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A projekt o célkitlizéseként a fejlodo kozponti idegrendszerben idében és térben jellegzetes mintazat
szerint aktivalédo Un. pozicionalis gének szerepét vizsgaltuk a kifejlett agy regionalis eltéréseinek
kialakuldsaban. A cél eléréséhez

1. NE-4C embriondlis idegi Ossejtek in vitro differencidlodasdnak jol elkiiloniilé szakaszaiban
elemeztiik a régio-specifikus €s proneuralis gének aktivalddasat, valamint a neurotranszmitter
fenotipusok megjelenését.

2. az NE-4C embrionalis neuroektodermalis sejtvonal transzfekcidjaval 11 idegi Gssejtklont
alapitottunk, amelyek az in vitro fejlédés minden szakaszaban expresszaltak az emx2 (az
embrionalis antero-dorzalis telencephalonra jellemzd6 regionalis) gént; &sszehasonlitottuk az
NE-4C és NE-4C*™2* sejtek fenotipikus, adhézios és differenciacios sajatsagait;

3. idegi Ossejtvonalakat izolaltunk embrionalis és kifejlett egéragybol a szelektiv adhezivitas
elvén, vj, szintetikus adheziv peptidkonjugatumok felhasznalasaval;

4. vizsgaltuk a kiillonboz6é agyi régiokbol szarmazo idegi Gssejtvonalak és a beldlik in vitro
fejlodo idegszoveti sejttipusok gén-expresszios mintazatat, kiilonos tekintettel a pozicionalis,
valamint a glia- és neuron altipusokat meghatarozo gének aktivalodasara; meghataroztuk az
egyes — kiilonb6z6 agyi régiokbol szarmazd — Ossejt- vonalakbol kialakulo ideg- és gliasejt
tipusokat, valamint a kialakul6 idegsejtek neurotranszmitter fenotipusat;

5. miutdn az egyes Ossejt-klonok retinoid-érzékenységében alapvetd eltéréseket lattunk,
vizsgaltuk az egyes sejtvonalak inherens retinsav metabolizmusat, és a retinsav jelenlétét az
agy kiilonbo6z6 régiodiban, kiilonos tekintettel az dssejt-zondkra;

6. az in vitro idegsejteket képzo Ossejteket felndtt ép és sériilt eldagyi kornyezetbe implantaltuk;
kerestiik azokat a kornyezeti feltételeket, amelyek az idegsejt-képzést segitik.

A munka soran sok uj adatot, koztiik Sok olyan meglepd eredményt is nyertiink, amelyek azt mutattak,
hogy az in vitro fenntartas soran az Ossejtek sok regiondlis eredetre utald fenotipikus és fejlodési
sajatsagot megodriznek, de a hagyomanyosan régio-specifikusnak tartott gének tobbsége (lasd a
tovabbiakban) az idegi fejlodés soran az eredettdl fliggetleniil aktivalodik.

1. régié-specifikus ¢és proneurilis gének aktivalodasa az NE-4C embrionalis (E9)
neuroektodermalis sejtvonal in vitro neuronképzése soran

Az NE-AC idegi 6ssejtek rovid idejii (6-24 ora) all-transz retinsav (10 — 10°® M) kezelés hatésara, jol
reprodukalhatd morfologiai 1épéseken at, idegsejteket képeznek (Schlett, Madardsz 1997). Az in vitro
hosszi id6n at fenntartott NE-4C sejtek, differencialatlan allapotban, a vizsgalt régid-specifikus gének
koziil csakis az embrionalis epiblast eliilsé részére jellemzd Otx2 gént expresszaltak. Az idegsejt
fejlodés megindulasaval azonban, igen kiilonboz6 fejlodé agyteriiletekre jellemz6, in vivo egyiitt nem
expresszalodo ,,pozicionalis” gének aktivalodtak (1. abra).
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A NE-4C sejtekbdl GABAerg (GABA-akkumulalo, vezikularis ~GABA-transzportert
[VGAT]Jtartalmaz6), glutamaterg (vezikularis glutamat-transzportert [vGlut] tartalmazo) és szerotonin-
termel6 idegsejtek is fejlodtek. Az adatok azt mutattak, hogy a korai neuroepitelialis 6ssejtvonal sejtjei
regionalis elkotelezettséggel nem rendelkeztek. Az idegi differencialodas megindulasaval, az in vitro
kornyezetben, a regionalis és fenotipikus elkdtelez6dés tag lehetdségei nyilnak meg (Varga et al.,2008).



