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1. Bevezetés

Az idegsejtek postmitotikus sejtek, azok elhaldsa kéros folyamatok vagy az oregedésiik miatt nem
potlodik természetes modon. Ehhez tarsul az idegszovet rendkiviili érzékenysége a kornyezeti
hatdsokra, igy az idegrendszeri sériilés vagy kéros elhalds regeneracidjat célz6 gydgyitasi lehetdségek
nagyon korlatozottak. Az idegrendszer regenerdci6janak megértésének kulcsa a normélis
differencidlodds alapjelenségeinek megismerése. EbbOl adédéan az idegrendszer kialakuldsdnak
mechanizmusa folyamatosan a kutatdsok kozéppontjaban all. Az idegrendszer szervezOdésének fobb
mozzanatali mar régéta ismertek, az emogott huz6dé molekuldris mechanizmusokat azonban csak a
kozelmalt kutatdsainak koszonhetden kezdtiikk megismerni, kdszonhetden a molekuldris bioldgiai
modszerek térhdditdsanak.

Az idegrendszer a neuroektodermébol, a dorsalis ektodermanak azon részébdl fejlodik, amelyik az
embrié hossztengelyével parhuzamosan taldlhat6 €s vel6lemeznek hivjuk. A folyamat a neurulacio,
melynek sordn a vel6lemez elvélik a dorsalis ektoderma sejtjeitdl onmagaval csovet, a veldcsovet
alkotva ezzel. A vel6csében ezutdn sejtproliferdcid, migracié és sejtdifferenciacié indul meg
egyidOben zajl6 folyamatokként. A kozponti idegrendszerben, igy a gerincveldben is jellemzd, hogy a
proliferdl6 sejtek a veldcsd lumenéhez kozel, mig a leflizodott, differencidlédasnak indult sejtek ettdl
laterélisan taldlhatok. A differencidl6dé sejtek migracidja elsGsorban tehat a lumentdl sugdrirdnyban
torténik, az un. radier gliasejtek nydlvanyai mentén. Egyes specidlis neuron-csoportok esetén a radidlis
migracié mellett mas irdnyban is torténik sejtvandorlds idegmagvakat létrehozva ezzel a kozponti
idegrendszerben. Ezen folyamatok miatt az idegszovet morfolégiailag egy magasan szervezett
struktdra, melyben minden idegsejtnek megvan a neki megfeleld helye. Ez biztositja azt, hogy a
funkcié szempontjabdl helyes neurondlis kapcsolatok 1étre tudjanak jonni az axonndvekedés soran.

Az extracellularis matrix (ECM) jelen van minden éllati szovetben, igy a kozponti idegrendszerben
is megtaldlhat6. Ez a komplex struktira makromolekuldkat tartalmaz, melyek egymadssal €s sejtfelszini
receptorokkal kapcsolddhatnak, illetve vizet és ionokat kotnek meg. Az ECM struktirdja valtozik a
fejlodés soran. Jollehet sok in vitro kisérleti adattal rendelkeziink az ECM szerepérol az idegrendszer
differencidlodasaban, in vivo ismereteink még eléggé hidnyosak. Egyik specidlis komponense az
ECM-nek a hialuronsav (HA), mely a gerincesekben jelenik meg eldszor a torzsfejlodés sordn. Nagy
molekulatomegii poliszaccharid, melyet a sejtmembranban lokalizal6dé HA szintdz enzimek (HASI1, 2
és 3) termelnek, és extracelluldrisan sejtfelszini receptorokhoz (CD44 és RHAMM) és lektikdnokhoz
(HA kot6 kondroitin-szulfat proteoglikdnok) kotddhet. Ezen kiviil emlitésre érdemes a HA rendkiviil
nagy vizmegkotd képessége is. Ismert, hogy a HA olyan 1étfontossagu folyamatokban jatszik szerepet,
mint a sejtmigracid, génexpresszio regulacidja vagy az ECM alkotdk Osszetartasa.

Keveset tudunk a HA el6forduldsardl és funkcidjardl a neuronalis fejlddésben. Jollehet a HA és

ahhoz kapcsol6dd lektikdnok bodségesen jelen vannak az idegrendszerben és nagyon sok kutatds



rendkiviil fontosnak irta le az idegrendszer kialakuldsa és plaszticitdsanak fenntartdsa sordn, a pontos
szerepe ezen molekuldknak még kevéssé ismert. A lektikdnok szervezddésében a HA szerepe
kulcsfontossagi, igy a HA hatdsat a sejtproliferaciora, sejtmigracidra és az axonndvekedésre a
neuronalis fejlédés sordn a lektikdnokon keresztiil kozvetve vagy sejtfelszini receptorain keresztiil
kozvetleniil is kifejtheti.

Az idegrendszer fejlodésének in vivo vizsgalatit gyakran végzik csirkeembrion, 1évén annak
konnyli beszerezhetdsége és manipuldlhatosdga miatt. Ennek megfeleléen a csirkeembri6
idegrendszerérdl rendelkeziink a legtobb adattal. Az idegregeneracid in vivo vizsgalatit ugyancsak
gyakran végzik embridban, de ettdl jobb modell egy kifejlett allat, melynek kozponti idegrendszere
képes a regenerdciora. Ilyen gerinces éllat a béka, melyen j6l végezhetdk in vivo regeneracios

kisérletek.



2. Célkitiizések

Az ECM-sejt kapcsolatardl a kozponti idegrendszerben még viszonylag keveset tudunk. Az
idegsejtek koriil levd makromolekuldknak szerepe van az idegrendszer kialakuldasdban és
regenerdcidjaban. Munkédnkban hangstlyt helyeztiink a HA, mint egyik f6 matrixalkot6 valtozdsanak
nyomon kovetésére két kiilonbozo kisérleti modellben. Elso kisérletsorozatunkban a HA és a HA-val
kozvetleniil vagy kozvetve kapcsolédd proteoglikdnok expressziés mintdzatat figyeltik meg a
gerincvel® embrionalis fejlédése sordn azért, hogy tobbet tudjunk meg ezen molekuldk lehetséges
szerepérdl a neurondlis differencidcié sordn. Ezzel fontos adatokhoz juthatunk az idegi regeneraci6
alapmechanizmusainak megértéséhez is. Ehhez kapcsoléddéan masik kisérletsorozatunkban az
idegregeneracié sordn az ECM struktirdjaban bekovetkezd valtozdsokat kovettiik nyomon béka

allatmodellen.
Munkdnk sordn a kovetkezd célokat tiiztiik ki:

1. A HA eloszldsi mintazat megfigyelése fejlodo csirkeembridk gerincveld telepeiben
hisztokémiai reakcidval kiillonb6z6 neuronalis és differencidcids markerek mellett.

