Zarojelentés a ,,Sejtbeiiltetés a kozponti idegszovetbe: a bevitt sejtek
differenciacios allapota és a befogado szovet harmonizacioja” ¢. OTKA-posztdoktori

tamogatas keretében nyert eredmények dsszefoglalasa.

Korédbbi munkankban (Demeter és mtsai. 2005) megmutattuk, hogy az idegi Ossejtek
sorsat alapvetden befolydsolja a szoveti kdmyezet. Mig a fejlédd, embriondlis
idegrendszerben az embriondlis idegi Ossejtek idegsejt iranyba differencidlédnak és
bevandorolnak a befogad6 szovet sejtjei koze, addig az idegsejt-képzés szakaszan tal 1évo
kozponti idegrendszer szovetében, betiltetés utdn megorzik differencialatlan allapotukat,
¢s nem keverednek a befogadd szovet sejtjeivel. A felndttkori idegrendszerben a
indukalo, illetve a differencidlédd sejtek thlélését biztositd faktorok hidnya. A
posztdoktori palyazat keretében végzett munkdm sordn kerestem azokat a tényezoket,
amelyek  eldsegithetik a  beiltetett idegi  Ossejtek  és/vagy  idegsejtek
integralodasat/talélését a kifejlett agyszovetben.

1. Differencialtatott idegi 6ssejtek implantacidja kifejlett kdzponti idegrendszerbe

Mivel felnéttkori idegsejt képzés csak kis mértékben és csak néhany agyteriileten
torténik, feltételezhetd, hogy az idegsejt iranyu differenciaciot indukald faktorok csak
korlatozott mértékben és meghatarozott teriiletken fordulnak eld (Seaberg és van der
Kooy 2002). Idegi iranyba mar elkotelezett sejtek betiltetése megnodvelheti az integralodo
sejtek aranyat. A korabbi implantacios kisérletekben hasznalt NE-4C idegi Ossejtek sok
tekintetben hasonlitanak az elkdtelezetlen, embrionalis idegi Ossejtekhez (nestin és
SSEA-1 immunreaktivitas (1. abra), rovid sejtciklus).

Feltételezhetd volt, hogy az NE-4C sejtek in vitro differencidltatdsaval, amelynek
soran ideg- és asztroglia sejtek jonnek létre (Schlett és Madarasz 1997), olyan sejteket
nyeriink, amelyek nagyobb aranyban képesek integralodni a felndttkori idegrendszerbe.

Az érett idegsejtek nem vihetdek szuszpenzidoba mivel kifejlett dendritjiik és axonjuk
olyan mértékben sériilne, hogy az idegsejtek pusztuldsdhoz vezetne, ezért a korabbi

beiiltetéseknél hasznalt neuroektodermalis Ossejtek helyett fiatal idegsejteket vagy



idegsejt iranyba mar elkotelezett, de még osztddo sejteket (progenitorok) lehet a
beiiltetéshez hasznalni. A kdzelmult kutatdsai azt mutattadk, hogy a fejloddé agykéregben
az elsé idegsejtek megjelenésével egyiitt kialakulo radidlis-glia sejtek szintén létrehoznak
idegsejteket, azaz idegsejt-progenitorként is viselkednek (Hartfuss és mtsai 2001; Gotz és
mtsai. 1998).

nestin SSEA-1 nestin / SSEA-1

1. abra
A neuroektoderma marker nestin intermedier fillamentum (A és C) és SSEA-1 sejtfelszini Ossejt
antigén (B és C) egyarant kimutathatd imuncitokémiai festéssel az NE-4C sejtek indukalatlan

tenyészeteiben (1. stddium) Mérce: 25 pm

Elsé lépésként meghataroztuk, hogy az NE-4C sejtvonal in vitro differenciadlédasanak
melyik stddiumaiban tartalmaznak a tenyészetek a legnagyobb szdmban fiatal ideg-,
illetve radialis-glia sejteket. Az NE-4C sejtvonal retinsav (RA) indukalta in vitro idegi
stadiumara jellemzd az idegsejt eldalakok kialakuldsa (Schlett és mtsai 1997 és 2/A-B
abra) amelyeket PBlII-tubulin kifejezddésiik alapjan azonosithatunk. Az in vitro idegi
sejtdifferencidlédas ezen stadiumaban jelentésen megnd a kérgi radidlis-glia sejtekre
jellemzé pax6 gén expresszidja €s a kérgi proneuralis bHLH transzkripcios faktor, a
neurogenin2 atirddasa (2/C abra) (Kageyama és Nakanishi, 1997). A radidlis-glia sejtekre
jellemzd RC2-t fehérjét kifejezd sejtek, a pax6 gén aktivacidjaval egyiitt mar a
differenciacio korai stddiumaiban (2-4. stidium) megjelennek, és nagy szamban vannak
jelen a retinsavval indukalt NE-4C tenyészetekben az idegsejt képzddés fo szakaban

(2/A-B ébra).



Stadium Indukcid . , Tenyészet Jellemzd sejtformak
. Sejtbiologiai események L7
szdma neve napja mintazata Sejtalakok Fenotipus markerek
, . s it egyforma, epitél . , ,
I. Indukalatlan 0 folyamatos sejtosztodas egy-sejt réteg alaki dssejtek Nestin (Schlett K és Madarasz E, 1997)5}, SSEA1
osztddas és szelektiv érzékenység a
. depolarizaciora (Herberth et al 2002); o egyforma, epitél . . .
2. Kezdeti 1-2 valtoz6 sejtadhézié (Schlett et al egy-sejt réteg alaki dssejtek Nestin (Schlett K és Madaréasz E, 1997)5}, RC2, SSEA-1
2000; Tarnok et al 2002)
csokkend osztodas (Schlett and Ossejtek; SSEA-1, Nestin,
3. Aggregacid 2-4 Madarasz 1997) aggregatumok | radialis glia sejtek; RC2
aggregacio; idegsejtképzddés kezdete idegsejt eldalakok | BIII-tubulin, neurofillamentum (Schlett K és mtsai., 1997)
klvandorlo .. | radialis glia sejtek; RC2, Nestin
sejtek egy-sejt
4. | Kivéndorlas | 3-7 | SQtkivandorlds az aggregétumokbol; | rétege Bssejtek; SSEA-1
idegsejtképzddés, nyalvanyndvekedés fellazulo
2BEELANMOK | jgegseit eldalakok BIIL-tubulin, MAP2, NeuN,
idegsejt eléalakok BIlI-tubulin,
csokkend idegsejtképzddés; idegsejtek
idegsejt érés (Herberth et al 2002; halozata az differencialodd MAP2, NeuN
5 Idegsejt érés 6-11 Jelitai et al 2002; 2006); idegsejtek egy-sejt idegseitek: synaptophysyn , NMDA receptorok (Jelitai M és mtsai.,
halézatdnak kialakuldsa; réteget alkoto cesaters 2002)
aljzatsejtek osztodasa aljzatsejteken
P Nestin, SSEA1
Ossejtek
idegsejt Itérd II-tubulin, MAP2, NeuN hysyn, NMDA
Kotegekkel eltérden BII-tubulin, - NeuN, synaptophysyn, receptor
. s differencialt (Jelitai M és mtsai., 2002)
. . C o . Osszekotott . .
Asztroglia- 1degseltek aggregacidja; neurit idegscit- idegsejtek;
6. e 10- kotegek kialakulasa; asztroglia-sejtek , GFAP, S100p (Schlett K és Madarasz E, 1997)5} és nem
sejt képzés 1 . 12 aggregatumok L o,
képzése; aljzatsejtek osztddasa . asztroglia-sejtek; publikalt adatok
az egy-sejt
réteget alkotd Gssejtek Nestin, SSEA1
aljzatsejteken
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2. abra
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fejlodési stadiumok

