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1. Bevezetés
1.1. Extracellularis matrix

Az extracellularis teretaz extracellularis matrix (ECM) makromolekulai toltik ki
a kozpontiidegrendszerben, mikrokdryezetet biztositva ezaltala neuronok és glia
sejtek szamara. Az ECM {6 komponensei a hialuronsav (HA), a kondroitin-szulfat
proteoglikanok (CSPG) (aggrekan, brevikan, neurokan, verzikdn) és a
glikoproteinek, mint a tenaszcin-R (TN-R) és a kapcsolo fehérjék (pl.: HAPLNL).
Az ECM-nek a kozponti idegrendszerben tobb megjelenési formaja ismert. A
molekulak diffizhalozatotképezhetnek a neuropilben, illetve kiillonbdzé neuronalis
struktarak koré akkumulalédva, kondenzalt megjelenési formakat alakithatnak ki A
kondenzalt megjelenési formaknak harom 6 valtozata ismert: (1) a perineuronalis
haloé (PNN), mely a neuronok sejtteste, azaxon initialis szegmentumaés a dendritek
proximalis része koriil szervez6d6 siirtt molekulaszévedék, (2) nodalis ECM a
Ranvier-féle befiizédések koriil, (3) az axon terminalisokat behiivelyez6, ’axonal
coat’ (AC). Az ECMkiilonb6z0 megjelenési formainak molekularis 6sszetétele fligg
a neuronok funkciojatdl, Osszekottetéseitl, morfologiai és neurokémiai

sajatossagaitol.

1.2. Nuclei precerebellares

Az altalunk vizsgalt oliva inferior (OI) és nucleus prepositus hypoglossi (PHN)
a nuclei precerebellares csoportjaba tartoznak. A Kkisagy elsdsorban a
nagyagykéregbdl szarmazd motoros parancsok és a gerincveld feldl érkezd
szenzoros informaciok 6sszehangolasat végzi. Ezen informaciok kozvetett modon,
az agytorzsben talalhato nuclei precerebellares-en keresztiil, moha- vagy
kuszorostok kozvetitésével érik el a kisagy teriiletét. Mig a moharostok szamos
agytorzsi magbol eredhetnek, k6ztiik a PHN-b6], addig a kiiszorostok elsédleges

forrasataz Ol jelenti.



Munkacsoportunk figyelmének kozpontjdban a vestibularis magkomlex
felépitésének és kapcsolatrendszernek vizsgalata 411, valamint annak feltarasa, hogy
a vestibularis magok teriiletén megfigyelhetdé morfologiai és funkcionals
kiillonbségek mutatnak-e parhuzamot az ECM molekuldk eloszlasaval és
szervezOdésével. A vestibularis magokba érkezd ingeriilet szirmazhata belsé fiiben
talalhatd labyrinthusbol, illetve lehet vizualis és proprioceptiv eredeti. A
vestibularis magokban torténd komplex ingeriilet feldolgozast kdvetden az
informacid direktvagy indirekt iton elsdsorban a szemmozgato, illetve gerincvel6i
motoneuronok felé tovabbitodik, jelentds szerepet jatszva ezaltal mozgas sordn az
egyensily megtartdsaban, illetve a szemmozgasok koordinacidjaban. Az indirekt
transzmisszioban a nuclei precerebellares koziil elsésorban az OI-nak és a PHN-nak
van kulcsfontossagl szerepe, melyek a kisagy aktivitdsanak szabaly ozasan keresztiil

latjakel funkciojukat.

1.2.1.Olivainferior

Az Ol, szerkezetét tekintve, hdrom almagra oszthato: principal olive (PO), dorsal
accessory olive (DAO) és medialaccessory olive (MAO)*. A hdrom almagon kiviil
tovabbi, kisebb neuron csoportok figyelheték meg az Ol teriiletén, melyek
Osszekottetéseik alapjan a MAO részeinek tekinthetdk: dorsal cap (DC), nucleus f3,
ventrolateral outgrowth (VLO) és dorsomedial cell column (DMCC).
Funkcionalisan az OI-on beliill szomatoszenzoros, vizuomotoros-vestibularis és
integrativ sejtcsoportok kiilonithetdk el, melyek sejtjei jellegzetes topogafiai
elrendezddést mutatnak.

Az OI sejtjei morfologiailag egységes populaciot képeznek. Neuronjai 2-7
dendrittel rendelkeznek, melyek a sejttesttél 10-20 pm tavolsagban oszlanak el A

sejttest és a dendritek proximalis részének felszinén szinapszisok ritkan figy elhetok

! Az almagok elnevezéseazangolnevezéktan alapjan tortént.
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meg, tobbnyire a dendritek distalis részén 1a thato glomerulusok teriiletén fordulnak
elé. Az Ol-bol kiinduld tractus olivocerebellaris rostjai a kisagykéreg kiilonb6zo
teriileteihez futnak és mint kuszorostok aktivaljak a Purkinje sejteket, illetve axon
kollateralisok révén egyes kisagyi magok neuronjaival is serkend kapcsolatot

alkotnak.

