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,Felfedezni valamit annyit tesz, mint latni, amit
mindenki 1at és kdzben arra gondolni, amire még

senki.”

Szent-Gyorgyi Albert



BEVEZETES

Mig az agy testiink tdmegének minddssze 2%-a, a teljes test
oxigén felhasznélasanak 20%-aért, glukdz felhasznalasanak
pedig akar 50%-&rt is felelos lehet. Mas szOvetekkel
Osszehasonlitva az agy kiemelkedden magas energiaigénnyel
rendelkezik, amelynek fedezését térben és iddben rendkiviil
finoman &sszehangolt szabalyozasi mechanizmusok teszik
lehetévé. Ezen regulalt folyamatok kdzé sorolhatd a kdzponti
idegrendszeri sejtek funkcionalis anatomiai szervezOdésének
dinamizmusa, valamint a cerebrospinalis  folyadékban
megtallhatd energiadonor metabolitok transzport és anyagcsere
folyamatai.

Az agyi bioenergetika kutatdsdban hosszil id6n keresztiil az
idegsejtek anyagcseréje és a glukoz kizérélagos energiadonor
szerepe allt a kozéppontban. Az utébbi harom évtized kutatasi
eredményei azonban az anyagcsere korabbi neurocentrikus
felfogasanél sokkal komplexebb képet mutatnak. A kdzponti
idegrendszerben  megtalalnatd  gliasejteket  (asztroglia,
oligodendroglia és mikroglia sejtek) az idegsejtekkel szemben
sokaig metabolikus szempontbol kozémbds sejtekként tartottak
szémon. Ezt a nézetet megvéltoztatta a gliasejtek egyedi
funkcioinak felfedezése, kulondsképpen az energia szubsztratok
metabolizmuséban,  termelésében,  raktarozdsdban s
széllithsaban betoltott szerepik. FDG-PET és fMRI vizsgalatok
eredmeényei igazoljak a kozponti idegrendszeri gliasejtek és
neuronok kozotti funkcionalis anatomiai szervezodést és
metabolikus  kapcsolatot. A gliasejtek  anyagcsere
sajatossagainak felfedezése, valamint a neuronok és gliasejtek
kozotti szerteagazd metabolikus kapcsolatok feltérképezése igy
alapvet6 szerepet jatszik az agy funkcidinak megértésében.



Doktori munkam soran a kifejlett és fejlodo agy sejttipusain
végeztem in vitro kisérleteket. A gliasejtek kozil az aktiv hely-
és helyzetvaltoztatd mozgasra képes mikroglia sejtek
bioenergetikai funkcidit vizsgaltam. A kozponti idegrendszer
elsédleges immunvédelméért felel6s mikroglia sejtpopulaciok az
agyban rendkivill heterogen eloszlast mutatnak. Ezek a sejtek
képesek az agy régioi kozotti migraciora, amely soran kiilonb6zd
metabolikus kdrnyezetbe keriilnek. Felmeril a kérdés, hogy
melyek azok az energiadonor vegytletek, amelyeket a mikroglia
sejtek  képesek  energiatermelésre  felhasznalni? A
mikrokornyezetek energia szubsztrat Osszetétele egyértelmiien
meghatarozza a mikroglia sejt energianyeréshez sziikséges
metabolikus utvonalait. A glukéz az elsddleges, de nem
kizarolagos energiadonor vegyulet az agyban. Egyéb
metabolitokat is képesek a kozponti idegrendszeri sejtek
energianyerésre felhasznalni. A glutamat-glutamin ciklusban
résztvevd glutamin  az agyban kiemelkedéen magas
koncentracioban  el6forduld  aminosav, amely felveti
energiadonor szerepét. Az asztrocita sejtek laktat-termelésére és
a neuronok laktét-felhasznéléséra az irodalomban sz&dmtalan
peldat talalunk. A ketontestek (B-hidroxibutirdt és acetoacetat)
ugyancsak elérhetik a mM-os koncentracié-tartomanyt a
cerebrospinalis folyadékban, kiiléndsen éhezés soran. Kisérletes
munkam  célla  wvolt igy a mikroglia  sejtek
altal energiatermelésre fordithat6 szubsztratok
metabolizmusédnak a vizsgalata. A mikroglia sejtek
bioenergetikai funkcidin kiviil a fejlédé agyban végbemend
neurondlis  diffrenciaci6  anyagcsere — sajatossagaival  is
foglalkoztam.



