: oxygen consumption rate, pMol/perc) az
oxidativ foszforilaciora, a kiils6 kdrnyezet savasodasabol (ECAR: extracellular acidification rate,

mpH/perc) pedig a glikolizis mértékére kdvetkeztethetiink [47].

A méréseket a Semmelweis Egyetem Orvosi Biokémiai Intézetének Neurobiokémia Csoportjanak
munkatarsaival és laboratoriumaban végeztilk a Seahorse XF96 késziilékkel. A méréshez a
sejteket a MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézet Idegi Sejt- és Fejldédésbiologia
Kutatocsoport Laboratoériumaban novesztettiik és tltettiik ki a Seahorse berendezéshez specialisan
kialakitott PLL-el bevont 96 lyukd plate-ekre, amelyek sejtek altal bendhetd feliilete 11,3 mm?®

(www.seahorsebio.com).

A sejttenyészeteket atmostuk ACSF-sel, hogy eltavolitsuk a tdpoldatban maradt tdpanyagokat.
Majd 180 ul ACSF hozzaadasat kdvetden masfél oraig inkubaltuk a Seahorse XF Prep Station
(Seahorse Bioscience) (37°C-os CO, mentes) inkubatoraban, hogy a milanyaghoz kotodott CO,
kidiffundaljon és ne zavarja a pH mérést. A Seahorse sejttenyésztd platekbe meriild Cartridge
plate tartalmazza a szenzorokat, ezért egy nappal a mérés el6étt a XF Calibrant oldatba helyeztiik a
fluorokrom tartalmu szenzor felszinének aktivalasara. A Cartridge 4 anyag adagold mikrotartalyat
feltoltottik ACSF-ben oldott metabolittal (gliikdz, laktat, piruvat, B-OH-butirat, ACSF; A port)
vagy anyagcsere gatlokkal (2 uM oligomycin (Sigma; B port), 0,4 uM FCCP (fluoro3-carbonil
cianide-methoxy-phenylhydrazone; Sigma; C port) vagy 100 uM DNP (2,4-dinitrophenol; Sigma;
C port), 1 pM antimycin (Sigma; D port) és DNP esetében 1 pM rotenon (Sigma; D port)
kiegészitésével). A Cartridge-t a mérés megkezdése elott fél ordval CO, mentes inkubatorban
37°C-ra melegitettilk fel. A Cartridge szenzorainak kalibralasa utan indult a mérés. A szenzor
felszinbe épitett két fluorokrom egyike az extracellularis oxigén koncentraciot (excitacios
hullamhossz: 532 nm, emissziés hullamhossz: 650 nm), a masik a pH-t méri (excitacios
hullamhossz: 470 nm, emisszios hulliamhossz: 530 nm) egyszerre a 96-lyuku Seahorse platen. A
mérés soran a méréhenger légmentesen lezarja a sejtréteg folott 200 pum-rel a Seahorse
sejttenyésztd platejét. Az O, és H' koncentracio értékeit a miiszer 15 masodpercenként hatarozza
meg ¢s az altalunk bedllitott idétartamon 4t folytatja. Az oxigéntartalom ez idén keresztiil

folyamatosan csokken a sejtek oxigénfogyasztasanak megfeleloen. Az egyes mérések idotartamat
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a sejtek O, fogyasztasi sebességétol fliggéen 2-3 perc hosszusagra allitottuk be. Minden mérés
elott egy 3 perces keverési 1épést iktattunk be, amely a Cartridge fel-le mozgatasaval a miiszer
alaposan megkeverte folyadékteret, ezaltal segitve oxigénnel valoé dusitasat. Az egy mérési
idészak alatt detektalt koncentracidértékekre illesztett egyenesnek a meredekségébdl a miszer
automatikusan szamolja az O, és H" koncentracié percenkénti véltozasait, az oxigénfogyasztasi
ratat (OCR), illetve az extracellularis tér savasodasanak ratajat (ECAR). Egy mérés sorozat soran

keveréseket és a méréseket altalaban 6tszor ismételtiik. [47], [78]

Az elsé mérés sorozatban, a masfél 6ras inkubaciot kovetd fél éraban felvettilk az ACSF-ben 1év6,
¢hezd sejtek oxigénfogyasztasanak/savasodasanak ,,alapvonalat”. Majd az A adagold portbol
ACSF-ben oldott metabolitokat (5 mM végkoncentracioju gliikozt, laktatot, piruvatot, B-OH-
butiratot), illetve tires ACSF-et adtunk a tenyészetekhez, a keverést kovetden folytatodott a mérés.
Minden egyes kezelés esetén platenként 6-12 lyukat hasznaltunk. Majd a masodik, fél oras
méréssorozatban felvettiik a kezelés hatasadra megvaltozott OCR/ECAR alapvonalat (12. abra, 11.

abra).

Ezt kovetéen anyagcsere szétkapcsolokkal ellendriztik a mitokondridlis mitkodés épségét. A
harmadik mérés sorozat elején 2 uM oligomycint adtunk a sejtekhez a B adagold porton keresztiil.
Az oligomycin gatolja az ATP szintaz miikodését, ami igy csokkenti a hidrogén ion transzportjat a
membranon keresztiil és ennek eredményeként a hidrogénionok felhalmozdédnak a mitokondrium
két membranja kozott. A kritikus hidrogénion koncentracié felett az elektrontranszportlanc
majdnem teljesen leall és az oxigénfogyasztas lecsokken. (Az ekkor megfigyelhetd kis mértéki
oxigénfogyasztadsért a mitokondrialis protonszivargas felelds.) A negyedik mérés sorozat elején
0,4 uM FCCP-t vagy 100 uM DNP-t a C adagol6 porton keresztiil. Ezek az anyagok mobilis ion
transzporterek, amelyek atjutatjdk a hidrogén ionokat a mitokondrium bels6 membranjaba
(anélkiil, hogy kozben ATP-t tudna termelni az ATP szintdz) igy felporgetik az elektron transzport
lancot és nagymértékben megnovelik az oxigénfogyasztast. Az utolso, 6todik mérés sorozat elején
1 uM antimycint a D adagolo porton. (DNP hozzaadas esetén ezt egészitettiik ki tovabbi 1 pM
rotenonnal.) Az antimycin a mitokondrialis elektrontranszportldnc III. komplexét, a rotenon pedig
a mitokondrialis elektrontranszportlanc 1. komplexét gatolja. A 1égzési lanc leallasaval teljesen

megszinteti a mitokondrialis oxigénfogyasztast (11. abra, 12. abra, 8. abra).
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Mitokondrialis membranok kozotti tér

FCCP ATP szintaz

H*

Fumarat

Elektrokémiai proton gradiens,

Komplex I. Komplex II. Komplex Il Komplex IV.
NADH dehidrogenaz Szukcinat dehidrogendaz Citokrém b-c, Citokrém c oxiddz
Matrix

8. dbra: A mitokondrialis blokkolok hatasa

(https://commons.wikimedia.org/wiki/File %3AElectron transport chain.svg nyoméan)

A mitokondriumban 1évé elektron transzport lanc az elektron atvitel hatasara protont pumpal ki a membranok
kozotti térbe, igy proton gradiens alakul ki a mitokondrium matrixa és a mitokondriilis membran kozti tér
kozott. A matrix negativitisa miatt a bearamlé protonok az ATP szintazon keresztiil ATP-t termelnek. Az
oligomycin az ATP szintazt gatolja, az FCCP egy mozgékony proton transzporter membran két oldala kozott,
ezaltal megsziinteti a proton gradienst. A rotenone az elektron transzport linc els6 komplexét, mig az antimicin a

harmadik komplexét gatolja.

Ahhoz, hogy 0ssze tudjuk hasonlitani az OCR és ECAR értékeket, mivel a tenyészetek nem
pontosan ugyanannyi sejtet tartalmaztak, az 0sszes mérési pontot ugyanazon sejttenyészet alap
vonalanak utols6 pontjahoz (100%) hasonlitottuk és relativ OCR% és ECAR% értékként adtuk
meg. A csoportok atlagat és szorodasat (SEM) abrazoltuk. Legalabb 3 fiiggetlen kisérlet sorozatot

végeztiink sejttipusonként.

Az egyes metabolitok hatasanal az alapvonal utols6 pontjat (100 % + SEM) abrazoltuk szaggatott
vonallal és az adott metabolit hatasara beallt (j alapvonal utolsé pontjat sziirke oszloppal (atlag %
+ SEM) mind az OCR% és ECAR% esetében. (12. abra, 13. abra, 14. abra, 15. abra, 18. abra, 19.

abra, 21. abra) A csoport parok kozott kétmintas T probaval hataroztuk meg a szignifikanciat.

A maximalis mitokondrialis 1égzésnél a kezelés egész idotartalma alatt csak ACSF-ben 1€v0 sejtek
FCCP kezelés hatasara bekovetkezd relativ oxigénfogyasztas értékébol levontuk a nem

mitokondrialis oxigénfogyasztast (a kés6bbi antimycin kezelés hatasat) és ezek atlagat £ SEM
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abrazoltuk az NE-4C 0Gssejt és az NE-4C neuron esetében. Majd a két csoport kdzott kétmintas T

prébaval bizonyitottuk a szignifikanciat.

A protonszivargas esetében a kezelés egész idOtartalma alatt csak ACSF-ben 1évd sejtek
oligomycinnel gatolt ATP szintdz relativ oxigénfogyasztas értékébdl levontuk a nem
mitokondrialis oxigénfogyasztast (a késobbi antimycin kezelés hatasat) és ezek atlagat + SEM
abrazoltuk az NE-4C 06ssejt, az NE-4C neuron, a primer neuron &és asztrocita esetében. A
csoportok kozotti szignifikanciat ANOVA teszttel és az azt kovetd TukeyHSD poszthoc teszttel

ellendriztik.

Az adatokat MATLAB-bal dolgoztuk fel és a statisztikai elemzést az R statisztikai

programozassal [77] végeztiik el.

