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1. BEVEZETES

A vestibularis rendszer feladata az izomténus szabalyozasan keresztiill a test
mindenkori helyzetének megtartdsa a gravitacio ellenében. A testhelyzet folytonos
valtozasanak kovetkeztében allandd informdacidaramlas torténik a periférids receptorok
feldl az agytorzsi vestibularis magokba, ahol egy rendkiviil komplex ingeriilet feldolgozas
torténik. Az innen szarmazdé ingeriilet szabalyozza az izomtdénust, biztositja a fej
helyzetének megvaltozasat kovetd reflexes szemmozgast és befolyasolja a vegetativ
kozpontok miikodését is. Az egyensulyozd szerv Osszetett érzékszerv, melynek lényegi
része, a tagabb értelemben vett labyrinthus mar a primitiv, vizben €l6 gerinceseknél is
megtalalhat6, mint dramléasregisztrald érzékszerv. Ez a része megtartotta funkciojat, és a
filogenesis magasabb fokan allo €l6lényeknél is hasonlo elveken miikddik. A receptorok
egy része modosult formaban megdrizte ezt a miikodését, €s mas idegrendszeri teriiletekkel
egylitt az egyensulyozd rendszert alkotja. Az egyensulyozd receptorok kozil a
szoggyorsulast érzékeld, félkords ivjaratokban elhelyezkeddket ampullaris receptoroknak
is nevezik. A lineéris gyorsulasra érzékeny receptorok, az otolith vagy macularis szervek a
sacculusban, utriculusban és alacsonyabb rendlieckben a lagaendban helyezkednek el. A
receptorokat ellaté primer neuronok axonjai a nervus vestibulocochlearisban haladnak az
agytorzs felé, ahol az egyenstlyozd és a halld6 magokban végzdédnek. Az itt talalhato
masodlagos neuronok a kozponti idegrendszer kiilonb6zo teriileteivel létesitenek
kapcsolatot.

Szamos vizsgalat ellenére ma sem tudjuk pontosan, hogy az egyedi vestibularis
magok milyen szerepet jatszanak a vestibularis rendszer fiziologids miikodésében. Az
egyes magok kozott 1évo funkcionalis kiilonbségek oka feltehetden Osszefligg az egyensuly
érz6 receptorok eltérd agytorzsi projekciojaval, és az egyes magok kiilonbozé kdzponti
idegrendszeri Osszekottetésével. Nagyon kevés adat van arra vonatkozodan, hogy a
vestibularis magok végzddési teriiletei koziil melyek azok, amelyek kozvetlen reciprok
kapcsolatban vannak a kiindulasi alloméssal. A vestibularis rendszer normal
kapcsolatainak morfoldgiai vizsgalata rendkiviil fontos 1épés ahhoz, hogy a nervus
magasabb rendii gerincesekben a tiinetek kompenzalodasa figyelheté meg, alacsonyabb
rendii gerincesekben a kompenzaciét kovetden regeneracid indul meg. A 1ézid és a
kompenzacié sordn bekdvetkezd élettani valtozasok megértéséhez feltétlentiil sziikséges a
normadl kapcsolatok fény- és elektronmikroszkdpos szintli megismerése.

Az utdbbi idében egyre tobb adat szol amellett, hogy az extracellularis matrix

(ECM) makromolekuldi fontos szerepet jatszanak az idegrendszer fejlédésében,
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szervezddésében, ¢s e molekuldk jelenléte illetve hidnya befolyéasolja az idegrendszer
regeneracios készségét. Az ECM szerepét az idegi regeneracioban korabban elsdsorban in
vitro koriilmények kozott vizsgaltadk. Napjainkban egyre tobb in vivo vizsgalattal kivanjak
felderiteni az ECM makromolekuldk regeneracioban betoltott szerepét. Az in vivo
vizsgélatokra alkalmas modell a kétéltiiek vestibularis rendszere, ahol a plaszticitds és a
regeneracid hatterében all6 mechanizmusok és ezen belill az ECM szerepe egyarant
vizsgalhato. Kevés in vivo adat van arrdl, hogy az ECM makromolekuldinak és
receptorainak eloszlasa hogyan mddosul a vestibularis 1€zi6 és kompenzacid soran, milyen
valtozasok kovetkeznek be a jelatviteli mechanizmusokban és a neurotranszmitterek

expressziojaban.



2. CELKITUZESEK

2.1. A vestibularis magok centralis kapcsolatai

Vizsgéltuk a nucleus vestibularis descendens (NVD) antero- és retrograd
kapcsolatait patkanyban, amely kordbbi, az intézetiinkben foly6, a t6bbi vestibularis mag
centralis kapcsolatainak feltérképezését szolgalo munkék folytatasa.

A nucleus vestibularis descendens antero- ¢és retrogrdd kapcsolatainak
megismerésén tal megkezdtiik a vestibularis magok centralis kapcsolatainak
ultrastruktaralis vizsgalatat is. E munka elso 1épéseként a nucleus vestibularis superior
(NVS) kapcsolatait tanulmanyoztuk a nucleus oculomotorius motoneuronjaival és a
nucleus ruber idegsejtjeivel.

A vestibularis magok dsszekdttetéseinek a megismerésével valaszt kaphatunk arra,
hogy a magok milyen kdzponti struktirakkal 1étesitenek kapcsolatot. Ezek ismeretében
tovabbi kisérletek tervezhetOk az egyedi vestibularis magok szerepének megismerésérol a
vestibularis 1€zio6t kovetd tiinetek kialakuldsdban és az azt kdveté kompenzécidoban. A
rendszer kapcsolatainak felderitése igy klinikai szempontbol is jelentds, hiszen a
vestibularis rendszer koros miikodése kapcsan kialakuld tiinetek, majd azok
kompenzalddasanak neuronalis hattere csak a normal szerkezet ¢s miikkodés ismeretében
lehetséges.

2.2. Az extracellularis matrix makromolekulainak és feltételezett receptorainak

megoszlasa az idegrendszerben

Az ECM makromolekuldk idegi regenerdcioban  betdltott  szerepének
megismeréséhez vizsgaltuk a hyaluronsav, laminin, tenascin C, fibronektin és a
phosphacan molekuldk normél eloszlasat a béka idegrendszerében. Ennek
kiegészitéseként tanulmanyoztuk az ECM egyik feltételezett receptoranak, a dystrophin-
glycoprotein komplex (DGC) egyes komponenseinek megoszlasit a béka
idegrendszerében. Az igy megismert eloszldsi mintdzatok referenciaként szolgalhatnak a
regeneracios kisérletekben.

