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1. ROVIDITESJEGYZEK:

1-B-5: aggrekan tengelyfehérje elleni anitest. Az 1-B-5 a klon kodja, az antitest pontos
neve Di-delta-0S (0S arra utal, hogy nem szulfatalt molekularél van sz0).

AB1031: 1031- es szamu klonban termelt monoklonalis aggrekan tengelyfehérje elleni
antitest

ABC: avidin- biotin komplex

AD: nucleus anterodorsalis thalami

AMPA: e32-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-0xazol-4-il) propansav (2-amino-3-(3-
hydroxy-5-methyl-isoxazol-4-yl) propionic acid)

AVDL.: nucleus anteroventralis thalami, pars dorsolateralis

AVDM: nucleus anteroventralis thalami, pars dorsomedialis

B-HABP: biotinilalt hialuronsav-ko6t6 fehérje (byotinilated hyaluronic acid binding
protein)

BSA: marha szérum albumin (bovine serum albumin)

Cat-315: A ,,cat” a macskara utal, a szam a klonra. Macska aggrekan ellen termelt
monoklonalis antitest.

ChA: kondroitinszulfat A, 2-acetamido-2-dezoxi-30-(béta-D—glukoz-4
enepiranosziluronsav)-4-o-szulfo-D-galaktoz

ChABC: kondroitinaz ABC

ChAT: anti- kolin-acetiltranszfreraz

ChB: kondroitinszulfat B, 2-acetamido-2-dezoxi-30-(béta-D—glukoz-4
enepiranosziluronsav)-6-o-szulfo-D-galaktoz

ChC: kondroitinszulfat C, 2-acetamido-2-dezoxi-30-(béta-D—glukoz-4
enepiranosziluronsav)-D-galaktoz

CJD: Creutzfeld-Jacob kor

CM: nucleus centromedianus

Crtl-1: porcmatrix protein, cartilage link protein-1

Cy2, 3, 5: karbocianin 2, 3 vagy 5 (carbocyanine)

CSPG: kondroitinszulfat proteoglikan

DAB: 3,3’-diaminobenzidin

DLA: nucleus dorsolateralis anterior

DLG: nucleus geniculatus lateralis dorsalis (dorsal lateral geniculate nucleus)



DMA: nucleus dorsomedialis anterior

DMP: nucleus dorsomedialis posterior

GABA: gamma-amino-vajsav (gamma-aminobutyric acid)
GAD: glutaminsav-dekarboxilaz (glutamic acid decarboxylase)
GAG: glukézaminoglikédn

GalNAc: N-acetil-galaktozamin

GLd: nucleus geniculatus lateralis, pars dorsalis

GLv: nucleus geniculatus lateralis, pars ventralis

HAA: Helix aspersa agglutinin (pettyes éticsiga agglutinin)
HAG: humén aggrekan (HAG7D4 az éltalunk hasznalt antitest pontos neve, a 7D4 a
klon kodszama)

HAPLN: hialuronsavat és a proteoglikanokat 6sszekotd kapcsolofehérje (hyaluronan
and proteoglycan binding link protein)

Imc: Nucleus isthmi, pars magnocellularis

Iml: nucleus intermediolateralis

Ipc: Nucleus isthmi, pars parvocellularis

LDDM: nucleus dorsolateralis thalami, pars dorsomedialis
LDVL: nucleus dorsolateralis thalami, pars dorsolateralis

LP: nucleus lateralis posterior thalami

LTP: hosszu tavl potenciacid (long term potentiation)

MDL.: nucleus mediodorsalis thalami, pars lateralis

MDM: nucleus mediodorsalis thalami, pars medialis

MGD: nucleus geniculatus lateralis thalami, pars dorsalis
MGV: nucleus geniculatus medialis thalami, pars ventralis
nBOR: a bazilis opticus gyokér magja

P1, P13: kikelés utan egynapos, illetve tizenharom napos (postnatal)
PN: perineuronalis hal6 (perineuronal net)

PO: a talamusz hatsé magcsoportja

Ret: nucleus reticularis

SBA: Soybean Agglutinin (sz6jabab agglutinin)

TBS: Tris pufferelt fiziologias sooldat (Tris-buffered saline)

TH: Tirozin-hidroxilaz



VA: nucleus ventralis anterior thalami

VL: nucleus ventralis lateralis thalami

VLG: nucleus geniculatus ventralis pars lateralis

VM: nucleus ventralis medialis thalami

VPL: nucleus ventralis posterolateralis thalami

VPM: nucleus ventralis posteromedialis thalami

VVA: Vicia villosa agglutinin (sz0sz0s biikkony agglutinin)
WFA: Wisteria floribunda agglutinin (japan lilaakac agglutinin)



2. BEVEZETES

2.1. AZ EXTRACELLULARIS MATRIXROL ALTALABAN

Az allati szovetek nem csupan sejtekbdl allnak. Térfogatuk jelentds hanyadat
ugyanis makromolekuldk halozata foglalja el, amelyek az extracellularis matrixot
képezik. Ezen molekuldk lokalisan termelédnek, szervezett haldzatot alkotnak, és kozeli
kapcsolatot 1étesitenek az dket termeld sejtek felszinével.

Az extracellularis matrix f6 komponensei — folyadéktartalman tal - a
kotészoveti rostok és az amorf alapallomany. A kotdszoveti rostok csoportjdba olyan
fehérje természetli elemek tartoznak, mint példaul a kollagénrostok. Az extracellularis
matrix rostjai és a bonyolultan rendezett alapallomény molekulai adhézids molekuldk
segitségével sejtfelszini fehérjékhez (példaul integrinekhez) kapcsolodnak (Alberts és
mtsai 2002, 1. dbra).

citoszkeletalis mikrofilamentumok

1. abra. Az extracellularis matrix és a sejtek kapcsolata.

A kotészoveteknél mar jOl ismert extracellularis matrix szdmos komponense a

kozponti idegrendszerben is megtaldlhatdo. Egészen kozelmultunkig a kdzponti



idegrendszeri kutatdsok az extracellularis matrix jelenlétét, szerepét gyakorlatilag
negligaltdk, vagy egyenesen tagadtak. A tudosok szemléletét sokdig uralta a felfogas,
miszerint a kOzponti idegrendszeri szovettan megértésének sarkalatos pontja, hogy
nincsen ,ilires rés”’ vagy ,hézag” a neuronok ¢és gliasejtek kozott, a cellularis
kompartmentek tokéletesen kitoltik a rendelkezésiikre allo teret, lehetetlenné téve a
legtobb kotoszovetre jellemzd bdséges sejtkozotti allomany 1étezését. Az elmult
negyven ¢év kutatasai ravilagitottak e dogma helytelenségére.

Ma mar tudjuk, hogy az extracellularis matrix az agyveld sulyanak kortlbeliil
20%-at teszi ki (Nicholson és Sykova 1998). A sejtek kozotti keskeny, résszerti tereket
kit6lté matrix molekuldk mar a fejlodé embridban jelen vannak, a fejlodésben igen
fontos szerepet jatszanak, a felndtt kozponti idegrendszer szinte minden teriiletén
megtalalhatoak.

A gerincesek koOzponti idegrendszerében kotdszoveti rostok altaldban nem
fordulnak el6, az amorf alapallomany molekulai vannak a legnagyobb mennyiségben
jelen, igy a tovabbiakban e molekuldkat hangstlyozzuk (Zimmermann és Dours-
Zimmermann 2008). Ezen molekulak tilnyomo része proteoglikanok és glikoproteinek,
melyek biokémiai szerkezetiiket tekintve népes csaladokat alkotnak.

A proteoglikdnok olyan molekuldk, melyekben glukézaminoglikanok egy
tengelyfehérjéhez (méasnéven ,,core” proteinhez) kapcsolddnak. A glukdézaminoglikdnok
(GAG-0k) ismétl6d6 diszacharid- egységekbdl felépiild hossza, nem elagazodo
szénhidratlancok. A diszacharidot felépitd hexozok tipusa, szulfataltsiga és kotéseik
milyensége szerint a glukdzaminoglikdnokon beliill megkiilonboztetiink keratan-,
dermatan-, heparanszulfatot, kondroitinszulfatot, €s hialuronsavat (Esko és mtsai, 2009).
Mig a kotdszovetekben a keratan- és dermatanszulfatok szerteagazé funkciokkal birnak
(véralvadas, karcinogenezis, mukopoliszaharidozis etc.), a kdzponti idegrendszerben az
1degszovet sériilés utani hegképzddésében jatszanak rendkiviil fontos szerepet (Li 2013,
Zhang 2006). A heparanszulfatok f6 sajatossaga, hogy a kozponti idegrendszerben
proteoglikanokat képezve a sejthartydhoz kapcsolddnak, tehat membrankotottek. Ilyen
molekuldk példaul a szindekénok vagy a glipikanok. Az emldsdkben 4 féle szindekant
kiilonitettek el, tengelyfehérjéjliikhoz a heparanszulfaton kivul kondroitinszulfat lancok
is kapcsolodnak (Bandtlow és Zimmermann 2000, Laemberts és mtsai 2009). A

glipikdnok még a szindekdnoknal is nagyobb variabilitdst mutatnak, a kozponti



idegrendszerben hat forméjat kiilonitik el, mely nem csak a feln6tt idegrendszerben,
hanem a fejlodd agyveld és gerincveld morfogenezisében is szerepet jatszik (Lander és
mtsai, 1996).

A kozponti idegrendszerben a  kondroitinszulfat proteoglikanok a
leggyakoribbak, ezekben értelemszerlien a tengelyfehérjéhez legnagyobbrészt
kondroitinszulfat lancok kapcsolodnak. A  kondroitinszulfatokon belil még
megkiilonboztetiink ChA- t, B-t és C-t (chondroitinsulphate A, B, C; a kozottiik 1€vo
molekularis kiilonbségeket a roviditésjegyzéken belill kozoljiik Yamagata 1967-es
kozleménye alapjan).

A kondroitinszulfat proteoglikanok népes csaladot alkotnak, melyek koziil az
idegrendszerben a lektikanok fordulnak eld leggyakrabban. A lektikdnok csaladjat
alkotjdk az aggrekan, a verzikdn, a brevikan és a neurokdn (2. d&bra).
Tengelyfehérjéjiikre jellemz6 egy hialuronsav koto-, és egy ugynevezett C tipusu lektin
domén. Igy képesek a lektikanok a hialuronsavhoz, a lektin doménen keresztiil pedig

sejtfelszini szénhidratokhoz kapcsolodni (Ruoslahti 1996, Yamaguchi 2000).

aggrekan verzikan  neurokan brevikan 2. abra: A lektikanok f6bb
fajtai és altalanos
szerkezetiik. (Zimmermann
2000 utan, médositva). A
zold vonal a hialuronsavat,
a kék szin a proteoglikanok
tengelyfehérjéit, a lila pedig
a hozzajuk kapcsolédo
GAG lancokat jeloli.

A lektikdnok altalanos felépitését az aggrekan molekula példdjan mutatjuk be,

melyet leginkabb a porc alapallomanyabdl ismeriink (Watanabe és mtsai 1999). Ez a



molekula a kozponti idegrendszeri extracellularis matrixnak, kiilondsen a perineuronalis
haloknak fontos alkotoeleme, kisérleteinkben erre a molekulara fokuszaltunk.

Az aggrekan molekula tengelyében egy hozzavetdleg 250 kD molekulatomegii
fehérje van, ehhez oldalrél kapcsolédnak a kondroitinszulfat és keratanszulfat GAG-
lancok (kb. 150). Az egész komplex molekulatomege elérheti az akar 3 milli6 Da-t is

(3.abra).

H
e 3. abra. Az aggrekin molekula sémas szerkezete.
anti-CRTL-1 4{ D ! Az aggrekan egy kapcsolofehérje (zold szinnel
jelolve, L: link-protein) segitségével rogziil a

hialuronsav lanchoz (barna szinnel jelolve, H:

hialuronsav). Az abran tobb, az aggrekan

. : G1 molekula  kimutatisira  hasznilt  antitest

anti-HAG7D4 tamadaspontjat abrazoljuk. Piros szinnel az

agg rekan IGD aggrekan tengelyfehérjéje szerepel, kék szinnel

! jeloljiik a kondroitinszulfat oldallancokat (CS),

GZ feketével pedig a keratanszulfat oldallincokat

(KS). A G1, IGD, G2 és G3 roviditések a

A’KS tengelyfehérje Kkiilonb6z6 doménjeit jelolik.
— (Lendvai utan 2013, médositva)

anti-Cat-315 __ ——{——
aggrekan — ===

G3

A hialuronsav is egy glukozaminoglikan, ezek koziil pedig a legegyszeriibb és a
legdsibb. Diszacharid egysége gliikuronsavbol és N-acetil-glukozaminbol all. Igen
hosszl lancokat képez, melyekben az ismétlddo egységek szama a tobb ezret is elérheti,
molekulatdomege pedig tobb millié dalton is lehet. A hialuronsav eltéréen a tobbi
gluk6zaminoglikan molekulatol nem kotédik kovalensen fehérjéhez, igy nem képez
proteoglikant (Toole 2000). Tobb-kevesebb mennyiségben minden szdvetben eléfordul,
sebgyogyulds alkalméval nagy mennyiségben képzddik, majd a gyogyulds
elérehaladtaval fokozatosan lebomlik (Frasher és mtsai 1997; Delpech és mtsai 1989).
Lebontasat a hialuroniddz enzim végzi, biztositva ezzel az extracellularis matrix
fiziologias atépiilését. Nagyméretil, erésen negativ toltésii szénhidratpolimer, amely az

agyi extracellularis matrix, ezen beliil is a késObb targyalt perineurondlis halok

»gerincét” képezi (Deepa és mtsai 2006; Dityatev €s mtsai 2010).
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A proteoglikanok tengelyfehérjéinek kezdeti szakasza egy- egy kapcsolofehérje
—un. link-protein segitségével a hialuronsav lanchoz kapcsolddik (Yamaguchi, 1999, 3.

¢és 4. abra).

hialuronsav

16 kapcsolofehérje
< —{ liNK-protein)

—— ———

\ — — /
= tengelyfehérie == —=
I gy —

S — <
— o
ey T~ T

~— kondroitinszulfat- ~—7==
— proteoglikan =] <
—\— oldallancok e

4. abra. A proteoglikanok kapcsolata a hialuronsav lanccal.

Ezeket a kapcsolofehérjéket Osszefoglald néven HAPLN roviditéssel jelolik
(hyaluronan and proteoglycan binding link proteins, Spicer és mtsai 2003). A link
proteinek csaladjat négy tagra oszthatjuk fel: HAPLNI1, HAPLN2, HAPLN3 és
HAPLN4. A HAPLNL1 a klasszikus porc link- proteinnek felel meg (Crtl1- cartilage link
protein 1, Neame és Barry 1994). A felsoroltak koziil egyediil a HAPLN3 hianyzik a
kozponti idegrendszeri parenchymdabdl, legtobbszor az érfalban fordul el (Ogawa és
mtsai 2004).

Az extracellularis matrix részeként a gluk6zaminoglikdnok fehérjékhez
csatlakozva a proteoglikdnok mellett Un. glikoproteineket is létrehozhatnak. A
glikoproteinek és proteoglikanok kozotti {6 kiilonbség a fehérje és szénhidrat tartalom
aranyaban van. A glikoproteinekre altalaban 1-60 tomegszazalék szénhidrattartalom

jellemz6, mig a proteoglikdnoknak hosszi (atlagosan 80), elagazdsmentes
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szénhidratlancai a teljes molekula tdmegének 95%-at is kitehetik (Alberts és mtsai
2002). A kozponti idegrendszerben a glikoproteinek koziil a tenaszcinok a
leggyakoribbak, de nélkiilozhetetlen komponensek a fibronektin és a laminin is, melyek
mint adheziv glikoproteinek kotik 0ssze a matrixmolekuldkat egymassal €s sejtfelszini
fehérjékkel, egy rendkiviil bonyolult, mégis rendezett haldzatot létrehozva.

A kozponti idegrendszerre a tenaszcinok koziil leginkdbb a tenaszcin-C
molekula a jellemzd, amely kiilonleges, hatfel¢ dgaz6dd hexabrachion szerkezetével
egyszerre tobb matrixkomponenssel valamint sejtfelszini fehérjével képes kapcsolodni
(Jones és mtsai 2000). Szerepiik a differencialddott (felndtt) kozponti idegrendszerben
is kiemelkedd, mert a szinapszisok szerkezetének allandé résztvevéi. Dityatev és
munkatarsai (2011) megfogalmazasa szerint a szinapszis egy tetramer struktura,
melynek a preszinaptikus, posztszinaptikus €s glialis résztvevokon kiviil a tenaszcinok

altal halozatta Osszekapcsolt extracellularis matrix nélkiilozhetetlen szerepldje. A

rrrrrrrr

differencialodasat (Anlar és mtsai 2012), receptorok és ioncsatornak miikodését, a
szinaptikus plaszticitast és a glidlis Ojraépiilést is befolyasoljak (Dityatev és Rusakov,
2011).

A kozponti idegrendszeri extracellularis matrix legnagyobbrészt a lektikan,
masnéven hialektan csalad proteoglikanjaibdl, illetve a hozzajuk k6tédd molekuldkbol,
a hialuronsavbol, link proteinbdl és adheziv glikoproteinekbdl, ezeken beliil pedig
leginkabb tenaszcinokbol épiilnek fel (Bandtlow és Zimmermann 2000; Rauch 2004,
2007; Ruoslahti 1996; Yamaguchi 2000). A felnétt agyvelében a lektikdnok a
hialuronsavval, valamint tenaszcinokkal interakcidba 1épve egy harmas komplexet
hoznak létre, amely a kdzponti idegrendszeri extracellularis matrix épitdkove és a

perineuronalis halokat fogja alkotni (Yamaguchi és mtsai 2000).

2.2. A KOZPONTI IDEGRENDSZERI EXTRACELLULARIS MATRIX SZEREPE A
SZINAPTIKUS PLASZTICITASBAN ES A REGENERACIOBAN

Szinaptikus plaszticitds alatt az idegsejtek szinaptikus kapcsolatainak
valtozasait, erdsségiik illetve hatékonysdguk modosulasait értjiik. Ez a jelenség szdmos

idegi folyamat alapja, ez all a tanulds, emlékezés hatterében, és ennek segitségével
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alakitjuk ki szokésainkat, vagy sajatitunk el specialis mozdulatokat. Természetesen az
egyedfejlodés soran is nagy sziikség van ra.

Ma mar ismert, hogy a szinapszis, az azt felépito fehérjerendszerek, allanddan és
gyorsan (masodpercek alatt) valtoznak, flexibilisek €s nagyban fliggenek az elézetesen
tortént transzmisszios torténtektdl is. A szinaptikus jelatvitel mértéke ugyanis
csOkkenthetd vagy novelhetd kiills6 vagy mas szinapszis altali stimuldlassal. A
bekovetkezd valtozasok lehetnek atmenetiek vagy tartosak, tarthatnak a masodperc
toredékéig, de akar hetekig is.

