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A. A projektidészakban elvégzett munka 6sszefoglaldsa (max. 2 oldal)

A német-magyar egyilittm(ikodésben megval6sulé projekt célja a nem
szovetspecifikus alkalikus foszfataz (TNAP) idegrendszeri szerepének felderitésére
irdnyult. Vizsgalni kivantuk fejlédé egér retinan a TNAP mikodésének genetikai vagy
farmakoldgiai kikapcsoldsa utan a retina fejlédésében és korai mlikddésében
bekodvetkez6 valtozasokat. Az enzim kikapcsolasanak hatasait knock-out (KO) egerek
(Freiburgban), illetve TNAP gatlészer adasa utdn (Pécsen) in vitro funkciondlis és

szovettani eljarasokkal terveztiik vizsgalni.

Retina fejl6désének vizsgalata

TNAP génkiutott allatok retinajat szerettiik volna vizsgalni a sziiletés utani 8-9.
napon szovettani moédszerekkel. Mivel a TNAP szerepet jatszik a neurogenezisben, a
kiutésének hatasdra megvaltozik a retina felépitése. Ezekben a kisérletekben
sztereologiai modszereket terveztiink, melyekben retina egyes rétegeit akartuk vizsgalni
sejttipusokra lebontva (fotoreceptorok, bipolaris, amakrin- és ganglionsejtek). Dr. Kantor
megrendelte azokat a transzgénikus allatokat, amelyekre alapozva egérkoldniat
szerettlink volna létrehozni. A fiziolégiai kisérletekben az egérkolénia fiatal (8-9 napos)
egyedeit szandékoztuk felhaszndlni. Azonban problémat jelentett a tenyésztés kozben
az a tény, hogy az utdédgeneraciék egyikében sem sziilettek KO (TNAP-/-) egerek.
Minden utdd vagy heterozigéta (TNAP+/-) vagy homozig6ta TNAP+/+ egér volt. A



projekt indulasatél eltelt idé alatt folyamatosan prébalkoztunk vizsgalhaté TNAP-/-
allatok létrehozasaval, de ez egyetlen esetben sem jart sikerrel. Ebbél arra
kovetkeztettiink, hogy a TNAP-/- utédok életképtelenek voltak és mar a méhen belil
elpusztultak. igy sajnos a projektnek a TNAP-/- allatok vizsgalataval kapcsolatos

célkitlizését el kellett vetniink.

Retina korai miikodésének vizsgalata

A retina korai spontan mikodésének (retindlis hullamok) valtozasat P7 és P8 napos
korban, in vitro Cat+*-imaging és multielektréd array médszerekkel TNAP gatloszer
(MLS-0039949, Merck) beadasa vagy TNAP génkilités utadn terveztiik vizsgdlni (PTE-n és
Freiburg-ban). A fenti génkittott allatokkal kapcsolatos probléma miatt az ezeken
tervezett funkciondlis vizsgalatokat nem tudtuk végrehajtani. Ugyanakkor a P8 napos vad
tipusi (WT) egereken tervezett méréseket megterveztiik, az ezekben résztvevé kutaték
utazdasanak és szallasanak logisztikajat megszerveztiik (Dr. Kantor két izben latogatott
Pécsre; Balogh Marton, Tengélics Adam és Varga Daniel tobb hétre Freiburgba utazott,
Dr. Volgyi par napos latogatast tett Freiburgban; Somogyvari Zoltan és Benké Zsigmond
par hetet toltottek Freiburgban) és a kisérleteket rendben végrehajtottuk. A Ca++-
imaging kisérletek esetében spontan aktivitast sikerilt regisztralnunk Fluo4 toltott
retindlis sejteken. Ezeknél a P8 egereknél azonban a fénystimulalas semmiféle aktivitast
nem valtott ki, ugyanis a fényvalaszok az egér retina sejtjei esetén legkorabban P11 utan
jelentkeznek. Ezekben a kisérletekben a P8-9 allatok esetén korabban leirt retindlis
aktivitasi hullamokat szerettiik volna blokkolni a TNAP gatlészer alkalmazasaval.
Ugyanakkor a felvételeken a spontan események mar a kontroll méréseknél sem
hullamok formdjaban jelentkeztek. E miatt a farmakoldgiai blokad sem eredményezhette
a vart hatast. Ugyancsak vizsgaltuk a P8 allatok ducsejtjeinek aktivitasat multielektrod
array (MEA) elektrofizioldégiai mérésekkel. Nagyjabdl hasonlé eredményeket kaptunk
ezzel a megkozelitéssel is, azaz a P8 egér retina ducsejtjei spontan akcids potencidlokat
generaltak, ugyanakkor a 64 csatornas elvezetésen mar kontroll allapotban sem sikeriilt
megfigyelni az aktivitasi hulldmok jelenlétét. A MEA kisérleteket a nyari kollaboraciés
kisérletek sordan megismételtiik Freiburg-ban is, ahol egy 0j, mas rendszerd, de szintén
64 csatornds MEA elvezet6 rendszert alkalmaztunk. Ezekben a kisérletekben tébb
szerencsénk volt, ugyanis nem csak spontan aktivitast sikerilt regisztralni a P8 és P9
allatok retindin, hanem a dicsejtek aktivitdsanak hullamszer( terjedését is
detektalhattuk a kontroll kisérletekben. A méréseket elvégeztiik mind kontroll esetben,
mind TNAP blokkolészer alkalmazdasa kozben. Mindkét allapotban regisztraltuk az
eseményeket és a mérési eredményeket tovabbitottuk a projektben részt vallalé Dr.
Somogyvari Zoltdnnak (Wigner Fizikai Kutatékézpont, EIméleti Idegtudomanyok és
Komplex Rendszerek Csoportja), aki munkatarsaival (Cserpan déra és Benké Zsigmond)