2. Ugyanezen életkord csirkeembridk gerincveld telepeiben a HA szintéziséért felelds
hialuronsav-szintdz enzimek expresszidjanak detektdldsa biokémiai modszerekkel.

3. A HA ko6tddé kondroitin-szulfat proteoglikdnok és a phosphacan expresszidjanak
nyomon kovetése a hialuronsav valtozdsdnak fiiggvényében az embrionalis gerincvelOben
immunohisztokémiai és biokémiai médszerek segitségével.

4. In vivo kisérleti modellben a HA eloszlds valtozasdnak nyomon kovetése a vestibularis
ideg 4tvagasit kovetd regenerdcid soran békdban hisztokémiai vizsgdlatokkal kombindlt optikai

denzitometriai mérések segitségével.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Allatkisérletek, allatkisérletekhez sziikséges engedélyek

3.1.1. Csirkeembrio in vivo modell

A gerincveld fejlédése sordn véltozd sejtkozotti dllomany tanulmdanyozdsat csirkeembridkon
végeztik. A csirkeembriot gyakorta haszndljdk fejlodéstani kutatdsokra, kiilonosen a fejlédo
idegrendszer vizsgdlatdra alkalmas. Ennek oka részben annak konnyl beszerezhetdsége, illetve az,
hogy jo6l ismerjiikk az embrié fejlddése soran bekdvetkezd fObb valtozdsokat, mivel a fiirj embridval
kimérakat lehet vele l1étrehozni. Ezzel a médszerrel mar a molekularis bioldgiai technikak (pl.: knock
in és out) széles kort elterjedése eldtt felderitették a csirkeembrid dssejtjei sorstérképének alakuldsat.
A hisztokémiai és biokémiai vizsgdlatokhoz kiilonbozd fejlettségi stidiumban levéd csirkeembridkat
gyujtottiink, melyeket a Hamburger és Hamilton (HH) altal k6zolt tanulmédnyuk szerint hatdroztunk
meg. Az altalunk gyljtott legfiatalabb embrié HH8 volt, amely a keltetés 20. 6rdjdban tart és jellemzo
rd a veldlemez veldcsové vald zdarddasa elotti allapot. A legidOsebb gyiijtott embrid a keltetés 8.
napjéra jellemz6 HH39 stadium volt.

3.1.2. Béka in vivo modell

Az idegrendszer regenerdcidjanak nyomon kovetését a sejtkozotti dllomdny valtozasanak
fliggvényében kecskebékan (Rana esculenta) végeztik. A kisérleti modellben a nervus
vestibulocochlearis ideg primer afferensei dltal beidegzett agytorzsi vestibularis magokban vizsgaltuk
az extracellularis métrix Osszetéteének és struktirdjdnak véaltozdsat annak regenerdcidja sordn. A békat
ezekben a kisérletekben optimalis valasztasnak gondoljuk, mivel egyrészt jol ismerjiik a vestibularis
ideg fobb kapcsolatait, masrészt kordbbi vizsgélataink sordn laboratériumunkban mar elkészitettiik az
egészséges béka kozponti idegrendszerének hialuronsav térképét, amely az idegrendszeri ECM egyik
fo alkot6ja. Tovédbbi elonye a békdnak, hogy a kozponti idegrendszere is képes a regenerdciora. A
vestibulocochlearis ideg sériilését kovetd funkcié kiesés, majd a regenerdciot kovetden a funkcid
visszadllitdsa is konnyedén regisztralhaté a béka testtartidsdn. A béka, mint modelldllat hatranyaként
megemlithetd annak koriilményesebb beszerzése, illetve a tény, hogy a kétéltliekben kapott
eredmények kozvetleniil nem extrapoldlhatok emlds, elsdsorban human szovetekre. A kapott kisérleti
adatok azonban jelentés informdcidéval jarulhatnak hozzd az idegrendszer regeneracid
alapmechanizmusdnak megértéséhez.

A békdkat a nervus vestibulocochlearis sériilését célzo atvagasdhoz az dllatokat altattuk MS222
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) bdron at val6 alkalmazédsdval. A nervus vestibulocochlearist
feltartuk, majd az agytdrzsbe valé belépéstol kb 1 mm-re distalisan, de a ganglion vestibularetol

medialisan atvagtuk. Az atvagott idegvégeket egymdshoz illesztettiikk, majd a miitétet kdvetden a



vagott nyédlkahartya egyesitését sebragasztoval végeztiik. A mitétet kovetden az édllatokat 11 °C-on
tartottuk, majd a miitétet kovetd 3-84 napokon (9 periddusban) hisztokémiai mddszer segitségével
vizsgaltuk a HA véltozdsan keresztil az ECM struktirdjanak valtozdsat a vestibularis magok
idegsejtjei koriil és az ideg un. belépési zdéndjdban. A kisérletsorozathoz 0Osszesen 96 dllatot
hasznaltunk, melybdl 64-nek (ebbdl 39 €lt til) vagtuk 4t az egyik (rend szerint a jobb) oldali nervus
vestibulocochlearisit. Ezekbdl 45-6t (27 tilélot) hisztokémiai vizsgélatokra készitettiink eld, mig 19-et
(12 tuléldét) nervus vestibulocochlearis regenerdcidjanak vizsgélatira neurobiotinnal valé feltoltés
segitségével. 27 allaton dloperaciot végeztiink, mig 5 allatot nem operaltunk.

Az éllatkisérletek végzéséhez sziikséges Debreceni Egyetem Munkahely Allatkisérleti Bizottsdga

dltal kiadott engedéllyel rendelkeziink, melynek szdma: 22/2001 DE MAB.