Génexpresszio meghatarozasa qPCR-rel

60-as petri csészében 1évo konfluens tenyészetekbdl teljes RNS frakciot izolaltunk és tisztitottunk
RNeasy Mini Kit (Qiagen) felhasznélasaval a gyartd itmutatasa alapjan. A DNS szennyezddést a
RNase-Free DNase Set (Qiagen) hasznalataval tivolitottuk el. A reverz transzkripcidhoz a teljes
RNS 2 pg-jat hasznaltuk High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)
segitségével a gyartd utmutatasa alapjan kiegészitve 0,5 pul RNase Inhibitor-ral. A 20 pl reakcio
keveréket 10 percig 25°C-on inkubaltuk, hogy a véletlenszerii primerek parba élljanak (annealing)
a megfeleld RNS szakaszokkal, 10 percig tortént 37°C-on a cDNS transzkripci6 és 3 percig tartott
72°C-on enzimek inaktivalasa a TC-512 (Techne) PCR késziilékkel. A reakcidtermék cDNS-t
azonos mennyiségli vizzel higitottuk, és ennek az elegynek a 2 pl-ét adtuk hozza a 8 ul Master
mix keverékhez (Roche R480 LightCycler probes master 1c480), amely tartalmazta az 1 ul 5 pM
festéket. A qPCR reakcidsorozat 10 perc 95°C-os inkubacidval kezdddott, majd 40-szer
ismétlodott 15 masodperc 95°C-on, 30 masodperc 60°C-on majd a fluoreszcens mérés. A reakcid
a StepOnePlus (Applied Biosystems) Real-Time PCR gépben tortént. A primer hatékonysagot 5
pontos standard higitasi gorbe segitségével hataroztuk meg, minden egyes cDNS esetében 2
parhuzamos mérési adatbol (2. tablazat). Az eredményeket a AACT mddszer alapjan [79] a
StepOne v2.3 (Applied Biosystems) szoftver segitségével hataroztuk meg. Minden primer

esetében az azonos sejttipusbol szarmazé HPRT volt a belsé kontroll, az értékeket erre
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normalizaltunk. A kiilénbdzé mintakban a felsokszorozodott termék HPRT-re viszonyitott aranyat
az NE-4C neuronokon kapott aranyhoz (=1) hasonlitottuk. Az adatokat median + MAD értékként
abrazoltuk (n > 3). A statisztikai szignifikanciat a Kruskal-Wallis probaval és az azt koveté Dunn's
tesztekkel tamasztottuk ala. Az adatok abrazoldsa és statisztikai szamitasa az R statisztikai

programozassal [77] tortént.

2. tablazat: Felhasznalt primerek

Gén Forward Reverse Hatékony-
sag (%)

hprt CACAGGACTAGAACACCTGC GCTGGTGAAAAGGACCTCT 106,298
glutl TGCCCAGGTGTTTGGCTTAG TCCCTCGAAGCTTCTTCAGC 94,470
(slc2al)
glut3 AACACTTGCTGCCGAGAACA GATGGGGTCACCTTCGTTGTC 97,303
(slc2a3)
pdk4 CCAACCCTACGGATCCTAACC GGCATTTTCTGAACCAAAGTCC | 88,043
atgl? TGGCCTCGGAACAGTTGTTTAT GGAAGGGGCAAAGGACTGAT 94,727
tfam TCCCCTCGTCTATCAGTCTTGT CCACAGGGCTGCAATTTTCC 102,946
oct4 GAGGCTACAGGGACACCTTTC GTGCCAAAGTGGGGACCT 86,627
(pousfl)
ngn2 ACATCTGGAGCCGCGTAG CAGCAGCATCAGTACCTCCTC 93,215
(neurog?2)
math2 CGACACTCAGCCTGAAAAGA CAAACTTTCTGCACATCTGGG 96,756
(neurod6)
mct2 CTGACAACAGCCAAGAGAAACA | AAGGACGCACAGACTACGAC
(slcl6a7)
Immuncitokémia

Az NE-4C 0ssejteket 24-lyuktl plate (tenyésztd talca) lyukaiban elhelyezett 12 mm atmérdji
mikroszképos fedSlemezekre 2-4 * 10° sejt/cm’ siirliségben iiltettik ki, 5% FCS MEM
tapoldatban, poli-L-lizines boritas kialakitdsa utdn. A neurondlis irdnyba differenciéltatott
tenyészeteket 6-12 nappal az indukcié megkezdése utan hasznaltuk fel NE-4C neuronként. Az
NE-4C 6ssejteken és az NE-4C neuronokon tapoldatot cseréltink. A tenyészetek fele friss
tapoldatot kapott, a masik fele ACSF-et és a tenyészeteket 3 és fél oran keresztiil inkubaltuk
termosztatban. Majd a sejteket rajtuk 1évo oldattal azonos térfogata, 8% -os (w/v; PBS-ben)
parafolmadehid (TAAB) oldat hozzaadasaval 20 percig fixaltuk szobahémérsékleten. Kétszeres
PBS-s mosast kdvetden, 5 perces 0,1%-os (v/v; PBS-ben) Triton-X100 [Reanal] kezeléssel tettiik
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atjarhatova a sejtmembranokat, majd 30-60 percen at 2%-os BSA (2 g BSA, 0,1 g Na-azid, 100 ml
PBS-ben) oldattal blokkoltuk a nem specifikus fehérje kotohelyeket. Az elsd réteg ellenanyagot
anti B-III-tubulin egér IgG [Sigma] az NE-4C neuronok esetében, anti-nestin egér IgG (Chemicon)
az NE-4C 6&ssejtek esetén a blokkolo oldattal (BSA-PBS) 1:1000 aranyban higitottuk, és ezzel egy
¢jszakan keresztiil inkubaltuk a tenyészeteket 4 °C-on. Haromszoros PBS mosast kovetéen
blokkol6 oldatban 1:1000 aranyban higitott anti-egér IgG-Alexa488 [Invitrogen] masodik réteg
ellenanyaggal 1 d6ran keresztiil szobahdmérsékleten, fénytdl védve inkubdltuk a preparatumokat.
Ismételt haromszori PBS mosas és desztillalt vizes 0blités utan a lemezeket kiemeltiik a plate-bol,
¢és 10 pg/ml Hoechst 33258 [Sigma] DNS-festékkel kiegészitett Mowiol [Calbiochem] miigyanta
segitségével mikroszkopos targylemezre rogzitettiik. Az immunfestett preparatumokat Zeiss

Axiovert 200M fluoreszcens mikroszkdppal és AxioVision 4.8 (Carl Zeiss) szoftverrel vizsgaltuk.

Sejtmotilitas vizsgalat elemzése

A nem invaziv optogenetikus stimulalds érdekében, Kohidi Timea RGI sejteket izolalt a
channelrhodopsin(ChR2)-gént  feltételesen  kifejez6  (floxolt  konstrukcio), B6;129S-
Gt(ROSA)26SOItm32(CAG_COP4*H134R/EYFP)HZC/J transzgenikus [80] egér embriokbol [81]. Az
izolalt sejtekbdl sejtvonalakat alapitott, majd pTurbo-Cre rekombinaz plazmid [82] transzfektalas
segitségével meginditotta a ChR2 és az azzal kapcsolt fluoreszcens fehérje (eYFP) expressziot. A
sejtvonal ChR2" és ChR2" sejtjeit eYFP fluoreszcencia alapi aramlasi citométeres (FACS)
sejtvalogatassal elkiilonitette, és egymas kontrolljaként hasznalta a migracids vizsgalatokban. A
radialis gliaszeri (RGIl) idegi Ossejtek [66], azok channelrhodopsin-t expresszald és nem
expresszald populacioit Kohidi Timea tenyésztette és jellemezte [81]. A sejtek ideg iranyu
differencialtatasat, fénnyel stimulalt és nem stimuldlt mozgasardl késziilt éldsejtes time-lapse
felvételeket elsOsorban ugyancsak Koéhidi Timea készitette. A felvételek Zeiss Axiovert M200
mikroszkoppal 10x fluoreszcens és/vagy fazis kontraszt objektivvel késziiltek az AxioVision 4.8
(Carl Zeiss) szoftverrel. A sejtek a vizsgalat idGtartama alatt sotétben, 37C°-os allando
hémérsékletli, 5% CO,-ot tartalmazoé mikroszkop asztalra helyezhet6 inkubator kamraban voltak.
Az én feladatom volt a sejtmozgasrdl késziilt adatok elemzésére alkalmas szamolasi modszer

kialakitasa és az adatok statisztikai feldolgozasa.

A ChR2" sejtek a membranjukban fénnyel (A= 470-490 nm) nyithat6 channelrhodopsin 2 kation

csatornakat hordoznak, ezzel a sejtek intracellularis ioneloszlasa megvilagitassal modosithatd
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[83]. A ChR2" és ChR2" sejtek megvilagitasra adott mozgasi valaszait €16 sejtes video
mikroszkopos felvételeken kovettiik indukalatlan &s/progenitor, elkotelezett progenitor (indukcid
1. napja) és idegsejt eldalak (indukcid 5. napja) fejlodési stadiumokban. A sejtek 12 6ran keresztiil
5 percenként 300 ms-ig 0,13 mW/ mm’ intenzitasd 488 nm hullamhossza kék fénnyel voltak
megvilagitva, majd ezek utan késziilt egy mikroszkopos kép a tenyészetrél. A kontroll csoport
nem tartalmazta ChR2 fényérzékeny ioncsatornat. Az elkésziilt képeken kisérletenként 20-20
sejtet kovettiink végig manudlisan bejelolve a sejtek kozéppontjat a CellTrack programmal. A
kapott x, y koordinatdk értékeit egy-egy nem mozg6 referenciaponttal korrigdltuk az esetleges
mozgasi mitermékek elkeriilése végett. Az értéket um-ré alakitottuk a mikroszkdp nagyitdsanak

megfelelden (1 pixel 0,645 um-nek adodott).

A képek kozotti elmozdulas tavolsagat a két dimenzids Euklideszi tavolsag alapjan hataroztuk
meg, majd Osszeadva ezeket az értékeket megkaptuk a 12 6ra alatt megtett teljes tavolsagot. A
teljes tavolsagokat dobozdiagramként (box-plot) dbrdzoltuk, majd a szignifikanciat a Wilcoxon—
Mann—Whitney teszt segitségével allapitottuk meg. (Az 5 napos indukcid soran egy masik kontroll
is volt a ChR2-6t tartalmazo, de nem megvilagitott sejtek, igy ebben az esetben a szignifikanciat a
Kruskal-Wallis prébaval és az azt koveté Dunn's tesztekkel tAmasztottuk ald.) A teljes tavolsagok

eloszlasat (Kernel stirtiség becslésen alapulo) stirtiség fliggvény abrazolasaval mutattuk be.

