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LEGGYAKRABBAN HASZNALT ROVIDITESEK JEGYZEKE

AC axonal coat (axonok preterminalis szakaszat borito ECM)
AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
BSA bovine serum albumin (borjua szérum albumin)

CSPG chondroitin-sulfat proteoglycan

EC extracellularis

ECM extracellularis matrix

GAG glitkdzaminoglycan

HA hyaluronsav (hyaluronan)

HAPLN1 Hyaluronan and Proteoglycan Link Protein 1

KIR kozponti idegrendszer

LTD long term depression

LTP long term potentiation

MMP9 matrix metalloproteaz 9
NMDA N-methyl-D-aspartate

NVD nucleus vestibularis descendens
NVL nucleus vestibularis lateralis
NVM nucleus vestibualris medialis

NVM MC  nucleus vestibularis medialis magnocellularis osztata

NVM PC nucleus vestibularis medialis parvocellularis osztata

NVS nucleus vestibularis superior

PBS foszfat puffer fiziologias sooldata

PNN perineuronalis halo

TN-R tenascin-R

UL unilateralis labyrinthus laesio (egyoldali belséfiil sériilés)
WFA Wisteria floribunda agglutinin lectin



1. BEVEZETES

A kozponti idegrendszeri (KIR) neuronhal6zatok reorganizacidjaban szamos fiziologiai
¢s pathofiziologiai hatas kozrejatszik. E komplex folyamat intra- és extracellularis események
egymast feltételezd sorozata, melyben, laborunk munkatarsai és mas kutatok megfigyelései
szerint, az extracellularis matrix (ECM) is meghatarozo szerepld. A plasztikus valtozasok végsd
eredménye pedig az adott neuronhdldzat ) egyensuly szerinti miikodése. Szintén az elmult
évtizedben ismerték fel, hogy az ECM atépiilése nem tekinthetd egységesnek a KIR
morfologiailag, igy funkcionalisan is eltérd részein. A kivalto ok és annak kiterjedése is nagyon
meghatarozo, amely alapvetden meghatdrozza a karosodott funkci6 visszatérésének mértékét,
lehetOségét. Ismert, hogy az embryonalis idegszovet nagyfoku plaszticitassal rendelkezik,
feln6ttkorig azonban ez a képessége fokozatosan besziikiil (Carulli D et al., 2006; Galtrey CM
and Fawcett JW, 2007). Szamos kisérleti megfigyelés szol amellett, hogy a KIR sériilését
kovetd plaszticitas feltételezhetden érinti a synapticus morfologiat, sejtfelszini receptor
expressziot, neurotranszmitter tirtilést és diffiziot, am mindezek mechanizmusa és dinamikaja

ma még csak részben ismert (Oohashi T et al., 2015).

2. A KUTATAS ELOZMENYEIL A TERVEZETT
VIZSGALATOK IRODALMI HATTERE

Human vonatkozasban a vestibularis laesiok, példaul a Meniére betegség, a vestibularis
rendszer érzékszerveit érintd primer €és szekunder sériilések, vagy ototoxicus gyogyszerkezelés
utan kialakulo vestibularis tiinetek az id6 eldrehaladtaval legtobbszor csokkennek vagy
eltiinnek. A vestibularis rendszer filogenetikailag konzervativ felépitése (1. abra) alkalmassa
teszi, hogy in vivo allatkisérletes modellek vizsgalataibol a human plaszticitasi folyamatokkal
is parhuzamot vonjunk (Deak A et al., 2012; Faralli A et al., 2016; Gaal B et al., 2015).
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1. abra Az egyensulyozé szervrendszer legfontosabb afferens és efferens kapcsolatai. VOR: vestibulo-ocularis
reflex. Forras: modositva Rajan Devesahayam, Prepageran Narayanan — Vertigo: Clinical Practice and

Examination.

Az egyensulyozo6 érzékszerv receptorait magaba foglald belséfiil kiirtasaval egyoldali
vestibularis laesiot lehet eldidézni. A vestibularis deafferentdcido dinamikus és statikus
tiinetekben nyilvanul meg: testtartasi €s szemmozgdsi zavarokat eredményez, spontan
nystagmussal jar és az izomtonus aszimmetrikussa valik, amelyekhez a vegetativ idegrendszer
koros mitkodése is tarsul (hanyas, szédiilés). Torténik mindez ugy, hogy a vestibularis rendszer
a laesiot kovetéen emldsokben nem regeneralddik, igy a primer afferens vestibularis rostok
egykori synapticus aktivitdsa a neuronhaldzat szamara valoszintlileg elvesznek. Az elnémuld
primer afferensek ellenében viszont a vestibularis magokban végz6dé somatosensoros,
latorendszeri és kisagyi afferensek, valamint vestibularis commissuralis idegrostok miikodése

megmarad. Kisérletes adatok bizonyitjak, hogy a vestibularis laesio utan kialakult tiinetek
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normalizalddasa mar az axonalis sprouting megindulasa eldtt megkezdddik, ami arra utal, hogy
a neuronhaldzatok szintjén egy synapticus reorganizacio torténik (Deak A et al., 2012; Faralli
etal., 2016)

Mindezen adatok felvetik annak gondolatat, hogy az extracellularis matrix aktiv szerepet
jatszik a neuronalis plaszticitasban és regeneracioban (Deak A et al., 2012; Dityatev A and
Rusakov DA, 2011; Halasi G et al., 2007). Arra vonatkozoan azonban nincsenek adatok, hogy
a kiilonboz6 proteoglycan molekuldk és a glycoproteinek milyen mértékben jarulnak hozza a
vestibularis rendszer plaszticitasi folyamataihoz, valamint az sem ismert, hogy az esetleges
ECM vialtozasok egyforman érintik-e az agytorzsi vestibularis magkomplex valamennyi tagjat

(Racz E etal., 2014).

2.1 A vestibularis rendszer agytorzsi appardatusa

Az egyensulyz6 rendszer érzékszerveit a sziklacsont belsoéfiil labyrinthusa tartalmazza (2.
abra A). A csontos kopenyen beliil, annak alakjat kdvetve, fut a hartyas labyrinthus. Ennek

falaban talalhatjuk a linearis- €és szoggyorsulas érzéksejtjeit, az Gn. szorsejteket.
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2. abra. Az egyensilyozé rendszer patkanyban.

A. egér belso fiil mikro CT felvételén piros szinnel jelolték a perilymphas teret Forras: Counter et al. (2015);
B. patkany agytorzs keresztmetszeti rajza a pedunculus cerebellaris inferior szintjében. C. kinagyitott agytorzsi
metszet a vestibularis magok abrazolasara, melyet a (B. abra) szaggatott vonallal jeldlt részébol vettiink. 4V:
IV. agykamra; fm: fasciculus longitudinalis medialis; 6: nucleus n. abducentis; Ge: geniculum internum n.
VI1.; pci: pedunculus cerebellaris inferior; 8n: n. vestibularis; NVS: nucleus vestibularis superior; NVM MC:
nucleus vestibularis medialis magnocellularis osztata; NVM PC: nucleus vestibularis medialis parvocellularis
osztata; NVL: nucleus vestibularis lateralis. Forras: modositva Paxinos és Watson (1998).



Szoggyorsulast a harom félkoros ivjarat ampullainak crista ampullaris-ai, mig a linearis
gyorsulast az utriculus és sacculus maculai érzékelik (Rohlich P, 2014). A ganglion vestibulare
(Scarpa) bipolaris neuronjainak periférias nyulvanyai synaptisalnak a szérsejtekkel, centralis
axonjai pedig az agytorzsi vestibularis magkomplexben végzddnek. A Scarpa ganglionbol
egységes kotegben 1ép ki a nervus vestibularis s fut az agytorzsbe, a hid-nyulveld szoglet

ventralis felszinén, kozvetleniil a pedunculus cerebellaris inferior alatt (Szentagothai J, 1971).

A patkany vestibularis magkomplexuma négy magbol all a hid és nyultvelé nyilt
részének dorsolateralis teriiletén (2. abra B, C). Leleteink feldolgozasa soran a Suarez et al.,
(1993) altal ko6zolt morfometriai leirast vettiik alapul, az alabbi alapértékeket kiemelve:

e A nucleus vestibularis superior (NVS) (Bechterew) a hid-nyultveld hataron
elhelyezked6 rovid rostro-caudalis kiterjedésit mag, végpontjai a pedunculus
cerebellaris superior és nucleus nervi abducentis szintjeiben vannak. Atlagos rostro-
caudalis hossza 0,72 + 0,16mm, térfogata: 0,34 = 0,08mm?>, atlagosan 3459 sejtet
tartalmaz. A magot alkot6 neuronok atlagos legnagyobb atmérdje 24,05 + 6,45um
(12,94 ¢és 57,23um kozott), a sejtek 25%-a kisméretli, 20um-nél kisebb atmérével
rendelkezik. A sejtek 64%-a kozepes méretli (20-35um), és 6%-ban talalhato
nagyméretli neuron (>35um). A sejtmag rostralis és caudalis részének neuron atmérd
megoszlasa hasonlo.

A NVS kozepes- és nagyméretli neuronjait boritd perineuronalis halok mutattdk a

legintenzivebb ECM halmozast a laborunkban elvégzett szemikvantitativ és optikai

denzitas mérések alapjan a patkanyban (Racz et al., 2014).

= Szemmozgas
Bl Felismerés

= Egyensuly/ Testtartas

Autonom kontroll

1 mm

3.abra: A jobboldali vestibularis magkomplexum rostro-caudalis kiterjedése (A) és funkciéi (B) Forras: A.
https://www.nasafordoctors.co.za/articles.php?cid=9&id=40&aid=351; B. modositva McCall and Yates (2011).

8



A nucleus vestibularis medialis (NVM) (Schwalbe) A legnagyobb rostro-caudalis
kiterjedésii mag, hossza 1,58 + 0,21mm (2. és 3. abrak). Ebbél adodoan ebben a
magban van a legmagasabb sejtszam is, atlagosan 15553 neuron. A magot alkotd
neuronok atlagos legnagyobb atmérdje 20,49 + 5, 3um (6,88 - 44.06pum), melyek kis-,
kozepes- és nagyméretli csoportokra szegregalnak. A sejtek 53,5%-a kisméretli, 20pm-
nél kisebb atmérdvel rendelkezik. A sejtek 45,5%-a kozepes méreti (20-35um kodzotti
atmérd), valamint a neuonok 2%-a nagyméretli (>35um). A domindns sejatmérdk
alapjan két almagra valaszthatdé a NVM: (I) a kozepes méretli neuronokat tartalmazé
magnocellularis almag koézvetleniil a IV. agykamraval hataros, a (II) parvocellularis
almag pedig az el6z6 fedésében van és kisméretii neuronokkal rendelkezik (Johnston
AR et al., 1994; Saito Y et al., 2008; Takazawa T et al., 2004). A két almag
kapcsolatrendszere és funkcidja is eltér, mely kettdsség konzervativ, patkanyon kiviil
egérben (Camp Al et al., 2006; Sekirnjak C and du Lac S, 2006), és tengerimalacban is
ugyanugy megfigyelték (Babalian A et al., 1997; Babalian AL and Vidal PP, 2000;
Serafin M et al., 1991). A magnocellularis teriilet kozepes méretii sejtjei szabalytalan
tiizelésliek, neurotranszmittereik glutamat vagy glycin. A parvocellularis GABAerg
neuronok szabdlyos tiizelési mintazattal rendelkeznek. Mas tanulmanyok a NVM
neuronjainak tovabbi csoportositasat szorgalmaztdk a neuronok eltérd fizioldgiai
tulajdonsdgai, axonalis kapcsolataik és/vagy transzmitter expresszidjuk alapjan
(Bagnall MW et al., 2007; du Lac S and Lisberger SG, 1995; Kolkman KE et al., 2011;
Sekirnjak C et al., 2003; Shin BS et al., 2012; Straka H et al., 2005; Takazawa T et al.,
2004).

Tobb leiras, ill. laborunk sajat felismerése (Racz et al., 2014) arra is ramutatnak, hogy
a NVM nagyméretii neuronjait fedi Un. perineuronalis halo, ill. igen alacsony

1étszamban bizonyos parvocellularis neuron populaciot is.

A nucleus vestibularis lateralis (NVL) (Deiters) Az NVL-t alkotdo neuroncsoport
legnagyobb hossza 0,85 + 0,16mm, atlagosan 2430db sejtet tartalmaz (Suarez C et al.,
1993). A magot alkotd neuronok atlagos legnagyobb atméréje 34,21 + 12,12um (12,65-
74,88um), a sejtek 9%-a kisméretii, 20um-nél kisebb atmérdvel rendelkezik. A sejtek
45,5%-a kdzepes méretli (20-35um), és 41%-ban talalhatok nagyméretii (35- 50um) és
orias neuronok (>50pm). Az eltéré méretli neuronok az NVL-n beliil nem kiiloniilnek

el, mint a NVM esetében.



A perineuronalis halok festddési kiilonbségei itt is szembetlindk, jol festddd PNN csak

a orias neuronok koril figyelheté meg (Racz E et al., 2014).

e A nucleus vestibularis descendens (NVD) (Roller): A NVD hossza elmarad a NVM-
tol, atlagosan 1.18 + 0.2mm, de a négy vestibularis mag koziil ez a legcaudalisabb
elhelyezkedésli. A magot atlagosan 13283 sejt épiti fel. A magot alkotdé neuronok
atlagos legnagyobb atmérdje 25,24 + 8,0um (10,88 - 62,77um kozott), a sejtek 26%-a
kisméretii, 20pm-nél kisebb atmérdvel rendelkezik. A sejtek 62%-a kozepes méretii (20
- 35um), és 12%-ban talalhatok nagyméretti (35-50um) €s orids neuronok (>50um). A
nagy ¢s oriassejtek jellemzden a rostralis teriileten detektalhatdak, a kdzepes méretli
sejtek hasonld aranyban, mig a kisméretii sejtek fOként a caudalis teriileten
helyezkednek el (Suarez C et al., 1993).

A perineuronalis halok festddési intenzitasa a rostralis teriileten er6sebb, mint a caudalis
régidban, mely valdsziniileg Gsszefliggésbe hozhatdé a rostralis teriileten magasabb
aranyban el6forduld nagyméretii sejtekkel és az eltérd efferentacioval (Racz E et al.,

2014).

2.2 A vestibularis magkomplexum afferens és efferens kapcsolatai

Igen kiterjedt afferens és efferens kapcsolatrendszere (1. abra), valamint kétoldalisaga
folytan széles neurotranszmitter repertoar van jelen a vestibularis neuronhalézatban. Serkentd
(glutamat) boutonok a ganglion vestibulare-ban ered6 primer afferensek terminalisai, melyek
a masodrendli neuronok dendritfajan és sejttestjein végzddnek. Gatldé bemenetek (GABA,

crer

vestibularis magkomplexum kapcsolatrendszerét lentebb ismertetjiik:

2.2.A Afferens kapcsolatok:

Patkanyban a NVL rostralis része az ipsilateralis utriculusbol és a félkoros ivjaratok feldl
kap afferenseket. Afferensek a NVM magnocellularis osztatahoz a félkoros ivjaratok és a
flocculo-nodularis lebenybdl érkeznek, a parvocellularis részéhez pedig az otholith szervek
felol.

A félkoros ivjaratokbol szarmazo afferensek a magcsoport rostralis részében, a superior,
medialis és lateralis magokban végzédnek. A sacculus és utriculus maculdibol szarmazo

afferensek a magkomplexum caudalis részében is synaptisalnak. Mind a négy mag tovabbi
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afferenseket kap a gerincvel6bdl, illetve a vestibulocerebellumbol, kozvetleniil a Purkinje-
sejtektdl, ill. nucleus fastigii-bol. Legkiterjedtebben a NVS, mely a szemmogasok
koordinalasaban vesz részt (Kang S et al., 2021; Walberg F, 1972).

2.2.B Efferens kapcsolatok:

Altalanossagban elmondhaté, hogy a rostralis teriiletek és ezen beliil a magnocellularis
neuronok o efferensei a nagyméretii szemmozgatd motoneuronok axonjai, melyek a fasciculus
longitudinalis medialis (FLM) kozvetitésével futnak a szemmozgato agyidei magokhoz és
nyakizmokhoz (Matesz C et al., 1997; McCall AA and Yates BJ, 2011; Shiroyama T et al.,
1999). Igy funkcidkiesés kapcsan koros vestibulo-ocularis reflex, koros szemtengelyallas és
nystagmus alakul ki. A kissejtes régiok leggyakoribb efferense a gerincveld, ezért a vestibularis

laesio soran kivaltott tiinetek a koros fej- és testtartasért, az akaratlan, esést elkeriild un.

rrrrr

1999).

A NVS nagyméretii neuronjai serkentd synapsisokat hoznak 1étre az oculomotorius és
trochlearis neuronokkal (Highstein SM, 1971; Ito M et al., 1970; McCrea RA et al., 1987;
Mitsacos A et al., 1983). A centralis helyzetii kozepes méretii sejtek axonjai a vestibuloocularis
reflex efferensei (Diaz C et al., 2003; Pasqualetti M et al., 2007). Az NVS kisméret{i neuronjai
a mag periférias, vagy nem ocularis régiojabol a kisagyba és a formatio reticularis felé
tovabbitanak axonokat, és commissuralis kapcsolatokat hoznak 1étre (Ladpli R and Brodal A,
1968; Mitsacos A et al., 1983).

