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1. BEVEZETES

Az él6lények dllandé kapcsolatban dllnak az Oket koriilvevd kornyezettel. A
kiilvilagbol folyamatosan érkezd ingerek fogadédsa €s ingeriiletté vald atalakitdsa receptorok
és specializalodott érzékszervek segitségével torténik. Az érzékszervek egyike a vestibularis
vagy egyensulyoz6 rendszer, amely informdciét kap a test €s fej mozgdsardl, azok
helyzetének megvaltozasardl. A vestibularis rendszer miikodése fenntartja a test egyensulyi
helyzetét a graviticibval szemben, és a fej mozgdsaival parhuzamosan koordindlja a
szemmozgésokat.

Az egyensilyoz6 receptorok médr a vizben €10 4allatokndl megtaldlhatok (halak,
metamorphosis eldtt a kétéltliek), amelyek ennek segitségével tdjékozddnak egyrészt a viz
dramlasardl, masrészt testiiknek a kornyezd vizhez valé elmozdulasardl. Ezt teszi lehetové a
torzson hosszanti vonalban elhelyezkedd, szOrsejteket tartalmazé mechanoreceptor, az
oldalvonalszerv. A test belsejében elhelyezkedd, szOrsejt-receptorokkal mitkodd vestibularis
(egyensulyozo) érzékszerv a filogenezis késObbi szakaszdban alakult ki. A linedris gyorsulést
érzékeld receptorok emldsok esetében a sacculusban és az utriculusban taldlhatéak, mig
békaknal az ilyen tipusu receptorokat az elobbiek mellett a lagenaban is megtalaljuk.

Az egyensulyozd receptorok koziil azok, amelyek a szoggyorsuldst érzékelik, a
félkords ivjaratokban helyezkednek el. Az egyensilyozé receptorokon a ganglion
vestibulareban taldlhaté bipoldris neuronok periférids dgai végzddnek, mig a centrélis dgaik a
nervus vestibulocochlearis vestibularis osztatat (pars vestibulare) hozzdk 1étre. A vestibularis
afferensek az agytorzs teriilletén 1évé négy vestibularis magban végzddnek: nucleus
vestibularis superior, medialis, lateralis és descendens. Ezek az egyensilyozd rendszer
mukodésében kozponti szerepet toltenek be azaltal, hogy szertedgazd afferens és efferens
kapcsolataikon keresztiill a test egyensulyi helyzetének megtartdsa mellett, szdmos mas
létfontossagu funkci6t is befolydsolnak . A fentiek alapjan elmondhatd, hogy valamennyi érzo
rendszer koziil az egyensilyozé rendelkezik a legkiterjedtebb agytorzsi kapcsolatrendszerrel.

Szamos vizsgalat ellenére ma sem ismerjiik részleteiben az egyensilyozé rendszerrel
kapcsolatos agytorzsi neuronhédlézatok szerkezetét é€s mitkodését. Jelen munkdban ezek koziil
két teriiletet vizsgaltam neuromorfoldgiai modszerekkel. Vizsgdlataink egyik részében valaszt
kerestiink arra, hogy milyen kapcsolat biztositja a kiils6 szemmozgaté izmok
motoneuronjainak koordindlt és szinkronizalt miikodését. A test elmozduldsa sordn ugyanis

folyamatosan sziikség van arra, hogy a tekintet az adott testhelyzetnek megfeleléen



fixdlodjon. Ennek megval6suldsdhoz a vestibularis rendszerbdl az informacionak rendkiviil
gyorsan el kell jutnia a szemmozgaté agyidegi magokhoz, annak érdekében, hogy a
szemmozgaté izmok motoneuronjainak gyors €s 0sszehangolt egyiittmiikodése révén a szem
korrekciés mozgdsai biztositva legyenek. Ez a kapcsolatrendszer részleteiben maig sem
ismert.

Az éltalunk vizsgdlt masik kérdés az volt, hogy a vestibularis rendszer mitkodésének
hatdsa milyen utvonalon jut el a vegetativ kozpontokba. Az egyensilyozd rendszer
informdciot juttat el ezen kdzpontokba, hozzdjarulva a folytonosan valtozo testhelyzetben az
életfontossdgi szervek miikodésének korrekciéjahoz. A testhelyzet valtozdsa mellett
kiillonbozo kornyezeti ingerek is jelentdsen befolydsoljdk az egyenstilyoz6 rendszer €s ezen
keresztiill a vegetativ idegrendszer miikodését. Az egyik ilyen kornyezeti tényezd a
légnyomds, amelynek statikus vagy dinamikus valtozdsa az egyensulyozé rendszer
kozvetitésével befolydsolja a vérkeringést és a vérnyomdst. Emberek esetében is
tudoményosan elfogadott tény az iddjardsi frontok negativ/pozitiv hatdsa. Ismert a
homérséklet és valtozdsdnak hatdsa az egyensilyozd rendszer miikodésére, ugyanakkor a
vestibularis receptoroknak szerepet tulajdonitanak a test hdszabédlyozasdban is.

A Kklinikai gyakorlatban régéta ismert az a tény, hogy vestibularis izgalom hatdsara
valtozasok l1épnek fel a cardiovascularis, 1€gz0 és a gastrointestinalis rendszer miitkodésében.
Ennek ellenére nagyon keveset tudunk a hatterében 1évd neurondlis haldzat jellemzoirdl. A
vestibularis rendszer és a vegetativ funkciok kapcsolatival foglalkoz6 irodalom elég
szegényes, ennek illusztralasara élljon itt egy majdnem hisz éves, de tartalmat tekintve ma is
aktualis idézet: ,, ...the surprising reluctance of essentially all physiologists to look for an
adaptive role of the definitely existing connections between the vestibular complex and the
various subunits of the autonomic nervous system” (Erdélyi és mtsai., 1981). A megdllapitds
nemcsak a fiziolégusokra és a fizioldgidra igaz: a morfoldgiai kapcsolatok elemzése csak a
modern neurondlis jelolési technikdk bevezetése utan kezdddott és feltehetden a vestibularis
rendszer bonyolultsdganak koszonhetden a mai napig nem vélt a morfolégusok kedvenc

tém4java.



