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1. ROVIDITESJEGYZEK

- 5-hydroxytryptamine (szerotonin)

- Anterior neural ridge (eliils6 idegi sz¢&l)

- Antero-poszterior (eliils6-hatulso)

- Anterior viszceralis endoderma

- Basic helix-loop-helix (bazikus hélix-hurok-hélix)
- Brain lipid binding protein

- Bone morphogenic protein

- 5-brém-2"-dezoxiuridin

- Bovine serum albumin (marha szérum albumin)
- Ciliary neurotrophic factor

- Cardiotrophin-1

- 3,3'-Diaminobenzidine

- Delta-like 4

- Distal less homeobox

- Dorzo-ventralis

- Embryoid body (embridcsomo)

- Embryonic carcinoma (embrionalis karcinoma)
- Epidermal growth factor

- Empty spiracles homolog

- Engrailed homeobox



ES - Embryonic stem cell (embrionalis Gssejt)

E(X) - Az embrionalis fejlédés x. napja (a megtermékenyités idépontjatol
szamitva)

FACS - Fluorescence-activated cell sorting (fluoreszcencia alapu sejtvalogatas)
FCS - Fetal calf serum (f6talis borjusavo)

FGF - Fibroblast growth factor

GATA - GATA binding protein

Gbx - Gastrulation brain homeobox

GFAP - Glial fibrillary acidic protein (glialis fibrillaris savas fehérje)
GFP - Green fluorescent protein (z6ld fluoreszcens fehérje)

Gli - GLI family zinc finger

GLAST - Glutamate aspartate transporter

GS - Glutamine synthetase

Hes - Hairy and enhancer of split

HPRT - Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase

ITS - Inzulin, transzferrin, szelén

Jag - Jagged

KIR - Kozponti idegrendszer

LeX - Lewis X epitop

LIF - Leukemia inhibitory factor

Mash - Mammalian achaete-scute complex homolog

Math - Mammalian atonal homolog



MEM - Minimum Essential Medium

ML - Medio-lateralis (kdzéps6-oldalsd)

Ngn - Neurogenin

Nkx - NK2 homeobox

NS - Neural stem

NSC - Neural stem cell (idegi 6ssejt)

Otx - Orthodenticle homeobox

Pax - Paired box

PBS - Phosphate buffered saline

PE - Phycoerithrin

Pl - Propidium iodide (propidium jodid)

PLL - Poli-L-Lizin

PIR - Periférias idegrendszer

RA - Retinoic acid (retinsav)

Raldh - Retinaldehid dehidrogenaz

RAR - Retinoic acid receptor (retinsav receptor)

RARE - Retinoic acid responsive element (retinsav érzékeny elem)
R-NSC - Rozetta stadiumu idegi dssejt

RT-PCR - Reverse transcription-polymerase chain reaction (reverz transzkripcio-

polimerdz lancreakcio)
Shh - Sonic Hedgehog

Sox - SRY (sex determining region Y)-box



SSEA-1 - Stage specific embryonic antigen 1

Svz - Szubventrikularis zona
™ - Tirozin hidroxilaz
TUNEL - Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling

(terminalis-dezoxiribonukleotidil transzferaz medialt dUTP fragment-vég jelolés)

UTR - Untranslated region (Nem transz1al6do régio)

V1 - Elsddleges vizualis kéreg

VGAT - Vesicular GABA transporter (Vezikularis GABA transzporter)
VGlut - Vesicular glutamate transporter (Vezikularis glutamat transzporter)
VZ - Ventrikularis zona

Whnt - wingless-related MMTYV integration site

ZLI - Zona limitans intrathalamica



2. IRODALMI ATTEKINTES

Az Osszetett felépitésii, szamos ideg- és glia sejt tipus alkotta, és az egész szervezet
miikodését a szabalyzasa alatt tartd emlds idegrendszer (az idegrendszer mitkodésében
fontos szerepet jatszo, am nem idegi elemeket, példaul az endotél sejteket, mikroglia
sejteket kivéve) egy kezdetben egy sejtrétegii, morfologiailag hasonld neuroepitélialis

sejtekbdl allo idegrendszer kezdeménybdl alakul ki.

Ahhoz, hogy a bonyolult idegi struktira kialakulhasson, az idegrendszer fejlodése
soran az idegi progenitorok térben és idében szigortian szabalyozott ,,miikodésére” van

sziikség.

A kovetkezokben, nagy vonalakban, ezeket a szabalyozd folyamatokat szeretném
bemutatni, kiilonds tekintettel az idegsejt képzésrdl asztroglia képzésre vald valtast, és
az idegrendszeri régiok szerinti, pozicionalis elkdtelezddést szabalyozd folyamatokra,
melyeket doktori munkam soran vizsgaltam. Mivel kisérleteimet egér eredetli Gssejt
populacidkon végeztem, az alabb bemutatott irodalmi adatokat a ragesalé idegi fejlodés

témakorébdl gyljtottem.

2.1. Idegi progenitorok a fejlédé kozponti idegrendszer teriiletén

A kovetkezOkben idegi progenitornak nevezek minden neuroektodermalis eredetii
sejtet, mely osztddasra, és kozvetleniil vagy kozvetve, ideg- és/vagy glia sejtek

létrehozasara képes.

2.1.1. A neuroepitélialis sejtek

Az idegrendszer telepe a gasztrula stadiumt embrid epiblaszt rétegének anterior
tertiletén (az egér embrionadlis fejléddésének 7-7,5. napjan), az embrio leendé dorzélis
oldalan alakul ki (Downs és Davies, 1993). Az epiblaszt sejtek ezen a teriileten a
kornyezetbdl felszabadulod faktorok hatdsdra morfoldgiai és molekuléris valtozasokon
mennek keresztiil, melyeknek eredményeképpen kialakul az egyrétegii, tobbmagsoros
hengerhambol allo veldlemez. A veldlemez, a gasztrulacidé megindulasaval és az

embriodpajzs novekedésével parhuzamosan, rosztralis irdnyba novekszik, mig végiil az



embrid teljes hosszdban végighuzodik. Az idegrendszer fejlédésének kovetkezd
1épésében, a velblemez szélei felemelkednek, és egymdashoz kozelednek. Ezaltal a
velélemez fokozatosan csévé zarodik (veléesd) (1. Abra). A vel6cs6bdl szarmazik
csaknem a teljes kozponti idegrendszer (KIR). A periférias idegrendszer (PIR) a

neuruldcid sordn a veldlemezrdl levalo sejtekbdl (veldsanc eredett sejtek) fejlodik.
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Vieira és mtsai, Int. J. Dev. Biol.54: 7-20 (2010)

1. Abra: A veléesé zarédas folyamata (A): A gasztruliciéo folyamataval
parhuzamosan, a kérnyez6 szovetekbdl (axialis mezoderma — prekorda, notokord -, nem
neuralis ektoderma, Hensen csomd (csirke) — ragesalo esetében organizator - ) szarmazo
szignalok hatasara meghatarozodik és a rosztrokaudalis illetve
mediolateralis/dorzoventralis tengelyek mentén polarizalédik az idegrendszer telepe.
(B): A keresztmetszeti rajzokon a vel6cs6 zarodas folyamata lathato.

Roviditések: AP: alar plate —oldallemez-, BMP: bone morphogenic protein, BP: basal
plate -alaplemez-, FP: floor plate —padlo lemez-, RP: roof plate —tetélemez, Shh: Sonic
hedgehog

Angol kifejezések: Hensen’s node: Hensen csomo, induction: indukcio, neural crest:
velosanc, neural plate: velélemez, neural tube: velocso, primitive streak: primitiv csik,
skin: boér, somite: szomita



A velOlemezt és a veldcsovet az idegsejt képzés kezdetéig a neuroepitélidlis sejtek
egyetlen sejtrétege alkotja. A neuroepitélidlis sejtek folyamatosan osztddnak,
tulnyomorészt szimmetrikus, Onsokszorozd6 moédon. Ezaltal, noévelik az idegtelep

kiterjedését, illetve az Ossejt készletet.

A neuroepitélialis sejtek epitélialis karakterrel rendelkeznek. Apiko-bazalisan
polarizaltak (Huttner és Brand, 1997), és az apikalis oldalukon szoros és adherens
sejtkapcsolatok (tight és adherens junction) altal kapcsoltak (Aaku-Saraste és mtsai,
1996). A neuroepitélialis sejtekre jellemzd, hogy sejtmagvaik az ismétlddo sejtciklusok
soran az apikalis és a bazalis polus kozott vandorolnak (interkinetikus magvandorlas).
M fazisban a magvak az apikalis, S fazisban a bazalis oldalon helyezkednek el, ezaltal a
sejtek tobbmagsoros hamot alkotnak (Sauer, 1935; Latasta és mtsai, 2009) (2. Abra). A
neuroepitélidlis sejtekben megtalalhatdé az idegi progenitorokra széleskortien jellemzo

nestin intermedier filamentum (Lendahl és mtsai, 1990; Dahlstrand és mtsai, 1995).

» .= bazalis
lamina

centroszoma

adherens és
tight junction

e a2
Apikalis / ventrikularis felszin
Taverna és Huttner, Neuron ,67(6):906-14 (2010) Gilbcny, Developmental biology, 8th edition, (2006)
modositva 12.15 Abra, részlet

2. Abra: A tobbmagsoros neuroepitél (A): A neuroepitélialis sejtek a neuroepitél
teljes vastagsagat atérd, apikobazalisan polarizalt sejtek. Az apikalis / kamra feldli
oldalon adherens és tight junction-okkel egymashoz, mig a bazalis / pialis oldalon
bazalis végtalpaikkal a bazalis lamindhoz kacsolodnak. Az abran lathato, hogy a
sejtmagok a sejtciklus soran az apikalis és bazalis polus kozott valtoztatjak a helyiiket.
(B): Pasztazo elektronmikroszkopos felvétel a veldesd zarodas utani stadiumrol (csirke
embrio).

Az idegsejtképzést megelézden, nagyjabol a veldcsé zarodasaval egy iddben (az
eldagy teriiletén az embrionalis fejléddés 9-10. napjan) a neuroepithélialis sejtek szdmos

valtozason mennek keresztiil. A sejtek elvesztik tight junction kapcsolataikat, és az
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adherens kapcsolatokban az E-cadherin szerepét egyre inkabb az N-cadherin veszi at
(Aaku-Saraste és mtsai, 1996). Az idegsejt képzést megeldzden a neuroepitélialis sejtek
fennmaradasa a Notch jelatviteli utvonal altal aktivalt Hes (hairy and enhancer of split)
transzkricios faktorok aktivitasatol valik fiiggévé (Hatakeyama és mtsai, 2004). Szintén
a vel6cs6 zarodasaval egy idoben, a sejtekben megjelenik a nestin fehérjének az RC2
monoklonalis ellenanyag altal felismert poszttranszlaciés modosulata (Mission és mtsai,
1988; Park és mtsai, 2009). A szimmetrikus sejtosztodas mellett megjelenik az
aszimmetrikus osztodasi mod, melynek soran a neuroepitélialis sejtek egy ujabb
neuroepitélialis sejtet és egy idegsejtet (lasd lejjebb) képeznek (Haubensak és mitsai,
2004).

Az elso idegsejtek kialakulasaval parhuzamosan, a neuroepitélialis sejtek az asztroglia
sejtekre is jellemzd markereket kezdenek el expresszalni. Az igy kialakulo, a
neuroepitélidlis és asztroglia sejtekkel is szdmos k6z6s vondst mutatd sejtek a radiélis

glia sejtek.

2.1.2. A radidlis glia sejtek

A radidlis glia sejtek a neuroepitélialis sejtekhez hasonloan, apiko-bazalisan polarizalt
sejtek, melyek az idegcsé falat teljes vastagsagaban atérik. Sejtmagjaik a
neuroepitélidlis sejtek sejtmagjaihoz hasonldan interkinetikus vandorlast végeznek, am
a sejtciklus sordan végig a kamrafelszint 6vezd elsddleges germinativ zondban, a
ventrikuléris zondban (VZ) maradnak. A neuroepitélidlis sejtekkel kozos tulajdonsagaik
még tobbek kozott a nestin és RC2 pozitivitas illetve az adherens és rés kapcsolat (gap
junction) kapcsoltsag (Go6tz és Huttner, 2005; Mori és mtsai, 2005). A neuroepitélialis
sejtekkel ellentétben, a radidlis glia sejtek esetében az aszimmetrikus osztodasi forma

dominal a szimmetrikus, dnsokszorozo osztdédassal szemben.

A radialis glia sejteket a kés6i neuroepitélidlis sejtektdl az asztroglia sejtekre is
jellemzd tulajdonsdgok jelenléte kiillonbozteti meg. Ezek a tulajdonsdgok a dorzélis
eldagyi teriileteken a tizenkettedik embrionalis nap (E12) kérnyékén jelennek meg. A
sejtekben megjelennek a glikogén granulumok (Gadisseux és Evrard, 1985), és az
asztroglia specifikus glutamat transzporter (GLAST) (Shibata és mtsai, 1997), glutamin
szintetdz (GS) (Akimoto és mtsai, 1993), brain lipid binding protein (BLBP) (Feng és
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mtsai, 1994), S1004, Tenascin C (TN-C) (G6tz és mtsai, 1998), és vimentin (Pixley és
de Vellis, 1984) fehérjék. A foemlosok esetén a radidlis glia sejtek GFAP (glial
fibrillary acidic protein -glialis fibrillaris savas fehérje-) intermedier filamentumot is
tartalmaznak (Levitt és Rakic, 1980). A radialis glia populacioban, csakigy, mint az
asztroglia populdcidoban, heterogenitas figyelhet6 meg, azaz nem minden sejt
expresszalja az Osszes fentebb emlitett markert egy idoben (Hartfuss és mtsai, 2001).
Ezen kiviil, egyes eredmények szerint, az idegi Ossejtekben az idegrendszer bizonyos
terliletein (példaul a gerincvelOben), csak az idegsejt képzés lezajlasat kovetden

kezdenek el megjelenni a glialis markerek (Barry és McDermott, 2005).

A radidlis glia sejteknek az idegrendszer fejlddésében betoltott funkeidi koziil eldszor
1990). Mig alacsonyabb rendii gerincesekben (pl. madarak, halak) a radialis glia sejtek a
felnott idegrendszerben is megtartjak radialis morfologidjukat, addig emldsokben, a
sziiletés koriili idészakban elvesztik kapcsolataikat elobb a kamra, majd a pidlis
felszinnel, és végiil asztroglia sejtekké alakulnak. Ez az asztroglia-progenitor funkciojuk
régota ismert (Cameron €s Rakic, 1991), arra azonban csak az utdbbi években dertilt
fény, hogy a radidlis glia sejtek idegsejt progenitorként is funkcionalnak (Malatesta és
mtsai, 2003). Egyes adatok szerint, az idegsejtek tobbsége kozvetleniil vagy koztes
progenitorokon keresztiil kozvetve a radialis glia sejtekbdl szarmazik az idegrendszer
teljes teriiletén (Anthony és mtsai, 2004). A radialis glia sejtek asztroglia és idegsejtek
képzésén kiviil, - oligodendroglia progenitorokon keresztiil- oligodendroglia sejtek,
(Casper és McCarthy, 2006) és - kozvetleniil- ependima sejtek (Spassky és mtsai, 2005)
létrehozasara is képesek (3. Abra). Ez azonban nem jelenti azt, hogy egy adott radialis
glia sejt az Osszes glia és idegsejt tipus létrehozasara képes. A radialis glia sejtek
differenciacios potencialja a kozponti idegrendszer tengelyei mentén térben, és idében
i1s valtozik, ezen kiviil adott agyteriileten beliil, a fejlédés adott pillanataban is
létezhetnek egymdas mellett kiilonbozd fejlddési potenciallal rendelkezd radialis glia
sejtek (Kriegstein és Alvarez-Buylla, 2009). A felnétt idegrendszer idegi Ossejtjei

szintén a radialis glia sejtektdl szarmaztathatoak (Merkle és mtsai, 2004).

A neuroepitélialis és radialis glia sejtek idegi ssejt potenciallal rendelkeznek. Ezek a

sejtek az idegi fejlédés sordn, onmaguk folyamatos megujitdsaval parhuzamosan,
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aszimmetrikusan osztddva, kozvetleniil vagy maguknal differencidltabb progenitorok
1étrehozasan keresztiil kozvetve, idegsejtek és/vagy glia sejtek 1étrehozasara képesek

(Kriegstein és Alvarez-Buylla, 2009).

A neuroepitélidlis sejtek azonban, donté mértékben szimmetrikusan osztddnak,
ezaltal két ujabb neuroepitélidlis sejtet 1étrehozva, és a radidlis glia sejtek is képesek
szimmetrikus, dnsokszoroz6 osztddasra, az aszimmetrikus ideg- illetve glia sejt képz6
osztoddasok mellett. Ezeknek a sokszorozd 1épéseknek a segitségével johet létre a

kifejlett idegrendszert felépitd hatalmas mennyiségl sejt.

2.1.3. A koztes progenitorok

A kozponti idegrendszer koztes progenitorai szamos tulajdonsaguk, pl. fejlodési
potencialjuk, osztodasi képességeik, jellemzd markereik, alapjan igen valtoz6 képet
mutatnak az idegrendszer kiilonb6zd tertiletin, illetve adott idegrendszeri tertileten beliil

is, ezért nehéz altalanosan jellemezni 6ket.

A koztes progenitorok, az idegi dssejtekkel ellentétben, sok esetben csak korlatozott
szamu (a dorzalis eldagyi szubventrikularis zona (SVZ) bazalis progenitorai pl. az
esetek 90%-aban egyszer, 10%-aban kétszer osztodnak (Noctor és mitsai, 2004))
osztodasra képesek. A koztes progenitorok az idegi Ossejtekbdl szarmaznak, és
asztroglia, oligodendroglia vagy idegsejt iranyba elkotelezettek (Kriegstein és Alvarez-
Buylla, 2009), és szimmetrikus osztodasok soran két progenitor sejtet vagy két ideg-
vagy glia sejtet képeznek. Egyes adatok szerint, bizonyos koztes progenitor populaciok
(példaul a ventralis eldagyi SVZ teriiletén) ideg- és glia sejtek 1étrehozésara is képesek,
attol fliggden, hogy a kornyezetiikben milyen differenciacios szignalok vannak jelen
(Yung ¢és mtsai, 2002). A neuroepitélialis €s radialis glia sejtekkel ellentétben, a koztes
progenitorok nem érik 4t az idegrendszer kezdemény falat, és az esetek tobbségében
multipoldris morfoldgiaju sejtek. A fejlédé kdzponti idegrendszer bizonyos teriiletein,
mint példaul az eldagyi ventrikularis zonatol bazalisan elhelyezkedd szubventrikularis
zondban, vagy a kisagy teriiletén elhelyezkedd kiilsé granuldris rétegben, masodlagos
germinativ rétegbe tomoriilnek. A radialis morfologiaji idegi Ossejtekkel ellentétben,
melyek sejttestei az idegi fejlédés soran a ventrikularis zonaban egy adott helyen

helyezkednek el az antero-poszterior és dorzo-ventralis tengelyek mentén, a koztes
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progenitorok sziiletési helyiiktél elvandorolhatnak. A kisagyi szemcsesejteket képzo
progenitorok példaul, a kisagyi primordium ventrikularis zoénajaban keletkeznek, majd
innen a primordium felszinére vandorolnak, igy kialakitva a kiilsé granuldris réteget

(Sillioe és Joyner, 2007).
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3. Abra: Az idegi progenitorok leszarmazasi kapcsolatai. A neuroepitélialis sejtek
az idegsejt képzés meginduldsaval parhuzamosan, radidlis glia sejtekké alakulnak. A
radidlis glia sejtek kozvetleniil, majd tilnyomorészt koztes progenitorokon keresztiil,
kozvetve, idegsejteket hoznak létre. A sziiletést megel6zd iddszakban, a radialis glia
sejtek egy része kozvetleniil asztroglia sejtté alakul. Szintén ebben az iddszakban
keletkeznek a radialis glia sejtek aszimmetrikus osztodasaval az asztroglia illetve
oligodendroglia iranyba elkotelezett koztes progenitor sejtek. A radidlis glia sejtek
hozzak létre az ependima sejteket illetve a feln6tt eldagyi szubventrkuldris zona és a
hippokampalis szubgranularis zona 6ssejtjeit is. (A): Radialis glia sejtek a fejlodo
eldagy kéregben. (B): Az idegi progenitorok leszarmazasi féja.
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Roviditések: alPC: asztroglia iranyba elkotelezett intermedier progenitor sejt (bazalis
progenitor), CP: cortical plate —kérgi lemez-, 1Z: intermedier zona, MZ: marginalis
zona, nIPC: idegsejt iranyba elkotelezett intermedier progenitor sejt, olPC:
oligodendroglia iranyba elkételezett intermedier progenitor sejt, SGZ: szubgranuladris
zona, SVZ: szubventrikularis zona, VZ: ventrikularis zona

Angol kifejezések: astrocytes: asztroglia sejtek, asymmetric division: aszimmetrikus
osztodas, B cells: B sejtek, birth: sziiletés, blood vessels: vérerek, direct transformation:
kozvetlen atalakulas, early radial glial cells: korai radialis glia sejtek, ependymal cells:
ependima sejtej, late radial glial cells: késoi radialis glia sejtek, neuroepithelial cells:
neuroepitélidalis sejtek, neurons: idegsejtek, oligodendrocytes: oligodendroglia sejtek,
symmetric division: szimmetrikus osztodads

2.2. ldegi progenitorok in vitro

Doktori munkam soran in vitro modell-rendszereken vizsgaltam az idegi fejlodés
mechanizmusait. Fontosnak tartom ezért, hogy az idegszovetben jelenlevd progenitorok
bemutatdsa mellett, irjak a napjainkban leggyakrabban hasznalt, ezeknek tobbé-kevésbé

megfeleltethetd in vitro idegi Ossejt-rendszerekrol.

Az idegi progenitorok tulajdonsdgainak in vitro vizsgalatdhoz az idegi Ossejtek/
progenitorok két f6 forrasbol szarmazhatnak. Az egyik esetben a progenitorokat
kozvetleniil az idegszovetbdl nyerik, a fejlddés egy adott stddiumaban (Conti és
Cattaneo, 2010). Ebben az esetben, a progenitorokat egy jellemz6 tulajdonsaguk alapjan
elvalasztjak az idegszovet tobbi sejtjétdl (Anthony €s mtsai, 2004; Malatesta és mtsai,
2003), és/vagy olyan koriilmények kozott tartjak fenn az idegi tenyészeteket, melyek
szelektiven a progenitorok tulélésének/felszaporodasanak kedveznek (Reynolds és
Weiss, 1992; Conti és mtsai, 2005; Marko és mtsai publikalatlan eredmények). A masik
esetben, pluripotens 6ssejt populaciok - pl. embrionalis dssejt (ES) (Bain és mtsai, 1995;
Conti és Cattaneo, 2010), embrionalis karcinoma sejt (EC) (Jones-Villeneuve és mtsai,
1982) vonalak- idegi iranyt differencialtatdsa soran alakulnak ki idegi iranyba
elkdtelezett progenitor populdciok. Mivel utobbi esetben a differenciacié sordn a
neuralis sejteken kiviil nem idegi sejtek is kialakulnak, itt is sziikség lehet az idegi

iranyban elkotelezett progenitor sejtek kivalogatasara (Ying és mtsai, 2003).

Idegi progenitorok szamos fejloddési stadiumbol és idegrendszeri régiobol

.....
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kialakulnak kiilonb6z6é idegi progenitor stadiumoknak megfeleld sejtek. Ezek a

fenotipusok azonbanhosszl tavon csak korlatozott mértékben tarthatok fenn in vitro.

2.2.1. Primitiv idegi dssejtek”, neuroepitél stadium

In vitro koriilmények kozott idegi Ossejtként viselkedd sejtek mar igen korai
epiblasztbol (az egér embriondlis fejlédés 5,5. napjatdl [ES,5-]), az idegszovet
kezdemény megjelenését megel6zben, izolalhatdak (nagyjabol E7,5-ig). Ezek, a
,primitiv idegi 06ssejtek” (Hitoshi és mtsai, 2004), in vitro, az epiblasztban is
expresszalodo markerek mellett (pl. Sox2, FGF5), a Sox1 idegi markert is expresszaljak,
¢s idegsejtek, oligodendroglia és asztroglia sejtek létrehozdséara is képesek. Ezek a
sejtek azonban, az epiblaszt és neuralis markereken kiviil a korai endoderma marker
GATA4-et is expresszaljak, tehat elkotelezOdésiik neurdlis irdnyba nem teljes. A
,primitiv idegi 6ssejtek” fenntartasahoz leukemia inhibitory factor (LIF) jelenlétére van
sziikség. Ez a sejtpopulacié azonban hosszu tavon nem tarthaté fenn in vitro, mert a
»primitiv idegi 6ssejtek” az osztédasok soran atalakulnak fibroblaszt névekedési faktor
2 (FGF2)-fiiggd, ,definitiv idegi 6ssejtekké”. Utdbbiak mar teljes mértékben
elkotelezettek idegi iranyba. A fejlodé idegszovetben E8,5 koriil jelennek az FGF2
novekedési faktorra érzékeny idegi Ossejtek, melyek in vitro aggregatum (Un.
neurosphere) tenyészetekben FGF2 jelenlétében fenntarthatoak (Tropepe és mtsai,
1999). ,,Primitiv idegi Ossejtekhez” hasonld tulajdonsagokkal rendelkezd sejtek ES
sejtekbdl is differencidltathatéak, alacsony sejtszdm, szérum-mentes, definialt

koriilmények és alacsony sejt denzitds mellett, LIF jelenlétében (Tropepe és mtsai,
2001).

A vel6lemez stadiumt (E8,25) anterior idegrendszeri teriiletekrél Sonic Hedgehog
(Shh) és a Notch jelatviteli Gtvonalat aktivalo Delta-like 4 (DI14), Jagged (Jag) fehérjék
jelenlétében fenntarthatd idegi Ossejtek izolalhatdéak (Elkabetz és mtsai, 2008).
Feltehetéleg ennek a progenitor stadiumnak feleltethetéek meg a human és egér ES
sejtbdl egyarant differencidltathatd, ugynevezett rozetta stadiumt idegi Ossejtek (R-
NSC) (Elkabetz és mitsai, 2008). A R-NSC sejtek rozetta morfologiaju sejt-
csoportosuldsokba tomoriilve noének. Ezek a sejtek, a neuroepitélialis sejtekhez

hasonloan, apiko-bazélis polarizaltsdgot mutatnak, és sejtmagjaik a sejtciklus soran
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interkinetikus magvandorlast végeznek. A radialis glia sejtekre jellemzé S1004 fehérje
nem expresszalodik az R-NSC sejtekben, és a szintén ES eredetii, radidlis glia szerti
NSCFeF2/EGF sejtek (lasd kés6bb) és az R-NSC sejtek génexpresszids mintazata is
jelentds kiilonbséget mutat. Az R-NSC sejtek érzékenyek a sejtek idegrendszeri
régionak megfeleld identitasat meghatarozo kiilso szignalokra, igy szamos idegsejt-tipus
képzésére, illetve kozponti és periférias idegrendszeri (KIR ill. PIR) identitas
kialakitasara képesek. (Elkabetz és mtsai, 2008). Az R-NSC sejtek néhany passzazson
keresztiil fenntarthatéak a Shh és Notch utvonalak aktivalasa mellett. EGF (epidermal
growth factor — epidermalis névekedési faktor-) és FGF2 novekedési faktorok hatasara
az R-NSC sejtek radialis glia szerd, NSCFeF2/EGF sejtekké (lasd késobb) alakulnak. Az
idegszovetbdl, az anterior teriiletekrél, az embrionalis fejlodés 9,5. napjaig izolalhatok

in vitro R-NSC tulajdonsagokat mutat6 neuroepitélialis sejtek.

2.2.2. Radialis glia sejtek in vitro

Az idegi Ossejtek in vitro felszaporitasara, fenntartasara napjainkban leggyakrabban
alkalmazott két modszer a neurosphere (Reynolds és Weiss, 1992) és NS (neural stem)
(Conti és mtsai, 2005) technikdk. Ezek soran az idegszdvet disszocialtatasaval nyert
sejteket olyan koriilmények kozott tenyésztik, melyek az onsokszorozd progenitorok
fennmaradéasanak kedveznek. Az ily modon felszaporitott sejtpopuléciok idegi Ossejt
komponense radidlis glia sajatsdgokkal rendelkezik (Conti és Cattaneo, 2010). A
neurosphere tenyészetek esetében egy sejt eredetli (klonalis), usz6 aggregatumokban, az
NS tenyészetek esetében aljzathoz tapadd (adherens), egy-sejtrétegii (monolayer)
tenyészetekben tenyésztik az idegszovetbdl - vagy ES sejtek differenciltatasabol (Conti
¢és mtsai, 2005)- szarmaz6 sejteket, szérum mentes, definialt koriilmények kozott, EGF
¢s FGF novekedési faktorok jelenlétében. A neurosphere tenyészetek aggregatumai az
idegi Ossejt komponensen kiviil ezek differencialtabb utodait is tartalmazzak, €s az igy
fenntartott idegi 6ssejtek idegsejt-képzd kapacitasukat fokozatosan elvesztik (bizonyos
szdmu osztddas soran csupan glia sejtek képzésére képesek). Az adherens tenyésztési
korlilmények azonban alkalmasak a radialis glia tulajdonsagokkal rendelkezd, ideg- és
glia sejteket egyarant 1étrehozni képes, multipotens idegi dssejtek nagy tisztasagban,
hosszatavon valo fenntartasara (Markd és mtsai publikalatlan eredmények; Conti, és

Cattaneo, 2010).
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A radialis glia sejtek aramlasi citometridas modszerrel (FACS- Fluorescence-

activated cell sorting) is izoldlhatdoak kozvetleniil az idegszovetbdl. A riporter

egértorzsekben a fluoreszcens GFP fehérje génjének expressziojat a radialis glia

sejtekben jellemzden aktiv promoterek (pl. a blbp, glast, human glialis fibrillaris savas

fehérje — human glial fibrillary acidic protein /hgfap-) hajtjak meg (Malatesta és mtsai,

2000; Anthony és mtsai, 2004). A radidlis glia sejtek a valogatds utan a fent emlitett két

modszer valamelyikével tarthatok fenn. Mivel a fent emlitett promoterek az asztroglia

sejtekben is aktivak, a radialis glia sejtek csak az asztroglia sejtek sziiletését megel6zo

stadiumokbol szelektalhatdak ezzel a mddszerrel.

Radialis glia sajatsagokkal rendelkezé sejtek ES sejtekbdl is differencialtathatoak,

szamos maodszerrel (Pollard és Conti, 2007). S6t, az ES sejtekbdl idegi differencialtatas

soran kialakult, korabbi fejlddési stadiumot képviseld, &m csak rovidtavon fenntarthatd

idegi Ossejt populaciok altaldban EGF és FGF fiiggd radialis glia szerli populaciokka

alakulnak a tenyésztés soran (Conti és Cattaneo, 2010).

A fentieket roviden az 1. Tablazat foglalja dssze.

1. Tablazat: A kiilonb6z6 fejlodési stadiumokbol szarmazo idegi Gssejtek in vitro

sajatsagai
Novekedési
Szarmazas Jellemz6k faktor Fenntarthatosag
igény
. atmeneti populacio;
| epiblaszt epiblaszt markerek FGF? fiiggd
Primitiv idegi 6ssejtek . o, idegi markerek LIF . >
ES differenciacio - Ossejtekké alakulnak
korai endoderma markerek . .
fenntartas soran
atmeneti populacio;
. . S . radialis glia szert,
Koirg'e' fgsiifgfgo veldlemez 'S‘:etge 'k“anyban clkdtelezett | popy EGF és FGF?2 fiiggé
g ! g sejtekké alakulnak
fenntartas soran
néhany passzazson
Rozetta stadiumi | velolemez neuroepitélidlis tulajdonsigok | Notch aktivacio | Keresztil fenntarthato

idegi Gssejtek

ES differenciacio

radidlis glia markerek hianya

Shh

populacio;
EGF és FGF2 fuggd
sejtekké alakulnak

Radialis glia szerii
idegi 6ssejtek

vel6es6 zarddas
utantol,
embrionalis és
felndtt idegszovet
ES differenciacio

glialis markerek
nestin pozitivitas

EGF
FGF2

adherens
koriilmények kozott
Sz4mos passzdzson
keresztiil fenntarthato
populécid

Conti és Cattaneo, Nat Rev Neurosci., 11(3):176-87. (2010) nyoman
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2.2.3. Koztes progenitorok in vitro vizsgalata

Mivel a koztes progenitorok korlatozott szamt osztodas utan ideg-, asztroglia vagy
oligodendroglia sejtekké differencidlodnak, homogén kdoztes progenitor populaciok
hosszl tdvon nem tarthatéak fenn.