A hosszu tava hatadsra egy 1970-es években végzett kisérlet szolgalt
bizonyitékkal. Ennek soran ugyanis kideriilt, hogy a hippocampus serkentd
szinapszisainak ismételt aktivalasaval a szinapszisok erdssége nd, és a hatas orakig vagy
akar napokig is tarthat (Bliss és mtsai 1973). A jelenség a long term, vagy hosszu tavi
potenciaci6 (LTP), ami a plaszticitds vélhetd cellularis mechanizmusa, és a
posztszinaptikus neuron depolarizaciéo alatti 200 Hz koriili ingerlését kovetd
megnodvekedett serkenthetdségének felel meg. Miitkodése a hippocampusban szorosan
Osszefligg a hossza tdvi memoriaval (Davis és mtsai 2002).

Jelenlegi kutatdsok azt mutatjak, hogy az extracellularis matrix makromolekulai
a szinaptikus résekben, illetve periszinaptikusan elhelyezkedve a posztszinaptikus sejt
transzmitter-vezérelt ioncsatornainak lokalizaciojat befolyasoljak, meggatoljak ezen
2009; Dityatev 2010) Az extracellularis matrix molekulak jelenléte példaul csokkenti az
AMPA receptorok oldaliranyt elmozdulasat, valamint hozzajarul az L- tipusu Ca2+
csatornak aktivalasahoz is (Frischknecht és mtsai 2009). Ezen receptorok pedig az LTP,
tehat a szinaptikus plaszticitds molekularis folyamatanak fontos résztvevdi (Alberts és
mtsai 2002, Davis és mtsai 2002).

A kondroitinszulfat proteoglikdnok barrierként is miikodnek a kozponti
idegrendszerben. In vitro kisérletekben bizonyitott, hogy a lektikdn csalad minden tagja
képes szabalyozni az axonndvekedést. Amikor példaul gerincveldi harantlézié utan az
allatot kondroitinaz ABC- tehat kondroitinszulfat A-t, B-t és C-t bontd- enzimmel
kezelték, az axonregereracid mértéke a sériilt teriileten joval nagyobb volt, mint az
enzimmel nem kezelt allat esetében (Snow és mtsai 1991; Brittis és mtsai 1992,

Yamaguchi és mtsai 1999). Tehat az extracellularis matrix az idegszovet sériilés utani
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reinnervacios folyamatait is gatolja. Patkdnyon végzett unilateralis nigrostriatalis
axotomia utani kondroitindz ABC (ChABC) kezelés eldsegitette a megszakitott
tovabba, hogy a gerincveld hatso kotegi sériilését kovetéen a kondroitinszulfat
proteoglikan (CSPG) molekuldk mennyisége megemelkedik, és mivel tudjuk, hogy ezek
az axonnovekedést gatoljak, akadalyozzak a sériilt hatsé kotegi rendszer regeneracios
folyamatait is (Silver és Miler 2004; Massey ¢s mtsai 2007). ChABC fecskendezése a
sérilt teriiletre elbontja a proteoglikanokat, és a megszakadt axonok novekedéséhez
vezet, igy részleges gyogyulast lehetett elérni (Bradbury és mtsai 2002). S6t, a ChABC
kezelés utan nemcsak a sériilt, hanem az érintetlen axonok is novekedni kezdtek (Barritt
¢s mtsai 2006). A kozponti idegrendszeri extracellularis matrix ezen kiviil a sejtek

crer

kompartmentek koriili kiilonleges fenotipusait a kovetkezo fejezetben részletezziik.

2.3. A KOZPONTI IDEGRENDSZERI EXTRACELLULARIS MATRIX
MEGJELENESI FORMAI A PERINEURONALIS HALOK

2.3.1. Az amorf alapallomany neuronalis kompartmentek koriil kondenzaltan
kiilon megjelenési formakat mutat
Jollehet az extracellularis matrix molekuldi az agyszdvetben homogénen
kiterjedve mindeniitt jelen vannak, az idegsejtek kitiintetett részei koril feltling
stiriségben is eléfordulhatnak. Mindezidaig két fenotipusat sikeriilt azonositani ezeknek
a matrix-aggregdtumoknak: a perineurondlis halokat, melyek a szomatodendritikus
kompartment koriil, és a periaxonalis hiivelyeket, melyek izolaltan egyes szinapszisok

koriil talalhatoak (Briickner és mtsai 1999, 2008).

2.3.2. A  perineuronalis  matrix  szerkezete,  kémiai  heterogenitadsa,
megjelenitésének lehetoségei

A kozponti idegrendszeri extracellularis matrix molekuldi megjelenhetnek az

idegsejtek nytlvanyai kozott diffizan eloszolva, és egyes neuronok szomadjat,

proximalis dendritjeit, és axon inicialis szegmentjét beboritva, jol szervezett halozatos
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struktaraként, melyeket perineurondlis haloknak neveziink (Hendry és mtsai 1988,
Briickner és mtsai 1993, 1996, 2006).

E képzédményeket elészor Camillo Golgi irta le 1893-ban, de nem csak 0,
hanem Lugaro, Donaggio, Martinotti, Ramén y Cajal és Meyer is vizsgalta dket (Celio
¢s mtsai 1998). Golgi tigy gondolta, hogy ez a jelenség a neuronok koriili igynevezett
,heurokeratin fiiz6”, amely megakadalyozza az ingeriilet sejtrél sejtre terjedését (Golgi
1873). Ezzel szemben Ramoén y Cajal azt allitotta, hogy ez csupéan a festési eljaras
mellékterméke, amely a sejten kiviili anyagok kicsapodasabdl szarmazik. Ez utobbi
igencsak befolyasos személy véleményének koszonhetd, hogy a perineuronalis haldok
iranti tudomanyos érdeklodés ezzel egy idoben alabbhagyott. Megjegyezziik, Cajalnak
abban tulajdonképpen igaza volt abban, hogy sejten kiviili anyagok valtak lathatova — az
extracellularis matrix molekulai. Funkcriondlis fontossagéara ugyanakkor nem vilagitott
ra.

Az 1960-as évek végén viszont ujra felbukkant a téma. Akkoriban ugyanis
szamos szerzé egy bizonyos neuronokat koriilvevd, perjodsav- Schiff- pozitiv (PAS-
pozitiv) anyagra hivta fel a figyelmet. Azt feltételezték, hogy ez az anyag valdsziniileg
negativ toltésii molekulakbél all. Erdekes modon az igy leirt szerkezet és a Golgi altal
joval korabban leirt jelenség kozotti azonossagra nem jottek ra (Celio €s mtsai 1998).
Napjainkban mar tudjuk, hogy ezek a perineuronalis halok a kifejlett idegrendszer
rendkiviil fontos komponensei, melyeket szamos fajban vizsgaltak, az embert is
beleértve (Briickner és mtsai 1993, 1996a, b, 1998, Ohyama ¢és Ojima 1997, Lander és
mtsai 2002, Matthews és mtsai 2002, Szigeti és mtsai 2006, Racz és mtsai 2013).

A perineurondlis halok lathatova tételére tobb modszer is rendelkezéstinkre all.
Camillo Golgi a XIX. szdzad végén az eziistkromsok precipitacidjanak modszerével
vizsgalta dket. A ma hasznalt egyik leggyakoribb modszer a Wisteria floribundabol
(WFA, japan lilaakac), Vicia villosabol (VVA, sz0szos biikkkdny) vagy szdjababbol
(SBA) szarmaz6 novényi lektinekkel valo jelolés. Ezek a lektinek nagy szelektivitassal
¢és affinitdssal kotddnek a protegolikdnok alfa- és/vagy béta N- acetilgalaktézamin
részeihez (Seeger ¢és mtsai 1996, Tsubouchi és mtsai 1996, Guerrero-Tarrago és mtsai
1999). Napjainkban az immunhisztokémia széles korben elterjedt moddja a

perineuronalis halok jelolésének.
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A kiilonboz6 extracellularis matrix-jelolési eljarasok fejlodésével egyértelmiivé
valt, hogy kiilonbozd fajokban, az idegrendszer egyes régidiban eltérd a perineurondlis
halok eléforduldsa (Ojima és mtsai 1998, Briickner és mtsai 1998a, 2003, Ishii és
Maeda 2008; Nakamura és mtsai 2009). Perineuronalis halok sokasagat mutattak ki a
latokéregben, valamint a szomatoszenzoros kéregben, ezen beliil is leginkabb a barrel
mezd (a bajuszszOrokbdl érkezd jelek receptiv mezdje) IV. rétegében egerekben,
patkanyokban és mongol futéegerekben (Briickner ¢és mtsai 1994, Nowicka és mtsai
2003, Bahia és mtsai 2008, Nakamura és mtsai 2009).

A perineuronalis halok dsszetételiiket tekintve szintén variabilisak, és ez utalhat
arra, hogy kiilonb6z6 tipust neuronokat 6lelnek koriil (Deepa és mtsai 2006, Carulli és
mtsai 2006). Patkany neokortexében WFA jel6léssel példaul harom kiilonbozé tipust
neuront boritd hald is megjelenik: interneuronok, ritkabban piramissejtek, és elszortan a
VI rétegben egy GABAerg sejtcsoport (Wegner és mtsai 2003) koriil. Patkdnyban a
piramissejtek az interneuronokhoz képest ritkan burkoltak matrixszal, legnagyobb
szdmban jellemzden a latokéregben, legkisebb szdmban a szekundér motoros kéregben
fordulnak el6 (Alpar és mtsai 2006).

Az elébbi, extracellularis matrixrol szolo fejezetben mar emlitett lektikanok a
perineuronalis héalok egyik legfontosabb komponensei. A perineuronalis halok
komponenseit a neuronok €s a gliasejtek hozzdk létre. Tulnyomoan a glia felelos a
tenaszcin, verzikén, a brevikdn és a hialuronsav létrejottéért (Jaworski és mtsai 1995,
Yamada és mtsai 1997), amig neuronok termelik az egyéb proteoglikdnokat, melyek
koziil szerepét, fontossagat tekintve kiemelkedik az aggrekan (Lander és mtsai 1998,
Matthews ¢s mtsai 2002, Morawski €s mtsai 2010). A neurokant eldésorban asztrocitak
hozzak létre, bar erre neuronok is képesek (Engel és mtsai 1996, Matsui és mtsai 2002,
Jones és mtsai 2003). Patkanyagybol szarmazo6 neuronok in vitro készitményein tortént
vizsgalatok azt igazoltak, hogy az aggrekdnt szintén neuronok termelik (Matthews és
mtsai 2002).

A perineuronalis halok kialakuldsdhoz az adott neuron aktivitésa is sziikséges. In
vitro kisérletekben kimutattak, hogy a tetrodotoxinnal teljességgel blokkolt neuronalis
aktivitas mellett nem alakultak ki perineuronalis halok egerek latokérgi neuronjai kortil.
Ugyanakkor a szelektiven gatolt glutamaterg transzmisszi6 nem befolyasolja

szdmottevden a burokkal rendelkezé neuronok szamat. Ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy
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a neurondlis aktivitas per se feltétele a perineuronalis halok fejlédésének, képzddésiik
ugyanakkor nem kizardlagosan a glutamaterg rendszer miikodésétdl fiigg (Reimers és
mtsai 2007).

Ez a bonyolult perineuronalis struktura hatarozott, és igen stabil burkot képez a
neuronok koriil, sajatos mikrokdrnyezetet hozva létre. Kdrnyezetéhez vald kapcsolata
meglep6 moédon mindeziddig nem tisztdzott, az uralkod6 felfogas szerint a
perineuronalis halokat, mint tobbrétegli struktirat értelmezik. Ebben a felfogasban az
extracellularis halozatos matrixstruktarat (hialuronsav-kapcsolofehérje-proteoglikan-
tenaszcin) mindeziddig nem feltérképezett transzmembran fehérjék kapcsolndk a
spektrin és ankirin tartalmu intracellularis citoszkeletalis vazhoz (Celio és mtsai 1998).
A perineurondlis burok Osszetétele az egyedfejlddés soran véltozik. Ragcsalokban,
embriondlis korban példaul joval kisebb mennyiségben talaltak aggrekén
immunreaktivitast (Matthews és mtsai 2002, Milev és mtsai 1998c), mint csirkében
(Schwartz és Domowicz 2004). A korai postnatalis korban az emlds perineuronalis
haloi tobbnyire neuroként, €s 1-es tipust verzikant tartalmaznak (Milev és mtsai 1998).
A kifejlett idegrendszerben mar a lektikanok csalddjanak egyéb tagjai is domindlnak,
mint az aggrekan, a 2-es tipusi verzikan és a brevikan (Zimmermann és Dours-
Zimmermann 2008). Az aggrekan, a hialuronsav és a link protein molekuldk mRNS-
einek nagy mennyiségii termelése (,,up-regulacidja”) egyidébe esik a perineuronalis
halok kialakuldsdnak kezdetével, ezért igen valoszinii, hogy kiilonleges szerepet

toltenek be a 1étrejottiikkben (Carulli és mtsai 2007).

2.3.3. A perineurondlis halo szerepe

A perineurondlis halé korai formajanak egyik lehetséges feladata az
extracellularis matrix és az intracellularis sejtvdz (citoszkeleton) kozotti kapocs
létrehozasa (Celio és Bliimcke 1994, Wintergerst és mtsai 1996). A parvalbumint
tartalmaz6 GABA-erg (gamma-amino-vajsav) interneuronok citoszkeleton fehérjéi (pl.
ankirin B és R-spektrin) a perineuronalis komponensek megjelenése el6tt valnak
kimutathatova. Mivel ezek a fehérjék kozvetve fontos komponensei a sejt-matrix
kapcsolatnak, Wintergerst és munkatarsai (1996) arra jutottak, hogy a citoszkeleton

fejlettségi foka valoszintileg befolyasolja a PN fejlodést.
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A fejlédd perineuronalis halonak szdmos mas feladatot is tulajdonitanak.
Feltételezik, hogy a korai perineurondlis halod egyes elemei példaul képesek ndvekedési
faktorokat vonzani és kotni, ez pedig azt jelentheti, hogy fontos szerepet jatszanak az
idegsejtek kifejlodésének szabalyozasaban €s stimulélni tudjak az axonok novekedését.
Példaul a fibroblaszt novekedési faktor (bFGF), amely a neuronok taléléséért és a
neuritek novekedéséért feleldés, a perineurondlis haloban megtalalhato (Celio és
Bliimcke 1994).

Mivel a perineuronalis haldo bizonyos komponensei a posztnatalis
szinaptogenesis csucsa elott mar kimutathatoak, valdszintileg fontos szerepet jatszanak a
szinaptogenesis szabalyozasaban is (Milev és mtsai 1998, Popp és mtsai 2003). Ezt a
feltételezést in vitro kisérletek is alatamasztjak, melyek szerint mar a szinapszisok
kialakuldsa el6tt aggrekdn-immunoreaktiv foltok jelennek meg a sejtkultarakban 1évo
idegsejtek felszinén. Az aggrekan korai felbukkanasa és akkumulacioja a sejtfelszin
extraszinaptikus teriiletein feltehetden ,,elore kijeldli” a késobb kialakuld szinapszisok
helyét (Dino és mtsai 2006).

A posztnatdlis fejlédési folyamatok eldrehaladtaval a perineuronalis hald
jellemzdéen egyre Osszetettebbé valik, és egyre hatarozottabb burkot von a neuron koré
(Rauch 2004). A kifejlett extracellularis matrixburok ellendll a kdzeledd 0 neuriteknek
(McKeon és mtsai 1991, Niederost és mtsai 1999, Rhodes ¢és Fawcett 2004). Az is
bizonyitott, hogy a tenaszcin C ¢és mas glikoproteinek is megakadalyozzak az
interneurondlis kapcsolatok kialakuldsat (Grumet és mtsai 1985, Pesheva és mitsai
1993). Ennek alapjan a perineurondlis halo barriert képezhet j szinaptikus kapcsolatok
kialakulasaval szemben.

Mindemellett a kifejlett perineuronalis halok hatasosan csokkentik az illetd
idegsejtek plasztikus tulajdonsdgait is, igy fontosak a szinapszisok stabilizalasaban
(Hockfield és McKay 1983, Pizzorusso és mtsai 2002, Berardi és mtsai 2003, Dityatev
¢s Schachner 2003, Rhodes ¢s Fawcett 2004). Rendszerint a posztnatalis élet késobbi
periddusaiban jelenik meg, gyakran éppen abban az iddintervallumban, amikor fennall
az ingerfliggd neuroplaszticitas lehetdsége (Pizzorusso és mtsai 2002, 2006, McGee ¢és
mtsai 2005, Hensch 2005). A neuronok plaszticitasat novelhetjiik, ha kondroitinaz
ABC-t alkalmazunk. A ChABC degradalja a perineuronalis halokat, egyuttal csokkenti
a proteoglikdnok barrier funkcidjat. Ezen kisérletek demonstraltdk, hogy ChABC
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kezelés utan a kifejlett patkanyok latokérgében visszaallt a latokérgi dominancia
plaszticitasa. Ez azt jelenti, hogy a degradacid6 utan a kifejlett allat féloldali
szemletakaras utan képes volt az eddig dominans oldali latokérgét a masik féltekére
cserélni (Pizzorusso és mtsai 2002). Ahogy azt mar emlitettiik, erre a valtasra a fiatal
allat csak egy bizonyos életkorig képes. Réacz ¢és munkatarsai (2013) patkany
vestibularis rendszerében tettek megfigyeléseket a perineurondlis halok és a plaszticitas
kapcsolataban. Kisérleteikben bizonyitottak, hogy vestibularis 1€zi6 esetén megvaltozik
a hialuronsav- és kondroitinszulfat proteoglikan mintazat a vestibularis magok neuronjai
koriil, mely egybeesik azok spontan aktivitdsanak Ujra kialakuldsaval (Dedk és mtsai
2012, Halasi és mtsai 2007). A kisérletek alapjan a perineuronalis halok enzimekkel

Frischknecht és mtsai 2009-ben in vitro kisérleteikben gy tapasztaltak, hogy a
patkany hippocampalis sejtjeibdl késziilt sejtkultirat hialuroniddz és ChABC enzimmel
kezelve az AMPA-receptorok mobilitasa fokozodott. Ebbél arra kovetkeztettek, hogy a
perineuronalis halo a neuronok felszinén kompartmenteket képez a receptorok szamara,
kérgének rendkiviil nagy teriiletét foglalja el az tigynevezett barrel mezd, amely a
bajuszsz6rokbol érkezd informaciot fogadja. Koriilbeliil a harmadik posztnatalis héten
mutathatok ki a perineuronalis halok az itt 1év0 interneuronok koriil, ezek biztositjak a
korabban létrejott kapcsolatok stabilitasat, igy a plaszticitas is gatolt. Korai féloldali
deprivacid — ez esetben bajusszdrirtds - utan a matrix diffuzabb, elmosddottabb lett a
deprivalt oldalon, itt a perineurondlis haloébol is kevesebb volt. Ezek szerint kapcsolat
van a kivilrél érkezd szenzoros informacid6 mennyisége €s a perineuronalis halok
felépiilési liteme kozott, egy bizonyos kritikus periddus alatt, ami patkany esetében az
els6 harom hét (Bahia és mtsai 2008).