azokat feldolgoztak és kiértékelték.
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B. A k6z6s projekt eredményei (max. 2 oldal)
A projekt tervezetében megfogalmazott kisérletes elé6készileteket elvégeztiik. Dr.

Kantor megrendelte a TNAP+/- egereket, melyek a GMO tenyészet alapjaul szolgaltak.
Megszerveztik a 2017 évre a kollégak utazasait (vonatjegyek, autoutak, repiléjegyek)
illetve foglaltunk szallast mind a német-magyar mind a magyar-német irdnyban utazo6
kollégak esetében. Ennek eredményeként Dr. Kantor két izben tett latogatast a PTE
laborban, melynek soran MEA elektrofiziolégiai és Ca*++-képalkotasi kisérletekben vett
részt. A nyari hénapokban a német laborba latogatott a Volgyi labor tobb képviselgje is,
Tengolics Adam PhD hallgaté, Balogh Marton és Varga Daniel MSc hallgatok, valamint Dr.
Volgyi Béla PI. Freiburgban toltott idejik nagy részét MEA elektrofiziol6giai mérésekkel
toltotték, illetve a helyi képalkotasi centrum munkatarsaival egy méréallomas
létrehozdsan munkalkodtak. Ez utébbi méréallomas végul az id6 rovidsége miatt nem
érte el azt a késziiltségi allapotot, amely a tervezett kisérletek végrehajtasahoz
sziikséges lett volna. Az elvégzett kisérletes munka eredményeit az alabbiakban
foglalom 6ssze.
Retina fejl6désének vizsgalata

Amint azt a fentiekben vazoltam, a TNAP génkiutott allatok retindjat szerettik
volna vizsgalni a sziiletés utani 8-9. napon szdvettani médszerekkel és a retina egyes
rétegeit akartuk vizsgalni sejttipusokra lebontva (fotoreceptorok, bipolaris, amakrin és
ganglionsejtek). A kisérletekhez sziikséges transzgénikus egereket Dr. Kantor
megrendelte és azok meg is érkeztek Freiburgba. A terveinkben az szerepelt, hogy
egérkoldniat hozunk létre, melybdl a fiatal (8-9 napos) egyedeket haszndljuk a
kisérletekhez. Ezek egy része TNAP-/-, mas része TNAP+/+ (kontroll) allatok lettek
volna. Ugyanakkor nem vart nehézséggel kellett szembenézniink, ugyanis az
utddgeneraciok egyikében sem szilettek KO (TNAP-/-) egerek. Minden utéd vagy
heterozigota (TNAP+/-) vagy homozigéta TNAP+/+ egér volt. Ennél fogva a projektnek a
TNAP-/- allatok vizsgdlataval kapcsolatos kisérleteket nem sikeriilt elvégezni, az azzal

kapcsolatot célkitlizéseinket el kellett vetniink.

Retina korai miik6édésének vizsgalata

A retina korai spontan miikodésének (retindlis hullamok) valtozasat P7 és P8 napos
korban, in vitro Cat+-imaging és multielektréd array modszerekkel TNAP gatlészer
(MLS-0039949, Merck) beadasa vagy TNAP génkilités utan vizsgaltuk (PTE-n és
Freiburg-ban). A kisérleteket P8 napos vad tipust (WT) egereken végeztiik. Mig sikeres
Ca++-képalkotasi kisérleteket csak Pécsen sikeriilt végezniink. Az elektrofiziolégiai MEA
méréseket sikerilt bedllitanunk és elvégezniink mind a két laboratériumban. A Ca++-
imaging kisérletek esetében azt figyeltiik meg, hogy a fénystimulalas semmiféle
aktivitast nem valt ki. Ennek az az oka, hogy a P8 allat retindja még folyamatos
atalakuldsokon megy keresztiil, a végleges neurondlis kapcsolatok még ekkorra nem

alakulnak ki. E miatt a fényvalaszok az egér retina sejtjei esetén legkorabban P11 utan
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jelentkeznek. Ezzel szemben a képalkotasi kisérletek esetében sikerilt spontan aktivitast

regisztralni a P8 allatoknal.

