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1. Roviditések jegyzéke

Ac-KoA: acetil-koenzim A

Acetoacetat: ACAc

ACSF: artificial cerebrospinal fluid; mesterséges cerebrospinalis folyadék
AMPA: 2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1, 2-oxazol-4-il) propansav

AMPK: AMP-aktivalt protein kinaz

ASC: amino acid solute carrier family, aminosavak transzportjaért felel6s fehérjecsalad
ATP: adenozin-5'-trifoszfat

BCA: bicinchoninic acid; bicinchoninic sav

BOHB: béta-hidroxibutirat / béta-hidroxivajsav

BSA: bovine serum albumin; marha szérum albumin

calcein-AM: acetoxymethyl-calcein ester; calcein-acetoxi-metilészter
CNP-az: 2', 3'-ciklikus-nukleotid 3'-foszfodiészteraz

CPT-1: carnitine palmitoyltransferase I; karnitin-palmitoiltranszferaz 1
CSF: cerebrospinal fluid; cerebrospinalis folyadék

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DNP: 2,4-dinitrophenol; 2,4-dinitrofenol

EAAT: excitatory amino acid transzporter; excitatorikus aminosav transzporter
ATP-szintaz: F1Fo-ATP szintaz:

FCCP: carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone

FCS: borju szérum

GABA: y-aminobutirate; y-aminovajsav

GlIn: L-glutamin

Glukoz: D-glukoz

Lak: L-laktat

LC3 II: phosphatidylethanolamine-conjugated LC3

LC3 I: phosphatidylethanolamine-unconjugated LC3

LDH: laktat dehidrogenaz enzim

MCT: monokarboxilat transzporter

mTOR: mammalian target of rapamycin

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-dipheniltetrazolium bromid
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NMDA: N-metil-D-aszpartat OPS: oligodendroglia progenitor sejtek
PBS: phosphate buffered saline; foszfat pufferelt fiziologias séoldat
PDH: piruvéat dehidrogenaz komplex

PDK: piruvéat dehidrogenaz kinaz

PEP: foszfoenol-piruvat

Pir: piruvat

PK: piruvat kinaz

PMSF: phenylmethylsulfonyl fluoride

ROS: reactive oxygen species, reaktiv oxigénszarmazékok

SDS: sodiumdodecyl sulphate; natrium-dodecil-szulfat

oKG: alfa-ketoglutarat



DOI:10.14753/SE.2019.2223

2. Irodalmi attekintés

2.1. Bevezetés

Mig az agy testlink tomegének minddssze 2%-a, a teljes test oxigén felhasznalasanak
20%-aért, glukoz felhasznalasanak pedig akar 50%-aért felelés lehet (Kety 1957, Rolfe
és Brown 1997, Sokoloff 1960). Méas szovetekkel dsszehasonlitva az agy kiemelked6en
magas energiaigénnyel rendelkezik, amelynek fedezését térben és id6ében rendkiviil
finoman 0Osszehangolt szabalyozasi mechanizmusok teszik lehetévé. Ezen regulélt
folyamatok kozé sorolhatd a kozponti idegrendszeri sejtek funkcionalis anatomiai
szervez6désének dinamizmusa, valamint a cerebrospindlis folyadékban megtalalhatd
energiadonor metabolitok transzport és anyagcsere folyamatai.

Az agyi bioenergetika kutatasaban hosszu idén keresztiil az idegsejtek anyagcseréje és a
glukoz kizérdlagos energiadonor szerepe allt a kdzéppontban. Az utébbi harom évtized
kutatasi eredményei azonban az anyagcsere korabbi neurocentrikus felfogasanal sokkal
komplexebb képet mutatnak. A kdzponti idegrendszerben megtaldlhatd gliasejteket
(asztroglia, oligodendroglia és mikroglia sejtek) az idegsejtekkel szemben sokaig
metabolikus szempontbdl k6zOmbos sejtekként tartottdk szdmon. Ezt a nézetet
megvaltoztatta az a megfigyelés, amely szerint az asztrocita sejtek neurotranszmitterekre
membran depolarizicidval valaszolnak (Kettenmann és mtsai 1984). Bar a gliasejtek a
neuronokkal ellentétben akcios potencidlokat nem képesek létrehozni, elsédleges
funkcidik kozott szerepel a plazmamembranjuk két oldala kozo6tti iongradiens fenntartasa,
amely minden depolarizaciot mutato sejttipus esetén rendkivil energiaigényes folyamat.
Késobbi felfedezések mutattak ra arra is, hogy a neurotranszmitterek szdmtalan jelatviteli
Utvonalat inditanak el az asztroglia sejtekben (G-fehérjék altal medialt szignalok, kalcium
szignalok, intracellularis natriumszint novekedés), amelyek mind-mind energiat
igényelnek (Rose és Karus 2013). A neuronok, mint legfobb energiafelhasznalok mellett
az energia szubsztratok termelésében, metabolizmusaban, raktarozasaban és szallitasaban
is jelentds szerepet toltenek be az agyban megtalalhat6 gliasejtek, amelyek egymassal és
a neuronokkal is szoros metabolikus kooperacioban allnak (Belanger és mtsai 2011,
Hirrlinger és Nave 2014). Fluorodezoxiglukdz pozitron emiszios tomogréfia (FDG PET)

és funkcionalis magneses rezonancia (fMRI) vizsgalatok eredményei igazoljak a kbzponti
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idegrendszer sejtjei kozotti funkcionalis anatomiai szervezOdést €s metabolikus
kapcsolatot, amely lehetévé teszi az agyban tarolt informacio aramlasat és feldolgozasat.
A gliasejtek anyagcsere sajatossdgainak felfedezése, valamint a neuronok és gliasejtek
kdzOtti szerteagazd metabolikus kapcsolatok feltérképezése alapveté jelentéségii az agy
bioenergetikajanak és funkcidinak megértésében.

Doktori értekezésemben a kifejlett agy gliasejtjei kdzul a mikroglia sejtek metabolikus
sajatossagaival, illetve a fejlédé agyban jelenlévd Gssejtek anyagcsere valtozasaival
foglalkozom. A disszertacio irodalmi attekintése a terjedelmi szempontok miatt a
kozponti idegrendszert érinté patoldgias kortilményekkel nem foglalkozhat, ezért a
kovetkezOkben azokat a fizioldgias folyamatokat részletezem, amelyek a kisérletes

munkam megértéséhez nélkilozhetetlenek.
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2.2. Energiaigenyes folyamatok a kézponti idegrendszerben

2.2.1. A Na*-K* ATPaz, mint legjelentdsebb energiafogyaszto

A kozponti idegrendszeri sejtek szdméra rendelkezésre all6 energia meghatarozza az
informécid tovabbitasanak és feldolgozasanak sebességét és ezen keresztil timogatja az
agy legjelentésebb funkcidjat, az idegsejtek kozotti informaciocserét. A legjelentdsebb
energia a szinaptikus és akcios potencialok soran a neuronok intracellularis terébe keriilé
natrium ionok kipumpalésara forditodik (Attwell és Laughlin 2001). Ez a jelentds
mennyiségll energia az agy alapveto funkcionalis paramétereit hatarozza meg, a neuronok
tlzelési sajatsagait, a szinapszisok neurotranszmitter 0ritési képességét, valamint a
szinaptikus kapcsolatok fizikai terjedelmét (Attwell és Gibb 2005, Harris és Attwell 2012,
Laughlin és Sejnowski 2003, Lennie 2003, Niven és Laughlin 2008). A sejthartya két
oldala kozotti ionaszimmetria (ezaltal a membranpotencial) fenntartasaért a Na*-K*
ATPA&z (mésneven Na*-K* pumpa) felelds, amely mitkodése soran 3 Na* és 2 K* cseréjét
teszi lehetové 1 ATP, mint energiavaluta, felhasznalasa mellett. Nyul agyszeleteken
végzett kisérletekben 50%-0s csOkkenést tapasztaltak oxigénfogyasztasban a Na*-K*
pumpa gatlasara hasznalt ouabain jelenlétében (Whittam 1962). Kutyakon végzett in vivo
vizsgalatokban az agy teljes oxigénfogyasztasat a Na*-K* pumpa géatlasa 55%-Kkal
csokkentette (Astrup és mtsai 1981). Ezekben a kisérletekben a Na*-K* pumpa géatlasara
hasznalt ouabain mellett mar lidokaint is hasznaltak a Na* bearamlas gatlasara, amely
pontosabb eredményekhez vezetett. A fennmaradd 45% feltételezhetéen nem
szignalizacios folyamatokhoz kothetd. Attwell és munkatarsainak elméleti becslésekre
alapuld kutatésai ezeket a kisérleti eredményeket kiegészitették az oxigénfogyasztasbol
ATP-re atszamolt adatokkal (Attwell és Laughlin 2001). A neuronok 4 Hz-es atlagos
tlzelési frekvencidjara szamolva az agykereg jelatviteli folyamataihoz kothetd
energiafelhasznalas az alabbiak szerint oszlik meg: a legnagyobb energiaigény az akcios
potencidlok (47%), illetve a posztszinaptikus ionotrop (NMDA, AMPA) és G-fehérje
kapcsolt receptorok (34%) miikodéséhez sziikséges, ennél kevesebb energia forditodik a
nyugalmi potencidl fenntartasara (13%), a glutamat Gjrahasznositasara (3%) és a
preszinaptikus Ca?* bearamlasra (3%). Ez a munka kés6bb kiegészitésre keriilt az agy
fehérdllomanyanak energiaigényével (Harris és Attwell 2012). A fehéralloméany glukéz

felvétele kozel egyharmada a szirkeallomanyénak (Sokoloff és mtsai 1977). A
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mielinizalt axonon létrejovo akcids potencial energetikailag sokkal kifizetddobb, mint a
nem mielin hiivelyes axonon végbemend akciods potencidl. A szinapszisok hidanya a
fehéralloméanyban ugyancsak hozzajéarul a kisebb energiaigényhez a sziirkedlloméannyal
szemben, amelynél az energiafelhasznalds 59%-a kothet az agykéreghez és 30%-a a
kisagyhoz. Ebben a munkaban mar figyelembe vették az egy akcids potenciélra
vonatkozo0, alacsonyabb Na* bearamlast (Alle és mtsai 2009, Hallermann és mtsai 2012),
amely kis mértékben maddositotta Attwell és Laughlin 2001-es szamitésait. Az 1. abra
szemlélteti a szignalizacios folyamatok energiaigényének megoszlasat az agy sziirke- és
fehérallomanyan belil. Az dbran az ,, ATP molekula/sec/m?® ” mértékegység az egy
maésodperc alatt felhasznalt ATP molekulék darabszamat jeldli, agyi kortex esetén 9,2 x
10'3 db neuron/m3agyszovetre (Attwell és Laughlin 2001, Braitenberg és Schiiz 1998) és
egysegnyi latoideg térfogatra szamitva (Harris és Attwell 2012, Matheson 1970). Az
akcios potencidlok és a szinaptikus transzmisszié becsllt energiafelhasznalasa a
fehérallomanyban (7,86 x 10%, illetve 5,19 x 10%° ATP molekula/sec/m?) szamottevéen
alacsonyabb, mint a szirkeallomanyban (4,6 x 10%, illetve 1,2 x 102 ATP
molekula/sec/m®). Ezzel ellentétben azonban a nyugalmi potencial fenntartasara
forditédd energia igen hasonl6é az agy fehér- (3,33 x 10?2 ATP molekula/sec/m?®) és
szirkedlloméanyaban (4,08 x 10?2 ATP molekula/sec/m?). Fontos megjegyezni, hogy
nyugalmi potencial mellett is aktivan miikodik a Na™-K* pumpa, amely igy jelentdsen
hozzajarul az agy energiafelhasznalasahoz (Niven és mtsai 2007).

A szamitott adatok alapjan a nem jelatvitelhez kothetd, Ugynevezett ,,housekeeping™-re
felhasznalt ATP egységre vonatkoztatott mennyisége megegyezik az agy szlrke- és
fehérallomanyaban, azonban a szignalizaciés folyamatokhoz viszonyitott aranya
kiilonb6z6. A részben mielinizalt fehéradllomany teljes energiafelhasznaldsa a
szlrkeallomanyénak kozel 40%-a, amely egyezést mutat a korabban, Sokoloff és mtsai
altal glukozfogyasztasra kapott adatokkal (Sokoloff és mtsai 1977). Az agy szirke- és
fehérallomanyanak energiaigényében a legnagyobb kulénbseg a szinapszisok esetében
tapasztalhatd, ahol 230-szoros killénbség lathat6 a vizsgalt neocortex (szirkedllomany)
és latoideg (feherallomany) kozott (1. abra). Az akcids potencidlokra forditddo
energiafogyasztasban az agy emlitett két régidja kdzott minddssze 6-szoros a killénbség.
fgy elmondhaté, hogy az axonok mielinizacidja jelentdsen hozzajarul a fehérallomany

kisebb energiaigényéhez, a meghatarozd tényezd a szinaptikus transzmisszio, amely az
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energiafelhasznalas mérlegét dontéen a szlrkeallomany felé billenti el. Ugyanezt az
0sszehasonlitast elvégezték teljesen mielinizalt axonokkal is, a szinaptikus transzmisszio
ATP igénye 1,37 x 10%° ATP molekula/sec/m?, mig az akciés potencialé 5,08 x 102° ATP
molekula/sec/m3, mindkét adat jelentdsen alacsonyabb, mint az agykéreg esetében. A
szlirkedllomany tehat 2,6-szor tobb energiat igényel a szinaptikus transzmisszidk
fenntartdsara, mint az akcids potencialokra. Ennek pont az ellenkezbje igaz a
fehérallomanyra, amelynél fejlodo latdideg esetén 15-sz6rds, mig kifejlett 1atoideg esetén
3,7-szeres  Kkilonbség tapasztalhato az akcidés potencidlok és szinapszisok
energiaigényében. A fehérallomany kisebb szinaptikus energiaigénye nagyrészt a

kevesebb szinaptikus szamnak tulajdonithaté a sziirkedllomannyal szemben (1. abra).

Sziirkeallomany Fehérallomany
A B Részben mielinizalt C Teljesen mielinizalt
1204 1204 1204
© © ©
2 1004 2 1004 2 100+
QL _ S 8 =
g 2 80 g 2 804 g 280
o X & X E_. X
< "L 60 < "% 601 < g 60
® o T o & o
g & 40 S & 40- S 3 404
i - i- i-
£ 201 < 204 = 204
'8 '8 '8

housekeeping

25% szinapszisok
- housekeeping housekeeping
62.5% 55.7%
total = 2.75 x 1023 total = 1.10 x 1023 total = 1.24 x 1023
ATP molekula/ sec/m3 ATP molekula /sec/m3 ATP molekula/ sec/m3

1. abra
Energiaigény megoszlasa az agy szlrke- és fehérallomanyan bell
((Harris és Attwell 2012) nyoman)

11



DOI:10.14753/SE.2019.2223

Az &bran szereplé oszlopdiagramok az agy fiziologias folyamataira (akciés potencialok,
szinapszisok, nyugalmi potencialok és housekeeping) kalkulalt ATP igényét fejezik ki a
szurkeallomanyban (A), valamint a részben (B) és teljesen (C) mielinizalt latdidegben.
Az abra aljan szerepld kordiagramok e fizioldgids folyamatok energiaigényenek
megoszlasat jelolik a sziirkeallomanyban (A), valamint a részben (B) és teljesen (C)
mielinizalt latoidegben szazalékban kifejezve. Roviditések: AP: akcids potencial, NYP:

nyugalmi potencial.

2.2.2. ,Housekeeping” folyamatok energiaigénye

Szamtalan nem jelatvitelhez kothetd, Osszefoglaldéan ,,housekeeping”-nek nevezett
folyamatrdl tudjuk, hogy energiat igényel (2. &bra). Az aktin citoszkeleton szabalyozza
az idegsejtek morfologidjat, fejlodését és a szinaptikus funkciokat. Mindehhez az aktin
citoszkeleton folyamatos atrendezédése, a G-aktin monomerek F-aktinhoz torténd
kotédése sziikséges, amelyhez ATP hidrolizise biztositja a megfelel6 energiat (Carlier és
mtsai 1988). Modellekre épiil6 szamitasok alapjan az agy teljes energia-felhasznalasanak
kevesebb, mint 1%-a forditodik az aktin és ennél is kevesebb a mikrotubulus rendszer
atrendezddésére (Engl és Attwell 2015). A kisérleti eredmenyek azonban ennél joval
magasabb ardnyt mutatnak. Bernstein and Bamburg vizsgélataiban a neurondlis
sejtkultdra teljes energiafogyasztasanak mintegy fele forditddik az aktin atrendezédésére.
Kisérleti modszeriik azonban jelentdsen visszaszoritotta a glutamat felszabadulast, amely
alapjan feltételezhet6, hogy a citoszkeletalis rendszer fenntartasanak energiaigenyére
kapott kozel 50%-os értek tulbecsiilt eredmény. Az aktin citoszkeleton atrendez6désénél
fontos megemliteni az agyban rendkivili dinamikus hely- és alakvaltozast mutato
mikroglia sejteket is, amelyek motilitdsdnak energiaigényét ugyancsak nem ismerjiuk. A
mikrotubulus rendszer atrendezédése soran felhasznalt energiara vonatkozéan ugyancsak
kevés adatot talalunk az irodalomban. Ez a dinamikusan valtoz6 struktira a tubulinhoz
kotott GTP  hidroliziséb6l nyeri energidjat a folyamatos ndvekedeéshez és
6sszehuzddashoz (Margolis 1981, Mitchison és Kirschner 1984, VVorobjev és mtsai 1999).
A citoszkeleton dinamizmusanak fenntartasahoz az agyban elengedhetetlen a
foszfolipidek és fehérjék folyamatos szintézise. Bar kevés kisérleti adat all rendelkezésre
ezen folyamatok energiaigényérdl, elméleti becslések alapjan az agy teljes ATP
felhasznalasanak 2%-at teszi ki a fehérjék szintézise (Attwell és Laughlin 2001, Rolfe és

Brown 1997). Az agy foszfolipid szintézisére forditodo energiafogyasztas mertekét
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sokaig alabecstlték (Ames 2000), Purdon és Rapoport szamitasai alapjan azonban ez az
érték az agy teljes ATP felhasznalasanak 25%-at is jelentheti (Purdon és Rapoport 2007),
amelybdl 12% a lipidek foszforilalasara (foszfatidil-inozitol-ciklus), 8% a lipid
aszimmetria fenntartasara szolgalé foszfolipid transzportra (Beleznay és mtsai 1993) es
5% a rovid életidejii zsirsavak foszfolipidekbe torténé beépitésére forditodik. Patkanybol
szarmazd hippokampusz agyszeleteken, Clark-tipusu oxigén mikroszenzorral végzett
kisérletek igazoljak, hogy az agy teljes energiafelhasznaladsanak mintegy 47%-a kothetd
a citoszkeleton dinamikus valtozasahoz és kdzel 18%-a lipidszintézishez, mig a proteinek
szintézisére forditddo energia ezek mellett elhanyagolhatd. Az aktin és mikrotubulus
rendszer energiaigénye kizel azonos (Engl és mtsai 2017). Erdemes azonban figyelembe
venni, hogy ezen kisérletek kiértékelésénél tobb feltételezéssel €ltek a szerzok, amelyek
nem minden esetben allnak fenn. i) Feltételezték, hogy az oxigénfelhasznalas egyenes
aranyos az energiafelhasznalassal, amely csak abban az esetben lehet igaz, ha a glukdz
teljes aerob oxidacioja megtorténik. Ez sem fiziologias, sem patoldgids korilmények
kozott nem egyértelmilen igaz. Példaként emlitve a mikroglia sejtek kornyezetiiktol
fiiggben képesek megvaltoztatni metabolizmusukat: hipoxias kdriilmények kozott, illetve
aktivaciojuk soran az oxidativ anyagcsere helyett a glikolitikus folyamatok kerilnek
el6térbe (Orihuela és mtsai 2015, VVoloboueva és mtsai 2013). ii) Megfigyelték, hogy az
in vitro agyszeleteken meért oxigénfogyasztas alacsonyabb az in vivo mért értékeknél,
amelyet az agyszeletek spontan neuronalis aktivitdsdnak hidnyaval hoznak

Osszefliggesbe.
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Teljes agy
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2. ébra
Housekeeping folyamatok becsult energiaigénye ((Engl és Attwell 2015) nyoman)

A baloldali abran a nem jelatvitelhez kothetd, housekeeping folyamatok kisérletek, illetve
modellek alapjan becsilt energiaigénye lathatd szazalékban kifejezve az agy teljes
energiaigenyéhez képest. A jobboldali abra a jelatviteli folyamatok és a housekeeping-
hez tartoz6 folyamatok egyméashoz képesti aranyat mutatja az agy teljes energiaigényéhez

viszonyitva.
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2.3. Energiadonor vegytletek a kdzponti idegrendszerben

Glukoz az elsddleges energia szubsztrat az agy szadmara, azonban nem az egyetlen
energiadonor vegyulet. Szamos egyéb metabolitot képesek felhasznalni a kdzponti
idegrendszeri sejtek energiatermelésre, igy a cerebrospindlis folyadékban jelenlévo
laktatot (Boumezbeur és mtsai 2010, Bouzier-Sore és mtsai 2003b, Larrabee 1995),
glutamint (Pascual és mtsai 1998, Zielke és mtsai 1998), ketontesteket (Tildon és mtsai
1983) és zsirsavakat (Edmond és mtsai 1987). Az agy kiilonboz6 régidira és sejttipusaira
jellemzé pontos szubsztrat-specificitas azonban még nem tisztazott. A téméban megjelent
szamos értékes kdzlemeny ellenére e komplex metabolikus sajatsdgok felfedezésehez és

megértéséhez tovabbi kutatasra van szikség.

