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2. BEVEZETES

A vestibularis rendszer feladata az izomtonus szabalyozasan keresztiil a test mindenkori
helyzetének megtartdsa a gravitacié ellenében. A testhelyzet folytonos valtozasanak
kovetkeztében allandd informdécidaramlas torténik a periférias receptorok felél az agytorzsi
vestibularis magokba, ahol egy rendkiviil komplex ingeriilet feldolgozéas torténik. Az innen
szarmaz¢ ingeriilet szabalyozza az izomtonust, biztositja a fej helyzetének megvaltozasat kovetd
reflexes szemmozgast és befolyasolja a vegetativ kozpontok mikdodését is [1-3]. Az
egyensulyoz6 szerv 0Osszetett érzékszerv, melynek lényegi része, a tagabb értelemben vett
labyrinthus mar a primitiv, vizben €16 gerinceseknél is megtalalhatd, mint aramlasregisztrald
érzékszerv. Ez a része megtartotta funkcidjat, és a filogenesis magasabb fokan all6 ¢é161ényeknél
is hasonld elveken miikddik. A receptorok egy része modosult formaban megdrizte ezt a
mukodését, és mas idegrendszeri teriiletekkel egylitt az egyensulyozo rendszert alkotja. Az
egyensulyozo receptorok koziil a szoggyorsulést érzékeld, félkoros ivjaratokban elhelyezkeddket
ampullaris receptoroknak is nevezik. A linedris gyorsulasra érzékeny receptorok, az otolith vagy
macularis szervek a sacculusban, utriculusban ¢és alacsonyabb rendiieckben a lagaenaban
helyezkednek el. A receptorokat ellatd primer neuronok axonjai a nervus vestibulocochlearisban
haladnak az agytorzs felé, ahol az egyenstilyoz6 ¢és a hallé6 magokban végzddnek. Az itt talalhato
masodlagos neuronok a kézponti idegrendszer kiilonboz6 képleteivel 1étesitenek kapcsolatot.

Szamos vizsgélat ellenére ma sem tudjuk pontosan, hogy az egyedi vestibularis magok
milyen szerepet jatszanak a vestibularis rendszer fiziologias miikodésében. Az egyes magok
kozott 1évé funkciondlis kiillonbségek oka feltehetden Osszefligg az egyensuly érzé receptorok
eltér6 agytorzsi projekcidjaval, és az egyes magok kiilonb6ozéd kozponti idegrendszeri
Osszekottetésével. Nagyon kevés adat van arra vonatkozoan, hogy a vestibularis magok végzodési
tertiletei koziil melyek azok, amelyek kozvetlen reciprok kapcsolatban vannak a kiindulasi
allomassal.

A vestibularis rendszer normal kapcsolatainak morfologiai vizsgélata rendkiviil fontos
kovetkeztében magasabb rendli gerinceseken a tiinetek kompenzalodasa figyelheté meg, melynek
hatterében a vestibularis kapcsolatok atrendezddését tételezik fel. A kompenzédcid soran
bekovetkezo €lettani valtozasok megértéséhez is hozzasegithet a normal kapcsolatok fény- és

elektronmikroszkopos szerkezetének megismerése. Alacsonyabb rendli gerincesekben is



megfigyelhetd hasonld kompenzacid, azonban a 1€zidt kdvetden a vestibularis rostok e fajokban
regeneralddni is képesek. A regeneracid soran bekdvetkezd neuronalis véaltozasok megfigyelése

hozzajarulhat ahhoz, hogy a kialakuld6 mikrokornyezeti valtozasokat, melyek lehetévé teszik az

crcr

Az utobbi idében egyre tobb adat szol amellett, hogy az extracellularis matrix (ECM)
makromolekulai fontos szerepet jatszanak az idegrendszer fejlédésében, szervezddésében, és e
molekuldk jelenléte illetve hidnya befolyasolja az idegrendszer regeneracios készséget. Az ECM
szerepét az idegi regeneracidban korabban elsOsorban in vitro koriilmények kozott vizsgaltak.
Napjainkban egyre tobb in vivo vizsgalattal kivanjak felderiteni az ECM makromolekulak
regeneracioban betoltott szerepét. Az in vivo vizsgalatokra alkalmas modell a kétéltiiek
vestibularis rendszere, ahol a plaszticitas €s a regeneracio hatterében all6 mechanizmusok és ezen
beliil az ECM szerepe egyarant vizsgalhato. Alacsonyrendli gerincesekben az atvagott I1. és VIIIL.
agyidegek illetve gerincveld hatso gyokere regeneraciora képes. Ez azt jelenti, hogy az atvagott
idegrostok képesek bendni a kdzponti idegrendszerbe és ott funkcionalis kapcsolatokat tudnak
kialakitani [4,5]. Kevés in vivo adat van arrél, hogy az ECM makromolekuldinak és receptorainak
eloszldsa hogyan modosul a vestibularis 1€zi6 €s kompenzacié soran, milyen valtozasok
kovetkeznek be a jelatviteli mechanizmusokban €s a neurotranszmitterek expressziojaban. Tobb
ismert receptor mellett az utobbi években el6térbe keriilt az ECM egyik feltételezett receptora, a
dystrophin-glycoprotein komplex (DGC), amely az extracellularis matrix egyes elemei €s a sejtek

kozotti kapesolat kialakitasaban jatszik fontos szerepet.



3. CELKITUZESEK

A vestibularis magok centralis kapcsolatai

Vizsgaltuk a nucleus vestibularis descendens (NVD) antero- ¢s retrograd kapcsolatait
patkanyban, amely kordbbi, az intézetiinkben folyd, a tdbbi vestibularis mag centralis
kapcsolatainak feltérképezését szolgalé munkak folytatasa.

A nucleus vestibularis descendens antero- és retrograd kapcsolatainak megismerésén til
megkezdtilk a vestibularis magok centralis kapcsolatainak ultrastruktiralis vizsgalatat is. E
munka elsé 1épéseként a nucleus vestibularis superior (NVS) kapcsolatait tanulmanyoztuk az
oculomotorius mag motoneuronjaival és a nucleus ruber idegsejtjeivel.

A vestibularis magok 6sszekottetéseinek megismerésével valaszt kaphatunk arra, hogy az
egyes magok milyen kdzponti strukturakkal létesitenek kapcsolatot. Ezek ismeretében tovabbi
kisérletek tervezhet6k az egyedi vestibularis magok szerepének megismerésérol a vestibularis
1éziot kovetd tlinetek kialakulasdban ¢€és az azt kovetd kompenzacidban. A rendszer
kapcsolatainak felderitése klinikai szempontbol is jelentds lehet, hiszen a vestibularis rendszer
koéros miikodése kapcsan kialakuld tiinetek, majd azok kompenzaldodasanak neuronalis hattere

csak a normal szerkezet és miikodés ismeretében lehetséges.

Az extracellularis matrix makromolekulainak és feltételezett receptorainak megoszlasa az

idegrendszerben

Az ECM makromolekuldk idegi regeneracioban betoltott szerepének megismeréséhez
vizsgaltuk a hyaluronsav, laminin, tenascin-C, fibronektin és a phosphacan molekuldk
normal eloszlasat a béka idegrendszerében. Ennek a kiegészitéseként tanulmanyoztuk az ECM
egyik feltételezett receptoranak, a dystrophin-glycoprotein komplex (DGC) egyes
komponenseinek megoszlasat a béka idegrendszerében. Az igy megismert eloszlasi mintazatok

referenciaként szolgalhatnak a regeneracios kisérletekben.

A hyaluronsav és a laminin lehetséges szerepe a vestibularis regeneracioban

In vivo kisérletekben vizsgaltuk a hyaluronsav és a laminin megoszlasanak valtozasat a
vestibularis ideg atvagasat kovetd regeneracié soran békakban. A valtozasok iddbeli lefolyasa

adatokat szolgaltathat az ECM permissziv €s non-permissziv szerepérdl az idegi regeneracidoban.



4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1 A vestibularis rendszer kapcsolatai a kozponti idegrendszeri struktarakkal

4.1.1. A primer afferens rostok centralis kapcsolatai

A nervus vestibulocochlearis pars vestibularisanak duca a ganglion vestibulare, amely
bipolaris idegsejteket tartalmaz. A sejtek periférids nyulvanyai a vestibularis receptorokban,
centralis nyulvanyaik pedig négy vestibularis magban végzddnek, igy a nucleus vestibularis
superiorban (Bechterew) (NVS), a nucleus vestibularis medialisban (Schwalbe) (NVM), a
nucleus vestibularis lateralisban (Deiters) (NVL) és a nucleus vestibularis descendensben (Roller)
(NVD) (1. abra). Minden egyes vestibularis magnak kiilonb6z0 szerepe van a test egyensulyi
helyzetének fenntartdsdban, a harom-dimenzids térben vald orientacidban, és a vestibularis 16zi6t
kovetd tiinetek kompenzalasaban, akar azt is mondhatnank, hogy minden magnak sajat
»egyénisége” van: ,,Each of the four principal nuclei has its individual charasteristics, its own
"personality’, so to speak.” [6]. Amikor a vestibularis rendszer anatomiai felépitését részleteiben
vizsgaljuk, annak szervezddése sokkal Osszetettebbnek tiinik, mint azt korabban gondoltak.
Meglepd az is, hogy milyen specifikus kapcsolatok vannak a vestibularis mag-rendszer egyes —
néha egészen kicsi — alegységei, €és a kdzponti idegrendszer mas részei kozott. Ez is bizonyitja
azt, hogy a funkcionalis szervezddés meglehetésen bonyolult, és hogy a klasszikus élettani
kisérletekben a durva megkdzelitések nem visznek kozelebb a pontos informacidhoz. Szerencsére
az utobbi idében egyre finomabb neurofizioldgiai és neuromorfologiai modszereket fejlesztettek

ki, amelyek segitségével sejtszinten is vizsgalhatok a vestibularis magok neuronjai [7].

A vestibularis magok eltéré funkcioinak egyik oka az lehet, hogy a primer afferens
vestibularis rostok kiilonboz6 végzodési teriilettel rendelkeznek az agytdrzsi vestibularis
magokban. Az erre vonatkozé irodalmi adatok szerint a sacculus és utriculus elsdsorban a NVL-
ba [8], a félkords ivjaratok pedig a NVM-ba, NVS-ba és a NVD-be projicialnak [9], azonban a
végzddeési teriiletekben jelentos az atfedés [8]. A kiillonbség masik oka lehet, hogy az egyes
vestibularis magok neuronjainak kozponti idegrendszeri struktirdkkal alkotott kapcsolatai

részben eltérnek egymastol.
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1. abra. Az eml6sok egyensulyozo rendszerének vazlatos attekintése.

(Az abrakban talalhaté roviditések magyardzatat lasd a Roviditések jegyzékében.)

4.1.2. A secunder vestibularis neuronok centralis kapcsolatai

A klasszikus leirasok szerint a masodlagos vestibularis neuronok axonjai fel- és leszallo
palyakat alkotnak, amelyek nagyrészt a szemmozgasokért felelés agyidegi magokhoz és a
gerincvel6hoz haladnak. A felszalld rostok a NVS-bol, NVM-bol, és a NVD-bdl a fasciculus
longitudinalis medialisba belépve (FLM) bilateralisan szallnak fel a mesencephalon teriiletéig.
Ezek a rostok a kiils6 szemizmok motoros magjaihoz futnak, ahova serkentdé ¢és gatlo
impulzusokat egyarant szallitanak. Ennek a kapcsolatrendszernek a részletei, foképpen fiziologiai
vizsgalatok eredményei alapjan ismertek emlésokben [10-12].

A horizontalis vestibulo-ocularis reflexben (VOR) résztvevo szekunder vestibularis
neuronok elsdsorban a m. rectus lateralis és medialis beidegzéséért felelds kiilsé szemmozgatd
agyidegi magokba projicidlnak. Az abducens mag serkentd bemenetet kap az ellenoldali, és gatlo
bemenetet az ipsilateralis NVL-bol és NVM-bol [13]. A m. rectus medialisnak az oculomotorius
magban elhelyezkedé motoneuronjai serkentd bemenetet kapnak az ipsilateralis NVL-bol. A
VOR kialakitasaért felelos szekunder vestibularis neuronok a NVS-bol és a NVM-bdl erednek. A
vestibularis magok és a szemmozgatd agyidegi magok kozotti kapcsolat monoszinaptikus jellegét
macskaban ¢és nyulban is igazoltdk [14]. Elektronmikroszképos vizsgalatokkal nyulak
oculomotorius magjaban GABA ¢és glycin tartalmu terminalisokat mutattak ki [15], azonban azt

nem vizsgaltdk, hogy ezeknek az eredd sejtjei hol talalhatok. Mivel az emldsok vestibularis



magjai koziil csak a NVS-ban nem taldltak glycin immunreaktivitast, feltételezik, hogy a tisztan
GABA pozitiv terminalisok a NVS-bol erednek [16]. Alacsonyabb rendi ¢él6lényekben is
megtalaltdk a vestibuloocularis Osszekottetéseket, de a rostok pontos eredetét a vestibularis
magkomplexen beliil csak az NVL-bol irtdk le [17]. A felszallo rostok egy része a thalamusig
halad, és elsdsorban a ventrobasalis magokban valamint a parafascicularis magokban vagy
azokkal homolog strukturakban végzddik [18-21]. A vestibularis magokbdl erdteljes projekcio
torténik a kisagy felé, ahol a rostok moharostok formajaban végzddnek a vestibulocerebellum
granularis rétegében mind emldsokben, [22] mind békaban [8,21].

A vestibularis magokbol eredd leszallo rostok a gerincveldben folytatddnak, a klasszikus
leirdsok szerint két palya szallitja az informaciot a funiculus anterior teriiletén: a tractus
vestibulospinalis és a fasciculus longitudinalis medialis (FLM) leszallo része. A FLM leszallo
része, amely féleg a NVM-bdl indul az azonos oldalon halad. A mésodik a Deiters magbol eredd,
ipsilateralisan halad6 tractus vestibulospinalis, amihez kismértékben a NVD rostjai is
csatlakoznak. Ujabban egy harmadik leszallo palyat is leirtak tractus vestibulospinalis caudalis
néven. A palya a NVM-ban és a NVD-ben kezdddik bilateralisan halad [23]. Mas leirasok a
vestibulospinalis projekciot keresztezett és keresztezetlen medialis, valamint lateralis részekre
osztjak [24]. A tractus vestibulospinalis caudalis a sacralis gerincvel6ig szall le, ahol a lamina VII
¢és VIII teriiletén végzddik [25], a tobbi vestibulospinalis palya végzddési teriilete a cervicalis
gerincvel§ teriiletére korlatozodik. Ujabb irodalmi adatok szerint nemcsak az eliilsé kotegben,
hanem a funiculus lateralis €s posterior teriiletén is taldlhatok leszallo vestibularis rostok [26].
Ugyanezek a kisérletek azt is megmutattdk, hogy a végzddési teriilet sem korlatozodik az eliilsd
szarv teriiletére, nagyszamu rost végzdédik mas laminakban is.

Mind a leszadllo, mind a felszalld rostok kiterjedt kapcsolatban vannak a formatio
reticularissal emldsokben [27]. Jollehet a mésodlagos vestibularis neuronok kozvetleniil is
végzOdnek a nucleus dorsalis nervi vagi teriiletén és a nucleus tractus solitariiban [1], feltételezik
hogy a vestibularis magoknak a formatio reticularisban végzddo rostjai azok, amelyek erételjesen
befolyasoljak a cardiorespiratorius rendszer aktivitasat. A klinikai gyakorlatban jol ismert, hogy a
vestibularis rendszer izgalma hanyast és a szédiilést valt ki és valodsziniisithetd, hogy ezek a
hatasok is a formatio reticularison keresztiil érvényesiilnek. Ugyancsak fontos lehet a formatio
reticularis teriiletén végzodd vestibularis rostrendszer a mozgéas koordinacidoban [28].
Alacsonyabb rendiiekben a vestibularis rendszer €s a formatio reticularis kapcsolatat csak a NVL-

ra vonatkozoan ismerjiik [21]. A fenti kapcsolatok mellett az egyedi vestibularis magok vetitenek
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a vestibularis magkomplex azonos és ellenoldali tagjai felé is. A commissuralis kapcsolatok
erdsségét a kétoldali vestibularis magok kozott rendkiviil egymaésnak ellentmondodan irjak le az
irodalomban [29-31]. Ezek az 6sszekottetések emldsokben elsdsorban gatlok [32], békaban pedig
serkentdk [33]. Az azonos oldali magok kozotti 0sszekottetéseket, az internuclearis rostokat,
emlésokben kiilonb6zo erdsségilinek irtak le az egyes magok kozott [34,35].

Az idegrendszer mas teriileteihez hasonl6an, a vestibularis rendszerben is leirtak reciprok
kapcsolatokat. Ezek azonban csak a spinovestibularis neuronok eredésérdl szolnak és a
kozleményekben igen sok az egymasnak ellentmond¢ adat [3,24].

A nagyszamu irodalmi adat ellenére elég sok az ellentmondas a végzddési teriileteket
illetéen, aminek egyik oka az, hogy a korabbi kisérletekben elsdsorban axondegeneraciods
technikdkat alkalmaztak, ami alkalmas ugyan a palydk kovetésére, de a finomabb részletek
felismerését nem teszi lehetové. A kisérleti eredmények kiilonbozdségének masik oka, hogy
kordbban nem volt lehetoség arra, hogy a vestibularis magkomplex egyes tagjainak
Osszekottetését kiilon-kiilon vizsgaljak. Ezeket a nehézségeket hidaljak at az axonjeldléses
modszerek, amelynek soran a jeldldanyag in vivo vandorol antero- €s/vagy retrograd iranyban.
Ezek a moédszerek nem karositjak a neuront, tehat a jeloléanyag ¢é16 szdvetben transzportalodik,
masrészt olyan vékony rostok €s azok végzdodései is lathatova tehetdk, amelyek a degeneracios és

mas technikdkkal rejtve maradtak.

4.2. Az idegrendszerben elofordulé extracellularis matrix (ECM) molekulakrol és

receptorairol
Az ECM-et szekretalt makromolekulak hdlozata alkotja. Attdl fiiggden, hogy milyen

szovet-tipusban vizsgéljuk, Osszetétele ¢és formdja nagymértékben kiilonbozik, példaul
porcszovetben az ECM alkotja az alapallomany nagy részét, mig izomszovetben elsdsorban a
lamina basalis alkotasaban vesz részt.

A periférids idegrendszerben elsdsorban a Schwann sejtek lamina basalisaban és a
neuromuszkuldris junkcioban van fontos szerepe [36]. Korabban igy gondoltdk, hogy a kézponti
idegrendszerben az ECM makromolekulai csak az erek €s az agyburkok teriiletén talalhatok meg,
mivel a kozponti idegrendszer teriiletén masutt nem taldlhatd6 membrana basalis [36]. A
szinaptikus kapcsolatok kivételével sehol sem talaltdk meg azokat az elektron-denz
alkotoelemeket, amelyek mas szovetekben az ECM molekuldk jelenlétére utalnak és ennek

alapjan azt feltételezték, hogy ezen elemek mas szovetben betoltott funkcidjat a kodzponti

11



idegrendszerben a szinapsisokban kimutatott kiilonb6z6 sejt-adhézidos molekulak (N-CAM, L-1)
toltik be [37]. Mas vizsgalatok ugyanakkor azt mutattak, hogy a kdzponti idegrendszer szervezett
ECM-al rendelkezik [38].

1um

A - proteoglikan aggregatum
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2. abra. Vazlatos rajzok a proteoglikan aggregatum (A),
a hyaluronsav (B), a fibronektin (C), a laminin (D) és a
tenascin-C (E) szerkezetérdl.
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Az elmult évek soran valt ismertté, hogy az ECM makromolekuldi fontos szerepet
tulajdonsaguak is lehetnek [39]. Az egyre szaporodd kisérleti adatok ellenére szamos nyitott
kérdés maradt az ECM molekuldk és receptoraik szerepérdl az idegrendszer normal és koros
miitkodésében valamint a regeneracios folyamatokban [40]. A kiilonb6z6 ¢€letkorban, stadiumban
¢s eltérd fajokban megfigyelhetd regeneracios képességbeli kiilonbségek részben az ECM
molekulak eltérd eloszlasaval magyarazhatoak. Az egyes funkciok ellatasaért kiilonbozé fehérje-
domainek felelnek, melyek akar egyazon fehérjén beliil is megtalalhatoak. Ezen funkcidkat az
ECM fehérjék derivatumai is ellathatjak, azonban néha éppen ellenkezd hatést érnek el, mint amit
kifejtettek a teljes molekuldban [41]. Eppen ezért ezen peptid-fragmenteknek a regeneracioban
betdltott szerepiiket kiilon is vizsgaljak, mérlegelve a késdbbi terapias alkalmazasukat.

Mind a makromolekulak, mind azok szdrmazékai, csak megfeleld receptorokhoz kotédve
tudjak kifejteni hatasukat, éppen ezért permissziv vagy non-permissziv tulajdonsaguk attol is
fligg, hogy receptoraik expresszalddnak-e az adott szovetekben [42-44]. Az ECM és a sejtek
kozotti kommunikéacid fenntartdsaban tobbféle molekulacsoport vesz részt, pl. integrin
receptorok, caveolinok, és a dystrophin-glycoprotein complex (DGC) is, mely receptorokon
keresztiil az ECM makromolekulai fontos szerepet jatszanak a sejten kiviili tér és a sejt belseje
kozotti informacid atadasban. A jelatviteli folyamatokban nagy jelentdséget tulajdonitanak a
fehérjék foszforilaltsagi szintjében bekovetkezd valtozasoknak és az ebben résztvevo kinazoknak

és foszfatazoknak.
4.2.1 Az idegrendszerben el6fordulé ECM makromolekulak

Jelen ismeretek szerint a kozponti idegrendszerben a kovetkezd6 ECM molekuldk

talalhatoak meg (Hartmann és Maurer, 2001 utan médositva és kiegészitve [45]):

PROTEOGLYCANOK (PG) Egyéb:
Perlecan
Lecticanok/hyalektinek Serglycin
Aggrecan
Versican GLYCOPROTEINEK (GP)
Neurocan Laminin
Brevican Fibronektin
Phosphacan (matrix asszocialt PG) Tenascin (TN)-C, -R, -Y

Sejtfelszini PG-ok: neuroglycan C, NG2, receptor
protein tyrosine phosphatase related to phosphacan GLYCOSAMINOGLYCANOK (GAG)

Kis leucin-gazdag PG-ok (SRLPs) Hyaluronsav vagy hyaluronan (HA)
Decorin

Biglycan KOLLAGENEK

Testican IX, XIII, X VIII. tipust
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4.2.2. Proteoglycanok

A lecticanok a chondroitin-szulfat proteoglycanok kozé tartoznak, ebbe a csoportba
tartozik az aggrecan, a versican, a neurocan ¢és a brevican. Ezen PG-k koz0s sajatossaga, hogy a
core proteinjiik szekvencidja HA koto un. link modult tartalmaz (2A. 4dbra). Az aggrecant el6szor
porcban, a versicant fibroblastokban, mig a neurocant €s a brevicant az idegrendszerben mutattak
ki [46,47].

A proteoglycanok altalanos szerkezete: A proteoglycanok (PG) nagy méreti
makromolekuldk, amelyek egy core proteinb6l ¢és az ahhoz kovalensen kotédd
glycosaminoglycan (GAG) oldallancokbdl allnak. A GAG-ok ismétlddd diszacharid molekuldk
linearis polimerjei, a diszacharidokat hexdézaminok és karboxilat- vagy szulfat-észterek alkotjak.
A GAG molekulak kozé tartozik a chondroitin-szulfat, dermatan-szulfat, keratan-szulfat, a
heparan-szulfat ¢és a heparin illetve a hyaluronsav, amely az egyetlen olyan GAG molekula amely
szabad formdban is megtaldlhato az ECM-ben, nem csak a PG-ok oldallancaként. A core
proteinek illetve a C- és N-termindlis domének az egyes lekticanokban eltérd szerkezetet
mutatnak. A PG-ok szintézisiiket kovetden felveszik érett formajukat, mely egy kémcso-tisztitod
keféhez hasonlithato, a core proteinen hosszit GAG oldalldncokkal. A core protein N-termindlis
végen talalunk egy immunglobulin-szeri hurkot (Ig-like loop), illetve két proteoglycan tandem
ismétlddését (PTR = proteoglycan tandem repeat). Ezt a két alegységet egylittesen G1-doménnek
nevezziik. Az aggrecan tartalmaz még egy hasonl6 felépitésii G2 domént is, azonban ez utobbi a
versicanbdl, a neurocanbol és a brevicanbol hidnyzik. A G1 doménen egy hyaluronsav-koto régio
van (link modul), mely egy harmas hurok és 5 ismétl6do diszacharid egységet fog at [48]. E
régionak fontos szerepe van az ECM-ben talalhatd hyaluronsav kimutatdsdban is. R. Tammi és
M. Tammi az aggrecan hyaluronsav-kotd doménjének biotinilalasaval a szévetben eléfordulod
hyaluronsav kimutatasara alkalmas probat (bHABC) fejlesztettek ki [49], ezt alkalmaztuk mi is a
hyaluronsav szdveti eloszlasanak detektalasdhoz (Részletesebben lasd az Anyagok és Mddszerek
fejezetet). Emellett a C-terminalis domén tartalmaz egy EGF- (epidermal growth factor) és egy
komplement reguldlod protein (CRP) domént, amelyeken keresztiil kapcsolodnak a lecticanok a
szénhidrat és protein ligandjaikhoz. Az N-terminalis részhez nemcsak hyaluronsav, hanem mas
szénhidrat molekula is képes kapcsolddni.

Az N- ¢és a C-terminalis globuldris domén kozott egy kapcesold kodzponti domén is
talalhat6, melynek mérete és szekvencidja nagyban kiilonbozik a lektikanok kozott. A centralis

doménen talalhatok a GAG-kotd helyek, szamuk valtozo, az aggrecanban kb. 120, a versicanban
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kb. 20, a neurocanban kb. 7, mig a brevicanban csak 3 kotdhely taldlhatd. Ehhez a centralis
doménhez kapcsolodhatnak keratdn-szulfat oldallincok is [50]. A lektikanok matrix
metalloproteinazok (MMP-1, -2, -3 ¢s -8) katalizalta proteolitikus folyamatokon is atesnek,

melynek végtermékei az ECM kialakitasaban fontos szerepet tolthetnek be.