3.2. Hisztokémiai vizsgalatok

3.2.1. Prepardtumok készitése

3.2.1.1. Csirkeembri6 in vivo modell

A hisztokémiai vizsgélatokat paraffinba dgyazott 5 um vastag szovettani metszeteken végeztiik. A
kiilonbozd fejlettségli csirkeembridkat tojasbol valé izolaciéjuk utdn fizioldgids séoldatban mostuk,
majd jéghideg Sainte-Marie fixaloszerben egy éjszakan at fixaltuk 4 °C-on. Ezen alkohol tartalmu
fix4lé alkalmazasdval meg tudtuk Orizni a szovetekben a vizes fixdlokkal konnyen kimoshaté
hialuronsavat és mas ECM alkotdkat. Fixdlds utdn az embridkat 70%-os etanolban mostuk, majd
felszall6 alkoholsorral torténd vizelvonast kovetden paraffinba dgyaztuk és keresztmetszeteket
készitettiink az alsé thoracalis illetve a felsé lumbalis gerincvel6i szakaszokon.

3.2.1.2. Béka in vivo modell

A béka vestibularis ideg atvdgasa és azt kovetd regenerdcidés id0 utdn az &llatokat MS222
segitségével tulaltattuk, majd az agytorzsiiket izoldltuk és fiziologids sdoldatban megfosztottuk
agyburkaitdl. Az igy elkésziilt preparatumokat Sainte-Marie fixdloval fixdltuk az embriékhoz hasonlé
modon, majd dehidrdldsukat kovetden paraffinba &dgyaztuk azokat. A hialuronsav véltozdsat
horizontdlis sikban késziilt agytorzsi sorozat-keresztmetszeteken kovettilk nyomon, melyek metszési

sikjaba estek a vestibularis magok.

4.2.2. A hialuronsav kimutatdsa

A hialuronsavat egy arra specifikus hisztokémiai reakcidéval mutattuk ki szovettani metszetekben. A
felhasznalt specifikus probankat a finnorszagi Kuopioi Egyetem Anatémia Intézetébdl kaptuk (Raija
Tammi és Markku Tammi professzoroktol). A biotinnal jelzett proba a hialuronsav polyszacharid 10
diszacharid egységbdl all6 oligoszacharidjahoz kotddik specifikusan, amely a szarvasmarha aggrekan
proteoglikdn molekula kozponti fehérjének hialuronsav kotd, un. Gl doménjébdl szarmazik. A

paraffinba dgyazott metszeteken, rehidraldsuk utdn PBS-ben higitott 5 pg/ml probat egy éjszakan at 4
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°C-on inkubdltunk. Az ikubacét kovetd mosdsok utdn peroxiddzzal konjugdlt Extravidint (1:1000,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) alkalmaztunk, majd DAB peroxiddz enzim szubsztrat assayt
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA Laboratories, Burlingame, CA, USA) haszndltunk a
bekotddott biotinildlt préba lathatova tételéhez. A HA fluoreszcens mikroszképids vizsgédlatdhoz a
bekotddott probat Alexa 488 vagy Alexa 555 konjugdlt streptavidint (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA) hasznaltunk.

4.2.3. Immunohisztokémai reakciok

4.2.3.1. Proliferal¢6 és differencial6doé sejtek kimutatasa

A proliferald sejteket PCNA elleni monoklonalis antitesttel detektdltuk (1:500, Chemicon,
Temecula, CA, USA). A PCNA fehérje az S fazisban levo sejtek magjadban expresszalodik, ahol DNS-
hez kotddve a végrehajtd egység faktoraként funkciondl a delta DNS polimeraz mitkodése sorén.

A sejtdifferencidcié kiilonbozo fazisaiban levé embriondlis gerincveldi sejteket azok homeobox
gének expresszidjara specifikus antitestek segitségével mutattuk ki. A postmitotikus neuronok Lim1 és
2 homeodomén expresszi6t mutatnak, melyek kimutatdsdra Liml1,2 monoklondlis antitestet
hasznaltunk (1:100, DSHB, Iowa City, IA, USA).

Az MNR2 fehérjét a csirkében korai szomatikus motoneuron prekurzor sejtekben taléljuk.
Kimutatdsukra monoklonélis antitestet hasznéltunk (1:50, DSHB, Iowa City, 1A, USA).

A paraffinba dgyazott csirkeembriébol késziilt metszeteket rehidrdlds utdn a PBS-ben higitott
elsddleges antitesttel inkubdltuk egy éjszakdn at 4 °C-on. Ezt kovetéen haromszor véltott PBS-sel
mostuk 10-10 percig szobahOmérsékleten. Fluorescens mikroszkopos vizsgalat esetén egér elleni
masodlagos antitestet hasznaltunk (1:500), mely Alexa 488 fluorokrémmal volt konjugalva (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, USA), kombindlva fluorescens bHABC hisztokémiai és kondroitin-szulfat
immunohisztokémiai reakcidéval. A metszeteket majd mosast kovetden DAPI magfestot tartalmazéd
széradé Vectashield fed6 médiummal és feddlemezzel fedtiink (Vector Laboratories, Burlingame, CA,

USA Laboratories, Burlingame, CA, USA).

4.2.3.2. Intermedier filamentumok megjelolése

Az egyes neuronok illetve gliasejtek és prekurzoraik citoplazméjanak megfestésére a citoszkeletont
alkoté tubulin ellenes monoklonalis antitestet (1:100 Chemicon, Temecula, CA, USA) hasznaltunk. Az
immunreakciot az elozoekben leirt s€éma szerint fluorescens masodik antitesttel tettiink lathatova,
melyet kombinaltunk hialuronsav hisztokémiai és kondroitin-szulfdt immunohisztokémiai reakcidval.

