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Roviditések jegyvzéke

AGN = pan-Rar antagonista (AGN193109)

AS = felnétt Ossejtek (adult stem cells)

B-gal = B-galaktozidaz enzim

CER = kisagy

CHAPS = 3-[(3-cholamidopropil)-dimetilammonio]propanszulfonat
COR = agykéreg

Crabp = cellularis retinsav koto fehérje (cellular retinoic acid binding protein)
Crbp = celluldris retinol kot6 fehérje (cellular retinol binding protein)
CS = tumorokban el6fordul6 dssejtek (cancer stem cells)
Cyp26 = citokrom P-450 fehérjék

DAB = 3,-3° diamino-benzidin

DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO = dimetil-szulfoxid

EB = embryoid body (embrié- csomd)

EGF = epidermal growth factor

ES = embrionalis stem (0s-) sejtek

FACS = fluorescence-activated cell sorting

FCS = fotalis borju szérum

FGF = fibroblast growth factor

FIS = fissura longitudinalis

GD = gyrus dentatus

Gfap = glialis fibrillaris savas fehérje

GFP = z6ld fluoreszcens fehérje

HB = utéagy

HC = hippocampus

HPLC = magas nyomasu folyadék kromatografia

Hprt = hipoxantin-guanin-foszforibozil transzferaz (referencia gén)
ICM = inner cell mass (blasztula belsé sejtcsomoja)

LIF = leukemia inhibitory factor

Lrat = Lecithin retinol acyltransferase

Math2 = egér athonal homolog 2 gén

MEM = Eagle’s Minimal Essential Medium

MEN = agyhartya

MTT = 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium bromid
Ngn2 = neurogenin 2 gén

OD = optikai denzitas

ONPG = o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid

PBS = foszfat pufferelt fizioldgias sdoldat

RA = all-transz retinsav

Raldh = retinaldehid-dehidrogenaz enzim

Rar = retinsav receptor

RARE = retinsav érzékeny (responsive) elem

Reh = retinil-észter hidrolaz

RT-PCR = reverz transzkripcid alapt polimeraz lancreakciod
Rxr = retinoid X receptor

SGZ = szubgranularis zoéna

Stra6 = stimulated by retinoic acid gene 6 homolog (mouse), sejtfelszini receptor
SVZ = szubventrikularis zéna

Ttr = transthyretin (pracalbumin)

VAD = Vitamin A deficiency

VZ = ventrikularis zona

XGal = 5-bromo-4-kloro-3-indolil B-D-galaktopiranozid
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1. Bevezetés

1.1. Az dssejtek

1.1.1. Az 3ssejtek altalanos jellemzése

Az Ossejtek olyan széles fejlddési potencidllal rendelkezd, oszt6édo képes sejtek,
amelyek egyrészt Onmegujitasra képesek, tehat onmagukhoz hasonld, pluripotens
utodsejteket hoznak létre, masrészt képesek kiilonbozd fenotipusu, specializaldédott
sejttipusokat kialakitani az aszimmetrikus osztodas kovetkezményeként.

Az egyedfejlodés elsd 1épéseként, az egyesiilld petesejtbdl és himivarsejtbol
kialakuldo zigota specidlis sejtosztodason, barazdalodason megy keresztiil. Az
osztodasok soran a sejtek egyre kisebbek lesznek és kialakitjak a szedercsirat (1. abra).
A szedercsira allapotban minden egyes sejt a legszélesebb fejlddési potenciallal
rendelkezik, tehat totipotens. Ezekbdl a sejtekbdl embriondlis és extra-embrionalis
sejtek, szovetek is kialakulhatnak. A fejlodés kovetkezd szakaszdban a szedercsira
belsejében sejtpusztulassal iireg keletkezik, kialakul a hdlyagcesira. A hdlyagcesira
allapotban kiilonb6zo sejtcsoportok alakulnak ki, kiilsé felszinét a trofoblaszt sejtek
alkotjak, iiregében, az extraembriondlis coelomaiiregben pedig -elkiilonil az
embridocsomd, amelyben az embriopajzsok fognak kialakulni. Az embridbcsomo sejtjei
pluripotensek, fejlddési potencialjuk sziikebb, mint a szedercsira sejtjeié, mindharom
csiralemez kialakitasara €s ivarsejtek képzésére is alkalmasak, extraembrionalis szovetet
azonban nem tudnak létrehozni. A hodlyagesira belsd sejtcsomojanak sejtjeit hivjuk
embrionalis dssejteknek, amelyek minden differencialt sejttipust létre tudnak hozni.
Ezekre a sejtekre jellemzd az alkalikus foszfatdz aktivitas és az Oct4 expresszid (Pesce
¢s mtsai, 1999; Prelle és mtsai, 1999; Fuchs és Segre, 2000). Azokat az Jssejteket,
amelyek a harom csiralemez sejtjeinek kialakulasat igen, de ivarsejtek létrehozasat nem
képesek biztositani, multipotens sejteknek nevezziik. Az egyedfejlédés soran ezek a
sejtek szovetekre specifikussa valnak, potencidljuk tovabb sziikiil, létrehozzdk a
kiilonbozd szoveteket felépitd sejteket, legnagyobb résziik a sorozatos osztodasok utdn

differencialodik.
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Egy résziik azonban megtartja Ossejt jellegét és a felndtt szervezetben is
megtalalhatéak lesznek. Ezeket a sejteket nevezziikk nem-embriondlis vagy felndtt
Ossejteknek. A nem-embriondlis dssejtek oligopotensek, fejlddési potencidljuk
els6sorban az adott szervre, szovetre jellemzé sejttipusok kialakitasat teszi lehetévé. A
felnott szervezetben ezek a sejtek a regeneracidés mechanizmusokért felelosek és a
folyamatosan megujuld szervekben biztositjak az utanpotlast. Ilyen szdvet specifikus
Ossejtek talalhatdak példaul a csontveldben (Fuchs ¢és Segre, 2000), a majban
(Michalopoulos ¢és DeFrances, 1997), az izomszovetben (Seale és mtsai, 2001), a
borben (Taylor és mtsai, 2000), az agyban (Reynolds és Weiss, 1992). A legsziikebb
fejlodési potenciallal az unipotens sejtek rendelkeznek, amelyek csak egyetlen sejttipus
kialakitasara képesek ugyan, de az onmegujitas is jellemzi Oket, ezért kiillonboztetjiik

meg Oket az 0sztddo testi sejtektol.

1. abra: Szervek és szovetek differencidlodasanak folyamata. A hdlyagcesira belsd
sejtcsomdjabol szdrmazd embriondlis Ossejtek pluripotensek, az egyedfejlédés soran
azonban csokken a fejlddési potencidljuk.
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Az 6ssejteket négy csoportba sorolhatjuk: két tipus, amelyek jelen vannak az élet
kiilonboz6 szakaszaiban: az embriondlis Ossejtek (ES sejtek) és a felndtt dssejtek (AS
sejtek); egy mesterséges tipus, az indukalt pluripotens Ossejtek (iPS sejtek) és a
tumorokban eléforduld 6ssejtek (CS sejtek), amelyek szamos dssejt tulajdonsaggal
birnak (Alvarez ¢és mtsai, 2012). Nagyszamu vizsgalat célozta meg az Ossejtek alapvetd
jellemzését. A tulajdonsagok egy része kozos, mindegyik Ossejtre igaz: kifejezik a
pluripotenciat jelz0 markereket, olyan jelatviteli Utvonalak aktivalédnak benniik,
amelyek segitenek fenntartani az dssejt allapotot, jellemzd osztédo allapottal birnak és

hasonloképpen viselkednek in vitro.

1.1.1.1. Az embrionalis ossejtek

Az ES sejtek a holyagcsira belsé sejtcsomdjabol szdrmazod pluripotens sejtek,
amelyek mindharom csiralemez sejtjeit képesek kialakitani. A még be nem agyazodott
embri6 fejlodésének egy rovid szakaszadban léteznek ezek a sejtek, késdbb parallel
mitotikus osztodasok soran elveszitik pluripotencidjukat. A beagyazodas koriili
szakaszban kinyert ES sejtek mar nem rendelkeznek akkora fejlédési potenciallal.

Az egér ES sejtek kompakt koloniakban ndvekednek, fenntartasukhoz sziikség van
LIF-re (leukemia inhibitory factor). A sejtek ugyanis expresszaljak a LIF receptort
(Gpl130) és a STAT3 foszforilalasaval tartjak fenn Onmegujitd képességiiket és
pluripotencidjukat (Williams és mtsai, 1988; Niwa ¢és mtsai, 1998). Ezzel szemben a
human ES sejtek nem igényelnek LIF-et, viszont FGF-et és activint (Nodal) igen. Az
egér ES sejtekkel szemben az enzimatikus passzalast nem birjak és konnyebben
differencialtathatéak progenitorokka (Pera és Tam, 2010). A pluripotens ES sejtekre
jellemzd, hogy expresszaljak a 4 legfontosabb transzkripcios faktort, az Oct4-et, a Sox2-
t, a KLF4-et és a Nanog-ot, amelyek az dssejt allapot fenntartdsdhoz sziikségesek. Ezek
befolyasoljak a DPP3, a REXI és a GBX2 transzkripcios faktorok; az SSEA 1 (ragcsalod)
¢s az SSEA4 (ember) sejtfelszini markerek, az ABCG2 ABC transzporter valamint az
alkalikus foszfatdz és telomerdz enzimek kifejez6dését (Pera és Tam, 2010). Mindezen
faktorok alland6 egyensulya tartja fenn az dssejt allapotot, barmelyiknek a mennyiségi
valtozasa a sejt elkotelez6déséhez ¢és differenciaciojahoz vezethet. A pluripotencia

tovabbi fontos in vivo kritériuma, hogy az ES sejt alkalmas legyen kiméra allatok
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létrehozasara (Buehr és mtsai, 2008). Az ES sejtek gyorsan osztddnak, ezért jelentds
forrésai lehetnek az Ossejt terapianak. A klinikai alkalmazashoz a legfontosabb 1épések
a hatékony elkdtelezdés ¢és differenciacio eléréséhez sziikséges protokollok

kidolgozasa.

1.1.1.2. A felnott dssejtek

Az AS sejtek az ES sejtek posztnatdlis leszdrmazottai, amelyek a szervezet
egészében megtalalhatdak. Jelentds mennyiségben expresszalnak Oct4-et, KLF4-et €s
Sox2-t, ABC transzportereket €s alkalikus foszfataz enzimet. A differencialddott testi
sejtekkel ellentétben expresszalnak FE-cadherint, vimentint és f-catenint is. Emellett
rendelkeznek sajat jellemzd markerekkel is. Az ES sejtekhez hasonloan az AS sejtek
Ossejt allapotat a benniik kifejez6d6 markerek egyensulya biztositja. Az AS sejteket
szamos szervben azonositottdk, az azonban még nem teljesen bizonyitott, hogy vajon
hany ko6zos és hany szovet/szerv specifikus marker jellemzi Oket. A felndtt Ossejtek
egyik legjelentdsebb csoportja a mesenchimalis dssejtek (MS sejtek). A MS sejtek
gondoskodnak a kotdszovet utanpotlasardl, fibroblaszt sejtek, zsirsejtek, kondrocitak,
oszteoblasztok, simaizom sejtek és esetleg vazizom szatellita sejtek keletkezhetnek
bel6liik. Szamos markerrel jellemezhetdek, attol fiiggden, hogy a szervezeten beliil hol
helyezkednek el. A csontveléi MS sejtek sajatsaga példaul a CD271 és a CDI46
kifejezése (Jones €s mtsai, 2002; Sacchetti és mtsai, 2007).

Az AS sejteket sokkal nehezebb vizsgédlni, mint embriondlis Gseiket, hiszen az
egyes szovetekben lassan vagy szinte egyaltalan nem oszt6do allapotban vannak. Ezért
az in vitro tenyésztés és kisérletek nehézkessé valnak, hiszen a sejtek képesek ugyan
szimmetrikus osztddasra, de csak hosszl id§ alatt (Cheshier és mtsai, 1999; Snippert és
mtsai, 2010). A felndtt dssejtek szérum nélkiil, de novekedési faktorok (LIF) és mas
hozzavalok (N2, B27, hormonok, retinoidok, inzulin, progeszteron, trijodtironin ¢&s
kortikoszteron) jelenlétében tarthatéak fenn. Errdl a sejtcsoportrol szerzett ismereteink
ma még nagyon hidnyosak, ami meghatarozoan csokkenti a lehetséges felhasznalasi

teruleteket.



DOI:10.14753/SE.2014.1927

1.1.1.3. Indukalt pluripotens dssejtek

Az 1PS sejtek olyan testi sejtek, amelyek mar elkotelezddtek és differencialodtak,
de megfeleld koriilmények kozott visszadllitottak szélesebb fejlédési potencialjukat.

Az eldszor kidolgozott modszer a testi sejtek magjanak atvitele volt. Egy
differencialt sejt magjat bejuttatjadk egy magjatol megfosztott petesejtbe, amely minden
sziikséges ,,felszereléssel” rendelkezik, hogy a beiiltetett sejtmagot atprogramozza.
Ezutan lezajlik az embrionalis fejlodés. Szamos klonozott allatot hoztak 1étre e modszer
segitségével, tobbek kozott Dollyt, a klonozott baranyt is (Wilmut és mtsai, 1997).
Ezzel a mddszerrel nagy mennyiségii 6ssejt nyerhetd az esetleges terapidhoz és mivel a
pacienstdl szarmazik a testi sejt magja, elkeriilheté az autoimmunitas. A modszer nagy
hatranya, hogy sok metodikai hianyossaggal rendelkezik és nem teljesen ismert a
folyamat mogott levd molekularis bioldgiai hattér. Az igy létrehozott sejtekben a
mitokondriumok a fogadd petesejtbdl szdrmaznak, nem ismertek az atprogramozas
soran hatd epigenetikai utvonalak ¢és emiatt nehéz a modszert optimalizalni és a
jelenlegi kis hatékonysagot novelni. Ez az eljarés tehat jelenleg nagyon tavol &ll a
human alkalmazas lehetoségétol.

iPS sejtek nyerhetéek ugy is, hogy egy testi sejtet a megfeleld gének
transzfekcidjaval programozunk at. Ez a négy gén az Oct4, a KLF4, a Sox2 és a cMYC,
amelyeket eloszor egér fibroblaszt sejteken alkalmaztak sikeresen (Takahashi és
Yamanaka, 2006). Az els6 human iPS sejteket a c¢cMYC helyett a LIN28 gént
felhasznalva allitottak eld (Yu és mtsai, 2007; Takahashi és mtsai, 2007). Az elmult
évek soran szamos kutatds célozta a modszer hatékonysaganak novelését, a tumorok
kialakulasanak csokkentését, a génbevitel egyszerlisitését és a keletkezett iPS sejtek
heterogenitdsdnak mérséklését. Mivel ezen a moédon barmilyen testi sejtbdl dssejtekhez
juthatunk, az iPS sejtek kivaloan alkalmasak ma még gyogyithatatlan betegségek in
vitro modelljének. A terapids célok elérése még a jovo kutatdsanak feladata,
mindenesetre az iPS sejtek nagy jelentésége abban all, hogy kivaléan demonstraljak: a
testi sejtek kordbban visszafordithatatlannak vélt differencidlodésat vissza lehet

forditani.
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1.1.1.4. A tumorokban elofordulo dssejtek

CS (cancer stem) sejteknek nevezziik azokat a tumorokban eléforduld sejteket,
amelyeknek tulajdonsagai ¢s markerei nagyban hasonlitanak az dssejtekéihez. A legtobb
ilyen sejt kisméretii, lassan osztédik, magas benniilk az ABC transzporterek valamint
mas telomeraz és dssejt gének expresszidja, amely tulajdonsagok miatt nagymértékben
ellenallnak a tumorokat célzd6 kemo-, illetve sugarterapianak. Az eredeti feltételezés
szerint a CS sejtek megvaltozott Ossejtek, amelyek tumorossa valtak. Ezt a nézetet
azonban nem sok tény tdmasztotta ald. Ma mar inkabb azt a hipotézist fogaduk el, hogy
a CS sejtek olyan rékos sejtek, amelyek felvettek szamos, szdmukra eldnyds Ossejt
tulajdonsagot, csokkent p53 expresszidoval rendelkeznek és kialakitanak egy olyan

niche-t, amely tAmogatja a fennmaradéasukat (Borovski €s mtsai, 2011).
1.1.1.5. Ossejt terdpia

Napjainkban a legjobban vizsgalt és az egyetlen rutinszeriien végzett dssejt terapia
a csontvelobdl szarmazd Ossejtek bejuttatdsa a szervezetbe. Ezzel a moddszerrel
potolhatd a csontveld €s a beldle szarmazo vérsejtek. A tobbi tipusu dssejt beiiltetés egy
része mar klinikai fazisban van. Ilyen példaul az in vitro kialakitott borfeliiletek
atiiltetése a paciensek testére; vagy a cukorbetegek inzulin-termeld sejtjeinek poétlasa.
Szamos vizsgalat célozza példaul az agyvérzés kovetkeztében elpusztult agyszovet
regeneralasat illetve gerincveld sériiléseket kovetden az idegek helyredllitasat, ezek
azonban még nem hasznalhatoak a mindennapi gyogyitdsban (Schwarz és Schwarz,
2010; Enciu és mtsai, 2011).

Az Ossejt terapia hatékonysdganak feltarasaban nagyon fontos a megfeleld kontroll
¢s a hosszatava ellendrzés. A sikeres terapidhoz nem elég az, hogy a beliiltetett sejtek
tulélnek, osztodnak és ellatjadk a nekik szant feladatokat. Meg kell sziintetni a karositd
hatast is, hogy a regenerdlodott sejtek, szovetek ne sériiljenek ujra. Emellett 1ényeges

szempont, hogy az osztodni képes Ossejtek ne alakuljanak 4t tumorokka.
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1.1.2. Idegi §ssejtek

1.1.2.1. Idegsejtképzodes a fejlodo idegrendszerben

A ragcesalo embrio idegrendszerének fejlddése a neuruldcid (idegi iranya
elkotelezddés) folyamataval veszi kezdetét. E 1épés soran alakul ki a neurdlis indukcid
hatasara az ektoderma telepébdl a velolemez. A fejlédés soran a veldlemezbdl (2/A
abra) (neuroektoderma) alakul ki a kozponti idegrendszer két része, az agy ¢€s a
gerincveld. A neuroektoderma réteget gyorsan osztodd sejtek alkotjak, amelyek
onmagukkal azonos utodsejteket hoznak létre. A fejlédés soran a neuroektoderma csévé
zérul, kialakitva a veldcsovet (2/B abra). Az addig lapos, egyetlen sejtréteget alkotd,
epitél jellegli ektodermalis sejtek alakja megnyulik. Ezek a sejtek radidlisan orientéltak,
atérik a cso teljes falat, igy kapcsolatban vannak a veldcso iiregével és kiils6 felszinével
is. Ezek a sejtek kezdetben — hamszovetre jellemzé modon — dezmoszoémakkal
kapcsolédnak egymdashoz, felsziniikon E-cadherin taldlhato €s benniik az intermedier
filamentum a keratin. A vel6csd zarodasa utén eltiinnek a dezmoszoémak (Aaku-Saraste
¢s mtsai, 1996, 1997), felsziniikon N-cadherin jelenik meg és a keratint felvaltja a
vimentin €s a nestin (Rao és Mayer-Proschel, 1997; Schnitzer és mtsai, 1981; Cochard
¢s Paulin, 1984; Oudega ¢s Marani, 1991; Kriegstein és Gotz, 2003). Ez a szerkezet
lehetové teszi, hogy a hosszukas sejtek magjai a bazalis és apikalis felszin kozott
vandoroljanak a sejt ciklusatol fliggen. Ez a jelenség az interkinetikus magvandorlas
(Sauer ¢és Walker, 1959; Berry és Rogers, 1965). Mindez egy idében torténik a veldcso
zarodasaval (Stagaard és Mollgard, 1989; Viebahn és mtsai, 1995; Yang és mtsai,
1993). Ezutan indul el az erek bendvésének folyamata (Hemmati-Brivanlou és Melton,

1994).

12
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2. abra: Az idegrendszer fejlodésének fobb folyamatai. A: 20 napos emberi embrio
feliilnézetben. B: A vel6csO zarddasanak folyamata (Gammill és Bronner-Fraser, 2003).
C: Radialis gliasejt és a felszinén kivandorld idegsejt (Rakic, 1972). D: A neuronok,
asztrogliasejtek és oligodendrogliasejtek keletkezésének idovonala. E: embrionalis, P:
posztnatalis napok szama.

1.1.2.2. A radialis glia

A vel6cs6ben megjelenik egyfajta koncentrikus tagolodas: az iireggel szomszédos,
ventrikularis rétegben f6leg 0sztdodo sejtek vannak, a kiils6, marginalis rétegben a sejtek
magmentes része talalhatd, a kettd kozott pedig a nem mitotikus sejtek sejttestei
figyelhetdek meg. A veldcsd sejtjei embrionalis idegi Ossejtek, amelyek — a veldcsdre
eddig jellemzé szimmetrikus mit6ézis mellett — aszimmetrikus mitozissal is
osztodhatnak. Ennek kovetkeztében az utodsejtek koziil csak az egyik lesz az anyasejttel
megegyez0 Ossejt, a masik differencidlédni fog. A radidlis glia fenotipus az idegi
Ossejtek egyik jellegzetes 4llapota. Az embriondlis neurogenezis iddszakaban az
aszimmetrikus osztddassal idegsejt-eldalakokat és tamasztd sejteket biztosit, amelyek

segitik az elalakok kivandorlasat (2/C é&bra). Ezek a kivandorld sejtek utodsejtjei

13



DOI:10.14753/SE.2014.1927

fogjdk majd kialakitani az intermedier zénat. A radidlis gliasejtek tehat nemcsak
iranyitjak az 0j neuronok vandorlasat, hanem sziildsejtjei is azoknak (Alvarez-Buylla és
mtsai, 1988; 1990a; 1990b; 1995). Ezzel egyidében a radidlis neurepitelialis sejtek
olyan markereket kezdenek expresszalni (GLAST, BLBP, RC?2), amelyek megjelenése
miatt ezeket a sejteket mar radidlis glidnak tekintjiik (Rakic, 1971). Ezek a sejtek
kimerevitett allapotban maradnak a veldcsd falanak két felszine kozott €s iranyitjak a
posztmitotikussa valt idegsejt-eldalakok kivandorlasat. Az egyre nagyobb szamu
osztodas azt fogja eredményezni, hogy az elsddleges germinativ zona kimertiil. A felette
levé rétegben azonban a sejtek egy része még osztodoképes, ezek alakitjak ki a
szubventrikuldris zonat, amely ezutdn a masodlagos neuron- ¢€s gliaképzést fogja
biztositani (Gressens €s mtsai, 1992; Holmin és mtsai, 1997; Levison és Goldman,
1993; Zerlin és mtsai, 1995). A folyamat elején az idegsejtképzés van talsulyban, de ez
folyamatosan étbillen az asztroglia javara. Ujabb adatok szerint a neuronképzés ezen a
teriileten késobb sem tlinik el (Doetsch és mtsai, 1999a; Doetsch, 2003; Seri és mtsai,
2001).

A primer neurogenezis végén befejezi miikodését a germinativ réteg, a radidlis glia
sorsa pedig a kovetkezOképpen alakulhat: asztrocitdva, ependymasejtekké, neuron
prekurzorokka vagy a szubventrikularis zona Ossejtjeivé valhatnak. A kamrafallal valo
kapcsolat elvesztésével megjelennek az asztrocitak, amelyek aztan a parenchimaban
még tobbszor képesek osztodni. Ezzel egy idoben a vimentint felvaltja az asztroglidra
jellemzé Gfap. Az asztrocitak tulnyomo tobbsége a szubventrikuléris rétegben levo
radialis glia eredeti asztrocita-prekurzorokbdl szarmazik. Ezek a sejtek a neuronok
kialakuldsa utdn keletkeznek (2/D é4bra) ¢€s vandorolnak a kifejlett agyra jellemzo

helytikre, esetleg specializalodva kiilonboz6 feladatokra.

1.1.2.3. Felnéttkori neurogenezis

Az embriondlis fejlodés végén, a sziiletés koriil lezarul az idegsejtképzddés fO
szakasza (2/D abra). A XX. szazad végéig altalanosan elfogadott nézet volt, hogy a
felndttkori emlds idegrendszerben nem keletkeznek 1 idegsejtek. Az elmélet
megdontésére a 90-es évek elején keriilt sor, amikor elészor izoldltak kozponti

idegrendszerb6l olyan Ossejteket, amelyek idegsejtekké is képesek voltak
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differencidlédni (Reynolds és Weiss, 1992). A neurogenezis tehdt a posztnatalis
idOszakban is folytatodik. Az idegrendszer létrehozasaban részt vevd pluripotens
embrionalis dssejtekhez hasonld sejtek a felndtt emberi agyban is megtalalhatoak
(Alvarez-Buylla és mtsai, 2002).

Az aktiv Ossejtek jelenléte az emlds posztnatdlis agyban két teriileten a
legszembetlinbbb. Ez a két teriilet a hippocampus szubgranuléris zénaja (SGZ) és a
lateralis kamra fala mentén talalhat6 szubventrikularis zéna (SVZ) (Doetsch, 2003,
Alvarez-Buylla és Lim, 2004). Ezeket a teriileteket nevezziik neurogén zénaknak (3.
abra). Ezekben felndttkorban is zajlik idegsejt képzés emldsokben €s emberben
egyarant. Az SGZ-ben (3/B abra) elhelyezkedd Ossejtek a hippocampus granuléris
rétegének szemcsesejtjeit potolja a teljes élet soran, mig az SVZ-ben (3/A 4abra)
keletkez6 11j idegsejtek a rosztralis migracids 0svényen haladva érik el végso céljukat, a

szaglogumot (Kornack és Rakic, 1999; 2001).
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3. abra: A felndttkori neurogén régiok elhelyezkedése felndtt egér agyban, sematikus
rajz a szubventrikularis (A) és a szubgranularis (B) zonardl és az idegsejt képzésben
részt vevo sejtekrdl. A: a rosztralis migracios osvényen haladé neuroblasztokat (A)
hiivelyszertien veszik koriil az asztroglia sejtek (B), amelyek ebben a régioban idegi
Ossejtként is viselkedhetnek ¢és gyorsan osztédd koztes sokszorozd sejteket (C)
hozhatnak létre. Ezek utddsejtjei a neuroblasztok, amelyek a szaglohagyma felé vezetd
utjuk soran valnak éretté. B: az SGZ asztrogliasejtjeinek (B) hosszu, radialis irdnyt
nytlvanya van, amely mélyen behatol a szemcsesejtek rétegébe. Ok hozzak létre azt az
éretlen, oszt6do sejtpopulaciot (D) amelybdl késObb érett szemcesesejtek (G) fognak
kialakulni. (Alvarez-Buylla és mtsai, 2002)

Az SVZ ¢és az SGZ teriiletén kiviil, mas agyteriileteken is el6fordulhat
neurogenezis. Ilyen régiok példaul a substantia nigra (Zhao és mtsai, 2003), a striatum,
az amygdala (Bernier és mtsai, 2002) és az agykéreg (Gould és mtsai, 1999). Ezeken a
teriileteken még kérdéses az 11j idegsejtek eredete és tovabbra is sok kutatas célozza a

tovabbi neurogén zondk feltarasat.
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Annak ellenére, hogy felnéttkorban is rendelkezik a szervezetiink az 0j idegsejtek
képzésének a képességével, nem tudjuk potolni a mechanikai sériilések és a degenerativ
betegségek soran elpusztult idegsejteket €s idegi funkciokat. Ennek magyarazata lehet,
hogy a felnétt agy bonyolult szerkezetébe nehéz lenne 0j sejteket integralni, a szoveti
kornyezet mar messze nem ugyanaz, mint ami az egyedfejlodés soran lehetdvé tette a
gyors proliferaciot, migraciot és szinapszis képzést, valamint elképzelhetd, hogy a
felnottkori idegi Ossejtek mar nem rendelkeznek akkora osztodasi kapacitdssal, mint

embrionalis elodeik.

1.1.2.4. Asztroglia tipusu sejtek szerepe az idegsejtképzodeésben

A korai neonatélis és felndtt emlésagyban az 1j idegsejtek, amelyek az SVZ-ben
keletkeznek, a szaglohagymaba vandorolva interneuronokka érnek (Imayoshi €s mtsai,
2008). Az SVZ-ben levd B sejtek (3/A abra) idegi Ossejtként viselkednek és gyorsan
osztodd koztes sokszorozo sejteket (3/A abra) hoznak létre. Az 6ssejteket jellemzo
tulajdonsagokkal szemben ezek a sejtek ultrastruktaralis jellemzésiik és markereik
(Gfap, GLAST, ¢és mas glia markerek) (Doetsch és mtsai, 1997; Colak €s mtsai, 2008;
Platel és mtsai, 2008) alapjan asztrogliasejtekként azonosithatoak. Az utdbbi évek
vizsgalatai (Holland és Varmus, 1998; Doetsch és mtsai, 1999a; 1999b) bizonyitottak,
hogy az SVZ idegi Ossejtjei az itt megtalalhato, differencialdédott asztrogliasejtek egy
populacidja. A B sejtek és koztes sokszorozo sejtek kozelében erek talalhatoak (Shen és
mtsai, 2008; Tavazoie ¢és mtsai, 2008), amelyek fel¢ a B sejtek gyakran nyujtanak
tangencidlis nyulvanyokat €s boritjak végtalpakkal a felszinét (Mirzadeh ¢és mtsai,
2008). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a keringésbdl szdrmazo faktorok komoly részt
vallalnak az itt zajlo neurogenezis szabalyozasdban. Az SVZ primer progenitorainak
azonositdsa nem lehetséges egyetlen markerrel, csak bizonyos dssejtekre jellemzd
markerek kombinaciojaval (Gfap, GLAST, nestin és Sox2).

A masik jelentds felnéttkori neurogén zéna a hippocampus gyrus dentatusaban levo
SGZ. Ez a régio kétféle osztodo sejttipust tartalmaz: asztrocitdkat és egy sotéten
fest6dd, kis bazofil maggal rendelkezd sejtpopulaciot (D sejtek, 3/B abra) (Altman és
Das 1965, Kaplan és Hinds, 1977; Cameron és mtsai, 1993; Palmer és mtsai, 2000).

Ezeknek az asztrocitdknak hosszl, radidlis iranya nytlvanya van, amely mélyen behatol
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a szemcsesejtek rétegébe. Az SVZ-hez hasonloan az itt ujonnan keletkezd idegsejtek
prekurzoraiként funkcionalnak (Seri és mtsai, 2001; Fukuda és mtsai, 2003; Garcia és
mtsai, 2004; Steiner és mtsai, 2004). Ezek a sejtek — szemben a tobbi, csak Gfap-t
expresszald asztrogliaval — Gfap-t és nestint is kifejeznek (Seri és mtsai, 2004; Steiner
¢s mtsai, 2006). Az SVZ-hez hasonléan az SGZ is egy kiterjedt vaszkularis ,,niche”
mellett helyezkedik el szorosan (Palmer és mtsai, 2000), azt sugallva, hogy az erekbdl
szarmaz¢d faktorok hatassal vannak az idegi Ossejtek viselkedésére. A radidlis
nyulvannyal rendelkezd asztrocitdk nem képeznek kozvetleniil idegsejteket, hanem
eloszor osztddo szemcesesejt eldalakok populacidjat hozzak létre (D sejtek, 2/B abra)
(Seri és mtsai, 2004), amelyek aztan az érés soran a helylikre vandorolnak és
szemcsesejtekké érnek. Ezek a radidlis nytlvannyal rendelkezd asztrogliasejtek Gfap,
nestin (Seri €s mtsai, 2004) és Sox2 (Suh és mtsai, 2007) immun-pozitivak. Az SGZ-
ben zajlo neurogenezist sokféle fizioldgiai és kornyezeti hatds szabalyozza, példéaul
mellékvese szteroidok (Gould és mtsai, 1992; Cameron és mtsai, 1998), a glutamat
receptor aktivaciéja (Gould és mtsai, 1994), gyulladds (Monje és mtsai, 2003) és
antidepresszansok (Santarelli és mtsai, 2003).

Az asztrogliasejtek egyes szubpopuldcioi tehat képesek idegi dssejtként viselkedni
¢s — lokalizaciotol illetve fejlodési allapottodl fiiggéen — létrehozni neuronok és
asztrogliasejtek kiilonbozo tipusait (Morrens és mtsai, 2012). Ez az 01j nézet eltavolodik
a klasszikus elmélettdl, amely szerint a glialis €s neurondlis sejtek eredete egymastol

szeparalt.

1.1.3. Az idegi Ossejtek kornyezete

A fejlédés egyes szakaszaiban az idegi Ossejtek kornyezete allanddan valtozik. Az
Ossejtek  két legfontosabb tulajdonsdga, hogy multipotensek ¢és képesek az
onmegujitasra. A specidlis mikrokdrnyezet vagy niche segiti ezeknek a
tulajdonsagoknak a megtartasat (Spradling és mtsai, 2001; Fuchs és mtsai, 2004). Az
Ossejtek maguk is részt vesznek benne és alakitjdk a kornyezetiiket, amely
természetesen egy roppant dinamikus struktara. A niche-ben fontos szerepe van a sejt-
sejt interakcioknak és a diffuzibilis szigndloknak, amelyek kulcselemei az Ossejt

aktivacio és differencidcio valamint az dssejtallapot fenntartasanak. Szamos Ossejt niche
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kozos tulajdonsaga a szoros kapcsolat az endotél sejtekkel, amelyek szintén
rendelkeznek szabalyozd szereppel (Goldman és Chen, 2011). A niche-en belill az
Ossejtek gyakran kapcsolédnak kozvetleniil a lamina basalishoz, amely a sejtosztodas
orientacidjaban segit. Emellett szabdlyozza a novekedési faktorok és mds szignalok
hozzaférhetdségét, mint példdul az extracellularis matrix molekuldk vagy a
glikoproteinek altal kikotott faktorokét. Mint az mar a korabbi fejezetekbdl is kidertilt,
az 1degi Ossejtek mikrokornyezetének egyik legmeghatarozobb elemei az

asztrogliasejtek. A tovabbiakban egy rovid attekintést nyujtok ezekrdl a sejtekrol.