2. Régié-specifikus Emx2 gént tilexpresszalé (NE-4C*™

jellemzése

) és riporter sejtvonalak létrehozasa és

Eléallitottuk az NE-4C embrionalis neuroektodermalis 6ssejtvonal olyan alklonjait (k2-k14), amelyek
az Emx2 (eliilsé dorzalis agyrégiokra jellemz6) gént konstitutivan til-termelik (NE-4C*™2%), illetve egy
Emx2-érzékeny promoter vezérlete alatt B-galaktozidaz enzimet termelnek (Emx2-riporter vonal). A
k11 jelt klon z61d fluoreszcens fehérjét (GFP) expresszalo al-klonjat is 1étrehoztuk.

Az endogén emx2 UTR régido és a csak transzgénben jelen levé V5-epitdop szekvencia RT-PCR
analizise azt mutatta, hogy a transzgén a differencialatlan sejtekben és az idegi differencialodas minden
stadiumaban aktiv.

Az indukalatlan sejtekben az exogén Emx2 aktivalta a Pax6 és az endogén Emx2, valamint a Hes gének
atirodasat, és gatolta a vgat expressziot. (2. abra)
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2. adbra. Az Emx2 expresszid hatasara valtozott az indukalatlan NE-4C sejtek gén-aktivacios
mintazata; az indukalt neuron-dis tenyészetek (indukcid 6. napjan) gén-profiljaban azonban
eltérések mar nem mutatkoztak

Az indukélatlan NE-4C*™2* sejtek adhezivitasdban jelentés eltérések mutatkoztak. Mig az NE-4C

sejtek aggregacidja és E-cadherin represszidja csak a retinsav-indukalt differenciacio 2.

(,.elkotelez8dési™) fazisaban kovetkezik be (Tarnok et al., 2002), az NE-4C*™2* sejtek indukalatlan

allapotban sem hordoztak E-cadherint a felsziniikon, viszont nagy aggregatumokat képeztek (3. abra).

Kozos tenyészetekben a két sejtféleség élesen elkiiloniilt egymastdl, ami a sejtfelszini adhézios

molekula-készlet jelentds kiilonbségeire utal.
TN
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3. 4bra. Az indukalatlan 4llapoti NE-4C sejtek monolayer-, mig az NE-4C*™** sejtek aggregatum-
formaban névekednek polilizin aljzaton (bal panel). Ko-kulturaban az E-cadherin-tartalmi NE-4C
sejtek (piros) élesen elkiiloniilnek a GFP-jelolt (zold), E-cadherint nem hordozé NE-
4CT™ % sejtektd].

Az NE-4C*™?*sejtek, az NE-4C sejtekhez hasonléan neuronokat és asztroglia sejteket képeztek
retinsavas kezelés hatasara, de ezekben a sejtekben az idegi differencialodast retinsavas kezelés
nélkiil, szérum-megvonds hatdséara is megindult (4.4bra).



4, 4bra. NE-4CemXZ+sejtekb61 retinsavas kezelés nélkiil, szérum-megvonas (bal panel), illetve
retinsav hatasara differencialodé ideg-(I11B-tubulin; zold) és asztroglia sejtek (GFAP;
piros). Az Gsszes sejtet a kék (DAPI) festés jelzi.

A differencialt NE-4C®™**sejtek, az NE-4C sejtekhez hasonloan, az dsszes altalunk vizsgalt — in vivo
igen eltérd régiokban aktiv — pozicionalis gént expresszaltak (2.abra, jobb panel). Latszolag tehat, az
Emx2 tul-termelés ellenére, az idegi differencidlodas megindulasaval, széles regionalis
meghatarozodas valik lehetségessé. Ugyanakkor, az Emx2 tul-termeld idegi 6ssejtekb6l olyan
neurotranszmitter fenotipusu idegsejtek is alakultak, amelyeket az NE-4C sejtek nem generaltak
(5.4bra). A mindkét sejtvonalban megjelené GABA-akkumulald, vGAT- és vGlut-tartalmu (GABAerg
és glutamaterg) idegsejtek mellett, az NE-4C*™**sejtek differencialt tenyészeteiben tirozinhidroxilazt
tatalmaz6 neuronok nagy gyakorisaggal fordultak eld.
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5.abra. GABA- (fels6 panel; az indukcié 6. napja), illetve tirozinhidroxilaz (als6
panel; az indukcio6 12. napja) tartalmu idegsejtek NE-4C és NE-4C*™*sejtek
differencialt tenyészeteiben. Immuncitokémiai festés: GABA: Alexa-488 (zold); TH:
HRP (fekete)

