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BEVEZETES

A tachykinin csaladba tartozo, 11 aminosavbol allé substance P (SP) fontos
szerepet tolt be a fijdalom informdacid gerincveldi szintli feldolgozasaban. A SP az
Ad- és C- tipusu primér afferensek pl. periférids fajdalomingerre bekovetkezd
aktivacigjakor, azok centralis termindlisaibol szabadul fel. A felszabadulé SP a
gerincvel6 hatsd szarvaban aktivalja az itt talalhatd neuronokat, az elsd sorban az I-es,
[II-a és IV-es Rexed féle lamindkban expresszalt specifikus neurokinin (NK)
receptoron keresztiil. Kronikus fajdalom (pl. gyulladés) esetén a nagy mennyiségben
felszabaduld SP ezen sejtek tartds aktivacidjaval hozza létre az Un. centrélis
szenzitizacid jelenségét. Az NK receptoroknak a mai napig harom fajtaja ismert, ezek
koziil a SP legnagyobb affinitassal a G-protein kapcsolt NK1 receptorhoz kotodik. Az
NKI1 receptorok aktivalasa a masodlagos érzé neuronokon hosszantart6 depolarizaciot
eredményez.

A gerincveldi neuronok mellett a SP kozvetleniil képes aktivalni a primér
afferensek egy részét is, amint azt felndtt patkanyok és tengerimalacok hatsé gyoki
ganglionsejtjein (DRG) végzett kisérletek igazoltak.

Az NK1 receptorok és a SP eloszlasat, az 6ket expresszalo illetve tartalmazé
ugyanakkor viszonylag kevés adat all rendelkezésiinkre arra vonatkozolag, hogy fiatal
allatok idegrendszerének e teriiletein milyen a receptornak és ligandjanak megoszlasa.
A kérdés vizsgalatat megkonnyiti, hogy az elmult két évtizedben a neurobiologiai
kutatasokban egyre nagyobb teret nyertek a kiilonbozd elektrofiziologiai mddszerek,
koztik a vizualizalt tulélé agyszelet preparatumon végzett kisérletek. A
szeletpreparatumok készitéséhez foleg fiatal allatok hasznalhatok fel, mivel az
idésebb allatokban a fejlédés sordn az egyre eldrehaladottabb myelinizdcid miatt a
szokasos DIC optikaval torténd vizsgalat és maga a preparatum készitése is nehezebbé

valik.



Célkitiizeseink a kovetkezok voltak:

1.

Fiziolégiai, morfolégiai €s farmakologiai modszerekkel tanulményozni kivantuk
fiatal patkanyok hats6 gyoki ganglion sejtjeinek NKI1 receptor expressziojat és a
receptorok aktivalhatosagat SP-vel. Meg kivantuk hatdrozni, hogy reagéalnak-e a
DRG sejtek SP hatasara és azt, hogy vannak-e eltérések a kiilonb6z6 DRG

sejtpopuléaciok SP-re adott valaszaban.

Immunhisztokémiai modszerek alkalmazasaval meg kivantuk vizsgélni, hogy
fiatal patkanyok lumbalis gerincveldszakaszan milyen médon helyezkednek el az
NK1 receptorok, mennyiben egyezik meg ez a mintdzat a felndtt allatokban
leirtakkal, azaz a fiatal A&llatokon végzett kisérletek eredményei mennyire

illeszkednek be a felndtt allatokon kapott adatok k6z¢E?

. Korabbi irodalmi adatok és az NKI receptor immunreaktivitds eloszlasanak

vizsgalatat célz6 sajat kisérleteink egyarant arra utaltak, hogy a mélyebb lamindk,
igy koztik az intermedier sziirkedllomany bizonyos sejtjei sejttestjeiken NK1
receptort expresszalnak. Ezek a sejtek kozvetleniil nem vesznek részt a
fajdalominformacié feldolgozasdban, ugyanakkor lokalis posztszinaptikus
célsejtjer lehetnek a nociceptiv ingerfeldolgozas elsdvonalbeli sejtjeinek.
Célszerlinek latszott ezért az ezen a teriileteken elhelyezkedd neuronok kombinalt
morfologiai és fizioldgiai modszerekkel torténd vizsgélata, hogy tovabbi adatokat

gyljtsiink a lokalis interneuronhaldzatokat felépitd idegsejtek dsszekottetéseirdl.

Meg kivantuk vizsgalni, hogy van-e direkt vagy indirekt hatdsa a SP-nek a
mélyebb gerincvel6i laminakban, az irodalom altal mar kordbban leirt és a mi
kisérleteinkben is igazolt NK1 receptorokon, illetve azt, hogy befolyasolja-e a SP

a fajdalominformacio feldolgozasaban kozvetlentil részt nem vevo sejteket is?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Prepardtumok

Az enflurdnnal altatott 14 napos Wistar patkanyok L4-es DRG-it ventralis
feltarasbol, jéghideg, 95%/5% aranya O,/CO, keverékkel oxygenizalt mesterséges
agy-gerincveldi folyadékban (ACSF), 10-13 mm periférids ideggel és a hozzatartozé
hats6 gyokérrel egyiitt eltavolitottuk. Az ACSF Osszetétele a kovetkezd volt (mmol/l):
NaCl, 130; KCI, 3,5; NaH,POy, 1,25; NaHCOs, 24; CaCl,, 1,2; MgCl, 1,2, gliikéz 10
(pH: 7,4). Az immunhisztokémiai kisérletekhez sziikséges gerincveld eltavolitasa
elétt, a patkanyokat enflurdnnal végzett mély altatasban  transzkardialisan
perfundaltunk fiziologias sooldattal, majd ezt kdvetden 4%-os paraformaldehiddel
(0,1mol/l foszfat-pufferben (PB), pH: 7,4). A szeletpreparatumok készités¢hez
ujsziilott és fiatal Wistar patkdnyokat (posztnatalis 0-8 nap) hasznaltunk. Az allatokat
mély altatasban dekapitaltuk, majd ezt kovetden eltavolitottuk a lumbalis
gerincvel6szakaszt. A prepardlds minden 1épése jéghideg, 95%/5% O,/CO;
gazkeverékkel folyamatosan atdramoltatott ACSF-ben (pH: 7,4) zajlott. Az L4-5-0s
szegmentumokat kimetszettliik, agarba agyaztuk és Vibratome segitségével 3-400

mikrométer vastag szeleteket készitettlink beldliik.

