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A KUTATAS ELOZMENYEI

A kozponti idegrendszeri (KIR) neuronhalozatok reorganizacidjaban szamos
fiziologiai és pathofiziologiai hatas jatszik szerepet. E komplex folyamat intra- és
extracellularis események egymast feltételez6 sorozata, melyben, laborunk munkatarsai
€s mas kutatok megfigyelései szerint, az extracellularis matrix (ECM) is meghatarozo
szerepld, S alapvetéen hozzédjarul az adott neuronhalézat 1j egyensuly szerinti
mitkddéséhez. Szintén az elmult évtizedben ismerték fel, hogy az ECM atépiilése nem
tekinthetd egységesnek a KIR szamos morfologiailag, igy funkcionalisan is eltérd
részein, ill. a kivalt6 ok is nagyon meghataroz6. A KIR direkt sériilései utan a kdrosodott
funkcio visszatérésének mértéke és lehetdsége kiilonbdz6 tényezdk fliggvénye. Ismert,
hogy az embrionalis idegszovet nagyfoku plaszticitassal rendelkezik, a sziiletés utan
azonban ez a képessége fokozatosan besziikiil (Carulli s mtsai., 2006; Galtrey és mtsai.,
2008). Az egyre szaporodo kisérleti adatok ellenére a KIR sériilését kovetd regeneracios
¢és plaszticitasi folyamatok hatterében feltételezett morfologiat és funkcionalitast,
sejtfelszini receptor expresszidt, neurotranszmitter termelédést megvaltoztatd
folyamatok molekularis mechanizmusa ma még csak részben ismert (Oohashi és mtsai.,
2015).

Az egyensulyozo érzékszerv receptorait magaba foglald bels6fiil kiirtdsaval
egyoldali vestibularis laesiot lehet elidézni. A vestibularis deafferentacié dinamikus és
statikus tlinetekben nyilvanul meg: testtartasi és szemmozgasi zavarokat eredményez,
spontan nystagmussal jar és az izomténus aszimmetrikussa valik, amelyekhez a
vegetativ idegrendszer koros miikddése is tarsul (hanyas, szédiilés). Torténik mindez
ugy, hogy a vestibularis rendszer a laesiot kovetéen emldsokben nem regeneralodik,
valamint a primer afferens vestibularis rostok egykori synapticus aktivitasa a
neuronhaldzat szdmara valosziniileg elvesznek. Az elnémulé primer afferensek
ellenében viszont a vestibularis magokban végz6dé somatosensoros, latéorendszeri és
kisagyi afferensek, valamint vestibularis commissuralis idegrostok mikodése

megmarad. Kisérletes adatok bizonyitjak, hogy a vestibularis laesio utan kialakult
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tiinetek normalizalodasa mar az axonalis sprouting megindulasa eltt megkezdddik, ami
arra utal, hogy a neuronhaldzatok szintjén egy synapticus reorganizacio torténik (Deak

¢és mtsai., 2012; Gaal és mtsai., 2015; Faralli és mtsai., 2016).

A vestibularis rendszer agytorzsi apparatusa

Az egyensulyzo rendszer érzékszerveit a sziklacsont belsd fiil labyrinthusa
tartalmazza. A csontos kopenyen beliil, annak alakjat kovetve, fut a hartyas labyrinthus.
Ennek faldban talalhatjuk a linearis- és szoggyorsulas érzéksejtjeit, az un. szérsejteket.
Sz6ggyorsulast a harom félkords ivjarat ampullainak crista ampullaris-ai, mig lineéris
gyorsulast az utriculus és sacculus maculai érzékelik (Paxinos és Watson 1998). A
ganglion vestibulare (Scarpa) bipolaris neuronjainak periférias nytlvanyai
synaptizalnak a szorsejtekkel, centralis axonjai pedig az agytdrzsi vestibularis
magkomplexben végzddnek. A Scarpa ganglionb6l egységes kotegben Iép ki a nervus
vestibularis s fut az agytorzsbe, a hid-nyulveld szoglet ventralis felszinén, kdzvetleniil
a pedunculus cerebellaris inferior alatt.

A patkany vestibularis magkomplexuma négy magbol all a nyultveld nyilt

részének dorsolateralis teriiletén. Leleteink feldolgozasa soran a Suarez és mtsai. 1993

altal k6zolt morfometriai leirast vettiik alapul, az alabbi alapértékeket kiemelve.

1. A nucleus vestibularis superior (NVS) (Bechterew) Atlagos rostro-caudalis
hossza 0,72+ 0,16 mm. A sejtek 25 %-a kisméretii, 20 pm-nél kisebb atmér6vel
rendelkezik. A sejtek 64%-a kézepes méretii (20-35 pm), és 6 %-ban talalhatd
nagyméretli neuron (>35 um). A sejtmag rostralis és caudalis részének neuron
atméré megoszlasa hasonld. A mag rostralis és caudalis részének neuron atmérd
megoszlasa hasonlo.

A NVS kozepes- és nagyméretii neuronjait boritd perineuronalis halok mutattak a
legintenzivebb ECM halmozast a laborunkban elvégzett szemikvantitativ és optikai

denzitas mérés alapjan (Racz és mtsai., 2014).



