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Sejtek jelolodése egyes basalis lamina- és dystroglycan-komplex komponensekkel az
adenohypophysisben

A jelen vizsgalatok egy nagyobb, a hypophysisen végzett vizsgalatsorozat részét alkotjak,
amelynek soran a laminin-receptorként szolgald dystroglycan komplex (DGC) komponenseinek,
valamint a lamina basalis egyes komponenseinek eloszlasat vizsgaltuk. A vizsgalatok kifejlett,
him és ndstény, Wistar torzsbeli, albind patkdnyokon torténtek. Ketamin-xilazin anaesthesiat
kovetden az allatokat 4%-os, pufferelt paraformaldehid oldattal transzkardialisan perfundaltuk. A
reakcidkat vibratommal készitett lebegd metszeteken (70 um) végeztik, immunfluoreszcens
modszerrel. A lamina basalis komponenseinek vizsgalatara

anti-laminint (poliklonélis, nyul, 1:100), anti-perlecant (poliklondlis, patkdny, 1:100) és anti-
agrint (monoklonalis, egér, 1:100) hasznaltunk. A dystroglycan-komplex részei koziil vizsgaltuk
magat a laminin-koté részt (anti-dystroglycan, monoklonalis, egér, 1:100), az 6t az aktin-
rendszerrel Osszekotd komponenseket (anti-utrophin, anti-dystrophin, mindkettd 1:10,
monoklonalis, egér), valamint az ioncsatornakat rdgzité syntrophint, €s a szignalizacids
rendszerrel kapcsolatot tarté dystrobrevint (poliklonalis, nyul, 1:100). Valamennyi antitest
kereskedelemben kaphatd gyari készitmény volt. A vizsgalt anyagok, mint varhatd volt, jol
kirajzoltdk az adenohypophysis ereit ill. a sejtfészkek hatarait. Konfokalis mikroszkoppal
vizsgalva azonban az is lathato volt, hogy egyes sejtek is jelolddnek (féleg perlecannal, de pl.
lamininnal, dystroglycannal, dystrophinnal is). Kettés jelzéssel lathatdo volt, hogy legalabb
részben kiilonb6z6 sejtekrél van szd. Az intermedier lebeny sejtjei markans dystrobrevin és
syntrophin immunreaktivitast mutatnak, de dystroglican-negativak. A sejteket megvizsgaltuk a
pars distalis kozismert hormonjai elleni ellenanyagokkal is. A megfigyelt sajatsagoknak
jelentdségiik lehet az adenohypophysis sejtcsoportjainak szervezOdésében, amit eddig
véletlenszertinek tartottak. Ebben a t¢éméban munkacsoportunk még nem publikalt.

Témavezetd: Dr. Kdlman Mihaly
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Patkany filum terminale neuronalis szerkezete
Neuronale Gliederung des Filum terminale in der Ratte

Emberben és az emldsallatokban a gerincveld caudalis vége (conus medullaris) vékony
kotegben (filum terminale, FT) folyatodik. A klasszikus és a modern tankdnyvek valamint az
Osszefoglald monografidk szerint a FT glia sejtekbdl és a gerincveld burkainak folytatasaként
értelmezhetd kotoszovetbol all. Laboratériumunkban folyd immunhisztokémiai vizsgalatok
kideritették', hogy patkdny a FT-ban - a gazdagon eligaz6dd glia sejtek kozott - magokba
rendezett neuronok €s axon nyaldbok helyezkednek el. A FT megorizte a gerincveld szerkezeti
vondsait: a periféridan myelinhiivelyes és myelinhiively-nélkiili idegrostok (fehérallomany), ezen
beliil a neuron csoportok talalhatok (sziirkedlloméany). A FT kozepén az ependyma sejtekkel
bélelt canalis centralis folytatdsa htizodik. Az emlitett kozlemény adatai a FT proximalis 1 cm
hosszii szakaszara vonatkoztak. Jelen eldaddsban a FT distalis szakaszdnak a neurondlis
szerkezetérdl kivanunk beszamolni.

Kisérleteinkhez fiatal kiilonb6z6 nemii Wistar patkanyokat hasznaltunk. Az allatok mély
altatdsa majd paraformaldehyd oldattal torténd perfundalasa utan felnyitottuk a gerinccsatornat,
és kivettiik a gerincveld caudalis részét. Kipreparaltuk €s tobb - 4-5 mm-es - szakaszra osztottuk
FT-t. Az agarba agyazott darabkakbol Vibratommal 50um vastag metszeteket készitettiink. Az
immunfluorescens jel6lés céljabol - 3 napig, +4°C-on, kiilonb6zé primer antitest-keverékekben
inkubaltuk. A neuronokat neuronal perikaryal protein (NeuN) markerrel, a periférids érzo
rostokat substance P-vel (SP), a neurotransmissioban részt vevd peptideket neurokinin-1-gyel
(NK-1) jeloltiik. Cholinerg idegrostok és neuronok jeldlésére cholin acetyltranszferazt (ChAT), a
leszalld palyak rostjainak jelolésre serotonint (5-HT) és enkephalint hasznaltunk. Periférids
eredetii idegrostok jelolése vesicularis glutamat 1-gyel (VGIuT1), centralis eredetli axonok
jelolése vesicularis glutamat 2-vel (VGIuT?2), szinaptikus végzddések jelolése synaptophysinnel
(SYN) tortént. Astrocytak kimutatasara glial fibrillary acidic proteint (GFAP) alkalmaztuk. Az
antitestek lathatova tételére a primer ellenanyagnak megfeleld, szamarban termelt, kiillonbozo
szinjelolésti masodlagos fluorochromokat alkalmaztunk. Az immunfluorescens preparatumok
elemzését konfokalis 1ézermikroszkoppal végeztiik.

Vizsgalatainkbol kideriilt, hogy a FT dorsalis magja caudal fel¢ haladva hamar megsziinik,
de a lateralis magok hosszan kovethetok. Egyre tobb perikaryont taldltunk kozvetleniil az
ependyma sejtek mellett. A SP-, 5-HT ¢és enkephalin pozitiv rostok a vizsgalt metszetekben végig
kovethetok voltak. Caudal fel¢ haladva megmarad a dorsolateralis, u.n. vall régidban az
enkephalin rostok csoportosulasa. — megallapitottuk, hogy a neuronok és axon nyaldbok, csekély
atrendezddéssel, a FT distalis részében is folytatddnak. (Német nyelvii eléadas)

Témavezetd: Dr. Réthelyi Miklos

'Boros Cs., Lukacsi E., Horvath-Oszwald E., Réthelyi M. Neurochemical architecture of the
filum terminale in the rat. Brain Res., 1209 (2008) 105-114
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A cadherin-13 szerepének vizsgalata az agykéreg embrionalis fejlodésében

A cadherin-13 (cdh13, korabbi nevén H-cadherin, vagy T-cadherin) a cadherin szupercsalad
egyik 6nallo, alcsaladba be nem sorolhat6 tagja, mivel nem rendelkezik sem transzmembran, sem pedig
intracellularis régioval, és egy GPI (glikozil-foszfatidilinozitol) horgony rogziti a sejtmembran kiilsé
oldalahoz.

Ennek a kiilonleges cadherinnek az idegrendszerben betoltott szerepét ezidaig csak in vitro
vizsgaltak, ahol az axonlefutds szabalyozasaban betoltott szabalyozd szerepét mutattadk ki. Munkam
soran in vivo vizsgalatokkal szeretnék fényt deriteni a cadherin-13 kdzponti idegrendszeri expresszidjara
¢és szerepére a neocortex fejlédésében.

Az expresszids mintdzat vizsgalatait mRNS és fehérje szinten kriosztattal és vibratommal
készitett kiilonbozd kort egér agyanak metszetein végeztem in situ hibridizacids technikaval (ISH) és
immunhisztokémiaval. Ezek a vizsgalatok kimutattdk, hogy a cadherin-13 expresszidja dinamikusan
valtozik az embriondlis fejléddés soran. 13 napos embrionalis korban még szelektiven csak a marginalis
zonaban ¢€s a kortikalis lemezben vannak cdh-13 mRNS-t detektalhatd mennyiségben tartalmazo sejtek,
mig az 0jsziilott és a felnott kort egér agyaban mar tobb, cdh-13-at nagy mennyiségben termeld régiod
van, ilyen példaul a hippokampusz, a bazalis ganglionok és az agykéreg. Az agykéregben az V. réteget
alkotd piramissejtek, és az elszortan elhelyezkedd interneuronok jelolédtek mind az ISH, mind pedig az
immunhisztokémiai vizsgalat esetén.

A cadherin-13 szerepét az agykéreg embrionalis fejlédésében az EGFP ¢és a cdh-13 az egyik
agyfélteke kortikalis ventrikularis zondjaban torténd egyiittes thltermeltetésével vizsgaltam. 14,5 napos
vad tipusu egérembrio telencephalonjaba in utero elektroporacioval juttattam be a géneket tartalmazo
konstrukcidkat.

Csak az egfp-t tartalmazd vektorral torténd szomatikus géntranszfer esetén a jelolt sejtek mar
18,5 napos embriondlis korban egy elkiiloniild réteget alkotnak, és P10-es korra felveszik a II-111. réteget
alkotd piramissejtekre jellemzd lokalizacidt és morfologiat. Ez az eredmény megfelel az irodalmi
adatoknak, miszerint 14 napos embriondlis korra tehetd a II-III. réteget alkotd piramissejtek kialakulasa
a neurogén radialis gliasejtek aszimmetrikus osztodasaval a ventrikularis zonaban.

