EGYETEMI DOKTORI (PHD) ERTEKEZES TEZISEI

Az extracellularis matrix makromolekulainak
szervez6dése patkany és béka vestibularis
magkomplexumaban, és szerepe a vestibularis
compensatioban

GAAL BOTOND

TEMAVEZETO: PROF. DR. MATESZ KLARA

DEBRECENI EGYETEM
FOGORVOSTUDOMANYI DOKTORI ISKOLA

DEBRECEN, 2014.



Az extracellularis matrix makromolekulainak szervezdédése patkany
és béka vestibularis magkomplexumaban, és szerepe vestibularis
compensatioban

ERTEKEZES A DOKTORI (PHD) FOKOZAT MEGSZERZESE ERDEKEBEN A , KLINIKAI
ORVOSTUDOMANYOK” TUDOMANYAGBAN

GAAL BOTOND,

OKLEVELESKORNYEZETGAZDALKODASI AGRARMERNOK

TEMAVEZET®: PROF. DR. MATESZ KLARA

DEBRECENI EGYETEM
FOGORVOSTUDOMANYI DOKTORI ISKOLA

A Szigorlati Bizottsag elnoke:
A Szigorlati bizottsag tagjai:

A Doktori Szigorlat Helye, Id6pontja:

A Biraldbizottsag elnoke:
A Biralobizottsag tagjai:

Az Ertekezés Védésének Idépontja:
Az Ertekezés Védésének Helye:

Prof. Dr. Marton Ildiké, az MTA doktora
Prof. Dr. Elekes Karoly, az MTA doktora
Prof. Dr. Sziics Géza, az MTA doktora

DE Fogorvostudomanyi Kar,210. tanterem,
2014.november10, 11:30 o6ra.

Prof. Dr. Marton Ildiké, az MTA doktora
Dr. Alpar Alan, PhD
Dr. Klekner Almos, PhD

2014. november10., 13:30 éra.
DEAOK,  Belgyégyaszati Intézet A’
épiiletének tanterme.



BEVEZETES

EXTRACELLULARIS MATRIX A KOZPONTI IDEGRENDSZERBEN

A gliasejtek és neuronok kozotti intercellularis tér a kozponti idegrendszer teljes

térfogatanak mintegy 10-20 %-at teszi ki. Ezen extracellularis terekben alkotnak halézatot

az extracellularis matrix (ECM) makromolekuldi, és biztositanak fiziol6gias kérnyezetet az

idegrendszer sejtes elemeinek miikddéséhez. Az ECM molekulai idegsejtekben vagy

glidban termel6dnek, majd extracellularisan épitenek fel glucosaminoglycanokbél és

proteoglycanokbdl allé stird hal6zatot.

ECM molekuldk funkcidja a kozponti idegrendszerben
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A Kkifejlett idegrendszerben az ECM jelentds negativ toltéstobblete révén részt
vesz vizoldhaté és membrdnkotott molekuldk, ill. ionok forgalmdban,
exrtacellularis egyenstilydnak fenntartdsdban.

A perikaryon,dendritek proximalis segmentumai, az axon eredési domb és
axonok preterminalis szakaszai korili ECM akkumuldcié a synapticus
Neuronok aktivitdsdnak befolydsoldi ép és pathologids dllapotokban, s vice versa, a
neuronok aktivitisa meghatdrozza a matrix molekularis Osszetételét és
halmozé6dasat.

Egyes sejtfelszini receptorokhoz vagy synthase-okhoz kapcsol6dé matrixalkotok
cytoskeletalis elemekhez val6 kihorgonyzasa révén jeldtviteli kaszkddok
szerepldi.

Az elmult évtized kutatdsa alapjan az ECM perisynapticus szerepe
felértékel6dott.Az 4j terminoldgia szerint az ECM molekuldkataz tn.
négykomponensti, vagy ‘tetrapartite’ synapsisok alkotdrészének tekintik.

Az idegrendszer fejlédése soran specifikus matrix komponensek termel6dnek
meghatarozott id6- és térbeli sorrendben, amellyel a sejtmigrdciét és az tjonnan

leftizddd neuronok elkételez6dését szabdlyozzdk.



(7) Kisérletesen bebizonyosodott, hogy a kézponti idegrendszer gliomdinak

ECM a sejtmigrdcié médiuma.

ECM szervezodése a kozponti idegrendszerben

ECM molekuladk az kozponti idegrendszer kiilonb6z6 kompartmentjeiben jelennek meg, az

alabbiakban felsorolt diffuz vagy kondenzalt forméakban.
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A cerebrovascularis rendszer endotheliumat borit6 membrana basalis-ban
barrier funkciét toltenek be. Kollagén, entactin, fibronectin, distroglycan és
perlecan molekulak alkotjak, s a vér-agy gat kialakitasaban vesznek részt.

A perineuronalis net (PNN) egy tomott hal6zatos matrix allomany, amelyet ECM
molekuldk akkumulaciéja épit fel neuronok sejttestje, dendritek proximalis
szakaszai, valamint axonok eredése Kkoril. A PNN szovettani jelolésével
kirajzolédik a perikaryon és a nyulvanyok proximalis szakaszai, és mint
akkumulacid, jol elkiilonithetd a matrix molekuldkat kevésbé halmozo
neuropiltél. Elsédleges felépité molekuldi a hyaluronsav (HA), chondroitin sulfat
proteoglycanok (CSPG), tenascin-R, és kiilonb6z6 link proteinek.

Az idegrendszeri interstitialis matrix az agyi parenchyma interneuronalis
kompartmentjeiben elhelyezked6 ECM, amely nem tart fenn kapcsolatot a
membrana basalis-szal vagy PNN-tel; e diffiz matrixot neuropilnek tekintjiik.
Axonok pretermindlis szegmentumat és boutonokat beborité matrix
akkumulaciét az utébbi években irtdk le az elébbiektdl kiillénb6z6 matrix
formaként, a terminolégidba tin. ‘axonal coat’-ként kertilt be.

Vastag myelinizalt axonkotegek mentén, aRanvier féle
befiiz6désekben,helyezkedik el az Uin. perinodalis matrix. A versican, brevican,

tenascin-R, és link proteinek ionrezervoirként szolgalnak saltatoricus ingeriilet.



ECM molekularis 6sszetétele a kozponti idegrendszerben

Hyaluronsav

A HA a D-glucuronsav és N-acetylglucosamin ismétl6dé dimerébdl felépiilé nem szulfatalt
szénhidrat polymer. A lancok hossza elérheti 25.000 dimer hosszt. Az igen egyszeri
struktura ellenére a hyaluronsav komplex masodlagos és harmadlagos szerkezetet formal,
eltér6 méretekben és térbeli konformacidkban. Az extracellularis térben az ECM f6
szervez6 molekulajaként funkcional, kiilonds tekintettel a PNN-ekben betoltott szerepére.
A HAegy glucosaminoglycan (GAG), ami nem kotédik kovalensen proteinekhez az
extracellularis térben, s igy nem formal proteoglycanokat. Gerincesekben szerkezetét
tekintve konzervativ molekula, amely ubiquiter, azaz megtalalhat6 az idegszoveten kiviil
szovetek nagyrészében is. Nagy negativ toltéstobblettel rendelkezik, ezért az
intercellularis térben nagy mennyiségii kationt, vizet, és egyéb extracellularisan mozgé

molekulat csapdaz.