A: Reprezentativ fazis kontraszt (elsd oszlop) és RC2 (masodik oszlop; piros), BIII-
tubulin (harmadik oszlop; z6ld) valamint kettds (4. oszlop) immunfestett mikroszkopos
képek az NE-4C sejtvonal korai differenciacios szakaszaibol (1-4 stddium). A RA kezelés
hatdsdra az 1. stddiumra jellemzd egysejtréteg (els6 sor) felbomlik, és a sejtek
aggregatumokat képeznek. Az alakuld aggregatumokban, a 2. stddium végétdl jelennek
meg az elsd differencialt, RC2 immunreaktiv sejtek (mésodik sor). Az elsd éretlen, BIII-
tubulin immunreaktiv idegsejt-eldalakok ezt kovetden a kompakt aggregatumokban
jelennek meg a differenciacié 3. stddiumdban (harmadik sor). A differencidcid 4.
stddiumaban (4. sor) a tulnyomorészt RC2-t vagy PlIll-tubulin-t kifejezé sejtek
kivandorolnak az aggregatumokbol. A kettds immunfestés (4. oszlop) jol mutatja, hogy a
két sejtmarker nem fejezddik ki azonos sejtben.

mérce: 100 um
meghatarozasaval allapitottuk meg. Négy fliggetlen kisérlet sordn, egyenként 30
mikroszkopos teriileten (10x objektivvel) megmértik az RC2 ¢és BlIl-tubulin
immunreaktiv teriileteket. A grafikon egy reprezentativ kisérlet eredményét mutatja. A
két immunjeldlés Osszevethetdsége miatt a mért adatokat a korai 4. szakasz adataihoz,
mint 100 %-hoz viszonyitottuk. Az adatok egyértelmlien mutatjdk, hogy az RC2
immunreaktiv sejtek az idegsejtek kialakuldsa eldtt jelennek meg, és ardnyuk korai 4.
szakaszban éri el a maximumot, majd csokken. Ugyanakkor az idegsejtekre jellemzd
immunreaktivitas a teljes 4. szakaszban novekszik.
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C: Az idegsejt iranyut elkotelezddésre jellemzd transzkripcids faktorok expressziojanak
RT-PCR vizsgalata a kiilonb6z6 differenciacios szakaszokban.

A differenciadlatlan NE-4C tenyészetekben (1. stadium) (1.s.) nem fejezddnek ki
proneuralis (neurogenin-2 (ngn2), mashl), neuronalis (math2) bHLH faktorok, vagy a
korai eldagy idegi iranyu elkdtelez6dését jelzd pax6 transzkripcids faktor. Az idegsejtek
kialakulasa elott (2. stadium) (2.s.) illetve az idegsejt-prekurzorok megjelenésével egy
iddében (3. stadium) (3.s.) jelentdsen megnd a proneuralis gének €s a pax6 expresszidja. A
neurondlis math2 mRNS-e csak az idegsejteket mar nagy szamban tartalmazo
tenyészetekben (4-5. stddium) (4.s. és 5.s.) volt kimutathato. Az eredményeket a
hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (hprt) gén mRNS-ének szintjéhez
viszonyitottuk.

A fentiek alapjan implgntacidhoz a differenciacid 4. stadiumaban 1évo zold
fluoreszcens fehérjét kifejez6 NE-4C sejteket hasznaltunk. A sejt-szuszpenziobol, mely
foként radialis glia és fiatal idegsejteket tartalmaz, 10 000 sejtet iiltettiink be kifejlett
allatok agykérgébe ¢és hippocampus-aba. A sejtszuszpenzid egy részét tovabb
tenyésztettiik. Minden esetben megallapitottuk, hogy az in vitro tovabb-tenyésztett sejtek
10 nap alatt, nagy szamban differencialodtak ideg és asztroglia sejtekké, in vitro (3. dbra).
Az implantalt sejtek ,,sorsat” hisztologiai/immunhisztolégiai modszerrel kovettiik. A
befogado-allatok agyat a beiiltetést kovetd 10. napon fixaltuk, és a beiiltetett teriileteket
fagyasztott metszetek készitése utdn immuncitokémiai modszerrel vizsgaltuk. A zold
fluoreszcencia alapjan azonositott beliltetett sejtek kdzott nagy szamban azonositottunk
GFAP-t kifejez0 asztroglia sejteket (4. dbra), de idegsejtekké differencialt NE-4C sejteket
nem talaltunk.



Osszefoglalas:
A kifejlett idegrendszer nem indukalta idegsejtek kialakulasat mar

elkotelezett idegi progenitorokbol sem. Nem tadmogatta sem a fiatal
Kovetkeztetes:

Miutan az NE-4C sejtek rendelkeznek a neuron-képzés lehetdségével, az
adatok azt mutatjdk, hogy az intracrebralis neuron-fejlédés elmaradasat a

kifejlett eldagy szoveti kornyezete akadalyozta
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3. abra

A differencicio 4. stddiumaban az implanticidhoz hasznalt sejtszuszpenzidbol az eredeti sejtszamnak
megfeleld sejtsiiriiségben visszaiiltetett sejtek tovabbi 10 napos in vitro tenyésztés utdn jelentds szamban
tartalmaztak ideg (jobb oszlop) és asztroglia sejteket. Mind az ideg (BIII-tubulin) mind az asztroglia (GFAP)
iranyba differencialt sejtek megdrizték zold flureszceins fehérje (GFP) expressziojukat.