CELKITUZESEK

Kutatomunkank soran a kifejlett idegszovetben és a fejlodo
agyban el6forduld sejtek  bioenergetikai  sajatsagait, a
cerebrospinalis folyadekban fiziologids korilmények kozott
eloforduld energia szubsztratok hasznosulasanak mértékét és
metabolikus Utvonalait vizsgaltuk in vitro sejttenyészeteken.

I. Egérbdl izolalt primer mikroglia sejtkultira és immortalizalt
BV-2 mikroglia sejtek szubsztrat-prefencidjat vizsgaltuk
tapanyagmentes médiumban torténd ¢éheztetést kovetden. A
sejtek oxigenfogyasztasat, H* produkcidjat, intracellularis ATP
és ADP szintjét, viabilitsat, autofagia aktivitasat, tovabba az
apoptotikus és nekrotikus sejtek hanyadat és az m-TOR
szignalizacios Utvonal fehérjéinek foszforilaltsagat mértik és
elemeztiik ezek valtozasat kiilonboz6 metabolitok hatasara.

A kovetkez06 kérdésekre kerestik a valaszt:

1) Milyen tapanyagokat képesek felhasznalni a rendkivili
dinamikus sajatsaggal rendelkez6 mikroglia sejtek?

2) Milyen anyagcsere utvonalakon nyernek energiat a
mikroglia sejtek?

3) Milyen metabolikus kulonbségek és hasonlésagok
adodnak a primer és BV-2 mikroglia sejtek kozott?



Il. NE-4C neuronalis 0Gssejteken, valamint  neuronna
differenciéltatott NE-AC sejteken vizsgaltuk a glukoz és glutamin
hatasat a sejtek metabolizmusara. Az oxigénfogyasztas
méréseket dsszehasonlitasképp elvégeztiik primer neuronalis és
asztroglia sejtkultdran is.

A kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1) Véltozik-e az idegi dssejtek metabolizmusa a neuronalis
differenciacio soran?
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2) Az NE-4C O0ssejt neurondlis differenciacioja sora
kifejlédd neuronok anyagcseréje mennyiben hasonlit az
embriondlis egér agybol  izolalt primer neuronok
metabolizmuséahoz?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyészetek létrehozésa és fenntartasa

Az immortalizalt BV-2 mikroglia sejtek (ajandék prof.
Rosario Donato-tol - Kisérleti Orvostudomanyok és Biokémiai
Tudomanyok Intézete, Perugia, Olaszorszag) mianyag
flaskékban tenyésztettiik DMEM-alapu tenyészmédiumban. A
megfeleld kitapadas eléréséhez A méréseket 24 oraval
megel6zden tiltettlik ki a sejteket mikroplate-re.

A primer mikroglia sejteket 1-2 napos, Ujszllétt, CD1
egerek eléagyabol izolaltuk. Egy kisérlethez elegendd sejtkultura
eléallitasahoz ~ 10-13  egeret  hasznéltunk  fel, amely
megkozelitdleg 3 x 10% db mikroglia sejtet eredményezett. A
kialakulo asztrocita-mikroglia vegyes kultirat MEM-alapu
tenyészmédiumban, petri csészékben tenyésztettiik, majd az
izolalast kovetd 24-26. napon a mikroglia sejteket kétlépéses
tripszin kezeléssel elvalasztottuk az asztrocita sejtektdl és
kitltettik mikroplate-re. A primer mikroglia sejteket a mérést
megelézoen 48 oraval iiltettiik ki a megfeleld kitapadas
eleréséhez.

