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BEVEZETES

Balesetek és betegségek sordn gyakran sériilnek a kdzponti idegrendszer részei valamint
a kornyéki idegrendszerhez tartozé agyidegek és gerincvel6i idegek. Emldsokben csak a
kornyéki idegrendszerben van lehetdség a sériilt ideg regenerédcidjara, amennyiben a sériilt
végeket sebészetileg egyesitik. Ezzel szemben a kdzponti idegrendszer a sériilést kdvetden
nem képes regenerdciora, és a periférids idegek sem képesek a kozponti idegrendszerbe
bendni. A regenerdcié elmaraddsanak oka lehet a glidlis hegszovet kialakuldsa, a lamina
basalis hidnya, és a sériilt axonok szdmara nem megfelelé molekularis kornyezet.

Az eml6sokkel szemben a halak, kétéltliek és hiillok esetében az idegrendszer
kiilonbozo teriiletén irtak le regeneraciét. A nervus opticus atvagdsa utan a retina axonjai
bendnek a latokozpontokba, €s az allat latdsa funkciondlis vizsgalatok eredményei szerint
visszatér. A nervus vestibulocochlearis sériilése utan kialakult egyensitly- és halldszavarok
bizonyos id6 utdn megszlnnek, és a regeneracio szovettanilag is kimutathatd. Az atvagott
és Ujraegyesitett gerincveldi dorsalis gyokér képes bendni a gerincvelobe, ahol a
termindlisok funkciondlis kapcsolatot alakitanak ki. Mindezek az adatok arra utalnak, hogy
az alacsonyabbrendli gerincesek esetében a regenerdlddé axon mikrokornyezete eltér az
emldsokben taldlhaté non-permissziv kdrnyezettol.

Az utébbi néhiany évtizedben valt vildgossd, hogy a regenerdl6dd rostokat targetjeik
elérésében kiilonbdzd molekuldris mechanizmusok segitik. Ezeknek a folyamatoknak
résztvevoi az extracellularis matrix (ECM) makromolekuldi, amelyek az axon ndvekedési
kip felszinén 1év0 sejtadhéziés molekuldkkal (CAM) kolcsonhatdsba keriilve a
cytoskeletonon keresztiil kiilonbozd jelatviteli folyamatokat szabalyozhatnak és
moédosithatjdk a génexpressziot. Mindezeknek a folyamatoknak az ereddjeként az ECM
makromolekuldi permissziv vagy non-permissziv szerepet jatszhatnak az idegi
regeneracidban, az idegrendszer kialakuldsaban, fejlodésében, érési folyamataiban. Szdmos,
elsésorban in vitro kisérletek eredményei alapjan sziiletett adat ellenére az ECM
makromolekuldinak szerepe ma sem ismert az idegi regeneracioban.

Az ECM makromolekuldinak az idegi regenerdcidban betoltott szerepére alkalmas in
vivo modell a béka latérendszere. A regenerdcié iddbeli lefolydsa, fizioldgiai, magatartési
és neurondlis jelolési vizsgdlatok alapjan jol ismert, ezért az ECM expresszidjanak

esetleges véltozasa korreldcidba hozhat6 a regenerici6 lefolydsaval.



CELKITUZESEK

Annak eldontésére, hogy az ECM makromolekuldi permissziv vagy non-permissziv
szerepet jatszanak-e az idegi regenerdcioban, sziikség van az egyes molekuldk normél
eloszldsi mintdzatdnak ismeretére az idegrendszer kiilonb6zd struktirdiban. Az adatok
birtokdban lehetdvé vilik az idegi 16zi6 €s regenerdcié sordn az ECM expresszios
mintdzatdban bekovetkezett valtozas kovetése.

A fentieknek megfelelden az aldbbi célokat fogalmaztuk meg:
1. A hyaluronsav, tenascin C és fibronektin megoszlasi mintdzatanak vizsgédlata a béka
idegrendszerében.
2. A hyaluronsav és a tenascin C megoszlasdnak kvantitativ vizsgilata nervus opticus
végz6dési teriiletein békaban.
3. A hyaluronsav és a tenascin C kvalitativ és kvantitativ valtozdsa a nervus opticus
regeneracidja soran békaban.

Ilyen vizsgéalati eredményeket nem taldltunk a szakirodalomban.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalatainkban feln6tt kecskebékat hasznaltunk (Rana esculenta), kisérleteinket a
DEMAB (Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsdg) engedélyével végeztiik
(Eng. Sz.:22/2001.). A hyaluronsav (HA), a tenascin és a fibronektin kimutatdsdhoz harom
allatbdl szarmazd metszeteket, a regeneréacids kisérletekhez 42 békat hasznaltunk fel. Az
allatokat 0,1 %-os MS-222 (3-aminobenzoesav etil észter, Sigma, St. Louis, MO)
felhaszndldsdval elaltattuk és transcardialisan izoténids sdoldattal perfundéltuk 2-3 percig.
A teljes kozponti idegrendszert izoldltuk és a telencephalont, a diencephalont, az agytorzset
a hozzajuk kapcsolédd agyidegekkel, a gerincvel6t a mellsé és a hatsé gyokérrel kiilon-
kiilon Sainte-Marie fixdloba (99 % abszolut alkohol, 1 % koncentralt ecetsav) helyeztiik
egy €jszakara. A blokkokat paraffinba agyaztuk be és Reichert microtommal 10 pm

vastagsagui metszeteket készitettiink.