Meérce: 100 um



DAPI

GFP

4. abra (9. ¢és 10. oldal)

A: Az eldagy kéregbe iiltetett sejteket GFP expresszidjuk alapjan azonositottuk. Hip:
hippocampus, Ctx: cortex

B: A GFP-t kifejezd sejtek jelentds része GFAP-t tartalmaz (fehér nyil). A GFAP
immunreaktivitast (piros) optikai szeletelés (Zeiss apotom rendszer) segitségével
azonositottuk a vizsgalt sejtekben. Az igy elkészitett képeken egyértelmiien lathatok
voltak a GFP-jelolt (z6ld) sejtek kozott az asztroglia irdnyba differencialt és nem
differencialt (GFAP immunnegativ) sejtek is (fehér haromszog).

mérce: A: 500 um, B: 50 um
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II. Az NE-4C sejtvonal regiondlis elkotelezettsége és a regiondlis elkOtelezettség

kialakuldsanak vizsgalata

Az idegrendszer tagoloddsa mar az idegsejtek képzése elott megkezdddik majd az
egyedfejlodés folyaman fokozatosan ndvekedve alakul ki az idegsejtek fenotipusaban is
megjelend igen nagyfoku valtozékonysag. Az idegsejtek végsd fenotipusa nagymértékben
fligg kialakulasuk helyétél. igy, ha az NE-4C sejtek hordoznak pozici6 (testtengelyek)
szerinti elkotelezettséget, feltételezhetd, hogy az altaluk létrehozott idegsejtek nem
képesek integralodni az elkotelezettségiiktd] eltérd teriileteken.

Az idegi differenciacio és az idegi Ossejtek vizsgalata kapcsan felvetédo kérdés, hogy
az idegi Ossejtek milyen mértékben hordozzak az eredetiiknek megfeleld regionalis
elkotelezddés jegyeit, illetve ezek milyen mértékben valtoztathatoak (Nakagawa €s mtsai.
1996; Hitoshi és mtsai. 2002; Santa-Olalla ¢s mtsai. 2003; Hack és mtsai 2004). Az
elmult években publikalt adatok részben egymasnak ellentmond6 eredményekrol
szdmoltak be. A vizsgalatok soran az idegi dssejteket ,,neurosphere” kultiraban tartottak
fenn in vitro. Az ilyen koriilmények kozott tenyésztett sejtek kozott ugyan nagy szamban
vannak jelen idegi Ossejtek, de azok mellett jelentds a kiilonféle irdnyban és mértékben
differencialodott sejtek aranya is (Campos és mtsai 2004). Ha a regionalis elkotelezddés
flige a sejt differencidltsagi fokatdl, akkor az eredményeket nagymértékben
befolyasolhatja, hogy az adott neurosphere milyen mértékben tartalmazott dssejteket
illetve differencialt sejteket.

Az idegsejt-képzés és a pozicionalis elkdtelezddés Osszefliggésének tanulmanyozasara
az NE-4C sejtvonal differencidlatlan és differencialt tenyészeteiben vizsgaltuk egyes in
vivo régio-specifikusan kifejez0do gének aktivalodasat. A proneuralis neurogenin2 és a
mashl bHLH gének mellett olyan ,homeo-gének expresszidjat vizsgaltuk, amelyek in
vivo kifejezddése ,,lefedi” a kdzponti idegrendszer teljes anterior-posterior tengelyét, €s
sok dorso-ventralisan tagolt teriiletét, és amelyek tobbsége in vivo egymassal nem atfedd
tertileteken fejezodik ki (5/A abra).

Az idegsejtek kialakuldasaban kulcsszerepet jatszo proneuralis bHLH gének koziil a

neurogenin2 ¢és a mash1 egymassal nem atfedo teriileteken fejezddnek ki (Fode és mtsai
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expressziodja jelentdsen megnd az idegsejtképzddés szakaszaban (2/C abra).

A fejlodd idegrendszer regiondlis tagolédasaban fontos szerepiik van a kiilonbozo
homeo-box transzkripcids faktoroknak is. A vizsgalt ,,homeo”-gének koziil csak az Otx2
aktivitasa volt jelentds a differencidlatlan sejtekben (1. stadium). Az Gsszes tobbi gén
mRNS-e nem, vagy csak igen kis mértékben volt kimutathatd (5/B abra és Herberth és
mtsai. 2005). Az otx2 azonban a korai, neuruldcidé el6tti embrid-pajzsban is
expresszalodik: az epiblast sejtek és az embriondlis (ES) &ssejtek mindegyikének
jellemzdje (Perea-Gomez és mtsai., 2004). Az adatok tehat azt mutatjak, hogy az NE-4C
sejtvonal testtengely szerinti elkotelezettséggel nem rendelkezik. A differencidlt,
idegsejtekben gazdag NE-4C tenyészetekben ugyanakkor, az dsszes vizsgalt regiondlisan
kifejez6d6 gén aktivalodott. A megfigyelés azt jelezte, hogy az NE-4C idegi 6ssejtekbol
kialakulo idegsejtek képesek lehetnek igen kiilonboz6 agyi régioknak megfeleld

differenciacids programok szerint fejlodni.

12



CONON NON BN NONGC)

5. abra
Régid-specifikus gének expresszidja

A: A vizsgilt Regiondlisan eltérd teriileteken kifejez6dd
(régid-specifikus) transzkripcids faktorok expresszios
mintdzatdnak sematikus képe 9,5 napos egér embridban.

B: Régio-specifikus transzkripcids faktorok expresszidja az
NE-4C sejtvonal differencidlatlan (1. stddium) (l.s.) és
differencidlt (4. stddium) (4.s.) tenyészeteiben. Az idegsejt
differencidci6 mértékét az idegsejtekben kifejez8d6 intermedier
filamentum-fehérje, a neurofilamentum nehéz lancénak (nfh)
aktivacidja mutatja. A differenciaci6 1. stddiuméban csak az otx2
transzkripciés faktor aktivitdsa jelentés, mig a differencialt
tenyészetben (4. stddium) az Osszes vizsgalt ,,régio-specifikus” gén
mRNS-e kimutathat6. Az eredményeket a hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase (hprt) gén mRNS-ének szintjéhez
viszonyitottuk

Enl (Engrailedl) kozépagy

NF-
DIx
Emx2
Pax6
Ootx2
SCL
Gata3
Otx3
Gbx

Hoxb

Hpr

DIx2 (Distal-Less homeobox 2) ventralis eldagy
Emx2 (Empty spiracles homolog 2) dorzalis eléagy
Pax6 (Paired box gene 6) dorzalis eldagy Otx2
(Orthodenticle homolog 2) elé-kdzépagy

Otx3 (orthodenticle homolog 3) (Dmbx1) kozépagy

Gbx2 (Gastrulation Brain homeobox 2) Isthmus

Hoxb2 (Homeo box B2) 2. rombomératol caudalisan

1.s. 4.s.

