NEURON ES GLIA SEJTEK FEJLODO
TENYESZETEIBEN TAPASZTALT VALTOZASOK
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A sejtfelszini receptorok kutatasa terén az utébbi években sok eredmény
sziiletett. T6bb hormonhatasdi anyag, trofikus faktor, neurotranszmitter re-
ceptorat fedezték fel és jellemezték (6, 9, 13, 25). Néhany receptort sikeriilt
tiszta formaban is elGallitani (8, 20, 26). E sejtfelszini receptorok funkcigja,
hogy kapcsolatot teremtsenek a sejt és kornyezete kozott. A kornyezet regu-
lal6-modulalé hatasa ezek kozvetitésével valésulhat meg.

A membranreceptorok koziil az adenilciklazhoz kapcsolédé receptort szé-
les korben tanulmanyoztak. Kiilonb6z§ kismolekulaji- és polipeptid-hormonok,
novekedési faktorok és neutrotranszmitterek esetében igazolédott, hogy hata-
sukat az adenilciklaz rendszeren keresztiil fejtik ki (2, 4, 7, 24, 28).

Az idegrendszer fejlédésének vizsgalatakor in vive és in vitro rendszerek-
ben egyarant kimutattak, hogy a neuronalis differencialédas a cAMP-adenil-
ciklaz rendszeren keresztiil is szabalyozoédik (17, 18, 19, 29). A legiijabb adatok
emellett egyre inkabb megerdsitik a sejtkapcsolatok szabalyozé szerepét (1,
10, 11, 12, 22). Kiilonos jelentdséget kaphat ez a kozponti idegrendszerben,
ahol két alapvetd sejttipus, az idegsejtek és a gliasejtek igen szoros koleson-
hatasban mikodnek (27). Néhany szerz6 (5, 12) feltételezi, hogy a sejtkoleson-
hatasok megvalésulasanak egyik lehetséges titja az adenilciklaz rendszer.

Mindezen gondolatokat dsszekapesolva munkankban arra a kérdésre
kerestiink valaszt, hogy az idegsejt-gliasejt kapcsolatokban szerepct jatszhat-e
az adenilciklazhoz kapesolt membran receptor, és ezen keresztiil szabalyozéd-
hat-e a neuronalis differencialédas folyamata.

Korabbi munkankban az adenilciklaz enzim béta-agonistakkal valé
aktivalhatésaganak valtozasat irtuk le az in vitro differencialédas soran ideg-
glia szovettenyészetekben (15). Eredményeinkbél azt a kovetkeztetést vontuk
le, hogy az adenilciklaz aktivalhatésaga fejlédés eredményeként alakult ki. Az
érzékeny allapotban mar 10-1* M béta-agonista L-noradrenalin is hatasosnak
bizonyult az adenilciklaz enzim aktivalasaban. Ez arra a feltételezésre veze-
tett, hogy az adenilciklazhoz kapcsolt membran receptor igen nagy affinitasi
kotdhely lehet a sejt felszinén.

* X. Membran Transzport Konferencidn 1980. majus 13 —16. kozott Siimegen elhang-
zott eldadas.
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A kotdhely jellemzése

A kotéhely kinetikai és farmakolégiai sajatsagainak vizsgalatahoz in-
takt ideg-glia monolayer tenyészeteket hasznaltunk, melyeket csirkeembrio
el6agy féltekékbdl inditottunk a mar korabban ismertetett médon (16). Spe-
cifikus béta-receptor ligandként *H-L-dihidro-alprenololt* (*H-DHA) alkal-
maztunk (13). A nem specifikus kotés meghatarozasa nagy feleslegii jelzetlen
L-alprenolol jelenlétében tortént. A nem specifikus kotés kb. 20—30%-a
volt az osszkotésnek.

A specifikus kotést 10-11—10-1° M ligand koncentracié tartomanyban
vizsgalva telitédést talaltunk 6—8x10-1* M *H-DHA koncentraciénal. A
kotés iddfiggése szintén telitGdést mutatott 10—15 perc inkubaciés idGknél.
A kotés reverzibilitasat mutatta, hogy a telitési id6ponthan adott nagy kon-
centraciéju, nem jelzett alprenolol gyors disszociaciét okozott. Az asszociacié
és disszociacié kinetikajat mutatja az 1. abra. A kezdeti sebességekbdl szami-
tott disszociaciés konstans Kp = 80 pM, amely alatamasztja, hogy a kiotGhely
valéban nagy affivitassal rendelkezik. A kotés sztereospecifikus. A 2. abrabol
lathaté, hogy D-propranololbél kb. szazszor nagyobb koncentracié sziikséges
ahhoz, hogy a kotott *H-DHA 509 -at helyettesitse a kotGhelyen, mint L-
propranololbél. A béta-antagonista L-propranolol jobban kétddik a recep-

torhoz, mint az L-alprenolol, a béta-agonista L-noradrenalin — amint azt a
3. abra mutatja — azonban kevésbé vetélkedik a receptorhelyért. Ez megfelel

a béta-receptoron az agyszovetnél tapasztalt élettani hatasergsségnek. Ered-
ményeink alatamasztjak, hogy kotGhelyiink valéban béta tipusi receptorhely.
Az alfa-receptor kolesonhatas kizarasira megmértik a kotést D,L-fenoxi-
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1. dbra. *H-DHA kotés idofiiggése kevert idegsejt - gliasejt tenyészetekben, 8 X101t M
ligand koncentraciénal. A nyillal jelzett pontban 8x10~¢ M L-alprenololt adtunk