Az NE-4C p53-/- egérembrio eliilsé agyholyagbol izolalt
idegi Gssejtvonalat MEM-alapU tapoldatban, petri csészékben
tenyésztettilk. A sejtek passzalasaval mindaddig vartunk, amig a
sejtproliferéacid el nem érte a petri csésze 85%-0s lefedettségét. A
tripszin kezelés soran az aljzatrol levalo sejteket szérum-tartalmu
tenyészmediummal felszuszpendaltuk, majd Blrker-kamras
sejtszamlalast kovetéen a sejteket az ) petri csészében
egyenletesen eloszlattuk. A tenyészmédiumot hetente haromszor
csereltlik a sejteken.

A konfluens NE-AC neurondlis Gssejttenyészethez
10% M végkoncentraciojli all-transz retinsavat adtunk a
neurondlis differencialodas meginditasara. 48 ora elteltével a



médiumot  retinsav- €S szérummentes tenyészmédiumra
cseréltik. A differencidlt NE-AC tenyészeteken végzett
metabolikus vizsgalatok az indukciot kovetd masodik héten
torténtek.

A primer idegsejtek izolalasa CD1 tipust embrionalis
egerek (E15-E16) eléagyabol tortént. Az agyszovet mechanikali
disszociacidjat és a sejtek szuszpendalasat MEM-alapu
médiumban  végeztik. A  sejtszuszpenziot 40-42 pm
porusatmérdjii halon keresztiil sztirtiik, majd kiiiltettiik 96 lyukt
mikroplate-re az oxidacio vizsgalathoz. A kiiiltetést kovetd
mésodik héten a médiumot szérummentes neuronalis médiumra
cseréltiik. A Seahorse miiszerrel végzett metabolikus vizsgalatra
a sejtek kirakasat kovetd 11-13. napon kertlt sor.

A primer asztrocita sejtek izolalasat kés6i magzati és
perinatalis CD1 egerek eléagyabol végeztik.
Tenyészmédiumként MEM-alapu tapoldatot hasznaltunk. A
sejteket 96 lyuk( mikroplate-re tiltettiik ki a mérést megelézéen
24 6raval a megfeleld kitapadas eléréséhez.

Mitokondrialis oxigénfogyasztas és extracellularis pH
valtozas mérése mikrofluorimetriads modszerrel

A letapadt sejtek oxigénfogyasztasat (amely elsddlegesen a
mitokondrialis oxidaciorol ad informéciot), valamint az
extracellularis médium pH valtozasat (amely elsodlegesen a
glikolizis mértékét mutatja) a mikrofluorimetrias elven miik6do
Seahorse XF96 Extracellular Flux Analyzer miiszerrel kovettiik.
A szubsztrat hozzaadasa el6tt a sejteket energia szubsztratot nem
tartalmazd, mesterséges cerebrospinalis folyadékban (ACSF)
¢heztettiik két oran keresztiil, majd a miiszerrel detektaltuk az O2
tenzio és pH értékeket, amelyekbdl az XF96 Analyzer szoftver
oxigénfogyasztas és extracellularis pH csokkenés értekeket
szamolt. A mérés kezdetén fél 6ras alapvonalat vettiink fel



tapanyagmentes ACSF-ben, igy alakult ki az 6sszesen két 6ran
at tartd éheztetés. A merés soran mérési médiumban oldott
szubsztratot (glukdz, glutamin, piruvat, laktat, B-hidroxibutirat,
acetoacetat) és metabolikus  gatloszert/szétkapcsoloszert
(oligomycin, DNP, FCCP, antimycin A, natrium-oxamat)
injektaltunk a mérési wellekbe.

