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BEVEZETES

Az Osszetett felépités szamos ideg- és glia sejt tipus tartalamzogentdegrendszer egy
kezdetben egy sejtrétiegmorfologiailag hasonld neuroepitélialis sejtékBllo idegrendszer

kezdeménydl alakul ki.

Ahhoz, hogy a bonyolult idegi struktura kialakulbas, az idegrendszer féjlése soran az
idegi progenitorok térben ésdiden szigorlan szabalyozott {jkodésére” van sziikség. Az
idegrendszer fejldése soran, az idegrendszer kezdemeényt kezdetlgpiifeneuroepitélialis
6ssejt populacio, a sejtek kdrnyezétiébzarmazo szignalok, és a szignalizacios utvokalak
szorosan 6sszekapcsolodo Beigjlodési programok kovetkeztében sorozatos elkotdies
lépéseken megy keresztil. Ezeknek a I1épéseknetedményeképpen, az idegi progenitorok
az idegrendszeri tengelyek mentén valé elhelyezdiddéek, és a fdjdési stadiumnak

megfeleben kilénbod ideg- és makroglia sejt tipus létrehozaséara képese

Az in vivo fejlédési folyamatok megértéséhez és a sejtpusztuld@salidegrendszeri
betegségek gyogyitasat célzo terapiak kidolgozasapgarant fontos megismernink, melyek
azok a folyamatok, melyek a kiindulaskor homod@ésejt populaciokbdl an vitro idegi
differenciaci6 soran tobbféle idegi sejttipust dhrtazd tenyészetek kialakulasat
eredmeényezik, illetve azt, hogy a kialakulo sejiipk aranya hogyan tolhaté el a kivant

iranyba.

Doktori munkam soran, olyan egy sejt-erégdéssejt populaciok retinsavval (RA) indukalt
in vitro idegi fejlbdését vizsgaltam, melyek korai — a tdmeges idegglésejt képzést
megebzo6- idegi fejlvdési stddiumbol szdrmaznak (NE-4C idégsejtek), illetve melyek
indukalatlan allapotban, idegi iranyban meég ellgitetlenek (R1 embrionalissejtek illetve

P19 embrionalis karcinoma sejtek).

Az in vitro idegi differenciacio soran vizsgaltam bizonyosyngyezett ,régio specifikus”
transzkripcids faktorok kifejémését. Ezek a transzkripcios faktorokyivo az egészen korai
fejlodési stadiumoktdl kezdve szabalyozzak(dbnbozd idegrendszeri teriletek regionalis
sajatsagainak kialakulasat, mely sajatsagok tobk@kbtt az adott terlileten kialakuld
idegsejtek fenotipusat is meghatarozzak. Ezzel yzarnosan, vizsgaltam amn vitro

differenciacio soran kialakul6 idegsejtek fenotius



Kisérleteim masodik felében &z vitro idegsejt képzés indukalasara altalanosan hasznalt

all-transzretinsav (RA) asztroglia képzésre gyakorolt hatagggaltam.

CELKIT UZESEK

Doktori munkdm soran a kovetkekérdésekre kerestem a valaszt:

* Az in vitro fenntartott idegbssejtek azn vivo fennallé kdrnyezeti hatasok, és struktura
hianyaban kifejeznek-e régio specifikus (az egyps @égiokra jellemé, és azsssejtek/
progenitor sejtek pozicionalis meghatarozottsagdakito) transzkripcios faktorokat?

» Az in vitro idegi fejlbdés sordn hogyan alakul a régié specifikus traiyzis faktorok
expresszioja?

* Milyen neurotranszmitter fenotipussal rendelkezaekin vitro idegi fejlbdés soran
kialakulo idegsejtek?

 Hogyan befolyasolja az idegbssejt fenotipust és az idegsejt-ddgst egy régio
specifikus transzkripcios faktor — BEmx2— folyamatos expresszaltatasa?

» Miért késik az asztroglia fenotipus kialakulasadegsejtek megjelenéséhez képest?

* Hogyan befolyasolja ain vitro idegi differencialtatasra altalanosan haszabitransz

retinsavaz asztroglia képzeés folyamatat?

