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Bevezetés

A gerincveldsériilések gyakran visszafordithatatlan funkciovesztéssel jarnak. Az egyik ilyen
tipust sériilés a mellsd gyokér avulzid, mely sordn a motoros ideggydk kiszakad. Avulzio
esetén a motoros axonok degeneralddnak és a sériilt motoneuronok tilnyomé része elpusztul.
Ez a folyamat koszonhetd egyrészt a mikroglia és asztrocitak aktivalodasanak, masrészt a
nagy mennyiségben felszabaduld glutamatnak tudhat6 be, ez utdbbi excitotoxicitdshoz vezet.
A sériilt motoneuronok tulélését segitheti a kiszakadt mellsé gyokér reimplantdcidja, azonban
a denervalt izmok reinnervacioja csekély mértékli és a motoros funkcié szamottevd
visszatérése nem tapasztalhato.

A mikroglia sejtek €s az asztrocitak kulcsszerepldi a sériilést kovetd pozitiv €s negativ
folyamatoknak, amelyek jelentdse befolyasoljak a sériilt motoneuronok tulélését. A kozponti
idegrendszer ezen két sejtpopulacidja fontos szerepet jatszik a gyulladdsos reakciok
szabalyozasaban, aktivaldsaban, esetleges elcsendesitésében. A reaktiv asztrocitdk nagy
mennyiségben termelnek olyan gatld extracellularis molekuldkat, amelyek gatoljdk a
regeneraciot. Ugyanakkor szdmos neurotrofikus faktort is expresszalnak, amelyek
elémozdithatjak a sériilt idegsejtek tulélését. A mikroglia sejtek a kozponti idegrendszer 15-
20%-at teszik ki és nyulvanyaik segitségével folyamatosan monitorozzak kdrnyezetiiket.
Kozponti idegrendszeri sériilést kovetden ezek a sejtek osztodasba kezdenek és kiilonbozd
citokineket, chemokineket és neurotrofikus faktorokat expresszalnak.

A mikroglia sejtek és asztrocitdk 4&ltal termelt neurotrofikus faktorok, pro- és anti-
inflammatorikus fehérjék a poszttraumas reakciok molekularis szinti kulcsszerepléi. Az
Neurotrofikus faktorok kozremiikddnek a motoneuronok tulélésének szabalyzasaban és
képesek indukalni az endogén regenerativ folyamatokat. Ugyanakkor a felszabadul6 anti- és
proinflammatorikus citokinek szintén jelentds befolyassal vannak a karosodott neuronok
talélésére.

A kiilonboz6 terapias megkozelitések célja, hogy kezelje és enyhitse, vagy kivédje a
gerincveldi  sériilések  kovetkezményeként fellépd szovetkdrosodast. Kiemelendd a
neurotrofikus faktorok koziil is a glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) és a
brain-derived neurotrophic factor (BDNF). Ezen faktorok folyamatos alkalmazasaval a
kisérletes avulzios sériiléseket kovetoen elo lehet mozditani a sériilt motoneuronok talélését,

de a denervalt izmok funkcionalis reinnervacioja nem kovetkezik be.



Célkitiizés

Jelen munka soran meg kivantuk vizsgalni, hogy

1) az NE-GFP-4C neuroektodermalis Ossejtek képesek-e elomozditani a sériilt motoneuronok
2) a kiilonbozoé transzplanticiés paradigmak milyen hatdssal birnak a sériilt gerincvel6i
szegmentumra motoneuronjaira, €s

3) melyek azok a transzplantélt sejtek altal termelt humoralis faktorok, amelyek részt vesznek

a sériilt motoneuronok megmentésében.

Anyag és modszer

Kisérletes avulzio és transzplantdcio

Kisérleteinkben Sprague-Dawley ndstény patkanyokon feltartuk a L4 gerincvel6i
szegmentumot, a L4 mellsd gyokeret kihuztuk, majd 3x105 NE-GFP-4C d{ssejtet a
gerincveldbe (intraspinalis, ARG csoport), a visszaiiltetett mellsé gyokérbe (intraradikularis,
ARG-IR) vagy fibrinbe agyazva a gyokér koré (periradiculdris, ARG-PR) iiltettiink be. A
beiiltetés utan a kihtizott gyokeret lateralisan visszatiltettiik. Kontroll allatokban (AR) csupan
a L4 mellsé gyokeret huztuk ki és helyeztiik vissza dssejtek beiiltetése nélkiil. A miitéteket
kovetden az allatok 2, 5, 10, 14 napig ill. 1, 3 vagy 6 honapig éltek tal. Retrograd jeloléses
kisérleteinkben harom hénappal a miitét utan a L4 nervus spinalis ventralis 4gat dtmetszettiik
¢s a proximalis csonkra Fast Blue (FB) kristalyokat helyeztiink, hogy tanulmanyozzuk és

megszamoljuk a reinnervalo sejteket.