Egfp-t és cdh-13-at tartalmazo vektorokkal torténd egyiittes elektroporacid esetén az ektopikus
cdh-13 expressziot mutatd sejtek a kontrollal ellentétben 18,5 napos embriondlis korban még nem
alkotnak egy elkiiloniilé réteget, valamint tobb sejt taldlhatd az intermedier €s a szubventrikularis zona
(SVZ) hataran, mint a kortikalis lemezben. Ezen feliil bizonyos sejtrészletek bejutnak a marginalis
zonaba is, amit csak egfp-vel torténd elektroporaciokor nem tapasztalunk. Ezek a partikulumok, valamint
a beldliik eredd radiélis nytlvanyok GFAP (glial fibrillary acidic protein)-ra nézve immunreaktivitast
mutatnak, tehat tartalmazzak a kizardlag glidkra jellemzd intermedier filamentum fehérjét. Az SVZ-ben
tartozkodd sejtek MAP2b (mikrotubulus asszocialt protein)-re specifikus antitesttel végzett
immunhisztokémiai vizsgalatban pozitivnak bizonyultak, és mivel ez a fehérje az érett idegsejtek
markere, ezek a sejtek differencialédott neuronoknak tekinthetdk. A kornyezetiikben nem figyeltiink
meg jelolodést, tehat kijelenthetd, hogy elébb differencialodtak, mint a veliik egy régidban levd egyéb
sejtek.

Eredményeim szerint a cadherin-13 ektopikus expresszidja dramai hatdssal bir a kérgi
pontos leirasaval, és a hatas molekularis mechanizmusanak feltarasaval kozelebb juthatunk ahhoz, hogy a
neuronalis halozat kialakulasinak szabalyozisat megértsiik. Igy az ezen folyamatok hibaibol fakadd
betegségek patomechanizmusanak pontosabb megismerésével lehetévé valik célzottabb gydgymodok
kifejlesztése is.

Témavezetd: Dr. Lele Zsolt
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A posztnatalis alkoholfogyasztas hatasa az agyi sejtproliferaciora hazi csirkében

Az agy fejléddése soran alkalmazott alkoholbeadas ragcsalokban sejtpusztulast okoz a legtobb
agyteriileten, ugyanakkor bizonyos régiokban alkohol hatasara a sejtek szamanak novekedése
figyelhetd meg. Ez utdbbi jelenséget a szakirodalomban 4&ltaldban megemelkedett neuron-
¢és/vagy gliaproliferacioval magyarazzak. Habar a hézicsirke, mint a kiilonb6z6 neurotoxikus
hatdsok embrionalis modellje, széles korben elterjedt, az alkohol csirkékre gyakorolt postnatalis
hatasairol keveset tudunk.

Kutatasunk célja kideriteni, mennyiben befolyasolja az 11j sejtek keletkezését a rendszeres, nagy
mennyiségli alkoholfogyasztas fiatal csirkékben. Ehhez a kikelést kovetden minden nap
meghatarozott mennyiségii alkoholt (25%-os alkohol-oldat) juttattunk be egy szondan keresztiil a
csirkék begyébe. Osszesen 18 frissen kikelt hazi csirkét harom, 6-6 egyedet tartalmazo kisérleti
csoportba osztottunk. Az elsé és masodik csoport allatai eltérd mennyiségii alkoholt kaptak: az
egyik 5 g/testtomeg kg alkoholt naponta, a masik pedig 2,5 g/testtomeg kg-ot. A kontroll csoport
nem kapott alkoholt, helyette azonos mennyiségli fiziologias sooldatot adtunk be. Az 1 hetes
alkoholos kezelést kdvetden az allatokba i.p. brom-dezoxi-uridint (BrdU) fecskendeztiink. Ez az
anyag a DNS-szintézis soran beépiil a timidin helyére, ezaltal kijel6li a beadas utan keletkezett
sejteket. Egy nap mulva az allatokat perfundaltuk, a kivett agyukat lemetszettik és a BrdU
tartalmt sejteket fluoreszcens immunhisztokémidval tettiik lathatova. A vizsgalt tertiletekrol
(hippocampus, nucleus accumbens, medialis striatum) konfokalis mikroszkoppal készitett
képeken megszamoltuk az ujonnan keletkezett sejteket. Végiil az adatokat statisztikailag
elemeztiik.

Eredményeink: az alkohol kis dézisban (2,5 g/ttkg/nap) csokkenti az Gjonnan keletkez6 sejtek
szdmat. Nagyobb dozisban (5 g/ttkg/nap) ez a hatas megsziinik, ami valoszinisiti, hogy az agy
megemelkedett proliferaciéval kompenzalja a nagyobb mennyiségii alkohol erdsebb neurotoxikus
hatédsat. Adataink alapjan nem zarhaté ki, hogy az alkohol az egyes agyteriiletek
hatéassal, igy kizarhattuk azt a hipotézist, hogy az intenzivebb proliferdcié a megemelkedett
kaldriabevitelnek kdszonhetd.

Kisérletiink az egyik elsd 1épés abban, hogy az alkoholnak az idegrendszer fejlodésére
gyakorolt hatasat egy 0j modellen, a csirkén vizsgalhassuk. Az 0jsziilott patkdnyok a napos
csibékkel Osszehasonlitva kevésbé fejlettek, raadasul utdbbiak idegrendszeri érésének iddbeli
lefutasa jobban hasonlit az ujsziilott csecsemOkére, mint a patkanyoké. Ezért indokolt lehet
csirkéket hasznalni az ember idegrendszeri fejlodésének modellezésére, a nagyobb filogenetikai
tavolsag ellenére is.

Témavezetok: Dr. Csillag Andras, Zachar Gergely
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Hippocampalis GABAerg interneuronok rovid késleltetésii, nagy hatékonysagu aktivacioja
nucleus raphe medianus ingerlésére

Az agytorzsi nucleus raphe medianusbol (median raphe: MR) indul6 raphe-hippocampalis
palya alapvetd szerepli a hippocampus aktivitasanak szabalyozasaban. A palya szerotoninerg
rostjai a hippocampusban szelektiven GABAerg interneuronokkal szinaptizalnak. A MR-ban
szerotonin-tartalmi  sejtek mellett GABAerg, illetve vezikuldris glutamat-transzportert
(VGLUTS3) kifejezd neuronok is eléfordulnak. Az utdbbi felfedezés felvetette a szerotoninerg-
glutamaterg kotranszmisszio lehetdségét. A MR ingerlése a GABAerg sejtpopulécié aktivacidjat
idézi eld. Kezdeti kisérleteinkben kimutattunk egy eddig leirtaknal gyorsabb serkentd valaszt
hippocampalis interneuronokban MR-ingerlés hatasara. Jelen munkdban e serkenté kapcsolat
fizioldégiai ¢és farmakologiai tulajdonsagait vizsgaltuk. Uretdnnal altatott patkdnyok
hippocampusaban kerestiink juxtacelluléris elvezetési technikaval MR elektromos ingerlésére 15
vizsgalatdhoz AMPA-tipusi glutamat-receptor antagonistat iontoforetizaltunk az elvezetett sejt
kozelébe és / vagy intraperitonealisan 5-HT3 tipust szerotonin-receptor-blokkoldt adtunk. A
hippocampalis EEG-aktivitast is kovettilk. A mérés utan a vélaszt mutaté neuront azonosités
céljabol neurobiotinnal megprobaltuk feltdlteni. Regisztraltuk 60 hippocampalis sejt valaszat a
MR 1 Hz-es, 1, 0.7, vagy 0.5 mA-os stimulalasara. Az 52 vélaszt mutaté sejtnél gatlast (n = 22),
50 ms-nal nagyobb (n = 4), illetve 20-50 ms-os késleltetésti facilitaciot talaltunk (n = 7). Tizenhat
sejt mutatott 15 ms-nal rovidebb, 9.11+£3.02 ms-os (median + interquartilis range) késleltetés,
idében fokuszalt (idotartam: 6.97+4.25 ms) serkentést. A valasz sikerratdja 65.22+38.1%-ot ért
el. A valasz tulajdonsagai alapjan feltételeztiik glutamat részvételét ennek tovabbitasaban. Ennek
tesztelésére 6 sejten az AMPA-tipust glutamatreceptor antagonista (NBQX) hatéasat vizsgaltuk: a
drog-iontoforézis kezdetétdl szamitott 2., illetve 5. percben a valasz sikerratdja a kontroll
58.3+14.9%-4ra, illetve 29+38%-4ara csokkent, kinetikdja nem valtozott. Az iontoforézis leallitasa
utdn a vizsgalt sejtek 75%-andl a valasz visszadllt a kontroll szintre. Harom sejtnél az NBQX
hatdsa ismételten is kivélthato volt. Onmagaban az 5-HT3 tipust szerotonin-receptor-blokkold
(ondansetron) 4 neuron esetében csokkentette, 2-nél pedig novelte a valasz sikerratajat. Egy
kisérletben ondansetron adasat kovetden NBQX-t iontoforetizaltunk, mely a valasz sikerratajat az
ondansetron utani szintnél tovabb csokkentette. Jelen munkankban leirtunk egy gyors és
hatékony, szerotoninerg-glutamaterg kapcsolatot az MR ¢€s a hippocampus — tébbnyire, de nem
kizardlag, kolecisztokonint tartalmazd — interneuronjai kozott, mely nagy idébeli felbontassal
szabalyozhatja a hippocampus miikddését.

Publikaciok

1. Varga V., Kranitz K., Hangya B., Domonkos A., Freund TF., Borhegyi Zs (2007) Very short latency, temporally
focused responses of hippocampal interneurons to the stimulation of the median raphe nucleus. Program Number:
145.15, Abstract Viewer / Itinerary Planner, 37th Annual Meeting of the Society for Neuroscience, San Diego, CA,
USA.

2. Varga V., Domonkos A., Borhegyi Zs., Hangya B., Freund T. (2008) Analysis of the short latency, partly

serotonin-independent response of hippocampal interneurons to the stimulation of the midbrain raphe nuclei. Forum
of Young Physiologists, Debrecen, Hungary

A fenti poszterekben a TDK-el6addsomban ismertetésre keriil fiziologiai vizsgalatok egy része
(7/16 és 11/16 elvezetés) és a kezdeti farmakologiai vizsgélatok eredményei szerepeltek. A
glutamat szerepének bizonyitasa a jelen eldadas targyat képezd kisérletekben tortént meg.
Témavezetd: Dr. Varga Viktor
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GFAP és nestin immunpozitivitas kovetése cerebellaris 1ézié soran

A kisérlet célja a Bergmann-glianak a kisagyi molekularis réteg sériiléseire adott
valaszanak vizsgalata volt. Ez a glia igen rendezett, egymassal parhuzamos nyulvanyokat alkot,
amelyek szubmeningealis végtalpakat képeznek. Kérdés, az ilyen glia képes-e atrendezddni,
expresszal-e nestint, az éretlen neuroepitelidlis elemekre jellemzd fehérjét, amely a gliareakciok
soran altalaban megjelenik.

