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1. Roviditések

Abhd4- alfa/béta hidrolaz 4

AEA- anandamid (arachidonoil-etanolamin)

BSA- borju szérum albumin (bovine serum albumin)

CP- kortikalis lemez (cortical plate)

DAPI- 4',6-diamidino-2-fenilindol

DIG- digoxigenin

EDTA- etiléndiamin-tetraecetsav

FAAH- zsirsavamid hidrolaz (fatty acid amide hydrolase)
GDEZ1- glicerofosz-fodiészterfoszfodiészteraz 1

GFP- z61d fluoreszkalo fehérje (green fluorescent protein)
GP-NAE- glicerofoszfo-N-acil-etanolamin

ISH- in situ hibridizacio

|Z- intermedier zona

LB- baktérium tapoldat (lysogeny broth)

LysoNAPE- lizofoszfatidil-etanolamin

MZ- marginalis zona

NAE- N-acil-etanolamin

NaOH- natrium-hidroxid

NAPE- N-acil-foszfatidil-etanolamin

NAPE-PLD- N-acil-foszfatidil-etanolamin foszfolipaz D
NAT- N-acil transzferaz

PBS- foszfat pufferelt sooldat

PBST- PBS+ 0,1 % Tween-20

PFA- paraformaldehid

SDS- natrium dodecil szulfat (sodium lauryl sulfate)
SSCT- narium-klorid/natrium-citrat oldat (saline sodium citrate)+ 0,1% Tween-20
SVZ- szubventrikularis zona

TRIS-HCI- Trizma-hidroklorid

TRPV- tranziens receptor potencial vanilloid 1 receptor
TUNEL- fragmentalt DNS-t detektald6 modszer (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labeling)

VZ- ventrikularis zona



2. Osszefoglalo

Az anandamid az els6ként felfedezett endokannabinoid molekula, amely szamos élettani
¢s korélettani folyamatban jatszik fontos szerepet. Ennek ellenére maig nem ismert, hogy
milyen biokémiai utvonalakon és milyen élettani jelek hatasara keletkezik az idegrendszerben.
Az egyik potencialis szintézis utvonal résztvevdje az eddig szinte ismeretlen Abhd4 szerin-
hidrolaz lehet. Ezért eldszor célul tiiztiik ki az Abhd4 expresszio tér- és idébeli eloszlasanak
felderitését egér eldagyban anatomiai modszerekkel, majd a kapott eredményekbdl szarmazo,
az enzim funkcidjara vonatkozo hipotézist teszteltik in utero elektroporacio modszerét
alkalmazva.

Az Abhd4 mRNS eloszlasat in situ hibridizacios technikaval vizsgaltam és az Abhd4
antiszensz riboproba specificitasat Abhd4-/- knockout egerekbdl szarmazé mintakon
validaltam. Megéllapitottam, hogy mar az embrionalis fejlddés 14. (E14) napjan specifikus
Abhd4 expresszié figyelhetd meg az eldagy I-11. és III. kamrajanak ventrikularis zonajaban.
Az atmeneti zoénaban és a kortikalis lemezben Abhd4 mRNS-t nem detektaltam, mig az
oszt6do prekurzorokban megfigyelhetd expresszio a sziiletés utdn fokozatosan eltlint. Erre a
megfigyelésre alapozva in utero elektroporacio segitségével megvizsgaltam, hogy mi a
kovetkezménye, ha meggatolom az Abhd4 gén kikapcsolasat a radialis migraciot kezdd
sejtekben. Azt tapasztaltam, hogy az ektopikus Abhd4-et és EGFP-t termelé neuronok
lekerekednek ¢és a szubventrikuldris/dtmeneti zondban maradnak. Ezzel szemben sem a
kontrollként elkészitett, inaktiv hidrolaz domaint tartalmazé pontmutans Abhd4, sem az
EGFP 6nmagaban nem befolyasolta a multipolaris neuroblasztok vandorlasat az agykéreg 11-
I11. rétegébe. Az Abhd4-gyel elektroporalt teriileteken a sejthalalt jelz6, TUNEL pozitiv sejtek
szama megndtt, ami valoszinisiti, hogy a migracios defektusban szenvedé sejtek szelektiven
eliminalodnak. Az Abhd4-/- ,knockout” allatok agykérgében ugyanakkor kvalitativ vagy
kvantitativ eltéréseket eddig nem tapasztaltunk a vad tipust testvérallatok agykérgéhez képest.

Kisérleteink feltartak, hogy az Abhd4 a kamrafal germinativ zondiban expresszalodik.
Itt olyan készenléti funkciot tolthet be, amelynek szerepe lehet az osztddasbol szdrmazo

utddsejtek mindség-ellendrzés utadni eliminacidjaban, ezért kikapcsoladsa elengedhetetlen a

crer



3. Bevezetés

3.1. Az endokannabinoid rendszer

Az endokannabinoidok a szervezet altal eldallitott, a vadkender novényben (Cannabis
sativa) talalhatd pszichoaktiv hatéanyaghoz, a A°-tetrahidro-kannabinolhoz hasonld
molekuldk. Idegrendszeri hatdsaikat az 1-es tipusi endokannabinoid receptorok (CB1)
kozvetitik (Piomelli 2003), amelyekhez kapcsolodo 6si, altalanos jellegli jelpalyanak szerepe
van a retrograd szinaptikus transzmisszid létrehozasaban. A legkordbban felfedezett és
legtobbet vizsgalt CB; receptor agonista az anandamid vagy mas néven N-arachidonoil-
etanolamid (AEA, Devane és mtsai. 1992). Felépitése alapjan a tobbszorosen telitetlen N-acil-
etanolaminok (NAE) kozé tartozik, melyek a membranokban 1évé N-acil-foszfatidil-
etanolaminokbdl (NAPE) keletkeznek (Di Marzo és mtsai. 1994) egy kalcium-fiiggd
transzacilaz, N-acil-transzferaz (NAT) kozremiikodésével (Cadas és mtsai. 1997). Az els6ként
felfedezett anyagcsere utvonalban a NAPE molekuldkat egy a cink metalloproteazok kozé
tartozO N-acil-etanolaminokat hidrolizalo foszfolipiz D enzim (NAPE-PLD) bontja
foszfatidsavra és NAE-kra (Okamoto és mtsai. 2004). A NAE-k az etanolaminhoz kapcsolddo
acil csoportban kiilonboznek, az anandamid esetében ez arachidonsav. A NAE-k lebontasat a
zsirsavamid hidrolaz végzi (FAAH), mely etanolamidra és zsirsavszarmazékra bontja az adott
acil csoporttal rendelkez6 vegyiiletet (Cravatt és mtsai. 1996).

