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A magasan specializalt, végdifferencialt idegsejt-fenotipus és a vele kolcsonhatasban
létezé glia-tipusok latszolag homogén, epitél-jellegii sejtekbdl alakulnak ki, egymasra
¢épiild, sorozatos indukcios hatdsok kovetkeztében. A, neuruldcié”-nak nevezett
morfogenetikus szakaszban a neuralis arok, majd a neuralis csé és az errél levalé neuralis
l1éc kialakulasa soran mar jelentds morfologiai kiilonbségek figyelhetok meg a jovendd
idegszovetet alkotd sejtek kozott. A novekvé test anterior-poszterior és dorzo-ventralis
tengelyei mentén meghatarozott gén-egyiittesek idozitett modon aktivalodnak. Ez a korai,
poziciotol fiiggd gén-expresszios mintazat kiilonbozé neuron-differencialodasi utvonalak
kialakulasat eredményezi, és a jovendd idegsejt-fenotipusok sokféleségét biztositja. A
regionalis elkotelez6dés ellenére, az idegsejt-képzodés - régioktol fiiggetleniil - azonos
eloszor tomegesen idegsejtek keletkeznek, és csak ezt koveti a nagymértéki gliasejt
képzoédés. Bar mindezen folyamatokrol sok leird adat all rendelkezésre, a molekularis
mechanizmusok, amelyek az idegszoveti sejtképzés azonossagait és regionalis
kiilonbségeit vezérlik, tavolrol sem ismertek.

Az in vivo vizsgalatokat jelentGsen neheziti a sejtes heterogenitas robbanasszer(i
fokozodasa, valamint a nem idegi sz6vetbdl szarmazd molekulak hatasa. Munkam soran
ezért az idegszoveti sejtek fenotipusat meghatarozo tényezOk vizsgalatait idegi Ossejt
vonalakon, illetve azok in vitro differencialdodé populacidin végeztem. A feno- és
genotipusukat tekintve azonos, klonozott idegi éssejtek tetszés szerint szaporithatok, igy
megfeleld méretli és homogén kiinduldsi sejtanyagot biztositottak. A laboratériumban
elézetesen mar részletesen jellemzett, reprodukalhato differenciacios 1épések pedig
lehet6vé tették, hogy a vizsgalatokat az idegi sejtfejlodés jol meghatarozhatd szakaszain

végezhessem.

Munkam soran, az in vitro, idegi sejt-differenciaciés modell-rendszereken olyan idegi
fejlodésbiologiai jelenségek sejt- és molekularis biologiai hatterét vizsgaltam, amelyeket
a térben és iddben gyorsan valtozd, heterogén sejtosszetételii fejlédé agyszovetben nem,
vagy csak korlatozottan tanulmanyozhatok.

Vizsgaltam, hogy



e a feno- és genotipusosan azonos Ossejtekbol milyen mértékben, és hogyan
alakulhatnak heterogén sejttipusok a neuronalis differenciacio soran.

. Az agyban régio-specifikusan kifejez6dé Un. ,,pozicionalis” gének hogyan
aktivalodnak az in vitro differencialodé Gssejt-populaciokban, azaz kialakul-e
pozicionalis heterogenitas a homogén éssejtek populacidiban?

. A homogén idegi Ossejtekb6l milyen transzmitter fenotipusii neuronok
alakulhatnak ki?

. Mi lehet a magyardzata annak a jelenségnek, hogy a gliagenezis jelentds
késéssel koveti az idegsejtek képzodését?

e A pozicionalis gén-aktivaciorol nyert eredmények alapjan, transzfektalt
Jssejtklonok 1étrehozasaval vizsgaltam a dorzalis eldagyban kifejez8d6 régio-

specifikus emx2-gén aktivitdsanak szerepét az in vitro idegi fejlédés soran

A kisérletek soran alkalmaztam sejttenyésztési, sejtbiologiai, immuncitokémiai,
molekularis biologiai és biokémiai modszereket, és az adatokat statisztikai eljarasokkal

elemeztem.

Munkam f6bb eredményei az alabbi pontokban foglalhatok dssze.

1. A homogén 6ssejt-populaciébol a neuroektoderma eredetii sejttipusok heterogén
egyiittese fejlodik az in vitro indukalt idegszoveti differencialodas soran. A fobb sejt-
féleségek szigortan reprodukéalhatd id6zitéssel és aranyokban jelennek meg,
fiiggetleniil az indukcios — retinsavval vagy novekedési faktor megvonassal torténd —
eljarastol.

a. Az SSEAI immunoreaktiv, indukalatlan idegi 6ssejtek (1. stadium) aranya idegi
differencialodas soran lecsokken, de dssejtek fennmaradnak a differencialt sejteket
nagy aranyban tartalmazo tenyészetekben is.

b. Az indukcidt kovetd aggregacié (2. stadium) utdn, az aggregatumokban elészor a
radialis glia szeri sejtek jelennek meg, majd

c. a harmadik stadiumtél (48 — 72. oOra) az aggregatumokban egyre tobb

posztmitotikus neuronalis eldalak képzddik.



