Az elért eredmények ismertetése

1. Csirkeembriok gerincveld telepeiben kimutattuk, hogy az extracellularis matrix
(ECM) egyik organizator molekuldja, a hyaluronsav (HA) elsdsorban a postmitotikus allapot
el6tti 0sztddo sejtek koriil akkumulalodik. Kimutattuk, hogy a HA akkumulécioért a
hyaluronsav-szintaz 2 és 3 (HAS 2, 3) a felelds, melyek valdsziniileg egyben az egyetlen HA
koto sejtfelszini molekuldk is ezekben a sejtekben és ilyen modon az extracellularis tér és a
sejt belseje kozotti jelatviteli folyamatokban kulcsszerepet jatszanak. Eredményeink alapjan a
HA valészintileg non-permissziv a sejtproliferaciora, mig a neuronok kezdeti
expresszios mintazata nagy atfedést mutatott a HA reakcioval, igy feltételezhetéen
funkcionalis kapcsolat van ezen molekulak kdzott. A neuronok sejttestje, dendritjei €s az
axoneredési domb koriil kondenzal6do perineuronalis halé vagy net (PNN) az embrionalis
¢letben megjelent a gerincveldi motoneuronok koriil, szemben az emlds idegrendszerrel, ahol
a PNN postnatalisan alakul ki. Ez a lelet arra utal, hogy a fészekhagy6 madaraknal a
kikeléskor megfigyelhetd, koordinalt mozgasmintazat hatterében allé6 neuronhalozat mar az
embrionalis korban stabilizalodik (11., 12. kézlemények).

2. Csirke embriok vestibularis magkomplexében kimutattunk a HA expresszios
mintazatanak valtozasat az egyedfejlodés soran. Vizsgalataink azt mutattak, hogy az egyedi
vestibularis magok kozott kiilonbség van a HA idobeli megjelenésében, emellett az életkor
elérehaladtaval valtozik a HA reakcio intenzitasa és lokalizacidja. A neuropil teriiletén az E7
naptol kezdddden jelenik meg a HA, mig a PNN a E13-as stddiumtdl ismerhet6 fel: elészor a
nucleus vestibularis medialisban (NVM), majd ezt kdvetden a nucleus vestibularis lateralisban
(NVL), a nucleus vestibularis descendensben (NVD) ¢és végiil a nucleus vestibularis
superiorban (NVS). Az RT-PCR vizsgalatok azt mutattak, hogy a HAS2 és a HAS3 jelen volt
a vizsgalt stadiumokban ¢és expressziojanak erdssége korrelalt a HA reakcid intenzitasaval.
Eredményeink ramutatnak a HA jelent6ségére a vestibularis neuronhalézatok korai
fejlodésében. Az egyes magok kozotti kiilonbség az expresszids mintazatban Osszefiiggésben
lehet az eltéréd funkcidval. A PNN embriondlis korban torténd megjelenése a vestibularis
magokban megfelel a gerincveléi motoneuronok koriili PNN fejlddési dinamikajaval, és
megerdsiti az ott leirt funkcionalis értelmezést (31., 33. kdzlemények).

3. Felnott béka vestibularis magkomplexében, a kisagyban és a szemmozgat6 agyidegi
magokban vizsgaltuk az ECM molekuldk koziil a HA, a CSPG-ok és ezen beliil specifikusan
az aggrecan, valamint a glikoprotein tenascin-R (TN-R) jelenlétét. A szdvettani vizsgalatok és

a Western blot analizis valamennyi molekula jelenlétét igazolta a béka agytorzsben. PNN a



NVM ¢és a NVL-ban, a kisagy szemcsesejt rétegében és a szemmozgaté motoneuronok koriil
volt felismerhetd, €s minden esetben csak a HA reakcid mutatott pozitivitast. A neuropilben a
reakciok intenzitasa és mintdzata heterogén megjelenést mutatott a vizsgalt teriileteken. Az
eredményeink alapjan valosziniisithetd, hogy a regeneracios folyamatokban permissziv
tulajdonsagu HA jelenléte, és a non-permissziv CSPG-ok hianya lehet az egyik magyarazata
annak, hogy a hidegvérii gerincesek kozponti idegrendszere, szemben az emldsokével,
nagyfoku plaszticitassal és regeneracios kapacitassal rendelkezik. Az egyes magok kozotti
kiilonbség az expresszids mintdzatban dsszefiiggésben lehet azok eltérd kapcsolataival és
részvételiikkel a vestibularis kompenzacidban. Kozleményt nytjtottunk be a J. Comp.
Neurol.-hoz: Racz et al.: Distribution of extracellular matrix macromolecules in the vestibular
nuclei and cerebellum of the frog, Rana esculenta. (6., 14., 15., 18 kozlemények).