A 1ézi6 egyszerl szaras volt, amit him és ndstény patkdnyokon a nyakszirtcsonton fart lyukon
végeztiink steril serum 1-es tlivel. A miitét ketamin-xilazin anesztéziaban tortént. Tulélési idore
4,7, 14 napot szantunk. A miitott patkdnyokat és két kontrollallatot transzkardialisan
perfundaltunk fiziologias sooldattal, majd 4%-os paraformaldehiddel. A patkanyok agyat 24 6ran
keresztiil immerzidsan fixaltuk 4%-os paraformaldehidben, majd mikrotdommal 100 pm-es
metszeteket készitettiink, amelyeket 24 oran keresztiil PBS-ben (foszfatpuffer) mostunk. A
szeletek koziil a 1€ziot tartalmazokat sztereomikroszkoppal valogattuk ki. A metszeteket
immunfluoreszcens modszerrel dolgoztuk fel. A nem specifikus antigénkotés ellen 20%-o0s
kecskeszérumot hasznaltunk 90 percig. Ezt kovetéen primer antitestként anti-GFAP-t (nyul,
poliklonalis, 1:500 higitasban) és anti-nestint (egér, monoklonalis, 1:1500 higitasban)
alkalmaztunk két napig 4 Celsius fokon. Ezek lathatova tételéhez fluoreszcens festékkel kapcsolt
szekunder antitesteket, Cy3-hoz kotott anti-egér és FITC-hez kapcsolt anti-nyul antitesteket
hasznaltunk. A szeleteket glicerines oldatban targylemezre htuztuk fel, majd digitalis kameraval
felszerelt 1ézerkonfokalis mikroszkoppal fényképeztiik le.

A 1ézi6 hatasara a kovetkezd valtozasok torténtek: a) nestin expresszalddott a Bergmann-glidban
ami kb. a 7. posztoperativ napig domindns volt az érett gliara jellemz6 GFAP-val szemben,
melynek immunreaktivitasa csak ezutan kezdett fokozodni; b) nestin-immunoreaktiv asztrocitak
jelentek meg; ¢) hosszabb id6 (7-14 nap) alatt a Bergmann-glia részben atrendezodott és a sériilés
felé oldalagakat alakitott ki. Emlitésre érdemes, hogy a nestin és a GFAP nem szoros
kolokalizacioban fordult eld, hanem a glianyulvanyok més-mas szakaszan. Az erdmények arra
utalnak, hogy az érett glidra jellemz6 nestin expresszidja még egy magasan szervezett
gliaféleségnél is megindulhat, amelynek nyulvanyai nem mozgékonyak. Munkacsoportunkban
hasonl6 tipusii 1ézidkat kvetéen mar vizsgaltuk a GFAP valtozasait (Ajtai és Kalman, 1998)', a
jelen kisérletsorozat ezt a nestinre is kiterjeszti.

A kutatas részét képezi az OTKA 60930 szdmu programjanak (vezetd Prof. Kélman Mihaly).

Témavezetd: Dr. Adorjan Istvan

! Ajtai B, Kalman M Glial fibrillary acidic protein expression but no glial demarcation follows
the lesion in the molecular layer of cerebellum. Brain Res (1998) 802:285-288
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A periszinaptikus régio extracellularis matrixanak vizsgalata patkany agyvelében

A kozponti idegrendszerben az idegsejteket extracellularis matrix veszi koriil. A matrix
jellegzetes megjelenési forméja, amikor bizonyos tipust neuronok teste €s proximalis dendritjei
koriil halmozodik fel, az igy 1étrejott struktirat perineurondlis halonak nevezziik. El6fordulasuk
¢s idobeli megjelenésiik alapjan a szinaptikus stabilizacidoban, az ionhomeosztazisban és
neuroprotekcioban vélik szerepiiket felfedezni.

Jelen vizsgalatunk a preszinaptikus bouton koriili matrix képzddését vizsgalja. Eddigi
feltevések szerint a periszinaptikus régié koriili matrixallomanyt a célsejt, €s nem az axonhoz
tartoz6 projekcios sejt termeli. Legtijabb, human agyszovetben késziilt vizsgalatok azonban
talaltak vélhetéen szinaptikus bouton koriili matrixallomanyt perineuronalis halo nélkiili
thalamicus idegsejten is. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy periszinaptikus matrixot nem csak a
célsejt, hanem a projekcids neuron is képes termelni. Ez 4j feltevés, melyet sem témavezetd, sem
tudomasunk szerint mas kutatdcsoport még nem vizsgalt. Azt jelentené, hogy a szinaptikus
stabilizacioban a projekcios sejt tolt be meghatarozo szerepet.

Kisérleteinket felnétt patkanyban végeztiik. Az allatokban mély altatdsban in vivo
palyakovetést végeztiink, az extracellularis matrixot immunhisztokémiéval tettiik 1athatova.
Olyan magokba juttattunk biotinilalt dextran amin anterograd palyakdvetd anyagot, melyek
neuronjai képesek a perineuronalis matrixra jellemz6 komponensek termelésére, igy a nucleus
gracilisbe és cuneatusba, a kisagymagvakba, de toltottiink fel rostokat a nagyagykéreg vizsgalata
céljabol a corpus callosumon keresztiil is, mert a piramissejtek egy csoportja is képes
perineuronalis halo termelésére. Az allatokat egy hét milva mély altatdsban transzkardidlisan
perfundaltuk, a fixalt agyveldket eltavolitottuk, azokbdl metszeteket készitettiink. A feltdltott
axonok végzddéseit harom kiilonb6z6 agyteriileten vizsgaltuk, a kzépagyban (nucleus ruber), a
koztiagyban (nucleus posterolateralis thalami) és a nagyagykéregben. Fénymikroszkopos
metszeteken ellendriztiik a palyakodvetést, az injekcio helyét és a célteriileten a feltoltott axonok
végzodéseit. A palyakdvetéssel kombinalt immunhisztokémiai kettds jeloléseket fluoreszcens
szekunder antitestekkel végeztiik, a jelzett elemek pontos lokalizalasat konfokalis 1ézer szkenning
mikroszkop hasznélata garantélta.

Sok jelzett bouton koriil nem talaltunk immunoreaktiv matrixallomanyt. Mas feltoltott
bouton koriil talaltunk ugyan jelzett matrixot, de azok a célsejt perineuronalis halojaba voltak
beagyazva. [zolaltan azonban csak ritkan talaltunk immunoreaktiv extracellularis matrixot
szinaptikus bouton kortil. Arra kovetkeztetiink, hogy a periszinaptikus régiot koriilvevo €s azt
stabilizal6 matrixallomanyt sokkal inkabb a célsejt, csak ritka esetben a projicialé sejt termeli
meg. Az eredmények nem csak egy esetleges, hanem altalanos szervezddési elvet
valoszinusitenek a kozponti idegrendszerben, mert harom kiillonb6zd szinti és szervezdodési
agyteriileten is hasonl6 jelenséget figyeltiik meg.

Témavezetd: Dr. Alpar Alan, egyetemi adjunktus

Az eléadas témajaban a témavezetd altal megjelent vagy benyujtott kozlemények:

Alpar A., Girtner U., Hartig W., Briickner G.: Distribution of pyramidal cells associated with perineuronal
nets in the neocortex of rat. Brain Research 1120: 13-22, 2006

Morawski M., Alpar A., Briickner G, Fiedler A., Arendt Th.: Postnatal development of aggrecan-based
extracellular matrix in chicken (Gallus domesticus) brain. Brain Research, submitted
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A hipofiziotrof thyrotropin-releasing hormon (TRH) termelé idegsejtek elhelyezkedésének
feltérképezése az egér hipotalamuszban

A pajzsmirigymiikodés szabalyozasaban kulcsszerepet jatszanak a vér-agy gaton kiviil es§ eminencia
mediandba vetiilé thyrotropin-releasing hormont (TRH) termeld idegsejtek. Ezek a hipotalamusz
paraventrikuldris magjaban (PVN) elhelyezkedd, hipofiziotrof TRH idegsejtek szabalyozzak a hipofizis
TSH termelodését és ezen keresztiil a pajzsmirigy hormontermelését. Patkanyban a PVN nagysejtes
(magnocellularis, mPVN) és kissejtes (parvocellularis) allomanyokra oszthatdé. A parvocellularis rész
tovabb oszthat6 anterior, periventrikularis, lateralis, ventralis, dorzélis és medialis almagokra. Patkdnyban
a hipofiziotrof TRH sejtek a periventrikularis és medidlis parvocellularis almagokban talalhatok.
Patkanyban a hipofiziotréf TRH idegsejtek egyik jellemzdéje a TRH és a cocaine- and amphetamine-
regulated transcript (CART) egyiittes el6fordulasa. A hipotalamusz-hipofizis-pajzsmirigy tengely
vizsgalatara egyre gyakrabban hasznalnak transzgén egereket, és mivel a PVN-ben nagyszdmu nem-
hipofiziotrof TRH sejt is talalhato, sziikségessé valt a hipofiziotr6f TRH idegsejtek pontos
lokalizacidjanak megismerése az egér hipotalamuszban. Kutatdcsoportunk eldallitott a TRH sejtekben
GFP-t termeld transzgén egereket, melyekben tervezziikk a hipofiziotrof sejtek elektrofiziologiai
vizsgalatat. Ezen vizsgalatokhoz is elengedhetetlen a hipofiziotrof TRH sejtek pontos elhelyezkedésének
ismerete.

