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Az értekezésben éfforduld roviditések jeqyzéke

ABC:
aCIN:
ACSF:
adCIN:
AMPA:
bCIN:
b-GAR:
BDA:
Chx10:
CIN:
CPG:
CTB:

D:

DAB:
DAR-Alexa:
DAS-Alexa:
dCIN:
Dbx1:
Enl:
Evx1:
GABA:
GAD:
GAGp-Alexa:
GFP:
GLYT:
HBO:
HRP:
S5-HT:
INPF-E:
INPF-F:
INRG-E:

avidin-biotin komplex

felszall6 axonnal rendelkézommissuralis interneuron
mesterséges agy-gerinc¥ielolyadék

felszallo és leszallo axonnal is rendetkepmmissuralis interneuron

a-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionate
elagaz6doé axonnal rendetkeemmissuralis interneuron
biotinilalt kecskében termeltetett nyul ellenesitast

biotinilalt dextran amin

Caenorhabditis elegans ceh 10-es homeodomeén

commissuralis interneuron

kdzponti ritmusgenerator

koleratoxin 3-alegység

dorsalis

diaminobenzidin

Alexaval kapcsolt szaméarban termeltetett ny@reds antitest

Alexaval kapcsolt szamarban termeltetett birkenels antitest
leszallé axonnal rendelk&zommissuralis interneuron

fejl6d6 agyi 1-es tipust homeobox gén

engrailed 1 homeobox gén

1-es even skipped homeotikus gén

y-aminovajsav

glutaminsav-dekarboxilaz

kecskében termeltetett Alexaval kapcsolt tengdemallenes antitest
zo6lden fluoreszkalé fehérje

glicin transzporter

9-es homeobox gén

tormaperoxidaz

5-hydroxytryptamin, szerotonin,

extensor mintdzatgenerator centrumhoz tartoz6 géténeuron

flexor mintdzatgenerator centrumhoz tartoz6 gdttérneuron

extensor ritmusgenerator centrumhoz tartoz6 gat&rmeuron



INRG-F:
IPSP:
IRG-E:
IRG-F:

LOPI:
MLR:
MN:
NGS:
NHS:
NMDA:
PA:
Pax6:
PG-E:
PG-F:
RG-E:
RG-F:
RF:

SCIN:
Sox14:
TAG 1:
TPBS:
TRIS:
UBG:
UPF:
VGLUT:
VL:
VM:
WGA:

flexor ritmusgenerator centrumhoz tartozo gatlérméuron
gatlé posztszinaptikus potencial
extensor ritmusgenerator centrumhoz tartoz6 sefkatgrneuron
flexor ritmusgenerator centrumhoz tartoz6 ser&émnterneuron
lumbalis
utolso rend premotor interneuron
mesencephalikus motoros tertlet
motoneuron
normal kecske szérum
normal 16 szérum
N-methyl-D-aszpartat sav
primer afferens
6-0s paros box gén
extensor mintazatgenerator
flexor mintdzatgenerator
extensor ritmusgenerator
flexor ritmusgenerator
formatio reticularis
sacralis
szegmentalis commissuralis interneuron
14-es SRY-boksz gén
1-es tipusu atmenetileg termelt axonalis glikoprote
TRIS foszfat puffer
TRIS puffer
egyedi ritmusgenerator
egyedi mintazatgenerator
vezikularis glutamat transzporter
ventrolateralis
ventromedialis

blazacsira agglutinin

Az itt nem szerel roviditéseket a megfeleibrak alatt értelmezzik.



1. BEVEZETES

Régota ismert, hogy a kulonkbratmikus mozgasok Iétrehozasaért az idegrendszer
koézponti ritmusgeneratornak (central pattern gaperaCPG) nevezett neuronhal6zatai
felelosek. llyen neuroncsoportot talaltak példaul a raktikmatogastrikus ganglionjaban,
amely a gyomor izmainak itkodéseét iranyitja (Selverston, 1977) és a geriaggtirzsben
a nyultveb rostralis ventrolateralis teriiletén elhelyezkéd. preBotzinger magcsoportban,
amely a légémozgas ritmusédnak létrehozasaért tede(Smith és mtsai, 1991; Gray és
mtsai, 1999, 2001). A gerincdlen leirt hasonldé neuronhal6zatok olyan ritmikus
mozgasok kialakitasat végzik, mint az 0szas, j&&xp/ vakardodzas (Delcomyn, 1980;
Grillner, 1985), melyek neuronalis hétterét a gareti motoneuronok 6sszehangolt
akciéspotencial mintazatai képezik. A gerinévelPG hal6zatot alkoté serkénés gatlo
interneuronok a mozgas tipusatol figg képesek a gerincéelmotoneuronok alternald
(jaras), illetve szinkron (ugré mozgas) aktivitési@nkivaltasara. Kimutattak, hogy a
gerincveb a magasabb motoros kozpontoktdl és a periféridMesy szenzoros
informaciok hianyaban is képes a torzs- és végtagiz térben és ithen koordinalt
motoros nikddésének iranyitasara (Grillner és Zangger, 1Béf;omyn, 1980).

A gerincvebi motoros rendszer kutatasa a mult szazad elejdoltifGraham
Brown, 1911), majd az 1970-es éudkkezddo vizsgalatokban, orséhalban (Lampetra
fluviatilis) és béka embridban (Xenopus laevisyléesen leirtak az UszOmozgasért talel
gerincvebi CPG strukturajat és ikodéseét (Roberts és mtsai, 1998; Buchanan és Kasick
1999; Grillner és Wallén, 2002). Az efsbk gerincveli motoros halézata azonban joval
Osszetettebb, hiszen itt négy végtag kulodbiazleteiben kell a flexor és extensor izmok
mikodését térben és dden dsszehangolni. Az 1980-as évekkezdidéen azonban
ismereteink az et CPG-6l rohamosan gyarapodtak, koészordteet az egyre Ujabb
morfologiai, fizioldgiai és genetikai modszerek hadlatanak (Kudo és Yamada, 1987,
Barajon és mtsai, 1992; Casalets és mtsai, 19%&riff és Kiehn, 1996; Kremer és Lev-
Tov, 1997; Cowley és Schmidt, 1997; Beato és Ni$8D9; Kiehn, 2006Rybak €s mtsai
2006).



Célkitizések

Jelen munka az edd motoros CPG tikbdésének pontosabb leirdsahoz probal
hozzajarulni. Kisérleteinkben a mozgatGkiddésekert feléls neurondlis halozat két tagjat
az utols6 rendél premotor interneuronokat (LOPI, last-order prematderneuron) és a
commissuralis interneuronokat (CIN) vizsgaltuk Gjétt és felibtt patkany gerincvében

morfologiai modszerek alkalmazasaval &bra).

1. abra: A vizsgalt sejtek és kapcsolataik vazlatagbrazolasa. LOPI= utolso rend
premotor interneuronCIN = commissuralis interneuromMIN = motoneuron.

A premotor interneuronok a CPG hal6zataiban kiabélkiritmust kozvetitik
monoszinaptikus kapcsolatokon keresztil a motomakréelé. Mi ezen sejtek egyik fontos

bemeneti forrasat vizsgalva azt néztiuk, hogy:

*Milyen aranyban fogadnak a LOPI-ok bemenetet dféyérol érkezd primer

afferensekil?



A CPG halézat egy masik tagjaval, a bal és jobllolegtagok alternalé mozgasat
biztositdé commissuralis interneuronokkal kapcsalatia kovetkek kerdésekre kerestink
valaszt:

» Milyen a sejtek morfoldgiaja és hol helyezkedeél gerincvdiben?

L étesitenek-e monoszinaptikus kapcsolatot ellaioidotoneuronokkal?

*Vannak-e morfolégiai bizonyitékok a kétoldali Cok- kozotti reciprok

kapcsolatokra?

*Serkend vagy gatlé tulajdonsaguak, milyen neurotranszmaitet hasznalnak?



2. IRODALMI ATTEKINTES

2. 1. Kozponti ritmusgenerator (CPG, Central Patten Generator)

Az embsok, igy az ember gerincégtben talalhatd a helyvaltoztatd mozgasok
létrehozasaért felés alapved neuronalis haldzatok fikodésének megértését neheziti az
ott taldlhatd sejtek sokfélesége és a koztuko l&apcsolatok gazdagsdga. Patkany
embridban 17 kulonb®z ipsilateralis axonnal rendelkezejtet, és 18 féle commissuralis
interneuront (Silos-Santiago és Snider, 1992, 188l4)tak. Ezzel szemben az alacsonyabb
rendi gerincesek gerincvé@l haldzata joval egyszénb felépités, igy példaul a zebrahal
larva gerincvaljét 9 (Bernhardt és mtsai, 1990), mig a Xenopus rEémierincvedjét
minddsszesen 10 sejttipus alkotja (Li és mtsai/pdbzért ezen allatok kivalé modellként
szolgalnak a gerincv@l neuronok szervémésének, valamint az UszOmozgas
szabalyozasanak leirasara. Ugyanakkor a konnyebbesgalhatdé fajokbol levont

kovetkeztetések az eéisl CPG alapvétszerveddéseére is ravilagithatnak.

2.1.1. ACPG Usz0 gerincesekben

2.1.1.1. CPG a béka embridban (Xenopus laevis)

A dél-afrikai karmosbéka ebihal idegrendszerénskaomylagos egyszigsége miatt
kedvelt kisérleti alanya a gerincéemozgatérendszer tanulmanyozasanak. Mivel a fiktiv
Uszomozgas az agytol izolalt gerindrel is kivalthatdé, az ebihal gerincégnek
tartalmaznia kell mindazon elemeket, amelyek azasiszétrehozzak. Sejtjeldléses
vizsgalatokkal az ebihal gerincé@ben tiz eltéF sejtcsoportot irtak le, melyek a
gerincveb két oldalan 100-300 neuronbdl allé hosszanti sejapokat alkotnak. Az Uszas
létrehozasaban kozvetlenll résztyesejtek a gerincvél marginalis részén helyezkednek
el, négy csoportot alkotva2,( abra): motoneuronok (MN), commissuralis interneuronok
(cIN), felszall6 axonnal (alN) és leszalld axonn@iN) rendelke#d interneuronok.
Mindezen sejtek ritmikusan aktivak az Uszas socédusonként egy akcidés potencilt

produkalva.
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2. abra: Az Uszast létrehoz6 gerincvél neuronalis halézat elemei Xenopus ebihalban (Lis
mtsai utan moédositva, 2007). MN motoneuronRB: Rohon-Beard neurorgIN: commissuralis
interneuron, aIN: felszall6 axonnal rendelkézinterneuron,dIN: leszallo axonnal rendelkéz
interneuron, dla: dorsolateralis interneurongdic: dorsolateralis commissuralis interneuron. A
serkenf kapcsolatokat nyilak, a gatl6 kapcsolatokat korékzik. Az ellendllas szimbdlumai
elektromos szinapszisokat jeleznek. A szaggatotil \a kdzépvonalat szemléltet. Részletesen a

szOvegben.

Amikor a kbrt megérintjik, a gerincvél dorsalis részén elhelyezkiedobsr
mechanoreceptor Rohon-Beard (RB) sejtek két, szemzsejttipust aktivalnak: a
dorsolateralis felszalld6 axonnal rendelkemterneuronokat (dla) és a dorsolateralis
commissuralis interneuronokat (dic), melyek az &bt a gerincvé ipsilateralis és
contralateralis oldalan elhelyezke@PG neuronokhoz tovabbitjdk. A glutamaterg leézall
axonnal rendelkdzinterneuronok (dIN) az azonos oldali halézat sgjgktivaljak, igy az
ipsilateralis motoneuronok serkentéséért &slek (Dale és Roberts, 1985; Dale, 1986).

Amikor a gerincvel egyik oldalan Ié& neuronok ritmikusan aktivak, az ellenkez
oldalon talalhat6 neuronok gétlasat a commissunalesneuronok (cIN) biztositjak. Ezen
neuronok axonjai a kozépvonalat keresztezve fésZd leszallo agat adnak, melyek a

contralateralisan elhelyezk&ihterneuronokat €s motoneuronokat glicinerg utatolgak.
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A gerincveb két oldala kozti reciprok inhibicié kulcsszerepétszik a motoneuronok
alternald aktivithsanak és az aktivitas hosszirangfjedésének koordinalasaban az
Uuszédmozgés soran (Dale és Roberts, 1985; Dale, Bl és mtsai, 2001). A CPG gétlo
neuronjai kozul a masodik csoportot a felszall6 raved rendelked interneuronok dla)
képviselik, melyek hosszu felszalld és rovid lekzgdsilateralis axon aggal rendelkeznek.
Ezek a sejtek az embribban GABA neurotranszmitteasznalnak, bar fizioldgiai
vizsgalatokban a petébvald kikelés idején glicin transzmitter jelenlét&s igazoltdk
(Roberts és Alford, 1986; Li és mtsai, 2004). As#ll6 axonnal rendelk&znterneuronok
az uszémozgas inditadsanal aktivak, amikor is aothiesalis commissuralis interneuronok

(dlc) mik6dését gatolva, megakadalyozzalkbadiimulacio altal kivaltott reflex Iétrej6ttét.

2.1.1. 2. CPG az orsohalban (Lampetra fluviati$i)

Az Usz6 életmodot folytatdé alacsonyabb rengkrincesek kodzil a masik igen
kedvelt kisérleti allat az orsohal, melynek idegisaere mind szamban, mind tipusban
joval kevesebb sejtet tartalmaz, mint az @&@tké. Az orsohal izolalt gerincvgén
glutamat agonistak alkalmazéasaval fiktiv iuszémozdgtset kivaltani, amit a gerincuel
CPG halézatai hoznak létre. Az ors6hal geringlveh az Uszas soran harom kilérhoz
ritmikus aktivitdst mutaté neuron csoportot irtak 3. abra): ipsilateralis serkefit
interneuronokat K), leszalld6 axonnal rendelk&zipsilateralis gatlo sejteketL}, és
commissuralis gatlé interneuronoka). (

A CPG sejtjei kozil a ritmus generalasaértosisban az ipsilateralis axonnal
rendelked glutamat neurotranszmittert hasznélo seikémterneuronok felélsek (Grillner
2003). Ezen sejtek kapcsoldédhatnak egymassal, igétiineuronokkal és motoneuronokkal
is. A CIN-ok a contralateralis interneuronok és omeuronok glicinerg gatlasaval a
kétoldali torzsizmok alterndlo tkodésének kialakitasdban jelések (Grillner és mtsai,
1995; Roberts és mtsai, 1998).

A CPG ntikodésére jeles hatassal vannak a szenzoros impulzusok is. A
gerincveb lateralis részén olyan mechanoreceptor sejtekehkdnek el, melyek az adott
oldali izomzat megnyulasat érzékeliB. (abra). Ezek az un. strech-receptor sejtek a
mozgas soran tortérlateralis elhajlast érzékelik és az azonos oldalerkentik (SR-E),
mig az ellenkex oldalon gatoljak (SR-I) a CPG neuronokikiidését (Grillner és Wallén,
2002).

12
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3. 4bra: Az orsdhal motoros hal6zatdnak sematikus bdidzolasa (Grillner és Wallén utan
modositva, 2002) A reticulospinalis glutamaterg neurongdRS) a CPG-t alkoté dsszes sejttipus
(E, I, L), valamint a motoneuronofMN) mikodését serkentik. A serkénnhterneuronok(E) az
0sszes gerincwél neuron nmikodését serkenthetik, beleértve a gatlo, glicinecgnmissuralis
interneuronokaf(l), amelyek a contralateralisan elhelyezédikszes sejttipus €s a motoneuronok
gatlasat biztositjak. A lateralis interneuronoll) az ipsilateralisan elhelyezkéd gatlo
interneuronok(l) és a motoneuronok gatlaséaért fékek. A strech-receptor sejteknek két tipusa
van: a serkerdtek (SR-E) a veluk ipsilateralisan elhelyezkédeuronokat serkentik, mig a gatldak
(SR-1), melyek axonja a kdzépvonalon éatkeregrliéz a contralateralisan elhelyezk&dCPG
neuronjainak nikbdését gatoljak.

Izolalt orsohal gerincvéh, fiktiv Uszdmozgas soran veégzett vizsgalatokbzin a
talaltak, hogy a CPG a teljes gerindvélosszan megtalalhaté egyedi ritmusgeneratorok
(UBG= unit burst generator) dsszefidggncolata, ahol a minimalis oscillacios egység 2-3
szegmentum (ors6halban 120 a gerindvetegmentumok szdma; Grillner és mtsai, 1995;
Buchanan és Kasicki, 1999). A CPG-t alkotd neuroadzegmentalis ritmus generalasan
kivil az egyedi oscillatorok kozti kapcsolatok bedtasaért is felések, ami lehéivé teszi

az aktivitas fejil farok felé tarté terjedését, s igy az orséhabésazgasat.
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2.1.2. ACPG entsben

2.1.2.1. Az endls CPG lokalizaciéja

Tobb laboratériumban, kilénb&z modszerekkel (sejtaktivitas jeldlés, lézio,
izolacio) és tobbféle fajban (patkany, egér, csitkkris, macska) elvégzett vizsgalatokban
is azt taléltak, hogy a hatso 1ab ritmikus mozgatésfelebs neuronhaldézatok a lumbalis
és a proximalis sacralis gerinctieszegmentumokban talalhatéak (Kudo és Yamada,;1987
Kremer és Lev-Tov, 1997; Cowley és Schmidt, 199@nrbt és mtsai, 2002; Christie és
Whelan, 2005; Ho és Donovan, 1993; Mortin és $te889; Deliagina és mtsai, 1983).
Ujszulétt patkanyban a féls vagy az als6 gerincu@il szegmentumok szintjében
alkalmazott ritmogenikus anyagok hatasat vizsgaktaapasztaltak, hogy bar a gerinével
caudalisabb szelvényei is rendelkeznek ritmusgénekapacitassal, intakt allatban a
sacralis halézat tikodése a lumbalis haldzat altal iranyitott (Cazaést Bertrand, 2000). A
rostralis és a caudalis szegmentumok ritmusgenekafiacitaisaban mas fajoknal is
kulonbséget talaltak. A rostralis szegmentumok3Lrhgcsaldkban, L3-5 macskaban, D7-
10 tekrbsben) minden esetben nagyobb ritmusgeneralé kéypeissédutatnak, mint a
gerincveb caudalis része. Ennek a rostrocaudalis gradienskeekehet egyrészt az, hogy a
rostralis szegmentumok tobb ritmikusan aktiv sefeetalmaznak (Kjaerulff és mtsai,
1994), illetve lényegesen tobb intraspinalis bertteh@endelkeznek (Berkowitz 2004).
Mas magyarazat szerint, a gerinévelCPG aktivitasat kivaltd keét legfontosabb
neurotranszmitter a szerotonin (5-HT) és a dopafDih) jéval nagyobb mennyiségben
szabadul fel a thoracalis szegmentumban, mint llisgra (Jordan és Schmidt, 2002),
valamint az egyik 5-HT receptor (5-H)Tgerincvebi eloszlasa is hasonld rostrocaudalis
gradienst mutat (Schmidt és Jordan, 2000; Chréstid/helan, 2005).

Patkanyban és macskaban fiktiv jaromozgas soramewtégejtaktivitas-jeldléses
vizsgalatokkal aktiv, azaz nagy valésméaggel a CPG-t alkotd neuronokat a geringvel
ventromedialis részén a VI, VII, Vlll-as és a camatentralis koril a X-es Rexed
laminakban talaltak (Kjaerulff és mtsai, 1994; Fa mtsai, 2005). Izolalt gerincvel
veégzett lézids vizsgalatok szintén azt igazoltd&gyha gerincvél ventralis harmada
tartalmazza mindazon elemeket, melyek a koordiriittikus aktivitds |étrehozasahoz
szliikségesek. Sagittalis irAnyu szeparacié sordriacgeb lateralis része nem, vagy csak
minimalis ritmogenikus kapacitast mutatott, amaautal, hogy a CPG meghatarozo elemei

a gerincveb medialis tertletén koncentralédnak (Kjaerulff ésh, 1996).
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2.1. 2 .2. Az eniis CPG felépitése

A Xenopus embriéban és az ors6halban részletdsarzett viszonylag egysaer
Uuszomozgassal 6sszehasonlitva azostid jarasa lényegesen 6sszetettebb. Itt ugyanis az
allatnak a jobb és bal oldali mdil$¢s hatsé vegtagok mozgasat kell 6sszehangolnia,
mikdzben egy végtagon belil kulonldozzuletekben kell az extensor és flexor izmok

megfeleb idoben tortéh alternald kontrakcidjat kialakitani.

