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Roviditések jegyzéke

ANOVA: analysis of variance

BDNF: brain derived growth factor

bHABC: biotinylated hyaluronan binding
complex

BMP: bone morphogenetic protein

CRP: complement regulatory protein

CS: kondroitin-szulfat

DAB: diamino- benzidin

Dab-1: Disabled-1

DLHP: dorsolateral hinge point

ECM: extracelluldris métrix

EGF: epithelial groth factor

FGF: fibroblast growth factor

GAG: glukézaminoglikan

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogendz

HA: hialuronsav

HAS: hialuronsav-szintaz

HB-GAM/PTN: heparin binding growth
association molecule/pleiotrophin

HH: Hamburger és Hamilton

HLT: hialuronsav-lektikdn-tenascin-R
komplex

HYAL: hialuroniddz gén

Hyal: hyaluroniddz enzim

Isl: islet

LY VE: lymphatic endothelial hyaluronan
receptor

MHP: medial hinge point

MMP: métrix metalloproteindz

MuSK: muscle specific kinase

MZ: marginalis zéna

N-CAM: neural cell adhesion molecule

Ng-CAM: neural glial cell adhesion
molecule

NGF: nerve growth factor

NT: neurotrophin

NVL: nucleus vestibularis lateralis

NVM: nucleus vestibularis medialis

PBS: phosphate-buffered saline

PCNA: proliferating cell nuclei antigen

PCR: polymerase chain reaction

PG: proteoglikan

PNN: perineuronal net

RHAMM: receptor for hyaluronan
mediated motility

Robo: roundabout

ROI: region of interest

RT-PCR: reverse trascriptase polymerase
chain reaction

Shh: sonic hedgehog

TGF-f: transforming growth factor beta

TZ: tanasitionalis zona

VZ: ventricularis z6na



1. Bevezetés

Az idegrendszer fejlodésérdl, valamint az extracelluldris matrix (ECM) molekuléris
szerkezetér6l az elmult években szamos 1j adatot kozoltek. A molekularis morfoldgiai
modszerek szelektivitdsdnak és szenzitivitdsdnak fokozdsaval lehetdség nyilt az ECM egyes
komponenseinek vizsgalatira olyan szovetekben is, amelyekben ezek kis koncentraciéban
vannak jelen, igy a kozponti idegrendszerben. Margolis é€s Margolis (1979) konyvének
megjelenése — ez mérfoldkd volt az idegrendszeri ECM kutatds szempontjabdl — 6ta szdmos
olyan informdci6 gyult 6ssze, amelyek felhivjdk figyelmet az egyes ECM komponensek
szerepének fontossdgira az idegrendszer fejlodésében, regenerdcidban, az idegrendszeri
plaszticitds kialakitdsaban, és fenntartdsaban.

Ma méir senki sem tartja a minden szovetben elofordulé ECM-et passziv
»ragasztéanyagnak”. Az ECM komponensei a sejtekkel és egymadssal kolcsonhatdsban allo
komplex rendszert képeznek. Az ECM és a kromatin kozti szignalizdciés Ut magyardzza,
hogy az ECM befolyédsolja a benne él6 sejtek génexpresszidjat, fenotipusit. Nem véletleniil
jelentett komoly stimulust ez az j szemlélet a sejt és fejlodésbiolégianak. (Hay 1990).

Az ECM kutatés egyik ,,gyenge pontja” a hialuronsav kutatds volt médszertani okok miatt.
Noha ez volt az elsé olyan GAG molekula, melynek szerkezetét biokémikusok leirtdk (Meyer
és Palmer 1934), tobb fizioldgiai hatdsat és klinikai alkalmazasat is kozolték (Balazs 1970), a
molekula konzervativ szerkezete miatt annak megbizhaté in sifu kimutatdsa hosszi ideig
varatott magara.

Intézetiinkben — ahol mind az ECM, mind a neurobioldgiai kutatdsoknak vannak
nemzetkozileg elismert eredményei — az elmult években indultak el vizsgalatok a kézponti €s
periférids idegrendszerben taldlhat6 ECM komponensek eloforduldsdnak, lehetséges
funkcidinak feltarasara. Ennek az interdiszciplinaris tudoményteriiletnek a ,,fehér foltjai”,
kiilonosen a hialuronsav €s proteoglikan kutatdsok inspirdltdk a mi munkankat is.

Néhdny uj eredményiink megértése érdekében sziikségesnek éreztem az idegrendszer
fejlddésének valamint az ECM alkotdinak részletesebb targyaldsat is. Az irodalmi attekintés
azon részei, amelyek nem kotddnek szorosan az eredményeinkhez, dolt karakterrel szedve

olvashatok.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A neurulacié folvamata

A veldcso kialakuldsa két — egymadstdl teljesen eltéré — mdédon zajlik. Az egyik a primer
neuruldcid, amely ectodermalis eredetli. A folyamat elsé 1épéseként a kornyezd sejtek
indukcids hatdsara az ectoderma kozépso része neuroectodermdva alakul. A neuroectodermat
alkotd sejtek elkiiloniilve az ectodermétdl egy idoben viszonylag gyorsan lezajlé folyamat
révén csOvé zarédnak az embrié hossztengelyében, mely a kornyez0 mesoderméba lesz
bedgyazva. A veldcsO kialakuldsanak masik lehetséges ttja az tn. szekunder neurulacid, mely
mesodermalis eredetli. Ennek sordn a késObbi veldcsd sejtjei a kornyez6 mesenchymalis
sejtekbdl flizédnek le az embrié hossztengelyében. Minden gerinces fajra jellemzd, hogy a
veldcsO cranialis része primer, mig a caudalis rész szekunder neuruldcidval fejlodik, mely
egyesiilni fog. Ezek ardnya azonban fajonként véltoz6é: a madarakban példaul az els6 28
somitapdr eldtti szelvény (vagyis a hatsé végtag eldtti rész) primer neuruldcidval fejlodik. A
két kiillonbozé moddon fejlodé veldcsd hatir az emlOsokben a szakrdlis gerincveldi

szegmentum elején taldlhato.

2.1.1. Primer neuruldcio

A primer neurulédcié folyamata a kétéltliekben, hiillodkben madarakban és az emldsokben
hasonlé mechanizmusok révén valdsul meg. Roviddel a veldlemez kialakuldsa utdn a lemez
sz€lel megvastagszanak, majd felfelé tiiremkednek kialakitva a velOsdncot. Ezzel egyiitt a
veldlemez kozépso része egy U alaku bardzdava formalédik, gyakorlatilag jobb és baloldalira
osztva ezzel az embridt. A veldlemez szélei ezutdn a kozépvonal felé mozdulnak el, majd a
két sz€él Osszeolvaddsa utdn a vel6lemez veldcsové zarédik. A veldlemez legszElso
seltpopuldcigja Osszeolvadas utan dorsalis helyzetbe keriil, €s a ganglionlécet (crista neuralis)
alakitja ki.

Ezek alapjan elmondhat6, hogy a primer neuruldciénak négy f6 — térben és id6ben
atfedést mutat6 — 1épése van: 1., a veldlemez kialakulasa, 2., a velélemez megvastagodasa, 3.,

a velObarazda €s velOsanc kialakulasa, 4., a velolemez zarédasa velOcsOVvE.

2.1.1.1. A vel6lemez kialakulasa és megvastagodasa

A neuruldci6 folyamata az ectoderma Kkitiintetett részének megvastagodasaval veszi
kezdetét, amely lényegében az ectoderma kobos sejtjeinek hengeressé alakuldsat jelenti. Ezek

a hengerham sejtek, a veldlemez sejtjei mintegy kiemelkednek a kornyezd laposabb



ectodermdlis sejtek koziil. A folyamatot ismereteink szerint az ectoderma alatt levd
mesoderma, a gerinchur (vagy a kopoltyibél endoderma a feji régidban) szignalizalja. (Keller
és mtsai, 1992)

A csirkeembriéban ez a folyamat a keltetés elsd 24 6rdjaban torténik meg (Hamburger-
Hamilton 6. stddium, HH6 st.) és a teljes ectoderma mintegy fele vesz részt a veldlemez
kialakitdsaban (Hamburger és Hamilton, 1992). A veldlemez novekedése fej-farok (anterior-
posterior) irdnyban 1ényegesen erdteljesebb lesz az tin konvergens megnyulds miatt, igy a
zarédasa majdan csdalakot fog eredményezni. A konvergens megnyulashoz sziikséges
faktorok magdban a vel6lemezben vannak jelen, amit az is bizonyit, hogy az izolalt
vel6lemezben is 1étrejon. A velObardzda formalédasdhoz azonban mar sziikséges a leendd

bdrectoderma is (Jacobson és Moury 1995; Moury és Schoenwolf, 1995).

2.1.1.2. A vel6lemez behuzddasa, a velobarazda kialakulasa

A velblemez behuzoddsanak folyamata tulajdonképpen annak zsanérszerli zar6ddsat
jelenti egy Kkitiintetett teriilet koriil. Ezek az un. csukldpant sejtek — amelyek szorosan
érintkeznek a kornyezd sejtekkel — a veldlemez kozépvonaldban taldlhatok, és a veldlemez
Hensen csomé el6tti részébdl szarmaznak (Catala és mtsai 1996, Schoenwolf 1991). A
behuzodas alkalmédval ezek a csuklopant sejtek (MHP: medial hinge point) a chorda
dorsalishoz kapcsolédnak és annak indukdlé hatdsara laposabbd és ékalakiva valnak.
Laterdlisan ett6l a forduldsi centrumtdl kialakul egy-egy ujabb csuklépant sejtpopulédcid
(DLHP: dorsolateral hinge point) hasonld alakvaltozassal a medidlis sejtekhez, azzal a
kiilonbséggel, hogy itt az indukciot a felszini ectoderma végzi el. Ezen sejtek alakvaltozasa a
veldlemez alakvdltozdsdt fogja eredményezni. Az alakvdltozds alapja a sejtek
mikrotubulusainak és mikrofilamentumainak &atrendezddése. A mikrotubulusok a sejtek
ellaposoddsaért, mig a mikrofilamentumok a sejtek apikalis végének rovidiiléséért felelds. E
jelenség jelatviteli folyamatait nem ismerjiik teljes egészében, azonban tudjuk, hogy az MHP
sejtek atalakuldsa sonic hedgehog (Shh) és hepardn-szulfat proteoglikdnokhoz kotott (Ybot-
Gonzalez és mtsai 2002, Yip és mtsai 2002), mig a DLHP sejtek a BMP2-t (bone
morphogenic protein) gatlé noggin szigalizacids ttvonalat kovetik (Ybot-Gonzalez és mtsai,
2002, 2007). Ezen folyamatok mellett a velobardzda invaginicidja is bekovetkezik foként a
DLHP sejtek és a borectoderma kapcsolddasa, illetve a velObardzdatdl oldalt levd ectoderma

sejtek kozépre torténd vandorldsa miatt.



2.1.1.3. A vel6eso kialakulasa

A veldcso a velobardzda jobb és bal oldali lemezének 6sszeolvaddsaval jon 1étre. Néhany
fajban az Osszeolvaddsban részt nem vevO sejtek lesznek a ganglionléc sejtjei. A
madarembridban a ganglionléc sejtjei addig nem migralnak, amig a veldcsd nem zardédott. Az
emldsokben azonban a ganglionléc migricidja kiilonbséget mutat a veldcso cranidlis végén (a
leend6 agyi részen) és a leendd gerincveld teriiletén, amely szerint a ganglionléc sejtek mar a
veldcsO zarddasa eldtt is migrdlnak, de csak a cranidlis végen (Nichols 1981; Erickson és
Weston 1983). A vel6cso zarddasa nem egyszerre torténik a veldceso teljes hosszaban. A HH6
stddiumu csirkeembrié veldcsovének cranidlis vége mér teljesen zarédott, amikor a caudalis
vég még a gastrulatio dllapotdban van. A csirkében a veldcsé zarddasa a késobbi kozépagy
teriiletén kezdddik el, ellentétben az emldsokével, ahol a veldcsd zardddsa egyszerre tobb
ponton kezdddik (Golden és Chernoff 1993; Van Allen és mtsai 1993). A vel6csé zarddas
utdn két végén nyitott, az eliilsd véget neuroporus anterior-nak, mig a hétsét neuroporus
posterior-nak nevezziik. A zar6das egyik feltétele a Pax3 jelenléte, amely autoném médon hat
(Mansouri és mtsai 2001). Ezen kiviil a BMP, Shh és egy openbrain nevii fehérje is fontos
faktoroknak bizonyultak kisérletekben (Selleck és mtsai 1998; Giinther és mtsai 1994). A
veldcsd a zarddasa utdn elvdlik a felszini ectodermétdl, amely a veldcsé N-cadherin és N-
CAM expresszidja miatt kovetkezik be, és igy ezek a sejtek nem tudnak tovabb kapcsolddni a
boérectodermahoz azok E-cadherin expresszidja miatt (Detrick és mtsai 1990; Bronner-Fraser

és mtsai 1992).

2.1.2. Szekunder neuruldcio

A szekunder neurulédcié a csirkében a 28. somita szintje utdni gerincveldi szelvényekre
jellemzd, amely tulajdonképpen a késébbi lumbalis, sacralis és farok szegmenseit jelenti
(Catala és mtsai 1995, 1996). Kialakuldsa a felszini ectoderma alatt levd mezenchima sejtek
0sszetomorodésével kezdddik, kialakitva ezzel a velOhudrt, amelyek kozepén egy iireg
keletkezésével alakul ki aztdn a velOcsO. A kétéltliekben és a madarakban a blastoporus
dorsalis involucigja helyett ventralis novekedésnek indul, amelynek a végét chordoneuralis
hajlasnak nevezziik (Pasteels 1937) és a veldlemez valamint a chorda dorsalis leghdtsé
részének prekurzor sejtjeit tartalmazza. A farok végén levo sejtek is a blastoporus dorsalis
ajakbdl szarmaznak, és ezek a sejtek a canalis neurentericust alakitjdk ki. Ennek a csatorndnak
a proximalis része az anus-szal fuzional, mig a distalis része canalis ependymalis-sza fejlédik
(Gont és mtsai 1993). A szekunder neurulidciéban résztvevd molekuldk koziil a Tbx6.1 és a

chordin érdemel emlitést (LeDouarin 2001). A sejtfelszini molekuldk koziil N-CAM-hoz



kotott formdban N-acetylgluk6zamint és polyszidlsavat tudtak kimutatni csirke és

egérembridkban (Griffith és Wiley 1989; Griffith és Wiley 1991).

2.1.3. A velocsd differencidloddsa

A veldcsd differencidléddsa harom - iddben egyszerre zajlé — folyamat révén valosul meg.
Makroszképos szinten a veldcsO cranialis végének intenzivebb ndvekedése és annak
beflizddései jellemzik az agyhdlyagok megjelenését. Szoveti szinten a differencidlédds soran
kiillonbozd  sejtpopuldciok jonnek 1étre, amelyek elfoglaljdk az egyes sejtpopuldcidkra
jellemzd eloszlasukat az agyban és a gerincveloben. Végiil meg kell emliteni a sejtszintli
differencidlodést, amely sordn a vel6csdben levd Ossejtek kiillonbozd tipusu idegsejteket és
gliasejteket hoznak 1étre. Ezen folyamatok az 6sszes gerincesben alapvetdéen hasonlé médon
zajlanak le, azonban a kiilonb6z6 fajok kozott az agy komplexitdsanak kiillonbozé mértéke

miatt jelentOs fejlettségbeli eltéréseket mutat.

2.1.3.1. Rostrocaudalis (anterior-posterior) differenciacid

A veldcsO kezdetben egyenes, azonban annak eliilsd része jelentds valtozdsokon megy
keresztiil az agyhdlyagok kialakuldsa révén. A differencidlédas kezdetén hdrom primer
agyhdlyagot tudunk megkiilonboztetni. A legrostralisabban az eldagy (prosencephalon)
fejlodik, mogotte a kozépagy (mesencephalon), majd héatrébb az utéagy (rhombencephalon)
talalhato, amely a gerincveldben folytatodik. A primer agyho6lyagokon tovébbi beflizodések
keletkeznek a differencidlddas sordn, melyek koziil a prosencephalon a rostralis telencephalon
hemispheriumainak hdlyagjaiva, illetve a caudalis diencephalon hélyagga valik szét. A
diencephalon lateralis részén még egy kisebb hélyag — a szemhdlyag — is megjelenik, amely a
késdbbi retinat fogja adni. A mesencephalon mar nem képez djabb agyhdlyagokat, iirege az
aqueductus cerebri megmarad a kifejlett egyedben is. A korai csirkeembriéban (HH23) a
mesencephalon és a szem hodlyagja a legnagyobb az Osszes koziill mutatva azt, hogy a
latérendszer és a hozza tartoz6 szemmozgat6 agyidegek magvai (melyek a mesencephalonban
talalhatok) fejlddnek ki legeldszor. A rhombencephalon két masodlagos agyholyagga vélik: az
eliilsé metencephalonnd és a caudalis myelencephalon hélyaggd. A metencephalon a késébbi
pons és cerebellum telepét adja, mig a nyultveld a myelencephalonbdl fejlddik.

A rhombencephalon rostrocaudalisan a gerincvel6h6z hasonlé szegmentumokbdl all,
melyeket rhombomereknek neveziink. Az idegsejtek a rhombomereken beliill szabadon
migralhatnak a fejlodés sordn, azonban a rhombomerek kozott nem (Guthrie és Lumdsen

1991). A rhombomereknek ezen kiviil a fejlédéstani sorsa is kiillonbozd. A crista neuralis-bol



érzoganglionok fejlddnek, amelyek a rhombomerek felett helyezkednek el dorsalisan. Az
agyidegi magvak elsO genericidja a 2., 4. és a 6. (r2, r4, r6) rhombomerben taldlhaté a korai
csirkeembridoban (HH16) (Lumdsen és Keynes 1989). A nervus trigeminus €s ganglionja az r2,
a nervus facialis és a vestibulocochlearis az r4 mig a nervus glossopharyngeus az 16
szegmentumbdl fejlodik.

Az agyholyagok méretbeli novekedése kezdetben drasztikus méreteket olt, fOként a
csirkeembridban, ami kb 30 szoros térfogatvéltozist jelent a 3. (HH20) és 5. (HH26)
embriondlis napok kozott, mig a gerincveldben lényegesen kisebb a térfogat novekedés. E
valtozdsok els6sorban nem a velOcsO rostralis felének nagyobb mértékli proliferacidjaval
magyardzhatok, hanem a velOcsO iiregében levd eltérd nyomadsviszonyokkal. Ez a
nyomadskiilonbség ugy jon létre, hogy a veldcsd iirege a leendd agy-gerincveldi hataron
elzarodik (Schoenwolf és Desmond 1984; Desmond és Schoenwolf 1986; Desmond és Field
1992). Az elzart teriilet a fejlddésnek csak késdbbi periddusdban nyilik ki djra.

A velOcsd anterior-posterior irdnyu differencidloddsa homeobox gének szabdlyozasa alatt

all.

2.1.3.2. A vel6esoO dorso-ventralis differencidlodéasa

A velOcsd dorso-ventrdlis irdnyban polarizalt. A gerincvelOben a dorsalis rész a sensoros
neuronoktdl kap bemenetet, mig a ventralis gerincveld-félben a motoneuronok taldlhatok. A
kettd kozott interneuronok taldlhatok, melyek a sensoros és motoros informacidk
feldolgozaséaért feleldsek. Ezen dorso-ventrélis polaritds kialakuldsaért a vel6csé kozvetlen
kornyezetében levd szovetek a felelosek (1. dbra). A ventrdlis sejtek differencidléddsat a
chorda dorsalis, mig a dorsalis oldalon levokét pedig az epidermis altal termelt parakrin
modon hat6 faktorok irdnyitjdk. A chorda dorsalisban Shh fehérje, mig az epidermisben a
TGF-B (transforming growth factor) csalddba tartoz6 fehérjék (BMP4 és 7) termelddnek,
amelyek elsOsorban feleldsek a dorso-ventrélis differencidléddsért. Mindkét esetben ezek a
paracrin faktorok masodlagos szignalizaciés kozpontok kialakuldsat indukdljak a veldcsOben.
A Shh a vel6cs6 ventrdlis polusan az MHP sejtek differencidlédasat segiti fenéklemez
sejtekké, amelyben ugyancsak Shh kezd el termelddni. A Shh és mids MHP altal termelt
faktorok a veldcsOben koncentricié gradienst alakitanak ki, ahol ezen faktorok a ventrélis
pOlushoz legkodzelebb taldlhaték a legnagyobb koncentriacidban (Roelink és mtsai 1995;
Briscoe és mtsai 1999).

A velOcsO dorsalis részének sorsat a TGF-3 szupercsalddba tartozé fehérjék koziil foként a

BMP 4 és 7, dorsalin és activin szabdlyozzédk (Liem és mtsai 1995, 1997, 2000). Kezdetben az
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epidermis BMP4-et és 7-et termel, amelyek a veldcsOre hatva ott egy madasodlagos
szignalizacios kozpontot alakitanak ki, vagyis BMP4 termelést indukdlnak a vel6cso legfelsd
részében, a tetblemezben. A tetflemez d&ltal termelt BMP4 aztin tovdbbi, a TGF-f
szupercsalddba tartoz6 fehérjék kaszkadszeri termelddését inditjdk el a veldlemez tobbi
sejtjieiben. A veldcsében a TGF-f fehérjékbdl hasonlé dorsoventrélis koncentracié gradiens
alakul ki, mint ahogy az a Shh esetében torténik. Ez esetben azonban a legdorsalisabban levo
sejtek kornyezetében taldljuk a legnagyobb TGF- koncentriciét és ezek a sejtek is kapjak
meg leghamarabb a szigndlt.

A paracrin faktorok koncentracidjuktdl fiiggben a veldcsé sejtjeiben kiillonbozo
transzkripcids faktorok termelését indukdljdk. Azok a sejtek, melyek a fenéklemezhez a
legkdzelebb vannak — és ezért a legnagyobb koncentricidji Shh illetve a legkisebb
koncentraciéju TGF- szignédlt kapjak — Nkx6.1 és Nkx2.2 transzkripciés faktorokat
termelnek és ventrdlis idegsejtekké differencidlédnak (V3). Ezekbdl a sejtekbol
differencidlédnak majd a gerincveloben a commissuralis premotor interneuronok is. A
kovetkezd sejtcsoport sejtjei mar kisebb koncentraciéji Shh szigndlt kapnak és
motoneuronokkd differencidlédnak. Ezektdl a sejtektdl dorsalisan a ventrélis interneuronok

(V1, V2) csoportjai kovetkeznek (Lee és Pfaff 2001; Muhr és mtsai 2001).

B C TGFR csalad: D
BMP 4, 7 BMP4 BMP4,7, 5,
az epidermisben a tetGlemezben Dorsalin,
: e Activin

BMP7, Dorsalin, Activin
Dorsalin, Activin

TGFR 4’\
—» gradiens

Shh
gradiens

',_/‘_

i |

tetdlemez

D1 interneuron
D2 interneuron
D3 interneuron
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V2 interneuron
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— Z
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1. abra. A veldcs6 dorso-ventralis specifikdcidja. (A) A vel6es6 két szignalizacids kozpont irdnyitdsa alatt
all: a chorda dorsalis és az ektoderma. (B) Az ektoderma és a chorda dorsalis novekedési faktorai novekedési
faktorok termelését indukdljdk a tet8lemezben és a fenéklemez sejtjeiben, masodlagos szignalizicids kézpontot
kialakitva ezzel. (C) Ezen madsodlagos szignalizaciés kozpontok novekedési faktorai koncentricié gradienst
alakitanak ki dorso-ventralisan. (D) A neuroprogenitor sejtek specifikdciéja ezen novekedési faktorok

koncentracidinak fiiggvénye lesz (Jessell 2000. utdn médositva).

------

Ha a chorda dorsalis egy darabjat a velOcsO lateralis oldaldra dgyaztdk be, annak indukcids
hatdsdra egy médsodlagos fenéklemez alakult ki a vel6cs6 lateralis oldaldn. Ezekbdl a sejtekbdl

indukcids hatdsra két tijabb motoneuron populdcié alakult ki. Hasonlé eredményeket kaptak
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sejtkultirdban is (Echelard és mtsai 1993; Roelink és mtsai 1994). A kisérlet forditva is
eredményes volt, ugyanis idejében eltavolitva a chorda dorsalist, megel6zheté volt az MHP
fenéklemez sejtekké torténd differencidcidja (Placzek és mtsai 1990; Yamada és mtsai 1991,
1993). A fenéklemez és a chorda dorsalis sziikséges indukcids struktira a gerincveld és az
agytorzsi motoneuronok differencidléddsahoz, amely azonban ezek hidnydban is megtorténik,
viszont annak sebessége 1ényegesen lassubb iitemii lesz (Sohal és mtsai 1995; Artinger és

Bronner-Fraser 1993).

