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1. BEVEZETES

Balesetek és betegségek sordn gyakran sériil a kozponti idegrendszer, valamint a kdrnyéki
idegrendszerhez tartozé agyidegek és gerincveldi idegek. Emldsokben csak a kornyéki
idegrendszerben van lehetdség a sériilt ideg regeneracidjara, amennyiben a sériilt végeket
sebészetileg egyesitik. Ezzel szemben a kdzponti idegrendszer a sériilést kovetden nem képes
regenerdcidra és a periférids idegek sem képesek a kozponti idegrendszerbe bendni. A
regenerdcié elmaraddsdnak oka lehet a glidlis hegszovet kialakuldsa, a lamina basalis hidnya
és a sériilt axonok szdméara nem megfeleld molekularis kornyezet.

Az emldsokkel szemben a halak, kétéltliek és hiillok esetében az idegrendszer kiilonb6z6
teriiletén irtak le regenerdcidt. A nervus opticus dtvdgdsa utdn a retina axonjai benOnek a
latokozpontokba, és az 4llat ldtdsa funkciondlis vizsgélatok eredményei szerint visszatér
(Gaze, 1970; Murray és Edwards, 1982; Jacobson, 1991; Dunlop és mtsai., 1997; Dunlop és
mtsai., 2000). A nervus vestibulocochlearis sériilése utin kialakult egyensuily- és
hallaszavarok bizonyos id6 utdn megsziinnek, és a regeneracié szovettanilag is kimutathat6
(Brodal és mtsai., 1962; Newman és mtsai., 1986). Az atvagott és tjraegyesitett gerincvel6i
dorsalis gyokér képes bendni a gerincveldbe, ahol a termindlisok funkciondlis kapcsolatot
alakitanak ki (Liuzzi és Lasek, 1983, 1985; Ramer és mtsai., 2001). Mindezek az adatok arra
utalnak, hogy az alacsonyabbrendii gerincesek esetében a regenerdlddé axon mikrokdrnyezete
eltér az emldsokben taldlhaté non-permissziv kdrnyezettol.

Az utébbi néhdny évtizedben valt vildgossd, hogy a regenerdlddd rostokat targetjeik
elérésében kiilonbozé molekuldris mechanizmusok segitik. Ezeknek a folyamatoknak
résztvevoi az extracellularis matrix (ECM) makromolekuldi, amelyek az axon névekedési kip
felszinén 1év6 sejtadhéziés molekuldkkal (CAM) kolcsonhatasba keriilve a citoszkeletonon
keresztiil  kiilonb6z6 jelatviteli folyamatokat szabdlyozhatnak és mddosithatjdk a
génexpressziot. Mindezeknek a folyamatoknak az ereddjeként az ECM makromolekulai
permissziv vagy non-permissziv szerepet jatszhatnak az idegi regeneraciéban, az idegrendszer
kialakuldsaban, fejlodésében, érési folyamataiban. Szamos, elsOsorban in vitro kisérletek
eredményei alapjdn sziiletett adat ellenére az ECM makromolekuldinak szerepe ma sem
ismert az idegi regeneracioban (Toole, 1982; Ripellino és mtsai., 1988; Noble, 2002).

A béka latérendszere az ECM makromolekuldinak az idegi regenerdcidban betdltott
szerepének tanulmanyozéasara alkalmas in vivo modell. A regenericié idébeli lefolyasa,

fiziol6giai, magatartdsi és neurondlis jelolési vizsgélatok alapjan jol ismert, ezért az ECM



expresszidjanak véltozasai és a regeneracid lefolyasa kozott feltételezhetd korrelacié konnyen

megéllapithato.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A nervus opticus felépitése, centrdlis kapcsolatai

Az dllatok érzékszerveik révén szereznek informdciét kornyezetiikrdl és benne
elfoglalt helyiikr6l. Erzékszerveik koziil az egyik legfontosabb a litészerv, ami mar
gerinctelen csoportokndl is nagyfoku fejlettséget ér el, az izeltldbtiakndl és fejlabiaknal. A
fejlabdakndl mar a gerinceseknél széles korben elterjedt hdlyagszem kevésbé fejlett valtozata
taldlhaté meg.

A szemiik révén a halak, kétéltiiek és hiillok még csak fényt-drnyékot érzékelnek, és
alakot latnak, és csak a madarak és emlésok kozott taldlkozhatunk olyan fajokkal, melyek
szin érzékelésére is képesek. A kétéltiiek, ezen beliil is a békdk latérendszerérdl a XIX.
szdzadbol szarmaznak az elsO leirdsok. El6szor a retina sejtjeit irtdk le (Schultze, 1867). A
béka (Rana esculenta) nervus opticusa a tobbi gerinceshez hasonléan a retina
ganglionsejtjeinek axonjait tartalmazza. A retina és a nervus opticus fejlodéstanilag a
kozponti idegrendszer részének tekinthetd. A ganglionsejtek axonjainak 0-14 %-a myelinizalt
(Roth és mtsai., 1993), a myelin kialakitdsaért a kis szdmban el6fordulé oligodendrocytak
felelosek (Blanco és Orkland, 1996). Az axon kotegeket az astroglia nyulvanyaibél kialakuld
lemezek vilasztjdk el egymdstol. Az astrocyta nyulvdnyok az ideg periférids részén
taldlkoznak a lamina basalis mentén és kialakitjak a glia limitanst.

A XIX. szdzad végén és a XX. szdzad elsd felében mdr részletesen leirtdk a béka
kozponti idegrendszerét (Gaupp, 1899; Rothig, 1923) és a latérendszerét (Bellonci, 1888;
Herrick, 1925; Frontera, 1952). A nervus opticus és a folytatdsaként megtalalhat6 tractus
opticus tutvonaldt a diencephalonban (Lazdr, 1971; Scalia és Fite, 1974; Lazér, 1978) és a
mesencephalonban (Lazar és Székely, 1967, 1969; Potter, 1969, 1972; Székely, 1976)
elhelyezkedo targetjeihez a XX. szdzad masodik felében irtdk le (1. dbra).

A békédkban a nervus opicus axonjainak tobb, mint 90 %-a dtkeresztezddik a chiasma
opticumban (2. dbra), emberben ez az ardny 50% (Dunlop és Beazley, 1984). Az
atkeresztezOdés utdn a rostok nagy része a tractus opticusban halad tovédbb a thalamus lateralis
felszinén a diencephalon és a tectum opticum felé. A tectum opticumot elérve a rostok
mediodorsalis és ventrolateralis kotegekre oszlanak és korbeveszik a tectum féltekék szélét.
Az optikus projekcié mind a diencephalicus, mind a mesencephalicus latokozpontokban

retinotopikus elrendezésben figyelhetd meg (Montgomery és Fite, 1989).



cb cerebellum

1. A-B. dbra. Béka agy lateralis (A) és ventralis képe (B). A nyilak jelolik a latds szempontjabdl fontos
képleteket a nervus opticust (on), tractus opticust (otr), chiasma opticumot (oc) és a tectum opticumot

(ot). (soma.npa.uiuc.edu)

2. dbra. A béka agy sematikus rajza a diencephalon szintjében a chiasma opticummal. Nucleus

Bellonci (nB) és corpus geniculatum laterale (CGL).
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A retindbol csak kontralateralis rostokat fogad a nagysejtes nucleus pretectalis és a tectum
opticum (Scalia, 1973; Currie, 1974; Currie és Cowan, 1974; Scalia és Colman, 1974). Az
atkeresztez0dés utdn alakul ki a tractus opticus accessorius, mely a diencephalon ventralis
oldalan haladva eljut a nucleus opticus basalisba, ami a hypothalamus és a mesencephalon
ventralis tegmentuma kozotti dtmenet kozelében taldlhatd, és csak kontralateralis rostokat
fogad.

A tractus opticus rostjainak végzOdési teriiletei a diencephalonban a nucleus
Bellonciban, a corpus geniculatum lateraleban (thalami), a nucleus preopticusban, a nucleus
posterior thalamiban és a nucleus suprachiasmatisban taldlhatok (Lazér és Székely, 1967).

A diencephalon a tectum opticumbdl fogad még vizudlis bemenetet. Acusticus afferensek a
torus semicircularisb6l, oliva superiorb6l és a lemniscus lateralisbdl (Hall és Feng, 1987;
Neary, 1988; Feng és Lin, 1991), mig szomatoszenzoros informdcidk a gerincveldbdl és a

trigeminalis rendszerbdl érkeznek (Mufioz és mtsai., 1992, 1994, 1997).

3. dbra. A tectum opticum rétegei szdmmal és betiivel jelolve lathatd cobalt-lysin jeloléssel (A) (Lazar,

1978) és Golgi festéssel (B) (Székely és Lazar, 1976).

A mesencephalonban a tractus opticus a tectum opticumban végzodik (3. A-B dbra).
A tectum opticum kilenc fé rétegbdl, és a 9. réteg ezen beliil hét alrétegbdl épiil fel. A
kontralateralis opticus rostok foleg a B, D, F és G alrétegeiben végzddnek, de az A, C és E
rétegek is fogadnak kozvetlen opticus bemenetet (Knapp és mtsai., 1965). Kozvetett vizualis
bemenetet kap a tectum opticum 8. és A rétege mindkét oldali nucleus isthmibdl, amely a

tegmentum mesencephali caudalis részén taldlhatd. A nucleus isthmi a retindbdl nem kap
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kozvetlen bemenetet, csak az azonos oldali tectum opticumon keresztiil (Grobstein és Comer,
1983; Toth és mtsai., 1994). A tectum opticum ezen kiviil acusticus és vestibularis bemenetet
is kap, melyek a 2. és a 4. rétegekben végzddnek (Gorlick és mtsai., 1984), valamint a
gerincveld hatsé szarvdbdl kap szenzoros bemenetet. A tectum opticum efferenseinek egy
része, a tectothalamicus rostok rostralis irdnyba a diencephalon kontra- és ipsilateralis
struktirdi, a nucleus Bellonci és a corpus geniculatum laterale felé haladnak. Az azonos oldali
nucleus isthmibe 1is vetiilnek a tectum opticum 8. rétegébdl szdrmazd rostok.
Tectobulbospinalis rostok a gerincvel sziirkedllomdnydban és az agytorzsi formatio
reticularis medialisban végzddnek. Efferenseket kiild a tectum az oliva superiorba és a
formatio reticularis lateralisba (To6th és mtsai., 1985). A béka latérendszerében a tectum
opticum kozponti helyet foglal el, mivel a telencephalicus agykéreg hidnyaban ez a

legmagasabb rendii 1atokdzpont.

2.2. A latoideg regenerdcio folyamata az alacsonyabbrendii gerincesekben

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy békdban, mas alacsonyabbrendii gerinceshez
hasonl6an nemcsak a kornyéki idegrendszer, hanem a kdzponti idegrendszer bizonyos részei
is képesek sériilés utani regenerdciora (Sperry, 1951; Gaze, 1970; Beazley, 1984; Liuzzi és
Lasek, 1985; Jacobson, 1991). A latéideg-regenerdcios kisérletek sordn atvagtak a béka egyik
vagy mindkét oldali nervus opticusit (Bohn és Stelzner, 1981a, b, c; Stelzner és mtsai., 1981)
és kovették a regenerdcié folyamatdt. Megfigyelték, hogy a regenerdl6dé axonok a mésodik
posztoperativ héten eljutnak a chiasma opticumig, majd a harmadik-negyedik posztoperativ
héten a diencephalonig. Az 6todik-hatodik posztoperativ héten a rostok elérik a tectum
caudalis részét, a nucleus opticus basalist és a hatodik-nyolcadik postoperativ hétre minden
diencephalikus és mesencephalikus targetet reinnervélnak (Stelzner és mtsai., 1981). Abban
az esetben, amikor a békanak csak az egyik oldali latéidegét vagjak at, megfigyelhetd, hogy a
regeneral6dé axonok egy része a chiasma opticum utdn nem a tractus opticusban folytatja
utjat, hanem a masik szem retindja felé halad (Bohn és Stelzner, 1981a, b). Amikor mindkét
oldali nervus opticust atvagtik, az ,.eltévedd” axonok szama csokkent (Bohn és Stelzner,
1981c¢).

Halakban, kétéltiiekben a nervus opticus sériilésekor a degenerdlédott axonok még harom
hénappal a sériillés utdn is megtaldlhatok az idegben (Blanco és mitsai., 1993). Az
idegregeneracid sordn el0szor makrofigok halmozdédnak fel a regenerédcids blastémdban, az

ideg proximalis végénél (Blanco és Orkland, 1996). A sériilés helyére glia sejtek vandorolnak,
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melyek astrocytaszeri sejtekké differencidlédnak (Blaugrund és mtsai., 1993). Strobel és
Stuermer (1994) kimutatta, hogy az aranyhal latéidegének novekedési kipja szdmos
struktirdval érintkezik a regenerdcid sordn, igy a degenerdlédé myelinnel, astrocytdkkal,
lamina basalisszal és az ECM-mel. Az axon novekedési régiéban mindig megtaldlhaté az
astrocyta. Az astrocytdk, amelyek a kétéltliek nervus opticusa széli részén lathatok abban
kiilonboznek az eml6sétdl, hogy nyidlvanyaik kozott desmosomdk taldlhatok (Blanco és
Orkland, 1996). Ehhez a desmosomdhoz cytokeratin tartalmi intermedier filamentumok
kapcsolddnak, mig emldsokben GFAP (glial filament acidic protein) az intermedier
filamentumokat felépitd fehérje (Rungger-Brindle és mitsai., 1989). Az &tvagott és
regenerdlddé nervus opticus novekedési zdéndjdban taldlhaté regenerdlédé axonok
myelinizaltak, szemben a norméal békaval, ahol az axonoknak csak 3%-a myelinizalt (Blanco

és Orkland, 1996).

2.3. Az idegi regenerdcio mechanizmusa

Az idegi regeneracid sordn a sériilt axon distalis végén kialakul az axon novekedési
kip (growth cone, GC), amely ma még nem teljesen ismert moédon éri el a targetet. A
novekedési kip mozgasanak irdnyitdsidban legaldbb négyféle mechanizmust tételeznek fel
(Reichardt és Tomaselli, 1991): az érintkezés altal kozvetitett vonzdast, az érintkezéssel
kozvetitett taszitast, a kémiai erok altal torténo vonzast és a kémiai erok altal torténo taszitast.
Ha az irdnyitd, pozitiv (permissziv vagy attraktiv) vagy negativ (gatlé vagy repulziv) jelzd
molekuldk valamely felszinhez kotottek, vagy az extracellularis matrixban rogziilnek,
rovidtava hatast fejtenek ki a novekedési kipra. Ha azonban ezek a molekuldk diffuzibilisek
és egy gradienst képeznek, hosszi tdvon érvényesiilhet a hatdsuk. A valdsdgban azonban a két
mechanizmus nem vélik el egymastdl, mivel a szekretalt, diffuzibilis molekula is kotddhet
valamilyen felszinhez. Az axon novekedésének kiilonboz6 periddusaiban a kiillonb6zo
mechanizmusok kombinalédhatnak egyméssal.

Az axonok kémiai anyagok 4ltal torténd iranyitott novekedésének gondolatit Sperry
(1963) irta le eldszor és kemospecificitisnak nevezte, a ndvekvé axonok “homingjat”

’

“differencidlt kémiai vonzds ”-nal magyarazta. Az 1970-es években, szovettenyészetben
kimutattdk, hogy a kiilonb6z0 adhézids hatdsok fontos szerepet jatszanak a novekedési kip
irdnyitasdban. Edelman irta le 1985-ben hogy az axon novekedését és a target felismerését az
un. sejtadhéziés molekuldk (cell adhesion molecule, CAM) kontrolldljdk, amelyek a

novekedési kip €s a target sejt felszinén expresszalodnak. Az azéta eltelt iddben a CAM-ok
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szdmos tipusdt azonositottdk. Az irdnyité molekuldk nemcsak a felszinen expresszalodd
molekuldk lehetnek, hanem a novekedési kip kornyezetében 1évd extracellularis matrix
makromolekuldi és kiillonbozd kis molekuldji, diffizibilis faktorok. Ez utébbiak lehetnek a
kiilonb6z6 novekedési faktorok, valamint a neurotranszmitterek, amelyek mar a szinapszisok

kialakulasa elott uiriilnek a novekedési kuFPOl.

2.3.1. A latéideg regeneracio molekularis mechanizmusa alacsonyabb rendii

gerincesekben

A latéideg regenerdcié sordn a regenerdlddd axonok utkeresésének és targetjeik
megtaldldsdnak  okair6l  tobbféle  hipotézis  sziiletett, amelyekben  kiilonb6z6
molekulacsoportok jelenlétét vagy hidnyat ill., koncentracidjanak véltozasat tartjak fontosnak.

Az egyik csoportot a neurotrophin csalad kiilonboz6 tagjai alkotjak. Ide tartoznak a
neurotrofinok (NT-3, NT-4/5, NT-6 ES NT-7) (von Bartheld, 1998) és a novekedési faktorok,
amelynek tagjai a NGF (neurotrop growth factor) és a BDNF (brain-derived neurotrophic
factor). Receptoraik a tirozin kindz (TRK) csalddba tartoznak, legnagyobb affinitissal a
TRKC-hez kotddnek a latérendszerben. A neutrorophinok békdban a retindban
szintetizdlédnak és innen anterograd transzporttal jutnak el a tectumba (Duprey-Diaz és
mtsai., 2003). Nervus opticus atvagds utin a tectumban a NT-3 koncentriciéja csokken, mig a
TRKC koncentrécié n6, ez kompenzalhatja a NT-3 alacsony koncentracigjat.