2. CELKITUZESEK

A vestibularis rendszer kozvetlen és kozvetett agytorzsi kapcsolatai fontos szerepet
jatszanak a test egyensulyi helyzetének fenntartisiaban. Ezzel egyidejiileg a vestibularis
rendszer a fej mozgésaival parhuzamosan koordindlja a szemmozgdsokat annak érdekében,
hogy a tekintet az adott testhelyzetnek megfeleléen fixdlédjon. Az agytorzsi egyensulyozd
rendszer informécidkat juttat el a vegetativ kdzpontokba is, és ezzel biztositja, hogy az
allandéan véltozd testhelyzetben az életfontossdgi szervek miikodésének folyamatos
korrekcidja biztositva legyen.

Mindezek figyelembevételével munkdnk sordn, neuronalis jelolési moddszerek

felhaszndldsaval, békédban, az aldbbi kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki célul:
1. Van-e kozvetlen kapcsolat a n. oculomotorius és a n. trochlearis motoneuronjai kozott?
2. Milyen a kapcsolatok morfolégiai jellemzdje?

3. Van-e kozvetlen kapcsolat a primer afferens vestibularis rostok és a n. glossopharyngeus és

n. vagus motoneuronjai kozott?
4. Milyen a kapcsolatok morfoldgiai jellemzdje?

A vestibularis rendszer kozvetlen és kozvetett kapcsolatainak felderitése nemcsak az
elméleti neurobioldgia szempontjabdl érdekes, de klinikai szempontbdl is jelentds lehet, mert
a vestibularis rendszer kapcsolatrendszereinek feltérképezése, és igy a meglévd adatok
Ujakkal torténd kiegészitése hozzdjarulhat ahhoz, hogy pontosabb ismeretekkel rendelkezziink
a vestibularis kdarosodds tiineteinek kialakuldsardl és az azok kompenzacidjaban részt vevo

mechanizmusok mukodésérol.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok, a Kkisérletekhez sziikséges engedélyek, az allatok

altatasa

Kisérleteink alanya a valdodi békdk csalddjdba (Ranidae) tartozé kecskebéka (Rana
esculenta) volt. Az éllatkisérletek végzéséhez az adott iddszakban a Debreceni Egyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsdgdnak 18/2006/DEMAB szdmi érvényes engedélyével
rendelkeztiink.

A vizsgalatokat mindkét nembdl szdrmazd felndtt békakon végeztiik el, Osszesen 43
allaton. Az altatdshoz 0, 01%-os MS-222 (tricain-metan-szulfondt; Sigma, St. Louis, MO)

oldatot hasznaltunk, amelyet az allatok héatborére csepegtettiink.

3.2. Fluoreszcens kettos jelolés

3.2.1. A nervus oculomotorius és a nervus trochlearis jelolése

Kisérleteinkhez 15 kecskebékat hasznaltunk fel. A nervus oculomotorius és a nervus
trochlearis prepardldsat oropharyngealis irdnybdl végeztilk el, melynek sordn hosszanti
metszést ejtettiink a szdjpad nydlkahédrtydjan. Sztereomikroszkép alatt a koponyédt a
parasphenoidealis csontok eltavolitdsa utdn felnyitottuk, az agyhdrtydkat eltavolitottuk, majd
kipreparaltuk a jobb oldali nervus oculomotoriust és a bal oldali nervus trochlearist (Gaupp,
1896) és az idegeket mikrosebészeti olléval dtvagtuk. A nervus oculomotorius atvigasa
kozvetleniil a koponydbdl vald kilépésnél tortént. A dorsalisan eredd n. trochlearis az
ellenoldali tectum opticum lateralis oldaldn keriil a 14t6térbe; itt tortént az ideg dtvagasa.

Annak érdekében, hogy az idegekre helyezendd kiilonbozéd jeloldanyagok ne
keveredjenek egymadssal, és ne keriilhessenek a kornyez0 agyidegekre esetleges aspecifikus
jelelolodést eredményezve, szilikonolaj és zsir keverékébodl mindkét ideg szdmdra kiilon-
kiilon kis ,,valyut” képeztiink. Ezt kdvetoen kristalyos tetramethylrhodamine dextran amint
(RDA, 3000 MW, Molecular Probes) helyeztiink a n. III proximalis csonkjdra, a nervus
trochlearis esetében, pedig fluorescein dextran amint (FDA, 3000 MW, Molecular Probes)

hasznaltunk. A folyamat végén az ideget tartalmaz6 valyut szilikonolaj és zsir keverékével



lefedtiik, majd a szdjnyalkahartyat szovetragaszt6 segitségével illesztettiik 6ssze. Ezt kovetden
az allatokat 12°C fokon tartottuk (Llinds, 1976), majd 5 nap tilélési idét kovetden a fent leirt
modon ujra elaltattuk. A mellkas felnyitdsa utdn a pericardiumot felvagtuk, a szivkamriba
vezetett kaniilon keresztill 0,6%-o0s fiziol6gids séoldattal perfundéltuk az éllatot kb. 2-3
percig. Ezt kdvetden ugyancsak perfizidval juttattuk be a fixalé oldatot (4% paraformaldehid
0,1 M foszfat pufferben oldva, pH 7.4).

Ezutin az agyat eltdvolitottuk, és a mesencephalont tartalmazé részbdl egy
szovetblokkot készitettiink. A blokkot egy éjszakdra, a perfuzidra haszndlt fix4lészerben
tartottuk hitdszekrényben, majd 0, 1 M foszfat pufferben (PB) mostuk, majd 10%-os, ezt
kovetden 20%-os szachar6z oldatban tartottuk leiilepedésig. A mintdbdl Vibratom
segitségével 50 wm vastag metszeteket készitettiink, a szeleteket targylemezre helyeztiik és
Vectashielddel lefedtiik (Vector, Burlingame, CA).