2. A nucleus vestibularis medialis (NVM) (Schwalbe) A legnagyobb rostro-caudalis
kiterjedésii mag, 1,58 + 0,21 mm hosszban. A sejtek 53,5 %-a kisméretii, 20 pm-nél
kisebb atmérdvel rendelkezik. A sejtek 45,5 %-a kozepes méretli (20-35 um kozotti
atmérd), és a 2%-ban talalhatok nagyméretii neuronok (>35um). A centralis és
rostralisan a magnocellularis teriileten elhelyezkedd kdzepes méretli neuronok és a
foként periféridsan elhelyezkedd parvocellularis régio kisméretli sejtjei eltérd
funkcioval rendelkeznek (Johnston és mtsai., 1993; Saito és mtsai., 2008; Takazawa
¢és mtsai., 2004).

Tobb leiras, ill. laborunk sajat felismerése (Racz és mtsai., 2014) arra is ramutatnak,
hogy a NVM nagyméretii neuronjait fedi perineuronalis hald, ill. bizonyos

parvoceullularis populaciot is.

3. A nucleus vestibularis lateralis (NVL) (Deiters) Az NVL-t alkoté neuroncsoport
legnagyobb hossza 0,85 + 0,16 mm (Suarez és mtsai 1993). A magot alkoto
neuronok 9 %-a kisméretii, 20 pm-nél kisebb atmérdvel rendelkezik. A sejtek 45,5
%-a kozepes méretill (20-35 um), és 41 %-ban talalhatok nagyméretii (35- 50 um)
és orias neuronok (>50 um). Az eltéré méretli neuronok az NVL-n beliil nem
kiiloniilnek el, mint a NVM esetében.

A perineuronalis halok (PNN) festddési kiilonbségei itt is szembetiindk, jo1 festddod

PNN csak a magnocellularis neuronok koriil figyelheté meg (Racz és mtsai., 2014).

4. A nucleus vestibularis descendens (NVD) (Roller): A NVD hossza elmarad a
NVM-t6l, atlagosan 1,18 + 0,2 mm, de a négy vestibularis mag kozill ez a
legcaudalisabb elhelyezkedésii. A magot alkoté neuronok 26 %-a kisméretii, 20 pm-
nél kisebb atmérdvel rendelkezik. A sejtek 62 %-a kdzepes méretii (20-35um), és
12%-ban talalhatok nagyméretii (35- 50pm) és 6rids neuronok (>50pum). A nagy és
oriassejtek jellemzden a rostralis teriileten detektalhatoak, a kdzepes méretil sejtek
hasonl6 aranyban, mig a kisméretii sejtek foként a caudalis teriileten helyezkednek

el (Sudrez és mtsai.,1993).



A perineuronalis halok festddési intenzitdsa a rostralis teriileten erésebb, mint a
caudalis régioban, mely valdsziniileg Osszefliggésbe hozhato a rostralis teriileten
magasabb aranyban el6éforduld nagyméretli sejtekkel és az eltérd efferentacioval

(Récz és mtsai., 2014).

Extracellularis matrix a kozponti idegrendszerben
A kozponti idegrendszer térfogatanak hozzavetdleg 20%-at alkotja a

sejtkozotti allomany, melynek tereiben az extracellularis matrix (ECM) térhaldzata van
jelen (Nicholson és Sykova, 1998). Az ECM a sejtek helyzetét stabilizalja, valamint
cytokinek, neurohormonok, ndvekedési faktorok forgalmat, és az extracellularis tér ion
egyensulyat optimalizélja

Az idegszoveti matrixot a kovetkez6é makromolekulak épitik fel: I.
hyaluronsav (HA); I1. chondrotin-sulfat proteoglycan-ok (CSPG); IlI.
glycoproteinek; és 1V. kotéfehérjék (link protein)

Az idegrendszeren kiviil es6 szovetek ECM-aban gyakori kollagén tipusok a
KIR-ben nem fordul el6. A hyaluronsavat, a kotdfehérjéket és az aggrecant kizarolag a
neuronok szintetizaljak, a tobbi ECM-molekula eldallitasaban az oligodendroglia és az

astrocytak is részt vesznek (Carulli és mtsai. 2006, Lander és mtsai., 1998).

Hyaluronsav az extracellularis matrixban
A hyaluronsav (HA) D-gliikkuronsav és N-acetil-D-gliikozamin dimerekbdl,

valtakozo B-(1—4) és B-(1—3) glycozidos kotésekkel felépiild polimer ériasmolekula.
A diszacharid monomerek szama 2000 és 25 000 k6zotti, a teljes lanc hosszisaga pedig
2-25 um-re tehet6 (Necas €s mtsai., 2008). A hyaluronsav tovabbi szerkezeti jellemzdi
a nagy molekulatomegen tul, a nem szulfatalt, am karboxilalt (COO") kettés spiralis
konformacié, mely elagazasmentes (Toole, 2004).

A hyaluronsav szoveti szintjeit vestibularis laesioban jelen kutatds nem

vizsgalta.



Proteoglikdnok az extracellularis matrixban

Nagy molekulatomegii makromolekulak. Tengelyiiket a jellegzetesen hosszu
core protein alkotja, azokhoz pedig az eltérd hosszisagu és szamu glitkozaminoglikan
oldallancok (GAG) csatlakoznak (4.abra). A GAG lancok ismétlodd diszacharidokbol
allo linearis polimerek, a diszacharid monomereket egy uronsav és egy N-acetil
gliikdzamin, vagy N-acetil galaktézamin alkotja.