Az elmult években az endokannabinoidok fejlédé idegrendszerben valo jelenlétiik €s

funkcidjuk megértése a kutatasok kdzéppontjava valt. Bizonyitott, hogy az anandamid fontos

--------

2008).

3.2 Az endokannabinoidok jelenléte a fejlodo agykéregben

Az agykéregben helyet foglalo idegsejtek kialakuldsa bonyolult és Osszetett folyamat.
Az embriondlis fejlédés korai szakaszaban a prosencephalikus agyhdlyagbol kialakuld eléagy
két részre kiiloniil, a palliumra és a subpalliumra. A pallium kezdetben egysejtrétegii
neuroepithelium, melynek Ossejtjei folyamatos szimmetrikus osztddassal hozzék létre a mar
neuronok termelésére is képes radidlis gliasejteket a ventrikularis zondban (VZ) (Marin és

mtsai. 2003). A radialis gliasejtek asszimmetrikus osztodasaval keletkezd neuronok radialis
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migraciéval haladnak a pialis felszin felé (1. abra), majd cortex megfeleld rétegét elérve
serkentd glutamaterg piramissejtekké differencialodnak (Ayala és mtsai. 2007). Az elsd
neuroblasztok az embrionalis fejlddés 11. napjan hagyjak el a ventrikuléris zonat, és a radialis
gliasejteket segitségiil hasznalva a pialis felszin felé vandorolnak, ahol létrehozzak az
elélemezt (preplate, Huang 2009). A preplate pialis felszin felé es6 rétegében levé Cajal-
Retzius sejtek a reelin nevil szignalfehérje kivalasztasaval megakadéalyozzék a késobb érkezo
neuroblasztok tovabb vandorlasat, ezzel szétvalasztva az eldlemezt alsé lemezre (subplate) €s
marginalis zonara (MZ). A reelin szignal az ezutan kdvetkezd migracios hullamokkal érkezo
sejteket mindig megallasra készteti, igy azok kozvetleniil a MZ alatt fognak elhelyezkedni —
igy a neokortex fejlédése ,,inside out” sémat kovet (Frotscher 2010). Az agykéreg kiilonboz6
rétegeiben elhelyezkedd sejttipusokat specifikus markerek segitségével tudjuk nyomon
kovetni, igy az kortex IL-III. rétegében elhelyezkedd piramis sejteket pl. a Cux2
transzkripcids faktorral, mig a V.-VI. lamindban 1évé vetitdé neuronokat pl. a Ctip2
transzkripcids faktorral detektalhatjuk (Leone és mtsai. 2008). Sziiletés utdn a ventrikularis
zOna sejtjeinek aktiv osztoddasa alabbhagy és a maradék radialis gliasejtek asztrocitava illetve

oligodendrocitava alakulnak (Marin és mtsai. 2010).

C

Kortikalis lemez

Intermedier zéna

Szubventrikularis zéna

Ventrikularis zéna

1. abra. A projekciés neuronok migracidja az agykéregbe

A piramissejtek kiillonb6z6 vandorlasi fazisokon esnek at. A radialis glia sejtek (A) aszimmetrikus osztodasa
utan (VZ-ben) a leend6é projekcids neuronok (B) radialisan az SVZ-ba migralnak, ahol bipolaris sejtalakot
vesznek fel és nytlvanyt bocsajtanak a pialis felszin felé. Miutan megérkeznek a kortikalis lemezbe multipolaris
morfologiat mutatnak. C) Cajal-Retzius sejtek D) Subplate sejtjei E) Interneuron (Ayala és mtsai. 2007,
modositva).



Bar bizonyitott, hogy az anandamid mar az embrionalis fejlodés 10. napjatol jelen van a
fejlédé agyban (Psychoyos és mtsai. 2012), funkcidjanak molekularis hatterérél keveset
tudunk. Az anandamid potencialis lebontd enzimének, a FAAH-nak hianyaban (FAAH -/-
allatokban) migracios defektus figyelhetd6 meg (Mulder és mtsai. 2008). Berghuis és
munkatarsai 2007-ben kimutattdk, hogy az els6ként felfedezett anandamidot szintetizald
enzim a NAPE-PLD az embrionalis fejlodés csak 18,5. napjatol expresszalodik az
agykéregben, enzimatikus aktivitdsa pedig csak 10 napos (P10) kort6l detektalhatd (2. abra,
Morishita és mtsai. 2005), igy az anandamid embrionalis korban valé szintézisének pontos

utvonala jelenleg nem ismert.
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2. abra. A NAPE-PLD enzimatikus aktivitasa kiilonb6z6 kora egerekben.

A két grafikon két kiilonbo6z6 radioaktivan jelolt NAPE-PLD lebontasi terméket mutat. A fekete korok esetében
a keletkezett NAE-ban talalhato acil csoport palmitoil, a fehér korok esetében pedig arachidonoil. Lathaté hogy
mindkét esetben a posztnatalis kor 10. napjatol valik aktivva a NAPE-PLD. A fels6é kép a kiilonb6z6 koru
egerekbdl készitett homogenatumokon végzett western blot eredményét mutatja. Megfigyelhetd, hogy az enzim
megjelenése, szintjének alakulasa és aktivitasanak intenzitasa jol korrelal.(K: kontroll, rekombinans NAPE-PLD,
Morishita és mtsai. 2005, modositva).

Azonban 2006-ban Cravatt és munkatarsai altal elkészitett NAPE-PLD -/- allatokban
normal, a vad tipust allatokéhoz hasonlé anandamid szintet detektaltak (Leung és mitsai.
2006), ami alternativ AEA-szintetizal6 enzimek meglétére utal. Az ezt kdvetd biokémiai
vizsgalatok sordn szamos Ujabb enzimet fedeztek fel, melyek a NAE-k szintézisében és
elimindciojaban vesznek részt (Simon és mtsai. 2006). Jelenlegi ismereteink szerint az
anandamid bioszintézise feln6tt allatokban 4 kiillonb6z6 NAPE-PLD fiiggetlen utvonalon
mehet végbe (3. abra, Liu és mtsai. 2008), melyek egyikének hidrolizalé enzime az alfa-béta

hidrolaz 4 (Abhd4).
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3. abra. Az anandamid bioszintetikus uitvonalai (Liu és mtsai. 2008, modositva).

