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1. Irodalmi attekintés
A fajdalominformdcio kozponti idegrendszeri feldolgozasa

Normal (és pathologias) koriilmények kozott a fajdalmas és
fajdalommentes stimulusok egy nagyon komplex rendszeren keresztiil
keriilnek feldolgozasra. A fajdalomhoz asszocialt itvonal egy fajdalmas
ingerrel kezd6dik, ami lehet mechanikai, thermalis, kémiai, gyulladasos vagy
szoveti karosodashoz tarsuld. Ezek a karos ingerek altalaban az tn.
nociceptorok szabad idegvégzddésein keresztiil tovabbitdodnak, amik
kiilénbo6z6 szovetekben, mint kotészovetben, periférids arterioldkban vagy a
bérben fordulnak eld. A nociceptorok (mas néven primer afferens neuronok)
pszeudo-unipolaris idegsejtek, amiknek periférias axonjuk a sériilés helyén,
a sejttestjiik a hatsogyoki ganglionban talalhatéak a hatsé gyokerek mentén,
mig a kdzponti axonjuk a gerincveld hatsé szarvaba vetiil

A gerincveld hatso szarvaban a projekcioés neuronok képezik a 6
kimenetet az agyba. Ezek a neuronok az alapjai tobb felszallo palyanak,
beleértve a spinothalamicus és spinoreticulothalamicus palyakat, amik a
fajdalominformaciot szallitjak a thalamusba és az agytorzsbe. A thalamusbol
tovabbi neuronok tovéabbitjak a fajdalmas ingert az agykéregbe, ahol
lehetové teszik a fajdalomérzet észlelését.

A fajdalomérzékelés modulalasa a fajdalompalyak kiilonb6zo
allomasain eltér6 mechanizmusokkal torténik, beleértve a hatsogyoki
gangliont, a gerincvel6 hatso szarvat, az agytorzs retikularis rendszerét és az
agykérgi teriileteket. Ezek a folyamatok szolgalnak arra, hogy a fajdalmas
impulzust megvaltoztassak, mielott eléri az agykérget.

Ugyanilyen fontossaguak a fajdalomérzékelésben az agyi struktirak
iranyabol induld leszalld palyak a gerincveldbe. Ezen palyak gerincvelében
kifejtett modulalé hatdsa a primer afferens bemenetek terminalisain,
projekcios, serkentd és gatld interneuronokon, illetve egyéb leszalld palya
termindlisan bekovetkezd interakcion keresztiil egyarant megtorténhet.



A gerincveld felépitése, a felszines lamindk jelentosége

A gerincveld (gv), azon belill a hatso szarvi szilirkeallomany laminai
az a teriilet, ahol a kiilvilagbol érkez6 fajdalmas ingerek elérik a kdzponti
idegrendszert, valamint ahol a szenzoros informacié els6ként integralodik. A
hengeres megjelenésli gerincveldt kiilonb6z0 szegmensekre oszthatjuk a
kovetkezok szerint: cervicalis (C), thoracalis (T), lumbalis (L), sacralis (S)
¢€s coccygealis.

Keresztmetszeti képe makroszkdposan 2 teriiletre oszthato: a belsd
sziirkearnyalata H betiit formazo, a canalis centralist kdzre fogo teriilete a
sziirkeallomany, ami idegsejtek sejttestjeit, nyulvanyhalozatat és gliasejteket
tartalmaz, a kiilsé fehérallomanyt pedig a fel- és leszallo, valamint
propriospinalis palyakat alkotd, myelinizalt és nem-myelinizalt axonok
alkotjak. A sziirkeallomany teljes rostrocaudalis hosszaban meglévo eliilsé
¢s hatso kitiiremkedéseket mells6-, illetve hatsé szarvnak hivjuk, mig a
thoracolumbalis szegmentumok magassagaban ezekhez egy oldaliranyu
kitiiremkedés az un. oldalsé szarv is csatlakozik. A mells6 szarv jellegzetes
sejtjel a nagyméretli motoneuronok, a hatso szarv pedig valtozatos méretii
dominansan multipolaris, a szenzoros informaciok kezdeti feldolgozasaban
¢s tovabbitdsaban részt vevé neuronokat tartalmazza. A sziirke- és
fehérallomany megoszlasi aranya jellegzetesen valtozik a gerincveld teljes
szakaszan; a gerincveld és a fehérallomany mérete legnagyobb az
intumescentia cervicalis (C5-6) és lumbalis (L3-4) teriiletén, mivel ide
kapcsolodnak a fels6- és also végtagok beidegzésében részt vevo plexusok.

A gerincveld teljes sziirkeallomanyat macskaban Rexed 10, mig
annak hats¢ szarvat 6 parhuzamos rétegre, un. laminakra osztotta az
idegsejtek mérete és siirlisége alapjan. Ezt a sémat az 6ta mar mas fajokra
is adaptaltak, koztiik emberre, majomra €s patkdnyra. A hétsé szarv az a
teriilet, amely els6sorban a szenzoros informaciok feldolgozasaban vesz
részt egy komplex neurondlis halozat segitségével, ami helyi és
propriospinalis interneuronokbdl, valamint supraspinalis célpontokhoz
vetitd projekcids neuronokbol all. Az informécié ezekhez a neuronokhoz
primer afferenseken keresztiil érkezik a gerincvel6be.



Primer afferensek

A perifériarol érkezo ingerek valtozo vezetésisebességgel valtanak ki
érzetet a primer afferens rostok eltéré myelinizaciojabol adoédoan. Ezek a
rostok lehetnek myelinizaltak (AB: 16-100 m/s, Ad: 5-30m/s), ami lehetévé
teszi a gyors ingeriiletvezetést, vagy nem-myelinizaltak (C: 0,2-2 m/s).
Elektrofiziologiai karakteriik alapjan is csoportosithatjuk ket, mint alacsony
kiiszobli primer afferens, ami nem karositd, alacsony intenzitasti ingereket
tovabbit és nem fajdalmas érzetet valt ki, tovabba mint magas kiiszobij,
aminek funkcidja a nagy intenzitdsu, potencialisan karositd ingerek
tovabbitasa. Ez a klasszifikacid azonban nem képes precizen szétvalasztani
azokat a komplex funkciokat ellatdé neuronokat, amik diverz stimulaciot
kodolnak, mint példaul a kornyezet homérsékletét, feliiletek textirajat, egy
szello iranyat, stb.

Az A rostok foként alacsony kiiszobli mechanoreceptorokként (A-
LTMR) vannak jelen, ezen feliil azonban az Ad-rostok feltételezhetéen
felelosek az akut, kis latenciaju szar6 fajdalom érzékeléséért és az AP
némelyike is képes fajdalmas ingerre valaszolni.

A C rostok szenzoros modalitasuk alapjan feloszthatoak tapintasi
ingereket feldolgozo alacsony kiiszobii rostokra (C-LTMR), valamint magas
kiiszobli rostokra, amik mechanikai és fajdalmas ho ingerre valaszoak.
Ezeket a nocicepcidban részt vevé C rostokat feloszthatjuk tovabba
neurokémiai modalitdsuk alapjan peptiderg és nem peptiderg csoportokra. A
peptiderg C rostok (és a nocicepcidban részt vevl Ad rostok)
neuropeptideket expresszalnak és kalcitonin génhez kapcsolodo peptidet, P
anyagot és galanint tartalmaznak. Ezek az afferensek kifejeznek tranziens
receptor potencial vanilloid 1-et (TRPV1), szerepiik a hé okozta fajdalom
érzékelésében van. A C nociceptorok masik, nem peptiderg csoportja a
mechanikai fajdalom normalis érzékelésében veszrészt. Jellemzéen Mrgpdr-
t (Mas-proteinhez kapcsolt D receptortag) fejeznek ki, TRPV1-et azonban
nem expresszalnak és neuropeptidekkel sem rendelkeznek. Még 2 masik
tipusat irtak le a C tipusu rostoknak: a szomatosztatin és B-tipusu
natriuretikus polipeptidet ko-expresszalot, valamint aMrgA3/MrgC11 (Mas-
proteinhez kapcsolt receptorcsalad 2 tagja) expresszalot. Mindkét tipus a
pruricepcioban vesznek részt.



A kiilonb6zé szenzoros modalitasok feldolgozasahoz a primer
afferensek koOzponti termindlisai szigori sorrendbe rendezédnek. A
vékonyan myelinizalt Ad és a nem-myelinizalt C afferensek elsddlegesen a
felszines lamindkban (I-11-es lamina) végzddnek, ami a f6 nociceptiv
feldolgozoi teriilete a gerincvelének. A mélyebben elhelyezkedd I11-as
laminaban végzodnek a szOrszalakat beidegzé Ad afferensek €s azalacsony
kiisz6bli mechanoreceptorként funkcionald AP afferensek is.

Egyre tobb bizonyitékot talalnak azonban arra, hogy ez a szegregacio
nem jelenti a feldolgozod neuronhdalozatok teljes elkiiloniilését. Az utdbbi
években publikalasra keriiltek olyan eredmények, ahol azt talaltak, hogy
hats6 szarvi neuronok alacsony kiiszobli mechanoreceptorokat kotnek
0ssze nociceptiv informaciot feldolgozé neuronokkal kozvetlenil vagy
tovabbi, kiilonbozé tipust serkentd €s gatld interneuronokon keresztiil.

A felszines lamindk neuronjainak morfologiai és elektrofiziologiai
karakterizaldasa

I-es lamina

Az |-es lamina egy finom peremet képez a gerincveldi sziirkeallomany
hatso szarvanak dorsalis széle mentén. A hatsé szarv lateralis oldalanal
enyhén elhajlik, a medialis oldal viszont hatarozottabban végzddik a hatso
szarv dorsalis részének medialis végén, ahol gyakran lathatdé myelinizalt
rostok belépése. A vékony lamina nem valik el €élesen a fehérallomanytol.
Korai leirdsokban még a substantia gelatinosa felszines rétegének
tekintették, de ma mar elfogadott, hogy az I-es lamina egy kiilonalld
strukturdlis és funkcionalis egység, amin beliill megkiilonboztetiink
projekcids, valamint interneuronokat.

A projekcios neuronok foként azI-es és V-6s lamindban helyezkednek
el, de elszortan megjelenhetnek a III-VI-os lamindban is. A hatsé szarvi
projekcios neuronok nagy tobbségének féaxonja keresztezddik a gerincveld
kozépvonalan és az ellenoldali fehérallomanyban jut el supraspinalis
célpontjaihoz. Az I-es laminaban ugyanakkor, hasonloéan a tobbi hatsé szarvi
laminahoz, dont6en interneuronok helyezkednek el. Ezekre a sejtekre az a
jellemzd, hogy axonjuk helyben marad, nem hagyja el a felszines laminakat
(I-IIT), fenotipus alapjan lehetnek serkent6ek vagy gatloak.
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Megjelenésiik alapjan, az 4ltalanosan elfogadott osztilyozédsi séma
szerint 3 vagy 4 altipust killonboztetink meg: fusiformis, multipolaris,
piramis alaka vagy fusiformis, multipolaris, piramis alaki, valamint
ellaposodott. Ezek az osztalyozasok azonban csak a szomatodendritikus
sajatsagokat veszi figyelembe. Ennek legfobb oka, hogy a legtobb klasszikus
jelolési technika (a korabban hasznalt Golgi-modszer vagy a késébbi
dextranokat hasznald retrograd jelolési technikdk) nem alkalmasak az
axonok részletes megjeldlésére.