2.3. A hyaluronsav és a laminin lehetséges szerepe a vestibularis regeneracioban

In vivo kisérletekben vizsgaltuk a hyaluronsav ¢és a laminin megoszlasdnak
valtozéasat a vestibularis ideg atvagasat kovetd regeneracid soran békakban. A valtozasok
iddbeli lefolyasa adatokat szolgaltathat az ECM permissziv és non-permissziv szerepérol

az idegi regeneracioban.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

A vestibularis magok kapcsolatainak feltérképezéséhez felnétt Wistar patkanyokat
hasznaltunk, altatasukhoz intraperitonealisan injektalt uretant alkalmaztunk. Az ECM
makromolekuldk ¢és a DGC alkotéelemeinek vizsgalatdhoz, valamint a nervus

crer

hasznaltunk. A békakat tricain-metan sulfonattal (MS-222) altattuk.

3.2. Palyakovetéses modszerek

A nucleus vestibularis descendens (NVD) kapcsolatainak feltérképezését
neurobiotin (NB) alkalmazasaval végeztiik. A neurobiotint az axonvégzddések ¢és a
dendritek is felveszik, igy egyidejileg lehetséges az antero- és a retrograd kapcsolatok
felderitése. A nucleus vestibularis superior (NVS) és a nucleus n. oculomotorii illetve a
nucleus ruber kapcsolatainak ultrastruktirélis vizsgalatidra a Gerfen és Sawchenko (1984)
altal elészor alkalmazott jeloléanyagot, a Phaseolus vulgaris — leukoagglutinint (PHA-L)
hasznaltuk. Ez a jeloléanyag patkanyban csak anterograd irdnyban transzportalodik.
Kisérleteinket felndtt Wistar patkanyokon végeztiik, altatast kovetden az allatok fejét
stereotaxids késziilékben rogzitettik. A fejtetd boérén metszést ejtettiink, a
koponyacsontokat szabadda tettiik és a koponyat fogaszati furd segitségével megnyitottuk.
A jeldldanyagot liveg mikroelektroda segitségével iontoforézissel a NVD-be illetve a
NVS-ba injektaltuk. A megnyitas és az injektalas helyét Paxinos és Watson (1998) altal
szerkesztett atlaszban megadott sztereotaxikus koordinatdk alapjan allapitottuk meg. Az
injektalas egyenarammal tortént, 20 percig szakaszosan (5 pA dramerdsséggel 7s
injektalas, 3s szilinet). A jeloléanyagok axonalis transzportidejétdl fiiggden az allatokat 7-
14 nap utan Ujra elaltattuk, és transcardialis perfuzidval fixdltunk. Az eltavolitott agy és
gerincveld blokkokbdl 60 um vastag metszeteket készitettiink fagyasztd6 mikrotémmal, az
elektronmikroszkopos feldolgozéas esetében pedig vibratommal. Neurobiotin esetében a

jelolést avidin-biotin complex (ABC) illetve Ni-DAB reakcioval tettiik lathatdva.

3.3. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

A PHA-L-al jelolt, 60 pm-es agytorzsi metszeteknek a mesencephalont tartalmazo részeit
hasznaltuk. A preembedding immunhisztokémiai folyamat soran a metszeteket normal
kecske-szérumban oldott biotinilalt anti-PHA-L-nel (1:2000) 4°C-on 2 napig inkubaltuk. A

jelolést ABC és DAB kromogeén reakcioval tettiik lathatova. Az ozmium tetroxidos kezelés



utdn a nucleus nervi oculomotorii-t €s a nucleus rubert tartalmazd metszeteket dgyaztuk be
miigyantaba (Durkupan ACM). A postembedding immunhisztokémiai folyamat soran — a
gyanta €s az ozmium eltdvolitdsa utan — a PHA-L-nel azonositott terminélisok feltételezett
gamma-amino-vajsav (GABA) kimutatdsa tortént (anti-GABA, 1:1000). Az 1%-0s bovine-
serum albuminnal torténd inkubalds utan a reakcid soran kialakult fehérje-antitest
komplexhez olyan szekunder antitestet kotottiink (immunogolddal konjugalt kecske-anti
nyul IgG, 1:20), amelyhez 20 nm-es aranyszemcse volt kapcsolva. A vizualizalashoz uranil

acetattal, majd 6lom-citrattal kontrasztoztuk metszeteineket.

3.4. Az extracellularis matrix (ECM) makromolekulainak illetve receptoranak, a

dystrophin-glycoprotein (DGC) Kkomplex alkotoelemeinek kimutatasa béka

idegrendszerében

Az ECM makromolekulak és a DGC komplex elemei eloszlasdnak vizsgalatahoz
kecskebékat (Rana esculenta) hasznaltunk, melyeket altatast kdvetden transcardialisan
perfundaltunk izotonids sooldattal. Az eltdvolitott gerincveldt és agyat a spinalis ¢és
cranialis idegek kezdeti szakaszaval egyiitt Sainte Marie fixalo oldatba (99% abszolut
alkohol, 1% 96%-o0s ecetsav) helyeztiik. A kivett készitményeket paraffinba agyaztuk,
majd 10 pm-es metszeteket készitettiink. Deparaffinalast kovetden a metszeteken az ECM
¢s a DGC egyes makromolekuldinak kimutatdsara alkalmas probat vagy
immunhisztokémiai reakcidkat végeztiik el. A hyaluronsav detektaldsdhoz egy specifikus
biotinilalt hyaluronsav-koté probat (bHABC, 1:10; 5 pg/ul) (Raija Tammi és Markku
Tammi jovoltabol a Kuopioi Egyetem Anatomiai Intézetébdl kaptuk) hasznaltunk mely az
aggrecan hyaluronsav-kotd egységhez kapcsolt biotin molekulabdl all, igy lehetdséget ad a
poliszacharid hyaluronsav kimutatdsdra. Negativ kontrollként olyan metszeteket
hasznaltunk, amelyeket vagy nem inkubaltunk bHABC-vel vagy pedig a bHABC-vel valé
inkubalas eldtt Streptomyces hyaluronidazzal eléemésztettiink. Pozitiv kontrollként béka
sternum porc szolgélt. A tobbi extracelluldris matrix molekula kimutatasat a kovetkezd
primer antitestekkel végeztiik: anti-human tenascin-C (1:4000), anti-csirke phosphacan
(1:40), anti-human fibronectin (1:400) és anti-egér laminin (1:200). A primer antitesttel
valo inkubalast kovetéen a metszeteket specifikus biotinilalt szekunder antitestekkel
inkubaltuk. A hyaluronsav proba (PHABC) és az immunreakcidk vizualizalasdhoz avidin-
biotin (ABC) complexet ¢s DAB-ot hasznéltunk. Negativ kontrollként a primer
antitestekkel nem kezelt metszeteket hasznaltuk. Laminin, tenascin C és fibronektin esetén
pozitiv kontrollként a béka vesébdl késziilt metszetek szolgaltak, mig a phosphacan pozitiv

kontrolljaként a patkdny és béka kisagybol késziilt metszeteket hasznaltuk.