Immunhisztokémia és morfologiai kiértékelés

A paraformaldehid fixalast (4% paraformaldehid 0,1mol/l PB-ben; pH: 7,4)
kovetéen a DRG-kat 50%-os alkohollal tartuk fel 45 percig. A blokkoléast 50 percen
keresztiil végeztik 1%-0s normél kecske szérummal (NGS, Vector). Ezutin
metszeteinket 72 oran 4t inkubaltuk poliklonalis, nyulban termelt anti-NK1 receptor
antitesttel (#11886-5, Dr. S. Vigna ajandéka, 1:40000). A metszeteket ezutan
biotinilalt nyul ellenes kecske szérumban (biot-GAR, Vector, 1:200) inkubaltuk, amit
1 oras avidin-biotin peroxiddz komplexben torténd kezelés kovetett (ABC, Vector,
1:100). Az immunreakciot nikkel intenzifikalt diamino-benzidin (DAB) kromogén
reakcioval tettiikk lathatova (0,05%-s DAB és 0,01%-os HO, 0,05mol/l Tris
pufferben, pH: 7.,4). A metszeteket ezutan zselatinos targylemezre szedtiik fel és
levegdn megszaritottuk. Szaradas utdn a metszeteket krezil ibolyaval halvanyan
hattérfestettiik, vizetlenitettilk és szintetikus lefeddé anyaggal (DPX, Fluka, Buchs,
Svajc) fedtiikk. A jelolodott sejteket camera lucida segitségével tanulményoztuk és

rajzoltuk ki, majd az adatokat NeuroBuild szamitogépes szoftverrel analizaltuk.



A gerincveld esetében az L4-es szakasz kimetszése utan hasonldéan jartunk el
mint a DRG esetében. Az immunopozitiv sejtek aranyanak szadmszeri
meghatarozasadhoz 14 napos patkdny gerincvel0 Nissl-festett harantmetszetébdl
szdrmazo teljes sejtszamot hasznaltunk.

A gerincveldi szeletpreparatumbol torténd regisztralds utdn a szeleteket
fixaloba (4% paraformaldehid, 1,25% glutaraldehid és 0,2% pikrinsav 0,1mol/l PB-
ben) raktuk 1-4 napra, majd a szeletekbol 60 mikrométer vastag metszeteket
készitettiink Vibratome segitségével. Az regisztralds soran a neuronba diffundaléd
biocytin kimutatdsdhoz a metszeteinket avidin-biotin tormaperoxiddz modszerrel
kezeltiik (Extravidin, 1:1000, Vector, Burlingame, CA, USA) és a hisztokémiai
reakciot DAB (Sigma, St. Louis, MO, USA) chromogén reakcioval tettiik lathatova. A
metszeteket ezt kovetden toluidin kékkel hattérfestettiik, hogy megkonnyitsiikk a
laminak szerinti elrendez6dés megéllapitasat, majd dehidraltuk, DPX segitségével
lefedtiik és Neurolucida (Microbrightfield Inc., Villiston, VT, USA) segitségével

harom dimenzidban rekonstrualtuk oket.

Elektrofiziologiai mérések

Az elektrofizioldgiai mérésekre hasznalt DRG-kat egy oxigenizalt ACSF-el
folyamatosan ataramoltatott (1,5ml/min), szobahdmérsékletli, Sylgarddal bélelt
mérokadba tiiztiikk. A hatso gyokeret regisztralo, a periférids ideget stimulalo szivo
elektroddba huztuk. Az extraellularis potencidlok erdsitésére Axoclamp 2A erdsitdt
(Axon Instruments, Union City, CA, USA) hasznaltunk. A DRG-kon 30 masodpercig
aramoltattunk at SP-t (1umol/l, Sigma). Alapos kimosast kdvetden egy NK1 receptor
szelektiv nem-peptid antagonista, az RP67580 (1umol/l, Rhone Poulenc Rorer Inc.,
Franciaorszag) 15 percig torténd perfuzidja utdn megismételtiik a SP applikaciot a
preparatumon.

Az intracellularis mérésekhez a DRG-kat az elektrofiziologiai mérés elott 5
percig kollagendzzal kezeltiik, hogy eltavolitsuk a gangliont borité capsulat. A
periférids ideget szivoelektroddba huzva a DRG sejteket egyes impulzusokkal (0-
100V, 20-200us, ST-02 stimulator, Experimetria, Budapest) ingereltik. Az
intracellularis  mérésekhez  kalium-acetattal (2mol/l)  t6ltott  boroszilikat
mikroelektrodakat (60-80MQ) hasznaltunk. A fesziiltségjelek erdsités¢hez Axoclamp
2A (Axon Instruments, Union City, CA, USA) erdsitét alkalmaztunk. A vezetési



sebesség kiszamitasakor a stimuldld és a regisztralo elektroda kozotti tdvolsdgot a
stimulalo artefaktum és az akcios potencial kezdete kozott eltelt idovel osztottuk el.

A gerincveldi szeletekben vizsgalni kivant sejteket egy 40x-es nagyitasu
vizimmerzids, DIC filterrel ellatott objektiv segitségével, egy videomonitorhoz kotott
infravords tartomanyban érzékeny CCD kamera (Hamamatsu, Japan) biztositotta
vizualis kontroll mellett valasztottuk ki. Konvencionalis teljes-sejt patch-clamp
elvezetéseket végeztiink current-clamp tizemmodban, 4-7MQ ellenallasu boroszilikat
kapillarisbol huzott elektrodakkal Axopatch 1D, Axopacth 200B illetve Axoclamp 2B
(Axon Instruments, Union City, CA, USA) erdsitdk segitségével. Az elektrodak
megtoltésére hasznalt un. intracellularis oldat az alabbiakat tartalmazta (mmol/l): K-
glukonat, 126; KCl, 4; ATP, 4; GTP, 0,3; foszfokreatin, 10; HEPES, 10 ¢és 0,5%
biocytin (Sigma, St. Louis, MO, USA) (pH:7,2). A sejtek un. tiizelési mintazatat
800ms hosszu egyre novekvé (-30pA-100pA) amplitddoji  aramimpulzusok
alkalmazasaval hataroztuk meg. A neuronok kapacitasat és soros ellenallasat nem
kompenzaltuk. Az elvezetések szobahdmérsékleten torténtek.