Az adatok azt mutattak, hogy a kezdeti regionalis génexpresszio maradando fejldédés-beli valtozasokat
okoz, de a kivalasztott ,,pozicionalis” gének expresszidja ezt az elkotelez6dést nem jelzi (Varga,
Hadinger et al., kézirat késziil). Fel kellett tételezniink, hogy az idegsejt-differencialédas soran, a
pozicionalis gének sokasaga aktivalddik, és a kozvetlen kornyezet hatdsara szelektdlodik a régiora
jellemz6 expresszids mintazat.

Az eredmények alapjan — tovabbi regiondlis gént til-expresszalo Gssejtvonalak eldallitasa elott — azt
kivantuk megvizsgalni, hogy a fejlodés kiilonb6z6 iddszakaibol és a fejlodo agy kiilonbozo régidibol
izolalt idegi 6ssejt-vonalak rendelkeznek-e eredetiikre jellemz6 regionalis gén-expresszids mintazattal,
regiora jellemz6 fenotipikus sajatsagokkal, illetve valtoznak-e ezek a jellemzOok a kornyezetbol
kiemelés kovetkeztében, az in vitro fenntartas folyaman.



3. Idegi ossejtvonalak izolalasa és szérum-mentes fenntartasa szintetikus adheziv peptid-
konjugatumok alkalmazasaval

Kiilonbozo eredetli idegi Ossejtvonalak izolalasara és fenntartasara jonnan kifejlesztett, szintetikus
adheziv peptideket alkalmaztunk. Az AK-c(RGDfC) és SAK-c(RGDfC) adheziv peptid-konjugatumok
poli-lizin peptidvazra konjugalt D/L-alanin, illetve D/L-alanin-serin (6. abra) tavtartdo oldallancok
végein ,,hordozzak” a kimerevitett (gytliriibe kotott) RGD (Arg-Gly-Asp) (Hersel et al., 2003) integrin-
ligandumot (Marko et al., 2008).
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6. abra. A SAK-c(RGDfC) adheziv peptid-konjugatum szerkezeti vazlata. —: poli-lizin vaz;
[ : D/L alanin; @ : Serin; Insert: ciklikus RGDfC peptid motivum (Mezé Gdbor, ELTE-MTA
Peptidkémiai Kutatécsoport rajza)

A 0,0025 - 0,25 pg/ml peptidoldattal kezelt polisztirol, iveg vagy fém-oxid feliileteken igen sokféle —
tobbnyire nem differencialt, ds/progenitor allapotu vagy tumorosan transzformalt - sejt képes letapadni
(1. tablazat) és novekedni szérum-mentes, definialt tenyészt6 kdrnyezetben.

1. Tablazat. AK-c(RGDfC) feliileten szérum nélkiil tapado sejtek

Name Cell type Origin |Adhesion on Cytotrix-1

ES (R1) embryonic stem cell mouse ookl
HUES9 embryonic stem cell human falaed
NE-4C Neuroepithelial stem cell mouse *
RGI radial glia (neural stem) mouse ool
Bone marrow mesenchyme Mesenchymal stem cell mouse *x
Adipose mesenchyme Mesenchymal stem cell human *x
MDCK Kidney epithel canine ool
GENC Glomerular endothel mouse Fx
A431 Epidermal epithel human Fhx
HSG Salivary gland epithel human Fhx
ATr5 Aorta smooth muscle rat *x
NE-4C Neuroepithelial stem cell mouse >
MC3T3-E1 sc4 3T3 mouse *

HUVEC Umbilical endothel human *

Primary neurons Neuron mouse -

Primary astrocytes Astrocyte mouse >

* : atapadas erOsségét (a feliilet-boritashoz sziikséges minimalis peptid-koncentraciot) jelzi:
*:0,25 pg/ml; **: 0,025 pg/ml; ***: 0,0025 ug/ml; - : a feliileten nincs sejt-letapadas

Az AK-c(RGDfC) peptid és az azonos adheziv sajatsagokkal rendelkezd, de jobb oldhatdsaggal és
stabilitassal jellemezhet6 SAK-c(RGDfC) (6. abra) peptid-konjugatum szintézise és sejt-letapasztasra
valo alkalmazasa szabadalommal védett (PCT/1B2011/052207).