A DGC makromolekulai koziil a dystrophin és a B-dystroglycan kimutatasara
primer antitestként egér-anti-dystrophint (Dys2, 1:25) és nyul-anti-B-dystroglycant (BDG,
1:200) majd szekunder antitestként biotinilalt kecske-anti-egér IgG-t (1:500) és biotinilalt
kecske-anti-nyal IgG-t (1:500) alkalmaztunk. Az immunreakciot extravidinnel és DAB
kromogén segitségével vizualizaltuk. Fluorescens és konfokalis pasztazd 1ézer
mikroszkopos vizsgéalatokhoz az anti-dystrophin kimutatdsahoz Cy3-kapcsolt anti-egér-
IgG, és az anti-BDG kimutatasdhoz FITC-konjugalt anti-nyul-IgG szekunder antitesteket

hasznaltunk.

3.5. A nervus vestibularis regeneraciojanak vizsgalata

A vestibularis ideg atvagasahoz a békék agytorzsét ventralis irdnybdl tartuk fel,
ugy, hogy a szajnyalkahdrtydn metszést ejtettiink majd a koponyat ventralis iranybol
megnyitottuk. A VIII. agyideget feltartuk majd az agytorzsbe torténd belépésétol kb. 1
mm-re distalisan, de a ganglion vestibulare-tol medialisan atvagtuk (postganglionaris
axotomia) és a vagott végeket repozicionaltuk. Az allatok a miitétet kovetden 3-84 napig
tuléltek, majd a megfeleld talélési id6t kdvetéen az ECM molekulak kimutatasanal leirtak
szerint az agytorzsbol horizontalis metszeteket készitettiink, melyeken a HA ¢s a laminin
kimutatasara alkalmas probat illetve immunhisztokémiai reakciot végeztiink. A
regeneral6dd axonokat neurobiotin jeldléssel mutattuk ki.

A nervus vestibularis regeneracioja soran bekovetkez6 HA eloszlasi mintazat
valtozas kvantitativ analiziséhez a fénymikroszkopos felvételeken Image J software
segitségével mértiik az optikai denzitast az operalt és az intakt oldali belépési zoénaban
(TZ) és a nucleus vestibularis medialis (NVM) illetve lateralis (NVL) teriiletén. A mért
adatokat statisztikai analizis ald vetettik. A mérési hibak kikiiszobolése érdekében
elozetesen két-tényezés ANOVA teszttel kimutattuk, hogy nincs szignifikéns kiilonbség az
egy allatbol szdrmazoé kiillonb6zo metszetek és a kiillonbozo allatokbol szarmazéd identikus
struktirdkat tartalmazo metszetek kozott. A HA reakcid intenzitdsat a kiillonbozd
postoperativ napokon két-mintas t-probaval hasonlitottuk 6ssze. Az intenzitas valtozasok
varhat6 iranyat a linearis regresszios egyenesek meredekségének tesztelésével, mig az ép
¢s az operalt oldalak kozotti lehetséges 0Osszefiiggéseket Fisher-féle exact teszttel
vizsgaltuk. Az egyes struktirdk HA reakci6 intenzitdsdnak 6sszehasonlitasdhoz, illetve a
valtozasok varhatd iranyanak teszteléséhez a reakcid intenzitas-értékeinek normalizaldsara
volt sziikség. Az adatok normdl eloszlasat két kritérium szerint teszteltiik: (1)
0,9<median/mean<l1,1 és (2) 3 - standard deviacié < mean. A valtozasok egyenldségét

(equality of variances) F-teszt segitségével ellendriztiik.



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A nucleus vestibularis descendens (NVD) kapcsolatainak vizsgalata patkanyban

A NVD-be torténd neurobiotin injekciot kovetéen a jeldldanyag kb. 200 pm
tavolsagra diffundalt a NVD rostralis részén. Az el6hivott neurobiotin fekete szinben valt
lathatova egy kor alaku teriileten és az axonok, végzddéseik valamint a sejtek is fekete
szinben jelentek meg.

4.1.1. Anterograd projekcio

A legrostralisabb axonokat és végzddéseket a diencephalon teriiletén talaltuk
elsésorban az azonos oldalon, a végzddési teriiletek a thalamus nucleus ventralis
posteromedialisdban és a zona incerta teriiletén voltak. Ez a lelet 6sszhangban van azoknak
a korabbi vizsgalatoknak az eredményeivel, miszerint a nucleus posteroventralis thalami a
vestibularis rostok elsddleges végzddési helye, és ez a teriilet a zona incerta mellett a
somaticus ¢€s a vestibularis bemenetek fontos integrativ kdzpontjanak is tekinthetd, amely
fontos szerepet jatszik a testhelyzet fenntartdsaban. A mesencephalon teriiletén a NVD
rostjai a fasciculus longitudinalis medialisban haladva a verticalis szemmozgasok
koordinalasaért felelds nucleus Darkschewitch-et és contralateralis dominancidval a
nucleus interstitialis Cajal-t érték el. Az oculomotorius és trochlearis magban mindkét
oldalon megtalalhatdak voltak a NVD eredetli terminalisok. A NVD-bdl eredd végzddések
szama a szemmozgatd agyidegi magokban kevesebb volt, mint a nucleus vestibularis
superior (NVS) és medialis (NVM) esetében, mely aldtdmasztja azokat a fiziologiai
megfigyeléseket, amelyek szerint a vertikalis szemmozgésok szabalyozasaban elsdsorban a
NVS-nak és a NVM-nak van fontos szerepe, mig ebben a vonatkozasban a NVD szerepe
kisebb. A NVD masik f6 mesencephalikus végzddési teriilete a mozgaté rendszerhez
tartozd egyik fontos atkapcsold allomas, a nucleus ruber volt, mely kapcsolatrél az
irodalomban eddig utalast nem talaltunk. Uj eredményként értékelhetjiik, hogy az
injekcioval ellentétes oldalon gazdag terminalis teriiletet taldltunk a nucleus ruber
parvocellularis és magnocellularis részében. A nucleus ruber corticalis és cerebellaris
rostokat fogad, innen indul a rubrospinalis, rubrobulbaris €s a rubroolivaris palya is. A
parvocellularis rész elsdsorban a kisagybol kap bemenetet, és az itt kialakulé neuronalis
kornek a legfébb kimenete a rubrothalamicus palya, amely végiil a motoros, premotoros €s
parietalis kéregben végzddik. A kérgi teriiletek reciprok kapcsolatban vannak a nucleus
ruberrel. A rubrospinalis palya a nucleus ruber magnocellularis részébdl ered.
Eredményeink azt jelenthetik, hogy a vestibularis rendszer nemcsak indirekt modon,

hanem kozvetleniil is befolydsolja a nucleus ruber miikodését. A hid magassagiban az



