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3 BEVEZETES

Annak ellenére, hogy a gerincveld a kozponti idegrendszernek egy viszonylag
egyszerlibb felépitésii teriilete, meglepden keveset tudunk idegsejtjeinek felépitésérdl és az
altaluk kialakitott kapcsolatairol (Todd 2010). A rendelkezésre allé adatok tdlnyomorészt
ragcsalokbol, macskabol és majombdl szarmazo gerincveléi neuronok szomatodendritikus
sajatsagaira, elektrofiziologiai jellemzdire, illetve a neuronok neurokémiai markereire
vonatkoznak. A neuronalis miikodés szempontjabol azonban a szomatodendritikus terlletek a
neuronok receptiv részét képezik, mig halozati szempontbdl legalabb ilyen jelentds kimenetiik
az axonjuk, amelyrél a feliiletes lamindkban talalhato idegsejtek esetében elenyészd
ismeretekkel rendelkeziink. Az elmult évtizedben a kdzponti idegrendszer méas teriletein
rutinszertivé valt tulélé agyszeletpreparatumok alkalmazasaval a gerincvel6i hatsé szarv
terletén is megtortént bizonyos sejttipusok kapcsolatrendszerének vizsgalata (Gradwell és
mtsai. 2022; Haring és mtsai. 2018; Huang és mtsai. 2018; Polgar és mtsai. 2023; Quillet és
mtsai. 2023; Varga és mtsai. 2021). A substantia gelatinosa egyes gatl6 sejtjei (Yasaka és mtsai.
2010), a lll-as lamina cholinerg sejtjei (Mesnage és mtsai. 2011), illetve az I-es lamina
projekcios (Sziics és mtsai. 2010) és interneuronjainak (Szilics és mtsai. 2013) esetében
szilettek az axon részletes leirasat célzd kozlemények. Ezidaig azonban a gerincvel6i
idegsejtek individualis axonjainak morfometriai elemzését, lamindk szerinti eloszlasat és
lehetséges célpontjainak kvantitativ analizisét szisztematikusan, legjobb tudoméasunk szerint,

egyetlen kutatocsoport sem végezte el.

A neuronalis kapcsolatok ismerete ugyanakkor a kdzponti idegrendszer mas terlletein
szamos alapvetd idegrendszeri folyamat leirdsat, illetve kiillonb6zé idegrendszeri
megbetegedések pathomechanizmusénak megfejtését tette lehetévé. Ezek alapjan elmondhato,
hogy a fajdalom leheté leghatékonyabb, illetve a fajdalom tipusanak legmegfelelobb
csillapitdsdhoz ugyanigy elengedhetetlen lenne a fajdalominformacio feldolgozasat elsd

vonalban végzd hatso szarvi neuronok pontos kapcsolatrendszerének ismerete.

A kozelmultban a ferde infravorés LED (IR-LED- InfraRed-Light-Emitting Diode)
megvilagitasi technika segitségével lehetdveé valt a gerincveld felszines laminaiban talalhatd, in
vivo kisérletekben nehezen tanulmanyozhatd neuronok in vitro koriilmények kozott torténd
vizsgalata (Sziics és mtsai. 2009). Ez a technika nemcsak az eddig nehezen tanulmanyozhaté
neuronok célzott jel6léséhez jarult hozza, hanem a sejtek morfologiajat is megérzi, ezaltal

lehetévé teszi azok lokalis axonelagazddasi mintazatanak, kapcsolatrendszerének vizsgalatat.



4 |RODALMI ATTEKINTES

4.1 A FAIDALOMINFORMACIO KOZPONTI IDEGRENDSZERI FELDOLGOZASA

A fajdalom pontos definialasanak egyik legnehezebb aspektusa, hogy mindenki érzett mar
fajdalmat, viszont annak intenzitdasa, hossza szamos tényezotol fiigg, még egyénen beliil is. A
hivatalos Nemzetkdzi Fajdalomkutatod Szévetség (IASP-International Association for the Study
of Pain) 2011-es definicidja szerint a fajdalom egy , kellemetlen szenzoros és emociondlis
élmény, amely tényleges vagy potencialis szOvetkarosodassal kapcsolatos vagy ahhoz

’

hasonlo.’

A fajdalom megértésére mar évezredek Ota torekszik az emberiség, hiszen annak megélése
alapveté. Kezdetekben elterjedt nézet volt, hogy a fajdalom egyfajta kommunikéacio a
természetfeletti erok és az emberek kozott. Egyes forrasok szerint az okori gorogok szentiil
hitték, hogy magukra haragitottdk az isteneket, akik lekildték Nemezis, a megtorlas
istenndjének a kisérdjét, Poine-t (ide vezethetd vissza a fajdalom és a megtorlas latin szava a
poane), hogy fajdalommal blintesse meg dket az elkovetett biineikért. Késobb, a kereszténység
koraban mar ugy tekintettek a fajdalomra, mint a megtisztulas modjara, az Istenhez vezetd Utra
(Hamann 2021; Khan és mtsai. 2015).

Az évszazadok folyaman ezek az elképzelések a kor szellemével, tapasztalati Uton szerzett
ismeretekkel és az anatdémiai tudas boviilésével modosultak és a reneszansz idejére (XIV-XVII.
szazad) Descartes, Willis és Sydenham munkassagaban mar az agy kerult elétérbe, mint a
fajdalom feldolgozasanak helye (a korabban vélt sziv helyett). Ezzel pedig megindult egy

idegtudomanyi ,, forradalom” a fajdalom hatterének megismerésére (Chen 2011; Perl 2007).

Normal (és patholdgias) kérulmények kozott a fajdalmas és fajdalommentes stimulusok
egy nagyon komplex rendszeren keresztil kertilnek feldolgozasra (Latrémoliere 2016). A
fajdalomhoz asszocidlt utvonal egy fajdalmas ingerrel kezdddik, ami lehet mechanikai,
thermalis, kémiai, gyulladdsos vagy szoveti karosodashoz tarsuld. Ezek a karos ingerek
altaldban az an. nociceptorok szabad idegvégz6édésein Kkeresztil tovabbitddnak, amik
kiilonboz6 szovetekben, mint kotészovetben, periférias arteriolakban vagy a borben fordulnak
elé. A nociceptorok (més néven primer afferens neuronok) pszeudo-unipolaris idegsejtek,
amiknek periferias axonjuk a sériilés helyén, a sejttestjik a hatsogyoki ganglionban talalhatoak
a hatso gyokerek mentén, mig a kézponti axonjuk a gerincveld hats6 szarvaba vetil (Millan
1999; Todd és Wang 2018).



A gerincveld hatso szarvaban a projekcios neuronok képezik a f6 kimenetet az agyba.
Ezek a neuronok az alapjai tobb felszallo palyanak, beleértve a spinothalamicus és
spinoreticulothalamicus palyakat, amik a fajdalominformaciot szallitjadk a thalamusba és az
agytorzsbe. A thalamusbol tovabbi neuronok tovabbitjak a fajdalmas ingert az agykéregbe, ahol
lehetévé teszik a fajdalomérzet észlelését (Bourne és mtsai. 2014; Fonyd 2014; Rajneesh és
Bolash 2018; Basbaum és mtsai. 2009).

A fajdalomérzékelés moduldldsa a fajdalompalyak kiilonb6z6 allomasain eltérd
mechanizmusokkal torténik, beleértve a hatsogyoki gangliont, a gerincveld hatso szarvat, az
agytorzs retikularis rendszerét és az agykérgi teriileteket. Ezek a folyamatok szolgalnak arra,
hogy a fajdalmas impulzust megvaltoztassak, mielétt eléri az agykérget (Rajneesh és Bolash
2018).

Ugyanilyen fontossaglak a fajdalomérzékelésben az agyi strukturak irdnyabol induld
leszallo palyak a gerincvelébe. Ezen palyak gerincvelében kifejtett modulalod hatasa a primer
afferens bemenetek terminalisain, projekcios, serkentd és gatlo interneuronokon, illetve egyéb
leszallé palya terminalisan bekovetkez6 interakcion keresztiil egyarant megtorténhet (Millan
2002).

4.2 A GERINCVELO FELEPITESE, A FELSZINES LAMINAK JELENTOSEGE

A gerincvel6 (gv), azon belil a hatso szarvi szurkeallomany laminai az a terilet, ahol a
kiilvilagbol érkez6 fajdalmas ingerek elérik a kozponti idegrendszert, valamint ahol a szenzoros
informacio elséként integralodik (Brown 1982). A hengeres megjelenésti gerincvel6t
kiilonb6z6 szegmensekre oszthatjuk a kovetkezok szerint: cervicalis (C), thoracalis (T),

lumbalis (L), sacralis (S) és coccygealis (Ross 2007; Watson és mtsai. 2009).

Keresztmetszeti képe makroszkdposan 2 teriiletre oszthat6: a belsé sziirkearnyalata H
betlit formazo, a canalis centralist kozre fogd teriilete a sziirkeallomany, ami idegsejtek
sejttestjeit, nyulvanyhalozatat és gliasejteket tartalmaz, a kiilsé fehérallomanyt pedig a fel- és
leszallo, valamint propriospinalis palyakat alkotd, myelinizalt és nem-myelinizalt axonok
alkotjak. A sziirkeallomany teljes rostrocaudalis hosszaban meglévd eliilsé és hatso
kitiremkedéseket mellsd-, illetve hatso szarvnak hivjuk, mig a thoracolumbalis szegmentumok
magassagaban ezekhez egy oldalirany( Kkitliremkedés az Gn. oldalsé szarv is csatlakozik. A
mells6 szarv jellegzetes sejtjei a nagyméretii motoneuronok, a hatsé szarv pedig valtozatos

méreti dominansan multipolaris, a szenzoros informaciok kezdeti feldolgozasaban és



tovabbitasaban részt vevdé neuronokat tartalmazza (Ross 2007; Todd és Koerber 2006). A
szlirke- és fehérallomany megoszlasi aranya jellegzetesen valtozik a gerincvel6 teljes szakaszan
(Molander és mtsai. 1989; Molander és mtsai. 1984; Watson és mtsai. 2009); a gerincveld és a
fehérallomany meérete legnagyobb az intumescentia cervicalis (C5-6) és lumbalis (L3-4)
tertletén, mivel ide kapcsolddnak a fels6- és also végtagok beidegzésében részt vevd plexusok
(Saliani és mtsai. 2019).

A gerincvel6 teljes szurkeallomanyat macskaban Rexed (1952) 10, mig annak hatsé
szarvat 6 parhuzamos rétegre, Un. laminakra osztotta az idegsejtek mérete és siiriisége alapjan.
Ezt a sémét az 6ta mar més fajokra is adaptaltak, koztlik emberre, majomra és patkanyra. A
hatso szarv az a terillet, amely elsésorban a szenzoros informéaciok feldolgozdsaban vesz részt
(Todd és Koerber 2006) egy komplex neuronalis halézat segitsegével, ami helyi és
propriospinalis interneuronokbol, valamint supraspinalis célpontokhoz vetitd projekcios
neuronokbol all (Todd 2010). Az informacio ezekhez a neuronokhoz primer afferenseken
keresztil érkezik a gerincveldbe (1. abra).

gerincveli T o, Receptiv mez6

mikrohaldzati
oszlop

/ - Rostralis

(fej)
Caudalis
TRPM8 (farok)

Peptiderg nociceptorok Dorsalis
Viszketés (HT)
Y o
Mrgprd Ventralis ‘
C-LTMR (LT)
AS-LTMR .- ®
ABLTMR Medialis Lateralis
B- (distalis, (proximalis,
pl.: ujjak) pl.: comb)

Smith és Ross 2020, mddositott

1. abra Osszefoglalo dbra a gerincvelén beliili informdciéfeldolgozasrél (Smith és Ross 2020, mddositott). A
primer afferens bemenetek belépve a hatsé szarvba egy Un. mikroh&l6zati oszlopot alkotnak (bal panel), amelyek
egyetlen receptiv mezdtél kapnak bemenetet (jobb felsd). Dorsoventralisan intenzitas gradiens mentén
szervezvezddnek: a fdjdalmas és hoémeérséklet-érzékeny rostok feliletesen lépnek be (TRPMS8- tranziens
receptorpotencial kationcsatorna M alcsaladjanak 8-as tagja, peptiderg nociceptorok és viszketés érzékeny
afferensek), mig az alacsony kiiszobii mechanoreceptorok (LTMR- low-threshold mechanoreceptor) mélyebben
huzodnak a gerincveld feliiletes laminaiban (bal). A gerincveld rostrocaudalis és mediolateralis tengelyei mentén
a primer afferensek testrégio szerint szervezddnek. A jobb alsé panelen a hadtsé szarv kiilonbozd részei keriiltek
bemutatasra. HT; magas kiiszobii- high-threshold, Mrgprd; Mas-proteinhez kapcsolt D receptortag -Mas-related
G-protein coupled receptor member D, LT; alacsony kiiszébii-low-threshold.



4.2.1 Primer afferensek

A perifériarol érkez6 ingerek valtozo vezetési sebességgel valtanak ki érzetet a primer
afferens rostok eltéré myelinizaciojabdl adéddan. Ezek a rostok lehetnek myelinizaltak (Ap:
16-100 m/s, Ad: 5-30m/s), ami lehet6vé teszi a gyors ingeruletvezetést, vagy nem-myelinizaltak
(C: 0,2-2 m/s) (Abraira és Ginty 2013; Perl 2013; Todd és Wang 2018). Elektrofiziologiali
karakterik alapjan is csoportosithatjuk 6ket, mint alacsony kiiszobii primer afferens, ami nem
karosito, alacsony intenzitasu ingereket tovabbit es nem fajdalmas érzetet valt ki, tovabba mint
magas kiiszobti, aminek funkcidja a nagy intenzitasu, potencialisan kérositd ingerek tovabbitasa
(Lawson 2002). Ez a Klasszifikacio azonban nem képes precizen szétvalasztani azokat a
komplex funkciokat ellatd neuronokat, amik diverz stimuléciot kodolnak, mint példaul a
kornyezet homérsékletét, feliiletek texturajat, egy szelld iranyat, stb. (Crawford és Caterina,

2020; 1. tablazat).

Az A rostok foként alacsony kiiszobli mechanoreceptorokként (A-LTMR) vannak jelen,
ezen fellil azonban az Ad-rostok feltételezhetGen felelések az akut, kis latencidji szuré fajdalom
érzékeléséeért (Basbaum és mtsai. 2009) és az AP némelyike is képes fajdalmas ingerre

valaszolni (Djouhri és Lawson 2004).

A C rostok szenzoros modalitasuk alapjan feloszthatéak tapintasi ingereket feldolgozo
alacsony kiiszobii rostokra (C-LTMR, Seal és mtsai. 2009), valamint magas kiiszobii rostokra,
amik mechanikai és fajdalmas hé ingerre valaszolnak (Todd és Wang 2008). Ezeket a
nocicepcioban részt vevé C rostokat feloszthatjuk tovabbad neurokémiai modalitdsuk alapjan
peptiderg és nem peptiderg csoportokra. A peptiderg C rostok (és a nocicepcioban részt vevo
Ad rostok) neuropeptideket expresszalnak és kalcitonin génhez kapcsolédoé peptidet, P anyagot
és galanint tartalmaznak. Ezek az afferensek kifejeznek tranziens receptor potencial vanilloid
1-et (TRPV1), szerepiik a hé okozta fajdalom érzékelésében van (Cavanaugh és mtsai. 2009).
A C nociceptorok masik, nem peptiderg csoportja a mechanikai fajdalom normalis
érzékelésében vesz részt. Jellemzéen Mrgpdr-t fejeznek ki, TRPV1-et azonban nem
expresszalnak és neuropeptidekkel sem rendelkeznek (Cavanaugh és mtsai. 2009; Zylka és
mtsai. 2005). Még 2 masik tipusat irtak le a C tipust rostoknak: a szomatosztatin és B-tipusu
natriuretikus polipeptidet ko-expresszalot, valamint a MrgA3/MrgCl11l (Mas-proteinhez
kapcsolt receptorcsalad 2 tagja) expresszaldt. Mindkét tipus a pruricepcidban vesz részt (Chen
és Sun 2020; Han és mtsai. 2013; Huang és mtsai. 2018).



1. tébldzat Osszefoglalé a primer afferens bemenetekrdl (Crawford és Caterina, 2020., 2.

tablazata alapjan)

Primer
Termindlis
afferens JellemzGi Szerepe Markere
) helye
tipusa
ApB gyorsan adaptalédé | 111-V-0s gyenge, felszines | NFH/NF200,
LTMR, I-es tipus lamina nyomas prenatalisan
TrkB
gyorsan adaptalédé | 111-V-0s nagy frekvencigja | NFH/NF200
LTMR, ll-es tipus lamina vibracio, mély
nyomas
lassan adaptalodo | HI-V-6s mechanikai NFH/NF200
LTMR, I-es és ll-es | lamina allodynia (?)
tipus
Ao LTMR II-11l1-as lamina | szell, mechanikai | TrkB
allodynia (?) (egérben)
peptiderg l-es eés V-0s | hajhlzés CGRP, TrkC
nociceptor lamina
peptiderg l-es és V-0s | fajdalmas tliszuras, | TrkA, CGRP,
nociceptor (magas | lamina csipés SP
kiiszobii)
C LTMR I1-es lamina cirogatas, fuvallat | VGLUT3
érzése
peptiderg I-es lamina hémérséklet, TrkA, CGRP,
nociceptor kapszaicin, SP
thermalis fajdalom
nem peptiderg | ll-es lamina fajdalmas  szarés, | I1B4, Mrgpdr,
nociceptor viszketés MrgA3
Ao és C | thermoreceptor I-11-es lamina hidegérzet, mentol, | TrpM8
hideg fajdalom
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A kiilonbozé szenzoros modalitasok feldolgozasdhoz a primer afferensek kodzponti
terminalisai szigoru sorrendbe rendezddnek (Brown 1981; Fitzgerald 1989; Fyffe 1984; Ramon
y Cajal 1909; Réthelyi 1984; Todd 2010; Abraira 2013). A vékony myelinizalt Ad és a nem-
myelinizalt C afferensek elsddlegesen a felszines laminakban (I-11-es lamina) végzddnek, ami
a f6 nociceptiv feldolgozoi teriilete a gerincveldnek (Todd 2006; Willis és Coggeshall 2004).
A mélyebben elhelyezked6 I1I-as lamindban (Ma és mtsai. 1996; Schneider 1992; Willis és
Coggeshall 2004; Woolf és King 1989) végzddnek a szérszalakat beidegz6 Ao afferensek és az
alacsony kiisz6bli mechanoreceptorként funkcionalo AP afferensek is (Brown 1981; Réthelyi,
Light és Perl 1982; Todd 2006).

Egyre tobb bizonyitékot taldlnak azonban arra, hogy ez a szegregacié nem jelenti a
feldolgoz6 neuronhal6zatok teljes elkulonllését. Az utdbbi években publikélasra kerlltek
olyan eredmények, ahol azt talaltak, hogy hatsé szarvi neuronok alacsony kiiszobii
mechanoreceptorokat koétnek 6ssze nociceptiv informéaciot feldolgoz6 neuronokkal
kdzvetlenll (Fernandes és mtsai. 2016; Luz és mtsai. 2014) vagy tovabbi, kiillonb6z6 tipust
serkent6 és gatlo interneuronokon keresztil (Braz és mtsai. 2014; Duan és mtsai. 2014; Lu és
mtsai. 2013; Petitjean és mtsai. 2015).