4. Kiilonb6z6 agyi régiokbol szarmazé idegi dssejtvonalak és a beléliik in vitro fejlodé idegszoveti
sejttipusok jellemzoi

Miutan az AK- vagy SAK-c(RGDfC) peptiddel bevont feliileten az idegsejtek nem tapadnak (1.
tablazat), a gliasejtek viszont csak szérum jelenlétében novekednek, a feliiletre telepitett agyszoveti
sejtszuszpenziobol, szérum-mentes tapkozegben, az idegszovet differencidlatlan Os/progenitor sejtjei
szelektiven felszaporithatoak voltak. A szelektalt 6s/progenitor sejtek tuléléséhez és szaporodasahoz a
szérum-mentes tapoldathoz epidermalis novekedési faktort (EGF; 20ng/ml), inzulint és transzferrint
(B27 supplementum; Invitrogen) adtunk. Ilyen — kémiailag definialt — kornyezetben a sejtek gyorsan
szaporodnak; beldlik egy-sejt eredetii, feno- és genotipusukat tekintve homogén populaciokat
klonoztunk (Marko et al., 2011a) egér embrionalis eléagybol és a kifejlett agy kiilonboz6 régidibol (2.
tablazat) (Marko et al., 2011h).

2. Téblazat. Adheziv modszerrel izolalt idegi 6s/progenitor sejt klonok

’ Embrionalis (E14.5) Felnétt (P 50-75)
Klon A2 c4 | RGI1 | HC A [cTX H [MES D | svz_I [svz K | svz T [svz m
Eredet ventral | dorsal teljes hippoca cortex collic. sv7 svz svz SV
elbagy |eldagy |eldagy | mpus sup.
}T\I(Ztin + + + + + + + + + +
GFAP - - - i i i i i & +
Gén expresszié
Sox2 + + + + + + + + + +
Olig2 4 3 ni + + + + o 5 5
Pax6 + + + + + + + + ni ni
blbp + + + + + + + + + +
Glast + + + + + + + + + +
Oct4 - +? - -
Emx2 + + + + + + + + + +
Gbx2 ni ni + - - - - + + “
DIx2 + + + + + + + + ni ni
Hoxb2 ni ni - - - - - - ni ni
Ngn2 - + + + + + + - + s
Mash1 + + + + + + + + + +
GFAP + + + + + + + + + +
Math2 = - ni - - + - = - -

2. A szeletiv adhézidval izolalt idegi 6s/progenitor sejtvonalak jellemzése

Az sejtvonalak mindegyike a kozponti idegrendszer Ossejtjeire jellemz6 radialis glia tulajdonsagokat
mutatott: eredtt6l fiiggetleniil, a sejtek jellegzetes elongalt, bipolaris sejtalakkal rendelkeztek, nestin,
RC2, Sox2 és Pax6 fehérjéket tartalmaztak (7. abra), expresszaltak a Sox2, Pax6, Blbp, Glast géneket,
de nem termeltek Oct4 vagy Nanog mRNS-t (2. tablazat). Bar minden vonalban kimutathato volt
GFAP mRNS, az embrionalis eredetii vonalakban GFAP fehérjét nem sikeriilt kimutatni, mig a felnott
szovetekbol izolalt sejtvonalak mindegyike jelentés GFAP-immunreaktivitast mutatott (7.abra.C).

A kiilonbozoé teriiletekrdl klonozott sejtek egyszerre expresszaltak dorzalis (Emx2) és ventralis (DIx2)
regionalis gén-markereket; az elbagy-eredetii sejtekben kimutattuk a Gbx2 kozépagyi markert és
ventralis embrionalis eldagyi (A2) klon kivételével, minden klon expresszalta az in vivo egymast kizard
»proneuralis” (Ngn2, Mashl) géneket. Egyediil a nyultveldre jellemzd Hox2b expresszidjanak teljes



hianya jelezte a regionalis eredetre vald ,,emlékezést”. A valasztott gének expresszids mintazata alapjan
ugy tlint, hogy ezek a sejtek sem 6rzik regiondlis sajatsagaikat, in vitro. Ugyanakkor, a fenotipikus
sajatsagokban jellegzetes, régiora utald elkotelezodés mutatkozott (1asd alabb).