ipsilateralis rostok legnagyobb mennyiségben a nucleus vestibularis lateralis (NVL), a
NVM ¢és a NVS teriiletére voltak kovethetok, ezeket a kapcsolatokat intrinsic
Osszekottetéseknek nevezik. A rostok masik csoportja a nucleus tractus spinalis nervi
trigeminiben (nspV) végzdodott. A medialis iranyba haladé rostok egy része a nervus
facialis térdétdl rostralisan haladva érte el az azonos oldali abducens magot. A formatio
reticularis paragigantocellularis és intermedier részén is talaltunk végzddéseket. Az
injekcid teriiletérdl nagyszaml un. commissuralis rost volt kdvetheté az ellenoldali NVS,
NVM, NVL ¢és NVD teriiletére. Vizsgalataink alapjan gy tlinik, hogy patkany vestibularis
magjai kozotti commissuralis kapcsolatok kialakitasaban a NVM mellett a NVD vesz részt
a legerdteljesebben. A kétoldali vestibularis magok kozotti kapcsolatnak fontos szerepe
van a vestibularis 1¢ziot kovetd kompenzaci6 soran. Az ellenoldali abducens mag €és nspV
kevesebb végzddést tartalmazott, mint az ipsilateralis identikus magok. Az abducens
maggal vald kapcsolat azt jelentheti, hogy a NVD is szerepet jatszhat a horizontalis
szemmozgasok szabalyozasdban. Az ellenoldali formatio reticularisban talalt végzodési
teriilet hasonld volt az azonos oldalihoz. A NVD caudalis irdnyban halado rostjai a
fasciculus longitudinalis medialisban voltak. Az ebbdl levalld rostok a nyultvelében a
nucleus gracilis és cuneatus, a nspV, a nucleus tractus solitarii, a nucleus prepositus
hypoglossi, formatio reticularis ventralis és dorsalis részében és a NVM illetve NVD
caudalis részeiben végzdédtek. A formatio reticularissal vald kapcsolat megerdsiti azt a
feltételezést, hogy a vestibularis rendszer e kapcsolaton keresztiil képes befolyédsolni a
vegetativ idegrendszer miikodését, és hatdssal van a motoros szabalyozasra is. A nucleus
prepositus hypoglossibol eredd rostok egy része a cerebellumban végzdodik és e mag
rostokat fogad a gerincveldi nucleus cervicalis centralisbol, ily mdédon a gerincveldi
proprioceptiv és a vestibularis bemenetek integralasdban és az informacié kisagy felé
torténd tovabbitasaban jatszik fontos szerepet. A vestibularis rendszer agytorzsi érzé
magokkal valé kapcsolata mar kordbban is ismert volt, és ezekben a magokban a
vestibularis input erdsen befolyasolja a nyaki izomzatbol érkezé sensoros informécid
feldolgozasat. Az oliva inferior elenyészd szdmban tartalmazott rostokat és végzddéseket.
A leszallo rostokat a gerincvelé thoracalis szakaszdig tudtuk kovetni, ahol a rostokat a
fehérallomanyban minden kotegben megtalaltuk, legnagyobb szamban az ipsilateralis
funiculus anteriorban ¢és a funiculus lateralis eliilsé részében. A rostok legnagyobb
szamban a cervicalis szegmentumokban végzddtek, kevesebbet taldltunk a thoracalis
szakaszon. A végzddések legnagyobb részét az azonos oldali sziirkeadllomany V, VII, VIII,
¢s IX. Rexed lamindban taldltuk. A nyaki szakaszon elhelyezkedd nucleus cervicalis

centralis a legtobb végzddést ipsilateralisan fogadta. A fasciculus longitudinalis medialis



leszallo rostjai a nyaki gerincveld teriiletén a tarké és nyakizmok beidegzését latjak el,
ezaltal a testmozgasok sordn a fej megfelelé kompenzal6 elmozdulasat okozzak. Az axialis
izomzat motoneuronjai a gerincveld eliilsé szarv medialis részén helyezkednek el, és ezek

kozvetlen vestibularis hatas alatt allnak.

4.1.2. Retrograd projekcio

A neurobiotin olyan jeloléanyag, amely alkalmas a retrograd jelolodott sejtek
feltérképezésére 1is. Ezen neuronok pontos helyzetét Neurolucida segitségével
rekonstruéltuk. Nem talaltunk sejteket a diencephalonban és a mesencephalonban sem. A
rhombencephalon rostralis részében mindkét oldali vestibularis magokban, a formatio
reticularis parvocellularis, gigantocellularis €s intermedier részében, a nucleus prepositus
hypoglossiban ¢és a nucleus tractus spinalis nervi trigeminiben talaltunk retrograd jel616dott
sejteket. A rhombencephalon caudalis részében retrograd jel6lodott sejtek voltak
lathatdak a hatsokotegi magokban, a nucleus gracilisben és cuneatusban, nucleus spinalis
nervi trigeminiben, a nucleus tractus solitariiben, a nucleus prepositus hypoglossiban és a
formatio reticularis intermedier, parvocellularis ¢és gigantocellularis részében. Nem
talaltunk retrograd jelolddott sejtet a gerincveld szintjében. Eredményeink szerint a
retrograd jel616dott sejtek mindig csak olyan helyen voltak, ahovéa a nucleus vestibularis
descendens is kiildott rostokat.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a vestibularis magrendszer projekciéjanak
ismerete hozzasegithet ahhoz, hogy a gyakran eléforduld vestibularis zavarok és az ezt
kovetd kompenzacié mechanizmusanak neuronalis hatterét megérthessiik. A masodlagos
vestibularis neuronok olyan teriiletekre is projicialtak, ahova proprioceptiv impulzusok is
érkeznek, ezért ugy gondoljuk, hogy a kétféle sensoros modalitds konvergencija fontos

lehet a test egyensulyi helyzetének megtartasaban.

4.2. A NVS kapcsolata a nucleus oculomotorius-szal illetve a nucleus ruber-rel

A NVS-ba tortént PHA-L injekciot kdvetden a jeldlt rostok és terminalisok az
idegrendszer kiilonb6zd teriiletein  figyelhettdk meg, tobbek kozott a nucleus
oculomotoriusban €s a nucleus ruber magnocellularis részein. A PHA-L-al jeldlt boutonok
elsésorban a sejttestekkel és a proximalis dendritekkel voltak szoros kapcsolatban mindkeét
mag esetében. Ultrastruktaralis szinten jol lathatd volt, hogy a PHA-L jel6lt boutonok
mind a két magban szinte kizardlag preszinaptikusan helyezkedtek el és szimmetrikus
szinapszisokat alakitottak ki. Az oculomotorius magban 166 PHA-L-al jel6lt bouton koziil
133 axodendritikus, 29 axosomatikus, 4 pedig axoaxonikus kapcsolatot alkotott. A nucleus

ruberben ezen kapcsolatok szama 47, 16 és 2 volt. A GABA immunhisztokémiai reakcio

10



alkalmazasaval a NVS-bdl ered6 PHA-L-al jel6lt terminalisok tobbsége GABA pozitiv
volt mind a nucleus oculomotorius-ban, mind a nucleus ruberben, mig a posztszinaptikus
képletek GABA negativak voltak. Ez a leletiink aladtdmasztja a korabbi fizioldgiai
vizsgélatok eredményeit, melyekben e kapcsolatok gatlo jellegét irtdk le. Ez alapjan
elmondhatjuk, hogy a vertikalis félkoros ivjaratokkal asszocialt gatld vestibularis neuronok
a NVS-ban taldlhatéak. A NVS-bol ered6 axonok szimmetrikus gatld, GABAerg
kapcsolatot alakitottak ki a nucleus ruber magnocellularis részén talalhato sejttestekkel és
proximalis dendritekkel. A nucleus rubernek fontos szerepe van a motoros aktivitas
koordinacidjaban. Eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy a NVS kozvetleniil
modosithatja a cortico-rubralis €s cerebello-rubralis utvonalak aktivitasat a nucleus ruber

neuronjainak gatlasaval.