4. Vizsgaltuk a HA, a CSPG-ok és ezen beliil specifikus reakciokkal a brevican (Br),
versican (Ve), valamint a TN-R megoszlasat patkany agytodrzsben, a vestibularis
neuronhaldzat elemeiben. A PNN valamennyi reakcidval felismerhetd volt a szemmozgato
agyidegi magokban, a nucleus ruberben, a NVM, NVL, NVS teriiletén, és a nucleus
prepositus hypoglossiban, de a festddési intenzitds és mintazata regionalis kiilonbségeket
mutatott. A PNN minden esetben negativ volt a NVD-ben. A neuropilben mindegyik reakcio,
valtoz6 intenzitassal, pozitivitast mutatott. Az eredmények arra utalnak, hogy az ECM
valtozatos molekularis 0sszetétele a vestibularis neuronhal6zatban magyarazhatja az egyes
elemek eltérd részvételét a szemmozgasok €s a testtartas kontrolljaban fiziologiés
patkany agytorzsben kimutattuk, hogy a CSPG ¢s az ECM termelésében szerepet jatszo
astroglia markere, a glial fibrillary acidic protein (GFAP) expresszidja area-dependens
megoszlast mutatott a vestibularis neuronhélozat elemeiben, ami kapcsolatba hozhat6 az adott
struktara eltérd regeneracios kapacitasaval (24., 25., kdzlemények).

5. In vivo kisérletekben kimutattuk a HA expresszi6 kvalitativ és kvantitativ valtozasat
belépési zondjaban. Az expresszio eltérd idobeli lefolyasa alapjan a HA szerepe
valészintisithetd a vestibularis rendszer kompenzacios és regeneracios folyamataiban (1.
kozlemény).

6. Patkanyban kimutattuk, hogy egyoldali labyrinthus irtas utan a HA és a CSPG
expresszids mintazata megvaltozik mindkét oldali nucleus vestibularis lateralis teriiletén és a
valtozasok iddbeli lefolyasa korrelaciot mutat a 1€ziot kovetd tiinetek kompenzalodasaval. Az

elsd postoperativ napon a 1€zi6 oldalan a PNN HA fest6dése csaknem teljesen eltiint, és a



hetedik napon ismét felismerhetd volt. A neuropil teriiletén a harmadik napra mindkét oldalon
fokozddott a HA reakcid intenzitasa és valtozatlan intenzitdsu maradt a hetedik napon is. A
labyrintus irtast kovetden a CSPG reakcid negativ volt az operalt oldalon a PNN-ben és a
neuropil teriiletén is. A reakci6 a hetedik napon jelent meg ismét mind az ép, mind az operalt
oldalon. Mivel emldsdkben a vestibularis 1€zidt nem kdveti regeneracid, az ECM molekuldk
szerepe a plaszticitasi folyamatok sordn lezajlo jelatviteli folyamatokban és a meglévo
szinaptikus kapcsolatok atrendezddésében birhat jelentds szereppel (5., 16., 34.
kozlemények). Kozlemény benyujtva a Neuroscience Letters-hez: Deak et al: Effect of
unilateral labyrinthectomy on the molecular composition of perineuronal nets in the lateral
vestibular nucleus of the rat. A kézirat “minor revision” értékelést kapott, az atdolgozott
kéziratot bekiildtiik.