1.1.3.1. Az asztrogliasejtek jellemzése

Az idegrendszer idegsejtek kozotti allomanyat Rudolf Virchow tanulméanyozta
eloszor részletesen, és O nevezte el az igy talalt sejteket neuroglidnak. A név a gorog
»glue” szobol ered, ami enyvet jelent. Ebbol a névbdl kideriil, hogy Virchow ezeket a
sejteket pusztan koto, tamasztd és térkitdltd elemeknek tekintette. Csak a mikroszkopia
¢s a neurohisztologia nagyfoku fejlodése tette lehetdvé, hogy a gliat ne pusztan
»idegrendszeri kotdszovetként” tartsak szamon. Ezutén lett ez a felfogds végképp a
multé és Iépett helyébe az a nézet, amely szerint a gliasejtek ugyanolyan, teljes jog
részei az idegrendszernek, mint az idegsejtek. Egyes gliasejtek mielinhiivelyt képeznek
(oligodendroglia) a neuronok axonjai koré, masok az agy belsé kornyezetét
szabalyozzak, mint példaul a szinapszisok koOzvetlen kdrnyezetét vagy az ion- és
folyadék homeosztazist, vannak, amelyek a sériilések utan heget képezve (reaktiv glia)
ovjak az agy szovetét a tovabbi kdrosoddsoktdl, és vannak olyan glia-szubpopulaciok,
amelyek Ossejtként viselkedve Uj idegsejteket hozhatnak Iétre a felndtt agyban. A
gliasejteknek fontos szerepe van az idegsejtek létrehozasdban a fejlédés soran (radialis
glia), az ideghalozat fejlodésében, a szinaptikus transzmisszioban (hdromtaga
szinapszis), az agy hatarfeliileteinek lezardsdban (glia limitans), a vér-agy gat
kialakitasaban, a toxikus anyagok eltavolitdsdban. Szamos neurotranszmitter és hormon
receptorral rendelkeznek és szamos neurotranszmitter és hormon eléalakot szolgaltatnak
az idegsejteknek. Mindez csak egy apro szelete mindannak, amivel a glia név mogott

megbtjo szamos sejttipus hozzdjarul az idegrendszer hibatlan miikodéséhez.
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Az asztroglia a legnagyobb szamu és a legdiverzebb tagja a glia csoportnak; a
kdézponti idegrendszerben és szarmazékaiban fordul el6. Az evolucios fejlédés sordn a
neuron/glia arany egyre inkabb a gliasejtek javara valtozik (Kettenmann és Verkhratsky,
2011). Egyméassal szamos ,gap junction” kapcsolaton keresztill kommunikalnak,

létrehozva egy a teljes idegrendszerre kiterjedd, funkcionalis syncytiumot.

Asztrocitak
Radialis gliasejtek
Glia limitans
Bergmann-glia
Pericelluléris asztrocitdk
Perikapillaris glia
Periszinaptikus glia
Perinodalis glia
Tanicitak
Miiller-glia
Pituicitdk
A corpus pineale gliasejtjei
Az adenohipofizis csillagsejtjei
Enteralis gliasejtek
Oligodendrocitak
Szatellitasejtek
Oligodendroglia NG2-gliasejtek
ONEC (olfacrory nerve ensheathing cells)
Schwann-sejtek
Mikroglia Rezidens mikroglia
Ependymociték
Ependyma Az ependymaszervek sejtjei
A choroid plexus hamja

Asztroglia

Glia

1. tdblazat: A glia sejttipusai
1.1.3.2. Az asztrogliasejtek tipusai

crer

négy fo csoportra oszthatjuk funkciondlis és strukturdlis megfontoldsok alapjan:
asztroglia, oligodendroglia, mikroglia és ependyma (1. tablazat). E sejttipusok koziil a

tovabbiakban az asztroglia tipusu sejtek jellemzését mutatom be.
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Asztrocitdk

A kozponti idegrendszerben mindeniitt megtalalhato, csillag alaku sejtek, rengeteg
elagazd nytlvannyal (4/A abra). Sima, vastag korvonali sejtmaggal rendelkeznek a
belsé maghartyalemezhez tapadé kromatin miatt, feltiind, excentrikus magvacskajuk
van ¢és organellumszegény citoplazmajuk. Az asztrocitdknak neurohisztologiai
szempontbol két tipusa van: a rostos €s a plazmas. A rostos asztrocitdk elsdsorban a
fehér allomanyban fellelhetdek, nyGlvanyaikat az idegrostok kozott taldljuk. Ezek a
nyulvanyok hosszuiak, vékonyak, sima felszinliek €s nincs sok eldgazasuk. A plazmas
asztrocitak foleg a sziirke allomanyban helyezkednek el, ahol nyulvanyaik az idegsejtek
sejttestei kozott figyelhetdek meg. Nyulvanyaik rovidebbek, vastagabbak és tobb
elagazasuk van, mint a rostos asztrocitdk nyulvanyainak (Marin-Padilla, 1995). A Gfap

expresszidja egyes agyteriileteken allando, masokban funkcidéfliggd modon jelenik meg.

[
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4. abra: GFAP-val jelolt asztrogliasejtek. A: Asztrogliasejtek 21 napos patkany
hippocampusaban. B: Agyi eret koriiloleld asztrogliasejtek 21 napos patkany
eldagyaban. C: Tenyésztett asztrogliasejt, 2 napos egérbdl szadrmazd primer
tenyészetben. (Konfokalis mikroszkopos felvételek.)

1.1.3.3. Asztrocita markerek

Gfap (glialis fibrillaris savas fehérje) (4. abra)

A Gfap egy 48 kD tomegli, intermedier filamentumhoz kotott fehérje, ami
kizardlag az érett asztrogliasejtekre jellemzd, ezért e sejttipus alapvetd markerének
tekintjiilk (Bignami és mtsai, 1972; Dahl és mtsai, 1986; Eng, 1985). Azokat az
idegrendszeri elemeket, amelyek bizonyos ingerek hatdsara Gfap-t képesek
expresszalni, vagy az ilyen sejtek elkotelezett eldalakjai, az asztroglidhoz sorolhatjuk.
Nem fordul el6 példaul az érett oligodendroglidban, csak az O-2A progenitorsejtjében,

amibdl akar még asztrocita is kialakulhat (Cameron és Rakic, 1991; Raff és Miller,
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1984; Raff és mtsai, 1983). A Gfap segit megtartani a sejtalakot és a sejtmembranhoz
kapcsolodik a sejt-sejt kapcsolatok és a sejt-extracellularis matrix adhézios pontjainal.
Mint minden mas intermedier filamentum, a Gfap is monomerekbdl épiil fel, ami harom
kiilonb6zé doménnel rendelkezik (fej, nyak, farok). A C-terminalis farki rész a mas
fehérjékkel vald kapcsolodasért felelds, az N-terminalis feji rész pedig a filamentumok
tetramerekbol torténd felépiiléséért. Ahhoz, hogy halozatot épitsenek, a monomerek
eloszor dimereket alkotnak, a dimerek tetramerekké allnak 0Ossze, amelyek a
filamentumok alapegységei. A Gfap képes a vimentinnel hibrid polimereket létrehozni;
ez a kevert filamentum a fiatal sejtekre jellemzd. A kdzponti idegrendszerben fdleg az
a-Gfap altipus talalhatd, mig a periféridn inkabb a B-Gfap van tobbségben (Zelenika és
mtsai, 1995). A Gfap eloszlasa az agyban nem egyenletes (Hajos és Kalman, 1989;
Kalman és Hajos, 1989; Ludwin és mtsai, 1976; Zilles és mtsai, 1991) vannak olyan
teriiletek ahol szinte teljesen hianyzik, mint példaul az agykéreg kozépsod rétegeiben
(Patel és mtsai, 1985). Ezeken a teriileteken azonban sériilések hatdsara megjelenhet a

reaktiv gliasejtekben (Bignami és Dahl, 1976).

Glutamin szintetdaz

A glutamin szintetaz enzimnek fontos szerepe van az ammonia detoxifikacidjaban,
a sav-bazis homeosztazisban ¢és a sejtek kozotti jelatvitelben. Mikodése soran
glutamatbol és ammoniabol hoz Iétre glutamint. A glutamin szintetdz specifikus
markere a gerinces idegszovet asztrogliasejtjeinek (Martinez-Hernandez és mtsai, 1977;

Norenberg, 1979, 1983; Linser, 1985; Patel és mtsai, 1985).

S-100p protein

Az S-100 fehérjék kis molekulasulya fehérjék, amelyek hélix-loop-hélix
konformacidjaban két kalciumkotd hely van. Legkevesebb 21 kiilonb6zd tipusa van,
amelyek koziil az a és B a leggyakoribb. Az S-100p protein feladata az asztrogliasejtek
kalcium szintjének reguldlasa. A Gfap filament feji doménjéhez kapcsolodik és
szabalyozza annak felépiilését és lebomlasat. fgy hasznalhaté markere az asztroglianak
(Ludwin és mtsai, 1976), bar jelenlétét leirtdk mdas sejtekben is (Hachem és mitsai,

2005).
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Tovabbi markerek:

Szintén jellegzetes, markerként hasznalhatd fehérjék a glutamat traszporterek
(GLAST) (Rothstein és mtsai, 1994) illetve a ,,gap junction” konnexonjait felépitd
konnexin fehérjék koziil a gliaspecifikus 43-as tipus (Rohlmann és mtsai, 1993). A
Gfap-n kiviil az asztrogliasejtek tartalmazhatnak intermedier filamentumként vimentint
¢s nestint is. A vimentin a fejlodé sejtekben van jelen, példaul a radialis gliaban, érett
agyszovetben csak sériilés hatasara jelenik meg (Dahl és mtsai, 1982; Janeczko, 1993).
A nestin a neuroepitelidlis eredetli sejtek éretlen formdinak intermedier filamentuma
(Lendahl és mtsai, 1990; Levison és Goldman, 1993; Rao, 1999). Eretlen asztrocitakban
fordulhat eld, példaul radidlis gliaban (Hockfield és McKay, 1985) és glia eldalakokban
(Rao és Mayer-Proschel, 1997). valamint a reaktiv glidban szintén megjelenhet (Clarke

¢s mtsai, 1994; Frisén €s mtsai, 1995).

1.1.3.4. A reaktiv gliozis

A reaktiv gliozis az asztrogliasejtek univerzalis valaszreakcidja az agy sériilésére.
Reaktiv gliozis torténik a vaszkularis, traumas és degenerativ karosodas kovetkeztében.
Ez tulajdonképpen egy ,sebgyodgyulasi” folyamat, amely az idegszovet specidlis
tulajdonsagai miatt lényegesen eltér a szervezet mas részein lezajlo folyamatoktol.
Mivel az agyban nincsenek jelen azok a sejttipusok €s fehérjék, amelyek a normal
sériiléseknél fontos szerepet kapnak, ezt a funkciot az asztroglia latja el. A reaktiv glia
segit az elhalt szOvet eltavolitasdban, majd egy szoveti heg alakul ki, amely elhatarolja a
még érintetlen teriileteket €s kitolti az elpusztult szovet helyét. Széles korben elfogadott
ezen keresztilil nem alakulhatnak ki ujabb kapcsolatok az idegsejtek kozott (Huszti és
Kalman, 2008). Azt a jelenséget, hogy az axonok ndvekedési kupjai nem haladnak
tovabb ezen a teriileten, mar Ramon y Cajal is leirta. A gliareakci6 megfigyelhetd az
agyi transzplantatumok koril is és feltételezhetden befolyasolja annak integracidjat az
agyszovetbe. Fontos azonban megemliteni, hogy a reakcioért nem kizarolag a glia a
felel6s. Ma mar szaporodnak azok az adatok is, amelyek bizonyitjak, hogy a reaktiv
glidzisnak a gatlas mellett neuroprotektiv hatasa is van és szerepe lehet a regeneracio

egyes részeiben is. A reaktiv gliasejtek intenziv anyagcserével rendelkeznek és szamos
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éretlen glia tulajdosaggal rendelkeznek. A reakcioért felelés asztrogliasejtek
szarmazhatnak az érett, helyi populaciobol és ezek utddsejtjeibdl, illetve a tavolabbi
tertiletekrél idevandorld sejtekbdl. Emellett szdmos tanulmany tamasztja ala azt a
lehetdséget is, hogy az agyi parenchimaban megmaradé eléalakokbol vagy dssejtekbdl

szarmaznak (Levinson és Goldman, 1997).

1.2. Neuronalis differenciaciot szabalvozo faktorok

Az idegrendszer komplex szerkezetének kialakitasahoz szdmos Osszehangolt
genetikai utasitasra, nagyszamu pontosan szabalyozott faktor jelenlétére és preciz
1d6zitésre van sziikség. Az eredmény pedig sejtek milliardjainak tokéletesen felépitett,
kiterjedt halozata. Az idegsejtek képzése szerteagazo, bonyolult folyamatok sorozata,
beleértve a sejtosztddast, sejtsors-valasztast, differenciaciot, érést, sejtvandorlast és az

uj sejtek funkcionalis integraciojat.

1.2.1. Altalanos jellemzés

Az idegsejtképzodés elsd 1épése a fejlddés soran, a primer germinativ zonaban
megtalalhato sejtek idegi iranyu elkotelezodése a pre-neuralis gének hatasara. Ezutén a
veldcsOben aszimmetrikusan o0sztodd sejtek jelennek meg. Az aszimmetrikus
osztodasnak koszonhetden az utddsejtekben eltérden fognak eloszlani a génexpressziot
szabalyoz6 faktorok, igy az anyasejttdl eltérd tulajdonsagokkal rendelkezé utddok
alakulhatnak ki. Ezekben a sejtekben teljesen mas génexpresszids mintazat jon létre, igy
masféle sejttipusok sziiletnek, tobbek kozott olyanok, amelyek az idegsejtté valas
sokrétli folyamatain mennek majd keresztiil. Az idegsejt fenotipus kialakulasanak
feltétele, hogy a pro-neuralis gének aktivalodjanak.
szabalyozo elemek a basic helix-loop-helix (PHLH) transzkripcidos faktorok. Az
elkotelezddés kezdete utan a megndvekszik a proneuralis bHLH transzkripcios faktorok
(Mashl, Ngnl és Ngn2) expresszidja. Ezek tovabbi faktorok kifejezddését segitik eld,
igy példaul a Math2 és a NeuroD (szintén bHLH transzkripcids faktorok) expresszidjat,
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amelyek hozzdjarulnak azon gének kifejez0déséhez, amelyek az idegsejt
tulajdonsagokat fogjak meghatarozni (Kageyama és Nakanishi, 1997).

Az idegsejtek keletkezése mellett az dssejt allapot fenntartasat is biztositani kell.
Ezt a megfeleld szabalyozo faktorok eloszlasa €s aranya hatarozza meg. Az idegsejtek
képzodésének szabalyozasa mellett példaul a Notch-Delta utvonal segiti a
differencialatlan idegi Ossejtek fennmaradasat is. Emellett eldsegiti a makrofag irdnya
differenciacié szabalyozasat is (Ross €és mtsai, 2003). A szdmos egyéb, idében és
regionalisan eltérd hatds szabdlyozza az idegsejt irany( differencidcid mellett a
progenitor populdcid fennmaradasat €és mas idegi sejttipusok keletkezését. A
differenciaciot eldsegité €s szabalyozo szigndlok kozott van a retinsav is, amelyet a

tovabbiakban részletesen targyalok.

1.2.2. Retinoidok

1.2.2.1. A retinoidok altalanos jellemzése

Az A vitamint a 20. szdzad elején fedezték fel, mint az étrend egyik fontos
komponensét. Az A vitamin a zsirban oldod6 vitaminok csaladjaba tartozik, szerepet
jatszik a latasban, a fejlodésben, a novekedésben és a szaporodasban. Az A vitamin a
szervezetben antioxidansként is hat, védelmezd vegyiiletként, ami csokkenti a rak
kockézatat (Blomhoff, 1994). Szamos in vitro és in vivo eredmény bizonyitja, hogy
képes a karcinogenezist megeldzni, gatolni és visszaforditani (Sporn és Newton, 1979;
Goodman ¢és mtsai, 2008; Fritz és mtsai, 2011). Hatdsainak egy részét (metabolitjain
keresztiil) hormonszerli modon fejti ki. Az A vitamint és szdrmazékait egylittesen
retinoidoknak nevezziik.

A retinoidoknak a szervezet szdmos folyamatdban van 1ényeges szerepiik, példaul a
retina fényérzékenységét biztositdé rodopszin felépitésében és az éjszakai latasban, a
normalis csont és fog fejlédésben, a szaporodasban valamint az egészséges bor és
nyalkahartya megdérzésében (Evans, 1928; Harris és Navia, 1986; Sant'Anna ¢és Tosello,
2006; Mora, 2008). A retinoidok szabalyozzak szamos gén atirddasat: részt vesznek az
immunrendszer fejlédésében, az immunsejtek differencidcidjaban és miikodésében,

befolyasoljadk mind az 6roklott mind a szerzett immunitast. Fontos szerepet jatszanak a
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nyalkahartya epitélium sejtjeinek differencidlodasdban és ezek barrier funkcidjanak
kialakitdsaban (Mucida és mtsai, 2009), valamint szamos mas sejttipus osztodasat és
differenciacidjat regulaljak.

A szervezet a retinoidokhoz a taplalék ttjan juthat hozza. Az 4llati eredetii taplalék
a retinoidokat retinil-észter (RE) formaban tartalmazza, amelynek hidrolizisével retinol
(Rol) keletkezik. A ndvényi eredetii taplalékban az A vitamin pro-formai taldlhatdak, a
karotinoidok, mint példaul a B-karotin. A taplalékkal bevitt retinoidok gyakorlatilag
azonnal felszivodnak a gyomor-bél traktusbol. A szervezet legfobb retinoid raktara a
maj €s a zsirszovet, ahol a tdrolas a bioldgiailag inaktiv retinil-€szter formajaban

torténik (Blaner és Olson, 1994; Vogel és mtsai, 1999a; 1999b).
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5. abra: A szervezetben leggyakrabban el6éforduld retinoid izomerek szerkezete és
egymasba valo alakithatosaga. (Gregg Duester, 2000 nyoman)

A retinoidoknak szdmos geometriai izomerje létezik (5. abra), kdszonhetden a cisz-
és transz konfiguracionak, amely a polién lanc 5 kettds kotése koziil négyen varidlhat. A
cisz izomer forma kevésbé stabil és konnyedén 4talakul az all-transz elrendezédésbe.
Ennek ellenére szdmos cisz izomer megtalalhato a természetben, amelyek esszencialis

feladatokat latnak el. A 11-cisz retinal (5. dbra) a fény abszorpcidjaban szerepel, a latas
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folyamata soran gerinces és gerinctelen allatokban egyarant (Pepe ¢és mtsai, 1987;
Applebury és Hargrave, 1986). Az all-transz retinsav (RA) és a 9-cisz retinsav (5. abra)
magi receptorok ligandjaként miikodik és szabalyozza szdmos gén atirddasat,
elsdsorban a gerinces ¢él61ényekben (Shimeld, 1996; Kawamura és mtsai, 1993).

A retinoidoknak esszencidlis szerepiik van a normalis szoveti- €s szervfejlédésben
az embriogenezis soran (Hofmann és Eichele, 1994). Olyan folyamatokban vesznek
részt, mint az anterior-poszterior testtengely kialakitasa, a veldléc sejtek levalasanak és
migracidjanak segitése, a szem- ¢és orr telepek kialakulasdnak segitése, a végtagok
kezdeményeinek kialakitasa, egyes szervtelepek organizaldsa, valamint a felndttkori
differenciacios folyamatok fenntartasa. (De Luca és mtsai, 1995; 1997; Gudas és mtsai,
1994; 2011). Fontossagukat igazolja a komoly érdeklddés a retinoid csalad tagjai irdnt a
biologiai és orvosi kutatdsokban. Barmilyen zavar — akér hipo- akar hiper A vitamindzis
- a retinoidok metabolizmusdban vagy mennyiségében, sulyos elvaltozdsokhoz vezet a
fejlodés soran (Cohlan, 1953, 1954; Giroud €és Martinet, 1955; Ross ¢és mtsai, 2000;
Maden, 2002; Olson és Mello, 2010; Imdad ¢és mtsai, 2011).

1.2.2.2. 4 retinoidok metabolizmusa

Szamos nem-vizudlis funkcié betdltését nem maga az A vitamin végzi, hanem
egyik biologiailag aktiv szarmazéka, az all-transz retinsav. A retinoidok koziil a
retinsavnak van a legdsszetettebb szerepe a biologiai rendszerek széles skalajan és ezért
az A vitamin szarmazékok koziil ez a leginkabb kutatott tagja a csoportnak.

A taplalékkal a szervezetbe juttatott retinil-észterek még a bél iiregében retinolla
hidrolizdlnak (Napoli, 1996a), majd az emésztérendszerbdl az enterocitak veszik fel,
ujra észterifikaljak és a szallitashoz chylomicronokba csomagoljak (Blomhoff és mtsai,
1991). A taplalékkal bejuttatott A vitamin nagy részét (~75%) a hepatocitdk veszik fel
(Gottesman ¢és mtsai, 2001), a sejten belill a retinil-észter Gjra retinolla hidrolizal, ami
vagy szekretalodik, vagy a ma4j csillagsejtjeibe keriil ahol retinil-észter formajaban
raktarozodik (Ross és Zolfaghari, 2004). A majon kiviil a tiid6 (Chytil, 1992; Shenai és
Chytil, 1990; Nagy és mtsai, 1997; Zolfaghari és Ross, 2002) és a zsirszovet (Tsutsumi

¢s mtsai, 1992; Blaner és Olson, 1994) is nagyon fontos retinol raktarozé szerv.
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Sziikség esetén ezekbdl a raktarakbol szabadul fel a retinol ¢és keriil a
vérkeringéssel a megfeleld szovetekbe. A maj retinol kotd fehérjét (Rbp4) szintetizal és
a retinol az Rbp4-hez kotve szekretalodik a keringésbe. A vérben a retinol-Rbp4 kett6se
a transthyretinhez (Ttr) kotédik, amellyel komplexet alkotva szallitddnak (Goodman,
2006; Sharif és mtsai, 2009).

RA
metabolitok

sejtmag membrdn

sejt membran

6. abra: A retinsav szintézisének €s hatasmechanizmusanak utvonala. Roviditések: RE:
retinil-észter, RAL: retinaldehid, ROL: retinol, RA: retinsav, Rbp4: retinol k6td fehérje
4, Stra6: ROL/Rbp4 komplex sejtfelszini receptora, Crbp: celluléris retinol kotd fehérje,
Crabp: cellularis retinsav kotd fehérje, Adh: alkohol dehidrogenaz, Rdh: retinol
dehidrogenaz, Raldh: retinaldehid dehidrogendz, Reh: retinil-észter hidroldz, Lrat:
lecitin retinol aciltranszferaz, Rar: retinsav receptor, Rxr: retinoid X receptor, Cyp26:
citokrom P450 enzim csalad

Az A vitamin felvétele a sejtekbe

A sejtek retinol felvétele diffuzidval vagy az Ujonnan felfedezett specifikus,
sejtfelszini Rbp4 receptoron keresztiil, a Stra6 receptor segitségével torténik (6. abra). A
Stra6 nagy affinitassal koti az Rbp4-et és kozvetiti az A vitamin felvételét az A vitamin-

Rbp4-Ttr komplexbdl (Kawaguchi és mtsai, 2007). A Stra6 azokban a sejtekben,

27



DOI:10.14753/SE.2014.1927

szovetekben expresszalodik, amelyeknek valamely funkcidja A vitaminfiiggd. A Stra6
elsddleges, de nem kizardlagos el6forduldsi helye a vér/szerv gatakndl van, igy a
vér/retina gatnal, a vér/agy gatnal és az anya/magzat hatarfeliileten (Bouillet és mtsai,
1997; Kawaguchi és mtsai, 2007). Nagy mennyiségben van jelen példaul a retina
pigment epitélium sejtjeinek bazolateralis membranjaban, amelyen keresztiil a sejtek a
keringésbol felveszik a retinolt (Bok és Heller, 1976). Jelentés mennyiségben fordul elé
a placentaban, ahol esszencidlis szerepe van az embrionalis fejlddéshez sziikséges A
vitamin fotalis abszorpcidjaban (Quadro ¢€s mtsai, 2005). A Stra6 agyban valo
megjelenése mutatja, hogy az A vitaminnak mely agyteriileteken van szerepe az idegi
funkciokban (Drager, 2006; Maden, 2007). Ez egybevag azokkal az 0j eredményekkel,
amelyek szerint befolyasolja példaul az idegsejt képzést (Siegenthaler és mtsai, 2009) és
a szinaptikus jelatvitelt (Chen és mtsai, 2008; Aoto €és mtsai, 2008). Szdmos human és
allati tanulmany bizonyitja, hogy a Stra6 funkcidvesztése tobb szervben is
elvaltozasokat okoz (Isken és mtsai, 2008; Pasutto és mtsai, 2007; Golzio és mtsai,
2007). A Stra6 receptor 9 transzmembran doménnel rendelkezik (Kawaguchi és mtsai,
2008), nem mutat homologidt az eddig ismert mas membran receptorokkal,
transzporterekkel vagy csatornakkal és mitkodése azok miikodési mechanizmusaira sem
hasonlit. A felvételi folyamat nagyon specifikus €s nem energia igényes (Kawaguchi €s

mtsai, 2007).

Intracellularis retinol kotés

A retinol a sejten beliil hozzakét a Crbp (cellular retinol binding protein)
fehérjékhez (6. abra), amelyek — a Crabp fehérjékkel egyiitt (lasd késébb) — a
zsirsavkotd fehérjék szupercsaladjaba tartoznak. A Crbpl széles korben expresszalodik a
szervezetben, segiti a retinol felvételét és irdnyitja a retinol sejten beliili atalakitasait
(Ong és mtsai, 1994; Napoli, 1996b; Vogel és mtsai, 1999b). Ezzel szemben a Crbpll
csak a bél enterocitdinak villusaiban termelddik €s a retinil-észterré torténd atalakitast
iranyitja a chylomicronos szallitdshoz (Ong és mtsai, 1994). Ezen kiviil két masik Crbp
is ismert, a Crbplll és a CrbplV, amelyeket egérben és emberben is leirtak mar, de a
funkcidjuk még nem teljesen tisztazott (Vogel és mtsai, 2001; Folli és mtsai, 2001;
2002).
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A retinoidok raktarozasa a sejtekben

A retinol sejten beliili sorsanak egyik lehetséges utvonala, hogy a sejtek sajat
raktaraikban taroljak, észter formaban. Az észter forma kialakitasat az Lrat (lecithin:
retinol acyltransferase) és az Arat (acyl-CoA: retinol acyltransferase) enzimek
katalizaljak (Ross, 1982, 2003; Ruiz ¢és mtsai, 1999; Ong és mtsai, 1987). A Crbpl ¢és
Crbpll fontos szerepet jatszik az Lrat aktivitasanak befolydsolasdban (Ong és mtsai,
1987, 1994; Yost és mtsai, 1988). A Crbpll enzimhez (enterocitdkban) és a Crbpl-hez
(majban) kapcsolt retinol az Lrat enzim eldnyben részesitett szubsztratjai, mig a Crbp
enzimekhez kapcsolt retinol nem észterifikalodik hatékonyan az Arat enzim altal (Ong
¢s mtsai, 1987, 1994; Randolph ¢és Ross, 1991a; Ghyselinck ¢és mtsai, 1999). Az Lrat
enzim aktivitasa jelentdsen fokozhato retinsav kezeléssel (Matsuura és Ross, 1993;
Randolph és mtsai, 1991b; Shimada ¢és mtsai, 1997; Matsuura ¢és mtsai, 1997;
Zolfaghari ¢s Ross 2000). A majban ¢és az extrahepatikus szovetekben tarolt retinil-
¢szter felelds a megfeleld retinol szint fenntartasaért a szervezetben, azokban a
periddusokban, amikor a szervezet A vitamin felvétele csokken vagy teljesen
megszlnik (Blomhoff és mtsai, 1991; Etchamendy ¢és mtsai, 2003). A raktarakbol valo
felszabaditast a retinil-észter hidroldz (Reh) enzim végzi, amely az észter format

vizfelvétellel bontja €s retinolla alakitja.

A retinsav szintézise

A sejtbe keriild vagy a sejt raktaraibdl felszabaduld retinol metobolizmusanak
legfontosabb irdnya a retinsav szintézis. A retinsav metabolizmusanak elsé lépése egy
reverzibilis oxidacio, amely sordn a retinolbol retinaldehid keletkezik (Chen és mtsai,
1995). A teljes enzimkészlet, amely ezt a reakciot katalizdlja még meghatarozasra var,
de az valdszinii, hogy a retinaldehidet retinol-dehidrogenazok (Rdh) vagy alkohol-
dehidrogenazok (Adh) hozzdk létre, ezek koziil els6sorban az Adhl és Adh4 enzim
(Duester, 2000). A retinaldehid szintézise utdn mar a két, egymassal kompetitiv reakcid
- a retinaldehid redukcidja retinolla illetve a retinaldehid oxidacidja bioaktiv retinsavva
- zajlik.

A retinsav szintézisének kulcsenzimei a retinaldehid-dehidrogendz (Raldh)
enzimek (Duester, 2000). Az aldehid-dehidrogenazok csaladjaba tartoznak, azon beliil

az 1. csoport tagjai. Erdsen konzervalt szerkezetli, citoszolikus enzimek, amelyek
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képesek a retinaldehidet retinsavva oxidalni az all-transz és a 9-cisz aldehid izomer
esetében is. Az all-transz retinsavat a Raldhl, 2 és 3 enzim alakitja ki, mig a 9-cisz

retinsav létrejottéért a Raldh4 enzim a felelds (Lin és mtsai, 2003).

Intracellularis retinsav kotés

A keletkezett retinsav cellularis retinsav kotd fehérjékhez (Crabpl ¢és 1I)
kapcsolddik, amelyek iranyitjdk a retinsav tovabbi utvonalat és szabalyozzdk a
metabolizmusat. Altalaban citoplazmatikus hordozoként mitkodnek, amelyek ingadznak
a szubcellularis kompartmentek és a metabolizdlé enzimek kozott. Mindkét enzim, a
Crabpl ¢és a Crabpll is megtalalhaté a sejtplazmaban és a sejtmagban is. Feladatuk
tobbek kozott az, hogy a retinsavat a sejtmagba szallitsdk - és ott segitsék a
receptorokhoz kotést - vagy eldsegitsék a lebontasat (Delva €s mtsai, 1999; Dong és
mtsai, 1999; Yamamoto és mtsai, 1998; Zheng és mtsai, 1996). Felnéttben a Crabpl
sz¢les korben expresszalodik, de a Crabpll csak a borben, méhben, petefészekben, a
choroid plexusokban, néhany kolinerg idegsejtben €s a lagy agyhartyaban taldlhatdé meg
(Dong és mtsai, 1999; Zetterstrom €s mtsai, 1999).

Retinsav receptorok és szignalizacio

A retinsav a hatéasat két, egymassal heterodimert képezé magi receptoron keresztiil
fejti ki, ezek a retinsav receptor (Rar) és a retinoid ,,X” receptor (Rxr). Mindkét receptor
tipusnak 3-3 altipusa van melyeket a, B és y jeloléssel kiilonitiink el egymastol.
Mindegyik altipust mas gén kodol, amelyek tobbféle promoterrel rendelkeznek illetve a
termék tovabbi atalakitasokon (splicing) mehet keresztiil, kialakitva szamos tovabbi
izoformat. Ez a komplexitas vezet a sokféle receptor kombindciohoz a Rar és az Rxr
kozott, illetve az Rxr és tobb mas magi receptor kozott. Az Rxr heterodimerizacids
partnere lehet — a Rar-on kiviil - tobbek kozott a thyroid hormon receptor (TR), a D
vitamin receptora (Vdr) és a peroxisome proliferator-activated receptor (Ppar) (Au-
Fliegner és mtsai, 1993; Qi és mtsai, 1995). Ezek a receptorok a szteroid receptor csalad
tagjai és transzkripcids faktorként hatnak. A Rar és az Rxr, mint minden mas magi
receptor, tartalmaz egy DNS-kotd és egy ligandum-koté domént. A két receptor
ligandum-specificitdsa eltér. A Rar az all-transz retinsavat koti nagy affinitassal, a 9-

cisz retinsavat kisebbel, mig az Rxr ezzel pont ellentétesen, a 9-cisz retinsavat koti nagy
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affinitdssal. A Rar-Rxr heterodimer aktivaciojat a Rar szabdlyozza, mivel az Rxr-
szelektiv ligandumok nem valtanak ki géntranszkripciot (Kurokawa és mtsai, 1994).
Ezzel szemben, ha a Rar-hoz hozzékot a ligandja akkor az Rxr-hez kotd sajat ligand
erdsitheti a génatiras hatékonysagat (Minucci és mtsai, 1997).

A Rar-Rxr heterodimer a gének retinsav reszponziv eleméhez (RARE) kot,
melynek altalanos szekvencidja a kovetkezd: ,,nnAGGTCAnnnnnAGGTCAnn”. Ebben
az egy-egy AGGTCA konszenzus szekvenciat a leggyakoribb esetben 6t nukleotid
valasztja el egymdstol. Az ilyen felépitésii elemek fellelhetdek szamos gén promoter
régidjaban, példaul a Crbpl (Mangelsdorf és mtsai, 1991), a Rara2, Rarf2, Rary2,
Cyp26al ¢és a Crabpll (Piedrafita és Pfahl, 1999) génjeiben is, amelyek mind a retinoid
metabolizmus elemei. Ezen kiviil érintett szamos retinoid metabolizmusban részt nem
vevd gén is, mint példaul a MAOB (monoamine oxidase B), a HES! (hairy and enhancer
of split homologue-1), az Fgf8 (fibroblast growth factor 8), az iNOS (inducible nitric
oxide synthase) illetve szamos homeobox gén (Hox al, a4, bl, b4, b5, bS8, d4) (Balmer
¢s Blomhoff, 2002; Blomhoft ¢s Blomhoff, 2006). Bizonyitottan tartalmaznak RARE-t
példaul a dopamin D2 receptor (Samad ¢és mtsai, 1997; Valdenaire és mtsai, 1998), a
gonadotrop releasing hormon (Cho és mtsai, 2001a, 2001b), az oxitocin (Richard és
Zingg, 1991) és a neurogranin (Iniguez és mtsai, 1994) génjei. Az aktiv RARE elemmel
rendelkezd gének azonositasat neheziti, hogy szdmos gén, amit a retinsav szabalyoz,
csak masodlagos célpontja egy olyan primer proteinnek, amit a retinsav szabalyoz és 6
maga nem is tartalmaz RARE-t.

Az all-transz retinsav hianydban a Rar-okhoz ko-represszorok kotodnek,
megakadalyozva a génatirast a RARE-n keresztiil. Amikor a retinsav hozzakét a
receptorahoz, az a ko-represszorokat elengedi és ko-aktivatorokra cseréli, amelyek a
génatirast fogjak segiteni. A ko-represszorok és ko-aktivatorok feladata, hogy olyan
fehérjéket toborozzanak, amelyek befolyasoljadk a RARE-t tartalmazé DNS szakasszal
szomszédos hisztonok acetilaciojat. A Rar ko-represszorok kozé tartozik példaul a
ligand-fiiggetlen N-CoR ¢és az SMRT, valamint a ligand-fliggd NRIP1, PRAME ¢és
TRIM24 fehérjék (Gudas és Wagner, 2011). A Rar ko-represszor fehérjék a hiszton
deacetilaz komplex (HDACs:) tagjait fogjak Osszegyljteni, hogy azok eltavolitsdk az
acetil csoportokat a hisztonokrol és ezzel megakadalyozzak a génatirast. Ezzel szemben

a ko-aktivator fehérjék — példaul a p/Cipa - hiszton acetil transzferdzokat (HATSs)
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toboroznak, amik acetilaljak a hiszton fehérjéket a megfeleld helyeken, igy

legombolyodhat a DNS és megtorténhet a transzkripcio (Wei, 2003).