Az elobbiek soran emlitést tettiink az idegrendszeri extracellularis matrix
molekuldk erésen anionos tulajdonsagardl. A perineuronalis halok egyéb feladatai ebbdl
a negativ toltésbdl eredeztethetéek, jollehet az irodalom pozitiv toltéssel rendelkezd
perineuronalis halokat is leir (Murakami és mtsai 2001, Murakami és Ohtsuka 2003).
Kisérletekkel bizonyitott, hogy azokban a GABA-erg interneuronokban, melyeknek
hatarozott perineurondlis halojuk van, kevésbé halmozddik fel lipofuscin, mint a

finomabban beburkolt piramissejtekben. Ezen eredmények szerint a kondroitinszulfat
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proteoglikanok védelmet nyujtanak a vas-, aluminium-, réz- és cinkionok altal okozott
oxidativ stressz ellen is (Reinert és mtsai 2003, Morawski €s mtsai 2004).

Az imént mar emlitettiik, hogy parvalbumin-pozitiv GABA-erg interneuronok
gyakran rendelkeznek matrixburokkal. Ezeket ,gyorstlizel6 interneuronoknak”
nevezzik, melyek kiilonleges elektrofiziologiai tulajdonsagaikat leginkdbb a Kv3.1B
alegységgel rendelkezd kaliumcsatornaknak koszonhetnek. Mivel ezen kationcsatornak
perineuronalis halokkal bird gyorstiizelé interneuronok felszinén fordulnak elé a
patkany agyvel0 szamos teriiletén, Briickner ¢s munkatarsai (1993) szerint a
perineuronalis haloknak fontos szerepiik lehet az idegsejtek kationforgalméban. A
Kv3.1P alegységgel rendelkezd kaliumcsatorndk imént leirt jellegzetes kolokalizaciojat
kés6ébb egy majomfaj kortexében (Macaca mulatta) is leirtdk (Hartig és mtsai 1999).
Génkiiitott (knock-out) egerek segitségével még kézzelfoghatobb bizonyitékokat lehet
felmutatni a perineuronalis halok fontossdgarol. Azok a mutans egerek, melyekbdl
hianyoztak egyes proteoglikdnok, mint a neurokan, brevikdn vagy az aggrekan, szamos
rendelleneséget mutattak fejlodésiik soran, viselkedésiikben és a kozponti idegredszeri
mikodésiikben. Az inaktiv  brevikdn génnel rendelkezd egerekben kevésbé
expresszalodtak egyes egyéb perineurondlis hald komponensek is, leginkdbb a
neurokan, és problémak adodtak a hippokampusz sejtjeiben 1étrejové LTP késoi
fazisanak fenntartasaban is (Brakebush ¢s mtsai 2002). A neurokan-hidnyos egerek
viselkedésbeli vagy funkcionalis rendellenességet nem mutattak (Zhou és mtsai 2001),
az aggrekan-hianyos egerek viszont életképtelenek voltak, valdsziniileg a fehérje széles

kort eléfordulédsa és fontossaga miatt (Morawski €s mtsai 2010).

2.3.4. Neurodegenerativ betegségek és a perineuronalis halo kapcsolata

Neurodegenerativ betegségekkel kapcsolatban szintén sokakban felmeriilt az
extracellularis matrix szerepe. Bizonyitott ugyanis, hogy a perineuronalis halok szama
megvaltozik tobb neurodegenerativ betegség kapcsan. A direkt kapcsolat a
perineuronalis halok és e rendellenességek kozott mindazonaltal még nem tisztazdodott.
Ilyen kapcsolat lehetséges a perineurondlis halok és a humaén idegrendszert érintd
prionbetegségek, példaul a Creutzfeldt-Jacob kor vagy a juhokban leirt sarlokor kozott
(Caughey ¢és Raymond 1993). Ezekre az enkefalopatidkra jellemzd a GABA-erg gatlo

interneuronok instabilitdsa és sériilékenysége, ami lehet, hogy a perineurondlis halok
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korabbi destrukcidjanak koszonhetd. A Creutzfeldt-Jacob kor korai stddiumaban
ugyanis jellemz6, hogy a perineurondlis matrix megfogyatkozik, mieldtt az emlitett
parvalbumin-pozitiv interneuronok eltiinnének. Ezzel ellentétben a strlokoros juhok
agyaban a perineuronalis halok épek maradnak amellett, hogy a parvalbumin-pozitiv
interneuronpoulécio egyidejileg megfogyatkozik (Vidal és mtsai 2006). Emellett a
surlokorban érintett sejtek esetében a kondroitinszulfat proteoglikdnok jelenléte gatolja

Alzheimer-kor esetében a perineuronalis halok Osszetételében is valtozasokat
irtak le. Bar a WFA-pozitiv perineurondlis halok és az Alzheimer korra jellemzé
markerek, mint a tau protein, az amiloid-béta peptid és az aktivalt mikroglia markererek
nem fordulnak elé egyiitt (nem kolokalizalnak), jelentds csokkenés figyelhetd meg a
perineuronalis hdloval bird sejtekben a negativ toltésii N-acetilgalaktézamin oldallancok
mennyiségében (Baig és mtsai 2005). Mivel a perineuronalis halok jelentések az
ionhomeosztazis fenntartasaban (Briickner és mtsai 1993, 1996a, b, Hértig és mtsai
1999, 2001, Reinert és mtsai 2003, Morawski és mtsai 2004), hianyossaguk elsdsorban
funkcionalis romlast idéz el6 a GABAerg interneuronokban (Baig és mtsai 2005).
Ennek megfeleléen, mivel protektiv szereppel is rendelkeznek, diszfunkcidjuk
megkonnyitheti az amiloid plakkok felhalmozodasat. Kortikalis neuronokbol allo
sejtkultarat amiloid-béta peptiddel kezelve kideriilt, hogy a perineuronalis haloval
boritott neuronok tulélnek, az ezt nélkiilozok pedig elpusztulnak ennek hatasara (Miyata
¢és mtsai 2007). Alzheimer koért modellezd transzgén egerekben (Tg2576 egértorzs), az
aggrekant termeld neuronokban nem halmozodtak fel amiloid plakkok (Morawski és
mtsai 2008). S6t, a perineurondlis haloval rendelkezd neuronok citoszkeletalis
elvaltozésokat is kevésbé mutattak a transzgenikus allatokbol nyert sejtkulturaban
(Morawski ¢és mtsai 2008). Human agybol késziilt kettdsen jeldlt metszetekben
kimutattak, hogy a perineuronalis burokkal rendelkezd idegsejtekben nem jottek 1étre
neurofibrillum lerakéddsok még a sulyosan kérosodott teriileteken sem (Briickner és
mtsai 1999). A tau fehérje hiperfoszforilacigjat is leirtdk perineuronalis haloval nem
rendelkezé idegsejtekben, idds patkanyok kérgi neuronjaiban (Hértig és mtsai 2001).
Fontos megemliteniink, hogy egyes tanulmanyok a perineuronalis halok patologias
szerepét irtdk le Alzheimer korban: igy talaltak, hogy a heparan-szulfat proteoglikanok

jelenléte eldsegiti a tau fehérje hiperfoszforilaciojat és a neurofibrillum depozitumok

21



sejten beliili halmozodasat (Goedert és mtsai 1996). Mas kisérletek kimutattak a

crer

szintén merdben ellentétes a perineuronalis halok eddig leirt védelmi funkciojaval

(Hilbich és mtsai 1991).
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3. KERDESFELVETES

Jelen értekezésben tobb aspektusbol vizsgaltuk a perineurondlis és

periszinaptikus matrix eloszlasat s plaszticitasfiiggését. Ezek a kovetkezok voltak:

1. A patkany eltér plaszticitassal rendelkez6 kérgi teriiletein eltéré matrixmintazat
lathato. Van-e Osszefliggés az extracelluldris matrix fejlettségében, mintazataban
olyan régiok kozott, melyek egyazon palya részei, tehat projekcids kapcsolatban
allnak? Mas szoval, egy ismerten kevésbé plasztikus kérgi teriilet, mely sok
perineuronalis haléval rendelkezik, olyan koztiagyi/szubkortikalis (talamusz)
tertiletrol kapja-e a bemenetét, melyet hasonld matrixmintazat/fejlettség
jellemez?

2. A periaxonalis hiivelyek (axonal coats) a kdzponti idegrendszeri extracellularis
matrix Gjonnan felfedezett megjelenési formai, melyek huméan anyagban gatld
végzodések koriil jelentek meg. Eddigi feltételezések szerint a perineurondlis
matrixot a posztszinaptikus sejtek termelik. Itt arra kerestiik a vélaszt, hogyan
jelentek meg a periaxondlis hiivelyek a patkdny talamuszéaban, és lehetséges-€
az, hogy Oket a preszinaptikus neuron termeli?

3. Ismert, hogy egyes ragcsalokban (egérben és patkanyban) jol koriilirt, kifejlett
perineuronalis halok legkorabban csak harom hetes életkorban jelentek meg,
amikor az emlds idegrendszerre jellemzd plasztikus iddszak mar lezarult.
Hogyan torténik a perineurondlis halok fejlddése olyan allatban (hazi csirke),
amely szinte teljesen differencialt idegrendszerrel sziiletik?

4. Tudjuk, hogy egérben ¢€s patkdnyban a perineurondlis halok fejlddése fligg az
afferens inger jelenlététdl. Utolsé kérdésiink az, hogy ha a fejlett idegrendszerrel
sziiletett hazicsirkében végziink féloldali funkciondlis afferens deprivaciot, meg

tudjuk-e akadalyozni a deprivalt oldali matrixfejlédést?
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4. ANYAG és MODSZER

4.1 AZ EXTRACELLULARIS MATRIX VIZSGALATA PATKANY
TALAMUSZABAN

A kisérleteket 16 darab 5 honapos him és ndstény Wistar patkdnyon végeztiik.
Az allatkisérletek tervezése és kivitelezése az European Communities Council 1996.
november 24-i allatkisérleteket szabalyoz6 direktivaja (86/609/ECC) és a Semmelweis
Egyetem Allatvédelmi Tanacsado Testiilet Allatiigyi Etikai Bizottsdga éltal jovahagyott
(#63/2000) kisérleti protokollja szerint tortént, amely megfelelt a Fovarosi és Pest
Megyei Mezdgazdasagi Szakigazgatdsi Hivatal Elelmiszerlanc- biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosaganak Jarvanyiigyi és Allatvédelmi Osztalya altal kiadott

utmutatasoknak.

4.1.1. Elokeészités immun- és lektinhisztokémidahoz

A kisérletre szant négy allatot Ketaminnal elaltattuk (300mg/ttkg), ezutan 0.9 %-
os NaCl oldattal, majd 4% paraformaldehidet és 0.1 % glutaraldehidet tartalmaz6 0.1
M-os TBS (Tris buffered saline) oldataval transzkardidlisan perfundaltuk. Az
agyveldket azonnal eltavolitottuk, és 24 oOrdra glutaraldehidet nem tartalmazo fixalo
elegyben hagytuk, majd éjszakara 30%-os szachar6z oldatba helyeztiik krioprotekciod
céljabol. Az agyvelobdl 30 mikrométer vastag korondlis metszeteket készitettiink,
kriosztat segitségével. Minden elsé és masodik metszetet immunhisztokémiara, minden

harmadikat lektinhisztokémiara dolgoztuk fel.

4.1.2. Az aggrekan tengelyfehérje (,,core protein”) detektdlasa és lektinhisztokémia

A metszeteket alaposan atmostuk 0.1 M-os TRIS-pufferben (TBS pH 7.4), majd
0.3%-0s Triton-X 100-at tartalmazé TBS-sel kezeltiik 60 percig, hogy eldsegitsiik az
metszeteket 5%-os normal szamarszérumot tartalmazé oldatba tettik egy oOrara
szobahOmérsékleten. A metszeteket aggrekan tengelyfehérje elleni antitest oldataval
inkubaltuk (HAG7D4, Acris, 1:10) szobahOmérsékleten éjszakan at. Ezutin a

metszeteket 2% marha szérum albumint (BSA) tartalmazo TBS-ben atmostuk, majd 1
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oran at szobahémérsékleten inkubaltuk biotinilalt, szamarban termelt egér-elleni 1gG
ellenanyaggal (1:1000 TBS-ben oldva, Dianova, Hamburg, Németorszag). A
metszeteket ezutan az elére elkészitett avidin-biotin komplexszel reagéltattuk egy oran
at, szintén szobahdmérsékleten (Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, 1:1000 TBS-ben). Az immunprecipitatumot nikkel-ammonium-
szulfattal felerésitett (0,05%, Merck, Darmstadt, Németorszag) 3,3’- diaminobenzidin
segitségével tettiik lathatva (DAB, Sigma, St. Louis, MO, 0,025%). Mindez 0,05 M-0s
TRIS-pufferben (pH 8,0) 0,001%-osra higitott hidrogén peroxid jelenlétében tortént.
Kontroll kisérletiinkben elhagytuk a primér antitestet, ez az immunreaktivitas hianyat
eredményezte. A zselatinozott targylemezre felhtizott metszeteket DePex-el (Fluka,
Dania) fedtiik le.

A lektinhisztokémia sordn az erre szant metszeteket TBS-el alaposan atmostuk,
majd a nemspecifikus ktések elkeriilése érdekében a metszeteket 2%-os marha szérum
albumin oldataval blokkoltuk egy oran at. Ezutan a metszeteket biotinilalt Wisteria
floribunda agglutininnel reagaltattuk (D-galNac-/lac-/gal-specifikus agglutinin, 25
mikrogramm/ml) szobahdn egy éjszakan at. A metszeteket TBS-ben atmostuk, majd
szintén elére elkészitett avidin-biotin komplexszel reagaltattuk egy oOran at. A
precipitatumot szintén nikkel-ammonium-szulfattal felerdsitett 3,3°- diaminobenzidin
segitségével tettiikk lathatva 0,05 M-0s TRIS-pufferben 0,001%-osra higitott hidrogén
peroxid jelenlétében. A metszeteket az elébbiekhez hasonloan targylemezekre huztuk

fel és fedtiik le.

4.1.3. Elektronmikroszkopia

Az elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz két allatot Ketaminnal (300 mg/ttkg)
elaltattunk, azokat 0,9 %-os NaCl oldattal, majd 2 % paraformaldehidet és 2 %
glutaraldehidet tartalmaz6 0.1 M-os TBS (Tris buffered saline) oldataval
transzkardialisan perfundéltuk. Vibratom segitségével 50 mikrométer vastag koronalis
metszeteket készitettiink, majd ezeket alaposan 4tmostuk 0,1 M-0s PBS-ben. Ezutén az
imént leirtaknak megfeleléen HAG7D4 immunhisztokémiat alkalmaztunk. A
metszeteket egy oOraig szobahémérsékleten 1 %-0S o0zmium tetroxid oldattal
utanfixaltuk, majd dehidralas utan Durcupan-ba agyaztuk (ACM). A talamusz nucleus

ventralis posterior-at valasztottuk ki részletes vizsgalat céljabol, igy ebbdl ultravékony
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metszeteket készitettlink, ezeket Formvarral fedett gridekre vettiik fel, majd Jeol 1200
EMX elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

4.1.4. Kettos immunfluoreszcens festesek: anterograd palyajeloléssel kombinalt
immunhisztokémia

Tiz patkdny mély narkdzisat ketamin (100 mg/ttkg), xylazin (Smg/ttkg) és
atropin (0,1 mg/ttkg) elegyével biztositottuk. Az allatot sztercotaxias késziilékre
helyeztiik, fejét rogzitettiik, majd fejbore ala helyi érzéstelenitésként 0,1 ml Xylonest
injekciot adtunk (Astra-Zeneca GmbH, Wedel, Germany). Ezutin részlegesen
eltavolitottuk a bal falcsontot, majd Hamilton fecskendd segitségével biotinilalt dextran
amint (0,3 mikroliter 20 %-0s BDA, 10.000 MW, Molecular Probes, Eugen, OR)
juttattunk az éallatok egyes agyteriileteire Paxinos és Watson sztereotaxias atlasza (1998)
alapjan. Ezen teriiletek a kovetkezOk voltak: a nucleus gracilis és cuneatus, a nucleus
sensorius principalis nervi trigemini, kisagymagok, nucleus reticularis thalami és a
szomatoszenzoros kéreg. Mindegyik régiot két-két allatban vizsgaltuk meg. A miitétek
utan két héttel az 4allatokat mély altatdsban transzkardidlisan perfundaltuk, elészor
fiziologias (0,9%) sooldattal majd ezt kovetden fixaloval (4%-0s formadehid 0,1 M-os
foszfat-pufferben oldva, pH 7.4). Az agyveloket egy ¢éjszakan at utanfixaltuk
ugyanebben az oldatban, majd 24 6rara 30%-os szachar6z oldatba helyeztiik. Ezutan 30
mikrométeres koronalis metszeteket készitettiink kriosztat segitségével. A metszeteket
alaposan atmostuk TBS-el, majd 5% normal szamarszérumot tartalmaz6 oldatba tettiik
egy orara, hogy elkeriiljilk a nemspecifikus kotédések létrejottét. Ezutdn a metszetek
egy ¢jszakat at idoztek az aggrekan tengelyfehérje-elleni antitest (HAG7D4) oldataban.
Az elébbi miiveletek mindegyike szobahOmérsékleten tortént. A metszeteket ezutdn
fluoreszcens festékkel, karbocianinnal (Cy2) konjugalt extravidin (1:400; Sigma-
Aldrich) és Cy3- konjugalt szamarban termelt egér-ellenes immunglobulin (1:500;
Dianova) keverékével reagaltattuk. A metszeteket végiil felhtiztuk targylemezekre és

szaritas utan DePeX-szel fedtiik.
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4.1.5. Harmas jelolések: anterograd pdlyakévetés biotinilalt dextran aminnal,
HAG7D4 és glutaminsav-dekarboxilaz (GAD) immunhisztokémia
Amint azt emlitettiik, néhany metszetet harmas jelolésre szantunk. Ezeket
szintén az imént leirt oldatokban mostuk ¢és blokkoltuk, majd szobahdmérsékleten
¢jszakara HAG7D4 antitest és nytlban termelt GAD-ellenes antitest (anti-GAD-65/67,
1:5000; Sigma, Hamburg, Germany) keverékébe helyeztiik. Masnap a metszeteket Cy2-
konjugalt extravidin (1:400; Sigma-Aldrich), Cy3-al konjugalt szamarban termelt egér
antitest ellenes immunglobulin (1:500; Dianova), és Cy5- konjugalt szamarban termelt
nyul antitest elleni immunglobulin (1:400; Dianova) oldatdval reagaltattuk. A
metszeteket ezutan szintén alaposan atmostuk, targylemezekre huztuk, majd DePeX-el

fedtiik. Az alkalmazott antitesteket €s lektineket az 1. tdblazatban foglaljuk dssze.