MODSZEREK
A kisérletek soran vizsgalt sejtvonalak

A kisérletek nagy részét az NE-4C ideggsejt vonalon, illetve ennek genetikailag
modositott al-vonalain végeztik. Az NE-4C sejtvo@dl napos, p53 deficiens egér embrio
prosencephalikus és mesencephalikus agyhdlyagja#zdrmazik, éallitasa tobbszori
klonozassal tortént, igy biztositva a sejtvonal -sgy eredetét. Kisérleteink egy részét

megismételtiik a P19 karcinOma és az R1 embrioésdigjt vonalakon.

- Az NE-4C és P19 sejtek differencidltatasadifferenciacié meginditasahoz a sejtekef 10
M RA-val (Sigma) kezeltik 48 éran at vagy a kisbée megadott ittartamig. Az NE-4C
sejteket bizonyos kisérletekben RA-nélkil indulaltkz esetben az 5% FCS-t (fetal calf

serum —fotalis borjusavo-, [Gibco]) vagy az FGF@ (/ml) és EGF (20 ng/ml) névekedési



faktorokat tartalmazo tapoldatokat FCS illetve FGE2 EGF-mentes, definialt médiumra

cseréltik.

- Az R1 sejtek differencialtatdsdisérleteinkhez a cDNS-mintdkat Dr. Gécza Ebent

(Godolbi Mezégazdasagi Biotechnoldgiai Kutatbkézpont) kaptuldifferencialtatasahoz az
embrionalis fibroblaszt sejteken (feeder/taplaljiek¢ n6w6 R1 sejteket zselatinnal (Sigma)
boritott tenyés#t edénybe (Greiner) helyezték, majd 24 éra mulvejiels letapadasat gatld
bakteriologiai tenyésétedénybe vitték at (ezt vettik a differenciacié detgnek). A sejtek
aggregéciojaval kialakuld embrio-csomékat RA-v&{M) kezelték a differenciacioé 4. és 8.
napja kozotti idszakban. Ezutan, az embrio-csomoékat zselatinnaltotioredényekbe

helyezték és tovabbi hét napig tenyéesztették.

- Genetikailag médositott NE-4C alklénok létrehozasa NE-4C sejteket aGFP-
(médositott pCAGGS vektor; Niwa és mtsai, 19919tue emx2vektorokkal Emx2ORF-et
tartalmazo pLenti6/V5 Directional TOPO plazmid [timagen], Rossella Galli -Stem Cell

Research Institute, Milang, Olaszorszag- ajandé&kgerfect (Qiagen) reagens segitségével
transzfektéltuk. Antibiotikumos (Blasticidin [InviGen] azemx2, illetve Geneticin [Sigma-
Aldrich] a GFP-transzfekcio esetén) szelekcié utan a transzgébilan hordozé sejtekb

egy sejt eredétklonokat hoztunk létre.

- Primer idegsejt tenyészeteko@llitasa: A primer idegsejt tenyészeteket embrionalis

(E13,5) egér élagybdl allitottuk el. Az idegsztévet mechanikai disszocialtatasavadtkel
sejtszuszpenziot poli-L-lizinnel boritott tenyésaienyekbe helyeztik, 5% FCS-t tartalmazoé

tapoldatba.

- NE-4C"P/NE-4C és NE-4€ "/primer idegseijt kokultirak készitéseNE-4C° sejteket
10° M RA-val indukaltuk. A differenciacié 4. napjan ajteket a tenyésitaljzatrél 1 mM

EDTA-t tartalmazé PBS-sel felszedtik, majd idedm®jt gazdag (az indukciéo 10. napjan
jard), NE-4C tenyészetekre, vagy 13,5 napos embkrigibarmazo primer idegi tenyészetekre

helyeztik.



Fehérjék sejt- illetve tenyészetszirit kimutatasa

- Immuncitokémiai festésA tenyészeteket PBS-ben oldott 4%-o0os PFA-oldattédAB

Laboratories) fixaltuk (20 perc), illetve a GABAstés esetén egy glutaraldehides (10 perc)
(0,1%) (Sigma) fixalast is alkalmaztunk. A sejtaiithi epitépok feltardsahoz 0,1%-0s Triton
X-100 (Promega) oldatot hasznaltunk. A BrdU epitopeltarasdhoz 1N HCI oldattal
kezeltik a tenyészeteket 37°C-on 30 percig.

