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AZ ERTEKEZESBEN ELOFORDULO ROVIDITESEK JEGYZEKE
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1. BEVEZETES

Az extracellularis teret az extracellularis matrix (ECM) makromolekulai toltik ki a
kozponti idegrendszerben, mikrokornyezetet biztositva ezaltal a neuronok és glia sejtek
szamara. Az ECM f6 komponensei a hialuronsav, a kondroitin-szulfat proteoglikanok
(aggrekan, brevikan, neurokan, verzikan) és a glikoproteinek, mint a tenascin-R és a kapcsolo
fehérjék (pl.. HAPLNI1). A kifejlett egyedek kozponti idegrendszerében az ECM
makromolekulai képezhetnek kondenzalt formakat (perineuronalis net, nodalis ECM, ‘axonal
coat’) vagy mutathatnak diffaz elrendez6dést a neuropilben. Sajat és irodalmi adatok szerint
az ECM molekularis ¢és strukturalis szervezédése a kozponti idegrendszer kiilonbozo
terliletein parhuzamot mutat az ott taldlhatdé neuronok morfologiai, neurokémiai ¢&s
funkciondlis sajatsdgaival. Szamos bizonyiték van arra vonatkozoan, hogy az ECM
molekularis Osszetétele és szervezddése jelentds mértékben fligg a neuronok aktivitasatol,
valamint, hogy a pre - és postsynapticus receptorok aktivitasanak szabalyozasa altal az ECM
nagymértékben befolyasolja a neuronok mitkodését, ezaltal a neuronalis plaszticitast.

Elbzetes vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a vestibularis 1ézidt kovetéen
végbemend kompenzaciés folyamatok péarhuzamot mutatnak az ECM expresszios
mintazatanak valtozdsaval a vestibularis magok teriiletén, mely megfigyelés alapjan
feltételezhetjiik az ECM lehetséges szerepét a vestibularis plaszticitdsban. A vestibularis
magok kiterjedt kapcsolatban allnak az agytorzsben talalhato nuclei precerebellares
teriileteivel (oliva inferior, nucleus prepositus hypoglossi), ami miatt elképzelheté, hogy az
ECM expresszios mintazatanak vestibularis 1éziot kovetd valtozasai kiterjednek ezen régiokra
iS. Annak érdekében, hogy a kompenzacid soran végbemend valtozasok idobeliségét kovetni
tudjuk, elengedhetetlen a nuclei precerebellares teriiletén talalhatdé ECM normal koriilmények
kozott torténd feltérképezése. A vestibularis rendszer kapcsolatainak nagyfoku plaszticitasat
figyelembe veéve, feltételezziik az ECM specialis, a konzervativabb 0sszekottetésekkel
rendelkezé kozponti idegrendszeri teriiletektdl eltéré megjelenését a vestibularis magokkal
kapcsolatban all6 teriileteken.

Figyelmiink kozpontjaba keriilt egy masik, igen magas foku plaszticitassal rendelkez6
neuronhaldzat, a szaglorendszer. A bulbus olfactorius synapticus plaszticitas szempontjabol
az agy Kkitlintetett teriiletét képviseli, hiszen neuronalis halozata folyamatosan atépiild
rendszert képez. Az ¢lethosszig tartd atszervezOdés hatterében 4ll6 molekularis

mechanizmusok részleteikben nem ismertek, de ebben az esetben is feltételezhetjiik az ECM



szerepét. E bonyolult atrendezddési folyamat megértéséhez szintén elkeriilhetetlen az ECM
felépitésének normal koriilmények kozott torténd leirdsa.

Az irodalmi adatok és korabbi vizsgalataink is azt sugalljak, hogy az ECM molekulak
jelenléte, illetve hianya jelent6s mértékben befolyasolja a kozponti idegrendszer synapticus
Osszetételének pontos feltérképezését harom olyan agyteriileten (oliva inferior, nucleus
prepositus hypoglossi, bulbus olfactorius), melyek fokozott synapticus plaszticitassal
rendelkeznek. Az altalunk vizsgalt teriileteken expresszalt ECM molekulak kimutatasa és
ezen molekuldk expresszids mintazatdban megfigyelhetd regionalis kiilonbségek feltarasa,
majd az eredmények Osszevetése a kozponti idegrendszer egyéb, kevésbé plasztikus
teriileteinek vizsgalata soran kapott eredményekkel, segitséget nytjthat az ECM synapticus

plaszticitasban betoltott szerepének megismerésében.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Extracellularis matrix

Az extracellularis tér a kozponti idegrendszer mintegy 20%-at képezi, amelyet az
extracellularis matrixot (ECM) felépit6 molekuldk halézata, kiilonboz6 ionok, citokinek,
neurohormonok és novekedési faktorok toltenek ki. Az ECM fogalma a kotoszovetekhez
kapcsolodoan mar régdta ismert, azonban csak néhany évtizede irtdk le (Tani és Ametani,
1971), hogy az idegrendszer sejtjei altal kozrefogott térben szintén megtalalhato. Az
idegrendszer teriiletén jelenlévO ECM szerkezete ¢és molekularis Osszetétele azonban
kiilonbozik a szervezet egyéb szoveteiben megtalalhato sejt kozotti allomany felépitésétdl. Az
1970-es évek rendelkezésre allo modszereivel csak néhany makromolekula (hialuronsav
(HA), a kondroitin-szulfat proteoglikanok (CSPG), fibronektin, kollagének) el6fordulasat
sikeriilt igazolni (Margolis és mtsai., 1975), késébb a mddszertani fejédésnek kdszonhetben, a
mar ismert makromolekularis 0Osszetevok mellett kiilonbozé glikoproteinek, illetve
kotofehérjék jelenléte is bizonyithatova valt (Carulli és mtsai., 2006; Dityatev és Schachner,

2003; Margolis és mtsai., 1975).

2.1.1. Az ECM molekularis osszetétele
2.1.1.1. Proteoglikanok

A proteoglikdnok felépitésére jellemzd, hogy a molekula kozponti részét egy
tengelyfehérje (core protein) képezi, amelyhez gliikdzaminoglikdn oldallancok kapcsolodnak.
A gliikozaminoglikan oldallancok ismétlédé diszacharid egységekbdl felépiild, hosszu,
linearis polimerek. A diszacharid egységeket felépité monomerek egyike az uronsav, a masik
komponens az N-acetil gliikozamin vagy az N-acetil-galaktozamin. Polimerizaciot kovetden
az egyes cukor molekuldk szulfatacids, illetve epimerizaciés modositdsai tobbféle
gliikozaminoglikan oldallanc kialakulasat teszik lehetévé. A  gliikkozaminoglikanok a
diszacharid egységek felépitése alapjan az alabbi négy csoportba sorolhatok: HA, heparan-
szulfat/heparin, keratan-szulfat, kondroitin/dermatan-szulfat (Bandtlow és Zimmermann,
2000). A core proteinhez kapcsolodo gliikkozaminoglikan lancok szama, illetve hossza valtozo,
amely tobb, eltéré funkcioval rendelkezd proteoglikan kialakulasat eredményezi (Rhodes és
Fawcett, 2004).

A proteoglikanok egy csoportjat a CSPG-ok alkotjak, melyek szulfatalt
glilk6zaminoglikdn oldallanccal rendelkeznek. A CSPG-ok kozé tartoznak a lektikanok,
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melyek egyszerre tobb ECM molekulahoz képesek kotddni (pl: HA, kotéfehérjék, tenaszcin).
Emldsokben a lektikanok csaladjaba soroljuk az aggrekant, a brevikant, a neurokant és a
verzikant. A lektikanok szerkezetének kozos jellemzdje egy hosszu, flexibilis, centralis
fehérje jelenléte, melynek mindkét végén meglehetdsen homolog felépitésii, globularis domén
talalhato (G1, G3) (Morgelin és mtsai.,, 1989). Az egyes lektikanok esetében a centralis
fehérje mind méretében, mind a hozza kapcsolodo gliikézaminoglikan oldallancok tipusaban
kiilonbozik. A  glikézaminoglikdn lancok esetenként hidnyozhatnak vagy szédmuk
meglehetésen redukalt lehet. A glilkozaminoglikan oldallancok vonatkozasaban kialakuld
variacioktol eltekintve egyéb izoformak is kialakulhatnak alternativ splicing révén, pl. a
verzikan esetében, amelynek négy varidnsa kiilonboztethetd meg: a VO, a V1, a V2 és a V3

(1. abra) (Dours-Zimmermann és Zimmermann, 1994; Zimmermann és Ruoslahti, 1989).

GPI-Brevikdn
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1. abra: A lektikanok altalanos szerkezete. (Zimmermann és Dours-Zimmermann, 2008 utan modositva)

2.1.1.2. Hialuronsav

A HA a gliikkozaminoglikanok csoportjaba tartozik, azonban nem kapcsolodik kdzponti
fehérjéhez (Toole, 2000, 2004). A HA glikkuronsavat és N-acetil-gliikkozamint tartalmazo,
ismétl6dé diszacharid egységekbdl felépiild hossza, linearis polimer. Mig a kozponti
szulfotranszferdz enzimek egész sora vesz részt, addig a szerkezetileg egyszeriibb HA
szintéziséért egy transzmembran enzim, a hialuronsav-szintaz felelds. Gerincesekben a
hialuronsav-szintaznak harom izotipusat azonositottak (DeAngelis, 1999; Spicer és

McDonald, 1998). A HA szintézise folyamatos, amely soran a molekula benyulik a
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pericellularis térbe, mindek6zben az enzimhez kotott allapotban marad (Spicer és Tien, 2004).
Jelenlegi elképzeléseink alapjan az ECM gerincét a HA képezi (Bandtlow és Zimmermann,
2000; Rauch, 2004). A HA a szintézise soran eldszor a kiilonboz6 lektikanok G1 doménjével
1ép kapcsolatba, majd a kialakuldé komplexet kotéfehérjék stabilizaljak (2. abra). Mivel a HA
megtartja kapcsolatat az 6t szintetizald transzmembran enzimmel, kulcsszerepet jatszik a

matrixnak a sejtek koré torténd szervezddésében.
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2. abra: A CSPG-ok sematikus dabrazolasa és az altaluk létrehozott makromolekularis matrix felépitése a
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kozponti idegrendszerben. HAPLN: hialuronsavhoz kapcsolodo kotofehérje. (Vecino és Kwok, 2016 utan

modositva)

2.1.1.3. Kotofehérjék

A kozponti idegrendszerben az ECM-ot felépité molekulak harmadik nagy csoportjat a
kotéfehérjék képezik. Ide tartoznak a hialuronsavhoz kapcsolodo kotéfehérjék (HAPLN),
amelyek a lektikdnok ¢és a HA kozotti kapcsolatot stabilizaljak (2. dbra) (Spicer €és mtsai.,
2003). A HAPLN-ek csaladjaba négy molekula tartozik: a HAPLN1/Crtl1, a HAPLN2/Brall,
a HAPLN3/Lp3 és a HAPLN4/Bral2, amelyek koziil a kozponti idegrendszerben az 1-es, a 2-
es és a 4-es tipus fordul el6 (Bekku és mtsai., 2003; Hirakawa és mtsai., 2000).

2.1.1.4. A tenaszcin csalad tagjai

Emldsokben a tenaszcin csalad tagjai koziil 6t molekula fordul elé: a tenaszcin-C, -R, -

X, -W ¢és az -Y. A hat alegységbdl felépiilo tenaszcin-C és a trimer szerkezetli tenaszcin-R
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(TN-R) egyarant képes kotédni az ECM egyéb komponenseihez, illetve sejtfelszini
ligandokhoz (Jones ¢és Jones, 2000). A sejtfelszini receptorok lehetnek integrinek,
tartozhatnak a heparan szulfat proteoglikanok csaladjaba (pl. szindekanok) és lehetnek az
immunglobulinok szupercsaladjaba tartozo sejtadhézids molekulak.

A lektikdnok G3 doménjiikon keresztiil egyetlen tenaszcin molekulaval képesek
kapcsolddni. Ily modon a TN-R harom, a tenaszcin-C hat lektikant kothet meg, mely révén
hidat képeznek a szomszédos HA-lektikan-kotéfehérje komplexek kozott (3. 4bra)

(Zimmermann és Dours-Zimmermann, 2008).

Gliikézaminoglikan (GAG) lanc
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3. abra: A tenaszcin molekulak elhelyezkedése az ECM-ban. (Dembitskaya és mtsai., 2016 utan modositva)

Mindkét molekula, a tenaszcin-C és a TN-R is, részt vesz a perineuronalis haloé (PNN)
kialakitdsaban, stabilizalva annak szerkezetét. TN-R knockout egereket vizsgalva, a PNN
szerkezetében és Osszetételében bekovetkezd rendellenes valtozasok mar a fejlodés korai
stadiumaban megjelennek és a postnatalis differenciacio alatt tovabb fokozodnak (Briickner
¢s mtsai., 2000). Mivel a TN-R els6dlegesen a PNN végleges szerkezetének kialakitasa soran

tolt be Iényeges szerepet, a TN-R knockout egereken torténd vizsgalatok soran a CSPG-0k

crer
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2.1.2. Az ECM megjelenési formai és funkcioja

Az ECM-nek a kozponti idegrendszerben tobb megjelenési formaja ismert. A
molekulak diffaz halozatot képezhetnek a neuropilben, illetve kiilonboz6é neuronalis
struktarak koriil akkumulalédva, kondenzalt megjelenési formakat alakithatnak ki. A
kondenzalt megjelenési formaknak harom f6 valtozata ismert: (1) a perineuronalis halo
(PNN), mely a neuronok sejtteste, az axon initialis szegmentuma ¢és a dendritek proximalis
része kortil szervez6dé stirt molekulaszovedék, (2) nodalis ECM a Ranvier-féle beflizodések
koriil, (3) az axon terminalisokat behiivelyezvé, ’axonal coat’ (AC) (Bekku és mtsai., 2009;
Bekku és Oohashi, 2010; Briickner és mtsai., 2008; Deepa és mtsai., 2006; Zimmermann és
Dours-Zimmermann, 2008). Az ECM kiilonb6z6é megjelenési formainak molekularis
sajatossagaitol (Briickner és mtsai., 2008; Matesz és mtsai., 2005; Mészar és mtsai., 2008;
Morawski és mtsai., 2012; Racz és mtsai., 2014; Szigeti és mtsai., 2006).

Mivel az ECM-et alkoté molekulak nagyszamu negativ toltéssel rendelkeznek, jelentOs
kation puffereld kapacitasuk révén befolyasoljak a sejtek élettani folyamatait, illetve erdsen
anionos kornyezetet kialakitva részt vesznek az extracellularis viz- és ionhomeosztazis
szabalyozasaban (Hrabetova és mtsai., 2009). A polianionos kornyezet gatolja a kationok (a
mtsai., 2007). A Ranvier-féle befiiz6dések koriil kialakuldo nodalis ECM fébb komponensei a
HA, a brevikan, a verzikan, a TN-R és a HAPLNI (4. abra) (Cicanic és mtsai., 2012). Mivel
az ECM diffiziés barriert képez a kationok szamdra, a lokalisan emelkedett Na® ion
koncentraci6 fenntartisa révén feltételezhetéen részt vesz a szaltatorikus ingeriiletvezetés
szabalyozasaban.

Az AC kialakitasaban elsdsorban az aggrekan, a brevikan és a HAPLNI1 vesz részt. Az
aggrekan és a brevikan eloszlasi mintazata az axon terminalisok koriil eltérd. A brevikan
gylrliszeri struktarat kialakitva veszi korbe a synapticus rést és a synapticus résben is
megtalalhat6, mig az aggrekan a teljes axon terminalist és a postsynapticus sejtet behiivelyezi
(5. abra) (Blosa ¢és mtsai.,, 2013; Gundelfinger és mtsai., 2010; Récz és mitsai., 2014).
Expresszios mintazatuk alapjan feltételezhetjiik, hogy az aggrekan és a brevikan a synapsis
szerkezetének stabilizalasaban jatszik szerepet, valamint diffuzidés barriert képeznek a

synapticus résben talalhato molekulak szamara.
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4. abra: Az ECM szerkezete és molekularis osszetétele a Ranvier-féle befiizodések koriil. (Cicanic és mtsai.,

2012 utan modositva)
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5. abra: Az aggrekan és a brevikan eloszlasa a Held-féle kehelyben. A corpus trapezoideum medialis

magjanak (MNTB) minden f6 sejtjén nagyméretii presynapticus glutaminerg axon terminalis végzdédik,

amelyeket Held-féle kehelynek neveznek. (Blosa és mtsai., 2013 utan médositva)

A PNN komponenseit neuronok ¢és glia sejtek egyarant termelik (Carulli és mtsai.,

2006; Deepa és mtsai., 2006), dsszetétele és szerepe az idegrendszer fejlodése soran valtozik.

Az embrionalis korban megjelend kezdetleges molekulaszovedék egyik lehetséges szerepe,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357272512000131?via%3Dihub#!

hogy 0Osszekottetést 1étesit az extracellularis tér és az intracelullaris citoszkeleton kozott. A
PNN-ben megjelend proteoglikdnok alacsony affinitasu receptorként miikodve kiilonb6zd
neurotrop anyagok, pl. novekedési faktorok megkdtésére képesek, igy a PNN részt vehet a
neuronok érésének szabalyozasadban, stimuldlhatja az axon novekedését (Flaumenhaft és
Rifkin, 1991). A juvenilis korban megjelené PNN jellemz6 épitékovei a neurokan, a verzikan
V1 és a TN-C, mig a feln6tt korban megfigyelhetd PNN felépitésében a lektikan csalad tagjai,
a HA, a TN-R és a HAPLN csalad tagjai vesznek részt (Carulli és mtsai., 2006; Galtrey ¢és
mtsai., 2008) (6. abra).

A dendrit distalis

EhN Vel hom- észe PNN nélkiil

vett neuron

A dendrit proxi-
malis része
PNN-val koriil-
véve

PNN-val koriil-
vett sejttest

Szinaptikus
bouton

6. abra: Perineuronalis haloval (PNN) koriilvett neuron. A sejttestet és a dendritek proximalis részét PNN
boritja (zéld), a dendritek distalis része nem rendelkezik ECM boritdssal. A PNN altal szabadon hagyott

résekben synapticus boutonok lathatok. (de Winter, 2016 utan médositva)

Tobb kutatasi eredmény alatamasztja az ECM és els6sorban a PNN szerepét a neuronalis
plaszticitasban, regeneracioban, szignal transzdukcios folyamatokban, illetve a neuronok
aktivitasanak szabalyozasaban normal és patologias koriilmények kozott (Dityatev és Fellin,
2008; Hartig és mtsai., 1999; Kwok és mtsai., 2011; Morita és mtsai., 2010; Zimmermann és
Dours-Zimmermann, 2008). A sejtfelszini fehérjékhez kotddve részt vesz a membranfehérjék

crer
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jelentds szerepe van a sejtek mechanikai stabilitasanak fenntartasaban (Frischknecht és
Seidenbecher, 2008; Gundelfinger és mtsai., 2010). Az ECM molekulai koziil a CSPG-oknak
(elsésorban brevikan, aggrekan és verzikan) a synapticus atrendez6dés szempontjabol foleg
gatldo szerepet tulajdonitanak (Faissner és mtsai., 2010; Gundelfinger és mtsai., 2010;
Zimmermann és Dours-Zimmermann, 2008), mig a HA, mint permissziv molekula, a fokozott
synapticus atépiilést mutato teriileteken expresszalodik jelentés mértékben. Mindezek mellett
a CSPG-oknak a fémionok (Al, Fe, Cu) altal okozott oxidativ stresszel szembeni
védekezésben is jelentds szerepet tulajdonitanak (Cafas és mtsai., 2007; Morawski €s mtsai.,

2004).