A retinsav lebontdsa

A sejtben a felesleges retinsav lebontasra keriil. A lebontasnak szadmos utvonalat
irtdk mar le, amelyek talan szovet- és/vagy faj specifikusak (Arnhold és mtsai, 1996;
Genchi és mtsai, 1996; Kojima ¢és mtsai, 1994; Kraft és mtsai, 1994; Shirley €s mtsai,
1996). A retinsav oxidacidjat specifikusan a citokrom P450 csaladba tartoz6 Cyp26
(Cyp26al, bl, ¢és cl) enzimek végzik. Az igy létrejovo metabolitok a 4-hidroxi-retinsav,
a 18-oxo-retinsav, a 4-oxo-retinsav (Ray és mtsai, 1997; White és mtsai, 1996) vagy az
5,8-epoxi-retinsav (Fukii és mtsai, 1997), amelyek szekrécidoval kikeriilhetnek a sejtbdl.
A Cyp26al promoter is tartalmaz retinsav reszponziv elemet, azt sugallva, hogy a
retinsav ezzel a visszacsatolassal igyekszik kivédeni sajat felhalmozodasat és a felesleg
esetleges karos hatasat. A lebontd enzimcsaladnak a fejlédés soran fontos szerepe van a
retinsav jelenlétének és eloszlasanak szabalyozasaban, kialakitja azokat a hatarokat,
amelyek a magas retinsav tartalmu régiokat elvalasztjdk azoktdl, ahol jelenléte
nemkivanatos, ezzel nagyon fontos szerepet vallalva a megfeleld embrionalis fejlédés

kivitelezésében (Maden, 2002; Eichele, 1999).

1.2.2.3. A retinoidok szerepe az embriondalis fejlodésben

A retinsavnak Osszetett feladata van a gerincesek fejlodése soran: a korai
testtengely mintazat kialakitdsa, a kozponti idegrendszer regiondlis mintdzatanak
létrehozasa, a neurogenezis szabalyozasa, a végtagok fejlddésének irdnyitdsa és szamos
szerv organogenezisének inicidlasa. Szdmos kisérleti felallast alkalmaznak a retinsav
szignalizadci6 korai embriondlis fejlddésben betoltott szerepének vizsgalatara. Sok
allatfajon kivitelezve haszndljak mind a funkcionyeréses (,,gain-of-function”) valtozatot
— elsdsorban a fokozott retinsav jelatvitel hatasat az allapot- vagy régio-specifikus
jelenségek esetében -, mind a szignalizacid gyengitésének hatasait VAD (A vitamin
deficiens) diétaval, farmakologiai gétlassal vagy funkcidvesztéses (,,loss-of-function”)
allatokkal. A metabolizmus elemeire specifikus ,,null-mutans” allatok tanulmanyozasa

sok kérdésre valaszt ad a retinoidok szerepének fontossagat illetden (2. tablazat).

32



DOI:10.14753/SE.2014.1927

2. tablazat: A retinsavas jelatviteli itvonal fehérjéit kodolod gének célzott kiiitése altal
okozott fenotipusos valaszok. (Niederreither és Doll¢, 2008; Kumar és mtsai, 2012)

A retinsav a korai embrioban a fej felé csokkend gradiens mentén elhelyezkedve
szabalyozza az embrionalis anterior-poszterior testtengely kialakulasat, kontrollalja a
homeobox (Hox) gének expresszidjat (Durston és mtsai, 1989; Simeone €s mtsai, 1995).
Tovabbi feladata van szamos szerv és szovet fejlodésében, beleértve az arc egyes részeit
¢s az eldagyat (Schneider és mtsai, 2001; Ribes €s mtsai, 2006; Halilagic és mtsai,
2007), valamint a szem (Matt és mtsai, 2005; Molotkov ¢s mtsai, 2006) és a belsd fiil
kialakitdsat (Romand és mtsai, 2006). Befolyasolja a sziv és az aorta morfogenezisét és
differenciacidjat (Niederreither és mtsai, 2001) illetve a tiidok (Wang €és mtsai, 2006), a
vesék (Batourina és mtsai, 2001) ¢és a hasnyadlmirigy (Martin és mtsai, 2005)
kezdeményének kialakuldsat. A retinsav gradiens fenntartasahoz sziikséges a termeld és

lebont6 enzimek pontosan szabalyozott és §sszehangolt expresszidja.

33



DOI:10.14753/SE.2014.1927

Amellett, hogy a retinsav elengedhetetlen az embriondlis fejlédés soran, a
felnottkori idegrendszerben is fontos a jelenléte. Befolyasolja ugyanis a szinaptikus
plaszticitast, hatdssal van a tanulasi folyamatokra és a memoriara, szerepe van a
felnéttkori neurogenezisben, és metabolizmusanak rendellenességei kapcsolatba
hozhatoak olyan betegségekkel, mint az Alzheimer- és a Parkinson kor (van Neerven és
mtsai, 2008), a skizofrénia (Maynard ¢és mtsai, 2001; Palha és Goodman, 2006) vagy a
depresszid (Marqueling ¢s Zane, 2007). Mindezek tiikrében tehat lényeges, hogy
megértsiik azokat a folyamatokat, amelyek befolyasoljadk a retinoidok jelenlétét és
eloszlasat a szervezetben, illetve azokat, amelyeket a retinoidok jelenléte és eloszlasa
befolyasol.

A fejlodd utdéagyban a retinsav nem a neuroepitéliumban termelddik, hanem a
szomszédos mesodermaban expresszalodd Raldh2 enzim szintetizalja. Innen diffundal
anterior iranyba, végig a neuroektoderma mentén és reguldlja a poszterior utdagy és a
gerincveld novekedését ¢és mintazatanak kialakuldsat, specifikdlja a poszterior
rombomérakat (Maden, 2002; White és mtsai, 2007). A harom Cyp26 enzim, amelyek a
lebontésért feleldsek, dinamikusan expresszalodnak a leendd agy neuroektodermajaban.
Legkorabban a Cyp26al jelenik meg a neuroepitélium rosztralis részén, kialakitva a
késObbi utdagy eliilsé hatarat, a leendd r3-r4 romboméra hataron, majd anterior irdnyba
,hatral” a késobbi r2-r3 hatarig (Sirbu és mtsai, 2005; Hernandez és mtsai, 2007). A
Cyp26bl és a Cyp26¢cl kissé késve jelenik meg az r5-r6 hatdron. A Cyp26al és a
Cyp26¢l feltiinik a fej eliilsé felének mesechimdjaban is (Uehara és mtsai, 2007). A
pontos szegmentacid tehat ugy alakul ki, hogy a retinsav gradienst a dinamikusan
valtoz6 Cyp26 expresszido szakaszokra bontja, kialakitva ezzel a leendd hatarokat
(Hernandez és mtsai, 2007).

A retinsav szignalizacié gatlasdnak az eldagy fejlddésében is szerepe van. Az
anterior szOvetekben a gasztrula és a neurula allapotban jelen van a Cyp26al és a
Cyp26cl enzim. A feji strukturdk kialakitdsaval egy idoben gatlodik a BMP (bone
morphogenetic protein), Wnt és Nodal szignalizacio, mert lokélisan kifejezOdnek
természetes antagonistdik, a Cerberus, a Dickkopf és a Noggin (Beddington és
Robertson, 1998; Weinstein és Hemmati-Brivanlou, 1999), megelézve azoknak a gének
az aktivaciojat, amelyek a poszterior tulajdonsagok megjelenéséért feleldsek. Az Raldh2

enzim atmenetileg megjelenik az anterior eldagy neuroektoderméjaban és a szomszédos
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felszini ektodermaban a korai szomita allapotban (Wagner és mtsai, 2000; Ribes ¢és
mtsai, 2006) és az altala termelt retinsav hatdsara indukalédnak a szemhdlyagok (Mic és
mtsai, 2004). Tovabbi vizsgalatok bizonyitottdk az Raldh2 és az Raldh3 enzim
kombinalt szerepét a nazalis régio fejlodésében (Dupe és mtsai, 2003; Halilagic és
mtsai, 2007), valamint a Raldhl és Raldh3 szerepét a szemek morfogenezisében (Matt
¢s mtsai, 2005; Molotkov és mtsai, 20006).

A retinsav nélkiilozhetetlen az embrionalis testtengely megnyulasakor is, szdmos
folyamatot kontrollal, beleértve a mesodermalis szegmenticiot és differenciaciot, a
neurogenezist és a fejlodo gerincveld regiondlis mintazodasat. A torzs szoveteinek
létrehozéasat egy olyan Ossejt populacido végzi, amelynek a fenntartasat a szomszédos,
visszahuzodd primitiv csikbol szarmazd FGF szignal segiti. A folyamatos osztddas
biztositasdhoz a differencialtatd hatast retinsavat errdl a teriiletrdl a jelen levé Cyp26al
enzim tavolitja el (Abu-Abed ¢és mtsai, 2001; Sakai és mtsai, 2001; Emoto és mtsai,
2005). Masfelol, a retinsav jelenléte a kozeli teriileteken biztositja a neuronalis
differenciaciot, kialakitva a gerincveld ventralis részére jellemz0 sejttipusokat (Diez del
Corral és mtsai, 2003). Ebben a folyamatban a retinsavat az Gjonnan formaldédo
szomitakban dinamikusan kifejez6dé Raldh2 enzim termeli (Diez del Corral és mtsai,
2003, 2004; Vermot ¢és mtsai, 2005a). Az FGF-fiiggd Wnt8 indukci6 a caudalis
neuroepitéliumban gatolja a retinsav szignalizdciot a szomszédos mesodermaban,
szabalyozva ezzel az FGF/retinsav differenciacios valtas iddzitését (Olivera-Martinez és
Storey, 2007).

A retinsav szignalizacido Osszefligg a szomitogenezis kétoldali szimmetriajanak
biztositasaval. A retinsav szintézis gatlasaval ugyanis az els6 néhany szomitapar
kialakulasa utan a jobb- és baloldalon a tovabbi szomita képzés rendezetlen moédon
folytatédik (Vermot és mtsai, 2005a, 2005b; Kawakami és mtsai, 2005; Sirbu és
Duester, 2006).

A korai szivfejlddésben szintén része van a retinsav szignalizdcidnak a sziv
progenitor sejtjeinek készletét korlatozo, differencialtatd hatdsaval. A Raldh2 enzim
jelenlétét zebrahal embridkban kimutattak (Keegan és mtsai, 2005), jelenléte és hatdsa
mas gerincesben valosziniileg nem jelentds (Hochgreb és mtsai, 2003; Collop és mtsai,

2006; Ryckebusch és mtsai, 2008).
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A fejlodés soran szamos példat taldlunk a retinsav szervndvekedésben jatszott
szerepére. Lokalisan termelddik - az Raldh2 enzim kodzremiikodésével a kopoltyuivek
mesenchimajaban - és hat a kopoltyuivekben. Hianyaban a poszterior ivek ndvekedése
karosodik, magaval vonva az ebbdl szarmazo strukturdk rendellenes fejlodését is
(Niederreither és mtsai, 2003), igy nem alakul ki a gyomor ¢s a tiid6 (Wang ¢és mtsai,
2006; Desai és mtsai, 2006). A tiidé esetében a retinsavnak hosszantartdé hatdsa van,
egyrészt a kezdeti primer tiido telep létrejottekor, masrészt az ezt kovetd elagazodas
képzés soran (Chen és mtsai, 2007). Mindezek mellett sziikséges a vesék
kezdeményeinek kialakitdsahoz az urether bimbdobol és a hugyvezetékek fejlodéséhez
(Batourina és mtsai, 2001).

Figyelembe véve a retinsav Osszetett szerepét az Ossejtek, az Os-ivarsejtek €s a
kiilonb6zo szervek fejlddése sordn, a retinoid szignalizacidonak sziiksége van mas
szignalok koordinalé hatadséara, beleértve az FGF- és az SHH (sonic hedgehog)
szignalokat, amelyekkel a fejloédés soran ismétlédéen kdlesonhat, befolyasolva egymas
hatasait, illetve azok mértékét (Niederreither és Doll¢, 2008).

A retinsav altal befolyasolt molekularis események még kozel sem tisztazodtak
teljesen. Annyi bizonyos, hogy 6sszetett kolcsonhatasok jatszoédnak le azok kozott a
szignalok kozott, amelyek szabalyozzak a novekedést és a mintazat kialakulast szdmos
szervben ¢és szovetben. A retinsav kétféleképpen hat kolcson mas jelatviteli
utvonalakkal: érzékeny azoknak a géneknek az indukcidjara, amelyek mas novekedési
faktorokat vagy szignalmolekuldkat kodolnak, illetve engedi az ezekre a szignalokra

adott hatékony sejtes valaszt (Niederreither és Dollé, 2008).

1.2.2.4. A retinoidok szerepe a felndtt idegrendszerben

Szdmos embriondlisan is fontos funkcid6 megmarad a teljes élet soran és
szabalyozza a sejtsors-valasztast és/vagy az Ossejtek populacidinak differencialodasat.
Emberben az A vitamin a felndttkorban is jelentds szereppel bir, befolyasolja a
termékenységet, sziikséges a latas folyamatahoz, 6v a neoplasztikus ndovekedéstdl és a
neurodegenerativ betegségektdl. Napjainkban is élénk kutatdsok folynak annak
megeértése érdekében, hogy a retinoidoknak milyen szerepliik van a fiziologias

milkddésben, a kognitiv képességekben, a felndttkori neuroplaszticitdsban. Bar a
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retinoidok befolyasoljak a szinaptikus plaszticitast, a tanuldsi €s memoria folyamatokat
(Lane és Bailey, 2005) és az alvast, hatdssal vannak a depressziora, skizofréniara, a
Parkinson- és Alzheimer-korra, a retinoidok targetjei és a hattérben folyd
mechanizmusok jelenleg még csak kdrvonalazddnak.

A posztnatdlis idegrendszer kiillonbozé  agyteriileteiben  eltér6 moddon
expresszalddnak a retinoid metabolizmus ¢€s szignalizacid elemei, a metabolikus
enzimek, a kot fehérjék €s a magi receptorok (Krezel és mtsai, 1999). Bar az Rxr-ek
specifikus expresszids mintazatot mutatnak a felndtt agyban, valdszintileg elsésorban
partnerként jatszanak szerepet a heterodimerekben, mivel egyelore nem bizonyitott,
hogy ligandja, a 9-cisz retinsav termelddik-e az agyban (Mark és mtsai, 2006). A Rary a
legtobb agyteriileten — csak kis mennyiségben ugyan, de — megtalalhat6. Ezzel szemben
a Rara és B specifikus expressziot mutat. A Rara féleg a hippocampusban, talamuszban
¢s a hidban, mig a Rarf} a stridtumban, hipotalamuszban és a nyultveldben jelenik meg
(Tafti és Ghyselinck, 2007). A Rar-ok eloszlasa a felndtt agyban mindségi és
mennyiségi kiilonbségeket mutat a fejlodé és a neonatdlis agyhoz képest (Ruberte €s
mtsai, 1993), megvaltozott specifikus feladatokra utalva (Chiang és mtsai, 1998).

A Rara és a RarP vagy ezek kettds loss-of-function mutansa egerekben karositotta a
memoriat, amelyet Morris-féle usztatasi tesztben vizsgaltak (Chiang és mtsai, 1998;
Misner és mtsai, 2001). Hasonlé hidnyossagot taldltak VAD patkanyok térbeli tanuldsi
¢s memoria folyamataiban, amely az A vitamin utdlagos potlasaval visszaallithatonak
bizonyult (Cocco ¢és mtsai, 2002). Felnott egerekben a VAD csokkent Rar, Rxr és
neurogranin expresszioval tarsult ami retinsav kezeléssel szintén javithatdo volt
(Etchamendy ¢s mtsai, 2003). A striatum tlinik a legérzékenyebb agyteriiletnek az A
vitamin hozzaférhetdség szempontjabol, mivel itt tapasztalhatéak a legjelentésebb
génexpresszids valtozasok VAD hatdsdra (Husson és mtsai, 2004). Sejtszinten, a
hippocampdlis long-term potenciacid és depresszid, a tanulds és memoria hattér
folyamata VAD hatasara sériilnek, ugyanakkor retinsavas kezeléssel helyreéllithatoak
(Misner és mtsai, 2001). Ezzel §sszhangban, a Rarf}/Rxry kettds null-muténs szintén
sériilt long-term potenciacid6 mechanizmussal rendelkezik (Chiang és mtsai, 1998;
Olson és Mello, 2010).

Eletkortol fliggd retinsav szignalizaciés valtozasokat emberben és allatokban is

kimutattak. Ez az életkor elérehaladasaval csokkent vérplazma retinol koncentraciot
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jelent és alacsonyabb Rar/Rxr mRNS mennyiségben mutatkozik meg. Ezek a valtozasok
retinsavas kezeléssel helyreallithatoak (Enderlin és mtsai, 1997; van der Loo és mtsai,
2004). Ezek a korral jaré valtozasok természetesen Osszefliggnek az olyan kognitiv
funkciokkal, mint a memoria és a tanulas (Etchamendy és mtsai, 2001; Fe’art és mtsai,
2005).

In vitro tanulmanyok bizonyitjak, hogy a neuroblasztomasejtek retinsav altal
fehérje prekurzor mRNS-e (Konig és mtsai, 1990; Flood és mtsai, 2004). Ezzel szemben
a retinsavnak antioxidans tulajdonsaga is van, ami magyarazhatja az in vitro anti-
amyloidogén hatast (Ono és mtsai, 2004). Ezek a megfigyelések megerdsitik azt a
jelenséget, hogy a VAD patkany agykérgében -amyloid fehérje felhalmozodas torténik
(Corcoran ¢és mtsai, 2004), és ez a lerakddas eltavolithatd retinsav kezeléssel (Husson és
mtsai, 2006). Az Alzheimer-korban szenveddk vérében csokken a retinol szintje
(Rinaldi és mtsai, 2003), a Rarf és a Raldh2 expresszios szintje pedig alacsony értéket
mutat a posztmortem vizsgalatok soran az agykéregben ¢és az agyhartya ereiben
(Corcoran ¢s mtsai, 2004). A retinoidok tehat érintettek lehetnek a B-amyloid fehérje
koros felhalmozodasa soran kialakulo betegségekben is.

Néhany vizsgalat bizonyitja, hogy Osszefiiggés van a fejlodésben szerepet jatszo
retinsav szignalizaci6 ¢és a skizofrénia kozott (Goodman, 1998), ami kapcsolatba
hozhat6 azzal a még fel nem tart kéros idegi fejlodési eseménysorral, ami az agykamrak
duzzadasdhoz ¢és strukturdlis elvaltozdsokhoz vezet a frontalis kéregben, az
amygdalaban, a hippocampusban, a temporalis lebenyben, valamint a gyrus cinguliban a
betegség soran (Harrison, 1999). Tovabba, a dopaminerg rendszer - amely jol
dokumentaltan szerepel a skizofrénidban €és a Parkinson-korban (Davis €s mtsai, 1991),
- a fejlédo és a felndtt kozponti idegrendszerben egyardnt jelentds célpontja a retinsav
hatasnak (Borelli ¢s Chambon, 1999; Wang ¢és Liu, 2005). A D2 dopamin receptor gén
promotere funkcionalis Rar/Rxr k6td motivumot tartalmaz (Samad és mtsai, 1997) és a
D1, D2 receptorok expressziés mintdzata redukalodik a Rarf/Rxrf és a Rarf/Rxry
kett6s null-muténs egerekben (Krezel és mtsai, 1998). A retinsavnak tehat kdze lehet a
skizofrénia és a Parkinson-kor kialakulasdhoz.

------

szerotonin 1A receptor expressziojat (Charest és mtsai, 1993; Ito és Morita, 1995)
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jelezve egy lehetséges kapcsolatot a retinsav jelatvitel és a szerotonerg rendszer
valamint az alvas €s a kedélyallapot szabalyozasa kozott. A depressziot karakterizalja az
alvas kozben megjelend delta hulldamok rendezetlensége, amely Osszefligg a retinoidok
jelenlétével. A tobblet A vitamin jelenléte asszocial a depressziv kedélyallapottal és az
alvasi rendellenességekkel, hasonl6an, mint a szintetikus retinoid, az isotretinoin
(Accutane) kezelés hatasara tortént megfigyelések esetében (Wysowski és Beitz, 2001;
O’Reilly és mtsai, 2000).

A retinsav szignalizacid hatassal van az alvasra és az alvas kozben az agyban zajlo
folyamatokra (Maret és mtsai, 2005). Az NREMS (non-rapid eye movement sleep, az
EEG egyik valtozata) segitségével mérhetd delta aktivitas (lasst hullam, 0,5-4,5 Hz) és
a paradox (dlomlatasos alvéas, gyors szemmozgasok jellemzik) alvasra jellemzd téta
hulldimok (5-8 Hz) eloszlasa kivaldan alkalmas az alvds intenzitasdnak ¢és
folyamatossaganak valamint az ezekben bekovetkezd valtozasok jellemzésére. Az
alvasmegvonas ennek képét jelentdsen felboritja és megvaltoztatja a retinoid receptorok
expresszidjat (Tafti és Ghyselinck, 2007). A valtozasokat az agyhulldimokban az
okozhatja, hogy a Rarf receptornak direkt hatdsa van a dopaminerg
neurotranszmissziora (Samad és mtsai, 1997; Krezel és mtsai, 1998). Az alvasban ¢és a
Rar génexpresszioban a fejlédés soran és VAD hatasara bekovetkezd valtozasok még
nem teljesen tisztazottak.

A retinsav az egyik olyan szigndl, amely hatdssal van az embrionalis
(Keegan ¢és mtsai, 2005). A 10 kérdés az, hogy vajon hatassal van-e a feln6tt ember
Ossejtjeire is? Ez ugyanis lehetdséget biztositana, hogy a retinoidok segitségével
valtoztassunk azok ,viselkedésén”. Aktiv retinsav szignalizdcid6 mutathaté ki felndtt
szervezetben a szubventrikularis zéna (SVZ), a szaglohagyma és a hippocampus
teriiletén (Haskell és LaMantia, 2005, McCaffery és mtsai, 2006). Ezek a teriiletek
felelnek meg az idegi dssejt niche teriileteknek (Taupin, 2006) és a retinsav altal aktivalt
sejtek az SVZ-ben megfelelnek a lassan 0sztddd prekurzoroknak (Haskell és LaMantia,
2005). Mindezek mellett az agyhartyanak is jelentds retinsav produkcidja van a teljes
élet soran. A ndvekedési faktorok, mint az FGF vagy az EGF (epidermal growth factor)
fokozzak az idegi dssejtek onmegljitd képességét és fenntartasat, mig a retinsav minden

valoszinliség szerint a neurondlis differencidciot vezényli, mint ahogy teszi azt az
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embrionalis veldcsOben és a sejttenyészetekben in vitro (Guan és mtsai, 2001). A
retinsav neurondlis differencidciés hatasa felhasznalhaté lehet a neurodegenerativ
betegségek kezelésében, példaul a Parkinson-kor esetében: specifikus idegsejt tipusokat
hozhatnank Iétre retinsav és novekedési faktorok vagy neurotrofinok kombindcidéjanak
kezelésével. Csokkent endogén Raldh2 enzimszintet mutattak ki ALS-ben
(amylotrophic lateral sclerosis) szenvedd ember gerincveld mintajaban, valamint
allatkisérletekben az A vitamin megvondas hatdsara az Alzheimer-kor jelei mutatkoztak.
Mindezen megfigyelések azt sugalljak, hogy a retinsavra épiild terapianak lehet jovoje a

klinikai alkalmazéasban (Maden, 2006).
1.2.2.5. Hipervitaminozis

Talzott A vitamin fogyasztasrol viszonylag ritkan lehet hallani, de eléfordulhat
példaul olyan nem szokvanyos esetben, ha valaki til sokat eszik jegesmedve majabol
(Rodahl és Moore, 1943). Zsirban 0ldodé vitaminként nehezebben iiriil a szervezetbdl,
mint a vizben o0ldodé vitaminok vagy a vizben olddédo B-karotin. A hipervitamindzis
egyik tiinete felndttekben a fejfajas, amit a megndvekedett koponyan beliili nyomas
okoz. A folyamat, hogy a hipervitamindzis hogyan valtja ki a megemelkedett nyomast,
még nem ismert, de az mindenesetre biztos, hogy komahoz ¢és haldlhoz is vezethet
(Macapinlac és Olson, 1981). A feln6tt szervezetben bekdvetkezd karos hatdsoknal
azonban sokkal jelentdsebbek a fejloddés soran okozott, visszafordithatatlan elvaltozasok
vagy az embrid korai pusztulasa (Cohlan, 1953; Holson és mtsai, 2000, 2001). A
vitaminfelesleg altal okozott teratogenezis érinti a sziv, a koponya, a vazrendszer, a
végtagok, az agy ¢és a kozponti idegrendszer valamint a szem és a craniofacidlis
strukturdk fejlédését is (Brockes, 1989). Az A vitamin toxikus hatasait az 1950-es
években kezdték el vizsgalni (Cohlan, 1953, 1954; Giroud és Martinet, 1955). Az
embriondlis fejlédés sordn az A vitamin kezelés kovetkeztében szemmel lathatd
valtozasok alakultak ki a vizsgalt egerek idegrendszerében, mint példul exencephalia',

spina bifida’ vagy az aqueductus rosztralis végének sziikiilése, esetleg zarodasa (Kalter

' Az agyallomany egy részének kitiiremkedése a tarkécsont részleges hianya kovetkeztében.
* A gerincoszlop velesziiletett baja, egyik részletén a csigolyak két fele nem egyesiil egymassal és egy
szlikebb vagy tagabb rést hagy nyitva
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és Warkany, 1961). Patkényokat retinollal kezelve exencephalia, encephalocele® és
meningocele’ figyelhetd meg (Nolen, 1969). A fajok kozotti eltéréseket az anyai,
placentélis és metabolikus kiillonbségek okozzak (Nau, 2001). A kés6bbi vizsgalatok a
fizikai elvaltozasok mellett igazoltak a viselkedésbeli eltéréseket is a magas retinol szint
hatasara, mint példaul az aktivitas, tanulas és a reflexek rendellenes kifejlédése (Butcher
és mtsai, 1972, 1979; Vorhees és mtsai, 1974, 1978, 1979, Coluccia és mtsai, 2008a,
2008b, 2009). Adams és munkatarsai 1993-ban megismételték a *60-as és *70-es évek
kisérleteit ¢és a korabbi megfigyeléseket a testsuly csokkenésével, a végtagok
rendellenes fejlddésével és a farkastorok megjelenésével egészitették ki. A kezdeti
szkepticizmust, miszerint az allatkisérletekkel igazolt elvaltozasok nem vethetdk Ossze
az emberi fejlodési hibakkal, végleg eltordlte, amikor a ’80-as években piacra keriilt az
akne® kezelésére szolgilo Accutane (13-cisz retinsav — izotretinoin). Ennek ugyanis
sulyos hatasai voltak az embriogenezisre €s megnovekedett kockazattal jart a terhes nok
szamara: 40%-kal novekedett a spontdn abortusz, 4-5%-kal a sziiletés koriili mortalités,
16%-kal a korasziilés ¢és 25%-kal novelte a szervi (craniofacidlis, keringési,
csecsemOmirigyet €rintd és kozponti idegrendszeri) elvaltozasok megjelenését (Lammer
¢s mtsai, 1985). Az idegrendszert érintd elvaltozasok — kisagyi hipoplazia, rosszul
fejlédé vermis, a hid és a nyultveld szabalytalan fejlédése, vizfejliség, agykérgi
elvaltozasok - a leggyakrabban megjelend deformitasok kozé tartoznak (Lammer és
mtsai, 1988). Ebbdl adodoan eldtérbe keriilt a retinoidok idegrendszeri fejlodésben
betoltott szerepének vizsgalata (Marshall és mtsai, 1996; Durston és mtsai, 1998;
Maden ¢s mtsai, 1999). A toxicitds hosszatavii kovetkezményei kozott pedig olyan
adatok szerepelnek, amelyek szerint az érintett gyerekek 47%-a 5 éves koraban

csOkkent mentalis képességekkel rendelkezett (Adams és Lammer 1991, 1993).

? agyvel6sérv, a koponyacsontok zarodasi zavara miatt az agy és/vagy agyhartyék kitiremkednek a
koponyanyilason, a tdml6 agyallomanyt is tartalmaz

agyvel6sérv, a koponyacsontok zarddasi zavara miatt az agy és/vagy agyhartyak kitiiremkednek a
koponyanyilason, a tdmldben csak folyadék van
> A szértiiszok és a faggyimirigyek kronikus elvaltozasa.
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1.2.2.6. Az A vitamin hiany hatdsai

Mar az 1930-as évek koriil leirtdk, hogy az A vitamin sziikséges a normalis
embrionalis fejlodéshez (Hale, 1933; 1935) és reprodukcidhoz (Wolbach és Howe,
1925; Evans, 1928). Korai tanulmanyokban, amelyekben A vitamin hianyos (Vitamin A
Deficient - VAD) étrenden tartott ragcsalokat vizsgaltak, leirtak egy komplett, sziiletés
kortil megjelend tiinet egyiittest (VAD szindroma), amely szamos szervrendszert érintett
(Wilson és mtsai, 1953). Ilyen okokra vezethetdek vissza az idegrendszert érintd sulyos
elvaltozasok, példaul a hydrocephalus®, a spina bifida, az anophthalmia’ és a
microphthalmia® (Maden, 2002).

A terhes anyaktol megvont A vitamin ndveli a vetélés valoszinliségét, széleskorti
sejtpusztulast okoz a méhlepényben és szamos fejlddési rendellenességet okoz az
embriokban. A normalistol eltérd idegrendszeri fejlddés mellett karosodik a szemek,
herék, hugyvezeték, torzssejtek, vesék, tiidok, rekeszizom, hasnyalmirigy, aortaiv és a
sziv fejlodése is (Warkany és Shaffenberger, 1946).

Az embrionalis fejlédés mellett a kifejlett allatok szaporodd képességét is
befolydsolja. Az A vitamin nélkiilézhetetlen a him reprodukcidhoz. Hianyaban a
mellékhere, a prosztata €s az ondéholyag epitél sejtje tobbrétegii, pikkelyes, keratinizalt
epitéliumra cserélddnek és megsziinik a spermatogenezis (Wolbach és Howe, 1925). A
ndstények szaporodasi képességeit is befolydsolja az A vitamin hianya. A himekkel
ellentétben naluk fontos a vitaminhidny idépontja és mértéke. A parzas eldtt kivaltott A
vitamin hidny kovetkeztében a szaporodas mar a beagyazodas elétt meghiasul (Evans,
1928). Az A vitamin hidnyos ndstény patkadnyok ciklusideje szabalytalanna valhat és
degeneralt petesejtek talalhatdak a petevezetékek utolso szakaszaban.

A kifejlett szervezetben az A vitamin hidny elsé tlinetei kozt jelenik meg a
farkasvaksdg, majd a hidny sulyosboddsa esetén a bdr fokozott keratinizdcidja, az
immunrendszer miitkodésének csokkenése, vérszegénység és vaksag is eldéfordulhat
(Olson, 1994).

Vilagszerte az A vitamin deficiencia a leggyakoribb taplalkozasi elégtelenség az

emberiség korében, ami 0sszességében vizualis rendellenességekkel, az immunrendszer

% Vizfejiiség, a cerebrospinalis folyadék abnormalis felhalmozodasa kovetkeztében.
7 Az egyik vagy mindkét szemgolyo velesziiletett hidnya.
¥ Az egyik vagy mindkét szemgolyé velesziiletett fejletlensége, kis mérete.
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elégtelen mikddésével és karosodott novekedéssel jar. Bar az elmult 50 évben
szamottevd politikai erdfeszitések sziilettek a VAD felszamolasara (Underwood és
Arthur, 1996), napjainkban is tekintélyes probléma maradt a legtobb fejlodo orszagban
(Jiang és mtsai, 2006; Arlappa ¢és mtsai, 2008).

1.3. In vitro modellrendszereink

A kozponti idegrendszer fejlddése soran lezajlo molekularis €s sejtszintii
valtozasok bizonyos aspektusait rendkiviil nehéz in vivo vizsgalni. Ezért olyan in vitro
modellrendszereket haszndlunk, amelyek segitségével leegyszertsitve megfigyelhetdek
ezek a folyamatok. Ez azonban az egyik hatranya is az in vitro vizsgalatoknak, hiszen a
vizsgalt sejteket az eredeti, Gsszetett kornyezetiikbél kiszakitva tartjuk fenn. Igy szamos
olyan hatds nem érvényesiil, amely in vivo befolyasold tényezOként lehet jelen. Ezzel
szemben az in vitro rendszerekben tobb lehetdségiink van egyes koriilmények
valtoztatasara, amelyek in vivo nem lennének kontrolldlhatoak. Az in vitro kisérletek
soran tehat torekedniink kell arra, hogy az in vivo allapotokhoz minél hasonlébb
allapotok kozott vizsgalddjunk, de ennek ellenére nem szabad szem el6l téveszteniink,
hogy a nem ismert tényezOk miatt nagy eséllyel nem fogunk tokéletes egyezést kapni a
két vizsgalati modszer eredményei kozott. Ezért ha lehetdség van ra, dssze kell vetni az
in vitro €s az in vivo kapott eredményeket €s ahol csak lehet, in vivo is igazolni kell az

allitasainkat.

1.3.1. Az asztrogliasejtek

Munkdam soran az asztrogliasejtekkel torténd kisérletek egy részét in vitro
tenyészeteken végeztiik. A tenyészetek rengeteg informécioval szolgalnak az asztroglia
fejlodésérdl, élettani és biokémiai sajatsagairol. Ujsziilott egerek (0-2 naposak)
agyszovetét disszocialtatva olyan sejtszuszpenzidt kapunk, amelybdl hdnapokig
fenntarthato sejttenyészetekhez juthatunk. A sejtek magzati szérumot tartalmazo tapban
— ami a sejtosztodast segiti -, megfeleld aljzaton (részleteket lasd az Anyag és modszer
fejezetben) egy hét elteltével konfluens, a tenyészedényt egyetlen rétegben fedd

sejtkultarat hoznak létre. Ilyenkor a sejtek Gfap tartalma alacsony és kimutathat6
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beldliikk a nestin és a vimentin intermedier filamentum is. 2-3 hét utan a sejtek mar
haromdimenzidés  tenyészetekké  fejlédnek, amelyekben  megtalalhatoak a
differencialédott asztrocitdk, amelyek erds Gfap immunpozitivitdst mutatnak (7/A-B.

abra), és az osztodoképes eldalakok is.