4.2.2 A hatso szarvi laminak neuronjainak morfoldgiai és elektrofizioldgiali
karakterizélasa

4.2.2.1 l-es lamina - marginalis z6na

Az l-es lamina egy finom peremet képez a gerincveldi szirkeadllomany hatsé szarvanak
dorsalis széle mentén. A hatso szarv lateralis oldalanal enyhén elhajlik, a medialis oldal viszont
hatarozottabban végzddik a hatso szarv dorsalis részének medialis végén, ahol gyakran lathatd
myelinizalt rostok belépése. A vékony lamina nem valik el élesen a fehérallomanytdl (Molander
és mtsai. 1984). Korai leirasokban még a substantia gelatinosa felszines rétegének tekintették
(Ramon y Cajal 1909; Ranson 1913), de ma mér elfogadott, hogy az I-es lamina egy kilonallo
strukturalis és funkcionalis egység (Cervero és Iggo 1980), amin belll megkulonbdztetlink
projekcios, valamint interneuronokat. A projekcios neuronok foként az I-es és V-0s laminaban
helyezkednek el, de elszortan megjelenhetnek a I11-VI-os lamindban is. A hats6 szarvi
projekcids neuronok nagy tobbségének féaxonja keresztezddik a gerincveld kézépvonalan és
az ellenoldali fehérallomanyban jut el supraspinalis célpontjaihoz. Az I-es laminaban
ugyanakkor, hasonléan a tobbi hatso szarvi laminahoz, dont6en interneuronok helyezkednek

el. Ezekre a sejtekre az a jellemzd, hogy axonjuk helyben marad, nem hagyja el a felszines

11



laminakat (I-IIT), fenotipus alapjan lehetnek serkentéek vagy gatloak (Peirs és mtsai. 2020;
Todd 2010).

Megjelenésuk alapjan, az altalanosan elfogadott osztalyozasi séma szerint 3 vagy 4
altipust kiilonboztetiink meg: fusiformis, multipolaris, piramis alaku (Zhang és Craig 1997;
Zhang, Han és Craig 1996) vagy fusiformis, multipolaris, piramis alaku, valamint ellaposodott
(Lima 1998; Lima és Coimbra 1986; Yu és mtsai. 1999). Ezek az osztalyozasok azonban csak
a szomatodendritikus sajatsagokat veszi figyelembe. Ennek legfobb oka, hogy a legtobb
klasszikus jel6lési technika (a kordbban hasznalt Golgi-modszer (Lima és Coimbra 1986) vagy
a késoébbi dextranokat hasznalo retrograd jeldlési technikdk) nem alkalmasak az axonok

részletes megjelolésére.

A fent ismertetett morfoldgiai jegyek és az elektrofiziologiai mérések soran
meghatarozott akcids potencidl (AP) mintazatok kozott ugyanakkor sikerllt bizonyos
korrelaciot igazolni. Az l-es lamina neuronjai depolarizaciot kivalté araminjekciok hataséara
tonusosan (alacsonyabb frekvenciaval, egyenletesen), fazisosan vagy adaptalodoéan (a tizelés
sorén a frekvencia és az amplit(dd is csokken), késleltetett modon (az elsé AP az araminjekcio
kezdetéhez képest késve jelenik meg), illetve egyetlen AP-vel vélaszolva (“single spike™)
tlizelnek (Prescott és De Koninck 2002). A fusiformis neuronok tipikusan tonusos tiizelési
mintazatot mutatnak, a piramis alaku sejtek fazisosat, a multipolaris sejtek pedig lehetnek
késleltetettek vagy “single spike”-ot mutatdak is. Egyes tiizelési mintazatok tovabba gy tinik,
hogy bizonyos funkciokhoz kothetéek a hatsd szarvban. A tonusos és késleltetett tiizelési
mintdzatokkal rendelkezd sejtek foként integratorként vesznek részt a folyamatokban, mig a
fazisos és “single spike” tiizelésii sejtek pedig inkdbb kozvetité szerepet toltenek be (Luz és
mtsai. 2014; Melnick és mtsai. 2004; Peirs és mtsai. 2020).

4.2.2.2 ll-eslamina

A ll-es lamina (substantia gelatinosa) az I-es lamina alatt, ventralisan helyezkedik el.
Toluidinkék hattérfestést kovetden 2 részre oszthatd: egy intenzivebben jel616do kiilsé részre
(LHo- lamina 11 outer), ahol a sejtek tdomottebben helyezkednek el, valamint egy bels részre
(LIi- lamina Il inner), ahol kissé lazabban talalhatdéak a sejtek. Ez a lamina jellegzetesen
Kisméretii sejteket tartalmaz és viszonylag mentes a myelinizalt rostoktol. A Il-es lamina
medialis részét dorsalis iranybdl belépd, vastag myelinhiivelyes, nagy vezetési sebességli
axonok szelik at. Emiatt, kilénésen a lumbalis szegmentumokban, a 1l-es lamina medialis

oldala vastagabbnak ttinik (Molander és mtsai. 1984; Willis eés Coggeshall 1978).
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Perl kollaboracios partnereivel szamos faj (tobbek kozott patkany) gerincveldi
metszetében végzett intracellularis méréseket és sejtjelolést, amely kisérletek megalapozték a
maig is hasznalt klasszifikacios csoportokat (Grudt és Perl 2002; Lu és Perl 2003, 2005). A |1-
es laminaban 5 f6bb sejttipust hataroztak meg: islet, centralis, radialis, medialis-lateralis és
verticalis. Az itt taldlhatd neuronok dendritfija jellegzetesen rostrocaudalis kiterjedést,
mediolateralisan és dorsoventralisan - a verticalis neuronok Kivételével - ink&bb lapitott
(Ribeiro-Da-Silva 2015). Tuzelési mintazatuk tekintetében hasonléak az I-es lamina
neuronjaihoz (tonusos, fazisos, késleltetett, ,,single spike™), de ebben a laminaban el6fordulnak
tovabbi tlzelési mintazatok is. Az Un. ,gap” tlizelési mintazat esetén valamely két AP
(jellemzden a sorozat elején) kozott a késés 1,5-szerese a két megel6z6 vagy azt kovetd 2 AP
kozotti késésnek. Egy maésik kategoria a ,reluctant” (magyar megfeleldje talan a ,,vonakodo”
lehetne) tlizelési mintazat, amely tipusnal a sejtek igen kifejezett depolarizacié hatasara sem
produkalnak AP-t (Peirs és mtsai. 2020). Yasaka (2010) munkacsoportjaval azt talalta, hogy a
legtobb (bar nem az 6sszes) ll-es lamina serkent6 sejt késleltetett, ,,gap” vagy ,.reluctant”

tizelési mintazatot mutat.

4.2.2.3 111-1V-es lamina

A lll-as laminaban siirtin, csoportosulva helyezkednek el a kis méretii sejtek, emiatt a II-
es és lll-as lamina hatara nem egyértelmiien felismerhetd. Ebben a laminaban ugyanakkor mar
lathatoak myelinizalt rostok, ami segiti az elkilonitést. A I11-as lamina lateralis széle koveti az
I-l1l-es lamina gorbuletét, de emellett medialisan is mutathat kismértékii elhajlast.
Dorsoventralisan teriilete a kézépvonalnal nagyobb, mint a két sz¢élsé oldalan. Ehhez képest a
IV-es lamina szétszértan tartalmaz kdzepes és nagyobb, morfoldgiailag heterogén sejteket.
Medialis hatéra koveti a hatso szarv alakjat, viszont a kordbban az I-111-as laminaban ismertetett
lateralis elgdrbiilés nem jellemzo erre a teriiletre (Molander és mtsai. 1984; Schoenen és Faull
2004).

Ezek a laminak mar a hatso szarv kevésbé vizsgalt teruleteihez tartoznak (Merighi 2018).
Az egyik jobban tanulmanyozott sejttipus a nagy méretii antenna sejt (ANT), amely piramis
alaku sejttestje a I11-1V-es laminadban foglal helyet. Egyes NK-1 receptort (NK1R) expresszald
antenna sejtek az agytorzs és a thalamus nociceptiv terlletein végz6dnek (Marshall és mtsai.
1996; Naim és mtsai. 1997; Todd, McGill és Shehab 2000), vannak azonban olyan antenna
sejtek is, amik supraspinalisan nem projicialnak és intrinsic vagy propriospinalis neuronokkent

miikodnek (Polgar és mtsai. 2007). Mindkét tipusu antenna sejt rendelkezik egy dorsalis
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dendrittel, ami keresztilnyulik a ll-es laminan, majd intenziven elagazik az 1-es lamin&ban, mig
a ventralis dendritjeik a mélyebb laminék iranyéba terjeszkednek (Bleazard és mtsai. 1994;
Littlewood és mtsai. 1995; Maxwell és mtsai. 2007; Todd 1989). Ez a morfoldgiai adottsag
lehetévé teszi, hogy tébbféle, kiilonboz6 szenzoros modalitasokhoz tartozd primer afferens
bemenetet integraljon. Immunhisztokémiai vizsgélatok igazoltdk, hogy a dorsalis dendritek
nagyszamu peptiderg és nem-peptiderg vékony primer afferens kapcsolatot fogadnak, vastag
myelinizalt primer afferensekkel azonban sokkal ritkabban kapcsolodnak (Naim és mtsai. 1997;
Naim, Shehab és Todd 1998; Polgar és mtsai. 2007; Todd 1989, 2002). Kimutattak tovabba,
hogy emellett helyi interneuronok axonjai is adnak rajuk szinapszisokat (Polgar és mtsai. 1999;
Todd 1989), ami arra utalhat, hogy ingerlékenységiiket a gerincvel6i halozat szabalyozhatja.
Bar ezen sejtek elektrofizioldgiai sajatsagairol jelenleg még keveés informacio all rendelkezésre,
ugy tiinik azonban, hogy széles dinamika-tartomanyu (WDR- wide dynamic range) vagy
gyenge mechanikai stimulaciora, esetleg egy kozvetlen elektromos stimulaciora reagald
neuroncsoport lehet (De Koninck és mtsai. 1992; Ma és mtsai. 1996; Maxwell és mtsai. 2007;
Schneider 1992).

4.2.2.4 V-VI-o0s lamina

A hatso szarv tovénél kezd6dé V-6s lamina sejtjei heterogének és megjelenésiikben
nagyobbak a IV-es lamindban talalhat6aknal, dendritjeikkel dorsalisan elérhetnek a I1-111-as
laminédba, mig ventralisan a V1lI-es lamindba is (Molander és mtsai. 1984; Schoenen és Faull
2004). A VI-os lamina a hats6 szarv legventralisabb terllete, azonban nem minden
szegmensben talalhatd meg (T6-L2, S2-4) (Molander és mtsai. 1984). Sejtjei kisebbek és
jobban rendezettek, mint az V-0s laminaban talalhaté sejtek (Peirs és mtsai. 2020),
interneuronjai a gerincveldi reflexek kialakitasaban vesznek részt (Heise és Kayalioglu 2009).

4.2.3 A hatso szarvi idegsejtek neurokémiai karakterizalasanak rovid attekintése

F6 neurotranszmittereik alapjan a hatsd szarvi neuronokat 2 csoportba tudjuk osztani:
serkentd sejtekre, amik glutamatergek és vezikularis glutamate transzporter 2-t (VGLUT2)
expresszalnak, valamint gatlo idegsejtekre, amik y- aminovajsavat (GABA - y— aminobutyric
acid) es/vagy glycint szabaditanak fel (Todd és Sullivan 1990). Larsson (2017) becslése alapjan

patkdnyban a neuronok 36-53%-a a gerincvel6 I-111-as laminajaban gatlo sejt.

Az I-ll-es lamina serkentd sejtjei esetén 6 jol elkiiloniilé neuronpopulécidt tudott

Gutierrez-Mecinas (2016, 2017, 2019) kollégaival meghatarozni neurokémiai markereik
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alapjan egér gerincveldben. A serkentd sejtek az I-11-es lamindban eredményeik alapjan
neurotensint (9%), P anyagot (méas néven tachykinin 1; 24%), neurokinin B-t (14%), gasztrin-
felszabadité peptidet (15%), cholecystokinin-t (7%), vagy neuropeptide FF-t (6%)
expresszalnak. A serkent6 sejtek tovabbi (hozzatevélegesen) 25%-a ezekbe a csoportokba nem

sorolhato.

Ugyanez a munkacsoport (Boyle és mtsai. 2017) a tovabbiakban a gatlé sejtek esetén is
feltart 5 csoportot. EQy minimalis atfedést fedeztek fel a galanin- dynorphin (24%) és neuronalis
nitrogén-monoxid szintdz (NNOS, 17%) pozitiv sejtek esetében, valamint a galanin- dynorphint
és neuropeptid Y-t (33%) expresszalo sejtek kozott. Az 1-11-es laminaban tovabba elkllonitettek
parvalbumint (11%) és calretinint (27%) tartalmazd gatlo sejteket is. Megjegyzend6, hogy a
dynorphin, nNOS, parvalbumin vagy calretinin pozitiv sejtek lehetnek serkenté sejtek is (Peirs
és mtsai. 2020), ezek megkulonboztetésére hasznalhatdé a Pax2 transzkripcios faktor, mint

megbizhat6 gatlo sejt marker (Del Barrio és mtsai. 2013; Larsson 2017).

4.2.3.1 NKI receptorral rendelkezd sejtek eloszlisa a hdtso szarvban

Minden P anyag tartalmua primer afferens részt vesz a nocicepcioban, f6 célpontjuk pedig
az NK1 receptor, ami behatarolt disztribuciét mutat a hatsé szarvban (Todd 2010). Az I-es
lamina sejtjeinek ~45%-a expresszal NK1R-t (Todd, Spike és Polgar 1998), a Il-es laminaban
nagyrészt hidnyzik, majd kisebb szazalékban Ujra megjelenik a mélyebb laminakban (LI1I-V;
Brown és mtsai. 1995; Littlewood és mtsai. 1995).

Az l-es lamina projekcids sejtjei patkanyban 80% (Al-Khater és mtsai. 2008; Spike és
mtsai. 2003; Todd és mtsai. 2000), mig egérben a sejtek 90% mutat NK1R pozitivitast
(Cameron és mtsai. 2015). Bar a receptor serkent6 interneuronokban is megtalalhatd,
expresszids szintje alacsonyabb a projekcids neuronokénal (Al Ghamdi és mtsai. 2009). A 111-
as lamina antenna sejtjei is tartalmazhatnak NK1R-t és ezek a sejtek is megfeleltethetéek

projekcios neuronokként (Marshall és mtsai. 1996; Naim és mtsai. 1997; Todd és mtsai. 2000).

4.3 FELTETELEZETT NEURONHALOZATOK A4 GERINCVELO HATSO SZARVABAN

A Kklasszikus immunhisztokémiai jel6léseken alapuld kezdeti leirdsokon tul, paros
elektrofiziologiai mérésekkel, primer afferens bemenetek stimulalasaval és transz-szinaptikus

virusjelolési modszerekkel sikeriilt azonositani néhany mikrohaldzatot a gerincveld hatso
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szarvaban (2. dbra), azonban még mindig jelent6sen hidnyosak az ismereteink a teljes szenzoros

feldolgozé rendszer tekintetében (Cordero-Erausquin és mtsai. 2016; Todd 2010).
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Cordero-Erausquin és mtsai., 2016

2. &bra Sematikus dbra a f6bb szinaptikus kapcsolatokrél az I-111-as lamindban normél korilmények kozott
(Cordero-Erausquin és mtsai. 2016).. Az I-es lamina projekcios és interneuronokat tartalmaz (az utébbi nem
kertlt feltlintetésre az abran). Az I-es lamina projekcios sejtek kdzvetlen bemenetet kaphatnak C és Ad primer
afferensektdl, valamint a hdtsé szarv gatlo és serkentd interneuronjaitdl is. Ezek kozott lehet verticalis sejt (V) és
tovabbi, még azonositatlan (?) gatlo interneuron is, ami Aff bemenetet kap kozvetleniil, vagy helyi interneuronok
kozvetitésével (ezek szintén nincsenek feltintetve az &bran). Az islet sejtek (Isl) GABAerg gatlo sejtek, amik
erintkezhetnek a tonusosan tiizel6 centralis sejttel (ToC- tonic central cell) vagy verticalis sejttel is. A serkentd
centralis sejtek elsGsorban atmeneti akcios potencidl tiizelést (TrC- transient mode of action potential discharge)
mutatnak és a verticalis sejtekhez kapcsolddnak. A serkentd verticalis sejtek sejttestje a ll-es lamina kiilsé részében
helyezkedik el és hosszl ventralisan elnyulé dendrittel rendelkeznek, amik C és Ad bemenetet kapnak. A verticalis
sejtek dendritjei lenyGlhatnak a Il1-as laminéba is, ahol kbzvetlen 4B primer afferens bemenetet is kaphatnak. Az

abrén a serkentd sejtek piros, mig a gatldak szinnel vannak feltlintetve.

A primer afferensek, amik az I-ll-es laminaban dontéen C-rostoktdl szarmaznak,
projekciés neuronokkal, valamint gatlo- és serkent6 interneuronokkal egyarant direkt
kapcsolatokat létesitenek a felszines laminakban (Lu és Perl 2005, Todd 2010). Az
interneuronok mas interneuronokkal és/vagy projekcids neuronokkal allnak kapcsolatban, ilyen
maodon 6sszekdtik az 1-es és Il-es laminat. Lu és Perl (2005) munkacsoportja részletesen
tanulmanyozta ezeket a sejtkapcsolatokat és kimutattak, hogy az I-es lamina projekcids sejtjei
informéacidt fogadnak a Il-es lamina C, Ad és AP primer afferens bemenettel rendelkez6
verticalis sejtjeitdl, valamint a glutamaterg centralis sejtektdl. Igazoltak tovabba gatld kapcsolat

meglétét islet és centralis sejt kozott (Lu és Perl 2003).
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A 1l1-1V-es laminaban foként gatld szinaptikus kapcsolatok vannak, amik felvetik a
lehetdségét, hogy kiillonb6z6 modulacidos lehetdségek (neurotranszmitterek vagy
neuropeptidek) finomhangolni tudjak ezeket a folyamatokat (Cordero-Erausquin és mtsai.
2016).

4.4 |ISMERT AXONELAGAZODASI MINTAZATOK A GERINCVELO LUMBALIS
SZAKASZANAK FELSZINES LAMINAIBAN

Ramon y Cajal (1909) a Golgi-modszer hasznalataval szamos gerincvel6i neurontipust irt
le, melyeket a kés6bbiekben féként a neuronok szomatodendritikus sajatsagaira, valamint a
gerincvelé hatso szarvaban vald elhelyezkedésiikre alapozva kategorizaltak (Brown 1981;
Schoenen 1982; Todd 2010). Ezek a klasszifikaciok azonban ritkan vették figyelembe az axon
sajatossagait, kiterjedéset és laminaris elhelyezkedését (Gobel 1978). A transzgen egerek
hasznélataval és az Uj anatomiai (Gatto és mtsai. 2019; Todd 2017), képalkotd (Kosugi és mtsai.
2013), egy-sejt elektrofiziologiai mddszerek hasznalataval (Lu és Perl 2005; Santos és mtsai.
2007; Yasaka és mtsai. 2010), valamint transzkripcios analizis (Haring és mtsai. 2018)
segitségével szdmos serkentd €s gatldo neuront sikeriilt azonositani a kiilonb6zé lamindkon
belil. A gerincvel6i haldzatok jobb megértését céloztak a kiilonboz6 technikékat kombinalo
Kisérletsorozatok is (Duan és mtsai. 2014; Gradwell és mtsai. 2022; Smith és mtsai. 2019), amik
feltartak bizonyos anatomiai sajatsagokat, valamint azonositottak egyes sejttipusok
posztszinaptikus célpontjait, azonban ezekben az esetekben sem tekintették célnak az

individualis sejtekhez tartoz6 axonhal6zat megismerését.