Az anandamid bioszintézise 5 kiilonb6z6 utvonalon torténhet. Az egyik potencialis hidrolizalé enzim, az Abhd4
(piros korok), mely a NAPE molekularol O-acil lancok lehasitasaval intermedier alakot képez (GP-AEA). A
koztes terméket a GDE1 (metal-dependent phosphodiesterase) hidrolizalja anandamidra.

Az alfa-béta hidrolaz 4 (Abhd4) 342 aminosavbol felépiilé, a szerin hidrolazok
csaladjaba tartoz6 B tipusu NAPE lipaz, melynek szubsztratjai egyszeresen, ill. tobbszordsen
telitetlen N-acil-lancok. Az enzim katalitikus aktivitasaért a konzervativ hidrolaz doménban
elhelyezked6 a 146. pozicioban (Mus musculusban) 1évé szerin felelds (Simon és mtsai. 2006).
Az anandamid szintézise sordn az Abhd4 a NAPE-r6l O-acil lancok eltdvolitdsaval
intermedier alakokat hoz 1étre (N-acil-lizofoszfatidil-etanolamint (LysoNAPE) majd N-acil-
glicerofoszfo-etanolamint (GP-NAE)) melyeket a glicerofoszfo-foszfodiészteraz 1 (GDEI)
hidrolizal NAE-ra (anandamid) és glicerol-3-foszfatra (Simon és mtsai. 2008).

Mivel az anandamid elsoként felfedezett szintetizald enzime, a NAPE-PLD embrionalis
korban még nem rendelkezik enzimatikus aktivitassal ezért feltételezziik, hogy az AEA egyik

potencialis hidrolizalé enzime, az Abhd4 toltheti be ezt a funkciot a fejlodé agykéregben.



4. Célkitiizések

Annak ellenére, hogy az anandamid korai jelenléte bizonyitott, embrionalis agyban vald

szintézisér6l nem all rendelkezésiinkre informacio. Kisérleteink soran célul tuztik ki:

e Az Abhd4 mRNS expresszio idébeli és térbeli closzlasanak vizsgalatit az egér
eldagyanak fejlédése soran.

e Az Abhd4-nek az agykéreg fejlédésében betoltott szerepének vizsgalatat
funkciovesztéses (génkilitott allatok vizsgalata) és funkcionyeréses (in utero

elektroporacid) modszerek alkalmazéasaval.

5. Anvagok és modszerek

e Felhasznalt egértorzsek
Az in situ hibridizacios kisérleteinkhez C57BL/6 egértorzset, valamint egy alombdl szarmazo
Abhd4 -/- génkilitott egereket (Benjamin Cravatt, LA Jolla, USA), az in utero
elektoporacidhoz CD1 egereket hasznaltunk (Charles River, Németorszag).

e Mintak elokészitése (ISH-hoz)
A vemhes ndstényeket Avertinnel (250mg/kg) elaltattam. Az egérembridkat (kiilonb6z6 kort
E14-18) a méhbdl eltavolitottam, dekapitaciot kovetden agyukat kipreparaltam a koponyabol,
¢s 4%PFA/PBS oldatban fixaltam egy ¢€jszakan at. A felndtt korti egyedeket intrakardialis
perfuzioval fixaltam. Az egereket intraperitonealisan beadott, 250 mg/ttkg dozisi Avertin
injekcioval elaltattam, majd feltartam a melliiregiiket. A sziv jobb pitvarat felnyitottam,
mikdzben a bal kamraba 0,1 M PB-t injektaltam, amig a mdj el nem vesztette bord6 szinét,
ami a cardiovascularis rendszer atmosasat jelzi. Ezutan 100 ml 4%PFA-t juttattam a sziven at
az érhaldzatba és azon at a szovetekbe perfundaldé pumpaval. Dekapitaciot kovetden az agyat
kipreparaltam, és 4%-os PFA oldatban utéfixaltam egy éjszakan at.

e Vibratomos metszés
A fixalt egéragyakbol Leica VT 1000S tipusu vibratommal 40 pum-es agymetszeteket
készitettem, amelyeket a felhasznalasig 1 M PBS oldatban taroltam 4 °C fokon (maximum 2
hétig).

e Fagyasztott metszetek készitése
Az eldzetesen fixalt embrid agyakat krioprotekcio céljabol 15% (1 6ran at) majd 30%-0S
szachar6z/PBS oldatban tartottam. Az agyakat Tissue-TEK OCT-be (Sakura Scientific kat.
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szam: 4583) agyaztam ¢s 20 um vastag metszeteket készitettem MICROM HM 550 tipusu
kriosztaton -21 °C-on, amiket Ultrafrost Plus tdrgylemezekre (Thermo Scientific) huztam fel.

e Abhd4 cDNS eldallitasa: PCR reakcio
Az Abhd4 cDNS szintetizalasahoz sziikséges mRNS-t, egér agy homogenizalasat kovetéen
nyertem ki, majd RT-PCR-rel a kdvetkez6 pimerek segitségével szintetizaltam meg:
Forward primer: 5’-CGGCAGGGCTTGTTTACTATGGCTG-3’
Reverse primer: 5’-AGAGGGCGGTACAGAGATAACTCCG-3°
RT-PCR program: 95°C - 3 perc, 95°C - 30s, 55°C - 30s, 72°C - 45s, 72°C - 7 perc. A 2-4
1épések 32-szer ismétlodtek. Az igy kapott 418 bp hosszisagl szekvenciat pPGEMT vektorba
klonoztam (Promega T-Easy Kit).