A tenyészeteket 4°C-on egy éjszakan keresztul ialkuk az elédleges ellenanyaggal.
Ezutan Alexa 350-, Alexa 488-, Alexa 594- (MolecuRrobes) vagy biotin-konjugalt
masodlagos ellenanyagokat alkalmaztunk (Vectorpbbit esetben Alexa 488- vagy Alexa
594-konjugalt avidint (Molecular Probes) alkalma#¢tharmadik rétegként. A mikroszkdpos
felvételeket Zeiss Axiovert 200M mikroszkoppal kiésttiik, majd a képeket Axiovision 4.5

szoftver segitségével elemeztik.

DAB-el (3,3'-Diaminobenzidin) val6 éhivas esetén a biotinilalt masodik réteg ellenanyag
utdn, ABC reagenssel (Vector) inkubaltuk a tenytekas. A peroxidaz reakciot 0.55 mg/ml
DAB-t (3-3'-diamino benzidin, [Sigma]) és 0.3%®} (Sigma) tartalmazd oldatban hivtuk
els. Kettss festés esetén az &isnmunreakcié @hivasat 0,1 M Ni'-t is tartalmaz6 oldatban

végeztik.

- Western blot analizisA sejteket a tenyeés#ljzatrél 1ImM EDTA-t tartalamzé PBS-ben,

proteaz inhibitorok jelenlétében szedtik fel (RoClmanplete, Protease Inhibitor Cocktail). A
sejteket 10 perc 200 g centrifugalas (4°C) utamtgdz inhibitorokat (Roche Complete,
Protease Inhibitor Cocktail) tartalmazé lizis-pufien, kézi homogenizatorral
homogenizaltuk. 10 perc 2000 g centrifugalads uséfeliliszokhoz Laemli puffert adtunk. 5
perc forralas utan, kisérléttfiggéen, mintdnként 20-20 ug ill 10-10 pg fehérjét vikifel
7%-0s SDS (sodium dodecyl sulfate) -poliakrilamiélrg (rotiphorese gel 30 [Roth]). A
fehérjéket futtatas utan PVDF membranra (ImmobRonMillipore) blottoltuk at. A
membranokat az digéteg ellenanyaggal egy éjszakan keresztl, 4°@darbaltuk. A festést
alkalikus foszfataz konjugéalt masodlagos ellenagghglackson) vald inkubalds utdn, NBT-
BCIP oldattal (0.165 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indophosphate [Sigma] és 0.33 mg/ml
Nitro Blue tetrazolium [Sigma]) hivtuk &l



Génexpresszids vizsgalatok (RT-PCR analizis)

A sejteket RNS-tartalmat RNeasy Mini Kit-tel (Quéar), vagy Trizolos (Sigma) tisztitasi
modszerrel izolaltuk. A reverz transzkripcidt 11§ RNS-Ibl ,First strand cDNA synthesis
Kit” (Fermentas) hasznalataval végeztik. A polirzeréakcidhoz Hotstart Taq (Qiagen)
polimerazt hasznaltunk. A PCR reakciok termékek ©@p Etidium Bromid (Promega)
jelenlétében 1%-0s agardz (Promega) gélen futattuk.

Sejtpusztulas kimutatdsa (Tunel [TdT-dependent dUTFbiotin nick end labelling]
reakcio)

Az apoptotizald sejtek megjeldlésére a Roche In Sill Death Detection Kit, TMR red

kitjét hasznaltuk.
Proliferacios vizsgalatok (BrdU-beéplilés)

A tenyészeteket a tenyééfdlyadékban oldott 1uM BrdU-val (5-brome-2deoxyuridine)
kezeltuk a kivant iskartamon keresztil. A tenyészeteket, a kezeléstiém, vagy a kezelés
utdni meghatarozott &hontokban 4% PFA-t tartalmazé PBS-ben fixaltuk. AlB-jeldlést

immuncitokémiai festéssel tettik lathatéva.