4.2.2.1. Versican

A versican 12-15 chondroitin-szulfat oldallancot tartalmaz [51], molekulasulya 370 kDa
korili. A versican tartalmaz egy EGF-szer(, egy lektin-szert, és egy, a komplementet szabalyozo
domént a core protein C-termindlis végén. Ezen doméneknek a sejt-sejt és sejt-matrix
kapcsolatokban van fontos szerepiik, és szénhidratok kotésén keresztiil fejtik ki hatdsukat, az
EGF doménhez pedig fibulin-1 kotddik. A versicant elsésorban oligodendrocytdkban és Schwann
sejtekben [52], illetve egyes idegsejtek koriil a PN-ben (lasd késobb) mutattak ki [53]. A versican
receptorai és ligandjai kozé tartoznak a glycolipidek illetve a CD44 [54]. A versicannak

L SP4

kivételes esetben mutattak ki permissziv hatasat [47,57,58].

4.2.2.2. Neurocan

Embrionalis korban a neurocan core protein 1257 aminosavbol all (136 kDa) [59]. A core
protein egy dupla-hurok domént tartalmaz, amely hyaluronsavat képes kotni, illetve C-
terminalisan EGF-szert, lektin-szeri domének talalhatok. Feln6tt allatokban a neurocan 68 kDa-
os formdja talalhatdé meg, amelyhez csak egy chondroitin-szulfat oldallanc kapcsolddik. A
neurocant idegsejtek (kisagyi granularis sejtek illetve Purkinje sejtek) és astrocytak termelik [60].
A neurocan eldszeretettel kapcsolodik N-CAM, Ng-CAM, Nr-CAM, contactin, tenascin-C és -R,
axionin, é¢s a HB-CAM molekuldkhoz [61,62]. A glycolipidek és a CD44 [54] is a neurocan
receptorai kozé tartoznak. A neurocannak non-permissziv szerepét irtdk le a regeneraciod soran

[56,63].

4.2.2.3. Brevican

A brevican is a hyaluronsav-koté PG-ok k6zé tartozik, molekulasulya 80-145 kDa koriili.
Hasonldan a tobbi lektikdnhoz, a brevican is tartalmaz egy HA-koto régiot, valamint EGF-szert,
CRP-szerti és lektin-szerti domént. A brevicant astrocytak és oligodendrocytak termelik [47,64],

¢s kimutattdk egyes idegsejtek koriil [65]. A brevican receptorai a glycolipidek és a CD44
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crer

permissziv szerepet tolt be [47,57,58].

4.2.2.4. Aggrecan

Az aggrecan molekulasulya szdvet tipustol fiiggéen 1-3,5 MDa kozott valtozik,
elektronmikroszkopos vizsgalattal kimutattak, hogy hossza elérheti a 100-300 nm-t is.
Hyaluronsavval és link proteinjeivel akdr 800 MDa-os aggregatumot is képezhet [67]. Az
aggrecanban 3 globularis domén (G1-3) van, melyek koziil ketté (G1 és G2) a core protein N-
terminalis végén talalhat6. A C-terminalis G3 domén aggrecanokkal és mas ECM molekulakkal
alakit ki kapcsolatot. A G2 és G3 domén kozotti core protein szakaszhoz keratan-szulfatok (N-
terminalishoz kozelebb) és chondroitin-szulfat oldallancok kapcsolodnak (C-terminalishoz
kozelebb) [68]. Az mRNS szinten tortént vizsgalatok arra utalnak, hogy az aggrecant idegsejtek
termelik [69], tobbek kozott egyes agykérgi és hippocampalis idegsejtek, illetve nagyobb
mennyiségben motoneuronok. Receptorai kdzé tartoznak a glycolipidek, a tenascin-C €s —R [70]
¢s a CD44 [54,66]. Glikozilaciojatol fliggden permissziv illetve non-permissziv szerepet tolt be

az idegrendszer regeneracidjaban [71,72].

4.2.2.5. Phosphacan

A phosphacan egy 173 kDa-os core proteinnel és hidrom chondroitin-szulfat lanccal
rendelkezik, és megtalalhato a receptor tipust protein tirozin foszfatdz (RPTP{/B) extracellularis
doménjeként is [73]. A phosphacannak és a foszfatdznak az N-terminalis végén karbo-anhidraz-
szeri domén van, amelyet egy fibronectin III (fnlll) szekvencia kovet. A foszfatdznak két
cytoplasmatikus katalitikus doménje és egy, extracellularis a membranhoz kozel elhelyezkedd
szekvencidja is van, mely utdbbi alternativ splicing soran torlodhet [74]. Az eddigi vizsgalatok
azt mutattdk ki, hogy a phosphacant az astroglia termeli [46,75]. A phosphacan eddig ismert
receptorai a contactin (egy idegsejteken expresszalodo Ig adhézidés molekula), az Nr-CAM [76] a
tenascin-C és —R [62]. A phosphacan a tobbi CS-PG-hoz hasonléan kapcsolddik lamininhoz,

crer

esetekben permissziv [77], méaskor non-permissziv szerepét mutattak ki [61].
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4.2.3. Hyaluronsav

A hyaluronsav szerkezete. A GAG-ok koziil a hyaluronsavnak (vagy hyaluronannak,
HA-nak) van a legegyszeriibb szerkezete, az N-acetilgliikozamin és a gliikkuronsav alternalo
polimerjébdl all (2B. 4bra). A tobbi GAG-tdl eltéréen a HA szintézise soran nem kapcsolodik
kovalensen egy PG core proteinjéhez, ezért fordul el6 szabadon az ECM-ben. Egy HA
molekulanak akéar 10 milli6 Da is lehet a molekulatomege, ami kb. 25 ezer diszacharidbol
alkotott lancot jelent, hossza elérheti a 25 pm-t. A HA a polianionos karboxil csoportnak
koszonhetéen felcsavarodott, igy a molekula nagy térfogat kitoltésére képes, emellett jelentds
mennyiségli vizet és ionokat tud megkotni, fellazitva ezéltal a sejtek koriili ECM-ot [78]. Az
aggrecannal, versicannal és mas PG-okkal makromolekularis aggregdtumokat hozhat létre.
Jollehet a HA kémiai szerkezete nagyon jol ismert és egyre tobb adat ismert a bioldgiai
folyamatokban betoltott szerepérdl [79], keveset tudunk arr6l, hogy az idegi regeneraciora
serkentd vagy gatlo hatasu.

A hyaluronsav szintézise. A HA molekuldk eredete a kdzponti idegrendszerben még nem
ismert. Egyes vizsgélatok csirke embrid gerincvel6ben hyaluronsav-szintaz 2 és 3 enzimet
mutattak ki [80], illetve az NCBI EST adatbazisanak expresszios profilra vonatkozo adatai szerint
az emberi agyban megtaldlhat6 a hyaluronsav szintdz 1, 2 és a 3 is. Egyes adatok szerint a
hyaluronsavat glia sejtek termelik [81]. A HA szintézise a sejtmembranban folyik egy
membranhoz kotott protein altal (ez a Has = hyaluronsav szintaz). A gerincesekben harom
izoenzimet (Has1, Has2, Has3) mutattak ki, amelyek mindegyike glikozil-transzferazként HA-t
szintetizal, de eltéré enzimatikus tulajdonsdgokkal rendelkeznek a keletkezd produktum
mennyisére és a HA lanc hosszisagara nézve [82]. Mindharom enzim cukoregységeket ad
nucleotid precursorokbol (UDP-derivatumokbol) a HA lanchoz a membran cytoplasmatikus
oldalan, majd a névekvd lancot tovabbitja a pericellularis térbe. A HAS aktivitasa valtozik a sejt
[83]. A HA lebontasa receptor medialta endocytosissal és lizoszémalis degradacioval torténik. A
HA-CD44 kapcsolat medialja a HA endocitotikus eltavolitasat, mely folyamat a fejlddés kritikus
szakaszaindl torténik. Az endocitozist kovetéen a HA lizoszomakba keriil, melyek hyaluronidazt,
B-gliikuronidazt és B-N-acetilglikozaminidazt tartalmaznak [84]. A monoszacharidok ezutan a
citoszolba keriilnek, ahol a gliikuronsav az ismert Utvonalon bomlik le. Az N-acetilgliikdzamin
foszforilalodik, majd deacetilalodik, a glilkkézamin-6-foszfat pedig fruktoz-6-foszfatta

deaminaldodik, amely aztan a gliikolizisbe keriil.
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A HA receptorai, ligandjai. A hyaluronsav-kotd proteinek (HABP) két csoportjat
kiilonboztetik meg, a csoportositas a funkciondlis szerep és a kapcsolat tulajdonsagai alapjan
torténik. Az els6 csoportba a HA-k6to strukturalis molekulaval rendelkezd fehérjék, mint pl. a
hyaluronectin, az aggrecan €s a versican tartoznak, melyek a hyaluronsav egy decasaccharid
részét ismerik fel [85]. Ide tartoznak még a heparan-szulfat PG-ok, melyek fontos szerepet
toltenek be az idegsejtek és Schwann sejtek kozotti kapcsolatok modulalasaban, mely elsdsorban
fibronektineken és laminineken keresztiil valosul meg €s fokozza a neuritok novekedését [86]. A
HA-koté molekulak kozé tartozik a GHAP (glial HA-binding protein) amely a versican N-
termindlis HA-koté doménjének felel meg. A GHAP-t felteheten a glia sejtek termelik, mivel a
fehérallomanyban a GFAP-vel (glial fibrillar acid protein) kolokalizal. A mésodik csoportba a
sejtfelszinhez kapcsolt HA receptorok tartoznak, amelyeket hyaladherineknek neveznek, amelyek
egy HA hexaszacharidot ismernek fel [87]. Ide tartoznak a p125 (FAK), a p42/44 extracellular
regulated kinase (Erk), a TSG-6, a brevican, a neurocan, a versican és a CD44, mely utobbi
membranhoz kotott €s link modult tartalmaz. A HA kotésében fontos szerepet tolt be egy 9
aminosavbol allo szekvencia is, amely megtalalhatd a RHAMM-ban (receptor for hyaluronan-
mediated motility, CD168), az IHABP4-ban, az inter-a-tripszin inhibitor-ban, a CDC37-ben, és a
fibroblast HA-kot6 fehérjéiben [88]. A CD44-HA kapcsolat a kovetkezo intracellularis jelatviteli
folyamatokat befolyasolja: Rac, foszfointozitid-3-kindz, Ras [89]. A RHAMM-nak elssorban a
sejt-migracioban, sejt-osztddasban és a sejt-traszformacioban van fontos szerepe [90]. A receptor
a mikrotubulusok, az aktin, a calmodulin és az extracellular regulated kinase (erk) kinazok
segitségével fejti ki a fentebb leirt moduléacios hatasait. A RHAMM-ot tobb idegsejt tipusban és
oligodendrocytdban sikeriilt kimutatni, a patkdny kozponti idegrendszerében heterogén eloszlast
mutat. A fentiek alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a RHAMM ¢és {6 ligandja, a HA fontos
szerepet jatszik a kozponti idegrendszeri sejt-jelatvitelben és cytoszkeletalis regulacidban.

A HA szerepe. Az idegrendszer fejlddése soran a HA fontos szerepet jatszik az ECM és a
sejt kozotti kapcsolatban [38], ahol elsésorban a sejt proliferaciot, transzformaciot és a migraciot
befolyasolja [91], részt vesz az intercellularis kolcsonhatasokban €s az intracellularis jelatvitelben
[79,88]. A HA felndtt korban is jelen van az emldsok kozponti idegrendszerében [38,40,92],
kimutattdk a myelin-hiivelyben, a myelin és idegsejtek koriili pericellularis matrixban, [53],
intracellularisan az idegsejtek cytoplasmajaban és a sejtmagokban [92]. Ezek az adatok arra

utalnak, hogy a HA-nak fontos szerepe lehet a postnatalis ¢letben is. Egyes adatok szerint a HA-
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permissziv szerepe van [43].

4.2.4. Glycoproteinek

A fibronektin, a laminin, tenascin €s egyéb nem-kollagén ECM proteinek kiilonb6z6
specilizalt doménekkel rendelkeznek, igy sejtfelszini receptor kotohelyekkel, illetve
kollagénekhez, proteoglycanokhoz vagy mas ECM molekuldhoz valé kapcsolodast segitd
doménekkel. Ezen alegységek koziil némelyik rovid aminosav szekvenciat tartalmaz. A
glycoprotein molekuldk egymashoz diszulfid hidakon keresztiil kapcsolodhatnak, igy nagy
méretli polimereket hoznak létre. Egyes fibronektin- vagy EGF-szerli aminosav ismétlddések

.....

alcsoportok alternativ splicing €s gén-duplikacié segitségével johetnek létre.

4.2.4.1. Fibronektin

A fibronektin szerkezete. A fibronektin egy olyan multifunkciondlis fehérje, melyet t6bb
szovettipusban is kimutattak [94]. Mindossze egy gén kodolja a molekula aminosavait,
kiilonb6z6 variansai az mRNS alternativ splicing-javal jon létre. Ez a folyamat biztositja a
fibronektinek szdvetspecificitasat. A fibronektin két heparin-kotd doménbdl, harom fibrin-kotd
doménbdl, és egy kozponti doménbdl all, amelynek RGD szekvencidjahoz torténik a sejtek
kapcsolodasa [95]. Az alternativ splicing els6sorban az IIICS régidban torténik, melynek a
szovet-specificitdsban van fontos szerepe (2C. abra).

A fibronektin receptorai és ligandjai. A fibronektint legalabb 6 kiilonb6zd integrin
receptor is felismeri. Az elsOként felismert integrin receptor az asP; volt, melyet a klasszikus
fibronektin receptorként ismeriink. Ezen a kapcsolaton keresztiil képes befolyéasolni a fibronektin
a sejten beliili folyamatokat. Az asP; receptor a fibronektin sejt-kotd RDG szekvenciajahoz
kapcsolodik, az asf; receptor pedig a lamininhez és a kollagénhez kotodik [96].

A fibronektin eléfordulisa és szerepe. A fibronektin a kozponti idegrendszerben
elsdsorban olyan helyeken talalhaté meg, ahol intenziv axon ndvekedés van. In vitro vizsgalatok
alapjan els6sorban az idegsejtek adhesiojat és az axonok ndvekedését serkenti [97]. A

fibronectint az astrocytak expresszaljak felnétt korban, illetve atmenetileg a fejlddés soran is

crer
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4.2.4.2. Laminin

A laminin szerkezete. A laminin tobb, altaldban harom alegységbdl, hetero-trimer
fehérjékbdl all (2D. abra). Ez utdbbiak az afy alegységek, (al-5, B1-3, y1-3), melyek diszulfid
hidakon keresztiil kapcsolddnak, igy a molekula elérheti akar az 1 milli6 Dalton méretet [99].
Eddigi ismereteink szerint 15 kiilonb6z6 laminin izoforma 1étezik [100]. A molekulanak kereszt
alakja van, a kereszt alapjan egy nagyobb, mig a széleken kisebb globuléris alegységek
taldlhatéak. A lamininek esetében az eltérd isoformakat kozeli gének kodoljak, igy utdlagos
alternativ splicing nem torténik. A harom alegység koziil az a alegység a legnagyobb, amely az
egész molekula hosszan végig ér és a multiglobularis heparint valamint a IV tipust kollagént
kotd molekularészletben végzddik. A kisebb B és y alegységek diszulfid hidakon keresztiil
kapcsolodnak a felcsavarodott (coiled) o alegységhez, és ezen karokon tobb rovid peptid
felismerd szekvencia talalhatod, melyek a laminin receptorokhoz valé kotddést szolgaljak.

A laminin receptorai és ligandjai. A laminin is tobb integrin receptor tipushoz kotédik,
igy az a;B1, o2f1, asPi, asPi és ayP; receptorokhoz [96]. Az integrin receptorok a laminin a
alegységének globularis végéhez kotddnek, azonban ez a kdtohely rejtett pozicidban van, és csak
akkor nyilik fel, amikor elézetesen a 3 lancon egy RGD szekvencia aktivalodik [101].

A laminin eléfordulasa és szerepe. A laminin-1 az a tipus, amelyik a leggyakrabban
fordul el6 a kozponti idegrendszerben. A laminin-1-nek fontos szerepe van az idegsejt

crer

Részt vesz a szinapszisok formalasaban, miikddtetésében illetve remodellingjében is [103].

4.2.4.3. Tenascin

A tenascin szerkezete. A tenascin egy nagyméretli glycoprotein, melynek Ot ismert
képviseldje van. A tenascinok csaladjaba a kovetkezd izoformak tartoznak: tenascin-C, -R, -X, -
Y, -W [104]. Felépitésére jellemzd, hogy az N-terminalis végiikkdn cisztein heptad
ismétlddéseket, varidbilis szamu EGF-szerli (epidermal growth factor) ismétlodéseket és
szamtalan fibronectin-szeri (fn-III) ismétlédést tartalmaznak, melyek mind a multimerizaciot
szolgaljak. A C-terminalis végén a tenascinok homoldgiat mutatnak a fibrinogén - és v-
lancaval. A tenascin-C kezdetben egy trimer azonban két trimer 0sszeolvadasabol jon létre a
hexamer, melyet diszulfid hidak stabilizalnak, azaz egy hatkart csillaghoz (hexabrachion)
hasonlit, melynek tomege eléri a 1,9 millié daltont [105] (2E. abra). Minden tenascin molekula

rendelkezik splice izoformakkal amelyek a fn-IIT domén sokszorozodéasaval jonnek 1étre.

20



A tenascin szintézise. A CSPG-kel szemben a tenascint érett és egyes éretlen gliasejtek
termelik [52,81]. A fejlédés soran elsdsorban a hatarképleteket alkoto sejtekben expresszalodik.

A tenascin receptorai, ligandjai. A tenascin-C elsdsorban integrin receptorokhoz (a3,
agPi €s ooP1) kapcsolodik a harmadik fn-IIT doménen keresztiil [106]. A glia eredetii phosphacan
kapcsolatba 1ép a tenascin-C-vel, és komplexet alkot az extracelluléris térben. A phosphacanhoz
nagyon hasonld a transzmembran foszfotirozin-foszfataz B/{, mely lehetdvé teszi, hogy a
tenascin-C befolydsolni tudja a sejten beliili szignalizdcidos folyamatokat. A tenascin-R
contactinhoz, versicanhoz €s phosphacanhoz kapcsolddhat [107]. A tenascin-C és —R kapcsolatba
1ép a Na™ csatornak P, alegységével is a myelinizalt axonok Ranvier beflizddéseinél.

A tenascin szerepe. A tenascin isoformak koziil eddig a tenascin-C-t, -R-et és —Y-t
mutattak ki a kdzponti idegrendszerben, mely molekuldk az idegrendszer fejlddésének kiilonbdzo
fazisaiban expresszalodnak, és a fejlodés befejezddésével szintjiik csokken. [70]. Elsésorban az
embrionalis morfogenezisben mutattdk ki fontos szerepét. Idegsériilést kovetden emelkedik a

tenascin-C szintje, ezért azt feltételezik, hogy a tenascinoknak fontos szerepe van prekurzor

crer

4.3. Az ECM makromolekulainak specifikus szervezodése az idegrendszerben

Az ECM egyik jellegzetes eléfordulasi helye a neuronokat koriilvevd perineuronalis
halé vagy net (PN), a masik a periférias és a kozponti idegrendszer hataran 1évo tranzicionalis

zona (TZ).

4.3.1. Perineuronal net (PN)

A PN egyes idegsejtek perikaryonjat, axonjaik és nagyobb dendritjeik kezdeti szakaszait
veszik koril [108,109], és ezen a halo-szerli struktiran lyukakat talalhatunk a szinapszisoknak
megfeleléen [108,110,111]. Mar Golgi felismert a neuronok koriil egy retikularis struktarat,
azonban a késdbbiekben ezt fixalasi miiterméknek vélték. Ezt kovetden majd csak Besta igazolta
a PN létezését emlésokben, kiilonbozd élettani és morfologiai vizsgélatokkal, majd Rondinini
mutatta ki kétéltiiekben ¢és hiillokben [112]. A hisztotechnikai modszerek fejlodésével
parhuzamosan egyre tobb informacido gytlt Ossze a PN-r6l [113,114]. Felépitésében tobb
molekula is részt vesz, igy a HA, chondroitin-szultat PG-ok (CS-PG), és glycoproteinek [113-

115], a versican, a tenascin, a phosphacan ¢€s a neurocan [73]. A PN alkotasdban a HA, ¢és a HA-
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kotd PG-ok mellett a sejtfelszini HA-receptorok is részt vesznek [116]. Korabbi kisérletekben
kimutattak, hogy a kiilonbozd idegsejtek koriil eltérd dsszetételli PN talalhato [72] (3. abra).

Perineuronal net

CS glycos-
P aminoglycans

s VN g
4 i Lektikéan
. Bn CSPG

An

O emmmmm—)
Pn Matrix
CSPG

v —fenascin NC or NG2 Sejtfelszini
—_— CSPG

Modified from Fox et al. 2002

3. abra. A perineuronal net szerkezete.

A PN az idegrendszer fejléddésének késdi szakaszdban jelenik meg, amikor a szinaptikus
kapcsolatok mar stabilizalodnak, az addig plasztikusnak mondhaté idegrendszerbdl egy restriktiv
kornyezet alakul ki. Mind az idegsejtek, mind az Oket boritdé glia sejtek részt vesznek a PN
termelésében [108]. Feln6tt allatokban a PN egyik feladata a szinaptikus kapcsolatok
stabilizalasa, a sejtek kozotti kapcsolatok fenntartasa €s modositasa [110,111]. A latokéreg
esetében a PN GAG tartalmanak enzimatikus degraddcidja utan visszatér a latokéreg jsziilottre
tartasdban [108], a polianionos mikro-kornyezet kialakitasdban [117], a hygroszkopikus PG-ok
segitségével pedig az extracellularis tér nyitva tartasaban van fontos szerepiik [108]. A tenascin-R
jelenléte, melynek non-permissziv hatdsa van az axonok novekedésére, megakadalyozza ijabb

szinapszisok kialakulasat felndtt korban [118].
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4.3.2. Transitionalis (TZ), Atmeneti vagy belépési zona

Periférids idegrendszer Kézponti idegrendszer

Glia limitans

Lamina basalis
Endoneuralis tér

Myelin hiively
nélkdli axonok

Myelinizalt axonok

Schwann sejtek \ Oligodendrocytak

4. abra. A belépési zona szerkezete.

A kozponti idegrendszert az astrocytak altal alkotott felszini membran boritja, amit glia
limitansnak nevezziik. A periférias idegek belépésénél a glia limitans megvastagodik, és ezen a
tertileten mind a periférias, mind a kozponti idegrendszerre jellemzd myelin boritds megtalalhato,
ezért ezt a terliletet belépési vagy tranziciondlis zonanak (TZ) nevezzilk. A belépési zona
teriiletén éles hatar figyelhetd meg a szoveti szerkezetben. Ezen a részen a glia limitans-t alkotd
astrocytak nyulvanyainak kiils6 plasmamembranja és az ehhez kapcsolédd6 membrana basalis
alkotja a hatart. A myelinizalt rostokat a periféridn a Schwann sejtek altal alkotott myelin hiively
boritja, illetve emellett endoneurialis kotdszdveti matrix fedi. Ez utobbi alkotasaban elsdsorban
kollagén rostok és fibroblastok vesznek részt [119]. A kozponti idegrendszerben a myelinhiivelyt
az oligodendrocytak nytlvanyai alkotjak, illetve koztiik astrocyta nytlvanyok és extracellularis
szoveti tér talalhatd. Az egyetlen struktira, amely athatol a belépési zonan csak az idegrost. A
glia limitanst kiviilrél borité lamina basalis ezen a teriileten a Schwann sejteket boritdé lamina
basalisban folytatodik, ami késébb beboritja majd a myelinhiivelyes rostokat illetve a nem
myelinizalt rostkotegeket is, és igy a membrana basalison nincsen megszakitds. Ennek
koszonhetéen a membrana basalis hatarréteget képez az endoneurium extracellularis tere és az
idegi, illetve a glialis teriiletek kozott (4. abra).

A belépési zéndban a fejlddés sordn a novekvd periférids idegek atlépnek a glia

limitanson. Csirke embridokban kimutattdk, hogy a belépési zoéna helye mar a fejlodés korai
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stddiumaban determinalt a veldcsd epitheliumaban. Ezen veldsanc eredetli epithel sejtek mar a
fejlodés korai szakaszaban egy un. boundary caps (BC) struktrat hoznak 1étre [120], amely majd
szabalyozza a sensoros axonkdtegek benovését a kozponti idegrendszerbe [120]. A gerincvel6i
ventralis gyokereknél ez a struktura nem talalhaté meg [121], itt valosziniileg chemoattraktiv
molekulak szerepelnek a motoros axonok novekedésének serkentésében.

A belépési zona a szenzoros axonok regeneracidja soran barrierként szolgal, és a
regeneracio hianyanak oka a non-permissziv kdrnyezetben keresendd. E kdrnyezet kialakitdsdban
elsésorban ECM makromolekuldk, illetve egyes gliasejtek altal termelt faktor vesznek részt
[122]. Az ECM molekuldk jelenlétét csak az utobbi idében sikeriilt kimutatni a TZ-ben, bar
korabban mar tobb tanulmanyban is leirtdk e molekuldk jelenlétét a periférids idegek kozponti
idegrendszerhez kozeli teriiletein [61,64]. Elsdként a tenascin (cytotactin) és a chondroitin-6-
szulfat proteoglycan jelenlétét irtak le, majd a HA kotd aggrecan €s a-versican expresszidjat
tanulmanyoztdk a TZ-ben [123]. A szenzoros idegek sériilését kovetden reaktiv glidzis figyelhetd
meg, illetve az astrocytdk is aktivalodnak, mely sejtek hyalektineket (brevicant, neurocant és a
versican V1 illetve V2 izoformait) termelnek. Ezek a CS-PG molekulék is nagy mennyiségben
talalhatdoak a TZ-ben, sot sériilést kovetden szintjiik patkanyokban megemelkedik [124]. A
laminin jelenlétét a TZ-ben elsdsorban a periférias idegek kozponti idegrendszerhez kozeli
részein elhelyezkedd Schwann sejtekhez asszocialtan sikeriilt kimutatni, de azokkal a Schwann
sejtekkel amelyek mar a kozponti idegrendszer teriiletére benyuld szakaszon helyezkednek el, a
laminin nem kolokalizal [125]. A hyaluronsav TZ-ben valo jelenlétére eddig kozvetlen utalast az
irodalmi adatok nem szolgéltatnak, azonban tobb esetben is sikeriilt olyan matrix

makromolekulat kimutatni a TZ-ben, amely HA-kot6 régidval rendelkezik [46,75,123].