2.1.3. Synapticus plaszticitas és az ECM

Synapticus plaszticitas alatt a synapticus kapcsolatok tjrarendez6désének lehetdségét és
dinamikajaban bekovetkezé valtozasokat értjiik. Megkiilonboztetiink *short term’ és ’long
term’ tipusu synapticus plaszticitast. A' short term' synapticus plaszticitas soran a Synapsis
hatékonysagaban atmeneti valtozasok jelentkeznek. A synapticus kapcsolat atmeneti
er6sodését okozhatja a felszabaduld neurotranszmitter mennyiségének novekedése (Stevens és
Wesseling, 1999), mig a synapsis gyengiilése részben a vezikulak kimeriilésének, részben a
pre- és postsynapticus receptorok deszenzitizacidjanak tulajdonithatdo (Zucker és Regehr,
2002). Az intenziv Synapticus aktivitas a Synapsis hatékonysagaban olyan valtozasokat
indukalhat, amelynek hatasa orakig, napokig, honapokig is tarthat. A synapticus kapcsolat
ersségében bekovetkezd tartds valtozast ’long term’ tipusti Synapticus plaszticitasnak
nevezziik (Dityatev és Schachner, 2003).

Kezdetben, az ECM molekulakat a neuromuscularis junkciok alkotorészeként irtak le, a
tulajdonitottak nekik szerepet (Dityatev és Schachner, 2003). Az ECM molekulak synapticus
kapcsolatokban betoltott szerepe iranti érdeklddés az 1980-as évek vége felé nétt meg, amikor
feln6tt  egerekbdl szarmazo hippocampusban ¢és kisagyban szamos olyan synapsist
azonositottak, amelyekben immunoreaktiv, heparan szulfat proteoglikannal asszocialt,
neuralis sejtadhézidés molekula (NCAM 180) volt megtalalhaté (Persohn és mtsai., 1989).
Tovabbi vizsgalatok soran fény dertiilt arra, hogy a kdzponti idegrendszer sériilését kdvetden
kialakulo glia hegszovet f6 komponenseit a CSPG-ok képezik (Rolls és mtsai., 2009). Ez a
megfigyelés alatimasztja az ECM azon képességét, hogy molekularis barriert képez a bendvé

axonok szamara, ezaltal jelentds szerepet jatszik a neuronalis plaszticitas €s a regeneracio

14



folyamatanak szabalyozasaban. Ezen elméletre tovabbi bizonyitékul szolgalt az a tény, hogy
az ECM molekulak enzimatikus emésztését kovetden az axon bendvésre gyakorolt gatld hatas
csokkent (McKeon és mtsai., 1995; Smith-Thomas és mtsai., 1995).

Az ECM megjelenési formai koziil leginkdbb a PNN-nek tulajdonitanak jelentds
szerepet a synapticus plaszticitds szabalyozasaban, melynek molekularis Osszetétele az
idegrendszer fejlédése soran valtozik. A PNN bizonyos komponensei, pl. az aggrekan, a
postnatalis szinaptogenezist megelézéen expresszalodik, amely elére kijelolheti a
késébbiekben kialakuld synapsisok helyét (Milev és mtsai., 1998; Popp és mtsai., 2003). A
postnatalis idészakban a PNN komplexebbé valik és szorosan korbeveszi a neuronokat. A
PNN érésével parhuzamosan a neuronok synapticus plaszticitasanak csokkenése figyelhetd
meg (Pizzorusso és mtsai., 2002, 2006), az érett forma kialakulasa a synapsisok stabilizaciojat
tamogatja. Patkanyokban, a feln6tt allatokra jellemzé PNN a korai postnatalis iddszakban
alakul ki, mely az 0n. kritikus periodus lezarulasat jelenti. A kritikus periodus alatt a sejtek
kozotti kapcsolatok folyamatos tjraszervezédése zajlik. A PNN synapticus plaszticitasban
betdltott szerepére vonatkozdan bizonyitékul szolgdl az a kisérlet, amelynek soran a
gerincvel6t, 1€ziot kdvetden, kondroitindz ABC enzimmel vald kezelésnek vetették ala. Az
enzim, a sejtek koriil akkumulaloddo CSPG-ok lebontasa altal, a PNN szerkezetét megbontva,
a sejtek szamara lehetdséget nyujt Gjabb synapticus kapcsolatok kiépitésére, igy a neuronok
regeneracios képessége javul. Kovetkezésképpen, a PNN a synapticus transzmisszié soran
stabilizalo szerepet tolt be, a mar meglévo kapcsolatokat erdsiti, ujabb synapsisok kialakulasat

gatolja (Dityatev és Schachner, 2003).
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2.2. Nuclei precerebellares

A Kisagy elsésorban a nagyagykéregbdl szarmaz6 motoros parancsok és a gerincveld
feldl érkezd szenzoros informéciok oOsszehangoldsat végzi. Ezen informaciok kozvetett
modon, az agytorzsben talalhatd precerebellaris magokon keresztiil, moha- vagy kuszoérostok
kozvetitésével érik el a kisagy teriiletét. A precerebellaris magok csoportjaba soroljuk az
altalunk vizsgalt oliva inferior-t (Ol) és a nucleus prepositus hypoglossi-t (PHN) is.

Munkacsoportunk figyelmének kozpontjaban a vestibularis magkomlex felépitésének és
kapcsolatrendszernek vizsgalata all, valamint annak feltarasa, hogy a vestibularis magok
teriletén megfigyelheté morfologiai ¢és funkciondlis kiilonbségek mutatnak-e parhuzamot az
ECM molekulak eloszlasaval és szervezddésével (Racz és mtsai, 2014). A vestibularis
magokba érkezd ingeriilet szarmazhat a belsd fiilben talalhato labyrinthusbol, illetve lehet
visualis és proprioceptiv eredeti. A vestibularis magokban torténé komplex ingeriilet
feldolgozast kovetden az informaciod direkt vagy indirekt Uton els@sorban a szemmozgato,
illetve gerincvel6i motoneuronok felé tovabbitodik, jelentds szerepet jatszva ezaltal mozgas
soran az egyensuly megtartdsaban, illetve a szemmozgasok koordindciojaban (Brodal, 1984;
McCrea és mtsai., 1987 a, b). Az indirekt transzmisszidoban a precerebellaris magok koziil
els6sorban az Ol-nak és a PHN-nak van kulcsfontossdgi szerepe, melyek a kisagy
aktivitasanak szabalyozasan keresztiil 1atjak el funkcidjukat (Kitai és mtsai., 1977; McCrea ¢€s
mtsai., 1977). Korabbi eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a vestibularis 1éziot és az
ennek kovetkezményeként kialakuld testtartds- és szemmozgésbeli kompenzicios
folyamatokat a vestibularis magok ECM mintdzatdban megfigyelhetd valtozasok kisérik,
amely az ECM vestibularis plaszticitasban betoltott szerepét feltételezi (Deak és mtsai., 2012;
Gaal és mtsai., 2014). Vestibularis 1éziot kovetden, a vestibularis magok és a precerebellaris
magok kozotti Kiterjedt kapcsolat felveti az ECM mintazataban bekovetkezd valtozas
lehetéségét az OI és a PHN teriiletén. Ahhoz, hogy a vestibularis 1éziot kovetden, a
precerebellaris magok teriiletén talalhato ECM szerkezetében kialakuld eltéréseket
megfigyeljiik, elengedhetetlen az intakt magok ECM mintazatanak ismerete. Az intakt és a
vestibularis 1éziot kovetd allapot kozotti kiilonbségek feltarasa segitséget nyujthat az ECM

vestibularis kompenzacidban betoltott szerepének megismerésében.
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2.2.1. Oliva inferior

A nyultveld rostralis kétharmadaban, a pyramisoktol lateralisan talalhaté orso alaku
kiemelkedést az oliva inferior (OI) hozza létre. Az Ol, szerkezetét tekintve, harom almagra
oszthaté: principal olive (PO), dorsal accessory olive (DAO) és medial accessory olive
(MAO)l. A héarom almagon kiviil tovabbi, kisebb neuron csoportok figyelhetok meg az Ol
tertiletén, melyek Osszekottetéseik alapjan a MAO részeinek tekinthetdk: dorsal cap (DC),
nucleus B, ventrolateral outgrowth (VLO) és dorsomedial cell column (DMCC) (7. abra)
(Azizi és Woodward, 1987; Gwyn és mtsai., 1977).

d
Sazdil
_\-..__\_,J\_\__\_ L
b

7. abra: Az oliva inferior (Ol) felépitése. (a) Az OI rostralis részén (Bregmatdl vald tavolsag -12.30 mm)
elkiilonithetd alegységek. DMCC: dorsomedial cell column, DAO: dorsal accessory olive, PO: principal olive,
RMAO: medial accessory olive - rostralis lamella, Py: pyramis. (b) Az Ol caudalis részén (Bregmatol vald
tavolsag -13.80 mm) elkiilonitheté alegységek. DC: dorsal cap, f: nucleus p, HMAOmed: horizontal medial
accessory olive - medialis lamella, HMAOIat: horizontal medial accessory olive - lateralis lamella, Py: pyramis.

(Paxinos és Watson, 1998 utan modositva)

1 . , . s .. ,
Az almagok elnevezése az angol nevezéktan alapjan tortént.
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Funkcionalisan az OI-on beliil somatosensoros, visuomotoros-vestibularis és integrativ
sejtcsoportok kiilonitheték el (De Zeeuw és mtsai., 1998; Gwyn és mtsai., 1977), melyek
sejtjei jellegzetes topografiai elrendezédést mutatnak (Azizi és Woodward, 1987; Brown,
1980; De Zeeuw és mtsai., 1994). A somatosensoros sejtek, melyek az egyensuly, illetve a
testtartas szabalyozasaban vesznek részt, a DAO teriiletén és a MAO horizontalis
lamellajaban talalhatok. A visuomotoros-vestibularis sejtcsoport a DMCC, DC és nucleus 3
almagok teriiletét fedi le, els6sorban a koordinalt szemmozgasok és az axialis izommikodés
szabalyozasaban van szerepiik. Az integrativ sejtcsoportok a MAO rostralis lamellajat és a PO
tertiletét foglaljak el, a célorientalt mozgésok ¢és a végtagmozgasok kivitelezésében jatszanak
szerepet.

Az Ol sejtjei morfologiailag egységes populaciot képeznek (De Zeeuw és mtsai., 1998;
Gwyn ¢és mtsai., 1977). Az itt talalhatdé neuronok 2-7 dendrittel rendelkeznek, melyek a
sejttesttél 10-20 um tavolsagban oszlanak el. A sejttest és a dendritek proximalis részének
felszinén synapsisok ritkan figyelheték meg, tobbnyire a dendritek distalis részén lathato
glomerulusok teriiletén fordulnak elé (De Zeeuw és mtsai., 1998; Gwyn és mtsai., 1977). Az
Ol szomszédos neuronjai kozotti gap junction kapcsolatok jelentik a kommunikacio
kizardlagos formajat (8. b abra) (Hoge és mtsai., 2011), egyetlen Ol neuron 500-1000 gap
junction kialakitasara képes. Az Ol-bol kiindul6 tractus olivocerebellaris rostjai a kisagykéreg
kiilonbozo teriileteihez futnak és mint kszorostok aktivaljak a Purkinje sejteket, illetve axon
kollateralisok révén egyes kisagyi magok neuronjaival is serkend kapcsolatot alkotnak (8. a
abra) (Llinas, 2014). A Purkinje sejtek gatld synapsisokat képeznek a kisagyi magok
neuronjaival. A kisagyi magok teriiletén talalhatd serkentd neuronok az agytdrzsben, a
thalamusban ¢és a gerinvel6ben végzédnek, mig a gatlo neuronok az Ol centrolateralis részével

allnak kapcsolatban (De Zeeuw és mtsai., 1990; Medina és mtsai., 2002).
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8. abra: Az oliva inferior kapcsolatai. (a) Az Ol sejtjeinek axonjai (narancssdrga), mint kiszorostok,
aktivaljak a Purkinje sejteket (fekete), illetve axonkollateralisok révén olyan kisagyi magok (zéld) neuronjaival
képeznek serkent6 synapsisokat, melyek visszacsatolassal az Ol neuronjainak aktivitasat szabalyozzak. (Llinas,
2014 utan modositva) (b) Neurobiotinnal jelolt Ol sejt. A nyilak a dendritfa kozelében lathato, gap junction-okon

keresztiil jel616dott neuronok sejttesteit mutatjak. (Hoge és mtsai., 2011 utan modositva)
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2.2.2. Nucleus prepositus hypoglossi

A nucleus prepositus hypoglossi (PHN) a nucleus hypoglossus felsé polusatol
rostralisan talalhatoé agytorzsi precerebellaris mag, amely a negyedik agykamra fenekén, a
nucleus vestibularis medialishoz (MVN) képest medialisan, a nervus facialis térdéhez kozel
helyezkedik el (9. abra) (Butler és Taube, 2015; Fukushima és Kaneko, 1995; McCrea és
Baker, 1985; McCrea és Horn, 2006).

Bregma -11.3 mm

A

e~ _ _:§ \

9. abra: A nucleus prepositus hypoglossi (PHN) lokalizaciojanak bemutatasa sematikus abran (A) és
szovettani metszeten (B). mlf: fasciculus longitudinalis medialis, MVN: nucleus vestibularis medialis, PHN:
nucleus prepositus hypoglossi, IV: IV. agykamra, g7: geniculum nervi facialis. A szaggatott vonal a PHN

hozzavet6leges hatarat mutatja. (Butler és Taube, 2015 utan médositva)

A PHN sejtjei a sejttest mérete, elhelyezkedése és a dendritfa elagazodasa alapjan
harom csoportba sorolhatok. A PHN caudalis részének ventromedialis teriiletén dominansan
30-45 um atmérével rendelkez6, nagyméret sejtek talalhatok, melyek dendritjei behalozzak a
kisebb, 10-20 pm atmérdji sejteket lathatunk, melyek dendritjei szintén lokalisan agazddnak
el. Mig a nagyobb méretii sejtek axonjai kollateralisokat nem képeznek, addig a kisebb méretii
neuronok gyakran adnak a PHN-en beliil végz6dé axonkollateralisokat. A PHN sejtjeinek
harmadik csoportjat kozepes méreti, 20-35 um atmérdji neuronok alkotjak, melyek a mag
teljes teriiletén megtalalhatok. Ezen sejtek az el6z6 két csoport tagjaival ellentétben Kisebb
szamu, de hosszabb lefutasu dendritekkel rendelkeznek, melyek tbbnyire a nucleuson kiviil
végzodnek. Ezen, un. f6 sejtek axonjai gyakran képeznek kollateralisokat, amelyek egyarant

végzddhetnek az ipsilateralis és a contralateralis nucleus prepositus hypoglossiban. A PHN
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caudalis részének elsOsorban kisméretli sejteket tartalmazo, dorsolateralis régidjat
parvocellularis almagnak, mig a féként nagyméretii neuronokat tartalmazo, ventromedialis
részt magnocellularis almagnak nevezziik. A fennmarad¢ teriileteken dominansan a kdzepes
mérettartomanyba esé sejtek fordulnak el (McCrea és Baker, 1985).

Funkciojat tekintve a PHN a lat6 és a vestibularis rendszer kozotti kapcsolat
kialakitasaban jatszik szerepet. Neuronjai egyarant lehetnek serkentd, illetve gatldo sejtek
(Idoux ¢és mtsai., 2006; Kolkman és mtsai., 2011; Shino és mtsai., 2008). A PHN afferens
kapcsolatai kozott az agytorzs és a kisagy tobb olyan teriilete szerepel, amelyek a szem
és/vagy fejmozgasok koordinalasidban jatszanak szerepet: ipsi- és contralateralis PHN és
nucleus intercalatus, nucleus vestibularis (medialis, inferior és ventrolateralis), formatio
reticularis pontis paramediana, formatio reticularis medulla oblongata, cortex cerebelli
(flocculus, paraflocculus, crus I). A PHN efferens kapcsolatban all minden olyan agytorzsi
¢s ferde szemmozgasok kivitelezésében: nucleus vestibularis (medialis, inferior &s
ventrolateralis), Ol (contralateralis DC és ipsilateralis MAO nucleus B része), formatio
reticularis pontis paramediana, formatio reticularis medulla oblongata, contralateralis
colliculus superior és pretectum, contralateralis nucleus abducens ¢€s ipsilateralis nucleus
oculomotorius, nucleus geniculatus lateralis ventralis, nucleus thalamicus centralis lateralis
(McCrea és Baker, 1985).
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2.3. Bulbus olfactorius

A szaglorendszer a kornyezetiinkben 1évé szagok/illatok monitorozésa altal
nagymértékben befolyasolja a szocidlis viselkedésiinket. A szaglohdmban 1évd érzéksejtek
felszinén szamos receptor talalhatd, melyek nagy affinitdssal kotik meg a kornyezetiinkben
1év6, szamukra specifikus molekulakat. Az érzéksejtek centralis nyalvanyai a bulbus
olfactorius (BO) glomerulusaiban végzédnek, majd kiilonboz6 tipusu interneuronokbol allo,
bonyolult halézatok kdzvetitik a beérkezett informaciot azon efferens neuronok felé, melyek a
szaglokéreggel allnak kapcsolatban. A BO laminaris szerkezetii struktira, igy szamos,
egymassal parhuzamos rétegre oszthatd, melyeken beliil kiilonb6z6 tipusu neuronokat
azonosithatunk. A neuronok csoportositidsa leggyakrabban a sejttestiik lokalizacidja alapjan
torténik (Kosaka és mtsai., 1998; Nagayama ¢és mtsai., 2014; Pinching és Powell, 1971a). A
kiilsé felszin fel6l a mélyebb régiok felé haladva a kovetkezd rétegeket kiilonithetjiik el:
glomerularis réteg (GL), kiils6 plexiform réteg (EPL), mitralis sejtek rétege (MCL), belsd
plexiform réteg (IPL), granularis sejtek rétege (GCL) (10. abra).

10. abra: A bulbus olfactorius szerkezetének sematikus abrazolasa, keresztmetszeti kép. GL: glomerularis
réteg, EPL: kiils6 plexiform réteg, MCL: mitralis sejtek rétege, IPL: belsd plexiform réteg, GCL: granularis

sejtek rétege. (Paxinos és Watson, 1998 utdn modositva)

A BO kiilonb6z06 rétegeinek kialakitdsaban szamos sejttipus vesz részt. Megtalalhatok
projekcios neuronok: mitralis sejtek és pamacsos sejtek. Interneuronok koziil a kdvetkezok
azonosithatok: periglomerularis sejtek, kiilsé pamacsos sejtek, short axon sejtek, granularis
sejtek, Van Gehuchten sejtek ¢és Blanes sejtek. Jellemzé glia sejtek: astrocyta,
oligodendrocyta, olfactory ensheathing sejtek, NG2 és mikroglia (Figueres-Ofiate és mtsai.,
2014).