Koztes progenitor sejteknek az idegszovetbdl valo szelektiv kinyerésére példa az
eléagyi bazalis progenitoroknak TIS21-pozitivitds alapjan vald szelektalasa, riporter
egértorzsbol (a TIS21 a bazalis progenitorokra jellemz6 marker). Bizonyos kérgi radialis

.....

képzd progenitorok kialakulasat (Conti és Cattaneo, 2010).

A kiilonbo6z6 idegi 6ssejt fenotipusok in vivo csak atmenetileg vannak jelen, mivel az
idegi fejlddés soran maguk az dssejtek is fejlddésen mennek keresztiil. A geno- és
fenotipikusan stabil, homogén idegi Gssejt populaciok hoszu tava in vito fenntartasa
ezért a stabil, definialt in vitro koriilmények ellenére is nehézségekbe litkozik. Az idegi
Ossejtek felszaporitasuk, fenntartdsuk soran valtozasokon mehetnek keresztiil, illetve a
tenyészetekben sokszor az idegi dssejtek differencialtabb utddai is jelen vannak.

Annak, hogy fenotipusosan stabil, folyamatosan szimmetrikusan oszt6do, progenitor
vonalak létrehozasa (Gottlieb és mtsai, 2002; Jandial és mtsai, 2008). Ilyen,
immortalizalt idegi dssejt klonok 1étrehozhatok pélaul viralis onkogénekkel transzfektalt
(Jandial és mtsai, 2008) vagy tumor szupresszor deficiens idegi tenyészetekbdl (Schlett
€s Madarasz, 1997).

2.3. Az idegsejt képzés folyamata

Az idegi fejlddés soran, a veldcsé zarodéasaval egy idében megjelennek az elsd
idegsejtek. Az idegsejtek keletkezése dontd tobbségében lejatszodik az embrionalis és
perinatalis fejlédés soran. Egyes munkak szerint a kozponti idegrendszer idegsejtjeinek
nagy része kozvetleniil, vagy koztes progenitorokon keresztiil, kdzvetve, a radialis glia
sejtektdl szarmazik (Anthony ¢és mtsai, 2004; Anthony és Heintz, 2008). Mas
kutatocsoportok arra kovetkeztetnek eredményeikbdl, hogy bizonyos KIR teriileteken
(pl. ventrdlis eldagy, dorzélis gerincveld) a radialis glia sejtek csupan gliasejtek

létrehozasara képesek, és a neuronok kozvetleniil vagy kdztes progenitorokon keresztiil
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a neuroepitélidlis sejtektdl szarmaznak (Pinto és Gotz, 2007). Ezt az ellentmondast
tobbek kozott az okozhatja, hogy a neuroepitélidlis és radilis glia sejt stadium kozotti

hatar nem mindig hatarozhat6 meg egyértelmiien (Anthony és Heintz, 2008).

A Kkifejlett KIR-t szamos idegsejt tipus alkotja. A kiilonb6z6 idegsejt-tipusokat, a
fejlodés soran, idegrendszeri régionként és idében valtozo differenciacidés programok
alakitjak ki. Ezeknek a differenciacios programoknak van azonban egy, az altalanos
idegsejt tulajdonsdgokat (pdn neuronalis tulajdonsagok) meghataroz6, alap-
mechanizmusa (pdn neurogenetikus program) (Goridis és Rohrer, 2002; Parras és mtsai,

2002; Pattyn és mtsai, 2004; Kageyama és mtsai, 2005).

A fejlédés kezdetén szimmetrikusan osztdodod idegi progenitorokban, az idegsejt
képzés kezdetével, megjelennek az aszimmetrikus osztoddsok. Ezek soran a két
ledanysejt koziil az egyik megtartja idegi Ossejt tulajdonsdgait, mig a masik
posztmitotikus idegsejtté vagy idegsejt irdnyban elkotelezett, korlatozott o0sztodo
képességli koztes progenitorra differencialédik. Ahhoz, hogy az adott utddsejt idegsejt
iranyban fejlodjon, aktivalédniuk kell az idegsejt tulajdonsdgokat meghatarozo
géneknek, és gatlodniuk kell a differencialatlan allapotot fenntartd, az idegsejt iranyu

differenciaciot gatlo, illetve a glia iranyu differenciacioért felelés mechanizmusoknak.

Az idegsejt iranya differenciacié szabalyozasaban kozponti szerepet jatszanak a
basic Helix-loop-helix (bHLH) transzkripcios faktorok. Az idegsejt iranyba
elkotelez6do utodsejtben aktivalodik a proneuralis bHLH transzkripcios faktorok (pl. a
Drosophila achaete-scute homolog mashl vagy az athonal-homolog ngnl és ngn2)
expresszidja. A proneuralis transzkripciés faktorok (tobbek kozott) egyéb bHLH
transzkripcios faktorokok (pl. NeuroD, Math2) expresszidjat serkentik, melyek szerepet
jatszanak az 4ltalanos idegsejt tulajdonsdgokat meghatdrozd gének expresszidjanak
serkentésében (Kageyama ¢és Nakanishi, 1997; Ross ¢és mtsai, 2003). A bHLH
transzkripcios faktorok ezzel parhuzamosan, szerepet jatszanak a differencidlatlan
allapotot fenntartd, az idegsejt iranya differenciaciot gatldo, mechanizmusok
feloldasdban is (Bylund és mtsai, 2003; Ravanpay és mtsai, 2010). A NeuroD2
transzkripcids faktor példaul, géatolja az idegsejt-specifikus gének expressziojat
megakadalyoz6 REST (REL-silencing transcription factor) zinc finger (cink ujj)

transzkripcids faktor kifejezddését (Ravanpay és mtsai, 2010). A REST expresszidjanak
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gatlasa ezen kiviil, kozvetve, valtozast okoz bizonyos kromatin struktarat szabalyozo
komplexek Osszetételében. Az ennek kovetkeztében 1étrejovo epigenetikai modositasok
nélkiilozhetetlenek a sejciklusbol valo kilépéshez, az idegsejt irdnyu elkotelezddéshez és

az idegsejtek posztmitotikus fejlodéséhez.

A bHLH gének expresszidja regionalis mintazatot mutat, tehat az idegrendszer
kiilonboz6 teriiletein elhelyezkedd progenitorokra / idegsejtekre mas-mas bHLH
transzkripcids faktorok jellemzéek. Bar a bHLH transzkripcios faktorok sokfélesége
onmagaban nem elegend6 az idegsejtek sokféleségének kialakulasahoz, a bHLH
fehérjék sok esetben részt vesznek az altalanos idegsejt tulajdonsagok meghatarozasan
kiviil az idegsejt tipusat meghatarozo szabalyozo folyamatokban is (Kageyama és mtsai,

2005; Mattar és mtsai, 2008).

Az idegsejt képzés altalanos programjanak szabalyozadsa szorosan Osszekapcsolddik
a differencialatlan idegi Gssejt fenotipus fennmaradasat (pl. Delta-Notch utvonal), és az
¢és mtsai, 2003; Yoon és mtsai, 2008). Ez biztositja az idegsejt iranyu differenciacioval
parhuzamosan a megfeleld méretii progenitor populacié fennmaradasat, és a kiillonb6zo

idegi sejttipusok megfeleld idérendben €s megfeleld aranyban valo keletkezéseét.

2.4. Az idegsejt képzésrol asztroglia képzésre valo valtas folyamata

Mig az idegsejtképzés ragesalokban dontd mértékben lejatszodik az embrionalis és
perinatalis fejlédés soran, az asztroglia sejtek képzése a veldcsod teljes hosszaban csak
ezt kovetden, a perinatalis (nagyjabol az embrionalis fejlédés 18. napjatol kezdédden)
és posztnatalis id6szakokban torténik meg (3. Abra). Hasonléan, egy adott progenitor
populacion beliil az oligodendroglia képzés is csak az idegsejtek kialakulasat kovetéen
indul meg. Az a jelenség, hogy az idegsejtek képzédése megelézi a makroglia
(asztroglia és oligodendroglia) sejtek képzddését, az in vitro idegi differenciacio soran is

megfigyelhetd (Qian és mtsai, 2000).

Az irodalmi adatok nem egységesek abban a tekintetben, hogy az asztroglia sejteket
képz6  progenitorok leszarmazasi kapcsolatban  allnak-e azokkal az idegi

progenitorokkal, melyek a fejlédés korabbi stadiumaiban az idegsejtek képzésében
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vesznek részt. Egyes munkak szerint mar a korai neuroepitélben elkiiloniilnek az idegi
fejlodés soran idegsejtet vagy asztroglia sejtet 1étrehoz6 progenitorok, és csak kis résziik
hozza Iétre mindkét sejttipust (McCarthy és mtsai 2001; Malatesta és mtsai, 2000,
2003). Mas vélemények szerint azonban, az asztroglia sejteket képzé radialis glia
populacidk az idesejteket képz6 radidlis glia sejtektd]l szarmaztathatoak (Anthony és

mtsai, 2004; Anthony és Heintz, 2008).

Azonban, barmelyik esetet vegyiik, felmeriil a kérdés, milyen mechanizmusok allnak
annak a hatterében, hogy az asztroglia képzés csak az idegsejt képzés utan, késleltetve
kezdddik el az idegi fejlddés soran. Azaz: Az elsd esetben milyen hatdsok okozzdk a
glialis progenitorok korai elkiiloniilését? Ha az asztroglia iranyba elkotelezett
progenitorok mar az idegsejt képzés idején is jelen vannak, miért csak ennek
befejeztével hoznak létre gliasejteket? Illetve, a masodik esetben, ha az idegi Gssejtek
idegsejtek ¢€s asztroglia sejtek 1étrehozasara egyarant képesek, miért képeznek

kezdetben szinte kizarolag idegsejteket, és csak ezt kovetden asztroglia sejteket?

Az idegsejt képzés majd asztroglia képzés” sorrend kialakulasara az egyik
lehetséges magyarazat az lenne, ha az asztroglia képzddést serkentd faktorok
hidnyoznanak a fejlodé idegszovetbdl az idegsejt képzés szakaszdban. Az asztroglia
képzést serkentd faktorok koziil azonban szamos mar az idegsejt képzés idején is jelen
van az idegi progenitorok kornyezetében. Ilyen faktorok a ciliary neurotrophic factor
(CNTF) (Hughes ¢és mtsai 1988; Bonni és mtsai 1997), a leukemia inhibitory factor
(LIF) (Viti és mtsai, 2003; Fukuda és mtsai, 2007) és a bone morphogenic protein
(BMP) (Gross és mtsai, 1996; Rajan és McKay 1998; Fukuda és mtsai 2007).

A gliagenezist serkentd faktorok jelenléte azonban 6nmagaban nem elegendd. Fontos
az is, hogy az idegi progenitorok érzékenyek legyenek ezekre a faktorokra. Az
asztroglia specifikus gének (pl. gfap, s/00p) promoter régioi metilaltak az idegsejt
képzés korai szakaszaiban, igy transzkripciojuk, a gliagenezist serkentd szignalizacios
utvonalak mukodésének ellenére, gatolt (Namihira és mtsai, 2009). Az idegsejtképzés
késébbi peridodusaban, a novekvd szamu fiatal neuron Notch receptor ligandumokat
fejez ki, amelyek az elkotelezetlen progenitorokon jelen levé Notch receptorokhoz
kotddve, azokban az asztroglia sejtekre jellemzd gének promoter régidinak

demetilalodasat okozzak (Namihira és mtsai, 2009). Igy, az idegsejt képzés

22



elérehaladasaval parhuzamosan, az idegi progenitorok érzékenyebbé valnak az

asztroglia képzést indukalo szignalokra (4. Abra).
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Sanosaka és mtsai, Epigenetics. ,16;4(2):89-92. (2009), modositva

4. Abra: Az asztroglia iranyu differenciaciét szabalyozé folyamatok. Az idegi
differenciaci6 kezdeti szakaszaiban az asztroglia specifikus gének promoter régioi
metilaltak. (a): Az idegsejt iranyba elkételez6dé prekurzorokban a megndvekedett
proneuralis transzkripciods faktor szint, az idegsejt iranyu fejlédési program elinditasaval
parhuzamosan, az adott sejten beliil gitolja az asztroglia irdanya differenciaciot. A
proneurdlis transzkripcios faktorok hatdsara, az idegsejt prekurzorok felszinén
megemelkedik a Notch receptor ligandok (DLL1) mennyisége. (b): A DLL1 ligandok a
szomszédos progenitorok Notch receptorait aktivalva, azok differencialatlan allapotanak
fennmaradésat segitik, illetve ezzel parhuzamosan, az asztroglia specifikus gének
promotereinek demetilaciojat okozzak (Az NFIA transzkripcios faktor aktivalasan
elérehaladtaval tehat, az asztroglia specifikus szabdlyozd szakaszok hozzéaférhetdveé
valnak az asztroglia képzést serkentd jelatviteli itvonalak effektorainak szamara. A LIF,
CNTF ¢és (az idegsejtek altal termelt) CT-1 faktorok altal aktivalt JAK/STAT utvonal
(az abran STAT aktivacid) a BMP fehérjék altal aktivalt Smad jelatviteli utvonallal
egylittmiikddve indukalja az asztroglia sejtek képzdodését.

Roviditések: BMP: bone morphogenic protein, CNTF: ciliary neurotrophic factor, CT-
1: cardiotrophin-1, DLL1: delta-like 1, DNMT1: DNA methyltransferase 1 —DNS
metiltranszferaz 1-, HES: hairy and enhancer of split, LIF: leukemia inhibitory factor,
NFIA: nuclear factor I/A, NSC:neural stem cell —idegi dssejt-, STAT: signal transducer
and activator of transcription

Angol kifejezések: adult-type NSC: felnéttkori idegi Ossejt, another embryonic NSC:
masik embrionalis Ossejt, astrocytic genmes: asztroglia gének, committed neuronal
precursor: elkotelezett idegsejt eloalak, demethylation of astrocytic genes: az asztroglia
gének demetilacioja, inhibition of neuronal differentiaition: az idegsejt iranyu
differenciacio gatlasa, inhibition of astrocytic differentiation: az asztroglia iranyu
differenciacio gatlasa, late gestation ~ adulthood: késdi embriondlis fejlodés ~
felnottkor, mid-gestation: az embriondlis fejlodés kozépideje, young neuron: fiatal
idegsejt
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Az idegsejt képzés majd asztroglia képzés sorrendiségének kialakuldsaban szerepet
jatszhatnak az asztroglia képzést az idegsejt képzés id0szakaban gatlo faktorok is. Az
idegsejt képzés programjaban fontos szerepet jatszo proneuralis fehérjék (Ngnl, Ngn2,
Mashl) példaul, egyidejlileg az asztroglia iranyt differenciaciot is gatoljak, az
asztroglia iranya differenciaciot serkenté szignalizacids ttvonalak gatlasan keresztiil
(Sun és mtsai, 2001). Nem elég tehat, hogy a progenitorok fogékonnya valjanak az
asztogliaképzést serkentd szigndlokra, az idegsejt képzést serkentd szabalyozé
utvonalaknak is el kell hallgatniuk. A dorzalis eldagyi teriileteken, az idegsejt képzés
elérehaladtaval a ngnl gén promotere fokozatosan metilalodik a Polycomb kromatin
modositd komplexek altal. Ezaltal, gatlodnak az idegsejt képzd, és elétérbe kerlilnek az
asztroglia képz6 folyamatok (Hirabayashi ¢s mtsai, 2009). Hogy mi az, ami ezeket a

metilacios folyamatokat idéziti, egyenlére nem ismert.

Bizonyos idegrendszeri teriileteken azonositottak olyan, tigynevezett ,,pro-glialis”
faktorokat, melyek expresszioja sziikséges ¢és elégséges a gliogenetikus program
elindulasahoz. Ilyen faktor példaul a Sox9 homeodomén transzkripcios faktor (Rowitch
¢és Kriegstein, 2010).

Bar az asztroglia képzést szabalyozd folyamatok szamos eleme ismert, az idegsejt
képzés ¢€s asztroglia képzés kozotti valtas idozitésének pontos mechanizmusa még nem
feltérképezett. A megértést neheziti tobbek koézott az is, hogy ugyanugy, ahogy az
idegsejtek kialakuldsat szabalyoz6 mechanizmusok esetében, az altalanos szabalyozo
folyamatok itt is szorosan Osszefonodnak a - progenitorok idegrendszeri tengelyek
mentén valo elhelyezkedésének megfeleld - régid specifikus szabalyozo folyamatokkal

(Rowitch és Kriegstein, 2010).

2.5. A fejlodé kozponti idegrendszer regionalizacidja

A kozponti idegrendszer kezdeményét kezdetben egy morfoldgiailag homogén
sejtpopulacio épiti fel. A fejlddés elérehaladtaval azonban, a kornyezd szdvetekbdl,
majd az idegszovet belsd regionalizaldo kozpontjaibdl szarmazo szekretalt morfogének
hatasara, az idegi progentitorokban az antero-poszterior (AP) illetve medio-lateralis/

dorzo-ventralis (ML/DV) testtengelyek mentén kiilonboz6 fejlodési programok”
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aktivalodnak. Ennek kovetkeztében, az idegi progenitorok tobbek kozott régionként
eltérd proliferacids, adhézids tulajdonsagokkal rendelkeznek és teriiletenként kiilonbdzo

utodsejteket hoznak Iétre.

2.5.1. A velolemez és a korai veldocso regionalizacioja

Az idegszovet regionalizacidja mar a veldlemez kialakuldsaval egy idében
elkezddédik. Az idegtelep anterior polusan elhelyezkedd anterior viszceralis endoderma
(AVE) ¢és az idegrendszer kezdeményt poszterior hatarolé mezodermalis szdvetek
(primitiv arok, nodus) altal termelt morfogének, a kornyezé nem-neuralis ektoderma,
majd a gasztruldci6 sordn kialakult axidlis mezoderma (prekorda, notokord) éltal termelt
faktorok meghatarozzak a vel6lemez majd a vel6csé AP és ML/DV tengelyeit (Vieira és
mtsai, 2010) (1. Abra). A velScsé kialakulasaval a velSlemez ML tengelye dorzo-
ventralis (DV) tengellyé alakul. A vel6lemez legmedialisabb teriiletei képzik a vel6cso
legventralisabb részét, mig a laterdlis vel6lemez teriiletek a vel6csd dorzalis teriiletére

keriilnek (1. Abra).

A kornyezd szovetek altal termelt morfogének az idegszoveten beliil gradienst
hoznak létre, és az AP és ML/DV tengelyek mentén kiilonbdz6 pozicioban elhelyezkedd
neuroepitélidlis sejtekben, koncentraciotél fiiggben, kiillonbozé gén-egylittesek
expresszidjat indukaljak, illetve gatoljak (Vieira és mtsai, 2010). Ezek koziil, az
idegrendszeri régiok meghatdrozodasaban, kialakuldsdban kiemelkedd szerepet
jatszanak a homeodomén transzkripcios faktorok (Lumsden és Krumlauf, 1996). Ebbe a
csoportba tartoznak tobbek kozott a Drosophlia homeotikus szelektor génekkel homolog
Hox transzkripcids faktorok is (Stein és mtsai, 1996). Az egyes morfogének altal
aktivalt jelatviteli utak, illetve az altaluk szabalyozott transzkripcids faktorok egymassal
kolcsonhatva bonyolult szabalyozasi haldzatokat hoznak létre. Ezeknek a
kolesonhatasoknak eredményeképpen, az idegrendszer kezdemény longitudinalis és
transzverzalis savokra tagolodik, melyek mindegyike egyedi, régio-specifikus
génexpresszios profillal rendelkezik (5. Abra) (Puelles és Rubenstein, 2003; Vieira és
mtsai, 2010).
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5. Abra: Génexpressziés domének a korai idegrendszer kezdemény teriiletén.
Sematikus (A) és realisztikus (B) abrazolas. Az expresszios domének kiilonboz6
szinekkel vannak jelolve. A B abra jobb oldalan az adott doménbdl a késébbiekben
kialakul6 idegrendszeri régiok vannak feltiintetve.

Roviditések: ant: anterior, AP: Alar plate —oldallemez-, BP: basal plate -alaplemez-,
D/L: dorzdlis/lateralis FP: floor plate —padlolemez, hypoth: hypothalamus, MES:
mesencephalon, mes tg: mesencephalic tegmentum, post: posterior, prerub tg:
prerubral tegmentum, pretect: pretectum, prethal: prethalamus, prethal tg: prethalamus
tegmentum, rl: 1. romboméra, RP: roof plate —tetélemez-, thal: thalamus, V/M:
ventralis/medidalis, 1rx3: iroquois homeobox 3, Six3: SIX homeobox 3 (4 t5bbi
génszimbolumot lasd a Roviditések fejezetben, ill. a szovegben)

Angol kifejezések: secondary prosencephalon: mdasodlagos prosencephalon, optic
vesicle: optikus vezikula

Az agy-primordium teriiletén els6dlegesen harom agyholyag alakul ki. Ezek a
prosencephalon (a leendd elo- és koztiagy), a mesencephalon (leendd kozépagy) és a
rhombencephalon (leendé utdagy). Az agy-primordium ezutan tovabbi transzverzalis
doménekre, neuromérakra tagolodik. A prosencephalon neuromérai a prozomeérak, az
utdagy teriiletén kialakuld neuromérak a rombomérdk. Az utdagyat altaldnosan 8,
morfologiai és génexpresszids szinten egyarant meghatdrozhatd, rombomérara osztjak
(r1-r8). A kozépagy és a prosencephalon transzverzalis doménekre vald osztasa
azonban, egyértelmli morfologiai hatarok hianydban, nem egységes az irodalomban.

(Lumsden és Krumlauf, 1996; Puelles és Rubenstein, 2003; Kimura és mtsai, 2005).
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A kozponti idegrendszer transzverzalis doménjei négy DV (longitudindlis) zonara
oszthatok. Ezek a dorzalistdl a ventralis oldal felé haladva a tetdlemez (roof plate), az
oldallemez (alar plate), az alaplemez (basal plate) és a padlo lemez (floor plate) (1.

Abra, 5. Abra) (Vieira és mtsai, 2010).

2.5.2. A medio-lateralis / dorzo-ventralis regionalizacio

Az idegrendszer telepének korai ML (majd DV) regionalizacidjat kialakito
morfogének két f6 forrasbol szarmaznak (Vieira €s mtsai, 2010). Az idegrendszer
telepétdl ventralisan, az embrid kdzépvonaldban helyezkedik el az axidlis mezoderma (a
prekorda a leend6 elbagyi és a prethalamikus teriiletek alatt, a notokord az ettdl
poszterior elhelyezkedd teriiletek alatt). A vel6lemezt lateralisan (majd a vel6esovet
dorzélisan) a nem-neuralis ektoderma hatarolja. Az axiadlis mezoderma 4altal termelt
Sonic Hedgehog (Shh) medialis / ventralis, mig a nem-neuralis ektoderma altal termelt
BMP fehérjék lateralis / dorzalis poziciondlis informaciot kozvetitenek (Vieira €s mtsai,

2010) (1. Abra).

A fejlodés késdbbi szakaszaiban az axidlis mezoderma illetve a nem neuralis
ektorderma indukaldé hatdsara az emlitett szOvetekhez lekozelebb elhelyezkedd
idegrendszeri teriiletek maguk is elkezdenek morfogéneket termelni. A medialis /
ventralis kozépvonal Shh, mig a legdorzalisabb teriiletek BMP ¢és wingless-related
MMTV integration site (Wnt) faktorokat termelnek (Vieira és mtsai, 2010; Chizhikov és
Millen, 2005). Az igy kialakul6 ,,masodlagos organizator kozpontok™ atveszik az axialis

mezoderma illetve a nem-neuralis ektoderma regionalizald szerepét.
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6. Abra: A Shh koncentracié-fiiggd hatisa a génexpressziora a gerincveld
teriiletén. (A): A Shh-t a notokord, majd a padlolemez termeli. A DV tengely mentén
dorzalis iranyba csokkené Shh gradiens alakul ki. A tetélemez teriiletén a dorzalis
terliletek regionalizacidjdban szerepet jatszo Wnt ¢s BMP fehérjék termelddnek, melyek
a Shh- éval ellentétes gradienst képeznek (B)' A Shh koncentréci() ﬁigg(’)'en kiilonboz6

Roviditések: BMP: bone morphogenic protem, D: dorzalis, Shh: Sonic hedgehog, V:
ventralis, Wnt: wingless-related MMTV integration site, Dbx: developing brain
homeobox (A tébbi génszimbolumot lasd a rovidités fejezetben, ill. a szévegben)
Angol kifejezések: dorsal: dorzalis, floor plate: padlolemez, neural tube: veldcso, roof
plate: tetélemez, somite: szomita, ventral: ventralis

A Shh altal indukalt jelatviteli utvonalak a ventralis fenotipust meghatarozo
transzkripcids faktorok (régid specifikus gének) expresszidjat serkentik, illetve, a
dorzalis fenotipust meghatarozé transzkripcios faktorok kifejez6dését gatoljak. Az,
hogy egy adott idegi progenitorban milyen gének transzkripcidjat szabalyozza a Shh
szignalizacio, fiigg attol, hogy a Shh milyen koncentracioban van jelen a sejt
kornyezetében (azaz a sejt a ML ill. DV tengely mentén a Shh forrastél milyen
tavolsagban helyezkedik el) (6. Abra), illetve attol, hogy az adott sejt az AP tengely
mentén hol, azaz melyik transzverzalis domén teriiletén helyezkedik el (Ericson és
mtsai, 1995; Dessaud és mtsai, 2008). Az NK2 homeobox 2.2 (Nkx2.2) homeodomén
transzkripcios faktor példdul, az idegrendszer teljes hosszdban indukalédik a Shh
hatasara a ventralis teriileteken, mig az Nkx2.1 és Nkx6.1 transzkripcios faktorok,
melyek expressziojahoz szintén Shh hatasra van sziikség, csak a ventralis eldagyi
(Nkx2.2) illetve ventralis utdagyi, gerincvel6i teriileteken (Nkx6.1) expresszalddnak
(Qiu és mtsai, 1998) (7. Abra).
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7. Abra: A Shh mas és mas gének expressziéjat indukalja a Kiilonboz6

transzverzalis doménekben. Az Nkx-2.1, Nkx-2.2 és Nkx-6.1 homeodomén
transzkripcids faktorok, bar mindegyikiik expresszioja Shh altal indukalt, az AP tengely
mentén eltérd expresszids mintazatot mutatnak. (3 napos csirke embridé —az expresszios
mintazat megegyezik az egér velécsében megfigyelttel-)
Roviditések: di: diencephalon, hy: hypothalamus, is: Isthmus, Mes: mesencephalon,
MGE: medial ganglionic eminence -medialis gangliondomb-, Nkx: NK2 homeobox, OS:
optic stalk —optikus kocsany-, r: romboméra, sc: spinal cord, Shh: sonic hedgehog, sp:
secondary prosencephalon -—madsodlagos prosencephalon-, ZL: zona limitans
intrathalamica

A laterdlis / dorzélis identitdst meghatdroz6 morfogének (BMP, Wnt fehérjék)
szintén koncentracio illetve AP pozici6 fliggden fejtik ki hatasukat (Chizikov és Millen,
2005). Ezek a szekretalt faktorok az adott dorzalis idegrendszeri régiokra specifikus

gének expressziojat serkentik, illetve a ventralis sorsot meghatarozo géneket gatoljak.

2.5.3. Az antero-poszterior regionalizacio

A kozponti idegrendszer kezdeményének AP regionalizaciojat kezdetben, szintén a
kornyezd nem neuralis szovetekbdl szarmazé szignalok irdnyitjak. A neuralis indukcid
soran kialakuld idegtelep kezdetben anterior molekuldris identitassal rendelkezik. Az
anterior identitas kialakitasaban kozponti szerepet jatszik az AVE és a korai gasztrula
organizator (Martinez-Barbera és Beddington, 2001). A primitiv arokbdl majd a
paraxialis mezodermabol szarmazo szignalok (példaul FGF2, retinsav) felelosek késébb

a poszterior teriiletek regionalis identitasanak meghatarozasaért. (Jessel, 2000; Vieira és
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mtsai, 2010). Az utdagy (12-17) és a gerincveld transzverzalis doménekre valod
tagolodasaban jelentds szerepet jatszanak a Hox gének. A kiilondb6zé Hox gének
valoszinlileg a mezodermabol (mely maga is HoX gének altal regionalizalt) szarmazo
retinsav hatasara indukalddnak az idegszovet meghatarozott teriiletein (Lloret-Vilaspasa
¢és mtsai, 2010). A prekordalis mezodermabol szarmazo szignalok az anterior teriiletek
regionalis tulajdonsagainak fenntartdsdban illetve tovabbi finomitdsdban jatszanak
szerepet.

A kezdeti regionalizacids folyamatok kovetkeztében, tobbnyire az AP tengely azon
pontjaindl, ahol az egymas expresszidjat gatld transzkripcios faktorok expresszios
doménjei talalkoznak, az idegszoveten beliil Gijabb regionalizacios kdozpontok alakulnak
ki, melyek tovabb finomitjak a kdrnyezé progenitor sejtek regionalis identitasat (Vieira
¢és mtsai, 2010). Ezek az AP regionalizacioban szerepet jatszo ugynevezett ,,masodlagos
organizator kozpontok”, a fejlédé kozponti idegrendszer legrosztralisabb polusan
elhelyezked6 eliilsé idegi szegély (ANR — anterior neural ridge), a thalamus-
prethalamus hataron kialakul6 zona limitans intrathalamica (ZLI), és a kdzépagy-utdagy
hataron huzodo isthmus organizator (IsO) (8. Abra).

Az ANR sejtjei FGF8 fehérjét szekretalnak, mely egy anteriortdl poszterior iranyba
csokkend gradienst hoz létre a kornyezd régiokban. Az FGF8 a szintén az ANR
teriiletén termel6dé FGF15 szekretalt fehérjével, és a kornyezd, egyéb organizator
teriiletekrdl szarmazd BMP, Wnt és Shh morfogénekkel egyiittmiitkddve szabélyozza az
eldagyi teriiletek regionalizacigjat (Vieira €s mtsai, 2010).