— —— — — S S W — — Kaomiali
ki-kubiies

Mem-hontaki
ho-kultira

7. abra: Primer asztroglia tenyészetek jellemzése. A: 2 napos egérbdl szdrmazd primer
asztroglia tenyészet, GFAP jeloléssel. B: 2 napos egérbdl szdrmaz6 asztrogliasejt GFAP
jeloléssel, konfokalis mikroszkopos felvételen. C: Glidlis (GFAP) és neuronalis
(Math2) markerek vizsgéalata RT-PCR segitségével, tenyészett asztrogliasejtekben. D:
Az altalunk kialakitott kétféle ko-kultura vazlata.

Az asztrocitdk mellett a tenyészetben megjelenhetnek még aprd idegsejtek —
amelyek a tenyésztés soran eltlinnek (7/C abra) -, ependyma jellegli sejtek, és a
tenyésztés eldrehaladdsaval egyre nagyobb szdmban a mikrogliasejtek. Ezek jelenléte
arra utal, hogy a kezdetben morfologiailag homogénnek tiind, egyrétegli tenyészetekben
kiilonbozd fejlodési lehetdségekkel rendelkezd Gfap immunpozitiv sejtek, idegsejtek
képzésére alkalmas idegszoveti Ossejtek ¢és nem-neuroektodermadlis eredetli sejtek
egyarant jelen vannak. IdOsebb 4llatokbol nyert tenyészetekben nagyobb ardnyban
fordulnak el reaktiv glia-szerli sejtek, mikroglia és meningedlis sejtek. Azonban
megfeleld szelektalassal és tenyésztési feltételekkel minden életkorbol noveszthetdek

fiatal, elkotelezetlen, osztddd sejtek. Tehat az életkor eldrehaladasaval a kinyerhetd
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sejtek lehetséges fejlodési utvonalai egyre sziikiilnek, de mindig taldlhatunk koztiik
széles fejlodési potenciallal rendelkezd idegszoveti Ossejtet.

Az asztrogliasejtek és Ossejtek kolesonhatasainak tanulmanyozasara in vitro
modellrendszereket alkalmaztunk: 0jsziilott egerekbdl nyert primer asztrogliasejtek €s
kiilonboz6 eredetii pluripotens sejtek kontakt és nem-kontakt ko-kulturait hoztuk Iétre
(7/D abra). A kontakt ko-kultirdban a pluripotens sejteket kozvetleniil az
asztrogliasejtekre tltettiik, igy a kétféle sejttipus egymassal kozvetlen sejt-sejt
kapcsolatokat tudott kialakitani. A nem-kontakt ko-kultardkban a primer asztroglia
tenyészetek bizonyos teriileteirdl eltdvolitottuk a sejteket, majd ezekre a sejtmentes
teriiletekre liveglemezen novesztett Ossejteket iiltettiink be. Ez utdbbi rendszerben a
kétfele sejttipus nem tud kozvetlen sejt-sejt kapcsolatokat kialakitani, csak a
tenyésztofolyadékon keresztiil keriilhetett kapcsolatba egymassal, igy kizarolag

szolubilis faktorok segitségével kommunikélhatott.

1.3.2. Az NE-4C sejtvonal

Munkdm soran korai embriobol szarmazéd idegi Ossejtként az NE-4C sejtvonalat
hasznaltam. Ez a sejtvonal egy p53 deficiens, 9,5 napos egérembrid eliilsd
agyholyagjabol (8/A  4bra) szarmazd, spontin modédon  immortalizalodott
neuroektodermalis sejtek egy klonja (Schlett és Madarasz, 1997). Az NE-4C sejtek
epitél jellegli sejtek, amelyek 10% szérumot tartalmazé tidpoldatban fenntartva, idegi
Ossejt jellemzoket mutatnak. Differencidlatlan allapotban nestint és SSEAl-et
expresszalnak, onmegujitd képességgel rendelkeznek és megfeleld indukcios hatasokra
reagalva képesek kiilonbozd idegi sejttipusokkd differencialddni.

All-transz retinsav jelenlétében a sejtek neuronokkd ¢&s asztrogliasejtekké
differencialédnak. A differenciadlodési folyamat soran jol definialt fejlédési staddiumok
(8/B ébra) kovetik egymadst, amelyek specifikus morfologiai, molekularis és fizioldgiai
jellemzdkkel rendelkeznek. A differencidlatlan sejtek a retinsav hatdsara, az indukcio 2.
napjara aggregatumokat képeznek (8/C abra). Ez az aggregacid elengedhetetleniil
sziikséges a késObbi neurondlis differenciaciohoz (Tarnok és mtsai, 2002). Ezekben az
aggregatumokban a sejtek egy része a neuronalis fejlédés iranyaba elkotelezddik, majd

ezek a neuron prekurzorok kivandorolnak az aggregatumokbdl és nyulvanyos
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idegsejtekké fejloddnek. Az idegsejtek érésiik soran kiterjedt neuronhalozatokat
alakitanak ki (8/D abra). Az indukci6 elérehaladésa soran, a 10. nap utan kovetkezik a
gliogenetikus fazis, ekkor Gfap immunpozitiv asztrogliasejtek jelennek meg a
tenyészetekben (8/E abra). A folyamat sordn a tenyészetben végig jelen vannak

differencialatlan, oszt6do sejtek is (8/F abra).

L L
proliferacio aggregacio nyuhanynivekedes neuvronhalozat kialakitas
sejftsors valasatas prelurzorok fenotipus determinacio

JOHENS

L3
By 1 —e— (gl

s Math2 : '

0dmh 4

8. abra: Az NE-4C sejtvonal fobb jellemz6i. A: 9,5 napos egérembrid képe, a piros
szaggatott vonallal jelzett teriiletrél szarmaznak a sejtvonal kiinduldsi sejtjei. B: A
retinsavval kivaltott differencidcid fejléddési stadiumainak modellje. C: Faziskontraszt
képek a retinsavas kezeléssel kivaltott indukcid kiilonbdzd napjain az NE-4C sejtekben.
D: Idegsejt halozat az indukcid 7. napjan, neuron-specifikus BIII-tubulin immunfestés.
E: GFAP immunpozitiv asztrogliasejtek az indukcio 10. napjan. F: Differencialatlan,
osztodo sejtek a tenyészetekben, az indukcid 9. napjan, SSEA1 dssejt markerrel jelolve.
G: A differenciaciot jelzé néhany marker mRNS szintjének valtozéasa az indukci6 soran,
Real-Time PCR-rel meghatdrozva. GFAP: asztroglia marker, Oct4: &ssejt marker,
Ngn2: korai neurondlis marker, Math2: érett idegsejtek markere.
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Az NE-4C sejtek idegi iranyu indukciojanak egy masik médja, ha a szérumtartalmu
fenntart6 tapot, szérumot nem tartalmazd, definialt médiumra cseréljiik. Ezzel a 1épéssel
megvonjuk a sejtektol a szérumban talalhatd novekedési faktorokat és egyéb anyagokat,
igy a sejtek a folyamatos proliferacié mellett idegi iranyba fognak differencialédni. A
retinsavas indukcidohoz képest a differencidloédas menete nem tér el, van azonban néhany
lényeges kiillonbség: az egyes stddiumok iddben késve jelennek meg, az 5. napig
nagymeértéki sejtpusztulas figyelhetd meg, kisebb a neuronok aranya és retinsav nélkiil
nem keletkeznek asztrogliasejtek.

Korabbi vizsgalataink szerint az NE-4C sejtek és asztrogliasejtek kozos ko-
kultaraiban szintén megfigyelhetd volt az idegi iranyu differenciacio, jelezve, hogy
valamilyen, az asztrogliasejtek kornyezetében levd, esetleg altaluk termelt faktor
kivaltja az NE-4C sejtekben az idegi iranyu elkotelezodést. Erre a jelenségre

kisérleteink els6 felében kerestiik a megoldast.

1.3.3. A radialis gliasejtek

Egy mas jellegli idegi 6ssejtként radialis glia-szerii sejtvonalat hasznaltam. A
tovabbiakban csak radialis gliasejteknek nevezem dOket. Ezek a sejtvonalak 14,5 napos
embriobdl illetve felndtt egerek (P62) eldagyabdl szarmaznak (Markd és mtsai, 2011).
A differencialatlan sejtek radialis glia morfologiat mutatnak (9/A abra), és a radialis
gliara jellemz6 markereket is expresszaljak, igy a nestint, RC2-t és a Sox2-t. Kiilonb6zo
indukcidos hatasokra idegsejtekké (9/B 4bra), asztrogliasejtekké (9/C 4abra) ¢és
oligodendrogliasejtekké (9/D éabra) differencidlodnak. A differencialtatas koriilményei
bévebben a 3.2.4. fejezetben olvashatoak. Vizsgalataink soran két embrionalis és két
felndtt egérbdl szarmazd sejtvonallal dolgoztunk. Az embriondlis sejtvonalak (RGI-1 és
A2) 14,5 napos egér eldagyabdl szarmazik, amig a felndtt sejtek (SVZ M és HC _A) 62

napos egér SVZ régiojabal illetve hippocampusabdl lettek izolalva.
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BIl-tubulin B

50 pm 20 pm

9. abra: A radialis gliasejtek jellemzése. A: Faziskontraszt kép a differencidlatlan sejtek
tenyészetérdl. B: EGF megvonds hatasara kialakuld idegsejtek, BIII-tubulin
immunfestés. C: Asztroglia iranyt differencidltatas soran megjelend GFAP
immunpozitiv sejtek. D: A radidlis gliasejtekbdl differencidltathaté harmadik sejttipus,
az oligodendrocita, konfokalis mikroszképos felvételen. E: Differenciaciés markerek
mRNS-ének vizsgalata Real Time-PCR segitségével indukalatlan és idegi iranyba
indukalt (4 és 8 nap) embrionalis radialis glia klonban. F: Differencidcids markerek
mRNS-ének vizsgalata Real Time-PCR segitségével indukalatlan és idegi irdnyba
indukalt (4 és 8 nap) feln6tt radialis glia klonban.
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2. Célkituzések

Munkam soran a retinoidok szerepét vizsgaltam az asztrogliasejtek altal kivaltott

neurogenezisben valamint a retinsav szignalizacid ¢és metabolizmus valtozésait

tanulmanyoztam elkotelezetlen és differencidlodott dssejtekben. Emellett igyekeztem

azonositani a kozponti idegrendszer retinsav reszponziv és retinsav termeld sejtjeit.

YV V V

>

Vizsgalataim sordn a kdvetkezd kérdésekre kerestem a valaszt:

az asztrogliasejtek rendelkeznek-e a retinsav termelés képességével in vitro, ha
igen, akkor a retinsav termelésiik tehetd-e feleldssé az asztroglia altal indukalt
neuronalis differenciacié meginditasaért,

van-e kiilonbség a kiilonb6zd agyteriiletekrdl szarmazo asztroglia tenyészetek
retinsav termelése €s indukcids képessége kozott

gatolhato-e a glidlis indukcid a retinsav receptoranak antagonistajaval
termelnek-e az asztrogliasejtek in vivo is retinsavat

képesek-e az idegi dssejtek a retinsav termelésére

ha igen, ezzel képesek-e a sajat differencidciojukat autokrin moédon szabalyozni

azonosithatunk-e a felndtt idegrendszerben retinsav reszponziv és potencialis retinsav

termeld populaciokat.
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3. Anyag és modszer

3.1. Tenvésztofeliiletek készitése

A sejtek in vitro fenntartdsdhoz megfeleld modon eldkészitett tenyésztdaljzat
szilkséges. Minden altalunk felhasznalt sejttipus szdmara a poli-L-lizines (PLL) aljzat
biztositja a megfeleld letapadasi felszint (A radialis gliasejtek specialis aljzatat lasd a
3.2.4 fejezetben). A PLL-es tenyésztofelszin kialakitasakor a tenyésztéedényeket 20
oldattal, majd az oldat leszivasa utan steril koriilmények kozott megszaritottuk Oket. Az

igy elkésziilt edényeket legfeljebb egy honapig taroltuk 4°C-on.

3.2. Sejttenyészetek készitése és fenntartasa

3.2.1. Primer asztrogliatenyészetek készitése és fenntartasa

Ujsziilott (P0-P2) egerekbdl boditas, majd dekapitalas utan steril koriilmények
kozott kiemeltiik az agyakat, megtisztitottuk az agyhartyaktol, majd mechanikai
darabolast kovetden PBS-ben oldott, 0,05%-0s (v/v) tripszinben inkubaltuk 10 percig.
Az eléemésztett agyszovetet 10% borjuszérumot (FCS), 4 mM glutamint, 40 pg/ml
gentamycint és 2,5 ug/ml amphotericin-B-t tartalmazd Eagle’s Minimal Essential
Medium (MEM) tapoldatban Pasteur pipettaval triturdltuk, igy egyedi sejtekbdl allo
sejtszuszpenzidt kaptunk. A sejteket PLL aljzata petricsészékbe, 5% CO, tartalma
gazkornyezetben, 37°C-on tenyésztettik. Az elsé napokban a tormeléket Ovatos
mosassal tavolitottuk el, a tovdbbiakban a tapfolyadékot kétnaponta cseréltiik. Az in
vitro fenntartds 7. - 10. napjara 95%-ban Gfap-pozitiv sejtekbdl allo, Osszefiiggd
monolayer alakult ki. Szekunder asztroglia kultirakat a primer tenyészetek tripszines
passzalasaval és az adott kisérlet altal megkovetelt sejtszam kirakasaval készitettiink.
Ezek a tenyészetek is néhdny napon belill a primerhez hasonld, Osszefliggd

egysejtréteget képeztek.

3.2.2. NE-4C sejtek fenntartasa

Neuralis dssejtként — azaz tobb eltérd sejttipus kialakitdsara képes, onmegu;jitd

sejtként — p53  deficiens egérembridk elils6 agyholyagjabdl  szarmazd
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neuroektodermalis sejtek klonjat, az in. NE-4C sejtvonalat hasznaltuk (Schlett és mtsai,
1997). Az NE-4C sejteket PLL-nel bevont tenyésztéedényben, 10% FCS-t, 4mM
glutamint, 40 pg/ml gentamycint és 2,5 pg/ml amphotericin-B-t tartalmaz6 MEM
tapfolyadékban tartottuk fenn. A szemikonfluens allapot elérésekor (amikor a sejtek
még nem ndvik be teljesen a rendelkezésre allo tenyésztofeliiletet) a sejteket tripszin
(0,05%) oldattal felpasszaltuk, meghataroztuk a sejtszamot, majd adott sejtszammal
raktuk 0j tenyésztdedénybe (90 mm atmérdjii tenyésztéedény esetén 5x10° sejt keriilt a

petricsészébe, 10 ml tapoldatban).

3.2.3. Embrionalis Ossejtek (ES) szarmazasa, tenyésztése és fenntartasa

Az egérbdl szdrmazd embriondlis Ossejtek [R1 illetve CD1-GFP ES vonalak]
fenntartdsa 15% FCS-sel (HyClone) kiegészitett DMEM (Gibco) médiumban,
fibroblaszt monolayeren, 50 U/ml penicillin (Sigma), 0,1 mM 2-merkaptoetanol
(Sigma), 0,1 mM nem esszencialis aminosav oldat (Gibco) és 1000 U/ml LIF (ESGRO)
jelenlétében tortént. Az R1 ES sejtvonal vilagszerte régéta ismert, a CDI1-GFP
sejtvonalat Dr. Gocza Elen készitette (G6dolldi Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai
Kutatokozpont, Allatbiologiai  Intézet). Mindkét sejtvonal pluripotenciajanak
ellenérzésére a sejteket 8 sejtes allapotu CD1-es embridkhoz adték, és kiméra allatokat
hoztak létre (Nagy és mtsai, 2003). Az asztroglia/ES sejtek ko-kultirainak létrehozasa
elott az ES sejteket elddifferencialtattuk: egyedi ES sejt szuszpenziot készitettiink
(0,05% tripszinnel), majd meghatarozott sejtszamban (400 sejt/20 pl; 15%-0s FCS
DMEM, LIF nélkiil), fliggdcseppekben 1 napig aggregaltattuk oket. Egy nap elteltével
az igy kialakul6 embryoid body-kat (EB) az asztrogliasejtek felszinére helyeztiik.

3.2.4. Radialis gliasejtek tenyésztése és fenntartasa

A radialis gliasejtek 14,5 napos egér (CD1) embriobdl illetve felndtt egerek (CD1)
kiilonboz6é agyteriileteirdl (SVZ, HC) lettek izoldlva. A sejtek szuszpenzidit AK-
ciklo[RGDfC]-vel kikent petricsészékben novesztettik. A sejteken 1évé médium
(DMEM-F12; Sigma) 1% B27-et (Invitrogen), 20 ng/ml EGF-et (Peprotech), 40 pg/ml
gentamicint (Sanofi-Aventis) és 2,5 pg/ml amphotericin B-t (Sigma) tartalmazott. A
tenyészeteket 37 °C hémérsékleten, 5% CO,-t tartalmazd termosztatban neveltiik. A

médiumot kétnaponta cseréltiik, a szemikonfluens tenyészeteket tripszin-EDTA
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kezeléssel felszuszpendalva iiltettiik 4t majd tenyésztettiik tovabb. A harmadik atiiltetés
utan a nagyjabol homogén tenyészetek radialis glia-szerti morfologiat mutattak. Ezekbdl
a tenyészetekbdl klonozassal hoztunk 1étre egy sejt eredetii vonalakat.

Idegsejt iranyt differencidltatdishoz a konfluens tenyészetek tapfolyadékabol
megvontuk az EGF-et és igy tartottuk fenn legalabb 5-7 napig. Asztroglia irdnyu
differencialodas kivaltdsdhoz a médiumot 5% FCS-sel (Sigma) egészitettiik ki, igy a
tenyésztés 3. napjan mar asztrogliasejtek keletkeztek. Oligodendrocita iranyt
elkotelezodéshez 4 napig FGF (Peprotech; 10ng/ml), PDGF (Sigma; 10ng/ml), forskolin
(Sigma; 10uM) majd 4 napig trijod-tironin (Sigma; 30ng/ml) aszkorbinsav (Sigma;
200uM) jelenlétében novesztettiik a tenyészeteket. A sejtvonalak 1étrehozésat
laboratériumunkban Marké Karoly és K6hidi Timea végezte. Bovebb leiras olvashato:

Marko és mtsai, 2008, 2011.

3.2.5. F9 sejtvonal fenntartasa

Az F9 embrionalis karcindma riporter sejteket (Sonneveld €s mtsai, 1999)
kikenetlen tenyésztéedényben, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 10%
FCS, 50% F12, geneticin (G418, 200 pg/ml) tartalma tapoldatban tenyésztettiik. A
sejtek passzalasa az NE-4C sejtekéhez hasonloan tortént, azzal az eltéréssel, hogy a
sejteket 1 mM EDTA-PBS-ben oldott tripszinnel (0,05%) szedtiik fel az aljzatrol. A

tenyészeteken kétnaponta cseréltiink tapoldatot.

3.3. Kontakt és nem-kontakt ko-kulturak Kialakitasa, fenntartasa

Vizsgalataink céljara 0jsziilott egér eldagyabol szarmazd asztroglia tenyészetek €s

ES sejtek valamint NE-4C idegi 6ssejtek ko-kulturait hoztuk létre.

3.3.1. Kontakt ko-kultarak kialakitasa:

A konfluens primer vagy szekunder asztroglia aljzatra 2-10x10°/cm? siiriiségben
egyedi NE-4C sejteket iiltettiink. A glia/ES ko-kultirdk esetén eldaggregaltatott EB
sejtcsomokat helyeztink az asztrogliasejtek felszinére, 2 EB/cm® siriségben. A ko-
kultirékat szérummentes definialt médiumban tartottuk. Definidlt médiumként 4 mM
glutamint, ITS-t (inzulin 5 pg/ml, transzferrin 100 pg/ml, szelénium 20 nM) és F12
nutriens médiumot tartalmazé6 MEM tépoldatot (a MEM:F12 aranya 1:3) hasznaltunk,
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amely nem tartalmazott retinoidokat. A tenyészeteket 37°C-on, 5% CO, tartalom mellett

termosztatban inkubaltuk, a tdpoldatot kétnaponta cseréltiik.

3.3.2. Nem-kontakt ko-kultirak kialakitdsa:

Az asztrogliasejteket 90 mm atméréjii petricsészében tenyésztettik. Amikor
kialakult az Osszefliggd, egysejtrétegli aljzat, sejtkapardval néhany kisebb teriiletrél
eltavolitottuk a sejteket. 48 ora elteltével, elozdleg liveg feddlemezekre kitiltetett NE-4C
sejteket ragasztottunk szilikonzsirral a sejtmentes teriiletekre (Kornyei és mtsai, 2005).
A tenyészetek ily médon a kisérlet végéig csak a tapfolyadékon keresztiil ,,érintkeztek”™
egymassal, kozvetlen sejt-sejt kapcsolat nem alakult ki kozottilk. A nem-kontakt ko-

kultarékat a fent leirt szérum mentes tapfolyadékokban tartottuk.

3.4. Neuralis indukcio all-transz retinsavval, retinollal, retinil-észterrel és szérum

megvonassal
Az NE-4C sejteket 2,5%x10* sejt/cm” koncentracioban iiltettiik ki. A retinsavas

indukcié soran 100 nM koncentracidju all-transz retinsavval (Sigma) indukaltuk a
sejteket. A retinsavat a sejtek letapadasat kovetden adtuk a tenyészetekhez, és 48 oran at
hagytuk a tapoldatban. A retinolt és a retinil-észtert szintén 100 nM koncentracidoban
alkalmaztuk, a retinsavval ellentétben azonban a tenyészeteket a vizsgalat végéig
megeldzve az aljzatsejtek tilnovekedését az indukcid soran.

Az NE-4C sejtek szérum megvonas — €s ezzel novekedési faktorok megvonasa —
hatasara is idegsejtekké differencidlodnak, az elézéekhez képest némi idobeli késéssel.

Ennek részletezését lasd az eredményekben.

3.5. Eletkégesség meérése

Az ¢letképesség mérését a sejtek tetrazolium sokat redukald képességének
meghatarozasaval végeztiik (Mossman, 1983). Tobb (6-8) parhuzamosan kezelt, 50 pl
tapoldatban levd mikrotenyészetet (96 lyukli szovettenyésztd talcaban) 0,25 mg/ml
végkoncentracioju  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6liummal (MTT) 1,5-2
oran keresztil inkubaltunk, 37°C-os CO, termosztatban. Ezutan haromszoros térfogata

savas (0,08 M HCI tartalmt) izopropil-alkohollal feloldottuk a sejtanyagot és a
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keletkezett formazan kristalyokat. Az igy kapott oldatok optikai denzitasat 570 nm-en,

630 nm-es referencia hullamhossz mellett ELISA fotométerben mértiik.

3.6. Polimeraz lancreakciok — PCR

3.6.1. RT-PCR

A PCR amplifikaciokhoz a mintdkat Trizolban (Sigma) lizaltam. A teljes RNS
frakcio szerves/szervetlen extrahdlassal lett elvalasztva. A DNS szennyezés DNase-I
(Fermentas) kezeléssel eltavolitottam. Az elvalasztott RNS-t RN4az/DN4az mentes vizbe
oldottuk 1 pg/ul-es koncentracioban, majd tovabbi hasznélatig -70 °C-on taroltuk. A
reverz transzkripciot 1,5 pg RNS-bdl First strand ¢cDNA synthesis Kit (Fermentas)
hasznalataval végeztiik, 2 ul RT puffer, 0,8 ul ANTP, 2 pl RT random primer, 1 pl RT
enzim, 4,2 pl viz, és 10-10 pl minta felhasznalasaval. A reakcio 25°C-on 10 percig,
37°C-on 120 percig majd 85°C-on 15 masodpercig futott. A PCR reakciohoz 1 ul
cDNS-t, 2,5 ul PCR puffert (10x), 1,5 pul MgCl2-ot (25 mM) 2,5 ul ANTP-t (2 mM),
0,2-0,2 pl primert (0,2 pg/ul), 0,1 pl Taq polimerazt (5 u/pl) és 18,5 ul DEPC vizet
hasznaltunk. Negativ kontrollként DNS templat nélkiili reakcioelegyet alkalmaztunk.

Gén név | denaturacia | anellidcio | elongdcio | ciklns primer szekvencia
98 ol 40 720

3. tablazat: Az RT-PCR reakcidknal alkalmazott primer-parok szekvencidja és a
kivitelezésnél alkalmazott paraméterek.
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A mintdk cDNS tartalmat a hipoxantin guanin foszforibozil transzferadzt kédold
(Hprt) ,,haztartasi” génrdl atirodé6 cDNS mennyiségek alapjan hasonlitottam G6ssze. A
Hprt primerek a 248 bazispar hossza cDNS mellett felismerik az 1086 bazispar hosszu
genomidlis szekvencidt is, ezért hasznalataval a genomialis szennyezés kimutathato. A
génexpresszids vizsgalatokhoz csak genomidlis DNS-t6l mentes mintdkat hasznaltam.
Az amplifikaciot Qiagen HotStar kittel végeztiik. A méréshez Techne TC 512PCR
berendezést hasznaltunk. A polimerdz lanc-reakcido (PCR) paramétereit minden primer-
par esetén optimalizaltuk. A PCR termékeket etidium-bromid tartalmt 1,25% agardz

gélen futtattuk, majd UV transz-illuminécioval tettiik 1athatova.

3.6.2. Real-Time PCR
A mérésekhez a teljes RNS kinyeréséhez a mintdkat RNAzol RT oldatban lizaltuk.

A DNS tartalom eltlintetéséhez rDNase kit-et (Macherey-Nagel) hasznaltunk, majd
NucleoSpin RNA Clean-up XS kit-et alkalmaztunk. Bar a mérések soran intron-
spanning primerekkel (4. tablazat) dolgoztunk, a genomidlis DNS tartalom ACTB (beta-
actin) primerrel is ellendrizve volt. Az RNS mindsége €¢s mennyisége spectrofotometria
¢s gél elektroforézis segitségével tortént. A reverz transzkripcidé menete: 2 ug total
RNS, 200 ng Random Primers (Invitrogen, Life Technologies) és 1 ul ANTP (10 mM
mindegyik) hozzdadasa utan 5 perc inkubalas 65°C homérsékleten. 2 perc hiités jégen,
majd 200 U SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen, Life Technologies), 40 U
RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen, Life Technologies) és 5
mM DTT hozzaadasa, a reakcio-térfogat 20 pl. Inkubalas 25 °C-on 10 percig a random
hexamer anelldlasahoz, 5 6ra 50 °C-on a cDNS atirashoz és 15 perc 70 °C-on az enzim
inaktivalasahoz. Relativ kvantitativ Real-Time PCR: a reakciohoz 1 pl cDNS-t, 300
vagy 900 nM intron-spanning primert és 10 ul 2x Power Syber Green PCR Master Mix-
et (Applied Biosystems) hasznaltunk. A mintdkbol 3-3 parhuzamost futtattunk. Az
amplifikaciot StepOnePlus (Applied Biosystems) berendezésen végeztiik. Az adatok a
HPRT expresszidjara lettek normalizalva, a kiértékelés a StepOne Software v2.1
(Applied Biosystems) segitségével tortént a AACt modszert haszndlva. A relativ
quantity (RQ) értékek One-Way ANOVA-val voltak analizdlva. A Real-Time PCR
reakciokat, a kiértékelést és a primerek tervezését Dr. Borsy Adrienn segitségével

végeztem az MTA - Kémiai Kutatdo Kdzpontban.
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ZEN NEV primer szekvencia CC amplikon (nt)

4. tablazat: Az Real-Time PCR reakcidoknal alkalmazott primerparok €s a reakciod soran
alkalmazott paraméterek.

3.7. Kiilonb6z6 sejtek/szovetek endogén retinsav termelésének vizsgalata

A retinsav termelést egy retinsav szenzitiv promoter altal vezérelt LacZ riporter-
gént hordozd embriondlis karcindma sejtvonal felhasznéalasaval vizsgaltuk. Az F9
sejteket kozvetleniil az asztrogliasejtek felszinére helyeztiink. A mérés mellett
parhuzamosan, ellendrizve, hogy az F9 sejtekben a transzgén miikddik-e, 100 nM
retinsavval kezeltiik, és a ko-kultarakhoz hasonloan, 37°C-os termosztatban, 5% CO,
tartalom mellett tartottuk 20 6ran keresztiil. Az inkubacids id6 eltelte utan a retinsavval
kezelt kontroll sejteket illetve az F9/asztroglia ko-kultarakat 2%-os paraformaldehid
oldattal fixaltuk. A fixalt tenyészeteken a P-galaktoziddz enzim termelddését a kék
csapadékot eredményezd enzim reakcid (XGal; 5-bromo-4-kloro-3-indolil B-D-

galaktopiranozid szubsztrat) segitségével mutattuk ki. Az el6hivo torzsoldatot (25 mM
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K4Fe(CN)s x 3 H0O, 25 mM K3Fe(CN)g, S mM MgCl, x 6 H,0O) kalcium mentes foszfat
pufferben Otszorosére higitottuk. Ezzel az oldattal higitottuk a dimetil-formamidba
beoldott XGal oldatot (50 mg/ml) tgy, hogy a végkoncentracidja 1 mg/ml lett. A
tenyészeteket megmostuk PBS pufferrel, majd hozzdadtuk az 1 mg/ml XGal oldatot, és
egy éjszakan keresztiil inkubéltuk 37°C-on, s6tétben. Az enzimreakcidt 0.1 %-os
natrium-azidos PBS-sel allitottuk le. Maés esetekben az enzim kimutatdsahoz
kvantalhato, fotometrids mérést hasznadltunk. A meghatarozas elsé lépéseként a lizis
puffert (25 ml végtérfogatt desztillalt vizbe oldott 1,485 g HEPES és 0,3843 g CHAPS,
pH 7,5) Otszorosre higitottuk desztillalt vizzel. Az oldatokat a mérés soran végig
jégfiirddben tartottuk. A tenyészeteket a tdpoldat leszivasa utan haromszor mostuk PBS-
sel, majd a lizis puffer hozzdadasa utan 15 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. Ezt
kovette az ultrahangos homogenizalds, majd centrifugalas (+4°C-on, 4300 rpm, 10
perc). A detektalashoz 96 lyuka tenyésztdéedénybe, lyukanként 50-50 upl feliiluszot
meértiink, majd ugyanennyi mér6 puffert. (10 ml végtérfogatt desztillalt vizbe oldott 200
mM Na,HPO, x 2 H,O, 40,66 mg MgCl, 13,3 mg ONPG [o-nitrofenil-B-D-
galaktopiranozid] szubsztrat és 70 ul merkaptoetanol, pH 7,5). Az oldatokat pipettaval
alaposan osszekevertiik. Az inkubalas 37°C-on, 30 percig tortént. Az ONPG szubsztrat
a B-galaktoziddz enzim jelenlétében sarga szinreakciot ad. A reakciot 150 pl leallitd
oldattal (50 ml desztillalt vizben 5,95 g Na,COs) allitottuk le. Végiil a mintdkat 410 nm
hullamhosszon mértiik ELISA fotométer segitségével.

3.8. HPLC — magas nyomasu folyadék kromatografia

A mintavétel eldtt a tenyészeteket haromszor 5 percig mostuk PBS-sel. A sejteket
sejtkapard segitségével tavolitottuk el a petricsészék feliiletérél, majd PBS-ben
eppendorf csdvekbe pipettaztuk azokat. A fényérzékeny retinoidok megovasa érdekében
a mintavételt tompitott fényben végeztiikk, a mintdkat pedig barna szinli eppendorf
csovekben szallitottuk. A HPLC-MS analizist Dr. Ralph Riihl a Debreceni
Orvostudomanyi Egyetem Biokémia és Molekularis Biologia Intézetében végezte az
alabbiak szerint (Riihl, 2006). 100 mg mintat (ha kevesebb volt a minta, metanollal lett
kiegészitve 100 mg-ra) hadromszoros térfogati izopropanollal higitott. A sejteket 10
masodpercig vortexelte, 6 percig razatta, majd centrifugalta (13000 rpm, +4°C). A

centrifugdlds utdn a feliiluszot eltavolitotta. A szaraz kivonatokat 60 pl metanollal
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reszuszpendalta. Vortexelés és razatds utan 40 ul, 60 mM-os vizes ammdnium-acetat

oldattal lettek higitva. Ezutan keriiltek a mintédk az oszlopra, a kiértékelés utdlag tortént.

3.9. A retinsav szignalizacio gatlasa

A retinsav szignalizaciéo gatldsdhoz egy pan-Rar antagonistat, azaz egy retinsav
receptorhoz (Rar) kotddni képes vegyliletet hasznaltunk (Johnson és mtsai, 1995). A
pan-Rar antagonista, az AGNI193109 (Allergan) a retinoidokhoz hasonléan
fényérze¢keny molekula, igy a vegyiilettel torténd kezeléseket tompitott fényben
veégeztiik és a kezelt tenyészeteket fénytdl védve taroltuk. Ugyancsak fénytdl védve
oldottuk be a torzsoldatot (10 mM). A torzsoldat oldészere DMSO volt. A térzsoldatbol
100 nM-os higitast hasznaltunk, amely koncentraciot toxicitds mérések alapjan
hataroztuk meg. A 100 nM antagonista nem csdkkenti az dssejtek, illetve a gliasejtek
¢letképességét. A ko-kulturdk kialakitasa eldtt a kiilonb6zd dssejtpopulaciokat 5 percig
eldinkubaltuk az antagonistdval és csak ezutan tettik a sejtszuszpenzidt az

asztrogliasejtekre. A tenyészeteken a tapoldatot minden nap cseréltiik.