e In situ hibridizacié - probaszintézis
Az mRNS probakat a laborban elézetesen megklonozott Ctip2-pGEMT, Cux2-pGEMT és
Glastl-pGEMT, illetve az Abhd4-pGEMT plazmidokbdl szintetizaltam. Ehhez 20ug
plazmidot Ndel vagy Ncol restrikciés enzimmel linearizaltam, majd a lineéris templatot
GeneJET Gel Extraction Kit-tel (Thermo kat. szam: #K0O691) a gyart6 altal javasolt recept
szerint izolaltam. Ezutdn Roche DIG RNA labelling kit (katszam.11093274910)
felhasznalasaval SP6 (Ncol-gyel linearizalt templat esetében), illetve T7 (Ndel-gyel linarizalt
templat esetében) RNS polimerazzal RNS-t szintetizaltam 37 °C-os vizfiirddben 2 6ran
keresztiil. A mintakat RNaz mentes DNazzal valo, szintén 37 °C-os vizfiirdoben torténd 30
perces emésztés kovetden RNA Clean & Concentration 5 kit (Zymo Research kat.szam:
R1015) alkalmazasaval nyertem ki a DNS mentes RNS-t. A 4% PFA-ban fixalt szabadon
usz6 metszeteket PBST-vel (PBS + 0,1% Tween20) kimostam (3x10 perc), majd egy éjszakan
at 65°C-on hibridizaltam a szensz vagy antiszensz RNS probaval hibridizacios pufferben
(50%-o0s formamid, 5X SSC, 0,1% Tween, 100 ng/ul tRNS). A hibridizaciot kovetéen a
mintakat intenziven mostam csOkkend formamid tartalmq, illetve sotartalmi oldatsoron
(50%formamid-2X SSCT, 2X SSCT, 0,2X SSCT, PBST) majd 2mg/ml-es BSA, 2%-0s
FBS/PBST—ben (0,1%Tween/PBS) blokkoltam két oran at szobahdmérsékleten. Ezutan a
metszeteket alkalikus-foszfataz enzimmel konjugalt anti-digoxigenin antitesttel inkubaltam
egy ¢jszakan at 4 fokon. A reakciot intenziv PBS-es (5x20 perc) és TBS-es (2x10perc) mosas
utan 5-bromo-4-kloro-3-indolil-foszfat (BCIP) és nitrokék-tetrazoliumklorid kromogének
elegyével hivtam el6 foszfatmentes TBS pufferben. Majd a reakcio ledllitasa és alapos mosasa
utdn a metszeteket targylemezre helyeztem ¢és Aqua Poly/Mount (Polyscience Inc. kat-
szam:18606) feddanyagban fed6lemezzel lefedtem. A metszeteket Nikon Eclipse 80i
mikroszkoppal vizsgaltam és fotdztam le.
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e Konstrukciok eloallitasa
Témavezetém, Dr. Lele Zsolt segitségével, Connie Cepko €s munkatarsai altal 1étrehozott
(Matsuda ¢és mtsai. 2004) és az Add Gene-t6l megvasarolt pCAG-GFP, pCAGIG és pCAGEN
plazmidokat hasznaltuk. Egy el6z0leg mar a laborunkban elkészitett (Dr. Ludanyi Aniké altal)
teljes hosszusagu Abhd4 cDNS-t, illetve az Abhd4 N-terminalisan GFP-vel kapcsolt valtozatat
illesztettiik a megfeleld vektorokba (5. abra). Ezutan a QuickChange Site Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) segitségével, a kit altal javasolt recept szerint pont mutacidval a
konzervativ hidrolaz doménben talalhatd, az enzim katalitikus aktivitasaért feleldés szerint
(Ser*® glicinre cseréltiik (4. abra). Szekvenalast kdvetden az aktiv Abhd4-hez hasonloan lett

az expresszios vektorba klénozva (Dr. Lele Zsolt munkaja).

Serids
H. sapiens [LLG GGFLA
M. musculus I LLGHSLGGFLA
R. norvegicus I LLGHSL.GGFLA
D. rerio ILLG GGYLA
D. melanogaster ILLG GGFIA
C. elegans NLVGHSFGGYLA

Eredeti szekvencia
CACCATGATC CTCCTG GGG CACAGTTTIG' GGA'GGATIC' CTG'
T M1 L L G H 5 L G G F L
Mutans szekvencia

CACCATGATC CTCCTG' GGG CAC'GGT TTIGGGA'GGATTC'CTG
T M |1 L L 6 H ¢ L &6 ¢ F L

4. abra. Az Abhd4 hidrolaz doménjaban talalhaté torzsfejlodés soran konzervalt szerin, és az enzim
altalunk készitett mutacidja.

A piros keretben lathaté a szerin hidrolazok hidrolaz doménjében talalhatd katalitikus aktivitasért felelds
konzervativ szerin. Az altalunk elkészitett mutans szekvenciaban a 146. pontban talalhat6 szerint (S) glicinre (G)
cseréltiik.

Az elektroporacidhoz sziikséges nagy mennyiségli és tisztasaigit DNS-t a Qiagen Endofree
Plasmid Maxi Kit-ével izolaltuk a gyarto altal javasolt protokoll szerint. A tisztasag novelése
érdekében a DNS-t 0jra kicsaptam 2-propanollal és 0,3M-0S natrium-acetattal. Az

(Eppendorf BioPhotometer) mértik meg. Ezutan 0,01% Fastgreen vitalis festék

hozzaadésaval szineztiik a DNS oldatot, hogy az nyomon kovethetd legyen az injektalas soran.
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Bicisztronos kontroll

CAG

CAG SGAbhd4 _-_- Bicisztronos inaktiv Abhd4
CAG —- Fuziés kontroll

CAG EGFP-Abhd4 Fuaziés aktiv Abhd4

5. abra. In utero elektroporacié soran felhasznalt vektorok.
2 bicisztronos és 1 fuzids konstrukciot készitettiink el. A bicisztronos vektorokr6l az Abhd ill. a GFP 2 kiilon
fehérjeként irodik at, mig a fzids konstrukcid esetében egy proteinként.