1.2.2. Nucleus prepositus hypoglossi

A PHN a nucleus hypoglossus felsé polusatol rostralisan talalhato, a negyedik
agykamna fenekén, a nucleus vestibularis medialishoz (MVN) képest medialisan, a
nervus facialis térdéhez kozel helyezkedik el. A PHN sejtjei a sejttest mérete,
elhelyezkedése és a dendritfa elagazddasa alapjan harom csoportba sorolhatdk. A
tartalmaz, parvocellularis almagnak, mig a féként nagyméreti neuronokat
tartalmazo, ventromedialis részt magnocellularis almagnak nevezzik. A
fennmaradé teriileteken dominansan a kézepes mérettartomanyba esé sejtek
fordulnak el6. A PHN neuronjai egyarant lehetnek serkenté, illetve gatlo sejtek.
Funkcidjat tekintve a PHN a [4t6 és a vestibularis rendszer kozotti kapcsolat

kialakitasaban jatszik szerepet.

1.3. Bulbusolfactorius

A BO laminaris szerkezet(i struktira, igy szamos, egymassal parhuzamos rétegre
oszthatd, melyeken beliil kiilonbozd tipusiineuronokat azonosithatunk. A neuronok
csoportositasa leggyakrabban a sejttestiik lokalizacidja alapjan torténik. A kiilsd
felszin feldl a mélyebb régiok felé haladva a kovetkez6 rétegeket kiilonithetjiik el
glomerularis réteg (GL), kiils6 plexiform réteg (EPL), mitralis sejtek rétege (MCL),
bels6 plexiform réteg (IPL), granularis sejtek rétege (GCL).



A BO kiilonbozé rétegeinek kialakitisaban szamos sejttipus vesz részt.
Megtalalhatok projekcios neuronok: mitralis sejtek és pamacsos sejtek.
Interneuronok ko6ziil a kovetkezok azonosithatok: periglomerularis sejtek, kiilso
pamacsos sejtek, short axon sejtek, granularis sejtek, Van Gehuchten sejtek és
Blanes sejtek. Jellemz6 glia sejtek: astrocyta, oligodendrocyta, olfactory
ensheathing sejtek, NG2 és mikroglia.

A BO szmaptikus plaszticitds szempontjabdl az agy Kkitlintetett teriiletét
képviseli, hiszen neuronalis halbzata folyamatosan 4tépiilé rendszert képez. Ez az
¢élethosszig tartd atszervezddés két mechanizmuson keresztiil valosul meg: (1) a
szaglohamban 1évo érzéksejtek folyamatosan meghjulnak és bendvé axonjaik a
glomerulusok marmeglévé neuronalis haldzataba integralddnak, melyetugyanazon
szaglé receptort expresszaldé neuroepithel sejtek axonjai alkotnak, (2) a BO
neuronalis halozataba folyamatosan épiilnek be a subventricularis zonabol
szarmaz6, Gjonnan képzddd neuronok. Ezen folyamatok igen magas foka
plaszticitastbiztositanak a szaglorendszer szamara, bar a hattérben allo molekularis

mechanizmusok részleteikben nem ismertek.



2. Célkitiizés

Mivelazirodalmiadatok és korabbivizsgalataink is azt sugalljak, hogy az ECM
molekuldk jelenléte, illetve hidnya jelentés mértékben befolyasolja a kdzponti
idegrendszer szinaptikus plaszticitisatés regeneraciojat, ezért jelen munkank sordin
célul tiztiik ki ezen molekulahaldzat Gsszetételének pontos feltérképezését harom
olyan agyteriileten, melyek fokozott szinaptikus plaszticitassal rendelkeznek.
Vizsgalatainkat patkanyokon végeztiik.

1. Kisérleteink els6 szakaszaban az Ol és a PHN teriiletét tanulmanyoztuk,
melyek kiterjedt kapcsolatban allnak a munkacsoportunk altal részletesen vizsgalt
¢és igen magas fokuplaszticitassal rendelkezd vestibularis rendszerrel.

a. Az Ol kapcsan felmeriil a kérdés, hogy azECM molekulak eloszlasi mintdzata
koveti-e az almagok funkcionalis heterogenitasat, vagy az egységes morfologai
bélyegeknek megfeleléen az ECM molekulak eloszlasa is homogénnek bizonyul.

b. Hasonloképpen, a PHN esetében is kivancsiak voltunk arra, hogy van-e
Osszefiiggés a mag teriiletén talalhatdo neuronok morfologiai és funkcionals
tulajdonsagai, valamint az ECM molekulak eloszlasa k6zott.

2.Eztkovetdenkisérleteinketa BO teriiletére terjesztettiik ki, melyrdl ismeretes,
hogy szinaptikus héalozatanak folyamatos atszervezddése teljes élethosszig
megmarad.

Az altalunk vizsgalt, fokozott szinaptikus plaszticitassal rendelkezd teriileteken
expresszalt ECM molekuldk kimutatdsa és ezen molekuldk expresszios
mintdzataban megfigyelhetd regionalis kiilonbségek feltirasa, majd azeredmények
Osszevetése a kozponti idegrendszer egyéb, kevésbé plasztikus teriileteinek
vizsgalata soran kapott eredményekkel, segitséget nyujthat az ECM szinaptikus

plaszticitasban betoltott szerepének megismerésében.



