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»ldegi 0s/progenitor sejtek fejlodésének fiziologiai jellemzése”

Alulirott Jelitai Marta, Fiatal Kutatoi kategoridban (F 68940) nyujtottam be a palyazatot.

Az OTKA palyazat kerettbdl az MTA KOKI Idegi Sejt ¢és Fejlodésbioldgia
Laboratoriuméaban beéllitottam az elekrofizioldgiai mérésekhez sziikséges felszerelést, a
meglévé elemeket a koltségterv modositdsa alapjan fejlesztettem. Jelenleg Axon
MultiClamp700B, CED micro1401 és WCP (Strathclyde Electrophysiology Software Whole
Cell Program) programmal miikddik a berendezés.

Az NE-4C' idegi 8ssejtek fejlédésnek vizsgalata mellett, a kutatast kiterjesztettiik primer
agyszovetbdl izolalt radialis gliasejtek” jellemzésére és differencialodasanak vizsgalatara. A
radialis gliasejtek a neuroepithel Gssejtjeihez viszonyitva a neurdlis fejlédés egy kovetkezd
Iépcsdjét képviselik. A radidlis gliasejtek vizsgalatdhoz kiillonb6zé korti embrionalis
agyszovetbdl (E14, E18) izolalt tenyészeteket, illetve felndtt agyszovetbdl szelektalt radialis
gliasejteket hasznaltam.

Az indukalatlan NE-4C sejtek vizsgalata soran megmutattam, hogy a sejtekben
expresszalodik az EAAT4-es glutamat transzporter. A transzporter korai jelenléte idegi
Os/progenitor sejteken a sejtek kloridion haztartdsa szemponjabdl lehet fontos. A sejtek
extracellularis glutamat koncentracidja ekkor még nem all szigora szabalyozéas alatt és
elsdsorban a nagy affinitdési GLAST transzporter felelds a glutamat szintjének
szabalyozasaért. Ugyanakkor az EAAT4 transzporter jelentds kloridion konduktancidval
rendelkezik, a kloridion 4ramot a sejtek nyugalmi potencidlja és az extracellularis glutamat
koncentracio6 szabalyozza.

1) Ionos csatoltsag vizsgalata

* Az NE-4C idegi 0Ossejtek kiterjedt gap junction (GJ) kapcsolatok révén, ionosan
csatoltak. A kapcsoltsagot fluoreszcens festékterjedés alapjan vizsgaltam. A GJ
kapcsolatok nagyon hamar, kevesebb mint 5 perc alatt kialakulnak. A kapcsoltsag
kovetkezményeként a sejtek kozott szabad iondramlas valdésul meg, ami hatalmas
passziv ionaramot eredményez az egyedi sejtekben. A passziv ionaramot whole cell
patch-clamp modszerrel vizsgaltam. GRA vagy CBX hozzdadasaval - a GJ
kapcsolatok blokkolasaval- az aram teljes mértékben kivédhetd. Ha a GJ kapcsolatokat
blokkoljuk a sejtek egy részében fesziiltségfliggd delayed rectifier kaliumaram
mérheto (KDR).

* Az NE-4C sejtek idegi elkotelezOdése soran Kpr aram kozel minden sejtbdl mérheto.
A passziv aram mértéke csokken a sejtekben, tovabba megjelennek olyan sejtek is,
amelyek GJ kapcsoltsagukat mar teljes mértékben megsziintetik és csak
fesziiltségfliggd aramokat mutatnak.

! Az NE-4C sejtvonal 9 napos, p53 deficiens egér embriok neurocktodermajabél szarmazo, egysejt eredetli klon.
A folyamatosan o0sztoédo, azonos fenotipust sejtek homogén tenyészeteiben all-transz retinsav (107 M) idegi
differencialodast indit el. Az epithel-morfologidji sejtek kezdetben aggregalnak, majd ezeken az
aggregatumokon beliil jelennek meg az elsé idegi sejtalakok. Az aggregatumokbdl kivandorld idegi-
eldalakokbol strli neuronhalozatok fejlddnek. A neuronhaldzatok alatt, lapos, Kkiteriilt sejtekbol 4llo
aljzatsejtréteg alakul ki (Schlett and Madarasz, 1997).