A Kkorai axon kiterjedéssel foglalkozé tanulméanyok elsésorban in vivo tormaperoxidaz
jelolések eredményei alapjan tettek megfigyeléseket majomban és macskaban (Beal és mtsai.
1981; Bennett és mtsai. 1981). Késébb Yasaka (2010) munkacsoportjaval morfologiai és
elektrofiziologiai paramétereket egydlttesen vizsgalta ll-es lamina serkentd és gatld sejtjei
esetén patkanyban, mig a Ill-as lamina cholinerg sejtjeinek axonhal6zatat Mesnage és
munkatarsai (2011), a projekcios neuronokat pedig Browne és munkatarsai (2020) vizsgaltak.
Bar ezek a vizsgélatok hianypdtlonak tekinthetok a neuronhalozatok megértésében, azonban a
vizsgalatok gerincveldi szeletpreparatumokban torténtek, amik nem teszik lehet6vé a nagy
kiterjedésti nyulvanyok, mint amilyen az axon, Kiterjedésének és disztribuciojanak részletes és

alapos vizsgalatat.
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A szeletpreparatum jelentette limitacidkat kiszoboli ki az a technika, melyet
témavezetém és portugal munkatarsai fejlesztettek ki, ami soran az IR-LED segitsegevel
lehetévé valik fiatal ragcsalok intakt gerincveld preparatumainak felszini vizsgalata (Sziics és
mtsai. 2009). A munkacsoport a technika segitségével teljes sejtrekonstrukcidkat tudott
késziteni az individualisan jelolt neuronokrol és ez altal részletes leirdst adott az I-es laminaban
talalhatd projekcios (Szlcs és mtsai. 2010), illetve interneuronok axoneldgazodasi mintazatairdl
(Szlics és mtsai. 2013).

2010-es kozleményukben az anterolateralis projekcids neuronok Ujfajta, az ipsilateralis
axonkollateralisok elagazodasi mintazata alapjan torténé csoportositasi lehet6ségét javasoltak.
Az Uj klasszifikécio alapjan dorsalis, lateralis, ventralis, valamint kevert tipusu kollateralissal
rendelkez6 projekcios neuronokat kilonboztettek meg. Kimutattak tovabba, hogy a korabban
mar leirt morfoldgiai fenotipus (Cheunsuang és Morris 2000; Hylden és mtsai. 1986), azaz az
I-es laminaban talalhat6 sejtek féaxonjanak dendritikus kiindulasa, az anterolateralis projekcids
neuronok esetében kifejezetten gyakori, mivel a sejtek kétharmadanal megfigyelhet volt.

Az l-es lamina interneuronok axoneldgazodasi mintazatanak vizsgalata soran (2013)
megallapitottak tovabba, hogy azok rostrocaudalisan tobb szegmentumra kiterjed, nagyszamu
axonvarikozitassal (lehetséges szinaptikus termindlissal) rendelkezé komplex axonokkal
rendelkeznek. Az axonok, akar csak a projekciés neuronok lateralisan elhelyezked6
axonkollateralisai gyakran Iéptek ki a funiculus dorsolateralisba, vagy a Lissauer kdtegbe, majd
onnan ismét vissza a hats6 szarvi szirkeallomanyba, ami propriospinalis kapcsolatok

kialakitasara is utalhat.
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5 CELKITUZES

Ahogyan az a bevezetésben bemutatdsra keriilt a gerincveld felszines laminaiban talalhato
kiilonb6z6 sejtpopulaciok axonjainak eldgazddasi mintdzata még mindig szinte alig ismert,
azonban alapvet6 fontossagu lenne a neuronok kapcsolatrendszerének megismerésében és
megértésében. Portoi kollaboracios partnereinkkel korabban leirtunk egy alacsony kiiszobii
rostok altal kozvetitett gatlast (Luz és mtsai. 2014), ami a projekciés neuronokra egy
kozbeiktatott gatlo sejten keresztil érkezik. A vastag rostok elhelyezkedese alapjan
valoszinusitettiik, hogy ez a kozbeiktatott gatldo sejt valoszinlileg a mélyebb lamindkban
helyezkedik el. Ennek bizonyitasahoz kollaboracios partnereink I111-as lamina sejteken végeztek
elektrofiziologiai méréseket, amik kozil els6ként az antenna-tipusu neuronok struktura-funkcio
vizsgalatat végeztik el (Fernandes és mtsai. 2018). Ezutan egy, az l-es lamina sejtjeit
(projekciods és interneuronokat) megcélzo elemzéssorozatot terveztiink, ahol célunk az axon- és
dendrithal6zat morfometriai paramétereinek Kiterjesztettebb Gsszehasonlitdé elemzése volt,

mind a gerincvel6i interlamindris lefedettségiik, mind szimmetriajuk tekintetében.
Célkitiizésiink tehadt a kovetkezdek voltak:

1) a rendelkezésiinkre allo, elézetesen biocytinnel toltott neuronok teljes 3D
rekonstrukcigjat kovetden a lehet6 legpontosabb kvantitativ és kvalitativ morfologiai
elemzés elvégzése, hogy teljesebb képet kapjunk a vizsgalt neuronok potencialis
kapcsolatrendszerérdl

2) a korébbi elektrofiziologiai kisérletekbdl szarmazd megfigyelések és irodalmi adatok
Osszevetése az egyes neuroncsoportok morfoldgiai vizsgalataval feltart feltételezett

szerepeivel.
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6 ANYAG ES MODSZER

Munkéam soran olyan fiatal (9-20 napos) Wistar patkanyok gerincvel3jébdl késziilt
preparatumok neuronjait elemeztem, amelyek elektrofiziologiai mérés soran lettek megjeldlve
portugal kollaboracids partneriink jovoltabol (Instituto de Biologia Molecular e Celular, Porto,
Portugélia). A kisérletek portoi partneriinknél, az ottani laboratorium helyi etikai engedélyével
0sszhangban és annak mindenben megfelelve tortént. Az intakt gerincveld preparatumban
megjeldlt neuronok szdvettani feldolgozasat kovetéen a metszetekbdl a PhD munkamat képezo
sejtrekonstrukcidkat és az azt koveté morfologiai elemzést a Debreceni Egyetemen végeztem.
A 3. dbra a disszertacioban bemutatott munka 1épéseirdl, a felhasznalt neuronok eredetérdl és

darabszamarol ad attekintést.

elektrofiziolégia mérés elektrofiziologia mérés soran jel6it neuronok intakt
szeletpreparatumon gerincvel6i preparatumban

post hoc sejt azonositas
|
. 5

 Kokai és I-es lamina  Fernandes és (jii.as lamina
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3. 4bra Osszefoglalé folyamatibra a dolgozatban elvégzett kisérletekrél. A vizsgalt neuronok
elektrofiziolégiai mérés soran biocytinnel lettek feltoltve, amely lehetévé tette a morfoldgiai
elemzést a jeloldanyag lathatéva tétele utan. A szbvettani feldolgozast kovetden a neuronok
sejttestjének laminaris elhelyezkedése alapjan csoportositottuk a sejteket, majd 3-dimenzidban (3D)
rekonstrualtuk azokat. A Il1-as lamina antenna sejtjeivel foglalkoz6 munka soran két, morfoldgiaja
alapjan nem antenna sejtnek bizonyult sejtet (sziirkével jelolve) kihagytunk a tovabbi elemzésekbdl.
A projekcids neuronok axonkollateralisainak eloszlasa alapjan feltételezett funkciékra vonatkozo
hipotézis igazolasara témavezetém kordabbi, gerincveldi szeleteken végzett, és még nem publikalt
eredményeit is bevontuk az I-es lamina sejtjeivel foglalkozé kdzleménybe (2002, Université Louis
Pasteur, Strasbourg, Franciaorszag). Szaggatott vonallal jeleztem az egyes, a disszertaciohoz
felhasznalt eredményekhez tartozd publikaciokat.
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6.1 GERINCVELOI BLOKKOKBAN- ES SZELETPREPARATUMOKON VEGZETT IN

VITRO ELEKTROFIZIOLOGIAI KISERLETEK ROVID ATTEKINTESE

Kutatasi munkam patch-clamp technikaval, kiilonb6z6 preparatumokban elvezetett €s
egyidejlileg megjelolt idegsejtek morfoldgiai elemzése volt. Megjegyzend6, hogy az
elemzésekhez felhasznalt sejtek elektrofiziologiai elvezetése és elemzése soran nem voltam
jelen, ennek megfelelen a relevans elektrofizioldgiai vizsgalatok metodikajat is csak roviden
ismertetem, eredményeikrdl csak a diszkusszidban a struktdra-funkcié megvitatasa soran teszek

emlitést.

A gerincveldi blokkpreparatum elkészitéséhez 9-20 napos Wistar patkanyokat Na*-
pentobarbital intraperitonedlis injekciojaval altattdk, majd a talp visszahuzasi reflex eltinése
utan az allatot dekapitaltak. A gerincvel6t gyorsan eltavolitottak és oxigenizalt arteficialis agy-
gerincvel6i folyadékba (ACSF- arteficial cerebrospinal fluid- dsszetételének reszletes leirésa:
Fernandes és mtsai. 2018) helyezték. Az I-es lamina sejtek elvezetése soran a lumbalis szakaszt
(L1-L6) 3 kulonallo darabra osztottak (L1-L2, L3-L4 és L5-L6), mig a Ill-as lamina sejteknél
az L4-5-6s szegmentumokat tartottdk meg. A gerincvel6i blokkok dorsalis felszinérél a pia
matert eltavolitottdk mindkét esetben, ilyen modon hozzaférést biztositva a mérdelektrodanak
a neuronokhoz. A primer afferens bemenetek meghatarozasakor (kizarélag a Ill-as lamina
sejtek esetében) az L4 és/vagy L5 hatsé gyokere megtartasra kertlt elektromos stimulécid
céljabdl, az elektrofizioldgiai elvezetések pedig kizarélag az L4 szegmentumbdl torténtek.

Az elektrofiziologiai méréseket a  blokkpreparatum esetén a  gerincveld
szlrkeallomanyéanak legfelszinesebb rétegében (L1), valamint korulbeltl 200 um mélységben
(L1T) ferde IR-LED megvildgitasi technikdval (Szlics és mtsai. 2009) végezték. A sejttest
laminaris elhelyezkedése a mérések végeztével a szdvettani feldolgozas soran, toluidinkék
hattérfestés segitségével keriilt minden esetben meghatarozasra.

Az elektrofizioldgiai mérések teljes-sejt konfiguracidban torténtek (Fernandes és mtsai.
2018), melyek esetén vastag falu boroszilikat kapillarisbdl készilt pipettakat hasznaltak
(ellendllas: 4-5 MQ; BioMedical Instruments, Németorszag). A pipettaban talalhatd bels6
oldatot (6sszetételének pontos leirasa a kovetkez6 publikacioban megtekinthetd: Fernandes és
mtsai. 2018) 0,5-1% biocytinnel (Sigma, St. Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok)
egészitették ki a neuronok késébbi morfologiai azonositasa céljabol. Bizonyos esetekben (n=

12) az elektrofizioldgiai vizsgalat soran tanulmanyozott neuronok axonjainak neurotranszmitter
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tartalmat immunhisztokémiai reakcioval is ellendrizték (Szlcs és mtsai. 2013). Mivel a
neurokémiai fenotipus meghatarozasa a morfologiai vizsgalatokba bevont neuronok 1/3-
raterjedt ki, igy ezeket az eredményeket a sejtek dsszehasonlitdsanal nem vettik figyelembe.
Megemlitend6 ugyanakkor, hogy ezekben az esetekben 0,5% biocytin és 0,5% rhodamine-red
keverékével egésziilt ki a pipettaban 1év6 belsé oldat, ami bar a biocytin jelolés erdsségét kis
mértékben csokkentette, a részletgazdag 3D rekonstrukcidt szignifikdnsan nem akadalyozta
(Szlics és mtsai. 2013).

A mérések soran rogzitett kiilonbozo aktiv €s passziv membranparaméterek koziil
kizarolag az emelkedd amplitidoju depolarizalé aramimpulzusokkal kivaltott Gn. tiizelési
mint&zatot vetettiik dssze a kapott morfoldgiai paraméterekkel, mivel ez a paraméter képezi
kordbban mar leirt klasszifikaciok alapjat is. A hatso szarvi neuronok tizelési mintazatainak
meghatarozasakor portdi kollaboracids partnereink és masok altal korabban leirt kategdriakat
(ténusos, adaptalodo, késleltetett és ritmikus) hasznaltuk fel (Li és Baccei 2011; Luz és mtsai.
2014).

6.2 SzOVETTANI FELDOLGOZAS

Az elektrofiziologiai mérést kovetden a gerincveldi preparatum 4% paraformaldehidbe
kerllt immerzids fixalas céljabdl. A szovettani feldolgozas soran a gerincveléket elébb tobb
alkalommal 0,1M foszfat pufferrel (PB) mostak at, majd 2,5% agar6zba 6ntve vibratdom (Leica

VT1000) segitségevel 100 um-es sorozatmetszeteket készitettek beldliik.

Munkacsoportunk korabbi morfoldgiai leirast célz6 munkai soran dontGen sagittalis
metszeteket hasznalt (Sziics és mtsai. 2010, 2013), mivel igy a kevesebb szamu sorozatmetszet
a rekonstrukcid soran konnyebben illeszthetd, és az atfed6 nyulvanyokkal bir6d sejtek
szétvalasztasa is egyszerlibb. Ugyanakkor a sagittalis metszetekbdl torténd rekonstrukcio,
kiilonosen a gerincvel6 gorbiil6 lateralis sz€lén, nem teszi lehetdvé a pontos mediolateralis és
laminéris elhelyezkedés meghatarozéasat. Mivel PhD munkdm pontosan ezeknek a hianyzo
adatoknak a meghatarozasat célozta meg, a rekonstrukciokhoz olyan sejteket valasztottunk,
amelyekbdl a szovettani feldolgozas soran a transversalis Sikban készitettek metszeteket. A
sorozatmetszetek készitésekor itt is kitlintetett figyelmet kapott a metszetek orientaciojanak
megtartasa a kés6bbi rekonstrukcié megkonnyitésének céljabol. Ennek érdekében a szeleteles
folyamata el6tt a gerincvel6t tartalmazo agar6z blokk egyik sarkat levagtak, a szeleteket pedig

24-lyuku tenyésztd plate egymast kovetd lyukaiba egyenként gylijtotték.
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A metszést kdvetden az elektrofiziologiai mérés soran a sejtbe jutott biocytint a hozza
er6sen kot6d6 tormaperoxidaz (HRP- horseradish peroxidase) konjugélt avidin 3,3’-
diaminobenzidin (DAB) csapadékkal tortén6 kimutatasaval tették lathatova (Gomba 2005). A
folyamat els6é 1épéseként a metszetekben blokkoltak az endogén peroxidaz aktivitast 0,6%
hidrogen-peroxiddal (H202; 40 percig, szobah6n), mivel a Iépés kihagyasa a vorosvértestek
intenziv barna jelolését eredményezné, amik pedig elfedhetik a vékony sejtnyulvanyokat a
rekonstrukciok soran. Ezutan 50%-o0s alkohollal permeabilizaltak a metszeteket (1 Ora,
szobah6n; Gomba 2005). A lépések kozott minden alkalommal tobbszor valtott mosast
alkalmaztak, ugyelve arra, hogy a metszetek ne tapadjanak ki a plate lyukainak faldhoz vagy
aljahoz.

Az alkoholos feltarast kovetden a foszfat mosdpuffer (0,1 M) helyett a tovabbiakban sos-
Tris- foszfat puffert (TBS) hasznaltak, amit 0,1% triton x-100-zal egészitettek ki a penetracio
javitasanak érdekében. Ezt kovetdéen ExtrAvidin-Peroxiddz konjugatum jelenlétében
inkubaltdk a metszeteket (ExtrAvidin-Peroxidase; Sigma, St. Louis, MO, Amerikai Egyestilt
Allamok, 1:1000) 2 6raig szobah6n, majd 4°C-on egész éjszaka. Az alapos mosas utan végezték
el a DAB kromogén reakciot, aminek hatasara egy barna szinii, oldhatatlan csapadék keletkezett
a biocytint tartalmazo sejtnyulvanyokban. A reakcio elérehaladasat preparald mikroszkop alatt
kdvették nyomon, hogy a zavar6 hattérjelolés megjelenése el6tt leallithato legyen a reakcié TB-

vel (Tris- foszfat puffer) térténé mosassal.

A DAB-bal tortént vizualizalast kovetGen a metszeteket tisztitott krom-kalium-szulfat
zselatinnal fedett targylemezre hizték fel, gyelve a metszetek sorrendjére és orientacidjara. A
szaradas utdn a metszeteket rehidraltdk, majd a laminak hatarainak meghatarozasanak
érdekében, valamint, hogy a jeldlt strukturdk konnyebben észrevehetok és kovethetdek
legyenek, toloudinkék (0,1%) hattérfestést alkalmaztak. Viztelenités, majd xylolos deritést
kovetéen a metszeteket végezetul DPX-szel (Sigma, St. Louis, MO, Amerikai Egyesult
Allamok) fedték le.

6.3 A SEJTREKONSTRUKCIOK MENETE

A lll-as laminédban talalhaté sejtek vizsgalatat célzo kisérletsorozatban dsszesen 119
hatso szarvi idegsejt jeldlese tortént meg biocytinnel az elektrofiziologiai mérések soran,
azonban a post hoc azonositds utan a Ill-as laminaban torténé elhelyezkedés 46 esetben

igazolddott. Ezen jeldlt sejtek kdzll 9 volt olyan, amely egyrészrél megfelelé mindségi jelolést
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mutatott, masrészrol megfelelt az antenna sejtek irodalomban kozélt szomatodendritikus
morfoldgiai megjelenésének: ezek a sejtek jellegzetesen egy az I-es lamina irdnyaba hiz6do
dendrittel, és tdbb, a sejt kdzelében, valamint a mélyebb lamindkban elagazé dendritekkel
birnak. Néhany blokkpreparatumban tobb mint egy idegsejtbdl tortént elvezetés (és ezzel
egyidében jelolés), ezekben az esetekben minden jeldlt sejt 0sszes darabjat rekonstrudlnom
kellett, hogy azok nagy bizonyossaggal szétvalaszthatéak legyenek a késébbi analizishez.
Ennek kovetkeztében a 9 antenna sejt mellett tovabbi 2 neuront rekonstrudltam, amik a
morfologiai kritériumok alapjan nem bizonyultak antenna sejteknek (a tovabbiakban, ezekre,
mint ,,nem antenna-tipusu” sejtekként hivatkozunk), bar kompletten rekonstrualva lettek, a kis

esetszadm miatt nem keriltek be az analizisiinkbe.

Az analizishez felhasznalt I-es lamina neuronok tobb, korabban publikalt
elektrofiziologiai munka soran jeldlt sejtek kdzil kerlltek kivalasztasra. A sejtek morfometriai
analizisét korébbi publikdciokban még nem végezte el senki, azonban a jel6lt neuronokat
adatbazisba rendeztiik, ezek kozil kivalasztottuk az analizisre alkalmas sejteket. A kivalasztas
elsédleges kritériuma az volt, hogy a szovettani feldolgozas soran a sorozatmetszetek
orientacioja transversalis legyen, hiszen csak igy tudtuk a laminaris eloszlasokat és a
mediolateralis szimmetriat, elhelyezkedést vizsgalni, valamint 6sszevetni 6ket a Il1-as lamina
antenna sejtjeinél mar elvégzett analizisek eredményeivel. Tovabbi kritériumunk volt, hogy a
sejt szomdja igazoltan az I-es laminaban helyezkedjen el, a jel6lés a szdvettani feldolgozast
kovetden erds és jol kovethetd legyen, valamint rendelkezzen a projekcios- vagy interneuron
kategoriara jellemz6 morfologiai jegyekkel. Az adatbazisban 271 darab I-es lamina sejtet
talaltunk, amib6él 62 esetben volt a metszési sik transversalis. A fent megnevezett toltési
mindségre vonatkozo Kritériumok alapjan végul 10 db projekcios neuron (PN), valamint 15 db

interneuron (IN) kertilt be a végleges morfometriai elemzésbe.