Immunhisztokémia

Immunfluoreszcens festési modszerekkel feltérképeztiik az M6- (egér neuronalis sejtfelszini
marker) és az M2-pozitiv (egér asztrocita sejtfelszini marker) dssejt-eredetii neuronokat és
asztrocitakat, a MOG-pozitiv (egér oligodendrocita marker) oligodendrocitakat, illetve SSEA-
1-et alkalmaztunk a differencidlatlan 6ssejtek azonositasara. Egér és egér/patkany-specifikus
anti-IL-1-a, az anti-IL-6, az anti-IL-10, anti-TNF-alfa, és az anti-MIP-1-alfa kimutatasara

alkalmas antitesteket hasznaltunk, hogy meghatarozzuk az egyes faktorok eredetét.



Szemikvantitativ PCR

Szemikvantitativ PCR-rel meghataroztuk a kiilonb6zé immunfaktorok (IL-1-alfa, IL-1-béta,
az IL-6, IL-10, MCP-1, MIP-1-alfa, M-CSF, TNF-a és alfa) és neurotrofikus faktorok mRNS
mennyiségét (BDNF, GDNF, NT-3, NT4, a PDGF-alfa, a PDGF-béta, PTN, és a TGF-béta) 2,

5, 10 és 14 nappal az Ossejt transzplantaciot kdvetden.

Lézer mikrodisszekcio és gPCR

A sériilt ventralis mellsd szarvat és az Ossejt graftokat 1ézer mikrodisszektor (Arcturus)
segitségével kivagtuk a metszetekbdl 5 és a 10 nappal az Ossejt transzplantacidt kovetden.
Kvantitativ PCR-eket végeztiink, hogy meghatarozzuk az MIP-1, a TNF-alfa, IL-1-alfa, IL-6
¢s IL-10 mRNS mennyiségét.

Az asztrocita és mikroglia immundenzitasanak vizsgalata
A GFAP-pozitiv asztrocitdk ¢és a GSA-B4-pozitiv mikroglia sejtek immundenzitasat
vizsgéltuk a sériilt ventralis szarvban, 0,5, 1, 1,5 és 2 mm-re rostralisan és caudalisan a

beiiltetés helyétdl Imagel] képanalizalo szoftver (NIH) segitségével.

Neutralizalo antitestek alkalmazdsa

MIP-1a, IL-1a, IL-6, TNF-alfa és IL-10 ellen termeltetett neutralizalo antitestekkel toltottiink
meg mini ozmotikus Alzet pumpékat és az antitesteket vékony szilikon csovon vezettiik be a
sériilt gerincveldi szegmentumba. Egy masik kisérletsorozatban az ozmotikus pumpakat csak
az IL-10 elleni neutralizacios antitestekkel hasznaltuk. A kontroll allatok azonos térfogata
ellenanyag-specifikus IgG-izotipusokat kaptak. Az allatok 3 honapot éltek tul majd ezt

kovetden a reinnervalo sejteket FB alkalmazasaval térképeztiik fel.

Funkciondlis tesztek

Harom hoénappal a miitét utdn 1épésmintazat elemzést végeztiink a transzplantalt és kontroll
allatok esetében egyarant. IzomerOmérés segitségével meghatarozasra keriilt az extensor
digitorum longus (EDL) és a tibialis anterior (TA) esetében a motoros egységek szdma az

ARG ¢és AR csoportokban.



Eredmények

Funkcionalis javulas

motoneuronok kozel 70% képes volt reinnervalni a visszaiiltetett mellsé gyokeret. A
morfologiai reinnervaciot jelentds funkcionalis helyreallés is kisérte (motor egységek szama a
tibialis anteriorban: 21+1 [ARG] vs 4£1 [AR], az extensor digitorum longusban: 14+1 [ARG]
vs 4.51 [AR]). Az 6ssejtek intraradikularis alkalmazasa az intraspinalis csoporthoz hasonlo
eredményeket hozott (retrogradan jelolt sejtek szama: 671 £ 26 [ARG-IR] ill. 711 + 14
[ARG]). Kontroll allatok esetében és az Ossejtek perineurdlis alkalmazdsa utdn gyenge
morfologiai €s funkciondlis reinnervaciot tapasztaltunk (retrogradan jeldlt sejtek szama: 42 +
10 [AR] ill. 65 = 2.5 [ARG-PR]). A I¢épésmintazat elemzés soran mért, a Iépésciklusra
jellemzd paraméterek (lenditési fazis, sulyviselési fazis jellemzdi) alatdmasztottdk az

izomerémérés és a morfoldgia vizsgalatok eredményeit.