3.10. Transzkardialis perfuzio

Az immunhisztokémiai festésekhez hasznalt agyszeletek -eléallitasanak elso
Iépéseként a megfeleld koru egereket és patkanyokat elaltattuk. Az altatashoz Ketamin
(10 mg/ml) és Xylazin (2 mg/ml) 2:1-es ardnyu keverékét hasznaltuk 300 ul/10-15 g-os
egér mennyiségben. Patkdny esetében a beadott adag a Ketamin (6,25 mg/ml) és
Xylazin (1,25 mg/ml) keverékébol 1 ml/ 200 g-os patkany volt. A megfeleld mélységi
alvas elérése utan feltartuk a melliireget, €s a sziv bal kamrajaba perfundalo folyadékkal
feltoltott kaniilt vezettiink. A jobb pitvaron ejtett metszés utan elészér PBS-t folyattunk
at a testen, amig a jobb pitvaron 4t mar csak tiszta perfuzios folyadék tavozott. Ezutan
4% paraformaldehid oldatot &ramoltattunk 4t a teljes fix4lodasig. A koponya
elvalasztasa és a bdr eltavolitdsa utdn a foramen magnumon 4t bevezetett olloval
mindkét oldalon felvagtuk a koponyat, majd csipesszel Ovatosan felhajtva a
koponyacsontot, az agyat kiemeltiik, és 4%-0os PFA oldatba helyeztiik 24 orara. Az
utdfixalast kovetden, az agyat 25% glitkozt és 0,1% natrium-azidot tartalmazo oldatba
helyeztiik, és hisztokémiai feldolgozasig +4°C-on ebben az oldatban taroltuk (maximum

3 honapig).
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3.11. Metszetkészités

A fixalt agyakbol szdnka mikrotom segitségével 30 um vastag metszeteket
készitettiink. A szarazjéggel keményre fagyasztott mintdt a vagotonkre rogzitettiik
né¢hany csepp PBS-sel. A 30 um-es metszeteket nedves ecset segitségével tavolitottuk el
a kés feliiletérdl majd Na-azidos PBS-sel toltott 24-es plate lyukaiba usztattuk. A
metszetek tobbféle festése érdekében 6-8 feltoltott lyukba helyeztiik el egymas utan a
metszeteket. [gy egy adott Iyukba minden 7-9. metszet keriilt, amelyek kozott atlagosan
210-270 um tavolsag volt. Az Gszd metszeteket tovabbi feldolgozasig 4°C—on taroltuk.
Az immunfestés az agyszeleteken annyiban tért el a tenyészet-festéstol, hogy a Tritonos

feltarast 0,5% koncentracioban 20-25 percig alkalmaztuk.

3.12. Immuncitokémiai és immunhisztokémiai festés

Az tliveg feddlemezen ndvesztett sejtkulturakat PBS-sel mostuk, majd 4%-os
paraformaldehid (PFA) oldattal szobahdmérsékleten fixaltuk 20 percig. A PBS-sel
tobbszor mosott (3x5 perc) preparatumokat 20 percig 0,1%-0s Triton-X-100 oldattal
kezeltiik, hogy a sejtmembranokat atjarhatova tegyilk. Ezt kovetden a fixalt
tenyészeteket 3-5% szérumot (FCS) és 0,1% Na-azidot tartalmaz6 MEM vagy PBS
oldattal inkubaltuk, hogy a nem specifikus kotohelyeket blokkoljuk. A blokkolas utan
0,1% Na-azid tartalmu, 5% FCS-PBS-ben oldott, megfeleld higitdsu elsddleges
ellenanyaggal egy éjszakan vagy hétvégén at inkubaltuk 4°C-on. A vizsgalatok soran
hasznalt elsddleges ellenanyagok, alkalmazott higitasuk, és szarmazasuk: pIII-tubulin,
1:1000, Sigma; Gfap, 1:1000, Sigma; O4, 1:500, Chemicon; SSEA-1, 1:1000, DSHB;
Titin, 1:1000, DSHB; NeuN, 1:1000, Chemicon; Nestin, 1:1000, Chemicon; /-
galaktozidaz, 1:1000, Invitrogen; Claudin5, 1:500, Invitrogen; Raldh2, 1:1000, Peter
McCafferyt6l. A PBS-sel torténd mosas utan masodik rétegként biotin konjugatumot
(1/1000, Vector) hasznaltunk, amelyet 90 percen at hagytunk a mintdkon. Harmadik
rétegként Na-azid mentes PBS-ben oldott peroxiddz enzimmel vagy fluoreszcens
festékkel (Alexa 488, Alexa 594 vagy Alexa 633) jelolt avidint (Invitrogen)
alkalmaztunk (1/1000). A peroxiddz enzim szubsztratjaként 3,-3 diamino-benzidint
(DAB) ¢és 0,03% hidrogén peroxidot hasznaltunk. A barna szinli csapadék

megjelenésekor 0,1%-os Na-azid tartalmi PBS-sel allitottuk le az enzimreakcidt. A
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preparatumokat Mowiol 4,88 feddanyaggal fedtiik le. Fluoreszcens immunfestés esetén
a Mowiol bis-benzimidet (Hoechst) tartalmazott, amely a sejtmagokat tette lathatova. A
festési kontrollként hasznalt tenyészeteket, az elsd réteg ellenanyag kihagyasaval, a
fentiekkel azonos moddon kezeltilk. Az idegsejtek szdmat a neuron-specifikus PBIII-
tubulinnal festett, diamino-benzidinnel elohivott prepardtumokon hataroztuk meg, a
neuronokat a teljes, 12 mm atméréji fedélemezen ndvesztett tenyészetekben
megszamolva. Mind a kontroll, mind a Rar-antagonistaval kezelt tenyészetekbdl
minimum 3-3 parhuzamost vizsgaltunk. A kezelt tenyészeteken a neuronok szamat a

kontroll szadzalékaban adtuk meg.

3.13. Mikroszkopos vizsgalatok

Az NE-4C ¢s az ES sejtek morfologiai valtozasait, osztodasat €s motilitasat
onmagukban ¢és asztrogliasejtekkel kialakitott ko-kultGraikban, faziskontraszt
mikroszkoppal (Leica DM IRB inverz mikroszkop) kovettiikk nyomon. A ,time-lapse”
felvételek az ELTE Bioldgiai Fizika tanszékén késziiltek, Dr. Szabo Balint
kozremiikodésével. A tenyészeteket specidlis, a mikroszkdpok targyasztalara erdsitett,
37°C hémérsékletet és 5% CO, tartalmi gazkornyezetet biztositd mini-inkubatorokban
novesztettik. A mikroszkopok targyasztalanak pontos beallitdsat (Z iranya
targyasztalmozgatas) és a megfeleld fokuszsik megtaldlasat szamitogép vezérelte
(Czirok és mtsai, 1998; Schlett és mtsai, 2000). A beallitott latoterekrél minden tizedik
percben felvételeket készitettiink. A digitalis kamera (Olympus Camedia 4040z)
tizpercenkénti exponalasat és a képek ¢élesre allitasat szintén szamitdogép iranyitotta. A
tenyészeteken naponta tapoldatot cseréltiink, mivel a kisérletben hasznalt pan-Rar
antagonista fényérzékeny, és a rendszeres megvilagitas hatasara részben lebomolhatott.
A kisérlet végén a tenyészeteket 4%-os paraformaldehid oldattal fixaltuk, és
immuncitokémiai moddszerekkel azonositottuk a neuron specifikus tubulint kifejezd
sejteket.

A képek egy részét fluoreszcens mikroszkop (Zeiss Axiovert 200 M) segitségével
készitettem, ahol jobb felbontds vagy nagyobb részletesség volt sziikséges, ott
konfokalis mikroszkopot (NIKON A1R konfokalis mikroszkop — KOKI - NIKON

mikroszkép Kozpont) hasznaltam.
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3.14. Fluoreszcencia Aktivalt Sejtszortirozo berendezés (FACS)

A mérés soran a Becton-Dickinson FACS Vantage aramlasi citométer berendezését
hasznaltuk, ami analizisre €és sejtvalogatasra is alkalmas. Egy specialis, zart fluidikai
rendszerben a sejt/részecske-szuszpenziot a berendezés felszivja majd kontrollalhato
sebességgel egy vizsgald celldba juttatja. Itt a folyadékaramra merdlegesen egy
lézerfényforras a folyadékdramot merdlegesen megvilagitja. A 1ézerfény utjaban
athalado részecskékrdl/sejtekrdl kétféle optikai jel képezhetd le: az eldre iranyuld
fényszoras (forward scatter) — mely a sejtmérettel/alakkal aranyosithatdo -, és az
oldaliranya (90°) fényszoras (side scatter), mely a sejtek/részecskék belsd optikai
torésmutatojaval/optikai  stirliségével aranyos. A miszer képes az analizalt
részecskék/sejtek elkiilonitésére is, az eldzdleg detektalt tulajdonsagok alapjan, a
felhasznalo altal kijelolt (Ckapuzott’) modon. Ezt a késziilék a detektalsi jelektdl és a
felhasznalo altal meghatarozott paraméterhataroktol fiiggéen a sejteket tartalmazd
folyadékcseppek szelektiv  elektromos feltoltésével, majd a tovabb haladd
folyadékeseppek egy feltoltott lemezpar kozott torténd athaladdsa soran azok eltéritése
révén, kiilonbozo felfogd tartdlyokba (pl. Eppendorf csé, plate lyukak) gytijti. Fébb
technikai paraméterek: 70 pm-es kapillaris méret (nozzle size), 488 nm-es
lIézerfényforras, 530 nm €és 585 nm emisszios szlirdk, a szortirozas soran idealis esetben
2000 sejt/masodperc nyomasfliggd sebesség. A méréshez a vizsgalni kivant
tenyészetbdl, szovet darabbol egysejtszuszpenziot készitiink, amelynek idealis
koncentracidja félmillié sejt/ml. A valogatas utan a sejtek szérumot tartalmazo6 oldatba
keriiltek, majd centrifugalas utan a kisérletnek megfelelden lizdlo pufferbe vagy

tenyésztdedénybe tettiik dket.

3.15. Agilent RNS micro-array

Az indukcio kiilonbozd stadiumaiban levé NE-4C tenyészetekbdl nyert teljes RNS
frakciokat AGILENT Mouse Developmental RNA microarray (Kromat Ltd, Budapest,
Hungary) modszerrel is analizaltuk. Az RNS mindségét és mennyiségét Agilent 2100
Bioanalyzer késziiléken vizsgaltuk meg. A reverz transzkripcion keresztiili ¢cDNS
jelolést és a hibridizaciot a gyartd utasitdsainak megfeleléen a Semmelweis Egyetem

Genetikai, Sejt- és Immunbiologiai Intézetének Microarray Core Facility egysége
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végezte G4120A Mouse Development Microarray platformon. A  vizsgalathoz
felhasznalt anyagok az RNS tisztitdshoz hasznalt RNeasy Mini Kit (Qiagen) kivételével
az Agilent (Agilent, Santa Clara, CA 9505, United States) cég termékei.

3.16. Statisztika

Kisérleteink soran a mérés tipusatol fliggd szamu parhuzamos mérést végeztiink.
Az eredmények értékelésekor kiszdmoltuk az adott mérési csoport adatainak szamtani
kozépértékét (atlagat), valamint a korrigdlt tapasztalati szoérést (,,standard deviation”,
SD). A sziikséges statisztikai probakat (Student-féle t-teszt) Microsoft Excel

programmal végeztem, szignifikdnsnak p <0,05 értéket tekintettem.
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4. Eredmények

4.1. Az asztrogliasejtek retinsav termelésének vizsgalata

4.1.1. Idegseijtképz6dés asztrogliasejtek és kiilonbdzo eredetii dssejtek ko-kulttirdiban

A feln6tt agy neurogén régidiban az idegi Ossejtek mikrokornyezetének
legfontosabb komponensei kdz¢é tartoznak az asztrogliasejtek, amelyek részt vesznek az
idegi Ossejtek fennmaradasanak és differencidlodasanak szabalyozdsdban (Doetsch és
mtsai, 1999a; Ma ¢és mtsai, 2005). Az 0Ossejtek €s asztrogliasejtek kodlcsonhatisainak
vizsgalatahoz 6ssejtként embriondlis dssejteket (ES) (Wobus és Boheler, 2005) és NE-
4C immortalizalt embrionalis idegi dssejteket (Schlett és Madarasz, 1997) hasznaltunk.

A kétféle sejttipust kontakt és nem-kontakt ko-kultarakban vizsgéltuk (7/D abra).

4.1.1.1. Embrionalis dssejtek neurondlis differenciacioja asztroglia jelenlétében

Az ES sejtek és az asztrogliasejtek kozotti kolcsonhatas vizsgalatara kontakt ko-
kultarékat hoztunk 1étre. Kezdetben az ES sejteket fibroblaszt sejtrétegen novesztettiik
LIF jelenlétében, majd fiiggdcseppekben eld-differencialtattuk dket (400 sejt/20 ul; LIF
megvonas) (10/a abra). Az igy kezelt ES-aggregatumokat (embryoid body, EB)
asztroglia sejtek felszinére helyeztiik. Az ES sejtek morfologiai valtozasait, osztddasat
¢s motilitasat time-lapse mikroszkopos felvételekkel is nyomon kovettiik (10/b abra). A
ko-kulturakban eltoltott elsé négy nap sordn az aggregatumok mérete folyamatosan

novekedett, az ES sejtek rendszeresen osztddtak.
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.....

10. abra: Embriondlis 0&ssejtek neuronalis differenciacidja  asztrogliasejtek

kornyezetében. a): Fiiggdcseppekben az ES sejtek aggregatumokat hoznak létre (EB).
b): Ezeket tenyészettiik tovabb asztrogliasejtekkel kontakt ko-kultiraban. A hatodik
napon kiterjedt nyulvanyhaldézatok voltak megtfigyelhetéek, amelyeket neuron
specifikus BIII-tubulin (N-tub) immunfestéssel (piros) azonositottunk. Mérce: 50 um

A neuronalis differenciaciéra utaldo morfologiai valtozasokat a negyedik naptol
kezdve figyelhettiik meg. Ekkor jelentek meg az elsd, aggregatumokbol kivandorld
sejtek, amelyek jellegzetes nyulvanyokat novesztettek ¢€s bipolaris morfologiat
mutattak. A hatodik napon az aggregidtumok koriil mar kiterjedt nytlvanyhalozatokat

cres

neuron specifikus PIII-tubulin immunfestéssel azonositottuk (10/b/H abra).

4.1.1.2. NE-4C idegi 6ssejtek neuronalis indukcioja asztroglia hatasdra

Az asztrogliasejtekkel kialakitott kontakt illetve nem-kontakt ko-kulttirdban az NE-
4C sejtek a kozos tenyésztés masodik napjara, hasonldoan a retinsavas indukcidhoz,
aggregatumokat képeztek (11. abra). Az aggregitumokbol a negyedik nap koriil
nyulvanyos sejtek vandoroltak ki, egy hét elteltével pedig mar kiterjedt
nyulvanyhalézatok voltak megfigyelhetdek. Az idegsejtek azonositdsa ebben az esetben

is neuron specifikus BIII-tubulin immunfestéssel tortént.

64



DOI:10.14753/SE.2014.1927

. S g i | : B ot ;
1 5 i3 .e,J ¥ ; AW =\ } »
0' nap 3 i -;—‘.l. 2' nap T #f‘.‘; 7]
~ _i‘l X ™" W, \ ‘:
) AN
~ \ . .
] I B S -~ " f \o..h‘?: ::-:
) - ) - = |
) A T ,jh' W N
'(“ i - St » A
- ikl A - |
- s ~ ‘A\ |
\ ; 3:.‘.'_' . VZal XS +( ; "é
¥ N = 8 \ e e SenG D
- - P W MR A
50 oo\ N 5o A 5T e
=, S i, S TS T R AN

11. abra: NE-4C 1idegi Ossejtek neurondlis differenciacidja asztrogliasejtek
kornyezetében. A nem-kontakt ko-kultirdkban aggregatumok képzddtek a tenyésztés
masodik napjara, a hetedik napra mar jelentds nyulvanyhalozat keletkezett. A
retinsavval illetve glidlisan indukalt neuronalis differenciaci6 eldrehaladasat egyes pro-
neurdlis/neuralis gének expresszidjanak novekedése jelzi. Ezt a folyamatot RT-PCR
segitségével vizsgaltuk. A vizsgalt gének: Ngn2: korai idegi marker, Math2: érett idegi
marker.

A pro-neuralis gének a fejlodés korai szakaszaban fejezddnek ki, a neurogenezis
els6 lépéseként ¢és lehetové teszik a sejtek idegi prekurzorokka alakuldsat. A
tovabbiakban az idegi progenitor sejtekben kifejezddnek a neuralis gének, és ennek
hatasara alakulnak érett idegsejtekké. A pro-neurdlis és neurdlis gének vizsgalatdval
képet kaphatunk a differenciaciés folyamat eldrehaladasarol. NE-4C sejteket
indukaltunk retinsavval illetve asztrogliasejtekkel nem-kontakt ko-kulturdkban. Az
indukci6 kiilonbdzd napjain (1., 3., 5. és 7. nap) gylijtott mintakbol tisztitottunk RNS-t
¢s RT-PCR segitségével mutattuk ki a Ngn2 (pro-neurélis) és a Math2 (neuralis) gének
mRNS-ét (11. abra). A vizsgalt gének expresszidjanak iddbeli valtozasa az indukcid
soran egymashoz hasonloan valtozott. Az indukcid elérehaladasaval a Ngn2 expresszid

mértéke a retinsav hatdsara a 3.-5. napon volt a legmagasabb, mig asztroglia
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kornyezetében a 7. napig folyamatosan novekedett. A Math2 mRNS szintje szintén
emelkedett a differenciacié soran. Ez az emelkedés a retinsavas kezelést kovetden
erdteljesebb volt, mint a gliaval kozos NE-4C ko-kulturaban.

Vizsgélataink soran megfigyeltik, hogy a glidlis és a retinsavas indukcio
morfologiai valtozasaiban, idobeli lefutdsdban illetve a pro-neurdlis/neuralis gének
expresszids valtozasaiban nagyfokt hasonlésagot mutatott. Ezért feltételeztiik, hogy az

asztrogliasejtek endogén retinsav termelése lehet a felelos kiillonbozd Gssejtpopulaciok

------

4.1.2. Asztrogliasejtek retinsav termelésének kimutatasa

4.1.2.1. Retinsav szintetizalo enzimek kimutatasa asztrogliasejtekbol

Az asztrogliasejtek retinsav termeld képességének bizonyitdsa érdekében RT-PCR
segitségével vizsgaltuk, hogy az asztrocitdk expresszaljak-e a retinsav szintézisé¢hez
sziikséges enzimek mRNS-ét (12. é&bra). A retinsav termelés kulcsenzimei a
retinaldehid-dehidrogenazok (Raldhl,2,3), amelyek a sejtekben retinaldehidbol all-
transz retinsavat allitanak eld egy oxidacios 1épésen keresztiil. A retinsav eléallitasdhoz
elegend6 csak az egyik tipusu enzim jelenléte. A vizsgalat soran egynapos egerekbdl,
kiilonb6zo agyteriiletekrdl izolalt gliasejteket tenyésztettiink 30 napig. Ezekbdl a
tenyészetekbdl vettiink mintat kiilonb6z6é idépontokban. A mintdk cDNS tartalmat a
Hprt génrdl atirt ¢cDNS aranyok alapjan hasonlitottuk Ossze. Az eredmények azt
mutatjak, hogy a tenyésztés sordn végig jelen van a Raldh2 és 3 enzim. Az 1-es tipust
enzim mRNS-ének mennyiségében csokkenés tapasztalhatd a tenyésztés korai és utolsd
szakaszaban. A tenyészetek ellendrzése végett megvizsgaltuk a Gfap és a Math2
expressziot is. A Gfap folyamatos jelenléte igazolja, hogy a sejtek valoban
asztrogliasejtek, a Math2 fokozatos, de gyors eltlinése a primer tenyészetbdl pedig
bizonyitja, hogy a kezdetben jelen levd idegsejtek kiszelektdlodnak és eltlinnek a
kultarakbol. Az enzimek mRNS-ének jelenléte arra utal, hogy az asztrogliasejtek

rendelkeznek a retinsav termelés képességével.
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12. abra: A retinsav termeléséhez sziikséges kulcsenzimek, a retinaldehid-
dehidrogenazok (1, 2, és 3) mRNS-ének kimutatasa tenyésztett asztrogliasejtekbol, RT-
PCR segitségével. A Gfap az asztrogliasejtek markereként, a Math2 pedig az érett
idegsejtek markereként jelzi a tenyészetben levo sejtek dsszetételét.

4.1.2.2. Asztrogliasejtek RA termelésének kimutatasa RA-szenzitiv bioassay segitségével

A retinsav termelésért felelds enzimek mRNS-ének jelenléte azonban nem
bizonyiték a retinsav termelésre. Ezért retinsav érzékeny bioassay-t alkalmaztunk. A
kiilonb6zo sejtek/szovetek endogén retinsav termelése az F9-RARE-lacZ embrionalis
karcinoma riporter sejtvonal (Sonneveld és mtsai, 1999) segitségével tesztelheto.
Retinsav jelenlétében az F9-RARE-LacZ sejtek B-galaktoziddz (B-gal) enzimet
termelnek. Ennek az enzimnek a jelenléte megmutathatdé a kék csapadékot add
szubsztratjanak (XGal) segitségével. Kisérleteim soran teljes eldagybdl tenyésztett
asztrogliasejtek és kontrollként primer fibroblaszt sejtek endogén retinsav termelését
vizsgaltam. Az F9 sejteket 20 6rdn keresztiil kontakt ko-kulturakban tenyésztettiilk a
vizsgalni kivant sejttipusokkal, majd a szubsztrat hozzdadasa utan vizsgaltuk a kék szin
megjelenését. Tapasztalataink szerint az asztrogliasejtek kornyezetében az F9 sejtek
jelentds retinsav mennyiséget jeleztek, mig a kontrollként haszndlt fibroblaszt sejtek
esetében nem volt szinreakcio, jelezve, hogy ezek a sejtek nem termelnek retinsavat.

Annak érdekében, hogy a retinsav termelés mértékét mennyiségileg is meg tudjuk
hatdrozni, fotometrids mérést is végeztiink (13/F 4bra). Ebben az esetben a f-
galaktoziddz enzim szubsztratja az ONPG volt. Az ONPG a B-galaktoziddz enzim
jelenlétében sarga szinreakcidt mutat és a végtermék optikai denzitdsa mérhetd. Az F9
sejtek mar az olyan alacsony retinsav koncentracidra is reagalnak, mint a 1 nM (14/A
abra). A kiértékelések soran az F9 sejteken mért alap optikai denzitast tekintettiik

100%-nak (kontroll) és ehhez viszonyitottuk a tobbi tenyészetben mért értéket.
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13. abra: Az asztrogliasejtek retinsav termelésének kimutatdsa retinsav szenzitiv F9
sejtek segitségével. A: Az F9 riporter sejtek B-galaktoziddz enzim termelése a kontroll
tenyészetekben illetve B: retinsav kezelés hatasara. C: F9 sejtek reakcioja
asztrogliasejtek kornyezetében. D: A C képen lathatd tenyészet GFAP immunfestés
utan. E: Fibroblaszt sejtek kdrnyezetébe helyezett F9 sejtek (piros nyil). F: Az F9 sejtek
B-galaktoziddz enzim termelésének kimutatdsa fotometrids méréssel, sarga szind,
ONPG nevii szubsztrattal. Mérce (fekete): 10 um; (fehér): 50 um. (p<0,05)

Az optikai denzitds jelentosen megemelkedett az asztroglia/F9 k6zos
tenyészetekben, tehat az F9 sejtek retinsav tartalmat jeleztek a glidlis kornyezetben,
amikor egy hétig illetve két hétig fenntartott asztroglia tenyészetekkel dolgoztunk (13/F
abra). Ezzel szemben a fibroblaszt sejtek nem valtottak ki az F9 sejtekben az enzim
termelddését. Abban az esetben, amikor az asztroglia/F9 ko-kulturakat retinsav receptor
antagonistaval kezeltiik, gatolva a retinsav szignalizacidt, az asztroglia altal indukalt
riporter sejtek aktivacidja elmaradt. Ennek magyardzata, hogy a retinsav receptor
antagonista meggatolta, hogy az F9 sejtek kdrnyezetében levd retinsav a receptorhoz
kotddve elinditsa a B-galaktoziddz mRNS-ének atirodasat, és igy nem tette lehetévé az

enzim szintézisét (13/F abra).
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4.1.2.3. F9 sejtek aktivalodasa kontakt és nem-kontakt ko-kulturdakban

Az eddigi kisérletek mindegyikében kontakt ko-kulturdban inkubaltuk egyiitt az F9
sejteket az asztrogliasejtekkel. Kivancsiak voltunk, vajon az idegi iranyu indukcidohoz
hasonldan, itt is mikodik-e az aktivalas nem-kontakt ko-kultirakban, ahol a kétféle
sejttipus kozott nincs kozvetlen sejt-sejt kapcsolat. A korabbiakban bemutatott médon
(7/D abra) az F9 sejteket liveglemezen ragasztottuk be az asztrogliatenyészetekbe.

A kapott eredmények (14/B abra) alatamasztjak a korabbi feltevésiinket, amely
szerint a retinsav kiszabadul az asztrogliasejtekbol és a folyadékkdzegen keresztiil
hatassal van az F9 sejtekre. Ezzel szemben a kondiciondlt médium, amelyet frissen
gyljtottiink a 24 6rdja szérummentes tapban tartott asztrogliasejtekrdl, nem aktivalta az
F9 sejtekben a [-galaktozidaz enzim termelddését. Ez az eredmény azt a kordbbi
megtigyelést tdmasztja ala, amely szerint a kondicionalt médium nem alkalmas az idegi
iranyt differenciacié kivaltasara sem. Ennek magyardzata lehet, hogy a szérummentes
kornyezetben a retinsav ugyanigy ki van téve a kornyezeti hatasoknak (fény, oxidacio),
ebben az esetben azonban nincsenek védd hatdsu szérumalkotok a kozegben, mint
példaul a szérum albumin vagy az Rbp.

A tenyésztett asztrogliasejtek tehat rendelkeznek a retinsav eldallitasahoz sziikséges
enzimekkel, és az altaluk termelt retinsav kimutathat6 a retinsav érzékeny bioassay

alkalmazasaval.

asztroplia
2 fibroblaszt

@ F9 + retinsav

14. abra: A: Az asztrogliasejtek érzékenysége retinsav kezelés hatdsara. A retinsavat
kiilonboz6 koncentraciokban adtuk az F9 sejtek tenyészeteihez (10° — 107° M). B: F9
sejtek [-galaktoziddz aktivitdsa kontakt ¢és nem-kontakt ko-kultirdkban, illetve
kondicionalt médium kezelés hatasara. (p<0,05)
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4.1.3. Kiilonboz06 agvteriiletekbdl izolalt asztroglia retinsav termelésének vizsgélata

A korabban bemutatott kisérletek soran teljes agybol tenyésztett asztrogliasejtekkel
végeztiik el a méréseket. Nem tudtuk azonban, hogy van-e regionalis kiilonbség az
eltéré eredetli asztrogliasejtek retinsav termelése kozott. Ezért kiilon tenyészeteket
hoztunk létre kozépagyi (MES), utdagyi (HB), kisagyi (CER), agykérgi (COR) és
hipotalamuszbo6l (HT) szarmazo6 asztrogliabol, amelyeket 0jsziilott egerekbdl (P1-P2)

izolaltunk és 2 hétig tenyésztettiink szérumot tartalmazé médiumban.

4.1.3.1. Retinsav szintetizalo enzimek kimutatasa asztrogliasejtekbol

A két hétig tenyésztett asztrogliasejtekb6l mintdkat vettiink és RT-PCR
segitségével vizsgaltuk a retinsav termelés kulcsenzimeinek jelenlétét. A kapott
eredmények szerint az eltérd agyteriiletekbdl tenyésztett asztrogliasejtek mindegyikében
jelen vannak az Raldhl, Raldh2 illetve Raldh3 enzimek mRNS-ei (15/A é4bra). Tehat a

tenyésztett asztrogliasejtek barhonnan is szarmaznak, két hét tenyésztés utan

potencialisan rendelkeznek a retinsav termelés képességével.

1040 000 glia/assay
200 000 glia/assay
3
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15. abra: Kiilonboz6é agyteriiletekrdl szdrmazo, tenyésztett asztrogliasejtek retinsav
termelésének vizsgalata. A: A Raldh enzimek mRNS-ének kimutatisa RT-PCR
segitségével, 14 napos asztrogliatenyészetekbol. MES: kozépagy, HT: hipotalamusz,
COR: agykéreg, HB: utéagy, CER: kisagy. B: Az F9 sejtek B-galaktoziddz enzim
termelésének kimutatasa fotometrids méréssel, a kiillonbozd agyteriiletekrdl szarmazo
asztrogliasejtekkel kialakitott tenyészetekben. A mérést kétféle sejtszammal végeztiik el
(100 ezer és 200 ezer asztrogliasejt/assay). (p<0,05)
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4.1.3.2. A retinsav termelésének kimutatdasa F9 sejtek segitségével

A fentiekben leirt, kiilonb6z6 asztroglia tenyészetekre, 28 nap tenyésztés utan
helyeztiik ra az F9 sejteket és az inkubacio alatt a tenyészeteknek szérummentes kozeget
biztositottunk. A B-galaktoziddz enzim ONPG szubsztratjat alkalmazva fotometrias
méréseket végeztiink. Két kiilonbozo sejtszammal dolgoztunk, egyik esetben 100 ezer,
amig a masik mérés alkalmaval 200 ezer asztrogliasejtet helyeztiink a riporter sejtek
kornyezetébe. A vizsgdlat soran azt tapasztaltuk, hogy — egyetlen utéagybdl szarmazo
minta kivételével — minden mintdban jelen volt a retinsav és az eltérd eredetii
asztrogliatenyészetek retinsav tartalmadban nem volt jelentds kiilonbség (15/B &bra).
Tehat a tenyésztett asztrogliasejtek a szdrmazési helyiiktol fliggetleniil termelik a
retinsavat, viszont nem emelhetiink ki egyetlen agyteriiletet sem, amelyik a tobbinél
nagyobb mennyiségben termelné azt. Annak érdekében, hogy az asztrogliasejtek altal
termelt retinsav mennyiségének nagysagrendjét meg tudjuk hatarozni, retinsav
koncentracié sorral kezeltiink F9 tenyészeteket (14/A é4bra). Az igy kapott retinsavas
kalibracios gorbével 6sszehasonlitva a glialis eredményeket megallapithatjuk, hogy az
asztroglia altal termelt retinsav mennyisége az 1-100 nM-os retinsav kezelésnek

feleltethetd meg, fliggden az asztrogliasejtek szamatol.

4.1.3.3. A retinsav jelenlétének kimutatasa asztrogliasejtekbol HPLC segitségével

A retinsav ¢érzékeny bioassay segitségével tehat bizonyitottuk, hogy az
asztrogliasejtek altal termelt retinoidok aktivaljdk a RARE-LacZ transzgént. Ez a
modszer azonban nem alkalmas az all-transz, a 9- illetve a 13-cisz retinsav
elkiilonitésére, mivel az F9 sejtekben a B-galaktoziddz enzim termelését mindharom
izoforma kivalthatja. Ezért a specifikus kimutatdshoz masik médszert hasznaltunk. Az
all-transz retinsav ¢és a tobbi izoforma jelenlétének direkt kimutatdsa az
asztrogliasejtekbdl a magas nyomasu folyadék kromatografiaval lehetséges. A méréshez
kiilonboz6 agyteriiletekbdl izoladlva a sejteket, primer asztroglia tenyészeteket
készitettlink, amelyeket 28 napig, szérumos tapoldatban tartottunk fenn. A mintavételt
megel6zden a sejteket szérum és retinoid mentes tapoldatban tartottuk 24 o6rén at. A

retinsav fényérzékenysége miatt a mintavételt tompitott fényben végeztiik, a mintakat

71



DOI:10.14753/SE.2014.1927

pedig barna szinli eppendorf csovekben taroltuk és szallitottuk. A sejtek tenyésztését és
a mintavételt mi végeztik, a HPLC mérést Dr. Ralph Riihl a Debreceni Egyetem
Biokémiai ¢és Molekularis Biologia tanszékén. A HPLC mérések alapjan minden
asztroglia mintdban kimutathatd szignifikins mennyiségli all-transz retinsav,
fiiggetleniil azok szarmazasi helyétél (16. abra). A HPLC mérés alatamasztotta az F9
sejtekkel végzett kisérleteink eredményeit, amelyek szerint az asztrogliasejtek termelik
a retinsavat, €s kiegészitette azzal az ismerettel, hogy a termelt retinsav jelentds része a
vizsgalataink kozéppontjaban 4ll6 all-transz izoforma. A kapott értékek mindegyike

joval magasabb volt a médszer méréshataranal (0,2 ng/g).

1 L AMERES 5 MERES

n

wtRA [ngig] | sRA (i)
[ e rpp——— h_t: T
I KERGEGLEA 6,8 4,7
» . [ KISAGYIGLIA| 3 35
' ) | UTOAGYTGLIA 35 | 4

LMORA

" HA
ATRA

/ standard

16. abra: Kiilonboz6 agyteriiletekrol
o ' " . szarmazd asztrogliasejtek retinsav
1 /" kisogy tartalmanak mérése HPLC segitségével. A:
' A retinsav izoformainak (13-cisz, 9-cisz ¢€s
) : all-transz)  vizsgalata a  kiilonbozo

Relativ mtenzitas

¥ 4 ' mintakban, a relativ intenzitast abrazolva a
retencios 1d6 fliiggvényében. A piros nyilak
az all-transz retinsav csticsokat mutatjak. B:

a mért all-transz retinsav mennyisége az

= . ? 4 aqykéreg egyes agyteriiletekrél szdrmazé asztroglia

tenyészetekben két parhuzamos mérés utan.

- Az értékek ng retinsav/g sejt mérték-
e " Y egységre vonatkoznak. A HPLC vizsgalat
i ol méréshatara 0,2 ng/g.

A kiilonbozd agyteriiletekrél szarmazo, tenyésztett asztrogliasejtek mindegyikében
megtalalhat6 a retinsav termeléséhez sziikséges enzimek mRNS-e. A tenyészetekben
levd retinsav kimutathatd a RA riporter sejtvonal segitségével, és a HPLC mérések
alapjan megallapithatd, hogy ennek legnagyobb mennyiségben eléforduld izoforméja az
all-transz retinsav. A tenyésztett asztrogliasejtek tehat szarmazasuktol fliggetleniil

képesek a retinsav termelésére.
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4.1.4. A retinsav szignalizacid gatlasanak hatdsa az asztroglia 4altal indukalt

1degsejtképzddésre

A retinsav a hatdsat a retinsav receptorokon (Rar és Rxr receptorok) keresztiil fejti
ki, amelyek a sejtmagban képeznek heterodimereket. Az all-transz retinsav a Rar
receptorokhoz kotddve aktivalja szamos gén atirodasat. A retinsav receptorokon
keresztiil torténd szignalizacid gatlasahoz egy pan-Rar antagonistit (AGN193109)
hasznaltunk. A Rar antagonista alkalmazéasaval a retinsav Rar-hoz kotédése kivédheto,
igy a szignalizacios Utvonal gatolhatd. Ez az antagonista minden retinsav-receptor
izotipushoz (a, B, y) képes kotddni. A Rar antagonista tulajdonképpen inverz agonista:
nemcsak elfoglalja a ligandum-koté helyeket a receptoron, de a transzkripcid tovabbi

gatlasaként segiti egyes ko-represszorok bekotddését is a promoter régioba.

crer

A retinsav szignalizacidé gatldsahoz alkalmazott Rar antagonista optimalis kezelési
koncentracidjat a kezelt sejtek életképességének mérésével (MTT-redukcio teszt,
Mossman, 1983) hatdroztuk meg. Asztroglia, NE-4C, ES ¢és P19 sejteket az antagonistat
kiilonb6zd koncentracidoban tartalmazd szérummentes tapoldatban tenyésztettiik 48 6ran
keresztiil. Azért, hogy biztosak legyiink abban, hogy az antagonista nem befolyasolja a
sejtek  életképességét, megkerestik a legmagasabb, de még nem toxikus
anyagkoncentraciot. Az életképesség-mérés eredményei szerint a kiilonbozdé Ossejtek
eltérd érzékenységet mutattak a retinsav szignalizacié blokkolasara (17/A é4bra).