A fent ismertetett morfologiai jegyek és az elektrofiziologiai mérések
soran meghatarozott akcios potencial (AP) mintdzatok kozott ugyanakkor
sikeriilt bizonyos korrelaciot igazolni. Az I-es lamina neuronjai
depolarizaciot kivaltd éaraminjekciok hatdséra tonusosan (alacsonyabb
frekvenciaval, egyenletesen), fazisosan vagy adaptalodoan (a tiizelés soran a
frekvencia és az amplitado is csokken), késleltetett modon (az elsé AP az
araminjekcio kezdetéhez képest késve jelenik meg), illetve egyetlen AP-vel
valaszolva (“single spike”) tiizelnek. A fusiformis neuronok tipikusan
tonusos tlizelési mintazatot mutatnak, a piramis alaki sejtek fazisosat, a
multipolaris sejtek pedig lehetnek késleltetettek vagy “single spike”-ot
mutatoak is. Egyes tlizelési mintazatok tovabba gy tiinik, hogy bizonyos
funkciokhoz kothetdek a hatso szarvban. A tonusos €s késleltetett tiizelési
mintazatokkal rendelkez6 sejtek foként integratorként vesznek részt a
folyamatokban, mig a fazisos és “single spike” tiizelést sejtek pedig inkabb
kozvetitd szerepet toltenek be.

I1-es lamina

A ll-es lamina (substantia gelatinosa) az I-es lamina alatt, ventralisan
helyezkedik el. Toluidinkék hattérfestést kovetden 2 részre oszthatd: egy
intenzivebben jelol6dé kiilsé részre (LITo- lamina 11 outer), ahol a sejtek
tomottebben helyezkednek el, valamint egy bels6é részre (LIIi- lamina Il
inner), ahol kissé lazabban talalhatoak a sejtek. Ez a lamina jellegzetesen
kisméretii sejteket tartalmaz és viszonylag mentes a myelinizalt rostoktol. A
I1-es lamina medialis részét dorsalis iranybol belépd, vastag myelinhiivelyes,
nagy vezetési sebességii axonok szelik at. Emiatt, kiilonosen a lumbalis
szegmentumokban a I1-es lamina medialis oldala vastagabbnak tlinik.



Perl kollaboréacios partnereivel szamos faj (tobbek kozott patkany)
gerincveldi metszetében végzett intracellularis méréseket és sejtjelolést,
amely kisérletek megalapoztdk a maig is hasznalt klasszifikacios
csoportokat. A ll-es laminaban 5 fobb sejttipust hataroztak meg: islet,
centralis, radialis, medialis-lateralis és verticalis. Az itt talalhatd neuronok
dendritfaja jellegzetesen rostrocaudalis kiterjedésti, mediolateralisan ¢és
dorsoventralisan - a verticalis neuronok kivételével - inkabb lapitott. Tiizelési
mintazatuk tekintetében hasonloak az I-es lamina neuronjaihoz (ténusos,
fazisos, késleltetett, ,,single spike”), de ebben a laminaban el6fordulnak
tovabbi tlizelési mintdzatok is. Az un. ,gap” tiizelési mintdzat esetén
valamely két AP (jellemzben a sorozat elején) kozott a késés 1,5-szerese a
két megel6z6 vagy azt kdvetd 2 AP kozotti késésnek. Egy masik kategoria a
Hreluctant” (magyar megfeleloje talan a ,,vonakodd” Iehetne) tlizelési
mintazat, amely tipusnal a sejtek igen kifejezett depolarizacid hatasara sem
produkalnak AP-t. Yasaka munkacsoportjavalazt talalta, hogy alegtobb (bar
nem az 0sszes) II-es lamina serkent0 sejt késleltetett, ,,gap” vagy ,,reluctant”
tiizelési mintazatot mutat.

1H1-1V-eslamina

A l11-as laminaban s{iriin, csoportosulva helyezkednek el a kis méretii
sejtek, emiatt a I1-es és I11-as lamina hatara nem egyértelmien felismerheto.
Ebben a lamindban ugyanakkor mar lathatoak myelinizalt rostok, ami segiti
az elkiilonitést. A IlI-as lamina lateralis széle koveti az I-11-es lamina
gorbiiletét, de emellett medialisan is mutathat kismértékii elhajlast.
Dorsoventralisan teriilete a kdzépvonalndl nagyobb, mint a két szélséd
oldalan. Ehhez képest a IV-es lamina szétszortan tartalmaz kozepes és
nagyobb, morfologiailag heterogén sejteket. Medialis hatara koveti a hatso
szarv alakjat, viszont a korabban az I-Ill-as lamindban ismertetett lateralis
elgorbiilés nem jellemzd erre a teriiletre.

Ezek a lamindk mar a hatsé szarv kevésbé vizsgalt teriileteihez
tartoznak. Az egyik jobban tanulmanyozott sejttipus a nagy méretii antenna
sejt (ANT), amely piramis alaku sejttestje a III-1V-es laminaban foglal
helyet. Egyes NK-1 receptort (NK1R) expresszalo antenna sejtek az agytorzs
¢s a thalamus nociceptiv teriiletein végzédnek, vannak azonban olyan
antenna sejtek is, amik supraspinalisan nem projicidlnak és intrinsic vagy
propriospinalis neuronokként miikodnek. Mindkét tipust antenna sejt
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rendelkezik egy dorsalis dendrittel, ami keresztlinyulik a I1-es laminan, majd
intenziven elagazik az [-es lamindban, mig a ventralis dendritjeik a mélyebb
lamindk iranyaba terjeszkednek. Ez a morfologiai adottsag lehetévé teszi,
hogy tobbféle, kiilonb6z6 szenzoros modalitasokhoz tartozo primer afferens
bemenetet integraljon. Immunhisztokémiai vizsgalatok igazoltak, hogy a
dorsalis dendritek nagyszamu peptiderg és nem-peptiderg vékony primer
afferens kapcsolatot fogadnak, vastag myelinizalt primer afferensekkel
azonban sokkal ritkabban kapcsolodnak. Kimutattdk tovabba, hogy emellett
helyi interneuronok axonjai is adnak rajuk szinapszisokat, ami arra utalhat,
hogy ingerlékenységiiket a gerincvel6i haldozat szabalyozhatja. Bar ezen
sejtek elektrofiziologiai sajatsagairdl jelenleg még kevés informacio all
rendelkezésre, Gigy tiinik azonban, hogy széles dinamika-tartomanyt (WDR-
wide dynamic range) vagy gyenge mechanikai stimulaciora, esetleg egy
kozvetlen elektromos stimulaciora reagald neuroncsoport lehet.

V-VI1-0s lamina

A hatso szarv nyaki részétol talalhatd az V-0s lamina. Sejtjei
heterogének és megjelenésiikben nagyobbak a IV-es laminaban
talalhatoaknal, dendritjeikkel dorsalisan elérhetnek a I1-111-as laminaba, mig
ventralisan a Vll-es laminaba is. A VI-os lamina a hatsd szarv
legventralisabb teriilete, azonban nem minden szegmensben talalhatd meg
(T6-L2, S2-4). Sejtjei kisebbek és jobban rendezettebbek, mint az V-6s
laminaban talalhato sejtek. Az itt talalhatd interneuronok a reflex titvonalak
kialakitasaban vesznek részt.

A hatso szarvi idegsejtek neurokémiai karakterizdlasanak rovid dttekintése

F6 neurotranszmittereik alapjan a hatsé szarvi neuronokat 2 csoportba
tudjuk osztani: serkentd sejtekre, amik glutamatergek és vezikularis
glutamate transzporter 2-t (VGLUT2) expresszalnak, valamint gatlo
idegsejtekre, amik y- aminovajsavat (GABA - y— aminobutyric acid) és/vagy
glycint szabaditanak fel. Larsson becslése alapjan patkanyban a neuronok
36-53%-a gerincveld I-111-as laminéjaban gatlo sejt.

Az I-ll-es lamina serkentd sejtjei esetén 6 jol elkiiloniild
neuronpopulaciot tudott Gutierrez-Mecinas kollégaival meghatarozni
neurokémiai markereik alapjan egér gerincveldben. A serkent6 sejtek az I-
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Il-es lamindban eredményeik alapjan neurotensint (9%), P anyagot (mas
néven tachykinin 1; 24%), neurokinin B-t (14%), gasztrin-felszabadito
peptidet (15%), cholecystokinin-t (7%), vagy neuropeptide FF-t (6%)
expresszalnak. A serkent6 sejtek tovabbi (hozzatevilegesen) 25%-a ezekbe
a csoportokba nem sorolhato.

Ugyanez a munkacsoport a tovabbiakban a gatld sejtek esetén is
feltart 5 csoportot. Egy minimalis atfedést fedeztek fel a galanin- dynorphin
(24%) és neuronalis nitrogén-monoxid szintdz (nNOS, 17%) pozitiv sejtek
esetében, valamint a galanin-dynorphint és neuropeptid Y-t (33%)
expresszald sejtek kozott. Az I-ll-es lamindban tovabba elkiilonitettek
parvalbumint (11%) és calretinint (27%) tartalmazo gatlo sejteket is.
Megjegyzendd, hogy a dynorphin, nNOS, parvalbumin vagy calretinin
pozitiv sejtek lehetnek serkentd sejtek is, ezek megkiilonboztetésére
hasznalhat6 a Pax2 transzkripcids faktor, mint megbizhato gatlo sejt marker.

NKI1 receptorral rendelkezd sejtek eloszldsa a hatsé szarvban

Minden P anyag tartalmu primer afferens részt vesz a nocicepcioban,
f6 célpontjuk pedig az NKI receptor, ami behatarolt disztribuciét mutat a
hats6 szarvban. Az I-es lamina sejtjeinek ~45%-a expresszal NKIR-t, a l1-es
lamindban nagyrészt hidnyzik, majd kisebb szazalékban tjra megjelenik a
mélyebb laminakban.

Az l-es lamina projekcios sejtjei patkanyban 80%, mig egérben a
sejtek  90% mutat NKIR pozitivitast. Bar a receptor serkentd
interneuronokban is megtalalhatd, expresszids szintje alacsonyabb a
projekcios neuronokénal. A III-as lamina antenna sejtjei is tartalmazhatnak
NK1R-t és ezek a sejtek is megfeleltethetoek projekcios neuronokként.

Ismert axoneldgazodasi mintdazatok a gerincvelé lumbalis szakaszdanak
felszines lamindiban

Ramoén y Cajal a Golgi-modszer hasznalataval szamos gerincveldi
neurontipust irt le, melyeket a késObbiekben fOként a neuronok
szomatodendritikus sajatsagaira, valamint a gerincvel6 hatsé szarvaban valo
elhelyezkedésiikre alapozva kategorizaltak. Ezek a klasszifikaciok azonban
ritkan vették figyelembe az axon sajatossagait, kiterjedését és laminaris
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elhelyezkedését. A transzgén egerek haszndlataval és az 10 anatomiai,
képalkoto, egy-sejt elektrofiziologiai modszerek hasznalataval, valamint
transzkripcios analizis segitségével szamos serkentd és gatlo neuront sikertilt
azonositani a kiilonb6z6 laminakon beliil. A gerincveléi halozatok jobb
megértését céloztak a kiilonb6zo technikékat kombinalo kisérletsorozatok is,
amik feltartak bizonyos anatoémiai sajatsagokat, valamint azonositottak egyes
sejttipusok posztszinaptikus célpontjait, azonban ezekben az esetekben sem
tekintették célnak az individualis sejtekhez tartozd axonhalozat
megismerését.

A korai axon kiterjedéssel foglalkoz6 tanulméanyok elsésorban in vivo
tormaperoxidaz jeldlések eredményei alapjan tettek megfigyeléseket
majomban és macskaban. Késobb Yasaka munkacsoportjaval morfologiai és
elektrofiziologiai paramétereket egyiittesen vizsgalta II-es lamina serkentd
és gatlo sejtjei esetén patkanyban, mig a III-as lamina cholinerg sejtjeinek
axonhaldzatat Mesnage és munkatarsai, a projekciés neuronokat pedig
Browne ¢s munkatarsai vizsgaltdk. Bar ezek a vizsgalatok hidnypdtlonak
tekintheték a neuronhalézatok megértésében, azonban a vizsgalatok
gerincvelOi szeletpreparatumokban torténtek, amik nem teszik lehetové a
nagy kiterjedésti nyulvanyok, mint amilyen az axon, kiterjedésének és
disztribuciojanak részletes és alapos vizsgalatat.