e In utero elektroporacio (szomatikus géntranszfer)
A 14,5 napos embriokat tartalmaz6 vemhes éllatot Avertinnel (250mg/kg) elaltattam, majd a
hasiireg parasagittalis metszéssel torténd feltarasat kovetden kiemeltem a méhet (6. abra/A).
Ezt kovetben az agy eldagyi kamrajaba injektaltam nagyjabol 1ul, Fastgreen-nel megfestett
DNS oldatot egy iiveg kapillaris felhasznalasaval (6. dbra/B). Egy perc elteltével az embrid
fejét csipesz-tipusu elektrodok kozé helyeztem, ugy, hogy a pozitiv polus az injektalt féltekén
legyen. Egy Supertech elektroporator berendezés segitségével 6t, 50 ms iddtartamu, 50 V
fesziiltségli egyenarami négyszogimpulzust adtam 1 Hz frekvenciaval 950 msec kovetési
iddvel (6. abra/C). Ezutan, visszahelyeztem a méhet a hasiiregbe, hogy lehetdvé tegyem az
embriok tovabbi fejléddését. A miitét nem tartott tovabb 30 percnél. A talélési id6 elteltével a
vemhes allatot Avertinnel (250mg/kg) tulaltattam, az embridkat pedig eltavolitottam és
dekapitaciot kovetden fejiiket 4 %-os PFA oldatban fixdltam egy ¢&jszakdn at, majd
vibratommal 40 pm vastag, mig kriosztattal 20 pm vastag metszeteket készitettem. Hosszl
tava vizsgalat céljabol bizonyos allatokat 1, 7, 14 napos korig az anyaval hagytam, majd az
agyukat intracardialis perfuziot kovetéen eltavolitottam a koponyabol, végil 40um vastag

metszeteket készitettem belolik.
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A) A méh feltrarasa B) DNS beinjektélasa C) Elektroporacié

6. abra. Az elektroporacié menetének sematikus rajza. (Okada és mtsai. 2007, médositva).

e Sejthalal vizsgalata
Az elektroporalt, majd kriosztattal metszett agyszeleteken ApopTag Red In Situ Apoptosis
Detection Kit-tel (Millipore kat.szam:S7165) a gyart6 altal javasolt procedtra szerint TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) metodikaval,
immunfluoreszcenciaval festettiik meg a fragmentalt DNS-el rendelkez6 sejteket.

¢ Konfokalis mikroszkdpia
Az elektroporalt agyak vibratommal készitett metszetein a GFP+ sejteket targylemezre vald
helyezésiik utan DAPI-t tartalmazo (1ul :2000ul higitva) 50%-0s glicerol-PBS oldattal fedtiik
le. 10x nagyitassal, Spum-enkénti mintavételezéssel és 60x nagyitassal 0,5um-enkénti
mintavételezéssel 30 um vastagsagli metszetekbdl készitettem projekcios képet NIKON A1R
konfokalis mikroszkoppal.

e Statisztikai analizis
A jelolt sejtek szamat MacBiophotonics ImageJ program segitségével hataroztam meg, majd a
StatSoft STATISTICA 9 programmal készitettem a statisztikai analiziseket. A GFP+ sejtek
szamat a képek 5 egyforma horizontalis kvadratra vald felosztdsaval kvantifikaltam, az
eloszlast az egyes rétegekre jutd Osszes sejtszamra vonatkoztatott %-0s adattal mutattam Ki
(az altalam kialakitott rétegek nem azonosak kortex anatomiai rétegeivel). A sejthalallal
kapcsolatos statisztika elsd 1épéseként az egyes teriileteken leszdmolt TUNEL pozitiv sejtek
szamabol Kolmogorov-Smirnov tesztet végeztem, mellyel megvizsgaltam, hogy a kapott
értékek normalis eloszlastiak-e. Mivel az értékeim nem kovették a normalis eloszlast, ezért a 3
kiszamolt csoportra (Abhd4-gyel elektroporalt és a két kontroll) nem-parametrikus Kruskal-

Wallis és a hozza tartozé posthoc (Multiple Comparisons test) tesztet alkalmaztam.
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6. Eredmények

6.1. Abhd4 expressziéjanak vizsgalata a fejlédo idegrendszerben

Az Abhd4 mRNS anatoémiai eloszlasanak felderitésére kiilonb6z6 kort vad tipusu egerek
agyabol késziilt metszeteken in situ hibridizaciot végeztem. 16 napos embrionalis korban
specifikus Abhd4 expresszié figyelhetd meg az eldagy 1.-II. és III. agykamrajanak

ventrikularis zonajaban, ami kiilondsen erds a pallium-subpallium hataran (7. ébra).

v
s

500 pm

7. abra. Abhd4 mRNS eloszlasa embrionalis fejlodés 16. napjan.
A nyilak a 16 napos egér embrio lateralis illetve a harmadik agykamrainak ventrikularis zénajaban megjelend
Abhd4 expressziot mutatja (n=5 allat).

Ezutan megvizsgaltam, hogy az Abhd4 expresszié valoban a germinativ rétegben van-e, ezért
az ott elhelyezked6 radialis glia sejtekre specifikus marker, a Glastl felhasznalasaval in situ
hibridizaciot készitettem (8. dbra). A két mRNS mintazata nagyfokt hasonlosagot mutat, ami
arra utal, hogy az Abhd4 mRNS valdoban a ventrikularis zonaban, a radialis glia sejtek rétegben

talalhato meg.
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8. abra. Az Abhd4 és a Glastl ISH-val jelolt sejtek eloszlasa E16 egéragyban.
Az éabran lathatdé hogy a két mRNS eloszlasa nagyfokii hasonlosagot mutat (nyilak), ami arra enged
kovetkeztetni hogy az Abhd4 valoban a ventrikularis zonaban talalhatdo meg (n=5 allat).

Kisérleteinket kiterjesztettiik kiilonb6z6 kort embrionalis egerek agymetszeteire, melyeken az
E16 korban megjelend specifikus ventrikularis zoénai Abhd4 expresszidhoz nagyon hasonlot
tapasztaltam (9./A abra). Azonban sziiletés utan ez specifikus expresszio lecsokken, csak a
telencephalon szubventrikularis zonajanak és a gyrus dentatus osztddd sejtjeinek teriiletére

korlatozédik (9./B &bra).
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9. abra. Abhd4 in situ hibridizacio6 kiilonb6z6 koru egér agymetszeteken.

Az Abhd4 specifikus ventrikularis zona expresszidt mutat az embrionalis fejlédés soran (A, nyilak, n=4 allat),
majd ez a mintazat a posztnatalis kora allatokban a gyrus dentatus osztodé sejtjeire (B abra, fekete keret) és a
telencehalon szubventrikularis zénjara korlatozodik (B abra, nyilak, n= 5 allat).
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6.2. Abhd4 KO egerek vizsgalata

ISH vizsgalataimat a kollaboratorunk, Benjamin Cravatt (La Jolla, USA) altal biztositott
Abhd4 génkiiitott allatokon folytattam. El6szor az el6zéekben felhasznalt riboprobat
validaltam a KO 4allatok agyabol késziilt metszeteken. Az antiszensz riboprobak hasznalataval
kimutattam, hogy a szensz riborépahoz hasonléoan az Abhd4 -/- allatok metszetein nem
detektalhatdé Abhd4 mRNS, igy a felhasznalt Abhd4 riboproba valoban az Abhd4 mRNS-ét

ismeri fel (10. abra).