Chondroitin sulfat proteoglycanok

A CSPG-k altalanosszerkezetére jellemz6 az un. ‘core-protein’ vagy tengelyfehérje, amihez
kovalensen kotédnek a szulfat GAG-ok. A GAG lancok hosszu linearis szénhidrat polymer
molekuldk; alapegységei a D-glucuronsavbdl és N-acetylgalactosaminbdl all6 dimerek, 8-
glikozidos kotésben. A CSPG-k csaladjaba szamos molekulatipus tartozik, am jelen munka
csak a HA-hoz kot6d6 Un. lecticanokra tér ki, ezek az aggrecan, versican, neurocan, és

brevican.

Aggrecan

A core proteinhez kotott szulfatdlt GAG-ok szamanak valtozékonysdga miatt
molekulatémege 1-3 MDa. A tengelyfehérje mintegy 300 kDa méret(i linedris molekula, s a
GAG-ok kapcsoldédasi helyein vannak rajta glycozilalt szerin maradvanyok. Harom
globuladris doménnel, a G1, G2 és G3rendelkezik. A G2 domén kizarélag az aggrecanra
jellemz6, a tobbi lectican tengelyfehérjéjében nem szerepel. HA-hoz a G1 doménen
keresztiil képes kapcsolédni, amely egyben az N-terminalis vége is, mig C-terminalis végét
a G3 domén hordozza. GAG szubsztituensek a G2 és G3 domének kozotti hosszu
tengelyfehérje szakaszhoz kapcsolédnak. A GAG lancok két tipusa, a chondroitin sulfat
valamint a keratan sulfat lancok kapcsolddnakaz aggrecan core protein-hez.
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Brevican

A lecticanok altalanos szerkezetéhez hasonléan a globularis szerkezeti N-termindlis G1
domén kapcsoldédika HA-hoz, C-termindlis vége pedig az G3 domén. A tengelyfehérjéhezkis
szamban kapcsol6dnak chondroitin sulfat GAG oldalldncok, 1-5 darab. A molekula 140 kDa
suly, az aggrecanndl szamottevéen rovidebb, illetve kevesebb GAG szubsztituenst

tartalmaz.

A brevican az aggrecan utan a legnagyobb mennyiségben el6fordulé PNN alkoté molekula,
termel6dése jelen tudasunk szerint csak az idegrendszerben torténik. Jelen van ezen tul
perisynapticusan és a synapticus résben is, illetve axon inicidlis szegmentumai koriil is
leirtdk in vivo és in vitro tanulmdnyokban. Egyes Ranvierféle befliz6désekben is

megtalalhato.

Neurocan

A neurocan egy idegszovet specifikus CSPG, sszerkezete tiikrozi a CSPG-k altalanos
szerkezetét. A tengelyfehérje N-terminalis G1 doménjén dupla immunglobulin szerd
hurokkal kapcsolédik a hyaluronsavhoz. A C-termindlis G3 domén pedig a tenascin
glycoproteinekhez kacsolédva alakit ki térhalds szerkezetet. A neurocan 245 kDa-os
hasitatlan formdja csak fejl6d6 idegrendszerben van jelen, am az idegrendszer tovabbi
fejlédése/érése soran enzimatikus hasitast szenved, és 150 kDa-os N-termindlis, valamint
130 kDa-os C-termindlis fragmentumok formdjdban marad az extracellularis térben.
Hozzajarul a PNN felépitéséhez, illetve akkumulaciéja megjelenik a Ranvierféle

befiliz6désekben is.

Versican

A versican szdmos mas lagy szovetben el6fordulé proteoglycan. Core-proteinjének
szerkezete a CSPG-k altalanos szerkezetét tiikkrozi, a G1 HA kot6 régio, ill. a G3 C-terminalis
véggel, mely utébbinkapcsolddnak epidermal growth factor modulok, C-tipusu lektin, és
egy kiegészit6 szabalyozé régid. A versican is mddosul az idegrendszer fejlédése soran. A
Gl és G3 domének kozotti régidjanak szerkezetét két exon rogziti, amelyek splice
variansai specifikaljak a chondroitin sulfat k6té régiot, azaz a kapcsolhaté GAG tipusokat.

A versican négy tipusat azonositottak eddig, ezek VO; V1; V2; és V3.



Feln6tt idegrendszerében a V2 isoforma van jelen, amelyhez 5-8 aGAG kotédik
kovalensen, és kizarélag a kozponti idegrendszerben expresszalddik, molekulatomege 400
kDa. Szovettani metszeten végzett immunhisztokémiai jel6léssel, a tdbbi lecticanra nem
jellemzd, pontszer(i megjelenést mutat. Leirt és feltételezett akkumulaciéi perisynapticus
résekben, vagy Ranvier féle befliz6désekben vannak, vastag myelinizalt axonkotegek

mentén.

Glycoproteinek

Tenascinok

Tobb tenascin molekula 6sszekapcsolddasaval nagy kiterjedésii glycoproteineket alkotnak
az extracellularis térben, amelyek CSPG-k C-termindlis végeihez kapcsolddva alakitanak ki
térhalds szerkezetet. Tipusai a tenascin-R, -C, -X, -W, (és -N). Jelen munka csak a tenascin-

R-t kutatja, igy a tovabbiakban ezt targyalja.

A tenascin-R 4,5 epidermal growth factor-t, 9 fibronectin-III szakaszt tartalmaz, két splice
variansa pedig 160, ill. 180 kDa molekulatémegii. A tenascin-R harom alegységbdl a C-
terminalis végeknél 6sszekapcsolt multimer szerkezet, amely igy a HA-CSPG-tenascin-R
haromtagu térszerkezetet stabilizalja. A tenascinok CSPG-kon kivil sejtfelszinhez is

képesek kihorgonyzddni fibronectin-III modulokon keresztiil.

Link proteinek

A link proteinek szintén a glycoproteinek csalddjaba tartozé molekuldk. Funkcidjuk a HA
és lecticanok kozotti kapcsolat stabilizdlasa, matrix aggregatumok dsszetartasa. Négy féle
link proteint irtak le eddig, a HAPLN1 (hyaluronan and proteoglycan link protein 1),
HAPLN2, HAPLN3 (idegrendszerben nincs jelen), és a HAPLN4. Link proteinek nélkiil

matrix aggregatumok instabilak, PNN formaci6é nem alakul ki.

A HAPLN1 egy rovid polypeptid, amelynek N-terminalis végén Ig-szeri hurok talalhato, C-
terminalis végén pedig proteoglycan két6 dupla hurkok. Molekulatémege 41, 44, vagy 48
kDa.



A VESTIBULARIS MAGKOMPLEXUM

A vestibularis rendszer felelés a fej helyzetének és mozgasainak, illetve térbeli
helyzetének gravitacié iranyahoz viszonyitott érzékeléséért. A mozgasok érzékelésén tul a
vestibularis rendszer szabdlyozza a testtartdst, szemmozgasokat és a tekintés
stabilizalasat/fixalasat a kiilsé6 szemmozgaté izmok beidegzésén keresztiil, egyenstlyozast
a torzs és végtagok antigravitaciés izmainak ténusanak szabalyozasan keresztiil, illetve a

vegetativ funkcioét kiterjedt agytorzsi, kisagyi, thalamicus és gerincvel6i kapcsolatai révén.