3. Anyagok és modszerek
3.1. Mintael6készités

A kisérletek kivitelezése a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsaganak iranyelveialapjan (Ol, PHN engedély szama: 11/201 1/DEMAB, BO
engedély szama: 6/2017/DEMAB) és az EU szabalyzatinak (European
Communities Council Directive of 24 November 1986; 86/609/EEC) megfeleléen
tortént. Vizsgalatainkat 12-14 hetes, felndtt, ndstény Wistar patkanyon (Charles
River Labomatory, Strain Crl: WI) végeztiik el. Az allatok altatasa 10%-os uretannal
intraperitonedlis uton tortént, amelyet fiziologias sdoldattal valod transcardialis
perfuzio kovetett. Az agytorzsek eltdvolitisa utdn a mintakat Sainte-Mare
fixaloszerbe (99% abszolut alkohol és 1% jégecet) helyeztiik, majd paraffinba
torténd a gyazastkdvetden, mikrotom segitségével, 8 pm vastagsagu szeletekbdl allo
frontalis sorozatmetszeteket készitettiink.

A hisztokémiai és immunhisztokémiai reakciokat a nem-specifikus kotShelyek
blokkolasa eldztemeg.

Az Ol és a PHN esetében a mintakat a kovetkez6 blokkolo szerekkel kezeltiik:
1% szarvasmarha szérum albumin (BSA) (HA; Wisteria floribunda agglutinin,
WFA), 1% BSA + 10% normal kecske szérum (NGS) (aggrekdn), 2% BSA
(verzikan; HA; HAPLN1),3%normal 16 szérum (NHS) (neurokan), 1% BSA +10%
NHS (brevikdn)és 1% BSA+10% normalnyl szérum (NRS) (TN-R).

A BO vizsgalata soran a kovetkez6 blokkold szereket alkalmaztuk: 3% BSA
(HA; WFA; verzikan), 3% BSA + 10% NGS (aggrekadn), 3% BSA + 10% NRS
(egérben termelt monoklondlis anti-kondroitin szulfit proteoglikdn, Cat-301;
neurokan), 3% BSA + 10% normal szamar szérum (NDS) (brevikan; TN-R;
HAPLN1).



3.2. Hisztokémiaireakciok
3.2.1. Oliva inferior, nucleus prepositus hypoglossi

AHA eloszlasanak detektalasara biotinila It hialuronsav kot6 fehérjét, miga PNN
altalanos markereként biotinilalt Wisteria floribunda agglutinint alkalmaztunk. A
lektinek csoportjaba tartoz6 WFA specifikusan kotédik a CSPG-ok és a
glikoproteinek N-acetil-galaktozamin alegységéhez, igy altala informaciot
nyerhetiink ezen molekuldk neuronok korili megjelenésérél. A reakciok
vizualizalasa ExtrAvidin Peroxidase, H20; és 3,3-diaminobenzidin-tetrahidroklorid

kromogén segitségével tortént.

3.2.2.Bulbus olfactorius

A HA és a WFA reakciok kivitelezése a 3.2.1. fejezetben leirtak szerint tortént.
A reakcidok vizualizaldsdhoz Streptavidin AlexaFluor 555 jelolé anyagot
hasznaltunk.

3.3. Immunhisztokémiai reakciok
3.3.1. Oliva inferior, nucleus prepositus hypoglossi

A CSPG-ok és a glikoproteinek kimutatasa antitestek segitségével tortént.
Vizsgalataink soran az alabbi primer antitesteket hasznaltuk: nyulban termelt
poliklonalis anti-aggrekan, egérben termelt monoklonalis anti-verzikan, egérben
termelt monoklonalis anti-neurokan, egérben termelt m onoklonalis anti-brevikan,
kecskében termelt poliklonalis anti-TN-R és kecskében termelt poliklonalis anti-
HAPLN1. Az aggrekan, a brevikan és a verzikan esetében a jobb antigén feltards
érdekében a metszeteket kondroitindz ABC enzimmel valo emésztésnek vetettiik ala.

A primer reagenseknek megfelelden az alabbi szekunder antitesteket

alkalmaztuk: biotinilalt, kecskében termelt anti-nyul 1gG (aggrekdn); biotinilalt,



l6ban termelt anti-egér 1gG (verzikdn, neurokdan és brevikan) és biotinilalt, nytban
termelt anti-kecske 1gG (TN-R és HAPLNL). A vizualizaci6 soran a HA és a WFA

reakciok esetében leirtak szerint jartunk el.

3.3.2. Bulbus olfactorius

A CSPG-ok és a glikoproteinek kimutatasa soran az alabbi primer antitesteket
hasznaltuk: nyulban temelt poliklonalis anti-a ggrekan, Cat-301, egérben temmelt
monoklonalis anti-verzikan, egérben termelt monoklonalis anti-neurokan,
baranyban termelt poliklonalis anti-brevikan, kecskében termelt poliklonalis anti-
TN-R, kecskében termelt poliklonalis anti-HAPLN1. Az aggrekan, a Cat-301, a
verzikan és a brevikan esetében a jobb antigén feltaras érdekében a metszeteket
ebben az esetben is kondroitindiz ABC emésztésnek vetettik ala. A reakciok
vizualizalasa AlexaFluor 555 jeloloanyaggal konjugalt szekunder antitestek
segitségével tortént: kecskében termelt anti-nyul [gG (aggrekdan), nyulban temelt
anti-egér 1gG (verzikdan, neurokdn, Cat-301), szamarban termelt anti-barany IgG
(brevikan) és szamarban termelt anti-kecske 1gG (TN-R, HAPLN1).