A teljes tavolsagok alapjan kategorizaltuk is a sejteket az alapjan, hogy 200 um-nél kisebb, vagy
200 és 400 pm kozotti vagy 400 um-nél nagyobb tavolsagot tettek-e meg. Az igy kapott adatokat
halmozott oszlop diagramon abrazoltunk, az adatokon a Pearson-féle khi-négyzet (y°) probat
veégeztiik el minden egyes kontingencia tablaban és a ChR2-6t tartalmazd, illetve nem tartalmazo
parok kozott a Fisher posthoc teszttel, Bonferroni p érték korrekcio utan allapitottuk meg a
szignifikanciat. Az elemzést, az adatok abrazolasat (a ggplot2 csomag felhasznalasaval) és a
statisztikai értékelését is minden esetben az R statisztikai programozassal (R Core Team, 2015)

vegeztiik el.
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Statisztika

Az adatok abrazolasat és statisztikai értékelését minden esetben az R statisztikai programozassal
[77] végeztik. Az abrazolashoz felhasznaltuk a ggplot2 csomagot. A T-tesztek ¢s az ANOVA
tesztek esetében a normalitast a q-q plot segitségével és variancia homogenitasat a Bartlett teszttel
ellendriztiik. Az egyes modszereknél feltiintetettiik a pontos statisztikai teszteket, amelyeket
elvégeztiink. Minden esetben a p<0,05 (*), a p<0,01 (**) és a p<0,001 (***) jelezte a statisztikai

szignifikanciat.
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Eredmények

Anyagcsere sajatsagok valtozasa az NE-4C embrionalis idegi dssejtek

neuron képzése soran

Ahhoz, hogy 0Osszehasonlithassuk az idegi Ossejtek és a bel6liikk differencialt neuronok
anyagcseré¢jét, molekularis modszerekkel ellendriztiik, hogy az adott populdcidban megtortént-e az
idegsejt iranyu fejlédés. Az NE-4C neuron tenyészetekben megnétt a proneuralis ngn2 (4jabban
neurog?) és neurdlis math2 (Gjabban neurod6) gén expresszidja, mig az Ossejt specifikus oct4

(Gjabban Pou5f1) gén expresszidja lecsokkent (9. dbra).

oct4 1.5 ngn2 1.5 math2
10 ' T
I 1.0 10
@] @] *p < 0.05 | g *#p < 0.01
o o o
5 0.5 05
0 : : ! 0.0 : 0.0 _ _
NE-4C NE-4C NE-4C NE-4C NE-4C NE-4C
dssejt neuron Gssejt neuron dssejt neuron

9. abra: Az éssejt specifikus (otc4), a proneuralis (ngn2) és a neuralis (math2) gének expressziéjanak valtozasa
neuralis differenciacié hatisiara NE-4C 6ssejteken és beldliik differencidlodott (10 napos) NE-4C neuron

tenyészetekben (n=3).

Az idegsejt iranyu differenciaciot, valamint a tdpanyagmentes fenntartas kovetkezményeit
morfologiai, immunhisztokémiai és életképességet teszteld (MTT-redukcié) modszerekkel is
ellendriztik. Az anyagcsere vizsgalatok alapoldataként ACSF-t (mesterséges agy-gerincveldi
folyadékot) hasznaltunk, amely nem tartalmazott semmiféle sejtek altal hasznosithatd tapanyagot.
Az el6kisérletek soran, a 3 és fél oran at tarto tapanyagmentes inkubacidé nem okozott morfologiai

valtozast a tenyészetekben (10/A-D. abra). Az Ossejtek 3 ora ,,6hezés” utan is normalis epitél
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morfologiat mutattak, jol elkiilonithetd kontarral jellemezhetk voltak (10/A. abra). A retinsavas
(RA) neuralis indukcié hatasara kialakulé, nyGlvanyos idegsejtek alakjaban ¢&s
immunreaktivitisaban sem okozott eltérést az éheztetés (10/B. abra). Az dssejtek nestin festodést
(10/C. abra, zold), mig a neuronna differencialodo sejtek B-II-tubulin (10/D. abra, z61d) festédést
mutattak.

E *r <0.001
100 =
)
=
= 80
@]
70
50
50 medium ACSF
F
**p <0.01
100 ek
_9 —
=
= 80
o
70
60
50" medium ACSF

10. abra: NE-4C éssejtek (A, C, E) és a beléliik differencialodott neuron tenyészetek (B, D, F) fénymikroszkopos
(A, B) és fluoreszcens (C, D) mikroszképos képe 3 és fél oras éhezés utan (kék: a sejtmag, zold: dssejtek (C)
esetén nestin és neuronok (D) esetén a B-III-tubulin fest6dés). Relativ életképesség (MTT reakcio) (E, F) normal

tapoldatban (100 %) (sziirke oszlop) és tipanyagmentes ACSF-ben (fehér oszlop) atlag + SEM (n>10)

Az éhezés utan elvégzett MTT-redukcios, életképességi teszt [76] az Gssejteknél koriilbeliil 20-
25%-os ¢életképesség csokkenést mutatott, mig a differencialt tenyészeteknél kevesebb mint 10%-
ot. Ez alapjan az Ossejtek tulélik a tdpanyagok néhany o6ras megvonasat, de érzékenyebbek az

éhezésre, mint a differencialédott neuronok.

A sejtek anyagcseréjét a Seahorse Cell Analyser XF96 [47] sejtanyagcsere mérdkésziilékével

mértiilk. Az NE-4C idegi 0Ossejtek és a beldlik differencialodott neuronok mellett mértiik az
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embrionalis (E15-16) egér agybdl izolalt primer neuronalis [74] és asztrocita [75] tenyészetek

anyagcsere jellemzdit is.

Az anyagcseremérések elott a tapoldatot lecseréltik ACSF-re. Elészor ACSF-el mostuk a
tenyészeteket, hogy a sejtek kornyezetébdl kihiguljanak a tapanyagok és lehetdséget adtunk arra,
hogy a masfél oOras inkubacid soran a sejtek konnyen mobilizalhatd tapanyagraktaraikat
elfogyasszak. A mérés koriilbeliil két és fél oraig tartott, mikdzben az eszkdz folyamatosan mérte
a sejtek oxigénfogyasztasat és az extracellularis tér savasodasat. Az els6 fél oraban felvettiink egy
alapvonalat az (éheztetd) ACSF-ben, majd egyenként adtuk hozzd az egyes metabolitokat
(gliikozt, laktatot, piruvatot és B-OH-butiratot) az egyes csoportokhoz, illetve egy csoportot
tovabb hagytunk ¢hezni ACSF-ben. (Egy-egy csoport legalabb 7 mikrotenyészetet tartalmazott.)
A metabolitokkal tortént mérés utan, mitokondrialis funkciét gatld hatéanyagok adasaval

ellendriztiik a mitokondrialis funkcio épségét, a sejtek ,,egészségét” (11. abra, 12. abra).

A NE-4C Gssejt B NE-4C neuron
alap metabolit oligomycin FCCP  antimycin alap metabolit oligomycin FCCP  antimycin
_®ACSF ‘ ‘ 1007 | @ ACSF il :
—50- —__ | |} ACSF+gliikéz — . A ACSF+gliikéz L ||
=501 T+ k gl = TT-Tf il Tl
£ RT : E 8o T4
1 ) e ' 1
P of‘NHp;\ =i H XTT
S0 || e s B
E30 I_I_J__j_i H f § 60
.E.'; I e & d i
520' : x 1 i
: 40+ 5
© 10, : ° s |
0 25 50 0 30 50 90 120
1d6 [mp] 1d6 [mp]
C NE-4C Gssejt D NE-4C neuron
alap metabolit oligomycin FCCP  antimycin alap metabolit oligomycin FCCP  antimycin
oncs 1 eacE 1
- |4 ACSF + glilkéz | ‘ i ACSF + glitkéz__ 3’|’ 3
- | TrTTTT ||| B TLITA+NTTTT]
1 | A
= s = I |
[ ! T = o P ! .
E | g mmmell Y-
£° AT 5 s
g 22l ;
01 i : ; : : : .‘ :
0 25 50 75 100 125 0 30 60 90 120
1d6 [mp] 1d& [mp]

11. abra: Reprezentativ abra az NE-4C dssejtek (A, C) és a beldliik differencialodé neuronok (B, D) abszolut
oxigénfogyasztasarol (OCR; A, B) és pH valtozasarél (ECAR; C, D) a kezdeti éhezés (ACSF) hatasara (fekete),
gliikéz (sziirke) hozzaadasara, illetve tovabbi éheztetés hatisara, oligomycin, FCCP és antimycin hozzidadasara.
Atlag + SEM, n>7
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A sejtek az elvartnak megfelelden viselkedtek. Az oligomycin gatolta a mitokondrialis ATP
szintaz miikodését, igy csokkentette az oxigénfogyasztast, az FCCP tonkretette a proton gradienst,
ezaltal felpdrgette a mitokondriumok oxigénfogyasztasat. Az antimycin az elektron transzport lanc
II. komplexének gatlasaval megsziintette a mitokondrialis foszforilacio lehetdségét, ezért az

oxigénfogyasztas leesett (12. abra).

Metabolit

Oligomycin FCCP/DNP | Antimycin/rotenone | B boli Oligomy 2-DG |
(ATP-szint4z blokkold) (H* gradiens szétkapcsold) | (Elektron transzport ldnc szétkapesold) = (ATP-szintdz blokkol6) z i
\ \ \ Maximalis | 3 \ \ h
\ Y 0, fogyasztds ), .._:, -
s ] ‘.§ % | Glikolitikus
& N  Tartalék légzési g i tartalek
o . s_— J  kapacitas > area— =
- Alap | PPt 2 " -
| 0, f is V=" o Maximalis - — SO
£ , fogyasztds | Anyagesere| 2 V_~ Anyagcsere | Glikolitikus
a hatds e legzés & hatas kapacitds &
] Alap e E} Alap  100%
o0 f = etbeseiabeteiateteiati
] légzés 8 || savasodis
3 ®
fpro =
} Nem mitokondrialis 1égzés }nem glikolitikus savasodas

Idé Idé

12. dbra: A mitokondridlis gatlok hatasanak sematikus rajza (A) Oxigénfogyasztas (B) Savasodas (sajat abra)

(A) Az alap oxigénfogyasztasi rata (OCR) a hozzaadott metabolit hatasara valtozhat. Oligomycin hozziaadasara,
amely az ATP szintazt gatolja, az oxigénfogyasztas leesik, mert a protonfogyaszté lépés hidnyaban a
felhalmoz6d6 proton ledllitja az elektrontranszportlincot. FCCP hatisiara, amely egy mozgékony proton
transzporter, kiegyenlitodik a proton gradiens, ezaltal az elektrontranszportlanc felporog és megné az
oxigénfogyasztas. Az antimicin vagy rotenone az elektrontranszportlinc komplexének gatlasaval megsziinteti a
mitokondrialis oxigénfogyasztast. A nem mitokondridlis oxigénfogyasztast levonva az alap oxigénfogyasztasbol
megkapjuk az alap légzést, amely az ATP termelésbol és a protonszivargasra bonthaté fel. A maximalis
oxigénfogyasztasbol levonva a nem mitokondridlis 1égzést pedig megkapjuk a maximalis mitokondrialis 1égzést,

amely jelzi a tartalék 1égzési kapacitast.