A vestibularis rendszer periférias része a belsé fiillben talalhaté. Erzékhamsejtek az
utriculus és sacculus maculdiban, illetve a félkoros ivjaratok crista ampullarisaibanvannak,
kétiltliekben ezeken kiviil a lagendban is. A bipolaris ganglionsejtek centralis nydlvanyai a

vestibularis magkomplexumban végz6dnek, az agytorzsben.
A vestibularis magkomplexum patkdnyban

Patkany vestibularis magkomplexuma, a vestibularis rendszer relative konzervativ jellege
folytdn, sok pontban kézos mas emlds fajokéval. Négy vestibularis mag fogadja a belsé
fiilb6l érkezd ingeriiletet; ezek a nucleus vestibularis superior (NVS), lateralis (NVL),
medialis (NVM), valamint a descendens (NVD). A magok a nyulvel6 nyilt részének, és a hid
tegmentumdnak lateralis részében taldlhatéak. Rostralisan a negyedik agykamra recessus
lateralisanak szintjéig ér, caudalisan pedig a nucleus motorius nervi hypoglossi magjanal

végzodik.

Nucleus vestibularis superior: A magot alkoté neuronok kétharmada kdzepes mérett, ezek
mellett nagy és drids méretli neuronokis taldlhatok. A nagyméretii sejtek centralis
poziciébanhelyezkednek, mig a kozepes és kis méretli neuronok a mag periféridjara

orientaltak.

A nagy neuronok inhibitoros kapcsolatot 1étesitenek a nervus oculomotorius és trochlearis
koézépagyi magjaiban, a kisméretliek pedig kisagyi, formatio reticularis, és commissuralis

kapcsolatot tartanak fenn.



Nucleus vestibularis lateralis: A vestibularis magkomplexumon belill a legnagyobb
sejttestek a NVL-ban vannak. A mag neuronjainak mintegy fele nagy, illetve 6rids méretd, s
a neuronok Kkisebb része koézepes vagy kis méretli, egyenletes eloszlasban
rostrocaudalisan és a mag keresztmetszetében. A mag rostralis része a félkoros
fvjaratokbol és az utriculusbdl kap bemenetet, és a szemmozgatd agyidegek magjaihoz
projicial, amivel részt vesz a vestibulo-ocularis reflex (VOR) kialakitasdban, illetve
gerincveldi kapcsolataival a vestibulo-spinalis palyak kialakitasaban is. A NVL caudalis
része az oliva inferiorbdl és a formatio reticularisbél fogad bemenetet, és a gerincvel6be

projicial.

Nucleus vestibularis medialis: A NVM morfolégiailag és funkciondlisan két jél elkiilonithet6
almagra oszthat6. A magnocellularis részét ventrolateralisan elhelyezkedd nagy és
kézepes méretli neuronok alkotjak. Bemeneteit a félkords ivjaratokbdl és kisagybdl kapja,
efferensei pedig a szemmozgaté agyidegi magokban és a gerincvel6ben végzédnek. A mag
parvocellularis részét dorsomedialisan elhelyezked6 domindnsan kisméretdi neuronok
alkotjak. Afferentaciét az otolith szervekbdl kapja, efferens rostjai pedig az oliva

inferiorban, kisagyban és ellenoldali NVM-ban végzdédnek.

Nucleus vestibularis descendens: A magban talalhaté neuronok tébb mint fele kdzepes
méretl, és kisebb szamban talalhatok nagy, vagy drids méretii sejtek. A NVD rostralis és
caudalis részei kozott nagy morfolégiai kiilonbség mutatkozik, amely megjelenik funkci6s
szinten is. A rostralis pozicidji nagy és Orids neuronok oculomotoros és
gerincvelbiefferensek. A caudalis rész kis méretli neuronjai pedig a nucleus tractus
solitarii, nucleus dorsalis nervi vagi, és a nyultveld ventrolateralis teriileteivel vannak

kapcsolatban, és zsigeri vegetativ szabalyozasban vesznek részt.

A vestibularis magkomplexum békdban

Békak vestibularis magjai ugyan ma sem tokéletesen Kkarakterizaltak, mégis az
érzékszervek fel6li afferentdcié és centrdlis kapcsolatok igen jelentékeny atfedést
mutatnak magasabb rendiekével, kiilonosen emlésokével. Hasonléan emldsokével,a
magkomplexumot négy mag alkotja, a nucleus vestibularis superior, lateralis, medialis,

valamint a descendens.



Az NVS lateralis részébdl, illetve az NVL és NVM rostralis részeib6l eredé rostok a
szemmozgaté agyidegi magokba projicidlnak, kialakitvaa VOR-t, a medialis és lateralis
vestibulo-spinalis palydk pedig az NVL, NVM, és NVD caudalis részeibdl erednek.
Patkanyhoz hasonl6éan kiterjedt kisagyi kapcsolataik is vannak, amelyek legnagyobb
valoszinliségel a vestibulo-spinalis és vestibulo-ocularis reflexek regulatorai. Laesios
kisérletek eml6sokéhez hasonlé konkluziéi indirekten alatamasztjak a béka vestibularis

magok funkciés tulajdonsdgainak hasonlésagat emlésokével.
AZ IDEGRENDSZER PLASZTICITASA, COMPENSATIO

Régébta ismert, hogy a kdzponti idegrendszer funkcids halézatai tapasztalatszerzés soran
folyamatos valtozdson mennek keresztiil, ezt hivjuk plaszticitasnak. Plasztikus folyamatok
végigkisérik életiinket. Az ECM molekulakroél is bebizonyosodott, hogy jelentds hatassal
vannak a synapticus plasticitdsra, s igy jelent6séggel birnak tanulasi és emlékezési
folyamatokban. Ebbdl kovetkezfen a matrix molekuldk turnover-e, mint az idegi

kapcsolatok degradabilis stabilizaloi, el6segiti a strukturalis és, funkcionalis plaszticitast.

A idegrendszer compensatioja szdmos folyamatot foglal magdban, amelyek a kdézponti
idegrendszer sériilését kovetéen zajlanak a funkcié helyreallitidsa érdekében. Laesiot
kévetben a szomszédos halozatok képesek Aatvenni a sériilt teriiletek funkcidjat. E
folyamatok feltétele a synapsisok plasticus moédosulasa, s végil a compensatio
eredményeként atalakul az érintett tertilet laesio el6tti funkcids felosztdsa. A compensatio

a neuroldgiai rehabilitaci6 kulcsfontossagu eszkoze.

A vestibularis compensatio hatterében szamos idegrendszeri mechanizmus rejlikaz
interneuronalis kapcsolatoknak mind presynapticus, és postsynapticuselemeinek
bevonasaval. Mindezek alapjan az egyoldali labyrinthusirtast kévetd compensatios
folyamatokban valtozas feltételezhet6 az ECM molekularis 0Osszetételében és

mennyiségében.
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CELKITUZESEK

1,Ep patkany vestibularis magkomplexumaban:

¢ Az ECM molekuléris 6sszetételének atfogo feltérképezése a patkany vestibularis
magjaiban és almagjaiban, hisztokémiai és immunhisztokémiai médszerekkel. A
jelolni kivant ECM molekuldk: hyaluronsav; altaldnos CSPG jeldlés; specifikusan:
aggrecan, versican, neurocan, brevican; tenascin-R; HAPLN1.

e Az egyes vestibularis magokban és almagjaiban megjeldlt PNN-ek intenzitdsanak
semiquantitativ pontozasa.

e A vestibularis magokban és almagjaiban megjel6lt PNN-tel koriilvett neuronok

Neurolucida rekonstrukciéja, mennyiségi illusztralasa.
2, Egyoldali labyrinthusirtott patkany vestibularis magkomplexumaban:

¢ A vestibularis magkomplexum egyoldali deafferentéci6ja, majd a postoperativ 1,
3, ill. hét 7 napos talélési id6kben a HA és CSPG jel6lési mintazat, és intenzitds
valtozasainak kovetése a NVL-ban.

e Megfigyeljiilk, hogy az egyoldali deafferentdcié miatti vestibularis tiinetek
rendezd6désének id6beli lefolydsa megegyezik-e a PNN-ek visszaépiilésének
idejével.