A hyaluronsay kimutatdsa

A deparaffinilds utdn a metszeteket hidrogén-peroxid 2%-os PB (foszfat puffer, pH 7,4)
oldataval 30 percig, majd 1%-os BSA tartalmud 0,1 M-os PBS oldattal 30 percig kezeltiik. A
hyaluronsav specifikus kimutatdsara biotinilalt HA koté prébat (bHABP) hasznaltunk 1:10
végleges higitdsban (5 pg/ml koncentriciéban) 4 °C-on egy éjszakdra (a préba
rendelkezésre bocsatasaért kiilon koszonettel tartozunk Raija Tammi és Markku Tammi
professzoroknak, Dept. Anat. Univ. Kuopio, Kuopio, Finland). A HA préba az aggrekédn
biotinildlt G1 doménjét tartalmazza, a G1 domén hyaluronsav-koté régiéval rendelkezik.
Az aggrekan borju iziileti porcbdl szdrmazik. A metszeteket avidin-biotin peroxidaz
komplexszel 1 6rat inkubdltuk, a reakcidt hidrogén-peroxiddal és 3,3’-diaminobenzidinnel
(DAB) vizualizaltuk.

A reakci6 specificitdsat két modon ellendriztiik. Az egyik csoportban, a metszeteket a
bHABP nélkiil inkubaltuk. A masik csoportban, a préba eldtt 4 mg/ml koncentraciéji
Streptomyces hyaluroniddzzal (Calbiochem, San Diego, CA) kezeltilk a metszeteket egy
éjszakdra. A pozitiv kontrol esetében a reakcié azonos az idegrendszernél leirtakkal, csak a

metszetek a béka sternumébdl szdrmazé HA-ban gazdag hyalinporcbdl késziiltek.



A tenascin-C kimutatdsa

A tenascin-C kimutatdsdhoz a hyaluronsavhoz hasonl6an eldszor deparaffindltuk és
rehidraltuk a metszeteket. Az immunhisztokémiai reakcidhoz egérben termeltetett
monoklondlis antitestet (Sigma) hasznaltunk. Rehidrélds utdn a metszeteket 0,1 M-os PBS-
sel mostuk, 1:4000-es higitdsi primer antitesttel jeloltiik és egy éjszakdn at inkubdltuk
szobah6émérsékleten. A negativ kontrollt csak PBS-sel kezeltiik. Pozitiv kontrollként béka
vesemetszetet haszndltunk. Mdsnap a metszeteket 0,1 M-os PBS-sel mostuk, ezutdn 1:500
higitasa szekunder antitestet, biotindlt anti-mouse antitestet helyeztiink rd egy orara. Ezutan
Ujra 0,1 M-os PBS-sel mostuk, majd avidin-biotin peroxidaz komplexszel inkubéltuk egy
oran keresztiil. A metszeteket 0,1 M-os PBS-sel, ezutan foszfat pufferrel (FP) és végiil 0,05
M-os pH 7,4 Tris pufferrel mostuk. Az immunhisztokémiai reakciét DAB kromogénnel

vizualizaltuk. A metszeteket FP-rel mostuk, majd dehidréltuk és lefedtiik.

A fibronektin kimutatdsa

A fibronektin kimutatdsdhoz a hyaluronsavhoz hasonldan eldszor deparaffindltuk és
rehidraltuk a metszeteket, rehidralds utan 20%-os normal 16 szérummal egy éjszakara 4 °C-
on blokkoltuk. Az immunhisztokémiai reakciéhoz egérben termeltetett monoklondlis
antitestet (Sigma) hasznaltunk. A blokkolds utdn a metszeteket 0,1 M-os PBS-sel mostuk és
1:400 higitasu primer antitesttel egy éjszakan at szobahomérsékleten inkubaltuk. A negativ
kontrollt csak PBS-sel kezeltiik. Pozitiv kontrollként béka vese és bOr metszetet
hasznéltunk. Mdasnap 0,1 M-os PBS-sel mostuk, ezutan 1:500 higitasu, biotinalt anti-mouse
szekunder ellenanyagot helyeztiink rd egy 6rara. Ezutdn djra 0,1 M-os PBS-sel mostuk,
majd avidin-biotin peroxiddz komplexszel inkubdltuk egy 6rdn keresztiil. A metszeteket 0,1
M-os PBS-sel, ezutin FP-rel és végiil 0,05 M-os pH 7,4 Tris-pufferrel mostuk. Az
immunhisztokémiai reakciét DAB kromogénnel vizualizaltuk, FP-sel tortént mosas utin a

metszeteket dehidraltuk és lefedtiik.

Semikvantitativ és kvantitativ analizis

Eldszor camera lucida segitségével a megfeleld keresztmetszetekbe berajzoltuk a béka
agyanak €s gerincveldjének pozitiv HA, tenascin-C és fibronektin reakciot adé teriileteit.
Ennek alapjan sematikus rajzokon ot intenzitdsi fokozattal abrdzoltuk a HA, a tenascin C és

a fibronektin reakci6 eloszlasi mintazatat.



A kvantitativ analizisekhez a felvételeket Nikon Eclipse 800 mikroszképpal Spot RT
digitdlis kamerdval készitettiik. A nervus opticusban és végzdodési teriiletein megmértiik a
hyaluronsav és a tenascin-C reakcié optikai denzitdsit a kovetkez6 moddon. Minden
metszetrdl két véletlenszertien kivalasztott kép késziilt. Minden képen 20 mérést végeztiink.
A vizsgalt teriilet (ROI=area of the region of interest) minden mérésnél 400 um2 volt, a
teriiletre vonatkoztatott optikai denzitds értékeket (AIOD=area integrated mean optical
density values) minden vizsgalt teriiletre kiszamoltuk és ezeket az adatokat felhasznaltuk az
eredmények bemutatdsdhoz. Minden csoportban kiszdmoltuk az optikai denzitds szordsat

(standard deviansat- SD).