A proteoglycanok jelenléte és mitkddése a KIR-ben komplex, szamos normalis
és koros folyamatban kulcsszerepet jatszanak. Emiatt potencialis célpontokka valnak az
idegrendszeri betegségek kutatasaban (Kowitsch és mtsai.,2018.).

A vestibularis kompenzacio vizsgalata mellett tovabbi human vonatkozast
brevican vizsgalatok zajlanak: a brevican gliomaban, a tumorgenezisben betoltott
szerepét illetéen (Jaworski és mtsai., 1996); az Alzheimer kor molekularis hatterét
kezdeményez6 vizsgalatokban (Morawski és mtsai., 2011); és a direkt KIR sériilést

kovetd regeneracios folyamatokban bet6ltétt szerepe miatt (Jones és mtsai., 2003).

Chondroitin sulphat proteoglikinok (CSPG)

A hyaluronsav-k6té6 CSPG-ok, az un. lecticanok csoportjaba négy 6ridsmolekula
sorolhatd: aggrecan, versican, neurocan és brevican.

Jelen értekezés a Brevicant vizsgilta, igy a részletes leiras erre a molekulira

osszpontosit.

Aggrecan Az aggrecan HA-val dsszekapcsolodva oridsi, 200 MDa-nal is nagyobb
térbeli halozatot épit fel. Az aggrecan mind a perineuronalis haloban (PNN) mind
pedig a neuropilben kimutathato. Laborunk korabbi megfigyelései szerint
patkanyok vestibularis neuronjainak PNN-iban az aggrecan a legnagyobb
mennyiségben jelenlévé CSPG (Racz és mtsai, 2014).

Versican A GAG oldallancok lokalizacioja és a tengelyfehérje hossza alapjan, ill. a
fejlodési stadium figyelembevételével négy izotipust kiilonboztetnek meg: a VO,
a V1, a V2 és a V3 (Zimmermann és Ruoslahti, 1989). A kifejlett KIR-ben a V2

izoformajat expresszaljak oligodendrocytak. Jelenléte immunhisztokémiai
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jelolésben pontszerii, mely a PNN teriiletén valamint a Ranvier-féle
beflizédésekben is felismerhetd.

Neurocan A tengelyfehérjén 7 db szulfatalt GAG megkdtésére alkalmas tertilet van
(Iozzo és Schaefer, 2015). Molekulatomege 245 kDa. Csak a KIR-ben van jelen,
ahol gatolja a neuritok in vitro novekedését kifejlett korban.

Brevican Az aggrecan mellett a brevican igen dominans jelenléte jellemzi a neuropilt,
PNN-kat és perisynapticus tereket (Bruckner és mtsai., 2008; Frischknecht és
Seidenbecher, 2012). Laborunk (Racz és mtsai 2014) leirasa alapjan magas
expresszidja jellemzi a patkany vestibularis magkomplexuméanak harom magjat
(NVS, NVM, NVL), e magokban dominansan jelen 1évé kozepes ill. nagymeéretii
neuronok perineuronalis haloit.

Ujsziilott patkanyokban expresszioja fokozatosan novekszik, és felnott
egyedeknél éri el a platot (Seidenbecher ¢s mtsai., 1998). A brevicant gliasejtek és
neuronok is termelik (Seidenbecher és mtsai., 1998, Yamada és mtsai, 1994, John
és mtsai., 2006).

Molekulatomege 140 kDa. A globularis szerkezetii N-terminalis doménje (G1)
tud kapcsoldodni a HA-hoz, ezen kiviil tartalmaz egy immunglobulin szerti hurkot
¢és két link protein szakaszt. A tengelyfehérje kozépsé szakasza nem homogén,
minddssze 1-5 szamu chondroitin sulfat oldallancot hordoz. A HA-tol tavol es6 C-
terminalis doménjén talalhato egy EGF (epidermal growth factor) modul, lektin
szerti modul, valamint egy complement regulator protein, mely utobbi rendelkezik
TN-R kapcsolodasi affinitassal (Celio, 1998;). A brevican a neuronok kdzvetlen
felszinén van, aggrecan utan a legnagyobb mennyiségben megjelend PNN alkoto.
Perisynapticus jelenléte ismert, és a tudomanyos irodalom véleménye Osszevag
abban, hogy non-permissziv hatasu az axonok tjrandvekedéséhez a kifejlett KIR-
ben (Frischknecht és Seidenbecher, 2012; Celio, 1998;).

Glikoproteinek az extracellularis matrixban



Az kozponti idegrendszer extracellularis matrixdnak bonyolult racsos
térszerkezetében a HA-CSPG aggregatumokat térhalositjak a TN-R glikoproteinek. A
HA-CSPG kapcsolatot stabilizalja tovabba a glycoproteinelhez sorolt un. kot fehérjék,
vagy link proteinek.

A tenascinok lokalizaciojuk alapjan négy altipusba kiilonithet6k el emlésben:

a Tenascin-R (TN-R), Tenascin-C, a Tenascin-X, Tenascin-W (Chiquet-Ehrismann és
Tucker, 2011). Jelen értekezés a TN-R-t vizsgalta, igy a részletes leiras erre a

molekulara 6sszpontosit.

Tenascin-R Szerkezetében 4,5 EGF és 9 fibronectin III ismétlédik. Két splice variansa
létezik 160 és 180 kDa molekulatomegben alegységenként. A TN-R homotrimer
formaban fordul elé az ECM-a.