A jaromozgast létrehoz6 CPG-nak 3 alapvailajdonsagat kulonboztetik meg (Kiehn,
2006):

1.) A ritmus létrehozasét amelyeért a vizsgalt Uszo életmddot folytato fajokihasonléan

emlbstkben is serkeéittulajdonsagu, glutamaterg, ipsilateralis axonredelke?
neuronok feldlsek. Ezek a sejtek azonban az Uszd gerincesek lbasejtjeivel
ellentétben heterogén sejtpopuléciét alkotnak. Kt vizsgalati modszerekkel tobb,
jol elkllonithet sejtcsoportot irtak le, mely sejtek egy része msamaptikusan

kapcsolodik a motoneuronokkal, azaz utolso tigor@motor interneuron.

2.) Az azonos oldali _flexor és extensor_izmok tikddésének ©sszehangoldsadott

végtag azonos, vagy kulonkibzzileteiben. Az embernél a jaras soran az egyé al
végtagon, a tamasztélabon nyugszik a torzs (taddazis), mialatt a masik végtagot
elére lenditjuk (leng fazis). A tamaszto fazis sorabéként az extensor, mig a lerilit
fazis sorén a flexor izmok aktivak. A jards sorafleaor és extensor izomcsoportok
koordindlt nikodtetésének eredményeként a tAmaszto é$ lEmisok egy végtagon
belil egymast valtjak. A flexor és extensor motoneok niikédéseben meglév
alternacio az Aaltaluk fogadott ritmikus glicinergitlgs és glutamaterg serkentés
eredmeényeként valésul meg (Kiehn, 2006). Amenny#eticin altal kozvetitett gatlast
kiiktatjuk, a flexor és extensor motoneuronok egysz aktivalédnak (Beato és Nistri,
1999; Casalets és mtsai, 1996; Cowley és Schmigh)1® glicinerg gatlas egy része
commissuralis interneuronoktol (CIN) szarmazik,reen ez a dodttényesd, mivel a
flexor—extensor motoneuronok alternaciéja a comunéds interneuron axonok
atmetszését kovétn is megmarad (Bonnot és mtsai, 2002; KjaerulfKiehn, 1997).
Valészinisithet, hogy a flexor és extensor motoneuronok koorddjaniak

létrehozasaban ipsilateralis gatlé interneuronok meeghatarozéak. Morfoldgiai
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modszerekkel harom, ritmikus aktivitast mutatd és rmmotoneuronokkal
monoszinaptikusan kapcsoléddé azonos oldali gatigets@zonositottak: la és Ib
interneuronokat, Renshaw sejteket és la-E és HfFrjterneuronokat (Id. részletesen

az utolso rendl premotor interneuronok leirdsanal).

3.) A bal és jobb oldali végtagok mikbdésének 6sszehangolasat.

A gerincveb két oldalan taladlhato CPG-k kozotti kapcsolatotcammissuralis
interneuronoknak (CIN) nevezett sejtek biztositj@melyek axonjai a ventralis
commissuraban az ellenoldalra keresatdeek A CIN-ok a test bal és jobb oldalan
lévé izmokat ellatdé motoneuronokitkodésének szabalyozasaval a kétoldali végtagok

mozgasanak 6sszehangolasaban meghatarozoéak.

Mindezen feladatok egy Ol #hkods egységes rendszerben kell hogy
megvalosuljanak. A gerincuigl motoros halézat tikodésének leirasaval és ennek
modellezésével tobben is prébéalkoztak. A rendse@érasdnal alapvéta fenti harom
feladatot megvalésitd, a CPG funkciondlis egységlkiité neuronoknak az azonositasa és
a koztuk lév szinaptikus interakciok leirdsa. Munkambandleént a CPG modelleket
tekintem at, majd az altalunk vizsgalt két sejtipak, az utolsoé rerid premotor
interneuronoknak és a commissuralis interneuronolenanotoros halézaton belil bet6ltott
szerepéil irok részletesen.

2.1.2.3. CPG modellek

Thomas Graham Brown (1882-1965) a mult szazad relajécerebralt és
deafferentalt macskakon és nyulakon végzett viasgiakblapjan arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy a gerincvél olyan neuronalis haldzatokat tartalmaz, melyek agasabb
motoros kdzpontoktdl és a perifériardl érkamformaciok hianyaban is képesek az olyan
ritmikus mozgasok létrehozasara és koordindlas@iai a vakarédzas és jaras. Ugy
feltételezte, hogy minden végtag sajat, kulonaitthusgeneralé haldzattal rendelkezik,
melyeket a flexor és extensor motoneuronokat itarfféxor RG-F) és extensorRG-E)
alkézpontok (half-center =fél-centrum) alkotnak.kat alkézpont kozti kdlcsonds gatlas
biztositja, hogy adott ipontban csak az egyik centrunikddjon. A létrehozott ritmust a
szenzoros informéciok médosithatjak (Graham Brad@i,1).

16



A 80-as evekil kezdbdéen tbbb, a gerincvél mozgatd nikédésben részt vév
neuronokat, illetve azok funkcioit és kapcsolataik&ré egyszdisitett modell is sziletett.
A legel$ ilyen modelleket maegyrétedi fél-centrum modellként irjak le (single-level
half-center4. abra).

EXTENSOR FLEXOR

4. abra: Az egyrétedi fél-centrum CPG modell (Graham Brown utdan médosita, 1911).

A piros korok a flexor és extensor motoneuronokaatyiitd flexor (RG-F) és extensofRG-E)
ritmusgenerator kbzpontokat, a kék koérok a recipikibicioban részt veélvgatld gerincvedi
interneuron populaciokat, mig a z6ld rombuszok metoon (MN) populacidkat jeldlnek. A

serkend kapcsolatokat piros, a gatlokat kék gznyilak jelzik.

Az egyréted kifejezés arra utal, hogy a mozgas ritmusanak iétamatanak letrehozasaert
ugyanazon neuronok fetalek, egységes ritmusgenerator kézpontot alkotvdbéR® és
mtsai, 1998).

Ma mar ugy gondoljak, hogy az eisl CPG igen Osszetettikibdésének tobb,
fiziologiai kisérletekben leirt jelensége sem magyhato az egyrétégnodellel. Bként az

alabbi két jelenség értelmezése vezetett el a hmdglbbgondolasahoz:

1.) Decerebralt és paralizalt macska fiktiv mozgasarsarboka la extensor afferenseinek
stimulacidja a lépés-ciklus hosszanak megvaltoggatélkil névelte meg a cikluson
belll az extensor fazis és cstkkentette a flexaisfédbtartaméat (Guertin és mtsai,
1995).
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2.) Macska és telis fiktiv és valds mozgasa soran irtdk le az unn;resetting deletio”
jelenségét. Medfigyelték, hogy egyes motoneuronpadok ritmikus aktivitasa
szlnetelhet par cikluson at, majd faziseltolodakimé&érhetnek vissza az eredeti
ciklusba (Lafreniere-Roula és McCrea, 2005; St@@05). Tehat a CPG-nak kell
tartalmaznia olyan elemet is, ami a ritmikus motone aktivitds hianyaban is

fenntartja a ciklusossagot.

Mindezen jelenségek magyardzatara az,kétrétegi” CPG modellt (double-level)
alkottak meg, amelyben elkilonitik a motoneurondkk&N ) poliszinaptikus kapcsolatban
lévé ritmusgenerator RG) és a motoneuronokkal monoszinaptikusan kapcsolédo

mintazatgeneratoPG) sejteket . abra).

QT
Szenzoros

EXTENSOR FLEXOR informéacio

5. &bra: Kétrétegi fél-centrum CPG modell (Perret és Cabelguen utdn médositva, 1988).

A piros korok a flexofRG-F) és extensofRG-E) ritmusgeneréator kozpontokat, a narancs- gekn

a flexor (PG-F) és extensofPG-E) mintazatgenerator kbzpontokat, a kék korok, pedigciprok
inhibicidban részt velvgatlo gerincveli interneuron populéciokat szemléltetik. A z6ld buszok
motoneuron(MN) populéciokat jeldlnek. A serkeéntkapcsolatokat piros, a géatlokat kék, a
szenzoros informaciokat lila nyilak jelzik.
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A kétrétedi modellben a ritmusgenerald kézpont egymassalrelekiisan kapcsolt
serkend interneuronokbdl all, melyek extensor (RG-E) éxdr (RG-F) alcsoportokat
alkotnak. A ritmusgenerator haldzat alakitia kim@zgés idbeli mintazatat, valamint
meghatarozza a flexor és extensor fazisok hosErdiek a rétegnek a sejtjei kozvetlendl
kapcsolodnak a gerincveJobb és bal oldalan talalhatéd a flexor (PG-F) éemrsor (PG-E)
izmok mozgasi mintazatat kialakité mintazatgeneréémtrumokhoz, amelyek a kialakitott
ritmust a motoneuronok felé kozvetitik. A mintdzatgrator szint kisebb ritmogenikus
tulajdonsagu, a motoneuronokkal monoszinaptikusgrtsolodo serketitsejtekidl all. A
RG-t6l fogadott bemenéit és a PG halézaton belili interakcioktol fidgg adott PG
populacié a lépési ciklus bizonyos fazisaban ak#mellyel a megfelél szinergista
motoneuron csoportok szinkronizalt aktivitasat leoire (Kiehn, 2006; Rybak és mtsai,
2006).

Az afferenseldl érkez visszakapcsolas révén a kornyezet kulobizavard”
hatasai érvényestlhetnek a ritmusgenerator sziateikor is a motoros ritmus szenvedhet
zavart a ciklus eltolédasa, vagy fazis kiesés Kdm€ben. Ha ugyanez a hatas a
mintazatgenerator szintjén nyilvdnul meg, a motomeok aktivitdsi szintje (izoméy
valtozhat, illetve adott cikluson belili flexor-exisor fazis eltolédas kovetkezhet be. A PG
szinten érvényeséil,zavard” hatas eredmeényeként akar bizonyos motmmeasoportok
miikddése sziinetelhet, majd faziseltolodas nélkiktégk vissza az eredeti ritmusba (non-
resetting deletio).

Az egyik legujabb és legalaposabban kidolgozottielia,2+ level” CPG modell
(Rybak és mtsai, 2006,) nagy hangsulyt fektet @ofl&s extensor motoneuronok alternalo
mikodésének létrehozasaért fékekejtek, tovabba a szenzoros impulzusok kozvééteés
felelos sejtek modellbe integralasaéa ébra)

A ritmusgenerald halozatok (RG) és a mintazatgémdraldzatok (PG) a kétrétig
modell két szintjét reprezentaljak. Az extensor {RjGés flexor (RG-F) ritmusgeneralo
kdézpontok kozti reciprok inhibicié Inrg-E és Inrgefatlo interneuronok altal valosul meg.
Amennyiben ez a gatlas blokkolt, a flexor-extersibernaciét szinkron mozgas valtja fel.
A RG-E és RG-F kozpontok kozt recurrens serkekdpcsolatok is vannak. Magat a
mozgast a mesencephalicus motoros kézpontbdl (MEzR)mazo6 tonikus serkénbemenet
inditja el, amely a RG és a PG szinten is érvénlgesUA mozgas ritmusat valamint a
flexor és extensor fazisok dthrtamat a RG kdzpont hatarozza meg, amely a P&zdal
muikodését kozvetlen serkentés, és az Inrg populdizEibkifejtett gatlas altal kontrollalja.

Ennek, az Inrg sejtetszarmazo gatlasnak a kiesése magyarazhaa,pbn resetting
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deletio” jelenségét. A flexor (PG-F) és extensBG{E) mintazatgenerator halézatok a
szinergista motoneuronok fazis-specifikus aktivgtiohozzak létre. A PG szinten

érvényesill kdlcsonds gatlas létrehozoi az Inpg-F és InpgEarek.

il MER ez
RITMUS-
GENERATOR
MINTAZAT-
PGP GENERATOR
(e, N
ISZInaptikus
erkentés \: la-E la-F
\
Monoszinap’tikus\
serentes MOTONEURONOK
R-E R-F
Ib la
I-tipust extensor EXTENSOR FLEXOR
afferensek

6. dbra: 2+ CPG modell sematikus abrazolasa (Rybaés mtsai utdn médositva, 2006).
Az abran a nyilak serkefitmig a gémbok gatlo kapcsolatokat jelentenek.zIB&es magyarazat a

szovegben.

A motoneuronok fazis-fudgggatlasaért la-E és la-F interneuron csoportokdsék. Az la
populacié aktivitdsat pedig a PG szint altali setés, a Renshaw sejték{R-E és R-F)
erked gatlas és az la interneuronok kozti kdlcsénodatpcsolatok hatarozzak meg.

Az abra bal oldala az extensor izmok izomorsé @a)inorso (lb) afferenseib
érke® bemeneteket szemlélteti. Az la afferen8bldazarmazé aktivitds a szinergista
motoneuronok monoszinaptikus serkentését és agamstak diszinaptikus gatlasat valtja
ki. A mozgas soran az la és Ib afferensek a RG B& azintjén is hathatnak Inrg-E és
Inpg-E neuronokon keresztil. Ezen kivil, az extensmtoneuronok fazis-fudggserkentést
is fogadnak az lab-E sejtékt melyek aktivitasat az extensor fazis alatt ltgsusu

szenzoros bemenetek fokozzak.
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2. 2. Utolso rendi premotor interneuronok (LOPI, last-order premotor

interneuron)

A gerincvebi motoros nfikddésekben szerepet jatszé CPG halézatnak azt az
interneuron csoportjat, amely a CPG A&ltal generaktivitAst monoszinaptikus
kapcsolatokon keresztil a motoneuronok felé tovgbbutolsd6 rend premotor
interneuronoknak nevezzik (Jankowska, 1992). A LGWIugyanakkor nem csak a
gerincvebi CPG febl érked ingerlleteket kdzvetitik a motoneuronok felé, man@imer
afferenseldl, valamint agytorzsi és agykérgi ereileleszallé rostoktdl is fogadnak
szinaptikus bemenetet (Jankowska, 1985; Jankowskaythicki, 1985; Hongo és mitsai,
1989). Meghatarozd szerepik van a kulobozelyekl szarmazo informaciok
integrélasaban, igy alapvetjelentisédiek a motoros rikodések elinditdsaban és
fenntartasaban.

Maga a premotor interneuron fogalom egy igen hegtanosejtpopulaciot foglal
magaban, ahol a motoneuronokkal kialakitott momagaikus kapcsolat a kdzds pont.
Neurondlis aktivitdst kimutatdé vizsgalatokban a ometuuronokkal egy itben aktiv
interneuronokat a lumbalis gerincéelszirkedllomany VII-X-es laminaiban talaltak
(Barajon és mtsai, 1992; Kjaerulff és mtsai, 19%4yerincvebi szurkeallomany medialis
és lateralis motoros oszlopaba adott injekciét kime a motoneuronokkal
monoszinaptikus kapcsolatot képatolsé rené premotor interneuronok ddhtobbsége az
injekciéval ipsilateralis V-Vll-es, és a contraletks VIll-as gerincvali laminakban
helyezkedett el. A jelolt sejtek az 6sszes lumbgdisncvebi szelvényben megtalalhatdéak
voltak, bar tdbbségik az altaluk ellatott motonaoidkal azonos szegmentumban, azokhoz
viszonylag koézel helyezkedett el. Somatodendritikmerfologiajuk alapjan a jel6lt
interneuronok harom tipusat lehetett elkilonitguiramis alaka, multipolaris és kis
fuziform sejteket (Puskar és Antal, 1997). Intemo@eamotoneuron parokbol tértént extra-
és intracellularis elvezetéseitb szarmazd vizsgalatokkal kulonkbzfizioldgiai és
farmakoldgiai sajatossaggal rendelkeOPl-okat irtak le (Kjaerulff €s mtsai, 1994; Kieh
és Kjaerulff, 1996; Jonas és mtsai, 1998).

A kétrétedi CPG modellben tébb olyan neuroncsoportot is ekitiéftek, amelyek
a gerincved motoros halézatdn bellil mas-mas funkcidval birnalgyanakkor
monoszinaptikusan kapcsolédnak motoneuronokkal, z azdolsé rend premotor

interneuronok (Rybak és mtsai, 2006). Ezek kozéjls k6zé sorolhatéakt). a ritmus
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létrehozasaban szerepet jatszo setkentlajdonsagu sejtek,2.) a flexor-extensor
koordinacié létrehozasaért falsl neuronok €8.) a jobb és bal oldali végtagok ritmikus

aktivitasat szabalyoz6 LOPI-ok.

2. 2. 1. Aritmus létrehozasaban szerepet jatszeerkents tulajdonsagu LOPI-ok

A mintazatgeneratort alkoté sejtek a ritmusgeneiédapontot alkotd sejteknél
kisebb ritmogenikus kapacitassal rendetkeserkend neuronok. A mintazatgeneratorban
elhelyezked LOPI-ok mikddése a ritmusgeneratorok altal szabalyozott, deagasabb
motoros kdzpontoktdl és a perifériardl is kapnakbeetet (Rybak €s mtsai, 2006, 2+ level
CPG model). Burke és mtsai (2001) véleménye szegrazont az utolso-reridpremotor
interneuronok sem a ritmus, sem a mintazatgena@asem aktiv résztvéyy hanem egy
harmadik szintet képviselnek a gerindrehotoros halézaton belil. A székzaz altaluk 3-
rétedi-nek nevezett CPG modellben a ritmus- és mintaeaeigtor szinten kivil egy
LOPI-okat tartalmaz6 3. szintet kulonitenek el, ynek sejtjei a mintazatgenerator szint
sejtjeil, a magasabb motoros kodzpontoktdl és a perifdridrdogadnak bemeneteket,
majd a feldolgozott informéaciét a motoneuronok fieleabbitjak.

Ismereteink mind a mai napig hianyosak az d&smigerincved serkend
interneuronjaival, és azoknak a mozgas |étrehozafisébtoltott szerepével kapcsolatban.
Morfolégiai modszerekkel 2 olyan, ipsilateralis axal rendelkeZ serkent CPG
interneuron tipust irtak lenelyek monoszinaptikusan kapcsolédhatnak motonelia,
azaz premotor interneuronok. Macska geringvalsd lumbosacralis régiojaban az
intermedier szurkealloméany tertletén olyan utoksddi premotor interneuronokat talaltak,
melyek I-es tipusu izomors6 afferensigéktapnak bemenetet és az azonos szegmentum
extensor motoneuronjait serkentik (Angel és mt2aI05). Macska gerincwelL3-4-es
szegmentumainak intermedier szirkeallomanyaban L€dPI-ok Il-es tipusu izomorso
afferensekil fogadnak bemenetet és a L7-es szegmentum motamjaiir serkentik
monoszinaptikusan (Edgley és Jankowska, 1987). Beemonok 2/3-a a mozgas flexor
fazisdban aktiv, & serkend bemenetik az agytérzsi locomotoros régiotdl szaikna
(Shefchyk és mtsai, 1990).