A mintdkrdl 40x olajimmerzids objektivvel (numerikus appertiura = 1,3) felszerelt,
Olympus FV1000 konfokdlis lézer pédsztazé mikroszkép segitségével felvételeket
készitettiink. Az RDA-val és a FDA-val jelolt részek kapcsolatdnak feltérképezése 1 pum
vastag optikai szeletek készitésével tortént. A kapcsolatokat akkor tekintettiik szoros
appozicidonak, ha a vizsgdlt profilok ugyanabban a fékuszsikban voltak, és nem volt
észrevehetd tdvolsdg kozottik (Wouterlood és mtsai., 2002). A nervus oculomotorius €s a
nervus trochlearis motoneuronjai kozotti kapcsolatok manudlis szamoldsat a rétegfelvétel-

sorozatok dttekintésével végeztiik.

3.2.2. A nervus vestibulocochlearis és a nervus glossopharyngeus, nervus vagus és a

nervus accessorius jelolése

Kisérleteinket 16 kecskebékan végeztiik el. Altatds utdn oropharyngealis megkozelitésbol
az allatok szdjnyalkahartydjat a kozépvonalban atvagtuk. Jobb oldalon felnyitottuk a capsula
oticumot €és a faldnak egy részét, eltavolitottuk. Ezdltal ldthatéva valt a nervus
vestibulocochlearis, amelyet a ganglion vestibulare-t6l medialisan atvagtunk. A részben
eltavolitott capsula oticum mogott lathatéva vélt a n. glossopharyngeus, a n. vagus €s a n.
accesorius egyesiilt idegtorzse, amelyet a ganglion jugularetdl (n. X) proximalisan dtvagtunk.
Az idegek izoldldsa, jelolése, a seb zdrdsa a 3.2. fejezetnek megfelelden tortént. A nervus
vestibulocohlearist fluorescein dextran aminnal (FDA, 3000 MW, Molecular Probes), a

nervus glossopharyngeust, a nervus vagust és a nervus accessoriust, pedig



tetramethylrhodamine dextran aminnal (RDA, 3000 MW, Molecular Probes) jeloltiik meg. Az
5 napos tulélési id6 utdn a mintdk feldolgozdsa a fent leirtaknak megfelelden tortént. Az

eltdvolitott agybdl a kisagy alatti agytorzs részletet hasznaltuk fel.

3.3. Neurobiotin jelolés

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy bizonyos kis molekulatomegili anyagok atjutnak a
gap junctionokon, és ilyen moédon a jeloldanyag kimutathatovd vélik a pre- és a
postszinaptikus neuronban is. A jelenséget dye-coupled kapcsolatnak nevezték el (Pereda,
1995) és a moddszert a gap junction kapcsolatok fénymikroszkdpos szintli kimutatdsira
alkalmazzak (Birinyi és mtsai., 2001; Bacskai és Matesz, 2000; Racz és mtsai., 2006), miutdn
a gap junction vald atjutds bekovetkeztét fizioldgiai és elektronmikroszkopos vizsgédlatok
eredményei is bizonyitottdk. Annak eldontésére, hogy a n. III és a n. IV motoneuronjai, illetve
a n. VIII rostjai és a n. IX-X motoneuronjai kozott vannak-e gap junction tipusu kapcsolatok,

a kovetkez0 vizsgélatokat végeztiik el.

3.3.1.A nervus oculomotorius és a nervus trochlearis jelolése neurobiotinnal

Ezekben a kisérletekben, egy dllatban csak az egyik agyideget jeloltikk. Mind a n.
nervus oculomotorius mind a nervus trochlearis esetében 3-3 éllatot haszndltunk. Az éllatokat
elaltattuk és a megfeleld ideget a 3.2. fejezetben leirt médon prepardltuk ki és vagtuk at. Az
izoléalasra haszndlt szilikon olaj és zsir keverékébdl készitett valyuba egy vékony egyik végén
leforrasztott iivegcsovet helyeztiink, amelybe el6zdleg 5%-os neurobiotin-oldatot (Vector)
toltottiink. Kihegyezett végli rovartli segitségével az ideget a folyadékot tartalmazéd csdbe
helyeztiik €s a cs6 végét a szilikonos keverékkel lefedtiik. A sebet a kordbbiakban leirt médon
zartuk. A 12 °C-on tartott békdkat 3 nap milva ujraaltattuk a kordbban leirt mdédon. Ezt
kovetden fizioldgids séoldattal, majd 4%-os paraformaldehiddel (pH=7,4) transcardialisan
perfundéltuk. Az agyat eltavolitottuk és egy éjszakan at az el6zdekben leirt mddon fixaltuk. A
mintiat 0,1 M foszfat pufferben (PB) mostuk, majd 10% és 20%-os szacharéz oldatban
tartottuk iilepedésig. Vibratom segitségével 60 um vastag metszeteket készitettiink. A
szeleteket 10 percig 0,1 M PB-ben illetve PBS-ben mostuk, és egy 6ran at 0.001% Extravidint
(Sigma, St. Louis, MO) tartalmazé PBS-ben inkubdltuk. A mintdkat ezutdn 10 percig mostuk
PBS-ben, 0.1 M PB-ben es 0.05 M TRIS pufferben (pH=8), majd 0.075% diaminobenzidint



(Sigma, St.Louis, MO), 0.6% nickel-ammonium szulfatot, és 0.015% hidrogén peroxidot
tartalmazé 0.05 M TRIS pufferbe helyeztiik a fekete szinli csapadék megjelenéséig. A
metszeteket végiil TRIS pufferben mostuk és zselatinnal boritott fedflemezre tettiikk. A
mintdkat egy éjszakdn &t, szdradni hagytuk és DPX-szel (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo)
fedtiik le. A metszetekrdl Nicon Eclipse 800 tipusi mikroszkép segitségével készitettiink

képeket.