A BDNF a retina ganglionsejt rétegben (GCL) és a belso sejtes rétegben (INL) taldlhat6
békdban (Duprey-Diaz és mtsai., 2002). Hasonlé mintazat figyelhetd meg a patkany (Perez és
Caminos, 1995), a csirke (von Bartheld, 1998) a hal (Caminos és mtsai., 1999), az egér
(Bennett és mtsai., 1999) és a galamb (Theiss és Giintiirkiin, 2001) esetében is. Békaban a
nervus opticus atvagasa utan a BDNF immunreaktivitdsa csokkent a ganglionsejtek rétegében,
majd a regeneraciot kovetden az intenzitds megkozelitette a normdl mértéket. A ganglionsejt
réteggel szemben a tectum opticumban a BDNF festédés atmenetileg erésebb lett az
axotomidt kovetéen, ami arra utal, hogy az ép axonokban retrograd médon transzportalddé
BDNF a sériilést kovetden felhalmozddik a tectélis sejtekben. Ez a megemelkedett BDNF
szint feltehet6en sziikséges az axonok benovéséhez, mivel a késobbiekben a BDNF szint
csokken.

A sejtfelszini szignal molekulak koziil az ephrinek fontos szerepet jatszanak a fejlédési
folyamatokban, tobbek kozott az axon irdnyitdsdban (Holder és Klein, 1999). Ezek az Eph

csalddhoz tartozo receptor tirozin kindzon keresztiil fejtik ki hatdsukat. A kiilonbdz6 ephrin
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molekuldk a tectum opticumban egy anteroposterior irdnyd gradienst alakitanak ki. Ez a
molekuldris gradiens felel6s azért, hogy a fejlddés és a regenerdcié sordn a megfeleld
retinotopicus lokaliz4cié kialakuljon a tectumban. Az ephrin-A2 overexpresszidja csirkében
(Nakamoto és mtsai., 1996) vagy az ephrin-A2 és —AS eltdvolitdsa egérben (Frisén és mtsai.,
1998; Feldheim és mitsai., 2000) a temporalis retinafélbdl sziarmazé axonok eltévedését
okozza.

Az utébbi idGben egyre tobb kisérletben vizsgéltik az ECM makromolekulak szerepét a
latdideg regeneracidoban. A glikoproteinek koziil a tenascin-R megtaldlhatd a felndtt
szalamandra nervus opticusdban, de az ideg lézidja utin nyolc nap elteltével, amikor a
retinalis ganglionsejtek (RGC) regenericidja elkezdddik nem mutathaté ki tenascin-R
expresszid a nervus opticusban (Becker és mtsai., 1999). Ezzel szemben egérben novekedés
tapasztalhat6 és ez a fokozott expresszi6 a 16zié utdn még két hdnapig magas marad (Becker
és mtsai., 2000). A tenascin-C mennyisége csak kis mértékben nd az emlésokben nervus
opticus sériilés utan szemben az alacsonyabbrendii gerincesekkel, ahol jelentésebb novekedés
figyelhetd meg (Bartsch és mtsai.,, 1992a). A tenascin-R sériilés utani eltérd expresszidja
emlésok és anamnidtdk kozponti idegrendszerében felelds lehet a kozponti idegrendszer
eltéro regeneracids kapacitasaért.

A proteoglikdnok (PG) csoportjdban mind a heparan-szulfat, mind a chondroitin-szulfat
proteoglikdnok (CSPG) szerepét vizsgaltdk a nervus opticus regenerdcidjdban. A kiillonb6z6
hepardn-szulfat (HS) oldallancok eltéré médon hatnak az axon novekedésre in vivo (Walz és
mtsai., 1997). A HS és a hozza kot6do fibroblast ndvekedési factor (FGF) fontos szerepet
jatszik a retindlis axonok novekedésében a tractus opticusban és a tectalis targetek elérésében.
A HS-hoz kapcsol6dé FGF kotodhet a béka latérendszerében talalhatéo FGF receptorokhoz. A
retindlis ganglionsejtek (RGC) axonjai HS-ban gazdag kornyezetben ndvekednek a tractus
opticusban, mig a tectum opticumban HS-ban szegény régiéban haladnak tovébb.
Megfigyelték, hogy a HS és egyik receptoranak az FGF-2-nek a mintidzata megegyezik a
Xenopus laevis latérendszerében: er0s a festddés a diencephalonban a retindlis axonok
novekedésének tutvonaldban és nincs festddés a tectum opticumban (McFarlane és mitsai.,
1995). Az axon megnytldsat gitolja a HS és az FGF-2 eltavolitisa és az FGF receptorok
blokkoldsa is. Az FGF-2 receptoron keresztiil torténd jelatviteli utvonal megszakitisa a
novekedé RGC axonokndl target felismerési defektushoz vezet és az axonok elkeriilik a
tectumot (McFarlane és mtsai., 1995, 1996).

A kiilonboz6 kozponti idegrendszeri sériilések hatdsiara a CSPG mennyisége nd, tobbek

kozott a neurocané, versicané €s a phosphacané (Pizzi és Elan, 2004). A chondroitin szulfat
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proteoglikdn immunreakcié fokozddasat mutattdk ki a regeneralddé nervus opticusban
aranyhalban (Battisti és mtsai., 1992) és a fejlodd csirke latdrendszerében (McAdams és
McLoon, 1995). In vitro kisérletekben igazoltdk, hogy a CSPG szintézis és transzport gatldsa
csokkenti az axonok kindvését a retindlis explantumokban. A retindlis axonok novekedését az
exogén C4S (chondroitin-4-szulfat) indukdlja, feltehetden az axon felszini receptorain

keresztiil fejti ki a C4S a serkent6 hatasat (Challacombe és Elam, 1997).

2.3.2. Az ECM makromolekulai az idegrendszerben, feltételezett szerepiik

2.3.2.1. Hyaluronsav

coo CH,0H

HNCOCH,

4. dbra. A hyaluronsav diszacharid alegységének szerkezete

A hyaluronsav (HA) egy nem szulfatilt gliikézaminoglikin (GAG), amely majdnem
minden szovet extracellularis matrixdban (ECM) megtaldlhaté (Noble, 2002). Nincs
proteoglikdan (PG) oldallanca, de PG molekuldk képesek kotni, pl.: aggrecan, versican,
neurocan, brevican és nagy Kkiterjedésli makromolekula aggregatumot alkotnak. A HA
ismétlddé szakaszokbdl épiil fel, N-acetil gliikkézamin és gliikuronsav diszacharid
alegységekbdl all (4. dbra). A HA a gliik6zaminoglikdnok korai evoliciés forméja. Az
extracellularis matrix legnagyobb molekuldja (MW: 2x10°-10" Da), hossza elérheti a 25 pm-t.
A HA a polianionos karboxil csoportok kovetkeztében felcsavarodott, igy a molekula nagy
térfogat kitoltésére képes, emellett jelentds mennyiségii vizet és ionokat képes megkotni,
fellazitva ez altal a sejtek koriili ECM-t. A kémiai szerkezete jol ismert (Scott, 1998) és
bioldgiai szerepérdl is egyre tobb adat 4ll rendelkezésre (Laurent és Fraser, 1992; Laurent,
1998).

Funkciéjat csak emlOsokben vizsgdltak részletesebben, az alacsonyabbrendi

gerincesekben nem. A HA nagy mennyiségben fordul el a fejlodo idegszovetben (Margolis
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és mtsai., 1975; Toole, 1982), ahol a sejtproliferacidra, transzformdaciora €s a migracidra is hat
(Holley, 1975; West és Kumar, 1989; Evanko és Wight, 1999; Morrison és mitsai., 2001).
Részt vesz az intercelluldris kolcsonhatdsokban és a jelatviteli folyamatokban (Laurent és
Fraser, 1992; Sherman és mtsai., 1994; Cheung és mtsai., 1999).

A HA felndtt emlds agyban is jelen van és fontos szerepet jatszik a postnatalis élet sordn
is (Margolis és mtsai., 1975; Delpech és mtsai., 1989; Yasuhara és mtsai., 1994). A HA-t
megtaldltdk az axonok myelinhiivelyében (Eggli és mtsai., 1992; Gong és mitsai., 1994).
Idegregeneracidban serkentd szerepét irtak le a patkdny kornyéki idegrendszerében (Seckel és
mtsai., 1995; Wang és mtsai., 1998; Ozgenel, 2003), mas szerzok gatld szerepét mtattdk ki a
sejt €s a rost migracio sordn a kozponti idegrendszerben (Rhodes és Fawcett, 2004).

A HA szintézise a sejtmembranban folyik egy membrianhoz kotott protein éltal, ez a
hyaluronsav szintetiz (HAS). A gerincesekben hdrom isoenzimet (HAS1, HAS2, HAS3)
mutattak ki, melyek mindegyike glikozil-transzferazként HA-t szintetizdl, de eltérd
enzimatikus tulajdonsdgokkal rendelkeznek a keletkezd6 produktum mennyisége és lanc
hosszisiaga alapjan (Weigel és mitsai., 1997). Mindhdrom enzim cukoregységeket ad a
nukleotid precursorokbdl a HA ldnchoz a membrian cytoplasmatikus oldalan és a novekvd
lancot a pericelluléris térbe tovabbitja. A HA molekuldk eredete a kdzponti idegrendszerben
még nem teljesen ismert. Egyes vizsgilatok csirke embrié gerincveloben hyaluronsav-
szintetdz 2 és 3 enzimet mutattak ki (Mészar és mtsai., 2005), az emberi agyban HAS 1 is
megtaldlhat6 (Spicer és mtsai., 1997; Itano és mtsai., 1999). Vannak adatok, amelyek a HA
neuronalis eredetét {rjak le (Hartman és Maurer, 2001), mdsok szerint a hyaluronsavat glia
sejtek termelik (Grumet és mtsai., 1985; Asher és Bignami 1991).

A HA lebontidsa receptor medialt endocytosissal és lizoszomadlis degradacioval megy
végbe. A HA-CD44 kapcsolat medidlja a HA endocitotikus eltdvolitisat a fejlodés kritikus
szakaszaiban. Az endocitézis utdn a HA olyan lizoszémakba keriil, melyekben hyaluronidiz,
B-gliikuroniddz és [p-N-acetilglik6zaminiddz taldlhaté (Roden és mitsai., 1989). A
monoszacharidok a citoszolba keriilnek, ahol a glitkkuronsav lebomlik. Az N-acetilgliikézamin
foszforilalodik, majd deacetilalodik, a glitkézamin-6-foszfatbdl deamindlas révén fruktéz-6-
foszfat keletkezik, és ez bekertil a glikolizisbe.

A HA-koto proteinek két csoportjat kiilonboztethetjilk meg, a csoportositds a funkcionalis
szerep és a kapcsolat tulajdonsdgai alapjan torténik. Az elsd csoportba tartozdk, a HA-kotd
strukturélis molekuldval rendelkezd fehérjék, pl. hyaluronectin, aggrecan és versican, melyek
a hyaluronsav egy decaszacharid egységét ismerik fel (Yamagata és mtsai., 1986). Ebbe a

csoportba tartoznak még a hepardn-szulfit PG-ok, melyek fontos szerepet jitszanak az
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idegsejtek és Schwann sejtek kozotti kapcsolatok modulalasaban. A HA-k6t6 molekuldkhoz
tartozik a GHAP (glial HA-binding protein), amely a versican N-termindlis HA-koto
doménjének felel meg. A mdsik csoportba a sejtfelszinhez kapcsolt HA receptorok tartoznak,
melyeket hyaladherineknek neveznek, ezek egy HA hexasaccharidot ismernek fel (Laurent és
mtsai., 1986). Ide tartoznak a p125 focal adhesion kinase (FAK), a p42/44 extracellular
regulated kinase (ERK), a TSG-6, a brevican, a neurocan, a versican és a CD44, melyek koziil
a CD44 membrdnhoz kotott €s link modult tartalmaz. A HA-CD44 kolcsonhatds fontos
szerepet jatszik az intracelluldris jeldtviteli folyamatokban, a fejlédésben, a gyulladdsos
folyamatoknal és a T sejtek homingjaban (Aruffo és mtsai., 1990; Fitzgerald és mtsai., 2000;
Lesley és mtsai., 1993, 2000; Sherman és mtsai., 1994). A lymphocyta CD44H isoformanak
kozéps6 doménje specidlis kolcsonhatdsba 1ép a magas endothelli venuldk (HEV-high
endothelial venula) endothel sejtjei 4ltal bemutatott mucosal adressin-nel. A RHAMM
(receptor for hyaluronan-mediated motility) HA kotésében egy 9 aminosavbdl all6 szekvencia
jatszik fontos szerepet. A RHAMM elsGsorban a sejtmigracidban, sejtosztodasban és a
sejttranszformdacidban jatszik fontos szerepet (Entwistle és mtsai., 1996). A RHAMM-ot t6bb
idegsejt tipusban és oligodendrocytdban kimutattdk, a patkdny kozponti idegrendszerében
heterogén eloszlast mutat. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a RHAMM és {6 ligandja a HA
fontos szerepet jatszhat a kozponti idegrendszeri sejt jelatvitelben és a citoszkeletalis

reguldcioban.

2.3.2.2. Tenascin
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5. dbra. A tenascin szerkezete
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A kozponti idegrendszerben a tenascin-C az —R és —Y isoformdk jelen vannak. A
tenascin-C egy glycoprotein, a tenascin csaldd egyik tagja. Két trimerbdl épiil fel, melyeket
diszulfid hid kapcsol 0ssze az N termindlison keresztiil és igy hexamert hoz 1étre (5. 4bra).
Tomege elérheti az 1,9 milli6 daltont. A monomer egy diszulfid hidbél, 14 EGF (homolé6g az
epidermdlis ndovekedési faktorral-epidermal growth factor) doménbdl, legaldbb 8 fibronektin-
szeri (FN-III) doménbdl és egy fibrinogen doménbdl épiil fel. A 8 FN-III doménhez még
tovabbi, maximum 9 FN-III domén kapcsolddhat, ezek szdma alapjan splice-varidnsokat
kiilonithetiink el. A fibronektinnel €s a chondroitin-szulféttal kolcsonhatasba 1€phet, a
chondroitin-szulfaton keresztiil hyaluronsavat is kothet.

A tenascin kiillonb6z6 formadi az idegrendszer fejlédése sordn, annak kiilonb6zd fazisaiban
expresszalodnak és a fejlodés befejezése utan szintjitk csokken (Faissner, 1997). A tenascin-C
termelésében az éretlen és reaktiv astrocyta, a radialis glia, az éretlen neuronok és a fejlddd
retina sejtjei vesznek részt (Philips és mtsai., 1995; Dorries €s mtsai., 1996; Gotz és mtsai.,
1996; Meiners és Geller, 1997).

A tenascin fontos szerepet jatszik a sejt migracié és a differencidcié szabélyozasdban, igy
a crista neuralis sejtek vandorldsdban, kétéltiekben (Epperlein és mtsai., 1988; Mackie és
mtsai., 1988; Riou és mtsai., 1988) és csirkében (Crossin és mtsai.,1986; Bronner-Fraser,
1988). A fejlodo idegrendszerben a tenascin-C a neurocanhoz és a phosphacanhoz k&tédik
(Grumet és mtsai., 1994). A tenascin expresszidja emelkedik emldsokben a kozponti €s a
kornyéki idegrendszeri sériiléskor (Martini €s mtsai., 1990; McKeon és mtsai., 1991; Laywell
és mtsai., 1992). Kimutattdk, hogy kisagy- és nagyagykéreg sériilésénél (McKeon és mitsai.,
1991; Laywell és mtsai., 1992) valamint a gerincvel6i és a dorsalis gyokér sériilésénél
fokozddik az astrocytdk tenascin termelése. Normal egér latdideg koriili leptomeningedlis
sejtjei nem termelnek tenascint, viszont abban az esetben, ha latéidegét atvagtak, a sériilést
kovetd 18-25. napig expresszaltik a tenascint (Bartsch és mtsai., 1992a). Korabbi vizsgalatok
kimutattak, hogy a transforming growth faktor § (TGF B) és az interleukin-1 (IL-1) fokozhatja
a tenascin expresszidjat in vitro (Pearson €s mtsai., 1988; McGachren és Lightner, 1992). A
tenascin-C splice-varidnsai eltér6 médon befolydsoljdk az idegregeneraciét (Chung és mtsai.,
1996; Meiners és Geller, 1997; Gotz és mtsai., 1997). Az egyik varidns (Fn A-D) segiti a
neurit kinovését a sejttestbol (Meiners és Geller, 1997; Meiners és mtsai., 2001). A tenascin-C
magasabbrendll gerincesekben csak a fejlodo és a sériilt kdzponti idegrendszerben van jelen
jelentés mennyiségben, szemben a kétéltliekkel, ahol felnétt korban sem csokken a
mennyisége jelentds mértékben (Bartsch és mtsai., 1992a; Laywell és mtsai., 1992; Ajemian

és mtsai., 1994; Becker és mtsai., 1995; Theodosis és mtsai., 1997; Joester és Faissner, 2001).
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2.3.2.3. Fibronektin
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6. dbra. A fibronektin molekula vazlatos szerkezete

A fibronektin egy nagyméretli glycoprotein, ami megtaldlhaté a kotdszovetben, a sejt
felszinén és a vérplazmdban. A fibronektin dimer, két monomerje kozott diszulfid hidak
talalhatok (6. dbra). Az N-terminalistél a C-terminalis felé haladva 6 FN-I domén, 2 FN-II
domén, 3 FN-I és 15 FN-III domén taldlhatd. A plazméban a plazma fibronektin (pFn), mig a
szovetek extracellularis matrixdban a cellularis fibronectin (cFn) taldlhat6. Annak ellenére,
hogy mindkét fibronektint (pFn és cFn) ugyanaz a gén kddolja, az isoformdik kiillonb6z6
splice-varidnsok (Schwartzbauer, 1991). Mig a cFn-t a kiilonbdzd szovetek sejtjei termelik,
addig a pFn csak a mdjban expresszdlodik (Owens é€s Climino, 1982). A fibronektin a
citoszkeleton és az ECM szdmos makromolekuldjaval, a neuronok, fibroblastok és fagocitak
sejtfelszini receptoraival 1éphet kolcsonhatdsba. A fibronektint radier gliasejtek termelik
(Sheppard és mtsai., 1995; Stettler és Galileo, 2004).

A fibronektin jelen van a fejlodé kozponti idegrendszerben, ahol axon novekedés
tapasztalhaté (Pearlman és Sheppard, 1996) és segiti a neurondlis adhéziét és a neurit
kinovését in vivo (Lander, 1987). Kornyéki idegrendszeri sériiléseknél a fibronektin
»csatornaként” miikodik a regenerdl6dé ideg szamara (Whitworth és mtsai., 1995).