Genetikailag modositott egereken veégzett vizsgiteto szintén kétféle a
motoneuronokkal monoszinaptikusan kapcsol6dé segtititak. Az egyik sejttipust a
nyulra jellem® ugralé mozgassal kozleké@phA4 és ephrinB3 knockout egerekben irtak

le (Dottori és mtsai, 1998). A tirozin kinazok kda#tozo ephrin receptorok membranhoz
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kotott ligandjukkal az ephrinnel egyitt fontos st jatszanak a \i@ss és a paraxialis
mesoderma formaldédasa soran illetve a sejtmigrési@z axonnévekedés folyamataban.
Az egér lumbalis gerincv&ében taladlhato EphA4 receptorral rendetkeaterneuronok
tobbsége ritmikus aktivitast mutat a jaromozgasusas egy részik monoszinaptikusan
serkenti az azonos szegmentumbeli ipsilateralisiaelyezked motoneuronokat. Mutans
egerekben, ahol nincs jelen az axon ndvekedésbaapkonali barriert kegzephrinB3, az
ephrinA4-pozitiv serkeit neuronok axonja a kozépvonalat keresztezve meginéve
serkentés szintjét a contralateralis geringlveh és igy a bal-jobb oldali végtagok kozti
alternald mozgast szinkron mozgassa alakitja (Bsitintsai, 2005). Az ephA4 receptor és
ephrinB3 ligand knockout egereknél megfigyelt ngllellemz ugrald mozgast a
jaromozgasért felék CPG genetikai rekonfiguralasa okozhatja (Kullaréemtsai, 2003).
A masik sejttipust transzgenikus egér embrioksdgjl gerincvebinek lumbalis terlletén
irtak le. Itt a kdzépvonalhoz kodzel a Vlll-as ladan olyan sejtpopulaciot talaltak,
melynek tagjai HB9-et (homeobox gene 9) expressakalamely megkulonbozteiket a
tobbi ventralis interneurontdl. Ezek a mozgas sornémikus aktivitdst mutaté sejtek
VGLUT2 immunopozitivak és mono- vagy poliszinapskenédon kapcsolédhatnak a
motoneuronokkal (Hinckley és mtsai, 2005, Wilsommésai, 2005).

2. 2. 3. A flexor-extensor koordinacio létrehozasat felelés LOPI-ok

Az azonos oldali flexor és extensor motoneurondiztik megfeleb alternacio
létrejbtte gatlo interneuronok tkbdéseét igényli. Rybak és mtsai kétréte@CPG
szintjét kilonboztetik meg, melyek a flexor-extengmwtoneuronok alternaléthbdéseének
meghatarozé elemei lehetnek:

1.) az Inrg-E és Inrg-F jélgatld interneuronok az extensor és flexor ritmusgél6 fél-
centrumok (RG-E és RG-F) kozti reciprok inhibiciétréhozasaban lehetnek
alapvebek,

2.) az Inpg-E és Inpg-F neuronok a mintazatgeneratszokjen megvaldsuld, flexor és
extensor kozpontok (PG-E és PG-F) kozott letrgjéblcsonds gatlast hozhatjak
létre

3.) a flexor-extensor koordinacié6 harmadik szintjét awlsé-rené premotor

interneuronok keépviselik, ide tartoznak:

23



3.a) az la-val és Ib-vel jel6lt interneuronok, amelyak izomorsé és inorso
afferensekil fogadnak bemenetet és a szinergista motoneuronok
monoszinaptikus serkentését valtjdk ki. E sejtélkddése a mintdzatgenerator
kontrollja alatt &ll. Ezen LOPI-ok egy csoportjaitmikus mikddés mellett a
gerincvebi reflexek létrehozasaban is részt vesz (McCreatéai, 1980; Noga
eés mtsai, 1987; Pratt és Jordan, 1987; Burke éai,n2601; Edgley, 2001,
McCrea, 2001; Rybak és mtsai 2006).

3.b) a Renshaw sejtek, melyek bemeneteik tobbségét tmneuronok axon
kollateralisai febl kapjak, s ugyanezen MN-ok {itkddését gatoljak, emellett
azonban kapcsolatot képeznek az la interneuronaiskak ellentétesitkbdési
Renshaw sejtekkel is (Kiehn, 2006; Rybak és mHi6).

3.c) valamint a modellben la-E és la-Fijeh jAromozgas soran ritmikus aktivitast
mutaté olyan neuronok, melyekikbdését a mintazatgenerator szint sejtjei,
valamint a flexor és extensor izomorso afferensbélyozzak, és amelyek az
antagonista motoneuron csoportok fazikus inhib&tidjiztositjak (Rybak és
mtsai, 2006).

Molekularis markerekkel végzett vizsgalatok soraarsazasuk, és az expresszalt
transzkripciés faktorok alapjan embriondlis gerglévventralis részén 4 interneuron
csoportot (VO, V1, V2, V3) kulonitettek el (Briscas mtsai, 1999). Ezen molekularis
markerekkel végzett vizsgalatok azt mutattak, hagyRenshaw sejtek, és az la
interneuronok az embrionalis gerinayalentralis részén elkiulonitett lokalis, ipsilatesal
axonnal rendelkéz gatld interneuronokat tartalmazé Enl (engrailedtrinszkripcios
faktort expresszalé V1 neuron populécidbdl szarrakABapir és mtsai, 2004; Alvarez és
mtsai, 2005). Kisérleti adatok arra utalnak, hoggkea sejtek nem csak a flexor-extensor
koordinaciéban, hanem a mozgas sebességének nreglaatiban is részt vesznek, mivel a
V1 neuronok szadmanak cstkkenése utan (Pax6 knoeigauek) a jaromozgas lassulasat
figyelték meg (Gosgnach és mtsai, 2006).

2.2.4. Ajobb és bal oldali végtagok ritmikus atkvitasat szabalyoz6 LOPI-ok

Fizioldgiai vizsgélatokban a gerincéelkét oldalan taldlhatdé CPG-ok kozti
kapcsolatot biztositd6 commissuralis interneuronobzdkt leirtak olyan neuronokat,

amelyek monoszinaptikus kapcsolatot alakitanak kmatoneuronokkal, azaz egyben
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utolso-rend premotor interneuronok is. Félh patkanyban a lateralis motoros oszlopba
adott BDA injekci6 utan a jelolt LOPI-ok 2-6%-a fetkedett el az injekcidval
contralateralisan, azaz bizonyult LOPCIN-nak (ujolsendi premotor commissuralis
interneuron, Puskér és Antal, 1997).

A koradbban mar emlitett transzkripcios faktorok regszidja alapjan elkilonitett
négy gerincveéli interneuron tipusbol az Evx1l (even skipped homeaenel)
transzkripcids faktort expresszalé VO csoportbaaidlag commissuralis interneuronok
tartoznak. Knockout egereken végzett vizsgalataknaztattak, hogy a VO interneuronok
az ellenoldali motoneuronokkal monoszinaptikusapckalodé GABAerg, glicinerg vagy
glutamaterg sejtek, melyek kiiktatasa a bal- johltalb alternacio zavarat okozza (Lanuza

és mtsai, 2004; Pierani és mtsai, 2001).

2. 3. Commissuralis interneuronok

2. 3. 1. Commissuralis interneuronok Usz06 gerincekleen

Usz6 gerincesekben, a Xenopus embridban és azatbsdhis igen részletesen
vizsgaltdk a commissuralis interneuronok mozgadietnltott szerepét. Mivel a CIN-ok
kilktathsa utan a motoros aktivitas mindkét fajbaavart szenvedett (Soffe, 1989;
Buchanan és McPherson, 1995), valézitnet, hogy a CIN-ok meghatarozé elemei az
Uszomozgast létrehoz6 gerinasiel motoros halézatnak. Anatémiai és fizioldgiai

vizsgalatokkal a két faj esetében kiulonb&N populaciokat irtak le (Butt és mtsai, 2002).

2.3.1.1. Commissuralis interneuronok béka embrigan

Xenopus embridban morfologiai modszerekkel haro €doportot kilonitettek el
(Roberts és mtsai, 1990, 1998). A ventralisan gdrded, €s az ellenoldali CPG sejtjeivel
és a motoneuronokkal monoszinaptikus kapcsolatalabkitd glicinerg sejtek egyik
csoportja az uszémozgéas soran a kétoldali motoneurceciprok gatlaséért feted, mig a
masik ventralisan elhelyezk&dglicinerg CIN populacié a szenzoros é€s magasabb
kozpontoktdl érked informaciok integralasdban meghatarozé. Az axkajaifoként

rostralis irAnyba kulél dorsolateralis glutamaterg CIN-ok (dic) a test haetkai ingerlése
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utan a Rohon-Beard sejtek ingeriletét tovabbitjakrdralateralis CPG felé, igy szerepik a

reflexes Uszomozgas elinditasaban jélent

2.3.1. 2. Commissuralis interneuronok orséhalban

Orséhalbanszintén tobb CIN populaciét (CC sejtek, caudalisitaateralis) irtak le
(Buchanan, 1982). A CC1 sejtek a contralateralic (Hejtjeivel és a motoneuronokkal
monoszinaptikus glicinerg kapcsolatban vannak. A2Cejtek szintén glicinergek, az
ipsilateralis motoneuronokkal azonos fazisban aktivh CC3 (vagy CCE) sejtek serként

glutamat neurotranszmittert hasznalé neuronok.

2. 3. 2. Commissuralis interneuronok endlsokben

Az embsok commissuralis interneuronjai az Usz6 gerincasék joval
heterogénebb sejtpopulaciot képviselnek. Lézidérkdtektdl kidertult, hogy ragcsaldkban
a bal és jobb oldali hatsé végtagok alternacidjalétkehozasaért felkéd CIN-ok a
gerincved teljes lumbalis szakaszan megtalalhatéak (Cowgegehmidt, 1997; Kjaerulff
és Kiehn 1996; Kremer és Lev-Tov, 1997). Anatorviasgalatok azt mutattak, hogy a
CIN-ok tobbsége a gerincvéel szurkeallomany ventromedialis részen (VII, VIX-es
Rexed lamina) talalhatd, de vannak CIN-ok a hatyvban is (Stokke és mtsai, 2002;
Butt és mtsai, 2002; Nissen és mtsai, 2005).

Az axonok végédési mintazata alapjan a CIN-okon belll két csaolthet
elkdléniteni: az intraszegmentélis CIN-okat (sCHegmental vagy short-range), amelyek
axonja a kozépvonalon athaladva a sejttesttel azovegy a szomszédos szegmentum
szlrkeallomanyaban agazddik el, és acketgy tobb szegmentumnyi tavolsagig eljuté
interszegmentalis (long-range) CIN-okat. Az integgnentalis CIN-ok tovabbi
alcsoportokra oszthatéak, vannak felszallé (asae)d®CIN), leszallo (descendens, dCIN)
és elagazodo, fel-és leszallé6 axonnal egyarantetkesd (adCIN vagy bifurcating, bCIN)
populaciok(7. abra).
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aCIN-ok marginalis
csoportja

aCIN-ok és dCIN-ok
dorsalis csoportja

7. abra: Axonalis projekciojuk alapjan elkilonitett commissuralis interneuron csoportok
gerincveli elhelyezkedése Ujszilott patkdny lumbalis gerina@léjében. (Butt és mtsai utan
modositva, 2002).A felszall6 axonnal rendelk&zCIN-okat (aCIN) piros, a leszallé axonnal
rendelkedket (dCIN) zdld, mig az elsorban a ventromedialis szirkedllomany tertletén
koncentral6do intraszegmentalis CIN-okaCIN) kék szin jeldli. Az elagazddd axonnal bird sejtek
(adCIN) az aCIN-ok centralisan és ventralisan elhelyedkesbportjai kozt talalhatéak. A piros
pontok altal kérilhatarolt terllet a CPG neuronaldtételezett helyét jeldli. A rédmai szadmok a

Rexed-féle laminékat jeldlik.

2. 3. 2. 1. Intraszegmentélis commissuralis intermeonok (sCIN)

Az 0sszes CIN mintegy 10-15%-a intraszegmentaliok{® és mtsai, 2002).
Ujszilott patkanyban végzett vizsgalatok alapjan si2IN-ok jelenés része olyan
glutamaterg serkefit neuron 8. abra), amely a motoneuronokkal ipsilateralisan
elhelyezked gatld interneuronokhoz (la interneuronok, Renstegjtek) kapcsolodik
kozvetlendl, és ezeken keresztil gatolja a motammk mikddését (Kjaerulff és Kiehn,
1997; Nishimaru és mtsai, 2006; Jankowska és m2€@5). Ezen kivil azonban talaltak
olyan glutamaterg sCIN-okat is, amelyek monoszikaptin kapcsolédnak az ellenoldali
motoneuronokkal, serkentve azokat. A motoneuronokaszinaptikus inhibicioja GABA-
ésl/vagy glicinerg sCIN-ok altal valosul meg. Ujsitilegérben ezek a monoszinaptikus
gatld sejtek az 6sszes sCIN 20%-at adjak (Quirdakiehn, 2007).
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kozépvonal

8. 4bra: Az intraszegmentdlis commissuralis interngronok (sCIN) kapcsolatai (Kiehn utan
modositva, 2006). A serkerd neuronokat és szinaptikus kapcsolatokat pirosatboiat kék szin

jeldli. MN: motoneuronla: la gatlé interneuronRC: Renshaw sejt

A lokalis axonnal rendelkéz szegmentélis commissuralis interneuronok
miikddésével kapcsolatos meghatardasdés az, hogy mi a szerepik akkor, amikor a
végtagok alternécidjat azok szinkronizalt mozgasHjav fel. Azt, hogy a valés mozgas
soran mi valtja ki a végtagok alternaloé vagy szomkzalt mozgasat nem tudjuk. Az egyik
lehethsség az, hogy a végtagok alternaldé mozgasa sorara(jras soran) a sCIN-ok
poliszinaptikus gatlé hatasa érvényesil, mig aaroinozgasok soran, amikor a végtagok
szinkronban rlkddnek (mint az ugras vagy galopp) a ser&es@IN-ok aktivak (Kiehn,
2006). Més elképzelés szerint a serkerg gatld CIN-ok szimultan ikddnek, és az adott
mozgasformanak megfetein egyikik hatasa valik dominanssa. Az utobbi l@pist
erositik a korabban mar emlitett nydlra jellednagré mozgassal kozlekéaphrin A4 és
ephrin B3 knockout egereken végzett vizsgalatokyekeszerint a keresztezett serkent
kapcsolatok disodése eredményezi az ugromozgast (Kullander &s,3603). A bal-jobb
oldali szinkronitast alternalé mozgassa tudtak itdak a gatlo CIN rendszer aktivitasanak
novelésével, azaz a keresztezett gatlas és seskkord egyensuly megvaltoztatasaval.
Elképzelhet, hogy a leszall6 noradrenerg és szerotoninergkoat serkerit- és gatld
sCIN-ok mikddésének befolyasolasaval a kétoldali CPG aksiaitak eltolodasat hozzak
létre és ennek kovetkeztében valtjak ki a mozgasianatok valtozasat (Hammar és mtsai,
2004; Norreel és mtsai, 2003).
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2. 3. 2. 2. Interszegmentalis commissuralis intermeonok

Az interszegmentalis interneuronok heterogén spitfdeiot alkotnak: vannak csak
felszalld6 (ascending- aCIN), csak leszall6 (desoepddCIN) és elagazodo, felfelé és
lefelé egyarant haladé (bifurcating- bCIN, vagy &dCaxonnal rendelkgzalcsoportok. A
hosszu projekcioju CIN-ok kozel 40-40%-a aCIN ésiINICmig az adCIN-ok 17%-ot
tesznek ki (Eide és mtsai, 1999; Nakayama és mga02; Stokke és mtsai, 2002;
Bannatyne és mtsai, 2003). Az interszegmentali¢-@X jelents része (40%) rendelkezik
olyan axon kollateralisokkal is, amelyek a sejiikkel azonos szegmentumban érnek véget
(Eide és mtsai, 1999; Bannatyne és mtsai, 2003siWamma és mtsai, 2004; Quinlan és
Kiehn, 2007).

2. 3. 2. 2. 1. Leszall6 axonnal rendelkézommissuralis interneuronok (dCIN)

Ragcsalokban olyan leszalld6 axonnal renddik€iN-okat vizsgaltak, amelyek a
gerincveb L2 szegmentumanak ventralis szlrkeallomanyabapehlebdtek el, axonjuk
pedig contralateralisan a L4-es szegmentumig hdBult és mtsai, 2002; Butt és Kiehn,
2003). Indukalt jaromozgéas soran ezen sejtek Mdsgatott ritmikus aktivitast A L4-es
szegmentum motoneuronjaira kifejtett szinaptikutaaik vizsgélata alapjan a dCIN-ok
tobbsége monoszinaptikus glutamaterg vagy glicikemrsolatot Iétesitett a lumbalis 4-es
szegmentum motoneuronjaival. Poliszinaptikus gidgcsolatokat szintén leirtak, melyek
GABAerg interneuronokon keresztil valdsultak megt{s Kiehn, 2003).

A L2-es szegmentumbeli ipsilateralis flexor motamewkkal azonos fazisban aktiv
serkend dCIN-ok monoszinaptikusan serkentik a L4-es szegome contralateralis
extensor motoneuronjait, vagy contralateralis GA&A#- neuronokhoz kapcsolodva
gatoljak a L4-es szegmentum contralateralis flerotoneuronjainak dkodését. A L2-es
szegmentum gatlé dCIN-jai pedig a L4-es contraddier flexor motoneuronok
monoszinaptikus gatlasaért félsék ©. &bra). Az extensor fazisban aktiv L2
szegmentumbeli dCIN-ok pedig monoszinaptikusan esgik a L4 szegmentum
contralateralis flexor MN-jait, illetve mono- éslainaptikus Gton is gatolhatjak az L4-es
szegmentum extensor MN-jainak tlizelését. Az eregrienzt jelzik, hogy bar a dCIN-ok
heterogén populéciét alkotnak, a mozgas soran arohmkcionalis egységkéntiikbdnek

a flexor és extensor motoneuronokkidésének koordinalasaban.
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L2-FLEXOR
CPG

000

L4-L5

9. &bra: Leszallé axonnal rendelke& commissuralis interneuronok (dCIN) kapcsolatai (But
és Kiehn és mtsai utan médositva, 2003\ glutamaterg sejtek pirosak, a gatlé sejtek kekek
szaggatott vonal a kdzépvonalat szemléltetilumbalis szegmentunk.: flexor motoneuronk:

extensor motoneuroiN: interneuron. A szagatott vonal a kozépvonalatijel®

A hosszu leszall6 axonnal rendelkeZIN-ok a caudalisabb szegmentumokban
elhelyezked sejtek mellett lokélis axon kollateralisaikon keztil a sejttesttel azonos
szegmentumbeli motoneuronokat direkt és indirekbnutserkenthetik (80%), vagy
gatolhatjak (15%) (Quinlan és Kiehn, 2007).

