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BEVEZETES

Az emldsok embrionalis fejlddésének végén, a sziiletés koril lezarul az
idegsejtképzodés f6 szakasza. A neurogenezis azonban a posztnatdlis idészakban is
folytatodik. Az idegrendszer 1étrehozasaban részt vevd embrionalis Ossejtekhez hasonlo
Ossejtek a felndtt agyban is megtaldlhatdak. Az Ossejtek olyan széles fejlodési
potenciallal rendelkezd, osztodoképes sejtek, amelyek egyrészt dnmegujitasra képesek,
tehat onmagukhoz hasonld utddsejteket hoznak 1étre, masrészt képesek kiilonbozo
fenotipusu, specializalodott sejttipusok kialakitasara is. Felnéttkorban a neurogenezis
elsdsorban két teriileten zajlik. Ezek a teriiletek a hippocampus szubgranularis zoénaja
(SGZ) és a lateralis kamra fala mentén taldlhatd szubventrikularis zona (SVZ). Ezekben
a neurogén zénakban a felndttkorban is zajlik neurogenezis.

A feln6tt agy neurogén régidiban az idegi Ossejtek mikrokornyezetének
legfontosabb komponensei kozé tartoznak az asztrogliasejtek, amelyek részt vesznek az
idegi Ossejtek fennmaraddsdnak és differencidloddsanak szabdlyozésaban. A régota
elfogadott nézet, amely szerint az asztrogliasejtek feladata csak az idegsejtek fenntartasa
¢s taplalasa, ma mar idejétmult. Az asztrogliasejteknek sokkal komplexebb feladata van,
mint példaul a szinaptogenezis tdmogatisa, a keringési rendszer feldl érkezd jelek
kozvetitése, a sériilések utan az ép agyadllomany védelme, az un. ,,stem cell niche”
kialakitasa. Egyes asztroglia fenotipust sejtek dnmaguk is idegi dssejtként viselkednek,
azaz utddsejtjeik képesek idegsejtekké differencidlodni. A nem neurogén zo6nakbol
szarmazo6 differencialt asztrocitdk azonban nem rendelkeznek Jssejt sajatsagokkal.

Ugyanakkor, ezek a nem neurogén teriiletekrdl szarmazé gliasejtek is képesek fiatal
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retinsavval is beindithatd. Az all-transz retinsav az A vitamin biologiailag aktiv
szdrmazéka, amelynek szerepe elengedhetetlen a normadlis szerv- és szoveti fejlddésben.
Az embriondlis fejlddés sordn a retinsav anterior irdnyba csdkkend gradiens mentén

alakitja ki a test poszterior felére jellemz6 idegi sajatsdgokat. A nélkiilozhetetlen



embrionalis szerep mellett a retinsav a posztnatalis idegrendszerben is jelen van, am
funkcidja itt jobbara tisztazatlan. A retinsav lipidoldékony, igy a sejtmembranokon
keresztiil konnyen bejut a sejtekbe. Az A vitamin (retinol) szallitdsat a vérben az RBP4
(retinol binding protein 4) és a transthyretin komplexe végzi, a sejtbe vald bejutast a
Stra6 receptor segiti. A sejten beliil intracellularisan hordoz6 fehérjékhez kapcsolodik
(CRBP-k), amelyek a tovabbi transzportot irdnyitjak. A retinsav szintézise sordn, a
retinolt az alkohol- és retinol-dehidrogendzok (ADH és RDH enzimek) retinaldehiddé
(retinal) alakitjdk. A retinalt a retinaldehid-dehidrogenazok (RALDH enzimek)
retinsavva oxidaljak. A retinsav lebontdsdban a citokrom P-450 fehérjék (CYP26
enzimek) vesznek részt. A retinoidok leginkabb ismert hatésai két nuklearis receptoron
(RAR ¢és RXR) keresztiil érvényesiilnek. Mindkét receptornak harom altipusa van (RAR
a, B, v; RXR a, B, 7v), ezeket kiilonbozd gének kodoljak. A receptorok egymadssal
heterodimereket képeznek és a célgének specifikus retinsav reszponziv szekvenciaihoz