(B) A kiilsé6 kornyezet savasodasi ratija (ECAR) a hozzaadott metabolit hatasara valtozhat. Az oligomycin
hatasara a sejtben az anyagcsere eltolodik a glikolizis felé, a keletkez6 piruvat pedig laktatként kibocsatva noveli
a kornyezet savasodasat. A 2-deoxi-D-gliikoz (2-DG) a glikolizist gatolja, ezaltal megsziintetve a glikolizis okozta
savasodast, meghatarozhaté a nem glikolitikus savadas. A maximalis savasodasbdl levonva a nem glikolitikus
savasodast megkapjuk a glikolitikus kapacitist, amely a glikolitikus tartalék savasodasbél és a glikolitikus alap

savasodasbadl all.
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Az alap oxigénfogyasztds az NE-4C Ossejt tenyészetekben volt a legkisebb (48,17 £ 3,02
pmol/perc/15 000 sejt; n=28), a bel6liik differencialodott neuronok oxigénfogyasztasa jelentosen
magasabb volt (101,49 + 10,1 pmol/perc; n=23), de még igy sem érték el a neuron dusitott primer
tenyészetben mért oxigénfogyasztast (204,67 =+ 9,79 pmol/perc; n=46). Az asztrocitak
oxigénfogyasztasa (113,61 + 3,62 pmol/perc; n=39) a primer neuronokon mért érték alatt maradt,

ami megfelel a nagy glikolitikus aktivitasuknak [54].

Habar az abszolut oxigénfogyasztasi rata adatok is mutattdk az oxigénfogyasztads ndvekedését a
differenciacio hatasara, a kiilonb6z6 tenyészetekben nehezen 6sszevethetd sejtszamok miatt, ezek
az adatok kozvetlen Osszehasonlitisra nem hasznalhatok. Ezért a tovabbiakban relativ
valtozasokat vizsgaltunk: minden mikrotenyészetben mért értéket az azonos tenyészet kezdeti, a

mérés elsoé 30 perce alatt mért alap oxigénfogyasztasanak szazalékaként adtuk meg.

A relativ maximalis mitokondrialis oxigénfogyasztas (12. abra) egyértelmiien mutatja, hogy a
differenciacio hatasara szignifikdnsan né mitokondrialis aktivitas (13/A. abra). A maximalis
mitokondrialis oxigénfogyasztas minden egyes mikrotenyészetben kiilon-kiillon meghataroztuk az
FCCP (mitokondrialis proton gradiens szétkapcsold) értékébdl kivonva a nem mitokondrialis
oxigénfogyasztast (antimycin, mitokondrialis 1égzési lanc III. komplexének gatlasa utani
oxigénfogyasztasat) [84]. A mitokondrialis érést ugyancsak mutatja a differenciadlodas hatasara
csokkend protonszivargas (13/B. abra) [50], [51], [84]. A protonszivargas az ATP szintaz gatlasa
(oligomycin) utan mért oxigénfogyasztasbol levont nem mitokondrialis oxigénfogyasztas
(antimycin, 12. abra). Az oxigénfogyasztas adatoknak megfeleléen a mitokondrialis transzkripcio
egy kulcs aktivatora, a mitokondrialis transzkripcids A faktor (TFAM) [85] génexpresszios szintje
is szignifikdnsan alacsonyabb volt az NE-4C idegi Ossejtben, mint a differencialtabb sejtekben
(13/C. 4bra). Ami szintén jelzi a mitokondridlis aktivitds novekedését neuronalis differenciacio

hatasara.
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13. abra: Mitokondrialis érés differenciaciéo hatasiara. (A) Maximalis oxigénfogyasztis (mitokondrialis proton
gradiens szétkapcsolasakor) NE-4C éssejtekben és a beldlilkk szarmazé neuronokban az alap éhezéshez (100%)
képest, atlagtSEM (n>8) (B) Protonszivargas (mitokondrialis ATP szintézis gatlasa oligomycinnel majd levonva
a nem mitokondridlis oxigénfogyasztast antimycin hozzaadasa utin) NE-4C déssejtekben, a beldliik
differencidlédott neuronokban, primer neuronokban és primer asztrocita tenyészetekben az alap éhezéshez
képest, atlagtSEM (n>23) (C) A mitokondrialis transzkripcios A faktor (TFAM) relativ génexpresszié valtozasa
(a HPRT bels6 kontrollal és az NE-4C neuron (=1) referenciahoz viszonyitva), median £ MAD (n=3)

Miutan meghataroztuk az alap oxigénfogyasztas ratajat (OCR), amibdl az oxidativ foszforilacid
mértékére lehet kovetkeztetni és a kiilsé kornyezet savasodasi ratajat (ECAR), amely a glikolizis
soran kibocsatott laktdt mennyiségre enged kovetkeztetni, kiilonb6zé metabolitokat adtunk a
csoportndl ugyanazt az metabolitot nem tartalmazdé ACSF-et adagoltunk, igy ebben az esetben

tovabbi fél orat éheztek a sejtek.

A tovabb éhezo NE-4C dssejtek esetén az oxigénfogyasztas csokkent, mig a differencialt sejtek
(NE-4C neuron, primer neuron €s primer asztrocita) esetén nem valtozott (14/A. abra). Az
extracellularis protontermelés, azaz a glikolizis mértéke nem valtozott (14/B. abra). Az éheztetett
differencialt NE-4C neuronok igen kismértékii életképesség csokkenése (10/F. abra), a nem
valtozd oxigénfogyasztasa és glikolitikus aktivitdsa arra utal, hogy a differencialt sejtek ¢hezés
sordn sajat anyagaik felhasznaldsabol nyernek energiat. Ezt megerdsiti az autofag aktivitast jelzd
ATG12 gén (ATGI12: autophagy-related protein 12) [86] megndvekedett génexpresszidja a
differencialt sejtekben (NE-4C neuronban, primer neuronban és primer asztrocitaban) jelezve,
hogy ezekben a sejtekben nagyobb szerepe lehet az autofagidnak az anyagcsere fenntartasaban

¢hezéskor (14/C. abra).

55



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.006

A 175 B 200, (9

Tovabbi éhezés Tovdbbi éhezés atg12
150 1.5 .
51257 . <001 TTps00l  *ps0.05
o us'oos B 1.0 [
0o R - T A i 05 |
75 —
50- T : 50— . o 00 F=== : ;
NE-4C  NE-4C  Primer Primer NE-4C  NE-4C  Primer Primer NE-4C NE-4C Primer Primer
Gssejt neuron neuron asztrocita Gssejt neuron neuron asztrocita dssejt neuron neuron asztrocita

14. abra: Tovabbi éhezés hatisa (A) Oxigénfogyasztas valtozas és a (B) Kkiilsé kornyezet savasodisa a
tenyészetekben az alap éhezéshez (100%) képest, atlagtSEM (n>23) (C) autofagiahoz kapcsolodo 12. fehérje
génjének (ATGI12) relativ génexpresszié valtozasa (a HPRT belsé kontrollal és az NE-4C neuron (=1)

referencidhoz viszonyitva), median £+ MAD (n=3)

Gliik6z hozzaadasra az oxigénfogyasztas lecsokkent és a proton termelés drasztikusan megnott
minden sejt esetében (15/A-B. abra). A legnagyobb oxigénfogyasztds csokkenés és savasodas
novekedés az NE-4C 0Gssejt esetében volt megfigyelhetd, amely arra utal, hogy ezek a sejtek

nagymértékben hasznositjak a gliikozt aerob glikolizisre.
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NE-4C NE-4C  Primer  Primer NE-4C  NE-4C Primer Primer
Gssejt ' neuron neuron asztrocita dssejt neuron neuron asztrocita

15. abra: Gliikéz hozziaadas hatasa (A) Oxigénfogyasztas valtozas és a (B) kiilso kornyezet savasodasa a

tenyészetekben az alap éhezéshez (100%) képest, atlag=SEM (n>23)

A glikolizist alatdimasztotta, hogy gliikéz hozzdaddsa megndvekedett kdrnyezeti savasodast

okozott, amit az oligomycin (ATP szintaz) gatlo hatdsa még tovabb novelt.

Latszik, hogy a gliikdz hozzdadasara az éssejtek tudtak a legnagyobb mértékben megnovelni a
glikolizisiiket, vagyis ezek a sejtek rendelkeznek a legnagyobb glikolitikus kapacitassal. A
differencialtabb sejtek €éhezés utani glilkdz hozzaadas esetén sem tudjak ilyen mértékben fokozni

glikolitikus aktivitasukat. (16. dbra)
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16. abra: A glikolitikus kapacitas, atlagtSEM (n>23)

Az NE-4C neuronokban gliikéz adasara mérhetd kisebb mértékli oxigénfogyasztas visszaesés €s
savasodas novekedés felveti azt a kérdést, hogy vajon a gliilkoz mennyire hozzaférhetd ezen sejtek
szamara. Ennek ellenérzésére az altalanos glutl (jabban Slc2al) és a neuron specifikus, glut3
(Gjabban Slc2a3) gliikoéz transzporter [60] génexpressziojat vizsgaltuk qPCR-rel. Mindkét
transzporter mRNS szintje megnétt a neuronalis differenciacio soran (17/A-B abra). Habar fehérje
szinten nem ellendriztiik a transzporterek jelenlétét, a megndvekedett génexpresszidja arra utal,

hogy az NE-4C neuronok szamara a gliik6z elérhetd.
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C
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17. abra: Az altalanos, glutl (A) és a neuron specifikus, glut3 (B) gliikéz transzporterek génexperssziojanak
valtozasa a neuronalis differenciacioval. Relativ génexpresszié valtozas (a HPRT belsé kontrollal és az NE-4C

neuron (=1) referencidhoz viszonyitva), median + MAD (n=3)
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Kovetkezd 1épésként a glikolizis végtermékeinek (laktat, piruvat) hatasat vizsgaltuk az
oxigénfogyasztas alakulasara (18/A-B. és 19/A-B. abra). Az NE-4C neuronalis éssejtben mindkét
metabolit szignifikansan novelte az oxigénfogyasztast. A varakozassal ellentétben a laktat sem az

NE-4C eredetli, sem a primer neuronokban nem ndvelte az oxigénfogyasztast (18/A. abra).