4.4. Az ECM molekulak receptorai

Az ECM és a sejtek kozotti kommunikacié fenntartdsaban tobbféle molekulacsoport vesz
részt, pl. integrin receptorok, caveolinok, és a dystrophin-glycoprotein complex (DGC) is, mely
receptorokon keresztiil az ECM makromolekulai fontos szerepet jatszanak a sejten kiviili tér és a
sejt belseje kozotti kétiranyu informécid atadasban. A DGC eléfordulasat és jelentdségét a béka
idegrendszerében még nem ismerjiik, ezért tanulmanyoztuk vizsgalatainkban e molekulakomplex
egyes elemeinek eloszlasat. Az integrin receptorok szerepérdl pedig azért kell emlitést tenni, mert

e receptorcsalad fontos az ECM és a sejtek kozotti jelatvitelben.

24



4.4.1. A dystrophin-glycoprotein komplex (DGC)

4.4.1.1. A DGC szerkezete

A DGC els6sorban transmembran jelatviteli komplex, amely kapcsolatot létesit az
extracellularis €s az intracellularis tér kozott. Ennek kovetkeztében moédositja a sejten beliili
jelatviteli folyamatokat, melyen keresztiil modulalhatja a transzkripciot is a magon beliil, amely
befolyasolja a sejt reakcidjat az extracellularis tér valtozasaira. Szinte minden sejt expresszalja a
DGC valamely komponensét. A komplex alkotasdban kiilonb6z6 molekuldk vesznek részt. A
komplex kapcsolodik az aktin cytoskeletonhoz, illetve az ECM-hez, annak is elsdsorban a
laminin, agrin és perlecan komponenseihez, ezaltal fontos szerepet tolt be a sejtmembran
integritdsdnak fenntartdsdban [126,127]. Extracellularisan a laminin-2 a dystroglycan
komplexhez kotddik, melynek extracellularis tagja az alfa-dystroglycan, mig transmembran tagja
a beta-dystroglycan [126,128]. Ehhez kapcsolodik a négy transzmembran alegységet tartalmazo
sarcoglycan komplex, illetve ennek alfa alegységéhez kapcsolodik a sarcospan. A beta-
dystroglycanhoz intracellularisan kapcsolodik a dystrophin, ehhez pedig a syntrophin és
dystrobrevin kapcsolddik, valamint két, jelatviteli mechanizmusokban szereplé molekula, a
calmodulin és a nNOS is. Intracellularisan a DGC cytoskeletélis elemekhez is kapcsolodik, ezek

az F-actin, filamin-2 és syncoilin (5. abra).

Laminin-2

Sarcoglycan complex

Sarcospan

Syncoilin

a-Dystrobrevin

Modified from Rando et al. 2001

5. abra. A dystrophin-glycoprotein komplex szerkezete.
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4.4.1.2. Dystrophinok

A dystrophinok membran-asszocialt aktin-kotd fehérjék, melyek jelentdségét muszkularis
disztrofiakban irtak le eldszor [129]. A betegség tiinetei kozott megtaldlhatdak kognitiv és
viselkedési zavarok, éppen ezért mar kordbban is feltételezték, hogy a molekulakomplexnek
hatdsa van az idegsejtek miikodésére is [130]. A dystrophin csaladhoz tobb molekula tartozik,
ugy mint a dystrophin, utrophin, az alfa- és beta-dystrobrevin és a DRP2. A teljes hosszisagu
dystrophin molekula 427 kDa molekulasulyt, megtalalhat6 a vazizmokban, szivizomban és az
agy egyes teriiletein [131]. A molekulat kodold gén (DMD) az X kromoszéman talalhat6. Vannak
kisebb molekulasulyu isoformai is, ezek koziil a Dpl40 és a Dp71 elsésorban a kdzponti
idegrendszerben fordul elé, a Dp116 isoforma pedig a periférias idegrendszerben talalhatdo meg
[132,133]. A Dp71 izoforma a leggyakrabban eléforduld fehérje a DGC csalad tagjai koziil az
idegrendszerben [132,133]. Az utrophin, mely a dystrophin egy 396 kDa molekulasulyu
homologja tobb szovetben mutathatd ki, mint a dystrophin. Az utrophin és a dystrophin k&zos
homolog autoszoémalis részét dystrophin related proteinnek nevezziik (DRP).

In situ hibridizaciés vizsgalatokkal tobb dystrophin izoformat is kimutattak a kdzponti
idegrendszerben, elsOsorban a pyramis sejtekben és a Purkinje sejtekben [134], ahol azt talaltak,
hogy a teljes méretli dystrophin (Dp427) csak az idegsejtekben talalhaté meg, mig a glia sejtekbol

teljesen hidnyzik.

4.4.1.3. Dystroglycanok

A dystroglycant kodold gén traszkripcidjat kovetden egy 97 kDa-os fehérje keletkezik
[126], amelybdl késobb glikozilacioval jon 1étre az alfa (156 kDa) és beta-dystroglycan (43 kDa)
[128]. A dystroglycanokat epithel sejtek, neuronok és Schwann sejtek expresszaljak [127,135]. A
beta-dystroglycan C-terminalis részéhez kapcsolddik a dystrophin és utrophin cystein gazdag
régidja [136]. A beta-dystroglycan intracellularis ligandjai a Dp116, a Dp71 [136] és az utrophin.
A DGC beta-dystroglycanon keresztiil kapcsoldodik integrin-receptorokhoz is (indirekt kapcsolat).
Ez utobbi két proteinnek fontos szerepe van a neuromuszkularis junkcidban a nikotinerg
acetilcholin  receptorok (nAchR) clusterizacigjaban, melyet elsOsorban szimpatikus
ganglionokban irtak le [137]. Ezen kiviil a beta-dystroglycan kapcsoldédik a growth factor
receptor-bound protein 2-hoz (Grb2) és e fehérjén keresztiil befolyasolja a pl25FAK aktivitasat
[138]. A beta-dystroglycanhoz kapcsoldodhatnak protein-kindzok, igy a dystroglycan ezen

kapcsolaton keresztiil szabalyozza a jelatviteli folyamatokat [139].
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Az alfa-dystroglycan megtalalhaté a cortex cerebri neuronjaiban, a hippocampusban, a
bulbus olfactoriusban, a bazalis ganglionokban, a thalamusban, és a hypothalamusban. Az
agytorzsben ¢és a kisagyban a neuronok sejttestjeiben és a nyulvanyokban mutathato ki, illetve
gliasejtekben. Az alfa-dystroglycanhoz, mely egy magasan glikozilalt fehérje, extracellularisan
Ca-dependensen kapcsolddhat laminin-2 [126], agrin (neuromuscularis junkcidban), biglycan és
perlecan.

A dystroglycanok kimutathatéak egyes szinapszisokban a posztszinaptikus membranban
[138], és ezen a kapcsolaton keresztiil képesek szabalyozni a szinapszisok struktaralis és
funkcionalis szervezddését. Az agykéregben, a hippocampusban és a kisagyban dystroglycan
kolokalizaciot irtak le GABAa pozitiv receptorokkal [140], ahol feltehetdleg azok
clusterizaciojaban vesznek részt.

Az ECM molekuldk a dystroglycanhoz vald kapcsolodasuk altal képesek befolyasolni az
extra- ¢s intracellularis folyamatokat, pl.: a beta-dystroglycan adhesio-medialta foszforilacidjat
fokozhatja a laminin még abban az esetben is, ha a laminin nem az alfa-dystroglycanhoz kotédik
[139]. A laminin kotédése az extracellularis a-dystroglycanhoz a B-dystroglycan C-terminalis
tirozin szekvenciajanak a foszforilacidjdhoz vezet [139]. Ez az a foszforilacios 1épés amelyen
keresztiil szabalyozhatdo a dystrophinok és az utrophin kapcsolodasa a DGC-hez. A laminin

fokozza a dystrophin-dystroglycan complex clusterizacigjat.

4.4.2. Integrin receptorok

Az ECM ¢és a sejtek kozotti kapcsolat fenntartdsaban fontos szerepet tdltenek be az
integrinek. Az integrinek transzmembran proteinek, melyekben egy specifikus ECM protein-koto
tripeptid szekvencia (az Arg-Gly-Asp vagy az RDG) talalhaté. A sejt-matrix kapcsolat
specificitasat az integrin kapcsolodas adja, ezen kiviil a legtobb adhéziés matrix molekula olyan
kotohelyeket is tartalmaz, ahol a PG-ok GAG oldallancéaval tud interakcidba 1épni.

Az integrin receptorok egy a, és egy P alegységbdl allnak [141]. Az a alegységek
mindegyik receptorndl megegyeznek, azonban a B alegység az egyes integrin alcsoportokban
eltérhet. Mind a két alegység rendelkezik egy nagy méretli extracellularis alegységgel, egy
transzmembran szakasszal €s egy cytoplazmatikus farok résszel [142]. Az integrin receptor
alegységek mérete 90 kDa-tol 200 kDa-ig valtozhat. Az a és a B alegység nem kovalensen,
hanem divalens kationokon keresztiil kapcsolodik egymashoz. A ligand-koto hely kialakitasaban

mind a két alegység részt vesz, a cytoplasmatikus domén pedig a cytoskeleton egyes
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komponenseivel képes interakcioba lépni a B alegység foszforilacidjan keresztiil. Ezen a
kapcsolaton keresztiil alakul ki a cytoskeleton és az ECM kozotti kapcsolat, és ezen at képes az
ECM befolyasolni a sejtben végbemend folyamatokat [94].

A kozponti idegrendszer ECM molekuldi koziil a fibronektinek, lamininek, kiilonb6zo
kollagénekek, tenascinok kotddnek az integrinekhez [141]. Hippocampus szeleteken végzett
kisérletek arra utalnak, hogy az integrinhez ko6t6dd fibronektin aktivalja az Src kinazt, ami
foszforilalja az NMDA receptorokat, megnoveli aktivitasukat €és ezaltal modulélja a szinaptikus
valaszt. Az ECM-integrin kapcsolat altal indukalt jelatvitel masik targetje a citoszkeleton
kozvetitésével a sejtmag, ahol a génexpresszid befolyasoldsan keresztiil modosithatja a neuronok
membranjanak receptor dsszetételét. A sejt aktivitdsanak megvaltozasa, ami példaul a vestibuldris
neuronok deafferentdcidja sordn torténik, olyan intracellularis folyamatokat indithat el, aminek
kovetkeztében megvaltozik az integrin konformacidja és ezaltal az integrin aktivalodasa

kovetkezik be [143].
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1 Kisérleti allatok, a kisérletekhez sziikséges engedélyek és a kisérleti allatok altatasa

A vestibularis magok kapcsolatainak feltérképezéséhez felndtt Wistar patkanyokat
hasznaltunk, melyek stlya 250-300 gramm, életkoruk 4-5 honap volt. A felndtt patkanyok
altatdsdhoz uretant alkalmaztunk (10%-o0s, 1,3 ml/testsuly kg), melyet intraperitonealisan
fecskendeztiink be.

Az ECM molekulak és feltételezett receptoranak, a DGC eloszlasanak vizsgalatdhoz,
esculenta) hasznaltunk. A felndtt allatok megkozelitdleg azonos sulyliak és méretiiek voltak.
Altatasukhoz tricain-metan sulfonat-ot MS-222-t (0,1% 3-aminobenzoic acid etil-észterrel,
Sigma) alkalmaztunk, melyet a békéak hatara helyeztiink.

Az allatkisérletek végzéséhez az adott idoszakban érvényes egyetemi engedéllyel (eng.

szam: 22/2001 DE MAB) rendelkeztiink.

5.2. Palyakovetéses modszerek

6. abra. A neurobiotin injekcid helye a nucleus vestibularis descendensben (A) és a PHA-L injekcid helye a nucleus

vestibularis superiorban (B) a Paxinos és Watson (1998) altal szerkesztett atlasz alapjan.
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5.2.1 Neurobiotinnal torténé palyakovetéses vizsgalatok

Kisérleteinkben hat felnott patkanyt hasznaltunk, altatast kovetden az allatok fejét
stereotaxias késziilékben rogzitettiik. A fej rogzitése harom ponton tortént: a két kiilso
hallojaratban hegyes végi fémrudakkal a dobhartyat atszakitva, illetve a metsz6fogakra akasztott
fémhurok segitségével rogzitettilk az orrcsontot. A fejtetd borén sagittalis metszést ejtettiink, a
frontalis, temporalis €és occipitalis koponyacsontokat szabadda tettiik az ott tapadd izmoktol €s a
periosteumtol. A koponyat operacioés mikroszkop alatt, fogaszati furo segitségével megnyitottuk,
a megnyitas és az injektalas helyét Paxinos és Watson [144], altal szerkesztett atlaszban megadott
sztereotaxikus koordinatdk alapjan allapitottuk meg (6A. abra). Ezt kdvetden mikroszkop alatt
atvagtuk az agyburkokat és felszivott jeloldanyagot (5%-o0s neurobiotin (NB), Vector) 0.5M Tris
pufferben oldva, pH 7.4) tartalmazé iiveg mikroelektrodat (d&tmérdje 10-15 pum) az agytodrzs
dorsomedialis részén elhelyezked6 NVD-be injektaltuk. Az injektalas egyendrammal tortént, 20
percig szakaszosan (5 pA aramerOsséggel 7 masodperc injektalds, amit 3 masodperc sziinet
intervallum kovetett). A neurobiotin diffizidja az injekcios helytdl kicsi, kb. 200 pm, igy
alkalmas a beadas helyén taldlhatd neuronok anterograd jelolésére. Mivel a jeloléanyagot az
axonvégzodések is felveszik, igy a sejtek retrograd megjelolése is lehetdveé valik.

Az allatokat 7-14 nap utan intraperitonealisan adott uretannal ujra elaltattuk, és
transcardialis perfuzioval fixaltunk. Ennek soran eldszor fiziolodgids sooldattal kimostuk a vért,
majd fixalo oldatot (amely 1.25 % glutaraldehid, 2 % paraformaldehid, 0.1M foszfatpuffer, pH
7.4 Osszetételli volt) aramoltattunk at a keringési rendszeren. A fixalast kovetoen az allatok
gerincveldjét €s agyveldjét kiprepardltuk €s az eltavolitott preparatumot egy éjszakan at a
fixaloval azonos Osszetételli oldatban inkubaltuk 4 °C-on. 10% illetve 20%-o0s szukrézzal torténd
feltarast kovetden a blokkokat folyékony nitrogénben fagyasztottuk majd 60 um vastag frontalis
metszeteket készitettiink fagyasztd mikrotommal. A metszeteket 0.1M-os (pH7.4) foszfat
pufferben taroltuk, illetve blokkoltuk az endogén peroxidaz aktivitast 10%-os metanolt és 1%-os
hidrogénperoxidot tartalmazo 0.1M-os (pH 7.4) foszfat pufferben 10 percig torténd inkubaléssal.
Ezt kovetden 0.6%-os Triton X-100 0.1M-os (pH 7.4) foszfat puffer oldataval kezeltik a
metszeteket. A jelolést avidin-biotin complex (ABC) illetve Ni-DAB reakcioval tettiik lathatova,
majd a metszeteket zselatinos vagy szilanizalt targylemezre vittiik és felszallo alkoholsorral
viztelenitést végeztiink. Hattérfestésként 1 %-os toluidinkék vizes oldatat hasznaltuk.

A metszetekbol Neurolucida (MicroBrightField Inc.) illetve camera lucida segitségével

rekonstrudltuk a retrograd jel6l6dott sejteket és az axontermindlisokat. A Neurolucida software
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alkalmazasaval minden jelolt képlet 3 dimenzidban is megjelenithetd. A jelolt sejtekrdl és
végzodésekrdl Nikon Eclipse 800 fénymikroszkop segitségével mikroszkopos felvételeket

készitettiink.

5.2.2. Phaseolus vulgaris-leukoagglutininnel (PHA-L) torténé elektronmikroszkopos
vizsgalatok

A vestibularis magok kapcsolatainak ultrastruktiralis vizsgéalatara a Gerfen és Sawchenko [145]
altal 1984-ben eldszor alkalmazott jeloldanyagot, egy ndvényi fehérjét, a Phaseolus vulgaris —
leukoagglutinint (PHA-L) hasznaltuk. A neurobiotin jeldlésnél leirtak szerint az allatok fején az
altatast kovetden nyilast készitettiink melynek pontos helyét a Paxinos és Watson (1998) altal
készitett sztereotaxids atlasz segitségével hatdroztuk meg (6B. dbra). A jeldléanyagot tartalmazo
oldatot (2,5% PHA-L 0,05M TBS-ben /Tris Buffer Saline/, pH 7.4) 10-15 pm cstcsatmérdjii
tivegelektroda segitségével injektaltuk a NVS-be. Az injektalds iontoforézissel tortént, pulzalo
(7s injektalas, 3s sziinet) 5 pA aramerdséget hasznalva 10 percen keresztiil. A PHA-L naponta 4-
5 mm-t transzportalddik az axonokban, ezért 14 napos tulélést kovetden az allatokat ujra
elaltattuk és transzkardialisan perfundaltuk fiziologids sooldatal 2-3 percig, majd fixald oldattal
(amely 2,5% glutaraldehydet, 0,5% paraformaldehydet, és 0,2% picrinsavat tartalmazo6 0,1M-os
foszfat puffer /PB/ volt) 20-25 percig. Ezt kovetéen a diencephalont, az agytorzset és a
gerincvel6t eltavolitottuk és a fixaloval hasonld Osszetételli oldatba helyeztiik egy éjszakara. A
vizsgalni kivant blokkokat 0,1M-os PB-ben 1 o6raig mostuk, majd ezt kovetéen 60 pm-es
metszeteket készitettiink vibratommal, melyeket 0,1M-os PB-ben gytijtottiink dssze.

A metszetek koziil a mesencephalont tartalmazok keriiltek tovabbi feldolgozasra. Normal
kecske szérummal (NGS) tortént 50 perces blokkolas utan (0,05M-os TBS-ben oldva) 0,05M-o0s
TBS 1% NGS-ot tartalmaz6 oldataban feloldott biotinizalt kecske-anti-PHA-L-al (Vector 1:2000)
inkubaltuk a metszeteket 4°C-on 2 napig, majd a mosast kovetden (0,05M TBS 1% NGS) ABC-t
kapcsoltunk (Vector, 1:100) a mar meglévd fehérje-antitest strukturdhoz (4 ora szobahodn). Az
immunreakciot DAB kromogén reakcioval tettiik lathatova. A metszeteket 1%-0s osmium-
tetroxiddal (OsOs) kezeltik (40 perc), majd 0,1M-os PB-ben mostuk 1 oran keresztiil. A
metszeteket zselatinos vagy szilanizalt targylemezekre helyeztiik és lefedtiik 6ket. A kivalasztott
metszetekbdl a nucleus oculomotoriust és a nucleus rubert tartalmazoé részleteket kivagtuk majd
alkoholos dehidralast és propilén oxidban tortént inkubaldst kdvetéen Durkupan ACM (Fluka)

migyantaba agyaztuk. A polimerizacié utan félvékony (0,5 pum) metszeteket majd pedig
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ultravékony (60 nm) sorozatmetszeteket készitettiink, melyeket Formvar-coated nikkel gridre
gyljtottiink. Ezt kovetden a sorozatmetszetek koziil minden masodikat 1%-os perjodsavval
(REANAL) kezeltiik, amely a gyanta polimer keresztkotéseit fellazitja, megkonnyitve ezzel az
antitest szovetbe torténd atdiffundalasat. A desztillalt vizes moséast kovetden 5%-os Na-
metaperjodattal (SIGMA) torténd inkubdlas eltavolitja az ozmiumot a metszetekbdl,
megakadalyozva ezzel az aspecifikus reakcio kialakulasat. A PBST-ben torténé mosas utan 1%-
os Bovine serum albumin-nal (BSA) blokkoltuk (BSA 0,01M-os PBST-ben oldva). Ezt desztillalt
vizes, majd PBST-ben tortént mosas kovette. A neuronalis jeloloanyaggal (PHA-L) azonositott
termindlisokban feltételezett gatld neurotranszmitter kimutatdsa a kovetkez6 moédon tortént:
terminalisok y-amino-vajsav (GABA), tartalmat az adott neurotranszmitter ellen termelt anti-
GABA (1:1000, SIGMA) felhasznalasaval hataroztuk meg. Az antitestet nyulban termeltették. A
sorozatmetszetek elsé tagjait 0,01M-os PBST-ben mostuk, majd 1%-0os Bovine serum
albuminban inkubaltuk. A PBST-vel /PBS+Triton/ és a TBST-vel /Tris (pH 8.2) + 0,1% Triton/
tortént mosas utdn a fehérje-antitest komplexhez olyan szekunder antitestet kapcsoltunk
(immunogold-dal konjugalt kecske anti-nyul IgG 1:20-as higitds TBST-ben oldva) melyhez 20
nm-es aranyszemcse volt kotve, s igy alkalmassa valt elektronmikroszkdpos vizsgalatra. A
desztillalt vizes mosasokat kdvetden eldszor uranil-acetattal, majd ujabb moséds utin olom-
citrattal kontrasztoztunk.

A jelolt termindlisokrol Jeol 1010 elektronmikroszkop segitségével készitettiink
felvételeket.

5.3 Az extracellularis matrix makromolekulainak illetve feltételezett receptorainak

kimutatasa béka idegrendszerében

Az altatast kovetden az allatokat transcardialisan perfundaltunk izotdnias soéoldattal. Az
eltavolitott gerincveldt és agyat a spinalis és cranialis idegek kezdeti szakaszaval egylitt Sainte
Marie fixalo oldatba (99% abszolut alkohol, 1% 96%-o0s ecetsav) helyeztik. A kivett
készitményeket paraffinba agyaztuk, majd 10 pum vastag horizontalis és keresztmetszeteket
készitettiink. Deparaffinalast kvetden a metszeteket elészor 2%-os hidrogén-peroxidban majd

1%-0s bovine serum albuminnal (BSA) inkubaltuk 30-30 percig.
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5.3.1. Az extracellularis matrix makromolekulik kimutatasa

A hyaluronsav detektalasdhoz egy specifikus biotinilalt hyaluronsav-koté probat
(bHABC) (R.Tammi és M.Tammi jovoltabol a Kuopioi Egyetem Anatdémiai Intézetébdl kaptuk)
hasznaltunk [44]. mely az aggrecan hyaluronsav-koté egységhez kapcsolt biotin molekulabol all,
igy lehetOséget ad a poliszacharid hyaluronsav kimutatasara. A probat 1:10 higitdsban hasznaltuk
(PBS-ben oldva), majd avidin-biotin (ABC) complex és DAB segitségével vizualizaltuk a
reakciot. Negativ kontrollként olyan metszeteket hasznaltunk, amelyeket vagy nem inkubaltunk
bHABC-vel vagy pedig a bHABC-vel val6é inkubalas elétt Streptomyces hyaluronidazzal
(Calbiochem), melynek végsé koncentracidja 4 mg/ml volt, egy éjszakan at eléemésztettiink.
Pozitiv kontrollként béka sternum porcot hasznaltunk [146].

A tobbi extracellularis matrix molekula kimutatasahoz a kdvetkezd primer antitesteket
hasznaltuk: anti-huméan tenascin-C (1:4000 higitds, Sigma), anti-csirke phosphacan (1:40,
Sigma), anti-humén fibronectin (1:400, Sigma) ¢és anti-egér laminin (1:200, Sigma). A primer
antitesttel vald inkubalast kdvetéen a metszeteket PBS-ben mostuk, majd megfeleld specifikus
biotinilalt szekunder antitestekkel 2 6rdn at szobahdn inkubéltuk. Az immunreakciokat a HA-
proba kimutatasahoz hasonldan vizualizaltuk. Negativ kontrollként a primer antitestekkel nem
kezelt metszeteket hasznaltuk. Laminin, tenascin C ¢€s fibronektin esetén pozitiv kontrollként a
béka vesébdl késziilt metszetek szolgaltak, mig a phosphacan pozitiv kontrolljaként a patkany és

béka kisagybol késziilt metszeteket hasznaltuk.

5.3.2. DGC molekulik (az ECM egyik feltételezett receptoranak) kimutatasa

A metszeteket a kovetkezd primer ¢€s szekunder antitestekkel inkubaltuk: primer
antitestként egér-anti-dystrophin (Dys2, Novocastra 1:25 PBS-ben) majd szekunder antitestként
biotinilalt kecske-anti-egér IgG (1:500 PBS-ben) illetve primer antitestként nyul-anti-beta-
dystroglycan (BDG, Novocastra, 1:200 PBS-ben) majd szekunder antitestként biotinilalt kecske-
anti-nyul IgG (1:500 PBS-ben). A primer antitestekkel egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk a
metszeteket majd a szekunder antitestekkel 2 6ran &t szobahdn inkubaltunk. Az immunreakciot
extravidinnel és DAB kromogén segitségével vizualizaltuk. A Dys2 antitest 427 kDa-os, a 260
kDa-os, a 116 kDa-os és a 71 kDa dystrophin variansait mutatja ki. Negativ kontrollként a primer
antitesttel nem kezelt metszeteket hasznaltuk, mig pozitiv kontrollként béka szivizomzatbol
késziilt metszeteket alkalmaztunk [147]. Fluorescens és konfokalis pasztazé 1ézer mikroszkopos

vizsgalatokhoz a kovetkezd szekunder antitesteket hasznaltuk: az anti-dystrophin kimutatasahoz
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Cy3-kapcsolt anti-egér-IgG-t, az anti-BDG kimutatésdhoz pedig FITC-konjugalt anti-nyul-IgG-t
hasznaltunk. A fluorescens-jeldlt szekunder antitestek hasznélatdval tudtuk vizsgalnia két

molekula kodlokalizaciojat. A sejtmagok festésére DAPI-t (Boeringher) hasznaltunk.

srer

A vestibularis ideg atvagasahoz a békak agytorzsét ventralis iranybdl tartuk fel, gy, hogy
a szajnyalkahartydn metszést ejtettiink majd az agytorzset ventralisan boritdé porcos
koponyarészletet eltavolitottuk. A VIII. agyideget feltartuk majd az agytorzsbe torténd
belépésétdl kb. Imm-re distalisan, de a ganglion vestibulare-tdl medidlisan 4tvagtuk
(postgangliondris axotomia). Az 4atvagott idegvégeket egymdas mellé helyeztik majd a
nyalkahdrtyat dsszevartuk. Az éllatok a miitétet kdvetden 3 naptol 12 hétig kb.10°C-on tartottuk,
a tarolo-dobozokban a vizet naponta cseréltiik. Vizsgalatainkhoz 51 kecskebékat hasznaltunk,
melyek kozil 7 a mitétet kovetéen elpusztult. A HA és a laminin eloszlds-valtozasanak
vizsgalatdhoz 32 békat hasznaltunk fel idopontonként 3-3 allatot, a 3 és az 5 napos talélés
kivételével, ahol 5 illetve 6 békat hasznaltunk.