A kisérletek soran alkalmazott minden farmakoldgiai 4genst az atdramoltatott
ACSF-hez adtuk hozz4 amit vagy egy perisztaltikus pumpa, vagy pedig gravitacios
perfuzioés rendszer segitségével juttattuk a mérokadba (1,5-2 ml/min).

Az adatokat SkHz-en szlirve egy Digidata 1320 AD/DA konverter és a
pClamp 8.0 szoftver (Axon Instruments, Union City, CA, USA) segitségével
digitalizaltuk IBM kompaitibilis PC-n. A mérési eredményeket a Clampfit 8.0, Origin
(Microcal Software, Northampton, MA, USA), Whole Cell Program valamint az
Electrophysiology Data Recorder (Dr. J. Dempster, University of Strachlyde,
Glasgow, Egyesiilt Kirdlysag) szoftverek segitségével analizaltuk. A gorbék
illesztését a Clampfit 8.0 szoftver (Axon Instruments, Union City, CA, USA) beépitett
iterativ Levenberg-Marquadt algoritmusanak segitségével végeztik el. Minden
numerikus adatot "atlag + standard hiba" formaban fejeztiink ki. Az adatok statisztikai

analizisét Student féle -probaval és ANOV A-val végeztiik.



EREDMENYEK

Hatso gyoki ganglionsejtek SP érzékenysége

A véletlenszerlien valasztott DRG metszetek mindegyikén, a metszetek teljes
mélységében, egyenletes eloszlasban meg volt figyelhetd NKI1 receptor
immunopozitivitds. A jeldlt neuronok nem mutattak semmilyen szembe6tld
elrendezddést, bar esetenként tobb jelolt sejt kisebb csoportokba rendezddott. Az
immunopozitiv sejtek altaldban membranjukon jelolddtek, rendszerint szakaszos
jelleggel. Alkalmanként a sejttesten belill is megfigyelheté volt jelolés és néhany
sejten a szomabol kiinduld immunopozitiv nyuvanyok is lathatoak voltak. Az epi-,
peri- és endoneurium teriiletén néhany apro ovalis sejt ugyancsak immunopozitivnak
tlint. A kontroll kisérletekben nem kaptunk jel6lést a metszetekben.

A véletlenszerlien kivalasztott metszeteken kirajzolt ganglionsejtek
tanulmanyozasa és megszamlalasa utan a ganglionsejtek 32 + 1,5%-a (22,2-37,6%)
bizonyult immuopozitivnek. A  pozitiv sejtek tobbsége a  kis-kdzepes
atmérotartomanyba tartozott (10-30um). Az NK1 receptor immunpozitiv ganglionsejt
populacié atmérdjének atlaga 28 + 0,3 um (n=799) volt.

A DRG-kon a 30 masodpercen at tartd6 SP (lumol/l) perfuzido egy
hosszantarto, elnyujtott deplarizaciot valtott ki, amelynek atlagos amplitaddja 320 +
49,71V (200-600nV), atlag idétartama (az alapvonalhoz valé visszatérésig) pedig 248
+ 9,7s (162-297s) volt (n=18). A kisérletek soran az ismétlddé SP alkalmazasok nem
okoztak a prepardtumban nyilvanvaldéan megfigyelhetd deszenzitizaciot. Az RP 67580
(1pmol/l), nem-peptid NKI1 receptor antagonista, a SP altal kivaltott valasz
amplitudojat csak  kismértékben csokkentette. Az antagonista magasabb
koncentraciokban sem okozott nagyobb mértékli csokkenést. Az amplitido atlagos
csokkenése 23 + 2,5% volt (n=4).

A SP hatdsanak tanulmanyozasara alkalmas stabil elvezetéseket 29 neuronbol
sikerlilt nyerniink. A DRG neuronok karakterizalasara az ideg-impulzusok vezetési
sebességét hasznaltuk. A sejteket 2,6m/s feletti rostvezetési sebesség esetén Aa/fB-
csoportba, 0,8-2,6 m/s kozotti vezetési sebesség esetén az Ad-, mig 0,8 m/s alatti
értekek esetében a C-tipusba soroltuk. Ezen kritériumok alapjan szétvalasztva, 10

Aa/B-, 11 Ad- és 8 C-tipust sejt SP érzékenységét vizsgaltuk. A vizsgalt neuronok



aktiv és passziv membranparaméterei megfeleltek az adott DRG neuron tipusnak és
arra jellemzdek voltak.

Az alkalmazott SP (lumol/l) nem volt hatidssal az Ao/p sejtek
membranparamétereire (n=10), ugyanakkor a 11-b6l 4 Ad neuron- és a 8-bol 2 C-
tipust DRG neuron esetében reverzibilis depolarizaciot, illetve tlizelést okozott. A
depolarizécio atlagos amplituddja 5,6 £ 1,3 mV (n=4), atlagos id6tartama 158 + 3,9s
(n=4) volt.

NKI1 receptor eloszlasa fiatal patkany gerincveloben

A legerdsebb NKI1 receptor immunoreaktivitas az I-es lamindban volt
megfigyelhetd. Sejttestek és rostok egyarant intenziven jelolddtek ezen a teriileten. A
laminara jellemzdek voltak a sziirkedllomany dorsélis szélével parhuzamosan futd
vastag dendritek. Ebben a lamindban a jeldlt sejtek nagy tobbsége két sejttipusba
tartozott. A kis kerek sejttestli neuronok (76,1%) a "fusiform" sejtek csoportjaba, mig
a jelolt sejtek koriilbeliil 20%-at ad6d hosszl, a fehér-/sziirkeallomany hatarral
parhuzamos denritekkel birdé neuronok a multipoléris sejtek csoportjaba tartoztak.