2.3.1. Glukoz

Az 1940-es és 1950-es évektdl kezdédéen nagyszamu publikacio jelent meg az agy
bioenergetikajaval kapcsolatban (Kety 1957, Kety és Schmidt 1948, Sokoloff 1960),
amelyek az agyat metabolikus szempontbdl egysegesen oxidativ szervkent irtak le.
Ezekben a kutatasokban a D-glukodzt (tovabbiakban gluk6z) az agy szamara kizardlagos
energiadonor vegyuletként emlitik, amelynek szén-dioxidda és vizzé torténd oxidacioja
soran 32-36 ATP molekula keletkezik. Az agyi kortexre vonatkozo respiraciés kvociens
1 koruli érték, amely a gluk6z aerob oxidacidjara utal (Cahill és Owen 1967, Dickens
1936, Krebs 1964, Stiles és Lusk 1903). Az utobbi 20 év eredményei azonban
ravilagitottak a kozponti idegrendszeren bellli sejt-specifikus metabolizmusra, kilénds
hangsullyal a glukdz oxidativ és glikolitikus hasznosuldsanak modjaira. Ismerve a
kozponti idegrendszer sejttipusokra vonatkozd heterogén jellegét nem meglepé az a
felismerés, hogy az agy kiilonbozé sejttipusai egyedi bioenergetikai profillal
rendelkeznek. Mig a neuronokra elsésorban az oxidativ anyagcsere jellemz0, az asztrocita
és oligodendroglia sejtek foleg glikolitikus uton fedezik energiaigénytiket és a felvett
glukdzbol laktatot, illetve piruvatot allitanak el6 (Magistretti és Allaman 2015, Weber és
Barros 2015). In vivo glukoztranszport vizsgalatok alapjan meglepé kovetkeztetésre
jutottak, amely szerint a fiziologias korulmények kozott, nyugalmi allapotban mért
glukozfelvetel megegyezik neuronokban és asztrocitdkban (Chuquet és mtsai 2010,
Nehlig és mtsai 2004). A glukéz facilitalt diffGzion keresztuli transzportjat a kozponti
idegrendszeren beliil elsésorban a GLUTL1 és a GLUT3 végzi. A GLUT1 a vér-agy gat
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endotéliuméan (55 kDa izoforma), illetve az asztrocita sejtek perivaszkularis vegtalpain
(45 kDa izoforma) talalhat6 (Gerhart és mtsai 1989, Vannucci és mtsai 1997). A kdzponti
idegrendszeren beliil a kapillarisok denzitasa aranyos és egyben f6 meghatirozdja a
GLUTL1 transzporterek denzitasanak (Duelli és Kuschinsky 2001). A GLUT3 jelemzden
a neuronon talalhato, denzitasa a kdrnyezettél és a neuronalis energiaigénytdl figg, mig
a mikroglia sejtekben a GLUTS transzporter (elsddlegesen fruktdz transzporterként
ismert) talalhat6 meg (Vannucci 1994, Vannucci és mtsai 1997). A gluk6z anaerob
korilmények kozott, illetve a Warburg-effektust mutatd sejtek esetén (Harami-Papp és
mtsai 2016) laktattd metabolizalodik a glikolizisben, amely egy glukéz molekula esetén
nettd6 két ATP molekula szintézisét teszi lehet6vé szubsztratszintli foszforilacion
keresztiil. Aerob kortilmenyek kozoétt a glukdzbdl keletkezé piruvat nem alakul 4t laktatta,
hanem a mitokondriumba transzportalodik, majd a piruvat dehidrogenaz enzim altal
katalizalt reakcidban acetil-koenzim A-vd (AcKoA-va) alakul, ez utébbi intermedier
belép a citrat-ciklusba, majd a mitokondrialis oxidativ foszforilacion keresztiil ATP

szintézisét teszi lehetové.

2.3.2. Piruvét

A piruvat fiziologias korilmények kdzott mas energia metabolitokhoz képest igen Kis
mennyiségben, 0,1-0,2 mM koncentracidban van a jelen a cerebrospinalis folyadékban
(Benoist és mtsai 2003, Zhang és Natowicz 2013). Patoldgias korulmények esetén
azonban mennyisége jelentdsen megnovekedhet. A CSF-ban emelkedett piruvat
koncentracidhoz vezethet a piruvat dehidrogenaz enzimkomplex valamely alegységének
deficiencidja, amely soran igy a piruvat atalakulasa Ac-KoA-va gatolt; valamint a
mitokondridlis 1égzési lanc gatolt mikodése (Benoist és mtsai 2003). A piruvat
plazmamemranon keresztuli transzportjaért a késébbiekben (2.3.3. fejezet) részletezett

monokarboxilat transzporterek felelsek.

2.3.3. Laktat

A XX. szazad elején az izom metabolizmussal foglalkozé tudomanyterilet az L-laktatot
(tovabbiakban laktét), mint toxikus metabolitot tartotta sz&mon (Schurr 2014). A Cori-
ciklus felfedezése, miszerint a maj glukoneogenezis utjan képes glukdzza alakitani az
izommunka soran keletkez6 laktatot, az 1930-as években alapvetéen megvaltoztatta ezt a

nézetet. Egyre nyilvanvalébba valt, hogy léteznek olyan szdvetek/szervek (az agy es a
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sziv), amelyek energiatermelésre tudjak hasznalni a laktatot. Az agy akkoriban, mint
kizarolagos glukozfelhasznalé volt nyilvantartva. Ezt a nézetet er0sitette az a
megfigyelés, miszerint a glukdz vér-agy gaton keresztili transzportjanak sebessége
mintegy tizszerese a laktat transzportnak (Cremer és mtsai 1979). Az utobbi években valt
csak vilagossa, hogy a kozponti idegrendszeren beliil 1éteznek laktatot termeld sejtek
(gliasejtek), illetve laktatot energiatermelésre felhasznalni képes sejtek (elsésorban
neuronok) és ezen sejtféleségek kozott metabolikus kapcsolat all fenn. A laktat jelenlétét
a kodzponti idegrendszeren beliil sokaig kizardlag az ischémiahoz kototték, azonban az
utdbbi évtizedek kutatasai szamos fizioldgias folyamatban betoltott szerepére is
ravilagitottak. A laktatot els@sorban asztrocitak allitjak eld gluk6zbol vagy glikogénbdl
neurondlis szignalok hatasara, igy szoros metabolikus kapcsolat alakul ki az asztrocita
sejtek eés neuronok kozott. Az asztrocita sejtek altal termelt laktatot a neuronok képesek
felvenni és energiaigényuk fedezésére, funkcidik (excitabilitds, plaszticitas,
memoriafejlesztés) ellatdsara forditani. Ezen feliil a laktat jelentds szerepet tolt be a
kdzponti idegrendszer homeosztazisanak fenntartasaban (Magistretti €s Allaman 2018).
Mcllwain huméan és majom agyszeleteken veégzett vizsgalataiban a neuronok képesek
voltak a laktatot energiatermelésre hasznalni (Mc 1953). Ezt a megfigyelést késobb
megerdsitették izolalt dorzalis ganglionon, hippokampusz agyszeleten és izolalt
latoidegen is (Brown és mtsai 2001, Dolivo és Larrabee 1958, Schurr és mtsai 1988).
Ezeket az eredményeket sok kritika érte, ugyanis glukéz hianyaban tértént méréseken
alapultak. Késébb azonban megjelentek olyan publikacidk, amelyek glukéz és laktat
egylttes jelenlétében mért hasonlé eredményeket tartalmaztak. Ezeket méar nagyrészt
magneses rezonancia spektroszkdpiaval (Bouzier-Sore és mtsai 2003a, Hassel és mtsai
1995), illetve 8F-fluorodeoxiglukéz (**F-FDG) PET-tel mérték (Dalsgaard 2006, Smith
és mtsai 2003). Osszességében elmondhatd, hogy az utdbbi hat évtized kiilonbdzé
modszerrel mért kutatdsi eredményei azt igazoljak, hogy a CSF-ban 2-5 mM
koncentracioban jelenlévé laktatot (Abi-Saab es mtsai 2002, Reinstrup és mtsai 2000,
Zilberter és mtsai 2010) a neuronok képesek felhasznalni energiaigényik fedezésére.

A laktat a glikolizis vegtermékekent keletkezik glukdzbdl. Normal oxigéntenzid mellett
az ATP jelentds része a mitokondridlis oxidativ foszforilacio soran képzdédik. Ebben az
esetben a gluk6z tobb lépésen keresztul piruvatta alakul, majd a PDH altal katalizalt

reakcioban képz6dé Ac-KoA belép a citrat-ciklusba. A citrat-ciklus miikddése soran
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elektronok szallitasaért felelos redukalt koenzimek keletkeznek (NADH+H* és FADH>),
amelyek feltoltik a mitokondrialis elektrontranszport lancot, majd végil ATP molekula
képz6dését eredményezik. Elofordul azonban olyan koriilmény is, amikor nem all
rendelkezésre a megfelel6 mennyiségii oxigén, ilyen esetben a glikolizisben keletkez6
piruvatbol és redukalt koenzimb6l (NADH-+H*) a LDH Altal katalizalt, reverzibilis
reakcioban laktat és NAD* képzodik. Egy glukéz molekulabol kiindulva ezt az anaerob
glikolizisnek is nevezett folyamatot dsszesen 2 ATP képzddése kiséri. Az LDH 4ltal
katalizalt reakcioban torténé NADH+H™ oxidacié elengedhetetlen a NAD*/NADH+H*
arany, ezen keresztul a glikolizis sebességének fenntartasahoz. Otto Warburg és Herbert
Grace Crabtree nevéhez fiizédik a glukéz katabolizmusanak egy harmadik formaja, az
Ggynevezett aerob glikolizis, amely soran normal oxigéntenzié mellett a glikolizisben
keletkez6 piruvatbol Ac-KoA helyett laktat keletkezik (Crabtree 1929, Warburg 1956).
A laktdt, mint monovalens anion, sejtmembranon keresztlili transzportja a
monokarboxilat transzportereken (MCT) keresztil torténik (Barros és Deitmer 2010,
Bouzier-Sore és Pellerin 2013, Halestrap és Price 1999, San Martin és mtsai 2013, Stobart
és Anderson 2013). A MCT szupercsaladnak 16 tagjat ismerjik, amelyek kdziilaz MCT1,
MCT2, MCT3 és MCT4 talalhatdé meg a kozponti idegrendszerben (Halestrap 2013,
Halestrap és Wilson 2012). A MCT1-4 a laktat, piruvat és ketontestek H*-nal torténd
kotranszportjat teszik lehetévé a plazmamembranban a koncentracidgradiensnek
megfeleléen. Ezeknek a monokarboxilat transzportereknek mas a kinetikaja, illetve
expresszioja a kiilonbozo sejttipusokban. Az MCT1, amelynek a legkisebb az affinitasa
laktatra, els6sorban az asztrocitakban és endotél sejtekben expresszalodik (Broer és mtsai
1997, Pierre és mtsai 2000), mig a laktatra kozepes affinitisat MCT2 elsésorban
neuronokban. A laktatra nézve kis affinitdsi MCT4 ugyancsak asztrocitdkban van jelen
(Rafiki és mtsai 2003). MCT3 kizardlag a retina pigment bazalis membranjaban fordul
el6 (Philp és mtsai 1998).

Fontos megemliteni a laktat-transzfer egy kulonleges, nemrég felfedezett formajat a
pannexin és connexin sejtkapcsolatokon keresztil torténé laktat-kiaramlast is

(Karagiannis és mtsai 2016).
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2.3.4. Glutamin

A kdzponti idegrendszeren belll az L-glutamin (tovabbiakban glutamin) mennyisége, az
agyszbvet 1 mg-jara vonatkoztatva regionalis kulonbségeket mutat. Nyulagy 15
(kisagy) —ig taldlunk értékeket. A 7 nmol/mg kevesebb, mint a glutaméat, de magasabb,
mint az aszpartat vagy taurin mennyisége (Nitsch és mtsai 1983). A cerebrospinalis
folyadékban (CSF) a glutamin koncentracioja ~0,5 mM, amely mintegy 10-100-szorosa
més aminosavak mennyiségének a kdzponti idegrendszeren belll (Garseth és mtsai 2000,
Reichel és mtsai 1995, Xu és mtsai 1998). A glutamin tovabba az egyetlen olyan
aminosav, amelynek extracellularis koncentraciéja megegyezik vérbeli koncentracidjaval
(Dejong és mtsai 1993). A glutamin transzportja a vér-agy gaton keresztul csekély, a
vérplazmabol az agykéregbe torténd transzport Km értéke mintegy két nagysagrenddel
magasabb, mint mas aminosavak esetén (Smith és mtsai 1987). igy a glutamin szintézis
jelentds része endogén uton az agyban torténik glutamatbdl a glutamin szintetdz enzim
altal katalizalt reakcioban.

A glutamin sejtmembrénon keresztiili transzportjaért a Na* - fiiggé ASC, system N és A
transzportercsaladok felelnek. (Broer és mtsai 2002, Broer és mtsai 1999, Broer és
Brookes 2001). In vivo és in vitro glutamin felvétel és immunocitokémiai vizsgalatok
egyértelmilen kimutattak az asztrocita- és neuron-specifikus transzporterfehérjék kozti
kiilonbségeket. A neuronalis glutamin felvételért felelds, system A transzportercsaladba
tartoz6 SNAT1 (méasnéven ATA1 vagy GInT) egyiranyl transzportot tesz lehetové
(Mackenzie és mtsai 2003, Varoqui és mtsai 2000). A system A-n keresztili glutamin
felvétel jelentéségére utal az az eredmény, amely soran a transzporter gatlasa neuronalis
sejtkultdran az epileptiform aktivitas csokkenéset eredményezte (Bacci és mtsai 2002).
Nemcsak a transzporter gatlasa, hanem az asztrocita sejtekben megtalalhaté glutamin
szintaz enzim gatlasa is hasonlo eredményt adott. Bacci és munkatarsainak eredményei
arra utalnak, hogy az asztrocita és neuron kozotti glutamat-glutamin ciklus a szinaptikus
vezikuldk glutamattal t6ténd feltdltésében €s igy az epileptiform aktivitasban jelentds
szerepet toltenek be. Asztrocita sejtekben jellemzéen a system N csalad két tagja, a
SNAT3 (masnéven SN1) és a SNATS (mésneven SN2) végzi a glutamin sejtmembranon
keresztili kétiranyu transzportjat (Broer és Brookes 2001, Chaudhry és mtsai 1999,

Cubelos és mtsai 2005, Deitmer és mtsai 2003). Az asztrocita sejtekbdl torténd glutamin
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exportért elsésorban a SNAT3 felelds, amelynek Km értéke ~0,4 mM a glutamin CSF
koncentraciohoz kozeli értek. Ezen kivil a transzporter tovabbi két tulajdonsaga teszi
lehetévé a glutamin hatékony exportjat: i) a transzporter fiiggetlen mas extracellularis
aminosavak jelenlététél (Deitmer €s mtsai 2003) és ii) az intracellularisan felhalmozo6do
glutamat a transzportert aktivalja (Broer és mtsai 2004).

A glutamin mitokondrialis transzportja torténhet aktiv, illetve diffiz modon, amely
lehetségek koziil az aktiv transzport a dominans (Minn 1982, Roberg és mtsai 1995,
Steib és mtsai 1986). A mitokondrialis glutamin felvételt serkenti a magas mitokondrialis
memranpotencial, gatolja a glutamat, citrat-ciklus intermedierek, a hisztidin és a leucin
aminosavak (Roberg és mtsai 1999a, Roberg és mtsai 1999b, Zieminska és mtsai 2004).
A glutamin lebontasaban elsGdleges szerepet jatszik a foszfat-aktivalt glutaminaz
(tovabbiakban glutamindz) enzim, amely reakcio soran glutaminbdl hidrolizis Gtjan
glutamat és ammonia keletkezik. Biokémiai (Roberg és mtsai 1995) és immuncitokémiai
vizsgalatok (Laake és mtsai 1999) ramutattak arra, hogy a glutaminaz aktiv formaja
els6dlegesen a mitokondrialis bels6 membran kiilsé felszinén talalhatdé meg, de nem
zarhato ki az inaktiv forma jelenléte a mitokondrialis matrixban. Szubcellularis
frakcionalasi (Nimmo és Tipton 1979, Roberg és mtsai 1995) és elektronmikroszkdépos
immuncitokémiai (Aoki és mtsai 1991) vizsgalatok kimutattak ugyanakkor a glutaminaz
jelenlétét a citoplazmaban is. In situ vizsgalatok eredményei a glutaminaz lokalizacidjat
elsésorban a neuronokban igazoltak (és in vitro asztrocita sejtkultdraban (Schousboe és
mtsai 1979)), amely 6sszefliggésben all a tovabbiakban részletezett glutamat-glutamin
ciklussal (Laake es mtsai 1999). A glutaminaz enzim mindkét létez6 forméajanak (maj-
tipusu és vese-tipusu glutaminaz enzim) jelenlétét kimutattdk agyban (Olalla és mtsai
2002), azonban mig a vese-tipusu glutaminaz elsésorban a mitokondriumban talalhatd
meg és a glutamin lebontasaért felelés (Schousboe és mtsai 1979), addig a méj-tipusud a
sejtmagba lokaliz&lodik és szerepe lehet a glutamin transzkripcids apparatusra kifejtett
hatasaban, vagy a nuklearis glutamin mennyiségének szabalyozdsaban (Olalla és mtsai
2002).
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2.3.5. Ketontestek: g-hidroxibutirat és acetoacetat

A ketontestek, mint a B-hidroxibutirat és az acetoacetat, jelentés energiadonor vegyiiletek
a fejlédé agy szamara, amelynek teljes energiaigényét 30-70%-ban képesek fedezni
(Nehlig 2004). A felnétt, kifejlett agyhoz képest a fejlédésben 1évé agyban jelentsen
magasabb a monokarboxilat transzporterek szama és aktivitasa (Gerhart és mtsai 1997,
Pellerin és Magistretti 1994). Hasonléan patkany agyban a ketontestek metabolizmusaban
részt vevl enzimek aktivitdsa lényegesen magasabb szoptatas idején, mint az elvalasztas
utan (Page és Williamson 1971). A ketontestek aktiv felhasznalasa az agy fejlodése soran
nemcsak az energiaigény fedezéséhez szilkséges, hanem az agy érésében szerepet jatszé
aminosav- és lipidszintézishez is (DeVivo és mtsai 1975, Yeh és mtsai 1977). Patkanyban
a B-hidroxibutirat szénatomjainak beépilése aminosavakba mintegy 2-3-szorosa a
glukozbol szarmazd szénatomokénak szoptatds idején (DeVivo és mtsai 1975). Az
anabolikus funkciokon kiviil a ketontestek oxidacioja alapvetd jelentségii a posztnatalis
periédusban. Az irodalomban human adatokat is talalunk, amelyekben bizonyitott az
aktiv ketogenezis és ketontest oxidacio Ujszilottekben (Bougneres és mtsai 1986). A
ketontestek lebontasaban kulcsfontossagu enzim, a szukcinil-KoA-3-ketosav KoA
transzferdz, deficiencidja ketotikus allapotot, a vérplazmaban alacsony glukdz és laktat
szintet eredményezett egerekben megsziletésiket kovetéen (Cotter és mtsai 2011).
Kifejlett agyban a ketontestek oxidacioja visszaszorul jollakott allapotban. Ehezés,
alacsony szénhidratbevitel vagy intenziv izommunka esetén azonban a ketontestek
felhasznalasa jelentdsen ndvekedhet. Ilyen esetben elsddlegesen a mdj a felelds a
ketontestek szintéziséért, azonban az agyban asztrocitdk is képesek ketontesteket
szintetizalni a zsirsavak P-oxidacidjan keresztil (Auestad és mtsai 1991, Bixel és
Hamprecht 1995, Edmond 1992). Ennek a sebessége azonban joval kisebb, mint a majbol
torténd ketontest transzport. Mind a neuronok, mind pedig a gliasejtek képesek azonban
a ketontestek felvételére monokarboxilat transzportereken keresztil, tovabba a
ketontestek Ac-KoA intermedierré alakitasara és ezen keresztiili energiatermelésre.
Feln6tt agyban a ketontestek metabolizmusaért felelds enzimek aktivitasa elég magas
ahhoz, hogy glukoz hianyaban a ketontestekbdl torténjen a sziikséges energiaigény
fedezése (Krebs és mtsai 1971). A ketontestek szintézisének sebessége sosem éri el az azt
metabolizal6 enzimek és transzportereik szaturacids szintjét, igy a ketontest lebontasat a

vérplazmaban mért koncentrécidja hatarozza meg (Sokoloff 1973).
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2.4. Anyagcsere a Kifejlett idegszovetben

2.4.1. Asztroglia sejtek fiziologias sajatossagai és metabolikus kapcsolatai

Az asztroglia sejtek szdma a legmagasabb a kdzponti idegrendszeren beliil, az emberi
agykéregben mintegy 1,4-szerese a neuronok szamanak (Nedergaard és mtsai 2003).
Szerepet jatszanak az agy szamos funkcidjaban, beleértve a glutamat, a viz és kiillonbozo
ionok homeosztazisat, az oxidativ stressz elleni védelmet, szOveti regeneraciot, a
szinaptikus aktivitds szabalyozésat gliotranszmisszid Utjan, valamint a szinapszisok
Gjrarendezesét (Belanger és mtsai 2011, Volterra és Meldolesi 2005). Az asztrocita
sejteket egyedi citoarchitektdrajuk és morfoldgiai tulajdonsagaik alkalmassa teszik arra,
hogy érzékeljék €s reagaljanak mikrokornyezetiik valtozasaira. Két alapvetd folyamat
jellemz6 rajuk: a szinapszisokat tamogatd periszinaptikus folyamatok és a végtalpakon
keresztili vaszkularis folyamatok. A periszinaptikus folyamatokhoz elengedhetetlen,
hogy a sejtek a receptorok (neurotranszmitterek, citokinek, ndvekedési faktorok),
transzmitterek és ioncsatorndk széles skalajat expresszaljak. Ezek koziil is elsdsorban a
glutamat receptorok és transzporterek eléfordulasa gyakori, ugyanis ez a glutamaterg
neurotranszmisszio érzékeléséért fontos. Az asztrocita végtalpak teljesen korilolelik az
agyi vérereket (ladecola és Nedergaard 2007, Oberheim és mtsai 2009). Az asztrocita
sejtek territérikus sejtek, a rendelkezésre allo teret kitoltik, a szomszédos asztrocitakkal
atfednek, igy egy jol szervezett funkcionalis anatdmiai egységet képeznek, amelyen belul
réskapcsolatok biztositjak az anyagok aramlasat (Giaume és mtsai 2010).