A 3 naptél 84 napig (12 hétig) tartd intervallumban az éllatokat ujra elaltattuk, majd
transcardialisan fiziologias sdoldattal perfundaltuk és eltavolitottuk az agytorzset a VIII. agyideg
megfeleld részével egyiitt. A kivett prepardtumokat Sainte Marie fixalo oldatba helyeztiik és 10
um vastag paraffinos metszeteken a kordbban mar leirt médon vizsgaltuk a bHABC reakciot,
illetve a laminin immunreakcidt. Minden egyes targylemez egy postoperativ id6hoz tartozo, egy
allatbol szarmazo metszeteket, illetve egy nem operalt, kontroll allatb6l szarmazd metszeteket
tartalmazott. Atlagosan egy postoperativ idéponthoz 3 targylemez tartozott, és az Osszes
targylemezt egyszerre inkubaltuk azonos ideig.

Vestibularis axotomiat kovetd axon-regeneracio NB jeldléses vizsgalatdhoz 12 operalt
békat hasznaltunk. Annak bizonyitasara, hogy a regeneracié valoban megtortént, a regeneraciod
befejezddésének feltétezett idépontjaban (8. postoperativ héten) altatdst kovetéen a korabbi
axotomiatol distalisan az ideget atvagtuk, €s az atvagott idegvégekre neurobiotin kristalyokat
helyeztiink. 7 napos talélés utan a neurobiotinos palyakovetéses modszereknél leirt modon

fixaltuk az allatokat és a jel6l0dott rostokat vizualizaltuk.
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5.4.1. Quantitativ vizsgalatok
5.4.1.1. Optikai denzitas mérés

A VIII. agyideg regeneracidja soran bekovetkezd hyaluronsav eloszlasi mintazat valtozas
kvantitativ analizis¢éhez minden metszetr6l Nikon Eclipse 800 transzmisszios fénymikroszkoppal
felvételt készitettiink, az ép (contralateralis) és az operalt (ipsilateralis) oldalrol kiilon-kiilon. A
felvételek készitésekor a mikroszkdp bedllitasait nem valtoztattuk meg, minden felvétel azonos
fényer6 mellett, azonos sziirokkel és azonos apertura beallitasokkal késziilt. A képeket CCD
kamerdval rogzitettiik Spot (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA) software
segitségével €s nem tomdritett formatumban (tiff uncompressed) mentettiik el, illetve semmilyen
utélagos kontraszt és fényerd valtoztatdst nem alkalmaztunk rajtuk. A képeket 8 bites (256
szlirkearnyalatos) formatumban mentettiik el. Az optikai denzitast Image J (National Institutes of
Health, Bethesda) software segitségével mértilk mind az operalt, mind az ép oldalon a belépési
zona (TZ), a medialis (NVM) és lateralis (NVL) vestibularis mag teriiletén, illetve referenciaként
a tractus solitariusban. A szoftver kiszdmitotta a kiilonb6z6é szinli pixelek eloszlasat a 256
sziirkedrnyalatos skalan. A mért adatokat (atlagos denzitas, mért teriilet pixel szama) MS Excel

fileban mentettiik el, és ezeket a kés6bbiekben statisztikai modszerekkel hasonlitottunk dssze.

5.4.1.2. Statisztikai vizsgalatok

Statisztikai elemzésiink kezdetén ellendriztiik, hogy az agytdrzs egy adott magjanak
mérheté HA reakci6 intenzitdsdban megfigyelhetdo—e szignifikans variabilitas ha i) az intenzitast
egyetlen allatbol szarmazd, de a mag kiilonbozé magassagii horizontdlis metszeteibdl ii)
kiilonbozo allatokbol vett metszeteken mértiik. Ehhez a vizsgalathoz a tractus solitarius HA
reakcidjanak intenzitdsat mértiik, mivel ez a strukttra a horizontalis metszeteken jol azonosithato
¢s meglehetésen nagyméretii homogén struktura. Ehhez a vizsgalathoz 5 normal feln6tt allatbol
szarmazo, a HA kimutatasanal leirt modszerrel készitett metszeteket hasznaltunk. Allatonként 6-8
metszetet hasznaltunk, és az egy allatbol szdrmazd metszeteket egy targylemezen inkubaltuk.
Két-tényezds ANOVA teszttel nem taldltunk szignifikdns kiillonbséget a HA reakcid
intenzitasdban sem az azonos allatbol szarmazd metszetek kozott (p>0,29), sem a kiilonbozo
allatok kozott (p>0,34). Ezért a késObbiekben a belépési zona és a vestibularis magvak
vizsgalatakor nem tettiink kiilonbséget az egy allatbol szarmazod adott struktirat tartalmazo
kiilonbozé metszetek kozott, illetve a kiilonbozé dllatokbdl szarmazd identikus struktarakat

tartalmazo metszetek kozott.
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A HA reakcid intenzitasat a kiilonb6zd postoperativ napokon két-mintds t-probaval
hasonlitottuk 0ssze. Az intenzitds valtozasok tendencidjat a linearis regresszids egyenesek
meredekségének tesztelésével vizsgaltuk, mig az ép és az operalt oldalak k6zotti HA denzitas
valtozasok lehetséges Osszefliggéseit Fisher-féle exact teszttel vizsgaltuk. A statisztikai
vizsgalatokhoz MS Excel és GraphPad szoftvereket hasznaltunk.

Az altalunk vizsgalt teriileten (ROI = region of interest) a mikroszképos felvételek
kiilonb6zo szinli pixeljeinek az eléfordulasuk gyakorisagaval stlyozott atlagaval definialtuk a
reakcié intenzitasat az adott struktiraban. Az altalunk hasznalt Image J szofver a 0-255 kozotti
szinskalan a legkisebb reakcid intenzitasnak megfeleld, legvilagosabb szinnek a 255, mig a
legnagyobb reakci6 intenzitdsnak megfeleld, legsotétebb szinnek a 0 értéket adta, és kiszamolta
az egyes szinarnyalathoz tartozo pixelek szamat. A kiilonbozd talélési id6hoz tartozéan az egyes
struktarak HA reakcid intenzitdsanak 6sszehasonlitasahoz, illetve a valtozasok varhat6 iranyanak
teszteléséhez a reakcid intenzitas-értékeinek normalizalasara volt sziikség, melyet nem operalt
feln6tt allatbol (kontroll allat) szarmazo metszeteken az azonos strukturabdl mért intenzitasok
atlaganak segitségével végeztiink el. A kontroll allatb6l késziilt metszeteket az operalt allatokbol
vett metszetekkel egy targylemezen inkubaltuk.

Az adatok normal eloszlasat két kritérium szerint teszteltiik: (1) 0,9<median/mean<1,1 és
(2) 3 - standard devidcid6 < mean. A varianciak egyenldségét (equality of variances) F-teszt

segitségével ellendriztiik [148].
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6. EREDMENYEK

6.1. A nucleus vestibularis descendens kapcsolatainak vizsgalata patkanvban

A metszetek vizsgalatat a neurobiotin
injekcid helyének ellendrzésével kezdtiik.
Az elektrodabol kijutd jeloléanyag kb. 200
um tavolsagra diffundal, az elShivott
neurobiotin fekete szinben valik lathatova
egy hasonld atméréju kor alaku tertileten (7

abra). Az axonok, végzddéseik és a sejtek is

fekete szinben jelentek meg.

7. abra. Mikroszkopos felvétel az injekcio helyérol.
Lépték: 200um

Vizsgélatainkban a neurobiotin injekcid
helyét minden esetben a NVD rostralis
részében talaltuk.

6.1.1. Anterograd projekcio

Az injekcio helyétol az anterograd jelo16dott rostokat és végzodéseket rostralis €s caudalis
iranyba tudtuk kovetni. A legrostralisabb axonokat és végzddéseket a diencephalon teriiletén
taldltuk elsésorban az azonos oldalon. Osszehasonlitva az agytorzsi vetiilettel, joval kevesebb
rostot tudtunk kovetni a diencephalon teriiletére. A végzddési teriiletek az azonos oldali thalamus
nucleus ventralis posteromedialisaban voltak, valamint a zona incerta teriiletén.

A mesencephalon teriilet¢t a NVD rostjai a FLM-ban haladva érik el. A basis
mesencephali teriiletén a rostok kisebbik része az ellenoldalra keresztezddik, nagyobbik része
azonos oldalon a mesencephalon kiilonb6z6 strukturdiban végzddik (8A. dbra). Ezek koziil a
verticalis szemmozgasok koordinalasaért felelds nucleus Darkschewitch €s nucleus interstitialis
Cajal ellenoldali dominanciaval tartalmazta a legtobb végzddést. Az oculomotorius €s trochlearis
magban mindkét oldalon megtalalhatok a NVD eredetli terminalisok (9A. abra). Az injekcidval
ellentétes oldalon gazdag terminalis teriilet figyelheté meg a nucleus ruber parvocellularis és
magnocellularis részében (9B. dbra).

A hid magassdgdban a NVD igen erételjes projekcioval rendelkezik (8B. é&bra). Az
ipsilateralis rostok legnagyobb mennyiségben az injekcio helyétdl rostralis és caudalis iranyban

haladva az azonos oldali NVM, NVL NVS teriiletére kovethetdk, ahol gazdag terminalis
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halozatot alakitanak ki. Ezeket a rostokat, amelyek az azonos oldali vestibularis magok kozott
létesitenek kapcsolatot, intrinsic dsszekottetéseknek nevezik. Az azonos oldalon haladd rostok
masik csoportja a nucleus tractus spinalis nervi trigeminiben (nspV) végzddik, a nervus
mandibularis projekcios teriiletének megfelelden (9C. abra). A medialis iranyba halad6 rostok
egy része a nervus facialis térdétdl rostralisan haladva éri el az azonos oldali abducens magot,
ahol a stirli terminalis hélézat mintegy korberajzolja a mag konturjat (9D. ébra). A formatio
reticularis teriiletén elsdsorban a paragigantocellularis és az intermedier magokban talaltunk
végzodéseket. Az injekcid terliletérdl nagyszami un. commissuralis rost kovethetd az ellenoldali

NVS, NVM, NVL ES NVD teriiletére (9E. abra).

8. abra. Vazlatos rajzok a mesencephalon (A), a pons (B), a nytltvel6 (C) és a cervicalis gerincveld (D) teriiletérdl.

Piros szinnel a neurobiotin jel6lt rostokat, zold szinnel a terminalisokat jeloltiik.

Az injekcioval ellentétes oldalon az abducens mag joval kevesebb végzddést tartalmaz,
mint az azonos oldali, és kevés rost végzddik az ellenoldali nspV-ben is. Az ellenoldali formatio
reticularis végzodési teriilete hasonld az azonos oldalihoz.

A NVD-bdl eredd, caudalis iranyban haladé rostok a FLM-ban talalhatok. Ebb6l valnak le
azok a rostok, amelyek a nyultvelé kovetkezo teriiletein végzddnek: nucleus gracilis és cuneatus,

a nspV, a nucleus tractus solitarii, a nucleus prepositus hypoglossi, formatio reticularis ventralis
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¢s dorsalis részében. A nyultvel? teriiletén megtalaljuk a NVM és NVD legcaudalisabb tertileteit,
amelyek mindkét oldalon tartalmaznak végzdodéseket. Az oliva inferior elenyészd szamban

tartalmazott rostokat és végzddéseket (8C. abra).
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9. abra. Anterograd jel516dott rostok és terminalisok az oculomotorius magban (A), a nucleus ruber parvocellularis
¢és magnocellularis részében (B), a nucleus spinalis nervi trigeminiben a nervus mandibularis projekcios teriiletén
(C), az ipsilateralis abducens magban (D), a contralateralis NVD-ben (E) és a gerincveld szintjében (F). Lépték: A,
E: 20um, B, C, D, F: 50pum
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A leszallo rostokat a gerincveld thoracalis szakaszaig tudtuk kovetni. A
fehérallomanyaban a rostok legnagyobb része az eliilsd kotegben halad az azonos oldalon, de
jelolédtek rostok az oldalsé és hatso kotegekben is. A canalis centralistol dorsalisan keresztez6d6
rostokat is talaltunk. A végzddések legnagyobb része az azonos oldali sziirkeallomany V, VII,
VIII, és IX. Rexed laminaban talalhat6, de néhany terminalis 1athaté az azonos oldali III. és IV.
laminaban is. A nyaki szakaszon elhelyezkedd nucleus cervicalis centralis (CcN) a legtobb
végzOdést ipsilateralisan fogadta, azonban ez a mag kapott rostokat az ellenoldalon is (8D. és 9F.

abra).

6.1.2. Retrograd projekcio

10. abra. Vazlatos rajz a rhombencephalon rostralis (A-B) és caudalis (C-D) részében retrograd jelolodott sejtek
pozicidjarol.

Nem talaltunk sejteket a diencephalonban és a mesencephalonban, a legrostralisabb sejtek
a rhombencephalon-ban jelolédtek. A rhombencephalon rostralis részében mindkét oldali
vestibularis magokban (11A. és 11B. abra), a formatio reticularis parvocellularis (11C. abra),
gigantocellularis €s intermedier részében, a nucleus prepositus hypoglossiban (11D. dbra) és a

nspV-ben talaltunk retrograd jelol6dott sejteket (10A-B. abra).
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A rhombencephalon caudalis részében retrograd jelolodott sejtek lathatdéak a
hatsokotegi magokban, a nucleus gracilisben €s cuneatusban, a nspV-ben, a nucleus tractus
solitariiban, a nucleus prepositus hypoglossiban és a formatio reticularis intermedier,
parvocellularis és gigantocellularis részében (11E. abra). A rhombencephalon teriiletén 1évo

neuronokra jellemzd, hogy alakjuk kerek, vagy ovalis, nagysaguk pedig 15-20 um (10C-D. abra).
S - S - > L R 0 20 : 3
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‘ -’-' 11. abra. Retrograd jel616dott sejtek az ipsilateralis (A),
és a contralateralis vestibularis magokban (B), a nucleus
e reticularis parvocellularisban (C), a nucleus prepositus
. 5 n/ A 4" hypoglossi teriiletén (D) és a formatio reticularisban (E).
) B 62 Lépték: A, B, E: 10 pm, C, D: 50 um
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6.2. A nucleus vestibularis superior (NVS) kapcsolata a nucleus motorius n. oculomotorii-

val és a nucleus ruberrel

A NVS-ba tortént PHA-L injekciot kovetden a jeldlt rostok és terminalisok az
idegrendszer kiilonboz6 teriiletein figyelhetok meg, tobbek kozott az oculomotorius magban és a
nucleus ruber magnocellularis részein (12A-B. abra). Fénymikroszkopban a PHA-L pozitiv
rostok axon terminalisaikkal egylitt egyenletes eloszlasban talalhatdéak ezekben a magokban. A
PHA-L-al jelolt boutonok tobbsége hasonld eloszlast mutatott az oculomotorius magban és a
nucleus ruberben, ahol elsésorban a sejttestekkel és a proximalis dendritekkel voltak szoros
kapcsolatban (13. abra). Ultrastruktaralis szinten jol lathato, hogy a PHA-L jelolt boutonok szinte
kizarolag preszinaptikusan helyezkedtek el mind a két magban (14. abra). A boutonok
szimmetrikus szinapszisokat alakitottak ki, a posztszinaptikus képletek sejttestek vagy 3,5-4 um
atmérdéjii dendritek voltak. Egyes esetekben a PHA-L jelolt boutonok olyan, nem jelolt
axonterminalisokkal alakitottak ki kapcsolatokat, amelyek kerek és/vagy dense core vezikuldkat
tartalmaztak. Az oculomotorius magban 166 PHA-L-al jel6lt boutont szamoltunk meg, melyek
koziil 133 axodendritikus, 29 axosomatikus, 4 pedig axoaxonikus kapcsolatot alkotott. A nucleus
ruberben ezen kapcsolatok szama 47, 16 és 2 volt (1. grafikon). A GABA immunhisztokémiai
reakcié alkalmazasaval a NVS-bdl eredd PHA-L-al jelolt termindlisok tobbsége immunogold
részecskéket tartalmazott mind a nucleus oculomotorius-ban, mind a nucleus ruberben (14D.
abra), mig a posztszinaptikus képletek GABA negativak voltak. A GABA immunreakcio
esetenként pozitiv volt a PHA-L negativ boutonokban is. GABA pozitivitast figyeltiink meg
olyan dendritekben és sejttestekben is, melyek nem képeztek szinaptikus kapcsolatot a PHA-L
jelolt terminalisokkal (14D. 4bra).

12. abra (A) Mikroszkdpos felvétel a PHA-L injekci6 helyérdl a nucleus vestibularis superiorban (nyil). Nyilhegy:
kozépvonal. Lépték: 200 um. (B) A mesencephalon szintje Paxinos és Watson (1998) altal készitett atlasz alapjan.
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13. abra. Fénymikroszkopos felvétel a nucleus vestibularis superiorbol eredé6 PHA-L jeldlt axonokrol (nyilak) és a

boutonokrol a nucleus oculomotoriusban (A) és a nucleus ruberben (B). Lépték: 100 pm

14. abra. Elektronmikroszkopos felvételek a PHA-L jeldlt terminalisokrol az oculomotorius magban (A) és a
nucleus ruberben (B-D). Axosomatikus (nyilhegy) és axodendritikus (nyilak) terminalisok. (B) A PHA-L jelolt
terminalisok (nyil) szimmetrikus axodendritikus kapcsolatot alakitottak ki (nyilhegy). d: dendrit. (C és D) A PHA-L-
nel torténd jeldlés kombinalasa postembedding GABA-immunhisztokémiai jeldléssel. (D) A GABA pozitivitast az
aranyszemcsék jelolik. Aranyszemcséket lathatuk a PHA-L negativ axonokban (a) és dendritekben is (csillag).

Lépték: 1 pm
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A PHA-L jelolt terminalisok eloszlasa a nucleus oculomotoriusban és a
nucleus ruberben

mMucleus oculomotorius

mMucleus ruber

terminalisok szama

Axodendritikus Axosomatikus Axoaxonikus

1. grafikon. A nucleus vestibularis superiorbol eredd PHA-L jelolt terminalisok eloszlasa az oculomotorius magban

és a nucleus ruberben.

6.3. Az ECM molekulak normal eloszlasa a béka idegrendszerében

/ Ependyma

L nvIll s+
~

4

b3

15. abra. (A) A hyaluronsav eloszlasa az agytorzsben. (B) A hyaluronsav eloszlasa a gerincvelében. Lépték: 100um
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A negativ kontroll kisérletekben, ahol enzimatikus emésztést alkalmaztunk a bHABC
proba elétt, illetve ahol ez utébbi probat nem végeztiik el, semmilyen jel6lést nem észleltiink. A
tobbi ECM makromolekula kimutatdsara alkalmas primer antitestek mellézése esetén sem
talaltunk jelolést a metszetekben. A béka sternum porcszdvetben, mely a bHABC reakcid pozitiv
kontrolljaként szolgalt, a porc alapallomanya intenziv reakcidot mutatott. A béka vesében a
tubulusok és az erek lamina basalisa erés immunreakcidt mutatott tenascin C, laminin és
fibronektin esetében. A béka és patkany kisagy Purkinje sejtjeiben a phosphacan immunreakcio

erésen pozitiv volt.

A

16. abra. (A) HA pozitiv PN (nyil) a NVL-ban. (B) FR neuron sejttestje és proximalis dendritje (kettsnyil) koriili

HA pozitiv PN. (C) HA pozitiv PN a gerincvel6i mooneuronok koriil. (D) HA eloszlas a gerincveldi hatsé gydkérben
¢és belépési zonajaban. Lépték: A-C: 20 um, D: 50 pm

A hyaluronsav reakcio negativ volt a gerincveldi idegek és az agyidegek gyokerében,

viszont kifejezetten erdsnek mutatkozott a belépési zonaban (15A, 16D. abra), majd az idegrostok
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kozponti idegrendszerbe torténd belépése utan a reakcid erdssége csokkent. Erésen HA pozitiv
TZ figyelheté meg a nervus vestibulocochlearis esetében is. (2. grafikon). A fehérallomany
pozitiv HA reakciot mutatott az egész neuraxisban, a legerdsebb reakcid a gerincveld (15B. abra)
¢s az agytorzs teriiletén figyelhetd meg, €s elsdsorban az axonok koriili tertiletek voltak pozitivak.
A rhombencephalon fehérallomanydban a HA reakcio intenzivnek mondhato, legerdsebb a
tractus spinalis nervi trigemini, a tractus vestibulocochlearis és a gerincvel6bdl felszallo palyak
mentén volt. A tractus solitarii és a subependymalis fehérallomany gyengén jelolodott. A
sziirkeallomanyban a HA pozitivitds granularis formaban jelent meg. Intenziv reakciot
figyeltiink meg egyes idegsejtek perikaryonja és nagyobb dendritjeik kezdeti szakaszai koriil,
amely arra utal, hogy a HA a perineuronal net-ben is megtaldlhaté (16A-B. abra). Nagy
nagyitassal lathat6, hogy a HA pozitiv PN korbefog egy HA negativ teriiletet, ami a sejttestnek
felel meg. A PN jol elkiilonithetd a neuropiltdl, mivel a HA reakcid intenzitdsa lényegesen
nagyobb a PN-ben (3. grafikon). Az agytorzs teriiletén a sziirkedllomanyban elsGsorban a
somatomotoros agyidegek magjaiban, valamint a cochlearis és a vestibularis magokban talaltunk
er6és HA pozitivitast. A gerincvel6i sziirkeallomanyban a kevésbé festddott teriiletek kozé tartozik
a hatsoszarv felszinhez kozeli része, és a canalis centralis koriili teriilet. A mellsé szarvban
els6sorban a motoneuronok perikaryonja és nagyobb dendritjei koriili tertiletek voltak er6sen HA

pozitivak (16C. abra).

A hyaluronsav reakcio optikai denzitasa a
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2. grafikon. A hyaluronsav reakci6 optikai denzitdsa a nervus vestibulocochlearis belépési zondjaban (TZ).

3. grafikon. A hyaluronsav reakcio optikai denzitdsa a gerincvel6i motoneuronok koriil.

A laminin IR nagyon erés volt a periférias idegek gyokerében és belépési zonajaban.
Nagyobb nagyitassal lathato, hogy az idegrostokat koriilvevd teriileten a laminin IR intenzitasa
nagyon erds, mig a rostoknak megfeleléen a reakcié negativ (17A-B. abra). A belépési zona

teriiletén a TZ-re jellemz6 szerkezetnek megfeleléen a laminin pozitiv teriilet kisebb kotegekben
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benyulik a kozponti idegrendszer teriiletére. A kdzponti idegrendszerben azonban, beleértve a
latdideget is, az agyburkok és az erek lamina basalisa kivételével laminint nem tudtunk kimutatni

(17C. ébra).
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2, Y . } 17. abra. A laminin eloszlasa a nervus vestibulocochlearisban
23 \ és annak belépési zOndjaban, illetve az agytorzs lateralis
\ 5. részén (A), a gerincvel6i hatsé gyokérben és annak belépési
ik ] : 'ii,a mater zéngjaban (B), a diencephalonban (C) (a nagyitott képen egy
I I
=T S EE T 51 laminin pozitiv kapillaris membrana basalis lathat6), Lépték:
ependyma \

A, C: 25 um, B: 100 pm

A tenascin C immunreakcid eloszlasa hasonld képet mutatott a HA reakcidhoz. Az
agyidegek és a gerincvel6i gyokerek periférias részén gyenge tenascin-C IR figyelheté meg az
idegrostok kozatti teriileten. A belépési zondban az intenzitds er0ssége jelentdsen megemelkedik,
¢s a belépést kovetden az IR intenzitasa a rostok koriil nem csokken. A HA reakciotol eltérden a
fehérallomany kiilonb6zo teriiletei kozott nem talaltunk intenzitasbeli eltérést. Az agytorzsi
szlirkeallomany neuropilje gyengén festddik, emiatt jol elkiiloniil az egyes neuronok sejttestje €s
nagyobb dendritjei koriil, elsésorban a vestibularis magkomplexben lathato erdsen pozitiv PN-tdl.
A PN altal koriilvett, sejttesteknek megfeleld teriilet negativ immunreakciot adott. A gerincveldi
fehérallomany tenascin-C IR-ja erdsnek mondhatd, nagyobb nagyitassal a fehéradllomanyban a
tenascin-C heterogén eloszlasat figyelhetjiik meg. A ventralis commissuralis rostok erdsen

tenascin-C pozitivak voltak, és a gerincveld sziirkedllomanyaba radier irdnyba sugaroznak. A
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gerincveldi sziirkedlloméany neuropilje negativ, igy egy tenascin-C pozitiv halozat lathato a sejtek
kortil, feltételezhetden a PN részeként (18A. és 18B. abra).
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18. abra. A tenascin-C eloszlasa a nervus vestibulocochlearisban, annak belépési zonajaban, illetve az agytorzs
lateralis részén (A) és a gerincveldi fehérallomanyban, illetve a motoneuronok koriili PN-ben (B). Phosphacan
pozitiv PN a gerincveldi motoneuronok koriil (C). A fibronektin pozitiv belépési zéona, motoneuronok cytoplasmaja
és commissura anterior. Lépték: A, D: 50 um, B, C: 20 pm

A phosphacan IR enyhén pozitiv volt a gerincvel6i idegek és az agyidegek gyokerében,
azonban joval er6sebbnek mutatkozott ezek belépési zondjaban. Az agytdrzsben a VIII. agyideg
belépését kdovetden a vestibularis rostokat egészen a vestibularis magok teriiletéig erds
phosphacan pozitiv alloméany veszi koriil. A sziirkedllomanyban a neuropil hasonld intenzitast
mutat, mint a fehérallomanyban, azonban a vestibuldris magok idegsejtjei koriil egy erdsebb
phosphacan IR pozitiv teriilet figyelheté meg. A sejttesteknek megfeleld teriilet itt is negativ volt.