A 175 B 200,
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75 P ! |
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NE-4C NE-4C  Primer  Primer NE-4C NE-4C Primer Primer
dssejt neuron neuron asztrocita dssejt neuron neuron asztrocita

18. abra: Laktat hozzaadas hatasa (A) Oxigénfogyasztas valtozas és a (B) kiilsé kornyezet savasodisa a

tenyészetekben az alap éhezéshez (100%) képest, atlag=SEM (n>23)

A piruvat (19/A. abra) jelentds oxigénfogyasztas valtozast csak az NE-4C &ssejtekben okozott.
Ugyanakkor, szignifikdnsan hozzjarult a kiils6 kornyezet savasodasahoz (19/B. 4&bra),
valdszinilileg a piruvat-dehidrogenaz CO, termelésén keresztil. Az NE-4C neuron esetében a
piruvat nem ndvelte az oxigénfogyasztast €s kiilsé kdrnyezet savasodasat sem. A laktat és piruvat
membranon at torténd transzportjaért — legalabbis glutamaterg idegvégzédésekben [87] — felelds
MCT2 (Gjabban: Slcl6a7) transzporter mRNS-ét a neurondlis tenyészetekben nem tudtuk

kimutatni qPCR modszerrel.
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19. abra: Piruvat hozzaadas hatisa (A) Oxigénfogyasztas valtozas és a (B) Kkiilsé kornyezet savasodasa a

tenyészetekben az alap éhezéshez (100%) képest, atlag=SEM (n>23)

Mikoézben az NE-4C 0&ssejtek felhasznaljak a glikolitikus végtermékeket mitokondrialis
energiatermelésre, addig a neuronok esetén ugy tlinik, hogy a gliikoz — legalabbis éhezés alatt —
mas utvonalon hasznosul. Piruvat dehidrogenaz komplex (PDC) az a kulcsenzim komplexum,
amely a piruvatot a citratciklusba beviszi és igy taplalja a mitokondrialis oxidativ foszforilaciot
[88], [89]. A PDC E1 piruvat dehidrogenaz enzimét (PDH) a piruvat dehidrogenaz kinazok (PDK-
k) foszforilacioval inaktivalni tudjak. (4. abra) A piruvat dehidrogenaz kindzok koziil a PDK4
jelen van a ragcsalok agyaban [90]. gPCR méréseink alapjan a PDK4 expresszioja magasabb az
NE-4C eredetli és primer neuron tenyészetekben, mint az NE-4C 0&ssejtekben (20. abra). A
megfigyelés azt jelezi, hogy a differenciacio elérehaladtaval né a PDC szabalyozottsaga, ezaltal

csokkenhet a piruvat belépése a citratciklusba.

pdk4
2,
*p <0.05 *p < 0.05
3 .
! |
0

NE-4C  NE-4C  Primer
dssejt neuron neuron

20. abra: A pdk4, piruvat dehidrogenaz kinaz 4 génexpersszidjanak valtozasa a neuronalis differenciacié soran.
Relativ génexpresszio valtozas (a HPRT belsé kontrollal és az NE-4C neuron (=1) referencidhoz viszonyitva),

median £ MAD (n=3)
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Ha nem a glikolizis adja a f6 mitokondrialis energiatermeld Utvonal {6 tapmolekulait az éhezd
neuronokban, akkor milyen metabolit lehet felelés a magas neuronalis oxigénfogyasztasért?
Lehetséges tapanyag molekulaként megvizsgaltuk a f-OH-butirat (egy ketontest) hatasat. Az NE-
4C ossejtek a B-OH-butiratot (21. abra) felhasznaltak mitokondrialis oxidaciora, a differencialtabb

sejtekben azonban ilyen hatasat nem tudtuk kimutatni.

5 mM 8-OH-butirat 5 mM B-OH-butirat

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

21. abra: p-OH-butirat hozziadas hatisa (A) Oxigénfogyasztas valtozas és a (B) kiilsé kornyezet savasodasa a

tenyészetekben az alap éhezéshez (100%) képest, atlag=SEM (n>23)

Osszefoglalva az NE-4C neuronalis &ssejtek és a beldliik differencidlodd NE-4C neuronok
kiilonb6zo tapanyagokat hasznositanak az éhezés alatti energianyerésre. Az Ossejtek alacsony
mitokondridlis aktivitassal és alacsony oxigén igénnyel rendelkeznek, de sokféle tapanyag (laktat,
piruvat, B-OH-butirat) hozzdadasra megnovelik a mitokondridlis energiatermelésiiket. Az gliikozt
sem az ¢hezO Ossejtek, sem a neuronok és asztrocitdk nem hasznaljak mitokondrialis ATP
termelésre: a nagymértékii savasodas jelzi, hogy az ¢éhezd sejtekben a glikoz a glikolitikus
utvonalon hasznosul. Az éhez6é neuronok sajat anyagaik lebontasabol nyerik az energiajukat, és
sem a glikoz, sem a glikolizis végtermék molekulai (laktat, piruvat), és a f-OH-butirat nem
fokozzak az oxidativ foszforilaciojukat. Tovabbi vizsgalatok sziikséges annak eldontésére, hogy
milyen metabolit molekuldk jatszhatnak szerepet az idegsejtek magas szintli mitokondrialis

aktivitdsanak biztositasaban.
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Az ioneloszlas valtozasanak hatasa radialis glia jellegii sejtek mozgasara

Miutan K6hidi Timea izolalta és jellemezte a B6;129S-Gt(ROSA)26Sor ™2 CAG-COP4HIIAR/EYER)Hze/y
egér magzatokbol (E 17,5) nyert radialis glia jellegli (RGI) sejteket, megallapithattuk, hogy a
ChR2" és ChR2" testvér populaciok molekularis bioldgiai, elektrofiziologiai és immuncitokémiai
modszerekkel igazolhaté eltéréseket nem mutatnak [81], a mozgas vizsgalatok soran a ChR2" és a
ChR2’ testvér populaciokat egymas kontrolljaiként hasznaltuk. Emellett, megvizsgaltuk a ChR2*

sejtek mozgasat megvilagitas nélkiil is.

Minden kisérletsorozatban 20-20 nem indukalt, illetve 1 és 5 napja indukalt, ChR2" és ChR2" RGl
sejt mozgasat kovettiik 12 6ran at, az 5 percenként ismételt, 300 ms hosszi 0,13 mW/ mm?
intenzitasu 488 nm hullamhossz( kék fénnyel stimulalt megvilagitasi periodusok végén késziilt

felvételeken. A sejtek elmozdulésait, a trajektoriat pontdiagramon tettiik lathatova (22. abra).

ChR2- Nem indukalt

AN
A

22. abra: Nem indukalt ChR2" sejtek, és a 12 o6ra alatti elmozdulasuk trajektoriai pontdiagramon egy

reprezentativ kisérletb6l

A kiilonbozo fejlodési allapott sejtek elmozdulasainak mértékét minden egyes kisérletben
Osszevettilk (23. abra), majd harom egymastol fiiggetlen kisérlet adatait Osszegezve eloszlas

diagramokat készitettiink (24. abra).
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23. abra: A 12 oéra alatt megtett tavolsag szerint sorba rendezett sejt elmozdulasok oszlopdiagramja egy

reprezentativ kisérlet sorozatbol

Az egyes kisérlet sorozatok (n=20 minden sejtféleségbdl) eredményei azt mutattdk, hogy a
megvilagitasra érzéketlen (ChR2") sejtek motilitdsa az indukcio elérehaladtaval fokozatosan
csokken. A fény okozta ioncsatorna megnyitds (ChR2") ugyanakkor 1 nappal az indukcid
meginditasa utan jelentés motilitds novekedést okozott, 5 nappal az indukcié utdn viszont

erbteljesen csokkentette a sejtvandorlast.

Az 0sszes adat elemzése utan megéllapithattuk, hogy a csatornanyités hatasara mar az

crcr

sejtpopulacio (24. abra A). Az 1 nap alatt elkotelezddd sejtek motilitasa jelentdsen n6 (24. abra B),

mig az 5. napra kialakul6 neuron eléalakok vandorlasi aktivitasa jelentdsen csokken (24. dbra C).
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24. abra: A sejtek (n=60) altal megtett uthosszak eloszlasa siirliség fiiggvénnyel abrazolva fény okozta kation

beiaramlas hatasara a sejtfejlodés kiilonb6zo6 allapotaiban

Az elemzés azt is megmutatta, hogy a membranban kifejez0dé fényérzékeny kation csatorna

direkt megvilagitas nélkiil is képes csokkenteni a motilitast a neuron eldalakok (24. abra D) egy

részében.

Ezeket az eredményeket a Pearson-féle khi-négyzet (¥2) probat kovetd paronkénti (ChR2/ChR2")

Fisher posthoc tesztek statisztikailag megerdsitették (3. tdblazat, 4. tablazat).

3. tablazat: A fénystimulalt sejtek altal megtett tavolsag kategorizalasa és szignifikancidja

Teljes tavolsag | Nem indukalt 1 napos indukcid | 5 napos indukcio
(pm) ChR2" | ChR2" | ChR2" | ChR2" | ChR2 | ChR2*
<200 1 2 13 1 19 34
200-400 30 22 37 28 24 23
>400 29 36 10 31 17 3
Szignifikancia | ns, p>0,05 *kEp<0,001 *kEp<0,001
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4. tablazat: A fénystimulalt sejtek altal megtett tavolsag szignifikancidja az indukcié eléorehaladtaval

Szignifikancia
ChR2 0. < 1.nap *k p<0,001
0. < 5.nap *k p<0,001
1. & 5.nap ns, p>0,05
ChR2" 0. < 1. nap ns, p>0,05
0. < 5.nap *Hk p<0,001
1. < 5. nap *Hk p<0,001

Adataink jelzik, hogy a fejlédé progenitor sejtek vandorlasat, majd az érd idegsejt eldalakok

letelepedését jelentdsen befolyasolja az inward kation aramok okozta intracellularis ioneltolodas.
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Megbeszélés

Munkam soran az dssejt populacid fejlodéssel is valtozo élettani/fejlodésbiologiai sziikségleteivel

kapcsolatos kérdésekre kerestem a valaszt:

I) Hogyan valtozik meg az alapvetd sejtanyagcsere a neurondlis differenciacié hatasara,
illetve az anyagcserét taplald molekulak jelenléte milyen modon befolyasolja a
sejtanyagcserét a fejlodés kiilonbozo allapotaban 1€vo sejtekben?

II) Hogyan befolyasolja az ionos stimulalas a fejlodo idegi 6s/progenitor sejtek vandorlasat,

letelepedését?

A vizsgalatokat NE-4C embrionalis neuroektodermalis és magzati radialis glia jellegli (RGI)

sejtek sejttenyészetein végeztem.

Az anyagcsere valtozas

Az embrionalis neuroektoderma eredetiit NE-4C [65] sejteken biokémiai mérésekkel vizsgaltam,
hogy a korabban leirt [11], [13], [41], [50], [S1] nagy kiilonbség az Ossejtek és a neuronok oxigén
igénye kozOtt magyarazhato-e a tdpanyag hasznositds automatikus megvaltozasaval az idegi
sejtdifferenciacio soran. Az NE-4C sejtek in vitro neuron képzése j6 modellnek bizonyult, mert az
Ossejtek és a beloliik differencialodd, azonos genetikai allomanyt neuronok anyagcsere

folyamatainak kozvetlen 6sszehasonlitasara nytjtott lehetdséget.