(RARE) kotédve szabalyozzak szamos gén atirodasat.
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Az embrionalis és idegi Ossejtek asztroglialis és a retinsavas indukcidja morfologiai
valtozasaiban, idébeli lefutdsdban valamint a neuralis/proneuralis gének expresszios
valtozasaiban nagyfoki hasonlosdgot mutatott. Ezért feltételeztik, hogy az
asztrogliasejtek endogén retinsav termelése felelds lehet a kiilonb6zd dssejtpopulaciok
neurondlis differenciacidjanak meginditasaért. Az asztrogliasejtek retinsav termeld
képessége mellett kivancsiak voltunk, hogy az idegi dssejtek is rendelkeznek-e ezzel a
képességgel? Felmeriilt benniink a kérdés, hogy vajon a differencidlodés soran az idegi
Ossejtek endogén retinsav termelése hozzajarul-e a neurondlis elkotelezddés autokrin
regulaciojahoz?

Munkam célja az volt, hogy az asztrogliasejtek és az idegi Ossejtek retinsav
termelését vizsgaljam, és bizonyitsam annak szerepét az neurondlis differenciacio
kivaltasaban. Az in vitro retinsav termelés mellett tanulmanyoztuk az asztrogliasejtek in
vivo retinsav termeld képességeit is. Mindezek mellett megvizsgaltuk a retinsav
jelenlétét az agyban ¢és arra kerestiik a valaszt, hogy vajon mely sejttipus(ok) képes(ek)

in vivo is retinsav produkciora.



CELKITUZESEK

Vizsgalataim sordn a kdvetkezd kérdésekre kerestem a valaszt:
» az asztrogliasejtek rendelkeznek-¢ a retinsav termelés képességével in vitro, ha
igen, akkor a retinsav termelésiik tehetd-e feleldssé az asztroglia éltal indukalt

neurondlis differenciacid meginditasaért,

» van-e kiilonbség a kiilonboz6 agyteriiletekrdl szarmazoé asztroglia tenyészetek
retinsav termelése és indukcios képessége kozott

» gatolhato-e a glialis indukci6 a retinsav receptoranak antagonistajaval

» termelnek-e az asztrogliasejtek in vivo is retinsavat

» képesek-e az idegi Ossejtek a retinsav termelésére

» haigen, ezzel képesek-e a sajat differenciaciojukat autokrin moédon szabalyozni

» azonosithatunk-e a feln6tt idegrendszerben retinsav reszponziv és potencialis
retinsav termeld populaciokat

MODSZEREK

Sejttenyészetek készitése és fenntartasa

A sejtek in vitro fenntartdsdhoz poli-L-lizines (PLL) aljzat biztositja a megfeleld
letapadasi felszint. A sejteket 5% CO, tartalmG gazkornyezetben, 37°C-on
tenyésztettiik.

Primer _asztrogliatenyészetek: Ujsziilott egerekbél steril koriilmények kozott

kiemeltiik az agyakat, megtisztitottuk az agyhartyaktol és tripszinnel eléemésztettiik. Az
eléemésztett agyszovetet Pasteur pipettaval trituraltuk, az egyedi sejtekbdl allo
sejtszuszpenzidt tenyésztéedénybe tettikk. Az in vitro fenntartas 7. - 10. napjara 95%-
ban GFAP-pozitiv sejtekbdl allo, osszefiiggd monolayer alakult ki.

NE-4C sejtek: Neuralis dssejtként — azaz tobb eltérd sejttipus kialakitasara képes,
onmegujitd sejtként — p53 deficiens egérembriok eliilsé agyholyagjabol szérmazo
neuroektodermalis sejtek klonjat, az un. NE-4C sejtvonalat hasznaltuk.

Embriondlis dssejtek (ES): Az egérbdl szarmazd embrionalis dssejtek [R1 illetve

CDI-GFP ES vonalak] Dr. Gocza Elen-tdl szarmaznak (G6dolléi Mezdgazdasagi

Biotechnolégiai Kutatokozpont, Allatbiologiai Intézet). Vizsgalatainkhoz az ES sejteket



fiiggdcseppekben elddifferencialtattuk, €s az igy kialakuldé embridcsomodkkal (embryoid
body) dolgoztunk.
Radidlis glia-szerli sejtek: A sejtek 14,5 napos egér (CD1) embridbdl illetve felndtt

egerek (CD1) kiilonb6z6 agyteriileteirdl (SVZ, HC) izolaltuk. A sejtek szuszpenzioit
AK-ciklo[RGDfC]-vel boritott petricsészékben novesztettiik. Klonozassal hoztunk 1étre
egy sejt eredetli vonalakat, amelyek kiilonboz6 kezelések hatdsara idegsejt, asztroglia és
oligodendrocita irdnyu elkotelezddésre képesek.
Kontakt és nem-kontakt ko-kulturak