4.3. Az extracellularis matrix (ECM) molekuldk normal eloszlasa a béka

idegrendszerében

Jelen munkankban az ECM makromolekuldi koziil eldszor mutattuk ki a
hyaluronsav és a phosphacan jelenlétét a felndtt békak idegrendszerében, illetve a tenascin,
a fibronektin és a laminin idegrendszeri eloszlasardl részletes térképet készitettiink.

Ep allatokban a hyaluronsav (HA) proba negativ volt a gerincvel6i idegek és az
agyidegek gyokerében, mig ezek belépési vagy transitionalis zondjaban (TZ) erdsen
pozitiv volt. A rostoknak kdzponti idegrendszerbe torténd belépése utan a reakcid erdssége
csokkent, ahol a fehérallomany pozitiv HA reakciét mutatott az egész neuraxisban
kiiléndsen a tractus spinalis n. trigemini, a tractus vestibulocochlearis és a gerincvel6bol
felszallo palydk mentén. A sziirkedlloményban a HA pozitivitas granularis forméban jelent
meg, és erds reakciot figyeltiink meg egyes idegsejtek, elsdésorban a somatomotoros
agyidegi magok neuronjainak perikaryonja és nagyobb dendritjeik kezdeti szakaszai koriili
perineuronal net-ben (PN). HA pozitiv PN-t talaltunk a sensoros agyidegi magokban
valamint a gerincveldi motoneuronok koriil. A HA idegrendszeri eloszlasa hasonlo az
eddig vizsgalt fajokhoz, ezért feltételezhetden szerepe is hasonld lehet a béka
idegrendszerben. A periférias idegekben permissziv szerepét, mig a latdéidegrendszerben
gatlo szerepét mutattak ki a regenerdcio soran patkanyokban. A TZ teriiletén a HA-nak
feltehetdleg barrier funkcidja van. Emellett a HA hasonléan mas fajokhoz, békaban is részt
vesz a PN alkotdsaban. Irodalmi adatok szerint a PN-ben a HA a sejtekhez receptorain, a
CD44-en és a RHAMM-on keresztiil kapcsolodik.

A laminin immunreakcié (IR) nagyon erds volt a periférids idegek gyokerében és

belépési zondjaban, ahol a TZ-ra jellemzd szerkezetnek megfeleléen a laminin pozitiv
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teriilet kisebb kotegekben benyult a kozponti idegrendszer teriiletére. A kozponti
idegrendszerben az agyburkok és az erek lamina basalisa kivételével laminint nem tudtunk
kimutatni. A laminin eloszlasat a tobbi fajban is hasonlonak taldltdk mint ahogyan a mi
eredményeink mutatjak, azonban fejlédé ebihalakban megtaldlhaté a kozponti
idegrendszer egyéb struktiraiban is. A lamininnak fontos szerepet tulajdonitanak az
idegsejt migracidbban ¢és az axon-novekedésben, ¢és serkenti a sériilt idegsejtek
regeneracigjat is.

A tenascin-C immunreakcio eloszlasa hasonld képet mutatott a HA reakcidhoz. A
periférids idegekben gyenge tenascin-C immunreaktivitas (IR) volt megfigyelhetd, mig a
TZ-ban az intenzitas erdssége jelentdsen megemelkedett, ¢s az immunreakci6 intenzitdsa a
fehérallomanyban a rostok koriil sem csokkent. Az agytorzsi sziirkedllomany neuropilje
gyengén festddott, a vestibularis magkomplexben a neuronok koriil a PN erdsen pozitiv
volt. Emlésokben a tenascin-C nagy mennyiségben mutathaté ki a TZ-ban, és ezt a
molekulat is felel0ssé teszik felndtt korban az axonregeneracio sikertelenségéért. A
tenascin-C-nek fontos szerepe van a PN-ben talalhaté chondroitin-szulfat proteoglycanok
Osszekapcsolasaban. Ismert az is, hogy a tenascinok jelenléte a PN-ben megakadalyozza 0j
szinaptikus kapcsolatok kialakulasat feln6tt korban. Mas adatok szerint azonban a tenascin
eldsegiti az idegi regeneraciot a kozponti idegrendszerben, ugyanis olyan helyeken
expresszalodik ahol nagy az idegi plaszticitds, fokozza a sejt-migracidt, idegi 1éziot
kovetden reexpresszalodhat a felndtt idegrendszerben.

A phosphacan immunreakcio enyhén pozitiv volt a periférids idegek gyokerében,
azonban joval erdsebbnek mutatkozott a TZ-ban. Az agytorzsi fehérallomanyban a tractus
vestibularis terliletén a rostokat erds phosphacan pozitiv allomany vette koril. A
vestibularis magok idegsejtjei koriil egy erdsebb phosphacan IR pozitiv PN volt lathatd. A
gerincveloben a phosphacant elsésorban a fehérallomanyban és a motoneuronok koriili
PN-ben tudtuk kimutatni. A TZ-ban eddig a chondroitin-szulfat proteoglycanok koziil csak
a hyalektinek (versican, neurocan, brevican) jelenlétét irtdk le. Az idegrendszer
mivel chondroitin-szulfat oldallancaik gatoljak, core proteinjeik pedig serkentik az
idegnytlvanyok névekedését.

A fibronektin immunreakcié erds volt a periférias idegrendszerben az axonok
koriili teriileten és a belépési zonaban. Az IR intenzitdsa a fehéradllomanyban inhomogén
volt, legerésebbnek a commissuralis rostok teriiletén bizonyult. A sziirkeadllomany
neuropiljében gyengébb, mig a PN-ben erdsebb volt a fibronektin IR pozitivitasa, kivéve a

gerincveldt, ahol a PN alig volt felismerhetd. Egyes idegsejtek cytoplasmajaban
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kimutathaté volt a fibronektin. Ismert, hogy a fibronektin fontos szerepet jatszik a
vestibularis Schwann sejtek osztodasanak elinditasaban, ezzel magyardzhatd erds
expresszidja a nervus vestibulocochlearisban. A fibronektin fehérallomanyon beliili
egyenldtlen eloszlasdnak nem tudjuk a magyardzatat, de elképzelhetd, hogy a
commissuralis rostok teriiletén mas a gliasejtek megoszlasa. Az idegrendszer fejlodése
soran az astrocytak serkentik az axon ndvekedést, amit az altaluk termelt fibronektin
hatdsdnak tulajdonitanak, azonban ezt a képességiiket késébb elveszitik. Mdas irodalmi
adatok szerint a kozponti idegrendszer neuronjainak ndvekedése gatolt fibronektin
jelenlétében, és talan ezzel magyarazhat6 jelenléte a PN-ben. A fibronektin kettds hatasa
receptorainak eltérd eloszlasaval magyarazhatd. Az idegsejtek cytoplasmajaban a

fibronektin jelenléte arra utal, hogy e molekulat a neuronok is termelik.