+/+ -/~

100 pm

10. abra. E16 vad tipusu és KO egerek agyszeletein detektalt Abhd4 mRNS eloszlasa.
Szemben az Abhd4 -/- allatok agymetszeteivel, a vad tipusu (+/+) allatok agymetszetein jol detektalhatd az
Abhd4 mRNS (nyilak, n= 3 allat).

Az embriondlis fejlddés soran a radiadlis glia sejtek elengedhetetlenek az agykéreg
normalis kialakuldasdhoz. Szerepiik van az utddsejtek létrehozasaban, a differenciacio
2003). Ezért az agykéreg germinativ zonajaban megfigyelt specifikus Abhd4 expressziot
kovetden az agykérgi rétegekben elhelyezkedd sejtekre specifikus ISH markerek segitségével
megvizsgaltam a felnétt kora Abhd4 -/- allatok kortexét (11. abra). A kisérletek azonban
semmilyen rétegz6dési defektust nem mutattak ki sem a neokortexben, sem a

hippokampuszban.
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11. abra. Abhd4 -/- allat agykérgének vizsgalata az adott rétegekre jellemzoé markerekkel.

Semmilyen szerkezetbeli defektus nem lathatd, mind a IL-I1l. (Cux2) illetve V.-VI. (Ctip2) agykérgi réteg ép,
valamint az asztrocitakra jellemz6 Glastl ISH sem mutat kiilonbséget a vad és a KO tipusu egerek agymetszetei
kozott. (n=4 allat).

6.3. Az Abhd4 funkcidjanak vizsgalata a fejlodé idegrendszerben

Mivel az Abhd4-/- egerek agymetszetein végzett kisérletek soran nem tapasztaltam
semmilyen elvaltozast, ezért két hipotézist allitottunk fel. Elképzelhetd, hogy a genetikai
homeosztazis jelenségébdl kifolyolag az Abhd4 enzimatikus szerepét egy masik enzim vette
at, és ezért nem tapasztaltam valtozast a vad tipusi egerek metszetein végzett ISH
kisérleteimhez képest. Ennek vizsgalatara létrehoztunk egy Abhd4/NAPE-PLD kettés mutans
egértorzset (Dr. Lele Zsolt munkaja), melynek vizsgélata jelenleg is folyik. A masik lehetdség,
hogy az Abhd4 egy készenléti funkciot betoltd enzim, mely csak egy megfeleld élettani
szignal hatdsara valik aktivvd és fejti ki enzimatikus hatdsat. Feln6tt korti allatok
agymetszetein készitett Abhd4 in situ hibridizacié sordn nem detektaltunk Abh4 pozitiv
sejteket. Ezért eddigi eredményeink alapjan, arra kerestiik a valaszt, hogy mi torténik a
neuroblasztokkal (melyekben normalis esetben nem detektalhato az Abhd4), ha a ventrikularis
zonat elhagyva is megmarad benniik az Abhd4 expresszio. Ehhez in utero elektroporacioval a
bicisztronos aktiv Abhd4-et tartalmaz¢ illetve a bicisztronos kontroll konstrukciokat juttattam

be E14 egér embridba, a laterdlis agykamra ventrikularis zonédjanak radialis glia sejtjeibe (6.
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abra). El6szor az EGFP kontroll konstrukciot injektaltam az embridk agyaba, annak
bizonyitasara, hogy az idegen DNS 6nmagéaban nem okoz semmilyen karosodast az agykéreg
fejlédése soran. Harom nappal a miitét utdn az embridk agymetszeteirdl konfokalis
mikroszkoppal készitett felvételeken lathatd, hogy az irodalomban szerepld adatoknak
megfelelden a kérgi piramissejtek kivandorolnak a ventrikuldris zonabol az agykéreg I1.-I11.

room

rétegébe, ahol késébb felveszik a piramissejtekre jellemzd multipolaris morfologiat (12. abra).

Kontroll Aktiv Abhd4
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12. abra. E 14,5 napos korban EGFP kontroll és a bicisztronos aktiv Abhd4 konstrukciékkal torténé
elektroporacio eredménye.

E14,5 napos embri6 ventrikularis zonajaban megjelolt GFP pozitiv sejtek nagy része 17,5 napos korara eléri az
agykéreg megfelel (lI-111.) rétegeit. Ezzel szemben az Abhd4 taltermeltetés hatasara nem képesek a sejtek
felvandorolni az agykéreg IL.-III. rétegébe, megragadnak az SVZ+lZ-ban, ahol mar E17,5-ben a fiziologias
allapottdl eltérd, lekerekedett sejtmorfologia figyelhetd meg (n= 4 allat)

Ezzel szemben a bicisztronos aktiv Abhd4-el torténd elektroporaciot kovetéen az agykérgi
neuroblasztok viselkedése eltér a normal, fiziologidsan tapasztaltaktdl. Azoknak a sejteknek
az utddai, melyek az elektroporacio soran felvették az Abhd4-t tartalmaz6 konstrukciot nagy
valoszinliséggel az intermedier zondban maradnak, ahol a normalistdl eltérd, lekerekedett
sejtmorfologiat mutatnak (12. ébra).

Azt bizonyitandd, hogy az Abhd4 enzimatikus aktivitdsa okozza a megfigyelt migracios
defektust, létrehoztunk egy mutins Abhd4 konstrukcidt, melyben elimindltuk az enzim
hidrolaz aktivitasat (Dr. Lele Zsolt munkaja). Az enzim hidrolaz doménjanak katalitikus

146
)

aktivitasaért felelos szerint (Ser™ ) pont mutdcioval glicinre cseréltiik. A bicisztronos inaktiv
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Abhd4 semmilyen defektust nem okoz a kérgi piramissejtek vandorlasaban (13. abra). Ezen
eredmények alapjan kijelenthetd, hogy az Abhd4 enzimatikus hatisa felelés a migracios
defektusért.

