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BEVEZETES

Az emberiséget az 1idok kezdete oOta foglalkoztatjdk a fajdalom
csillapitasanak lehetdségei, és a mai napig ez az orvostudomany egyik f6 feladata. A
fajdalomcsillapitds barmely betegség gyogyitasa sordn kiegészitheti a terdpiat, mert
javitja a beteg kozérzetét, fokozza egylittmikodését és lehetévé teszi sebészeti
beavatkozasok elvégzését. Ugyanakkor egyes betegségek végsatdiumaban gyakran a
fajdalomcsillapitds az egyetlen dolog, amit egy orvos a betegéért tehet. Ennek
ellenére, az idedlis analgetikum kidolgozasa, a tudomany forradalmi Gjitasai ellenére
a modern technoldgia kordban is varat magara.

Ahhoz, hogy a modern f4jdalomcsillapitd eljarasok fejlesztése terén
eléreléphessiink, elengedhetetlen, hogy magat a fajdalomérzé rendszert a lehetd
legrészletesebben megismerjiikk. Minél jobban megértjik a fajdalmas ingertilet
feldolgozasat szolgdld rendszert, anndl tobb lehetdségiink lesz a beavatkozasra.
Ebben az ingeriiletfeldolgozé rendszerben a gerincveldre sokaig mint egyszeri relé
allomasra teintettek, melynek az egyediili feladata az informacié tovabbitisa a
perifériar6l a magasabb rendli agyi kozpontok felé. Ma azonban mar tudjuk, hogy a
gerincveld végzi a nociceptiv ingeriilet elsddleges feldolgozasat ennek keretében
pedig koordinécios, szabalyozd és modulativ funkciokat is ellat. Melzack és Wall
kapukontroll elméletének 1965-6s publikalasa ota a fajdalomérzd rendszerre iranyulo
kutatasok egyik {6 teriiletévé a hatsé szarvi neuronhdlozatok miikodésénk vizsgalata
valt. A gerincveld hétsd szarvi neuron-populaciok minél alaposabb megismerése,
neurokémiai és elektrofiziologiai karakterének felderitése segithet az A4ltaluk
létrehozott  neurondlis  haldézatok  miikodésének  és  ezek  nociceptiv
ingeriiletfeldolgozasban betdltott pontos szerepének megértésében. Ez az
ismeretanyag kitlintetett jeletdséggel birhat olyan specifikus ¢és hatékony
fajdalomesillapité eljarasok fejlesztésében, melyeknek kevesebb vagy elhanyagolhatd

magasabb rendli kdzponti idegrendszeri mellékhatasa van.



ELMELETI HATTER, IRODALMI ATTEKINTES

A gerincveld sziirkeallomanya mells6- €s hatsd szarvra oszthatd. Mig az
elébbi motoros funkciokat 1at el, az utdbbinak a szenzoros ingeriiletfeldolgozasban
van szerepe. A sziirkedllomany cytoarchitektonikai sajatsagai alapjan tiz laminara
oszthatd, melyek koziil az I-es lamina és a Il-es lamina dorsalis kétharmada (Ilo)
alkotja a feliiletes hatso szarvat. Itt végzddnek azok primer afferens rostok, melyek a
nociceptiv informaciot szallitjak a perifériardl, igy ez a teriilet kiemelt jelentdséggel
bir a fajdalomérzésben. A vékony myelinizalt és myelinizalatlan rostok altal szallitott
informaciot a feliiletes hatsé szarvi interneuronok (local-circuit neuron, LCN)
dolgozzék fel, ezt kdvetden pedig projekcids neuronok (PN) tovabbitjadk azt a
szupraspinalis kdzpontok felé. A projekcids neuronok axonjai képezik a gerincveldi
felszallo fajdalomérzd palyakat, melyek koziil legjelentésebb az anterolateralis
rendszer (anterolateral tract, ALT).

Az elmult évtizedekben kiilonbozo szerzok szamos, a feliiletes hatso szarvi
neuronalis Osszekottetések miikodését feltarni hivatott hipotetikus neuronhélozati
modellt irtak le. Ezek a modellek elsdsorban a II-es lamina neuronjaira fokuszaltak,
¢és azt feltételezték, hogy a nociceptiv ingeriiletfeldolgozast lokalis, szegmentalis
neuronhalézatok végzik, melyek nem allnak kapcsolatban a gerincveld6 mas
teriileteivel. Ugyanakkor az utobbi években egyre tobb kisérletes adat latszik
alatdmasztani Szentdgothai koradbbi axon-degenerdcios vizsgalatokkal szerzett
eredményeit, melyek rovid- és hosszab tava longitudindlis propriospinalis
kapcsolatokrol szamolnak be. Petkd és mtsai. axonjeldlési technikdkkal vizsgaltak és
igazoltdk ezen propriospindlis kapcsolatokat, és eredményeik ramutattak, hogy a
gerincveld hats6 szarvi laterdlis teriiletein a propriospinalis kapcsolatok joval
kiterjedtebbek mint a medialis teriileteken.

Sziics ¢és mtsai. morfologiai vizsgéalatainak eredményei szerint a lateralis
propriospinalis kapcsolatok egy részét az I-es lamina bizonyos projekcios
neuronjainak (LCT-PN) lateralis kollateralisai alkothatjdk, mig tovabbi jelentds
hanyadukat feltehetdleg interneuronok adjak. Sajnalatos modon azonban, foként
technikai okokbdl addéddan, nem elérhetd ezen interneuronok olyan részletes
morfoldgiai leirdsa, amely aldtdmaszthatna ezt a feltevést.

Az intenziven kutatott feliiletes hatsé szarvi neuronok mellett a

meglehetésen negligalt nucleus spinalis lateralis (LSN) képezheti a lateralis



propriospinalis kapcsolatok masik célpontjat. Az LSN a dorsolateralis funiculus
(DLF) teriiletén elszort neuronokbol all, és egy folyamatos magoszlopot képez a
hatsé szarvtol ventrolaterdlisan, mely az agytorzs-gerincveldi atmenettdl a sacralis
gerincveldszegmentumokig tart. Axonjelolési technikakkal végzett kisérleti
eredmények azt mutatjak, hogy az LSN neuronjai szdmos, a szomatoszenzoros illetve
nociceptiv ingeriiletfeldoglozasban résztvevd, szupraspinalis kozponttal 4llnak
kozvetlen kapcsolatban. Az LSN neuronjai vetitenek pl. a nucleus parabrachialis, a
periaqueductalis sziirke4dllomany, a nucleus tractus solitarii, a medullaris formatio
reticularis, a nucleus accumbens, a septum, az amygdala valamint az orbitalis kéreg
felé, diencephalikus célpontjaik kozott pedig egyarant szerepel a hypothalamus és a
thalamus. A feliiletes hats6 szarvval ellentétben az LSN bilateralisan vetit a thalamus
mediodorsalis magcsoportjdhoz, és egyes szerzok szerint ennek a palyanak is szerepe
lehet a fajdalom emociondlis és kognitiv OsszetevOinek kialakitdsdban. Ezek az
irodalmi adatok mind azt mutatjak, hogy az LSN neuronjainak tobbsége projekcios
sejt, és ezt a feltevést tamasztja ald Réthelyi morfoldgiai leirdsa is, mely szerint az
LSN neuronjainak axonja roviddel eredésiik utdn myelinizaltta valik. A
szupraspinalis kozpontok mellett az LSN az I-es Il-es, V-0s és VlIl-es lamina
neuronjaival is kapcsolatban all. Réthelyi beszamol tovabba arrdl is, hogy az LSN
neuronjai kettdsen jelolhetdk az agytorzs €s a diencephalon, valamint az agytorzs és a
gerincveld teriiletén injektalt jeloldanyagokkal, ami felveti annak a lehetdségét, hogy
ezek a sejtek axon kollaterdlisaikon keresztiil propriospinalis kapcsolatokat is
létesitenek.

Az LSN teriiletén szamottevd mennyiségli peptiderg varikozitast irtak le,
melyek szdma nem véltozott sem dorsalis rhizotomiat, sem a leszalld palyak
szinaptikus bemeneteik tobbségét azonos vagy szomszédos szegmentumokban
elhelyezkedd gerincveldi interneuronok adjak. Ugyanakkor az I-es lamina projekcios
sejtjeinek egy része is rendelkezik olyan axon kollateralisokkal, melyek a
dorsolateralis  funiculusban szinaptikus kapcsolatokat 1étesithetnek az LSN
neuronjaival, bar ezidaig ilyen kapcsolatok jelenlétét elektrofizioldgiai vizsgalatokkal
nem erdsitették meg.