A TN-R szamos ECM molekuldhoz, ill. sejtfelszini ligandhoz kotddik.
Emlithet6k integrinek, heparan sulfat proteoglycanok, sejtadhézios molekulak az
immunglobulin szupercsaladbdl (contactin, axonin TAG-1, neurofascin). Mas
sejtfelszini molekulak is affinitast mutatnak, pl. annexin II és a receptor tyrosine
foszfataz. Mas ECM partnerekkel is 0Osszekapcsolodik a C-terminalisan
elhelyezkedd fibrinogén-szerli doménnel, igy az emlitett lektikanok G3 doménjén
keresztiil az aggrecannal, brevicannal és neurocannal (Jones és Jones, 2000; Jang és
mtsai., 2020; Zimmermann és Dours-Zimmermann, 2008).

A tenascin-R és a tenascin-C molekuldk jelentés szereppel birnak a
perineuronalis hald végsé elrendezddésének kialakitasaban. Ezt bizonyitjak a
tenascin-R knock-out egereken végzett vizsgalatok, amelyek soran CSPG-ok
zavarokat (Carulli és mtsai., 2006; Galtrey és Fawcett, 2007). A human onkologiai
kutatasok soran a KIR lokalizaciojii tumorok tenascin-C expresszidja bizonyos
daganatok stromajaban rossz prognozissal jar fokozott attétképzodés miatt (Chiquet-

Ehrismann és Tucker, 2011).



Az ECM szervez6dési formai a kozponti idegrendszerben

(1) A membrana limitans gliae perivascularis-hoz és -externus-hoz tartozé6 membrana
basalis a KIR szovetei és a cerebrovascularis rendszer k6zott teremt barriert.

(2) Perineuronalis haldé (PNN) tipikusan a perikaryon koriil szervez6d6, igen siirt ECM
szovedék. Dendriteket, valamint az axonkupot is éppugy koriilveszi, melyet tobb
agytorzsi teriileten leirtak laborunk munkatarsai (Racz és mtsai., 2014, Ritok és mtsai.,
2022). A PNN o0sszetételének, funkcidjanak meghatarozasat szamos egymastol
fiiggetlen munkacsoport dokumentalta emlésokben, kétéltiekben és madarakban
(Celio és mtsai.1998.; Matesz ¢és mtsai. 2005.; Szigeti és mtsai., 2006.; Mészar ¢és
mtsai., 2008.; Balmer és mtsai. 2009; Morawski és mtsai.2012; Racz és mtsai. 2014;
Gaal és mtsai. 2014). Kialakuldsa erdsen Osszefligg a neuronok méretével,
funkcidjaval, melyek szorosan kapcsolddnak az adott neuron synapticus forgalmaval.
Immunhisztokémiai jeldlése jol kiemeli a somat és nyalvanyait, és élesen
elkiilonithetd a kevésbé denz neuropil matrix kornyezetétdl. ECM Osszetételét
tekintve kimutathaté benne a hyaluronsav, tobbféle CSPG (aggrecan, brevican,
neurocan, versican), tenascin-R és tobb link protein is (Celio és mtsai., 1998; Kwok
és mtsai., 2011; Racz és mtsai., 2014; Ritok és mtsai., 2022).

(3) Az idegrendszeri interstitialis matrix a neuropil réseiben kimutathato lazan rendezett
ECM. Lamina basalis-szal és PNN-tel nem folytonos szorosan, attol morfoldgiailag,
ill. mikroszkdépos elemzés sordn kdnnyen elkiilonitheté matrix.

(4) Az elmult évtizedben valt elfogadotta az axonokat és azok preterminalis szakaszait
borité igen finom matrix hiively, az *axonal coat’ (AC).

(5) Immunhisztokémiai jeloléssel a KIR fehérallomany kotegeiben jol megfigyelhetd
periodikusan megjelené csomok, melyek az un. nodalis ECM akkumulaciok

Jelen kisérletes munka a fent részletezett kompartmentekben irta le és
kvantifikalta a lecticanokhoz tartozé brevican, ill. glycoprotein karakterisztikaju
tenascin-R jelenlétét labyrinthus laesio-val 6sszefiiggé funkcionalis kompenzacio

soran.
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Synapticus plaszticitas

Synapticus plaszticitas alatt az ingeriiletatvitel er6sségének és hatékonysaganak
modosulasat értjiik kémiai synapsisokban. Fiziologids ingerkdrnyezetben igen tag
hatarok kozott képes adaptalni a neuronhalozatok miikddését. E mechanizmus a tanulas
és felejtés, tapasztaltszerzés neurobioldgiai alapja, azonban éppugy megjelenik koros
miikddés soran, neurologiai és pszichiatriai zavarokban, ill. érkatasztréfak utan, traumas
agyi sériilések, valamint érzékszervi deafferentaciok kovetkezményeként (Michaluk és
Kaczmarek, 2007). Bizonyitott, hogy ezen szerteagazo etiologiaju agyi eseményekben
kozos jelenség a PNN Osszetételének atmeneti vagy végleges modosuldsa.

Az elmult mintegy két évtizedben valt bizonyitotta az extracellularis proteazok
jelentdsége a synapticus plasztikus adaptaciokban, melyek kozé sorolhatjuk a

vestibularis kompenzaciot is.