A NVM magnocellularis efferensei a gerincvel0 és a szemmozgatd magok felé vezetnek,
valamint egy koteg a corpus mammillare iranyaba, igy laesio esetén sériil a térbeli felismerés
¢s orientacio is (Brown SM et al., 2005; Shinder ME and Taube JS, 2010). A NVM
parvocellularis neuronjai az oliva inferiorba kiildenek efferentaciot, azaz laesio esetén a
vazizommiikodés koordinalasa szenved zavart (Pompeiano O and Brodal A, 1957; Ruigrok TJ
and VVoogd J, 1990).

A NVL nagyméreti neuronjai a gerincveld lumbosacralis teriiletével allnak
kapcsoplatban, valamint a szemmozgaté magokkal. A tractus vestibulospinalis lateralis révén
a gerincveld motoros szarvanak motoneuronjaival képeznek synapsist. Igy kozveteleniil
hatéssal vannak az ellenoldali extensorok fokozott izomtonusara, vestibularis laesio kapcsan az

azonos oldali végtagok extenzids izomtonusa gyengiil (Bacskai T et al., 2002; Pompeiano O
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and Brodal A, 1957; Ruigrok TJ and Voogd J, 1990). Caudalis részének efferensei foként a
gerincvel6 és oliva inferior felé projicialnak.

A NVD caudalis része efferentaciot a nucleus tractus solitarii-bol, a nucleus dorsalis nervi
vagi-tol, ill. a gerincveld viscerosensoros kotegeibdl, melyek cardiovascularis és emésztd
tractus szabalyzosaban vesznek részt (Holstein GR et al., 2011; Matesz C et al., 1997; Porter
JD and Balaban CD, 1997; Ruggiero DA et al., 1996).

2.3 Extracellularis matrix a kézponti idegrendszerben

A kozponti idegrendszer térfogatanak hozzavetdleg 20%-at alkotja a sejtkozotti
allomany, melynek tereiben az extracellularis matrix (ECM) komplex halézata van jelen
(Nicholson C and Sykova E, 1998). Az ECM a sejtek helyzetét stabilizalja, valamint a
sejtkozotti terek cytokin, neurohormon és novekedési faktorok forgalmat, és az extracellularis
tér ion egyensulyat optimalizalja. E szerepét mintegy 6t évtizede ismerték fel (Tani E and
Ametani T, 1971), illetve felismerték a regionalis kiilonbségeit dsszetétele tekintetében, amely
meghatarozza a lokalisan betoltott funkcioit (Margolis RK et al., 1975). Az idegszéveti ECM-
et a kovetkez6 makromolekulak alkotjak: 1. hyaluronsav (HA); Il. chondritin-sulfat
proteoglycan-ok (CSPG); Ill. glycoproteinek; és IV. kotéfehérjék (link protein) (Bacskai
T,Szekely G and Matesz C, 2002; Carulli D et al., 2006; Dityatev A and Schachner M, 2003;
Matesz C et al., 2005; Racz E et al., 2014; Ritok A et al., 2022). Az idegrendszeren kiviil esé
szovetek ECM-dban gyakori kollagén tipusok a KIR extracellularis matrixdban nem fordulnak
eld. A hyaluronsavat, a kotéfehérjéket és az aggrecant kizarélag a neuronok szintetizaljak, a
tobbi ECM-molekula eldallitasaban az oligodendrocytdk és az astrocytdk is részt vesznek

(Carulli D et al., 2006; Lander C et al., 1998).

2.3.1 Hyaluronsav

A hyaluronsav D-gliikuronsav és N-acetil-D-gliikozamin dimerekbdl, valtakozo [-
(1-4) és B-(1—3) glikozidos kotésekkel felépiild polimer oriasmolekula. A diszacharid
monomerek szdma 2000 és 25000 kozotti, a teljes lanc hosszusaga pedig 2—-25 pm-re tehetd
(Necas J et al., 2008). A hyaluronsav tovabbi szerkezeti jellemz6i a nagy molekulatomegen tul,
hogy nem szulfatalt, viszont karboxilalt, illetve a kettds spiralis konformacio, mely
elagazasmentes (Toole BP, 2004). A vestibularis magkomplexumban, laborunk korabbi leirasa

szerint (Racz E et al., 2014), a HA diffiz eloszlasban van jelent a neuropilben és kondenzalt
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formaban a perineuronalis halokban. A proteoglycanok N-terminalisa, link proteinek

stabilizalasa mellett, kapcsolddik a hyaluronsav lancokhoz.

A hyaluronsav €16 szervezetekben a hyaluronsav-szintazok (HAS1-3) terméke,
melyekbdl a gerinces ¢éldlények harom tipussal rendelkeznek: HAS1, HAS2, ¢és HAS3. E
szintdzok nem csak termelik, hanem sejtfelszini kihorgonyzasukért is felelosek. Ezek az
enzimek ismétlédéen hozzaadott D-gliikuronsav és N-acetil-D-gliikozamin alegységekkel
hosszabbitjak meg a hyaluronsav molekulat (DeAngelis PL, 1999; Spicer AP and McDonald
JA, 1998).

A hyaluronsav szoveti szintjeit vestibularis laesioban egy korabbi kutatasunk vizsgalta

(Deak A et al., 2012), melyre jelen értekezés részleteiben mar nem tér ki.

2.3.2 Proteoglycanok

A kozponti idegrendszerben talalhatd proteoglycanok (4. és 5. abrak) fontos szerepet
jatszanak a sejtek kozotti kommunikdcioban, az axonok fejlddéseében, iranyitasaban, az
idegsejtek differencialodasdban és a sejtek kozotti adhézidban. Nagy molekulatomegi
komplexek, melyekben egy hosszil core protein alkotja a molekula vazat, és hozza az eltérd
hosszisagl glilkdzaminoglycan oldallancok (GAG) csatlakoznak (4. abra). A GAG lancok

1smétlodo diszacharidokbol all6 linearis polimerek, a diszacharid monomereket egy uronsav €s

s N Wi
e i1
hyaluronan ’ ' p; I

tenascin-C

Crth

>

4. abra: Proteoglycanok kapcsolatai ECM makromolekulikkal és térbeli elhelyezkedésiik sémasan.
Proteoglycanok tengelyfehérjéi N-terminalisukkal a hyalunonsav lancokhoz kapcsolodnak. Kapcsolatukat link
proteinek stabilizaljak (zold keretek; Brall, Bral2, Crtll). C-terminalisuk tenascinohoz kapcsolodik (kék
keretek), igy térhalot alakitanak ki az extracellularis térben. Forras: Rauch U, (2007)
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egy N-acetil gliikkozamin, vagy N-acetil galaktozamin alkotja. A glycan- monomereket nem
kodolja kozvetleniil a genom. Monomer szekvencidjuk, lanchosszuk és szulfatacidés mintaik a
Golgi-apparatusban szabalyozott poszttranszlacios valtoztatasokon esnek at (Hudak JE and
Bertozzi CR, 2014).

Jelenleg, a GAG-0k szama ¢s mindsége alapjan, a proteoglycanok négy f6 tipusat
azonositjak emlésokben: chondroitin-sulfat (CS), dermatan-sulfat (DS), keratan-sulfat (KS),
heparan-sulfat proteoglycanok (HS) (Bandtlow CE and Zimmermann DR, 2000; Kowitsch A
et al., 2018; Walimbe T and Panitch A, 2020).

A proteoglycanok az idegrendszer fiziologias eseményeinek dinamikusan valtozo
résztvevoi, melyek szerephez jutnak a tanulasi folyamatokban, a rovid- és hosszatdvi memoria
kialakulasaban, az extracellularis anyagforgalomban, és struktarak stabilizalasaban (Bandtlow
CE and Zimmermann DR, 2000; Carulli D et al., 2020).

A prenatalisan megjelend proteoglycanok Un. permissziv hatastiak a neurogenesisre €s
axonnovekedésre, tovabba képesek megkdtni az egyes neurotrop hormonokat, névekedési
faktorokat, melyek eredményeként stimulaloédik az axonalis novekedés és a synaptogenesis.
Permissziv karatere tobb tényezonek tulajdonithatd: neurogenesis soran igen kis mennyiségben
vannak jelen proteoglycanok az interneuronalis terekben, akkor is majdnem kizarélag VO, V1
versican izoformak és a HA (mely nem proteoglycan) vannak jelen. Ezek, permissziv
jellegiikon tal, axonal guidance’ szerepet is betdltenek a haldzatok kifejlédése soran. A KIR
kifejlett koraig zajlo proteoglycan dinamikajat Zimmermann DR and Dours-Zimmermann MT,
(2008) irja le, melyben a funkcids rendszerek kifejlodéséhez id6zitik a HA-proteoglycan-TN-
R térhalodzat felépiilését.

Postnatalisan az idegi halozatok fejlodése korant sem fejezddik be, viszont egészen mas
megfontolasokat és dinamikat kdvet. A neurogenesis €s synaptogenesis a legtobb rendszerben
lelassul, ill. megall, funkcids rendszerek tapasztalatszerzés tjan miikodésiikben
specializalédnak, ¢és mindekozben az ECM un. non-permissziv karaktert vesz fel. Ez
tulajdonithatd hasonloképp tobb tényezonek: megjelennek a sejtkdzotti terekben a szulfatalt
GAG szubsztituenseket visel6 CSPG-ok; mennyiségiik morfoldgiai kimutatdsra alkalmas
szintekre emelkedik, melyek fizikai barrierként értelmezhetdk; valamint adhézi6 utjan kotnek
tobb axon novekedést gatlo faktort (pl. NoGo).

A vér-agy gat felépitésében barrier funkcidjuk kiemelendd. A heparan-sulfat
proteoglycanok sejtfelszini molekulaként miikodnek és szamos ligandhoz képesek kotédni,

lehet6vé téve a sejtek kozotti kommunikaciot és adhéziot (Walimbe T and Panitch A, 2020). A
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neuronalis sejtmembranban a HAS1-3, a CD44, a RPTP6, és Contactin-1, melyek CSPG koto
receptorok (Oohashi T et al., 2015) kapcsoljak a cytoskeletonhoz.

A CSPG-k jelenléte és miikodése a KIR-ben komplex, szamos normalis és koros
folyamatban kulcsszerepet jatszanak. Emiatt potencialis célpontokka valtak az idegrendszeri
betegségek kutatasaban (Kowitsch A et al., 2018).

2.3.2.1 Chondroitin-sulfat proteoglycanok

A lecticanok csoportjaba négy oridsmolekula sorolhat6: aggrecan, a versican, a
neurocan és a brevican (5. dbra). Jelen értekezés a brevicant vizsgalta, igy a legrészletesebb

leiras erre a molekulara 6sszpontosit.

Versican V0

Aggrecan Versican V1

......

i o I aninss . O@O@®O Hyaluronan @ Galactose (O Glucuronic Acid
H . B ;' ‘: { N-acetylgalactosamine ©@©@®~ Keratan Sulfate
@0®0@~ Chondroitin Sulfate Q 1gG

2000000000 aaa000000  900000000010808080000 . Proteoglycan Tandem Repeat D EGF-Like

’ C-type Lectin @ Complement Regulatory Protein

; Neurocan
OOB0E0EOL0E0E00080 BOOCEOBOEO-H0B0B0R0E0 vers'can V2

5. abra. HA-Kkot6 proteoglycanok, tn. lecticanok sematikus abrazolasa. A tengelyfehérjék hossza, kiilonb6z6
szamu és aranyt glitkozaminoglycan szubsztituensei és fejlédéstani alvaltozatai alapjan kiilonitheték el. Forras:
lozzo RV and Schaefer L, (2015).
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Aggrecan

Az aggrecan HA-val 6sszekapcsolodva oriasi, 200 MDa-nal is nagyobb térbeli halozatot
épit fel (5. abra). Hosszu tengelyfehérjéhez tobb, mint 100 szulfatalt GAG oldallanc
csatlakozik kovalens kotéssel, emiatt erdsen negativ toltésli, igy jelentds a kation megkotd
képessége szabalyozza az ozmotikus egyensulyt és tdmogatja a nagy sebességii synapticus
jelatvitelt. A G3 globularis domén képes kapcsolodni a PNN-ben el6fordul6 tenascin-R-hez is
(lozzo RV and Schaefer L, 2015). Az aggrecan mind a perineuronalis haléban mind pedig a
neuropilben kimutathaté. Laborunk korabbi megfigyelései szerint patkanyok vestibularis

neuronjainak perineuronalis haldéiban az aggrecan a legnagyobb mennyiségben jelen 1€vo
CSPG (Racz E et al., 2014).

Versican

A GAG oldallancok lokalizacidja és a tengelyfehérje hossza alapjan, ill. a fejlodési
stadium figyelembevételével négy izotipust kiilonboztetnek meg: a VO, a V1, a V2 és a V3
(Zimmermann DR and Ruoslahti E, 1989). A legtobb szovet extracellularis terében el6fordul
(Braunewell KH et al., 1995). Embryonalis korban a V0 és V1 izoformak vannak jelen, melyek
az axonnovekedést serkentik az idegi haldzatok kialakulasa soran (Milev P et al., 1998;
Zimmermann DR and Dours-Zimmermann MT, 2008). A kifejlett KIR-ben a V2 izoformajat
expresszaljak oligodendrocytak. Jelenléte pontszerii, nem csak a PNN teriiletén mutathat6 ki,
hanem a nodalis ECM-ban is. Hatassal van az axonok myelinizaciojara, KIR sériilés esetén a
V2 versican is felhalmozaddik a sériilés helyszinein, hozzajarulva az non-permissziv kérnyezet

kialakulasahoz (lozzo RV and Schaefer L, 2015).

Neurocan

A tengelyfehérjén 7db szulfatalt GAG megkdotésére alkalmas kotéhely van (lozzo RV
and Schaefer L, 2015). Molekulatomege 245kDa.

Csak a KIR-ben van jelen, ahol gatolja a neuritok in vitro novekedését kifejlett korban.
Ennek megfeleléen megfigyelték, hogy a KIR mechanikai €s ischaemias sériiléseinek helyén
megnovekszik a neurocan expresszidja (Liu BP et al., 2006). Eléfordulasa a Ranvier-féle

befliz6désekben és a PNN-ban jellemz6 (Racz E et al., 2014).

Brevican
Az aggrecan mellett a brevican igen dominans jelenléte jellemzi a neuropilt, PNN-kat

¢és perisynapticus tereket, igy kutatasunk fokuszaba keriilt (Bruckner G et al., 2008;
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Frischknecht R and Seidenbecher Cl, 2012). Racz et al., (2014) leirasa alapjan magas
expresszioja jellemzi a patkany vestibularis magkomplexumanak harom magjat (NVS, NVM,
NVL); e magokban dominansan jelen 1év6 kozepes, ill. nagyméretli neuronok perineuronalis
haloit.

Ujsziilott patkanyokban az elsé postnatalis héten csak kevés transzkriptum van jelen, az
expresszio fokozatosan novekszik, és a feln6tt egyedeknél éri el a platot (Seidenbecher Cl et
al., 1998). A brevicant gliasejtek és neuronok is termelik (John N et al., 2006; Seidenbecher CI
et al., 1998; Yamada H et al., 1994), majd beépiil a neuronok koriili ECM-be (Carulli D et al.,
2006), vagy kozvetleniil a sejtfelszinhez kotédik (Frischknecht R et al., 2009; Hedstrom KL et
al., 2007).

Molekulatomege 140kDa. A globularis szerkezetli N-termindlis doménje (G1) tud
kapcsolodni a HA-hoz, ezen kiviil tartalmaz egy immunglobulin szer( hurkot és két link protein
szakaszt. A tengelyfehérje kozépso szakasza nem homogén, mindossze 1-5 szdmu chondroitin-
sulfat oldallancot hordoz. A HA-t6l tavol esé C-terminalis doménjén talalhato EGF (epidermal
growth factor) modul, lectin szerti modul, valamint complement regulator protein, mely utobbi
rendelkezik tenascin-R kapcsolodasi affinitassal (Celio MR et al., 1998) (6. abra). A brevican
a neuronok kozvetlen felszinén van, aggrecan utdn a legnagyobb mennyiségben megjelend
PNN alkoto. Perisynapticus jelenléte ismert, és a tudomanyos irodalom véleménye Osszevag
abban, hogy non-permissziv hatast az axonok ujrandvekedéséhez a KIR-ben (Celio MR et al.,
1998; Frischknecht R and Seidenbecher ClI, 2012).

A
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6. abra: A brevican szerkezete. A brevican DNS szekvenciaja, mely patkanyban a 3. kromoszéman talalhato. B:
brevican modularis felépitése (részletei a brevican szveges leirasaban). Forras: Frischknecht R and Seidenbecher
Cl, (2012).

A vestibularis kompenzacié vizsgalata mellett tovabbi human vonatkozasu brevican

vizsgalatok zajlanak a brevican glioma tumorgenezisében betoltott szerepét illetéen (Jaworski
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DM et al., 1996), az Alzheimer-kér molekularis hatterét kezdeményezd vizsgalatokban
(Morawski M et al., 2010) és a gerincvel6t ér6 mechanikai sériilést kdvetd regeneracios

folyamatokban bet6ltétt szerepe miatt (Jones LL et al., 2003).

2.3.3 Glycoproteinek az extracellularis matrixban

Az kozponti idegrendszer extracellularis matrixanak bonyolult racsos térszerkezetében
a HA-CSPG aggregatumokat haromdimenzids térhalova kapcsoljak ossze a TN-R
glycoproteinek, valamint a HA-CSPG kapcsolatot stabilizalja a szintén glycoprotein karakter(i

link protein csalad két tagja (7. abra).