A feliiletes hats6 szarvval ellentétben az LSN neuronjair6l rendelkezéstinkre
allé morfologiai ismeretek igen hidnyosak. Annak ellenére, hogy az LSN

neuronjainak tobbsége feltételezhetden projekciés neuron, semmit sem tudunk



példaul axonjaik gerincveldi lefutasardl, holott kollateralis dgakon keresztiil ezek a
neuronok is kialakithatnak propriospinalis kapcsolatokat.

Az  interszegmentalis  propriospinalis  kapcsolatok  vizsgalatdnak
elengedhetetlen eleme a paros elektrofizioldgiai elvezetés. Az elektrofiziologiai
kisérletekben jellemzden alkalmazott vékony szeltpreparatumok technikai korlatai
miatt azonban, ezidaig csak sporadikus, dontéen in vivo kisérletekbdl szdramzo
eredmények 4allnak rendelkezésre. A kozelmultban kidolgozott ferde felszini
infravorés LED (IR-LED) megvilagitasi technika ugyanakkor alkalmas a feliiletes
neuronok fehéralloméanyon keresztiili tanulmanyozasara, igy sikeresen alkalmazhato
intakt lumbdalis gerincvel6i  blokkprepardtumok in vitro vizsgdlatira. A
blokkpreparatumban nem csak a rovid- és hosszu tavu, rostrocaudalis kiterjedésti
propriospinalis kapcsolatok vizsgalata valik lehetévé, de az egyedi intracellularis
neuronjeldlés hatdsfoka is javithatd, mert a jeldlt sejt nyulvanyai, ellentétben a
szeletpreparatumban  tapasztaltakal, nem csonkolédnak. A  hatsé szarvi
neuronhalézatok vizsgalatanak hatékonysaga tovabb ndvelheté amennyiben a paros
elvezetések sordn a preszinaptikus sejtet un. sejt-kapcsolt stimuldcioval ingereljiik.
Ez a megkozelités a hagyomanyos kettds elvezetésekkel Osszehasonlitva joval
nagyobb szamu preszinaptikus neuron tesztelését teszi lehetove.

A ferde felszini infravords megvilagitds illetve az un. sejt-kapcsolt
preszinaptikus stimulacids technika kombinéacidjat alkalmazva intakt, lumbalis
gerincveldi blokkpreparatumokon egy igen hatékony eszkoz all rendelkezésiinkre a

propriospinalis neuronhalozatok kutatasara.



CELKITUZESEK

Kisérleteink soran f6 célunk a latero-lateralis propriospindlis kapcsolatok

kombinalt elektrofiziologiai és morfologiai modszerekkel vald vizsgalata, illetve az

ezeket a kapcsolatokat kialakitd neurondlis elemek azonositdsa és tanulményozésa

volt.

a)

b)

Az I-es lamina interneuronjair6l olyan alapos morfologiai tanulmanyt
kivantunk késziteni, mely magaban foglalja az axon kiterjedésének,
elagazddasi mintdzatanak ¢és lehetséges célteriileteinek leirasat,
ezaltal segithet megbecsiilni lehetséges szerepiiket a propriospinalis
kapcsolatok 1étesitésében.

Ezt kovetéen in vitro elektrofiziologiai eszkozokkel kivantuk
vizsgalni az I-es lamina és az LSN neuronjai altal fogadott latero-
lateralis propriospinalis kapcsolatokat.

Végiill  kihaszndlva az  elektrofiziologiai modszerek — adta
intracellularis egyedi neuronjelolés lehetdséget, vizsgalni kivantuk az
LSN neuronok morfologiai sajatossagait, kiilonds tekintettel azok

axon-lefutasi mintazatara.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Az I-es lamina és az LSN neuronjainak leképezése

Kisérleteinkhez P14-21 koru laboratoriumi Wistar patkdnyok gerincveldjét
tavolitottuk el, amit a mérések megkezdéséig szobahdmérsékletli oxigenizalt
mesterséges agy-gerincveldi folyadékban (ACSF) tartottuk. A gericveld lumbalis
szegmentumat, cianoakrilat alapu ragasztd segitségével, a dorsolatrealis felszinnel
felfelé egy aranylemezhez rogzitettiik.

A vizsgalni kivant neuronokat egy 40x-es nagyitdsu immerzios objektivvel
felszerelt Zeiss Axioskop FS (Carl Zeiss Microscopy, USA) tipusu mikroszkoppal
tettlik lathatova ferde infravorés LED megvilagitas és egy CCD kamera (Hamamatsu,
Japan) segitségével. Az I-es lamina laterdlis részének azonositasaban a véletenszerii
iranyultsagot mutato rostok kozott elhelzezkedd, atlagosan 20 um nagysagu, elszort
sejtek azonositasa segitett. Az LSN-t az I-es laminat6l ventrolaterdlisan volt
fellelhetd, jellemzéen nagyméretli neuronok alkotjdk, melyek parhuzamosan

rendezett, rostrocaudalis lefutasa rostok kozott elszortan talalhatoak.

Elektrofiziologiai mérések és intracellularis neuronjelolés

Kisérleteink soran neuronparokat vizsgaltunk, melyek koziil az I-es lamina
leglateralisabb részén vagy az LSN teriiletén elhelyezkedd posztszinaptikus sejt
aktivitasat teljes-sejt patch-clamp technikaval regisztraltuk. A kisérlet teljes
iddtartama alatt oxigenizalt ACSF-et dramoltattunk keresztiil a mérékamran; ennek
Osszetétele a kovetkezd volt: NaCl 115mM, KCIl 3mM, CaCl, 2mM, MgCl, ImM,
NaH,PO,; ImM, NaHCO; 25 mM ¢és gliikkdz 11mM (az oldatot O, és CO, 95%-5%
aranyu keverékével buborékoltattuk, amig elérte a 7,4-es pH értéket).

Az elektrofiziologiai mérésekhez hasznalt pipettakat vastag fali boroszilikat
kapillarisokbol (BioMedical Instruments, Németorszag) készitettiik vertikalis
(Narishige PC-10, Japan) vagy horizontalis (Sutter P-97, USA) pipetta-huzo késziilék
segitségével. Ezt kovetden a pipettdk hegyét egy erre a célra kialakitott késziilék
(Narishige Microforge MF-830) segitségével poliroztuk, hogy végso ellenallasuk 4-5
MQ kozott legyen.



A pipettakban taldlhaté intracelluldris oldat Osszetétele a kovetkezd volt:
KCI 3mM, kalium-gliikkonat 150 mM, MgCl, 1 mM, BAPTA 1mM, Hepes 10 mM.
Az oldat pH-jat KOH-dal 7,3-es értékre titraltuk. Az oldat végsé K" koncentracidja
160 mM volt. Az intracelluléris oldathoz minden kisérlet kezdetén biocytint (0,5-1%)
adtunk. Annak érdekében, hogy a jeloldanyag minél hatékonyabban feltdltse a
vékonyabb neuronalis nyulvanyokat, az elektrofiziologiai mérések kezdetén és végén
egyarant depolarizal6 1épésekbdl allo protokollt alkalmaztunk.

A kisérletek dontd részét a portoi Instituto Biologia Molecular e Celular —
ban (IBMC, Rua do Campo Alegre 823, 4150-180 Porto, Portugélia) végeztiik, ahol
EPC10-Double (Heka, Németorszag) tipusi erdsitdt hasznaltunk, mig a tovabbi
kisérletek sordn, a Debreceni Egyetem Anatoémiai, Szovet- ¢és Fejlodéstani
Intézetében egy Axopatch 1D tipust erdsitdt hasznaltunk (Axon Instruments, USA).
Az elvezetett szignalt 2.9 kHz-en low-pass filterrel sziirtiik, a mintavételezés 10 kHz-
es frekvenciaval tortént. Az offset potencidlokkat a nagy ellenallasti kapcsolat
kialakitasa elétt kompenzaltuk. A folyadék junkcids potencial értékét kiszamoltuk
(15 mV) és az erdsité kompenzacios aramkorén keresztiil korrigaltuk.

A potencidlis preszinaptikus neuronokat az I-es lamina teriiletén kerestiik, a
posztszinaptikus sejttdl egy-két latotérre medidlisan és egy-hét latdtérre caudalisan.
Miutén a posztszinaptikus sejttel kialakitottuk az elvezetéshez sziikséges teljes-sejt
konfiguraciot, a latotér caudalis részén feljegyeztiink két-harom, a tdjékozodast segitd
struktarat, majd az objektivet caudalis irdnyba mozgattuk mig a tajékozdodasi pontok
a latotér rostralis végén eltlintek. A preszinaptikus jeldlt neuronokat az ilyen modon
azonositott, egymassal szomszédos latoterekben kerestiik. Egy latotér hossza a
mikroszkdp és kamera bedllitdsai mellett a mi esetiinkben kb. 180 um volt.