3,Ep béka vestibularis magkomplexumaban:

e Az ECM molekularis oOsszetételének atfogd térképezése béka vestibularis
magkomplexuméban. Hisztokémiai és immunhisztokémiai mddszerekkel
kivanjuk megjeldlni a HA-t, TN-R-t, altaldnosan CSPG-kat, valamint specifikusan

az aggrecant, kés6bbi evolicids 0Osszevetésekhez valamint regeneracids

kisérletekhez.
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ANYAG és MODSZER

El6 allatok Kkisérletbe vondsa a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Biztottsaganak jévahagyasaval tértént (Eng. szam: 11/2011/DEMAB), illetve a vonatkozé
nemzeti torvények és EU direktivak figyelembe vételével (European Communities Council

Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC)).

ECM térképezéshez a vestibularis magkomplexumban feln6tt néstény Wistar patkadnyokat
(12-14 hetes; 250-300 g; n=6; Charles River Laboratory (Strain Crl: WI)), valamint kifejlett
kecskebékakat (Rana esculenta L.; n=12) hasznaltunk. Utébbiak halastavi kérnyezetbdl
keriiltek befogasra. A belséfiil egyoldali roncsolasat felnétt him Wistar patkanyokon

végeztiik el (n=9).

Hisztokémia

A CSPG-k altalanos jel6léséhez biotinylalt Wisteria floribunda agglutinin lektint (bWFA;
Sigma-Aldrich, L1516) alkalmaztunk. bWFA a CSPG-k GAG oldallAncaihoz kotédik. A HA
specifikus jel6léséhez biotinylalt Hyaluronan Binding Proteint alkalmaztunk (bHABP; R.
Tammi és M. Tammi, University of Kuopio, Kuopio, Finnorszag). A bHABP borjd orrporc

aggrecanbdl hasitott G1 domén HA koté régioja.

Labyrinthusirtott patkanyok NVL-an, valamint békak vestibularis magkomplexuman is a

fenti hisztokémiai reakciokat alkalmaztuk.

Immunhisztokémia

ECM molekulak specifikus lokalis expresszidjanak megfigyeléséhez a kovetkezd primer
antitesteket  alkalmaztuk: anti-aggrecan  (Millipore, AB-1031), anti-versican
(Developmentan Studies Hybridomabank, DSHB, 12C5); anti-neurocan (DSHB, 1F6); anti-
brevican (BD Biosciences, 610894); anti-tenascin-R (R&D Systems, AF3865); HAPLN1
(R&D, AF2608).

Békan a kovetkezd primer antitesteket alkalmaztuk: anti-CSPG clone Cat-301 (anti-

aggrecan, Chemicon-Millipore, MAB 5284); és anti-tenascin-R (R&D, AF 3865).
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Vizualizacié
A bHABP és bWFA primer reakcidkat kovetéen mintdinkat ExtrAvidin Peroxidase-zal
inkubaltuk, majd 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) csapadékkal tettiik

lathatéva hagyomanyos fénymikroszkdpiahoz.

Immunhisztokémia soran a metszeteket a kovetkez6 secunder szérumokban inkubaltuk:
biotinylalt goat anti-rabbit IgG (aggrecan, Vector Laboratories, BA-1000); biotinylalt horse
anti-mouse IgG (versican, neurocan, brevican, Vector Laboratories, BA-2000); biotinylalt
rabbit anti-goat IgG (TN-R, HAPLN1, Vector Laboratories, BA-5000). A labyrinthusirtott
patkanyok metszetein Strepavidin Alexa 488 (bHABP, Invitrogen, S32354); Streptavidin
Alexa 555 (bWFA, Invitrogen, S32355) alkalmaztunk fluorescens felvételek készitéséhez.

Béka ECM térképezéséhez az aldbbi fluorescens secunder reagenseket alkalmaztuk:
Streptavidin Alexa 488 (bHABP, Invitrogen, S32354); Streptavidin Alexa 555 (bWFA,
Invitrogen, S32355); Alexa Fluor 647 anti-goat IgG (TN-R, Invitrogen, A21469); és

Fluorescein anti-mouse IgG (Cat-301, Vector Laboratories, FI-2000).

Eredmények semiquantitativ elemzése

Patkdny vestibularis magjaiban tapasztalt PNN jelolédés intenzitdsat szubjektiv
pontozassal quantifikdltuk minden magban és azok almagjaiban, az 0sszes reakci6 esetén
kiilon-kiilon. A PNN jelintenzitisait az alabbi pontértékekkel lattuk el: -: nincs jel; +:
gyenge jel; ++: kozepes jel; +++: erds jel; ++++: nagyon erds jel. A versican immunreakcid

pontszer( megjelenése a fenti jeldléstol eltérd szimbolumok hasznélatat indokolta.

Neurolucida rekonstrukcié

A patkany vestibularis magjain és almagjain késziilt Neurolucida rekonstrukcié mutatja be
a PNN-tel koriilvett neuronok elhelyezkedését éseloszlasanak kiilonbségeit az egyes
magokban és almagokban. A rekonstrukciéhoz felhasznalt metszetek az adott magra és
reakciora reprezentativnak itélt metszetekbdl keriiltek ki, és minden vizsgalt reakcidra

elkésziiltek. Az abrak elkészitéséhez a Neurolucida 8.0 programot hasznaltuk.

A belsé6 fiil szervek féloldali roncsolasa
A vestibularis magok egyoldali deafferentaciéja legegyszeriibben a belséfiil sebészi

roncsoldsaval valdsithatd meg. A feltdrds legkedvez6bb irdnya a ventrolateralis
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megkozelités, ily médon a nyakizmok, a nervus facialis, parotis megtarthat6, igy pedig a
bulla tympanica is relative egyszerien feltarhat6. A bért a bal fiil mégott hardnt irdnyban
nyitottuk meg, majd a parotist rostral felé preparaltuk. A musculus sternomastoideust
caudalis irdnyba terpeszetettiik, majd a fascia lemezek széttolasaval lathatéva valik a
musculus digastricus hatsé hasa, s ez alatt mar tapinthaté a kozépfil iireg, vagy bulla
tympanica. A kozépfiil iireg megnyithat6 kis malleotommal, és a nyilason at lathatéva valik
a promontorium. Tovabbi mivelet el6tt kiilonos koriltekintéssel tarjuk fel a kozépfiilet,
hogy az arteria stapediaép maradjon. A promontorium attoérésével elérjiik a belsé fiil

labyrinthusat, majd landzsa hegy(i eszkozzel funkcioképtelenné roncsoljuk.