Vestibularis kompenzacié

Az egyoldali bels6fll roncsolast kdvetd tiinetek kozel kétszdz éve ismertek
(Flourens 1842; Goltz, 1870; Ewald, 1982). E megfigyelések jarultak hozzad a
‘vestibularis compensatio’ (Magnus, 1924) jelenség egyiittes sejt- és halozati szinti
megértéséhez. Tovabba, el6szor ismerték fel, hogy az egyensulyérzo szervek emlésben
nem regeneralnak, azonban a kozponti egyenstlyozo6 apparatusban lezajlo igen kiterjedt
adaptaci6 eredményeként 4llt helyre ismét a testtartds, vazizom miikddés,
szemmozgasok, taplalékfelvétel stb. Azdota a labyrinthus laesio a synapsisok

funkcionalis valtozasainak elfogadott modellje az idegtudomanyokban.
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CELKITUZESEK

Laborunk korabbi felismeréseire alapozva céloztuk meg a Tenascin-R és
Brevican molekulak extracellularis jelenlétének morfologiai analizisét a vestibularis
apparatus agytdrzsi neuronjait boritd perineuroanlis haldiban, a bels6fiil érzékszervek
mitéti roncsolasat kovetéen. Az els6 munkankhoz hasonléoan 14 nap idGtartamu
postoperativ id6szakban hataroztuk meg a megfigyelési periddust.

I. A mivi belsofiil laesio mitéti pontossaga optimalizalast igényelt a
felhasznalandd kisérleti allat egyedszam csokkentése érdekében. Tovabba, a tiineti
kritériumok adaptalasara, ill. videordgzitésére is jelen munka soran keriilt sor.

Il. A Tenascin-R molekula felelés az ECM térhalo osszekapcsolasaért, ezért
feltételeztiik, hogy a postoperativ kompenzacio alatt a TN-R expresszié mérséklodik a
vestibularis neuronok PNN-eiben. Megfigyeléseink a kovetkezo kérdésekre keresték a
valaszt:

e valdban lecsokken-e a TN-R extracellularis jelenléte a postoperativ 14 napban?

e az agytorzsi vestibularis magkomplexum mely magjaiban ismerheté fel e
valtozas?

e szemikvantitativ modszerrel szamszer(sithetd mértéki-e a csokkenés? Az egyes
talélési stadiumok kozott mutatkozik-e szignifikins eltérés, amely a
kompenzacios folyamatot tiikrozi?

e a TN-R valtozasa milyen idétavban kovethetd, ismerve az altalunk valasztott
modszer korlatait?

e a vestibularis funkcidé hany nap alatt kompenzaldédik? Milyen mértéki a funkcid
visszatérése?

e mutat-e Osszefliggést a TN-R expresszid csdkkenése a vestibularis neuronok

méretével, funkcidjaval?

1. A brevican — az aggrecan és hyaluronsav mellett — a PNN leggyakoribb

épitdé molekulaja, melynek expressziojat vizsgaltuk a nucleus vestibularis superior
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neuronjainak PNN-eiben az UL-t kdvetd 14 napos szakaszban. A brevicanr6l kialakult

ismereteink szerint részt vesz gyors saltatoricus ingeriiletvezetésben, mely kiemelten

fontos a NVS-bol ered6 szemmozgatd  palyakotegeben.  Fluoreszcens

immunhisztokémia morfometriai- és statisztikai elemzésével az alabbi kérdésekre

kerestiik a valaszt:

e valoban lecsokken-e a brevican extracellularis jelenléte a postoperativ 14 napban?

e van-e eltérés a brevican expresszio tekintetében a laesio szerinti ipsi- ill.,
contralateralis NVS-ban?

e milyen mértékil az expresszié esése az ép allapotban erés-, kdzepes-, valamint
gyenge immunreaktivitasi PNN-ekben, ill. milyen idétavlataak e valtozasok?

e parhuzamba hozhatok-e a szovettani megfigyeléseink a laesios tiinetek

helyreallasaval?
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ANYAGOK és MODSZEREK

Etikai jovahagyas

Allatkisérleteinket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga altal
attekintett és jovahagyott eljaras alapjan végeztiik, az alabbi engedélyezési szamok
alatt: 6/2017/DEMAB; 11/2011/DEMAB. A miitéti beavatkozasokat a Hajdt-Bihar
Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Foldhivatali Fdosztalya

HB/06/ELB/2270-10/2017 engedélyszdmon hagyta jova.

Kisérleti allatok
A brevican expresszio vizsgalata soran n=15, a tenascin-R expresszid

vizsgalatahoz n=12, és kontroll csoportként n=3 felnétt (12-14 hetes) ndstény Wistar

(Charles River Laboratory; Strain Crl: WI) patkanyt vontunk be a kisérletbe.

Unilateralis labyrinthus laesio és szovettani feldolgozas

A belsé fiil egyoldali roncsolasat (unilateralis labyrinthus laesio — UL) altalanos
narkozisban végeztiik. A patkanyok 1, 3, 7 és 14 napos talélését kovetden
agytorzseikb6l 8um vastagsagi frontalis metszetetek készitettiink, s az alabbi
immunhisztokémiai reakcioknak vetettiik ala.

A tenascin-R lokalis expressziojanak megfigyeléséhez mind a kontroll, mind
pedig az operalt allatok szovetein kecskében termelt poliklonalis anti-tenascin-R 1gG
(1:300; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) primer antiszérumot alkalmaztunk,
amelyet diaminobenzidin-tetrahidroklorid (DAB; Sigma-Aldrich) vizualizacid
kovetett.