Kisérleteink soran a sejt-kapcsolt stimuldlé pipettdt 500 mM-os NaCl
oldattal toltottiik fel, melyhez a kisérlet elején 1,5% biocytint adtunk. A potencialis
preszinaptikus sejteket sejt-kapcsolt konfigurdcioban 1 Hz-es frekvenciaval
stimuldltuk Ims hossz, 100 nA erdsségli arammal EPC10-Double (Heka,

Németorszag) vagy Axoclamp 2B (Axon Instrments, USA) erdsitd segitségével.



Monoszinaptikusan kapcsolt neuronparok azonositasa

A monoszinaptikusan  kapcsolt neuronparok azonositdsdra hasznalt
protokollban a preszinaptikus stimulust (100 nA, 1 ms) megel6zden és azt kovetden
is 200 ms-on keresztiil fesziiltség-zar iizemmoddban vezettiink el az esetleges
posztszinaptikus sejtrél. Az esetek egy részében a stimulus el6ti iddtartam ennél
rovidebb, 20 ms volt. A protokollt 90-szer ismételtiik meg, 1 Hz-es frekvencidval. A
regisztratumokat a kisérletet kovetden értékeltiik, elemezve, hogy a preszinaptikus
stimulus hogyan befolyasolta az excitatorikus posztszinaptikus aramok (EPSC)
szamat. A kivaltott valasz latencidjat az 1 ms-os preszinaptikus stimulus végétdl a
kivaltott EPSC maximalis amplitiddja 10%-anak eléréséig szamitottuk. A stimulust
megeldzo, illetve azt kovetd szakaszon az EPSC-ket automatikusan detektaltuk
MiniAnalysis (Synaptosoft, USA) szoftver segitségével. A posztszinaptikus valaszt
akkor tekintettik monoszinaptikusnak, ha a latenciaid6k varianciaja, alacsony
kihagyasi arany (,,failure rate”) mellett, 4 ms-on beliil volt. Ezeket a kritériumokat
irodalmi adatok alapjan allitottuk fel, Santos és mtsai. ugyanis kimutattak, hogy az I-
es lamina neuronjai tobb, eltérd tavolsagu axodendritikus kapcsolatot létesithetnek
egymassal, emiatt a monoszinaptikus EPSC-k kiilonb6zé komponenseinek latencidi
lényegesen kiilonbozhetnek. A kivaltott valaszok monoszinaptikus voltat az egyes
EPSC komponensek kozotti esetleges atmenetek detektalasaval is megerdsitettiik.
Azon regisztratumok esetében, melyeket az Axopatch 1D erdsitd segitségével
vezettiink el, a preszinaptikus stimulaciot Axoclamp 2B erdsité (Molecular Devices,

USA) segitségével végeztiik.

Hisztokémiai feldolgozas

A preparatumokat legalabb 72  6ran  keresztil fixaltuk  4%-os
paraformaldehid oldatban. A fixalast kovetden a gerincveldt agargélbe agyaztuk és
100 um vastagsagu sagittalis vagy transzverzalis metszeteket készitettiink egy VT
1000S tipust (Leica, Németorszdg) vibratome segitségével. Ezt kovetden a
metszeteket 50%-0s etanollal permeabilizaltuk, majd a biocytint ExtrAvidin-
peroxidazzal (1:1,000 higitas; Sigma) valé konjugalds utan diaminobenzidin (DAB)

kromogén reakcioval tettilk lathatova. A metszetek egy részének esetében 1%-os



toluidinkék oldatos hattérfestést alkalmaztunk, majd dehidralast kovetéen DPX
(Fluka, Svajc) segitségével fedtiik le dket. A metszetek masik részét 1%-os OsO4
oldatos inkubalast kovetden epoxi-rezinbe (Durcupan; Fluka, Sajc) agyaztuk. A
metszetekrdl egy Guppy tipusit (Allied Vision Technologies, Németorszag)
kameraval felszerelt, Primo Star (Carl Zeiss Microscopy, USA) mikroszkop
segitségével 10x-es €s 40x-es objektivvel készitettiink felvételeket. A fényerdsséget
¢és a kontrasztot a disszertacioban bemutatott osszes felvételen az Adobe Photoshop

szoftver segitségével allitottuk be.

A jelolt neuronok 3-D rekonstrukcidja és analizise

A teljes neuronokra ¢és gerincveldi kontarokra kiterjed6 3-D
rekonstrukciokat sorozatmetszetek alapjan készitettik el Neurolucida (MBF
Bioscience, USA) segitségével.

A sorozatmetszeteket 40x-es objektivet hasznalva egyenként megrajzoltunk,
majd az egyes metszetekrdl készitett rajzokat a szomat tartalmazd metszettol
kiindulva egymashoz igazitottuk és az illeszkedd pontokat 6sszekotottiik. A rezinbe
agyazott metszetek esetében a hisztokémiai feldolgozas kovetkeztében a metszetek
vastagsaga (Z tengely mentén mért kiterjedése) az eredeti 100 pum 80-90%-ara
csokkent. Mivel ez hasonld mértékii volt mint az X és Y tengely mentén tapasztalt
zsugorodas, ezekben az esetekben korrkciot nem alkalmaztunk. A DPX-be agyazott
metszeteknél a Z tengely menti zsugorodas nagyobb mértékii volt, ezért ezekben az
esetekben a metszet vastagsagat 80 um-re korrigaltuk, hogy ardnyos legyen az X és Y
tengely menti értékkel és a rekonstrukciok dsszevethetéek legyenek.

A morfometriai analizist és az alapvetd kvantitativ jellemzok mérését (Sholl
analizis, dendrit szegment hossz kalkulaci6, tliskék szama és denzitasa, Fan-in
analizis) a Neurolucida Explorer (MBF Bioscience, USA) program segitségével

végeztik.

Varikozitas-eloszlas és akcios potencial terjedési ido kalkulalasa és megjelenitése

A rekonstrudlt interneuronok axonjdn bizonyos térfliggd vizualizalt

morfometriai analiziseket elvégezéséhez sajat fejlesztésii, a Blender 3D modellezd



szoftverbe integralddd, Python programnyelven készitett programot hasznaltunk
(Py3DN; https://sourceforge.net/projects/py3dn/). A rekonstrukcidés adatokat a
program a Neurolucida filebol konvertalta, hogy a Python programozoi kérnyezetben
felhasznalhatok és Blender 3D-ben megjelenithetok legyenek

Az axon minden egyes pontjara kiszamitottuk, hogy mennyi iddbe telik amig
egy az inicidlis szegmentumbol kiindulod feltételezett akcids potencidl eléri azt.
Feltételezve, hogy minden egyes axonszegmentum vezetési sebessége a hosszatol és
az atmérdjétdl fiigg, a terjedési id6 (J) a kovetkezd egyenlettel irhatd le: 6 = l/(kd),
ahol / a szegmentum hossza, k konstans (10 m/s myelinizalt és 380 m/s
myelinizélatlan rostok esetében), d pedig a rostdtmérd. A rostatmérdnek azt a
kiiszobértékét, amely felett az axon myelinizaltnak tekinthetd elektronmikroszkopos
mérések alapjan hataroztuk meg. Az akcids potencidl terjedési idejét az axon minden

egyes pontjan szinkdddal jelenitettiik meg.

Elektron mikroszkopia

Az elektron mikroszkopidra szant gerincveldket paraformaldehid-
glutdraldehid 4%-0.1%-0s keverékében fixaltuk, VT1000S tipusu (Leica,
Németorszag) vibratommal 100 pm vastagsagu metszeteket készitettiink beldliik, ezt
kovetden pedig a metszeteket folyékony nitrogénnel permeabilizaltuk. A biocytint a
HRP-DAB protokoll szerint hivtuk el (részletesen ld.:Hisztokémiai feldolgozas),
majd a metszeteket 1%-os OsO4 oldatban utofixaltuk, dehidraltuk, végiil epoxi-
rezinbe (Durcupan; Fluka, Svéjc) dgyaztuk.

A vizsgéalni kivant teriiletet kivagtuk és ultravékony metszetek készitése
céljabol wjra bedgyaztuk. A metszeteket a kontraszt fokozasa érdekében Olom-
citrattal ¢és uranil-acetattal kezeltik, majd egy JEM 1400 TEM tipust
elektronmikroszkoppal ~(JEOL, Japan) vizsgaltuk. A  biocytinnel  toltott
axonprofilokrél SC1000 Orius tipusu (Gatan, Usa) CCD kamera segitségével
készitettiink felvételeket 20,000x vagy 50,000x-es nagyitas mellett.