4.4. A dystrophin-glycoprotein komplex elemeinek eloszlasa a béka idegrendszerében

A dystrophin (Dys2) IR a periférids idegekben negativ volt, azonban a TZ-ban a
reakcid erdsebbnek bizonyult. Az agytorzsi fehéradlloméany negativ volt, kivétel az agytorzs
lateralis része, ahol a vestibulocerebellaris és spinocerebellaris palydk is haladnak, ¢és a
pozitivitas egészen a kisagyi szemcsesejtek teriiletéig volt kovethetd. A NVL-ban a
perikaryonok pozitivak voltak, mig a NVM-ban kevésbé volt erds a reakcio. A gerincveldi
hatsd6 koteg erds dys2 pozitivitdst mutatott az axonok koriili teriileten, mig a
szlirkeadllomany negativ volt. Kordbbi irodalmi adatok alapjan feltételezhetd, hogy békaban
is a glidhoz asszocialt a dystrophin.

A periférias idegekben a beta-dystroglycan immunreakci6é intenzitasa erdsebb
volt, Osszehasonlitva a kozponti idegrendszer fehérallomanyaval. A NVM és NVL
tertiletén az idegsejtek perikaryonja erdsen pozitiv volt, egyes sejtek cytoplasmdja és
proximalis dendritje is pozitiv reakciot mutatott.

Kettés immunhisztokémiai jeloléssel azt talaltuk, hogy a kisagy terliletén a
Purkinje sejtek cytoplasmdja BDG pozitiv, mig a vestibulocerebellaris rostok, amelyek a
szemcsesejteken végzOdnek, Dys2 pozitivak voltak. A NVM teriiletén a nagyobb
idegsejtek perikaryonjaiban pozitiv reakciot talaltunk mind BDG-ra, mind dystrophin-ra,
azonban egyes sejtek cytoplasméja csak BDG pozitivitdst mutatott. Az idegsejtek kozotti
neuropil Dys2 pozitiv volt. A nervus vestibulocochlearis periférias részében az axonok
koriil csak BDG pozitiv reakcidt figyelhettiink meg, mig a belépési zonaban illetve a
kozponti idegrendszerben talalhato vestibularis rostok kortil kettds jeldlés volt lathato. Az

erek és kapillarisok membrana basalisa pozitiv reakciot mutatott. Korabbi irodalmi adatok
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alapjan, mas fajokban is a kozponti idegrendszer egyes teriiletein a p-dystroglycan
kolokalizal a dystrophinnal.

Irodalmi adatok szerint a DGC molekulai koziil a dystrophin és a B-dystroglycan is
megtaldlhat6 szinapszisokhoz asszocialtan. E molekulédk hatdsat a pre- és postszinaptikus
neuronokra a szinaptikus résbe {iriil6 neurotranszmitterek hatdsara aktivalodd matrix-
metalloproteindzok (MMP) képesek moddositani. Az MMP-k aktivalédasa laminin hatasara
is torténhet, amely azt is jelentheti, hogy a laminin ezen az ton keresztiil is eldsegitheti a
regeneraciot és a szinaptogenezist. Valosziniileg ezen a molekularis kapcsolaton keresztiil

befolyasolhatja a laminin és a DGC is a GABAerg szinapszisok miikodését.

erer

A vestibularis deafferentaciot kdvetéen az allatok a vestibularis 1éziora jellemzd
tiineteket mutattak, majd miitétet kovetd 6. héttdl a 1ézidra jellemzd tiinetek fokozatosan
megsziintek.

4.5.1. A regeneralodo rostok neurobiotin jelolése

A korabbi axotomiatol distalisan atvagott VIII. agyideg proximalis végére helyezett
Neurobiotin  megfeleld  transzport 1d6 utdn  kimutathatd6  volt a  nervus
vestibulocochlearisban és az agytorzsben is. Az agytorzsbe torténd belépéskor a rostok egy
felszallo és egy leszallo koteget alkottak, a regeneralddott tractus vestibularis a normal
allatokhoz képest lateralisan helyezkedett el. A legtobb rost a NVD-ban és az NVL-ban
volt, mig az NVM-t és az NVS-t kevesebb rost érte el. A rostok megoszlasa és
morfolégidja a vestibularis magkomplexen beliil hasonlé volt a kordbbi irodalmi
adatokhoz.

4.5.2. A hyaluronsav eloszlasi mintazatanak valtozasa post-ganglionaris vestibularis
axotomiat kovetoen

Az axotomiat kovetd harmadik naptél megemelkedett a HA reakcid intenzitdsa a
VIII. agyideg periférias részében, az atvagasatol distalisan, az intenzitds maximuma a 42.
postoperativ napon volt megfigyelhetd.

A vestibularis axotémidt kovetd regeneracié soran belépési zonakban az 5.
postoperativ napon a HA préoba intenzitdsa mindkét oldalon meghaladta a kontroll (nem
operalt) allatokban mért HA intenzitast. A legmagasabb denzitast az ép és a kezelt oldalon
is a 14. post-operativ napon észleltiik. A 14-21. napok kozotti intervallumban az operalt
oldalon a reakci6 intenzitasa csokkent, majd a 21-81. nap kozott az operalt oldalon nem
volt szignifikdns valtozds. Az ép oldalon is hasonld irdnyban alakult a HA proba
intenzitasanak valtozasa, kisebb ingadozédssal. A TZ teriiletén 1évd barrier csak a

postembrionalis életkorban alakul ki, ezt kdvetéen megakadalyozza a periféria fel6l az
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axonok benovését a kozponti idegrendszerbe. A TZ-ban a glia sejtek altal termelt ECM
molekuldkat, elsdsorban a chondroitin-szulfat-proteoglycanokat (CS-PG) teszik feleldssé
az axon bendvés gatlasaért. E CS-PG-ok egyik fontos ligandja a HA. A HA proba
intenzitasanak valtozasat a TZ-ban jelenleg nem tudjuk magyarazni, de a valtozas idébeli
lefolyésa azt sugallja, hogy a HA-nak permissziv szerepe van az axonregeneracio soran a
TZ-ban. A HA hasonldan az embrionalis szovetekhez, ahol permissziv hatdsu, feltehetdleg
itt sem képez aggregatumot.