22



2.3.1. Glomerularis réteg

A legfelszinesebben elhelyezkedd GL jellemz6 struktirdi a glomerulusok, melyek
atmérdje 80-160 um kozotti tartomanyba esik. Szerkezeti felépitésiikre jellemz6 a centralisan
elhelyezkedé neuropil, amelyet a juxtaglomerularis sejtek csoportja vesz koriil (Kosaka és
Kosaka, 2011, 2016; Nagayama és mtsai., 2014). A juxtaglomerularis sejtek kozé tartoznak a
periglomerularis sejtek, a kiilsé pamacsos sejtek, illetve a felszines short axon sejtek (11.
abra). Habar a BO teriiletén 1éteznek olyan interneuronok, amelyek axonjaikat az agy BO-on
kiviili, ugynevezett extrabulbaris teriileteire kiildik (Brunjes és mtsai., 2005; Eyre és mtsai.,
2008), a juxtaglomerularis interneuronok nem projicialnak ezen régiokba.

A GL sejtjei koziil legnagyobb szamban a periglomerularis sejtek fordulnak eld
(Parrish-Aungst ¢és mtsai., 2007). Dendritjeik tobbnyire monoglomerularis végzddést
mutatnak (egyetlen glomerulussal allnak kapcsolatban), ahol a glomerulusnak csak kis
teriiletét foglaljak el (Nagayama és mtsai., 2014). A periglomerularis sejtek hat kiilonb6z6
kémiai hirvivét termelnek, amelyek koziil négy (GABA, dopamin, enkephalin, thyreotrope-
releasing hormone-TRH) a neuroaktiv anyagok csoportjaba, ketté (calretinin, calbindin) pedig
a kalcium-kot6 fehérjék csoportjaba tartozik (Kosaka és mtsai., 1998).

A kiils6 pamacsos sejtek a pamacsos sejtek egy csoportjat alkotjdk. A pamacsos
sejteken bellil a sejttestek lokalizacidja alapjan harom alcsoportot kiilonithetiink el: felszines,
intermedier és belsé pamacsos sejtek (Imai, 2014; Nagayama ¢és mtsai., 2014). A kiils6
pamacsos sejtek a felszines pamacsos sejteknek felelnek meg, mig a masik két pamacsos sejt
tipus az EPL-ben talalhato. A juxtaglomerularis sejtek koziil a kiils6 pamacsos sejtek
rendelkeznek a legnagyobb sejttesttel (10-15 pum) (Pinching és Powell, 1971 a). Primer
dendritjeik jellemzéen monoglomerularis végzodést mutatnak, azonban eléfordulhatnak olyan
kiilsé pamacsos sejtek, amelyek dendritje két glomerulussal all kapcsolatban (Ennis és Hayar,
2008). A kiils6 pamacsos sejtek dendritjei, dsszehasonlitva a periglomerularis sejtek esetében
leirtakkal, intraglomerularisan nagyobb teriiletet fednek le. Rendelkezhetnek szekunder
dendritekkel, amelyek megléte vagy hianya alapjan a kiils6 pamacsos sejtek eltérd
lokalizaciot mutatnak: a szekunder dendrittel rendelkez6 sejtek esetében a sejttest a GL also
egyharmadaban vagy az EPL felszines rétegében talalhato, mig a szekunder dendrittel nem
rendelkez6é sejtek somaja kizardlag a GL-ben helyezkedik el (11. abra) (Macrides és
Schneider, 1982; Schoenfeld és mtsai., 1985).

A felszines short axon sejtek gombolyl sejttestiikrl és kis mennyiségii citoplazma

altal koriilvett, halvanyan festdd6 magjukrol ismerheték fel. A sejtek dendritjei az
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interglomerularis térben futnak (Pinching és Powell, 1971 a, ¢). Axonjaik altalaban rovidek,
1-2 glomerulust feldleld tavolsagot hidalnak at. Mivel egy glomerulus atmérdje 50-120 um
kozé tehetd, ezért az axonok hossza hozzavetdlegesen 50 és 240 pm koz¢ esik (Pinching és
Powell, 1971 a, b, c). Azonban a felszines short axon sejtek egy masik csoportja 1mm
tavolsagot is atéré axonnal rendelkezik és akar 50 glomerulussal is kapcsolatba keriilhetnek

(11. abra) (Nagayama és mtsai., 2014).

+ +
v | ¥ I szenzoros neuronok
.y ~ | aszagldohamban
ON e = -.__._:\-5:5-" =)
= sSA sejt T
PG s'eﬁ: I-es PG sejt IT-es
tpus tipus
GL .
ET sejt szekunder
N \"‘H-%_%_% W dendrit nélkiil
EPL. ET sejt szekunder

dendrittel

11. abra: A glomerularis rétegben eléfordulé sejtek sematikus abrazolasa. ON: a nervus olfactorius rétege,
GL: glomerularis réteg, EPL: kiils6 plexiform réteg, PG sejt: periglomerularis sejt, ET sejt: kiils6 pamacsos sejt,

SSA sejt: felszines short axon sejt. (Nagayama és mtsai., 2014 utan modositva)

A glomerulusok koriil glia sejtek is megfigyelhetok. Intraglomerularisan a glia sejtek
nyulvanyai altal hatarolt, kisebb, szigetszerli kompartmentek kiilonithetdk el (Shipley és
mtsai., 2004). Megkiilonboztetiink ’ON’ és "non-ON’ zonakat (12. abra). Az ’ON’ zénaban a
szagloham szenzoros sejtjei alakitanak ki axo-dendritikus synapsisokat a célsejtjeikkel, mig a
'non-ON’ zonaban az interneuronok ko6zott jonnek 1étre dendro-dendritikus synapticus
kapcsolatok (Kosaka és Kosaka, 2005).

A periglomerularis sejtek két tipusa kiilonboztetheté meg dendritjeik intraglomerularis
lefutasa alapjan. Az l-es tipust periglomerularis sejtek dendritjei a glomerulus mindkét
kompartmentjébe ("ON’ és 'non-ON’) belépnek, ezért axo-dendritikus és dendro-dendritikus
synapsisok kialakitasara egyarant képesek, mig a 2-es tipusu periglomerularis sejtek dendritjei
a ’non-ON’ kompartmentekben végzddve, kizarolag dendro-dendritikus synapticus

kapcsolatok kialakitasaban vesznek részt (12. abra) (Kosaka és mtsai., 1998).
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12. abra: (a) Az l-es és 2-es tipusu periglomerularis (PG) sejtek sematikus abrazolasa. Az l-es tipust
periglomerularis sejtek (kék) dendritjei az ’ON’ (piros) és a non-ON’ (sdrga) zéndkba egyarant belépnek, mig a
2-es tipusu periglomerularis sejtek (zold) dendritjei csak a *non-ON’ (sdrga) zénaban talalhatok meg. (b) Az 1-
es és 2-es tipusu periglomerularis sejtek intraglomerularis synapticus kapcsolatai. A nervus olfactorius
(ON, piros) axonjai a mitralis vagy a pamacsos (M/T) sejteken (lila), illetve az 1-es tipusa periglomerularis
sejteken (kék) végzédnek. Az 1-es és a 2-es tipusu periglomerularis sejtek (zold) a mitralis és a pamacsos sejtek
apicalis dendritjeivel reciprok és egyiranyt synapsisok kialakitasara is képesek. (Kosaka és mtsai., 1998 utan

modositva)

2.3.2. Kiilsé plexiform réteg

Az EPL-ben elsédlegesen el6forduld neuronalis elemek: az M, a T és a granularis sejtek
dendritjei, illetve a pamacsos sejtek axonjai. A sejttestek tobbsége a pamacsos sejtek
csoportjaba tartozik. A réteg felszinesebb régiojara az intermedier (k6zéps6) pamacsos sejtek
jellemzoék, a mélyebb zénakban az un. belsé pamacsos sejtek talalhatok meg (14. abra)

(Nagayama és mtsai., 2014; Orona és mtsai., 1984).
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2.3.3. Mitralis sejtek rétege

A mitralis sejtek rétegében a mitralis sejtek sejttestei lathatok. A mitralis sejtek az
embrionalis fejlédés soran még szamos differencialatlan dendrittel rendelkeznek, amelyek
kiilonb6z6  glomerulusokkal allnak kapcsolatban. Az embrionalis fejlédés kés6bbi
szakaszaban a differencialatlan dendritek visszahtzodnak a GL-bdl egy kivételével, amelybdl
a mitralis sejt primer dendritje alakul ki. A korai postnatalis idészakban az embrionalis primer
dendritekbdl szekunder (lateralis) dendritek alakulnak ki, amelyek az EPL kiilonb6z6

tertileteivel allnak kapcsolatban (13. dbra) (Malun és Brunjes, 1996).

- -

13. abra: A primer és a szekunder dendritek kialakulasa a mitralis sejtek fejlodése soran (Imai, 2014 utan

modositva).

A mitralis sejteket szekunder dendritjeik lefutasa és a sejttestiik alakja alapjan kiilonb6z6
csoportokba sorolhatjuk. Az I-es tipust sejtek kozé tartoznak azon mitralis sejtek, amelyek
szekunder dendritjei az EPL mélyebb rétegeiben végzédnek (Mori és mtsai., 1983; Orona ¢és
mtsai., 1984), mig a Il-es tipusu mitralis sejtek szekunder dendritjei az EPL intermedier

zOnajaban érnek véget (14. abra) (Mouradian és Scott, 1988; Orona és mtsai., 1984).

GL (/|

Az EPL intermeuronjai

EPL
MCL ‘J/ - ‘Q‘%{ pamacsos sejt™ :

LU a11S SCIL iU alls SC

14. abra: A mitralis sejtek rétegében (MCL) és a Kkiilsé plexiform rétegben (EPL) talalhato sejtek

sematikus abrazolasa. GL: glomerularis réteg (Nagayama és mtsai., 2014 utan modositva).
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A sejttest alakja alapjan harom tipusukat kiilonboztethetjiik meg: lehetnek haromszog, ovalis
¢s orsO alaktiak (Kikuta és mtsai., 2013). A mitralis sejtek axonjai a pamacsos sejtek
axonjaival egyiitt kotegekbe rendezOdve hozzak létre a tractus olfactoriust (Imai, 2014;
Nieuwenhuys és mtsai.,, 1998). A pamacsos sejtekhez hasonloan, a mitralis sejtek
axonkollateralisok révén synapticus kapcsolatokat létesitenck a granularis sejtekkel és a

mélyebben elhelyezkedd interneuronokkal.

2.3.4. Belso plexiform réteg

Az IPL-ben a mitralis és pamacsos sejtek axonjain kiviil néhany granularis sejt apicalis
dendritje lathato, illetve elszortan a deep short axon (dSA) sejtek egy altipusa, a GLASA
fordul el6, melyek axonja az EPL-en athaladva eléri a GL-t (15. abra) (Eyre és mtsai., 2008;
Nagayama és mtsai., 2014).

2.3.5. Granularis sejtek rétege

A GCL meglehetésen heterogén morfologiai karakterrel bird interneuronakat,

els6sorban granularis sejteket és deep short axon sejteket tartalmaz (15. abra).

GL Gt sejt
III-as

tipus
\% sejt
EPL / V-as

MCL
IPL
L o GLdSA sejt
gL Gr sejt I-es R
e L ‘>\‘.4,
Gr sejt EPLASA

Gr sejt Gr sejt IV-es

Stipos Il-es tipus  tipys

GCLASA sejt  sejt

15. abra: A granularis sejtek rétegének (GCL) sematikus abrazolasa. GL: glomerularis réteg, EPL: kiilsé
plexiform réteg, MCL.: mitralis sejtek rétege, IPL: belsé plexiform réteg, GCL: granularis sejtek rétege, Gr sejt:

granularis sejt, dSA: deep short axon sejt. (Nagayama és mtsai., 2014 utan modositva)
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A granularis sejtek axon nélkiili sejtek, megjelenésiikre altalanosan jellemz6 a
kisméretli sejttest, valamint megfigyelhetd, hogy az apicalis dendritjeik a BO felszinére
merd6legesen haladnak és tobbnyire az EPL-ben végzédnek. A granularis sejtek alcsoportokba
torténd besorolasa a sejttestiik lokalizacioja, illetve a dendritek lefutdsa alapjan torténik (15.
abra) (Merkle és mtsai., 2014; Nagayama ¢és mtsai., 2014).

A deep short axon sejtek kategorizalasahoz az axonok disztribtciojat vették alapul. Az
axonterminacid alapjan GLdSA, EPLASA és GCLASA sejteket kiilonboztethetiink meg (15.
abra) (Eyre ¢és mtsai., 2008).

2.3.6. A BO és a synapticus plaszticitas

A szaglasbol szarmazo informacid feldolgozasa egy meglehetdsen bonyolult hal6zaton
keresztiil valosul meg. A szagloham felépitésében részt vevd szenzoros neuronok a
felsziniikon expresszalt receptorok révén a kornyezetben fellelheté illatanyagok
monitorozasat végzik. A szagmolekulak megkdtése utan, axonjaik révén, az ingeriiletet a BO-
ba tovabbitjak, ahol célsejtjeikkel synapticus kapcsolatokat létesitenek. A szagloham
szenzoros neuronjai felszinlikon egyetlen receptor tipust expresszalnak, és az azonos receptort
hordoz6 neuronok axonjai egy adott glomerulusba konvergalnak (Mombaerts és mtsai., 1996;
Ressler és mtsai.,, 1994). A szenzoros neuronok axonjai a glomerulusok ’ON’
kompartmentjein beliil axo-dendritikus synapsisokat alakitanak ki kiilonb6z6 postsynapticus
sejtekkel, amelyek lehetnek mitralis sejtek, pamacsos sejtek, illetve 1-es tipust
periglomerularis sejtek. A ’non-ON’ régiokra jellemz6 dendro-dendritikus synapsisok
interneuronok kozott alakulnak ki (12. b abra) (Kosaka és mtsai., 1998). Dendro-dendritikus
synapsisok kialakulasa figyelhet6 meg az EPL-ben a mitralis és pamacsos sejtek szekunder
dendritjei, illetve a granularis sejtek dendritjei k6zott.

A szaglasbdl szarmaz6 informacid feldolgozéasaban jelentds szerepet tulajdonitanak az
un. reciprok synapsisoknak, amelyekre példaként emlithetd a mitralis sejtek szekunder
dendritjei és a granularis sejtek dendritjei kozott kialakuld dendro-dendritikus synapticus
kapcsolat. Ezen synapsisokban a glutamatot felszabaditd mitralis sejt serkenti a granularis
sejteket, amely GABAerg gatldo impulzust kiild a mitralis sejthez (16. abra) (Isaacson és
Strowbridge, 1998). A BO neuronjai altal alkotott komplex halozat az ingeriilet feldolgozasa
utan az informaciot a mitralis sejtek és a pamacsos sejtek axonjaibol Gsszeszed6do tractus

olfactorius révén a szaglokéregbe juttatja (Figueres-Ofiate és mtsai., 2014).
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16. abra: Dendro-dendritikus gatlas patkany bulbus olfactoriusban. (A) A BO rétegeinek sematikus
abrazolasa. GL: glomerularis réteg, EPL: kiilsé plexiform réteg, MCL: mitralis sejtek rétege, GCL: granularis
sejtek rétege, ON: nervus olfactorius. (B) A mitralis és a granularis sejtek dendritjei kozott kialakulé
reciprok synapsis sematikus abrazolasa. M: mitralis sejt, Gr: granularis sejt. (Isaacson és Strowbridge, 1998

utan modositva)

A BO synapticus plaszticitas szempontjabol az agy Kkitiintetett teriiletét képviseli, hiszen
neuronalis halozata folyamatosan atépiild rendszert képez. Ez az élethosszig tartd
atszervez0dés két mechanizmuson keresztiil valosul meg: (1) a szaglohdmban 1évo
érzéksejtek folyamatosan megijulnak és bendvo axonjaik a glomerulusok mar meglévo
neuronalis halozataba integralodnak, melyet ugyanazon szagldé receptort expresszald
neuroepithel sejtek axonjai alkotnak (Lledo és Saghatelyan, 2005; Ma és mtsai., 2017), (2) a
BO neuronalis halozataba folyamatosan épiilnek be a subventricularis zO6nabol szarmazo,
ujonnan képz6doé neuronok (Luskin, 1993). Ezen folyamatok igen magas foku plaszticitast
biztositanak a szaglérendszer szdmdra, bar a hattérben all6 molekuldris mechanizmusok

részleteikben nem ismertek.
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2.4. Célkitiizés

Mivel az irodalmi adatok és korabbi vizsgalataink is azt sugalljdk, hogy az ECM
molekuldk jelenléte, illetve hianya jelentdés mértékben befolyasolja a kdzponti idegrendszer
synapticus plaszticitasat és regeneraciojat (Briickner és mtsai., 2008; Celio és mtsai., 1998;
Dityatev és Fellin, 2008; Faissner és mtsai., 2010; Fawcett, 2015; Kwok és mtsai., 2011),
ezért jelen munkank soran célul tiiztik ki ezen molekulahaldzat Osszetételének pontos
feltérképezését harom olyan agyteriileten, amelyek fokozott synapticus plaszticitassal
rendelkeznek. Vizsgalatainkat patkanyokon végeztiik.

1. Kisérleteink elsé szakaszaban két precerebellaris mag, az Ol és a PHN teriiletét
tanulmanyoztuk, amelyek kiterjedt kapcsolatban allnak a munkacsoportunk altal részletesen
vizsgalt és igen magas foku plaszticitassal rendelkezd vestibularis rendszerrel (Deak és mtsai.,
2012; Racz és mtsai., 2014).

a. Az OI kapcsan felmeriil a kérdés, hogy az ECM molekuldk eloszlasi mintdzata
koveti-e az almagok funkcionalis heterogenitdsat, vagy az egységes morfologiai bélyegeknek
megfeleléen az ECM molekuldk eloszlasa is homogénnek bizonyul. (De Zeeuw ¢és mtsai.,
1998; Gwyn és mtsai., 1977).

b. Hasonloképpen, a PHN esetében is kivancsiak voltunk arra, hogy van-e dsszefiiggés
a mag teriiletén talalhatd neuronok morfologiai és funkcionalis tulajdonsagai, valamint az
ECM molekulék eloszlasa kozott.

2. Ezt kovetden kisérleteinket a BO tertiletére terjesztettiik ki, amelyrdl ismeretes, hogy
synapticus halozatanak folyamatos atszervezddése teljes €lethosszig megmarad.

Az altalunk vizsgalt, fokozott synapticus plaszticitassal rendelkezé teriileteken
expresszalt ECM molekuldk kimutatasa és ezen molekulak expresszidos mintazataban
megfigyelhetd regionalis kiilonbségek feltarasa, majd az eredmények Gsszevetése a kdzponti
idegrendszer egyéb, kevésbé plasztikus teriileteinek vizsgalata soran kapott eredményekkel,

segitséget nyujthat az ECM synapticus plaszticitasban betoltott szerepének megismerésében.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Mintaelokészités

A kisérletek kivitelezése a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak
iranyelvei alapjan (OI, PHN engedély szama: 11/2011/DEMAB, BO engedély szama:
6/2017/DEMAB) ¢és az EU szabalyzatanak (European Communities Council Directive of 24
November 1986; 86/609/EEC) megfeleléen tortént. Vizsgdlatainkat 12-14 hetes, felnott,
ndstény Wistar patkdnyon (Charles River Laboratory, Strain Crl: WI) végeztiik el.