3.3.2.1. Kettos fluoreszcens jelolés

Az ECM molekuldk pontos lokalizacidjanak meghatirozisihoz a fent leirt
reakcidkat a dendritek és az axonok jelolésével kombinaltuk. Az axonok
feltiintetésére neurofilament elleni antitestet (egérben termelt monoklonalis anti-
neurofilament vagy nytlban termelt poliklonalis anti-neurofilament) alkalmaztunk,
miga dendritek jelo1ése mikrotubulushoz asszocialt protein 2 (MAP2) e lleni antitest
(nytlbantermelt poliklonalis anti-M AP2) segitségével tortént. A neurofilhment és a
MAP?2 elleni antitestekkel torténé ink ubaciot megelézéen a metszeteket blokkoltuk:
3% BSA + 10% NGS (egérben termelt anti-neurofilament), 3% BSA + 10% NDS
(nyulban termelt anti-neurofilament; nyulban termelt anti-MAP2).
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Vizsgalataink soran a kdvetkezd antitest kombinaciokat alkalmaztuk: egérben
termelt monoklonalis anti-neurofilament + WFA, egérben termelt monoklonals
anti-neurofilament+aggrekan, nytulban termelt poliklonalis anti-MAP2 + Cat-301,
nyulba termelt poliklonalis anti-neurofilament + verzikan, egérben termek
monoklonalis anti-neurofilament + brevikan, nytlban termelt poliklonalis anti-
MAP2 + brevikan, egérben termelt monoklonalis anti-neurofilament + HAPLNL,
nyulbantermelt poliklonalis anti-MAP2 + HAPLNL.

A neurofilament és MAP2 reakciok vizualizalasa AlexaFluor 488 jelold
anyaggal konjugalt szekunder antitestek segitségével tortént: kecskében temmelt
anti-egér IgG (egérben termelt anti-neurofilament), szamarban temelt antinytl

19G (nyuilban termelt anti-neurofilament és nyulban termelt anti-MAP2).

3.4. Az eredmények feldolgozasa
3.4.1. Oliva inferior, nucleus prepositus hypoglossi

A képeket Nikon Eclipse E800 fénymikroszkdp segitségével készitettiik, a
kontraszt és a hattér beallitasaink minimalis m6 dositasat a Photoshop CS4 v11.0

hasznalataval végeztiik.

3.4.2. Bulbusolfactorius

A képeket (a szuper-rezolucids felvételek kivételével) Olympus CX31
epifluoreszcens fénymikroszkép és DP27 kamera segitségével készitettik, a
kontraszt és a hattér beallitasaink minimalis médositasat a Photoshop CS4 v11.0
hasznalataval végeztilk. A szuper-rezolucios felvételeket Olympus FV-3000
konfokalis mikroszkép alkalmazasaval készitettiik.
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3.4.3. A hisztokémiai és immunhisztokémiai reakciok szemikvantitativ

kiértékelése

A hisztokémiai €s immunhisztokémiai reakciok szemikvantitativ kiértékelését
elvégeztiikaz Ol, a PHN ésa BO esetében is. Harom kiilonb6z6 allata gytorzsének
azonos szintjeibdl késziilt, illetve a BO teriiletérél szarmazo metszetek keriilek
kivalogatasra, amelyekr6l az ECM molekuldk kimutatisara irdnyuld reakciok
elvégzése utan felvételeket készitettiink. A reakcidk festédési intenzitdsinak
meghatarozasahoz 6t fokozatu skalat hasznaltunk (-: nincs festédés, +: gyenge
festodés, ++: mérsékelt festddes, +++: erds festddes, ++++: nagyon erds festodes).
A BOesetébenazECM kondenzalt formainak elé forduldsatrétegenkéntjelottik. A
kiértékelés két személy fiiggetlen véleménye alapjan késziilt, azonos nagyitas,
kontraszt és fényerdsség beallitasat kovetden, melyet harom masik kollégank

ellendrzott.

4. Eredmények

4.1.0Olivainferior

o

Az Ol teriiletén az ECM szervezddésének legszembetindbb sajatossaga a PNN
hidnya, amely &sszefliggésben lehet az itt talalhatd neuronok egyedi morfologiaiés
kapcsolatbeli tulajdonsagaival. Mivel a szinapszisok tobbsége a dendritek distalis
részén kialakuld glomerulusokra korlatozodik és a sejttesten, illetve a dendritek
proximalis részén szinaptikus kapcsolatok csak elvétve 1athatdk, feltételezhetjiik,
hogy nincs sziikség a PNN szinapszisokat stabilizalé hatasara. Ugyanakkor
figyelembe véve a szinapszisok lokalizaciojat és azECM szinaptikus kapcsolatokat
stabilizalo szerepét, valoszinli, hogy a neuropilben megfigyelt, erésen fest6do,
gylriiszeri struktirak azECM glomerulusok koriili akkumulacidjatjelzik. Briickner
és mtsai. 2008-ban 'axonal coat' néven eldszor emlitették a kondenzalt ECM axon

terminalisok koriil torténé megjelenését mind gatld, mind serkentd szina pszisok
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esetén. A neuropil teriiletén altalunk megfigyelt, gyliriszerti struktarak tehat
valoszintileg az ECM ezen kondenzalt megjelenési forma4jat reprezentaljak. A
kondenzalt ECM egy masik specialis megjelenési formajat a verzikan jelolésével
tettiik lathatova. A verzikan reakciot kovetden erdsen festddo, pontszerii képletek
jelentek meg a neuropil teriiletén, melyek vélhetéen a Ranvier-féle befiizédések
koriilkialakulé nodalis ECM-et jelolik.

