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A kutatémunka eldrehaladésa, eredményessége altalaban

A palyazat els6 évében tortént eszkOz-beruhdzas Ilehetové tette egy 0Onallo
laboratorium létrehozasat, ahol a preparativ munkatol a tomeg és térfogatmérésen at az
oldatkészitésig és szovetelokészitési (feltaras, tarolds) munkakig bezardan a szdvettani-
biokémiai-molekularis bioldgiai modszerek alapoz6é munkalatai végrehajthatok. A palyazati
tervben szerepld regeneracios modellek koziil a tapogato-regeneraciés modellt hasznaltuk,
mely a lehet6ségeknek a leginkabb megfelelt. A kisérleti munkat az allatok aktiv idészakaban
(majus-szeptember) tudtuk eredményesen végezni, mert az ezen idészakon kiviili periodusban
az allatok bioldgiai 6rja a laboratoriumi koriilmények ellenére (megfeleld hdmérséklet, fény,
paratartalom, taplalas) megakadalyozta a kisérletek végigvitelét (15 hét): a hibernacios
periodusban kapott eredmények nem bizonyultak konzekvensnek. A kutatdbmunka a palyazati
tervnek megfeleléen két részre oszlott, mely id6ben elkiiloniilt egymastol. A kozponti
idegrendszer extracellularis matrix komponenseinek hisztokémiai és molekularis vizsgalatat a
kisérletes munkahoz képest kevésbé zavarta az allatok éves ciklusa, ezért ezt a kutatési részt a
a palyazat elsé évében, illetve az 0szi-téli idészakokban végeztiik. Két faj példajan leirtuk a
szérazfoldi és vizi é€lettérben €16 csigdk kozponti idegrendszerének extracellularis terének
matrix molekuldit, kimutattuk, hogy a dicok anatémiailag elkiiloniild matrixainak eltérd a
molekuléris Osszetétele, utaltunk a matrix gangliogenezis idején betoltott szerepére, €s
értelmeztilk a kozponti idegrendszer burkanak matrix Osszetételét tekintettel az allatok
¢lohelyének abiotikus tényezoire. A kapott eredmények megalapozzak azokat a vizsgélatokat,
melyben a matrix dsszetétel axon novekedést befolyasolo hatasait kivanunk vizsgalni. Ebbdl a
témabol két SCI kozleményt és egy konyvfejezetet jelentettiink meg. A masik palyazati cél a
nitrogén-monoxid (NO) ¢€s az altala indukalt jelatviteli folyamatok szerepének vizsgalata volt
a regeneralodd tapogatoban. A szezonalitason til a nehézséget a NO szintdz (NOS)
aktivitdsanak mérése jelentette. Az arginin-citrullin atalakulason alapuld izotdpos mérési
modszer a jelentds arginaz (szubsztrat-kompetitor) aktivitds miatt nem bizonyult alkalmasnak.
Az oxidativ metabolitok (NOx) visszamérése még érzékenyitett modszerrel is csak a
méréshatar koriili értékeket kaptunk kolorimetrids detektalas esetén. Csak abban az esetben
volt értékelhetd az eredmény, ha teljes redukcid utdn NO gaz analizatorral tortént a mérés. A
kisérleti eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a NO-cGMP-PKG jelkaszkad szerepet jatszik
kialakulasa idején. Kimutattuk, hogy a regeneracio soran fentitdl eltérd uton NO-indukalta
nitrozilacio is torténik, és tobb fehérje foszforilaltsaga valtozik mind a sériilt, mind pedig az
€p tapogatoban. A témabol egy SCI kozlemény, egy konferencia eléadas €s harom poszter
késziilt. Jelenleg a foszforilalt és nitrozilalt fehérjék azonositasa folyik, melyek befejeztével
két SCI kozlemény megjelentetése varhatd. A palyazati tdmogatas lehetévé tette még egy
korabbi, NO idegrendszeri szerepével kapcsolatos munka befejezését (Serfézo et al., 2009.
Neuroendocrinology, 89:337-50), és a palydzat témajaval szorosan Osszefiliggd NO-indukalt
jelatvitel szerepének kutatasat a tapogatd kozponti projekcioiban, melyet egy doktorandusz
hallgat6 kozremiikdodésével vizsgalunk 2010 szeptembere ota. A palyazat eredményei és
tervei alapjan 2011-ben Bolyai Janos kutatéi dsztondijat nyertem. Osszességében a pélyazat
celkitlizéseibdl tobbet sikeriilt megvalositani, ugyanakkor az értékelés teljesebbé tételéhez a