Macskadban a Vlll-as laminaban talalhatd dCIN-ok bsok hasonlitanak a
ragcsalokban leirtakra. Itt a L3-L5-6s szegmentumbtalalhatéak a dCIN-ok szomai,
axonjaik pedig a L7-es szegmentum extensor moton@ihoz kapcsolddva, azok
monoszinaptikus glutamaterg serkentését, vagyngligi gatlasat biztositjak (Jankowska és
mtsai, 2003; Bannatyne és mtsai, 2003). Agytorz$iGzépagyi motoros régiok stimulalasa
utan a L4-L6-os szegmentum dCIN-jaibol a ragcsaitikiN-jaihoz hasonld ritmikus
aktivitast lehetett elvezetni, ami a két faj dCEdRak hasonlo szervédésére utal

(Matsuyama és mtsai, 2004).
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2. 3. 2. 2. 2. Felszall6 axonnal rendelkézommissuralis interneuronok (aCINS)

Jarémozgas soran ritmikusan aktiv aCIN-okat mirgtsalokban (Zhong és mtsai
2006; Carlin és mtsai, 2006), mind macskaban (Matsa és mtsai, 2004) leirtak. Ezek a
lumbalis gerincvéiben elhelyezketisejtek hosszu felszallo axonjaik segitségévelikiis
szignalt szolgaltatnak a gerincéahells végtag mozgatasaért félslneuronhalozatainak
(Juvin és mtsai, 2005) és az agytorzsi formatiwuttrisnak (Tran és mtsai, 2003). Ujabb
vizsgalatok azt mutattak, hogy a hatsé végtagi RR®teljes gatlé bemenetet killdenek a
mellss végtagot vezédl CPG-k szamara, ambként a cervicalis és lumbalis gerinadiel
szegmenteket dsszekdielszalld CIN-okon keresztil valésul meg (Juvinnégsai, 2005).
Az aCIN-ok kdzel 40%-a szintén rendelkezik lok&mnaptikus kapcsolatokkal, melyek a

vizsgalatok soran indirekt gatlo kapcsolatoknalobjultak (Quinlan és Kiehn, 2007).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3. 1. UTOLSO RENDU PREMOTOR INTERNEURONOK (LOPI)

3. 1. 1. Utolso rend premotor interneuronok jelélése Gjszilott patkany

gerincveloben

Vizsgalatainkat 6t Gjszulott (1-8 napos) patkanyl@Vistar-Kyoto, Godob)
szarmazdn vitro gerincvebn végeztik. Az allatokat éterrel elaltattuk, det@nik, majd
ventralis laminectomia utdn a gyoOkereket megtarévagerincvedt eltavolitottuk és
oxigenizalt mesterséges agy-gerinévéblyadékkal (ACSF, dsszetétele: 126 mM NacCl, 3
mM KCI, 26 mM NaHCQ, 1,3 mM NaHPQ,, 2,0 mM MgC}, 2 mM CaC} és 10 mM
glikdz) ataramoltatott kamraba helyeztik. 15-20 hegyatmésji Uveg mikropipettat
biotinilalt dextran amin (BDA, MW:10000, Moleculdrobes, Leiden, The Netherlands)
10%-0s oldataval feltoltottink, majd a festeket B{1A ebsséd egyenarammal 5-10
percig injektaltunk a mells szarv lateralis részébe a L2-es és/vagy a L4-aacgelbdi

szegmentumok magassagabh. @bra).

BDA

10. abra: Utolsé rendi premotor interneuronok (LOPI), és utolsé rendi premotor

commissuralis interneuronok (LOPCIN) jeldlése BDA: biotinilalt dextran amin.
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A gerincvebt még 4-8 ordig a kamraban tartottuk, mialatt @l§elanyagot a sejtek
axonjaikon keresztil a sejttestbe és dendritjeikibanszportaltak. Ezutan 2,5%
glutaraldehidet, 0,5% paraformaldehidet és 0,2%imskvat tartalmaz6 0,1M-os foszfat
puffer oldatban fixaltuk.

A fixalast koveben a lumbalis gerincvébél vibrotommal 60 pum vastagsagu
fokozasara 50%-0s etanol oldatba helyeztilk 30 egerotajd az aspecifikus jelolés
elkertlésére 10%-o0s normal 16 szérummal (NHS, \fecats) blokkoltunk 50 percig. A
LOPI-ok altal felvett BDA lathatova tételéhez a sretteket 1 éjszakan at 4-6n avidin-
biotin komplexet tartalmaz6 oldatban (ABC, 1:10@&cYor Labs, Burlingame, CA, USA),
majd sotétkék szinreakciét ado, nikkellel interkdfi diamino-benzidin (DAB, 3’3’
diaminobenzidin tetrahidrochlorid, SIGMA, St. Louis1O, USA) oldatban inkubaltuk.
Végil a metszeteket zselatinozott targylemezre dzélik és viztelenitést koven
Permounttal (Fischer Scientific, Pittsburgh, PAAY$dtik.

3. 1. 2. LOPI-ok jelolése felfitt patkany gerincvelében

Wistar patkanyokat (250-300g) natrium-pentobarkitd60 mg/kg) altattunk, majd
a lumbalis 3-5 szegmentumok magassagaban lamingttorggeztink. A premotor
interneuronok retrograd jeldlését az alabbi kétgkall szerint végeztik:

1.) Harom allatban Neurobiotin (Vector Labs, BurlinggnCA, USA) 5%-0s oldatéat
injektaltuk iontoforetikusan 20-30 um hegyatjér Gvegpipettan 5 pA-es
egyenarammal 20 percen keresztll a lateralis m®toszlopba 1. abra. A
Neurobiotin detektadlasdhoz a jelolt gerinddl készilt metszeteket 5 6ran at
ABC-t (1:100) tartalmaz6 0,01 M-os TRIS-foszfat fedben (TPBS, pH 7,4)
inkubaltuk, majd barna szint adé, DAB kromogén ciztkvégeztink.

2.) Tizenegy éallatban biotinilalt dextran amin (BDA, M¥0000) 10%-os oldatat
injektaltuk 5 pA-es egyenarammal 20 percen kerészlfiteralis motoros oszlopba
(12. abrg). A BDA jelolés lathatova tételéhez a metszet&kétan at avidin-biotin-
complexet (ABC, 1:100) tartalmazé 0,01 M-os TRISZ&@t pufferben (TPBS, pH
7,4) inkubaltuk, majd sotétkék szinreakciot adokkeilel intenzifikalt DAB

reakciot alkalmaztunk.
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3. 1. 3. Primer afferensek jeldlése feiiit patkany gerincvelében

A primer afferens terminalisok utolsé-réngremotor interneuronokkal kialakitott

kapcsolatainak vizsgalatahoz az axonokat kétfélenigaval jeloltik:

1.) A LOPI-ok Neurobiotinnal tortént jeldlése utan iapekcié szintjében az azonos
oldali hatso gyokeret atvagtuk és 10%-os tormapeéax(HRP, Sigma, St. Louis,
MO, USA) oldatba helyeztikl(.a abrg. A HRP-vel jel6lt axonok lathatova
tételéhez a metszeteket sotétkék szinreakciotrakiellel intenzifikélt 0,05% -os
DAB oldattal inkubaltuk.

5% Neurobiotin

J

10% HRP

11.a &bra: Utolso rendi premotor interneuronok (LOPI) és primer afferensek(PA)

kapcsolatainak vizsgalataMN : motoneuronHRP: tormaperoxidaz.

2.) A LOPI-ok BDA-val val6 jelblése utan Cholera tox{€Tb, List Biological,
Campbell, CA, USA) 1%-os oldatat injektaltuk nyomels atvagott nervus

ischiadicus centralis csonkjakbBL(b abra).
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Q"l 10% BDA

1% CThb

11.b abra: Utolsé-rendi premotor interneuronok (LOPI) és primer afferensek (PA)

kapcsolatainak vizsgalataMN : motoneuronBDA: biotinilalt dextran aminCThb: choleratoxin

A CTb-vel jeldlt metszeteket 50 percen at 20%-osméb kecske szérumot (NGS,
Vector Labs) tartalmazd TPBS-ben inkubaltuk, anstllyblokkoltuk az antitestet
aspecifikusan megkét helyeket. A CTb kimutatasa immunhisztokémiai tekaval
tortént, amelyben primer antitestként nyudlban tdebett poliklonalis anti-CTb-t
hasznaltunk (1:10000, List Biological) 0,01 M TPB&n oldva. A kétnapos primer
szerummal tortént inkubalast kogeh kecskében termeltetett biotinilalt nydl ellengs-
vel (b-GAR, 1:200, Vector Labs) reagaltattuk a metsket 1 éjszakan at. Ezt kéden a
GAR-hoz kapcsolt biotinhoz ABC-t kotottink, amitrba szint add, DAB kromogén
reakcioval tettiink lathatova. Az antitesteket ésABLC komplexeket tartalmazé oldatok
minden esetben 1%-0s NGS-t és 0,1%-0s Triton X&td6-tartalmaztak.

3. 1. 4. A gerincval szOvettani feldolgozasa

Neurobiotin jelolés alkalmazasakor 2 nap, BDA jéfkesetén 7 nap tulélésioid

utan az allatokat elaltattuk, majd transcardialisaigenizalt Tyrode oldattal (6sszetétele:

35



130 mM NaCl, 24 mM NaHC@ 3,5 mM KCI, 1,25 mM NakPQO,, 1mM CaC}, 3 mM
MgSO, és 10 mM glukéz) perfundaltuk. Ezt kogen 2,5% glutaraldehidet, 0,5%
paraformaldehidet és 0,2% pikrinsavat tartalmazbd Bl-os foszfat puffer (pH 7,4)
keverékével transcardialisan fixaltuk az allatotajadna gerincveél alsé thoracalis és
lumbalis szakaszat eltavolitottuk, és két oran gieeftzional hasznalt fixalo oldatban
tartottuk. Folyékony nitrogénnel tértént fagyasttésvetben a blokkokat 5-7%-0s agarba
agyaztuk, majd vibrotbmmal 60 um vastag keresziretaget készitettiink. A gerincéel
metszeteken a jeldlt LOPI-ok és primer afferenselkiifitetésére a 3. 1. 2. és 3. 1. 3.
fejezetekben ismertetett hisztokémiai moddszerekkalraaztuk. A fénymikroszkopos
vizsgalatokhoz a metszeteket zselatinozott targgien helyeztik, majd viztelenités utan

Permounttal fedtik.

3. 1. 5. Fénymikroszkopos vizsgalatok, a sejtekkenstrukcidja

A Neurobiotinnal, illetve BDA-val retrograd médoaljlt premotor interneuronok
laminaris és szegmentalis megoszlasat a geridlodlelkészitett sorozatmetszetékb
rekonstrualtuk. A gerincvél metszeteket camera lucida segitségével kirajgpltoajd
harom egymaést kovétmetszetben talalt jel6lt sejteket egy rajzon Ggsztiik. Az igy
készilt rajzokat felhasznalva a gerinédvedzirkedllomany konturjat, €és a Neurobiotinnal,
vagy BDA-val jelolt premotor interneuronokat grafgk tdblan keresztlil Neurolucida
(Microbrightfield, Colchester, VT, USA) rekonstrus program segitségével
szamitogépbe vittik. A program a rekonstrualt egygerincvebi keresztmetszetek
O0sszekapcsolasaval abrazolta a jeldlt sejtek iéalmzlasat.

A jelolt utolso-rend premotor interneuronok és primer afferens ternsoél kozti
szoros appoziciok vizsgalata Nikon Eclips 800 nskimppal tortént. Kapcsolatként
definialtuk mindazon szoros appoziciokat ahol 188xnagyitasu olajimmerzids objektiv
hasznalataval nem lattunk rést a PA axon termimléléss a LOPI-ok perikarionjai vagy
dendritjei k6zott. A jeldlt neuronok és PA termisaék kdzotti appoziciok fotéi SPOT RT
CCD (Diagnostic Instruments, Burroughs, MI, USA)mexaval készlltek. Az abrak
készitésekor Adobe PhotoShop szoftvert (Adobe 8ystMountain View, CA, USA)

hasznaltunk.
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3. 2. COMMISSURALIS INTERNEURONOK (CIN)

3.2.1. Asejtek jelolése

Vizsgalatainkat 18 Gjszulott Gjszulott (1-8 napdgistar patkdnybol szarmazad
vitro gerincvebn végeztik. Az allatokbdl a 3. 1. 1. fejezetbemtddi szerint ventralis
laminectomia utan a gytkereket megtartva a gerldtedtavolitottuk €s oxigenizalt ACSF
oldatot tartalmazé kamraba helyeztik. 15-20 um &eggbji Gveg mikropipettat
biotinilalt dextrdn amin 10%-0s oldataval toltotkiimajd 5-15 pA disséd egyenarammal
5-10 percig injektéltunk iontoforetikusan a szutl@aany ventromedialis (VM) részébe a
L2-es és L4-es gerincuiglszegmentumok magassagaban. A motoneuronok jélidesaz
injekcioval ellentétes oldalon a L2-L5-6s ventraygdkereket Uszé parafilmre helyezett
biocitin (Sigma, St. Louis, MO, USA) kristalyokraktettiik 20 percrel@. abra).

____________

10% BDA

BIOCYTIN

12. &bra: Commissuralis interneuronok (iCIN: ipsilateralis és cCIN: contralateralis
commissuralis interneuron) jeldlése biotinildlt dexrdn amin (BDA) injekcioval.

Motoneuronok (MN) jel6lése ventralis gyokérre helyeett biocitin kristalyokkal.
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Ezutan a gerincvét még 4-8 éraig a kamraban tartottuk, majd 2,5%agaldehidet, 0,5%
paraformaldehidet és 0,2% pikrinsavat vagy 4% panadldehidet tartalmazo6 oldatban

fixaltuk.

3. 2. 2. Ajelolt CIN-ok és motoneuronok kozti kapsolatok kimutatasa

A fixalast koveben a lumbalis gerincvébél vibrotbmmal 60 um vastagsagu
fokozasara 50%-0s etanol oldatba helyeztik 30 eerorajd az aspecifikus jelolés
elkertlésére 10%-o0s normal 16 szérummal (NHS, \fecats) blokkoltunk 50 percig. A
motoneuronok és a CIN-ok altal felvett BDA és hiiociathatova tételéhez a metszeteket 1
éjszakan at 4 Con ABC oldatban (ABC, 1:100, Vector Labs) inkub&lt majd sotétkék
szinreakciot ado, nikkellel intenzifikalt diamine#zidin (DAB, SIGMA) reakciot
végeztink. Végll a metszeteket zselatinozott térggkre helyeztilk és viztelenitést
koveten Permounttal fedtik.

A BDA-val retrograd maédon jel6lt commissuralis imteuronok gerincvéh beluli
megoszlasat mikroszkophoz csatlakoztatott cameniadusegitségével rekonstrualtuk. A
gerincvebi metszetekdl készilt abrakat grafikus tabla segitségével stg@pbe vittik,
majd Neurolucida programmalddllitottuk a gerincvél és a benne ponts#en abrazolt
sejtek térbeli eloszlasat tartalmaz6 képet. A CkNdendritfait camera lucidaval 40x-es
objektiv felhasznalasaval rekonstrualtuk.

A CIN-ok és MN-ok kozotti kapcsolatok fenymikroszias azonositasa 100x-0s
olajimmerzids objektivvel tértént Nicon Eclips 86tkroszkop alkalmazasaval. A fotdkat
ugyanezen mikroszk6phoz csatlakoztatott SPOT RT €&eraval készitettiik.

A CIN-ok motoneuronokkal képzett szinapszisait glakmikroszkdpos szinten
azonositottuk. Az elektronmikroszkopos vizsgalatkla metszeteket 0,5%-0s osmium-
tetroxiddal kezeltiik 50 percig, majd alkoholos é@spgén-oxidban tortént dehidralast
kovetben Durkupan ACM (Fluka) figyantdba &gyaztuk. A igyanta teljes
polimerizaci6jaig az anyagot 56%@n termosztatban tartottuk, majd a metszetelkb
fénymikroszkopos szinten azonositott kapcsolatdkatalmazé terileteket kivagtuk és
Ojraagyaztuk. Ultramikrotommal 60 nm vastagsaguozaimetszeteket készitettlink,
melyeket formvar hartyaval fedett nikkel ,slot” dekre helyeztiink. Desztillalt vizes

mosasokat kovéen ebszor uranil-acetattal (Electron Microscopy Scienddstfield, PA,
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USA), majd Ujabb mosast kovein 6lom-citrattal (Reanal, Budapest) kontrasztdztéwz
elektronmikroszkopos vizsgalatok JEOL 1010 elekmikmoszkoppal térténtek.

3. 2. 4. Ajelolt CIN axon termindlisok transzmitereinek azonositasa

A CIN-ok neurotranszmittereinek kimutatdsara flsoens festékekkel tortén
kettss és harmas jeloléseket hasznaltunk Ujszil6tt (By80s) patkany gerincval. A
BDA-val jelolt axon termindlisok serkehtkarakterének vizsgalatara a metszeteket 1
€jszakara szobémérsékleten tengerimalacban termeltetett vezilalamglutamat
transzporterek elleni antitesteket tartalmazo (VGILU VGLUT2; 1:5000, Chemicon,
Temecula, CA, USA) 0,1 M-os PB oldatba helyeztikelsinder szérumként Alexa Fluor
546-tal konjugalt kecskében termeltetett tenge@mallenes antitestet (GA\lexa 546,
1:1000, Molecular Probes) alkalmaztunk 0,1 M-os &Batban. A gatl6 CIN axon
termindlisok azonositasahoz a metszeteket nylUkanettetett glutaminsav-dekarboxilaz
(GAD65/67, 1:10000, Sigma) és birkaban termeltefiatin transzporter (GLYT2, 1:5000,
Chemicon) ellenes antitesteket egyarant tartalntazdV-os PBS oldatban inkubaltuk. A
primer antitesteket ebben az esetben is fluoreszdestékkel kapcsolt szekunder
antitestekkel tettik lathatova: a GABA kimutatdsar@AD65/67-hez Alexa Fluor 647-tel
konjugalt szamarban termeltetett nydl ellenes esitt (DAR-Alexa 647) kapcsoltunk, mig
a termindlisok glicin tartalmat GLYT2-h6z kapcsaddodlexa Fluor 546-tal konjugalt
szamarban termeltetett birka ellenes antitestteASIAlexa 546, mindkett 1:1000,
Molecular Probes) mutattuk ki. Végul a metszetekétgylemezre helyeztik és
Vectashielddel (Vector Labs) fedtik. Az immunfestpscificitdsat primer antitesteket nem
tartalmazo normal 16 szérummal (NHS) valo inkubsddseszteltik.

A jelélt CIN axon termindlisokat tartalmazé lumisaligerincved ventralis
szlrkeallomanyanak 0,5 pm vastagsagu optikai €fex-os olajimmerzios objektivvel
Zeiss LSM 510 konfokalis |ézer pasztazé mikroszlebpfizsgaltuk. A rendszer egyszerre
harom hullamhosszon képes gerjeszteni a fluoresie=stékeket, igy a CIN terminalisok
neurtranszmittereit a kovetkémaodon hataroztuk meg:

1.) A glutamatot tartalmazo terminalisok azonositdgénd88 nm hulldmhosszon jelet
ad6 BDA-val jelolt ©sszes terminalisbdl ugyanazorkroszképi latotérben
kivalasztottuk az 568 nm hullamhosszu lézerrel egetett VGLUT1,2 tartalmu
terminalisokat. Megszamoltuk a kijel6lt tertletatathatd BDA-val jel6lt CIN axon

terminalisokat, majd megnéztik, hogy ezek kozullyste mutatnak VGLUT1,2
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transzmitter specifikus immunoreaktivitast is, azémnek fel sarga szinben az
egymasra vetitett felvételeken.

2.) A CIN-ok gatlé neurotranszmitter tartalmanak visgahoz a BDA-val jel6lt
terminalisok kozul a GADG65/67 tartalmlUakat 647 nsn-emig a GLYT2-t
tartalmazokat 555 nm-es hullamhosszlusagu lezegrgdgztettik. Az egy latotérben
lévé termindlisokat kilonbdz hullamhosszusagu lézerrel vizsgalva lehetségessé
valt egy adott CIN terminalis GABA és glicin tart#@nak, illetve a két géatlo
transzmitter egyuttes@brdulasanak vizsgalata is.

Az Aallatkisérletek végzéséhez az adafsidkban érvényes egyetemi engedéllyel (eng.
szam: 40/ 1996/ ATEB és 19/2001 DE MAB) rendelk&ztii
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4. EREDMENYEK

4. 1. Utolsé rendi premotor interneuronok kapcsolatai primer
afferensekkel

4. 1. 1. Utolso rendi premotor interneuronok jeldlése Gjszulott patkany
gerincvelsben

A motoneuronokhoz kézvetlenlil kapcsolédd premotaterneuronok retrograd
jeloléséhez BDA-t injektaltunk iontoforetikusanaddralis motoros oszlopbda.2-es és L4-
es gerincveéli szegmentumok magassagaba8. (A abra). A mikropipetta hegye koril kis
nekrotikus centrum keletkezett, melyet diffzartddétt terllet vett koril. A nekrotikus és
a diffazan fesidott tertletet tekintettik az injekcids helynek,lynek kiterjedése mind
horizontalisan, mind rostrocaudalisan 100-150 unit y©3. B abra. Az injekciot
lumbalis gerincvdli szirkeéllomany teriletén. Ezen neuronok tobbségeziv homogén
festbdést mutatott, mely a szOmat és a dendritfa naggetés feltiintettel3. C, D abra)
Kisérleteinket 6t allaton végeztik, az injekciagiket nem megfelél elhelyezkedése miatt
2 allatot kizartunk a végsertékeléstl, igy az itt szerepl adatok 3 &llatbdl szarmaznak.