1. tablazat: Patkanyban végzett Kisérleteinkben hasznalt antitestek és lektinek
osszefoglalo tablazata

Antitestek

Anti- aggrekan HAG7D4 Aggrekan tengelyfehérje Acris  egér,mk  1:10 Briickner (2008)
Anti- GAD- 65/67 GAD Sigma nyal, pk  1:5000 Briickner (1996)
Lektin

WFA GalNAc Sigma  biotinilalt ~ 1:50 Hirtig (1992)

mKk- monoklonalis, pk- poliklonalis, GAD-gamma-amino-dekarboxilaz, GalNAc-N-acetil-galaktézamin

4.2. AZ EXTRACELLULARIS MATRIX FEJLODESE ES PLASZTIKUS
VALTOZASAINAK VIZSGALATA HAZI CSIRKE
LATORENDSZEREBEN

Az immunhisztokémiai vizsgédlatokhoz kiilonboz6é életkort hazi csirkéket
(Gallus domesticus, Hunnia broiler hibridek, Babolna Kft., Magyarorszag)
perfundaltunk. Az extracellularis matrix életkorfiiggd fejléddését harom haromhonapos,
hat darab tizenharom napos 4allatot, és hat darab egynapos allaton (naposcsibe)
vizsgaltuk (a késdbbiekben ezeket P13 és P1-nek roviditjiik, lasd a 2. tdblazatban). Az
allatokat ketrecekben, normal allathdzi koriilmények kozott tartottuk, majd fenti
¢letkorukban a késObb ismertetett modon perfundaltuk. Tovabbi hat kiscsirkén (harom
egyhetes allaton és harom naposcsibén) megkezdtiik a szem letakarasat, a modszert

alabb ismertetjiilk. A naposcsibék szemét a beszallitds utdn azonnal lefedtiik (pontos
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¢letkoruk kikelés utan 18 és 24 ora kozé esett). Ezeket az allatokat papirdobozokban
szallitottdk, minimalis megvilagitdssal. Tovabbi hat, Gjonnan kikelt (nevezziik ez
esetben 0 naposnak) allat mar intézetiinkben kelt ki, a tojasokat a Babolna Kft.-t6l
szereztiik be. A tojasokat az inkubatorban a kikelés napjaig teljes sotétségben tartottuk,
kikelés utan az allatok szemét azonnal letakartuk. A szem letakardsat elhanyagolhato
megyvilagitas mellett, sotétben végeztiik. A felhasznalt allatok szdmat és ¢életkorat az 2.
tablazatban foglaljuk dssze.

2. tablazat: A kisérletben felhasznalt hazicsirkék szama és életkora

1 napos Az extracellularls matrix kialakulasa az életkor
13 napos P13 6 fliggvényében

3 hénapos = 3

frissen kikelt PO 6 Az afferens deprivacié hatisa a perineuronalis
1 napos P1 3 halok kialakulasara

1 hetes P7 3

5. abra. A képen egy naposcsibét lathatunk, aminek a fejét fekete, rugalmas szovettel takartuk be.
A csornek és a megkimélt szemnek az anyagon réseket hagytunk nyitva. A deprivalt szemet a
letakaras elétt letapasztottuk és dupla rétegii fényt at nem ereszto fekete szovettel szintén
letakartuk.

4.2.1. Az allatok szemének letakardsa
Az allatoknak a jobb, illetve bal szemét véletlenszerlien takartuk le. A deprivalt
oldalt minden 4allat esetében az agyveld kivétele utan feljegyeztiik. A szem letakardsa a
kovetkezOképpen tortént: sotétben nevelkedett, majd szinte teljes sotétségben kikelt
naposcsibék szemhéjat fekete tapasszal minimalis megvilagitds mellett azonnal
leragasztottuk, az id6sebb allatok szemhéjat pedig Osszevarrtuk, majd mind a frissen
kikelt, mind az idésebb csirkék fejét kétrétegii, fényt 4t nem eresztd, puha, rugalmas

fekete anyaggal szintén befedtiilk. Az anyaggal az allat egész fejét betakartuk, a mésik
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szemének, illetve csOrének nyilast készitettiink, hogy ne akadalyozzuk a taplalkozéasban

(5. ébra). A csirkék ezutan harom hétig éltek standard koriilmények kozott.

4.2.2. Az afferens deprivacio hatasanak vizsgalata immunhisztokémiaval: az
aggrekan és a link-protein (CRTL-1) detektdlasa

A kiilonbo6z6 életkorokban letakart szemt allatokat Ketaminnal elaltattuk, 0.9%-

os NaCl oldattal majd 4% -os paraformaldehid oldattal (mely tartalmazott
glutdraldehidet is 0,1%-os higitdsban) transzkardialisan perfundéaltuk. Az agyveldket
azonnal eltavolitottuk, majd ugyanilyen koncentracioju formaldehid oldatban
utofixaltuk tovabbi 24 oran at. Ezutdn 30%-os szachardéz oldatba helyeztik egy
¢jszakara krioprotekcid céljabol. Kriosztat segitségével 30 mikrométeres korondlis
sorozatmetszeteket készitettiink, melyekbdl minden negyedik és o6todik metszetet
hasznaltuk fel. A metszeteket TBS-el (0.1 M TBS, pH 7,4) alaposan atoblitettiik, 0,3%-
0s TBS- ben oldott Triton X 100-zal eldkezeltiik, hogy eldsegitsiik az antitestek
os normal szamdr szérum oldataval blokkoltuk egy o6ran at. A metszeteket monoklonalis
aggrekan ellenanyaggal (Cat315, Dr. R. T. Matthews, SUNY, Syracuse, NY, USA, lasd
Matthews és mtsai 2002), vagy kecskében termelt anti-human link-protein (CRTL-1,
masnéven hHAPLNI) elleni ellenanyaggal (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN,
1:400) reagaltattuk. Ezek utdn a metszeteket 2%-0s TBS-ben oldott bovin szérum
albumin oldataval atmostuk, és szamarban termelt egér-elleni, illetve szamarban termelt
kecske-elleni biotinilalt immunglobulin oldataban inkubaltuk (mindkett6 1:1000-es
higitasban, Dianova). A kotddések helyét avidin-biotin komplex segitségével jeloltiik, a
metszeteket 1 oraig hagytuk az elegyben. Az immunprecipitatumot nikkel-ammonium-
szulfattal felerdsitett 3,3’- diaminobenzidin segitségével tettiik 1athatva 0.05 M-os Tris-
pufferben 0.001%-osra higitott hidrogén peroxid jelenlétében. Kontroll kisérletiinkben
elhagytuk a primér antitestet, ez az immunreaktivitds hianyat eredményezte. A
metszeteket végiil zselatinozott targylemezekre huztuk fel, majd DePeX-szel fedtiik le.

Mindez szobahOmeérsékleten tortént.
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4.2.3. Az extracellularis matrix megjelenése az életkor fiiggvényében: a link
protein, az aggrekan tengelyfehérje és a  hialuronsav  detektdldsa
immunhisztokémiaval vagy fehérjekotési reakcioval
Az éllatokat az eldbb ismertetett médon perfundaltuk, az agyvelokbol kriosztat
segitségével 30 mikrométeres sorozatmetszeteket észitettiink. A metszeteket az el6z6
pontban leirtaknak megfelelden mostuk és blokkoltuk normal szamarszérummal.
Ahhoz, hogy az 1-B-5 antitest sikeresen penetralhasson az aggrekan tengelyfehérjén
talalhato specifikus kot6helyére, a metszetet 60 percig kondroitinaz ABC-vel
reagaltattuk (Proteus vulgaris, Sigma, Deisehofen) 0,5 U/ml koncentracioban (TBS-ben
oldva, pH 8,0). A metszeteket ezutdn reagaltattuk a monoklonalis aggrekan
tengelyfehérje elleni antitestekkel, a Cat315-el és az 1-B-5-el (Chemicon Cat-315,
1:1000 és ICN, 1-B-5, 1:800), valamint a kecskében termelt poliklonalis anti-huméan
CRTL-1 ellenanyaggal (hHAPLN1, R&D Systems Inc., Minneapolis, 1:400). Az
utobbi, vagyis a CRTL-1 elleni antitestet rekombinans human hialuronsavat és
protegoglikénokat (leginkdbb aggrekant) 6sszekotd kapcesolofehérje (link protein) ellen
termeltették (Neame és Barry 1994, Carulli és mtsai 2007). A metszetek egy masik
részét emellett a szintén aggrekan tengelyfehérjét jelolé AB1031 és HAG7D4
antitestekkel reagaltattuk (AB1031, Millipore, 1:1000 és HAG7D4, Acris, 1:10). Ezutan
a metszeteket 2%- os marha szérum albumin oldataban atmostuk, majd biotinilalt,
szamarban termelt egér vagy kecske IgG elleni savoval (1:1000, Dianova) inkubaltuk
egy oOraig szobahdmérsékleten, majd az el6z6 pontokban leirtaknak megfeleléen DAB-
reakciot végeztiink kontroll kisérlet mellett, ezutan a metszeteket lefedtiik.

A hialuronsavat egy fehérjekotési reakcioval tettiikk lathatova, melyben a
kapcsolodd proteint biotinnel konjugaltak (B-HABP byotinilated hyaluronic acid
binding protein). A metszeteket a mar ismertetett moédon avidin-biotin komplexszel

reagaltattuk, majd DAB-reakcioval tettiik lathatova.

4.2.4. Az extracellularis matrix megjelenése az életkor fiiggvényében:
lektinhisztokémia

Lektinhisztokémiara szant metszeteinket alaposan atmostuk TBS-ben, majd 2%

os marha szérum albuminban inkubaltuk a nem specifikus kotddések megeldzése

céljabol egy oran keresztiil szobahdmérsékleten. A metszeteket biotinilalt WFA-val,
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HAA- val, VVA-val és SBA- val reagaltattuk (mindegyiket 25 pg/ml koncentracioban).
Utdna a metszeteket TBS-ben atmostuk, majd avidin-biotin komplexben inkubaltunk
szobah6mérsékleten egy oOran at. A reakciot szintén 3,3°-diamino-benzidin segitségével
tettiik lathatova, amit nikkel ammonium szulfattal erdsitettiink fel (0,05% Merck) 0,05
M-os TRIS pufferben (pH 8,0) oldott 0,001%-0s hidrogén peroxid jelenlétében. A

metszeteket végiil zselatinozott targylemezekre huztuk fel, majd lefedtiik.

4.2.5. Kettos immunhisztokémia. perineurondalis halok elofordulasanak vizsgalata a
kiilonbozo sejtcsoportok koriil
Az elbagybol és az agytorzsbdl szarmazd metszeteinket a 4.2.2. fejezetben
leirtaknak megfelelden mostuk és blokkoltuk normal szamérszérummal. Ezt kovetden
Cat-315 és kolin- acetiltranszferaz elleni (ChAT, AB 144, 1:100, Chemicon), illetve
Cat-315 és tirozin- hidroxilaz ellenes ellenanyagok keverékével (TH, AB152, 1:1000,
Chemicon) reagaltattuk. Emellett végeztiink kettds jelolést a Cat-315 és a Kv3.1B
kaliumcsatorna alegység elleni antitest- keverékkel (1:2000, Alomone Labs), és a Cat-
315 ¢és B-HABP keverékkel is (1:50, Cape Cod). A metszetek szobahOmérsékleten
pihentek egy éjszakan at az oldatokban. Ismételt mosas utan a preparatumokat Cy2-vel
konjugalt szamarban termelt egér elleni IgM, Cy3-al konjugalt szamarban termelt
kecske-elleni 1gG, vagy Cy3-al konjugalt kecskében termelt nyul elleni IgG- vel
reagaltattuk. A metszeteket targylemezekre huztuk, megszaritottuk, majd DePeX-szel
fedtiik. Az életkorfliggd matrixfenotipus vizsgalata soran felhasznélt ellenanyagokat az

alabbi tablazatokban foglaljuk 6ssze (3. és 4. tdblazat):
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3. tablazat: Csirkében hasznalt antitestek és lektinek osszefoglalo tablazata (mk:

monoklonalis, pk: poliklonalis)

Antitestek

Cat- 315

1-B-5

Anti human CRTL- 1 (hHAPLN1)
Anti- aggrekan AB1031

Anti- aggrekan HAG7D4

Anti- kolin acetiltranszfreraz (ChAT)
Anti- tirozin hidroxilaz (TH)

Anti Kv3.1 B

Lektinek
Wisteria Floribunda agglutinin (WFA)
Helix aspersa agglutinin (HAA)

Vicia Villosa agglutinin (VVA)
Széjabab agglutinin (SBA)

Fehérje
Hyaluronan-binding

protein  (B-

Cég Faj Higitas Referenciak

Millipore  egér, mk 1:1000 Matthews és mtsai (2002)
ICN egér, mk 1:800 Biickner és mtsai (2008)
R&D kecske, pk 1:400 Carulli és mtsai (2007)
Millipore  egér, mk 1:1000 Briickner és mtsai (2006)
Acris egér, mk 1:10 Briickner és mtsai (2008)
Millipore  kecske, pk 1:100 Briickner és mtsai (2008)
Millipore  nyul, pk 1:1000 Briickner és mtsai (2008)
Alomone nyul, pk 1:2000 Hartig és mtsai (1999)
Sigma biotinilalt 1:50 Hértig és mtsai (1992)
Sigma biotinilalt 1:50 Hartig és mtsai (1992)
Sigma biotinilalt 1:50 Hartig és mtsai (1992)
Sigma biotinilalt 1:50 Hértig és mtsai (1992)
Cape cod  biotinilalt 1:50 Delpech és mtsai (1989)

4. tablazat: Hazi csirkében hasznalt ellenanyagok és lektinek kotddési helyei

Antitiestek Kot6dés helye
Cat- 315 aggrekan tengelyfehérje

1-B-5

Anti human CRTL- 1 (hHAPLN1)
Anti- aggrekan AB1031

Anti- aggrekan HAG7D4

Anti- kolin acetiltranszferaz (ChAT)
Anti- tirozin hidroxilaz (TH)

Anti- Kv3.1 B

Lektinek
Wisteria Floribunda agglutinin (WFA)
Helix aspersa aglutinin (HAA)

aggrekan tengelyfehérje
kapcsolofehérje (link protein)
aggrekan tengelyfehérje
aggrekan tengelyfehérje

kolin acetiltranszferaz

tirozin hidroxilaz

Kv3.1 B kaliumcsatorna alegység

D-galNAc-/lac-/gal
D-galNAc-/gIlcNAc

Vicia Villosa agglutinin (VVA) D-galNAc
Sz6jabab agglutinin (SBA) D-galNAc-/gal
Fehérje
Hyaluronan- binding protein (B- | hialuronsav
4.2.6. Keépalkotas
A DAB-reakcioval megjelenitett immunperoxiddz jelolt metszeteket
fénymikroszkop segitségével vizsgaltuk. A tobbszords immunjeldléssel illetve

palyakovetéssel kombindlt kettds immunjeldléseket epifluoreszcens mikroszkoppal

vagy konfokalis 1ézer

szkenning mikroszkoppal

(NIKON-BIORAD) végeztiik

intézetlinkben. Elektronmikroszkopos vizsgalodasainkat JEOL1200 EMX berendezéssel

vizsgaltuk.
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5. EREDMENYEINK

5.1. AZ EXTRACELLULARIS MATRIX ELOSZLASA ES MEGJELENESI
FORMAJA PATKANY TALAMUSZABAN

Ismeretes, hogy a patkdny kérgi régidiban az extracellularis matrix és a
perineuronalis halok eloszlasa inhomogén. Mivel tudjuk, hogy a kifejlett perineuronalis
halok befolyasoljdk a szinaptikus plaszticitast, a neocortexben megfigyelt
matrixmintazat jellemz6 az adott régiora. Ez azt jelenti, hogy azok a teriiletek, amelyek
ismerten plasztikusabbak, halvanyabb, kevésbé kiforrott perineuronalis halozattal
rendelkeztek, mint azok a régiok melyekre a szinaptikus plaszticitas kevésbé jellemzo
(Briickner és mtsai 1999). Igy meriilt fel benniink a kérdés, megismétlddik-e a kéregben
tapasztalt mintazat az eddig nem vizsgalt f6 kéreg alatti kapcsoldodllomésban, a

talamuszban?

5.1.1. A HAGD4 immunoreaktivitas jellemzoi patkany talamuszaban
Szériametszeteinken valtozatos aggrekan-pozitiv struktirakat és eloszlast
talaltunk patkany talamuszéban. A perineuronalis halokon kiviil, amiket kiilonb6z6
magokban kiilonb6z6 gyakorisdggal azonositottunk, egy masik lokalizacio is megjelent,
melyet Briickner és mtsai periaxonalis hiivelyként (,,axonal coat”-ként) azonositottak
(Briickner és mtsai 2008). A diffiz matrix jel6lddési intenzitdsa, a perineuronalis halok
gyakorisdga ¢és a periaxonalis hiivelyek el6fordulasa a patkany talamusz magjaiban

valtozatos képet mutatott (5. tablazat, 6. abra).
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5. tablazat: Patkany talamusz HAG7D4-immunoreaktiv aggrekin tartalmi
extracellularis matrixanak eloszlasa.

Perineuronalis halok Periaxonalis hiivelyek Diffuz matrix
Teriilet Jeler6sség  Gyakorisag Jeler6sség Gyakorisag
Talamusz
Elsédleges ,,relé”
magok
Erz6 magok
VPL + n.a. ++ +++ ++
VPM + n.a. ++ +++ ++
PO 0 0 ++ + +
DLG 0 0 0 0 0
VLG + + n.a. n.a. ++
MGD 0 0 n.a. n.a. +
MGV + + ++ + ++
Motoros magok
VA 0 0 + ++ ++
VL + + ++ ++ ++
VM ++ + ++ + ++
Asszocidcios magok
MDM 0 0 0 0 +
MDL 0 0 + + +
AD 0 0 0 0 0
AVDM ++ + ++ ++ ++
AVDL 0 0 ++ + 0
LDDM 0 0 0 0 0
LDVL 0 0 + ++ 0
LP T 0/+ i i 0/+
Intralamindris magok
Ret +++ +++ +++ +++ ++++
Iml ++ +++ +++ ++ ++
CM ++ +++ +++ ++ ++
A perineuronalis és periaxonalis matrix, valamint a diffdz matrix jelintenzitasa illetve elé6fordulasa: ++++
nagyon erds/nagyon gyakori, +++ erds/ gyakori, ++ kozepes, + gyenge/ ritka, 0 nem lathaté. n.a.:
biztonsaggal nem azonosithato
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A kérgi teriiletekhez képest ritkdbban el6forduld perineuronalis halok (7A éabra)
azonositadsa utan figyelmiink a periaxondlis hiivelyek felé fordult, melyek eldbbiektdl
teljesen Onalloan jelentek meg (7B abra). Leginkdbb apr6é holyagokra, lemezekre
hasonlitottak, melyek kézepén nem lattunk immunoreaktiv matrixot, méretiik és alakjuk
azt sejtették, hogy ezen bemélyedések egy-egy boutont fogadnak magukba. A
periaxonalis hiivelyek foként 3-8 darabos csoportokban, ritkabban egyediil fordultak
elé. Csoportos megjelenés esetén egymashoz meglehetdsen kozel, egyes helyeken szinte
Osszekapcsolodva talaltuk Oket. Néhol egymas utdn sorban, lancszemekként

mutatkoztak, maskor inkabb kerekebb csokor formajaban (7B abra).