A ZL1 a prekorda illetve a notokord szabalyozasa alatt 4116 teriiletek taldlkozasanal
jon létre. Az itt elhelyezkedd progenitorokban olyan génexpresszidos mintazat alakul Ki,
mely lehetdvé teszi a Shh termelddését az egész DV tengely mentén (8. Abra). A ZLI-
bol szarmazo Shh a kornyezé teriiletekrdl szarmazo, egyéb morfogénekkel
egylittmiikodve, eltérd génexpresszids mintazatot alakit ki a ZLI-tdl rosztralisan illetve
kaudalisan elhelyezkedd progenitor populacidkban. Mig bizonyos transzkripcios
faktorok (pl. a homeodomén transzkripcids faktor Nkx2.2) a ZLI mindkét oldalan
expresszalodnak, a Gbx2 homeodomén transzkripcios faktor példaul csak a ZLI-tol
kaudalisan, mig a distal-less homeobox 2 (DIx2) és Nkx2.1 homeodomén transzkripcios

faktorok csak a ZLI-t6] rosztralisan fejezédnek ki (Vieira és mtsai, 2010).
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8. Abra: A masodlagos organizator kozpontok elhelyezkedése. Az ANR (anterior

neural ridge) a veldcsd legrosztralisabb polusan, a ZLI (zona limitans intrathalamica) a
prethalamus (p3)-thalamus (p2) hataron, az IsO (Isthmus organizator) a kozépagy-
utéagy hataron helyezkedik el. A masodlagos organizatorok teriiletén elhelyezkedd
sejtek morfogéneket termelnek, melyek az idegszovetben diffunddlva (sziirke nyilak),
gradienst hoznak létre.
Ventralisan lila illetve fehér szinnel jeldlve a notokord illetve prekorda lathato.
Roviditések: FGFS: fibroblast growth factor 8, IC: colliculus inferior, Is: Isthmus , pl-
p4: prozomérak (kotiagy), p5-p6 (eléagy) ri-r2: rombomérak, Shh: sonic hedgehog,
SC: colliculus superior, Wntl: wingless-related MMTYV integration site 1

Az Isthmus organizator a kozépagy és utdagy kezdemény hatiran, az egymas
expressziojat gatlo gastrulation brain homeobox 2 (Gbx2) és orthodenticle homologue 2
(Otx2) homeodomén transzkripcids faktorok expresszidos doménjének talalkozasanal
alakul ki (9. Abra) (Wurst és Bally-Cuif, 2001). Ezen a génexpresszios hataron
indukalddik az Isthmus organizator aktivitdsdban meghatarozd szerepet jatszo FGF8
expresszioja. Az Isthmus organizitor aktivitdsanak fenntartdsdban fontos szerepet
jatszanak az Isthmus teriiletén expresszalodo (bar az Isthmus teriileténél szélesebb
expresszios doménnal rendelkezé) paired box 2 illetve 5 (Pax2, Pax5), engrailed
homeobox 1 (Enl) homeodomén transzkripcios faktorok és a Wntl morfogén (Wurst és
Bally-Cuif, 2001; Vieira és mtsai, 2010) (9. Abra).
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9. Abra: Az Isthmus organizator Kialakulisat, fenntartisiat szabalyozo
folyamatok. (A): A kornyez6 szovetekbdl érkezé morfogének (szaggatott nyil) hatasara
az idegrendszer kiilonbozd teriiletein kiillonb6zd transzkripcids faktorok expresszidja
indukalodik. (B): A régio specifikusan expresszaldodo transzkripcids faktorok kozotti
gatlo, ill. serkentd kolcsonhatasok kovetkeztében a f6 expresszios domének
talalkozasanal kialakulnak a morfogéneket szekretaldo Isthmus organizator sejtek.
Ezutan, az Isthmus teriiletén illetve két oldalan kifejez6dd szabalyoz6 gének kozotti
kolcsonhatasok  (folyamatos vonalak) sziikségesek az Isthmus organizator
fennmaradésaért is.

Roviditések: di: diencephalon, ms: mesencephalon, rI-r2: rombomérak Az abran
szereplo gének, morfogének teljes nevét lasd a Roviditések fejezetben, illetve a
Bevezetés szovegeben.

Angol kifejezések: axial mesoderm/ endoderm: axialis mezoderma/ endoderma, neural
plate: veldlemez, retinoic acid: retinsav

A fejlédé KIR fobb teriiletekre valod tagoloddsat kovetOen, a transzverzalis €s
longitudinalis génexpreszios domének altal alkotott molekuldris halé a sorozatos
génexpresszios kolcsonhatasok eredményeképpen egyre finomabba valik, és ennek
kovetkeztében az idegrendszeri régiok egyre kisebb régiokra tagolodnak. A kiilonbozd
idegrendszeri teriiletek regionalis identitdsa nagyrészt még a tomeges idegsejt képzés
1d6szaka el6tt meghatarozodik (Vieira és mtsai, 2010).

Az idegi progenitorok régié specifikus génexpresszids mintazata a posztmitotikus
idegsejtekben az adott régiora jellemzd idegsejt-fenotipust meghatarozd szabalyozo
kaszkadokban folytatodik (Goridis és Rohrer, 2002; Schuurmans ¢és mtsai, 2004). Az
idegsejtek sziiletési helye (és ideje) nagyban befolydsolja tobbek kozott a
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posztmitotikus idegsejt eléalakok migracids kapacitasat, adhézids tulajdonsagait és az

idegsejtek neurotranszmitter fenotipusat (Wilson és Rubenstein, 2000) (10. Abra).
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Wilson és Rubenstein, Neuron, 28(3):641-51. (2000)

10. Abra: Az idegsejtek sziiletésének helye meghatirozza azok fenotipusat. Az
abran 14 napos egér embrid eldagyi féltekéjének sematikus képe (keresztmetszet)
lathato. (A): Az eldagy ventrikularis zonajaban elhelyezkedd idegi progenitorok a
dorzoventralis testtengely mentén vald elhelyezkedésiiknek megfeleld génexpresszids-
mintazattal rendelkeznek. A progenitorokban kifejezddo régio specifikus transzkripcios
faktorok meghatarozzak a posztmitotikus utddok neurotranszmitter fenotipusat (B), és
migracios mintazatat (C). Az elGagy kéreg glutamaterg neuronjai a dorzalis eldagy
teriiletén sziiletnek, majd a radidlis glia nytlvanyok altal iranyitott radialis migracid
(egyenes nyilak) soran keriilnek a késobbi kéreg teriiletére. A kérgi GABA-erg
interneuronok a ventralis eldagyi teriiletekrél szarmaznak. A medialis gangliondomb
(MGE) ¢és a lateralis gangliondomb (LGE) teriiletén tulnyomorészt GABA-erg
idegsejtek keletkeznek, melyek egy része a kéreg teriiletére (tangencilis migracio,
gorbe nyilak) és a striatumba vandorol. Az eldagy legventralisabb teriiletein (anterior
entopedunkularis area/preoptikus area) jellemzéen kolinerg neuronok keletkeznek,
melyek egy része a striatum teriiletére vandorol.

Roviditések: ACh: acetilkolin, AEP: anterior entopedunkularis area, BMC: bazdlis
magnocellularis komplex, Cx: cortex, GABA: y-amino-vajsav, Glu: glutamdt, GP:
globus pallidus, H: hippocampus, LGE: lateral ganglionic eminence -lateralis
gangliondomb-; MGE: medial ganglionic eminence -medialis gangliondomb-; POA:
anterior preoptikus drea; STR: striatum

Gli3: GLI family zinc finger 3, Lefl: lymphoid enhancer-binding factor 1 (Az abran
szereplo tovabbi gének teljes nevét lasd a Roviditések fejezetben, illetve a Bevezetés
szovegében.)

Az idegsejt fenotipusat a sejten beliili differenciacidos programon kiviil, az idegsejt

kornyezetébdl szarmazo — tobbnyire szintén regio specifikusan szabalyozott - hatasok is
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befolyasoljak. Az idegsejtek megfeleld helyre keriilésében, vetitési mintdzatanak
kialakuldsdban, idegi halozatba vald integralodasdban fontos a migraciojukat,
nyulvanyaik novekedését szabalyozo extracellularis komponensek, novekedési faktorok
jelenléte, a megfeleld sejt-sejt kapcesolatok 1étrejotte.

Az idegi aktivitasi folyamatok szintén hozzédjarulnak az idegsejtek fenotipusanak,
kacsolddasi mintdzatanak kialakuldsdhoz. A kérgi halozatok kialakuldsaban példaul, az
érzékszervekbdl érkezd szignalok (Wiesel és Hubel, 1963; Sugiyama és mtsai, 2008) és
a kérgen beliili, spontan aktivitds mintazatok (Peinado és mtsai, 1993, De Marco Garcia
¢s mtsai 2011) is szerepet jatszanak. A fejlodé6 Xenopus kdzponti idegrendszeren
végzett kisérletek alapjan, az idegsejtek  neurotranszmitter fenotipusanak
meghatarozodasaban is meghatarozo6 szerepet jatszhatnak az idegi aktivitasi folyamatok

(Root és mtsai, 2008; Marek ¢és mtsai, 2010).

2.6. Az Emx2 homeodomén transzkripcios faktor szerepe az idegi
fejlodés soran

Az idegi regionalizaciot szabalyozo faktorok koziil az Emx2 transzkripcios faktor
idegi fejlodésre gyakorolt hatasat doktori munkam soran bdvebben is vizsgaltam.

A homeoboxot tartalmazé emlés emx2 gén a Drosophlia melanogaster eliilsé feji
szelvényeinek (ezen beliil eliilsd idegi elemeinek) kialakitdsdhoz sziikséges empty
spiracles gap gén emlés homologja (Simeone és mtsai, 1992; Hirth és mtsai, 1995).

A fejlédo ragesald idegrendszerben az emx2 gén expresszidja a prosencephalikus
teriiletre korlatozodik. Az eliilsé idegrendszeri régiok meghatarozodasanak idején, a
tomeges idegsejt-képzés iddszaka eldtt, az emx2 széles korben expresszalodik a
prosencephalon teriiletén. Késébb, az idegsejt képzés szakaszdban, expresszidja

nagyrészt a dorzalis eldagyi teriiletekre korlatozodik (Kimura és mtsai, 2005).

2.6.1. Az Emx2 szerepe az anterior idegi régiok meghatarozodasaban

Az Emx2 harom-szomitds staddiumban (~E8) kezd el expresszalédni a leendd
prosencephalon poszterior teriiletén (Kimura és mtsai, 2005), és a Pax6, Otx1 és Otx2
homeodomén transzkripcids faktorokkal egyiittmiilkddve szerepet jatszik a koztiagyi

teriiletek és a kaudomedialis elagyi teriiletek (archipallium, kérgi szegély [cortical
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hem], plexus choroideus) regionalis identitasanak meghatarozodasaban (Shinozaki és
mtsai, 2002, 2004; Kimura és mtsai, 2005).

2.6.2. Az Emx2 transzkripcios faktor szerepe a kérgi régiok kialakuldsaban

A neocortex, bar fejlédésénck alapvet6 1épései egész teriiltetén hasonldak, specialis
kérgen beiili, €s mas agyteriiletekkel valod kapcsolatokkal, jellemzd citoarchitectonikai
felépitéssel és molekularis tulajdonsagokkal rendelkez6 régiokra tagolodik (Brodmann,
1909; Caviness, 1975; Watakabe és mtsai, 2009).

A fejlodo eldagy kéreg regionalizacidjaban meghatarozo szerepet jatszanak tobbek
kozott az Emx2, a paired box és homeodomén DNS-kotd hellyel is rendelkezd Pax6, a
zinc finger (cink ujj) domén Sp8 és az orphan magi receptorok kozé tartoz6 COUP-TF1
transzkripcids faktorok. Ezek a gének ellentétes, egymast kiegészitd expresszids
gradiennnsel rendelkeznek a dorzalis eldagyi ventrikularis zdéna sejtjeiben, ¢és
hianyukban a kiilonboz6 kérgi régiok mérete €s egymashoz viszonyitott aranya jelentds

valtozasokat szenved (O’Leary és Sahara, 2008) (11. Abra).

A ventrikularis zona radialis glia progenitoraiban az emx2 gén expresszidja az
anterolateralis teriiletekt6l a poszteromedialis teriiletek felé haladva egyre magasabb
(O’Leary és Sahara, 2008). Az Emx2 az eldagy kéreg kaudomedidlis teriiletein
elhelyezkedd régiok kialakuldsaban jatszik szerepet (Hamasaki és mtsai, 2004). Az
emx2 homozigodta illetve heterozigbta knock out (KO) — génkiiitott - egerekben, a
rosztralis kérgi régiok (primer motoros —M1- és szomatoszenzoros aredk —S1-) hatara
kaudalis irdnyba tolodik, mikézben a kaudalis kérgi areak (primer vizualis —V1- és

auditoros areak —Al- ) mérete csokken (O’Leary és Sahara 2008) (11. Abra).

Az, hogy az Emx2 pontosan milyen fejlodési 1épéseket szabalyoz, kevessé ismert. Az
Emx2 szerepet jatszik az elsddleges vizualis kéreg talamo-kortikalis kapcsolatainak
kialakulasaban (Bishop és mtsai, 2003). Feltehetéen olyan nytlvanynovekedést segitd
faktorok, adhézios molekulak expresszidjanak a szabalyozasaban vesz részt, melyek
segitik a talamikus dorzalis oldalsé térdes testbdl (corpus geniculatum laterale) érkezo
rostoknak a V1 teriiletére valé bendvését (Leingirtner és mtsai, 2003). Az Emx2 a
szintén Drosophlia empty spiracles homolog Emx1 transzkripcios faktorral

egyiittmiikddve szabdlyozza a kérgi fejlédésben fontos szabédlyozd szerepet jatszo,
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atmeneti idegsejt populaciok kialakulasat (Bishop és mtsai, 2003). A subplate neuronok
talamokortikalis axonok ,,vezetésében”, a Cajal Retzius sejtek a kérgi rétegzddés
kialakitasaban vesznek részt. Az Emx KO 4allatokban valoszintileg ez utobbi sejttipus

hidnya okozza a kérgi rétegzddésben megfigyelt rendellenességeket.

A me2 Pax6 Coup-TFI
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Wild type null E18.5) het)
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E18.5) transgenic) COUP-TF1 KO) Sp8 KO E18.5)

O’Leary és Sahara, Curr Opin Neurobiol., 18(1):90-100. (2008)

11. Abra: A kérgi regionalizacioban szerepet jatsz6 Emx2, Pax6, COUP-TFI és
Sp8 transzkripciés faktorok expresszios mintazata (A), és megvaltozott expresszios
szintjiikk hatasa az elsédleges kérgi areak Kkialakulasara (B). (B): Az emx2 gén
kiiitése, homozigota vagy heterozigéota formaban (Emx2 KO null ill. Emx2 KO het) a
poszterior areak (V1, Al) méretének csokkenését, az anterior areak (M1, S1) méretének
novekedését és poszterior iranyba vald tolddasat okozza. Az emx2 génnek a nestin
promoter szabalyozasa alatt valo tulexpresszaltatasa (Nestin-Emx2 transgenic) a kérgi
aredk anterior iranyba vald eltolodasat okozza. Miikodoképes Pax6 fehérje hidnyaban -
small eye mutans (Sey/Sey [Pax6]) -, az anterior areak méretének csokkenése, és a
poszterior aredk megnovekedett mérete €s anterior irdnyba tolodasa figyelheté meg. A
pax6 gént tulexpresszalo allatokban (Yac-Pax6 transgenic) az S1 area méretében enyhe
mértékli csokkenés (csillaggal jelolve) figyelhetd6 meg. Ha a COUP-TFI fehéjét
eltavolitjak a kérgi teriiletekrél (Conditional COUP-TFI KO), a frontalis/motoros
teriiletek méretének nagymértékii novekedése €s erdteljes poszterior iranyba vald
tolodasa figyelhetd meg, mig az elsédleges érzd teriiletek mérete jelentds csokkenést
mutat. Az sp8 szelektiv eltavolitdsanak hatdsdra a dorzalis eldagyi teriiletekrdl
(conditional Sp8 KO), a kérgi teriiletek anterior iranyba tolédnak.

Roviditések: A: anterior, Al: primer auditoros area, F/M: frontdlis/ motoros drea, L:
laterdlis, M: medialis, P: poszterior, S1: primer szomatoszenzoros area, VI1: primer
vizudalis area

Angol kifejezések: wild type: vad tipus
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2.6.3. Az Emx2 transzkripcios faktor sejt-szintii hatasai

Bar szamos idegi fejlodési folyamat szabalyozasaban bizonyitott a szerepe, keveset
tudunk az Emx2 transzkripcios faktor célgénjeirdl, illetve a sejt-szintii folyamatokrol,
melyeket szabalyoz.

Az emx2 gén expresszidjat a dorzo-medidlis eldagyi teriiletekrdl (az Gn. kérgi hem
tertiletérdl) szarmazd morfogének, a BMP és Wnt fehérjék pozitivan (Theil és mtsal,
2002; Suda és mtsai, 2010), mig az ANR illetve az anterior commissuralis lemez
teriiletérdl szarmazo FGF8 negativan szabalyozza (Fukuchi-Shimogori és Grove, 2003).
A Gli3 cink finger illetve valoszintileg az Otx2 homeodomén transzkripcios faktor,
szintén pozitivan szabdlyozzdk az emx2 expressziot (Theil és mtsai, 1999, Suda és
mtsai, 2010).

Bizonyos adatok szerint az emx2 kozvetleniil szabalyozhatja a wnt (Muzio és mtsai,
2005) illetve fgf8 (Fukuchi-Shimogori és Grove, 2003) gének expresszidjat.

Heins és munkatarsai munkaja alapjan az Emx2 transzkripcios faktor a radialis glia
sejtek szimmetrikus, Onsokszorozd osztdédasat serkenti a kérgi teriileteken az
idegsejtképzés idészakaban (Heins és mtsai, 2001). Gangemi és munkatarsai viszont
arrol szamoltak be, hogy a felnétt idegszdvetben talalhatd idegi Gssejtekben az Emx2
aszimmetrikus osztodast indukal, tehat az idegsejt képzés iranyaba hat (Gangemi és
mtsai, 2001). Galli és munkatarsainak (Galli és mtsai, 2002) munkaja szintén
alatdmasztja, hogy az Emx2 a szimmetrikus osztédasok aranyat csokkenti a felndtt idegi

dssejtekben.

2.7. Doktori munkam soran alkalmazott kisérletes rendszerek

Az idegi fejlodés folyamatainak vizsgalatdhoz, kisérleteimben in vitro modell
rendszereket alkalmaztam. Az NE-4C neuroepitélialis Ossejt- (Schlett és Madarasz,
1997), a P19 karcinéma sejt- (McBruney és Rogers, 1982) ¢s az R1 (Nagy és mtsai,
1993) embrionalis Ossejt vonalak egérbél (Mus musculus) szarmazo, egy sejt eredeti,
feno- és genotipusosan homogén sejtvonalak, melyek all-transz retinsavval indukalva

idegi irdnyba differencidltathatoak.
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A retinsavat széles korben hasznaljak az éssejtek in vitro idegi differencialodasanak
meginditasara (Jones-Villeneuve és mtsai, 1982; Fraichard és mtsai, 1995; Schlett és
Madarasz, 1997). Az all-transz retinsav (RA) az A-vitamin szarmazéka. Kozvetleniil
retinaldehidbdl keletkezik, a retinaldehid dehidrogendz enzimek (Raldh) altal katalizalt
reakcioban. A RA kisméretii, lipidoldékony molekula, mely a sejtmembranokon atjutva,
autokrin és parakrin modon is hathat. Hatasat f6leg a RAR (RARa—) és RXR (RXRa—y)
magreceptorokhoz kotddve fejti ki. A RAR és RXR receptorok egymassal kiilonb6zd
Osszetételli dimereket képezhetnek, és a szabalyozd régidkban elhelyezkedd RARE
(retinoic acid responsive element) DNS-szakaszokhoz, illetve kiilonboz6 transzkripcios
faktor és kromatin modositdé komplexekhez kotdédve szabalyozzak a génexpressziot. A
RA a gerincesek embrionalis fejlodése soran fontos szerepet tolt be tobbek kozott a
testtengelyek mentén vald regionalizacidos folyamatokban, a sejtek o0sztodasi,
apoptotikus ¢és differenciacios folyamatainak szabalyozasaban (Lloret-Vilaspasa és

mtsai, 2010; Gudas és Wagner, 2011).

Mig a teratokarcinoma eredetii P19 sejtek (Jones-Villeneuve és mtsai, 1982) és a
holyagesira allapoti embrié embridocsomdjabdl szarmazod R1 embrionalis Ossejtek a
retinsavas indukcid soran nem idegi sejteket is képeznek, a neuroepitélidlis eredetii NE-
4C sejtek idegi iranyban elkotelezettek, igy a differenciacid soran kizardlag idegi

sejteket hoznak létre.

Az NE-4C sejtvonal 9,5 napos (E9,5), p53 deficiens egérembrio (Livingstone és
mtsai, 1992) prosencephalikus és mesencephalikus agyholyagjaibol késziilt primer
sejtteny€szetbdl szarmazik, eldallitdsa tobbszori klonozassal tortént, igy biztositva a
sejtvonal egy-sejt eredetét (Schlett és Madarasz, 1997). Az NE-4C sejtek az Gssejt
allapot fenntartasat tamogatd koriilmények kozott, folyamatosan osztddnak. A sejtvonal
tobb mint szaz passzazson keresztiil stabilan fenntarthat6. Az indukalatlan NE-4C sejtek
epitél morfologiaval rendelkeznek, tartalmazzadk a neurdlis progenitorokra jellemzd
nestin intermedier fillamentumot (Lendhal és mtsai, 1990), és valtoz6 mértékben a
felsziniikon hordozzak a foként differencidlatlan sejttipusokra jellemzé (Solter és
Knowles, 1978; Fox és mtsai, 1981; Gomperts és mtsai, 1994; Jiang és mtsai, 2002;
Capela és Temple, 2002, 2006) SSEA-1/LeX antigént (Stage specific embryonic antigen
1/ Lewis X epitdp) (12. Abra A, F, G).
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2.7.1. Az NE-4C sejtek differenciacioja

Az NE-4C sejtek RA-val indukalt idegi fejlédése jol reprodukalhatd modon, egymast
szigort sorrendiségben kovetd 1épéseken at torténik (Schlett és Madarasz 1997; Schlett
és mtsai 1997; 2000; Herberth és mtsai 2002; Jelitai és mtsai 2002, 2004; Tarnok és
mtsai, 2002; Varga és mtsai, 2008, Hadinger és mtsai, 2009) (2. Tablazat) (12, 13, 14.
Abra).

felvételek. (F-L): Immuncitokémiai festések. Az asztroglia képzes stadiuma az abran
nincs feltiintetve (lasd 36. Abra).
piros nyil: a RA-as kezelés id6tartama, mérték: 20 pm

A RA kezelés hatdsara, egy kezdeti, kb. két napos proliferacios szakasz utan, a sejtek
kisebb-nagyobb aggregatumokat hoznak 1étre. Ezekben az aggregatumokban, els6ként
radialis glia szeri sejtek alakulnak ki. Ezeket a sejteket RC2 pozitivitasuk (12., 13.
abra), és elnyujtott alakjuk kiilonbozteti meg az indukélatlan, epitél morfologiaja, RC2
negativ NE-4C sejtektdl (12./ H, J, K Abra). Az RC2 pozitiv sejtek megjelenése a
radialis glia sejtekre jellemzé Pax6 transzkripcios faktor (Gotz és mtsai, 1998; Heins és

mtsai, 2002) és BLBP fehérje mRNS-énck megjelenésével esik egybe.
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Az aggregatumokban, az indukcié harmadik-negyedik napjan, az RC2-pozitiv sejtek
megjenését kovetéen alakulnak ki az els6, S-lll-tubulin pozitiv posztmitotikus
idegsejtek. Az indukcio els6 hetének végéig gyorsan ndé az idegsejtszam, majd az
idegsejtek érésével parhuzamosan, az Gjonnan képz6dé idegsejtek szama csokken (12.,

13., 14. Abra) (Schlett és Madarasz, 1997; Schlett és mtsai, 1997).
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13. Abra: Az RC2-pozitiv, radialis glia szerii sejtek az idegsejtek kialakulasat
megel6zden jelennek meg az NE-4C tenyészetekben. Az RC2 immunopozitiv illetve
AllI-tubulin immunpozitiv teriiletek méretét az adott differenciacids stadiumokban az
(0ssz sejtszammal aranyos) Hoechst-pozitiv teriiletekhez képest hataroztuk meg. Az
értékeket a grafikonon az indukcido 6. napjan mért értékekhez viszonyitva (100%),
szazalékos aranyban tiintettiik fel.

Az idegsejt eldalakok érésével az idegi nytlvanyok hossza, az elagazod nytlvanyok
szama nd, ¢és idegsejt halozatok szervezédnek (Schlett és mtsai, 1997) (12./ E, L Abra).

Az idegsejtek érését a GABA 4ltal kivalthato intracellularis Ca®*-valasz és a
funkcioképes NMDA receptorok megjelenése jellemzi (Jelitai és mtsai, 2002, 2004). Az
érés soran megjelennek a szinapszisok képzésében szerepet jatszo synaptophysin és

synapsin fehérjék.
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kiilonboz6 stadiumokra jellemzé morfoldgia, sejttipusok, immuncitokémiai markerek.

oy . A tenyészet o e .
Nap Sejtbiologiai események morfolégija Jellemz6 sejttipusok Fenotipus markerek
0 Folyamatos osztéds egy-sejt réteg egyforma, epithél alakt | Nestin (Schlett és Madarasz, 1997),

Ossejtek

SSEA-1

1-2

osztodas és szelektiv
érzékenység a depolarizaciora
(Herberth és mtsai, 2002);
valtozo adhézids

egy-sejt réteg

egyforma, epithél alaku

Nestin, RC2, SSEA-1

tulajdonsagok (Schlett és Osscjtek

mtsai,

2000; Tarnok és mtsai, 2002)

csOkken6 osztddasi rata e SSEA-1, Nestin,
(Schlett és Madarasz 1997) ,  Ossejtek; RC2

2-4 P S . | aggregatumok radialis glia sejtek; . . .
aggregacio; idegsejt képz6dés deoseit cldalakok BlI-tubulin, neurofillament-light
kezdete 1aegsegt eloalako (Schlett és mtsai, 1997)
sejtkivandorlas az klvar_ltd (l)(rlo didlis elia seitek:

3.7 aggregatumokbol; a fse Pijlaezul() a laél:S% '{czl:'ej e RC2, Nestin
idegsejtképzdés, el desset lalkok | SSEALMAP2, NeuN, Bill-tubulin
nyulvanynévekedés aggregatu mo 1aegsegt eloalako

koriil
csokkend mértékii
idegsejtképzOdés, idegsejt érés |  idegsejtek . o . BlH-tubulin,

6- (Herberth és mtsai, 2002; hal6zata az ldgigfi‘?r ‘;ilcciz}glégk’ MAP2, NeuN

11 Jelltal és mtsai, 2002, 2007); egy-sejt idegsejtek: synaptophysyn, NMDA receptors
idegsejtchalozatok réteget alkoto Sose tek ’ (Jelitai és mtsai, 2002)
kialakulisa; aljzatsejteken ossejte Nestin, SSEAL
aljzatsejtek osztodasa

nyulvanykote
. o, gekkel BHI-tubulin, MAP2, NeuN,
ide‘(fzejgi(é.s?ttesqenek Osszekotott kiilonboz6 érettségli synaptophysyn, NMDA receptorok

10- nil%ri tgké tefg ok kialakuldsa: |deqsejt |degs_ejtek_; (Jelitai és mtsai, 2002)
asztroglia-sejtek képzése; ' aggregatumok asztroglia-sejtek; GFAP, S1008 (Schlett és Madarasz,
aljzatsejtek osztodasa ’ az egy-sejt Ossejtek 1 997)

réteget alkoto Nestin, SSEA1
aljzatsejteken

A GFAP- pozitiv asztroglia sejtek a idegsejtek megjelenéséhez képest 5-7 napos

késéssel, az indukcié masodik hetétdl jelennek meg az NE-4C tenyészetekben (14.

Abra, 37. Abra) (Schlett és Madarasz, 1997; Hadinger és mtsai, 2009).

Bar az oligodendroglia irany( differenciaciot munkank sordn nem vizsgaltuk,

Anderova és munkatarsainak (2006) kérgi implantacios kisérletei szerint, az NE-4C

vonal GFP-t expresszalo alklonja in vivo oligodendroglia sejtek létrehozasara is képes.

1épései a 14. Abran lathatok.
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13. Abra: Az NE-4C, P19 és R1 sejtek idegi differencialtatasinak menete, és az
altalunk vizsgalt differenciacios folyamatok idérendje. A differenciacié
kezd6pontjanak a retinsavas kezelés kezdetét (NE-4C, P19 sejtek), illetve az aggregacio
kezdetét (R1 sejtek) vettiik. A differencialtatas modjardl bévebben lasd az Anyagok és
modszerek fejezetet.
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3. CELKITUZESEK

A doktori értekezés targyat képezd munkédban egy sejt eredetli dssejt-populaciok (NE-
4C neuroektodermalis Ossejtek, P19 embriondlis karcindma sejtek, R1 embrionalis
Ossejtek) in vitro indukalt idegi fejlodését vizsgaltam. Azoknak a differenciacios
folyamatoknak a hatterére voltam kivancsi, melyek soran a geno- és fenotipusosan
homogén dssejt-populaciokbol, heterogén sejtosszetételli tenyészetek alakulnak ki. A

kisérletek soran a kovetkez6 kérdésekre kerestem a valaszt:

e Az in vitro fenntartott idegi 6ssejtek az in vivo fennallo kdrnyezeti hatasok, és
struktiira hianyaban kifejeznek-e régid specifikus (az in vivo az egyes agyi
régiokra  jellemzd, ¢és az  Ossejtek/  progenitor sejtek  poziciondlis
meghatarozottsagat kialakitd) transzkripcios faktorokat?

e Az in vitro idegi fejlédés soran hogyan alakul a régié specifikus transzkripcios
faktorok expresszidja?

e Milyen neurotranszmitter fenotipussal rendelkeznek az in vitro idegi fejléddés soran
kialakul6 idegsejtek?

e Hogyan befolyasolja az idegi Ossejt fenotipust és az az idegi Ossejtek
differencidcids potencialjat egy régio specifikus transzkripcios faktor — az Emx2 —
folyamatos expresszaltatasa?

o Miért késik az asztroglia fenotipus kialakuldsa az idegsejtek megjelenéséhez
képest? Hogyan befolyasolja az in vitro idegi differencialtatasra altalanosan

hasznalt all-transz retinsav az asztrogliaképzés folyamatat?
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4, ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Az NE-4C és P19 sejtek fenntartasa

Az NE-4C (Schlett és Madarasz, 1997) (ATCC Nr.: CRL-2925) és P19 (McBruney és
Rogers, 1982) (ATCC Nr.: CRL-1825) sejteket 5% FCS-t (fetal calf serum —fotalis
borjasavé-) (Gibco), 4 mM glutamint (Sigma), 40 pug/ml gentamicint (Chinoin) és 2,5
pg/ml amphotericin-t (Sigma) tartalmazé Minimum Essential Medium (MEM; Sigma)
tapoldatban tartottuk fenn 37 °C-on, 5% COg-t tartalmazd gazkdrnyezetben. A szemi-
konfluens tenyészetek sejtjeit a tenyésztdaljzatrol foszfat pufferben (PBS —phosphate
buffered saline-) higitott, ImM EDTA-t (Reanal) tartalmazd, 0,05%-0s tripszin (Sigma)
oldattal valo kezelés (1 perc) utan felszedtiik. A sejtszuszpenzidt ezutan, poli-L-lizinnel
(PLL) (Sigma) boritott csészékbe osztottuk szét 10* sejt/cm? sejtstirliségben.

Bar az NE-4C sejtek megfeleld mértékben csak szérumot tartalmazé tapban tapadnak
le a tenyésztdaljzatra, a kezdeti letapadast kdvetden, a sejtek szérum mentes, 1% ITS-t —
inzulin transzferrin szelén- (Gibco) tartalmaz6 MEM/F12 1:1 (Sigma), tapoldatban is
fenntarthatok FGF2 (10 ng/ml) (Peprotech) ill. EGF (20 ng/ml) (Peprotech) novekedési

faktorok jelenlétében.

rrrrrr

Az indukcidhoz a sejteket 3x10* sejt/cm? sejtsiiriiségben 10° M all-transz retinsavat
(RA) (Sigma) tartalmazo tapoldattal (5% FCS-t tartalazo MEM, ill. 1% ITS-t tartalmazo
MEM/F12 1:1 oldat) kezeltiik 48 6ran at vagy a kisérletben megadott iddtartamig. A
retinsavas kezelés kezdetét tekintettiik a differenciacio kezdetének.

A retinsavas kezelés utan a tenyészeteket a retinsavas kezelés soran alkalmazott, de
retinsav-mentes, tapoldatban tartottuk fenn. A tapoldatot a differencio idétartama alatt

minden masodik nap cseréltiik.

rrrrrr

4.3. Az NE-4C sejtek idegi differenciaciéjanak indukalasa, a novekedési
faktorok megvonasaval
Az 5% FCS-t tartalmazé MEM, vagy az 1% ITS-t, FGF2-t (10 ng/ml) és EGF-et (20
ng/ml) tartalmaz6 MEM/F12 (1:1) oldatokat 1% ITS-t tartalmazé6 MEM/F12 1:1 oldatra

cseréltiik. A tapoldatot a differencid id6tartama alatt minden masodik nap lecseréltiik.
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4.4. Az R1 embrionalis ossejtek fenntartasa és differencialtatasa

Az R1 sejteken (Nagy ¢és mtsai, 1993) [ATCC Nr.. SCRC-1011] végzett
kisérleteinkhez a cDNS-mintdkat Dr. Gocza Elentdl (Go6dolléi Mezdgazdasagi
Biotechnolédgiai Kutatokézpont) kaptuk.