A idegsejt axonok kimutatdsara neurofilament ellenes antitesteket hasznéltunk. A HH23 stadiumig
a 68 kDa (1:200, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), mig a kés6bbi embrié idegeiben a 200 kDa
(1:200, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) tomegli neurofilament volt kimutathat6. Az

immunohisztokémiai reakcid kivitelezése a fentebb vazolt séma szerint tortént.
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4.2.3.3. Kondroitin-szulfat €s phosphacan kimutatisa

A hialuronsavat kot6 lektikdnok mindegyike a kondroitin-szulfat oldalldnccal rendelkezik, melyek
kimutataséit a csirkeembrié szovettani metszeteiben kondroitin-szulfdt elleni monoklondlis antitesttel
(1:500, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) mutattuk ki. A phosphacan kimutatdsdhoz annak kdzponti
tengelyfehérjéje elleni monoklondlis antitestet hasznaltunk (1:100, Chemicon, Temecula, CA, USA).
A metszeteket az elsddleges antitesttel 4 °C-on inkubdltuk egy éjszakan at, majd PBS-sel torténd
mosast kovetden Alexa-488 vagy Alexa-568 konjugalt egér IgM elleni mdsodik antitestet hasznaltunk

(1:1000, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA).
3.3. mRNS szintii vizsgdlatok

4.3.1.1. RNS izolalasa gerincveld izolatumokbdl

Kiilonbozoé fejlettségi stadiumd (HH16, HH23, HH28, HH34 és HH39) csirkeembriékbol
ProtectRNA-vel (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) kezelt PBS oldatban gerincveld szakaszokat
izolaltunk. A teljes RNS izoldldsat kb. 10-15 mg szovetmintabdl Qiagen Micro Kit (Qiagen GmbH,

Hilden, Germany) segitségével végeztiik a gyart6 cég altal javasolt eljards szerint.

4.3.1.2. RT-PCR

A lektikdnokat €s a HAS expresszidjat RT-PCR segitségével detektaltuk a csirkeembrié gerincveld
izolatumaibodl tisztitott RNS-bol. A tisztitott RNS-bOl 2 ug mennyiséget hasznaltunk cDNS
szintézishez, amelyhez Qiagen Omniscript (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) reverz traszkriptaz kitet
hasznaltunk fel a gyart6 altal javasolt protokol szerint. A PCR reakci6hoz 0,2 ug cDNS-t hasznaltunk
fel. Az amplifikdciét GoTaq polimeraz enzimmel végeztiik (Promega, Mannheim, Germany). A 35
ciklus a kovetkezd 1épéseket tartalmazta: 94 °C 50 sec, 52-63 °C 1 min, 72 °C 1 min 30 sec. Az
amplifikélt fragmenteket 1,5% agardz gélelektroforézissel valasztottuk el, majd akridin-naranccsal
festettiik. A felhasznélt génspecifikus primerek tervezését Primer3 szoftverrel végeztilkk az NCBI

szekvencia adatbazisbdl letoltott templatok alapjan. A primerek szekvencidja a kovetkezdk voltak:
Has2 (330) for 5'-GAGACGACAGGCATCTAACTAAC-3', rev 5-AAGACTTTATCAGGCCCACTAA-3"; HAS3 (192)
for 5'-CCAACAGACCCGCTGGAGCA-3', rev 5-ACCGTCAACAGGAAGAGGAGGATG-3"; Aggrekdn (304) for 5'-
TGTTACATCGACAGGCTAAAGGG-3', rev 5-AAGCGTGATGCCGTGACAGA-3'; Brevikdn (405) for 5'-
GTGCCTCCTTGCCAGTCTTCCAG-3', rev 5-GGTCCACCACGCCGTAGTTCCT-3'; Neurokdn (269) for 5'-
GGCGCTCGCTATGCACTGACCTT-3', rev 5-TCCCGTGCGTAGCAGTAGACATCGTA-3'; GAPDH (366) for 5'-
CTGCCCAGAACATCATCCCA-3', rev 5'-CACGGTTGCTGTATCCAAACTCAT-3".

3.4. Optikai denzitometriai mérések

3.4.1. Csirkeembrio in vivo modell
A HH23 stadiumban a HA rétegzettség kialakuldsat optikai denzitometriai mérések segitségével is

vizsgaltuk. Ezeken a metszeteken bHABC hisztokémiai reakcidt végeztiink, melyet DAB-reakcidval
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tettiink lathatova. A digitalis képeket transzmisszidos fénymikroszképhoz (Olympus AX 70, Japan)
kapcsolt hiitéssel rendelkez6 CCD kamerdval (Olympus DP 70, Japan) készitettiik, monokrém
megvilagitds mellett (A=492+5 nm). A rendszer kalibricidja utdn a HA reakcid intenzitdsat mértiik,
amely ardnyosan valtozik a HA viszonylagos koncentraciéjaval, amelynek alkalmazasarol
kutatécsoportunk mér kordbban beszamolt. A mért teriiletet (region of interest, ROI) Image J szoftver
(NIH, Bethesda, MD, USA) segitségével jeloltiik ki. A mérésekhez 10 parhuzamos metszetet vettiink,
melyeken 5-5 egymadstol fiiggetlen ROI-t (teriilete 250 um?) jeldltiink ki a gerincvelé harom kiilonbozé
helyén: a ventrikuléris zéndban, az intermedier zéndban és a kopenyzéndban. A hattér — ami a bPHABC
negativ kontroll reakcidjat jelenti — kivondsa utdn a mikroszkép és a kamera bedllitdsat nem
véltoztattuk meg a digitdlis felvételek elkészitése soran, melyekbdl a ROI integrélt, DAB reakci6 altal
fedett intenzitds atlagértékeit mértiik (ez adta a ,,grey level” értéket). Ezekbdl az értékekbdl optikai
denzités értékeket szamoltunk.

A bHABC reakci6 éltal fedett teriileteket a sejt denzitds értékeivel korrigdltuk. A sejt denzitdst a
gerincvelOben parhuzamos metszeteken hematoxylinnal festett preparatumokon mértiik, melyeket a
sejtek citoplazmdjdnak szegmentdldsa utdn kalkuldltunk. A méréseket és a szegmentdlast Adobe
Photoshop (Verzié: 8.0, Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA) szoftver segitségével végeztiik.
Ezen kapott szamadatokat végiil Ms Excel (Microsoft Corp. Redmond, WA, USA) segitségével
kivontuk a 06sszes ROI-bdl, megkapva igy a sejtek dltal nem foglalt teriilet szdzalékos nagysdgat. A
lumbalis gerincveld hdrom teriiletén mért bHABC reakcid optikai denzitds értékeit végiil korrigdltuk
az extarcellularis tér szdzalékos nagysagaval.