A szeletpreparatum jelentette limitaciokat kiiszoboli ki az a technika,
melyet témavezetdm és portugal munkatarsai fejlesztettek ki, ami soran az
IR-LED segitségével lehetévé valik fiatal ragesalok intakt gerincveld
preparatumainak felszini vizsgalata. A munkacsoportatechnikasegitségével
telies sejtrekonstrukciokat tudott késziteni az individudlisan jelolt
neuronokrol és ezaltal részletes leirast adott az I-es laminaban talalhat6
projekcids, illetve interneuronok axonelagazodasi mintazatairdl.

2010-es kozleményiikben az anterolateralis projekcids neuronok
ujfajta, az ipsilateralis axonkollateralisok elagazodasi mintazata alapjan
torténd csoportositasi lehetoségét javasoltdk. Az uj klasszifikacid alapjan
dorsalis, lateralis, ventralis, valamint kevert tipusu kollateralissal rendelkezo
projekcids neuronokat kiilonboztettek meg. Kimutattak tovabba, hogy a
korabban mar leirt morfologiai fenotipus, azaz az [-es laminaban talalhatd
sejtek foaxonjanak dendritikus kiindulasa, az anterolateralis projekcios
neuronok esetében kifejezetten gyakori, mivel a sejtek kétharmadanal
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megfigyelhetd volt.

Az l-es lamina interneuronok axonelagazodasi mintazatanak
vizsgalata soran megallapitottak tovabba, hogy azok rostrocaudalisan tobb
szegmentumra kiterjedd, nagyszamu axonvarikozitdssal (lehetséges
szinaptikus terminalissal) rendelkez6 komplex axonokkal rendelkeznek. Az
axonok, akar csak a projekcids neuronok lateralisan elhelyezkedd
axonkollateralisai gyakran léptek ki a funiculus dorsolateralisba, vagy a
Lissauer kotegbe, majd onnan ismét vissza a hatso szarvi sziirkeallomanyba,
ami propriospinalis kapcsolatok kialakitasara is utalhat.
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2. CELKITUZESEK

Ahogyan az a bevezetésben bemutatasra kertilt a gerincveld felszines
laminaiban talalhato kiilonb6z6 sejtpopulaciok axonjainak elagazodasi
mintdzata még mindig szinte alig ismert, azonban alapvetd fontossagt lenne
a neuronok kapcsolatrendszerének megismerésében és megértésében. Portoi
kollaboracios partnereinkkel korabban leirtunk egy alacsony kiiszobii rostok
altal kozvetitett gatlast (Luz és mtsai. 2014), ami a projekcioés neuronokra
egy kozbeiktatott gatld sejten keresztiill érkezik. A vastag rostok
elhelyezkedése alapjan valdszintsitettiik, hogy ez a kozbeiktatott gatlo sejt
valosziniileg a mélyebb lamindkban helyezkedik el. Ennek bizonyitdsahoz
kollaboraci6s partnereink [11-as lamina sejteken végeztek elektrofiziologiai
méréseket, amik koziil els6ként az antenna-tipusu neuronok struktira-
funkci6 vizsgalatat végeztiik el (Fernandes és mtsai. 2018). Ezutan egy, az I-
es lamina sejtjeit (projekcios €s interneuronokat) megcélzod elemzéssorozatot
terveztink, ahol célunk az axon- ¢és dendrithalozat morfometriai
paramétereinek Kiterjesztettebb Osszehasonlito elemzése volt, mind a
gerincveldi interlaminaris lefedettségiik, mind szimmetriajuk tekintetében.

Célkitiizésiink tehat a kovetkezoek voltak:

1) arendelkezésiinkrealld, elézetesen biocytinnel toltdtt neuronok teljes
3D rekonstrukciojat kovetden a lehetd legpontosabb kvantitativ és
kvalitativ morfologiai elemzés elvégzése, hogy teljesebb képet
kapjunk a vizsgalt neuronok potencialis kapcsolatrendszerérol

2) a korabbi elektrofiziologiai kisérletekbdl szarmazo megfigyelések és
irodalmi adatok Gsszevetése az egyes neuroncsoportok morfologiai
vizsgalataval feltart feltételezett szerepeivel.
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3. ANYAG ES MODSZER

Munkam soran olyan fiatal (9-20 napos) Wistar patkanyok
gerincveldjébol  késziilt preparatumok neuronjait elemeztem, amelyek
elektrofiziologiai mérés soran lettek megjeldlve portugal kollaboracios
partneriink jovoltabol (Instituto de Biologia Molecular e Celular, Porto,
Portugalia). A kisérletek portdi partneriinknél, az ottani laboratérium helyi
etikai engedélyével 6sszhangban és annak mindenben megfelelve tortént. Az
intakt gerincveld prepardtumban megjelolt neuronok szovettani
feldolgozasat kovetéen a metszetekb6l a PhD munkamat képezd
sejtrekonstrukciokat és az azt kovetd morfologiai elemzést a Debreceni
Egyetemen végeztem.

Gerincveloi  blokkokban- és szeletprepardtumokon végzett in vitro
elektrofiziologiai kisérletek rovid dttekintése

Kutatasi ~ munkdm  patch-clamp  technikdval, kiilonb6z6
preparatumokban elvezetett és egyidejilleg megjelolt idegsejtek morfologiai
elemzése volt. Megjegyzendd, hogy az elemzésekhez felhasznalt sejtek
elektrofiziologiai elvezetése és elemzése soran nem voltam jelen, ennek
megfelelden a relevans elektrofiziologiai vizsgalatok metodikéjat is csak
roviden ismertetem, eredményeikrél csak a diszkusszioban, a struktara-
funkcidé megvitatdsa soran teszek emlitést.

A gerincvel6i blokkpreparatum elkészitéséhez 9-20 napos Wistar
patkanyokat Na*-pentobarbital intraperitonealis injekciojaval altattak, majd
a talp visszahuizasireflex eltlinése utan az allatot dekapitaltak. A gerincvelot
gyorsan eltavolitottak és oxigenizalt arteficialis agy-gerincveldi folyadékba
(ACSF- arteficial cerebrospinal fluid) helyezték. Az I-es lamina sejtek
elvezetése soran a lumbalis szakaszt (L1-L6) 3 kiilonallo darabra osztottak
(L1-L2, L3-L4 és L5-L6), mig a Ill-as lamina sejteknél az 1[.4-5-0s
szegmentumokat tartottak meg. A gerincveldi blokkok dorsalis felszinérdl a
pia matert eltavolitottak mindkét esetben, ilyen modon hozzaférést biztositva
a mérOelektrodanak a neuronokhoz. A primer afferens bemenetek
meghatarozésakor (kizardlag a I11-as lamina sejtek esetében) az L4 és/vagy
L5 hats6 gyokere megtartasra keriilt elektromos stimulacio céljabol, az
elektrofiziologiai elvezetések pedig kizarolag az 14 szegmentumbol
torténtek.
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Az elektrofizioldgiai méréseket a blokkpreparatum esetén a gerincveld
sziirkeallomanyanak legfelszinesebb rétegében (LI), valamint koriilbeliil 100
pm mélységben (LIIT) ferde IR-LED megvilagitasi technikaval végezték. A
sejttest laminaris elhelyezkedése a mérések végeztével a szovettani
feldolgozas soran, toluidinkék hattérfestés segitségével keriilt minden
esetben meghatarozasra.

Az elektrofiziologiai mérések teljes-sejt konfiguracioban torténtek,
melyek esetén vastag fali boroszilikat kapillarisbol késziilt pipettakat
hasznaltak (ellenallas: 4-5 MQ; BioMedical Instruments, Németorszag). A
pipettaban talalhato bels6 oldatot 0,5-1% biocytinnel (Sigma, St. Louis, MO,
Amerikai Egyesiilt Allamok) egészitették kia neuronok késébbi morfologiai
azonositasa céljabol. Bizonyos esetekben (n= 12) a mért neuronok
axonjainak neurotranszmitter tartalmat immunhisztokémiai reakcioval is
ellendrizték. Mivel ez a reakcid csak a dolgozatban felhasznalt sejtek 1/3-4ra
terjedt ki, igy ezeket az eredményeket a sejtek Osszehasonlitasanal nem
vettiik figyelembe. Megemlitend6 ugyanakkor, hogy ezekben az esetekben
0,5% biocytin és 0,5% rhodamine-red keverékével egésziilt ki a pipettdban
1évé belsé oldat, ami bar a biocytin jelolés erésségét kis mértékben
csokkentette, a részletgazdag 3D rekonstrukciot szignifikdnsan nem
akadalyozta.

A mérések soran rogzitett kiilonbozé aktiv és  passziv
membranparaméterek koziilkizarolag az emelked6 amplitidoju depolarizald
aramimpulzusokkal kivaltott un. tiizelési mintazatot vetettiik 6ssze a kapott
morfologiai paraméterekkel, mivel ez a paraméter képezi korabban mar leirt
klasszifikaciok alapjat is. A hatso szarvi neuronok tiizelési mintazatainak
meghatarozésakor portdi kollaboracios partnereink és masok altal korabban
leirt kategoriakat (tonusos, adaptalodo, késleltetett és ritmikus) hasznaltuk
fel.

Szovettani feldolgozas

Az elektrofiziologiai mérést kovetden a gerincveldi preparatum 4%
paraformaldehidbe keriilt immerziés fixalas céljabol. A szovettani
feldolgozas soran a gerincveldket elobb tobb alkalommal 0,1M foszfat
pufferrel (PB) mostak at, majd 2,5% agardzba Ontve vibratom (Leica
VT 1000) segitségével 100 pm-es sorozatmetszeteket készitettek beldliik.
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Munkacsoportunk korabbi morfologiai leirast célz6 munkai soran
dontéen sagittalis metszeteket hasznalt, mivel igy a kevesebb szamu
sorozatmetszet a rekonstrukcié soran konnyebben illeszthetd, €s az atfedd
nyulvanyokkal bir6d sejtek szétvalasztasa is egyszeriibb. Ugyanakkor a
sagittalis metszetekbdl torténé rekonstrukcid, kiilonosen a gerincveld
gOrbiilé lateralis szélén, nem teszi lehetdvé a pontos mediolateralis és
laminéris elhelyezkedés meghatarozasat. Mivel PhD munkdm pontosan
ezeknek a hianyzé adatoknak a meghatarozasat célozta meg, a
rekonstrukciokhoz olyan sejteket valasztottunk, amelyekbdl a szovettani
feldolgozas soran a transversalis sikban készitettek metszeteket. A
sorozatmetszetek készitésekor itt is kitlintetett figyelmet kapott a metszetek
orientacidjanak megtartasa a késobbi rekonstrukcidé megkdnnyitésének
céljabol. Ennek érdekében a szeletelés folyamata eldtt a gerincveldt
tartalmazo agaroz blokk egyik sarkat levagtak, a szeleteket pedig 24-lyuka
tenyészto plate egymast koveto lyukaiba egyenként gytijtotték.

A metszést kovetden az elektrofiziologiai mérés soran a sejtbe jutott
biocytint a hozza erésen kotdédé tormaperoxidaz (HRP- horseradish
peroxidase) konjugalt avidin 3,3’-diaminobenzidin (DAB) csapadékkal
torténd kimutatasaval tették lathatova (Gomba 2005). A folyamat els6
Iépésként a metszetekben blokkoltak az endogén peroxidaz aktivitast 0,6%
hidrogén-peroxiddal (H202; 40 percig, szobahdn), mivel a Iépés kihagyasa a
vorosvértestek intenziv barna jelolését eredményezné, amik pedig elfedhetik
a vékony sejtnytlvanyokat a rekonstrukciok soran. Ezutan 50%-0s alkohollal
permeabilizaltdk a metszeteket (1 6ra, szobahdn). A 1épések kozott minden
alkalommal t6bbszor valtott mosést alkalmaztak, {ligyelve arra, hogy a
metszetek ne tapadjanak ki a plate lyukainak falahoz vagy aljahoz.