A Il-es lamindban az immunreakcié nem mutatott homogén eloszlast. Mig a
lamina lateralis része praktikusan iires volt, addig a kozépsd/medialis rész enyhe
jelolédést mutatott. A lamina neuronjainak Osszességében 2-3%-a jel616dott és ezen
sejtek 80%-a kicsiny elnyujtott sejt volt. Ezek a sejtek morfoldgiai jegyeik alapjan
(dorsalisan ¢és ventralisan kiinduld dendritek) "stalked" sejteknek feleltek meg. A
pozitiv neuronok 10%-a "islet" sejtekre emlékeztetd sejt volt, kicsi kerek sejttesttel,
amik a transzverzalis sikban nem rendelkeztek dendritekkel. A fentmarado
immunopozitiv sejtek szdma alacsony volt, de jellemzdek voltak a II-es laminara.
Ezek a neuronok nagy multipolaris sejttesttel birtak, dendritjeik altalaban a sejttesttdl
messzire is kovethetok voltak és az I-es, a Ill-as vagy a [V-es laminak felé tartottak, a
morfologiai jellegzetességeik alapjan Cajal "transverseoux" sejtjeinek illetve Beal
nagy centralis setjeinek feleltek meg.

A Ill-as és IV-es lamina gazdag immunopozitiv rosthalézatot tartalmazott,
legstirtibben a IV-es lamina medialis részében. A Ill-as lamina sejtjeinek 4%-a, mig a
IV-es lamina neuronjainak 5%-a volt immunopozitiv, és a jelolt sejtek két 6
sejttipushoz tartoztak. A Ill-as lamina pozitiv sejtjeinek 90%-a kerek vagy

multipolaris sejtmaggal birt és dendritjeik nem Iéptek be feliiletesebb laminakba, bar



arrafelé¢ indultak. Ezen ismérvek alapjan centralis sejteknek kategorizaltuk dket. Az
immunopozitiv Ill-as lamina beli sejtek fenmaradd 10%-a antenna sejt volt,
multipolaris sejttesttel és dorsalis iranyba huzodo, a Il-es és I-es laminat mindig elérd
dendritekkel. A IV-es lamindban a centralis sejtek 65%-0s mig az antennasejtek 35%-
os aranyban képviseltették magukat a jelolt sejtek kozott.

Az V-VIl-es lamindk immunoreaktivitisa egységes és relative gyenge volt. Az
V-0s laminaban immunopozitiv sejteket a lamina medialis és lateralis részében
csoprotokba rendezddve taldltunk, a VI-os lamindban elszértan helyezkedett el
néhany pozitiv sejttest, mig a VII-es laminaban, a canalis centralistdl lateralisan, nagy
immunopozitiv sejteket tartalmazo sejtcsoprotot figyeltiink meg. Ezek a pozitiv sejtek
altalaban multipolarisak voltak, a VII-es lamina medialis részén talalhato sejtek
kifejezetten nagy szomaval rendelkeztek, dendritjeik pedig mediolateralis orientaciot
mutattak.

A VIlI-as lamina mutatta a leggyengébb immunoreaktivitast, itt alig talaltunk
NKI1 receptor ellenes antitesttel jelolt sejttesteket.

Habar a IX-es lamina sejtjei koriil erds immunpozitiv rosthalozatot taldltunk,
ami a laminanak erésebben jel6l6dott megjelenést biztositott, maguk a sejttestek csak
halvanyan és elszortan mutattak pozitivitast..

A canalis centralis koril elhelyezked6 X-es lamina halvanyan jelolt
neuronokat és erds immunoreaktivitast mutatd rostokat tartalmazott, amelyek siirt
hal6zatot formaltak a canalis centralis koriill. Az immunopozitiv sejttestek kicsik,
multipoldrisak vagy fusiformisak voltak és zommel a canalis centralistol dorsalisan

helyezkedtek el.

Az V-VI-os lamina és az intermedier sziirkedllomdany neuronjainak fiziologiai és
morfologiai vizsgalata

Kisérleteink soran mintegy 70 neuronbdl sikeriilt stabil fiziologiai méréseket
végezniink. Az elvezetett szeletek koziil 47 esetben volt az elektrofiziologiai
regisztralas mellett a biocytin jelolés is sikeres. A regisztralt sejtek atlagos
membranpotencialja -51,71 £ 1,52 mV volt. A kiiszobfeletti depolarizaciét okozd
aramimpulzusokkal kivaltott tlizelési mintazataik alapjan a neuronokat a kdvetkezd
négy csoportba soroltuk: (1) ,,phasic” sejtek (n=10); (ii) ,,repetitive” neuronok (n=15);
(ii1) ,,single” sejtek (n=9); és ,,slow” neuronok (n=8). A fentmaradé 5 neuron esetében

a tiizelési mintdzat egyik csoportba sem illett bele maradéktalanul, mivel ezeknél a



sejteknél mind a ,,phasic” mind pedig a ,repetitive” csoport tiizelésére jellemzd
tulajdonsagok megfigyelhetdk voltak .

A ,,phasic” neuronok a hosszantartd kiiszobfeletti depolarizalé impulzusokra
folyamatos AP sorozattal valaszoltak, emellett kifejezett AP amplitidé akkomodéciot
mutattak, és ezzel parhuzamosan az AP-ok kozotti idétartam markdns megnyulasa
volt megfigyelhetdé a 800ms hossza aramimpulzus alatt. Az AP-ok utan rdvid
monofazisos utohiperpolarizacidk (AHP) voltak megfigyelhetok.

A ,phasic” sejtekhez hasonldéan, a ,repetitive” neuronok is folyamatos AP
sorozattal reagéltak a depolarizalé dramimpulzusra, ugyanakkor, a ,,phasic” csoport
sejtjeivel ellentétben, sem az AP-ok amplituddjaban sem pedig frekvencidjukban nem
volt akkomodécié megfigyelhetd. Az AP-okat ebben a csoportban mindig lasst,
kifejezett monofazisos AHP kovette.

A tobbi sejttipussal ellentétben a ,,single” neuronok csak egy (néhany esetben
ketté) AP-t tiizeltek a kiiszobfeletti depolarizaciot eredményezdé négyszogimpulzus
ideje alatt és az AP-ok utan csak egy kismértéki AHP-t figyeltiink meg.

A ,repetitive” csoporthoz hasonléan a ,;slow” sejtek is akkomodaciét nem
mutatd, folyamatos AP sorozattal valaszoltak a depolarizacié soran, az AP-okat
kifejezett, elnyujtott, monofazisos AHP-k kovették. Ugyanakkor az AP-ok
frekvencidja (8,9 £+ 0,6 Hz) szignifikansan alacsonyabb volt mint a ,,repetitive” sejtek
esetében (21,83 + 1,5 Hz) (P<0.001).