Statisztikai analizis

A statisztikai analiziseket a SigmaStat 3.0 (Systat Software, USA) szoftver
segitségével végeztiikk. Az I-es lamina lateralis teriiletein kiviil esd és az LSN
teriiletén elhelyezkedd neuronok morfometriai analizise soran talalt kiilonbségeket
Student t-proba vagy Mann-Whitney teszt alkalmazasaval vizsgéltuk. Az EPSC
kinetika Osszehasonlitasat az egyes csoportok kozott a Kruskal-Wallis proba és a
Dunn modszer szerint végeztiik. Azokat a kiillonbségeket tekintettiik statisztikailag
szignifikansnak, ahol p<0.05 értéket kaptunk.

A szamértékeket atlag £ SEM formdjaban tlintettiik fel.



EREDMENYEK

I-es lamina interneuronok morfologiaja

Kutatocsoportunk 82 sejt vizsgalata alapjan készitett részletes leirast az I-es
lamina interneuronjairdl. A sejtek koziil 13 esetében komplett 3-D rekonstrukciot is

végeztiink, ami tovabbi analizisek elvégzését tette lehetvé.

Az axon kiterjedese

Az I-es lamina interneuronjainak legszembetiindbb ko6zds tulajdonsaga,
hogy mig ipsilateralisan szdmos helyi, varikozus axonkollateralissal rendelkeznek,
addig az ellenkezd oldalra nem adnak agat.

Az interneuronok axonja az esetek tobbségében egy 100-120 um vastagsagu
savot foglalt el a sziirkedlloméany dorsalis részén, amely a feliiletes hats6é szarv
allomanyanak felel meg. Az axon esetenként mélyebbre terjedve a Ill-as laminat is
elérte. Mig a jelolt axon mediolateralis és dorsoventralis kiterjedése atlagosan 636 +
27 um ¢és 295 + 41 pm volt, a rostrocaudalis kiterjedése szignifikdnsan nagyobbnak,
mintegy 2312 + 116 pm-nek bizonyult, ami a kisérletekhez felhasznalt életkort
patkanyokon két-harom gerincveldi szegmentumnak felel meg. A lokalis axonhéalozat
vagy a sejttest koré rendezddott, vagy rostrocaudalis irdnyban elnytlt. Néhany, az I-
es lamina leglateralisabb részén elhelyezkedd interneuron esetében az axon dontd
része medialisan helyezkedett el, a sejttestdl tobb tiz mikrométeres tavolsagban.

A fentiekben leirt lokalis axonfelhd mellett az I-es lamina interneuronok
tobbsége egy vagy tobb, esetenként varikozus, maskor myelinizalt megjelenésii
kiilonallo axon-aggal rendelkezett, amelyek a szomszédos fehérallomany teriiletén,
igy pl. a Lissauer kotegben, a dorsalis- (DF), a dorsolateralis- (DLF) ¢és a lateralis
funiculusban (LF) futottak. Ezen elkiiloniilt 4gak tovabbi, kiilonbozd slriiségii
varikdzus, myelinizélatlan kollateralist adtak a f6 axonfelh6tdl disztalisan. Utobbi
agak jelenléte miatt végeztilk el a késObbiekben az axon finomszerkezetének és

szervezddésének a vizsgalatat.



Az I-es lamina interneuronok elagazodasi mintdazata és varikozitas-eloszlasa

A vizsgalt neuronok egy részében a fo axon csak harom-négy elsddleges
agat adott le melyek koziil a proximalisak dominaltak. Mas esetekben a f6 axon akar
hét primer agat is adott, és ezeknél a tavolabbi agak foglaltak el nagyobb teriiletet.
Minden esetben jellemzd volt azonban a primer agak célteriiletei kozotti kisebb-
nagyobb atfedés.

A varikozitas-eloszlasi térképek, a fizikalis tavolsag mérésekkel és a Sholl
analizis eredményei alapjan az I-es lamina interneuron axonok legtobb varikozitasa a
sejttest kozelében, de nem feltétleniil akoriil volt megtalalhatd. Az esetek egy
részében a varikozitdsok szama és sirlisége a sejttestél tavolodva fokozatosan
csokkent. Ugyanakkor voltak olyan interneuronok a mintankban, amelyek a sejttest
500 pum-es kornyezetében kevesebb varikozitassal birtak, de attdl tavolodva, tovabbi
lokalis akkumulaciét mutattak, esetenként tobb szaz mikrométeres tavolsagban a

rostrocaudalis vagy mediolateralis tengely mentén.

Az I-es lamina interneuronok axonjanak finomszerkezete és ezek hatasa az akcios
potencial terjedesi idejere

Az a megfigyelésiink, hogy vastagabb, myelinizalt megjelenésii axonokbol
esetenként tavoli, vékony, varikdézus kollateralisok eredtek, felvetette annak a
lehetdségét, hogy a kiilonbozd megjelenésti szakaszok finomszerkezete eltérd lehet.
A kérdés tisztazasara, egy jellegzetes axonteriiletrél, ahol mindkét tipus
megfigyelhetd volt, elektronmikroszkopos felvételeket készitettiink. Vizsgalataink
alapjan a myelinizalt megjelenésti axonprofilok kivétel nélkiil tobb, koncentrikus
rétegben elhelyezkedd myelinhiivellyel birtak. Ezek atméréje 760 + 28 nm (n=24)
illetve 453 + 18 nm volt myelinhiivellyel és anélkiil. Ugyanakkor a varikozus
axonprofilok esetében mind a varikozitdsok teriiletén, mind a varikozitasok kozotti
szakszokon hidnyzott a myelinhiively. Ezeknek a profiloknak az atmérdje atlagosan
311 £ 10 nm volt.

Ahhoz, hogy meghatdrozhassuk, hogy a kiilonb6zé axonszegmentumok
hogyan jarulnak hozzd az akcidés potencidl terjedéséhez, egy Python nyelven
elkészitett programot haszndltunk, mely segitségével lehetdségiink nyilt az axon
mentén az akciés potencidl terjedési idejének  feltérképezésére. Az

elektronmikroszkopos felvételek alapjdn meghatdrozott atmérdk atlagértékei és



hisztogramjai alapjdn meghataroztunk egy 0,35 pum-es kiiszobértéket, ami felett az
axont myelinizaltnak tekintettilk. A vezetési sebességet 0,38 m/s-nak vettik a
myelinizalt és 10 m/s —nak a myelinizalatlan szegmentumok esetében Az akcids
potencial maximalis terjedési ideje szemmel lathatéan lecsokkent abban az esetben,
amikor a 0,35 pum feletti &tmérdjii rostokat myelinizaltnak tekintettiik, ahhoz képest,
amikor minden szegmentumot myelinizalatlannak teintettiink. Azon interneuronok
esetében, melyek tavoli végelagazasi terliletekkel birtak, a maximalis terjedési

értékek 20%-kal csokkentek.

A lumbalis gerincveld lateralis propriospinalis kapcsolatai

A propriospinalis kapcsolatok vizsgalata soran az I-es lamina leglateralisabb
részén és a LSN teriiletén 0sszesen 86 sejtrdl végeztiink elektrofiziologiai elvezetést
teljes sejt konfiguracioban. Bar az elektrofizioldgiai kisérleteket kdvetéen minden
esetben megkiséreltiikk a biocytinnel jelolt neuronok eléhivasat, ezt csak 32 esetben
tudtuk teljes mértékben kivitelezni (37%-os siker rata), ami lehetdvé tette ezen sejtek

axonjanak és szomatodendritikus doménjének pontos lokalizacidjat  és

crer

Szinaptikus kapcsolatok

A 86 teljes-sejt elvezetésbdl 54 esetben kiséreltiink meg preszinaptikus
stimuldciot, Osszesen 241 potencidlis preszinaptikus neuron stimulalasaval (egy
posztszinaptikus jelolt esetében legalabb 1, legfeljebb 18 preszinaptikust teszteltiink).
A legtdbb esetben az esetleges preszinaptikus sejteket a posztszinaptikus jeldlttd]
caudalisan elhelyezkedd elsé harom latotérben kerestiik. 224 esetben a preszinaptikus
stimuldci6é nem valtott ki semmilyen vélaszt a posztszinaptikus jelolt sejten. Ezekben
az esetekben az esetleges mono- vagy poliszinaptikus kapcsolat hidnyat a
posztszinaptikus neuronr6l, a stimulust megel6z6 ¢és azt kovetdé 200 ms-os
periodusban elvezetett EPSC-k frekvencidjanak valtozatlansdga is megerdsitette. A
tapasztaltakat ugy értékeltiik, hogy ezek kozdtt a neuronparok kozott nem volt
szinaptikus kapcsolat.