Abra 1. A P8 egér retina felszine Fluo4 Ca++-indikatorral val6 feltoltése utan. A képen kiilonb6zé méretl és
alaku retinalis ducsejtek lathatok. Ezek fluoreszcencia valtozasa utalt a sejtek aktivaciojara.

Ezekben a kisérletekben a P8-9 allatok esetén kordabban leirt retinalis aktivitasi
hullamokat szerettik volna blokkolni a TNAP gatloszer alkalmazasaval. Bar spontan
eseményeket rendszeresen regisztraltunk, azok még a kontroll méréseknél sem hullam
formajaban jelentkeztek. E miatt a TNAP blokkolészer alkalmazasara a Ca++-képalkotasi

kisérletekben nem kerilt sor.

A P8 dallatok ducsejtjeinek aktivitdsat multielektréd array (MEA) elektrofizioldgiai
mérésekkel is regisztraltuk. A képalkotasi kisérleteket megerdsitve, a MEA mérések
alapjan is egyértelmd volt, hogy a regisztralt diicsejtek egy része spontan aktivitast
mutat, mely akcios potencidl burst-6k formajaban nyilvanul meg. Ezeket a kisérleteket
els6 alkalommal a pécsi laborban végeztiik, de ezeken az elvezetéseken (a Cat++-
képalkotasi kisérletekhez hasonl6an) kontroll allapotban sem sikeriilt megfigyelni az
aktivitasi hullamokat. Ettdl fliggetleniil a TNAP blokkolé szert alkalmaztuk néhany
kisérletben annak reményében, hogyha az aktivitasi hullamokra kifejtett hatast nem is,
de esetleg mas fiziolégiai paraméterben (burst-6k hossza, interspike intervallum, spike-
ok lefutdsa stb.) kifejtett hatast sikeriil majd régziteni. A MEA kisérletek tobbségét
Freiburg-ban megismételtiik szintén egy 64 csatornas rendszeren. Ezekben a
kisérletekbdl tobb adatot tudtunk produkdlni, ugyanis a spontan aktivitds mellett a P8 és
P9 allatok retindin a vart aktivitasanak hullamokat is detektalhattuk. Ennek értelmében
tehat mind kontroll, mind TNAP blokkolt méréseket is végeztiink ugyanazokon a
preparatumokon, ugyanazokbdl a ducsejtekbdl. Ezeket a regisztratumokat csakigy, mint
a kevésbé sikeres pécsi MEA méréseket tovabbitottuk a projektben részt vallalé Dr.
Somogyvari Zoltdnnak (Wigner Fizikai Kutatokézpont, EIméleti Idegtudomanyok és
Komplex Rendszerek Csoportja), aki munkatarsaival (Cserpan déra és Benké Zsigmond)

azokat feldolgoztak és kiértékelték. Az adatok analizise soran azonban sem a spike-ok,
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sem a burst-ok lefutdsaban nem sikerult kimutatni TNAP blokkoldszer hatast.
Legnagyobb meglepetésiinkre a TNAP gatlészer sem a detektalt aktivitasi hullamok

gyakorisagat, sem pedig azok idébeli/térbeli lefutasat nem valtoztattdk meg.

C. Az egyiittm(ikodés tovabbi szempontjai: (max. 3 oldal)

A tervezett kisérletek egy részét nem sikeriilt elvégezni a fent részletezett problémak
miatt. Ezek kozil a TNAP génkilitott allat hidnya jelentette a legnagyobb problémat. A
vad tipusu egereken tervezett kisérleteket sikeriilt a tervek szerint elvégezni vagy az
egyik, vagy a masik (a MEA elvezetések esetében mindkét) laboratériumban. Ezekben a
kisérletekben tehat értékelheté eredményeink voltak, de azon elemzése utan
nyilvadnvaléva valt, hogy a munkahipotézisiink alapjan vart eredményektdl eltéréek voltak
a megfigyeléseink; a P8 allat retina ducsejtjeinek sem a spike, sem a burst-lefutasaban
nem figyeltiink meg egyértelm(i valtozast, de a spontan aktivaciés hullamok id6- és
térbeli lefutdsa sem valtozott. Ennél fogva megbeszélés targyat képezte az, hogy a
munkakapcsolat masodik évére a célkitlizéseinket médositjuk és ezzel kapcsolatban a
palyazat kiiréja iranyaban kérvényt fogalmazunk meg. Erre azért nem kerult sor, mert a
német kollaboraciés partner, Dr. Kantor Orsolya statuszaban valtozas allt be 2017. 09.
01-t6l. Dr. Kantor olyan j munkakort tolt be, amely sajnos nem teszi lehetévé a tovabbi
kollaboraciés munkat. E miatt a valtozas miatt a koltségvetési periddus végével nem

projekt-kozi elszamolast, hanem zaro6 elszamolast végziink.