Az asztrocita sejtek és a neuronok metabolikus Gtvonalaiban érintett fehérjék
génexpresszidjaban nagyfoku eltérés lathatd, amely alapvetéen meghatarozza ezen sejtek
energiatermeld folyamatait és a kozponti idegrendszerben betoltdtt metabolikus
funkcioit. Mig az asztrocitakra elsdsorban a glikogén raktarozas és laktattermelés
jellemz0, addig a neuronok a glukozt a pentdzfoszfat-ciklusban (elsédleges funkciok: i)
oxidativ stressz elleni védelem, ii) nukleotid és lipid szintézishez prekurzorok eléallitasa)
hasznaljak, a laktatot pedig a mitokondridlis oxidativ foszforilacion keresztil
energiatermelésre forditjak. Glikogén raktarozésahoz szlikséges a glikogén szintdz enzim,
amely az agyban kizarolag asztrocita sejtekben talalhat6 meg, neuronokban ez az enzim
foszforilalt (gatolt) allapotban van és proteaszomalis degradacion megy keresztiil
(Vilchez és mtsai 2007). Asztrocita sejtekben a 6-foszfofrukto-2-kinaz / fruktéz-2,6-
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biszfoszfataz 3 (tovabbiakban Pfkfb3) enzim génexpresszidja magas, amely a glikolizist
serkent6 fruktoz-2,6-biszfoszfat sejten bellli magas koncentracidjat eredményezi.
Neuronokban azonban a Pfkfb3 enzim proteaszomalis degradacion megy keresztiil, igy a
gluk6z metabolizmusa részben a pentozfoszfat-ciklus iranyaban folytatodik (Herrero-
Mendez és mtsai 2009).

A glikolizis masik szabalyozasi pontjan, az irreverzibilis reakcidt katalizal6 piruvat kindz
(PK) génexpresszidjaban is kilonbség lathato, az asztrocita sejtekben az aerob glikolizist
elésegité PK M2 izoforma, mig neuronokban az M1 izoforma fordul elé (Zhang és mtsai
2014). Asztrocita sejtekben a PDH-t szabalyoz6 PDK4 izoforma fokozott
expressziojanak kovetkezmeénye, hogy a PDH tdlnyomoéan foszforilalt allapotban van
jelen, a PDH miikddése gatolt, igy megakadalyozza a piruvat mitokondrialis oxidaciojat
(Itoh és mtsai 2003, Zhang és mtsai 2014). Kdvetkezésképpen az asztrocita sejtekben a
piruvat csak laktatta alakulhat, amely a sejt szamara az aerob glikolizist jelenti. A laktat
dehidrogenaz enzimnek is tobbféle izoformaja 1étezik, expresszidja ugyancsak kiilonb6zo
neuronokban és asztroglia sejtekben. Mig idegsejtekben a LDH1 izoforma dominal,
asztrocitdkban az LDH5 izoforma (mely nagyobb enzimaktivitast mutat piruvatra) van
jelen nagyobb mennyiségben (Bittar €és mtsai 1996, Tholey és mtsai 1981).

A neuronok funkciondlisan aktiv, nem nyugalmi allapotaban a vérbdl torténd
glukozfelvétel nagyrésze az asztrocitdkban megy végbe (Chuquet és mtsai 2010,
Voutsinos-Porche és mtsai 2003, Zimmer és mtsai 2017). Funkcionalis aktivitas esetén a
neuronok az agykéreg teljes energiafelhasznalasanak 80-90%-aért felelések (Howarth és
mtsai 2012). Figyelembe véve, hogy az ATP szintézisének leghatékonyabb mddja az
oxidativ utvonal, feltételezheté az asztrocita sejtek altal termelt oxidativ energiadonor
vegyuletek (laktat és piruvat) transzportja a neuronokba majd az idegsejteken bellli
oxidativ hasznosulasa. Ezt a hipotézist kés6ébb asztrocita-neuron laktat transzportnak
neveztek el (Magistretti és Pellerin 1996, Magistretti es Pellerin 1999, Sibson és mtsai
1998, Tsacopoulos es Magistretti 1996). Fontos azonban megjegyezni, hogy fiziologias
kortilmények kozott a laktat:piruvat koncentracidarany legalabb 10:1 (Gjedde és
Magistretti 2011), igy az asztrocita-neuron glikolitikus szubsztrat transzportban a laktat
dominal. Ez az arany hipoxids kortilmények kozott az agy oxidativ kapacitasanak
csokkenése miatt ennél még magasabb is lehet. Tudva azt, hogy az asztrocita sejtek

jelent6s mennyiségben tartalmaznak mitokondriumot (Lovatt és mtsai 2007), felmeril a
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kérdés, hogy miért termelnek ezek a sejtek talnyomo részben laktatot az energetikailag
kifizet6d6bb piruvat helyett. Erre magyarazat lehet az asztroglia sejtek csokkent PDH
aktivitasa, amely az enzim nagyfoku foszforilaltsaganak a kdvetkezménye (Itoh és mtsai
2003). Az asztrocita sejtek masik jellegzetessége a mitokondridlis légzési lanc
komplexeinek egyedi szervezédése. Mig az idegsejtekben a mitokondrialis 1égzési lanc I.
komplexe a lanc tobbi tagjaval szuperkomplexbe szervezddve talalhatdé meg és igy ezek
a sejtek magas mitokondrilis respiracidra képesek, addig asztrocita sejtekben a
mitokondrialis 1. komplex nem része a légzési lanc tobbi tagja altal létrehozott
szuperkomplexnek és ezéltal alacsony oxigénfogyasztas jellemzi ¢ket (Lopez-Fabuel és
mtsai 2016). Az asztrocita sejtek mitokondrialis respiraciojanak kis jelentdségére utal az
a nemrég megjelent vizsgalat, amely soran egerek asztroglia sejtjeiben a citokrém-oxidaz
enzim (légzési lanc 1V. komplexe) génjét szupresszaltak, majd az ezt kdvetd tobb, mint
egy éves vizsgalat soran nem talaltak sem metabolikus rendellenességet, sem fenotipusos
vagy neurodegenerativ elvaltozast (Supplie és mtsai 2017).

Szamos publikacid jelent meg az asztrocita-neuron laktat modell kiterjesztéseként. A
glutaméton kivil mas, neuron altal termelt vegyuletek, illetve ionok is kivalthatjak az
asztrocita sejt fokozott glukoéz felvételét és laktat termeld metabolikus valaszat.
Genetikailag kodolt nanoszenzorokkal végzett kisérletekben K* és NH4* ionok, amelyek
koncentracioja neuronalis aktivitas esetében megné az intracellularis térben, serkentette
az aerob glikolizist asztrocita sejtekben (Bittner és mtsai 2011, Lerchundi és mtsai 2015).
ugyancsak termelnek neuronok, hasonléan laktattermelésre serkentette az asztrocita
sejteket (San Martin és mtsai 2017). Anesztetizalt egér kortikalis asztrocita sejtjeib6l
gyors laktadt felszabaduldst figyeltek meg az agyterllet stimulécidjanak
kdvetkezményeként (Sotelo-Hitschfeld és mtsai 2015).

Drosophila melanogasteren vegzett vizsgalatok mutatjak, hogy az asztrocita-neuron
laktat ingat szabalyozé gének evolicidsan konzervalt régiot képeznek. A laktat ingaban
szerepld glikolitikus enzimek génszintli gatlasan (szelektiv knockout) keresztiil
vizsgaltdk a neuronalis funkciokat, a gatlds neurodegenerativ elvaltozasokat
eredményezett (Volkenhoff és mtsai 2015). A laktat asztrocitabol neuronba torténd
koordinalt transzfere az idegsejtekben a lipogenezis serkentéséhez sziikséges metabolitok

eléallitasat eredményezte, amely neuroprotektivnek bizonyult. Neuronokban a reaktiv
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oxigénszarmazékok miatt kialakult mitokondrialis diszfunkcioban az asztrocita sejt altal
termelt laktat a neuronban tehat lipogenezist indukalt, majd az igy kialakult lipid cseppek
az asztroglia sejtekben tarolddtak. Ennek a lipid transzportnak a gatlasa neurodegenerativ
elvaltozasokat okozott (Liu és mtsai 2017).

Az asztrocita glikogén raktarakbol torténé laktattermelés az asztrocita-neuron
metabolikus kapcsolatnak egy ujabb lehetdsége. A neuronok altal termelt noradrenalin,
vazoaktiv intesztinalis peptid, adenozin, illetve a neurondlis aktivitas kovetkeztében
1étrej6v6 magas extracellularis K* mind kivalthatjak a glikogén asztrocita raktarakbol
torténé mobilizacidjat (Choi és mtsai 2012, Hof és mtsai 1988, Magistretti és mtsai 1981,
Ruminot és mtsai 2011, Sorg és Magistretti 1991, Sorg és mtsai 1995). Ez a glikogen
eredetli laktat bizonyitottan részt vesz a neurondlis plaszticitasban és a memoria
kialakulasaban (Gao és mtsai 2016, Newman és mtsai 2011, Suzuki és mtsai 2011).

A neuronalis transzmissziéhoz a mitokondridlis Ca®* bearamlas kovetkezményeként
fokozott ROS képzés tarsul (Mattson és Liu 2002). A neuronalis antioxidans rendszer
kapacitasa azonban viszonylag csekély a legfobb, antioxidans védelemért felelés mester
transzkripcids faktor (nuclear factor-erythroid 2-related factor-2 [Nrf2]) fehérje
destabilizacioja miatt. (Jimenez-Blasco és mtsai 2015). Ezzel szemben azonban a
neuronok kornyezetében 1€vo asztrocitak Nrf2 fehérjéje nagyfoku stabilitast mutat, igy
ezek a sejtek igen magas oxidativ stressz elleni védelemmel rendelkeznek. Asztrocita-
neuron kokultdran kimutattak, hogy a két sejtféleség kozotti metabolikus kapcsolatok
része az antioxidans védelem, hiszen az asztrocita sejtekbdl glutathion prekurzorok
transzportja torténik a neuronba, amelyek az idegsejt de novo glutathion szintézisét
tamogatjak (Bolanos 2016, Dringen és mtsai 1999).

Az asztroglia neuronalis aktivitast gatlo funkciojara is talalunk példat az irodalomban. Az
asztrocita sejtek rendelkeznek ionotrép és metabotrop glutamat receptorokkal, amelyek
aktivacidja a glia sejt intracellularis Ca®* szintjének megnovekedését eredményezhetik.
Ca?* bedramlast kovetden az asztroglia sejtek képesek milliszekundumok alatt ATP-t
jutattni az extracellularis térbe. A gliotranszmisszié kovetkezményeként az ATP
neurondlis purinerg receptorokat (P2X) aktival, amelynek eredménye egy GABA-n
keresztiili gatlas a neuronalis transzmisszidban (Lalo és mtsai 2014).

A glutamét a kdzponti idegrendszer 6 excitatorikus neurotranszmittere, mig ennek a

vegylletnek a dekarboxilezésével jon létre az agy legfontosabb inhibitorikus
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transzmittere, a GABA. A felnétt agyban taldlhatd neuronok glutamat szintéziséhez
elengedhetetlen az asztrocita sejtek metabolikus tdmogatasa. A glutamat, valamint a
prekurzoranak szamitd glutamin vér-agy gaton keresztli transzportja igen csekély, igy a
idegrendszeren belli glutaméat koncentraciora (Patel és mtsai 2015, Smith 2000). A
glutamat, illetve a GABA szintézise igy az agyban torténik. A neuronokbol felszabadulo
glutamat neuronalis visszavételének mértéke csekély, ugyanis a glutamat transzportjaért
felelés EAAT transzportercsalad kozil az EAAT-1 kizarélagosan, mig az EAAT-2
transzporter 80-90%-ban csak az asztrocita sejtekben lokalizalodik. Az EAAT 3-5
transzporterek megtalalhatdak ugyan a neuronok membranjan, azonban mennyiségik és
transzport kapacitasuk jelent6sebb kisebb, mint az EAAT-1 és EAAT-2 transzportereké
(Danbolt és mtsai 2016). A glutamat jelentés része igy az asztroglia sejtekben
metabolizalodik. A neuronokbdl felszabaduld6 GABA egy része ugyancsak glutamatta
alakul és felhalmozodik az asztrocita sejtekben (Duarte és Gruetter 2013, Schousboe és
mtsai 2013). A glutamat de novo szintéziséhez citrat-kori intermedier, aKG szlikseges.
A piruvat karboxilaz enzim, amely sok sejttipus esetén (pl.: asztroglia sejtben) mint citrat-
kori anaplerotikus reakcié piruvatbdl oxalacetat képzo6dését katalizalja, neuronokban
hianyzik, ezért az idegsejtek mitokondriumaban aKG-bdl nem keletkezik glutamat,
inkdbb — a glia-neuron kooperéacié eredményeképpen - a glutaméatbdl keletkezik aKG
(Shank és mtsai 1985, Yu és mtsai 1983). Asztrocita sejtek magas piruvat karboxilaz
aktivitast mutatnak, a citrat-kori anaplerotikus folyamatok kézul ez a meghatéarozd, az igy
keletkez6é aKG-bol lehet6vé valik a glutamat de novo szintézise. Az Gjonnan szintetizalt
glutamatot, valamint a szinaptikus résbdl felvett glutamatot is képes az asztrocita sejt
glutaminnd alakitani a glutamin szintetaz enzim altal katalizalt reakcioban (Norenberg és
Martinez-Hernandez 1979). Az igy keletkez6 glutamin transzportalodik a neuronba,
amely végul a neuronalis glutamat és GABA keletkezését eredményezi. Ezt a folyamatot
glutamat-glutamin ciklusnak nevezték el (Benjamin és Quastel 1975, Stobart és Anderson
2013, van den Berg és Garfinkel 1971). A ciklus funkcioja tehat kettds, egyrészt az
asztrocitdban glutamatbdl szintetizaldédott glutamin transzportja a neuronba, masrészt a
neuronbdl felszabadult glutamat és GABA transzportja az asztrocita sejtbe. Erdekes
jelenség, hogy a glutamét de novo szintézise mellett az asztrocita sejt képes a glutamétot

oxidalni és sajat energiatermelésére forditani. Hertz és munkatarsainak hipotézise szerint
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a két folyamat feltehet6en térben elkilonil egymastol (glutamat szintézise aKG-bdl a
citoszolban, mig aKG képzédése glutamatbdl a mitokondriumban), de mindkeét reakciot

az aszpartat aminotranszferaz végzi (Hertz és Rothman 2017).

2.4.2. Oligodendroglia sejtek fiziologias sajatossagai és metabolikus kapcsolatai

Az oligodendroglia sejtek az NG2-glianak is nevezett progenitor sejtekbdl fejlédnek ki,
amelyek mar embrionalis fejlédési szakaszban benépesitik a kozponti idegrendszert
(Kessaris és mtsai 2006). Az oligodendroglia sejtek elsddleges funkcidja a kozponti
idegrendszerben megtalalhatd mielin szintézise. A mielin egy multilamellaris szerkezetti
lipid struktira, amely koriiloleli az idegsejtek axonjait igy biztositva a megfeleld
konduktivitast az akciés potencial létrejottéhez. Az oligodendrocita sejtek altal
létrehozott mielinhiively tobbrétegli szegmensekbdl all, az axonok mentén pedig mielint
nem tartalmaz6 axonalis szakaszok, Ugynevezett Ranvier-befliz6dések tagoljak (Chang
és mtsai 2016, Snaidero és Simons 2017). Az oligodendrocita sejtekhez hasonloak a
periférian megtalalhaté Schwann-sejtek, azonban ez utébbiak nem képesek tdbb axonon
multilamellaris mielin  képzésére. Amint befejezddik a fejléddési szakaszban a
mieliniz&cio, az Uj oligodendroglia sejtek feladata a mielin folyamatos Ujrarendezése
(Schneider és mtsai 2016, Young és mtsai 2013). El6fordul, hogy az axonon hosszabb,
mielinhivellyel nem boritott részek talalhatdéak. Elektronmikroszképos vizsgalatokban
egér piramidalis neuronok axonjain vizsgaltak a mielin longitudinalis eloszlasat, és ez
alapjan harom tipust killénboztettek meg: 1) mielinnel nem boritott axonrész, 2) mielinnel
szakaszosan boritott axonrész €s 3) az internodalis szakaszt megel6z6 hossza
mielinszegmensekkel boritott rész (Tomassy és mtsai 2014). Ez a mielin-mintazat

feltehet6leg fontos szerepet jatszik a metabolitok transzportjaban is.
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Az asztrocita-neuron laktdt modell nemrég kiegészilt az oligodendroglia sejtek
metabolikus részvetelével (3. abra). Egéren végzett in vivo vizsgalatok eredmeényei
mutatjak, hogy oligodendrocita sejtek is képesek aktiv aerob glikolizisre és az igy
glukozbol termelt laktat (Morrison és mtsai 2015) a neuronalis axonok funkcionalis
integritdsdnak fenntartasara szolgal (Funfschilling és mtsai 2012, Saab és mtsai 2013).
Az oligodendroglia — axon laktat transzport genetikai uton torténd gatlasa axonalis
diszfunkciot eredményezett. A laktattranszport jelentéségére utal tovabba az is, hogy
amiotrofias lateralszklerozis modellben kimutathato a glia sejtekre jellemz6 MCT1 laktat
transzporter csokkent expresszidja (Lee és mtsai 2012).

Az els6é oligodendroglia metabolizmussal foglalkoz6 vizsgalatok knockout allatokon
torténtek. Az oligodendrocita-specifikus mielin proteolipid fehérje hianya ezekben a
transzgén allatokban axondlis degeneraciohoz vezetett (Griffiths és mtsai 1998,
Klugmann és mtsai 1997). Ez az eredmény arra utal, hogy a mielinhtvellyel boritott axon
funkcionalis egységéhez elengedhetetlen az oligodendroglia sejtek metabolikus
tdmogatasa. A reszketé egerek (shiverer mice), amelyek kromoszomajabdl hianyzik
a mielinfehérjét kddol6é gén, nem mutattak semmilyen axonalis diszfunkciét egy enyhe
axon duzzadastdl eltekintve a kisagy teriiletén, illetve a gerinvel6i fehérallomanyban
(Joshi és mtsai 2015, Loers és mtsai 2004). Ezeknél az allatokndl sulyos tremor jelei
mutatkoztak és nem élték meg a 3 hdnapnal id6sebb kort. Annak ellenére, hogy ezekben
az allatokban a mielin nem képes a neuronok elektromos aktivitasanak timogatésara, az
axonok degeneracioja nem torténik meg, feltehetéleg a nem-kompakt mielin folyamatos
metabolikus timogatasa miatt (Griffiths és mtsai 1998). Az irodalomban talalunk a fent
szintéziséért felelés CNP-dz enzim hidnya egerekben progressziv axondlis
degeneraciohoz vezetett amellett, hogy nem befolyasolta az axonalis akcids potencialok
lefolyésat (Lappe-Siefke és mtsai 2003). Jelentds diszfunkcid volt jellemzé a paranodalis
régioban (Edgar eés mtsai 2009, Rasband és mtsai 2005). Fagyasztasos
elektronmikroszkdp vizsgélatok alapjan kiderult, hogy a CNP-4z enzim szerepet jatszik
a citoplazmatikus mielin nanocsatornakat koriilvevé aktin-citoszkeleton rendez6désében
(Snaidero és mtsai 2017). Ezek a csatornak a mielin nem kompakt részén talalhatéak (3.
abra) és fontos feladatuk a tapanyagok, metabolitok, valamint szignal molekulak

eljuttatasa az axonhoz (Simons és Nave 2015, Snaidero és mtsai 2014). A CNP-az hianya
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ezeknek a csatorndknak a szdméat csokkentette, igy a kompakt mielin létrejottét
eredményezte (Snaidero és mtsai 2017). Osszefoglalva az oligodendrocita specifikus
knockout allatokon végzett vizsgélatok ramutattak arra, hogy a mielin egy dinamikus
struktura, amely sokkal komplexebb, mint korabban hitték. A fent leirtak egyértelmii
bizonyitékul szolgalnak arra vonatkozoan, hogy az oligodendroglia sejtek metabolikus
tdmogatast nyujtanak az axonoknak a citoplazmatikus csatornakon és periaxonalis téren
keresztiil (Philips és Rothstein 2017). Az oligodendrocita sejtek monokarboxilat
transzportert (MCT1) expresszalnak, amelyet kordbban csak asztrocita sejtekben
lokalizaltak (Lee és mtsai 2012, Saab és Nave 2016). Az oligodendroglia specifikus
MCT]1 gatlasa organotipikus gerincvel6i szeleten axondlis kdrosodast eredményezett,
amelyet a tenyészmédium laktattal torténd kiegészitése megsziintetett (Lee és mtsai
2012). Az oligodendroglia sejtek GLUT1 transzporteren keresztiil képesek felvenni a
glukozt, majd glikolitikus Uton azt laktattd alakitjak, amely képes a neuronok
energiaigényét fedezni. A glukoz felvételben, igy a neuron-oligodendrocita metabolikus
kommunikacidban jelentds szerepe van az oligodendroglia sejteken taldlhatd glutamat
receptoroknak (Saab és mtsai 2016). Az oligodendroglia sejtek képesek a glikolitikus
uton eldallitott laktatot MCT1-en keresztll a periaxonalis térbe transzportalni, ahonnan a
neuronok MCT?2 transzporteren keresztll ezt a laktatot felveszik és energiaigényik
fedezésére forditjak (Funfschilling és mtsai 2012, Halestrap 2013, Lee és mtsai 2012).
Kdvetkezésképpen a neuronok hatalmas energiaigényét részben azok kornyezetében
megtalalhato gliasejtek képesek fedezni (Funfschilling és mtsai 2012, Nave 2010, Pellerin
és Magistretti 1994).
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Oligodendrocita
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3. ébra
A laktéat szerepe az asztroglia-oligodendroglia-neuron metabolikus kapcsolatban
((Philips és Rothstein 2017) nyoman)

i) Szinapszisokndl neuronalis aktivitas esetén glutamat szabadul fel a szinaptikus resben,
amelyet az asztrocita sejt GLT-1 transzporteren keresztil felvesz. Asztrocita sejtekben a
glutamat felvétel serkenti a glukoz felvételét GLUTL transzporteren keresztill. Asztrocita
sejtekben a glukdz piruvatta és laktatta alakul. Az intracellularisan felhalmoz6dé laktat
az asztrocita sejtek MCT1 és MCT4 transzporterein keresztul elhagyjak a sejtet, majd a
neuronok ezt képesek felvenni MCT2 transzporteren keresztiil. A neuronalis laktat igy
piruvatta alakul, majd ATP szintézisere forditddik a mitokondrialis oxidativ
foszforilacion keresztil. ii) Az asztrocita sejtek a Ranvier-befiizédéseknél képesek MCT1
és MCT4 transzportereken keresztil metabolitokat atadni a neuronoknak. iii) Az
oligodendroglia sejtek altal alkotott mielinhlvely kompakt és nem kompakt régiokbol all.
A nem kompakt régiokban lehetové valik a metabolitok transzportja a mielinen beliil,

majd az adaxonalis membréanon keresztlil az anyagcsere termékek eljutnak a neuronba.
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iv) MCT1-en keresztll is torténik metabolit transzport az oligodendroglia sejtek
adaxonalis folyamatai soran, majd ezek a metabolitok a periaxonalis téren keresztil
jutnak el a neuronokba. v) Az oligodendrocita sejtek is expresszalnak glutamat
receptorokat, a glutamat receptorhoz térténo kotodese pedig serkenti az oligodendroglia
glukoz felvételét és laktattermelését. A laktat egy masik forrésa lehet az asztrocita sejt
altal glukozbol termelt laktat, amelyet az oligodendroglia sejt réskapcsolatokon (Cx)

keresztil képes felvenni. Roviditések: Gluk (glukoz), Pir (piruvat), Lak (laktat)

2.4.3. Mikroglia sejtek fiziologias sajatossagai és metabolizmusa

A mikroglia sejtek a kozponti idegrendszer velesziiletett immunitasaért felelés sejtjei,
immunologiai szerepiik elsdsorban az agyparenchima folyamatos monitorozasaban rejlik,
emellett azonban mind fiziologids, mind pedig patologias kérulmények kozétt az agy
szamos egyéb funkcidjaban részt vesznek (Casano és Peri 2015). Szerepet jatszanak a
neuronalis sejthalal szabalyozéasaban (Bessis és mtsai 2007), a szinapszisok atrendezésére
utald un. ’synaptic pruning’ folyamatban (Paolicelli és mtsai 2011), tovabba a neuronalis
hal6zatok szabalyozasadban (Schafer és mtsai 2012). A mikroglia sejtek funkcidinak
sokszinfisége kiilonb6zo fenotipusii mikroglia sejt kialakulasat eredményezi (Michell-
Robinson és mtsai 2015).