Differencialodd — kiilonb6zd régio-specifikus géneket expresszald - tenyészetekbdl

izolaltuk a fennmaradd NE-4C Gssejteket. A differencidcid 4. és 6. stadiumabdl izolalt

Ossejtek (6/A-B), elkdtelezetlen Ossejt-allapotukban regionalis elkdtelez6dést nem

mutattak (6/E). Indukcid6 utan (6/C-D) azonban, a differencialt tenyészetekben

azonosithatd volt mind az el6- (emx2) mind az utdagyi (hox2b) teriiletekre jellemzd

homeo-box gén aktivitasa (6/E).
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6. abra Az NE-4C differencialt tenyészeteiben fennmaradnak differencialatlan idegi dssejtek

A: A differencidci6 6. stddiumdaban jelen lévd differencidlatlan &ssejtek SSEA-1
immunreaktivitdsuk alapjan azonosithatéak. B: A differencialt tenyészetekben fixalasa eldtt
alkalmazott 20 perces BrdU kezeléssel szamos 0sztodo sejtet azonositottunk a NeuN immunreaktiv
idegsejtek mellett. C-D: Differencialt tenyészetekbdl osztédasi potencialjuk alapjan szelektalt klon
(0905) ujboli RA kezelés hatdsara az eredeti NE-4C sejtvonallal megegyezd idérendben ideg (C) és
asztroglia (D) sejteket hoz létre. E: Sejtosztddasi kapacitdsuk alapjan szelektalt, differenciacios
képességiiket megdrzd klonok (0901; 0905; 1204) regiondlis elkotelezédésének RT-PCR vizsgalata.
A differencidlatlan (1. stadium) (1.s.) allapotban 1évd sejtek az eredeti NE-4C sejtvonalhoz
hasonléan sem az eldagyra jellemzé emx2-t, sem az utéagyban kifejez6d6 hox2b-t nem
expresszaljak, mig a differencidlt tenyészetekben (4. stadium) (4.s.) mindkét gén mRNS-e
kimutathatd. Az eredményeket a hypoxanthine guanine phosphoribol transferase (hprt) gén mRNS-
ének szintjéhez viszonyitottuk. mérce: 500 um az A és 50 um a B-D képeken
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A fentiek alapjan, a regiondlis elkdtelezddés az idegszoveti differenciacio
eloérehaladott stadiumaiban megjelend sejttipus(ok)hoz kothets. A részletesebb idébeli
vizsgalataink megmutattak, hogy a proneuralis gének aktivalodasaval parhuzamosan
megjelentek a poszterior teriiletekre jellemzd (gbx2, hox2b) régids-pecifikus gének
mRNS-ei is, mig mas elsdsorban eld- és kozépagyi teriiletekre jellemzd transzkripcios
faktorok (emx2, dIx2, otx3) aktivitasa csak a differencidci6 4. szakaszaban valt jelentdssé
(7/A abra). Az anterior és poszterior teriiletekre jellemzo gének expresszios mintdzataban
talalt kiilonbséget okozhatja az idegi differencidciot indité RA jelenléte, amely ismerten
,»poszteriorizalo™ hatast gyakorol a korai idegszovetre (Avantaggiato és mtsai. 1996). A
poszteriorizalo hatds és a regiondlis gének aktivitasa kozotti Osszefliggés vizsgalatdhoz a
tenyészeteket folyamatos (168 oras) €s standard (72 6ras) RA kezelésnek tettiik ki. A 4.
stddiumban vett mintdkban a RA poszteriorizald hatdsa az otx2 gén - amelyrdl ismert,
hogy expresszidjat a RA befolyasolja (Avantaggiato és mtsai 1996) - mRNS-ének
szintjében volt tetten érhetd. Ugyanakkor, a RA-kezelés hosszatol fiiggéen nem talaltunk
kiilonbséget sem az anterior emx2, sem a poszterior gbx2, vagy hoxb2 gének aktivitasa

kozott 7/B abra).

7. abra (17.oldal)
soran

A: Az el6- (emx2, dIx2) és kozépagyi (otx3) teriileteken kifejez6dé homeobox
transzkripcios faktorok mRNS-e csak a math2-t is kifejezo, differencialt tenyészetekben
(4-5. stadium) (4.s.) (5.s.) van jelen jelentds mennyiségben. A posterior teriiletekre
jellemzd gének (gbx2, hox2b) mRNS-e mar a differenciacidé 2. stddiumaban (2.s.) is
kimutathatd. Az otx2 gén folyamatosan aktiv, de a RA kezelés idején a az expressziod
mértéke csokken.

B: A folyamatos RA kezelés hatasara sem valtozott jelentdsen, sem az eldagyi (emx2,
pax6), sem az utdagyi (gbx2, hoxb2) gének expresszidjanak mérteke. A RA
posteriarozald hatasat ugyanakkor jol mutatja az otx2 kifejez6désének jelentds
csOkkenése folyamatos RA kezelés hatasara. Az els6 oszlopban az 1. stadium (1.s), a 2-3.
oszlopban a differenciaci6 4. stadium (4.s.) a RA kezelés kezdetét kovetd 7. napon rovid
(72 ora) és folyamatos (168 ora) RA kezelt mintdkat hasonlitottunk dssze.

Az eredményeket a hypoxanthine guanine phosphoribol transferase (hprt) gén mRNS-
ének szintjéhez viszonyitottuk.
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A parhuzamosan aktivalodo differenciacios titvonalak alapjan feltételezhetd volt, hogy
az NE-4C sejtekbdl kiilonbozo tipust idegsejtek fejlddhetnek. A regiondlis sokféleséget
mutatd mintdkban megvizsgaltuk a glutamaterg és a GABAerg transzmitter fenotipusra
jellemzd gének kifejezddését valamint néhany olyan régidspecifikus gén aktivitdsat,
amelyek jellemzéen a monoaminerg idegsejtekben illetve az azok keletkezésének helyén
fejezddnek ki, in vivo. Az RT-PCR vizsgalatok azt mutattdk, hogy a differencialt
tenyészetekben aktivalodnak a kiilonb6zo transzmitter fenotipushoz kothetd gének — azaz
az NE-4C differencialt tenyészeteiben tobbféle idegsejt fenotipus kialakulasara is van
lehetdéség (8. abra). Az eltérd neurotranszmitter fenotipust idegsejtek kialakulasat
immuncitokémiai modszerrel is ellendriztiikk. A differencidcié 6. stddiumdban fixalt
tenyészetekben nagy szdmban taldltunk GABAerg és glutatamaterg (GABA és VGAT
illetve Vglut2 immunreaktiv) idegsejteket. Elvétve (<1%) azonositottunk szerotonin
tartalmi neuronokat, de egyaltalin nem taldltunk tirozin-hydroxildz immunpozitiv

sejteket (8. abra ¢és I tablazat).