Az allatok ébredése utan kiilonb6zd vestibularis asszocialt tiineteket mutatnak. Ezek
lehetnek statikus tlinetek (szemmozgasi és testtartasi zavarok), és dynamikus tiinetek, a
magkomplexum kiterjedt kapcsolatrendszere és commissuralis kapcsolatai miatt. A
miitétet kdvetben az allatokat 1, 3, és 7 napig hagytuk tdlélni, tiineteik és viselkedésiik
folyamatos kovetésével, majd a kijelolt napokon feldldoztuk, agytorzseiket pedig

paraffinba dgyaztuk szdvettani feldolgozas céljabol.
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EREDMENYEK

ECM SZERVEZODESEA PATKANY VESTIBULARIS MAGKOMPLEXUMABAN

Nucleus vestibularis superior

A reakciok intenzitdsa és mintdzata erds regiondlis eltéréseket mutatott a NVS
keresztmetszetében, viszont a mag rostrocaudalis Kiterjedésében regionalis kiilonbségek
nem mutatkoztak. A mag centralis részében elhelyezked6 nagy és oOrids méretl
neuronokat vastag PNN vette koriil a reakciék mindegyikében. Legintenzivebb jelet az
aggrecan és versican esetében lattunk, a HA, TN-R, WFA, és versican esetében viszont
gyengiild reakci6 intenzitast tapasztaltunk a felsorolds sorrendjében. Leggyengébb jela
neurocan és HAPLN1 esetén volt tapasztalhaté. Az aggrecan erdsen immunreaktiv,
szaggatott és foltszer(i lemezekben mutatkozott perisomaticusan, a neuropil felé viszont
diffaz jelet adott. Az 6sszes reakciotél merében eltéré megjelenésii a versican morfolégiai
képe. A nagy és 6ris méretli neuronokat folytonos perisomaticus PNN akkumulacidja vette
koril, illetve a soma kozvetlen kozelében erdsen immunreaktiv pontokban volt

megfigyelhetd.

A kozepes és kis méretli neuronok koriil szintén lathaté volt PNN, 4&m a nagy méreti
neuronokéhoz képest valtoz6 intenzitassal jelolédtek. A kis és Kkozepes méreti
neuronoknak csak kisebb csoportja koril nem volt felismerhet6 PNN. Ezen utébbiak

leginkabb a mag periférias tertiletein voltak felismerhet&ek.

A Neurolucida rekonstrukcié dbrazolja, hogy a mag centralis részében helyezkedtek el a

PNN-et halmoz6 nagy és érias méretii neuronok.

Nucleus vestibularis lateralis

A NVS-ban tapasztaltregionalis kiilonbségekkel ellentétesen a NVL-ban regiondlis
szétvalds nem volt tapasztalhatéa reakciék mintazataban a mag keresztmetszeti és
rostrocaudalis kiterjedésében. A mag kiilondsen nagy szdmban tartalmaz nagy és oOrids
méretii neuronokat, amelyek kortil jellemzen PNN halmozddas volt lathatd, &m a kozepes
és kisméretlisejtek esetében valtozd szdmban volt jelen vagy hidnyzott a PNN. A

legerdsebb reakciokat az anti-aggrecan és anti-brevican reakciék mutattak, mig a HA, TN-
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R, WFA és neurocan kevésbé intenziven jel6lédott, és leggyengébben a HAPLN1volt
kimutathaté a PNN-ben. A versican reakcié, a NVS-ban tapasztaltakhoz képest, eltéré
mintazatot produkalt, mivel perisomaticusan nem alkotott kontinuus gyfirtiszer

megjelenést, csak er6sen immunreaktiv, am kiilénall6 pontszeri halmozédasokat.

A NVL Neurolucida képén is lathatdé a nagy és oOrids méretli neuronok egyenletes

elhelyezkedése a mag teljes keresztmetszetében.

Nucleus vestibularis medialis
A NVM Kkét jdl elkiiloniild neuroncsoportra oszthatd, a periventricularisan elhelyezkedd
parvocellularis (NVM PC), valamint t6le ventrolateralisan elhelyezked6 magnocellularis

subpopulaciékra (NVM MC).

A magnocellularis rész nagyrészt kozepes és nagy méretli neuronokat tartalmaz,
amelyeket jellemz6éen PNN vesz koriil. Leger6sebb jelolést a HA, aggrecan, brevican, és a
TN-R reakciéival lattuk. Kevésbé intenziv jelet eredményezett a WFA és neurocan
kimutatasa, és leggyengébbnek a HAPLN1 reakcié mutatkozott. Ahogyan az NVS-ban, az
NVM-ban is az aggrecan szaggatottan megjelend erésen immunreaktiv foltokban volt
lathaté perisomaticusan. A versican az eddigiekben is tapasztalt pontszer(

halmozddasokat mutatta, perisomaticusan és neuropilben.

A NVM parvocellularis részében kis méret(i neuronok vannak jelen legnagyobb szamban,
illetve igen kevés kozepes méretii neuron. PNN-et csak alacsony szamban lathattunk, féleg
a kozepes méretii sejteknél, legerdsebb jellel a HA és TN-R esetében. Igen alacsony szamu
PNN-t fedeztiink fel az aggrecan, brevican és WFA reakciéival, a neurocan és HAPLN1

esetében pedig egyaltalan nem tapasztaltunk jelet PNN-ben.

A Neurolucida rekonstrukcié abrazolja a magnocellularis és parvocellularis divizidk
kozotti markans kiilonbségek PNN-ek szamaban, elhelyezkedésében, illetve a reakciok

kozotti eltéréseket.

Nucleus vestibularis descendens
Rostrocaudalis Kkiterjedésébena NVD két jol elkiloniilé almagra oszthatd. A rostralis

részben nagy szamban fordulnak el6 kdzepes, nagy és 6rids méretli neuronok, melyeket
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jellemzéen PNN vesz korill. A WFA és aggrecan mutatta ki a legerésebb expressziot,
amelyet a TN-R kovetett, leggyengébb jelet pedig HA, neurocan, és HAPLN1 reakciéi
mutattdk. A versican ugyan pontszer megjelenés(i, am a NVS, NVL, és NVM-hoz képest
joval gyengébb jelolédést mutatott. Az Osszes reakcié kozill a brevican mutatkozott
leggyengébbnek, tulajdonképpen nem mutatott expressziét. A kisméretli neuronok koriil

nem, vagy csak elvétve tapasztaltunk PNN-t kizarélag WFA, aggrecan, és TN-R reakcidkkal.

A mag caudalis részében igen eltéré molekularis expressziot és mintazatot tapasztaltunk,
amit a hosszanti axonkdtegek s kisebb sejtméretek eredményeznek. A rostralis részhez
viszonyitva a jelek altalanban gyengébbek a mag caudalis részében. Legintenzivebbnek a
HA, WFA, versican, és TN-R bizonyult. PNN-t csak elvétve lattunk kizaro6lag versican és TN-
R esetében, és gyenge jelintenzitdssal. Mdas reakciok esetében nem volt lathaté

immunreakcié a mag caudalis részében.
Megfigyeléseinket a Neurolucida dbrazolas is aldtAmasztja.

A PNN-ek immunhisztokémiai jelol6désének intenzitasat semiquantitativ moédon
értékeltiik ki, és tdblazatos formaban dsszegeztiik. A szubjektiv pontozas is alatdmasztja a
morfolégiai adatainkat, miszerint a vestibularis stimulus gyors valaszreakcioiért felelés
nagyméretli neuronokat erds PNN veszi koriil, mig a commissuralis és gerincveldi
kapcsolatokat fenntartd, illetve szemmozgas és vegetativ funkcié tonusos szabalyozasaért

felel6s kozepes vagy kis neuronok somait elvétve vagy egyaltalan nem boritotta PNN.