A mikroglia sejtek az agy sejtjeinek mintegy 5-15%-at teszik ki (Lyck és mtsai 2009,
Pelvig és mtsai 2008). Az idegsejtek, valamint a makroglia sejtek csoportjiba tartozé
asztrocita es oligodendrocita sejtek neuroektodermalis eredetiick, mig a mikroglia sejtek
a szikzacsko faldban 1il6 primitiv mieloid elédsejtekbdl szarmaznak, ahonnan migracioval
jutnak el a neuroepitéliumba és ott megtorténik a kolonizacio (Prinz és Priller 2014,
Reemst és mtsai 2016). A periférias makrofagokkal és vérben keringé monocitakkal
ellentétben a mikroglia sejtek életciklusa joval hosszabb (Askew és mtsai 2017, Lawson
és mtsai 1992, Tay és mtsai 2017), fiziologias kortilmények kozott a mikroglia sejteknek
nincs periférias utanpdtlasa (Ajami és mtsai 2011, Ajami és mtsai 2007). A mikroglia
sejtek legink&bb figyelemreméltd és egyedi tulajdonsdga a rendkivili morfoldgiai
plaszticitds, amely altal képesek a kozponti idegrendszer folyamatos monitorozasara
(Davalos és mtsai 2005, Nimmerjahn és mtsai 2005). Ez a dinamikus sejtstruktira
lehet6vé teszi a neuronalis sejttesttel (Eyo es mtsai 2014, Li és mtsai 2012), axonokkal
(Baalman és mtsai 2015), dendritekkel és szinapszisokkal torténd interakciot (Eyo és

mtsai 2015, Eyo és mtsai 2017, Tremblay és mtsai 2010, Wake és mtsai 2009), igy a
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mikroglia sejtek képesek a neurondlis haldzatok aktivitdsanak folyamatos érzékelésére és
szabalyozasara (Chen és mtsai 2010, Parkhurst és mtsai 2013, Schafer és mtsai 2012). A
mikroglia sejtek az agy elsddleges fagocitai, igy fizioldgias funkcidik kozé tartozik a
felesleges vagy diszfunkcionalis neuronok, neuronalis sejtrészek bekebelezése az agy
korai fejlédése soran (Marin-Teva és mtsai 2004, Petersen és Dailey 2004), tovabba
neurogén régiok kivalasztasa a kifejlett agyban (Abiega és mtsai 2016, Fourgeaud és
mtsai 2016, Sierra és mtsai 2014). Morfogenezis, fagocitozis és transzlokacio az aktin-
citoszkeleton dinamikus atrendezését jelenti, ez mind energiaigényes folyamat, amely
jelentés mennyiségii ATP-t igényel. Mig a periférids makrofagok anyagcseréjérél sok
adat all rendelkezésre (Diskin és Palsson-McDermott 2018, Nemeth és mtsai 2015), a
hozzajuk sokaig hasonlénak hitt mikroglia sejtek energia metabolizmusardl rendkiviil
keveset tudunk. A kovetkez6kben a mikroglia sejtek bioenergetikai vizsgélatara iranyuld

néhany irodalmi példat ismertetem.

A mikroglia sejtek expresszaljak az 6sszes olyan transzportert, amely a cerebrospinalis
folyadékban el6fordulo szubsztratok szallitasahoz szlikséges. Ezek kozott megtalalhatoak
a glukoz felvételére szolgal6 GLUT transzporterek; a piruvat, laktat és a ketontestek
transzportjara szolgald6 MCT1 és MCT2 monokarboxilat transzporterek; valamint a
glutaméat és glutamin transzporterek (Zhang és mtsai 2014). A mikroglia sejtek
bioenergetikajaval foglalkoz6 kutatasok fokuszaban az aktivacié hatadsainak metabolikus
aspektusai allnak. Az irodalom azonban rendkivul hianyos ezen a terileten, hiszen a
mikroglia sejtek szdmtalan fenotipust mutathatnak az aktivaciot kivalto szignal jellegébdl
adddoan. A képet még komplexebbé teszi, hogy a mikroglia sejt mikrokdrnyezetétol
fliggben az aktivacids fenotipusok kozott is valthat, amely egyedi dinamizmusra utal a
fehérjeszintézist, metabolizmust és morfologiat tekintve (Wolf és mtsai 2017). Az elmult
néhany évben megjelent kdzlemények eredményei ramutattak arra, hogy LPS-re torténé
aktivaciot kovet6en a mikroglia sejtek metabolizmusaban valtozas térténik. Mig a nyugvo
allapotban 1év6 sejtek anyagcseréjére az oxidativ metabolizmus a jellemzd, addig az
aktivaciot kovetéen a sejtek glikolitikus uton fedezik energiaigényiiket (Ghosh és mtsai
2017, Gimeno-Bayon és mtsai 2014, Orihuela és mtsai 2015, VVoloboueva és mtsai 2013).
Ezek a kutatasok elsdsorban a glukdz hasznosulasat vizsgaltdk a mikroglia sejtekben.

Mikroglia sejtek képesek extracellularis vezikulumok (exoszomak és mikrovezikulak)

létrehozésara. Az exoszOmék szintézisenél rendkiviil jelentds a poszttranszlacios
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modifiké&cid, amely soran oxidacid, foszforilacidé vagy ubiquitinilacio alakithatja ki a
mikrovezikulak végs6é Osszetételét (Szabo-Taylor és mtsai 2015). A 100nm — 1um
méretll, mikroglia eredetli exoszomakba csomagolt fehérjék és lipidek képesek mas sejtek
(asztrocitak, neuronok) miikodését, metabolizmusat szabalyozni. A mikroglia altal
torténd in vitro és in vivo szinaptikus szabalyozasra példa a mikroglia sejt altal kibocsatott
exoszoéma, amellyel a neuronalis ceramid és szfingozin termelés indukcidja torténik
(Antonucci és mtsai 2012). Mikroglia-eredetti mikrovezikuldk proteomikai analizise
kimutatta a metabolizmusban, protein szintézisben jelentds enzimek jelenlétét (Hooper és
mtsai 2012).

Obezitasra jellemz6é hiperkalorikus életmod hipotalamikus diszregulacidohoz vezet,
amelynek kdvetkezménye a hipotalamusz mediobazalis régidjaban talalhatd mikroglia
sejtek aktivacioja (Thaler és mtsai 2012). A mikroglia reaktivitasanak elsddleges
kivaltoja a telitett zsirsav. Nem meglep6, hogy a hipotalamusznak ezen a részén
megtalalhatd mikroglia sejtek aktivalédnak telitett zsirsavak és vér-eredetii faktorok
hatasara, hiszen ezen a részen csdkkent a vér-agy gat funkcidja, ezt a régiot az agy
ablakanak is nevezik. A Thaler és munkatarsai altal leirt eredmény a zsirsavak altal
kivaltott mikroglidzist részletezik, bioenergetikai vonatkozéasa azonban e folyamatnak

nem ismert.
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2.5. Anyagcsere-valtozas az embrionalis fejlédés soran

2.5.1. Ossejtek fiziologias sajatossagai és metabolizmusa

Az 6ssejtek OnmeguUjulasra és differencialédé utddsejt létrehozasara képes, nem
specializalodott sejtek. Az embrionalis fejlédés korai szakaszaban jelennek meg, azonban
a kifejlett, feln6tt szervezetben is folyamatosan jelen vannak. Az dssejtek tehat nemcsak
6nmagukhoz hasonld sejteket hoznak létre, hanem az aszimmetrikus mitdzis
eredményeként elkotelezett irdnyu differencidloédésra képes utddsejteket is.

Az Ossejtek kiilonbozo fejlédési stadiumahoz meghatarozott bioenergetikai tamogatas
szikséges, ez teszi képessé a sejteket specialis funkcidik ellatasara. A metabolikus
Gtvonalak kozti flexibilitasnak az eredménye, hogy a sziikséges intermedierek és a
megfeleld mennyiségli ATP rendelkezésre all, amely ezaltal az dssejt fejlddése soran az
anabolikus folyamatokat és a sejtproliferaciot timogatni tudja (Vander Heiden és mtsai
2009, Zhang és mtsai 2012). Az embrionalis fejlodés kezdeti szakaszan az egy-sejtes
embrio energiaigényét elsdsorban gluk6zbol a piruvat mitokondrialis oxidacidjan
keresztil fedezi (4. &bra). Az oxidativ metabolizmus az anyai aton O6rokolt
mitokondriumoknak készonhet6 (Folmes és mtsai 2012). Annak ellenére, hogy a petesejt
oxidativ aton ATP termelésére képes, a citoplazmajaban talalhaté mitokondriumok gémb
alaktak és membranszerkezetiiket tekintve rendkivil fejletlenek (Van Blerkom 2009). Az
embridban torténd korai sejtosztodas a beagyazodas el6tt a mitokondriumok
szegregaciojahoz, a mitokondriumok szdmanak és denzitdsanak csokkenéséhez vezet. A
glukdzfelvétel és ezaltal a glikolizis fokozodik a fejlédés soran, igy a blasztocisztaban
mar meghaladja a laktat és piruvat felvételének sebességét (Johnson és mtsai 2003). A
bedgyazddast kovetden azonban megkezdddik a mitokondridlis DNS replikacidja, a
mitokondriumok szdméanak a ndvekedése és a vaszkularizécié, amely a sejt anyagcseréjét

Ujra az oxidativ metabolizmus iranyaba tolja el (Knobloch és Jessberger 2017).
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4. abra
Az anyagcsere valtozasa az embrionalis fejlodés soran

((Folmes és mtsai 2012) nyoman)

Az &bra az embriondlis fejlédés napjainak eldrehaladtival parhuzamosan szemlélteti a
mitokondrialis struktira valtozasat, illetve az energia metabolizmus atalakulasat.

Rovidités: pentdzfoszfat-ciklus (PPP)

Az embrionalis idegi Ossejtek metabolizmusar6l viszonylag keveset tudunk. A
tapanyagok jelenléte a sejtproliferacidban jelentés mTOR szignalizacidos Utvonalat

akivalja neuronalis Ossejtekben. Mind az mTOR utvonal gatldsa, mind pedig az
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2011, Paliouras és mtsai 2012).
Lipogén fenotipusként ismert jelenség a daganatos sejtek metabolizmusaban a lipid
Lupu 2007). Neuronalis Gssejtek esetében is hasonloan fontos a de novo lipidszintézis, a

zsirsav-szintdz enzim miikodésének farmakologiai vagy genetikai uton torténd gatlasa a
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sejtproliferdcio drasztikus csokkenéset eredményezi (Knobloch és mtsai 2013), mig a
és mtsai 2013). Nemcsak a zsirsavak felépitd folyamatainak van jelent6sége az idegi
Ossejtek metabolizmusaban. A neuronalis dssejtek képesek a zsirsavak oxidacidjara is, a
zsirsav-oxidacio gatlasa az 6ssejtek proliferaciojat csokkentette a szubventrikularis
zonaban (Stoll és mtsai 2015).

Régota ismert in vitro és in vivo jelenség, hogy hipoxias korilmények kdzott, alacsony
oxigénszint mellett a glikolitikus folyamatok kedveznek a neuronalis Ossejtek
Keith 2008). Két nemrég megjelent publikécié foglalkozik a hipoxia és a neuronlis
Ossejtek metabolizmusanak kapcsolataval. Az egyikben leirjak, hogy az idegi dssejtek a
hipoxiara nem érzékenyek, azonban a glikolizis farmakologiai gatlasa a sejtek viabilitasat
jelent6sen csokkentette még oxidativ szubsztrat jelenlétében is (Candelario és mtsai
2013). A neuronalis progenitor sejt glikolizisének a jelentéségére utal, hogy az
agykéregben a vérerek Kkialakulasanak a genetikai gatlasa (hipoxias korulmény
visszaszoritotta. Genetikai knockout és overexpresszalt modellek utalnak arra, hogy a
HIF1 gén upregulalt az idegi 6ssejtekben, amely az aktiv glikolizist eredményezi (Lange
és mtsai 2016).
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3. Célkituzések

Kutatdbmunkank soran a kifejlett idegszovetben és a fejlodé agyban eléforduld sejtek
bioenergetikai sajatsagait, a cerebrospinalis folyadékban fiziologias kérilmények kozott
eléforduld energia szubsztratok hasznosulasanak meértékét és metabolikus utvonalait

vizsgaltuk in vitro sejttenyészeteken.

I. Egérbdl izolalt primer mikroglia sejtkultira és immortalizalt BV-2 mikroglia sejtek
szubsztrat-prefencidjat vizsgaltuk tapanyagmentes médiumban torténé éEheztetést
kovetéen. A sejtek oxigenfogyasztasat, H* produkciojat, intracellularis ATP és ADP
szintjét, viabilitasat, autofagia aktivitasat, tovabba az apoptotikus és nekrotikus sejtek
hanyadat és az m-TOR szignalizacios utvonal fehérjéinek foszforilaltsagat mértik és

elemeztiik ezek valtozasat kiilonb6z6 metabolitok hatasara.

A kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1) Milyen tapanyagokat képesek felhasznélni a rendkivuli dinamikus sajatsédggal

rendelkez6 mikroglia sejtek?
2) Milyen anyagcsere Utvonalakon nyernek energiat a mikroglia sejtek?
3) Milyen metabolikus kulonbségek és hasonlosagok adddnak a primer és BV-2

mikroglia sejtek kozo6tt?

I1. NE-4C neuronalis 6ssejteken, valamint neuronna differencialtatott NE-4C sejteken
vizsgaltuk a glukdz és glutamin hatasat a sejtek metabolizmusara. Az oxigénfogyasztas

méreseket 0sszehasonlitaskepp elvégeztiik primer neurondlis és asztroglia sejtkultaran is.

A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1) Valtozik-e az idegi 6ssejtek metabolizmusa a neuronalis differenciacio soran?

.....

anyagcseréje mennyiben hasonlit az embrionalis egér agybdl izolalt primer neuronok

metabolizmusahoz?
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4. Modszerek

4.1. Oldatok, reagensek

Az ¢l6 sejtes vizsgalatok sordn hasznalt extracellularis médium egy mesterséges
cerebrospinalis folyadék (ACSF) volt, amelynek Osszetétele a kovetkez6: 145 mM NacCl,
3mM KCI, 2 mM CaClz, 1 mM MgClz, 10 mM HEPES (pH = 7.4). Amennyiben mashogy
nem jelzem, a kisérletekben hasznalt standard laboratériumi reagensek a Sigma (St Louis,
MO, USA) cég termékei.

A sejtek passzalasanal a mosashoz hasznalt PBS oldat 6sszetétele a kdvetkezd: 2,68 mM

KCI; 1,47 mM KH2POg; 136,89 mM NaCl; 8,00 mM Na:HPOa; pH=7,4

4.2. Sejttenyeészetek létrehozasa es fenntartasa

4.2.1. BV-2 mikroglia sejttenyészet fenntartasa

Az immortalizalt BV-2 mikroglia sejtek (RRID:CVCL_0182; ajandék prof. Rosario
Donato-t6l - Kisérleti Orvostudomanyok és Biokémiai Tudomanyok Intézete, Perugia,
Olaszorszag) poli-L-lizinnel kezelt flaskakban tenyésztettik DMEM (Sigma D6546)
tenyészmédiumban, amelyet kiegészitettiink 4 mM glutaminnal, 10% héinaktivalt FCS-
sel, 100 U/ml penicillinnel és 100 pg/ml streptomycinnel. 3 honapos passzalast kovetéen
Uj sejteket vettiink fel fagyasztasbol a magas passzazsszam elkeriilése miatt. A méreseket
24 6raval megelézoen Ultettiik Ki a sejteket (a megfeleld kitapadas eléréséhez) 96 lyuku

mikroplate-re 15.000 sejt/well denzitassal.

4.2.2. Primer mikroglia sejtek izolalasa és tenyésztése

A primer mikroglia sejteket 1-2 napos, Ujszilott, CD1 egerek eldagyabol izolaltuk (Saura
és mtsai 2003). Az egerek tenyeszteése, tartasa és a kisérletek kivitelezése a Semmelweis
Egyetem Allatkisérleti Szabélyzatanak megfeleléen tortént. Egy kisérlethez elegendd
sejtkultara eléallitasahoz 10-13 egeret hasznaltunk fel. A kialakuld asztrocita-mikroglia
vegyes kultrdt 4 mM glutaminnal, 10% héinaktivalt FCS-sel, 100 U/ml penicillinnel és
100 pg/ml streptomycinnel Kiegészitett MEM (Sigma M2279) mediumban, poli-L-

lizinnel kezelt petri csészékben tenyésztettilk, majd az izolalast koveté 24-26. napon a

38



DOI:10.14753/SE.2019.2223

mikroglia sejteket kétlépéses tripszin kezeléssel elvalasztottuk az asztrocita sejtektol és
40.000 sejt/well denzitassal Killtettik 96 lyuk( mikroplate-re. A primer mikroglia

sejteket a mérést megeldzden 48 odraval iltettiik ki a megfeleld kitapadas eléréséhez.

4.2.3. NE-4C neuronadlis dssejtek tenyésztése és neuronnd torténd differenciéltatasa
Az NE-4C p53-/- egérembrio eliilsé agyholyagbol izolalt idegi 6ssejt vonalat ((Schlett és
Madarasz 1997); ATTC-CRL-2595) 5% FCS-sel (PAA), 4 mM L-glutaminnal, 40 png/mL
gentamicinnel (Chinoin) és 2,5 ng/mL amphotericin B-vel kiegészitett MEM tapoldatban
tenyésztettik poly-L-lizinnel kezelt petri csészékben. A sejtek passzalasaval mindaddig
vartunk, amig a sejtproliferacio el nem érte a petri csésze 85%-os lefedettségét. Az igy
kialakult szemikonfluens tenyészetet tripszinnel passzaltuk (0.05 w/v% tripszin - 1 mM
EDTA PBS-ben). A tripszin kezelés soran az aljzatrol leval6 sejteket szérum-tartalmd
tenyészmédiummal felszuszpendaltuk (a szérum inaktivalta a tripszint), majd Burker-
kamras sejtszamlalast kdvetden a sejteket az G petri csészében egyenletesen eloszlattuk.
A tenyészmédiumot hetente haromszor cseréltiik a sejteken.

retinsavat adtunk a neurondlis differencidlédas meginditasara. A sejtek retinsavas
indukciojat sotétben végeztilk. 48 ora elteltével a médiumot retinsav- és szérummentes
tenyészmédiumra cseréltlik, amelynek Osszetétele a kovetkezé volt: 50% DMEM és 50%
F12 médium 4 mM L-glutaminnal, 1 v/v% insulin-transferrin—seleniummal (ITS; Gibco)
és 1 v/v% B27 (Gibco) neurondlis faktorokkal kiegészitve. Antibiotikumként a médium
gentamycint (40 ug/mL; Chinoin) és amfotericin B-t (2.5 pg/mL) tartalmazott. A
differencialt NE-4C tenyészeteken végzett metabolikus vizsgalatok az indukciot kovetd

masodik héten torténtek.