12 esetben a preszinaptikus neuron stimuldcidja egy stabilan kivalthato
EPSC-t eredményezett a posztszinaptikus sejten melynek a latencidja atlagosan 5.7 +

1.5 ms (n=12, latencia tartomany: 1.7 - 19.8 ms), amplituddja pedig atlagosan 30.7 £



5.2 pA (n=12, atlagértékek tartomanya: 6.6 — 63.4 pA) volt. A kivaltott valasz a
posztszinaptikus sejten a stimulust kovetd 50 ms-os iddintervallumban jelzett EPSC
frekvencia emelkedést eredményezett. A monoszinaptikusan kapcsolt neuronparok
eléfordulasi gyakorisaga akkor volt a legnagyobb, amikor az esetleges preszinaptikus
sejtet a posztszinaptikus neuron melletti elsé caudalisan esd latdtérben kerestiik, €s
eléfordulasi gyakorisaguk a posztszinaptikus sejttél caudalis irdnyban tdvolodva
fokozatosan csokkent. A legtavolabbi monoszinaptikusan kapcsolt neuronpar négy
latotér tavolsagba helyezkedett el (720 pm) egymastol. Ez a tavolsag megkozeliti egy
rovidebb lumbalis gerincveldi szegmentum hosszat fiatal patkanyban.

A preszinaptikus stimul4cio, tovabbi 5 esetben, nagy mértéki EPSC
frekvencia emelkedést eredményezett a posztszinaptikus neuronon, ami tobb szdz ms-
on keresztill fennalt tovabbi stimuldcié nélkiil is. Ezeknek a kapcsolatoknak a
hatterében feltehetdleg poliszinaptikus serkentd neuronhélozatok aktivacidja allhat,
ezért ezeket a kapcsolatokat poliszinaptikusnak neveztiik a késdbbiekben. A gyakran
egymasra éplild, dsszetett EPSC-k komplex kinetikdja miatt ezeknél a kapcsolatoknal
nem tudtunk monoszinaptikus komponenst azonositani. Amikor a stimulus utdni
intervallumban eléforduld EPSC-k szamat normalizaltuk a stimulus elotti szakaszra,
azt tapasztaltuk, hogy az EPSC-k gyakorisdga a stimulust kovetd 50 ms-os
tartomanyban volt a legmagasabb és a késdbbiekben fokozatosan csokkent, szemben

a monoszinaptikus kapcsolatoknal az elsé 50 ms-os tartomanyban tapasztalt kiugréd

értékkel.

A poliszinaptikus kapcsolatok hatékonysaga, elektrofiziologiai tulajdonsdagai

Az elézbéekben leirt protokollt megismételtiik dram-zar lizemmodban is. Az
egymast kovetd excitatorikus posztszinaptikus potencialok (EPSP-k) mér -90 mV-os
értekrdl is képesek voltak olyan mértékben megemelni a posztszinaptikus sejt
membranpotencialjat, hogy az elérte az akcids potencidl kialakuldsdhoz sziikséges
kiiszobértéket. A preszinaptikus sejt stimuldlasa a -80 mV-os, a nyugalmi
membranpotencialt kozelité fesziiltségérték mellett akcids potencial sorozatot
generdlt a posztszinaptikus sejten. Az igy kivaltott akcidés potencial sorozat
frekvencidja azonban szemmel lathatoan kisebb volt, mint a kdzvetlenill a sejttestbe
injektalt aramimpulzus altal kivaltott, hasonléan 10-15 mV-nyi amplitdddju sorozat

esetében.



A preszinaptikus stimulus utani intervallumot normalizdlva a stimulus eldtti

iddszakra, az akcios potencialok szama 6tszoros emelkedést mutatott.

Az I-es lamina lateralis szélén és az LLSN teriiletén elhelyezked6 neuronok
morfologiaja

A feliiletes hatso szarvtol lateralisan elhelyezkedo neuronok szomatodendritikus
strukturdjanak altalanos jellemzoi

A 32 sikeresen el6hivott jelolt neuron koziil minddssze 5 helyezkedett el az
I-es lamina hatarain beliil. A tobbi sejt az I-es lamina lateralis széle mellett, a DLF
felszines rostjai kdzott (n=18) vagy az LSN teriiletén (n=9) helyezkedett el. Mig az I-
es lamina neuronjai csoportosithatéak voltak a Lima és Coimbra altal bevezetett
klasszifikacio szerint, azok a neuronok, melyek laterdlisabban, a feliiletes hatsé szarvi
sziirkedllomanyon kiviil és az LSN teriiletén helyezkedtek el (harom sejt kivételével),
az elobbiektdl igen eltérd szomatodendritikus jellegzetességeket mutattak.

Utobbi sejtek alapvetdé morfometriai paramétereit ezért egy projekciods- (Luz
¢s mtsai.) és sajat eredményeinkbdl szarmazd interneuronokrol késziilt 3-D
rekontrukciokbdl késziilt Osszevont mintaval hasonlitottuk Ossze.  Azoknak a
neuronoknak, melyek a feliiletes hatso szarvi szlirkedllomanyon kiviil, illetve az LSN
terliletén helyezkedtek el, tobb primer dendritjiik volt, és az Osszesitett
dendrithosszuk is szignifikdnsan nagyobbnak bizonyult. Ez a kiilonbség az I-es
laminan kiviil esé neuronok esetében egy altaladban véve “bozontosabb” megjelenést
eredményezett. A masik szembetiind kiilonbség az I-es lamindn kiviil esé neuronok
esetében a szignifikdnsan nagyobb szamu és denzitast, rovid dendrittiiske jelenléte

volt, melyek néhany esetben a sejttesten is eldfordultak.

Az I-es laminan kiviil és az LSN teriiletén elhelyezkedo neuronok jellegzetes
axonlefutasi mintazattal birnak

A sejttest elhelyezkedésétdl fiiggetlentil, az el6hivott neuronok axonlefutasi
utvonalaik tekintetében egymastol jol elkiiloniild csoportokat alkottak. A 32 sejtet
tartalmazé mintdbodl 16-ot a szakirodalomban megtalalhato kritériumrendszer alapjan

be tudtunk sorolni interneuronok vagy projekcids neuronok egyes alcsoportjai kozé.



Tovabbi 7 esetben a f6 axon a commissura posterior teriiletén keresztezte a
kozépvonalat €s ezt kovetden az ellenkezd oldali columna anterior medidlis részén
szallt fel.

Egy masik neuroncsoport esetében a f& axon hasonléképpen a commissura
dorsalis teriiletén keresztezodott, azoban ezt kOvetden a commissura anterior
teriiletén visszakeresztezddott, és a sziirkedllomanyt elhagyva az ipsilateralis
funiculus anterior medialis teriiletén folytatta utjat.

Végiil a maradék négy sejt esetében azt tapasztaltuk, hogy a f6 axonbol, ami
az ellenkez6 oldali ALT-ben szallt fel, mielott a commisura anteriorban keresztezte
volna a kdzépvonalat, tovabbi két hosszu ag valt le, melyek koziil az egyik az azonos
oldali DLF vagy DF teriiletén szallt fel, a masik pedig, ami a myelinizalatlan
kollateralisok jellemzdit mutatta, az azonos oldali DLF-ban folytatta ttjat caudalis

iranyba.

A commissura posteriorban keresztezodo és ellenkezo oldalon felszallo axonnal biro
neuronok

Az ebbe a csoportba tartozé neuronok dendritfaja egy szferikus strukturat
alkotott, melynek a sejttest nem annyira a kdzéppontjaban, mint inkdbb a felszinéhez
kozel helyezkedett el. A primer dendritek multipolaris médon eredtek a szomabdl, és
féleg a DLF teriiletén agaztak el. A dendritek mar a sejttest kozelében is siiriin
elagazddtak, ezért azok szegmenthossza altalaban rovid volt.

Ebben a csoportban jellemzd volt a nagy szdmu, rovid dendrittiiske is. A
fan-in analizis eredménye szerint a dendritfa nem mutatott orientacids preferenciat,
egyenletesen toltotte ki a sejttest koriil rendelkezésre allo teret.

Az axon ezen sejtek esetében medidlisan eredt az egyik primer dendritrdl
vagy kozvetleniill a szoémarol. Ezt kovetden medidl felé haladva Iépett be a
szlirkeallomany teriiletére, ahol a canalis centralis irdnyaban folytatta 0tjat, a
commissura posteriorban keresztezte a kdzépvonalat, majd ventral fel¢ kanyarodott
¢s a sziirkedlloméanybol kilépve az ellenkezd oldali columna anterior medialis részén
szallt fel. A f6 axon az ipsilateralis oldalon adott elszort kollateralisokat, tobbek
kozott a X-es lamindhoz

Ezen sejtek szorvanyosan kaptak spontan szinaptikus bemeneteket, melyek
elnytjtott kinetikdju, nagy amplitaidéju EPSP-k és EPSC-k voltak, és nem mutattak

SZummaciot.