II. Téblazat A kiilonb6z6 transzmitterfenotipusok eléfordulédsi gyakorisaga
*100 %=NeuN immunreaktiv sejtek szdma

Transzmitter fenotipus Vizsgalt marker Idegsejtek aranya
GABA-erg GABA, VGAT 57,7£8 2%
Glutamaterg VGlut2 44.241,6*
Cathecolaminerg TH Nem volt azonosithatd
Serotonerg SHT <1

8. abra (19. oldal)

Kiilonboz6 transzmitter fenotipusti idegsejtek megjelenése az NE-4C sejtvonal
stddiumaiban (A) és immuncutokémiai festés a differenciacio 6. szakaszaban 1évo
stadiumaban (B-E).

A: Az éret idegsejteket tartalmazd (neurofillament nehéz lanc mRNSt kifejezd
tenyészetekben) egyarant kimutathatd volt a GABAerg fenotipusra jellemzd glutaminsav-
dekarboxilaz 65 és 67 (gad65 és gad67), a vezikularis GABA transzporter (vgat) és
glutamaterg idegsejtekre jellemzd vezikularis glutamat transzporter 2 (vglut2). A
monoaminerg idegsejtekre jellemzd illetve azok keletkezésének helyén kifejez6dd
réiospecifikus trabszkripcios faktorok (phox2b, GATA3, nkx2.2 és Imx1b) expresszidja
szintén jelentdsen megndtt az érett idegsejteket tartalmazd tenyészetekben. Az
eredményeket a hypoxanthine guanine phosphoribol transferase (hprt) gén mRNS-ének
szintjéhez viszonyitottuk.

B: A MAP2 (piros) immunreaktiv idegsejtek egy része VGAT (vezikularis GABA
transzporter) (zo6ld) immunpizitiv (nyilak), mig mdas részilk nem mutat VGAT
immunreaktivitast (csillagok).

C: Idegsejt specifikus sejtmag marker (NeuN) (kék) és GABA (barna) kettds
immuncitokémiai festés.

D: Idegsejt specifikus sejtmag marker (NeuN) (barna) és Vglut2 (kék) kettds
immuncitokémiai festés.

E: Serotonin (SHT) immunreaktiv idegsejtek

B-E mérce: 50 um
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Az NE-4C sejtvonallal végzett génexpresszios vizsgalatok egy részét megismételtiik
az embrionalis dssejt (ES) R1 (Nagy és mtsai. 1993) és embriondlis carcinoma (EC) P19
(Edwards és McBumey, 1983) sejtvonalakon is. Mindkét sejtvonal RA hataséara jelentds
mértékben idegi iranyba differencidlodik (8/A abra). A RA kezeléssel differencialtatott
ES és EC sejtek, hasonldan az NE-4C sejtvonalhoz, mRNS szinten mutattdk a regionalis

és transzmitter fenotipusban megjelend sokféleséget (8/B abra).
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9. abra (20. oldal)
Egér embrionalis (ES) dssejtek és embrionalis carcinoma (EC; P19) sejtvonalak RA-

.....

rrrrrr

¢s a P19 EC sejtek fejlodésének 4. napjan. mérce: 50 um

B: RT-PCR génexpresszios vizsgalat a RA indukalt differenciaci6 soran. A
differenciacio alatt mindkét sejtvonalban megjelennek a kiilonbozé agyteriiletekre
jellemzé proneuralis (ngn2, mashl) és homeobox (emx2, dlx2, hoxb2) transzkripcios
faktorok mRNS-ei. A differencialt, math2-t kifejezd tenyészetekben (ES 15. napon; P19 3.
naptol) mind a GABAerg (gad65, vgat), mind a glutamaterg (vglut2) idegsejt-
fenotipusokra jellemzd gének aktivitdsa jelentdssé valik.

Az ES mintdkat differencidlatlan sejtek tenyészeteibdl (0), valamint 4 napos
aggregacié utan (,,embryonic body” (EB4) allapotban kezdett) 1 (EB4+1RA), 2
(EB4+2RA) ¢és 3 (EB4+3RA) napos RA kezelés utan, illetve a 4 napos RA kezelést
kovetden 7 napos gelatinon tortént tenyésztés utan, a teljes differenciacid 15. napjan
(EB4+4RA+Gel7) gytjtottiikk. A P19 sejtek tenyészeteibdl a RA kezelés kezdetét kovetd
1. (RAl), 2. (RA2), 3. (RA2+1) és 4. (RA2+2) napjan vettiink mintat. Az eredményeket a
hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (hprt) gén mRNS-ének szintjéhez
viszonyitottuk.

Osszefoglalas:

1. Az in vitro kisérletek azt mutatjdk, hogy az éretlen idegi dssejtek nem

hordoznak regionalis elkotelezettséget, a regiondlis elkdtelezddést jelzd

gének a differencidcié meghatarozott szakaszaiban aktivalodnak:
e A proneralis bHLH gének expresszidja az idegsejtképzdodés eldtt, a
e A proneuradlis géneket idoben koveti szamos régidspecifikus gén
aktivalédasa. Az otx3, emx2, dIx2, nkx2.2 gének az NE-4C sejtek in
vitro neuronképzésének 4. stddiumaban fejezddtek ki a legnagyobb
mértékben. Ebben az iddszakaszban tapasztaltuk az idegsejtképzddés
legnagyobb mértékét és a radidlis-glia sejtek legnagyobb aranyt

jelenlétét.
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2. Egyszeri, rovid RA kezelés hatdsara - tovabbi kiilsd hatasok nélkiil is -
tobb differenciaciés tutvonal indukaldédik. Mindezek eredményeként a
kezdeti homogén sejtpopuldcid heterogénné valik. Egymas mellett jelen
vannak

e Radialis-glia sejtek

e Kiilonbozo mértékben differencidlodott idegsejtek

e Kiilonbozo transzmitter fenotipusti neuronok

e Asztroglia sejtek

e Eredeti fejlodési képességiiket megdrzd dssejtek,

valamint a kiilonboz6 régidkra jellemzo:
e Proneuralis és

e homeo-box transzkripcios faktorok

3. A kiilonboz6 cathecholaminerg idegsejtek kialakuldsanak hidnya arra utal,
hogy bizonyos sejttipusok kialakuldsdhoz tovabbi differenciaciot szabalyozo

hatasok sziikségesek.