Vizsgalatainkhoz asztrogliatenyészetek és idegi dssejtek kontakt illetve nem-kontakt
ko-kulturait hoztuk létre. A kontakt ko-kultirdkban a kétféle sejttipus kozott kozvetlen
sejt-sejt kapcsolat alakul ki, ezzel szemben a nem-kontakt ko-kultirdkban a sejtek csak
a tapfolyadékon keresztiil ,.érintkeztek” egymassal, kozvetlen sejt-sejt kapcsolat nem
alakult ki kozottiik.
Neuralis indukcio retinoidokkal és szérum megvonassal

Az NE-4C sejtekhez a letapadast kovetden adtuk a retinolt, retinil-észtert és
retinsavat 100 nM koncentracidban. A retinolt és a retinil-észtert a kisérlet végéig
folyamatosan alkalmaztuk, a retinsavat csak az els6 48 ordban. Az NE-4C sejtek
szérummegvonas — €s ezzel novekedési faktor megvonas — hatdsara is idegsejtekké
differencidlodnak.
Eletképesség mérése

Az életképesség-mérést a sejtek tetrazolium sokat redukald képességének
meghatarozasaval, MTT-teszttel végeztiik. A keletkezett formazan kristalyokat feloldva
az oldatok optikai denzitdsat 570 nm-en, 630 nm-es referencia hullamhossz mellett
ELISA-fotométerben mértiik.
Polimeraz lancreakciok - PCR
RT-PCR

A PCR amplifikaciokhoz az RNS mintdkat Trizolban (Sigma) lizaltuk. A DNS
szennyezés DNase-I (Fermentas) kezeléssel eltavolitottam. A reverz transzkripciot 1,5
png RNS-bdl First strand cDNA synthesis Kit (Fermentas) hasznalataval végeztik. A
PCR Taq polimerazt (Fermentas) hasznaltunk. Negativ kontrollként DNS templat
nélkiili reakcidelegyet alkalmaztunk. A mintdk cDNS tartalmat a HPRT ,haztartasi”

génrdl atirddd cDNS mennyiségek alapjan hasonlitottam Ossze. A PCR termékeket



etidium-bromid tartalmu 1,25% agar6z gélen futtattuk, majd UV transz-illuminacidval
tettlik lathatova.
Real-Time PCR

A mérésekhez a teljes RNS kinyeréséhez a mintakat RNAzol RT oldatban lizaltuk.

A DNS tartalom eltlintetéséhez rDNase kit-et (Macherey-Nagel) hasznaltunk, majd
NucleoSpin RNA Clean-up XS kit-et alkalmaztunk. A reverz transzkripciot SuperScript
IIT Reverse Transcriptase (Invitrogen, Life Technologies) segitségével végeztiik. Relativ
kvantitativ Real-Time PCR: intron-spanning primert és Power Syber Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) felhasznaladsaval. Az amplifikdciét StepOnePlus (Applied
Biosystems) berendezésen végeztik. Az adatok a HPRT expresszidjara lettek
normalizalva, a kiértékelés a StepOne Software v2.1 (Applied Biosystems) segitségével
tortént a AACymoédszert haszndlva. A relativ quantity (RQ) értékek One-Way ANOVA-
val voltak analizdlva. A Real-Time PCR reakciokat, a kiértékelést és a primerek
tervezését Dr. Borsy Adrienn végezte az MTA - Kémiai Kutaté Kozpontban.
Retinsav meghatirozasa bioassay segitségével: Retinsav jelenlétében az F9-RARE-
LacZ embrionalis karcindma riporter sejtek B-galaktozidaz (B-gal) enzimet termelnek.
Az enzim jelenléte kimutathat6 szines csapadékot add szubsztratok segitségével.
Retinsav meghatarozasa HPLC segitségével

A sejteket sejtkapard segitségével tavolitottuk el a petricsészék feliiletérdl, a
fényérzékeny retinoidok megdvasa érdekében a mintavételt tompitott fényben végeztiik,
a mintakat pedig barna szinli eppendorf csdvekben szallitottuk. A HPLC-MS-MS
analizist Dr. Ralph Riihl a Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Biokémia ¢és
Molekularis Biologia Intézetében végezte.
Transzkardialis perfuzio és metszetkészités