WFA HAG7D4
- & ¢ ¥ _Bregma-1.8mm
MD AVDM -
va .
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— ‘ W&egma-23mm
< \x’, &
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.
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’ 4
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6. abra: WFA lektinreaktivitas és HAG7D4 immunoreaktivitis patkiny talamusz koronalis metszetein. WFA
és HAG7D4 jeloléssel a nucleus reticularis teriiletén talaltuk a legerdsebb reakciot. Az eliilsé, a medialis és a
dorsalis magok gyengén jelolodtek. A ventrobasalis komplex magjai, leginkdbb a VPL és a VPM (nucleus
ventralis posteromedialis és posterolateralis) er6sebben immunoreaktivak. A retikularis mag kifejezetten erés
immunoreaktivitist mutatott, a medialis és a VA/VL magok kozepesen, a VPL és a VPM erésen
immunoreaktivak voltak. AVDM, az anteroventrilis mag dorsomedialis része; LD, nucleus dorsalis lateralis;
MD, nucleus dorsomedialis; PO, hatsé magcsoport; Rt, nucleus reticularis; VA, nucleus ventralis anterior.
Lépték= 500 pm.
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Perineurondlis hélokat és periaxonalis hiivelyeket a legtobb talamuszmagban
tudtunk azonositani az eltérd erésséggel festett diffuz matrixba agyazva. Eszrevehetd
kiilonbségek voltak attol fliggden, hogy mely magokban, illetve ezeken beliil mely
szubdiviziokban vizsgédlodtunk (5. tabldzat, 6. 4bra). Ha altaldnossdgban nézziik a
matrix festodését, a leger0sebb aggrekan immunoreaktivitdst a retikularis és az
intralaminaris talamuszmagokban tapasztaltuk. Az eliils6 illetve a medidlis
talamuszmagok igen gyengén festddtek, a dorzdlis magok szintén gyenge
immunoreaktivitdst mutattak, bar a matrix elébb leirt két megjelenési formaja — a
periaxonalis hiivelyek és a perineuronalis halok - ezekben a magokban, a diffiz matrix
minimalis immunoreaktivitdsa miatt, feltinden jol dbrazolodtak. A talamusz ventralis
magcsoportjanak kiilonb6z6é részeiben is sok kiillonbséget taldlhattunk. Az eliilsd
motoros talamuszmagokban jol kivehet6ek voltak a periaxonalis hiivelyek illetve
perineuronalis halok, amint ez a HAG7D4 immunreakciorol késziilt fényképeken
lathato. A hatso ventralis magokban, kiillondsen a nucleus ventralis posteromedialisban
joval nagyobb szamban fedeztiik fel a periaxonalis hiivelyeket (7B 4abra), mint az itt

gyengébben és kisebb szamban jel6lt perineuronalis halokat.

7. abra. A: HAG7D4-immunoreaktiv finom rajzolati perineuronalis halok a patkany talamusz ventrobasalis
komplexének ventrolateralis magjaban. B: Apré, 2-5 mikrométer atméréji HAG7D4 immunoreaktiv
periaxonalis hiivelyek a patkiny talamusz nucleus ventralis posteromedialisaban. A képletek a perineuronalis
haloktol fiiggetleniil jelentek meg. Lépték= 10 pm.

A corpus geniculatum laterale dorzalis teriiletérdl szinte teljesen hianyzott az
immunoreaktivitas, mig a ventralis részen feltind perineurondlis halokat talaltunk. A
corpus geniculatum mediale-ban hasonldéan heterogén eloszlast talalunk: a dorzalis

teriilet alig mutatott immunoreaktivitast, mig ventralisan perineurondlis halokat,

periaxonalis hiivelyeket tobbszor talaltunk.
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5.1.2. Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA) lektinreaktivitas jellemzoi patkany
talamuszaban
A talamusz kiilonb6z6 magcsoportjaiban latott aggrekan-térkép nagyon
hasonlitott az azonos teriiletekr6l nyert WFA-lektintérképhez (6. é&bra). Mind
perineuronalis halokat, mind periaxonalis hiivelyeket azonositottunk a kiilonboz6
talamuszmagokban. Az eliilsd és medialis talamuszmagok gyengén festddtek, csak az
anteroventralis mag dorsomedialis részében (AVDM) lattunk jol azonosithato
periaxonalis hiivelyeket €s perineurondlis halokat egy, az el6zdekhez képest valamivel
kevésbé intenziv diffiz matrixszon beliil. Ellentétben a HAG7D4 immunfestéssel jelolt
metszetekkel, a dorzolateralis mag egyik divizidjaban sem lattunk lektinreaktivitast. A
ventralis motoros magok eliilsd illetve medialis teriiletei intenziven jelolddtek, bar ez a
jel gyengébb volt, mint a HAG7D4-el jelolt készitményben. A szenzoros magok
festddésének erdssége gyakorlatilag az el6zdleg targyalt immunreakciéval megegyezd
volt, valamennyivel erdteljesebb reaktivitassal a nucleus ventralis posterolateralisban. A
corpus geniculatum mediale és laterale festddése az aggrekdnnal jelolt metszetekéhez

igen hasonl6 volt.

5.1.3. Elektronmikroszkopia

A talamusz ventrobasalis magcsoportjdban szamos helyen taldltunk HAG7D4
immunoreaktiv profilokat valtozatos neuronalis kompartmentekhez kapcsoltan (8A
abra). A jelolt matrixformakat tobbszor az axonok pretermindlis szakasza kortil,
gylriiszerli formaban taldltuk meg, ezek minden bizonnyal periaxonalis hiivelyek
voltak, melyek 5-10 tagl csoportokban fordultak elé (8B abra). A neuronok dendritjei
koriil is gyakran talaltunk immunoreaktiv matrixot, szamos esetben axodendritikus
kapcsolatok koriil (8C abra). Ezek a szinapszisok legnagyobbrészt lapos vezikuldkat
tartalmaztak, ezért vélhetéen gatlo funkcioval birnak (8D &bra). A nagyobb méreti
specifikus excitatorikus, illetve a kisebb méretli kortikotalamikus terminalisok csak a
legritkabb esetekben rendelkeztek ©6nallé matrixburokkal (8E abra). Azonositottunk
finom rajzolati perineurondlis halokat is (8F abra). Tovabbi tapasztalatunk, hogy nem
csak a neuronalis kompartmentek koriil, hanem jellemzden azokon beliil is egyértelmi

immunoreaktivitast talaltunk (8C,F abra). A sejttestek (8F) illetve a dendritek mellett
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(8C) a myelinhiivellyel bir6 axonokon beliil is tobb esetben talaltunk aggrekan

immunoreaktivitast (8G abra).

8. abra: A képeken a HAG7D4 immunoreaktivitas kiilonb6z6 el6fordulasi helyeit lathatjuk a patkany nucleus
ventralis posteromedialisiban. A: attekinté kép a HAG7D4 immunoreaktivitasrél a VPM diffuz matrixiaban.
B: az axonok mielinhiively nélkiili preterminalis szakaszainak csoportja jellemzéen immunoreaktiv matrixszal
boritott. C: dendritikus részlet jelolt matrixszal boriva (nyil) az axodendritikus junkcional is (nyilhegy). A
megszakitott nyilhegyek a dendriten beliili immunoreaktivitast jelolik. D: Egy axodendritikus szinapszis lapos
vezikulakkal a preszinaptikus oldalon, jelolt matrixszal koriilvéve (nyilak). E: Egy nagy axonalis végzddéssel
rendelkezé elsodleges afferens ritka példaja mely szintén immunoreaktiv matrixszal boritott. F: vékony
perineuronalis halé egy sejttest koriil, amelyben immunoreaktivitast taldltunk (nyilak). G: Mielinhiivellyel
boritott axon, melyben szintén HAG7D4 pozitivitast detektaltunk (nyilhegy). Lépték= 2 pm az A, C, F abran,
500 nm a B, D, E, G abrakon.
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5.1.4. Anterograd palyakévetéssel kombinalt HAG7D4 és HAG7D4/GAD
immunhisztokémia
Miutan elektronmikroszkoppal sikeriilt kimutatnunk immunoreaktiv matrixot
boutonok koriil, feltettiik a kérdést, hogy honnan érkezhetnek ezek a terminalisok.
Mivel az immunoreaktiv periaxonalis hiivelyek leggyakrabban a talamusz ventralis
magcsoportjaban jelentek meg, azokat az agyteriileteket, magokat injektaltunk
anterograd palyakovetd anyaggal (biotinilalt dextran aminnal), amelyek vagy a talamusz
ezen teriileten elhelyezkeddé motoros - nucleus ventralis anterior és ventralis lateralis
(VA/VL) - magjaiba, vagy a szenzoros (VPL, VPM, PO) magjaiba projicialnak. Ezzel
igyekeztiink demonstralni az axon végfacskak pretermindlis részeinek, valamint a
végbunkdknak az extracellularis matrix molekulaithoz vald sajatos viszonyat. Az
injektalt teriiletek a kovetkezOk voltak: a kisagymagok, a nucleus gracilis és cuneatus, a
nervus trigeminus f6 szenzoros magja (nucleus sensorius principalis nervi trigemini), a

nucleus reticularis thalami, illetve a szenzoros kéreg (9. abra).

9. abra: A képek a BDA beadasi helyeit
mutatjak a patkiany agyvelé megfelelé
koronalis metszetein. A: Nucleus
gracilis és cuneatus B: Nucleus
sensorius principalis nervi trigemini, C:
Kisagymagok D: nuclus reticularis
thalami E: barrel kéreg. Lépték= 1mm.
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A kisagymagokbol, foként a nucleus dentatusbdl a talamusz VA/VL magjaiba
felszallo rostok végzddései koriil tobb esetben azonositottunk matrixakkumuléciot (10.

abra)

10. abra: A patkany talamusz nucleus ventralis anteriorja és lateralisa HAG7D4- el halvanyan jelolodott
extracellularis matrixszal bir. A Kkisagymagokbol érkezé anterograd palyakovetéssel jelolt végzodések
nagyrészt ,,csupaszon” maradtak. A nyil egy extracellularis matrixszal koriilvett végzédésre mutat. Lépték=
10 pm.

11. dbra: Példak a végzédések Koriili perineuronalis haloktol fiiggetlen extracellularis matrixra a patkany
nucleus ventralis posteromedialisaban. A nyil olyan helyre mutat, ahol tobb jelolt végzodés esik egybe egy
hosszabb HAG7DA4- pozitiv profillal, ami valésziniileg egy dendrit- részlet. A nyilhegy olyan kerekded képletre
(valésziniileg periaxonalis hiivelyre) mutat, amely fiiggetlen a jelolt végzodésektol, mig a megszakitott nyilhegy
olyan helyre mutat, ahol a jelolt végzédések kozvetleniil matrix kozelében helyezkednek el. Lépték=10 pm.

A nucleus gracilisbdl és a nucleus cuneatusbol a VPL magba felszallo rostokat is
csupan sporadikusan vette korlil aggrekan-immunoreaktiv matrix. Hasonlo
megallapitasra jutottunk a trigeminalis magbdl érkezd boutonok esetében is (11. abra).
A nucleus reticularis thalamibol érkezd, valamint a szomatoszenzoros kéregbdl leszallo
aprobb terminalisok koriil nem lattunk matrixburkokat.

Harmas jeloléseink, melyeket HAG7D4 ¢és GAD jelolésekkel kombinalt
anterograd palyakovetéssel végeztiink arra vilagitottak ra, hogy periaxonalis hiivelyek
mind az afferens végzddések, mind GAD-immunoreaktiv profilok koriil megtalalhatoak

(12. abra). A GAD rovidités a glutaminsav-dekarboxildz enzimre utal, amely GABA-
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erg gatld interneuronokban van jelen. Nagy szdmban taldltunk a jelolt afferensektdl és

gatld végzodésektdl fliggetlen periaxonalis hiivelyeket is.

12. abra: Patkany VPM- ben végzett harmas jelolés. A HAG7D4 immunoreaktiv extracellularis matrix és az
anterograd palyakovetéssel jelolt végzédések a GAD- immunoreaktiv profilokkal egyiitt lathatéak. A
nyilhegyek olyan jelolt végzédésekre mutatnak melyek HAG7D4 immunoreaktiv matrix kézvetlen kozelében
helyezkednek el, mig a megszakitott nyilhegyek matrixszal boritott GAD immunoreaktiv végzédéseket
jelolnek. Lépték=5 pm.

5.2. AZ EXTRACELLULARIS MATRIX MEGJELENESE ES SZERKEZETE
CSIRKE ELOAGYABAN

Ismert, hogy fészekhagyd madarakban az idegrendszer differencidlodéasa és a
szinaptikus kapcsolatok kialakuldsa mar a fejlddés korai szakaszaban rendkiviil gyorsan
megtorténik. A hazicsirkének kikelés utan azonnal alkalmazkodnia kell kornyezetéhez,
idegrendszerének fejlodése valoszinlileg emiatt zajlik ekkora sebességgel (Tombol
1988, 1995; Sisken és mtsai 1993). Ezzel ellentétben tobb vizsgalt emlds faj
agyvelejében joval tobb 1d6, és emellett megfeleld mennyiségli afferens inger sziikséges
a matrix kiépiilésé¢hez a teljes fejlettség eléréséhez (Nakagawa és mtsai 1987,
Yamamoto ¢€s mtsai 1988, Murakami ¢és mtsai 1997, Briickner és mtsai 2000, Koppe €s
mtsai 1997, Kalb ¢és Hockfield 1988, Guimaraes ¢és mtsai 1990). Ezért voltunk
kivancsiak arra, hogy csirkében ez a rendkiviil gyors fejlédés vajon fiigg-e a tojasbol

valo kikelés utan eltelt id6tdl vagy a bejovo inger intenzitasatol?
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5.2.1. Az extracellularis matrix felépitése csirke agyveloben

Vizsgalatainkban a perineuronalis halok és a diffuzan kiterjedd extracellularis
matrix megjelenésére koncentraltunk, amit legmegbizhatobban a Cat-315 és az 1-B-5
antitestekkel, valamint lektinfestéssel tudtunk detektalni (13. abra, 14. 4bra, 6. tablazat).
A Cat-315 és 1-B-5 immunoreaktivitds a kiilonboz6 agyteriileteken szinte ugyanolyan
cellularis és regiondlis formaban jelent meg. Ezt a mintazatot mar az elsd postnatalis
napon detektaltuk. Mar ekkor jol lathatéak voltak a perineuronalis halok, egy szintén jol
kiveheté diffiz matrixon beliil (15. abra). A 13 napos allatokban mar jelentdsen
emelkedett jelintenzitast lattunk, de egészen tisztan és élesen kirajzolodd perineuronalis
halokat csak felnott allatokban figyelhettiink meg (15. ébra). Jol elkiiloniild lektin-jeldlt
(HAA, SBA, VVA vagy WFA) perineuronalis halokat csak a feln6tt allat kozépagyaban
figyelhettiink meg (14. abra). A festések dsszehasonlitasat a 6. tdblazatban részletezziik.
A human- és ragcsald aggrekan tengelyfehérje (core) proteint jelold6 HAG7D4-el és

AB1031 antitesttel kezelt metszeteken nem detektaltunk immunoreaktivitast.
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13. dbra: Az extracellularis maitrix regionalis elrendezdédése Kkifejlett csirke agyvel6ben. Az extracelluliris
matrixot Cat315 aggrekan tengelyfehérje elleni antitesttel jeloltiik. Az immunoreaktivitast a nagyagy, a
koztiagy, a kozépagy és kisagy szamos teriiletén megvizsgaltuk: A-E. (A) A hyperpallium apicale (HA), a
hyperpallium densocellulare (HD), a nidopallium (N), a medialis striatum (Sm) erdsen jelolédott, mig az
entopallium (E) gyengébben. (B), A mesopallium (M), a striatum laterale (SI), a nucleus taeniae (Tn), a nucleus
septalis medialis (Sm), és globus pallidus (GP) erésebb immunopozitivitasa jol elkiiloniill az arcopallium
gyengébb szignaljatol. (C) A legtobb koztiagyi mag és a tectum opticum is erésen jelol6dott (ROT = nucleus
rotundus, OT = tectum opticum, OF = optikus rostok, OM= tractus opticomesencephalicus). (D) Az isztmikus
mag Kis- és nagysejtes részei, valamint a colliculus inferior (IC) erételjesebben kirajzolédtak. (E) A kisagyban
a kisagyi magok (CN) valamint a stratum moleculare intenziv immunoreaktivitasaval erés kontrasztban all a

gyengébben jelolodott granularis réteg. Lépték=5 mm.
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6. tablazat: A kiilonbo6zo jelolések régiok szerinti eloszlasa kifejlett hazicsirkében

Telencephalon régioi ++ - ++ - 0+ 0, + (HAA, SBA)
++++ ++++

Koztiagy

Nucleus rotundus, nucleus +++ +++ +++ 0, + (HAA, SBA)

subrotundus

Kozépagy

Nucleus isthmi, pars ++ ++ ++++ ++++ (HAA, SBA, VVA)

magnocellularis

Nucleus isthmi, pars +H++ ++++ ++++ ++ (HAA, SBA, VVA)

parvocellularis

Tectum opticum (10-11. ++++ ++++ ++++ +++ (SBA)

réteg sejtjei)

Nucleus tegmenti ++ ++ +++ +++ (WFA)

pedunculopontinus

Nucleus pretectalis ++++ SRt ++++ + (HAA, SBA)

Nucleus subpretectalis ++ ++ ++++ + (HAA, SBA)

Colliculus inferior +++ +++ +++ + (HAA, SBA)

Nucleus ruber +++ +++ ++ 0

Kisagy

Purkinje sejtek +++ +++ Sliiais 0

Stratum moleculare (csak a +++ +++ ++ 0

diffaz matrix jelolodott)

Golgi sejtek + + 0 0

Kisagymagok ++++ ++++ +++ 0

A tablazatban alkalmazott némenklatira a 2004- es Avian Brain Nomenclature Forum- on meghatarozott
terminologianak felel meg. A matrix jelolodésének intenzitasat a kovetkezéképpen jeleztiik: ++++, nagyon
erés; +++, erés; ++, kozepes; + gyenge; 0 nincs.

a. A csirke kozépagya intenziv lektinreaktivitast mutat

A hazi csirke eldagya meglehetésen gyengén jelolodott lektinekkel. Ezzel
ellentétben a kozépagy jol elkiiloniild teriiletei, mint példdul az isztmikus mag
nagysejtes része €és kissejtes részei jol lathatoan jelolédtek HAA, SBA ¢és VVA
lektinekkel (14A,B,C abra). A tectum opticum tizedik-tizenegyedik rétegeinek fuziform
neuronjai szelektiven csak SBA-val jelolédtek (14D abra). Az imént emlitett magok
egyike sem mutatott ugyanakkor WFA-lektinreaktivitast, ez alol csak a nucleus
tegmenti pedunculopontinus volt kivétel, az erre valo magyardzat tovabbi kutatasok
témajat képezheti.