A neuronok 3 dimenzids rekonstrukcioit Neurolucida szoftver (9-es és 10-es verzio; MBF
Bioscience, Williston, Amerikai Egyesult Allamok) segitségével végeztik el a
sorozatmetszeteket tartalmazo targylemezekrél. A hasznalt verzidk kozott jelentds kiilonbség
nincs, a késoébbi verziofrissitésekkel a felhasznalok altal leginkabb eldtérbe keriilt konfokalis
felvételek rekonstrukcidjahoz igyekeztek fejlesztésekkel hozzajarulni. Bar szamos hasznos
modult epitettek be az Ujabb verziokba (pl. dendrittiskék utdlagos hozzdadasa a
rekonstrukciokhoz), a szamunkra elérhetd verziok a kidolgozott elemzései stratégianak

messzemenden megfeleltek, tovabbad egyes esetekben lehetdvé tette a neuronok
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nyulvanyhal6zatanak 0sszekotését. Mivel ezt nem tudtuk minden esetben Kivitelezni, igy ezen

eredményeink nem kerilnek bemutatasra.

A rekonstrukcié sordn a sejttestet tartalmazo metszetbdl kiindulva rajzoltam ki a jelolt
neuron nyudlvanyainak a metszetben taldlhatd szakaszait (100x, immerzids objektiv
hasznélataval), majd kdvettem azokat a tobbi metszetben, amig a jeldlés detektalhatd volt vagy
nem hagyta el a blokkbdl készilt utolsd metszetet. A nyulvanyok Kirajzolasa a Neurolucida
rendszerrel pontrol pontra torténik, olyan médon, hogy a fokuszban 1€v6 rogzitett pont X, y, €s
z koordinatajat tarolja a rendszer, megjegyezve az adott nyulvany aktualis vastagsagat is, amit
a metszet szamitdgép monitorra vetitett képe alapjan a rekonstrualast végzé személy hataroz
meg. A gerincveldi sejtek nytlvanyainak azonositasakor a kovetkezd sajatossagokat vettem
figyelembe: a dendritek fokozatosan vékonyod6 nyulvanyok, felszinikon alkalmanként
dendrittiskéket (,,spine”-okat) tartalmaznak, mig az axonok a kezdeti vastagabb szakasz utan
kdzel azonos vastagsaguak, mig a vékony kollateralisokon gyakran kiilonb6z6 nagysagu (0,5-
1,5um) varikozitasok is megtalalhatoak (Sziics és mtsai. 2010, 2013).

A vizsgalt idegsejtek esetében a nyulvanyok az esetek jelent6s részében (n= 25) elérték a
preparatum rostralis és/vagy caudalis végét (az iranyok meghatarozasa az els6 és utolsod
metszetek fehér- és szurkedlloményéanak aranya, illetve utébbi alakja alapjan tortént). Ezen
sejtek esetében a rostrocaudalis Kiterjedés minden esetben alulbecsult (5. tablazat).

A korabban sagittalis metszetekb6l tortént rekonstrukciokhoz képest transversalis
metszeteinkben a rostrocaudalis Kijel6lt sejtek nydlvanyai lényegesen tébb darabra lettek
felszabdalva a sorozatmetszetek készitésekor. Mindemellett a metszetek az inkubalasok soran,
kulonosen a felszedésnél, kiillonb6z6 nem azonos mértéka alakvaltozasokon mentek keresztiil
(zsugorodas, torzulas), igy a nagyszamu Kis nyulvanydarab egységes nyulvannya dsszekotése
csak néhany esetben tortént meg. Ez azonban nem akadalyozta az analiziseinket, mivel azokhoz

az egységes nyulvanyhal6zatra nem volt sziikség.
6.4 KVANTITATIV MORFOLOGIAI ELEMZESEK

A rekonstrualt sejtek nydlvanydarabjainak eloszlasat Neurolucida Explorer szoftverrel
vizsgaltam (9-es és 10-es verzio; MBF Bioscience, Williston, Amerikai Egyesiilt Allamok). A
laminaris eloszlasok és a sejtek helyzetének meghatarozasahoz elengedhetetlen, hogy a
metszeteken a vizsgalni kivant teruleteket zart kontarokkal legyenek koérbevéve, ugyanis a

program ezeken belil tudja a nyulvanyok, markerek mennyiségét meghatarozni. Ezt kdvet6en
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az adott régioban eléforduld nyulvanyhalozat gyakorisdgat a kovetkezOk szerint hatdroztuk

meg:

o 0,1% — nal tobb nydlvannyal rendelkez6 sejtek szama adott région beliil (n)
gyakorisag(%) = — - — - x100
a vizsgalt neuronok szama az adott sejttipuson belil (n)

Megjegyzendd, hogy a vizsgalt projekcios neuronok esetében a féaxont kihagytuk az
elemzésbdl, mivel ennek lefutdsa jol karakterizalt és nem jatszik szerepet lokalis kapcsolatok
kialakitasaban (Szucs és mtsai. 2010).

6.4.1 Interlaminaris megoszlas elemzése

A laminahatarok meghatarozasakor a munkacsoportunk korabbi kézleményeiben
hasznalt, neonatalis patkanyokkal végzett kisérletekbdl adaptalt lamina-hatarokat vettik alapul,
hiszen fiatal patkdnyokra standardizalt atlasz nem all rendelkezésre. A laminahatarok
megrajzolasdhoz a tolouidinkék hattérfestéssel kezelt lumbalis gerincveld6 metszetek
sejtstirliség €s méret eloszlasai alapjan a sziirkedllomanyon beliili jellegzetes teriileteket vettiik
figyelembe (Molander és mtsai. 1984). Ezek alapjan 7 régiot definidltunk: a Il-es laminéban
jellegzetesen sok, kis méretli neuron talalhato, ettél dorsalisan talalhatd, tobbnyire nagyobb
hatarat egy, a felnétt patkanyoknal leirt (Paxinos és Watson 2007) ivelt vonallal valasztottuk el
az V-VI-os laminéktodl, ami lateralisan a hatso szarv nyaki behtizddéasatol indul, és a medialisan
a funiculus posterior als6 hataranak és a canalis centralis tavolsaganak felezopontjanal
végzddik. A canalis centralis felsé pontjan atfektetett horizontalis vonaltol lefelé terjedd
szlrkeallomanyt egységesen, mint VII-X-es lamindk kezeltik (Szlics és mtsai. 2003). A
fehérallomanyt funiculus dorsalisra (DF), lateralisra (LF - a funiculus dorsolateralis (DLF) is
ide tartozik, bar elemzéseinkben kilon ezt a régiét nem vizsgaltuk) és ventralisra (VF)
hataroltuk el a be- és kilép6é gyokerek alapjan. A fent leirt beosztas alapjan a nyulvanyok

helyének meghatarozasat mind az ipsi-, mind a contralateralis oldalon elvégeztem.

A hatso szarv I-1V laminait magaban foglalo tertiletet medialis és lateralis félre osztottam
(4. &bra, a) a hatso szarv felszini kontarjanak k6zéppontjara allitott merdleges vonallal annak
érdekében, hogy meghatarozzam (a kizarolag lateralis elhelyezkedésii) neuronjaink milyen
mértékben fogadnak bemeneteket a medialis félbol és kiildenek kimenetet oda. Mivel az 1-es
lamina sejtek nagyon kozel helyezkednek el a felszinhez, igy ugy dontéttiink, hogy eltekintlink

az dorsoventralis elemzések elvégzésétol.
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6.4.2 Sejtszimmetria elemzése

A sejtek axon és dendritfa szimmetrigjat mediolateralis és rostrocaudalis irdnyokban
hataroztam meg. Ezt a vizsgalatot a tobbek kozott a gerincvel6i hatsd szarv ismert
mediolateralis aszimmetriaja (pl. medialis gyokérbelépési zona vastag afferenseinek jelenléte)
tette indokolttd. A mediolateralis (ML) szimmetria esetén (4. &bra, b) a gerincvel6 dorsalis
felszinére, a vizsgalt neuron szomajanak kozéppontjara allitott merdleges vonal jelolte ki a
szimmetriatengelyt, mig a szomszédos metszeteken a szimmetriatengelyt ugyanebben a
pozicioban vettem fel és hataroztam meg a medialis és lateralis szimmetriarészben
elhelyezkedd nyulvanyok mennyiségét. A rostrocaudalis (RC) szimmetria meghatarozasakor
(4. &bra, c) szimmetria siknak azt a z-értéket vettem, ahol a sejttest konturja a legélesebben
rajzolodott. Mivel a Neurolucida szoftver a z-tengely mentén is (az x- és y-tengely mellett)
rogziti az adatpontokat, ortogonalis nézetben lehetéség van n. ,,z-sziirést” elvégezni, aminek
segitségével jelen esetben a szomaét figyelembe véve a kirajzolt neuron nyulvanydarabjait

rostralisan és caudalisan el tudtuk kuloniteni.

A szimmetriavizsgalatok kombinalasaval ezt kdvetden a szoma kordli teret 4 részre
osztottam: rostromedialis (RM), rostrolateralis (RL), caudomedialis (CM) és caudolateralis
(CL) és ezekben is meghataroztam a dendritek és axondarabok arényat, az egyméashoz
viszonyitott elhelyezkedését (4. abra, d).
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4. dbra Sematikus dabra a jelolt sejtek nyulvanyainak elemzésérdl. a) a hatso szarv 1-1V-es laminajanak
medialis és lateralis felét egy, a sziirkedllomany mediolateralis tavolsaganak felénél behuizott merdleges
segédvonal altal meghatarozott térrészek alapjan hataroztuk meg. b) a nydlvanyok mediolateralis
szimmetria megadasdhoz a hdtso szarv felszini konturjanak a neuronhoz legkozelebb esé pontjdra
allitott merdlegest tekintettem szimmetriatengelynek (piros szaggatott vonal). c¢) a rostrocaudalis
szimmetria esetén a sejttest legélesebb kontar z-értékét tekintettem a sejt kozepének (z= 0). d) a sejttest-
kozpont eloszlas analizisnél a mediolateralis és az elézéekben z tengely mentén meghatdrozott z= 0
pont altal kialakitott segédvonalak mentén elemeztem a sejttest koriil definialt 4 térséget. Az itt
ismertetett elemzésekhez az adott eredményeknél tovabbi sematikus abrakat mellékeltiink, amik
segitségll szolgalhatnak az elemzés attekintésében.

A dolgozat hatralevé részében az jelolésére a narancssarga szint (és annak arnyalatait)
hasznalunk, mig a dendritek és a szoma kék szinnel (és annak arnyalataival) lesznek feltiintetve.

6.4.3 Statisztikai elemzés

Az 6sszehasonlithatosag céljabol a nydlvanyhosszak abszolut értékei helyett, ahol csak
lehetett, a sejt teljes nyulvanyhosszara normalizalva tlntettik fel a szamadatokat. Minden
eredmény atlag + az atlag szérasa (SEM- standard error of the mean)-ként van megadva. A
statisztikai elemzéseket Origin 9 szoftverrel végeztiik el (Microcal Software, Northampton,
MA, USA), ahol a sejtek aszimmetria 6sszehasonlitasa esetén one-way ANOVA-t, a laminakon
bellli megoszlas kiilonbségének meghatarozasahoz Mann-Whitney tesztet hasznaltunk.
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PhD munk&m f6 célja fiatal patkany gerincveld hatsd szarvanak felszines laminaiban
talalhatd neuronokhoz tartozd axonkollaterdlisok és dendritfak laminaris eloszlasi
mintazatainak vizsgalata volt. Osszesen 317 neuronbol kivalasztott 34 sejt dsszehasonlito
elemzését végeztem el teljes sejtrekonstrukcio elvégzését kovetden: ebbdl 25 db az I-es
lamindban helyezkedett el (10 projekcios neuron és 15 interneuron), mig tovabbi 9 (antenna)
sejt a ll1-as laminaban foglalt helyet.

A szovettani feldolgozast kovetéen a transversalis metszetek eltéré torzulasa €s
zsugorodasa altalaban a roévid nydlvanyszakaszok pontos illesztését és ennek kdvetkeztében a
nyllvanyok 0sszekotését nem tette lehetévé, emiatt jelen elemzés eltér témavezetdm korabbi
munkaiban elvégzett morfometriai analiziseit6l (Antal és mtsai. 2016; Sziics és mtsai. 2010,
2013). Ugyancsak technikai megfontolasbol a disszertaciomban a rostrocaudalis Kiterjedés
analizisére nem térunk ki részletesen, mivel ezek az értékek valosziniileg alulbecsiltek, ugyanis
a vizsgalt sejtek 73,5%-a (25 sejt a 34-bol) rendelkezett egy vagy tébb olyan nyalvannyal, ami
a blokk egyik vagy mindkét végét elérte (5. tablazat). Ujfajta elemzési metodikank ugyanakkor
eddig nem ismert morfologiai sajatsdgokat tart fel a gerincvelé hatso szarvanak felszines

neuronjaival kapcsolatban.

7.1 1-ES LAMINA SEJTEK

7.1.1 Projekcios neuronok

Az l-es laminaban talalhat6 projekcios neuronok 0 jellegzetessége, hogy az ellenoldali
anterolateralis fehérallomanyban felszallé féaxonnal rendelkeznek (5. &bra), ami kdzvetlendl
indul ki a sejttestbdl vagy egy fodendritbdl. Ezt a jellegzetességet hasznaltuk fel a projekcios
és interneuronok elkildnitésére ebben a dolgozatban. A kirajzolt sejtek kdzll 9 projekcios sejt
féaxonja keresztezte a commisura anterior-t €s az ellenoldali anterolateralis oszlopban haladt
tovabb (ALT-PN), mig egy esetben a fbéaxon atlépése nem volt vizualizalhatd, mivel
elhalvanyult az V-6s lamina magassagdban még az atlépés elott. Kezdeti szakaszanak
megjelenése azonban nagymértékben hasonlitott a méasik 9 vizsgalt projekcids neuronhoz, ezért

ezt az idegsejtet is ALT projekcios neuronnak tekintettlk (2. tablazat).
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5. abra Példa projekcids neuronokra. (a) Lateralis- (sejtazonositd: PN5) és (b) kevert- (PN8) tipusu
kollateralisokkal rendelkezd PN-ek eltérd dendritfakkal. A vizsgalt esetekben legfoképpen ezzel a 2
dendritfa megjelenéssel talalkoztunk: (a) a dendritfa elnyult a hatso szarv mentén, dendritjeinek jelentds
része a fehérallomanyban helyezkedett el (funiculus lateralis; LF) (b) vagy hosszan elnydlt a
szurkeallomanyban, egyes esetekben leértek még a mélyebb laminakba is. Lépték:250 pm.

A féaxont, ami nem képezte vizsgalatunk targyat nyilheggyel jel6ltik. A csillag a (b) panelen talalhatd
rekonstrukcion egy olyan axonkollateralist jelol, amely a commissura posterior iranyaba tart és ugyan
elhalvanyult, de lefutasa azt sejtetheti, hogy atlép az ellenoldalra. A bemutatott rekonstrukcidknal a
sorozatmetszetekben kirajzolt gerincveldi fehér- s szlrkedllomany konturok kozil csak azt tiintettik fel,
amely a szémét tartalmazd metszethez tartozott. Emiatt egyes esetekben gy tiinhet, hogy egyes
nyulvanydarabok elhagyjak a gerincvelot.

Mivel a myelinizalt féaxon nem létesit kapcsolatot a kornyez6 sejtekkel, azaz nem vesz
részt a lokalis kapcsolatok kialakitasaban, ezért a bemutatott elemzésekben csak és kizarolag
az axonkollateralisokat hasznaltuk fel. A rekonstrudlt sejtek bemutatasakor azonban a féaxont
feltintettlik az abrékon és nyilheggyel jeldltik (5-6. abra). Egy esetben, egy ALT-PN neuron
nem rendelkezett axonkollateralissal, igy ennek a sejtnek csak a dendritfajanak disztribuciora

vonatkozo adatait vettik figyelembe az elemzéseknél.

Az 5. 4bra, b paneljén bemutatott, valosziniisithetGen a contralateralis oldalra atlépd
axonkollateralishoz hasonlé médon a vizsgalt 10 ALT-PN-b01 3 esetben egyértelmtien talaltunk
atkeresztezOdést a commissura posteriorban vagy anteriorban (6. abra, a-b). Ez az Uj
axonkollateralis tipus kordbban a sagittalis metszetekben nem kertilt leirasra, valoszintileg a
metszési sikbol kifolyolag, mivel egy a sikra merélegesen futd vékony axonkollateralis

elhalvanyulva nehezen megkiilonboztethetd.
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6. &bra Korabban nem ismert axonkollateralis tipusok ALT-PN-okban. Egy-egy példa (a) a
commissura posteriorban (PN3) vagy (b) anteriorban (PN6) dtmend kollaterdalisokra. A féaxon
nyilheggyel van jelélve, mig a keresztez6dé kollateralisok csillaggal. Erdekesség, hogy a (b) panelen
talalhato PN esetében a kollateralis mar az ellenoldalon dgazik le a féaxonbdl. A (c) foton a (b) panelen
bemutatott sejt axonkollateralisa lathaté a canalis centralis szomszédsagaban. A kollateralis nyilakkal
van megjeldlve. Lépték: 250 um (a, b) és 100 um (c)

7.1.1.1 Interlaminaris megoszlas

A gerincvel6 sziirke- és fehérallomanyéat az anyagok és modszerek fejezetben leirtak
szerint a kovetkez6 régiokra osztottuk fel: I-es, Il-es, II-1V-es, V-VI-0s, VII-X-es laminara,
valamint funiculus dorsalis, lateralis és ventralisra, majd meghataroztuk az adott régidkban a
szazalékos axon és dendritmennyiségeket (a régioba es6é nyulvanydarabok 6sszhossza o0sztva a

teljes nyulvanyhosszal, amennyiben meghaladtak a legalabb 0,1%-0s megjelenést).

Az 5. dbran példaként bemutatott két sejt a PN csoport két szélsGséges megjelenési
forméajat mutattak, ipsilateralis oldalon elvégzett régionkenti nyulvanyanalizisiiket a 7. abra
mutatja be. Dendritjeik preferalt laminai ugyanazok, de eloszlasuk eltér: a lateralisabban 1év6
sejt Iényegesen tobb dendritet ad az LF (kizarélag a DLF) teriiletére, mig a medialisabb sejt
dendritjei inkabb az I-11 lamindkban dusulnak. Lokalis axonkollateralisaik elhelyezkedése is
két sz¢élsdséget mutat, amire a magyarazatot elsdsorban a kollateralis tipus adhatja: a lateralis
kollateralisu PN lokalis axonjanak dontd tobbsége az LF teriiletén, mig a kevert kollateralis

tipust PN axonja az LF-en kiviil a mélyebb gerincveldi laminakban talalhaté meg.

31



PN5 és PN8 axon- és dendritmegoszlas ipsilateralisan

100

Interlaminaris megoszlas (%)

VF
vy Lvi- DF

-V

7. &bra Interlaminéris axon- és dendritmegoszlas az ipsilateralis oldalon. (a) Az 5. abran példaként
bemutatott neuronok (PN5 és PN8) régionkénti nyulvanyeloszlas analizise. LI — I-es lamina; LIl — l1-es
lamina; LII-IV — lll-as és IV-es lamina egyiitt; LV-VI — V-0s és VI-os lamina egyutt; LVII-X — a
szlirkeallomany intermedier és ventralis része egyben; DF — funiculus dorsalis; LF — funiculus lateralis;
VF — funiculus ventralis.