Az éllatok altatdsa 10%-os uretdnnal (1.3 ml/100 g testtdmeg; Reanal, Budapest,
Hungary), intraperitonealis uton tortént, amelyet fiziologias sooldattal (0.9%) valod
transcardialis perfuzio kovetett. Az agytorzsek eltavolitdsa utan a mintakat 1 napra (4°C)
Sainte-Marie fixaloszerbe (99% abszolut alkohol és 1% jégecet) helyeztiik, majd paraffinba
torténd agyazast kovetden, mikrotom (Leica SM2000R) segitségével, 8 pm vastagsagu
szeletekbdl allo frontalis sorozatmetszeteket készitettliink. A szilanizalt targylemezre helyezett
metszeteket deparaffinaltuk, rehidraltuk, majd foszfat pufferben (PBS, pH 7.4) torténé mosast
kovetden az endogén peroxidaz aktivitds gatlasa 3%-0s H,O, oldattal tortént (deszt. vizben
oldva, szobahémérséklet, 10 perc). A BO szerkezetének bemutatasara Nissl-festést végeztiink.

A hisztokémiai ¢és immunhisztokémiai reakcidkat a nem-specifikus kotShelyek
blokkolésa eldzte meg.

Az OI és a PHN esetében a mintakat a kdvetkezé 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; HAPLNI), 3%
normal 16 szérum (NHS) (neurokdn), 1% BSA + 10% NHS (brevikdn) és 1% BSA + 10%
normal nyul szérum (NRS) (TN-R).

A BO vizsgalata soran a kovetkez6 blokkold szereket alkalmaztuk: 3% BSA (HA;
WFA; verzikan), 3% BSA + 10% NGS (aggrekan), 3% BSA + 10% NRS (egérben termelt
monoklondlis anti-kondroitin szulfat proteoglikan, CAT-301; neurokdn), 3% BSA + 10%
normal szamar szérum (NDS) (brevikdan; TN-R; HAPLN1).

3.2. Hisztokémiai reakciok
3.2.1. Oliva inferior, nucleus prepositus hypoglossi

A HA eloszlasanak detektaldsara biotinilalt hialuronsav koté fehérjét (bHABP; R.
Tammi ¢és M. Tammi, Dept. Anat. Univ. of Kuopio, Kuopio, Finnorszag), mig a PNN
altalanos markereként biotinilalt Wisteria floribunda agglutinint (bWFA,; Sigma-Aldrich, St.
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Louis, MO, USA) alkalmaztunk. A lektinek csoportjaba tartozé6 WFA specifikusan kotodik a
CSPG-ok ¢és GP-ek N-acetil-galaktézamin alegységéhez (Hartig és mtsai., 1992), igy altala
informaciot nyerhetiink ezen molekuldk neuronok koriili megjelenésérél. Blokkolast kdvetden
a metszeteket egy éjszakan at inkubaltuk 4°C-on bHABP-t vagy bWFA-t tartalmaz6 oldatban,
amelyek higitasa 1% BSA-t tartalmaz6 PBS-ben tortént. A reakcid vizualizalasa ExtrAvidin
Peroxidase (Sigma-Aldrich), H,O, és 3,3-diaminobenzidin-tetrahidroklorid (DAB) kromogén
segitségével tortént. Dehidralast kovetden, a metszeteket DPX fed6anyaggal (Sigma-Aldrich)
fedtiik le.

3.2.2. Bulbus olfactoriusA HA ecloszlasanak detektalasara bHABP-t (AMS
Biotechnology, Abingdon, UK), mig a WFA reakcio kivitelezéséhez bWFA-t (Sigma-
Aldrich,) alkalmaztunk. Blokkolast kovetéen a metszeteket egy éjszakan at, 4°C-on
inkubaltuk bHABP-t vagy bWFA-t tartalmaz6 oldatban. A bHABP és a bWFA higitasa 1%
BSA-t tartalmazd PBS-ben tortént. A reakciok vizualizalasahoz Streptavidin AlexaFluor 555
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) jelol6 anyagot hasznaltunk (1:1000, PBS-ben
higitva, 1 6ra). A metszeteket DAPI-val kombinalt ProLong® Diamond Antifade Mountant
(Life Technologies) fedéanyaggal fedtiik le.

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

A CSPG-ok és glikoproteinek kimutatasa antitestek segitségével tortént. Vizsgalataink
soran az alabbi primer antitesteket hasznaltuk: nytulban termelt poliklonalis anti-aggrekan
(Merck Millipore, Billerica, MA, USA), egérben termelt monoklonalis anti-verzikan (12CS;
Developmental Studies Hybridoma Bank, DSHB; Iowa City, IA, USA), egérben termelt
monoklondlis anti-neurokan (1F6; DSHB), egérben termelt monoklondlis anti-brevikan (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), kecskében termelt poliklonalis anti-TN-R (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) és kecskében termelt poliklonalis anti-HAPLN1 (R&D Systems). A
hisztokémiai és immunhisztokémiai reakciok soran alkalmazott primer reagensek adatait az 1.
tablazat foglalja 0ssze. Az aggrekan, a brevikan és a verzikan esetében a jobb antigén feltaras
érdekében a metszeteket Tris-Na-acetat pufferben (pHS) oldott kondroitindz ABC (1:100;
0.02 U/ml; Sigma-Aldrich) enzimmel valo emésztésnek vetettiik ala (1 ora, 37°C). A primer
antitesteket az adott reakcidonak megfeleld szérumot/szérumokat tartalmazo PBS-ben

higitottuk: 1% BSA + 3% NGS (aggrekan), 2% BSA (verzikan), 1% NHS (neurokan), 1%
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BSA + 3% NHS (brevikan), 1%BSA + 3% NRS (TN-R), 1% BSA (HAPLN1). Az inkubacid
1 éjszakan at, 4°C-on tortént.

A primer reagenseknek megfeleléen az aldbbi szekunder antitesteket alkalmaztuk
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA): biotinilalt, kecskében termelt anti-nyul IgG
(aggrekan); biotinilalt, 16ban termelt anti-egér 1gG (verzikdn, neurokdn és brevikdan) és
biotinilalt, nyGlban termelt anti-kecske IgG (TN-R és HAPLN1). A szekunder antitestek
higitasa (1:200) PBS-ben tortént. A vizualizacio és a metszetek fedése soran a HA és a WFA

reakciok esetében leirtak szerint jartunk el.

3.3.2. Bulbus olfactorius

A CSPG-ok és glikoproteinek kimutatasa soran az alabbi primer antitesteket hasznaltuk:
nyulban termelt poliklondlis anti-aggrekan (Merck Millipore), egérben termelt monoklonalis
anti-kondroitin szulfat proteoglikan (Clone CAT-301, Sigma-Aldrich), egérben termelt
monoklonalis anti-verzikan (DSHB), egérben termelt monoklonalis anti-neurokan (1F6;
DSHB), béaranyban termelt poliklondlis anti-brevikan (R&D Systems), kecskében termelt
poliklonalis anti-TN-R (R&D Systems), kecskében termelt poliklonalis anti-HAPLN1 (R&D
Systems). A hisztokémiai és immunhisztokémiai reakciok soran alkalmazott primer reagensek
adatait az 1. tablazat foglalja Ossze. Az aggrekan, a CAT-301, a verzikan és a brevikan
esetében a jobb antigén feltdras érdekében a metszeteket Tris-Na-acetat pufferben (pHS)
oldott kondroitinaz ABC (0.02 U/ml; Sigma-Aldrich) emésztésnek vetettiik ala (1 ora, 37°C).
A primer antitesteket az adott reakcionak megfelelé szérumot/szérumokat tartalmazo PBS-ben
higitottuk: 1% BSA + 3% NGS (aggrekan), 1% BSA (verzikdn), 1% BSA + 3% NRS (CAT-
301, neurokan), 1% BSA + 3% NDS (brevikdn, TN-R, HAPLN1). Az inkubaci6 egy éjszakan
at, 4°C-on tortént.

A reakcidk vizualizaldsa AlexaFluor 555 jeloldanyaggal konjugalt szekunder antitestek
(Life Technologies) segitségével tortént: kecskében termelt anti-nyal IgG (aggrekan),
nyulban termelt anti-egér 1gG (verzikan, neurokdan, CAT-301), szamarban termelt anti-barany
IgG (brevikdan) és szamarban termelt anti-kecske 1gG (TN-R, HAPLN1). Az inkubacio
id6tartama 1 ora volt, a szekunder antitestek higitasa (1:1000) PBS-ben tortént. A metszeteket
DAPI-val kombinalt ProLong® Diamond Antifade Mountant (Life Technologies)
feddanyaggal fedtiik le.
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1. tablazat: Az ECM molekuldk detektalasara alkalmazott proba, lektin és primer antitestek

Gyartd, katalogus szam

Faj, tipus Higitas

bHABP? (OI, PHN)

bHABP? (BO)

bWFAP

Anti-aggrekan

CAT-301° (BO)

Anti-verzikan

Anti-neurokan

Anti-brevikan (Ol, PHN)

Anti-brevikan (BO)

Anti-tenaszcin-R

HAPLN1¢

R. Tammi és M. Tammi;
Kuopio, Finnorszag

AMS
Biotechnology;
AMS. HKD-BC41

Sigma-Aldrich;
L1516

Merck Millipore;
AB1031

Sigma-Aldrich;
MAB5284

DSHB,;
12C5

DSHB,;
1F6

R&D Systems;
AF4009

BD Biosciences, 610894

R&D Systems;
AF3865

R&D Systems;
AF2608

szarvasmarha iziileti 1:50
porcabol izolalt aggrekan

HA-kot6 régidja; biotinilalt
E.coliban expresszalt 1:100
rekombinans human

verzikan G1 domén,;

biotinilalt

Wisteria floribundabol 1:500
izolalt lektin; biotinilalt

nyul, poliklonalis, IgG 1:500
egér, monoklonalis, IgG1 1:100

egér, monoklonalis, IgG1 1:100

egér, monoklonalis, IgG1 1:100

barany, poliklonalis, IgG 1:100

egér, monoklonalis, IgG1 1:200

kecske, poliklonalis, IgG 1:300

kecske, poliklonalis, IgG 1:300

? biotinilalt hialuronsav kotd fehérje

® biotinilalt Wisteria Floribunda agglutinin

¢ anti-kondroitin szulfat proteoglikan CAT-301 klon

Y hialuronsav és proteoglikan koto fehérje 1

A bHABP, a bWFA, a CAT-301és az anti-brevikan esetében zardjelben tiintettiik fel a vizsgalt teriileteket,

amelyen/amelyeken a reagenst alkalmaztuk. A tobbi reagenst mindharom vizsgalt teriileten alkalmaztuk.

3.3.2.1. Kettos fluoreszcens jelolés

Az ECM molekuldk pontos lokalizdciojanak meghatarozasdhoz a fent leirt reakciokat a
dendritek és az axonok jelolésével kombindltuk. Az axonok feltlintetésére neurofilament
elleni antitestet (egérben termelt, monoklonalis anti-neurofilament vagy nytlban termelt,
poliklonalis anti-neurofilament; Sigma-Aldrich) alkalmaztunk, mig a dendritek jel6lése

mikrotubulushoz asszociélt protein 2 (MAP2) elleni antitest (nyulban termelt, poliklonalis
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anti-MAP2; Merck Millipore) segitségével tortént. A primer antitestek adatait a 2. tablazat
foglalja 6ssze. A neurofilament és a MAP2 elleni antitestekkel torténd inkubaciot megel6zden
a metszeteket 30 percen at szobahdémérsékleten blokkoltuk: 3% BSA + 10% NGS (egérben
termelt anti-neurofilament), 3% BSA + 10% NDS (nyulban termelt anti-neurofilament;
nyulban termelt anti-MAP2). A primer antitesteket az alabbi oldatokban higitottuk: 1% BSA
+ 3% NGS (egérben termelt anti-neurofilament) és 1% BSA + 3% NDS (nyulban termelt
anti-neurofilament; nyulban termelt anti-MAP2). Az inkubacié id6tartama 1 éjszaka volt
(4°C). A szérumok higitasa PBS-ben tortént.

Vizsgalataink soran a kovetkezd antitest kombinacidkat alkalmaztuk: egérben termelt
monoklonalis anti-neurofilament + WFA, egérben termelt monoklonalis anti-neurofilament +
aggrekan, nytlban termelt poliklonalis anti-MAP2 + CAT-301, nyualba termelt poliklonalis
anti-neurofilament + verzikan, egérben termelt monoklonalis anti-neurofilament + brevikan,
nyulban termelt poliklonalis anti-MAP2 + brevikdn, egérben termelt monoklonélis anti-
neurofilament + HAPLN1, nyulban termelt poliklonalis anti-MAP2 + HAPLN1.

A neurofilament és MAP2 reakciok vizualizalasa AlexaFluor 488 jelolé anyaggal
konjugalt szekunder antitestek (Life Technologies) segitségével tortént: kecskében termelt
anti-egér IgG (egérben termelt anti-neurofilament), szamarban termelt anti-nytl 1gG (nyulban
termelt anti-neurofilament és nyulban termelt anti-MAP2). A metszeteket DAPI-val
kombinalt ProLong® Diamond Antifade Mountant (Life Technologies) fedéanyaggal fedtiik

le.

2. tablazat: Az ECM molekulak markereivel kombinalt primer antitestek

Gyartd, katalégus szam Faj, tipus Higitas
Anti-neurofilament Sigma-Aldrich; nyul, poliklonalis, 1:80
N4142 19G
Anti-neurofilament Sigma-Aldrich; egér, monoklonalis, 1:40
N5389 lgG1
Anti-MAP2* Merck Millipore; nyul, poliklonalis, 1:500
AB5622 196

# mikrotubulus asszociélt protein 2
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3.4. Az eredmények feldolgozasa

3.4.1. Oliva inferior, nucleus prepositus hypoglossi

c sy

Az Ol ¢és a PHN pozicidjanak, hatarainak ¢és rostrocaudalis kiterjedésének
meghatarozasa patkany sztereotaxias atlasz (Paxinos és Watson, 1998) alapjan tortént. Az OI
almagjainak tanulmanyozasahoz és helyzetiik meghatarozasahoz a Gwyn és mtsai. (1977)
altal leirtakat vettiik alapul.

A képeket Nikon Eclipse E800 fénymikroszkop segitségével készitettiik, a kontraszt és

a hattér beallitasaink minimalis modositasat a Photoshop CS4 v11.0 hasznalataval végeztiik.

3.4.2. Bulbus olfactorius

A bulbus olfactorius rétegeinek meghatarozasa ¢€s tanulmanyozésa patkany sztereotaxias
atlasz (Paxinos és Watson, 1998), valamint Nagayama ¢és mtsai. (2014) altal leirtak alapjan
tortént.

A képeket (a szuper-rezoltcios felvételek kivételével) Olympus CX31 epifluoreszcens
fénymikroszkop és DP27 kamera segitségével készitettiik, a kontraszt €s a hattér beallitasaink
minimalis médositasadt a Photoshop CS4 v11.0 (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA)
hasznalataval végeztiik. A szuper-rezolicios felvételeket Olympus FV-3000 konfokalis

mikroszkop alkalmazasaval készitettiik.

3.4.3. A hisztokémiai és immunhisztokémiai reakciok szemikvantitativ Kiértékelése

A hisztokémiai €s immunhisztokémiai reakciok szemikvantitativ kiértékelését
elvégeztiik az OI, a PHN és a BO esetében. Harom kiilonb6zd allat agytorzsének azonos
szintjeibdl késziilt, illetve a BO teriiletérdl szarmazo metszetek keriiltek kivalogatésra,
amelyekrdl az ECM molekuldk kimutatdsara irdnyuld reakciok elvégzése utan felvételeket
készitettlink. A reakciok festddési intenzitdsdnak meghatirozasdhoz 6t fokozati skalat
hasznaltunk (-: nincs festddés, +: gyenge festddés, ++: mérsékelt festddeés, +++: erds festddes,
++++: nagyon erds festddés). A BO esetében az ECM kondenzalt formainak el6éfordulasat
rétegenként jeloltik. A kiértékelés két személy fiiggetlen véleménye alapjan késziilt, azonos
nagyitas, kontraszt €és fényerdsség beallitasat kovetden, melyet harom masik kollégank

ellendrzott.
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4. EREDMENYEK

4.1. Oliva inferior

Az OI teriiletén az ECM molekuldk laza, halézatos elrendezddését figyeltik meg, a
hisztokémiai és immunhisztokémiai reakciok elsésorban a neuropil festddését eredményezték.
A sejtek somajat és a dendritek proximalis részét koriilvevé kb. 20 um vastagsagu teriilet
nagyon gyengén festddott vagy festetlennek bizonyult, vagyis PNN nem volt megfigyelhetd
az OI teriiletén (16. és 17. abra). Ugyanakkor a kondenzalt ECM egy masik megjelenési
formajat, az AC-ot reprezentald, 2-4 um atmérdjii, sététen fest6do, gyliriszert struktarakat
figyeltiink meg a neuropilben (Briickner és mtsai., 2008). Az AC-ok megjelenését az OI
almagjaiban a 4. tablazat mutatja. A verzikan reakciot kovetden aprd, erésen fest6do,
pontszerien jelolodd strukturak voltak lathatok, melyek a Ranvier-féle beflizddések koriili
nodalis ECM jelenlétére utalnak (16. E, 17. E abra).

Az OI rostralis kétharmadaban a PO dorsalis és ventralis lamellait, a MAO rostralis
lamelldjat, a DAO és a DMCC almagokat kiilonithetjiik el (16. A abra) (Azizi és Woodward,
1987; Gwyn és mtsai., 1977). Az ECM reakcidk intenzitdsa kiilonb6z6 az egyes almagok
terliletén, illetve az almagokon belill is eltérések tapasztalhatok. A neuropil festddési
intenzitdsanak szemikvantitativ értékelését az Ol rostralis részének almagjaiban az 3. tablazat
mutatja. Az aggrekdn esetében kiemelked6en erds festédés volt megfigyelhet6 a MAO
rostralis lamellajanak dorsalis részében, a PO lamellainak medialis kétharmadéban és a DAO
dorsomedialis és ventrolateralis részeiben (16. D abra). A brevikdn reakcid intenzitdsa szintén
kiemelkedden erdsnek bizonyult minden almag teriiletén, regionalis kiilonbség kizarolag a
DAO-ban volt megfigyelhetd, ahol a lateralis rész a medialishoz viszonyitva intenzivebb
festddést mutatott (16. G dbra). A WFA reakcid intenzitdsa ugyan elmaradt az aggrekan ¢és a
brevikdn esetében tapasztaltakhoz képest, az OI rostralis részének teljes teriiletén erdsnek
bizonyult, az almagok koziil kiemelhetjiik a DAO-t, elsésorban annak dorsomedialis részét,
ahol a tobbi almaghoz képest intenzivebb jelet kaptunk (16. C dbra). A HA és a TN-R reakcidk
esetében mérsékelt festddés volt lathato, lényeges intenzitasbeli kiilonbséget sem az almagok
kozott, sem az almagokon beliil nem figyeltiink meg (16. B, H &bra). A verzikan expresszioja
a DAO-ban és a DMCC-ben volt a legerésebb, melyeket a PO dorsomedialis, majd
ventrolateralis része kovetett, ahol az el6zéekben emlitett almagokhoz képest gyengébb jelet
kaptunk. A leggyengébb jelintenzitds a MAO rostralis lamellajaban volt megfigyelhetd. A

verzikan reakcid megjelenése pontszerli mintazatot mutatott (16. E 4bra). Gyenge HAPLN1
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pozitivitds lathaté a DMCC almagban, mig az OI rostralis részének egyéb teriiletein nem
detektaltunk jelet (16. I dbra). A neurokan reakcio6 kizarolag a DAO dorsomedialis részében
Mmutatott igen gyenge pozitivitast, mig az OI rostralis részének mas régidiban a reakcio

teljesen negativnak bizonyult (16. F abra).