Szamos teriileten megfigyeltiik, hogy az idegrostok mentén a lektinreaktiv
extracellularis matrix kirajzolta a Ranvier- befliz0dések helyeit. Ez egybecsengett az
emldsOkben (oposszumban ¢és macskaban) leirtakkal (Briickner és mtsai 1993,

Schweizer és mtsai 1993).
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14. abra: Lektinreaktiv perineuronalis halék. A Kkiilonb6zé novényi lektinek Gsszehasonlitisa a felnétt
hazicsirke isztmikus magjaban: (A) HAA, (B) SBA, (C) VVA. D kép: a tectum opticum 10- edik rétegének
fuziform neuronjai koriili SBA aktivitas. A haromszogek erésen jelol6dott erekre mutatnak. A fekete csillagok
jol kivehet6 perineuronalis haloval koriilvett sejttesteket jelolnek. Lépték = 30 pm.

b. Az aggrekdan-immunoreaktivitas intenzitisa az életkor elérehaladtaval fokozodik
Mivel a Cat315-immunoreaktivitds a csirke agyvelé valamennyi teriiletén
megbizhatd matrixjelolést adott, a kiilonb6zo életkorokban ezt az antitestet hasznaltuk a
matrix fejlodésének kovetésére, és ezzel a jeloléssel vizsgaltuk a telencephalon részeit.
A csirke eléagya, kozépagya ¢€s kisagya egyenldtlen Cat315 eloszlast mutatott
(7. Téblazat, 13. &bra). A diffuzan eloszl6 matrix az agyvel6 minden teriiletén
jelolodott, viszont a teriiletek kozott intenzitasbeli kiillonbségeket fedeztiink fel (13.
abra). Azok az agyteriiletek melyek nagyon kevés sejttestet tartalmaznak gyakorlatilag
immunoreaktivitast sem mutattak, vagy csak rendkiviil keveset. Az egynapos allatok
agyaban nagyon halvanyan jelolodtek a perineurondlis halok, sok esetben szemcsés

szerkezetet mutattak, vagy csupan foltokban fedték a sejttesteket (15A, B ébra). Az

45



immunoreaktivitds a 13 napos allatokban csak kicsit volt fokozottabb a P1 agyakhoz
képest (15C, D abra), és a kiilonboz6 agyteriiletek megtartottak a rajuk jellemzo relativ
jelolddési intenzitast. Egyediili valtozast ebbdl a szempontbodl a hyperpallium apicale és
densocellulare (hyperstriatum accessorium et dorsale) esetében tapasztaltunk. Az
emlitett két teriilet a P13 agyakban egyforma intenzitassal jel616dott, mig a P1 agyakban
jol lathaté intenzitasbeli kiilonbséget lattunk koztik. Altaliban tehat elmondhatjuk,
hogy P13 agyakban a perineurondlis halok sokkal karakteresebbek és teljesebbek
voltak, valamint jobban elkiiloniiltek a diffuz matrixtol (15C,D abra).

felnétt, Cat315 13napos, Cat315 1napos, Cat315

15. abra: Cat-315 immunorekativ perineuronalis halok a fejlodo és a felnétt hazicsirke agyveléjében (A- F
abrak). Példak a telencephalonbdél (neostriatum intermedium) a bal oldali oszlopban, valamint a
mesencephalonbdl (isztmikus mag nagysejtes része) a jobb oldali oszlopban. A metszetek 1 napos (A és B
abra), 13 napos (C és D abra), valamint felnott allatokbol késziiltek (E és F abra). A fekete csillagok jol
kivehet6 perineuronalis halokkal koriilvett sejttesteket jelolnek. Lépték= 20 pm.
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7. tablazat: A hazicsirke Kiilonb6z6 agyteriileteinek matrixintenzitisa Cat-315
immunfestés utan

Telencephalon

Hyperpallium apicale (Hyperstriatum accessorium) +++ +++ ++++
Hyperpallium densocellulare (Hyperstriatum dorsale) ++ +++ +++
Mesopallium (Hyperstriatum ventrale) +++ +++ +H++
Nidopallium frontale (Neostriatum frontale) ++ ++ 4+
Nidopallium intermedium (Neostriatum +++ +++ +4+4++
intermedium)

Nidopallium caudale (Neostriatum caudale) +++ +++ ++++
Striatum mediale (Lobus parolfactorius) +++ +++ 44+
Entopallium (Ectostriatum centrale) + + ++
Perientopallidlis 6v (Ectostriatum periphericum) +++ +++ ++++
Striatum laterale (Palaeostriatum augmentatum) +++ +++ ++++
Globus pallidus (Paleostriatum primitivum) + + 44+
Arcopallium (Archistriatum) ++ ++ nw.
Hippocampus ++ ++ I
Nucleus septalis medialis ++ ++ +H++
Nucleus teniae ++ ++ .
Koztiagy

Nucleus rotundus (lateralis része) +++ +++ ++++
Nucleus rotundus (medialis része) ++ ++ 4+
Nucleus triangularis ++ ++ 4t
Nucleus dorsolateralis anterior (DLA) ++ ++ +++
Nucleus dorsomedialis anterior (DMA) ++ ++ +++
Nucleus dorsomedialis posterior (DMP) +++ +++ +++
Nucleus geniculaus lateralis, pars ventralis (GLV) +++ +++ didr
Nucleus geniculatus lateralis, pars dorsalis (GLd) +++ +++ +++
Kozépagy

Tectum opticum (minden réteg) +++ +++ ++++
Nucleus praetectalis ++ ++ ++++
Nucleus subpretectalis + ++ 4kdE
Nucleus ovoidalis + ++ ++

A bazilis opticus gyokér magja (nBOR) ++ ++ ++
Nucleus isthmi, pars magnocellularis (Imc) + +++ ++
Nucleus isthmi, pars parvocellularis (Ipc) +++ +++ ++++
Nucleus ruber + +++ +++
Cerebellum

Purkinje sejtek ++ +++ +H++
Stratum moleculare (csak a diffiuz matrix fest6dott) ++++ ++++ ++++
Golgi sejtek 0 0 +
Kisagymagok + ++ +++

A tablazatban alkalmazott némenklatira a 2004- es Avian Brain Nomenclature Forum- on meghatarozott
terminologianak felel meg. A matrix jelolodésének intenzitisat a kovetkezoképpen jeleztiik: ++++, nagyon
erds; +++, erds; ++, kozepes; + gyenge; 0 nincs.

A Cat-315 immunoreaktivitas a harom éves kifejlett allatban jelentdsen erésebb
volt, mint a 13 napos allatban mind a sejttestek koriil, mind a diffizan eloszl6 matrixot
tekintve (15E, F abra). Ugyanakkor a perineuronalis halok jobban -elkiiloniiltek,

¢lesebben ¢s kontrasztosabban latszddtak a koztiik 1évo diffuz matrixhoz képest, mint a
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P1 vagy P13 agyvel6kben. A perineurondlis hdlok leginkabb a sejttest koriil jelentek
meg, és csak ritkdn fordultak eld a dendritek proximalis szakaszain (15E, F, 16A &bra).
Ellentétben a kordbban egérben, oposszumban vagy emberben tapasztaltakkal
(Briickner és mtsai 1999, 2000, 2006), az axonok kezdeti szakaszai csak kivételes
esetekben rendelkeztek matrixburokkal a csirke eld- és kdzépagyaban.

Az extracellularis matrix kiilonb6z0 fenotipusait a kisagyban kiilonosen jol
szemiigyre vehettik. A Purkinje sejtek jol lathatd, sotét rajzolati perineurondlis
halokkal voltak koriilvéve, igy a pericellularis kosarak helye is sok esetben lathatéva
valt (16A abra). A felndtt egyedekbdl késziilt metszeteken a Purkinje sejtek dendritjei is
jol kivehetéek voltak az Oket boritd matrix miatt. A Ranvier-befliz6dések helyeit
szamos esetben megfigyelhettik a fehérdllomanyban az intenziv aggrekan-
immunoreaktivitdsuk miatt (16B &bra). A kisagymagok perineuronalis haloi élesen

elkiiloniild profilokként mutatkoztak a perikarionok koriil (16C abra).

16. abra: A csillagokkal jelolt Purkinje sejtek sejttestét (csillgok) és dendritjeit finom Cat-315 immunoreaktiv
perineurondlis matrix rajzolja koriil kifejlett hazicsirkében. A Kkosarsejtek axonkollaterilisait szintén
kirajzolja a jelolt matrix (hdromszogek). Cat- 315 jeloléssel a Ranvier- befiizédések is felismerhetéek a
fehérallomanyban (B 4bra). B- HABP festéssel jelolt perineuronalis halok a Kisagyi magok sejttestjei koriil
(csillagok a C dbran). Lépték= 10 pm.
c. A Cat-315 immunoreaktiv perineurondlis matrix sok esetben kollokalizal a
Kv3.1p alegységgel rendelkezo kalium csatorndkkal, de nem vesz koriil kolinerg és
monoaminerg neuronokat
Kettds jeloléseinkben megmutattuk, hogy az isztmikus mag nagysejtes részében
(Imc), illetve a tectum opticum 10. és 11. rétegében a Cat315-el jelolt perineurondlis
halok kolokalizéltak a fesziiltségfiiggd kaliumcsatorndkkal (17A é&bra). Ezt a jelenséget
mar az egészen fiatal allatokban is megfigyelhettik (17C, D abra). A Cat-315

immunoreaktiv mintazat szinte teljesen egybeesett a B-HABP-vel jeldlt teriiletekkel. A
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B-HABP mind a nagy-, mind a kis molekulatémegii hialuronsav lancokat jeloli (a
hialuronsav molekulatomege 5000 és 20 millié Da kozott mozog, 17B éabra).

Ezzel ellentétben a ventralis pallidum kolin acetil-transzferaz-immunoreaktiv
kolinerg neuronjai (Li és Sakaguchi 1997) illetve az agytorzsi tirozin-hidroxilaz-
immunoreaktiv monoaminerg neuronok elkiiloniiltek a Cat315-immunoreaktiv

profiloktol (18. abra).

17. abra: Kettés immunhisztokémiai jel6lés, mellyel bemutatjuk a fesziiltségfiiggé kaliumcsatornak KV3.1 g
alegységének (piros szinnel) a Cat-315 immunoreaktivitassal (zold) valé kozvetlen egymas melleti
viszonyat/kolokalizaciéjat a hazicsirke isztmikus magjianak nagysejtes részében. A’: a jelolt neuronok nagyobb
nagyitassal. A” kép: ugyanazon neuron Cat-315 immunoreaktivitisa. Cat-315 pozitiv perineuronalis halok
egybeestek a hialuronsavat jel6lé B-HABP festéssel. B’: Ugyanazon Cat-315 pozitiv neuron B-HABP- vel
jelolve (B”) C és D: Kettés jelolések, melyeken tanulmanyozhatjuk a Cat-315 immunoreaktivitast (zold) és a
fesziiltségfiiggé kaliumcsatornak KV3.1 P alegységének (piros) kolokaliziciéjat az isztmikus magban az
egynapos (C), és a 13 napos (D) allatban. Léptékek=A, C, D: 50 pm, B=30 pm az A’, A” és B’, B” képeken
pedig 10 pm.
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18. abra: A hazicsirkében a ventralis pallidum kolinerg (piros) neuronjai (A), valamint az agytorzs
monoaminerg (piros) neuronjai (B) koriil nem talaltunk Cat-315 immunoreaktivitast (zold). Az inszertek
olyan felvételeket mutatnak, ahol a kolinacetil-transzferaz (A) illetve tirozin-hidroxilaz immunjel hatterét
visszaszoritottuk, hogy lathatéva valhassanak finom rajzolati perineuronalis halok (ilyet nem detektaltunk).
Lépték = 20 pm, az inszertekben pedig 10 pm.

5.3. A KONDROITINSZULFAT PROTEOGLIKANOK MEGJELENESE
FUGGETLEN A BEERKEZO INGERMENNYISEGTOL CSIRKE
LATORENDSZEREBEN

Vizsgalt emlésdkben, mint macskaban és horcsdgben az extracellularis matrix
kiéptilése ingerfliiggd folyamat, amit tobb szenzoros rendszerben is vizsgéltak,
bizonyitottak (Kalb és Hockfield 1988, Guimaraes €s mtsai 1990). Naposcsibékben az
agyveld neuronjai gyakorlatilag teljesen differencialtak. Feltettiik a kérdést, hogy egytitt
jar-e ez a neuronalis fejlettség az dket koriilvevd matrix kialakuldsaval, vagy tovabbi
specifikus afferens ingerek sziikségesek ahhoz. Az afferens deprivaciot a
latorendszerben végeztiik, melynek palyait, felépitését célszertinek latjuk eredményeink
felsorolasa el6tt roviden ismertetni. A konnyebb megértés ¢&s olvashatosag
megkonnyitése érdekében ezt ezen a helyen végezziik el, nem a bevezetés fejezetben.

Madarakban a vizudlis informécio két palyan, a tectofugalis és talamofugalis
palyakon éri el az eldagyat (19. dbra). A tectofugalis palyan az opticus rostok a chiasma
opticumban tortént teljes keresztezOdésiik utan jutnak el az ellenoldali tectum
opticumba (Gamlin és mtsai 1988, Garey és mtsai 1991), innen az informdcid a
koztiagyi nucleus rotundusba (Benowitz és mtsai 1976, Hodos és mtsai 1966, Ngo és
mtsai 1992) majd az eldagyi entopalliumba keriil (Egedi és Tombol 1993). A tectalis

jelatvitel finomhangolasaban dont6 szerepet jatszanak az isztmikus magok, melyek
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gatlo afferenseket bocsatanak a tectum opticumba (Tombdl és mtsai 2005). Joval
kevesebb opticus rost veszi az iranyt a talamofugalis palya felé, melyek a koztiagyi
nucleus dorsolateralis anteriorban vald atkapcsolas utan kerlilnek az eldagyi
hyperpallium apicaleba (Edinger ¢s mtsai 1899, Miceli és mtsai 1990). Figyelmiinket
két okbdl is a tectofugalis palyara koncentraltuk: e palya allomasain a perineuronalis
matrix biztonsaggal, morfologiailag jol differencidlhatd, masrészrdl ezen a palyan halad

a latorostok tilnyomo része.

Tectofugalis palya Talamofugalis palya

hyperpallium
apicale

entopallium

nucleus

nucleus
rotundus

tectum

dorsolateralis
anterior

retina

opticum

retina

Forras: http://avianbrain.org/atlases.html, médositva

19. abra: A hazicsirke tectofugalis és talamofugalis palyaja.

Az extracellularis matrix megjelenésének jellemzo6it mindharom, a modszerek
fejezetben emlitett hazi csirke csoportban megvizsgaltuk. A teljesség kedvéért ezt a
harom csoportot ismét leirnank: az els6 csoportban a frissen kikelt csibéket, a

masodikban 1 napos csibéket, a harmadikban egyhetes csirkéknek fedtiik le egyik
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szemiiket, majd harom héttel késObb vizsgaltuk meg kezelésiink hatdsat. Mindharom
csoportban leirtuk a matrix jellemzoit a kovetkezd teriileteken: a kozépagyi tectum
opticumban ¢€s nucleus isthmi pars magnocellularisban (Imc, a tectum opticum legfébb
modulator neuroncsoportjat tartalmazza), a koztiagy nucleus rotundusiban, valamint az
entopalliumban. Mivel a hazi csirke latopalyaja a chiasma opticumban csaknem szaz
szazalékban keresztezddik, a letakart szemmel ellentétes oldali (kontralateralis)
agyteriileteket, mint deprivalt oldalt hasonlitottuk G6ssze a megkimélt oldallal. A
perineurondlis haldkat és a diffizan eloszld matrix hatteret aggrekan tengelyfehérje-
(Cat-315) és link-protein ellen termelt (CRTL-1) antitestekkel jelenitettiik meg. A diffaz
matrix az elébbi antitesttel jelolve kiilonos részletességgel jelent meg.

Az extracellularis matrix afferens deprivacid utdni valtozésait két &bran
ismertetjiik. A 20. abran a kiilonboz6 életkorban lefedett szemii allatokbol nyert
mintdkat mutatjuk CRTL-1 festéssel, harom héttel a beavatkozas utan. Lathatjuk,
hogyan néz ki kis nagyitdssal a vizsgalt régiokban megjelend6 CRTL-1
immunoreaktivitds a deprivalt és a megkimélt oldalon a latopalya allomasain. A
képeken szembetlind, hogy a matrix immunoreaktivitdsdban gyakorlatilag nem volt

szamottevo kiilonbség a két oldal kozott.

szem letakarasanak idépontja

20. abra: A csirke tectofugailis palyarendszerének allomasain- a kozépagyban (bal oldalon), a kéztiagyban
(kozépen) és a telencephalonban (jobb oldalt)- a diffiz matrix CRTL- immunorekativitisaban nem kiilonbozik
a megkimélt és a deprivalt oldal. Az illatok itt harom hétig éltek til a szemletakarastél szamitva. A vizsgalt
teriileteket a nulla napos allatokbdl szirmazé képeken egy- egy féltekében vékony vonallal koriilrajzoltuk.
Roviditések: tectum opticum- OT, nucleus isztmikus nagysejtes része — Imc, nucleus rotundus- Rt. Lépték: 1
mm. Az allatok perfiiziéja 3 héttel a szemletakaras utan tortént.
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A 21. abran nagy nagyitdssal mutatjuk be a tecto- és talamofugalis palya
extracellularis matrixanak felépitését azokban az allatokban, melyek szemét rogton
kikeléstik utan lefedtiink (ezek a tojasok sotétben nevelkedtek, az allatok sotétben keltek
Ki).

megkimélt oldal deprivalt oldal

tectum opticum

nucleus rotundus nucleus isthmi magnocellularis

entopallium

21. abra: A metszetek 21 napos csirkékbol késziiltek, melyeknél kikelés utan rogton elvégeztiik az egyik oldali
szem letakarasat. A Cat-315 immunoreaktivitais azt mutatja, hogy a perineuronalis halok mindenhol
egyforman érett formaban vannak jelen a tectofugalis rendszer vizsgalt teriiletein, mint a tectum opticum, az
isztmikus mag nagysejtes része, a nucleus rotundus és az entopallium. A kisebb képek a két felsé sarokban a
tectum opticum perineuronalis hal6it abrazoljak a 10/11. rétegben. A 1épték a tectum opticumban 80 pm, az
inszertekben 10 pm, az Imc-ben, a nucleus rotundusban és az entopalliumban 20 pm.
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A Cat-315 ellenanyagot hasznalva intenziven festddott, jol kivehetd
perineuronalis haldkat talaltunk mind a deprivalt, mind a megkimélt oldalon, a tectum
opticumban, a nucleus isthmi pars magnocellularisban, a nucleus rotundusban és az
entopalliumban (21. dbra).