3.3.2. A nervus vestibulocochlearis jelolése neurobiotinnal

A vestibularis afferens rostok és a nucleus ambiguus motoneuronok kozotti gap
junction tipusu kapcsolatok vizsgalatdhoz a nervus vestibulocochlearist a 3.2.2. fejezetben
leirt moédon kiprepardltuk €s a ggl. vestibulare-t6l medialisan atvagtuk. A neurobiotin
alkalmazdsa, a tilélési id0O és a feldolgozds a 3.3.1.-ban .

A békadkat (n=3) 5 napig 12°C-n tartottuk, ezutan djraaltattuk. A neurobiotinos mintdak

feldolgozasa a fent leirtaknak megfelelden tortént.

3.4. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

A nervus oculomotorius €s n. trochlearis motoneuronjai kozotti dendrodendritikus és
dendroszomatikus kapcsolatok morfoldgiai részleteinek tanulmanyozasahoz
elektronmikroszképos vizsgélatokat végeztiink. A kisérletekhez 3 kecskebékat hasznaltunk.
Az allatok altatdsat a kordbban leirt médon végeztiik, majd fizioldgids séoldattal, illetve 2%-
os paraformaldehidet és 1,25%-os glutdraldehidet tartalmazé fixdlészerrel (pH=7,4)
transcardialisan perfunddltunk. A mesencephalonbdl kivagtuk a nucleus oculomotoriust
tartalmazo részt, majd 1%-os 40 perces ozmium-tetroxiddal (TAAB, 0,1 M PB-ben, pH=7,4-
ben oldva) torténd utéfixalasnak vetettilkk ald. Ezt kovetden felszallé alkohol sorban
dehidraltuk és epoxi-gyantdba, (Durcupan ACM, Fluka) dgyaztuk. A blokkokbdl félvékony
metszeteket készitettiink, majd az oculomotorius és trochlearis magokat tartalmazé
teriiletekbdl ultravékony metszeteket készitettiink Reichert ultramikrotém segitségével. A
hartyds gridre helyezett (Formvar-coated nikkel grid) metszeteket, ezt kovetden uranil-
acetattal (5,0%-os abszolut alkoholban oldva) 20 percig és dlomcitrattal (Reynolds-oldat) 10
percig  kontrasztoztuk. Az elektronmikroszkopos felvételeket  Jeol 1010

elektronmikroszkdppal készitettiik.



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. Az oculomotorius és a trochlearis motoneuronok kozotti kapcsolatok

vizsgalata

4.1.1. A n. oculomotorius és a n. trochlearis fluoreszcens jelolése

A nervus oculomotorius RDA-val tortént jelolése utdn a mesencephalon
tegmentumanak ventromedialis részében jelolddtek a motoneuronok. A jelolt sejtek
legnagyobb szdmban az azonos oldalon voltak, ezeknek a sejteknek az axonjai egyenes lefutds
utdn hagytdk el az agytorzset. Az RDA alkalmazédsaval ellentétes oldalon is jelolodtek
perikaryonok az oculomotorius mag caudalis végében, amelyeknek az axonjai térdet képeztek
az azonos oldali sejtek koriil és a jelolés oldaldn, hagytdk el az agytorzset. A dendritek
legyezdszeriien dgazddtak el, ezen belill a leggazdagabban eldgazddé dendritfit dorsomedialis
és ventrolateralis irdnyban taldltuk. Mindezek mellett, egy erdteljes dendritkoteg a mag
caudalis pélusatdl indulva benyomul a trochlearis motoneuronok kozé.

A n. trochlearis FDA-val tortént jelolése utdn a trochlearis motoneuronok a
mesencephalon caudalis részében jelolodtek. Az axonok dorsolateralis eredés utdn a sziirke és
a fehérdlloméany hatardn haladtak dorsalis irdnyba, majd az ellenkezd oldalra keresztezddve
1éptek ki az agytorzsbol. A dendritek kisebb része dorsalis, nagyobb része lateralis irdnyba
kovethetd, ezen kiviil egy rostral felé iranyulé dendritkoteg is megfigyelhetd, amely az
oculomotorius mag perikaryonjai kozé kovethetd. Mindkét mag esetében a jelolodott
motoneuronok elhelyezkedése és morfoldgidja hasonl6 volt, amit kordbban az irodalomban
leirtak. A kétféle jeloléssel késziilt felvétel egymadsra vetitésekor megfigyeltiikk, hogy az
oculomotorius perikaryonok és dendritek k6zott nagy szdmban voltak trochlearis dendritek, és
forditva: a trochlearis motoneuronok sejttestei €s dendritjei kozott az RDA-val jelolodott
oculomotorius dendritek voltak jelen. Az oculomotorius €s trochlearis neuronok dendritjei
nagy szamban keveredtek egymadssal a magok daltal hatdrolt teriileten kiviil is. Konfokélis
mikroszképos felvételeken nagyszamu érintkezést tudtunk detektdlni mindkét mag teriiletén.
Az oculomotorius magban 2210 kapcsolatot szdmoltunk meg, amelynek 86%-a
dendrodendritikus volt, a maradék 14% dendroszomatikusnak bizonyult. Hasonlé eloszlast
tapasztaltunk a trochlearis mag teriiletén is: az ide érkez0 oculomotorius dendritek 82%-a

dendrodendritikus kapcsolatot alakitott ki, a maradék 18% pedig dendroszomatikus
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kontaktusokat létesitett. A trochlearis magban Osszesen 485 szoros Osszefekvést taldltunk 0,1
mm’en. A kapcsolatok szdma és azok tipusdnak ardnya hasonld volt az egyes éllatokbodl
szarmaz0 mintdkban. Az egymadssal szomszédos részletek kozotti tdvolsag a membranok igen

kozeli elhelyezkedésére utalt.

4.1.2. A n. oculomotorius és a n. trochlearis jelolése neurobiotinnal

A nervus oculomotorius neurobiotinnal torténd jelolése esetén csak ott jelolodtek
motoneuronok, ahol azokat kordbban akar kobalt jeloléssel, akar RDA-val lattuk.
Hasonl6képpen, amennyiben a nervus trochlearist jeloltik meg, a jeloldanyag csak a
trochlearis motoneuronokban volt kimutathat6. Tehédt egyetlen esetben sem taldltunk dye-

coupled kapcsolatokat az oculomotorius €s a trochlearis mag motoneuronjai k6zott.