»

w

d. A kivandorl6, majd nyulvanyosodd idegsejtek (4. stadium) mellett, szamos
neuronalis irdanyba nem elkotelezodott sejt is fejlodik. Az elkotelezetlen sejtek
tovabbi osztodasra képesek €s a neuronok haldzata alatt aljzatsejt réteget hoznak
létre (5. stadium; 5.-6. indukcids nap).

e. A hatodik stadiumban (8.—10. indukciés nap) GFAP immunoreaktiv asztroglia
sejtek jelennek meg a folyamatosan ,,ér6” idegsejtek mellett, és szamuk a kovetkezo

7 napban folyamatosan novekszik.

Az adatok egyértelmiien bizonyitottak, hogy az idegi dssejtek indukciojanak hatasara a
,pan-neurogenetikus” folyamatok, minden tovabbi exogén hatas nélkiil lefutnak, és jol

reprezentaljak az in vivo fejlédés soran leirt sejtfejlédési folyamatokat.

Az in vitro idegi differencidlodas soran Kkiilonbozo testtengely szerinti régiokra

jellemzé ,,pozicionalis” és ,,proneuralis” gének aktivalodnak.

a. Az in vivo egymassal at nem fedd régiokban expresszaldodd mashl és ngnl,2
proneuralis gének az altalam vizsgalt kiilonbozo dssejtek (R1, P19, NE-4C) in vitro
idegi differencialodasa egyiitt aktivalodtak.

b. A neuronok in vitro kialakulasanak idejére, a vizsgalt régio-specifikus gének (otx2,
pax6, emx2, dlx2, otx3, gbx2, hoxb2) mindegyike aktivalodott. A jelenséget
megfigyeltilk embrionalis dssejtek (ES) ¢s P19 embrionalis carcinoma sejtek idegi

differencialodasa soran is.
A csak idegi Gssejteket tartalmazd in vitro rendszerekben - az in vivo extraneuralis
hatasok hianyaban - barmely régio-specificitas képessége megjelenik, és egyik sem

manifesztalodik kizarolagosan.

. Az in vitro neuron képzddés soran, kiilonboz6é neurotranszmitter fenotipusu

idegsejtek alakulnak.

A régiod-specifikus gének in vitro kifejez6désében tapasztalt heterogenitds alapjan
feltételezhetd volt, hogy a feno-és genotipusukat tekintve azonos dssejtekbdl kiilonbozo
neurotranszmitter fenotipusu neuronok alakulhatnak. A hatodik stddiumban — ahol az
erett idegsejtek jelelétét a math2 neurondlis transzkripcios faktor aktiv atirasa is

bizonyitja - a Plll-tubulin pozitiv idegsejtek kozel fele glutamaterg, masik fele
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GABAerg neuronnak bizonyult; mellettiik kis aranyban (<1%) serotonin-tartalmt
idegsejteket is talaltunk. TH pozitiv katekolaminerg idegsejtek azonban, az NE-4C
idegi 6ssejtekbdl nem alakultak ki, annak ellenére, hogy a kialakulasukhoz sziikséges

transzkripcios faktorok (Imx1b, phox2b, nkx2.2 és gata3) génjei aktivalodtak.

Az adatok azt mutatjak, hogy az egy-sejt eredetli sejtpopulacion belil hatd, intrinsic
kolcsonhatasok elegendbek arra, hogy a fejlodo idegsejtek GABAerg illetve
glutamaterg iranyban elkételezodjenek. A katekolaminerg fenotipus kialakulasahoz

azonban a populéciot kiviilrél érd hatasok sziikségesek.

Az emx2 anterior-dorzailis régié-specifikus gén tiltermelédése jelentés valtozast

okoz az idegsejt-fenotipus in vitro alakulasaban.

Az emx2 sejt biologiai és molekularis hatasainak vizsgalatara hoztam 1étre az NE-4C
vonal emx2-tultermeld (NE-4C°™2"), valamint a telencefalikus emx2-enhancer szakasz

altal szabalyozott B-galaktozidazt expresszalo riporter al-klonjait.

a. A riporter konstrukciot hordozé NE-4C al-klon vizsgalatai megmutattak, hogy az
emx2 az idegsejtt¢é még nem differencialt, illetve nem-idegsejt-tipusu aljzat-

sejtekben expresszalodik.

b. A NE-4C™'sejtekben jelentés gén-expresszios valtozasokat tapasztaltunk az NE-
4C anyavonal sejtjeihez képest.
i. apax6 dorzalis eldagyi gén aktiv az indukalatlan sejtekben;

il. avgat gén expresszidja gatlodik a differenciacio korai fazisaiban;

iii. blbp és egfr gének expresszidja jelentésen megnott
Az emx2 taltermelés hatasara az NE-4C &ssejtek gén-aktivacios mintazata
megvaltozik. A korai neuroepitél sejtekre jellemzd gén-expresszids mintazat helyett
olyan gének aktivalodnak, amelyek atirasa az elkotelezettség magasabb fokan allo,

az eléagy primer germinativ rétegének sejtjeire jellemzd.

