Az asztrocitak nyulvanyrendszerének szuper-rezolucios
megjelelenitését lehetove tevé modszer kidolgozasa az
endokannabinoidokat lebonté MGL enzim asztrocitakban valo
vizsgalatara

Az idegsejtek kozti kommunikacié mélyebb szintli megismerése elengedhetetlen
az idegrendszeri betegségek mechanizmusanak megértéséhez és azok hatasos
kezeléséhez. Az elmult két évtized kutatasai megmutattak, hogy az idegrendszer
kiilonos sejtjei, az ugynevezett asztrocitak nem “csak” az idegsejtek altalanos
miikodésében, hanem az azok kozti kommunikdciéban, igy a tanulasi- és
memoriafolyamatokban is kiemelked6 szerepet jatszanak. Az asztrocitakrol
felhalmozott, rendelkezésilinkre all6 tudasanyag viszont igen csekély, melynek f6
oka, az asztrocitdak egyedi morfolégidja. Vékony nyulvanyrendszerik a
hagyomdanyos mikroszképok felbontasi hatara alatt van, igy vizsgalatuk komoly
nehézségekbe litkozik. Marpedig az idegsejtek kozti jelatvitel asztrocitak altali
szabalyozasanak megértéséhez elengedhetetlen, hogy ismerjiik az egyes fehérjék
(a f6 szabalyozoelemek) asztrocitakon val6 pontos elhelyezkedését, el6fordulasuk
torvényszeriiségeit. Allatkisérletes engedélyiinket egy olyan projektre kérjiik,
melyben kidolgoznank egy Uj jelolési mddszert egerek egyedi asztrocitdinak
jelolésére. Modszeriink segitségével a sejtek vékony nyulvanyrendszere
szuperfelbontasi mikroszkopia segitségével megjelenithet6, valamint a
nyulvanyokban az egyes fehérjék el6fordulasa vizsgalhato.

Az asztrocita nyulvany jel6l6 modszer kidolgozasa soran jol karakterizalt és az
irodalomban elfogadott eljarast (elektroporacio) fogunk hasznalni, melyet
kutatdcsoportunk is rutinszertien alkalmaz. Elektroporacios eljarassal az adott
idében és helyen keletkezd sejtek a helyes id6ablak megvalasztasaval szelektiven
jelolhetdk. Az asztrocita sejtek az egér embriondlis fejlddésének végén, illetve
sziiletés utani els6 napokban képz6dnek. Az elektroporacids eljarast ebben az
idéablakban végezve az asztrocita sejtek szelektiven jelolhet6k. Az eljaras soran
egér embridkba vagy 0-2 napos Kkis egerek agykamrajaba tivegkapillaris
segitségével jelold plazmid DNS-t juttatunk, ami ezutan elektromos impulzus
hatdsara az éppen osztddd sejtek belsejébe jut. A plazmid DNS-t felvett sejtek
sejthatara (membranja), igy a nydlvanyaik is jel616dni fognak.



Az elektroporacié sikerességét a mar felnétt egereken ellendrizziik. Ekkor
kiméletesen, altatdsban termindljuk &6ket és szuperfelbontasi mikroszkopos
eljarast alkalmazva megvizsgaljuk az agyukban a jel6lt asztrocita sejteket. Ennek
segitségével a sejtek nyulvanyrendszerérdl olyan mikroszkopos képeket fogunk
felvenni, melyek joval részletgazdagabbak, a hagyomanyos mikroszkopos
technikaknal egy nagysagrenddel jobb felbontassal rendelkeznek. Ezutan szamos
mikroszképos kontroll kisérletet és a helyettesités (replacement) elvére torekedve
modellezést fogunk végezni annak érdekében, hogy mdodszeriink hasznalhat6 egyedi fehérjék
el6fordulasanak az asztrocita nydlvanyrendszerben valé igazolasara.

A moédszer kidolgozasa utan, a jelol6 eljarast egy olyan fehérje (monoacilglicerol-
lipdz enzim (MGL)) vizsgalatara fogjuk hasznalni, aminek az eloszlasa
asztrocitakban ismeretlen, azonban két fontos jelatviteli ut szabalyozasaban is
részt vesz: a szinaptikus jelatvitel egyik f6 szabalyoz6 rendszerében, az
endokannabinoid jelatvitelben, illetve a gyulladasi folyamatok mediatorait, a
prosztaglandinokat eldallité utvonalban. Az MGL enzim fontos és diverz feladatai
miatt az elmult években Kkitiintetett terapeutikus célpont lett olyan jol ismert
betegségekben, mint az Alzheimer- és Parkinson Kkoér, vagy a kroénikus
fajdalomérzet.

A fentebb felsorolt kisérleti célok megvaldsitasahoz két egértorzset, vad tipusu
CD1-es és MGL génkilitott torzset hasznalnank. Az elektroporacios kisérletekhez
osszesen 231 anya miitésére kérjiik engedélyiinket. A kisérleti eredmények helyes
interpretaci6jadhoz nem tobb, mint 190 elektroporaldson atesett allat elegendd
lenne (melyhez maximum 664 allat kiméletes koriilmények kozti felhasznalasa
sziikséges).

A projekt varhaté el6nyei: 1) Asztrocita jel6l6 eljaras kidolgozasa, mely szamos, az
asztrocitak milikodésének megértését célul kitliz6 kutatas hasznos eszkoze lehet. A
modszer lehetséget nyit a kutatok el6tt az asztrocitakban eléfordulé fehérjék
vizsgalatara. 2) Az MGL el6fordulasarol nyert mélyebb tudasunk hozzajarulhat
ahhoz, hogy megértsiik a kiillonb6zd betegségek gydgyitasara bevezetni kivant
MGL enzimet célz6 gydégyszerek miikodési mechanizmusat és lehetséges
mellékhatasait. 3) MGL szerepének tisztazasa gyulladasi folyamatokban.
Eredményeink hozzajarulhatnak a gyakori human betegségek, koztiik kiemelten az
Alzheimer- és Parkinson koér, vagy a kronikus fajdalomérzet molekularis
mechanizmusainak megismeréséhez, ezen ismeretek alapjan pedig lehetséges uj
diagnosztikai és terapias modszerek kifejlesztéséhez.



Az egyes kisérletekhez sziikséges allatszamok megallapitasa soran torekedtiink a
minimalizalasra (reduction) el6zetes mintaelemszam kalkulaci6 és power analizis
alkalmazasaval, illetve alapos, racionalis kisérlettervezéssel. Az anyaallatokat, a fel
nem hasznalt (ndstény) és felhasznalt (sikeres génkifejez6 him) utdédokat is
egybevetve, 5 év alatt 1845 allat vesz részt a kisérletekben. Az allatokat a torvény
altal el6irt modon és koriulmények kozott tartjuk (refinement), gondozasukat és
egészségligyi allapotuk monitorozasat szakképzett személyzet végzi. A torvény
altal el6irt modokon toreksziink az 4allatok fajdalmanak, szenvedésének
minimalizalasara és kiméletes végpontok alkalmazasara. A kisérleteket kizarélag a
torvény altal eldirt jogosultsaggal rendelkezd, hozzaért6 személyek végzik.
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