2.1.4. Szovetdtrendezodés a kozponti idegrendszerben

A kozponti idegrendszerben az idegsejtek lehetnek réteges elrendezddésiiek, illetve
idegmagokat alkothatnak. A kiilonbozé rétegben és magokban taldlhaté neuronok kiilléonb6zo
neurondlis kapcsolatokkal és funkcidval birnak. Ezek a rétegek és idegmagvak az eredeti
veldcsovet alkotd egyetlen sejtréteg, a germinalis neuroepitelium sejtjeinek osztddasdval és
azt kovetd migracioval jonnek létre. A germinalis neuroepitelium sejtjei adjdk a lumen feldli
felszint, amely azonban kiterjed a vel6cso kiilso felszinéig, tulajdonképpen egy tobbmagsoros
hengerhdmot alkotva, amelyben a sejtmagok pozicidja a sejtek sejtciklusa szerint valtozik
(Sauer 1935). A sejtek S fézisban vannak a lumentdl legtavolabb, mig a mit6zisban 1évok a
legkozelebb. Radioaktiv timidin jeloléssel kimutattdk, hogy egyes sejtek a mitézis utdn nem
1épnek be az S fazisba, amely arra utalt, hogy ezek a lednysejtek differencidléddsnak indultak
(Fujita 1964, 1966; Jacobson 1968). A sejtosztédds mindig vertikdlis irdnyultsdgd, ezért a
lednysejtek minden esetben érintkezni fognak a lumennel. Egyesek a differencialodas
folyamatédba 1épve radialis irdnyba kezdik meg migricidjukat, mig a tobbi sejt Ossejt marad
(Chenn és McConnell 1995; Hollyday 2001). Azt az idépontot nevezziik egy neuron vagy
gliasejt sziiletésnapjanak, amikor utolsé mitdzis utdn a differencidl6do leanysejt keletkezik. A
neuronok és gliasejtek eltérd idében differencidlédnak. Altaldnos elv az, hogy a kordbban
lefliz6d6 neuronok migrdlnak a lerdvidebb tdvolsdgra a Ilumentdl, igy a késdbb
differencial6dé neuronoknak at kell hatolniuk a kordbban differencidlédott neuronok rétegén,
kialakitva ezzel a rétegzettségét a kozponti idegrendszerben (Letourneau 1977; Jacobson

1991).

2.1.4.1. A gerincvel6 €s a medulla oblongata organizacidja

A lumenkozeli sejtek Ossejtek maradnak a fejlodés teljes idoszakdban, mig az ettdl radialis
irdnyban levd sejtek a differencidlodé sejtek. Az Ossejtek rétegét (késdbbi ependyma sejtek

rétege) ventrikuldris vagy germinativ zdéndnak, mig a differencidlodé sejtek rétegét
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intermedier zéndnak nevezziik. Az intermedier zona éretlen neuronokat és gliasejteket
tartalmaz. A neuronok kapcsolatokat igyekeznek egymadssal teremteni, €s axonjaikat
elsésorban radidlis irdnyba novesztik ki, létrehozva ezzel egy sejtekben szegényebb
margindlis vagy kopenyzonit. Az intermedier zondban taldljuk tehdt az érésben levo
neuronokat, igy ezt sziirkedllomanynak is nevezziik, mig a kopenyzéna alkotja a gerincveld
fehérdllomédnyédt. A gerincveld kotOszovetes kiilsd boritdsa, az agyhartydk kialakuldsa a
fejlédés azon szakaszaban indul meg, amikor a gerincveld harom {6 rétege mar megfigyelhetd
(Jacobson 1991). A gerincveldn a ventrdlis €s a dorsalis fél kissé elkiiloniil egymadstol, amit a
gerincvel0 lateralis részén fut6 sulcus limitans is jelez. A dorsalis fél sensoros inputokat fogad,

mig a ventrdlis fél az effektor motoros funkcidk szolgalataban 4ll.

2.1.4.2. A cerebellum organizdcioja

Az agyban is megfigyelhetiink a gerincvelohoz hasonlo rétegzettséget. Ez a rétegzettség
azonban lényegesen modosul a sejtek kiilonbozo migrdcioja, proliferdcioja és szelektiv
apoptozisa révén. A cerebellumban az idegi prekurzor sejtek a margindlis zondba migrdlnak,
és csoportosulva a kisagymagokat hozzdk létre. Minden egyes kisagymag funkciondlis
egységként mitkodik, tin. relé dllomdsokat hoznak létre a cerebellum és mds agyteriiletek
kozott. A precurzor sejtek mdsik csoportjia a germinativ zondbol a velocsonek egészen a kiilso
felszinéig vdndorol és egy mdsodlagos germinativ kozpontot hoz létre, melynek rétegét
stratum granulosum externum-nak nevezziik. Ezek a sejtek aztain BMP hatdsdra
visszavdndorolnak az intermedier zondba és szemcsesejtekké differencidlodnak (Alder és
mtsai 1999). Ezen ido alatt a ventrikuldris zondbol a kisagy tobbi neuronjai és gliasejtjei
leflizodnek, tobbek kozt a Purkinje sejtek is. A Purkinje sejtek az intermedier és a marginalis
zona hatdrdn foglaljik el helyiiket és Shh faktor termelésiikkel szabdlyozzdk a kisagy tobbi
sejtjeinek differencidloddsdat. Az Shh faktor a stratum granulosum externum sejtek
proliferdciojdt gdtolja és differencidloddsat segiti (Wallace 1999). Mivel a Purkinje sejtek az
egyediili projekcios neuronjai a kisagykéregnek, igy azok normdlis differencidloddsa és
migrdcioja a kisagy normdlis mitkodésének kulcsa. Az agyban dltaldnosan a gliasejtek segitik
a neuronokat helyes poziciojuk elérésében, mégpedig gy, hogy az idegsejtek a radialisan
helyezkedo glianyiilvdanyokat haszndljdk migrdciojuk aljzataként (Rakic 1972; Hatten 1990).
A kisagyban ezeket a radier gliasejteket Bergmann glidnak hivjuk (Hatten 1990; Komuro és
Rakic 1992). A neuronnak a glidhoz torténd rogziilését sejtadhézios molekuldk segitik. Egyik
legfontosabb sejtadhézios molekula az astrotactin, amely nélkiil a neuron nem tud

kapcsolodni a Bergmann glidhoz (Edmondson és mtsai 1988; Fischell és Hatten 1991).
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Astrotactin hidnyos (knock out) egerekben koros Purkinje sejt fejlodés mutathato ki, és az
dllatok koordindcios zavarokkal rendelkeznek (Adams 2002). A kiilonbozo mutdnsok azok
jellemzo tiineteivel jol koriilirhatok. A reelin gén mutdciojdt mutaté knock out példaul a reeler

(tdntorgo) egér.

2.1.4.3. A cerebrum organizdcidja

A gerincveloben megismert hdrom zona a nagyagy fejlodése sordn is modosul. A nagyagy
differencidloddsa két titvonalat kovet: egyrészt vertikdlisan a rétegek kialakitdsdval, mdsrészt
pedig horizontdlisan, anatomiailag (szovettanilag) tobb, mint 40 kiilonbozo agyteriiletet
hozva ezzel létre. A rétegzettség kialakuldsa a cerebellumhoz hasonlo modon zajlik, vagyis a
ventriculdris zondbol a radier glia sejtek segitségével neuroblast sejtek migrdlnak a felszin
felé létrahozva a neocortex dllomdnydt. A neocortex hat rétegét lehet fejlodéstanilag
elkiiloniteni, amelynek kialakuldsa elhiizodik a gyermekkor kozepéig. Minden neuronréteg a
cortex-ben morfologiailag és neurondlis kapcsolataiban is kiilonbozik a tobbi rétegtol. Ennek
megfeleloen a 4. réteg neuronjai elsosorban a thalamus-tol fogadnak bemenetet, mig a 6.
réteg idegsejtiei a thalamusba kiildik rostjaikat. Mai ismereteink szerint az, hogy egy
idegsejtnek melyik rétegben kell differencidlodnia nem genetikailag determindlt, minthogy a
horizontdlis specifikdaciojuk sem. Mindig a ventriculdris zondhoz kozelebbi rétegek alakulnak
ki eloszor, vagyis a késobbi réteget alkoto sejteknek dt kell haladniuk a mdr kordbban
kialakult sejtrétegeken (Rakic 1974). A neuronok rétegbeli elhelyezkedésének sorsa csak a
késébbiek sordn dél el, amikor a legkordbbi rétegek mdr kialakultak. Igy egy korai cortex 6.
rétegébol szarmazo neuroblast egy 2. rétegét kialakito cortexbe transplantdlva a 2. rétegbe
fog migrdlni, ami arra utal, hogy a rétegbeli elhelyezkedés csak az utolso dontés eredménye
lesz (McConnell és Kaznowski 1991; Frantz és McConnel 1996). Nem ismerjiik a sejtek ezen
késoi sorsdanak pontos mechanizmusait, azonban a kiilonbozo sejtadhézios molekuldk

expresszioja az egyes rétegekben nagy jelentoséggel bir (Matsunami és Takeichi 1995).

/////

Az agyban és a gerincvelOben taldlhatdo neuronok és a gliasejtek dontd tobbsége
(oligodendroglia sejtek, astrocytdk és radier glia sejtek) is a ventriculdris zona ependyma
sejtjeibdl szarmaznak, amelyek differencidcios sorsa nagymértékben a kornyezetiiktol fiigg
(Rakic és Goldman 1982; Turner és Cepko 1987). A kozponti idegrendszerben a neuronok (és
a gliasejtek) morfoldgidja nagyon nagymértékben valtozo, sot azok dendritfdja az egyed egész

élete sordn, de foleg sziiletés utdn valtozik. Mésik fontos differencidcios 1épés az idegsejtek
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axonnovekedése (sprouting). Az ideg novekedése tulajdonképpen az axon végének, a
novekedési kipnak a filopodium tipust névekedése. E folyamat sordn a novekedési kipon
mikrotiiskék (microspike) jelennek meg, amelyben microfilamentumok (actin) taldlhaték a
tiiskék hosszirdnydval parhuzamosan. Az actin polymerizacidjat gatlé cytochalazin B
kezeléssel meg lehet akaddlyozni a mikrotiiskék kialakuldsat (Yamada és mtsai 1971;
Forscher és Smith 1988). Magédban az axonban a neurofilamentumok mellett mikrotubulusok
vannak, amit az is bizonyit, hogy az idegsejtek axonjai colchicin kezelésre visszahuzdédnak.
Ahhoz, hogy az axon novekedni tudjon a novekedési kip mikrotiiskéinek aljzatra van
sziiksége, amely lehet egy masik sejt, vagy sejtkozotti dllomany. Az axon nem fog tudni
novekedni, ha a novekedési kip nem tud ilyen médon elore haladni (Lamoureux és mtsai
1989). A mikrotiiskék ezen kiviil érzékeld funkcidt is betdltenek, amelyek folyamatosan
»informaljak” a neuront a mikrokornyezetiikrdl (Davenport és mtsai 1993). Ez az alapja annak,
hogy az axonok megtaldljak a beidegzési céljukat.

Az idegsejtek morfoldgiai differencidléddsuk mellett neurotranszmitteriik szerint is
kiillonvalnak. Ez feltételezi a kiillonbozé neurotranszmitterek bioszintéziséhez sziikséges
enzimeket kodolé gének aktivdlasat. A késébbiek sordn az idegsejtek tovabb
differencidlodnak beidegzési targetjilk szerint, kialakitva ezzel az idegrendszer sejtjeinek
rendkiviili véltozatossagat.

Ennek megfelelden Goodman és Doe (1993) a neurogenezist 8, idOben egymds utdn zajlé
fazisra kiilonitette el: (1) a neuroectoderma kialakuldsa indukcié hatasara, (2) neuronok és
gliasejtek leflizddése a progenitor sejtektdl, (3) a sejtek differencidcidja, (4) az axon
novekedési kup irdnyitdsa a beidegzési target felé, (5) synapsis kialakuldsa az idegsejt és
targetje kozott, (6) az idegsejtek tulélési faktorokat kotnek receptoraik segitségével, amely
meggitolja azok apoptdzisat €s biztositja a tovabbi differencidlédast, (7) synapsisok
kompetitiv atrendezddése, (8) folyamatos synaptikus plaszticitds az egyed egész élete sordn.
Az elsO két fazis az el6zd fejezetek sordn mar targyaldsra keriilt, a tovabbi 1épéseket az
értekezésem eredményeinek targyaldsakor fogok utalni, mivel a késébbi fejlodés sordn lezajld

folyamatok vizsgélata jelenti munkdm egyik alapjat.

2.1.5.1. Neuronok diverzifikacidja, sorstérképiik kialakuldsa

A neuronok specifikdcidja hierachikus moédon zajlik. Az elsé dontés az, hogy egy
ectodermadlis sejt neuronalis irdnyba differencidlédik. A kovetkezd 1épésben elddl, hogy

milyen tipusi neuron lesz egy adott idegsejtbdl. Lehetséges opcidk ezen a szinten:

15



motoneuron, sensoros vagy sensoros inputot fogadé neuron, commissuralis neuron vagy
egyéb egyik csoportba sem sorolhaté neuronok.

A veldcsd dorsalis felének kialakuldsa a BMP szigndl gatldsaval torténik meg, majd a
neuron irdnyba valé differencidlédds sordn dontd szerepet jatszik az un. juxtacrin médon haté
Notch-Delta szignalizdciés tutvonal (Chitnis és mtsai 1995; Wang és mtsai 1998). Az
idegsejttipusok kialakuldsa foként azok lefliz0dési helyeitdl, illetve idejétdl fiigg (lasd
motoneuronok 1ill kortikalis rétegzettség). A motoneuronok kialakuldsa a Shh hatas
fliggvényében torténik, mégpedig két jol elkiilonithetd korai és késdi fazisban (Ericson és
mtsai 1996). A korai Shh hatds sordn a ventrolaterdlis hatdron levo sejtek ventrélis helyzeti
neuronokkd differencidlédnak, mig a késObbi fazisban ezek a sejtek motoneuronokka
differencidlédnak, ugyancsak Shh indukcids hatdsra. A korai Shh valaszért foként a chorda
dorsalis, mig a késobbi valaszért a fenéklemez szekrécidja felelds. A Shh a motoneuronok
differencidlodasa sordn koncentracié fiiggd moddon kiilonbozd transzkripcids faktorok
expresszidjat indukélja (Ericson és mtsai 1992; Tanabe €s mtsai 1998).

A kovetkezd differencidcios fazisban az idegsejtek a nekik megfeleld beidegzési
specificitast veszik fel. Ez azt jelenti egy motoneuron esetében, hogy kiillonb6zd izmokat
fognak beidegezni. Ez egyrészt fiigg a motoneuronok kialakuldsi helyétdl, melyet antero-
posterior irdnyban a Hox gének hatdroznak meg, masrészt pedig lefliz6dési idejiiktdl, amit a
korabban lefliz0dott sejtek retinsav termelése szignalizdl. A motoneuronok kiilonbdz6 idében
kapott retinsavra kolonboz0 transzkripcids faktorok termelésével valaszolnak, melyeket a Hox
génekhez hasonlé Lim gének kédolnak (Sockanathan és Jessell 1998). A kiilonb6z6 migracids
hely és a lefliz0dési id6 a motoneuronok harom nagy csoportjét alakitja ki (medidlis, laterdlis,
Terni-féle idegmagok), melyek kiilonboznek azok cadherin expresszidjukban (Landmesser
1978; Hollyday 1980; Price és mtsai 2002). Ezek a sejtcsoportok a gerincveldben
magoszlopokba rendezddnek targetjeiknek megfelelden. A thoracalis szakaszon igy a laterdlis
magoszlop sejtjeinek axonjai a vadzizmokhoz (a medidlis csoport az axialis izmokhoz, a
lateralis csoport az intercostalis izmokhoz), mig a Terni oszlop sejtjeinek axonjai a ganglion
sympathicum-hoz futnak. A nyaki és a lumbalis gerincvel6i szakaszokon lateralis és medialis
magoszlopot tudunk megkiilonboztetni. A laterdlis oszlop a végtag izmait idegzi be oly
modon, hogy a medidlis magcsoport a ventralis, mig a laterdlis magcsoport a dorsalis izmokat
(Tosney és mtsai 1995). Ugyanakkor medialis magoszlop az axialis izmok beidegzéséért lesz
felel0s.

A neuronok target-specifikussdga azok axonjainak periférids megjelenése el6tt elddl,

amelyek a tovdbbiakban mér nem valtoztathatok meg (Lance-Jones és Landmesser 1980). A
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target specifikus mutoneronok differencidléddsa LIM proteinek segitségével torténik
migracidjuk sordn (Tsushida és mtsai 1994; Sharma és mtsai 2000). Ennek megfeleléen az
axialis izmokat beidegzd motoneuronok Lim-3, Isl-1 (islet) és Isl-2 expressziot is mutatnak,
mig az intercostalis és végtagizmokat beidegzd motoneuronok csupan Isl-1 és Isl-2-t
expresszalnak. A preganglionaris sympathicus motoneuronok foként Isl-1 expressziot
mutatnak és csak kismértékben Isl-2-t. Mindezen differencidloédédsi folyamatot megelozoen a
motoneuron progenitor sejtek PAX6 expresszidjukat kovetden tranziensen MNR2-t
expresszalnak majd csak ezutdn valnak sz€t kiillonbozé LIM proteinek éltal meghatarozott

szubpopulédcidkra (Tanabe és mtsai 1998).

2.1.6. Az axonnovekedés szabdlyozdsa

Az els6 elméletek szerint minden kinovo axon tovabbi novekedésének irdnyat a legelszor
kin6vo axon, a pionir axon adja meg (Harrison 1910). Az elmélet szerint a pionir axonok az
embrionalis élet korai szakaszdban indulnak novekedésnek, amikor még egy felndtt dllatban a
viszonylag tavolabbi beidegzési teriiletek is csupan néhdny mm tavolsagra vannak. Azonban
ezzel még nem lehet magyardzni azt, hogy az axonok csak a nekik megfelelé beidegzési
teriilet irdnyaba novekednek. Az ideg és az éltala ellatott teriilet kialakuldsa a motoneuronok
és a sensoros neuronok esetében is hasonlé mddon, egy haromlépéses folyamat
eredményeképpen megy végbe (Goodman és Shatz 1993). Az elsd 1épésben az ideg abba a
régidba jut el, ahol a beidegezni kivant teriillete megtaldlhaté (dtszelekcid). A masodik
1épésben, ha az ideg elérte a megfeleld régidt megtaldlja azt a sejtpopuldcidt, melyekkel képes
synapsisok alkotdsdra (target szelekcid). Ezt kovetéen a harmadik 1épésben ezen
sejtpopuldcidéban csupan néhany (sok esetben csak egy) sejt lesz az, amelyekkel az ideg
tényleges synapsist l1étesit (cim szelekcio).
harmadik 1épés folyamatdban az aktiv neuronok kolcsOnhatdsdra van sziikség az egymadssal
atfedé beidegzési teriilettel rendelkezd axonok finomhangoldsa végett. Az axonok tehat
synapticus aktivitds nélkiil is megtaldljak a rendeltetésiiknek megfeleldé beidegzési teriiletet.
Ezt ugy bizonyitottdk, hogy kaliforniai gbte graftokat (amely neuronalis aktivitdst gatld
tetrodotoxint tartalmaz) helyeztek mas szalamadra embridkba, melynek eredményeképpen az
allatok végtagjainak beidegzése nem szenvedett zavart, jollehet blokkolva volt a neurondlis
aktivitdsuk (Twitty és Johnson 1934; Twitty 1937). Hasonl6 eredményeket kaptak zebradanié

mutdnsokban is, melyekben a neurotranszmitter receptorok miikodését gatoltak (Westerfield
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1990). Ezen eredmények alapjdn bizonyitott, hogy az idegsejtek axonjait a kornyezete ranyitja

célja fel€ attraktiv €s repulziv faktorok segitségével.

2.1.6.1. Az axonnovekedés segitése attraktiv molekulak segitségével

Az axon novekedést segitd molekuldk altaldnosan a ndvekedési kip adhézidjat segitik. Ez
lehet sejtadhéziés molekula egy, az axonvéghez kozeli sejten, vagy extracelluldris métrix
(ECM) molekula, melyet az axont 6vezd sejtek termelnek. Az ECM molekuldk tipikus
adhézids szubsztratot jelentenek a migracié soran. Az axon novekedési kup eldnyben részesiti
azokat a felszineket, amelyekhez erdsebben tudnak kotddni, mint a szomszédos gyengébb
adheziv tulajdonsdggal biré area-hoz. Ezek a mikroszkdpikus utvonalak irdnyitjak az
axonokat a targetjiik felé valé novekedésiikben (Akers és mtsai 1981; Gundersen és mtsai
1987). Az elsd ilyen ECM molekula, melyet a retindbdl kindvd axonok dtvonalain kimutattak
a laminin volt (Cohen és mtsai 1987; Liesi €s Silver 1988), majd in vitro kisérletben is

bizonyitdst nyert a laminin axon ndovekedést iranyito szerepe (Letourneau és mtsai 1988).

2.1.6.2. Az axonnovekedés iranyitasa a novekedési kap specialis gatlasaval

A ganglion spinale sensoros sejtjei és a motoneuronok axonjai is kizdrélag a sclerotom
eliilsé részén tudnak 4thatolni, a hatson at gatolt a novekedésiik (Davies és mtsai 1990). Ezen
atnovo axonok novekedési kipjaiban Eph receptor taldlhaté, mely ephrin nevii fehérjére
érzékeny, amely a sclerotom hatsé részében expresszdlodik és gatolja a novekedési kup
migraciéjat (Wang és Anderson 1997; Krull és mtsai 1999). Az ephrinek mellett a
membranhoz kotott semaphorin fehérjék is szerepet jatszanak a novekedési kip specifikus
gatlasdban. Azokndl a neuronokndl van jelentds hatdsa, amelyek differencidléddsa soran nem
egyenes vonalban kell novekedniiik, hanem valahol el kell fordulniuk. A semaphorin 1 hatasat
eldsz0r rovarok végtagjaiban mutattdk ki (Kolodkin és mtsai 1992, 1993), mig semaphorin 2
expressziot a drosophila thoracalis izmdban (Matthes és mtsai 1995) detektaltdk. A
semaphorin 3 vagy mds néven collapsin madarakban és emldsokben taldlhaté €s a sensoros
ganglionok centralis nyulvanyait irdnyitja a gerincveld belépési zondja felé (Luo és mtsai
1993). A neuronok tobbsége a sziirkedllomdny hatsé szarvdaban végzddik az ott levd
semaphorin expresszié gatlé hatdsa miatt. A sensoros idegsejtek egy kisebb csoportja azonban
nem érzékeny a gerincveld semaphorin 3 expresszidjara, igy befutnak a sziirkedllomany
eliilsé szarvaba, ahol neurotrophin 3 expressziét lehet kimutatni (Messersmith és mtsai 1995;
Marx 1995). Az tehat, hogy a primer afferensek milyen mélyen hatolnak be a gerincveld

sziirkedllomanyaba azok semaphorin 3 érzékenységétdl fiigg elsdsorban. Az axonok
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behatoldsdanak mértékét meghatdrozd semaphorin 3 jelentdségét a cortex és a striatum
neurondlis kapcsolataiban is feltartdk, amely hasonl6 elv alapjan zajlik, mint a gerincvel6be
belépd primer afferensek esetében (Marin €s mtsai 2001). A semaphorin 3 ugyanakkor lehet

chemoattractans is, mégpedig gyakran a dendritfa novekedés esetén (Polleux és mtsai 2000).