* Specifikus aktivitisa = 69,7 Ci/mmol
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2. dbra. A *H-DHA kités sztereospecifitdsa. A kotshelyért valé vetélkedés mértékét az ossz-
kotés szizalékdaban fejeztiik ki. —e— = L-alprenolol, —2 — = L-propranolol, —0O— =
D-propranolol
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3. dbra. Vetélkedés a *H-DHA kotShelyekért az osszekotés szdazalékaban kifejezve. — @ — =
L-alprenolol, — A— = L-noradrenalin, — O — = D,L-fenoxibenzamin

benzamin névekvé koncentraciéja mellett. A 3. abrabél lathaté, hogy az alfa-
blokkolé vegyiilet az altalunk alkalmazott koncentraciéknal nem zavarja a
béta-receptor kotodést.

A kotShely természetérgl tobbet megtudhatunk, ha a kotddés ligand-
koncentracié fiiggését matematikai médszerekkel analizaljuk. Az altalanosan
alkalmazott Scatchard-féle abrazolashan maximum jellegii gorbéket nyertiink,
amely arra enged kovetkeztetni, hogy a kotShelyek nem fiiggetlenek, hanem
in. pozitiv kooperativitasban miitkodnek. Ezt alatamasztjak a Hill szerinti
abrazolas eredményei, ahol a nyert egyenes meredeksége eltér 1-t6l, ny > 4.
Feltételezziik, hogy vagy mar meglevd, vagy a hormon hatasira kialakulé
receptormezdk talalhaték a sejtek felszinén, melyek egyiittmikodve reagalnak.

MTA Biol. Osat. Kosl. 24, (1981)
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Ha o6sszehasonlitjuk eredményeinket agyszovetbél vagy tumoros ere-
det{i szovettenyészetekbdl tisztitott membranfragmentumokon nyert ered-
ményekkel (példaul: 3, 14) tobb lényeges kiillonbséget lathatunk. Intakt sejte-
ken a telitddési ligand koncentracié és a K értéke legalabb két nagysagrend-
del kisebb, ami a kot8hely lényegesen nagyobb affinitdsat mutatja. A pozitiv
kooperativitas nem jelentkezik a membran frakciékon, a matematikai anali-
zisek annak teljes hianyat mutatjak. Feltételezziik, hogy intakt sejteken a koo-
perativitas fenntartasa édllandé regulacié eredménye, és igy a tisztitasi folya-
mat sordn elvész.

Béta-receptor koncentracié kiillonbozo osszetételii tenyészetekben

Hogy a bevezetében leirt feltételezésiinket alatimasszuk, olyan tenyé-
szetekben vizsgaltuk meg a *H-DHA kot§dését, amelyekben glia-sejtek és
idegsejtek az in wvitro differencialédas soran egymastdl elvalasztva [tiszta
neuron (21), ill. tiszta glia tenyészetek] vagy egymassal szoros kolesonhatas-
ban voltak (kevert tenyészetek). Kisérletiink masik csoportjaban a kiilsé
kornyezetet médositottuk: idegsejteket tenyésztettink béta-agonistak tartés
jelenlétében vagy olyan tapoldatban, melyet glia-sejt tenyészetekrdl vettink
le (dn. glia kondicionalt médium, GCM). :

A morfolégiai differencialédast vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy 10-10—
10-1* M béta-agonista L-noradrenalin vagy L-izoproterenol 48 oris kezelés
alatt jelent§sen el@segitette az idegsejtek fejlédését. Ez megmutatkozott a
fokozott nyilvanyképzédésben és arborizacioban, késébb a sejttest megnove-

4. dbra. Ot napos idegsejt tenyészet polilizin rétegen (21), 8 napos csirkeembriébél inditva.
Kontroll, 400 X
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5. dbra. Ot napos idegsejt tenyészet, amely a 3. naptél (48 6ran keresztiil) 10 -1 M L-noradre-
nalin jelenlétében fejlédott. A ny\ilvényo]}:bés a sejttest egyarant fejlettebbek mint a kont-
rollban. 400 X

6. dbra. Ot napos idegsejt tenyészet, amely a 3. naptél (48 6érén keresztiil) 10-10 M L-izo-
proterenol jelenlétében fejlédott. A nyilvinyok és a sejttest egyarint fejlettebbek mint a
kontrollban. 400 X

kedésében (4., 5. és 6. abra). GCM 24 oras jelenléte szintén fokozta a nyul-
vanyképzgdést.