Az alkoholos feltarast kdvetden a foszfat mosopuffer (0,1 M) helyett
a tovabbiakban sos- Tris- foszfat puffert (TBS-t) hasznaltak, amit 0, 1% triton
X-100-zal egészitettek kia penetracio javitasanak érdekében. Ezt kdvetden a
peroxidaz konjugalt avidint (ExtrAvidin-Peroxidase; Sigma, St. Louis, MO,
Amerikai Egyesiilt Allamok, 1:1000) 2 6raig alkalmaztik a metszeteken
szobahdn, majd 4°C-on egész éjszaka. Az alapos mosas utan végezték el a
DAB kromogén reakciot, aminek hatdsara egy barna szinii, oldhatatlan
csapadék keletkezett a biocytint tartalmazo sejtnytlvanyokban. A reakcid
elérehaladasat preparald mikroszkop alatt kdvették nyomon, hogy a zavar6
hattérjelolés megjelenése elott leallithatd legyen a reakcio TB-vel (Tris-
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foszfat puffer) torténd mosdéssal.

A DAB-bal tortént vizualizalast kovetden a metszeteket tisztitott
krom-kalium-szulfat zselatinnal fedett targylemezre hiuztak fel, iigyelve a
metszetek sorrendjére és orientaciojara. A szaradas utdn a metszeteket
rehidraltdk, majd a lamindk hatarainak meghatarozasanak érdekében,
valamint, hogy a jelolt struktirak konnyebben észrevehetdk és kovethetdek
legyenek, toloudinkék (0,1%) hattérfestést alkalmaztak. Viztelenités, majd
xylolos deritést kdvetden a metszeteket végezetiil DPX-szel (Sigma, St.
Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok) fedték le.

A sejtrekonstrukciok menete

A neuronok 3 dimenzios rekonstrukcioit Neurolucida szoftver (9-es és
10-es verzié; MBF Bioscience, Williston, Amerikai Egyesiilt Allamok)
segitségével végeztiik el a sorozatmetszeteket tartalmazo targylemezekrél. A
Ill-as lamina sejtjei esetén szomatodendritikus morfologiai paramétereik
alapjan antenna-tipusu sejteket vizsgaltunk (n=9), az I-es laminabol pedig 10
db projekcios sejtet és 15 db interneuront valasztottunk ki elemzésiink
targyaul.

A rekonstrukci6 soran a gerincvelbisejtek nyulvanyainak azonositasat
karakterisztikus morfologiai jegyeik segitették: a dendritek fokozatosan
vékonyodo, felsziniik esetekben toviseket (,,Spine”) tartalmazhat, mig az
axonok kozel folytonos vastagsaguak és a vékony variansaikon gyakori
kiilonb6z6 nagysagl varikozitasok is megtalalhatoak.

A vizsgalt idegsejtek esetében a nyulvanyok az esetek jelentds
részében (n=25) elérték a preparatum rostralis €s/vagy caudalis végét (ennek
meghatarozésa az elsé és utols6 metszetek fehér- és sziirkealloméanyanak
aranya, illetve utobbi alakja alapjan tortént). Emiatt a sejtek rostrocaudalis
kiterjedésének feltiintetésére nem térek ki.

Kvantitativ morfologiai elemzések

A rekonstrudlt sejtek nyulvanydarabjainak eloszlasat Neurolucida
Explorer szoftverrel vizsgaltam (9-es és 10-es verzid; MBF Bioscience,
Williston, Amerikai Egyesiilt Allamok). A laminaris eloszlasok ¢és a sejtek
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helyzetének meghatarozasahoz elengedhetetlen, hogy a metszeteken a
vizsgahni kivant teriileteket zart konturokkal legyenek korbevéve, ugyanis a
program ezeken belill tudja a nyulvanyok, markerek mennyiségét
meghatarozni. Megjegyzendd, hogy a vizsgalt projekcios neuronok esetében
a foéaxont kihagytuk az elemzésbdl, mivel ennek lefutdsa jol karakterizalt és
nem jatszik szerepet lokalis kapcsolatok kialakitasaban.

Interlamindris megoszlds elem zése

A laminahatarok meghatarozasakor a munkacsoportunk korabbi
kozleményeiben hasznalt, neonatalis patkanyokkal végzett kisérletekbol
adaptdlt lamina-hatérokat vettilk alapul, hiszen fiatal patkanyokra
standardizalt atlasz nem all rendelkezésre. A laminahatarok megrajzolasahoz
a tolouidinkék hattérfestéssel kezelt Iumbalis gerincveld metszetek
sejtstriiség és méret eloszlasai alapjan a sziirkeallomanyon beliili jellegzetes
terlileteket vettiik figyelembe. Ezek alapjan 7 régiot definialtunk: a I1-es
lamindban jellegzetesen sok, kis méretii neuron talalhato, ett6l dorsalisan
talalhat6, tobbnyire nagyobb sejtekbdl allo, egy sejtsornyiréteg adta meg az
I-es lamina régidjat. A III-1V-es lamina ventralis hatarat egy, a felnott
patkanyoknal leirt ivelt vonallal valasztottuk el az V-VI-os laminaktol, ami
lateralisan a hatso szarv nyaki behizoddsatol indul, és a medialisan a
funiculus posterior alsé hataranak és a canalis centralis tavolsaganak
felezOpontjanal végzodik. A canalis centralis felsé pontjan atfektetett
horizontalis vonaltdl lefelé terjed6 sziirkeallomanyt egységesen, mint VII-X-
es laminak kezeltiikk. A fehérallomanyt funiculus dorsalisra (DF), lateralisra
(LF - a funiculus dorsolateralis (DLF) is ide tartozik, bar elemzéseinkben
kiilon ezt a régiot nem vizsgaltuk) és ventralisra (VF) hataroltuk el a be- és
kilép6 gyokerek alapjan. A fent leirt beosztés alapjan a nyulvanyok helyének
meghatarozasat mind az ipsi-, mind a contralateralis oldalon elvégeztem.

A hats6 szarv [-1V laminait magéaban foglalo teriiletet medialis és
lateralis félre osztottam a hatsé szarv felszini konturjanak kdzéppontjara
allitott merdleges vonallal annak érdekében, hogy meghatirozzam (a
kizarolag lateralis elhelyezkedésil) neuronjaink milyen mértékben fogadnak
bemeneteket a medialis félbol és kiildenek kimenetet oda.
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Sejtszimmetria elemzése

A sejtek axon ¢és dendritfa szimmetridgjat mediolateralis €s
rostrocaudalis iranyokban hataroztam meg. Ezt a vizsgalatot a tobbek kozott
a gerincveldi hatsoé szarv ismert mediolateralis aszimmetriaja (pl. medialis
gyokérbelépési zona vastag afferenseinek jelenléte) tette indokoltta. A
mediolateralis (ML) szimmetria esetén a gerincveld dorsalis felszinére, a
vizsgalt neuron szémajanak kozéppontjara allitott merdleges vonal jelolte ki
a szimmetriatengelyt, mig a szomszédos metszeteken a szimmetriatengelyt
ugyanebben a pozicidban vettem fel és hataroztam meg a medialis és lateralis
szimmetriarészben elhelyezkedé nyulvanyok mennyiségét. A rostrocaudalis
(RC) szimmetria meghatarozasakor szimmetria siknak azt a z-értéket vettem,
ahol a sejttest konttrja a legélesebben rajzoldodott. Mivel a Neurolucida
szoftver a z-tengely mentén is (az x- és y-tengely mellett) rogziti az
adatpontokat, ortogonalis nézetben lehetdség van un. ,,z-szlirést” elvégezni,
aminek segitségével jelen esetben a szomat figyelembe véve a kirajzolt
neuron nyulvanydarabjait rostralisan és caudalisan el tudtuk kiiloniteni.

A szimmetriavizsgalatok kombinalasaval ezt kovetéen a szoma koriili
teret 4 részre osztottam: rostromedialis (RM), rostrolateralis (RL),
caudomedialis (CM) és caudolateralis (CL) €s ezekben is meghataroztam a
dendritek ¢és axondarabok aranyat, az egymashoz viszonyitott
elhelyezkedését.

Statisztikai elem zés

Az Osszehasonlithatosag céljabdl a nytlvanyhosszak abszolit értékei
helyett, ahol csak lehetett, a sejt telies nyulvanyhosszara normalizalva
tiintettiik fel a szamadatokat. Minden eredmény atlag + az atlag szorasa
(SEM- standard error of the mean)-ként van megadva. A statisztikai
elemzéseket Origin 9 szoftverrel végeztik el (Microcal Software,
Northampton, MA, USA), ahol a sejtek aszimmetria 6sszehasonlitisa esetén
one-way ANOVA-t, a lamindkon belilli megoszlas kiilonbségének
meghatirozadsdhoz Mann-Whitney tesztet hasznaltunk.
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4. EREDMENYEK

PhD munkam f6 célja fiatal patkédny gerincveld hatso szarvanak
felszines laminaiban talalhaté neuronokhoz tartozé axonkollateralisok és
dendritfak laminaris eloszlasi mintazatainak vizsgalata volt. Osszesen 317
neuronbol kivalasztott 34 sejt 0sszehasonlito elemzését végeztem el teljes
sejtrekonstrukcid elvégzését kovetden: ebbol 25 db az I-es lamindban
helyezkedett el (10 projekcidos neuron €s 15 interneuron), mig tovabbi 9
(antenna) sejt a I11-as laminaban foglalt helyet.

A szovettani feldolgozast kovetden a transversalis metszetek eltérd
torzulasa és zsugorodasa altaldban a rdévid nyalvanyszakaszok pontos
illesztését és ennek kovetkeztében a nyulvanyok O0sszekotését nem tette
lehetévé, emiatt jelen elemzés eltér témavezetom korabbi munkaiban
elvégzett morfometriai analiziseit6l. Ugyancsak technikai megfontolasbol a
disszertaciomban a rostrocaudalis kiterjedés analizisére nem tériink ki
részletesen, mivel ezek az értékek valosziniileg alulbecsiiltek, ugyanis a
vizsgalt sejtek 73,5%-a (25 sejt a 34-bdl) rendelkezett egy vagy tobb olyan
nyulvannyal, ami a blokk egyik vagy mindkét végét elérte. Ujfajta elemzési
metodikank ugyanakkor eddig nem ismert morfologiai sajatsagokat tart fel a
gerincveld hatso szarvanak felszines neuronjaival kapcsolatban.

I-es lamina sejtek

Projekcios neuronok

Az |-es laminaban talalhatd projekcidés neuronok f6 jellegzetessége,
hogy az ellenoldali anterolateralis fehérallomanyban felszallo féaxonnal
rendelkeznek, ami kozvetleniil indul ki a sejttestbdl vagy egy fodendritbol.
Ezt a jellegzetességet hasznaltuk fel a projekcidos és interneuronok
elkiilonitésére ebben a dolgozatban. A kirajzolt sejtek koziil 9 projekcios sejt
féaxonja keresztezte a commissura anterior-t és az ellenoldali anterolateralis
oszlopban haladt tovabb (ALT-PN), mig egy esetben a féaxon atlépése nem
volt vizualizalhatd, mivel elhalvanyult az V-6s lamina magassagaban mégaz
atlépés elott. Kezdeti szakaszdnak megjelenése azonban nagymértékben
hasonlitott a masik 9 vizsgalt projekcios neuronhoz, ezért ezt az idegsejtet is
ALT projekcios neuronnak tekintettiik.
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Mivel a myelinizalt féaxon nem Iétesit kapcsolatot a kdrnyezo
sejtekkel, az elvégzett elemzésekben csak és  kizarolag az
axonkollateralisaikat hasznaltuk fel, hogy a lehetd legpontosabb képet
kapjuk a sejtek lokalis kapcsolatrendszerérél. Egy esetben a vizsgalt neuron
nem rendelkezett kollateralissal, itt csak a dendritfajanak disztribucidjat
vetettiik 6ssze a tobbi sejt azonos paramétereivel.

A rekonstrukciok kdzben 3 esetben (a 9-bol) egyértelmiien talaltunk
atkeresztez6dést a commissura posteriorban vagy anteriorban. Ez az 1j
axonkollateralis tipus korabban a sagittalis metszetekben nem kertilt leirdsra,
val6szintileg a metszésisikbolkifolyolag, mivel egy a sikramerdlegesen futd
vékony axonkollateralis elhalvanyulva nehezen megkiilonboztethetd.