4.1.3. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

Az oculomotorius és a trochlearis mag teriiletérdl szarmazé elektronmikroszképos
mintdkban a neuronok a jol ismert morfoldgiai képet mutattdk. A sejttesteken és a dendriteken
végzOodott axontermindlisok egy része kerek, mds része lapos vesiculdkat tartalmazott. A
neuropil teriiletén szdmos, egymdshoz kozel elhelyezkedd dendritet lehetett megfigyelni.
Gyakori volt, hogy 4-8 szomszédos dendrit kotegeket alkotott. Ezeket az aggregdtumokat a
szakirodalom dendrodendritikus "thickets"-eknek nevezte el. Ezen '"thickets"-ben, az
egymassal 0sszefekvd dendritek parhuzamosan vagy merdlegesen futottak egyméshoz képest.
A dendritek atmérdje 0,5- 4,5 um kozott volt, és viszonylag nagy feliileten, 2-3 um hosszu
membréanszakaszokon, érintkeztek egymadssal. Az 0Osszefekvd membranok kozotti rés
vastagsidga egyenletes volt, nem taldltunk gap junctionra utalé keskeny réseket. Ugyancsak
nem taldltunk szinaptikus denzitdsra jellemzd képleteket, sem pedig szinaptikus vesiculédkat.

A gap junctionok hidnydra utal, hogy a n. oculomotoriusra helyezett Kkis
molekulatomegii jeloldanyag alkalmazdsa esetén nem taldltunk jeloloédott dye-coupled
neuronokat a trochlearis magban vagy forditva, a n. trochlearis feldl sem jelolédtek neuronok
az oculomotorius magban. A dye-coupled kapcsolatokat 4ltaldnosan elfogadjdk az
irodalomban, mint a gap junction kapcsolatok fénymikroszkdpos detektdldsara alkalmas
modszert.

Korabbi elektrofizioldgiai vizsgalatokban elektromos szinaptikus transzmissziéra utalé

jeleket  regisztrdltak  béka  gerincveldi motoneuronok  kozott, ugyanakkor
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elektronmikroszképos vizsgédlatokkal nem taldltak gap junctionokat. Az eltérések az
elektorfiziolégiai €s a morfolégiai eredmények kozott azokkal a kisérleti adatokkal
magyardzhatok, amelyek azt bizonyitottdk, hogy morfoldgiailag igazolhaté gap junction
nélkiil is lehetséges a két neuron kozotti ingeriilet-atvitel. Ennek egyik feltétele az alacsony
membréan ellendllds, a masik pedig, hogy a szomszédos membrianok nagy feliileten
érintkezzenek. Ezt a két kritériumot a fiziolégiai és az elektronmikroszkdpos vizsgdlatok
igazoltdk. Az oculomotorius és a trochlearis neuronok esetében fizioldgiai adatok nincsenek,
de vizsgdlatainkban igazoltuk a hosszan Osszefekvd membranokat a szomszédos dendritek
kozott. Az elektroténusos ingeriilet-atvitel hatékonysdgat tovabb fokozhatjdk a ,,dendrit
thicket”-ek vagy dendritnyalabok, ahol az egymas mellett futd, szoros membrandsszefekvést
mutaté 4-8 dendrit kozott nagyon gyors lehet a kommunikéci6. A dendritek kozotti ingeriilet-
atvitelt kiilonbozé emlds fajokban is kimutattdk. Gerincvel6i motoneuronok esetében azt
talaltdk, hogy a motoneuronok dendritkétegei benyidlnak a szomszédos gerincveldi
szegmentumba, €s elektronmikroszkdpos vizsgalatokkal igazoltdk, hogy e struktdrdk kozott
membrén Osszefekvések jonnek 1étre, ahol esetenként gap junctionok ismerhetdk fel. Felnott
macskan végzett elektrofizioldgiai kisérletekkel kimutattdk, hogy gerincveldi motoneuronok
kozott rovid latencidji kapcsolatok vannak, ami arra utal, hogy a dendrit kotegeknek
jelentdsége lehet a motoneuronok mikodésének szinkronizdldsdban. A dendrodendritikus
ingeriilet-atvitel lehetdségét béka és egér kétoldali hypoglossus motoneuronjainak dendritjei
kozott is igazoltdk fizioldgiai és morfoldgia kisérletekben.

A n. IIT és a n. IV motoneuronjai kozott ismertetett kdzvetlen kapcsolat a kiilsé
szemizmok egyiittmiikodését tekintve az alabbi moédon interpretidlhaté. A m. rectus inferior
(MRI) és a m. obliquus superior (MOS) egyiittmiikddnek a szemgoly6 siillyesztésekor. Ezen
kiviil kisebb mértékben hozzdjarulnak a szemgoly6 kifelé téritéséhez és a horizontélis
tekintéshez. Az altalunk alkalmazott jel6lési kombinacié — egyik oldali n. oculomotorius és az
ellenoldali n. trochlearis jelolése - esetén dendrodendritikus kapcsolatok biztosithatjdk a MRI
€s a MOS szinkronizalt 6sszehuzddasat. A test elmozduldsa sordn a hértyds labirinthusban
taldlhaté receptorok aktivdlédnak, ahonnan a vestibularis ganglionsejtek tovabbitjdk az
ingeriiletet az agytorzsbe. A belépd primer afferens vestibularis rostok kémiai szinapszison és
gap junctionon keresztiil 1étesitenek kapcsolatot a szekunder vestibularis neuronokkal. A gap
junctionokon keresztiill a szomszédos, addig inaktiv vestibularis termindlisok is
depolarizdlédhatnak. Ennek kovetkeztében egyre tobb szekunder vestibularis neuron
aktivaloédik, ami noveli a vestibularis bemenetek hatékonysigat. A masodlagos vestibularis