Ugyanakkor a projekt elsé évében végzett kollaboraciéos munka sok szempontbdl
kifejezetten hasznos volt. A projektben megfogalmazott kérdések egy részére ugyan
nem sikerilt valaszt adnunk a fent megnevezett nehézségek miatt, ugyanakkor
nyilvanvaléva valtak azok a gatlo tényez6k, melyekkel nem voltunk korabban tisztaban
(p. a TNAP-/- allatok életképtelensége, a blokkolé-szernek az alkalmazott
koncentraciéban nem vagy csak kis mértékben hatnak etc.). Ezek ismerete egy
potencidlis késébbi projekt munkaja sordn hasznos informacidkként fognak szolgalni. A
szakmai tapasztalatok mellett szintén hasznosnak tekinthet6k a projekt egy éve alatt
szerzett kulfoldi labortapasztalat és a kiilfoldi intézetben elért szocializacié. Ez az utdbbi
szempont kiildndsen a hallgaték (Balogh Marton, Varga Daniel, Tengdlics Adam és Benké
Zsigmond) szempontjabol nagyon fontos, ugyanis hallgatdk Iévén 6k a kutatéi palya
elején tartanak. Ebben a fazisban nagyon hasznos, ha a leendé kutaté minél tobb
ismeretségre tesz szert, amelyet a késébbi kutatdbmunka soran laborépitése és
kollaboracidk kiépitése esetén tud majd kamatoztatni. Ebben a tekintetben a Freiburg-ba
latogatd magyar hallgatok maximalisan teljesitettek, ugyanis nem csak a laboratériumi
tagokkal ismerkedtek meg és apoltak kollegidlis viszonyt, hanem munkajukkal és pozitiv

hozzadllasukkal az intézet vezetGségének elismerését is elnyerték. A szocializaciot és a
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projekt munkdjanak ismertetését/terjesztését ugyancsak elésegitette az a bemutatkozé
el6adas, melyet Dr. Volgyi tartott Freiburgban, latogatasa ideje alatt az intézet
munkatdrsainak. Az utébbi eredmények folyomanya volt egyértelm(ien, hogy az
intézetvezetd, Dr. Andreas Vlachos és Dr. Volgyi Béla targyalasai alkalmaval tébb izben

sz0 volt hosszabb tavu egyuttmikodésrdl is a két intézet munkatarsai kozott.

1. Mennyiben alapulnak a projekt elért eredményei a német-magyar egyiittmiikédésen?
A projekt kisérleteinek megvalésitasahoz feltétlenil sziikség volt a két labor kézotti
kutatocserére. Az ezzel jaré utazas finanszirozasaban a DAAD pdlyazat elengedhetetlen
volt.

2. Hogyan befolyasolta a timogatas a projekt elé6menetelét? A tamogatas elésegitette a
projekt el6menetelét.

3. Hogyan csatlakozott a masodik évi munka az elsé év eredményeihez? Csak egy évig futott
a projekt.

4. Milyen szempontbdl volt jelentés a projekt a fiatal kutaték tapasztalatszerzése, szakmai
fejlédése szempontjabol? A projektben részt vett fiatal kutaték (Benké Zsigmond, Balogh
Marton, Tengélics Addm és Varga Déniel) németorszagi laboratériumi munkaja nem csak a
projekt szempontjabdl volt hasznos, hanem amiatt is, hogy betekintést nyertek egy
kiilféldi laboratérium munkajaba és az intézet életébe.

5. Sorolja fel azokat a hazai vagy kiilféldi tudomanyos kézleményeket és publikacidkat,
amelyek az egyittmi{ikodés eredményeként jelentek meg! A kisérletek nem hoztdk a vart
eredményt, igy k6zlemény nem sziiletett.

6. Milyen akaddlyokat vagy problémakat érzékelt a projekt végrehajtasa soran? Technikai
problémadink voltak a haszndlni kivint KO allatokkal (lasd fent).

7. Mi alegjelenté6sebb szakmai eredmény, amit kiemelne a projektegyiittmiikdodés kapcsan? A
P7 /P8 allatok retindin detektalt spontan aktivitasi hullamok, melyeket a TNAP gatl6 szerrel
a szakirodalmi adatok alapjan kalkulalt koncentraciéban nem sikeriilt blokkolni.

8. Van-e olyan javaslat, amivel modositana a palyazati felhivas és végrehajtas szempontjait a
jovlre nézve? nincs

Kelt: Pécs, 2017. 11. 27.
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