7. A vestibularis rendszerhez tartoz6 agytorzsi és gerincveldi neuronhalozatok kozotti
kapcsolatok pontosabb megismerése érdekében kiilonb6z6 neuronalis jeldlési technikakat
alkalmaztunk békaban fény-és elektronmikroszkdopos szinten. Kimutattuk a vestibularis
afferensek kordbban nem ismert monoszinaptikus kapcsolatat az abducens motoneuronokkal
¢s a trigeminus motoneuronokkal (7., 9., 10. kézlemények). Leirtuk, az oculomotorius és a
trochlearis mag motoneuronjai kozotti dendrodendritikus és dendroszomatikus kapcsolatokat.
Kimutattunk a retinalis efferensek monoszinaptikus kapcsolatat az oculomotorius maggal (2.,
3., 4., 22. kozlemények). Kimutattuk a vestibularis afferensek és az agytorzsi vegetativ
kozpontok kozotti kordbban nem ismert monoszinaptikus kapcsolatokatt. Kimutattuk a
propriocepcidban fontos szerepet jatszo mesencephalicus trigeminus mag monoszinaptikus
kapcsolatait a n. IX. és n. X. somatomotoros €s visceromotoros neuronjaival (17., 26., 27., 28.
33. kézlemény). Leirtuk azoknak az utolsé rendii premotor interneuronoknak a lokalizacidjat
bemenetek tovabbitasat végzik a hypoglossus mag felé (13. kdzlemény). Kimutattuk a n. V. és
a cervicalis hats6 gyoki rostok monoszinaptikus kapcsolatait a n. XII. motoneuronjaival.
Kimutattuk, hogy a kétoldali hypoglossus mag keresztez6d6 dendritjei kozott
dendrodendritikus kapcsolatok vannak, morfologiai specializacio nélkiil (21. k6zlemény). A
vizsgélatok 0j adatokat szolgaltattunk az agytorzsi vestibularis neuronhéalézatokban lezajlo
sensorimotoros integracié korabban nem ismert morfoldgiai hatterérdl. Az eredmények kozos
konklizioja, hogy a) vestibularis neuronhalézatban az afferens bemenetek a korabban ismert
poliszinaptikus kapcsolatok mellett monoszinaptikus kapcsolatokat is létesitenek az efferens
neuronokkal, b) a neuronhéalézatokban résztvevd motoneuronok kozotti dendrodendritikus €s

dendroszomatikus kapcsolatok mas teriileteken végzett fizioldgiai vizsgalatok szerint



ephaptikus ingeriilet atvitelt tesznek lehetové. A leirt kapcsolatok szerepet jatszhatnak a
vestibularis ingerlést kovetd valaszok gyors és pontos kivitelezésében, ezaltal biztositva a
kompenzatoérikus szemmozgasokat, a test egyensulyi helyzetének fenntartasat és a vegetativ

8. Felkérésre megjelent egy konyvfejezet a konfokalis mikroszkép alkalmazasi
lehetdségérdl az agytorzsi neuronhaldzatok vizsgalatdban (19. kozlemény), egy masik pedig a
hypoglossus mag szerkezetérdl (23. kozlemény). Két masik, ugyancsak felkérésre késziilt
konyvfejezet megjelenés alatt van (Birinyi A.: Anatomy of spinal motoneurons. Chapter 1. In:
Motor Functions of the Spinal Cord. Ed. A. Birinyi, pp. 1-20 Research Sigpost, in press.
Birinyi A.: Organization of spinal motor networks. Chapter2. In: Motor Functions of the
Spinal Cord. Ed. A. Birinyi, pp.21 -43. Research Signpost, in press. Matesz, C.: Descending
control of spinal motor functions. Chapter4. In: Motor Functions of the Spinal Cord. Ed. A.
Birinyi, 80- 100 - Research Signpost, in press. A fejezet részben irodalmi, részben sajat
korabbi eredmények alapjan targyalja a motoros szabalyozas leszallé kontrolljat, kiilonos
tekintettel a vestibularis rendszer miikodésére.

9. Patkany nucleus cochlearis dorsalisanak biocytinnel feltoltott és flourescens
festékkel vizualizalt sejtjeit konfokalis mikroszkopban készitett sorozatfelvételekbol
Neurolucida segitségével rekonstrudltuk. Kvantitativ analizist végeztiink a sejteken 21
morfologiai paraméter multivarians statisztikai modszerrel torténd 6sszehasonlitasaval,
amelynek alapjan az orias és a piramis sejteket egyértelmiien tudtuk azonositani. A
folytatasban vizsgaljuk a kiilonb6z6 tipusu neuronok koriili ECM 6sszetételét normal
eredményeket kozlésre benytjtottuk a J. Comp. Neurol.-hoz: Szilvia Kecskes, Aron
Kdszeghy, Géza Sziics, Zoltan Rusznak, Clara Matesz, Andrés Birinyi: Three-dimensional
reconstruction and quantitative morphometric analysis of pyramidal and giant neurons of the
rat dorsal cochlear nucleus.