2.1.6.3. Axonnovekedést segito molekuldk

2.1.6.3.1. Netrin és netrin receptorok

A commissuralis idegsejtek ventrdlis migrdciojdt segiti a gerincveloben. A gerincvelo
ventrdlis részében netrin-2, mig a fenéklemezben netrin-1 expressziot taldlunk (Serafini és
mtsai 1994). A ventrdlisan novekedo commissuralis axonok eloszor netrin-2 gradienst
igényelnek novekedésiikhoz, majd ez teszi érzékennyé a sejteket netrin-1 gradiensre. A netrin
gradiens kialakitasaban az ECM molekuldknak donto szerepet tulajdonitanak. Mdsfelol pedig
a netrin asszocidcioja kiilonbozo ECM molekuldkkal modosithatja azok fiziologiai hatdsdit,
melyekre a kiilonbizd idegsejtpopuldciok eltéré médon reagdlhatnak. Igy példdul a retina
ganglionsejtjei netrin-1 gradiens segitségével nonek az agy megfelelo teriileteibe, melynek
periféridjdan laminin taldlhato, ami gdtolja az axonok kilépését a nervus opticusbol. A netrin
kombindcioja a lamininnel tehdt gdtlo hatdsiu a ganglionsejtek axonnovekedésére (Hopker és
mtsai 1999). A netrinekkel nagy homologidt mutato UNC fehérjék C. elegans-ban egymdssal
kolcsonhatdsban vdlthatnak ki axonnovekedést vagy gdtldst sejttipustol fiiggoen (Leonardo és
mtsai 1997; Hong és mtsai 1999). A netrin és homologjai ezen kiviil ondlloan is lehetnek
chemorepulziv hatdsiak. Tipikus példdja ennek a nervus trochlearis, melynek perikarionjai
ventrdlisan taldlhatok az axonok pedig dorsalisan lépnek ki, azért mert ventrdlisan a
fenéklemez dltal termelt netrin-1 gdtolja a trochlearis axonok ventrdlis novekedését
(Colamarino és Tessier-Lavigne 1995). A netrinek receptoraik révén hatnak az axon
novekedési kiipra, melyek mutdciojdval egy jellemzo korkép alakul ki, a rostralis cerebellaris

malformatio (Ackerman és mtsai 1997; Leonardo és mtsai 1997).

2.1.6.3.2. Slit proteinek

A slit fehérjéket Drosophila melanogasterben fedezték fel, gerincesekben hdrom
homologjdt ismerjiik. Hatdsukat gdtlds ttjdan fejtik ki, mégpedig igy, hogy receptoruk a
Roundabout (Robo) az erre érzékeny idegsejtek novekedési kipjdaban expresszdlodik.
Drosophildaban az idegsejtek axonjait gdtolja a kontralateralis oldalra valo dtnovekedésben
gy, hogy a kozépvonali sejtek slit fehérjét termelnek. A commissuralis neuronok le tudjdak

kiizdeni ezt a gdtldst olyan modon, hogy novekedési kiipjukban tranziens modon gdtolt a Robo
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expresszioja, majd a kozépvonal keresztezodése utdn ismét bekapcsol a Robo gén (Brose és
mtsai 1999; Kidd és mtsai 1999). A gerincesekban a slit fehérjék a nervus olfactorius
keresztezodésében, a commissura anterior kialakuldsdaban jdtszanak szerepet (Pini 1993;

Brose és mtsai 1999; Li és mtsai 1999).

2.1.6.4. Target szelekcio

A target szelekcion azt a folyamatot értjiik, amikor egy idegsejt novekedési kiipja eléri a
rendeltetésének megfelelo szovetben azt a sejtpopuldciot, amelyikkel synaptikus kapcsolatot
fog alkotni. A beidegezni kivant sejtpopuldcio dltal termelt chemoattraktiv vagy éppen
repulziv fehérjék segitik az axonokat, hogy elérjék azokat. Ezeket a chemoattraktansokat
neurotrphin fehérjéknek hivjuk, ide tartoznak az ideg novekedési faktor (NGF), agy
novekedési faktor (BDNF), neurotrophin-3 (NT-3) és a neurotrophin-4/5 (NT-4/5). Ezen
fehérjék jellemzo tulajdonsdga, hogy sziik az a koncentrdcio intervallum, melyen beliil vonzdst
vagy taszitdst jelentenek az idegekre (Paves és Saarma 1997). Az érzo ganglionsejtek

centralis nytilvdnyaira példdul az NT-3 vonzdst jelent, mig a BDNF taszitdst.

2.1.7. Synaptogenesis

Amikor az axon novekedési kiipja eléri a targetet hozzdkapcsolodik annak
sejtmembrdnjdhoz, majd az axontermindlis megtelik synaptikus vezikuldkkal, amit a kétoldali
synaptikus membrdnok megvastagoddsa kovet. A neuromuscularis kapcsolatok esetében az
axontermindlis agrin dltal kotodik az izomsejt membrdnjdahoz és az izomsejt membrdnban a
szétszorva jelen levo acetilkolin receptorokat a synaptikus résbe integrdlja. A synaptikus
résben a laminin izotipusa megvdltozik;, [2-laminin expresszdlodik, ez ledllitjia a tovdbbi
axonnovekedést (Martin és mtsai 1995; Noakes és mtsai 1995). Neuron-neuron
kapcsolatokban a laminin szerepét az N-cadherin végzi, amely az axon novekedési kiipban
levo vezikuldkbol iiriil a leendo synaptikus résbe (Tanaka és mtsai 2000). Egy izomrosttal
mindig tobb axon alkot synapsist kezdetben, majd az axonok versengenek a targetért és a
végén egy axon marad, a tobbi visszhiizodik (Purves és Lichtman 1980; Thompson és mtsai
1983; Colman és mtsai 1997). Azok a neuronok, melyek nem tudnak synapsisokat alkotni,
sziikségszertien elpusztulnak apoptozissal. Ez a folyamat velejdrdja a normdlis idegrendszeri
fejlodési  folyamatnak. Az hogy az apoptozis milyen mértékben érint egy adott
idegsejtpopuldciot nagyban fiigg az adott idegrendszeri teriilet fejlettségétol, és az adott fajtol.
Altaldnos szabdly, hogy minél magasabb helyet foglal el egy adott faj az evolucids ranglétrdn,

illetve minél fejlettebb az adott agyteriilet, anndl nagyobb ardnyi az apoptozissal elpusztulo
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neuronok ardnya a fejlodés sordn (Patterson 1992). Az idegsejtek apoptozisdt az dltaluk
beidegzett szovet szabdlyozza 1igy, hogy un. tilélési faktorokat termelnek az ideg szamdra.
Azok az idegek, melyek nem keriilnek kontaktusba targetjiikkel, és ezdltal nem részesiilnek az
dltaluk termelt tilélési faktorokbol apoptozissal elpusztulnak. A tilélési faktorok azok a
neurotrophinok, melyek a target szelekcio sordn segitik a novekedési kiip és a beidegzésre
vdaro szovet egymdsra taldldsdt (Pearson és mtsai 1983). Ezen faktorokat érinto
megbetegedések az érintett idegsejtpopuldcio id6 eldtti elpusztuldsdval jarnak. Igy alakul ki a
striatum BDNF hidnydval a Huntington kor (Guillin és mtsai 2001; Zuccato és mtsai 2001 ),

vagy a GDNF (glia novekedési faktor) hianydban a Parkinson kor (Lin és mtsai 1993).

2.2. Extracellularis matrix molekulak az idegrendszerben

2.2.1. A hialuronsav

A hialuronsav szerkezetének és bioldgidjdnak kutatdsa az 1930-as évekre nyulik vissza,
amikor Karl Meyer és munkatirsa John W. Palmer (1934) szarvasmarha szemgolydjdnak
tivegtestébdl izoldlta ezt az anionos karakterli, vizes oldatban &tlatsz6 polysaccharidot.
Szerkezete viszonylag egyszeri: D-glukuronsav és N-acetyl-D-glukozamin disaccharid
linedris B(1-4) polymerje. Ez a struktiira nagyon hasonl¢ a kitin (N-acetyl-D-glukozamin B(1-
4) polymer) felépitéséhez, ez a szerkezeti hasonlosag evolucids szempontbdl a hialuronsav
bioszintézisét végz0 — késObbiekben részletezett — glycosyltranszferdz enzimek kozos
eredetére utal (Takeo és mtsai 2004). A hialuronsav fizikai tulajdonségait tekintve azonban
nagymértékben eltér a kitintdl, foként abban, hogy jelentds vizmegkotd kapacitassal
rendelkezik, igy a hialuronsavban gazdag bioldgiai struktirdk egyben erdsen hidrataltak is
(iivegtest, koldokzsinor, synovialis folyadék). A sejtek sejtadhézids molekuldik segitségével
tudnak a hialuronsavhoz kotddni, igy a szovetekben szerepet jatszik a sejt-sejt és a sejt-
extracellularis matrix kapcsolat 1étesitésében (Toole 1990; Toole 2000). Az extracellularis
matrixban taldlhat6 proteoglikanok €s glikoproteinek egy csoportja rendelkezik hialuronsavat
specifikusan k6té motivummal (link modul), melynek segitségével komplex aggregatumokat
hoznak létre az extracelluldris térben. Tovabbi bioldgai sajatossdga a hialuronsav ligandum
funkcidja receptorokhoz valé kotddése révén.

Mindezen tulajdonsagokat figyelembe véve a hialuronsav alapvetfen hdromféle médon
lehet befolyédssal a sejtek életére: egyrészt vizet és ionokat kot meg, novelve ezzel az
extracelluldris matrix ardnyat egy szovetben, madsrészt mds extracellularis molekuldkat

megkotve vesz részt a ECM organizacdjaban, harmadrészt pedig kozvetleniil receptorhoz vald
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kotdédése révén jelatviteli folyamatokban vehet részt. A bioldgiai szerepe azonban véltozd
lehet a polymer hosszdnak fiiggvényében is, amely az hialuronsav-szintdz enzimek
izotipusaitdl €s a lebontdst végzd hialuroniddzok aktivitdsatol fligg.

A hialuronsav mennyiségének és mindségének szabdlyozdsit egy adott szovet
megoldhatja egyrészt szintézisének, masrészt pedig a lebontdst végz6 hialuroniddz enzimek

reguldcidja utjén.

2.2.1.1. A hialuronsav-szintdzok €s hialuronidazok

A hialuronsav szintéziséért felelds enzim a hialuronsav-szintdz (HAS) (Weigel €s mtsai
1997.). Ezen transzglikoziddzok kozé sorolt enzim tobb tulajdonsagdban is egyéni
sajatossagokkal rendelkezik. Az allatvilagban a HAS a gerincesekben jelenik meg el0szor és 3
egymastol enzimatikus tulajdonsdgaiban eltéré izoenzim tagja van (HAS1, HAS2 és HAS3).
Ezen tilmenden néhdny baktériumfaj (Streptococcus, Pasteurella) és virus (Clorella virus) is
rendelkezik HAS enzimmel, melyekbdl 1. és 2. osztdlybelieket lehet megkiilonboztetni.
Fehérje szekvencidjuk nagymértékben eltér a gerincesekben taldlhatd enzimekétdl (kb 25%-os
hasonlésag), igy nagyon valdszinli, hogy parhuzamosan alakultak ki az evolicié sordn egy
kozos O0sgénbdl, amely a novényvildgban celluldz-szintdzza, az izeltldbiakban pedig kitin
szintazz4 alakulhatott (DeAngelis 1999.). A gerinces fajok kozott a HAS fehérjék

nagymértékben hasonldk, filogenetikailag kozel dllnak egymdéshoz (2. dbra).
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Ez a tény kétféle spekuldciét enged, mely egyrészrdl azt mutathatja, hogy egy kozos HAS
0sgénbdl fejlodhettek ki — amely a gerincesekben jelenve meg elsOként — még viszonylag
fiatal géneket foglal magéaba (Spicer és McDonald 1998.). Mdsrészt viszont rdvilagithat a
hialuronsav fontossdgara az éllati szervezetben, hiszen a szintéziséért felelds enzimek nem

nagyon tolerdljdk a mutdcidkat.

22



A HAS enzimatikus tulajdonsdgai is figyelmet érdemldek. Szinte egyediilallé mddon
egyetlen enzimfehérje elegendd a hialuronsav szintéziséhez (Takeo és mtsai 2004.). Ez azt
jelenti, hogy egy enzimfehérje képes kétféle katalitikus folyamatot is alterndlva végezni: -
1,3(HA-GIcUA) transzferdz és B-1,4(HA-GIcNAc) transzferdz. A HAS sejtben vald
lokalizacigjat tekintve transzmembran enzim, 6 transzmembrdn és 2 membranhoz kotott
doménnel rendelkezik. Az enzim a citoplazméban szintetizalja a hialuronsav ldncot, melynek
novekedése sordn 4t kell azt juttatni a hidroféb membrdnon. Azonban a 6 transzmembrin
domén Onmagiban nem elég ahhoz, hogy csatorniat formadljon, igy a funkciondlis HAS
enzimek kardiolipin molekuldk segitségével tudnak csatornat alkotni. A HAS ezen kiviil
rendelkezik hialuronsav k6t doménnel is, amely a sajdt maga altal szintetizalt molekuldhoz
kotodik, igy maga az enzim sejtadhézios molekula szerepét is betolti.

A HAS aktivitdsat befolydsold faktorok koziil eddig csupdn néhdnyat ismeriink. A
sejtdenzitds, és ezzel Osszefiiggésben a proliferacié egy adott szdvetben nagymértékben
modositja a HAS aktivitdsat. Fibroblaszt kultirdkban alacsony sejtdenzitasndl, amikor a
sejtproliferdcid €s sejtmotilitds nagymértékii nagy HAS aktivitdst és hialuronsav akkumuléciét
lehet regisztralni, mig nagy sejtsiiriség esetén ennek az ellenkezdje tapasztalhaté (Mutoka és
mtsai 1987; Itano és mtsai 2002). A citokinek koziil az interleukin 1B, a novekedési faktorok
koziil a TGF csalddba tartozé fehérjék és a PDGF is fokozza a HAS aktivitdsat protein kindz
CP utjan, amely azonban nagymértékben fiiggetlen a HAS de novo szintézisétdl (Heldin és
mtsai 1992; Anggiansah és mtsai 2003; Wang és mtsai 2005). A HAS egyik gatloszere a 4-
methylumbelliferon (Kakizaki és mtsai 2004).

A kozponti idegrendszerben az eddig vizsgalt gerincesekben mind a HAS1, HAS2 és
HAS3 enzim megtalalhatdé (NCBI UniGene EST adatbazisdbol). A hialuronsav eredete az
idegrendszerben nem ismert, egyes adatok szerint gliasejtek (Asher és Bignami 1991),
masokszerint pedig idegsejtek termelik (Carulli és mtsai 2006) és a funkcidjara is csak
elméletek 1éteznek. Egyik elmélet szerint szerepe van az idegsejtek koriilli mas ECM
molekuldk kotése dltali organizédcidjdban (Ruoslahti 1996). Masrészrdl szerepét kimutattdk

CD44 receptor medidlt jelatviteli folyamatokban az axon sprouting-ban (Bausch 2006).

2.2.1.2. Hialuronsav receptorok

A CD44 a legismertebb HA receptor. Transzmembran fehérje, amely emberben 10
exonbdl &ll, de alternativ splicinggal potencidlisan tovdbbi 11 exont tartalmazhat. A CD44
molekula reguldcidja elsésorban ezen alternativ exonok meglétének szabdlyozdsa révén

valosulhat meg. Sejtes lokalizacidja szerint membranhoz kotott, a molekula nagyobb része az
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extracellularis domén, amely az alternativ exonokat is tartalmazhatja, mig a kisebbik része a
citoplazmaba nyulik be. A citoplazmatikus doménje a citoszkeletonhoz (F-aktinhoz) tud
kotodni, un. ERM fehérjék segitségével. Az extracellularis domén tartalmazza a hialuronsav
kotd tn. link-modult (Argdl, Arg78 és Tyrd2, Tyr79) (Bajorath és mtsai 1998). A CD44 a
hialuronsavon kiviil mds ECM molekuldkat (osteopontin, fibronektin, kollagén I és IV) is
képes megkotni, igazi multiligandumos receptor (Carter és Wayner 1988; Jalkanen és
Kalkanen 1992; Weber és mtsai 1996). A hialuronsavat mindegyik isoforma képes kotni, de
affinitdsa valtoz6 az izoformak kozott. A fibronektint azonban csak azok az izoformak tudjik
kotni, melyek tartalmazzak a kondroitin-szulfat kotéhellyel biré v8-v11 exonokat (Tanabe és
Saya 1994; Yu és Toole 1996). Ezen kiviil ko-receptorként is funkciondlhat, ahol TGFB,
ErbB4, c-Met és mas receptorokhoz kotddhet azok aktivitdsat reguldlva ezzel (Bourguignon
és mtsai 1997, 2002; Orian-Rousseau és mtsai 2002; Yu és mtsai 2002; Ito és mtsai 2004a, b).
Kapcsolédva matrix-metalloproteindzokkal €s hialuronidaz-2-vel szerepet jatszik az ECM
molekuldk lebontdsdban is (Culty és mtsai 1992; Yu és mtsai 1999, 2002; Mori és mtsai 2002).
A CD44 sokoldaldsiga az idegrendszerben is megmutatkozik. Az agy idegsejtjeiben a v4, v5
és v10 izoformat sikeriilt kimutatni, mig a gliasejtek koziil az astrocytdkban, a Bergmann
glidban és a Schwann-sejtekben mutat expresszidt a standard isoforma (Kaaijk és mtsai 1997).
Egyik ismert schwannoma (2. tipusu neurofibromatdzis) kialakulasa CD44 4ltal medialt
folyamat defektusdbol adddik, azt sugallva, hogy a CD44-hialuronsav kotése a Schwann
idegrendszerben az astrocytdk egyik korai sejtmarkere a CD44, szerepét nem ismerjiik (Alfei
és mtsai 1999), mig ismeretes, hogy az egérembriok chiasma opticumaban a retindbol benovo
axonok irdnyitdsdban van jelentds szerepiik (Lin €s Chan 2003). Az idegregenerdcidban
betoltott szerepét nem ismerjiik, azonban axon-sériilt motoneuronokban kimutattdk a CD44
jelenlétét (Jones és mtsai 2000).

A hialuronsav receptorok egy masik csoportjidt képezi a csak mintegy tiz éve ismert
RHAMM (receptor for hyaluronic acid mediated motility). Nem rendelkezik a klasszikus
link-modullal, helyette egy BX7B szekvencia jelenti a hialuronsav kotd részét a molekuldnak.
A B lizin vagy arginin lehet, mig a X barmely nem savas oldallancot tartalmazé aminosav. A
RHAMM egy sejtfelszini €s intracellularis receptor, mely aktivdlja az erk1/Metl komplexet
mitdzist segitve ezzel (Hall és mtsai 1995; Zhang €s mtsai 1998; Crainie és mtsai 1999). Az
emberi RHAMM gén 15 exonbdl all, melybdl az 5. alternativ hasitdssal kivagodhat, ekkor
beszéliink v5 vagy b izoformérél. A v5 isoforma akkor jelenik meg, ha sejteket izoldlunk

illetve szovetsériilés utani allapotokban vagy akkor, ha in. small-GTPaz-ok (ras) aktivalédnak,
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melyek a sejtmigracidban toltenek be fontos szerepet (Wang és mtsai 1996; Assmann és mtsai
1998). A RHAMM a kozponti idegrendszerben is megtaldlhatd, elsOsorban
oligodendroglidban és parvalbumint tartalmazé neuronokban fordul el6 (Lynn és mtsai 2001).
A fentiek alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a RHAMM és f6 ligandja, a HA fontos
szerepet jatszik a kozponti idegrendszeri sejt-jelatvitelben és citoszkeletélis regulacioban.

A RHAMM ¢és CD44 mellett ismertek egyéb hialuronsavat kotd receptorok is. Ilyen a
LYVE-1 (Iymphatic endothelial hyaluronan receptor), mely a f6 receptor a nyirokszervekben,
de tulajdonképpen minden ér endothélben expresszalodik. A szerepérdl keveset tudunk,
feltételezhetéen a hialuronsav transzcitézissal torténd szekréciéjaban vesz részt (Prevo és

mtsai 2001; Mandriota és mtsai 2001).

2.2.1.3. A hialuronsav lebontasa, hialuroniddzok

A hialuroniddz gének két csoportba rendezOdnek kromoszéma lokalizacidjuk és
funkciéjuk alapjan. Osszesen 6 hialuroniddz gént ismeriink a gerincesekben (HYALLI,
HYAL2, HYAL3, HYAL4, PHYALI1, SPAMI1). Ezek koziil a HY AL4 egy pszeudogén, nincs
terméke. A PHIAL1 és SPAMI a testicularis hialuroniddzok génje, nem ismert maés
eléforduldsi helyiik. A sejtek koriili hialuronsav lebontdsaért a Hyal2 és 1 kozosen felelosek
(Csoka és mtsai 2001), mégpedig ugy, hogy a sejtek membréanjahoz kotott Hyal2 enzim CD44
receptorral komlexet alkotva az extracelluldris térben levé CD44 altal kotott hialuronsavat
hasitja, majd az endocitézissal bekerul a citoplazmédba. Az endoszoémdk hialuronsav
fragmentjei lizoszomdkhoz kapcsolddva az ott levd Hyall enzim segitségével bontédnak le. A
hialuroniddz enzimek miikodésiiket tekintve tehdt nagyon hasonlitanak a maétrix

metalloproteindzokhoz.

2.2.2. Proteoglikdnok

A proteoglikdanok glikozildlt fehérjék, melyekhez kovalens kotéssel gluk6zaminoglikan
(GAG) molekuldk kotédnek. A molekula fehérje komponensét kozponti fehérjének hivjuk,
mely tartalmazhatja a hialuronsav koto link modult. A hialuronsavat kotd proteoglikdnokat
lektikdnoknak nevezziik. A GAG oldallincok azok, melyek dontdéen befolydsoljdk a
proteoglikanok fiziko-kémiai tulajdonsagait, ezaltal bioldgiai szerepiiket. A GAG molekuldk
szulfatlt polyszaccharidok, melyek diszaccharid egységekbdl épiilnek fel. A diszacharid
egyik épitdeleme glukuronsav vagy galacturonsav, mig a masik eleme egy hexdézamin. A
kondroitin szulfat szulfatdlt gliikkuronsav/induronsav-N-acetil-galaktézamin polymerbdl all. A

hepardn-szulfdt ehhez nagyon hasonl6 szerkezetii, annyi kiilonbséggel, hogy az N-acetil-
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galakt6zamint N-acetil-gliik6zamin helyettesiti. A proteoglikdinok GAG oldalldncainak

megfelelden er0sen szulfatéltak, amely anionos karaktert kdlcsondz a molekulanak.

2.2.2.1. A lektikanok

A lektikanok kondroitin-szulfat proteoglikdnok, melyek hialuronsavhoz tudnak koétddni,
valamint mas ECM molekulakhoz, koztiikk tenascin-R-hez. A csaladba 4 PG tartozik:
aggrekan, versikdn, neurokdn és brevikan (3. 4bra). Elsoként az aggrekant izolaltak
porcszovetbdl (Doege és mtsai 1987), majd a versikdnt fibroblast tenyészebdl (Zimmermann
és mtsai 1989), melyekrdl ma mar tudjuk, hogy a koézponti idegrendszerben is eléfordulnak.
Késobb az idegrendszerben el6forduld neurokant és brevikant irtdk le (Rauch és mtsai 1992;

Yamada és mtsai 1994).
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Aggrekan Versikan VO Versikan V1 Versikan V2 Neurokan  Brevikan VersikanV3 GPI-Brevikan

3. abra. A lektikdnok struktira-modellje (Bandtlow és Zimmermann 2000. utdn médositva). A lektikdnok

kondroitin-szulfat oldalldncai mennyisége valtozdak.