Kovetkeztetés: Az implantacidhoz hasznalt sejtek egymas mellett 1étezd
regionalis sokfélesége miatt, az integralodds hidnya nem magyarazhaté

,regionalis Osszeférhetetlenséggel”.
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III. A RA idegi irdnyn differenciaciot segitd hatasanak vizsgalata, in vitro

Laboratoriumunk munkatarsai altal végzett kisérletek szerint, fagyasztissal sértett
agyszovetbe implantalt NE-4C idegi Ossejtek kitoltik a sériilés kovetkeztében elhalt
szoveti teret, de jelentds idegi irdnya differenciaciot nem mutatnak. A beiiltetett sejtek
megorzik korabbi tulajdonsdgaikat: in vitro visszatenyésztés utdn, sejtosztodasi
paramétereik, kromoszdma szamuk és differenciacids potencidljuk megegyezik az eredeti
NE-4C sejtvonallal (Agoston és mtsai. 2006). Kooperacioban végzett implantacios
kisérletek ugyanakkor arra utalnak, hogy hidrogélbe bedgyazott NE-4C sejtek jelentds
mértékben differencialodtak idegsejtekké, foto 1ézidval sértett eldagyi teriileteken
(Anderova és mtsai. 2006).

A fenti eredmények arra utalnak, hogy bizonyos szdveti komyezeti valtozdsok
elosegithetik az implantalt sejtek integracigjat. A befogadd szoveti kormyezet
modosithatd olyan szolubilis faktorral vagy tobb faktor megfeleld kombinécidjaval,
amely megvaltoztatja a kifejlett idegrendszer sejtjeinek viselkedését és/vagy segiti a
beiiltetett sejtek talélését.

Az NE-4C sejtvonal in vitro vizsgélataval elemezhetd az egyes faktorok idegi
differenciaciora gyakorolt hatdsa. Eddigi vizsgalatainkban, az idegi irdnyt differenciaciot
indukal6 RA hatdsat tanulmanyoztuk szdmos in vitro — NE-4C, EC, ES sejtek
idegsejtképzése - rendszerben. Adataink szerint az idegi irdnyt differnciacidhoz
elégséges rovid idejii (2-3 napos) RA kezelés melynek hatdsara az NE-4C sejtek ideg
majd asztroglia sejteket hoznak létre (Schlett és Madarasz 1997 és II. tablazat). Egy
mésodik, az asztroglia sejtek képzédése idején alkalmazott RA kezelés (10° M),
ugyanakkor, jelentds mértékben csdkkentette az asztroglia sejtek kialakulasat (10. abra).
Az alkalmazott RA kezelés a mar differencidlédott asztroglia sejtek talélését,

fennmaradasat nem befolyasolta.
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10. abra A RA kezelés gatolja az asztroglia sejtek keletkezését.

“A: Az ideg- és asztroglia sejtek 150 - Idegsejtek és asztroglia sejtek szamanak |8 NeuN
szdmanak valtozasa kiilonbozo ideji véltozasa B GFAP

RA kezelés hatasara, a differencicacid %
6. stadiumaban (13. nap). A NeuN
immunreaktiv idegsejteket és a GFAP
immunpozitiv asztroglia sejteket harom
parhuzamos tenyészetbol, 60
mikroszkopos latotéren (20x 50
objektivvel) szamoltuk és atlagoltuk. A
differenciacid 5-6. staddiumaban
alkalmazott, illetve a folyamatos RA 0
kezelés jelentds mértékben csokkentette 0 0-3 0-3¢és5-8 0-3és5-13  0-13
a GFAP pozitiv asztroglia sejtek RA kezelés ideje [nap]

szamat, mig az idegsejtek szdmat nem

befolyasolta.

100 §

B 3 nap RA 13 nap RA

GFAP - NeuN

B: Reprezentativ mikroszkopos felvétel egy kettésen immunfestett — GFAP (barna) és NeuN (kék) -
tenyészetnek a differenciacio 13. napjéan (6. stddium) 3 napos €s folyamatos RA kezelés utan. mérce: 50 um

C: A gliagenezis kiilonb6zd & 250 00-2RA
szakaszaiban alkalmazott RA kezelés < = B 0-24RA
hatdsa. Az  5-6.  szakaszban 2 8 300
alkalmazott (7-14. nap) RA kezelés = 3 250 |
meggatolta a GFAP immunreaktiv g -
asztroglia sejtek kialakuldsat, mig a E '§ - 200
gliagenezis kezdete utan adott RA §§ 2 15|
hatasara a GFAP immunreaktivitas = % 100 (
nem valtozik. A RA gatolja a GFAP 5 & .
immunreaktiv gliasejtek g o 50 +7R]1::
megjelenését, de a  meglévd <3 0 =
gliasejtek szdmat nem csdkkentette E ” 1
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Osszefoglalds: A RA - magreceptorhoz kotott transzkripcios faktorként -
képes olyan génexpresszids valtozasokat eldidézni, amelynek hatasara a
differencialatlan neuroektodermalis OJssejtekben elindul az idegi iranyu
differenciacio, mig a késobbi differenciacios szakaszban gatolja az

asztroglia képzddést.

Kovetkeztetések: A RA, vagy ahhoz hasonlé hatast szolubilis faktorok, az

idegszoveti fejlddés meghatarozott szakaszaiban képesek eldsegiteni az

rrrrrr

alternativ irdny sejtsorsok, pl. az asztroglia sejtek 1étrejotét.

24



IV. ALKAMAZOTT MODSZEREK, ESZKOZOK ES ANYAGOK

Az NE-4C és a P19 sejtek fenntartasa és in vitro RA kezelése

Az NE-4C sejteket Poly-L-lizin-nel (Sigma) boritott tenyésztéfeliileten, 5 % FCS (fotalis
borju savo, Gibco BRL) tartalmi MEM (Sigma) tapoldatban, 100% paratartalomban, 37
C°-0s 5% CO, tartalmu termosztatban neveltiik. A tapoldatot SmM glutaminnal (Sigma),
40pg/ml gentamicinnel (Sigma ¢és Chinoin) és 2.5 pug/ml amphotericin B-vel (Sigma)
egészitettiik ki. A tenyészeteket 2-3 naponta a teljes tenyésztofeliilet bendvése (konfluens
allapot) eltt, szemikonfluens allapotban Ca*" mentes PBS oldattal torténé mosas utan 0.5
mg/ml tripszin-oldattal vittiik szuszpenzioba és iiltettiik at uj tenyésztdedénybe 10%/cm?
sejtiiriségben.