Minden sejtvonalban indukalhatd volt a neuron, asztroglia és oligodendroglia iranyu differencialédas
(8. abra). Siiri tenyészetekben, az EGF megvonas hatasara 4-7 napon beliil idegsejtek keletkeztek és
szérum hozzaadasara asztroglia sejtek fejlodtek. Az oligodendroglia fenotipus megjelenését Glaser et
al., (2007) modszere szerint indukaltuk.

30 pm

30 pm
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8.4bra. Radialis glia jellegii 6s/progenitor sejtek idegszdvet iranyu differencialodasa, in vitro.
AB: Az RGI-1 klon idegsejt-képzésének 4. napjan késziilt immuncitokémiai felvételek; C:
idegsejtek a differencialodas 8. napjan; D: asztroglia sejtek a szérum-hozzaadas 3. napjan; E:
oligodendroglia sejtek az indukcid 8. napjan.

A neuron- és oligodendroglia-képzés mértékében az egyes sejtvonalak kozott azonban jelentds
eltérések mutatkoztak (9. abra).

Ugyancsak jelentés, eredet-fliggd klonalis kiilonbségek mutatkoztak a differencialt idegsejtek
neurotranszmitter-produkciés sajatsagaiban (3. tablazat; 10. abra). Minden klon idegsejtjei
tartalmaztak GABA-t, ami dnmagaban csak a fejlodé idegsejtek ismert GABA-akkumulalo képességét
jelzi (Jelitai et al., 2004), de GABAerg fenotipus kialakulasat az ,.érett” idegsejtekben jelen levo
vezikularis GABA transzporter (vVGAT) minden klonban jelezte.
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Vezikularis glutamat transzportert (vGlutl és vGlut2) tartalmazé glutamaterg idegsejtek fejlodtek az
embrionalis eredetii klonokban, azonban a felnétt agybdl nyert sejtvonalak koziil csak a hippocampus-
bol szarmazo sejtek képeztek (vGlutl-tartalmia) glutamaterg neuronokat.

Tirozin-hidroxilaz (TH)- positiv neuronokat (10. abra) és TH mRNS-t csak az embrionalis teljes
eléagybdl és a felndtt SVZ-bol nyert klonokban tudtunk kimutatni. Ezekben a klénokban fejlédé TH-
pozitiv idegsejtek azonban GABAerg sajatsagokat is mutattak. A dopamine-f-hidroxilaz mRNS-ek
hianya jelezte, hogy ezek a neuronok noradrenalint nem termelhetnek. Mindezen sajatsagok jol
egyeznek az SVZ-eredetil, a szaglogumé periglomerularis idegsejtjeit ado progenitor sejtek in vivo
tulajdonsagaival (Maher, Westbrook, 2008).

Adult E14.5
HC MID CTX SVZ RGI-1

20_Em

\elllivll TH

10.4bra. A felnétt (HC, MID, CTX, SVZ; a, e, ¢’, ¢’’) és embrionalis (RGI-1; a, b, ¢, d) egéragybol
klonozott sejtvonalakbdl fejlédé idegsejtek neurotranszmitter “statusza”.



Szerotonin-termelé vagy kolinerg idegsejteket nem tudtunk kimutatni sem a gén-aktivaciés mintazat

(3. tablazat), sem az immocitokémiai festések alapjan.