Neuroektodermalis sejtek sorsa a kiilonbozo kisérleti csoportokban

A transzplantaciot kovetd 5. napon mindegyik kisérleti elrendezésben a beiiltetett dssejtek
jelentds része a differencidlatlan sejtekre jellemz6 SEEA-1 antigént expresszalta. Tiz nappal a
betiltetés utan az ARG-PR csoportban az dssejtek kerekded M2+ asztrocitakkd és M6+
neuronokka differencidlédtak. Az ARG-IR csoportban a transzplantalt dssejtek csoportokat
alakitottak ki a beiiltetés helyén. A sejtek jelentds része a visszaiiltetett mellsé gyokér mentén
bevandorolt a sértett mellsd szarvba és glialis vagy neurondlis fenotipust vett fel. Az ARG
csoportban a transzplantalt sejtek szintén egy jelentdsebb sejtcsoportot formaltak a betiltetés
kovetd elsd 10 napban. A ezt kovetd napokban az Ossejtek elvandoroltak a transzplantacid
helyérdl és a sértett L4 szegmentum teljes hosszaban telepedtek le. Harom honappal a
beiiltetést kovetden az ARG-PR csoportban csak elszortan lehetett 6ssejt-eredetli neuront vagy
asztrocitat detektalni. Az ARG-IR csoport esetében szamos M2+ asztrocita és M6 + neuron
telepedett le a sériilt L4 ventrdlis szarvban és a visszaiiltetett gyokér kornyékén. Az
intraspinalisan (ARG csoport) kezelt allatok esetében jellemzd volt, hogy viszonylag jol
differencialt 6ssejt-eredetli neuronokat és asztrocitdkat, és néhany MOG+ oligodendrocitat

talaltunk szétszorva a L4 szegmentumban.

Glia reakcio vizsgalata a sértett mellso szarvban

Jelentos glia reakciot észleltiink a kontroll allatok L4 gerincveldi szegmentumaban az avulziot



kovetd elsd 10 napban. Ugyanakkor az Jssejtek intraspinalis alkalmazasa hatékonyan
csOkkentette a mikroglia / makrofag és asztroglia reakciot a sértett mellsé szarvban az 5 és 10.

napon a L4 szegmentumban.

A szekretalt faktorok meghatarozasa

A mitétet kovetd 2. 5. 10. és 14. napon a L4 gerincveldi szegmentumok szemikvantitativ PCR
elemzését végeztiik el kontroll allatok (AR) és intraspinadlis transzplantacion atesett allatok
(ARGQG) esetében. A neurotrofikus faktorok mRNS szintjében nem volt kiilonbség az AR és
ARG allatok kozott. Ugyanakkor az 5. és 10. napon az IL-1-alfa, IL-6 és IL-10, TNF-alfa és
MIP-1-alfa mRNS szintjei szignifikdnsan magasabbak voltak az ARG éallatok L4 gerincveldi
szegmentumaban, mint az AR allatokéban. Ezen faktorok mRNS szintje lecsokkent a miitétet

kovetd 14. napra.

A sertett mellso szarv és a graft mRNS expresszioja

Lézer mikrodisszekcidval kimetszettiik a graftot €s a sértett mellsd szarvat a metszetekbdl,
hogy meghatarozzuk, a gazdaszovetnek vagy a graftnak tudhaté-e be a fenti faktorok
emelkedett mRNS szintje. Ennek pontos meghatarozasahoz qPCR elemzést végeztiink. Az
ARG 4llatok esetében elmondhatd volt, hogy az dssejt graftok és a sértett mellso szarv is nagy
mennyiségben termelte a vizsgalt citokinek mRNS-¢ét 5 ¢és 10 nappal a sértést kovetden. Az
IL-10 azonban kivételnek bizonyult, mert azt nagyobb mennyiségben csak a beiiltetett sejtek
termelték. Ezzel szemben a AR allatok sértett mellsé szarvaban csupan a miitétet kovetd 5

napon volt jelentdsebb mRNS emelkedés a vizsgalt pro-inflammatorikus citokinek esetében.