Intracellularis ATP és ADP szintek detektaldsa
kemilumineszcens médszerrel

Intracellularis ATP és ADP szintek detektalasat teszi lehetéve a
kemilumineszcens elven miikodd, végpontjelzéses ATP assay
kit. Méréseinket Galaxy Bio-Orbit 1258 dedikalt luminométeren,
fehér, 96 Iyukd mikroplate-ben végeztik. Kiserleteink a
tenyészmédium ACSF-re torténé lecserélésével kezd6dott. Két
Oras ¢heztetést kovetéen az ACSF-et egy energiadonor
metabolittal (szubsztrat) egészitettiik ki (ezaldl kivételt képeznek
a kontroll sejtek), majd tovabbi két 6ra utan, ACSF-fel torténd
mosast kovetden detergenssel lizaltuk a sejteket. Az igy szabadda
valo ATP mennyisége mérhet6 a kit-ben talalhato termostabil
luciferaz enzim segitségével. Az ADP szint meghatarozasara egy
parallel lyukban a sejtlizatumhoz foszfoenol-piruvatot és piruvat
kindz enzimet adtunk. Az igy kialakul6 ATP mennyisége az
eredeti lizatum ATP+ADP tartalmanak felel meg, amelybdl
konnyen kiszamolhatd kezdeti intracellularis ADP szint az
intracellularis ATP mennyiségének ismeretében. A mérés végen
standard mennyiségli ATP hozzaadésaval kalibraltunk.

Sejtviabilitas mérése MTT spektrofotometrias modszerrel

A sejt redukcios kapacitsanak vizsgalatara alkalmaztuk az MTT
reagenst, amely a sejtviabilitasrol ad informéciot. A mikroglia
sejteket 2 dran keresztlil éheztettilk szubsztratmentes ACSF
mediumban, majd tovabbi két oran keresztil inkubaltuk egy-egy
szubsztréttal kiegészitett ACSF médiumban (ezaldl kivételt



képeztek a kontroll sejtek). A 4 oras inkubalast kovetden a
sejtekhez hozzéadtuk az MTT reagenst, amellyel tovabbi egy
oran keresztil inkubaltuk 37°C-on a sejteket. Ezid6 alatt
kialakultak a formazan kristAlyok, amelyeket sdsavas
izopropanol  elegyében  feloldottunk, majd az oldat
abszorbancidjat 570 nm-en vakkal szemben mértik.

Apoptozis- és nekrdzisvizsgalat

EIS sejtek apoptozis vizsgalatara Annexin fluoreszcens festést
hasznaltunk. A sejtmembran integritasar6l a calcein-AM
fluoreszcens festes adott informaciot. A festést megelézoen a
sejteket 2 dran keresztill szubsztrdtmentes ACSF-ben, majd
tovabbi két oran keresztiil szubsztréttal kiegészitett ACSF-ben
inkubaltuk. A 4 6rés kezelést, majd festést kdvetden a sejteket
Zeiss Axiovert 200 M fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk.
Kizérélag calcein-AM-mel festédnek az ép sejtmembrannal
rendelkezd életképes sejtek, mig Annexinnel is festddnek azok a
sejtek, amelyek a korai apoptézis fazisba léptek. Nekrozisra utall,
ha a sejt csak Annexinnel festodik.

Western-blot

BV-2 mikroglia sejtekkel Western-blot vizsgalatokat végeztiink.
A sejteket 6 lyukd plate-re raktuk ki a mérést megel6z6 napon.
Az éheztetés koriilményei a fent leirtakkal megegyez6 volt: a két
oras éheztetést kovetden az ACSF médiumot szubsztrattal
egészitettiik ki, majd tovabbi két 6ran keresztill inkubaltuk. A 4
oras kezelést kovetden lizaltuk a sejteket. A fehérje mennyiségi
meghatarozasahoz BCA kitet hasznaltunk. Minden egyes
lizd&tumbdl 12-16 pg fehérjét TRIS-Glicin SDS poliakrilamid
gélen futtattunk. Az elvalasztott fehérjemintakat atvittik
polivinilidén difluorid membranra. A primer antitestek a
kovetkezOek voltak: 1) autofagia markerek: microtubule-
associated protein 1 light chain 3 A/B; ii) mTOR Utvonal



markerei: foszfo-mTOR; mTOR, foszfo-S6; riboszomalis S6;
foszfo-AMP-aktivalt protein kinaz o, AMPKo.
Immunoreaktivitds ~ vizsgalatra a megfeleld horseradish
peroxidazzal konjugalt szekunder antitestet hasznaltuk. A
kemilumineszcens jel detektalasat a Chemidoc XRS+ miiszerrel
végeztik (Bio-Rad, Hercules, CA, US). A foszforilalt
epitopokhoz kotdédd antitestek eltavolitasara Pierce Stripping
puffert hasznaltunk.