Statisztikai analizis sordn a nyugalmi membranpotencidl, a bemeneti
iddallando, az AP tullovése és félszélessége esetében nem taldltunk szignifikéns
eltérést a csoportok kozott. Ugyanakkor a ,,single” és ,,slow” neuronok bizonyos
paraméterei elkiilonitették ezt a két csoportot a tobbitdl €s egymastol is. A ,,single”
csoport neuronjai rendelkeztek a legalacsonyabb AP amplitidoval (54,44 + 4,14 mV)
¢és tullovéssel (16,84 = 6,16 mV), ugyanakkor a legmagasabb kiiszobértékkel is (-
40,94 + 5,95 mV). A ,,single” csoport esetében az AHP atlagos amplituddja szintén a
legalacsonyabb volt a vizsgalt neuronok koziil.

Az aram-fesziiltség gorbék vizsgalatakor kitlint, hogy a legkevésbé meredek
gorbe a ,,slow” csoport neuronjait jellemzi, de a ,,single” neuronok is alacsonyabb
értekekkel rendelkeztek, mint a maradék két csoport sejtjei. Ennek megfelelden a
»Slow” sejteknek volt a legkisebb a bemeneti ellenallasa.

A 47 sikeres biocytin-jelolt és rekonstrudlt neuronbol 13 az V-VI-os

lamindban, mig 34 a VIl-es lamindban, azaz az intermedier sziirkedllomanyban volt
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megtaldlhatd. A membranparaméterekkel megegyezden, a ,phasic” és ,repetitive”
neuronok eloszlasa és morfologiai jellemzoik hasonloak voltak egymashoz, viszont a
,single” és ,,slow” sejtek csak rajuk jellemzd karakterisztikus jegyeket mutattak. A
legtobb ,,phasic” (10-bdl 8) és ,,repetitiv”’ (15-bdl 13) neuron multipoldris sejttesttel,
4-6 torzsdendrittel rendelkezett és az V-VII-es lamindkban egyenletesen oszlottak el.
A kilenc ,,single” neuron koziil 7 darab az V-VI-os lamina lateralis részén volt
megtalalhato. Ezekben a neuronokban a kis kerek sejttestbdl 3-5 torzsdendrit indult ki,
alkottak. A vizsgélt sejtek kozil a ,slow” tiizelési mintdzattal rendelkezd
neuronoknak volt a legnagyobb ¢és legelnyujtottab szomaja. A 8-bdl 6 esetben a
»Slow” sejtek 6-8 torzsdendrittel birtak, amelyek két csoportba rendezddve a sejt két
atellenes polusan eredtek és egy gazdagon oszl6 dendritfat alakitottak ki. A tobbi
sejttel ellentétben a ,,slow” neuronok kizarolag a VII-es lamina ventromedialis részén
voltak megtalalhatoak. Hét esetben az axon szintén megjel6lodott, és vagy a
atlépte a kozépvonalat a comissura anteriorban és a contralateralis ventrélis
szlirkedllomanyban végzodott, mig a lateralis irdnyba induld axonok a laterdlis
motoros oszlop felé tartottak.

A dendritfa oszlaspontjainak megoszlasat vizsgalva is eltéronek bizonyultak a
,Slow” csoport neuronjai a masik harom csoportba tartoz6 neuronoktdl. Amig az elsé
harom csoportba tartozo sejtek dendritjei kevés szamu elagazasi ponttal rendelkeztek
¢s ezek zommel a sejttest kozvetlen kornyezetében voltak megtaldlhatoéak, addig a
,»Slow” csoport neuronjainak dendritjei gazdag eldgazasrendszerrel birtak, ami a
szomatol tavolabb is magasabb dendrit oszldspont-szamban mutatkozott meg és

bokorszeri megjelenést kdlesonzott ezeknek a sejteknek.
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Az intermedier sziirkedllomany neuronjaira érkezd szinaptikus bemenetek SP
moduldcidja

A vizsgalt 34 neuron esetében a SP (1umol/l) alkalmazasat kovetd tipikus
valaszreakcio a sejtmembranon regisztralt EPSP-k szamanak kifejezett emelkedése
volt. Az ismételt SP applikacio hasonld, de kisebb mértékiit EPSP szdm novekedést
valtott ki.

A megfigyelt SP hatast az SR140333 (10nmol/l) nem-petid NK1 receptor
antagonista effektiven blokkolta 11-bdl 7 esetben. Az antagonista kimosasat kdvetden
a SP ismételt, ekkor mar 6nall6 alkalmazasa &ltaldban nem jart markans EPSP
frekvencia novekedéssel . A [Sar9,Met(O,)11]-SP (50-200nmol/l) potens NK1
receptor agonistaval végzett kisérletek sordn a SP hatdsdhoz nagyon hasonlo,
nagymértékii EPSP-szam ndvekedés volt megfigyelhetd mind a 9 vizsgalt sejt
esetében.

A tovabbiakban arra kerestiik a valaszt, hogy a megndvekedett EPSP szam
hatterében a preszinaptikus neuronok tlizelésési frekvenciajanak SP kivaltotta
novekedése, vagy az akcids potencialtdl fiiggetlen transzmitterfelszabadulds (mini-
EPSP) all. A kérdés megvalaszolasa érdekében megismételtik a SP (1pumol/l)
applikaciot 500nmol/l TTX jelenlétében. A TTX bemosasast kovetden a kezdeti
EPSP-szam lecsokkent és azt a SP applikacié nem befolyésolta.

Neuronjainkat a korabbi kisérleteink soran megfigyelt tlizelési mintazatok
szerint csoportokra osztva, az lumol/l SP applikdcido sordn a harom megfigyelt
tiizelési mintdzat csoportba tartozé Osszes neuron (n=11) bemeneti ellenallasa
lecsokkent. Legmarkansabb a ,,repetitive” csoportba tartozo6 sejtek esetében volt ez a
csokkenés, ahol kovetkezményesen a tiizelési mintazat is valtozott. Mig a ,,phasic” és
,»Slow” csoportban ez a hatés reverzibilisnek bizonyult, addig a ,,repetitive” csoport

neuronjainak ellenalldsa irreverzibilisen megvaltozott a SP alkalmazasat kovetden

12



MEGBESZELES

Hatsogyoki ganglionsejtek SP érzékenysége

Az értekezésben bemutatott eredményeink arra engednek kdvetkeztetni, hogy
fiatal patkdnyok DRG neuronjainak egy szub-populdcidja funkciondlis NKI1
receptorokat expresszal. Mivel immunhisztokémiai eredményeink fiatal allatokbol
szarmaztak ¢s korabbi in vitro DRG preparatumokon végzett elektrofiziologiai
kisérletek eredménye alapjan az intracelluldris elvezetések is stabilabbak fiatal
allatokbol szarmazé prepardtumokon, ezért a kisérletsorozatot kizardlag fiatal
patkanyokon végeztiik.