Interlamindris megoszlds

Két jellegzetes dendritfa megjelenési tipussal talalkoztunk a kirajzolt
sejtek esetében. Az egyik esetben a dendritfa jelentdés része a
fehérallomanyban teriilt el a hatsé szarv mentén, mig a masik esetben
hosszan elnytlt a sziirkeallomanyban. Ebbél a 2 csoportbdl kivalasztva egy -
egy peéldat elemezve azt kaptuk, hogy dendritjeiknek a preferalt teriileteik
hasonldak, még ha a megoszlasi ardny el is tér kissé. Az axonjuk
megjelenésére kevésbé jellemzo ez a hasonlod teriileten valo elhelyezkedés,
deaz LV és LF potencialis célpontot képeznek. Amennyiben Osszevetjiik az
ebben a tanulmanyban vizsgalt 6sszes PN-t, azt vettiik €szre, hogy a felszines
laminakban az axonkollateralisok megjelenése kevésbé jellemz6, inkabb az
V-VI-os lamindban ¢és a LF-ban jelennek meg, tovabba az ellenoldalra is
kiterjedhet. Ezzel szemben a dendritek csak ipsilateralisan voltak jelen, a
dendritfa jelentds mértékben lateralisan helyezkedett el, de medialisan is volt
tetten érhet6 dendritszakasz (a vizsgalt esetek 70%-aban).

Sejtszimmetria

A PN dendritek eloszlasanak kismértékli polarizaltsaga felvetette,
hogy van-e 6sszefiiggés a sejtek bemenetét képez6 dendritek-, és a kimenetet
jelentd, lokalis célpontokat definialé axon eloszlasi mintazatai kozott. Ezt az
Osszefiiggést a sejtcsoportokon beliil az egyes sejtekre vetitve elemeztiik,
majd a sejtcsoportok kozott is Gsszehasonlitast tettiink. A vizsgalathoz a
sejtek kortili teret a szoman keresztiil medialis és lateralis, valamint rostralis
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és caudalis térrészekre osztottuk fel.

A mediolateralis szimmetriajukat tekintve a vizsgalt PN-ek esetében
az axonok ¢€s dendritek altaldban azonos oldali dominanciadt mutattak és
ritkan voltak a szimmetriatengely kozelében, azaz viszonylag polarizaltak
voltak valamely iranyban. Azonban a rostrocaudalis szimmetria vizsgalata
alapjan a dendritdominancia oldalaval ellenkezé oldalon volt jellemzd az
axondominancia, valamint a polarizaltsag nagyobb foku volt a vizsgalt PN
populacional. Rostrocaudalis viszonylatban axonkollateralisok néhany
esetben (n=3) csak az egyik oldalon jelentek meg, ami azzal magyardzhato,
hogy a féaxonbol kiinduld kollateralis a szomatdlmesszebb agazott le és sem
az a kollateralis, sem tovabbi esetleges ledgazasok nem tértek vissza a szoma
térségeébe, vagy nem érték azt el.

Az utols6 analizis soran a neuron koriili teret a Szomat kézéppontnak
tekintve horizontalis sikban négy térrészre osztottuk fel és meghatdroztuk az
adott téregységbe es6 axon ¢és dendrit szazalékos aranyat. Jelen elemzésiink
soran azonban csak tendencidkat tudtunk felfedezni, a dendrit és
axoneloszlas kozotti barminemi korrelaciot nem tudtunk tetten érni. Ilyen
megfigyelés volt, hogy a dendritb6l eredé axonok szinte kizardlag
medialisan induld dendritekb6l eredtek. Az axon legtobbszor caudolateralis
dominanciat mutatott, mig a dendritek esetén polarizaltabb ¢és kevésbé
polarizalt vegyesen fordultak eld. Mind a szomatikus, mind a dendritikus
eredetli axonokbol kiinduldé axonkollateralisok esetében megfigyelhetd volt
a kifejezetten lateralis iranyba polarizalt axonkollateralis eloszlas.

Osszegezve  elmondhatjuk,  hogy a  vizsgalt  PN-ok
axonkollateralisainak megoszlasa a korabban leirt mintazat-tipusokat
titkrozi, valamint foként a felszines laminakban és a DLF-ben elhelyezked6
dendritekkel térbeli megoszlast tekintve egyértelmii korrelaicid6 nem volt
igazolhato.

Interneuronok

A gerincveld felszines laminaiban elhelyezked6 neuronok dontd
tobbsége interneuron (az I-es lamina sejtek 90-95%-a), amelyek axonja nem
kiilonithetd el egyértelmiien féaxonra és lokalis kollateralisra. Az I-es lamina
interneuron axonok felhdszer(, t6bb szintii elagazast mutato, sokszor azonos

22



teriiletekre mas-mas primer agbol visszatérd stirli halozatot képez nagyszami
axon varikozitassal. A rendelkezésiinkre allo jelolt sejtekb6l 15 interneuront
tudtunk biztonsaggal elkiiloniteni az I-es laminaban, amik megfeleltek a
korabban ismertetett feltételeknek.

Interlaminaris megoszlas

Jellegzetesen stirti axonfelhd jellemezte a vizsgalt sejteket, ami foként
a felszines laminakra korlatozddtak. Bar a teljes gerincveldi preparatumban
torténd elvezetés esetén csak a GV lateralis felszinén lehetséges sejteket
megjelolni, ennek ellenére szamos IN axon mutatott medialisan is megjelend
axont, egy esetben még a DF-ben is tudtunk kdvetni egy kis szakaszon axont.

Ha Osszevetjiik a régionkénti axon- és dendritmegoszlast 2 olyan
interneuron esetén, ahol az egyiknek jelentds medialis axon kiterjedése van,
miga masik esetben kizarolag lateralis térfélben van axonja, akkor azt vettiik
¢észre, hogy nyulvanyaik kdzel azonos teriiletet fednek le: LI, LII, LIIT-1V és
a lateralis funiculus-t (valamint minimalis axon jelent meg az V-VI-0S
laminaban). Ezek koziil a legnagyobb mértékben a I1-es laminaban talaltunk
axont ¢és dendritet is, mint ahogy ez tetten érhetd volt az Osszes tobbi
interneuron esetén is. Az axon esetén talaltunk még nyulvanyokat az I-es,
I11-1V-es laminaban, valamint a LF-ben. Ha a felszines laminak
mediolateralis kiterjedésében vizsgaljuk ugyanezt, akkor azt talaltuk, hogy a
dendritek kizarolag lateralisan helyezkedtek el, mig 13 IN (15-bdl)
rendelkezett valamennyi axonnal medialisan (0,5%-t6143,4%-ig terjedGen).

Sejtszimmetria

Az IN-ok dendritszimmetridgja mind a mediolateralis, mind a
rostrocaudalis iranyban nagyon hasonl6 volt a PN-oknal megfigyeltekhez. A
IN-0k 2/3-a rendelkezett dominansan lateralis dendritfaval (n=10). Az axon
rostrocaudalisan és mediolateralisan is diverz volt szimmetria tekintetében,
ugyanakkor nagyobb aranyban voltak az axon értékek a szimmetriatengely
kozelében. Egyértelmii korrelaciot nem talaltunk, megfigyelhetd volt
azonban egy tendencia, miszerint az adott oldali dendritdominancia értékhez
egy ellenoldali dominanciat mutatd axon érték tartozik.
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Az IN-ok koriili, horizontalis sikban kijelolt 4 térrészben torténd
nyulvany-analizis is megerdsitette az IN-ek szimmetrikusabb, kevésbé
polarizalt megjelenését. Eredményeink alapjan az IN-ok egyenletesebben
fedik le a szoma koriili teret, mind dendritfajukat, mind pedig axonjukat
tekintve. Az ellentétes oldali dendrit-/axondominancia jelzésértékiien
mutatkozik meg ebben az analizisben. Az IN-ok esetében a dendritekbdl
kiindul6 axon nem preferalta a medialis dendriteket, mint a PN-ok esetében,

viszont nagyobb szamban eredtek ezek az axonok caudalis iranyban eloszlo
dendritekbdl.

Osszegezve az IN-ok altaldban  kevésbé  polarizaltnak,
szimmetrikusabbnak bizonyultak a PN-oknal. A kisebb mértékii aszimmetria
ugyanakkor gyakran ellentétes oldali axon- és dendriteloszlassal tarsult.

lll-es lamina sejtek

Antenna sejtek

Az |-es lamina sejtjeinek kvantitativ morfometriai vizsgalatat foként
abbol a célbdl végeztik el, hogy a struktura részletes feltarasaval a
neuroncsoportok funkcionalis sajatsagaira tudjunk kovetkeztetni. A
felhasznalt, részben altalunk kidolgozott ij mdédszerek ugyanakkor egy olyan
korabbi munka soran keriiltek kidolgozasra, mikor egy funkcionalis lelet
anatomiai  alatamasztasat végeztik el a IIl-as lamina sejtjein.
Elektrofiziologiai mérések azt sugalltdk, hogy vannak olyan AB és Ad
alacsony kiiszobli primer afferensektdl bemenetet fogado I1I-as lamina
sejtek, amelyek axonjaikkal elérik az I-11-es laminat, ahol monoszinpatikus
kapcsolatokat 1étesitve modulaljdk a helyi ingeriilet-attevodést. Ennek az
utvonalnak az igazolasdhoz a IlI-as lamina sejtek, ezen beliil is az antenna
tipust (ANT) sejtek primer afferens bemenetének szisztematikus vizsgalatat
(adiszkusszidban keriil bemutatésra), valamint, sajit munkamként azok axon
¢s dendrit nyalvanyrendszerének kvantitativ elemzését végeztiik el.

Ezen sejtek sajatos morfologiai jellemzdje, hogy nagy dorsoventralis
kiterjedésti dendritfaval rendelkeznek, jellemzOoen egy dorsalisan a hatso
szarv felszine fel¢ felnyulo dendrittel, amitdl a sejt a kérgi piramissejtekhez
hasonld szomatodendritikus megjelenéssel birnak. Ez a morfologiai
sajatossag volt a kivalasztdsi kritérium ennek a sejtcsoportnak az
analizisénél.
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Interlaminadris megoszlds

A vizsgalt ANT sejt nytlvanyeloszlasat laminanként megvizsgalva a
dendritek, bar eltéré6 mennyiségben, de ugyanazokat a laminéakat preferaltak.
Az axonok esetében azonban két elkiiloniilé mintazatot mutattak. Mig a I11-
IV és V-VI lamindkban rendelkeznek axonnal, addig a felszines I-es
lamindban nem minden esetben. Akarcsak a PN-ok és az IN-ok esetében, a
DLF teriiletén is talaltunk axonokat, de lényegesen kisebb aranyban és
gyakorisaggal, mint az [-es lamina sejtjeinek esetében.

Kiemelend6, hogy mind a dendritek, mind az axon tekintetében a hatso
szarv lateralis fele az, ahol a nyulvanyok koncentralédnak, a 9 ANT koziil

minddssze 3 esetben talaltunk minimalis aranyd axonszakaszt, ami a
medialis iranyba terjedt ki (0,4-9,5%-ig).

Sejtszimmetria

A szomara, mint kdzéppontra viszonyitott szimmetria-analizis az
ANT sejteknél mutatta a legegyontetiibb aszimmetriat, kiilldondsen az axonok
tekintetében. Dominansan lateralis és rostralis megoszlast mutattak, mig a
dendritek, egy kiugro eset kivételével, szimmetrikusabb elrendezddésiinek
bizonyultak mindkét tengely mentén.

A szomara centralt horizontalis sikban vizsgalt eloszlas, bar
viszonylag homogén, de szintén tiikrozte a rostralis és lateralis dominanciat.
Erdekes megfigyelés volt tovabbé, hogy az ANT sejtek dendritikus eredetii
axonjai minden esetben medialis iranyban elhelyezkedd dendritb6l eredtek.