Retinsav kimutatas

- Sejtbioldgiai (,bioesszé”) madszerrélz NE-4C sejtek altal termelt retinsav mérésétez a

F9 embrionalis karcindbma sejtvonalat hasznaltuk. Az sejtek egy retinsav érzékepfy
galaktozidazriporter konstrukciot hordoznak (Sonneveld és mtsa09), melyben &ARS2
gén promoterének retinsav érzékeny (RARE) elemtdltaazo szekvencia szabalyozzA-a
galaktozidaz (lacZ)gén kifejeddését (RARE-LacZ). Ap-galaktozidaz enzimaktivitast
Img/ml X-gal-t tartalmazé (5-bromo-4-chloro-3-inglep-D-galactopyranoside [Sigmal)
oldattal ,hivtuk ed”.

- RAREhsplacZ egértérzsA RAREhsplacZ transzgén (Rossant és mtsai, 19@tQnh
példanyban tartalmazzaRARS promoter RARE szekvencigjat. A RA-érzékeny proméig

galaktozidaz (lacZ)génjének expressziojat hajtia meg. igy, fajalaktozidaz aktivitas
kimutatasaval az idegsztveten belll kimutathatovdinak azok a sejtek, melyek
kérnyezetében a RA megtalalhatd, és melyek érzéhkemy a RA-ra (tehat jelen vannak

bennik a retinsav hatashoz sziikséges RA-recepégregyeb faktorok).



A retinsav magi receptorainak gatlasa
A retinsav magi receptorain keresztil valé hatdaatpan-RAR (retinsav receptor)
antagonista AGN193109-cel (101) (Allergan Inc.) gatoltuk.

EREDMENYEK

A régio specifikus transzkripciés faktorok expressijanak vizsgélata azin vitro

fenntartott idegi 6ssejtekben és am vitro idegi differenciacio soran

Munkam soran az NE-4C idegssejtekben illetve az NE-4C sejtek, a P19 teratikama
sejtek és R1 embrionalissejtek RA-val indukalt idegi differenciacioja sonrézsgaltam, az
in vivo kilénb6® idegrendszeri régiokra jelleiz,régié specifikus” transzkripcids faktorok
expresszidjat. Azotx2 emx2 dIx2, paxg otx3 gbx2 hoxb2 homeodomeén transzkripcios
faktorok expresszioja mellet, vizsgaltam a bHLH DK®6 domént tartalmazongn2 és

mashlproneuralis gének expresszigjat.

Az NE-4C sejtek indukalatlan allapotban, az epidiasrileténin vivo mar a vellemez
kialakulasat megékéen expresszalod®tx2 génen kivil mas, altalunk vizsgalt régio
specifikus transzkripciés faktort nem expresszalfakin vitro differenciaciéo soran azonban,
az NE-4C tenyészetekben az dsszes altalunk viaggadi specifikus gén aktivalodott (Varga
€s mtsai, 2008). Mivel a RAn vivo szerepet jatszik a poszterior idegrendszeri terkile
identitasanak kialakulasaban, eglax2 ill hoxb2 gének expresszidjat a RA kozvetlendl is
képes indukalni, elképzelligtek tartottuk, hogy az anterior idegrendszeri t#réil szarmazé
NE-4C sejtekben a poszterior idegrendszeri teriletgellemz gének kozvetlentl a RA
hatasara aktivalodtak. A RA nélkil valo differeritzigas soran azonban, a RA-as indukciohoz
hasonloan, az 6sszes altalunk vizsgalt régidé skesiftranszkripcids faktor expresszidja
aktivalodott (Varga és mtsai, 2008). Mindezek aapehat agyiinik, hogy az NE-4C sejtek
indukalatlan allapotban regionalisan elkotelezetien

A P19 és R1 sejtek RA-val indukalt idegi differeambja soran, csakugy, mint az NE-4C
sejtek esetén, kulonb&zn vivo expresszios mintazattal rendelékdzomeobox(emx2, dix2,

hoxb2)és proneuraligmashl, ngn2yének expresszalddtak (Varga és mtsai, 2008).