Mind a L2-es, mind a L4-es szegmentumok magassagélo jeldlést kdvéen a
sejtek tdbbsége az injekciéval azonos oldalon z&beett el (83% és 82%), de jelént
szamban talaltunk jelolt sejteket contralateralisan(17% és 18%). Az ipsilateralis
premotor interneuronok (LOPI) a gerinddielszirkeallomany ventromedialis részén
koncentralodtak, etsorban az V-Vlll-as laminak medialis teriletdd (A és 15. A abra
A contralateralisan jelddott commissuralis premotor interneuronok (LOPCibhbségét a
Vlll-as lamina tertletén talaltuk, de voltak sejel/Il-es és X-es laminak medialis részén
is. A rostrocaudalis eloszlast vizsgalva azt talglthogy mind a L2-es mind a L4-es
szegmentumokba tortént injekcid utan is a legtédbaz injekcidés hely szegmentumaban
helyezkedett el a szurkeallomany mindkét oldatbkh B8, C és 15. B, Gbra). Mindkét
injekci6 alkalmazasa utan a jelolt sejtek dontobbségét a Ilumbalis 1-4-es
szegmentumokban talaltuk, mig a lumbalis 5-6-ogreEatumok viszonylag kevés LOPI-t
tartalmaztak14. és15. abra).
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13. abra: Utols6 rendi premotor interneuronok (LOPI) jeldlése a lateralismotoros oszlopba
adott BDA injekcioval. A: Az injekcié sematikus abrazolasa. A szirkére testeilet az injekcios
helyet jeloli. B: Az injekcios hely fényképe. A szaggatott vonal @&s M abran is a szurke és
fehérallomany hatérat jel6liC és D: Két utols6 rend premotor commissuralis interneuron
fényképe LOPCIN: utols6 rend premotor commissuralis interneuroBDA: biotinilalt dextran

amin, cc: canalis centralis. Kalibraciés egyenesek: 100 uBy 25 um aC ésD abrakon
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IPSI CONTRA

14. abra: A jel6lt premotor interneuronok eloszldsa, a L2-esszegmentum magassagaban a
lateralis motoros oszlopba tortént BDA injekcié utdn. A: A lumbalis gerincveli szegmentek
camera lucida rajzai, melyekben a jeldlt sejtekselasa lathat6. A sargara szinezett terllet az
injekcios helyet jel6liB: A diagram a sejtek eloszlasat mutatja az injekczdképest ipsilateralisan
(IPSI1) és contralateralisafCONTRA). Az oszlopok magassaga az adott szegmentumbén |év
sejtek szazalékos ardnyat mutatja, az adott oldgdddlit 6sszes sejthez képe€t. A lumbalis
gerincvebi szurkeallomany ipsi- (I) és contralateralis (C) oldalanak haromdimenziés

rekonstrukcios képe. Az ésC abrakon minden pont egy neuronnak felel meg.
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15. abra: A jeldlt neuronok eloszldsa, a L4-es szeg@ntum magassagaban a lateralis motoros
oszlopba tortént BDA injekcio utan. A: A lumbalis gerincveél szegmentek camera lucida rajzai,
melyekben a jelolt sejtek eloszlasa lathatd. A&@a@gzinezett terilet az injekcios helyet jeBliA
diagram a sejtek eloszlasat mutatja az injekcidtézest ipsilateralisafiPSI) és contralateralisan
(CONTRA). Az oszlopok magassaga az adott szegmentumbénséjiek szazalékos aranyat
mutatja az adott oldalon jel6lt 6sszes sejthez $ee A lumbalis gerincveéi szirkeallomany ipsi-

(1) és contralateralis(C) oldalanak haromdimenzids rekonstrukciés képe AAgs C abrakon

minden pont egy neuront jelol.
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1. 2. Utols6 rendi premotor interneuronok jelolése felrbtt patkany

gerincvelsben

Mind a Neurobiotin, mind a BDA iontoforetikus injgkja a lumbalis 3-5
szegmentumok magassagaban, jol korllhatarolt (800 atméijii) injekcios helyet

eredményezett a lateralis motoros oszlop terllgténA abra).

16. abra: Utolso rendi premotor interneuronok (LOPI) és primer afferensek(PA) jeldlése.
A: BDA injekci6 a lateralis motoros oszlopbB. BDA-val jelélt interneuronok (acélkék) és CTh-
vel jeldlt primer afferensek (barna) a gerina¥ekentromedialis tertileténC: Neurobiotinnal jelolt
interneuronok (barna) és HRP-vel jeldlt primer affiesek (acélkék) a gerincdeventromedialis
terlletén Kalibracios egyenesek: 200 pmA&z100 um 8B ésC abréan.

A nem megfeld injekciés hely kovetkeztében 9 éllatot kizartunktavabbi
vizsgalatokbdl, igy az itt szeréphdatok 5 allatbol szarmaznak. Az injekcidkat kdea

rs

nagyszamu retrogradan jeddbtt LOPI-t talaltunk a gerincvé@ben.A 20-50 pm atméji
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szomakbol 2-5 dendrit eredt, melyek tobbszoroseagaaitak, és akar 300-400 pm
tavolsagban is kovethidk voltak a szlrkeallomany tertletén. A jel6lt testek és
dendritek nagy szama miatt az egyedi neuronok dé&jénak sorozatmetszetakbvalod
rekonstrukciéja nem volt lehetséged6.( B, C 4brg.

17. abra: Utols6 rendi premotor interneuronok eloszlasa a lumbalis gerineelében. Az

abrakon a Neurobiotinnal(A és C) és BDA-val (B és D) jelolt utols6 rend premotor
interneuronok eloszlasa lathaté a lumbalis gerinévezirkeallomanyaban. Az abrakon a
gerincveb szirkeallomanyanak konturja lathatd, melyben niinglent egy jelolt sejtnek felel meg.

Az oldalnézeti képeké@ ésD) a nyilak a ventralis gytkerek kilépési helyeit njata

Habar az egyes kisérletekben a jel6lt sejtek széteats variabilitast mutatott,
azok tébbseége minden esetben az injekcioval azoldason helyezkedett el, s csak 2-6%-
uk volt a contralateralis sziurkeallomanyban. Kekigstel®l eltekintve a jeldlt neuronok
szoméi az V-Vll-es laminakban jetitek @7. A, B abrgd. A gerincvebi
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sorozatmetszetek @menzios rekonstrukciéja azt mutatta, hogy mindeairobiotin, minc
a BDA lateralis motoros oszlopba adott injekcidj@nua gerincveél 3-4 szegmentum
hosszUsagu szakaszén jédtek interneuronok, legnagyobb denzitdssal a datdjagok
alkalmazaséanak helyeaq. C, D abra).

4. 1. 3. Primer afferensk LOPI-ok kal kialakitott szinaptikus kapcsolatai

A hatso gyokér HR-vel vald toltése és a n. ischiadicusba adott CTb injelca
primer afferensek intenziv jetidését eredményez(16. B, C abrg. Mindkét mdodszer
alkalmazasa utan nagyszamu primer afferens teristindhlaltunk a jeld@dott
interneuronokat tartalmazo -Vil-es laminak terdletén, ami leléee tette a P/
termindlisok és a Neurobiotinnal vagy B-val jelolt LOPl-ok szédmai és dendritjei ko:

szoros appozicidk vizsgala(18. abra).

18. abra: Primer afferensek utolsirendii premotor interneuronokkal kialakitott kapcsolatai.

Az A, B ésC jelii fotokon a Neurobiotinnal jel6lt utol rendi premotor interneuronok barr
sziniek, mig a HRRel jeldlt primer afferens terminalisok acélkék@kD, E ésF-jeli fotokon a
BDA-val jeldlt interneuronok acélkékek, a C-vel jdolt primer afferens axon terminalisok pet
barna szidek. A nyilhegyek a primer afferens terminalisokreakretrogidd maédon jel6lt

interneuronok dendritjeiveés szomaival képzett szoros appozicidira mutataibracio:2C um.
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19. abra: Primer afferensekil kontaktust fogad6 utolsé rendi premotor interneuronok.

A Neurolucida program segitségével készilt abrakdreurobiotinnallA ésC) ésBDA-val (B és

D) jeldlt utolsé rend premotor interneuronokl?7. abra) kozul azok lathatdéak, amelyek a primer
afferens axon termindlisoktol kontaktus fogadtakurAbalis gerincveli szirkeallomany kontarjan
beltl minden pont egy jeldlt sejtnek felel megoklalnézeti képekefC ésD) a nyilak a ventralis

gyOkerek kilépési helyeit mutatjak.

A primer afferensek projekcidinak vizsgalatakor smgmoltuk azokat a jelédiott
utols6 rend premotor interneuronokat és izolalt dendrit szeguomajaikat, amelyek
terminalisokat fogadtak a jelolt primer afferene$elkl. A metszetek alapos analizise azt
mutatta, hogy az 6sszes jeldlt interneuronnak. @bra) csak a tdéredéke (2,5-9,2%-a)
fogadott valoszitisithet kapcsolatot primer afferens axon terminalisoktt®. (abra, 1.
tablazat), s ezen sejtek is csupan néhany kontaktust (fb@adtak (18. abrag. Csak
néhany olyan neuront taléltunk, amellyel nagyobénmsz terminalis alakitott ki szoros
appoziciot 18. F abra. Azt, hogy az adott LOPI egy, vagy toébb priméerens rosttol
fogadott-e kapcsolatot, nem vizsgaltuk. A kontakfogado LOPI-ok az injekcids helyek
kozelében (azaz az injekcid soran jéttiitt motoneuronokhoz kdzel) koncentralodtak, az

V-VI-0s laminak mediolateralis és a VIl lamina dalis részén9. abra).
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1. tAblazat: Primer afferens axon terminalisoktdl lontaktust fogadd utolso rendi premotor

interneuronok.
Jel6lt interneuronok Primer afferensekisl
Allatok . kontaktust fogadd
szama . 3 .
LOPI-ok szama és aranya
NB/HRP 4 950 70 (7,4%)
BDA/CTB 1 308 21 (6,8%)
BDA/CTB 2 363 9 (2,5%)
BDA/CTB 4 1043 96 (9,2%)
BDA/CTB 6 640 46 (7,2%)
Osszesen 3304 242 (7,3%)

Izolalt dendrit szegmentumokon csak ritkan taldtikontaktust. Azt az esetet,
amikor a kontaktust fogado dendritszakaszt nemtd¢thegy adott szomahoz kotni kétféle
modon interpretalhatjuk. Ha ezen dendritdarabolamlpeuronokhoz tartoznak amelyek
szOmai és/vagy proximalis dendritjei is szoros appokat alakitanak ki PA
termindlisokkal, a talalt kontaktusok nem modokigaPA-ekél kontaktust fogado sejtek
aranyat. Ha viszont az izolalt dendriteken tal@paziciok olyan sejtekhez tartoznak,
amelyek kizardlag distalisan fogadnak kontaktugt,névelheti a PA-ekkel kapcsolatot
létesit sejtek szamat, ill. ardnyat. Mivel azonban ilyastalisan elhelyezkeéd szoros
appoziciot csak rendkivil kis szamban talaltuk, ggyndoljuk, hogy ez jelebsen nem
befolyasolja kapott eredményeinket.
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4. 2. Commissuralis interneuronok szinaptikus kapasatai és
neurotranszmitterei

4. 2. 1. Commissuralis interneuronok jellése

A commissuralis interneuronok feltlintetéséhez BDAnjektaltunk a L4-es
szegmentum magassagaban a szirkeallomany ventalimadriletébe20. A abra). Az
50-150 um atméjt injekcids hely egy kdzponti, kismétiehekrotikus centrumbdl és az
azt korbevey diffazan fesddott terdletldl allt (20. B abra. Az injekcio kdzelében
talalhatd neuronok sejttestiikon és dendritjeikeresail felvették a jeléanyagot és az
axonba transzportaltakQIN, 20. A abra). Ezen anterograd modon jeldbtt CIN-ok
axonjai a ventralis commissurdban keresztezték aépnalat, €s az ellenoldal
szirkedllomany tertletén végitek. 0. C abra) A CIN-ok egy masik csoportjanak
axonjai €CIN, 20. A abra) az injekcios terlletben értek véget. Ezek a kkejie axon
termindlisaikon keresztiul vették fel a BDA-t, s aetrograd médon a szomaba és a
dendritekbe szallitottakR(. C abra)

Az injekcié utan a motoneuronok jelélésére az ici@kal ellenoldali ventralis
gyokereket a L2-L5-0s szegmentumok magassagabaitifone| toltottik 0. A abra). A
motoneuronok axonjaikon keresztil felvették a liotiami retrograd transzporttal eljutott
a sejttestbe, valamint a dendritfa jetentészét is megfestett@0( D abra).

Kisérleteinket 18 allaton végeztik. Az injekciéo nemegfeleb elhelyezkedése,
illetve az elégtelen motoneuron jeéldes miatt 11 allatot kizartunk a végsrtekeléssl,

igy a dolgozatban szeréphdatok hét allatbdl szarmaznak.

4. 2. 2. Commissuralis interneuronok morfolégiaja

Bar a CIN-ok morfologiaja igen valtozatos, méretik, sejttest alakja és a
dendritarborizécio & irdnyai alapjan két6f csoportba lehetetbket sorolni. Az egyik
csoportba azok a neuronok kerultek, amelyek piratakd 10-20 pum atméi szomaja a
Vll-es lamina medialis részében volt. A sejttési tér minden irdnyaba eredtek dendritek
(21. A abra, 603-as szamu sejt, és 21. C abra, uggaen sejt fotdjg. A nagyobb
csoportot olyan, poligonalis szomaval rendetkeejtek alkottakZ1. A abra, 607-es jdi
sejt, és 21. B abra, ugyanezen sejt fotdéjanelyek a szlrkeallomany ventromedialis

terlletének medialis részén helyezkedtek el, kienwét a canalis centralis mellett.
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20. abra: CIN-ok jelolése a gerincvdl szirkeallomanyanak ventromedialis teriiletébe adott
BDA injekcidval és a motoneuronok szimultan jelélés biocitinnel. A: Az injekcid sematikus
abrazolasa. A szurkeére festett tertlet az injektiélyet jeloli.B: Az injekcids hely fényképe. A
szaggatott vonal a& ésB abran is a szurke- és fehéralloméany hatérat jeldliRetrograd médon
jeloélt commissuralis interneuronokroél (nyilak) éskézépvonalat kereszteanterogrdd maédon
jelolt CIN axonokrél (nyilhegyek) készilt fénykBp.Biocitinnel jel6lt motoneuronokrol készilt
fénykép.iCIN: ipsilateralis commissuralis interneurorgCIN: contralateralis commissuralis
interneuron,MN : motoneurongc: canalis centralis. Kalibracids egyenesek: 100 uBy &0 um a
C ésD abrakon.
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Sejttestiik 15-30 um atniégd volt, amikdl 2-5 hosszu, elagazo, dorsoventralis iranyultsagu

dendritfa eredt.

21. 4bra: A commissuralis interneuronok morfol6gidp. A: Ventromedialis BDA injekciot

koveten retrogradan jel@dott commissuralis interneuronok camera lucida adjzsémas

e

607-es, aC- jelin a 603-as szamu sejt fényképe lathatd. canalis centralis. Kalibracids

egyenesek: 2pm.

4. 2. 3. Commissuralis interneuronok eloszlasa a gecvelében

Kisérleteinkben az injekci6 méraibts pontos elhelyezkedésitiiggéen a jeldlt
sejtek szama jelebden eltért egymastél, tobbségik azonban mindig rgekdio
szegmentumaban helyezkedett el, de 1-2 szegmenturostalisabban és caudalisabban

is voltak jel6lt neuronok22. abra).
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22. 4bra: A jeldlt neuronok eloszlasa, a L4-es szegntum magassagaban a gerincwél

szirkeallomany ventromedialis teriiletébe tértént BIA injekcié utan. A, B, C: A gerincvebi
szegmentumok camera lucida rajzai, melyekben H gjiek eloszlasa lathatd. A sargara szinezett
terulet az injekcios helyet jel6li. Az &brdkon n@ngbont egy neuront jeldl.

Figyelmlnket elssorban az injekcidval contralateralisan elhelye#keagijtekre
fokuszaltuk. Ezek a neuronok axonjaikon keresztétrograd modon megjel6lt
commissuralis interneuronok (cCIN) voltak, melyekgarincveb szirkeallomanyanak
ventromedialis tertletén (Vll-es lamina medialissz@€, Vlll-as és X-es laminak)
koncentralodtak a vizsgélt gerincéstakasz teljes hosszdban. Minél kisebb volt az
injekcios terulet nagysaga (50-150 um) - amelyeanikropipetta hegyatmépe és az
alkalmazott aramésség hatarozott meg - annal kevesebb cCIN getiit, ugyanakkor,

nem tapasztaltunk killénbséget a jédtiitt CIN-ok eloszlasdban.
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4. 2. 4. Kapcsolat a gerincvél két oldalan jel6lédott commissuralis

interneuronok kdzott

Amint azt a20. C abran a ventralis commissuraban futdo axonkotegniga, a
ventromediis BDA injekciét koveber jelentvs szamban jelébtek commissurali
interneuronok ipsilateralisan az injekcio oldalarfiCIN). Ezeknek a sejteknek az axon,
gerincveb ellenked oldalara atjutva kapcsolatot képezhetett a cattedlis
szurkeallomanyban jelédiott CIN-okkal (cCIN). A lehetséges kontaktusok azonositasi
35 contralateralisan elhelyezkKed CIN szomajat és dendritfajat vizsgaltuk
fénymikroszkdppal olajimmerzidés nagy nagyitasu $éndhasznalva. Osszesen 17 se
talaltunk szinaptikus kapcsolatra utalé szcosszefekvéseket az anterograd modon |
iCIN-ok axon termindlisaival2. tablazat, 23. 4bra).A sejtek atlagosan két kapcsole

fogadtak, amelyek kizarélag a dendritek proximadiszén fordultak é1(23. abra).

23. abra: A gerincveb két oldalan jel6lédott commissuralis interneuronok (CIN) kdzotti

kapcsolatok. Az anterogrd médon jeldlt CIN axon terminalisok és a retrad médon jelolt CIN-
ok kozotti szoros Osszefekvesgkheeszitett fenyké(A) és camera lucida rajzo(B, C), melyek
poligonalis szdméval rendelkeZIN-okat dbrdzolnak. AA és aB képen ugyanaz a sejt lathato,
a nyilhegyek is ugyanazt a kapcsolatot jelolikB és aC képen a szoros appoziciokat a fel
pontok jeldlik. AB képen lathaté nyilak veralis (V) és mediss (M) iranyba mutatnak.

Kalibracios egyenesek: 1@ azA, 50 um aB ésC képeken.
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2. tablazat: A gerincvelé két oldalan elhelyezked commissuralis interneuronok (CIN)
egymassal kialakitott kapcsolatai.

Vizsgélt Kapcsolatokat

Allatok  CIN-ok fogadé CIN-ok ~apcsolatok

, , szama
szama szama
BDA 2 3 2 3
BDA 4 12 5 6
BDA 6 8 4 12
BDA 7 12 6 13
Osszesen 35 17 34

4. 2. 5. Commissuralis interneuronok kapcsolatai moteeuronokkal

A ventromedialis injekciot kdvéen az anterograd modon jelolt iCIN-ok axonjai a
kézépvonalat keresztezve és az injekcidval ellefkaeldlalon gazdagon elagazédva a
szlrkeallomany ventromedialis teriiletén a ventrsdisrvig is eljutottak. Az axonok nagy
részét a lateralis motoros oszlop terlletéig tudkdketni, ahol szoros appoziciokat
alakitottak ki a biocitinnel jel6lt motoneuronoltsestén 4. A abra) és dendritjeinZ4. B
abra).