Kvalitativ megfigyeléseimet kvantitativ eloszlas vizsgalatokkal tdmasztottam ala (13.

abra).

Kontroll Aktiv Abhd4 Inaktiv Abhd4

13. abra. Elekroporalt sejtek eloszlasa az agykéregben.

A rémai szamok 5 egységes méretli kvadratot jelolnek, nem a kortex rétegeit jelentik. A bicisztronos kontroll
elektroporacio: n=19 (9 embridbdl, 4 kiilonb6zé vemhes néstény). A bicisztronos aktiv Abhd4 elektroporacio:
n=23, (9 embriobdl, 5 kiilonb6z6 vemhes ndstény). Bicisztronos inaktiv Abhd4 elektroporacio: n=5 (4 embridbol,
3 kiillonb6z6 vemhes néstény).

6.4. Abhd4 migracios defektus hosszu tavu vizsgalata

A kovetkezd kisérleteinkben az Abhd4 thltermeltetés hatdsira kialakuld migracios
defeketus hatasat vizsgaltuk az agykéreg tovabbi fejlodésében. Azért, hogy felderitsiik, tartds
vagy atmeneti migracios problémaval kiizdenek-e a sejtek, a migracios defektus hossza tava
hatasat vizsgaltam. Meglepetésiinkre abicisztronos aktiv Abhd4-el elektroporalt sejtek P3-as
korukra elérték a kortex megfeleld rétegét, ahol P14 koru allatokban semmilyen defektust
nem tapasztaltam. Elképzelhetd, hogy a sejtek szelektiven elimindltdk a termelt Abhd4
fehérjét és az inert GFP-t még mindig expresszalva, megkésve bar, de felvandoroltak az
agykéreg II. és III. rétegébe. Ennek tesztelésére, egy GFP-Abhd4 fuzids fehérjét kodolo
konstrukciot készitettiink ugyanazokkal a regulald szekvenciakkal ellatva, mint amik a

pCAGIG vektorban vannak. A fiizios aktiv Abhd4-el torténd elektroporalas utan harom nappal
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az elektroporalt sejtek nem tudtak kilépni az atmeneti zéna sejtrétegébdl. Ezutin az
elektroporalt allatokat E18, P1, P7 és P14 napos korukig hagytam fejlédni. 3 kiilonb6z6 18,5
napos embridkat tartalmazé vemhes ndstény embridin végzett elektroporaciot kovetéen 17
embriobdl 1 embrio agymetszetein még lathatéak voltak a VZ-ban ragadt GFP pozitiv sejtek,
azonban az ennél idGsebb allatokban ez az expresszid eltiint. Ezzel szemben a kontroll
elektroporaciot kovetden a jelolt sejtek akar 3 hét utan is nyomon kovethetéek voltak. A
fuizios Abhd4-et hasznalva az EGFP jel teljes eltiinése arra utal, hogy: 1. a neuroblasztok
aktivan degradaljak az ektopikus Abhd4-et, vagy 2. a sejtek szelektiven eliminalodnak.

6.5. Abhd4 tultermeltetés hatasara kialakulo sejthalal

Eddig eredményeink azt mutattak, hogy az Abhd4 taltermeltetés hatdsdra migracios
defektus alakul ki, mely soran a sejtek a normalis, fizioldgias allapottal ellentétben, elvesztik
multipolaris morfologidjukat. Ez a lekerekitett sejtforma altalaban a sejthaldlban szenvedd
sejtek jellemz&je. gy azt megallapitandd, hogy a migracioban megtorpand sejtek tobbségének
mi lesz a sorsa sejthalalra utalo, fragmentalt DNS-t detektald TUNEL tesztet végeztiink. A 14.
abran jol lathato, hogy a fuzios aktiv Abhd4 bejuttatasa utan a TUNEL — pozitiv sejtek szdma
jelentdsen megndtt, a fuzios kontroll konstrukcioval elektroporalt allatokéhoz képest.

A TUNEL adatok statisztikai vizsgélata soran a csak GFP-vel elektroporalt kortexeken
kiviil (14. &bra), az elektroporalt teriiletek mellett 1évd (ipszilateralis) fizios aktiv Abhd4
vektort nem tartalmazod, illetve a kontralaterdlis agyfélteke kortexrégiokat is felhasznéaltam
kontrollként. A 14. abran lathatd, hogy a fuzios aktiv Abhd4-et tartalmazé teriileteken
szignifikdnsan nagyobb a fragmentalt DNS-t tartalmazé sejtek szama, mint a kontroll
csoportoknal. A Kruskal-Wallis teszttel kapott p értek: 0,0027. Az egyes csoportok kozti p
értekek: fiizios aktiv Abhd4 és a GFP-kontroll k6zott 0,0028, mig a fiizids aktiv Abhd4 és az
ipszi- és kontralateralis nem elektroporalt teriileteken szamolt TUNEL — pozitiv sejtek kozott
0,004.
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14. abra. Az elektroporaciot koveto TUNEL teszt és annak statisztikai analizise.

Az elektroporaciot kovetden elvégzett TUNEL teszt soran lathatéva valik fokozott DNS fragmentacié , ami a
pusztuld sejtek sajatsaga (nyilak) A TUNEL pozitiv sejtek szamabdl készitett statisztikai analizis is jol
szemlélteti az Abhd4 és a kontroll csoportok kozti sejthalalbeli kiilonbségeket (n=5 allat).
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7. Megbeszélés

Az endokannabinoidok korai idegfejlodésben betdltott szerepének feltarasa napjaink
egyik legkutatottabb teriilete. Mulder ¢s kollégdi mutattdk meg, hogy a valdsziniileg
anandamid-fiiggé endokannabinoid szignaltranszdukcié serkenti a neuroblasztok radialis
szintézisérél nem all rendekezésiinkre informacid. Mivel elsdként felfedezett szintetizald
enzime, a NAPE-PLD embrionalis korban még inaktiv (Morishita és mtsai. 2005), egy masik
enzimnek kell betdltenie ezt a funkciot.