2.3.4 Kotofeherjek: Hyaluronan and Proteoglycan Link Protein (HAPLN)

A csaladhoz tartozd glycoproetinek globularis szerkezetli, mintegy 250kDa
molekulatomegiiek. Jelenlétilket elészor porcszovetben irtak le cartilage link protein 1
(CRTL1) néven, am késObb mas szovettipusokban, igy idegszovetben is felismerték és a
HAPLNI elnevezést kapta (Milev P et al., 1998). A KIR-ben a neuronok termelik, az ECM
altalanos stabilizalasaban vesz részt, igy kivaltképp a perineuronalis halokéban (4. és 7. abrak).

A V2 versicant kivéve CSPG-k és a HA kozott 1étesit kapcsolatot (Oohashi T et al., 2015).

) NG2 glia
Oligodendrocyta

Preszinaptikus
neuron

Preszinaptikus
neuron

Postszinaptikus neuron

N A A bhosnt \T/ Tenascin- R
~ s HA @& Agrecan ["'f Phosphocan

m s \ ws Mmoot
7. abra A perisynapticus ECM funkciéi: synapticus morfolégia megtartasa; kihorgonyzas a pre- és
postsynapticus membranokhoz; neurotransmitter diffizié befolyasolasa, valamint jelatvitel. Megfigyelések
szerint a preisynapticus matrix a synapsis aktivitasatol fliggd dinamikus struktira. Forras: Oohashi T et al.,
(2015).
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Mas izotipusai, a HAPLN2 (Brall) ¢s a HAPLN4 (Bral2) a kézponti idegrendszerre
specifikusak, mas szovetekben nem fordulnak el (Spicer AP et al., 2003). A HAPLN2-t féként
az oligodendrocytak termelik, és a perinodalis ECM-ban halmozodik (7. abra); a HPLN4 pedig
a perineuronalis hdloban fordul eld, az idegsejtek termelik, a HA és a bervican kozotti kotést
stabilizalja (Bekku Y et al., 2003; Hirakawa S et al., 2000; Oohashi T et al., 2015).

A HAPLN3 (Lp3) a KIR-ben nem expresszalodik (Spicer AP et al., 2003).

2.3.5 Tenascin

Glycoprotein karakteri molekula csalad, melyek felépitésiik és expressziojuk alapjan
négy altipusba kiilonitheték el emldsben: a tenascin-R (TN-R), tenascin-C, a tenascin-X,
tenascin-W (Chiquet-Ehrismann R and Tucker RP, 2011).

A tenascin tipusok hasonlé modularis felépitésii makromolekuldk. Az N-terminalisuk
ciszteinben gazdag, mely oligomerizacidjat medidlja. Ott 3-4 a-helix heptad ismétlodik, ill.
epidermal growth factor egységek, majd a molekula k6zépso részében fibronectin II1 domének.
A C-terminalis egy fibrinogén-szert globularis komplex. Ezek szdma meglehetdsen eltérhet az
egyes tenascin tipusokban alternativ splicing utan. Heptadja kozvetitésével képes
homotrimerek vagy hexamerek kialakitasara az N-terminalisok 0sszekapcsoldsaval, ily modon
kap szerepet az ECM térhalositasaban.

Jelen értekezés a TN-R expressziojat vizsgalja vestibularis érzékszervi laesio

kovetkezményeként, igy a lenti leiras erre a molekulara dsszpontosit.

Tenascin-R

Szerkezetében osszesen 4,5 EGF és 9 fibronectin III ismétlédik, ill. két splice variansa
létezik 160 és 180kDa molekulatomegben alegységenként. A TN-R homotrimer forméaban
fordul el6 az ECM-ben (8. abra).

A TN-R szdmos ECM molekulahoz kothetd, ill. sejtfelszini ligandhoz is kapcsolddik.
Emlithetdk integrinek, heparan-sulfat proteoglycanok, ezeken kiviil sejtadhézios molekulék az
immunglobulin szupercsaladbol (contactin, axonin TAG-1, neurofascin). Mas sejtfelszini
molekulak is affinitast mutatnak, pl. annexin II és a receptor tyrosine phosphatase. Mas ECM
partnerekkel is erdsen Osszekapcsolodik a C-terminalisan elhelyezkedd fibronogén-szerii
doménnel, igy az emlitett lecticanok G3 doménjén keresztiil az aggrecannal, brevicannal és
neurocannal (Jang B et al., 2020; Jones FS and Jones PL, 2000; Zimmermann DR and Dours-
Zimmermann MT, 2008).

19



A

fibronektin Ill-szeri

ciszteinben das EGF szakaszok FG
szakasz
- . L L L L 2 L L
| | | | | |
1] 2]3]4]S5s 718109
Phosphacan 12 alegység  Lectican By alegység o8RG
Repellens IgCAM fi4-Integrin ——
[1-integrin sejt adhézid
—_—

8. abra. A tenascin-R szerkezete. A. tenascin-R modularis felépitése (részletei a szoveges leirasaban). B.
tenascin-R homotrimer megjelenése a feln6tt idegszovet sejtkozotti tereiben. EGF: epidermal growth factor;
FG: fibrinogén-szeri domén. Forras: Rathjen FG and Hodge R, (2021)

A tenascin-R és a tenascin-C molekulak jelentds szereppel birnak a perineuronalis halo
végsé elrendez6désének kialakitasaban. Ezt bizonyitjak a tenascin-R knock-out egereken
végzett vizsgalatok, amelyek soran CSPG-ok abnormalis aggregéciojat figyelték meg, valamint
ezzel Osszefliggd migracios zavarokat (Carulli D et al., 2006; Galtrey CM and Fawcett JW,
2007). A human onkologiai kutatasok soran a KIR lokalizacidju tumorok tenascin-C
expresszioja bizonyos daganatok stromajaban rossz prognozissal jar fokozott attétképzddés
miatt (Chiquet-Ehrismann R and Tucker RP, 2011). Tovabbi tenascin-R és tenascin-C
vonatkozasti human megfigyeléseket is publikaltak retinaban glaucoma soran (Wiemann S et
al., 2021), gerincvel6i laesiokban (Apostolova | et al., 2006), astrocytomaban és
hippocampusban szeparacios szorongas alatt (Dimatelis JJ et al., 2013).

A tenascin-X és tenascin-W molekulaknak idegrendszeri vonatkozasa nem ismert

(Chiquet-Ehrismann R and Tucker RP, 2011).
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2.4 ECM szervezddési formdi a kozponti idegrendszerben

(1) A membrana limitans gliae perivascularis-hoz ¢és -superficialis-hoz tartozo
membrana basalis a KIR szovetei és a cerebrovascularis rendszer kozott teremt barriert,
valamint a subpialis lemezben is jelen van. A KIR-ben kizardlag ebben talalhato kollagén, ezen

kiviil megtalalhato benne entactin, fibronectin, distroglycan és perlecan (Lau LW et al., 2013).

(2) Perineuronalis haloé (PNN) tipikusan a perikaryon koriil szervezddo, igen siiri ECM
szovedék. Dendriteket, valamint az axonkupot is éppugy koriilveszi, melyet tobb agytorzsi
teriileten leirtak laborunk munkatarsai (Racz E et al., 2014; Ritok A et al., 2022). A PNN
Osszetételének, funkcidjanak meghatarozasat szdmos egymastol fliggetlen munkacsoport
dokumentalta emldsokben, kétéltiiekben és madarakban (Balmer TS et al., 2009; Celio MR et
al., 1998; Matesz C et al., 2005; Meszar Z et al., 2008; Morawski M et al., 2009; Morawski M
et al., 2012; Szigeti ZM et al., 2006). Kialakulasa er6sen Gsszefiigg a neuronok méretével,
funkcigjaval, melyek szorosan kapcsolodnak az adott neuron synapticus forgalmaval.
Immunhisztokémiai jellése jol kiemeli a somat és nyulvanyait, és ¢lesen elkiilonithetd a
kevésbé denz neuropil matrix kornyezetétdl. ECM osszetételét tekintve kimutathatd benne a
hyaluronsav, tobbféle CSPG (aggrecan, brevican, neurocan, versican), tenascin-R és t6bb link
protein is (Celio MR et al., 1998; Kwok JC et al., 2011; Racz E et al., 2014; Ritok A et al.,
2022).

Presynapse ™

9. abra: Az ECM szervezddési formai a kozponti idegrendszerben. A. aggrecan immunhisztokémiai
kimutatasa egér formatio reticularis-aban. A perineuronalis halo (myil) kirajzolja a somat és dendriteket.

Lyukacsosmegjelenése az athaladé axonoknak és boutonoknak tulajdonithato. *: diffuz ECM a neuropilben.
keret: axonal coat. (Forras: sajat felvétel) B. Dityatev és Rushakov (2011) felvetése alapjan az ECM a kémiai
synapsisok dinamikus alkotdja. Javaslatukra a synapsisok pre- és postsynapticus membranjai, ill. a synapticus rés
mellett a perisynapticus ECM is alapvet0 strukturalis eleme, igy az altaluk javasolt Gin. *tetrapartite synapse’ (értsd
négyrészii’) terminologia valt elfogadotta. Forras: modositva Thalhammer A and Cingolani LA, (2014).
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A PNN az idegi héalézatok fejlodése sordn tobbszords atépiilésen megy keresztiil, és
ezalatt betolt kation puffer, axonnévekedést iranyitd és strukturalis szerepeket (Soleman S et
al., 2013), ill. funkcios halozatok kialakulasa alatt, a kritikus periddust megel6zben, a
synaptogenesist timogatja. A PNN szdmos sensoros és motoros rendszer neuronjai koriil jelen
van (Faralli A et al., 2016; Racz E et al., 2014; Ritok A et al., 2022; Szarvas D et al., 2018),
megfigyelték 1étezését tovabba corticalis GABAerg- és pyramis sejtek somaja koriil (Alpar A
et al., 2006), és a gerincveldben (Pajer K et al., 2021).

(3) Az idegrendszeri interstitialis matrix a neuropil réseiben kimutathat6 lazan rendezett
ECM. Lamina basalis-szal és PNN-val folytonos, viszont morfoldgiailag, ill. mikroszkopos
elemzés soran azoktol konnyen elkiilonithetd. Molekuléris sszetétele igen kozeli a PNN-¢hez,
felépitésében hyaluronsav, CSPG-k glycoproteinek ¢és link proteinek vesznek részt.
Megjelenése régiospecifikus (Racz E et al., 2014; Ritok A et al., 2022; Sykova E and Nicholson
C, 2008).

(4) Az elmult évtizedben valt elfogadotta az axonokat és azok preterminalis szakaszait
borit6 igen finom matrix hiively, az *axonal coat’. AXon atmérot (2-4 um) kovetd mérete alapjan
ismerhetd fel immunhisztokémiai jeldlésben perisomaticus €s peridendriticus helyeken. Els6
emlitését Briickner et al., (2008) utan ismerjiik, &am azdta tobb munkacsoport, és laborunk is
tobb izben vizsgalta jelenlétét. Molekulai koziil kiemelt fontossag az aggrecan, a brevican és
a HAPLN-1, de jelen van a HA, a TN-R, a HALPN-4 (Oochashi T et al., 2015; Racz E et al.,
2014; Ritok A et al., 2022). Fiziologiai szerepe valoszinisithetéen ion reservoire a glia boritas
nélkili preterminalis axon szakaszokon, mellyel axonok elektromos miikdodését tamogatja.

(5) A KIR fehérallomany kotegeiben jol megfigyelhetok, immunhisztokémiai jelolés
mellett, az axonkotegek mentén periodikusan megjelend csomok, melyek a nodalis ECM
akkumulaciok. Ezek a Ranvier-féle beflizddésekben felhalmozott, magas lectican ¢és link
protein tartalmi mikrokomparmentek. Szerepiik a saltatoricus ingeriiletvezetéshez kothetd
kation reservoire (Balmer TS, 2016).

Jelen kisérletes munka a fent részletezett kompartmentekben irta le és kvantifikalta a
lecticanokhoz tartozd brevican, ill. glycoprotein karakterisztikaji tenascin-R jelenlétét

labyrinthus laesioval 6sszefliggd funkcionalis kompenzacid soran.

2.5 Synapticus plaszticitas

Synapticus plaszticitas alatt az ingeriiletatvitel erdsségének ¢és hatékonysaganak

modosulasat értjilk kémiai synapsisokban. Fiziologids ingerkornyezetben igen tag hatarok
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kozott képes adaptalni a neuronhaldzatok mitkddését. E mechanizmus a tanulas és felejtés,
tapasztaltszerzés neurobiologiai alapja, azonban éppugy megjelenik koros miikddés soran,
neuropsychiatriai zavarokban, ill. érkatasztrofak utdn, traumdas agyi sériilések, valamint
érzékszervi deafferentaciok kovetkezményeként (Michaluk P and Kaczmarek L, 2007).
Bizonyitott, hogy ezen szerteagazo etioldgiaju agyi eseményekben kozos jelenség a PNN-k
Osszetételének atmeneti vagy végleges modosulasa.

Az elmult mintegy két évtizedben valt bizonyitotta az extracellularis (EC) proteazok
jelentsége a synapticus plasztikus adaptaciokban, melyek kozé sorolhatjuk a vestibularis
kompenzaciot is. Az EC terekben proteolyticus enzimek végzik az ECM tengelyfehérjéinek és
azok membrankotott receptorainak hasitasat (Chaturvedi M and Kaczmarek L, 2014). Mintegy
féltucat protedz enzim aktiv jelenléte nyert bizonyitdst az idegrendszeri EC terekben, pl. a
neurotrypsin, neuropsin, szoveti plasminogen aktivator és a matrix metalloproteazok (MMP),
ezen utdbbiak kozott elsésorban a MMP9 jelenléte ismert a KIR-ben, ill. kérddjeles
bizonyossaggal az MMP2. Funkcionalis leirasok, knock-out modellek, expresszios, ill. enzim
aktivitas- ¢és gatlas vizsgalatok bizonyitottak az EC enzimek szerepét a synapsisok plasztikus

valtozasai soran (Tsilibary E et al., 2014) (10. abra).

(
\
\
/j\ 4@
= O ,\}/ N Neurotrypsin
@ D &) ) Tissue Plasminogen Activator
\ ) A o MMPS, ADAMTS
\@_E,:'.\,/ W i Neuropsin
N S A
pr——— ﬂﬂ et
) |
[ ’

&

\\ -/ Filopodia

s W

10. abra. A perisynapticus makromolekulik, koztiik az ECM, enzymatikus hasitdsa a synapticus plaszticitas
feltétele. (1.) presynapticus (theta) ingerlés er6sségétél fiiggben Ttriill a presynapticus membranbol
neurotrypsinogen. (2.) aktivalasa a postsynapticus membran NMDA receptor aktivalasatol fiigg. Ha aktivalodik,
extracellularis protedzok (MMP9, ADAMT-k, tissue Plaminogen Activator, neuropsin) iiriilnek a perisynapticus
térbe. (3.) Ezek egyrészt aktivaljak a neurotrypsint, mely hasitja az agrint, és annak 22kDa terméke a dendriticus
filopodium (4.) megjelenését promotalja. Masrészt, a perisynapticus CSPG-okat is hasitjak, igy a pre- és
Plasminogen Activator: véralvadék oldé protedz, mely synapticus plaszticitisban is részt vesz LTP soran.
ADAMT: a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs. CSPG hasité exopeptidaz. Neuropsin:
NMDA receptor aktivalastol fliggd szerin proteaz. LTP soran fibronectint hasit. Forras: modositva Tsilibary E, et
al., (2014)
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Az MMP9 egy cink- és kalcium-dependens endopeptidaz. Kisérletes koriilmények kozott
aktivitdsa zselatin bontd tulajdonsagan keresztiil kvantifikalhatd. Természetes kozegében
szubsztratjai kozott megemlithetdk a IV. tipusu kollagén, perisynapticus makromolekuldk,
tobbek kozott a proteoglycanok core protein szakaszai, synapticus-, transsynapticus proteinek,
novekedési faktorok (brain derived growth factor), valamint pre- és post-Synapticus
sejtadhézios molekulak (B-distroglycan; neuroligin-1; SCAM-2; collapsin response mediator
protein-2; nectin-3). A MMP9 a perisynapticus ECM és szamos sejtadhézidos molekula
hasitasaval, ill. novekedési faktorok felszabaditasaval hat a dendrit morfologiara, kivaltképp a
dendrittiiskék alakvaltozasaira (Michaluk P et al., 2011; Nagy V et al., 2006). Aktivitasa idében
¢és térben igen szigortan szabalyozott a génexpresszio, valamint lokalis extracellularis (EC)
inhibitorai (tissue inhibitors of matrixmetalloprateases, TIMP) altal. Lokalizaltsagat tekintve
specifikusan megfigyelték glutamaterg kapcsolatok postsynapticus oldalan (Wilczynski GM et
al., 2008), igy feltételezhetben a plaszticitashoz kotheté valtozasok postsynapticus
eseményeiben miikodik kozre.

Kisérletes megfigyelések szerint az amygdala serkentd neuronai koriil tobbszori
jutalmazéds utan emelkedik az MMP9 aktivitdsa, mig averziv kezelések sordn adott kiilsd

TIMPL1 (tissue inhibitor of MMP 1) esetén ez nem figyelheté meg (Knapska E et al., 2013).