Amennyiben az 6sszes PN lokalis axonkollateralisainak eloszlasat vizsgaljuk (8. &bra),
akkor feltlinhet, hogy a mélyebb (III-VI) laminak és az LF (megfigyeléseink alapjan minden
esetben a DLF) az elsddleges eléfordulasi hely. Ugyancsak érdekes megfigyelés volt, hogy a
lokalis kollateralisok, ha nem is minden sejt esetében és nem nagy aranyban, de a contralateralis
oldalon is megtalalhatok voltak. Dendritjeik ugyanakkor a felszines laminakat részesitették
elényben, a hatso szarv medialis felében a sejtek 70%-a, mig a lateralis félben, ahol a sejttestjik
is elhelyezkedett, 100%-uk rendelkezett dendrittel, szazalékos megoszlasukat tekintve pedig

meég egyértelmiibb lateralis dominanciat mutattak (8. abra, c-d).
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8. abra Szintérkép a PN nyulvanyok interlamindris szazalékos megoszlasanak és megjelenési
gyakorisaganak attekintéséhez. (a) A PN dendritek legnagyobb szdzaléka a I1-es laminédban jelent meg,
valamint az I-es laminaban és a DLF-ben voltak foként megtaldlhatdk. (b) A szinskéla alapjan lathato
szazalékos eloszlasokhoz az adott laminakban 100%-os eldfordulési gyakorisag tarsult (sotétkek szinek
az l-es, ll-es laminakban és a DLF-ben). 4 mélyebb lamindkban eldfordulo dendritszakaszok szazalékos
aranyukat tekintve elhanyagolhatok, de az eléforduldsi térképeken mérhetd értékeket eredményeztek. Az
axonok mind szazalékos (a) megoszlasukban, mind eldfordulasi gyakorisdgukban (b) a mélyebb
laminakat (LV-VI) és a DLF-et preferaltak, valamint az ellenoldalra is atterjedtek bizonyos esetekben.
(c-d) Mediolateralis eloszlas szempontjabdl a PN dendritek polarizaltabbnak mutatkoztak (lateralis
dominancidval), mint a lokalis axonkollateralisok. IPSI- ipsilateralis oldal

7.1.1.2 Sejtszimmetria

A PN dendritek eloszlasanak kismértékii polarizaltsdga felvetette, hogy van-e
Osszefiiggés a sejtek bemenetét képez6 dendritek-, s a kimenetet jelentd, lokalis célpontokat
definialé axon eloszlasi mintazatai kozott. Ezt az 6sszefliggést a sejtcsoportokon bellil az egyes
sejtekre vetitve elemeztiik (9. abra, b-c), majd a sejtcsoportok kdzott is 6sszehasonlitast tettiink
(7.3 fejezetben). A vizsgalathoz a sejtek korili teret a szoman keresztiil medialis és lateralis,

valamint rostralis és caudalis térrészekre osztottuk fel (9. abra, a).

A mediolateralis szimmetrigjukat tekintve a vizsgalt PN-ek esetében az axonok és
dendritek altalaban azonos oldali dominanciat mutattak és ritkan voltak a szimmetriatengely
kdzelében, azaz viszonylag polarizaltak voltak valamely iranyban (9. bra, b). Azonban a
rostrocaudalis szimmetria vizsgélata alapjan a dendritdominancia oldalaval ellenkez6 oldalon
volt jellemz6 az axondominancia, valamint egy a polarizaltsag nagyobb foku volt a vizsgalt PN
populéacional (9. abra, c). Rostrocaudalis viszonylatban axonkollateralisok néhany esetben (n=
3) csak az egyik oldalon jelentek meg, ami azzal magyarazhato, hogy a féaxonbo6l kiindulo
kollateralis a szdmatol messzebb agazott le és sem az a kollateralis, sem tovabbi esetleges

ledgazasok nem tértek vissza a szoma térségébe, vagy nem érték azt el.
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9. dbra A PN sejtek szimmetria analizise mediolateralis és rostrocaudalis iranyok mentén. (a) Az
analizis sematikus bemutatasa horizontalis sikban: az adott oldalon elhelyezkeds axon és dendrit
szazalékos mennyiségét az iranytengelyre (ML, RC) vetitve, a nyilhegyek talalkozasi pontja és a piros
szaggatott vonallal jeldlt szimmetria kdzéppont (50%-50%) kozotti tavolsag adja az adott irany menti
dominancia értéket. Szlirke szaggatott vonallal a 25/75%-0s értékhatart jel6ltiik, amennyiben egy pont
kivul esett ezeken az értékeken, a sejtet aszimmetrikushak tekintettik. (b) A mediolateralis szimmetria
esetén a PN-ok foként lateralis axonkollateralisokkal rendelkeztek. (c) A rostrocaudalis szimmetria
esetén az axon- és dendritdominancia eltérd oldalakon volt megfigyelheté. Bizonyos sejtek kozel azonos
axon és/vagy dendrit értékkel rendelkeztek, ezekben az esetekben az adatpontok takarjak egymast.
Tovabba egy dendrit értékhez nem tarsul axon adatpont, mivel ez a PN nem rendelkezett lokalis
axonkollateralissal.

M C

Az utols6 analizis soran a neuron korlli teret, a szoméat kozeéppontnak tekintve
horizontalis sikban négy térrészre osztottuk fel (10. &bra, a) és meghataroztuk az adott
téregységbe es6 axon és dendrit szazalékos aranyat. Jelen elemzésiink soran azonban csak
tendenciakat tudtunk felfedezni, a dendrit és axoneloszlas k6zotti barminem korrelaciot nem
tudtunk tetten érni. Ilyen megfigyelés volt, hogy a dendritbdl eredé axonok szinte kizarolag
medialisan indul6 dendritekbdl eredtek. Az axon legtébbszor caudolateralis dominanciat
mutatott, mig a dendritek esetén polarizaltabb (fehér és er6sebb kék kvadransok egyidejii
jelenléte) és kevésbé polarizalt (homogénebb kék tonusokat mutatd négyzetek) vegyesen
fordultak el6. Mind a szomatikus, mind a dendritikus eredetii axonokbol kiindulo
axonkollateralisok esetében megfigyelheté volt a kifejezetten lateralis iranyba polarizalt

axonkollateralis eloszlas.
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10. &bra A PN sejtek nyalvanyainak megoszlasa a szomara centralt 4 térrészben horizontalis sikban
abrazolva. (a) Sematikus példa az elemzésrél. A neuronok nyulvanyrendszerének megoszlasa
(szazalékosan) szinskalaval van &brazolva, a szémara centralt négy térrészben (rostromedialis,
rostrolateralis, caudomedialis és caudolateralis). A kiilsé négyzetek az axon, mig a belsé kisebb
négyzetek a dendritek aranyat mutatjak. (b) Dendrit eredetii axonnal biré PN-ek nyllvanyeloszlasa. A
belsé négyzetekben feltiintetett datlatszo kor jelzi az adott térrész dendritjébal kiindult axont. (c) PN-ek

Szomatikus eredett, , Klasszikus” féaxonnal. (b-C) Mindkét esetben jellemzdé volt egyfajta lateralis
irdnyd axondominancia.

0%

Osszegezve elmondhatjuk, hogy a vizsgalt PN-ok axonkollateralisainak megoszlasa a
koradbban leirt mintazat-tipusokat tiikrozi, valamint féként a felszines laminakban és a DLF-ben
elhelyezked6 dendritekkel térbeli megoszlast tekintve egyértelmli korrelacid nem volt

igazolhato.
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2. tabldzat Osszefoglalé a dolgozatban felhasznalt projekcids neuronokrol

szomatodendritikus kollaterdlis tiizelési elsédleges | a dendrit 50%-a
Sejtazonosito | morfoldgia (Lima és tipusa (Sziics és mintdzat (Luz axoneredés dendritek a DLF-ben rekonstrukcio
Coimbra 1986) mtsai. 2010) és mtsai. 2014) szama helyezkedik el
PN1 ellaposodott lateralis ténusos dendrit 4 nem
PN2 ellaposodott kevert ténusos széma 4 nem
PN3 ellaposodott kevert ténusos szdma 5 igen 6. dbra, a
PN4 multipolaris lateralis ténusos dendrit 5 nem
PN5 ellaposodott lateralis ténusos szdma 2 igen 5. dbra, a
PN6 multipolaris kevert ténusos szdma 5 nem 6. 3abra, b
PN7 multipolaris lateralis ténusos dendrit 4 igen
PNS8 multipolaris kevert ténusos dendrit 4 nem 5.4bra, b
PN9 piramis ventralis ismeretlen szdma 4 nem
PN10 ellaposodott nincs kollateralisa ismeretlen dendrit 4 nem
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7.1.2 Interneuronok

A gerincveld felszines laminaiban elhelyezked6 neuronok donté tébbsége interneuron (az
I-es lamina sejtek 90-95%-a (Todd 2017)), amelyek axonja nem kiilonithet6 el egyértelmiien
féaxonra és lokalis kollateralisra. Az I-es lamina interneuron axonok felh&szeri, tobb szint(i
elagazést mutatd, sokszor azonos teriiletekre mas-mas primer agbol visszatéré strti halozatot
képez nagyszdmu axon varikozitassal (Sziics és mtsai. 2013). A rendelkezéstinkre allé jelolt
sejtekbdl 15 interneuront tudtunk biztonsaggal elkiiloniteni az I-es laminaban, amik megfeleltek

a korabban ismertetett feltételeknek (3. tablazat).

11. &bra Jellegzetes megjelenésii interneuronok a gerincveld I-es lamindjabol. A sejtek axonja
transversalis sikban szemlélve stirti halozatot mutat, amely elsGsorban a hadtso szarv felszines lamindit
teriti be. Egyértelmii féaxon nem lathatd, az elagazodés a sejttesthez kozel kezdddik el. Transversalis
metszetekbdl torténd  rekonstrukcié utan a variabilis dendritfa kiterjedés mellett 2 tipikus
axonmegoszldsi mintdzat volt elkiilonithetd: (@) az esetek kb. felében az axon ,,felhé” nagyobb része a
szomatodendritikus kiterjedest nem sokkal haladta meg, latszélag a sejt kozvetlen kdzelében &gazott el
(IN1), mig a maradék esetekben (b-c) az axon az egyébkent lateralisan elhelyezkeds szomatodendritikus
teriilet lefedésén tal néhany tavolabb elagazé oldalag révén a hatsé szarv medialis terlletére is adott,
kevéshé gazdagon, de tobb szinten eldgazd kollaterélisokat. (d) Mikroszkopos felvétel a (c) panelen
kijelolt terlletrél. Az &bran nyilhegy jeldl egy magasabb rendii axont, amely, mielétt kilép a funiculus
dorsalis teriletére, gyertatartd-szeriien, dorsalis irdnyban fut6 kollateralisokat (egyikik nyillal jeldlve)
ad. Lépték: 250um (a-c), 100 (d) um
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7.1.2.1 Interlaminaris megoszlas

A 11. abra két f6 IN axontipust mutat be, amit jelen munkank soran el tudtunk kuloéniteni.
Az egyik esetben a siriin elagazd axonfelhé a szomatodendritikus tartoményra centralt,
elsdsorban a sajat kozvetlen kornyezetét idegzi be (11. ébra, a). A masik varidns axonja a
szomatodendritikus teriilettél medialisan is megjelent (11. abra, b- ¢). Az axon mindharom
esetben a felszines laminékra koncentralddott, a medialisan beterjedé axoncsoport neuronjai
kozll egy esetben még a funiculus posteriorban (DF) is tudtuk kévetni az axont (11. &bra, c-d).
A medialis iranyba terjed6 axon latvanyos jelenségként gyertyatarto-szertien adott
laminakban végz6dé primer afferens agak elagazddasi mintazatara (Réthelyi és Szentagothai
1973).

IN1 és IN15 axon- és dendritmegosz|as ipsilateralisan

100

B a co
o o (=]

Interlaminaris megoszlas (%)
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12. &bra Interlaminéris axon- és dendritmegoszlas az IN-ok esetén az ipsilateralis oldalon. Két eltérd
mediolateralis axonhalézat- kiterjedéssel rendelkezé IN (IN1- 11. &bra (a) és IN15 11. abra (b))
nyulvanyeloszlasa a gv kiilonbozé régidiban. A kismértékben eltérs aranyok ellenére mind az axon, mind
a dendritek esetén azonosak a preferalt régiok.
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Ha a laminak szerinti axon- és dendritmegoszlast vizsgaljuk a 11. abra a) es b) panelén
bemutatott sejtek esetén (12. abra), akkor azt tapasztaltuk, hogy annak ellenére, hogy a 11. bra
b) sejtje (IN15) jobban elteriil és beterjed a medialis hatso szarvi térrészbe, nyulvanyaik mégis
kozel azonos tertileteken, az LI, LII, L1I-1V lamindkban és a funiculus lateralis tertiletén voltak
megtalalhatok. Ezek kozul féként a 11-es laminaban talaltunk nytlvanyokat, ami jellemz6 volt
a tobbi IN-ra is, hiszen mind nagy szazalékban rendelkezett abban a térsegben dendrittel és
axonnal is (13. &bra). Valamint minden sejt esetén fellelhet6 volt valamennyi axon az I-es, Il1-
IV-es laminaban, valamint a DLF-ben és minimalis mennyiségben az V-VI-os laminaban. A
contralateralis oldalra atlép6 axonkollateralist egyetlen esetben tudtunk megfigyelni. Ha a
felszines laminakban a dendrit és axonmegoszlasokat mediolateralis Kiterjedésében vizsgaljuk
(13. &bra c-d), akkor szembeotls, hogy bar az elektrofiziologiai mérés technikai limitacidjabol
adodo lateralis szoma-lokécio sordn a dendritek kizarolagos lateralis dominanciat mutattak, a
15 IN-b6l 13 esetében mégis megtalalhatdo volt valtozo mennyiségii (0,5-43,4%) axon a

medialis hatso szarvi sziirkedlloméanyban.

a Megoszlas (datlag) b Gyakorisag (n/6ssz) ~—mr—100%

D ED
NS

0%

13. abra Szintérkép az IN nyulvanyok interlaminaris szazalékos megoszlasanak és megjelenési
gyakorisaganak attekintéséhez. (a-b) Az IN dendritek és axonok atlagos szazalékos eloszlasa
nagymértékben hasonlénak bizonyult a felszines lamindkban. A nyulvanyok mind szazalékos
megoszlasukban, mind eldforduldasi gyakorisiagukban a felszines lamindkat (I-1V), tovabba az LF-t
preferalték. (c-d) Az I-1V-es lamina medialis és lateralis oldalat dsszevetve feltiind, hogy mig a dendritek
lateralisan maradtak, addig az axonok az esetek 86,7%-ban a medialis hats6 szarv teriletén is
megtalalhat6ak voltak.

39



7.1.2.2 Sejtszimmetria

Az IN-ok dendritszimmetriaja mind a mediolateralis, mind a rostrocaudalis iranyban
nagyon hasonld volt a PN-oknal megfigyeltekhez. A IN-ok 2/3-a rendelkezett domindnsan
lateralis dendritfaval (n=10). Az axon rostrocaudalisan és mediolateralisan is diverz volt
szimmetria tekintetében, ugyanakkor nagyobb aradnyban voltak az axon értékek a
szimmetriatengely kdzelében (14. abra). Egyértelmi korrelaciot nem talaltunk, megfigyelhet6
azonban egy tendencia, miszerint az adott oldali dendritdominancia értékhez egy, a
szimmetriatengelyt keresztezd vonallal kapcsolt ellenoldali dominanciat mutatd axon érték

tartozik (14. abra).

----- Szimmetria tengely

25/75%-0s szimmetria hatar

M

14. dbra Az IN sejtek szimmetria vizsgalata mediolateralis és rostrocaudalis viszonylatban. (a) A
vizsgalt sejteket dontéen lateralis dominanciaval biré dendritfak jellemezték. (b) Rostrocaudalisan a
nyalvanyok lokalizaci6ja nagyobb diverzitast mutatott. Bizonyos sejtek kozel azonos axonértékkel
rendelkeztek, ezekben az esetekben az adatpontok takarjak egymast.

Az IN-ok korili, horizontalis sikban kijelolt 4 térrészben torténd nytlvany-analizis (15.
abra) is megerésitette az IN-ek szimmetrikusabb, kevésbé polarizalt megjelenését, mivel a
homogénebb szinii négyzetek alapjan az IN-ok egyenletesebben fedik le a szoma korli teret,
mind dendritfjjukat, mind pedig axonjukat tekintve. Az ellentétes oldali dendrit-
/axondominancia jelzésértékiien mutatkozik meg ebben az analizisben. Az IN-ok esetében a
dendritekbdl kiindulé axon nem preferalta a medialis dendriteket, mint a PN-ok esetében,
viszont nagyobb szdmban eredtek ezek az axonok caudalis iranyban eloszl6 dendritekb6l (15.

abra, a).
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15. dbra Az IN-ok nyulvanyainak megoszlasa a szomara centralt 4 térrészben horizontalis sikban
abrazolva. Sem a (a) dendrit eredetii axonnal biré IN-0k, sem a (b) ,, klasszikus”, szomatikus eredetii
axonnal rendelkezé IN-0K nydlvanymegoszlasa nem mutatott egyértelmii mintazatot. A nyulvanyok
megoszlasa azonban egységesebb megjelenést mutatott, 6sszehasonlitva a korébban latott PN-okénél
(10. &bra), csak helyenként lathaté dominansabb axon/dendrit jelenlét egy-egy térrészben.

0%

Osszegezve az IN-ok altalaban kevésbé polarizaltnak, szimmetrikusabbnak bizonyultak
a PN-oknél. A kisebb mértékti aszimmetria ugyanakkor gyakran ellentétes oldali axon- és
dendriteloszléssal tarsult.
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3. tablazat Osszefoglald a dolgozatban felhasznalt interneuronokrol

tiizelési mintazat

Sejtazonosito m~o§n.~oam\= Qz.n.:a:m morfolégia (Luz és mtsai. axoneredés Q&.«&mnmw a dendrit 50%-a w DLF- rekonstrukcio
(Lima és Coimbra 1986) 2014) dendritek szama | ben helyezkedik el
IN1 multipolaris ténusos szdma 5 nem 11. abra, a
IN2 multipolaris ténusos dendrit 7 nem
IN3 multipolaris ritmikus dendrit 7 igen
IN4 multipolaris ritmikus dendrit 4 igen
IN5 ellaposodott ténusos széma 4 igen 11. abra, c
IN6 ellaposodott nem ismert dendrit 4 nem
IN7 multipolaris ritmikus dendrit 6 nem
IN8 multipolaris ritmikus széma 7 nem
IN9 multipolaris nem ismert dendrit 8 igen
IN10 multipolaris ténusos dendrit 7 nem
IN11 multipolaris ténusos széma 6 igen
IN12 fuziformis "gap" széma 5 nem
IN13 multipolaris ritmikus széma 6 nem
IN14 multipolaris ténusos széma 6 nem
IN15 multipolaris "gap" dendrit 5 nem 11. abra, b
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7.2 111-AS LAMINA SEJTEK
7.2.1 Antenna sejtek

Az l-es lamina sejtjeinek kvantitativ morfometriai vizsgalatat foként abbdl a célbol
végeztlk el, hogy a struktira részletes feltarasaval a neuroncsoportok funkcionalis sajatsagaira
tudjunk kdvetkeztetni. A felhasznalt, részben altalunk kidolgozott Uj mddszerek ugyanakkor
egy olyan korabbi munka soran kertiltek kidolgozasra, mikor egy funkcionalis lelet anatomiai
alatdmasztasat végeztik el a Ill-as lamina sejtjein. Elektrofizioldgiai mérések azt sugallték,
hogy vannak olyan AB és Ad alacsony kiiszobtl primer afferensektdl bemenetet fogado I11-as
lamina sejtek, amelyek axonjaikkal elérik az I-l1l1-es laminat, ahol monoszinpatikus
kapcsolatokat létesitve modulaljak a helyi ingerilet-attevédést (Luz és mtsai. 2014). Ennek az
utvonalnak az igazolaséhoz a Ill-as lamina sejtek, ezen bellil is az antenna tipust (ANT) sejtek
primer afferens bemenetének szisztematikus vizsgalatat (a diszkusszidban kerll bemutatasra a
8.4.2. fejezetben), valamint, sajat munkamként azok axon és dendrit nyulvanyrendszerének

kvantitativ elemzését végeztik el.