neuronok kémiai szinapszisokon keresztiil serkentd és gatld impulzusokat kiildenek az
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oculomotorius és a trochlearis magokhoz, és a kémiai szinapszis mellett gap junctionokat is
igazoltak. A két mag motoneuronjai k6zott 1€vo elektrotonusos kapcsolat biztositja az dltaluk
beidegzett izmok szinkron mikodését. A rendszerben 1évo egyéb agyteriiletek és azok
kapcsolatai tovdbbi finomhangolast tesznek lehetdvé. Ezek egyike a kisagyon keresztiil
val6sul meg, amelynek szemcsesejtjei a primer afferens vestibularis rostokbdl és a szekunder
vestibularis neuronokbdl is kapnak bemenetet kémiai tton és gap junctionokon keresztiil. A
szemcsesejtekbdl az ingeriilet moharostokon tovéabbitédik a Purkinje sejtek felé. A kisagyi
kimenet a Purkinje sejteken €s a kisagyi magon keresztiil a vestibularis magokba érkezik,
modositva a szekunder vestibularis magok miikodését. A rendszer tovéabbi tagja a basalis
opticus mag, amely a nervus opticuson keresztiil els6sorban az ellenoldali szembdl kap
bemenetet békdban. Ismert a BON reciprok kapcsolata a kisaggyal, azonban ennek serkentd
vagy gatlé természetérdl nincsenek adatok. Morfoldgiailag igazolt, hogy az oculomotorius
neuronok dendritjei kozvetlen kapcsolatban vannak a BON-ba érkez6 retinalis afferensekkel,

de ezeknek a kapcsolatoknak a jellegérol sincsenek adatok.

4.2.A nervus vestibulocochlearis, nervus glossopharyngeus és nervus vagus

centralis kapcsolatai

4.2.1. A n. vestibulocochlearis és a nervus glossopharyngeus és vagus jelolése

kiilonbo6z6 fluoreszcens jeloloanyagokkal

Az FDA-val jelolt vestibularis afferens rostok a kordbbi kisérletek sordn leirt
mintdzatnak megfelel6 eloszlast mutattak. A n. IX, n. X és n. XI RDA-val torténd jelolése is
hasonlé megoszlast mutatott, mint ami az irodalmi adatokbdl ismert. Az RDA es FDA jelolés
egyiittes vizsgdlata azt mutatta, hogy a n. accessorius perikaryonjai €s azok dendritjei a
vestibularis rostok végzddési teriiletén kiviil esnek, igy az accessorius motoneuronokat a
tovabbiakban nem elemezziik. A n. vestibulocochlearis rostjainak valamint a n. IX és n. X
motoneuronjainak és érzd rostjainak atfedési teriilete az obextdl kb. 2400 um-re rostralisan
kezdodott, és caudalis iranyba 1400 um hosszisigban folytatddott.

Ezen a teriileten beliill az FDA-val jelolodott primer afferens vestibularis rostokat,
amelyek vastag rostok voltak, a vestibularis magkomplexbe tudtuk kovetni. A rostok egy
része, korbevéve a nucleus tractus solitarii dorsalis vagy dorsomedialis oldalat, medial felé

folytatddott a formatio reticularis teriiletére, ahol nagyszdmu, vékony kollaterélist adtak. A n.
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glossopharyngeus gyokerének belépésénél a vestibularis rostok keveredtek a motoneuronok
sejttesteivel és dendritjeivel. Ezek a motoneuronok a garat m. petrohyoideus anteriorjdt latjak
el. A n. IX gyokerétl caudalisabban a vestibularis rostok jelentds része eléri a formatio
reticularis zona reticularis lateralejat, ami egy kissejtes teriiletet a nucleus tractus solitarii
kozelében. Ezen a teriileten RDA-val jelolodott kisméretli idegsejtek voltak, hasonld
elhelyezkedésben és rostrocaudalis magassagban, mint ahogy a ramus gastricus, cardiacus és
pulmonalis szelektiv jelolése esetén voltak a kisméretli neuronok. Ezen kiviil vestibularis
rostokat taldltunk azoknak a nagy sejtjeinek perikaryonjai és dorsomedialis dendritjei kozott
is, amelyek a garat m. petrohyoideus posteriorjat és a gége izmokat latjdk el. Nagy szamban
figyeltiink meg a nucleus tractus solitarii-ba futd, FDA-val jelolt vestibularis rostokat is.
Konfokdlis 1ézer pdsztdzé mikroszkop segitségével nagyszamu kapcsolatot tudtunk
kimutatni a vestibularis afferens rostok €s a nucleus ambiguus sejttestei és dendritjei kozott. A
kétdimenzids (XY) felvételeken nem fedeztiink fel rést az FDA/RDA-al jelolt részletek
kozott, ami arra utal, hogy a szoros kapcsolatok kozé nem ékelddnek be gliasejtek és
neuronalis elemek. Megszdmoltuk a kozeli kapcsolatokat a nucleus ambiguus rostralis részén,
ahol a garatizomzat (m. petrohyoideus anterior) somatomotoros neuronjai helyezkednek el, itt
a kozeli kapcsolatok szama 48,3+3,6 volt 0,1 mm? — es teriileten. A nucleus ambiguusnak a
gyomor, a sziv €s a tiidd visceromotoros neuronjait magdban foglalé koz€épsd teriiletén, az
obextdl rostralisan koriilbeliill 1300 um-re, a kozeli kapcsolatok szama 59,4+3.4 volt 0,1
mm?*-enként. Ugyanebben a magassdgban a garat m. petrohyoideus posteriorjit és a
gégeizmokat beidegzd somatomotoros neuronok valamint a vestibularis rostok kdzotti szoros

kapcsolatok szdma 46,5+3,8 volt 0,1 mm? —es teriileten.