Az R1 sejtek fenntartasa és idegi differencialtatasa a kovetkez6 modon zajlott: Az R1
sejteket egér embriondlis fibroblaszt sejtek “feeder/taplald sejtek™ tenyészetén tartottak
fenn. A sejtek fenntartdsdhoz ES tenyésztd médiumot alkalmaztak. Ez a kovetkezoket
tartalmazta Dulbecco’s modified Eagle’s medium (KODMEM, Gibco) tapoldatba
oldva: 1% glutamax (Gibco), 50 ug/ml sztreptomicin (Sigma), 50 egység/ml penicillin
(Sigma), 50mM B-merkaptoetanol (Sigma), 0,1 mM nem-esszencialis aminosavak
(Gibco), 1000 egység/ml leukémia gatlo faktort (leukemia inhibitory factor- LIF,
Esgro), 20% FCS (HyClone).

Az idegi differenciacié indukaldsdhoz a sejteket eldszor zselatinnal (Sigma) boritott
tenyésztd edénybe (Greiner) helyezték, majd 24 ora (a differenciacio 0. napja) mulva a
sejtek letapadasat gatlo bakterioldgiai tenyészté edénybe vitték &t (ezt vettik a
differenciacid kezdetének). A differencialtataishoz a sejteket 5x10°  sejt/ml
sejtstriségben 1% glutamaxot, 50 pg/ml sztreptomicint, 50 egység/ml penicillint,
50mM B-merkaptoetanolt, 0,1 mM nem-eszencialis aminoavakat, és 15% FCS-t
tartalmaz6 KO-DMEM tapoldatban tartottak. A sejtekbdl kialakult embrid-csomokat
(Embryoid Body, EB) szuszpenzidban tartottak, és minden masodik nap friss tadpoldatba
helyezték. Az idegi differencialodas elésegitéséhez all-transz retinsavat (10° M; Sigma)
hasznaltak a differenciacio 4. és 8. napja kozotti idészakban. A 8. napon az embrid-

csomokat zselatinnal boritott edényekbe helyezték €s tovabbi hét napig tenyésztették.

4.5. Az NE-4C sejtvonal genetikai modositasa

Kisérleteink egy részében az NE-4C sejtvonal genetikailag moddositott al-klonjait
hasznaltuk. Azokban a kisérletekben, ahol kiilonb6zo differenciacios stadiumbol
szarmazo NE-4C sejteket vagy NE-4C sejteket és primer tenyészeteket kevertiink 6ssze,
GFP-vel jelslt NE-4C sejteket (NE-4C®™ [ATCC Nr.: CRL-2926]) hasznaltunk. Az
Emx2 transzkripcids faktor vizsgalatdhoz az emx2-t konstitutivan expresszalé NE-
4C*™?* klonokat hoztunk létre.

Az NE-4C sejteket a GFP- (modositott pCAGGS vektor; Niwa és mtsai, 1991) illetve
emx2-vektorokkal (emx2 ORF-et tartalmazo pLenti6/V5 Directional TOPO plazmid
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[Invitrogen], Rossella Galli -Stem Cell Research Institute, Miland, Olaszorszag-
ajandéka) a kovetkez6 moddon transzfektaltuk: A transzfektalashoz Superfect reagenst
(Qiagen) hasznaltunk a gyartd utasitdsai alapjan, Ipg DNS: 3 ul Superfect reagens
aranyban. A plazmid DNS-t a Superfect reagenssel (5 ug DNS, 15 ul Superfect reagens,
100 pl szérum- ¢és antibiotikum-mentes tapoldatban) 20 percig szobahdmérsékleten
inkubaltuk. A szemi-konfluens (1-1,5 x 10* sejt/cm?) NE-4C tenyészeteket PBS-sel
(phosphate buffered saline, foszfat puffer) mostuk, majd a DNS-Superfect komplexet
5% szérum tartalmu tipoldattal 2ml-re higitottuk €és a tenyészeteket ezzel inkubaltuk
egy ¢jszakan keresztiil. Masnap a tapoldatot friss, 5% FCS-t tartalmazo tenyészto
folyadékra cseréltiik, majd 24- 48 ora elteltével, antibiotikummal (5pg/ml Blasticidin
[InvivoGen] az emx2-, illetve 400 pg/ml Geneticin [Sigma-Aldrich] a GFP-transzfekcio
esetén) szelektaltuk a sejteket. A GFP-plazmiddal val6 transzfektdlds esetén, az erdsebb
GFP-expressziot mutatd sejteket aramlasi citometrids modszerekkel valogattuk ki. A
szelektalt sejteket ezutan klonalis stirliségben (15 sejt/em?) PLL-el kezelt
tenyésztdedényekbe tettiikk, és egy sejt eredetli klonokat hoztunk létre. A transzgén
milkodését a klonokban fluoreszcens mikroszkép alatt (GFP) illetve RT-PCR
modszerrel (emx2) ellendriztiik. A klonokat ezutan folyamatos antibiotikum szelekcid

mellett az NE-4C alapvonallal megegyez6 modon tartottuk fenn.

4.6. Primer idegsejt tenyészetek eléallitasa

A primer idegsejt tenyészeteket embrionalis (E13,5) egér el6agybal allitottuk eld (lasd
Madardsz és mtsai, 1984). Nagy vonalakban: Az idegszdvet mechanikai
disszocidltatasaval keletkezd sejtszuszpenzidt 43 pum porusatmérdjli szitaszoveten
sziirtiik at. Az igy keletkezd sejtszuszpenziot 2-5 x 10° sejt/cm? stirliségben poli-L-
lizinnel boritott tenyésztéedényekbe helyeztiik, 5% FCS-t (Gibco), 4 mM glutamint
(Sigma), 40 pg/ml gentamicint (Chinoin) és 2,5 ug/ml amphotericin-t (Sigma)
tartalmaz6 MEM (Sigma) tapoldatban. A tapoldatot kétnaponta cseréltik. A
tenyészeteket 37 °C-on, 5% CO2-t tartalmaz6 gazkdrnyezetben tartottuk fenn.

4.7. NE-4C®PINE-4C és NE-4CGFP/primer idegsejt kokulturak készitése
Az NE-4C°™ sejteket (AG5 klon) 10° M RA-val indukéltuk. A differenciacio 4.
napjan a sejteket a tenyésztd aljzatrol 1 mM EDTA-t tartalmazd PBS-sel felszedtiik,
majd idegsejtben gazdag (az indukcid 10. napjan jard), NE-4C tenyészetekre, vagy 13,5
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napos embriobol szarmazd primer idegsejt tenyészetekre helyeztiik. Harom,
kokultaraban (MEM-5%FCS tapban) eltoltott nap utan 4% PFA-t (paraformaldehid,
TAAB Laboratories) tartalmazé PBS-ben fixaltuk a tenyészeteket.

4.8. Immuncitokémiai festés

A tenyészeteket PBS-ben oldott 4%-0s PFA-oldattal fixaltuk 20 percig,
szobahdmérsékleten. A GABA festés esetén egy 10 perces glutdraldehides (0,1%)
(Sigma) fixalast is alkalmaztunk a PFA-val val6 fixalas utan. A sejten beliili epitopok
feltarasahoz PBS-ben oldott 0,1%-0s Triton X-100 (Promega) oldatot hasznaltunk 60
percig a magi (NeuN és BrdU) epitopok esetében, és 10 percig az egyéb epitopok
esetében. A BrdU epitopok feltdrasdhoz 1N HCIl oldattal kezeltiik a tenyészeteket 37°C-
on 30 percig.

Az el6késziiletek utan, PBS-ben oldott 5%-0s FCS oldattal (PBS-FCS) vagy 2% BSA-
oldattal (Bovine serum albumin — marha szérum albumin - [Sigma]) 1 Oraig,
szobahdmérsékleten blokkoltuk az aspecifikus ellenanyagkotd helyeket. A tenyészeteket
4°C-on egy ¢jszakan keresztiil inkubaltuk blokkolé oldatban higitott elsé réteg
ellenanyaggal. A masodik illetve, biotinos erdsités esetén, a harmadik réteg
ellenanyagokat 1-1 oran keresztiil szobahémérsékleten alkalmaztuk. A hasznalt
ellenanyagokat és a higitasi aranyokat a 3. Tablazat tartalmazza.

DAB-el (3,3-Diaminobenzidin) valdé el6hivas esetén a biotinilalt masodik réteg
ellenanyag utan, PBS-ben oldott ABC reagensekkel (Vector) inkubaltam a tenyészeteket
45 percig, a gyarto utasitasai alapjan. A peroxidaz reakciot PBS-ben oldott 0.55 mg/ml
koncentracioja  DAB (Sigma) ¢és 0.3% HO, (Sigma) oldatban 5-25 perces
szobahdmérsékleten vald inkubalassal hivtuk eld. A reakciot 0.1%-0s Na-azid-ot
(Sigma) tartalmazo PBS moséssal allitottuk le. Kettés DAB-es festés soran az elso
immunreakcio el6hivasat 0,1 M Ni?*-t is tartalmazo oldatban veégeztilk, melynek
eredményeként a reakcid terméke fekete szinti csapadék volt. A masodik immunreakciot
a korabban leirtakkal azonos modon végeztiik el. A festett tenyészeteket fluoreszcens
festés esetén biszbenzimid (Hoechst 33342 [Sigma]) magfestéket tartalmazo Mowiol-lal
(Sigma) fedtiik le. A Ni-DAB csapadékot is tartalmazé festéseket, a metszet felszallo
alkoholsorral valo viztelenitése utan, Depex-szel (Serva) fedtiik le.

A mikroszkopos felvételeket Zeiss Axiovert 200M mikroszkoppal készitettiik.
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3. Tablazat: Az immuncitokémiai festések soran alkalmazott ellenanyagok

Ellenanyag Gyarto Higitas
5-HT Chemicon 1: 25000
BI1I-tubulin Exbio 1: 1000
BrdU DAKO 1: 1000
GABA Sigma 1: 1000
GFAP DAKO / Sigma 1: 1000 IC / 1: 5000 WB
MAP2 Chemicon 1: 100
Nestin Chemicon 1: 1000
NeuN Chemicon 1: 1000
RC2 DSHB 1: 1000
SSEA-1 DSHB 1: 1000
TH Chemicon 1: 500
VGAT Synaptic Systems 1: 500/ 1: 2500 WB
VGlut2 Chemicon 1: 200
a-egér IgG Alexa488 Molecular Probes 1: 1000
a-nyul IgG Alexa 488 Molecular Probes 1: 1000
a-egér IgG Alexa 594 Molecular Probes 1: 1000
a-nyul IgG Alexa 350 Molecular Probes 1:1000
a-nyul IgG Alexa 594 Molecular Probes 1: 1000
a-egér [gG AP Jackson 1: 5000
a-nyul IgG AP Jackson 1: 5000
a-egér IgG biotin Vector 1: 1000
a-nyul IgG biotin Vector 1: 1000
a-egér IgM biotin Jackson 1: 1000
Avidin-Alexa488 Molecular Probes 1: 1000
Avidin-Alexa594 Molecular Probes 1: 1000

4.9. Az immuncitokémiai festések kiértékelése

A vizsgalt markert tartalmaz6 sejtek 0sszsejtszdmhoz viszonyitott aranyat képelemzo

szoftver segitségével és/vagy az immunopozitiv sejtek szamoldsaval hataroztuk meg. A

fluoreszcens festések esetén az Ossz-sejtszamot Hoechst magfestés segitségével

hataroztuk meg.

4.9.1. Fluoreszcencia intenzitas alapjan torténo értékelés

A Zeiss Axiovert 200M mikroszkoppal késziilt képeket Axiovision 4.5 szoftver

segitségével elemeztiik. A program az altalunk beallitott kiiszobértek feletti

fényintenzitdssal rendelkezd képrészletek teriiletét képenként (azaz latdterenként)
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Osszegzi. Az értékeket legtobb esetben, adott latotéren beliil, a Hoechst festés 0sszegzett

tertiletértékének (amely az 6ssz sejtszammal ardnyos) aranyaban adtuk meg.

4.9.2. Sejtszamolas alapjan valo kiértékelés

A Zeiss Axiovert 200M mikroszkoppal késziilt felvételeken az immunopozitiv
sejteket - az NIH (National Institutes of Health) altal kifejlesztett, nyilvanosan elérhet6-
Image] program segitségével szamoltuk. A sejtszdmokat a Hoechst festéssel jelolt
magok szamolasaval meghatarozott dsszsejtszamra vonatkoztattuk. Bizonyos esetekben,
kett6s immuncitokémiai festések esetén, a kiilonb6z6 markerekre immunopozitiv sejtek
szdmat egymasra vonatkoztatva adtuk meg.

A mérések/szamolasok soran altalaban 3-3 parhuzamos tenyészet 10-10 mikroszkopos
latoterérdl (10x objektiv) késziilt felvételeit analizaltunk. Az &tlagot és a standard
devianciat a 3 parhuzamos tenyészet latotereinek tenyészetenként atlagolt értékei

alapjan szdmitottuk (n=3).

4.10. Western blot analizis

Az NE-4C sejteket a tenyésztdaljzatrol Ca?* ¢&s Mg2+-mentes, ImM EDTA-t
tartalamzé PBS-ben, protedz inhibitorok jelenlétében szedtiik fel (Roche Complete,
Protease Inhibitor Cocktail). A kovetkezd lépések jégen zajlottak. A sejteket 10 perc
200 g centrifugalas (4°C) utan, proteaz inhibitorokat (Roche Complete, Protease
Inhibitor Cocktail) tartalmazé lizis-pufferben (50 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1%
Triton X-100 a GFAP és 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,5% Triton X-100 a VGAT
esetén, PH= 7.4), kézi homogenizatorral homogenizaltuk. 10 perc 2000 g centrifugélas
utan, a feliiliszok fehérjetartalmat Bradford modszerrel (Bio-Rad; Bradford, 1976)
mértiik. Ezutdn, a mintdkhoz azonos térfogati Laemli puffert adtunk. 5 perc forralds
utan, 20-20 ug (GFAP-blott) ill 10-10 pg (VGAT-blott) fehérjét vittiink fel mintanként
7%-0s SDS (sodium dodecyl sulfate) -poliakrilamid gélre (rotiphorese gel 30 [Roth]). A
fehérjéket futtatds utin PVDF membranra (Immobilon-P; Millipore) blottoltuk at. Az
aspecifikus kotéseket 0,05% Tween-20-at és sovany tejport (3%) tartalmazé TBST (Tris
puffer) oldattal blokkoltuk. A membranokat a blokkol6 oldatba oldott elsd réteg
ellenanyaggal (GFAP, 1: 5000 [Sigma]; VGAT, 1. 2500 [Synaptic Systems]) egy
¢jszakan keresztiil, 4°C-on inkubaltuk. A festést TBST-be oldott, alkalikus foszfataz

konjugalt masodlagos ellenanyaggal (1: 5000 [Jackson]) valo inkubdlds utan, NBT-
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BCIP oldattal (0.165 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate [Sigma] és 0.33

mg/ml Nitro Blue tetrazolium [Sigma]) hivtuk el6.

4.11. RT-PCR analizis

A sejteket RNS-tartalmat RNeasy Mini Kit-tel (Quiagen), vagy Trizolos (Sigma)
tisztitasi modszerrel izolaltuk, a gyartod utasitasai alapjan. A Trizolos tisztitas esetén, a
mintakbol a DNS-szennyezddést DNAse I (Fermentas) kezeléssel tavolitottuk el. A
reverz transzkripcidt 1,5ug RNS-bol ,,First strand cDNA synthesis Kit” (Fermentas)
hasznalataval végeztiik. A polimerdz reakcidbhoz (PCR) Hotstart Taq (Qiagen)
polimerazt hasznaltunk. A mintak cDNS tartalmat a ,,haztartasi” gén hipoxantin guanin
foszforibozil transzferdaz (hprt) PCR-termékek aranya alapjan higitottuk azonos szintre.
A hprt primerek a 248bp hosszu cDNS mellett felismerik az 1086 bp hossza genomialis
szekvenciat is, ezért hasznalatukkal a genomidlis szennyezés kimutathaté. A PCR
primereket a Primer Premier 5 tervez0 programmal terveztiik, az NCBI honlapjan
talalhatd mRNS-szekvencidk alapjan. A primer parok specificitasat az NCBI Nucleotide
blast programjaval ellendriztik. A Gad65, Gad67, VGAT, VGIlut2 primerek/
szekvencidk Dr. Szabo Gabortdél (MTA-KOKI) szdrmaznak. A polimeraz lanc-reakciod
(PCR) paramétereit minden primer-par esetén optimalizaltuk. A denaturdcidé és az
annellacio id6tartama minden esetben 30 illetve 40 s volt. Az elongacids id6 <300 bp
hosszisagu termék esetén 30 s, 300-600 bp termék esetén 40 s és >600 bp termék esetén
60 s volt. A reverz transzkripciohoz és a PCR reakciohoz a Techne TC-512 késziilékét
hasznaltuk. A PCR reakciok termékeit 0,5 % Etidium Bromid (Promega) jelenlétében
1%-o0s agardz (Promega) gélen futattuk, és UV-atvilagitassal tettiik lathatova, majd
CCD kameraval fényképeztiikk. Az egyes gének kimutatdsahoz hasznalt primerek
szekvenciait, a PCR-reakcid soran keletkezd produktumok hosszat az annellalasi

homérsékleteket, és a ciklusszamokat a 4. Tablazat tablazat tartalmazza.

4. Tablazat: Az RT-PCR reakciok soran hasznalt primerpéarok

Annellalasi Produktum | Ciklusszdm
Primer szekvencia hémérséklet hossza
(C°) (bazispar)
5’ACCCGAGTTCCTCCAGTTC3-
Blbp 5’°CAAAAGCAAGTTCCCATTCA3’ 54 431 35




5’AGGCTGTGTGTCAGCACTTG3’-

Bmp2 | 5’GTCGAAGCTCTCCCACTGAC3’ 58 960 35
5"GACAGTCCCCATGGCAGTAG3 -
Bmp4 | S TGATACCTGAGACCGGGAAG3’ 58 947 35
S GAAAGATAGTCAAAATGGCGTCC3 -
Chat | 5CCAGGCATACCAGGCAGAT3’ 55 171 35
5 GATTTAGGGGATGGCTTTCG3 -
cntf | S>CACACATATGCACAGCCAGA3’ 51 787 35
5CATTACCACAACCCACGGAA3'-
Dbh | 5’AGTCATACAGAGCCTTGAGCATA3’ 53 676 35
5’CAGGGTCCTTGGTCTCTTCAS -
DIx2 | 5°CTGCTGAGGTCACTGCTACG3’ 58 600 35
5 GGAGAGGAGAACTGCCAGAA3'-
Egfr | ’GCATGGAGGTCAGTCCAGTT3’ 56 650 35
5 TGGTTTCAGAACCGGAGAAC3 -
Emx2 | 5’TTTGGCATTTGACTGACAGC3’ 54 552 35
e 5 | 5 CTGGGTCTACTGCACACGCTAS™
Utk | "CAGCTACTCGCTCTCGTCTTTS' 56 289 35
5GGCTCTGGCTTTTGGTCCTTC3 -
Gads5 | S"TGCCAATTCCCAATTATACTCTTGA3’ 58 438 35
5 GCTGGAAGGCATGGAAGGTTTTAZ -
Gad67 | "TGAGCCCCATCACCGTAGCA3’ 62 575 35
5 TTCGAAGTCAACACCAGCAG3’-
GbX2 | 5 CCCCTTTAAGCCCGTCTAATS® 53 156 38
5 GACTATCGCCGCCAACTGC3 -
Gfap | 5°CGTCCTTGTGCTCCTGCTTC3’ 58 422 32
5 TGGGTTTTCATTGGAGGGTTG3 -
Glast | SCAGTACGTTGGTGGTGGTTCG3’ 58 419 35
5’ AGAACTCACTGCAAGGACTCTGG3 -
Hes3 | 5’CTGGCAGTTTGATGCAGGTTG3’ 51 334 35
5’ TCTTTGGTCCTTTCCGTCTG3 -
HoXbZ | <. CTGAGATTTCGTTGGAAGGS 53 159 35
bort | 5 CACAGGACTAGAACACCTGCS - 56 248 cDNS/ -
P 5’GCTGGTGAAAAGGACCTCT3’ 1086 gDNS
5’ ACTACTCCTTACCTCTGCGCATGC3 -
Inta3 | SCACTTGCCATTGGTAACTTCATAG3’ 58 771 35
S’ GAGGAATATTCCAAACTGAACTACS -
Inta6 | 5’GGAATGCTGTCATCGTACCTAGAG3’ 52 398 35

51




5’TTCAACCTGGACGTCGAAAG3’-

Intav | S TATCCTGCTTTGACCTCACA3® 50 309 35
S"GATGCAATCATGCAGGTTGC3 -
Intpl | STGTAGGCATCGATGATTAGC3’ 50 369 35
5" CCCTCTCAGCAGGAAGAGTG3 -
Itp3 | S’GAGTAGCAAGGCCAATGAGC3’ 56 696 35
5 ATGGACTATCCATCGCTTGC3 -
Intps | 5’GTTCCATTCCCACTGCATCT3’ 52 501 35
5"GCCCTTTATTCCCGTGACTTS -
Intp8 | ’GAGATGGCAGTTTCCGTCA3’ 56 395 35
5" CTGATGCGAGTCAACGAGTC3®
LmxIb | S T GGAGTAGAGCCGGTCAATGS’ 53 960 35
5'CCAACAAGAAGAAGATGAGCAAGGS -
Mashl | ST CAAGTCGTTGGAGTAGTTGGS’ 56 157 35
S TGAGAATGGCTTGTCCAGAAGG3 -
Math2 | S GGTAGGGTGGGTAGAATGTGGS® 56 406 35
5" AAGAGGACTATGGCGTGTGG3 -
Ngn2 | S ATGAAGCAATCCTCCCTCCT 56 649 35
5’ GGAAACAGCGAAGGGGAGGA3'-
OX2 | 5 CTGCTGCT TTGGCGGCACTTS’ 56 165 35
5’GCAGCTCCAGAAACAGAAGGS -
O3 | 5 GAGTCCTCTTCACGGTCCAGS 55 163 35
5"ACG AAA GAG AGG ATG CCT C3'-
Pax6 | 5:0CC AAG CAA AGA TGG AAG 50 498 35
5" CTCCTACCCCTTTCCTCACCS -
Phox2b | 5. A GCTCGGATCACTCAATCAS’ 56 955 35
5" GTTATCGGACGCAGGCA3 -
Pit3 | S TGAAGGCGAACGGGAAG3’ 53 952 35
S TTCAAAGAACTCATGGCAGGCS -
S100p | 5’AGAGGACTCCAGCAGCAAAGG3’ 58 307 35
5 TCTCCAAACTCTACCCGACTCS -
Tph2 | 5’AACCCTGCTCCATACGC3’ 54 460 35
5" CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG -
V5 epitop | 5’ACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT3’ 58 988 35
5 ACGAGGAGAACGAAGACGG3 -
Vgat | >ACGATGATGCCAATGGAGAT3’ 50 428 35
S TTGAGGGCTTTATTTGGAGGGS -
Vglutl | CGTACACCAGAGCGTTTATTGG3’ 53 822 35
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Vglut2 5’TGGAAAATCCCTCGGACAGA3’- 56 879
5’TAGACGGGCATGGATGTGAA3’

4.12. Tunel (TdT-dependent dUTP-biotin nick end labelling) reakcié
Az apoptotizald sejtek megjelolésére a Roche In Situ Cell Death Detection Kit, TMR

red kitjét hasznaltuk. A jelolést a gyarto utasitasai szerint végeztiik.

4.13. BrdU-kezelés
A tenyészeteket a tenyésztéfolyadékban oldott 1 puM BrdU-val (5-brome-2'-
deoxyuridine) kezeltiik a kivant iddtartamon keresztiil (14sd Eredmények fejezet). A
tenyészeteket rogton a kezelést kovetden, vagy a kezelés utdni meghatarozott
idépontokban 4% PFA-t tartalmazd6 PBS-ben fixdltuk. A  BrdU-jelolést
immuncitokémiai festéssel tettiik lathatova, az immuncitokémiai festést bemutatd

fejezetben leirtaknak megfelelden.

4.14. Retinsav mérés sejtbiologiai (,,bioesszé”) modszerrel

Az NE-4C sejtek altal termelt retinsav méréséhez az F9 embriondlis karcindéma
sejtvonalat hasznaltuk. Az F9 sejtek egy retinsav érzékeny [-galaktoziddz riporter
konstrukciot hordoznak (Sonneveld ¢és mtsai, 1999), melyben a RARP2 gén
promoterének cAMP és retinsav érzékeny (RARE) elemeit tartalmazd szekvencia
szabalyozza a P-galaktozidaz (lacZ) gén kifejezodését (RARE-LacZ). A riporter
érzékeny az all-transz retinsavra, azonban egyéb biologiailag aktiv retinoidok (pl. 9-cis,
13-cis és a 4-oxo RA) is képesek aktivalni.

Az F9 RARE-LacZ sejteket 10 % FCS-t és — az antibiotikum szelekcidt biztositd -
400 pg/ml geneticint tartalmazé DMEM téapoldatban (Dulbecco's Modified Eagle
Medium [Sigma]) tartottuk fenn.

Az NE-4C tenyészetekrdl szarmazo un. ,kondiciondlt médiumok™ RA-tartalmanak
méréséhez, az F9 sejteket a mérés eldtti napon MEM-5%FCS tapoldatba helyeztiik at, 6
x 10* sejt/cm? siirliségben. A mérés soran az NE-4C sejtek altal (48 oran keresztiil)
kondicionalt tapoldatot 18 oran &t tartottuk az F9 sejteken, majd 2%-0s

paraformaldehiddel 10 percig szobahdmérsékleten fixaltuk az F9 tenyészeteket.
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3-indolyl-B-D-galactopyranoside [Sigma]) oldattal (1mg/ml X-gal, 5mM K3Fe(CN)6,
5mM K4Fe(CN)6 és ImM MgCl12, PBS-ben odva) 37°C-on ,,hivtuk el6”. A reakcid kék
csapadék képzédését eredményezte. A mérés soran, 107%- 10% M RA-val kezelt F9

tenyészetek B-galaktozidaz aktivitasahoz viszonyitottuk az eredményeket.

4.15. A RA magi receptorainak gatlasa

A pan-RAR (retinsav receptor) antagonista AGN193109-et (Allergan Inc., Johnson és
mtsai, 1995) a tapoldatba oldva, 107 M koncentracioban alkalmaztuk az NE-4C sejtek
bomlékonysaga miatt naponta cseréltiik (a kontroll, kezeletlen tenyészeteken is). Az
AGN193109 hatékonysagat RA-reszponziv F9 sejtek segitségével ellendriztik. Az
AGN193109-kezelés utolsé napjan, az F9 sejteket az 6 x 10* sejt/cm? siirliségben az
NE-4C tenyészetek tetejére iiltettiik, majd 20 6ra mulva a tenyészeteket 2% PFA-t
tartalmaz6 PBS oldattal fixaltuk. A B-galaktoziddaz enzimaktivitast a fentebb leirtak

szerint mutattuk ki.

4.16. RAREhsplacZ egértorzs
A RAREhsplacZ transzgén (Rossant és mtsai, 1991) a hsp68 gén promotere elott
harom példanyban tartalmazza a RARP promoter RARE szekvencigjat. A RA-érzékeny
prométer az Escherichia coli B-galaktozidaz (lacZ) génjének expresszidjat hajtja meg.
fgy, a p-galaktozidaz aktivitis kimutatisaval detektalhatova valnak azok a sejtek,
melyek kornyezetében a RA megtalalhatd, és melyek érzékenyek is a RA-ra (tehat jelen

vannak benniik a retinsav hatashoz sziikséges RA-receptorok és egyéb faktorok).

4.17. p-galaktozidaz aktivitas kimutatasa RAREhsplacZ egerek agyaban

A RAREhsplacZ E15 egér embridokat a méhbdl vald eltavolitas utan, 2 %-0s PFA-t
tartalmazo PBS-ben fixaltuk 2 oran keresztiil. Ezutan 0,12 M-os foszfat pufferben (PB)
haromszor mostuk a preparatumokat, majd egy napon keresztiil 15 % szachardzt
tartalmazd PB-ben tartottuk az embridkat. Bedgyazas elétt az embridkat 15 %
szacharozt, 7,5 % zselatint tartalmazo, 37°C-0s PB-ben tartottuk, mig az oldat aljara
siillyedtek. Zselatinba vald bedgyazasuk utin az embridkat izopentinban -45°C-on
fagyasztottuk. Ezutin MICROM HM 505E markaju kriomikrotom segitségével -22°C-
on 16-18 um vastag metszeteket készitettiink, melyeket (el6zdéleg 0,1 mg/ml poli-L-
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lizinnel boritott) SuperFrost targylemezekre hiiztunk fel. Két oraig tarté szobahdn vald
szaritas utan a zselatint 37°C-0s PB-ben leolvasztottuk a metszetekrol.

A B-galaktozidaz aktivitdst X-gal festéssel tettiik lathatéva (lasd feljebb). A
metszeteket 2 oran keresztiil 37°C-on inkubaltuk az eléhivooldatban. A preparatumokat
Mowiollal (Sigma) fedtiik le, és Nikon Eclipse TS100 fénymikroszkdp ill. Nikon
Coolpix 950 digitalis kamera segitségével fényképeztiik.

55



5. EREDMENYEK

5.1. REGIONALIS ES NEUROTRANSZMITTER SAJATSAGOK ALAKULASA
AZ IN VITRO IDEGI FEJLODES SORAN

Doktori munkdm egyik célja annak vizsgalata volt, hogy a kiinduldskor homogén
gének, melyek az embriondlis fejlddés soran a progenitorok régid specifikus
tulajdonsagainak, régid specifikus differencidciés programjainak szabalyozasaért
felelosek. Ezzel Osszefiiggésben, vizsgaltam az in vitro idegi differenciacid soran

kialakul6 idegsejtek neurotranszmitter fenotipusat.

idegrendszeri régiokra jellemzo proneuralis gének aktivalodnak

A proneuralis bHLH transzkripciés faktorok az idegsejt iranya elkételezédés soran
aktivalodnak az idegi progenitorokban, és kozponti szerepet toltenek be az idegsejt
képzés ,,altalanos” programjanak szabalyozasaban. A mashl és ngn2 proneuralis gének
azonban, a fejlodé idegrendszer nagy részén komplementer expressziés mintazatot
mutatnak, és az altalanos idegsejt-tulajdonsadgok kialakitasan kiviil, az adott teriiletre
jellemzd, régio-specifikus idegsejt sajatsdgok kialakitdsaban (tobbek kozott a
neurotranszmitter fenotipus meghatdrozasaban) is szerepet jatszanak (Hirsch és mtsai,
1998; Parras és mtsai, 2002; Pattyn és mtsai, 2004; Mattar és mtsai, 2008; Kele és
mtsai, 2006).

Az NE-4C, a P19 és az R1 sejtek RA-val indukalt idegi differencidcidja soran, mind a
mashl mind a ngn2 proneuralis gén expresszidja aktivalodott, a posztmitotikus
neuronokra jellemzé math2 bHLH transzkripcios faktor expresszidjat és az els6 Slll-
tubulin pozitiv idegsejt el6alakok megjelenését megelézden (Varga és mtsai, 2008) (15.
Abra, 16. Abra).
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idegsejtek (DAB-es festés) a P19, R1 és NE-4C tenyészetekben, a differenciacio 4., 15.
ill. 7. napjan. (D): A mashl és ngn2 ¢és a math2 bHLH transzkripcidés faktorok
expresszids mintazata (RT-PCR). Mérték: 50 um

Az, hogy a kezdeti idegsejt iranyu elkotelez6dés idoszakaban, a mashl és ngn2
proneuralis gének egyiittesen expresszalodtak, felvetette azt a kérést, hogy vajon az in

vitro fenntartott idegi dssejtek rendelkeznek-e regionalis sajatsagokkal.

5.1.3. Az egy-sejt-eredetii 6ssejt populaciok idegi fejlodése soran, a kozponti
idegrendszer regionalizaciojat szabalyozo gének széles skalaja aktivalodik

Az NE-4C sejtek 1idegi differencidcigjdnak kiilonbozd stadiumaiban olyan
homeodomén transzkripcios faktorok expresszidjat vizsgaltunk, melyek in vivo a korai
fejlédési stadiumoktol kezdve szerepet jatszanak az idegrendszer regionalizacigjaban.