3.4.2. Béka in vivo modell

A HA viltozdsanak nyomon kovetését a béka vestibulocochlearis ideg regenericidja sordn is
hasonld optikai denzitometriai mérések segitségével végeztiik el. Minden esetben dallatonként 2-5
digitdlis képet készitettiink a VIII. agyideget tartalmazd agytorzsi keresztmetszetekbdl, kiilon az
operélt €s a nem operéalt oldalrdl, melyhez Nikon Eclipse 800 (Japan) mikroszképhoz szerelt hiitott
Spot RT Slider (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA) digitélis kamerat hasznéltunk. A
méréshez a primer afferensek dtmeneti z6ndjabol (tanasitionalis zona, TZ), a nucleus vestibularis
medialisbol (NVM) és a lateralisbél (NVL) valasztottunk ki teriileteket (ROI=400 pmz), mely magok

hatarai korabbi leirasokbdl mar ismertek.

3.5. Statisztikai modszerek

A gerincveld hdarom régidjaban mért optikai denzitds és a sejtdenzitds adatok Osszehasonlitdsat
Mann-Whitney -féle U-teszttel végeztiik PAST statisztikai szoftver segitségével.

A béka VIII. agyideg regeneraciojat vizsgalo kisérleteinkben — mivel adataink csak kis eltéréseket
mutattak — el6szor ellendriztiik, hogy van-e szignifikdns kiillonbség az agytorzs egy adott magjanak

HA reakcié intenzitdsdban, ha egy dllat ugyanazon idegmag kiillonb6z6é helyén mériink, vagy mas
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allatbdl szdrmazé mintdkon végziink méréseket. Ehhez a vizsgdlathoz a tractus solitarius HA
reakcidjanak intenzitdsdt mértiik meg. Ez a képlet egyfeldl konnyen beazonosithaté a metszeteken és
homogén struktira, masrészt pedig ez a teriilet rendelkezik a leggyengébb HA intenzitdssal. Az
intenzitasértékeket kéttényezOs variancia analizissel (ANOVA) elemeztik és nem taldltunk
szignifikdns kiillonbséget sem az azonos (P > 0,29), sem pedig a kiilonb6z6 (P > 0,34) éllatokbdl
szdrmazé metszetek kozott. Igy a késébbiek sordn a vestibularis magok és a primer afferensek belépési
z6ndjanak vizsgdlatakor nem tettiink kiilonbséget sem az egy éllatbdl szdrmazd, sem pedig a
kiilonboz6 allatokbdl szdrmazé identikus struktdrdkat viseld metszetek kozott.

A bHABC hisztokémiai reakcié intenzitdsat az operdcidt kovetd egyes napokon kétmintds t-
probaval hasonlitottuk Ossze, miutdn vizsgédlataink szerint az adatok norméleloszlast kovettek. Az
adatok normdl eloszlasét két kritérium szerint teszteltiik: (1) 0,9<medidn/atlag<1,1 és (2) 3x standard
devidci6 < dtlag. A variancidk egyenldségét F-proba segitségével ellendriztiik. Az intenzitds
valtozdsok tendencidjat linedris regresszids egyenesek meredekségének mérésével vizsgaltuk, mig az
ép és operalt oldalak kozotti HA intenzitasbeli valtozdsok lehetséges Osszefiiggéseit Fischer féle
megfelelési probdval vizsgéltuk. A statisztikai vizsgalatokhoz MS Excel (Microsoft Corp. Redmond,
WA, USA) és GraphPad Prism (Verzio: 4.00 GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)

szoftvereket hasznaltuk.
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4. Eredmények és megbeszélésiik

4.1. A hialuronsav vizsgalata a fejlodés soran

4.1.1. A bHABC hisztokémiai reakciok specifikussdgdnak vizsgdlata, kontroll kisérletek

A hisztokémiai reakcidk specifikussdgat mind csirkeembridkon, mind pedig a békdn megvizsgaltuk.
Csirkékben, mivel teljes embrié keresztmetszeteket készitettiink, az idésebb (HH34) kord egyedek
csigolyatestének porcosodé telepén mutattunk ki HA-t. Békdkon a sternum porcos részén végeztiink
bHABC hisztokémiai reakcidt, amely jelolést mutatott a territorialis €s az interterritorialis matrixban.
A hisztokémiai reakcid negativ kontrolljaként harom parhuzamos kisérletet végeztiink el: 1., bBHABC
nélkiil, a hivorendszer kontrolljaként, 2., bBHABC prébaval, de a metszetbdl Streptomyces hialuronidaz
emésztéssel eltavolitottuk a HA-t, 3., bHAPC prébaval, melynek oldatdhoz hialuronsavat adtunk. Ezen

reakciok elvégzése utdn egy esetben sem kaptunk jelet.

4.1.2. Hialuronsav akkumuldcio a gerincveld kiilonbozo fejlodési szakaszaiban

A hialuronsav mar egészen koran, a HH8 stddiumi embrioban a veldlemezben kimutathato és
csaknem az egész fejlodés sordn megtaldlhat6. Tapasztalataink szerint a HA reakcid 4ltal lefedett
teriiletek nagysagat nézve két egymastol jol szétvalaszthat6 szakasz (csucs) ismerhetd fel. Az egyik a
gerincveld fejlédésének nagyon korai stddiuma, amely a HH23 (4. embriondlis nap) stddiumban, a
masik az embriondlis gerincveld fejlédésének késoi szakasza, ahol az altalunk vizsgalt legkésobbi, a
HH39 stddiumban éri el a HA reakci6 lefedettségének maximumat. A két HA expresszids csucs kdzott
taldljuk meg az embriondlis fejlddésnek azt a stddiumat (HH34), ahol bHABC hisztokémiai
modszerrel nem mutathaté ki HA a gerincveloben. A HA szintézis szempontjabol a gerincveld
fejlodésének a HA eloszlds maximumat adé két stddium mutatkozott a legérdekesebbnek. RT-PCR
segitségével kimutattuk, hogy HA akkumuléciéért ezekben a stddiumokban mind a HAS2, mind pedig
a HAS3 felel0s.