PNN
MINTAZATANAKVALTOZASAIPATKANYNUCLEUSVESTIBULARISLATERALISABANEG
YOLDALILABYRINTHUSIRTASTKOVETOEN

Az elsdé postoperativ napon az NVL nagy méretli neuronjai koriil jellemz6 HA jelolés
jelentésen gyengiil a PNN-ben az operalt oldalon, mig az ép oldali NVL-ban nem volt
valtozas észlelhet6. A harmadik postoperativ napon tovabb csokkent a HA jel6l6dése a
PNN-ben az operalt oldalon, s6t egyes esetekben nem abrazoldédott felismerhetd PNN sem,
mig ép oldali mintazat nem kiilonbozott az el6z6 tilélési id6tdl. A hetedik tulélési napra

Ujra megjelent a HA jel6l6dése a miitott oldali neuronok PNN-ében, de a kontroll szintt6l
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még elmaradt. A neuropilben emelkedett HA expresszidt lattunk a harmadik és hetedik

postoperativ napokon.

A CSPG-k alatlanos jelolése a NVL PNN-eiben bWFA lektinnel jelent8s intenzitasbeli
csokkenést jelzett az operalt oldali magban, amely a CSPG-k jelentds perineuronalis

csokkenésére utal. Ep oldalon a PNN-k megtartottak.

Az els6 postoperativ napon mar lathaté volt a PNN-ekben a CSPG-k jelentGs csokkenése,
mig az ép oldalon nem tapasztaltunk hasonlé valtozast. A harmadik tulélési napon az
operalt oldalon a PNN-ben nem tapasztaltunk eltérést az els6 naphoz képest. A hetedik
napra viszont enyhe erdsodést tapasztaltunk a PNN-ek jelintenzitdsaban, arra engedve
koévetkeztetni, hogy CSPG-k reakkumulalédnak perineuronalisan. A neuropil jeleréssége is

hasonlé dinamika szerint alakult.
ECM SZERVEZODESE BEKA VESTIBULARIS MAGKOMPLEXUMABAN

Nucleus vestibularis superior

A HA préba csak gyenge vagy kozepes jelolédést eredményezett a NVS-ban. PNN nem
abrazolédott, csak szaggatott szakaszokban latszoédott halmozédas a perikaryonok
kérnyezetében. A TN-R immunreakcié tokéletesen negativnak bizonyult, perineuronalisan
és a neuropilben is. A WFA jel6lés esetében sem lathatéak PNN-k, s6t a neuropilben is
elvétve lathatd jel. Somaktél tavol, a neuropilben kerek vagy ovoid, intenziven jelolt
strukturak jelolddtek kizardlag, amelyek atmérdéje 1,5-17 pm, ami legnagyobb
valésziniiséggel a nodalis ECM. Hasonlé mintazat mutatkozott a Cat-301 antitest esetében
is. A PNN-ek hidnya és a gyfir(i vagy pontszeri nodalis strukturdk mellett cytoplasmaticus

immunreaktiv granulumok is felismerhetdék.

Nucleus vestibularis lateralis

Az Osszes vestibularis mag kozil a NVL-ban mutatkozott legintenzivebbnek a HA
reakcidja.A leger6sebb PNN a NVL-nam mutatkozott, amely csak HA reakciéval
abrazolédott. A TN-R reakci6 is intenziv volt, és perisomatcus halmozddasa is lathato, am
folytonos PNN-t nem jeldlt ki. A CSPG Altalanos jelolése nem abrazolt PNN-t, meglepd

moédon, viszont a neuropilben mar emlitett nodalis matrix NVL-ban is lathaté volt. Az anti-
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aggrecan reakcié sem mutatott koriilirt PNN-t, viszont hasonléan az NVS-hoz, intenziv

cytoplasmaticus granulumokat jelolt.

Nucleus vestibularis medialis

A HA jelolt ki 6sszefiigg6 PNN-et, amely j6l elkiiloniilt a kdrnyezd neuropiltdl. A reakci6
intenzitdsa alulmaradt a NVL-ban latotthoz képest, de Kijelentheté hogy PNN csak
bHABP-val mutatkozott a NVL-ban és NVM-ban.A TN-R reakci6ja nem volt pozitiv
perineuronalisan neuropilben, vagy nodalisan. A bWFA jel csakis a neuropilben lathatd,
feltehet6en a nodalis, matrixot mutatta ki. Az anti-aggrecan antitest is kizarélag nodalis
matrixfeltételezett ovoid mintazatat jeldlte, a NVM-ban cytoplasmaticus granulumokat

nem jelolt.

Nucleus vestibularis descendens

A bHABP nem mutatott ki PNN-et a NVD-ben, csupan a neuropilben volt lathaté diffaz jel.
A TN-R nagyon gyenge vagy negativ volt, sem perisomaticusan, sem a neuropilben nem
abrazolt strukturakat. A WFA esetében sem jelentek meg PNN-ek, illetve a Ranvier féle
befiiz6désekban sejtett jelek is halvanyan jelentek meg. A Cat-301 esetében pedig elvétve

és kevés szamban lattunk cytoplasmaticus granulumokat, PNN-t viszont nem jel6lt meg.
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DISZKUSSZIO

AZ EXTRACELLULARIS MATRIX SZERVEZODESE ES SZEREPE A PATKANY
VESTIBULARIS MAGKOMPLEXUMABAN

Nucleus vestibularis superior

A NVS-ban a perineuronalis halék kialakulasa a neuronok méretével mutat
osszefiiggést. Mindez annak lehet magyardzata, hogya mag funkcionalisan eltérd
régidiban megtalalhat6é neuronjai koriil a PNN kiilonb6z6 festési mintazatot mutat.
Az NVS nagyméretl neuronjai inhibitoros kapcsolatban allnak a nucleus nervi oculomotorii
és trochlearis neuronaival az ipsilateralis fasciuclus longitudinalis medialis-onkeresztiil;
neurotransmittereik pedig a glycin (horizontalis tekintés), és GABA (vertikalis tekintés). A
koézepes- és kis méretli neuronok koriil, amelyek a mag periféridjan vannak, csak egy-egy
esetben lattunk PNN-et, a legtobb neuron esetében pedig hianyzott.Az NVS nagy- és 6rids
méretli neuronjai a gyors reakciéjuVOR kialakitdsadban jatszanak elsérendii szerepet, mig
a kozepes-, és kisméretli neuronok az extraocularis izmok ténusos szabdlyozdsan
keresztiil a tekintet fixalasat végzik, illetve commissuralis kapcsolatban vannak a

contralaterlis NVS-ral.

Nucleus vestibularis lateralis

A NVL-t alkotjak legnagyobb szamban a nagy- és drids méretli neuronok, mig elszértan
helyezkednek el kisebb szamban a koézepes méretliek, am joval alacsonyabb szamban.
Nem tapasztalhat6 eltérés a neuronok méretbeli megoszlasaban a mag teljes terjedelmét
tekintve, a rostralis és caudalis részek funkciés eltérései ellenére.A mag nagy- és oOrias
neuronjait igen erds PNN veszi koriil kivétel nélkiil, mig a NVS-ban tapasztaltakhoz
hasonléan, a kozepes- és Kkis méretii neuronok koriil egy-egy esetben volt PNN

felismerhetd.