A brevican immunhisztokémiai jelolése el6tt chondroitinase-ABC (1:100; 0,02
U / ml; Sigma-Aldrich) enzymatikus emésztést végeztiink. A kettés immunfluorescnes
jelolés elsé antitestjeként nytlban termelt poliklonalis anti-neuN (1:1000; Merck

Millipore, Temecula, CA, USA) antitestet alkalmaztunk, s szamarban termelt anti-nyul
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IgG AlexaFluor 488 (1:1000; Life Technologies, Eugene, Oregon, USA) fluorescens
szekunder antitesttel tettiik lathatova.

Masodikként, brevicanra specifikus egérben termelt monoklonalis anti-brevican
(1:200; BD Bioscinces, San Jose, CA, USA) antitestet alkalmaztunk. A reakcio
vizualizacidjat masodlagos és harmadlagos inkubalassal végeztiik, a l16ban termelt
anti-egér IgG biotinilalt szekunder antitesttel (1:1000; Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA), melyet kovetett a StreptAvidin AlexaFluor 555 (1:1000;
Life Technologies) konjugalt harmadlagos reagens.

A fluorescens képeket Olympus DP74 kameraval felszerelt Olympus CX31
epifluoreszcens mikroszkoppal régzitettiik (Olympus Ltd., Tokyo, Japan). A PNN-ek
kvantitativ elemzéséhez az ImageJ v1.46 (National Institute of Health, Beteshda, MA,
USA) szoftvert alkalmaztuk.

Tenascin-R expresszié valtozasnak szemikvantitativ értékelése, statisztikai
elemzése

A megegyez6 beallitasok (fényerd, kontraszt, nagyitas) alkalmazasaval késziilt
fénymikroszkopos felvételeket ezutan két kutato fliggetlen megitélése alapjan
kvantifikaltuk, értékelésiiket pedig egy harmadik személy ellendrizte. A reakcid
intenzitast a perineuroonalis halokban négyfokozatu skalan hataroztuk meg: (-) nincs
fest6dés; (+) gyenge festddés; (++) mérsékelt festédés; (+++) erds festédés. Minden
talélési csoportban 3-4 patkany teljes vestibularis magkomplexumat kvantifikaltuk,

kiilon az ipsi-, és contralateralis oldalak PNN-it.

Brevican expresszio valtozasanak kvantitativ elemzése és statisztikai értékelése

Optikai denzitometriat hasznaltunk a brevican reakcid intenzitdsdnak
szamszer(sitésére a NVS neurojainak PNN-jeiben (Faralli és mtsai., 2016). Minden
tulélési csoportban 3-4 patkany NVS-at kvantifikaltuk, kiilon az ipsi-, és contralateralis
oldalak PNN-it.

Perineuronalis halok mennyiségi meghatarozasa
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Morfologiai leletek szamszertsitett adatait statisztikai elemzésnek vetettiik ala

az "’Eredmények’ részben ismertetett szempontok szerint.
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EREDMENYEK

Az ECM kiilonboz6é lokalizacidit szem elétt tartva jelen tudomanyos
megfigyelés négy extracellularis kompartmentben irta le a matrix valtozasait az UL-t
koveté mintegy kéthetes postoperativ szakaszban. Az ECM bizonyos perikaryonok
kornyezetében nagymértékben akkumulaloédik, mely format perineuronalis haloként
azonositottunk. Neurondlis nyulvanyok ¢és glia altal kitoltott terekben, a neuropilben,
diffiz halézatos megjelenésii matrix foglalja el a kompartmentek legnagyobb részét, s
ugyancsak a neuropilen beliil figyeltilk meg az tin. *axonal coat’ format, melyek 2-4 pm
atmérdji, gytr alakt axonhiivelyek. A negyedik ECM akkumulacios forma a nodalils
ECM intenziv pontszer(i immunhisztokémai jelolésben, melyek mind perisomaticusan,
mind pedig a neuropiloen jelen vannak. Ezen utolsé forma csak brevican elleni
immunreakcidval valt lathatova.

Felismeréseink leirasat a két vizsgalt ECM alkoto (tenascin-R és brevican)

szerint, kiilon ismertetjiik.

Tenascin-R

Egyoldali labyrinthus laesio kovetkezményeként a Tenascin-R expresszio
atmentileg lecsokken a vestibularis magkomplexum perineuronalis hal6iban és
neuropilében.
Tenascin-R szemikvantitativ intenzitasértékeinek statisztikai analizise

Statisztikai Osszevetésben szignifikans kiilonbség mutatkozott a nucleus
vestibularis superiorban a 3. és 7. tilélési napok szemikvantitativ intenzitas értékei
kozott (P <0,001), mig az 1. és 3. napok, valamint a 7. és 14. értékeinek 0sszevetésében
statisztikai szignifikancia nem nyert bizonyossagot.

A nucleus vestibularis medialis magnocellularis részében az egyes tilélési
stadiumok intenzitasértékei kozott a statisztikai elemzés nem mutatott szignifikans

valtozast a vizsgalt posztoperativ id6szakban.
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A nucleus vestibularis lateralis és nucleus vestibularis descendens rostralis
részében a intenzitis-valtozas csak az 1. és 3. napok kozott mutatkozott

1714

volt bizonyithato.

Brevican

Labyrinthus laesio kdvetkezményeként a NVS perineurondlis haléi atmeneti

morfologiai valtozast mutattak.