4.1.3. A hialuronsav réteges eloszldsi mintdzata HH23 stadiumii gerincveloben

Ahogyan arrdl az el6zdekben is sz6 volt, a HA eloszldsi mintazata 1ényeges valtozast mutat a HH23
stddiumban az eldz6 életkorokhoz képest. Egy diffiizan jelenlevd HA-reakcié jol lathaté réteges
elrendez6dési mintazattd alakul a HH23 stidium elérésekor. Medio-laterdlis irdnyban harom
kiilonb6zé HA pozitiv réteget tudtunk elkiiloniteni: 1) gyengén jelolédo ventrikuléris zéna, 2) er0sen
jelolddd intermedier zéna, 3) kozepesen jel6lodd kopenyzéna. Mivel a HA dontd részben az
extracellularis térben mutathat6 ki, ezért megvizsgaltuk, hogy ez a jellegzetes HA eloszlasi mintdzat
kialakuldsa Osszefiiggésbe hozhaté-e a sejtdenzitds mediolateralis irdnyban torténd valtozadsaval.

Ezekben a zondkban tett megfigyeléseinket optikai denzitometriai mérések segitségével is igazoltuk. A
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sejtek denzitdsa a medialisan levd ventrikuldris zondban a legnagyobb, igy egyben itt a legkisebb az
extracellularis tér nagysdga is. Annak eldontésére, hogy az intermedier zéndban latszolag nagyobb
mennyiségben jelen levé HA az extracelluldris tér novekedése miatt vagy az ott levd sejtek
akkumuldciéja miatt van-e, sejtdenzitdssal korrigdlt HA optikai denzitast mértiink. A mérési adatok
alapjan elmondhatjuk, hogy a hialuronsav nem elsdsorban az exracellularis tér novekedése miatt tobb,
hanem sokkal valdsziniibb, hogy azt az intermedier zdndban levd sejtek termelik nagyobb

mennyiségben.

4.1.4. A hialuronsav akkumuldcidja differencidlodo neuronok koriil

Vizsgéltuk, hogy a HH23 staddiumu csirkeembrié gerincveld intermedier zéndjaban mely sejtek
kortil lehet latni a megnovekedett hialuronsav akkumuléciét. Ehhez fluoreszcens kettds jeloléseket
végeztiink, melyben fluoreszcens bHABC hisztokémiat kombindltuk immunofluoreszcens jeloléssel. A
proliferdlé6 PCNA pozitiv sejtek a ventrikuldris z6nétdl terjednek az intermedier zondig, éppen addig a
teriiletig, ahol a hialuronsavban gazdag régi6 taldlhatd. Ezen sejtek rétegétdl laterdlisan Liml,2
immunopozitiv sejtek rétege van, mely a differencialodé postmitotikus neuronokra jellemzo. A
gerincvelO ventralis oldaldn levd motoneuron prekurzor sejtek legkordbban az MNR2 homeodomén
expresszidjukrdl ismerheték fel. Ezen sejtek lokalizdcidja teljesen egybeesik a HA-ban gazdag
intermedier zondval. A HA réteg tehat elvdlasztja egymastdl a differencidlodod sejteket a proliferdld
sejtpopuléciotdl. Az egyelore kérdés, hogy az intermedier zéndban mért nagy HA mennyiség a
sejtciklus S fazisaban levo proliferdld sejtek terméke vagy a mar leflizodott differencidl6doé (Liml, 2 és
MNR2 pozitiv) sejteké. Az is kérdéses, hogy itt a HA a proliferdlé sejtekben a proliferaciot, a
differenciaciét vagy a laterdlis migraciot segiti-e. Rendelkeziink néhédny irodalmi adattal a HA
jelenlétérdl a fejlodé idegrendszerben. Ezek szerint feltételezhetd, hogy a HA a neuronok
differencidlodashoz sziikséges faktor, ennek pontos mechanizmusa azonban nem ismert. Valdsziniinek
latszik az, hogy a HA egy erdsen hidratdlt kornyezetet hoz létre a sejtek koriil eldsegitve ezzel
migricidjukat. Ezt az elméletet aldtdmasztani latszik az az irodalmi adat, amelyben az egér fejlodd
cerebellumdban a HA jelenlétét irtdk le migrdlé neuronok utvonaldn. Tobb, nem neurondlis
sejttipusban leirtdk, hogy a migraciés folyamatokban a HA CD44 és RHAMM receptorain keresztiil
kozvetitett jelatvitel sordn kis GTP4dz enzimeket aktivdl, melyek a citoszkeleton tujraszervezddését
eredményezik, és ez lamellipodium kialakuldsdhoz vezet. A csirkeembrié gerincveloben a HA-ban
gazdag intermedier zéndban nem taldltunk sem CD44 sem pedig RHAMM immunopozitivitast, igy
tovabbra is kérdéses, hogy a HA 6ndlléan vagy mely mds molekuldk segitségével fejti ki hatdsat a
differencidl6dé neuronokra. A differencialt idegrendszerre jellemz0, hogy a neuronok felelések a HA
termeléséért. Annak ismeretében, hogy a HAS enzimek a HA sejtfelszini kotéfehérjéi is egyben, igy a

HAS?2 és HAS3 autokrin médon valé hatasat feltételezziik a fejlodo idegrendszerben.
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4.1.5. hialuronsav kiilonbozo megoszldsi profilja az axonok koriil a kozponti és periférids
idegrendszerben