Az egereket és patkanyokat altatdshoz Ketamin (10 mg/ml) és Xylazin (2 mg/ml)
2:1-es aranyu keverékét hasznaltuk. A melliireg feltardsa utdn a sziv bal kamréjaba
perfundalé folyadékkal feltoltott kaniilt vezettiink. A jobb pitvaron ejtett metszés utan
eldszor PBS-t, majd 4% PFA oldatot dramoltattunk at a teljes fixalodasig. Az agyat a
kiemelés utan 4%-os PFA oldatba, majd 25% gliikozt tartalmaz6 oldatba helyeztiik. A

fixalt agyakbol szanka-mikrotom segitségével 30 pum vastag metszeteket készitettiink.



Immuncitokémiai és immunhisztokémiai festés

A fixalt preparatumokat Triton-X-100 oldattal feltartuk, a tenyészeteket 3-5%
szérumot (FCS) tartalmazé oldatba helyezve a nem specifikus kotéhelyeket blokkoltuk.
Az elsbdleges ellenanyaggal egy éjszakan vagy hétvégén at inkubéltuk +4°C-on.
Masodik rétegként biotin konjugatumot hasznaltunk, harmadik rétegként peroxidaz
enzimmel vagy fluoreszcens festékkel jelolt avidint alkalmaztunk. Az elemzéshez
fluoreszcens mikroszkopot (Zeiss Axiovert 200 M) ¢és konfokélis mikroszkopot
(NIKON AI1R konfokélis mikroszkép — KOKI - NIKON mikroszkép Kozpont)
hasznaltam.

Fluoreszcencia Aktivalt Sejtszortirozo berendezés (FACS)

Becton-Dickinson FACS Vantage é4ramléasi citométer berendezést hasznalva
kiilonitettem el egymastol a zdld fluoreszcencidval rendelkezd sejteket a nem
jeloltektsl. Igy az altalunk hasznalt transzgén allatokbol kozvetleniil jutottunk tiszta sejt
populacidkhoz.

Statisztika

Az eredmények értékelésekor kiszamoltuk az adott mérési csoport adatainak
szamtani kozépértékét (atlagat), valamint a korrigdlt tapasztalati szoérast (,,standard
deviation”, SD). Az egyes kezelési csoportok értékeit Student-féle kettds t-probaval
hasonlitottuk Ossze. A csoportok kozotti értéket akkor tekintettiik szignifikdnsnak ha

p<0.05 értéket kaptunk.



EREDMENYEK

Az asztrogliasejtek retinsav termelésének vizsgalata

Az altalunk vizsgalt elkotelezetlen embrionalis- €s NE-4C idegi Ossejtvonalak sejtjei
az asztrogliasejtekkel kdzos ko-kultirakban idegi iranyu differenciaciot mutattak. Ez a
folyamat morfologiailag, molekularis bioldgiai szempontbdl és iddbeli lefutdsaban
nagyon hasonld volt a mar régota, mas munkacsoportok altal is alkalmazott retinsavas
differencialtatashoz. Ebbdl a megfigyelésiinkbdl szarmazott az a feltételezés, amely
szerint az asztrogliasejtek altal termelt retinsav az egyik kulcsfontossagu jelatviteli
molekula, amely felelds az asztroglia altal indukalt neurogenezisért a kiilonb6z6 eredetii
Ossejt populaciokban. Ezért munkam soran eldszor az asztrogliasejtek és az Ossejtek
kolesonhatésait vizsgaltam, kiillonds tekintettel a retinsavra.