kozeljovOben varhatd két kozlemény megjelentetése jelentdsen hozzdjarulna. Gyermekem
sziiletése (2010) miatt is a palyadzat megvalositasa idében csuszott. Ezért a szabalyzat
értelmében éIni kivannék azzal a lehetdséggel, hogy az értékelés kiegészithetd legyen a
varhato publikaciok ismeretében. Mindazonaltal az OTKA palyazat kiemelkedd segitséget
adott tudomanyos elképzeléseim megvalositasahoz €s tobb évre eléremutatva meghatirozza
azt az iranyt, amelyet szeretnék a jovoben még teljesebben kibontakoztatni.

A kutatomunka részletes eredményei:

1. Klasszikus hisztokémiai ¢és ritkdbban alkalmazott differencial festési eljarasok segitségével
jellemeztik a kozponti idegrendszer (CNS) redox és sav-bazis sajatsagait és utaltunk az
extracellularis matrix (ECM) molekularis Osszetételére. Egy 1j eljarast dolgoztunk ki a
neuronok kozotti terek és glia sejtek megjelenitésére. Ennek 1ényege, hogy a szovetmetszetet
toluidin-kékkel pH 4.0-n megfestve a mintat ex546/em580 nm megvilagitassal a neuronokon
kiviili tertilet intenziv vords autofluoreszcencidja jelentkezik. A ducok sejttestjei kozotti tér
gazdag semleges szénhidrat oldallancokat tartalmaz6 fehérjékben (PAS festés). A neuropilben
csak szarazfoldi életmodu éallatokban talaltunk negativ toltésti (savas) molekuldkat (alcian-
kék, akridin narancs festések) mely feltehetden a neuropil viztartalmanak megorzését
szolgalja észtivacio vagy hibernacié alatt. A vizben €16 csigdk CNS neuropiljében az ECM
komponensek szegényesek ¢és csak a késéi posztembrionalis fejodés soran jelennek meg.
Bézikus festékek (azur A) és lektin probdk (burgonya lektin) alkalmazasaval SDS-PAGE-n
igazoltuk, hogy a hisztokémiaban kapott savas karakteri fehérjék szénhidrat oldallancokat
hordozo glikoproteinek. Munkank elészor irta le a csiga idegrendszer ECM kémiai jellemzdit,
hasznos adatokat szolgaltatva az idegsejtek kornyezetének molekularis tovabbvizsgalatara.

(Micron, 2010. 41:461-471)

2. A CNS-t korbevevo kotészovetes burok (perigangliondlis kotdszovetes hiively, PGKH)
jelentds szerepet jatszik az idegsejtek homeosztazisdban. Hisztokémiai festékek és lektin
probak segitségével szoveti metszeten és SDS-PAGE szeparalt homogenizatumban vizsgaltuk
a PGKH molekuléris Osszetételét. Megallapitottuk, hogy a PGKH idegsejtek fel6li oldala
(lamina basalis) egy savanyu szénhidrat oldallancokkal impregnalt retikularis rostkoteg. A
PGKH belsejében kollagén vaz van, amely kozott diffizan PAS pozitiv anyag (mucin) és
heterogén eloszlasban erdsen oxidativ (argentaffin) elemek helyezkednek. A rostok kozott
erdsen savas molekuldk jelenlétére utald alcidn-kék, akridin narancs festések adtak jelet. A
PGKH mind N-acetil-gliikozamint (GIcNAC), mind N-acetil-galaktézamint (GalNAc)
gazdagon tartalmazoé teriilet. A szarazfoldi allatokndl a molekula gazdagsag kisebb, mint a
vizieknél, de az egyes molekuldk mennyisége jelentdsen tobbnek bizonyult. Az eléfordulo
szénhidrat oldallancok végét szarazfoldieknél galanin, mig vizieknél GalNAc zarja. Az
Osszetételbeli kiilonbség a két, eltérd fiziko-kémiai adottsagokkal rendelkezd kdrnyezetben
¢l6 allat PGKH-ben talalt kiilonbségek az eltérd vizigény és ebbdl fakadd vizmegtartasi
stratégiak megjelenésével magyarazhato.