Osszegezve elmondhatjuk, hogy az ANT sejtek kivalasztasahoz
hasznalt dendritmorfologiai  kritérium alapjan  varhaté egységes
dendritparaméterek mellett az axonok 2 elkiiloniildé axonmegoszlasi
mintdzatot mutattak: egyes esetekben az axonagak elérték az I-es laminat
(n=4), mig a tobbi (n=5) esetben az axon foként a I11-1V-es lamindkban,
valamint a DLF-ben helyezkedett el.
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A vizsgdlt esetek dsszehasonlito elemzése

Bar az el6z0 fejezetekben bemutatott [-es és Il1-as laminaban talalhato
neuronjaira kifejezett morfologiai diverzitas volt jellemzé sejtcsoportjaikon
beliil, volt par karakterisztikusan megjelend tulajdonsag, amik eltérove tették
ezeket a sejtcsoportokat. Emiatt fontosnak tartottuk a harom vizsgalt
neuronpopulacidé egymassal valdo 0Osszehasonlitdsat, a korabban vizsgalt
paraméterek tekintetében.

A laminaris megoszlasok dsszehasonlitasa alapjan a PN-ok inkabb a
mélyebb lamindkban adnak axonkollateralisokat (V-VI), mig az IN-ok és
ANT sejtek axonjai foként felszinesen (I-1V) maradnak. A DLF dorsalis
része mindharom sejtcsoportnal jellemz6 célpont volt. A teljes axonhossz az
IN-ok esetében volt a legnagyobb, kozel haromszorosa a PN és ANT sejtek
kevéssé kiterjedt axonhalozata esetében mérttel. Az axonvarikozitasok
megoszlasa kozel azonos volt minden laminaban, kivételt ez alol csak az
ANT sejtek képeztek, ahol volt néhany kiugrobb érték, elsésorban azokban
a lamindkban, ahol az axon nagyobb szazalékban volt fellelheto.
Contralateralisan elhelyezkedé axonkollateralisokat nagyobb szamban a PN
sejtek esetén lattunk (n= 3, mig 2 tovabbi esetben az axon megindult abba az
iranyba). Az IN esetén egy esetben talaltunk keresztez6dést, mig az ANT
sejteknél egy sejt axonja megkozelitette a kozépvonalat, de nem Iépte azt at.

A harom neuroncsoport dendritjeinek szdzalékos megoszlasa a
szomak elhelyezkedése alapjan a vart laminakra koncentralddott. Ez a PN-
ok és IN-ok esetén foként az I-es, ll-es laminat, valamint a DLF-et jelentette,
mig az ANT sejtek inkabb a II-lll-as lamindkat foglaltdk el Az
Osszdendrithossz az IN-ok és ANT sejtek esetében hasonlo volt (atlag in=
3192,5 +372,4, valamint atlag ant= 2991,6 + 371,3 um), mig a PN-ok
dendrithosszisdga ennél valamennyivel hosszabbnak bizonyult (atlag pn=
3967,1 + 518,2 um), azonban rostrocaudalisan az antenna sejtek latszolag
nagyobb teriiletet fedhetnek le.

A szomara centralt mediolateralis és rostrocaudalis iranyokban
vizsgalt szimmetriat tekintve, mind az IN-o0k, mind az ANT sejtek
szimmetrikusabbnak bizonyultak (kozelebb a szimmetria kézépponthoz -
hasonlé mennyiségli dendrit/axon mindkét iranyban), mint a PN csoport
sejtjei.
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A mediolateralis iranyban a PN-ok és ANT-ok gyakrabban mutattak
azonos iranyt dominanciat dendritjeik és axonjuk tekintetében (in. homolog
megoszlas: pl  lateralis  dendritdominancidhoz  tarsuld lateralis
axondominancia). Az IN-ok esetében mediolateralis iranyban a heterolog
megoszlas volt a jellemz0, azaz a dendritdominancia oldaldhoz képest az
ellenoldalon dominald axon. A projekcios neuronok esetén sokszor talaltunk
olyan esetet, ahol az axonkollaterdlisok kizarolagosan az egyik térfélben
helyezkedtek el. A lateralisan elhelyezkedd ANT ¢és PN sejteknél a szoma
helyzete a nyulvanyrendszer dominansan lateralis elhelyezkedésével tarsult,
az IN-ok esetében ez a tendencia nem volt megfigyelhetd, a nyulvanyok
mind medialisan, mind lateralisan hasonl6 aranyban dominaltak.

Rostrocaudalis iranyban rostralis preferencia volt felfedezheté az
ANT sejtek esetében. A rostrocaudalisan inkabb heterolog eloszlast mutato
polarizaltabb (kifejezetten rostralis vagy caudalis dominancia) PN-ok
hasonld mértékben mutattak rostralis és caudalis preferenciat. Az IN-ok
ebben az irdnyban is homogénebb, valtozatos dominancia értékeket
mutattak.

A sejtek szimmetria-értékei nem mutattak Osszefiiggést sem azok

tiizelési mintazataval, sem pedig szomatodendritikus morfologiai
beosztasukkal.
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5. MEGBESZELES

Jelen dolgozatban bemutatott munkam soran 34, teljes sejt patch-
clamp technikaval jelolt neuron 3D rekonstrukcidjat végeztiik el fiatal
patkany gerincvel6jének lumbalis szakaszan. Célunk azon finom anatomiai
kiillonbségek feltarasa volt, amik pusztan a sejt szomatodendritikus
megjelenésébodl nem egyértelmiiek, ugyanakkor meghatarozoak lehetnek a
sejt halozati szerepe szempontjabdl. Ilyen paraméternek tekintettik a
dendritek ¢és axonok laminaris eloszlasat a sejttesthez viszonyitott
helyzetét, amik a neuronok bemeneteit és célpontjait nagymértékben
meghatarozzak.

Elemzéseinkhez az elektrofiziologiai mérések soran biocytinnel jelolt
neuronokat hasznaltunk, amiket portugal kollaboracios partneriink bocsatott
a rendelkezésiinkre; kordbban az itt felhaszndlt sejtek morfologiai
elemzésére nem keriilt sor. Jelen munkaban az I-es lamina projekcios (n=10)
¢és interneuronjait (n= 15), valamint a III-as lamina antenna sejtjeit (n=9)
vizsgéltuk. Az eltérd analizalt esetszamok részben az eredeti munkak eltérd
esetszamabol adodnak, részben pedig abbdl a ténybdl, hogy nem minden
eléhivott sejt felelt meg az analiziseinkhez sziikséges feltételeknek.
Megjegyzendd, hogy a morfologiai vizsgélatra hasznélt sejteket
eredményezd elektrofiziologiai mérésekben nem vettem részt (tovabba a
témavezetOm altal elvégzett kisérletsorozat soran sem), ugyanakkor ezen
eredmények ismertetése elengedhetetlen lenne morfologiai eredményeink
értelmezéséhez, ezért ezek ebben a fejezetben kerlilnek bemutatasra.

Az alabbi fébb morfologiai kiilonbségeket €s sajatsagokat tartuk fel
jelen munka soran: (1) a projekcios neuronok axonkollateralis mintazata egy
dorsoventralis irdnyt informécidaramlast sugall, mig (2) az interneuronok
axonja ezzel szemben inkabb a lateromedialis informacidaramlast segitheti
(3) Az antenna sejtek kompaktabb megjelenéssel rendelkeztek, mint a masik
2 vizsgélt tipus. Esetiikben az axon vizsgalata feltarta, hogy (4)
rendelkezhetnek az I-es laminat elér6 axonhaldzattal. Végezetil (5)
mindharom sejt rendelkezett bizonyos mennyiségii axonnal a funiculus
lateralis-ban (az l-es lamina esetében mindnek). Utobbi megfigyelés
megerdsiti munkacsoportunk az I-es lamina sejtek esetében tett korabbi
eredményeit. A funiculus lateralisban talalhatd kollateralisok (amik Szinte
kizardlag a DLF teriiletén voltak jelen) helyi informaciokat tovabbithatnak a
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szomszédos szegmentumokba, valamint a nucleus spinalis laterisba. Antal és
mtsai. (2016) kozleményiikben erételjes poliszinaptikus gerjesztést értek
stimulalasat kovetden. Ugy vélték, hogy a jelenség mogott egy olyan
serkentd interneuronokbol alld halézat allhat, ami a ,feedforward”
serkentésen keresztiil felerésiti és tovabb kiildi a projekciés neuron
aktivitasat.

Technikai megfontoldsok

Bar az elektrofiziologiai  elvezetéseket intakt gerincveldi
blokkpreparatumban végezték, az esetek 73,5%-ban az axon kilépett a blokk
egyik vagy mindkét oldalan, emiatt munkam elsdsorban a mediolateralis és
interlaminaris eloszlasokra fokuszalt és a rostrocaudalis kiterjedés
mértékérol csak minden bizonnyal alulbecsiilt, megkozelité értékeket
kozliink. Tovabba, bar jelentds hangsulyt fektettiink a lehet6 legjobb toltéssel
rendelkez6 sejtek kivalasztasara, nem mindegyik jelolés volt egyforma, a
kdvethetoség pedig ennek fiiggvényében kismértékben valtozhatott.

Fitzgerald munkatarsaival tobb izben is bizonyitotta, hogy a primer
afferens bemenetek kapcsolatai valtoznak patkanyban a kor elérehaladtaval.
A mért és jelolt neuronjaink fiatal, 9-20 napos patkanyokbol szarmaznak,
mivel az elorehaladott myelinizacid6 miatt az intakt patkany gerincvelon
végzett patch-clamp méréseket idés allatokban nehéz kivitelezni.
Eredményeink interpretaciojanal tehat azt is figyelembe kell venni, hogy
egyes morfologiai megfigyeléseink, kiilondsen a mediolateralis
nyulvanyeloszlasra vonatkozoak a kismértékben reorganizalodd primer
afferens bemenetek anatomiai hatasai miatt valtozhatnak. Ezen ttilmenden,
a felszines laminak lateralisan konnyebben megkdzelithetéek ennél a
technikanal, emiatt a mérések ¢és kovetkezményesen a jelolt sejtek
elhelyezkedése is dontden lateralis.
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Projek ciés neuronok
Contralateralisan megjelené axonkollateralisok

A PN-ok kollateralis-tipusait vizsgaldé korabbi munkakban a
rekonstrukcidkhoz hasznalt metszetek a sagittalis sikban késziiltek igy, a
3D rekonstrukcio ellenére sem adtak részletes ¢€s teljes képet az
interlamindris nyulvanyeloszlasokrol, és valoszintileg ezért nem fedték fel
azt a transversalis metszetek esetén egyébként jol kovethetd kollateralis
tipust, ami a commiSsura dorsalisban Iépi at a kozépvonalat, vagy amelyik
a contralateralis oldalon agazik el a féaxonbol. Munkam soran transversalis
metszetekbdl késziilt rekonstrukciokon a PN-0k 1/3-nal talaltunk axont a
contralateralis oldalon, illetve egy esetben egy IN axonag is atlépett a
contralateralis oldalra. Ez a megfigyelés mindenképpen ramutat arra, hogy
telles 3D rekonstrukciok nélkiil (lehetleg tobb sikban késziilt
metszetekbdl) a bonyolult lefutdsi axonok pontos eloszlasa ¢és
finomszerkezete nehezen megismerhetd.