A fibronektin fontos szerepet jatszik a sejtmigraciéban az embriogenezis sordn, ezen beliil
is gasztruldcid sordn hat a mezoderma sejtek migracidjara, a pericardium sejtek migracidjara

és a végtagok kialakuldsara (Downie és Newman, 1995).
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2.3.3. A perineuronalis halo (perineronal net, PN)

Perineuronal net

CS glycos-
> aminoglycans

C. Nn N
O

Yo o
X o Lektikan

Bn CSPG
An

(o 0]
Pn Matrix
CSPG

v =tenascin NCorNG2 7| Sejtfelszini
| SRS CSPG

Modified from Fox et al. 2002

7. édbra. A perineurondlis halé szerkezete, neuronal cell adhesion molecule (NCAM), chondroitin-
szulfat proteoglikdn (CSPG), neurocan (Nn), versican (Vn), brevican (Bn), aggrecan (An) (Fox és
Caterson, 2002).

Az ECM specializalt, csak az idegrendszerben megtaldlhaté formdja a perineurondlis halé
(7. 4dbra), ami a neuron sejttestje, a proximalis dendritek és az axonok kezdeti szakasza koriil
taldlhaté meg, amit eldszér Golgi irt le 1893-ban. A perineurondlis hdléban chondroitin-
szulfat PG-ok, a versican, a phosphacan és a neurocan és glycoproteinek taldlhaték. A PN
felépitésében a HA és a HA-kotd PG-ok, glycoproteinek mellett a sejtfelszini HA receptorok
is részt vesznek (Knudson és Knudson, 1993), a kiilonb6z6 idegsejtek koriil eltérd osszetételii
PN taldlhat6 (Lander és mtsai., 1997). A perineurondlis hdlé postnatalisan jelenik meg a
szinapszisok kialakuldsanak és a myelinizdcionak iddszakdban, fontos szerepet jatszik a
sejtmigracioban, novekedésben és a neurdlis mintdzat kialakitdsdban (Faissner és Schachner,
1995; Faissner és Steindler, 1995; Margolis és Margolis, 1997) (6. dbra). Mind az idegsejtek,
mind az Oket koriilvevd glia sejtek részt vesznek a PN termelésében (Celio és Blumcke,
1994). A felndtt allatokban a szinaptikus kapcsolatok stabilizdldsdban, a sejtek kozotti
kapcsolatok fenntartdsdban és modositasdban jatszik fontos szerepet (Hockfield és McKay,

1983; Celio és mtsai., 1998).

21



2.3.4. Az atmeneti zona

Az extracellularis matrix mésik specidlis el6forduldsi helye a kézponti idegrendszerben az
dtmeneti zona (transitional zone-TZ), ahol a kornyéki idegrendszerhez tartozé ideg belép a
kozponti idegrendszerbe. A kozponti idegrendszert az astrocytdk 4ltal alkotott glia limitans
boritja. A periférids ideg belépésénél a glia limitans megvastagodik és ezen a teriileten, mind
a periférids, mind a kdzponti idegrendszerre jellemzé myelin boritds megtaldlhatd, ezért ezt a
teriiletet dtmeneti zéndnak nevezziik. Az dtmeneti zO6nadn csak az idegrost hatol at. A glia
limitanst kiviilrél borité lamina basalis ezen a részen a Schwann sejteket beborité lamina
basalisban folytatodik, igy a membrana basalison nincs megszakitds (Frahner, 1999).

Az atmeneti zéndban a fejlodés sordn atlépnek a periférids idegek a glia limitanson.
Késobb, felnott allat esetében az atmeneti zona a szenzoros axonok szamadara barrierként
jelenik meg, a regenericio elmaraddsanak oka a non-permissziv kornyezetben keresendd. E
kornyezet kialakitisaban féleg ECM molekuldk, astrocytdk és mas gliasejtek altal termelt
faktorok vesznek részt (Steinmetz és mitsai., 2005). Szenzoros idegek sériilése utan reaktiv
gliézis figyelhetd meg, az astrocytak aktivdlédnak. A reaktiv astrocytdk brevicant és
versicant, mig az oligodendrocytdk a versican V1 és V2 isoformdit termelik (Beggah és
mtsai., 2005). Ezek a molekuldk nagy mennyiségben megtaldlhatéak a TZ-ban és dorsalis

gyOkér axotémia utdn szintjiikk emelkedik egerekben (Beggah és mtsai., 2005).
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5. CELKITUZESEK

Annak eldontésére, hogy az ECM makromolekuldi permissziv vagy non-permissziv
szerepet jatszanak-e az idegi regenerdcioban, sziikség van az egyes molekuldk normal
eloszldsi mintdzatdnak ismeretére az idegrendszer kiilonb6zd struktirdiban. Az adatok
birtokdban lehetové valik az idegi 1ézi6 és regeneracid sordn az ECM expresszids
mintdzatdban bekovetkezett valtozas kovetése.

A fentieknek megfelelden az aldbbi célokat fogalmaztuk meg:

1. A hyaluronsav, tenascin C és fibronektin megoszldsi mintdzatdnak vizsgalata a béka
idegrendszerében.

2. A hyaluronsav és a tenascin C megoszldsdnak kvantitativ vizsgilata a nervus opticus
végzodési teriiletein békaban.

3. A hyaluronsav és a tenascin C kvalitativ és kvantitativ valtozdsa a nervus opticus
regeneracidja soran békaban.

Ilyen vizsgalati eredményeket nem taldltunk a szakirodalomban.
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4. ANYAG ES MODSZER

Vizsgalatainkban felndtt kecskebékat haszndltunk (Rana esculenta), kisérleteinket a
DEMAB (Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsdg) engedélyével végeztiik
(Eng. Sz.:22/2001.). A hyaluronsav, a tenascin és a fibronektin kimutatdsiat harom &allatbol
szarmazo metszeteken végeztiik, a regeneracios kisérletekben haszndlt dllatok szamat a 4.5.
fejezetben ismertetjiik. Az allatokat 0,1 %-os MS-222 (3-aminobenzoesav etil észter, Sigma,
St. Louis, MO) felhasznaldsidval elaltattuk és transcardialisan izoténids sdoldattal
perfundaltuk 2-3 percig. A teljes kozponti idegrendszert izoldltuk és a telencephalont, a
diencephalont, az agytorzset a hozzdjuk kapcsolddd agyidegekkel, a gerincveldt a mellsd és a
hatsé gyokérrel kiilon-kiillon Sainte-Marie fixdloba (99 % abszolit etanol, 1 % koncentralt
ecetsav) helyeztiik egy éjszakdra (Sainte-Marie, 1962; Tuckett és mtsai., 1988). A blokkokat

paraffinba dgyaztuk be és Reichert microtommal 10 pm vastagsagu metszeteket készitettiink.

4.1. A hyaluronsayv kimutatdsa

A deparaffindlds utdn a metszeteket hidrogén-peroxid 2%-os FP (foszfat puffer, pH 7,4)
oldataval 30 percig, majd 1%-os BSA tartalmud 0,1 M-os FPS oldattal 30 percig kezeltiik. A
hyaluronsav specifikus kimutatdsira biotinildlt HA koté prébat (bBHABP) hasznéltunk 1:10
végleges higitdsban (5 pg/ml koncentracidban) 4 °C-on egy éjszakdra (a proba
rendelkezésiinkre bocsatasdért kiilon koszonettel tartozunk Raija Tammi és Markku Tammi
professzoroknak, Dept. Anat. Univ. Kuopio, Kuopio, Finland, részletesen: Tammi és mtsai.,
1989). A HA préba az aggrecan biotinildlt G1 doménjét tartalmazza, a Gl domain
hyaluronsav-kotd régidval rendelkezik. Az aggrecan borju iziileti porcbdl szarmazik (Tammi
és mtsai., 1989). A metszeteket avidin-biotin peroxiddz komplexszel (Vector, Burlingame,
CA) 1 orat inkubdltuk, a reakciét hidrogén-peroxiddal és 3,3’-diaminobenzidinnel (DAB)
vizualizéltuk.

A reakci6 specificitasat két modon ellendriztiikk. Az egyik csoportban, a metszeteket a
bHABP nélkiil inkubdltuk. A madsik csoportban, a préba el6tt 4 mg/ml koncentricidju
Streptomyces hyaluroniddzzal (Calbiochem, San Diego, CA) kezeltiik a metszeteket egy
éjszakara. A pozitiv kontrol esetében a reakcié azonos az idegrendszernél leirtakkal, csak a

metszetek a béka sternumdabdl szirmaz6é HA-ban gazdag hyalinporcbdl késziiltek.
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4.2. A tenascin-C kimutatdsa

A tenascin-C kimutatdsdhoz a hyaluronsavhoz hasonldéan elészor deparaffinaltuk és
rehidraltuk a metszeteket. Az immunreakciéhoz egérben termeltetett monoklondlis antitestet
(Sigma) hasznaltunk, majd rehidrdlds utdn a metszeteket 0,1 M-os PBS-sel mostuk, 1:4000-es
higitdsd primer antitesttel jeloltik és egy éjszakan at inkubdltuk szobahdmérsékleten. A
negativ kontrollt csak PBS-sel kezeltiik. Pozitiv kontrollként béka vesemetszetet hasznaltunk.
Maisnap a metszeteket 0,1 M-os PBS-sel mostuk, ezutdn 1:500 higitdst biotindlt anti-mouse
szekunder antitestet helyeztiink rd egy ordra. Ezutan djra 0,1 M-os PBS-sel mostuk, majd
avidin-biotin peroxiddz komplexszel inkubdltuk egy 6rdn keresztiil. A metszeteket 0,1 M-os
PBS-sel, ezutan FP-rel és végil 0,05 M-os pH 7,4 Tris pufferrel mostuk. Az
immunhisztokémiai reakciot DAB kromogénnel vizualizaltuk. A metszeteket FP-rel mostuk,

majd dehidréltuk és lefedtiik.

4.3. A fibronektin kimutatdsa

A fibronektin kimutatdsdhoz a hyaluronsavhoz hasonldan eldszor deparaffinaltuk és
rehidraltuk a metszeteket. Rehidralds utdn 20%-os normdl 16 szérummal egy éjszakédra 4 °C-
on blokkoltuk. Az immunreakci6hoz egérben termeltetett monoklondlis antitestet (Sigma)
hasznéltunk. A blokkolas utdn a metszeteket 0,1 M-os PBS-sel mostuk és 1:400 higitasu
primer antitesttel egy éjszakdn at szobahomérsékleten inkubaltuk. A negativ kontrollt csak
PBS-sel kezeltiik. Pozitiv kontrollként béka vese €s bor metszetet hasznaltunk. Masnap 0,1
M-os PBS-sel mostuk, ezutin 1:500 higitdsi biotindlt anti-mouse szekunder antitestet
helyeztiink rd egy ordra. Ezutdn djra 0,1 M-os PBS-sel mostuk, majd avidin-biotin peroxidaz
komplexszel inkubdltuk egy 6rdn keresztiil. A metszeteket 0,1 M-os PBS-sel, ezutan FP-rel és
végiill 0,05 M-os pH 7,4 Tris pufferrel mostuk. Az immunhisztokémiai reakciét DAB

kromogénnel vizualizaltuk, FP-sel tortént mosds utdn a metszeteket dehidraltuk és lefedtiik.

4.4. Szemikvantitativ és kvantitativ analizis

Eldszor camera lucida segitségével a megfeleld keresztmetszetekbe berajzoltuk a béka
agyanak és gerincveldjének pozitiv HA, tenascin-C és fibronektin reakcidt adé teriileteit. Ez
alapjin sematikus rajzokon o6t intenzitasi fokozattal dbrazoltuk a reakcidk eloszldsi mintdzatat.

A kozponti idegrendszer terminoldgidjat ten Donkelaar (1998) munkdja alapjdn hasznaltuk.
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A kvantitativ analizishez a felvételeket Nikon Eclipse 800 mikroszkoppal Spot RT digitalis
kamerdval készitettiik. A nervus opticusban és végz0dési teriiletein megmértiik a hyaluronsav
és a tenascin-C reakcié optikai denzitdsit a kovetkez0 mddon. Minden metszetrdl két
véletlenszerlien kivdlasztott kép késziilt. Minden képen 20 mérést végeztiink. A vizsgalt
teriilet (ROI=area of the region of interest) minden mérésnél 400 um2 volt, a teriiletre
vonatkoztatott optikai denzitas értékeket (AIOD=area integrated mean optical density values)
minden vizsgdlt teriiletre kiszdmoltuk és ezeket az adatokat felhasznaltuk az eredmények
bemutatdsdhoz. Minden csoportban kiszdmoltuk az optikai denzitds szordsat (standard

deviansat- SD).

4.5. Nervus opticus regenerdcios vizsgdlatok

Tractus opticus

Chiasma opticum

Ep ideg Operalt ideg

8. dbra. A diencephalon sémds rajza. A piros vonal mutatja a nervus opticus atvagasanak helyét.

A békdkat a fentiekben leirt mdodon elaltattuk és a szajnydlkahartyét felnyitottuk. A
nervus opticust takar6 szemmozgaté izmok leprepardldsat kovetden a nervus opticust a
szemhez kozeli részen atvagtuk (8. dbra). A miitét utin a nyalkahartyat szovetragasztoval
Osszeragasztottuk. A 42 béka a mtét utan 3, 5 napig, illetve 1., 2., 3., 4.,5,6,7, 8,9, 10, 11
és 12 hétig tulélt. A tdlélési id6 letelte utdn a békakat djra elaltattuk és transcardialisan

izotonids séoldattal perfundéltuk 2-3 percig. A blokkokat paraffinba dgyaztuk és Reichert
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microtommal 10 pum vastagsagii metszeteket készitettiink. A metszeteken HA prébat és
tenascin-C immunreakciot végeztikk el. Felvételeket készitettiink a Nicon Eclipse 800
mikroszképpal SPOT RT digitdlis kamerdval. A nervus opticus végzddési teriiletein a
kvantitativ analizisnél leirt médon megmértiik a HA és a tenascin-C reakci6 optikai denzitdsat

a kilonbozo tulélési stadiumokban.
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5. EREDMENYEK

5.1. A béka kozponti idegrendszerének hyaluronsay térképe

A hyaluronsav reakciéndl pozitiv kontrollként béka sternum porcot és latéideget
hasznéltunk. A kontroll sternum porcban intenziv HA reakci6 volt l14thato a territorialis és az
interterritorialis matrixban (9. A dbra), a nervus opticusban pedig a rostok koriil (9. C abra).
Ha a sternum porcot (9. B dbra) vagy a latéideget (9. D dbra) bHABP nélkiil inkubaltuk vagy
bHABP-val inkubéltuk, de Streptomyces hyaluroniddz kezelés utdn, nem volt tapasztalhat6

reakcio.

9. dbra. HA reakcié pozitiv kontroll (A, C) és negativ (bBHABC nélkiil inkubélt) kontroll (B, D)
sternum porcban (A, B) és nervus opticusban (C, D). (A) Intenziv a HA reakci6 a territorialis és az
interterritorialis matrixban a chondrocytdk koriil (nyil), a citoplazma negativ (csillag). A negativ
kontroll matrixa és citoplazmdja (csillag) nem festédott (B). Pozitiv HA reakcié a nervus opticus

rostjai koriil (C). A negativ kontrollban nem talalhat6 festddés (D). Lépték = 50 pm.
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10. dbra. A HA reakci6 eloszldsi mintdzata a béka agy és gerincveld keresztmetszeteiben, a jobb oldali
legalso rajz jeloli a metszetek helyét. Minden rajz baloldaldn, a struktirak, jobboldaldn a HA festddés
mintdzata lathaté. A-D: telencephalon, D-F: diencephalon, G: mesencephalon, H: rhombencephalon és
I: gerincveld. A festddési mintdzatot 6t intenzitasi fokozattal dbrazoltuk.

Nagyon gyenge: /] Gyenge: iy Kozepes: [[J] Erés: [JJj Nagyon erés [

(Az abréan lathat6 roviditéseket 1asd a rovidités jegyzékben.)
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A béka kozponti idegrendszerében a HA reakciot a fehér- és a sziirkedllomény
kiilonboz6 teriiletein figyeltik meg a telencephalont6l a gerincveléig (10. 4bra). A
fehérallomanyban az axonok koriil volt lathatd reakcid. A sziirkedllomdnyban a HA reakcid
kétféle, homogén vagy granuldris megjelenést mutatott. A neuropilben szdmos teriileten a
perikaryont, a dendriteket és az axon kezdeti szakaszat egy vékony erdsen festddd sav vette
koriil, ez a perineurondlis hdlé (PN) (7. dbra). Nagyobb nagyitdssal a PN inhomogén, ami

abbdl addédott, hogy pozitivan festddo teriiletek, festetlen teriiletekkel alternéltak.

Telencephalon A hyaluronsav eloszlasa regiondlis eltéréseket mutatott a telencephalon
kiilonbozd struktirdiban (10. A-D dbra, 11. A-B dbra). A bulbus olfactoriusban a legerésebb
reakcidt a stratum granulosum internum és a stratum mitrale mutatta (10. A dbra, 11. A 4bra).
Nagyobb nagyitdssal lathaté volt, hogy a HA reakcié homogén a stratum granulosum
internumban €s a mitralis sejtek rétegében a sejtek koriil, a PN nem volt felismerheto. A
stratum glomerulare kevésbé intenziven festodott €s foltszerli mintdzatot mutatott, a festetlen
kor alaku teriiletek felteheten a szagld glomerulusok lehettek, pozitiv HA gytriivel (11. A
abra). A bulbus olfactorius accessorius gyengén festodott.