A nucleus vestibularis medialisban (NVM) taldlhato idegsejtek koriili
perineuronalis net a 3. postoperativ napon a kornyezd neuropiltél alig volt
megkiilonboztethetd, mely valtozas kifejezettebb volt az operadlt oldalon. A 3-5.
postoperativ nap kozott nétt a HA proba intenzitdsa az optikai denzitds mérései alapjan,
azonban ez a valtozas mikroszkopos vizsgalataink soran nem volt szembet(ind. Az 5-7. nap
kozott a reakcid intenzitdsa operalt oldali tlstllyal csokkent. A 7-21. nap kozott az HA
reakcio intenzitdsaban nem volt szignifikans valtozéas, majd az ép oldalon egy gyors ¢és
intenziv ndvekedés volt lathaté a HA reakcio erdsségében egészen a miitétet kovetd 42.
napig. Az operalt oldalon a 28. napon a PN mikroszkopos vizsgalattal még nem volt
megkiilonboztethetd a neuropiltdl és csak ezt kovetéen emelkedett meg HA proba
intenzitdsa. Linedris regresszid vizsgalataval a 7. naptdl a 42. napig a reakcid intenzitdsa
fokozatosan nd az operalt oldali NVM-ben. A 42-84. napok kozott mar csak kisebb
mértékll intenzitds-novekedés volt megfigyelhetd, optikai denzitds méréssel ebben az
intervallumban nem talaltunk szignifikdns valtozast a HA reakci6 intenzitasaban.

Hasonlo valtozas volt megfigyelheté a HA proba intenzitidsaban a nucleus
vestibularis lateralisban (NVL) is, ahol a 3. postoperativ napra a HA proba intenzitasa
annyira lecsokkent, hogy a PN megkiilonboztethetetlen volt a neuropiltdl, melyet az
optikai denzitdas mérés is megerdsitett. Az 5. postoperativ napra a reakcio intenzitasa
megemelkedett, ez a valtozas azonban mikroszkdopos vizsgalattal nem volt szembet{ing.
Optikai denzitds méréssel az NVL-ban az 5-7. nap kozott jelentds csokkenést figyelhettiink
meg, majd 7. és a 14. nap kozott az operalt oldal intenzitasdban nem volt szignifikdns
valtozas. A 14. és a 28. postoperativ nap kdzott gyors €s intenziv novekedés volt lathato a
HA proba intenzitasaban. Mikroszkdpos vizsgalattal az operalt oldalon a PN a 28. napig
alig volt megkiilonboztethetd a neuropiltél, majd mind a két oldalon megjelent a
perineuronal net kb. a 42. postoperativ napra. Optikai denzitds méréssel a 28-84. nap
kozott nem volt szignifikans valtozas, és mikroszkopos vizsgalattal sem talaltunk

intenzitasbeli valtozast a 42. nap utén.
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A Fisher-féle exact teszt segitségével kimutattuk, hogy az operalt és az ép oldalak
kozott nem fliggetlen a HA préoba intenzitasanak valtozasa. A NVD és az NVS teriiletén is
megfigyelhetd volt a PN dezintegracidja majd reintegracidja a masik két maggal nagyjabol
azonos iddébeli lefolyassal, azonban e két mag kisebb jelentdséggel bir a regeneracio soran,
ezért ezekben nem végeztiink optikai denzitds mérést.

Az idegrendszer fejlddése soran, a szinaptikus kapcsolatok kialakuldsat kovetden a
PN barrier funkciot lat el. A vestibularis 1€ziot kdvetdéen a PN dezintegraciodja arra utalhat,
hogy a szinaptikus kapcsolatok megsziinnek és a stabilitdst biztositdé makromolekulak
halézata szétesik. A PN barrier funkcidjanak megsziinése sziikséges az 0j szinaptikus
kapcsolatok kialakuldsahoz. A PN szerkezete a regeneracio végso fazisdban helyreall, ami
azt jelentheti, hogy stabilizdlodnak a kialakult 0j szinaptikus kapcsolatok. A PN
szerkezetének kialakitdsdhoz tobb makromolekula igy a versican, brevican, Cat-301,
phosphacan, tenascin-C és —R is hozzdjarul, és a PN e molekuldk altal Iétrehozott
szerkezetét illetve funkcidjat a proteoglycanok glikozilacidja tovabb mddosithatja. A PN
szerkezetének megvaltozdsahoz hozzajarulhat az is, hogy a matrix-metalloproteinazok
(MMP) is degradalhatjdk az ECM-et. A TZ-ban és a PN-ben megfigyelhetd kétoldali
valtozas feltételezett okai kozé a kovetkezOk sorolhatok: szisztémas hatas, amit axotomia
teriiletén kialakuld regeneracids blasztémaban megjelend sejtek altal termelt kiillonb6zo
anyagok hoznak létre, commissuralis kapcsolatok hatdasara megemelkedett CD44
expresszio, illetve a GABAerg neurotranszmisszié HA-hyaluronektin altali szabalyozasa.
A PN-ben ¢és a TZ-ban megfigyelhetd valtozasok a kiilonb6zé hosszisagun HA molekulat
szintetizal6 hyaluronsav-szintaz (HAS) izoformak eltérd expresszidjaval is magyarazhatok.
4.5.3. A laminin eloszlasi mintazatanak valtozasa post-ganglionaris vestibularis
axotomiat kovetden

Vestibularis axotomiat kovetden a laminin eloszlasaban a legmarkansabb valtozast
az 5. postoperativ napon észleltiik, amikor a laminin reakcid intenzitdsa mind a periférids
idegekben, mind azok belépési zoéndjaban megemelkedett mind a két oldalon. Emellett
mind az ép, mind az operalt oldalon intenziv laminin reakcidt mutattunk ki az agytorzs
lateralis részén, a tractus vestibulocerebellaris és a tractus vestibulospinalis normal
lefutasatol lateralisan. Pozitiv laminin immunreakciot lattunk mindkét oldalon a
vestibularis magok neuropiljében, a NVM kivételével. Ezt kdvetden a laminin reakcid
intenzitasa csokkend tendenciat mutatott. A 14. napra a laminin IR eloszlasa a nervus
vestibulocochlearis periférids részében, annak belépési zoOnajaban ¢és a kozponti

idegrendszerben is a nem operalt allatokra jellemz6 képet mutatott.
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A laminin eloszlasanak véltozasa a nervus vestibulocochlearisban és annak TZ-
jadban a molekula permissziv hatardsa utal a periférias idegrendszer regeneracioja soran. A
kozponti idegrendszer fehérallomanydnak azon részén, ahol megemelkedett a laminin
expresszidja, korabbi irodalmi adatok és a sajat jeloléses vizsgalataink alapjén is a
regeneralodott tractus vestibularis rostjai haladnak. A laminin szerepe a kozponti
idegrendszer regeneracidja sordn még nem teljesen ismert. A laminin aktivalhatja a
tPA/plasminogén rendszert, mely 0j szinaptikus kapcsolatok kialakulasahoz vezethet, és
fontos szerepe lehet a LTP-k kialakuldsaban. A kétoldali expresszidvaltozasért a laminin
esetében is a commissuralis kapcsolatok tehetdk feleldssé.