4.2.2. A n. vestibulocochlearis jelolése neurobiotinnal

A nervus vestibulocochlearis neurobiotinnal torténd jelolése a vestibularis rostokat és
végzddéseket mutatta ki a vestibularis magokban a korédbbi jelolési modszerek eredményeihez
hasonldan. Ezen kiviil, a vestibularis magkomplexben elhelyezkedd, masodrendii vestibularis
idegsejtek sejttestei koziil is sok megjelolodott, és a jelolddés kimutathaté volt a nagyobb
dendritekben is. Ez a lelet a kordbbi eredményekhez hasonléan dye-coupled kapcsolat
jelenlétére utalt a vestibularis afferens rostok €s a secunder vestibularis neuronok kozott.
Ugyanakkor sem a nucleus ambiguus teriiletén, sem pedig az agytdrzs vestibularis magokon

kiviili egyéb részein nem jelolddtek sem perikaryonok, sem dendritek, ami a vestibularis
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rostok és a nervus glossopharyngeus, valamint a nervus vagus motoneuronjai kozotti gap
junction tipusu kapcsolatok hidnyéra utal.

Jelen eredményeink és irodalmi adatok alapjan Osszefoglaltuk a lehetséges neuronalis
kapcsolatokat béka vestibularis afferens rostjai €s nervus glossopharyngeus, illetve nervus
vagus efferens idegsejtjei kozott. A vestibularis receptorok stimulédldsa aktivalja az afferens
vestibularis rostokat, amelyek a vestibularis magok mdasodlagos neuronjain végzddnek, és
azokkal gap junkction-okat, valamint kémiai szinapszisokat 1étesitenek. A vestibularis magok
neuronjai aktivaljadk a nervus glossopharyngeus és nervus vagus VM és SM neuronjait,
valamint a nucleus tractus solitarii, és a formatio reticularis neuronjait. A labirintusb6l induld
ingeriilet eljut a formatio reticularisba és a nucleus tractus solitarii-ba is, ahonnan
atkapcsolodik a VM és SM neuronokra. Ezek a kapcsolatok poliszinaptikus utvonalat hoznak
létre a labirintus és IX, illetve X agyideg efferens neuronjai kozott. Az elsddleges és a
madsodlagos vestibularis neuronok kozotti gap junction-ok és kémiai szinapszisok
kombinécidjanak valamint a poliszinaptikus utvonalnak koszonhetéen a IX és X agyideg
motoneuronjai szekvencidlisan aktivdlédhatnak. A test hirtelen elmozduldsa esetén az
impulzus tovédbbitdsa a poliszinaptikus ttvonalon valdszinlileg nem elég gyors a
motoneuronok idébeni és pontos aktivaldsdhoz, viszont a vestibularis afferens rostok és a n.
IX, valamint X agyideg efferens neuronjai kozotti monoszinaptikus kapcsolat azonnali valaszt
tesz lehetdvé a motoneuronok szdmara. Mivel ezt a kapcsolatot a vastag vestibularis rostok
hozzak létre, ezek gyors ingeriiletvezetési sebessége ugyancsak hozzdjarul a gyors véalaszhoz.

A vestibulo-autonom kapcsolatok tekintetében nagyon hidnyos ismereteink vannak
alacsonyabb rendii gerinces fajok esetében, ezért eredményeinket emlds fajokon, kordbban
leirtakkal hasonlitjuk Ossze. Emlds agytorzsben a nucleus tractus solitarii és a formatio
reticularis kiilonboz6 teriiletei, mint példaul a tegmentum laterale, a vestibularis magokon
keresztiil ingerelhetOk. Topografiailag az emldsok tegmentum lateraleja a béka zona
reticularis laterale-janak felel meg. Ezen a teriileten figyelhet0k meg a vestibularis primer
afferens rostok és a n. IX és n. X VM efferens neuronjai is. Emldsok tegmentum lateralejdban
taldlhatok szétszortan a n. IX és n. X VM neuronjai. Az itt végz6do kisszamu primer afferens
vestibularis rost és a VM-os neuronok lehetséges kapcsolatat a békdban éaltalunk alkalmazott

kettOs fluoreszcens jeloléssel lehetne igazolni vagy elvetni.
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4.3. Az alkalmazott modszerek kritikai értékelése

4.3.1. A neuronalis jelolési technikak

A neuronalis jelolési mdédszerek alkalmazasaval kapott eredmények értékelésekor szamos
kérdés €s kétely fogalmazddik meg a vizsgdléban, amelyek mindegyikére csaknem lehetetlen
egyértelmii vdlaszt adni. Az egyik lényeges kérdés a modszer szelektivitisa, azaz hogy
valéban a kivadnt struktirat jeloltik-e meg. Altalanossagban elmondhaté, hogy jelen
kisérletekben az agyidegeket egyértelmiien tudtuk azonositani és ezt kovetden az alkalmazott
jeloldanyagokat a megfeleld agyidegek periférids részére helyeztiik. A masik altalanos kérdés,
hogy mennyire volt sikeres a jeldlés, a jelol0anyag eljutott-e a neuron minden részébe. Erre a
kérdésre a jelenlegi ismereteink szerint csak indirekt vélaszt tudunk adni a kordbbi irodalmi
adatok figyelembevételével. Igy a fluoreszcens jeloléanyagok alkalmazdsa sordn a
motoneuronok esetében sikeresnek tekintettiik a jelolést akkor, ha a motoros magoszlop
rostrocaudalis kiterjedése megegyezett az irodalomban taldlhaté adatokkal és a ventrolateralis
dendritfa elérte az agytorzs felszinét. A n. vestibulocochlearis agytorzsi projekcidjanak
kiterjedését illetden is a kordbbi irodalmi adatokat vettiik irdnyadénak.