Az NE-4C sejtekbdl, indukalatlan allapotban, az altalunk vizsgalt gének koziil, csak az
otx2 gén mRNS-e volt kimutathatd (Varga és mtsai, 2008) (16. Abra). Az Otx2 az
epiblaszt teriiletén, mar a veldlemez kialakulasa eldtt kimutathatd (Acampora €és mtsai,
2001), majd az idegrendszer fejlédése soran a kozép-utdagyi hatartol (az Isthmus
organizatortdl) rosztralisan elhelyezkedd, tehat az NE-4C sejtek szarmazasi helyének
megfeleld, teriiletek fejlodésében jatszik szerepet (Wurst €s Bally-Cuif, 2001, Vieira és
mtsai, 2009). A korai anterior neuroepitélre jellemz6 egyéb gének, illetve a poszterior

idegrendszeri teriiletek kaiakuldsdban szerepet jatszo gének azonban nem
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expresszalodtak az indukalatlan sejtekben. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy az NE-4C
sejtek az idegrendszer-polaritas kialakulasanak kezdeti szakaszan levd fejlodési
allapotot reprezentaljak.

Az in vitro differencialodas meginduldsaval, szamos régio specifikus gén aktivalodott
az NE-4C tenyészetekben (Varga ¢és mtsai, 2008). Az anterior neuroektodermdra
(prosencephalon, mesencephalon) korlatoz6dé transzkripcios faktorok expresszidja az
aggregacios stadiumban, illetve azt kovet6en valt kimutathatova. Ezek, az eléagyi,
koztiagyi teriileteken expresszalodd emx2 (Simeone €s mtsai, 1992), a ventralis eldagyi
és koztiagyi dIx2 (Bulfone és mtsai, 1993) és a koztiagyi, kozépagyi (a 11,5.
embrionalis napig, ui. utana expresszidja az utdagyi teriiletekre is kietrjed) otx3 (Zhang
¢s mtsai, 2002) gének. A dorzdlis eldagyi, koztiagyi, és ventralis utdagyi, gerincveldi
terlileteken egyarant expresszalodd pax6 (Manuel és Price, 2005), a kozép-utdagyi
hataron, illetve, ett6l kaudalisan és a thalamus bizonyos részein kifejez6dé gbx2
(Bouillet és mtsai, 1995; Chen és mtsai, 2009; Vieira és mtsai, 2009), valamint a
masodik rombomératol kaudalisan expresszalodd hoxb2 gének expresszidja (Wilkinson

és mtsai, 1989) mar a differenciacié elsd napjatél kimutathato volt (16. Abra).

teriiletekre jellemzo transzkripcios faktorok aktivalodtak. (RT-PCR)

A sargaval jelolt gének kizarolag az anterior idegrendszeri teriiletekre jellemzdek, mig a
kékkel jelolt gének a kozépagy-utdbagy hatartdl poszterior teriileteken (is)
expresszalodnak. A 0. nap az indukdlatlan staddiumot jeloli. Az idegsejt képzés
folyamatat génexpresszios szinten, a mashl és ngn2 proneuralis, és a posztmitotikus
neuronokra jellemz6 math2 gének expresszidjaval kdvettiik nyomon.

A haztatrasi gén HPRT (hipoxantin guanin foszforibozil transzferaz) PCR-termékének
mennyisége aranyos a mintak 6ssz cDNS-tartalmaval.
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A vizsgalt gének koziil tehat, azok, melyek a kozépagy-utdagy hatartdl kaudalisan
elhelyezkedd idegrendszeri teriiletek fejlodésében (is) szerepet jatszanak, a RA-as
indukci6 hatasara szinte azonnal, a kizardlag anterior tertiletekre jellemz6 transzkripcios
faktorok expressziojat megeldzve aktivalodtak.

Mivel a RA ,,poszteriorizald” hatassal is rendelkezik (Avantaggiato és mtsai, 1996),
tovabba ismert, hogy a gbx2 ill hoxb2 gének expressziojat a RA kozvetleniil is képes
indukalni (Bouillet és mtsai, 1995; Simeone és mtsai, 1990; Freemantle és mtsai, 2002),
megvizsgaltuk, hogy a poszterior agyi teriiletekre jellemzé gének expresszidja
kozvetleniil a RA hatasara aktivalodott-e.

Az idegi differenciacio az NE-4C tenyészetekben (bar kisebb hatékonysdggal) RA
nélkiil is kivalthato, a sejtek szérum mentes, MEM-F12-ITS definidlt médiumba vald

helyezésével.

RA-as indukcid RA-mentes indukcio
O.nap | 2.nap 6.nap 12.nap i 2.nap 6.nap 12.nap

17. Abra: A régié specifikus gének expressziés mintazata a RA-val illetve a RA
nélkiil indukalt idegi differenciacio soran. Az NE-4C sejteket szérum mentes,
definidlt médiumban (MEM-F12-ITS) indukaltuk retinsav jelenlétében illetve retinsav
nélkiil.

A kiilonboz6 agyteriiletekre jellemzd transzkripcios faktork expresszidja szérum
mentes kornyezetben, mind a RA 4ltal indukdlt, mind a RA nélkiil kivaltott
differenciacié soran aktivalodott (17. Abra). Szérum mentes kozegben, a RA altal
indukalt differenciacio esetében az anterior teriiletekre jellemzd gének expresszidja nem

késett a kaudalisan (is) expresszalodd génekéhez képest. Elképzelhetdé azonban, hogy
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nagyobb mintavételi frekvencia (azaz nagyobb idébeli felbontas) esetén
megfigyelhettiik volna a szérumos indukcid esetén tapasztalt idobeli eltolodast.

Mindezeket Osszefoglalva tehat, az idegi fejlédés korai stadiumabol szarmazoé, in
vitro fenntartott NE-4C idegi 6ssejtek, nem mutattak regionalis elkotelezettséget. A
kiinduldskor homogén 0Ossejt populdcidban, az idegrendszer kiilonbozé teriileteinek
regionalizacigjaért felelds gének expresszidja indukalodott a differenciacié soran.

Hogy léssuk, hogy a régio Speciﬁkus gének expresszic')jénak terén megmutatkozc')
kisérleteket P19 illetve R1 sejtekkel is elvégeztiikk. Az RA-as indukciot megeldzden, az
indukalatlan P19 és R1 sejtek, az otx2 génen kiviil, az emx2 gént is kifejezték. Az idegi
differencidcio6 soran, a P19 és R1 tenyészetekben is kiilonb6z6 idegrendszeri teriiletekre

jellemz6 régi6 specifikus gének aktivalodtak (18. Abra).

NE-4C R1 P19

O.nap 6.nap Omnap 15nap Omap 4nap

mashl

math2

hprt

18. Abra: Régié specifikus gének expresszidja az R1 és P19 tenyészetekben. (RT-
PCR).

5.1.4. Az NE-4C ossejtekbdl kiilonb6z6 neurotranszmitter fenotipusu idegsejtek
fejlodnek

Bér a progenitorok altal expresszalt régid specifikus transzkripcids faktorok, és a
progenitorok altal képzett idegsejtek tipusa kozotti kapcsolat sok esetben nem tisztazott,
az 1idegsejtek tipusat, ezen beliil neurotranszmitter fenotipusdt nagymértékben
meghatdrozza az, hogy az adott idegsejt az idegrendszer mely teriiletén ,,sziiletik”.

Néhany esetben ismert a régid specifikus transzkripcios faktorok, és az adott
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neurotranszmitter fenotipusra jellemzé gének expresszidja kozotti kapcsolat. A DIx2
transzkripcids faktor példaul, az eléagyi GABA-erg sejtek kialakuldsaval hozhato
Osszefliggésbe, melynek soran a DIx2 tobbek kozott, a Gad67, GABA szintetizald
enzim génjének expressziojat is indukalja (Anderson és mtsai, 1999; Schuurmans és
Guillemot, 2002).

Kovetkez6 kérdésiink tehat az volt, hogy a tenyészetekben expresszalodd régid
specifikus transzkripcios faktorok heterogenitisinak megfeleléen, kialakulnak-e
kiilonb6z6 neurotranszmitter fenotipussal rendelkezé idegsejtek az NE-4C sejtek in
vitro idegi fejléddése soran.

Laboratoriumunk korabbi eredményei alapjan tudtuk, hogy az NE-4C sejtek idegi
fejlddése soran kialakulo idegsejtek egy része erds GABA immunpozitivitdst mutat
(Jelitai és mtsai, 2004). Arrél azonban nem volt informéacionk, hogy a GABA-t nem
tartalmazo sejtek milyen neurotranszmitter fenotipussal rendelkeznek, illetve, hogy a

GABA tartalmu sejtek mas transzmitter fenotipusra jellemzé markert is hordoznak-e.

Onap 2Z.nap O6.nap 1Z.nap

math2
gad6s
gad6?
vaat

velutl

vglut2

hprt

19. Abra: GABA-erg és glutamaterg markerek expresszioja az NE-4C sejtek

.....

Az 1degi differenciacido folyaman, RT-PCR modszerrel, génexpresszios szinten
vizsgaltuk a vgat (vezikuldaris GABA-transzporter) és vglut2 (vezikularis glutamat
transzporter 2) vezikularis transzportereket, illetve egyéb, GABA-erg (gad-65, gad-67)
és glutamaterg (vglutl) markereket.

Az NE-4C sejtek RA-val indukalt tenyészeteiben, a posztmitotikus idegsejtekre
jellemzd math2 génnel egy idében, mind a GABA-erg idegsejtekre jellemzé GABA-
szintetizal6 enzimek (gad65, gad67) (Soghomonian és Martin, 1998), mind a
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glutamaterg sejtekre jellemz6 vglutl, vglut2 vezikularis glutamat transzporterek
expresszioja megjelenik (Varga és mtsai, 2008) (19. Abra).

A GABA-erg sejtekre jellemz6é VGAT (vezikuldaris GABA transzporter) fehérje génje
az indukalatlan NE-4C tenyészetekben is kifejezddott, és az idegi fejlodés soran végig
aktiv maradt. A kovetkezd fejezetben bemutatott eredmények alapjan, a VGAT fehérje
szinten is jelen volt az indukalatlan NE-4C &ssejtekben (lasd 32. Abra). Oh és
munkatarsai mar korabban leirtak, hogy a vgat mRNS jelen van a P19 dssejvonalban,
ES sejtekbdl szarmaztatott idegi Gssejtekben, illetve a fejlédés soran mar a neuronok
tomeges megjelenése elott, az embrionalis fejlodés 10. napjan, kimutathato a fejlédo
egér idegrendszerben (Oh ¢és mitsai, 2005). Anding ¢s munkatarsai (2008) az ES
sejtekben és egyes idegi progenitor populdciokban mutattak ki a VGAT jelenlétét. A
VGAT 6ssejtekben betdltott funkcioja azonban, még nem ismert. A vgat gén mRNS-e,
vizsgalataink szerint is jelen volt az indukalatlan P19 és R1 sejtekben, majd végig a RA-
val indukalt in vitro differenciacio soran. A math2 gént expresszaldo P19 és Rl

tenyészetekben a vglut2 és a gad65 gén is kifejezédott (20. Abra).

R1 P19
Onap & nap 8 nap 15 nap 0 nap 1 nap 2 nap 3 nap

vglut2

. — —
. —

hprt

20. Abra: A P19 és R1 tenyészetekben a GABA-erg sejtekre jellemzé gad65 és a
glutamaterg idegsejtekre jellemzé vglut2 markerek egyarant aktivalodtak az idegi
differenciacié soran. (RT-PCR)

Az NE-4C sejtekbdl képzddd idegsejtek neurotranszmitter fenotipusanak tovabbi
vizsgélatara, érett idegsejteket tartalmazd NE-4C tenyészeteken végeztiink
immuncitokémiai festéseket.

A glutaminsav szinaptikus vezikuldkba valod transzportalasaért felelds vezikularis
glutamat transzporterek koziil, a VGlutl (vezikularis glutamat transzporter 1) in Vivo
csupan a sziiletés utdni masodik héten jelenik meg jelentds mértékben az idegsejtekben,
mig a VGlut2 (vezikularis glutamat transzporter 2) mar az embrionalis fejlédés soran
megjelenik az idegrendszerben (Boulland és mtsai, 2004). Az NE-4C tenyészetekben

ezért, a glutamaterg idegsejtek kimuatasara VGlut2 ellenanyagot hasznaltunk. A
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GABA-erg sejteket GABA-tartalmuk mellett, VGAT (Ebihara és mtsai, 2003; Oh és
mtsai, 2005) tartalmuk alapjan azonositottuk. A szerotonerg sejtek festésére 5-HT
(szerotonin), a katekolaminerg sejtek festésére TH (tirozin-hidroxildz) ellenanyagokat
hasznaltunk.

A differenciacio 14. napjan, az NE-4C idegsejtek nagyjabol fele-fele aranyban voltak
GABA ill. VGIut2 pozitivak (56.6+9.1 %, ill. 44.2+1.6 %). Szerotonerg sejtek csak igen
kis ardnyban (<1%) fordultak el6 a tenyészetekben, mig TH-pozitiv, katekolaminerg
sejtek nem voltak kimutathatok az NE-4C idegsejtek kozott (Varga és mtsai, 2008).

A VGIlut2/ VGAT kettds festés esetén, a RA-val indukalt differenciacio 14. napjan, a
két marker elkiiloniild, egymassal at nem fedd festési mintazatot mutatott (21. Abra). Ez
azt jelenti, hogy a tenyészetekben voltak kizarolag GABA-erg és kizarolag glutamaterg
markerre fest6do sejtek. Nem arrdl van tehat szo, hogy az in vitro fejlédés soran, az in
vivo jelen levd szabalyozod folyamatok hidnydban, egy azon sejten beliil tobb

neurotranszmitter fenotipusra jellemzo differenciacios utvonal is aktivalodott volna.

fenotipusu idegsejtek alakultak ki. (A): Kettés immuncitokémiai festés a MAP2
(piros) altalanos idegsejt és VGAT (z6ld) GABA-erg markerre. A MAP2 pozitiv sejtek
kozott elkiilonithetd volt egy VGAT negativ (csillag) és egy VGAT pozitiv (nyilak)
populacié. (B): plll-tubulin (zold), VGlut2 (piros) kettés festés. A Vglut2 negativ
idegsejtek csillaggal, a VGIut2 pozitiv idegsejtek nyilakkal jeloltek. (C): VGAT (zold),
VGIut2 (piros) kettds festés. A nyilak a VGAT pozitiv, Vglut2 negativ nyalvanyokra, a
nyilfejek a VGIut2 pozitiv VGAT negativ nyalvanyokra mutatnak. Mérték: 10 um
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kiilonboz6 régid specifikus gének expresszidjaval parhuzamosan, kiillonb6zé idegsejt

fejlodési programok indulhatnak el.

A regiondlis gén-expresszid ¢és az idegi elkotelezddés Osszefliggéseinek tovabbi
vizsgélataira az NE-4C 6ssejtek emx2 pozicionalis gént expresszald al-klonjait hoztuk

létre.

52. AZ EMX2 TRANSZKRIPCIOS FAKTOR HATASA AZ OSSEJT
FENOTIPUSRA ES AZ IDEGI FEJLODES FOLYAMATARA

Az Emx2 transzkripcids faktor az idegrendszer-kezdemény formalodasanak kezdeti
lépéseitdl, egérben nagyjabol a 8,5. embrionalis napt6l fogva jelen van az anterior
neuroektoderma teriiletén (Simeone ¢és mtsai, 1992), és az idegi fejlédés soran
meghatarozo szerepet jatszik a prosencephalikus teriiletek regionalizaciojaban (Yoshida
és mtsai, 1997; Mallamaci ¢és mtsai, 2000; Bishop és mtsai, 2000, 2003; Kimura és
mtsai, 2005).

Az Emx2 transzkripcids faktornak az idegrendszer fejlédésében jatszott szerepe eddig
foleg az idegrendszeri régiok kialakulasanak szintjén ismert, az Emx2 sejtszintii
hatasair6l azonban keveset tudunk. Az Emx2 sejtszintli funkcidinak vizsgalatara az NE-
4C sejteknek olyan transzfektalt klonjait hoztuk létre, melyek indukélatlan allapotban,
majd végig az idegi differencidcié sordn folyamatosan expresszaljak az emx2 gént (22.

Abra, 29. Abra).

5.2.1. Emx2-t taltermelé NE-4C klonok létrehozasa

Az emx2 gén az indukalatlan NE-4C sejtekben inaktiv, és csak a sejtek idegi

.....

crer

plazmiddal transzfektaltuk (Rosella Galli ajandéka). Az emx2 szekvencia a konstitutivan
aktiv CMV (citomegalovirus) promoter irdnyitasa alatt all, igy folyamatosan atirodik a
sejtekben (22./A Abra). A transzfektalt sejteket antibiotikum rezisztencia alapjan,

Blasticidinnel (5ug/ml) szelektaltuk, majd a szekvenciat stabilan hordozd sejtekbdl

64



kloénokat hoztunk Iétre. A klonok minden egyes sejtje egyazon transzfektalt sejtbdl
szdrmazott, ami azt jelentette, hogy az emx2-konstrukcido egy klonon beliil minden
sejtben azonos helyen integralodott a genomba. Az emx2 transzgén kifejezdédésénck
ellendrzésére, a konstrukcid egy viralis eredetli, V5 epitdp szekvenciat tartalmazott az
emx2 kodold szekvencidja utan, igy jelolte mind a transzgénrdl atirddott emx2 mRNS-t,
mind az errdl leforditodott Emx2 fehérjét. Az altalunk létrehozott klonok koziil nyole
olyat talaltunk, melyben konstitutivan kifejez6ddtt az emx2 transzgén (NE-4C®™2*
klonok) (22./B Abra). Az NE-4C*™?* Kkl6nok az NE-4C sejtekhez hasonloan, epitél
sejtalakkal rendelkeznek, az &ssejt allapot fenntartdsat tamogatd koriilmények mellett,

folyamatosan osztddnak, és szamos osztddasi cikluson keresztiil stabilan fenntarthatdak.

B[] - pCMV EMX2 ORF LS

NE-4Ce=ex* klonok
k2 k5 k6 k7 k11 k12 k13 kl4 NE-4C

V5-epitop

22. Abra: Az emx2-t konstitutivan expresszalo, NE-4C*™%* Kklénok létrehozasa.

(A): Az altalunk hasznalt lentivirus alapu plazmid konstrukcioban, az emx2 gén fehérje-
emx2-t kodolo régid 3° végéhez a transzgén jeldlésére szolgald, V5 epitopot kodolod
szakasz volt kapcsolva. (B): Az emx2 konstrukciot hordozo klonok (k2-k14). A
transzgénrél vald emx2 expressziot a VS5 epitopot kodoldo szakaszra tervezett

primerparral mutattuk ki (RT-PCR).

A nyolc klon koziil a tovabbi vizsgalatokra a k11-es jeli klont (a tovabbiakban NE-
4C®™2%) vélasztottuk ki.
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5.2.2. Az emx2 transzkripciés faktor tilexpresszaltatisa megvaltoztatja az NE-4C

sejtek adhézios tulajdonsagait

Az NE-4C sejtekkel ellentétben, melyek lazabb sejtréteget alkottak, az NE-4C°™2*
sejtek aggregatum-szer (de egy- sejt-réteget alkotd), tomott foltokban néttek (23./A, C
Abra). Videomikroszkopos felvételek (be nem mutatott eredmények), (PLL aljzaton,
5% FCS-t tartalamz6 tapoldatban), azt mutatték, hogy az NE-4C*™2" sejtek osztodas
utan nagy valdsziniiséggel egyiitt maradnak, mig az NE-4C sejtek utodsejtjei egymastol
eltavolodnak. Az NE-4C*™2" sejtek az aljzaton vald mozgas kozben taldlkozva is
gyakrabban maradtak egymas mellett, mint az NE-4C sejtek. Az adhézids kiilonbség azt
jelezte, hogy az NE-4C*™%* sejtek feltételezhetGen erSsebb a sejt-sejt kapcsolatokat,

és/vagy gyengébb a sejt-aljzat kapcsolatokat képeznek.

NE-4C

NE-4Cems?

23. Abra: Az emx2 transzgén expresszidjanak hatasira, az NE-4C sejtek adhéziés
tulajdonsagai megvaltoztak. Az indukélatlan NE-4C sejtek a tenyésztdaljzaton
viszonylag egyenletesen helyezkednek el (A/1). Az NE-4C*™%* sejtek ezzel ellentétben,
aggregalt, tomott foltokban nének (C/1). Az A/2 és C/2 képek az A/1 és C/1 képek egy-
egy kinagyitott teriiletét mutatjak. A szérum mentes, definialt kozegben (MEM-F12-
ITS), a differencidlatlan allapotot fenntartdé novekedési faktorok (EGF, FGF2)
megvonasaval indukaltuk az idegi differenciaciot. Az EGF ¢és FGF2 megvonasat
kovetden, az idegi differenciacié els6, morfologiailag megfigyelhetd jele, az
aggregatum képzés, az NE-4C#™2* tenyészetekben hamarabb megfigyelhet6 volt (D),
mint az NE-4C sejtek esetén (B). Fénymikroszkopos, faziskontraszt felvételek.

Mérték: 50 pm
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Szérum mentes (MEM-F12-ITS) kornyezetben, az EGF ¢és FGF2 ndvekedési
faktorok megvonasanak hatasara, az NE-4C*™* sejtek gyorsabban képeztek
aggregatumokat, mint az NE-4C sejtek. Az EGF és FGF2 megvonas utan egy nappal,
az NE-4C*™%* gejtek mar kompakt aggregatumokba tomoriiltek, mig az NE-4C
tenyészetek morfologidja a ndvekedési faktorok jelenlétében fenntartott, indukélatlan
tenyészetekéhez képest nem mutatott kiilsnbséget (23./B, D Abra). Az NE-4C sejtek
Laboratoriumunk korabbi munkdja alapjan tudjuk, hogy ez a 1épés elengedhetetlen az
idegsejtek késobbi kialakuldsahoz. (Tarnok és mtsai, 2002). Ennek megfelelden, az NE-
AC*™%* tenyészeteben, az EGF és FGF novekedési faktorok megvonasanak hatasara
gyorsabban bekovetkeztek a differenciaciés 1épések. Mig az NE-4C™2
tenyészetekben 1,5-2 nap alatt megjelentek az RC2-pozitiv sejtek és a Slll-tubulin
pozitiv idegsejtek, addig az NE-4C sejtek a ndvekedési faktor megvonds utani masodik
napon még egyontetiien epithél morfologidval rendelkeztek, és a tenyészetekben sem

RC2-pozitiv sejtek, sem SllI-tubulin pozitiv idegsejtek nem voltak jelen (24. Abra).

NE-4Cem2 NE-4Cem2

24. Abra: A differencilatlan allapotot fenntarto novekedési faktorok (EGF,

FGF2) megonasaval indukalt idegi differenciacio soran, az emx2 transzgént
expresszalo sejtek tenyészeteiben hamarabb megjelentek az RC2-pozitiv sejtek, és
a Blll-tubulin pozitiv idegsejt eléalakok. (A): NE-4C sejtek, az EGF és FGF2
megvonas utani masodik napon. Faziskontraszt kép (Al) és RC2 immuncitokémiai
festés (zold) (A2). Az abran lathatd, hogy az NE-4C sejtek a novekedési faktor
megvonas utani masodik napon még az indukalatlan sejtekéhez hasonlé morfologiat
mutattak, €és a tenyészetekben még nem jelentek meg az RC2-pozitiv sejtek. NE-4C#™2*
tenyészetekben az EGF és FGF megvonasat kovetd masodik napon mar kialakultak az
aggregatumok (B1, C), melyeknek a belsejében megjelentek az elsé RC2-pozitiv (z61d)
radialis glia szeri sejtek (B2), és Sll1-tubulin pozitiv (piros) (C) idegsejtek.
A (B) abran, a radialis glia szerii sejtek RC2-re fest6do (zold), nyalvanyait nyilak jelzik.
A (C) abran, a faziskontraszt kép és a Slll-tubulin fluoreszcens festés (piros) képe
egymasra van vetitve. Az 4bra bal also csiicskében, a bekeretezett rész nagyitasa lathato,
faziskontraszt nélkiil. Mérték: A és B esetén 20 um, C esetén 50 um
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Az NE-4C™2" sejtek megvaltozott adhéziés tulajdonsagai alapjan arra
kovetkeztethettiink, hogy az emx2 gén folyamatos expresszidja hatassal volt a sejtek
adhézios molekula készletére. Az indukalatlan NE-4C sejtek, a sejt-sejt kapcsolatokban
kozponti szerepet jatszé klasszikus cadherin molekulak koziil, E- és N-cadherint is
hordoznak a felsziniikén (Tarnok és mtsai, 2002, 25. Abra). Az NE-4C*™%" sejtek
azonban, indukalatlan allapotban E-cadherint nem hordoznak a felsziniikon kimutathato
mennyiségben (25. Abra). Hasonlé csokkenés figyelheté meg az NE-4C sejtek E-

cadherin készletében RA-as indukcid hatasara (Tarnok és mtsai, 2002).

NE-4C/ NE-4Ces2 GFP - Al

NE-4C / NE-4(ems2+ GP\ B1

-

25. Abra: Az NE-4C és az NE-4C*™% sejtek eltéré cadherin készlettel
rendelkeznek. A festéseket NE-4C sejtek és a GFP-jelolt NE-4C*™?* sejtek (z61d)
kokultarajan végeztiik. E-cadherin (piros) (A) ¢és N-cadherin (piros) (B)
immuncitokémai festések. A B2 abran a nyil egy E-cadherin-negativ NE-4C*™#*CF"
sejtcsoportot jelez. Mérték: 20 um

Az indukalatlan NE-4C*™2* sejtek integrin-expresszioja is valtozast mutatott az NE-
4C sejtekéhez képest (26. Abra). Mig a megvaltozott integrin-expresszié a sejt-
extracellularis matrix kapcsolatok, a sejtek cadherin készletében tapasztalt valtozasok a

sejt-sejt kapcsolatok megvaltozasaért lehetnek felelések.
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NE-4C NE-4(ems2

Intga6

Intga3

O |

ntgh3

Intgb5

Intgh8

26. Abra: Az emx2 expresszi6 hatisara, az NE-4C sejtek integrin-készlete
megvaltozott. (RT-PCR) A kisérlet soran azoknak az integrineknek az expresszidjat
vizsgaltuk az indukélatlan NE-4C ill. NE-4C*™2* tenyészetekben, melyek jellemzdek az
embrionalis és/vagy feln6tt kozponti idegrendszerre. Azoknak az integrineknek a nevét,
melyek expressziojaban jelentds (a szemikvantitativ RT-PCR modszerrel elemezhetd)
kiilsnbségeket tapasztaltunk az NE-4C és NE-4C*™2" sejtek kozott, pirossal jeldltem.

5.2.3. Az emx2 gén kifejezodésének hatasara az indukalatlan NE-4C sejtekben
szamos, az idegi fejlodésben meghatirozé szerepet jatszo gén expresszioja

megvaltozik

Az indukalatlan NE-4C sejtekben nincs jelen az emx2 mRNS, és az emx2 gén csak az
idegi differenciacioval aktivalodik (16. Abra, 30. Abra). Az indukalatlan NE-4C*™2*
sejtekben azonban az emx2-transzgén mellett, az endogén emx2 gén is aktiv (27. Abra).
Az endogén emx2 génaktivitast az atirodo mRNS fehérjét nem kodold részének (emx2
5’UTR —untranslated region-) kimutatasaval vizsgaltuk. A transzgénrél atirodo mRNS
ezt a szakaszt nem tartalmazta. Az endogén emx2 génaktivitds az Ssszes NE-4C*™2
klonban kimutathaté volt (27. Abra). Ugy tiinik tehat, hogy (kozvetleniil vagy kozvetve)
az Emx2 transzkripcios faktor képes a sajat expressziojat pozitivan szabalyozni.

Az indukalatlan NE-4C*™?* sejtek a pax6 régio specifikus transzkripcios faktort is
expresszaljak (27. Abra), mig az NE-4C sejtekben csak az idegi differenciacid
megindulasaval kezd kimutathatova vélni a pax6 (16. Abra, 31. Abra). A dorzalis
eldagy teriiletén, a kérgi idegsejtek kialakuldsdnak iddszakaban, a pax6 gén a
ventrikuldris zonaban, a radialis glia sejtekben expresszalodik (Walther és Gruss, 1991),

¢s fontos szerepet jatszik tobbek kozott a radialis glia fenotipus fenntartasaban.
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A pax6 gén mellett, a blbp radialis glia marker is emelkedett expresszios szintet
mutatott az NE-4C*™** klénok tobbségében, koztiik az altalunk részletesebben vizsgalt
k11 klonban (27. Abra).

NE-4Cem2+ Klon ok
k2 k5 ke k7 kll k12 k13 kl4 |INE-4C

27. Abra: Az indukalatlan NE-4C®™" sejtekben, szimos, az idegi fejlédésben
meghatirozé szerepet jatszo gén expresszidja mutatott valtozast az NE-4C
sejtekhez képest. (RT-PCR)
k2-k14: Az emx2 transzgént konstitutivan expresszald, NE-4C®™%* klonok. Piros
vonallal elvélasztva, az indukalatlan NE-4C sejtek expresszids mintazata lathato.
emx2 5°-UTR: Az emx2 mRNS fehérjévé at nem ir6do (5°-UTR) részére tervezett
primerparral felszaporitott PCR-termék (az endogén emx2 gén termékének jelenlétét
jelzi).

A Hes transzkripcios faktorok az dssejt fenotipus fenntartasaért felelések. A korai
neuroepitél nem expresszal Hes transzkricios faktorokat. A fejlédés elérehaladtaval, a
(kés61) neuroepitélidlis dssejt, majd a radidlis glia fenotipus fennmaradasa Hes-fliggdvé
valik (Hatakeyama és mtsai, 2004). Az NE-4C sejtek indukalatlan allapotban nem, vagy
csak igen kis mértékben expresszalnak hes géneket. Az NE-4C sejtek idegi

------

C®™2* klonok sejtjei azonban, az NE-4C sejtekkel

nem mutatott eredmények). Az NE-4
ellentétben, indukélatlan allapotban is expresszaljdk a hes3 gént (27. Abra).

Az NE-4C®™2* klénokban az EGF-receptor (egfr) mRNS szintje is magasabb volt,
mint az NE-4C sejtekben (27. Abra). Az NE-4C sejtek esetén az egfr expresszio a
kezdeti alacsony szint utdn, az idegi differenciacido soran valik kifejezetté (be nem

mutatott eredmények). Az egér idegrendszer fejodése sordn az idegi dssejtek kezdetben
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(koriilbeliil az embrionalis fejlodés 8,5. napjatol) az FGF2 ndvekedési faktorra
érzékenyek. Az EGF receptor csak a fejlodés késobbi stadiumaiban jelenik meg a
felsziniikon, és csak ezutan valnak EGF-érzékennyé (Tropepe és mtsai, 1999).

A fentiek alapjan, az NE-4C®™?* sejtek sok sajatsaga nem az indukalatlan NE-4C
sejtekkel, hanem a RA-val indukalt, az idegi fejlodés ,,elkotelez6dési” stadiumaban jard
NE-4C sejtekkel mutatnak hasonlosagot. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az NE-4C

sejtekhez képest a fejlédés elérehaladottabb stadiuméban vannak. Az NE-4C*™#*

sejtek
azonban, az NE-4C sejtekhez hasonloan, epitél morfologiaval rendelkeznek, és RC2-
negativak. Annak ellenére tehat, hogy az idegsejt képzd radialis glia fenotipus
fenntartasaért felelos pax6 gént, és a radialis glia marker blbp gént is expresszaljak, az
NE-4C®™%* sejtek nem feleltethetéek meg az NE-4C sejtek idegi fejlédése soran

megjelend elso, radialis glia szerli, RC2 pozitiv sejttipusnak.