Brevican optikai denzitometriai intenzitasértékeinek statisztikai analizise

UL-t kovetden atmenetileg megvaltozott a brevican-pozitiv perineuronalis halok

részaranya az er0s-kdzepes-gyenge osztalyok kdzott.

Operalt oldal (ipsilateralis): az 1. postop. napon az erds immunfestédésti PNN-k
aranya igen radikalisan lecsokkent, mind6ssze 12,43%, a 3. napon a 23,07%, a 7.
napon pedig 6,23% volt. A kézepes fest6dési intenzitdst mutatd PNN-k aranya
jelentésen, mintegy 50%-kal megemelkedett a kontrol értékekhez képest;
részaranyuk az 1. postop. napon 63,8%, a 3. napon 71,15%, a 7. napon 46,29% volt.
Gyenge festodésit PNN-k aranya is jelentdsen megemelkedett, részaranyuk az 1.
napon 23.07 %, a 3. napon 5.77%, a 7. napon 47,47%. Szignifikancia az 1., a 3. és
a 7. miitétet kovetd napokon (i teszt, ¥* (2, n=156 - 337) = 21.05 - 157.36, P <
0.001) ipszilateralisan.

Ep oldal (contralateralis): az operalt oldali PNN-hoz hasonléan radikélis eltolodas
mutatkozott az expresszios mintazatban. Erds festddést mutatott a PNN-k 6,99%-a
az 1. napon, a 3. napon 17,39%, a 7. napon 5.45%, mely értékek igen erds esést
reprezentalnak a kontroll allatokéval dsszehasonlitva. A kdzepes festésintenzitasu
PNN-k az 1. napon 76,2%, a 3. napon 72,1%-ban, a 7. napon 49,4%-ban voltak jelen.
A gyengeén fest6édé PNN-k aranyai is igen erds ndovekedést mutattak, az 1. napon
16,8%, a 3. napon 10,4%, a 7. napon 45,15% -t tettek ki a PNN-val boritott neuronok
kozott. Szignifikancia az 1., a 3. és a 7. miitétet kdvetd napokon ¥%(2, n= 143 - 330)

= 41.99 - 157.87, P < 0.001) contralateralisan.
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Labyrinthus laesio hatasa a brevican-pozitiv perineuronalis halék atlagos
optikai denzitas értékeire a nucleus vestibularis superiorban.

Az UL utani 1. napon a denzitometriai atlag értékek radikalis esését lattuk
mindkét oldalon, 70%-o0s értéket az operalt oldalon és 70,3%- t az operalt oldalon. A
PNN-ek immunreaktivitasa bilateralisan emelkedett a tulélés 3. napjaig, az operalt
oldalon 84% és 76,78% az ép oldalon. A 7. napon mért atlagértékek a kontroll csoportok
értékeinek felére csokkentek (56,3% azoperalt oldalon és 56,38% az intakt oldali
magban). A 14. napon az operalt oldal atlagértékei a kontroll érték szintjére
emelkedtek, 100.7%-ra, ellenoldalon pedig 89,44%-ra.

A statisztikai analizis szerint az operalt és ép oldali NV S-ban szignifikans optikai
denzitds valtozas volt megfigyelhetd, feltételezhetden a laesio kovetkezményeként
(Kruskal-Wallis egyutas ANOVA és Ranks teszt, H4=329.20, P < 0.001 (ipsilateralsi)
és H4)=317.27, P < 0.001(contralateralis)(elemszam n=118-337/tulélési nap/oldal). Az
optikai denzitds értékek csokkenést mutattak a kontroll értékekhez képest (*:
szignifikancia), a postoperativ 1., 3. és 7. napon (Dunn-féle post hoc préba P < 0,001).
A 14. napon ismét a kontroll értékekkel megegyez6 atlagos optikai denzitasértékeket
mértiink (Dunn-féle post hoc proba, P > 0,999 (ipszilateralis) és P = 0,024

(kontralateralis)).
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KOVETKEZTETESEK

A tenascin-R vélhetd szerepe vestibularis kompenzacioban

1. A tenascin-R-r61 ismert, hogy aktivalja a mikroglia sejteket, amelyek valaszul
cytokineket és novekedési faktorokat valasztanak ki, beleértve a BDGF-t (brain-
derived neurotrophic factor) és a NGF-t (neurotrophic growth factor) (Liao és
mtsai., 2005).

2. Az extracellularis matrix fiziologias kortilmények kozott a synapsisok stabilizalasa
révén gatolja jelentds mennyiségii 0j synapticus kapcsolat kialakulasat.

A csokkend fest6dési intenzitas, vagyis a non-permissziv tenascin-R csokkend
jelenléte feltételezhetSen serkenti a synapticus plaszticitast, illetve egyes
feltételezések szerint synaptogenesist, amely jelen kisérleti megkozelitésben nem
bizonythato.

3. Atenascin-R vestibularis kompenzacioban bet6ltott lehetséges szerepe a kétoldali
vestibularis magok kozotti commissuralis utvonalak lehetséges gatlasa (Holstein és
mtsai, 1999; Bergquist és mtsai, 2008; Malinvaud és mtsai., 2010).

4. A tenascin-R halomzodast tobb munkacsoport is felismerte a nagy myelinizalt
axonok Ranvier-féle befliz6déseiben (Apostolova és mtsai., 2006; Bekku és mtsai.,
2009). A tenascin-R a fesziiltség fliggé Na* csatornak béta alegységének
modulatora, ill. azokat deszenzitizalja az axon membranban (Srinivasan és mtsai.,

1998; Xiao és mtsai., 1999).