A NVL rostralis része szemmozgasok koordinaciéjaban vesz részt, mig caudalis
része spinalis kapcsolatokkal rendelkezik, am az eltéré6 funKkcios,
kapcsolatrendszeri, és neurokémiai tulajdonsagai ellenére nem tapasztaltunk
eltérést az ECM mintazataban illetve PNN-ek gyakorisagaban a mag rostrocaudalis

kiterjedésében. Ennek ECM molekuldkra vonatkoztatott magyarazata eddig tisztazatlan.
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Nucleus vestibularis medialis

A NVM almagjaiban megfigyelhet6 PNN-ek megjelenése, szdma, molekularis mintazata
jellemzd eloszlast mutatott. PNN-ek ezen regionalis megjelenése feltételezésiink
szerint Osszefiiggésben all a neuronok morfolégiajaval és kapcsolatrendszerével.
Minden vizsgalt reakcid esetében PNN felismerehet6 volt a ventrolateralisan elhelyezkedd
magnocellularis almag neuronjai koriil, mig a parvocellularis almagban alig fodrult elé
felismerhetd PNN. A NVM neuronjai morfolégiai, hodolégiai, igy fiziologiai szempontbdl is
nagyon kiilénb6z6 neuroncsoportokra oszthaték. Kézel egybehanzoan, egér, patkany és
tengerimalac NVM-aban két f6 neuroncsoport hataroztaté6 meg. Az n. ‘type B’ nuronokat
jellemzéen PNN boritja, igy a csoport a magnocellularis divizidval azonosithatd, viszont a
‘type A’ szubpopulacidban elvétve ismerheté fel ECM halomzas, s a parvocellularis
populdciéra utalé jegyeket mutatjdk, gerincvel6i, kisagyi és  vegetativ
kapcsolatrendszerrel. A magnocellularis divizié neuronai glutamatergek vagy glycinergek,

és a VOR, illetve vestibulo-spinalis palyakat alakitjak ki.

Eredményeinket Osszevetve a fellelhetd irodalmi adatokkal, megallapitottuk, hogy a
NVM magnocellularis részétben elhelyezkedé kozepes és nagyméretii neuronokat
karakterisztikusan PNN boritja, mig a parvocellularis almag neuronjainak csak igen
kis aranya koriil lathaté PNN, nagyrészt azonban hianyzik, és reakciok intenzitasa is

altalanosan alacsonyabb.

Nucleus vestibularis descendens

A mag morfoldgiailag jél elkiilonithetd rostralis és caudalis részekre oszthatd, és ugyanez a
megoszlas felismerhet6 volt az 0sszes vizsgalt reakciénk esetében is. Az igen jellemz6
rostrocaudalis lefutdsii rostdtmetszetek nem minden reakcié estében voltak

felismerhetdek, valdszintileg az egyes ECM alkotok localis expresszio kiilonbségei miatt.

A rostralis részben szamos nagy és 6rias méret(i neuron van, és a NVL hasonlé méret(i
sejtjeivel azonos funkcidt, testtartds és egyensuly szabalyozasat végzik, illetve
fejmozgasok koordinalasdban vesznek részt Kkiterjedt spindlis és oculomotoros
kapcsolatokkal. A neuronok e mérettartomanyara jellemzé PNN formacidk jelen

voltak, kisebb neuronatmérdk esetén pedig csak elvétve volt ugyanez tapasztalhato.
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A NVD caudalis részében altalanosan igen gyenge immunjel6lést tapasztaltunk. A
magot alkoté kozepes- és kisméretli neuronok nytltvel6i vegetativ magokkal allnak
kapcsolatban, a vestibularis stimulusokra adott cardiovascularis, respiraticus, és
gastrointestinalis valaszokért felelgsek. A sejttesteket nem boritotta perineuronalis ECM
akkumulacié, és ez egybeesik a vestibularis magkomplexum mas részein tapasztaltakkal,

illetve irodalmi utalasokkal.

FELOLDALI LABYRINTHUS IRTAS A HYALURONSAV ES KONDROITIN SZULFAT
PROTEOGLIKANOK ATMENETI CSOKKENESET OKOZZA PATKANY NUCLEUS
VESTIBULARIS LATERALISABAN

Megfigyeléseink azt igazoljak, hogy a labyrinthus irtas tiineti rendezédésének
idé6beli lefolyasa szorosankoveti a PNN-ek Gjraépiilését, igy valdsziniisithet6 a HA és
kondroitin szulfit proteoglikinok szerepe a vestibularis compensatio soran.
Tovabbi eredményeink is az mutatjak, hogy a lecticanok mennyisége egyenként is
jelentdsen valtozik a compenstaios folyamat soran, s alatimasztjak a WFA jel6lés, mint

altalanos CSPG marker, eredményeit.

Axonnovekedés és Uj halozati kapcsolatok kialakuldsa ugyan nem zajlik a postoperativ
id6szakban, viszont a kétoldali vestibularis magok kozotti miikodési egyensuly felborulasa
a synapticus transzmisszié hatékonysaganak radikalis valtozasat valtja ki a compensatios
folyamatok lefolydsa soran. Az intracellularis eseményekkel parhuzamosan az ECM is
valtozik, ami tapasztalhaté a PNN-ek HA és WFA jelolésének intenzitas
csokkenésében. A vestibularis haldézat miikodési egyensilya a neuronok nyugalmi
membranpotencidljanak visszaallasaval valésul meg, amihez sziikséges synapticus elemek
szerkezetei ,fellazitdsa”, hogy 1 fiziolégiai egyensily eléréséhez morfologiai
transzformacion mehessen keresztiil. Synapsisok plasticus transzformacioi két,
idegrendszerben szorosan 0sszefiiggé téren, zajlanak le: (i) synapticus plasticitas
soran aktivitas fiiggé médon valtozik a synapticus transzmisszié hatékonysaga,
viszont ez megkivanja (ii) a synapsisok anatéomiai, vagy strukturalis plasticitasat,

azaz meglévo synapsisok morfoldgiai valtozasat.
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A ECM makromolekuldk turnover-e szinkronban van az altalunk latottakkal. A szulfatalt
GAG-ok turnover-e az agyban megkdzelitéleg 24 6ra. Lebontdsukat a gyorsan aktival6dé
matrix metallopoteinazok és szintetizalé enzimek aktivitdsanak gyors csokkenése okozza.
Hasonloképpen a HA felez6dése egy, vagy néhany nap leforgasaval lezajlik, s ez is

szinkronban van az altalunk latott eredményekkel féloldali labyrinthusirtas utan.

A NVL nagy szamban vannak jelen az un. Held féle calyx érias méretii synapsisai. A corpus
trapezoideumban 1évé calyxokat aggrecan veszi kdrbe, mig a synapticus résben brevicant
mutattak ki. Ez az elrendez6dés valdszintileg a vestibularismagokban is ugyanuigy jelen
van. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a proteglycanok jelent6s aranyat kitevo

perisynapticus akkumulaciok valtozasai allnak eredményeink hatterében.

A PERINEURONALIS HALOKATELSOSORBAN HYALURONSAV ALKOTJA ABEKA
VESTIBULAIRS MAGKOMPLEXUMABAN

A filogenetikusan alacsonyabb kétéltiiek vestibularis magjaiban jelentds kiilonbséget

feltételeztiink a ECM, kilonosen a PNN-ek, molekularis 6sszetételét illet6en.