A lektikanok kozponti fehérjéje (,,core protein”) minden esetben tartalmaz 2 globuldris
domént, egy N-termindlis (G1) és egy C termindlis (G3) domént, a centralis, szénhidrat kot
centrdlis domén mellett. Ezek a proteoglikdnok a G1 domén segitségével kapcsoldédnak a
hialuronsavhoz, mivel itt taldlunk 2 link modult az immunoglobulin-szeri hurok mellett. Az
aggrekan molekuldban a G1 domén kozelében egy djabb globuldris domént taldlunk, mely
ugyancsak 2 link modult tartalmaz Ig-szeri hurok nélkiil. A centrdlis domén mutatja a

legnagyobb valtozatossdgot a lektikdnok kozott, hosszukra és glykozildltsagukra nézve. A
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versikdn tartalmazza a leghosszabb (mintegy 1700 aminosav), mig a brevikan a legrévidebb
(300 aminosav) centralis domént. A centrdlis domén tartalmazza az Osszes lehetséges
glukézaminoglikan kotohelyeket, amely gyakorlatilag a szerin-glicin dipeptidek szamadt jelenti
a kozponti fehérjében. Az aggrekdn képes a legtobb (kb. 120) oldallancot kotni, mig a
versikdan kb. 20 és a neurokdn kb. 7, addig a brevikdn csupdn 3 kotohellyel rendelkezik. Az
aggrekdn és versikdn keratdn szulfat kotOhellyel rendelkezd szubdoménnel is rendelkezik a
G2 domén kozelében (Antonsson és mtsai 1989), mely domén egyébirdnt a ragcsalokbol
hidnyzik. A G3 domén harom funkcionélisan fontos régidt tartalmaz: egyrészt egy (brevikéan)
vagy két kopia (neurokdn, versikan) EGF-szerti, masrészt CRP-szer(i (complement regulatory
protein) szekvencidkat, harmadrészt pedig C-tipusu lektin domént. Ezen G3 domén egyik
ligandja a tenascin-R, mely fontos szerepet t0lt be a lektikdnok térbeli orientdcigjaban
(Faissner 1997; Schachner és mtsai 1994). A lektikdnok koziil azonban nem mindegyik képes
funkciondlisan komplexet alkotni a tenascin-R-rel. Erre leginkdbb a brevikan képes, mig a
neurokan kevésbé (Aspberg és mtsai 1997). Igy nem meglepd az sem, hogy a tenascin-R és a
brevikdn gyakran kolokalizaciét mutat az agy kiilonb6zd teriileteiben (Hagihara és mtsai
1999). A C-tipusu lektin domén egyszerli szénhidratokat és GAG-okat kot (Saleque és mtsai
1993; Halberg és mtsai 1988; Asperg és mtsai 1997). Ezeken kiviil a C-tipusti lektin
doménhez glykolipidek is kotddhetnek, melyek segitségével a lektikdnok a sejt membranhoz
lehetnek mintegy kihorgonyozva (Miura és mtsai 1999). A neurokdn G3 doménja foként
tenascin-C-vel tud kapcsolddni, hasonlé médon a brevikan-tenascin-R kapcsolathoz (Gurmet
és mtsai 1994; Milev és mtsai 1997). A tenascin-C mellett a neurokan képes kotddni az
idegrendszerben eldéforduld kovetkezd sejtadhéziés molekuldkhoz: N-CAM, Ng-CAM/LI,
Nr-CAM, contactin, HB-GAM, amphoterin (Grumet és mtsai 1993; Friedlander és mtsai 1994;
Milev és mtsai 1998).

2.2.2.1.1. A lektikdanok megoszldsa kiilonbozo szovetekben

A lektikdnok szoveti eloszldsa jellemzd mintdzatot mutat minden egyes proteoglikdnra
nézve. Az aggrekdn legnagyobb mennyiségben a porcszovetben taldlhatd, de megtaldlhato
mas kotdszovetben is, csakigy mint az idegszovetben (Schwartz és mtsai 1996). A versikédn a
legaltaldnosabban el6forduld lektikdn a szdvetekben, igy az idegszovetben is (Bignami és
mtsai 1993; Braunewell és mtsai 1995). Szovettanilag kimutathaté mennyiségli brevikant és
neurokant eddig csak az idegrendszerben taldltak (Yamada és mtsai 1994; Seidenbecher és
mtsai 1995; Jaworski €s mtsai; 1995, 1996), azonban az NCBI UniGene EST adatbazisa

szerint mas szovetekben is taldlunk némi expressziét. Az idegrendszer fejlddése sordn is
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valtozatos expresszids mintdzattal rendelkeznek a lektikdnok (Milev és mtsai 1998).
Altaldnosan elmondhaté, hogy a patkdny agy fejlédése sordn az embri6tél a kifejlett korig
folyamatosan novekszik mind a lektikdnok mennyisége, mind pedig a PG pozitiv teriiletek
nagysaga. A versikanndl kivétel az, hogy kiillonbozo alternativ hasitdssal keletkezett varidnsait

ismerjiik (Schmalfeldt és mtsai 1998; Yamada és mtsai 1997).

2.2.2.1.2. A lektikdnok szerepe a fejlodo idegrendszerben

Funkcigjat tekintve az eddigi tanulmanyok a lektikdnok barrier szerepét igazoljdk a
sejtmigracioban, és az axon novekedésében (Engel és mtsai 1996; Perris és mtsail991;
Oakley és Tosney 1991; Brittis és mtsai 1992). Nagyon jol példdzza az axon névekedésében
betoltott szerepét az, hogy ha kondroitindz enzimmel elbontottdk a lektikdnokat retina
organoid kultirdban, azok axonjai random irdnyban torténd novekedést mutattak (Brittis és
mtsai 1992). Az in vitro vizsgalatok eddig mindegyik lektikdn esetében ugy taldltdk, hogy
gatolja az axon novekedését (Friedlander és mtsai 1994; Braunewell és mtsai 1995; Yamada
és mtsail997; Snow és mtsai 1990, 1991), azonban a gitlds pontos mechanizmusit nem
ismerjiik. Az utébbi vizsgdlatok eredményeképpen egyre inkdbb terjed az a feltételezés, hogy
a lektikdnok €és mdas kondroitin-szulfat proteoglikdnok kozponti fehérjéje alapvetéen
befolydsolja a neuronok nyulvanyainak novekedésére gyakorolt hatasat. Az aggrekan a crista
neuralis sejtek migraciéjat gatolja in vitro, amely tulajdonsdgot féleg a G1 domén hialuronsav
kotd helye hordozza (Snow és mtsai 1990). Ezen részleteiben nem ismert folyamatokrdl
kialakult képet meglehetdsen moddositja a lektikdnok alternativ hasitassal keletkezo
izoformdinak vizsgilataib6l kapott eredmények. Ujabb adatok szerint a kondroitin-szulfat
oldallancot kotd kozponti doménjének alternativ hasitdssal torténd elvesztése (ezek a nem
proteoglikan izoformdk) teljesen megvaltoztatja a molekula viselkedését. Ilyen a versikdn V3
isoformdja valamint a brevikan ujabban leirt varidnsa. Ezen nem-proteoglikdanok ellentétes
hatdssal birnak, vagyis az axonok novekedését facilitdljdk (Zako és mtsai 1995). Ezek az
isoformék elsdsorban a G3 doménhez kotott sejtmembran glykolipidek altal fejtik ki hatdsukat

(Miura és mtsai 1999).

2.2.2.1.3. Lektikdanok a differencidlt idegszovetben, a perineuronalis hdlo

A lektikdnok mennyisége a differencidlt idegszdvetben nagyobb, mint embrionalis korban.
Ismert, hogy az N és C termindlis (G1 és G3) doménok segitségével 2 masik molekula kozott
l1étesit kozvetett kapcsolatot (un. linker funkcid). Az idegrendszerre jellemzd ECM sok

tekintetben eltér mds szovetekétdl. Egyrészt a nagy sejtdenzitds miatt, kicsi az extracellularis
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tér ardnya, masrészt Osszetételét tekintve lényegesen eltér a tobbi szovetétdl. Ennek
megfelelden az idegrendszerben nem vagy csak néhdny helyen taldlunk olyan klasszikus
ECM alkotdkat, mint a kollagének €s a fibronektin (Sanes 1989; Rutka és mtsai 1988;
Carbonetto 1984). Ezzel szemben a proteoglikdnok nagy mennyiségben jelen vannak az
idegrendszerben (Margolis és Margolis 1993). Ezen molekuldk a glia és neuronok kozotti
intercellularis térben taldlhatok, melyet perineurondlis hdlonak (PNN) neveziink (Celio és
Bliimcke 1994; Celio és mtsai 1998). Ennek alapjdan a PNN alaposszetétele a hialuronsav-
lektikan-tenascin-R komplex (HLT). A PNN-ben jelen levo lektikdnok mennyiségével a HTL
modell szerint leirhaté a PNN kompaktsdganak valtozdsa (dbra). Minél kompaktabb a PNN
anndl nagyobb fizikai barriert jelent a synaptogenesis szdmadra, egyben a mar meglevo

synapsisok rogzitésére szolgalhat az elmélet szerint ( Celio és Bliimcke 1994).

2.2.2.2. A phosphacan

A phosphacan nem lektikan tipusi kondroitin-szulfat proteoglikdn, mely jellemzden
eléfordul az idegszdvetben. Szerkezetét tekintve mintegy 500 kDa mértli PG, mely alternativ
hasitdssal keletkezett varidnsai fiiggvényében rendelkezhet 4 (3F8) vagy kevesebb kondroitin
vagy keratdn szulfdt oldallinccal. A phosphacan protein-tirozin-foszfatdiz doménnal
rendelkezik, mely enzimatikus tulajdonsdgokkal bir €s alternativ hasitassal jon létre (Maurel
és mtsai 1994; Sakurai €s mtsai 1996). A molekula N-termindlis végén karbo-anhidraz szert,
valamint III tipusd fibronektin domének taldlhaték. A phosphacan az idegrendszerben
neuronok sejtadhézios molekuldihoz kotddve talalhaté meg (Maurel és mtsai 1994; Maeda és
mtsai 1995; Garwood és mtsai 1999). Nagy affinitassal kotddik Ng-CAM-hoz és N-CAM-hoz,
mig lamininhoz, fibronektinhez viszont kevésbé a kollagénekhez. A tirozin-foszfatdz ligand;jat
az idegszovetben nem ismerjiik pontosan, valészintileg a tenascin €s sejtadhéziés molekuldk
lehetnek. A phosphacan a fejléd6 idegrendszerben eltér a lektikdnoktdl, vagyis nem barrier
funkcidval, hanem az axon novekedését segitd funkcidval bir (Faissiner és mtsai 2000;
Garwood és mtsai 1999). Ez az axon novekedését segitd funkcié a phosphacan karbo-anhidraz
doménje és a contactin, illetve mds Ig-szupercsaldadba tartozé6 adhézids molekuldk

kolcsonhatdsa révén valdsul meg (Sakurai és mtsai 1997; Peles és mtsai 1995).

2.2.2.3. Hepardn-szulfdt proteoglikdnok

2.2.2.3.1. Szindekdnok és glypikanok

A szindekdnok transzmembrdn hepardn-szulfdat proteoglikdnok, mely csoport 4 tagot

szamldl (szindekdn 1, 2, 3 és 4). Mind a 4 szindekdn a kis molekulatomegii PG-k kozé tartozik,
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mivel tomegiik nem éri el az 50 kDa-t. Az idegrendszerben a hepardnszulfdt PG-k a primer
neuruldciohoz sziikségesek a medidlis csuklopdnt sejtek behiizoddsdhoz (Yip és mtsai 2002). A
szindekdn-1 slit/robo titvonal szerint bizonyos neuronok axon novekedését iranyitja (Rhiner és
mtsai 2005). A szindekdn 2 jelentds szereppel bir az idegrendszerben, mivel a dendrittiiskék
kialakuldsdhoz sziikséges (Ethell és Yamaguchi 1999), mely az ephrin receptoron keresztiili
szignalizdcios utvonalon hat (Ethell és mtsai 2001). A szindekdn-3 az idegrendszerben a
legnagyobb mennyiségben elofordulo szindekdn. A novekedo axonokban éppiigy jelen van,
mint a differencidlt idegsejtekben (Carey 1996; Rauvala és mtsai 2000; Kaksonen és mtsai
2002). A szindekdn-4 PG-t eddig proliferdlo sejtek koriil tudtdk kimutatni a fejlodo
idegrendszerben, szerepét azonban nem ismerjiik pontosan (Ford-Perriss és mtsai 2003 ).

A glipikanok a szindekdnokhoz hasonlo transzmembrdn proteoglikdnok, melyek 5 tagot
szdmldlnak. Molekulatomegiik 50 kDa koriil mozog, 14 lehetséges hepardn-szulfdt kotohellyel
rendelkeznek. Ezen kiviil a C-termindlis glykozilfoszfatidilinozitol horgonyt tartalmaz. A
fejlodo idegrendszerben a glipikanok jellemzoen a sejtek apikdlis felszinén expresszdlodnak
sejt és életkor specifikus modon, és tobbnyire FGF dltal kozvetitett jeldtviteli utakat reguldljak
(Luxardi és mtsai 2007 ).

2.2.2.3.2. Agrin

Az agrin egy nagy, kb. 200 kDa tomegii proteoglikin, melyet legeloszor a
neuromuszkuldris kapcsolatok kialakuldsdndl irtak le (Cole és Halfter 1996). A fehérje
szerkezetére jellemzo a laminin G domén, Ca koto domén, laminin tipusii EGF szerti domén,
follistatin szerii domén és az N termindlis agrin domén. Funkcioja szerint az izom-ideg
synapsisok kialakuldsakor expresszdljik az idegsejtek, hogy a postsynaptikus acetilkolin és
mds receptorokat aggregdljik a synapsis kialakuldsdt segitve ezzel (Campanelli és mtsai
1991). Az agrin az izomsejtek membrdnjdban levo izom specifikus kindz (MuSK) receptoron
keresztiil fejti ki hatdasdt (Glass és mtsai 1996), amely a citoszkeletdlis fehérjék reguldcioja
litjdn vesz részt az acetilkolin receptorok reorganizdciojaban (Wang és mtsai 2003). Nem
teljesen ismerjiik az agrin funkciojdat a kifejlett idegszovetben, azt azonban tudjuk, hogy az
agrin mds szovetekben, mint az idegszovet is jelentos expressziot mutat (NCBI UniGene EST
alapjdn), igy példdul a vese glomerulusok membrana basalisaban is (Groffen és mtsai 1998).
Ezen kiviil leirtak szerepét T sejtek aktivdciojaban, mint immunologiai synaptikus molekula
(Khan és mtsai 2001) Feltételezhetoen a sejt-ECM  kapcsolat  kolcsonhatdsdnak

szabdlyozdsdban lehet szerepe lamininnel valo kotodése révén.
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2.2.3. Glikoproteinek

2.2.3.1. Laminin

A laminin az idegrendszerben nagy jelentoséggel bir, foként annak fejlodése sordn.
Ahogyan arrdl az el6z0 fejezetben is s70 esett, az axon novekedéséhez sziikséges faktor. Ezen
kiviil sokrétii biologiai funkciot tulajdonitanak neki, igy szerepet jdtszik a sejtadhézioban és
migrdcioban, a differencidcioban és a tumor metasztazisban is (Suzuki és mtsai 2005). A
laminin fehérje szerkezetileg heterotrimer, 3 egymdstol kiilonbozo lancbdl tevodik dssze: alfa,
béta és gamma ldnc. Igy egy 3 rovid és 3 hosszii karral rendelkezd komplexet alkot. A laminin
lancok kiilonbozo gének dltal kédoltak és multidoménnel rendelkeznek. A laminin ldncoknak
tobb izoformdja ismert. Kiilonbozo alfa, béta és gamma ldncok izoformdinak kombindcidi
igen variabilisek heterotrimereket alkothatnak. Elnevezésiik arab szdamokkal torténik
felfedezésiik sorrendjében (pl.: alfal, betal, gammal heterotrimer a lamininl). A biologiai
funkciojuk a kiilonbozo laminin izoformdknak kevéssé ismert, bdr a kiilonbozo megoszldsi
mintdzatuk mds mds funkciora utal. Ez foként a betal ldnccal rendelkezo laminin isoformdkra
igaz. A betal ldnc 7 strukturdlis doménnal rendelkezik. Foként azokban a szovetekben fordul

elo, melyekben membrana basalis taldlhato. A sejtadhézioban van fontos szerepe (Mecham

1991).

2.2.3.1. Fibronektin

A fibronektin egy nagy molekulatomegii glikoprotein (kb 250 kDa), mely koriilbeliil 5%
szénhidrdtot tartalmaz. A szovetekben multimer formdban taldlhato, mely integrinek
segitségével a sejtek felszinéhez, valamint egyéb ECM (kollagén, fibrin, hepardn-szulfdt)
alkotohoz tud kotodni, reguldlva ezzel a sejt-ECM és ECM-ECM kapcsolatotkat. Alternativ
hasitdssal keletkezett izoformdibol potencidlisan 20 lehet. A fibronektin a kozponti
idegrendszerben elsosorban olyan helyeken taldlhato meg, ahol intenziv axon novekedés van.
In vitro vizsgdlatok alapjdn elsésorban az idegsejtek adhesiojat és az axonok novekedését
serkenti (Lander 1987). A fibronektint az astrocytdk expresszdljdk felnétt korban, illetve
dtmenetileg a fejlodés sordn is (Stewart és Pearlman 1987). A fibronektin fontos szereppel bir

a periférids idegek regenerdciojdban.

2.2.3.2. Tenascin

A tenascinok multimer formdban elofordulo glikoproteinek. Méretiik 150-250 kDa koriil

mozog. A molekulacsalddot 5 tenascin képviseli: C, R, W, X és Y. Az idegrendszeri
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eloforduldasukat tekintve a tenascin-C, R és Y birnak jelentoséggel (Erickson 1993).
Szerkezetiikre jellemzo, hogy tobb domént is tartalmaznak (EGF-szert, fibronektin, fibrinogén
domének). A tenascinok lektikanokhoz és integrinekhez tudnak kotodni, igy fontos szerepet
jdtszanak a sejtadhézioban. Idegsériilést kovetoen emelkedik a tenascin-C szintje, ezért azt
feltételezik, hogy a tenascinoknak fontos szerepe van prekurzor sejtek migrdciojdaban, az

axonok novekedésében illetve a guidance-ban (Joester és Faissner 2001 ).

2.2.3.3. Reelin

A reelin egy nagyméretii, 388 kDa tomegii ECM alkoté, mely domindnsan az
idegrendszerben fordul el6 (D’Arcangelo és mtsai 1995). A reelin domén segitségével a
molekula lipoprotein receptorokat (Vidlr és Apoer 2) kot, és a Disabled-1 (Dab-1)
intracelluldris szabdlyzo fehérje foszforildciojdt eredményezve fontos szerepet jdtszik a
kozponti idegrendszer sejtrétegeinek kialakuldsdban (Trommsdorf és mtsai 1999; Magdelano
és mtsai 2002). A telencephalonban a Cajal-Retzius sejtek és a marginalis zondban levo mds
sejtek termelik, mig a kisagyban a szemcsesejtekre jellemzo, ahogyan arrol mdr a kisagy
fejlodése kapcsdn esett sz0. A gerincveloben eddig a hdtsoszarvi neuronpopuldciok (Akopians
és mtsai 2008) és a vegetativ motoneuronok migrdciojdban taldltdk gy (Yip és mtsai 2000),
hogy a reelinnek fontos szerepe van. Genetikailag 2 alléljdt mutattdk ki, a vad tipust és a

lissencephalia-t okozot (Hong és mtsai 2000).
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3. Célkitiizések

Az ECM-sejt kapcsolatardl a kozponti idegrendszerben még viszonylag keveset tudunk.
Az idegsejtek koriil levd makromolekuldknak szerepe van az idegrendszer kialakuldsdban és
regenerdcidjaban. Munkankban hangstlyt helyeztink a HA, mint egyik f6 matrixalkot6
valtozdsdnak nyomon  kovetésére  két  kiillonbozd  kisérleti  modellben.  Elso
kisérletsorozatunkban a HA és a HA-val kozvetleniil vagy kozvetve kapcsol6do
proteoglikdnok expresszids mintdzatat figyeltilk meg a gerincveld embrionalis fejlddése soran
azért, hogy tobbet tudjunk meg ezen molekuldk Ilehetséges szerepérél a neurondlis
differencidci6 sordn. Ezzel fontos adatokhoz juthatunk az idegi regenericid
alapmechanizmusainak megértéséhez. Masik kisérletsorozatunkban az idegregeneracié soran
az ECM struktirdjdban bekovetkez6 véltozdsokat kovettiik nyomon béka dllatmodellen, mely

Ujabb fontos adatokkal szolgalhat az idegregenerdcié alapmechanizmusdnak megértéséhez.

Mindezen informdciok figyelembevételével munkdnk sordan a kovetkezo célokat tiiztiik
ki:

1. A HA eloszlasi mintdzat megfigyelése fejlodé csirkeembridk gerincveld
telepeiben hisztokémiai reakcidval kiilonb6zd neuronalis és differencidciés markerek
mellett.

2. Ugyanezen életkoru csirkeembridk gerincveld telepeiben a HA szintéziséért
felelds hialuronsav-szintdz enzimek expressziés mintdzatdnak és termékeinek
detektalasa biokémiai modszerekkel.

3. A HA kotédé kondroitin-szulfdt proteoglikdnok és a phosphacan
expresszidjanak nyomon kovetése a hialuronsav valtozasanak fiiggvényében az
embrionalis gerincveldben immunohisztokémiai €s biokémiai médszerek segitségével.

4. In vivo kisérleti modellben a HA eloszlds véltozdsanak nyomon kovetése a
vestibularis ideg dtvigasat kovetd regenerdcié sordn békdban hisztokémiai

vizsgalatokkal kombindlt optikai denzitometriai mérések segitségével.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Allatkisérletek, allatkisérletekhez sziikséges engedélyek

A gerincveld fejlodése sordn valtozo  sejtkozotti  dllomdny tanulmdanyozdsat
csirkeembridkon végeztiik. A csirkeembridt gyakorta haszndljdk fejléddéstani kutatdsokra,
kiilonosen a fejlodo idegrendszer vizsgdlatdra alkalmas. Ennek oka részben annak konnyl
beszerezhetOsége, illetve az, hogy jol ismerjilk az embri6 fejlédése soran bekdvetkezd fobb
valtozadsokat, mivel a fiirj embridval kimérakat lehet vele létrehozni. Ezzel a médszerrel mér a
molekuldris bioldgiai technikak (pl.: knock in és out) széles kori elterjedése elott felderitették
a csirkeembrié Ossejtjei  sorstérképének alakuldsat. A hisztokémiai és biokémiai
vizsgalatokhoz kiilonboz6 fejlettségi stddiumban levd csirkeembridkat gytjtottiink, melyeket
a Hamburger és Hamilton (HH) altal kozolt (1992) tanulmanyuk szerint hatdroztunk meg. Az
altalunk gyGjtott legfiatalabb embrié HH8 volt, amely a keltetés 20. 6rdjdban tart €s jellemzo
rd a veldlemez veldcsOvé vald zarddasa eldtti dllapot. A legidOsebb gylijtott embrid a keltetés
8. napjara jellemzé HH39 stadium volt.

Az idegrendszer regeneracidéjanak nyomon kovetését a sejtkozotti dllomany valtozasanak
figgvényében kecskebékan (Rana esculenta) végeztiik. A kisérleti modellben a nervus
vestibulocochlearis ideg primer afferensei altal beidegzett agytdrzsi vestibularis magokban
vizsgaltuk az extracellularis matrix Osszetéteének és struktirdjanak valtozdsat annak
regeneracidja sordan. A békat ezekben a kisérletekben optimalis valasztasnak gondoljuk, mivel
egyrészt jOl ismerjiik a vestibuldris ideg fObb kapcsolatait, masrészt korabbi vizsgélataink
soran laboratériumunkban mdr elkészitettiik az egészséges béka kozponti idegrendszerének
hialuronsav térképét (Szigeti és mtsai 2006), amely az idegrendszeri ECM egyik f6 alkotdja.
Tovébbi elonye a békanak, hogy a kozponti idegrendszere is képes a regenerdcidra. A
vestibulocochlearis ideg sériilését kovetd funkcié kiesés, majd a regenerdciot kovetden a
funkcid visszadllitisa is konnyedén regisztrdlhat6 a béka testtartdsdn. A béka, mint
modellallat hatranyaként megemlithetd annak koriilményesebb beszerzése, illetve a tény,
hogy a kétéltliekben kapott eredmények kozvetleniil nem extrapoldlhatok emlds, elsdsorban
humdn szovetekre. A kapott kisérleti adatok azonban jelentds informécidval jarulhatnak hozza
az idegrendszer regeneraci6 alapmechanizmusdnak megértéséhez.