Nervus opticus regenerdcios vizsgdlatok

A békakat a fentiekben leirt mdédon elaltattuk é€s a szdjpadi nyalkahartyat
felnyitottuk. A nervus opticust takar6 szemmozgaté izmok leprepardldsit kovetden a
latéideget a szemhez kozeli részen atvagtuk, majd a miitét utdn a nydlkahdrtyat
Osszeragasztottuk. A 42 béka a mttét utan 3, 5 napig, illetvel, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11 és
izotoénids soéoldattal perfunddltuk 2-3 percig. A telencephalont, a diencephalont, az
agytorzset a hozzdjuk kapcsolédd agyidegekkel kiilon-kiilon Sainte-Marie fixdldba
helyeztiik egy éjszakéra. A blokkokat paraffinba dgyaztuk és Reichert microtommal 10 pm
vastagsagi metszeteket készitettiink. A metszeteken HA probat és tenascin-C
immunreakicét végeztiik el, majd a metszetekrdl felvételeket készitettiink a Nicon Eclipse
800 mikroszképpal SPOT RT digitalis kameraval. A nervus opticus végzodési teriiletein a
kvantitativ analizisnél lefrt médon megmértik a HA és a tenascin-C reakcié optikai

denzitasat a kiilonboz6 tulélési stadiumokban.



EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Munkédnk elsé részében vizsgiltuk az ECM makromolekuldi koziill a HA és a
tenascin-C kvantitativ, valamint a HA, a tenascin-C és a fibronektin kvalitativ megoszlasat
a béka idegrendszerében, specifikus hisztokémiai reakcidk alkalmazdsdval. Vizsgélataink
sordn azt taldltuk, hogy a fenti molekuldk mind a sziirke-, mind a fehérallomany teriiletén
egyenldtlen eloszldst mutatnak. A munka mésodik részében a nervus opticus regeneracio
sordn bekovetkezett HA és a tenascin-C eloszlasvéltozast mutattuk ki a nervus opticus

diencephalicus és mesencephalicus végz0dési teriiletein.

A HA megoszlasa a béka kozponti idegrendszerében

A HA pozitiv teriiletek a telencephalontél a gerincveld caudalis részéig
megfigyelhetd. A telencephalonban a leger6sebb reakcidt, az amygdala pars medialisa és az
area preoptica, a bulbus olfactoriusban a stratum granulosum internuma €s a stratum mitrale
mutatta. Ehhez hasonléan intenziven fest6dott a diencephalonban a nucleus Bellonci (nB),
a nervus opticus, a chiasma opticum és a tractus opticus, a mesencephalonban a tectum
opticum B, D, F, 5. és 3. rétegei, a nucleus opticus basalis (BON), a nucleus isthmi széli
része és a belsd régid neuropilje és a szemmozgatd agyidegi magok koriili perineurondlis
halé (perineuronal net, PN). A cerebellumban a Purkinje sejtek rétege, a
rhombencephalonban a nucleus cochlearis, nucleus vestibularis lateralisban a PN és a
motoros és €rzé agyidegek atmeneti zondja mutatott hasonldan intenziv reakcidt. A
gerincveloben a motoneuronok koriili PN és a radix dorsalis dtmeneti zondja mutatott
intenziv festodést. Kevésbé intenziven festddott a diencephalonban a corpus geniculatum
laterale (CGL) perikaryonja koriil a PN, a mesencephalonban a tectum opticum G, E, C, 6.,
7. és 8. rétegei, a cerebellumban a stratum moleculare és a stratum granulare, a
rhombencephalonban a formatio reticularis medialis és median zéndja és a gerincvelOben a
radix ventralis dtmeneti zondja. Halvanyan fest6dott a tectum opticum A, 1., 2. és 4. rétege,
valamint az agyidegek és gerincvel6i gyokerek periférids része.

A latékozpontban elvégzett optikai denzitds mérés azt mutatta, hogy a normél béka
esetében a diencephalonban a HA reakcié optikai denzitdsa a nucleus Bellonciban volt a
legnagyobb. Az optikai denzitds értéke az area preopticaban és a CGL-ban erdsebb volt,
mint a nucleus preopticus magnocellularisban. A mesencephalonban a tectum opticum
rétegei koziil a legmagasabb denzitds a B rétegben, mig a legalacsonyabb az A, 1., 2. és 4.

rétegekben volt detektalhatd.



Korébbi vizsgélatokkal dsszehasonlitva az idegrendszer kiilonb6zd részeiben bizonyos
foku atfedés figyelhetd meg a béka, a patkdny és az emberi agy HA mintidzatiban a
vestibularis rendszerben és formatio reticularis magjaiban. A hasonlésidg mellett néhiny
kiilonbség is megfigyelhetd: a béka tectum opticuma HA-ban gazdag, ezzel szemben a
patkdny és az ember colliculus superiorja, ami a béka tectum opticummal homolég képlet,
nem mutatott pozitiv reakciot. Ezt a kiilonbséget jelenleg nem tudjuk megmagyardzni,
valészintileg Osszefiiggésben lehet azzal, hogy a latéideg emldsokben nem regeneralodik.