3. tablazat Kiilonb6zo idegi 6s/progenitor sejt-klonokbol differenciaalodo utddsejtek

Embrionalis (E14.5) Felnétt (P 50-75)

Klén A2 | C4 |RGIL|HC_A[CTX_|MES_|SVZI|SVZ_ |SVZ |SVZ
H D K T M
rzflulgf&bu"n) ) |+ |+ + + +() + + + +
?éth;oPc)ita + + + + + + + + + +
?(I)ig;)dendrocita + () + i + (1) () + + + + +

Gene expression

vgat ni ni + + + + + + + +
vglutl ni ni + o - - - ni ni -
pitx3 ni ni - - - - + + + +
tph2 ni ni - - - - - - - -
dbh - - - - - - - - - -
chat ni ni - - - - - - - -
th ni ni + - = - + + + +

ni: nem vizsgaltuk; (!): magas (>40%) gyakorisag

A kilonbozé koru és eltérd agyi régiokbol izoldlt &s/progenitor sejt-klonok vizsgalatai is
megerdsitették, hogy a nativ kornyezetbdl kiemelt multipotencialis sejtek megériznek sok eredetiikre
jellemzo fejlédési sajatsagot, de a tradicionalisan pozicionalis génként szamontartott - és altalunk
vizsgalt — markerek ezt az ,,emlékezetet” nem tiikrozik (Marko et al., 2011b).

5. Idegi 6s/progenitor sejtek és az agy neurogén zénainak retinoid metabolizmusa

A munka eredményeként olyan idegi &s/progenitor sejtklonokkal rendelkeziink, amelyek a ,,pan-
neurogenezis” (regiotdl fiiggetlen idegsejt kialakulas) harom eltéré differenciacios allapotat képviselik

(11.abra).
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11. 4bra. Az in vitro idegi
sejtfejlodés sémaja, és a
rendelkezésiinkre allo —
korai neuroepithelialis NE-
4C, NE-7C2, WNE; Emx2
tal-termeld ~ NE-4C*™#
k2-k14; radialis  glia-
jellegi RG sejtklonok —
elhelyezkedése a  sejt-
fejlodési ,,skalan”




A korai (E9) neuroepitheliumbol izolalt NE-4C, NE-7C2, WNE vonalak Oct4, Nanog 6ssejt-géneket
expresszalnak, primitiv epithelialis morfologiaval rendelkeznek; idegi differencialodasuk
megindulasahoz retinsavas indukcioéra és kompakt sejt-aggregatumok kialakulasara van sziikség. Az
Emx2 tiltermelé NE-4C°*™%* vonalak idegi fejlodésének meginditasahoz kiilsé retinsav hozziadisa
nem sziikséges, spontan aggregatumokat formalnak, €s a neuron-képzéshez sziikséges id6 lerovidiil. A
radialis glia-jellegi Os/progenitor sejtek elongalt bipolaris sejtalakkal és a radialis glia sejtekre
jellemzé gén-expresszids mintazattal és fehérje-készlettel rendelkeznek. Ezekben a vonalakban idegi
differencialddas retinsav hozzaadasaval nem indukalhato..

A korai embrionalis fejlodés idGszakaban az Ossejtek differencialodasat az A-vitamin-szarmazék
retinoidok (elsésorban az all-transz- és 9-cisz-retinsav) az idegsejt-alakulas iranyaba toljak el.
Embrionalis 6ssejtekbdl és embrionalis neuroektodermalis Gssejtekbdl in vitro retinsav kezeléssel
tomeges idegsejtképzddés indukalhatd (Schlett, Madarasz 1997; Kornyei et al., 2005, 2007). A
felndttkori dssejtek ugyanakkor, retinsav kezelés nélkill — pusztan a mitogén novekedési faktorok
megvonasanak hatasara — képesek idegsejteket képezni (Markd et al., 2011b). Miutan a sejtvonalak
retinsav-érzékenysége alapvetd eltéréseket mutatott, vizsgaltuk az egyes klonok retinsav-
metabolizmusat, valamint a retinsav in vivo jelenlétét a fejlodo és kifejlett agy neurogén zénaiban.

Retinsav-riporter transzgenikus egértérzs (Rossand 1991) agyanak vizsgalatai azt mutattak, hogy a
felnott agy neurogén zoénai a kornyezd szovetrészeknél magasabb retinsav-tartalommal jellemezhetdk
(12.abra)

12. abra. Retinsav-tartalom (kék festddés) a RARE-LacZ retinsav-riporter transzgenikus egér
(Rossand 1991) eldagyaban. Felnéttkori neurogenetikus zonakat (az eldagyi oldalkamrak
mentén a SVZ ¢és a hippocampus g.dentatus garnularis zéonaja alatt hizodd SGZ) az atnézeti
képeken is kiemeli a retinsav-tartalmat jelzo fekstddés (Orsolits et al., 2009)