A 3H-DHA kotés koncentracié fiiggését kiilonboz§ tenyészetekben a 7.
abra mutatja. Idegsejt,illetve glia-sejt tenyészetekben igen alacsony a kotés.
Lényegesen magasabb a kevert tenyészetekben, ahol az idegsejtek és a glia-
sejtek egymassal szoros kontaktusban differencialédtak. A receptorhelyek

MTA Biol. Osst. Kéal. 24, (1981
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7. dbra. SH-DHA kotés koncentracié fiiggése kiillonboz6 tenyészetekben. — A — = gliasejtek,
—O0— = idegsejtek (polilizinen), —«>— = idegsejtek (polilizinen) melyek f-agonistak (L-
noradrenalin vagy L-izoproterenol) jelenlétében fejlédtek 48 é6ran keresztiill, — @ — = ideg-
sejtek + gliasejtek kevert tenyészetben, —O0— = idegsejtek + gliasejtek kevert tenyészet-

ben (polilizinen)

nagyobb koncentraciéja alatamasztja azt a feltevésiinket, hogy az idegsejt-
gliasejt kommunikacié az adenilciklazhoz kapesolt béta-receptoron keresztiil
medialédhat.

Béta-agonistak tartés jelenléte mar igen kis koncentracioban is meg-
novelte az idegsejtek *H-DHA kotését, ez elérte, s6t meghaladta a kevert
tenyészeteknél mért értéket. GCM-mal r6videbb kezelés is kifejezett emelke-
dést okozott a *H-DHA kotéshben (még fel nem dolgozott adataink).

Az eredményeket az 1. tablazat foglalja 6ssze, ahol a disszocidcios allan-
dok kozelits értékei, valamint a maximalis kot kapacitas (B,,,) van fel-
tiintetve, 10% sejtre vonatkoztatva. B, szdmszertien jellemzi a tenyészetben
a béta-receptor koncentraciot. Ezek az adatok igazoljak, hogy béta-agonistak
az adenileiklaz rendszeren keresztil vagy egyéb médon is, befolyasoljak az
idegsejtek fejlédését tenyészetben. A béta-agonistak jelenlétében fejlédott,
differencialédottabb sejtekben a kevert ideg-glia tenyészetekéhez hasonlé a

béta-receptor koncentracié, ami ismét alatimasztja, hogy a glia-sejtek az

1. tablazat

A disszocidciés konstans (Kp), a maximdlis kétékapacitis (By,,x), valamint az egy sejtre juté
katéhelyek szamanak (B) értéke kiilonbiozi tervyészetekben

Tenyészet (I}fﬁ) (fm 63%5::“1_0 B
Neuron (polilizin) 40 2,4 1440
Glia 53 2,1 1260
Neuron - glia 58 10,9 6540
Neuron + glia (polilizin) 58 12,9 7740
Neuron (polilizin) f-agonista
elkezelt 59 16,5 | 9900
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adenilciklaz rendszer kozvetitésével kolecsonhatasba léphetnek az idegsejtekkel
és ezen az uton befolyasolhatjik, szabalyozhatjak differencialédasukat.

A glia-sejtek és idegsejtek kozotti informacié atadasban mas faktorok
mellett béta-agonista természetli kémiai anyagok is részt vehetnek. Ezt a két
utobbi feltételezést a glia kondicionalt médiummal kapott eredményeink ers-
sen alatamasztjak. Szintdigy azok a korabbi adatok, melyek szerint glia-sejtek-
ben is mutattak ki transzmitter jellegli anyagokat, illetve azok anyagcseréjé-
ben szerepl§ enzimeket (27).

Kovetkeztetéseink

— Eredményeink alatamasztjak azt a feltételezést, hogy a béta-receptor—
adenilciklaz rendszer egyik fontos kozvetitGje a kiilvilaghél érkezs hor-
monilis hatasoknak, melyek az idegrendszer fejlddését befolyasoljak.

— Az idegrendszer két f6 sejttipusanak, az idegsejteknek és glia-sejteknek
egyiittmiikodése ezen az tton is megvalosulhat, és ennek szintén szaba-
lyozé szerepet tulajdonithatunk az idegsejtek fejlddésében.

— Az ideg-glia kommunikacié mediatora — egyebek mellett — béta-receptor
agonista természetli anyag (vagy anyagok) lehet(nek), melyek az inter-
cellularis térbe jutva fejtik ki hatasukat béta tipusd, adenilciklazhoz kap-
csolt membran receptoron, esetleg mas moédoen is.

— Eredményeink igazoljak, hogy intakt monolayer tenyészetekben meg-
kozelithet6k és jol karakterizalhaték a membran receptorok, és lehetséges
azok funkciéjanak megismerése.
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