Az antitestekkel jelolt diffuiz matrix mindkét esetben erdsen festddott, mind a
megkimélt, mind a letakart oldalon gyakorlatilag ugyanolyan mértékben. Nagyon enyhe
intenzitasbeli kiilonbségeket csupan elvétve tapasztaltunk a megkimélt, illetve a letakart
szem oldalan. Ez a hasonlosdg a kiilonb6z6 életkorokban késziilt metszetekre is
jellemzd volt, mind a diffiz matrixot, mind a perineurondlis halokat tekintve (20. dbra).
Minden vizsgalt régioban, tehat a tectum opticumban, az isztmikus mag nagysejtes
részében, a nucleus rotundusban és az entopalliumban a CRTL-1 és a Cat-315-¢l jelolt
matrix immunoreaktivitdsa mind a letakart szem oldalan, mind a megkimélt oldalon
szinte egyforma mintazattal rendelkezett (20-21. dbrak).

A tectum opticumban, kiilonésen a 10. és 11. rétegben jol felismerhetd
perineuronalis hdlokat lathattunk amellett, hogy a diffiz matrix szintén erdsen jel610dott
(21A,B abra). A nucleus isthmi pars magnocellularisban a diffiz matrixot illetden mast
tapasztaltunk, ez joval gyengébben festddott, mig jol kivehetd perineuronalis halokat
talaltunk a nagymeéreti sejttestek koriil (21C,D abra). A nucleus rotundus perineuronalis
haloi halvanyabbak voltak, de mindkét oldalon tisztan abrazolodtak (21E,F abra). Veégiil
az entopallium extracellularis matrixa mindkét féltekében szinte teljesen hasonld
festddéssel jelent meg (21G, H abra). Itt taldltuk a legjobban kivehetd perineuronélis
halokat. Készitményeinkre jellemzd, hogy a Cat315 pozitivitds leginkabb a sejttest
koril jelent meg, a dendritek proximalis szakaszain halvanyabb, finomabb
matrixallomanyt talaltunk. Ez eltér attél a megfigyelést6l, melyet Briickner és
munkatarsai emldsokben leirtak (Briickner és mtsai 1996b).

A nulla 6rés, tehat a tojasbol frissen kikelt allatokhoz hasonldan, egynapos és 28
napos allatokon is végeztiink unilaterdlis fénydeprivaciot, extracellularis matrixukat
sem taldltunk fenotipusos eltérést a talamo- vagy a tectofugalis palyak
kapcsoldallomésain (20. abra). A diffuz matrix szerkezete, slriisége, valamint a
perineuronalis halok felépitése szintén egyforma volt mind a letakart, mind a megkimeélt

szem oldalan minden vizsgalt régidban.
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Osszegezve, a latopalya minden vizsgalt allomasan mindkét oldalon megegyezé
immunhisztokémiai megfigyeléseket tettiink, kiilonbséget az egyes életkorokban késziilt
metszetek intenzitasaban sem talaltunk a deprivalt és megkimélt oldalak kozott. Ez az
eredmény teljesen eltér attol a ingerfliggd matrixfejlodéstdl, melyet az eddig vizsgalt
emlésoknél (macska, patkény, horcsdg) mar tobb szenzoros rendszerben bizonyitottak

(Kalb és Hockfield 1988, Guimaraes és mtsai 1990, Briickner és mtsai 1996b).
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6. MEGBESZELES

6.1. AZ EXTRACELLULARIS MATRIX A KOZPONTI IDEGRENDSZERI
PLASZTICITAS NELKULOZHETETLEN RESZTVEVOJE

Egészen 1971-ig szinte teljesen figyelmen kivil hagytdk a kozponti
idegrendszeri extracellularis matrix 1étezését (Tani és Ametani 1971). Az utols6é négy
évtized robbanasszeri fejlodést hozott a téma kutatdsaban: szerteagazd funkcidkat
kezdtek tulajdonitani ennek az eddig tulajdonképpen tagadott kozponti idegrendszeri
szereplonek. Az extracellularis matrix pontos funkcidjanak felderitése meglehetésen
hosszll és lassu folyamat, hiszen ez a szamos alkotoéelembdl allo6 rendszer rendkiviili
komplexitassal bir. Az egyes extracellularis matrix komponensek ¢€s a kiilonbozd sejtes
folyamatok, mint a sejtosztodas (Stipp és mtsai 1994), a migracié (Franco és Miiller
2011), az axonnovekedés (Lakatosova ¢és Ostatnikova 2012), és a szinapszisok
kialakuladsa kozti kapcsolat (Pyka és mtsai 2011) mar szadmos kisérletben bizonyitott.

Munkank a perineurondlis extracellularis matrix plasztikus aspektusait vizsgalta
tobb szempontbdl és kérdésfelvetéssel, kiilonbozd fajokban. Elsé kérdéskoriink arra
iranyult, hogy a projekcids kapcsolatban 1évo, kiilonb6zo plaszticitast koztiagyi-kérgi
teriiletek hasonld matrixmintazatot mutatnak-e patkanyban. Tovabba megvizsgaltuk,
hogyan fejlédik a perineurondlis matrix olyan gerincesben, hazicsirkében, amelynek
kozponti iderendszere vildgra jovetelével csaknem teljes funkciondlis és anatdomiai
érettséget mutat. Kovetkezd 1épcsOben pedig arra kerestiik a valaszt, fiigg-e ez a
specifikus afferens inger meglététdl. Ezt a két kérdeést azért tettiik fel, mert a klasszikus
emlds kisérleti allatokban, igy egerekben és patkanyokban a perineurondlis matrix

kiépiilése a differencialt idegrendszerben ingerfiiggden jelenik meg.
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6.2. KOZTIAGYI MATRIXMINTAZAT A KERGI MATRIXMINTAZAT
FUGGVENYEBEN

Ismert, hogy az extracellularis matrix eloszlasa a kozponti idegrendszerben nem
homogén, hanem az adott régié funkcionalis tulajdonsagaitol fiigg (Briickner és mtsai
1996a,b, 1999, 2008). Ezen tanulmanyok leginkdbb a perineurondlis halok
megjelenésének gyakorisagat vizsgaltak. Kimutattak, hogy az elsddleges szenzoros ¢és
motoros kéreg joval nagyobb szadmban tartalmaz perineuronalis halokat, mint a
masodlagos- vagy asszocidcios kérgi teriiletek, illetve mint azon régiok, melyek
plasztikus tulajdonsagaikrol ismertek (Hockfield és McKay 1983, Hendry és mtsai
1988, McGuire ¢s mtsai 1989, Hausen és mtsai 1996, Briickner és mtsai 1999, 2008).

A talamusz az utols6 kapcsoloallomas a kéregbe tart6 afferensek szamara, emiatt
mertilt fel benniink, hogy a talamuszmagok matrixfelépitésében tiikkr6zodik az altaluk
képviselt kérgi mezd matrixszerkezete. Jelen vizsgalatunkban szerettik volna
megmutatni az 0sszefliggést a matrix felépitése és az adott talamikus régié plasztikus
tulajdonsagai kozott. A talamuszmagok harom nagy csoportjat vetettiik vizsgalat ala:
megvizsgaltuk az elsddleges szenzoros és motoros kapcsold magokat, az asszocidcids
magokat, és a nemspecifikus retikularis és intralaminaris magokat.

A széles korben alkalmazott lektin- és aggrekan tengelyfehérje jelolést hasznalva
az extracellularis matrix halvanyan fest6dd diffuz allomanyként jelent meg a patkany
talamuszaban. Ebben az amorf alloméanyban jol koriilirt perineuronalis halokat csak
ritkdn tudtunk azonositani, a matrix altaldnossdgban csupan halvany, amorf
intercellularis alloméanyként jelent meg, mely koriilrajzolta a neuronok helyét. A
szamos kérgi- és agytorzsi mintazattal ellentétben az extracellularis matrix egy mas,
jellegzetes szervezddést mutatott: nagy szamban talaltunk periaxonalis hiivelyeket,
melyekrdl Briickner és munkatarsai szamoltak be eldszor (Briickner és mtsai 2008).
Ezek a struktirdk a patkdny talamikus magjaiban 2-7 {6s csoportokban, csokrokat
alkotva jelentek meg.

Az asszocidciés magokban az extracelluldris matrix kiilondsen gyengén
jelolédott. A mediodorzalis magban (MD) gyakorlatilag alig taladltunk immunoreaktiv
allomanyt, csakugy, mint az eliilsé, valamint az oldals6 talamuszmagokban. Ezen

magok limbikus magokként ismertek a ventralis eldagyi (Groenewegen 1988, Kuroda és
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Price 1991, Ray ¢és Prince 1992), valamint hippocampalis (Swanson és Cowan 1977,
Sikes és mtsai 1977, Seki és Zyo 1984, Shibata 1992) kapcsolataik miatt, és itt
kapcsolédnak at a limbikus renszer szensoros afferensei is (Thomson és Robertson
1987). Az asszociacios talamusz magokban észlelt gyenge matrixreaktivitas utalhat ezek
plasztikus tulajdonséagaira, hiszen a célpontjaik is olyan limbikus struktarak, melyek
jellemzden plasztikusak (Barbas 1995, Sapolsky 2003).

A principalis relémagok szintén alacsony matrixreaktivitast mutattak, viszont itt
Iényeges eltéréseket tapasztaltunk az asszociaciés magokhoz képest. Amellett, hogy e
magokban a diffiz- és perineuronalis matrixreaktivitds is valamivel fokozottabb,
gyakran lattunk periaxonalis hiivelyeket a nucleus ventromedialis, ventrolateralis,
valamint a nucleus ventralis posterolateralis, és -posteromedialis magokban. A
szensoros magokban taldlt perineurondlis halok szinte alig kivehetdek, a periaxondlis
hiivelyek viszont igen gyakoriak voltak. Kiilonosen gyakran taladlkoztunk ezekkel a
struktarakkal a VPL és VPM magokban, a hats6 magcsoportban (PO) mar ritkabban
bukkantak fel.

A periaxondlis hiivelyek jelenléte feltételezéseink szerint Osszefiigg a vizsgalt
régiok funkciondlis tulajdonsagaival, hiszen a VPM ¢és a VPL a legszigorubb
szomatotopia szerint szervezOdott kapcsolomagok az agyban. A PO, mivel tobbféle
modalitast tovabbit a szenzoros ¢€s motoros magok feldl, magjai komplexebb
stimulusoknak vannak kitéve (LeDoux és mtsai 1987). A PO tehat plasztikusabb helyrdl
kap informéciot, ezzel pedig jol korrelal a kevésbé kiépitett matrixhaldzata.

A specifikus érzOmagok matrixreaktivitasaval kapcsolatban elletmondésos
eredményeink sziilettek. A halloszervbdl érkezd direkt afferensek atkapcsolasaért
felelés mag, a nucleus geniculatus medialis ventralis része hasonléan a
szomatoszenzoros rendszer magjaihoz (VPL, VPM) erdésen immunoreaktiv matrixszal
rendelkezik. A nucleus geniculatus ventralis dorsalis részében ugyanakkor
immunoreaktiv matrixot szinte egyaltalan nem talaltunk, pedig ez szigortian
rendszerezett retinotdpidval rendelkezik a primér vizualis kéreg felé. Erre a jelenségre
nem talaltunk magyarazatot.

A GABA-erg gatlo neuronok ismertek arrél, hogy perineuronalis halot termelnek
maguk koré. Kiilonosen jellemzd ez azokra a gyorstiizeld idegsejtekre, melyek nagy

mennyiségben tartalmazzak a parvalbumin nevii kélciumkotd fehérjét. A matrix ritkabb
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megjelenése az asszociacids és principalis relémagokban ezért 6sszefiiggésbe hozhat6 a
GABA-erg interneuronok ritka eléforduldsaval, hidnyéaval is (Ohara és mtsai 1983,
Harris ¢és Hendrickson 1987). A corpus geniculatum laterale dorzalis részében
megfigyelt teljes matrixhianyra pedig az szolgalhat magyarazattal, hogy az itt 1évo
GABA-erg interneuronok (Ohara ¢és mtsai 1983) nem expresszaljadk a parvalbumin
kalciumkd6td fehérjét (Liith és mtsai 1993). Kisérleteinkben az is kideriilt, hogy a
perineuronalis  halok  jelenléte nem  fiigg kizarolagosan a  parvalbumin
immunoreaktivitastol, hiszen a parvalbumint nem expresszalo talamuszmagokban is
talaltunk immunoreaktiv halokat, még ha csak kisebb mennyiségben is. A nucleus
reticularisban viszont intenziv immunoreaktivitast taldltunk a parvalbumin-pozitiv
interneuronok koriil, ami egybecseng a perineurondlis halok jellegzetes eléfordulési
preferencidjaval (Hértig és mtsai 1992).

A patkény talamuszban végzett vizsgéalatainkban kiilonos figyelmet forditottunk
a periaxonalis hiivelyekre. Méretiik, alakjuk, és jellegzetes csoportos megjelenésiik
alapjan arra kovetkeztetiink, hogy ezek idegvégzddéseket, axontermindlisokat ¢és
preterminalis  axonszakaszokat koriiloleld6 —matrixakkumuléciok.  Briickner  ¢és
munkatarsai hasonlé strukturdkat taldltak human agyveldben (Briickner és mtsai 2008).
Ezen eredményeinket elektronmikroszkopos vizsgdlatokkal —erdsitettik meg:
matrixakkumulaciét valdban talaltunk az axonok végzddései koriil, perineuronalis halot
nélkiilozo sejtek felszinén. Szinte csak kisméretli szinapszisok koriil talaltunk
immunoreaktiv matrixot, a nagyméretli specifikus afferensek kozvetlen kornyezete
nagyrészt aggrekan-mentes maradt. Kovetkezd 1épésben ezért arra kerestiik a valaszt,
hogy mas specifikus vagy nemspecifikus afferensek mely csoportja(i) burkoltak
periaxonalis aggrekan matrixhiivelyekkel. Ezért anterograd palyakovetéssel kombinalt
tobbszords immunjeldléssel megvizsgaltuk a kisméretii kortikotalamikus végzddéseket,
és a gatlo szinapszisokat koriilvevé matrixallomanyt. Ugy talaltuk, hogy
kortikotalamikus végzédések nem, mig gatld végzodések tobb esetben aggrekan-
burokban nyugodtak. Mivel a periaxondlis hiivelyek leggyakrabban a talamusz
ventrobasalis komplexében jelentek meg, in vivo anterograd palyakovetés segitségével
lathatova tettiik az ide tartd afferens rostokat. A specifikus afferens végzddések
(lemniscus medialis, trigeminotalamikus vagy cerebellotalamikus afferensek) kortil

ezzel a megkdzelitéssel mérsékelt szamban taldltunk jeldlt matrixot. Ez nem volt
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meglepd eredmény annak fényében, hogy a specifikus afferensek nagyobb méretiiek,
mint az azonos teriileten talalt periaxonalis hiivelyek.

Briickner és munkatarsai 1999-es munkajukban arra a megfigyelésre jutottak,
hogy a kevésbé plasztikus teriiletek nagyobb stirliségben tartalmaznak perineuronalis
halokat, ¢és az daltalinos matrix reaktivitds is kifejezettebb. Ennek alapjan
kovetkeztettiink arra, hogy az aggrekan-immunoreaktiv matrix jelenléte, felépitése a
patkany talamusz magjaiban 6sszhangben van a vele kapcsolatban allo kérgi régid
matrixmintazatatol, annak plaszticitdsat visszatiikrozheti. Az extracellularis matrix
molekulai ritkdn allnak 0ssze perineuronalis halokka a patkany talamuszaban, viszont
kiterjedt matrixként szinte mindentitt jelen vannak. Jellemzden az axonok myelinhiively
nélkiili, preterminalis szakaszai, axodenderitikus junkciok, és néhany gétldé terminalis
kortl talaltunk matrixfelhalmozodast. Mivel elektronmikroszkopos vizsgalataink sordn
tobb esetben lattunk terminalisokat boritd matrixreaktivitast perineurondlis halot
nélkiilozé sejtek felszinén, valamint axonokon belill is, igy feltételezziik, hogy az

aggrekdn termeléséért mind a prae- mind a postszinaptikus sejt felelds.

6.3. A HAZICSIRKE, MINT A FEJLETT IDEGREDSZERREL SZULETETT
GERINCES ALLAT MODELLIJE

Immunhisztokémiai és lektinhisztokémiai vizsgalatok megmutattak, hogy a
perineuronalis halok az agytdrzsben egészen hét napos korig, a cortexben pedig 14
napos korig nem fejlddnek ki egérben (Nakagawa €s mtsai 1987, Yamamoto €s mtsai
1988, Murakami és mtsai 1997, Briickner és mtsai 2000) €és patkanyban (Koppe €s mtsai
1997b). A vizsgélt emlds fajokban az eldbb leirt életkorok utan megjelent kezdetleges
perineuronalis halok is igen halvanyan jelolddtek, alig lehetett elkiiloniteni ket a
kornyezd matrixtol, végleges formdjukat pedig csak hetekkel késébb érték el (Briickner
¢s mtsai 2000). Ismert, hogy patkédny kortexében az idegsejtek dendritfaja harom hetes
¢életkorra fejlodik ki teljesen (Wise és mtsai 1979, Juraska 1982, Miller 1981), amikorra
az elsddleges szinaptogenesis mar kiteljesedett (Payne és mtsai 1988, De Felipe és mtsai
1997). Ezek szerint ezekben a ragcsalokban tapasztalt viszonylag késé1 matrixfejlodés

Osszefiiggésbe hozhaté a matrix szinapszisok fejloddésében betoltott gatld-szabalyozd
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szerepével, tehat az agy funkciondlis érettségének elérésében betoltott funkcidjaval
(Dityatev és Schachner 2003).

Munkénkban részletes leirast adtunk a perineuronalis halok fejlédésérdl a hazi
csirke agyaban kiilonboz6 ¢életkorokban. Célunk az volt, hogy olyan allatban vizsgaljuk
meg a matrix fejlddését, melyben az idegrendszer érése rendkiviil gyors litemben zajlik.
A fészekhagyd madarak -mint a hazi csirke- neuronjai mar rogton a kikelés utan szinte
maximalis érettséget mutatnak. A neuronok dendritfaja ekkora mar maximalis
fejlettséget mutat, a dendrittiiskék szdma igen magas, bar a felndtt allatokra jellemzo
szintet még nem ¢éri el (TOombol 1988, 1995). Ez valoszintileg azért torténik igy, mert a
hazi csirkék fészekhagyd életmodja azonnali funkcionalis érettséget kovetel (Corner és
Bakhuis 1969, Lippe 1995, Rogers 1993).