Az NE-4C sejtek ¢letképessége akkor csokkent csak jelentdsen, amikor 1 uM vagy
annal magasabb koncentracioji Rar antagonistat alkalmaztunk. Az ES sejtek
érzékenysége nagyobb volt (~100-szoros) mint az NE-4C sejteké. Az 1 puM
koncentracié mar 50 %-os, a 100 nM 10-15 %-os életképesség csokkenést okozott az
ES sejtekben. A P19 sejtek az NE-4C sejtekhez hasonloan reagaltak, esetiikben szintén
az 1 pM volt a legkisebb toxikus koncentracid. Az 4ltalunk vizsgalt koncentracidk
egyike sem volt hatdssal az asztrogliasejtek életképességére. Ebben az életképesség-
mérésben az asztrogliatenyészetek teljes eldagybol szarmaztak. Mivel kisérleteink soran
az asztrogliasejtek kiilonbozd agyteriiletekrdl izolalt tenyészeteivel is dolgoztunk,

ezeken kiilon is elvégeztik az MTT-tesztet (17/B 4&bra). A kiilonbozd
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asztrogliatenyészeteket, az el6z6 mérésben alkalmazott koncentraciokkal kezeltik. A
teszt eredményei azt mutatjdk, hogy nincs kiilonbség az asztrogliasejtek
¢letképességében az antagonista kezelés hatasara, fiiggetleniil a tenyészetek szarmazasi
helyétdl. A kiilonbozé mérések eredményei alapjan kisérleteinkben 100 nM pan-Rar
antagonista koncentraciét alkalmaztunk.

17. abra: Az antagonista hatdsa az
¢életképesseégre. A kezelés
szérummentes tapoldatban, 48 6ran
keresztiil tortént. A mérés sordn a
nem kezelt sejteken mért optikai
denzitas értéket tekintettiik 100%-
nak, és ennek aranyaban abrazoltuk
a tobbi értéket (n = 8). A: pan-Rar
antagonista (AGNI193109) hatasa
asztroglia, NE-4C, CDI-GFP ES,
R1 ES és P19 sejtek
¢letképességére. B: Az antagonista
hatésa a kiilonb6z6 agyteriiletekbdl
szarmazd asztrogliasejtek
tenyészeteire. CER: kisagyi-, HT:
hipotalamikus-, MES: kozépagyi-,
HB: utdagyi-, COR: agykérgi glia.
(p<0,05)

Tovabbi vizsgalataink soran az asztrogliasejtek €s a kiilonbozé eredetii dssejtek
kontakt ko-kulturait kezeltiik Rar antagonistaval. A kisérletektél azt vartuk, hogy
kideriil, a retinoid receptorokon keresztiil torténd szignalizacionak van-e szerepe az

asztroglia altal indukalt neuron képzddésben.
4.1.4.2. ES sejtek és asztrogliasejtek ko-kulturdinak kezelése Rar antagonistaval

ES sejtek és asztrogliasejtek kontakt ko-kulturaiban a retinsav szignalizaciot pan-
Rar antagonistaval gatoltuk, a ko-kultura inditdsanak kezdetétdl folyamatosan a
tenyészetek fixalasaig. A ko-kulttrdk kialakitdsa soran az asztroglia aljzatra ES
aggregatumokat helyeztiink (2db EB/cm?). A hatodik napon a mintakat fixaltuk, és a
keletkezett idegsejteket neuron specifikus BIII-tubulin immunfestéssel azonositottuk.

Bar az ES sejtek esetében a 100 nM Rar antagonista 10% ¢életképesség-csokkenést
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okozott (17/A 4ébra), mégis ezt a kezelési koncentraciét valasztottuk, mivel
biztositanunk kellett, hogy a gatloszer a tobb ezer sejtbol allo, nagyméretii ES-
aggregatumokba bediffundaljon. Az antagonistaval kezelt illetve nem kezelt ko-
kultirékat 0sszehasonlitva azt lattuk, hogy az antagonista hatdsara az aggregatumok

szama nem csokkent jelentdsen.

[ kontroll: 0.254 4+ 0,020 mmé
O RAR antagonista: 0,425 + 0,034 mum?®

4 O kontrall: 0151 + 0,013 mm?
| B RAR antagonista: 0,232+ 0,018 mm?

=

az aggregatumok szama (db)

az aggregatumek szima (db)

(A

- 01 02 03 04 0% 08 07 08 09 0 0} 02 03 04 05 08 07- 08 08
0102 03 D4 05 08 07 08 08 -1 0102 D3 04 05 08 07 OB 08 -1

az aggregatumaok mérete (mm*) a7 aggregatumok mérete {mm*)

S0 pm

18. abra: A retinsav receptor antagonista hatdsa az ES sejtek és az asztrogliasejtek ko-
kultiraira. A-B: Az ES sejtek aggregatumainak méret-eloszlasa a tenyésztés 6. napjan a
kontroll és az antagonistdval kezelt tenyészetekben. A diagramokon az atlagos
aggregatum-méret ¢és az atlag kozepes hibaja van feltliintetve. C: A neurogén
aggregatumok szdzalékos ardnya az asztroglia/ES ko-kultirdkban (6sszes aggregatum =
100%). Harom fiiggetlen kisérlet (I.-IL.-IIL.) és két eltérd ES sejtvonal (R1 és CDI-
GFP). D és D’: ES/asztroglia ko-kultirak mindennapos kezelése az antagonistaval. Az
aggregatumokban kivandorld, nytlvanyos idegsejtek helyett pulzald szivizom sejtek
jelentek meg. A szivizom sejteket titin immunfestéssel azonositottuk (piros). A fekete
nyil a harmadik képen a kinagyitott teriiletet mutatja.
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A kontroll tenyészetekben Osszesen 199, mig a kezeltekben 193 aggregatumot
talaltunk. Ezek az adatok 3 fiiggetlen kisérletb6l szarmaznak, amelyekben két
kiilonbozé ES sejttipust hasznaltunk. Azonos nagyitassal készitett mikroszkopos
felvételeken szamitogépes program (Imagel) segitségével megmértiik az aggregatumok
teriiletét (18/A és 18/B abra).

Tapasztalataink szerint az ES aggregatumok mérete nem csokkent sem az R1-
ES/asztroglia (18/A é4bra) sem a CD1-GFP-ES/asztroglia (18/B 4bra) ko-kultarakban a
Rar antagonista kezelés hatodik napjara. A méret-meghatarozas szerint az
antagonistaval kezelt tenyészetekben tobb lett a nagyméretii (nagyobb, mint 0.4 mm?)
aggregatum, mint a kontrollban.

Bar a Rar antagonista kezelés soran az aggregatumok szama nem csokkent
jelentdsen, szignifikansan kevesebb volt azon aggregatumok szama, amelyek
azonosithatdéan neuronokat tartalmaztak. A kontrollban 6sszesen 168, amig a kezeltben
minddssze 37 neurogén aggregatum volt megfigyelhetd. Neurogén aggregatumoknak
tekintettilk azokat az ES eredetli sejtcsoportokat, amelyekben neuron specifikus BIII-
tubulin immunpozitiv idegsejteket figyeltiink meg. A neurogén aggregatumok szamat a
kezelt és a kontroll tenyészetekben a 18/C &bra mutatja. A tédblazat harom fliggetlen
kisérlet eredményét tiinteti fel, amelyeket két kiilonb6z6 ES sejtvonallal végeztiink. A
Rar antagonista jelentds mértékben csokkentette az asztroglia altal indukalt neuronalis
differenciaciot az ES sejtekben.

Nem vart kisérleti eredményként azt a jelenséget figyeltik meg, hogy a Rar
antagonistaval kezelt ES/asztroglia ko-kulturakban keletkez6 aggregatumok kivandorlo,
nyulvanyos idegsejtek helyett pulzalo sejteket tartalmaztak. Ezeket a sejteket titin
immunfestéssel szivizomsejtekként azonositottuk. (18/D é&bra) Ez a jelenség arra utal,

hogy a retinsav szignalizacido gétldsa hatraltatja az idegi irdnyu-, de eldsegiti az

------

4.1.4.3. Az antagonista kezelés hatasa az NE-4C/asztroglia ko-kulturakban
NE-4C idegi Ossejtek és asztrogliasejtek ko-kultiraiban is vizsgaltuk a Rar

antagonista hatsat. Az NE-4C sejteket egyedi sejtszuszpenzioként, kozvetleniil raktuk

az asztrogliasejtek felszinére (19. 4bra). Az antagonista kezelést naponta frissitve, hét
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napig tenyésztettiik egyiitt a sejteket. A ko-kulturdkat a hetedik napon fixaltuk, a fixalt
tenyészeteket neuron specifikus PIII-tubulinnal festettiikk, majd az igy lathatova valt
idegsejteket szamoltuk (19/A-B éabra). Kontrollnak az antagonistaval nem kezelt ko-
kultarakban keletkezett neuronok szamat tekintettiik. A kontroll tenyészetekhez képest
az antagonistaval kezelt ko-kultirdkban a keletkezett neuronok szdma lényegesen
kisebb volt. Tehat az antagonista megakadalyozta az asztroglia altal indukalt
idegsejtképzodést. Méréseink soran ez a gatld hatas koncentracio-fliggd folyamatnak

bizonyult (19/C 4bra).

ETvd]
O kontroll
RAR antagonista +

3000 {_
+ ]

200

10 ol
| _:_ 5 B
5 -

b |
o LLIE : L :
MES - HT CER COR
alia glia glia glia

0 i 1 nM 10 nkA 10 nM - 5000 nM

19. abra: Idegsejtképzddés az asztrogliasejtek és NE-4C sejtek kontakt ko-kultirdiban
az antagonista kezelést kovetden. A: asztrogliasejtek és NE-4C sejtek kontakt ko-
kultaraja, PIHI-tubulin festés, eldhivds DAB-bal. B: A ko-kultardk kezelése az
antagonistaval, PIII-tubulin festés, eldhivas DAB-bal. C: Az idegsejtek aranyanak
fiiggése a RAR antagonista koncentraciojatol. D: Kiilonbozd agyteriiletekrdl szarmazo
asztrogliasejtek és NE-4C sejtek kontakt ko-kulturdinak kezelése a RAR antagonistaval.
(p<0,05)

Olyan asztroglia/NE-4C ko-kulturakat is kezeltiink az antagonistaval, amelyekben

az asztroglia mas-mas agyteriiletekrél szarmazott (19/D abra). Mindegyik tenyészethez

croer
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A hetedik napon fixalt tenyészetekben az idegsejt specifikus BIII-tubulin immunfestés
utan a kezeletlen kontroll-tenyészetekhez viszonyitva szamoltuk az antagonistaval
kezelt ko-kultirdkban keletkezett neuronokat. Az antagonista minden esetben jelentds
mértékben csokkentette az idegi irdnyu indukcid mértékét. A hatdsmechanizmus tehat
fliggetlen az asztrogliasejtek szarmazasi helyétol.

A retinsav receptoron keresztiil torténd szignalizdcidnak tehat bizonyitottan szerepe

------

szabalyozasaban.

4.1.4.4. A retinsav receptoron keresztiil torténd szignalizacio korai szerepe

A pan-Rar antagonistaval valé kezelést az eddig bemutatott kisérletek soran a ko-
kultarak kialakitdsdnak els6 pillanatatol kezdddden azonnal alkalmaztuk: az
asztrogliasejtek felszinére keriild Ossejtek szuszpenzioit eld-inkubdltuk a Rar
antagonistaval. Igy biztositottuk, hogy a kétféle sejttipus kozvetlen kapcsolatba
keriilésekor se legyen lehetdség az indukcid kivaltdsara. Abban az esetben, ha a Rar
antagonista kezelést csak a ko-kultardban toltott masodik naptol kezdtiikk meg, a Rar
antagonista mar hatastalannak bizonyult a differencidcio gatlasaban (20. abra). Ezek
alapjan a neuralis differenciacio elinditdsahoz sziikséges folyamatok egyetlen nap alatt

indukalodtak. A retinsavnak tehat korai, iniciald szerepe van az asztroglia altal indukalt

idegsejtképzodés kivaltasdban.

20. abra: A pan-Rar
antagonista  hatékonysaganak
vizsgalata eldagyi
asztrogliasejtek  és  NE-4C
sejtek ko-kultirdiban a kezelés
megkezdésének fliggvényében.
Kontrollnak az antagonistaval
nem kezelt tenyészetekben
szamolt neuronokat tekintettiik.
(p<0,05)

Az idegsejtképzddés és érés menete nagyon hasonl6 az asztroglia altal indukalt és a

retinsav 4ltal kivaltott neurogenezis sordn. A differenciacio elsé megfigyelhetd
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morfologiai eseménye az aggregatumok kialakulasa ~30 oraval az indukci6é kezdete
utan. Az aggregatumok Iétrejotte elengedhetetleniil fontos a késdbbi idegi iranyt
differencidcidhoz. Ahhoz, hogy lassuk, vajon a retinsav receptoron keresztiil torténd
szignalizacié blokkolasa befolyasolja-e ezt a korai differenciacios 1épést, 100 nM
antagonistaval kezeltiink kiilonb6zé mdédon indukalt NE-4C sejteket (21. abra) és time-
lapse mikroszkopia segitségével nyomon kovettiik a korai torténéseket. Az elemzés
soran bebizonyosodott, hogy az antagonista nem befolydsolja az indukalatlan sejtek
motilitasat, de megakadalyozza az aggregatumok kialakuldsat (21/D é&bra) amit a
retinsavas kezelés valt ki (21/C &bra). Ugyanigy elmaradt az aggregalodas az
asztrogliasejtekkel kozos, antagonistaval kezelt ko-kultirdkban (21/F és 21/H abra). Az
antagonista tehat az idegi irdnyu elkdtelezddéshez sziikséges aggregaciot is
akadalyozza. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az - asztroglia eredetii - retinsavnak
korai hat4sa van a progenitorsejtek neuronalis irdnyu elkdtelezddésére, amely folyamat,

ha elkezdddik, a szignalizacio gatlasa a tovabbiakban hatéastalan.
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21. abra: A retinsav szignalizacio
gatlasa megakadalyozza az NE-4C
neuroektodermalis progenitor sejtek
aggregatum képzését. A time-lapse
mikroszkopos felvételek az NE-4C
sejtek fejlodését mutatjak
monokultirdkban (A-D) ¢és ko-
kultarakban asztrogliasejtekkel (E-H).
A: NE-4C sejtek osztodasa a
szérummentes tapoldatban 3 napon
keresztiil. B: Az NE-4C sejtek
kezelése 100 nM retinsav receptor
antagonistaval. C: 10 nM retinsav
jelenlétében az NE-4C sejtek tomott
aggregatumokat képeznek. D: A 100
nM Rar antagonista kivédi a 10 nM
koncentracidban hozzaadott retinsav
hatdsat, nem torténik aggregacio.
Asztroglidval nem-kontakt (E-F) és a
kontakt (G-H) ko-kultirakban az NE-
4C sejtek stirti aggregatumokat hoznak
létre (E,G) Ugy, mint a retinsavas
kezelés hatdsdra (C). A pan-Rar
antagonista gatolja az aggregitum-
képzddést a kontakt (H) illetve a nem-
kontakt (F) ko-kultardkban. A
tenyészeteket 3 napig tartottuk fenn. A
felvételek time-lapse mikroszkopiaval
késziiltek, minden latotérrol 10
percenként, ezekbdl a  képekbdl
valogattuk a feltiintetett fotokat a 0.,
1., 2. és 3. naprol. Mérce: 25 um
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4.1.5. Az asztrogliasejtek in vivo retinsav termelésének vizsgalata

Eddigi kisérleteink soran bizonyitottuk, hogy a tenyésztett asztrogliasejtek képesek
retinsavat termelni, és ezzel indukdlni elkotelezetlen Ossejtek és idegi Ossejtek
rendelkeznek-e ezzel a képességgel in vivo is? Mivel a felndttkori neurogén régiokban
az Ossejtek mikrokornyezetének legfontosabb elemei az asztrogliasejtek, az esetleges
retinsav termeléssel szabalyozhatjdk azok idegi iranya fejlédését €s ezen keresztiil 0]

idegsejtek kialakitasat.

4.1.5.1. A retinoid metabolizmus elemeinek vizsgalata RT-PCR alkalmazasaval

Ahhoz, hogy az in vivo retinsav termelés képességét vizsgaljuk, tenyésztett és

frissen izolalt asztrogliasejteket hasonlitottunk 0ssze. Az asztrogliasejteket GFAP-GFP

transzgén egerekbdl kiilonitettiik el fluoreszcencia 4altal aktivalt sejtvalogatédssal

(FACS).

22. abra: Tenyésztett ¢s
FACS segitségével izolalt
asztrogliasejtek retinoid
metabolizmuséanak
Osszehasonlitdsa. A retinoid
metabolizmus elemeinek
mRNS  szintjeit RT-PCR
segitségével vizsgaltuk. P2:
2 napos egér eldagy minden
sejtie, T7: 2 napos egér
eléagy 7 napig tenyésztett
asztrogliasejtjei, F7: 7 napos
egér eldagybdl akut modon
izolalt asztrogliasejtek, FT7:
2 napos egér eldagybol
izolalt majd 7 napig
tenyésztett asztrogliasejtek.
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A vizsgéalat sordn Osszehasonlitottuk, hogy 2 napos egér teljes eléagyi mintajaban
(P2), 2 napos egér eldagyabdl szdrmazo 7 napig tenyésztett asztrogliasejtekben (T7), 7
napos egér eldoagyabdl akut médon izolalt asztrogliasejtekben (F7) és 2 napos egér
eléagyabol FACS segitségével izolalt, majd 7 napig tenyésztett asztrogliasejtjeiben
(FT7) hogyan valtoznak a retinoid metabolizmus elemeinek mRNS szintjei (22. dbra). A
kisérletek soran kideriilt, hogy a retinsav szintéziséért felelds Raldh enzimek mRNS-ei
in vivo €s in vitro is jelen vannak. A retinol sejtbe torténd felvételéért felelés Strab
receptor mRNS mennyisége a tenyé€sztés soran lecsokken, de kis mennyiségben jelen
van. Hasonl6 csokkenés figyelhetd meg a tenyésztés hatasara a raktarozasért felelds Lrat
enzim esetében is, amely esetében a tenyésztés kovetkeztében majdnem teljesen eltiinik
a jel. Az intracellularis megkotést és szallitast biztositd enzimek messenger szintje nem
tér el jelentdsen, és ez figyelhetd meg a retinsav receptorok in vivo és in vitro
Osszehasonlitdsa soran is. A lebontast végz0 enzimek koziil a Cyp26al mRNS-e mutat
érdekes eltérést, a teljes eldagyi mintdban megtaldlhatdo, a FACS modszerrel izolalt,
Gfap-t expresszald asztrogliasejtekben azonban nem é€s a tenyésztés soran sem jelenik
meg. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy ezt az enzimet az agyban mas sejttipus termeli,
ami a kulturakban, a tenyésztés soran nem marad életben. Az eredmények alapjan tehat
kijelenthetjiik, hogy az asztrogliasejtek in vivo is rendelkeznek a retinsav termelés

képességével, hiszen az ehhez sziikséges enzimek mRNS-eit expresszaljak.

4.1.5.2. A retinsav termelés vizsgalata F9 sejtekkel

A tényleges retinsav termelés kimutatasahoz az F9 retinsav riporter sejtvonalat
alkalmaztuk. Ezeket a sejteket helyeztiik FACS alkalmazéasaval frissen izolalt és az
izolalas utan tenyésztett asztrogliasejtek kornyezetébe (23. 4dbra). A mérés soran azt
tapasztaltuk, hogy a frissen izolalt sejtek nem termelnek retinsavat, mig az izolalas utan

tenyésztett sejtek kdrnyezetében az F9 sejtek retinsav jelenlétét mutattak.
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23. abra: FACS segitségével izolalt
¢s a valogatdas utdn tenyésztett
asztrogliasejtek retinsav termelésének
Osszehasonlitdsa F9 retinsav riporter
sejtvonallal. A FACS modszerrel
izolalt sejtek 1 (P1) illetve 7 (P7)
napos egerek eléagyabol szarmaznak.
A tenyésztett sejteket 1 napos egerek
eldagyabol  valogatva 7  napig
tenyésztettiik. Az értékek a kontroll
F9 sejtek értékeinek %-aban vannak
megadva. (p<0,05)

A magyarazat arra, hogy ha a sejtek in vivo is rendelkeznek a megfeleld enzimek
mRNS-ével, még sincs kimutathatd retinsav termelés, tobbféle lehet. Elképzelhetd,
hogy a termelt retinsav mennyisége olyan kicsi, hogy az F9 sejtek érzékenysége nem
elegend6 a kimutatdshoz. Masik lehetdség, hogy az asztrogliasejtek az agy szovetében
valamilyen gatlas hatasa alatt allnak ¢s ez alol a gatlas alol kiszabadulva a tenyésztés
soran megjelenik a termelés. Harmadik lehetdség szerint a tenyésztés soran egy olyan
sejtpopulaciot szaporitunk fel, amelyekben a retinsav termelés valamiféle elOnyt
jelenthet a tobbi sejt szaporodasahoz képest. Mindezek mellett elképzelhetd, hogy nem
csak az asztrogliasejtek rendelkeznek ezzel a képességgel, hanem esetleg az Ossejtek
vagy mas sejttipusok is termelhetnek retinsavat, befolyasolva ezzel a neurogenezist, €s
szamos mas agyi funkciot, amelyre hatassal van a retinsav feln6tt korban (1.2.2.4.

fejezet).
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4.2. Retinsav termelés a kozponti idegrendszerben

4.2.1. A retinsav jelenléte az agyban

Az in vitro kisérletek mellett ellendriztiik, hogy jelen van-e a retinsav az agyban, és
ha igen, akkor vajon honnan szarmazik, és milyen szerepe lehet?

A retinsav lipidoldékony, konnyen diffundalé molekula. E tulajdonsadgai miatt in
vivo nehezen kimutathat6, az alap immunhisztokémiai médszerek nem alkalmasak erre.
Ezért kisérleteink soran mas mddszert alkalmaztunk. A retinsav jelenlétét az agyban a
RARE-hspLacZ transzgén egértorzs (Rossant, 1991) segitségével vizsgaltuk. A retinsav
riporter egerek, az F9 sejtekhez hasonlo transzgén konstrukciot expresszalnak. A pozitiv
reakcid jelzi, ha a sejtek kornyezetében illetve a sejtekben retinsav van jelen, azonban
nem bizonyitja, hogy ezek a sejtek maguk termelik a retinsavat. Igy ebben az esetben
nem retinsav termeld hanem retinsav reszponziv/szenzitiv sejtekrdl beszélhetiink. A
retinsav szenzitiv sejtek elhelyezkedését kiilonb6zo ¢Eletkoru riporter egerekben
vizsgaltuk. Erre vonatkozé kisérleteket mar tobb munkacsoport végzett, a lokalizaciora
vonatkozé eredményeink 6sszhangban vannak vizsgalataikkal. (Wagner és mtsai, 2002,
2006; Mey ¢és McCaffery, 2004; Lane ¢és Bailey, 2005; Kornyei és mtsai, 2007).
Els6sorban arra voltunk kivancsiak, hogy a feln6tt agyban taldlunk-e barmilyen
bizonyitékot arra, hogy a retinsav befolyasolhatja-e az idegsejtek képzdodését.
Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy felnétt egér agyaban a retinsav jelenléte
erosen lokalizalt. Ezek a felndttkori neurogén régiok (SGZ és SVZ), néhany talamikus
mag ¢s az agykéreg mélyebb rétegei (24. abra). Mindezek mellett erds szinreakciot
mutatott az agyhartya is, azt jelezve, hogy a meningeélis képletek a teljes élet sordn
jelentds mennyiségli retinsavat tartalmaznak (24. ¢és 28. 4bra). A retinsav az

agyhartyabol konnyedén juthat a szomszédos parenchiméba diffuzidval.
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24. abra: Kiilonb6z6 kort RARE-hspLacZ transzgén egérbdl szdrmazd agyak és
agyszeletek. A B-galaktozidaz enzimet a kék csapadékot ado szubsztratjaval az X-Gal-
lal mutattuk ki. Az asztrogliasejteket GFAP festéssel azonositottuk (barna).

A tovabbi vizsgalatainkhoz a [-galaktozidaz enzimet felismerd ellenanyagot
hasznaltunk ¢és fluoreszcens festéssel tettiik lathatova. Az egyes sejttipusok
azonositasahoz a [-galaktoziddz mell¢ asztrogliasejtekre (Gfap), érett idegsejtekre
(NeuN) ¢és fiatal progenitor sejtekre (nestin) specifikus markereket festettiink. A
fluoreszcens jelolésnek koszonhetden az értékeléshez a felvételeket nagyobb felbontast
biztositdé fluoreszcens €s konfokalis mikroszkoppal készitettilk. Vizsgalataink soran
végigjartuk azokat az agyteriileteket, amelyeken transzgén-aktivalodast figyeltiink meg
az X-Gal festéssel.

A nem neurogén zoéndkban, igy az agykéreg mélyebb rétegeiben és a talamikus
magvakban a B-galaktoziddz pozitiv sejtek nem mutattak kettds jelolodést a Gfap és a
nestin markerekkel, ezzel szemben a sejtek mindegyike NeuN immunpozitiv volt (25.
abra).

Tehat ezen a két agyteriileten a retinsavra érzékeny sejtek érett idegsejteknek
bizonyultak. Ezekben a régiokban tehat a retinsavnak nem a neurogenezisben, hanem

valamilyen maés, altalunk nem vizsgalt folyamatban lehet szerepe.
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25. abra: 65 napos RARE-hspLacZ riporter egér agyszeletein fluoreszcens festéssel
jelolt B-galaktozidaz (z61d) és NeuN (piros). A: B-gal jelolés az oldalkamra kdrnyékén,
a fehérrel keretezett rész jeloli az agykéreg azon részét, amely a B jelzésti képeken
nagyobb nagyitassal lathatd. B: Az agykéreg mélyebb rétegeir6l késziilt nagyobb
nagyitasok, ugyan arr6l a latotérrél. C: B-gal jelolés a talamusz magvak és a
hippocampus teriiletén. A fehérrel keretezett rész a D jelzésii képeken nagyobb
nagyitassal lathato. D: A talamikus magvakrol késziilt nagyobb nagyitasok, ugyan arr6l
a latotérrol.

A szubventrikularis zoéna a felnottkori idegsejtképzddés egyik helyszine. Az itt
keletkez6 1) idegsejtek a rosztralis migracidos Osvényen vandorolva ¢és érésiiket
befejezve jutnak a szaglogumokba. Ezen az agyteriileten nem taldltunk olyan retinsav
szenzitiv sejteket amelyek NeuN festddést mutattak, tehat nincsenek érett neuronok,
amelyek reagaltak volna a kornyezetiikben levo retinsavra. Ezzel szemben vannak a -
galaktozidaz enzimre és a Gfap-ra, illetve a nestinre kettdsen jelol6do sejtek (26. abra).
Tehat a kamrafal-menti sejtpopuldcidban a retinsavra érzékeny sejtek egy kis része

asztrogliasejt, egy résziik pedig idegi progenitor. Az oldalkamraban elhelyezkedd

choroid plexus is erds és egyértelmii -gal immunfestddést mutat.
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26. abra: Retinsav ¢érzékeny sejtek 65 napos RARE-hspLacZ riporter egér
oldalkamrajanak falaban. A: B-gal fest6dés (z6ld) az oldalkamra kornyékén. A fehérrel
keretezett rész kinagyitva a B jelii képeken. B: nagyobb nagyitds az oldalkamra falarol,
GFAP pozitiv (piros) és retinsav szenzitiv (z0ld) sejtek. C: konfokalis mikroszkdopos
felvétel a kamra falarol, nestinnel (piros) €s B-galaktozidazzal (z6ld) jelolt sejtekkel. A
sejtmagok Hoechsttel (kék) vannak jeldlve.

A hippocampus szubgranularis rétege a felndtt agyban zajlé idegsejt képzddés
masik helyszine. Az itt taldlhatd Ossejtek a hippocampus granularis rétegének
szemcsesejtjeit potoljak. A hippocampusban levd retinsav szenzitiv sejtek (27. abra)
nem csak a szubgranularis rétegre korlatozodtak, hanem megfigyelhetéek voltak a
granularis rétegben és a gyrus dentatus polymorf rétegében is. Ezen sejtek ttlnyomo
része az immunfestések alapjan érett szemcsesejtként azonosithaté (27/F abra). A
szubgranularis rétegben elhelyezkedd B-gal pozitiv sejtek koziil egyesek Gfap, masok
nestin jelolodést mutattak. A festddés, a lokalizaciojuk és a morfologiajuk alapjan ezek
a sejtek hasonlosdgot mutatnak az Alvarez-Buylla és munkatarsai altal Gssejtként

jellemzett populacidval (3/B é4bra).

27. 4bra: Retinsav szenzitiv sejtek 65 napos RARE-hspLacZ riporter egér
hippocampusédban. A: B-gal jelolés a hippocampusban. A fehérrel keretezett részek
kinagyitva is lathatéak a B és C képeken. B: Nagyitott részlet a hippocampus CAl
régiojabol, B-gal (zold) és GFAP (piros) jeloléssel. C: A gyrus dentatus egy részlete
nagyitva [B-gal (zold) és GFAP (piros) jeloléssel. D: A gyrus dentatus nagyobb
nagyitassal, B-gal (z6ld) és GFAP (piros) jeloléssel. E: 12 napos egér gyrus dentatusa,
B-gal (piros) és nestin (z6ld) jeloléssel. F: Képek a gyrus dentatusrdl, B-gal (zold) és
NeuN (piros) jeloléssel.
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Az agyhartya koriiloleli a teljes agyat, rendkiviil jo a vérellatasa és a beldle kilépd
erek behalozzdk az agyszovetet. Szembetlind volt, hogy az X-Gal jel egész életen 4t
erés volt benne. Ennek jelentdsége nagy lehet, ugyanis az agyhartya szorosan a
hippocampusra borul és a retinsav termelése befolyassal lehet az itt végbemend
neurogenezis szabalyozasara. Kérdéses azonban, hogy az itt jelenlevd retinsavat milyen
sejttipusok tartalmazzak, és vajon mi lehet a szerepe?

Az agyhartya és az agy felszinét boritd asztroglia végtalpak kapcsolata a fejlodés
soran egyre erdsodik, igy a posztnatdlis agybol készitett agyhartya nylzatok nagy

mennyiségben tartalmaznak leszakadt asztroglia végtalpakat. Ezért a retinsav riporter

egeérbol késziilt preparatumokon Gfap és B-galaktozidaz kettds festéseket végeztiink (28.

abra).

28. abra: Retinsav érzékeny sejtek 3 és 187 napos RARE-hspLacZ riporter egér
agyhartya nyuzataiban. Az agyhartyaban levé leszakadt asztroglia végtalpakat GFAP
jeloli, emellett zolddel B-gal jelolés van.

A kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy az agyhartyahoz asszocidlt retinsav
szenzitiv sejtek nagy része Gfap-t expresszalo asztrogliasejt. Ujsziilott (P3) és felnétt
(P187) egérbdl szarmazd mintdk mindegyikén ezt tapasztaltuk. A B-galaktozidaz
enzimet tartalmazo6 sejtek koziil azonban nem mindegyik bizonyult asztrogliasejtnek,
tehat valamilyen mas sejttipus is van az agyhartydban ami retinsav reszponziv. Ezeknek

a sejteknek az azonositdsa a tovabbi terveink kdzott szerepel.
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4.2.2. Retinsav termelés az agyban

A RARE-hspLacZ transzgén egerekkel végzett kisérletek arra adnak csak valaszt,
hogy a retinsav az agyban mely sejtekben, vagy mely sejtek kornyezetében van jelen.
Annak érdekében, hogy kideritsilk, hogy valdjaban mely sejtek termelnek aktiv
retinoidokat, a retinsav szintéziséért felelés Raldh enzimeket kell vizsgalnunk. A 3 féle,
all-transz retinsavat el6allitd enzim koziil a Raldh2 enzimre specifikus ellenanyag allt
rendelkezésiinkre. Kisérleteink soran patkanybol szarmazod mintdkkal dolgoztunk az
ellenanyag fajspecificitasa miatt. Az azonositdshoz a Raldh2 enzim mellé
asztrogliasejtekre specifikus markert (Gfap) festettiink (29. abra).

A vizsgalatok soran az agyszovetben nem talaltunk olyan sejttipust, amely Raldh2
enzimet termel. Ezzel szemben erds jelolddést kaptunk mind az agy felszinén, mind
pedig az agyszovet betlirddéseit is kovetd agyhartyaban. A kettds festések azt
bizonyitjak, hogy nincs, vagy nagyon kismértékli a Gfap/Raldh2 ko-lokaliz4ci6. De az
asztrogliasejteken kiviil valamilyen mas sejttipus(ok) is rendelkezik a retinsav termelés

egyik kulcsenzimével.

29. abra: Raldh2 ¢és asztroglia specifikus GFAP immunfestések 0jsziilott (P2) patkany
agyszeleteken. A: Raldh2 (z6ld) immunfestés, felvétel az agykéreg egy részérdl és a
felszint boritd agyhartyardl. B: Nagyobb nagyitasok az agykéregrol és az agyhartyarol,
Raldh2 (piros), GFAP (zo6ld) és Hoechst (kék) jeloléssel. C: Raldh2 (zold), GFAP
(piros) ¢és Hoechst (kék) festés a két agyfélteke kozotti fissura longitudinalis cerebri
keresztmetszetén. D: Raldh2 (piros), GFAP (z6ld) és Hoechst (kék) festés a fissura
longitudinalis cerebri és néhany ebben futd ér keresztmetszetén. E: Raldh2 (z6ld),
GFAP (piros) ¢és Hoechst (kék) jelolés a hippocampus teriiletén és a hozzafekvo
agyhartyaban. F: Az E képen szaggatott vonallal hatarolt teriiletrl késziilt nagyobb
nagyitas, konfokalis mikroszkopos felvétel, az F, és F, ugyan arrol a latotérrdl,
kiilonbdz6 Z sikban késziilt képek. G: Raldh2 (piros), GFAP (z61d) és Hoechst (kék)
immunfestés a hippocampusban és a mellette levd agyhartyaban és az azokban futd
erekben. H: Raldh2 (piros), GFAP (z6ld) és Hoechst (kék) immunfestés a
hippocampushoz fekvd agyhartydban huz6do nagyobb ér keresztmetszetén. Roviditések:
COR: agykéreg, FIS: fissura longitudinalis cerebri, HC: hippocampus, GD: gyrus
dentatus, MEN: agyhartya
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Az immunfestéseket megismételtiik agyhartya nyazatokon is, hogy nagyobb

részletességgel is vizsgalhassuk a Raldh2 lokalizaciojat (30. abra).