A palliumban erés HA reakcié volt lithat, de az intenzitds erdssége regiondlis
kiilonbségeket mutatott (10. B, C dbra, 11. B dbra). A pallium dorsaleban és lateraleban a
reakci6 a felszini zéndban a legerdsebb és a ventriculus lateralis ependymadja felé haladva
fokozatosan csokkent. A legerdsebben a pallium mediale festédott. Intenziv HA reakcid volt
lathaté nagyobb nagyitdssal a perikaryonok koriil, de az erésen fest6dd neuropiltdl nehéz volt
elkiiloniteni (11. C dbra). A nucleus septalis medialisban és a striatum rostraleban a HA
reakcié intenzitdsa caudalis irdnyban csokkent. A subpallialis sziirkedllomany vildgosan
festddott, kivéve az amygdala pars medialisat, ahol kiilondsen intenziv HA reakcié volt
lathaté a perikaryonok koriil (11. D dbra). A lateralis eldagyi kotegben gyenge HA reakciot
tapasztaltunk. Az area preoptica intenziv HA reakcidt mutatott a nagysejtes régidban a

sejttestek €s a proximalis dendritek koriil, a perineurondlis haloban (11. E édbra).
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11. dbra. HA reakcié a telencephalonban. Bulbus olfactorius keresztmetszet (A). A HA reakcid
intenzivebb a stratum granulosum internumban (ig) és a stratum mitraleban (ml), mint a stratum
glomerulareban (gl). A gromerulusok (csillagok) koriil HA pozitiv teriilet lathat6. Telencephalon
keresztmetszet (B). A bekeretezett teriiletek nagyobb nagyitdssal lathatéak a C-E dbran. Intenziv HA
reakcio lathaté a perineurondlis haléban (nyilak) a perikaryon koriil (csillagok) a pallium medialeban
(pm) (C), az amygdala pars medialisban (apm) (D) az area preopticaban (apo) (E). Lépték: A-B =200
um és C-E = 50 um.
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Diencephalon A telencephalonhoz hasonléan a HA reakci6 eloszldsa és intenzitdsa regionélis
eltéréseket mutatott (10. D-F dbra, 12. A dbra). A diencephalon periventricularis részén HA
pozitiv és negativ savok valtakoztak, ami a HA felhalmozddasat jelezhette a neuronok sorai

kozott (12. A dbra).

il 1978
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12. abra. HA reakcid a diencephalonban. Diencephalon keresztmetszet (A). A bekeretezett teriiletek
nagyobb nagyitdssal lathatok a B és D abran. A nucleus Bellonciban (nB), intenziven festddott a
neuropil, de a PN nehezen elkiilonitheté (B). A perikaryont csillag jeloli. A nervus opticusban
inhomogén a reakcié (C). A corpus geniculatum lateraleban (CGL) a HA pozitiv PN (nyil) kénnyen
felismerhetd a perikaryon (csillag) koriil (D). Lépték: A = 200 um, B-D = 50 pm.

A habenula dorsalis nagyon intenziv reakciét mutatott, mig a habenula ventralis alig festodott
(10. D ébra, 12. A abra). A thalamusban a HA pozitivitds caudalis irdnyban nétt, a leger6sebb
reakciét a nucleus lateralis thalami pars posterodorsalis, a nucleus centralis thalami és a

nucleus Bellonci mutatta (10. D dbra, 12. B dbra). A thalamus mas részei, tobbek kozott a
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corpus geniculatum laterale gyengébb HA reakciét mutatott (10. D-F dbra, 12. D dbra). A
nucleus Bellonci (nB) erdsen festddd neuropiljében nehezen volt elkiilonithetd a
perineurondlis héld, ezzel szemben j6l lathatd volt a corpus geniculatum lateraleban (CGL)
(12. B, D ébra). A hypothalamus subependymalis és subpialis régiéjdban erds pozitivitds volt
lathat6 (10. E édbra, 12. A 4bra). Erés HA reakcid volt lathaté a nervus opticusban, chiasma
opticumban és a nervus opticusban. A nervus opticusban tapasztalt inhomogén reakcidért a
HA-nak az axonok és oligodendroglia sejtek koriili jelenléte lehetett felelds (12. C dbra).
Mesencephalon A tectum opticumban, a B, D, F, 5. és 3. rétegben intenziv HA reakcié volt
lathatd, a reakcid intenzitdsa gyengébb a G, C, E, 8., 7. és 6. rétegekben, mig nagyon gyenge a
reakcié az A, 4., 2. és 1. rétegekben (10. F, G dbra, 13. A-B dbra). Az F és 8. rétegben jol
felismerhetd volt az intenziven fest6dd perineuronalis halé (13. B-C dbra). A 6.-os rétegnek a
felvéltva megjelend HA pozitiv és negativ rétegek sdvozott megjelenést adtak. A tegmentum
mesencephaliban a sziirkedllomédny erdsen fest0dott a torus semicircularis subependymalis,
principalis, magnocellularis, laminaris és commissuralis magjaiban és hasonléan intenziv
reakcio volt lathaté a nucleus nervus oculomotorii €s nucleus nervus trochlearis teriiletén (10.
G abra, 13. A, D, E édbra). Ezzel szemben a nuclei anterodorsalis és anteroventralis tegmenti
gyengén festddott (10. G dbra, 13. A dbra). A tegmentum fehérallomdnyaban a HA reakcid
intenzitisa regiondlis eloszlast mutatott, a leger6sebb reakcié a subpialis zondban volt l4thato.
Er6s HA reakcié volt lathaté a nucleus opticus basalisban (BON) (10. F dbra). A nucleus
isthmiben a széli rész és a belsd régid neuropilje sotéten fest6dott (13. F dbra).

Cerebellum A kisagy minden rétegében detektdltuk a HA reakcidt, a legerésebben a stratum
granulosum festddott, ahol HA reakcié kor alakd negativ teriileteket vettek korbe, amelyek
feltehetdleg a kisagyi glomerulusoknak feleltek meg (13. G abra).

Rhombencephalon A HA reakcid intenzitisa jelentés kiilonbségeket mutatott a
sziirkeallomany kiilonboz0 teriiletein (10. H abra, 14. A, C, F dbra). Minden agyidegi mag
erés reakcidt mutatott, a legerdsebb volt a motoneuronok koriili perineurondlis hélé teriilete
(14. B abra). Az érz6 agyidegek magjai, mint a nucleus cochlearis és a nucleus vestibularis
lateralis (Deiters mag) sejtjei koriil is pozitiv HA reakcié volt megfigyelhetd, kiilonosen erds

a Deiters mag neuronjai koriil (14. E 4bra).
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13. tdbla. HA eloszldsi mintdzat a mesencephalonban. Mesencephalon keresztmetszet (A). A
bekeretezett teriiletek a B, D és E &dbrdkon lathaték nagyobb nagyitdssal. A tectum opticumban a
legerdsebb a festddés a B, D, F, 5. és 3. rétegekben (B). A PN felismerhet6 a 8. és F rétegekben. HA
pozitiv a PN egy neuron koriil (nyil) a 8. rétegben (C). HA pozitiv PN egy neuron kériil (nyil) a torus
semicircularis nucleus magnocellularisban (D). Intenziv a HA reakci6 a perikaryon (nyil) koriil és a
dendritek (nyilhegy) a nucleus nervi trochlearisban (E). HA positiv neuropil és negativ perikaryon a
nucleus isthmiben (ni) (F). HA expresszi6 a cerebellumban (G). Intenziv festddés lathat6 a stratum

granulosumban (SGr) a kisagyi glomerulusok koriil (nyil). Lépték: A =200 pm, B-G = 50 pm.
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A formatio reticularisban a kissejtes periventricularis sziirkedllomdny az egész
rhombencephalon teriiletén gyengén festddott (14. A, C dbra). A formatio reticularis medialis
és median zondjaban a HA reakci6 kozepes intenzitdsu, a nagy sejtek koriil nagyon intenziven
fest6do perineurondlis héld volt lathat6 (14. G édbra).

Az oliva superiorban pozitiv HA reakcié volt lathaté (14. C dbra). A rhombencephalon
fehérallomanyaban a leger6sebben az érzo rostokat tartalmazo tractus spinalis nervi trigemini,
a tractus vestibulocochlearis €s a felszallé gerincveldi kotegek festddtek (14. A, C, F dbra). A
tractus solitarius és a fehérdllomany subependymalis része gyengén festddott (14. A, C, F
abra).

Nagyon erds reakciot tapasztaltunk az agyidegeknek a neuraxisba vald belépésénél, az
atmeneti zéna teriiletén, ezzel szemben gyenge reakcid volt lathaté az idegek a periférids
részen (14. D abra).

Gerincveld A gerincvel0 teriiletén mind a sziirke-, mind a fehérallomanyban detektaltuk HA
reakcidt (10. I dbra, 15. A dbra). A sziirkedllomanyban gyengén festddo teriilet volt lathatd a
hatsé szarv felszines részén és a canalis centralis koriil (15. A dbra). A mellsé szarvban
nagyon intenziven festddd perineuronalis halé volt 1athaté a motoneuronok perikaryonja és a
proximalis dendritek koriil (15. A, B, E 4bra). A fehérdllomdnyban a legerdsebb reakcidt a
funiculus lateralis subpialis teriiletén lathattuk. A commissura anterior is intenziven festodott.
Hasonlé mintdzat volt 1athaté a funiculus dorsalis esetében kivéve a radix dorsalis belépési
helyétdl ventralis irdnyban taldlhat6 teriiletet (15. B dbra). A radix ventralis és a radix dorsalis
atmeneti zOondja intenziven festddott, mig maga a radix ventralis és dorsalis nagyon gyenge

HA reakciét mutatott (15. C-D dbra).
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14. dbra. HA eloszlds rhombencephalonban. A rhombencephalon rostralis részének
keresztmetszete (A). Intenziv a HA reakci6 a nervus trigeminus dtmeneti z6ndjdban. A bekeretezett
teriilet nagyobb nagyitassal lathaté a B dbréan, ahol sotéten festodott a PN (nyilak) a nervus trigeminus
motoneuronjai koriil (csillag). A rhombencephalon k6zépsé szakaszdnak keresztmetszete (C). A
bekeretezett teriiletek nagyobb nagyitdssal lathaték a D, E és G dbrdkon. A VIII. agyideg atmeneti
zéndjaban (csillag) intenziv HA reakcid figyelhetd meg (D). Intenziv a HA reakcié a PN-ban (nyilak)
a nucleus vestibularis lateralisban (nvl) a perikaryon (csillag) koriil (E). A rhombencephalon caudalis
részének keresztmetszete (F). HA pozitiv teriiletek a perikaryon (nyil) és a dendrit koriil (nyilhegy) a
formatio reticularisban (FR) (G). Csillag jeldli a perikaryont. Lépték: A, C, F=200 um és B, D, E, G
=50 pm.
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15. abra. HA expresszi6 a gerincveldben. Gerincveld keresztmetszet (A) és hosszmetszet (B). Gyenge
a HA reakci6 a canalis centralis (Cc) és a cornu dorsale felszini részén (CD). Intenziv a HA reakci6 a
commissura anteriorban (CA). A bekeretezett teriiletek nagyobb nagyitdssal a C-E dbrdkon lathatok. A
hatsé gyokér (RD) 4dtmeneti zéndja (TZ) (csillag) sotéten, mig a periférids rész halvanyan fest6dott
(C). Nem tapasztalhaté HA reakcié a mellsé gyokérnél (RV) (D). Csillag jeloli az atmeneti zonat.
Sotéten festdédott a PN (nyilak) a motoneuronok koriil (csillagok) a mellsé szarvban (CV) (E). Lépték:
A, B =200 pm és C-E = 50 pm.

5.1.1. Kvantitativ analizis

A teriiletre vonatkoztatott optikai denzitds értékeket (AIOD=area integrated mean optical
density values) a diencephalonban és mesencephalonban a nervus opticus végzodési
teriileteken vizsgéltuk. A diencephalonban a lateralis eldagyi koteget hasznaltuk kontroll

teriiletként, mivel a leggyengébb HA reakciot itt detektaltuk. A HA reakcié a legerdsebb a
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nucleus Bellonciban (nB) és a leggyengébb a nucleus preopticus magnocellularisban (mg)
volt (16. dbra). A HA reakcid az area preopticaban (apo) és a corpus geniculatum lateraleban

(CGL) erésebb volt, mint a nucleus preopticus magnocellularisban.
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16. dbra. A HA reakcié optikai denzitdsa (AIOD) a primer afferens opticus rostok végzddési
teriiletein a diencephalonban. A HA reakcié denzitasa legnagyobb a nucleus Bellonciban (nB) és a
legalacsonyabb a nucleus preopticus magnocellularisban (mg). A kontroll oszlop a lateralis eldagyi

kotegben mért optikai denzités.
A tectum opticum esetében a nucleus anterodorsalis tegmenti volt a kontroll teriilet. A

legmagasabb denzitds a B rétegben, mig a legalacsonyabb az A, 1., 2. és 4. rétegekben volt
lathato (17. dbra).
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17. abra. A HA reakci6 optikai denzitdsa (AIOD) a tectum opticum rétegeiben, a rétegeket szamok és
betiik jelolik. A legnagyobb az optikai denzitis a B, D, F, 3. és 5. rétegekben. A legalacsonyabb
optikai denzitast az A, 1., 2. és a 4. rétegekben mértiik. A kontroll oszlop a tegmentum mesencephali

nucleus anterodorsalisban mért optikai denzitas.

5.2. A béka kozponti idegrendszerének tenascin-C térképe

A tenascin-C reakciét megfigyeltiik a fehér- €s a sziirkedllomany kiilonb6z6 teriiletein
a telencephalontél a gerincveldig (18. dbra). A reakci6 megjelenési formdja a
fehérallomdnyban az axonok koriil volt 1dthaté, mig a sziirkedllomédnyban a neuropilben és a

PN teriiletén hasonl6 ahhoz, amit a HA reakcid esetében tapasztaltunk.

Telencephalon A tenascin-C eloszldsa regiondlis eltérést mutatott a telencephalonban (18. A-
D ébra, 19. A-B dbra). A bulbus olfactoriusban kozepes intenzitdsi homogén reakcidt
tapasztaltunk mindhdrom rétegben, a PN-t a HA reakcidhoz hasonldan itt sem figyeltiilk meg

(19. A dbra).
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18. abra. A tenascin-C reakcid eloszldsi mintdzata a béka agy és a gerincveld keresztmetszeteiben, a
jobb oldali alsé rajz jeloli a metszetek helyét. Minden rajz baloldaldn, a struktirdk, jobboldaldn a
tenascin-C festddés mintdzata lathatd. A-D: telencephalon, D-E: diencephalon, F: mesencephalon, G:
rhombencephalon és H: gerincveld. A festddési mintdzatot 6t intenzitasi fokozattal dbrazoltuk.

Nagyon gyenge: [/ Gyenge: i Kozepes: [[J] Erés: [JJ] Nagyon erés: [
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A pallium dorsaleban, lateraleban, medialeban és a ventriculus lateralis
ependymajaban gyenge tenascin C reakcidé volt lathaté (19. A &bra). Erds pozitivitdst
tapasztaltunk a commissura anteriorban, ahol a pozitiv és negativ festddésti teriiletek
alterndcidja révén sdvos mintazat alakult ki. A lateralis eldagyi kotegben halvany tenascin-C
reakcidt tapasztaltunk. Az area preopticaban halvdny reakcid volt megfigyelhetd, nem volt

lathat6 a perineurondlis halé.
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19. é&bra. Tenascin-C reakcié a telencephalonban. Bulbus olfactorius (A) és telencephalon (B)
keresztmetszet. Kozepes intenzitdsti a tenascin-C reakcié a bulbus olfactorius mindhdrom rétegében
(A). Intenziv tenascin-C reakci6 lathaté az amygdala pars medialisban (apm), commissura anteriorban

(ca) és a nervus opticusban (no), a palliumban halvany reakci6 lathaté (B). Lépték = 200 pm.

Diencephalon A telencephalonhoz hasonléan a tenascin-C reakcid eloszldsa és intenzitdsa
regiondlis eltéréseket mutatott (18. D-E dbra, 20. A dbra). A corpus geniculatum laterale és a
lateralis eldagyi koteg erés tenascin-C reakcidét mutatott, mig a thalamus teriiletén gyenge
reakcié volt lathat6 (18. D abra, 20. A dbra). A lateralis eldagyi kotegben halvany festodés

volt lathatd, de intenzivebb volt, mint a telencephalonban.
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20. abra. Tenascin-C reakcié a diencephalonban. Diencephalon keresztmetszet (A). A bekeretezett
teriilet nagyobb nagyitdssal a B dbrdn. A nucleus Bellonciban kozepes intenzitdsi inhomogén a
reakcié. Intenziv a tenascin-C reakcié a chiasma opticumban és a tractus opticusban (A). A corpus
geniculatum lateraleban intenziven festédott a perineurondlis hdlé (nyil) a perikaryon koriil (B).

Lépték: A =200 pm; B = 50 um.

A nucleus Bellonciban kézepes intenzitdsi inhomogén reakciot lattunk (20. A dbra). A CGL-
ban nagy nagyitassal lathaté a PN a perikaryonok koriil (20. B dbra). Erds tenascin-C reakci6
volt lathatd a nervus opticusban, chiasma opticumban és a tractus opticusban.

Mesencephalon A tectum opticumban a G, F, 8. és a 7. rétegekben volt lathaté erdsebb
immunreakcié, gyengébb reakcidt tapasztaltunk az 5., 6., B, C, D és E rétegekben, mig
nagyon gyenge volt a reakci6 az A, 1., 2., 3. és 4 .rétegekben (18. F dbra, 21. A, B dbra). A
PN jol lathat6 volt a 7. és az F rétegekben (21. A dbra). A tegmentum mesencephaliban a
sziirkedllomany kozepesen intenziven festddott a torus semicircularis subependymalis,

principalis, magnocellularis, laminaris és commissuralis magjaiban.
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21. 4abra. Tenascin-C reakcidé a mesencephalonban. A mesencephalon rostralis részének
keresztmetszete (A). Erds tenascin-C reakcidé lathaté a tectum opticum G, F, 8. és 7. rétegeiben.
Kozepesen intenziven festddtek a torus semicircularis magjai (cot, It, pt). A mesencephalon caudalis
részének keresztmetszete (B). A nucleus isthmi (ni) sz€li része intenziven, a neuropil halvanyan

festodott (B). Lépték: A, B =200 um.