Az anyagcsere vizsgalatok azt mutattdk, hogy az NE-4C &ssejtekbdl fejlddé neuronok hasonlo
anyagcsere tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint az embrionalis egér agybol izolalt primer
neuronok. Embrionalis (E15-16) eldagybdl szarmazo6 neuronok és NE-4C neuronok szamos kozos
szerkezeti, citokémiai és funkcionalis hasonlosdgot mutatnak. Mindkét esetben a neuronok hosszu
elagazé nyulvanyokkal, MAP2 és B-IlI-tubulin, synaptophysin és synapsin immunreaktivitassal
rendelkeznek. Az NE-4C kulturdkban a neuronalis indukciotol szdmitott 7. napon az Osszes sejt
40-50%-a mutat idegsejt sajatsagokat. Koztik GABAerg és glutamaterg neuronokat talalunk, de
monoaminerg sejtek nem alakulnak ki. Mind az NE-4C eredetii, mind a primer neuron tenyészetek
tartalmaznak egy nem neuronalis aljzat sejtréteget, az idegsejtek ezen aljzat réteg tetején fejlodnek

[65], [74]. Ez az alapréteg a primer neuronok esetén GFAP (glial fibrillary acidic protein) pozitiv
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asztrocita sejtekbol all, mig az NE-4C sejtek alatt GFAP negativ sejtek talalhatok, és csak a
differenciacié 10. napjatol jelennek meg a GFAP pozitiv asztrocita sejtek [72]. Végiil, mindkét
tenyészetben jelen vannak kiilonbozo elkdtelezettségii, nem végdifferencialt ds/progenitor sejtek.
Ezek aranya az indukalt NE-4C tenyészetekben nagyobb, mint a primer neuron preparatumokban.
Az NE-4C kultarakban a neuronalis indukciotél szamitott 7. napon a neuronalis markerekkel

azonosithato sejtekben kivalthatok idegi csticspotencial sorozatok [67].

Azonban ennek a modellnek is van néhany hatranya:

1.) Az NE-4C neuralis 0ssejt vonal p53 deficiens egér embriokbdl (E 9) szarmazik [65], és
valdszinlileg a p53 hianya tette ,halhatatlanna”, azaz végteleniil ndveszthetové. A p53
hianyos egér azonban normalisan fejlédik és magasabb tumor eléfordulas is csak az Gregebb
egerekben fordul eld [28]. A p53 tumor szupresszor gén azon til, hogy szabalyozza a
sejtciklust, a DNS hibajavitasat és az apoptozist [91], kdlcsonhat azzal a molekularis
halozattal, amely érzékeli és szabalyozza a sejt energiatermelését [92]. A p53 csokkenti a
glikolizis és noveli az oxidativ foszforilacido mértékét, szabalyozza a pent6z foszfat titvonalat,
serkenti a zsirsav szintézist €s zsirsav lebontast is. Védi a sejteket hipoxia esetén (HIFla
expressziot fokozza), serkenti a DNS javitast, nem javithat6 karosodéasok esetén stimulélja az
apoptozist. Az autofigia aktivalasaval segit eltavolitani az eloregedett vagy nem mikddd
sejtalkotokat. A p53 anyagcsere szabalyzo hatasainak megitélésére vad tipusu, primer neuron
€s primer asztrocita tenyészeteket is alkalmaztunk az anyagcseremérésekben. Az NE-4C
neuronok €s a primer neuronok hasonléan viselkedtek az anyagcsere vizsgalataink soran
¢hezésnél és az egyes metabolitok hozzaadasakor is. Az adataink alapjan az idegsejtek
reakcioi jelentésen kiilonboznek az Ossejtektél a pS53 hianya, illetve jelenléte esetén is.
Mindezek alapjan azt mondhatjuk, hogy a detektalt valtozasok az idegsejtté érés
kovetkezményei.

2.) Mikdzben az NE-4C 0Gssejtek fenotipusosan azonos sejtekbol allnak, a retinsavval indukalt
tenyészetek mindig tartalmaznak megmaradé &ssejteket és a neuronalis differenciacio
kiilonb6zé fokan all6 progenitorokat. Ez a heterogenitds megmutatkozott a mérési
eredmények nagy szorodasaban. Ilyen fajta heterogenitast szamba kell venni a primer
neuronalis tenyészetek esetében is: a primer neuronok, még neuron dusitas esetén is mindig
tartalmaznak glia sejteket, és elkotelezetlen progenitor sejteket. Ezt a cellularis heterogenitast
nem szabad figyelmen kiviil hagyni, ha tenyésztett neuronok anyagcsere jellemzoit
vizsgaljuk.

3.) Ahhoz, hogy az egyes tapmolekuldk hasznositasat (hozzdadasukra torténé anyagcsere

valtozast) mérhessiik, a sejteket tapmolekulakat nem tartalmazo oldatban kellett tartanunk. Ez
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az ,,6hez6” allapot szolgalt alapvonalul a tapmolekulak hatasanak méréséhez. A levont
kovetkeztetések tehat az atmeneti €heztetett allapot utan adott reakciokat vehetik figyelembe.

Az éheztetés minden sejttipusnal azonos id6tartamu volt, és sejtkarositod hatasait mértiik.

A sejtes heterogenitas és ¢heztetés ellenére, az adatok egyértelmiien bizonyitottak, hogy az idegi
Ossejtek és a beldlik fejlodé idegsejtek anyagcesere sajatsagai jelentésen kiilonbdznek. Mas
laboratériumok eredményeivel [11], [41], [50], [51] megegyezden, az NE-4C Gssejtek is kevesebb
oxigént fogyasztanak és kevesebb mitokondrialis ATP-t termelnek, mint a neuronok. Az NE-4C
Ossejthez képest a beldle differencialodott NE-4C neuron maximalis mitokondridlis 1égzése
szignifikansan magasabb, és a protonszivargas (a nem mitokondrialis ATP szintézisre forditodo,
szivargo6 protonok mennyisége) jelentdsen alacsonyabb, ezaltal az anyagcsere hatasfoka jobb. Ez
nem meglepd, hiszen korabban kimutatta a laboratériumunk, hogy differenciacioval tobbek kozott
a TSPO18 fehérje is valtozik, amely a mitokondrialis permeabilitas porushoz kapcsolodik [53].
Bar jelen van a korai neuron progenitorokban, a bel6liik fejlodé idegsejtekben mar nem lehet
kimutatni [52]. A mitokondridlis transzkripciés A faktor mennyiségének ndvekedése is
alatdmasztja, hogy az idegsejt fejlédés sordn a mitokondriumok valtoznak, a differenciacio soran

nd a mitokondrialis aktivitas és az oxigénfogyasztas.

Mi is megerdsitettiik, hogy az NE-4C &ssejtek elsésorban glikolizisbdl nyernek energiat. A két és
fél oras éhezés alatt mutatott életképesség csokkenés azonban jelezte, hogy az 0&ssejtek
energiatermeld (glikolitikus) folyamatait kiilsd tapanyag molekulak taplaljak. Hozzaadott
tapmolekulak széles skalaja (B-OH-butirat, laktat, piruvat) megnoveli az oxigénfogyasztasukat s
a mitokondrialis ATP termelésiiket, ezaltal jelezve a gyors anyagcsere alkalmazkodo képességiiket
az elérhetd forrasokhoz. Ezzel szemben az NE-4C ¢és primer neuronok és asztrocitak kevésbé
reagalnak az éhezésre, és kiils6 tapanyagforrdsok nélkiil is fenntartjdk a magas oxidativ
foszforilacidjukat. Ez azt mutatja, hogy a differencialt sejtek belsd6 molekuldik felhasznalasaval
egy ideig fenn tudjék tartani az energia allapotukat. A belsd anyagok energiatermelésre valo

»felaldozasat” timasztja ala az autofagiahoz kapcsolodo (atgl2) gén magasabb expresszidja is.

Gliik6z hozzaadasara minden sejttipusban csokkent az oxigénfogyasztas és a mitokondrialis ATP
termelés, az ¢hezd sejtekben gliilkoz hatasara aerob glikolizis indul. Ezt mutatja a kdrnyezet
nagymértékli savasodasa, amely elsOsorban a sejtek laktat (glikolizis végtermék) termelése
okozott. Az NE-4C 06ssejteknél volt a legnagyobb mértékii a savasodas, mig kisebb mértéki, de

szignifikans, savasodas a differencialt sejteknél is megfigyelhetd volt. Ez jelzi, hogy az 6ssejtek a
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tobblet gliilkoz hatasara jobban fel tudjak porgetni a glikolizisiiket, mint a tobbi sejttipus. Ez

0sszhangban van a magas aerob glikolizissel 0sztodo sejtek esetén.

Meglep6 modon az éhezd neuronok nem reagdlnak jelentds oxigénfogyasztas novekedéssel laktat
¢s piruvat hozzaadasara. A megfigyelés azt mutatja, hogy ezek a glikolitikus végtermékek nem
terelodnek a citratciklus utvonalra és nem hasznalodnak fel mitokondrialis ATP termelésre. Ezek
az adatok latszolag ellentmondanak az asztrocita neuron laktat Utvonalnak (ANLS: astrocyte-
neuron lactate shuttle”) [54]. Az ANLS utvonalat elsésorban az aktiv szinapszisok asztrocita altal
tamogatott anyagcseréjében tartjdk fontosnak. A monokarboxil sav transzporterek (MCT:
monocarboxylic acid transporters) felelések a membranon keresztiili laktat és piruvat
transzportjaért. Az MCT-k eloszlasa sejttipus specifikus: az asztrocitadk sejtmembranjaban
mindeniitt jelen van az MCT4-et (Gjabban: Slcl6a3); a neuronokban nagy affinitasu, de kis
kapacitaisu MCT2 (0jabban: Slcl6a7) transzporter a teljesen differencialodott glutamaterg
neuronok posztszinapszisain fordul elé [87]. Nem meglepd, hogy a mct2 génexpressziot nem
tudtunk kimutatni sem az embriondlis (in vitro 11-13 napos) primer neurondlis tenyészetben, sem
pedig az NE-4C 0Ossejtbol differencidltatott neuronokban. A primer és NE-4C eredetii idegsejtek
tenyészetében a glutamaterg neuronok el6fordulasa ¢és szinapszis gyakorisag is sokkal
alacsonyabb, mint az in vivo szdvetben, igy az in vitro mért adatok leginkdbb a gyakoribb
GABAerg ideg sejttestek anyagcsere folyamatait mutatjdk. Az éhezo, ,alul-aktivalt” és
agyszovethez képest mas fenotipus eloszlasu neuronokon mért adataink nem cafoljak a ma tobbé
kevésbé elfogadott laktat sont elméletet, de mindenképpen felhivjak a figyelmet annak korlataira

[93].