2.6 Vestibularis kompenzdcio

Az egyoldali belséfiil roncsolast kovetd tiinetek kozel kétszaz éve ismertek (Flourens
1842; Goltz, 1870; Ewald, 1982). Sejtszintli hatterét elsként VM Bechterew vizsgalta, s az
1883-ban megjelent értekezésében részletezte, miként rendezédnek iddben a karakterisztikus
vestibularis tiinetek egy-, illetve kétoldali periférias egyensulyozoszervi kiesés utan. E
megfigyelések szolgaltattdk a ‘vestibularis compensatio’ (Magnus, 1924) jelenség egylittes
sejt- és haldzati szintli megértésének alapjait. Tovabba, elészor ismerték fel, hogy az
egyensulyérzd szervek emldsben nem regeneralhatnak, azonban a kozponti egyensilyozo
apparatusban lezajlo igen kiterjedt adaptacids reorganizacid eredményeként allt helyre ismét a
testtartas, vazizom miikodés, szemmozgasok, taplalékfelvétel stb. Azota a labyrinthus laesio a
synapsisok funkcionalis valtozasaink elfogadott modellje az idegtudomanyokban.

Kompenzécioban a statikus- és dinamikus tiinetek kiilonboz6 idétavlatban rendezddnek:
a statikus jelek mintegy 7-10 nap alatt, mig a dinamikus tiinetek javulasa honapokat igényel,
am tobbségiik a laborallat (ill. paciens) élete végéig megmaradnak. A relative gyors lezajlasu

plasztikus valasz engedi meg, tobbek kozott, a trauma altal okozott periférias dysfunkcio
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helyreallasat, de éppugy életkortol fliggd szOrsejt pusztulast, vagy neuritis vestibularis utani

mukodoképességet.
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3. CELKITUZESEK

Munkacsoportunk elsd, miivi labyrinthus laesiot alkalmaz6 tanulmanyaban (Deak et al.,
2012) ismertiik fel, hogy a vestibularis magcsoport perineuronalis haldiban a HA és CSPG
molekulacsoport atmeneti immunreaktivitas csokkenése tapasztalhatd. A valtozas id6tartama
mintegy 14 nap. A fenti kdzleményiink a CSPG-k altalanos markerének (Wisteria floribunda
agglutinin - WFA) felhasznalasaval mutatott ra e valtozasokra.

Alapozva a fenti felismerésiinkre céloztuk meg specifikusan a tenascin-R és brevican
molekulak extracellularis jelenlétének morfologiai analizisét a vestibularis magkomplexum
neuronjainak PNN-eiben a bels6fiil érzékszervek miitéti roncsolasat kovetd periddusban. Az
els6 munkankhoz hasonldéan 14 nap idétartamu postoperativ idészakban hataroztuk meg a

megfigyelési periodust.

Tudomanyos munkank céljai:

I. A miivi belséfiil laesio miitéti pontossaga optimalizalast igényelt a felhasznalando
kisérleti allat egyedszam csokkentése érdekében. Tovabba, a tiineti kritériumok adaptalasara,
ill. videordgzitésére is jelen munka soran keriilt sor.

Il. A Tenascin-R molekula felelds az ECM térhalo Osszekapcsolasaért, ezért
feltételeztiik, hogy a postoperativ kompenzacio alatt a TN-R expresszio mérséklodik a
vestibularis neuronok PNN-iben. Megfigyeléseink a kdvetkezd kérdésekre keresték a valaszt:

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

e azagytorzsi vestibularis magkomplexum mely magjaiban ismerhetd fel e valtozas?

e szemikvantitativ modszerrel szamszertsithetd mértékii-e a csokkenés? Az egyes

talélési stadiumok kozott mutatkozik-e szignifikans eltérés, amely a kompenzacios
folyamatot tiikr6zi?

e a TN-R valtozasa milyen id6tavban kovethetd, ismerve az altalunk valasztott

modszer korlatait?

e a vestibularis funkcid hany nap alatt kompenzalodik? Milyen mértékii a funkcio

visszatérése?

e mutat-e Osszefiiggést a TN-R expresszio csokkenése a vestibularis neuronok

méretével, funkcidjaval?

I11. A brevican — az aggrecan és hyaluronsav mellett — a PNN leggyakoribb épitd

molekulaja, melynek expressziojat vizsgaltuk a nucleus vestibularis superior neuronjainak
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PNN-eiben az egyoldali belséfiil laesiot kovetd 14 napos szakaszban. A brevicanrdl kialakult

ismereteink szerint részt vesz a gyors saltatoricus ingeriiletvezetésben, mely kiemelten fontos a

NVS-bol eredd szemmozgato palyakotegeben. Fluoreszcens immunhisztokémia morfometriai-

és statisztikai elemzésével az alabbi kérdésekre kerestik a valaszt:

valoban lecsokken-e a brevican extracellularis jelenléte a postoperativ 14 napban?
van-e eltérés brevican expresszio tekintetében a laesio szerinti ipsi- ill., contralateralis
NVS-ban?

milyen mértékii az expresszid esése az ép allapotban erds-, kozepes-, valamint gyenge
immunreaktivitdsu PNN-ekben, ill. milyen iddtavlatuak e valtozasok?

parhuzamba hozhatok-e a szOvettani megfigyeléseink a laesios tiinetek

helyreallasaval?
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4. ANYAGOK és MODSZEREK

4.1 Etikai jovahagyas

Allatkisérleteinket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga altal
attekintett és jovahagyott eljaras alapjan végeztiik, az alabbi engedélyezési szamok alatt:
6/2017/DEMAB; 11/2011/DEMAB. A mitéti beavatkozasokat a Hajdu-Bihar Megyei
Korményhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Foldhivatali Fosztalya kormanymegbizottjanak
HB/06/ELB/2270-10/2017. szamu etikai jovahagyasaval kiviteleztiik. A kisérletek soran
szigoruan torekedtiink az European Uni6 direktivainak [European Communities Council
Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC)] betartasara, illetve ezzel 6sszhangban a ‘RRR

elv’ gyakorlasara.

4.2 Kiseérleti allatok

A brevican expresszio vizsgalata sordn n=15, a tenascin-R expresszid vizsgalatdhoz n=
12, és kontroll csoportként n=3 feln6tt (12-14 hetes) ndstény Wistar (Charles River Laboratory;
Strain Crl: WI) patkanyt vontunk be a kisérletbe. A stlyuk 250 és 300g kozotti volt. A
patkanyokat konvenciondlis allathazi kortilmények kozott tartottuk allando 22°C

hémeérsékleten, korlatlan élelem és viz hozzaférés, ill. 12 6ras nappali/éjszakai ciklusok mellett.

4.3 Unilateralis labyrinthus laesio és szovettani feldolgozas

A belsd fiil egyoldali roncsoldsat (unilateralis labyrinthus laesio — UL) altalanos
narkozisban végeztilk, mely allapotot kombinalt ketamin (100mg/ttkg; Ketamin 10%, CP
Pharma Handels GmbH Burgdorf, Németorszag) és xylazin (10mg/ttkg; Xylazine 2% Produlab
Pharma BV, Raamsdonksveer, Hollandia) elegy intraperitonealis adagolasaval értiik el.

A mitéti metddus megtervezéséhez alapul szolgalt Hitier et al., (2010) leirasa, a
beavatkozas pontos 1épéseit azonban munkacsoportunk jelen kisérletsorozat soran dolgozta ki,
olyan részleteket érintve, mint a narkdzist, az ér és ideg képletek roncsolas nélkiili izolalasat,
adekvat vérzéscsillapitast, a belsd flil legkevesebb melléksériiléssel jardo roncsolasat, ill.
egyedileg elkészitett miiszereket.

Az UL mitétet minden esetben a kisérleti allatok bal oldalan végeztiik el operald
sztereomikroszkop (Olympus Co. Ltd., Tokyo, Japan) alatt. Postauricularis ivelt metszésbdl a

subcutan szoveteket disszekaltuk (11A. abra), a parotis és a m. sternocleidomastoideus fascia
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lemezének submandibularis irdnyban torténd eltartdsakor a kiilsé hallojarat valt lathatova,
melynek porcos falat megnyitottuk (11B. abra). Ezt kdvetden tavolitottuk el a dobhartyat és
hallocsontokat, igy a cavum tympani teriiletét izolaltuk. A kozépfil medialis falan a
promontorium attorésével hatoltunk be a belsofiil labyrinthusaba, ahol egy 45 fokban bevezetett
hajlitott manipulatorral roncsoltuk el az egyensulyozo érzékszervet (11C, D abrak). A
beavatkozas soran nagy figyelmet forditottunk a nervus facialis és arteria stapedia
sértetlenségére. E10bbi sériilése az allat taplalkozasi €s pislogasi képességét korlatozza, utdbbi
sériilése lethalis vérzés veszelyét rejti. A roncsolt belso fiil liregét steril vérzéscsillapité Nu-
Knit Tabotamp darabbal toltottiik ki (Ethicon SARL, Neuchatel, Svéjc). A sebet tobb rétegben,

nem felszivodo oltésekkel rekonstrualtuk.

11. abra. Az unilateralis labyrinthectomia l1épései. A: a postauricularis metszés kivitelezése; B: a cavum
tympani felkeresése, a n. facialis izolalasa; C: a cavum tympani feltardsa, a promontorium ¢€s az a. stapedia
felkeresése; D: a promotorium csontos falanak attorése. Par.: protis; Ty: cavum tympani; Ad: corpus adiposum
buccae; VII: nervus facilais; Stap: arteria stapedia; tt: m. tensor tympani; Prom: promontorium; Rost: rostralis;
Vent: ventralis. Forras: sajat anyagunk.

A Korai postoperativ idészakban az allatok viselkedésében statikus és dinamikus
vestibularis kiesései tiineteket figyeltiink meg, melyek az obszervacios id6é soran fokozatosan
regredialtak (12. abra). Kizardlag azokat az egyedeket tartottuk kisérletben, amelyek a Giinther
et al., (2015) szerint felsorolt miitéti szovddményektdl mentesek voltak®, valamint laesios
tiineteik a nevezett kozlemény pontrendszere szerint 9-10 pontra értékelheték kozvetleniil az

ébredésiikkor?.

120%< sulyvesztés; cornea fekélyessége; vérzd dobiireg; hemiataxia, paresis.

2 _spontan nystagmus 60 {ités/perc: 6-10 pont
-fej spontan elforditasa allkapocs sikja és a vizszintes kozotti szog 90°: 10 pont.
-testtartasi eltérések: spontan hengergé: 10 pont; provokalt hengergd: 9 pont; fekvé helyzet a sériilt oldalon,
labtamasz nélkiil: 8 pont; gyenge ipsilateralis labtamasz: 7 pont; az egyik oldalon valé mozgas vagy ipsilateralis
labak hasznalata fekvd helyzetben: 6 pont; kétoldali labtamasz: 5 pont; elesés az ipsilateralis oldalra: 4 pont; az
ipsilateralis oldal felé d6lve mozog: 3 pont; alig észrevehetd aszimmetria: 2 pont; csak felvételkor észrevehetd
testtartasi aszimmetria: 1 pont;
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12. abra a vestibularis laesio tiinetei: A: eltéré szemtengely allas, B: ipsilateralis oldalso fej és testtartas.
Forras: sajat anyagunkbo6l.

Az operalt allatokat a postoperativ elsdé, harmadik, hetedik és tizennegyedik talélési
napokon terminaltuk, transcardialisan fiziologids sooldattal perfundaltuk, majd agytorzseiket
Sainte Marie (99% jégecet, 1% abszolut ethanol) fixdloba meritettiik 24 6rara. Ezt kovetden az
agytorzseiket paraffinba 4gyaztuk, majd azokbol 8um vastagsagban keresztmetszeteket
készitettlink az agytorzsi vestibularis magkomplexum magassagaban.

Kontroll csoportként aloperalt egyedeket vontunk be a kisérletsorozatba, amelyeken a
fent részletezett miitétet csak a dobiireg feltarasaig folytattuk. Az aloperalt egyedek
megfigyelésére a megel6z6 mitétsorozatunkban keriilt sor (Deak A et al., 2012). Azoknal
tiinetmentes postoperativ szakaszt figyeltink meg, melyet jelen kisérletsorozatban is
érvényesnek tekintettiink. E megfontolas az allatkisérleti engedély egyedszdm csokkentési
alapelvének is eleget tett, a mintavételi sejtszam ¢és az analizis statisztikai erejének csokkenése

nélkiil.

4.4 Immunhisztokémia

A szilanizalt targylemezen elhelyezett metszetetek deparaffinaltuk, rehidraltuk, majd a

tovabbi immunhisztokémiai reakciok eredményessége végett gatoltuk a szoveti endogén
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peroxidaz aktvitdsat desztilalt vizben oldott 3%-0s H20: oldattal szobahdmérsékleten 10

percig.

4.4.1 Tenascin-R immunhisztokémiai kimutatdsa

A tenascin-R kimutatasara hasznalt metszeteken, ezt kovetden, a nem specifikus kétéhelyek
blokkolasat végeztiik foszfat puffer fiziologias sooldataban (PBS) (pH 7.4) feloldott 1%
szarvasmarha szérum albumin (BSA) + 10% normal nytl szérum (NRS) elegyében.

A tenascin-R specifikus lokalis expressziojanak megfigyeléséhez mind a kontroll, mind
pedig az operalt allatok szovetein kecskében termelt poliklonalis anti-tenascin-R 1gG (1:300;
AF3865, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) primer antiszérumot alkalmaztunk. Az
inkubacidé 4°C-on, egy ¢éjszakan at zajlott, PBS-ben higitva 1% BSA + 3% NRS jelenlétében.
Tobbszori PBS mosas utan a masodlagos, nyulban termelt biotinilalt anti-kecske 1gG antitesttel
(BA-5000; 1:1000, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) inkubaltuk a metszeteket
szobahén, 60 percig. Az immunreakcié vizualizacidjahoz a mintakat PBS-ben higitott
extrAvidin peroxidaz complexben (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) inkubaltuk 60 percig
szobahdmérsékleten, melyet Tris puffer (pH 7.6) kozegben H20.-dal aktivalt 3,3'-
diaminobenzidin-tetrahidroklorid (DAB; Sigma-Aldrich) vizualizacio kovetett. Dehidralas
utan a metszeteket DPX (Sigma-Aldrich) fedokozeggel boritottuk. A képeket Nikon Eclipse
E800 hagyomanyos fénymikroszkdp segitségével készitettiik (Nikon Corporation, Tokyo,
Japan). A felvételek, a kiértékelhetdség érdekében, azonos optikai, ill. szoftver beallitasok
alkalmazésaval késziiltek. A képek tablova szerkesztését Photoshop CS4 v11.0 (Adobe
Systems Inc., San Jose, CA, USA) segitségével végeztiik.

4.4.2 Brevican immunhisztokémiai kimutatasa

A brevican immunhisztokémiai kimutathatdsagat neheziti a tengelyfehérje, mint antigén,
korlatozott hozzaférhetdsége a molekularis matrix komplexitasa miatt, ezért blokkolas el6tt, a
brevican kimutatasara hasznalt metszeteket chondroitinase-ABC (1:100; 0,02 U / ml; Sigma-
Aldrich) enzimatikus emésztésnek vetettiik ala Tris-Na-acetat pufferben, pH 8.0, 60 perc, 37
°C-on.

A brevican specifikus lokalis expresszidjanak megfigyeléséhez mind a kontroll, mind
pedig az operalt allatok szovetein kettds immunfluorescens jeldlést végeztiink szekvencialisan:

() A nem specifikus kotéhelyeket blokkolasa PBS-ben (pH 7.4) oldott 1% BSA + 10%

normal szamar szérumban (NDS) tortént, majd nytlban termelt poliklonalis anti-neuN
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(1:1000; ABNT78, Merck Millipore, Temecula, CA, USA) antitestet alkalmaztunk PBS-ben
higitva 1% BSA + 3% NDS-mal, 4°C-on, egy ¢jszakan at. A reakci6 vizualizacioja szamarban
termelt anti-nyul IgG AlexaFluor 488 (1:1000; A27034, Life Technologies, Eugene, Oregon,
USA) konjugalt fluorescens szekunder antitesttel tortént PBS-ben higitva, szobahdmérsékleten
60 perc inkubacioban.
(1) Brevican immunhisztokémiai jel6lését blokkolas el6zte meg PBS-ben (pH 7.4) feloldott
1% BSA + 10% normadl 16 szérum (NHS) elegyében, szobahdmérsekleten 60 percig, majd
egérben termelt monoklonalis anti-brevican (1:200; 610894, BD Bioscinces, San Jose, CA,
USA) antitestet alkalmaztunk PBS-ben higitva 1% BSA + 3% NHS jelenlétében, 4°C-on, egy
¢jszakan at. A reakcio vizualizacidjat masodlagos és harmadlagos inkubdldssal végeztiik, a
loban termelt anti-egér IgG biotinilalt szekunder antitesttel (1:1000; BA-5000, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA), melyet kovetett a StreptAvidin AlexaFluor 555
(1:1000; Life Technologies) konjugalt harmadlagos reagens.

Valamennyi metszetet Prolong® Diamond Antifade Mountant (Life Technologies)
fedokozeggel boritottunk.