A tenyésztett asztrogliasejtek retinsav termelését tobbféle modszerrel vizsgaltuk.
Elsd lépésként a retinsav eldallitasahoz sziikséges enzimek expresszidjat ellendriztiik
RT-PCR segitségével. Eredményeink azt mutattdk, hogy az asztrogliasejtek in vitro
rendelkeznek a retinsav eldallitasanak utolso 1épéséhez sziikséges Raldh kulcsenzimek
mRNS-ével. Ez azonban még nem feltétleniil jelenti azt, hogy ezek az enzimek fehérje
szinten is megjelennek, milkkddnek és retinsavat allitanak el az asztrogliasejtekben.
Ezért a retinsav termelés kimutatasahoz retinoid-szenzitiv bioassay-t alkalmaztunk. A
RARE-LacZ transzgénnel rendelkez6 F9 sejtek az asztroglia kornyezetébe helyezve
bizonyitottdk a jelentds mértékii retinsav termelést. A nem-kontakt ko-kultaraval és
kondicionalt médiummal tortént vizsgalatok igazoltak, hogy a retinsav kikeriil az
asztrogliasejtekbdl és a tapkozegen keresztiil fejti ki hatdsat, a RAR szignalizacios
utvonalat és ezen keresztiil a LacZ transzgént aktivalva a riporter sejtekben. A
kiilonb6z6 retinsav izoformdk elkiilonitéséhez HPLC-t alkalmaztunk, amellyel
azonositottuk az asztrogliasejtek altal termelt retinoidokat. A mérés azt mutatta, hogy a
tenyésztett asztrogliasejtek mint4jaban jelentds mennyiségben jelen van a neurogenezist
kivaltani képes all-transz retinsav, emellett kisebb mértékben a 9-cisz és a 13-cisz forma
is megjelenik.

Vizsgaltuk, hogy van-e regiondlis kiilonbség az asztrogliasejtek retinsav termeld
képessége kozott. Eredményeink szerint a Raldh enzimek mRNS-e jelen van a

kozépagybol, hipotalamuszbol, agykéregbdl, utéagybol ¢€s kisagybol szadrmazod



mintédkban is. Az eltéré agyi régiokbol szarmazd asztrogliasejtekben csak kismértékii
kiilonbségeket fedeztiink fel az expresszios szintek kozott. A riporter sejtvonal
segitségével kimutattuk a retinoidok jelenlétét minden agyteriiletbdl tenyésztett
sejtkultiraban, jelentés kiillonbségeket azonban itt sem figyelhettiink meg. A HPLC
mérés igazolta az all-transz retinsav jelenlétét mindegyik régiobdl szadrmazod
tenyészetben.

Mindezekbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a tenyésztett asztrogliasejtek szarmazasi

helytiktdl fiiggetleniil képesek az all-transz retinsav termelésére.

A retinsav szignalizacio gatlasanak hatasa

Az asztrogliasejtek tehat retinsavat termelnek, de ez még nem bizonyitja azt, hogy
ez a képességiik tehetd feleldssé a neurogenezis kivaltasaért az dssejtekkel kialakitott
ko-kulturakban. Ezért a kdz0s tenyészeteket a retinsav szignalizacid hatasat akadalyozo
retinsav receptor antagonistaval kezeltiik.

Az asztroglia/Ossejt ko-kulturakban a retinsav szignalizacié blokkolasa gatolja az
idegsejtek képzddését az elkotelezetlen embrionalis dssejt aggregatumokban és az NE-
4C sejtek tenyészeteiben. Emellett az embrionalis dssejtek indukalt és retinsav receptor
antagonistaval kezelt aggregatumaiban pulzalo sejtek csoportjait figyeltilk meg. Ezeket
a sejteket szivizom sejtekként azonositottuk. Az irodalombdl is ismert, hogy a retinsav
szignalizacio gatlasdnak hatasara szivizom iranyu differenciacié kovetkezik be az
embrionalis dssejtekben Az antagonistaval valo kezelés a neurogenezist csak abban az
esetben csokkentette, ha a ko-kultura kialakitasanak kezdetétdl jelen volt, egy napos
késéssel hozzaadva mar hatastalannak bizonyult. Megjegyzendd, hogy a retinsav
szignalizacio gatldsa nem sziinteti meg teljesen az idegsejtek képzddését. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a folyamat sordn mas szignalizdciés Utvonalak 1is
beindulhatnak.