A jelen munka ezidaig az els6, amely béka vestibularis magkomplexumaban irta le az ECM
molekuléris szervezédését. Ezen eredmények felhasznalasaval lehet6vé valik kiilonb6z6
fajok vestibularis magjainak dsszehasonlitisa evoliciés perspektivaban. Eredményeink
koziil kiillon kiemelend, hogy a béka vestibularis magkomplexumaban csak a NVL és
NVM nagyméretii neuronaji koriil volt megfigyelheté a PNN, amelyben csak HA jel
abrazolédott. Chondroitin sulfatok, TN-R, és HAPLN1 link protein jeleit nem lattunk
immunhisztokémiai  mintainkon, tobb  kiilonb6z6 epitépra termelt antitest
felhasznalasaval azonos ECM molekuldkra is, kivéve a NVL-ban enyhe TN-R halmozast
periszomatikusan. Ezen eredmények élesen Kkiilonbéznek a patkany vestibularis
magjaiban tapasztaltakkal, ahol CSPG, TN-R, valalmint HAPLN1 jelen volt.
Patkanyban latottakkal egybehangzéan viszont az ECM mintazata és molekulainak
expresszidja regionalis megjelenést mutat, élesen kiilonbozik az egyes magokban,
amely felveti okként a funkcionalis kiilonb6z6ségeket illetve egyes magok rhombomer
specifikus eredetét. Ismert, hogy kétéltliek kozponti idegrendszere képes regeneracidra

emldsokével ellentétben, illetve jellemzi magas foku plaszticitds, ezek elméleti hattere
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azonban jelenleg tisztdzasra szorul. Jelen eredményeink szerint ezen egyedi ECM

Osszetétel lehet az egyik lehetséges magyarazat.

HA-at jelent6sen halmoz6 PNN-ek a NVL-ban és NVM-ban alatdmasztani latszanak korabbi
eredményeinket, miszerint a sériilt vestibularis funkciét helyreallit6 compensatios
folyamatok elsésorban e két magot érintik, amit kiterjedt kapcsolatrendszeriik is jelez. A
nervus vestibulocochlearis dtvagasat kovetden békaban nemcsak compensatio zajlik. A HA-
t jelentésen halmozo6 milié promotalja az anatémiai regeneraciot, rostok Gjranovését
a ganglion vestibulare felGl, reinnervaciét és neurogenezist, valamint Gj synapticus

kapcsolatok kialakitasat.
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OSSZEFOGLALAS

Jelen munka az els6 morfologiai 6sszefoglalds, amely az extracellularis matrix (ECM)

molekuléris Osszetételének vizsgalatat és eloszladsanak feltérképezést tlizte ki célul a

vestibularis magkomplexumban. Vizsgalatainkat ép és labyrinthus irtott patkanyokon,
valamint ép kecskebékakon (Rana esculenta) végeztiik.

Eredményeink alapjan a legfontosabb kovetkeztetéseink:

Patkany vestibularis magkomplexumaban az ECM molekuldk regionalis megoszlast
mutatnak. Az ECM valamennyi ismert megjelenési formait leirtuk a patkany
vestibularis magjaiban: diffizan a neuropilben, és kondenzilt formadban, mint
‘perineuronalis net’ (PNN) és un. ’axonal coat’, ill. nodalis ECM a Ranvier féle
befiiz6dések koriil.

A PNN kialakuldsa neuron mérettdl fliggd, az orids- és nagyméretii neuronokat erdés
PNN veszi koriil, mig a kdzepes- és kisméretii neuronok koriil nagyrészt nem alakul
ki PNN.

Jelent6s kiilonbségek mutatkoztak a neuropil és PNN-ek jelol6dési mintazataban a
vestibularis magkomplexum kiilonb6z6 afferens és efferens kapcsolatokkal és
funkci6val rendelkezd régioi kozott.

Patkanyban féloldali labyrinthusirtast kovet6en a hyaluronsav és chondroitin sulfat
proteoglycanok jelol6désének jelent6s csokkenését tapasztaltuk a sériilt oldali
nucleus vestibularis lateralis neuronjait borité6 PNN-ben.

Labyrinthus irtasat kovet6 tiinetek rendezdédésének iddbeli lefolydsa megfelel a
perineuronalis halék ajbéli kiépiilésének idejével, amibdl kovetkeztethetiink az ECM
turnover szerepére az idegrendszer plasztikus valtozasaiban, és vestibularis tiinetek
kompenzalédasaban.

Béka vestibularis magkomplexumaban kizardlag a lateralis és medialis magokban
jellemz6 a PNN. Felépitésiikben csak a hyaluronsav vesz részt, viszont chondroitin
sulfat proteoglycanok nincsenek jelen. Ezen ECM 0sszetétel magyarazhatja a béka
vestibularis rendszer nagyfoku plaszticitasi és regeneracios
képességeit/lehetdségeit.

Béka vestibularis magkomplexumaban, patkdnyhoz hasonldan, karakterisztikus
regiondlis kiilonbségek lathatéak az ECM molekularis dsszetételét és a jelolédés
mintdzatat tekintve, amely 0Osszefliggésbe hozhaté az teriiletek funkcionalis és
kapcsolati jellemzdivel.
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A jelen téziseket megalapozé tudomanyos munka a Debreceni Egyetem, Altaldnos
Orvostudomanyi Kar, Anatomiai, Szovet-, és Fejl6déstani Intézetében késziilt. Mint
kérnyezetgazdalkodasi agrarmérnoknek, kiilondsen nagy kivaltsag, hogy orvostudomanyi
teriileten szerezhetem meg PhD fokozatomat. A lehetdségért és munkdm soran kapott
szamos segitségért szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik hozzajarultak az

értekezés eredményeihez.

Szeretném halamat kifejezni témavezetémnek, Dr. Matesz Klara professzor asszonynak a
véget nem ér6é tamogatdsaért tudomanyos és személyes téren egyarant. A Matesz
laboratérium csaladias légkore biztositotta minden napon a munka elkészitéséhez

sziikséges motivaciot.

Kilon kdszonetet szeretnék mondani Dr. Antal Miklés professzor tirnak, hogy lehet6séget
adott szamomra a tudomanyos munkaban és oktatasban vald részvételre. A szdmtalan
hisztotechnikai, immunhisztokémiai segitségért, illetve személyes baratsagaért és

bizalméért megkiilonboztetett koszonet illeti Dr. Médis Laszlé professzor urat.

Nagy halaval tartozom Dr. Mészar Zoltan adjunktusnak és Dr. Racz Eva tanarsegédnek a
szovettani preparatumok, immunhisztokémia, mikrosebészeti beavatkozasok, biokémiai
modszerek, képelemzés és szerkesztés és tudomanyos beszélgetések terén nyujtott

segitségiiket. A munkan kiviil is baratsag alakult ki kozottiink.

A technikai segitségnyujtast szeretném megkdszonni Horvath Timea szakasszisztensnek.
A kutatéi munkam elsé lépéseiben sok segitséget nyujtott Gregori Erzsébet, Dr.
BacskaiTimea, és Dr. Deak Adam, és jelenlegi munkatarsaim, Kecskés Szilvia PhD hallgaté,
Dr. Birinyi Andrés docens, és Dr. Juhdsz Tamas adjunktus. Segitségiiket eztuton kdszéndm

meg.

Utolsoként pedig szeretnék kiilon koszonetet mondani sziileimnek, Dr. Gadl Botond
egyetemi tandrnak, és Dr. Czeglédy Maria gyermekfogszakorvosnak a sok szeretetért és

tAmogatasért tanulmanyaim és munkam soran.
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