A fluorescens képeket Olympus DP74 kameraval felszerelt Olympus CX31 epifluoreszcens
mikroszkoppal rogzitettiik (Olympus Ltd., Tokyo, Japan). A felvételek mindegyike a
mikroszkop azonos szoftveres és hardveres bedllitisa mellett késziilt. Az igy megkapott
digitalis képeken kvantitativ elemzést egy harmadik kisérletez6 végezte el. A PNN-ek
kvantitativ elemzéséhez az ImageJ v1.46 (National Institute of Health, Beteshda, MA, USA)
szoftvert alkalmaztuk. A PNN-val boritott neuronok mennyiségi meghatarozasat a CellSense
Dimension v2.3 (Olympus) szoftverrel készitettiik manualisan. A diagrammok Osszeallitasat,
valamint a kontraszt optimalizalasat az Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems Inc., San Jose,

CA, USA) szoftverrel végeztiik.

4.5 Tenascin-R expresszio viltozasnak szemikvantitativ értékelése, statisztikai
elemzése

A tenascin-R expresszio kiilonbségeit az egyes postoperativ stadiumokban a
mikroszkopos felvételek szemikvantitativ értékelésével rangsoroltuk. Mind a négy vestibularis
magbol azonos metszési magassagaban, stddiumonként hdrom-harom egyedbdl vettiink
metszeteket. A megegyezd bedllitdsok (fényerd, kontraszt, nagyitas) alkalmazasaval késziilt
fénymikroszkopos felvételeket ezutan két kutato fliggetlen megitélése alapjan kvantifikaltuk,

értékelésiiket pedig egy harmadik személy ellendrizte. A reakcid intenzitdst négyfokozati
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skalan hataroztuk meg: (-) nincs festddés; (+) gyenge festddés; (++) mérsékelt festddés; (+++)

erds festédés. A kontroll szemikvantitativ denzitasértékeknek a Racz el al., (2014)

kozleményiinkben k6zolt operalatlan patkanyok alapértékeit tekintettiik.

A szemikvantitativ értékelés sordn a festési intenzitds besorolasi skaldjanak gradusai
kozott nem lehetett objektiv ,,tdvolsagot” megallapitani, igy a kapott adatokat ordialis
valtozoknak tekintettiik, amelyek lehetévé teszik a nem paraméteres statisztikai elemzés
alkalmazasat. Ezek alapjan két kiilonb6z6 hipotézist teszteltiink.

() Az elsd statisztikai analizis soran ugyanazon operalt allat ipsi- és contralateralis magjaiban
megallapitott intenzitas értékek kiilonbségeit elemeztiik. A szamitds alapjaul szolgdlo
valtozoknak a harom kiértékeld személy altal megfigyelt intenzitasértékek medianjait
vettiik. A statisztikai elemzéshez a Wilcoxon-féle eldjeles rang probat alkalmaztuk.

(1) A madsodik statisztikai analizis soran azt vizsgaltuk, hogy az egyes postoperativ stadiumok
(1, 3, 7, 14 nap tulélés) TN-R immunreaktivitasai kozott mutatkozott-e kiillonbség az
egyoldali labyrinthus laesio kdvetkezményeként, melyhez Kruskal-Wallis variancia-
analizist alkalmaztunk. A postoperativ stadiumok kozott megfigyelt TN-R expresszios
valtozasokat, ahol volt, Mann-Whitney-Wilcoxon probaval (U-proba) elemeztik. A
kiilonbségeket akkor tekintettiik statisztikailag szignifikansnak, ha a p<0,001 volt. A
statisztikai elemzéseket az SPSS 21.0 szoftverben (SPSS, Chicago, IL, USA) végeztiik.

4.6 A brevican expresszio valtozdsdanak kvantitativ elemzése és statisztikai értékelése

Optikai denzitometriat hasznaltunk a brevican reakcid intenzitdsdnak szdmszerlsitésére
a NVS neuronjainak PNN-jeiben (Faralli A et al., 2016). Minden tulélési csoportban 3-4
patkany NVS-at kvantifikaltuk, kiilon az ipsi-, és contralateralis oldalak PNN-it. A NVS
pozicidjat és hatarait a Paxinos and Watson, 1998 patkany sztereotaxias atlasz alapjan
hataroztuk meg abban a frontalis sikban, amelyben a NVS nagyméretli neuronjai legnagyobb
mennyiségben megfigyelhetdk. Az immunhisztokémiai jelolést kovetden a kvantifikdlhatod
PNN-kat szigoru szelekcids kritériumok szerint valogattuk: NeuN-brevican kettds
immunfluorescens jel, szolid PNN koérvonal, atméré >20um, viszont a tangencialis metszésii
somdkat figyelmen kiviil hagytuk. Kvantifidcidos célra 8-bit szinmélységli monokrom
felvételeket hasznaltunk, melyeken kizarolag a PNN-t megjel6ld AlexaFluor 555 fluorokromot
gerjesztettiik a felvételek készitése soran. Minden talélési stadiumbol (kontroll, 1, 3, 7 és 14

nap) 250-650 darab PNN-t kvantifikaltunk. A PNN-ek koriilrajzolasat kovetéen az Imagel

szoftver szamolta ki a kijelolt teriilet ’sziirke atlagértékét’ (mean gray value) 0-255
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tartomanyban, amely értékeket hasznaltunk fel a tovabbi statisztikai elemzéshez. A hattér
fényerejét, amit a kisagyi stratum moleculare festetlen teriiletén rogzitettiink, kivontuk a mérési
értékekbdl. Az intenzitasi adatokat a kontroll csoportként hasznalt intakt allatok vestibularis
idegsejtjeit koriildleld PNN intenzitdsi adataihoz normalizaltuk, majd elemeztiik statisztikai
Osszehasonlitdsban az egyes tilélési csoportokban és azokon beliil az operalt és nem operalt

oldalak kozott.

4.7 Perineuronalis hadlok mennyiségi meghatdrozdsa

A brevican expresszio valtozasaval 6sszhangban vizsgaltuk a brevican pozitiv PNN-ek
abszolut szaménak ¢és ardnydnak valtozadsat UL kovetkezményeként. Kiszdmoltuk ¢&s
statisztikailag 6sszehasonlitottuk a brevican pozitiv PNN-k altal koriilvett neuronok ardnyat az
Osszes NeuN poztiv sejthez képest az operalt allatok ipsi- és contralateralis NVS-jében,

valamint a kontroll patkanyokban.

4.8 A brevican expresszio valtozdsdanak statisztikai elemzése

Az optikai denzitasok frekvenciaeloszlasanak normalitasat Shapiro-Wilk teszttel
elemeztiik. A variancidk egyenldségét Brown-Forsythe teszttel ellendriztiik. UL utdn a PNN-
kban mért brevican reakcidintenzitasok valtozasainak szignifikancidjat az ipsi- ¢és
contralateralis NVS-ben Kruskal-Wallis egyutas variancia-analizissel (ANOVA) elemeztiik. A
Dunn post-hoc teszttel hasonlitottuk Gssze a kiilonbozo talélési csoportokban mért reakcio
intenzitast a kontroll csoport reakcid intenzitasdval. A brevican pozitiv PNN-k aranyaban
¢észlelt postoperativ valtozasok szignifikancidjat egyszempontos ANOVA-teszt segitségével
vizsgaltuk. Optikai denzitasuk alapjan a PNN-kat harom csoportba soroltuk: gyenge (ahol a
denzitas < a maximum 33%-a), k6zepes (ahol a denzitas 33%< és <66% a maximumhoz képest)
¢s eros intenzitas (>66%). A PNN-k gyenge, kdzepes és erds kategoridk szerinti gyakorisagi
eloszlasat y2-probaval hasonlitottuk 6ssze a kiilonbozé talélési és a kontroll csoportokban. Itt a
kontroll €s az operalt allatok kiilonbozo tulélési csoportjaiban mért legmagasabb intenzitas
értéket vettilk 100%-nak, (ezt a maximumot kontroll allatnal detektaltuk). Az adatokat a MS
Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) ¢és a SigmaPlot for Windows v14.0 (Systat
Software, Inc., San Jose, CA, USA) szoftverekkel abrazoltuk. A kiilonbségeket akkor
tekintettiik statisztikailag szignifikansnak, ha a p<0,001 volt.
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5. EREDMENYEK

Az ECM kiilonbozd lokalizacioit szem el6tt tartva jelen tudomanyos megfigyelés négy
extracellularis kompartmentben irta le a matrix valtozasait az UL-t kvetd6 mintegy kéthetes
postoperativ szakaszban. Az ECM bizonyos perikaryonok kornyezetében nagymértékben
akkumulalodik, mely format perineuronalis haloként azonositottunk. Neuronalis nytlvanyok €s
glia altal kitoltott terekben, a neuropilben, diffiz hal6zatos megjelenésii matrix foglalja el a
kompartmentek legnagyobb részét, s ugyancsak a neuropilen beliil figyeltilk meg az in. ’axonal
coat’ format, melyek 2-4pm atmérdjii, gylrti alaki axonhiivelyek. A negyedik ECM
akkumuléciés forma a nodalils ECM intenziv pontszerii immunhisztokémai jeldlésben, melyek
mind perisomaticusan, mind pedig a neuropilben jelen vannak. Ezen utols6 forma csak brevican
elleni immunreakcioval valt lathatova.

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

ismertetjuk.

Tenascin-R

5.1 Egyoldali labyrinthus laesio kovetkezményeként a Tenascin-R expresszio dtmentileg
lecsokken a vestibularis magkomplexum perineuronalis hdléiban és neuropilében

Az agytorzsi vestibularis magkomplexum négy magjédban irtuk le a tenascin-R
immunreaktivitas atmeneti valtozasait, a belsofiil egyoldali miitéti laesiojat koveto 1., 3., 7. és

14. napokon. Osszehasonlitottuk a laesio szerinti ipsi- valamint contralateralis magok

NVS NVL NVM magno  NVD rostralis  NVD caudalis
Hyaluronan +++ +++ +++ ++
WFA ++ ++ ++ ++++

Aggrecan ++++ ++++ +++ ++++

Versican ++ # # + +
Neurocan ++ ++ + ot

Brevican ++++ ++++ +4++
Tenascin-R +++ +++ +++ +++ +
HAPLN1 ++ + n "

1. tablazat Perineuronalis halok szemikvantitativ pontozasa ép patkanyok vestibularis magkomplexumaban.
A tenascin-R bekeretezett értékeit tekintettiik kontroll értékeknek a jelen vizsgalat postoperativ
Osszehasonlitasai soran. Szemikvantitativ értékelésekor a kovetkez6 pontrendszert alkalmaztuk: —: nincs
fest6dés, +: gyenge festédés, ++: mérsékelt festddés, +++: erds fest6dés, ++++: nagyon erds. #: versican pontozott
mintdzata nem itélhetd perineuronalis halonak. (jelen értekezésben irrelevans) Forras: Racz et al, (2014).
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immunhisztokémiai jelintenzitdsait, illetve statisztikai moddszerekkel validaltuk azok
szemikvantitativ értékeit, az alabbiak szerint. Megallapitasainkat megalapozta laborunk
korabbi leirasa (Racz E et al., 2014) a vestibularis magkomplexumban megfigyelheté ECM
akkumulaciokrol, melyeket a TN-R esetében kontroll értékeknek tekintettiink (1. tablazat).

5.1.1 Nucleus vestibularis superior

A NVS-ban észleltiik a legdinamikusabban valtozé immunreaktivitast a postoperativ
szakaszban (13. abra A-H). Az 1. talélési napon az operalt oldali magban a somak kozvetlen
kornyezetében nem rajzolodott ki perineuronalis hald, mig a PNN-k a contralateralis NVS-ban
tovabbra is megtartottak. A neuropil festddése nem valtozott, a miitott oldali az ellenoldalival
megegyez0 intenzitast mutatott, s nem tért el az ép allatokban latott festésmintazattol sem (Racz
E et al, 2014). (13. abra A, B; 2. tablazat). A 3. talélési napon, az operalt oldalon,
perineuronalis hal6 az el6z6 stadiumhoz hasonléan nem volt kimutathato, valamint a neuropil
is gyengébben fest6dott az ipsilateralis magban (13. abra: C, D). A contralateralis oldal erésen
festddo perineuronalis héloja valtozatlan maradt a 3. napon. A mitétt oldalon, a vestibularis
laesio tlineteinek mérséklodésével parhuzamosan, a tenascin-R immunreaktivitas emelkedése
figyelhetd meg mar a 7. talélési napon, a 14. napra pedig ismét a kontroll értékek szintjére
emelkedett. Mindkét talélési csoportban (7. és 14. nap) kozepes festdédés (++) mutatkozott
ipsilateralisan. Kiemelendd, hogy a contralateralis magban intenzivebb neuropil festédést
lattunk a 7. és 14. talélési napokon (13. abra E, G).

5.1.2 Nucleus vestibularis medialis

A NVM magnocellularis részében a tenascin-R expresszids dinamikaja tobb ponton
mutatott eltérést a NVS-tol. Contralateralisan valtozatlan festési intenzitas mutatkozott a talélés
napoktol fiiggetleniil. Ellenben, az 1. talélési napon az ipsilateralis mag perineuronalis haléiban
— a NVS-ral megegyezéen — nem volt kimutathatdo a TN-R, tehat PNN sem abrazolddott (13.
abra I, J). A 3. posztoperativ naptdl a perineuronalis halok élesen elkiiloniiltek a kornyezd
neuropiltél, ami valdsziniisiti a tenascin-R eXpresszid emelkedését, intenzitasa azonban
elmaradt az époldalihoz képest (13. abra K, L). A 7. és 14. napokon a perineuronalis halok
immunreaktivitasa kozepes szintli (2. tablazat), jelentés eltérés az ipsi- €s contralateralis
értékek kozott nem volt leirhaté (13. abra M, N, O, P; 2.tablazat). A neuropil festédési

intenzitasaban a 3., 7.és 14. napokon nem észleltiink valtozast (13. abra: L, N, P).
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Nucleus vestibularis superior Nucleus vestibularis medialis

contra Ipsi contra ipsi

1l.nap

3.nap

7. nap

14.nap

13. abra:Tenascin-R elleni immunhisztokémiai reakcio (DAB) a nucleus vestibularis superior (NVS)(A-H),
ill. a nucleus vestibularis medialis magnocellularis (NVMm) részében (I-P) az egyoldali labyrinthus laesio
utani 1., 3., 7. és 14. talélési napokon. fekete nyil: perineuronalis hald. ne: neuropil (A, B). ipsi: operalt oldali.
contra: ép oldali. *: immunhisztokémiai reakcidintenzitasok csdkkenése ipsilateralisan. Lépték: 20pum.

A NVS perineuronalis haloiban az 1. és 3. postop. napokon tenascin-R intenzitas csdkkenés abrazolodott (B, D).
A NVMm részében csak az 1. napon csokkent tenascin-R festddés az ipsilaterlais neuronok perineuronalis
haléiban (J). Piros keret: szignifikans valtozasok, Mann-Whitney-Wilcoxon proba (p< 0,001) .
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5.1.3 Nucleus vestibularis lateralis

A NVL-ban az operalt oldali perineuronalis halokban tenascin-R, hasonléan a NVS és
NVMm-hoz, immunhisztokémiai jeloléssel nem volt detektalhaté az 1. postoperativ hapon (14.
abra A, B). A 3. tulélési napon az operalt oldalon kdzepes erdsségii perineuronalis halok (1.
tablazat) jelentek meg, festési intenzitasuk azonban az époldali szintjét nem érte el (14. abra
C, D; 2. tablazat). A 7. napon a fest6dés intenzitdsa nem emelkedett a 3. naphoz képest, sot az
ipsilateralis neuropilben is alacsonyabb TN-R jelenlétet irtunk le (14. abra E, F). A 14. napon
mar nem mutatkozott eltérés az ispi- és contralateralis NVL neuronok perineuronalis haloinak
immunfestddései kozott, €s a neuropil festoédése sem mutatott eltérést az ép- és operalt oldalak

kozott (14. abra G, H; 2. tablazat).

5.1.4 Nucleus vestibularis descendens

A NVD rostralis részében, az 1. postoperativ napon nem mutatkoztak a neuropiltl
elvalo perineuronalis halok ipsilateralisan, a contralaterlis magban viszont gyenge (+) PNN-k
fedezhetok fel. (14. abra I, J). A 3. postoperativ napon viszont a kontrol allatokéval megegyez6
reakcio intenzitast lathattunk mindkét oldali vestibularis magban (14. abra K, L). A 7.
postoperativ napon hasonlé PNN és neuropil festési intenzitas volt megfigyelhetd a 3. napon
mért értékekkel, am az operalt oldalon egy *+’-tel alacsonyabb intenzitast lattunk (14. abra M,
N; 2. tablazat). Meglepetesiinkre, a 14. napon egy értékkel gyengébb immunjeldlést lattunk az
ipsilateralis mag perineuronalis haldiban, mig contralateralisan a kontrollnak megfelel6 PNN
intenzitas mutatkozott (14. abra O, P).