Hialuronsav

¢ RMAO

N2
A M<—T Bl S ——
Aggrekan Verzikan
5 d RMAQ : f RMAO
O f : «
T e, B - -
NS, ‘W e Rt

16. abra: Az ECM molekulak eloszlisa az oliva inferior rostralis részében. (A) Az agytorzs frontalis
metszetének sematikus abrazolasa (részlet, Paxinos és Watson, 1998 utdn moédositva), mely az OI rostralis
részének szerkezetét mutatja. Bregmatol vald tavolsag -12,30 mm. DAO: dorsal accessory olive; DMCC:
dorsomedial cell column; PO: principal olive; RMAO: rostral lamella of medial accessory olive; Py: pyramis; M:
medialis; D: dorsalis. A HA (B) eloszlasanak detektalasara biotinilalt hialuronsav kot6 fehérjét, mig a kondroitin
szulfat proteoglikanok altalanos markereként biotinilalt Wisteria floribunda agglutinint (WFA) (C) alkalmaztunk.
Az aggrekan (D), verzikan (E), neurokan (F), brevikan (G), TN-R (H) és HAPLN1 (I) kimutatisa antitestek
segitségével tortént. A betétképeken @ MAO rostralis lamellaja lathatd, melyeken a nyilak (b, ¢, d, g, h) AC-nak
megfeleld struktarakat jelolnek, mig a nyilhegyek () a verzikan reakcié pontszerii megjelenését mutatjak a

neuropilben. Lépték: 500 um (B, C, D, E, F, G, H, 1); 50 um (b, ¢, d, e, f, g, h, i).
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Az Ol teriiletén caudalis iranyba haladva a MAO rostralis lamellaja, a PO, a DAO és a
DMCC almagok fokozatosan eltiinnek, az OI caudalis egyharmadidt a MAO horizontalis
lamellaja, a VLO-val asszocialt DC ¢€s a nucleus B almagok alkotjak (17. A &bra) (Azizi és
Woodward, 1987; Gwyn és mtsai., 1977). Az Ol caudalis egyharmadaban az ECM
festddésének intenzitasa az egyes almagok kozott joval szembetlindbb kiilonbségeket mutatott
a rostralis egyharmadban tapasztaltakhoz képest, illetve a festetlen teriiletek mérete és

el6fordulasi gyakorisaga szintén novekedett (17. dbra, 3. tdblazat).
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17. dbra: Az ECM molekulak eloszlasa az oliva inferior caudalis részében. (A) Az agytorzs frontalis
metszetének sematikus abrazolasa (részlet, Paxinos és Watson, 1998 utan modositva), mely az OI caudalis
részének szerkezetét mutatja. Bregmatol valo tavolsag -13,80 mm. DC: dorsal cap; f: nucleus f; HMAO lat:
lateral part of horizontal lamella of medial accessory olive; HMAO med: medial part of horizontal lamella of
medial accessory olive; Py: pyramis; M: medialis; D: dorsalis. A HA (B) eloszlasanak detektalasara biotinilalt

hialuronsav koté fehérjét, mig a kondroitin szulfat proteoglikanok altalanos markereként biotinilalt Wisteria
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floribunda agglutinint (WFA) (C) alkalmaztunk. Az aggrekdn (D), verzikin (E), neurokdan (F), brevikan (G),
TN-R (H) és HAPLN1 (1) kimutatasa antitestek segitségével tortént. A betétképeken az OI almagjai lathatok,
melyeken a nyilak (b4, c2, d4, f2, g2, h2, i2) AC-nak megfelel6 strukturikat jelolnek, mig a nyilhegyek (el-4) a
verzikan reakcio pontszerii megjelenését mutatjak a neuropilben. Lépték: 500 um (B, C, D, E, F, G, H, I); 50 um
(b1-4, c1-4, d1-4, el-4, f1-4, g1-4, h1-4, i1-4).

Az aggrekan reakci6 a MAO horizontalis lamelldjanak teriiletén kiemelkedden erdsnek
bizonyult, ezt kéveti a nucleus B, mig a DC-ben csak nagyon alacsony jelintenzitast
detektaltunk (17. D abra). A brevikan reakciod a nucleus B és a DC teriiletén erds festodést
mutatott, mig a MAO horizontalis lamellajaban az el6z6 almagokhoz képest gyengébb jel volt
megfigyelhet6 (17. G abra). A HA, a WFA ¢és a TN-R reakciok erds festddést mutattak, viszont
regionalis kiilonbségek nem fedezhetok fel az egyes almagok kozott (17. B, C, H abra). A
verzikan festddése a DC-ben és a MAO horizontalis lamelldjanak medialis részében erdsnek
bizonyult, mig a nucleus B és a MAO horizontalis lamell4janak lateralis részében gyengébb
jelet figyeltiink meg. A reakcio, hasonldan az Ol rostralis részében tapasztaltakhoz, pontszerti
megjelenést mutatott (17. E abra). A neurokan festddési intenzitasa a nucleus B-ban erds volt,
ezzel szemben a DC és a MAO horizontalis lamellajanak lateralis részében gyenge jelet
detektaltunk, a MAO horizontalis lamelldjanak medialis része pedig festetlennek bizonyult
(17. F abra). A HAPLNL1 expresszios mintazata a neurokanéhoz hasonlonak mutatkozott, a

reakcio er@ssége azonban altalanosan gyengébbnek bizonyult (17. I abra).

3. tablazat: A neuropil festodési intenzitasanak szemikvantitativ értékelése az oliva inferior almagjaiban

rostralis Ol caudalis Ol
DC HMAO | HMAO
RMAO | DAO DMCC PO (VLO) B med lat
Hialuronsav | ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ 4+
WFA +++ ++++* +++ +++ +++ +++ +4++ +++
Aggrekan ++++* ++++* ++++ ++++* - +++ ++++ ++++
Verzikan # H# Hit -[#* HHt # H# #
Neurokan - -[+* - - + +++ - +
Brevikan ++++ ++++* ++++ ++++ +++ ++++ +4++ +++
Tenaszcin-R | ++ ++ ++ ++ +++ +++ +4++ +++
HAPLN1 - - + - + ++ + ++

A festddési intenzitas kiértékeléséhez hasznalt fokozatok:

-2 nincs festddés

+: gyenge festodés

++: mérsékelt festodés

+++: erds festddés

++++: nagyon er6s festodés

*: az ECM molekulak fest6dési intenzitasa és eloszlasa kiilonbséget mutat az almagon beliil

#: erdsen fest0dd pontszert struktirak jelenléte a kevésbé intenziven jel616dott neuropilben
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Az OI teljes rostrocaudalis kiterjedésében megfigyelheté az AC-ok jelenléte, bar
elé6fordulasuk jelentds kiilonbségeket mutat az egyes ECM molekuldk esetében a kiilonbozo
almagok teriiletén. A rostralis rész almagjaiban a HA, a WFA, az aggrekan, a verzikan, a
brevikan és a TN-R reakciok igazoltak az AC-ok jelenlétét, mig a neurokdn és a HAPLNI1
esetében ilyen strukturakat nem tudtunk azonositani. Az AC-ok a caudalis rész minden
almagjaban megfigyelhetdk voltak a HA, a WFA és a TN-R reakciok esetében, mig a
verzikan reakciot kovetéen nem lattunk AC-nak megfeleld struktirdkat. Az aggrekéan, a
neurokan, a brevikan és a HAPLNI reakciok esetében az OI caudalis részében az AC-ok
megjelenése magonként valtozo volt. Az AC-ok megjelenését az Ol egyes almagjaiban a 4.

tablazat mutatja.

4. tablazat: Az axonal coat-ok megjelenése az oliva inferior almagjaiban

rostralis Ol caudalis Ol
DC HMAO | HMAO

RMAO | DAO DMCC PO (VLO) B med lat
Hialuronsav + + + + + + + +
WFA + + + + + + + +
Aggrekan + + + + - + + +
Verzikan + + + + - - -
Neurokan - - - - - + - +
Brevikan + + + + - + + +
Tenaszcin-R + + + + + + + +
HAPLN1 - - -/+ - - + + +

- AC nincs jelen; +: AC jelen van.
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4.2. Nucleus prepositus hypoglossi

A PHN parvocellularis és magnocellularis részében az ECM molekulak eltérd eloszlasi
mintdzatot mutatnak (18. dbra). A két teriilet kozott kiillonbségek figyelheték meg a neuropil
festddési intenzitdsaban, valamint a PNN megjelenésében is. A vizsgalt molekulak eloszlasa
az alegységeken beliil sem egyenletes.

A PHN magnocellularis részében PNN el6fordulasat figyeltik meg a HA, a WFA, az
aggrekan, a TN-R és a HAPLN1 reakciokat kovetden, bar a pericellularis festédés intenzitasa
jelentds kiilonbségeket mutatott a magnocellularis teriilet sejtjei koriil. A legintenzivebb
festddés az aggrekan és a TN-R esetében volt lathato, mig a HA, a HAPLNI1 és a WFA
reakciot kovetden az eldzdekhez képest gyengébb jelet kaptunk. A brevikan és a neurokan
jelolését kovetden PNN jelenlétét nem tudtuk igazolni. A verzikan reakciot kovetden sotéten
festdd6 pontszeri jel volt megfigyelhetd a pericellularis régioban. A PHN parvocellularis
részében az ECM molekuldk ritkan alakitanak ki PNN-t, kizardlag az aggrekan és a TN-R
molekulak esetében figyeltiink meg halvany pericellularis jel6l6dést a sejtek koriil (18. abra).
A PHN parvocellularis és magnocellularis részében eléforduld PNN-ek festddési
intenzitdsanak szemikvantitativ értékelését a 5. tablazat mutatja.

A neuropil festddését minden egyes vizsgalt ECM molekula esetében megfigyeltiik a
PHN teljes teriiletén, azonban a legtobb esetben a magnocellularis részben erésebb jel volt
detektalhato (18. abra; 5. tablazat). A parvocellularis és a magnocellularis alegység kozotti
legszembetlindbb kiilonbség a neurokan és az aggrekan reakciok esetében volt megfigyelhetd,
mig a HA, a WFA, a verzikan és a HAPLNI jelolését kovetden kisebb intenzitasbeli eltérést
talaltunk a mag két alegysége kozott (5. tablazat). A TN-R és a brevikan esetében a
reakcidintenzitas hasonld volt a parvocellularis és a magnocellularis teriileteken. A neuropil
fest6dési intenzitasa az almagokon beliil sem volt egységes, elsésorban a magnocellularis
tertileten talaltunk regionalis kiilonbségeket. A magnocellularis rész medialis egyharmadaban
az aggrekan €s a neurokan fokozott expressziojat figyeltiikk meg (18. D, F abra), mig a lateralis
kétharmadban a WFA, az aggrekan, a neurokdn és a HAPLNI egyenetlen eloszlasa, illetve
valtozatos festddési intenzitasa lathato (18. C, D, F, I abra). A PHN parvocellularis teriiletén
néhany, sotéten festddo, szabalytalan teriilet volt megfigyelhetd az aggrekan, a verzikan és a
TN-R esetében (18. D, E, H 4bra). Az ECM reakciokat kovetden a neuropilben, elsdsorban a
magnocellularis teriileten, ovalis vagy kerek, 2-4 um atmér6ji, intenziven fest6dé struktarak
rajzolodtak ki, melyek megfelelnek a Briickner és mtsai. (2008) altal leirt AC-nak (18. B-I

abra; 6. tdblazat). A verzikan reakcidé eredményeként nagyszamu, erdsen festddd pontszerii
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képletet figyeltiink meg a neuropil teriiletén, melyek a nodalis ECM jelenlétére utalnak (18. E

abra).
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18. abra: Az ECM molekulik eloszlasa a nucleus prepositus hypoglossi (PHN) teriiletén. (A) Az agytorzs
frontalis metszetének sematikus abrazolasa (részlet, Paxinos és Watson, 1998 utdn mddositva), mely az PHN
szerkezetét mutatja. Bregmatol valo tavolsag -11,60 mm. MLF: fasciculus longitudinalis medialis; PHNp:
nucleus prepositus hypoglossi parvocellularis almag; PHNm: nucleus prepositus hypoglossi magnocellularis
almag; IV: IV. agykamra; MVN PC: nucleus vestibularis medialis parvocellularis almag; MVN MC: nucleus
vestibularis medialis magnocellularis almag. A HA (B) eloszlasanak detektalasara biotinilalt hialuronsav koté
fehérjét, mig a kondroitin szulfat proteoglikanok altalanos markereként biotinilalt Wisteria floribunda agglutinint
(WFA) (C) alkalmaztunk. Az aggrekdan (D), verzikdan (E), neurokdn (F), brevikan (G), TN-R (H) és HAPLNL1 (1)
kimutatasa antitestek segitségével tortént. A betétképeken a PHN parvocellularis és magnocellularis almagjai
lathatok, melyeken a nyilak AC-nak megfeleld struktarakat jelolnek (b2, ¢2, d2, el-2, f2, g2, h1-2, i2), mig a
nyilhegyek (el1-2) a verzikan reakcio pontszer(i megjelenését mutatjak a neuropilben. Lépték: 200 um (B, C, D,
E, F, G, H, 1); 20 um (b1-2, c1-2, d1-2, el-2, f1-2, g1-2, h1-2, i1-2).
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5. tablazat: A perineuronalis halé (PNN) és a neuropil festédési intenzitisanak szemikvantitativ

kiértékelése a nucleus prepositus hypoglossi (PHN) parvocellularis és magnocellularis részében

PNN Neuropil
PHN PHN PHN PHN
magnocellularis | parvocellularis | magnocellularis | parvocellularis

almag almag almag almag
Hialuronsav ++ +++ ++
WFA + ++ +
Aggrekan +++ + +++* +*
Verzikan - HitH HH#*
Neurokan - ++++* +
Brevikan - + +
Tenaszcin-R +++ + +++* +4+*
HAPLN1 + ¥ +

A PNN és a neuropil festédési intenzitasanak kiértékeléséhez hasznalt fokozatok:

-: nincs fest6dés
+: gyenge festédés
++: mérsékelt festodés

+++: erOs festodés

++++: nagyon erds festédés

#: er6sen fest6dd pontok jelenléte a neuropilben

*: a reakcid regionalis intenzitasbeli kiillonbséget mutatott az adott almagon beliil

6. tablazat: Az axonal coat-ok (AC) jelenléte a nucleus prepositus hypoglossi (PHN) parvocellularis és

magnocellularis részében

PHN
magnocellularis almag parvocellularis almag
Hialuronsav + -
WFA + -
Aggrekan + -1+
Verzikan + +
Neurokan + -[+
Brevikan + -
Tenaszcin-R + +
HAPLN1 + -+

- AC nincs jelen; +: AC jelen van.
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4.3. Bulbus olfactorius

A BO kiilonb6zd rétegeiben az elvégzett hisztokémiai és immunhisztokémiai reakciok
intenzitasa, illetve a rétegeken beliil a vizsgalt molekulak eloszlasi mintazata eltéréonek
bizonyult. Az ECM elsdsorban diffiz formaban jelent meg a neuropil teriiletén. Ebben a laza
szerkezetben, bizonyos reakcidk esetében szamos, kisméretli, gylriiszerii, az AC-ot
reprezentald struktira, valamint a nodalis ECM jelenlétére utald, er6sen festédd, pontszeriien
jelolédés volt megfigyelhetd (Bekku és mtsai., 2009; Bekku és Oohashi, 2010; Briickner ¢és
mtsai., 2008). Az ECM kondenzalt formajanak harmadik tipusa, a PNN, mely koriiloleli a
neuronok sejttestét és dendritjeinek proximalis részét, ritkan fordult elé a BO teriiletén. Ezen
kevés szamu esetben a PNN harom megjelenési formaja koziil (vékony, robosztus, diffuz)
(Jager és mtsai., 2013; Wegner és mtsai., 2003) kizarolag a vékony tipustt figyeltiik meg. Az
ECM molekuldk rétegenkénti eloszlasanak szemikvantitativ kiértékelését a 7. tablazat foglalja

0ssze.

4.3.1. Hialuronsav

A HA a BO minden rétegében megtaldlhaté volt, bar megjelenése elsésorban a
neuropil teriiletére korlatozodott (19. b abra). A glomerulusokat hatarold periglomerularis
sejtek koriil fokozott reakcidintenzitds volt megfigyelhetd, azonban a sejtek nagy szama és
szoros elhelyezkedése miatt a PNN eléforduldsa egyértelmiien nem igazolhato6 (19. ¢, d abra).
A glomerulusokon beliil foltszerlien el6fordul6 HA pozitiv és negativ teriileteket
azonositottunk (19. ¢, d abra). A BO egyéb rétegeiben a HA reakciéo mérsékelt intenzitast
mutatott, kivételt képzett az EPL, melynek teriiletén egy felszinesen elhelyezkedd, intenziven
festddo sav jelent meg (19. b, ¢ dbra). Az MCL néhany sejtje koriil gyengén festodd PNN-t
figyeltiink meg.
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19. abra: A HA eloszlasa patkany BO teriiletén. () A BO frontalis metszete, Nissl festés; GL: glomerularis
réteg, EPL: kiils6 plexiform réteg, MCL: mitralis sejtek rétege, IPL: belsé plexiform réteg, GCL: granularis
sejtek rétege. A b-d abran szerepl6 roviditések jelentése megegyezik az eldbbiekben felsoroltakkal. (b-d) A HA
eloszlasanak detektalasara biotinilalt hialuronsav koté fehérjét alkalmaztunk, melyet DAPI magfestéssel

kombinaltunk. (c-d) A nyilhegyek a periglomerularis térséget jelolik.