Miutan felndtt agybol izolalt Os/progenitor sejtek differencidlodasa kulsé retinsavval nem volt
indukalhato, feltételeztiik, hogy ezek a sejtek maguk képesek retinsavat eldallitani. Egy retinsav-
érzékeny promoterrel vezérelt galaktozidaz (RARE-LacZ) génkonstrukciot hordozé reporter sejtvonal
(F9-RARE) felhasznalasaval, fotometrias bio-assay alkalmazasaval mértiik az egyes sejtklonok
retinsav termelését indukalatlan allapotban, illetve az idegsejt- és gliaképzés stddiumaiban (13. abra).
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A mérések azt bizonyitottak, hogy a sejtvonalak termelnek retinsavat, és a termelés mértéke az idegi
differencialodas elérehaladasaval n6 (13. abra). A retinsav-termelés lehet6ségét megerésitették a gén-
expresszios vizsgalatok adatai, amelyek szerint a retinol(Avitamin)-bol torténd ratinsav-eldallitas
enzimeit, a retinol- és retinsav tarold /transzportalo fehérjéket és a retinoid receptorokat kodold gének
aktivak az idegi ds/progenitor sejtekben (14. abra)(Orsolits et al., kézirat benytjtas elott).
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14. abra. Az embrionalis (RGI-1, A2, C4) és felnétt egéragy kiilonbozd régioibol nyert klonok
retinsav-metabolizmusat jelzé gének aktivitasanak 6sszegz6 abraja.



Az egyes klonok gén-profilja — bar érdekes eltéréseket is jelez — megerdsitette, hogy a sejtek képesek
retinsav termelésre és tarolasra, de ennek mértéke és Gitvonala a sejtfejlodéssel jelentésen valtozik. Az
NE-4C korai embrionalis (E9) neuroepithelialis Ossejtek — a tapkozegben jelelevé A-vitaminbol — csak
igen kis mértékben képesek retinsavat elallitani: a folyadékkornyezetiikben kialakuld 10™° M
retinsav-koncentraci6é (Hadinger et al., 2009) az idegi differencialédas meginditasahoz (min. 108 M)
nem elegendd. A fejlodés késobbi (E14,5 vagy felnott) stadiumaibol izolalt sejtek retinsav-termelése a
kiiszobértéket meghaladja, és igy kiilsé retinsav hozzaadas nélkiil is indukalhatja az idegszoveti sejt-
fejlodést.

6. Idegi 6s/progenitor sejtek ,,sorsa” felndtt ép és sériilt eléagyi kornyezetbe iiltetve

Z061d fluoreszcens fehérjét expresszalo NE-4C (GFP-4C) és a ,,zold egérbol” (Nagy Andras és Gocza
Elen szives adomanya) izolalt A2 és C4 klénokat beiiltettiik felndtt egerek ép vagy fagyasztasos
1ézioval (Agoston et al.2007) sértett eléagyaba. A radidlis glia-jellegii sejtek — hasonléan az NE-4C
sejtekhez — a kifejlett agyi parenchyma-ban kizardlag a nagy rostkotegekben maradnak fenn 3 hétnél
hosszabb ideig. Idegsejt irdnyu differencialédasukat nem tudtuk megfigyelni.

Megvizsgalva a differencialatla és idegi iranyban differencialodé NE-4C sejtek O,-sziikségleteit azt
lattuk, hogy bar az indukalatlan Gssejtek karosodas nélkiil szaporodnak hypoxia-s (1 tf% atmoszféras
0O,) korilmények kozott, ez az O2-ellatds megakadalyozza, hogy beldlikk idegsejtek fejlédjenek
(15.4bra) (Zadori et al., 2011).

C RA0-2
— 120
2
P -1 £ o
S 1 NI
Q
[
2 4
£ 80 ¥
2
2 60 -
N
a
% 20
2
% o0
_ * D8
Normoxia RA ().21 fix.6 Time of hypoxic treatment (day)
D
— RAY RAO-2
== A0
© 130
3 10
-z 120
2 100
= | | R P e PR
> L . **
= 60 -
S 4@
-7‘3: 20 |+‘ } |
[= <]
02 02 24 46 68
Hypoxia RA0-2, fix. 6 Time interval of hypoxic treatment (days)

15.abra. A hypoxia hatasa az NE-4C idegi 6ssejtek in vitro indukalt neuron-képzésére.