A jelen kisérletekben hasznalt NKI1 receptor ellenes antitest a
receptormolekula C-terminalisanak 15 aminosavnyi szekvencidjara specifikus. Ezt az
antitestet alkalmaztak korabban gerincvel6ben, nucleus trigeminalis caudalis-ban,
felndtt patkany DRG-ban illetve periférids idegben. Annak ellenére, hogy a
gerincveldben nagyszamu NK1 receptort mutattak ki az antitesttel, felnétt patkany
DRG-ben nem talaltak imunoreaktivitast. Ez a mi adatainkhoz képest eltéré eredmény
tobbféleképpen magyarazhat6. A DRG neuronok NKI1 receptor expresszidja a
posztnatalis fejlodés sordn csokkenhet, mint ahogy azt szdmos -koztik az NKI-
receptor esetében megfigyelték. A DRG-n beliilli immunoreaktivitds csokkenést a
receptornak a fejlodés soran a szomarol a periférias €s centralis terminalisokba valo
transzlokacioja is eredményezheti.

Kisérleteinkben a teljes DRG sejtpopulaciéo 1/3-a mutatott NK1 receptor
immunopozitivitast, mig intracellularis elvezetéssel a neuronok 1/5-e bizonyult SP-vel
aktivalhatonak. Immunhisztokémiai eredményeink j6 6sszhangban vannak a korabbi
leirasok tobbségével, amik szerint a DRG neuronok 30-40%-a érzékeny SP-re.

Vizsgalatainkban az NKI receptor immunopozitiv neuronok tdbbsége a
kozepes-kis mérettartoményba esett. Osszehasonlité morfologai és fiziologiai
vizsgélatok alapjan a kozepes és kis DRG neuronok Ad- és C- tipusuak.
Kisérleteinkben mi is Ad- és C- tipusi neuronokban figyeltiink meg depolarizaciot
illetve tlizelést SP hatdsara.

A szelektiv és hatékony NKI1 receptor antagonista RP67580 csak mintegy
25%-kal csokkentette a hatso gyokéren SP-vel kivaltott depolarizacido amplitidojat.

Ujabb irodalmi adatok szerint ugyanakkor a DRG neuronok egy szub-populécidja az
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Osszes NK receptor tipuson keresztiil aktivalhatd. Bar a SP legnagyobb affinitassal az
NK1 receptorhoz kotddik, képes aktivalni az NK2 és NK3 receptorokat is. Ennek
megfelelden elképzelhetd, hogy a SP kivaltotta valasz RP67580 nagy koncentracidja
altal sem befolyasolt részéért a DRG sejtek NK2 ¢és NK3 receptorok révén
megvalosulo aktivacioja felelds.

A funkcionalis NK1 receptorok jelenléte a DRG neuronokon sziikségszeriien
felveti ¢lettani jelentOségiik kérdését. Az egyik lehetdség, hogy a szenzoros
ganglionokon beliil expresszaldéddé NKI1 receptorok magukban a ganglionokban
jatszanak szerepet a szenzoros informaciofeldolgozasban. Masrészt elképzelhetd,
hogy ezen receptorok csak atmenetileg, a periférids- illetve a centralis terminalisokba
valo transzportalast megel6zéen expresszalodnak a neuronok szémdjan. Mas
kutatdcsoportok korabban nem taldltak NK1 receptor immunoreaktivitast a primér
afferenseken a gerincvelében. A mi eredményeink szerint Ad- és C- karakterisztikaval
bir6 DRG neuronok funkciondlis NK1 receptorokat expresszalnak. Az a tény, hogy
ezen rosttipusok zome az gerincveldi I-es lamindban végzddik, ahol a legnagyobb

NK1 receptor imunopozitivitas figyelheté meg, tovabbi vizsgalatok igényét veti fel.

NK1 receptor immunoreaktivitas fiatal patkanyok lumbalis gerincveldjében

Altalanossagban elmondhaté, hogy az altalunk fiatal allatokban talalt
immunopozitivitdsi mintdzat szinte mindenben azonosnak bizonyult a korabban
feln6tt patkanyokban leirttal. A fiatal patkanyokban talalt immunopozitiv neuronok
tobbsége ugyanazokba a csoportokba tartozik mint a felnétt allatokban megfigyeltek,
bar néhany laminaban akadtak kisebb eltérések.

Erdekes eredmény, hogy a mélyebb hatsé szarv és az intermedier
sziirkeadllomany bizonyos teriiletein is megfigyelhetok voltak halvanyan, de
hatarozottan immunopozitiv sejttestek. Korabbi irodalmi adatok hasonld jellegli, foleg
neuronok sejttestjein megtalalhato NK1 receptor immunopozitivitdsrol szamolnak be
feln6tt patkdny gerincveldn, valamint emberi ujszilott és felndtt gerincveldben
nem sokat tudunk, célul tOztik ki tovabbi kisérleteinkben az intermedier
szlirkedllomanyban ¢és az V-VI-os lamindkban taldlhaté neuronok fizioldgiai és
morfoldgiai karakterizalasat, valamint a rajtuk megtalalhaté NK1 receptorok esetleges

szerepének tisztazasat.
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Az intermedier sziirkedllomanyban és az V-VI-os lamindban taldlhato neuronok
fiziologiai és morfologiai karakterizdldsa

Altalanosan elfogadott tény, hogy az intermedier sziirkeallomany és a mellsd
szarv sejtjei, melyek jelentdés része a gerincvel6i motoros apparatus részének
tekinthetd, szdmos gerincveldi és felsdbb szintli kozpontbdl szarmazo szinaptikus
bemenetet fogadnak ¢és integralnak. Kisérleteinkben az itt talalhaté neuronok
membransajatsagainak ¢és morfologidjanak megismerésével tovabbi adatokat
kivantunk szolgaltatni az ezekbdl a paraméterekbdl adddo integrativ képesség és a
neuronok lokalis neurondlis hal6zatokban betoltott szerepének megértéséhez.