Immuncitokémia

Az dramlasi citometrias vizsgalatokhoz minden egyes kondicid
esetén 5x10° BV-2 sejtet permeabilizaltunk PerFix-nc kit
segitségével a gyartd ajanlasanak megfeleléen. A p-S6
expresszid meghatarozasa direkt jelolt, monoklonalis p-S6
antitesttel  tortént. A vizsgalat Navios aramlasi citométeren
tortént, mig az adatok kiértékeléséhez a Kaluza szoftvert
hasznaltuk.



EREDMENYEK

A kifejlett idegszdvet anyagcseréje
Mikroglia sejtek szubsztrat-preferencia vizsgélata

A cerebrospinalis folyadékban megtalalhatd energia metabolitok
hatdsat in vitro kisérletekben vizsgaltuk primer mikroglia
sejteken és a BV-2 mikroglia sejtvonalon a Seahorse XF
Analyzer = miszer  segitségével. A mitokondrialis
oxigénfogyasztas intakt sejteken torténd mérésével kozvetlen
informaci6 nyerhet6 az energia szubsztratok hasznosulasarol és
az in situ mitokondridlis funkciokrdl. ACSF médiumban,
energia szubsztratok hianyaban a mikroglia sejtek alaplégzése
és maximalis oxigénfogyasztasa csokkent, tovabba a sejtek
intracellularis ATP szintjében is csokkenést tapasztaltunk, amely
stlyos energiahianyra utal ilyen korilmények kozott. A primer
mikroglia sejtekben, ellentétben a BV-2 mikroglia sejtekkel az
éheztetés nem eredményezte a sejtek viabilitasanak a
csokkenését, illetve nem indukalt szignifikans mértéki
apoptozist. A BV-2 sejtek csokkent mTOR és S6 foszforilaciot
mutattak  ¢heztetést kovetéen, amely a fehérjeszintézis
redukcidjéra utal. Az intenziv autofdgiat mutat emelkedett LC3
I/l ardny az ACSF médiumban inkubalt BV-2 mikroglia
sejtekben az Onemeésztési folyamatok kezdetére utal.
Kdvetkeztetésképpen elmondhat6d, hogy a primer mikroglia
sejtek kevéshé érzékenyek a szubsztratmegvonasra, mint a BV-
2 mikroglia sejtek.