A tegmentum mesencephali nuclei anterodorsalis és anteroventralis gyengén festédtek (21. A
dbra). A tegmentum fehérallomédnydban a tenascin-C reakcié intenzitdsa regiondlis eloszldst
mutatott, a leger0sebb reakcié a subpialis zéndban volt lathatd. Erds tenascin-C reakcid volt
lathat6 a BON-ban. A nucleus isthmiben a széli rész sitéten, a neuropil vildgosan festddott
(21. B édbra).

Cerebellum A kisagy minden rétegében detektiltunk tenascin-C reakcidt, a leger6sebben a
Purkinje sejtek rétege fest6dott, ahol tenascin-C reakciot mutaté teriiletek voltak lathatdak a
negativ kor alakud teriiletek koriill (22. A édbra), amelyek a Purkinje sejtek perikaryonjat
jelezték.

Rhombencephalon A tenascin-C reakcié intenzitdsa kiilonbségeket mutatott a
sziirkeallomany kiilonb6z6 teriiletein (18. G abra, 22. A, C, D 4bra). Az érz6 agyidegi magok,
mint a nucleus cochlearis €s a nucleus vestibularis lateralis (Deiters mag) neuronjai koriil is

pozitiv tenascin-C reakciét figyelhettiink meg, kiilonosen erds volt a reakcié a Deiters
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magban (22. C dbra). A motoros agyidegi magok koriil a perineurondlis hilé6 gyengébben
festodott (22. D abra).

A formatio reticularisban, a Kkissejtes periventricularis sziirkedllomadny az egész
rhombencephalon teriiletén gyengén festédott (22. A, C, D abra). A formatio reticularis
medialis és median z6ndjdban a tenascin-C reakci6 kozepes intenzitdsd, a nagy sejtek koriil
nagyon intenziven festddo perineuronalis halo volt 1athat6 (22. D ébra).

Az oliva superiorban kézepesen intenziv tenascin-C reakcid volt lathaté (22. D dbra).
A rhombencephalon fehérdllomanydban a legerdsebben az érzd rostokat tartalmazd tractus
spinalis nervi trigemini, a tractus nervi vestibulocochlearis és a felszall6 gerincvel6i kotegek
festédtek (22. C, D abra).

Nagyon er0s reakciot tapasztaltunk a motoros és érzd agyidegek belépésénél az
atmeneti zéndban, ezzel szemben gyenge reakcid volt ldthaté a periférids részen (22. B, E
abra). A tractus solitarius €s a fehérallomany subependymalis része gyengén festodott (22. A,
C, D 4bra).

Gerincveld A gerincveld sziirke- és fehérdllomanyaban is detektdltunk tenascin-C reakcidt
(18. H abra, 23. A, C abra). A mellsé szarvban nagyon intenziven festédott a perineuronélis
hidlé a motoneuronok perikaryonjai és a proximalis dendritjei koriil (23. D dbra). A
fehérallomanyban a legerdsebb reakciot a funiculus lateralis subpialis teriiletén lathattuk.
Erdsen fest6dott a commissura anterior. A radix dorsalis dtmeneti z6ndja nagyon intenziven
festddott, a radix ventralis dtmeneti zOndja kdzepesen intenziv tenascin-C reakcidét mutatott,

mig az ideg periférids része halvanyan festddott. (23. B édbra).
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22. dbra. Tenascin-C reakcié a rhombencephalonban. A rhombencephalon rostralis részének
keresztmetszete a cerebellummal (A). A bekeretezett teriilet nagyobb nagyitdssal lathaté a C abran.
Intenziv tenascin-C reakci6 l4thaté a cerebellumban a Purkinje sejtek rétegében (SG), a masik két
rétegben halvdny a reakcié. A rhombencephalon k6zéps6 részének keresztmetszete (B). A bekeretezett
teriilet nagyobb nagyitissal lathatd az E dbran. Az V. agyideg dtmeneti z6ndjdban (csillag) intenziv a
tenascin-C reakci6 figyelheté meg (C). A rhombencephalon caudalis részének keresztmetszete (D). A
VIII. agyideg 4tmeneti z6ndjdban (csillag) intenziv a tenascin-C reakcié (E). Lépték: A, C, D = 200
um; B, E =50 pym.
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23. abra. Tenascin-C reakci6 a gerincveldben. Gerincveld keresztmetszet (A) és hosszmetszet (C). A
bekeretezett teriiletek nagyobb nagyitassal a B és D dbrakon lathatdk. Intenziv tenascin-C reakcid
figyelhetd meg a fehérallomdnyban a commissura anteriorban (CA) (nyil) (A). Sotéten festéddott PN
(nyilak) lathaté a motoneuronok koriil (B). Intenziv a tenascin-C reakcié a radix dorsalis (RD)
atmeneti zondjaban (D), mig az ideg periférids része halvanyan festodott. Lépték: A, C = 200 um; B,

=50 um.
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5.2.1. Kvantitativ analizis

A teriiletre vonatkoztatott optikai denzitds értékeket (AIOD=area integrated mean
optical density values) a diencephalonban €s mesencephalonban taldlhat6 opticus végzddési
teriileteken vizsgdltuk. A diencephalonban a nucleus suprachiasmatist hasznaltuk kontroll
teriiletként, mivel a leggyengébb tenascin-C reakcidt itt detektdltuk. A tenascin-C reakcid a
leger6sebb a corpus geniculatum lateraleban, leggyengébb a nucleus Bellonciban (nB) (24.
dbra). A tectum opticum esetében a nucleus anterodorsalis tegmenti volt a kontroll teriilet. A
legmagasabb denzitds a 7. és a G rétegekben, mig a legalacsonyabb az 1., 2., 3. és 4.

rétegekben volt lathat6 (25. dbra).
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24. abra. A tenascin-C optikai denzitdsa (AIOD) a primer afferens opticus rostok végzdodési teriiletein
a diencephalonban. A tenascin-C reakcié denzitdsa a legnagyobb a corpus geniculatum lateraleban

(CGL) és a legalacsonyabb a nucleus Bellonciban (nB). A kontroll oszlop a nucleus

suprachiasmatisban mért optikai denzitas.

47



40

35

30

N~
w

[553
(=)
I

optikai denzitis (AIOD)
o

24. 4bra. A tenascin-C reakci6é optikai denzitisa (AIOD) a mesencephalonban a tectum opticum
rétegeiben. A legnagyobb az optikai denzitas a 7., G, 8. és F rétegekben. A legalacsonyabb az optikai

denzités az 1., 2., 3. és 4. rétegekben.

3.3. A béka kozponti idegrendszerének fibronektin térképe

A fibronektin reakciét megfigyeltiik a fehér- és a sziirkedllomany kiilonb6z6 teriiletein
a telencephalontdl a gerincveldig (26. dbra). A fehérdllomanyban az axonok kériil volt 1athaté
reakci6. A HA-t6l és tenascin-C-t6l eltéréen a sziirkedllomdnyban a neuronok
citoplazmdjaban tapasztaltunk intenziv fibronektin reakciét, de a PN-ban nem. A neuropil

pozitiv volt fibronektinre.

Telencephalon A fibronektin eloszldsa regiondlis eltérést mutatott a telencephalonban
(26. A-D abra, 27. A, B dbra). A bulbus olfactorius mitralis sejt rétegében nagy intenzitasd
homogén reakciot tapasztaltunk a mitralis sejtekben (27. A dbra). A stratum glomerulare és a
stratum granulosum internum halvanyan, mig a bulbus olfactorius accessorius intenziven

festodott.
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26. abra. A fibronektin reakcid eloszldsi mintdzata a béka agy és gerincvel§ keresztmetszeteiben, a
jobb oldali alsé rajz jeloli a metszetek helyét. Minden rajz baloldaldn, a struktirdk, jobboldaldn a
fibronektin festddés mintdzata. A-D: telencephalon, D-E: diencephalon, F: mesencephalon, G:

rhombencephalon és H: gerincveld. A festddési mintdzatot 6t intenzitasi fokozattal dbrazoltuk.

Nagyon gyenge: /] Gyenge: i Kozepes: [[J] Erés: [JJ] Nagyon erés: [
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27. abra. Fibronektin reakcié a telencephalonban. Bulbus olfactorius keresztmetszet (A). Legerdsebb a
fibronektin reakcié a bulbus olfactorius accessoriusban lathaté (A, C). Intenziv reakcié lathaté a
stratum mitraleban (ml) a bulbus olfactoriusban (A). Telencephalon keresztmetszet (B). Erés a

fibronektin reakcié lathaté a commissura anteriorban (ca) és a commissura palliiban (cpal) (B). Lépték

=200 pm.

A palliumban, az amygdala pars medialisban, a lateralis elfagyi kotegben és az area
preopticaban gyenge fibronektin reakcié volt liathaté (27. B &bra). Erds pozitivitast
tapasztaltunk a commissura anteriorban és a commissura palliiban, ahol a pozitiv és negativ
festodést teriiletek alternacigjat figyeltiik meg.

Diencephalon A CGL, a nB és a thalamus teriiletén kozepesen intenziv volt a fibronektin
reakcid intenzitdsa. A lateralis eldagyi koteg halvanyan fest6dott. A nervus opticus, a chiasma
opticum és a tractus opticus erdsen fest6dott (26. D-E édbra, 28. A 4bra). A tractus opticusban

az opticus rostok kozott intenzivebben fest6dott, mint az opticus rostok.
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28. abra. Fibronektin reakcié a diencephalonban. Diencephalon keresztmetszet (A). A bekeretezett
teriilet nagyobb nagyitassal 1athat6 a B abran. Kozepesen intenziv homogén fibronektin reakcié lathaté
a corpus geniculatum lateraleban (CGL) és a nucleus Bellonciban (nB) (A). Intenziv a fibronektin

reakcio a tractus opticusban (to) az opticus rostok kozott (nyil) (B). Lépték: A =200 um; B = 50 um.

Mesencephalon A tectum opticumban kozepes intenzitdsi homogén reakcié volt lathatd, a
rétegek kozott nincs jelentOs intenzitasbeli kiilonbség (26. F abra, 29. A, C édbra). A
tegmentum mesencephaliban a sziirkedllomdny kozepesen intenziven festodott a torus
semicircularis magjaiban (29. A dbra). A nuclei anterodorsalis és anteroventralis tegmenti
nagyon halvinyan fest6dott (29. A édbra). A tegmentum fehérdllomanydban a fibronektin
reakcid intenzitdsa regiondlis eloszlast mutatott, a legerdsebb reakcié a subpialis zondban volt
lathat6. A BON-ban halvany reakciét figyeltiink meg. A nucleus isthmi kézepesen intenziven

festddott, nincs intenzitdsbeli eltérés a sz€li rész és a neuropil kozott.
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29. abra. Fibronektin reakcié a mesencephalonban. A mesencephalon rostralis (A) és caudalis
részének (C) keresztmetszete. A tectum opticumban kozepesen intenziv a fibronektin reakci. A
nucleus isthmi kozepesen intenziven fest6dott (ni). A cerebellum keresztmetszete (B). A hdrom
rétegbdl a stratum ganglionareban a Purkinje sejtek citoplazmdja (SG) és stratum granulosum (SGr)

festédott a legerdsebben (B). Lépték: A, B =200 um; 50 pm.

Cerebellum A kisagy minden rétegében detektaltunk fibronektin reakcidt, a legerdsebben a
Purkinje sejtek és a szemcsesejtek festddtek (29. C dbra).
Rhombencephalon A fibronektin reakcié nagy intenzitasbeli kiilonbségeket mutatott a
rhombencephalonban, mint az agy mas teriiletein (26. G abra, 30. A, D, E dbra). A motoros
agyidegi magokban pozitiv fibronektin reakcié volt megfigyelhet6 (30. A, B 4bra).

A formatio reticularisban, a Kkissejtes periventricularis sziirkedllomadny az egész
rhombencephalon teriiletén erdsen fest6dott (30. A, D dbra). A formatio reticularis medialis és
median zéndjaban a fibronektin reakcié kozepes intenzitdsii volt, a nagy sejtek nagyon

intenziven festodtek (30. D dbra).
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30. abra. Fibronektin reakci6 a cerebellumban és a rhombencephalonban. A rhombencephalon rostralis
részének keresztmetszete (A, D). A bekeretezett teriiletek nagyobb nagyitdssal 1athatok a B és C dbran.
Intenziv a fibronektin reakcié a rhombencephalonban a formatio reticularisban (A, D). A trigeminus
motoneuronjainak citoplazmdja (mn) (nyil) nagyon intenziven festddott (B). Intenziven festédott a
nervus trigeminus dtmenet zéndja (csillag) (C). Rhombencephalon caudalis részének keresztmetszete

(E). Gyengén festodott a fasciculus solitarius (fs). Lépték: A, D, E =200 pm; B, C = 50 pm.

Az oliva superiorban porzitiv fibronektin reakcidé volt lathaté (26. G dbra). A
rhombencephalon fehérdllomanyédban a legerésebben az érzd rostokat tartalmazd tractus nervi
trigemini és a tractus nervi vestibulocochlearis és a felszallo gerincveldi kotegek festddtek
(30. D ébra). A tractus solitarius és a fehérallomdny subependymalis része gyengén festddott

(30. E abra).
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Nagyon erds reakciot tapasztaltunk a motoros €s érz6 agyidegeknek a neuraxisba val6
belépésénél, az idegek periférids részen erds reakciot figyeltiink meg (30. A, C, D 4bra).
Gerincveld A gerincveld sziirke- és fehérdllomdnydban is detektaltunk fibronektin reakciot
(26. H ébra, 31. A dbra). A mellsd szarvban nagyon intenziven festddtek a motoneuronok és
proximalis dendritjeik (31. B 4bra). A fehérdllomédnyban a legerdsebb reakciét a funiculus
lateralis subpialis teriiletén lattunk €s kdzepesen intenziven a commissura anterior rostjai. A

periférids ideg is erésen festddott.
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31. 4bra. Fibronektin reakcié a gerincveldében. Gerincveld keresztmetszet (A) €s hosszmetszet (B). A
bekeretezett teriilet nagyobb nagyitdssal 14that6 a C dbrdn. A mellsé szarvban a motoneuronok (mn)

citoplazmédja (nyil) erésen fest6dott (C). Lépték: A = 200 um; B = 50 pm.

54



5.4. Nervus opticus regenerdcios vizsgdlatok

5.4.1. A HA reakcio valtozasa a béka latokozpontjaiban a regeneracié soran

A kisérletek sordn ép oldalnak mindig azt az oldalt tekintettik mind a
diencephalonban, mind a mesencephalonban, ahol az ép nervus opticus rostok végzddnek. A
regeneracids kisérletek soran a normal, nem operdlt dllathoz hasonléan a HA reakcidt a
sziirke- és a fehérdllomany teriiletén is megfigyeltiik. Minden tdlélési stidium esetében a HA
reakcioét a diencephalonban a corpus geniculatum laterale és a nucleus Bellonci teriiletén (10.

D abra), mig a mesencephalonban a tectum opticum rétegeiben és a basalis opticus magban

vizsgaltuk részletesebben (10. D dbra).
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32. dbra. HA reakci6 a nB-ban és CGL-ban a diencephalonban nervus opticus regenericidé sordan. A
festddés intenzitdsa a nB-ban kevésbé csokkent, mint a CGL-ban. Az E és F dbrian nagyobb
nagyitdssal ldthaté a CGL a mdsodik tdlélési héten (A, B). A mésodik posztoperativ héten volt

megfigyelhetd a PN dezintegraltsaga. Lépték = 50 um.

Diencephalon A nucleus Bellonciban az operalt és az ép oldalrél rostokat fogadé két oldal

kozott nem volt jelentds kiilonbség a HA reakcié megjelenésében a vizsgélt iddpontokban
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(32. abra). A normal békahoz viszonyitva az 6todik naptol kezdve mindkét oldalon csokkent
az optikai denzitds, az operalt oldalon volt nagyobb, de nem szignifikdnsan a csokkenés
mértéke. Az optikai denzitds értéke a masodik tilélési héten a normdl békaban mért értékek
felére csokkent mindkét oldalon. Az operilt oldalon a mésodik, az ép oldalon a harmadik
héttdl kezdve nétt a HA reakcid optikai denzitdsa, a novekedés iiteme a regenerdl6do rostokat
fogad6 oldalon nagyobb volt, mint a masik oldalon. A tizenkettedik tulélési hétre a mért

optikai denzitds értékek megkozelitették a normdl allatban mért értékeket (33. dbra).
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33. dbra. A HA reakcié optikai denzitisdnak (AIOD) iddbeni valtozdsa a nB-ban nervus opticus
regeneracio soran. Az operalt oldalon minden tilélési stidiumban nagyobb mértékil a valtozas, mint az

ép oldalon. A normal érték a nem operalt allatndl mért optikai denzitast jelzi.

A corpus geniculatum lateraleban az operdlt oldalon a perineurondlis halo

dezintegraltsagat figyeltilk meg, ami a masodik tilélési héten volt a legkordbban lathat6. Az
otodik tdlélési hétre ez a jelenség eltlint, €s a PN halé festédése tjra megfigyelhetd volt, de az
operalt oldalon jelent6sebb volt a csokkenés (32. dbra). Az optikai denzitds értéke a masodik-
harmadik tdlélési héten a nucleus Belloncihoz hasonléan a normdl békdban mért értékek
felére csokkent mindkét oldalon. Az 6todik hét utdn tapasztalt novekedés iiteme is a nucleus

Belloncindl tapasztalthoz hasonld volt (34. abra).
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34. dbra. HA reakci6 optikai denzitdsdnak (AIOD) idObeni véltozdsa nervus opticus regeneracid sordn
a CGL-ban. Az operdlt oldalon minden tilélési stidiumban nagyobb mértékili a véltozds, mint az ép

oldalon. A normal érték a nem operalt allatnal mért optikai denzitast jelzi.