Ezen sejtek sajatos morfologiai jellemzbje, hogy nagy dorsoventralis kiterjedési
dendritfaval rendelkeznek, jellemzbéen egy dorsalisan a hatsd szarv felszine felé felnyuld
dendrittel, amit6l a sejt a kérgi piramissejtekhez hasonlé szomatodendritikus megjelenéssel
birnak. Ez a morfoldgiai sajatossag volt a kivalasztasi kritérium ennek a sejtcsoportnak az
analizisénél (4. tablazat). A példaként bemutatott sejtek esetében (16. abra) is jol kivehet6 a
dorsalis irdnyu dendrit, mig a tébbi a Ill-1V-es lamindkban helyezkednek el a széma

kornyezetében.
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16. dbra Tipikus antenna sejtek. Mindkét sejt esetében megtalalhat6 egy, a dorsalis felszin felé hiz6do,
majd ott eldgazd dendrit. A két sejttest méretbeli kiilonbségén tal az egyik esetben (a-b) az axon egy
része szintén felnydlik az I-ll-es lamindba (ANT1), mig a masik bemutatott sejt (c-d) axonja
talnyomorészt a Ill-1V-es lamindra koncentralodik a sejt tobbi dendritjének kdzelében, az 1-es
lamindban azonban nem rendelkezett axonnal (ANT5). A vizsgalt neuronok egyikénél sem talaltunk
olyan féaxonnak tiiné dgat, amely atlépett a contralateralis oldalra. Megjegyzendd, hogy az ANTI jelii
sejt (a-b) esetében a felpuffadt megjelenés az elekrofiziologiai mérés kovetkeztében megjelend
artefaktum. Az dbran nyil jel6li az axont. Lépték: 250 um (a,c) és 100 um (b,d).

7.2.1.1 Interlaminaris megoszlas

A 16. abran példaként bemutatott két ANT sejt nyudlvanyeloszlasat laminanként
megvizsgalva a dendritek, bar eltéréd mennyiségben, de ugyanazokat a laminéakat preferaljak.
Az axonok esetében azonban két elkiiloniilé mintazatot mutat a két sejt. Mig a III-1V és V-VI
laminékban mindkét sejt rendelkezik axonnal, addig a felszines I-11-es laminakba csak az ANT1
jelt sejt kiild axonokat (17. &bra). Akarcsak a PN-ok és az IN-ok esetében, a DLF teriiletén is
talaltunk axonokat, de Iényegesen kisebb aranyban és gyakorisaggal, mint az l1-es lamina

sejtjeinek esetében (18. &bra).
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ANTL1 és ANTS axon- és dendritmegoszlas ipsilateralisan
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17. dbra Axon- és dendritmennyiségek régionkénti megoszlasa a 16. abran bemutatott ANT sejtek
esetében. A dendritek esetén kdzel hasonlo eloszlas figyelhetd meg, ugyanakkor az axonok esetében a

mélyebb laminakon tul az egyik sejt esetében igen, mig a masikndl nem figyelheték meg kollaterdlisok a
felszines laminéakban.

Az ANT dendritek interlaminaris megoszlasanak és gyakorisdganak kvantitativ analizise
es, IlI-1V-es voltak, de kisebb mennyiségben a mélyebb laminakban és a DLF-ben is
eléfordultak dendritdarabok. A II-es laminan keresztiilh(z6d6 dendritek miatt az el6fordulasi
gyakorisag térképen ez a lamina is 100%-o0san szerepel, de a megoszlasi értékek itt val6jaban
alacsonyak. Az axon megoszIas is a mélyebb lamindkban magasabb, illetve az I-es lamindba
agakat ado sejtek miatt abban a laminaban is magasabb az atlagos megoszlasi érték.
Kiemelendd, hogy mind a dendritek, mind az axon tekintetében a hatsé szarv lateralis fele az,
ahol a nyalvanyok koncentralédnak (18. abra), a 9 ANT kozil minddssze 3 esetben talaltunk

minimalis aranyu axonszakaszt, ami a medialis iranyba terjedt ki (0,4-9,5%-ig).
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a Megoszlas (dtlag) Gyakorisag (n/6ssz) 100%

IPSI
18. abra Szintérkép az ANT nyulvanyok interlaminaris szazalékos megoszlasanak és megjelenési
gyakorisaganak attekintéséhez. (a) Az axon esetén a legtébb nydlvanyt a 111-VI-os laminaban talaltuk,
mig a dendritek esetén ez foként a III-1V-es lamina kornyékére, tovabba a dorsalis nyalvany miatt az I-
es laminara dsszpontosul. (b) Az axon és dendrit eldfordulasi gyakorisaga hasonlé mintézatot mutat
all-es lamina kivételével, ahol a dendritek az athaladas miatt minden esetben eldfordulnak, viszont nem

minden axon adott ide kollateralist. (c-d) Az I-1V-es lamindban az axon- és dendrithaldzat (lateralis
sejttestbol kiindulva) féként lateralisan teril el.

0%

7.2.1.2 Sejtszimmetria

A szomara, mint k6zéppontra viszonyitott szimmetria-analizis az ANT sejteknél mutatta
a legegyontetiibb aszimmetriat, killondsen az axonok tekintetében. Dominédnsan lateralis és
rostralis megoszlast mutattak, mig a dendritek, egy Kiugro eset kivételével, szimmetrikusabb

elrendez6désiinek bizonyultak mindkét tengely mentén (19. abra).

..... Szimmetria tengely

M C 25/75%-0s szimmetria hatar

19. abra Az ANT sejtek szimmetria vizsgalata mediolateralis és rostrocaudalis viszonylatban. A
vizsgalt sejtek ink&bb lateralis (a), valamint dontden rostralis (b) aszimmetriat mutattak az
axonmegoszlas tekintetében, mig a dendritek mindkét tengely mentén szimmetrikusabb elrendezddést
mutattak.
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A szOmara centralt horizontalis sikban vizsgalt eloszlas, bar viszonylag homogén, de
szintén tiikrozte a rostralis és lateralis dominanciat. Erdekes megfigyelés volt tovabba, hogy az
ANT sejtek dendritikus eredetii axonjai minden esetben medialis irdnyban elhelyezkedd

dendritb6l eredtek (20. abra).
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20. abra Az ANT sejtek nyulvanyainak megoszlasa a szémara centralt 4 térrészben horizontalis sikban
abrézolva. (a) Dendrit eredetii axonnal biro ANT sejtek esetében kizardlag medialisan elhelyezkedd
dendpritekbdl eredt axon. (b) A Szomatikus eredetii axonnal rendelkezé ANT sejtek két esetben jelentésen
polarizaltabb nydlvanymegoszlast mutattak.

Osszegezve elmondhatjuk, hogy az ANT sejtek kivalasztasahoz hasznalt
dendritmorfoldgiai kritérium alapjan varhato egyseges dendritparaméterek mellett az axonok 2
elkiil6ntilé6 axonmegoszlasi mintazatot mutattak: egyes esetekben az axonagak elérték az I-es
laminat (n=4), mig a tébbi (n=5) esetben az axon foként a Ill-1V-es lamindkban, valamint a
DLF-ben helyezkedett el.
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4. tablazat Osszefoglalé a dolgozatban felhasznalt antenna sejtekrol

Sejtazonosits Enm\m\&. 3.\.‘_&3“. axoneredés mw..w&mmmm a dendrit 50%-a m DLF- rekonstrukcié
(Luz és mtsai. 2014) dendritek szama | ben helyezkedik el
ANT1 ténusos széma 5 nem 16. dbra, a
ANT2 ténusos dendrit 7 nem
ANT3 ténusos szoma 5 nem
ANT4 késleltetett dendrit 3 nem
ANT5 ténusos dendrit 4 nem 16. dbra, b
ANT6 késleltetett szo6ma 3 nem
ANT? késleltetett széma 3 igen
ANTS8 ritmikus dendrit 5 nem
ANT9 ritmikus szdéma 5 nem
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7.3 AVIZSGALT SEJTCSOPORTOK (PN, IN, ANT) ©SSZEHASONLITO ELEMZESE

Bar az el6z6 fejezetekben bemutatott I-es €s Ill-as laminaban taldlhaté neuronjaira
kifejezett morfologiai diverzitas volt jellemzé sejtcsoportjaikon beltl, volt pér
karakterisztikusan megjelend tulajdonsag, amik eltér6vé tették ezeket a sejtcsoportokat. Emiatt
fontosnak tartottuk a harom vizsgalt neuronpopulécié egymassal valo 6sszehasonlitasat, a

korabban vizsgalt paraméterek tekintetében.

A laminaris megoszlasok dsszehasonlitasa alapjan a PN-ok inkéabb a mélyebb laminékban
adnak axonkollaterélisokat (V-VI), mig az IN-ok és ANT sejtek axonjai foként felszinesen (I-
IV) maradnak. A DLF dorsalis része mindharom sejtcsoportnal jellemz6 célpont volt (21. &bra,
a). A teljes axonhossz az IN-ok esetében volt a legnagyobb, kdzel haromszorosa a PN és ANT
sejtek kevéssé kiterjedt axonhaldzata esetében mérttel (21. abra, c-€). Az axonvarikozitasok
megoszlasa kdzel azonos volt minden laminaban, kivételt ez aldl csak az ANT sejtek képeztek,
ahol volt néhany kiugrobb érték, elsésorban azokban a laminakban, ahol az axon nagyobb
szazalékban volt fellelhet6 (21. dbra, f-h). Contralateralisan elhelyezkedd axonkollateralisokat
nagyobb szamban a PN sejtek esetén lattunk (n= 3, mig 2 tovabbi esetben az axon megindult
abba az irdnyba). Az IN esetén egy esetben talaltunk keresztez6dést, mig az ANT sejteknél egy

sejt axonja megkdzelitette a kdzépvonalat, de nem lépte azt at.

A héarom neuroncsoport dendritjeinek szazalékos megoszlasa a szomak elhelyezkedése
alapjan a vart laminakra koncentralodott. Ez a PN-ok és IN-ok esetén foként az I-es, 1l-es
laminat, valamint a DLF-et jelentette, mig az ANT sejtek inké&bb a I1-111-as laminékat foglaltak
el (21. abra, b). Az 6sszdendrithossz az IN-ok és ANT sejtek esetében hasonlé volt (atlag in=
3192,5 + 372,4, valamint atlag ant= 2991,6 + 371,3 um), mig a PN-ok dendrithosszlséaga
ennél valamennyivel hosszabbnak bizonyult (atlag pn= 3967,1 + 518,2 um), azonban
rostrocaudalisan az antenna sejtek latszélag nagyobb teriletet fedhetnek le (5. tablazat a 8.

fejezetben).
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21. abra Interlaminaris nyulvany- és varikozitasmegoszlasok 0Osszehasonlitasa a vizsgalt
neurontipusok kozott. (a) Az axon szazalékos megoszlasa a vizsgalt régidkon beldl ipsilateralisan. A
vizsgalt tipusokndl eltérd régiokat preferalt az axonhaldzat. (b) A dendritfa szazalékos megoszlasa
kiilonbozé lamindkon beliil. Az IN és PN dendritjeinek eloszlasa nagyon hasonlo, foként az I-11-es
laminaban, valamint a DLF-ben helyezkednek el. Ezzel szemben az ANT dendritjei féként a II-1V-es
laminaban dominalnak. (c-e) Az elemzett sejtek axonjainak teljes hossza. Megjegyzendds, hogy az IN-
okn&l majdnem haromszor tdbb axont tudtunk nyomon kdvetni, mint a masik két sejttipus esetén. (f-h) A
sejtek varikozitas siiriisége az IN és PN esetében kizel azonos, mig az ANT sejtek ritkbban elhelyezkeds
varikozitasokat tartalmaztak. Statisztikai préba: Mann-Whitney teszt: *p <0,05; **p <0,01; ***p
<0,001. cSzA; contralateralis sziirkeallomany
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A szomara centralt mediolateralis és rostrocaudalis irdnyokban vizsgalt szimmetriat
tekintve, mind az IN-ok, mind az ANT sejtek szimmetrikusabbnak bizonyultak (kzelebb a
szimmetria kdzeépponthoz - hasonlé mennyiségii dendrit/axon mindkét iranyban), mint a PN

csoport sejtjei (22-23. abra).
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22. abra A vizsgalt sejtcsoportok szimmetrianalizise mediolateralis iranyban. (a) A dendrit- és
axonszimmetria kozos koordinata-rendszerben valé bemutatasanak sematikus abraja. A dominancia-
érték leolvasasanak maddja megegyezik a 9. dbrarésznél ismertetettel, azzal a kuldnbséggel, hogy az
adott sejt elhelyezkedésének X-koordinatdjat az axondominancia-érték, mig az Y-koordinatat a
dendritdominancia-érték adja meg. Ebben az abrazolasban amennyiben egy sejt dendritje és axonja
azonos mennyiségben van jelen a vizsgalt iranyban a sejt két oldalan, akkor a pont az origéra fog esni.
A példaként bemutatott sejt dendritjei 14%-0s medialis, mig axonja 10%-os lateralis dominanciat mutat.
(b) Axon- és dendritdominancia a szomdéra vetitett szimmetria-tengelyre (szim) vonatkoztatva
mediolateralisan. (d) Mediolateralis szdma koriuli megoszlas tekintetében a PN-ok féként homolog
(dendrit és axon azonos iranyl dominanciaja), mig az IN-ok ink&bb heteroldg (axon és dendrit ellentétes
irdnyl dominanciaja) megoszlast mutatnak. Az ANT sejteknél a heterol6g és homoldg dominancia kozel
azonos aranyban van jelen, és az értékek altalaban kozelebb esnek az origbhoz, ezért ezeket a sejtek
szimmetrikusabbnak tekinthetok. Ezzel ellentétben a PN-ok és IN-ok nagyobb ardnyban mutattak az
origotol tavolabb esd értékeket.

A mediolateralis iranyban (22. abra) a PN-ok eés ANT-ok gyakrabban mutattak azonos
irdnyd dominanciat dendritjeik és axonjuk tekintetében (Gn. homoldg megoszlas: pl. lateralis

dendritdominanciahoz tarsuld lateralis axondominancia). Az IN-ok esetében mediolateralis
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iranyban a heterolog megoszlas volt a jellemz0, azaz a dendritdominancia oldaldhoz képest az
ellenoldalon dominal6 axon. A projekcios neuronok esetén sokszor talaltunk olyan esetet, ahol
az axonkollaterélisok kizéarélagosan az egyik térfélben helyezkedtek el. A lateralisan
elhelyezked6 ANT és PN sejteknél a szoma helyzete a nydlvanyrendszer dominansan lateralis
elhelyezkedésével tarsult, az IN-ok esetében ez a tendencia nem volt megfigyelhetd, a

nyulvanyok mind medialisan, mind lateralisan hasonlé ardnyban domindltak (22. &bra, b-c).

Rostrocaudalis irdnyban (23. dbra) rostralis preferencia volt felfedezheté az ANT sejtek
esetében. A rostrocaudalisan inkabb heteroldg eloszlast mutaté polarizaltabb (kifejezetten
rostralis vagy caudalis dominancia) PN-ok hasonl6 mértékben mutattak rostralis és caudalis

preferenciat. Az IN-ok ebben az iranyban is homogénebb, valtozatos dominancia értékeket

mutattak.
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23. é&bra A vizsgalt sejtcsoportok szimmetrianalizise rostrocaudalis iranyban. A dendrit- és
axonszimmetria abrézolasanak mikéntje RC irdnyban megegyezik az el6z6 dbra soran bemutatottal. (a-
b) RC iranyban a PN-ok heterol6g megoszlast mutattak, valamint kifejezett aszimmetriat, mig az IN-ok
és ANT sejtek szimmetrikusabbak voltak és kdzel azonos mértékben volt heterolég és homoldg a
megoszlasuk.

A sejtek szimmetria-értékei nem mutattak dsszefliggest sem azok tuizelési mintazataval,
sem pedig szomatodendritikus morfoldgiai beosztasukkal, ezért ezeket az analiziseket jelen

munkaban nem mutatom be (3. dbra, Kdkai és mtsai. 2022).
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8 MEGBESZELES

Jelen dolgozatban bemutatott munkam soran 34, teljes sejt patch-clamp technikaval
jelolt neuron 3D rekonstrukcidjat végeztiik el fiatal patkdny gerincveldjének lumbalis
szakaszan. Célunk azon finom anatdémiai kilonbseégek feltardsa volt, amik pusztan a sejt
szomatodendritikus megjelenésébdl nem egyértelmiiek, ugyanakkor meghatarozdak lehetnek
a sejt halozati szerepe szempontjabdl. Ilyen paraméternek tekintettiik a dendritek és axonok
laminéris eloszlasat a sejttesthez viszonyitott helyzetét, amik a neuronok bemeneteit és

celpontjait nagymértékben meghatarozzak.

Elemzéseinkhez az elektrofiziolégiai mérések soran biocytinnel jel6lt neuronokat
hasznaltunk, amiket portugal kollaboracids partneriink bocsatott a rendelkezésiinkre; korabban
az itt felhasznalt sejtek morfoldgiai elemzésére nem kertlt sor. Jelen munkaban az I-es lamina
projekcids (n= 10) és interneuronjait (n= 15), valamint a lll-as lamina antenna sejtjeit (n=9)
vizsgaltuk. Az eltéré analizalt esetszamok részben az eredeti munkak eltéré esetszamabol
adodnak, részben pedig abbol a ténybdl, hogy nem minden elShivott sejt felelt meg az
analiziseinkhez sziikséges feltételeknek. Megjegyzend6, hogy a morfoldgiai vizsgélatra
hasznalt sejteket eredményez6 elektrofiziologiai mérésekben nem vettem részt (tovabba a
témavezetom altal elvégzett kisérletsorozat soran sem), ugyanakkor ezen eredmeények
ismertetése elengedhetetlen lenne morfoldgiai eredményeink értelmezéséhez, ezért ezek ebben

a fejezetben keriilnek bemutatasra.

Az alabbi fébb morfoldgiai kiilonbségeket és sajatsagokat tartuk fel jelen munka soran:
(1) a projekciés neuronok axonkollateralis mintazata egy dorsoventralis iranyu
informéacidaramlast sugall (24. abra, b), mig (2) az interneuronok axonja ezzel szemben inkabb
a lateromedialis informé&cidaramlast segitheti. (3) Az antenna sejtek kompaktabb megjelenéssel
rendelkeztek, mint a masik 2 vizsgalt tipus. Esetlikben az axon vizsgalata feltarta, hogy (4)
rendelkezhetnek az I-es laminat eléré axonhaldzattal. Végezetiil (5) mindharom sejt
rendelkezett bizonyos mennyiségii axonnal a funiculus lateralis-ban (az I-es lamina esetében
mindnek; 24. &bra, b-d). Utobbi megfigyelés megerdsiti munkacsoportunk az I-es lamina sejtek
esetében tett korabbi eredményeit (Szlics és mtsai. 2010 és 2013., Antal és mtsai. 2016). A
funiculus lateralisban talalhato kollateralisok (amik szinte kizarolag a DLF tertletén voltak
jelen) helyi informacidkat tovabbithatnak a szomszédos szegmentumokba, valamint a nucleus
spinalis laterisba (Wall és mtsai. 1999; Sziics és mtsai. 2013). Antal és mtsai. (2016)

crcr
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preszinaptikus I-es lamina projekcios sejt stimulalasat kovetéen. Ugy vélték, hogy a jelenség
mogott egy olyan serkentd interneuronokbdl all6 haldzat allhat, ami a ,feedforward”

serkentésen keresztiil felerdsiti és tovabb kildi a projekcids neuron aktivitasat.
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Cordero-Erausquin és mtsai. 2016 mddositva Klausberger és Somogyi 2008 alapjan
kiegészitve Todd, 2010 nyoman és a dolgozatban bemutatott eredményekkel

24, dbra A felszines lamindkban ismert és az altalunk feltart kapcsolatrendszerek sematikus
osszefoglalasa. (a) A felszines hatsé szarv (I-111-as lamina) sejtjeinek korabban leirt sematikus haldzatai
(Cordero-Erausquin és mtsai. 2016 eredeti abraja alapjan Klausberger és Somogyi 2008 séméajahoz
hasonléan médositva, kiegészitve Todd 2010 nyoman). Ennek a panelnek a részletesebb ismertetése a
4.4. fejezetben megtortént (2. abra). (b) Korédbbi (Antal és mtsai. 2016; Sziics és mtsai. 2010) és jelen
eredményeink egy sokkal kiterjedtebb lokalis kapcsolatrendszert tartak fel a PN-ok esetében. A
kollaterdlis tipusoknak megfelelden a nagyon felszines és a mély lamindk felé, valamint az LF teriiletén
Iétesithetnek fGként kapcsolatokat. (c) Az IN-ok a hatso szarv 1-1V laminain belll rendelkezik gazdag
kapcsolatrendszerrel, mig az (d) ANT sejtek kapcsan egy a PN-ok forditott axoneloszlasi mintazata
figyelhetd meg: lokdlis kapcsolatok a szoma kornyezetében, illetve felszin irdnyaba adott kapcsolatokon
keresztiili informéacidaramlas. A narancssarga haromszogek jelzik azokat a régiokat, ahol a vizsgalt
sejtek tobbségében (a vizsgalt esetek tobb mint 80%-anal) volt jelen axon. Az LF-ben talalhaté vékony
nyil a feltételezett propriospinalis kapcsolatokat hivatott jelezni. A vastag nyil a (b) panelen a féaxont
jeloli. A dendritek ott keriiltek feltiintetésre, ahol csoporton beliil minden esetben fellelheto volt
dendritszakasz. A LF elhelyezése az abra dtlathatosaga miatt keriilt az abra felsé részébe.