Az in vitro differenciacié soran kialakul6 idegsejtek fenotipsa

Az NE-4C sejtek differenciacidja soran a tenyéddwta az idegi sejtsorsot befolyasold
transzkripcidés faktorok széles palettdja aktivatbddezzel parhuzamosan, az NE-4C
tenyészetekben kulénb®z neurotranszmitter fenotipusokra (glutamaterg, GAd3g,
szerotonerg, kolinerg) jellerizmarkerek(VGlutl, VGIlut2, Gad65, Gad67, VGAT, GABA, 5-
HT, chat)voltak kimutathatdak génexpresszids es/vagy fehszjnten. Az idegsejtek nagy
része VGAT vagy VGIut2 pozitiv volt, mig szerotonin tartalmi idegsejtekstk elvétve
(<1%) taléltunk (Varga és mtsai, 2008). KatekolaenjnmarkereketTH-immunopozitivitas,
pitx3 ill. dbh expresszid) azonban nem tudtunk kimutatni a teetékben annak ellenére,
hogy a dopaminerg fenotipus kialakulasaban szefjéfmtoImx1b és a noradrenerg sejtek
kialakulasadban szerepet jatgaidox2bésmashlgének kifeje#dtek a tenyészetekben (Varga
€s mtsai, 2008).

A P19 és R1 sejtek RA-val indukalt idegi differeamidja soran, glutamatengglut2) és
GABA-erg (gad65, vgatimarkerek expresszioja is kimutathaté volt a tengtekben (Varga
és mtsai, 2008).

Az Emx2 homeodomeén transzkripcids faktor tulexpresgltatasanak hatasa az NE-4C

idegi 6ssejtek fenotipusara, és differenciacios kapacitass

A kovetkedkben azt vizsgaltam, hogyan valtozik meg a regisaal elkttelezetlen NE-4C
sejtek fenotipusa, és differenciacios potencialja, az anterior idegrendszeri tertletek
kialakuldsat szabalyozéemx2 régio specifikus transzkripciés faktort folyamatns
expresszaltatjuk a sejtekben. Ennek vizsgalagma2tiltermeb NE-4C (NE-4C™2) al-

klébnokat hoztunk létre.

Az NE-4C™2* sejtek megrizték idegidssejt potencidljukat. A differencialatlan allapotot
fenntartd kortlmények kozott folyamatosan osztodéskszamos osztodasi cikluson keresztil
stabilan fenntarthatok maradtak. Differencialtatsitkmények hatasara, az NE-4C sejtekhez
hasonldan ideg- és asztroglia sejtek |étrehozas&epesek voltak.

Az emx2expresszid hatasara megvaltoztak a sejtek adhttda@ldonsagai. Megvaltozott a
kilonbo® integrin molekulak expressziéjanak mértéke, és 4B sejtek felszinén
jelentbs csokkenést tapasztaltunk BzcadherinimmunpozitivitAsban. Hasonl6 csdkkenés
volt tapasztalhato, laboratériumunk korabbi munkaran, az NE-4C sejtek-cadherin

immunpozitivitisban a retinsavas indukcié hatas&z. NE-4C °™%" sejtek indukélatlan
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allapotban, az NE-4C alapvonal sejtjeivel ellergétbaggregalt foltokbanének. Az NE-4C
sejtek differencidcidjanak éls morfologiailag is elkllonithétlépése a sejtek aggregacioja.
Laboratoriumunk kordbbi munkaja alapjan tudjuk, yiogg a lépés elengedhetetlen az
idegsejtek ké&sbbi kialakulasahoz. Ennek megféleh, az indukalatlan allapotot fenntarto
novekedési faktorok megvonasanak hataséara a ditfiéeios 1épések az NE-AE2* sejtek
esetén gyorsabban kovetkeztek be, és @ziddgsejtek hamarabb jelentek meg, mint az NE-
4C alapvonal esetén.

Az NE-4C°™?" sejtekben tobb olyan, az idegi tejés szabalyozasaban kulcsfontossagu
fehérje (EGFR, Hes3, BLBP, Pax&énje mutatott megemelkedett expressziot, melyek a
NE-4C sejtekben indukalatlan allapotban nem, vapk@lacsony szinten fejitek ki, és
melyek expresszidja az NE-4C alapvonal sejtjeibsak ca differenciacio megindulasaval

fokozodott.