A békakat a nervus vestibulocochlearis sériilését célzo atvagidsahoz az allatokat altattuk
MS222 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) borén 4t valdé alkalmazasdval. A nervus

vestibulocochlearist feltartuk, majd az agytorzsbe valé belépéstdl kb 1 mm-re distalisan, de a
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ganglion vestibularetol medialisan atvagtuk. Az atvagott idegvégeket egymashoz illesztettiik,
majd a miitétet kdvetéen a vdagott nydlkahdrtya egyesitését sebragasztoval végeztiik. A
mitétet kovetden az allatokat 11 °C-on tartottuk, majd a miitétet kovetd 3-84 napokon (9
periddusban) hisztokémiai mddszer segitségével vizsgaltuk a HA véltozdsan keresztiil az
ECM struktirdjanak véltozasat a vestibularis magok idegsejtjei koriil és az ideg tn. belépési
z6ndjaban. A kisérletsorozathoz 6sszesen 96 allatot hasznéltunk, melybdl 64-nek (ebbdl 39 élt
tul) vagtuk at az egyik (rend szerint a jobb) oldali nervus vestibulocochlearisat. Ezekbol 45-6t
(27 tuléldt) hisztokémiai vizsgdlatokra készitettiink eld, mig 19-et (12 tdlélot) nervus
vestibulocochlearis regenerdcidjanak vizsgélatara neurobiotinnal vald feltoltés segitségével.
27 allaton aloperdcidt végeztiink, mig 5 4llatot nem operaltunk.

Az éllatkisérletek végzéséhez sziikséges Debreceni Egyetem Munkahely Allatkisérleti

Bizottsdga 4ltal kiadott engedéllyel rendelkeziink, melynek szdma: 22/2001 DE MAB.

4.2. Hisztokémiai vizsgalatok

4.2.1. Prepardtumok készitése

A hisztokémiai vizsgdlatokat paraffinba dgyazott 5 um vastag szovettani metszeteken
végeztikk. A kiilonbozd fejlettségli csirkeembridkat tojasbol valé izolacidjuk utan fiziol6gids
s6oldatban mostuk, majd jéghideg Sainte-Marie (1962) fixaloszerben egy €jszakdn at fixaltuk
4 °C-on. Ezen alkohol tartalmu fixalé alkalmazasaval meg tudtuk drizni a szovetekben a vizes
fixdlokkal konnyen kimoshaté hialuronsavat és mas ECM alkotdkat. Fixdlds utdn az
embridkat 70%-os etanolban mostuk, majd felszdll6 alkoholsorral torténd vizelvondst
kovetden paraffinba dgyaztuk és keresztmetszeteket készitettiink az alsé thoracalis illetve a
fels6 lumbalis gerincvel6i szakaszokon.

A béka vestibularis ideg atvagésa €s azt kovetd regeneraciés id0 utdn az allatokat MS222
segitségével tilaltattuk, majd az agytorzsiikket izoldltuk és fizioldgids sdoldatban
megfosztottuk agyburkaitdl. Az igy elkésziilt prepardtumokat Sainte-Marie fixdloval fixaltuk
az embridkhoz hasonlé médon, majd dehidréldsukat kdvetden paraffinba dgyaztuk azokat. A
hialuronsav valtozdsat horizontélis sikban késziilt agytorzsi sorozat-keresztmetszeteken

kovettiik nyomon, melyek metszési sikjaba estek a vestibularis magok.

4.2.2. A hialuronsav kimutatdsa

A hialuronsavat egy arra specifikus hisztokémiai reakciéval mutattuk ki szovettani
metszetekben. A felhaszndlt specifikus probankat a finnorszagi Kuopioi Egyetem Anatomia

Intézetébdl kaptuk (Raija Tammi és Markku Tammi professzoroktdl). A biotinnal jelzett
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préba a hialuronsav polyszacharid 10 diszacharid egységbdl 4ll6 oligoszacharidjahoz kotédik
specifikusan, amely a szarvasmarha aggrekdn proteoglikdn molekula kozponti fehérjének
hialuronsav ko6td, dn. G1 doménjébdl szarmazik. A paraffinba dgyazott metszeteken,
rehidralasuk utdn PBS-ben higitott 5 ug/ml prébat egy éjszakan at 4 °C-on inkubdltunk. Az
ikubéacot kovetdé mosasok utdn peroxidazzal konjugalt Extravidint (1:1000, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) alkalmaztunk, majd DAB peroxiddz enzim szubsztrit assayt (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA Laboratories, Burlingame, CA, USA) hasznéltunk a
bekotddott  biotinildlt préba lathatova tételéhez. A HA fluoreszcens mikroszképids
vizsgalatdhoz a bekotddott probat Alexa 488 vagy Alexa 555 konjugdlt streptavidint
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) hasznéltunk.

4.2.3. Immunohisztokémai reakciok

4.2.3.1. Proliferal¢6 és differencial6doé sejtek kimutatdsa

A proliferél6 sejteket PCNA elleni monoklonélis antitesttel detektaltuk (1:500, Chemicon,
Temecula, CA, USA). A PCNA fehérje az S fazisban levd sejtek magjdban expresszalodik,
ahol DNS-hez kotddve a végrehajté egység faktoraként funkciondl a delta DNS polimerdz
miikddése sordn.

A sejtdifferencidcié kiillonbozd fizisaiban levd embriondlis gerincveldi sejteket azok
homeobox gének expresszidjara specifikus antitestek segitségével mutattuk ki. A
postmitotikus neuronok Lim1 és 2 homeodomén expressziét mutatnak, melyek kimutatdsara
Lim1,2 monoklondlis antitestet hasznaltunk (1:100, DSHB, Iowa City, IA, USA).

Az MNR?2 fehérjét a csirkében korai szomatikus motoneuron prekurzor sejtekben talaljuk.
Kimutatasukra monoklonélis antitestet hasznéltunk (1:50, DSHB, Iowa City, 1A, USA).

A paraffinba dgyazott csirkeembriobdl késziilt metszeteket rehidrdlds utin a PBS-ben
higitott elsddleges antitesttel inkubdltuk egy éjszakan at 4 °C-on. Ezt kdvetden hdromszor
valtott PBS-sel mostuk 10-10 percig szobahomérsékleten. Fluorescens mikroszképos
vizsgalat esetén egér elleni masodlagos antitestet haszndltunk (1:500), mely Alexa 488
fluorokréommal volt konjugédlva (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), kombindlva
fluorescens bHABC hisztokémiai és kondroitin-szulfdt immunohisztokémiai reakciéval. A
metszeteket majd mosdast kovetden DAPI magfestot tartalmazé szaradé Vectashield fedo
médiummal és fedOlemezzel fedtiink (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Laboratories, Burlingame, CA, USA).
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4.2.3.2. Intermedier filamentumok megjelolése

Az egyes neuronok illetve gliasejtek és prekurzoraik citoplazmdjanak megfestésére a
citoszkeletont alkot6 tubulin ellenes monoklonalis antitestet (1:100 Chemicon, Temecula, CA,
USA) hasznaltunk. Az immunreakcidt az el6z0ekben leirt séma szerint fluorescens masodik
antitesttel tettiink l4thatévd, melyet kombindltunk hialuronsav hisztokémiai €s kondroitin-
szulfdt immunohisztokémiai reakcidval.

A idegsejt axonok kimutatdsira neurofilament ellenes antitesteket hasznaltunk. A HH23
staddiumig a 68 kDa (1:200, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), mig a kés6bbi embri6
idegeiben a 200 kDa (1:200, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) témegii neurofilament volt
kimutathat6. Az immunohisztokémiai reakcid kivitelezése a fentebb vazolt séma szerint

tortént.

4.2.3.3. Kondroitin-szulfat €s phosphacan kimutatisa

A hialuronsavat kot6 lektikdnok mindegyike a kondroitin-szulfat oldallanccal rendelkezik,
melyek kimutatdsdt a csirkeembri6 szodvettani metszeteiben kondroitin-szulfdt elleni
monoklondlis antitesttel (1:500, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) mutattuk ki. A
phosphacan kimutatdsdhoz annak kozponti tengelyfehérjéje elleni monoklondlis antitestet
hasznaltunk (1:100, Chemicon, Temecula, CA, USA). A metszeteket az elsddleges antitesttel
4 °C-on inkubdltuk egy éjszakdn at, majd PBS-sel torténd mosdst kovetden Alexa-488 vagy
Alexa-568 konjugdlt egér IgM elleni masodik antitestet haszndltunk (1:1000, Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, USA).

4.3. Biokémiai modszerek

4.3.1. mRNS szintii vizsgdlatok

4.3.1.1. RNS izolalasa gerincveld izolatumokbdl

Kiilonboz6 fejlettségi stadiumd (HH16, HH23, HH28, HH34 és HH39) csirkeembriokbdl
ProtectRNA-vel (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) kezelt PBS oldatban gerincvel6
szakaszokat izoldltunk. A teljes RNS izolédlasat kb. 10-15 mg szdvetmintabdl Qiagen Micro
Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) segitségével végeztilk a gyarté cég 4ltal javasolt

eljaras szerint.
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4.3.1.2. RT-PCR

A tisztitott RNS-bol 2 ug mennyiséget hasznaltunk cDNS szintézishez, amelyhez Qiagen
Omniscript (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) reverz traszkriptdz kitet hasznaltunk fel a
gyart6 altal javasolt protokol szerint. A PCR reakci6hoz 0,2 ug cDNS-t hasznaltunk fel. Az
amplifikdciot GoTaq polimerdz enzimmel végeztiik (Promega, Mannheim, Germany). A 35
ciklus a kovetkezd 1épéseket tartalmazta: 94 °C 50 sec, 52-63 °C 1 min, 72 °C 1 min 30 sec.
A felhasznalt génspecifikus primerek szekvencidja a pontos hibridizaciés homérséklettel a

tdblazatban lathatok, melyek tervezését Primer3 (Rozen és Skaletsky 2000) szoftverrel

végeztilk az NCBI szekvencia adatbdzisbdl letoltott templéatok alapjan.

1. tablazat. A PCR-hez hasznalt oligonukleotid primerek f6bb paraméterei

) Ampli-
Gén . . . Ta
Sense primer Antisense primer kon
NCBI ref No. (&)
(nt)
Has2
5'-GAGACGACAGGCATCTAACTAAC-3" 5'-AAGACTTTATCAGGCCCACTAA-3" 52 330
AF_106940
Has3
5'-CCAACAGACCCGCTGGAGCA-3" 5'-ACCGTCAACAGGAAGAGGAGGATG-3"' 58 192
XM_425137
Aggrekan
5'-TGTTACATCGACAGGCTAAAGGG-3" 5'-AAGCGTGATGCCGTGACAGA-3"' 63 304
XM_001232949
Brevikan
5'-GTGCCTCCTTGCCAGTCTTCCAG-3" 5'-GGTCCACCACGCCGTAGTTCCT-3" 63 405
XM_423655
Neurokan 5'-GGCGCTCGCTATGCACTGACCTT-3" 5'-TCCCGTGCGTAGCAGTAGACATCGTA-3' | 63 269
NM_204740
Versikan
5'-CGCTGTGATGTGATGTATGG-3" 5'-TGCTCTGGGCTTGCTATG-3"' 52 167
NM_204787
GAPDH
5'-CTGCCCAGAACATCATCCCA-3"' 5'-CACGGTTGCTGTATCCAAACTCAT-3"' 52 366
NM_204305

4.4. Optikai denzitometriai mérések

A HH23 stiddiumban a HA rétegzettség kialakuldsat optikai denzitometrids mérések

segitségével is vizsgaltuk. Ezeken a metszeteken bHABC hisztokémiai reakciét végeztiink,
melyet DAB-reakciéval tettiink lathatévda. A  digitdlis képeket transzmisszios
fénymikroszképhoz (Olympus AX 70, Japan) kapcsolt hiitéssel rendelkezd CCD kamerdval
(Olympus DP 70, Japan) készitettiik, monokrom megvilagitds mellett (A=492+5 nm). A

rendszer kalibraciéja utdn a HA reakci6 intenzitdsat mértiik, amely ardnyosan valtozik a HA
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viszonylagos koncentracijaval, amelynek alkalmazdsardl kutatécsoportunk mér kordbban
beszdmolt (Felszeghy és mtsai 2000). A mért teriiletet (region of interest, ROI) Image J
szoftver (NIH, Bethesda, MD, USA) segitségével jeloltiik ki. A mérésekhez 10 parhuzamos
metszetet vettiink, melyeken 5-5 egymadstdl fiiggetlen ROI-t (teriilete 250 um?) jeldltiink ki a
gerincveld harom kiillonbozé helyén: a ventrikuldris zéndban, az intermedier zéndban €s a
kopenyzénaban. A hattér — ami a bHABC negativ kontroll reakcidjat jelenti — kivondsa utdn a
mikroszkép és a kamera bedllitdsit nem véltoztattuk meg a digitalis felvételek elkészitése
soran, melyekbdl a ROI integralt, DAB reakci6 4ltal fedett intenzitds atlagértékeit mértiik (ez
adta a ,,grey level” értéket). Ezekbdl az értékekbdl optikai denzitds értékeket szamoltunk.

A bHABC reakcié altal fedett teriileteket a sejt denzitds értékeivel korrigdltuk. A sejt
denzitdst a gerincveloben parhuzamos metszeteken hematoxylinnal festett preparatumokon
mértiik, melyeket a sejtek citoplazmdjanak szegmentdldsa utdn kalkuldltunk. A méréseket és a
szegmentdlast Adobe Photoshop (Verzié: 8.0, Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA)
szoftver segitségével végeztiik. Ezen kapott szamadatokat végiil Ms Excel (Microsoft Corp.
Redmond, WA, USA) segitségével kivontuk a 0Osszes ROI-bol, megkapva igy a sejtek dltal
nem foglalt teriilet szdzalékos nagysagat. A lumbalis gerincveld harom teriiletén mért bHABC
reakci6 optikai denzitds értékeit végiill korrigdltuk az extarcellularis tér szazalékos
nagysdgaval.

A HA viltozdsanak nyomon kovetését a béka vestibulocochlearis ideg regenericidja sordn
is hasonlé optikai denzitometriai mérések segitségével végeztiik el. Minden esetben
allatonként 2-5 digitdlis képet készitettink a VIII. agyideget tartalmazd agytorzsi
keresztmetszetekbdl, kiilon az operdlt és a nem operalt oldalrél, melyhez Nikon Eclipse 800
(Japan) mikroszképhoz szerelt hiitétt Spot RT Slider (Diagnostic Instruments, Sterling
Heights, MI, USA) digitélis kamerat hasznéaltunk. A méréshez a primer afferensek atmeneti
z6n4ajabal (tanasitionalis zona, TZ), a nucleus vestibularis medialisbl (NVM) és a lateralisbol
(NVL) vélasztottunk ki teriileteket (ROI=400 pmz), mely magok hatdrai kordbbi leirdsokbol
mar ismertek (Matesz 1979; Birinyi és mtsai 2001).

4.5. Statisztikai modszerek

A gerincveld hdrom régidjadban mért optikai denzitds €s a sejtdenzitds adatok
Osszehasonlitdsat Mann-Whitney -féle U-teszttel végeztik PAST (Hammer és mtsai 2001)
statisztikai szoftver segitségével.

A béka VIII. agyideg regeneracidjat vizsgalo kisérleteinkben — mivel adataink csak kis

eltéréseket mutattak — eldszor ellendriztiik, hogy van-e szignifikdns kiillonbség az agytorzs
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egy adott magjanak HA reakcié intenzitdsaban, ha egy éllat ugyanazon idegmag kiillonb6zo
helyén mériink, vagy mdas d&llatb6l szarmazé mintdkon végziink méréseket. Ehhez a
vizsgalathoz a tractus solitarius HA reakcidjdnak intenzitdsit mértiik meg. Ez a képlet
egyfeldl konnyen beazonosithaté a metszeteken és homogén struktira, masrészt pedig ez a
teriilet rendelkezik a leggyengébb HA intenzitdssal. Az intenzitasértékeket kéttényezds
variancia analizissel (ANOVA) elemeztiik €s nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget sem az
azonos (P > 0,29), sem pedig a kiilonb6z6 (P > 0,34) allatokbdl szarmazé metszetek kozott.
Igy a késébbiek sordn a vestibularis magok és a primer afferensek belépési zéndjanak
vizsgalatakor nem tettiink kiilonbséget sem az egy allatb6l szarmazd, sem pedig a kiilléonb6zo
allatokbdl szdrmaz6 identikus struktdrdkat visel® metszetek kozott.

A bHABC hisztokémiai reakci6 intenzitdsit az operaciot kovetd egyes napokon kétmintds
t-prébaval hasonlitottuk Ossze, miutdn vizsgdlataink szerint az adatok normadleloszlast
kovettek. Az adatok normal eloszlasat két Kkritérium szerint teszteltik: (1)
0,9<medidn/atlag<1,1 és (2) 3x standard devidci6 < atlag. A variancidk egyenldségét F-proba
segitségével ellendriztiik. Az intenzitds véltozasok tendencidjat linedris regresszids egyenesek
meredekségének mérésével vizsgaltuk, mig az €p €s operalt oldalak kozotti HA intenzitasbeli
valtozdsok lehetséges Osszefiiggéseit Fischer féle megfelelési probaval vizsgaltuk. A
statisztikai vizsgadlatokhoz MS Excel (Microsoft Corp. Redmond, WA, USA) és GraphPad
Prism (Verzi6: 4.00 GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) szoftvereket hasznaltuk.

40



5. Eredmények

5.1. A hialuronsav vizsgalata a fejl6dés soran

5.1.1. A bHABC hisztokémiai reakciok specifikussdgdnak vizsgdlata, kontroll kisérletek

A hisztokémiai reakciok specifikussdgat mind csirkeembriokon, mind pedig a békan
megvizsgaltuk. Csirkékben, mivel teljes embri6 keresztmetszeteket készitettiink az iddsebb
(HH34) koru egyedek csigolyatestének porcosodé alapjan mutattunk ki hialuronsavat.
Békdkon a sternum porcos részén végeztiink bHABC hisztokémiai reakciét, amely jelolést
mutatott a territorialis €s az interterritorialis matrixban. A hisztokémiai reakcidé negativ
kontrolljaként hdrom parhuzamos kisérletet végeztiink el: 1., bHABC nélkiil, a hivorendszer
kontrolljaként, 2., bBHABC prébaval, de a metszetbdl streptomyces hialuroniddz emésztéssel
eltavolitottuk a hialuronsavat, 3., bHAPC prébaval, melynek oldatdhoz hialuronsavat adtunk.

Ezen reakcidk elvégzése utdn egy esetben sem kaptunk jelet.

5.1.2. Hialuronsav akkumuldcio a gerincveld kiilonbozo fejlodési szakaszaiban

A hialuronsav mér egészen kordn, a HH8 stadiumu gerincveloben kimutathat6 (4. dbra A)
és csaknem az egész fejlodés sordn megtaldlhaté. A neuruldcié elején a vel6lemeznek
megfeleld teriileten a sejteket latszolag kevesebb HA veszi koriill, mig a veldlemeztdl
lateralisan a felszini ektoderma €s az alatta levé mezoderma hataran jol lathaté HA pozitivitas
lathatd, vagyis a két csiralemezt kifejezett hialuronsavban gazdag lamina basalis-hoz hasonl6
ECM vilasztja el egymdstol (4. dbra A, nyil). A vel6lemez csové zarédédsa utan, a hialuronsav
mintdzata a gerincvelében megvaltozik, egy meglehetdsen diffiz jelleget o6lt, mely jol
nyomon kovetheté a HH11 stddiumban (4. dbra B). A gerincveldt egy erds HA pozitivitast
mutaté réteg vélasztja el a kornyezetétél. Erdekes médon a chorda dorsalis és a fenéklemez
Osszetapaddsdndl is kimutathaté a HA jelenléte. A gerincveld sejtjei koriil inkdbb a szarny és
az alaplemezben mutatnak pozitivitast, azoknak is a canalis centralis felé esé rétegeiben. A
késObbi staddiumokban (HH12-18) a gerincveld sejtjei koriilli HA mintdzata mindinkabb a
szarnylemez felé tolddik, amely véltozdsok tulajdonképpen néhdny 6ran beliil lezajlanak (4.

abra C és D).
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4. abra. A hialuronsav eloszldsi mintdzata a (A) HHS, (B) HH11, (C) HH14, (D) HH16, (E) HH23 és (F)

HH28 stadiumu csireembrié gerincveld keresztmetszetekben. A HA eloszldsa véltozik az életkorral, az dbrak
bemutatjdk a fiatalabb (B, C, D) stadiumok diffiz HA reakcidjanak réteges mintdzatta valé véltozasat a HH23 (E)

stddiumban. (A) a nyil az ektoderma és a mezoderma hatdrat mutatja. Skala 50 pm.

A HA eloszlasi mintdzata jelentésen megvaltozik a HH23 stddium elérésekor (4. dbra E);
mediolateralis rétegzddést mutat. Medialisan a hialuronsavban szegény ventrikuldris régiét
egy hialuronsavban gazdag régié kovet, amely aztdn mérséklddni latszik a laterdlis
kopenyzénaban, ahogy annak részletezésére a kovetkezd részben keriil sor. Erdekesen alakul
a fenéklemez és tetlemez sejtjeinek hialuronsav mintdzata. Az idegsejtek
differencidlodédsaért felelds fenéklemez sejtjei sonic hedgehog faktort termelnek, ezen sejtek
koriil hialuronsavban szegény régiot latunk, ide értve a chorda dorsalist is. A tet6lemez azon
sejtjei koriil, melyek TGFP csalddba tartoz6 diffizibilis novekedési faktorokat termelnek
gazdag hialuronsav tartalmat taldlunk. Ez a rétegzettség viszonylag sokdig, a HH28 stddiumig

figyelhet6 meg (4. dbra F). Az ilyen életkord embridkban mar elkiilonithetd a gerincveld
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fehéralloméanya, melyek HA pozitivitdsa sajatosan alakul. A belépési zéna minden esetben
HA-ban szegénynek mutatkozott, mig a funiculus lateralis HA-ban gazdag. A funiculus

anteriorban mérsékelt HA pozitivitast talaltunk.

Gl

E F

5. abra. A  hialuronsav eloszldsi mintdzata a kiilonbozé stadiumd csireembrié  gerincveld
keresztmetszetekben: (A) HH29, (B) HH35 cervicalis, (C) HH37 cervicalis, (D) HH37 lumbalis, (E) HH39
cervicalis és (F) HH39 lumbalis. A HA akkumuldciéjanak csokkenése kovetkezik be a korai stddiumokat
kovetden a gerincvelOben (A, B). Ezt kovetden a HA akkumulacié novekszik, mely a cervicalis szakaszokon (C,

E) el6bb és intenzivebben jelentkezik, mint a lumbalison (D, F). Skdla 50 um.

A sziirkedllomany rétegzettsége megsziinik, a hialuronsavban gazdag ECM csak egyes

sejtek koriil taldlhaté meg a HH29 stddiumban (5. dbra A). Az alaplemez sziirkedlloménya és
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a funiculus lateralis gazdagabb hialuronsavban. A belépési zéna ebben az életkorban sem
mutat jelolodést.