A kozépvonalat keétszer keresztezo, ipsilateralisan felszallo axoni neuronok

Az ebbe a csoportba tartoz6é 5 neuronra is siiriin elagaz6dé dendritfa volt
jellemzd, mely szdmos dendrittliskével birt, noha ezek szdma alacsonyabb volt mint
az el6z0 csoportban. Ugyanakkor a dendritfa ebben az esetben korlatozottabb
orientaciot mutatott, a dendritek vagy dorsalis irdnyba kanyarodtak és tobbnyire az I-
es ¢és Il-es lamindban elhelyezkedve kovették a feliiletes hatso szarv dorsalis
gorbiiletét, vagy ventralis irdnyba kanyarodva a DLF teriiletén dgaztak el. A fan-in
analizis ennek megfeleléen fokozott halmozddast mutatott 90° koriil.

A f6 axon ezeknél a neuronokndl is medidlis irdnyban eredt és a commissura
posteriorban keresztezte eldszor a kozépvonalat. Ezt kdvetden az ellenkezd oldalon
visszakanyarodott és a commissura anteriorban ismét keresztezte a kozépvonalat,
majd az azonos oldali columna anterior medidlis részén folytatta az Utjat rostralis
iranyban. A {6 axon jellemzé moédon az azonos oldali, mély hétsé szarvi laminak
terlileténés a canalis centralis kozelében, a X-es laminaban adott kollateralis agakat,
azonban egyik esetben sem figyeltiink meg kollateralisokat a feliiletes hatso szarvban.

A spontdn szinaptikus bemenetek gyakoribbak voltak, mint az el6zd
csoportban, mind az EPSP-k, mind az EPSC-k gyorsabb kinetikat és alkalmanként

szummaciot mutattak.

Bilateralisan vetito neuronok

Végiil 4 jelolt neuron esetében a f6 axonbodl, a commissura anteriorban vald
keresztezddése elbtt, egy azonos erdsségli, myelinizalt 4g valt le, ami az azonos oldali
DLF vagy DF teriiletén szallt fel. Emellett jellemz6 volt egy ipsilateralis, vékony
kollateralis jelenléte is, ami szdmos varikozitassal birt és a DLF vagy a Lissauer
koteg teriiletén caudalis irdnyban haladt.

A dendritfa ezekben az esetekben meglehetdsen aszimmetrikus volt, legtobb
aga egy kup alaku teriiletet foglalt el a DLF teriiletén, mig minddssze egyetlen
dendrit haladt medidlis irdnyba. Ezt a kip alaku elrendezddést a fan-in analizis is
megerdsitette, melyen kifejezett halmozodast tapasztaltunk 90°-nal. A dendritek
altalaban nagyobb kiterjedéstieck voltak, és ritkdbban agaztak el mint az elézé két
csoport esetében, ami kevesebb, hosszu dendritszegmentumot eredményezett.
Emellett a dendrittiiskék szama is alacsonyabb volt mint az el6z6 két esetben.

Annak ellenére azonban, hogy ezeknek a neuronoknak kevés dendrittiiskéje

volt, a spontan szinaptikus bemenetek frekvencidja magasnak bizonyult; szdmos nagy



amplitadoju EPSP-t és EPSC-t vezettiink el ezekrdl a neuronokrol, melyek gyakori

szummaciot mutattak.

Kiilonbsegek a spontan szinaptikus bemenetek frekvenciajaban és kinetikajaban a
Ahhoz, hogy a spontan szinaptikus bemenetek (SEPSP-k és sEPSC-k)
frekvencidja tekintetében megfigyelt kiilonbségeket statisztikailag analizalni tudjuk,
az egyes neuronokrol késziilt elvezetések koziil kivalasztottunk 10-10, 200-800 ms
hosszusagu olyen rekordot, amelyek alatt a preszinaptikus sejtet még nem stimulaltuk.
Az sEPSC-k frekvencigjat kiszamoltuk mindegyik elvezetés esetén ¢és ezeket
Osszesitett adathalmaz formdjaban jelenitettiik meg a megfeleld csoport esetén. A
statisztikai analizis bizonyitotta, hogy a bilaterdlisan vetité neuronok atlagos
frekvencidja (23.4 + 2.1 Hz) szignifikdnsan magasabb volt (p<0.05, Dunn moédszer,
Kruskal-Wallis probat kdvetden) mint a masik két neuroncsoport esetén.

Az sEPSP-k és sEPSC-k kinetikdjanak Gsszehasonlitdé vizsgélatdhoz 7-30
db-ot valasztottunk ki mindkét fajta posztszinaptikus eseménybdl, a kiilonbozo
morfoldgiai csoportokba esé minden egyes neuron esetén. Az SEPSC-ket a
regisztratumok preszinaptikus stimulacio eldtti szakaszarol, mig sEPSP-ket az aram-
zar iizemmodban felvett tiizelési mintazat protokoll 0 pA injektalasa mellett felvett
regisztratumarol vettilk. Az sEPSC-k atlagos amplitidoja szignifikansan (p<0.05,
Dunn modszer, Kruskal-Wallis probat kovetden) kisebb volt a kozépvonalat kétszer
keresztezo, azonos oldalon felszalld axonil neuronok esetében, mint a masik két
csoportban, az sEPSP-k atlagos amplitudoja ugyanakkor nem mutatott szignifikans
kiilonbséget. Az amplitidd maximumdnak eléréséhez sziikséges atlagos id6 a
bilaterdlisan vetitd neuronokrol elvezett sEPSC-k és sEPSP-k esetében egyarant
szignifikansan rovidebb (p<0.05, Dunn modszer, Kruskal-Wallis probat kovetden)

volt.



DISZKUSSZIO

A mellékelt publikaciokban bemutatott €s ebben a tézisfiizetben dsszefoglalt
eredményeink azt mutatjak, hogy az I-es lamina interneuronok gyakran adnak révid
¢és feltehetdleg hosszabb propriospinalis axon agakat. Ez a jellemzdjiik morfologiai
bizonyitékot szolgaltat arra, hogy egyarant részt vehetnek a szenzoros informécio
szegmentalis interlaminaris és propriospinalis feldolgozasaban. Kisérleteinkkel azt a
hipotézist vizsgaltuk, hogy a DLF rostralis irdnyu rostjai, melyek magukban foglaljak
a projekcios neuronok kollaterdlisait és az interneuronok helyi axonjait, szinaptikus
bemenetet szolgaltathatnak a lateralis I-es lamina illetve az LSN neuronjai szdmara.
Bizonyitottuk, hogy az I-es lamina laterdlis neuronjainak stimulacidja valdban
kivélthat mono-, és poliszinaptikus valaszokat az LSN ¢és az I-es lamina
leglateralisabb neuronjain, jollehet ezek a kapcsolatok ritkdk voltak. Masfeldl a
lateralis hatso szarvi neuronok koriiltekintd hidrom dimenzids rekonstrukcidjaval
olyan axonlefutdsi mintazatokat fedeztliink fel, melyek eddig nem szerepeltek a

szakirodalomban.

Az interneuronok lehetséges szerepe a hatso szarvi lokalis neuronhalézatokban

Az interneuronok axonjanak eldgazoddsi mintdzata alapjan feltételezhetjiik,
hogy ezek a sejtek nem csak a beérkezd nociceptiv informacio6 feldolgozasaért és mas
bemeneti forrasokkal valo integralasaért felelések, hanem a primer afferensek mellett
tovabbi divergenciat biztosithatnak a szomatoszenzoros rendszerben. Tovabba, mivel
az interneuronok axonja a hatsé szarvi laminak tobbségében megtalalhatd (I-1I,
esetenként III-1V), ez a jellemzdjiik elméletileg lehtdséget teremt arra, hogy a C
tipusii rostok éltal szallitott informaciot a mélyebb laminék felé tovabbitsak. igy a III-
V-0s lamindkban elhelyezkedd neuronok integralhatjdk a kozvetleniil primer
afferensek feldl érkez0 bemenetet az interneuronok feldl érkezd, indirekt, mar
feldolgozott szenzoros informacioval.

Ugyanakkor az interneuronok axonjanak igen nagy kiterjedése alapjan
feltételezhetd az is, hogy viszonylag kevés interneuron képes lehet hosszan tartéan és

tobb szegmentumot érintden a feliiletes hatsoé szarv miikodésének befolydsolasara. Az



axon slri eldgazddasa €s a nagy szamu varikozitas azt feltételezi, hogy ezek az

idegsejtek volumentranszmisszidban is részt vehetnek.