Citokinek expresszios mintazata a graftolt sejtekben és a gerincveloben

Egér-specifikus antitestek erds immunreaktivitds mutattak a graftban mind az 6t faktor
esetében 5 nappal a transzplantacidt kovetden. Figyelemre méltd volt, hogy a legtobb, de nem
minden graftolt sejt volt immunpozitiv a citokinekre. Tiz nappal a miitét utan csak az IL-6,
TNF-alfa és MIP-1-alfa mutatott erds expresszios mintazatot. Az IL-1-alfa és IL-10
immunfluoreszcencia inkébb a graft perifériajan elhelyezkedd dssejtekre korlatozodott.
Masrészrol, anti-patkany / egér specifikus antitestek alkalmazasaval kideriilt, hogy az ARG
allatok sértett mellsd szarvi neuronjai és gliasejtjei csak az 1L-6, IL-10 és a MIP-1-alfara
mutattak immunreakciot. Az el6bb emlitett faktorok expresszids mintazatai egységesek voltak
mind az 5. mind 10. napon is. Konfokalis mikroszkoppal végzett vizsgélataink felderitették,

hogy az IL-6, IL-10 és a MIP-1-alfa reaktivitds az asztrocitdkra korlatozddott, noha az



asztrogliozis mértéke az ARG éllatokban csekély volt. Hasonld expresszidos mintdzat volt
megfigyelhetd az AR éllatok esetében is, de az asztroglia reakcio ebben a csoportban megnott.
Annak ellenére, hogy viszonylag magas mRNS szintek jellemezték az IL-1-alfat és a TNF-

alfat is, immunreaktivitast nem tudtunk kimutatni a bioldgiai pozitiv kontrollokhoz képest.

Neutralizalo antitestek semlegesitik a beiiltetett dssejtek neuroprotektiv hatdsat

Annak a felvetésnek az igazoldsara, hogy ezek a citokinek feleldsek-e a sériilt motoneuronok
taléléséért, 2 hétig ozmotikus pumpdk segitségével egér-specifikus neutralizalo antitesteket
juttattunk a sértett gerincveldi szegmentumba. A neutralizalo antitestek teljesen megsziintették
az Ossejtek motoneuronok megmentésére €s regeneraciora gyakorolt hatdsat (retrogradan
jelolt sejtek szdma: 57+5). Onmagaban az IL-10 semlegesitése inkabb a motoneuronok
talélésére gyakorolt negativ hatdst és kevésbé befolyasolta a reinnervaciot (retrogradan jelolt
sejtek szama: 195+10). A kontroll kisérletekben hasznalt izospecifikus IgG-ok nem

crer

(retrogradan jelolt sejtek szama: 695+44).

Megbeszélés

A tanulmanyban bizonyitast nyert, hogy a neuroektodermalis dssejtek képesek megmenteni a
sériilt motoneuronok tilnyomoé részét. Azonban a sériilt motoneuronok megmentése csak
akkor sikeres, ha az Ossejteket intraradikularisan vagy intraspindlisan alkalmazzuk. Az
Ossejtek periradikularis alkalmazdsa nem mozditotta el a karosodott motoneuronok talélését
A transzplantalt Ossejtek roviddel a beliiltetést kovetden neuronokka vagy asztrocitakka
differencialédnak, de hosszu tdvon nem képesek integralddni a gazdaszovetbe.

Korabbi tanulményokban mar kimutattdk, hogy neurotrofikus faktorok alkalmazasaval,
motoneuronok tulélése és bizonyos esetekben a funkcionalis reinnervacio is létrejon. Azonban
nem tisztazott, hogy a transzplantalt sejtek milyen mechanizmus révén mentik meg a
karosodott motoneuronokat.

Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy az asztroglia és mikroglia reakci6 jelentdsen kisebb volt
az Ossejtek intraspindlis alkalmazasat kovetden a sértést kovetd elsé 10 napban. Ez a sziik

idéablak kritikus a motoneuronok tulélésére nézve, mert ez az a rovid intervallum, amig a



motoneuronok megmenthetdk. Tovabba azonositottunk az dssejtek altal termelt 5 citokint,
amelyek feleldsek a motoneuronok tuléléséért ¢és a visszaiiltetett mellsé gyokér
proinflammatorikus citokinek jelentds moduldlé hatassal birnak a sériilt koézponti
idegrendszerben. A megismert mechanizmus lehetdséget teremt a sériilt motoneuronok

tulélésének novelésére és a nagyobb mértékii funkcionalis reinnervaciora.
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