4.2.4. Primer neuronalis sejtek izolalasa és fenntartasa

A primer idegsejtek izolalasa CD1 tipust embrionalis egerek (E15-E16) eléagyabol
tortént (Allatkisérletes engedély: "ldegi Gssejtek izolalasa és jellemzése egészséges és
betegség-modellként szolgald allatok agyszdvetébodl" engedélyszam: 22.1/354/3/2011).
héinaktivalt FCS-t, 4 mM L-glutamint, 40 pug/mL gentamicint (Chinoin) és 2,5 pg/mL
amphotericin B-t tartalmazé médiumban végeztik. A sejtszuszpenziot 40-42 um
porusatmérdjii halon keresztiil sziirtiik (Madarasz és mtsai 1984), majd a sejteket 10°
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sejt/cm? denzitassal (15 000 sejt/well) tltettiik ki poli-L-lizinnel kezelt, 96 lyuku plate-re
az oxidacié vizsgalathoz. A médiumcserék 24 oraval a sejt kirakasat kdvetden, majd
hetente kétszer torténtek. A kiiiltetést kovetd masodik héten a médiumot szérummentes
neurondlis médiumra csereltiik, amelynek az Gsszetétele a kovetkez6 volt: 50% DMEM,
50% F12 medium, 4 mM L-glutamin, 1% (v/v) ITS (Insulin—Transferin—Selenium;
Gibco) és 1% (v/v) B27 (Gibco) neuronalis kiegészit6. A Seahorse miiszerrel végzett

metabolikus vizsgalatra a sejtek kirakasat kovetd 11-13. napon kerlt sor.

4.2.5. Primer asztroglia sejtek izolalasa és fenntartasa

Az asztrocita sejtek izolalasat késoéi magzati és perinatalis CD1 egerek el6agyabol
végeztlik (Kornyei és mtsai 2000). Tenyészmédiumként MEM alapt, 10% héinaktivalt
FCS-t, 4 mM L-glutamint, 40 ug/mL gentamicint (Chinoin) és 2,5 ug/mL amphotericin
B-t tartalmaz6 tapoldatot hasznaltunk. A sejteket poli-L-lizinnel kezelt feltletre Ultettik

ki 10° sejt/cm? denzitassal.

4.3. Mitokondrialis oxigénfogyasztas és extracellularis pH valtozas

mérése mikrofluorimetrias modszerrel

A letapadt sejtek oxigénfogyasztasat, amely elsddlegesen a mitokondrialis oxidaciorol ad
informaciot, a mikrofluorimetrias elven mikodd Seahorse XF96 Extracellular Flux
Analyzer miiszerrel kovettik (Gerencser és mtsai 2009, Nemeth és mtsai 2015). A
miiszerrel az extracellularis médium pH valtozasat is detektaltuk, amely a glikolizis
mértékérdl ad informaciot. Az oxigénszint es hidrogénion koncentracidé valtozasat a
miiszer a sejtek feletti minddssze 2,28 pl médiumban méri. Minden méréshez a Seahorse
ceg altal kifejlesztett, specialis kialakitasu, 96 lyuk( mikroplate-et hasznaltuk. A mérés
elétt masfél oraval a tenyészmédiumot tadpanyagmentes, csak elektrolitot tartalmazé
ACSF médiummal mostuk, igy a tapanyagban 1évo metabolitokat eltavolitottuk. Ezt
kovetden a sejteket 180 ul ACSF médiumban éheztettiik masfél 6raig. A merés kezdetén
fel orés alapvonalat vettiink fel tapanyagmentes ACSF-ben, igy alakult ki az 6sszesen két
Orén at tartd éheztetés. A sejteket tartalmazo plate-be merll bele mérés kdzben az
Ggynevezett sensor cartridge, amely tartalmazza az oxigén molekulat és hidrogeniont

reverzibilisen kotni képes fluoroférokat, valamint wellenként négy darab mikrotartalyt.
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A sensor cartridge-ot a mérést megeldz6 nap kalibral6 oldatba helyeztiik. A mérés napjan
a mikrotartalyokat metabolittal vagy metabolikus gatloszerekkel toltottik meg,
amelyeket el6z6leg ACSF-ben oldottunk és az igy kapott oldat pH-jat 7.4-re allitottuk. A
cartridge-ot a mérés el6tt 37 °C-os, CO2 mentes inkubatorba helyeztik. A cartridge
szenzorainak kalibralasat kovetéen indult a mérés, detektaltuk az oxigénkoncentracio és
extracellularis pH értékeket kiillonboz6 energia metabolitok, illetve metabolikus
inhibitorok jelenlétében. A maximalis gatlas elérésének érdekében az oligomycin
FCCP optimalis, 1.5 uM-o0s koncentréacidjat az oligomycinhez hasonléan titralas utjan

hataroztuk meg.

4.4. Intracellularis ATP és ADP szintek detektalasa kemilumineszcens

maodszerrel

Intracellularis ATP és ADP szintek detektalasat teszi lehetévé a svéd Biothema cég altal
forgalmazott, kemilumineszcens elven miikodo, végpontjelzéses ATP assay kit (Lundin
és mtsai 1986). Méréseinket Galaxy Bio-Orbit 1258 dedikalt luminométeren, fehér, 96
Iyuki mikroplate-ben végeztik. Kisérleteink a tenyészmédium ACSF-re torténd
lecserélésével kezdodott. Két oras éheztetést kovetden az ACSF-et egy energiadonor
metabolittal (szubsztrat) egészitettiik ki, majd tovabbi két ora utan, ACSF-fel torténd
mosast kovetéen Extraktans B/S detergenssel lizaltuk a sejteket. Az igy szabadda vald
ATP mennyisége mérhet6 a kit-ben talalhatd luciferdz enzim segitségével. Az ADP szint
meghatarozasara egy paralell lyukban a sejtlizatumhoz PEP-ot és PK-t adtunk. Az igy
kialakulo6 ATP mennyisége az eredeti lizdtum ATP+ADP tartalmanak felel meg,
amelyb6l konnyen kiszamolhato kezdeti intracellularis ADP szint az intracellularis ATP
mennyiségének ismeretében. A mérés végén standard mennyiségli ATP hozzaadasaval
kalibréaltunk.
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4.5. Sejtviabilitas mérése MTT spektrofotometrias mddszerrel

Sejtviabilitas vizsgalatara alkalmaztuk az MTT reagenst, amellyel spektrofotometrias
Gton meghatarozhatd a mitokondrialis dehidrogenazok aktivitasa (Mosmann 1983). Az
éheztetés Kkorilmenyei az ATP/ADP vizsgalatokhoz hasonléak voltak. A 4 6rés
inkubalast kdvetden a sejtekhez hozzaadtuk az MTT reagenst, amellyel tovabbi egy 6ran
keresztlll inkubaltuk 37°C-on a sejteket. Ezid6 alatt kialakultak a formazan kristalyok,
amelyeket sdsavas izopropanol elegyében feloldottunk, majd az oldat abszorbanciajat 570

nm-en vakkal szemben mértik.

4.6. Apoptozis- és nekrdzisvizsgalat Annexin V/Calcein fluoreszcens

festéssel

E1§ sejtek apoptozis/nekrozis vizsgalatara alkalmas az Annexin V-Cy3.18 (tovabbiakban:
Annexin) és calcein-AM (Invitrogen) kettds fluoreszcens festés. Mig az Annexin a korai
apoptozis jelzésere szolgal (Vermes és mtsai 1995), addig a calcein-AM alkalmazasa
soran a sejtmembran integritasarol kapunk informéciot (Bozyczko-Coyne és mtsai 1993).
Az apoptotikus/nekrotikus mikroglia sejtek aranyat a 4 oras kezelést koveto festéssel
hataroztuk meg. Kizarolag calcein-AM-mel festédnek az ép sejtmembrannal rendelkez6
¢letképes sejtek, mig Annexinnel is festddnek azok a sejtek, amelyek a korai apoptozis

fazisba léptek. Nekrdzisra utal, ha a sejt csak Annexinnel festodik.

4.7. Western-blot és immuncitokémia

BV-2 mikroglia sejtekkel Western-blot vizsgalatot végeztink. A sejteket 6 lyuku, poli-L-
lizinnel kezelt plate-re raktuk ki 300.000 sejt/well stirliségben a mérést megel6z6 napon.
A 4 oras kezelést kovetéen proteaz inhibitorral (Roche, Bazel, Svéjc) és PMSF-dal
Kiegészitett RIPA lizispufferben (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
homogenizaltuk a sejteket. A fehérje mennyiségi meghatarozdsahoz BCA Kitet
hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US). Minden egyes lizatumbél 12-
16 g fehérjét 5x Laemmli pufferben oldva 4-20 %-os, elére elkészitett TRIS-Glicin SDS

poliakrilamid gélen futtattunk. Az elvélasztott fehérjemintdk atvitele polivinilidén
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difluorid membranra 2 6ran keresztiil, 350mA-en tortént. A blottolas ellenérzésére
Ponceau S festést végeztiink. A nem-specifikus fehérjekotések kialakulasanak gatlasara
0.05 % Tween-20 —at tartalmazo, TRIS-sel pufferelt fizioldgias séoldatban emulgeélt 5
%-o0s tejet (Bio-Rad, Hercules, CA, US) vagy BSA-t (Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, US) hasznéltunk. Az immuncitokémia elvégzése a gyarto ajanlasa szerint tortént. A
primer antitestek (autofagia markerek: microtubule-associated protein 1 light chain 3 A/B
[LC3A/B]—#4108; mTOR datvonal markerei: phospho-mTOR [Ser2448]—#2971;
MTOR—#2972, phospho-S6 [Ser235/236]—#2211; ribosomal S6—#2317; phospho-
AMP-activated protein kinase o [AMPKa; Thr172]—#2535; AMPKo—#5831) a Cell
Signaling (Danvers, MA, US) cég termékei. Immunoreaktivités vizsgalatra a megfeleld
horseradish peroxidazzal konjugalt szekunder antitestet (Cell Signaling, Danvers, MA,
US) hasznaltuk. A kemilumineszcens jel detektalasat a Chemidoc XRS+ miiszerrel
végeztik (Bio-Rad, Hercules, CA, US). A foszforilalt epitopokhoz kotédé antitestek
eltavolitasara Pierce Stripping puffert hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, US).

Az aramlasi citometrias vizsgalatokhoz minden egyes kondici6 esetén 5x10° BV-2 sejtet
permeabilizaltunk PerFix-nc kit (Beckman Coulter) segitségével a gyarté ajanlasanak
megfeleléen. A p-S6 expresszid meghatarozasa direkt jeldlt, monoklondlis p-S6
antitesttel (Cell Signaling #5316) tortént. A vizsgalat Navios aramlasi citométeren
(Beckman Coulter) tortént, mig az adatok kiértékeléséhez a Kaluza szoftvert (Beckman

Coulter) hasznaltuk.

4.8. Statisztika

Az adatok elemzéséhez Microsoft Excel és Sigmaplot programokat hasznaltunk. A kapott
eredmények statisztikai feldolgozasa soran egyszerii 6sszehasonlitashoz kétmintas t-
probat, tobbszords 0sszehasonlitdshoz variancia analizist (ANOVA, Holm-Sidak-féle
post-hoc analizis, SIGMASTAT, Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) hasznaltunk.
Amennyiben mashogy nem jelzem, minden adatot atlag + standard hiba forméaban adok

meg.
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5. Eredmények

5.1 Mikroglia sejtek szubsztrat-preferencia vizsgalata

5.1.1. Energia szubsztratok hatdsa mikroglia sejtek oxigénfogyasztasara és glikolizisére

A mitokondriélis oxigénfogyasztas es a glikolitikus sebesseg intakt sejteken torténd
egyideji. mérésével kozvetlen informacid nyerhetdé az energia szubsztratok
hasznosulasarol eés az in situ mitokondrialis funkcidkrol. Kisérleteinkben a
cerebrospinalis folyadékban megtalalhaté energia metabolitok (glukéz, glutamin, laktat,
piruvat, ketontestek) hatasat vizsgaltuk primer mikroglia sejteken és a BV-2 mikroglia
sejtvonalon a Seahorse XF Analyzer miiszer segitségével.

Az 5. abran lathatd két gorbe reprezentalja a mikroglia sejtek szubsztratmentes ACSF-
ben mért oxigénfogyasztasat, egyben jeldli a respiratorikus paraméterek szamitasahoz
felhasznalt mérési pontokat. A mellékelt tablazatok 6sszesitik a két sejtkultaran, eltérd
szubsztratok jelenlétében mért respiratorikus adatokat (1. és 2. tablazat). A
szubsztrathozzaadast megel6z6en két oraval a sejteken 1évo tenyésztési médiumot csak
fiziologias sOOsszetevOket tartalmazd mesterséges cerebrospindlis  folyadékra
(tovabbiakban ACSF) cseréltiik (€heztetés). A mérés elsé 30 percében, amely megfelelt
az éheztetes utolso fél ordjanak, a primer mikroglia sejtek oxigénfogyasztasa 89.76 +
1.08%-ra, mig a BV-2 sejteké 85.29 + 0.85%-ra csokkent a szubsztratmegvonas
kovetkezményeként. Megéllapithatd, hogy a BV-2 sejtek érzékenyebbek az éheztetésre,
amelyre utal a 30 percen beliili 15%-0s oxigénfogyasztas-csokkenés. A mitokondrialis
funkciok vizsgalatara metabolikus inhibitorokat alkalmaztunk. Ilyen géatloszer az
oligomycin, amellyel az ATP-szintazt és ezen keresztill a 1égzési lanc miikodését gatoltuk
(1. tablazat, ¢ sor). Az ATP szintézisére forditddd oxigénfogyasztast a szubsztrat
jelenlétében oligomycin hozzaadasa elétt és utdn mért oxidaciok kiilonbségébdl
szamoltuk a tablazatban lathatd formula segitségével (1. tablazat, b - c¢). A dinamikus
vizsgalat soran lehetéségiink volt a sejtek maximalis respiraciéjanak meghatéarozasara.
Erre a célra a mitokondrialis szétkapcsoloszernek nevezett FCCP-t, illetve DNP-t
hasznéaltunk, amelyek a mitokondrialis protongradiens megsziintetésén keresztiil a 1égzési
lanc és az ATP szintézis folyamatat egymastol fliggetlenné teszik, igy a mitokondrialis

oxigénfogyasztas emelkedéséhez vezetnek. A szubsztratmegvonas kdvetkezményeként
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az éhez6 sejtek oxigénfogyasztasa FCCP-re csak kis mértékben emelkedett. Ilyen
kortlmények kozott a sejtek kizardlag endogén tartalék-tapanyagokat tudnak felhasznalni

oxidativ anyagcseréjik tAmogatasara, elsésorban zsirsavakat és proteolizisen keresztil
aminosavakat.

A) B)
200 - 200 -
& 175 - & 175 A
S " lacsE > ACSF
2 150 1 Oligo- 2 150 1 Oligo-
N 125 | l mycin FCCP § 125 l mycin
£, 100 bold S, 100 't FCCP
& a b =y a
:‘3 75 <€ 75 b ld
S 50 - S 50 A
Z c Z
S 25 A S 25 A c
O T T T 1 0 T T T 1
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Idé6 (perc) Idé6 (perc)
5. abra

Primer mikroglia sejtek (A) és BV-2 mikroglia sejtek (B) szubsztrat nélkil mert

oxigénfogyasztasat bemutatd reprezentativ gérbék

Az ACSF-ben torténo éheztetés koriilményeinek pontos leirdasa a modszerek fejezetben
talalhato. Az ACSF médium, oligomycin (5 M) és FCCP (1,5 M) hozzdadaséat az dbran
nyilak jelolik. Az a, b, ¢ és d betitk az 1/A, illetve 1/B tablazatban is jelolt respiracios
paramétereket jelolik: a — sejtek alaplégzése, b — sejtek oxigénfogyasztasa szubsztrat
nélkal (kontroll sejtek esetén), ¢ — oligomycin jelenlétében mért oxigénfogyasztas, d —
FCCP jelenlétében mért maximalis respiracio. Az eredmények 8 parhuzamos well

oxigenfogyasztasanak atlagat + az atlag standard hibajat mutatjak.
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A) Primer mikroglia sejtek respiracios paraméterei

46

ACSF ) )
Glukéz |Glutamin| Piruvat | Laktat | BOHB
% kontroll
N=34 N=34 N=40 N=41 N=38
N=133
Alaplégzés
o 100.00 | 100.00 + | 100.00 + | 100.00 + | 100.00 £ | 100.00 £
szubsztrat nelkal
+4.41 8.88 8.06 7.62 6.81 7.05
ACSF-ben (a)
Oxigénfogyasztas |89.76 + 118.23+ 105.32+ 106.57 %
szubsztrattal (b) 1.08 5.65 2.05 2.50
Respiracio
) ) 53.92+| 4759 + 5859+ | 5548+ | 49.96 +
oligomycin
] o 0.64 4.14 2.62 3.19
jelenléteben (c)
Maximalis SRR 111.81 + 164.48 + 133.37+ 108.24 +
respiracio (d) 3.02 591 3.37 521
ATP szintézisére
KLRZES 22.29 + 59.64+ 4984+ 56.61%
forditodo
o 1.31 3.06 1.67 2.18
respiracio (b-c)
Tartalék respiracios| -6.47 + EENRCKES 46.25+ 28.05+ [ENEGYAE-
kapacitas (d-b) 2.27 3.03 4.92 7.14
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B) BV-2 mikroglia sejtek respiracios paraméterei

ACSF ] _ _ ] )
Gluko6z |Glutamin| Piruvat | Laktat | BOHB
% kontroll
N=50 N=76 N=37 N=31 N=26
N=116

Alaplégzés szubsztrat| 100.00 £|100.00 £| 100.00 + | 100.00 +{100.00 | 100.00 +
nélkil ACSF-ben (a)| 4.46 6.67 5.59 6.55 6.94 7.93

Oxigénfogyasztas | 85.29 + INIERRVIR RS 01.78 + I b
szubsztrattal (b) | 0.85 [EROyANEN{ 3.26 KN 2.10

Respiracid

37.55+ | 37.51 + Nk 40.00 + | 40.62 + VRl E-

oligomycin
0.75 0.87 1.42 1.29 1.76 1.56

jelenlétében (c)
\ENIMEUNICY [N XN 80.44 + 13157+ 9515+ 9339+ 8186+
(d) 2.45 5.29 5.19 5.29 5.69 4.43

ATP szintézisére
forditodd

47.73 + WRRIENRNPNGES 51.78 + [IEREE 54.48 +

L 0.93 0.85 2.58 2.51 2.78 1.86
respiracio (b-c)

LEYCICIGCN IO ERYWLES 1903+ 1003+ 337+ | -258+  -17.00 +
kapacitas (d-b) 2.10 5.03 3.18 4.97 4.80 5.51

1. tblazat
Primer mikroglia sejtek (1/A) és BV-2 mikroglia sejtek (1/B) alaplégzeshez
viszonyitott respiracidos paraméter értékei (%-ban kifejezve) Kkiilonb6zo energia

szubsztratok jelenlétében

A szubsztratmentes ACSF médiumban felvett alaplégzések (a) a sejtek két 6ras éheztetését
kovetéen mért oxigénfogyasztasat jelentik. Tovabbi respiracios paraméterek: a szubsztrat
jelenlétében mért oxigénfogyasztas (b), az ATP szintézisét gatlo oligomycin jelenlétében
mért maradék oxigénfogyasztas (c), mitokondrialis szétkapcsoldszer jelenlétében mért
maximalis oxigénfogyasztas (d), ATP szintézisére forditddd oxigénfogyasztas (b-c) és a
tartalék respiracios kapacitas (d-b). A tablazat oszlopai az egyes szubsztrat-kondicidkat
jelolik, amelyek esetén az ACSF médiumhoz glukoz (10 mM), glutamin (2,5 mM), piruvat
(5 mM), laktat (5 mM) vagy BOHB (5 mM) hozdadasa tortént. Ezaldl kivételt az ACSF
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kontroll kondicio jelentett, ahol a szubsztrat helyett azzal megegyezo mennyiségii ACSF
médiumot adtunk a sejtekhez. A tablazatban megadott adatok az ACSF médiumban mért
alaplégzéshez viszonyitott %-os atlagértékeket + az atlag standard hibajat jelolik. A
szurke hattérrel jelolt eredmények szignifikans kilonbséget (P < 0.05) mutatnak az ACSF
kontroll értékekhez képest. A 100% respiracio 94.98 + 2.58 pmol/min/40,000 primer
mikroglia sejt oxigénfogyasztasanak, illetve 160.82 + 4.05 pmol/min/15,000 BV-2
miroglia sejt oxigéenfogyasztasanak feleltetheto meg. A tablazatban megadott eredmények
kondicionként minimum 3 fuggetlen kisérlet adatait tartalmazzak, amelyben N a vizsgalt

parhuzamos wellek szamat jeldli.
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A)
Primer mikroglia sejtek respiracios paraméterei
ACSF _ )
Glukéz |Glutamin| Piruvat | Laktat | BOHB
% kontroll
N=34 N=34 N=40 N=41 N=38
N=133
Alaplégzés
100.00 £ | 100.00 = | 100.00 + {100.00 £|100.00 +|100.00 +
szubsztrat nélkul
441 8.88 8.06 7.62 6.81 7.05
ACSF-ben (a)
Oxigénfogyasztas | 89.76 =
-19.88 +25.63 | +28.47 | 15.56 16.81
szubsztrattal (b) 1.08
Respiracio
) ) 53.92 +
oligomycin 0.64 -6.33 +5.82 +4.67 +1.56 -3.96
jelenlétében (c) '
Maximalis 83.29 +
o +28.52 +65.33 | +81.19 | +50.07 | +24.95
respiracio (d) 3.02
Tartalék respiracios| -6.47 +
» +48.40 +39.70 | +52.72 | 34.52 +8.14
kapacitas (d-b) 2.27
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B)

BV-2 mikroglia sejtek respiracios paraméterei

ACSF ) _ _ ] ]
Gluko6z |Glutamin| Piruvat Laktat BOHB
% kontroll
N=50 N=76 N=37 N=31 N=26
N=116

Alaplégzés
100.00 = | 100.00 £ | 100.00 + | 100.00 = | 100.00 £ | 100.00 +

4.46 6.67 5.59 6.55 6.94 7.93

szubsztrat nélkul
ACSF-ben (a)

Oxigénfogyasztas| 85.29 +
szubsztrattal (b)| 0.85

-23.88 +36.25 +6.49 +10.68 +13.57

Respiracio
) ) 37.55
oligomycin 075 -0.04 +11.24 +2.45 +3.07 +6.83
jelenlétében (c) '

Maximalis 54.04 +
respiracio (d) 2.45

+26.4 +77.53 +41.11 +39.35 +27.82

Tartalék
o -31.25 +
respiracios 210 +50.28 +41.28 +34.62 +28.67 +14.25
kapacitas (d-b) '

2. tablazat
Primer mikroglia sejtek (2/A) és BV-2 mikroglia sejtek (2/B) alaplégzéshez
viszonyitott respiracios paraméterei (%-ban Kkifejezve) Kkiilonb6z6 energia

szubsztratok jelenlétében (kalkulalt értékek)

A 2. tablazat adatait az 1/A és 1/B tablazatokban osszesitett eredményekbdl szamoltuk,

amely sorén az 1. tablazat értékeibdl kivontuk az ACSF kontroll értékeket.