Mesencephalon A normdl, nem operalt békdhoz hasonl6an minden tilélési stidiumban a
tectum opticum rétegeiben €s a nucleus opticus basalisban vizsgaltuk a HA reakcié véltozasat
az operélt és az ép oldalon az idé fiiggvényében. Altalinossigban elmondhaté, hogy a

mesencephalonban minden tdlélési stidiumban a tectum opticum rétegeiben a normal

békahoz hasonléan a HA reakci6 intenzitdsa a B és a D rétegekben volt a legmagasabb és a 2.
és 4. rétegekben a legalacsonyabb (36. A-B abra). A B rétegben mindkét oldalon minden
stddiumban nagyobb volt az AIOD, mint a tobbi rétegben (36. A-B dbra). Az F és 8. rétegben
a perineurondlis halo festddése és a 6. réteg sdvozott megjelenése nem véltozott a regenerdcid
sordn (35. dbra).

Az optikai denzitds mérések a kiilonbozd tulélési idokben a kovetkezd valtozdsokat
mutattdk. Az o6todik tdlélési napon a tectum opticum rétegeiben még nem tapasztaltunk
eltérést a normdl békahoz képest. A normdl békanal megfigyelthez hasonléan a B, D, F, 5. és
3. rétegben intenziv HA reakci6 volt lathatd, gyengébb reakcidt tapasztaltunk a G, C, E, 8., 7.
és 6. rétegekben, mig nagyon gyenge reakciot az A, 4., 2. és 1. rétegekben (34. A-B 4bra).
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35. dbra. HA reakcid a tectum opticum rétegeiben a mesencephalonban nervus opticus regeneracié
sordn. Minden tulélési stdidiumban megfigyelhetd volt a PN a 8. és F rétegekben (nyilak). Lépték = 50

pm.

A maésodik és a harmadik tdlélési héten a D réteg mindkét oldalon halvdnyabban
festodott, mint a kontroll béka esetében, mig a tobbi rétegben hasonld intenzitasi HA reakcid
volt lathatd. A mésodik tilélési héten mindkét oldalon nétt az optikai denzités értéke.

Az otodik tilélési héttdl kezdve mar nem csak a D, hanem a B és az F rétegben is
eltérést tapasztaltunk a normaél allathoz képest. A regenerdl6do rostokat fogadé oldalon a B, D
és az F rétegben a normdlndl gyengébb homogén reakciot figyeltiink meg. Ezzel szemben az
ép oldalrdl érkezd rostokat fogadé oldalon a reakcié mintdzata a B, D és F rétegben
hasonlitott a normdl allatban leirthoz, azaz ebben a hdrom rétegben tapasztalhaté a
legintenzivebb festédés. Ez a mintazat volt lathaté a hatodik-nyolcadik talélési héten is. A
hatodik héten csak az ép oldalon tapasztaltunk nagyobb nodvekedést és ezutdn visszadllt a

normal békaban mért értékekre.
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36. A-B dbra. A HA reakci6 optikai denzitdsdnak (AIOD) idébeni véltozdsa a tectum opticumban
nervus opticus regeneracié sordn az ép (A) és az operdlt (B) oldalon. Az operdlt oldalon minden
rétegben jelentdsebben valtozott az optikai denzitds, mint az ép oldalon. Minden tdlélési stidiumban a
B rétegben volt a legnagyobb a denzitds mindkét oldalon. A kontroll a nem operdlt dllatndl mért

optikai denzités értékeket jelenti.
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A kilencedik talélési hétre a kiillonbség megsziint a két oldal kozott. A tectum
opticumban, a B, D, F, 5. és 3. rétegben intenziv HA reakcié volt lathatd, gyengébb reakciot
tapasztaltunk a G, C, E, 8., 7. és 6. rétegekben, mig nagyon gyenge volt a reakcié az A, 4., 2
és 1 rétegekben (36. A-B dbra).

A tizenkettedik tdlélési héten az F, a 8. és a G rétegben a reakci6 intenzitdsa nagyobb
volt, mint az ép oldalon, mig a tobbi rétegben a kontroll békdhoz hasonlé mintdzat volt
megfigyelhetd. A tectum opticumban, a B, D, F, 5. és 3. rétegben intenziv HA reakcié volt
lathatd, gyengébb reakciot tapasztaltunk a G, C, E, 8., 7. és 6. rétegekben, mig nagyon gyenge
volt a reakcid az A, 4., 2. és 1. rétegekben (35. dbra).

A nucleus opticus basalis a normél édllathoz hasonl6éan egészen az 6todik posztoperativ
hétig mindkét oldalon pozitiv HA reakciét mutatott. Az o6todik tdlélési héttdl kezdve a
regenerdl6do rostokat fogadoé oldalon a nucleus opticus basalis nagyon halvany volt, csak az
ép rostokat fogadd oldalon volt l4thaté6 er6s HA reakcié. A kilencedik tulélési hétre a
regeneral6do rostokat fogadd oldalon a nucleus opticus basalis teriiletén djra megjelent egy
kevésbé intenziv HA reakcid. A tizenkettedik tdlélési héten mindkét oldali nucleus opticus

basalisban hasonlé intenzitasuva valt a HA reakcio.

5.4.2. A tenascin-C reakcio valtozasa a béka latokozpontjaiban regeneracio soran

Nervus opticus regenerdcié utdn a tenascin-C eloszldsi mintdzatdnak valtozasat
vizsgéltuk a kiillonbozo tilélési stddiumokban. A regenerdcié sordn a tenascin-C mintdzat

kisebb mértékben valtozott, mint a HA eloszlasi mintazata.

Diencephalon A diencephalonban a normdl békdhoz hasonléan minden tilélési stidiumban a
corpus geniculatum lateraleban l4ttunk intenzivebb tenascin-C reakcidt (37. dbra). A Bellonci
mag teriiletén minden esetben gyengébb tenascin-C reakciot tapasztaltunk. A masodik tulélési
héttol kezdve mindkét oldalon csOkkent a tenascin-C reakcid intenzitisa a CGL-ban, a
kilencedik héttdl kezdve noétt és a tizenegyedik hétre megkozelitette a nem operalt allatban
mért értékeket (38. dbra). A madsodik-harmadik tdlélési héten az operdlt oldalon a

perineuronélis hdl6 dezintegralt lett a regeneral6do rostokat fogado oldalon (37. 4bra).
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37. abra. A tenascin-C reakcié a CGL-ban a diencephalonban nervus opticus regenerdcié sordn. A
harmadik posztoperativ héten megfigyelhetd volt a PN dezintegréltsiga. Az E és F dbran nagyobb
nagyitassal lathaté a CGL a harmadik tdlélési héten (A, B). Lépték = 50 pm.
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38. abra. A tenascin-C reakcié optikai denzitdsdnak (AIOD) idébeni véltozdsa a CGL-ban nervus
opticus regenerdcié sordn. Az operdlt és az €p oldal kozotti eltérés nem jelentds egyik tulélési

staddiumban sem. A kontroll érték a nem operalt allatnal mért optikai denzitast jelenti.
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Mesencephalon A mesencephalonban a tectum opticum rétegeiben a normal békdhoz
hasonléan a tenascin-C reakcid intenzitdsa a G, F, 8. és 7. rétegekben volt a legmagasabb és
az 1., 2., 3. és 4. rétegekben a legalacsonyabb (39. dbra). A B és a 8. rétegben az operalt
oldalon jelentds mértékben nétt az AIOD a harmadik-6todik posztoperativ hét kozott,
szemben az ép oldallal, ahol nem észleltiink ezekben a rétegekben jelentds valtozdsokat (40.
A-B abra).

Az egyes tilélési stidiumokban mért optikai denzitds értékek analizise azt mutatta,
hogy az 6todik tdlélési napon a tectum opticum rétegeiben még nem volt eltérés a normaél
békahoz képest. A normdl békanal megfigyelthez hasonldan a G, F, 8. és 7. rétegben intenziv
tenascin-C reakcié volt lathatd, gyengébb reakcidt tapasztaltunk az 5., 6., B, C, D és E
rétegekben, mig nagyon gyenge reakcidt az 1., 2., 3. és 4. rétegekben (38. A-B abra).

A masodik tdlélési héten mindkét oldalon halvdnyabban festdd6tt minden réteg, mint a
kontroll békanal. A masodik tilélési héten mindkét oldalon csokkent az optikai denzitds
értéke.

A harmadik-hatodik tdlélési héten mindkét oldalon intenzivebb festddést tapasztaltunk
minden rétegben, mint a kontroll béka esetében. A regeneral6dé oldalon jelentsebb volt a
véltozas, mint az ép oldalon. A perineurondlis hdl6 a csak a hatodik héten volt lathat6 jol a 7.
és a F rétegekben (37. dbra). Az optikai denzitds maximumat a harmadik-hatodik tdlélési hét
kozott érte el, utana mindkét oldalon csokkent.

A hetedik tilélési héttdl kezdve mindkét oldalon halvany tenascin-C reakcid
figyelhettiink meg. A perineurondlis hdl6t ezutdn nem lattuk a 7. és a F rétegekben (37. 4bra).
Az optikai denzitds mindkét oldalon csokkent.

A nyolcadik-kilencedik hét kozott volt a leghalvanyabb a tenascin-C reakci6 a tectum
opticum rétegeiben.

A tizenkettedik hétre a tenascin-C reakcié optikai denzitisa megkozelitette a normal
allatban mért értékeket mindkét oldalon.

A BON-ban a HA reakcidéndl leirt valtozasok figyelhetok meg, de a valtozas kisebb

mértékl volt.
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37. abra. A tenascin-C reakcié a tectum opticum rétegeiben a mesencephalonban nervus opticus
regenerdci6 sordn. A festddés intenzitdsa a hatodik hétre megndtt, majd utdna jelentdsen csokkent. A
perineurondlis halé csak a hatodik posztoperativ héten volt 1dthaté a 7 és F rétegekben (nyilak). Lépték

=50 um.
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38. A-B dbra. A tenascin-C reakcidé optikai denzitisdnak (AIOD) id6beni véltozdsa a tectum
opticumban nervus opticus regeneracié soran, az ép (A) és a regeneral6do oldalon (B). Egyik tdlélési
stidiumban sem tapasztalhat6 jelentds kiillonbség a rétegek optikai denzitdsa kozott (A). Minden
rétegben az 6todik héten mértiik a legnagyobb optikai denzitdst az operdlt oldalon (B). A hatodik-
tizenegyedik hét kozott mindkét oldalon csokkent az AIOD (A, B). Az operélt oldalon juelentdsebb

valtozasok figyelhetok meg, mint az ép oldalon. A kontroll a nem operdlt békdban mért optikai

denzitas.
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6. MEGBESZELES

Munkank els részében vizsgéltuk az ECM makromolekuldi koziil a HA és a tenascin-
C kvantitativ, valamint a HA, a tenascin-C és a fibronektin kvalitativ megoszldsit a béka
idegrendszerében, specifikus hisztokémiai reakciok alkalmazdsdval. Vizsgdlataink sordn azt
talaltuk, hogy a fenti molekuldk mind a sziirke-, mind a fehérdllomany teriiletén egyenlétlen
eloszlast mutatnak. A munka mdasodik részében a nervus opticus regenerdcié sordn
bekovetkezett HA és a tenascin-C eloszlasvaltozdst mutattuk ki a nervus opticus

diencephalicus és mesencephalicus végzddési teriiletein.

6.1. A HA megoszldsa a béka kozponti idegrendszerében

A HA pozitiv teriiletek feltérképezése soran a béka kozponti idegrendszerében a
telencephalontdl a gerincveld caudalis részéig megfigyelhetd, hogy ezek a teriiletek nemcsak
a latérendszer, hanem a vestibularis rendszer €s mas kozpontok teriiletén is megtalalhatoak,
mind a sziirke-, mind a fehérdllomdnyban. A telencephalonban a legerésebb reakcidt, az
amygdala pars medialis és az area preoptica, a bulbus olfactoriusban a stratum granulosum
internum ¢és a stratum mitrale mutatta. Ehhez hasonléan intenziven festédott a

diencephalonban a nucleus Bellonci, a nervus opticus, a chiasma opticum és a tractus opticus,

a mesencephalonban a tectum opticum B, D, F, 5. és 3. rétegei, a nucleus isthmi sz€li része és

a_belsd régié neuropilje. A cerebellumban a Purkinje sejtek rétege, a rhombencephalonban a

nucleus cochlearis, nucleus vestibularis lateralisban a PN és a motoros és érzé agyidegek
atmeneti zondja festoédott a legintenzivebben. A gerincvelOben a motoneuronok koriili PN és a
radix dorsalis dtmeneti z6ndja mutatott intenziv fest6dést. Kevésbé intenziven festddott a

diencephalonban a corpus geniculatum laterale perikaryonja koriil a PN, a mesencephalonban

a tectum opticum G, E, C, 6., 7. és 8. rétegei, a nucleus opticus basalis, a cerebellumban a

stratum moleculare és a stratum granulare, a rhombencephalonban a formatio reticularis
medialis és median zéndja és a gerincvel6ben a radix ventralis dtmeneti zondja. Halvanyan
festddott a tectum opticum A, 1., 2. és 4. rétege, valamint az agyidegek és gerincveldi
gyokerek periférias része.

Az optikai denzitds mérése azt mutatta, hogy a normal béka esetében a diencephalonban a
HA reakcid optikai denzitasa a nucleus Bellonciban volt a legnagyobb. Az optikai denzitds
értéke az area preopticaban (apo) és a corpus geniculatum lateraleban (CGL) erdsebb volt,

mint a nucleus preopticus magnocellularisban. A mesencephalonban a tectum opticum rétegei
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koziil a legmagasabb denzitds a B rétegben, mig a legalacsonyabb az A, 1., 2. és 4. rétegekben
volt lathat6. A HA reakci6 festddési intenzitdsanak mérései a nem maszkirozott és a térbelileg
hozzaférhet6 HA-hoz kotédé6 bHABP mennyiségét tiikrozik. A PG molekuldk maszkirozé
hatdsa az aggrekdnban gazdag szévetekben, mint amilyen a hyalin porc jelentds lehet (Lammi
és mtsai., 2001). A maszkiroz6 hatds a kozponti idegrendszerben nem valdszindi, mivel itt a
PG tartalom nagyon alacsony. Erre utal az, hogy a kozponti idegrendszerben negativ a dimetil
metilénkék reakcid, ami sokkal érzékenyebb reakcié a proteoglikdn szulfatilt GAG-jainak
kimutatasara (Médis, 1991).

Néhany korabbi kisérletben emldsokben kimutattdk a HA lokalizacidjat a kozponti
idegrendszer kiilonb6z6 részeiben (Margolis és mtsai., 1975; Ripellino és mtsai., 1988; Fryer
és mtsai., 1992). Ripellino és munkatarsai (1988) kimutattdk a HA-t a Purkinje sejtek
sejttestiében és a szemcsesejtek citoplazmajiban a fejlodé patkany kisagydban. A HA
megoszlasat patkdny és emberi agyban is vizsgdltdk NDOG 1 antitesttel. Felnott patkany
agyaban pozitiv HA reakci6 volt lathaté a kérgi neuronokban, a hippocampusban, a gyrus
dentatus granularis sejtjeiben, a subiculumban, az amygdala basolateralis magjaban, a nucleus
septalis medialisban, a hypothalamusban, a thalamusban, a colliculus inferior magjaiban, a
lemniscus lateralis magjaiban, a nucleus cochlearis ventralisban, a nucleus vestibularisban és
az agytorzsi nucleus reticularisiban (Yasuhara és mtsai., 1994). Emberi agyban a HA
reakcid pozitiv a latokéregben, a hippocampusban, a nucleus reticularis thalamiban, a nucleus
ruberben, a substantia nigra pars reticularisaban, a kisagykéregben és a nucleus dentatus
cerebelliben (Yasuhara és mtsai., 1994). Ennek alapjdn azt mondhatjuk, hogy bizonyos foku
hasonldsag figyelhetd meg a béka, a patkdny és az emberi agy HA mintdzatdban a vestibularis
rendszerben és formatio reticularis magjaiban (Yasuhara és mtsai., 1994). A hasonldsig
mellett néhany kiilonbség is megfigyelhetd a béka tectum opticum, valamint ennek
patkdnyban és emberben megtaldlhaté homoldgja, a colliculus superior HA mintazata kozott.
A béka tectum opticuma HA-ban gazdag, ezzel szemben a patkdny és az ember colliculus
superiorja nem mutatott pozitiv reakciét (Yasuhara és mtsai., 1994). Ezt a kiilonbséget
jelenleg nem tudjuk megmagyarazni, valdszinilileg Osszefiiggésben lehet azzal, hogy a
latéideg emldsokben nem regeneralodik. Bignami és Asher (1992) leirta, hogy a HA halézatot
képez patkanyban a myelinizalt axonok és a kisagyi szemcsesejtek koriil. A HA eloszlasat a
patkdny agydban glialis HA-kotd fehérje (GHAP) segitségével, mint specifikus probaval
(Bignami és Asher, 1992; Bignami és mtsai., 1992) vagy NDOG 1 antitesttel (Yasuhara és
mtsai., 1994) vizsgaltik.
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A HA a sziirkedllomanyban elsdsorban a perineurondlis halé egyik f6 elemeként
mutathaté ki. Irodalmi adatok alapjdn a HA molekula legaldbb kétféle kdlcsonhatdsban vesz
részt a perineurondlis hdlé teriiletén. Az egyik esetben, a sejtek HA-receptoraihoz
kapcsolodik. A HA-kotd receptorok koziil mind a CD44, mind a RHAMM és alternativ
splice-varidnsaik széles korben expresszdlddnak az emlds kozponti idegrendszerében (Kaaijk
és mtsai., 1997; Lynn és mtsai., 2001). A masik lehetéség, a HA molekuldk szamos lektikan
csaladba tartoz6 proteogliként képesek megkdtni, mint az aggrekdnt, Cat-301-et, versicant és
brevicant (Hartmann és Maurer, 2001; Rhodes és Fawcett, 2004). Miutdn a HA receptorait és
a felsorolt PG-ok eldfordulasat békaban még nem vizsgaltik, igy jelenleg nem tudunk
nyilatkozni arrdl, hogy a két csoport koziil mindegyik részt vesz-e a kotddésben.