Eredményeink arra utalnak, hogy az intermedier sziirkeallomany neuronjai
morfoldgiai és elektrofiziologiai paramétereik alapjan heterogén populaciot alkotnak.
Tiizelési mintazataik alapjan négy csoprotot kiilonboztettiink meg. Kordbbi irodalmi
adatok mar beszamoltak ,,phasic”, ,,repetititive” és ,,single” tiizelési mintazatokrol a
gerincveld felszines ¢€és mély hats6 szarvdban, valamint hatsé szarvi
neurontenyészeteken. Az altalunk megfigyelt ,,slow” mintdzat ugyanakkor, legjobb
tudomasunk szerint, eddig még nem keriilt leirasra.

Természetesen felmeriil a kérdés, hogy mennyiben a neuronok intrinsic
sajatossaga az altaluk kiiszobfeletti depolarizald aramimpulzusokra adott AP sorozat,
¢s mennyiben fligg ez a valasz a szeletpreparatumokban altalunk is megfigyelt,
megtartott miikodé neuronhdlozatok aktivitasatél. Ha figyelembe vessziik, hogy
neuron-kultirdkon -ahol ilyen komplex neuronhalézatok kialakuldsa nem, vagy csak
hosszu 1d6 utan valdszinli- ugyanezeket a tiizelési mintazatokat figyelték meg, akkor
valoszinli, hogy a mintdzatok kialakitasaért els6sorban a neuronok membransajatsagai
¢s ioncsatorna Osszetétele feleldsek.

A ,phasic” és ,repetitive” neuronok sem morfologidjukat, sem
membranparamétereiket, sem eloszlasukat tekintve nem kiilonithetdk el olyan élesen
az V-VII-os laminakban, mint a gerincvel6 mas teriiletein. Erre utal az a tény is, hogy
5 neuront nem tudtunk sem egyik, sem masik kategoridba sorolni, mivel mind a
»phasic”, mind a ,repetitive” neuronok karakterisztikus jegyeit mutattak, mintegy
atmenetet képzeve a két csoport kozott. Igy lehet, hogy ez a két tiizelési mintazat egy
heterogén sejtpopulacid két szélsOséges megjelenési formajat képviseli. A
gerincvelében mindeniitt megtaldlhatd, ezen két tiizelési mintdzatot mutatod

neuronokat vizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy lassii szinaptikus
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potencialvaltozasaikkal ¢és alacsony membran iddallandojukkal ezek a neuronok

crcr

kiilondsen alkalmasak a szinaptikus bemenetek idObeni szummacidjara és

Fentiekkel szemben a ,single” sejtek képtelenek a fogadott stimulus
erdsségének ¢és idOtartaméanak a tlizelési frekvencidn keresztiili kodolasara, de
alkalmasak arra, hogy nagy frekvencidju (pl. ,,burst”-616 neuronok) vagy ritmikus
bemeneteket kovessenek valaszaikkal. Ennek megfelelden alkalmasak lehetnek
szinaptikus bemenetek aktivitdsanak detektdlasara. Vizsgalatainkban a ,,single”
neuronok tobbségét az V-VI lamindkban taldltuk meg. Hasonld tiizelési mintazata
neuronokat a feliiletes és mély hatsd szarvban, kiilonb6zo tipust primér afferensek
végzddési zonajaban mar korabban is leirtak. Ez a tény megengedi a feltételezést,
hogy a ,single” neuronok szinaptikus bemeneteinek egy része primér szenzoros
neuronokbol is szdrmazhat. Ezt tdmasztja ald az is, hogy az la tipust gatld
interneuronok erds beidegzést kapnak primér afferensektdl, valamint, hogy ezek az la
neuronok macska gerincveldoben szintén ,,single” tiizelési mintazatot mutattak

Az Altalunk leirt ,slow” tiizelési mintdzati sejtek jol elkiiloniild
membranparaméterekkel (pl. igen alacsony bemeneti ellenallas, kis tlizelési
frekvencia) rendelkeztek és sajatos morfologiai jegyeket is mutattak (nagy sejttest,
igen kiterjedt és gazdagon eldgazd dendritfa), ugyanakkor jellegzetes mddon az
intermedier sziirkedllomany ventromedialis részén helyezkedtek el, ott, ahol hasonld
morfoldgiaji neuronok szomdéin hatdrozott NKI1 receptor immunoreaktivitast
figyeltiink meg kordbban. Elhelyezkedésiik alapjan ugy gondoljuk, hogy a ,,slow”
neuronok fontos részét képezhetik a gerincveld ritmus- illetve mintazatgenerald
halozatainak, valamint comissuralis axon-kollateralisaikkal részt vehetnek a jobb-bal,

illetve flexor-extensor alternacio kialakitasaban is.
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Intermedier sziirkedallomanybeli neuronok SP érzékenysége

Az a tény, hogy az intermedier sziirkedllomanyban nem regisztraltunk ,,single”
tiizelési mintazatu neuront, jol megfelel korabbi eredményeinknek, miszerint ezek a
sejtek inkabb az V-VI-os lamindkban talalhatok meg.

Az NKI receptorok jelenlétének vizsgalatarol és szerepérdl az intermedier
sziirkeallomanyban nem sok irodalmi adat all rendelkezésre. Kozel egy évtizeddel
ezeldtt néhany kozlemény foglalkozott azzal a megtigyeléssel, hogy mellsé gyokér
regisztratumokon illetve motoneuronokon végzett intracellularis elvezetésekben, hatsé
gyokér vagy primér afferens stimulacid eredményeképpen kialakuld depolarizacio
gatolhaté NK1 receptor antagonistakkal, (pl. SR140333, RP67580). Ez a megallapitas
indirekt utalas volt funkcionalis NK1 receptorok jelenlétére a mellsd szarv sejtjein,
koztiik a motoneuronokon.

Ugyanakkor néhany kézlemény beszamolt arrdl, hogy SP pozitiv terminalisok
strli haloézata talalhatdo bizonyos intermedier sziirkedllomanybeli neuronok kortil
patkany L2-4-es szegmentumaiban, illetve SP tartalmu neuronokat és terminalisokat
irtak le ezen a teriileten patkanyban, valamint emberi és majom gerincveldben.