Osszefoglalva elmondhato, hogy az alacsonyabb rendii gerincesekben a kdzponti
idegrendszeri regeneraci6 valosziniileg azért lehetséges, mert a gatlo molekuldk a
regeneracié idejére enzimatikus folyamatok révén eliminaldédnak, mely folyamat az
emldsokben limitalt. A gatld faktorok lebontasa az emldsokben kevésbé hatékonyan és
sokkal lassabban torténik. A regeneracié elmaraddsanak masik oka az lehet, hogy a
myelinbdl keletkezd térmelék is sokkal tovabb van jelen emlésdkben. Valoszintileg egyik
ECM makromolekulardl sem mondhato el, hogy minden esetben serkentd vagy gatld hatést
fejt ki az axonnovekedésre, hanem hatasuk fiigg a mikrokornyezettdl illetve attol, hogy
azon a sejten, amelyre hatnak milyen receptorok ¢és extracelluldris matrix ligandok
talalhatbak meg. E molekuldk regeneracioban betoltott szerepét elsésorban in vitro
vizsgélatokbol ismerjliik, azonban az egyes molekuldk kolcsonhatdsa teljesen
megvaltoztathatja szerepiiket, ezért az in vivo modellek alkalmasabbnak latszanak a

regeneracios vizsgalatokra.
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5. OSSZEFOGLALAS

Jelen munka elsd részében a vestibularis rendszer kapcsolatait vizsgaltuk fény- és

elektronmikroszkdpos neurondlis jeldlési modszerekkel patkanyban. Neurobiotin jelolés
segitségével feltérképeztiikk a nucleus vestibularis descendens (NVD) antero- és retrograd
kapcsolatait a kdzponti idegrendszer struktaraival, megerdsitve €s kiegészitve a korabbi
adatokat. FEls6ként mutattuk ki a NVD kapcsolatdit a nucleus ruberrel. A
rhombencephalonban leirtuk a NVD kapcsolatait az azonos- ¢és az ellenoldali vestibularis
magokkal, az érzé agytdrzsi magokkal és a formatio reticularissal. A gerincveld
mindhdrom funiculusaban kimutattuk a leszallé rostokat. Leirtuk a mag kordbban nem
ismert retrogrdd kapcsolatdt a rhombencephalon képleteivel. Phaseolus vulgaris
leucoagglutinin (PHA-L) jelolés segitségével vizsgaltuk a nucleus vestibularis superior
(NVS) szinaptikus kapcsolatait a nucleus n. oculomotorii-val és nucleus ruberrel. Az
oculomotorius magban talalt NVS eredeti, GABA pozitiv terminalisok jelenléte
alatdmasztja a korabbi fizioldgiai vizsgalatokban kimutatott gatld kapcsolatok jelenlétét. A
nucleus ruber neuronjaival létesitett hasonlo kapcsolat azt jelenti, hogy a NVS a nucleus
ruber neuronjainak gatlasaval képes modositani a cortico-rubralis €s cerebello-rubralis

utvonalak aktivitasat.

A munka mésodik részében az extracellularis matrix (ECM) makromolekulainak és
egyik receptoranak megoszlasat tanulmanyoztuk béka idegrendszerében és vizsgaltuk
szerepiiket a vestibularis regeneracioban. Specifikus proba segitségével a hyaluronsavat
(HA), immunhisztokémiai modszerrel a phosphacant, valamint az ECM receptoraként
ismert dystrophin-glycoprotein komplex alkotoéi koziil a dystrophint és a B-dystroglycant
elsdként mutattuk ki a béka idegrendszerében és leirtuk a tenascin, a fibronektin és a
laminin eloszlasat. A nervus vestibularis atvagéasat koveto regeneracié soran a HA mintazat
qualitativ és quantitativ valtozasait ismertettiik. Eredményeink szerint a periférids
idegrendszerben a HA permissziv hatdsu a regeneraciora, amit a HA reakcid intenzitasanak
novekedése jelez a regeneralodo idegben, valamint a periférias és a kozponti idegrendszer
atmeneténél 1évo tranzicionalis zonaban (TZ). Ezzel szemben a kdzponti idegrendszerben a
HA non-permissziv hatasa valdszinii, amire a vestibularis magokban, az idegsejtek koriili
un. perineuronal net (PN) teriiletén a HA reakcid intenzitasanak csokkenése utal a
regeneracio kezdetén, a benovo rostok kapcsolatainak kialakulasat eldsegitendd. A laminin
immunreakcié intenzitasanak novekedése a vestibularis regeneracid soran a periférias
idegrendszerben illetve a TZ-ban, és megjelenése a kdzponti idegrendszerben a korabbi

vizsgalatokban kimutatott permissziv szerepét igazolja az idegi regeneracidban.
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6. SUMMARY

In the first part of our work we investigated the connections of the vestibular
system in the rat at light and electron microscopic levels with different tracing methods.
Using neurobiotin, we mapped the antero- and retrograde connections of the descending
vestibular nucleus (DVN) in the central nervous system (CNS), confirming and
supplementing previous results. We have for the first time demonstrated a connection
between the DVN and the red nucleus. At the level of the rhombencephalon we described
the connections of the DVN with the ipsi- and contralateral vestibular nuclei, the sensory
nuclei of the brainstem and the reticular formation. The descending axons of the DVN
could be found in every funiculus of the spinal cord. We also demonstrated the previously
unknown retrograde connections of the DVN with the rhombencephalic areas. Using the
tracer, Phaseolus wvulgaris leucoagglutinin (PHA-L), we investigated the synaptic
connections of the superior vestibular nucleus (SVN) with the oculomotor and red nuclei.
In the oculomotor nucleus, GABA positive axon terminals originating from the SVN
support the presence of inhibitory connections described earlier in physiological
experiments. Similar connections to the red nucleus suggest that neurons of the SVN can
alter the activity of the cortico-rubral and cerebello-rubral pathways.

In the second part of our work we studied the distribution and role of the
extracellular matrix (ECM) macromolecules in vestibular regeneration following vestibular
nerve axotomy in the frog. We also analyzed the expression of ECM-receptor dystrophin-
glycoprotein complex (DGC) subunits. We described for the first time in the nervous
system of the frog the expression of hyaluronan (HA), using a specific binding-probe, and
the distribution of phosphacan and DGC subunit dystrophin and beta-dystroglycan, using
immunohistochemical methods. We gave a detailed map of the distribution of tenascin,
fibronectin and laminin in the spinal cord and brainstem of the frog. We delineated the
qualitative and quantitative changes in the expression of HA during vestibular
regeneration. According to our results HA has a permissive role in the peripheral nervous
system (PNS) and in the transitional zone (TZ) at the border between PNS and CNS during
regeneration. The decreased expression of HA in the perineuronal net (PN) surrounding the
vestibular neurons in the brainstem in the early phase of vestibular regeneration suggest
that HA has a non-permissive role in the CNS, since the change in the distribution of HA
can support the formation of new synaptic connections. We also showed an increased
expression of laminin in the PNS, TZ and certain areas of the CNS during vestibular

regeneration, indicating a permissive role of laminin as previously described.
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