A neurobiotin jelolés alkalmazdsdval azt kivantuk vizsgalni, hogy az oculomotorius és a
trochlearis motoneuronok dendritje, illetve a primer afferens vestibularis rostok valamint a
nervus vagus €s glossopharyngeus motoneuronjai kozott vannak-e gap junction tipusu
kapcsolatok. Korabbi vizsgélatok igazoltdk, hogy az alacsony molekulatomegi jeloléanyagok
atjutnak a gap junctionokon és megjelolik a postszinaptikus neuront, ami dye-coupled
kapcsolatnak neveznek és a gap junctionok fénymikroszképos szintli azonositdsara
alkalmazzak. A modszer specifikussagat kordbban teszteltiik békaban glycyrrhetin sav (GRA)
segitségével, mely a gap junction gatloszere. Ha a neurobiotin jelolést megel6zéen GRA-t
injektaltunk a primer afferens vestibularis rostok végzddési teriiletére, vagy a neurobiotint a
GRA-val egyiitt alkalmaztuk, a dye-coupled jel6l6dés elmaradt. Mivel jelen munkdban nem
taldltunk dye-coupled kapcsolatokat a vizsgalt agyidegek neuronjai kdzott, negativ eredmény
kell interpretdlni és annak valddisdgat aldtdmasztani. A negativ eredmény hitelességét az
tdmasztja ald, hogy ugyanabban a metszetben a primer afferens vestibularis rostok és a
secunder vestibularis neuronok kozott kimutathaté volt a dye-coupled kapcsolat a kordbbi
eredményekhez hasonléan, mig a glossopharyngeus és a vagus motoneuronok egyetlen

esetben sem jelolddtek.
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4.3.2. Mennyiben értékelheték a kiilonb6z6 fluorokromokkal jelolt neuronok kozotti

szoros osszefiiggések kozvetlen kapcsolatoknak?

A neuronok kozotti kapcsolatok pontos és egyértelmii morfolégiai megitélése
elektronmikroszképos vizsgédlatokkal lehetséges. Ugyanigy, csak -elektronmikroszképos
vizsgdlatokkal lehet egyértelmiien kimondani, hogy a két szomszédos dendrit profil koz¢€ nem
ékelddik be egy harmadik dendrit, vagy éppen egy gliasejt részlete. A konfokalis pasztizé
mikroszkép kifejlesztése, majd az egymadssal feltételezett kapcsolatban 1évé neuronok
kiillonbozd szinli  fluorokrémokkal torténd megjelolése tette lehetévé azt, hogy a
munkaigényes elektronmikroszképos vizsgalatokat részben ki lehessen véltani a neuronok
kozotti kontaktusok tanulmanyozdasara. Ennek igazoldsara korrelativ vizsgédlatokat végezetek,
amelynek sordn konfokdlis pdsztdzé mikroszképban készitett felvételekb6l harom
dimenzidban rekonstrudltdk az egymas mellett 1év0, kiilonbozo szinl fluorokrémokkal jelolt
neuron profilokat és meghatdroztdk azok tdvolsagit. A kapott eredményeket Osszevetették a
kiegészitd elektronmikroszképos vizsgalatok eredményeivel, és azt taldltdk, hogy megfeleld
paraméterekkel rendelkezd objektiv lencse, fluorokromok és a Z tengely mentén torténd
gondos mintaeclemzés esetén a  konfokdlis pdsztdz6 mikroszképban és  az

elektronmikroszkdpban talélt kontaktusok szama j6 egyezést mutatott.
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkank sordn azoknak az agytorzsi neuron-hdlézatoknak két elemét vizsgéltuk,
neuronalis jelolési modszerekkel, békdban, amelyek a szemmozgidsok és a vegetativ
mukodések szabalyozasanak agytorzsi kontrolljdban vesznek részt.

Tanulmanyoztuk a n. oculomotorius és a n. trochlearis motoneuronjai kozotti
kapcsolatot. A kiillonboz6 szinli fluorokrémokkal jelolt motoneuronok kozotti kapcsolatok
konfokélis 1ézer pdsztdzé mikroszkdppal tortént elemzésével megéllapitottuk, hogy a két
agyidegi mag motoneuronjai kozott kozvetlen, dendrodendritikus és dendroszomatikus
kapcsolatok vannak. A motoneuronok kozott nem tudtunk a gap junction jelenlétét igazold
dye-coupled kapcsolatokat kimutatni, amit az elektronmikroszképos vizsgédlatok is
megerdsitettek. Ezekben a vizsgdlatokban a szomszédos profilok kozott szoros membrén-
osszefekvéseket taldltunk, azonban semmilyen membran specializiciét nem sikeriilt
kimutatni. A nagy felszinen torténdé membran Osszefekvés a motoneuronok Kkozott
elektrotonusos ingeriiletdtvitel lehetdségét biztositja, amely lehetové teszi a musculus rectus
bulbi inferior és a musculus obliquus bulbi superior szinkronizalt 6sszehuzodasat a vertikalis
szemmozgéasok sordn.

Eredményeinkkel igazoltuk, hogy kozvetlen kapcsolat all fenn a béka primer afferens
vestibularis rostjai és a nervus glossopharyngeus, valamint a nervus vagus somatomotoros €s
visceromotoros neuronjai kozott. A kapcsolatokat a vastag vestibularis rostok hozzédk létre,
amelyeknek a gyors ingeriilet-vezetési sebessége hozzdjarul a gyors vdlaszhoz. Mivel dye-
coupled kapcsolatokat nem tudtunk kimutatni, a n. VIII és a n. IX/X kozott, valészintsithetjiik
a kémiai ingeriiletitvitelt. A lehetséges monoszinaptikus kapcsolatok képezhetik a
morfoldgiai alapjat annak a hatdsnak, amelyet a vestibularis rendszer a vegetativ
idegrendszerre, valamint a nyelésben és a légzésben szerepet jatsz6 hardntcsikolt izmokra
gyakorol. Ez a kapcsolat teszi lehetdvé, hogy az dlland6an véltozé testhelyzetben az
életfontossagu szervek mitkodésének folyamatos korrekcidja biztositva legyen.

Vizsgdlataink az alapkutatdsok korébe tartoznak, igy kozvetlen gyakorlati
hasznositdsr6l nem beszélhetiink. Ugyanakkor eredményeink hozzajarulhatnak az
egyensilyozé rendszer koros miitkodésével kapcsolatos eltérések megértéséhez, hiszen a
kiillonboz6 sulyossdgi szédiilések, egyensulyzavarok hatdsmechanizmusa nem ismert és

kezelésiik ma sem megoldott.
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