Az OI neuronjainak meglehetdsen egységes morfologiai tulajdonsdgai alapjan
feltételezhetnénk az ECM molekuldk homogén eloszlasat az almagok teriiletén.
Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az ECM megjelenési forméaja valdban
egységes az Ol teriiletén, azonban a vizsgalt molekulak eloszlasa és az egyes
molekulak kimutatdsa érdekében elvégzett immunreakciok intenzitdsa jelentds
eltéréseket mutatott.

Funkcionalisan az OI-on beliil szomatoszenzoros, vizuomotoros-vestibularis és
integrativ sejtcsoportok kiilonithetok el, melyek sejtjei jellegzetes topografiai
elrendezddést mutatnak. A harom, funkcionalis szempontbol eltérd régid koziil a
vizuomotoros-vestibularis magok (DMCC, DC, nucleus B) esetében tapasztaltuk az
ECM molekulak legvaltozatosabb eloszlasat. A legszembetiinébb kiilonbséget az
aggrekan esetében figyeltiik meg, hiszena DC negativnak bizonyult ezen molekulira
nézve, miga DMCC és a nucleus B teriiletén intenziv reakcio volt megfigyeheto.
Az aggrekan az AC egyik esszencialis komponense, irodalmi adatok alapjan
feltételezhetjiik, hogy a szinapszisok stabilizalasa altal gatolja a kozponti
idegrendszer kapcsolatainak atépiilését. Az aggrekan hianya a DC teriiletén
fokozhatja a szinaptikus plaszticitast az oculomotoros aktivitas soran. A mask
szembetling jelenséga neurokan expresszidja kapcsan volt m egfigyelhetd: erdteljes
reakciointenzitast detektaltunk a nucleus [ teriiletén, ezzel szemben a DC ¢s DMCC
esetében vagy nagyon gyenge festodést mutatottunk ki, vagy ezen teriiletek teljesen
negativnak bizonyultak. A neurokan fokozott expresszidja figyelheté meg

prenatalisan és a korai postnatalis korban. Termelédése jelentésen csokken a
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masodik postnatalis héttél, bar expresszioja a kozponti idegrendszer sériilését
kovetdentjra fokozodik. Egyre nagyobb szamil irodalmi adattamasztja ala, hogy az
ECM ¢érése a fejlodés soran jelentdsen korlatozza a kozponti idegrendszer
plaszticitdsat, mely folyamat részét képezia neurokan expresszidjanak sziiletést
kovet6 csokkenése is. A szomatoszenzoros magok (DAO, MAO horizontalis
lamellaja) teriiletén az ECM expresszios mintdzata csekély eltéréseket mutatott.
Annak ellenére, hogy az OI integrativ részét képez6 magok (PO, MAO rostralis
lamell4ja) kapcsolatrendszere jelentdsen eltér, az ECM molekulak eloszlasa ezeken
a teriileteken is azonosnak bizonyult. Szembetiing jelenség, hogy az aggrekan
reakci6 intenzitisa igen erds volt azintegrativ magcsoport részét képz6 PO teriiketén,
mig a vizuomotoros DC esetében nem tudtunk jelet detektilni. Ez részben
magyarazhaté a két almag kozotti funkciondlis kiilonbséggel, valamint azon
irodalmi adatokkal, melyek szerint a két mag neuronjainak elektrofiziologai

tulajdonsagaijelentds kiilonbségeket mutatnak .

4.2. Nucleus prepositus hypoglossi

A PHN parvocellularis és magnocellularis részében az ECM molekuldk eltérd
eloszlasi mintdzatot mutatnak. A két teriilet kozott kiilonbségek figyelheték meg a
neuropil festddési intenzitasiban, mely az alegységeken beliil sem egyenletes,
valamint a PNN megjelenésében is. A PHN magnocellularis részében PNN
eléfordulasat figyeltik mega HA, a WFA, az aggrekdn,a TN-R és a HAPLN1
reakciokatkovetOen, bara pericellularis festé dés intenzitasa jelentds kiilonbségeket
mutatott a magnocellularis almag sejtjei koriil. A brevikan és a neurokan jeloksét
kovetden PNN jelenlétét nem tudtuk igazolni. A PHN parvocellularis részében az
ECM molekulak ritkan alakitanak ki PNN-t, kizardlag az aggrekan és a TN-R
molekulak esetében figyeltink meghalvany pericellularis jel616dést a sejtek koriil
A CSPG-ok az emlésok kozponti idegrendszerében a PNN esszencialis részét

képezik, illetve kzismert, hogy gatlo hatassal vannak a szinaptikus plaszticitisma és

14



a kozpontiidegrendszer regeneraciojara. A vestibularis magokkal ellentétben, ahol
a PNN kialakitasiban az aggrekan, a brevikan, a neurokan és a verzikan is részt
vesz, a PHN magnocellularis teriiletén kizarolag az aggrekan jelenlétét tudtuk
azonositani. A PHN, Osszegzé funkcidja miatt, jelentds szerepet tokt be a
vestibuloocularis reflex horizontalis komponensének hatterében 4116 neuronalis
halozatkialakitdsaban, igy feltételezhetjiik, hogy a CSPG-ok tovabbiképviseldinek
hianya elOsegiti ezen neuronhalozat nagyobb foku plaszticitasit, mely
elengedhetetlen a folyamatos alkalmazkodashoza tekintet fixalasa soran.