A kisérleteinkben egereknek intraperitonialisan Fluoro-Goldot (FG) adtunk, egy olyan retrograd
jeldldanyagot, amit csak a vér-agy gat-mentes teriiletekre vetiild neuronok vesznek fel. A kezelést kdvetd
negyedik napon az allatok oldalkamrajaba sztereotoxikus kontroll alatt kolhicint injektaltunk, hogy
elésegitsik a TRH idegsejtek immuncitokémiai kimutatasat. Az 6tddik napon az allatokat talaltattuk és
paraformaldehid és akrolein keverékével perfundaltuk. Az agyakbol késziilt metszeteken TRH — Fluoro-
Gold, TRH — CART ¢és TRH - vazopresszin (AVP) kettdsjeloléses immunfluoreszcens festéseket
veégeztiink DAPI hattérfestéssel.

Egérben TRH-idegsejtek a periventrikularis teriilet kivételével a PVN minden részében el6fordulnak, de
TRH-t és FG-ot egyarant tartalmazd, hipofiziotrof TRH idegsejteket a parvocellularis teriileten csak
elszortan figyeltiink meg a medialis parvocellularis almag (mpPVN) eliils6 és kozépso részében, foleg a
magnocellularis allomdnnyal hataros teriileteken. Nagy szdmban fordulnak el6 hipofiziotr6f TRH
idegsejtek a mPVN-ben a magnocellularis AVP sejtekkel keveredve. Azonban AVP idegsejtekben nem
észleltiink TRH-immunreaktivitast és a két peptidet a patkanyban észleltekhez hasonloan eltéréd méreti
sejtek termelték. CART-TRH kolokalizacio jellemzden a hipofiziotrof teriileteken volt megfigyelhets. Az
eminencia mediana teriiletén, szintén megfigyelhetd volt a CART és a TRH kolokalizacio a hipofiziotrof
axonokban.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az egér PVN szervezddése eltér a patkanyétdol. A PVN
parvocellularis és magnocellularis alegységei egérben nem kiiloniilnek el egymastol. Megfigyeltiik
tovabba, hogy a hipofiziotr6f TRH idegsejtek elsdsorban a PVN ko6zépso részének magnocelluléris sejtek
altal elfoglalt teriiletén talalhatok. A PVN periventrikularis és caudalis részén, ahol patkanyban szamos
hipofiziotr6f TRH sejt fordul eld, egérben nem talalhato kettdsjelolt idegsejt. Mivel patkdnyhoz hasonléan
egérben is azokon a teriileteken figyelheté meg a CART-TRH kolokalizacio, ahol a TRH idegsejtek FG-ot
vettek fel, és az eminencia mediana teriiletén a TRH axonok tartalmaznak CART-ot, feltételezhetjiik, hogy
a CART egérben is fontos szerepet tlt be a hipofizeotrof TRH idegsejtek miikodésében.

Csoportunk csatlakozo publikacioi leirjak hipofiziotrof TRH sejtek CART termelését és bemutatjak a
CART ¢és TRH kolcsonhatasanak szerepét a hipofizis hormontermelésének szabalyozasaban: C. Fekete et
al J Neurosci. (2000), 20:9224-34; Raptis et al. Endocrinology (2004) 145:1695. Csoportunk, mas
kutatocsoportokhoz hasonloan transzgén egereken végzett kisérleteiben a patkany adatok alapjan hatarozta
meg az egér PVN-nek azon teriiletét, ahol a hipofiziotr6f TRH idegsejtek aktivitasanak valtozasat
vizsgaltak (Fekete et al. Endocrinology (2004) 145:4816-4821). Jelen eredményeink ismeretében
vizsgalatainkban pontosabban meg tudjuk hatarozni a hipofiziotr6f TRH idegsejteket tartalmaz6 teriiletet,
ami nagymértékben eldsegiti hipotalamus-hipofizis-pajzsmirigy tengely miikodésének preciz vizsgalatat.
Témavezet: Dr Fekete Csaba
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Patkany szaglogumo mély rovid-axonu sejtjeinek neurokémiai jellemzése

A szaglogum6 mély rovid-axonu sejtiei a GABAerg interneuronok egy olyan
kiilonleges csoportjat képezik, amelyek szelektiven mds interneuronokon szinaptizalnak. Korabbi
neurokémiai kisérletek, neuropeptidek ¢és kalcium-kotd fehérjék immunhisztokémiai
kimutatasaval azt josoltak, hogy ezek a sejtek igen kis szamban fordulnak el6 a szaglogumodban.
Laborunk munkatarsai kordbban harom kiilonb6zé mély rovid-axont sejt 1étezését irtdk le a
szaglogumo szemcsesejt rétegében, €és azokat axonfiajuk elhelyezkedésének fiiggvényében
nevezték el, GL-, GCL- ¢és EPL- tipusu mély révid-axonu sejteknek (Eyre és mts, 2008, J
Neurosci, 28, 8217-8229). Kisérletiink soran célunk a mély rovid-axonu sejtek molekularis
tulajdonsagainak a jellemzése ennek tiikkrében pedig a kiilonb6zd neurokémiai markerek altal
jellemezhetd sejtpopulaciok kozotti atfedés feltérképezése illetve sztereoldgiai modszerek
(Cavalieri tétele) segitségével az Osszes mély rovid-axonu sejtek szdmanak meghatarozasa. Him
Wistar patkanyokat transkardidlisan perfundaltunk 4%-os paraformaldehid és 15v/v%-os
pikrinsav tartalmi fixaloval. Az eltavolitott szagloégumobol vibratom (VT1000S; Leica
Microsystems) segitségével 60um vastagsaghi  horizontalis metszeteket készitettiink.
Kisérletiinkben kettds jelolésli fluoreszcens technikdkat alkalmaztunk kiilonboz6 elsddleges
ellenanyagok felhasznalasédval. Az immunreakciokat Olympus BX62 epifluoreszcens valamint
Olympus FV1000 konfokalis lézer pasztdzd6 mikroszkopok segitségével elemeztiik.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a patkany szagloégumodjdban megkozelitdleg tizenharomezer
mély rovid-axonu sejt van, amelyek jellemezhetoek egy vagy akar egyszerre két neurokémiai
markerrel. Az interneuron populacidé szamottevd részét a GABA, receptor ol alegységet
(GABARa), illetve a fesziiltség-fliggd kalium csatorndk koziil a Kv2.1 és a Kv4.3 alegységet
kifejez6 neuronok képezik. Ennek ellenére csupan a GABAsRal neurokémiai marker tekinthetd
sejtspecifikusnak, minthogy az utdbbi két markert a szemcsesejtek is kifejezik. A Kv3.1b
alegység a mély rovid-axonu sejtek kozel haromnegyedét jeldli, de nem jelol szemcsesejteket.
Osszehasonlitva a mar kordbban leirt markereket (VIP, calbindin, nitric oxide synthase,
szomatosztatin €s m2 muszkarin receptor) a GABAsRal immunopozitiv interneuron alcsoporttal,
azt talaltuk, hogy ezek a markerek igen kis hdnyadat jelolik a mély rovid-axonu setjeknek.
Megkozelitdleg a mély révid-axonu sejtek egynegyede immunopozitiv az mGluR1a receptorra és
nagyrészt a belsé plexiform rétegben helyezkednek el. In vitro agyszeleteken végzett *egész sejt
konfiguracioval’ torténd elvezetés utan azonositott mély rovid-axontt sejteken végzett
immuncitokémiai jeldlések azt bizonyitottak, hogy a mGluRla immunopozitiv sejtek
valészintileg GL tipust mély révid-axonu sejtek. Osszegezve azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le,
hogy a korabbi feltételezésekkel szemben a mély rovid-axonu sejtek relativ nagy szdmban
vannak jelen a patkény szagloguméd szemcsesejtrétegében, és molekularisan egy igen heterogén
neuroncsoportot képeznek. Molekularis valtozatossaguk arra utal, hogy ezek az interneuronok
kiilonboz0 szerepet toltenek be a szaglogumod dinamikus mitkodésének szabalyozasaban.
Témavezetok: Dr. Mark D. Eyre, Dr. Nusser Zoltan
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Glutamat jelatvitel markereinek tanulmanyozasa patkany hipofizisben

A glutamat az agy neuronjainak mintegy felében megtalalhatd, legfontosabb serkentd
neurotranszmitter. Szinaptikus TUriilése eldtt vezikuldkba csomagolodik vezikularis glutamat
transzporterek (VGLUT) segitségével. Az agyban az {iriild glutamat visszavételét a serkentd
idegsejtek nagyrészt nem kozvetleniil végzik, az iritett glutamat zome asztroglia sejtekbe kertil.
A glia sejtekben a glutamat glutaminnd alakul a glutamin szintetdz enzimreakcid révén.

A vezikularis glutamat transzporternek hdrom molekularis formaja 1étezik VGLUT1-3, melyek
funkcidjuk miatt glutamat markernek tekintheték. A glutamat funkciondlis jelentsége az
adenohipofizisben még kevéssé ismert, azonban idegi el6forduldsian tal munkacsoportunk
adenohipofizisben is kimutatta a VGLUT2 izoforma a megjelenését’. Kolokalizacids vizsgalatok
soran a VGLUT?2 jelenlétét hipofizis eliils lebenyének TSH, FSH LH sejtjeiben tartak fel. Ezen
kiviil az adenohipofizis VGLUT2 mRNS expresszidja hormonstatusztdl valo fliggést mutatott,
ami a glutamaterg jelatvitel funkcionalis jelentoségét sugallta.