Mindezeket egyiittvéve az adataink azt jelzik, hogy a tenyésztett asztrogliasejtek
olyan mennyiségben termelnek retinsavat, amely hatékonyan valtja ki a neurondlis
elkdtelezOdést az Ossejtekben a retinsav receptoron keresztiil torténd szignalizaciods
utvonalat aktivalva. Eddigi eredményeim arra engednek kovetkeztetni, hogy az

asztroglia potencidlis forrasa lehet a retinsavnak a kdzponti idegrendszerben.
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Az asztrogliasejtek retinsav termelése in vivo

Az asztrogliasejtek vizsgalatdhoz FACS segitségével izolaltunk asztrogliasejteket
hGFAP-GFP transzgén egerekbdl és vizsgaltuk benniikk a retinsav metabolizmus
elemeinek mRNS szintjét. A retinsav eldallitasdhoz sziikséges enzimek mindegyike
megtalalhato a frissen izolalt asztrogliasejtekben. Tovabbi, F9 retinsav riporter bioassay
méréseink azonban azt mutattdk, hogy a tenyésztett asztroglidval ellentétben a frissen
izolalt asztroglia nem rendelkezik kimutathatd retinsav produkcioval. Ennek
magyarazata lehet, hogy a tenyésztés soran elénybe keriilnek a retinsav termeléssel
rendelkezd sejtek, vagy az agyszovetben az asztrogliasejtek korlatozott hozzaféréssel
rendelkeznek az eldallitd enzimek szubsztratjaihoz, esetleg az izoldlt és in vitro
fenntartott sejtek felszabadulnak egyfajta gatlds alol, ami akadalyozza a retinsav
eloallitasat in vivo. Ezek az elképzelések onmagukban vagy kombindlva jelenthetik a
megoldast arra, hogy miért latunk szignifikdns retinsav termelést a tenyésztett
asztrogliasejtekben a szdrmazési helyiiktdl fliggetleniil és miért nem tapasztalunk

termelést az agybol frissen izolalt sejtekben.

Az idegi 0ssejtek retinsav termelése

Munkénk sordn vizsgaltuk a retinsav metabolizmus elemeinek jelenlétét
elkdtelezetlen és differencialtatott NE-4C idegi Ossejtekbdl és radialis gliasejtekbdl
szdrmazo mintdkban. Eredményeink alapjan bizonyos Ossejt populaciok képesek a
retinolt és a retinil-észtert atalakitani és felhasznalni, de ez a képességiik nagymértékben
fligg az idegi iranyu elkdtelezOdésiik allapotatdl. A korai neuroektodermalis eredetii
(E9,5) NE-4C sejtekbdl az F9 bioassay segitségével azonban nem tudtunk direkt
retinsav termelés kimutatni. Elképzelhetd, hogy a termelt retinsav mennyisége annyira
kicsi, hogy a riporter assay érzékenységét nem haladja meg. Ez azonban nem zarja ki a
retinsav hatast, azt ugyanis méréseink soran tapasztaltuk, hogy nagyon Kkis
koncentracioban (107'% M alatt) is képes a neurogenezist kivaltani. Ezért az
elkdtelezetlen sejteket kiilonbozd retinoidokkal kezeltiik, amely feltiind kiillonbségeket
1dézett el6 a differenciacio lefutasaban. A retinoid és szérum mentes, a retinollal kezelt,
a retinil-észterrel kezelt és a retinsavval indukalt tenyészetekben iddbeli és

neuronszambeli kiilonbségeket tapasztaltunk. A retinsavas indukci6 soran keletkeznek
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leghamarabb és legnagyobb szamban idegsejtek, ehhez képest késéssel és kevesebb
idegsejt megjelenésével kovetkezik a retinolos kezelés, majd a retinil-€szteres indukcio.
A sort a szérummegvonassal kivaltott indukcié zarja, ahol a neurogenezis a legkisebb
mértekli és a legkésdbb kezdddik. A folyamat lezajlasa sordn tapasztalt iddbeli
kiilonbségek azt tiikrozik, hogy a hozzdadott retinoidoknak a retinsavva valo
alakuldsukhoz hany enzimatikus 1épésre van sziikségiik. Az NE-4C sejtek tehat képesek
szabalyozasara.

A radidlis gliasejtekbdl nem csak a retinoid raktarozas enzimei hianyoznak, hanem a
lebontas enzimei sincsenek jelen, fliggetleniil a differenciacids allapotuktol. A retinsav
eldallitasat végzé enzimek mRNS-e jelen van, de a differenciacids allapottdl fligg a
mennyisége. A radidlis gliasejtekbdl kimutathaté a retinsav érzékeny bioassay
segitségével a retinsav jelenléte. Azt azonban nem sikeriilt bizonyitanunk, hogy a
radialis gliasejtekben lezajléo neurogenezist befolyasolja-e az altaluk termelt retinsav. Ez
azt sugallja, hogy a retinsav hatas sziikséges lehet néhdny — daltalunk még nem
azonositott - funkcié fenntartasdhoz ezekben a sejtekben. Ezt tadmasztja ald az a
megfigyelés is, amely szerint a radidlis gliasejtek indukcioja soran hozzaadott retinol,
retinil-észter és retinsav nem volt hatassal a differenciacié soran keletkezo idegsejtek
szdmara, annak ellenére, hogy ezekben a sejtekben endogén retinsav termelést

tapasztaltunk.