A HA a sziirkedllomdnyban elsdsorban a perineurondlis halé egyik f6 elemeként
mutathat6 ki. Irodalmi adatok alapjan a HA molekula legalabb kétféle kolcsonhatdsban
vesz részt a perineurondlis héld teriiletén. Az egyik lehetdség, hogy a HA a sejtek HA-
receptoraihoz igy a CD44-hez és a RHAMM-hoz kapcsolddik, mig a masik pedig, hogy a
HA molekuldk szamos lektikdn csalddba tartozé proteoglikdnhoz kapcsolédnak. Miutdn a
HA receptorait és a szoba johetd PG-ok el6fordulasat békaban még nem vizsgéltak, igy
jelenleg nem tudunk nyilatkozni arrdl, hogy a két csoport koziil mindegyik részt vesz-e a

kotodésben.

A tenascin-C megoszldsa a béka kozponti idegrendszerében

A HA-hoz hasonl6an a tenascin-C is megtaldlhaté a béka kdzponti idegrendszerének
kiilonb6z6é funkciondlis kdzpontjaiban, a sziirke- és a fehérdllomanyban egyardnt. A
diencephalonban a nervus opticus, a chiasma opticum €s a tractus opticus, a
mesencephalonban a tectum opticum G, F, 8. és 7. rétegei, a cerebellumban a Purkinje
sejtek rétege mutatott intenziv tenascin-C immunhisztokémiai reakciét (IR). A
rhombencephalonban a nucleus cochlearis €s vestibularis lateralisban a PN, a motoros és az
érz6 agyidegek dtmeneti zondja, a gerincvel6ben a motoneuronok koriili PN és a radix
dorsalis atmeneti zondja festédott intenziven. Kevésbé intenziven fest6dott a
telencephalonban az amygdala pars medialis perikaryonjai koriil a PN, a commissura
anterior, a diencephalonban a corpus geniculatum laterale perikaryonjai koriil a PN, a
mesencephalonban a tectum opticum 5., 6., B, C, D és E rétege, a nucleus opticus basalis és
a nucleus isthmi széli része. A rhombencephalonban kevésbé intenziven festddott az oliva
superior és a formatio reticularis medialis és median z6ndja, a gerincvel6ben a mellsd
gyokér dtmeneti zondja. Halvdnyan fest6dott a mesencephalonban a tectum opticum A, 1.,
2., 3. és 4. rétege és a nucleus isthmi neuropilje, a cerebellumban a stratum moleculare,

valamint a stratum granulosum, az agyidegek és gerincveldi gyokerek periférids része.



A mi eredményeinkkel szemben feln6tt egérben és csirkében masok azt tapasztaltdk,
hogy a tenascin-C expresszidja alacsony a kdzponti idegrendszerben és az idegrendszernek

csak azon teriiletein expresszalodik, ahol nagyfoku az idegi plaszticitas.

A fibronektin eloszldsa béka kozponti idegrendszerében

Vizsgalatainkban a fibronektin reakcié a béka agy és a gerincveld sziirke- és
fehérallomédnyéban tobb helyen pozitiv volt. A sziirkedllomadnyban a neuropil és a neuronok
cytoplazméja fest6dott, a PN nem. A telencephalonban a legintenzivebben festodott a
bulbus olfactorius accessorius, a commissura anterior és pallii, a diencephalonban pedig a
nervus opticus, a chiasma opticum és a tractus opticus. A mesencephalonban a nucleus
isthmi, a cerebellumban a Purkinje sejtek, a rhombencephalonban a nervus trigeminus
motoneuronjainak cytoplazméja, a motoros és €érzé agyidegek 4atmeneti zdéndja, a
gerincveloben a commissura anterior, a motoneuronok cytoplazmdja mutatott intenziv
fibronektin IR. Halvényan fest6détt a mesencephalonban a nucleus opticus basalis.

Az agyidegek és a gerincveldi gyokerek periférids része erdsen pozitiv volt. A
fibronektin egyenldtlen eloszldsanak okdt a kdzponti idegrendszerben a fehérdllomanyban
nem ismerjiik. Egyik magyardzat lehet a fibronektint termeld gliasejtek egyenlStlen
eloszlasa a fehérallomanyban.

Irodalmi adatok szerint a fibronektint a glia termeli, ezzel szemben sajit
vizsgdlatainkban a fibronektint a neuronok cytoplazmdjaban mutattuk ki. Ennek okat
jelenleg nem ismerjiik. Lehetséges, hogy békdban nem csak gliasejtek, hanem neuronok is
képesek lehetnek a fibronektin termelésére. Ennek eldontésére a mRNS in situ

hibridizaciéval torténd kimutatasa sziikséges.

A HA, tenascin-C és fibronektin eloszldsi mintazatanak osszehasonlitdisa a béka

idegrendszerében

Vizsgdalatainkban kimutattuk, hogy a HA, tenascin-C és a fibronektin egyenl6tlen
eloszlast mutat a béka kdzponti idegrendszerében. Hasonl6 vizsgélatok kordbban a béka és
mds alacsonyabbrendli gerinces idegrendszerében nem torténtek és magasabbrendi
gerincesekben is nagyon kevés adat 4ll rendelkezésre az ECM makromolekuldk kézponti
idegrendszeri eloszlasi mintdzatir6l. Mindhdrom molekuldt kimutattuk a sziirke- és
fehérallomény teriiletén, de egyik esetben sem taldltunk olyan megoszlast, amely

kizardlagosan kothetd lenne valamilyen specifikus struktdrdhoz. A sziirkedllomdnyban a

10



legfontosabb kiilonbség az volt, hogy a tenascin-C-t és a HA-t a perikaryon koriili PN-ban
és a dendritekben taldltuk meg, mig a fibronektint a neuron cytoplazmdjdban. A
neuropilben mindhdrom reakcié esetében pozitiv volt. A HA és a tenascin- C eloszldsban
tapasztalhaté hasonlésdgok egyik oka az lehet, hogy a PN-ben a HA tenascinhoz kétve
fordul elé. Az egyes agyteriileteken mutatkozott legjelentésebb hasonlésdgok és

kiilonbségek a kovetkezokben foglaltuk ossze.