5.2.4. Az emx2 tulexpresszaltatasa nem gatolta az ideg- illetve asztroglia sejtek
kialakulasat

Az el6zbéekben lathattuk, hogy az emx2 transzgén megvaltoztatta az NE-4C sejtek
adhézios sajatsagait, és befolyasolta egyes fejlodést szabalyozo gének expresszidjat. Az
eredmények arra engedtek kovetkeztetni, hogy az NE-4C*™%* sejtek az idegi
fejlodésben ,,elérébb jard” fenotipust képviseltek, mint az NE-4C sejtek, igy
cemee+

elképzelhetd volt, hogy az NE-4
az NE-4C sejtektdl.

sejtek a fejlédési potencidljukban is kiilonboznek

Az idegrendszer fejlédése soran, az emx2 gén tulnyomorészt az idegi progenitorokban
expresszalodik, azok differencialtabb utodsejtjeiben, igy a legtobb idegsejtben,

gliasejtben nem. Felmeriilt a kérdés, hogy ha az NE-4C®™2*

sejtek idegi fejléddése soran
az emx2 gén expresszidja nem hallgatott el, akkor gatlodott-e az idegsejt illetve
asztroglia képzodés.

cre

SSEA-1 idegi Ossejt markerre immunopozitiv sejtek. A NE-4C*™"  sejtek

.........

asztroglia sejtek is kialakulnak, az NE-4C sejtekhez hasonlé aranyban (28. Abra).
Csakgy, mint az NE-4C sejtek idegi fejlédése esetén, az NE-4C*™%* sejtek
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.....

¢és asztroglia sejteket is tartalmazd tenyészetekben (be nem mutatott eredmények). Az
NE-4C*™2* sejtek tehat, csakagy, mint az NE-4C sejtek, idegi ssejt tulajdonsagokkal
rendelkeztek, az emx2 tul-expresszaltatasa az asztroglia és idegsejt képzés mértékét

lényegesen nem befolyasolta.

BT tubulin

28. Abra: Az NE-4C*™?* sejtek RC2-pozitiv radialis glia szerii sejtek (B),
idegsejtek (Bl11-tubulin) (B) és asztroglia sejtek (GFAP) (C) létrehozasara is
képesek voltak. Az indukalatlan NE-4C°*™2" sejtek festddtek az SSEA-1 Gssejt
markerre (A). (Immuncitokémiai festés)

A sejtmagokat Hoechst festéssel jeloltiik.
Mérték: 20 um

5.2.5. Az NE-4C*™%" sejtek regionalisan elkotelezetlenek maradtak

.....

transzgén végig aktiv maradt (29. Abra).

0. nap 2. nap 6. nap 12 nap

vS-epitop

hprt

29. Abra: Az NE-4C®™?" sejtek retinsavval indukalt idegi differenciaciéja soran,
az emx2 transzgén végig aktiv maradt. (RT-PCR) A transzgénr6l valo emx2
expressziot a V5 epitopot kodolo szakaszra tervezett primerparral mutattuk ki.

A differencidcid sordn, a transzgén emx2 mellett, az endogén emx2 gén is aktiv volt.

(30. Abra). Kizarhattuk tehat azt a lehetdséget, hogy az emx2 transzgén expresszidjanak
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hatasara az endogén emx2 gén expresszioja leszabalyzodott, és ez altal a transzgén emx2
szint kompenzalodhatott volna.

A folyamatosan aktiv emx2-atiras ellenére, az NE-4C sejtekhez hasonldéan, az NE-
AC®™2* gejtek idegi fejlédése soran is aktivalodtak kiilonbozd agyi régiok fejlédését

szabalyoz6 dIx2, gbx2, hoxb2, ngn2 és mashl transzkripcios faktorok (30. Abra).

NE-4C NE_4Ccmx2+

RA-as indukcio RA-as indukcio RA-mentes indukcio

Onap 2.nap 6.nap  12.nap 0.nap 2.nap 6nap 12nap 2.nap 6.nap 12. nap

en]x2 5‘UTR - C— C— — - - — ee——— - 0 -

otx2 B P —— e— a—

dix2 — C— E— - -

pax6 ony GEummp e— e CE— CE— C— C— CE—
gbx2 I —

hoxb2 — P —

ngn2 e —  e— — —

mashl — —— — .—--————-— —

hprt —— C— — D || CE— C— — N C— — —

30. Abra: Az NE-4C sejtekhez hasonléan, az NE-4C*™" sejtek retinsavval

indukalt differenciacidja soran is aktivalodtak a kiilonb6zo kozponti idegrendszeri
régiokra jellemz6 transzkripciés faktorok. (RT-PCR) Az NE-4C és NE-4C*™%*
sejteket, szérum mentes, definidlt médiumban (MEM-F12-ITS), 48 oras retinsav
kezeléssel, illetve RA-nélkiil indukaltuk.

emx2 5’-UTR: Az emx2 mRNS fehérjévé at nem irodo (5’-UTR) részére tervezett
primerparral felszaporitott PCR-termék (az endogén emx2 gén termékének jelenlétét
jelzi)

Az eredmények alapjan elképzelhetonek tartottuk, hogy bar az emx2-expresszid
hatdsara az NE-4C sejtek regionalis identitdsa anterior irdnyban tolddott el, a RA
poszteriorizald hatdsa ellenstlyozta az emx2 hatast. Ezért megvizsgaltuk, hogy a RA
nélkiil indukalt idegi fejlédés soran hogyan alakul a kiilonb6zd régio specifikus gének
expresszioja. A RA nélkiil, novekedési faktor megvonassal indukalt idegi fejlédés soran
azonban, ugyanugy aktivalodott az Osszes altalunk vizsgélt régid specifikus és
proneurélis gén, mint a RA-val indukalt idegi differenciacié soran. (30. Abra)

Az NE-4C"™2* sejtek tehat, annak ellenére, hogy (indukalatlan éllapotban is)

expresszaljdk az az anterior neuroektoderma regionalizacidjadban kulcsfontossagu

szerepet jatszo emx2, otx2 és pax6 géneket, regionalisan elkotelezetlenek maradnak.
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5.2.6 Az NE-4C®™% sejtek GABA-erg és glutamaterg idegsejtek képzésére is
képesek maradtak

Bar az Emx2 transzkripcidos faktorr6l nem ismert, hogy az idegsejtek
neurotranszmitter fenotipusanak kialakitdsaban kozvetlen szerepe lenne, regionalis és
idObeli expresszids mintazata alapjan feltételezhetd, hogy a kérgi glutamaterg neuronok
neurotranszmitter fenotipusanak kialakuldsaban szerepet jatszhat.

Felvetddott a kérdés: képesek-e az NE-4C*™?* sejtek az NE-4C sejtekhez hasonléan

mind GABA-erg mind glutamaterg idegsejtek 1étrehozasara?

NE-4C NE-4Cemx2t

O.nap  2.nmap G.nap 12.nap  O.npap 2.nap G .nap 12 nap

31. Abra: GABA-erg és glutamaterg markerek expressziéja az NE-4C és NE-
4C*™?* sejtek RA-val indukalt idegi differencidcioja soran. (RT-PCR)

Az NE-4C°*™2* Kkl6nok, az NE-4C klénnal ellentétben, nem expresszaltak a vgat
vezikularis GABA-transzporter gént, és ennek megfeleléen nem tartalmaztdk a VGAT
fehérjét sem (27. Abra, 31. Abra, 32. Abra). Az NE-4C*™%* sejtek idegi fejlédése soran
azonban, mind a vgat génnek mind a GABA-szintézis kulcsenzimeinek (gad65 és

gad67), az expresszioja aktivalodott (31. Abra).

32. Abra: Az NE-4C sejtekkel ellentétben, az NE-4C*™?* sejtekben indukalatlan
allapotban nem volt jelen a vezikularis GABA transzporter (VGAT). (Western blot)
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A RA-val indukalt idegi differenciacio 12. napjan az NE-4C*™2" tenyészetekben

Cemx2+

kimutathatéak voltak VGAT immunopozitiv idegsejtek, és az NE-4 idegsejtek

jelentés hanyada mutatott GABA immunopozitivitast (33. Abra).

N E- 4 Cemx2+
NE-4Cemx2+

33. Abra: Az NE-4C°™?" tenyészetekben GABA-erg markerekre pozitiv
idegsejtek akultak Ki. A retinsavval indukalt differenciacié 12. napjan, az idegsejtek
jelentds része festédott GABA-ra mind az NE-4C (A), mind az NE-4C°*™?* (B) sejtek

.....

esetén. (C): Az NE-4C*™?* sejtek idegi differenciacioja soran kialakulo idegsejtek egy
része VGAT-pozitiv volt. Mérték: 80um A és B esetén, 20 um C esetén

Az NE-4C®™%* tenyészetekben a RA-val indukalt idegi differenciacio 12. napjan
Vglut2 pozitiv immunopozitiv idegsejteket, és a vglut2 mRNS-t is kimutattuk (34. Abra,
32. Abra).

Az NE-4C*™?* sejtek tehat az NE-4C sejtekhez hasonldoan, GABA-erg és glutamaterg

idegsejtek 1étrehozasara is képesek voltak.

12. napjan. (Immuncitokémiai festés). A sejtmagokat Hoechst (kék) festéssel tettiik
lathatova. Mérték: 20 um

75



5.2.7. A retinsavval indukalt NE-4C®™%" tenyészetekben katekolaminerg,
szerotonerg és kolinerg markerek is kimutathatoak voltak

A szérum mentes koriilmények kozott, RA-val indukalt differenciacio soran az NE-
AC®™2* tenyészetekben TH-pozitiv sejtek is kialakultak (35./D, E Abra). A
parhuzamosan kezelt NE-4C tenyészetekben ezzel szemben, nem talaltunk TH-pozitiv
sejteket (Varga és mtsai, 2008) (35./B Abra).

A TH az L-DOPA tirozinbdl vald keletkezését katalizalja. Az L-DOPA az &sszes
katekolamin (dopamin, noradrenalin, adrenalin) prekurzora, igy a TH a dopaminerg,
noradrenerg és adrenerg idegsejtekben egyarant jelen van. A noradrenerg és dopaminerg
fenotipusok elkiilonitésére ezért, tovabbi markereket kellett megvizsgalnunk.

A Pitx3 a kozépagyi dopaminerg neuronokra jellemz6 transzkripcids faktor (Smidt és
mtsai, 1997), amely a posztmitotikus idegsejtekben kezd el expresszalodni. A pitx3 gén
expresszioja kimutathato volt a RA-val indukalt, idegsejteket tartalmazo, NE-4C*™2*
tenyészetekben. Az NE-4C sejtek nem expresszaltak a pitx3 gént a differenciacid soran
(35./ A Abra).

Meglepd modon, a pitx3 gén az indukalatlan NE-4C®™%* sejtekben is expresszalodott.
A Pitx3 transzkripcios faktor idegi Gssejtekben vald jelenlétérdl, és szerepérél azonban,
tudomasunk szerint, eddig nem jelent meg publikacio.

A dopamin-f-hidroxildaz (DBH) enzim a noradrenalin dopaminbdl vald képz6dését

Cemx2+

katalizalja. RA-as indukcio esetén, a dbh expresszié aktivalodik az NE-4 sejtek

..........

kimutathaté dbh expresszid, ez a differenciacié elérehaladtaval eltiint (35./A Abra).
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A _ NE-4C NE-4Cemer
RA-asindukcio , nov. faktor megvonas RA-asindukcio | ndv. faktor megvonds|
O.nap| 2.nap 6.nap 12nap| 2.nap 6.nap 12.nap 1

A 3
- TH 5HT & ", B LT — TH

35. Abra: Monoaminerg és Kolinerg markerek Kifejezodése az NE-4C és NE-
4C*™2* sejtek RA-val ill, RA-nélkiil indukalt idegi differenciaciéja soran. (A): Az
idegi differencialtatas céljabol, az NE-4C és NE-4C*™?* sejteket szérum mentes
médiumba (MEM-F12-ITS) helyeztiik. A retinsavas indukci6é esetén a differenciacio
elsé 48 orajaban RA-at is tartalmazott a tenyészmédium. (RT-PCR) A Imx1b és pitx3 a
dopaminerg, a mashl, phox2b és dbh a noradrenerg, a chat a kolinerg a tph2 a
szerotonerg fenotipushoz kapcsolhaté gének. Zolddel az érett idegsejtekre jellemzo
markerek vannak jeldlve.

(B, D, E): TH-festés az NE-4C (B) és NE-4C*™?* (D,E) tenyészeteken, a retinsavval
indukalt differenciacio 12. napjan. (C): 5-HT-pozitiv sejtek az NE-4C tenyészetekben,
a retinsavas indukcid 12. napjan. (DAB-es immuncitokémiai festés)

Meérték: 10 pm

A kovetkezOkben megvizsgaltuk néhany, a dopaminerg €s noradrenerg neuronok
kialakulasdban kulcsszerepet jatszo transzkripcios faktor expressziojat az NE-4C ¢és az
NE-4C®™%* sejtek idegi differenciacioja soran.

Az Lmxlb LIM homeodomén transzkripcidos faktor mind a dopaminerg mind a
szerotonerg idegsejtek fejlodésében szerepet jatszik. Az idegsejtek kialakulasa soran az
idegi progenitorokban kezd el expresszalédni, a posztmitotikus dopaminerg és
szerotonerg neuronokra jellemz6 markereket megel6zéen (Smidt és mtsai, 2000; Ding
és mtsai, 2003). Az Imx1b gén mind az NE-4C mind az NE-4C*™?* tenyészetekben
expresszalodott a RA altal indukalt idegi fejlédés soran, bar az NE-4C tenyészetekben
csak az indukcio 12. napjan tudtuk kimutatni az Imx1b mRNS-t, mig az NE-4C°™?*

tenyészetekben a differenciacié masodik napjan mar jelen volt (35./A Abra).
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A mashl proneuralis génnek a noradrenerg idegsejtek fejlédése soran, az idegsejt
képzés altalanos programjanak szabdlyozasan kiviil, a noradrenerg fenotipus
kialakitasaban is fontos szerepe van (Hirsch és mtsai, 1998). A phox2b homeobox
transzkripcids faktor a posztmitotikus noradrenerg idegsejtekben expresszalodik, és
szerepet jatszik a noradrenerg sajatsagok kialakitasaban (Pattyn ¢és mtsai, 2000). A
mash1 és a phox2 gén az NE-4C és az NE-4C*™2" tenyészetekben is aktivalodott (35./A
Abra).

Az NE-4C tenyészetekben tehat annak ellenére nem tudtuk kimutatni a
katekolaminerg idegsejtekre jellemz6 markereket, hogy a kialakulasukat szabalyozo
faktorok expresszidja bekapcsolt a differencidcio soran (Varga ¢€s mtsai, 2008).

RA mentes differencialtatasi koriilmények kozott az NE-4C és az NE-4C*™2*
tenyészetekben sem alakultak ki TH-pozitiv sejtek. A katekolaminerg idegsejtekre
jellemz6, és a kialakuldsukat szabalyozod gének expresszidjat ezért RA mentes
differencialtatasi koriilmények kozott is megvizsgaltuk. A szérum megvonassal, MEM-
F12-ITS médiumban, indukalt differenciacido soran, az idegsejteket tartalmazo
tenyészetekben az NE-4C és az NE-4C°*™?* sejtek estén sem expresszalodtak a pitx3 és
dbh gének (35./A Abra). A pitx3 mRNS, az NE-4C*™#" tenyészetekbdl, a differenciacid
elérehaladtaval (és ezzel parhuzamosan a differencidlatlan sejtalakok szamanak
csokkenésével) fokozatosan eltiint (35./A Abra). Az Imx1b az NE-4C*™?* sejtek estén, a
RA nélkiil indukalt tenyészetekben, a RA-as indukcio esetén tapasztalthoz hasonlo
expresszidos mintdzatot mutatott. Az NE-4C tenyészetekben azonban, a kezdeti RA-as
kezelés hianyéban, nem aktivalodott az Imx1b expresszidja (35./A Abra). A mashl és a
phox2b gének az NE-4C és az NE-4C*™?* tenyészetekben is aktivalodtak a RA nélkiili
indukcio soran. Igaz, ez esetben a mashl és phox2b gének is késébb kapcsoltak be, mint
a RA-as indukcio esetén (35./A Abra).

Az el8zéek alapjan tehat, a RA-val indukalt NE-4C*™?* tenyészetekben mind a
dopaminerg (TH, pitx3) mind a noradrenerg (TH, dbh) sejtekre jellemz6 markerek
kimutathatéak voltak. A génexpresszids adatok alapjan azonban, bar az altalunk
vizsgalt, katekolaminerg fejlodésben szerepet jatszo transzkripcids faktorok (Imxlb,
mashl, phox2b) aktivalodtak a RA nélkiili differenciacié soran is, ugy tint, hogy az
¢érett katekolaminerg neuronok kialakulédsahoz és / vagy taléléséhez, egy kezdeti, RA-as

kezelésre volt sziikség.
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Elképzelheté-e, hogy RA-as kezelés hianyaban az okozta a katekolaminerg sejtekre
jellemz6 markerek hianyat, hogy ezek kozott a koriilmények kozott nem alakultak ki
érett neuronok? A vgat és vglut2 GABA- illetve glutamaterg markerek azonban a RA
nélkiili differenciacid soran is aktivalodtak (36. Abra). A VGAT és VGlut2
immuncitokémiai modszerrel is kimutathatd volt mind a RA-as mind a RA nélkiili

indukcio esetén (be nem mutatott eredmények).

NE-4C NE-4Cem2+
RA-asinduke1d | RA-mentes indukeid R -asinduke1d RA& -mentesindukeid

0.na 2.na 6nap 12.nap } 2.na 6.nap  12.na Onap | 2nap 6.nap 12nap |2nap bnap 12.nap

vgat
vglut2
hprt

36. Abra: NE-4C és NE-4C*™?* tenyészetekben a retinsav nélkiil indukalt idegi
differenciacio soran is Kkifejezodik a GABA-erg sejtekre jellemzo vgat és
glutamaterg sejtekre jellemzo vglut2 vezikularis transzporter. (RT-PCR)

Adataink szerint tehat, az Emx2 tultermeltetése és a RA-as kezelés egyiittesen a
katekolaminerg idegsejt fenotipus megjelenését eredményezte az NE-4C
tenyészetekben.

Az NE-4C sejtek szerotonin (5-HT) immunopozitiv idegsejteket is képeznek (Varga
és mtsai, 2008) (35./C Abra). A triptofin hidroxildz enzim (Tph2) szerotonin szintézis

kezd@ 1épését katalizalja. A tph2 expresszio az NE-4C és az NE-4C*™%*

tenyészetekben
is aktivalodott a RA-as indukcié esetén. RA nélkiili indukcid esetén, csak az NE-4C
tenyészetekben tudtunk tph2 expressziot kimutatni (35./A Abra).

Az acetilkolin neurotranszmitter szintéziséért felelGs kolin acetiltranszferaz enzim

(Chat) a kolinerg neuronokra jellemzd. A chat gén az NE-4C és az NE-4C*™2*

sejtek
RA indukalta idegi fejlédése soran is aktivalodott. A chat mRNS a RA nélkiili indukcio
soran is kimutathato volt az NE-4C illetve NE-4C*™?" tenyészetekbél, igaz, a RA-as

indukci6 esetén tapasztaltnal késSbb jelent meg (35./A Abra).
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5.3. AZ ASZTROGLIA KEPZES SZABALYOZASA AZ IN VITRO IDEGI
FEJLODES SORAN

A kiilonb6z6 neurotranszmitter-fenotipussal rendelkezd idegsejtek kialakulasa
mellett, az NE-4C és P19 sejtek indukalt tenyészeteiben is fennmaradnak latszolag
differencialatlan, progenitor sejt-populaciok. Az idegsejt-képzés szakasza utan, ezekbol

a populaciokbol fejlédnek az asztroglia sejtek.

A . GFAP+
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37. Abra: Az NE-4C és P19 sejtek in vitro idegi differenciiciéja sorin, az
idegsejtek képzédése megelézte az asztroglia sejtek kialakulasat. (A): Az NE-4C és
immunopozitiv NE-4C sejtek a differenciacio masodik hetében jelentek meg. (3-3
parhuzamos tenyészet, 10-10 latotér) (C): A GFAP-fehérje (~55 kDa) az idegi
differenciacié6 masodik hetét6l volt kimutathatdo az NE-4C tenyészetekbol. (Western-
blot) (D): GFAP-immunopozitiv (piros) asztroglia sejtek a differenciacio 14. napjan.
mérték: 20 um (E): Az asztroglia sejtekre jellemz6 fehérjéket (GFAP és S1005) kodold
gének a proneuralis mashl és ngn2 gének expresszidjanak csokkenésével
parhuzamosan, a posztmitotikus idegsejtekre jellemz6é math2-gént kifejezd
tenyészetekben kezdtek el expresszalodni. (RT-PCR) (F): Az osztédd NE-4C sejteket a
differenciacio kiilonbozo iddépontjaiban (2., 5., 7.,10.,12., vagy 14. nap) BrdU-val
jeloltik. A 14. napon meghataroztuk a GFAP-re és BrdU-ra egyarant immunopozitiv
sejtek szazalékos aranyat a GFAP-pozitiv sejtek (100%) kozott. (n=4)
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A GFAP intermedier filamentum az asztroglia sejtek altalanosan elfogadott markere,
ezért kisérleteink soran az asztroglia sejteket GFAP-pozitivitasuk alapjan azonositottuk.

Az asztroglia sejtek tomeges képzodése a fejlodé kozponti idegrendszer egész
teriiletén az idegsejt képzési szakaszt kovetden kezdddik el. Ez az idérendiség az
megfigyelhetd. A P19 sejtek esetén az els6 idegsejtek a differenciacié masodik, az elsd
asztrogliasejtek a differenciacio 6todik napjan jelennek meg. Az NE-4C sejtek esetén az
els6 idegsejtek a negyedik, az elsé asztrogliasejtek a tizedik napon (37. Abra/A, B, D
Abra) mutathatok ki. Az NE-4C tenyészetekben a GFAP mRNS és fehérje, valamint
egy masik asztroglia marker, az S1004 kalciumko6té fehérje mRNS-e az idegsejtek
érésével egy idSben mutathatd ki eldszor (37. Abra/C, E Abra) (Hadinger és mtsai,
2009). Ezt az idészakot a proneuralis mashl és ngn2 gének expresszidjanak csokkenése
¢€s a posztmitotikus neuronokra jellemzé math2 gén expresszidjanak jelenléte jellemzi
(37. Abra/E Abra). A GFAP fehérje megjelenése azonban nem feltétleniil esik egybe az
asztrogliasejtek keletkezésének idépontjaval. Hogy meghatdrozzuk az asztrogliasejtek
sziiletésének iddszakat, az differenciacio kiilonb6z6 idépontjaiban BrdU-val (5-brom-
2’-dezoxiuridin) kezeltiik a tenyészeteket (6 oran keresztiil), majd a masodik hét végén,
amikor az asztrogliasejtek mar nagy szamban voltak jelen, GFAP fehérje illetve BrdU
elleni ellenanyaggal festettiik 6ket (37. Abra/F Abra). Ha az asztroglia progenitorok a
fixalast megel6zd utolsd osztdodas soran kapjak a BrdU jelolést, az a GFAP-pozitiv
asztroglia sejtekben jelen marad. Ha azonban a progenitorok, melyek a BrdU-t beépitik
a DNS-iikbe, még szamos osztddason keresztiilmennek a fixalas idépontjaig, a BrdU-jel
kihigul, és nem lesz lathatd az asztroglia sejtekben. Nem taldltunk kettdsen pozitiv
sejteket azokban a tenyészetekben, ahol a BrdU kezelés az indukcid elsd hetében
tortént. Az indukcié masodik hete soran kezelt tenyészetekben minden esetben jelentds
szamu kettdsen pozitiv sejtet talaltunk. Mindez azt jelenti, hogy az asztroglia sajatsagok
a masodik hét soran keletkezett utodsejtekben jelennek meg. Az, hogy abban az esetben
is taladltunk GFAP/BrdU kettdsen pozitiv sejteket (~5%), ha a BrdU-kezelés utdn
azonnal lefixaltuk a tenyészeteket, azt mutatja, hogy a GFAP-pozitiv sejtek egy része

megtartotta 0sztddo képességét (37. Abra/F Abra).
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Vajon mi okozza azt, hogy amig az idegsejtek kialakulasa a RA kezelést kovetéen
szinte azonnal megindul, az asztroglia sejtek csak napokkal kés6bb jelennek meg,

akkor, amikor az idegsejtek nagy része mar kialakult?

Az egyik kézenfekvd magyarazat az lenne, hogy az asztroglia sejtek

rrrrrr

Azonban, tobb asztroglia képzést serkenté faktor (CNTF, BMP2, BMP4) (Rajan és
McKay, 1998) génje is folyamatosan aktiv a differenciacio soran az NE-4C
tenyészetekben (Hadinger és mtsai, 2009) (38. Abra).

hprt
ofap
bmp2
bmp4

cntf

l.nap 2Z.map 6.nap 10.nap 14.nap

38. Abra: Az asztroglia sejtek kialakulisahoz sziikséges faktorok (bmp2, bmp4,
cntf) génjei mar joval a gfap gén aktivaciojat megelézéen expresszalodtak az NE-
4C tenyészetekben. RT-PCR

5.3.1 Az idegsejtek hatasa az asztroglia kézésre

Mivel az asztroglia sejtek képzddése az idegsejt éréssel parhuzamosan zajlik, és az
idegsejtek altal termelt anyagok, példaul a CT-1, segithetik az asztroglia irdnya
differenciaciot (Barnabé-Heider és mtsai, 2005), feltételeztiik, hogy az érett idegsejtek
hidnya okozhatja az asztroglia sejtek késleltetett megjelenését az NE-4C
tenyészetekben. A RA-val indukalt differenciacio negyedik napjan, az idegsejt képzés
stadiumaban, a GFP-t expresszaldo NE-4C sejteket (AG5 sejtek) az aljzatrol felszedtiik,
¢és érett idegsejtekben gazdag tenyészetek (az indukci6 tizedik napjanal jar6 NE-4C
tenyészetek, illetve 13,5 napos egér embridbol szarmazd primer idegsejt tenyészetek)
tetejére iltettiik. Harom, kokulturdban elt6ltott nap utdn a sejteket lefixaltuk. Mig az
AGS sejtek jelentés hanyada fest6dott a neuron specifikus Sll1-tubulin fehérjére, azaz

idegsejt-iranyban differencialodott, egyikiik sem mutatott GFAP-pozitivitast (39. Abra).
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39. Abra: Az érett idegsejtek kozelsége nem indukalt idé elétti asztroglia
képzodést. A differenciacid 4. napjan az aljzatrol felszedett, GFP-t expresszalé NE-4C
sejteket (AG5) idegsejtekben gazdag, 10-napos, GFP-t nem expresszaldé NE-4C
tenyészetekre (A), vagy 13,5 napos embriobol szarmazo primer neuralis tenyészetekre
(B) helyeztiikk. 3, kokultaraban eltoltott nap utan fixaltuk a sejteket, és MAP2-re
(idegsejt marker, kék) (A) és GFAP-re (asztroglia marker, piros) (B) festettiik Oket.
Nem talaltunk GFAP-GFP kettdsen pozitiv sejteket a tenyészetekben. nyil: MAP2/GFP
kettdsen pozitiv sejtek. csillag: MAP2-pozitiv GFP-negativ sejtek.

Meérték: 20 pm

Annak ellendrzésére, hogy a sejtek aljzatrol valo felszedése megzavarhatta-e az
asztroglia képzést, az AGS tenyészeteket az aljazatrol felszedtiik majd (PLL-nel kezelt
tenyésztéedénybe visszatéve) tovabb tenyésztettilk. A tenyészetekben a differencidcid
tizedik napjan — a megszokott fejlédésmenetnek megfeleléen - megjelentek a GFAP-

pozitiv sejtek.

Az idegsejtek jelenléte tehat nem valtott ki id6 eldtti asztroglia iranyu differenciaciot

az idegsejt képz6 stadiumbol szarmazo progenitorokban.

Miutan a korai idegsejt-képz6 stadiumban az asztroglia képzéshez nélkiilozhetetlen
faktorok termelddése nem gatolt és az érett idegsejtek hidnya sem magyardzza a
késleltetett asztroglia képzddést, fel kellett tételeztiik valamilyen, az asztroglia képzést

aktivan gatlo faktor jelenlétét a differenciacio kezdeti szakaszaban.
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Sajat (40. Abra), és irodalmi adatok (Luo és mtsai, 2004) azt mutatjak, hogy a RA
jelen van a fejlodo idegrendszer germinativ zondiban az idegsejt képzés staddiumaban, és
az idegi progenitorokban az osztédas modjat szimmetrikusrol 6nsokszorozo osztodasrol
aszimmetrikus, idegsejt-képz6 iranyba tolja el (Siegenthaler és mtsai, 2009). Mivel
tudtuk, hogy a RA az idegsejt irdnyt differenciaciot timogatja, €és hogy a progenitorok
kornyezetében a korai, idegsejt képzd stddiumokban jelen van, felmeriilt benniink a

kérdést: kihat-e a retinsav szabalyozo szerepe az asztroglia iranyu fejlodésre is?

Pia mater

40. Abra: A retinsav jelen van az eléagy germinativ zonajaban az idegsejt képzés
idoszakaban. 15-napos, RA-érzékeny promoterrdl vezérelt béta-galaktozidaz
(RAREhsplacZ) génkonstrukcidt hordozo transzgenikus embrié (Rossant és mtsai.,
1991) eléagyanak szaggitalis metszete. A RA jelenlétét a béta-galaktozidaz specifikus
X-gal enzimreakcid jelzi.

5.3.2. Az all-transz retinsav szerepe az asztroglia képzés szabalyozasaban

5.3.2.1. A retinsav korai jelenléte sziikséges az asztroglia sejtek in vitro kialakulasahoz

Az NE-4C sejtek idegsejt irdnyt differencialodésa kivalthato RA hozzédadasa nélkiil is.
RA nélkill, szérum mentes médiumban (MEM-F12-ITS) nagy szamban képzddtek
idegsejtek, de GFAP-pozitiv sejtek nem alakultak ki, és a gfap mRNS sem volt
kimutathat6 a tenyészetekben (41./A Abra). Ha azonban a szérum mentes médiumot 10
°M RA-val egészitettiik ki a differenciacio elsé 48 orajaban, a GFAP-pozitiv sejtek
megjelentek az idegsejtek kialakulasat kovetéen (Hadinger és mtsai, 2009) (41. Abra).
Az elkotelezetlen idegi Ossejtek RA-as indukcidja tehat, legalabbis in vitro, sziikséges
ahhoz, hogy az idOben jelentdsen késleltetett asztroglia képzés megindulhasson.
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41. Abra: Egy kezdeti, rovid retinsavas indukci6 sziikséges az asztrogliasejtek
mintegy tiz nappal késébbi megjelenéséhez. (A): Pusztan a ndvekedési faktorokat
tartalmazo szérum megvondsa a médiumbol elég volt az NE-4C sejtek idegsejt iranyu

------

expresszalodott. A gfap-mRNS (A), és GFAP-pozitiv sejtek (DAB-es el6hivas) (B) csak
a RA-val indukalt tenyészetekben voltak kimutathatok.
RA 0-2: A RA-as kezelés idotartama, Mérték: 20um

5.3.2.2. A retinsav az idegi differencidcio késébbi (asztroglia képzd) szakaszdban
gatolja az asztroglia sejtek kialakulasat

10°M RA hossza-tavi (P19 esetén 6 nap illetve NE-4C esetén 12 nap) jelenléte
jelentésen (100 ill 80%-kal) csokkentette a képz6dd asztroglia sejtek szamat, és ezzel a

GFAP-fehérje és gfap-mRNS mennyiségét (Hadinger és mtsai, 2009) (42. Abra).
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42. Abra: A RA folyamatos (0-14 nap illetve 0-8 nap) jelenléte szignifikinsan
csokkentette a GFAP-pozitiv sejtek szamat (A) és a GFAP-fehérje (~55 kDa, kék nyil)
mennyiségét (Western-blot) (B) a 14-napos NE-4C tenyészetekben (A), valamint a
GFAP-pozitiv sejtek szamat (C) és a gfap-mRNS expressziojat (RT-PCR) (D) a 8-napos
P19 tenyészetekben.