Osszességében elmondhatd, hogy fontos lehet az itt bemutatott kvantitativ morfometriai
elemzésekbdl szarmazo hasonld eredmények dsszevetése a funkciondlis adatokkal, tovabbi,
eddig ismeretlen neuronalis funkcidk felderitésében. Késobbi terveink kdzott szerepeltek az itt
elvégzett elemzések kiterjesztése kiillonbdzd neuronpopuldciokra, amelyek esetleg feltarhatnak

olyan korrelé&cidkat, amik akar megjosolhatjék fejlédéstani eredetiiket, akar halozati szerepiiket.
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8.1 TECHNIKAI MEGFONTOLASOK

Bar az elektrofizioldgiai elvezetéseket intakt gerincvel6i blokkpreparatumban végezték,
az esetek 73,5%-ban az axon kilépett a blokk egyik vagy mindkét oldalan (5. tablazat), emiatt
munkam elsésorban a mediolateralis és interlaminaris eloszlasokra fokuszalt és a rostrocaudalis
kiterjedés mértékerdl csak minden bizonnyal alulbecsiilt, megkozelitd ertékeket kozlink (5.
tablazat). Tovabba, bar jelentés hangsulyt fektettiink a lehet6 legjobb toltéssel rendelkezé sejtek
kivalasztasara, nem mindegyik jeldlés volt egyforma, a kovethetéség pedig ennek

fliggvenyében kismértékben valtozhatott.

Fitzgerald munkatérsaival tobb izben is bizonyitotta (Fitzgerald 1987 (a) és (b), Beggs és
mtsai. 2002), hogy a primer afferens bemenetek kapcsolatai valtoznak patkanyban a kor
elérehaladtaval. A mért és jel6lt neuronjaink fiatal, 9-20 napos patkanyokbdl szarmaznak, mivel
az el6rehaladott myelinizacid miatt az intakt patkany gerincvelén végzett patch-clamp
méréseket id6s allatokban nehéz kivitelezni. Eredményeink interpretacidjanal tehat azt is
figyelembe kell venni, hogy egyes morfolégiai megfigyeléseink, kildntsen a mediolateralis
nyulvanyeloszlasra vonatkozdak a kismértékben reorganizalodd primer afferens bemenetek
anatomiai hatdsai miatt valtozhatnak. Ezen tGlmenden, a felszines laminak lateralisan
konnyebben megkdozelithetéek ennél a technikanal, emiatt a mérések és kdvetkezményesen a

jelolt sejtek elhelyezkedése is dontéen lateralis (Szlics és mtsai. 2009).
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5. tablazat Osszefoglaldé a dolgozatban felhasznalt sejtek rostrocaudalis

kiterjedésérol
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* Fontos megjegyezni, hogy az itt megadott értékek a rostrocaudalis kiterjedésre vonatkoznak
és nem a rostrocaudalis hosszra. Ut6bbit pontosan csak a nyalvanyok dsszekdtése utan lehetne
megmeérni. Ugyancsak megemlitendo, hogy tobb sejt nyulvanyrendszere lathatoan meghaladta
a blokk egyik, vagy mindkét végét. Ezekben az esetekben a kiterjedés értéknél ezt ,,>"-vel
jeloltik.
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8.2 PROJEKCIOS NEURONOK
8.2.1 Contralateralisan megjelené axonkollateralisok

A PN-ok kollateralis-tipusait vizsgald korabbi munkékban a rekonstrukciokhoz hasznalt
metszetek a sagittalis sikban keszultek igy, a 3D rekonstrukcio ellenére sem adtak részletes és
teljes képet az interlaminaris nyulvanyeloszlasokrol (Antal és mtsai. 2016; Sziics és mtsai.
2010), es valoszintileg ezért nem fedték fel azt a transversalis metszetek esetén egyebként jol
kovethet6 kollateralis tipust, ami a commissura dorsalisban 1épi at a kdzépvonalat, vagy
amelyik a contralateralis oldalon agazik el a féaxonbol. Munkam soran transversalis
metszetekbol késziilt rekonstrukcidkon a PN-ok 1/3-nal taldltunk axont a contralateralis
oldalon, illetve egy esetben egy IN axondg is atlépett a contralateralis oldalra. Ez a
megfigyelés mindenképpen ramutat arra, hogy teljes 3D rekonstrukciok nélkil (lehetdleg tobb
sikban késziilt metszetekbdl) a bonyolult lefutasu axonok pontos eloszlasa es finomszerkezete

nehezen megismerhetd.

Hasonlo lefutdsd axonokat méar korabban is leirtak a I11-1V-es laminak lateralis felébe
szart BDA (biotinilalt dextran amin) injekciokat kovet6en, bar akkor ezek eredeteként a
felszines hatso szarv sejtjei nem merultek fel (Petko6 és Antal 2000). Ugyanakkor a lateralisan
elhelyezked6 PN-ok dendritjei, ahogy azt a dendrit részletes eloszlasvizsgalata feltarta, nagy
szdmban kuldenek a DLF dorsalis és oldalsé részébe is, ami igen kdzel esik a Petko és Antal
altal adott BDA injekcio helyéhez, igy valoszini, hogy az I-es lamina PN-ok is felvehették a
jeloléanyagot. Az altalunk rekonstrualt atkeresztez6dd kollateralisokon megfigyelt
varikozitasok szinapszisokat adhatnak a X-es lamina sejtjein, amelyek kdzott tébbféle vékony
primer afferens rostb6l szarmazdé mono- és poliszinaptikus bemeneteket integrald, a
nocicepcidban fontos szerepet jatszo sejtek is vannak (Krotov és mtsai. 2019). Mivel az I-es
lamina projekcids sejtjeinek ventralis kollateralisai az V-0s lamindban talalhatd tovabbi
felszallo palyak eredd sejtjeiként funkciondld neuronokat is innervaltdk (ipsilateralisan),
ésszerli lehet azt feltételezni, hogy a PN-ok 06sszehangolhatjak, vagy legalbbis
tajekoztathatjdk az egyéb modalitdsok feldolgozéasaért felelds gerincveldi neuronokat, vagy

akar az dsszes protopathias ingereket szallito felszallo rendszer sejtjeit.
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8.2.2 A ventralis PN kollateralisok aktivalhatjak a mélyebb lamindkban talalhat6 hatso
szarvi neuronokat (Kiegészitd elektrofiziologiai kisérletek)

A PN axonkollateralisokrél kapott, dorsoventralis informacioaramlast sejteté morfologiai
eredményeinket jol aldtdmasztjak témavezetdm kordbbi elektrofiziologiai leletei (25. &bra).
Ebben a kisérletsorozatban 6-15 napos Wistar patkany gerincvel6i szeleteken torténtek teljes-
sejt patch-clamp mérések az VV-VI1I laminak neuronjain (25. abra, d), mikézben a felszines hatso
szarv neuronjait farmakoldgiailag P anyaggal (SP- Substance P) aktivaltdk (a Kisérleti
elrendezés részletes leirasa: Sziics €s mtsai. 2003; Kdkai és mtsai. 2022).

Neurokinin-1 receptort az I-es lamina neuronjainak kozel 45%-a expresszal (Todd és
mtsai. 1998), jelent6sebb hanyaduk valdszinii serkent6 sejt (Littlewood és mtsai. 1995). A PN-
ok mintegy 80%-a fejezi ki a NK1R-t (Al-Khater és mtsai. 2008; Marshall és mtsai. 1996; Todd
és mtsai. 2000), de az IN-ok is mutathatnak gyenge NK1R pozitivitast (Cheunsuang és Morris
2000; Al Ghamdi és mtsai. 2009), és egyharmaduk szintén reagal SP-re. Ez a hatas azonban
kisebbnek bizonyult, mint a PN-oknal tapasztaltak (Luz és mtsai. 2014). A SP hasznélatat
kovet6é depolarizacio idébeli lefolyasa (Luz és mtsai. 2014, 7. abra) arra utalhat, hogy
funkcionalisan szignifikans a kilonbség a PN és IN NK1R expresszioja kozott. A NK1R-on
keresztl kialakuld SP aktivacio a szeletben a serkenté posztszinaptikus potencial (EPSP-
excitatory postsynaptic potential) szamanak nagymértékii emelkedését valtotta ki VII-X-es
laminakbol elvezetett sejteken (25. &bra, a). Ez a hatés blokkolhatd volt mind szelektiv NK1R
antagonistaval (SR140333), mind tetrodotoxinnal (TTX). Utobbi kizarta a preszinaptikus
NK1R aktivacionak lehet6ségét (He és mtsai. 2019; Matsumura és mtsai. 2021). A ventralis
informéacidaramlas morfoldgiai hatterének alatdmasztasaként pedig az ipsilateralis hatso szarv
tovénél végzett mechanikai szeparacidja utan a SP toébbé nem tudta kivaltani az EPSP-k
szambeli novekedéseét (25. abra, b).
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25. abra Hatso szarvi, NK1R-ral rendelkezé neuronok ventralis irany( axonjaikkal hozzajarulnak a
mélyebb lamindkban 1évé neuronok serkentéséhez. a) Gerincveldi szeletprepardtumokban a SP
alkalmazdsa (1uM) megemelte a spontdn EPSP-k szaméat az V-Vll-es laminakbol elvezetett
neuronokban. A SP ismételt alkalmazasa hasonl6, de mérsékeltebb EPSP szam emelkedést okozott. b)
Az atlagos EPSP szam szignifikans megemelkedése magasabb koncentraciéjd NK1R antagonista,
SR140333 (50nM, 200nM) alkalmazasaval megakadalyozhatonak bizonyult. A TTX alkalmazasa és a
hatsd szarv mechanikai szeparalasa szintén hatékonyan megakadalyozta az EPSP szdm emelkedést. c)
A SP Altal kivaltott EPSP szam és a kontroll EPSP szam aranya a megfelelé koncentracidban hasznalt
SR140333 (50 nM, 200nM), TTX (500nM) és a mechanikai roncsolas esetén. Kontrollnak az atlag
EPSP-szam aranyat tekintettik kizarélag SP hasznélatar kovetden (2.59 £ 0.58). d) Sematikus abra az
elvezetett neuronok elhelyezkedésérdl. A tele korok jelolik a sikeresen eléhivott sejteket, mig az Ures
korok helyzete az elektrofizioldgiai mérés soran késziilt jegyzékonyv alapjan keriilt feltlintetésre a sejtek
sikeres vizualizlasanak hianyaban. Statisztikai teszt: Kétmintas t-proba, Welch-korrekcioval; *p
<0,05. n.s.; nem szignifikans

Megfigyelésiink, miszerint csak a magasabb koncentracioji NK1R antagonista volt
képes blokkolni a SP altal kivaltott ventralis irany( serkentést, azt jelezheti, hogy az I-es
lamina interneuronjainak (gyengébb NK1R expresszioval) hozzajarulasa valosziniileg kisebb,
mint az NK1R-ban gazdagabb PN-oknak. Ennek ellenére hipotézisiink szerint mind a PN-ok,

mind az IN-ok hozzajarulhatnak az anterolateralis felszalld rendszer §sszekapcsolasdhoz méas
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felszall6 dtvonalakkal. Ezt erdsiti az a megfigyelés, hogy a hatsé szarv mechanikai
szeparacioja megakadalyozza a SP altal kivaltott EPSP szambeli fokozodast a mély hatso
szarvi és ventralis lamindkban. Morfoldgiai eredményeink azt sugalljak az el6zéekben
bemutatott elektrofizioldgiai eredmeények tilkrében, hogy az axonjukat foként a felszines
laminakra koncentrald IN-ok inkabb indirekten befolyasoljak a mélyebb lamindk halézatat
més kozbeiktatott interneuronokon keresztll (26. &bra, 3. Gtvonal). Ezzel szemben a PN-
oknak jelentés mennyiségl kollateralis halozata jelenik meg a mélyebb laminakban, amiken
keresztil direkt modon is befolyasolhatjak akar a motoros hal6zatok interneuronjait, akar a
motoneuronok dendritjeit, amelyeken akar kdzvetlenil monoszinaptikus kapcsolatot is
képezhetnek (26. &bra).

29 4@
> > Je

Y N\ - - N
/ \ —-@-

VélhetSen
/ kozvetitd IN
/ A Ventralis
[ ~ \ laminak
w I‘ neuronjai

NK1R-ral

__/" @ rendelkez6 sejtek

aktivacidja SP-vel

26. abra A PN ventralis axonkollateralisok és az IN axonok feltételezett kapcsolatrendszere. (1)
Ipsilateralis PN (Ures kék sejt), (2) contraleteralis PN (lires kék sejt), commissura dorsalisban atléps
kollateralissal, valamint (3) ipsilateralis oldalon elhelyezkedd IN (kitoltott kék sejt) helyi axonhdlozata
egyarant hozzajarulhat a mély hatsd szarvi és ventralis lamindk sejtjein (z6ld sejt) kialakuld
serkentésben, direkt vagy indirekt médon egy vagy tobb interneuronon keresztiil (fekete sejt kérddjellel).
Az SP aktivacid mértékének feltételezett valdsziniiségét a piros karikaban 1évé ,, + " méretével jeloltiik.

8.2.3 A PN-ok V-Vil-es laminaba kiildott kollateralisainak serkenté hatasa

kozremiikodhet a nociceptiv flexor reflex kialakitasaban

A kozelmultban szamos transzgenikus egértorzsekben hatsé szarvi interneuron
tipusokat celzo kisérletsorozat igazolta a mélyebb laminakbdl a felszines laminak felé torténd
informécidaramlast, mind normal, mind pathologias allapotokban (Braz és mtsai. 2014;

Cordero-Erausquin és mtsai. 2016; Duan és mtsai. 2014; Frangois és mtsai. 2017; Petitjean és

60



mtsai. 2015). A fajdalom transzmisszidjanak klasszikus (Melzack és Wall 1965), es Ujabb
kapu-kontroll tedridi is a I1-111-as lamina interneuronjait (Cordero-Erausquin és mtsai. 2016)
anatomiai “kapunak” tekintik a kiilonboz6 szenzoros modalitasokat szallito primer afferensek
kozott. Az I-es lamina neuronjai, Kiterjedt axonalis kapcsolataik ellenére eddig ezekben a
sematikus halézatokban nem jelentek meg. Munkacsoportunk korabbi kdzleményeiben leirt
hipotéziseket els6ként Browne és munkatérsai (2021) tAmogattak kdzleményikben, ahol a
PN-ok kollateralisait, mint a gerincvel6i fajdalominformécio feldolgozdsdban részt vevo,
eddig mell6zott jatékosként emlitik. A szerzok ramutatnak, hogy a kollateralisok tovabbi
lehetséges funkcidi lehetnek a “feedforward” serkentés, valamint bizonyos gatlo
interneuronokon keresztil, indirekt médon megvaldsuld gatlés is. A “feedforward” serkentést
szomszédos PN-ok kozott egy direkt bizonyitékot szolgéltato kdzlemény (Luz és mtsai. 2010)
igazolja, amelyben elektrofizioldgiai mérés soran talaltak szinaptikusan ésszekapcsolt I-es
lamina PN-okat. A fentiekben bemutatott gerincveldi szeleteken tortént mérések (8.2.2.
fejezet) tovabbi bizonyitékot szolgaltatnak az I-es lamina sejtek “feedforward” serkentésben
valo részvételére. A mély hatsd szarv és az intermedier szlrkeallomany teriletén a
kollateralisok célpontjaiként felmeriilnek az utolsé rendii premotoros interneuronok is,
amelyeken keresztil a szenzoros aktivacio a motoneuronokat is eléri, potencialisan
hozzajarulva a nociceptiv flexor reflex kialakuldsdhoz. A mély laminakban talalhat6 WDR
neuronok is képezhetik az I-es lamina PN-ok ventralis irdnyd kollateralisainak célpontjat,
ilyen modon a nociceptiv bemenetet szolgaltatva a supraspinalis kdzpont felé tovabbitott
integralt kimeneteikhez. VVégul pedig, mind a tractus spinocerebellaris eredé neuronjai, mind
az autonom szimpatikus preganglionaris neuronok a thoracolumbaris szegmens lateralis

szarvaban fogadhatnak szinaptikus bemeneteket a PN kollateralisoktol.
8.3 INTERNEURONOK

8.3.1 Dendrit- és axonmegoszlasi mintazat és funkcionalis aszimmetria a gerincveld

hatsé szarvanak felszines laminéaiban

Az |-es lamina sejtjei a hatsd szarvban a késén kifejlédé (“late-born™) neuronpopulacioba
tartoznak. Mig a korabban sziiletd dorsalis neuronok féként ventrolateralisan vandorolnak és
talaljak meg a mélyebb lamindkban végsd elhelyezkedési teriiletiiket, addig a késon sziiletd
neuronok inkébb dorsolateralisan vandorolnak és a felszinesebb laminakban helyezkednek el

(Chen 2019). Ezek a postmitotikus sejtek migraciojuk soran nyujtjak ki neuritjeiket,
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tangencialisan az l-es lamina vékony savjaban, szoros kontaktusban maradva a TrkA+
(tropomyosin receptor kinase A) szenzoros afferensekkel (Roome és mtsai. 2022). Dendritjeik
¢és axonjuk végsoé elrendezése térben korlatozott, hiszen a dorsalis felszin kozelsége és a primer
afferensek nagy siiriisége a dorsalis gyokér belépési zonajaban csak ventralis iranyban teszi
lehet6vé a terjeszkedést. Ennek kovetkeztében az I-es lamina neuronjainak esetében jellemz6
egyfajta dorsoventralis aszimmetria és mind a PN-ok, mind az IN-ok rendelkezhetnek ventralis
irdnyu dendritekkel (Kosugi és mtsai. 2013; Lima és Coimbra 1986; Szlics és mtsai. 2013).
Ezeknek a ventralisan lenyulé dendriteknek a jelenléte vagy hianya az I-es lamina sejteket két
kategoriaba sorolja, amelyek kiilonb6z6é modon végzédd primer afferens rostokbdl kaphatnak

bemenetet és kiilonb6z6 modalitasokat dolgozhatnak fel (Kosugi és mtsai. 2013).