Telencephalon

A bulbus olfactorius accessorius erdsen fest6dott fibronektinre, mig a masik két
esetben joval gyengébb volt. Az area preoptica nagysejtes régidja pozitiv HA reakciot
mutatott, a sejttestek €s a proximalis dendritek koriil jol 1athaté volt a PN, a tenascin-C és a
fibronektin esetében ez a teriilet gyengén festodott.

A palliumban csak a HA esetében volt lathaté erds fest6dés, a tenascin-C és a
fibronektin IR gyenge fest6dést mutatott. Tenascin-C reakciondl csak a commissura
anterior, mig a fibronektin reakciéndl a commissura pallii is festédott. A lateralis eldagyi
kotegben mindharom reakciondl halvany fest6dést tapasztaltunk.

Diencephalon

A nucleus Bellonciban a HA reakcié esetén lattunk erds pozitivitast, az erdsen
festddé neuropilben nehezen volt felismerhetd a perineurondlis hél6, a tenascin-C és
fibronektin reakciéndl kodzepesen intenziv inhomogén festddést tapasztaltunk. A corpus
geniculatum laterale teriilete mindharom esetben pozitiv volt, jol elkiilonithetd
perineurondlis haléval a HA és a tenascin-C reakci6 esetében.

A habenula dorsalis csak a HA esetében mutatott nagyon intenziv reakcidt, mig a
habenula ventralis nagyon gyengén festodott mindhdrom reakcidban. A hypothalamus
subependymalis és subpialis régidjdban erés HA pozitivitds volt lathatd, a masik két
reakciénal halvany fest6dést tapasztaltunk. Mindhdrom esetben erds reakciot lattunk a
nervus opticusban, a chiasma opticumban és a tractus opticusban.

Mesencephalon

A tectum opticumban a HA és a tenascin-C reakcié intenzitdsdnak erdssége tobb
helyen étfedést mutatott. Intenziv HA reakcié volt lidthaté a B, D, F, 5. és 3. rétegben,
gyengébb reakciot tapasztaltunk a G, C, E, 8., 7. és 6. rétegekben, mig nagyon gyenge
reakcidt az A, 1., 2. és 4. rétegekben. Az F és 8. rétegben jol felismerhetd volt az intenziven
festddd perineurondlis hdld. A tenascin-C immunhisztokémiai reakcié a G, F, 8. és a 7.
rétegekben volt erésebb, gyengébb reakcidt tapasztaltunk az 5., 6., B, C, D és E rétegekben,

mig nagyon gyenge volt a reakcid az A, 1., 2., 3. és 4. rétegekben. A PN jol lathat6 volt a 7.
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és F rétegekben. Az eldbb felsorolt rétegek koziil a kontralateralis opticus rostok végzOdési
teriiletén mindkét reakcio erésebb volt az F és G rétegekben, mig a B és D rétegekben a HA
volt jéval intenzivebb. Ezen beliil az F rétegben jol 1athaté volt a PN. A primer afferensek
opticus rostokat fogadé tectalis rétegekben észlelt intenziv HA és tenascin-C reakcid arra
utalhat, hogy ezeknek a molekuldknak fontos szerepe lehet a nervus opticus regenerdcidja
sordn fellépd plasztikus valtozdsokban. Azok koziil a rétegek koziil, amelyek nem fogadnak
primer afferens opticus rostokat, mind a tenascin-C, mind a HA reakci6 intenziv volt a 7. és
8. rétegben és a PN is jol felismerhetd volt. A két réteg koziil a 8. réteg a nucleus isthmivel
van kapcsolatban. Feltételezhet, hogy a nervus opticus atvdgasa utidn az isthmotectalis
kapcsolatok mitkodése is megvaltozik, €s a valtozdshoz vezetd jelatviteli folyamatokban
fontos lehet a tenascin-C és a HA szerepe. A tectum opticum rétegeiben a fibronektin
reakciénal nem tapasztaltunk jelent6s eltérést az egyes rétegek festodésében.

A tegmentum mesencephaliban a sziirkedllomany a HA és a tenascin-C reakcional
erosen, a fibronektin reakciéndl kozepesen intenziven festddott, ezzel szemben a nuclei
anterodorsalis €s anteroventralis tegmenti mindegyik reakcidval gyengén fest6dott. A HA
és tenascin-C esetében egyarant intenziv reakciot lattunk a nucleus nervi oculomotorii és
nucleus nervi trochlearis teriiletén, a sejteket koriilvevd perineurondlis hdléban. Az
idegrendszer szamos teriiletén kimutattdk, hogy azok a neuronok, amelyek koriil erdteljes
PN taldlhat6, kevésbé sériilékenyek a kiilonbozd betegségekben (Alzheimer-, Parkinson-
kér). A szemmozgaté agyidegi magok koriili igen intenziv HA és tenascin-C reakcid
Osszefiiggésben lehet azzal, hogy ezek a neuronok nem, vagy csak minimalisan kdrosodnak
olyan betegségekben, amelyek a somatomotoros neuronokat érintik (pl. amyotrophids
lateralsclerosis).