Nagy nagyitdsu fénymikroszkopos vizsgalatokkal 6&82gerincved kilonbod
szegmentumaiban elhelyezkechotoneuronon kerestik meg a szoros dsszefekvéaeket
motoneuronok szomai, dendritiei és az anterogradlomojelobdott CIN-ok axon
termindlisai kozott . tablazal. Alapos vizsgalattal 291 esetben talaltunk
fénymikroszkdposan azonosithatd szoros appozicdd. egyes motoneuronok 1-3
kontaktust fogadtak, melyek negyedét a szOmakamnimdegyedét a dendriteken talaltuk.
A dendritikus appozicidk kizardlagosan a dendrpedximalis részén helyezkedtek el. A
CIN-ok és motoneuronok kozotti szinaptikus kapdsolmeglétét igazolando,
elektronmikroszképos vizsgalatokat is végeztink]lyae mind axoszomatikus2d. C
abra), mind axodendritikus kapcsolatr24( D abra) talaltunk példakat.
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24. abra: Commissuralis interneuronok (CIN) és motoeuronok kapcsolatai. Az A ésB-jelii

fénymikroszkopos felvételeken az anterograd moedtisit jcommissuralis interneuronok axon
termindlisainak egy motoneuron szOmajaiAs) és egy dendrittg]B) képzett szoros dsszefekvéseit
lathatjuk (nyilak). A szinaptikus kapcsolat megdlégézolo elektronmikroszkopos felvételek kozil a
C-jelii foton egy jelolt CIN axon terminalisngle) egy motoneuron szomajavad) (kialakitott
szinaptikus kapcsolata lathatd (nyilhegyek).DAeli foton a jeldlt CIN terminalis(al) egy
motoneuron dendritte(d) alakit ki szinapszist (nyilhegyek). A foton lathagy nem jeldlt axon
terminalisnak (a2) ugyanazon dendrittel kialakitott aszimmetrikusnagtikus kapcsolata is.

Kalibracios egyenesek: 1 azA ésB, és 0.5m aC ésD képeken.
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3. tabladzat: Commissuralis interneuronok (CIN) axonterminalisai és a motoneuronok (MN)
kozotti kapesolatok.

Vizsgalt Kapcsolatokat Kapcsolatok Kapcsolatok a

Kapcsolatok a

Allatok M N,-ok fogadc’), MN-ok szama sejttesten proximalis
szama szama a MN-okon dendriteken
BDA 2 130 55 75 20 55
BDA 4 173 78 98 22 52
BDA 6 98 58 79 18 61
BDA 7 120 50 69 21 48
BDA 11 111 50 71 9 62
Osszesen 632 291 392 90 302

4. 2. 6. Commissuralis interneuronok neurotranszmier tartalmanak
vizsgélata fluorescens jel6lési technikaval

A commissuralis interneuronok axon terminalisaijelklésére BDA-t injektaltunk

a gerincvabi szurkedllomany ventromedialis részéBb.(A abra).

25. A&bra: Commissuralis interneuronok (CIN) fluorexens jelolése a gerincvéi

szlrkeallomany ventromedialis terlletébe vald injetdlassal. A: Az injekcids hely fényképe,
melyen jol latszanak a jel6lt commissuralis intenmmok kézépvonalon athaladd axonjai (nyilak).
B: Egy jelolt commissuralis interneuron, a képen dlhegyek a sejt axonjara mutatnak.

Kalibracios egyenesek: 5@m azA, 25um aB abran cc: canalis centralis.
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Az injekcié oldalan elhelyezkédiCIN-okbol ered axonkodteg a kdézépvonalat a
ventralis commissuraban keresztezv@5.( A abra, nyilhegyeR az ellenoldali
szirkedllomany tertletén, a Vll-es lamina és addicemotoros oszlop terlletén végntt
gazdagon elagazodva. Vizsgélatainkban ezen CIN asominalisok neurotranszmitter
tartalmat tanulmanyoztuk. Az iCIN-ok tobbségénelszamaja és dendritfajjanak nagy
része is intenziv fedtlést mutatottd5. B abra). Kisérleteinket 21, 5-8 napos patkanyon
végeztik. A nem megfelkelinjekcid, illetve elégtelen axon jeliilés kovetkeztében 15
allatot nem vettink figyelembe az eredmények ékéSlekor, igy kvantitativ adataink 6
allatbdl szarmaznak.

Tobben kimutattak, hogy a vezikularis glutamat seporter fehérjek (VGLUT1,2)
a glutaméat szinaptikus vezikuldkba todé&rallitadsat végzik (Bai és mtsai, 2001; Varoqui
és mtsai, 2002), és igy az ellenik termelteteftemtek a glutamaterg axon terminalisok
specialis markereinek tekintlé&t Ezért a serkefit tulajdonsagu CIN-ok kimutataséara
VGLUTL1 és VGLUT2 antitesteket hasznalturd6( abra).

VGLUT 1,2 EGYUTT

26. abra: Glutamat neurotranszmittert tartalmazé conmissuralis interneuron (CIN) axon
termindlis a gerincvebben. A: BDA-val jelolt CIN axon terminalisolB: VGLUT1,2 antitesttel
jelolt axon terminalisokC: A nyil egy VGLUT 1,2 antitesttel és BDA-val ilelCIN axon

termindlisra mutat. Kalibracios egyenes: 4 um.

A BDA és VGLUTL1,2 immunoreaktivitds kolokalizaciojaégy gerincvélben vizsgaltuk
(4. tablazad. Az altalunk vizsgalt 590 BDA jelolt CIN axon temalisbol 158 esetben
tudtunk kimutatni VGLUT1,2 immunopozitivitast2¢. C &abra, azaz a CIN axon
terminalisok kdzel negyede bizonyult serkarek.
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4. tdblazat: Vezikularis glutamét transzportereket(VGLUT1,2) hasznalé commissuralis
interneuron axon termindlisok szama.

- VGLUT 1,2
Allatok BDA-]?lOJt. axon immunoreaktivitast
terminalisok , o
mutatd axon terminalisok
BDA 58 191 50 26%
BDA 62 172 50 29%
BDA 63 47 16 34%
BDA 74 180 42 23%
Osszesen 590 158 27%

Altalanosan elfogadott, hogy a gerindileén a GABA és a glicin a ké6 fgatlo
neurotranszmitter. A GABAerg gerincéel interneuronokban a glutamat-dekarboxilaz
enzim két formajat (GAD65 és GADG67) azonositottakjelyek a glutamat aminosav
gamma-aminovajsavva tori@atalakitasat katalizaljak, ezért nagy koncentigovannak
jelen a GABAerg terminalisokban (Mackie és mts@2, Tran és mtsai, 2003). gy azok a
CIN-ok, amelyek GABA-t hasznalnak ingeruletatvianyagként, GAD65 és GAD67
enzimek ellen termeltetett antitestekkel jelotiedt 27. abra).

GAD 65/67 EGYUTT

27. abra: GABA neurotranszmittert tartalmazé commisaralis interneuron (CIN) axon
terminalisok a gerincvelbben. A BDA-val jeldlt CIN axon terminalisoR: GAD 65/67 antitesttel
jelolt axon termindlisolC: A nyilhegyek két GAD 65/67 antitesttel és BDAisvglolt CIN axon

terminalisra mutatnakkalibraciés egyenes: 5 um.
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Ot allat ventralis szirkeallomanyaban 1146 BDA-jeblt CIN-t vizsgalva 350
reagalt GADG65/67 antitesttel2]. C abra, 5. tablazat Adataink alapjan a teljes
gerincvebi CIN populacio 14%-a, mig a gatld CIN termindliseigynegyede hasznal
kizarélag GABA-t gatl6 neurotranszmitterként.

A glicint mint neurotranszmittert hasznalé axonnteralisok plazma membranja
nagy affinitasu transzport fehérjéket tartalmaz YGL és GLYT2), amelyek a glicin
szinaptikus réshh vald eltavolitasaért felések. Bizonyitott, hogy a GLYT2
immunopozitiv termindlisokban megtaldlhatd a glicifpike és mtsai, 1997).
Vizsgalatainkban 5 allatbdl szarmazo 1146 BDA-edblf commissuralis axon terminalist

vizsgaltunk, melyBl 502, azaz az 06sszes jel6lt CIN terminalis 44%edt \GLYT2

immunopozitiv 8. abra, 5. tdblaza}.

EGYUTT

28. abra: Glicin neurotranszmittert tartalmazé commissuralis interneuron (CIN) axon
terminalisok a gerincvelbben A: BDA-val jelolt CIN axon terminalisolB: GLYT2 antitesttel
jelolt axon termindlisok,C: A nyilhegyek GLYT2 antitesttel és BDA-val is {el6IN axon

termindlisokra mutatnak. Kalibraciés egyenes: 4 um.

Szamos morfoldgiai és fizioldgiai vizsgalat bizdjg,i hogy a GABA és a glicin
ugyanazon axon terminalisban is jelen lehetnek ringelbi szinapszisokban (Todd és
Sullivan, 1990; Shupliakov és mtsai, 1993; Jonastsi, 1998). Mindezek miatt e két
neurotranszmitter kolokalizaci6jat is tanulmanyéztua gerincvedi CIN axon
termindlisokbar(29. abra) A vizsgalt 350 GAD tartalmu terminalis kdzel falsak GAD
65/67-et (161 terminalis), mig valamivel tobb, manfele, a GAD 65/67 mellett GLYT&t
is tartalmazott (189 terminalis). Az 502 GLY®BR-tartalmazd terminalis koézal 313
termindlis mutatott kizardlag GLYT2 immunoreaktdst. A vizsgalt gatld CIN
termindlisok 29%-a (189 terminalis) bizonyult midtdkmarkerre, GADG65/67-re és
GLYT2-re pozitivnak, ami az 6sszes BDA-jel6lt tendlis 17%-a%. tablazat).

60



BDA+ GLY

BDA+GABA

<

29. abra: GABA és glicin neurotranszmittert is tartdmazé commissuralis interneuron (CIN)
axon terminalis a gerincvebben. A BDA-val jeldlt CIN axon terminalisol8: A nyil egy GLYT2
antitesttel és BDA-val egyarant jel6lt CIN termiséh mutat,C: A nyil egy GAD 65/67 antitesttel
és BDA-val is jelolt CIN axon termindlisra mutdd; A nyil egy GABA-t és glicint egyarant

tartalmazo BDA-val jeldlt CIN axon terminalisra ratitKalibracios egyenes: 2 um.

Vizsgalataink alapjan azt mondhatjuk, hogy az Ufstipatkanyok commissuralis
interneuronjai  neurotranszmittereiket tekintve hegén populaciét képviselnek5.(
tablazat). A BDA-val jel6lt CIN termindlisok neurotranszretekre specifikus fehérjékre
adott immunoreaktivitasa azt mutatta, hogy a CINmiedlisok egynegyede lehet
glutamatot hasznalé serkénmeuron, mig tébb mint felik (58%) gatlénak bizolhyé
gatlé terminalisok kozel felében (47%) kizéarolagigl talalhatd, egynegyedik (24%) csak
GABA-t hasznal neurotranszmitterként, mig valamit@bb, mint negyedikben (29%),

mindkét gatlé aminosav megjelenik.
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5. tablazat: Gatlé ingeriletatvivé anyagot haszndl6: glutaminsav-dekarboxilaz 65/67te
(GADG65/67) éslvagy glicin transporter 2-t (GLYT 2) tatalmazé biotinilalt dextrdn aminnal

(BDA) jel6lt commissuralis interneuron (CIN) axon terminalisok szdma és aranya.

Immunoreaktivitast mutaté gatlo

] BDA-jeldlt Gatlo terminalisok
Allatok axon axon GLYT2 65
termindlisok terminalisok GADG65/67 GLYT2 GADG65/67
BDA 58 140 63 45% 19 32 12
BDA 60 301 155 51% 36 84 35
BDA 62 155 104 67% 45 39 20
BDA 63 328 189 58% 30 101 58
BDA 64 222 152 68% 31 57 64
Osszesen 1146 663 58% 161 313 189
A BDA-jeI('th,axo,n terminalisok 14% 2704 17%
aranyaban
A gatlé axon terminalisok aranyaban 24% 47% 29%
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5. MEGBESZELES

5. 1. Utolso rendi premotor interneuronok primer afferensekkel |étesiett

kapcsolatai

5. 1. 1. Utolso rend premotor interneuronok és primer afferensek jelolée

Az utolsé renél premotor interneuronok jeldlésére f@n patkanyban BDA-t vagy
Neurobiotint injektaltunk iontoforetikusan a latésamotoros oszlop tertletére. A BDA-t
axon terminalisok, dendritek és sejttestek egyaképesek felvenni, a jelddnyag pedig
mind anterograd, mind retrograd iranyban kivalda@mgzportalodik (Veenman és mtsai,
1992; Rajakumar és mtsai, 1993). A lateralis matarszlop tertiletén a motoneuronokon
kivil interneuronok sejttestei is felvehették ali@hnyagot. Csirke gerincu#den azonban
kimutattak, hogy a motoneuronok kozott csak elhgolfaté szamban talalhatunk
interneuronokat (Antal és Polgar, 1993; Antal ésant1994; Berki és mtsai, 1995),
masrészt a ventralis szurkeallomanyban talalhatérieuronok dendritjei csak ritkan
Iépnek be a motoros oszlop teriletére (Antal ég&pI1993). Az injekcids terlleten a
motoneuronokon és az altalunk jel6lni kivant LORI-axonjain kivlil a jeldanyagot
olyan, propriospinalis €s supraspinalis neurondieligehették, amelyek axonjai a lateralis
motoros oszlophoz kildenek kollateralis agakat. ikkzmddon jel6bdott sejtek szama
azonban elhanyagolhaté lehet, mivel a BDA-t és arbl@otint csak az injekcid terlletén
athalado sértilt rostok veszik fel, intakt axonoknn@eenman és mtsai, 1992; Rajakumar
€s mtsai, 1993; Sidibé és Smith, 1996). Tobb ldsggimegfigyelés is azt mutatta, hogy az
altalunk is hasznalt iontoforetikus injektalas csaikimalis szdveti roncsoldédast okoz, igy
a jelélbanyag athalado rostok altali felvétele elhanyagdlii@idibé és Smith, 1996; Puskar
és Antal 1997).

Ugy gondoljuk, hogy a BDA-val és Neurobiotinnal &gl LOPI-ok eloszlasaban
megfigyelhed kilonbséget nem a jelidnyagok elté volta, hanem az injekciok
kilébnb6d mérete és/vagy a lateralis motoros oszlopon bedli€ lokalizacioja
magyarazza.

A hatso gyokéren alkalmazott HRP és a nervus ididuaba adott CTb injekcid
nagyszamu vastag mielinizalt primer afferens rekiljdését eredményezte, melyek az V-

Vil-es laminak teritletén végdtek. A jelébdott primer afferensek és LOPI-ok kozti
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kapcsolatok elemzésénél figyelembe kell venni hagy a BDA és a Neurobiotin nem
minden esetben tluntette fel premotor interneuroteljes dendritarborizaciojat. Mivel
azonban a lateralis motoros oszlopba adott inje&di@®PI-ok dendritfainak igen intenziv
festbdését eredményezte, valédriihet, hogy az esetek nagy részében a geldyag
csupan a legdistalisabb dendriteket nem festette me

Mind a retrograd maédon jelolt LOPI-ok mind az angmad modon jel6lt PA rostok
rendkivil intenziv jelddése olyan nagyszamu sejtet és rostot tartalmazdtami
szolgaltatott szdmunkra, amlirigy gondoljuk, hogy elégségesen nagy volt ahlmogy
eredmeényeink a teljes LOPI populaciora vonatkoztagprezentativak legyenek. A jeldlési
modszerek bizonyos korlatait figyelembe véve, éapott szamszéradatokat megfelél
elévigyazatossaggal kezelve jelen munka a LOPI-ok @siraer afferensek kozti szoros
appozicidk el§ kvantitativ morfolégiai leirasa.

5. 1. 2. Primer afferensekél monoszinaptikus bemenetet fogadd LOPI-ok

Munkankban morfolégiai mddszerekkel kimutattuk, yiog PA terminalisok
kozvetlen kapcsolatokat létesitenek LOPI-okkal,amgkkor eredményeink azt mutatjak,
hogy a LOPI-oknak csak kevesebb, mint 10% -a fogatiny monoszinaptikus bemenetet
primer afferensekit. Ez a relative kisszadma input azonban mégis kdffen
befolyasolhatja a LOPI-ok ilkddését.

Interneuronokbdl és az altaluk innervalt motoneaktol tortéd szimultan extra-
és intracellullaris elvezetéseket alkalmazva szétaberatériumban vizsgéltak a primer
afferensek ingerlésének hatdsara az utolso irgmémotor interneuronokon kivaltott
valaszokat. Kimutattak, hogy I-es és ll-es tipumam afferensek (Cavallari és mtsai, 1987;
Edgley és Jankowska, 1987; Shefchyk és mtsai, 1880alacsony ingerkiszibkoor
afferensek (Fleshman és mtsai, 1984, 1988; Schimiditsai, 1989; Moschovakis és mtsai,
1992) egyarant monoszinaptikus bemenetet szolgakadz LOPI-ok szamara. Fiziologiai
kisérletek alapjan azt is tudjuk, hogy bizonyos Ukdenyek kozoétt az izom éséb
afferensek stimulacoja diszinaptikus EPSP-t és {P3Bd kivaltani gerincvéil
motoneuronokon. Mindez arra utal, hogy az altalanénositott néhany kontaktus is képes
lehet a LOPI-ok tlizelését kivaltani és ennek révéaenzoros impulzusokat kdzvetlendl a
motoneuronok felé tovabbitani. (McCrea és mtsa®biAngel és mtsai, 1996; Quevedo és
mtsai, 2000; Jankowska, 2001).
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Jelen munka et&ént mutatja be a primer afferensgkinonoszinaptikus bemenetet
fogadd LOPI-ok laminaris és szegmentalis eloszlgsdikany lumbalis gerincu§Eben.
Kisérleteink alapjan a PA-ekkel szoros appozi@édit LOPI-ok a lumbalis gerincvél
V-Vll-es laminaiban az injekcidval ipsilateralisaaftdl legfeljebb 2-3 szegmentumnyi
tavolsagban helyezkedtek el. Ezen a geririgvidrileten kordbban Jankowska (1992)
motoneuronokkal monoszinaptikus kapcsolatbad,l&vés Ib Br és izlleti afferensek altal

serkentett neuronokat talalt.

5. 1. 3. Szenzoros informaciok hatasa a LOPI-ok éikodésére

A primer afferensek altal kodzvetitett idegi impuplit a gerincvéi motoros
apparatus kuldonbézszintjein hathatnak. Ha a primer afferensek ausigenerator szinten
hatnak, akkor maga a ritmus szenvedhet zavart kscigltolodasa, vagy faziskiesés
kovetkezhet be. Ha a hatds a mintazatgeneratotenazimyilvanul meg a motoneuronok
aktivitasi szintje (izome¥) valtozhat, illetve adott cikluson belll faziséftdas kovetkezhet
be. A mintazatgenerator szinten tofiésravard” hatas eredményeként akar bizonyos
motoneuron csoportok itkodése szunetelhet, majd faziseltolédas nélkiletéegk vissza
az eredeti ciklusba (Rybak és mtsai, 2006).