A sejtekben torténd szubsztrat-hasznositas vizsgélata soran a
mikroglia sejteket oxidativ vagy glikolitikus szubsztrattal
kiegészitett ACSF mediumban tartottuk. A kivalasztott energia
metabolitok a cerebrospindlis  folyadékban fizioldgias
koriilmények kozott eléforduld szubsztratok voltak (glukoz,
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glutamin, piruvat, laktat, ketontestek). Az agyi kortexre
vonatkozo respiracios kvociens 1 korili érték, amely a glukéz
aerob oxidacidjara utal. Kisérleteinkben a glukoz csokkentette
mind a primer, mind pedig a BV-2 mikroglia sejtek
oxigénfogyasztasat. A glukdz ehhez hasonld akut hatasat
(Crabtree-effektus) az els6sorban glikolitikus anyagcseret
folytato sejteknél (tumoros sejtek) méar korabban is megfigyelték.
A mikroglia sejtek oxigénfogyasztasanak — csokkenese
oligomycin hozzéadaséra glukoz jelenleteben azonban csekély
oxidativ foszforilacio jelenlétére is utal. Az ACSF médiumban
tartott mikroglia sejtek extracelluléris acidifikéciojat a glukdz
hozzaadasa emelte, amely a sejtek intenziv glikolizisét mutatja.
Ellentétben a BV-2 mikroglia sejteknél megfigyeltekkel, a
primer mikroglia sejtek ¢heztetést kovetd intracellularis ATP
szint csokkenését a glukozbol keletkez6 ATP  részben
kompenzalta. BV-2 sejtekben az ACSF-ben éheztetett sejtekhez
képest sem a sejtviabilitas ndvekedése, sem az apoptotikus sejtek
szdménak a csokkenése, sem pedig a p-mTORA-mTOR
aranyanak a novekedése nem kovetkezett be glukéz hatésara.
Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy a BV-2 mikroglia
sejtekben a glukdz nem volt képes visszaforditani az éheztetés
kovetkezményeként  létrejové  katabolikus  folyamatokat.
Kisérleteket végeztink a glukoz jelenlétében létrejové akut,
oxidaciot csokkent6 hatas hatterének a vizsgalatara. A piruvat
dehidrogenaz komplex (tovabbiakban PDHCc) teljes gatlasa nem
allnat fenn, hiszen a mitokondrialis szétkapcsoldszer a primer
mikroglia sejtek oxidaciojat fokozta, amely csak magas PDHc
aktivitas mellett elképzelhetd. Mindemellett a laktat
dehidrogenaz enzim gétlasa a glukdz jelenlétében mért alacsony
mitokondrialis oxigénfogyasztast fokozta, a glikolizis mértékét
pedig csokkentette.
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Piruvat szubsztrat jelenlétében a glukéz hatdsanak
diszkutdlasanal leirt PDH inaktivacio nem lépett fel, hiszen
glukoz hianyaban nem torténik glikolitikus ATP termelés, amely
részben inaktivalna a PDH enzimet. Primer mikroglia sejtekben
a piruvét az alaplégzést fokozta, tovabba az intracellularis ATP
szintet ndvelte, mig BV-2 sejtekben ez nem volt tapasztalhato. A
BV-2 mikroglia sejtek esetén azonban a piruvat nem volt képes
az ¢heztetés soran fellépd intracellularis ATP szint és
sejtviabilitas csokkenést, valamint apoptdzis indukciot gatolni.

A laktat a kdzponti idegrendszer egyik bizonyitottan fontos
energia metabolitja. Kisérleteinkben a primer mikroglia sejtek és
aBV-2 sejtek alaplégzesét és maximalis légzéseét a laktat fokozta.
Primer mikroglia sejtekben a laktdt az ATP termelést
szignifikans mértékben fokozta az ACSF-ben éhez6 kontroll
sejtekhez képest. Annak ellenére, hogy a BV-2 mikroglia sejtek
képesek a laktat hatékony oxidaciojara, az ACSF-ben 4 dran
keresztiil ¢heztetett sejtekben megfigyelhetd intracellularis ATP
szintés MTT viabilitas csokkenés jelentkezett laktat jelenlétében
is. Erdekes 6sszehasonlitani a laktét és piruvat oxidaciora kifejtett
hatasét. Primer mikroglia sejtekben mind az alaplégzést, mind
pedig amaximalis légzést a laktatnal nagyobb mértékben fokozta
a piruvat. Erre magyardzatot adhat az, hogy a piruvat
mitokondrialis transzportot kdvetéen kozvetlen szubsztratként
szolgél a PDH enzim szdmara, mig a laktat atalakulasa piruvatta
sebességmeghatarozo lehet. A citoszolikus NADH oxidacié
csekély, igy a LDH Altal katalizalt reakcioban keletkez6 NADH
elektronjai  Ggynevezett ingak (malét-aszpartat inga és
glicerofoszfat-inga)  Utjan  jutnak el a  mitokondrialis
elektrontranszport lancha és eredményezik az ATP szintézisét.
Ehezés kovetkeztében azonban az ingat mitkodtet szubsztratok
alacsony koncentrécidja miatt ezen ingak funkcionalisan inaktiv
allapotba kertilnek.
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Kisérleteinkben a glutamin egyeddili szubsztratként a primer - és
BV-2 mikroglia sejtek alaplégzéset fokozta és ez az
alaplégzeshez viszonyitott oxigénfogyasztas novekedés ATP
szintézishez kéthetd. A mitokondridlis szétkapcsoldszerrel elért
maximalis respiracio glutamin jelenlétében volt a legmagasabb.
BV-2 mikroglia sejtekben a glutamin a tenyészmediumban
tartott kontroll sejtekével Osszemérhetd, magas intracellularis
ATP/ADP aranyt és MTT viabilitast eredmenyezett. A glutamin
az ACSF-ben éhez6 kontroll sejtekhez képest az mTOR aktivitas
és fehérjeszintézis (p-S6 szint) fokozéasat eredményezte. Bar
glutamin szubsztrat jelenlétében az LC3 II/l és a p-AMPK/-
AMPK  aranyban szignifikans eltérést nem tapasztaltunk az
ACSF médiumban éheztetett kontroll BV-2 sejtekhez képest, a
mas sejttipusokndl leirt, mTOR és autofagia kozotti, reciprok
szabélyozés azonban itt is jOl megfigyelheté. A glutamin igy a
mikroglia sejtekben az éheztetés kovetkeztében kialakulo
katabolikus folyamatokat visszaforditotta.