Ezen kordbbi eredményekbdl kiindulva tovabb vizsgaltuk a glutamaterg jelatvitel enzimjeinek
meglétét az adenohipofizisben. Célunk tovabbi VGLUT izoformdk megjelenésének vizsgalata, és
differencialis eloszlas esetén viszonyuk feltardsa glutamaterg endokrin sejtekkel. Ezen til, az
agyban a glutamat-glutamin &talakulasért felelds, de hipofizisben mar szintén leirt, glutamin
szintetaz (GS)-t tartalmazo sejtek eloszlasat, ¢s VGLUT fenotipust, glutamaterg mirigysejtekhez
valé viszonyat vizsgalatuk. Izgalmas kérdés, hogy a glutamin/glutamat ciklus az
agyalapimirigyben is hasonl6an mikddik-e az idegszovetihez, amelyben az asztroglia funkciokat
a folliculostellate sejtek latnak el. =~ A VGLUT izoformak és glutamin szintetdz hipofizisbeli
lokalizacidjanak vizsgalatdhoz patkdny modellt hasznaltunk. Felndtt, him transzkardinalisan
perfundalt patkanyok szdveteib6l 20 mikronos metszeteket készitettiink és ezeken
immunperoxiddz és kettés immunfluoreszcens festéseket alkalmaztunk. Az immunfluoreszcens
vizsgalatok eredményének kiértékelése €s archivalasa konfokalis mikroszképpal tortént. Harom-
harom egyedbdl szdrmazod patkdny metszettel végeztiink parhuzamos kisérleteket és végeztiik el a
kolokalizacios szazalékok szamolasat.

Az egyes VGLUT izoformak jelenlétét két-két kiilonbozd antitesttel is sikertilt kimutatni,
megerdsitve ezzel az immunjelek specifikussagat. A VGLUT] jel specificitasat, két kiilonb6zo
antitest egyideji hasznalataval is bizonyitottuk, mivel a kétféle jel ugyanazon sejtek kettds-
immunreaktivitasat igazolta. A tovabbi kettds-fluoreszcens vizsgélataink arra a kérdésre kerestek
valaszt, hogy a VGLUTI1 mely trothormon termeld sejttipus(ok)-ban jelenik meg, a VGLUT3
esetén a kimutatds viszonylagos érzéketlensége nem tette ezt lehetdvé. A VGLUT]1 termeld sejtek
nagy része kortikotrop sejt volt, kis része gonadotrop. Feltételezziik, hogy a hipofizisben is
tirtilhet glutamat a VGLUT tartalma sejtekb6l.  Jelen munkadnk vizsgélta tovabba, hogy a
folliculostellate sejtek viszonylag kis hanyadat képezd GS tartalmu sejtek milyen morfologiai
viszonyban éllnak a VGLUT tartamu sejttipusokkal. Konfokalis mikroszkoppal megfigyeltiik a
GS tartamt folliculostellate sejtek kozvetlen kontaktusat a VGLUT2-t is termelé TSH, FSH és
LH sejtekkel. Nem volt megfigyelhetd az FS sejtek hasonléan szoros kapcsolata egyéb
sejttipusokkal, igy GH ¢és ACTH sejtekkel. Mindebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a GS-nek a

crer

Témavezetd: Dr. Hrabovszky Erik
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Az éhezés és jollakottsag neuron aktivalé hatasa az alsoé agytorzsben gold-thioglucose
kezelést kovetden

Az elhizas a fejlett orszagokban népbetegségnek szamit, ezért a taplalékfelvétel kozponti
szabalyoz6 mechanizmusainak pontos ismerete alapvetd fontossdgi. A gold-thioglucose-rél
(GTG) leirtdk, hogy egerekbe injektalva elhizast okoz, melynek oka a hypothalamus
ventromedialis (VM) magjaban létrejove sejtpusztulds. Kutatdocsoportunkban korabban
részletesen vizsgaltdk a VM magban bekdvetkezd valtozasok taplalékfelvételre gyakorolt hatasat.
Ismert, hogy a GTG kezelés nemcsak a hypothalamusban, hanem az area postrema koril is
hegszovet képzddéshez vezet, ez sejtpusztulast okoz az area postremaval idegi 6sszekottetésben
1év6 agytorzsi vagus komplex teriiletén is. Jelenlegi munkam soran azt vizsgaltam, hogy a GTG
kezeléssel kivaltott sejtpusztulas €s hegszovet képzddés, milyen hatassal van tobbnapos éhezés,
illetve éhezést kdvetd ujractetés utan az agytorzsi vagus komplex neuronjainak aktivalodasara.
Kisérleteimb6l nyert informaciok hozzajarulhatnak az agytorzs taplalékfelvétel kozponti
szabalyozéasaban jatszott szerepének jobb megértéséhez.

Vizsgélataimat 18-20g sulyu egereken végeztem. Az allatoknak egy alkalommal ¢éhgyomorra,
intraperitonealisan GTG-t adtam. A kezelést kovetd 15. napon az allatok egy részétél megvontam
a taplalékot, de a folyadék tovabbra is szabadon elérhetd volt szamukra. Két nap éhezés utan az
allatok egy kisebb csoportjdnak elkiilonitve wjra adtam élelmet. A GTG kezelt allatok
kontrolljaként nem kezelt egereket hasznaltam, melyeket szintén éheztetett és éheztetett -
Ujraetetett csoportokra osztottam. Az allatokat 48 6rds éheztetés (plusz 2 oOrds ujraetetés) utan
transcardialis perfizidval fixaltam. Az agytorzsbdl coronalis metszeteket készitettem, melyeken
az ¢heztetés illetve Ujraetetés hatasara 1étrejott neuronaktivacid detektalasara c-Fos
immunhisztokémiai reakciot végeztem. A GTG kezelés hatasanak megallapitasahoz az area
postrema legnagyobb kiterjedésének szintjében 1évé metszeteken a vagus komplex teriiletén
planimetriat végeztem. Az egyes magok c-Fos pozitivitasanak mértékét is ebben a magassagban
hatédroztam meg. A planimetria soran kimutattam, hogy GTG kezelést kdvetden a nucleus tractus
solitarii (NTS), nucleus motorius dorsalis nervi vagii (DMV) és az area postrema (AP) teriilete
szignifikdnsan csokkent. A c-Fos immunreakcidval a GTG kezelt allatokban éhezést kovetden a
DMV-ben és az AP-ban talaltunk pozitiv sejteket, mig az NTS-ben nem talalhato jel6lodés. A
nem kezelt, ¢heztetett allatokban erésebb a c-Fos pozitivitds. A GTG kezelt ¢heztetett, majd
ujraetett allatokban szamos c-fos pozitiv sejt detektalhatdé az NTS ¢és az AP teriiletén, mig ebben
az eseteben a DMV teriiletén nem lathato jelolédés. A c-Fos pozitivitds ezekben az allatokban
gyengébb mint az Gjraetetett, de nem kezelt allatok esetében.

Ezek alapjan elmondhat6, hogy az ¢hezés soran erdsen aktivalodo, fokozott gyomorsav
szekrécioért felelos DMV ¢és a keringd hormonok szdmdra nyitott AP teriiletén GTG kezelés
hatasara csokken az aktivacio. Kezelés nélkiil, ujractetést kovetden a jollakott allapotban szamos
sejt aktivalodasa mutathato ki szintén az AP és a nervus vagus feldl afferens informaciokat kapo
NTS teriiletén, mely GTG kezelést kovetden szintén csokkent aktivitdst mutat. Tovabbi
vizsgélatok soran tervezem az aktivalodod neuronokban expresszalddd neuropeptidek kimutatasat
-Meltzer et al.: Feeding- and refeeding-induced neuronal activity in the hypothalamus of gold
thioglucose-treated mice, Magyar Idegtudomanyi Tarsasag 2007. évi konferencigja, Szeged
-Kurucz et al.: Hypothalamic, Limbic and Medullary Innervation of the Stomach and the
Duodenum in Vagotomized Rats. Clin Neurosci/Ideggy Szle 2007 60/1:38
Témavezetd: Dr. Palkovits Miklos
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Lérant Eva AOK V.
Semmelweis Egyetem Neuroldgiai Klinika, Budapest

Parkinsonos és esszencialis tremor elkiilonitése a tremor és mozgaskoordinacio jellemzo6i
alapjan

Célkitiizés: A tremor a leggyakoribb mozgészavar, legtobbszor esszencialis tremor (ET) vagy
Parkinson-kor (PT) tiinete. Kifejlodott betegségekben a tremorok elkiilonitése nem okoz gondot,
a kezdeti stddiumban azonban a differencidlas nehéz lehet. Irodalmi adatok alapjan az ET
diagnodzisa az esetek harmadaban, PT esetén kozel negyedében téves. Vizsgalatunk soran
statisztikai modszerekkel értékeltiik 25 tremor és mozgéaskoordindcids valtozd diszkriminativ
képességét egyenként illetve kombinalva.
Modszerek: egészséges (n=41), Parkinson-korban (n=43) és esszencialis tremorban (n=42)
szenvedd személyeket vizsgaltunk CATSYS mérdmodszerrel. A tremor f6 elektrofiziologiai
jellemzdit, a pronacio-szupinacid €s ujjdobolas ritmusossagat és maximum frekvencidjat valamint
a reakcididot hataroztuk meg mindkét kézen. A két kéz adatait az erdsebben ill. kevésbé remego
oldal szerint csoportositottuk. 11 mért és 14 szamitott valtozot értékeltiink diszkriminaciod
analizissel.
Eredmények: A fiziologids-, az esszencidlis- és Parkinsonos tremort legjobban elkiilonitd
valtozonak a kevésbé remegd kéz frekvencia diszperzidjat talaltuk, melyet a kevésbé remegd kéz
maximalis frekvencidja és az ujjdobolds ritmustartasa kovetett. Egyetlen valtozo segitségével
csak gyenge diszkriminéciot értiink el (helyes besorolas: 55% PT, 66% ET, 88% egészségesek
esetén). A valtozok csoportositasaval a diszkriminacid javult. A legjobb eredményt 16 jellemzd
kombinacidja adta (helyes besorolas: PT:95%, ET: 86%, egészségeseknél: 98%). Tovabbi
jellemzok bevonasa nem javitotta a modell elkiilonito képességét.
Kovetkeztetés: Eredményeink alapjan  kijelenthetjiik, hogy az egyedi tremor ill.
mozgaskoordinacids jellemzok 6ndlld diszkriminativ képessége gyenge, minddssze a pathologias
ill. fiziologias tremor elkiilonitését teszik lehetdvé. A valtozok kombinaldsdval azonban az
esszencialis tremorban ill. Parkinson-kérban szenvedd betegek csoportjai tobb mint 85 %-o0s
valdszinliséggel megkiilonboztethetok. A statisztikai modszerrel kiegészitett diagnosztikai
algoritmus felhasznalhat6 a klinikai differencialdiagnozisban.
Munkacsoportunk elészor vezette be Magyarorszagon a CATSYS mérdrendszert, mely lehetdvé
teszi a tremor és mozgaskordinacid gyors és pontos mérését. A modszert korabban foglalkozas-
egészségiigyl vizsgalatokban hasznaltdk, Parkinsonos ¢és esszencidlis tremorban szenvedd
személyeket nem vizsgaltak vele. Korabbi vizsgalatunk soran (1) megallapitottuk, hogy a
rendszer alkalmas klinikai koriilmények kozott a két betegesoport vizsgélatara. Leirtuk a két
tremor tipus elektrofiziologiai jellemzdinek kiilonbségeit (2). Kimutattuk, hogy esszencidlis
tremorban cerebellaris karosodésra utald ritmustartasi zavar észlelhetd (3). Jelen vizsgéalatunkban
el0szor bizonyitottuk statisztikai moddszerekkel, hogy a tremor ¢és mozgaskoordinacid
jellemzdinek megfelelé kombinacidjaval felépitett modell felhasznalhatdo a mindennapi klinikai
differencialdiagndzisban.
1. Farkas Z. Csillik A. Palvolgyi L. Takacs A. Szirmai I. Kamondi A. Complex tremor analysis
for the differential diagnosis of essential tremor and Parkinson's disease. Ideggyogyaszati Szemle
2006 (59): 45-54.
2. Farkas Z. Csillik A. Szirmai I. Kamondi A. Asymmetry of tremor intensity and frequency in
Parkinson's disease and essential tremor. Park Rel Dis 2006(12):49-55.
3. Farkas Z. Szirmai I. Kamondi A. Impaired rhythm generation in essential tremor. Mov Dis
2006 (21): 1196-9.
Témavezetd: Prof.Kamondi Anita
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Mahalek Judit Maria AOK IV. C2
Anatdmiai, Szovet- és Fejlddéstani Intézet, Budapest