A HA eredetét a kozponti idegrendszerben nem pontosan ismerjitkk. Vannak adatok,
amelyek a HA neuronalis eredetét irjdk le (Hartman és Maurer, 2001), mésok szerint a
hyaluronsavat glia sejtek termelik (Grumet és mtsai., 1985, Asher és Bignami 1991). El6zetes
RT-PCR eredményeink alapjan, a csirke embrié gerincveldjében taldlhaté sejtek tartalmaznak

hyaluronsav szintetdz 2 és 3-t (Mészar és mtsai., 2005, személyes kozl€s).

6.2. A tenascin-C megoszldsa a béka kozponti idegrendszerében

A HA-hoz hasonléan a tenascin-C is megtalalhat6 a béka kozponti idegrendszerének
kiilonboz6é funkciondlis kozpontjaiban, a sziirke- és a fehérdllomanyban egyardnt. A

diencephalonban a nervus opticus, a chiasma opticum és a tractus opticus, a

mesencephalonban a tectum opticum G, F, 8. és 7. rétegei, a nucleus isthmi széli része, a
cerebellumban a Purkinje sejtek rétege mutatott intenziv tenascin-C immunreakciot (IR). A
rhombencephalonban a nucleus cochlearis és vestibularis lateralisban a PN és a motoros és az
érz6 agyidegek atmeneti zondja, a gerincveloben a motoneuronok koriili PN és a radix
dorsalis atmeneti zdéndja fest6dott intenziven. Kevésbé intenziven festddtek a
telencephalonban az amygdala pars medialis perikaryonja koriil a PN, a commissura anterior,

a diencephalonban a corpus geniculatum laterale perikaryonja koril a PN, a

mesencephalonban a tectum opticum 5., 6., B, C, D és E rétegei, a nucleus opticus basalis. A

rhombencephalonban kevésbé intenziven festédott az oliva superior és a formatio reticularis
medialis és median zéndja, a gerincvel6ben a mellsé gyokér dtmeneti zondja. Halvanyan

festodott a tectum opticum A, 1., 2., 3. és 4. rétegeiben, a nucleus isthmi neuropilje, a

cerebellumban a stratum moleculare és a stratum granulosum, az agyidegek és gerincveldi

gyokerek periférids része.
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A mi eredményeinkkel szemben feln6tt egérben és csirkében azt tapasztaltik, hogy a
tenascin-C expresszidja alacsony a kozponti idegrendszerben. A fejlédés korai fazisdban
ugyan erds tenascin reakcié mutathat6 ki a somatosenzoros kéregben (Crossin és mtsai., 1989;
Steindler és mtsai., 1989), majd ez a tenascin reakcio a fejlédés késobbi szakaszdban csokken.
Patkanyban feln6tt korban a tenascin-C az idegrendszer azon teriiletein expresszalddik, ahol
nagyfoki az idegi plaszticitds, igy a hypothalamus magjaiban és a szaglé rendszerben
(Gonzélez és Silver, 1994, Theodosis és mtsai., 1997). Ezzel 6sszhangban van az a
megfigyelésiink, hogy a felndtt békaban kozepesen intenziv tenascin-C reakciot lattunk a
bulbus olfactoriusban. A cerebellumban csak a Purkinje sejtek koriil mutattak ki felnott
egérben tenascin reakciot Bartsch és munkatarsai (1992b), ehhez hasonléan a békaban is a
Purkinje sejtek koriil volt a legerdsebb reakcié. Normal egér (Bartsch és mtsai., 1992a) és
patkany nervus opticusban (Ajemian és mtsai., 1994) nem expresszdlodik a tenascin-C,
szemben a békaval, ahol normdl dllatban is tapasztalhat6 tenascin-C reakci6, ami

Osszefiigghet a nervus opticus regeneracids képességével a kétéltiiekben.

6.3. A fibronektin eloszldsa béka kozponti idegrendszerében

Vizsgalatainkban a fibronektin reakcié a béka agy és a gerincveld sziirke- és
fehérallomanydban tobb helyen pozitiv volt. A sziirkedllomdnyban a neuropil és a neuronok
citoplazmadja festddott, a PN nem. A telencephalonban a legintenzivebben festddott a bulbus
olfactorius accessorius, a commissura anterior €s pallii, a diencephalonban pedig a nervus

opticus, a chiasma opticum és a tractus opticus. A cerebellumban a Purkinje sejtek, a

rhombencephalonban a nervus trigeminus motoneuronjainak citoplazmédja és a motoros és
érz6 agyidegek atmeneti zOndja, a gerincvel6ben a commissura anterior, a motoneuronok €s a
radix dorsalis atmeneti zdéndja mutatott intenziv fibronektin immunreakciét (IR) A
mesencephalonban kozepesen intenziven festodott a nucleus isthmi széli része és neuropilje,

mig halvanyan a nusleus opticus basalis.

A fibronektin fontos szerepet jatszik a neurdlis adhézidban, segit az axonok
novekedésében a fejlodés sordn, pl.: a nagyagy kérgi sejtek esetében (Chun és Shatz, 1988). A
feln6tt patkanyok corpus callosuma nagy mennyiségben tartalmaz astrocytdhoz kapcsolédé
fibronektint (Tom és mtsai., 2004), a béka telencephalonjanak commissuralis palyai
(commissura pallii, commissura anterior) is er0sen pozitivak voltak. Anti-fibronektin kezelés
hatdsdra a corpus callosumban taldlhaté astrocytdk morfoldgidja megvaltozik. A fibronektin

jelentds expresszidja a fehérdllomdnyban hozzdjarulhat ahhoz, hogy felndtt kozponti
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idegrendszerben az axon nem képes regenericidora (Tom és mtsai., 2004). Tom és munkatarsai
(2004) megfigyelték, hogy az érzé neuronok erételjesen novekedtek a fehérdllomanyt
tartalmazé szeleten, mig a felndtt allatbol szdrmazdé kérgi neuronok rosszul novekedtek
ugyanezeken a szeleteken. Ennek egyik oka az lehet, hogy a kétféle neuron nem azonos
kotéhelyek révén kapcesolddik a fibronektinhez.

A fibronektinrdl ismert, hogy a glia termeli (Sheppard és mtsai., 1995; Stettler és
Galileo, 2004), ezzel szemben sajat vizsgédlatainkban a fibronektint a neuronok
citoplazmdjaban mutattuk ki. Ennek okat jelenleg nem ismerjiik. Lehetséges, hogy békdban
nem csak gliasejtek, hanem neuronok is képesek lehetnek a fibronektin termelésére. Ennek

eldontésére a mRNS in situ hibridizacidval torténd kimutatdsa sziikséges.

6.4. A HA, tenascin-C és fibronektin eloszldsi mintdzatinak osszehasonlitdsa a béka

idegrendszerében

Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a HA, tenascin-C és a fibronektin egyenldtlen eloszlast
mutat a béka kozponti idegrendszerében. Hasonld vizsgdlatok kordbban a béka €s mas
alacsonyabbrendii gerinces idegrendszerében nem torténtek és magasabbrendii gerincesekben
is nagyon kevés adat all rendelkezésre az ECM makromolekuldk kozponti idegrendszeri
eloszlasi mintazatardl (Yasuhara és mtsai., 1994). Mindhdrom molekulat kimutattuk a sziirke-
és fehérdllomany teriiletén, de egyik esetben sem taldltunk olyan megoszldst, amely
kizarélagosan kothetd lenne valamilyen specifikus struktirdhoz. A sziirkedllomédnyban
mindhdrom molekula jelen volt a neuropilben. A legfontosabb kiilénbség a fibronektin és a
masik két reakcid kozott az, hogy a tenascin-C-t €s a HA-t a perikaryon koriili PN-ban és a
dendritekben taldltuk meg, mig a fibronektint a neuron citoplazméjidban. A HA és a tenascin-
C eloszlasban tapasztalhat6 hasonlésdgok egyik oka az lehet, hogy a PN-ben a HA
tenascinhoz kotve fordul eld (Fox és Caterson, 2002). Az aldbbiakban az egyes agyteriileteken
mutatkozott legjelentésebb hasonldsagokat és kiilonbségeket foglaltuk Gssze.

Telencephalon A bulbus olfactorius accessorius erdsen festodott fibronektinre, mig a masik
két esetben joval gyengébb volt. A bulbus olfactoriusban a stratum granulosum internum és a
stratum mitrale intenziv HA reakciét mutatott. A tenascin-C esetében az elébb leirt két
rétegben és a stratum glomerulareban egyforman kdzepesen intenziv homogén a reakcid, de a
PN egyik reakcio esetében sem volt megfigyelhetd. A stratum mitrale sejtjei intenziv

fibronektin reakcidt mutattak. Az area preoptica nagysejtes régidja pozitiv HA reakcidt
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mutatott, a sejttestek és a proximalis dendritek koriil jol lathatd volt a PN, a tenascin-C és a
fibronektin esetében ez a teriilet gyengén festddott.

A palliumban csak a HA esetében volt lathaté erds festédés, a tenascin-C és

fibronektin IR gyenge festédést mutatott. Tenascin-C reakciondl csak a commissura anterior,
mig a fibronektin reakciéndl a commissura anterior €s a commissura pallii fest6dott, a pozitiv
és negativ teriiletek sdvos mintdzatot mutattak, mig a teriilet HA-ra alig fest6dott. A lateralis
eléagyi kotegben mindhdrom reakciéndl halvany festddést tapasztaltunk.
Diencephalon A nucleus Bellonciban a HA reakcid esetén lattunk erds pozitivitdst, az erdsen
festddd neuropilben nehezen volt felismerhetd a perineurondlis hdlo. A tenascin-C és a
fibronektin reakciondl kozepesen intenziv inhomogén festddést tapasztaltunk. A corpus
geniculatum laterale mindhdrom esetben pozitiv volt, jdl elkiilonithetd perineurondlis haloval
a HA és a tenascin-C reakci6 esetében.

A habenula dorsalis csak a HA esetében mutatott nagyon intenziv reakciét, mig a
habenula ventralis nagyon gyengén fest6dott mindhdrom reakciéval. A hypothalamus
subependymalis €s subpialis régidjdban erés HA pozitivitds volt lathatd, a masik két
reakciondl halvany fest6dést tapasztaltunk. Mindhdrom esetben erds reakciot lattunk a nervus
opticusban, a chiasma opticumban és a tractus opticusban.

Mesencephalon A tectum opticumban a HA és a tenascin-C reakcié intenzitdsdnak erdssége
tobb helyen atfedést mutatott. Intenziv HA reakcié volt lathaté a B, D, F, 5. és 3. rétegben,
gyengébb reakciot tapasztaltunk a G, C, E, 8, 7. és 6. rétegekben, mig nagyon gyenge a
reakcidt az A, 1., 2. és 4. rétegekben. Az F és 8 rétegben jol felismerhetd volt az intenziven
fest6d6 perineurondlis hdlé. A tenascin-C immunreakcié a G, F, 8. és a 7. rétegekben volt
er6sebb, gyengébb reakciot tapasztaltunk az 5., 6., B, C, D és E rétegekben, mig nagyon
gyenge volt a reakcié az A, 1., 2., 3. és 4. rétegekben. A PN jol lathaté volt a 7. és F
rétegekben. Az eldbb felsorolt rétegek koziill a kontralateralis opticus rostok végzddési
teriiletén mindkét reakcié erdsebb volt az F és G rétegekben, mig a B és D rétegekben a HA
volt joval intenzivebb. Ezen beliil az F rétegben jol lathaté volt a PN. A primer afferensek
opticus rostokat fogadd tectalis rétegekben észlelt intenziv HA és tenascin-C reakcid arra
utalhat, hogy ezeknek a molekuldknak fontos szerepe lehet a nervus opticus regenericidja
soran fellépd plasztikus valtozasokban. Azok koziil a rétegek koziil, amelyek nem fogadnak
primer afferens opticus rostokat, mind a tenascin-C, mind a HA reakci6 intenziv volt a 7. és 8.
rétegben és a PN is jdl felismerhetd volt. A két réteg koziil a 8. réteg a nucleus isthmivel van
kapcsolatban. Feltételezhet6, hogy a nervus opticus Aatvdgdsa utdn az isthmotectalis

kapcsolatok miikddése is megviltozik, és a véltozdshoz vezetd jeldtviteli folyamatokban
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fontos lehet a tenascin-C és a HA szerepe. A tectum opticum rétegeiben a fibronektin
reakcidndl nem tapasztaltunk jelentds eltérést az egyes rétegek festddésében.

A tegmentum mesencephaliban a sziirkedllomdny a HA és a tenascin-C reakcidndl
erdsen, mig a fibronektin reakcional kozepesen intenziven festédott a torus semicircularis
subependymalis, principalis, magnocellularis, laminaris és commissuralis magjaiban. Ezzel
szemben a nuclei anterodorsalis és anteroventralis tegmenti mindegyik reakciénal gyengén
festddott. A HA és tenascin-C esetében egyardnt intenziv reakcidt lattunk a nucleus nervi
oculomotorii €s nucleus nervi trochlearis teriiletén, a sejteket koriilvevd perineurondlis
haléban. Az idegrendszer szamos teriiletén kimutattak, hogy azok a neuronok, amelyek koriil
erdteljes PN taldlhatd, kevésbé sériillékenyek a kiilonbozd betegségekben (Alzheimer,
Parkinson koér, Briickner és mtsai.,, 1999). A szemmozgaté agyidegi magok koriili igen
intenziv HA és tenascin-C reakcié Osszefiiggésben lehet azzal, hogy ezek a neuronok nem,
vagy csak minimdlisan karosodnak olyan betegségekben, amelyek a somatomotoros
neuronokat érintik (pl. amyotrophids laterosclerosis, Przedborski és mtsai., 2003).

A BON a HA és a tenascin-C esetében esetében erdsen, mig fibronektinnel halvanyan
festodott. A nucleus isthmi széli része csak a fibronektin esetében festédott halvanyan. A
neuropilben csak a HA reakcidnal tapasztaltunk intenziv reakciot.

Cerebellum A HA és a tenascin-C reakcid a kisagy minden rétegében detektdlhatd volt, a
stratum granulosumban a HA, a stratum ganglionareban a tenascin-C festddott a
legerdsebben. A fibronektin reakcid is jol lathatd volt a kisagy minden rétegében. A
legerdsebb festddést a Purkinje sejtek rétegében, a sejtek citoplazmdjaban tapasztaltuk.
Rhombencephalon A HA és a tenascin-C esetében minden motoros agyidegi mag erds
reakciét mutatott, ami a motoneuronok koriili perineurondlis hél6 fejlodésének koszonheto,
ami azonban nem olyan intenziv, mint a mesencephalonban taldlhat6 szemmozgat6é agyidegi
magvakban. Az érz6 agyidegek magjai, mint a nucleus cochlearis és a nucleus vestibularis
lateralis (Deiters mag) koriil is pozitiv HA és tenascin-C reakciot figyeltiink meg, kiilonosen
er6s a Deiters mag koriil. A fibronektinnél a motoneuronokban pozitiv reakciét figyeltiink
meg.

A formatio reticularisban, a Kkissejtes periventricularis sziirkedllomidny az egész
rhombencephalon teriiletén gyengén fest6dott mindhdrom reakcié esetében. A formatio
reticularis medialis és median zéndjdban a HA és a tenascin-C reakcié kdzepes intenzitdsu, a
nagy sejtek koriil nagyon intenziven fest6do perineurondlis halé volt lathatd. A kissejtes és a

nagysejtes periventricularis sziirkedllomdnyban a neuronok festédtek fibronektin reakcidnal.
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Az oliva superiorban porzitiv reakcié volt lathatd6 mindhdrom esetben. A
rhombencephalon fehérdllomanydban a legerOsebben az érz0 rostokat tartalmazé tractus
spinalis nervi trigemini, a tractus nervi vestibulocochlearis és a felszdllo gerincvel6i kitegek
festddtek mindhdrom reakcié esetében. A tractus solitarius és a fehéradllomény
subependymalis része gyengén festodott.

Mindharom ECM molekula esetében nagyon er0s reakcidt tapasztaltunk a motoros és
érz6 agyidegek neuraxisba torténd belépésénél, az dtmeneti zondban. Gyenge HA és tenascin-
C reakci6 volt 1athat6 az idegek periférids részen, mig erds volt a reakci6 fibronektinre.
Gerincveld Mindegyik reakciét detektaltuk a gerincveld sziirke- és fehérallomanydban. A
mellsé szarvban nagyon intenziven festddd perineurondlis halé volt lathaté6 a motoneuronok
perikaryonja, és a proximalis dendritjei koriil a HA €s a tenascin-C reakciondl. Fibronektin
reakcidndl a motoneuronok citoplazmdja mutatott pozitivitdst. A commissura anterior rostjai
er6sen festddtek HA és tenascin-C reakcioval. A fehérallomdnyban a legerdsebb reakcidt a
funiculus lateralis subpialis teriiletén lathattuk. A radix dorsalis atmeneti z6ndja nagyon
intenziven festddott mindharom reakcidndl, mig a radix ventralis dtmeneti zondjaban kisebb
intenzitdsd reakciét tapasztaltunk, mint a radix dorsalisnal €s maga a radix ventralis és

dorsalis nagyon gyenge HA és tenascin-C reakciot mutatott, de erdsen festddott fibronektinre.

6.5.  Nervus opticus regenerdcios vizsgdlatok

6.5.1. A HA reakcié valtozasa a béka latokozpontjaiban regeneracioé soran

Diencephalon Altalinossigban elmondhat6, hogy az 6todik tilélési naptél kezdve mindkét
oldalon mind a nucleus Bellonciban (nB), mind a corpus geniculatum lateraleban (CGL)
csokkent a HA reakci6 intenzitdsa. A CGL-ban a harmadik posztoperativ hétig az ép oldalrdl
érkez0 rostokat fogadé oldalon a csokkenés kisebb mértékii volt, mint a regeneral6do rostokat
fogado oldalon. A harmadik hét utdn a regenerdl6dé oldalon nagyobb mértékii volt az optikai
denzitds novekedése, mint az ép oldalon. A nB-ban a CGL-hoz hasonléan a harmadik
posztoperativ hétig az ép oldalrdl érkezo rostokat fogadd oldalon a csokkenés kisebb mértékil
volt, mint a regenerdlédd rostokat fogado oldalon. A harmadik hét utin a regeneral6do
oldalon nagyobb mértékli volt az optikai denzitds ndvekedése, mint az ép oldalon. A nucleus
Bellonciban a reakci6 intenzitdsa kisebb mértékben véltozott, mint a corpus geniculatum

lateraleban, ez a kiillonbség mind az ép, mind a vdgott oldalon megfigyelhetd volt.