Az emx2tiltermeltetése tehat megvaltoztatta az NE-4@lségnotipusat. A kovetkékben
a sejtek differenciacios potencialjara gyakoroltasat vizsgaltuk. Mivel aemx2a fejlbdé
idegrendszerben az anterior idegrendszeri teridatd&jesdik ki, és e teriletek regiondlis
identitasanak meghatarozédasaban jékentszerepet jatszik, feltételeztik, hogy
tulexpresszaltatasa befolyasolhatja az NE-4C sejtegionalis identitasat. Az idegi
differenciacié sordn azonban, az NESZE* tenyészetekben, az NE-4C tenyésztekhez
hasonloan, aktivalodtak a kulonkbregid specifikus homeobox és proneuralis gének. Az
Emx2 az idegsejt képzés idején vivo donten a kérgi glutamaterg idegsejteket k&pz
dorzalis ebagyi VZ progenitoraiban expresszalddik. Amx2tilexpresszaltatasa azonban az
NE-4C tenyészetekben nem gatolta az egyéb (GABAsagroton immunopozitiv) idegsejt
fenotipusok kialakulasat.6§ az NE-4C™%* sejtek az NE-4C sejtekkel ellentétben (Varga és
mtsai, 2008), katekolaminerg idegsejteket is kégezt

A retinsav hatasa azn vitro asztroglia képzésre

Doktori munkam tovabbi részében mzvitro idegsejt képzés indukalasara szeélessor
alkalmazottall-transzretinsav asztroglia képzésre gyakorolt hatas&gdaltam.n vitro ésin
vivo egyarant megfigyelhé&t hogy az asztroglia sejtek az idegiddgs soran az idegsejtekhez
képest késleltetetten jelennek meg. Az NE-4C segek asztroglia képzést 6skgib
koérilmények Bmp, cntf gének expresszidja, a sejtek idegsejt gazdag kdetlge vald
helyezése) ellenére sem képeznek asztroglia sepeltdferenciacid kezdeti, idegsejt képz
fazisdban (Hadinger és mtsai, 2009). Mivel tudtlaqgy a RA az idegsejt iranyu



differenciaciot tamogatja, és hogy a progenitorakniezetében a korai, idegsejt ké&pz
stadiumokbarnin vivo ésin vitro egyarant jelen van, felmerilt benniink a kérdésiatke a
retinsav szabalyozé szerepe az asztroglia iraritdssre is?

Az NE-4C sejtek differencialtatasara hasznalt kézd& 6ras RA kezelés nem gatolta az
asztroglia sejtek kébbi kialakulasat. &, mig idegsejt képzés RA nélkil is kivalthatd a&-N
4C tenyeszetekben, az asztroglia sejtek kialakntzs&zikseg volt a kezdeti RA kezelésre
(Hadinger és mtsai, 2009). A RA folyamatos jelemlaz idegsejt képzésdskzakaban nem
gatolta a késbbiekben bekdvetkézasztroglia képadést. A differenciacioéd idegsejt kép&
szakasza utan, az asztroglia kiéptadiumaiban adott RA azonban, jetesn csokkentette a
kialakuld GFAP-pozitiv asztroglia sejtek szamat, mind a P19 naimdNE-4C tenyészetekben
(Hadinger és mtsai, 2009). A RA kezelés ugyanakkem novelte a képdo idegsejtek,
illetve nem csokkentette a tenyészetekben fennma®&8EA-1 pozitiv progenitorok szamat
(Hadinger és mtsai, 2009). A RA tehat nem azaliékkentette a kialakulé asztroglia sejtek
okozta. Asztroglia sejtekben gazdag tenyészetekkivdR kezelve, nem tapasztaltunk
valtozast az apoptotikus sejtek szamaban (Hadiégentsai, 2009), ami azt jelenti, hogy a
RA nem az asztroglia sejtek szelektiv elpusztitds#nesztil cstkkentette a GFAP-pozitiv
sejtek szamat. A RA tehat valosilieg kozvetlenil az asztroglia sejtek kialakulasiotja.
Az NE-4C sejtek altal a differenciacio soran tetmehdogén RA transzkripciét szabalyozo
hatdsat pan-RAR antagonistaval (AGN193109) gatoll&ka RA hatast az asztroglia képz
szakaszban gatoltuk, jelésen tt a kialakul6é GFAP pozitiv sejtek szama (Hadinger és
mtsai, 2009). Az idegsejt képzés szakaszaban adizalthAGN193109 kezelés azonban nem
okozott id eldtti asztroglia képzést (Hadinger és mtsai, 2002ekEalapjan, bar az idegi
differenciacio korai szakaszaiban a differencidlGitek &ltal termelt RA nem jatszott
szerepet az asztroglia iranyu 8ejés késleltetésében, az idegsejt képzeést &@tatiumban