A hialuronsav csaknem eltlinik a HH34 stddiumban, mig a HH35 stddiumban (5. dbra B)
is csupdn a cervicalis szakaszokon tudtuk kimutatni féként a nagyobb motoneuronok koriil.
Ez a rostro-caudalis gradiens jellemzd lesz még a HH37 stddiumban is (5. dbra C és D), majd
megsziinni latszik a HH39 fejlettségli embridkban (5. dbra E és F). A hialuronsav reakcid
lefedettsége latszolag a HH34 stddiumtdl fokozatos novekedést mutatott a HH39 stadium
eléréséig. A sejtes megoszlasra jellemz0 lesz, hogy az egyes sejtek koriil szemmel lathatéan
egy koncentréltabb jelet lehet felfedezni, mig a sejtektdl tdvolabb kevésbé erds a jel. Ez a kép
valdszinlileg a formédl6dé hialuronsavban gazdag perineurondlis halét mutatja az idegsejtek

koriil.
5.1.3. A hialuronsav réteges eloszldsi mintdzata HH23 stadiumii gerincveloben

Ahogyan arr6l az elézdekben is szé volt a hialuronsav eloszldsi mintdzata 1ényeges
valtozast mutat a HH23 stddiumban az el6z6 életkorokhoz képest. Egy diffizan jelenlevo
hialuronsav j6l lathat6 réteges elrendezddési mintazatta alakul a HH23 stddiumu kor elérésére
(6. abra A). Mivel a hialuronsav dontd részben az extracelluldris térben kimutathatd, ezért
megvizsgaltuk, hogy ez a jellegzetes hialuronsav eloszl4si mintazat kialakuldsa 6sszefiiggésbe
hozhat6-e a sejtdezitds mediolateralis irdnyban torténd valtozasdval. A ventrikuldris zénaban
taldltuk a leggyengébb jelet, majd ezt egy lateralisan levd hialuronsavban gazdag intermedier
zona kovette. Lateralisan a kopenyzondban egy mérsékelten hialuronsavban gazdag régiot
taldlunk. Az ezen a zdéndkban tett megfigyeléseinket optikai denzitometriai mérések
segitségével is igazoltuk (6. dbra B). A sejtek denzitisa a medialisan levd ventrikuléris
z6ndban a legnagyobb, igy egyben itt a legkisebb az extracelluldris tér nagysdga is. Annak
eldontésére, hogy az intermedier zondban latsz6lag nagyobb mennyiségben jelen levo
hialuronsav az extracelluldris tér novekedése miatt vagy az ott levo sejtek akkumulécidja
miatt van, sejtdenzitassal korrigdlt hialuronsav optikai denzitdst mértiink. A mérési adatok
alapjan elmondhatjuk, hogy a hialuronsav nem elsOsorban az exracellularis tér ndvekedése
miatt tobb, hanem sokkal valdszinlibb, hogy azt az intermedier zéndban levd sejtek termelik

nagyobb menyiségben.
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A HA optikai denzitasanak valtozasa
a HH23 stadiumban

vz 1Z MZ

6. abra. A hialuronsav eloszlasi mintdzata a HH23 st-ban. (A) A gerincveld keresztmetszeti képe a bHABC

reakciéval. (B) Optikai denzitdsok véltozasai a ventricularis zéndban (VZ), az intermedier zéndban (IZ) és a

marginalis zéndban (MZ). Az intermedier z6ndban megndvekedett HA akkumuléciét figyelhetiink meg (A),

amely nem elsésorban az extracellularis tér novekedésébol adddik, hanem az ott levd sejtek fokozott HA

termelésének a kovetkezménye (B). A csillaggal jelolt oszlopok sejtdenzitdssal korrigélt értékek (P<0,01). Skéla:

20 pm.

5.1.4. A hialuronsav akkumuldcidja differencidlodo neuronok koriil

Vizsgaltuk, hogy a HH23 stadiumu csirkeembrié gerincveld intermedier zondjdban mely

sejtek koriil lehet 1atni a megnovekedett hialuronsav akkumuldciot. Ehhez fluorescens kettds

7. abra. A hialuronsav
akkumuldcidja a  kiilonb6zd
sejtpopuldcidk koriil a HH23
stddiumban. Fluoreszcens kettds
jeloléssel a HA a vords, a PCNA
(A, zold), a Lim1,2 (B, zold) és
MNR2 (C, zold) lathats. A
kerettel jelolt részek az A’, B’ és
C’ dbran lathaték felnagyitva. A
proliferdlé PCNA pozitiv sejtek
és a differencidlod6 MNR2 és
Liml,2 pozitiv sejtek rétegei
kozott az  intermedier zdna
fokozott HA  akkumuléci6jat

figyelhetjiik meg. Skdla: 20 um.

HA +

HA +

HA +
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jeloléseket  végeztiink, melyben fluorescens bHABC hisztokémidt kombindltuk
immunofluorecens jeloléssel (7. dbra.). A proliferild6 PCNA pozitiv sejtek (7. dbra A) a
ventrikuldris z6natél terjednek az intermedier zoéndig, éppen addig a teriiletig, ahol a
hialuronsavban gazdag régi6 taldlhat6. Ezen sejtek rétegétdl lateralisan Liml,2
immunopozitiv sejtek rétege lathaté (7. dbra B), mely a differencidlédé postmitotikus
neuronokra jellemzd. A gerincvel0 ventralis oldalan levé motoneuron prekurzor sejtek
legkorabban MNR?2 homeodomén expresszidjukrdl ismerhetdk fel (7. dbra C). Ezen sejtek

lokalizacioja teljesen egybeesik a hialuronsavban gazdag intermedier zénéval.

5.1.5. A hialuronsav kiilonbozé megoszldasi profilja az axonok koriil a kozponti és

periférids idegrendszerben

Az axonokat neurofilament tartalmuk alapjan immunofluorescens mddon jeloltiik a
fehérdllomény korai (HH23) és késObbi (HH29) fejlodési szakaszdban, melyet kombinaltunk
fluorescens bHABC hisztokémiai reakcidval (8. dbra). A periférids idegekben nem tudtunk
hialuronsavat kimutatni (8. dbra A, A’, A”, B, B’), mig az érz0 ganglionokban igen (8. dbra B,
B’). A belépési zéna ugyancsak hialuronsavban negativnak bizonyult. Hialuronsav
akkumulicié a kozponti idegrendszerben levé axonokban megfigyelhetd, bar kiilonb6zo
mértékben. Mindkét vizsgalt stddiumban a funiculus lateralis mutat er6s hialuronsav
pozitivitast, mig a funiculus anterior kevésbé. Az eliilsé gyokér is hialuronsavban negativ volt,
ezért megvizsgaltuk hogy eredd sejtjeik, a motoneuronok koriil hogyan alakult a hialuronsav
pozitivitds (8. dbra C, C’, D, D’). A metszeteket kettds jelzéssel; tubulin elleni monklondlis
antitesttel illetve fluorescens bHABC hisztokémiai reakcidval tortént jeloléssel konfokélis
mikroszképban vizsgaltuk. Megfigyeltiik, hogy a motoneuronok az életkor eldérehaladtaval
egyre tobb hialuronsavat tartamazé matrixban taldlhatok. A HH39 stiddiumban a
motoneuronok, azok proximalis dendritjeivel egyiitt mér teljesen korbevettek hialuronsavban

gazdag ECM-mel.
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8. dbra. A  hialuronsav
kapcsolata  az  idegrostokkal a
kozponti és a periférids
idegrendszerben. A (A) HH23
staddiumbdl, (B, C) HH29 staddiumbdl
és a (D) HH39 stadiumbdl szarmazoé
gerincvel6i kersztmetszeteken
fluoreszcens kettds jelolések lathatok.
A HA a vor6s a (A, B) neurofilament
és a (C, D) tubulin immunreakci6t
zold szin jelzi. Az A’ és az A”
panelek az A panelen levé gerincveld
ventrolateralis részét mutatja
felnagyitva. A B’, C’, és D’ panelek
csak a HA reakciét mutatjdk a
baloldali képekbdl. Intenziv HA
reakci6t lehet megfigyelni a funiculus
lateralisban (A, B, C paneleken levo
nyilak). (C, D) konfokdlis 1ézer
pasztdz6 mikroszképos felvételek a
HA reakci6t (voros) és a tubulin (zold)
immunoreaktiv teriileteket mutatjak a
gerincvel6 ventrolateralis részén a
HH29 (C) ¢é HH39 (D)
stddiumokban. A tubulinnal jelzett
idegsejtek perikaryonjai és azok
proximalis dendritjei koriil levd HA
akkumulacié fokozodasat
figyelhetjik meg az  iddsebb
gerincvelében (D panelen levd
nyilhegy). A ggl az érzdgangliont
jeloli. Skéla: 20 pm.

HA +

HA +

HA +
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5.1.6. Hialuronsav-szintdzok és receptorok expresszioja a fejlodo gerincveloben

Ismert, hogy a kiilonb6z6 hialuronsav-szintdz izoenzimek kiilonbozé mérettartoményba
eso hialuronsavat szintetizdlnak. A HAS2 és HAS1 a nagy molekulasilyd, mig a HAS3 egy
nagysagrenddel kisebb molekulasilyd HA-t szintetizdl. Ezért RT-PCR segitségével
megvizsgaltuk a hialuronsav-szintdzok expresszidjat ugyanazon fejlettségi stidiumokbol vett
homogenizatumokbol. Eredményeink azt mutattdk, hogy mind a nagy moltomegii HA lancot
szintetizdl6 HAS2, mind pedig a kisebb ldncok szintéziséért felelés HAS3 jelen van a
gerincvelOben a vizsgalt stdidiumokban (9. dbra). Ezen technika ugyan nem alkalmas pontos
kvantitativ vizsgdlatra, megfigyelhetd azonban a HAS2 és HAS3 expresszidjanak folyamatos
csokkenése a legfiatalabb stadiumtdl az életkor eldrehaladtival, mig a HH34 stddiumban
nagysagrendekkel kisebb expresszidja, és a HH39 stddiumban azonban a HAS2 és HAS3
expresszidjanak ugrdsszerli novekedése figyelhetd meg. A HA szintdzok expresszidjanak

véltozasa hlien koveti a bLHABC hisztokémiaval megfigyelt valtozasat a HA-nak.

9., abra. A hialuronsav-szintizok PCR HH16 HH23 HH28 HH34 HH39

amplifikdciét kovetd gélelektroforetikus képe a

HH16, HH23, HH28, HH34 é HH39 stadiumi GAPDH |

csirkeembridk gerincveld izoldtumaibdl. Referencia:
GAPDH  (glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz).
Minden vizsgédlt stddiumban ki tudtuk mutatni a HAS2
HAS2 és HAS3 mRNS jelenlétét a gerincveldbdl. A
HH34 stadium HAS2 és féleg a HAS3 expresszid HAS3 po— - s

csokkenése figyelhetd meg.

A hialuronsav leggyakoribb receptorai a CD44 és a RHAMM expresszidjat is vizsgéaltuk a
gerincveld fejlettségének kiilonbozo stadiumaiban, hogy kovetkeztethessiink a hialuronsav
lehetséges funkcidjdra a csirkeembrié fejlodé idegrendszerében. Jollehet RT-PCR
segitségével kimutathat6 némi CD44 expresszid, azonban immunohisztokémiai jelet 2
kiilonboz6 antitestet is haszndlva csak a HH37 és HH39 stddiumokban lehet l4tni a

kozépvonal mentén levd sejtekben (folyamatban levo kisérletek).
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5.2. A kondroitin-szulfat proteoglikanok vizsgalata a fejlodé gerincvel6ben

5.2.1. Kondproitin-szulfat eloszldsa az életkor fiiggvényében

A kondroitin-szulfatok (CS) proteoglikdnok koézponti fehérjéihez kapcsolédva fordulnak
eld. Az idegrendszerben jelenlevd kondroitin-szulfit proteoglikdnok egyik csoportja
hialuronsavhoz kot6dd lektikdnok, a mdsik csoport a nem hialuronsavhoz kotddo
proteoglikdnok. Ez utébbi csopotba tartozik a phosphacan. A kondroitin-szulfat elleni
monoklonalis antitesttel ezek egyiittes eldforduldsat vizsgaltuk a csirkeembrié fejlodo
gerincvelOben annak eldontésére, hogy milyen mértékli ezek egyiittes el6forduldsa a
hialuronsavval. Elvégezve a vizsgélatot ugy taldltuk, hogy minden stiddiumban
nagymértékben dtfed a kondroitin-szulfdit immunopozitivitds a hialuronsavval. Ez
varakozdsainknak megfelelden lektikdnok expresszidjat feltételezi. A HHS stddiumban az
MHP sejtek koriili CS immunopozitivitds figyelhetd meg, ahol ezzel parhuzamosan HA 1is
kimutathat6 (10. dbra A-C). A HH16 stddiumban is megfigyelhetd a CS immunopozitiv
terliletek atfedése a HA pozitiv teriiletekkel (10. dbra D-F). Szembetiind a tetdlemez és a
szarnylemez egyiittes jelolodése, ugyanakkor az alaplemezben domindl a CS jelenléte. A
fehérallomény €s a gerincveldi gyokerek dtmeneti zondjdban hatarozott jelolddés lathatd a
HH23 stddiumban (10. abra H). A belépési zona ezzel szemben nem mutat kiilondsebb HA
pozitivitast (10. abra G, I). Ebben az életkorban az erés HA pozitivitdst mutaté intermedier
z6naban egyben CS immunorektivitds is taldlhatd, mig a kevesebb HA tartalmu ventrikularis

z6na intenziv CS reaktivitasa (10. abra G-I).
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10. abra. A HA (voros) és a kondroitin-szulfat immunreakciok (z6ld) a csirkeembrid gerincveld lumbadlis

keresztmetszetekben a (A, B, C) HHS, a (D, E, F) HH16 és a (G, H, I) HH23 stddiumbdl. Az dbra felsé paneljein

a HH8 stddium vel6lemez MHP sejtjei koriilli HA és CS immunopozitivitdsa lathaté (fehér nyil). A HHI16
stddiumban a gyenge CS immunreaktivitds gyakorlatilag minden sejt koriil 14thatd, mig a HA reaktiv teriileteket
els@sorban a gerincveld leteralis részén taldljuk meg a szadrnylemezben (fehér nyilhegy). A HH23 stddiumban a
HA és CS pozitivitas a tetdlemezben (kék nyil), a ventrikularis (sdrga nyilhegy) és az intermedier zéndban (sdrga
csillag) atfedést mutat, mig a fenéklemez (sdrga nyil) és a belépési zoéna (kék nyilhegy) elsdsorban csak CS

immunopozitivitdst mutat. Skdla: 50 pm.

50



Az embriondlis fejlodés késobbi szakaszdban a HA reakcié altal lefedett teriiletek
folyamatos csokkenést mutatnak. Ez a valtozds a HH28 stadiumban 6l érzékelhetd (11. dbra
A), majd a HH34 stddiumban a HA szinte kimutathatatlan lesz a gerincvelobdl. A HH35
staddiumt6l kezdédden azonban djra nagyobb és nagyobb teriileteken lesz detektalhaté (11.
abra D). Ezzel szemben a CS expressziéban nem lehet felismerni hasonl6 tendencidt sem a
HH34, sem pedig a HH35 stddiumban. A fehérdllomény és a belépési zéna egyenletes CS
pozitivitdst mutat a HA reakcidval ellentétben (11. dbra B, C és 12. dbra A’, B’). Kis mértékii

intenzitasbeli emelkedés érzékelheté a HH35 stddium funiculus dorsalisban (12. dbra D), mig

a kozépvonalban szinte alig taldltunk CS és HA expressziot (12. dbra C’).

11. dbra. A HA (voros) és a kondroitin-szulfdt immunreakciok (z6ld) a csirkeembrié gerincveldi
keresztmetszetekben a (A, B, C) HH28, a (D, E, F) HH35 staddiumbdl. A HA reakcié csokkenését (A, D) ezekben
a stidiumokban nem koveti a CS immunoreaktivitisidnak véltozdsa (B, E). A kiilonbségek fdleg a
fehérallomdnyban szembetindk (nyilak). A (C, F) paneleken a bekeretezett részek kinagyitva a 12. dbrdn

lathatok. Skéla: 50 pm.

12. abra. A HA (voros) és kondroitin-szulfat
reakcié (zold) kombindcidja a (A’, B’) HH27 és (C’
D’) HH35 stddium gerincveldin. A HH28 stddium
funiculus lateralisban mind a HA reakcid, mind pedig
a CS immunreakcié intenziv jelolést adott (A’ nyil),
mig a belépési zondban csak CS jelet latunk (B’ nyil).
A HH35 stddiumban a funiculus dorsalis erdés CS
immunopozitiv (C* nyil), mig a kézépvonal alig ad

jelet (D’ nyil). Az atnézeti képek a 11. dbran lathatok.
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5.2.2. Lectikdanok és a phosphacan expresszidjanak alakuldsa az életkorral

Biokémiai vizsgalatokat végeztiink, annak érdekében, hogy pontosabb képet kapjunk a
kondroitin-szulfat proteoglikdnok megoszlasa-rol a vizsgdlt életkorokban. RT-PCR
segitségével az aggrekdnt, a neurokdnt €s a brevikdnt tudtuk kimutatni ugyanazon
gerincvelObOl szdrmazd mintdkbol (13. dbra). Ezek életkor szerinti megoszldsa azonban
valtoz6. A neurokdn folyamatos expresszidja jellemzd a vizsgdlt stddiumokban, mig a

brevikén és az aggrekan csak a HH23 stadiumtdl lesz jellemzo.

13. abra. A lektikdnok PCR amphflkémét HH16 HH23 HH28 HH34 HH39
kovetd gélelektroforetikus képe a HHI6,
HH23, HH28, HH34 é HH39 stdiumd JACaAN

csirkeembridk gerincveld izoldtumaibdl. Acan:

aggrekan, Ncan: neurokdn, Bcan: brevikdn. A

Ncan

neurokdn folyamatos expresszidja figyelhetd
meg, mig a brevican és az aggrecan jO

érzékelhetoen csak a HH23 stadiumtdl kezdve Bcan

expresszal

5.2.3. A phosphacan expresszios mintdzata a csirkeembrio gerincveloben

A phosphacan a nem HA kotd kondroitin-sulphat proteoglikdnok csoportjdban tartozik, és
mai ismereteink szerint kizdrélag az idegrendszerben expresszdl. Csirkespecifikus
monoklonalis antitesttel vizsgéltuk a phosphacan fejlodés-fiiggd expresszidjat a gerincveldben
feltételezett szerepének felderitése érdekében. A phosphacan expresszidjat legkordbban a
HH23 staddiumban tudtuk kimatatni (14. dbra) a periférids idegekben (14. dbra B), a tetdlemez
sejtjei koriil, a szdrnylemez intermedier zéndjaban és a radier glia sejtek koriil (14. dbra A). A
fehérdllomény és a belépési zondban is immunopozitivitast detektdltunk, mig a commissura

anterior ezzel szemben negativnak bizonyult.
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14. abra. Phosphacan
immuno-fluoreszcens jel6lés (voros)
a HH23 stddiumd csirkeembrid
gerincveld  kersztmetszetén. A
gerincveld és az érzdduc
atmetszetén (A) a gerincveldi ideg
kinagyitva B). Az abran
megfigyelhetd a tetdlemez (A, nyil),
a belépési zéna (A, nyilhegy) és a
periféras idegek B)
immunopozitivitidsa. A commissura

anterior (A, csillag) ezzel szemben

negativ. Skaéla: 50 pm.

Az ezt kovetd stddiumokban folyamatosan novekszik a phosphacan immunopozitiv teriiletek
ardnya a gerincveldben (15. dbra). A HH28 stiddiumban feltliind a belépési zéna erds
jelolodése, mig a tetélemezben alig mutathaté ki (15. dbra A, A’). A HH35 stidumban
kontrasztos kiillonbség érzékelhetd a dorsalis és a ventralis gerincvel6fél phosphacan
reakcidjdban (15. dbra B), mely szerint a hatsé szarvban és a funiculus dorsalisban sokkal
gyengébb reakcid lathat6. Némileg erdsebb a jel6lddés a canalis centralist ovezo sejtek koriili

X. laminaban (15. dbra B’).

15. abra. Phosphacan immunofluoreszcens jelolés (voros) a (A) HH28, (B) HH35 és a (C) HH39
stddiumokban. Az A’, B’ és C’ panelek a felettiik levd képek kinagyitott részletét mutatjdk. A HH28 stddiumban
az alaplemezben, a fehérdllomanyban és a belépési zondban (fehér nyilak) lathatunk immunopozitiv jelet (A,
A’). A phosphacan egyre tobb teriileten jelenik meg a kés6bbi stddiumokban (B B’); a sziirkedllomédnyban f6leg
a canalis centralis koriil taldlunk intenziv jel6l6dést (zold nyilak), a legkésdbb a sziirkedllomédny hétsé szarva

lesz pozitiv (C), mig a mells6 szarvban minden sejt koriil ki lehet mutatni a phosphacant (C’). Skéla: 50 pm.
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Az expresszi6 még fokozottabb a HH39 stidiumban (15. dbra C), ahol gyakorlatilag
minden sejt koriill megtaldlhaté (15. dbra C’). A hétsé szarvban latszélag gyengébb jelet
tudtunk detektdlni, mig a fehérdllomany erds reakciét mutatott. Ebben a stidiumban a
periférids idegek is phosphacant tartalmaznak, de a reakcié joval er0sebb a belépési zénaban

(16. abra).

16. abra. Phosphacan immunreakcié (voros) a
HH39 stiddiumd lumbalis gerincvelé belépési
zéndjdban A periférds idegben levd gyengébb jel a

belépési zondban erésebbé vilik (nyil). Skédla: 50 pm.
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5.3. A hialuronsav valtozasa a nervus vestibularis regeneracidoja soran

5.3.1. A hialuronsav normadl eloszldsa a béka idegrendszerében

El6z6 munkdink sordn feltartuk (Matesz és mtsai 2005; Szigeti és mtsai 2006), hogy a
nervus vestibulocochlearis nem tartalmaz kimutathaté mértékben hialuronsavat, mig erds jelet
kaptunk a belépési zondban. A fehérdllomdny hialuronsavban gazdagnak bizonyult,
kiilonosen azokon a teriileteken, ahol a tractus vestibulocochlearis, vestibulospinalis és
vestibulocerebellaris idegpalydk futnak. A vetibularis magokban a hialuronsav megoszlasara
jellemzd volt, hogy egyrészt a perikarion koriil volt megtaldlhaté (a perineuronalis hélé

részeként), masrészt a neuropil-ben adott finom szemcsézett jelet.

5.3.2. A hialuronsav mennyisége vdltozott a belépési zondban az axotomidt kovetien

Az axotomiat kovetd harmadik napon a bHABC hisztokémiai reakcié optikai denzitdsa
némileg gyengiilt a nem mitott dllatéhoz képest. Ez a gyengiilés a mutott és kisebb mértékben
a nem mutott oldalon is mérhetd volt. Az optikai denzitds ezt kovetd napokban novekedést
mutatott, mely az 5. napon volt mérhetd (P < 0,05, t-préba) (17. dbra A, B, C, 20. dbra A). A
novekedés litemét nézve az operdlt oldalon kissé nagyobb volt a valtozds mértéke. A 7. napon
a hialuronsav reakci6 ujabb csokkenését tapasztaltuk, ez azonban nem mondhat6
szignifikdnsnak (P > 0,05, t-préba). A belépési zéndban a 14. napon tudtunk a legnagyobb
optikai denzitds értékeket mérni mindkét oldalon (17. dbra D, E). A novekedés
szignifikdnsnak volt mondhat6 (P < 0,01, t-préba). A 14-21. napi postoperativ idészakban a
bHABC optikai denzitdsa a nem miitott dllatokban mért érték kozeléig csokkent (P < 0,01, t-
préba) (17. abra F, G). Az axotomidt kovetd 21. nap utdn a hialuronsav relativ mennyisének
valtozdsdban mar nem tudtunk szignifikdns kiillonbségeket kimutatni optikai denzitds mérések
alapjan (21-84. nap, emelkedés linedris regresszidja, ANOVA, P > 0,05). A belépési z6na
periféridjan a hialuronsav reakcié gyenge jelet adott az axotomiat kdvetd napokban, mely a 14.
naptol kezdddden er0sodést mutatott, €s maximumat a 21. postoperativ napon érte el (17. dbra

F).
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17.  4bra.  bHABC control . - A
hisztokémiai reakci6 a nervus g
vestibulocochlearis ~ belépési i o L0 Vil
z6ngja Koril a (A) Kontroll =i\ -
allatban (B, D, F) az nervus 7
vestibulocochlearis atvdgasa ‘ ; -
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5.3.3. A hialuronsav és valtozdsa a nucleus vestibularis medialisban

Az axotomidt kovetd napokban a hialuronsav nem volt megtaldlhat6 a perineuronalis
haléban (18. dbra A, B, C). Ez nem csak strukturdlis valtozast jelentett azonban, hanem a
hialuronsav reakci6é optikai denzitdsdnak csokkenésében is megmutatkozott. Hasonldan a
belépési zondhoz, az operdlt oldalon nagyobb mértékben jelentkezett a valtozas (18. dbra B,
20. abra B). Ezen csokkenés az 5. napon a nem operdlt dllatéhoz hasonlé optikai denzités
értékékre novekedett (P < 0,05, t-préba). Ezt kdovetden csokkenés kovetkezett, igy a 7. és 14.
napokon mértiik a legkisebb optikai denzitdsat a hialuronsav reakcionak (P < 0,0001, t-préba).
A 14. postoperativ napot kovetden mindkét oldalon gyors novekedést mértiink az optokai
denzitdsra vonatkozdan (18. dbra D, E). A novekedés trendje a 42. napig folyamatos volt, mig
elérte a kontroll kozeli értéket (ANOVA, P < 0,0001). Ezen mért értékekkel egyiitt valtozott a

morfolégiai kép is a 14-42. napokon, vagyis a hialuronsav 0jbol kimutathaté volt a
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perineuronalis hédléban (18. dbra F, G). Az optikai denzitds értékek a tovabbiakban nem
mutattak szignifikdns valtozast a kontrollhoz képest (ANOVA, P > 0,05), kivéve egy esetet,

amikor az 56. napon a nem operalt oldalon szignifikdns csokkenést tapasztaltunk (18. dbra H,

D.