A primer afferensek ingerlése vélaszt valthat kiramotor interneuronok illetve a
motoneuronok szintjén is. Kimutattak, hogy l-esliéss tipusu izom ésdp afferensek
monoszinaptikus kapcsolatot alakitanak ki gerin@ivelotoneuronokkal (Brown és Fyffe,
1981; Edgley, 2001; Quevedo és mtsai, 2000) és gimninterneuronokkal (Angel és
mtsai, 1996; Cavallary és mtsai, 1987; Czarkowskantsai, 1981; Degtyarenko és mtsai,
1996, 1998; Edgley és Jankowska , 1987; Fleshmamtgai, 1984; Harrison €s mtsai,
1986; McCrea és mtsai, 1995; Moschovakis és mi®82; Quevedo és mtsai, 2000;
Shefchyk és mtsai, 1990). Ugyanakkor fizioldgiaétletek alapjdn a motoneuronokhoz és
premotor interneuronokhoz mé&gzenzoros bemenet tébbnyire nem elég ehhoz, hogy
a gerincvabi motoneuronok tlzelését kivaltsa, mivel a peré#griidegek elektromos
stimulacidja csak kis amplitiddju mono-és disziflapg potencialt valtott ki gerincvél
motoneuronokon (Burke, 1991). M&sok eredményeiovisazt mutatjak, hogy az altalunk
azonositott kevés szdmu primer afferens-LOPI kdontaks képes lehet a szenzoros
impulzusokat kdzvetlenll a motoneuronok felé tovtr. McCrea és mtsai (1995) arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az extensor motarek primer afferensek altali

diszinaptikus serkentése, mint feedback mechanizmugpésciklus extensor fazisanak
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megebsitésében jatszik szerepet. Quevedo és mtsai (2088)eteikben szintén arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az Il-es tipusu affseknek az extensor és flexor
motoneuronok diszinaptikus serkentésével az éppégbemefi motoros aktivitas
stabilizdlasaban van fontos szerepik.

Vizsgalataink alapjan a LOPI-oknak csak kis sz&zal®gad kdzvetlen bemenetet
primer afferensekt, igy az altalunk az V-Vil-es laminakban talalt ggazamu PA
termindlis altal kozvetitett szenzoros hatas a ngedbi mozgatdé rendszer mas
neuronjaihoz juthat el. E sejtek egy része a geeidcritmusgeneralé halézat eleme lehet,
amely a szenzoros informaciokat a LOPI-ok felé binija. A LOPI-ok ezutan integraljak
a kulénb6sd interneuronok altal feldolgozott szenzoros infocrdkat a primer
afferenseldl érkez kozvetlen szenzoros inputokkal és kiiszob felettjerlés esetén
tovdbb adjak ezen impulzusokat a motoneuronoknakamat, glicin vagy GABA
neurotranszmitterek kozvetitésével. Végul a motomeak integraljak a sejttestikon és
dendritjeiken fogadott posztszinaptikus potenciato primer afferenselt kbzvetlenul
fogadott bemenetekkel (Barry és 'O Donovan, 198urkB, 2001 és mtsai; Ho és 'O
Donovan, 1993). Ezen integrativ folyamat eredméaymotoneuronok térben éséien
koordindlt tlzelési mintazata, amely alagvetn motoros rkodések megfelél

kivitelezéséhez.

5. 2. Commissuralis interneuronok

5. 2. 1. Commissuralis interneuronok jel6lése

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a gerinévédét oldalan taldlhatd flexor és
extensor motoneuron csoportok kozti alternaciéelizasaért felés neuronok Gjszilétt
patkany lumbalis gerincv@enek ventromedialis terlletén talalhatdak (Kjakkrés Kiehn,
1996). Szintén megallapitottak, hogy az itt tal@dhaeuronok ttbbseégének axonja a
ventralis commissuraban kereszigze a contralateralis sziirkeallomany tertletén §eigz
(Puskar és Antal, 1997; Eide és mtsai, 1999; Stdskentsai, 2002), azaz commissuralis
interneuron. A CIN-ok a neurondlis jeleket a gerelé két oldala kdz6tt kbzvetitve a bal-
jobb oldali alternacio Iétrehozasanak esszenaddisiei.

A commissuralis interneuronok vizsgalatara két okis fiatal (5-8 napos)

patkanyokat valasztottunk: egyrészt az ilyen tipsejteksl szerzett informécidink doat
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tobbsége Ujszulott patkanyok fiziologiai és farmékai vizsgalataibdl szarmazik, igy
morfologiai eredményeink a hasonlo életkoru allat@ jobban 6sszevetliek. Masrészt,
az altalunk is hasznalin vitro jelolési technika esetében a gerinékeloxigenizalt
mesterséges agy-gerinctielolyadékban tartasa fiatal (<14. postnatalis napdg fejletlen
mielinhtvellyel rendelkez gerincvebk esetében biztositja igazan a szerkezet
megtartottsagat, és igy a kisérletek kivitelegb@gét. Ennek a@tsuka és Konishi (1974)
altal kialakitottin vitro technikdnak a modositott véltozatatido és Yamada (1987),
valamint Smith és Feldman (1987hasznalta ész6r a gerincvél ritmusgenerator
tanulmanyozasara. E technikdnak soéngé van a korabban elterjedt macskavivo
preparatummal szemben. Az Gjszilott ragcsald gesibc konnyi izolalni, és megfelél
fiziologiai kornyezetben (ACSF, oxigenizalas, szwhatobb oran at taléltethét A
gerincvebt korllveww médium kémiai paraméterei jo0l kontrollalhatéak,seéfikség esetén
modosithatoak.

A CIN-ok jelolésére BDA-t injektaltunk iontofor&tisan Ujszilétt 5-8 napos
patkanyok lumbalis gerincu@ihek ventromedialis terlletébe. Az injekciéval aasn
oldalon a CIN-ok (iCIN) sejttestikon és dendritggikkeresztil felvették a jelidnyagot,
ellenoldalra keresztédtek, ahol gazdagon elagazodtak a szlrkeallomanyietén.
Emellett, jeldbdtek olyan CIN-ok is (cCIN), amelyeknek az injekd#&riletén végids
axonja vette fel a BDA-t, majd a sejttest és a désldiranyaba transzportélta azt. Ezeket a
retrograd modon jelét6tt sejttesteket az injekcioval ellentétes olddakdaltuk.

Természetesen nem allithatjuk azt, hogy a jeléttnaterminalisok kizarolagosan
CIN-oktdl szarmaznak. A jeléanyagot ugyanis, az injekcid helyén athaladd paifek
neuronok is felvehették. Bar ezt a lgisgtget nem zarhatjuk ki, mégis ugy gondoljuk, hogy
az ily médon jeldddott terminalisok szama elhanyagolhatd. Ennek nraggda az, amit az
utolso rend premotor interneuronok jelélésével kapcsolatbam emlitettiink: a BDA-t
csak sérllt rostok veszik fel, s az iontoforetikingektalds csak minimalis szoveti
roncsolodast okoz (Rajakumar és mtsai, 1993; Sidibeé&mith, 1996; Puskar és Antal,
1997). Jaol ismert tény, hogy a gerindvekllonbo®d laminaibol (elésorban az I-1l-es
laminabol) szarmazo és az anterolateralis fascbaln felszallo rostok athaladhatnak az
injekcios hely tertletén. A BDA injekciot kovien azonban nem talaltunk jelolt sejteket
az I-ll-es lamindk tertletén. Ezek alapjan ugy gojulk, hogy ha jelddtek is athaladé
rostok, azok szama elhanyagolhatd, igy az esetlegesnalis nem specifikus fasdés

vizsgalataink fontosabb kvantitativ eredményeit rifolyasolja.
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5. 2. 2. Utolso rend commissuralis interneuronok megoszlasa €s morfoliga

Régota ismert, hogy a gerincéekzirkedllomany ventromedialis teriiletén olyan
neuronok talalhatéak, melyek axonja a sejttestiethieez) oldalra keresztéiik (Ramon y
Cajal, 1909, Scheibel és Scheibel, 1969; Matsushi®d0). Ezek kozil a sejtek kozdl
néhany supraspinalis rostokat ad, de tobbségukll@zoklali sziirkeallomany terlletén
végadik (Szentagothai, 1951; Willis és Willis, 1966;ier és Hongo, 1972; Yoshida és
mtsai, 1998; Eide és mtsai, 1999; Stokke és mP€di2). Macska hatsé végtagi izmokba
adott transzneuronalis WGA (wheat germ agglutifi#grrison és mtsai, 1986; Jankowska
és Skoog, 1986), valamint patkany gerinévédteralis motoros oszlopadba adott BDA
injekcié (Puskar és Antal, 1997) commissuralisrimeeironokat is feltlintetett, ami azt jelzi,
hogy a ventromedialis szirkeallomanyban talalhalN-@k egy része motoneuronokon
vegadik, azaz utolsd rerid commissuralis interneuronként (LOPCIN) definiathat
Macskaban a m. semitendinosust és a medialis gastmtust innervalé idegbe adott
WGA-HRP injekcié utan jeldlt sejteket contralatésah a Vlll-as lamindban a L4-Sl-es
szegmentumok k6zott talaltak (Harrison és mtsa86).9

Kisérleteinkben a korabbi megfigyelésekkel 6sszhanga lumbalis 2-es és 4-es
szegmentumok magassagaban a lateralis motorospbsazémlott injekcid utan retrogradan
jelolt sejteket elésorban az ellenoldali szirkedllomany ventromediaisletéen (bként a
Vill-as lamindban, kisebb részben a X-es lamindbgalamint a VIl-es lamina
ventromedialis részén) taldltunk. Bebizonyitottukhogy a  ventromedialis
szurkeallomanyban talalhatd CIN-ok axon terminékzaros appoziciokat alakitottak ki a
motoneuronok szémaival és proximdlis dendritjeivataz LOPCIN-oknak bizonyultak.
Ezen szinaptikus kapcsolatok meglétét elektronnsieOpos szinten is igazoltuk.

Felnstt patkany L1-L2-es, valamint L3-4-es szegmentumagassagaban a lateralis
motoros oszlopba adott BDA injekcié utan a jel6lORCIN-ok a gerincvél 3-4
szegmentum hosszlUsagu szakaszan, azaz a kapcsulitddeuronoktél maximum 2
szegmentum tavolsagban voltak megtalalhatéak (PuskaAntal, 1997). Vizsgélataink
alapjan azonban ugyiriik a LOPCIN-ok ujszulott patkanyban a motoneurdabloval
nagyobb rostrocaudalis tavolsagban is elhelyezkadke mint a felttt allatban, mivel a
L2-es vagy a L4-es gerincvéglszegmentumok magassagaban a lateralis motorégpbsz
adott injekci6 utan a teljes lumbalis gerin@veeériletén talaltunk jeldlt LOPCIN-okat.
Ezen LOPCIN-ok tobbsége a jel6lt motoneuronokkabnaz szegmentumban volt

megtalalhatd, de néhany kozulik a motoneuronoktdl &egmentumnyi tavolsagban
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helyezkedett el. Az ilyen tavolsagban jéldbtt LOPCIN-ok hosszu felszall6 és/vagy
leszall6 axonokon keresztll kapcsoldodhatnak a atatéralis motoneuronokkal. 4-5
szegmentum tavolsagba projicialo fel- és leszaklonaal rendelkez CIN-okat kordbbi
kisérletekben is leirtak (Eide és mtsai, 1999; Etals mtsai, 2002).

Masik megfigyelésink az volt, hogy habar a LOPCKN-a teljes lumbalis
gerincveb tertletén megtalalhatéak, eloszlasuk a geridicwastrocaudalis tengelye
mentén egyenetlen. A L2-es és L4-es szegmentum@asesagaban a motoros oszlopba
adott BDA injekcié utan nagyszamu jelolt LOPCINataitunk a L1-L4-es szegmentumok
teriletén, mig a L5-6-0s szegmentumokban csak keegtsjel6bdott. Mindez azon
megfigyeléseket ésiti, melyek szerint a lumbalis 1-4-es szegmenturaoktekintélyes
mennyisé§ fel és/vagy leszall6 axonnal rendelkekOPCIN talalhatd (Eide és mtsai,
1999; Stokke és mtsai, 2002), mig a L5-6-0s szinggdak kevés felszalld axonnal
rendelkeds LOPCIN van. Mindamellett, a L4-es szinten a vemedialis
szurkeallomanyba adott BDA injekcio utan nem csdld d 4-es, hanem caudalisan a L5-
L6-0os szegmentumok ventromedialis szlrkeallomanyébajelenés mennyiség jelolt
CIN-t talaltunk. EbBI arra kovetkeztethetlink, hogy a L5-6-0s szegmeakuis nagy
szamban tartalmazhatnak aCIN-okat, ezek axonjankemo tébbnyire a contralateralis
ventromedialis szirkeallomany tertletén (idjrek, s csak kevés létesit monoszinaptikus
kapcsolatot az ellenoldali motoneuronokkal.

Felndtt patkdnyban a medialis motoros oszlopba adatkaip utan jelerdis szamu
LOPCIN jel6bdott, a lateralis motoros oszlopbeli injekcié utamonban az 0Osszes
retrogradan jelolt LOPI-nak csak 2-6%-a bizonyu@RCIN-nak, azaz helyezkedett el az
injekcidval contralateralisan (Puskar és Antal, )99 gyanakkor Ujszil6tt patkanyokban a
lateralis motoros oszlopba adott injekciot kdest a jel6lt premotor interneuronok 18%-a
bizonyult LOPCIN-nak. Ez a LOPCIN-ok szamaban nepgflhet Iényeges eltérés arra
utalhat, hogy a motoneuronokkal monoszinaptikusgrc&olddd CIN-ok szervédésében
jelens posztnatalis atszerves kovetkezik be. Ez toérténhet Ggy, hogy a méglév
LOPCIN-ok kozul sejtek halnak el programozott apag soran. Masik lehéségként
egyes LOPCIN-ok axon arborizacioja posztnataligamesiveddhet olyan médon, hogy a
motoneuronokkal meglév monoszinaptikus kapcsolataikat elveszitik mikézban
LOPCIN-ok febl a motoneuronokhoz tértérdiszinaptikus és poliszinaptikus Gtvonalak
érintetlenek maradnak (Jankowska és Noga, 19903zillijtt patkanyban fiziologiai
kisérleteben di- és poliszinaptikus kapcsolatok I&tég korabban igazoltak (Kjaerulff és
Kiehn, 1997).
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Jaras soran a végtag szinergista izmainak (plc&iab flexorok) kontrakciojaval
egy idbben az ellenkdz oldalon az antagonista izmok (pl. a jobb 6sgxtensorok) is
0sszehuzédnak. A végtagok izmainak ezen koordijgac8zegmentalisan, valamint
interszegmentalisan projicial6 LOPCIN-ok &ltal yéaott. A szegmentélis LOPCIN-
motoneuron kapcsolatok a két oldal kozti szorosradicio létrehozasaban meghatarozoak,
mig a hosszu fel- és/vagy leszall6 axonnal rendélk@erszegmentalis LOPCIN-ok adott

végtag kulonbog izuleteinek nmikodését koordindlhatjak (Kiehn és mtsai, 2010).

5. 2. 3. Kétoldali commissuralis interneuronok kdatreciprok kapcsolatok

Orsoéhalon és Xenopus embrion végzett szamos fgiml&isérlet soran kimutattak,
hogy a kétoldali CIN-ok kdzo6tt reciprok gatlo kapled van, mely a kétoldali torzsizmok
alternalt  kontrakciojanak iranyitasaval, az UszOogdsz létrehozasanak egyik
kulcsfontossagu eleme (Buchanan, 1982,; Dale 1B8bgrts, 1990, Arshawsky és mtsai,
1993; Grillner és mtsai, 1995

Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a szurkeallomaegtromedialis tertletébe adott
BDA injekci6 utan a contralateralis oldalon jelGIIN-ok szoros appoziciokat alakitottak ki
az injekciéval azonos oldalon jet@l6tt iCIN-okkal igy ebszor sikerdlt kimutatnunk CIN-
CIN kozti reciprok kapcsolat meglétét diml gerincvedbben. Emellett azonban nem
zarhatjuk ki annak a lehitégét sem, hogy az altalunk azonositott kapcsokedggkréesze
ipsilateralis helyzéit CIN-ok axon kollateralisaitol szarmazik. Ugyanakkdkorabbi
vizsgalatokban patkanyok lumbalis gerindjéhek ventralis szirkeallomanyaba adott
fluorescens festékek alkalmazasa utan csak naggmszémban talaltak a sejtesttel azonos
oldalon elagazddo CIN axon kollateralisokat (Eiden@sai, 1999), valamint Gjszulott egér
commissuralis interneuronjait tanulmanyozva szikiearolagosan csak a sejttesttel
ellenoldalra haladé axon kollateralisokat irtak(@uinlan és Kiehn, 2007). igy nagyon
valbszirii, hogy a ventromedialis BDA injekcié utan a cordtatalisan jel@dott CIN-ok
és ipsilateralisan jel6lt axonok terminalisai kdaintaktusok valdban CIN-CIN kapcsolatot
jelentenek. Azon medgfigyelésiink pedig, hogy comuorass terminalisoktdl kontaktust
fogadé CIN-okat nem csak a tracer alkalmazasanahktjé&yzz, hanem az injekciotol
rostralisan és caudalisan is talaltunk, arra utabgy nem csak intra-, hanem
interszegmentalis CIN-CIN kapcsolatok is jelen vanrEredményeink azt sugalljak, hogy

a commissuralis interneuronok kozti reciprok inkerdk igen eések lehetnek, mivel a
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vizsgalt CIN-ok csaknem fele (49%) szoros appotialékitott ki az ellenoldali CIN-ok

axon terminalisaival.

5. 2. 4. A commissuralis interneuronok neurotrangaitterei

5.2.4.1. Serkerit commissuralis interneuronok

A vezikularis glutamat transzportereket a glutarnaegurotranszmitterként hasznalé
serkend tulajdonsagu axonok specifikus markereként tekimtiivel mind az agyban, mind
a gerincvadben megtalaltakoket a korabban glutaméatergként azonositott neutmarok
(Fremeau és mtsai, 2001; Varoqui és mtsai, 2002idTés mtsai, 2003). A glutamat
transzporterek a szinapszisokban talalhaté tranmsemek szinaptikus vezikulakba valo
juttatasaban dkodnek kozre. Az agykéregben, a kisagyban és aobgppusban
VGLUT1-t és VGLUT2-t expresszald kulonkdz fizioldgiai tulajdonsagl axon
terminalisokat irtak le (Fremeau és mtsai, 2004).

A Xenopus ebihal és az orsdéhal esetében a gliciGékgok mellett glutamaterg
CIN-okat is leirtak. Xenopusban a contralateraligyotomalis izomzat kontrakciojat
elindité dorsolateralis CIN-ok (Sillar és Robert988) és a struggling (Specidlis
mozgasforma, héatrafele Uszva menekiilés, amelyetrgikdodukal az allat, ha megfogjak,
megragadjak.) soran meghataroz6 eCIN-ok (Li és imt8a07), mig orséhalban a
contralateralis uszonyt mozgatd6 CC3 sejtek (Megételmtsai, 2008) tartoznak ebbe a
csoportba.

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy Ujszllétt patk@kban a CIN axon
termindlisok mintegy negyede (27%) VGLUT1 és/vagl\UT2 immunoreaktiv, azaz
Ujszulott patkanyban a ventromedialis szurkealloyn@iN-jai glutamat neurotranszmittert
is hasznalnak. Hasonl6 eredményre jutottak Ujszidifereken végzett morfoldgiai
vizsgalatokban is, ahol a jel6lt CIN populacié 26%elt glutamaterg (Restrepo és mtsai,
2009). Felott patkany leszall6 axonnal rendelkemnterszegmentalis CIN-jainak 75%-a
viszont glutamatergnek bizonyult (Liu és mtsai, @01 A szerdk szerint e jeleris
kuldbnbség oka az, hogyk csak a lateralis motoros oszlop teriletén tatalha
interszegmentalisan  projicidldo CIN-okat vizsgaltdkidadasul felétt allatban.
Elektrofizioldgiai vizsgalatokban viszont mind amtraszegmentalis (70%, Quinlan és
Kiehn, 2007), mind az interszegmentalis (77%, BsttKiehn, 2003) glutamaterg CIN-ok
aranya jéval nagyobbnak bizonyult, mint morfolégigsgalatokban. Ezen ellentmondas a
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fiziologiai mintavétel részleges limitaltsagabol iadodhat, hiszen az csak a
motoneuronokkal mono- vagy diszinaptikus kapcsalati®\b CIN-okat vizsgalta, mig a
morfoldgiai jeldléses vizsgalatok joval széleselbl @opulaciordl adnak képet (Restrepo
és mtsai, 2009).