Hasonlo lefutdsu axonokat mar korabban is leirtak a III-1V-es
laminak lateralis felébe szart BDA (biotinildlt dextran amin) injekciokat
kovetden, bar akkor ezek eredeteként a felszines hatso szarv sejtjei nem
meriiltek fel. Ugyanakkor a lateralisan elhelyezkedé PN-ok dendritjei,
ahogy azt a dendrit részletes eloszlasvizsgalata feltarta, nagy szamban
kiildenek a DLF dorsalis és oldalso részébe is, ami igen kozel esik a Petko
¢és Antal altal adott BDA injekcio helyéhez, igy valdszinii, hogy az 1-es
lamina PN-ok is felvehették a jeloldanyagot. Az altalunk rekonstrual
atkeresztez6do kollaterdlisokon megfigyelt varikozitasok szinapszisokat
adhatnak a X-es lamina sejtjein, amelyek kozott tobbféle vékony primer
afferens rostbol szarmazo mono- és poliszinaptikus bemeneteket integralo,
a nocicepcioban fontos szerepet jatszo sejtek is vannak. Mivel az [-€s
lamina projekcios sejtieinek ventralis kollaterdlisai az V-0s lamindban
talalhat6 tovabbi felszallo palydk eredd sejtjeiként funkcionald neuronokat
is innervaltak (ipsilateralisan), ésszerii lehet azt feltételezni, hogy a PN-ok
Osszehangolhatjak, vagy legalabbis tajékoztathatjak az egyéb modalitasok
feldolgozaséaért felelés gerincvel6i neuronokat, vagy akar az Osszes
protopathias ingereket szallitd felszallo rendszer sejtjeit.
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A ventralis PN kollateralisok aktivalhatjak a mélyebb laminakban
talalhaté hatso szarvi neuronoknak (Kiegészitd elektrofiziologiai
kisérletek)

A PN axonkollateralisokrol kapott, dorsoventralis informaciéaramlast
sejtetd morfologiai eredményeinket jol alatdmasztjadk témavezetom korabbi
elektrofiziologiai leletei. Ebben a kisérletsorozatban 6-15 napos Wistar
patkany gerincvel6i szeleteken torténtek teljes-sejt patch-clamp mérések az
V-VII lamindk neuronjain, mikézben a felszines hatsé szarv neuronjait
farmakologiailag SP-vel (P anyag) aktivaltak.

Neurokinin-1 receptort az l-es lamina neuronjainak kozel 45%-a
expresszal, jelentésebb hanyaduk valoszinii serkentd sejt. A PN-ok mintegy
80%-a fejezi ki a NK1R-t, de az IN-ok is mutathatnak gyenge NKI1R
pozitivitast, €s egyharmaduk szintén reagal SP-re. Ez a hatas azonban
kisebbnek bizonyult, mint a PN-oknal tapasztaltak. A SP hasznalatat kovetd
depolarizicié idobeli lefolyasa arra utalhat, hogy funkciondlisan szignifikans
a kiilonbség a PN és IN NKIR expresszidja kozott. A NK1R-on keresztiil
kialakulo SP aktivacio a szeletben az EPSP-k (serkentd posztszinaptikus
potencidl) szdméanak nagymértékii emelkedését valtotta ki VII-X-es
lamindkbol elvezetett sejteken. Ez a hatas blokkolhaté volt mind szelektiv
NKIR antagonistaval (SR140333), mind tetrodotoxinnal. Utobbi kizarta a
preszinaptikus ~ NKIR  aktivdcidnak  lehetdségét. A ventralis
informacidaramlas morfologiai hatterének alatamasztasaként pedig az
ipsilateralis hatsé szarv tovénél végzett mechanikai szeparacidja utan a SP
tobbé nem tudta kivaltani az EPSP-k szambeli novekedését.

Megfigyelésiink, miszerint csak a magasabb koncentracioji NKI1R
antagonista volt képes blokkolni a SP altal kivaltott ventralis iranya
serkentést, azt jelezheti, hogy az I-es lamina interneuronjainak (gyengébb
NKIR expresszioval) hozzajarulasa valosziniileg kisebb, mint az NK1R-ban
gazdagabb PN-oknak. Ennek ellenére hipotézisiink szerint mind a PN-0k,
mind az IN-ok hozzajarulhatnak az anterolateralis felszallo rendszer
Osszekapcsolasdhoz mas felszallo utvonalakkal. Ezt erdsiti az a megfigyelés,
hogy a hatso szarv mechanikai szeparacidja megakadalyozza a SP altal
kivaltott EPSP szambeli fokozodast a mély hatsdé szarvi és ventralis
lamindkban. Morfologiai eredményeink azt sugallidk az elézdekben
bemutatott elektrofiziologiai eredmények tiikrében, hogy az axonjukat
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foként a felszines lamindkra koncentrald IN-ok inkabb indirekten
befolydsoljdk a mélyebb lamindk halézatit mas kozbeiktatott
interneuronokon keresztiil. Ezzel szemben a PN-oknak jelent6s mennyiségii
kollateralis halozata jelenik meg a mélyebb lamindkban, amiken keresztiil
direkt modon is befolyasolhatjak akar a motoros haldzatok interneuronjait,
akdr a motoneuronok dendritjeit, amelyeken akar kozvetleniil
monoszinaptikus kapcsolatot is képezhetnek.

A PN-ok V-Vll-es laminaba kiildott kollateralisainak serkent6
hatasa kozremiikodhet a nociceptiv flexor reflex kialakitasaban

A kozelmultban szamos transzgenikus egértorzsekben hatso szarvi
interneuron tipusokat célzo kisérletsorozat igazolta a mélyebb lamindkbdl a
felszines laminak felé torténd informacidaramlast, mind normal, mind
pathologias allapotokban. A fajdalom transzmisszidjanak klasszikus, és
Ujabb kapu-kontroll teoridi is a II-lll-as lamina interneuronjait anatdémiai
“kapunak” tekintik a kiilonbozé szenzoros modalitasokat szallitd primer
afferensek kozott. Az 1-es lamina neuronjai, kiterjedt axonalis kapcsolataik
ellenére eddig ezekben a sematikus halozatokban nem jelentek meg.
Munkacsoportunk korabbi kozleményeiben leirt hipotéziseket elsdként
Browne és munkatarsai tamogattak kozleményiikben, ahol a PN-ok
kollateralisait, mint a gerincveldi fajdalominformacié feldolgozasaban részt
vevo, eddig mellozott jatékosként emlitik. A szerzok ramutatnak, hogy a
kollateralisok tovabbi lehetséges funkcidi lehetnek a “feedforward”
serkentés, valamint bizonyos gatld interneuronokon keresztiil, indirekt
modon megvalosuld gatlas is. A “feedforward” serkentést szomszédos PN-
ok kozott egy direkt bizonyitékot szolgaltatd kozlemény igazolja, amelyben
elektrofiziologiai mérés soran taldltak szinaptikusan Osszekapcsolt 1-€s
lamina PN-okat. A fentieckben bemutatott gerincvel6i szeleteken tortént
mérések tovabbi bizonyitékot szolgaltatnak az I-es lamina sejtek
“feedforward” serkentésben vald részvételére. A mély hats6 szarv és az
intermedier sziirkeallomany teriiletén a kollateralisok célpontjaiként
felmeriilnek az utols6 rendli premotoros interneuronok is, amelyeken
keresztiil a szenzoros aktivacid a motoneuronokat is eléri, potencialisan
hozzajarulva a nociceptiv flexor reflex kialakulasahoz. A mély laminakban
talalhatdé WDR neuronok is képezhetik az I-es lamina PN-ok ventralis iranya
kollateralisainak célpontjat, ilyen modon a nociceptiv bemenetet szolgaltatva
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a supraspinalis kozpont felé tovabbitott integralt kimeneteikhez. Végiil
pedig, mind a tractus spinocerebellaris eredé neuronjai, mind az autonom
szimpatikus preganglionaris neuronok a thoracolumbaris szegmens lateralis
szarvaban fogadhatnak szinaptikus bemeneteket a PN kollateralis oktol.

Interneuronok

Dendrit és axon megoszlasi mintazat és funkcionalis aszimmetria a
gerincvel6 hatsé szarvanak felszines laminaiban

Az l-es lamina sejtjei a hatsé szarvban a késén kifejlodo
neuronpopulacidba tartoznak. Mig a korabban sziiletd dorsalis neuronok
foként ventrolateralisan vandorolnak és talaljak meg a mélyebb laminakban
végsO elhelyezkedési teriiletiiket, addig a késon sziileté neuronok inkébb
dorsolateralisan vandorolnak és a felszinesebb laminakban helyezkednek el.
Ezek a postmitotikus sejtek migraciojuk soran nytjtjadk ki neuritjeiket,
tangencialisan az I-es lamina vékony savjaban, szoros kontaktusban maradva
a TrkA+ (tropomyosin receptor kinase A) szenzoros afferensekkel
Dendritjeik és axonjuk végsé elrendezése térben korlatozott, hiszen a
dorsalis felszin kozelsége és a primer afferensek nagy stirisége a dorsalis
gyokér belépési zonajaban csak ventralis irdnyban teszi lehetové a
terjeszkedést. Ennek kdvetkeztében az [-es lamina neuronjainak esetében
egyfajta dorsoventralis aszimmetria jellemz6 és mind a PN-ok, mind az IN-
ok rendelkezhetnek ventralis iranyt dendritekkel. Ezeknek a ventralisan
lenytldé dendriteknek a jelenléte vagy hianya az I-es lamina sejteket két
kategoriaba sorolja, amelyek kiilonb6z6 modon végzddd primer afferens
rostokbol kaphatnak bemenetet és kiilonb6zé modalitdsokat dolgozhatnak
fel.

Bar az I-es lamina neuronok nyulvanyainak mediolateralis és
rostrocaudalis novekedése kevésbé korlatozott, azonban eddig még fel nem
tart anatomiai akadalyok ezekben az iranyokban is létezhetnek. A dorsalis
gyOkér belépési zonajanak medialisan belépd vastag primer afferensek stirti
kotegei példaul képezhetnek fizikai akadalyt az I-es lamina neuronok
novekedési folyamataiban. Errél az anatomiai ¢és funkcionalis
mediolateralis iranyu aszimmetriarél mar korabban is beszdmoltak az 1-es
lamina sejtek esetében. Lézerszkenneld fotostimulaciéval bizonyos
neuronok serkenté bemeneti zondi markans medialis aszimmetriat
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mutattak, amelyek egyeztek a neuronok dendritikus mezdinek strukturalis
aszimmetridgjaval. Ugyanennek a munkacsoportnak egy késdbbi
eredménye, hogy a hatsd szarv medialis ¢és lateralis része a lokalis
elektromos stimulaciora adott valaszaiban kiilonbozik, ami belsd
felépitésébol, példaul a helyi kapcsolatok iranyabol ered. Hipotézisiik az
volt, hogy a felszines hats6 szarv medialisabb neuronjai hajlamosak
serkent6 szinaptikus kapcsolatokat Iétesiteni a tOliilk lateralisan
elhelyezkedd neuronokkal ¢és ez az irany megfordulhat lateralis iranyba
haladva. Morfologiai eredményiink, miszerint a lateralisan elhelyezkedd
IN-ok heterolog eloszlast mutatnak dendrit- és axondominancia
tekintetében, kivaldan alatdmasztja ezt a korabbi feltételezést.

Az l-es lamina egyes neuronjai rendelkeznek olyan varikozitast
tartalmazo axonszakasszal, amik atfednek az ott talalhatd neuronok
dendritfaja altal elfoglalt teriilettel. Jelen munkaban azt talaltuk, hogy az
IN-ok nagy részében az axon a dendritfa koriil foglalt helyet. Az IN-ok egy
viszonylag elkiiloniild csoportjanal ugyanakkor a medialisan is kiterjedt
axon, lateralisan marad6 dendritekkel tarsult. Ezt az axonkonfiguraciot
korabban mar sagittalis metszetbdl torténd rekonstrukcio esetében is leirta
munkacsoportunk, de alapos megértéséhez nagyon hasznos adalékot
képeznek a transversalis metszetekbdl tortént rekonstrukciok. Mélyebb
lamindkban korabban szintén igazoltak hasonld mediolateralis ¢és
lateromedialis projekciok jelenlétét, de a projekciok eredd sejtjeit nem
sikeriilt azonositani. Egy a kdzelmultban a kisugarz6 fajdalom szindromat
¢s bizonyos fejfajastipusokat vizsgalod tanulmanyban, a vizsgalatot végzo
kutatok arra kovetkeztettek, hogy specifikus hatso szarvineuronok képesek
a lateralis ¢és medialis primer afferens bemenetek belépési zonait
Osszekapcsolni és mint egy anatomiai alapként szolgalnak a kisugarzo
fajdalom ¢és a lateromedialis informaciéaramlas biztositasahoz. Erre a
hipotézisre bizonyitékként szolgalhatnak a jelen munkaban leirt medialisan
ativel6 axonhdlozattal rendelkez6 IN-ok, melyek lateromedialis iranyu
informacidaramlast biztosithatnak. Ezt az elképzelést erdsiti meg az is,
hogy a legtobb IN heterolog axon/dendrit eloszlast mutatott. Természetesen
nem zarhato6 ki, hogy ezek a polarizalt neuronok, amelyek medialis axonnal
¢s lateralis dendritfaval rendelkeznek, szélséséges példai lennének a
lateromedialis informdcidaramlasnak. Ugyanakkor ez felveti annak a
lehet6ségét, hogy a medialisan elhelyezkedé IN-0k axonjai hasonlé mddon
elérhetik a hatsé szarv lateralis szélét, vagy akar a lateralis fehérallomanyt

34



is. A kollaboracios partneriink és munkacsoportunk altal hasznalt in vitro
gerincveldi  blokkpreparatum azonban kevésbé alkalmas medialisan
elhelyezkedd neuronok elvezetésére és vizsgalatara, azért ennek a
felvetésnek az igazolasahoz mas kisérleti megkdzelités lesz sziikséges.