Kisérleteink sordn megvizsgaltuk a glukéz, mint az agy egyik legjelentdsebb
energiadonor vegyuletének hatasat a mikroglia sejtek metabolizmuséra. 2 6rés éheztetés
utan, glukoz hozzaadasat kovetden a primer mikroglia sejtek alaplégzése 69.88 + 4.38%-
ra, mig a BV-2 sejtek oxidacidja 61.41 + 1.07%-ra csokkent. Az ATP szintézisre
forditodo oxigénfogyasztas mértéke szignifikansan alacsonyabb volt glukdz jelenlétében,
mint az ACSF-ben ¢hez6 kontroll sejteknél. FCCP hatasara az oxidacié mind a primer,

mind pedig a BV-2 sejtek esetében magasabb értéket ért el (111.81 + 5.35% és 80.44 +
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5.29%), mint a kontroll sejteknél (83.29 £ 3.02% és 54.04 + 2.45%). Glukéz hozzaadésara
az oxigenfogyasztds csokkenésével parhuzamosan emelkedett a sejteken Kkivili
acidifikéacio sebessége, amely intenziv glikolizisre utal (6. abra).

A laktat-dehidrogendz enzim natrium-oxamattal torténé gatlasa kis mértékben megemelte
az oxidaciot és a BV-2 sejteknél 100%-ban, mig a primer mikroglia sejteknél kozel
50%-ban csOkkentette a sejten kivili acidifikaciét. FCCP hozzdadasa novelte az
acidifikaciot, ezen novekedés mértékével megegyez6 csokkenés volt tapasztalhaté a

1égzési lanc miikodését gatld antimycin adasat kovetden (6. abra).
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A) B)
200 AntiTycin 800 - Oxamit Antimycin
175 FCCP
s, FCCP
150 Glukoz 600 1 1

I Oxamat

|

400 -

200 A

Oxigénfogyasztas (%)
'_\
o
o

Extracellularis acidifikacio (%)

O T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150
1dé (perc) 1dé (perc)
—&— - Oxamat
—4&— + Oxamat
C) D)
s
200 - o 800 -
= Q
S 1751 Gluks 3
ukoz 2 . .
2 150 - £ 600 A Oxamat Antimycin
€ o | FCCP =
N 125 , ) FCCP
4 Oxamat « 1
T . R » 4
?100 Antimycin 'S 400 Glukiéz
= 75 4 V =
Ny =
20 50 1 S 200 -
H 2
QO 25 £
0 ——————— & 0 o
0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150
1dé (perc) Idé (perc)

6. abra
A laktat dehidrogendz enzimet gatl6 oxamét hatésa a primer — (A, B) és BV-2

(C, D) mikroglia sejtek glukdz jelenlétében mért oxigénfogyasztasara és glikolizisére

A glukéz hozzaadasa elétt a mikroglia sejteket 2 dran keresztll tdpanyagmentes ACSF
médiumban éheztettik. A glukdz (10 mM), oxamat (10 mM), FCCP (1,5 xM) és antimycin
(1 M) hozzdadasat az abran nyilak jelolik. Az eredmények 3 fuggetlen mérés

(mérésenként 8-12 parhuzamos well) atlagat + az atlag standard hibajat mutatjak.

A glutamin igen jelentds mennyiségben van jelen az agyban, koncentracidja a

cerebrospinalis folyadékban egy nagysagrenddel magasabb, mint mas aminosavakeé
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(Albrecht és mtsai 2007, McGale és mtsai 1977). A plazmamembranon, majd a
mitokondrialis kiils6 és belsé membranon keresztiili transzportot kdvetéen a glutamin két
1épésben a-ketoglutaratta alakul, ez utobbi intermedier belép a citratkorbe és a folyamat
végul ATP szintézisét teszi lehetévé. Mikroglia sejtek mitokondriumaban az
ammaniumion felhalmozddasa apoptdzis indukcidjat eredményezi, amennyiben a
glutamin 7 mM-os koncentracioban van jelen a médiumban (Svoboda és Kerschbaum
2009). Kisérleteinkben a fizioldgias kortlményekhez kozeli, 2.5 mM-os glutamin
koncentraciot alkalmaztunk. A sejtek alaplégzését 2 oras éheztetest koveten a glutamin
megndvelte. Primer mikroglia sejtek esetén az oxigénfogyasztas 115.39 + 6.05%-ra, mig
a BV-2 sejtek esetén 121.54 + 3.78%-ra emelkedett (1. és 2. tdblazat). Az ATP-szintaz
gatlasa utan fennmarad6 oxigénfogyasztas (48.79 £ 1.42%), az Un. ,,leak respiration”,
szignifikdnsan magasabb volt glutamin jelenlétében, mint a szubsztratot nem tartalmazo-
, ACSF-ben inkubalt kontroll sejtek esetén (37.55 % 0.75%). Ez feltchetéen a
mitokondridlis bels6 membranon keresztiili transzportfolyamatok kovetkezménye. Az
¢hez6 kontroll sejtekkel dsszehasonlitva az FCCP hozzaadasaval Kivaltott maximalis
oxidacio szignifikansan magasabb volt glutamin jelenlétében mind a primer-, mind a BV-
2 mikroglia sejtek esetén (148.62 + 4.14% és 131.57 + 5.19%). A tartalék respiracios
kapacitasban ugyancsak szignifikdns emelkedés volt megfigyelheté glutamin
jelenlétében mind a primer (33.23 £ 5.02%), mind a BV-2 mikroglia sejtek esetén (10.03
+ 3.18%). A mitokondridlis legzési lanc gatlasara a 111. komplex gatloszerét hasznaltuk,
amelynek hatasara az oxidacio és az acidifikacid lecsokkent. A sejten Kivili pH
emelkedése a glutamin jelenlétében mérheté oxidativ dekarboxilezési folyamatok

indirekt gatlasanak a kbvetkezménye (7. abra).
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A) Antimycin X B) Antimycin
200 - o 1400 -
= 17 Feee | 2 FCCP |
e 1 N _
S Glukéz/ g 1200 ,
2 150 1 GIn = 1000 | Glukoz/
§ 125 - 5 Gln
@ 9
s < 800 -
23 100 A E
“E 75 % 600 -
&
S 25- g 204
0 T T T T 1 é 0 T T T T 1
0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150
Idé6 (perc) 1dé (perc)
—o— Glukéz
—4a— Glutamin (GIn)
C) D)
$
200 1 o 800 -
_ FCCP 2
< 11 Glukér/ Antimvei o
Z 1501 Gln numycin-— 2 600 | . FCCP
§ 125 - l l 3 Glukéz/ | Antimycin
2 ] GIn
S 100 - 2 400 l
& £ |
E 75 A :='
20 50 1 T 200 -
2 2
o 25 ]
0 . . . & 0 : : ; .
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Idé6 (perc) 1d6 (perc)

7.4abra

Glukoz és glutamin hatasa szubsztratmegvonast kovetéen a primer — (A, B)
és BV-2 (C,D) mikroglia sejtek oxigénfogyasztasara és glikolizisére

A szubsztrat hozzaaddsat megelézéen a mikroglia sejteket 2 6ran keresztil
tdpanyagmentes ACSF médiumban éheztettik. Az 4brén a glukoz (10 mM), glutamin (2,5
mM), FCCP (1,5 uM) és antimycin (1 ©M) hozzaadasat nyilak jeldlik. A mérési gorbék 3
flggetlen kisérlet eredményének atlagat (kisérletenként 8-12 parhuzamos well) + az atlag
standard hibajat mutatjak.
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A piruvat energiadonor vegyuletként szolgalhat a kdzponti idegrendszerben asztrocitak
és neuronok szadmara (Peng és mtsai 1994), azonban mikroglia sejtek piruvat
felhasznalaséara az irodalomban nem talalunk peldat. Kisérleteinkben a piruvat BV-2
sejtek alaplégzését a kontroll ¢hezd sejtekhez képest Kis mértékben (91.78 £ 3.26%), mig
a primer sejtekét jelentésen (118.23 + 5.65%) megemelte (1. és 2. t&blazat). Az FCCP
hozzéaadasaval nyert maximalis respiracio a szubsztratok kozil piruvat jelenlétében volt
a legmagasabb primer sejtek esetén (164.48 + 5.91), mig a glutamin utan a méasodik
legmagasabb BV-2 sejtek esetén (95.15 + 5.29). A primer mikroglia sejtek tartalék

respiracidja ugyancsak piruvat esetén volt a legmagasabb (46.3 £+ 3.0%).

A laktat jelentds oxidativ szubsztrat neuronok és oligodendrocitak szamara (Magistretti
és Allaman 2015, Rinholm és Bergersen 2014), azonban mikroglia sejtek energia
metabolizmusara kifejtett hatdsa mindmaig ismeretlen. Kisérleteinkben a laktat a primer
mikroglia sejtek alaplégzését 105.32 + 2.05%-ra, mig a BV-2 sejtek respiraciojat 95.97 +
3.10%-ra emelte a tapanyagmentes ACSF médiumban tartott sejtek légzéséhez képest
(89.76 + 1.08% és 85.29 + 0.85%) (1. és 2. tablazat). Ennek az oxidacionak kozel 50%-a
forditoédik ATP szintézisre. Laktat jelenlétében szignifikans emelkedés volt tapasztalhato
a maximalis respiraciéban mind a primer, mind pedig a BV-2 sejtekben (133.37 £ 3.37%
és 93.39 + 5.69%)

A ketontestek alternativ energiaforrasként szolgéalhatnak energia-deficites allapotban
1év6 sejtek szamara (Izumi és mtsai 1998, Owen és mtsai 1967), azonban hasznosulasuk
a mikroglia sejtekben mindmaig ismeretlen. A BOHB metabolizmusanak elsé 1épésében
acetoacetat keletkezik, amely utobbi tovabbalakulédsahoz szukcinil-KoA szlikseges. Az
acetoacetatot  szukcinil-KoA  jelenlétében a  szukcinil-KoA/B-ketoacil-KoA-
transzferaz enzim acetoacetil-KoA-va alakitja, amely két Ac-KoA formajaban belép a
citrat-korbe és az oxidativ foszforilacion keresztul energiatermelésre forditodik.
Kiserleteinkben a ketontestek kozll B-hidroxibutiratot (tovabbiakban BOHB) és
acetoacetatot hasznaltunk mikroglia sejtek oxidativ anyagcseréjének tdmogatasara. Az
alaplégzést mindkét ketontest képes volt kis mértékben emelni. Az oligomycin-szenzitiv
oxigénfogyasztas primer sejtkultiran BOHB jelenlétében volt a legmagasabb (56.61 +
2.18%). A maximalis légzés is szignifikansan magasabb volt az éhez6 kontroll sejthez
képest (1. és 2. tablazat).
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5.1.2. Energia szubsztrat-kombinécidk hatasa mikroglia sejtek oxigénfogyasztasara

5.1.2.1. Acetocetat / BOHB és glutamin hatasa a mikroglia sejtek anyagcseréjére

Megvizsgaltuk a ketontestek hatdsat a glutamin jelenlétében mérhetd oxigénfogyasztasra.
Ahhoz, hogy a ketontestek hasznosuljanak a mikroglia sejtek anyagcseréje soran,
megfeleld citrat-kori aktivitasra van sziukseg. A glutamin anaplerotikus dton feltélti a
citrat-ciklust és ezuton segiti a ketontestek katabolizmusat. Kisérleteinkben az acetoacetat
60%-kal fokozta primer sejtek, valamint 20%-kal a BV-2 mikroglia sejtek esetén
glutamin és szétkapcsoloszer jelenlétében mérheté maximalis oxigénfogyasztast (8.

abra). Hasonlé eredményeket kaptunk BOHB szubsztrat esetén is.
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8. ébra
Acetoacetat hatasa a primer — (A) és BV-2 (B) mikroglia sejtek glutamin jelenlétében
mért oxigénfogyasztasara

A primer - és BV-2 mikroglia sejteket a glutamin hozzdaddsdat megelézéen 2 ordn
keresztll szubsztratmentes ACSF médiumban inkubaltuk a mddszerek fejezetben leirtak
alapjan. A nyilak az dbran az ACSF médium, glutamin (Gln - 2,5 mM), acetoacetat (AcAc
— 5 mM) és DNP (100 M) hozzaadéasat jel6lik. A mérési pontok 8-12 parhuzamos well
atlagat + az atlag standard hibajat mutatjak.

57



DOI:10.14753/SE.2019.2223

5.1.2.2. Maléat/aszpartat hatasa a glukdz/piruvat/laktat jelenlétében mérheto

oxigénfogyasztasra

A ketontestek és a glutamin kombinaciojaval kapott eredmények jol tikrozik az
anaplerotikus folyamatok fontossagat éhezé sejtekben. Igy tovébbi kisérletekben
vizsgaltuk a malat és aszpartat hatasat a katabolizmus soran Ac-KoA-t eredményez6
szubsztratok jelenlétében mérhetdé oxigénfogyasztasra. Aszpartattal szignifikans
ndvekedést tapasztaltunk a maximalis respiracioban mind glukoz, piruvat és laktat esetén.
A malatot kizarélag glukézzal kombinalva kaptunk szignifikdns emelkedést a

szétkapcsoloszer jelenlétében mérheté maximalis 1égzésben (9. dbra).
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9. dbra

Aszpartat és malat hatasanak vizsgalata BV-2 sejtek oxigénfogyasztasara
szubsztratmentes ACSF médiumban (A), glukéz (B), piruvat (C) és laktat (D)
jelenlétében

A BV-2 mikroglia sejtek éheztetése a modszerek részben leirtak alapjan tortént. Az ACSF
médium, aszpartat (5 mM), malat (5 mM), gluk6z (10 mM), piruvat (5 mM), laktat (5
mM), oligomycin (5 4M) és DNP (100 xM) hozzaadasat az abran nyilak jeldlik. Az
eredmények 3 fliggetlen kisérlet (mérésenként 12-15 parhuzamos well) atlagat + az atlag

standard hibajat mutatjak. A *szignifikans kiilonbséget jeldl az ACSF kontrollhoz képest
(p< 0.05).
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5.1.3. Energia szubsztratok hatdsa mikroglia sejtek intracellularis ATP és ADP
szintjére

A mikroglia sejtek kétdras ACSF médiumban toérténé éheztetését kovetden vizsgaltuk a
szubsztratok intracellularis ATP és ADP szintekre kifejtett hatasat. A primer és BV-2
mikroglia sejteket az €heztetést kovetden tovabbi két 6ran keresztiil inkubaltuk valamely
szubsztrattal kiegészitett ACSF-ben. Kontrollként a sejteket 4 6rén keresztul inkubaltuk
ACSF médiumban, amely mind a primer, mind pedig a BV-2 mikroglia sejtek ATP
szintjében szignifikans csokkenest eredményezett, mig az intracellularis ADP szint
valtozatlan maradt (10. abra). A vizsgalt szubsztratok jelenlétében a primer mikroglia
sejtek ATP szintjében szignifikans eltérést tapasztaltunk az éhez6 kontroll sejtekhez
képest. A BV-2 mikroglia sejtek joval érzékenyebbek voltak az éheztetésre, a glutamin
volt az egyeduli szubsztrat, amely jelenlétében a mikroglia sejtek ATP szintjében eltérést
tapasztaltunk a szubsztratot nem tartalmazé ACSF médiumban inkubalt sejtekhez képest.
Glutamin, mint egyedili szubsztrat mellett a BV-2 sejtek képesek voltak a
tenyészmédiumban tartott sejteknek megfelelé ATP szintet fenntartani. Glukoz, piruvat,
laktat és ketontest jelenlétében azonban a BV-2 sejtek ATP szintje az éhez6 sejtek ATP

szintjével volt megegyezo.
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A)

ATP és ADP szint (pmol /1000 sejt)

B)

ATP és ADP szint (pmol /1000 sejt)

10. abra
Energia szubsztratok hatasa a primer — (A) és BV-2 (B) mikroglia sejtek éheztetést

koveté intracellularis ATP és ADP szintjére

Az éheztetés pontos korilmeényeit, valamint a kiultetett sejtszamot a modszerek fejezet
tartalmazza. Az eredmények 1000 db sejtre szamitott, anyagmennyisegben /pmol/
megadott adatokat jelolnek. Az ACSF kontroll sejteket szubsztratmentes ACSF-ben
inkubaltuk, mig a MEM/DMEM kontroll sejteket a mérés alatt tenyészmédiumban
tartottuk. Az dbra 3 fiiggetlen kisérletbdl szarmazo eredmények atlagat (mérésenkent 6-8
parhuzamos well) + az atlag standard hibajat mutatja. A * szignifikans killonbséget jelol
az ACSF kontrollhoz képest (p< 0.001), mig az N.S. révidités nem szignifikans hatast

mutat.
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5.1.4. Energia szubsztratok hatasa mikroglia sejtek viabilitasara

Feltételezhet6, hogy az energia szubsztratok atmeneti megvonasa jelentds hatassal van a
sejtek viabilitdsara. Sejtek életképességenek merésére alkalmas a mddszerekben
részletezett MTT teszt, amely informaciot nyljt az intracelluléris redukalt koenzimek
mennyiségérdl, igy a sejt viabilitasdval dsszefliggésbe hozhatd redukcids kapacitasarol.
A szubsztratot nem, csak fiziologias s60sszetevoket tartalmazé ACSF-ben tartott sejtek
viabilitdsdban szignifikans csokkenést tapasztaltunk a tenyészmédiumban tartott
sejtekhez képest (11. abra). A szubsztratok hatasat vizsgalva az intracellularis ATP
szintek valtozasahoz hasonlo eredményeket kaptunk a primer és BV-2 mikroglia sejtek
életképességében. A primer sejtek kevésbé szenzitivn. méddon reagéltak a
szubsztratmegvonasra, mig a BV-2 sejtekben az éhezés jelentOs viabilitas csokkenést
eredményezett. Glutamin jelenlétében azonban a BV-2 sejtek viabilitdsa szignifikansan

magasabbnak bizonyult, mint az ACSF-ben éhezd sejtek esetén.
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11. ébra

Energia szubsztratok hatasa a primer — (A) és BV-2 (B) mikroglia sejtek éheztetést
koveto viabilitasara

A sejt viabilitasarél informéaciét nyajtdé MTT redukcids kapacitds meghatarozasa €és a
mikroglia sejtek éheztetése a modszerekben leirt médon tortént. Kontrollnak a mérés
végéig tapanyagmentes ACSF-ben inkubalt sejtek (ACSF kontroll) és a mérés végéig
tenyészmédiumban tartott sejtek (DMEM/MEM kontroll) szolgaltak. Az eredmények 3
flggetlen kisérlet atlagat (mérésenként 18-24 parhuzamos well) + az atlag standard
hibajat mutatjak. A™* szignifikans kilénbséget jeldl az ACSF kontrollhoz képest (p<
0.001), mig az N.S. rovidités nem szignifikans hatast mutat.
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5.1.5. Energia szubsztratok hatdsanak vizsgalata a mikroglia sejtek apoptézisara és

nekrozisara

Energiadonor vegylletek hianyadban a sejekben apoptotikus, illetve nekrotikus
folyamatok mennek végbe. Kisérleteinkben az apoptozis és nekrozis indukcidjat az
Annexin V-352 Cy3.18 és a calcein-acetoxi-metilészter fluoreszcens kettés festéssel
kovettiik nyomon. Pozitiv kontrollt a sejtek 400 uM hidrogén-peroxiddal torténd kezelése
jelentett, amely a primer sejtek 25-25%-aban indukalt apoptozist, illetve nekrézist, mig a
BV-2 sejtek kozel 100%-aban apoptdzist (12. abra). Az €heztetés és a szubsztrathatas
kdvetkezményeit tekintve az ATP és viabilitdas vizsgalatokkal 6sszhangban allo
eredményeket kaptunk. Az energiadonor szubsztratok négy 6ran keresztili megvonasa a
primer mikroglia sejtek 1-5%-aban eredményezte apopt6zis/nekrozis megjelenését, mig
a sejtek 95-99%-a intakt plazmamembranra utald calcein festédést mutatott. A BV-2
mikroglia sejtek azonban joval érzékenyebben reagaltak a szubsztratmegvonasra, az
ACSF-ben torténé éheztetés apoptotikus és nekrotikus folyamatok indukéalaséhoz
vezetett. A szubsztratok koziil kiemelkedé hatdst mutatott a glutamin. Glutamin
jelenlétében a BV-2 sejtek kdzel 90%-a mutatott calcein pozitivitast, mig a sejtek alig
10%-aban jelent meg apoptozis, amely szignifikans eltérés az éhez6 sejteknél detektalt
25%-0s apoptotikus hanyadhoz képest. Glukdz, piruvat, laktat és ketontest jelenlétében a
BV-2 sejtek csak calcein festddést mutato hanyada nem emelkedett a kontroll éhezd

sejtekéhez képest.
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12. ébra
Energia szubsztratok hatdsa a primer — (A) és BV-2 (B) mikroglia sejtek

apoptozisara és nekrozisara

Az y tengelyen feltiintetett értékek az annexin/calcein pozitiv fluoreszcens festodeést mutato
sejtek %-o0s aranyat jelolik. 100%-nak megfeleltetheté egy adott szubsztrat kondicio
esetén az osszes detektalt sejt szama. A mikroglia sejtek éheztetésének korulményeit a
mddszerek részben leirtak tartalmazzak. Kontrollnak a mérés végéig tapanyagmentes
ACSF-ben inkubalt sejtek (ACSF kontroll) és a mérés végéig tenyészmédiumban tartott
sejtek (DMEM/MEM kontroll) szolgaltak. N jeloli a detektalt sejtek szamat. Az
eredmények 3 fliggetlen kisérlet atlagat (mérésenként 18-24 parhuzamos well) + az atlag
standard hibajat mutatjak. A *szignifikans kiilonbséget jeldl az ACSF kontrollhoz képest