D!‘

10 jum

30. abra: Raldh2 és endotél specifikus claudin5 (CI15) immunfestések ujsziilott (P2)
patkédny agyhartya nylUzatdban (A-D) és agyszeleteken (E, F). A: Raldh2 (z6ld)
immunjelolés az agyhartya nyGzatban. B: Raldh2 (z6ld) immunjelolés az agyhartya
nyUzatban futé nagyobb ér hosszmetszetén. C: Raldh2 és Cl15 kettds festés néhany ér
hosszmetszetén. D: a C abran szaggatott vonallal jelzett teriilet nagyobb nagyitasa. E:
Az oldalkamréban taldlhatdo choroid plexus festése Raldh2-vel (z6ld). F: nagyobb
nagyitasu kép Raldh2-vel (z61d) festett choroid plexusrol.
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Az agyhartydban nem talaltunk Raldh2/Gfap kettdsen jelolt sejteket, tehat
valamilyen mas sejttipus lehet felelds a retinsav termeléséért. Mivel a Raldh2
lokalizacidja szorosan kovetni latszik az agyhartyaban futd ereket, endotél specifikus
claudin5 (CI5) festéssel kombinaltuk (30/C, D abra). A festésekbdl azonban kideriilt,
hogy a Raldh2-vel fest6d6 réteg a tobbek kozott claudinnal szorosan kapcsolt endotél
sejtek rétegén kiviil van.

Az agyhartya mellett az oldalkamraban talalhato choroid plexus is expresszal
Raldh2 enzimet. A 30/F abra alapjan a Raldh2-t expresszalo sejtek a choroid plexus
epitél sejtjei illetve a kamra falat borité ependyma sejtek, amelyek pontos azonositdsan
jelenleg dolgozunk.

Az eredményeink tehat azt mutatjak, hogy az agyszovetben nincsenek vagy nagyon
kis mennyiségben fordulnak eld Raldh2-t termeld sejtek. Ezzel szemben az
agyhartyaban és a choroid plexusban is jelentds mértékii a Raldh2-t expresszald sejtek
aranya. Ezek egy kis része asztrogliasejt, a nagyobb részét azonban még nem
azonositottuk. Emellett elképzelhetd, hogy a retinsav eldallitasdhoz sziikséges masik két

enzim (Raldhl ¢és Raldh3) felhasznalasaval torténik retinsav termelés.
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4.3. Idegi ossejtek retinsav termelésének vizsgalata

Az asztrogliasejtek retinsav termeld képessége mellett kivancsiak voltunk, vajon az
idegi 6ssejtek is rendelkeznek-e ezzel a képességgel? Felmertilt benniink a kérdés, hogy
vajon a differencialodas soran az idegi dssejtek endogén retinsav termelése hozzajarul-e
kiilonboz6 1degi Ossejtek neuronalis differencidcidjanak kiilonbozé szakaszait. A
kisérletekhez NE-4C idegi O0ssejtek ¢és radidlis gliasejtek indukalt tenyészeteit

hasznaltuk.

4.3.1. A retinsav_metabolizmus elemeinek expresszids valtozasai az idegi iranyu

differenciacid soran

A retinoid metabolizmus elemeinek valtozasait mRNS szinten vizsgaltuk RT-PCR
¢s Real-Time PCR segitségével. A kisérletek sordn elkotelezetlen €és a differenciaciod
kiilonb6zoé stadiumaiban levoé idegi Ossejteket hasonlitottunk 0©ssze. A kapott
eredményeket a retinsav metabolizmus komponenseinek funkcio szerinti csoportositasa

alapjan mutatom be.

4.3.1.1. Az A vitamin felvételéért és raktarozasaért felelos komponensek vizsgalata

A retinol extracellularis szallitasat végzo fehérje, az Rbp4 mRNS-e kismértékben
ugyan, de jelen van mind az NE-4C, mind pedig a radidlis gliasejtekben, fliggetleniil a
differenciaci6 allapotatol (31. abra). A sejtek felszinén levd Stra6 (Kawaguchi, 2007) az
Rbp4 receptora, amely az A vitamin felvételt teszi lehetdvé. A Stra6 mRNS-e a radiélis
gliasejtekbdl hidnyzik vagy nagyon kis mennyiségben expresszalodik (31/F é4bra) és
csak a felndtt klonban figyelhetd meg ndvekedés a mennyiségében (31/H abra). Ezzel
szemben az NE-4C sejtekben jelen van a Stra6 mRNS-e (31/A,B,D dbra). A retinsav
hozzdadasara a Stra6 egy gyors és szignifikans ndvekedéssel valaszol, majd a
differenciacid elorehaladasaval a szintje fokozatosan csokken. A szérummegvonassal
indukalt sejtekben ez a ndovekedés idében késdbb, néhany napos csuszassal jelentkezik.

A raktarozott forma, a retinil-észter l1étrehozasaért felelos Lrat enzim mRNS-e nem
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talalhato meg vagy kis mennyiségben jelenik meg a radidlis gliasejtekben (31/F dbra) és
az idegi iranyu differencialodas soran sem tapasztalunk jelentds eltérést ettél (31/G,H
abra). Az indukdlatlan NE-4C sejtekben jelen van (31/A,C,E 4bra), szintje a
differencialodas soran csokken. A retinsav hatasara ez a csokkenés erdteljesebb, amig a
szérummegvonas utan szintje eleinte kismértékii novekedést mutat és csak a 14. napra

csokken a szintje a differencidlatlan allapot szintje ala (31/C é4bra).

31. abra: A retinol vérben
vald  szallitdsaért (Rbp4),
felvételéeért (Stra6) €s
raktarozasaért (Lrat) felelos
enzimek mRNS-ének
vizsgalata RT-PCR és Real-
Time PCR moddszerekkel,
NE-4C (A-E) ¢és radialis
gliasejtekben (F-H). A: Az

enzimek mRNS-ének
valtozasa 12 illetve 14 napos
retinsavas és szérum

megvonasos indukcid soran
(RT-PCR). B-C: A Stra6 és
az Lrat relativ. mRNS
szintjének valtozasa 14 napos
retinsavas és szérum
megvonasos indukcié soran,
(Real-Time PCR). D-E: A
Stra6 ¢és az Lrat mRNS
szintjének valtozasa 44 oras
retinsavas indukcié soran. F:
Az enzimek mRNS-ének
valtozasa 7 napos indukcio
hatasara (RT-PCR). G-H: A
Stra6 ¢és az Lrat relativ
mRNS szintjének valtozasa 8
napos indukcié soran (Real-
Time PCR). Roéviditések:
DM: definialt  médium,
DM+RA: definidlt médium +
retinsav, nap: az indukcio
napjainak szdma, ora: az
indukci6 orainak szama,

*p <0,05

95



DOI:10.14753/SE.2014.1927

4.3.1.2. A retinsav szintézis komponensei

A sejtekben a retinsav szintézise attdl fiigg, hogy jelen vannak-e a retinol/alkohol
illetve a retinaldehid-dehidrogendz enzimek (6. abra). A retinol-dehidrogenaz 10
(Rdh10) enzim végzi az els6 1épést az A vitamin atalakitdsaban. Az altalunk vizsgalt két
sejttipus mindegyikében megtaldlhat6 mRNS szinten a differencidlatlan ¢és a
differencialt allapotban is (32/A,F abra). Az NE-4C sejtek indukcidja soran szintje
fokozatosan novekszik, a retinsav hatasdra egy nagyobb mértékili, gyors novekedés
figyelhetd meg (32/A abra).

Az indukélatlan NE-4C sejtekben csak az Raldh3 és Raldh4 mRNS-e mutathaté ki
(32/E abra). A differenciacid sordn a Raldhl jelentds novekedést mutat (32/B &bra),
Osszehasonlitva a tobbi Raldh enzimmel a legnagyobb valtozéassal ez rendelkezik
(32/B,C,D ébra). A Raldhl és Raldh2 gyors (24-28 6ra) ndovekedéssel (32/E 4bra) reagal
a retinsav kezelésre, majd a hirtelen emelkedés utan szintjiikk Ojra lecsdkken (32/B,C
abra). A Raldh3 nem mutat ilyen reakciot a retinsav hatdsara (32/D abra), szintje
fokozatosan gyarapodik az indukcid soran, csakugy, mint a Raldh4 mRNS-e (32/E
abra). Szérummentes kornyezetben a Raldhl szintje emelkedik jelentdsen, a hatodik
napon megfigyelhetd csuccsal (32/B abra), amig a Raldh2 és Raldh3 az els6 hét soran
kismértékben csokken és csak a tovabbiakban mutat enyhe expressziés ndvekedést
(32/C,D ébra).

A Raldhl ¢és a Raldh3 mRNS-e megtaldlhato a differencialatlan radialis
gliasejtekben, a Raldh2 azonban nem, vagy csak kis mennyiségben fejezddik ki (32/F
abra). A Real-time PCR adatok finom novekedést mutatnak a Raldhl és Raldh2
esetében a felndtt klonokban (32/H ébra), amig az embriondlis sejtekben a 8. napra
lecsokken a szintjiik (32/G éabra). A Raldh3 szintje minden radialis glia klénban csokken
a neuronalis differenciacid soran (32/G,H). A Raldh4 nincs jelen egyik radialis glia
klonban sem, fliggetleniil a differencialtsag allapotatol (32/F abra).

A Raldh enzimek expresszios mintdzata megerdsitette a korabbi (Kdrnyei és mtsai,
2007; Hadinger és mtsai, 2009) és az Ujabb eredményeinket, amelyek szerint az
elkotelezetlen és a differencialodd idegi Ossejtek rendelkeznek a retinsav termelés

képességével.
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32. abra: A retinol
retinaldehiddé (Rdh10)

majd a  retinaldehidet

retinsavva alakitasaért

(Raldh 1,2,3,4) felelos

1 Raldh1 enzimek mRNS-ének
: vizsgalata RT-PCR  és

Real-Time PCR

modszerekkel, NE-4C (A-
E) és radidlis gliasejtekben
(F-H). A: Az Rdh10 enzim
mRNS-ének valtozdsa 12
napos retinsavas €s szérum
megvonassal torténd
indukcié soran. B-D: A
Raldhl, 2, 3 enzimek

2 : " § relativ. mRNS szintjének

il J lll valtozasa 14 napos
e e b retinsavas  €s  retinsav
1 L nélkiili, szérum mentes
St indukcié soran, Real-Time
14 61014 14 61014 PCR-rel. E: A Raldhl, 2, 3,
T e 4 enzimek mRNS szint
valtozésa 44 oOras

retinsavas indukcié soran.
F: Az Rdhl0 és Raldh

enzimek mRNS-ének
valtozasa 7 napos indukcio
hatasara a radialis

gliasejtekben. G-H: A
Raldhl, 2, 3 enzimek
relativ. mRNS szintjének
valtozasa 8 napos radidlis
glia indukcié soran, Real-
Time PCR-rel. Roviditések:
DM:  definialt médium,
DM+RA: definidlt médium
+  retinsav, nap: az
indukcié napjainak szdma,
ora: az indukcidé Orainak
szama, *p<0,05
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4.3.1.3. Intracellularis retinol és retinsav transzport

A retinol koté fehérje (Crbpl) mRNS szintje novekszik az NE-4C sejtekben a
retinsav hatasara (33/A abra) és a differenciacié kés6bbi stadiumaiban nem valtozik. A
szérummentes indukci6 soran a szintje kozel allandé marad. Az mRNS-e megtalalhat6 a
differencidlatlan radialis gliasejtekben (33/B abra). Az idegi iranyu differenciacio
elérehaladasaval az embriondlis eredetli klonokban csokken az expresszid, amig a
felndttekbdl szarmazo sejtekben ilyen valtozas nem figyelhetd meg.

Az indukalatlan NE-4C sejtekben a Crbpl nem jelenik meg, a Crabpll viszont igen
(33/A 4bra). Mindkét enzim mRNS mennyisége novekszik a retinsavas kezelés hatasara,
ez a jelenség a Crabpll esetében erdteljesebb. A Il-es tipusu celluléris retinsav koto
fehérje (Crabpll) mRNS-e viszonylag alacsony szinten expresszalodik a radialis
gliasejtekben (33/B abra), hasonléan a Crabpl expresszidjahoz, amely csak az egyik

differencialatlan embrionalis klénban ad erdsebb jelet a tobbinél.

— e S S S S

33. abra: A retinol (Crbp) és a retinsav (Crabp) sejten beliili megkdtéséért és
szallitasaért felelds enzimek vizsgalata RT-PCR segitségével NE-4C (A) és radialis
gliasejtekben (B). A: Az enzimek mRNS-ének valtozasa 12 napos retinsavas és szérum
megvonassal torténd indukcio soran. B: Az enzimek mRNS-ének valtozasa 7 napos
indukciot kovetden. Roviditések: DM: definialt médium, DM+RA: definialt médium +
retinsav, nap: az indukcié napjainak szadma.
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4.3.1.4. A retinsav lebontdsat végzo enzimek vizsgalata

A felesleges retinsav atalakitasaért a citokrom P450 csalad tagjai, a Cyp26 enzimek
a felelosek (6. abra). Az indukélatlan idegi Ossejtek, az eredetiiktdl fiiggetleniil, nem
tartalmazzdk a haromféle enzim egyikének mRNS-ét sem. Egyetlen kivétel a Cyp26b1,
amely kis mértékben ugyan, de kifejezddik az NE-4C sejtekben (34/A ébra). Az NE-4C
sejtekben a Cyp26 expresszi6 megnovekszik a retinsav hatdsara (34/A ébra). Ez a
valtozas nagyon hamar, mar 12 ora elteltével megfigyelheté (34/C abra), de a
tovabbiakban fokozatos csokkenés figyelhetdé meg (34/A 4abra). Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a retinsav eldsegiti a lebont6 enzimek expresszidjat. A retinsav
nélkiili, szérummentes indukcié soran is ndvekszik a Cyp26al mRNS mennyisége,
Osszehasonlitva a retinsavas indukcioval azonban ez a valtozas néhany nappal késébb
figyelhetd meg és kevésbé robosztus. Ez a jelenség azt sugallja, hogy a differencialodo
sejtek talan képesek annyi retinsavat termelni, ami elegendd a lebontd enzim atirasdnak
aktivalasahoz, mivel a Cyp26al egy direkt retinsav reszponziv gén. Esetleg, a Cyp26
enzimek szabalyozasat befolyasolhatjak a retinsav hatasara bekovetkezo differenciacios
folyamatok és valtozasok.

Az embriondlis eredetli radialis glia klonokban alacsony Cyp26b1 expressziot
figyeltiink meg (34/D abra). A felndtt klonokban azonban nem tudtuk detektalni egyik
lebontd enzimet sem. A Real-time PCR kismértékii novekedést mutatott a Cyp26al

expresszidjaban (34/E abra).
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34. abra: A retinsav
lebontasaért felel6s
enzimek (Cyp26al, bl,
cl) mRNS-ének
vizsgalata RT-PCR és
Real-Time PCR
modszerekkel, NE-4C
(A-C) és radialis
gliasejtekben (D-E). A:
A Cyp26  enzimek
mRNS-ének  valtozésa
12 napos retinsavas €s
szérummegvonassal
torténd indukcid sordn.
B: A Cyp26al relativ
mRNS szintjének
valtozasa 14  napos
retinsavas ¢€s retinsav
nélkiili, szérummentes
indukcid6 soran, Real-
Time PCR-rel. C: A
Cyp26 enzimek mRNS
szintjének valtozasa 96
oras retinsavas indukcio
soran. D: A Cyp26
« | enzimek  mRNS-ének
valtozasa 7  napos
indukcié hatasara. E: A Cyp26al enzim relativ mRNS szintjének valtozasa 8 napos
indukcio hatasara. Roviditések: DM: definialt médium, DM+RA: definialt médium +
retinsav, nap: az indukci6 napjainak szama, ora: az indukci6 6rainak szama, *p<0,05

4.3.1.5. Retinoid receptorok

A Rar és Rxr (6. abra) alegységek mindegyikének mRNS-e kimutathaté az osszes
differencialatlan idegi dssejtben (35. 4bra), kivéve az Rxry alegységet, amely nincs jelen
a radialis gliasejtekben (35/D abra). A radidlis glia klonokban a differencidcié soran
nem torténik jelentds valtozas az expresszios szintekben. Az NE-4C sejtekben a Rarf
mRNS szintje a differencidlatlan mintdban nagyon alacsony, majd szignifikdnsan
novekszik a differencidcié kezdetével retinsavas illetve szérummegvonassal kivaltott
indukcid esetén is (35/A abra). Ez a valtozés a retinsavas indukcid soran erdteljesebb,
de mindkét esetben csokkenés figyelheté meg a differenciacido késébbi napjain. A PCR
vizsgalatok mellett a receptorok mRNS-ének szintjét Agilent RNS micro-array
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segitségével is elemeztiik (35/B éabra). A kapott értékek megerdsitették a PCR-rel

kimutatott eredményeket.

35. abra: A retinsav
(Rar) ¢és a retinoid ,,X”
(Rxr) receptorok
mRNS-ének vizsgalata
RT-PCR-t alkalmazva,
NE-4C (A-C) és
radialis  gliasejtekben
(D). A: A Rar és Rxr
receptorok mRNS-ének
valtozasa 12  napos
retinsavas €s szérum
megvonassal  torténd
indukcié soran. B: A
Rar és Rxr receptorok

— - - - —

. ————

relativ mRNS
tartalmanak abrazolasa,
D"“S az értékek az Agilent
DIVl BT . "
oive B RNS  micro-array-rél
owvio B szarmaznak. C: A Rar

¢s Rxr receptorok
mRNS szint valtozasa
44  o6ras  retinsavas
indukcid6 soran. D: A
Rar és Rxr receptorok
mRNS-ének valtozasa
7  napos  indukcid
hatasara a  radialis

gliasejtekben.

Roviditések: DM:
definialt médium,
DM+RA: definialt
médium + retinsav,
nap: az  indukcio

napjainak szdma, ora:
az indukcid oOrainak
szama, SM+RA:
szérumot tartalmazo
médium + retinsav.
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Méréseink alapjan megallapithatjuk, hogy az idegi 6ssejtek rendelkeznek a retinsav

szintézisé¢hez sziikséges enzimek €és receptorok mRNS-¢ével, tehat elméletileg képesek a

retinsav termelésére. Ahhoz, hogy kideritsiik, valéban termelnek-e retinsavat, mas

modszereket alkalmaztunk.

4.3.2. A retinsav termelés vizsgalata idegi 0ssejtekben

A tényleges retinsav termelés kimutatdsahoz a glidlis vizsgéalatok mintéjara

kiilonbozo eredetli dssejtek €s F9 retinsav riporter sejtek ko-kulturait hoztuk 1étre, majd

meértiik a B-galaktozidaz enzim termelddésének mértékét (36. abra).

A

140 -
120 - ) o --};--------------I—----
100 - :
80 -
60 -
40 -
20

embrionalis dssejtek

o

S ES NE- 4C

[CO1-GFP] [R1]

radialis elia

[ RE tartalmi meédium r

w
[=]
[ =]

B RE mentes medium

b
(=1
[ =]

pB-gal aktivitds a kontroll %-4ban '® f-gal aktivitis a kontroll %-4ban
.

H_) \ﬂ_}
emvhrionilis felndtt

NE-4C sejtek
E 600 i 0 kontroll
-E 500 . O + retinol
& B + retinsav
E‘ 400
g 300
g 200 __‘_
B 100 {1
§ " THE
e NEAC sejtek kondicionlt
oh, médum

36. abra: Kiilonb6zo eredetli Ossejtek ¢€s

idegi  Ossejtek  retinsav  termelésének
mérése F9 retinsav riporter sejtvonal
segitségével. A: CDI-GFP ¢és RI

embrionalis dssejtek valamint indukélatlan
NE-4C sejtek retinsav  termelésének
abrazolasa. B: Szérummentesen illetve
retinol, valamint retinsav hozzaadasaval
indukalt NE-4C sejtek és az ezekrdl a
tenyészetekrél  szdrmazd  kondicionalt
médium retinsav tartalmanak mérése. C:
differencialatlan (nem diff) és differencialt
(diff.)  radidlis  gliasejtek  retinsav
termelésének  kimutatasa retinil-észtert
(RE) tartalmazd és retinil-észter mentes
tapban fenntartva. p<0,05
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Az indukalatlan embrionalis 6ssejtek (CD1-GFP és R1) és az indukalatlan NE-4C
sejtek jelenlétében az F9 sejtek nem expresszalnak detektdlhatdé mennyiségi -
galaktozidaz enzimet (36/A abra). Az elkotelezetlen Ossejtek tehat vagy nem termelnek
retinsavat, vagy olyan kis mennyiségben termelik, hogy az nem elegend6 az F9
sejtekben a transzgén aktivalasahoz. Abban az esetben, ha az NE-4C sejteket retinsavval
indukaljuk, a differencialédd sejtek olyan mennyiségli retinsavat termelnek, ami
aktivalni képes a RARE-LacZ transzgént (36/B abra). Amennyiben az NE-4C sejtekhez
a szérum megvonas utan retinsav helyett retinolt adunk, nem tapasztalunk J-
galaktozidaz enzimtermelddést. A differencialt sejtekrdl szarmazo kondicionalt médium
csak a retinsavval kezelt tenyészetek esetében tartalmazott annyi retinoidot, ami
elegendd volt egy kismértékii reakcio kivaltdsara az F9 sejtekben. Az NE-4C sejtekkel
ellentétben az indukélatlan radidlis gliasejtek termelnek a riporter sejtvonallal
kimutathatdé mennyiségli retinsavat, fliggetleniil attdél, hogy embriébol vagy felnott
allatb6l szarmazd klonokat vizsgaltunk (36/C abra). Az EGF megvonassal
differencialtatott radidlis gliasejtek pedig még az elkotelezetlen sejteknél is magasabb
szintll retinsav produkciot mutattak. A mérések azonban jol mutatjak, hogy a retinsav
produkcié nagymértékben fligg a tdpoldatban levd retinsav elé-alak, a retinil-észter
(RE) jelenlététdl. Amennyiben ez nem elérhetd a sejtek szdmdra, nem tapasztalunk
retinsav termelést.

A differenciacid soran tehat az idegi Ossejtek termelnek retinsavat. A kdvetkezd
kérdésiink az, hogy ennek van-e valamilyen hatdsa a neurondlis differenciacio

folyamatéra?

4.3.3. A differenciacio sordn termel0do retinsav hatdsa az elkotelez6dés folyamatara

Annak vizsgalatara, hogy a differencidcid sordn termelddo retinsav hatdssal van-e
magara a differenciacios folyamatra, tobbféle indukciot hasonlitottunk dssze. Mivel az
idegi Ossejtek retinsav termelése fligg a tapoldatban elérhetd retinoidok mennyiségétdl,
a szérummentes és a retinsavas indukcid (kordbbi eredmények ismertetve a 4.3.1.
fejezetben) mellett retinil-észterrel és retinollal kiegészitett szérummentes tapoldattal is

indukaltuk az idegi dssejteket.
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4.3.3.1. A retinsav metabolizmus elemeinek vizsgdlata mRNS szinten az idegi iranyu

differenciacio soran

Els6 1épésként a differenciacio elorehaladasat jellemzdé géneket és a retinsav
metabolizmus elemeinek mRNS valtozasait vizsgaltuk az NE-4C sejtekben Real Time-

PCR modszert hasznalva (37. abra).

37. abra: A retinsav metabolizmus elemeinek mRNS szintekben torténd valtozasainak
vizsgalata NE-4C sejtek retinsavas, retinolos, retinil-észteres €és szérummegvondssal
kivaltott indukcidja sordn Real-time PCR segitségével. Roviditések: DM: definialt
médium, DM+RA: definialt médium + retinsav, DM+ROL: definialt médium + retinol,
DM+RE: definialt médium + retinil-észter.

Az elsé szembetiind kiilonbségeket rogton a differencidcids markerek vizsgalata
sordn tapasztaltuk. A tenyészetekben fennmarado, differencidlatlan és osztodni képes
sejteket jelzd Oct4 a retinsav €s a retinol hozzdadasat kovetden jelentds csdkkenést

mutatott, ezzel szemben a szérummentes és a retinil-észteres mintakban kozel azonos
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maradt az expresszido mértéke, mint az indukalatlan sejtekben, utalva arra, hogy ezekben
a tenyészetekben lényegesen nagyobb ardnyban maradtak elkotelezetlen sejtek. A
retinsav markans differencidltatd hatdsa tehat valoszinileg ezekben a sejtkulttirdkban
kevesebb sejtre volt hatassal. A korai idegsejtekre jellemzé Ngn2 mRNS-e a retinsavas
mintakban érte el el6szor a legmagasabb szintet, ezt kovette a retinolos, majd a retinil-
¢észteres és végiil a retinoid mentes médiumban differencidltatott mintasor. Az indukcid
elorehaladasaval azonban kozel azonos szintet ért el az expresszid mind a négyféle
kezelés soran. Ez arra utalhat, hogy a keletkez6 fiatal idegsejtek szdmaban nincs nagy
eltérés csak az 1ddzités mas az egyes indukciok kozott. Ezzel azonos id6beni késés
figyelhetd meg az ¢érett idegsejtek altal kifejezett Math2 gén esetén, azzal a
kiilonbséggel, hogy ennek az expresszidja a differenciacid 14. napjara sem ért el azonos
szintet. A mennyiségi csokkenés szintén a kordbban megfigyelt DM+RA > DM+ROL >
DM+RE > DM sorrendet koveti. Tehat a retinsavval kezelt tenyészetekben figyelhetd
meg a legnagyobb mennyiségben az érett idegsejtet jelz0 Math2, amig a tobbi mintaban
vélhetden késobb, az altalunk mar nem vizsgalt idészakban lehetett volna megfigyelni
hasonl6 szintli novekedést.

Az asztrogliasejtekre jellemzd Gfap expressziot vizsgalva szintén egy érdekes
dologra figyelhetiink fel. Az NE-4C sejtek differenciacidja soran ugyanis csak akkor
keletkeznek asztrogliasejtek, ha az indukci6 sordn jelen volt a retinsav. Ezek a
megfigyelések Gsszhangban vannak a korabbi vizsgalodasainkkal (Hadinger és mtsai,
2009). A szérummegvonas hatdsara ugyanis — ahogy a PCR eredmények is
alatdmasztjak — nem keletkeznek gliasejtek, ezzel szemben a retinoidokat tartalmazé
tenyészetekben igen. Ez az eredmény mar utalhat arra, hogy a sejtek képesek a retinoid
eldalakokat retinsavva alakitani és ezzel eldsegiteni az asztrogliasejtek keletkezését.

A Raldhl szintén ilyen id6beli eltolodast mutat. A Raldh2 mRNS-e a retinsav
hozzdadésa utan jelentés ndvekedést mutatott, retinol hatdsara kisebb mértékiit, amig a
retinil-észteres és a szérummentes tdpban a mennyisége az indukcié kezdetén csokkent.
A Raldh3 mRNS-e egy kissé eltér a tobbi gén ,,viselkedésétdl”, itt ugyanis a retinsavas
mintatol elkiiloniilve a tobbi kezelés mintdiban megfigyelhetd expresszios szint kozel
azonos szinten és azonos idében valtozik az indukcid elején.

A Stra6 esetében az ugrasszerli novekedés az indukalatlan és az indukalt sejtek

kozott a retinsav hatasara mar az els6 napon megfigyelhetd, retinol esetében a
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novekedés mértéke kisebb, majd ezt koveti a retinil-észteres és a retinoid mentes
mintakban megfigyelhetd érték.

A raktarozott forma kialakitasat végzé enzim, az Lrat mRNS-ének szintje a
differencialodas soran csokken, leghamarabb a retinsav hatasara, majd a retinol, retinil-
¢észter és a retinoid mentes tap esetében.

A retinsav lebontast végzé Cyp26al enzim mRNS-e is erds fliggést mutat a
retinoidok formajatdl, retinsavas kezelést kovetden mutatott hirtelen, nagymértékii
novekedést, retinol esetén kisebb mértékiit és késobb, a retinil-észteres indukcid esetén
idében tovabb csuszva, végiil a szérummentes tapban mutatta a legkésdbb a valtozast.

Az eredmények alapjan tehat idobeli eltolodast figyeltiink meg kiilonb6zo
retinoidokkal kezelt tenyészetek kozott. Eszerint a retinsav okozza a leggyorsabb
valtozasokat, ¢és a legtobb esetben a legjelentdsebb mértékiieket is. A retinol all a
sorrendben a masodik helyen, utana kovetkezik a retinil-észter és a retinoid mentes,
definialt médiumban lezajlo differencidldodds sordn torténik minden valtozas a

legkésobb, illetve a legkisebb mértékben.

4.3.3.2. Az NE-4C sejtek differencidalodasanak vizsgalata fehérje szinten

Az mRNS szintjén torténd valtozasok jellemzése utan vizsgaltuk az NE-4C sejtek
tenyészeteket fixaltuk ¢s immuncitokémiai festések segitségével -ellendriztik a
differenciacidé folyamatat (38. abra). A vizsgalatok soran az idegsejtek megjelenésével
¢s mennyiségével jellemeztiik a folyamat elérehaladésat.

Kisérleteink soran azt figyeltilk meg, hogy a szérummentes tadphoz hozzaadott
retinil-észter €s retinol hatdsara is tapasztalhato az idegi iranyu differenciacio, csakugy,
mint a retinsavas ¢és retinoid mentes indukcié hatasara. Az idegsejtek keletkezésében
azonban megfigyelhetd a mar RNS szinten is szembetlind iddbeli és mennyiségi
eltolodas. A sorrend fehérje szinten is a mar felvazolt DM+RA > DM+ROL > DM+RE
> DM egymasutanisag.

A késés tiikrozi a retinsav szintézis 1épéseinek (38/B abra) sorrendjét, ahol a retinil-
észter atalakitdsdhoz 3 1épésre van sziikség €s 3 féle enzimnek kell kelld mennyiségben
jelen lennie, mig a retinol retinsavva alakitasa 2 1épcsds folyamat és 2 féle enzimnek

kell megfeleld6 mennyiségben elérhetének lennie és mitkddnie. Nagyon valdszinti tehat,
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hogy az id6beli eltolodasért az enzimszintézis a felelds, amely a tobb részbol allo

folyamat esetén id6igényesebb.

38. abra: Az NE-4C sejtek 4 féle indukcioja. A: A kiilonb6z6 indukciok
(szérummentes, retinil-€szteres, retinolos és retinsavas) soran keletkezett idegsejtek
BIII-tubulin immunfestéssel jelolve a differencidcio kiilonb6z6 napjain. B: a retinil-
észter ¢és a retinol retinsavva alakitasanak folyamatabraja.

Vizsgalataink soran megfigyeltiik, hogy a kiilonbozé retinoidokkal torténd
indukciok mindegyike koncentraciofiiggd (39. dbra). Szérummentes kozegben a retinsav
akar pikomolos mennyiségben is hatasos, 100 nM koncentraciot alkalmazva az 5. napon
mar tomegesen figyelhetdek meg az idegsejtek. 100 nM retinol hatdsara az 6todik napon
mar megjelennek ugyan az idegsejtek, de szdmuk messze elmarad a retinsavas
kezeléshez képest. A retinil-észter esetében az elsd neuronok megjelenéséhez — az 5.
napra - tizszeres, vagyis 1 uM koncentracido sziikséges. A koncentraciok ndvelése

dusabb, nagy mennyiségli idegsejtet tartalmazo, kompaktabb aggregatumokat

.....
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39. abra: NE-4C sejtek indukcioja kiilonb6z6 koncentracioban hozzaadott
retinoidokkal (retinil-észter, retinol, retinsav). A tenyészetek az 5. napon lettek fixalva.
Az idegsejteket BIII-tubulin (zold) festéssel azonositottuk, a sejtmagokat Hoechsttel
(kék) jeloltiik.

Annak érdekében, hogy kideritsiik, a retinol €s a retinil-észter kezelés valdoban a
retinsav szignalizaciés utvonalon keresztiil fejti ki a hatasat, az ezekkel indukalt
tenyészeteket retinsav receptor antagonistaval kezeltiik. Az antagonistét kiilonb6z6 1d6-
intervallumokban adtuk a sejtkulttirdkhoz (40. ébra).

A kisérletek azt mutattdk, hogy az antagonistaval kezelt, majd retinollal illetve
retinil-észterrel indukalt tenyészetekben csdokkent a neurogenezis. Tehat a retinsav
szignalizacid gatlasaval jelentés mértékben csokkenthetd a retinoid eldalakok
differencialtatd hatdsa. Ez pedig azt igazolja, hogy a retinol és a retinil-észter is a
retinsav receptorokon keresztiil fejti ki hatasat, kozvetett bizonyitékot szolgéltatva arra,

hogy a sejtek a retinoidokat retinsavva alakitjak, és ezzel eldsegitik sajat

.....
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40. abra: Retinollal és retinil-észterrel indukalt NE-4C sejtek kezelése Rar
antagonistaval. A: kiilonb6z6 iddintervallumokban antagonistaval kezelt indukciok, az
idegsejtek immunfestése PIII-tubulinnal (z6ld) tortént, a sejtmagokat Hoechst jeloli
(kék). B: az tenyészetekrol készitett képek denzitometralasanak eredménye grafikonon

crcr

antagonistaval. DIV az indukci6 napjainak szama. (p<0,05)

Vizsgalodasaink sordan észrevettilk, hogy az antagonista csak akkor gatolta
jelentésen az idegsejtek képzddését, ha a retinolos illetve retinil-észteres indukciot
kovetd 24 oOrdban adtuk a tenyészetekhez (40/B é&bra). Az ennél késdbb adagolt
antagonista csokkentette ugyan a neuron képzddést, de nem tudta teljes mértékben
megakadalyozni. A neurogenezist csokkentd hatds koncentraciofiiggést mutatott (40/C

abra), a 10" M még hatasosnak bizonyult, a 10" M koncentracié azonban mar nem.

Az eredmények tehat arra utalnak, hogy az NE-4C sejtek képesek a hozzaadott
retinolbdl és retinil-észterbdl retinsavat eldallitani, ami a retinsav receptoron keresztiil
autokrin modon hatva befolyadsolja a neurogenezist. Mivel az elkdtelezetlen sejtekbdl F9
retinsav riporter sejtek segitségével nem tudtunk termelést kimutatni, feltételezhetd,

hogy a retinsav olyan kis koncentracioban termelddik, amely nem képes a riporter
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transzgén kelld6 mértékli aktivaldsara, ugyanakkor a differenciaciés folyamatok

beinditasdhoz elegendo.