Fagyasztasos 1€zié utani érreakciok vizsgalata patkany agyban

A fagyasztasos 1ézioval az agyszoveten Ugy tudunk sériilést 1étrehozni, hogy kdzben a
durat, ill. az agyfelszini glia limitanst nem torjiik at (fedett sériilés). Jelen munkdkban a sériilés
nyoman kialakul6 glia- és érreakcidkat vizsgaltuk azért, hogy alkalmas-e ez a modell az esetleges
revaszkularizatio vizsgalatara. A gliareakciot, a lamina basalis valtozasait, illetve a gliavascularis
kapcsolatokat immunhisztokémiai markerekkel vizsgaltuk. A mitéteket altatott patkdnyokon
végeztem (0,1 ml ketamin+ 0,2 ml xylazin/ 100g i.m.). Egy szarazjég-aceton keverékben hiitott
rézrudat hasznéltam, amely sztereotaxias berendezéshez volt erdsitve a 1ézid6 pontos
lokalizcidjara. A sutura coronaria mogott, jobb oldalon eltavolitottam egy 5x 5 mm-es
koponyacsont-darabot, ¢és a rézrudat ide helyeztem. Kiilonb6z6 tartamu (10, 20, 30 sec)
fagyasztasokat vizsgaltam. A mivelet utan a kivett csontdarabot visszahelyezve zartam a
koponyat. Az éallatokat 2, 4, 7, 14, ill. 30 napos tulélés utan perfundaltam 4%-os
paraformaldehiddel, majd az agyakat 2 napig utdfixdltam. Vibratdommal 100 um-es szeleteket
készitettem, melyeket a primer antitestekkel 4 °C-on 2 napon 4t inkubdltam, majd az
immunreakciot fluoreszcens modszerrel tettem lathatova. A gliareakcidkat a nestin és a GFAP-
elleni immunreaktivitasanak segitségével kovettiik, a lamina basalist a laminin, mig a
gliovascularis kapcsolatok a dystroglycan ¢és tarsult fehérjéi (utrophin, syntrophin, dystrophin,
dystobrevin) immunfestésével vizsgaltuk. A reaktiv gli6zist GFAP és nestin pozitivitas kisérte. A
glia €s érreakciok hevessége és kitejedtsége nott a fagyasztas iddtartamaval. A 1€zidt kovetden az
erekben 1év6é laminin immunoreaktivva valt, mig az ép agyban meglévd dystroglycan pozitivitas
eltiint. Az egyéb vizsgalt anyagok koziil ehhez jarult még az utrophin immunoreaktivitdsanak
megjelenése, és a dystrobrevinének eltiinése. Megallapithatjuk, hogy a 1ézi6 minél hosszabb ideig
tartott, anndl hosszabb id6 ( 7-30 nap ) volt sziikséges az ép agyra jellemzd immunfestések
visszaallasdhoz. Az eredmények altalanossdgban hasonlitottak ahhoz, amit kordbban szlrasos
1ézi6 koriil korabban észleltiink (Szabo és Kalman 2004, 2008), bar a mi esetiinkben az utrophin
elvaltozasai gyengébbeknek tlintek. Az irodalmi adatok és korabbi vizsgalatainkkal dsszevetve
feltételezhetjiik, hogy a erekben meglévé laminin immunreaktivva valasa (azaz detektalhatosaga),
ill. a dystroglycan eltiinése az erek és gliovascularis kapcsolatok karosodasanak kozvetett jele.
Eredményeinket felhasznalhatjuk kiilonb6zé beavatkozasoknak a gliovascularis kapcsolatok
helyreéllitasaban jatszott szerepének vizsgalatahoz. Hasonlo témaban a munkacsoportunkban
megjelent kozlemények:

Szabo A, Kélman M Disappearance of the post-lesional laminin immunopositivity of brain
vessels is parallel with the formation of gliovascular junctions and common basal lamina. A
double-labeling immunohistochemical study. Neuropath Appl Neurobiol (2004) 30:169-170
Szab6 A, Kalman M (2008) Post traumatic lesion absence of p-dystroglycan
immunopositivity in brain vessels coincides with the glial reaction and the immunoreactivity

of vascular laminin. Curr Neurovasc Res, 5: 206-213, amelyek azonban nem fagyasztasos,
hanem szurasos 1ézioval foglalkoztak.

Témavezetd: Dr. Kdlman Mihaly
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Marics Gabor AOK VI
Semmelweis Egyetem/Pazmany Péter Katolikus Egyetem MR Kutaté Kozpont, Budapest

Kapszaicin szenzitizacio hatasa a fajdalom percepciora

A kisérletnek az a célja, hogy megvizsgalja egészséges emberek szubjektiv fajdalom
percepcidjat kapszaicin kezelés elott és utdn, vizsgalt paraméterek: szubjektiv fajdalomérzet
intenzitasa és a fajdalom ingert kovetd reakcioido.

A kapszaicin szenzitizacié az irodalombol jol ismert protokoll szerint torténik €s az ehhez
szlikséges lokalis melegitd berendezést, (amely kontrolaltan 45 °C — os hdmérsékletre melegiti a
bort az ingerlés helyén) megterveztem ¢és elkészitettem. Kalibralhato, és programozhato
mechanikus fajdalomingerld késziilék, amely egy tompa ti segitségével ingerli a bort,
rendelkezésemre allt. A kisérlet soran eldszor az alanynak egy egér segitségével azt kell
eldontenie, hogy faj-e az adott inger, majd ezt kovetden egy csuszka segitségével meghatarozza,
hogy menyire faj az inger. A vizsgalatot mind kapszaicin kezelés nélkiil és kapszaicin kezeléssel
el kell végezni. A kisérlethez sziikséges informatikai hattér megvaldsitisa MATLAB fejlesztoi
kornyezetben tortént. A programok egy része sajat fejlesztésem.

Az eddig eredményeink szerint a kapszaicin a kiilonbozd erdsségli ingerekhez tartozd
reakcididé mintdzatot a fajdalomérzethez hasonldéan megvaltoztatja, de statisztikai validalashoz,
tovabbi vizsgalatok sziikségesek, amelyek a beadas idejében még zajlanak.

A hivatkozott cikkben a szerzok a reakcioidot nem vizsgaltak.

Istvan Kobor', Viktor Gal'? & Zoltan Vidnyanszky'? ,, Attentional modulation of perceived pain

intensity in capsaicin-induced secondary hyperalgesia”(Submitted )

Témavezetd: Dr. Gal Viktor
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Neubrandt Maté ELTE TTK
MTA KOKI Idegi Sejt és Fejlodésbiologia Laboratorium

EAAT4 glutamat transzporter idegi 0s- és progenitor sejteken

A glutaminsav a kdzponti idegrendszer legjelentdsebb neurotranszmittere, extracellularis szintje
szigoru szabalyozas alatt all. Ezt a szabalyozast a plazmamembran glutamat transzporterek
végzik, amelyeknek ot tagja ismert (GLAST, GLTI1, EAACI1, EAAT4, EAATS). A
transzporterek kifejezddése sejttipusonként és agyteriiletenként valtozo.

Laboratériumunkban az idegi sejtdifferenciacid alapvetdé folyamatait tanulmanyozzuk
els@sorban in vitro modellrendszereken (NE-4C, P19 sejtvonal). Eredményeink szerint a GLAST
¢s EAAT4 transzporter mRNS-e fejezddik ki legkordbban, kimutathatéak mar a neuralis
Ossejteken is. A GLAST korai expresszioja az irodalomban jol ismert, az EAAT4 ilyen korai,
embrionalis fejlodés alatti jelenlétét azonban eddig nem mutattdk ki. Az EAAT4 kifejlett
idegrendszerben kisagyi Purkinje sejtekre, GABAerg interneuronokra, valamint asztroglia sejtek
bizonyos csoportjaira és a retinara jellemzo.

Munkam soran az EAAT4 kifejezodését vizsgaltam az idegi sejtfejlodés soran, in vivo és in
vitro. Az expresszalodo fehérje kimutatasara Western blotot alkalmaztam. In vivo eléforduléasat
embriondlis és perinatalis egér ill. patkdny metszeteken végzett immunhisztokémiai festésekkel
analizaltam. Az EAAT4 pozitiv sejtek azonositasat kiilonbozé sejttipus specifikus markerekkel
veégzett kettds festésekkel végeztem. A transzporter miikddését tricidlt glutamat felvétel méréssel
igazoltam.