A neuropil festddését minden egyes vizsgalt ECM molekula esetében
megfigyeltikk a PHN teljes teriiletén, azonban a legtobb esetben a magno cellulars
részben erGsebb jel volt detektalhatd. A parvocellularis és a magnocellulars
alegységek kozotti legszembetiinObb kiilonbség a neurokan és azaggrekan reakciok
esetében volt megfigyelhetd. A neuropil festédési intenzitasa az almagokon beliil
sem volt egységes, elsésorban a magnocellularis teriileten talaltunk regionalis
kiilonbségeket. A PHN parvocellularis teriiletén néhany, sotéten festddo,
szabalytalanteriilet volt megfigyelhetd az aggrekan, a verzikan és a TN-R esetében.
Az ECM reakciokat kdvetben a neuropilben, elsésorban a PHN magnocellulars
teriiletén, ovalis vagy kerek, 2-4 um atmérdju intenziven festédd struktirdk
rajzolodtak ki, melyek a kondenzalt ECM egyik tipusinak, az AC-nak felelnekmeg.
A verzikan reakcio eredményeként nagyszamil, erésen fest6dd pontszeri képletet

figyeltiink mega neuropil teriiletén, melyeka nodalis ECM jelenlétére utalnak.

4.3.Bulbusolfactorius

Jelen munkank soran leirtuk, a kozponti idegrendszer felépitésében résztvevo,
legjelentésebb ECM molekulak (HA, lektikanok, TN-R és a HAPLNI)
szervez0dését patkany BO teriiletén. Az elvégzett hisztokémiai és
immunhisztokémiai reakciok intenzitasa és a festddés mintazata jelentds
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kiilonbségeket mutatott a kiilonbdzo rétegekben és az egyes rétegeken beliil. Az
ECM molekuldk els6sorban a neuropil teriiletén voltak kimutathatok,
szervezOdésiikre mind a diffiiz, mind a kondenzalt megjelenési formajellemzd vol.
Utobbit elsésorban az AC-ok és a Ranvier-féle befiiz6dések koriili nodalis ECM-ek
képviselik, mig PNN-t csak igen ritkan tudtunk azonositani.

A glomerularis rétegben a WFA és az aggrekan esetében tapasztaltuk a
legerdsebb reakcidintenzitast, ezt kovette a HA, a neurokan és a HAPLNI
mérsékeltebb megjelenése. A leggyengébb reakciota brevikan és a TN-R mutatta,
miga GL verzikanra nézve negativ volt. Mivel a verzikan és a TN-Ra nodalis ECM
esszencialis komponenseit képezik, ezen molekulak alacsony szinti expresszidja,
illetve hianya valoszinlilega Ranvier-féle beflizodések hianyara utal, mely jelenség
magyarazhat6 a nervus olfactorius mielinizalatlan axonjainak jelenlétével. A GL
egyik legszembetiin6bb jellemvonasa az erésen és gyengén fest6dé glomerulusok
valtakozasa volt, mely jelenség megfigyelheté a WFA, az aggrekan és a HAPLN1
reakcidk esetében, és amelynek magyardzata tovabbi vizsgalatokat igényel. Egy
masik szokatlan jellemvonas, az intraglomerularis teriilet festddési mintazataban
megfigyelhetd foltszeriien festett és festetlen teriiletek szabalytalan valtakozasa.
Irodalmiadatok és sajat eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy az igy kialakult
mintazat az intraglomerularis ON, illetve non-ON kompartmentek teriiletét
reprezentalja. Az ’ON’ zoénaban a szagléham szenzoros sejtjei alakitanak ki axo-
dendritikus szinapszisokat a célsejtjeikkel, mig a ’non-ON’ zdénaban az
interneuronok k6zott jonnek 1étre dendro-dendritikus szinaptikus kapcsolatok. A
glomerulusok teriiletén a WFA, az aggrekan, a brevikan és a HAPLNI reakcio
esetében szamos AC fedezhet6 fel.

A periglomerularis térség fest6dési mintazata szintén eltérd volt az egyes
reakcidk esetében. Az ECM molekulak eltérd expresszios mintazata magyarazhatd
a periglomerularis sejtek morfolo giai, funkcionalis és neurokémiai tulajdonsagaival

A PNN jelenléte nem zarhat6 ki a periglomerularis térségben, viszont a szorosan
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egymas mellettelhelyezkedd sejtek megnehezitik az ECM molekulak pericellularis
aggregacidjanak azonositasat.