szerepet jatszott a kialakulo asztroglia sejtekeaeak szabalyozasaban.

KOVETKEZTETESEK

* A korai idegi fejbdési stddiumbdl szarmazé NE-4Ssejtekin vitro kortlmények
kozott regiondlisan elkodtelezetlenek. Az egy segdefi 6ssejt populaciok (NE-4C idegi
6ssejtek, R1 embrionali$issejtek illetve P19 teratokarcinoma sejtek) vitro idegi

differenciacioja soran a tenyészeteken belll kidtakolcsonhatasok kdvetkeztében, szamos
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regionalis identitast és idegsejt sorsot meghatagen expresszidja indukalddhat, és ezzel
parhuzamosan kilénb&zdegsejt tipusok alakulhatnak ki. Az idegsejtekigezdag NE-4C
tenyészetekben, glutamaterg, GABA-erg, szeroton&sgkolinerg idegsejt markerek is
kimutathatok, katekolaminerg sejtek azonban, agéltkorulmeények koézott, nem alakulnak
Ki.

* Az elé6-és koztiagyi regionalizacioés folyamatokat szabafyd&mx2 transzkripcios faktor
tulexpresszaltatasa megvaltoztatja az NE-4C idesgjtek fenotipusat, és differenciacios kapacitasat
- Bar az NE-46™%" sejtek megtartjdk idegiéssejt potencidljukat, azemx2

tiltermeltetése megvaltoztatja az NE-4C sejtek tipnsat. NE-4E€™2* sejtek indukalatlan
allapotban expresszalnak olyan, progenitor fenstigaabalyozé géneket, melyek az NE-4C
alapvonalban csak az idegi differencidcioval akfidhak, megvaltozott adhézids
tulajdonsagokkal rendelkeznek, és a differenciétatidllapotot fenntartd kortlmeények
megs#nésére gyorsabban reagélnak. Mindezek alapjantiiiily, az NE-4C™?* sejtek az
alapvonalhoz képest egy kébi fejlodési stadiumot képviselnek.

- Az enx2 transzgén kifejemiésének ellenére, az NE-A®** sejtek regiondlisan
elkotelezetlenek maradnak, és képesek mind GABA+angd szerotonint tartalmazo és
glutamaterg sejtek Iétrehozasara.

- Az NE-4C™?* sejtek az NE-4C alapvonallal ellentétben katekolaminerggajtek
létrehozéasara is képesek.

* Az all-transzretinsav fejpdési idsablakonként eltérhatast valt ki az asztroglia iranyu
differenciaciora. A differencidlatlan NE-4Gssejtekben az idegsejt iranyd &ejés
indukalasaval parhuzamosan, egyes progenitor pcopildan megalapozza a Kkébi
asztroglia képzés leltstegét. Az idegsejt képzés lezajlasa utani stadinpddrA gatolja a
GFAP-pozitiv sejtek kialakulasét.

* Eredményeink nem igazoltdk, hogy az NE-4C sejteél dermelt, vagy a kivibt
adott RA kozvetlentl gatolna az asztroglia képaasn vitro differenciacié korai -idegsejt
képz- szakaszdban. A RA tehét, kozvetlendl, valddemn nem jatszik szerepet

Jdegsejtképzés é86z6r — asztroglia képzeés csak ezt kégnt idsrendiség kialakulasaban.
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