Az EAAT4 fehérje kifejezddését Western blot analizis igazolta mind NE-4C ¢és P19 idegi
Ossejteken, mind egér embrionalis eldagyi mintaban. Tovabba, a GLAST mikddésének gatlasa
mellett EAAT4 specifikus glutamat felvétel mérhetd az idegi Ossejtekben. /n vivo embrionélis
fejlodés soran kimutathatd a transzporter az agy neurogén régiodiban. Ezeken a teriileteken az
EAAT4 specifikus festddés kirajzolja a neuralis Ossejtként funkciondld radidlis gliasejteket.
Ujsziilott allatban pedig az asztroglia progenitor sejtek bizonyos csoportjain detektalhatd az
EAAT4 transzporter.

Munkam soran tehat igazoltuk az EAAT4 glutamat transzporter jelenlétét 6s - és progenitor
sejteken, szerepe azonban még tisztazasra var. A glutamat felvétel mérésekbol kideriilt, hogy az
EAAT4 transzporter aktivitdsat meghaladja a GLAST transzport aktivitasa. Ugyanakkor tudjuk,
hogy az idegi progenitorsejtekre magas intracellularis kloridion koncentracio jellemzd és az
EAAT4 transzporter miikodését jelentds kloridion konduktancia jellemzi. Mindezek alapjan
feltételezhetd, hogy a neuralis 6s - €s progenitorsejteken az EAAT4 transzporternek inkabb a
kloridion héztartas szabalyozasaban lehet szerepe, mint az extracellularis glutamat koncentracio
szabalyozasaban.

Témavezeto: Dr. Jelitai Marta
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Plattner Viktor SZIE-AOTK II1
MTA-Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet, Budapest

Kiilonb6z6 Eredetii Orias Serkenté Terminalisok Eloszlasa és Konvergencisja Patkany
Somatosensoros Thalamusaban

A thalamicus neuronok (relésejtek) mitkodését alapvetden orids, serkentd terminalisok un.
iranyité (driver) bemenetek hatarozzak meg. Ezek eredete alapjan a thalamus magok két
csoportra oszthatoak: elsdrendii magokra, melyek subcorticalis kézpontokbol kapnak orias,
serkentd terminalisokat, és magasabbrendii magokra, melyek a corticalis 6todik rétegi
piramissejtektél kapnak irdnyitdé bemenetet. Subcoticalis iranyitd bemenet a magasabbrendii
magokba is érkezik. Ez az alabbi, eddig meg nem valaszolt kérdéseket veti fel:

1. Hogyan oszlanak el a magasabbrendii magokba érkezd corticalis és subcorticalis eredetii
orids, serkentd terminalisok egymashoz képest?
2. Mennyire hasonléak ultrastruktaralis tulajdonsagaikban €s célelem szelektivitdsban?
3. Van-e olyan thalamicus relésejt, amely egyszerre kap kérgi és kéreg alatti iranyitod
bemenetet?
A tanulmanyban a patkdny thalamus magasabbrendli somatosensoros magjaval (nucleus
posterior, Po) foglalkozom. A két kiilonb6zd eredetli ,,driver” egymashoz viszonyitott
eloszlasanak vizsgélatdhoz, anterograd palyajelold anyagot juttatunk az S1 somatosensoros
kéregbe, mig a periférids terminalisok jelolésére, azok szelektiv markerét; a vezikularis glutamat
transzporter 2-es tipust fehérjét (vGlut 2) alkalmaztuk. A kérgi termindlisokat nikkel-intenzifikalt
diamino-benzidinnel, a perifériasakat diamino-benzidinnel jelenitettiik meg. Fénymikroszkopos
analizis soran a Po-ban periférias terminalisban (vGlut 2+) gazdag ¢és ritka teriileteket
definidltunk. Ehhez viszonyitottuk a kérgi terminalisok elhelyezkedését. A fénymikroszkopos
vizsgalatokat elektronmikroszkopos analizis kovette.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a periférids terminalisok eloszldsa a Po-ban foltszert.
Egyes teriileteken stirtin, masokon ritkan fordulnak eld, illetve vGlut 2+ terminalisokt6l mentes
teriileteket is megfigyeltiink. A kérgi terminalisok eloszlasa szintén foltszer(i volt. A kérgi orias,
serkentd terminalisok jelentds része fordult el6 vGlut 2+ terminalisban gazdag teriileten. Emellett
megfigyelhetdek voltak periférias termindlisban ritka és azokt6l mentes teriileten is. A kérgi orias
butonok sem teljes szelektivitast, sem teljes elkeriilést nem mutattak a periférids terminalisban
gazdag teriiletek irant.

Az elektronmikroszkdpos vizsgalatok azt bizonyitjdk, hogy a két kiillonbozd eredetli
terminalis ultrastruktaralisan egyenranginak tekinthetd, és célelem szelektivitasuk is hasonlo.
Mindkét tipus tobb szinnapszist képez a relésejtek vastag proximalis dendritjeivel, melyek a
terminalisba ujjszeriien betlirddve ndvelik a szinaptizald felilletek nagysagat. Az
elektronmikroszkopos vizsgéalatok tovabba bizonyitjak, hogy ugyanazon relésejt egyszerre kaphat
kérgi és periférids irdnyitdé bemenetet, tehat a konvergencia l1étez6 jelenség.

Adataink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a magasabbrendli magokba érkezd kétféle
»driver” bemenet hasonlé anatdémiai szervezddésu, jelenlétik egyforman meghatirozd a
somatosensoros miitkodés szempontjabdl, amit a laboratériumunkban folyé parhuzamos in vivo
elektrofizioldgiai vizsgalatok is megerdsitenek. Tovabba, eredményeink a thalamus relé funkcidja
mellett ravilagitanak egy uj tipust, kiilonboz6 eredetii informacidk integralasan alapulo
mikddésre, melynek alapja két kiilonbozo eredetti driver konvergenciaja egy sejten.

Csoportunk eddigi munkdja soran a magasabbrendii magokba futd szelektiv gatld rostok
anatomiai €s elektrofiziologiai jellemzésével foglalkozott (Bodor et al. 2008 J Neurosci. 28:3090-
102; Wanaverbecq et al. 2008 J Neurosci. 28:11848-61; Lavallée et al. 2005 J Neurosci. 25:7489-
98; Bokor et al. Neuron. 2005 45:929-40). Jelen tanulmany ezen tullépve a magasabbrendii
magvak serkentd bemeneteinek morfologiajat vizsgalja.

Témavezetd: Dr. Acsady Laszlo
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Varga Anett, Mucsi Orsolya, AOK VI.

MTA-Semmelweis Egyetem Humanmorfoldgiai és Fejlddésbiologiai Intézet Neuromorfologiai
¢s Neuroendokrin Kutatocsoport

B-arrestin-fiiggo jelatviteli mechanizmusok szerepe a prolaktin elvalasztas fiziologias
szabalyozasaban

A kozelmultban Beaulieu €s munkatarsai kimutattak, hogy a corpus striatumban 1évé
dopamin (DA) D,-receptoroknak tartds, Gn. tonusos stimulalasa -arrestin,/Akt/Protein-foszfataz
2A (PP2A) komplex képzddéséhez vezet, amely a B-arrestin, ismert, deszenzitizacidban jatszott
szerepe mellett felvetette egy 10j jelatvivd mechanizmus létezését. E komplexben a PP2A
defoszforilalja, ill. inaktivalja az Akt-ot, és ezen keresztiil befolyasolja a glikogén szintetaz-kinaz
o/B (GSKo/B) aktivitast. Az elmult évben beszamoltunk arr6l, hogy az agyalapi mirigy eliils6
lebenyében a mammotrop sejteken talalhatd D,-es receptorok tonusos stimulalasa soran ez a
jelatvivé mechanizmus ugyancsak funkciondl. Vizsgalataink soran him patkanyokban specifikus,
D,-receptor-antagonista haloperidol (HAL), raclopride (RAC) és a DA bioszintézisét gatlo alfa-
metil-para-tirozin (aMpT) szisztémas beadasaval létrehozott eliils6 lebenyi DA megvonast
kovetéen kimutattuk, hogy az aktiv Thr308-foszfo-Akt (P-Akt) mennyisége jelentdsen
fokozodik. Ezzel péarhuzamosan a plazma prolaktin szintek is megemelkedtek, amely
egybehangzdan mutatja az emlitett szignalmechanizmus toénusos gatldo szerepének jelenlétét.
Felvetddik a kérdés, hogy ez a mechanizmus fiziologias koriilmények kozott is fennall-e.

Nostény patkanyokon szopasi stimulust alkalmazva hypophysis eliilsé lebenyi
homogenizatumokbol western-blottal total-Akt, P-Akt és P42/44-MAP-kindz (ERK1/2)
mennyiségét hataroztuk meg az id6 fliggvényében. A szoptatds és a farmakologias kezelés
hatékonysagat plazma prolaktin meghatarozassal (RIA) ellendriztiik.

Szopasi stimulust kovetden laktalo allatokban mér a 10. percben az Akt és az ERK1/2 fokozott
foszforilacioja volt kimutathatd, amely még a 60. percben is fennallt. Annak eldontésére, hogy
mindkét fehérje foszforilacioja sziikséges-e a szopasi inger hatasara 1étrejovo plazma prolaktin
szintjének emelkedéséhez, a MAPK szelektiv gatloszerét (SL327) alkalmaztuk. SI.327 hatasara
azonban nem talaltunk valtozast a hormonvalaszban. Ez arra utal, hogy a MAPK foszforilacidja
valamely mas, ugyancsak a szopasi inger hatdsara 1étrejové mechanizmusban jatszik szerepet. A
szignal-komplex szétkapcsolddasanak hatdsat a plazma prolaktin szintre a PP2A gatlo okadansav
intracerebro-ventricularis beadaséaval is igazoltuk.