Eziddig azonban igen kevés kozvetlen bizonyiték all rendelkezésre az
intermedier sziirkedllomadnyban NKI1 receptor immunoreaktivitast eredményezd
funkcionalis NKI1 receptorokrél. Bemutatott eredményeink harom fontos
kovetkeztetést engednek meg:

1. Az intermedier szilirkeallomany neuronjai nagy mennyiségli bemenetet kapnak
SP érzékeny neuronoktol, igy azok aktivitdsanak fokozisa SP-vel az intermedier
szlirkeadllomany neuronok membranjan regisztralt EPSP-k szaméanak nagymértékii
megnovekedését idézi elé. Ez a hatas valdsziniileg elsdsorban NK1 receptoron
keresztiil valosul meg, mivel az NK1 receptor specifikus antagonistaja effektiven
gatolta, mig egy hatékony agonista reprodukalta a SP altal kivaltott valaszt. A SP-
aktivalt preszinaptikus neuronok elhelyezkedésének tisztdzasa tovabbi vizsgalatokat
igényel. Lehetséges lokalizacioként felmeriil a hats6 szarv, valamint maga az
intermedier sziirkedllomany.

2. A TTX-nal végzett kisérletek eredményei alapjan kizarhatdo, hogy AP
fiiggetlen transzmitterfelszabadulds (mini EPSP) allna a megnovekedett EPSP szam
hatterében. Nem zéarhato ki ugyan a vizsgalt neuronokon végz6dd termindlisokban

talalhat6, preszinaptikus NKI1 receptorok Iéte, azonban az immunhisztokémiai
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jelolések soran ebben a lamindban dominansan sejttestes jeldlést kaptunk és nem
lattunk rostvégzodéseket.

3. A SP applikdcié a harom regisztralt tlizelési mintdzat csoportba tartozo
neuronok koziil legnagyobb mértékben a ,repetitive” sejtek bemeneti ellenéallasat és
tiizelési frekvencigjat valtoztatta meg. Ez a tény igazolni latszik a funkcionalis NK1
receptorok jelenlétét az intermedier sziirkedllomany neuronjainak egy részében.
Annak a kérdésnek a tisztazasa, hogy vajon a funkcionalis NK1 receptort expresszalo
sejtek  egybeesnek-e = a  ,repetitive”  csoport  neuronjaival,  tovabbi
immunhisztokémidval kombindlt elektrofiziologiai kisérletek elvégzését igényli.
Tovabbi vizsgalatokat igényel az a megfigyelés is, hogy ritkan tapasztaltuk a hatso

szarvi ¢s DRG neuronok SP-aktivécigjara jellemz0, elnytjtott depolarizaciot.

Mindezeket egybevetve elmondhat6, hogy a SP a ,klasszikus” nociceptiv
informaciofeldolgozasban betoltott szerepe mellett, nagy hatdssal van a gerincveld
egy¢éb neuronalis halozatainak miikddésére is, igy valdszinlileg a nociceptiv
informdcionak a gerincveld egyéb funkcidiba vald integraldsaban is részt vehet. Ezt a
feltételezést tdmasztja ald az az irodalmi adat, hogy a C-tipust primér afferensek
ingerlésével, illetve SP adagolasaval kivalthato flexor reflex érzékenység-fokozodas
effektiven gatolhat6 NKI1 receptor antagonistdval. Eddigi erdményeink jol

beleilleszthetdek a fent idézett megallapitasok rendszerébe.
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OSSZEFOGLALO

Az ¢értekezésben bemutatott kisérletekben igazoltuk, hogy fiatal patkany
lumbalis DRG neuronjainak egy szub-populacidja funkciondlis NK1 receptorokat
expresszal. Ez a megfigyelés jo egyezést mutat a DRG neuronok egy részének
korabban mar leirt SP érzékenységével. Az NK1 receptor immunopozitiv neuronok a
kis-kdzepes mérettartomanyba tartoznak, amely sejtek korabbi adatok alapjan Ad és C
tipust rostokkal rendelkeznek. Igazolt tény, hogy ezen rostok zome a gerincveld I-es
laminajaban végzdodik. Immunhisztokémiai elarassal megvizsgalva az NK1 receptor
expresszid megoszlasat fiatal patkdnyok lumbalis gerincveld szakaszain, a felszines
laminakban, f6leg az I-es teriiletén a fentiekkel Osszhangban intenziv rost- és
sejtjelolodést kaptunk. Az NK1 receptor immunoreaktivitds megoszlasa megfelelt a
felnott allatban korabban leirt eloszlasnak.

A lumbalis gerincveld V-VI-os lamindiban €s intermedier sziirkedllomanyaban
NKI1 receptor immunoreaktiv sejttesttekkel rendelkezd, nagyméretli neuronokat
talaltunk, amelyeknek karakterizalasait kombinalt morfoldgiai-elektrofiziologiai
modszerekkel végeztiik el. Tiizelési mintazataik alapjan az itt taldlhatd neuronokat
négy csoportba soroltuk, melyek koziil harmat kordbban a gerincveld mas teriiletein
mar megfigyeltek. Kisérleteinkben leirtunk egy negyedik, Gn. ,slow” tiizelési

b

mintdzatot, amit ezidaig a gerincvelében mashol nem emlitettek. A ,,slow” sejtek
mind jellegzetes morfologiajuk, mind eloszlasuk alapjan elkiiloniiltek a teriilet tobbi
sejtjétol.

Az intermedier sziirkedllomany neuronjain taldlhaté NKI1 receptorok
funkcidjanak vizsgalatakor nagymértékiit EPSP szam novekedést figyeltiink meg SP
alkalmazasat kovetdéen. Az ily mddon igazolt preszinaptikus hatds mellett azonban
egyes sejtek esetében a membran bizonyos paramétereinek (bemeneti ellenallas,
tiizelési kiiszob) megvaltozasat is megfigyeltilk, ami a sejten funkciondlis NK1
receptorok jelenétére utalhat.

Fenti eredmények hozzajarulhatnak a tachykininek fajdalominforacio-

feldolgozasban ¢s nociceptiv reflexekben betoltott szerepének jobb megértéséhez.
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