18. abra. bHABC
hisztokémiai reakcidval tortént
HA  kimutatdis a  nucleus
vestibularis medialisban (NVM) a
(A) kontroll allatokon és a kezelt
allatokon az (B, D, F, H) operalt
és az (C, E, G, I) épen hagyott
oldalon az operaciét kovetd (B, C)
3., (D, E) 14, (F, G) 42. és az (H,
I) 56. napokon. A nyil a
perineuronalis hdl6t mutatja. Az
operacidt kovetd 14. (D, E) napon
a HA reakci6 dltal jelzett
perineuronalis  hdl6  dezorga-
niz4cidja figyelheté meg, amely a
42 (F, G) és 56 (H, I) napokra
djjaéptil. Skala: 25 pm.
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5.3.4. A hialuronsav eloszldsdnak és relativ mennyiségének vdltozdsa a nucleus

vestibularis lateralisban

A hialuronsav reakci6 a perineuronalis hidlézatban nagyon hasonlé morfolégidt mutatott a
lateralis magban a medialisban tapasztaltakéhoz (19. édbra, 20. dbra C). A bHABC
hisztokémiai reakcié optikai denzitds értékei is tendencidjukat nézve nagyon hasonlitottak a
medialis nucleuséhoz (19. dbra B, C). Hasonléan a nucleus vestibularis medialishoz az 5.
napon a kontrollhoz hasonl6 értékre novekedett a hialuronsav reakci6 optikai denzitdsa (P <
0,01, t-préba). A lateralis magban is a 7. és 14. napokon mértuk a legkisebb denzitds értékeket,
mind az operdlt, mind pedig az ép oldalon (19. dbra D, E). A 14. napot kdvetden mind
nagyobb és nagyobb értékeket kaptunk, egészen a 28. napig, amikor is a maximum optikai
denzitast kaptuk, amely meghaladta a nem miitott allatban tapasztaltat is (P < 0,0001, t préba).
Az optikai denzitds értékek a tovabbiakban nem mutattak szignifikdns valtozast a kontrollhoz
képest (ANOVA, P > 0,05) (19. abra F, G), kivéve azt az egy esetet, amikor az 56. napon —
hasonléan a medialis nucleusban mért ért€khez képest — a nem operalt oldalon szignifikédns
csokkenést tapasztaltunk (19. abra H, I, 20. dbra C).

control G A

19. abra. bHABC hisztokémiai reakcidval 3 P
tortént HA kimutatds a nucleus vestibularis X S im / 3 -/ k;
lateralisban (NVL) a (A) kontroll allatokon és e '

a kezelt allatokon az (B, D, F, H) operdlt és az 3 days op. B ‘isyeiniat T c

(C, E, G, I) épen hagyott oldalon az operaciét
kovets (B, C) 3., (D, E) 14., (F, G) 42. és az
(H, I) 56. napokon. A nyilak a perineuronalis
halét mutatjadk. Az operaciét kovetd 14 napon : ¢ i
14 days op. D 14daysintact E

a  perineurondlis hdlé dezorganiziciéja
figyelheté meg, amely a 42. napra
ujjraszervezddik. Az 56. napon a nem operalt
oldalon az idegsejtek koriili perineurondlis
halé kevésbé fejlett, mint az operdlt oldalon

Skéla: 25 pm.
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5.3.5. A hialuronsav eloszldsi mintdzatdnak vdltozdsa az operdlt és ép oldalon

Koréabbi vizsgalatok eredményeképpen ismert, hogy a két oldalon levd vestibularis magok

commissuralis rostok dltal kapcsolatban vannak egymadssal (Ladpli és Brodal 1968; Grofova

és Corvaja 1972; Dieringer €s Precht 1979; Vidal és mtsai 1998), igy 0Osszehasonlitast

végeztiink a lehetséges kolcsonhatasokat felderitése érdekében a hialuronsav reakcioban a két

oldal kozott. A Fisher megfelelési préba azt mutatta, hogy a bHABC hisztokémiai reakcid

optikai denzités értékeinek véltozdsa az operalt és az ép oldal kozott nem fiiggetlen egymastol

(mindhdrom régiéban: MVN, LVN, TZ: P < 0,01). Ezért elmondhatd, hogy az ép oldalon

tapasztalt véaltozdsok is az axotomia miatt kovetkeztek be.

20. abra. A nervus vestibulocochlearis (A)
belépési zondjdban, (B) nucleus vestibularis
medialisban és (C) lateralisban a hialuronsav
reakcié optikai denzitdsdnak véltozdsa. Az
atlagértékek a kontroll optikai denzitdsahoz képest
vannak feltiintetve, az egyes oszlopokon a szords
értéke adja a hibasdvokat. A 0 értéke a
kontrollallatok optikai denzitdsa a kiilonboz6
vizsgélt napokon. (* P < 0,05, ** P < 0,01,
ik P < (0,0001). A. Nincs szignifikdns kiilonbség a
24-84 tilélési napok értékei kozott (linearis
regresszi6 analizis, ANOVA, P > 0,05). A
valtozdsok az ép és az egészséges oldal értékei
kozott nem egymastdl fiiggetlenek (Fischer féle
megfeleléségi teszt P > 0,05). B Nem mutathat6 ki
szignifikdns trend az optikai denzitds értékekben a
42-84 napokon az operdlt oldalon (linedris
regresszié analizis, ANOVA, P > 0,05). A
véltozasok az ép és az egészséges oldal értékei
kozott nem egymdstdl fiiggetlenek (Fischer féle
megfeleldségi teszt P < 0,05). C Nem mutathaté ki
szignifikdns trend az optikai denzitds értékekben a
28 nap utdn az operdlt oldalon (linedris regresszid
analizis, ANOVA, P < 0,05). A valtozasok két oldal
értékei kozott nem egymadstdl fiiggetlenek (Fischer

féle megfeleldségi teszt P < 0,05).
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6. Megbeszélés

6.1. A hialuronsav a fejlodo gerincveloben

A HA heterogén megoszldsat talaltuk a gerincveld fejlddése soran mind a sziirke, mind
pedig a fehérdllomanyban. Ezen tilmenden a HA expresszié az életkor elérehaladtaval is
valtozott, mind annak relativ mennyisége, mind pedig a HA pozitiv teriiletek nagysagat
illetden. Adataink és mds szerzOk adatai is azt mutatjadk, hogy a neurulicié kezdetén a
formal6dé veldcsé kevés HA-t tartalmaz (Bakkers és mtsai 2004; Brown és Papaioannou
1993). A HA ezutdn egyre nagyobb mennyiségben jelenik meg a gerincveloben, amely a
HH23 stadiumban jol megfigyelhetd réteges elrendezOdést mutat, mintegy korbeveszi a
canalis centralis koriil levo proliferdlo sejteket. Ezen sejtpopuléciotol laterdlis irdnyban a
differencidlodé sejteket taldljuk, igy a két populdcié gyakorlatilag HA-ban gazdag ECM-al
van elvdlasztva egymastol. Az egyeldre kérdés, hogy az intermedier z6ndban mért nagy HA
mennyiség a sejtciklus S fazisdban levd proliferdlé sejtek terméke vagy a mar leflizodott
differencialédé (Liml, 2 és MNR?2 pozitiv) sejteké. Az is kérdéses, hogy itt a HA a proliferalé
sejtekben a proliferdciot, a differencidciét vagy a lateralis migraciét segiti. Rendelkeziink
néhany adattal a HA jelenlétérdl a fejlddd idegrendszerben (Toole 1997). Ezek feltételezik,
hogy a HA a neuronok differencidlédashoz sziikséges faktor, ennek pontos mechanizmusa
azonban nem ismert. Valdszinlinek latszik az, hogy a HA egy erdsen hidratélt kornyezetet hoz
1étre a sejtek koriil eldsegitve ezzel migracidjukat. Ezt az elméletet aldtdmasztani latszik az az
adat, amelyben az egér fejlodé cerebellumédban a HA jelenlétét irtdk le migrdlé neuronok
utvonaldn (Baier és mtsai 2007). Tobb, nem neurondlis sejttipusban leirtdk, hogy a migracios
folyamatokban a HA CD44 és RHAMM receptorain keresztiil kozvetitett jeldtvitel sordn kis
GTPé4z enzimeket aktivdl, melyek a citoszkeleton ujraszervezddését eredményezik, és ez
lamellipodium kialakuldsdhoz vezet (Oliferenko és mtsai 2000; Ridley 2001). A csirkeembrid
gerincvelOben a HA-ban gazdag intermedier zéndban nem taldltunk sem CD44 sem pedig
RHAMM immunopozitivitdst, igy tovabbra is kérdéses, hogy a HA 0néll6an vagy mely més
molekuldk segitségével fejti ki hatdsit a differencidlédé neuronokra. Az itt jelenlevd HA
HAS2 és HAS3 enzimek révén akkumuldlodik a sejtek koré, melyet RT-PCR segitségével
igazoltunk. A differencidlt idegrendszerre jellemzd, hogy a neuronok felelések a HA
termeléséért (Carulli €s mtsai 2006; Galtrey és mtsai 2008). Ezek alapjan a HAS?2 autokrin
modon val6 hatdsat feltételezziik a fejlodd idegrendszerben is.

A HH23 stiddiumot kovetéen a HA pozitiv teriiletek nagysdga folyamatos csokkenését

tapasztaltuk a késébbi stadiumokban egészen a HH34 stiddium eléréséig, ahol a HA nem
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mutathat6 ki a gerincveldbdl. Ezzel parhuzamosan a HAS2 és HAS3 mutat némi expressziot,
de azok csokkent mértéke a tobbi stidiuméhoz képest szembetlind. Ellentmondas van tehat
abban, hogy ebben a stadiumban hisztotechnikai moédszer segitségével nem, mig PCR
modszerrel tudtunk HA vagy HAS expressziot kimutatni a gerincvelébdl. Az ellentmondas
feloldasara harom magyardzat szolgédlhat. Egyrészt eltérd lehet a technikdk érzékenysége, ami
RT-PCR-rel még kimutathat6 az esetleg mar a HA préba hasznalataval mar nem. Masrészt az
RT-PCR segitségével a HAS enzimek mRNS-ét detektdltuk nem a miikodoképes fehérjét, igy
elképzelhetd az is, hogy ott van az enzim a sejtekben, de nem aktiv. Harmadrészt pedig
lathatd, hogy ebben a stddiumban is jelentds HA kotd lektikan expressziot taldlunk, amely a
HA-hoz kotédve elfedheti a kdtohelyeket a bHABC eldl, ezért nem tudjuk kimutatni a HA-t a
hasznalt médszer segitségével.

A HH34 stadiumtél kezdédéen a HA fokozddo jelenléte mutathaté ki, mely a HH39
stddiumban eléri a maximalis HA lefedettséget, ahol a gerincveloben gyakorlatilag minden
sejt koriil megtaldlhat6. A synaptogenesis kritikus periddusdnak vége egybeesik a HA és a
hozza kotott lektikdnok felhalmozddasdval a neuronok koriil vagyis a formal6do
perineuronalis hdalé kialakuldsdval (Pizzorusso és mtsai 2002). A perineuronalis hal6
kialakuldsat altaldban a postnatalis életkorokra teszik (Celio és Bliimcke 1994; Bandtlow és
Zimmermann 2000; Briickner és mtsai 2000; Carulli és mtsai 2007). Ezen tanulmdnyok
azonban olyan agyteriileteket vizsgalnak, melyek a postnalalis élet sordn fognak funkciondlni.
A csikeembri6 gerincveldben ezzel szemben mdar az embrionalis élet végén a HH39
stddiumban igen fejlett perineuronalis halot taldlunk. Ez a latszélagos ellentmondés feloldhat6
azzal a ténnyel, hogy a csirke a kikelés pillanatidban mér képes a 1épdmozgasokra. Igy nagyon
valoszinll az, hogy a synaptogenesis kritikus periddusa a gerincveldben az embrionalis életre
teheto (Hanson és mtsai 2008).

A HA pozitivitds az idegsejtek axonjai koriil is kiilonbségeket mutat mind a fejlodés
soran, mind pedig azonos fejlodési stadium eltérd helyein. A periférids idegekben és azok be
és kilépési zondiban sem tudtunk HA-t kimutatni egyik vizsgdlt fejlodési stddiumban sem,
jollehet a motoneuronok perikaryonja koriil pozitiv volt a reakci6. Ez a HAS polarizalt
expresszidjat feltételezi az egyes neuronokban, mivel ezekben a stddiumokban nem valészini
a differencialt oligodendroglia jelenléte, amelyek a HA-t akkumulélhatndk az idegsejtek koré,
mivel azok késobb jelennek meg (Pringle és Richardson 1993; Ono és mtsai 1995). A
fehérdllomédnyban a HH34 stidium eléréséig a funiculus lateralis mutat erdteljes HA
pozitivitdst, melyek eredd sejtjeinek egy része is HA-ban gazdag sziirkedllomanyban

taldlhatok (Shiga és mtsai 1995), masik résziik valésziniileg a formatio reticularisban taldlhat6
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és leszallo palyét képez a fejlodo tractus reticulospinalis révén (Okado és Oppenheim 1985).
A HH34 stddiumtol kezdddden a fehérallomany csupan egy homogén halvény jelet ad, mely a

késobbi stddiumokban sem valtozik.

6.2. A hialuronsav valtozasa az idegregeneracio soran

A HA idegnovekedésre és a synaptikus plaszticitdsra gyakorolt hatdsat kecskebékdk
regeneralddé nervus vestibulocochlearis belépési zondjaban, €s ezen primer afferenseket
fogadd vestibularis magok koziil a nucleus vestibularis medialisban (NVM) és lateralisban
(NVL) vizsgdltuk. A HA reakcid intenzitdsdban megfigyelt valtozasok azt mutattdk, hogy a
HA szerepet jatszik a vestibularis magok funkcidjanak helyredllitdsdban, a szenzoros
bementiik elvesztése utdn. A metszeteken mért HA optikai denzitdsa nem a HA abszolut
mennyiségét mutatja meg, azonban ezzel a technikdval a mért helyen a reakcid intenzitdsa
tdjékoztaté adatokat nyujt az adott molekula relativ mennyiségérdl (Felszeghy és mtsai 2000;
Klekner €s mtsai 2005). Ennek megfeleléen a nagyobb optikai denzitdssal rendelkezd HA
reakci6 nagyobb HA koncentraciét jelent a mért helyen. Masrészr6l nem szabad
megfeledkezniink a bHABC specidlis HA kotédésérdl sem, vagyis ugyanazokon a helyeken
koti a HA-t, ahol a lektikdnok. Azokban a szovetekben, ahol nagyon magas lektikdn tartalom
ott ezen PG-k d4ltal kotott HA a proba szdmdara nem mindenhol hozzaférhetd, mintegy

maszkirozzak a reakciét (Lammi és mtsai 2001).

6.2.1.A belépési zona bHABC reakcio optikai denzitdsdnak valtozdsa

A nervus vestibulocochlearis postganglionaris 1€éziéjat kovetden korreldciot tudtunk
kimutatni a regenerdcié €s a belépési zoéna HA reakcié optikai denzitdsa kozott. A HA
val6szinli, hogy sohasem Onmagdban van hatdssal az idegregenerdciora, hanem mads
molekuldkkal kolcsonhatdsban. Ezek egyiittese fogja meghatdarozni a HA permissziv vagy
éppen non-permissziv hatdsat a regenerdl6dé rostokra (Kaaijk és mtsai 1997; Hartmann és
Maurer 2001; Rhodes és Fawcett 2004). Az idegek atmeneti zéndjanak ECM 0sszetétele az
alacsonyabbrendli  gerincesekben nem teljesen tisztdzott, bar eldzetes munkdink
eredményeképpen rendelkeziink a HA-ra vonatkoz6 adatokkal (Szigeti €s mtsai 2006). Azok a
valtozdsok, melyeket a HA optikai denzitdsdban mértiink a belépési zondban a primer afferens
rostok regenerdcidja soran ravilagit arra, hogy ez a megvéaltozott makromolekularis struktdra
megengedd kornyezetet teremt az tjonnan bendvo rostok szaméra. Azt azonban nem tudjuk
pontosan, hogy a regenericié ideje alatt miért ingadozik a HA optikai denzitdsa. Valdszind,

hogy a sterikusan jelenlevdé HA véltozasaval fiigg 0ssze, melynek magyardzatdra tobb elmélet
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is létezik. Egyfelol a HA receptorai segitségével kotddik a sejtek felszinéhez, melyek
jelenlétét az axonok filopodium migracidja sordn leirtak mind fejlddés, mind a regeneracié
sordn (Jones és mtsai 2000). A receptorok mennyiségének valtozdsa egyrészt a HA kotése
révén a bHABC segitségével kimutathat6 HA mennyiségét befolydsolhatja, mésrészt a HA
receptorok jelatviteli folyamatai hatdssal lehetnek az extracelluldris térbe torténé HA
akkumulacidjara. A valtozasok ezen molekuldk expresszids profiljaban kapcsolatban
allhatnak az eltér6 vastagsdgd és noOvekedési sebességli és dinamikdja regeneral6do
axonokkal.

A HA kimutathatésaga az ECM-ben a lektikdnok mennyiségének jelenlétével is véltozhat
a belépési zonaban. Az emldsok kozponti idegrendszere gazdag ezekben a PG-okban, illetdleg
hasonld adatokkal rendelkeziink a béka esetében is bdar itt lényegesen mads lehet a PG
Osszetétel. A nervus vestibularis 1ézi6t kovetden ezek a PG-HA kapcsolatok médosulhatnak,
ami jelenthet tobb, a préba altal kothetd HA-t. Ez magyardzatul szolgalhat a 1ézidt koveto 5.
napon a HA optikai denzitasdnak ndvekedésére. Feltételezhetden tobb szabad HA jelenik meg
ebben az iddszakban, mely segitheti a bendov0 rostok regenericidjit, ahogyan ezt mads
kisérletek sordn is megfigyelték (Milev és mtsail998; Zuo és mtsai 1998; Koprunner és mtsai
2000; Mohammad és mtsai 2000; Pfeiler és mtsai 2002).

A HA permissziv szerepét ugyancsak igazolni latszik a belépési zona periférids részében a
pozitiv HA reakcié megjelenése a 14. napon, mely maximalis intenzitasat a 21. napon éri el.
Ez megeldzi a pionir regenerdl6dé axonok megjelenését a kozponti idegrendszerben, amely a
4. héten torténik meg (Sperry 1945; Zakon és Capranica 1981). Nem bizonyitott, csupan
feltételezziik, hogy itt nagyrészt szabad HA-t mutattunk ki, mely facilitdlja a bendvo
vestibularis rostokat a kozponti idegrendszerebe, hasonléan az embrionalis fej0dés sordn
tapasztaltakhoz. (Milev és mtsail998; Zuo és mtsai 1998; Koprunner és mtsai 2000; Sander és
mtsai 2001; Pfeiler €s mtsai 2002). E permissziv hatdsa a HA-nak azon receptoraihoz kotott
folyamat révén valosul meg, melyek a novekedési kipban expresszdlddnak. Itt foként a
CD44-nek lehet nagy szerepe, hiszen ez a receptor az intracelluldris részével aktinhoz
kotddik, mely alapvetd a novekedési kip kialakuldsaban (Nagy és mtsai 1995; Jones és Jones

1997; Moon és mtsai 2004).

6.2.2. A HA optikai denzitdsdnak vadltozdsa a vestibularis magokban (NVM és NVL)

A nervus vestibulocochlearis axotomiat kovetoen a HA reakcid intenzitasanak valtozasa
egyben HA strukturdlis valtozasaval is jart a PNN-ben. Ez egyben azt is jelenti, hogy a HA

mennyiségének valtozdsa fOként az idegsejteket koriilvevo pericellularis matrixot érinti. A
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HA reakcié optikai denzitdsdnak csokkenése a 1€ziét kovetd napokban egytttal PNN
dezorganiziciot is eredményezett. Feltételezhetd, hogy a PNN synaptogenesis-re gyakorolt
repulziv hatdsit igyekeznek az idegsejtek feloldani, hogy dj synapsisok 1étrejottét segitsék
ezzel (Fox és Caterson 2002; Pizzorusso és mtsai 2002; Massey és mtsai 2006). Az operaciot
kovetd 14. napon a PNN ujraszervezddését tapasztaltuk, mely egyiitt jart a HA optikai
denzitdsdsnak emelkedésével is. Ez a folyamat az ujraalakult synapsisok stabilizdlasdban
jatszhatna szerepet, azonban mint emlitettem az els6é bendvd axonok csak az operaciét kovetd
4. héten jelennek meg (Sperry 1963; Zakon és Capranica 1981), tovabba neurbiotinnal jelolt
bouton-okat csak az operacidt kovetd 8. héten tudtunk kimutatni a vestibularis magokban. Ez
tehat biztosan nem a primer afferensek stabilizdldsdra szolgdlé folyamat. Valészinii, hogy a
vestibularis magokba kollateralisokat adé idegpdlyak axonalis sprouting-ja jelentkezik ebben
az iddszakban, ahogyan az a labyrintus irtds utdn jelentkezik (Dieringer 1995).

A HA optikai denzitdsdnak csokkenése a nem operdlt oldalon az operaciét kovetd 56.
napon nem interpretdlhaté egyszerlien. Lehetséges az, hogy a primer afferensek elérve a
vestibularis magokat a 8. héten okozzak az ellenoldali vestibularis magok neuronjait
koriilvevd PNN HA csokkenését egy eddig ismeretlen mechanizmussal a commissurélis
osszekottetések révén (Jones és Jones 2000).

A vestibularis magokban a valtozasokat az indukdlhatja, hogy ezek a magok elveszitik f6
stimulusukat a primer afferensek feldl (Dityatev és Schachner 2003). Ezek a valtozasok
sokféle valaszt vélthatnak ki az idegsejtekbdl, igy példaul reguldlhatjdk a HA szintézist a
HAS enzimek szabdlyozdsa utjan. A HAS enzimek membranhoz kotott enzimek és a szabad
HA receptoraiként is funkciondlhatnak (Klewes és Prehm 1994; Al'Qteishat és mtsai 2006;
Carulli és mtsai 2006) megteremtve ezzel a sejt- ECM kapcsolatot az idegsejtek PNN-jében.
Az tjonnan bendvo rostok a postsynaptikus neuronon tjabb véltozdsokat generdlnak, mely
folyamatokban a CD44 szerepét leirtdk (Kaaijk és mtsai 1997; Lynn és mtsai 2001).

A PNN ECM komponeneseinek reguldcidja egy ettdl eltérd folyamat eredménye is lehet.
A synaptikus kapcsolatok megvaltozasa aktivdlhatja a mdtrix metalloproteinaz (MMP) és
ehhez hasonl6 hialuroniddz enzimeket, mely az ECM alkoték emésztése utjan szabdlyozza a
neuron-neuron illetve a neuron-astrocyta kapcsolatokat (Frame €s mtsai 2002; Wright és mtsai
2002). A deafferentalt vestibularis neuronok megvaltozott synaptikus aktivitdsa ehhez hasonl
véltozasokat is eredményezhet a PNN-ben a HA és egyéb ECM komponensei struktirdjanak
és molekuldris rendezettségének alakuldsdban.