4.3.2. Kondroitin szulfat proteoglikanok altalanos kimutatasa — \WFA

A WFA reakci6 a BO teljes teriiletén pozitivitast mutatott, bar a festddés mintdzata és
intenzitasa eltéré volt az egyes rétegekben (20. a abra). A GL-ben a glomerulusok festddési
intenzitasa jelentds kiilonbségeket mutatott, a nagyon erds reakciotdl egészen a nagyon
halvany jelintenzitasig talalhatunk kozottiik reprezentativ példat. A periglomerularis térségben
csak nagyon gyenge jel volt detektalhato, mig a glomerulusokon beliil s6tétebb, vildgosabb és
néhol festetlen teriiletek szigetszerli megjelenését figyeltiik meg (20. a, ¢, d dbra). Az EPL
felszines rétege meglehetdsen gyenge jelet adott, szinte festetlennek bizonyult a mélyebb
teriiletekhez képest (20. a-c abra). Az IPL terliletén igen erds reakciointenzitds volt

megfigyelhetd, mely jellegzetes festddési mintazattal parosult, hiszen a reakcid elvégzését
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kovetden a BO felszinére merdleges lefutast, erdsen festddd savok jelentek meg ebben a
rétegben (20. a, b, e, f, g abra). Anti-neurofilamenttel torténd kettds jelolést kovetden
megallapitottuk, hogy a WFA pozitiv sdvok axonok koré lokalizalédnak, melyek
feltételezhetéen a mitralis sejtek axonjainak felelnek meg (20. e, f, g abra). A 20. abra
sorozatfelvételei (e-g) bemutatjak, hogy a WFA jelolés koveti a mitralis sejt axonjanak
lefutasat, majd elérve a sejttestet, koriilotte PNN-t alakit ki. A WFA reakci6 a GCL egész
teriiletén gyengének bizonyult (20. a 4bra).
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20. dbra: A kondroitin szulfat proteoglikanok altalanos eloszlasa patkany BO teriiletén. (a-d) A kondroitin
szulfat proteoglikanok altalanos markereként biotinilalt Wisteria floribunda agglutinint (WFA) alkalmaztunk,
melyet DAPI magfestéssel kombinaltunk. (a) Kis nagyitast felvétel, mely a WFA eloszlasat mutatja a BO egyes
rétegein belill. GL: glomerularis réteg, EPL: kiils6 plexiform réteg, MCL: mitralis sejtek rétege, IPL: belsd
plexiform réteg, GCL: granularis sejtek rétege. A b-g abran szerepld roviditések jelentése megegyezik az
elébbiekben felsoroltakkal. (b) A nyilak az IPL-ben erésen fest6dé WFA pozitiv sdvokat mutatjak. (c-d) A
nyilhegyek a periglomerularis térséget jelolik. (e-g) Sorozatfelvétel, mely bemutatja, hogy a WFA jelolés (z61d)
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koveti az anti-neurofilamenttel jel6lt (piros) mitralis sejt (M) axonjanak lefutasat (nyil), majd elérve a sejttestet,
koriilotte PNN-t alakit ki.

4.3.3. Aggrekan

Az el6z0 reakciokhoz hasonldan, az aggrekan esetében is elsdsorban a neuropil
terliletén figyeltiik meg az ECM diffuz formajanak jelolédését. A GL-ben a WFA reakcidohoz
hasonloan a glomerulusok tulnyomo tobbsége erdsen festddott, nagyobb nagyitason pedig a
glomerulusokon beliil jol lathaté volt az erdsen festddo és festetlen terliletek szigetszerii
valtakozasa, valamint megfigyelhettiik az AC-ok jelenlétét is (22. ¢ abra). A periglomerularis
térben csak nagyon gyenge jelet detektaltunk (21. a, ¢, d dbra). Az aggrekan expresszi6d pontos
lokalizaciojanak meghatarozasahoz az aggrekan jelolését MAP2, illetve neurofilament elleni
antitestekkel kombinaltuk. A MAP2 reakcio igazolta a dendritek nagyszamu jelenlétét a
glomerulusok teriiletén, mig a neurofilament elleni antitesttel jel6lddott axonok csekély
szamban voltak jelen (21. d, e, f abra). Az EPL felszines rétegében erés aggrekan jelet
figyeltiink meg (21. a, c abra). Az IPL-ben az aggrekan reakciot kovetden intenziven fest6dod
savok jelentek meg, melyek egy része az MCL-be kovethetd, ahol a mitralis sejtek somajat
koriilolelé PNN-ben folytatodnak (21. b abra). Az aggrekan reakcié a GCL-ben nem mutatott
pozitivitast (21. a abra).
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+ Neurofilament +

21. abra: Az aggrekan eloszlasa patkany BO teriiletén. (a-f) Az aggrekan kimutatasa antitestek segitségével
tortént, az aggrekan reakciot DAPI magfestéssel kombinaltuk. (a) Kis nagyitasi felvétel, mely az aggrekan
eloszlasat mutatja a BO egyes rétegein beliil. GL: glomerularis réteg, EPL: kiilsé plexiform réteg, MCL: mitralis
sejtek rétege, IPL: belsé plexiform réteg, GCL: granularis sejtek rétege. A b-f abran szerepld roviditések
jelentése megegyezik az el6bbiekben felsoroltakkal. (b) A nyilak az IPL-ben erésen fest6dé aggrekan pozitiv
savokat mutatjak. M: mitralis sejt. (c-f) A nyilhegyek a periglomerularis térséget jelolik. (d) Az aggrekan
reakciot (piros), neurofilament elleni antitest hasznélataval, az axonok jel6lésével (z6ld) kombinaltuk. (e-f) Az

aggrekan reakciot (piros), a MAP2 elleni antitest alkalmazasaval, a dendritek jel6lésével (z6ld) kombinaltuk.
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Neurofilament (NF)

22. abra: Az extracellularis makromolekulak akkumulaciéja a vékony idegrostok koriill a BO
glomerulusaiban. A szuper-rezolucios felvételeken az aggrekan (a, ¢), a HAPLNL (d, ) és a brevikan (g, i)
immunreakci6 lathato a neurofilament pozitivitast mutat6 idegrostok koriil a BO glomerulusaiban (b, c, €, f, h,
i). A harom molekula k6zil az aggrekdn expresszidja volt a leger6sebb, mely a neurofilament pozitiv axonok
koriil haldzatos elrendez6dést mutatott (€). A HAPLNL reakcid egyarant lathatd volt a neurofilament pozitiv
idegrostok kozotti térben (f, nyil), valamint a jelolt rostok szoros kozelségében (f, nyilhegy). A brevikdin
megjelenése a HAPLNI1-hez hasonlé mintdzatot mutatott azzal a kiilonbséggel, hogy brevikan pozitiv gytiriik
megfigyelheték voltak a neurofilament pozitiv axonok (i, nyilhegy), illetve a neurofilamentre nézve negativ

struktarak koril is (i, nyil). Lépték: 1 pm.

4.3.4. Brevikan

A WFA ¢és az aggrekan reakciokkal ellentétben, a brevikan esetében csak gyenge jelet
detektaltunk a GL-ben. Intraglomerularisan brevikan pozitiv és negativ teriiletek valtakozasa
(23. a, b abra), valamint szorvanyosan AC-ok jelenléte volt megfigyelhet (22. i abra). A
brevikan jelolését az aggrekanhoz hasonloan MAP2, illetve neurofilament elleni antitestekkel
parositottuk. Ebben az esetben is szembetlind volt a MAP2 reakcio eredményeként jelolodott
dendritek nagy szama, valamint a neurofilament elleni antitesttel kimutatott axonok csekély
mennyisége a glomerulusok teriiletén (23. ¢, d abra). A periglomerularis régioban a brevikan

expresszioja erdsnek bizonyult (23. a-d abra).
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23. abra: A brevikan eloszlasa patkany BO teriiletén. (a-f) A brevikan kimutatasa antitestek segitségével
tortént, a brevikan reakciot DAPI magfestéssel kombinaltuk. (a) Kis nagyitasu felvétel, mely a brevikan
eloszlasat mutatja a BO egyes rétegein beliil. GL: glomerularis réteg, EPL: kiilsé plexiform réteg, MCL: mitralis
sejtek rétege, IPL: belsé plexiform réteg, GCL: granularis sejtek rétege. A b-f abran szerepld roviditések
jelentése megegyezik az elébbiekben felsoroltakkal. (b-d) A nyilhegyek a brevikan pozitiv periglomerularis
régiora mutatnak. (b) Intraglomerularisan brevikan pozitiv és negativ teriiletek valtakozasa lathato. Kozvetleniil
a GL alatt, az EPL felszines rétegében, erésen fest6dd brevikan pozitiv savot figyeltiink meg. (C) A brevikan
reakciot (piros), MAP2 elleni antitest alkalmazasaval, a dendritek jelolésével (zold) kombinaltuk. A MAP2

pozitivitas intraglomerularis dendritek jelenlétét mutatja, a dendritek mentén a brevikan pontszerii megjelenése
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(piros) lathatd. (d) A brevikan reakciot (piros), neurofilament elleni antitest hasznalataval, az axonok jel6lésével
(z61d) kombinaltuk. A neurofilament reakcid (z61d) az axonok intraglomerularis jelenlétét mutatja. (e) Az EPL-
ben brevikan pozitiv pontszerii strukturak jelenléte figyelheté meg. (f) Kettds fluoreszcens jeldlést kovetden
megfigyeltiik, hogy a brevikan pozitiv gyongyszerii strukturdk (piros) a neurofilament pozitiv axonok (zdld)

mentén helyezkednek el (nyilak).

Kozvetlenill a GL alatt, az EPL felszines rétegében erdsen festddd brevikan pozitiv savot
figyeltiink meg, mig a mélyebb rétegek csak gyenge festddést mutattak (23. a, b abra). Az
EPL nagyobb nagyitdson torténd vizsgalata sordn brevikan pozitiv, a BO felszinére
merdlegesen futd, gyongyfiizérszerli mintazatot mutatd struktirakat figyeltiink meg (23. e
abra). A brevikan-neurofilament kettés jelolés eredményeként jol lathatdo volt, hogy a
brevikan pozitiv pontszeri strukturdk az axonok mentén figyelhetok meg, mely jelenség a
Ranvier-féle befiiz6dések koriili nodalis ECM jelenlétére utal (23. f abra). A mitralis sejtek
koriil gyakori volt a PNN vékony forméjanak eléfordulasa. Az IPL és a GCL intenziv
brevikan reakciot mutatott, regionalis kiilonbségeket ezen teriileteken nem figyeltiink meg

(23.a 4bra).

4.3.5. Neurokan

A neurokan expresszidja a BO minden rétegében megfigyelhetd volt (24. a abra). A
glomerulusokon beliil neurokan pozitiv €s negativ teriiletek valtakozasat detektaltuk. A
glomerulusok festddése kozott jelentés kiilonbség nem mutatkozott (24. a, b, d abra). A
legerésebb reakcidintenzitds az EPL teriiletén volt megfigyelhetd, kiilondsképpen annak
felszines régidja mutatott erds festddést (24. a, b, ¢ abra). A IPL-ben mérsékelt, mig a GCL

teriiletén gyenge jelintenzitast tapasztaltunk (24. a dbra).
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24. abra: A neurokan eloszlasa patkany BO teriiletén. (a-d) A neurokdn kimutatasa antitestek segitségével
tortént, a neurokan reakciot DAPI magfestéssel kombinaltuk. (a) Kis nagyitasu felvétel, mely a neurokan
eloszlasat mutatja a BO egyes rétegein beliil. GL: glomerularis réteg, EPL: kiilsé plexiform réteg, MCL: mitralis
sejtek rétege, IPL: belsé plexiform réteg, GCL: granularis sejtek rétege. A b-d abran szerepld roviditések
jelentése megegyezik az elébbiekben felsoroltakkal. (b, d) A nyilhegyek a periglomerularis térséget jelolik. (c)

Az EPL kiemelked&en er6s festddési intenzitast mutatott.

4.3.6. Verzikan

A verzikan reakcio szinte teljesen negativnak bizonyult a GL-ben, az EPL-ben ¢és a
mitralis sejtek rétegében (25. a, b abra). Az IPL és a GCL teriiletén a verzikan jeldlése
jellegzetes, pontszerii megjelenést mutatott. A verzikdn pozitiv pontszerli struktirdk a GCL
felszines rétegében voltak jelen legnagyobb szdmban, ahol az eloszlasuk egyenetlen volt. A
verzikén pozitiv pontok mennyiségétdl fliggden, egymassal alternalo, vilagosabb és sotétebb
oszlopokat figyelhettiink meg a BO ezen rétegében (25. a, ¢ abra). A neurofilament jel6lés a
verzikdn reakcidhoz hasonl6 oszlopszerli mintazatot mutatott, a verzikdn-neurofilament kettds

jelolést kovetéen pedig megfigyeltiik, hogy a verzikan pozitiv pontszeri strukturak a
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neurofilament elleni antitesttel jel616d6tt axonok mentén helyezkednek el (25. d abra). A GCL
mélyebb régidjaban a neurofilament reakcid intenzitdsa gyengének bizonyult, valamint a

verzikéan pozitiv pontszerii képletek stirtisége jelentdsen csokkent (25. a, d dbra).

* Neurofilament

25. abra: A verzikan eloszlasa patkany BO teriiletén. (a-d) A verzikan kimutatasa antitestek segitségével
tortént, a verzikdn reakciot DAPI magfestéssel kombinaltuk. (a) Kis nagyitasu felvétel, mely a verzikan
eloszlasat mutatja a BO egyes rétegein beliil. GL: glomerularis réteg, EPL: kiilsé plexiform réteg, MCL: mitralis
sejtek rétege, IPL: bels6 plexiform réteg, GCL: granularis sejtek rétege. A b-d abran szereplé roviditések
jelentése megegyezik az elébbiekben felsoroltakkal. (b) A nyilhegyek a periglomerularis térséget jelolik. (a, ¢, d)
A GCL-ben jol lathato a verzikan pozitiv pontszerii struktirak oszlopszerii elrendezédése. (d) A verzikan pozitiv

pontszerii képletek (nyilak), illetve a neurofilament elleni antitesttel jel616d6tt axonok kolokalizacioja lathato.

4.3.7. Tenaszcin-R

A TN-R eloszldsa és az immunreakcid intenzitdsa eltérd volt a BO kiilonbdzd
rétegeiben (26. a abra). A GCL csak mérsékelt festddést mutatott, mig az MCL majdnem
negativnak bizonyult erre a molekulara nézve. A GL-ben, mind a periglomerularis régidban,

mind intraglomerularisan igen alacsony reakcidintenzitast figyeltink meg, igy ezeken a
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képeken elsésorban a DAPI jelolés altal megfestett periglomerularis térség lathaté (26. a, ¢, d
abra). A legintenzivebb festédést az IPL teriiletén detektaltuk, mig az EPL-ben és a GCL-ben

csak alacsony intenzitasu jelet talaltunk (26. a, b, ¢ abra).

50 pm

26. abra: A TN-R eloszlasa patkany BO teriiletén. (a-d) A TN-R kimutatasa antitestek segitségével tortént, a
TN-R reakciét DAPI magfestéssel kombinaltuk. (a) Kis nagyitasu felvétel, melyen lathat6, hogy a TN-R
eloszlasa eltéré a BO egyes rétegein beliil. GL: glomerularis réteg, EPL: kiils6 plexiform réteg, MCL: mitralis
sejtek rétege, IPL: belsé plexiform réteg, GCL: granularis sejtek rétege. A b-d abran szerepld roviditések
jelentése megegyezik az el6bbiekben felsoroltakkal. (b) A TN-R reakcid6 az IPL teriiletén mutatott
legintenzivebb festddést, az EPL-ben és a GCL-ben csak alacsony intenzitasu jelet talaltunk, mig az MCL szinte
teljesen negativnak bizonyult erre a molekulara nézve. (¢, d) A GL-ben, mind a periglomerularis régioban, mind
intraglomerularisan igen alacsony reakcidintenzitast figyeltiink meg. A nyilhegyek a periglomerularis térséget

jelolik, mely élénken kirajzolodik a DAPI festés kovetkeztében.

4.3.8. HAPLN1

A HAPLNI1 eloszlasa egyenetlennek bizonyult a glomerulusokon beliil, valamint a

kiilonbozd glomerulusok teriiletén tapasztalt rekcidintenzitas is meglehetdsen eltérd volt (27.

a, ¢ abra). A MAP2 ¢és neurofilament elleni antitestek pozitiv reakciét mutattak a HAPLN1
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pozitivitast mutaté teriiletek kozott (27. d, e, f abra). A HAPLN1-neurofilament dupla jel6lést
kovetden késziilt szuper-rezolucios felvételeken AC-ok jelenléte figyelhetd meg (22. f abra).
A periglomerularis térségben gyenge jelet detektaltunk (27. ¢ abra). A legintenzivebb reakciot
az EPL-ben figyeltikk meg, az IPL teriiletén gyenge jelet kaptunk, mig a GCL negativ volt
HAPLN1-re nézve (27. a, b abra).

+ Neurofilament +

27. abra: A HAPLNI1 eloszlasa patkany BO teriiletén. (a-c) A HAPLNL1 jelolését (piros) DAPI magfestéssel
(kék) kombinaltuk. (a) A HAPLNI eloszlasa a BO egyes rétegein beliil. GL: glomerularis réteg, EPL: kiilsé
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plexiform réteg, MCL: mitralis sejtek rétege, IPL: belsé plexiform réteg, GCL: granularis sejtek rétege. (b) A
legintenzivebb reakciét az EPL-ben figyeltik meg. (C) A reakcid intenzitdsa egyenetlennek bizonyult a
glomerulusokon beliil, valamint a kiilonb6z6 glomerulusok teriiletén tapasztalt reakcidintenzitas is meglehetésen
eltérd volt. A periglomerularis térségben gyenge jelet detektaltunk. (d) A HAPLNI és a sejtmagok jelolése
mellett a dendriteket is feltiintettiik MAP2 elleni antitesttel (a képen z6ld szinnel lathato). (e-f) A HAPLNI és a
sejtmagok jelolése mellett az axonokat is feltlintettiik neurofilament elleni antitesttel (a képen zo6ld szinnel
lathato). (c, d, f) 4 nyilhegyek a periglomerularis térséget jelzik. A MAP2 és neurofilament elleni antitestek
pozitiv reakciot mutattak a HAPLN1 pozitivitdst mutatd teriiletek kézott A HAPLN1-neurofilament dupla

jelolésrdl késziilt szuper-rezolucios felvételeken *axonal coat’-ok jelenléte figyelhetd meg (22. f dbra).
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7. tablazat: Az ECM molekulak rétegenkénti eloszlasanak szemikvantitativ Kkiértékelése a bulbus

olfactorius teriiletén

HA WFA Aggrekan Brevikdn | Neurokan | Verzikan | TN-R | HAPLN1

Glomerularis

réteg, ++ [+ HH+E*G | [+ *G ¥ * ++ - -/+ +/++§**
glomerulusok

Glomerularis

réteg, +++ -[+ ++/+++ +++ ++ - -/+ -
periglomerularis

tér

Kiils6 plexiform
réteg, +++ -/+ +++ ++# ++++ - + +++

kiils6 rész

Kiilsé plexiform
réteg, ++ ++ - +# +H+ - ++ .

belso rész

Mitralis sejtek
rétege ++* HHE +* ¥ +* - + -

Belso plexiform
réteg ++ +++/++++ +++ +++ ++ # +++ ++

Granularis sejtek + + - 4+ ++ # ++ R
rétege, kiils6 rész

Granularis sejtek ++ + - +++ ++ # ++ -
rétege, belso rész

A fest6dési intenzitas kiértékeléséhez hasznalt fokozatok:
- : nincs festédés
+ : gyenge festédés
++ : mérsékelt festodés
+++ : er6s fest6dés
++++: nagyon erds festdédés
Az ECM megjelenési formainak eléfordulasat jelold irasjelek:
* : PNN el6fordulasa
** 1 axonal coat-ok el6fordulasa
#  :erdsen festddd pontszeri struktarak
jelenléte a neuropilben
§ : az egyes glomerulusok festddési

intenzitdsa kozott kiilonbség lathato
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5. MEGBESZELES

Munkank soran hisztokémiai és immunhisztokémiai modszerek segitségével, elsoként
irtuk le az ECM molekularis 6sszetételét és szervez6dését az OI, a PHN és a BO teriiletén. A
vizsgalt teriiletek k6z0s jellemvonasa, hogy az ECM-et képz6 molekulak féként a neuropilben
mutathatok ki, mig PNN kialakulasa els6sorban a PHN magnocellularis részére jellemzé. A
kapott eredmények parhuzamot mutatnak azon irodalmi adatokkal, melyek szerint mindhdrom
teriilet nagyfoku synapticus plaszticitassal rendelkezik, és egyben magyarazatul szolgalhatnak
a neuronalis kapcsolatok atrendez6dése soran lezajlo folyamatokra. A precerebellaris magok
esetében a neuronalis kapcsolatok nagyfoka plasztikussaga, a szintén magas foku
plaszticitassal rendelkezd vestibularis rendszerrel valo kiterjedt kapcsolatuknak kdszonhetd. A
BO-ban a szagloham szenzoros neuronjainak folyamatos megujulasa kovetkeztében a

neuronalis kapcsolatok atrendez6dése élethosszig tartd folyamat.