A sejtvonal sejtjeit hosszi tava tarolashoz 1-2x10° sejt/ml koncentracidban, 10%
DMSO-t (Sigma) tartalmazé 10%-os MEM-FCS-ben, folyamatos hiitéssel fagyasztottuk
le, majd a lefagyasztott sejteket folyékony N»-ben taroltuk.

A RA-as differenciaciohoz a 3-5x10%/cm? sejtstiriségli tenyészeteket, a sejtek ajzatra valo
tapfolyadékkal indukaltuk a 2-3 napig. A tenyészeteken 2 naponta cseréltik a
tapfolyadékot.

RT-PCR

A tenyészetek RNS tartalmat Trizol (Gibco) reagenssel izolaltuk, majd azt az esetleges
DNS szennyezddéstél DNAse I (Promega) kezeléssel tisztitottuk meg. A tisztitott RNS-
bol reverz-transzkriptdzzal (Promega) cDNS-t készitettiink. A cDNS-b6l PCR (Taq PCR
Core Kit Qiagen) reakcidval mutattuk ki a kiilonbozd gének jelenlétét, illetve hianyat. Az
egyes gének kimutatdsahoz hasznalt primereket az I11. tablazat tartalmazza.

III. tablazat Az RT-PCR soran hasznalt primerek

Gén neve Forward Reverse

dix2 5’cagggtccttggtctcttca3’ 5’ctgctgaggtcactgetacg3’
otx3 5’gcagctccagaaacagaa3’ 5’ gagtcctcttcacggtecag3’
emx2 5’ gtcecagcttttaagetaga3’ 5’cttttgecttttgaatttcgttc3’
gad65 5’ggtetggcttttggtecttc3’ 5’tgccaattcccaattatactcttga3’
gad67 5’gctggaaggcatggaaggtttta3’ 5’tgagccccatcaccgtagea3’
gata3 5’acgtctcactccgaggcageatg3’ 5’gaagtcctccagegecgtcatgeac3’
gbx2 5’ttcgaagtcaacaccagcag3’ 5’cccctttaageccgtctaat3’
hoxb2 5’ gctggagaaggagttccact3’ 5’tagggaaactgcaagtcgat3’
hprt 5’ cacaggactagaacacctgc3’ 5’gctggtgaaaaggacctct3’
Imx1b 5’ tggagtagagccggtcaatg3’ 5’ctgatgcgagtcaacgagtc3’
mashl 5’ttagtccagaggaacaagagcetge3’ 5’aagatgcaggatctgctgecatee3’
math2 5’tgagaatggcttgtccagaagg3’ 5’tggtagggtgggtagaatgtgg3’
nth 5’catgaaggaaggagcaaagc3’ 5’gcttcctggactetgtggte3’
ngn2 5’aagaggactatggcgtgtgg3’ 5’atgaagcaatcctcectect3’
nkx2.2 5’ggttccagaaccatcgctac3’ 5’caccgaaaacaaacgacaaa3’
otx2 5’ggaaacagcgaagggagaggal’ 5’ctgctgetgttggeggceactt3’
pax6 5’acgaaagagaggatgcctc3’ 5’cccaagcaaagatggaagl’
phox2b 5’ctectaccectttectcacc3’ 5’cagctcggatcactcaatca3’
vgat 5'acgaggagaacgaagacgg 3' S'acgatgatgccaatggagat 3'
vglut2 5’tggaaaatccctcggacaga3’ 5’tagacgggcatggatgtgaal’
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Implantacio:

Sejtek elokészitése

Az implantacidhoz NE-4C sejtvvonal GFP-t kifejezd alklonjat hasznaltuk (Demeter
és mtsai. 2005), amely megdrizte az eredeti NE-4C sejtvonal differencidcios
tulajdonsagait. A differenciacios protokol szerint differencidcltatott sejteket a RA
kezelést kovetd 4. napon, a diferenciacio 4. staddiumaban 1mM EDTA-PBS-sel
szuszpenzidba vittik majd centrifugalas utan 10000 sejt/pl koncentracidban MEM
tenyésztéfolyadékba vettiik fel. Az implanticid elvégzése utan a maradék
sejtszuszpenzidbol 100000 sejtet (ami megfeleld sejtszam az indukcid allapotanak) 12
mm atmérdjii PLL-el fedett iiveglemezen tovabb tenyésztettiik.

Altatds

A miitendd egerek testsulyat lemértiik. Ketamin-t (SBH-Ketamin injekci6, 100mg/ml
SelBruHa Kft.) és Xylazin-t (ROMETAR 2% injekcid, 20mg/ml SPOFA a.s., Praha)
PBS-ben 10x-re higitottunk, 2:1 ardnyban Osszekevertiik, és 300ul-t injektaltunk a 10-
15g-0s egerekbe. (125mg/testsiilykg ketamin és 25mg/teststlykg xylazin.) Néhany perc
mulva ellendriztiik, hogy az allat mélyen alszik-e, majd a sztereotaxis (Kopf, Stoelting)
késziilekbe helyeztiik.

Implantacio felnott egeér eloagyba

Az alvo egeret sztereotaxis késziilékben rogzitettiik. A fejtetén az implantacio helye
mellett, medianszaggitalisan egy koriilbeliil 10mm-es metszést ejtettiink. A bért finoman
széthlizva a koponyat megtisztitottuk a kotdszovettdl és az izmoktol, és a csontot
hidrogénperoxiddal letoroltiik. Sztereotaxissal bemértiik a szuras helyét (Hippocampus:
Bergman pontt6l.: 1,1 mm elére; jobbra: 0,8 mm; ventralisan: 2,0mm; Agykéreg:
Bergman ponttél 1,1 mm eldre, balra: 3,0 mm ventralisan: 1,2mm), majd fardval
6vatosan atlyukasztottuk a koponyacsontot. igy egy koriilbeliil Imm atmérdjii nyilast
vagtunk, figyelve arra, hogy az agyat ne sértsilk meg. Ezutdn a sztereotaxis-késziilékbe
elore behelyezett Hemmilton fecskenddbe felszivtuk a beiiltetendd sejteket, majd a
megfeleld mélységbe lassan leeresztve elkezdtiik az injektalast. 10 ezer sejtet iiltettiink be,
1 ul térfogatban, MEM tapoldatba. Ezt a miiveletet nagyon lassan, 1-2 perc alatt, kb.
0.5ul/perc perfuzios sebességgel végeztik. Az infuzid6 végén még legalabb 1 percet
vartunk, és csak ezutan huztuk ki lassan a kapillarist. A fejbort Osszevarrtuk, majd
gentamicinnel (1pg/ml) atitatott papirvattaval fedtiik, igy csokkentve a seb bakterialis
elfertdzodését. A még alvd allatokat testmeleg helyen tartottuk ébredésig. A teljes
¢bredés utan visszahelyeztiik a dobozaikba. Az allathazban a mitott allatokat napi
megfigyelés alatt, szokasos koriilmények kozott tartottuk.