A nervus vestibularis regenerdcidja sordn a HA reakcié optikai denzitdsa kiilonbségeket

mutat a NVM és NVL kozott, amennyiben a NVL-ben gyorsabban és nagyobb mértékben
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novekszik a reakci6é optikai denzitdsa. A kiilonbségeket okozhatja az is, hogy rendszerint a
NVL fogadja a legtobb regenerdlédo rostot a vestibularis magok koziil (Newman 1986), igy
tobb djonnan létrejott synaptikus kapcsolattal rendelkezik. Ez vezethet oda, hogy a NVL
magban kordbban all helyre a PNN, mint a NVM-ben. Az NVL-ben a HA reakcié nagyobb
optikai denzitdsat okozhatja a fogadott afferensek kiilonbozd volta is. Ennek megfelelden a
NVL a f6 allomdsa az utriculus maculdjabol érkez6 primer afferensek, mely az egyensuly
megtartasaért elsddlegesen felelds rendszer, és a NVL a legtobb rostot kiildi a gerincveld felé
a tractus vestibulospinalis révén (Toth és mtsai 1985; Montgomery 1988; Ikegami és mtsai
1994; Fanardjian €s mtsai 1999). Ennek megfelelden a nervus vestibularis atvigasat kovetden
elészor testtartdsi zavarok jelentkeznek a miitott allaton. Osszefiiggés lehet a NVL HA
reakcidjanak gyorsabb és nagyobb ardnyd novekedése és a testtartdsi tiinetek helyredllitasa

kozott, melyben ugyancsak a NVL jatszik 6 szerepet.

6.2.3. A HA vdltozdsa az ép és operdlt oldali vestibularis magokban és a belépési

z0ndban

A nervus vestibulocochlearis regeneraciéja sordn a HA reakcié denzitdsa valtozott az
operalt és az ép oldalon is mind a vizsgalt vestibularis magokban, mind pedig a belépési
z6naban. Ismert, hogy az axon sériilését hegszovet kialakuldsa kiséri a sériilés helyén, melyet
az idegszovet glia és mds nem neuralis eredetli sejtjei alakitjdk ki. A hegszovet sejtjeinek
citokinjei és mds szekrétumai a keringésbe keriilve eljutnak mas kozeli szovetekhez, igy akar
az ellenoldali vestibularis magokhoz is (Liberto és mtsai 2004; Silver és Miller 2004; Niclou
és mtsai 2006; Pizzi és Crowe 2007). Madsrészrol a kétoldali vestibularis magok
commissuralis rostok &ltal 6szekottetésben dllnak egymadssal, igy az egyik oldalon okozott
beavatkozas valtozast fog okozni az ellenoldali vestibularis magokban is a megvaltozott
neuronalis aktivitds utjdn (Grofova és Corvaja 1972; Dieringer és Precht 1979). A neuronalis
aktivitdsban tortént valtozasok a HA és mas ECM alkotok véltozasat eredményezheti mind a
két oldali vestibularis magokban. Hasonl6 kétoldali valtozast mar leirtak a HA receptorokban
egér hippocampusban, ahol az egyik oldali fornixon végezték el az atvagast (Jones és Jones

2000).

6.3. A kondroitin-szulfat proteoglikanok a fejlodé idegrendszerben

A HA az ECM-ben csak ritkan taldlhat6 meg szabad formdban, dltaldban fehérjékhez,
foként proteoglikdnokhoz koétotten fordul eld. Ezek a PG-k a lektikdnok melyek N-terminalis

Gl doménjiikkel a HA-hoz, mig C-terminalis végiikkel mds matrix fehérjékhez (foleg
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tenascinhoz) vagy sejtfelszini fehérjékhez kotddik. A molekula k6zépso része szulfatilt GAG
molekuldkat, foként kondroitin-szulfatot kot valtoz6 mennyiségben. Ezek a CS oldalldncok
okozzdk a PG-k polianionos karakterét, mely fontos szerepet tolthet be a sejtek koriili
megfelelé ionkoncentricié fenntartisaban. A lektikdnok CS tartalma tdg hatdrok kozott
valtozik, igy a sejtek nemcsak egy adott PG expresszidjanak fokozasaval vagy csokkentésével
tudjak reguldlni a maguk vagy a szomszédos sejtek koré akkumulédlt CS mennyiségét, hanem
a kozponti tengelyfehérje valtoztatdsaval is. Ennek megfelelden a neurokdn és a brevikan
expresszidval viszonylagosan kevesebb CS oldallincuk miatt kevésbé anionosak, mig a
versikdn és foleg az aggrekan erdsebb anionos karakterrel birnak. Kisérleteinkben CS elleni
monoklonalis antitestet hasznaltunk, mellyel az 0Osszes CS tartalmi PG expresszidja
vizsgilhatd egyidejlileg. Azonban nem csak a HA kotd lektikdnok rendelkeznek CS
oldallanccal, hanem a phosphacan is, melynek fOként a matrix fehérjék foszforilacidjan
keresztiili ECM organizdcidjdban van szerepe. A lektikdnok és a phosphacan tehat
funkcidjukban teljesen kiilon csoportot képez, igy a phophacan expresszidjat a gerincveld
differencidlédédsa sordn kiilon is vizsgaltuk.

A fejlédd csirkeembrié gerincveld minden stddiumédban gazdagon tartalmaz CS-ot,
melynek jelenlétét mind immunohisztokémiai, mind pedig biokémiai modszerekkel
kimutattuk. A CS immunoreaktivitds némileg atfedést mutatott a HA reaktiv teriiletekkel. A
HH23 stddiumban az intermedier zéna is er0s CS reakciét mutatott hasonléan a HA-hoz. Ez a
teriilet jelenti a tulajdonképpeni lateralis hatdrat az oszt6dd sejtek zondjanak az innen
lefliz6do differencidlédo sejtek radialis irdnyba migrdlnak. Valdszinii, hogy a CS ebben a
régioban taldlhatd lektikdnok GAG oldalldncait alkotja. A lektikdnok a fejlodo
idegrendszerben sejtmigraciot gatld hatasat irtdk le, ezek a tanulmanyok azonban a crista
neuralis sejtek migracidjat gatlé hatasardl emlékeznek meg és nem a kozponti idegrenszerben
taldlhat6 sejtekrdl (Landolt és mtsai 1995, Oakley és Tosney 1991, Perris és mtsai 1991). Az
osztddo sejtek koriil taldlhaté PG-ok szerepe nem teljesen tisztdzott. A HA megnovekedett
expresszidja kapcsan felallitott hipotézisiink helytallosagit sem bizonyitani sem pedig cifolni
nem tudjdk a CS-leleteink. Ha azonban a CS hasonl6 hatésat feltételezziik a neuroblasztokra
és a glioblasztokra, mint a crista neuralis sejtekre, gy valdszinisithetd, hogy a CS az oszt6do
sejtek izolaci6jaért lehet felelds. Erre utal a canalis centralishoz kozel esé sejtek basalis
felszinén talélt er6s CS reakcid, mely valdszinlileg a lefliz0dott lednysejtek canalis centralis
felé torténd migracidjat akadéalyozhatja meg. A CSPG-k a sejtmigracié akaddlyozdsa mellett a
neuroprogenitor sejtek osztodoképességét is csokkentik (Sirko és mtsai 2007). E gatlé

hatdsukat a CS oldallancok biztositjdk, mivel ez a proliferaciot gatlé hatds felfiiggeszthetd a
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CS szelektiv emésztésével kondroitindz-ABC kezeléssel. A CS GAG-ok hatdsukat
valoszinlileg nem kozvetleniil fejtik ki, hanem novekedési faktorok, mint potencidlis
ligandumaik szabdlyozdasa utjan. Ilyen potenciélis ligandum lehet a CS oldalldncoknak a HB-
GAM/PTN (heparin binding growth association molecule/pleiotrophin), melynek a
phosphacan CS oldalldncaival torténd kolcsonhatdsat igazoltdk (Maeda és mtsai 1994).
Késobb a neurokdnrdl is bizonyitottdk, hogy HB-GAM, amphoterin és mdas heparin kotd
fehérjéket képes kotni a fejlodd idegrendszerben (Merenmies és mtsai 1991, Milev és mtsai
1998a). Ezen CS-novekedési faktor kolcsonhatdsok dontéen befolydsoljdk a novekedési
faktorok hatékonysdgit. Kondroitindz-ABC kezelés ezekben az esetekben szinte teljes
mértékben gitolni tudja a novekedési faktorok altal kivaltott jelatvitelt (Milev és mtsai
1998a).

A HH23 stadiumban a phosphacan immunoreaktivitds a HA gazdag intermedier zéndban
taldlhaté meg, ezen kiviil a radier gliasejtek mentén foként az alaplemezben. Ezen a teriileten
expresszalé phosphacan proliferaciét gitlé hatdsa megkérddjelezhetd, hiszen éppen az erds
proliferaciét mutat6 sejtek koriil taldlhatd. A phosphacan proliferaciot stimuldlé hatasét kell
tehat feltételezziik, mely valdszinlileg FGF2 kotodése tutjan valosul meg erdsitve a novekedési
faktor mitogén hatdsat (Milev és mtsai 1998b). FGF2-t a proteoglikdnok koziil a neurokén is
tudja kotni, de ez a kotddés latszélag nincsen hatdssal az FGF aktivitdsara (Milev és mtsai
1998b). A ragcesalé gerincveldben a phosphacan és FGF mRNS-t azon sejtekben talaltdk,
melyek a ventrikularis zondban taldlhatok és proliferdlnak, igy feltételezhetéen autokrin
moédon hat (Engel és mtsai 1996). A HH23 staddiumui csirkeembrié gerincveld mellsd
szarvdban, a késObbi IX. lamina teriiletén, a motoneuronok zéndjaban €és a hitsé szarvnak
megfeleld teriileten csak gyenge CS és phosphacan immunreakciét tudtunk detektédlni. Az
életkor eldrehaladtiaval ez véltozik, mig a HH39 stddiumban mar csak a hatsé szarv mutat
gyengébb reakciot. Ez a megfigyelés 0sszefiiggésben dllhat a neuronok érése soran kialakul6
perineuronalis héléval (perineuronal net, PNN), mely a neuronokon létrejétt synaptikus
kapcsolatok stabilizalasét segiti, ugyanakkor az 4j synapsisok 1étrejottét gatolja (Bandtlow és
Zimmermann 2000). Ez a PNN kialakulds id0ben egybeesik az un. kritikus periddus végével.
A PG-ok ezen funkcidjat nagy valdszinliséggel a CS oldallancok hordozzdk, mivel a
kondroitindz-ABC enzimes kezeléssel a synaptogenesis kritikus periddusa id6ben
kiszélesithetd volt macskék latokérgében (Pizzorusso és mtsai 2002).

A CSPG-k sejtmigracidban betoltott szerepét sugallja a késdbbi embridk gerincveldjében
az astrocytdk differencidlodéasi és migracids dtvonala mentén paramedialisan. Ez a teriilet

ugyanis mind a CS, mind pedig a phosphacanra nézve halvdnyabb reakciét eredményezett.
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Ezen a teriileten radier gliasejtek taldlhatok, melyek vimentin intermedier filamentumaik
alapjan azonosithatok be. A radialis irdnyba migral6 korai asztrocytdk differencidcidjuk és
migricidjuk valdszinilileg CD44 receptor altal kozvetitett jelatviteli folyamat dtjan valdsul
meg, mivel ezek a sejtek CD44 expressziot mutatnak (Alfei és mtsai 1999). A HA vagy akar a
CSPG-k CD44 ligandum szerepe ezen folyamatokban erdsen kérdéses, hiszen hisztokémiai
reakciot sem a HA sem pedig a CS nem adott. A CD44 ligandja ezekben a sejtekben eddig
nem ismert. Amennyiben a CSPG-k non-permissziv hatdsuak ezen sejtekre, valdszinii, hogy a
migraciés utvonalukat az astrocytdknak a redier glia nydlvédnyai jelenti. Ezen sejtek lateralis
irdnyba torténd migracidjat az ott taldlhat6 erés CS gatolja.

A CSPG-k az axon novekedésre elsOsorban gitlé hatdsat irtdk le, mig néhany esetben
axonnovekedést stimuldlé is lehet. Az irodalmi adatok alapjan a CS immunoreaktiv
teriileteken barrierfunkciot feltételezhetiink. A sclerotom hatsé részén (Landolt és mtsai 1995,
Oakley és Tosney 1991, Perris és mtsai 1991) a periférids idegekre, a gerincveld dorsalis
kozépvonaldban a commissuralis rostokra (Jhaveri 1993) valamint a tectumban, a nervus
opticusban illetve a retindban (Brittis és mtsai 1992, Snow és mtsai 1991) szamoltak be a
CSPG-k gatl6 hatdsardl. In vitro kisérletekben a teljes CSPG-k (Dou és Levine 1994,
Friedlander és mtsai 1994, Maeda és Noda 1996, Niederost 1999) illetve az izolalt kozponti
tengelyfehérje (Dou és Levine 1994, Maeda és Noda 1996) és a CS oldallancok (Carbonetto
és mtsai 1984, Verna és mtsai 1989) gatoljak a neurit novekedését. Organoid kultirdkban is
hasonlé eredményekre jutottak, mivel a CSPG expresszidéjanak gétldsa axonndvekedést
eredményezett azokba a régiokba, melyekben el6zdleg gatolva volt az axonndvekedés (Brittis
és mtsai 1992, Fichard és mtsai 1991). Azonban a CS nem feltétleniil mindig gatld az
axonnovekedésre (Oakley és Tosney 1991, Yaginuma és Oppenheim 1991), illetve néhany
esetben valdszinlsithetd az axonnovekedést serkentd hatdsa is (Bicknese és mtsai 1994,
McAdams és McLoon 1995, Sheppard és mtsai 1991). Ezek azonban in vitro kisérletek, ahol
vagy a teljes PG-t (Faissner és mtsai 1994, Streit €s mtsai 1993) vagy a CS-t (LaFont és mtsai
1992) vagy az izolalt kdzponti tengelyfehérjét alkalmaztak (Iijima és mtsai 1991). A CSPG-k
axonnovekedésre kifejtett hatdsa legjobban a neurokdn és a phosphacan esetén
tanulmanyozott. A csirkeembrioban kimutattak, hogy az axonnovekedés gatlasat Ng-CAM/N-
CAM kotédésiik révén fejtik ki (Friedlander és mtsai 1994, Milev és mtsai 1994), mely nem a
CS oldallancoktdl fiigg. Madas tanulmdnyok a fibronektin szubsztrdton a phosphacan
axonnovekedést serkent6 hatdsardl szamoltak be (Maeda és mtsai 1996). Ezek expresszidja az
axonnovekedést megeldzden és kozben mutathaté ki azokban az embrionalis régidkban,

melyeken az axon keresztiilndtt. Az agy fejlodése sordn a neurokdn és phosphacan expresszid
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valtozasat irtdk le a fel és leszalld palydkban, melyek egyik csoportjat gatolta, mig mésokat
serkentette a neurokdn €s a phosphacan jelenléte (Fukuda és mtsai 1997). E kett6s hatasukért
a PG-oknak egyrészt valdszintileg a sejt kiilonboz6 sejtadhézids molekuldinak kolcsonhatdsai
lehetnek a felelosek, masrészt pedig az egyéb ECM alkotdk kiilonb6z6 PG-khez vald
kotédése. Igy tehdt a PG-ok kiilonbozé molekuldkkal valé kolcsonhatdsa eltéré hatdsokat
valthat ki az axon viselkedésére. Ennek példdjaként a neurokdn kétddhet L1 molekuldhoz és
TAG-1-hez is. Ezen molekuldk expresszidja a fejlédd agyban kiilonb6z6 mintdzatot ad. A
neurokdn és a phosphacan koétédése Ng-CAM molekuldhoz az axon novekedéseére gatld
hatdssal bir (Friedlander és mtsai 1994, Milev és mtsai 1994). A tenascin-C expresszidjdnak
megjelenése az axonok érésével esik egyidobe a fejlodd nagyagyban (Sheppard és mtsai
1991). Ezen id6szak elétt a PG-ok mellett ugyanazokban az axonokban HB-GAM is
expresszal (Milev és mtsai 1998a), melynek serkentd hatdsat ismerjiik. Ebben a rendszerben a
neurokdn axonnodvekedésre kifejtett hatdsit a HB-GAM és a tenascin-C befolydsolja. Ahol a
tenascin-C jelen van ott az axonndvekedés gatolt, mig a HB-GAM esetén ellenkez0 a hatds. A
mi vizsgdlatainkban a gerincveld fehérdllomédnydnak PG expresszidjat kovettilk nyomon. Az
itt futd rostok koriil kiillonb6zé mértékii CS expressziot talaltunk, mely eltérések valdszintileg
a fehérdlloméany le és felszdllo palydinak eltéré kialakuldsi {itemébdl adédnak. Abban az
esetben, ha ezekben a rendszerekben a PG axonndvekedésre gitlo hatdssal bir, akkor szerepe
lehet az itt kialakult palyarendszerek szomatotdpidjdnak megtartdsdban. Ennek bizonyitdsa
tovabbi vizsgélatokat igényel még. A sziirkedllomanyban futd rostok teriilete minden esetben
CS és HA negativnak bizonyult. Ezt jol tiikrozi a commissura anterior HA és CS hidnya, mely
megengedo kornyezet lehet a keresztez0do rotok szamdra. Ezzel szemben a tetlemez sejtjei
élénk CS és HA pozitvitast mutat, amely nagyrészt phophacan oldalldncaib6l adédik (Meyer-
Puttlitz és mtsai 1996) és gatl6 hatdssal bir a keresztezddni igyekvo rostok szamara (Brittis és
mtsai 1992). A commissura posterior csak azutdn tud kialakulni ha ez a HA és CS expresszid

lecsokken a tetdlemez sejtjeiben (Snow és mtsai 1990).

6.4. Konklazio

Osszefoglalva elmondhaté, hogy a HA a gerincveld fejlédése sordn legaldbb kettds
szerepet, masrészt viszont az embrionalis fejlodés késObbi periddusdban vélik matrix
organizal6 molekuldvd, vagyis a perineurondlis halé kialakitdsdban jatszik fontos szerepet.
Ezen funkcidit a HA els6sorban a hozza k6t6do lektikanok organizacidja dtjan fejti ki, melyek

hatdsmechanizmusa nem tisztazott. Hatdsat valdszinlileg a ndvekedési faktorok, sejtadhézids
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molekuldk és kationok kolcsonhatdsa révén fejti ki. A phosphacan oszt6d6 sejtek koriil
akkumuldlédik, ahol mitogén aktivitdssal rendelkezhet FGF2 kolcsonhatdsdval. A vizsgdlt
ECM molekuldkrdl nem lehet egyértelmiilen meghatdrozni, hogy az axonnovekedést serkentik
vagy gatoljdk. Ez nagymértékben fiigg az adott idegsejtpopuldciotol, mely kiillonbozo
sejtadhéziés molekulakészlettel rendelkezi, eltérd axonndvekedési petencidlt adva ezzel az
idegsejteknek.

Az idegregenerdcié az alacsonyabbrendli gerincesekben valdszinlileg azért lehetséges,
mert az idegsejtek koriili perineuronalis hdlé nem oly differenciélt, mint az emlésokben, igy
kevesebb gatlé molekula lehet jelen, masrészt pedig valdszinli a gatlé molekuldk enzimatikus

lebontédsa hatékonyabb, mint az emldsokben.
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7. Osszefoglalas

Az extracelluldris matrix (ECM) egyik f6 komponenese a hialuronsav (HA), mely hatdssal
van a matrixalkotok organizaciéjaban és a sejt-ECM kapcsolat reguldcidjaban.

Munkénk elsé részében a HA és a HA-hoz kot6dd kondroiti-szulfit proteoglikdnok
(CSPG) expresszios mintazatat térképeztiik fel csireembridk gerincveld telepeiben, annak
érdekében, hogy ujabb adatokat gyljtsiink ezen ECM alkoték lehetséges szerepérdl a
neuronok differencidcidja és axonjaik novekedése sordn. A HA specifikus hisztokémiai
reakciokat kombindlva kiilonb6z6 neuron populdcidkat jelz6 immunofluoreszcens jeloléssel
szovettani metszetekben kimutattuk, hogy a HA elsdsorban postmitotikus dallapot eldtti
segiti. A HA 4ltal kozvetitett pontos jeldtviteli dtvonal nem ismert, azonban gerincveld
izolatumokb6 RT-PCR-rel kimutattuk, hogy a HA akkumuladciéért a hialuronsav-szintiz
(HAS) 2 és HAS 3 a felelds. A HAS2 és HAS3 enzimek val6észiniileg egyben az egyetlen HA
kotod sejtfelszini molekuldk is ezekben a sejtekben, mivel a hisztokémiai mddszerekkel nem
tudtunk sem CD44-et sem pedig RHAMM-ot kimutatni a korai stddiumokban. Ehhez
kapcsolédéan A HA kotd6 CSPG-k (lektikdnok) eloszlasat vizsgdltuk RT-PCR és
hisztotechnikai moédszerek segitségével ugyanezen csirkeembriok gerincveld telepeiben. A
lektikdnok expresszids mintdzata nagy atfedést mutatott a HA reakcidval, igy feltételezhetden
funkcionélis kapcsolat van ezen molekuldk kozott. A lektikdnok koziil a neurokdn exresszidja
volt jellemzo6 a fiatalabb stddiumokban, mig idosebb korban az erdsen glikozilalt aggrekdn
expresszidja dominalt. A CSPG-k kozponti fehérje megvaltozasa mellett a kondroitin-szulfat
ilyen médon valé novekedése a gerincveld fejlodése soran valdszinlileg szerepet jatszik a
neuronalis differencidciéban. Mas CSPG, a phosphacan exrpesszidjat is kimutattuk az
embriondlis gerincveldben, proliferdld sejtek koriil és periférids idegekben, azok belépési
z6ndjaban valamint a fehéradllomanyban. A sziirkedllomanyban futé axonok koriil viszont
érdekes modon nem taldltunk phosphacant.

Munkénk masodik részében a HA valtozasat figyeltilk meg a nervus vestibulochochlearis
atvagéasat kovetd regeneracioban békdkon. A regenerici6 idején a HA jelentdsen csokkent a
primer afferenseket fogadd vestibularis magokban, amely a HA eloszlds struktirdjdban is
megmutatkozott; az idegsejtek koriili perineuronalis hdloéban levoé HA jelolodés csokkent le.
Ennek alapjan a HA non-permissziv hatdsat feltételezhetjiik a kozponti idegrendszerben az
axonregeneracioban. A periférds idegekben azonban a HA permissziv hatdssal birhat, mivel a

primer afferensekben emelkedett a HA mennyisége a regeneracio sordn.
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8. Summary

One major component of the extracellular matrix (ECM) is hyaluronan (HA) that is
important for organization of other ECM molecules and in the regulation of cell-matrix
communication.

We investigated the expression pattern of HA and HA-binding chondroitin-sulphate
proteoglycans (CSPG) in spinal cord of chicken embryos in order that providing new data
about the possible roles of these molecules in differentiating neurons and axon guidance and
sprouting. Using biotynilated HA specific binding complex (bHABC) combined with
immunofluorescent labelling of differentiating neurons in histological sections of spinal cords,
HA was found around neuroprogenitor cells before their postmitotic stage. These finding
suggested the permissive role of HA in neuroprogenitor cell differentiation. The exact
signaling pathway was not evaluated but we showed the expression of two hyaluronan
synthases HAS2 and 3 in the developing spinal cord indicating that these molecules might
also functioning as HA binding molecule to the cell surface. The HAS2 and 3 might be the
exlusive cell adhesion molecule with the ligand of HA in our system since we could not detect
the CD44 and RHAMM, the major receptors of HA. By using RT-PCR and histotechniqge, we
also found a set of HA-binding CSPGs (lecticans) expressed by embryonic spinal cord. The
expression pattern of these lecticans were largely overlapped with the HA reaction suggesting
a functional realtionship between the lecticans and HA to form HA-lectican complexes.
Among lecticans, the neurocan was expressed in earlier stage of development while the highly
glycosylated lectican (aggrecan) was expressed by older embryos. Increasing of the relative
amount of chondroitin-sulphate during differentiation of the spinal cord suggested that both
chondroitin-sulphate and core protein had functional role in embryonic development. Another
CSPG, phosphacan was also expressed by developing spinal cord. We found that phosphacan
was accumulating around proliferating neurons, in the peripheral nerves and in their entry
zone as well as in the white matter. Interestingly, phosphacan was not detect around the axons
in the gray matter.

In the second part of our work we found changes in distribution of HA after transsection
of the vestibulocochlear nerve in frogs. During regeneration the expression of HA decreased
in the vestibular nuclei indicating structural changes in the perineuronal net. These findings
suggest a non-permissive role of HA to the axon sprouting in the central nervous system while
the HA might be permissive in the peripheral nerves which was indicated increased relative

amount of HA during regeneration.
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