A korabban mar megismert, dontéen in vitro adatokon alapuld, DA hatasara bekovetkezo
intracellularis cAMP/AC/PKA gatlas in vivo alarendelt szerepét azzal tamasztottuk ala, hogy
HAL ill. aMpT szisztémas beadasat kovetden a szoveti cCAMP mennyiségében valtozast nem
tapasztaltunk.

Mindezen eredmények hozzajarulhatnak a tonusos DA-erg gatlds, valamint a hypophysis
sejtjeiben zajlo talélési- és apoptotikus mechanizmusok részletesebb megismeréséhez, tovabba a
humén hypophysis tumorok hatékonyabb kezeléséhez is.

Témavezetdk: Dr. Nagy M. Gyorgy, Dr. Olah Mark
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Veres Judit, ELTE TTK, biologus szak, IV. évfolyam
MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézete, Agykéreg Kutatocsoport

srer

A hippokampusz jellegzetes viselkedésfiiggd aktivitdsmintdzatai kozil a gamma
oszcillacionak (30-100 Hz) a memodria tarolasdban és el6hivasdban tulajdonitanak szerepet,
kialakulasanak hatterér6l azonban még keveset tudunk. Az in vivo és in vitro mérések azt
ritmikus aktivitas vezérli a CA1 régioban megfigyelhetd szinkron mintazatokat, de az oszcillacid
atterjedésének mechanizmusa még nem ismert. A CA3 régio ritmikus aktivitdsdnak cellularis
hattere in vitro modszerekkel mar kutatott, a CA1 régioban kialakuld oszcillaciot azonban ilyen
koriilmények kozott még nem vizsgaltak. Munkank sordn arra kerestiik a valaszt, hogy miként
valosul meg a CA3 régid altal generdlt oszcillacid atterjedése a CAl régioba. Ennek
felderitéséhez nélkiilozhetetlen az egyes sejttipusok bemeneti €és kimeneti tulajdonsagainak
leirasa az oszcillacio alatt.

Me¢éréseink soran in vitro elektrofiziolégiai moddszereket hasznaltunk. Tulélé agyszelet
preparatumon vizsgaltuk a CA3 ¢és CAl régid sejttipusainak viselkedését kolinerg agonista
(karbakol) indukalta gamma oszcillaci6 alatt. A vizsgalatok soran egy lokalis elektrodot
helyeztiink a CA1 régioba a lokalis mezdpotencial-valtozas vizsgalatara, egy masik elektroddal
megfigyeltiik az egyes sejtek altal generalt akcios potencidlokat, majd whole-cell elvezetésben
detektaltuk a sejtekre érkezo serkentd és gatlo szinaptikus aramokat. A whole-cell mérések soran
hasznalt intracellularis oldat biocytint tartalmazott, igy a szeletek fixaldsa utan immuncitokémiai
modszerekkel lathatova tettiik a sejteket, melyek sejttipusat morfologiai jellemzoik alapjan
azonositottuk. Az analizis sordn a sejtek tiizelését és a rajuk érkezd szinaptikus aramokat
viszonyitottuk a lokalis mezdpotencial-oszcillacio fazisahoz.

A kapott eredmények azt mutatjdk, hogy a CA1l piramissejteknek csak a fele volt
faziskapcsolt, ezek az oszcillacid negativ csucsan tlizeltek, mig az interneuronok tobbnyire
faziskapcsoltan siiltek ki az oszcillacido emelkedd szakaszdban. A sejtekre érkezd serkentés
mindig megeldzte a rajuk érkezd gatlast, és mig az interneuronokon erds fazikus serkentés volt
megfigyelhetd, addig a CA1 piramissejteken a fazikus gatlas dominalt. A CA3 piramissejtekhez
képest a CAl piramissejtek valamivel eldbb, mig a CA3 ¢és CAl interneuronok egy
monoszinaptikus kapcsolatnak megfeleld késéssel tiizeltek. Ezen adatok alapjan felallithato egy
modell, mely szerint a gamma oszcillacid6 sordn a CA3 piramissejtek fazikus serkentése
hatarozza meg a CA3 és a CAl gatlosejtek kistilését, mig a CAl piramissejtek tlizelési
mintazatat a CAl interneuronokbol érkezd fazikus gatlas szabja meg.

Mivel a sejtek tiizelési sajatsagai megfelelnek az in vivo mérések soran tapasztaltaknak,
feltehetd, hogy ez az in vitro modell jol jellemzi az intakt agyban lejatszodd folyamatokat, igy
lehetdséget biztosit az oszcillaciok olyan vizsgalatara, amelyre in vivo mérések soran nincsen
lehetdség , mint példaul tovabbi elektrofiziologiai és farmakologiai vizsgalatok.

Csoportunk a témaban két cikket publikalt a CA3 sejtek mitkodéséral:

Héjos N, Palhalmi J, Mann EO, Németh B, Paulsen O, Freund TF (2004) Spike timing of distinct
types of GABAergic interneuron during hippocampal gamma oscillations in vitro. J Neurosci
24:9127-9137.

Oren I, Mann EO, Paulsen O, Hajos N (2006) Synaptic currents in anatomically identified CA3
neurons during hippocampal gamma oscillations in vitro. J Neurosci 26:9923-9934.

Az altalam vizsgalt CA1 régio sejtjeinek sajatsdgai még nem keriiltek publikaldsra.
Témavezetok: Dr. Hajos Norbert, Zemankovics Rita
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Retinsav a posztnatalis kozponti idegrendszerben

Az all-transz retinsav (RA) az A-vitamin (retinol, ROL) biologiailag aktiv szarmazéka. E
morfogén molekula kiemelkedd szereppel bir a kozponti idegrendszer és a normalis szervfejlodés
irdnyitdsdban, valamint idében ¢és térben mind embriondlis mind posztnatalis korban
meghatarozott mintazat szerint termelddik. In vitro, a RA képes az el-nem kotelezett Ossejtek
(embrionalis dssejtek, idegi Ossejtek) idegi irdanyu differencidlodasat indukalni. Megmutattuk
[Kornyei és mts. 2007, FASEB J.21(10):2496-509], hogy a tenyésztett asztrogliasejtek
jelenlétében az Ossejtek neurondlis differenciacios programja beindul, s ennek oka az
asztrogliasejtek RA termelése. Célkitlizésem a RA reszponziv és RA termeld sejtek azonositdsa
volt posztnatalis egér €s patkany agyszovetében, valamint az asztrogliasejtek retinoid raktarozo
¢s metabolizalo képességének vizsgalata in vitro, A-vitamin mentes modelleken.

In vivo, RA-riporter transzgénikus egértdrzsben (RARE-LacZ) a retinsav indukalta f-
galaktoziddz enzim lokalizacidja kirajzolja a RA-reszponziv és a potencidlis RA-termeld sejt-
populédciokat. Ez két moddon mutathaté ki, egyrészt a [B-gal enzim X-gal mesterséges
szubsztratjaval masrészt direkt immuncitokémiai jeldlésével. In vivo, az agy RA eloszlasa nem
egyenletes — endogén RA foként két kiemelt régioban lokalizalodik, melyek a felnottkori
idegsejtképzésre alkalmas teriiletek. E neurogén zondkban — szubventrikuldris zéona (SVZ) és a
hippocampus szubgranuléris zéndja (SGZ) — az idegi 6ssejtek mikrokdrnyezetének legfontosabb
komponensei az asztrogliasejtek. Feltételezésem szerint e régiok asztrogliasejtjei RA-termelésiik
révén részt vesznek a felndttkori idegsejtképzésben. RA-reszponziv és/vagy RA-termeld régionak
bizonyult tovabbd az agyhartya valamint az oldalkamrai érfonatok is. Tenyésztett
asztrogliasejtekben a RA szintézis kulcsenzimeit (retinaldehid-dehidrogendzok; RALDH?2,3)
immuncitokémiai festéssel mutattam ki. A kiilonboz6 agyteriiletekrél szarmazo asztrogliasejtek
valamint az agyhartya ¢és az agykamrai érfonatok tényleges RA-termelését egy RA-szenzitiv
bioassay (F9 RARE-LacZ) segitségével mértem. E retinsav-riporter sejtek aktivalt B-gal enzimje
hasitja az ONPG mesterséges szubsztratot igy a képzodott csapadék optikai denzitasa révén
kvantalhat6 a termelt RA mennyisége. A ténylegesen RA termeld sejtek az RALDH enzimek
expresszidjanak immuncitokémiai kimutatdsaval lokalizalhatoak. Posztnatalis patkényok
agyhartydaja, agykamrai érfonatai és erei erds RALDH2 immuncitokémiai jelol6dést mutattak. E
RA termelé valamint RALDH3 enzimet expresszalos sejtek pontos azonositdsan és
karakterizalasan jelenleg is dolgozom. Az ependyma réteg sejtjei, valamint a hippocampusra
rafekvd agyhartya és az abbol a SGZ teriiletére futd erek a termelt RA diffuzidja révén részt
vehetnek az Ossejtek fenntartdsdban ¢és differencialtatdsaban. Az agyhartya fontos
immunvédekezési és gyulladascsokkentd funkcidt is ellat. Feltételezziik, hogy ezekben a
folyamatokban a meningedlis eredetli retinsavnak is szerepe van, melyet in vivo mitétileg
mechanikai sértést illetve gyulladast okozd modellrendszeren kivanok vizsgalni.

Az in vitro univerzalis €s az in vivo lokalizalt RA termelés ellentmondésat okozhatja a szubsztrat
(ROL) hozzaférhetdségben fennalld kiillonbség. Ennek vizsgélatara asztrogliasejtek hosszu ideig
fenntartott kulturdinak RA produkcios képességét vizsgaltam normal és A-vitamin mentesitett
kornyezetben. Az F9 retinsav-riporter sejtvonalon végzet mérések tantsaga szerint elmondhato,
hogy az asztrogliasejtek retinsav termelése az id6 eldrehaladtaval fokozodik valamint jelentds
retinoid-raktarozo képességgel rendelkeznek.

Témavezetd: Dr. Kornyei Zsuzsanna
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