Az axonokat neurofilament tartalmuk alapjan immunofluoreszcens médon jeldltiik a fehéralloméany
korai (HH23) és késobbi (HH29) fejlodési szakaszaban, melyet kombindltunk fluoreszcens bHABC
hisztokémiai reakcidval. Az idegsejtek axonjai koriill a HA pozitivitds is kiilonbségeket mutat mind a
fejlodés soran, mind pedig azonos fejlodési stadium eltérd helyein. A periférias idegekben és azok be
és kilépési zondiban sem tudtunk HA-t kimutatni egyik vizsgalt fejléddési stddiumban sem, jollehet a
perikaryon koriil pozitiv volt a reakci6. Ez a HAS polarizalt expresszidjat feltételezi az egyes
neuronokban, mivel ezekben a stdidiumokban nem valészinli a differencidlt oligodendroglia jelenléte,
amelyek a HA-t akkumuldlhatndk az idegsejtek koré, mivel azok késobb jelennek meg. A
fehérdllomény koziil a funiculus laterdlisban mutat erdteljes HA pozitivitdst, melyek eredd sejtjei is
HA-ban gazdag sziirkedllomdnyban taldlhatok. A funiculus lateralisban taldlt er6s HA pozitivitds
idében egybeesik a tractus reticulospinalis és tractus spinocerebellaris le és felszdllo palydk
kialakuldsaval a csirkében, igy ezeket a pdlyakat kialakité axonok ndvekedésben feltételezhetGen
permissziv szerepet jatszik a HA. A motoneuronok az életkor el6rehaladtaval egyre intenzivebb
hialuronsav matrixban voltak megfigyelhetok. A HH39 stddiumban a motoneuronok, azok proximalis
dendritjeivel egyiitt mar teljesen korbevettek a hialuronsavban gazdag ECM dltal. A synaptogenesis
kritikus periddusanak vége egybeesik a HA és az azokhoz kotott lektikdnok felhalmozdoddsaval a
neuronok koriil, vagyis a formdl6d6é perineurondlis halé kialakuldsaval. A perineurondlis halo
kialakuldsat altalaban a postnatalis életkorokra teszik. Ezen tanulmanyok azonban olyan agyteriileteket
vizsgalnak, melyek a postnalalis élet sordn fognak funkciondlni. A csirkeembri6é gerincvelében ezzel
szemben mar az embriondlis élet végén a HH39 stadiumban igen fejlett perineurondlis haloét taldlunk.
Ez a latszolagos ellentmondds feloldhaté azzal a ténnyel, hogy a csirke a kikelés pillanatdban mér
képes a lépémozgdsokra. Igy nagyon valdszini az, hogy a synaptogenesis kritikus periédusa a

gerincvelOben az embrionadlis életre tehetd.

4.2. A kondroitin-szulfadt proteoglikdanok vizsgdlata a fejlodo gerincvelében

4.2.1. Kondroitin-szulfat eloszldsa az életkor fiiggvényében

A kondroitin-szulfatok a (CS) proteoglikdnok (PG) kozponti fehérjéihez kapcsolddva fordulnak eld.
Az idegrendszerben jelenlevé CSPG-k egyik csoportja a HA-hoz kotddo lektikanok, a mésik csoport a
nem HA-hoz ko6téd6é PG-k. Ez utébbi csoportba tartozik a phosphacan. A CS elleni monoklonélis
antitesttel ezek egyiittes eléforduldsat vizsgdltuk a csirkeembrié fejlddé gerincveldben. Minden
stddiumban nagymértékben dtfed a CS immunopozitivitds a HA-val. Ez vdrakozasainknak megfeleléen

lektikanok expressziéjat feltételezi. RT-PCR segitségével az aggrekant, a neurokdnt és a brevikant
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tudtuk kimutatni a gerincvelobdl szarmaz6 mintdkbol. Ezek életkor szerinti megoszldsa azonban
valtoz6. A neurokdn folyamatos expresszidja jellemzd a vizsgdlt stidiumokban, mig a brevikdn és az
aggrekan csak a HH23 stadiumtdl lesz jellemzd. A lektikdnok N-terminalis G1 doménjiikkel a HA-
hoz, mig C-terminalis végiikkel mas matrix fehérjékhez (fdleg tenascinhoz) vagy sejtfelszini
fehérjékhez kotddik. A molekula kozépsd része CS-t kot véltozd mennyiségben. Ezek a CS
oldalldncok okozzdk a PG-k polanionos karakterét, mely fontos szerepet tolthet be a sejtek koriili
megfeleld ionkoncentracié fenntartdsdban. A lektikdnok CS tartalma tdg hatarok kozoétt véltozik, igy a
sejtek nemcsak egy adott PG expresszidjanak fokozdsdval vagy csokkentésével tudjdk reguldlni a
maguk vagy a szomszédos sejtek koré akkumuldlt CS mennyiségét, hanem a koézponti tengelyfehérje
valtoztatdsdval is. Ennek megfelelden a neurokdn és a brevikdn expresszidoval viszonylagosan
kevesebb CS oldallancuk miatt kevésbé anionosak, mig a versikdn és foleg az aggrekan erdsebb
anionos karakterrel birnak. A lektikdnoknak a fejlodd idegrendszerben sejtmigraciét gatld hatdsat irtak
le, ezek a tanulmanyok azonban a crista neuralis sejtek migracidjat gatld hatasarél emlékeznek meg és
nem a kozponti idegrenszerben taldlhaté sejtekrdl. Az oszt6dé sejtek koriil taldlhaté PG-ok szerepe
nem teljesen tisztdzott. Ha azonban a CS hasonlé hatdsat feltételezziik a neuroblasztokra €s a
glioblasztokra, mint a crista neuralis sejtekre, ugy valdszinlisithetd, hogy a CS az osztédd sejtek
izolacigjéért lehet felelds, ahogyan azt a HH23 stadiumu gerincveld intermedier zondjdban talaltuk.
Ezen kiviil a canalis centralishoz kozel es6 sejtek basalis felszinén taldltunk er6s CS reakcidt, mely
valoszinlileg a lefliz0dott lednysejtek canalis centralis felé torténd migracidjat akadalyozhatja meg. A
CSPG-k a sejtmigraci6 akadalyozdsa mellett a neuroprogenitor sejtek osztoédoképességét is csokkentik.
Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy e gatlé hatdsukat a CS oldallancok biztositjdk, mivel a CS
szelektiv emésztése kondroitindz-ABC kezeléssel felfiiggeszthet6 ez a proliferdciot gitlo hatas. A CS
GAG-ok hatdsukat valdszinlileg nem kozvetleniil fejtik ki, hanem novekedési faktorok, mint
potencidlis ligandumaik szabdlyozésa ttjan. Ilyen potencidlis ligandum lehet a CS oldallancoknak a
HB-GAM/PTN (heparin binding growth association molecule/pleitrophin), melynek a neurokdn CS

oldallancaival torténd kolcsonhatdsat igazoltdk.