Az idegi Ossejtek azonban energiat tudnak nyerni mind a laktatbol mind a piruvatbol. gy
valoszintlileg expresszaljak az MTCl1-et (0jabban: Slcl6al) és/vagy MTC4-et, hasonldéan szamos

daganat Ossejthez [94].

A neuronok gliikéz adasara jelentkezd aerob glikolizise, azaz az a tény, hogy a glikolizis

veégtermék piruvat nem I€p be a mitokondrialis oxidacioba, fontos kérdéseket vetett fel.

i) Ismert, hogy a piruvat dehidrogenaz kinaz 4 (PDK4) enzim képes foszforilacioval gatolni a
piruvat dehidrogenaz komplex (PDC) miikodését, azaz a piruvat belépését a citratciklusba
[45]. A PDK4 expresszioja né ¢hezés hatasara [90]. A piruvat dehidrogendz kinazok fontos
szabalyozoi a glikéz lebontd folyamatainak [95]. Kvantitativ  PCR vizsgalataink azt
mutattak, hogy a pdk4 gén magas szinten atirddik mind a primer, mind az NE-4C

neuronokban, ugyanakkor az mRNS szintje igen alacsony volt az NE-4C Gssejtekben. A
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megndvekedett PDK mRNS szint még nem bizonyitja sziikségszerlien a piruvat
dehidrogenaz komplex (PDC) gatlasat az idegsejtekben. Ehhez ismerniink kéne a PDK4
fehérjeszinti kifejezodést és mérniink kéne a PDC enzimkomplexum aktivitasi szintjét. Az
adatok alapjan azonban feltételezhetjiik, hogy a megnovekedett PDK4 expresszio
eredményezheti a glikolizis és a citratciklus szétkapcsolodasat és felelos lehet a
megnovekedett aerob glikolizisért.

ii)Ha a glik6zbol az idegsejtek nem nyerik ki a mitokondridlis oxidacié révén elérhetd
energiamennyiséget, miért 1étfontossagli a neuronok szdmara a gliikoéz? A gliikkdz pentoz
foszfat cikluson at torténd felhasznaldsa minden sejtben miikddé anyagesere utvonal. A
pentdz foszfat utvonal (4. abra) szolgaltathat nukleotidokat a DNS szintetizalo/javito
mechanizmusok szamara, és a megndvekedett NADPH termelés révén redukcios kapacitast
biztosit a sejtet felépité vagy szekretalt makromolekuldk szintéziséhez, valamint a sejt
oxidativ stresszel szembeni védekezésé¢hez [61]. Mindharom mechanizmus fontos szerepet
jatszhat a hossza élettartamt idegsejtekben. A nukleotid felhasznalds a posztmitotikus
idegsejtekben elsdsorban a folyamatosan zajlo DNS javitdsokat, ¢s az allandé fehérje
sziikséglet kielégitéséhez az aktiv. mRNS szintézist szolgalja. A makromolekula
szintézishez sziikséges reduktiv kapacitas nélkiil elképzelhetetlen a neuronokra jellemz6
magas fehérje szintetikus aktivitds. A neuronokban zajlé igen intenziv mitokondrialis
oxidacid jelentds mennyiségii reaktiv oxigéngyokot termel. Ezek karositdé hatasainak
kivédését a glutation redukcion at a citoplazmatikus NADPH+ biztositja [45]. Ez utobbi
mechanizmus segitheti a neuronok tulélését extrém hossza élettartalmik alatt. Ezt az
elméletet tamasztja ala az is, hogy a differencialodott idegi Ossejt védettebb a szabad
gyokok ellen [50]. A pentoz foszfat Gitvonal fontossagat jelzi az is, hogy az Gtvonal gatlasa

idegsejtekben apoptozishoz vezet [55].

Az eredmények azonban nem adtak valaszt arra a kérdésre, hogy milyen tapmolekula szolgalja a
neuronok energiatermelését. Ismert, hogy a lipid oxidacid, a ketontestek felhasznalasa és a
telitetlen zsirsavak szerepet jatszanak a neuronalis miikodésben [62]. A ketontestek és szabad
zsirsavak szerepe egyel6re vitatott [96] a neuronok energiatermelésében. Kisérleteinkben a
hozzaadott B-OH-butirat hatasara sem az NE-4C eredetii, sem a primer neuronok nem mutattak
azonnali mérhet0 oxigénfogyasztds valtozast. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy
megtalaljuk a neuron szamara az(oka)t metabolito(ka)t, amely(ek) éhezés vagy egyéb stressz

helyzetekben a fenntartott mitokondrialis foszforilaciot taplalni képesek.
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A stimulacio okozta motilitas valtozasa

Fényérzékeny ioncsatorndk nem invaziv megnyitasa befel¢ iranyuld kation aramot okoz a
sejtmembranon at, és ezzel a depolarizalja a sejteket [30]. A fejlodé agyban az Ossejtek, a
progenitorok és a neuron eldakok folyamatos ion stimulacidnak vannak kitéve a fesziiltség és a
ligand filiggd ioncsatornatokon keresztiil. A nagy depolarizalé hulldmok (GDP) a nyulvany
novekedést, szinapszis képzést és az idegek egylitt huzalozodasat segitik, és a fejlodo
idegszovetben meghatarozott fokusz pontokbdl indulnak. Ezek a nagy amplitadoji, kis
frekvenciaju (percenként koriilbeliil 0,1) és hossza id6tartami (100-1000 ms) stimulusok a fejl6d6
idegszovetben elsésorban intracellularis Ca** valaszt és GABA kibocsajtast valtanak ki [23]. Ezért
olyan hosszll iddtartamu, ritkan ismétlédo, ion eltolodast kivaltd stimulus mintazatot kerestiink,
amely legalabb bizonyos paramétereiben imitalja a fejlddé sejtek kornyezetében gyakran
el6forduld depolarizalo hatasokat. A kis frekvenciat 5 percenkénti ismétléssel, a hosszi impulzus
id6tartamot pedig 300 ms-os fényingerléssel értiik el, amellyel 100-250 pA-es befelé aramlo
(inward) kation aramot lehetett kivaltani. Az elSkisérletek soran a 300 ms hossza 0,13 mW/mm?”
intenzitdsu kék lézer fény impulzusok kivaltottak megfigyelhetd valtozast, ugyanakkor nem

okoztak 12 ora alatt sem jelentOsebb sejtpusztulast [81].

Az optogenetikus modellel azt vizsgaltuk, hogy a vandorld idegsejt progenitorok és a letelepedd
idegsejt eldalakok mozgékonysaga hogyan valtozik az ismételt csatornanyitasok hatasara. Miutan
a depolarizacio okozta vandorlas valtozas els6sorban a masodlagos germinativ zonabol szarmazo
progenitor sejteket érinti a normal idegszovet képzodés soran, a vizsgalatokban az NE-4C korai
embrionalis eredetl dssejtek helyett, a magzati és felndtt agybol egyarant izolalhato radialis glia
jelleglh (RGI) 6s/progenitor sejteket [3] hasznaltunk. Az RGIl sejteket a laboratoriumban
kidolgozott eljarassal [66] munkatarsam, Ko6hidi Timea izolalta fényérzékeny kation csatornat
kifejezni tudd transzgenikus egér magzatokbol. Megallapithattuk, hogy a ChR2" és ChR2" testvér
populaciok molekularis biologiai és immuncitokémiai mddszerekkel igazolhatd eltéréseket nem
mutatnak és elektrofizioldgiai mérések alapjan a ChR2 csatorndk megvilagitas hatasara kation
ionokat jutattak a sejtekbe [81]. Az €16 sejtekrdl megvilagitas mellett vagy anélkiil késziilt time-

lapse video mikroszkdpos felvételek elemzése és értékelése volt az én feladatom.

A sejt mozgas valaszok elemzésénél tobb paramétert [97] vettiink figyelembe, de végiil elsdsorban
a teljes megtett tavolsagot hasznaltuk adatként. A teljes megtett tavolsagot elosztva az idével

megkaptuk a sebességet, ami hasonlo eloszlast mutatott. Az atlagos elmozdulas is hasonlo képet

70



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.006

mutatott. Megvizsgaltuk a nettd elmozdulast a kezdd és végpont kozott is, de ez nem adott kelld
informaciot, mivel a sejtek nem egyenes vonalii mozgast végeztek. Egy a kutatocsoport altal [98]
korabban hasznalt, a sejtmozgas iranyitottsagat elemz6, atlagos négyzetes elmozdulas fiiggvény
elemzés modszere, ezeknél az egymason elcsiszo sejteknél nem volt értelmezhetd. A mi
esetiinkben a sejtmagvandorlas és a sejtvandorlas elkiilonitése volt a fontos. Az RGI sejtek
megnyult alakja arra kényszeritett minket, hogy sejtek kozéppontjat a legmagasabb és a
legszélesebb részével azonositsuk, ami sziikségszeriien a sejtmag helyzetének feleltethetd meg
(ezt megerdsitette egyébként a Hoechst festddés is). A sejten beliili sejtmagvandorlds egy jol
ismert jelenség [17], [18], ami értelemszerti a vandorl6 sejteknél, de a megnyult sejteknél nem
feltétleniil jelent tényleges elmozdulast [99]. Mivel a radialis glia jelleglh sejtekre jellemzo a
sejtmagvandorlas [100], és mi a sejtmag altal kidudoritott sejt kozép elmozduléasat vizsgaltuk, el
kellett kiiloniteniink az intracelluléris sejtmagvandorlast a sejt vandorlastol. Ezért 6nkényesen azt
fogadtuk el vandorlo sejtnek, amelynek a sejtmagja 12 6ra alatt a sejt leghosszabb atmérdjénél
legalabb kétszer nagyobb tavolsigot tett meg. Mivel az atlagos sejt leghosszabb mérete nem

haladja meg a 100 pm-ert, ezért valasztottuk a 200 um-es hatart.

Az adatok bizonyitottdk, hogy az ionos stimulalas az indukalatlan RGI progenitor sejtek
motilitasat jelentésen nem befolyasolta. Az egy napos indukcié hatasara kialakuld elkotelezett
progenitor sejtek megnytjt alakot vesznek fel, finom nyalvany rendszer nélkiil és kotegszeriien
rendezddnek el egymas mellett. Mar expresszalnak proneuralis géneket (példaul ngn2 és mashl),
de nem mutatnak neuron jellemzoket [66]. A mar elkételezett progenitor sejtek stimulacidja
szignifikdns motilitds novekedést eredményezett. Az indukcié o6tddik napjara a sejtekben
megjelennek az idegsejt jellemzdk, azonban ez még nem a teljesen érett idegsejt allapot, csak az
idegsejt eldalak allapot. Ebben a fejlédési szakaszban a sejtek vandorlasi aktivitds csokken, az
ionos stimulaciotol fliggetleniil is. Az idegsejt el6alakok migracios aktivitdsa, ugyanakkor, a

megvilagitas hatasara jelent6sen tovabb csokkent.