RA x-y: A RA-as kezelés idotartama; A, C: 3-3 parhuzamos tenyészet, 10-10 latotér

Mivel a RA tamogatja az idegsejt irdanyba valo differenciaciot, megvizsgaltuk, hogy

az asztroglia képzést gatld hatasa nem abbol adodik-e, hogy a progenitor sejteket az
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asztroglia iranyu differenciacié rovasara idegsejt irdnyba differencialtatja. Az NE-4C
tenyészetek 14 napig tart6 RA-as kezelése azonban nem okozott valtozast sem a
képz6do idegsejtek szamaban, sem a tenyészetekben fennmaradd SSEA™ progenitorok

szamaban a kontroll (kezdeti 48 6ras) RA kezeléshez képest (Hadinger és mtsai, 2009)
(43. Abra).
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43. Abra: A hosszi tavii (0-14 nap) RA kezelés nem befolyasolta az NE-4C
tenyészetekben kialakulé idegsejtek szamat (A és B), illetve a differenciacio soran
fennmarado SSEA-1 pozitiv progenitorok szamat (C). A kontroll (RA 0-2) és a
folyamatosan RA-val kezelt (RA 0-14) tenyészeteket a differenciacido 14. napjan
fixaltuk, majd GFAP (DAB, barna), idegsejt specifikus NeuN (Ni-DAB, fekete)
fehérjékre és SSEA-1 epitopra festettiik 6ket. Mérték: 50um
RA x-y: A RA-as kezelés iddtartama; B, C: 3-3 parhuzamos tenyészet, 10-10 latotér

Ha tizennégy napos, GFAP-pozitiv sejtekben gazdag tenyészeteket hdrom napon
keresztiil RA-val kezeltiink, a TUNEL-pozitiv, apoptotikus sejtek szdmaban nem
tapasztaltunk valtozast (Hadinger és mtsai, 2009). A RA tehat nem volt toxikus a mar
kialakult asztroglia sejtekre (44. Abra). Mindezek alapjan tehat ugy tiinik, a RA

kozvetlenill az asztroglia sejtek képzodését gatolja.
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44. Abra: A retinsav nem az apoptotikus sejtek szamanak novelésén keresztiil
csokkentette az asztroglia sejtek szamat. A RA a késéi, GFAP-pozitiv sejtekben
gazdag (14-17 nap) tenyészetekben is gatolta az asztroglia sejtek tovabbi képz6dését
(A), de a TUNEL-pozitiv apoptotikus sejtek szamat nem novelte szignifikansan (B). A
kontrol tenyészeteket (RA 0-2) a 14. (A, B) illetve, 17. (B), a RA-val 14-17 nap kozott
kezelt tenyészeteket (RA 0-2 + 7-14) a 17. (A, B) napon fixaltuk. A GFAP festés esetén
a GFAP-immunpozitiv teriiletet a Hoechst-pozitiv teriiletre vonatkoztatva adtuk meg.
(3-3 parhuzamos tenyészet, 10-10 l1atotér)

RA x-y: A RA-as kezelés id6tartama

A kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy a RA az idegi differenciacio melyik
szakaszaban fejti ki asztroglia képzést gatld hatasat. Ha az NE-4C sejteket a
differenciacio els6 hetében, tehat az idegsejt képzés szakaszaban kezeltilk RA-val, nem
tapasztaltunk csokkenést a kialakuld asztroglia sejtek szamaban. Ha azonban a RA-at, a
kezdeti két napos kezelésen tl, a masodik hét soran adtuk a tenyészfolyadékhoz, az
asztroglia sejtek szdma nagymértékben (mintegy 80%-kal) csokkent (Hadinger és mtsai,
2009). A RA tehat a differenciaci6 masodik hetében, az asztroglia fenotipus
megjelenésének iddszakaban (37. Abra/F Abra) fejti ki gatlé hatasat (45. Abra).
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14. nap

Relativ GFAP-immunopozitiv teriilet

45. Abra: A retinsav az idegsejt képzé szakaszt kovetd idészakban alkalmazva
gatolta az asztroglia képzédést. Ha a RA a differenciacié els6 hetében, az idegsejt
képzés idoszakaban volt jelen (RA 0-7), nem okozott szignifikans valtozast a képz6do
asztroglia sejtek szamaban (A, B/2) a kontrol (RAO-2) tenyészetekhez (A, B/1) képest.
Az asztroglia sejtek képzOdésének szakaszaban, a masodik héten, a RA folyamatos
jelenléte (RA 0-2 + 7-14) szignifikdns csOkkenést okozott a képzddd asztroglia sejtek
szamaban (A, B/3). A tenyészeteket a 14. napon fixaltuk és GFAP-re festettiik. Az (A)
abran a GFAP-immunpozitiv teriiletet a Hoechst-pozitiv teriiletre vonatkoztatva adtuk
meg. (3-3 parhuzamos tenyészet, 10-10 latotér), Mérték: 50um
RA x-y: A RA-as kezelés iddtartama

Ha a tenyészeteket a differencidcid masodik hetének elsé vagy mésodik felében
kezeltiik RA-val, mindkét esetben csokkent (45% ill. 72%-kal) a tenyészetek GFAP-
tartalma a kontroll tenyészetekhez képest (Hadinger és mtsai, 2009). A RA tehat a
differenciaci®6 masodik hetében folyamatosan =zajlo asztroglia képzOodés egész

szakaszaban gatolja a GFAP-pozitiv asztroglia sejtek kialakuldsat (46. Abra).

Mindezek alapjan, a RA valoszinlileg az asztroglia iranya fejlédésre képes
progenitorok asztroglia iranyl elkotelezddését és/vagy az érett asztroglia fenotipus

kialakulasat gatolja
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46. Abra: A retinsav az asztroglia sejtek sziiletésének egész idészaka alatt gatolta
az asztroglia sejtek kialakulasat. Ha az NE-4C tenyészeteket a differenciacié masodik
hetének elsé (RA 0-2 + 7-11) illetve masodik (RA 0-2 + 11-14) felében kezeltiik RA-
val, mindkét esetben jelentds, de a 7-napos kezelés (RA 0-2 + 7-14) esetén tapasztaltnal
csekélyebb csokkenés volt tapasztalhatdo a GFAP-pozitiv sejtek szamaban (A), illetve a
gfap-mRNS mennyiségében (B). A GFAP-pozitiv sejtek szamat, és a gfap-expresszio
mértékét a 14-napos tenyészetekben hataroztuk meg. Az (A) abran a GFAP-
immunpozitiv teriiletet a Hoechst-pozitiv teriiletre vonatkoztatva adtuk meg. (3-3
parhuzamos tenyészet, 10-10 latétér)

RA X-y: A retinsavas kezelés idétartama

5.3.2.3. 4 differencialodo NE-4C sejtek retinsavat termelnek, mely szabalyozza a
kialakulo asztroglia sejtek mennyiségét

Miutan lattuk, hogy a RA az in vitro idegi differenciacio soran gatolta az asztroglia
sejtek kialakuldsat, kivancsiak voltunk, hogy maguk a differencialodo sejtek termelnek-

e RA-at.

rrrrrr

tenyészmédiumbol (kondicionalt médium), és a mintak RA tartalmat a RA-riporter F9
sejtvonal segitségével mértik. Az F9 karcindma sejtek RA-érzékeny promoterrdl
vezérelt béta-galaktozidiaz (RARE-LacZ) génkonstrukciot hordoznak (Sonneveld és
mtsai, 1999). A béta-galaktozidiz gén expresszidjanak mértéke, igy az enzim
mennyisége az F9 sejtekben a kornyezet RA-tartalmaval né. Az enzimaktivitas XGal
szubsztrattal (kék festddés) mutathatd ki. A differencialatlan NE-4C sejtekrdl tudtuk,
hogy nem termeltek jelentds mennyiségi RA-at (Kornyei €és mtsai, 2007). A
differenciaci6 soran azonban novekvé mértékii RA termelés volt megfigyelhetd

(Hadinger és mtsai, 2009) (47. Abra).
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47. Abra: A differencialédé NE-4C sejtek retinsavat termeltek. Az NE-4C sejtek
altal termelt RA koncentracidja az idegsejt képzés stadiumahoz viszonyitva (A), az

cyey

asztroglia képzés stadiumaban (B) magasabb volt. A meghatarozott RA-koncentracidju
tapoldatokat (RA kalibracids sor), illetve az NE-4C tenyészetek feliiluszojat az F9
riportersejtekhez adtuk. Az F9 sejtek RA érzékeny promoter altal meghajtott béta-
galaktozidaz konstrukciot tartalmaznak. A béta-galaktozidaz aktivitast X-gal festéssel
tettiik lathatova, majd meghataroztuk az X-gallal fest6dott sejtek szazalékos aranyat.
100% = F9 sejtek szama. (2-3 parhuzamosan kezelt tenyészet, 20-20 14totér)

Az NE-4C sejtek altal termelt RA hatasat egy, a magi RA-receptorokat (RAR) gatlo
(pan-RAR) antagonistaval, az AGN193109 (Johnson ¢s mtsai, 1995) (innentél AGN)
(10" M) gatoltuk. Ha a sejteket az idegsejt-képz6 szakaszban (4.-7. nap) kezeltiik AGN-
nel, a differenciacié nyolcadik napjan sem a kezelt, sem a kontroll tenyészetek nem
tartalmaztak GFAP-pozitiv sejteket. Ha azonban az asztroglia képzés idészakaban (9.-
12. nap) alkalmaztuk az AGN-kezelést, a kezelt tenyészetekben mintegy haromszoros

novekedés volt megfigyelhet6 a GFAP-pozitiv sejtek szdmaban a kontroll

tenyészetekhez képest (48. Abra).
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48. Abra: Az NE-4C sejtek altal termelt retinsav az asztroglia képzés
stadiumaban csokkentette a keletkezo asztroglia sejtek szamat, de nem az endogén
retinsav volt felelés az asztroglia sejteknek az idegsejtképzéshez viszonyitott,
késleltetett megjelenéséért. A RA magi receptorokon keresztiil valo hatdsat a pan-
RAR antagonista AGN193109-cel (AGN) gatoltuk. (A): A differenciacio6 idegsejt képzé
(4-7 nap) valamint asztroglia képz6 (9-12) stadiumaban 107 M AGN-nel kezeltiik a
tenyészeteket. A kezelés végén (8. ill. 13. nap) a GFAP-immunpozitiv sejtek szazalé¢kos
aranyat meghataroztuk. 100% = az Osszes sejt szdma. (3-3 parhuzamos tenyészet, 7-7
latotér) (B): Az AGN gatld hatasat RA érzékeny F9 riporter sejtekkel ellendriztiik. Az
F9 sejtek RA érzékeny promoter altal meghajtott béta-galaktoziddaz konstrukciot
tartalmaznak. Az AGN-kezelés utolsé napjan a kontroll ¢s az AGN-kezelt NE-4C
tenyészetekre F9 sejteket {iltettiink, majd 20 ora elteltével a tenyészeteket fixaltuk. A
béta-galaktozidaz aktivitast X-gal festéssel tettlik lathatova. Mérték: SOum

Az exogén ¢€s a differencidlodd NE-4C sejtek altal termelt endogén RA tehat nem
jatszik szerepet az asztroglia képzés korai, neuron képzés szakaszaban torténd
gatlasdban. A differenciacio késobbi stadiumdban azonban a RA jelentés mértékben

szabalyozza a keletkezd asztroglia sejtek szamat.
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6. MEGBESZELES

Az in vivo fejlédési folyamatok megértéséhez és a sejtpusztulassal jard idegrendszeri
betegségek gyogyitasat célzo terapiak kidolgozasahoz egyarant fontos megismerniink,
melyek azok a folyamatok, melyek in vitro a homogén Gssejt populaciokbol az idegi
differenciacio soran heterogén sejtosszetételli tenyészetek kialakuldsat eredményezik,
illetve hogy az in vitro differenciacié soran kialakuld sejttipusok fenotipusa hogyan

tolhat¢ el a kivant iranyba.

Doktori munkam soran, az idegszoveti fejlodés iranyaba mar elkotelezett, de tobbféle
idegszoveti sejtté fejlodni tudo, korai neuroektodermaélis NE-4C dssejtek idegi

differenciacios folyamatait vizsgaltam.

A korai embrionalis fejlédési stadiumokbol szarmazo idegi Gssejtek altalaban nehezen
tarthatoak fenn in vitro koriilmények kozott, mivel a tenyésztés soran ,érettebb”
progenitor tipusokka alakulnak (Conti és Cattaneo, 2010). A radialis glia sejtek
kialakulasat megel6z6 fejlodési stadiumbol (E9,5) szarmazd NE-4C sejtvonal, (a vonal
hosszi tavi, stabil fenntarthatosagat biztositando), p53 tumorszupresszor deficiens
(p53'/') embriok idegszovetébdl szarmazik (Schlett és Madarasz, 1997). Kisérleteink egy
részét egyéb, idegi irdnyba differencidltathatd Ossejt populaciokon (P19 embrionalis
karcindbma sejteken [McBurney és Rogers, 1982] és R1 embrionalis Ossejteken —ES-

[Nagy és mtsai, 1993]) is elvégeztiik.

Az NE-4C sejtvonal egy sejt eredetét, az idegszdvetbdl valod izolalas utani tobbszords
klonozassal biztositottik (Schlett és Madarasz, 1997). Igy, indukalatlan allapotban az
NE-4C populaciok geno- és fenotipusosan homogének. Az idegi differenciacié soran
lezajlo folyamatok azonban heterogén sejtosszetételli populaciok kialakulasat
eredményezik. A RA-val indukalt differenciacio soran RC-2 pozitiv, radialis glia
morfologiaji  sejtek, majd idegsejtek, végiil asztroglia sejtek alakulnak Kki.
Mindekozben, a differenciaciod soran mindvégig fennmarad egy, az indukalatlan NE-4C

sejtekhez hasonld 6ssejt populacio (Varga és mtsai, 2008).
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6.1. Az NE-AC sejtek differenciacioja soran a régio specifikus gének

széles skalaja aktivalodik

A homeodomén transzkripcios faktorok kulcsfontossagi szerepet jatszanak az idegi
regionalizacidés folyamatokban, és az altalanos idegsejt (illetve asztroglia) képzo
mechanizmusokkal egylittmikddve, nagyban befolyasoljak a kialakulo sejtek

fenotipusat.

Az NE-4C sejtek indukalatlan allapotban, az epiblaszt teriiletén mar a veldlemez
kialakulasat megeldzden expresszaldodd (Acampora és mtsai, 2001) otx2 génen kiviil
mas, altalunk vizsgalt régid specifikus transzkripcios faktort nem expresszaltak. Az
otx2, emx2, dIx2, pax6, otx3, gbx2, hoxb2 homeodomén DNS-k6té szakasszal
rendelkez6 transzkripcids faktorok a fejlodo idegrendszer teriiletén a korai fejlodési
stadiumoktol fogva jelen vannak (Kimura és mtsai, 2005; Bulfone és mtsai, 1993; Zhang
és mtsai; 2002, Bouillet és mtsai, 1995; Wilkinson és mtsai, 1989). Expressziojuk a KIR
kiilonboz6 teriileteire jellemzd, bar expresszids teriileteik a fejlodés eldrehaladtaval

valtoznak, és bizonyos mértékben atfedhetnek.

Az in vitro differenciacié soran az NE-4C tenyészetekben Osszes altalunk vizsgalt

régio specifikus gén aktivalddott.

A szérumos kozegben (MEM-5% FCS), RA-val indukalt differenciacié soran, a
kozpoti idegrendszer Isthmustol poszterior teriileteire jellemz6 gének (hoxb2, gbx2)
szinte azonnal aktivalodtak, azokat a géneket megelézve, melyek a fejlodé KIR
teriiletén a korai fejlédési stddiumokban kizardlag az Isthmustdl anterior
mesencephalikus ill prosencephalikus teriileteken expreszalddnak (emx2, dIx2, otx3). A
RA in vivo fontos szerepet jatszik a kaudalis idegrendszeri teriiletek identitasanak
kialakulasaban. Ismert tovabba, hogy a gbx2 ill hoxb2 gének expressziojat a RA
kozvetleniil is képes indukdlni (Bouillet és mtsai, 1995; Simeone és mtsai, 1990;
Freemantle és mtsai, 2002). Elképzelhetonek tartottuk ezért, hogy az anterior
idegrendszeri teriiletrdl szarmazd NE-4C sejtekben a kaudalsi idegrendszeri teriiletekre
jellemzd gének kozvetleniill a RA, és nem a differencidcios folyamatok hatasara
aktivalodtak. A RA nélkiili (szérum/novekedési faktor megvondsaval torténd)

differencialtatas soran azonban, a retinsavas indukcidhoz hasonldan, az 0sszes altalunk
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vizsgalt régid specifikus transzkripcids faktor expresszidja aktivalodott. Mi tobb, a régiod
specifikus gének aktivalodasanak a sorrendje is igen hasonlo volt a RA-as és RA-
menets differenciacio esetén. Az emx2, dIx2 és otx3 gének késleltetett expresszidja
valoszinlileg nem abbol eredt, hogy az indukcio elsé 48 orajaban jelen levé RA
kozvetleniil gatolta volna a kifejezddésiiket, mivel a retinsav folyamatos (168h)
jelenléte mellett is megfigyelhettiik ezeknek a géneknek az aktivacidjat (be nem

mutatott adatok). Mivel az NE-4C sejtek maguk is termelnek aktiv retinoidokat

.....

.....

mintazatot mutaté mashl és ngn2 proneuralis gén egyarant aktivalodott.

A régi6 specifikus homeodomén és a proneuralis gének expresszidja alapjan tehat, az

NE-4C sejtek regionalisan elkotelezetlenek.

6.2. Az NE-4C sejtek kiilonb6zo idegsejt fenotipusok létrehozasara képesek

A régio specifikusan expresszaldéddo homeodomént tartalmazoé és proneuralis (bHLH)
transzkripcids faktorok kozponti szerepet jatszanak az adott idegrendszeri teriileten (és
adott fejlddési stddiumban) kialakuld idegsejtek fenotipusanak meghatarozddasaban
soran a tenyészetekben az idegi sejtsorsot befolyasold transzkripcios faktorok széles
palettdja aktivalodott. Ezzel parhuzamosan, az NE-4C tenyészetekben kiilonbozo
neurotranszmitter fenotipusokra (glutamaterg, GABA-erg, szerotonerg, kolinerg)
jellemz6 markereket (VGlutl, VGlut2, Gad65, Gad67, VGAT, GABA, 5-HT, chat)
mutattunk ki génexpresszios, és/vagy fehérje szinten. Megmutattuk tovabba, hogy a
glutamaterg (Vglut2) és GABA-erg (VGAT) markerek nem azonos sejtekben jelennek
meg: két kiilonbozd idegsejt-populaciot jelolnek. Az idegsejtek nagy része VGAT vagy
VGIut2 pozitiv volt, mig szerotonin tartalmui idegsejteket csak elvétve (<1%) talaltunk.
Katekolaminerg markereket (TH-immunopozitivitas, pitx3 ill. dbh expresszid) azonban

nem tudtunk kimutatni a tenyészetekben annak ellenére, hogy a dopaminerg fenotipus
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kialakulasaban szerepet jatszo Imx1b (Smidt és mtsai, 2000) és a noradrenerg sejtek
kialakulasaban szerepet jatszo phox2b és mashl (Pattyn és mtsai, 2000; Hirsch és mtsai,

1998) gének kifejezddtek az indukalt tenyészetekben.

Az NE-4C sejtek tehat, indukalatlan allapotban (az otx2-n kiviil) nem expresszajak
egyik altalunk vizsgalt, korai neuroepitélre jellemzd regiondlis transzkripcios faktort
szempontjabol valo) heterogénné valasaval parhuzamosan, a tenyészeteken beliili sejt-
sejt kolcsonhatdsok kovetkeztében, kiilonbozd idegi sejtsorsokat meghatarozd gének
aktivalodnak, ¢és a neuronokat tartalmazd tenyészetekben kiilonb6z6 idegsejt

fenotipusok alakulnak ki.

Mivel a régio specifikus transzkripcids faktorok expresszidjat RT-PCR moddszerrel
csak tenyészet szinten tudtuk megmutatni, nem tudjuk, hogy a régi6 specifikus gének
egy sejten beliil vannak-e jelen. RG tulajdonsagokkal rendelkezé klonok vizsgalata
soran tapasztalt eredményeink (Markd és mitsai, elokésziiletben), és irodalmi adatok
(Hack és mtsai, 2004) arra utalnak, hogy in vitro koriilmények kozott egy sejten beliil
kifejezoddhetnek az in vivo egyiitt nem expresszalodd gének. A GABA-erg és
glutamaterg fenotipusok elkiiloniilése azonban a kiilonb6z6 idegsejt sorsokat

meghatarozo szabalyozo utvonalak szétvalasara utal az in vitro idegsejt képzés soran is.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az NE-4C sejtek regionalisan nem elkdtelezettek. Ez
adodhat abbol, hogy a sejtvonal egy olyan korai embriondlis sejt populaciobol
szarmazik, mely még nem expresszal finomabb regionalis identitdst meghatirozo
transzkripcids faktorokat. Valdsziniibb azonban, hogy a korai neuroepitélbdl szarmazéd
sejtek az in vitro fenntartasi koriilmények kozott elvesztik  regionalis
meghatarozottsagukat. E szerint, a nem-neuralis szovetekbdl szarmazo faktorok és az
idegrendszeri struktira hidnyaban elvész a pozicionalis meghatdrozottsag. Szamos
kozlemény szamol be arrol, hogy az in vitro fenntartds soran megvaltozhat a régio
specifikus gének expresszids mintdzata az idegi progenitorokban (Hack és mtsai, 2004;
Machon ¢és mtsai, 2005; Pollard és mtsai, 2006). Az idegsejt képzés kezdete utani
stadiumokbdl szarmazd progenitor populdcidk azonban daltaldban legaldbb részben
megorzik regiondlis elkotelezettségiliket (Sun és mtsai, 2008; Conti és Cattaneo, 2010).

A regionalis elkotelezddés korai rugalmassagara, majd besziikiilésére utalnak bizonyos
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implantacios kisérletek is, melyek soran az in vitro vagy in vivo idegi fejlodés korai
stddiumaibdl szarmaz6 progenitorok képesek a befogadd embriondlis szovetnek
megfeleld sejtek létrehozasara, a késébbi stadiumbodl szarmazo progenitorok azonban
elvesztik érzékenységiiket a kdrnyzetbdl szarmazo regionalizald faktorokra (Baizabal és
Covarrubias, 2009; Baizabal, 2011).

Osszegezve tehat igy tiinik, hogy bar az idegi progenitorok in vivo mar a korai
fejlodési stadiumoktol fogva mutatnak pozicionalis génexpresszios kiilonbségeket, a
regionalis elkdtelez6dés csak fokozatosan, a sejt-tipus specifikus differencialédas soran

torténik meg.

Az NE-4C sejtek fejlodési potencialjanak bizonyos, korai besziikiiltségére utalhat
idegsejtek. Valoszinisithetd, hogy a katekolaminerg idegsejtek kialakuldsahoz, vagy
fennmaradasahoz fontos szekretalt faktorok (pl. FGF8, Shh és BMP fehérjék Goridis és
Rohrer, 2002) koncentracioja nem elegendé az NE-4C tenyészetekben. Hogy e faktorok
hozzaadasaval indukalhatdo lenne-e az NE-4C eredetli katekolaminerg idegsejtek
kialakulasa, tovabbi vizsgalatok targya. Mindenestre tudjuk, hogy az ES sejtek és a

ventralis eldagyi teriiletekrél (a dopaminerg sejtek sziiletési helyérél) szarmazéd

------

Kkiilonb6zo6 in vivo expresszios teriilettel jellemzeheté homeobox gének expresszidja
indukalédik, és az idegsejteket tartalmazo tenyészetekben mind GABA-erg mind

glutamaterg markerek kimutathatéak

A P19 és R1 (ES) sejtek esetében, az otx2 mellett az emx2 homeobox gén, valamint a
mashl proneuralis gén is expresszalodott indukalatlan allapotban. A mashl lokusz
aktivalodasa az ES illetve P19 sejtekben az idegi irdnyu differenciacidohoz kotott
(Williams és mtsai, 2006; Dai és mtsai, 2010). A mashl jelenlétéért ezekben a
populacidkban ezért a sejtek bizonyos mértékii ,,spontan” idegi iranyu differencialodasa
lehet felelds. Az emx2 jelenlétét tudomdasunk szerint eddig nem mutattdk ki az

indukalatlan P19 ill. R1 sejtekben. Az Emx2 transzkripcioés faktor az idegszdvet
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fejlodésén kiviil egyéb szovetek fejlodésének szabalyozasaban is részt vesz (Pellegrini
és mtsai, 1997), igy attol fiiggéen, hogy milyen molekularis kornyezetben
expresszalodik, mas ¢és mas fejlédési folyamatokat szabalyozhat. Jelenléte az
indukalatlan R1 ill P19 sejtekben igy valészinlileg nem az Aaltalunk vizsgalt

regionalizacids folyamatokhoz kothetd.

.....

NE-4C sejtek esetén, kiillonboz6 expresszidos mintazattal rendelkezé homeobox (emx2,
dIx2, hoxb2) és proneuralis (mashl, ngn2) gének expresszalodtak. Ezzel parhuzamosan,
glutamaterg (vglut2) és GABA-erg (gad65, vgat) markerek expresszioja is kimutathato

volt a tenyészetekben.

Az indukélatlan NE-4C sejtekhez hasonléan (melyekben a VGAT transzportert
fehérje szinten is kimutattuk), a vgat gén expresszidja, az irodalmi adatoknak
megfeleléen (Andéng és mtsai, 2008; Oh és mtsai, 2005) az indukalatlan P19 és R1
sejtekben is kimutathato volt. A GABA a szinaptikus jelatvitelben betoltott funkcidjan
kiviil, az embriondlis fejlédés kiillonbozd folyamatainak (pl. a kiilonbozd Jssejt
Anding és mtsai, 2008]) szabalyozasaban vesz részt. Lehetséges, hogy a VGAT az
ezekben a folyamatokban szerepet jatsz6 nem szinaptikus GABA-felszabadulasban is
részt vesz. A fejlédd idegrendszerben valo eloszlasa és miikodésének mechanizmusa a

progenitor populaciokban azonban nem ismert.

A P19 és R1 sejteken végzett kisérletek tehat aldtdmasztottak, hogy az egy sej eredetii

.....

kialakuld kolcsonhatasok kovetkeztében, szamos regiondlis identitast és idegsejt sorsot
meghataroz6 gén expresszidja indukalodhat, és ezzel parhuzamosan kiilonb6zd idegsejt

tipusok alakulhatnak ki.
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6.4. Az Emx2 homeodomén transzkripcios faktor tulexpresszaltatisa
megvaltoztatja az NE-4C neuroektodermalis dssejtek fenotipusat, ¢és

differenciacios kapacitasat

Munkank kovetkezd 1épéseként megvizsgaltuk, milyen valtozast okoz az emx2 régio
specifikus homeobox gén expesszidja a regionalisan elkotelezetlen NE-4C sejtek
taltermeld (NE-4C*™2*) al-klonjait hoztuk 1étre.

Az Emx2 transzkripcids faktor expresszidja az idegi fejlddés soran a prosencephalikus
régiokra korlatozodik. Az idegi fejlédés korai stddiumaiban, a fébb idegrendszeri régiok
elkiiloniilésének idején, a pertectumtdl az archipalliumig tartd teriiletek identitdsanak
kialakitasaban vesz részt (Kimura és mtsai, 2005). A fejlodés késobbi stadiumaiban, az
idegrendszeri régiok kialakuldsanak idején, az emx2 expresszidja nagyrészt a dorzalis
elagyi (pallialis) teriiletekre korlatozodik (Kimura és mtsai, 2005). Az Emx2 a kérgi
régiok megfeleld elhelyezkedésének, méretének (Bishop ¢és mtsai, 2000), a
talamokortikalis beidegzés kialakulasanak és a kérgi rétegzodés kialakulasanak
szabalyozasaban vesz részt (Bishop €s mtsai, 2003). Az Emx2 transzkripcids faktornak
az idegrendszer fejlodésére gyakorolt hatasai eddig féleg idegrendszeri régio szinten
ismertek. Keveset tudunk azonban arrol, melyek azok a sejt szintli folyamatok, melyeket

az Emx2 szabalyoz.

6.4.1. Az NE-4C*™2* sejtek megtartjak idegi dssejt tulajdonsdgaikat, de ugy tinik, az
NE-4C alapvonalhoz képest egy késébbi fejlddési stadiumot képviselnek

Az NE-4C*™2* Kklénok, az NE-4C klénhoz hasonléan hossz tivon stabilan
fenntarthatd, folyamatosan o0szt6do, homogén populaciot képeztek. Az emx2
transzkripcids faktor a fejlodo idegrendszerben a VZ progenitorokban (neuroepitélialis
majd radidlis glia sejtek) expresszalodik, és az idegsejt utdédokban (néhany kivételtdl
eltekintve) nincsen jelen. Egyes irodalmi adatok alapjan, az Emx2 (a kisérletes
koriilményektél €és a progenitor stadiumtol fiiggben) a differencialatlan allapot
fenntartdsaban illetve az idegsejt képzés asztroglia képzés rovasara vald serkentésében

jatszik szerepet (Brancaccio és mtsai, 2010). Az emx2 transzgén folyamatos
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expresszidja azonban nem gatolja az NE-4C sejteknél kordbban megfigyelt
differencidciés folyamatok lezajlasat. A kezdeti aggregéacioval parhuzamosan
megjelennek az RC2 pozitiv sejtek majd az idegsejt eléalakok, illetve a GFAP-pozitiv
asztroglia sejtek, mikozben a differenciacié soran mindvégig fennamardt egy SSEA-1
pozitiv progenitor populécio.

Bar a sejtek Onsokszorozd és az idegsejt- illetve asztroglia képzd képességét nem

befolyasolta az emx2 tilexpresszéltatasa, az NE-4C®™2

sejtek szamos szempontbol a
RA-val indukalt NE-4C sejtekkel mutattak hasonlosagot. Ezen tulajdonsagaik alapjan
ugy tnik, egy ,,érettebb” progenitor populaciot képviseltek, mint az NE-4C alapvonal.

A kés6i neuroepitélialis / radialis glia progenitor stadiumhoz kéthetd hes3, pax6, blbp,
¢és egfr gének az NE-4C sejtek esetén csak az idegi differenciacio kivaltasaval
aktivalodnak, az NE-4C®™2* sejtekben azonban, mar indukalatlan &llapotban is
expresszalodnak (A 11 NE-4C*™2* klon expresszios mintazatinak Ssszehasonlitisaval
kisztirhettiik a transzgén random integraci6jabol - és nem az emx2 gén miikodésébol -
adodo hatasokat).

A paxb6 az eld- és koztiagyi teriileteken az emx2 génével atfedd expresszids mintdzatot
mutat. A korai idegi fejlodés soran a Pax6 ¢és Emx2 transzkripcios faktorok
egyittmiikodnek a kaudalis prosencephalikus teriiletek regionalis identitdsanak
meghatarozasaban (Kimura és mtsai, 2005). A fejlédés soran in vivo az emx2 a pax6
gént megelézéen kezd el expresszalodni (3 ill. 4 szomitds stddium). Suda és
munkatarsai (2001) eredményei alapjan az emx2 gén expresszidjanak teriiletén a pax6
gén expresszidja kozvetleniil vagy kozvetve az Emx2 szabalyozésa alatt all.
Elképzelhetd, hogy az NE-4C®™2* klonok esetén is kozvetlen szabalyozo kapcsolat 4ll
fenn az Emx2 és Pax6 kozott.

A Pax6 transzkripciés faktor szerepet jatszik a kérgi radidlis glia fenotipus
kialakitasaban (GoOtz és mtsai, 1998) €s sziikséges a kérgi radidlis glia sejtek idegsejt
képzéséhez (Heins €és mtsai, 2002). Az ES sejtekbdl valo radialis glia képzéshez is a
pax6 gén aktivalodasara van sziikség (Suter és mtsai, 2009). Bar az NE-4C*™%* klénok
nagyobb része a radidlis glia sejtekre jellemzé blbp-t az NE-4C sejtekhez képest
nagyobb mértékben expresszalta, NE-4C#™2* sejtek nem mutattak sem a radialis glia

sejtekre jellemz0d, megnyult morfologiat, sem RC2 immunopozitivitést.
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Hatakeyama és munkatarsainak in vivo eredményei alapjan (Hatakeyama és mitsai,
2004) a neuroepitélialis sejtek fennmaradasa kezdetben Hes-fliggetlen, majd a fejlodés
elorehaladtaval a kés6i neuroepitélidlis €s a radialis glia sejtek fennmaradasa Hes-
aktivitas (Hesl és Hes3 késébb Hesl és Hes5) fiiggdvé valik. Az NE-4C sejtek
indukalatlan allapotban nem, vagy csak kis mértékben expresszaltak a hes3 gént, és a
hes gének (hesl, hes3, hes5) expresszidja csak az idegi differenciacioval novekedett
meg az NE-4C tenyészetekben (be nem mutatott adatok).