Transzkardialis perfiizio

A mitétek utan 10 nappal az allatokat elaltattuk. Feltartuk a melliireget, és a sziv
bal kamrajaba perfundéalo folyadékkal feltoltott kaniilt vezettiink. A jobb pitvaron ejtett
metszés utan eldszor 20-30 ml PBS-t folyattunk 4t, amig a jobb pitvaron 4t mar csak
tiszta perfuzidés folyadék tavozott. Ezutdin 30-40 ml 4% paraformaldehid oldatot
aramoltattuk at teljes fixalodasig. A foramen magnumon éat bevezetett olloval mindkét
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oldalon felvagtuk a koponyat, majd csipesszel Ovatosan felhajtva a koponyacsontot, az
agyat kiemeltiik, és 4%-0s PFA oldatba helyeztiik 24 6réara.

Hisztologiai vizsgalatok

Az ut6fixalas utan, az agyat 15% gliikozt és 0.1% natrium-azidot tartalmazo oldatba
helyeztiik, és +4°C-on inkubaltuk 2 napig. A blokkokat folyékony, —40 - -60 C°-ra hiitott
izopentanba (Merck) meritve fagyasztottuk le. A lefagyasztott preparatumokbol
kriosztattal 10 és 20 um-es metszeteket készitettiink, melyeket 7 lemezre folyamatosan
vettiink fel, igy egy-egy lemezre egymads utan keriild metszetek egymastol 70 illetve 140
um-re 1évo szovetrészeket tartalmaznak és 7 kdzel azonos metszetsorozatot kaptunk.

Immuncitokémia és immunhisztokémia

A kriosztattal készitett metszeteken immunhisztokémia festéseket felolvasztas utan
végeztiik és PBS-es mosas utan a metszeteket 10 percig 0,1%-os Triton-X100-PBS-ben
inkubaltuk, amit haromszoros PBS-es mosas kovetett.

Az in vitro tenyészeteket 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk, a fixal6t haromszoros
PBS-es mosassal tavolitottuk el, amit 5 perces Triton-X100 (0,1% PBS-ben) kezelés és
ujboli haromszoros PBS mosas kovetett.

Az egyes kezelések kozott a preparatumokat haromszor PBS-sel (az in vitro
tenyészeteken 5 perces, a metszeteken 15 perces inkubaldsokkal) mostuk.

A nem specifikus fehérjekotd helyek blokkolasa utan (1-1,5 6rds inkubalas 5-10%-o0s
FCS tartalmti PBS-sel) a metszeteket és a fixalt tenyészeteket elsd réteg ellenanyagokkal
[SSEA-1 (DSHB), RC2 (DSHB), BllI-tubulin (ExBio Praha), GFAP (Sigma), VGlut2
(Synaptic Systems) GABA ¢és NeuN (Chemichon) 1:1000 valamint MAP2 (Chemichon),
VGAT?2 (Synaptic Systems), Serotonin 1:100 koncentracidoban] blokkold oldatban egész
¢jszakan at +4 C°-on inkubaltuk.

MAP2 ¢és Blll-tubulin és GFAP kimutatasdhoz Alexa488 és Alexa 594 konjugalt
masodlagos ellenanyagokat (Molecular Probes) hasznaltunk. A biotin konjugalt
masodlagos ellenanyagokat (Vector) kdvetden a preparatumokat avidin-Alexa488 és
avidin-Alexa594 (Molecular Probes) valamint avidin-peroxidase (ABC kittel Vector)
harmadlagos ellenanyagokkal inkubaltuk. A masodlagos és harmadlagos ellenanyagokat
1/1000 higitasban és 1—1,5 1 6ras szobahdn vald inkubalassal hasznéltuk.

A peroxidaz reakciot PBS-ben oldott 0.55 mg/ml koncentracioju DAB (3-3'-diamino
benzamidin, Sigma) és 0.3% H,O, oldatban 5-25 perces szobahdmérsékletli inkubalassal
hivtuk el6. A reakciot 0.1%-os Na-azid (Sigma) PBS mosassal allitottuk le.

Kettds peroxiddz festés soran (NeuN ¢és Vglut illetve GABA) az els6 immunreakciod
eléhivasa soran az el6hivast 0.1 M Cu®"-t is tartalmazé oldatban végeztiik, melynek
eredményeként a reakcid terméke sotétkék, fekete szini csapadék. A masodik reakcid
el6tt ijabb blokkolassal fedtiik az ijonnan kialakult nem specifikus fehérjekotd helyeket.
A masodik immunreakciot a korabban leirtakkal azonos modon végeztiik el.

Az egyszeri immunfestések és a fluoreszceins jelolések utan a preparatumokat
Mowiollal (Calbiochem) a peroxidaz kettds festés utan felszalld alkoholsorral és xilollal
torténd dehidratalas utan Depex-szel (Serva) fedtiik le.

Az RC2, BllI-tubulin és GFAp immunreaktivitds mértékét Axiovision 4.5 szoftver
segitségével hataroztuk meg. Minden vizsgalt differencidcios allapot (RC2, BIII-tubulin)
¢és RA kezelési variacié (GFAP) esetén legalabb 30 mikroszkopos latoteret mértiink meg
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3 kilonbozé  kisérletben. Az RC2 és  PlI-tubulin  immunreaktivitas
Osszehasonlithatosagaért a korai negyedik stadium értékének (100%) szazalékéban
abrazoltuk az adatokat. A GFAP mérések esetén a RA kezelés sejtszdmra gyakorolt
esetleges hatdsanak kivédésére az értékeket a sejtmagok altal elfoglalt teriilethez (ami jol
egybevagott a sejtszam valtozasaval) viszonyitottunk és a standard (2-3 napos) kezeléssel
a 14. napon fixalt tenyészetekhez (100%) viszonyitottunk.

Az idegsejtek szamanak és a Kkiillonbozé transzmitter fenotipusu idegsejtek
aranyanak meghatarozasa

A teljes idegset szamot idegsejt specifikus sejtmag marker (NeuN) segitségével
hatdroztuk meg (100%), az egyes transzmitterfenotipusii kettdsen immunpozitiv
(GABA+NeuN ¢és Vglut+NeuN) idegsejtek ardnyat ehhez viszonyitottuk. A
szdmoldsokhoz 10 mikroszkopos latotér (20x nagyitds) sejtjeit szamoltuk meg, és 3
parhuzamos tenyészetbdl kapott értékeket atlagoltuk.
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