Az interneuronok lehetséges szerepe a rovid- és hosszu propriospinalis

halozatokban

Az interneuronok nagy hanyada rendelkezett kiilonallo, hosszi axonagakkal
a DF, DLF ¢és a Lissauer koteg teriiletén, melyek gyakran myelinizalt megjelenést
mutattak. Ezek az 4gak gyakran két-harom szegmentumon keresztiil is kovethetdek
voltak a rostrocaudalis iranyban. II-es és IlI-as lamina neuronok esetében mar leirtak
hasonld axon kollaterdlisokat a dorsolateralis fehérallomanyban, ¢és kolinerg
neuronok esetében, melyek hasonl6 rostrocaudalis irdny( axonszervezddést mutattak
¢s a kozelmultban a szakirodalomban felvetették annak a lehetdségét, hogy ezek a
neurnok interszegmentalis integrativ funkciot toltenek be. Hasonloképpen, az
altalunk vizsgalt I-es lamina interneuronok morfologiai sajatossagai is arra utalnak,
hogy ezek a neuronok ugyancsak részt vehetnek rovid, és néhany esetben hosszl
propriospinalis kapcsolatok kialakitasdban egyarant.

Azt is meg kell jegyezniink, hogy az I-es lamina projekcids neuronjai és az
interneuronok hasonld aranyban adnak varikézus axon-kollaterdlisokat a DLF
teriiletén (az interneuronok 39%-a, a projekcio neuronok 40%-a). Osszefoglalva tehat
azt mondhatjuk, hogy a korabban mar leirt II-es és IlI-as lamina neuronok mellett az
I-es lamina interneuronjai és projekcids neuronjai is hozzajarulhatnak a lokalis,
szegmentalis szenzoros informacid szomszédos szegmentumok felé¢ torténd

tovabbitasahoz.

Az l-es lamina interneuronok axon szervez6édésének funkcionalis
kovetkezményei: elagazodasi mintazat, varikozitas eloszlas és akcidos potencial

idobeli terjedésének feltérképezése

Az interneuronok varikozitasok ezrével bird6 komplex axonja, valdsziniileg
fontos szerepet tolt be a szinaptikus bemenetek idébeli elosztdsdban, a nagyfoku

szomatotopidt mutaté gerincveldi hatsé szarvban. Az inicidlis szegmentumon



kialakuloé akcids potencidl terjedési idejét az axon mentén elsdsorban a fizikalis
tavolsag, az axon atmérdje, myelinizaltsdga ¢és elagazddasi mintazata hatdrozza meg.
Az axon adott pontjanak fizikalis tadvolsaga az inicidlis szegmentumtol nagy
mértékben fligg az eldgazodasi mintazattol. A vizsgélataink soran gyakran megfigyelt,
f6 axonbol rostralis és caudalis irdnyba alternaldé modon eldgazodod primer
kollateralisok hatékony megoldast nyujthatnak a célteriilet, az I - Ill-as lamina
maximalis lefedésére. Ez az elrendezddés kiegyenliti az axon rostralisan ¢&s
caudalisan fut6 agait érintd, fizikalis tavolsagbol adodo kiilonbségeket, ugyanakkor a
f6 agak kozotti atfedést is eredményez. Igy azok a célteriiletek, melyeket tobb, atfedd

kollateralis is ellat, egymas utan tobbszor is aktivalodhatnak.

Az I-es lamina és az LSN nem tal gyakori rovid, interszegmentalis kapcsolatai

koziil némelyek igen hatékonyak

Elektrofiziologiai kisérleteink azt mutttdk, hogy a feliiletes hatsé szarvi
sziirkedllomanyén kiviil és az LSN teriiletén elhelyezkedd neuronok monoszinaptikus
kapcsolatokat fogadnak az I-es lamina lateralis részén elhelyezkedd neuronoktol. A
szinaptikusan kapcsolt neuronparok ritkdk voltak, és legfeljebb 720 um-es
tavolsdgban voltak megfigyelhetok. Kisérleti allataink életkora miatt ez a tadvolsag
nagyjabol megegyezik a felsd lumbalis gerincveldi szegmentumok hosszaval, ezért
ezek a kapcsolatok interszegmentalisnak tekinthetdek. Az ilyen, ultra rovid,
propriospinalis kapcsolatok tovabb fokozhatjdk a primer afferens inputok komplex
gerincveldi konvergenciajat és divergenciajat.

Meglepd megfigyelésiink volt ugyanakkor a néhany, DLF teriiletén
elhelyezked6 neuron esetében tapasztalt erdteljes, poliszinaptikus excitacio. Az I-es
lamina teriiletén elhelyezkedd egyetlen preszinaptikus sejt stimulacidja is elegendd
volt a posztszinaptikus sejt hosszan tartd, az akcids potencidl kiiszobértékét
meghalad6 depolarizaciojahoz. A jelenség hatterében egy olyan neuronhélozat allhat,
ami serkentd neuronok sorozatan keresztiil terjeszti és felerdsiti egyetlen ,,iniciator”
sejt aktivitasat. A masik lehetséges magyardzat a dizinhibicié lehet, igy a normal
kortiilmények kozott inaktiv idegsejtek, felszabadulva a gétlas aldl, megemelhetik a
vizsgalt neuronrdl elvezetett EPSC-k frekvencidjat. Az iranyité szerepet betoltd

»iniciator” sejtjek valosziniileg az I-es lamina kiterjedt axonfelhdvel és varikozitdsok



ezrével bird serkentd illetve gatld interrneuronjai, melyek kiterjedt axonja tobb
gerincveldi szegmentumot is athidalhat, ezaltal hatsé szarv nagy teriiletén képesek

magas serkentd vagy gatld neurotranszmitter szintet biztositani.

A hatso szarv lateralis szélén elhelyezkedé neuronok a szinaptikus integracio

morfologiai jeleit mutatjak

Ot sejt kivételével, az altalunk jeldlt neuronok tobbsége a feliiletes hatso
szarvi sziirkeallomanyon kiviil esett. Ezek koziil néhany egyértelmiien az LSN
tertiletén helyezkedett el, mig a tobbi hats6 szarvi sziirkeallomany és az LSN kozotti
teriileten volt megtalalhato.

A dendritek elrendezddése ezeknél a sejteknél altaldban jelentdsen
kiilonbozott az I-es lamina projekcids neuronjai és interneuronjai esetében korabban
leirtaktol. A sejtek tobbsége aszimmetrikus megjelenésti volt, dendritjeik tobbsége
ventrolateralis irdnyban, a DLF teriiletén agazott el, és csak néhdny haladt medidlis
iranyban, a felszinhez kozel az I-es lamina teriiletén.

A dendritfa DLF teriiletén jellemz0 stirti elagzddasa mellett, a lateralis sejtek
nagy szamu dendrittiiskét is tartalmaztak, tovabb novelve a lehetséges kontakt feliilet
nagysagat. A DLF keresztmetszetének ilyen moédon torténd hatékony lefedése
alatdmasztja azt a kordbbi irodalmi felvetést, hogy az LSN integrativ kozpont
szerepét toltheti be, és az itt taldlhaté neuronok zsigeri primer afferenseket, illetve
interneuronokt6l ¢és szupraspindlis kozpontok feldl leszalld6 bemeneteket is

fogadhatnak.

A feliiletes hatsé szarvi sziirkeidllomanyon Kkiviil elhelyezkedé neuronok

axonjanak jellegzetességei

A szakirodalomban szamos morfologiai adat taldlhaté, melyek azt
bizonyitjak, hogy az LSN sejtjeinek tobbsége projekcids neuron. Ezt tdmasztja ala
Réthelyi azon megfigyelése is, miszerint az LSN neuronok axonja roviddel az
eredését kovetden myelinizaltta valik, ami a projekcids axonok altalanos jellemzdje.

Hasonloképpen a mi megfigyeléseink szerint is a hatsé szarvi sziirkedllomanyon



kiviil elhelyezkedd neuronok tobbsége (27-bdl 24), koztik az LSN neuronjai is,
myelinizalt megjelenésii projekcids axonnal birtak. A projekcids axon 20 esetben
szamos kollateralist adott az azonos oldali hats6 szarvi sziirkealloméany szinte minden
lamin4jaban.

Korabbi leirdsokhoz hasonléan az axon dendritikus eredete ezeknél a
neuronoknal is gyakori volt. A sejttesttdl egyik legtavolabb (~90 pm) esé axon
eredést egy bilaterdlisan vetitd neuron esetében figyeltik meg. Ebben a konkrét
esetben az axon egy, a sejttestdl tavol esd, kezdetben medidlis iranyba halado, majd
visszakanyarg6 dendritbdl agazott el. Ez a megfigyelésiink megerdsiti azt a korabbi
szamitogépes modellkisérletek eredményein alapulod feltevést, hogy a dendritnek,
melyrél az axon levalik, mind a proximalis, mind a disztilis szakasza fontos
szabalyoz6 szereppel birhat az akcids potencial inicidciojaban. Egy kozelmultban

megjelent tanulmany szerzdi erre funkcionalis bizonyitékokat is szolgatattak.