Retinsav a kozponti idegrendszerben

A retinsav hatdsa a posztnatalis agyban csak bizonyos, erésen lokalizalt régiokban
érhetd tetten. Ma mar szamtalan bizonyiték tdmasztja ald, hogy a hippcampusban
befolyésolja a szinaptikus plaszticitast, szabalyozza a proliferaciot és a neurogenezist a
szaglohamban, a szubventrikularis zondban és a szubgranularis régioban.

A szubventrikularis zonaban a retinsav eldsegiti a progenitorok osztddasat és
neurondlis differenciacigjat is. Munkank soran ebben a régioban megfigyeltiink retinsav
reszponziv asztrogliasejteket és idegi progenitorokat, a retinsav szintézisért felelds
enzimek jelenlétét azonban nem tudtuk bizonyitani. Ezzel szemben az oldalkamraban

talalhato choroid plexus jelentés mértékti Raldh2 immunpozitivitast mutatott.
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A hippocampus szubgranularis zonéjaban talalhat6 retinoid reszponziv sejtek nagy
tobbségét szemcsesejtekként azonositottuk. A hippocampalis sejtek neuronalis
osztddasdhoz nem sziikséges. Irodalmi adatok tdmasztjak ala, hogy in situ hibridizacios
¢s immunhisztokémiai kisérletekkel nem lehet kimutatni a Raldh enzimeket ragcsalok
hippocampusaban. Ezek az eredmények alatamasztjak az altalunk kapott képet, amely
szerint az agyszOvetben — ¢€s igy a hippocampusban sem — figyeltiink meg Raldh2
immunpozitiv sejteket. Nagyon fontos fejlemény azonban, hogy a Raldh2 enzim jelen
van a hippocampust is boritd agyhartyaban, amely igy potencialis retinsav forrdsa a

kornyez6 szoveteknek, amelyekbe a retinsav diffuzioval gradiens szertien bejut.
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KOVETKEZTETESEK

e Az asztrogliasejtek in vitro korilmények kozott képesek indukdlni kiilonbozo

------

o A kiilonbozd agyteriiletekrdl szarmazo, tenyésztett asztrogliasejtekben jelen van a
retinsav szintézis¢hez sziikséges kulcsenzimek mindegyike €s a tenyészetekbdl tobbféle

modszer alkalmazasaval kimutathat6 az all-transz retinsav direkt jelenléte.

e A retinsav szignalizaci6 gatldsakor a neuronalis differencidcio mértékében tapasztalt
csOkkenés bizonyitja, hogy az asztrogliasejtek altal termelt retinsav a retinsav

receptorokon keresztiil fejti ki indukcios hatasat.

e Az in vitro tapasztalatokkal ellentétben az asztrogliasejtek in vivo nem termelnek
retinsavat, annak ellenére, hogy rendelkeznek a sziikséges enzimkészlet mRNS-ével. Az

asztrogliasejtek retinsav termelése valdsziniileg a tenyésztés soran erdsodik fel.

e Az asztrogliasejtek mellett az altalunk vizsgalt idegi Ossejtek is termelnek retinsavat,
produkcidjuk azonban fiigg a rendelkezésre all6 metabolitok mennyiségétél. Ha

azonban ezek rendelkezésre allnak, akkor a sejtek képesek a szubsztratok

.....

e A felnéttkori neurogén zoéndkban jelen van a retinsav. Asztrogliasejtek és idegi
progenitorok kornyezetében kimutathatd, ezekben a sejtekben azonban a termeléshez
sziikséges egyik enzim, a Raldh2 nem expresszalodik. Ezek szerint az itt levd retinsavat
ezek a sejtek masik enzimek segitségével allitjak eld, vagy az agyhartya feldl kapjak

diffazioval. Az ugyanis a teljes élet soran termel jelentds mennyiségben retinsavat.
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