A brevican vélhet6 szerepe vestibularis kompenzacié soran

1. Valoszinisithetéen a lecsokkent brevican expresszid felgyorsitja a nem vestibularis
eredet(i afferensek és a NVS neuronjai kozott meglévé synapsisok adaptacidjat
(Gacek és mtsai, 1988; Dieringer, 1995; de Waele és mtsai, 2000).

2. A 14. posztoperativ napon az operalt allatokban mért optikai denzitas mind az ipsi-,

mind az ellenoldalon visszaallt a kontroll értékekre. Ez arra utal, hogy a brevican
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részt vesz az atrendezddott synapticus allapot stabilizalasaban (Frischknecht és
mtsai, 2009; Blosa és mtsai, 2013; Favuzzi és mtsai, 2017).

3. A brevican a kaliumcsatornak, illetve az AMPA receptorok helyben tartasa révén is
szabalyozza a synapsisok plasztikus adaptalodasat a hippocampusban (20. abra)
(Favuzzi és mtsai., 2017). A brevican gyors synapticus ingeriilet atvitelben betoltott
szerepe is igazolodott a halld rendszer teriiletén (Blosa és mtsai., 2015; Sonntag és
mtsai., 2018). A hallo- és vestibularis palyarendszer k6z6s embryonalis eredete,
valamint hasonlé morfologiai, fiziologiai és neurokémiai tulajdonsagaik alapjan
feltételezziik, hogy a 14. postoperativ napon az NVS-ben megemelkedett brevican

expresszio, a gyors synapticus transzmisszio helyreallitasaval is 6sszefligg.

21



KOZLEMENYEK

DEBRECENI EGYETEM
D E B R E E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debi , Egyetem ter 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, c—mai\:mik:cvio:gh':runidcb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/126/2024.PL

Targy: PhD Publikaciés Lista
Jeldlt: Magyar Agnes
Doktori Iskola: Fogorvostudomanyi Doktori Iskola
A PhD értekezés alapjaul Igaléd kdzlemények

1. Magyar, A., Récz, E., Matesz, K., Wolf, E., Kiss, P., Gaal, B. A.: Lesicn-induced changes of
brevican expression in the perineuronal net of the superior vestibular nucleus.
Neural Regen. Res. 17 (3), 649-654, 2022.
DOI: http:#/dx.dol.org/10.4103/1673-5374.320988
IF: 6.1

2. Gadl, B. A., Johannesson, E. O., Dattani, A., Magyar, A., Wéber, |., Matesz, K.: Modification of
tenascin-R expression following unilateral labyrinthectomy in rats indicates its possible role in
neural plasticity of the vestibular neural circuit.

Neural Regen Res. 10 (9), 1463-1470, 2015.
DOI: http:/idx.doi.org/10.4103/1673-5374.165517
IF: 0.968

Tovabbi kbzlemények

3. Magyar, A.: Ajak-Szajpadhasadékkal szliletett gyermekek kezelése, rehabilitacidja.
In: A gyermek-rehabiliticid sajdtossagai /Szerk. Vekerdy-Nagy Zsuzsanna, Medicina
Kényvkiadd Zrt., Budapest, 145-150, 2019.

4. Buglyo, G., Magyar, A., Bird, S, Csizy, |, Beyer, D., Molnar, K., Olah, E.: Nucleotide Transition
390C-T in the Wilms' Tumer 1 Gene: a Risk Factor of Hypospadias?
Curr Urol. 10 (3), 136-139, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.1159/000447167

e
5. Szakszon, K., Szegedi, |., Magyar, A., Olan, E., Andrejkovics, M., Balla, P., Leng{z‘e;\‘ A,
E., Balogh, |.: Complete recovery from psychosis upon miglustat treatment in Ejuve

Niemann-Pick C patient. . :‘ o
Eur. J. Paediatr. Neurol. 18 (1), 75-78, 2014. doyl” Sl
DOI: http:/idx.doi.org/10.1016/.ejpn. 2013.08.002

IF: 2.301

22



o

DEBRECENI EGYETEM
E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.; 400
GYETE M Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

6. Magyar, A., Csizy, |.: Csecsemd-, gyermek- és serdiilékori ovarium ciszték sebészi kezelése.
Gyermekgyégyészat. 62 (3), 148-152, 2011.

7. Jozsa, T., Magyar, A., Cserni, T., Szentmikiosi, J. A., Erdélyi, K., Kincses, Z., Rakoczy, G., Balla,
G., Részer, T.: Short-term adaptation of rat intestine to ileostomy: implication for pediatric
practice.

J. Invest. Surg. 22 (4), 292-300, 2009.
DOI: http://dx.doi.org/10.1080/08941930903040106
IF: 1.035

8. Cserni, T., Magyar, A., Németh, T., Paran, S., Csizy, |., Jézsa, T.: Atresia of the ileocecal junction
with agenesis of the ileocecal valve and vermiform appendix: report of a case.
Surg. Today. 36 (12), 1126-1128, 2006.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00595-006-3302-x
IF: 0.698

A kozl6 folyoiratok 6sszesitett impakt faktora: 11,102
A kozl6 folyoiratok osszesitett impakt faktora (az ér és alapjaul alo ko ényekre):
7,068

A DEENK a Jeldlt ltal az iDEa Tudéstérbe feltdltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan
elvégezte.

Debrecen, 2024.04.02.

23