? A radialis gliasejtek az embrionalis fejlédés soran neuralis Gssejtként funkcionalnak. Laboratériumunkban
barmilyen kort egér agy tetszOleges agyi régidibol egy szintetikus peptid-konjugatum (AK-cyclo[RGDfC])
segitségével homogén radidlis gliasejt kulturat tudunk fenntartani (Marko et al., 2008) szérum mentes
tapoldatban kizarolag EGF hozzdadéasaval bFGF nélkiil.
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Elektrofiziologiai sajatsagukat tekintve a primer - akar embriondlis (E14, 18), akar
felndtt - agyszovetbdl izolalt radialis gliasejtek az idegi elkotelez6dés staddiumanak
sajatsadgait mutatjadk. Minden sejtbél mérhetd Kpr aram és a sejtek csak egy része
mutat nagy passziv ionaramot (1. dbra). A passziv konduktivitas mértéke valtozo, a
sejtek  kiillonbozé mértéki  GJ  kapcsoltsaganak  kdszonhetéen. Fluoreszcens
festékterjedéses vizsgalatokkal megmutattam, hogy a radialis gliasejtek ~50%-a mutat
GJ kapcsoltsagot ¢és a kapcsolt sejtegyiittesek mérete nagyon kiilonb6z6. A Kpgr
iondramok peak amplitudoja szignifikdnsan nagyobb (hdromszoros) mint a radidlis
gliasejtekbdl differencialodo idegsejteken mért értékek, feltételezhetden szintén a GJ
kapcsoltsagnak koszonhetden.
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A radialis gliasejtek nagy passziv konduktanciaval (4.2 + 0.7 nS) és Kpr arammal jellemezhetdek. A
passziv konduktivitas mértéke a GJ kapcsoltsag mértékének fliggvényében valtozik. A bal oldali sejt
nagy szimmetrikus passziv ionarammal bir, amelyhez hozzdaddédik a Kpr aram, mig a jobb oldali
sejten a passziv konduktivitas mértéke szignifikansan kisebb.

Az NE-4C sejtek idegi irdnyban torténd differencidlodédsa soran az idegsejt markereket
kifejez0 neuron-eldéalakok mar nem GJ kapcsoltak. Az osztdodasi kapacitasukat
meg0OrzO, radialis gliasejtekre jellemzé RC2 filamentumot expresszald, ugynevezett
aljzatsejtek viszont tovabbra is GJ kapcsoltak és nagy passziv konduktanciaval
jellemezhetéek. A GFAP-t expresszalo asztrogliasejtek ezek kozott a sejtek kozott
jelennek meg a tenyésztés masodik hetében.

A NE-4C sejteken végzett vizsgalatok eredményei megjelentek (Jelitai et al., 2007) mig a
radialis gliasejtek jellemzésébdl két poszter késziilt (Jelitai et al., 2009; Jelitai et al., 2010) és
egy kézirat bekiildés alatt all (Marko et al., 2010).

1) Ioncsatornak vizsgalata a korai idegi sejtdifferencialoddas soran

Az NE-4C sejtek idegi differencialoddsa soran a fesziiltségfliiggd kalium-és
natriumaramok koziil a Kpr dramok jelennek meg elsOként. Mig a passziv
konduktanciaval rendelkezé Os-€s progenitorsejteken a Kpr aram 4-aminopyridin (4-
AP) szenzitiv és tetraecthylammonium chloride (TEA) egyaltalan nem gétolja az
ionaramot, a differencialodd NE-4C idegsejteken kifejez6d6 Kpr ionaram mar TEA
érzékeny és a 4-AP csak részben vagy egyaltalan nem gatol. Ezzel szemben a radiélis



gliasejteken a TEA csokkenti a Kpr dramot, tehat a radidlis gliasejtek Kpr ionarama
TEA szenzitiv. A TEA gatlé hatasa nagy mértékben varidl a sejtek kozott. A Kpr
ionaram fejlédési  allapottol fiiggd érzékenysége az ioncsatorna alegység
Osszetételének specifikus valtozasaira utal az idegi differencidlodas kiillonbozo
staddiumaiban.