c. Az NE-4C™2' sejtek adheziv sajatsagai jelentésen kiilonboznek az NE-4C
sejtekétdl. Szemben az anyavonal monolayer tipusu novekedésével, az emx2-t tal-
expresszald sejtek kompakt koloniakat hoznak létre. A kolonia-képzésben a

sejtfelszini cadherin-készlet megvaltozasa jatszik szerepet.
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d. Az NE-4C"™" sejtek osztodési ratja né, a sejtciklus idétartama mintegy 20%-kal

csokken az NE-4C sejtekhez viszonyitva.

e. Az NE-4C"™2" sejtek differencialodasa gyorsabb, mint az NE-4C sejteké: mitogén
megvonast kovetd 12 oran beliil megjelennek az RC2 immunopozitiv radialis glia
szerli sejtek, és 48-72 ora elteltével jelentds szamt PIII-tubulin immunreaktiv,

idegsejt alakul.

f. Az NE-4C"™2" sejtekbé] alakulo idegsejtek kozott vannak GABAerg idegsejtek,
bar ezek szama alacsonyabb, mint az NE-4C sejtek tenyészeteiben. Az érett
idegsejtekben kimutathatd a vgat expresszio. Az adatok szerint, az emx2 til-

aktivacio nem gatolja direkt moédon a GABAerg fenotipus kialakulasat.

g. Az NE-4C"™?" idegi 8ssejtekbol - a varakozasnak megfeleléen — nagy aranyban
fejlédnek VGLUT2 immunoreaktiv, glutamaterg neuronok. Szemben az NE-4C
anyavonal sejtjeivel, a differencialt NE-4C°™%'idegsejtck kozott megjelentek
tirozin-hidroxilaz-pozitiv, katekolaminerg neuronok is. Szerotonin tartalmu
idegsejteket ugyanakkor nem talaltunk.

Az NE-4C™2" sejtek fejlettebb progenitorokra jellemzé marker —sajatsagai,

megvaltozott adheziv sajatsagai, valamint felgyorsult differenciacidja alapjan

feltételezhetd, hogy az EMX2 tultermeléssel az NE-4C Ossejt vonalat egy olyan

fejlédési stadium felé toltuk el, amely az idegszovet-képzés érettebb allapotat képviseli.

. A gliagenezis szabalyzasa in vitro

Az ,idegsejt eloszor, gliasejtek aztan” elv érvényesiil mindharom (NE-4C, R1 és P19)
Ossejt-féleség retinsav-indukalt in vitro idegi differencialodasa soran. A neurogenezist
kivalto retinsav nem gatolja a késobb fejlédd GFAP pozitiv asztroglia sejtek
kialakulasat, de a gliagenetikus iddszakban alkalmazott retinsav megakadalyozza az
asztrocitak képzodeését.

Feltételezésiink szerint az elkotelezetlen idegi Gssejtekben a retinsav olyan programot
indit, amely meghatarozoan idegsejtek kialakulasra vezet. A folyamat — most mar

retinsavtol fliggetleniil — lehetetlenné teszi a glia-sors felé valo differenciacios



Iépéseket, példaul a proneuralis neurogenin transzkripcids faktor asztroglia-specifikus
géneket gatlo hatasai révén. A neurogenetikus hullam — azaz, az aktiv ngn expresszio -
lezajlasa utan, a mar posztmitotikus, fejlddé neuronok jelenlétében, megindulhat az

asztrocita képzés. Retinsav jelenlétében azonban ez a folyamat gatlodik.

Osszefoglalva megallapithattuk, hogy egy rovid indukcié utén, az eredetileg homogén
Jssejt-populacion beliili sejt-kolcsonhatasok igen kiilonboz6 idegszoveti sejt-tipusok
kialakulasat teszik lehetové. A sejttipusok kialakulasanak sorrendjét, egymashoz
viszonyitott méretét, a populacion beliili kolcsonhatasok — a reprodukalhatosagbol itélve
— szigoruan szabalyozzak.

A korai embrionalis idegi Ossejtekb6l, in vitro, kiilonb6zé transzmitter-fenotipusa
idegsejtek alakulhatnak. A lehetséges fenotipusok egyes régio-specifikus gének — mint a
mi esetlinkben az emx2 - hatasara modosulnak. Az adatok jelzik, hogy az in vivo idegsejt
képzés soran, az idegi Os/progenitor sejtekben még sokféle lehetséges fenotipus koziil
extraneuralis, régionalis hatasok valogatjak ki az adott helyen és iddben manifesztalodo

neurotranszmitter-sajatsagokat.
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