4.2.2. A phosphacan expresszios mintdzata a csirkeembrio gerincveloben

A phosphacan a nem HA ko6td CSPG-k csoportjdban tartozik, és mai ismereteink szerint kizarélag
az idegrendszerben expresszdlodik. Csirkespecifikus monoklonalis antitesttel vizsgaltuk a phosphacan
fejlodés-fiiggd expresszidjat a gerincvelOben feltételezett szerepének felderitése érdekében. A
phosphacan expresszidjat legkorabban a HH23 stddiumban tudtuk kimatatni a periférids idegekben, a
tetélemez sejtjei koriil, a szarnylemez intermedier zoéndjdban és a radier glia sejtek koriil. A
fehérdlloményban és a belépési zondban is immunopozitivitdst detektdltunk, mig a commissura
anterior negativnak bizonyult. Az ezt kovetd stddiumokban folyamatosan nodvekszik a phosphacan

immunopozitiv teriiletek ardnya a gerincveldben. A HH28 stddiumban feltiind a belépési zona erds
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jelolédése, mig a tetdlemezben alig mutathaté ki. A HH35 stiddiumban kontrasztos kiilonbség
érzékelhetd a dorsalis és a ventralis gerincvel6fél phosphacan reakcidjdban, mely szerint a hatsé
szarvban €s a funiculus dorsalisban sokkal gyengébb reakci6 lathatd. Némileg erdsebb a jelolodés a
canalis centralis koriili sejtekben, a X. lamindban. Az expresszié még fokozottabb a HH39 stadiumban,
ahol gyakorlatilag minden sejt koriil megtaldlhatd. A hatsé szarvban latszélag gyengébb jelet tudtunk
detektdlni, mely valdsziniileg Osszefiiggésben éllhat a neuronok érése sordn kialakulé perineuronélis
haléval, ami a neuronokon 1étrejott synaptikus kapcsolatok stabilizaldsét segiti, mig az 0j synapsisok
1étrejottét gatolja. Ebben a stddiumban a periférids idegek is phosphacant tartalmaznak, de a reakcid
joval erdsebb a belépési zondban. A phosphacan a gerincvelében a proliferdlé sejtek koriil
akkumuldlodik, igy feltételezziik a sejtosztodast segitd hatdsat, melyet az irodalmi adatok alapjan

FGF2 mitogén aktivitdsanak fokozasaval érhet el.

4.3. A nervus vestibulocochlearis sériillésének hatasa a hialuronsav eloszlasra békakban

A VIII. agyideg postgangliondlis 1ézidtjat kovetoen a HA expresszidban bekovetkezett valtozasokat
kovettiik nyomon a primer afferensek belépési zondjdban és az azokat fogadd nucleus vestibularis
medialisban (NVM) és lateralisban (NVL) békdkban. A HA-t az agytorzsi keresztmetszetekben
bHABC hisztokémiai reakcio6 segitségével mutattuk ki. A metszetekrol készitett digitalis felvételeken a
reakcié intenzitdsat optikai denzitometriai mérésekkel kovettilk nyomon. Az operdciot kovetd elsod
napokon az NVM-ben és az NVL-ben az idegsejteket korbevevdé HA-ban gazdag perineuronalis hélé
nem volt elkiilonithetd a neuropiltdl. Ez a jelenség foként az operdlt oldalon volt tapasztalhatd. A
perineurondlis hédlé tujraszervezodését az operdcidt kovetd 14. naptdl kezdddden detektaltuk. Ezzel
szemben a belépési zondban a HA optikai denzitdsa nem kovette ezeket a valtozasokat. A statisztikai
analizis azt mutatta, hogy a mért valtozdsok az operdcié miatt kovetkeztek be mindkét oldalon.
Eredményeink elséként mutatjdk be, hogy (1) a HA optikai denzitdsa valtozik a nervus
vestibulocochlearis 1ézidja miatt a primer afferens belépési zondjdban, illetve a NVM és NVL-ben, (2)
ezekben a struktirdkban HA optikai denzitdsdnak valtozdsa eltérd tendencidt mutat és (3) ezek a
valtozdsok hasonldan jelentkeznek a nem operélt oldalon is. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a

HA-nak szerepe lehet a vestibularis ideg regeneracidjaban és funkcidinak helyredllitdsaban.
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5. Osszefoglalas

Az extracellularis matrix (ECM) egyik f6 komponense a hialuronsav (HA), mely fontos szerepet
jatszik a matrixalkotdk organizacidjdban és a sejt-ECM kapcsolat reguldcidjaban.

Munkénk els6 részében a HA és a HA-hoz kot6dd kondroitin-szulfat proteoglikdnok (CSPG)
expresszids mintdzatat térképeztiik fel csireembriok gerincveld telepeiben, annak érdekében, hogy
Ujabb adatokat gytijtsiink ezen ECM alkotok lehetséges szerepérdl a neuronok differencidcidja és
axonjaik novekedése sordn. A HA specifikus hisztokémiai reakciét kombindlva kiilonb6z6 neuron
populécidkat jelzé immunofluoreszcens jeloléssel szovettani metszetekben kimutattuk, hogy a HA
elsésorban a postmitotikus allapot eldtti osztddé sejtek koriil akkumuldlédik. A HA valdsziniileg non-
akkumulacidért a hialuronsav-szintdz (HAS) 2 és HAS 3 a felelds, melyek valdszinlileg egyben az
egyetlen HA kotd sejtfelszini molekuldk is ezekben a sejtekben. A HA koté CSPG-k (lektikdnok)
eloszlasat vizsgéltuk RT-PCR és hisztotechnikai mddszerek segitségével ugyanezen csirkeembridk
gerincveld telepeiben. A lektikdnok expresszids mintdzata nagy dtfedést mutatott a HA reakcidval, igy
feltételezhetéen funkciondlis kapcsolat van ezen molekuldk kozott. A lektikdnok koziil a neurokdn
exresszidja volt jellemzd a fiatalabb stddiumokban, mig idésebb korban az erésen glikozilalt aggrekdn
expresszidja domindlt. A phosphacan (nem HA kotd CSPG) expresszidjat is kimutattuk az embrionélis
gerincvelOben a proliferdld sejtek koriil, a periférids idegekben és azok belépési zondjdban valamint a
fehéralloményban.

Munkénk masodik részében a HA véltozasat figyeltilk meg a nervus vestibulocochlearis dtvagasat
kovetd regeneracidoban békdkon. A regeneracié idején a HA jelentOsen csokkent a primer afferenseket
fogado vestibularis magokban, amely a HA eloszlds struktirdjdban is megmutatkozott; az idegsejtek
koriili perineuronalis hdloéban levd HA jelolddés lecsokkent. Ennek alapjan a HA non-permissziv
hatasét feltételezhetjiikk a kozponti idegrendszerben, mig a periféras idegekben permissziv hatdssal

birhat.
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