(p< 0.001), mig az N.S. rovidités nem szignifikdns hatast mutat.
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5.1.6. Energia szubsztratok hatdsa az mTOR és AMPK fehérjék foszforilacidjara,

valamint a p-S6 fehérje szintjére

A citoplazmatikus mTOR fehérje C1 komplexe, valamint az AMPK fehérje jelent6s
szerepet tolt be a sejt anabolikus és proliferacios folyamatainak szabalyozasaban (Morita
és mtsai 2015). Irodalmi adatok bizonyitjak, hogy aminosavak hidnya az mTOR C1
komplex gatlasahoz vezetnek (Bar-Peled és mtsai 2012, Sancak és mtsai 2008). Ujabb
érdekesség tovabba, hogy a lizoszémalis SLC38A9 transzporter aminosavak (glutamin
és arginin) molekularis szenzoraként funkcional és szabalyozza (aktivalja vagy gétolja)
az mTOR feherjét foszoforilalo6 mTOR kinazt (Rebsamen és mtsai 2015, Wang és mtsai
2015). Az mTOR utvonal fehérjéinek vizsgalatara Western-blot kisérleteket végeztiink,
amely soran az oxidacios vizsgalatok alapjan a BV-2 mikroglia sejtek szamara
legfontosabb oxidativ szubsztrat (glutamin) és glikolitikus szubsztrat (gluk6z) hatasat
vizsgéltuk az éheztetett kontroll (ACSF kontroll) és tenyészmédiumban tartott kontroll
sejtekhez képest. A kisérletek soran meghataroztuk az mTOR fehérje foszforilalt (p-
mTOR) formajanak mennyiségét a foszforilalt és nem foszforilalt fehérjék
6sszmennyisegehez képest (t-mTOR). Az mTOR C1 komplex foszforilaciot kfvetéen az
S6 kinazon keresztiil szabalyozza a sejt fehérjeszintézisét, ezért FACS vizsgalatokat
végeztunk a foszforilalt S6 fehérje (p-S6) mennyiségének meghatarozasara. Az ACSF
kontroll sejtek esetén mind a p-S6 mennyisége, mind pedig a p-mTOR/t-mTOR arany
alacsonyabb, mint a DMEM-ben tartott sejtek esetén, mindez utal az éheztetés
kovetkeztében kialakuld csokkent fehérjeszintézisre (13. és 14. abra). A p-S6 fehérje
mennyisége ugyan szignifikansan magasabb értek, mint az ACSF kontroll sejtekben,
azonban nem éri el a DMEM-ben tartott sejtekét. A foszforilalt AMPK/teljes AMPK
fehérjearanyban (pAMPK/tAMPK) nem lathato szignifikans kiilonbség a szubsztratok és
az ACSF kontroll kozott, a p-AMPK/t-AMPK azonban alacsonyabb glutamin esetén,

mint az éheztetett sejtekben (14. abra).
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13. dbra

Glukoz és glutamin hatasa BV-2 mikroglia sejtek p-S6 fehérjeszintjére

Az abran fluoreszcens anti p-S6 festést kévetd daramldsi citometrias mérés (modszerek
részben leirtak szerint) eredményei lathatdék. Az oszlopdiagram 3 fliggetlen kisérlet
mérési eredményeinek atlagat + az atlag standard hibajat mutatjak %-ban kifejezve,
amelyben a 100% az ACSF kontrollnak felel meg. A * szignifikans kiilonbséget jelol az

ACSF kontrollhoz képest (p< 0.002), mig az N.S. rovidités nem szignifikns hatast mutat.
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14. dbra
Glukoz és glutamin hatasa az mTOR (A) és AMPK (B) fehérjék foszforilaciojara
BV-2 mikroglia sejtekben

Az mTOR és AMPK fehérjék foszforilacidjanak vizsgalata Western-blot mérésekkel
tortént a modszerek fejezetben leirtak szerint. A foszforilalt mTOR (p-mTOR) és AMPK
(p-AMPK) teljes fehérjemennyiséghez ( t-mTOR és t-AMPK) viszonyitott mennyiség
aranyanak meghatérozasa denzitometrias vizsgalat alapjan tortént. Az abran bemutatott
eredmények legaldbb 3 fliggetlen kisérlet atlagértékeit + az atlag standard hibajat
mutatjak. A * szignifikans kiilonbséget jelél az ACSF kontrollhoz képest (p< 0.001), mig

az N.S. rovidités nem szignifikans hatast mutat.

68



DOI:10.14753/SE.2019.2223

5.1.7. Autofégia vizsgélata mikroglia sejtekben

A sejtek fiziologias/patologias folyamatai koziil az éhezés, killéndsen az aminosavak
hianya az autofagia egyik legjelent6sebb kivalto oka. Az autofagia vizsgalatara
leggyakrabban hasznalt markerek az LC3 Il és LC3 | fehérjék. BV-2 sejtek
szubsztratmentes ACSF-ben torténd inkubacioja soran az LC3 11 és LC3 I fehérjék aranya
szignifikdnsan megemelkedett, amely intenziv autofégiara utal (15. abra). Sem glukoz,
sem glutamin jelenlétében nem tapasztaltunk szignifikans csokkenést az autofagia
aktivitasaban az ¢hezd kontroll sejtekhez képest, azonban glutamin nem szignifikans

maodon, de csokkentette az Gnemésztési folyamatokat BV-2 sejtekben.
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15. dbra

Energia szubsztratok hatasa BV-2 mikroglia sejtek autofagia aktivitasara

LC3 I/l fehérjearany meghatdrozdsa a modszerekben leirt modon Western-blot
analizissel tortént. Az bran bemutatott eredmények 3 fuiggetlen kisérlet atlagértékeit +
az atlag standard hibajat mutatjak. A™* szignifikans kilénbséget mutat az ACSF

kontrollhoz képest (p=0.012), mig az N.S. rovidités nem szignifikans hatast jelol.
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16. dbra

Mikroglia sejtek bioenergetikai vizsgéalata — primer és BV-2 sejteken kapott

eredmények osszefoglald abraja

Az abran az egyiranyl nyilak egyiranyu mitokondrialis transzportot/reakciot, mig a
kétiranyu nyilak a kétiranyu transzport lehetoséget, illetve reverzibilis reakciot
feltételeznek. A szaggatott nyil tobb reakcion alapuld atalakulast jel6l.
Roviditések/jeldlések: fokozas (7), gatlas (¥), nincs szignifikans hatds (N.S.), nem
detektalt paraméter (N.D.), primer mikroglia sejtkultdra (prim), oxidacié (ox), apopt
(apoptozis indukcio), autof (autofagia aktivitds), pir (piruvat), AcAc (aceto-acetét),
BOHB (S-hidroxibutirat), szukcinil-KoA (szukc-KoA), oxalacetat (OA), acetil-KoA (Ac-
KoA), izocitréat (IC), glutamat (glu), glutamin (gin)
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5.2 Neuronalis éssejtek, neuronok és asztroglia sejtek szubsztrat-

hasznositasanak 6sszehasonlito vizsgalata

A neuronalis differenciacié metabolikus aspektusainak vizsgalatara in vitro kisérleteket
végeztiink nem indukalt NE-4C neuronalis dssejteken, illetve retinsavval indukalt NE-4C
progenitor sejteken. Az dsszehasonlitd vizsgalat részeként embrionalis (E15-16) egér
eléagybol izolalt primer neuronalis sejtkultiran is végeztiink kisérleteket. A sejtek
oxigénfogyasztasanak vizsgalatat a kdzponti idegrendszerben fizioldgias koértlmények
kozott eléfordulo két leggyakoribb energia metabolit, a glukdz és a glutamin jelenlétében
végeztik a modszerek részben leirtak alapjan. A szubsztrathozzaadast megelézden a
sejtek két oran keresztiil csak fiziologids sodsszetevoket tartalmazdé ACSF médiumban
éheztek. A neuronalis ssejtek, neuronok és asztroglia sejtek mitokondriumainak intakt
mukodésérdl a mikroglia sejteknél megismert modon informacié nyerhetd a
mitokondridlis  légzési  lanc  és  oxidativ ~ foszforilaci6  gétldszereinek,
szétkapcsoloszereinek hasznalataval, valamint az igy nyert respiratorikus parameterek
vizsgalatdval. A korabbi publikicidkkal (Folmes és mtsai 2012, Xun és mtsai 2012,
Zadori és mtsai 2011) 6sszeftiggesben all a kapott eredmény (17. abra), amely szerint a
harom vizsgélt sejttipus kozil a nem indukalt NE-4C 6ssejtek ACSF médiumban mért
alaplégzése a legalacsonyabb (48,17 + 3,02 pmol/perc/15 000 sejt; n=28), az NE-4C
Ossejtekbdl differencialédott neuronok oxigénfogyasztasa magasabb (101,49 + 10,1
pmol/perc; n=23), mig a primer neuronalis tenyészetben mért oxigénfogyasztas mintegy
négyszerese volt az dssejteknél mért értekeknek (204,67 £ 9,79 pmol/perc; n=46). Fontos
azonban megjegyezni, hogy a sejtek alaplégzésében mért kilonbségek direkt
Osszehasonlitasanal figyelembe kell wvenni a differencidlédas miatti nehezen
kontrollalhato sejtszamot. Az éhezé sejtek alaplégzését a glukoz legnagyobb mértékben
a neuronalis Gssejtekben csOkkentette. Az ATP- szintdzt gatld oligomycin az
oxigénfogyasztast csokkentette, a csokkenés mértéke azonban jelent6sen nagyobb volt a
differencialt sejtek esetén, mint a nem differencialt sejtekben. A mitokondrialis
szétkapcsoloszer a protonmotoros erd megsziintetésén keresztiil a mitokondridlis
oxidaciot fokozta, majd a sejtekhez ezutdn adott antimycin az oxigénfogyasztast
minimalisra csokkentette. Ezek az eredmények a mitokondrialis integritasra, aktiv

mitokondrialis funkcidra utalnak (17. abra).
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17. dbra
Glukéz és glutamin NE-4C neuronalis éssejtek (A), NE-4C neuronok (B)
és primer neuronalis sejtek (C) oxigénfogyasztasara gyakorolt hatadsat bemutato

reprezentativ abrak

Az NE-4C neurondalis bssejtek, illetve NE-4C neuronok és primer neuronok éheztetése a
Mikroglia sejtekkel megegyezéen, a modszerek részben leirtak alapjan tortént. Az ACSF
médium, glukéz (10 mM), glutamin (2,5 mM), oligomycin (5 #M), FCCP (1,5 uM) és
antimycin (1 M) hozzdadasat az abran nyilak jelolik. Az eredmények sejttipusonként és
kondicénként n >7 sejttenyeszet pmol/percben megadott oxigénfogyasztasanak atlagat +

az atlag standard hibajat mutatjak.

A fiziologias korilmények kozott rendelkezésre allo szubsztratok kozul a glutamin
hatasdnak Osszehasonlitd vizsgdlatit is elvégeztik a kiillonbozé sejtkultarakon,
kisérletekeinket ezesetben Kiterjesztettiik primer asztroglia sejtekre is. A vizsgalt négy
sejttipus  kozll a szubsztratot nem tartalmazd ACSF médiumban éhezd sejtek
alaplégzéséhez viszonyitva szignifikans eltérés Iathato a NE-4C neuronalis Ossejtek

esetén glutamin hozzaadasra (18. &bra).
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18. &bra
Glutamin eéheztetett NE-4C neuronalis dssejtek, NE-4C neuronok, primer

neurondlis sejtek és primer asztroglia sejtek oxigénfogyasztadsara gyakorolt
hatasanak 6sszehasonlit6 vizsgalata

Az NE-4C neurondlis éssejtek, NE-4C neuronok, primer neuronok és primer asztroglia
sejtek eheztetése a modszerek részben leirtak alapjan tortént. Az abran pirossal jelolt
eredmeények (100%-nak megfeleltett oxigénfogyasztas értékek) a szubsztratmentes ACSF
médiumban éheztetett kontroll sejtek oxigénfogyasztasanak atlagat + az atlag standard
hibajat mutatjak. A feketével jelolt eredmények az ACSF kontrollhoz képest szazalékban
megadott, glutamin jelenlétében mért oxigenfogyasztasok atlagat + az atlag standard
hibajat mutatjak. A ™ szignifikans kiilonbséget mutat az ACSF kontrollhoz képest (p<
0.001), mig az N.S. rovidités nem szignifikans hatést jeldl. Az abran bemutatott adatok

sejttipusonként és kondicionkent n > 23 sejttenyészet dsszesitett eredményét mutatjak.
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6. Megbeszélés

6.1. Mikroglia sejtek metabolikus vizsgalata

A mikroglia sejtek a kozponti idegrendszerben el6forduld sejttipusok rendkivil
dinamikus sejtpopulaciojat képezik, mind helyzetvaltoztatd, mind pedig helyvaltoztato
mozgasra képesek. Nyugvé allapotban nyulvanyok létrehozasaval, aktiv motilitassal
folyamatosan mintat vesznek, monitorozzak kérnyezetiiket (Davalos és mtsai 2005,
Nimmerjahn és mtsai 2005). A mikroglia sejtek megoszlasa a kézponti idegrendszeren

belul rendkivil heterogén (Lawson és mtsai 1990), képesek a sejttestiik teljes

=77

=z =7
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megforduld mikroglia sejtek mikrokérnyezetében megtalalhatd oxidativ és glikolitikus
szubsztratok egyértelmiien meghatarozzak ezen sejtek energiatermeld folyamatait . Nem
lehet meglepd az a feltételezés, amely szerint a mikroglia sejtek metabolikus szempontbdl
a kozponti idegrendszerben eléforduld sejttipusok rendkiviil valtozatos és adaptiv
transzkriptom soksziniiségére, ezen beliil is a mikroglia sejtekben megtalalhat6 szubsztrat
transzporterekre (Zhang és mtsai 2014). Az irodalomban azonban csak néhany olyan
publikéaciot talalunk, amelyek a mikroglia sejtek energia metabolizmusanak direkt
vizsgalataval foglalkoznak. (Cherry és mtsai 2014, Orihuela és mtsai 2015, Voloboueva
és mtsai 2013). Ezek a vizsgalatok elsésorban a mikroglia sejtek aktivaciot kovetd
metabolikus valaszait irjak le. Mig aktivaciot megel6zden elsésorban az oxidativ, addig
aktivaciot kovetéen féleg a glikolitikus utvonalat hasznéljak energiaigenytk fedezésére.
A mikroglia sejtek szubsztratspecificitdsa és ezen energia metabolitok hasznosulasa
fiziologias korilmények kozott a mikroglia sejtekben azonban tisztazasra szorul.

A mikroglia sejtek szubsztratspecifitidsanak vizsgalatara in vitro kisérleteket végeztiink
primer mikroglia sejtkultaran és BV-2 mikroglia sejteken. ACSF médiumban, energia
szubsztratok hianyaban a mikroglia sejtek alaplégzése és maximalis oxigénfogyasztasa

csokkent (1. és 2. tablazat), tovabba a sejtek intracellularis ATP szintjében is csokkenést
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tapasztaltunk, amely sulyos energiahianyra utal ilyen korlilmények kozott. A primer
mikroglia sejtekben, ellentétben a BV-2 mikroglia sejtekkel az éheztetés nem
eredményezte a sejtek viabilitdsdnak a csdkkenését, illetve nem indukalt szignifikans
mértékli apoptozist. A BV-2 sejtek csokkent mTOR és p-S6 foszforilaciot mutattak
¢heztetést kovetden, amely a fehérjeszintézis redukcidjara utal (Morita és mtsai 2015).
Az intenziv autofagiat mutaté emelkedett LC3 11/l arany az ACSF médiumban inkubalt
BV-2 mikroglia sejtekben az énemésztési folyamatok kezdetére utal (Kabeya és mtsai
2000). Kovetkeztetésképpen elmondhato, hogy a primer mikroglia sejtek keveshé
érzékenyek a szubsztratmegvonasra, mint a BV-2 mikroglia sejtek.

A sejtekben torténd szubsztrat-hasznositas vizsgalata soran a mikroglia sejteket oxidativ
vagy glikolitikus szubsztrattal kiegészitett ACSF médiumban tartottuk. A kivalasztott
energia metabolitok a cerebrospinalis folyadékban fiziologias kortlmények kozott
eléforduld szubsztratok voltak (Albrecht és mtsai 2007, Leen és mtsai 2012, Zhang és
Natowicz 2013). Az 1. tablazatban megadott oxigénfogyasztas értékek a hozzaadott
szubsztrat jelenlétében mért adatokat jelentik. Fontos azonban megjegyezni, hogy a
vizsgalt korlilmények kozott a mikroglia sejtek még éheztetés esetén is oxidalnak
endogeén szubsztratokat, amelyek igy hozzajarulnak az exogén szubsztratok jelenlétében
mért oxigénfogyasztashoz. igy ahhoz, hogy megkapjuk a hozzaadott szubsztratok hatasat
az oxigénfogyasztasra, a hozzaadott szubsztrat jelenlétében mért oxigénfogyasztas és az
ACSF médiumban inkubalt sejtek oxigénfogyasztasanak kiillénbségét vettiik (2. tblazat).
Kisérleteinkben a glukdz csokkentette mind a primer, mind pedig a BV-2 mikroglia sejtek
oxigénfogyasztasat. A mikroglia sejtek oxigénfogyasztasanak csokkenése oligomycin
hozzéadasara glukoz jelenlétében azonban csekély oxidativ foszforilacio jelenlétére is
utal. Az ACSF médiumban tartott mikroglia sejtek extracellularis acidifikéaciojat a gluk6z
hozzéaadasa emelte, amely a sejtek intenziv glikolizisét mutatja. A Crabtree-effektusnak
is nevezett jelenséget, miszerint ¢éhezést kovetden glukoz adasa a mitokondrialis oxidaciot
visszaszoritja es a glikolizis sebességét noveli, korabban tumorsejteknél is megfigyeltek
(Crabtree 1929, Warburg 1956). Mikroglia sejtekben a jelenség azonban nem ismert,
ezért kisérleteket végeztiink a glukéz jelenlétében létrejovo akut, oxidaciot csokkentd
hatas hatterének a vizsgalatara. Az oxidacio csokkenésére magyarazatot adhat a piruvat
dehidrogendz enzimkomplex alacsony aktivitdsa. Az 1. és 2. tablazat eredményei arra

utalnak, hogy a PDH teljes gatlasa nem allhat fenn, hiszen a mitokondrialis
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szétkapcsoloszer a primer mikroglia sejtek oxidaciojat fokozta, amely csak magas PDH
enzimaktivitas mellett elképzelhetd. Mindemellett a laktat dehidrogendz enzim gatlasa a
glukoz jelenlétében mért alacsony mitokondrialis oxigénfogyasztast fokozta, a glikolizis
mértékét pedig csOkkentette (6. abra). Kovetkezésképpen elmondhaté, hogy a
glikolizisb6l szarmazd ATP a PDH enzimet részben inaktiv allapotban tarthatja, mig a
oxamattal ezt az inaktivaciot megsziinteti. Ezek az eredmények rdmutatnak a mikroglia
sejtek laktattermeld képességére is. Felvetédik tovabba a mikroglia sejtek és neuronok
kozotti metabolikus kooperacid lehetésége, amely soran a mikroglia sejt altal termelt
laktatot a neuron energiaigényének fedezésére forditja.

Ellentétben a BV-2 mikroglia sejteknél megfigyeltekkel, a primer mikroglia sejtek
¢heztetést kovetd intracellularis ATP szint csokkenését a glukdzbol keletkezd ATP
részben kompenzalta. BV-2 sejtekben az ACSF-ben éheztetett sejtekhez képest sem a
sejtviabilitas ndvekedése, sem az apoptotikus sejtek szamanak a csokkenése, sem pedig
a p-mTOR/t-mTOR aranyanak a ndvekedése nem kovetkezett be glukéz hatésara.
Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy a BV-2 mikroglia sejtekben a gluk6z nem
volt képes visszaforditani az éheztetés kovetkezményeként Iétrejové katabolikus
folyamatokat.

Piruvat szubsztrat jelenlétében a gluk6z hatasanak diszkutalasanal leirt PDH inaktivacio
nem lépett fel, hiszen glukoz hianyaban nem torténik glikolitikus ATP termelés, amely
részben inaktivalnd a PDH enzimet. Primer mikroglia sejtekben a piruvat mitokondrialis
transzportjara, citrat-korbe torténé bekapcsolodasara és oxidacidjara utal a sejtek ACSF-
ben meért alaplégzeésének a megemelkedese, tovdbba az intracellularis ATP szint
novekedése piruvat szubsztrat hatasara. A BV-2 mikroglia sejtek esetén azonban a piruvat
nem volt képes az éheztetés soran fellépd intracellularis ATP szint és sejtviabilitas
csokkenést, valamint apoptdzis indukciot gatolni.