Annak igazolasara, hogy a motilitds valtozast a fény altal kinyitott kation csatornakon at bearamlo
ionok, és nem valamilyen genetikai modosulas (Cre expresszio) éltal kivaltott hatds okozta, igen
nehéz lenne megfelel6 ,,mock” kontrollt talalni. Olyan YFP konstrukciora lenne sziikség, amely a
sejtmembranban expresszalodik, a membran komponensek miikddését nem befolyasolja, emellett
expresszios mértéke dsszevethetd a ChR2-eYFP konstrukcioéval. A génexpresszid altal okozott
kozvetlen hatast azzal tudtuk kizarni, hogy egyrészt, a ChR2" és ChR2 sejtek vegyes
tenyészeteiben a ChR2" és ChR2" sejtek hasonld neuronalis differencidciot mutattak, masrészt az

indukalatlan sejtek motilitasdban szignifikans eltérést nem talaltunk [81]. Legjobb kontrollként,
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Osszehasonlitottuk a ChR2-t expresszalo sejtek motilitdsat megvilagitas mellett és anélkiil. A
ChR2-expresszald megvilagitott és nem megvilagitott sejtek mozgasa kis mértékben, de
szignifikansan kiilonbozott. A viszonylag kis kiilonbség annak tudhatd be, hogy nem lehetett
teljesen fénymentes kornyezetet létrehozni (példaul kizarni a szért fény) €s habar a nem
megvilagitott sejteknél kihagytuk a 488 nm-es megvilagitast, ezekrol a sejtekrdl is ismételten

késziiltek fénymikroszkdpos felvételek, ami valamilyen szinten aktivalta a csatornakat.

Az in vitro adatok alapjan feltételezhetjiik, hogy a fejlodés progenitor szakaszaban zajld
sejtvandorlast fokozhatjadk a migrald sejtek kornyezetében hatd bioelektromos szignalok. A
neuronna alakulas kovetkezo 1épésénél, a fejlodo idegsejt eldalakok letelepedésénél azonban a
stimulacio a sejtek mozgékonysaganak csokkenését okozta. Ismert, hogy in vivo az idegsejt
eldalakok letelepednek a szoveti helyiikon, és csak vandorlas besziintetése utan kis késéssel
novesztenek neuronalis nyulvanyokat: az érett neuron mar nem vandorol. Ez utobbi jelenség azt
mutatja, hogy az eldalakok fejlodésének letelepedési folyamatait a stimulacioval siettetni lehet: az

ioneltolddas, feltételezéseink szerint az idegsejt érés folyamait serkenti.

Adataink tovabb hangstlyozzak a kornyezeti feltételek fontossagat az 6s/progenitor sejtekbol
torténd idegsejtképzés folyamataiban. Ezeket a feltételeket mindenféleképpen érdemes figyelembe

venni a jovOben varhaté idegsejtpotlas és szovetépitd technikai protokollok elkészitésénél.
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Osszefoglalas

Bar idegsejtek képzésére alkalmas idegi ds/progenitor sejtek a teljes élettartam alatt jelen vannak
az agyban, és sokféle modszerrel in vitro is el6allithatok idegsejtekké alakuld 6s/progenitor sejtek,
a sériilések vagy neurodegenerativ betegségek sordn elpusztult idegsejtek potldsa ma még nem
megoldhatd. A természetes vagy mesterségesen létrehozott idegi Ossejtek klinikai alkalmazasdhoz
az idegi mikrokornyezet megismerése €s az idegi Ossejtek tanulmanyozasa nyujt segitséget. Az
idegszovet kialakulasa sordn az dssejtek egészen mas kornyezetben fejlédnek, mint ami a kifejlett
idegrendszerre jellemz6. Mara egyértelmiivé valt, hogy az idegi 6ssejtek neuronna alakulasdhoz és
novekedési faktorokra, ingermintazatra, oxigén €s energia ellatottsagra van sziikség. Ugyanakkor,
az idegi dssejtek specialis anyagesereigényeirdl és a kornyezetiikben hato bioelektromos ingerekre

adott valaszaikrol még nagyon hianyos a tudasunk.

Kutatasom soréan a kutatocsoport altal korabban izolalt embrionalis egér NE-4C idegi 6ssejtek és a
beldlik differencialodd idegsejtek egyes anyagcsere sajatsagait hasonlitottam Ossze az
oxigénfogyasztds és a sejteken kiviili kdrnyezet savasoddsanak miszeres mérésével és az

alapanyagcserében fontos enzimek expressziojanak elemzésével.

Az anyagcsere vizsgalatok soran nyert eredmények megerdsitették, hogy az idegi Ossejt
differenciacié soran megné az oxidativ foszforilacio szerepe a sejtek energiatermelésében. Az
Ossejtek gyors alkalmazkodo képességiiknek koszonhetden, rovid éheztetés utan, minden kiviilr6l
adott metabolitot (laktatot, piruvatot és B-hidroxibutiratot) képesek oxidativ energiatermelésre
hasznositani. Az idegsejtek, ezzel szemben, ¢hezd allapotban is fenntartjdk magas oxidativ
foszforilacios aktivitasukat: €éhezés soran sajat anyagaik oxidativ lebontasabol nyerik az energiat.
Az éhez0 sejtekhez adott gliikdz mind az dssejtek, mind az idegsejtek esetén aerob glikolizis révén
hasznosul. Nem vart eredményként, az idegsejtek sem laktatot sem piruvatot nem hasznositottak
mitokondridlis energiatermelésiik fokozasara. Az adatok szerint, a neuronok szamara
l1étfontossagh glikoz — legalabbis tenyészetben fenntartott, éhez6 idegsejtekben — nem az
energiatermelés utvonalan hasznosul. A lehetséges hasznositasi ttvonalakat és az idegsejtek
energiatermelését fokozo tapmolekulak természetét a MegbeszElés fejezetben targyalom. A
gliikdz valdszintileg a pentdz foszfat itvonalon hasznosul, amely igy nukleotidokat szolgaltathat a

DNS szintetizald/javitd mechanizmusok szamara, és a megndvekedett NADPH termelés révén a
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sejtet felépitd vagy szekretalt makromolekulak szintéziséhez és a sejt oxidativ stresszel szembeni

védekezéséhez az idegsejtek hosszu €lettartalma alatt.

A kutatocsoportban channelrhodopsin fénnyel nyithaté kation csatornat hordozo6 egér magzatokbol
izolalt radialis glia jellegli idegi 6s/progenitor sejteken és az ezekbdl fejlodo idegsejt eléalakokon

elemeztem a sejtmozgas valtozasait ionos stimulaci6 hatasara.

A fényérzékeny ioncsatorndkat kifejezd és ,,vad tipusi” magzati radialis glia jellegli sejtek
mozgasvaltozasait él0sejtes time-lapse felvételeken elemeztem. Szamitasok és statisztikai analizis
alapjan az ionos stimulacid eltéréen befolyasolja az 8s/progenitor, az elkotelezett progenitor és a
fejlodo idegsejt eldalak sejtek migracios aktivitdsat. Stimuldldssal az elkotelezett progenitorok
vandorlasa szignifikdnsan megndvelhetd, mig a neuron eldalakok mozgasa lassithatd. Miutan az
idegsejt érés természetes velejardja a progenitorok vandorlasa és az idegsejtté alakuld eldalak
sejtek ,,letelepedése”, az adatok jelzik, hogy a bioelektromos ingerek az idegi sejtfejlodés mindkét

szakaszaban segitik a sejtdifferenciaciot.
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Summary

Although neural stem/progenitor cells are present in the brain during the entire life of mammals,
neurons destroyed by injuries or by neurodegenerative diseases are not replaced by inherent
newborn neurons and can not be substituted by implanted neural stem/progenitor cells, which in
vitro generate a wide variety of functional nerve cells. In order to understanding the conditions for
successful clinical applications, both, the biological requirements of neural stem cells and the
environment provided by the host brain tissue should be explored. During neuronal tissue
formation, stem cells develop in an entirely different environment from that of the fully developed
nervous system. It is now evident that neuron formation and the integration of novel neurons into
functional neuronal circuits require specific extracellular matrix components, growth factor
combinations, stimulus patterns, oxygen and metabolite supply that are different from those
provided by the adult nervous tissue. For the time being, our knowledge on the specific metabolic
needs of neural stem cells and the motility responses of neural progenitors to bioelectric stimuli

are far from complete.

During my thesis work, the metabolic characteristics of NE-4C embryonic mouse neural stem
cells were compared to those of NE-4C-derived neurons obtained by in vitro neurogenesis of stem
cells. Studies on cell metabolism included the instrumental measurement of oxygen consumption
and proton production (extracellular acidification), the monitoring of cell viability under different
metabolite supplies, and the gene expression analyses of some key factors (enzymes, transporters

and regulatory proteins) of the basic cell metabolism.

The results of metabolic studies confirmed that oxidative phosphorylation gains increasing
importance in the energy production of the cells with the advancement of neuronal differentiation.
While stem cells obtain energy mainly from glycolytic processes, they can utilise every external
metabolite (lactate, pyruvate and B-hydroxibutirate) for oxidative energy production indicating a
fast metabolic accommodation ability. Neurons, on the other hand, maintain their high oxidative
phosphorylation activity even in starvation: they gain energy from oxidative catabolism of their
own cellular material. In case of starvation, however, glucose is utilised through aerobic
glycolysis by both stem cells and neurons. As a rather unexpected result, neurons did not utilise
neither lactate nor pyruvate for mitochondrial energy production. According to the data, glucose
which is known to be vital for the survival of neurons seems not to be utilised primarily for energy

production by starving neurons maintained in culture. The possible pathways of glucose utilisation
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and the possible metabolites fuelling the energy production of neurons are discussed. We suggest
that glucose is utilized through the pentose phosphate pathway, and serves to produce reductive
substances to defend the neurons against the reactive oxidative substances and to provide

nucleotides for the DNA repair mechanism during the extreme long life period of neurons.

Using radial glia-like neural stem/progenitor cells carrying light gated cation (channelrhodopsin)

channels we analyzed the changes in cell motility in response to ionic stimulation.

Mathematical calculations and statistical analyses of the motility changes of fetal radial glia-like
neural stem/progenitor cells verified that ionic stimulation influences differently the migration of
stem/progenitor cells, committed progenitors and developing neuronal precursor cells. The
stimulation increases the migration of committed progenitors significantly, while the movement of
neuronal precursors slows down in response to stimulation. Since the migration of progenitors and
the anchorage of maturing neuronal precursor cells are known events of neuronal differentiation,
we concluded that bioelectric stimuli modify neuronal cell development in a differentiation stage-

dependent way.
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