5.1 Az extracellularis matrix és a synapticus plaszticitas kapcsolata

A PNN az ECM molekuldk szdvedéke, mely a kozponti idegrendszerben koriildleli
szamos neuron sejttestét és a dendritek proximalis részét. A neuronok synapticus kapcsolatai
ezen molekulahdlozatba 4dgyazodnak be, igy a PNN lokalizacidjanal fogva hatassal van a
synapticus kontaktusok fejlodésére és stabilizalodasara, illetve kifejlett korban molekularis
barriert képez a bendvd axonok szdmara. Mindezek altal a PNN-nek jelentds szerepe van egy
adott kozponti idegrendszeri teriilet synapticus kapcsolatainak atrendezésére vald képesség,
vagyis a neuronalis plaszticitas mértékének lokalis kialakitasaban. A PNN a kései postnatalis
fejlodés soran alakul ki, mely folyamat parhuzamosan zajlik az Un. kritikus periddus
zarddasaval. A kritikus periddus sordn a neuronok nagy hatdsfokkal képesek atrendezni
synapticus kapcsolataikat (Carulli és mtsai.,, 2020), lezarulasat kovetéen a neuronalis
plaszticitds dramaian csokken, mely jelenséget szamos, a 1atd, motoros és SOomatosensoros
rendszerre kiterjedd tanulmany alatamasztja (Barritt és mtsai., 2006; Massey ¢€s mtsai., 2006;
Pizzorusso és mtsai., 2002). Altalanosan elfogadott elképzelés, hogy kifejlett korban a PNN
gatolja a neuronalis plaszticitast, ezaltal az ECM pericellularis szerkezetének juvenilis
formaba torténd visszaallitdsa eldsegiti az axonok bendvését és a sériilt neuronok funkcionalis
alkotja a PNN halozatanak gerincét. Ez a molekula embrionalis korban mutat kiemelkedd
expressziot, de a fokozott synapticus plaszticitast mutato teriileteken mennyisége kifejlett

korban is jelentés. Kivalo példa erre a szaglorendszer, hiszen a szaglohamban talalhatod
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els6dleges érzéksejtek folyamatosan ujraképzédnek az élet soran, és a glomerularis rétegbe
belépd axonjaik 0j synapticus kapcsolatokat alakitanak ki, és/vagy a meglévok atrendez6dését
eredményezik a postsynapticus sejteken (Lledo és Saghatelyan, 2005; Ma és mtsai., 2017). A
glomerulusokban és a periglomerularis teriileten megjelend erételjes HA expresszid
permissziv millidt jelent ezekben a folyamatokban. Szdmos tanulmany bizonyitotta, hogy a
hialuronsavban gazdag kornyezet eldsegiti a parvalbumin pozitiv sejtek esetében a neuronok
plaszticitasra gyakorolt permissziv hatasat (Margolis és mtsai., 1975; Preston és Sherman,
2011; Wakao és mtsai., 2011). A CSPG-ok koziil az aggrekan, a neurokan, a brevikan és a
verzikan képzi a PNN {0 alkotoelemeit, viszont fontos kiemelniink, hogy mig a verzikan, a
neurokan ¢és a brevikdn knock-out egerekben tobbnyire normél szerkezeti PNN volt
megfigyelheté (Dours-Zimmermann és mtsai., 2009), addig az aggrekan knock-out egerekbél
szarmaz6 corticalis neuronok jelentds abnormalitasokat mutattak, jelezve az aggrekan
esszencialis szerepét a PNN kialakitdsaban (Giamanco és mtsai., 2010). Az egyes ECM
molekuldk egyenldtlen eloszlasa a bulbus olfactorius glomerulusaiban szintén azt sugallja,
hogy a kiilonb6z6 molekuldak eltér6 modon vesznek részt a Synapticus plaszticitas
kialakitasaban. Ezt az elképzelést megerdsitik az aggrekan és a brevikan eltérd expresszios
dinamikajat leir6 irodalmi adatok (Milev ¢és mtsai.,, 1998; Zimmermann és Dours-
Zimmerman, 2008). A tenaszcin csalad tagjai koziil a tenaszcin-R kulcsfontossagu eleme a
PNN-nek. Tenaszcin-R knock-out egerekben a PNN-t alkotd molekulak abnormalis
proteineknek van kiemelkedd szerepe (Fawcett, 2009). Eddigi ismereteink szerint a PNN
harom f6 mechanizmuson keresztiil szabalyozza a neuronalis plaszticitast (Wang és Fawcett,
2012): (1) fizikai barriert képezve megakadalyozza j neuronalis kapcsolatok kialakulasat
(Barritt és mtsai., 2006; Corvetti €s Rossi, 2005), (2) a kondroitin szulfat proteoglikanok altal
alkotott szerkezet kotéhelyet biztosit olyan molekulak szamara, melyek gatoljak Gj synapticus
kontaktusok kialakulasat (pl: semaphorin 3A) (Deepa és mtsai., 2006) és (3) gatolja az AMPA
receptorok lateralis diffuzidjat a synapsisokban (Frischknecht és mtsai., 2009). Szamos
kisérlet bizonyitotta, hogy kondroitindz ABC-vel torténd kezelés hatasara a PNN kifejlett
korra jellemz0 szerkezete felbomlik és visszaall a juvenilis stddiumra jellemzd éallapot, mely a

synapticus plaszticitas nagyfoka novekedéséhez vezet (Sorg és mtsai., 2016).
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5.2 Az ECM molekulak eloszlasa az oliva inferior, a nucleus prepositus hypoglossi és a

bulbus olfactorius teriiletén

A BO ¢és a nuclei precerebellares (OI, PHN) teriiletén az elvégzett hisztokémiai €s
immunhisztokémiai modszerekkel minden altalunk vizsgalt ECM molekula kimutathato volt.
Altaldnos jellemvonasa a harom teriiletnek, hogy az ECM molekulédk elsésorban diffuz
modon, a neuropil teriiletén jelentek meg, melynek festddési intenzitisa jelentds eltéréseket
mutatott a kiilonb6zo reakciok kozott, illetve az egyes molekuldk expresszids mintazata eltérd
volt a vizsgalt teriiletek rétegeiben/almagjaiban és inhomogenitas ezeken beliil is felfedezhetd
volt. Az OI rostralis kétharmadéban a reakciok intenzitdsa meglehetdsen csekély regionalis
eltéréseket mutatott, ezzel ellentétben a mag caudalis harmaddban az ECM festddésében
megfigyelhetd kiillonbségek joval szembetlindbbek voltak. A PHN vizsgalata alapjan
altalanossagban elmondhatd, hogy a két almag koziil a magnocellularis részben volt er6sebb a
neuropil fest6dési intenzitasa, mig a parvocellularis teriileten altalaban gyengébb jelet
kaptunk. A BO rétegeiben figyelheté meg az ECM molekuldk legvariabilisebb eloszlasa, mely
eredményeink alapjan 0sszefiiggésbe hozhat6 azzal a ténnyel, hogy rétegeinek felépitése igen
véltozatos. A kondenzalt ECM megjelenési formai koziil mindharom teriileten kimutathatd
volt az ’axonal coat’ (AC). Az OI esetében ezen struktirdk minden almagban felfedezhetdk
voltak, mig a PHN teriiletén els6sorban a magnocellularis alegységre voltak jellemzék. A BO
esetében a GL-ben tudtunk azonositani AC-ot. Az aggrekan, a brevikan és a HAPLNI
mindharom teriileten részt vett ezen strukturdk kialakitdsaban. A kondenzalt ECM madsik
jellegzetes megjelenési formaja a nodalis ECM, mely szintén mindharom teriileten
kimutathat6 volt. A verzikan reakci6 jellegzetes pontszeri mintazata vélhetden a Ranvier-féle
befliz6dések koriili nodalis ECM-et demonstralja. A kondenzalt ECM leggyakrabban vizsgalt
forméaja, a PNN kizarolag a PHN magnocellularis alegységére volt altalanosan jellemzd, a
parvocellularis alegységben, valamint az Ol teriiletén szinte teljesen hianyzott. A BO esetében

kizarolag a mitralis sejtekre volt jellemz6 vékony, pericellularis jelol6dés.

5.2.1. Oliva inferior

Az Ol teriiletén az ECM szervezddésének legszembetilindbb sajatossaga a PNN hidnya,
amely Osszefliggésben lehet az itt taldlhatd neuronok egyedi morfologiai és kapcsolatbeli
tulajdonsagaival. Mivel a synapsisok tobbsége a dendritek distalis részén kialakuld
glomerulusokra korlatozodik (De Zeeuw ¢és mtsai., 1998; Gwyn ¢s mtsai., 1977), és a

sejttesten, illetve a dendritek proximalis részén Synapticus kapcsolatok csak elvétve lathatok,
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feltételezhetjiik, hogy nincs sziikség a PNN synapsisokat stabilizalé hatasara. Ugyanakkor
figyelembe véve a synapsisok lokalizaciojat és az ECM synapticus kapcsolatokat stabilizald
szerepét, valoszinii, hogy a neuropilben megfigyelt, er6sen festddo, gyliriiszerti strukturak az
(AC) néven eldszor emlitették a kondenzalt ECM axon terminalisok koriil torténd
megjelenését mind gatld, mind serkentd Synapsisok esetén. A neuropil teriiletén altalunk
megfigyelt, gylirliszeri strukturdk tehat valdszinlileg az ECM ezen kondenzalt megjelenési
formajat reprezentaljadk. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az OI teriiletén az AC
molekuléris Osszetétele nagyfokt hasonlosdgot mutat a basalis ganglionok, a corpus
trapezoideum, a corpus geniculatum laterale, a thalamus, a vestibularis magok, a gerincveld €s
a hippocampus teriiletén leirtakkal, kiegészitve az irodalmi adatokat a TN-R jelenlétével
(Blosa és mtsai., 2013; Briickner és mtsai., 2008; Gaal és mtsai., 2014; Jager és mtsai., 2013;
Récz és mtsai., 2014). A kondenzalt ECM egy masik specidlis megjelenési formajat a
verzikén jelolésével tettiik lathatova. A verzikan reakciot kdvetden erdsen festddd, pontszeri
képletek jelentek meg a neuropil teriiletén, melyek vélhetden a Ranvier-féle beflizodések
koriil kialakulo nodalis ECM-et jeloli (Bekku és mtsai., 2009; Bekku és Oohashi, 2010; Racz
¢és mtsai., 2014).

Az Ol afferens kapcsolatait tekintve visuomotoros-vestibularis, somatosensoros ¢és
integrativ teriiletekre oszthaté (Azizi ¢s Woodward, 1987). A héarom, funkcionalis
szempontbol eltérd régid koziil a visuomotoros-vestibularis magok (DMCC, DC, nucleus )
esetében tapasztaltuk az ECM molekuldk legvaltozatosabb eloszlasat. A legszembetlinébb
kiilonbséget az aggrekan esetében figyeltilk meg, hiszen a DC negativnak bizonyult ezen
molekuldra nézve, mig a DMCC ¢és a nucleus B teriiletén intenziv reakcié volt megfigyelhetd.
Az aggrekan az AC egyik esszencialis komponense, irodalmi adatok alapjan feltételezhetjiik,
hogy a synapsisok stabilizalasa altal gatolja a kozponti idegrendszer kapcsolatainak atépiilését
(Frischknecht és mtsai., 2009; Morawski és mtsai., 2012; Pizzorusso és mtsai., 2002). Az
aggrekan hianya a DC teriiletén fokozhatja a synapticus plaszticitast az oculomotoros aktivitas
soran. A masik szembetlind jelenség a neurokan expresszidja kapcsan volt megfigyelheto:
erdteljes reakcidintenzitast detektaltunk a nucleus B teriiletén, ezzel szemben a DC és DMCC
esetében vagy nagyon gyenge festddést mutattunk ki, vagy ezen teriiletek teljesen negativnak
bizonyultak. A neurokan fokozott expresszidja figyelhetd6 meg prenatalisan és a korai
postnatalis korban (Zimmermann és Dours-Zimmermann, 2008). Termel6dése jelentGsen
csokken a masodik postnatalis héttél, bar expresszidja a kozponti idegrendszer sériilését

kovetden Gjra fokozodik (Asher és mtsai., 2000; Jones és mtsai., 2003). Egyre nagyobb szdmu
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irodalmi adat tamasztja ala, hogy az ECM ¢érése a fejlodés soran jelentdsen korlatozza a
kdzponti idegrendszer plaszticitdsat, mely folyamat részét képzi a neurokan expresszidjanak
sziiletést kovetd csokkenése is (Galtrey és Fawcett, 2007; Rauch, 2004; Zimmermann ¢és
Dours-Zimmermann, 2008). Bar a DC, nucleus B ¢s DMCC almagok funkcionalis tekintetben
ugyanazon csoportba tartoznak, az aggrekan és a neurokdn immunoreaktivitasaban a fent
leirtak szerint jelentds eltérések figyelhetok meg, melyek az aldbbi morfologiai, illetve
funkcionalis kiilonbségekre vezethetok vissza: (1) A DC neuronok két, vastag, hosszi
dendrittel rendelkeznek, mig a DMCC és a nucleus P sejtjeinek szamos, vékony dendritje van,
melyek radidlis orientaciét mutatnak. (2) A DC, a DMCC, illetve a nucleus B neuronjainak
flocculuson beliil megfigyelheté projekcios teriiletei nincsenek atfedésben. (3) Az otolith
szervekbol szarmazoé ingeriilet a DMCC és a nucleus B almagokba fut be (Barmack és
Yakhnitsa, 2000; Swenson és Castro, 1983 a,b), mig a canalis semicircularis horizontalis a
DC, a MAO horizontalis lamell4ja és a DMCC teriiletével all kapcsolatban (Lai és mtsai.,
2010). (4) A DC neuronjai elsésorban a PHN feldl kapnak GABAerg bemenetet, mig a
DMCC és a nucleus [} szadmara a vestibularis rendszerrel kapcsolatban allé6 nucleus solitarius
koriili neuronok biztositanak gatlé impulzusokat. (5) A DC neuronok a vestibulo-ocularis és
az optokinetikus reflex mitkddésében jatszanak szerepet, mig a nucleus B a szakkadikus
szemmozgasok kialakitasanak hatterében alld neuronalis halézat részét képezik (Ito, 2013;
Raymond és Lisberger, 1998). A somatosensoros magok (DAO, MAO horizontalis lamellaja)
teriiletén az ECM expresszios mintazata csekély eltéréseket mutatott. Annak ellenére, hogy az
OI integrativ részét képezé magok (PO, MAO rostralis lamellaja) kapcsolatrendszere
jelentdsen eltér, az ECM molekuldk eloszlasa ezeken a teriileteken is azonosnak bizonyult
(Azizi és Woodward, 1987; Swenson és Castro, 1983 a,b; Walberg, 1974).

Szembetling jelenség, hogy az aggrekan reakcid intenzitdsa igen erds volt az integrativ
magcsoport részét képzé PO teriiletén, mig a visuomotoros DC esetében nem tudtunk jelet
detektalni. Ez részben magyarazhat6 a két almag kozotti funkciondlis kiilonbséggel, valamint
azon irodalmi adatokkal, melyek szerint a két mag neuronjainak elektrofiziologiai
tulajdonsagai jelentés kiilonbségeket mutatnak. In vitro patch-clamp modszerrel kimutattak,
hogy a DC neuronokban, ellentétben a PO neuronokkal, hidnyzik az alacsony kiiszobii
kalcium aram (T aram), a hiperpolarizacio6 aktivalta d&ram (Ih 4ram) és a DC neuronok kiiszob
alatti ingerre nem mutatnak oscillaciot. Tovabba, a DC neuronok ingerlését kovetden nemcsak
az ingerelt neuron valaszol, hanem neuroncsoportok valasza figyelhet6 meg (Ito, 2013).
Mindezek mellett fontos kiemelniink, hogy a DC az egyetlen almagja az OI-nak, amely nem

kiild kollateralisokat a kisagyi magokhoz (Ruigrok és mtsai., 1992).
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5.2.2. Nucleus prepositus hypoglossi

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az Ol-ral ellentétben, a PHN teriiletén az ECM
diffiz, illetve kondenzalt megjelenési formai egyarant megtalalhatok, tovabba, hogy a PHN
magno- ¢és parvocellularis része kozott az ECM  molekulak expresszidos mintazata
kiilonbségeket mutatott.

Leirtuk, hogy a PHN magnocellularis teriiletén megfigyelhetd6 PNN kialakitasaban az
aggrekan, a HA, a TN-R és a HAPLNI vett részt, mig a parvocellularis teriilet esetében PNN
vagy csak nagyon ritkan, vagy egyaltalan nem volt azonosithatd. A CSPG-ok a PNN
esszencialis részét képzik emldsok kozponti idegrendszerében (Carulli €s mtsai., 2006;
Dityatev és Schachner, 2003; Hartig és mtsai., 1992; Racz és mtsai., 2014; Zimmermann és
Dours-Zimmermann, 2008). A vestibularis magokkal ellentétben, ahol a PNN kialakitasaban
az aggrekan, a brevikan, a neurokan és a verzikan is részt vesz (Racz és mtsai., 2014), a PHN
magnocellularis teriiletén kizarolag az aggrekan jelenlétét tudtuk azonositani. Kozismert,
hogy a CSPG-ok gatld hatassal vannak a synapticus plaszticitasra és a kozponti idegrendszer
szerepet tolt be vestibuloocularis reflex horizontalis komponensének hatterében allo
neuronalis halozat kialakitasaban, igy feltételezhetjiik, hogy a CSPG-ok tovabbi képviseldinek
hianya eldsegiti ezen neuronhdlozat nagyobb foku plaszticitasat, mely elengedhetetlen a
folyamatos alkalmazkodashoz a tekintet fixalasa soran (Galtrey és Fawcett, 2007; Pizzorusso
¢és mtsai., 2002).