(Gastropods: Diversity, Habitats, Genetics, Nova Science Publ. 2011. Ch. 6)
3. Lektin-jelolt gliikkozamino-glikan (GAG) molekulakat és glikozilalt fehérjéket mutattunk ki

egy szarazfoldi (Helix pomatia) és egy vizi (Lymnaea stagnalis) felndtt és fejlodd csiga
kozponti idegrendszerének (CNS) extracellularis matrix tereiben hisztokémiai és fehérje



elvalasztasi (SDS-PAGE, blott) modszerekkel. Megallapitottuk, hogy szemben az
emldsokkel, a csiga idegrendszerben az N-acetil-glukézamin (GlcNAc) tartalmua glikozilalt
fehérjék eléfordulasa dominal az N-acetil-galaktozamint (GalNAc) tartalmazdkkal szemben.
Ot GlcNAc oligomerekkel intenziven glikozilalt nagy molekulatomegii fehérjét mutattunk ki,
mely az idegsejtek kornyezetében nagymennyiségben eléfordul. A vizsgalt fajok esetén a
glikozilalt fehérjék Osszetételében a neuropilben taldltunk jelentds kiilonbséget, mely eltérd
plasztikussadgra, vagy homeosztatikus potencidlra utalhat. GalNAc oligomereket a
periganglionalis kotdszovetben és a CNS-kotoszovet hatarat képezd lamina basalisban
talaltunk. Leirtuk azokat a GAG molekulakat, amelyek az idegrendszer fejlddése soran
atmenetileg vannak jelen, illetve azokat, melyek a fejlodéssel parhuzamosan valtoznak.
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molekuldk meghatarozasahoz és jellemzéséhez szolgaltattunk alapot.
(Brain Structure and Function, 2009. 214:67-78)

4. A tentaculum afferens kapcsolataiban (procerebrum) fény és elektronmikroszkopos
hisztokémiai és immunhisztokémiai modszerrel, valamint specifikus gyokfogd (DAF-2DA)
molekula segitségével azonositottuk a NO szintaz (NOS) tartalmu elemeket. A NOS jelenlétét
Western ¢és dot blott specificitasi kisérletekben egyértelmiien és elsoként azonositottuk csiga
CNS-ben. A NOS immunreaktiv és NO-t felszabadité sejtek a procerebrum globulus
sejtjeinek 60%-aban volt kimutathatd, koziiliik 84%-ban a kis méretii, nem tiizelo, és 16%-ban
a nagy méretli, tiizel6 sejtekben. A globulus sejtek intrinsic terminalisai a medialis
neuropilban talalhatok, mely teriilet intenziven jeldlodott NOS-ra. Ultrastrukturalisan a NOS-t
NADPH-diaforaz reakcioval jelenitettiik meg, mely hisztokémiai termékét fénymikroszkopos
szinten azonositottuk a NOS-immunreaktiv elemekkel. Az endoplazmés retikulum,
sejtmembran, transzmitter vezikuldk csoportjait kdrbevevd belsd membranok ¢€s egyes
vezikulak membranja az idegterminalisokban mutattak NADPH-diaforaz reakciot. A
kimutatashoz ¢és lokalizaciohoz alkalmazott moddszerek alapot szolgéltattak a NOS
kovetéséhez a regeneracios kisérletekben is.

(Acta Biologica Hungarica, 2012. 63. Suppl. 2); 5 konferencia kivonat

5. Vizsgaltuk a NO-indukalt jelatviteli utak és a NO altal mddositott fehérjék megjelenését az
¢éti csiga tapogatd Ujraszervezddése soran. Tizenot héten keresztiil kovettiik Helix pomatia
(NADPH-d) hisztokémiai festéssel. Minden paratlan héten, 6sszesen 8 alkalommal 10-10 db
allat jobb oldali tapogatdjanak eltavolitasat végeztiik; a bal oldali épen hagyott tapogatot
kontrollnak tekintettiik. A tentacularis ganglionban NADPH-d reaktiv sejteket azonositottunk,
melyek axonjai a tentacularis idegen keresztiil az eldagy ventralis neuropiljébe vetiilnek,
amely a rhinophorb6l is kap NADPH-d innervéciot. A rostok kisebb hanyada az eldagy
globulus sejtjeit is innervalja. Szemnyél irtast kdvetd 1 héten beliil a disztalis axonvégek még
halvanyan NADPH-d reaktivitast mutatnak. A tentacularis ideg elvagasa nem befolyasolta az
eléagy NADPH-d reaktivitasat. A regeneralodo tentacularis ganglion szévetében a 10. héten
jelenik meg diffizan a NADPH-d reaktivitas, mely a 13. hét végére az ép allapothoz hasonld
elrendezddést mutat.