Munkam soran megmutattam, hogy az Abhd4 specifikus expressziot mutat a fejlodo
eldagykéreg ventrikularis zondjdban. Funkcionyeréses kisérleteimben a sejtekben
taltermeltetett Abhd4 hatasara a neuroblasztok megalltak az intermedier - illetve a
szubventrikularis zonaban és nem tudtak tovabb vandorolni a kortikalis lemez felé. Altalaban
a neuroblaszt migracios problémak hatterében valamilyen a sejtvazat érintd molekularis
valtozas all. Eldzetes vizsgalataink szerint (Dr. Lele Zsolt munkaja) az ektopikus Abhd4
expresszio nem okoz defektust az aktin alapu sejtvaz normalis felépitésében illetve a radidlis
gliasejtek apikalis (luminalis) felszini kapcsolodasat biztositd adherens junction-ok
szerkezetében, ami a migracios problémak egyik legyakoribb okozoja.

A hosszu tavl hatasokat vizsgald kisérleteimben a fuzids fehérjét tartalmazod aktiv
Abhd4 vektort alkalmazva nem lattam GFP pozitiv sejteket posztnatalis koru egerek agyaban.
Ennek két oka lehet, vagy az elektroporalt sejtek pusztulnak el, vagy a sejtek lebontjak az
Abhd4-et a hozza kapcsolt GFP-vel egyiitt. Az els6 lehetdség vizsgalatira TUNEL — teszteket
végeztiink, melynek eredménye arra utal, hogy az Abhd4-et expresszalo sejtek legalabb egy
része apoptotikus, autofagias vagy nekrotikus folyamatok eredményeképp elpusztul. Jelenleg
vizsgaljuk, hogy melyik folyamat eredménye a megemelkedett mértékii sejtpusztulds, illetve
hogy az elektroporalt sejtek, amelyek lebontjdk az Abhd4-et képesek-e tovabbi normalis
fejlodésre.

Az embrionalis fejlddés sordn alapvetd szerepe van az epithelidlis-mezenchimalis
transzformacionak, amikor a még epithelidlis, de leendd mezenchimasejtek polaritasa
megvaltozik, a bazalis és az apikalis membranjukban taldlhat6é adhézios fehérjék mennyisége
csokken, illetve eloszldsa megvaltozik, igy a sejtek képesek lesznek az epithelidlis kdrnyezetet
elhagyni (pl. ilyen folyamat zajlik a dtcléc sejtjeinek a velocsobdl valo kivalasakor is, Jia és
mtsai. 2012). Igen hasonld folyamat zajlik le az epithelidlis eredetli rakos sejtek

attétképzodése soran is. Ezzel kapcsolatban érdekesek egy nemrégen publikdlt cikk
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eredményei, melyek szerint az Abhd4 az anoikis tipust apoptozis fontos komponense
(Simpson és mtsai. 2012). Az anoikis tipusu apoptozis a rakos transzformacion atesett sejtek
extracellularis matrixtol, illetve egymastdl vald elvalasa miatt bekovetkezd sejthalal. A
radialis glia osztodasaval keletkezett neuroblasztta valé utodsejtnek szintén el kell szakadni az
egymassal szoros adhézids (adherens junction) kapcsolatban levd radidlis gliasejtektol.
Elképzelhetd, hogy az Abhd4 egy készenléti funkciodt betdlté enzim, amely csak akkor valik
aktivva, ha az osztodo réteg sejtjei (melyekben igen nagy a mutacidok kialakuldsanak
lehetdsége) megszakitjak adhézios kapcsolataikat és onkogén elvaltozast is szenvednek. Ezen
elmélet azt is megmagyarazza, hogy kisérleteink soran miért nem detektaltunk az Abhd4 -/-
allatokban semmilyen fejlodésbeli defektust.

Ezt a lehetdséget az is alatdmasztja, hogy a kozponti idegrendszerben kialakuld
rosszindulati rdkos elvaltozds, a glioblasztoma sejtjei specifikusan expresszaljak az
anandamidot ligandként kotni képes TRPV1 receptort. Mi tobb, a rakos sejtekhez szelektiven
migrald pluripotens osztodo sejtek (a radidlis gliasejtek felndttkorban megmaradd utodai)
endovanilloidot (anandamid) termelnek, melynek hatasara a TRPV1 receptor kozvetitésével a
rakos sejtben ER stressz alakul ki, mely végsd soron annak pusztuldsdhoz vezet (Stock és
mtsai. 2012). Ezen megfigyelések és a sajat eredményeink egyiitt arra engednek kovetkeztetni,
hogy a Kkortex osztodo radialis glia sejtjeiben az Abhd4 altal termelt anandamid vagy mas
lipid molekula lehet az a szignal, mely egyéb feltételek teljesiilése esetén (pl.onkogén
transzformacio esetén) a TRPV1-hez kapcsolodva sejthalalt indukal. Jelenlegi kisérleteink az

Abhd4 4ltal eldidézett sejthalal pontos hatdsmechanizmusdnak megértésére iranyulnak.
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10. Nvilatkozat a palvazo egyéni hozzajarulasarol a palvamiiben leirt eredménvekhez

A kisérletekhez felhasznalt allatokat magam perfundaltam, fixaltam és metszettem le.

Az altalam készitett digoxigeninnel jelolt Abhd4 riboprobak szintézise utin in situ
hibridizaciét készitettem a kiilonb6zdé korti vad tipusu egerek agymetszetein. Kimutattam,
hogy a korai embrionalis fejlddési stadiumokban specifikus Abhd4 expresszié figyelhetd meg

a telencephalon I.-11. illetve III. agykamrainak ventrikularis zonajaban.

Me¢éhen beliili in situ elektroporacios technikaval a témavezetdm ¢és az altalam elkészitett
DNS konstrukcidkat juttattam be a ventrikuldris zondban taldlhato sejtekbe. A miitét utan az
altalam eltavolitott ¢és fixalt agyszeletek metszetein migracidanalizist készitettem.
Megfigyeltem, hogy a kontroll csoportokhoz képest az Abhd4 hatdsdra az agykéreg leendd

vetitd neuronjai nem képesek migracids utjukat az &tmeneti zonan tal folytatni.

Az apoptozis vizsgalatara témavezetdm, Dr. Lele Zsolt altal készitett TUNEL tesztek
elemzését €és kvantifikalasat hajtottam végre. Megmutattam, hogy az Abhd4 tultermeltetés
hatdsara szignifikdnsan nagyobb mennyiségli sejthalal kovetkezett be, mint a kontroll

csoportoknal.
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