Kiilonosen O-érzékeny periodusnak bizonyult az ,elkotelez6dés” (indukcid 0-2 napjai) és a
,heuronalis érés” (indukcid 6-8 napjai) stadiuma. Ezekben a periddusokban tortént hipoxias kezelés
gyakorlatilag megsziintette a neuron-képzddést, mikdzben a differencidlatlan sejtek aranya jelentOsen
megnott.



Az in vitro nyert adatok alapjan olyan implantacids kisérleteket végeztiink, ahol az implantatumot
befogadd, vagy implantalas nélkiili sértett agyu allatokat a beiiltetéstol kezd6do (7.nap) egy héten at
napi 90 percre tilnyomasos O,-kamraba helyeztiik. A 2 atm nyomasu tiszta oxigén belélegezésével
(,,hyperbar oxigén kezelés”’; HBO) legalabb atmenetileg oxigenalhatok a rossz keringésii szovetrészek.

A HBO kezelés eredményeként sériilt zondban lecsokkent a sajat (gazda) eredetii sejtek
akkumulacioja, anélkiil, hogy ez fokozott sejtpusztulassal jart volna (16.abra).
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16.4abra. A sértett — dssejtekkel nem implantalt -agykéregben a hyperbar O-kezelés hatasara csokkent az inherens
sejt-szaporulat. A,B: a sejtmagokat festd Hoechst festéssel lathato, hogy a sértés helyén jelentdsen kevesebb sejt
gylilekezik a HBO-kezelt (B), mint a kezeletlen (A; fehér vonallal jelolt zona) kéregben. C: A HBO-kezelés
befejezésekor (14. nap) szignifikdnsan magasabb a sértésnél gyiilekez6 sejtek mennyisége a kezeletlen agyban; a
kiilonbség a kezelés utani masodik héten megszlinik. D: TUNEL vizsgalat bizonyitja, hogy a sejtszam-valtozast
nem a HBO-okozta sejtpusztulas eredményezte.

A beiiltetett 6ssejtek a 1€zio teriiletét benépesitik (Agoston et al., 2007, Zadori et al., 2011), de
kezeletlen agyban beldliik idegsejtek nem keletkeznek. A HBO-kezelés a beiiltetett Ossejtek szamat is
csokkenti a 1ézionalt teriileten, de legalabb néhany idegsejt kialakuldst eredményezte.

17.4bra. HBO kezelés hatasara megjelennek implantalt 6ssejt-eredeti idegsejtek a sértett agykérgi régio ép
szovettel érintkezd hataran. zold: GFP fluoreszcencia a beiiltetett 6ssejtek azonositdsara; piros: neuron-
specifikus fehérje-markerek a neuronok azonositisara; bal panel: neuron-specifikus tubulin (mérce 50
pm); jobb panel: neuron-specifikus enolaz (mérce 10 um).



Osszefoglalva megallapithattuk, hogy a kiilonboz6 idegi 6s- és progenitor-sejtek a forras-szovet
fejlodési allapotatol és tipusatdl fliggden egymastol eltérd sajatsagokat hordoznak. A felnétt agybol
izolalt klonok esetén sok eredet-specifikus sajatsag irreverzibilisnek mutatkozik, de a marado
elkotelezettséget — legalabbis az altalunk vizsgalt — ,tradicionalis” pozicionalis gének expresszios
mintazata csak nagyon korlatozottan tiikkrézi. Minden vizsgalt 6s/progenitor sejtklonban az in vitro
sejtdifferencialodas kezdetén a régiora elkotelezd gének tag spektruma aktivalodik. Feltételezésiink
szerint, a kornyezet regulalo hatasa sziikiti és allitja be az adott teriiletre jellemzd regionalis gén-
expresszios profilt. Hasonléan fontos szerepet jatszanak a kornyezetbdl érkezd jelzések a
sejtdifferencidlodas teljes folyamata alatt. Az agyba beiiltetett idegi Ossejtek sorsadt a befogadd
kornyezet alapvetden megszabja. A rendelkezésiinkre allo kiilonb6z6 idegi 6s/progenitor sejtklonok
lehetdvé teszik, hogy a sejt-talélést és fejlodest szabalyozo kiilsé faktorokrdl tovabbi fontos adatokat
gyljtsiink.
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