A BON a HA és a tenascin-C esetében erdsen, mig fibronektin reakciéval halvanyan
festodott. A nucleus isthmi sz€li része csak a fibronektin esetében festddott halvanyan, mig
a neuropilben csak a HA reakciondl tapasztaltunk intenziv reakciot.

Cerebellum

Mindharom molekula kimutathaté volt a kisagy valamennyi rétegében, eltérd
intenzitdssal.
Rhombencephalon

A HA és a tenascin-C esetében minden motoros agyidegi mag erds reakcidt
mutatott, ami a motoneuronok koriili perineurondlis hdlé fejlédésének koszonhetd. Ez a
festddés azonban nem olyan intenziv, mint a mesencephalonban taldlhaté szemmozgato

agyidegi magvakban. Az érz6 agyidegek magjai, mint a nucleus cochlearis és a nucleus

12



vestibularis lateralis (Deiters mag) neuronjai koriil is pozitiv HA és tenascin-C reakciot
figyeltiink meg. A fibronektinnél a motoneuronok cytoplazméjaban volt pozitiv a reakcio.

A formatio reticularis kiilonboz6 részei véltoz6 intenzitdst mutattak a harom reakcid
esetében, a nagy sejtek koriil nagyon intenziven festédott a perineurondlis hdlé. Az oliva
superiorban pozitiv reakcié volt lathat6 mindhdrom esetben. A rhombencephalon
fehéralloménya mindhdrom reakcid esetében teriiletenként valtozo intenzitdssal festddott.

Mindharom ECM molekula esetében nagyon erds reakciét tapasztaltunk a motoros
és érz6 agyidegek neuraxisba torténd belépésénél, az dtmeneti zéndban. Gyenge HA és
tenascin-C reakcié volt lathaté az idegek periférids részen, mig erés volt a reakcio
fibronektinre.
Gerincveld

Mindegyik reakcidt detektaltuk a gerincvel6 sziirke- és fehérdllomanyaban. A
mellsO szarvban nagyon intenziven festddd perineuronélis hal6 volt lathaté a motoneuronok
koriill a HA és a tenascin-C reakciondl, mig a fibronektin esetében a motoneuronok
cytoplazmdja mutatott pozitivitdst. A commissura anterior rostjai er0sen festédtek HA és
tenascin-C reakcidval. A fehérallomanyban a leger0sebb reakciét a funiculus lateralis
subpialis teriiletén lathattuk. A radix dorsalis 4tmeneti zondja nagyon intenziven fest6dott
mindhdrom reakciéndl, mig a radix ventralis 4tmeneti zondjdban kisebb intenzitdsd reakciot
tapasztaltunk. Maga a radix ventralis és dorsalis nagyon gyenge HA és tenascin-C reakciot

mutatott és erosen festodott fibronektinre.

Nervus opticus regenerdcios vizsgdlatok

A HA reakcié valtozasa a béka latokozpontjaiban regeneracié soran

Diencephalon.

Altalanossagban elmondhaté, hogy az 6todik tilélési naptdl kezdve mindkét oldali
nB-ban és CGL-ban csokkent a HA intenzitdsa. A harmadik posztoperativ hétig mindkét
magban kisebb mértékil volt a csokkenés az €p nervus opticus rostjait fogad6 oldalon. A
harmadik héttél kezdve nétt az optikai denzitds mindkét oldalon, és ez a novekedés
nagyobb mértékli volt a regeneralédd rostokat fogad6 oldalon. Valamennyi vizsgdlt
stadiumban a nB teriiletén a reakcié intenzitasa kisebb mértékben valtozott, mint a CGL-

ban, ez a kiilonbség mindkét oldalon megfigyelhetd volt.

A PN dezintegriléddsa az operdlt oldalon a corpus geniculatum lateraleban a
masodik posztoperativ héten kezdddott €s az 6todik posztoperativ hétig megfigyelhetd volt.

Ett6] az 1d6tol kezdve a PN dezintegraltsdga fokozatosan megsziint. A PN dezintegralédasa
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és a HA reakcié csokkenése fontos lehet az 4j szinaptikus kapcsolatok kialakuldsa
szempontjabol, amely kapcsolatokat a reintegral6dé PN stabilizdlhat. A PN-nak a corpus
geniculatum lateraleban tapasztalt dezintegraltsiga a madsodik-6todik hét kozott volt
megfigyelhetd az operdlt oldalon, ami megfelel annak az idének, amikor a regenerdl6do

nervus opticus rostok elérték a diencephalont.

Mesencephalon.

Az optikai denzitds mérések a kiilonbozd tdlélési stidiumokban a kovetkezd
valtozasokat mutattdk. Az o6todik tdlélési napon nem tapasztaltunk valtozdst a normal
békahoz képest. A masodik és a harmadik tdlélési héten a D réteg mindkét oldalon
halvanyabban festddétt, mint a kontroll béka esetében, ebben az iddszakban tapasztaltunk
véltozédst a CGL-ben is. A tobbi rétegben hasonl6 intenzitdsti HA reakcidé volt lathatd. Az
otodik tilélési héttdl kezdve mar nem csak a D, hanem a B és az F rétegben is eltérést
tapasztaltunk, a regenerdl6do rostokat fogadé oldalon a B, D és az F rétegben homogén
reakcid volt megfigyelhetd. Az F és 8. rétegekben minden tdlélési stdidiumban lattunk PN-t,
szemben a tenascin-C reakcidval, ahol csak a hatodik posztoperativ héten lattunk PN-t a 7

és F rétegekben.