Az IN-ok esetében mar szamos neurokémiai markereken vagy
genetikai hattéren alapuld osztalyozas all rendelkezésre az irodalomban.
Kivanatos lenne az altalunk feltart morfologiai jegyeket ezekkel a
beosztasokkal 6sszevetni, azonban ezek a klasszifikaciok dontd tobbsége
egerekben végzett kisérletekbdl szarmazik, ami a fajok kozotti esetleges
eltérések miatt akadalyt képezhet. Masik akadalya az 6sszevetésnek, hogy
a mi morfometriai vizsgalatainkhoz a lehetd legrészletgazdagabb,
mindamellett stabil jelolésre volt sziikséglink a  hosszantartd
rekonstrukciok elvégzése miatt. Rendelkezésiinkre olyan eldhivott sejtek
alltak, amiket a klasszikus tormaperoxidaz-DAB reakcioval tettek
lathatova, és ez megfelelt a fent ismertetett tulajdonsagoknak.

Eseteinkben azonban nem taldltunk korrelaciot a vizsgalt
paramétereink €s a szomatodendritikus tipus, valamint tiizelési mintazat
Osszevetésekor, ennek ellenére ugy gondoljuk, hogy ezek a paraméterek
(esetlegesen egy nagyobb esetszam vizsgalata esetén) segithetnek az I-es
lamina sejtjeinek pontosabb funkciondlis csoportokba vald besorolasaban.

Antenna sejtek
Morfologiabol adodo sajatsagok

Az ANT sejtek vizsgalata sordn végzett méréssorozatban a jelolt 111-
as lamina sejtek koriilbelil 8%-a bizonyult antenna sejteknek, amelyek
kivétel nélkiil a kisebb méretiick kdz¢ tartoztak. Bar széleskorben elfogadott
tény, hogy az antenna sejtek a projekcios neuronok kozé tartoznak, az itt
bemutatasra keriilt neuronok egyike sem rendelkezett az ellenoldalra atlépo
féaxonnal, annak ellenére, hogy a vizsgalt sejtjeink szomatodendritikus
jellege megegyezett az antenna sejtek leirasaval. Az ANT sejteknek igen
kiterjedt dorsoventralis iranyu dendritfajuk van, ami széleskorli integrativ
funkciora utal. Dorsalis dendritjeik szdmos szinapszist kapnak primer
afferensektdl, valamint spinalis interneuronoktol, mig a ventralis dendritek
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inkabb a bels6é gerincveldi halozat axonjaival, valamint mélyebb lamindkban
végzo6dé primer afferensekkel Iétesitenek kapcsolatot. Egységes
megjelenésiik tehat valoszinisiti, hogy ugyanolyan szenzoros bemenetekt6l
kapott informaciokat dolgoznak fel.

A 111-V-06s laminaban elhelyezkedd neuronok axonjair6l ismert, hogy vagy
a sejttestjilk kozelében agaznak el, vagy egy ventralisan induldé axonjuk
agazik el, majd fut rostralisan és caudalisan. Jelen munkaban a vizsgalt
antenna sejtjeink axon eloszlasuk alapjan 2 csoportra voltak oszthatoak.
Egy esetben az axon féként a sejttest kdzelében és mélyebb lamindkban
foglalt helyet, valamint a funiculus dorsolateralis-ban, mig a masik csoport
esetében az axonhaldzat elérte az I-11-es laminat. Habar a felszines
laminakig eljuté axon mennyisége altalaban csekély volt, mégis magaban
hordozza a lehet6séget, hogy szinapszist képezzenek az I-es lamina sejtek
ventralis dendritjein. Mivel a ventralis dendritekkel bir6 in. multipolaris
szomatodendritikus morfologia elsGsorban az I-es lamina IN-ok jellemzéje,
ezért az ezt a morfologiat ritkabban mutatdé PN-ok valoészintileg kisebb
eséllyel lesznek az ANT sejtek dorsalis axonjanak célpontjai.

Az antenna sejtek axoneloszlasa nem mutat egyértelmii k orrelaciot
primer afferens bemeneteikkel (Kiegészitd elektrofiziologiai kisérletek)

Hatso gyokér stimulacio soran kideriilt, hogy a sejtek axoneloszlasi
mintazata nem mutat egyértelmii korrelacidt azok primer afferens
bemeneteinek tipusaval. A neuronok, melyek axonjanak bizonyos szazaléka
(2-13,4%) megjelenik az l-es laminaban, sok esetben kapnak Ad és C
bemenetet, de ugyanez jellemzé a sejttest koriil koncentralodé axonnal
rendelkez6 ANT sejtekre is. A mérés soran a vezetési sebesség és az
aktivalasi kiiszobérték figyelembevételével a primer afferens bemeneteket
alacsony és magas kiiszobiire osztottak tovabb kollaboracios partnereink.

Az AP afferensek a III-VI-os lamindkban végzddnek és alacsony
kiiszobli mechanoreceptorként miikodnek. Ebbol adddodan feltételezhetd
lehetne, hogy az antenna sejtek proximalis vagy ventralis dendritjeit célozzak
meg. Ennek ellenére, a vizsgalt ANT sejtek ritkan fogadtak monoszinpatikus
AB bemenetet, ami egybe is vag azokkal az immuncitokémiai adatokkal,
amelyek viszonylag alacsony szamu szinaptikus kapcsolatot mutattak a
vastag myelinizalt rostok és az NKI pozitiv antenna sejtek dendritjei kozott.
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A megfigyelt Ad rost bemenetek ugyanakkor aktivalasi kiiszobértékeik
alapjan valoszintileg két primer afferens populaciotol, az Ad nociceptoroktol
¢s az alacsony kiiszobiit Ad mechanoreceptoroktol szarmazott.

Az alacsony kiiszobli Ad afferensek, beleértve a szortiiszo
afferenseket is, a Ill-as laminaban végzddnek, igy ezek az Ad afferens
rostok is elérhetik az antenna sejtek mélyebb lamindkban taldlhato
dendritjeit. Az Ad nociceptorok az I-es és V-0s laminaban végzddnek,
felszines tagjai az antenna sejtek dorsalis dendritjein képezhetnek
szinapszisokat. Ezzel az adattal egybecseng az a tény, hogy kollaboracios
partnereink elektrofiziologiai méréseiben az Ao nociceptorként azonositott
ANT sejt bemenetek kiiszobértéke egybeesett az I-es lamina PN-ok és IN-
ok esetén mértekkel.

A vizsgalt ANT sejtekben megfigyelhetéek voltak magas
kiiszobértékii AS bemenetek, igy feltételezhetjiilk, hogy az ANT sejtek a
magas kiiszobli Ao afferenseket az [-es laminaba nyulé dorsalis, mig az
alacsony kiiszobli A bemenetet elsésorban a sejttest koriili, mélyebb
laminakban el6forduld dendritjeiken fogadjak.

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a III-as lamina sejtek dorsalis
dendritjei a I1-es laminan athaladé szakaszukon vékony nem-myelinizalt C
rostokkal alakitanak ki szinapszisokat. Elektrofiziologiai méréseink is
igazoltak, hogy az ANT sejtek erds bemenetet kapnak olyan primer
afferensektdl, amelyek C rostokra jellemz0 aktivalasi kiiszobbel és vezetési
sebességgel birtak. Ezek a bemenetek hatékonyan valtottak ki tiizelést, ami
hasonld volt a mély hatso szarvi neuronok és néhany kisméretii 1-es
laminaban talalhaté neuron nociceptiv stimulusra adott valaszdhoz. Az itt
megfigyelt elnyujtott tiizelést nyilvanvaldan segitette a tonusos tiizelési
mintazat, amik fontosak a hosszantart6é szinaptikus kapcsolatok akcios
potencial-Kistilések sorozatava torténd atalakitasahoz.

Az ANT sejtek dorsalis és mélyebb dendritjeire esetlegesen
szegregalt modon érkez6 primer afferens bemenetek kiilondsen érdekessé
teszik azt a tényt, hogy nem mindegyik ANT-sejt axonja jut fel a felszines
laminakba. Tovabbirészletes kutatasokat igényel majd annak a tisztazasa,
hogy a felszines axonok barmilyen modon szelektaljak- vagy modulaljak-
e az ANT sejtek dorsalis dendritjeire érkez6 bemeneteket, és ilyen modon
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beleszélhatnak-e a mély dendritiken fogadott bemenettel valo integracioba,
ami végsd soron az ANT sejtek kimenetét fogja meghatarozni.
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7. OSSZEFOGLALAS

A dolgozatban bemutatott munka soran dsszesen 34, a gerincveld
hats6 szarvabol szarmazé neuron telies axon- és dendrithalozatat
rekonstrualtuk 3-dimenzidban. Legjobb tudasunk szerint ez az els ilyen
részletességgel elvégzett morfometriai analizis ezeken a sejttipusokon. Az I-
es ¢s Ill-as lamina beli sejtek eltéré axonkollateralis megoszlasa ezen
neuroncsoportok eltérd szerepét feltételezi a gerincveld szomatoszenzoros
feldolgozo halozataban.

Az eredményeinkben feltart anatomiai aszimmetria az 1-es lamina
interneuronjai (IN) esetében magyarazatul szolgalhat bizonyos korabban
leirt funkciondlis aszimmetridkra, illetve egybecseng a kisugarzo fajdalmat
lateromedialis informécidaramlassal magyarazo irodalmi elképzelésekkel. A
projekcios neuronok (PN) mélyebb laminakban talalhaté axonkollateralisai
hozzajarulhatnak egy, a mélyebb laminakat aktivald dorsoventrals
informacidaramlashoz. Ez az anatomiai kapcsolat eltérd felszallopalyak
funkcionalis kapcsolatat teremtheti meg.

Az antenna (ANT) sejtek dendritfajanak kiterjedése képessé teszi Oket
a kiilonbozo6 tipusa primer afferens bemenetekbol (AR, Ad ¢és C) szarmazo
modalitasok integralasara, valamint WDR neuronként valé miikodésre. Azok
az ANT sejtek, melyek axonkollateralisai a felszines laminakba (I és 1) is
eljutnak, kapcsoldodhatnak az I-es lamina PN-jaihoz és IN-jaihoz, valamint
akar sajat dorsalis dendritjeikre érkezd szinaptikus bemeneteiket is
modulalhatjak. Ez az eredményeinkben feltart utvonal a Ill-as lamina
sejtjeinek anatomiai lehet6séget ad a nociceptiv feldolgozokdrokben vald
részvételre és lehetévé teszi, hogy alacsony kiiszobli mechanoreceptorokbdl
szarmaz6 bemenetet kozvetitsenek az [-es lamina sejtjei felé.
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azzal egyiitt én is rengeteget valtoztam, amit nem érhettem volna el a munka
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