10. Morfolégiai bizonyitékot szolgaltattunk a fluoroquinolon antibiotikumok

neurotoxikus hatasardl (20. kozlemény).

Kérem, hogy a jelentésben foglaltak alapjan sziiletett mindsitést az OTKA kiegészito

eljarasban késobb modositsa, figyelembe véve a késobb megjelent kozleményeket.

Eredmények a tudomanyos utanpotlasban




A beszamolasi id6 alatt Ph.D. fokozatot szerzett Mészar Zoltan, Racz Eva és Dr. Deak Adam.
Gaal Botond kutatomérnok 2012-ben megszerzi a PhD. fokozathoz sziikséges
abszolutoriumot és tovabbra is a munkacsoportban marad. Kecskés Szilvia molekularis
bioldgus a 2011/2012-es tanév masodik félévétdl felvételt nyert a PhD. képzésre. Két, korabbi
tudomanyos didkkori hallgatonk Ph.D. képzésre felvételt nyert, de nem Iéptek be a képzésbe,
mert rezidensi allast kaptak. A beszdmolasi id0szakban hét tudomanyos diakkori hallgato és
egy kozépiskolas didk, a ,Kutatdsi Lehetdségek Kozépiskolasoknak,, program keretében,
készitett dolgozatot.

Személyi valtozasok

A résztvevo kutatok koziil Halasi Gabor Gyorgy és Dr. Bacskai Timea senior kutatok
valamint Dr. Deak Adam kiilfoldre tavozott. A munkacsoporthoz 2008-ban csatlakozott Gaal
Botond kutatomérnok, és 2009-ben Kecskés Szilvia molekularis bioldgus. Csatlakozott
tovabba a munkacsoporthoz az intézetben dolgoz6 Dr. Birinyi Andras egyetemi docens és
Weéber I1diko egyetemi gyakornok.

Osszességében a kutatasi idé-raforditds nem valtozott.

Felmeriilt akadalyok

A személyi Osszetétel valtozasa miatt az eredetileg tervezett vizsgalatok menetén médositani
kellett, bizonyos vizsgalatokat pedig el kellett hagyni.

A kutatas eldrehaladéasat nagymértékben akadalyozta, hogy az intézet felujitasi munkalatai
miatt kb. masfél évig a laboratoriumi munkak végzésére, valamint a konfokalis és az
elektronmikroszkop hasznalatara minimalis lehetdségiink volt.

Koltségvetési modositas

A betervezett UV 1ézert mas forrasbol sikeriilt megvasarolni, ezért koltségvetési modositast
kértiink és kaptunk az Elettudomanyi Kollégiumtol (EIK-648/1/2008.06.04.), és a
Neurolucida 3 dimenzios képelemzd szoftvert (Fokusz) vasaroltuk meg.

A szovettani metszetek készitéséhez sziikséges fagyasztdé mikrotdomot nem lehetett javitani,
ennek potlasara tortént a gyorsfagyasztd egység beszerzése.

A t6bb évtizede hasznalt termosztatok elromlottak, ezek potlasara tortént a beszerzés (2 db
inkubator).

A molekularis biologiai vizsgalatokhoz sziikséges eszk6zdk a laboratoriumban nem alltak
rendelkezésre, ezért vasaroltunk steril fiilkét az RNS izolalashoz és gél elektroforetikus
késziiléket a PCR termék futtatdsahoz.

A laboratoriumban korabban nem volt centrifuga,mas laboratdriumok késziilékeit kellett

hasznalni.



Kifizetésre keriilt 20 eFt Kiraly Zoltan részére a szamitastechnikai eszk6zok karbantartasaért

és ugyancsak 20 eFt Torok Evanak a palyazattal kapcsolatos adminisztrativ munkaért.