Eheztetett korilmények kozott a B-hidroxibutiratot képesek
mind a primer, mind pedig a BV-2 mikroglia sejtek hasznositani.
B-hidroxibutirat jelenlétében a mikroglia sejtek alaplégzése és
maximalis légzése is megemelkedett, azonban a szubsztratok
kozll ez volt a legcsekélyebb hatés. A ketontestek éheztetett
mikroglia ~ sejtek  metabolizmusara  kifejtett  hatisénak
vizsgélatara acetoacetattal is végeztiink kisérleteket. Glutamin
jelenléte nélkiil az acetoacetat jelentds mértékben nem fokozta az
alaplégzést, a maximalis respiraciot is csak atmenetileg emelte
meg az ACSF médiumban éhezo kontroll sejtekhez képest.

Glutamin jelenlétében az acetoacetét tartdsan fokozta mind a
primer mind a BV-2 sejtek oxigénfogyasztasat. Ezek az

eredmeények arra engednek kovetkeztetni, hogy a ketontestek
oxidacidjanak éheztett koriilmények kozott hatart szab a
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szukcinil-KoA alacsony mennyisége. Ez jol tiikrozodik a
szétkapcsoloszer  jelenlétében mért  acetoacetat oxidacio
csOkkenéseben. Amennyiben glutamint is tartalmaz az ACSF
meédium acetoacetat mellett, a glutamin metabolizmusa soran,
idéegység alatt keletkezd szukeinil-KoA mennyisége elegendd
ahhoz, hogy a ketontest oxidacioja megtortenjen. Mindezek az
eredmények arra utalnak, hogy éheztetett koriilmények kozétt a
citrat-kori intermedierek deplécitja kdvetkezik be, amely sordn a
ketontestek oxidacidja gatolt. Azonban a megfelelé szubsztrat-
kombinaciok alkalmazésaval a citrat-ciklus intermedierek
mennyisege és a ciklus sebessége helyreallithato.

A glutamin-ketontest szubsztrat-kombin&cion kivil mas energia
metabolit-par is képes volt ndvelni az oxidaciota BV-2 sejteken.
Az ACSF médium aszpartattal tortén6 kiegészitése fokozta a
sejtek glukdz, piruvat és laktat jelenlétében mért oxidaciojat.

A primer- és BV-2 mikroglia sejteken végzett vizsgalatok soran
kapott eredmények dsszefoglalasa lathatd az 1. abran.
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1. 4bra

Mikroglia sejtek bioenergetikai vizsgalata — primer- és BV-2
sejteken kapott eredmények dsszefoglal6 abraja

Az dbran az egyiranyl nyilak egyiranya mitokondrialis
transzportot/reakciot, mig a kétirany nyilak a kétiranyu
transzport lehetdségét, illetve reverzibilis reakciot feltételeznek.
A szaggatott nyil tobb reakcion alapuld atalakulast jeldl.
Réviditések/jeldlések: fokozas (1), gétlés (¥), nincs szignifikans
hatas (N.S.), nem detektalt paraméter (N.D.), primer mikroglia
sejtkultura (prim), oxidacio (ox), apopt (apoptozis indukcio),
autof (autofagia aktivitas), pir (piruvat), ACAc (aceto-acetat),
BOHB  (B-hidroxibutirat), szukcinil-KoA  (szukc-KoA),
oxalacetat (OA), acetil-KoA (Ac-KoA), izocitrat (IC), glutamat
(9lu), glutamin (gln).
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I1. Anyagcserevaltozas a neuronalis fejlédes soran