A laktat a kozponti idegrendszer egyik bizonyitottan fontos energia metabolitja. Az
asztrocita sejtek laktattermeld képességét, valamint a neuronok laktat hasznositasat
szamtalan eredmény bizonyitja (Belanger és mtsai 2011, Magistretti és Allaman 2015,
Magistretti és Allaman 2018), azonban a mikroglia sejtek latat-metabolizal6 képességére
nem talalunk példat az irodalomban. Kisérleteinkben a primer mikroglia sejtek és a BV-

2 sejtek alaplégzését és maximalis 1égzését a laktat fokozta. Szubsztrat koncentraciotol
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fiiggben a mikroglia sejt tehat nemcsak laktat termelésére, hanem a laktat oxidaciojara is
képes, amely adodhat a LDH enzim reverzibilis miikodésébdl, illetve a kiilonb6z6 LDH
izoenzimek egyuttes jelenlétébdl. Annak ellenére, hogy a BV-2 mikroglia sejtek képesek
a laktat hatékony oxidaciojara, az ACSF-ben 4 ¢ran keresztil éheztetett sejtekben
megfigyelhetd intracellularis ATP szint és viabilitas csokkenés jelentkezett laktat
jelenléteben is. Mindez arra utal, hogy a laktat az ¢éheztetést kovetben csak az
energiaigény atmeneti fedezésére elég ezekben a sejtekben. Erdekes 6sszehasonlitani a
laktat és piruvat oxidaciéra kifejtett hatasat. Primer mikroglia sejtekben mind az
alaplégzést, mind pedig a maximalis légzést a laktatnal nagyobb mértékben fokozta a
piruvat. Erre magyardzatot adhat az, hogy a piruvat mitokondrialis transzportot kdvetoen
kdzvetlen szubsztratként szolgal a PDH enzim szamara, mig a laktat atalakulasa piruvatta
sebessegmeghatarozd lehet. A citoszolikus NADH oxidacio csekély, igy a LDH altal
katalizalt reakcioban keletkez6 NADH elektronjai ugynevezett ingak (malat-aszpartat
inga és glicerofoszfat-inga) Utjan jutnak el a mitokondrialis elektrontranszport lancba és
eredményezik az ATP szintézisét. Ehezés kovetkeztében azonban az ingat miikodtetd
szubsztratok alacsony koncentracioja miatt ezen ingak funkcionalisan inaktiv allapotba
kertlnek.

A glutamin szamos sejttipus energiaforrasaként szolgél. Elengedhetetlen metabolit
tumorsejtek szaméara (Seyfried és mtsai 2015), de immunsejteknek (limfocitaknak,
makrofagoknak és neutrofil granulocitdknak) is fontos tapanyaga lehet (Newsholme
2001). A glutamin kozponti idegrendszeren belili magas koncentracioja (McGale és
mtsai 1977) lehet6vé teszi, hogy energiaforrasként szolgaljon az agy kiillonbozo
sejttipusai szdmara, amelyek ezaltal résztvevoivé valnak a glutamat-glutamin ciklusnak.
Talalunk példat az irodalomban arra vonatkozoan, hogy a mikroglia sejtek glutamin
transzportereket expesszalnak (Zhang és mtsai 2014), azonban direkt kisérleti adat nincs
a mikroglia sejtek glutamin metabolizalo képességérdl. Kisérleteink bizonyitjak, hogy a
primer - és BV-2 mikroglia sejtek egyarant jol hasznositjak a glutamint. Egyedili
szubsztratként is képes a glutamin az ACSF-ben éhez6 kontroll sejtekhez képest az
alaplégzés és a maximalis oxigenfogyasztas ndvelesere, az ATP termelés, sejtviabilitas,
MTOR aktivitas és fehérjeszintézis fokozasara, valamint az apoptdzis és autofagia
visszaszoritasara. Kiilon kiemelendd, hogy BV-2 sejtek esetén a szubsztrat

hasznosithatosagat leginkabb jellemz6 paraméter, a maximalis oxigénfogyasztas
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glutamin esetében volt a legmagasabb. BV-2 mikroglia sejtekben ez volt az egyediili
szubsztrat, amely képes volt az intracellularis ATP szint, sejtviabilitdas és mTOR aktivitas
fenntartaséara. Bar az LC3 I1/1 és az p-AMPK/t-AMPK ardnyban szignifikéns eltérést nem
tapasztaltunk az ACSF médiumban 4 éran keresztul éheztetett kontroll BV-2 sejtekhez
kepest, a mas sejttipusoknal leirt tendenciozus valtozas (Wong és mtsai 2013) azonban itt
is jol megfigyelhetd: i) a p-mTOR/t-mTOR arannyal ellenkezé irdnyban valtozik az LC3
[1/1 arany, mig ii) a p-mTOR/t-mTOR arannyal megegyez0 iranyban valtozik a p-
AMPK/t-AMPK arany. A glutamin igy a mikroglia sejtekben az éheztetés kbvetkezteben
kialakul6 katabolikus folyamatokat visszaforditotta. Kovetkezésképpen tehéat
elmondhatd, hogy a mikroglia sejtek a glutamat-glutamin ciklus aktiv résztvevoi
lehetnek, amely funkci6juk sordn nemcsak a glutamat extracellularis szintjének a
szabalyozésaban (Persson és mtsai 2006), hanem a glutamin lokalis koncentraciojanak
regulacidjaban is egyarant szerepet jatszhatnak (19. abra). Kisérleteink tervezésénél
felmeriilt a glutamat, mint energia szubsztrat vizsgalata is. A mikroglia sejtek azonban a
glutamat receptorok széles skalajat expresszaljak, igy nehezen elkiilonithetd a
metabolikus és a receptor aktivacidja soran bekovetkezd valtozas.

Eheztetett koriilmények 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 kdzil ez volt
a legcsekélyebb hatas. A ketontestek eéheztetett mikroglia sejtek metabolizmusara kifejtett
hatasanak vizsgalatara acetoacetattal is végeztiink kisérleteket. Glutamin jelenléte nelkul
az acetoacetat jelentés mértékben nem fokozta az alaplégzést, a maximalis respiraciot is
csak atmenetileg emelte meg az ACSF médiumban éhezd kontroll sejtekhez képest.
Glutamin jelenlétében azonban az acetoacetat tartosan fokozta mind a primer mind pedig
a BV-2 sejtek oxigénfogyasztasat. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni,
hogy a ketontestek oxidaciojanak éheztett koriilmenyek kdézott hatart szab a szukcinil-
KoA alacsony mennyisége. Ez jol tiikroz6dik a szétkapcsoloszer jelenlétében mért
acetoacetat oxidacio csokkenesében. Amennyiben glutamint is tartalmaz az ACSF
médium acetoacetat mellett, a glutamin metabolizmusa soran, idéegység alatt keletkezd
szukcinil-KoA mennyisége elegendé ahhoz, hogy a ketontest oxidacidja megtorténjen.
Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy éheztetett koriilmenyek kozott a citrat-kori

intermedierek deplécioja kovetkezik be, amely sordn a ketontestek oxidacioja gatolt.
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Azonban a megfeleld szubsztrat-kombinaciok alkalmazasaval a citrat-ciklus
intermedierek mennyisége és a ciklus sebessége helyreallithato.

A glutamin-ketontest szubsztrat-kombinécién kivil mas energia metabolitok egyittes
hatdsat is megvizsgaltuk BV-2 sejtecken. Az ACSF médium aszpartattal torténd
Kiegészitése fokozta a sejtek glukoz, piruvat és laktat jelenlétében meért oxidaciojat. Ezen
eredmények alapjan azt a kovetkeztetest vonhatjuk le, hogy a BV-2 sejtek nagyfoku
transzamindlasi kapacitassal rendelkeznek, amely lehetévé teszi aszpartatbdl (és
malatbol) az Ac-KoA akceptor oxalacetat képz6dését. Fontos azonban megjegyezni,
hogy bar mind az aszpartat, mind pedig a malat fokozta a glukdéz jelenlétében mért
maximalis respiraciot, a glukoz Crabtree-effektushoz hasonlithatd akut hatasat egyik

szubsztrat sem volt képes megvaltoztatni.
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Neuron, asztroglia és mikroglia sejt kozotti metabolikus kooperacié modell
(sajat abra)

Az &bran az egyiranyu nyilak egyiranyu transzportot/reakciot, mig a kétirany( nyilak a
ketiranyu transzport lehetoséget, illetve reverzibilis reakciot feltételeznek. A szaggatott
nyil tobb reakcion alapul6 atalakulast jelol. Roviditések: ketontest (KT), glutamat (glu),

glutamin (gin)
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6.2. Anyagcsere folyamatok vizsgalata a neurondlis differenciacié soran

Az embrionalis idegi Ossejtek és differencialt neuronok in vitro 6sszehasonlitd
vizsgalatanak a célja a differencialt és nem differencialt idegsejtek, korabban leirt, eltér6
oxigénigényenek (Folmes és mtsai 2012, Schneider és mtsai 2011, Xun és mtsai 2012,
Zadori és mtsai 2011, Zhang és mtsai 2012) hatterében all6 metabolikus folyamatok
feltérképezése. Feltételezésunk volt, hogy az oxigénigény valtozasa a differenciacio soran
az energia metabolitok hasznositisiban bekovetkezé atalakulas eredménye. Jelen
munkéban primer neuronalis  tenyeészettel hasonlitottuk ~ Ossze az
metabolizmusat. A differenciacio eredményeként az dssejtekbdl differencialtatott sejtek
metabolikus szempontbol hasonldan viselkedtek a primer neuronokhoz (Jady és mtsai
2016). Az idegi 6ssejtek jelentésen kevesebb oxigént fogyasztottak és kevesebb ATP-t
termeltek, mint a differencialt neuronok. Az eredmények arra utalnak, hogy az NE-4C
Ossejtek a megfeleld mennyiségli energiat képesek glikolitikus uton eléallitani, amely
segiti a sejteket a 2 oOras éhezés soran a tulélesben. Exogén hozzaadott szubsztrat
jelenlétében az Gssejtek ATP termelése jelentésen megndtt, amely a sejtek gyors
adaptaciodjara utal. Ezzel szemben azonban az NE-4C differencialtatott neuronok, primer
neuronok, illetve primer asztroglia sejtek kevéshé érzékenyen reagaltak az ACSF-ben
torténé  éheztetésre, oxidativ ~ foszforilaciojukat magas szinten tartottdk a
szubsztratmegvonas soran. Ebbdl a megfigyelésbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
szubsztratmegvonas esetén a differencidltabb sejtek energiaszintjiiket képesek az
6ssejteknél magasabb értéken tartani feltehetéleg endogén szubsztratoknak és tamogato
folyamatoknak koszonhetéen. Meglep6 médon primer asztrocitak s neuronok glutamin
és mas szubsztratok hozzaadasara sem valaszoltak az oxigénfogyasztas azonnali
fokozésaval.

A piruvat dehidrogenadz kindz 4-es formajanak (PDK4) fokozott expresszidjat irtak le
éheztetett koriilmények kdzott (Wu és mtsai 2000). A PDK4 magas expresszidja jellemz6
primer és NE-4C differencialt neuronokban, mig Ossejtekben alig mutathaté ki a kinaz
jelenléte (Jady és mtsai 2016). A PDK4 transzripcios szintii upregulacioja azonban nem
feltétlen jelenti a PDH inaktivacidjat. PDH és PDK4 fehérjeszintek és enzimaktivitasi

eredmények nélkil csak hipotézisekre lehet timaszkodni. A PDK4 fokozott expresszidja
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a glikolizis és a citromsav-ciklus szétkapcsolasat eredményezi és feltehetbleg ez all az
aerob glikolizis hatterében (Vander Heiden és mtsai 2009).

Az 0Osszes vizsgalt sejtkultira esetén glukdz jelenlétében a sejtek aerob glikolizist
folytattak, a glukdz csokkentette az oxigénfogyasztast es ezzel parhuzamosan csokkent
az extracellularis savasodas mértéke (Jady es mtsai 2016). A glikolizis intenzitdsdnak
mértéke csokkent a differenciacio elérehaladasaval. Felmeril a kérdés, hogy mi lesz a
sorsa a neuronban a glukoznak. Erre magyaréazatként szolgalhat a pentdz-foszfat ciklus,
amely soran a neuronban glukdzbdl nukleotid prekurzorok képzédnek. Ezek a
nukleotidok intermedierként szolgalhatnak a posztmitotikus DNS-javité folyamatokhoz
a neuronokon belil. A pentdz-foszfat ciklus tovabbi jelentdsége a NADPH termelésében
all, amely az idegsejtet éré oxidativ stressz elleni védekezésben fontos glutathion

szintézisét teszi lehetévé (Bouzier-Sore és Bolanos 2015).

6.3. A madszer kritikaja

A BV-2 mikroglia és az NE-4C 6ssejtes modellek hatranya, hogy mindkeét sejtvonal p53
deficiens egerekbdl szarmazik, hiszen az immortalizalds a funkcionalis p53 fehérje
génjéenek kiltését eredményezi. A tumor szupresszor p53 fehérje, amellett, hogy a
sejtciklust, DNS javito folyamatokat és az apoptdzist szabalyozza (Levine és mtsai 1991),
hatassal lehet a sejt energia metabolizmusat szabalyoz6 molekularis mechanizmusokra is
(Berkers és mtsai 2013). A p53 deficiens egér ennek ellenére normalis fejlddésen megy
keresztil, tumoros elvaltozasok csak az 6reg populaciokban fordulnak el (Donehower
és mtsai 1992). A p53 fehérje metabolizmust médositd hatdsai miatt a vizsgalatokba
primer tenyészeteket vontunk be, primer mikroglia, neurondlis és asztroglia sejtkulturat,

amellyel igy elkeriilhet6 a p53 fehérje hianyabol adodé téves kovetkeztetések levonésa.
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7. Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a mikroglia sejtek metabolikus
soksziniiséget mutatnak. A cerebrospinalis folyadékban rendelkezésre all6 szubsztratok
széles skalajat képesek energiatermelésiikre forditani, igy glukdzt, laktatot, ketontesteket,
illetve aminosavakat is. A vizsgélt energia metabolitok kozul a glutamin jelenti a
leghatékonyabb szubsztratot. A mikroglia sejtek dinamikus struktdraja, hely- és
helyzetvaltozat6 képessége, valamint verzatilis metabolizmusa lehetévé teszi, hogy az
agy kiilonb6z6 régidiban, eltéré metabolikus mikrokornyezetben képesek legyenek
energiaigénylk fedezésére és ezdltal szertedgazo funkcioik ellatésara. Kisérleteink
eredményei alapjan feltételezhetjuk, hogy a mikroglia sejtek sajat anyagcseréjik
tamogatasan kiviil a kornyez6 sejtek energia metabolizmusahoz is hozzajarulnak. A
glukoz hasznosulasa soran megfigyelt intenziv laktattermeléssel jaro aerob glikolizis es
glutamin/glutamat felhasznalas felveti a mikroglia sejt részvételének lehetGségét az

idegsejt-asztroglia-oligodendroglia metabolikus kooperécidban.

Az NE-4C embrionalis idegi 6ssejteken, differencialt NE-4C neuronokon és primer
idegsejt tenyészeten végzett kisérletek eredményei alapjan megallapithatd, hogy a
differencialt és nem differencialt sejtek anyagcseréje kiilonb6z6. A differenciacio soran
az idegi 6ssejtek a glikolitikus energiatermelésbél fokozatosan atvaltanak a glukoz
oxidativ uton torténd hasznositasara. Megéallapitottuk tovabba, hogy a nem differencialt
NE-4C Ossejtek a glutamint képesek energiatermelésre forditani, ezen keresztiil a

glutamin hozzajarulhat az Gssejtek proliferacidjahoz.
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8. Osszefoglalas

Kisérleteinkben a fejlodé és kifejlett kozponti idegrendszeri sejtek anyagcsere
sajatossagait vizsgaltuk in vitro sejttenyészeteken. A felnétt agy gliasejtjei kozul
elsésorban a dinamikus sejtstrukturat mutaté mikroglia sejteken végeztlink bioenergetikai
vizsgélatokat. Az agy elsédleges immunvédelmét biztositd fagocitdk eloszlasa az agy
kiilonboz6 régioi kozott rendkivil heterogén és folyamatos valtozason megy keresztiil a
mikroglia sejtek kemotaktikus szignalok hatdsara bekovetkez6 migracidja miatt.
Vizsgalatainkban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy melyek azok a szubsztratok,
amelyeket a mikroglia sejtek a kiilonb6z6 metabolikus mikrokdrnyezetekben
energiatermelésre képesek felhasznalni.

Primer - és BV-2 mikroglia sejteket szubsztratmentes médiumban éheztettlink, majd
mértik a sejtek oxigénfogyasztasat, intracellularis ATP és ADP szintjet, viabilitasat, az
extracellularis médium pH csokkenését, az mTOR atvonal fehérjéinek foszforilaltsagi
hanyadat, az apoptdzist es nekrozist mutatd sejtek szamat, illetve az autofagia aktivitast
kiilonb6z6 szubsztratok (glukdz, glutamin, piruvat, laktat, ketontestek) jelenlétében.

Az oxidativ szubsztratok mellett a sejtek alaplégzése és tartalek respiratorikus kapacitasa
fokozodott, mig glukoz jelenlétében a mitokondrialis oxidacio csokkent és a glikolitikus
aktivitas n6tt. A ketontestek hasznosuldsa az éheztetés kdvetkezményekeént kialakuld
alacsony citrat-kori aktivitds miatt csekély volt, azonban anaplerotikus folyamatok a
ketontestek oxidacidjat jelentdsen fokozzak. A BV-2 sejtek MTT viabilitasa, ATP/ADP
aranya glutamin jelenlétében volt a legmagasabb a szubsztratot nem tartalmazé ACSF
médiumban tartott sejtekhez képest, mig az autofagia intenzitasat jellemz6 LC3 II/1 arany
glutamin jelenlétében volt a legalacsonyabb.

A primer és BV-2 mikroglia sejteken végzett kisérletek eredményei az irodalomban
elséként mutatnak ra a mikroglia sejtek metabolikus soksziniiségére, a cerebrospinalis
folyadékban rendelkezésre all6 szubsztratok széles skaldjat képesek ezek a sejtek
energiaigénylk fedezésére felhasznalni. Megallapitottuk tovabba, hogy glukoz
jelenlétében a sejtek intenziv glikolizisre képesek, mig az oxidativ szubsztratok kozil a
glutamin bizonyult a leghatékonyabb tapanyagnak. Mindez lehet6vé teszi a mikroglia sejt

aktiv részvetelét az idegsejtek és glia sejtek kdzotti metabolikus kooperacioban.
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A fejlédé agy anyagcsere sajatossagainak vizsgalata sordn az idegi Ossejtek
szarmaz6 NE-4C idegi 6ssejteket differencialtattunk neuronna, 0sszehasonlitasképp a
metabolikus vizsgalatokat elvégeztiik primer neuron kultdran is. Kisérleteink soran a
cerebrospinalis folyadékban magas koncentraciot eléré két szubsztrat, a glukdz és a
glutamin hatdsat vizsgaltuk éheztetett sejtek metabolizmusara és vizsgaltuk a sejtek
mitokondriélis és glikolitikus funkcidit. Mig a gluk6z a nem differencialt sejtek esetén
glikolitikus uton hasznosul, addig a differenciaciot kovetden elsésorban a glukoz oxidativ
anyagcseréje kerlil eldtérbe. A glutamin hasznosuldsdban is jelentds kiillonbséget
tapasztaltunk, amely soran a glutamin az NE-4C 6ssejtek oxidaciojat fokozta, mig a
differencialt NE-4C neuronok és primer neuronok alaplégzését nem fokozta.
megnyilvanul és ezek a metabolikus atalakulasok biztositjdk a megfelel6 mennyiségt

energiat és intermediereket az idegi fejlddéshez.
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9. Summary

In the present study the energy metabolism of cells in the developing and mature brain
was investigated throughout in vitro experiments. Among glial cells of the brain
bioenergetic properties of the dynamically active microglia was in the focus of this
research. Acting as a primary immune defense of the central nervous system, microglial
populations show heterogenous and dynamic distribution in the brain due to their
migration. The purpose of this research was to explore, what are the potential substrates
for microglial cells that can support their energy metabolism under various
microenvironmental conditions.

Starvation was induced in primary- and BV-2 microglial cells, than oxygen consumption,
intracellular ATP and ADP levels, cell viability, changes in the extracellular pH,
phosphorilation of the mTOR pathway proteins, the number of apoptotic and necrotic
cells and autophagic activity were detected in the presence of the following energy
metabolites: glucose, glutamine, pyruvate, lactate and ketone bodies.

Basal oxygen consumption rates and reserve respiratory capacity were increased in the
presence of oxidative substrates, while a decrease in mitochondrial oxidation and an
enhanced glycolitic activity were observed upon the addition of glucose. As a result of
starvation, utilization of ketone bodies was limited due to the low rate of citric acid cycle.
However, anaplerotic processes increased the oxidation of ketone bodies. MTT viability
and ATP/ADP ratio were the highest in BV-2 microglia, while LC3 I/l showing
autophagic activity was the lowest, when ACSF was supplemented with glutamin. To our
knowledge these data provide the first account of microglial metabolic plasticity and
show that microglia can utilize a wide range of substrates available in the CSF. It was
also concluded that in the presence of glucose a high rate of glycolisis occurs and that
besides glucose, glutamin is the most preferred energy substrate for microglial cells. Our
finding that microglia have a versatile metabolic machinery indicates that these cells
contribute to the metabolic cooperation of glial cells and neurons.

In order to investigate the metabolic changes in the developing brain, in vitro experiments
were performed with NE-4C neural stem cells (derived from embryonic mice) and NE-
4C differentiated neurons. For a better comparison primary neuronal cultures and primary

astrocytes were also involved in the study. Starvation was induced in the cells, cellular
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media were supplemented with the two main energy substrates glucose and glutamine
that are present in the brain in high concentrations. Mitochondrial oxygen consumption
and glycolitic activity were measured and compared among the four cell cultures. In non-
differentiated cells glycolitic flux is active, while in differentiated cells the oxidation of
glucose is the more effective pathway for energy production. A difference was also
observed between stem cells and differentiated cells in the utilization of glutamine. Stem
cells displayed high oxidation of glutamine, however, differentiated cells did not show
any change in oxygen consumption upon the addition of glutamine. It is concluded that
neural stem cells undergo metabolic changes during differentiation that provide them the

appropriate amount of energy and intermediates for neural development.
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