Korabbi fiziolégiai vizsgalatokban kereszéeld glutamaterg CIN axonokat
azonositottak 0jszulott patkany gerindlsdn, amelyek contralateralis gatlé premotor
interneuronokon keresztil géatoltdk az ellenoldabtoneuronokat (Kjaerulff és Kiehn,
1997; Kremer és Lev-Tov, 1997). Patkanyban (Buttkéshn, 2003) és macskaban
(Bannatyne és mtsai, 2003) az ellenoldali motorsakkal monoszinaptikusan kapcsol6do
serkend CIN-okat talaltak. Ugy gondoljak, hogy azok a glataterg CIN-ok, amelyek
kozvetlenil a motoneuronokkal kapcsolédnak a kdésch&égtag szinkron mozgasanak
(ugras) létrehozasaban alaeit, mig mas glutamaterg CIN-ok Renshaw sejtekela és
interneuronokon keresztil biztositjak a motoneukomalirekt gatlasat, mely a kétoldali
alternacio létrehozasahoz jarul hozza (Kiehn, 2011)

Ugy tiinik, hogy az endls gerincved két oldala kozotti koordinacio a keresztezett
kapcsolatok serketités gatl6 komponenseinek egyensulyatdl figg. Epi¥riés ephrinA4
knockout egerekben olyan ipsilateralis serke@PG neuronokat irtak le, amelyek axonja
mutans egerekben keresztezi a kdzépvonalat, igglveéha contralateralis oldal serként
bemeneteinek aranyat. A serkentés és gétlas k@gdinsuly felborulasa a motoneuronok
egytttes aktivaciojat valtja ki gerincéekét oldalan, ami a végtagok szinkron mozgasat

eredmeényezi (Kullander és mtsai, 2003).

5. 2. 4. 2. Gatl6 commissuralis interneuronok

A GABA-t a glutamat-dekarboxilaz enzim szintetizalpmelynek két izoformaja
(GAD65 és GAD67) igen magas koncentracioban taldlhaneg a GABA-t
neurotranszmitterként haszndéld preszinaptikus telisiokban (Kaufman és mtsai, 1991;
Reetz és mtsai, 1991). Ugy talaltak, hogy a GABAgagncvesi neuronok mindkét GAD
isoformat tartalmazzak, bar eloszlasuk a neuronokdliée. A GAD67 elgsorban a
sejttestben, mig a GAD65 az axon terminalisokbkth@téo meg (Soghomonian és Matrtin,
1998; Mackie és mtsai, 2003).

A gatlé posztszinaptikus potencidlt kivaltd gliciftiszabadité axon terminalisok
olyan nagy affinitdsu glicin transzportereket eggmilnak GLYT1, GLYT2, amelyek a

glicint tavolitjdk el a szinaptikus ré8lb Gerincvebben, agytorzsben és a kisagyban a
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GLYT2 megdgfigyelt eloszlasa azt sugallja, hogy eZehérje kolokalizal a glicinnel és
megtalalhatd a bizonyitottan glicinerg axon tergwk preszinaptikus membranjaban
(Zafra és mtsai, 1995; Spike és mtsai, 1997; Geigsamtsai, 2002).

A gerincesek motoros aktivitasat a gerinévéiét oldalan talalhatdé neurondlis
halézatok hozzak Iétre. Alacsonyabbréndjerincesekben, orséhalban és Xenopus
embridban a kdzépvonalat keres#t€4N-ok dont tdbbsége gatolja a contralateralis CPG
tagjainak niikodéseét (Grillner és mtsai, 1995; Roberts és mig88, Mahmood és mtsai
2009), ezéltal meghatarozd szerepet jatszik azniszgas sordn megfigyelt alternald
motoros mintazat létrehozasaban. Farmakoldgiai né@suinhisztokémiai vizsgalatokkal
kimutattak, hogy a CIN-ok gatlé hatasaért mindkabdn glicinerg neurotranszmisszio
felelés (Buchanan, 1982; Dale, 1985).

Ujszilott patkany gerincvéh végzett fizioldgiai vizsgalatok azt mutattak, kiom
motoneuronokon megfigyelt ritmikus aktivitast Idtogd haldzatot dként ipsilateralis
glutamaterg serketitneuronok alkotjak (Casalets és mtsai, 1996; BsitKiehn, 2003;
Clarac és mtsai, 2004; Kiehn, 2006), a gering\kelt oldala kozti aktivitas koordinalasaért
pedig gatldo CIN-ok a felékek. Kisérleteinkben a vizsgéalt CIN terminalisok%58
bizonyult gatlonak, amelyeknek mintegy haromnegy@®3-bdl 502, 76%) volt glicinerg.
Glicinerg CIN-okat masok is azonositottak patkameyirgcvebben (Butt és Kiehn, 20083;
Liu és mtsai, 2010), egérben (Lanuza és mtsai, 200ktrepo és mtsai, 2009) és
macskdban (Bannatyne, 2003). Mindez arra utal, hagykeresztezett glicinerg
transzmisszié meghatarozo szereppel birbergerincvebben is. Fizioldgiai kisérletekb
tudjuk, hogy CUjszulott patkany gerincgel L2-es szegmentumanak glicinerg
interszegmentalis CIN-jai monoszinaptikusan gakofjagerincved L4-es szegmentumaban
contralateralisan elhelyezk&dnotoneuronokat (Butt és Kiehn, 2003). Hasonl6 oeokat
azonositottak macskaban is, ahol a L3-5-0s szegmekt glicinerg CIN-jai gatoltak a L7-
es szegmentum contralateralis interneuronjait ésomeaironjait (Bannatyne és mtsai,
2003). Genetikai és fiziologiai vizsgalatok alapj&gérben olyan felszalld axonnal
rendelked CIN-okat irtak le, amelyek a contralateralis metoronok nikodését glicinerg
uton gatolhatjak (Lanuza és mtsai, 2004).

Eredményeink alapjan a gatl6 tulajdonsagu CIN-damével tdbb, mint fele (663-
bol 350) mutatott GAD 65/67 immunoreaktivitast, amiteljes CIN populacio 31%-at
jelenti. Hasonld eredményre jutottak Gjszilott egen végzett vizsgalatokban is, ahol a
vizsgalt CIN-ok 20%-a volt GABA-erg (Restrepo éssaif 2009). Mindez arra utal, hogy
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ragcsalokban a glicin mellet a GABA is szerepetszhat a bal-jobb oldali koordinacio
kialakitasaban.

Fizioldgiai vizsgélatok alapjan tudjuk, hogy a GAB& intrauterin fefildés korai
szakaszdban (18 napndl fiatalabb patkany embriébarkent hatasu és szinkronizalt
ritmikus aktivitast hoz létre GABA receptoron keresztil (Nishimaru és Kudo, 2000;
Nakayama és mtsai, 2002). Az embrionaliséfigls soran ez a serkéntranszmisszio
gatléva alakul, ami a gerincéekét oldalanak alternalé ritmikus aktivitasaval gayyatt. A
GABAerg neurotranszmisszioban bekovetkexaltozds a GABA receptor altal
szabalyozott ionaram polaritasanak valtozasavalyaraghatdo (Wu és mtsai, 1992). A
fejlodés kéébbi szakaszaban a GABA szintje jelésdgn csokken, és a glicin valik a
gerincveb két oldala kozti mikddést szabalyoz6 dominans gatlé transzmitterran(@s
mtsai, 2003; Allain és mtsai, 2004, 2006).

A GABA-erg commissuralis interneuronok szerepévelckafatban a ragcsalé
gerincvebn végzett morfologiai kisérletek egymasnak ellemid@®o eredményt adtak.
Embriondlis patkany gerincuelventromedialis szlrkealloméanyanak teriletén GAD és
GABA immunoreaktiv sejttesteket talaltak, amelyek wentralis commissuraban
kereszte&do axonnal rendelkeztek (Phelps és mtsai, 1999).3k jsejtek tipusat TAG -1
(Transiently Expressed Axonal Glycoprotein) alkatdsaval tesztelték, mely a
commissuralis axonok specifikus markerének tekidthezzel szemben embriondlis egér
és patkany lumbalis gerincvdlen a retrogradan jelolt interszegmentalis CIN-s&tében
nem talaltak GABA immunoreaktivitast (Nissen ésant2005).

A GABA szerepe a gerincuel két oldala kozti aktivitas szabalyozasaban
meglehetsen vitatott. Fizioldgusok a GABA gerincéel motoros ritmusra kifejtett
altalanos hatasat vizsgalva Ujszilott patkany geeliben, azt talaltdk, hogy a GABA
agonista muscimol vagy/és a GABAgonista baclofen alkalmazasa a lumbalis geridgcvel
motoros aktivitasat lassitja, vagy akar teljesemy mseszinteti, mig a GABAantagonista
bicuculline és &ABAg antagonista phaclofen a gerindiighotoros aktivitas frekvenciajat
és amplitudojats noveli (Cazalets és mtsai, 1994). Mas kisérlmaka gerincvél L2-es
szintjén lokalisan alkalmazott bicucullin nem bg#dolta az 5-HT és NMDA altal kivaltott
bal-jobb oldali alternaciét (Kremer és Lev-Tov, I99Megint mas vizsgalatokban viszont
mind a glicin antagonista strichnin, mind a GABAeceptor antagonista bicucullin vagy
pikrotoxin hasznalatakor a gerincéelmotoneuronokon megfigyelt alternalé aktivitas

helyett a kétoldali motoneuronok egyuttes szinkiiarelése volt megfigyelh&t ami arra
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utal, hogy a glicinen kivil GABA receptorok is szerepet jatszhatnak a bal-jobbliolda
aktivitas koordinalasaban (Cowley és Smith, 199bedrer €s mtsai, 2002).

Jol ismert, hogy a kétfgatldo aminosav transzmitter a GABA és glicin aZdm
gerincveb axon termindlisaiban egylttesen is megjelenhetddTés Sullivan, 1990;
Shupliakov és mtsai, 1993; Ornung és mtsai, 199@)d patkany embridé (Gao és mtsai,
2001), mind ujszulétt patkany (Jonas és mtsai, 199@oneuronjain olyan szinapszisok
meglétét igazoltak, amelyek glicint és GABA-t egyar tartalmaztak. Fiziologusok
kimutattak, hogy a GABA-t és glicint egyarant felbaditd termindlisok egy gyors valaszu
glicin medialt és egy lassu valaszu GARB¥eceptor medialt komponenssel rendelkeznek a
posztszinaptikus motoneuronokban (Jonas és mt&88)1 Allain és mtsai (2006)
vizsgalataiban embriondlis patkany gerinévekentralis szirkeallomanyaban &gatlo
neurotranszmittert tartalmazé neuronok kozel 1/Biaonyult GABA-t és glicint is
tartalmazo sejtnek.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a gatlo CIN-ok szmalhatjak mindkét
aminosavat, mivel a vizsgalt CIN terminalisok 17%ba glicin és a GABA egylttes
eléfordulasat talaltuk. E két gatl6 aminosav egyujedenlétét egér lumbalis gerincéel
CIN-jaiban is igazoltak, ahol az 6sszes CIN mintef@%-a tartalmazta mindkét
transzmittert. Feltt patkany interszegmentélis CIN-jai esetében azzéss jelolt CIN
terminalis mintegy 20%-4aban e két gatlé neurotramtter egydtt volt jelen (Liu és mtsai,
2010). Ugyanakkor a glicin és GABA koexpresszidfamalative alacsony volta azt
sugallja, hogy a gatlé transzmittereket hasznal Gtvonalak jeleriis része egymastol
fuggetlentl nikodik (Restrepo és mtsai, 2009). Azt feltételezikogy az
intraszegmentalisan projiciald6 commissuralis irgeronok tdbbsége glicinerg, mig a két
gatld neurotranszmitter egyttteséferdulasa az interszegmentélis CIN-ok esetében
jelents (Liu és mtsai, 2010).
strychnin és picrotoxin alkalmazasaval arra uthfigy a glicin és a GABA mas-mas
szerepet jatszik a gerincdelkét oldala kozti ritmus koordinaldsaban: a GABA-er
inhibicid a motoros ritmus kezdetét égtartamat szabalyozza, mig a glicin a bilateralis

alternald ritmus mintazatat stabilizélja (Hinckiey mtsai, 2005).
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6. OSSZEFOGLALAS

Régéta ismert, hogy a gerincéetgy olyan, kdzponti ritmusgeneratornak (CPG) neitez
halézatot tartalmaz, amely a magasabb motoros kiakidl és a perifériardl érkézanformaciok
hianydban is képes a gerinasieimotoneuronok térben ésdiden 6sszehangolt itkodésének
létrehozaséara. A doktori értekezésben bemutatothkenusoran a CPG hélézat két tagjat, a
motoneuronokkal monoszinaptikusan kapcsolédé utaedi premotor interneuronokat (LOPI) és
a bal-jobb oldali alternaci6 létrehozasaban ald@pvebmmissuralis interneuronokat (CIN)
vizsgaltuk morfologiai modszerekkel patkany lumbaerincvedben.

Ujszulott patkany gerincvéllateralis motoros oszlopaba adott BDA injekcionugjelolt
LOPI-ok valamivel tdbb, mint 80%-at az injekcioadonos oldali V-Vlll-as lamindkban talaltuk,
de jelends szamban (18%) voltak jeldlt sejtek contralatseatliis, mely utobbi sejteket utolso rénd
commissuralis interneuronként (LOPCIN) definidlblatj A LOPCIN-ok eloszldsa a gerinctel
rostrocaudalis tengelye mentén egyenetlen volthgébiiket a L1-4-es szegmentumok teriletén
talaltuk, mig a L5-6-0s szegmentumok csak kevés CIBR tartalmaztak. EEként irtuk le a
primer afferensekt (PA) kontaktust fogaddé LOPI-ok aranyat, valaniarminaris és szegmentalis
megoszlasat felit patkany gerincvében. Kisérleteinkben a vizsgalt LOPI-oknak csaledéke
(<10%) fogadott valosziisithet kontaktust primer afferens axon terminalisoktol.kéntaktust
fogadd LOPI-ok tobbsége a kapcsolédd motoneuronotkanos szegmentumban, az V-VI-os
laminék és a VIl lamina dorsalis részén helyezkeslet

Leirtuk, hogy a lateralis motoros oszlop motonejaimiak kdzel 50%-a commissuralis
interneuronoktdl is fogad szoros appozicidkat. Aasaomatikus és axodendritikus kapcsolatokat
elektronmikroszkopos szinten is igazoltuk. dkisnt sikertlt kimutatnunk a kétoldali CIN-ok kozti
kapcsolatok meglétét efid gerincvadben. Immunhisztokémiai modszerek alkalmazasaval
kimutattuk, hogy a CIN-ok valamivel tébb, mint negy VGLUT1,2 immunoreaktiv, azaz
glutamaterg serkeéit neuron lehet, mig 58%-uk géatlé neurotranszmitteasznal. A gatlo
terminalisok 76%-a glicinergnek, mig valamivel tolhint felik GAD65/67 immunopozitivhak
bizonyult. A BDA jel6lt gatlé termindlisok 29%-ainukét gatld transzmittert tartalmazta. Mindez
arra utalhat, hogy e gerincvedben a fiziologiai kisérletekben igazolt keresztezgicinerg
transzmisszi6 mellett gatlo GABAerg és a seréayiitamaterg CIN-ok is meghatarozé szerepet
jatszhatnak a bal-jobb oldali koordinécio létrers@dan.

Mivel vizsgalataink az alapkutatasok korébe tarabzrkbzvetlen gyakorlati hasznositasrol
nem beszélhetiink, eredményeink azonban hozzajémakhaa gerincvéli motoros nikodés

pontosabb megértéséhez.
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Morphological study of last-order premotor interneurons and commissural interneurons in
the lumbar spinal cord of rats
lldiké Wéber, Department of Anatomy, Histology agchbryology

University of Debrecen, Medical and Health ScieGeater, Hungary

SUMMARY

The basic motor patterns underlying rhythmic limlovwements during locomotion are
generated by neuronal networks located within fiieas cord. These networks are called central
pattern generators (CPGs). We studied two elenwdritse CPG: last-order premotor interneurons
that form monosynaptic contacts with motoneurors @@mmissural interneurons that coordinate
activities between the left and right sides ofgpaal cord.

After BDA injection into the lateral motor columr umbar spinal cord of newborn rats
about 80% of the labeled cells were located ip=i&dtto the injection site and were confined to
laminae V-VIII. We also recovered substantial num{de%) of labeled cells in the contralateral
gray matter that were defined as last-order commassnterneurons (LOPCINS). We demonstrated
that the distribution of LOPCINs is uneven along thstrocaudal axis of the lumbar spinal cord.
After injecting BDA into the motor column either tlie L2 or L4 spinal segments, LOPCINs were
labeled in large numbers at the level of L1-L4 tvare recovered only in limited numbers at L5-
L6. First in the literature we gave an accountudltbe segmental and laminar distribution of
LOPIs that receive monosynaptic inputs from primafferents (PA). It was revealed that LOPIs
contacted by PA terminals tend to be concentrateth@ segmental level of the innervated
motoneurons, and are evenly distributed along tediotateral extent of laminae V-VI and in the
dorsal portion of lamina VII. We described thatyoal minor proportion (<10%) of LOPIs were
contacted by close appositions from stained prinffgrents and received only a few (1-5)
terminals.

We demonstrated that some CINs may establish moapsg contacts with motor neurons
on the opposite side of the spinal cord. It has bkEen revealed that direct reciprocal connections
between CINs on the two sides of the spinal corgt alao exist. The immunoreactivity of BDA
labeled CIN terminals for specific transmitter-asated proteins indicated that about one forth of
the CIN terminals could be excitatory and may uséagiate as a neurotransmitter whilst more than
half of the CIN boutons (58%) assumed to be inbilit It was also found that 76% of the
inhibitory CIN axon terminals may use glycine suging that crossed glycinergic transmission
plays a powerful function in the mammalian spinaidc We also demonstrated that about half of
the inhibitory terminals in neonatal spinal cordrgviabeled for GAD65/67 antibody indicating that

GABAerg neurotransmission could also be involvetftiright coordination.
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Kutatasaimat a Debreceni Egyetem Orvos- és Egésaiaganyi Centrum
Anatomiai, Szovet- és Féféstani Intézetében végeztem. Szeretném megkosamni
Intézet kordbbi és jelenlegi intézetverzefprofesszoranak, Dr. Székely Gyorgy
akadémikusnak és Dr. Antal Miklés egyetemi tanarnak lehebséget, hogy
bekapcsolodhattam az intézet szinvonalas kutatéapgink. Koszonettel tartozom
mindazoknak, akik szakmai iranyitasukkal vagy kdéleve segitségikkel hozzajarultak
munkamhoz.

Kdszénom Dr. Antal Miklosnak, aki magas s#ibidasaval és tanicsaival segitette
munkamat. Halas kdszonettel tartozom témavezetk Dr. Birinyi Andras egyetemi
docensnek, aki kutatasaimhoz kivalé szakmai Utrastads segitséget nyujtott. Koszonet
azoknak a jelenlegi és volt munkatarsaimnak, akik éatekezésem alapjaul szolgalo
kutatomunkahoz szakértelmikkel és oOnzetlen segittkély hozzajarultak: Dr. Matesz
Klara, Dr. Puskar Zita, Dr. Sigs Péter, Dr. Veress Gabor, Dr. Vereb Gyorgy, Dszvkay
Kornél, Dr. Kozak Norbert, Dr. Francis Odeh, Dr. [idoKrisztina, E6rdogh Maria,
Vargané Marcsi, Laczké Jémé, Miklosné Durké Agnes, Nagy Agnes Waschmanné
Marcsi és Kirdly Zoltan.

Kdszonom szileimnek, hogy tamogattak tanulmanyaiwelbmint férjemnek és

csaladom t6bbi tagjanak a bizalmat és turelmet.
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