Az 6tddik posztoperativ hétig a nucleus opticus basalis mindkét oldalon pozitiv HA
reakciét mutatott. Az 6todik posztoperativ héten a regenerdl6do rostokat fogadé oldalon
halvany HA reakciét tapasztaltunk és csak a kilencedik hét utdn jelent meg djra az erds

pozitiv HA reakcio.

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a béka nervus opticusdnak regeneracidja soran
a regeneral6do rostok milyen sorrendben és mennyi id6 alatt érik el a diencephalonban és a
mesencephalonban megtaldlhaté targetjeiket. A tectum opticumban és a BON-ban
tapasztalt reakcié intenzitds csokkenés az 6todik-nyolcadik hétre tehetd, ez egybe esik a
Stelzner és munkatarsai megfigyeléseivel, hogy a regenerdl6dé opticus rostok a nyolcadik
hétre elérik mesencephalicus kézpontjaikat. Kimutattuk, hogy azokban a rétegekben jéval
erdsebb a HA reakci6 intenzitdsa, ahol a primer afferens opticus rostok végzddnek. A HA
szerepe az idegi regenerdcidban még nem pontosan ismert, serkentd szerepét irtdk le
patkdny kornyéki idegrendszerében, més szerzOk gatld szerepét irtdk le a sejt migracio és a
rost novekedés sordn a kozponti idegrendszerben. Hatdsat befolydsolhatja molekulatomege,
tovabbd a hozza kapcsol6dd proteoglikdnok €s sejtfelszini receptorai révén kiilonbozo
jelatvteli folyamatokban vehet részt, melyek tovdbb moddosithatjdk permissziv vagy non-

permissziv szerepét.
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A tenascin-C reakcio valtozasa a béka latokozpontjaiban regeneracio soran

Diencephalon.

A nucleus Bellonci teriiletén minden esetben gyenge tenascin-C reakcidt
tapasztaltunk. A masodik-harmadik tilélési héten az operalt oldalon a perineuronélis hal6
dezintegrélt lett a corpus geniculatum lateraleban a regeneral6dé rostokat fogad6 oldalon,
szemben az ép oldallal, majd a negyedik tulélési hétre allt helyre a PN integritdsa. A
masodik tulélési héttdl kezdve a corpus geniculatum lateraleban mindkét oldalon csokkent
a tenascin-C reakcid intenzitdsa. A kilencedik héttdl kezdve nétt a tenascin-C reakcid
optikai denzitdsa és a tizenegyedik hétre megkozelitette a nem operdlt édllatban mért
értékeket.

Mesencephalon.

A mesencephalonban a tectum opticum rétegeiben a normdl békdhoz hasonldan a
tenascin-C reakci6 intenzitdsa a G, F, 8. és 7. rétegekben volt a legmagasabb és az A, 1., 2.,
3. és 4. rétegekben a legalacsonyabb. A B és a 8. rétegben az operalt oldalon jelentds
mértékben nétt az optikai denzitds a harmadik-6todik tdalélési hét kozott, szemben az ép
oldallal, ahol nem észleltiink ezekben a rétegekben jelentés valtozasokat.

A masodik hétre lecsokkent a tenascin-C IR. Mindkét oldalon halvanyabban
festodott minden réteg, mint a kontroll békanal, és ezt mutatta az optikai denzitds mérése is.
A harmadik-hatodik tdlélési héten mindkét oldalon intenzivebb festddést tapasztaltunk
minden rétegben, mint a kontroll béka esetében. A perineuronélis hdlé a csak a hatodik
héten volt jol l14that6 a 7. €s a F rétegekben. Az optikai denzitds maximumat a harmadik-
hatodik tdlélési hét kozott érte el, utdna mindkét oldalon csokkent, majd a minimumét a
nyolcadik-kilencedik hét kozott érte el. A tizenkettedik hétre a tenascin-C reakcid optikai
denzitdsa megkozelitette a normadl dllatban mért értékeket mindkét oldalon. A BON-ban a
HA reakciondl leirt valtozdsok figyelhet6k meg, de a védltozas kisebb mértékii volt.

A tenascin-C és a HA reakcid viltozasat Osszehasonlitva elmondhatjuk, hogy a
madsodik-harmadik tdlélési héten a PN dezintegriltsiga a CGL-ben mindkét reakcionél
megfigyelhetd. A tectum opticumban mindkét reakcid esetében kisebb mértékli volt a

valtozas, mint a diencephalon latékdzpontjaiban.

Irodalmi adatok szerint a tenascin-C fontos szerepet jatszik a kdzponti és kornyéki
idegrendszerben bekovetkezett sériilések utani idegregenerdcidban, azonban pontos szerepe
még nem tisztdzott. Expressziés mintdzatdnak valtozdsa a nervus opticus regenerdcidja
sordn més béka fajban hasonlé a mi eredményeinkhez, mig a gétében ellenkezd eldjeli

valtozast taldltak. Az irodalmi adatok abban megegyeznek, hogy a kétéltiiekben a
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magasabbrendii gerincesekkel szemben fejlddés sordn nem csokken az agy kiillonbozd
teriiletein a tenascin-C reakci6 intenzitdsa. Ez a pedomorfizmus lehet az egyik lehetséges

magyardzata annak, hogy a kétéltliekben a nervus opticus regeneralddik.