A NVD caudalis részében perineuronalis halokat ép allatokban sem lattunk (Racz et al.,
2014). A neuropil immunreaktivitasa a UL-t kovet6 talélési idopontokban nem mutatott eltérést

az ép allatokban (1. tablazat) leirt morfoldgiatol (14. abra Q-X).
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nucleus vestibularis lateralis nucleus vestibularis descendens  nucleus vestibularis descendens

(rostralis) (caudalis)

3.nap

7.nap

14.nap

14. abra. Tenascin-R elleni immunhisztokémiai reakcié6 (DAB) a nucleus vestibularis lateralis (NVL)(A-H), ill. a
nucleus vestibularis descendens rostralis (NVDr)(I-P) és caudalis (NVDc)(Q-X) részeiben egyoldali labyrinthus laesio
utani 1., 3., 7. és 14. talélési napokon. fekete nyil: perineuronalis hald. ne: neuropil (A, B). ipsi: operalt oldali. contra: ép
oldali. *: immunhisztokémiai reakcidintenzitasok csokkenése ipsilateralisan. Piros keret: szignifikans valtozasok, Mann-
Whitney-Wilcoxon proba (p< 0,001). Lépték: 20pum

A NVL perineuronalis haloiban az 1., 3. és 7. postop. napon tenascin-R intenzitascsokkenés abrazolodott (B, D, F). A NVDr
részében a tenascin-R immunogenitas esése csak az operalt oldalon az 1. postop. napon volt lathaté (J). A NVDc-ban nem
tért el a két oldal festésintenzitasa egyik tulélési csoportban sem.
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nucleus vestibularis

nucleus vestibularis

nucleus vestibularis

nucleus vestibularis

superior medialis lateralis descendens rostralis
contra ipsi contra ipsi contra ipsi contra ipsi
l.nap  +++ - ++ - +++ -/+ + -
3.nap  +++ - ++ + +++ ++ ++ ++
7.nap +++ ++ ++ + ++ +/++ +++ ++
l4.nap ++ ++ ++ + ++ ++ ++ +

2. tablazat. Tenascin-R elleni immunhisztokémiai reakcio szemikvantitativ értékelése a vestibular
magkomplexum perineuronalis haloiban, egyoldali labyrinthus laesiot koveté 1., 3., 7. és 14. napokon.

A tenascin-R immunhisztokémiai festésintenzitas szemikvantitativ értékelésekor a kovetkez6 pontrendszert
alkalmaztuk: —: nincs fest6dés, +: gyenge festddés, ++: mérsékelt festddés, +++: erés festédés. Piros keret:
szignifikans valtozasok, Mann-Whitney-Wilcoxon proba (p<0,001) .

5.2 Tenascin-R szemikvantitativ intenzitasértékeinek statisztikai analizise

Statisztikai Osszevetésben szignifikans kiilonbség mutatkozott a NVS-ban a 3. és 7.

tulélési napok szemikvantitativ intenzitas értékei kozott (p<0,001), mig az 1. és 3. napok,

valamint a 7. és 14. értékeinek Osszevetésében statisztikai szignifikancia nem nyert

bizonyossagot.

A NVM magnocellularis részében az egyes tulélési stadiumok intenzitasértékei kozott

a statisztikai elemzés nem mutatott szignifikans valtozast a vizsgalt posztoperativ idészakban.

A NVL és NVD rostralis részében a intenzitas-valtozas csak az 1. és 3. napok kozott

mutatkozott szignifikdnsnak (p<0,001), a tovabbi tulélési napok intenzités értékei kdzott ez nem

volt bizonyithat6 (1-2. tablazatok).
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Brevican

Munkacsoportunk korabbi tanulmanyaban részletesen bemutatta a vestibularis magok
PNN-jében jellemzé ECM molekulak osszetételét (Racz et al., 2014). Megfigyelésiink szerint
erds brevican elleni immunreaktivitas volt kimutathato a NVS neuronjainak perineuronalis

haloéiban és a mag teljes teriiletén.

5.3 Labyrinthus laesio kiovetkezményeként a NVS perineuronalis haloi tranziens
morfologiai valtozdast mutatnak

A kontroll allatokban (15. abra A) a brevican pozitiv PNN-val biré és PNN-val nem
boritott neuronok szama hasonld volt (16. abra CTR). Az NVS neuronjainak kozel felét
(47,9%) brevican immunreaktiv pericellularis ECM vette koriil. UL-t kovetden, az 1. postop.
napon mindkét oldali NVS-ben csokkent a brevican pozitiv PNN-k ardnya és a festddés
intenzitasa (15. abra C, C’), habar az észlelt csokkenés nem mutatott szignifikans kiilonbséget
a két oldal kozott. A brevican immunreaktivitas bilateralisan emelkedett a 3. postoperativ napig
(15. abra D, D’). A 7. postoperativ napra a PNN-kban a brevican reakcid intenzitasa ismét
A mutét utani 14. napra a brevican elleni immunreakcié mindkét oldalon a kontroll értékekkel

megegyez0 intenzitastra tért vissza (15. abra F, F”).

5.4 Labyrinthus laesio hatdsa a perineuronalis haloval fedett neuronok
részardanydra a NVS-ban

A részletes analizis sordn megfigyeltiik, hogy nemcsak a brevican immunfestodési
intenzitdsa mutatott valtozast a postoperativ napok fiiggvényében, hanem szimultan a brevican
pozitiv PNN-val bir6 neuronok aranya is némileg valtozott (16. abra). A kontroll csoportban

az idegsejtek csaknem felét (47,9%) vette koriil a brevicant tartalmazo
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15. abra. Neuronok (anti-NeuN: zold) és a perineuronalis halok (anti-brevican; piros) Kkettos
immunfluoreszcens jelolése a nucleus vestibularis superiorban (NVS). Ep patkanyban (A) jellemz6 brevican
intenzitast tekintettiink kontroll értéknek. Szdvettani elemzések soran a NVS helyzetét (B) Paxinos és Watson,
1998 patkany agy sztereOtaxias atlasza alapjan hataroztuk meg. Az egyoldali labyrinthus laesio
kovetkezményeként lecsokkent a brevican immunreaktivitdis a NVS neuronjainak perineuronalis haloiban.
Csokkenés az 1. (C, C°), a 3. (D, D) és a 7. (E, E’) postoperativ napon észleltiik az ipsi- és a contralateralis
oldalon. A 14. napra a brevican expresszio az ép allatokéval egyezett meg (F, F°). 4V: IV. agykamra, flm:
fasciculus longitudinalis medialis, 6: nucleus n. abducentis, Ge: geniculum internum n. VII., pci: pedunculus
cerebellaris inferior, 8n: n. vestibularis, NVM MC: nucleus vestibularis medialis magnocellularis osztata; NVM
PC: nucleus vestibularis medialis parvocellularis osztata; NVL: nucleus vestibularis lateralis; fehér nyil:
perineuronalis halok, Lépték: 20pum.
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perisomaticus ECM. UL-t kdvetd postoperativ napok fliggvényében minimalis valtozasokat
figyeltiink meg a brevican pozitiv PNN-val fedett idegsejtek szazalékos aranyaban, de ezek a
valtozasok nem voltak szignifikansak. Az operalt oldalon (16. abra IPSILATERALIS) a
laesio utani 1. és 3. napon a NVS neuronjainak atlagosan 44%-t boritotta brevican pozitiv PNN.

Ez az atlag érték a 7. napon 43%, a 14. napon 39% volt.

1007 IPSILATERALIS 1001 CONTRALATERALIS
< 801 $ 807
= =z
= =
3 60 % 601
HITTrNELLL]
c 40 = 401
& 20 1 & 201

0 T T T T T O T T T T T

CTR 1 3 7 14 CTR 1 3 7 14
Tualélésiidé (nap) Tulélésiidd (nap)

16. abra. Egyoldali labyrinthus laesio hatasa a perineuronalis haloval boritott neuronok részaranyara az
ipsi- és a contralateralis nucleus vestibularis superiorban. A miitét utani 1.-14. napokon nem mutatkozott
szignifikans valtozas a PNN-val boritott neuronok aranyaban sem az ipsi- (piros), sem a contralateralis (kék) NVS—
okban. Egyutas variancia-analizis, p=0,188 (ipsilat.) és p=0,954 (kontralat.). A boxok alsé és fels6 hatarértékei 25.
és 75. percentiliseket jelolik; osztovonalaik a median értéket jelolik; az dobozok alatti és f6l6tt oszlopok pedig a
10. és 90. percentiliseket jelolik. CTR: kontroll érték ép patkany NVS-aban.

Az ellenoldalon (16. abra) is az operalt oldali értékhez kozelit atlagértékeket kaptunk,

az 1. és 3. napos talélési csoport esetén a vizsgalt neuronok 45%-t boritotta brevican pozitiv

PNN, a 7. napon 42%-t, a 14. napon 46%-t.

5.5 UL-t kovetoen atmenetileg megvaltozott a brevican-pozitiv perineuronalis halok
részardnya az eros-kozepes-gyenge osztialyok kozott.
A brevican elleni immunreaktivitas fluoreszcencia-intenzitasabol szamolt optikai

denzitometriai értékek alapjan a perineuronalis héaldkat a kovetkezOk szerint soroltuk

osztalyokba (17. abra):
e 0-33% gyenge,
e 33,1-66% kozepes,
* 66,1%-100% erds.
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Kontroll allatokban a PNN-k festddési intenzitas eloszlasa alapjan a brevican pozitiv
PNN-ek tobbsége az erds (47,13%) és a kozepes (47,70%) kategoriaba esett, csak 5,17% -uk
volt a gyengén fest6do.

A festddési intenzitds csokkenése adtmenetinek bizonyult s a miitétet kovetd 7. napig
tartott, ipsi- és contralateralisan egyarant. Eredményeképpen jelentésen megvaltozott az erds-,
kozepes- €és gyenge immunfestddésii PNN-k ardnya a kontroll allatok megoszlasaval dsszevetve

(szignifikéans valtozasokat csillaggal jeloltiik).

e Operalt oldal (ipsilateralis): az 1. postop. napon az erdés immunfestodésiit PNN-k aranya
igen radikélisan lecsokkent, minddssze 12,43%, a 3. napon a 23,08%, a 7. napon pedig
6,23% volt. A kozepes festédési intenzitast mutato PNN-k aranya jelentdsen, mintegy 50%-
kal megemelkedett a kontrol értékekhez képest; részaranyuk az 1. postop. napon 63,84%, a
3. napon 71,15%, a 7. napon 46,29% volt. Gyenge festédésiit PNN-k aranya is jelentdsen
megemelkedett, részaranyuk az 1. napon 23.73%, a 3. napon 5.77%, a 7. napon 47,48%.
Szignifikancia az 1.,a 3. és a 7. miitétet kdvetd napokon (3 teszt, x* (2, n=156 - 337) = 21,05
— 157,36, p<0.001) ipszilateralisan.

e Ep oldal (contralateralis): az operalt oldali PNN-hoz hasonléan radikalis eltolodas
mutatkozott az expresszios mintazatban. Erds festédést mutatott a PNN-k 6,99%-a az 1.
napon, a 3. napon 17,39%, a 7. napon 5.45%, mely értékek igen erds esést reprezentalnak a
kontroll allatokéval Osszehasonlitva. A kdzepes festésintenzitasi PNN-k az 1. napon
76,22%, a 3. napon 72,17%-ban, a 7. napon 49,39%-ban voltak jelen. A gyengén fest6dé
PNN-k ardnyai is igen erds ndvekedést mutattak, az 1. napon 16,78%, a 3. napon 10,43%, a
7. napon 45,15% -t tettek ki a PNN-val boritott neuronok kozott. Szignifikancia az 1., a 3.
¢s a 7. mitétet kovetd napokon XZ(Z, n=143 - 330)=41,99 - 157,87; p<0.001)

contralateralisan.
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17.4bra: Labyrinthus laesio hatdsa az erds-, kozepes- és gyenge immunfestédésii perineuronalis halék
megoszlasara a nucleus vestibularis superiorban. UL hatasara az erés-, kozepes- és gyenge optikai denzitasa
perineuronalis halok aranyai a postoperativ szakban atmenetileg atrendez6dtek. E hatds a 7. posztop. napig
mutatkozott szignifikdnsnak: (y?teszt, p<0,001), mind ipsi- és contralateralisan. A 14. napon csak a contralateralis
magban kaptunk szignifikans eltérést (x? teszt, p=0,015), ipsilateralisan immar nem (y? teszt, p=0,127). A vartnal
nagyobb hasonlésag mutatkozott a kontroll és 14. napon vett mintak aranyai kozott, igy a 2 teszt statisztikai ereje
a 0,8 hatarérték ala esett annak ellenére, hogy a mintaszamaink (292 ipsi- és 416 contralat.) messze feliilmaltak a
statisztikai probak minimum elvarasait. Az emlitett esés a szignifikancia statisztikai megerdsitését korlatozta. A
statisztikai er teszt befolyasolatlan maradt.

A 14. napon a perineuronalis halok optikai denzitas értékei mindkét oldalon a kontroll
csoportot megkozelitd megoszlast mutattak. Az operalt oldalon erdsen festddott a brevican
pozitiv PNN-ek 56,78%-a, kozepesen 41,52%, és gyengén 1,69%. Az ellenoldalon ugyanezen
értékek 34,30%, 61,98% és 3,72%. Szignifikancia a 14. miitétet kovetd napon: y? teszt, x%(2,
n=174 és 118)=4,14, p=0,127 ipsilateralisan; %22, n=174 és 242)=8,38, p=0,015

contralateralisan.

5.6 Labyrinthus laesio hatasa a brevican-pozitiv perineuronalis hadlok dtlagos
optikai denzitds értékeire a nucleus vestibularis superiorban.

A morfolégiai megfigyeléseinket (15. és 18. abrak) igazoltdk az optikai denzitometriai
mérések atlagértékei. Az ép patkdnyok NVS-dban mért denzitometriai atlag értékeket
tekintettiik kontrollként (100%), melyhez viszonyitottuk az egyes talélési csoportokban

regisztralt denzitometriai értékek atlagat.
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18. abra: Egyoldali labyrinthus laesio kovetkezményeként a perineuronalis halok (PNN) atlagos optikai
denzitas értékeinek atmeneti valtozasai a nucleus vestibularis superiorban. Az operalt allatok perineuronalis
haloinak atlagos optikai denzitas- értékeit ép allatokbol vett kontroll értékhez (100%) normalizaltuk. A box polt-
ok hatarértékei a 10., 25., 50., 75. és 90. percentiliseket jelolik, az also- és felsd pontok az 5. €s 95. percentiliseket.
Optikai denzitasértékek a laesiot kovetd 1., 3. és 7. napokon mutatkoztak szignifikansan (3k) alacsonyabbnak
(Dunn-féle post hoc proba, p<0,001), ugyanigy ipsi- (piros box) és contralateralisan (kék box)(Kruskal-Wallis
variancia analizis, p<0,001). A 14. napon ismét a kontroll értékekkel egyezett meg (Dunn-féle post hoc proba,
p>0,999 (ipsilateralis) és p=0,024 (contralateralis)).

Az UL utdni 1. napon a denzitometriai atlag értékek radikalis esését lattuk mindkét
oldalon, 69,97%-os értéket az operalt oldalon és 70,30%-t az ép oldalon (18. abra, 3. tablazat).
A PNN-ek immunreaktivitdsa bilateralisan emelkedett a talélés 3. napjaig, az operalt oldalon
83,96% és 76,78% az ép oldalon. A 7. napon mért atlagértékek a kontroll csoportok értékeinek
felére csokkentek (56,30% az operalt oldalon és 56,38% az intakt oldali magban). A 14. napon
az operalt oldal atlagértékei a kontroll érték szintjére emelkedtek, 100,65%-ra, ellenoldalon

pedig 89,44%-ra.

IPSILATERALIS CONTRALATERALIS

Tulélési | Vizsgalt  szoras standard | Atlag Vizsgalt  szoras standard | Atlag

neuronok hiba (%) neuronok hiba (%)

szama (n) szama (n)
CTR 174 26,91 2,04 100 174 26,91 2,04 100
1. nap 177 24,19 1,81 69,97 143 19,70 1,64 70,30
3. nap 156 21,86 1,75 83,96 230 23,86 1,57 76,78
7. nap 337 26,20 1,42 56,30 330 25,84 1,42 56,38
14.nap | 118 22,76 2,09 100,65 | 242 23,04 1,48 89,44

3. tablazat. Atlagos optikai denzitisértékek labyrinthus laesio-t kovetden a ipsi- és contralateralis

nucleus vestibularis superiorban.
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A statisztikai elemzés szerint az operalt- és époldali NVS-ban szignifikans optikai
denzitas valtozas mutatkozott a laesio kovetkezményeként (Kruskal-Wallis egyutas ANOVA
¢és Ranks teszt, H@4=329,20, p<0.001 (ipsilateralis) és H«=317,27, p<0.001 (contralateralis)
(elemszam n=118-337/talélési nap/oldal). Az optikai denzitds értékek csokkenést szenvedtek
el a kontroll értékekhez képest (3 Szignifikancia), a postoperativ 1., 3. és 7. napon (Dunn-féle
post hoc proba p<0,001) mind ipsi- és contralateralisan. A 14. napon ismét a kontroll értékekkel
megegyezO atlagos optikai denzitasértékeket mértiink (Dunn-féle post hoc proba, p>0,999
(ipsilateralis) és p=0,024 (contralaterlis)) (18. abra, 3. tablazat).
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6. MEGBESZELES

6.1 Eredményeink rovid osszefoglaldisa

Laborunkban sikeriilt rutinszeriien meghonositani a féloldali labyrinthus laesio miitéti
formajat, mely az egyensuly0z6 szervi allatmodellek bevett gyakorlata vilagszerte. A miitét
sikerességének kiértékelésére adaptaltuk a Gilinther et al., (2015) szerinti 10 pontos
kritériumrendszert.