NOS aktivitds mérésére, az érzékenységi szint csokkentése végett, az eddig ismert
modszerek kombinéciojat alkalmaztuk. In vitro NOS esszé soran a keletkezd oxidécios
végtermékeket (nitrat, nitrit, Osszefoglaloan: NOx) visszaredukaltuk, és a NO-t inert
koriilmények kozott (N, atmoszférdban) 6zonnal reagaltattuk. A reakcid fénykibocsajtasa
aranyos a jelenlévo NO mennyiségével, és NO-analizis késziilékben (Sievers, DE-OEC, OVI)



pmol érzékenységben mérhetd. A magas szenzitivitdst a mérést egyébként zavard kofaktor
NADPH feleslegének oxidalasaval és hosszu inkubacios idovel (1 h) értikk el. Ezzel a
modszerrel 120.3+£7.2 nmol NO/pg protein/h értéket mértiink ép tentaculumban. Az aktivitas
0.1 mM L-NAME NOS-gatloval 85%-ban csokkenthetd volt. A hegszdvet NOS aktivitasa a
kimutathatdsagi hatar alatt volt az irtast kovetd 3. hétig, majd megemelkedett, és a 13. héten
tetozott 894.5+14,5 nmol NO/ug protein/h értéknél. A morfoldgiailag teljesen regeneralodott
szovetben (15. hét) a NO produkcid az éphez kozelitett (152.5+£7.2 nmol NO/ug protein/h).
Az ellenoldali (ép) tapogatohoz képest a regeneracid 6-8. hetében a regeneral6do tapogatoban
a NOS expresszio kiegyenlitédott, majd a regeneracid késébbi periddusaban jelentdsen
meghaladta a kontrollndl mért NOS-immunreaktiv savintenzitast. Az aktivitas regeneracio
alatti valtozasa Osszhangban van a NOS antitesttel végzett Western blotton megfigyelt
enzimszint, valamint a szoveti NADPH-diaforaz hisztokémiai reakcio idobeli valtozasaval.

A regeneracid soran egy ~90 kDa molekulatomegii fehérje nitrozilaciojat mutattuk ki.
A fehérje nitrozilacidja a regeneracio 8. hetéig volt megfigyelhetd, amikor az €p tapogatoban
is megjelent a nitrozilalt fehérje. A 8. héttél a 15. hétig az ép tapogatoban fokozatosan
emelkedett a ~90 kDa nitrozilalt fehérje mennyisége. A fehérje nitrozilacioja ellentétes
megjelenést mutatott a NOS expresszidval.

A regeneracio 9. hetétdl annak befejeztéig (15. hét) hetente 10 mg/kg L-NAME NOS
inhibitort injektaltunk 0,5 ml Helix-Ringerben oldva az allatok testiiregébe. A 13. héten mért
NOS aktivitds a kontroll 18%-a volt. Az L-NAME-vel injektalt allatok tapogatdjanak
(szerkezeti) regeneracids ideje a kontrol 15 hét helyett 20 hétre tolodott ki.

A NO-indukalt guanilat-ciklaz aktivitasat annak termékén (cGMP) keresztiil mértiik
kolorimerikus enzim-immunesszé segitségével. Az ép tentacularis ganglion 12.3+4.5
pmol/mg protein cGMP-t tartalmazott, mely értéket 472+15%-al, illetve 629+45%-al lehetett
megndvelni, ha a nyers kivonatot ImM SNAP NO-donorral, illetve 10 puM YC-1 nem NO-
donor guanilat-ciklaz aktivatorral inkubaltuk 1 mM IBMX foszfodiészteraz-gatlo
jelenlétében. Amennyiben ODQ-t (10 uM, guanilat-cikldz inhibitor) adtunk a mintdhoz, az
elobbi cGMP-szint ndvekedés nem volt megfigyelhetd. A cGMP szint valtozasa a regeneracio
alatt a NOS-aktivitashoz hasonldan alakult, a 13. héten érte el a csucsot 38.4+8.4 pmol/mg
protein értékkel.