A gerincveloben a phosphacan elsdsorban a fehéradllomanyban mutathat6 ki. Az eliilsé illetve a
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hats6 kotegben a reakcid intenzitasa erdsebb, mig az oldalsé kotegben gyengébb volt. A
phosphacan IR intenzitisa a fehérallomanyban a felszin fel6l valamelyest csokken. Erdemes
megjegyezni, hogy a rostok altal kihagyott teriileten egy naptari napképhez hasonld format
lathatunk, egy phosphacan pozitiv csomo6 lathatd az IR hidny kozepén. A gerincvel6i
sziirkedllomany valamivel gyengébben festenyzett mint a fehérallomdny, azonban az egyes
idegsejtek, kiilondsen a motoneuronok koriil phosphacan pozitiv PN talalhato. A PN jol elkiiloniil
a szlirkeallomany tobbi teriiletétol. A fehérallomany feldl itt is erésebb IR pozitivitasu kotegek
1épnek be a sziirkeallomany tertiletére, elsésorban az eliilsé szarvban (18C. abra).

A fibronektin IR erds volt a periférids idegrendszerben és a belépési zondban, mind az
agyidegek, mind a gerincveldi idegek esetében. A periférids idegekben elsdsorban az axonokat
kortilvevd teriilet volt erdsen pozitiv. A belépési zonaban a fibronektin IR intenzitasa csak kis
mértékben emelkedik €s az agytorzsi fehérallomany felszinhez kozeli részén is megkozelitdleg
azonos a reakcid intenzitasa, mint a periférids idegekben. Az agytdrzsben a fehérallomany tobbi
része kozepesen pozitivnak mondhatd. Az agytorzsi sziirkedllomany neuropilje meglehetdsen
gyenge IR-t mutat, azonban egyes idegsejtek sejttestje €s nagyobb dendritjei koriil fibronektin
pozitiv teriilet figyelheté meg. A gerincvelében a fehér- és sziirkedllomany jol elkiilonithetd a
fibronektin IR alapjan. A fehérallomany a periféridas ideghez képest gyengébb, vagy
megkdzelitdleg azonos erdsségli reakciot mutat. Az IR intenzitdsa a fehérallomanyban
inhomogén, az idegrostokat koriilvevd teriiletek kozepes fibronektin IR-t mutatnak, mig a
rostoknak megfeleld kozépso teriilet teljesen negativ. Az eliilsé commissuralis rostoknak
megfeleld teriileten itt is er0sebb IR-t lattunk. A gerincveldi sziirkedllomanyban a neuropil
tertiletén a fibronektin IR gyenge, igy a PN alig ismerhet6é fel (18D. abra). Egyes kozepes és
nagyobb gerincvel6i idegsejtek cytoplasmajaban kimutathaté a fibronektin, de ezeknek a

fibronektin pozitiv sejteknek az eloszldsa nem mutat regionalitast.

6.4. A dystrophin-glycoprotein komplex elemeinek eloszlasa a béka idegrendszerében

A Dys2 IR a periférias idegekben negativ volt, azonban a belépési zoénaban a reakcid
erdsebbnek bizonyult. Az agytorzsi fehérallomany altalaban negativ, kivétel az agytorzs lateralis
része, ahol a vestibulocerebellaris és spinocerebellaris palydk is haladnak, és valoszinlileg a
vestibuldris magok idegsejtjeinek dendritjei is kinyulnak erre a teriiletre. A pozitivitds egészen a
kisagyi szemcsesejtek teriiletéig kovethetd, azonban a kisagyi sejtek negativak (19. abra).

Elozetes vizsgalataink, amelyek nem képezik jelen PhD értekezés anyagat, azt mutattak, hogy a
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vestibulocerebellaris palya teriiletén vestibularis axotémiat kovetéen csokken a dystrophin
intenzitdsa, mig az ép oldalon minimalis emelkedés mutathato ki (20. abra). A NVL-ban a
perikaryonok pozitivak, a NVM-ban viszont kevésbé erds a reakcid. A gerincveldben a Dys2
erdsen pozitiv a fehérallomanyban, kiilondsen a hatsé kotegben, azonban az axonok negativak
voltak. A commissura anterior is jelolodott. A sziirkedllomany teriiletén a reakcid negativ volt

(21. &bra).
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V. i R : t./ vestibulocochlearisban  és  belépési  zonajaban,
,;MVN p TS . : .”{-u,: ; illetve az agytdrzs dorsolateralis részén. (B)
A {A :lf ' _ Dystrophin pozitiv teriiletek a medialis ¢és lateralis
:_‘}_,f _ i .' . L J. i vestibularis magokban. (C) Dystrophin pozitiv
T : - pia perikaryon a lateralis vestibularis magban. Lépték:

nP - , A i | A: 100 pm, B: 50 pm, C: 10 pm

A beta-dystroglycan IR intenzitdsa erdsebb volt a periférids idegekben, dsszehasonlitva a
kozponti idegrendszer fehérallomanyaval. A NVM ¢és NVL teriiletén az idegsejtek perikaryonja
¢és egyes sejtek dendritje is erdsen pozitiv. A kisagyi fehérallomany enyhén pozitiv, hasonloan a
Purkinje sejtek is. Az erek és kapillarisok membrana basalisa pozitiv reakcidt mutat (22. abra). A
gerincveldi fehérallomanyban és a periférids idegben az axonok illetve koriilottik 1évo tertilet
pozitiv volt a beta-dystroglycan kimutatdsara szolgaldé IR-val. A sziirkedlloméany teriiletén a

motoneuronok és egyes hatsdszarvi sejtek mutattak pozitivitast (23. abra).
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OPERALT

20. abra. A dystrophin eloszlasaban bekovetkezd valtozas az ép €s az operalt oldalon a vestibularis axotomiat kdvetd

5. postoperativ napon. Lépték: 100 pm

21. abra. (A) A dystrophin eloszlasa a gerincvelében. (B-D) Nagyobb nagyitasu felvételek a hatso koteg (B), a
commissura anterior (C) és a mellsé gyokér teriiletén (D). Lépték: A: 100 pm, B-D:20 pm
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22. abra. A beta-dystroglycan eloszlasa az agytorzsben (A), a medialis és lateralis vestibularis magokban (B), illetve

a kisagyban (C) Lépték: A: 100 um, B, C: 20 pm
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23. abra. A beta-dystroglycan eloszlésa a gerincvelében (A). (B) Nagyobb nagyitassal a hatso szarv dorsalis részén
¢és a hatso koregben, (C) a gerincvel6i motoneuronok cytoplasmajaban, és (D) a gerincveldi eliilsé gyokérben illetve

annak belépési zonajaban. Lépték: A: 100 um, B, D: 50 pm, C: 20 um
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Kettés immunhisztokémiai jeloléssel jol lathatd, hogy a kisagy teriiletén a Purkinje
sejtek cytoplasmaja BDG pozitiv, mig a vestibulocerebellaris rostok, amelyek a szemcsesejteken
végzddnek, Dys2 pozitivak. A NVM teriiletén a nagyobb idegsejtek perikaryonja pozitiv mind
BDG-ra, mind dystrophin-ra, azonban egyes sejtek cytoplasmaja csak BDG pozitivitadst mutat. Az
idegsejtek kozotti neuropil Dys2 pozitiv. A nervus vestibulocochlearis periférias részében az
axonok koriil csak BDG pozitiv reakcio figyelhetdé meg, mig a belépési zonaban illetve a

kozponti idegrendszerben talalhato vestibularis rostok koriil kettds jelolés 1athato (24. abra).

MERGED

= ~MERGED

MERGED

*

24. abra (A-B) A BDG ¢és dystrophin kolokalizacioja a kisagyban. (C) A BDG és dystrophin eloszlasa nucleus
vestibularis medialisban. (D) BDG és dystrophin eloszldsa a nervus vestibulocochlearisban és belépési zonajaban.

Lépték: A. 20 um, B, C: 10 um, D: 50 um
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6.5. A nervus vestibulocochlearis regeneraciéjanak vizsgalata

A vestibularis deafferentaciot kovetden az allatok a vestibularis 1ézidra jellemzo tlineteket
mutattak, fejliket Gigy tartottdk, hogy az operalt oldalt a fold felé forditottak, illetve a 1ézidra
jellemz6 testhelyzetet vették fel (25A. abra). A miitétet koveto 6 héttdl a 1éziora jellemzo tiinetek
fokozatosan megsziintek. A korai szakaszban az axotémia helyén a VIII. agyideg regeneralddott
részét egy erdsen vaszkularizalt kotdszovetes struktura boritotta. Ennek a szovetnek az
eltavolitdsakor élében erds vérzés jelentkezett, amely megnehezitette a Neurobiotinnal torténd
jelolést. Késobb azonban ovatos preparaldssal a kdtoszovetes heget konnyen el lehetett tavolitani,

¢s ilyenkor a regeneral6do teriilet a nervus vestibulocochlearison jol kivehetd volt (25B. abra).

- vestibularis

axotémia helye

25. abra. (A) A vestibularis 1€ziot kovetden a békak altal felvett testtartds. (B) Regeneralddott nervus

vestibulocochlearis a 12. postoperativ héten, eltavolitott agytdrzs Sainte Marie fixalast kdvetden.
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26. abra. Vazlatos rajz a vestibularis rostok elhelyezkedésérdl vestibularis 1€zidt megelézéen (A), illetve azt

kovetden (B). A piros szinnel jeldlt rostok az axonal sprouting lehetséges forrasai.
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6.5.1. A regeneralodo rostok neurobiotin jelolése

A korabbi axotomiadtol distalisan atvagott VIII. agyideg proximalis végére helyezett
neurobiotin megfeleld transzport idé utan kimutathat6 volt a nervus vestibulocochlearisban és az
agytorzsben is. A regeneralddott rostoknak eltérd atmérdik voltak, az 5. postoperativ hétig csak
vastag rostok lathatdak, mig ezt kovetden mar a vékony és vastag rostok keverten talalhatdoak. A
rostok lefutasa rendezetlen €s felcsavarodott volt. Az agytorzsbe torténd belépéskor a rostok egy
felszallo és egy leszallo koteget alkottak, a regeneralddott tractus vestibularis a normal allatokhoz
képest lateralisan helyezkedett el. A tertier dgakon, melyek a normal allapothoz képest
hosszabbak és csavartabbak voltak, gyongyfiizér-szerli megvastagodasokat talaltunk, emelyek
feltehetéen en passant boutonoknak felelnek meg. Rostralisan a rostokat egészen a kisagyig
tudtuk kovetni, caudalis iranyban pedig a regeneralodott rostok elérték a tractus solitarius szintjét

(26. és 27. abra).
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27. abra. (A) Neurobiotin jelolt regeneralodott vestibularis rostok (nyilak) a 8. postoperativ héten. (B)

Regeneralodott rostok a nervus vestibulocochlearis belépési zonajaban (nyilhegyek). (C) Regeneralodott rostok és
boutonok (C) a NVL-ban. Lépték: A: 50 um, B, C: 25 pm

55



A vestibuldris magkomplex minden tagjaban megtalaltuk a regeneralodott rostokat. A
legtobb rost a NVD-ban és az NVL-ban volt, mig az NVM-t és az NVS-t kevesebb tertier rost
érte el, melyek az atlagosndl hosszabbnak tlintek. A rostok megoszlasa és morfologidja a

vestibularis magkomplexen beliil hasonl6 volt a korabbi eredményekhez [5].

6.5.2. A hyaluronsav eloszlasi mintizatanak valtozasa post-ganglionaris vestibularis
axotomiat kovetden

A negativ kontroll kisérletekben az ECM molekuldk normadl eloszldsanal leirt
eredményeket kaptuk. Post-ganglionaris vestibularis axotomiat kovetden hyaluronsav eloszlasi
mintazatdban az alabbi valtozasokat figyelhettiik meg.

A denzitasok idObeli valtozasat mutatd abrdkon a kontrolhoz képest magasabb denzitast
az egynél kisebb értékek jelentik. Ugyanakkor, hogy a nagyobb denzitashoz magasabb oszlop
tartozzon a vertikalis denzitas tengelyt megforditva abrazoltuk (4-6.grafikon).

Az axotomiat kovetd harmadik naptél megemelkedett a HA reakci6 intenzitasa a VIII.
agyideg periférias részében, az intenzitds maximuma a 42. postoperativ napon volt
megfigyelheto.

Mikroszkopos vizsgalattal a belépési zénakban az operalt oldalon az 5. postopertiv napra,
mig az ép oldalon a 14. napra megemelkedett a HA reakcid intenzitdsa. Az optikai denzitds
mérésével a 3. postopertiv napon a HA proba intenzitdsa valamivel alacsonyabb volt, mint a
kontroll allatokban mért érték, majd a HA reakcio intenzitasa szignifikansan nétt a 3. és 5.
postoperativ nap kozott az operalt oldalon (p=0,042, t-proba). Az ép oldalon az intenzitas
emelkedés mértéke valamivel kisebb volt, mint az operalt oldalon, de az 5. postoperativ napon a
TZ intenzitdsa mindkét oldalon meghaladja a kontroll (nem operalt) allatokban mért HA
intenzitast. Az 5. és 7. nap kozott az operalt oldalon megfigyelhetd reakcid intenzitas csokkenés
nem szignifikans (p=0,087, t-proba), és az ép oldalon a csokkenés mértéke valamivel kisebb. A
7-14. nap kozott a reakcid intenzitasa ismét emelkedik az operalt és az ép oldalon, de az operalt
oldalon nagyobb mértékben az ép oldalhoz képest (p=0,00003, t-proba). A legmagasabb denzitast
az ép ¢€s a kezelt oldalon is a 14. post-operativ napon észleltiik, és az optikai denzitds mérésével a
HA préba intenzitasa a TZ-ban ekkor meghaladja a kontroll allatokban mért intenzitast. A 14-21.
napok kozotti intervallumban az operalt oldalon a reakci6 intenzitasa csokken (p=0,003, t-proba)
¢s a reakci6 intenzitasa megkozelitdleg megegyezik a kontroll allatokban mért értékkel. A 21-28.

nap kozott nincs szignifikans valtozas (p=0,669, t-proba). Ezt kovetden a vizsgalt 42., 56. és a 84.

56



napokon a kontroll allapothoz hasonlé szinten stabilizalodott, illetve valamivel alatta alakult a

reakcio intenzitasa a TZ-ban (21-84. nap, linearis regresszio, p=0,348) (28. abra, 4. grafikon).

Vil ,,;" ONS o — =
e 37, & ¥ | X AR
‘.‘. : 5 A‘; ;;"' \ Vi R | M } P ‘\‘:; : X
NEM OPERALT
3 NAPOS 5 NAPOS 7 NAPOS 14 NAPOS 21 NAPOS 42 NAPOS
OPERALT
nvill ~ CNS .
~ f ’-'
TZ
7 rs

28. abra. A hyaluronsav reakci6 valtozasa a belépési zonaban (TZ) vestibularis 1€ziot kdvetden. Lépték: 50 pm
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4. grafikon. A hyaluronsav reakcio optikai denzitasanak valtozasa vestibularis 16ziot kdvetden a belépési zonaban.
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A belépési zonaban és a VIII. agyideg periférids részében megfigyelhetd valtozasokkal
szemben a nucleus vestibularis medialisban talalhat6 idegsejtek koriili perineuronalis netben
a mikroszkopos felvételeken a HA proba intenzitdsa a 3. postoperativ napon a kdrnyezo
neuropiltdl alig volt megkiilonboztethetd. Az intezitas csokkenés kifejezettebb volt az operalt
oldalon, de valtozas figyelheté meg az ép, contralateralis oldalon is. Ezt mutatjdk az optikai
denzitas mérési eredmények is (mivel a kontrollal normal optikai denzitas értékek > 1). A 3-5.
postoperativ nap kozott erételjesen nétt az intenzitas az optikai denzitds mérései alapjan (p<0,04,
t-proba) €s a kontrollhoz hasonlo értéket ért el, azonban ez a véaltozas mikroszkopos vizsgalataink
soran nem volt szembetiind. Az 5-7. nap kozott a reakcid intenzitdsa csokkent (p=0,00004, t-
proba), és a 3. postoperativ napon mért értéknél lényegesen alacsonyabb szintet mutatott. Az
operalt oldalon a csokkenés nagyobb, mint az ép oldalon. A 7-14. nap kozott az HA reakciod
intenzitdsdban nem volt szignifikans valtozas (p=0,355, t-proba). A mikroszkopos felvételek
elemézésekor a HA reakcio intenzitds csokkenése a NVM PN-jében egészen a 14. postoperativ
napig figyelhetd meg és a legkisebb intenzitast a 7. és 14. postoperativ napokon mutatja. Ezutan
az ¢ép oldalon egy gyors ¢és intenziv ndvekedés lathato a HA reakcid erdsségében egészen a
mitétet kovetd 42. napig. Az operalt oldalon a 21. napon a PN mikroszkopos vizsgalattal még
nem volt megkiilonboztethetd a neuropiltol és az ép oldalhoz képest késve, csak ezt kdvetden
figyelhetd meg HA proba intenzitdsaban emelkedés. Mikroszkopos vizsgélattal az operalt oldalon
is a 42. postoperativ napra jelenik meg a perineuronal net az NVM-ben. Ezt kdvetéen mar csak
kisebb mértékli reakcid intenzitds-ndvekedés volt megfigyelhetd, azonban a reakcié ekkor mar
erésebb volt, mint kontroll allapotban. A mért optikai denzitasok alapjan a NVM-ban a 7. napt6l
a 42. napig a reakcié intenzitdsa fokozatosan nd az operalt oldalon (p=4,25-10" , lineéris
regresszio). Az €p és az operalt oldali NVM-ban a HA prdba intenzitasa a 42. postoperativ napra
éri el a kontroll allatokban mért értéket (denzitas érték ~ 1). A 42. és 84. nap kozott nem talaltunk
szignifikans valtozast a HA reakci6 intenzitasaban (p=0,878, linearis regresszio) (5. grafikon).

A nucleus vestibularis lateralis perineuronalis netjében is hasonld valtozasok
kovetkeztek be, mint a medialis vestibularis mag esetében. A 3. postoperativ napra a HA préba
intenzitasa annyira lecsokkent, hogy a PN megkiilonboztethetetlen volt a neuropiltdl, melyet az
optikai denzitas mérés is megerdsit. Majd az 5. postoperativ napra a reakcid intenzitdsa
megemelkedett (p<0,01, t-proba), ez a valtozds azonban mikroszkopos vizsgalattal nem volt
szembetiind. Az NVL-ban az 5-7. nap kozott jelentds csokkenés figyelhetd meg a reakcio

intenzitasaban (p=0,005, t-proba), és a HA proba intenzitasa a 7. napon megkdozelitdleg azonos, a
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3. napon mért értékkel. A 7. és a 14. nap kozott az operalt oldal intenzitdsban nincs szignifikans
valtozas (p=0,740, t-préba). Mikroszkopos vizsgalattal a NVL-ban az ép oldalon a reakcio
intenzitas csOkkenése a PN-ben egészen a 14. postoperativ napig volt kdvethetd, majd ezutan
gyors ¢s intenziv ndvekedés lathatdo a HA proba intenzitdsaban 28. postoperativ napig, hasonldéan
a NVM-ban megfigyeltekhez. Az operalt oldalon a PN mikroszképos vizsgalattal a 28. napig alig
volt megkiilonboztethetd a neuropiltél és csak ezt kdvetden kezdett a reakcid intezitasa
emelkedni. Mind a két oldalon kb. a 42. postoperativ napra jelenik meg a perineuronal net.
Szemben a mikroszkopos vizsgalattal, a linearis regresszid analizis alapjan a 14-28. nap kozott a
reakcié intenzitds az operalt oldalon szignifikansan emelkedik (p=0,00007). Optikai denzitas
méréssel és az eredmények normalasat kovetden jol lathato, hogy a HA proba intenzitdsa a 21. és
a 28. postoperativ nap kozott éri el a kontroll allatokban mért értéket, sét kis mértékben meg is
haladja azt, mind az operalt, mind az operalatlan oldalon. Majd ezt kovetden a 28-84. nap kozott
azonban mar nincs szignifikans valtozas (p=0,32727, linearis regresszio) (29. abra, 6. grafikon).

Osszehasonlitva a valtozast

NVL NVL az azonos oldali NVM és NVL

PN 3 NAPOS /PN kozott, megfigyelhetd, hogy a

HA proba intenzitisa, az
otodik nap kivételével, a
NVM-ban gyengébb volt, mint

7 NAPOS az NVL-ban. Ez a kiilonbség

mind az ép, mind az operalt

oldalon lathato volt.
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29. abra. A hyaluronsav
eloszlasaban megfigyelhetd valtozas

-‘ 42 NAPOS a nucleus vestibularis lateralisban

(NVL) vestibularis 1éziot kovetden.
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A Fisher-féle exact teszt segitségével kimutattuk, hogy az operalt és az ép oldalak kozott
nem fliggetlen a HA proba intenzitdsdnak valtozasa (NVM: (p=0,04; NVL: p=0,004; TZ:
p=0,004). Ez arra utal, hogy az operaci6 az intact oldalon végbemend HA denzitas valtozasokat

is befolyasolja és annak idObeli lefutasa is hasonld az ép és az operalt oldalon.
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5. grafikon. A hyaluronsav reakcidé optikai denzitdsanak valtozdsa a nucleus vestibularis lateralisban (NVL)

vestibularis 1éziot kovetden.
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6. grafikon. A hyaluronsav reakci6 optikai denzitasanak valtozasa a mnucleus vestibularis medialisban (NVM)

vestibularis axotomiat kovetéen.

60



A NVD ¢és az NVS teriiletén is megfigyelhetd volt a PN dezintegracidja majd
reintegracidja a masik két maggal nagyjabol azonos idébeli lefolyéassal. Ezekben a magokban
azonban nem végeztiink optikai denzitds mérést, mivel a regeneracié szempontjabdl az NVL-nek
¢s az NVM-nek van fontosabb szerepe, ugyanis ebben a két magban figyelheté meg a legnagyobb

mértekill valtozas a regeneracid soran.

6.5.3. A laminin eloszlasi mintazatanak valtozasa post-ganglionaris vestibularis axotomiat
kovetéen

Vestibularis axotomiat kovetden vizsgaltuk a laminin eloszlasdban bekovetkezd
valtozéasokat is, azonban ezt csak a 28. postoperativ napig kovettiik. A legmarkénsabb valtozast
az 5. postoperativ napon észleltiik, amikor a laminin IR intenzitdsa mind a periférias idegekben,
mind azok belépési zondjaban megemelkedett mind a két oldalon. Emellett, szemben a normal
allapottal, a laminin megjelent a kdozponti idegrendszerben is, ahol mind az ép, mind az operalt
oldalon intenziv laminin reakciét mutattunk ki az agytorzsben, a tractus vestibulocerebellaris €s a
tractus vestibulospinalis normal lefutdsatdl lateralisan. Pozitiv laminin IR-t latunk mindkét
oldalon a vestibularis magok neuropiljében, a NVM kivételével. A NVL-ban valamivel erésebb

volt a reakcid intenzitasa, mint a NVS-ban és a NVD-ben (30. abra).
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30. abra. A laminin eloszlasanak valtozasa az agytdrzsben az 5. postoperativ napon a vestibularis 1éziot kovetéen. A
betét az operalt allatokbdl szarmazd metszeteken végzett immunhisztokémiai reakci6 negativ kontrollja. Lépték: 50

pm
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31. abra. A laminin eloszlasdban megfigyelhetd valtozas a nervus vestibulocochlearis belépési zonajaban (TZ)

vestibularis 1éziot kovetden. Lépték: 50 pm

Ezt kovetéen a laminin reakcid intenzitdsa csOkkend tendencidt mutatott. A 7.
postoperativ naptol a periférian és a belépési zondban az ép oldalon csokkent, mig az operalt
oldalon tovabbra is magas volt a reakcio intenzitdsa. Ek6zben a tractus vestibularistol lateralisan
elhelyezkedd teriileten a laminin IR intenzitdsa csokkent, és csak a 28. postoperativ napon
mutatott kisebb emelkedést, azonban ez kevésbé volt intenziv, mint az 5. postoperativ napon
¢szlelt reakcid erdssége. A 14. napra a laminin IR intenzitdsa a nervus vestibulocochlearis
periférias részében illetve annak belépési zonajaban is a nem operalt allatokhoz hasonlo
erdsséglire csokkent és a késdbbiekben itt valtozast nem észleltiink. Késébb a laminin eloszlasa a
kozponti idegrendszerben normalizalodott, azaz a normal allapotokhoz hasonl6éan laminint ezen a
terlileten nem tudtunk kimutatni (31. abra). A laminin esetében megfigyelhetd expresszios

valtozast optikai denzitds méréssel nem vizsgaltuk.
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7. MEGBESZELES

7.1. A nucleus vestibularis descendens szekunder vestibularis neuronjainak anterograd

kapcsolatai

Kisérleteinkben neurobiotint injektaltunk a nucleus vestibularis descendens rostralis
részébe, és vizsgaltuk e mag anterograd és retrograd kapcsolatait a kozponti idegrendszer
struktiraival. Kisérletsorozatunk eredményei alatdmasztjdk a korabbi — elsGsorban élettani
kisérleteken alapuldé — adatokat, illetve 01j, eddig csak részben vagy egyaltalain nem ismert

kapcsolatokat sikeriilt kimutatnunk.