A laesio utani mintegy 7 napban a tenascin-R extracellularis jelenléte meredeken
lecsokkent. Szemikvantitativ kiértékelés révén szignifikans mértékti valtozast a nucelus
vestibularis superiorban, a nucleus vestibularis lateralisban és a NVD rostralis részében
tapasztaltunk a postoperativ napok immunreaktivitasait 0sszehasonlitva. A modszer korlatai
ellenére a postoperativ 1., 3. és 7. napokig tudtunk szignifikans kiilonbségeket megfigyelni, azt
kovetden azonban nem. Valamint megfigyeltiik, hogy a magkomplexum minden részében
atmenetinek bizonyult a TN-R jelenlét esése. A TN-R esetében viszont ipsi- és contralateralis
neuronok kozott nem taldltunk szignifikans eltérés, amelyet a modszer alacsony
érzékenységének tulajdonitottunk. A brevican extracellularis jelenléte hasonld dinamikat
mutatott a tenascin-R-éhez, azonban joval elhtizodobb, a 7. postoperativ napig tartd erds esést
lattunk az immunogenitasaban. A megfigyelési periddus végére (14. nap) a brevican
perineuronalis immunfestédése visszatért a kontroll értékre, hasonloan a tenascin-R-hez. A
joval érzékenyebb optikai denzitometria mind ipsi- és contralateralisan is szignifikans brevican
csokkenést igazolt a nuceleus vestibularis superior nagyméretli neuronjait fedo perineuronalis
halokban. A brevican atmeneti degradacidja nem jelentett totdlis eliminaciot a sejtkozotti
terekbdl, csupan felfokozott turnovert. Ennek jeleit az erds/kozepes/gyenge immunfestddésii
PNN-k ardnyanak balra tolédasaban értiik tetten, amely szintén dtmeneti jelenségnek bizonyult
a 14. postoperativ nappal bezardlag. Tovabbi érdekesség, hogy neuronvesztést nem
tapasztaltunk az ipsilateralis NVS-ban.

A radikalis érzékszervi laesio ellenére a kisérleti allatok életvitele nagyjabol egy hét
leforgasa alatt rendez6dott az idegrendszer plasztikussaga folytan. A labyrinthectomia tilinetei
kozil a statikus tlinetek 7 nap utan tulajdonképpen megsziintek, a dinamikus tiinetek ugyan
jelentés mértékben rendezédtek, mégis 14 nap utan is felismerhetok voltak, illetve késébb sem
sziintek meg. Ez a megfigyelés 0sszevag a szakirodalmi leirasokkal.

Valoszintsitettiik a kisérletsorozatunk kezdetekor, hogy a vestibularis magkomplexum
neuron tipusai kiilonb6zoképp vesznek részt a kompenzacios folyamatban. Ezt a PNN-k

valtozasain keresztiil tudtuk jelen munkankban kdvetni, visszautalva az ép patkdnyon tett

48



megfigyeléseinkre (Racz et al., 2014). A postoperativ szakaszban a kdzepes és nagyméreti
neuronok perineuronalis haloi mutattak valtozasokat, a kisméretli neuronok kdrnyezetében nem
tapasztaltuk. A valtozasokban érintett neuronok felelések a vestibulo-cerebellaris, vestibulo-
ocularis, vestibulo-spinalis, thalamicus és autonom kapcsolatokért, s a laesio tiinetei is e

kapcsolatokon keresztiil értelmezhetok.

6.2 A tenascin-R vélhetd szerepe vestibularis kompenzdcioban

A korabbi kisérleti felismerések szerint a tenascin-R eltérd szereppel bir a kdzponti
idegrendszer egyes teriiletein (Dutia MB, 2010; Lacour M and Tighilet B, 2010). Kisérleti
anyagunk alapjan a vestibularis kompenzacios folyamatok fontos szerepldje, melynek

molekularis indoklasat az alabbiakban pontokba vettiik:

1. A tenascin-R-r6l ismert, hogy aktivalja a mikroglia sejteket, amelyek valaszul
cytokineket és novekedési faktorokat valasztanak ki, beleértve a BDGF-t (brain-
derived growth factor) és a NGF-t (neurotrophic growth factor) (Liao H et al., 2005).
Patkdnyokban az egyoldali labyrinthus laesio sordn deafferentalt vestibularis
magokban intenziv mikroglia reakcié mutatkozott mar a beavatkozast koveto elso
napon €s ez az intenziv reakcid tobb héttel a kisérleti miitétek utan is jelen volt
(Campos Torres A et al., 1999). Ezen mikroglia aktivacié az egyik felelose a miitét
utan 1-3 nappal kialakuld astroglia reakcionak (de Waele C et al., 1996). Ahogy
Campos Torres A et al., (2005) leirja, az aktivalt astrocytak altal termelt novekedési
faktorok, valamint pro- és anti-inflammatorikus citokinek eldsegitik a deafferentalt
vestibularis neuronok tulélését és hozzdjarulnak membran potencidljuk
helyreallitasahoz (Dieringer N, 1995; Dutheil S et al., 2013; Li H et al., 1999; Straka
H et al., 2005; Vibert N et al., 1995). Ezeket az eredményeket tamogatva Lacour and
Tighilet, (2010) megerdsitették azt, hogy az egyoldali labyrinthectomia utin a
tenascin-R receptoron keresztiil meginduld6 BDNF upregulacio bilateralisan mar az
elsd posztoperativ napon megjelent és a festddési intenzitds csucsat a 3. napon érte
el a NVD és a NVL neuronjaiban. Atlagosan a 3. postoperativ naptol, egyes
magokban viszont a 7. naptol (13. és 14. abrak) a neuropilben tapasztalt fokoz6do
intenzitdsu tenascin-R jelolés 0sszefliggésbe hozhato a korai mikroglia aktivacioval.
Elmondhat6, hogy a tenascin-R expresszié novekedése eldsegitheti a vestibularis
magok plaszticitdsat, és hozzdjarul a vestibularis laesio tlineteinek korai
rendezddéséhez.
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2. Az extracellularis matrix fiziologias koriilmények kozott a synapsisok stabilizalasa
révén gatolja jelentds mennyiségli ) synapticus kapcsolat kialakuldsat, ill.
synapticus plaszticitasat (Galtrey CM and Fawcett JW, 2007). Tanulmanyunkban az
operalt oldalon, magtol fiiggetleniil észleltiik a tenascin-R immunreaktivitas
csokkenését, helyenként igen radikalisan, a mitét utani els6 napon. A csokkend
festddési intenzitas, vagyis a non-permissziv tenascin-R csokkend jelenléte
feltételezhetden serkenti a synapticus plaszticitast, illetve egyes feltételezések
szerint synaptogenesist, amely jelen kisérleti megkozelitésben nem bizonyithato (de
Waele C et al., 2000; Dieringer N, 1995; Lacour M and Tighilet B, 2010; Li
H,Godfrey DA and Rubin AM, 1999).

Kisérleti vizsgalatok kimutattadk, hogy tenascin-R KO egerekben végzett gerincveldi
harantlaesio utan a neuronalis regeneracio jelentdsebb volt, a laesio tiinetei elébb
mérséklodtek, mint a vad tipust kontroll allatokon (Apostolova | et al., 2006). Ezt
adaptalva ugy wvéltiik, hogy a kisérletsorozatunkban latott atmeneti tenascin-R
expresszid csOkkenésnek szerepe van a vestibularis kompenzacids folyamatok

elinditasaban, a vestibularis tiinetek mérséklodésében.

3. A tenascin-R vestibularis kompenzacioban betoltott lehetséges szerepe a kétoldali
vestibularis magok k6zotti commissuralis Gtvonalak lehetséges gatlasa (Bergquist F
et al., 2008; Holstein GR et al., 1999; Malinvaud D et al., 2010). Az egyoldali
labyrinthus kiirtas komoly egyensuly zavart okozott a GABA-erg commissuralis
rendszerben, ez felelds a statikus szemmozgasi €és a testtartdsi tiinetekért.
Hasonldképpen, az ép és a deafferentalt vestibularis magok esetében tapasztalt eltérd
spontan nyugalmi aktivitas mogott is az operalt €és nem operalt oldal k6zotti GABA -
erg kolcsonhatas kiegyenlitetlenné valasa allhat (Gliddon CM et al., 2004). A
commissuralis gatlas egyensulyanak helyreallasaval a kétoldali nyugalmi aktivitasi
értékek is normalizalodnak (Bergquist F et al., 2008; Gliddon CM et al., 2004;
Straka H et al., 2005; Tighilet B et al., 2007). A tenascin-R a HNK-1 (human natural
Killer cell) glycoproteinhez kapcsolodva képes szabalyozni a GABAR receptor altal
kozvetitett perisomaticus gatlast €s ezéltal befolyasolja a synapticus atvitelt és a
plaszticitast a hippocampusban (Brenneke F et al., 2004; Brenneke F et al., 2004;
Bukalo O et al., 2001; Dityatev A and Schachner M, 2003; Saghatelyan AK et al.,
2000). Mivel egyoldali labyrinthectomia utan a laesioval megegyez6 oldali NVM
neuronjain észlelt GABAg receptorok down-regulacioja bizonyitott (Horii A et al.,
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2003; Yamanaka T et al., 2000), a tenascin-R szabalyozé funkcidja is hasonl6 lehet

a vestibularis rendszerben.

4. A tenascin-R halomzodast tobb munkacsoport is felismerte a nagy myelinizalt
axonok Ranvier-fé¢le befiizédéseiben (Apostolova | et al., M, 2006; Bekku Y et al.,
2009). A tenascin-R a fesziiltség fliggd Na® csatorndk béta alegységének
modulatora, ill. azokat deszenzitizalja az axon membranban (Srinivasan J et al.,
1998; Xiao ZC et al., 1999). A tenascin-R génkiiitott egerekben myelinizalt axonok
ingeriiletvezetési sebessége jelentésen csokkent (Weber P et al., 1999). Mivel a
vestibularis magok neuronjai nagy kaliberli myelinizalt axonokkal rendelkeznek

(Sotelo C and Palay SL, 1970), a tenascin-R hasonlé funkciodja itt is feltételezhetd.

6.3 A brevican vélhetd szerepe vestibularis kompenzdcioban

A brevican pozitiv PNN-val rendelkezd neuronok szazalékos aranyaban a kontrollhoz
képest kismértékii kétoldali csokkenését tapasztaltunk a vizsgélt posztoperativ iddszakban.
Habar a csokkenés nem volt statisztikailag szignifikans a laesios és ellenoldali magvakban sem,
mégis érdemesnek talaljuk megemliteni késobbi sejthalal vizsgalatokra valo tekintettel, hogy a
csokkenés szamitott értéke nagyobb volt a miitéti oldalon. Egy korabbi, egereken végzett
kisérlet részben eltér6 eredményeket mutatott a PNN-k szazalékos aranyaban a NVL- ban UL-
t kovetden (Faralli A et al., 2016). Faralli a CSPG-k altalanos markerét (WFA) alkalmaztak a
PNN abszolut szamszerlsitéséhez, igy latszolag ellentmond az altalunk leirtaknak.
Munkacsoportunk, 1ill. Faralli eredményei kozotti kiilonbségek a kovetkezd okokkal
magyarazhatok:

1. Filogenetikailag konzervativ felépitésiik ellenére megfigyelheték faji
kiilonbségek egér és patkany vestibularis magkomplexuma kozott (de Waele C
et al., 1996; Lacour M and Tighilet B, 2010; Tighilet B and Lacour M, 2001).

2. Egéren végzett kisérleteikben a PNN-eket Wisteria floribunda agglutininnel
jelolték (Faralli A et al.,, 2016) amely, mint &ltalanos marker, minden
proteoglycan N-acetylgalaktozamin szubsztituenséhez kotédik (Hartig W et al.,
1992), igy nem nyilt lehetdségiik kiilonbséget tenni az egyes lectican molekulak
jelenléte kozott.

3. Az NVL és NVS kiilonb6z6 funkcidkat latnak el, amely afferens és efferens

kapcsolataikban is megjelenik. A NVS részt vesz a vestibulo-ocularis reflex
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szabalyozasaban, mig az NVL a testtartdsért és az egyensulyszabalyozasért
felelds a gerincveldi és kisagyi kapcsolatai révén (Brodal A, 1984; Donevan AH
et al., 1992; Hirai N and Uchino Y, 1984; McCall AA and Yates BJ, 2011;
McCrea RA et al., 1987).

Az NVS-ban a brevican pozitiv PNN-val boritott neuronok gyakorlatilag valtozatlan
sz4dzalékos aranyaval ellentétben a brevican reakcidé PNN-ban mért optikai denzitdsa mindkét
oldalon szignifikansan kisebb volt a kontrollhoz képest az 1., 3. és 7. postoperativ napon. Az
elsé postoperativ napon bekdvetkezett atmeneti csokkenés utan a 3. napon az optikai denzitas
emelkedése volt megfigyelhetd, bar ez az emelkedés csak a deafferentacié oldalan volt
statisztikailag szignifikans. Ezt kovetden tovabbi emelkedést vartunk és tapasztaltunk a
kovetkezO posztoperativ napokon, mivel a vestibularis tlinetek folyamatos javulast mutattak
(Dieringer N, 1995; Hitier M et al., 2010; Lacour M et al., 2016; Vidal PP et al., 1998),
parhuzamosan a PNN-ban tapasztalt CSPG ¢€s a tenascin-R festddési intenzitas helyreallasaval
(Deak A et al.,, 2012; Faralli A et al.,, 2016). Ezzel a varakozassal ellentétben az NVS
perineuronalis haldiban mért optikai denzitas értékek markansabb és statisztikailag szignifikans
csOkkenést mutattak mindkét oldalon a 7. napon, a kontroll szint kozel felére csokkenve. Ez a
iddbeli lefutasaval. A statikus tiinetek a posztoperativ 7. napon szinte teljesen helyreallnak, mig
a dinamikus honapokkal kés6bb is felismerhetdk. Szamos tanulmany kimutatta, hogy az ECM
részeként jelenlévd CSPG-k korlatozzak a kozponti idegrendszer plaszticitasat (Pizzorusso T
et al., 2000; Sorg BA et al., 2016; Wang D and Fawcett J, 2012). igy valosziniisithetéen a
lecsokkent brevican expresszid felgyorsithatja a nem vestibularis eredeti afferensek és a NVS
Gacek RR et al., 1988).

A 14. posztoperativ napon az operalt allatokban mért optikai denzitds mind az ipsi-,
mind az ellenoldalon visszadllt a kontroll értékekre. Ez arra utal, hogy a brevican részt vesz az
atrendez6dott synapticus allapot stabilizalasaban (Blosa M et al., 2013; Favuzzi E et al., 2017;
Frischknecht R et al., 2009).

A brevican a kaliumcsatorndk, illetve az AMPA receptorok helyben tartdsa révén is
szabalyozza a synapsisok plasztikus adaptalodasat a hippocampusban (Favuzzi E et al., 2017).
A brevican gyors synapticus ingeriilet atvitelben betdltott szerepe is igazolodott a hallo rendszer
teriiletén (Blosa M et al., 2013; Sonntag M et al., 2018). A hallo- és vestibularis palyarendszer

k6zos embryonalis eredete, valamint hasonld morfoldgiai, fiziologiai és neurokémiai
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tulajdonsagaik alapjan feltételezziikk, hogy a 14. postoperativ. napon az NVS-ben
megemelkedett brevican expresszid, a gyors synapticus transzmisszio helyreallitasaval is
Osszefligg.

A mért fluoreszcencia intenzitasuk alapjan a PNN-kat erds, kozepes és gyenge festodésii
kategoridkba soroltuk. A kontroll csoporthoz viszonyitva legintenzivebb festddési csokkenést
az elsd postoperativ héten figyeltilk meg mindkét oldali vestibularis magkomplexumban. A
kozepes festddésti kategoriaban ezzel a csokkenéssel parhuzamosan a PNN-ek szdzalékos
aranya az 1. és a 3. napon emelkedett, és a posztoperativ 7. napon mindkét oldalon visszaallt a
kontroll szintre. A gyengén festett csoportban a PNN-ek szdzalékos valtozasa kisebb eltéréseket
mutatott az 1. és 3. napon az ipsi- és kontralateralis oldalon. A 14. posztoperativ napon a gyenge
kategoria értéke mindkét oldalon visszaallt a kontroll szintre, mig az er6sen festdédé PNN-ek
szazalékos ardnya kisebb volt, mint a nem operalt oldalon. Mivel a NVS morfoldgiailag és
funkcionalisan eltéré neuronokat tartalmaz (Mitsacos A et al., 1983), feltételezziik, hogy a
brevican festddési intenzitasa sem egységes a NVS perineuronalis haloiban, mely tetten érhetd
a kontroll- és operalt csoportokban is (Racz E et al., 2014). A postoperativ szakban észlelt
festddési intenzitasban bekovetkezd eltéré valtozasok az egyes neuronok vestibularis
kompenzacioban betoltott eltérd szerepére utal. Az NVS motoneuronjai patkanyban a
vestibulo-ocularis reflexben (VOR) vesznek részt. Egerekben az egyoldali labyrinthectomia
sokkal nagyobb emelkedést indukalt a gyenge festddést mutatd kategoridban a NVL neuronjai
koriil a mitott oldalon, és az értékek a 14. posztoperativ napon visszaalltak a kontroll szintre

(Faralli A et al., 2016). A kiilonbségek lehetséges magyarazatait fentebb ismertettiik.

6.4 A PNN dtmenetileg valtozik kompenzdcio sordn

Egyoldali labyrinthus kiirtds az ipsilateralis szenzoros impulzusok megsziinését
eredményezi, amely kihat mindkét oldali vestibularis neuronok miikddésére. A laesios tiinetek
eltér6 idépontokban jelentkez6 javulasa arra enged kovetkeztetni, hogy az egyes vestibularis
magok eltérd hozzajarulassal vesznek részt a kompenzacioban.