Az NE-4C®™2* klénokra jellemzd volt az EGF-receptor génjének megndvekedett
expresszidja. Az NE-4C sejtek indukalatlan allapotban alacsony egfr expresszids szintet
szintje a tenyészetekben (be nem mutatott adatok). Az idegrendszer fejédése soran az
idegi progenitorok kezdetben nem érzékenyek az EGF novekedési faktorra, és az EGF
receptor csak a fejlodés késobbi stadiumaiban jelenik meg az Ossejtek felszinén
(Tropepe és mtsai, 1999, Ciccolini, 2001).

Az endogén emx2 lokusz atirodasa az NE-4C*™2* klonokban azt jelzi, hogy az Emx2

képes (kozvetleniil vagy kdzvetve) sajat expresszidjanak serkentésére.

Az NE-4C*™# sejtek, adhézios tulajdonsagaik tekintetében is az indukalt NE-4C
sejtekkel mutattak hasonldsagot. Szemben a lazabb sejtrétegben nové NE-4C sejtekkel,
az NE-4C*™2* sejtek aggregalt (de egy- sejt-réteget alkoto), tométt foltokban nének.
Ehhez hasonlo (bar még kifejezettebb) aggregacio jellemzi az NE-4C sejteket is,
kozvetleniil a RA-as kezelés utan.

Az emx2 expresszid hatisara megvaltozott mind az NE-4C ®™2*

sejtek sejt-sejt
kapcsolatokért felelés cadherin, mind a sejt-extracellularis matrix kapcsolatok
kialakitasaért felel6s integrin molekula készlete. Az indukalatlan NE-4C sejtek
felszinén az N- és E-cadherin molekulak is kimutathatoak voltak (Tarnok és mitsai,
2002). Az emx2 expresszid hatasara azonban, az NE-4C sejtek felszinén az E-cadherin
molekuldk mennyisége lecsokkent. Hasonld csokkenés volt tapasztalhato,
laboratoriumunk  korabbi  munkai soran, az NE-4C sejtek  E-cadherin
immunpozitivitdsban a retinsvas indukcié hatasdra, a kezdeti aggregacioval

parhuzamosan (Tarnok és mtsai, 2002). Az in vivo idegi fejlédés soran az E-cadherin

szint csokkenése és ezzel egyidejlileg az N-cadherin szint névekedése a neuroepitélialis
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sejtek ,,érésével” hozhato parhuzamba (Aaku-Saraste és mtsai, 1996). Bar az E-cadherin
nem tlnik el teljesen az idegi 6ssejtek adherens kapcsolataibol (Rasin és mtsai, 2007), a
velbes zarodasaval szerepét egyre inkabb az N-cadherin veszi at.

Az emx2 expresszio hatasara, az NE-4C®*™?" sejtek az NE-4C sejtekben expresszalodo
integrin alegységeken kiviil, olyan alegységeket is expresszaltak (av, a3, p1, B3, pS8),

melyek az NE-4C sejtekben csak az idegi differenciacio soran kezdtek el kifejezédni.

Azt, hogy az NE-4C*™?* sejtek az NE-4C alapvonalhoz képest az idegi differenciacio
elérehaladottab stddiumaban vannak, alatdmasztja, hogy az indukalatlan allapotot
fenntart6é novekedési faktorok megvonasanak hatasara a differenciacios 1épések az NE-
4C*™2* sejtek esetén gyorsabban kovetkeznek be.

Az NE-4C és NE-4C®™2* sejtek differencialodasa a sejtek fenntartisahoz hasznalt
koriilmények kozott gatolt, a sejtek folyamatosan osztodd allapotban tarhatdéak. A
differencidlatlan, osztddo allapot fenntartasat tamogato faktorok jelen vannak az NE-4C
sejtek hosszu tavu fenntartdsdhoz hasznalt tapoldat borju szérum komponensében. Bar
az idegi Ossejtek novekedési faktor igénye a fejlddés soran valtozik, az idegi Ossejtek
hosszt tava fenntartasara legaltalanosabban EGF-et és FGF2-t tartalmazo, definialt
médiumot alkalmaznak (Conti és mtsai, 2005; Pollard és mtsai, 2006). Az NE-4C
sejtekhez hasonloan, az NE-4C#™2* sejtek is folyamatosan osztodnak, és megorzik
differencidlatlan allapotukat 20 ng/ml EGF-et és 10 ng/ml FGF2-t tartalmaz6 MEM-
F12-ITS oldatban.

Ha az EGF- és FGF2-mentes definilt tapba helyezziik a sejteket, az NE-4C*™#
sejtek 12 6ran beliil gyors aggregaciét mutatnak, €s a kompakt aggregatumokban mar
48 oran beliil megjelennek az RC2 immunopozitiv radidlis glia szer(i sejtek, és a SIII-
tubulin pozitiv idegsejt eldalakok. Az NE-4C sejtek azonban, bar az FGF2 és EGF
faktorok megvonasaval differenciéltathatdak, a mitogén megvonas utdni masodik napon
még az indukdlatlan sejtekkel megegyez0 morfologiaval rendelkeztek, és
tenyészeteikben sem RC2 sem plII-tubulin immunpozitivitas nem volt kimutathato.

A novekedési faktor megvonasra hamarabb bekdvetkezd differenciacios 1épések
hatterében lehetséges, hogy részben az NE-4C*™?* sejtek megvaltozott adhézids
sajatsagai allnak. Laboratoriumunk korabbi eredményei alapjan (Tarnok és mtsai, 2002)

az NE-4C sejtek idegsejt-képzésenek elofeltétele a szoros sejt-sejt kapcesolatok 1étrejotte
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C®™2* sejtek indukalatlan allapotban is aggregalt foltokban

(aggregacid). Mivel az NE-4
néttek, és adhézios molekula készletiik ahhoz volt hasonld, ami az NE-4C sejtekben a
RA-kezelés hatasara alakult ki, elképzelhetd, hogy ez a megnovekedett aggregéacios
készség okozta az RC2 illetve SIII-tubulin pozitiv sejtek gyorsabb megjelenését az az
NE-4C*™#* tenyészetekben. A differenciacios folyamatok ,,felgyorsulasdban” szerepet
jatszhatott emellett az is, hogy, mint azt az eléz6ekben lathattuk, az NE-4C*™2* sejtek
indukalatlan allapotban tobb olyan fejlodést szabalyozd gént is expresszaltak, melyek
aktivaciojahoz az NE-4C sejtekben differenciéltatod 1épésre (RA-kezelés vagy EGF és
FGF2 megvonas) volt sziikség. igy, elképzelhetd, hogy az idegi differenciacid egy

Cemx2+

1épést (progenitor stadiumot) atugorva indulhatott meg az NE-4 tenyészetekben.

6.4.2. Az emx2 transzgen expresszioja nem valtoztatia meg jelentos mértékben az NE-
AC sejtek regiondlis , elkotelezetlenségét”, de hatdassal van a kialakulo idegsejtek

fenotipusdra

Az emx2 gén a fejlodo idegrendszerben a prosencephalikus, majd ezen belill is a
dorzalis eldagyi teriileteken fejezédik ki, és e teriiletek regiondlis identitdsanak
meghatarozodasaban jelentds szerepet jatszik. Feltételezhetd volt tehat, hogy az Emx2 a
regiondlisan elkotelezetlen NE-4C sejtek fenotipusat a fejlodd idegrendszeren beliil vald
expresszios teriiletének iranyaba tolja el. Az idegi differenciacio sordn azonban, az NE-
4C*™2* tenyészetekben az NE-4C sejtekhez hasonléan aktivalodtak a kiilonbozé régio
specifikus homeobox és proneuralis gének.

Az Emx2 nem determinalta az NE-4C®™?*

tenyészetekben kialakuld idegsejtek
fenotipusat sem. Az Emx2 az idegsejt képzés idején in vivo dontéen a kérgi glutamaterg
neuronokat képez6 dorzalis eldagyi VZ progenitoraiban expresszalodik. Feltételezhetd
volt ezért, hogy szerepet jatszhat a glutamaterg idegsejt fenotipus kialakitasaban és
ezéltal az egyéb idegsejt fenotipusok kialakulasanak gatlasaban. Az NE-4C®™2*
tenyészetekben azonban, csakugy, mint az NE-4C tenyészetekben, a glutamaterg
markerek mellett a GABA-erg, szerotonerg ¢s kolinerg markerek is megjelentek.

Bér az emx2 transzgén expresszioja nem gatolta az NE-4C tenyészetekben kialakuld

GABA-erg fenotipus létrejottét, érdekes moédon, az indukalatlan NE-4C°™2*

tenyészetekben (kozvetleniil vagy kozvetve) gatolta a vezikuldaris GABA-transzporter
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kifejezodését. Bar a VGAT jelenlétét mar tobb kutatocsoport kimutatta kiilonbozo dssejt
tipusokon (Oh és mtsai, 2005; Andédng ¢s mtsai, 2008), pontos funkcidjanak kideritése
az idegi progenitorokban tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az NE-4C sejtekkel ellentétben, melyek a vizsgalt koriilmények kozott nem képeztek
soran kialakultak TH-pozitiv katekolaminerg idegsejtek. RT-PCR adatok alajan, az NE-
AC®™2* tenyészetekben a noradrenerg és adrenerg sejtekre jellemzé DBH enzim és a
posztmitotikus  kozépagyi dopaminerg sejtekre jellemz6 Pitx3 homeodomén
transzkripcids faktor génje is kifejezddott.

Mivel az Emx2 transzkripcios faktor jellemzéen nem a katekolaminerg idegsejtek
kialakuldsédnak teriiletén expresszalodik (Kimura és mtsai, 2005), valdszinilileg
kozvetleniil nem vett részt a katekolaminerg idegsejtek differencidciés programjaban.
Erre utal az a megfigyelésiink is, hogy bar GABA ¢és glutamaterg idegsejtek a
differencidlatlan allapotot fenntartd faktorok megvondsanak hatasara is kialakultak, a
katekolaminerg sejtek kialakulasahoz retinsavas kezelésre volt sziikség. A
disszertacioban be nem mutatott eredményeink szerint, az NE-4C*™2* sejtek az NE-4C
sejtekhez képest megvaltozott retinsav receptor alegység és retinsav termeld enzim —
Raldh- készlettel rendelkeztek. A RARQB és a raldhl megnévekedett expressziot
mutatnak az NE-4C®™%* klonokban. Bizonyos, human neuroblasztoma sejtek idegi
fejlédésének vizsgalatabol szdrmazd irodalmi adatok arra utalnak, hogy a RA-
szignalizacio kozvetlentil befolyasolhatja a katekolaminerg sejtek kialakulasat (Jeong és
mtsai, 2006).

A katekolaminerg idegsejtek kialakuldsdhoz sziikséges transzkripcids faktorok koziil
bar kis mértékben, de atmenetileg a DBH enzim génje is expresszalodott az NE-4C
tenyészetekben. Elképzelhetd ezért, hogy bar a posztmitotikus idegsejtek kialakulnak, a
katekolaminerg idegsejtek éréséhez és/vagy taléléséhez sziikséges faktorok hianyoznak
az NE-4C tenyészetekbdl. Lehetséges, hogy az emx2 expresszidja a katekolaminerg
idegsejtek érése¢hez, fennmaradasdhoz sziikséges koriilmények kialakuldsat, és nem a
progenitorok katekolaminerg iranyba valo elkotelezodését indukalja.

Bar az emx2 expresszidja az irodalmi adatok szerint nem jellemz6 a katekolaminerg

sejteket kialakito idegrendszeri teriiletekre, az NE-4C®™2* klonokban indukéalodd pax6
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expresszidjat kimutattdk bizonyos katekolaminerg idegsejt csoportokban (Vitalis és
mtsai, 2000). Zebrahalon és egéren végzett kisérletek alapjan, a Pax6 szerepet jatszhat
bizonyos koztiagyi, ventralis eldagyi és szagloguméd (bulbus olfactorius) TH-pozitiv
idegsejtek kialakulasdban (Vitalis ¢és mtsai, 2000; Mastick ¢és Andrews, 2001,
Waullimann és Rink, 2001, Kohwi és mtsai, 2005).

.....

tenyészetekben mégsem alakultak ki katekolaminerg idegek. Lehetséges, hogy mivel az
emx2 NE-4C*™#* sejtekben folyamatosan expresszalodott, egy sejten beliil fordulhatott
el olyan transzkripcios faktorokkal, melyekkel az NE-4C tenyészetekben esetleg nem
expresszalodott egylitt egyazon sejten beliil, és melyekkel egyiittmiikodve tamogatta a

katekolaminerg sejtek 1étrejottét/ fennmaradasat.

A retinsavas indukci6 sziikségessége azonban arra utal, hogy az emx2 katekolaminerg
sejtek kialakulasat/ talélését serkentd hatasdhoz sziikséges, hogy az emx2 az idegi

differencidci6 kezdeti stadiumaban expresszalodjon.

6.5. A retinsav fejlodési stadium fiiggben szabalyozza az asztroglia képzés
folyamatat

A retinsavval indukalt P19 és NE-4C 6ssejtek in vitro idegi differencialédasa soran,
az in vivo folyamatokhoz hasonldéan, GFAP-pozitiv asztroglia sejtek csak az idegsejtek
tobbségének kialakulasa utan, ezek érésével parhuzamosan alakulnak ki annak ellenére,
hogy bizonyos, az asztroglia képzést serkenté faktorok génjei (cntf, bmp) mar a korai
differenciacios szakaszokban is kifejezddnek a tenyészetekben. Bizonyos adatok
szerint, a posztmitotikus idegsejtek altal termelt faktorok szerepet jatszanak az
asztroglia iranyt differencidcio  serkentésében, ezért az asztroglia képzés
megindulasdhoz megfeleld szamu idegsejt jelenlétére van sziikség (Namihira és mtsai,
2009; Barnabe-Heider és mtsai, 2005). Az elkotelezOdés korai fazisaban levé NE-4C
progenitorok azonban, idegsejtekben gazdag kornyezetbe helyezve sem képeztek ,,id6

el6tt” asztroglia sejteket.
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Mindezek alapjan feltételeztiik, hogy az idegi differenciacioé korai stadiumaiban jelen

lehetnek olyan faktorok, melyek az asztroglia képzést kdzvetleniil gatoljak.

Sajat eredményeink és irodalmi (Luo és mtsai, 2004) adatok alapjan, a RA az
idegsejt képzés szakaszaban jelen van a dorzalis eldagyi progenitorok kornyezetében,
2009). Az azonban, hogy a RA ezzel parhuzamosan hogyan hat az asztroglia képzésre,

kevéssé ismert.

Adataink szerint, az NE-4C ¢és P19 sejtek indukalasara hasznalt kezdeti, 48 6ras RA-
as indukcié nem gatolta a késobb fejlodo asztroglia sejtek kialakuldsat. Sét, mig
bizonyos mértékii idegsejt képzés RA-as indukcid nélkiil, a differencidlatlan allapotot
fenntartd6 novekedési faktorok megvonasdval is kivalthatd volt az NE-4C
tenyészetekben, az asztroglia sejtek kialakulasdhoz sziikség volt a kezdeti RA-as
kezelésre. A RA folyamatos jelenléte az idegsejt képzés id6szakdban sem gatolta a

késdbbiekben - az idegsejt képzés utan- bekovetkez6 asztroglia képzodést.

A differenciacio 6 idegsejt képzd szakasza utan, az asztroglia képzd stddiumaiban
adott RA azonban, jelentdsen csokkentette a kialakuldo GFAP-pozitiv sejtek szamat,
mind a P19 mind az NE-4C tenyészetekben. A RA-as kezelés ugyanakkor, nem novelte
a képzddo idegsejtek, illetve nem csokkentette az SSEA-1 pozitiv progenitorok szdmat,
¢és a tenyészetekben a RA megvonasat kovetden, szinte azonnal megjelentek a GFAP-
pozitiv asztroglia sejtek (be nem mutatott eredmények). A RA tehat nem azaltal
csoOkkentette a kialakuld asztroglia sejtek mennyiségét, hogy a tenyészetekben
jelentds valtozast az apoptotikus sejtek szamaban, illetve az asztroglia képzést serkentd

CNTF és BMP faktorok expresszios szintjében (be nem mutatott eredmények) sem.

Asztroglia sejtekben gazdag tenyészeteket RA-val kezelve, nem tapasztaltunk
csokkenést a GFAP immun-pozitivitas mértékében (be nem mutatott eredmények). Nem
arr6l van sz6 tehat, hogy a RA a gfap promoteren hatva csupan a GFAP fehérje

mennyiségét szabalyozza az asztroglia sejtekben.

A RA tehat kozvetleniil és csak jelenléte alatt gatolta a GFAP pozitiv asztroglia
sejtek kialakulasat.
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Az NE-4C sejtek altal termelt, endogén RA transzkripcidt szabalyozo hatdsat az
asztroglia képz6 szakaszban a pan-RAR antagonista AGN193109-cel (Johnson és mtsai,
1995) gatolva jelentésen nétt a GFAP pozitiv sejtek szama. Az idegsejt képzés
szakaszaban alkalmazott AGN kezelés azonban nem okozott id0 eldtti asztroglia
képzést. Az idegsejt képzd szakaszban tehat, a differencialoddé NE-4C sejtek altal
termelt retinsav magreceptorokon at érvényesiilé hatasa nem lehet felelés az asztroglia
iranyu differenciacio gatlasaért. Késébb azonban, az endogén retinsav szerepet jatszik a

GFAP-pozitiv sejtek mennyiségének szabalyozasaban.

Eredményeink nem igazoltdk, hogy a RA kozvetleniil gatolnd az asztroglia képzést
az idegsejt képés iddszakaban, €s igy kozvetleniil részt venne az ,,idegsejtképzés eldszor
— asztroglia képzés csak ezt kovetden” mechanizmus szabalyozasaban. Mivel a RA a
korai 0dssejt/ progenitor populacidkban idegsejt iranyt differenciaciét okoz,
elképzelhetd, hogy ezdltal, szerepet jatszik az asztroglia képzés (4tmeneti) hattérbe

szorulasaban.

Adataink azt bizonyitjadk, hogy a RA az idegi fejlddés eltérd stddiumaiban mas-mas
sejtsors meghatarozd folyamatokat szabalyoz. A differencialatlan NE-4C és P19
Ossejtekben  idegsejt iranyu  fejlodést indukal, ugyanakkor egyes fejlodo
sejtpopulaciokban megalapozza a késobbi asztroglia képzés lehetdségét. Az idegsejt

képzés lezajlasa utan pedig az asztroglia irdnyu differenciaciéo mértékét szabalyozza.

Kutatasainkkal egy iddben két masik munkacsoport is megfigyelte a retinsav
gliagenezist szabalyozo hatasat (Faigle és mtsai 2008, Asano és mtsai, 2009). Faigle és
munkatarsai CNTF  kezeléssel indukaltak asztroglia képzést primer idegi
tenyészetekben. Eredményeik azt mutattak, hogy a CNTF kezelést megel6z6 retinsavas
elokezelés a korai (E13) kérgi progenitorokban gatolta, mig a késéi (E17)
progenitorokban segitette a CNTF asztroglia képzést indukald hatdsat. Asano és
munkatarsai a retinsav LIF-ral indukalt asztroglia képzést tamogatd hatasat irtak le a

korai idegsejt képz6 stadiumabol (E14,5) szarmazd kérgi progenitorokban.

A RA-szignalizacionak az asztroglia képzést serkentd utvonalakkal valé kapcsolata
mara részben feltérképezett. Az idegsejt képzés szakaszdban az asztroglia specifikus

gének (lasd Bevezetés) és a citokinek altal aktivalt jelpalya (JAK/STAT tutvonal)
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elemeit kodold gének promoter régidi metildltak. Az idegsejt képzés eldrehaladtaval, a
keletkezé idegsejtek altal aktivalt Notch jelatviteli tvonal a fent emlitett gének
promotereinek demetilaciojat okozza (4. Abra). Ezt kovetéen, a progenitorok
kornyezetében jelenlevé citokinek (LIF, CNTF, CT-1) a JAK-STAT utvonalat
aktivaljak, mely a BMP fehérjék altal aktivalt utvonallal egyiittmikodve, a
RARa retinsav receptor kifejezodését serkenti. A RAR« a retinsav kotddést kovetden a
citokin és BMP utvonalak altal aktivalt Stat3-p300/CBP-Smad transzkripciot aktivald
komplexhez kotédik, novelve annak aktivitasat. A Stat3-p300/CBP-Smad-RAR«
komplex, tobbek kozott hiszton acetilaz aktivitasan keresztiil, az asztroglia sejtekre
jellemz6 gének kifejez6dését serkenti (Asano és mtsai, 2009, Herrera és mtsai, 2010).
Mindezek alapjan tehat, a retinsav asztroglia képzést serkentd hatdsdhoz az asztroglia
sepcifikus és a citokinek altal aktivalt jelatviteli utvonalak génjeinek demetilalt allapota,

a BMP és citokin faktorok és a RAR« retinsav receptor egyiittes jelenléte sziikséges.

A retinsav asztroglia képzést gatlo mechanizmusa azonban nem tisztazott. Faigle és
mtsai (2008) eredményei szerint, a gatldo hatashoz a RARaés/vagy RARS, mig az
asztroglia képzést serkentd retinsav hatdshoz RAR« és/vagy RARy receptorok és CNTF
jelenléte sziikséges. Kisérleteikben a RARS expressziojanak csokkenését figyelték meg
a késoi (E17) kérgi progenitorokban, a korai idegsejt képz6 stadiumbol szdrmazo (E13)
kérgi progenitorokhoz képest. Ezt tették feleldssé a retinsav hatds irdnyaban

bekovetkezo valtasért.

Az NE-4C sejtek indukalatlan allapotban a RARaés RARyreceptorokat
expresszaljak. A RARp receptor expresszidja nem mutathat6 ki az indukélatlan NE-4C
tenyészetekben, de az idegi differenciaciéo megindulasaval jelentds mértékiivé valik, és a
differencidcio folyaman végig (az idegsejt képz6 szakaszban és az azt kdvetd asztroglia

képzd szakaszban egyarant) jelen van a tenyészetekben (be nem mutatott eredmények).

A retinsav receptorok eloszlasa a differenciacio kiilonboz6 stadiumaban allo
sejtekben, az asztroglia képzést serkentd jelatviteli itvonalak miikodési allapota €s az
asztroglia specifikus gének promotereinek epigenetikai 4allapota az NE-4C
tenyészetekben egyelére nem ismert. Eredményeink és az irodalmi adatok alapjan

azonban elképzelhetd, hogy az RARaés RARy receptorokat expresszaldé NE-4C
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sejtekben a kezdeti retinsavas kezelés az asztroglia specifikus promoterek ,,részleges
aktivaciojat” okozta. A retinsavas indukci6 hatasara megnovekedett RAR 3 expresszio, a
differencidcio késobbi szakaszaiban, a gliagenezist gatld irdnyba tolhatta el a retinsav
hatast. Faigle és munkatarsainak munkéjaval ellentétben, nem tapasztaltunk csokkenést
a RARS expresszios szintjében (legalabbis, tenyészet szinten nem) az NE-4C sejtek

.....

serkentd hatast sem tapasztaltuk az idegi differenciaci6 késéi szakaszaiban.

Figyelembe kell azonban venni, hogy a két in vitro differenciaciés modell alapvetéen
kiilonbozik: az altalunk vizsgalt NE-4C differenciacios korai neuroepitél stadiumu
progenitor sejtekbdl indul, mig Faigle és munkatarsai mar eldagyi elkotelezettséggel
bird, érettebb progenitorok fejlédési utvonalait elemezték. A kiilonbozo kisérleti
eredmények azonban egybehangzoan bizonyitjak, hogy a retinsav fejlodési

id6ablakonként eltérod hatasokat valt ki.
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7. KOVETKEZTETESEK

......

Doktori munkam eredményei alapjan a kovetkezdé megéllapitasok tehetok:

8. A korai idegi fejlédési stadiumbol szarmazdé NE-4C  6ssejtek in vitro
koriilmények kozott regionalisan elkotelezetlenek.

9. Az egy sejt eredetii Gssejtpopulaciok (NE-4C idegi Ossejtek, R1 embrionalis
tenyészeteken beliil kialakuld kolcsonhatasok kovetkeztében, szdmos regiondlis
identitast és idegsejt sorsot meghatarozd gén expresszidja indukélodhat, és ezzel
parhuzamosan kiilonb6z6 idegsejt tipusok alakulhatnak ki.

10. Az idegsejtekben gazdag NE-4C tenyészetekben glutamatergy, GABA-erg,
szerotonerg és kolinerg idegsejt markerek is kimutathatok, katekolaminerg sejtek

azonban, a vizsgalt koriilmények kozott, nem alakulnak ki.

11. Az el6-és koztiagyi regionalizaciés folyamatokat szabalyozé Emx2
transzkripcids faktor tulexpresszaltatasa megvaltoztatta az NE-4C idegi 0Gssejtek
fenotipusat, és differenciacios kapacitasat.

- Az NE-4C"™%" sejtek bar megtartottak idegi Gssejt potencialjukat, az NE-4C
alapvonalhoz képest egy késobbi fejlédési stadiumot képviselnek. Indukélatlan
allapotban expresszalnak olyan, progenitor fenotipust szabalyozo géneket, melyek
az NE-4C alapvonalban csak az idegi differenciacioval aktivalodnak, fokozattabb
agrregacios képességgel rendelkeznek, és a differencidlatlan éllapotot fenntartd
koriilmények megsziinésére gyorsabban reagalnak.

- Az emx2 transzgén kifejez6désének ellenére, az NE-4C*™2

sejtek regionalisan
elkotelezetlenek maradtak.
- Az NE-4C*™%* sejtek az NE-4C alapvonallal ellentétben katekolaminerg

idegsejtek 1étrehozasara is képesek.

e Az NE-4C sejtek, az asztroglia iranyu differenciaciot serkentd koriilmények

(cntf, bmp expresszid illetve idegsejt-gazdag kornyezet) jelenlétének ellenére sem
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képeznek asztroglia sejteket a differenciacio korai stddiumaiban. A GFAP-pozitiv sejtek
csak késobb, az idegsejt képzést kovetden jelennek meg.

e Az all-transz retinsav fejlédési idéablakonként eltérd hatast valt ki az asztroglia
irany( differenciaciora. A differencialatlan NE-4C G&ssejtekben az idegsejt iranya
fejlodés indukalésaval parhuzamosan, egyes progenitor populadciokban megalapozza a
késobbi asztroglia képzés lehetdségét. Az idegsejt képzés lezajlasa utani stddiumban, a
retinsav gatolja a GFAP-pozitiv sejtek kialakulasat.

e Eredményeink nem igazoltdk, hogy az NE-4C sejtek altal termelt, vagy a
kiviilrél adott retinsav kozvetleniil gatolna az asztroglia képzést a differenciacioé korai -
idegsejt képzo- idészakaban. A RA tehat, kozvetleniil, valosziniileg nem jatszik szerepet
ldegsejtképzés eldszor — asztroglia képzés csak ezt kovetden” iddérendiség

kialakulasaban.
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8. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkam soran azokat az in vitro idegi differenciacios folyamatokat
vizsgéltam, melyek sordn a kiinduldskor homogén 0&ssejt-populdciokbol heterogén,

kiilonb6z6 idegsejt-tipusokat és asztroglia sejteket tartalmazé tenyészetek alakulnak ki.

Az idegi 6ssejtek in vivo mar a fejlodés korai stadiumaitol kezdve eltérd
transzkripcids faktor készlettel rendelkeznek annak megfeleléen, hogy az idegrendszer
kezdemény mely teriiletén helyezkednek el. Ezek a kezdeti regiondlis kiilonbségek a
késobbiekben a kiillonboz6 idegrendszeri régiok, €s ezen beliil a kiillonbozé idegsejt
tipusok kialakulasaban nyilvanulnak meg. Munkam soran arra kerestem a valaszt, hogy
in vitro koriilmények kozott rendelkeznek-e regionalis meghatarozottsaggal az idegi
(NE-4C), illetve idegi iranyba differencialtathato (P19, R1) &ssejtek. Az in vitro
indukalt differenciacid soran, a kiilonb6z6 idegrendszeri régiok fejlodésében szerepet
jatszé transzkripcios faktorok széles skalaja expresszalodott, és tobbféle idegsejt tipus is
kialakult a tenyészetekben. Az altalunk vizsgalt &ssejt populaciok tehat nem

rendelkeznek egy adott idegrendszeri régionak megfeleld regionalis elkdtelezettséggel.

A kovetkezOkben azt vizsgaltam, hogyan befolyésolja a regiondlisan elkdtelezetlen
NE-4C sejtek fenotipusat és differenciacidos képességét egy, az eliilsd idegrendszeri
tertiletek kialakuldsat szabalyozo transzkripcids faktor, az Emx2, taltermeltetése. Bar az
emx2-t thlexpresszald sejtek regiondlisan elkotelezetlenek maradtak, az Emx2
tultermeltetése valtozasokat okozott az dssejtek fenotipusdban és differenciacios
kapacitasaban. Eredményeink szerint, az emx2-t tulexpresszald sejtek az NE-4C
alapvonalnal az idegi fejlédésben elérehaladottabb progenitor stadiumot képviselnek és
az NE-4C sejtekkel ellentétben, katekolaminerg markereket hordozé idegsejtek

kialakitasara is képesek voltak kisérleti koriilményeink kozott.

Doktori munkam tovabbi részében az in vitro idegsejt képzés eldsegitésére
széleskoriien hasznalt all-transz retinsav hatasat vizsgaltam az asztroglia képzés
folyamatara. Eredményeink szerint, mig a differenciacio kezdetén alkalmazott retinsav
elengedhetetlen volt a késdbbi asztroglia képzéshez, az asztroglia sejtek képzddésének

iddszakéaban alkalmazott retinsav gatolta a GFAP-pozitiv asztroglia sejtek kialakulasat.
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9. SUMMARY

In the present work establishment of cellular heterogeneity was investigated during
the in vitro neural differentiation of initially homogeneous stem cells populations.

The forming neural tissue is divided from the early developmental stages into regions
in which neural stem cells express defined sets of transcription factors. The regulatory
effects of these “region specific transcription factors® results in restricted activation of
neuron subtype specific differentiation programs and leads to the production of neuron
phenotypes specific for the given brain area. The aim of my work was to investigate if
stem cells (NE-4C neural stem cells, P19 embryonic carcinoma cells and R1 embryonic
stem cells) maintained and induced to differentiate in vitro have any regional
commitment. During the in vitro induced neural differentiaation, broad range of region
specific transcripition factors, specific for different brain areas in vivo, got activated.
Accordingly, neurons with various neurotransmitter phenotypes were generated.
Investigated stem cells therefore, seem to be regionally uncomitted. Next, we
overexpressed the transcription factor Emx2, one of the key regulators of prosencephalic
regionalisation processes in vivo, in NE-4C cells. Despite the continuous expression of
emx2, NE-4C*™%* cells seem to retain their regionally uncommited state. However
emx2-overexpression caused changes in the progenitor phenotype and differentiation
potential. Although NE-4C*™?* cells retain stem cell potential, they represent a more
advanced progenitor phenotype than NE-4C cells, according to their gene expression
pattern, adhesion properties, and their responsiveness for mitogen retrieval. In contrast
to NE-4C cells which did not produce catecolaminergic cells between the given
conditions, NE-4C®™2* cells gave rise to tyrosine hydroxylase positive neurons, and

expressed several catecholaminergic markers in the neuron rich cultures.

During my work 1 also investigated the effect of all trans retinoic acid - a well-
known inducer of neuronal differentiation in vivo and in vitro — on the in vitro astroglia
forming processes. According to our data, retinoic acid exerts developmental stage
dependent effects on in vitro astroglia genesis: while it is needed for committing neural
progenitors for a future production of astrocytes, it inhibits the formation of GFAP-

positive astroglial cells during astroglia forming period.
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