A neurondlis differenciacid6 metabolikus — aspektusainak
vizsgélatara in vitro Kisérleteket végeztiink NE-4C neuronalis
Gssejteken, illetve neronna differencialtatott NE-4C sejteken. Az
Osszehasonlitd vizsgalat részeként primer neuronlis és primer
asztroglia sejtkultiran is végeztiink Kisérleteket. A sejtek
¢heztetését kovetden oxigénfogyasztas méréseket vegeztiink a
kozponti idegrendszerben fiziologias kortlmények kozott
eléforduld két leggyakoribb energia metabolit, a glukdz és a
glutamin jelenlétében. A mitokondridlis oxigenfogyasztas és a
glikolitikus aktivitdas merését végeztilk el a négy kiilonbozo
sejttipuson. A nem differencialt NE-4C sejtek esetén aktiv
glikolizist tapasztaltunk, mig a differencialt NE-4C sejteknél
inkabb az oxidativ anyagcsere volt jellemz6 glukéz jelenlétében.
A glutamin hasznositasdban is kilonbsegek adddtak a
differencialt és nem differencialt sejttipus kozott. Mig az NE-4C
Gssejtek alaplégzését a glutamin fokozta, addig a differencialt
NE-4C neuronok oxigenfogyasztasaban nem tapasztaltunk
emelkedeést glutamin hatsara.
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KOVETKEZTETESEK

Eredményeink alapjan megéllapithatd, hogy a mikroglia sejtek
metabolikus  sokszinliséget mutatnak. A cerebrospinalis
folyadékban rendelkezésre all6 szubsztratok széles skalajat
képesek energiatermelésiikre forditani, igy glukézt, piruvatot,
laktatot, ketontesteket, illetve aminosavakat is. Ez a metabolikus
flexibilitas lehetové teszi, hogy a mikroglia sejt energia
homeosztazisat fenntartsa az agy eltérd metabolikus
kornyezeteiben. A vizsgalt energia metabolitok koziil a glutamin
jelenti a leghatékonyabb szubsztratot. A mikroglia sejtek
nagyfoku transzaminalasi kapacitassal rendelkeznek, amely
aszpartatbol (s malatbdl) az acetil-KoA akceptor oxalacetat
képz6dését eredményezi. igy a mikroglia sejt képes szabalyozni
a lokdlis glutamat/glutamin szintet. Kisérleteink eredményei
alapjan feltételezhetjiik, hogy a mikroglia, oligodendroglia,
asztroglia sejtek és neuronok kozétt metabolikus kooperacio all
fenn, amely hozzajarul a kzponti idegrendszerben megtalalhatd
sejtek energia homeosztazisanak a fenntartasahoz (2. abra).

Az NE-4C embrionalis idegi ssejteken és differencialt NE-4C
neuronokon  végzett  Kisérletek  eredményei  alapjan
megéllapithatd, hogy a differencialodas sordn anyagcsere
valtozas torténik, amely biztositja a sejtek szamara a megfeleld
energidt és intermediereket a neuronalis fejlédéshez. A
differencidcidé sordn az idegi Ossejtek a  glikolitikus
energiatermelésbol fokozatosan atvaltanak a glukoz oxidativ
uton torténd hasznositasara.
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Neuron, asztroglia és mikroglia sejt kozotti metabolikus
kooperacio modell

Az dbran az egyiranyl nyilak egyiranyd transzportot/reakcict,
mig a kétiranyt nyilak a kétirdnyu transzport lehetdségét, illetve
reverzibilis reakciot feltételeznek. A szaggatott nyil tébb
reakcion alapulé atalakulast jelol. Roviditések: ketontest (KT),
glutamét (glu), glutamin (gIn).
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