7.1.1. A NVD kapcsolatai a diencephalicus kozpontokkal

A NVD legrostralisabb projekciojat a diencephalonban talaltuk patkdnyban, hasonldan a
tobbi vestibularis maghoz [19]. Tankonyvi adat, hogy emlésokben a thalamus akusztikus,
somatosensoros, visualis ¢€s vestibularis bemenetet fogad. Patkanyban a diencephalonban
végzddod vestibularis rostok tobbségét a thalamus caudalis harmadaban talaltuk, elsdsorban a
nucleus ventralis posteromedialisban (VPM). Ez 06sszhangban van azoknak a korabbi
vizsgalatoknak az eredményeivel, miszerint a nucleus posteroventralis thalami a vestibularis
rostok elsddleges végzddési helye [19,20]. Ismeretes, hogy a f6 somatosensoros palyak, a
lemniscus medialis és a tractus spinothalamicus ugyancsak VPM-ben végzddnek. Fizioldgiai
kisérletek szerint ezek a terliletek az izmok és iziiletek proprioceptorai feldl ingerelhetdk
majmokban [149]. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a thalamus posteroventralis része a
somaticus ¢és a vestibularis bemenetek fontos integrativ kozpontjanak tekinthetd és ilyen modon
Iényeges szereppel bir a testhelyzet fenntartisaban. Rostokat és terminalisokat talaltunk a
nucleus gustatoriusban is. Nincs kozvetlen adat arra, hogy a patkdny thalamus nucleus
gustatoriusaban végz0dd vestibularis rostoknak mi lehet a szerepe. Ez a mag a nem specifikus
thalamicus magok kozé tartozik, és a hippocampus felé projicial [150]. Feltételezik, hogy a
hippocampus egyes neuronjai szerepet jatszanak a térbeli orientacidban [151], igy a nucleus
gustatorius kozvetitd lehet a vestibularis informécié hippocampus felé valod tovabbitasaban. A
zona incerta teriiletére a vestibularis rostokon kiviil a spinalis trigeminus magbol, a hatso kotegi

magokbdl ¢és a kisagyi magokbol is érkeznek rostok [152]. Ilyen mddon a diencephalonnak ez a
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magja is egy integrativ kdzpont a kiilonb6z6 érz6 modalitdsok szdmara. A rostok koziil néhanyat
a corpus geniculatum mediale (CGM) teriiletére is kovetni tudtunk. Ismert, hogy a CGM
emlésokben az akusztikus rostok végzddési helye, de vestibularis rostokat is fogad [153]. A
CGM a hallopalya egyik relé magja, és az itt végzddo vestibularis rostok kapcsolata a hallopélya
rostjaival valoszinlileg abban lehet fontos, hogy a hanginger lokalizacidjakor a fej helyzete

megvaltozik, és a vestibularis rendszer kompenzaldé miikodése valik sziikségessé.

7.1.2. A NVD Kkapcsolatai a mesencephalikus kozpontokkal

A mesencephalon teriiletére érkez6 rostokat a korabbi leirasoknak megfeleléen a FLM-
ban taldltuk bilateralisan. A NVD rostjai még a rhombencephalonban keresztezédtek és
csatlakoztak a kétoldalon fut6 FLM-hoz, de emellett talaltunk keresztez6dd rostokat a basis

mesencephali tertiletén is.

A szekunder vestibularis neuronok egyik f6 végzddési teriilete a szemmozgato agyidegi
magok. Az oculomotorius és trochlearis magokban végzddd rostokat a korabbi leirasoknak
megfeleléen megtalaltuk mindkét oldalon [10,12]. A végzddések szama kevesebb volt, mint a
NVS és a NVM esetében [19]. Ez a leletiink aldtamasztja azokat a fizioldgiai megfigyeléseket,
amelyek szerint a vertikalis szemmozgésok szabalyozasdban elsdsorban a NVS-nak és a NVM-

nak van fontos szerepe, mig ebben a vonatkozasban a NVD szerepe kisebb [154].

Eredményeink alapjan a NVD masik f6 mesencephalikus végzddési teriilete a mozgatod
rendszerhez tartozo egyik fontos atkapcsolé allomas, a nucleus ruber volt. Uj eredményként
értékelhetjiik, hogy az injekcioval ellentétes oldalon gazdag terminalis teriiletet talaltunk a
nucleus ruber parvocellularis és magnocellularis részében. Hasonl6 projekcio volt megfigyelhetd
a NVM ¢és a NVS teriiletérdl is [19]. A vestibularis rendszer nucleus ruberbe torténd
cerebellaris rostokat fogad, innen indul a rubrospinalis, rubrobulbaris és a rubroolivaris palya is.
A parvocellularis rész elsésorban a kisagyi nucleus dentatusbol kap bemenetet és a fasciculus
tegmentalis centralison keresztiil az oliva inferiorban végzddik, ami visszavetit a kisagyba. Ennek
a neuronalis kornek a legfobb kimenete a rubrothalamicus palya, amely végiil a motoros,
premotoros ¢és parietalis kéregben végzddik. A kérgi terliletek a corticorubralis ¢és
corticomesencephalicus palyakon keresztiil reciprok kapcsolatban vannak a nucleus ruberrel

[155]. A magnocellularis rész elsésorban a nucleus dentatusbdl fogad rostokat, amelyek a
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sejttesten és a proximalis dendriteken végzddnek, mig a csekély szamban jelen 1évd agykérgi
eredetli terminalisok a distalis dendriteken végzddnek. A rubrospinalis palya a nucleus ruber pars
magnocellularisabdl ered. A mi leletiink azt jelentheti, hogy a vestibularis rendszer nemcsak
indirekt médon, hanem kozvetlentil is befolyasolja a nucleus ruber mitkodését.

A periaqueductalis sziirkeallomany (PAG) teriiletén megtaldltuk a NVD-bol eredd
rostok végzddéseit, hasonldéan a masik harom vestibularis maghoz. Ezeknek az 6sszekottetésnek
feltehetden szerepe van a mozgas koordinacioban. A PAG kapcsolatban all az idegrendszer
szamos terililetével, igy a benne végzddd vestibularis eredetii rostok modositd hatast
gyakorolhatnak a legkiilonbozébb idegi miikddésekre. Irodalmi adatok szerint a PAG elektromos
ingerlése facilitdlja azokat a valaszokat, amelyeket a mély hatizmokban lehet kivaltani a NVL
ingerlésével [156]. A PAG szerepét a vestibularis rendszer miikodésében alatimasztja az az adat,

amely szerint labyrinthectomia utan megnd a c-fos gén aktivitdsa a PAG-ban [157].

7.1.3.A NVD kapcsolatrendszere a rhombencephalonban

A vestibularis magok kozotti kapcsolatrendszer. A rhombencephalonban a vestibularis
rendszer egyik fontos kapcsolata az azonos ¢€s ellenoldali vestibularis magok kozotti
Osszekottetés. A NVD-bol eredd neurobiotinnal jelolt rostok legnagyobb részét az ellenoldali
vestibularis magokban talaltuk, mig az azonos oldaliban kevesebbet. Ezen eredmények alapjan
ugy tlinik, hogy a patkany vestibularis magjai kozotti commissuralis kapcsolatok kialakitasaban
a NVD illetve a NVM [19] vesz részt a leger6sebben hasonléan a macskakban talaltakkal
[29,34]. E kapcsolatok 1étezését fiziologiai és mas morfologiai modszerekkel is igazoltak [30,31].
A vestibularis magokat 0sszek6td commissuralis projekciod kiilondsen fontosnak latszik a
labyrinthus irtast kovetd tiinetek kialakuldsaban. A 1¢zi6 oldalan kialakuld neuronalis aktivitas
megszlinéséhez, legaldbbis emldsokben, hozzdjarulhatnak a kétoldali vestibularis magokat
Osszekotd gatld miikddésti commissuralis rostok, amelyek az ép oldal feldl hiperaktivakka
valnak, €és gatoljak a sériilt oldali vestibularis sejteket [32]. A commissuralis gatlasban a GABA
szerepe valoszinlsithetd, amely GABA, receptorokon keresztiil fejti ki hatdsat [158], de a
tiinetek kialakulasahoz hozzéjarulhat az NMDA receptorok szintjének valtozasa a két oldal kozott
[159]. A vestibularis bemenet hidnya valamelyest kompenzalhaté a commissuralis és az
internuclearis rostok feldl érkezd fokozott aktivitassal [35]. A NVD igen erds intrinsic

kapcsolatot 1étesit az azonos oldali vestibularis magokkal a rhombencephalon szintjében.
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Emldsokben ennek a kapcsolatrendszernek a leirasa kiilonbozo arra vonatkozdan, hogy az egyes
magok milyen mértékben vesznek részt benne [34]. Arrdl, hogy az intrinsic &sszekottetésben
interneuronok, vagy a secunder vestibularis neuronok kollateralisai vesznek-e részt, nincsenek
morfologiai adatok. Fiziolodgiai vizsgalatok azt sugalljak, hogy az Osszekottetésben dontden
interneuronok veszek részt [160].

A NVD és a formatio reticularis kapcsolata. A rhombencephalon egész teriiletén
erdteljes projekciot talaltunk a NVD-bdl a formatio reticularis teriiletére, mely alatdmasztja
azoknak a vizsgalatoknak az eredményeit, melyek szerint a vestibularis rendszer nem
kozvetleniil, hanem a formatio reticularison keresztiil befolyasolja a vegetativ idegrendszer
mitkodését. Ezt a kovetkeztetést alatdmasztjak azon eredményeink is, melyek mas vizsgalatokhoz
hasonldéan [1] ardnylag kevés vestibularis eredetli termindlist taldltak a nucleus dorsalis nervi
vagiban ¢€s a nucleus tractus solitariiben [27]. A NVD-bol eredd legtobb rost a hid formatio
reticularisanak dorsomedialis részére projicialt, hasonléan a masik harom maghoz. Fizioldgiai
adatok szerint ez a teriilet a gerincvel6i motoneuronok aktivitasat befolyasolja [27], aminek
alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a vestibularis rendszer a formatio reticularison keresztiil
igen erdteljes befolyast gyakorol a motoros szabalyozasra. Erételjes projekciot talaltunk a NVD-
bdl a formatio reticularis dorsolateralis részébe. Irodalmi adatok szerint a formatio reticularisnak
ez a része, amit lateral tegmental field-nek is neveznek, a 1égz6 és vasomotoros mitkodések
szabalyozasban jatszik fontos szerepet [27]. Leleteink azt a kovetkeztetést engedik meg, hogy
ezen funkciokra a NVD hatasa erdteljes. A formatio reticularis teriiletén talalt erdteljes
vestibularis projekcido megerdsiti azokat a korabbi vizsgalatokat, amelyek szerint a vestibularis
rendszer befolyasa a vegetativ mitkodésekre a formatio reticularison keresztiil érvényesiil. Ezt
igazolja az a leletiink, masok adataival megegyezden [1,27], hogy ardnylag kevés rost végzddik a
vestibularis magokbdl a nucleus tractus solitariiban és a nucleus dorsalis nervi vagiban. A
formatio reticularis dorsolateralis részét egyes leirdsok “vomiting” nucleusnak nevezik mivel az
itt 1évé neuronokban megnd a c-fos gének aktivitasa hanyas alatt [161]. Az erdteljes vestibularis
projekcio azt jelentheti, hogy a vestibularis izgalom kovetkezményeként kialakuldo hanyas a
formatio reticularis kozvetitésével alakul ki.

A NVD kapcsolata egyéb rhombencephalicus kozpontokkal. A nyultveld teriiletén
igen jelentés a NVD kapcsolata a nucleus prepositus hypoglossival. Ez utobbi mag ipsilateralis
talsullyal kapja a rostokat a vestibularis magokbol. Az innen eredd rostok egy része a

cerebellumban végzddik és e mag rostokat fogad a gerincveldi nucleus cervicalis centralisbol,
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ami a gerincvel6i primer afferensek fel6l fogad proprioceptiv bemenetet [12]. A nucleus
prepositus hypoglossi ily mdédon a gerincveldi proprioceptiv és a vestibularis bemenetek
integralasaban és az informéacio kisagy felé torténd tovabbitasaban jatszik fontos szerepet [12].
Az oliva inferior teriiletén — ami a nyultveld fontos extrapiramidalis kézpontja - nem talaltunk a
NVD-bodl eredd rostokat és végzdodeéseket. Ez a leletiink megegyezik a korabbi irodalmi
adatokkal, amely szerint az olivocerebellaris kapcsolatokat a NVL-bol érkezd informéacio
befolyasolja [22]. Kimutattuk a NVD kapcsolatait az agytorzsi érzé magokkal. Az azonos
oldalon haladé rostok egy része a nspV subnucleus oralisdban azon a teriileten végzddik, ahova a
nervus mandibularis projicial. A subnucleus oralis a nspV-nek az a része, ami mitkddését tekintve
hasonl6 a hatso kotegi magokéhoz. Korabbi kisérletek azt bizonyitottak, hogy a nspV-nek és a
hatsokotegi magoknak kiterjedt kapcsolata van a vestibularis magokkal [162], és ezekben a
magokban a vestibularis input er6sen befolyasolja a nyaki izomzatbol érkezd sensoros informacio
feldolgozéasat. Nelson és mtsai [163] azt talaltak, hogy ezek a vestibulotrigeminalis rostok
collateralisai a vestibulo-olivaris rostoknak, melyekben GABAerg termindlisok gatlé funkciot
toltenek be. A NVD medial felé¢ halad6 rostjai nagy szadmban végzOdnek az azonos oldali
abducens magban, néhany rostot az ellenoldaliban is talaltunk. Jollehet az abducens mag
kapcsolata a NVM-al a leger6sebb, eredményiink azt mutatja, hogy a NVD is szerepet jatszhat a

horizontalis szemmozgasokban.

7.1.4. A NVD gerincveldi kapcsolata

A patkany vestibulospinalis projekciojaban mind a négy vestibularis mag részt vesz, igy
a NVD is, amelybdl a leszallo rostokat valamennyi funiculusban kovetni tudtuk bilateralisan a
thoracalis szakaszig. Ez a lelet megerdsiti azoknak a vizsgalatoknak az eredményét, amelyek
szerint a vestibulospinalis projekcid merev széttagolasa a klasszikus leirasok szerinti a tractus
vestibulospinalis medialisra (fasciculus longitudinalis medialis), tractus vestibulospinalisra és az
ujabban leirt tractus vestibulospinalis caudalisra [23] a valdsag tulzott leegyszertsitését jelenti
[26]. Altalanossagban elmondhatd, hogy az eredéstdl fiiggetleniil, legnagyobb szamban az
ipsilateralis funiculus anteriorban €s a funiculus lateralis eliils6 részében talalhatunk a vestibularis
magokbol eredd rostokat, amelyeknek kollaterdlisai legnagyobb szamban a cervicalis, és
lumbosacralis szegmentumokban végzddnek €s kevesebb talalhatd a thoracalis szakaszon. A
végzddések az I és Il Rexed lamina kivételével a sziirkedllomany egész teriiletén megtalalhatok,

kiiléndsen nagy szdmban a VII, VIII és a IX lamindkban. [21,26].
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A NVD-bdl a nyaki szakaszon a nucleus cervicalis centralis fogadta a legtobb terminalist
az injekcidval azonos oldalon. Ez a mag a nyakizmok izomors6ibol kap bemenetet [164]. A
fasciculus longitudinalis medialis leszallé rostjai a nyaki gerincveld teriiletén a tarko és
nyakizmok beidegzését latjak el, ezaltal a testmozgasok soran a fej megfeleldé kompenzald
elmozdulasat okozzdk [9]. A Ujabb leirasok ezt még tovabb pontositjak, melyek szerint a
gerincveld eliilsé szarv medialis részén az axialis izomzat motoneuronjai helyezkednek el, és

ezek kozvetlen vestibularis hatas alatt allnak [165].

7.2. A NVD retrograd kapcsolatai

Korabbi leirasokban nem taldltunk adatokat a NVD-ba projicial6 sejtek elhelyezkedésérol
¢s morfologiajarol. Eredményeink szerint a retrograd tton jel6l6dott sejtek mindig olyan helyen
voltak, ahova a NVD is kiildott rostokat: igy a rhombencephalon rostralis és caudalis részében,
elsdsorban a formatio reticularis tertiletén, a nspV-ben, a nucleus tractus solitariiben €s a nucleus
prepositus hypoglossiban. Ezek mellett retrograd jelolodott sejtek voltak az ipsi-, é€s
contralateralis vestibularis magokban is. Retrograd jelolodott sejteket a diencephalonban, a

mesencephalonban €s a gerincveloben nem talaltunk

Eredményeink oOsszegzéseként megallapithatjuk, hogy az alkalmazott jeloléanyag
segitségével a NVD olyan kapcsolatait is sikeriilt kimutatnunk, melyek mas jelolési technikak
alkalmazasa mellett rejtve maradtak. A vestibularis magrendszer projekcidjanak ismerete
hozzasegithet ahhoz, hogy a gyakran el6éforduld vestibularis zavarok ¢és az ezt kovetd
kompenzacié mechanizmusanak neuronalis hatterét megérthesstik.
kimutattuk a vestibularis rostok végzédését mindazokon a teriileteken, ahova az irodalmi adatok
szerint a proprioceptiv impulzusok is érkeznek: a thalamus kiilonbdzd magjai, cerebellum,
nucleus prepositus hypoglossi, hatsé kotegi magvak és a gerincveld hatsé szarva. Ugy gondoljuk,
hogy a kétféle sensoros modalitds konvergencidja fontos lehet a test egyensulyi helyzetének

megtartasaban.
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7.3. A nucleus vestibularis superior kapcsolata a nucleus motorius nervi oculomotorii-vel és

a nucleus ruber-rel elektronmikroszkopos vizsgalatok alapjan

32. abra. A vestibularis magok és a nucleus ruber
kozotti kapesolatok. Piros nyillal jeloltiik az altalunk

leirt vestibulorubralis projekciot.
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Kisérleteinkben mi is hasonld kapcsolatot mutattunk ki a NVS ¢és az azonos oldali
oculomotorius mag kozott [21]. Elektronmikroszkopos vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy a
NVS-b6l eredd efferensek szimmetrikus, axosomatikus ¢és axodendritikus kapcsolatokat
alakitanak ki az oculomotorius magban. A PHA-L jel6lt boutonok nagy része GABA pozitiv volt,
amely alatdmasztja a fiziologiai vizsgalatok eredményeit [7]. Macskan végzett fizioldgiai
kisérletekkel igazoltdk, hogy a vestibularis ideg ingerlésekor GABA antagonistdk alkalmazéséaval
megakadalyozhatd a gatldo posztszinaptikus potencialok (IPSP-k) kialakulasa az oculomotorius
magban [167]. Nyulakon végzett vizsgalatokban kimutattdk az NVS-nek gatld hatasat az
ipsilateralis oculomotorius magban. A NVS fel6l érkezd rostok és az oculomotorius mag
idegsejtei kozott fennalld szinaptikus kapcsolatok tobb mint 90%-at GABAerg jelleglinek talaltak
fiziologiai mddszerekkel [15]. Irodalmi adatok szerint mas vestibularis magbol is eredhetnek
olyan GABAerg efferensek amelyek a nucleus oculomotoriuson végzddnek [168]. Vizsgalataink
soran olyan GABA pozitiv terminalisokat is talaltunk, amelyek nem voltak PHA-L-el jeldlve.
Ezek a terminalisok feltehetden az un. supraoculomotor teriiletrdl eredhetnek, amely fontos

szerepet tolt be a szemmozgasok szabalyozdsaban majmokban [169]. A GABA pozitiv dendritek
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és sejttestek valdsziniileg azokhoz a GABAerg interneuronokhoz tartoznak, amelyeket macskak

¢és a majmok oculomotorius magjaban mar korabban kimutattak [166].

A nucleus ruber magnocelluléris részében a NVS-bol eredd efferensek szimmetrikus
GABAerg szinapszisokat alakitanak ki, a terminalisok sejttesteken és dendriteken végzddnek. A
nucleus rubernek kiterjedt kapcsolatai vannak a kozponti idegrendszer egyes teriileteivel, és ez a
mag a motoros funkciok koordindlasaban jatszik fontos szerepet. Eredményeink alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a nucleus ruber-be érkez6 kisagyi jeleket, melyek a thalamusba ¢s a
formatio reticularisba tovabbitddik, a vestibularis rendszer aktivitasa valoszintileg képes direkt
moédon szabalyozni. Jelen vizsgalataink alapjan a NVS altal kivaltott ilyen jellegli szabalyozas
GABAerg gatlason keresztiil valosul meg. (32. dbra). A vizsgalataink sordn a nucleus ruberben
talalt PHA-L jelolést nem tartalmazdé GABA pozitiv terminalisok eredete ismeretlen, a GABA

pozitiv sejttestek feltehetden interneuronok.

7.4. Az idegrendszerben eléfordulé extracellularis matrix makromolekulak és receptoraik:

lehetséges szerepiik a vestibularis regeneracioban

Vizsgalatainkban az ECM makromolekulai koziil a hyaluronsav, a laminin, a tenascin, a
fibronektin és a phosphacan eloszlasat tanulmanyoztuk felnétt békak idegrendszerében. Korabbi
vizsgalatokban a tenascin, a fibronectin és a laminin jelenlétét mutattdk ki kétéltiiek
idegrendszerének egyes részein, viszont részletes térképek eddig nem késziiltek [170]. Jelen
kisérleteinkben eldszor mutattuk ki hyaluronsav és phosphacan jelenlétét a bekak
idegrendszerében, kordbban ez utdébbi két molekulat a kozponti idegrendszerben csak
emldsokben és madarakban mutattdk ki [171]. Béka idegrendszerében elséként mutattuk ki a

dystrophin-glycoprotein komplex molekulai koziil a dystrophint és a B-dystroglycant.

7.4.1. Hyaluronsav

A HA reakcié negativnak bizonyult felndtt békak periférids idegrendszerében,
ugyanakkor kimutattuk a kozponti idegrendszer kiilonbozé teriiletein. A HA szerepérdl az
idegrendszer normal ¢és koros miikddése kapcsan megoszlanak a vélemények. Az axon

novekedésben betdltott permissziv szerepe bizonyitott patkanyok periférids idegeiben, ezzel

crer
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kimutatta, hogy a HA-al kezelt periférias idegekben a regeneracid soran csokkent a hegszovet
mérete €s javult a regeneracios készség [93]. Ennek az lehet a magyarazata, hogy a HA olyan
mikrokornyezetet hoz létre amely magas viszkoelasztikus tulajdonsaggal bir, és ez
megakadalyozza azt, hogy fibrozis alakuljon ki. A vestibularis axotomiat kovetd regeneracio
soran az atvagott VIII. agyideg periférias részén megemelkedett HA expressziot lattunk. Ez a
lelet wjabb bizonyitékkal szolgal arrdl, hogy a periférids idegekben a HA permissziv hatasu az
axonndvekedésre.

A periférias és a kdzponti idegrendszer hataran 1év6 atmeneti zénaban a HA reakcio erds
volt ép é&llatokban, er6sebb, mint a belépés utani fehérallomany teriileten. Ez az eredmény
nagy mennyiségli CS-PG-okat, hyaluronsavat és a tenascin C-t teszik feleldssé [122-124].
Vestibularis axotomiat kovetéen a TZ teriiletén a HA reakcio intenzitdsdnak fokozddasat és
tovabbi novekedését figyeltiik meg a regeneracido kezdetén az operalt és az ép oldalon is.
Atmeneti csokkenés utan Gjabb emelkedés kovetkezett, majd fokozatos csokkenést kovetéen az
értékek a normal allatokban mérteknél valamivel magasabb szinten stabilizalodtak. A HA reakcio
valtozasat a TZ esetében jelenleg nem tudjuk magyarazni. Az intenzitds valtozasanak iddbeli
lefolyasa azt sugallja, hogy az altalunk vizsgalt modellben a HA permissziv hatast fejt ki
axonregeneracio soran. Az intenzitds novekedése azt is jelentheti, hogy a TZ-ben szabadon
talalhato a HA, és nem képez aggregatumot, hasonléan az embrionalis szovetekhez, ahol szerepe
permissziv  [62]. Lehetséges, hogy az axon-ndvekedési kup felszinén expresszalodo
receptorokhoz hozza tud koétddni a szabad HA, amely egyes jelatviteli folyamatokon keresztiil
képes fokozni az axon novekedését [172]. A kérdés megvalaszoldsahoz tovabbi kisérletekben
sziikséges vizsgalni azoknak a lectikdnoknak az expressziojat, amelyek HA kotd domainnel
rendelkeznek. Tovabbi értékes adatokat szolgaltathatnak azok a tervezett vizsgélatok is, amelyek
soran a HA receptorait, valamint a HA és egyéb ECM makromolekuldk jelatviteli folyamatokban
betoltott szerepét fogjuk vizsgalni.

A kozponti idegrendszerben a HA a sziirkeallomanyban a neuropilben és egyes
magcsoportokban pericellularisan volt jelen, a fehérallomanyban pedig az axonok koril. A
magasabb rendii gerincesekben megfigyelt hasonld eloszlas arra utal, hogy a hyaluronsav
idegrendszerben betdltott szerepe valdsziniileg hasonlo a kiilonbdzo fajokban [42].

A sziirkeallomany teriiletén a HA reakcid intenzitasa pericellularisan joval erdsebb volt,

mint a neuropilben. Ez az eredmény arra utal, hogy a HA, hasonléan mas fajokhoz, békaban is
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fontos szerepet jatszik a PN alkotasaban [40,108,109]. A PN-ben a HA-nak kettds szerepe lehet:
receptorain keresztiil kapcsolodik a sejtekhez, illetve kiilonbdzd proteoglycanokat kapcsol a
sejthez. A hyaluronsav receptorai koziil els6sorban a CD44-et és a RHAMM-ot illetve splice
variansait mutattak ki eml6ésok kdzponti idegrendszerében [173], a HA altal kotott PG-k pedig a
lectin csalad olyan tagjai, amelyek HA kot un. link modullal rendelkeznek. Ezek az aggrecan, a
neurocan, a versican ¢&s a brevican [43,45]. Ezeknek a PG-noknak fontos szerepiik van a
szinapszisok érésében ¢és stabilizalodasaban [43]. A kialakult PN barrierként viselkedik,
amennyiben megakadalyozza 1jabb szinaptikus kapcsolatok kialakulasat [108,117].
Vizsgalataink sordn a vestibularis axotomiat kovetd kezdeti idészakaszban csokkent a HA
reakcié intenzitdsa a vestibuldris magkomplex teriiletén a neuronok koriil. Irodalmi adatok
alapjan a PN dezintegracidja és az ECM makromolekuldk expressziojanak csokkenése
feltételezhetden sziikséges ahhoz, hogy 1) szinaptikus kapcsolatok alakulhassanak ki [170]. Ez a
mi leleltiinkben azt jelentheti, hogy a HA csokkenése megvaltoztatjia a PN molekularis
szerkezetét, és ezaltal lehetévé valik, hogy kiesett vestibularis input kompenzalasara
axonbendvés indulhasson meg azoknak a palyadknak a kollateralisaibdl, amelyek normalisan is
kapcsolatban vannak a vestibularis neuronokkal. Ezeknek a kapcsolatoknak a megerdsodését
fiziologiai vizsgéalatokkal bizonyitottdk [33,174]. A HA reakcié intenzitdsdnak valtozasa a
varakozéssal ¢és irodalmi adatokkal ellentétben, melyek soran a gerincveldt illetve a gerincveldi
hats6 gyokeret sértették és a HA-kotd PG-ok expressziojat vizsgaltak [124,175], kétoldali volt
nemcsak a TZ teriiletén, hanem a PN-ben is. A kétoldali valtozas egyik oka lehet az a szisztémas
hatas, amit axotomia teriiletén kialakul6 regeneracios blasztémaban megjelend sejtek altal termelt
kiilonb6z6 anyagok hoznak 1étre. Emellett, vagy ezzel egyiitt a kétoldali vestibularis magkomplex
kozotti commissuralis kapcsolatok szerepe is valosziniisithetd. Unilateralis fornix atvagasnal
egérben mind a kétoldalon megvaltozott a CD44 expresszid a hippocampusban, és a hatas
feltehetdleg a cholinerg axonokon keresztiil jutott at az ellenoldalra [176]. Ezekben a
vizsgalatokban az operélt oldalon a CD44 szintjének maximuma a 4. napon volt, aminek a
hatterében a CD44 medialta HA felvétel all. A sejtbe bejutott HA fontos szerepet kap az Erk és a
calmodulin részvételével lezajlé jelatviteli mechanizmusokban amely cytoszkeletélis
valtozasokhoz vezet [91]. Az intracellularis HA kiilonb6z0 sejtmag fehérjékkel (pl. cde37, p32) is
kapcsolatba kerlilhet, és a génexpresszi6 modosuldsa a neuronok membranjaban
megvaltoztathatja annak receptor 0sszetételét. Jollehet békaban nem ismerjiilk a HA receptorait,

eredményeink alapjan, miszerint a HA expresszioja kis mértékben emelkedik az 5. postoperativ
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napon, hasonld folyamatokat feltételezhetiink. Ezt erdsitik meg azok a vizsgalatok is, amelyekben
megemelkedett a CD44 immunreaktivitas erdssége egérben a nervus opticus €s hypoglossus
atvagasat kovetéen mind a motoneuronon, mind az idegrostokon, és a reakcio intenzitasanak
maximuma a 4. napon volt. [172].