PKG aktivitast foszfo-Akt szubsztrat ELISA mérésével végeztik, PKG inhibitor
(RKRARKE, 1 uM) jelenlétében és hianyaban. A szinreakcio relativ optikai denzitas értékei
azt mutattdk, hogy a foszfo-Akt szubsztrat jelenléte az ép tapogatoban (100£17%), a
regeneracio korai fazisdban (1-5 hét, atlagban 212+25%), valamint a regeneraci6é végén (11-
15 hét, atlagban 152+20%) magas. PKG-inhibitor hatisara csak az ép szdvetben és a
regeneracio utolsod periddusaban sikeriilt ezt az értéket jelentdsen csokkenteni (85+8%, illetve
102+£23%), ami arra utal, hogy (i) a PKG-n kiviil mas kindzok (pld. PKA ¢és PKC) is
foszforildlnak az ép és regeneralddd tentaculumban, (ii) csak az ép tentaculumban és a
regeneracid utolsd periddusdban van jelentds PKG aktivitds. Western blott kisérletekben
mintegy 10 fehérje (molekulatomegek: 135, 110, 90, 75, 60, 52, 48, 45, 40, 30 mt)
foszforilalodik Akt/PKA/PKG/PKC kozos foszforildcios helyén az ép és regeneralodo
tapogatoban. Koziiliikk az €p tapogatoban tapasztaltunk erdsebb foszforilaciot a 135, 90, 60,
52, 48, 45 kDa mt fehérjéknél, mig a regeneral6dé tapogatdban volt intenzivebb foszforilacid
a 75, 30 kDa mt fehérjéknél. A 110 kDa fehérje foszforilacios szintje mind a kontroll, mind a
regeneralddd tapogatdban allando volt. A 40 kDa mt fehérje foszforilacioja a 6-8. hétig a
regeneralodoban, majd ettdl fogva az ép tapogatoban volt jelentdsebb.

Megtigyeléseink aldtdmasztjak azt a hipotézist, miszerint a NO-cGMP-PKG szignalut
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(4 konferencia eldadas és poszter kivonat)



5. Vizsgaltuk a MAPK aktivitasat (foszforilacigjat) is a regeneracio soran. A 6-8. héten mind
a regeneralodd, mind az ¢ép tapogatoban tapasztaltuk a MAPK-P megjelenését. A
regeneralodo tapogatoban a MAPK foszforilacidja a regeneracié végéig fokozdodott és mindig
meghaladta az ép tapogatoban tapasztalt aktivitast.

(1 konferencia poszter kivonat)

6. Dopamin D1A receptor kimutatasat, eloszlasat irtuk le csiga idegrendszerben, €s igazoltuk
a dopaminerg innervacid szerepét a taplalkozast moduldlo orids interneuron mikddésében.

(Acta Biologica Hungarica, 2012. 63 Suppl. 2)

7. K-csatorndk kimutatdsat és eloszlasat vizsgaltuk Helix pomatia szaglokdzpontjaban
(procerebrum).

(Acta Biologica Hungarica, 2012. 63 Suppl. 2)

8. Vizsgaltuk, hogy a pajzsmirigy hormonok a kisagy strukturalis fejlodését befolyasolo
hatasaban szerepet jatszik-e a NO-cGMP szignal. Négy napos patkanyokat kezeltiink egy-két-
¢s harom hétig i.p. 1 ug tiroxin/10 g testsuly kg/ 4 nap, valamint p.o. 100 ug 6-n-propil-2-
tiouracil (PTU)/10 g testsuly kg/nap. A kisagy posztembrionalis fejlodésével parhuzamosan a
NOS- és a cGMP-immunreaktiv elemek megjelenését regisztraltuk a szemcsesejtek és parallel
rostokban, valamint a Purkinje sejtekben ¢s a molekularis rétegben, kiilon-kiilon. Tiroxin
gyorsitotta, mig PTU lassitotta a NOS- ¢és cGMP-immunreaktiv elemek megjelenését a
fejlodo kisagyban. A kezelések kompenzalasa a folyamatot normalizalta. Az eredmények
igazoltak a NO-cGMP szignal szerepét a pajzsmirigy hormonok-indukalta agyi fejlodést
szabalyoz6 folyamatokban.

(Endocrinology, 2009. 89:337-350)