Az aggrekan, a brevikan és a HAPLNI1 expresszidé pontos lokalizaciojanak
meghatarozasahoz ezen molekulak jelolését MAP2, illetve neurofilament elleni
antitestekkel kombinaltuk. A MAP2 reakcié igazolta a dendritek nagyszamu
jelenlétét a glomerulusok teriiletén, miga neurofilamentelleni antitesttel jelo16dott
axonok csekély szamban voltak jelen. Az aggrekan, a brevikan és a HAPLNI
neurofilamenttel valo kettds jelolését koveten a glomerulusok teriiletén AC-ok
eléfordulasa volt megfigyelhetd.

A Kiilsé plexiform réteg teriiletén a verzikan kivételével, az 6sszes altalunk
vizsgalt molekula pozitiv reakciot mutatott. A legersebb reakcidintenzitist a HA,
az aggrekan, a neurokan ésa HAPLNI esetében figyeltiik meg, a brevikan és a WFA
reakcié mérsékelten erds jelet adott, mig a TN-R esetében gyenge jelolodést
kaptunk. A mitralis és a pamacsos sejtek testének lokalizacioja és azok szekunder
dendritjeinek kiterjedése alapjan, az EPL egy kiils6/felszines és egy belsd/mély
rétegre oszthatd. Az emlitett dendritek eltérd szinaptikus kapcsolatokat hoznak létre
az alrétegekben, ami maga utan vonhatja az ECM molekulak egyenlétlen elosziasat.
A HA, azaggrekan, a brevikan és a neurokanreakciok intenzivebbnek bizonyultak
a kiils6 rétegben. Ezen a ponton fontos megemliteniink, hogy a HA és a brevikan
szerepe bizonyitott a parvalbumin pozitiv sejtek érési folyamatiban és a
neuronoknak a lokalisan mar kialakult neuronhal6zatba valo integralasiban. A
parvalbumin pozitiv sejtek a BO teljes teriiletén megtalalhatok, de legnagyobb
szamban az EPL felszines részében vannak jelen.

A kozponti idegrendszer mas teriiletein végzett vizsgalataink sordn
megfigyeltik, hogy a WFA reakcid mintdzata és intenzitdsa nagymeértekii
hasonldsdgot mutataz aggrekan expresszios mintazatdval. Azonbana BO teriiletén
az eldzetes eredményekkel ellentétes képet kaptunk a két reakcio esetében: migaz

aggrekan az EPL kiils6 rétegében mutatott erGsebb expressziot, addiga WFA
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reakcid a mélyebb rétegben adott intenzivebb jelet. Ezen jelenség magyarazata
tovabbivizsgalatok elvégzését igényli.

Kozvetleniil a GL alatt, az EPL felszines rétegében, ahol a szekunder
dendritekkel rendelkezd kiilsé pamacsos sejtek szomai talalhatok, erdsen festodo
brevikan pozitiv sdvot figyeltink meg, miga mélyebb rétegek csak gyenge festddést
mutattak. Az EPL-ben a brevikan jelolés jellegzetes, pontszer(i, a BO felszinére
merdleges elrendezodést mutatott. A brevikan-neurofilament kettds jeloks
eredményeként jol lathatod volt, hogy a brevikan pozitiv pontszerli struktirdk az
axonok mentén figyelhetok meg, mely jelenség a Ranvier-féle beflizodések korili
nodalis ECM jelenlétére utal.

Az EPL teriiletén a neurokan igen erds festddést mutatott. Ezen molekularol
altalanossagban elmondhatd, hogy esszencialis komponense a juvenilis ECM-nek
és szintje a szinaptikus atrendezddésre vald képesség besziik {ilésével pathuzamosan
dramaian csokken a korai postnatalis id6szakban. A neurokan magas foka
expesszidja a BO teriiletén a szaglorendszer nagyfoka plasztikussagira utalhat.

A BO rétegeikoziila belso plexiform réteg az egyetlen, amelybenaz elvégzett
ECM reakciok mindegyike pozitivnak bizonyult.

Erdsreakcidintenzitds volt megfigyelhetd a WFA és aza ggrekan esetében, mely
jellegzetes festodési mintazattal parosult: a reakcio elvégzését kovetéen a BO
felszinére mer6leges lefutasy, erdsen festddod savok jelentek megebben a rétegben.
Anti-neurofilamenttel torténé kettés jeloléstkovetden megallapitottuk, hogy a WFA
¢és aggrekan pozitiv savok axonok koré lokalizalodnak, melyek feltételezhetden a
mitralis sejtek axonjainak felelnek meg, de a jellegzetes mintazat pontos okanak
feltarasahoztovabbivizsgalatok elvégzése sziikséges. Valosziniisithetéen a jelenség
Osszefliggésben lehet az IPL lokalisan kialakult bonyolult neuronhalozatanak
nagyfokiplaszticitasaval.

A vizsgalt molekulak ko zil kikellemelniink a TN-R-t, melynek expresszioja az
IPL teriiletén volt a leger6sebb, mérsékelt intenzitast tapasztaltunk a GCL-ben, mig
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a felszines rétegek vagy gyenge immunreaktivitast mutattak, vagy negativaknak
bizonyultak ezen molekulara nézve. Ez az expresszids mintazat visszavezetheto a
molekula neurogenezisben betoltott szerepére, miszerint a TN-R indukalja az
ujonnan képzddott neuroblastok radidlis migraciojat a BO teriiletére. A TN-R erds
expresszidja a BO mélyebb rétegeiben korrelal a radidlis migra ci6 utvonalval és
azokkal az irodalmiadatokkal, melyek szerintazuj onnan képz6d6tt neuronok nagy
része granularis és periglomerularis sejtekké differencialodik.