Delpech [92] (1989) és munkatarsai szerint a HA-hyaluronektin kapcsolatdnak fontos
szerepe van a GABAerg neurotranszmisszid szabalyozasaban. A vizsgalatainkban kimutatott HA
intenzitds valtozas a vestibularis 1ézi6 és regeneracié soran ezzel a mikodéssel is
Osszefiiggésben lehet. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a commissuralis vestibularis
kapcsolatok nagy része GABAerg [177], ugyanigy a vestibularis magok és az oculomotorius mag
kapcsolata is [2,166]. A GABA és a GABA, receptor expresszio mértékének vizsgalata a
vestibularis axotomiat kovetden kozelebb vihetne a kérdés megvalaszolasahoz.

A HA reakcié intenzitasanak valtozdsa nem ad valaszt arra a kérdésre, hogy milyen
hosszu HA lancok vannak jelen a regeneracié kiilonb6z6 idépontjaiban. In vitro vizsgalatokbol
ismert, hogy egér ectoderma ¢és fibroblast sejtek, kiilonb6z6 mddon reagalnak az dket koriilvevo
HA mennyiségétdl és a HA lancok hosszatol fiiggden [178]. Viszonylagosan kevés HA az ECM-
rovid HA inkédbb a migraciot €s a sejtosztédast fokozza. A HA mennyiség és mindség
szabalyozéasanak egyik lehetdsége a kiilonb6z6 HAS izoenzimek révén valosul meg. A HAS2
termeli a legtobb és nagy molekulatomegli HA-t, mig a HAS1 a legkevesebbet és szintén nagy
molekulatomegiit. A HAS3 produktuma mennyiségét nézve a HAS2 —hoz hasonld, de a HA
lancok kis molekulatomegtiek [179]. A HAS kiilonb6zd izoenzimeinek vizsgalata a regeneracid

soran egy masik iranyba torténd folytatdsa lehet a jelen munkanak.

7.4.2. Laminin

Normal (nem operalt) békakban laminint csak a periférias idegekben, azok belépési
zonajaban, illetve a kdzponti idegrendszeri erek lamina basalisaban és az agyburkokban tudtunk
kimutatni. A belépési zonaban hasonld laminin eloszlést és szoveti szerkezetet talaltak patkanyok
esetében is a gerincveldi dorzalis gyokereinél, amelyet central tissue projection-nek (CTP)
neveznek, mint amilyet jelen kisérleteinkben kimutattunk békakban [180]. Vestibularis axotomiat
kovetden a laminin immunreakcio intenzitdsa novekedett a regeneralodd VIII. agyideg periférids
részén €s a belépési zondban, ami a molekula permissziv tulajdonsagaira lehet ujabb bizonyiték a

periférids idegrendszerben [181].
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Vestibularis 16ziot kovetoen a laminin IR pozitiv volt a kozponti idegrendszerben a
fehérallomanynak azon a részén, amely az ép tractus vestibularistol lateralisan helyezkedik el.
Ezen a helyen talalhatoak a regeneralodott tractus vestibularis rostjai irodalmi adatok alapjan és a
sajat jeloléses vizsgalataink szerint is [5]. A tractus lateralizacidja arra utal, hogy az Gjonnan
képz6dd rostok nem a degenerdlodd rostok helyén maradt myelinnel kitoltott teriileteken
haladnak [182]. Irodalmi adatok vannak arrél, hogy ebihalban a fejlédés soran jelen van a
laminin a kozponti idegrendszerben, felndtt idegszovetben viszont csak sériilés esetén
aktivalodik, és az astrocytak termelik. A felndtt patkany idegrendszerének egyes teriiletein a
laminint folyamatosan expresszaljak az astrocyta sejtek, igy pl. a bulbus olfactoriusban, ahol a
regeneracio felndtt korban is megfigyelhetd [183]. Kisérleteinkben a vestibularis axotdmiat
kovetden a laminin a kdzponti idegrendszerben mindkét oldalon kimutathatd volt. Ennek okat
nem tudjuk, de a HA-nal leirt commissuralis rostokon keresztiil érkezd jelatvitelnek vagy
szisztémas hatasnak fontos szerepe lehet ebben [21,33].

A laminin hatdsa a kdzponti idegrendszer regeneracidja soran még nem pontosan ismert.
Kimutattak, hogy az integrin receptorhoz kot6ddé laminin-1 aktivalja a tPA/plasminogén
rendszert, amelynek révén az ECM dinamikusan és plasztikusan valtozik. Irodalmi adatok szerint
a tPA aktivalodasa j szinapszisok kialakulasahoz vezethet [184]. Hippocampuson tortént
vizsgalatok azt mutattdk, hogy a lamininnak fontos szerepe lehet az LTP-k kialakuldsaban, a
tanuldsban és a memoridban azaltal, hogy a receptorhoz koétddve modositja a sejten beliili
jelatviteli folyamatokat [185] [185]. A laminin megjelenése a kozponti idegrendszerben
axotomiat kovetden azért is fontos lehet, hogy axonnovekedésre kifejtett serkentd hatasa mellett
fokozhatja az 0j szinapszisok kialakuldsat illetve a meglévok remodellingjét [186].

Egyes irodalmi adatok emlitést tesznek a laminin non-premissziv hatasardl is. A laminin-
1 hatdsara csokken a citoszolban a cAMP és a protein kindzok mennyisége, ezaltal megvaltozik

az idegsejtek affinitdsa a BDNF-hoz, igy gatolt az idegsejt-nyulvanyok novekedése [187].

7.4.3. Tenascin-C

Vizsgélatainkban a tenascin-C jelenlétét is igazoltuk a béka kdzponti és periférias
idegrendszerében. A tenascin C eloszlasa nagyfoku hasonldésagot mutatott a hyaluronsav
eloszlasahoz. A periférias idegekben kisebb volt a reakcio intenzitdsa, mig a belépési zénaban
intenzivebb reakciot talaltunk, ami folytatodott a kozponti idegrendszer fehérallomanyban is. A

neuronok koriili tenascin pozitivitas utal arra, hogy e molekula a PN szerves része békdban is.
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Mivel jelen munkaban a tenascin-C expressziojat csak normal allatokban vizsgaltuk,
lehetséges szerepérol a béka idegrendszerében csak feltételezéseink lehetnek. Emlésdkben a
tenascin C és R nagy mennyiségben mutathaté ki a gerincveld hatsé gyokerének belépési
zonajaban, ¢s azt feltételezik, hogy emiatt nem lehetséges az axonregeneracio felndtt korban a
hatso gyokér sériilését kovetden [115]. Békaban is hasonldéan magas volt a tenascin C reakcid
intenzitasa a belépési zondban, azonban kérdéses, hogy milyen valtozds kovetkezik be
axonregeneracio soran. Irodalmi adatok alapjan a tenascin-C molekuldk elsGsorban a sejt-
migracioban jatszanak serkentd szerepet, jelenlétiiket kimutattak a kisagyi granularis sejtek
Bergmann glia menti vandorldsdban [70]. Felndtt korban a tenascin-C az idegrendszer azon
teriiletein expresszalodik, ahol nagyfokt az idegi plaszticitas, igy a hypothalamus magjaiban és a
szaglo rendszerben [188]. Idegi 1€zi6 esetén a tenascin-C re-expresszalodik a felndtt
idegrendszerben is [189]. A tenascin-C ¢és a R izotipus feln6tt idegrendszerben elsésorban gatlo
hatast fejt ki az axonok novekedésére [190], de az alternativ splice varidnsainak novekedést
fokozd szerepe van [191]. A nagyszdmu és egymasnak ellentmond6 irodalmi adatot gy
foglalhatjuk 0ssze, hogy a tenascin-C serkentd, vagy gatldo szerepe nagyban fligg att6l, hogy az

adott teriileten milyen splice variansok illetve receptorok expresszalddnak.

7.4.4. Phosphacan

Vizsgélataink sordn azt talaltuk, hogy a periférias idegekben a phosphacan reakcid
kozepes intenzitdsu volt, de a belépési zonaban a reakcid feler6sodott. A kozponti
idegrendszeri fehérallomanyban az axonok koriil, illetve a gerincveloben az axonokban is
sikeriilt phosphacant kimutatnunk. A phosphacan jelenléte egyes neuronok koriil azt jelzi, hogy
ez a molekula is részt vesz békaban a PN kialakitasaban. A phosphacan elsdsorban a Bergmann
glidban ¢és a kisagy sejtjeiben taldlhaté meg felndtt patkdnyokban, de kimutattdk az agy és a
gerincveld mas teriiletein is [75]. A phosphacan, hasonloan a tobbi CS-PG-hoz, a parvalbumint
expresszald GABAerg interneuronok koriil mutathaté ki leggyakrabban a tenascin-C-vel, a
tenascin-R-rel [62], a hyaluronsavval és a neurocannal egytitt [192].

A phosphacan jelenlétét kordbban nem vizsgaltdk a béka idegrendszerében, ezért
szerepérol csak feltételezéseink lehetnek. Mivel a kisérleteinkben a chondroitin-szulfat
proteoglycanok kozé tartozd phosphacan eloszlasat a kozponti idegrendszer sziirke- ¢és
fehérallomanyaban hasonlonak talaltuk a felndtt és 1jsziilott patkanyban leirtakhoz [75]

feltételezhetjiik, hogy a phosphacan szerepe békaban is hasonld lehet. A lektikdnok, koztik a
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phosphacan fontos szerepet jatszik az idegrendszer fejlddése soran a sejt-adhézidban, a sejt
migracioban és az idegnytlvanyok fejlédésében. A chondroitin-szulfat (és egyes esetekben a
keratan-szulfat) epitopok barriert képeznek az axonndvekedéssel szemben [55,56,63], igy
iranyitd szerepet toltenek be. Mind a négy lektikan (aggrecan, versican, neurocan ¢és bervican)
gatolja az axonnovekedést, azonban szerepilk nem minden esetben gatlo. A proteoglycanok
chondroitin szulfat oldallancai koziil a DSD-1-PG (melyet phosphacannak is neveziink)
serkenti az axonnovekedést [77]. A CSPG-ok core proteinje dnmagaban is hatdssal van az
idegnyulvanyok novekedésésre [76]. Ezaltal elmondhatjuk, hogy a lektikdnoknak mind gatlo,
mind serkent6 hatdsa is lehet az axonnovekedésre, mivel chondroitin-szulfat oldallancaik

gatoljak, core proteinjeik pedig serkentik az idegnytlvanyok novekedését [47,57,58].

7.4.5. Fibronektin

Vizsgélataink soran kimutattuk a fibronektin jelenlétét a béka periférias
idegrendszerében. Emldsokben azt talaltdk, hogy a periférias idegrendszerben a fibronektin a
vestibularis Schwann sejtek osztddasanak elinditasaban fontos szerepet jatszik, ugyanakkor nincs
hatassal a nervus ischiadicusban 1évé Schwann sejtek osztodasara [193]. A fibronektin reakcio
intenzitdsa emelkedett a belépési zénaban. A kozponti idegrendszer fehérallomanyban a
fibronektin reakcid gyengébb volt, kivéve a gerincveléi commissuralis rostok lefutdsanak
megfeleld teriiletet és az agytorzsi fehérallomany ventralis, felszinhez kozeli részét. Ez utobbi az
a teriilet, ahol a keresztez6d6 vestibulocochlearis commissuralis rostok futnak. A fibronectin
fehérallomanyon beliili egyenldtlen eloszlasnak nem tudjuk a magyardzatat, de elképzelhetd,
hogy a commissuralis rostok teriiletén mas a gliasejtek megoszlasa. Irodalmi adatok szerint a
fibronektint az astroglia sejtek termelik. Az idegrendszer fejlddése sordn az astrocytak serkentik
az axon novekedést, amit az altaluk termelt fibronektinnek tulajdonitanak [194]. Késobb az
astrocytadk elveszitik axon-novekedés serkentd képességiiket. Az astrocytdknak mind axon-
novekedés serkentd, mind gatld hatasa is ismert, a serkentd hatasért a fibronektint teszik felelossé
[195]. Egyes irodalmi adatok szerint a kozponti idegrendszer neuronjainak ndvekedése gatolt
fibronektin jelenlétében. A fibronektin kettds hatasa azzal magyarazhato, hogy tobb koto régioval
is rendelkezik, és attdl fiiggden valtozik meg a hatdsa, hogy a sejtek, amelyekkel kapcsolatba
kertil, milyen receptorokat expresszal [95]. A sziirkedllomany teriiletén a fibronectin reakcio
intenzitasa altalaban gyenge volt. Bizonyos idegsejtcsoportok cytoplazmajaban valé megjelenése

arra utal, hogy békaban a neuronok is termelnek fibronectint [196].

76



7.5. A perineuronal net (PN) valtozasa a vestibularis regeneracio soran

Jollehet az egyes molekuldk targyaldsanal roviden érintettiik a PN-et és a TZ-t, a
kovetkezo két alfejezetben a vestibularis regeneraciod soran kapott eredményeinket 6sszevetjiik a
PN-el és TZ-vel kapcsolatos legfontosabb irodalmi adatokkal.

Eredményeinkben jol lathatd, hogy az axotomiat kdvetéen a PN dezintegralodott a
vestibularis neuronok koriil, amely arra utalhat, hogy a szinaptikus kapcsolatok megsziinnek és a
stabilitast biztositd makromolekuldk héalozata szétesik. A késdbbiek soran a fellazult szerkezetii
PN barrier funkcidjanak megsziinése teszi lehet6vé, hogy a regeneraléodd rostok tijabb
szinapszisokat alakithassanak ki. A regeneracié végsd fazisdban, amikor az 0j szinapszisok
valdszintileg mar kialakultak, a PN teriiletén a vizsgalt molekuldk intenziv reakcidt mutattak, ami
arra utal, hogy a makromolekularis szerkezet reorganizalodik. Az eredményekbdl azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a PN jelenléte illetve hianya jelentésen determinalja a
regeneracié eredményességét. A PN szinaptikus kapcsolatok stabilizaldsaban betoltott szerepét
tobb kisérletben igazoltdk. A PN elbonthat6 a bakteridlis chondroitinaz enzim segitségével, mely
a chondroitin-szulfat glycosaminoglycan oldallancokat hasitja le, megdrizve a PG ¢és glycoprotein
kapcsolatokat. Ez az enzim emellett bontja a HA-t is. A PN elbontasat kovetden az idegsejtek
elméletileg szabadabb interakcidba léphetnek egymassal, és nytlvanyaik, az axonok és dendritek,
szabadabban ndéhetnek. Ebben az 10j koérnyezetben 0j szinapszisok alakulhatnak ki, illetve
régebbiek degradaldodhatnak. Ez az elmélet az alabbi két eredménnyel is aldtdmaszthato. Az
axon-novekedés serkenthetd excitatorikus impulzusokkal abban az esetben ha el6zdéleg a PN
komponenseit enzimatikusan eltavolitjak, illetve a postnatalis életben az ECM molekuldk
mennyisége emelkedik a kozponti idegrendszerben ¢és ezzel parhuzamosan csokken az
idegrendszer plaszticitdsa [71]. A PN-nel boritott idegsejtek felszinén WUjabb szinaptikus
kapcsolatok nem tudnak kialakulni [108,117,197].

A PN szerkezetét, és ezaltal a szinaptikus kapcsolatok kialakitasanak gatlasat tobb, a
sejtek altal termelt makromolekula ¢és enzim befolyasolhatja. A PN-ben a kovetkezo
makromolekulakat mutattak ki: versican [53], brevican [65], neurocan [192], Cat-301,
phosphacan (DSD-1-PG), [118], hyaluronsav [40], tenascin-C ¢&s a tenascin-R [65]. Egyes
elképzelések szerint a PN teriiletén egy un. hyaluronsav-lectikan-tenascin komplex (HLT) alakul
ki. A HLT modell szerint a HA halé kotésének erdsségét a lektikanok segitségével lehet

szabalyozni. Azok a lektikanok, amelyeknek nagyobb az affinitdsa a tenascin-R-hez, illetve
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rovidebb centralis doménnel rendelkeznek szorosabbra tudjak kotni a HA halot. Ezzel szemben a
lektikdnok és a tenascin-R kozotti kapcsolat gyengiilésével, vagy a lektikdn-HA kotés
csokkenésével ,,lazabba” valik a matrix. Ez utobbi folyamatok kialakuldsaban fontos szerepe van
kiilonb6zo proteindzoknak, vagy annak, ha kisebb affinitdsi vagy hosszabb lektikanok
expresszalodnak a sejt felszinén. Azzal is el lehet érni a PN alkotéelemei kozotti kotés
gyengiilését, ha relative tobb hyaluronsav expresszalddik a lektikanok szamahoz képest, illetve ha
megvaltozik a lektikanok GAG oldallancainak kémiai tulajdonsaga. Ugyanis ha az
idegrendszerben tobb brevican expresszalodik, mint aggrecan, akkor az ECM-ben kevesebb
chondroitin-szulfat talalhatd. A phosphacant még nem vették be ebbe a modellbe [197], azonban
egyes irodalmi adatokban, és a mi vizsgalatainkban bizonyos neuroncsoportok koriil erds volt a
phosphacan reakci6, ami a molekulanak a PN-be valo jelenlétét timasztja ald [198].

A PN sejtspecifikus Osszetételét a sejtek altal termelt aggrecanok, és phosphacanok
glikozilacigjaval is lehet szabalyozni. A phosphacan esetében a két f0 izoforma abban tér el
egymastol, hogy jelen vannak-e, avagy hidnyoznak-e a keratan-szulfat oldallancok, illetve
glikozilaciotol fiiggden tartalmaz-e HNK-1 és Lewis-X epitopot [199]. A glikozilacidban fontos
szerepet jatszanak a glikozil-transzferdz és a glikoziddz enzimek. Ezek alapjan elmondhatjuk,
hogy azonos géntermék eltérd glikozilacigjaval nagy mértékli biokémiai és funkcionalis
heterogenitast érhetiink el, amely befolyasolhatja a PN Osszetételét.

A PN neuroprotektiv szerepét hangsulyozzak azok az adatok, amelyek szerint Parkinson
korban és Altzheimer kérban azok a neuroncsoportok nem, vagy kevésbé karosodnak, amelyek

sejtjei koriil kifejezett a PN [200].

7.6. A belépési vagy tranzitionalis zona (TZ) valtozasa a vestibularis regeneracio soran

Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a nervus vestibulocochlearis agytorzsi belépésénél
talalhatd atmeneti zondban axotomiat kovetéen megvaltozott az altalunk vizsgalt két ECM
makromolekula, a HA és a laminin expresszoja. A bHABP (biotinilalt HA proba) intenzitasa a
1éziot kovetéen mindkét oldalon megemelkedett, és maximumat mindkét oldalon a 14.
postoperativ napon érte el, majd a 21. postoperativ napra a HA proba intenzitdsa a nem operalt
allatokban mért szintre csdkkent. Ezt kovetden mar csak kisebb mértékii intenzitasbeli emelkedés
volt megfigyelhetd az altalunk vizsgalt iddintervallum végéig. A laminin IR intenzitdsdban is
emelkedés volt megfigyelhetd a vestibularis axotomidt kovetden mindkét oldalon. A reakcid

intenzitdsa az 5. postoperativ napra érte el maximumat, majd a 14. postoperativ napig az IR
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intenzitdsa a nem operalt allatokhoz hasonld szintre csokkent, az operalt oldalon valamivel
lassabban, mint az ép oldalon.

A periférias idegek kozponti idegrendszerhez kozeli tertiletein, igy pl. a hatsé gyokérben,
sérilést kovetden fokozott gliozis figyelhetd meg, mely nagyon hasonlatos a kozponti
idegrendszeri sériilést kovetd reaktiv gliozishoz, ami miatt nem lehetséges tobbek kozott a
kozponti idegrendszer regeneracioja. Ezzel szemben a periférias idegek kielégité modon képesek
regeneralodni. A periférias axon-regeneraciot nagymértékben befolyasolja az atvagott idegek
tulélési képessége, illetve az a milid, amely serkenti az axonok ndvekedését. Ezt a periférias
idegrendszerben ECM makromolekulai koziil els6sorban a laminin biztositja [201].

Minden dorsalis gyokér tartalmaz egy Uin. central tissue projection-t (CTP) vagy kdzponti
idegrendszeri nytlvanyt [180], ami azt jelenti, hogy a kdzponti idegrendszerre jellemz6 szoveti
struktura egy szakaszon kinyulik a periférias gyokérbe. Ezzel szemben patkanyokban a nervus
vagus belépési zondja (VDREZ = vagal dorsal root entry zone) kiilonbozik a tobbi agyideg és a
gerincveldi gyokér belépési zonajatol, amennyiben a periférids idegekre jellemzo szoveti
struktara (PTI = peripheral tissue insertions) mélyen (kb. 600-700 um hosszan) benyulik az
agytorzsbe, és Schwann sejteket illetve astrocytak haldzatat tartalmazza. Ezen a teriileten feln6tt
allatokban is megfigyelhet6 a periférias vagus sériilést kovetden az axonok bendvése az agytorzs
tertiletére. Az itt talalhatdé Schwann sejtek laminint expresszalnak, és e sejtek fenotipusosan is
kiilonbdznek a periférias idegekben taldlhatd Schwann sejtektdl, és sokkal inkabb hasonlitanak az
OEC-sejtekre (olfactory ensheating cells)[202]. A regeneralodd rostok azonban nem minden
esetben reinnervaljak a megfeleld agytorzsi magokat. Ugyanis a PTI csak kb. az agytorzs és a
magok kozotti tavolsag feléig ér, ahol nagy szamban taldlhatéak olyan erek, amelyek a
pedunculus cerebellaris inferior és a tractus spinalis nervi trigemini kozott futnak a nucleus
paratrigeminalisig és a nucleus cuneatus externusig. A regeneral6do rostok tehat a PTI-t elhagyva
a laminint expresszald endothel sejtek mentén nének az elobb emlitett magok irdnyaba. A nervus
vestibulocochlearis belépési zondjara békakban nem jellemzd a patkanyok nervus vagusanal
megfigyelhetd szoveti szerkezet, azonban az eldbbiekben leirt példa is kiemeli a laminin
axonndvekedést serkentd szerepét in vivo. Valdsziniileg ezzel magyarazhatd az, hogy a laminin
emelkedett szintje a TZ-ben, illetve a regenerdlodd tractus vestibularis mentén eldsegiti a
regeneralodo rostok bendvését a vestibularis magok iranyaba.

A periférias idegrendszerrel szemben a kozponti idegrendszerben az axon-regeneracio

meglehetdsen nehezitett, mivel itt hidnyoznak azok a tropikus faktorok, melyek segitenék az
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axon-pathfinding-ot. Emellett a regeneraciot az oligodendrocytdk myelin-termékeinek
degradatumai [203], és az astrocyta nyulvanyok is gatoljak, illetve a sériilést kovetden a
microglia sejtek hegszdvetet hoznak 1étre. A TZ teriiletén 1€v6 barrier a periféria fel6l benovo
axonok szamara csak a postembrionalis életkorban alakul ki, és a glia sejtek altal termelt ECM
molekulakat, elsdsorban a CS-PG-okat teszik felelossé az axon benovés gatlasaért. [204]. A CS-
PG-ok koziil a hyalektinek (brevican, neurocan €s a versican V1 és V2 izoformdinak) szintje
megemelkedik egerekben a gerincvel6i hatsé gyokerek sériilését kovetden. E molekulak
expresszidjanak fokozodasa valosziniileg az astrocytak aktivalodasaval és egyes oligodendrocyta
prekurzorok megjelenésével magyardzhatdo, mely sejtek nagymértékben termelik ezen
hyalektineket. Ugyan egyes CS-PG-ok (versican V1 izoforma) mRNS-ének szintje a 1éziot
kovetéen hamar lecsokkent, azonban e molekuldk turnover-e meglehetosen lasst, ezért
axonndvekedés gatlo hatdsukat sokaig kifejthetik. A 1€zidt kdvetden a brevican és a versican
szintje is megemelkedik a periférids idegben a gliaheg kornyékén [124], azonban a
megemelkedett laminin és tenascin C expresszio ellensulyozni tudja a CS-PG-ok gatlo hatasat
[175]. Ennek tulajdonithatd, hogy a periférias idegben a ndvekvo regeneralddo rostok el tudjak
érni a TZ teriiletét. Valoszinilileg ezzel magyarazhatd az a valtozas is, hogy a periférias idegben
megnott a HA expresszidja a nervus vestibulocochlearisban az atvagastol distalisan.