A HA és a tenascin-C lehetséges szerepe a nervus opticus regenerdciojdban

Kisérleteink eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy a nervus opticus
regenerdcidja sordn mind a hyaluronsav, mind a tenascin-C eloszldsa valtozik a
diencephalicus és mesencephalicus latékdzpontokban. Az eloszldsi mintdzat és a reakcio
intenzitdsanak valtozdsa alapjan nem vonhatunk le egyértelmi kovetkeztetéseket arra
vonatkozéan, hogy a HA és a tenascin-C permissziv vagy non-permissziv szerepet jatszik-e
a nervus opticus regenerdcidjaban. Az ECM molekuldk hatasat szdmos koriilmény
befolyasolhatja: a HA esetében a molekula tomege, a tenascin C esetében pedig a
kiilonbozo splice varidnsok expresszidja. Fontos szerepe lehet annak, hogy milyen
receptorokhoz kotddnek és az extracellularis térben milyen enzimatikus degradacion
mennek keresztiil.

Az ECM-nek az idegrendszerben betdltott szerepérdl egyre inkdbb korvonalazddik
az a hipotézis, az ECM makromolekuldi a szinaptikus résben egy jelatviteli komplex
kialakitdsdban vesznek részt. Ebben a komplexben az ECM makromolekuldi a pre- és
postszinaptikus membranban taldlhaté receptoraikhoz, CAM-okhoz, ioncsatorndkhoz,
neurotranszmitter receptorokhoz, valamint a receptor tirozin kindzhoz (TRK) kotédnek, és
ezaltal alkalmasak lehetnek a pre- és postszinaptikus torténések koordindldsara. A jelatviteli
komplex a cytoskeleton kozvetitésével befolydsolhatja a neurotranszmitter release-t, a
génexpresszid megvaltoztatasan keresztiil pedig mddosithatja a kiilénb6z6 sejtfunkcidkat.
Mindezen folyamatok ereddjeként az ECM kiilonb6z6 makromolekuldi permissziv vagy
non-permissziv szerepet jatszhatnak az idegi regeneracidban és plaszticitisaban. Az idegi
sériiléskor a sejtek deafferentdlédédsa a jeldtviteli komplex megvaltozdsat vonhatja maga
utdn, ami olyan intracellularis folyamatokat indithat el, aminek kovetkeztében megvaltozik
a neuronokat koriilvevdé ECM 0Osszetétele. A kiilonbozd életkorban és fajokban

megfigyelhetd regenerdcids potencidl hétterében az ECM eltérd eloszldsa allhat.
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OSSZEFOGLALAS, EREDMENYEK JELENTOSEGE

Jelen munkdnk sordn els6 részében tanulmdnyoztuk a béka kozponti
idegrendszerében az extracellularis matrix (ECM) molekuldk koziill a hyaluronsav,
tenascin-C és fibronektin megoszlasat specifikus hisztokémiai reakcidk segitségével.
Megillapitottuk, hogy a telencephalonban, diencephalonban, mesencephalonban,
cerebellumban, rhombencephalonban és gerincveloben mindhdarom molekula pozitiv
reakciét adott a sziirke- és fehérdllomdnyban, de egyik esetben sem taldltunk olyan
megoszlast, amely kizarélagosan kothetd lenne valamilyen specifikus struktirdhoz. A
sziirkedllomdnyban a legfontosabb kiilonbség az volt, hogy a tenascin-C-t és a HA-t a
perikaryon koriili perineurondlis haléban (PN) talaltuk meg, mig a fibronektint a neuron
cytoplazméjiban. A neuropil mindharom reakcio6 esetében pozitiv volt. A HA és a tenascin-
C eloszlasban tapasztalhaté hasonlésdgok egyik oka az lehet, hogy a PN-ban a HA a
tenascinhoz kotve fordul eld. A nervus opticus végzodési teriiletein a HA és a tenascin-C

reakcid intenzitdsbeli kiillonbségeit optikai denzitds méréssel is igazoltuk.

A munka mésodik részében a nervus opticus dtvagdsa utidn vizsgéltuk a HA és a
tenascin-C reakci6 intenzitadsdban bekovetkezd véltozasokat regeneracié soran. Az 6todik
tulélési naptdl kezdve mindkét oldali nucleus Bellonciban (nB) és corpus geniculatum
lateraleban (CGL) csokkent a reakcidk intenzitdsa. A harmadik posztoperativ hétig mindkét
magban kisebb mértékil volt a csokkenés az ép nervus opticus rostjait fogad6 oldalon. A
harmadik hétt6l kezdve ndétt az optikai denzitds mindkét oldalon, és ez a novekedés
nagyobb mértékli volt a regenerdlédd rostokat fogadd oldalon. Valamennyi vizsgdlt
stddiumban a nB teriiletén a reakcié intenzitdsa kisebb mértékben véltozott, mint a CGL-
ban, és ez a kiilonbség mindkét oldalon megfigyelhetd volt. Mindkét reakcié esetében a
masodik-negyedik tilélési hét kozott a PN dezintegraltsdgit tapasztaltuk a corpus
geniculatum lateraleban a regenerdl6dé rostokat fogadé oldalon, majd a PN
dezintegréltsaga az 6todik héten megszint. Ez a lelet arra utal, hogy a HA €s a tenascin-C
csokkenése sziikséges a regenerdcié meginduldsdhoz. Az intenzitds késdbbi ndvekedése
arra utal, hogy az szinaptikus kapcsolatokat a reintegralédé PN és a reexpresszalodé HA és
tenascin-C stabilizalhatja. A mesencephalonban a tectum opticum rétegeiben kisebb
mértékll volt a valtozas, mint a diencephalicus latokézpontokban. Eredményeink alapjan
megallapithatjuk, hogy a nervus opticus regenerciéjat a HA és a tenascin-C kvalitativ és

kvantitativ valtozasa kiséri a béka latokozpontjaban.
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