* 4-AP szenzitiv, A tipusi kaliumaram (Ka) az idegi differencidlodas viszonylag
késObbi szakaszaiban, csak az idegsejt morfologiaval rendelkezd NE-4C idegsejtekben
mérhetd.

* Barium szenzitiv inward rectifier kdliumaram az elkdtelezett idegsejt-eldalakokban
jelenik meg eldsszor, gyakorisaga a differencialodas soran végig alacsony marad.

e TTX szenzitiv natriumaram nagyon koran még a morfologiai valtozasok elott de mar a
GJ kapcsoltsdg megsziinte utan jelentkezett a differencidlodé NE-4C prekurzorokban.
Radialis gliasejtek esetén az iondram csak a morfologiai valtozasok utan volt mérhetd.
Az ionaram amplitudodja az in vitro idegsejt-differencialodas soran mindkét esetben
szignifikansan novekedett.

A NE-4C sejteken végzett vizsgalatok eredményei megjelentek (Jelitai et al., 2007) mig a
radialis gliasejtek jellemzésébdl két poszter késziilt (Jelitai et al., 2009; Jelitai et al., 2010) és
egy kézirat bekiildés alatt all (Marko et al., 2010).

IIT) Kloridionhéztartas vizsgalata

* A feltételezett fesziiltségfiiggd kloridion csatorndk expresszidjanak mRNS szintii
vizsgalata folyamatban van.

* Az NKCCI kotranszporter jelenlétét immuncitokémiai modszerekkel vizsgéltam az
NE-4C sejtek idegi differencialddasa soran. A transzporter kolokalizaciot mutatott a
BHI tubulin idegsejt specifikus marker fehérjével és erdsen kifejezddott a
differencialodd NE-4C idegsejtekben (2.4bra).

NKCC1 I Tub. Dapi NKCC1 Dapi

2) abra
NKCCI1 transporter kifejezodése a RA indukcié utani 6. és 10. napon. A transzporter az idegsejt
specifikus IIIf tubulin immun-pozitiv idegsejtekben mutathato ki.

1V) EAATA4 transzporter jelenlétének vizsgalata

* Az NE-4C idegi 6ssejteken kifejez6dik az EAAT4 transzporter. Jelenlétét mind mRNS
(RT-PCR) és fehérje szinten (Western blot) megmutattuk. A transzporter miikodését
radioaktiv glutamat felvételi vizsgalatokkal igazoltuk specifikus antagonistak (T3MG,
TFB-TBOA) jelenlétében.

* A transzportert jelenlétét kimutattuk P19 neurélis carcinoma sejteken (mRNS, fehérje)
¢s egér ES sejteken (mRNS) is, illetve 16 napos egér eléagy homogenizatumbol
(Western blot).




In vivo kiilonbozd fejlédési allapota (E15, Pl) egér ¢és patkany agy metszeteken
imuncitokémiai mddszerekkel vizsgaltuk a transzporter kifejezédését. Az EAAT4 transzporter
fejlodési allapottdl fiiggd specifikus expresszidt mutatott.
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3) abra

EAAT4 expresszid 15 napos egér embrid neurogén zonaiban. Az EAAT4 a nestin és RC2 filamentum-
fehérjékkel azonosithatd progenitor sejtekben mutathatdé ki. GE: Ganglionic eminence, VL:
Ventriculus lateralis. Az EAAT4 — nestin kettds festés az oldalkamra medialis, az EAAT4 — RC2
kettOs festés pedig az oldalkamra ventro-lateralis falarol késziilt.