Bar az I-es lamina neuronok nyulvanyainak mediolateralis és rostrocaudalis ndvekedese
kevésbé korlatozott, azonban eddig még fel nem tart anatomiai akadalyok ezekben az
irdnyokban is létezhetnek. A dorsalis gyokér belépési zonajanak medialisan belépd vastag
primer afferensek stirii kotegei példaul képezhetnek fizikai akadalyt az I-es lamina neuronok
novekedési folyamataiban. Err6l az anatomiai és funkcionalis mediolateralis irdnyd
aszimmetriarél mar korabban is beszdmoltak az I-es lamina sejtek esetében (Kosugi és mtsai.
2013; Mizuno, Kato és Strassman 2019). Lézerszkennel6 fotostimulacioval bizonyos
neuronok serkentd bemeneti zénai markans medialis aszimmetriat mutattak, amelyek
egyeztek a neuronok dendritikus mezéinek strukturalis aszimmetriajaval (Kosugi és mtsai.
2013). Ugyanennek a munkacsoportnak egy késobbi eredménye, hogy a hatso szarv medialis
és lateralis része a lokalis elektromos stimulacidra adott valaszaiban kiilonbozik, ami belsé
felépitésébol, példaul a helyi kapcsolatok iranyabol ered. Hipotézisiik az volt, hogy a felszines
hatsé szarv medialisabb neuronjai hajlamosak serkent6 szinaptikus kapcsolatokat 1étesiteni a
toliik lateralisan elhelyezkedd neuronokkal és ez az irany megfordulhat lateralis iranyba
haladva (Mizuno és mtsai. 2019). Morfologiai eredménylink, miszerint a lateralisan
elhelyezked6 IN-ok heteroldg eloszlast mutatnak dendrit- és axondominancia tekintetében,
kivaloan alatamasztja ezt a korabbi feltételezést.

Az l-es lamina egyes neuronjai rendelkeznek olyan varikozitast tartalmazé
axonszakasszal, amik atfednek az ott talalhatd neuronok dendritfaja altal elfoglalt terulettel
(Bennett és mtsai. 1981). Jelen munkaban azt talaltuk, hogy az IN-ok nagy részében az axon
a dendritfa korul foglalt helyet. Az IN-ok egy viszonylag elkiiloniilé csoportjanal ugyanakkor
a medialisan is Kiterjedt axon, lateralisan maradd dendritekkel tarsult. Ezt az

axonkonfiguraciot korabban mar sagittalis metszetbdl torténd rekonstrukcio esetében is leirta
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munkacsoportunk (Szlics és mtsai. 2013, 4. abra), de alapos megértéséhez nagyon hasznos
adalékot képeznek a transversalis metszetekbdl tortént rekonstrukciok. Mélyebb lamindkban
kordbban szintén igazoltak hasonlé mediolateralis és lateromedialis projekciok jelenlétét
(Petkd és Antal 2000), de a projekciok eredd sejtjeit nem sikeriilt azonositani. Egy a
kdzelmdltban a kisugarzé fajdalom szindroméat és bizonyos fejfajastipusokat vizsgalo
tanulméanyban, a vizsgalatot végz6 kutatok arra kovetkeztettek, hogy specifikus hatsé szarvi
neuronok képesek a lateralis és medialis primer afferens bemenetek belépési zdnait
6sszekapcsolni, és mint egy anatomiai alapkeént szolgdlnak a kisugarzé fajdalom és a
lateromedialis informacioaramlas biztositasahoz (Defrin és mtsai. 2020). Erre a hipotézisre
bizonyitékként szolgdlhatnak a jelen munkaban leirt medialisan ativel6 axonhaldzattal
rendelkez6 IN-ok, melyek lateromedialis iranyl informéacidaramlast biztosithatnak. Ezt az
elképzelést erdsiti meg az is, hogy a legtébb IN heterol6g axon/dendrit eloszlast mutatott.
Természetesen nem zarhato ki, hogy ezek a polarizalt neuronok, amelyek medialis axonnal és
lateralis dendritfaval rendelkeznek, szélséséges példai lennének a lateromedialis
informacidaramlasnak. Ugyanakkor ez felveti annak a lehet6ségét, hogy a medialisan
elhelyezked6 IN-ok axonjai hasonld médon elérhetik a hatso szarv lateralis szélét, vagy akér
a lateralis fehérallomanyt is. A kollaboracios partnerlink és munkacsoportunk altal hasznalt in
vitro gerincvel6i blokkpreparatum azonban kevésbé alkalmas medialisan elhelyezkedd
neuronok elvezetésére és vizsgalatara, azért ennek a felvetésnek az igazolasahoz més kisérleti

megkdzelités lesz sziikséges.

Az IN-ok esetében mar szamos neurokémiai markereken (Gatto és mtsai. 2019; Todd
2017) vagy genetikai hattéren (Haring és mtsai. 2018) alapuld osztalyozas all rendelkezésre
az irodalomban. Kivanatos lenne az A&ltalunk feltart morfoldgiai jegyeket ezekkel a
beosztasokkal Gsszevetni, azonban ezek a klasszifikaciok dontd tobbsége egerekben végzett
kisérletekb6l szarmazik, ami a fajok kozotti esetleges eltérések miatt akadalyt képezhet.
Masik akadalya az Osszevetésnek, hogy a mi morfometriai vizsgalatainkhoz a lehetd
legrészletgazdagabb, mindamellett stabil jel6lésre volt sziikségink a hosszantartd
rekonstrukciok elvegzése miatt. Rendelkezesinkre olyan eléhivott sejtek alltak, amiket a
klasszikus tormaperoxidaz-DAB reakcidval tettek lathatova, és ez megfelelt a fent ismertetett

tulajdonsagoknak.

Eseteinkben azonban nem talaltunk korrelaciét a vizsgalt paramétereink és a

szomatodendritikus tipus, valamint tiizelési mintazat dsszevetésekor, ennek ellenére Ugy
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gondoljuk, hogy ezek a paraméterek (esetlegesen egy nagyobb esetszdm vizsgalata eseten)

segithetnek az I-es lamina sejtjeinek pontosabb funkciondlis csoportokba vald besorolasaban.

8.4 ANTENNA SEJTEK
8.4.1 Morfoldgiabol adodé sajatsagok

Az ANT sejtek vizsgalata soran végzett méréssorozatban a jel6lt Ill-as lamina sejtek
korulbelul 8%-a bizonyult antenna sejteknek, amelyek kivetel nélkil a kisebb méretiick kozé
tartoztak (Bleazard és mtsai. 1994; Littlewood és mtsai. 1995; Maxwell és mtsai. 2007; Réthelyi
és Szentagothai 1973; Szentagothai 1964). Bar szélesktrben elfogadott tény, hogy az antenna
sejtek a projekcids neuronok koze tartoznak (Peirs és mtsai. 2020), az itt bemutatasra kerlt
neuronok egyike sem rendelkezett az ellenoldalra atlépé féaxonnal, annak ellenére, hogy a
vizsgalt sejtjeink szomatodendritikus jellege megegyezett az antenna sejtek leirdsaval. Az ANT
sejteknek igen kiterjedt dorsoventralis irdnyu dendritfajuk van, ami széleskor(i integrativ
funkciora utal. Dorsalis dendritjeik szdmos szinapszist kapnak primer afferensektdl, valamint
spinalis interneuronoktol (Kdkai, Alsulaiman és mtsai. 2022; Naim és mtsai. 1997, 1998; Polgar
és mtsai. 1999; Todd 1989, 2002), mig a ventralis dendritek inkabb a belsé gerincvel6i haldzat
axonjaival, valamint mélyebb laminakban végz6dé primer afferensekkel létesitenek
kapcsolatot. Egységes megjelenésiik tehat valoszintsiti, hogy ugyanolyan szenzoros

bemenetektdl kapott informaciokat dolgoznak fel.

A I11-V-0s laminaban elhelyezked6 neuronok axonjairél ismert, hogy vagy a sejttestjik
kozelében agaznak el, vagy egy ventralisan indul6 axonjuk agazik el, majd fut rostralisan és
caudalisan (Schneider 1992). Jelen munkéban a vizsgalt antenna sejtjeink axon eloszlasuk
alapjan 2 csoportra voltak oszthatoak. Egy esetben az axon foként a sejttest kdzelében és
mélyebb lamindkban foglalt helyet, valamint a funiculus dorsolateralis-ban, mig a masik
csoport esetében az axonhaldzat elérte az I-11-es laminat. Habar a felszines laminékig eljutd
axon mennyisége altalaban csekely volt, mégis magaban hordozza a lehet6séget, hogy
szinapszist képezzenek az I-es lamina sejtek ventralis dendritjein. Mivel a ventralis dendritekkel
bird an. multipolaris szomatodendritikus morfologia elsésorban az I-es lamina IN-ok jellemzéje
(Fernandes és mtsai. 2016; Sziics és mtsai. 2013), ezert az ezt a morfoldgiat ritkabban mutato

PN-ok valoszintileg kisebb eséllyel lesznek az ANT sejtek dorsalis axonjanak célpontjai.
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8.4.2 Az antenna sejtek axoneloszlasa nem mutat egyértelmii korrelaciét primer

afferens bemeneteikkel (Kiegészitd elektrofiziologiai kisérletek)

Héatso gyokeér stimulécid soran kider(lt, hogy a sejtek axoneloszlasi mintdzata nem mutat
egyértelmii korrelaciot azok primer afferens bemeneteinek tipusaval (27. abra). A neuronok,
melyek axonjanak bizonyos szazaléka (2-13,4%) megjelenik az I-es laminaban, sok esetben
kapnak Ad és C bemenetet, de ugyanez jellemz6 a sejttest koril koncentralodd axonnal
rendelkez6 ANT sejtekre is (Ures korrel jelolve az abrén). A mérés soran a vezetési sebesseg és
az aktivalasi kiszobérték figyelembevételével a primer afferens bemeneteket alacsony és

magas kiiszoblire osztottak tovabb kollaboraciods partnereink.

L4

@ ANT sejtek I-es laminat elérd axonhalozattal
O ANT sejtek I-es laminat el NEM érG axonhdlézattal

27. abra ANT sejtek L4-es és L5-6s hatso gyokér ingerlésével kivaltott monoszinaptikus
primer afferens bemenetei. Az ANT sejtek elsésorban Ao és C tipusii primer afferensektdl fogadtak
monoszinpatikus bemenetet, melyek zome a mérés szegmentumdval megegyezé L4-es szegmentumbol
szarmazott, és csak kisebb mértékben a szomszédos L5-6sb4l. Az I-es laminat is elérdé axonnal biré ANT
sejtek (fekete kor) sajat szegmentdlis hatso gyokeriiktdl kizarolag A és C bemenetet fogadtak, mig a
szomszédos hatso gyokértol két esetben AP bemenet is érkezett rajuk.

Az AP afferensek a III-VI-os lamindkban végzddnek és alacsony kiiszobli
mechanoreceptorként miikodnek (Brown 1981). Ebbdl addéddan feltételezhetd lehetne, hogy
az antenna sejtek proximalis vagy ventralis dendritjeit célozzdk meg. Ennek ellenére, a
vizsgalt ANT sejtek ritkan fogadtak monoszinpatikus A bemenetet, ami egybe is vag azokkal
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az immuncitokémiai adatokkal, amelyek viszonylag alacsony szamu szinaptikus kapcsolatot
mutattak a vastag myelinizalt rostok és az NK1 pozitiv antenna sejtek dendritjei kdzott (Naim
és mtsai. 1998). A megfigyelt Ad rost bemenetek ugyanakkor aktivalasi kiiszobértékeik
alapjan valosziniileg két primer afferens populaciotdl, az alacsony kiiszobli Ad

mechanoreceptoroktdl és az Ad nociceptoroktdl szarmazott.

Az alacsony kiiszobli Ad afferensek, beleértve a szortiiszé afferenseket is, a Ill-as
laminaban végzbédnek (Light és Perl 1979), igy ezek az Ad afferens rostok is elérhetik az
antenna sejtek mélyebb lamindkban talalhato dendritjeit. Az Ad nociceptorok az I-es és V-0s
laminaban végzdédnek (Light és Perl 1979), felszines tagjai az antenna sejtek dorsalis
dendritjein képezhetnek szinapszisokat. Ezzel az adattal egybecseng az a tény, hogy
kollaboracios partnereink elektrofiziologiai méréseiben az Ad nociceptorként azonositott
ANT sejt bemenetek kiiszobértéke egybeesett az I-es lamina PN-ok és IN-ok esetén mértekkel

(Fernandes és mtsai. 2016; Luz és mtsai. 2014; Pinto és mtsai. 2010).

A vizsgélt ANT sejtekben megfigyelhetéek voltak magas kiiszobértékii Ad bemenetek,
igy feltételezhetjiik, hogy az ANT sejtek a magas kiiszobti Ad afferenseket az I-es laminaba
nyul6 dorsalis, mig az alacsony kiiszobli Ao bemenetet elsdsorban a sejttest koriili, mélyebb

lamindkban eléfordul6 dendritjeiken fogadjak.

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a Ill-as lamina sejtek dorsalis dendritjei a Il-es
laminan &thaladé szakaszukon vékony nem-myelinizalt C rostokkal alakitanak Ki
szinapszisokat (Naim és mtsai. 1997; Todd 1989, 2002). Elektrofiziologiai méréseink is
igazoltak, hogy az ANT sejtek erés bemenetet kapnak olyan primer afferensektdl, amelyek C
rostokra jellemz6 aktivalasi kiszdbbel és vezetési sebességgel birtak. Ezek a bemenetek
hatékonyan valtottak ki tlizelést, ami hasonl6 volt a mély hatsé szarvi neuronok (De Koninck
és mtsai. 1992; Maxwell és mtsai. 2007; Schneider 1992) és néhany kisméretii I-es laminaban
talalhatd neuron (Fernandes és mtsai. 2016) nociceptiv stimulusra adott valaszahoz. Az itt
megfigyelt elnyljtott tlzelést nyilvanval6éan segitette a tonusos tlizelési mintazat, amik
fontosak a hosszantart6 szinaptikus kapcsolatok akcids potencial-kistilések sorozatava térténd

atalakitasahoz (Fernandes és mtsai. 2016; Schneider 2003).

Az ANT sejtek dorsalis és mélyebb dendritjeire esetlegesen szegregalt moédon érkezd
primer afferens bemenetek kiiléndsen érdekessé teszik azt a tényt, hogy nem mindegyik ANT-
sejt axonja jut fel a felszines laminakba. Tovabbi részletes kutatasokat igenyel majd annak a
tisztazasa, hogy a felszines axonok barmilyen modon szelektaljak- vagy modulaljak-e az ANT
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sejtek dorsalis dendritjeire érkezé bemeneteket, és ilyen mddon beleszdlhatnak-e a mély
dendritiken fogadott bemenettel valo integracioba, ami végs6 soron az ANT sejtek kimenetét

fogja meghatérozni.
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9 (OSSZEFOGLALAS

A dolgozatban bemutatott munka soran 0Osszesen 34, a gerincvelé hatsd szarvabodl
szarmazd neuron teljes axon- és dendrithal6zatat rekonstrualtuk 3-dimenzidban. Legjobb
tudasunk szerint ez az elsé ilyen részletesseggel elvégzett morfometriai analizis ezeken a
sejttipusokon. Az l-es és Ill-as lamina beli sejtek eltér6 axonkollateralis megoszlasa ezen
neuroncsoportok eltéré szerepét feltételezi a gerincveld szomatoszenzoros feldolgozo

hal6zataban.

Az eredményeinkben feltart anatomiai aszimmetria az I-es lamina interneuronjai (IN)
esetében magyarazatul szolgalhat bizonyos korabban leirt funkcionalis aszimmetriakra, illetve
egybecseng a kisugarz6 fajdalmat lateromedialis informécidéaramlassal magyardzé irodalmi
elképzelésekkel. A projekcios neuronok (PN) mélyebb laminakban talalhaté axonkollateralisai
hozzajarulhatnak egy, a mélyebb laminakat aktivalé dorsoventralis informéaciéaramlashoz. Ez

az anatomiai kapcsolat eltéré felszallopalyak funkcionalis kapcsolatat teremtheti meg.

Az antenna (ANT) sejtek dendritfajanak Kiterjedése képessé teszi dket a kiilonb6z6 tipusa
primer afferens bemenetekbol (AR, Ad és C) szarmaz6 modalitasok integralésara, valamint
WDR neuronként valé mitkodésre. Azok az ANT sejtek, melyek axonkollateralisai a felszines
laminakba (I és I1) is eljutnak, kapcsolodhatnak az 1-es lamina PN-jaihoz és IN-jaihoz, valamint
akar sajat dorsalis dendritjeikre érkez6 szinaptikus bemeneteiket is modulalhatjak. Ez az
eredményeinkben feltart Gtvonal a I11-as lamina sejtjeinek anatomiai lehetéséget ad a nociceptiv
feldolgozokorokben vald részvételre ¢és lehetévé teszi, hogy alacsony kiiszobll

mechanoreceptorokbol szarmazo bemenetet kozvetitsenek az I-es lamina sejtjei felé.
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10 SUMMARY

In total, we analysed the full axonal and dendritic distribution of 34 spinal dorsal horn
neurons from complete 3D neuronal reconstructions. To the best of our knowledge this is the
first work that performed such detailed analyses. Our findings, based on the distinct local axon
collateral distributions, suggest divergent roles of lamina I and 11l neurons in the dorsal horn

somatosensory circuitry.

Our results showed anatomical asymmetry of lamina | interneurons (IN), that is in line
with functional asymmetries and the explanation of radiating pain based on a theoretical
mediolateral information flow, suggested by the literature. We suggest that ventral axon
collaterals of projection neurons (PN) can directly mediate a dorsoventral excitatory drive to
spinal neurons of deep layers upon sensory activation. These anatomical connections are likely

to link different ascending systems of the spinal cord.

The dendritic features of the antenna (ANT) cells make them capable of integrating
different types of modalities from A, Ad and C afferent inputs and to function as wide-dynamic
range neurons. ANT cells with axon collaterals reaching lamina Il and | probably connect them
to lamina |1 PNs and INs and may even modulate synaptic input arriving to their own dorsal
dendrites. The putative pathway based on our anatomical findings would enable lamina IlI
neurons to participate in the nociceptive processing units and to relay low-threshold

mechanoreceptor input to lamina I neurons.
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14 KOSZONETNYILVANITAS

Elsé korben szeretném a portugdl munkacsoport minden tagjanak megkoszonni a
segitséget (i3S, Porto, Portugalia), akikre nem is kollaboracids partnerként hivatkoznék, hanem
kdzvetlen kollégékra, csak 3000 km-rel tavolabbrol segitettiik egyméas munkajat. Abban az igen
kivételes helyzetben lehettem, hogy egy évet el is tolthettem vellik Portoban, ami igazan
fantasztikus €s meghatarozo élmény volt szdamomra. Kilén ki kell emelnem Liliana Luz-t,
akinek baratsaga és utmutatasa rengeteg erét adott a megtett utam soran. A PhD
disszertaciomhoz felhasznalt publikaciok is ebb6l a munkacsoportbol indultak, kdszonet Dr.
Boris Safronovnak, a munkacsoport vezetdjének, valamint szerzétarsaimnak, hogy
hozzajarultak tudasukkal a kozlemények elkésziiltéhez és megengedték ezen eredmények

felhasznalasat.

Kdsz6ndm tovabba témavezetémnek, Dr. Sziics Péternek, hogy egy olyan hétteret
biztositott munk&mhoz, ami lehetéséget adott, hogy tobb nemzetkozi laborban is kiprobaljam
magam. Sosem fogom neki elfelejteni, hogy akkor bizott bennem, amikor én a legkevéshé

hittem magamban.

Szeretném kifejezni halam korabbi témavezetdimnek is, Dr. Por Agnesnek és Dr. Pal
Baldzsnak, akikt6l rengeteget tanulhattam szakmailag és emberileg is, a télik megszerzett

tapasztalatok végig kisértek PhD-s éveim alatt.

Koszondm tovabba a csaladdom tamogatasat, akik igyekezték tartani bennem a lelket,
amikor szikkségem volt arra. Az elmult évek soran meglévé baratsagok mélyiiltek el, de Gjak is

szulettek. Kdsz6ndm mindannyiuknak!

Mindemellett az elmult években nem csak ez a munka formalddott, hanem azzal egyutt
én is rengeteget valtoztam, amit nem érhettem volna el a munka kérnyezetemben 1év6k nélkiil.
Nagyon szerencsésnek tartom magam, hogy rengeteg segit6kész emberrel talalkozhattam utam

soran!
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15 FUGGELEK

Az értekezést megalapozo kézlemények killonnyomatai.
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