A feliiletes hatsé szarvi sziirkeallomanyon Kkiviil elhelyezkedé6 neuronok a

commissura posteriorban is keresztezédhetnek

Az axon kozépvonali keresztezddését, gerincveldi szinten szabalyozo
molekularis mechanizmusokat széles korben tanulmanyoztadk. Szamos olyan, a
padlolemez és a tetdlemez altal termelt kemorepellens és kemoattraktans faktort irtak
le, amelyek egymads utani sorrendben és egymas hatasat kiegészité modon iranyitjak a
fejlédod idegrendszerben novekvd axont.

Mig korabbi morfoldgiai leirasok szerint az I-es lamina projekcids sejtjei
kivétel nélkiil a commissura anteriorban keresztezték a kozépvonalat, a feliiletes
hats6 szarvi sziirkedllomanyon kiviill esé neuronok ettdl eltérd axonlefutdsi
mintazatot mutattak. A f6 axon 7 esetben a commissura posteriorban keresztezddott
¢s a columna anterior fehérallomanyanak mediélis részén széllt fel. A commissura
posteriorban torténd kozépvonali keresztezddés ezen neuronok esetében valosziniileg
a novekvd axonkup, iranyitd faktorokkal szembeni eltérd érzékenységének az
eredménye. Elképzelheté ugyanakkor az is, hogy ezen sejtek axonja késobb kezd
fejlédni mint a feliiletes hatsé szarvi neuronoké és lekési azt az idéablakot, amely a

hagyomdnyos, commissura anterior irdnyaban torténd keresztez0dést teszi lehetdveé.



Ezen neuronok célteriileteinek és pontos funkcidjanak megismeréséhez

anterograd axonjeldlési technikaval végzett, tovabbi kisérletek sziikségesek.

A kozépvonalat kétszer keresztezo, ipsilateralisan vetitd neuronok axon lefutasi
mintazata ellentmond a fejlodé axon kozépvonali Kkeresztezodését iranyito

mechanizmusokrol meglévo jelenlegi ismereteinknek

Megfigyelésiink, miszerint a jelolt neuronok koziil 5 axonja kétszer
keresztezte a kozépvonalat, nem 0Osszeegyeztethetd a fejlodé axonok kozépvonali
keresztezddését iranyitd folyamatokrdl jelenleg az irodalomban fellelhetd
ismeretekkel. A kozépvonali keresztezOdést a commissura anteriorban a padlélemez
altal expresszalt kemoattraktdnsok, pl. a Netrin-1 és Sonic Hedgehog iranyitjak.
Miutan az axon datkeresztezddott, a Slit €és Semaphorin csaladba tartozod
kemorepellens  faktorok megakaddlyozzdk az axon Ujboli  kdzépvonali
keresztezddését, és egyben segitik a fehérallomanyba val6 kilépését.

Eredményeink ugyanakkor, az irodalomban el6szdr, bizonyitékot
szalgéltatnak arra, hogy vannak olyan ipsilateralis projekciés axonok, melyek a
kozépvonalat kétszer keresztezik: eldszor a commissura posteriorban, majd az
ellenoldali sziirkeallomanyban vald rovid lefutds utan masodszor a commissura
anteriorban. Megfigyeléseink tehat, a novekvé axon kozépvonali keresztezddését
iranyitd eddig ismeretlen faktorok és mechanizmusok létére utalnak. Az ebbe a
csoportba tartozé neuronok fejlddéstani eredetének vizsgalata és tovabbi axonjeldlési

kisérletek sziikségesek ahhoz, hogy feltarjuk eredetiiket és funkcidjukat.

Bilateralisan vetito neuronok

A commissura posteriorban keresztez6dd és a kozépvonalat kétszer atszeld
neuronok mellett az altalunk jelolt sejtek kozott 4 olyan volt, melyek bifurkalo,
myelinizalt megjelenésli axonnal birtak. A f6 axon a hatso szarvi sziirkedllomény
teriiletén agazott ketté, és mig az egyik ag kovette az I-es lamina projekcids neuronjai
esetében kordbban leirt hagyomésnyos utvonalat, a masik, azonos erdsségii, szintén

myelinizalt &g az azonos oldali DLF-ban szallt fel. Bar az I-es lamina neuronok



kozott korabban mar leirtak olyanokat, melyek bilateralisan vetitettek, ezekben az
esetekben a kdzépvonalat keresztezd kollateralis a szupraspinalis teriileteken valt le.
Az altalunk leirt bilateralisan vetité neuronok axonja azonban joval korabban valik
kett¢, mindkét axondg szemmel lathatdan azonos erdsségli ¢és két kiillonbozo
palyarendszerhez csatlakozva szall fel.

Az LSN neuronok egy részének esetében kordbban mar leirtdk, hogy
kettésen jelolhetéek az agytdrzs és a diencephalon, valamint az agytorzs és a
gerincveld feldl. Ez felvetette annak a lehetdségét, hogy az LSN neuronjai
kollateralis 4gakon keresztiil propriospinalis kapcsolatok 1étesitésében vehetnek részt.

A lumbosacralis és felsé nyaki gerincveldi szegmentumok kozotti hossza
tava propriospinalis Osszekdttetéseket cholera toxin beta-alegységgel (CTB) végzett
retrograd axonjeldlési technikaval vizsgalva ugyancsak beszamoltak néhany lumbalis
felilletes hats6 szarvi neuron jelolédésérdl. Ezekrél a hosszu, propriosinalis
Osszekottetésekrdl azt feltételezik, hogy a fej és a nyak mozgésait koordinaljak
helyvaltoztatas és motoros reflexek soran. Mindemellett a felsé nyaki szegmentumok
LSN neuronjai jelolhetéek a felsd thorakalis szegmentumok feldl, ahogyan a kozépsd
thorakalis szegmentumok intermediolateralis magja is jeldlhetd a fels6 nyaki
szegmentumok teriiletén elhelyezkedd LSN neuronok anterograd jeldlésével. Ez a
fajta propriospinalis 0sszekdttetés magyardzhatd az altalunk jelolt bilateralisan vetitd
neurontipus esetében a DLF és a Lissauer koteg teriiletén megfigyelt vékony caudalis

iranyban fut6 kollateralisokkal.



KULCSSZAVAK

gerincveld, hatso szarv, nucleus spinalis lateralis, hatso szarvi neuronhal6zatok, 3-D

sejtrekonstrukcid, projekcids neuron, interneuron, axon lefutdsi mintazat



OSSZEFOGLALAS

Kutatasi eredményeink szerint az I-es lamina interneuronjainak axonja
gyakran igen kiterjedt kollateralis haldzattal bir dorsolateralis fehérallomanyban és
ebbdl kovetkezden, az I-es lamina egyes projekcids neuronjai mellett, potencialisan
alkalmasak rovid- és hosszitavii intraszegmentalis ¢és interszegmentalis
propriospinalis kapcsolatok kialakitasara. Elektrofiziologiai modszerekkel sikeriilt
kimutatnunk ilyen propriospindlis kapcsolatokat az I-es lamina projekcids neuronjai
¢és interneuronjai valamint mas I-es lamina illetve LSN sejt kozott. Annak ellenére,
hogy ezen kapcsolatok nem gyakoriak, néhanyuk kivételesen hatékonynak bizonyult.
Ez utobbi kapcsolatok kiilon jelentdséggel birhatnak a patholdgias koriilmények
kozott jellemzd, modosult nociceptiv transzmisszidban.

A fenti eredmények mellett, kutatasaink sordn egyedi axon lefutasi
mintazattal biro, valosziniileg projekcios neuronokat azonositottunk a feliiletes hatso
szarv lateralis teriiletén és az LSN-ben. Ezen Gjonnan leirt axon lefutdsi mintazatok
eltérnek az I-es lamina teriiletén korabban megfigyeltektdl, és azoktol eltérd fejlodési
utvonalakat feltételeznek. Bar az LSN nem talalhaté meg minden fajban, az altalunk
leirt jellegzetes axonlefutdsi mintdk segithetnek azonositani az LSN-nel azonos
eredetli és analdg funkci6ji neuroncsoportokat mas fajokban, pl. az emberben.

Eredményeink hangsulyozzdk, hogy a gerincvel6i szintli szenzoros
informacio feldolgozas folyamatanak megfejtéséhez elengedhetetlen a feliiletes hatso

szarvi neuronhalézatok 6sszekottetéseinek megismerése és megértése.
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