Synapsisok plasztikus valtozasaiban az ECM szerepe mintegy két évtizede ismert, immar
nem csak fizioldgids eseményekben, mint a tanulés és felejtés, hanem az altalunk is vizsgalt
laesiot kovetd kompenzéacioban is. Az ECM, ill. szigorian a PNN-k strukturdja merdben
Osszefligg az altala koriilvett neuronok aktivitasaval. Az ECM turnover, mint degradabilis

crer

funkcionalis promotere (Dityatev A et al., 2010). A szulfatalt GAG-0k turnovere mintegy 24
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6ra az agyban, az alabb sorolt események eredményeképp (Rauch U, 2007). Megfigyelések
szerint a HA felez6dési ideje hasonloan a GAG-0khoz, mintegy 12-48 6ra (Deak A et al., 2012;
Fraser JR et al., 1997).

Az ECM megfigyelhetd mértéki modosuldsai hatterében eddig tobb folyamat
igazolodott:

e A PNN makromolekuldinak csokkent szintézise, ill. ezzel Gsszefliggésben a hyaluronsav
szintazok, link protein 1 és aggrecan (Horii-Hayashi N et al., 2011; Tsilibary E et al., 2014),
valamint laborunk megfigyelései szerint, a brevican és tenascin-R csokkent jelenléte a
perineuronalis terekben;

e Szimultan jelennek meg a matrix bontd enzimek a neuropilben, melyek elsdsorban
neuronokbol szabadulnak fel, ill. in-situ hybridizacids leirasok alapjan, kisebb mértékben

ugyan, valosziniisithetéen gliasejtekbdl is (Vafadari B et al., 2016) (19. abra).
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19. abra. A perisynapticus ECM kornyezet (PNN) enzimatikus lebontasa permissziv kornyezetet biztosit
synapsisok funkciondlis adaptacidjahoz, amely konzekvensen morfoldgiai atalakulasat feltételez. A MMP és
ADAMT enzymek (piros keret) a CSPG-k tengelyfehérjéit hasitjak. A postsynapticus membranok morfologiai
¢és funkcionalis adaptaciojat ezzel lehetdve teszik. Forras: modositva Rauch, (2007).

Laborunk ¢és mas munkacsoportok kisérletes megfigyelései alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az érzékszervi allapot megvaltozasa adaptacids mechanizmust inicial,
mely folyamat neurobioldgiai hatterében a synapticus morfologia megvaltozasa all.
Konzekvensen, szamos szimultan elkezd6dé és egymastol fliggd eseménnyel egyiitt,
kompenzacios folyamatok sordn a perisynapticus molekularis haldézat non-permissziv hatasa

atmenetileg vagy tartosan mérséklddik (Horii-Hayashi N et al., 2011).

54



crer

synapsisaiban irtak le (Brown JE et al., 2005); valamint ennek legalapvetébb eseményeit a
tanulasban és felejtésben régota felismert in. LTP (long-term potentiation) és LTD (long-term-
depression) jelenségeit. Ugyanezen adaptacids valtozasok a vestibularis magcsoportban is
ismeretesek. Donald Hebb elmélete szerint, az input jelintenzitds tartés megvaltozasa
konzekvensen kivaltja a pre- és postsynapticus membranok morfoldgiai- és fiziologiai
valtozasait, ennek eredményeként a synapticus jel attevodés hatékonysaganak emelkedését
vagy lecsokkenését. Mivel a vestibularis primer afferensek boutonjai szintén glutamatergek,
feltételezhetjiik, hogy egyezd plasztikus folyamatok révén kompenzalodik az egyenstlyozo
funkcio egyoldali érzékszerv elvesztését kovetéen (Balaban CD, 2016; Vidal PP et al., 1998)
(20. abra).

6.5 Synapticus plaszticitdas subcellularis eseményei

A hippocampus gyrus dentatus és CAl régidiban irtdk le a kozelmultban, hogy a
synapticus plaszticitas kornyezetgazdagitassal fokozodott (Ohline and Abraham, 2019),
melynek hatterében a fokozott érzékszervi ingerlés révén kivaltott gyakoribb LTP
kdrvonalazddott. Ezt a leletet megerdsiti a patkanyokon indukalt LTP, melyek a hippocampalis
synapsisok pre- és postsynapticus membranjainak morfofunkcionalis  atalakulasat
eredményezte. A synapticus attevodés €s proteinfelhalmozas fokozodasat elektrofiziologiai és
mRNS vizsgalatokkal igazoltak (Cao G and Harris KM, 2014). Hasonloképp, a kisagyi
magvakban a PNN denzitas csokkenését és matrixbontd enzym aktivitas erdsodését figyelték

meg kornyezetgazdagitasos modellben (Foscarin S et al., 2011).

Jelen kisérleti modelliinkben a primer afferensek €¢s masodrendli vestibularis neuronok
glutamaterg synapsisainak plasztikus adaptacidja valoszinisithetd, melyek koriil, laborunk
korabb leirasa alapjan (Racz E et al., 2014) feltételezziik a PNN részvételét:

e a primer afferensek tartds aktivitds fokozddasa LTP-t valt ki. A postsynapticus
membran ionotrop NMDA (N-methyl-D-aspartat) és AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid) receptorainak ionateresztd képessége emelkedik,
illetve az igen dinamikus forgalmi AMPA receptorok szamanak novekedése, azok Na*
ateresztOképessége ndvekedésével, €s ezzel dsszefiiggésben a postsynapticus membran
felszinnovekedésével jar egyiitt. Intracellularis expresszids valtozasok szimultan
zajlanak a receptorforgalom novekedésével, (L-tipusi Ca®" csatorndk és belsd

raktarakbol felszabadulé Ca?* emelik a cytoplasmaticus Ca?* szintet).

55



LTD soréan épp ellenkezdleg:

e a primer afferensek tartésan csokkend tiizelési gyakorisdga a postsynapticus

membranban LTD-t valt ki. Eredményeként az AMPA receptorok szama jelentOsen

lecsokken a postsynapticus membran aktiv zéndjaban, valamint az NMDA receptorok

atjarhatosadga is csokkent. A folyamat konklizidja a lecsokkent ingeriiletatviteli

hatékonysag.

Az extrasynapticus metabotrép glutamat receptorok (MGIUR1) szerepe a

plaszticitasban szintén bizonyitott. A mGluR1 a cytoplasmaticus Ca?* szint szabalyozas altal

aktivalt génexpresszios utvonalon promotalja az LTP-t. Az LTP-t elindité inger az igen

felfokozott neurotranszmitter iiriilés a presynapticus membranbol, mely a synapticus rés

hatarain tullépve aktivalja az extrasynapticus helyzetii metabotrop receptorokat. (20. abra)

Parhuzamos
rostok

Vestibularis jel

\ 4

©

v

LTD
ﬂ“’ ’mm WH‘ GABA —— Glutamate
\
/

TH ' — gatlé —> serkenté

H
51 )

N4
> 4

Purkinje. y
(—

Kuszé rostok

Synapticus HiSfamin

hosszatavu Commissura

meméra .
) Ca

helye: LTP, A & Type

LTD

Hi |

A[Ca*]

2° VN)

20. abra A vestibularis magkomplexumban végz6do afferensek sémas abrazolasa, ill. szerepiik a
plasztikus adaptaciék hatterében felismert LTP és LTD-ben. Synapsisok morfofunkcionalis adaptacioja
hatterében feltételezziik az ECM atépiilését (folyamatat a 6.3 fejezetben részleteztiik). Forras: modositva

Vidal et al., (2015)

Tighilet et al.,

(2007) macskan elvégzett egyoldali vestibularis neurectomia

kovetkezményeként irtak le de novo neurogenesist a vestibularis magkomplexumban.
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Megegyez0 kisérletet végeztek el felnétt patkanyokon (Rastoldo G et al., 2021). Kozleményiik
szerint UL utan nagyjabol 3 nappal a NVM-ban intenziv sejtosztodas zajlott, melyek kozott
GABA-erg neuronok, oligodendrocytak, astrocytak voltak, illetve fokozott mikroglia jelenlét
is. E sejtek eredetét tekintve feltételezik neurogen multipotens sejtek jelenlétét, amelyek

mitoticus aktivitasat azonositottak BrdU és SOX2 pozitiv reakciokkal.

6.6 Synapticus plaszticitds extracellularis eseményei

A gerincvel6 harantzuzasa glialis hegszovet felépiilését valtja ki, mely a palyakotegek
novekedése eldtt atléphetetlen barriert képez. Kisérletes koriilmények kozott injektalt
chondritinse ABC az axonok atnovekedését tette lehetévé patkanyban, amely a hatsd végtagi
motoros és sensoros funkcid javulasaban is megjelent (Barritt AW et al., 2006; Bosch KD et
al., 2012; Garcia-Alias G and Edgerton VR, 2015). E megfigyelés neuronalis in vitro
kultaraban, valamint intrathecalis injektalas mellett is evidenciat nyert (Wei H et al., 2021).
Hasonloan, HAPLN-1 génkilitott egerek perirhinalis kérgébe injektalt chondroitinse ABC
szintén promotalta lokalisan a synapsisok plasztikus valtozasait, amely az explicit tanuldsban
€s a memoria javulasaban mutatkozott meg egérben (Romberg C et al., 2013). A latopalyaban
(Tropea D et al., 2003) szintén axonok ujraindukalt/facilitalt noveledését lattak a colliculus
superior-ban, denervacio utan alkalmazott chondritinse alkalmazasat kvet6en.

Kisérletes koriilmények kozott kivaltott epilepticus rohamok az endogén matrixbontd
metalloprotedzok (ADAMTS1 és ADAMTS4; a disintegrin and metalloproteases with
thrombospondin motifs) EC felszabadulasat valtotta ki patkanyok gyrus dentatus-aban. E
kisérleti példaban a brevican enzimatikus degradaciojat is megfigyelték, s ezzel parhuzamosan
a synapticus denzitas lecsokkenését irtak le (Yuan W et al., 2002) (19. abra).

Az ECM synapticus plaszticitast befolyasold hatasa mogott az alabbi mechanizmusok
feltételezhetdk, subcellularis kompartmentek szerint idézve (lozzo RV and Schaefer L, 2015;
Oohashi T et al., 2015):

e A CSPG-k, ¢s kiilonosen azok GAG-oldallancai specifikus receptorokhoz
kotddhetnek, melyek intracellularis itvonalak kozvetitésével axonok ndvekedésére
vannak hatassal. In vitro kornyezetben a contactin-1 sejtfelszini receptor és
chondritin-sulfat-E kapcsolata a neurit novekedését stimulalja (Mikami T et al.,
2009). Az RPTPo (receptor protein tyrosine phosphatase sigma) nagy affinitassal
kotddik neurocanhoz €s aggrecanhoz, igy erdsen gatolja az axonok novekedését

(Sapieha PS et al., 2005; Shen X et al., 2009).
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CSPG-k ismert inhibitoros hatasa axonok ndvekedésre (Tan CL et al., 2011) leirasa
szerint integrin receptorok inaktivacidja révén alakul ki. A laminin-medialt axon
novekedést megallitta a pFAK (foszforilalt focal adhesion kinase) és pSrc
(foszforilalt non-receptor tyrosine kinase ,,sarcoma”) csokkent foszforilacioja altal,
melyek az integrin signalizaciohoz kothetd utvonalak. Tan leirasa szerint a Nogo-A
inhibitoros hatisa csokkenthetd integrin receptor aktivaldssal a fentebb emlitett
utvonalakon.

A semaphorin-3A, axon novekedésre kemorepulziv hatastt EC eftektor, az CSPG-k
szulfatalt O-4 és O-6 N-acetylgalactosamin-jahoz kotodik s felhalmozodik neuronok
WFA-pozitiv PNN-iban. A semaphorin-3A pozitiv teriiletek egybeestek TN-R, HA,
aggrecan ¢s Crtll immunreakciokkal. Megfigyelték, hogy link protein-KO
egerekben a dezintegralt PNN az emlitett semaphorin csokkent szintjével és axon
barrier hatasanak mérséklodésével is egyiitt jart. (Gutekunst CA et al., 2010; Vo T
etal., 2013).
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8. OSSZEFOGLALAS

A tenascin-R és brevican atmeneti, immunreaktivitas csokkenését tapasztaltuk az
agytorzsi vestibularis magkomplexumban. Az perineuronalis ECM kdrnyezet a postoperativ 1-
7. napokon mutatott radikalis cs6kkenést mindkét vizsgalt matrix molekula esetében. Mig a
tenascin-R a laesiot kdvetd 3-7. napokon mutatott szignifikans csokkenést, a brevican esetében
az 1-7. postoperativ napokon lattunk szignifikans eltérést a kontroll allatokéhoz képest. Az
allatok postoperativ viselkedésvizsgalata soran parhuzamot talaltunk a tenascin-R és brevican
immunreaktivitasi szintjei és a funkcids javulas kozott. A 14. miitét utani napon a perineuronalis
halok immunreaktivitisa megegyezett a kiindulési értékekkel, valamint a laesio tiinetei is
nagyrészt helyrealltak.

A kompenzacido eredményessége tobb intra- és extracellularis esemény szimultan
lezajlasat igényli, kozottiik, feltételezésiink szerint, az ECM kornyezet atmeneti permissziv
karakterisztikajat, mely komplex folyamat és a teljes vestibularis neuronhalézatra kiterjed: els6-
¢s masodrendli vestibularis neuronok synapsisa; masodrendi neuronok intrinsic fizioldgiaja;
commissuralis gatlds hatasa; valamint a kdrnyez6 glia befolyasa.

A chondroitin-sulfat proteoglycanokban gazdag PNN a kozponti idegrendszerben non-
permissziv perisomaticus kornyezetet tart fent, mely a palyarendszerek strukturalis
ujrandovekedése szamara fizikai barriert képez. Dinamikussaga azonban a funkcionalis
adaptaciokat nem gatolja, s6t a kovetkez0 plasztikus valtozasokat facilitalja: (1) LTP és LTD:
synapticus morfofunkcionalis modosulasok a pre- és postsynapticus compartmentekben,
amelyek befolyasoljak a neurotranszmisszié erésségét. (1) Homeosztatikus plaszticitas:
synapticus ingeriiletatvitel finomhangol4dsa destabilizalé hatdsok ellenstlyozasara, mint
synapsisok szamanak csokkenése, serkentés ¢és gatlds ardnydnak balanszirozdsa nagy
funkcionalis haldzatok szintjén. Valamint a (111) Metaplaszticitas: “plaszticitas plaszticitasa”,
az ingeriilet attevddés hatékonysagat valtoztatd intrinsic lehetdségek valtozasai.

Az ECM befolyasolja a NMDA receptorok és L-tipusa Ca®" csatornak miikodését
plasztikus adaptaciokban, AMPA dinamizmust, perisomaticus GABA-erg neurotranszmissziot,
valamint astrocytak mitkodését.

Kutatasunk alapjat képezheti tovabbi neuronalis plaszticitdsi munkéknak, melyek human
vonatkozasa is egyre inkabb el6térbe keriil a KIR élettani és korélettani eseményeinek jobb
megértésében, esetleg ideggydgyaszati €és idegsebészeti rehabilitacié eredményességében, €s a

pszhichiatriai betegségek megértésében.
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SUMMARY

A transient decrease in tenascin-R and brevican immunoreactivity was experienced in the
brainstem vestibular nuclear complex following unilateral labyrithine damage. The
perineuronal ECM environment showed a radical decrease in both examined matrix molecules
in the postoperative days 1-7. While tenascin-R demonstrated a significant decrease in the 3-7
postoperative days following the lesion, brevican showed a significant difference compared to
the control animals in the 1-7 postoperative days. During the postoperative behavioral
examination, a parallel was found between the tenascin-R and brevican immunoreactivity levels
and functional improvement. On the 14th postoperative day, the immunoreactivity of the
perineuronal networks was the same as the baseline values, and the lesion symptoms had also
largely recovered.

The effectiveness of compensation requires the simultaneous occurrence of multiple
intra- and extracellular events. Among these, our assumption is that the transient permissive
characteristics of the extracellular matrix play a crucial role. This complex process extends
to the entire vestibular neuron network, including first- and second order vestibular neurons’
synapses, the intrinsic physiology of second-order neurons, the impact of commissural
inhibition, and the influence of surrounding glia.

The perineuronal net, rich in chondroitin sulfate proteoglycans, maintains a non-
permissive neuropil in the central nervous system. This structure impedes the structural
regrowth of KIR pathways. However, it does not inhibit functional plasticity; in fact, it
promotes the following plastic changes: (I) LTP and LTD: synaptic morphofunctional
modifications of the pre- and postsynaptic compartments that influence the strength of
neurotransmission. (I1) Homeostatic Plasticity: It fine-tunes synaptic transmission to
counterbalance destabilizing effects, such as changes in the number of synapses or the balance
between excitation and inhibition at the level of large functional networks. (111) Metaplasticity:

intrinsic changes that alter the efficiency of information transfer.

The extracellular matrix influences plastic adaptations by affecting the function of
NMDA receptors, L-type Ca®" channels, perisomatic GABAergic inhibition, and
astrocytic function.

Our research could serve as the foundation for further studies on neuronal plasticity,
with increasing relevance to human aspects. Understanding the physiological and

pathophysiological events of the vestibular system becomes more crucial. This knowledge
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may contribute to the effectiveness of neurological and neurosurgical rehabilitation and

enhance our understanding of psychiatric disorders.
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