A PN dezintegraléddsa az operalt oldalon a corpus geniculatum lateraleban a masodik

posztoperativ héten kezdddott és az o6todik posztoperativ hétig megfigyelhetd volt. Ettdl
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kezdve a corpus geniculatum laterale teriiletén mindkét oldalon a PN dezintegriltsaga
megsziint. A PN dezintegriltsdga és a HA reakcié csokkenése fontos lehet az dj szinaptikus
kapcsolatok kialakuldsa szempontjabol, melyeket a reintegralédé PN stabilizdlhat (Hockfield
és McKay, 1983; Celio és mtsai.,, 1998). A corpus geniculatum lateraleban tapasztalt
dezintegréltsag a masodik-6tddik hét kozott volt megfigyelhetd az operdlt oldalon ez atfedi a
Stelzner és munkatarsai (1981) éltal leirt harmadik-negyedik posztoperativ hetet, amikor a

regenerdl6do nervus opticus rostok elérték a diencephalont.

Mesencephalon Az optikai denzitds mérések a kiilonbozo tilélési staidiumokban a kévetkezd
véltozdsokat mutattdk. Az 6tddik tdlélési napon nem tapasztaltunk védltozast a normél békahoz
képest. A masodik és a harmadik tdlélési héten a D réteg mindkét oldalon halvanyabban
fest6dott, mint a kontroll béka esetében, ebben az idészakban tapasztaltunk valtozast a CGL-
ben is. A tobbi rétegben hasonlé intenzitdsii HA reakcid volt lathatd. Az 6todik tulélési héttol
kezdve méar nem csak a D, hanem a B és az F rétegben is eltérést tapasztaltunk. A
regenerdl6dd rostokat fogadd oldalon a B, D és az F rétegben homogén reakcié volt
megfigyelhetd, nem volt eltérés koztiik. Az F és 8. rétegekben minden tdlélési stidiumban
lattunk PN-t, szemben a tenascin-C reakcidval, ahol csak a hatodik posztoperativ héten

lattunk PN-t a 7. és F rétegekben.

Az 6todik posztoperativ hétig a nucleus opticus basalis mindkét oldalon pozitiv volt.
Az o6todik posztoperativ héten a regenerdalodd rostokat fogadd oldalon halvany HA reakciot

tapasztaltunk, csak a kilencedik hét utdn jelent meg Gjra erds pozitiv HA reakcid.

Az irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a béka nervus opticusa regenericiéra képes,
ismert, hogy a regenerdlédé rostok milyen sorrendben és mennyi id6 alatt érik el a
diencephalonban és a mesencephalonban megtaldlhat6 targetjeiket (Stelzner és mtsai., 1981).
A tectum opticumban és a BON-ban tapasztalt reakcid intenzitds csokkenés az o6todik-
nyolcadik hétre tehetd, ez egybe esik a Stelzner és munkatarsai (1981) megfigyeléseivel, hogy
a regenerdl6d6 opticus rostok a nyolcadik hétre elérik mesencephalicus kozpontjaikat.
Kimutattuk, hogy azokban a rétegekben joval er6sebb HA reakcid intenzitdsa, ahol cobalt-
lysin jeloléssel a primer opticus rostok végzddéseinek nagy részét megtalaltak (Lazar, 1978).
A HA szerepe az idegi regenerdcioban még nem pontosan ismert, serkentd szerepét irtak le
patkdny kornyéki idegrendszerében (Seckel et al., 1995; Wang et al., 1998; Ozgenel, 2003),
mas szerzOk gatld szerepét irtak le a sejt €s a rost migracid sordn a koézponti idegrendszerben
(Rhodes és Fawcett, 2004). Hatasat befolyasolhatja molekulatomege, mivel az eltérd

molekulatomegl varidnsainak eltérd szerepe lehet a regenerdcidban (Toole, 1982). A HA a
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hozza kapcsolddd proteoglikdanok (Yamagata és mtsai., 1986) és sejtfelszini receptorai révén
(Entwistle és mtsai., 1996) kiilonbozd jeldtvteli folyamatokban vehet részt, melyek tovabb

moédosithatjdk permissziv ill. non-permissziv szerepét.

6.5.2. A tenascin-C reakcio valtozasa a béka latokozpontjaiban regeneraci6 soran

Diencephalon. A nucleus Bellonci teriiletén minden esetben gyenge tenascin-C reakcidt
tapasztaltunk. A masodik-harmadik tdlélési héten az operdlt oldalon a perineurondlis halo
dezintegrélt lett a corpus geniculatum lateraleban a regenerdlédé rostokat fogadd oldalon,
szemben az ép oldallal majd a negyedik tidlélési hétre allt helyre a PN integritdsa. A masodik
tulélési héttdl kezdve a corpus geniculatum lateraleban mindkét oldalon csokkent a tenascin-C
reakcid intenzitdsa. A kilencedik hétt6l kezdve nétt a tenascin-C reakcid optikai denzitdsa és a
tizenegyedik hétre megkozelitette a nem operélt dllatban mért értékeket.

Mesencephalon. A mesencephalonban a tectum opticum rétegeiben a normal békahoz

hasonldan a tenascin-C reakcid intenzitdsa a G, F, 8. és 7. rétegekben volt a legmagasabb és
az A, 1., 2., 3. és 4. rétegekben a legalacsonyabb. A B és a 8. rétegben az operdlt oldalon
jelentés mértékben nott az AIOD a harmadik-6todik tdalélési hét kozott, szemben az ép
oldallal, ahol nem észleltiink ezekben a rétegekben jelentds valtozdsokat.

A masodik hétig csokkent a tenascin-C immunreakcié (IR). Mindkét oldalon
halvanyabban festddott minden réteg, mint a kontroll békandl, é€s ezt mutatta az optikai
denzitds mérése is. A harmadik-hatodik tilélési héten mindkét oldalon intenzivebb festddést
tapasztaltunk minden rétegben, mint a kontroll béka esetében. A perineurondlis hal6 a csak a
hatodik héten volt jol l4that6 a 7. és a F rétegekben. Az optikai denzitds maximumat a
harmadik-hatodik tilélési hét kozott érte el, utdna mindkét oldalon csokkent. Az optikai
denzitds minimumdt a nyolcadik-kilencedik hét kozott érte el. A tizenkettedik hétre a
tenascin-C reakci6 optikai denzitdsa megkdzelitette a normadl dllatban mért értékeket mindkét
oldalon.

A BON-ban a HA reakciéndl leirt véltozasok figyelhetok meg, de a véltozas kisebb
mértéki volt.

A HA reakciéhoz hasonléan a masodik-harmadik tilélési héten a PN dezintegraltsaga
a CGL-ben tenascin-C reakciondl is megfigyelhet6. A regenerdcié soran 1j szinapszisok
alakulhatnak ki melyeket a reintegrdlodé PN stabilizdlhat. A tectum opticumban mindkét

reakcid esetében kisebb mértékil volt a véltozas, mint a diencephalonban.
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Patkany nervus opticusdnak atvagasa utdn egy nappal, az 4tvagas utani harmadik hétig
tenascin reakciot figyeltek meg az atvagds helyén, az idegszovet és a leptomeningealis sejtek
kozotti hatarfelilleten (Ajemian és mtsai.,1994). Kés6bb patkdnyndl a sériilt ideg mellett
elhelyezkedd leptomeninx sejtek és néhdny astrocyta mutatott tenascin reakcidt. A béka

/////

tenascin-C reakcid intenzitasa, mely nem esik egybe patkanyndl tapasztalttal.

Irodalmi adatok szerint a tenascin-C fontos szerepet jatszik a kozponti és kornyéki
idegrendszerben bekovetkezett sériillések utdni idegregeneraciéban, azonban pontos szerepe
még nem tisztdzott. Becker és munkatdrsai (1995) két kétéltiiben, a Discoglossus pictus-ban
(korongnyelvii béka) és a Pleurodeles waltl-ban (bordds gote) vizsgéltdk a regenerdlodd
retinotectalis rendszerében a tenascin- C expresszidjit. Vizsgdlataik azt mutattdk, hogy a
tectumban a 28. napon eltint a tenascin-C IR, mig csak a békaban taldltak pozitiv
immunreakcidt hasonldan az dltalunk tapasztaltakhoz. A mesencephalonban a tectum opticum
felszini rétegeiben, melyekben az opticus rostok végzOdnek gyenge immunreakcidt
tapasztaltak és ezt erdsitik meg a mi eredményeink is. A kétéltiekben a magasabbrendl
gerincesekkel szemben fejlédés sordn nem csokken az agy kiilonbozd teriiletein a tenascin-C
reakcid intenzitdsa (Becker és mtsai., 1995), ez egy pedomorfizmus. Mivel a tenascin-C is
részt vesz az idegregenerdcidban (Bastmeyer és mtsai., 1990; Martini és mtsai., 1990; Becker
és mtsai., 1995), és ez a pedomorfizmus lehet az egyik lehetséges magyardzata annak, hogy a

kétéltiekben a nervus opticus regeneralodik.

6.6. A HA és a tenascin-C lehetséges szerepe a nervus opticus regenerdciojdban

Kisérleteink eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy a nervus opticus regeneracidja
sorin mind a hyaluronsav, mind a tenascin-C eloszldsa véltozik a diencephalicus és
mesencephalicus latokozpontokban. Az eloszldsi mintdzat és a reakcid intenzitdsdnak
véltozdsa alapjan nem vonhatunk le egyértelmii kdvetkeztetéseket arra vonatkozdan, hogy a
HA és a tenascin-C permissziv vagy non-permissziv szerepet jatszik-e a nervus opticus
regeneracidjaban. Az ECM molekuldk hatdsat szamos koriilmény befolydsolhatja: a HA
esetében a molekula tomege, a tenascin C esetében pedig a kiilonbozd splice varidnsok
expresszidja. Fontos szerepe lehet annak, hogy milyen receptorokhoz kotédik a HA vagy a

tenascin C, és az extracellularis térben milyen enzimatikus degradécio torténik.
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39. dbra. Az ECM makromulekuldk Ilehetséges szerepe a szinapszisok plaszticitdsanak
szabdlyozasdban (Dityatev €és Schachner, 2003). Az ECM molekuldk sejtfelszini receptorai
(integrinek-a, B) és a neurdlis sejtadhéziés molekula (NCAM) jelatviteli komplexet képez a tirozin
kindz receptorral (RTK) a pre- és posztszinaptikus végzédéseken. Az ECM molekuldk Osszekotik a
pre- és posztszinaptikus molekuldris komplexeket, melyek a citoszkeletonra, a receptorokra és
vezikula felszabaduldsra hatnak. Az ECM ujraszervezddését a kalcium szintje szabalyozza a fesziiltség
fliggé Ca csatorna (VDCC) vagy a Ras és Rap révén. CaMKII- kalcium/calmodulin dependens protein
kindz II; GluR-az AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol propionsav) glutamat receptor;

MAPK-mitogén aktivélt protein kindz; NMDAR-N-metil-n-aszpartét receptor.

Az ECM-nek az idegrendszerben betoltott szerepérdl egyre inkdbb korvonalazédik az
a hipotézis, az ECM makromolekuldi a szinaptikus résben egy jelatviteli komplex
kialakitdsdban vesznek részt. Ebben a komplexben az ECM makromolekuldi a pre- és
postszinaptikus membranban taldlhaté receptoraikhoz, CAM-okhoz, ioncsatorndkhoz,
neurotranszmitter receptorokhoz, valamint a receptor tirozin kindzhoz (TRK) kotédnek és
ezaltal alkalmasak lehetnek a pre- és postszinaptikus torténések koordindldsara (39. dbra). A
jelatviteli komplex a citoszkeleton kozvetitésével befolyasolhatja a neurotranszmitter release-
t, a génexpresszié megvaltoztatdsan keresztiil pedig mddosithatja a kiillonbozd sejtfunkcidkat
(Dityatev és Schachner, 2003). Mindezen folyamatok ereddjeként az ECM kiilonboz6

makromolekuldi permissziv vagy non-permissziv szerepet jatszhatnak az idegi regeneraciéban
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és plaszticitisaban. Az idegi sériiléskor a sejtek deafferentdloddsa a jelatviteli komplex
megvaltozdsat vonhatja maga utdn, ami olyan intracellularis folyamatokat indithat el, aminek
kovetkeztében megvéltozik a neuronokat koriilvevd ECM 0Osszetétele. A kiilonb6zo
életkorban és fajokban megfigyelhetd regenerdcids potencidl hétterében az ECM eltérd

eloszlasa allhat.
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7. OSSZEFOGLALAS, EREDMENYEK JELENTOSEGE

Jelen munkénk soran elsd részében tanulmanyoztuk a béka kozponti idegrendszerében
az extracellularis matrix (ECM) molekuldk ko6ziil a hyaluronsav, tenascin-C és fibronektin
megoszldsat specifikus hisztokémiai reakcidok segitségével. Megdllapitottuk, hogy a
telencephalonban, diencephalonban, mesencephalonban, cerebellumban,
rhombencephalonban és gerincveldben mindhdrom molekula pozitiv reakcidt adott a sziirke-
és fehérallomanyban, de egyik esetben sem taldltunk olyan megoszlast, amely kizdr6lagosan
kothetd lenne valamilyen specifikus struktirdhoz. A sziirkedllomdnyban a legfontosabb
kiilonbség az volt, hogy a tenascin-C-t és a HA-t a perikaryon koriili perineuronélis haléban
(PN) talaltuk meg, mig a fibronektint a neuron cytoplazmdjdban. A neuropil mindhdrom
reakcid esetében pozitiv volt. A HA és a tenascin-C eloszldsban tapasztalhaté hasonlésiagok
egyik oka az lehet, hogy a PN-ban a HA a tenascinhoz kotve fordul el6. A nervus opticus
végzodési teriiletein a HA és a tenascin-C reakcié intenzitasbeli kiillonbségeit optikai denzitds

méréssel is igazoltuk.

A munka mdésodik részében a nervus opticus atvdgdsa utdn vizsgdltuk a HA és a
tenascin-C reakcié intenzitdsidban bekovetkezd valtozdsokat regenerdcid soran. Az 6todik
tulélési naptdl kezdve mindkét oldali nucleus Bellonciban (nB) és corpus geniculatum
lateraleban (CGL) csokkent a reakcid intenzitidsa. A harmadik posztoperativ hétig mindkét
magban kisebb mértéki volt a csokkenés az ép nervus opticus rostjait fogad6 oldalon. A
harmadik hétt6] kezdve nott az optikai denzitds mindkét oldalon, és ez a novekedés nagyobb
mértékil volt a regeneral6do rostokat fogad6 oldalon. Valamennyi vizsgélt stidiumban a nB
teriiletén a reakcid intenzitdsa kisebb mértékben valtozott, mint a CGL-ban, és ez a kiilonbség
mindkét oldalon megfigyelhetd volt. Mindkét reakcié esetében a masodik-negyedik tilélési
hét kozott a PN dezintegriltsdgit tapasztaltuk a corpus geniculatum lateraleban a
regenerdl6do rostokat fogadd oldalon, majd a PN dezintegriltsdga az 6tddik héten megsziint.
Ez a lelet arra utal, hogy a HA és a tenascin-C csokkenése sziikséges a regenerdcid
meginduldsdhoz. Az intenzitds késobbi novekedése arra utal, hogy az szinaptikus
kapcsolatokat a reintegralodé PN és a reexpresszalodé HA és tenascin-C stabilizdlhatja. A
mesencephalonban a tectum opticum rétegeiben kisebb mértékli volt a véltozds, mint a
diencephalicus latékozpontokban. Eredményeink alapjan megdallapithatjuk, hogy a nervus
opticus regeneracidjat a HA és a tenascin-C kvalitativ és kvantitativ véltozdsa kiséri a béka

latokozpontjaban.

78



8. The role of the extracellular matrix molecules in the optic nerve regeneration of frog

Zsuzsa Mathéné Szigeti, Department of Anatomy, Histology and Embriology

University of Debrecen, Medical and Health Science Center, Hungary

SUMMARY

In the first part of our study we observed, with the aid of specific histochemical
reactions, the distribution pattern of hyaluronan (HA), tenascin C and fibronectin,
extracellular matrix (ECM) molecules in the central nervous system of the frog. We obtained
that all of the three molecules were present in the gray and white matter in telencephalon,
diencephalon, mesencephalon, cerebellum, rhombencephalon and spinal cord, but we did not
find any distribution that can be connected to specific structures. In the gray matter the most
important difference was that the HA and tenascin C reaction can be found in the perineuronal
net (PN) around perikaryon, while the fibronectin reaction was found in the cytoplasm of
neurons. The cause of the similarities between the distribution of HA and tenascin C can be
that HA is connected to tenascin C in the PN. We showed the differences of the HA and
tenascin C reaction in the termination areas of the optic nerve by measuring their optical
density.

In the second part of our study we examined the changes of the HA and tenascin C
distribution after transsecting the optic nerve. From the fifth survival day the intensity of
reaction decreased in nucleus of Bellonci (nB) and lateral geniculate body (LGB) in both
sides. Till the third postoperative week less decreasing can be found in the intact optic nerve
fibers receiving side in both nuclei. The intensity of the reaction in nB decreased in a less
degree than in LGB in all investigated stages and this difference could be observed in both
sides. With both of the reactions we found disintegration of the PN in the LGB on the
regenerating optic nerve fibers receiving side between the second-fourth weeks. This finding
indicates to that HA and tenascin C are important for the initiation of regeneration. Increasing
of the reaction intensity in later reintegration stages shows that reexpression of HA and
tenascin C can contribute to the stabilization of new synaptic connections in the reintegrating
PN. The degree of changes was less in the layers of the optic tectum than in the diencephalic
centers. According to our results it can be established that the optic nerve regeneration is
accompanied by qualitative and quantitative changes of HA and tenascin C in the optic centre

of frog.
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