A granularis sejtek rétegében a legerésebb reakcio a brevikan esetében volt
lathat6, mérsékelten erds jelet figyeltiink mega HA, a neurokan és a TN-R esetében,
miga WFA reakcié gyenge jeletmutatott. Aggrekanra és HAPLN1-re nézvea réteg
negativnak bizonyult. Az erds brevikan expresszido és az aggrekan reakcid
negativitisa arra enged kdvetkeztetni, hogy a periszinaptikus ECM f6 komponense
a brevikan, melyjelenségetkordbban megfigyelték a cochlea belsé szérsejtjei koriil
kialakul6 kehelyszerii szinapszisok esetében. A verzikan reakcié eredményeként
jellegzetes pontszerii, jelo16dést kaptunk. A verzikan pozitiv pontok mennyiségétol
fliggben, egymassal alternalo, vila go sabb és sotétebb oszlopokat figyelhettiink meg
a BO ezen rétegében. A neurofilament jelolés a verzikan reakciohoz hasonlo
oszlopszerli mintdzatot mutatott, a verzikan -neurofilament kettds jelo1ést kvetden
pedig megfigyeltiikk, hogy a verzikan pozitiv pontszer(i strukturak a neurofilament
elleni antitesttel jel616dott axonok mentén helyezkednek el. A GCL mélyebb

crer

o

verzikan pozitiv pontszerii képletek stirlisége jelentdsen csékkent. Eredményeink
tehat alatimasztjak azon irodalmi adatokat, melyek szerint a verzikan a nodalis

ECM egyik f6 komponensétképezi.
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5. Osszefoglalas

Jelen munkénk soran leirtuk azECM legfébb molekuldinak (HA, lektikanok,
TN-R és HAPLN1) el6fordulasat és szervezédését az Ol,a PHN ésa BO teriiletén,
patkanyban. Hisztokémiai és immunhisztokémiai reakciok segitségével a fent
emlitett molekuldk mindegyike kimutathatd volt mindharom vizsgalt teriileten,
viszont a molekulak megjelenése, szervezddéseés a fest6dés intenzitasa eltéréseket
mutatott az egyes rétegek/almagok kozott, illetve bizonyos esetekben az egyes
rétegeken/almagokon beliil is.

Vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy az OI és a PHN kozott jelentds
kiilonbségek figyelhetok meg az ECM szervezddését illetden. Az Ol esetében a
legszembetiin6bb jelenség a PNN hidnya, amely magyarazhat6 azzal, hogy az Ol
neuronjainak sejttestén és a dendritek proximalis részén ritkdn fordulnak eld
szinapszisok. APHN magno- és parvocellularis része kozott is jelentds eltéréseket
tapasztaltunk. Er6s PNN volt megfigyelheté a magnocellularis almag neuronjainak
tobbsége koriil, miga parvocellularis részben a pericellularis jel516dést nem tudtuk
bizonyitani, az ECM kizaroélag diffiz modon a neuropil teriiletén jelent meg,
Valoszinisitjiik, hogy az Ol és a PHN kozott, valamint a PHN két almagja kozott
megfigyelt kiilonbségek Osszefliggésben vannak az emlitett teriiletek afferens és
efferens kapcsolatait, cytoarchitechturajat és fiziologiai tulajadonsagait érintd
kiilonbségekkel, valamintazzal a ténnyel, hogy eltérd szere pettdltenek be a tekintet
és a testhelyzet koordinalasaban. Az ECM molekulak eloszlasanak ismeretea nuclei
precerebellares teriiletén normal koriilmények k6zott elengedhetetleniil sziikséges
ahhoz, hogy feltarjuk a vestibularis 1ézi6t koveté kompenzacid soran esetlegesen
végbemend valtozasokat a vestibularis magkomplex-szel kapcsolatban 4l
teriileteken.

A BO esetében azt tapasztaltuk, hogy a kiilonb6z6 ECM molekuldk
kimutatasara elvégzett hisztokémiai és immunhisztokémiai reakciok elsdsortban a
neuropil teriiletén mutattak pozitivitast. A PNN kizardlag vékony formaban jelent
meg és csak a mitralis sejtek koriil volt megfigyelheté a WFA és az aggrekan
reakciot kovetéen. Ezen eredmények Osszhangban vannak a szaglorendszer
neuronhalozatanak élethosszigtartd atrend ezodésével, mely a meglévo szinaptikus
kapcsolatok felbomlasan ¢és uUjrarendez6désén, valamint az interneuronok
folyamatos képzodésén és a BO-ba valoé bevandorlasan keresztiil valosul meg A
PNN kifejlett korban gatolja a neuronalis plaszticitast, mivel a pericellularis
molekulaszovedék akadalyozza 10j szinaptikus kapcsolatok kialakulasat és
korlatozza a szinapszisokban talalhato receptorok motilitasat. Tehat a PNN ritka
megjelenése Gsszefliggésben lehet a BO teriiletén megfigyelhetd kiemelkedd
neuronalis plaszticitassal.

Eredményeink hozzajarulhatnak ahhoz, hogy megértsiikaz ECM neuronalis
plaszticitasban és regeneracioban betoltott szerepét.
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