* Perinatalis P1 egér agy metszetein nem talaltunk EAAT4 pozitiv festddést a neurogén
SVZ ¢és gyrus dentatus teriiletén. EAAT4 immunreaktiv sejtek voltak viszont az
oldalkamrak medialis csucsaban, az oldalkamrak anteromedialis részén, a fissura
longitudinalis mentén és a ventrdlis pia mater mentén. Az EAAT4 festddés csak
részben kolokalizalt nestin expresszidval, tovabba a ventralis pia mater mentén, ahol
jelentés EAATA4 reaktivitast talaltunk, nestin-pozitiv sejteket nem tudtunk kimutatni.
Minden EAAT4 immunreaktiv sejt azonban pozitivan festddott GFAP asztroglia
filamentumra, minden vizsgalt agyteriileten.

*  Embrionalis 15 napos (E15) egér fejlodd agy metszetein jelentds mértékiit EAAT4
festddést tapasztaltunk a neurogén szubventrikularis zonaban, mind a dorzélis
régiokban, mind a gangliondombok teriiletén. Az EAAT4 festodés itt teljes mértekben
atfedett a nestin ¢és a radidlis gliasejtekre jellemz6 RC2 jelenlétével (3. dbra).

Az adatok azt mutatjak, hogy az EAAT4 transzporter expresszalodik a fejlodo egéragy idegi
Os/progenitor sejtjeiben és a késébbi fejlodés soran jelen van a glidlis progenitorokban és
egyes asztroglia populécidkban.

Az eredményeket poszter (Jelitai et al., 2008, Neubrandt et al., 2009, 2010), TDK, OTDK
(kiilondij), a Mikroszkopos Tarsasdg konferencidjan el6adds (Neubrandt Maté), illetve

szakdolgozat (Neubrandt Maté) formajaban prezentaltuk. Az eredményeket Osszefoglald
kézirat bekiildés elott all.

V) Fogpulpa nyugvo sejtjeinek idegi iranyba torténo differencialtatasa in vitro

Kollaboracidos munka keretében, a Semmelweis Egyetem Oralbiologiai Tanszékén Dr. Varga
Gabor csoportjaval egylittmiikodve vizsgaltuk a fogpulpa allomanyéaban taldlhatdé nyugvo
sejtek idegi differencialodasat.

* A fogpulpa sejteibdl megfeleld indukcids hatasokra idegsejtek képzddtek, melyek
mRNS és fehérje szinten is expresszaltak neuronalis markereket (IIIf tubulin, NF-M,
NeuN, MAP-2). A fogpulpa eredetii sejtekben az asztroglia iranyt differencialodast a
GFAP kifejezddése igazolta.

* Az idegi differencialodés soran a funkcionalis neuron-sajatsdgok 1is regisztralhatoak
voltak, a fejlodo idegsejtek TTX szenzitiv natriumaramot mutattak.

* Az idegsejtekbdl regisztralt Kpr &ramok TEA-val részlegesen gatolhatdak voltak.
A kollaboracios munkabdl egy publikacio sziiletett (Kiraly et al., 2009).

A csoporthoz 2007-ben csatlakozott Neubrandt Maté 1II éves biologus, aki az EAAT4
transzporter kutatdsi témdajahoz csatlakozott. Neubrandt Maté eredményeit hazai és kiilfoldi
konferencidkon ¢és a Tudoményos Didkkori versenyen nagy sikerrel mutatta be.
Szakdolgozatat az EAAT4 témajabol irta és sikeresen felvételizett a SOTE Idegtudoményi
Doktori Iskoldjaba, igy kutatdsi munkajat az MTA KOKI keretein beliil az Idegi Sejt €s
Fejlodésbiologia Laboratoriumban folytathatja.

2009 6szén wjabb diakkords csatlakozott a laboratoriumhoz Szabd Csilla, aki a radidlis
gliasejtek Kpr aramainak vizsgalataval kezdett foglalkozni.
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