A PHN neuronjai neurokémiai tulajdonsagaik alapjan A, B, C és D tipusba sorolhatok a
kiilonbozd fajok esetében (Idoux és mtsai., 2006; Kolkman €s mtsai., 2011; Shino és mtsai.,
2008). Felndtt patkdnyokban a neuronok tilnyomd tobbsége az A és B tipust sejtek kozé
tartozik, a két tipus kozel azonos szamban fordul el a mag teriiletén (Idoux és mtsai., 2006).
Neurokémiai vizsgalatok bizonyitottdk, hogy az A tipust sejtek tobbsége GABAerg, mig a B
tipusu sejtek foként glutamatergek (Shino €s mtsai., 2008). A glutamaterg sejtek tobbsége a
magnocellularis almagban talalhato, mig a GABAerg neuronok elsdsorban a PHN
parvocellularis részére korlatozodnak. Jelen munkank soran azt tapasztaltuk, hogy a PNN-el
rendelkezé neuronok tulnyomo tobbsége a magnocellularis alegységben helyezkedik el, igy
feltételezhetjiik, hogy ezen sejtek a B tipusu, glutamaterg neuronokat reprezentaljak. Ez a
megfigyelés 0sszhangban all azon eldzetes kutatasi eredményeinkkel, melyek szerint az MVN
teriiletén a magocellularis alegység glutamaterg neuronjai rendelkeznek PNN-el, mig a

parvocellularis rész, foként GABAerg sejtjei koriil nem figyelheté meg pericellularis jellodés
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(Racz és mtsai., 2014). Ki kell emelniink az MVN és a PHN magnocellularis részének
funkcionalis hasonlosagat: amellett, hogy egymassal reciprok kapcsolatban allnak, projekcios
terlileteik atfedésben vannak a szemmozgatd agyidegi magok, a kisagy, a thalamus és a
gerincveld teriiletén (Kolkman és mtsai., 2011; McCrea ¢€s mtsai., 1985). Tovabba mindkét
mag parvocellularis részér6l elmondhatd, hogy gatld interneuronjaik a locus ceruleus és az Ol

teriiletére projicialnak (Kolkman és mtsai., 2011).

5.2.3. Bulbus olfactorius

Jelen munkank soran leirtuk, a kozponti idegrendszer felépitésében résztvevo,
legjelentdsebb ECM molekuldk (HA, lektikdnok, tenascin-R és a HAPLN1) szervezddését
patkany BO teriiletén. Az elvégzett hisztokémiai és immunhisztokémiai reakcidk intenzitdsa
¢s a festddés mintdzata jelentds kiilonbségeket mutatott a kiillonbozd rétegekben ¢€s az egyes
rétegeken beliil. Az ECM molekuldk elsdsorban a neuropil teriiletén voltak kimutathatok,
szervezOdésiikre mind a diffuz, mind a kondenzalt megjelenési forma jellemzé volt. Utobbit
els6sorban az AC-ok és a Ranvier befliz6dések koriili nodalis ECM-ek képviselik, mig PNN-t

csak igen ritkan tudtunk azonositani.

5.2.3.1. Glomerularis réteg

A GL-ben a WFA ¢és az aggrekan esetében tapasztaltuk a legerésebb reakcidintenzitast,
ezt kovette a HA, a neurokan és a HAPLN1 mérsékeltebb megjelenése. A leggyengébb
reakciot a brevikan és a TN-R mutatta, mig a GL verzikdnra nézve negativ volt. Mivel a
verzikan és a TN-R a nodalis ECM esszencialis komponenseit képzik (Bekku és mtsai.,
2009), ezen molekuldk alacsony szintli expresszidja, illetve hidnya valoszinlileg a Ranvier-
féle befliz6dések hidnyara utal, mely jelenség magyardzhatdé a nervus olfactorius
mielinizalatlan axonjainak jelenlétével (Garcia-Gonzalez és mtsai., 2013). A GL egyik
legszembet{inObb jellemvondsa az erdsen €s gyengeén festddd glomerulusok véltakozasa volt,
mely jelenség megfigyelhetd volt a WFA, az aggrekan és a HAPLNI1 reakciok esetében, €s
amelynek magyardzata tovabbi vizsgéalatokat igényel. Egy masik szokatlan jellemvonasa az
intraglomerularis teriilet festédési mintazatanak a foltszeriien festett és festetlen teriiletek
szabalytalan valtakozasa. Az irodalmi adatokat és sajat eredményeinket figyelembe véve
kijelenthetjiik, hogy az igy kialakult mintazat az intraglomerularis 'ON’, illetve 'non-ON'
kompartmentek teriiletét reprezentalja (Kosaka és mtsai., 1997; Kosaka és mtsai., 1998). Az

’ON’ zonaban a szagloham szenzoros sejtjei alakitanak ki axo-dendritikus synapsisokat a

66



célsejtjeikkel, mig a ’non-ON’ zbéndban az interneuronok kozott jonnek Iétre dendro-
dendritikus synapticus kapcsolatok (Kosaka és Kosaka, 2005). A glomerulusok teriiletén a
WFA, az aggrekan, a brevikan és a HAPLN1 reakcid esetében szamos AC fedezhet6 fel.

A periglomerularis térség festddési mintazata szintén eltéré volt az egyes reakciok
esetében. A legerdsebb reakcidintenzitast a HA és a brevikan esetében tapasztaltuk, mérsékelt
jeler6sség volt megfigyelheté a neurokén esetében, mig a WFA, az aggrekdn és a TN-R
expresszidja gyengének bizonyult. A verzikdn és a HAPLN-1 jelenlétét nem tudtuk igazolni
ezen a terileten. Az ECM molekulak eltéré expresszidos mintdzata magyarazhatdo a
periglomerularis sejtek morfologiai, funkcionalis és neurokémiai tulajdonsagaival. Dendritjeik
altalaban monoglomerularis végzddést mutatnak, melyek intraglomerularis lefutasa alapjan 1-
es, illetve 2-es tipusu periglomerularis sejteket kiilonboztethetiink meg (Nagayama és mtsai.,
2014; Kosaka ¢és mtsai., 1998). Hat kiillonbozd kémiai hirvivét termelnek, amelyek koziil négy
(GABA, dopamin, enkephalin, thyreotrope-releasing hormone-TRH) a neuroaktiv anyagok
csoportjaba, kettd (calretinin, calbindin) pedig a kalcium-koté fehérjék csoportjaba tartozik
(Kosaka és mtsai.,, 1998). A HA domindns jelenléte Osszefiiggésben lehet azzal, hogy a
calretinint termel6 periglomerularis sejtek érési ideje meglehetésen hosszl. Benito és mtsai.
(2018) leirtak, hogy ezen sejtek beépiilése a mar meglévé neuronalis halézatba meglehetésen
limitalt, inkabb tartalékul szolgalnak a periglomerularis sejtek egyéb tipusainak potlasara. A
synapticus plaszticitast (Margolis és mtsai., 1975; Preston és Sherman, 2011; Wakao és
mtsai., 2011). A brevikan fokozott expresszidja valdsziniisithetéen a periglomerularis régio
mar meglévé synapsisainak plaszticitasat kontrollalja. Irodalmi adatok szerint a brevikan
perisynapticus lokalizacidja szabalyozza a plaszticitas cellularis és synapticus formajat
parvalbumin pozitiv sejtekben, a kalium csatornak és az AMPA receptorok lokalizacidjanak
szabalyozasa 4altal (Favuzzi és mtsai., 2017). A PNN jelenléte nem zarhato ki a

periglomerularis térségben, viszont a szorosan egymas mellett elhelyezkedd sejtek

crer

5.2.3.2. Kiilsé plexiform réteg

A verzikan kivételével, az 0sszes altalunk vizsgalt molekula pozitiv reakciot mutatott az
EPL teriiletén. A legerdsebb reakcidintenzitast a HA, az aggrekan, a neurokan és a HAPLN1
esetében figyeltilk meg, a brevikan és a WFA reakcio mérsékelten erds jelet adott, mig a TN-

R esetében gyenge jelolodést kaptunk. A mitralis és a pamacsos sejtek testének lokalizacioja
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¢s azok szekunder dendritjeinek kiterjedése alapjan, az EPL egy kiilsé/felszines és egy
belsé/mély rétegre oszthatdo (Mori és mtsai., 1983; Mouradian és Scott, 1988; Nagayama és
mtsai., 2014; Orona és mtsai., 1984). Az emlitett dendritek eltéré synapticus kapcsolatokat
hoznak létre az alrétegekben, amely maga utan vonhatja az ECM molekulak egyenl6tlen
closzlasat, specialis mikrokdrnyezetet biztositva az ott talalhatd synapsisok szamara. A HA,
az aggrekan, a brevikan €s a neurokan reakciok intenzivebbnek bizonyultak a kiilsd rétegben.
Ezen a ponton fontos megemliteniink, hogy a HA ¢és a brevikdn szerepe bizonyitott a
parvalbumin pozitiv sejtek érési folyamatdban és a neuronoknak a lokalisan mar kialakult
neuronhdlozatba vald integralasaban. A parvalbumin pozitiv sejtek a BO teljes teriiletén
megtalalhatok, de legnagyobb szamban az EPL felszines részében vannak jelen (Kosaka és
mtsai., 1994; Kosaka és Kosaka, 2008).

Eldzetes, a kozponti idegrendszer mas teriiletein végzett vizsgalataink soran
megfigyeltiik, hogy az N-acetil-galaktozamint kimutatdé WFA reakcié (Giamanco és mitsai.,
2010) mintazata és intenzitasa nagymérték(i hasonlosagot mutat az aggrekan expresszios
mintazataval. A BO teriiletén az eldzetes eredményekkel ellentétes képet kaptunk a két
reakcio esetében: mig az aggrekdn az EPL kiilsd rétegében mutatott erdsebb expressziot,
addig a WFA reakcié a mélyebb rétegben adott intenzivebb jelet. Ezen jelenség magyarazata
tovabbi vizsgalatok elvégzését igényli.

Az EPL teriiletén a neurokan igen erds festddést mutatott. Ezen molekularol
altalanossagban elmondhatd, hogy a HA-hoz hasonléan a juvenilis ECM esszencidlis
synapticus atrendezOdésre vald képesség besziikiilésével parhuzamosan dramaian csokken a
korai postnatalis idészakban. A neurokan magas foki expesszidja a BO teriiletén a
szaglorendszer nagyfokl plasztikussdgara utalhat (Milev és mtsai., 1998; Zimmermann és
Dours-Zimmermann, 2008), és alatamasztja a molekula Synapticus plaszticitasra gyakorolt
permissziv hatasat.

Az EPL-ben a brevikan jelolés jellegzetes pontszeri, a BO felszinére merbleges
elrendezddést mutatott. A neurofilamenttel vald kettds jelolés alapjan feltételezhetjiik, hogy a

brevikan elsdsorban a Ranvier-féle befliz6dések koré lokalizalodik.

5.2.3.3. Bels6 plexiform réteg

A BO rétegei koziil az IPL az egyetlen, amelyben az elvégzett ECM reakciok
mindegyike pozitivnak bizonyult.
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Erés reakciointenzitas volt megfigyelhet6 a WFA ¢és az aggrekan esetében, mely
jellegzetes festddési mintazattal parosult: a reakcid elvégzését kovetden a BO felszinére
merdleges lefutdsu, erdsen festddd savok jelentek meg ebben a rétegben. Anti-
neurofilamenttel torténd kettds jelolést kovetden megallapitottuk, hogy a WFA ¢és aggrekan
pozitiv savok axonok koré lokalizalodnak, melyek feltételezhetéen a mitralis sejtek
axonjainak felelnek meg, de mivel ismereteink hianyosak az egyes ECM molekulak
synapticus transzmisszioban és plaszticitasban betoltott szerepére vonatkozoan, a jellegzetes
mintdzat pontos okanak feltdrdsdhoz tovabbi vizsgéalatok elvégzése sziikséges.
Valoszintisithetéen a jelenség Osszefiiggésben lehet az IPL lokélisan kialakult bonyolult
neuronhaldzatanak nagyfoku plaszticitasaval.

A vizsgalt molekulak koziil ki kell emelniink a TN-R-t, melynek expresszioja az IPL
teriiletén volt a leger6sebb, mérsékelt intenzitast tapasztaltunk a granularis rétegben, mig a
felszines rétegek vagy gyenge immunreaktivitdst mutattak, vagy negativaknak bizonyultak
ezen molekuldra nézve. Ez az expresszids mintazat visszavezethetd a molekula
neurogenezisben betoltott szerepére, miszerint a TN-R indukalja az Ujonnan képzdodott
rétegeiben korreldl a radidlis migraci6 utvonalaval és azokkal az irodalmi adatokkal, melyek
szerint az Gjonnan képzOdott neuronok nagy része granularis és periglomerularis sejtekké
differencialodik (Sakamoto és mtsai., 2014).

5.2.3.4. Granularis sejtek rétege

A GCL-ben a legerdsebb reakcio a brevikan esetében volt lathatd, mérsékelten erds jelet
figyeltiink meg a HA, a neurokdn ¢és a TN-R esetében, mig a WFA reakci6 gyenge jelet
mutatott. Aggrekanra és HAPLN1-re nézve a réteg negativnak bizonyult. Az erds brevikan
expresszi0 ¢és az aggrekan reakcid negativitdsa arra enged kovetkeztetni, hogy a
perisynapticus ECM f6 komponense a brevikan, mely jelenséget korabban megfigyelték a
cochlea bels6 szorsejtjei koriil kialakuld kehelyszer(i synapsisok esetében (Sonntag és mtsai.,
2018). A verzikan reakcié eredményeként jellegzetes pontszeri, az axonok koré csoportosuld
jelolédeést kaptunk. Eredményeink tehat alatdmasztjadk azon irodalmi adatokat, melyek szerint

a verzikan a nodalis ECM egyik f6 komponensét képezi (Cicanic és mtsai., 2012).
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6. OSSZEFOGLALAS

Jelen munkank soran leirtuk az ECM legfébb molekulainak (HA, lektikanok, tenascin-
R és HAPLNI) el6fordulasat és szervezddését az Ol, a PHN és a BO teriiletén, patkdnyban.
Hisztokémiai ¢és immunhisztokémiai reakciok segitségével a fent emlitett molekuldk
mindegyike kimutathat6 volt mindharom vizsgalt teriileten, viszont a molekuldk megjelenése,
szervezddése ¢és a festddés intenzitasa eltéréseket mutatott az egyes rétegek/almagok kozott,
illetve bizonyos esetekben az egyes rétegeken/almagokon beliil is.

Vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy a két precerebellaris mag (Ol és PHN)
kozott jelentds kiilonbségek figyelhet6k meg az ECM szervezddését illetéen. Az Ol esetében
a legszembetiinbbb jelenség a PNN hianya, amely magyarazhaté azzal, hogy az Ol
neuronjainak sejttestén és proximalis dendritjein ritkan fordulnak elé synapsisok. A PHN
magno- és parvocellularis része kozott is jelentds eltéréseket tapasztaltunk. Erds PNN volt
megfigyelheté a magnocellularis almag neuronjainak tobbsége koriil, mig a parvocellularis
részben a pericellularis jel616dést nem tudtuk bizonyitani, az ECM kizardlag diffiz modon a
neuropil teriiletén jelent meg. Valoszinisitjilk, hogy a két precerebellaris mag, valamint a
PHN két almagja kozott megfigyelt kiilonbségek dsszefiiggésben vannak az emlitett teriiletek
afferens és efferens kapcsolatait, cytoarchitechtirajat és fizioldgiai tulajadonséagait érintd
kiilonbségekkel, valamint azzal a ténnyel, hogy eltérd szerepet toltenek be a tekintet és a
testhelyzet koordinaldsaban. Az ECM molekuldk eloszlasanak ismerete a precerebellaris
magok teriiletén normal koriilmények kozott elengedhetetleniil sziikséges ahhoz, hogy
feltarjuk a vestibularis 1€ziot kdvetdé kompenzécio soran esetlegesen végbemend valtozasokat
a vestibularis magkomplex-szel kapcsolatban allo teriileteken.

A BO esetében azt tapasztaltuk, hogy a kiilonb6z6 ECM molekuldk kimutatasara
elvégzett hisztokémiai és immunhisztokémiai reakciok elsdsorban a neuropil teriiletén
mutattak pozitivitast. A PNN kizardlag vékony formaban jelent meg és csak a mitralis sejtek
koriil volt megfigyelhetd a WFA ¢és az aggrekdn reakciot kovetden. Ezen eredmények
0sszhangban vannak a szaglorendszer neuronhaldzatanak élethosszig tartd atrendezddésével,
mely a meglévé synapticus kapcsolatok felbomlasan és ujrarendez6désén, valamint az
interneuronok folyamatos képz6désén és a BO-ba valo bevandorlasan keresztiil valosul meg.
A PNN kifejlett korban gatolja a neuronalis plaszticitast, mivel a pericellularis
molekulaszovedék akadalyozza 1j synapticus kapcsolatok kialakulasat és korlatozza a
synapsisokban talalhatd receptorok motilitasat. Tehat a PNN ritka megjelenése
Osszefiiggésben lehet a BO teriiletén megfigyelheté kiemelked6 neuronalis plaszticitassal.

Eredményeink hozzajarulhatnak ahhoz, hogy megértsik az ECM neuronalis

plaszticitasban €s regeneracioban betoltott szerepét.
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SUMMARY

In the present study we have described the localization and organization of major
ECM molecules, the hyaluronan, the lecticans, tenascin-R and HAPLN1 link protein in the
inferior olive, prepositus hypoglossi and olfactory bulb of the rat. By using histochemical and
immunohistochemical methods, we detected all of these molecules showing differences in the
molecular composition, staining intensity, and organization of ECM between the layers or
subnuclei and in some cases within a single layer or subnucleus of the examined structures.

Our results showed that the organization of ECM molecules is conspicuously different
in the two precerebellar nuclei, PHN and 10. In case of the 10, the most characteristic finding
was the lack of PNNs, presumably due to the absence of synapses on the perikarya and
proximal dendrites of 10 neurons. We detected markable differences between the magno- and
parvocellular divisions of the PHN. PNNs were well developed in the magnocellular division
of PHN, whereas the pericellular positivity was almost absent in the parvocellular division of
PHN, here a diffuse ECM was observed. We suppose that the difference in the ECM pattern
of the two precerebellar nuclei and between the two subnuclei of the PHN could be associated
with their different afferent and efferent connections, cytoarchitecture, physiological
properties and with their different functions in gaze and posture control. The knowledge on
the distribution of various ECM molecules in the intact 10 and PHN may help to follow the
yet unknown changes of the ECM expression in the neuronal network of vestibular system
during the vestibular compensation.

In the OB, one of the striking features of ECM staining pattern was that the reactions
were shown dominantly in the neuropil. PNNs were present only in the mitral cell layer with
the WFA and aggrecan staining and they exhibited only the thin appearance, whereas the
other forms of condensed ECM were not recognizable. These results are in agreement with
the life-long plasticity of the olfactory system which includes formation and elimination of
synaptic contacts and continuous generation and migration of interneurons into the OB. The
PNNs limit the plasticity in adulthood by altering new neuronal contacts, acting as a scaffold
for molecules that can inhibit synapse formation, and limiting receptor motility at synapses.
As the PNN limits the neural plasticity, its rare appearance may be related to the high degree
of plasticity in the OB.

Our results might contribute to understand the recently highlighted importance of

ECM in the neural plasticity and regeneration.
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