Egyes kisérletekben kiilonb6z6 modokon, igy human fetalis neuroblastok vagy OEC
sejtek betiltetésével probaltak serkenteni az axon bendvést a TZ-n keresztiil [205], mas esetekben
pedig CS-PG-k eltavolitasaval tették permisszivvé a TZ-t. A fenti eredmények emlds6kon végzett
kisérletekbdl sziilettek, alacsonyabb rendii éldlényekben az axonbendvést és kovetkezményes
regeneraciot nemcsak a vestibulocochlearis idegnél irtdk le, hanem a gerincvelénél is. Békakon
végzett kisérletek sordn a gerincveldi hatso gyokér zuzésat illetve transzszekciojat majd
azonban ez a regeneracid nem volt tokéletes. Az eltérd regeneracidos készség egyik oka

feltehetéen a TZ ECM o6sszetételének kiillonbozdsége is lehet.
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7.7 Az extracellularis matrix receptorai

Az extracellularis matrix receptorai koziil jelen munkaban csak a dystrophin-glycoprotein
komplexet vizsgaltuk a béka kozponti idegrendszerében. Néhany szoban kitérnék az integrin
receptorok jelentdségére is, mivel tobb tanulmdnyban kiemelték e receptorcsaldd szerepét a

regeneracio soran.

7.7.1. A dystrophin-glycoprotein komplex (DGC) a béka idegrendszerében

Béka idegrendszerében elsdként mutattuk ki a dystrophin-glycoprotein komplex
molekulai koziil a dystrophin és a B-dystroglycan eloszlasat. A dystrophin-IR pozitiv volt a
belépési zonaban illetve a tractus vestibulocerebellaris és spinocerebellaris teriiletén, mig a
periférias idegben nem tudtuk kimutatni. Kisérleteink sordn ugyan nem végeztiink glia
kimutatasara specifikus reakciot, de egerekben végzett vizsgalatok alapjan valdszintinek tartjuk,
hogy a fehérallomadnyban 1évé dystrophin glidhoz asszocialt [134,147]. A NVL-ban a
perikaryonok voltak pozitivak, ami utalhat arra is, hogy ezek a sejtek felszinlikon expresszaljak a
dystrophint.

A DGC masik altalunk vizsgalt alkotéeleme a B-dystroglycan volt, mely molekula a
periférias idegekben intenziv reakcidot mutatott. A kozponti idegrendszer mas teriiletein a
patkanyokban észleltekhez hasonldan a B-dystroglycan ko-lokalizacidt mutatott a dystrophinnal,
ilyen volt a vestibularis magok teriilete [206]. A kisagyban csak a B-dystroglycan jelenlétét
tudtuk kimutatni, els6sorban Purkinje sejtekben, korabbi irodalmi adatok alapjan patkanyban és
egérben is kisagyban mutattak ki a DGC alkotadsaban résztvevé mas molekuldkat, igy az a-
dystroglycant és a dystrophint is [207]. Az erek és kapillarisok lamina basalisa is B-dystroglycan
pozitiv volt, ahol a perivascularis gliatalpak taladlhatdéak. A gliatalpakban a DGC mas elemei is
kimutathatoak, pl. az utrophin [208]. A gerincvelében nemcsak a fehéralloméanyban, hanem egyes
neuronok idegsejtjeiben is ki tudtuk mutatni a B-dystroglycan jelenlétét. Emlésok agykérgében,
hippocampuséban illetve az agytorzsében elhelyezkedd neuronokban talaltak B-dystroglycan-t
[135,206].

A DGC az idegrendszerben talalhat6 sejtek és az ECM kozotti kapcesolat kialakitasaban is
fontos szerepet jatszik, azonban e kapcsolat szabalyozasaban tobb, az idegrendszeri sejtjei altal
termelt enzim és egyéb molekula is részt vesz. Ilyenek a matrix metalloproteinazok (MMP-k),

vagy a laminin is, melyek kozvetve vagy kozvetleniil befolyasoljak a DGC funkcidjat. A MMP-k
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cink-dependens endopeptidazok [209], amelyeknek f6 target molekuldi az ECM alkotoelemei. Az
MMP-k szerepe fontos az embrionalis fejlddésben és a szoveti morfogenezisben. E folyamatok
soran az MMP-k degradaljak az ECM-et, igy fokozzak a sejtmigraciot, megvaltoztatjak a sejtek
viselkedését, illetve egyes biologiailag fontos, de aktualisan gatolt molekulat felszabaditanak a
gatlas alol. Idegrendszeri sériilést kovetden fokozodik az MMP-k aktivitasa microglia sejtekben
¢s astrocytakban [210]. Patkany agyban azokon a teriileteken taldlhatbak MMP-k ahol intenziv a
szinaptogenezis [211]. Egyre tobb adat van arra vonatkozoan, hogy a DGC milyen
mechanizmussal befolyasolja a szinaptikus aktivitast. A DGC alkotoelemei koziil a dystrophin és
a P-dystroglycan is kimutathatéak a szinapszisokhoz asszocidltan. A posztszinaptikusan
elhelyezkedd dystroglycanhoz kapcsolodnak a preszinaptikus helyzetli neurexinek, melyek igy
indirekten kapcsoldodnak a dystrophinhoz és befolyasolni tudjak a postszinaptikus cytoskeletont
¢s egyéb proteineket. A szinaptikus résbe {iriild neurotransmitterek aktivaljdk a MMP-kat,
amelyek hasitjak a dystroglycan-neurexin kapcsolatot. Ennek kdvetkeztében olyan konformacio
atalakulasok johetnek létre melyek pre- és postszinaptikus valtozasokhoz vezethetnek. Ez a
jelenség fontos szerepet jatszik a neurondlis plaszticitdsban, a tanulasban, memoriaban €¢s LTP-
kben [212]. Az MMP-k aktivalodasa tobbek kozott laminin hatasara is torténhet. Kisérleteinkben
a vestibularis 1€ziot kdvetden a laminin megjelenése a kdzponti idegrendszerben azt is jelentheti,
hogy ennek kovetkeztében aktivalodnak az MMP-k, ami eldsegitheti a regeneraciot és a
szinaptogenesist. A laminin megjelenésével egyiitt elézetes vizsgalataink alapjdn megnétt a
dystroglycan expresszidja is a vestibularis axotomiat kdvetden. Ez a lelet arra utal, hogy a DGC
¢s a laminin kolcsonhatasa kulcsfontossagu lehet a regeneracios folyamatokban. Emlosokben
kimutattak, hogy az alfa-dystoglycan képes eldsegiteni a laminin polimerizaciojat a sejtfelszinen,
amelynek kovetkeztében a sejten beliil aktin reorganizacidja és tirozin-kindz aktivalodasa
kovetkezik be [213]. Kimutattdk azt is, hogy a laminin fokozza a dystroglycan clusterizaciojat
illetve a dystroglycan képes kihorgonyozni a membrdn egy meghatarozott pontjdhoz az
acetilkolin receptorokat [214].

Elképzelhetd, hogy a DGC ligandjai koziil tobb, pl. az ECM makromolekulai is,
befolydsolni tudjak a fentiekben vazolt utvonalon keresztiil a szinapszisok miikodését. Erre jo
példat szolgdlnak a kozponti idegrendszerben taldlhaté GABAerg szinapszisokon végzett
vizsgalatok. A DPC feltételezett szerepe a GABAerg szinapszisokban az lehet, hogy fokozza a
GABAAR stabilitdsat ezaltal igymond ,befagyasztja” a GABAerg szinapszisokat, mivel a

dystrophin szintje fokozatosan emelkedik a fejlodés soran [140]. A DGC masik, merdben eltérd
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feltételezett funkcidja pedig az lehet, hogy modulalja a posztszinaptikus valaszt, illetve a DPC
szabalyozhatja a GABA felszabadulast is ezaltal szabalyozhatja a GABA szinapszisok
plaszticitasat. Ez utobbi eset valoszinisithetd békak vestibularis rendszerében is, mivel normal
allapotban és regeneracid soran is olyan helyeken jelent meg a DGC, ahol fokozott szinaptikus
plaszticitas figyelheté meg. A dystrophin (dys2) immunreakciéo meglehetdsen erds a NVL-ban a
perikaryonok koriil ép allatokban, mig a NVM-ban az IR intenzitdsa alacsonyabb. Vestibularis
1éziot kdvetden azonban az operalt oldalon mind a két magban csdkken az IR intenzitasa, mig a
nem operalt oldalon a NVL-ban és a NVM-ban emelkedés figyelheté meg. Ezt a valtozast
magyarazhatjuk azzal, hogy NVL-ban taldlhato GABAerg szinapszisok aktivitdsa a vestibularis

1€zi6t kdvetden megvaltozik, amely a DGC expresszidjaban is valtozasokat okozhat.

7.7.2. Integrin receptorok

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a glycoproteinek regeneracioban betdltott szerepiiket
integrin receptorokon keresztiil fejtik ki. Korabbi vizsgédlatokban kimutattdk, hogy az egyes
idegsejt tipusok eltérd integrin receptorokat expresszalnak a fejlodés kiilonbozd szakaszaiban
illetve kifejlett allapotban [205]. Kiilonbség figyelhetd meg a periférids és kozponti
idegrendszerben is az integrin receptor eloszlasban és affinitdsban. Mig a periférids ideg
sériilésekor az a7P1 receptor expresszidja megemelkedik, addig ugyanennek a receptornak az
expresszidja kozponti idegrendszer sériilésekor nem emelkedik [215]. Az embrionalis periférids
idegrendszer ellenstlyozni tudja a CS-PG gatlo hatasat azzal, hogy tobb ndvekedést serkentd
matrix molekulat (pl. laminin-1-et) expresszal [216]. A kifejlett emldsok kozponti
idegrendszerben sériiléskor nem figyelheté meg integrin receptor upregulacid, szemben a
periférias idegrendszerrel, mert azt a CS-PG-ok megakadalyozzdk. Az integrin receptorok
expresszidjanak modulalasaval elérhetd lehet az is, hogy a kdzponti idegrendszeri neuronokat

regeneraciora serkentsiik.

7.8. Az extracellularis matrix makromolekulak szerepe a szinaptikus plaszticitasban és

remodellingben

Az ECM makromolekulédk az idegrendszer fejlddése soran is fontos szabalyoz6 szerepet
toltenek be a szinaptikus plaszticitas kialakulasdban. A fejlodés kezdeti szakaszaban ugyanis

nagy szamban talalhatoak szinaptikus kapcsolatok az idegsejtek kozott, majd egyes szinapszisok
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eltinnek, mig masok stabilizdlodnak és érett szinapszissa alakulnak. Ez utobbi szinapszisok
sokkal stabilabbak, azonban kevésbé plasztikusak. Azt a folyamatot, amely révén az érett
szinapszisok létrejonnek a neurondlis plaszticitds kritikus periodusanak nevezzik [217].
Valoszintileg ebben a folyamatban kulcs szerepet jatszanak az embrionalis ECM makromolekulai
is, mivel tobb folyadékot tudnak kotni, igy nagyobb térfogatot téltenek ki [71]. Az extracellularis
térfogat szabalyozasaban a HA és a chondroitin-szulfatok jatszanak fontos szerepet, a lektikdnok
pedig szabalyozni tudjak a szabad HA mennyiségét, azaltal, hogy megkdtik azt, igy csokkentve
folyadék koto képességét.

A postembrionalis életben az idegrendszer normalis miikodése soran aktivitas-fiiggd
valtozasok kovetkeznek be a szinaptikus jelatvitel hatékonysagaban. Ilyen pl. az LTP (long-term
potentiation) a hippocampusban, amely a memoria ¢és a tanulas molekularis mechanizmusa [218].
Az LTP korai fazisdban 1uj fehérjék termelddnek a szinapszisokban [219]. Ilyen pl. a pleiotrophin,
amely az inter- és periszinaptikus CS-PG-okkal és a neurocannal vald kapcsolddason keresztiil
befolyasolja a hippocampusban megjelend LTP-ket.

A remodelling soran (el6szor a hippocampusban irtak le) olyan ECM molekuldk (pl.:
tenascin C, neurocan, hyaluronsav) re-expresszalodnak, amelyek csak a fejlodo idegrendszerben
fordulnak eld, és az érett idegrendszerben expresszidjuk lecsokkent vagy hianyzik [176]. A PN
matrix komponensek up-reguldlodhatnak. A remodelling sordn az ECM proteazok szerepét is
kiemeli az irodalom. A MMP-knek fontos szerepiik van az ECM remodellingben [220]. Az LTP-
ben fontos szerepet jatszanak még mas protedzok, igy a szerin-tipusu proteolitikus-rendszer, a
plasminogén aktivalta plasmin rendszer €és a neuropsin, melyeknek szubsztratjai a laminin és a
fibronektin [221]. Emellett a PN szerkezetének fenntartasdban fontos szerepe van a
hyaluroniddzoknak is, ezeknek az aktivaloddsa jelentds tényezd lehet a szinaptikus
plaszticitasban [222]. Valoszintileg a felsorolt enzimek is felelések azért, hogy a PN eltlinjon a
regeneralodo rostokat fogadod neuronok kdrnyezetébol.

A HA-ko6t6 molekuldk (brain link protein-1 és -2, CD44, LYVE-1, RHAMM, Toll-like
receptor 4) versengése a PG-okkal a HA-on taldlhaté kotShelyekért megvaltoztatja az ECM
biofizikai tulajdonsagait [223]. A HA-k6td molekulak a cytoszkeletonnal vannak kapcsolatban,
¢s befolyasoljak a kiilonbozé jelatviteli mechanizmusokat, és megjelenésiik az ECM-ben

ugyancsak befolyasolhatja a regeneraciot.
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7.9. Konkluzio

Osszefoglalva elmondhaté, hogy az alacsonyabb rendii gerincesekben a kozponti
idegrendszeri regeneracio valosziniileg azért lehetséges, mert a gatld molekulak a regeneracio
idejére enzimatikus folyamatok révén elimindlodnak, mely folyamat az emldsokben limitalt. A
gatlo faktorok lebontdsa az emldsok idegrendszerében is bekovetkezik, azonban kevésbé
hatékonyan ¢€s sokkal lassabban, (macrophagok utjan). A regeneracioé elmaradasanak masik oka
az lehet, hogy a myelinbdl keletkezd tormelék is sokkal tovabb van jelen emldsdkben [224].

Valészintileg egyik ECM makromolekuldrdl sem mondhatoé el, hogy minden esetben
serkentd vagy gatlo hatast fejt ki az axonndvekedésre, hanem hatasuk attdl fiigg, hogy azon a
sejten, amelyre hatnak milyen receptorok és extracellularis matrix ligandok taladlhatdoak meg.
Emellett a mikrokornyezet is fontos befolydsold tényezd, mivel szimultdn és sokszoros
molekuldris hatds éri a sejteket, amelyet nehéz in vitro kornyezetben vizsgalni. E molekulak
regeneracioban betdltott szerepére foleg in vitro vizsgalatokbdl lehet kovetkeztetni, azonban az
egyes molekuldk kolcsonhatdsa teljesen megvaltoztathatja szerepiiket, ezért az in vivo modellek

alkalmasabbnak latszanak a regeneracios vizsgalatokra [225].
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8. OSSZEFOGLALAS, AZ EREDMENYEK JELENTOSEGE

Jelen munka elsé részében a vestibularis rendszer kapcsolatait vizsgaltuk fény- és

elektronmikroszkopos neuronalis jelolési modszerekkel patkanyban. Neurobiotin jeldléssel
feltérképeztik a nucleus vestibularis descendens (NVD) antero- és retrograd kapcsolatait a
koézponti idegrendszer strukturdival, megerdsitve €s kiegészitve a kordbbi adatokat. Elsdként
mutattuk ki a NVD kapcsolatdt a nucleus ruberrel. A rhombencephalonban leirtuk a NVD
kapcsolatait az azonos- ¢s az ellenoldali vestibularis magokkal, az érz6 agytorzsi magokkal és a
formatio reticularissal. A gerincveld mindharom funiculusdban kimutattuk a leszalld rostokat.
Leirtuk a mag korabban nem ismert retrograd kapcsolatait. Phaseolus vulgaris leucoagglutinin
jelolés segitségével vizsgaltuk a nucleus vestibularis superior (NVS) szinaptikus kapcsolatait az
oculomotorius maggal és a nucleus ruberrel. Az oculomotorius magban talalt NVS eredett,
GABA pozitiv terminalisok jelenléte aldtdmasztja a korabbi fizioldgiai vizsgalatokban kimutatott
gatlo kapcsolatok jelenlétét. A nucleus ruber neuronjaival 1étesitett hasonld kapcsolat azt jelenti,
hogy a NVS a nucleus ruber neuronjainak gatlasdval modositja a cortico-rubralis és cerebello-

rubralis Utvonalak aktivitasat.

A munka masodik részében az extracellularis matrix (ECM) makromolekuldinak és egyik
receptoranak megoszlasat tanulmanyoztuk béka idegrendszerében és vizsgaltuk szerepiiket a
vestibularis  regeneracioban.  Specifikus proba segitségével a hyaluronsavat (HA),
immunhisztokémiai modszerrel a phosphacant, valamint az ECM receptoraként ismert
dystrophin-glycoprotein komplex alkot6i koziil a dystrophint és a p-dystroglycant elséként
mutattuk ki a béka idegrendszerében és leirtuk a tenascin, a fibronektin és a laminin eloszlasat. A
nervus vestibularis regeneracidja soran a HA mintazat qualitativ és quantitativ valtozasait
ismertettilk. Eredményeink szerint a periférias idegrendszerben a HA permissziv hatast, amit a
HA reakci6 intenzitdsanak novekedése jelez a regeneralodd idegben, valamint a periférias és a
kozponti idegrendszer atmeneténél 1€vo tranziciondlis zénaban (TZ). Ezzel szemben a kdzponti
idegrendszerben a HA non-permissziv hatasa valdszinii, amire a vestibularis magokban, az
idegsejtek kortili un. perineuronal net (PN) teriiletén a HA reakcio intenzitdsanak csokkenése utal
a regeneracioé kezdetén, a benovo rostok kapcsolatainak kialakulasat eldsegitendd. A laminin
immunreakcié intenzitdsanak novekedése a vestibularis regeneracid soran a periférias
idegrendszerben illetve a TZ-ban, és megjelenése a kozponti idegrendszerben a korabbi

vizsgalatokban kimutatott permissziv szerepét igazolja az idegi regeneracidban.
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9. SUMMARY

In the first part of our work we investigated the connections of the vestibular system in
the rat at light and electron microscopic levels with different tracing methods. Using neurobiotin,
we mapped the antero- and retrograde connections of the descending vestibular nucleus (DVN) in
the central nervous system (CNS), confirming and supplementing previous results. We have for
the first time demonstrated a connection between the DVN and the red nucleus. At the level of
the rhombencephalon we described the connections of the DVN with the ipsi- and contralateral
vestibular nuclei, the sensory nuclei of the brainstem and the reticular formation. The descending
axons of the DVN could be found in every funiculus of the spinal cord. We also demonstrated the
previously unknown retrograde connections of the DVN with the rhombencephalic areas. Using
the tracer, Phaseolus vulgaris leucoagglutinin (PHA-L), we investigated the synaptic connections
of the superior vestibular nucleus (SVN) with the oculomotor and red nuclei. In the oculomotor
nucleus, GABA positive axon terminals originating from the SVN support the presence of
inhibitory connections described earlier in physiological experiments. Similar connections to the
red nucleus suggest that neurons of the SVN can alter the activity of the cortico-rubral and
cerebello-rubral pathways.

In the second part of our work we studied the distribution and role of the extracellular
matrix (ECM) macromolecules in vestibular regeneration following vestibular nerve axotomy in
the frog. We also analyzed the expression of ECM-receptor dystrophin-glycoprotein complex
(DGC) subunits. We described for the first time in the nervous system of the frog the expression
of hyaluronan (HA), using a specific binding-probe, and the distribution of phosphacan and DGC
subunit dystrophin and beta-dystroglycan, using immunohistochemical methods. We gave a
detailed map of the distribution of tenascin, fibronectin and laminin in the spinal cord and
brainstem of the frog. We delineated the qualitative and quantitative changes in the expression of
HA during vestibular regeneration. According to our results HA has a permissive role in the
peripheral nervous system (PNS) and in the transitional zone (TZ) at the border between PNS and
CNS during regeneration. The decreased expression of HA in the perineuronal net (PN)
surrounding the vestibular neurons in the brainstem in the early phase of vestibular regeneration
suggest that HA has a non-permissive role in the CNS, since the change in the distribution of HA
can support the formation of new synaptic connections. We also showed an increased expression
of laminin in the PNS, TZ and certain areas of the CNS during vestibular regeneration, indicating

a permissive role of laminin as previously described.
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13. FUGGELEK: ECM MOLEKULAK AZ IDEGRENDSZERBEN — OSSZEFOGLALO TABLAZAT

(felkovér betlikkel a sajat eredményeket jeldltiik, a felsdindexben jelzett szamok az irodalomjegyzékben talalhato referencidkra utalnak)

Név Szintézis helye Receptorok, ligandok Az idegi regeneraciora Elofordulas
kifejtett hatasuk Periférias TZ | Kdzponti idegrendszer
idegrendszer Fehérallomany Sziirkeallomany PN
Glycosaminoglycanok
Hyaluronsav | Glia (astrocyta)®’ CD44% Non permissziv (crista Negativ (-) ++ | pozitiv (+) axonok | pozitiv (+) ++
(HA) Idegsejtek? HAS-2, | RHAMM™ neuralis (CN) sejtek koriil, kiv. +/- gv. hatso szarv, Cc | agytorzsi
-3%0 RHAMM és CDC37 migracidjaban)®, Tractus koriil magok, FR
Mesoderma eredetli | intracelluldrisan is nem gatlo a periférias solitariusban és Patkanyban: kisagyban | nagy sejtek,
sejtekben HAS-1, - | TGF-p és FGF idegekben (serkent6)’* subependymalisan | magok, szemcse- és gerincveldi
2,-3% P125 (FAK), p42/44 Patkanyban: Purkinje sejtek koriil, moto-
ERk kinaz** ' Ranvier Idegsejtek neuron
befiizédéseknél, és | cytoplasmajaban és a +3
myelin hiivelyben®® | sejtmagban is’
Glycoproteinek
Laminin Astrocytaik181 CD44% Permissziv'™ Erdésen pozitiv ++ | Negativ (-) Negativ (-) Negativ (-)
Integrinek (o, B, 03B, Neuritek novekedését (++) Egyes Csak a lamina Csak a lamina
oP1, 07Bi1, ayPs) 7! serkenti, szinapszisok Schwann sejtek basalisokban és az | basalisokban' ¢
G-proteinhez csatolt kialakitasa'® mentén (n. agyburkokban186
proteoglycan’ ischiadicusban, de
B-amyloid precursor a n. vestibularisban
protein (APP)"! nem)'”’
A-Dystroglycan'*®
Fibronektin | Astrocytak'” CD44% Permissziv” (CN sejt Pozitiv (+) axonok | + + TZ-hez kozel, és | Negativ (-) neuropil, Pozitiv (+)
Integrinek (asB, o4Pi, migracidban is) koriil a gv.-ben +/- cytoplasma
asPi, auPs, oyvPi, ovPs, Egyes esetekben non- Patkanyban: Glia'” commissuralisak,
avBs, axP1,), permissziv’ +/- tobb rész
HS-PG™!
Tenascin TN-C: Astrocytak, | Integrinek (oyfs, aspi, Non-permissziv (CN +/- axonok koriil ++ | + agytorzsben, Negativ (-) neuropil Erosen
(TN) Radier glia®>*!, aoPy)'?", foszfotirozin- sejtek esetében, illetve gv.-ben axonok Patkanyban: pozitiv (++)
Eretlen foszfataz p/¢'* mas esetben is'™’) koriil, ++ TZ-hez | hypothalamus
idegsejtek'* GFAP, CS-PG-ok* Permissziv kozel, fasc. lat és magokban
TN-R: TN-R: contactin, (F3/contactinon post, Patkanyban:
Oligodendroglia'” | IgCAM, TAG-1/axonin- | keresztiil kifejtett hatés) Bergman glia,
1, syndecan®* '’ oligodendroglia'”’
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Neév Szintézis helye Receptorok, ligandok Az idegi regeneraciora El6fordulas
kifejtett hatasuk Periférias TZ | Kozponti idegrendszer
idegrendszer Fehérallomany | Sziirkeallomany | PN
Proteoglycanok
Phosphacan | Astrocytak*® " Contactin (idegsejteken | Egyes esetekben Kozepesen erés ++ | ++ vestibularis +/- Erodsen
expresszalodo Ig permissziv’’ (+/-) axonok koriil rostok koriil, fasc. | Patkanyban: kisagy pozitiv (++)
adhézids molekula), Nr- | Non-permissziv®' ant. és lat.-ban, cortex neuropil, és nem | + kisagyi
CAM’® naptari napkép, piramidalis sejtek sejtek®
Tenascin-C és —R% +/- masutt koriil*
Mindegyik CS-PG
kapcsolodik lamininhoz,
fibronectinhez,
tenascinhoz, HA-val,
kollagénekkel’"
Versican Oligodendrocytak, | Glycolipidek™’ Non-permissziv™> *° Patkanyban: Patkanyban +
Schwann sejtek™ CD44* Vagy egyes esetekben Schwann sejtek™ oligodendrocyta
permissziv*” " GFAP-vel és
GHAP-vel™
Neurocan Idegsejtek (kisagyi | Glycolipidek Non-premissziv56’ 63 Patkanyban: Patkanyban: kisagyi
granularis sejtek és | CD44> astrocyték75 granularis sejtek,
Purkinje sejtek), N-CAM, Ng-CAM, Nr- Purkinje sejtek75
Astrocytak® CAM, contactin,
tenascin-C és -R,
axionin, HB-GAM®"- %2
Brevican Kisagyi astrocytak, | Glycolipidek Non-premissziv>" * Patkényban:
Oligodendrocytak™ | CD44% Vagy egyes esetekben kisagyi astrocyta,
permissziv47’ 37,58 oligodendrocyta64
Aggrecan Idegsejtek® Glycolipidek, Permissziv’>> vagy non- Csirkében: Csirkében nincs'®
Tenascin-C és —R"° premissziv®’ idegsejtekben a
CD44>+ (glikozilaci6tol cortex, hippo-
fiiggben)! campus, thalamus,
substantia nigra,
zona incerta,
kisagyi magok,
agytorzsi magok,
colliculusok,
gerincveld
teriiletén'”®
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