4.3.4. A retinsav hatdsa a radialis gliasejtek differencialodasara

A retinoidok hatasat az NE-4C idegi Ossejtek mellett az embrionalis és felnott
eredetli radialis glia klonokon is vizsgaltuk, amelyek a kisérletek eldtt legalabb két hétig
retinoid mentes tapban voltak fenntartva. (A retinoidok megvonasa a kornyezetbdl nem
befolyédsolja a sejtek idegsejtképzd képességét.) Elsé I€pésként EGF jelenlétében, az
indukalatlan tenyészetekhez adtunk retinsavat, retinolt és retinil-észtert (41. abra). A
BIII-tubulin immunfestéssel ellendrzott tenyészetekben nem keletkeztek idegsejtek az
indukcidé 6. napjara. Tehat az NE-4C sejtekkel ellentétben az elkotelezetlen radialis
gliasejtekben nem valtottak ki a hozzaadott retinoidok az idegi iranyt differencidlodast.

Az EGF megvonassal neuronalis iranyba indukalt tenyészeteket szintén kezeltiik
retinoidokkal (41. &dbra). A kezelés hatasara nem tortént valtozas az idegsejtek szamaban
¢s idObeli megjelenésében a kontroll, retinoiddal nem kezelt tenyészetekhez képest.
Mindezek mellett kezeltiik a tenyészeteket retinsav receptor antagonistaval is (41/B
abra) és azt tapasztaltuk, hogy a retinsav szignalizdcido gatldsa sem befolyasolta a
neurogenezis mértékét a mintakban.

------

hozzaadott, sem az endogén retinoidok.
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41. abra: Retinoidok hatasa a radialis gliasejtekre. A: Retinoidokkal kezelt embrionalis
¢s felnott eredetti radidlis glia klonok indukcidjanak 6. napja, idegsejtek festése BIII-
tubulinnal (z6ld). B: Idegi iranyba differencialtatott radialis glia tenyészetek kezelése
RAR antagonistaval, a keletkezett idegsejtek azonositdsa BIII-tubulin immunfestéssel. A
tenyészetekrél késziilt fluoreszcens felvételeket denzitometraltuk és az eredményt
grafikonon dbrazoltuk. (p<0,05)

Osszességében tehat kijelenthetjiik, hogy a fiatalabb (9,5 napos) embriobol
szarmazd NE-4C sejtek képesek a retinoidokbol retinsavat szintetizdlni és ezzel
befolydsolni a sajat idegi iranyu elkdtelezddésiiket. Ezzel szemben a 14,5 napos
embriobol illetve felndtt allatbol szarmazd radidlis gliasejtek klonjai nem igénylik a

retinoidokat a neurondlis differencidcids programjuk elinditdsahoz.
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S. Megbeszélés

Az utdbbi évek szamos kutatdsa bizonyitotta, hogy az asztrogliasejtek képesek az
elkotelezetlen Ossejtek fejlodését idegi iranyba terelni (Song és mtsai, 2002; Nakayama
¢s mtsai, 2003; Luo és mtsai, 2004; Kornyei és mtsai, 2005; Guo és mtsai, 2013; Tang
¢s mtsai, 2013). Az altalunk vizsgalt elkotelezetlen embriondlis dssejtek és az NE-4C
idegi Ossejtvonal asztrogliasejtekkel kozos ko-kultiirdkban idegi iranya differenciaciot
mutattak. Ez a folyamat morfologiailag €s idébeli lefutasaban nagyon hasonld volt a
sokak altal mar régota alkalmazott retinsavas differencialtatdshoz. Ebbdl a
megfigyelésbdl szarmazott az a feltételezés, amely szerint az asztrogliasejtek altal
termelt retinsav az egyik kulcsfontossagu jelatviteli molekula, amely felelés az
asztroglia altal indukalt neurogenezisért a kiilonbozé eredetii dssejt populaciokban.
Ezért munkam sordn el6szor az asztrogliasejtek és az Ossejtek kolcsonhatésait

vizsgaltam, kiilonos tekintettel a retinsavra.

5.1. Az asztrogliasejtek retinsav termelése

Kisérleteink sordn retinoid szenzitiv bioassay alkalmazasaval bizonyitottuk, hogy
a tenyésztett asztrogliasejtek biologiailag aktiv retinoidokat termelnek, amelyek
aktivaljak a Rar szignalizacios utvonalat a koriilottik levo sejtekben. A modszerrel nem
tudunk kiilonbséget tenni a termelt retinsav izomerek kozott, ezért HPLC segitségével is
vizsgaltuk a mintakat. A HPLC analizis igazolta, hogy az all-transz retinsav jelen van a
tenyésztett asztrogliasejtekben. Az asztrogliasejtek képességét a retinsav termelésre
alatdmasztja a retinsav szintézis kulcsenzimeinek, a Raldh enzimeknek a jelenléte a
sejtekben. Mar régdta ismert tény, hogy a kisagyi és az agykérgi asztrogliasejtek Raldh
profilja jelentds eltéréseket mutat (McCaffery és mtsai, 2004). Munkéank soran
mindharom Raldh enzim mRNS-ét megfigyeltiik az asztroglia mintadkban és csak kis
kiilonbségeket talaltunk a kiillonb6zd agyteriiletekrdl szarmazo sejtek kozott. Ezekkel az
eredményekkel megegyezOen, nem taldltunk jelentds kiilonbséget a retinsav
termelésben a riporter assay segitségével sem. A HPLC mérés felfedett néhany
regionalis kiilonbséget: az agykéregbdl szarmazd asztrogliasejtek tartalmaztak a

legnagyobb mennyiségili all-transz retinsavat. Ez az eltérés kozel kétszeres volt a tobbi
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agyteriilethez viszonyitva. Megfigyeléseinket alapul véve feltételezhetjik, hogy a
retinsav termelés egy altalanos jellemzOje az 0jsziilott egerekbdl szarmazo, tenyésztett
asztrogliasejteknek.

A tenyésztett sejtekkel ellentétben a frissen izolalt asztroglia nem termel
kimutathaté mennyiségl retinsavat. Ezt az eltérést a tenyésztett és a frissen izolalt sejtek
kozott tobbféleképpen is magyarazhatjuk. Az egyik feltevés szerint az in vitro
koriilmények hatasara kiszelektalodik a sejtek egy olyan populacioja, amelyik retinsavat
termel, esetleges elonyhdz jutva ezzel a tenyészetben levd tobbi sejttel szemben.
Elképzelhetd az a lehetdség is, hogy az agyszdvetben az asztrogliasejtek korlatozott
hozzaféréssel rendelkeznek az eldallitdé enzimek szubsztratjaihoz, mig in vitro a
tapoldatokban ezek elérhetdek a sejtek szamara. Lehetséges magyarazat tovabba, hogy
az izolalt és in vitro fenntartott sejtek felszabadulnak egyfajta gatlas aldl, ami
akadalyozza a retinsav el6allitdsat in vivo. Ezek az elképzelések onmagukban vagy
kombinalva jelenthetik a megoldast arra, hogy miért latunk szignifikdns retinsav
termelést a tenyésztett asztrogliasejtekben a szdrmazasi helyiiktdl fiiggetleniil és miért
nem tapasztalunk termelést az agybol frissen izolalt asztrogliasejtekben. Eredményeink
mas kutatok szamara is kiindulépontnak szamitottak. Shearer ¢és munkatarsai
immuncitokémiai festésekkel megmutattak (Shearer és mtsai, 2012), hogy a felndtt
ragcsald agyban az asztrogliasejtek nem termelnek detektalhatdé mennyiségli Raldh
enzimet. Munkajuk soran igazoltak, hogy a retinoidok elnyomjak a Raldh enzimek
expresszidjat. Az A vitamin szintjének csokkentése in vivo példaul az asztrogliasejtek
Raldh2 termelésének novekedéséhez vezet a patkany hippocampusban. Eredményeik
alapjan azt feltételezik, hogy a kézponti idegrendszerben kimutathaté retinoidok tartjak
a retinsav szintéziséért felelés Raldh enzimeket alacsony expresszids szinten az
asztrogliasejtekben, amelyek ezen keresztiil szabdlyozzdk az agy retinoid
homeosztazisat.

Mindemellett, a retinsav riporter egerek segitségével felndtt ragecsalok agyaban
retinsav érzékeny asztrogliasejteket mutattunk ki a felndttkori neurogén zénakban, az
oldalkamra mentén a szubventrikuldris zoéndban és a hippocampus szubgranuléris
zonajaban. Ezeket a sejteket munkank sordn asztroglia és progenitor sejtekként
azonositottuk. A hippocampusban megfigyelhetd Gfap és nestin pozitiv sejtek

valosziniileg azonosak azokkal a sejtekkel amelyeket Alvarez-Buylla és munkatarsai
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Ossejtként azonositottak. Retinsav hozzdadasa illetve a retinsav szignalizacié gatlasanak
szignifikdns hatdsa van a neurogén régidkban taldlhat6é progenitorok proliferaciojara €s
differenciacidjara (Denisenko-Nehrbass és mtsai, 2000; Wang és mtsai, 2005). A
neurogén régiokon kiviil egyes talamikus magvakban és a mélyebb agykérgi rétegekben
is talaltunk retinsav érzékeny sejtek. Ezek vizsgalataink soran érett idegsejteknek
bizonyultak, itt a retinsavnak tehat nem a neurogenezisben van szerepe.

Mindezek mellett nagyon fontos kérdés az, hogy vajon a retinsav érzékeny sejtek
azonosak-e a retinsavat termeld sejtekkel, szamos esetben ugyanis nem fed at teljesen a

két sejtpopulacio.

5.2. Az asztroglia eredetii retinsav hatasa az ossejtekre

Az NE-4C idegi dssejtek idegsejtekké differencialtathatoak all-transz retinsav vagy
asztrogliasejtek jelenlétében (Kornyei és mtsai, 2005). Ezt figyelhetjik meg az ES
sejtek esetében is, azzal az eltéréssel, hogy az ES sejtek egy elddifferencialtatd 1épést is
igényelnek, amely sordn embridcsomokat hozunk létre. A sejtek ebben az allapotban
mar képesek reagélni azokra a jelekre, amelyek a neuralis differenciacio iranyaba terelik
oket.

Az asztroglia/éssejt ko-kultirdkban a retinsav szignalizacido blokkoldsa gatolja az
idegsejtek képzddését az elkotelezetlen embriondlis dssejt aggregatumokban €s az NE-
4C sejtek tenyészeteiben. Ez az eredmény aldtamasztja az asztroglia eredetli retinsav
szerepét az idegi irdnyu differenciacié kivaltasaban. Az asztrogliasejtek termelnek mas
olyan faktorokat is, amelyek képesek befolyasolni az Ossejtek elkotelezodését azzal,
hogy tamogatjak a sejtosztodast és a pluripotens allapot fenntartasat (Wobus és Boheler,
2005). Ilyen faktorok példaul az FGF-2 (Chadashvili és Peterson, 2006) és a LIF (Aloisi
¢s mtsai, 1994).

Az elddifferencialtatott ES sejteket asztrogliatenyészetre helyezve és pan-Rar
antagonistaval kezelve nem csak azt tapasztaltuk, hogy nagymértékben csokkent a
neurogenezis, hanem az aggregatumokban pulzald sejtek csoportjait figyeltiik meg.
Ezeket a sejteket szivizom sejtekként azonositottuk. Tehat az idegi iranyt elkotelez6dés
gatlasa lehetdvé teszi a szivizom iranyu differencidciot, amelyet a retinsav gatol. Ezt a

megfigyelést mds irodalmi adatok is alatdmasztjdk (Aouadi és mtsai, 2006). Ez a
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megfigyelés indirekt bizonyitéka annak, hogy az asztrogliasejtek retinsavat termelnek,
¢s azt sugallja, hogy a retinsav szignalizacid befolydsolja a multipotens Ossejtek
elkotelezddését idegi vagy szivizom iranyba.

Fontos megjegyezniink, hogy a retinsav szignalizcié gatlasa nem sziinteti meg
teljesen az idegsejtek képzddését. Ennek tobbféle oka lehet. Elképzelhetd, hogy a gatlas
soran az antagonista nem fedte le teljesen az 0sszes retinsav koto helyet a receptorokon.
Egy masik kézenfekvd magyarazat szerint a retinsav mellett vannak mas faktorok is a
rendszerben, amelyek képesek a neurdlis indukci6 kivaltasdra. Az irodalomban
talalhatoak olyan adatok, amelyek szerint az asztroglia altal termelt Wnt szintén képes
elinditani a neurogenezist elkotelezetlen Gssejtekben (Castello-Branco és mtsai, 2006;
Lie és mtsai, 2005). A Wnt tutvonal gétlasa azonban nem sziintette meg teljesen az
asztroglia altal indukalt idegsejtképzOdést. Ezek az adatok és a mi eredményeink
egylittesen arra utalnak, hogy az asztroglia eredetli retinsav és mas glialis faktorok —
mint példaul a Wnt — kiegészitik egymas hatdsat. Ezek egyidejii vagy egymast kdvetd
induktiv hatdsa eredményezi az idegi iranyt elkotelezOdést és az idegi fenotipus
meghatarozasat.

Az asztroglia/NE-4C tenyészeteken eltérd iddintervallumokban alkalmazott pan-
Rar antagonista masként hatott a sejtekre. A neurogenezist csak abban az esetben
csOkkentette, ha a ko-kultura kialakitasanak kezdetétdl jelen volt, egy napos késéssel
hozzdadva mar hatastalannak bizonyult. Ez arra utal, hogy a retinsav szerepe az idegi
iranyt elkdtelezodés inicidcidja. Az antagonista kezelés hatdsara egy korai 1épés
gatlodik, a sejtek nem aggregalodnak, ez pedig elengedhetetlen lenne a
differenciacidhoz (Tarnok és mtsai, 2002).

Mindezeket egyiittvéve az adataink azt jelzik, hogy a tenyésztett asztrogliasejtek
olyan mennyiségben termelnek retinsavat, amely hatékonyan valtja ki a neurondlis
elkotelezddést az Ossejtekben a retinsav receptoron keresztiil torténd szignalizacios

utvonalat aktivalva.

5.3. Retinsav produkcio a kozponti idegrendszerben

A retinsav, mint fontos szabalyozé faktor a kdzponti idegrendszer fejléddése soran,

mar régodta a kutatasok kdzéppontjaban all. Alapos vizsgalatoknak vetették ald, hogy hol
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fejti ki hatdsat, milyen génekre hat és azoknak milyen a térbeli és iddbeli eloszlésa,
milyen szerepe van a neurogenezis szabalyozasaban (Maden, 2002; 2007). Az utdbbi
évekig azonban nem keriilt el6térbe, hogy esetleg a feln6tt idegrendszerben is lehet
feladata. A retinsav hatdsa a posztnatalis agyban csak bizonyos, erdsen lokalizalt
régiokban érhetd tetten (35. abra). Ma mar szamtalan bizonyiték tdmasztja ala, hogy a
hippocampus teriiletén befolyasolja a szinaptikus plaszticitast (Misner €s mtsai, 2001;
Aoto ¢s mtsai, 2008; Chen és Napoli, 2008), szabalyozza a proliferaciot és a
neurogenezist a szaglohamban, a szubventrikuldris zénaban és a szubgranuléris
régioban (Asson-Batres és mtsai, 2003; Haskell és LaMantia, 2005; Wang ¢és mtsai,
2005; Jacobs €s mtsai, 2006).

A szubventrikularis zéndban a retinsav eldsegiti a progenitorok osztodasat és
Munkank soran ebben a régioban megfigyeltiink retinsav reszponziv asztrogliasejteket
¢s idegi progenitorokat, a retinsav szintézisért felelds enzimek jelenlétét azonban nem
tudtuk bizonyitani. Ezzel szemben az oldalkamréban taldlhato choroid plexus jelentds
mértékli Raldh2 immunpozitivitast mutatott.

A hippocampus szubgranularis zondjaban talalhatd retinoid reszponziv sejtek nagy
tobbségét szemcsesejtekként azonositottuk. A hippocampalis sejtek neurondlis
osztodasahoz nem sziikséges (Jacobs €és mtsai, 2006). Irodalmi adatok tamasztjak ala,
hogy in situ hibridizacios és immunhisztokémiai kisérletekkel nem lehet kimutatni a
Raldh enzimeket ragcsalok hippocampusaban (Goodman és mtsai, 2012; Shearer és
mtsai, 2012). Ezek az eredmények alatdmasztjak az altalunk kapott képet, amely szerint
az agyszovetben — ¢és igy a hippocampusban sem - figyeltiink meg Raldh2
immunpozitiv sejteket. Nagyon fontos fejlemény azonban, hogy a Raldh2 enzim jelen
van a hippocampust is boritd agyhdrtydban, amely igy potencidlis retinsav forrasa a
kornyezé szoveteknek, amelyekbe a retinsav diffizidoval gradiens szerlien bejut

(Goodman ¢és mtsai, 2012).
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5.4. Az idegi ossejtek retinsav termelése

Vizsgalataink soran jelentds kiilonbséget figyeltink meg az NE-4C idegi
Ossejtvonal (E9,5) és a radialis gliasejtek (E14,5 illetve P62) retinoid metabolizmusaban
€s a retinsav reszponzivitdsban. Az NE-4C sejtek idegi Ossejt tulajdonsagokkal

rendelkeznek ¢és kiilonb6zo hatdsokra idegsejtekké, asztrogliasejtekké vagy

oligodendrogliasejtekké differencialtathatoak (Schlett és mtsai, 1997; Jelitai és mtsai,
2007; Hadinger €és mtsai, 2009; Mark6 és mtsai, 2011).

Idegi dssejt/progenitor kignok
Karakterisztika
NE-AC cells Radial glia like cells (RGI)
Eredet embrionalis (E9) embrionalis falndtt [P62)
anterior agyholyag (E14,5) eloagy SVZ, HC
folyamatos osztodas szelectiv adhézid és fenntartds AK-
ik izalelis slun ssérumbmedinmban |  GRGDIC) peptiden; sodrun nakil
Sejtcikius ideje 16 ora ~20 ora 22.24 dra
nestin + + +
Citokémiai RC2 Z * +
markerek GEAP - - +
plll-tub - - -
Octd + -
Manog + = =
Sox2 + + +
Gén Pax — )
expresszid
(RT-PCR Blbp + + +
adatok
GLAST + + +
alapjan)
MNgn2 = + +
Mashl - + +
Math2 - - -
Az idegi iranyl e EGF megvonds (neuronok);
elkdtelezidés . vagy szZérum mennyiség novelése
Kivaltasa/ “‘:n'"e:‘rz"::: i (asztrogliasejtek);
differencialédott asstrogliaseftek)® PDGF + FGF + forskolin / T3 + AA
utedok {oligodendroglia)

5. tablazat: Az NE-4C idegi Ossejtek (Schlett és mtsai, 1997) és a radidlis gliasejtek
klonjainak (Marké és mtsai, 2011) jellemzése. * Az NE-4C sejtek differenciaciojat
oligodendroglia sejtekké csak 1ézionalt agykéregbe implantalt sejtek esetében figyeltiink
meg (Anderova és mtsai, 2006).
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A sejtek gén és fehérje expresszios jellemzoi arra engednek kovetkeztetni, hogy az
NE-4C sejtek ,,radidlis neuroepitél” sejtpopulacidként viselkednek (5. tdblazat) (Gotz és
Huttner, 2005). Ezek a sejtek az idegi irdnyu indukcidhoz retinsavat igényelnek, ezt
bizonyitja az is, hogy a retinsav receptor antagonista alkalmazasaval a neuralis
differenciacié megakadalyozhato.

A radialis gliasejtek — fliggetleniil a szarmazasi helyliktol és az egér koratol —
hosszuikas sejtalakkal rendelkeznek, RC2 fehérjét tartalmaznak, radialis glia markereket
expresszalnak és a megfeleld koriilmények kozott idegsejtekke, asztrogliasejtekké és
oligodendrogliasejtekké differencialtathatoak (Markd ¢€s mtsai, 2011). A radialis
gliasejtek tulajdonsagai (5. tabldzat) arra utalnak, az NE-4C sejtekhez képest
elérehaladottabb progenitor allapottal rendelkeznek. A kiilonb6zo életkorokbdl izolalt
radialis gliasejtek igazoljak, hogy a teljes élet soran Iétezik az egerekben egy olyan
progenitor populacid, amely barmilyen életkorban képes lehet osztodasra és 1) idegi
elemek létrehozasara. Az NE-4C sejtekkel ellentétben azonban ezek a sejtek nem
igénylik a potens, in vitro neurondlis induktor hatast all-transz retinsavat idegi irdnyu
differenciaciéjukhoz.

Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy az elkotelezetlen NE-4C sejtek kevesebb
retinsavat termelnek, mint a radialis gliasejtek. A kis mennyiségli retinsav termelés
pedig e sejtek esetében Osszefligg a magas retinsav szenzitivitdssal. Az ES sejtekhez
hasonléan (Go6tz és Huttner, 2005) az NE-4C sejtek mar pikomolos retinsav
koncentracié hatasara képesek idegsejtekké differencialédni és elegendd mennyiségi
retinsavat termelnek ahhoz, hogy ez — autokrin modon - neuralis indukciot valthasson
ki. A retinoidok metabolizmusanak képességét tamasztja ald, hogy mas retinoidok
(retinil-észter és retinol) hozzaadasa is differenciaciot idéz eld, amely gatolhaté a
retinsav receptor antagonista hozzaadasaval. Ezekkel a megfigyelésekkel egybevagnak
a génexpresszios eredmények: az indukalatlan NE-4C sejtekben Stra6, Lrat, Rdh10 és
Raldh3 mRNS-ét mutattuk ki. Tovabbi bizonyitékként szolgal a kiilonbozd retinoidok
jelenlétében megfigyelt idobeli késés az idegsejtek keletkezése sordn (lasd 31/B ébra),
valamint a direkt retinsav reszponziv gének (Cyp26al, Rara és Rarf) kifejez6désében
megfigyelt idébeli eltolodas, amit feltehetden az aktiv retinoidok akkumulacioja okoz.
Mivel a retinsav riporter assay segitségével nem tudtunk retinsav produkciot kimutatni,

feltételezziik, hogy annak mennyisége a modszer érzékenységi hatara alatt van (1nM)
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(Kornyei és mtsai, 2007). Mindezek alapjan tehat feltételezhetjiik, hogy a sejtek
rendelkeznek egy bizonyos szintli retinsav szintézissel, amelynek mértéke
befolyasolhatd hozzdadott retinoidokkal vagy a sejtek sajat metabolizmusanak
megvaltozasaval. Mindez felveti az idegi Ossejt differenciacié autokrin szabalyozasanak
lehetdségét.

Az NE-4C sejtek magas retinsav reszponzivitasat magyarazhatja, hogy a lebontasért
felelds Cyp26 enzimek mRNS-ei nem, vagy csak kis mennyiségben expresszalddnak az
elkotelezetlen sejtekben, de az idegi iranyu differencidcid soran a mennyiségiik
megnovekszik. Ezek az enzimek olyan biologiailag aktiv retinoid metabolitokat hoznak
létre — mint példaul a 4-oxo retinsav és a 4-hidroxi retinsav -, amelyek kozremiikodnek
példaul az ES sejtek (Langton és Gudas, 2008) illetve az idegi progenitorok (Goncalves
¢és mtsai, 2009) differencidcidjaban.

Az NE-4C sejtekkel ellentétben a radidlis gliasejtek modszereinkkel is kimutathato
keletkez6 idegsejtek aranyat nem befolydsolja sem a hozzaadott retinsav, sem a retinsav
receptor antagonista alkalmazésa. A retinoid mentes kdzegben izolalt és nevelt sejtek
pedig ugyanugy képesek EGF megvonas hatasara neuronokké differencialdédni.

Az eredetileg szérum faktorként ismert retinol koto fehérje, az RBP4 mRNS-e jelen
van az NE-4C ¢és a radialis gliasejtekben is, fliggetleniil attol, hogy azok milyen
fejlodési allapotban vannak. Az Rbp4 valdszinileg hozzajarul az A vitamin
elérhetdségének szabalyozdsahoz az idegi Ossejtek €s progenitor sejtek (Haskell és
LaMantia, 2005; Wang ¢és mtsai, 2005) vagy fejlodo és érett idegsejtek (Komatsu és
mtsai, 2005; Chen és Reese, 2011) szamara. Meglepé eredmény ugyanakkor, hogy a
radialis gliasejtekbdl hidnyzik az A vitamin felvételéért felelds Stra6 receptor mRNS-e.
Ez magyarazhatja ezekben a sejtekben a retinol reszponzivitas hidnyat, viszont nem ad
valaszt arra, hogy a retinsav prekurzorok hogyan keriilnek a sejtbe. Elképzelhetd, hogy
a retinolt alternativ modon veszik fel a sejtek, példaul a megalin mediadlt A vitamin
transzport alkalmazasaval (McCarthy és Argraves, 2003; Huang és mtsai, 2012).

A radialis gliasejtek retinsav termelése a kiilsd retinoid forrastol fiigg. Ez
magyarazhatja azt is, hogy ezekben a sejtekben nincs Lrat expresszid, amely enzim a

retinol retinil-észter formajaban torténd raktarozasaért felelds. Az Lrat gén inaktivitasa
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arra utal, hogy sejten beliili raktar helyett a radialis gliasejtek a sejten kiviil elérhetd
szubsztratokbol allitja el a retinsavat.

Szamos adat bizonyitja, hogy retinsav reszponziv sejtek vannak a posztnatdlis
ragesalo agy Ossejt niche-ében (Wagner és mtsai, 2002; Mey és McCaffery, 2004; Lane
¢s Bailey, 2005; Wagner ¢s mtsai, 2006; Kornyei és mtsai, 2007, Fragoso és mtsai,
2012). A retinoidok szamos ponton szabalyozzak az idegrendszer sejtjeinek fejlodését,
hatassal vannak a regiondlis €és fenotipus determinédciora (Kim és mtsai, 2009), a
gliogenezisre (Hadinger és mtsai, 2009), a nyulvanyndvekedésre (Clagett-Dame ¢és
mtsai, 2006), a szinaptikus miikdodésre (Aoto €s mtsai, 2008) €s szamos mas folyamatra,
amelyek targyaldsa tovabbmutatna e dolgozat anyagdn. Eredményeink azt mutatjak,
hogy a retinsav hatdsa az idegi Ossejtek ¢és progenitorok kiilonb6zd fejlodési és
differencialodasi stadiumaiban eltérd lehet.

Eredményeink alapjan a retinsav hatasa a neurondlis és glidlis differenciaciora csak
a kevéssé elkotelezett, korai fenotipusii 6ssejt populaciokban nyilvanul meg. Ezek a
sejtek rendelkeznek a teljes, retinoid metabolizmushoz sziikséges enzimkészlettel, igy
hozz4 tudnak jarulni neuronalis elkotelezOdésiik autokrin regulacidjahoz.

A radialis gliasejtek retinsav termelésének szerepe ma még nem teljesen atlathato. A
sejtekben nem mutathatd ki az 0Osszes retinoid atalakitdshoz sziikséges elem, igy
hianyoznak példaul a raktarozasért és a lebontasért felelos enzimek, fliggetlentil attol,
hogy milyen differenciacios allapottal rendelkeznek éppen. Mindez azt sugallja, hogy az
autokrin retinsav hatds — mint a parakrin szignalizacié (Sockanathan és Jessell, 1998) és
a retinsav altal kivaltott novekedési faktor fiiggés (McCaffery és Drager, 2000) -

hozzéjarulhat a radidlis glia-szer( idegi dssejt fenotipus fenntartasahoz.
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6. Kovetkeztetések

e Az asztrogliasejtek in vitro koriilmények kozott képesek indukalni kiillonb6zd

------

e A kiilonboz6 agyteriiletekrdl szarmazd, tenyésztett asztrogliasejtekben jelen van
a retinsav szintéziséhez sziikséges kulcsenzimek mindegyike és a tenyészetekbdl

tobbféle modszer alkalmazasaval kimutathat6 az all-transz retinsav direkt jelenléte.

e A retinsav szignalizacio gatlasakor a neuronalis differenciacid mértékében
tapasztalt csokkenés bizonyitja, hogy az asztrogliasejtek altal termelt retinsav a

retinsav receptorokon keresztiil fejti ki indukcios hatasat.

e Az in vitro tapasztalatokkal ellentétben az asztrogliasejtek in vivo nem termelnek
retinsavat, annak ellenére, hogy rendelkeznek a sziikséges enzimkészlet mRNS-
ével. Az asztrogliasejtek retinsav termelése valosziniileg a tenyésztés soran

er6sodik fel.

e Az asztrogliasejtek mellett az altalunk vizsgalt idegi Ossejtek is termelnek
retinsavat, produkciojuk azonban fiigg a rendelkezésre all6 metabolitok
mennyiségétol. Ha azonban ezek rendelkezésre allnak, akkor a sejtek képesek a
szubsztratok felhasznaldsaval retinsavat szintetizdlni, amely elOsegiti a sajat

differenciacidjukat.

o A felndttkori neurogén zonakban jelen van a retinsav. Asztrogliasejtek és idegi
progenitorok kornyezetében kimutathatd, ezekben a sejtekben azonban a
termeléshez sziikséges egyik enzim, a Raldh2 nem expresszalodik. Ezek szerint az
itt levd retinsavat ezek a sejtek masik enzimek segitségével allitjak eld, vagy az
agyhartya feldl kapjak diffazidval. Az ugyanis a teljes élet soran termel jelentds

mennyiségben retinsavat.
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7. Osszefoglalas

A retinsav széles korben alkalmazott indukcids faktor, amely kiillonb6z6 eredetii
multipotens sejtpopulaciok (embriondlis karcindma, embriondlis és idegi Ossejtek valamint
iPS sejtek) neurondlis differenciaciojat képes kivaltani in vitro. A retinsav in vivo fontos
szerepet jatszik az agy embriondlis fejlddésében, €és ahogyan azt mi is bizonyitottuk, a
feln6tt agy neurogén régioiban is jelen van. Az adatok azt mutatjak, hogy a retinsavnak a
szabalyozéasaban. Vizsgalataink sordn az idegi dssejtek retinsav reszponzivnak bizonyultak,
mégis keveset tudunk i; az idegi Ossejtek retinsav eldalakokat atalakitd képességérdl és ii; a
retinsav metabolizmus/szignalizacié komponenseinek atrendezddésérdl az idegi dssejtekben
a fejlédés soran. Dolgozatomban bemutattam az idegi Ossejtek/progenitorok retinsav
reszponzivitasat €s retinsav termeld képességét. Tovabba szemléltettem a differenciacio-
fliggd valtozasokat a retinoid metabolizmus tagjainak génexpressziojaban. Eredményeim
azt mutatjak, hogy a korai, embrionalis neuroektodermalis (NE-4C) 0Ossejtek és a késoi
embrionalis illetve feln6tt eredetli radialis glia progenitorok képesek bioaktiv retinoidokat
termelni, de kiilonbozoképpen reagalnak a retinoid szignalra. A radidlis gliasejtek
sejtekbdl idegsejtek formalodnak a retinsav és eldalakjai (retinol és retinil-észter) hatasara

is. Adataink azt mutatjak, hogy az endogén retinsav produkcié hozzéjarulhat egyes idegi

----------

------

rrrrrrr

adatok azt sugalljak, hogy az asztroglia potencialis retinsav forras lehet a kozponti
idegrendszerben. Masfeldl azonban, a posztnatalis agybodl izolalt asztrogliasejtek nem
termelnek retinsavat és a glialis Raldh expresszié erdsen szabalyozott in vivo. Tehat az
asztroglia regulalt forrasa lehet a retinsavnak és jelentds szerepet jatszhat az agy retinoid
homeosztazisdnak fenntartasdban.

Végiil, az eddig azonositatlan meningealis sejttipusok teljes élet soran torténd retinsav
termelése eldre vetiti, hogy a retinoidok, amelyek Osszetett gyulladascsdkkentd funkcioval

rendelkeznek, fontos immun-szabalyozoé szereppel birhatnak az agy perifériajan.
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8. Summary

Retinoic acid has been widely used as a potent inducer of neuronal differentiation in
various multipotent cell populations (ES, iPS cells, embryonic carcinoma and neural stem cells),
in vitro. In vivo retinoic acid plays a major role in the regulation of embryonic brain
development and — among others — we have also demonstrated, that retinoic acid is present in
the major neurogenic niches within the adult brain too. The data indicate that retinoic acid
signaling is involved in the regulation of neural stem cell commitment and differentiation
throughout life. While neural stem cells were shown to respond to retinoic acid, little is known
about i; the potential of neural stem cells to utilize retinoic acid precursor molecules and ii; the
rearrangement of the components of retinoid metabolism/signaling during neural stem cell
development. Here I provide data on the retinoid responsiveness and retinoic acid production of
distinct neural stem cell/neural progenitor populations. In addition, I demonstrate
differentiation-related changes in the expression of genes encoding proteins of the retinoid
machinery, including components responsible for uptake (Stra6) and storage (Lrat) of vitamin
A, transport of retinoids (Rbp4, Crbpl, CrabpLII), synthesis (Rdh10, Raldh1-4), degradation of
retinoic acid (Cyp26al-cl) and retinoic acid signaling (Rara,f,y, Rxra,B,y). The data show that
both early embryonic neuroectodermal (NE-4C) stem cells and late embryonic or adult derived
radial glia like progenitors are capable to produce bioactive retinoids but respond differently to
retinoid signals. However, while neuronal differentiation of radial glia like cells can not be
induced by retinoic acid, neuron formation by NE-4C cells is initiated by both retinoic acid and
retinoic acid precursors (retinol or retinyl acetate). The data indicate that endogenous retinoic
acid production, at least in some neural stem cell populations, may result in autocrine regulation
of neuronal differentiation.

I also present data supporting the view that astroglial cells are key regulators of stem cells
differentiation. Namely, I show, that astroglial cells instruct noncommitted stem cells to adopt a
neuronal fate; provide strong in vitro evidence, that astrocytes actively produce all-trans retinoic
acid; and demonstrate, that astroglia-derived retinoic acid is a key factor in glia induced
neuronal differentiation of various stem cell populations. These in vitro studies suggest that
astrocytes may be a potential source of retinoic acid in the CNS. On the other hand, our data on
the lack of retinoic acid production by glial cells sorted directly from the postnatal brain along
with some recent findings on moderate glial Raldh expression in vivo suggest, that astrocytes act
as a regulated source of retinoic acid and may have a key role in maintaining retinoid
homeostasis in the brain.

Finally, our observations on the life-long retinoic acid production by some yet
unidentified meningeal cell types predicts, that retinoids, known to have multiple anti-

inflammatory functions may play important immune regulatory role at the brain periphery.
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