Vizsgalataink szerint a csirke agyveldjének neuronjai koriili matrixburok mar az
els6 postnatalis napon jelen van. A perineurondlis halok e korai formdinak tobbsége
igen halvany, finom rajzolatu. Emellett szamos teriileten mar szinte teljesen érett
fenotipusu perineuronalis halokat is megfigyelhetiink.

A patkanyhoz hasonléan (Briickner és mtsai 2000) a csirkeagyban detektalt
extracellularis matrixmolekuldk diffuzan infiltraljak az agyszovet egészét, mieldtt még a
perineuronalis halok fejlodése befejezddne. A matrix molekulainak altalanos eloszlasa
az elsé két hét soran nem valtozik szamottevden, de a perineuronalis halok koriilirtabba,
karakteresebbé valnak ez id6 alatt, a sejtek korvonalait is élesebben rajzoljak ki. Ebbol
arra kovetkeztetiink, hogy idével a matrixmolekuldk sejttest koriili akkumulacioja
fokozodik. Ennek megfelelden hdrom éves allatokban a perineuronalis halok még
hatarozottabban kirajzolodtak, de emellett a diffuz matrix is intenzivebben jel616dott. A
megfigyelés, hogy a perineuronalis halok teljesen kifejlett formajukat csak felndtt korra
érik el, azt jelentheti, hogy a neuronalis fejlédés, de kiilondsen a szinapszisok kiépiilése
még nem fejez8dott be az elsé két hétben, €s a perineurondlis halok fejlédése a neuro-
és szinaptogenezis tovabbi fazisat is kiséri. Osszességében megallapitjuk, hogy a
vizsgalt ragcsalokkal ellentétben a fészekhagyd madarakban kikelés utan azonnal
megkezdddik a perineuronalis halok felépiilése.

Ismert, hogy tobb vizsgalt emlds fajban a perineuronalis halok megjelenése a
fejlodés soran idében egy rosztrokaudalis gradienst kdvet. Ez azt jelenti, hogy a fejlodés

korai fazisaban a perineurondlis halok eldszor az agytdrzsben jelennek meg, és késbb
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kezdenek kialakulni a rosztralisabb agyteriileteken (Koppe €és mtsai 1997). Ez az
idObeni ¢és térbeli sorrend a vizsgalt fajok kozponti idegrendszeri szinaptogenezisének
iitemével 0sszhangban all (Blue és Parnavelas 1983). Munkankban bizonyitottuk, hogy
a hazicsirke agyaban hidba talaltunk eltéréseket az extracellularis matrix mintazataban
az egyes régiok kozott, ezen eltérések fiiggetlenek voltak a vizsgalt teriilet
rosztrokaudalis helyzetétol. A fészekhagyd madarak (hazi csirke) agyanak rosztralis
régidiban és kdzépagyi magjaiban mar az elso €életnapon, mondhatni egy idében jelentek
meg a perineuronalis halok.

Tanulmanyunkban megmutattuk, hogy az extracellularis matrix alapvetd
szervezOdése a madarak és emldsok idegrendszerének evolucios fejlédése soran tobb,
alapveté szempontbol megegyezik. Hazicsirkében a perineuronalis halokat
ugyanazokkal az immunhisztokémiai ¢és hisztokémiai moddszerekkel tudtuk
megjeleniteni, amelyekkel korabban azt mar egerekben és patkanyokban sikeriilt
(Briickner ¢és mtsai 1998, Milev és mtsai 1998, Hartig és mtsai 1993). Nagyon jellemz6
példa, hogy bizonyos emldsok (patkany, egér, rhesus makéakd) agyaban a perineurondlis
halok gyakran olyan gyorstiizel6 interneuronok koril taldlhatéak, melyek
fesziiltségfiiggd kalium-csatorndkkal rendelkeznek (Hartig és mtsai 1999). Az ilyen
csatornakkal rendelkezd gyorstiizeld0 neuronok, amelyek ismerten 1dékodolo
tulajdonsagokkal rendelkeznek, és korabban a hazi csirke tectum opticumanak 10. és 11.
rétegében valamint a nucelus isthmi magnocellularisban azonositottak (Wang és mtsai
2006), eredményeink szerint szintén perineurondlis halokkal boritottak. Tovabbi
hasonlosdg az emldsokben és hazicsirkében talaltak kozott, hogy csaklgy, mint a
vizsgalt emlds fajokban, a hazicsirke agyaban sem talaltunk perineuronalis halokat
monoaminerg és kolinerg neuronok koriil.

Végiil megjegyezziik, hogy tobb homoldg agyteriileten (Reinert és mtsai 2003) a
perineuronalis halok eloszlasa, gyakorisaga, eléfordulasa, fenotipusa hasonldan alakult.
Példaképp emlitjiik, hogy ellentétben a legtobb eldagyi teriilettel a madar globus
pallidusa szelektiven csak link-proteinnel jel616dott, ez pedig megegyezik az emberben
talaltakkal (Briickner és mtsai 2008). Ehhez hasonléan a nucleus ruber és a kisagyi
magok bovelkedtek jol strukturalt, fejlett perineuronalis halokban, és ez mind a madar,
mind a patkany, mind az emberi agyveldre igaz (Morawski és mtsai 2009, Seeger ¢€s

mtsai 2004, Briickner ¢s mtsai 2008).
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6.4. A HAZI CSIRKE KOZPONTI IDEGRENDSZERI MATRIXANAK
KIEPULESE NEM INGERFUGGO FOLYAMAT EREDMENYE

Miutdn megvizsgaltuk, hogyan fejlddik az extracellularis matrix a hazi csirke
agyvelejének kiilonbozo régidiban, arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy ez a
rendkiviill gyors matrixfejlodés aktivitasfiiggd folyamat-e. Vizsgalatainkban a
latorendszerre koncentraltunk. Bizonyitottuk, hogy a hazi csirke latérendszerének
allomasain a matrix fejloddése a féloldali deprivaciotdl fiiggetleniil zajlott le.

Tébb munkacsoport adatai is arra utalnak, hogy a tojasban mar megindul a
kozponti  idegrendszeri matrix fejlédése. Ismert, hogy a kondroitinszulfat
proteoglikanok befolyasoljdk a magok kialakuldsat és a neuritek ndvekedését az
idegrendszer fejlédése soran (Domowicz és mtsai 2003, Zacharias és Rauch 2006).
Idegsejtkulturakat vizsgalva megallapitottak, hogy hidnyos, foltos aggrekan tartalmi
halézat jelenik meg a fejlodé neuronok felszinén joval azel6tt, mieldtt a szinapszisok
kialakultak volna. Az igy felfedezett aggrekdn-immunoreaktiv teriiletek nem mutattak
immunoreaktivitast szinaptikus markerekkel. Ezek szerint a neuronok felszine mar
»elore felkészil” a szinapszisok fogadasara (Dino és mtsai 2006). Schwartz és
Domowitcz 2004-ben megfigyelték, hogy a csirke embrionalis fejlodése soran az
aggrekan molekula a hetedik és a tizenharmadik embrionalis napok kozott
expresszalodott, és feltételezték, hogy a késdbbiekben fontos szerepet tolt be a
gliasejtek fejlddésében. A tenaszcinokrol kimutattdk, hogy a fejlédés soran csak
atmenetileg jelennek meg, €s bizonyos sejtek axonjainak ndvekedését iranyitjak
(Bartsch és mtsai 1995, Derr és mtsai 1998, Tucker és mtsai 1999). Ezek a kordbbi
adatok jelen eredményeinkkel Gsszevetve arra utalnak, hogy a tojdsban megindulo,
feltételezhetden ingerfiiggetlen matrixfejlodés nagyrészt fiiggetlen marad a tojasbol valo
kikelés utan is.

Mivel az atmenetileg megjelend azonos oldali retinotectalis rostok koran
felszivodnak a csirke embrionalis fejléddése soran (McLoon és Lund 1982), tudjuk, hogy
naposcsibékben a latopalya mar teljes mértékben keresztezett. Ezért féloldali
deprivacional biztosak lehetiink abban, hogy a deprivalt oldali tectum opticum
gyakorlatilag semmilyen afferens ingert nem kapott azokban az allatokban, melyek

sotétben nevelkedtek, és szemiiket kikelés utan azonnal letakartuk. Viszont azt is
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tudjuk, hogy latopalya késObbi kozti- ¢és eldagyi allomdsai minimalis ellenoldali
innervacioval is rendelkeznek (Egedi és Tombol 1993, Ngo és mtsai 1994), igy e
teriileteken nem tudtuk teljes mértékben biztositani a beérkezd vizudlis informacid
hianyat.

Elébbiekben tisztaztuk, hogy jollehet az extracellularis matrix nagyon gyorsan
fejlodik a csirke agyveldjében, a perineurondlis halok az egy napos allatokban még
¢éretlen fenotipusuak voltak, a kovetkez6 hetekben mentek keresztiil tovabbi fejlodésen,
érésen. Tisztazni szerettiik volna azt, hogy vajon sziikséges-e az afferens inger
folyamatos jelenléte a perineuronalis halok teljes kifejlédéséhez ebben a fiatal
¢letkorban. Harom héttel késobb a kezelt allatokat vizsgalva az el6zdekben tapasztalt
eredményre jutottuk: semmilyen eltérést nem talaltunk a megkimélt és a deprivalt oldal
matrixmintazata kozott. Macskéban tett megfigyelések szerint minimalis fényinger
mtsai 1991, Takacs és mtsai 1992). Eszerint lehetséges, hogy a hazicsirkében egy
kezdeti inger (trigger) aktivalni képes az extracellularis matrix kaszkadszeri fejlodését,
hiszen a kisérletiinkben felhasznalt naposcsibék a tojason keresztiil, és kikelésiik utan is
lattak fényt. Ezért jutott esziinkbe az, hogy olyan csibékben vizsgaljuk meg a matrix
fejloddését, melyeket embriondlis korukban is végig teljes sotétségben neveltiink,
sotétben  keltettiink, kikelésiik utdn pedig azonnali féloldali szemletakardst
alkalmaztunk. Ebben az esetben sem tapasztaltunk semmilyen zavart a matrix
fejlédésében. Az igy kezelt allatok extracellularis matrixa semmiben nem kiilonbozott a
tobbi vizsgalt populdcidban tapasztaltakkal. Ez ellentétben all a macskdban ¢és
horcsogben, mint vizsgalt emlés fajokban megfigyeltekkel, ahol fiatal éallatokban a
perineuronalis halok és matrix kifejlddéséhez sziikség volt valamilyen afferens ingerre
(Kalb és Hockfield 1988, Guimaraes és mtsai 1990).

Akkor sem tapasztaltunk semmilyen immunhisztokémiailag kimutathato
valtozast a két félteke matrixmintazata kozott, amikor felndtt allatokban alkamaztuk a
féloldali szemletakarast. Ez megegyezik azzal az eredménnyel, amit szintén felndtt
emldsallatokndl (macskéban és egérben) alkalmazott funkcionalis deprivacids kisérletek
soran tapasztaltak (Sur és mtsai 1988, McRae és mtsai 2007). Ez alapjan arra a
megallapitasra jutottunk, hogy a kialakult extracellularis matrix fennmaraddsahoz nincs

szlikség folyamatos afferens ingerre.
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7. KOVETKEZTETESEK

Eredményeink a neurondlis extracellularis matrix plasztikus aspektusait vizsgalta
tobb szempontbol és kérdésfelvetéssel, kiillonb6zo fajokban.

(1) A patkdny talamuszaban talalt eredményeinket Osszehasonlitva a patkany
kérgi struktirdinak ismert matrixmintdzataval a kovetkez6 megéllapitasra jutottunk: az
aggrekan-immunoreaktiv matrix gyakorisaga fiigg a vele kapcsolatban allo kérgi régiod
matrixmintazattol. Ugy talaltuk, hogy a projekcios kapcsolatban 16vé koztiagyi és
kortikalis struktarak az adott rendszer plaszticitasat tiikrozik vissza.

(2) Megallapitottuk, hogy a patkany talamuszédban az extracellularis matrix
molekulai ritkdn alkotnak perineuronalis haldkat, kiterjedt matrixként mindenhol jelen
vannak, jellemzden azonban az axonok myelinhiively nélkiili, preterminalis szakaszain
kondenzalodnak. Mivel aggrekan-immunoreaktivitast ultrastrukturalis vizsgalataink
sejttestben, dendritben, de mielinhiivelyes axonban is igazoltak, feltételezziik, hogy az
aggrekan termeléséért mind a pre- mind a posztszinaptikus sejt felelos lehet.

(3) Kiilonbo6zo ¢€letkort hazicsirke agyakban talalt eredményeink alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az aggrekan alapl perineurondlis matrix a tojasbol valo
kikelés utdn mar jelen van. A matrixmolekuldk sejttest koriili akkumulécidja az
életkorral fokozodik, mivel a perineurondlis halok az 1d6 eldrehaladtaval kortilirtabba,
karakteresebbé valnak. A megfigyelés, hogy a perineuronalis halok teljesen kifejlett
formajukat csak felnétt korra érik el, azt jelentheti, hogy a szinapszisok kiépiilése még
nem fejez8dott be az elsé két hétben, és a perineurondlis halok fejlédése a neuro- és
szinaptogenezis tovabbi fazisat is kiséri.

(4) Bizonyitottuk, hogy a hazi csirke latorendszerének allomasain a matrix
fejlédése a féloldali afferens deprivaciotdl fiiggetleniil zajlott le. Ez alapjan arra a
megallapitdsra jutottunk, hogy az extracellularis matrix kialakitasahoz és
fennmaradéasahoz nincs sziikség folyamatos afferens ingerre. Arra kovetkeztetiink, hogy

a madar agyaban a matrix eloszlasa genetikailag ¢s nem ingerfiiggéen determinalt.
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8. OSSZEFOGLALO

Az éllatok kozponti idegrendszerében a sejtes elemek kozotti teret az
extracellularis matrix molekulai t6ltik ki. E molekuldkat a neuronok és a gliasejtek
kozosen termelik. Kutatdsunkban a matrix két kiilonleges megjelenési formajara
figyeltiink: egyrészt a sejttesteket és proximalis dendriteket burkold perineuronalis
halokra, valamint a kozelmultban azonositott, az axonok preszinaptikus részét
koriilvevd periaxonalis hiivelyekre. A perineuronalis halok fontos szerepet toltenek be a
sejtek védelmében, ionhomeosztazisuk fenntartasaban, a sejtmembran receptorainak
eloszlasdban és a szinapszisok stabilizacidjaban; ugyanakkor alig tudunk valamit az
extracellularis matrix plaszticitassal kapcsolatos aspektusait vizsgaltuk tobb
szempontbol, tobb allatfajban, eltérd életkorokban. A matrix 0Osszetevoi koziil az
aggrekdn molekuldra koncentraltunk, mivel ismert, hogy ez a proteoglikdn a
perineurondlis matrix nélkiilozhetetlen alkotdja, amit neuronok termelnek.
Vizsgalatainkban egyszeres és tobbszords immunhisztokémiai jeloléseket, fény-,
konfokalis lézer szkenning- ¢és elektron mikroszkopiat hasznaltunk. Elsé
kérdéscsoportunk a matrix plaszticitdsdt patkanyban vizsgélta. Anterograd
palyakovetéssel kombinalt tobbszords immunhisztokémidval arra kerestiik a valaszt,
hogy az egymadssal projekcios kapcsolatban 4llo koztiagyi és kérgi struktirdk a
plaszticitaisuknak megfelel6 matrixfejlettséget mutatnak-e. Leirtuk a patkdny
talamuszanak matrixtérképét, és nugy talaltuk, hogy a matrix kiépiiltsége a kérgi és
koztiagyi struktarakban az adott régid plaszticitasat tiikrozi. Megallapitottuk, hogy az
aggrekan molekula termelésére, igy a matrix kiépitésére, mind a prae- mind a
posztszinaptikus sejt képes lehet. Kisérleteink masodik felében a hazicsirke agyanak
matrixara koncentraltunk; mivel ennek a fajnak az egyedei, szemben a legtobb eddig
vizsgalt emldssel, vilagrajottik utdn szinteteljes neuroanatomiai és funkcionalis
fejlettséget mutatnak. Megallapitottuk, hogy a hazicsirke jol fejlett matrixszal sziiletik,
jollehet az tovabbi posztnatalis differencialodast mutat. Féloldali szemletakaréassal elért
afferens deprivacioval megfigyeltiilk, hogy a matrix kialakuldsa fliggetlen az afferens
inger, jelenlététdl. Ezek alapjan arra kovetkeztetlink, hogy a hazicsirke agyveld
matrixanak kiépiilése genetikailag determinalt folyamat, fiiggetlen az afferens inger

jelenlététdl, ez pedig ellentétes a vizsgdlt emldsokben tapasztaltakkal.
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9. ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALO

The central nervous system of vertebrates is not solely composed of cells. A
substantial part of its volume is extracellular space, which is filled by the meshwork of
the extracellular matrix. This matrix is composed of a variety of proteins and
polysaccarides, which are secreted locally by neurons and glial cells. We focused on
two specialized matrix forms: the well known perineuronal nets surrounding the cell
bodies and the proximal neurites, and the so called axonal coats ensheating the synaptic
and perisynaptic axonal compartments. Perineuronal nets are thought to be responsible
for many functions; they protect neurons from stress, help to maintain their ionic millieu
or stabilize synapses. At the same time, our knowledge about the functional properties
of axonal coats is rather limited. Here we examined the plastic aspects of perineuronal
matrix in two species and at different ages using experimental neuroanatomy. As a main
matrix component, we labelled the aggrecan molecule which is produced by neurons.
Extracellular matrix components were visualized by single and multiple
immunohystochemistry using light- and confocal laser scanning microscopy and
electronmicroscopy. In the first part of our experiments we investigated the connections
between brain plasticity and extracellular matrix in the thalamus of the rat using
anterograde track tracing and multiple immunofluorescent labelling. We mapped the
matrix structure of the rat thalamus and found that the distribution of aggrecan-based
extracellular matrix is dependent on the role and plastic properties of the nucleus and its
corresponding cortical structure. In addition, we suggest that the aggrecan molecule
loads from both pre- and postsynaptic sides. In our further experiments, we focused on
the extracellular matrix of the central nervous system of the chick. In chickens,
perineuronal nets show very fast maturation which is probably due to the rapid
establishment of neuronal morphology and the immediate functional performance of the
animals. We show, that perineuronal nets can be identified very early, already on the
first postnatal day in the chick brain, however they thicken and complete with aging.
We also proved that extracellular matrix maturation is not principally determined by
light activation in the visual centers of chicks after monocular light deprivation. We
conclude that the establishment of the chick brain martix is genetically determined and
largely independent of the presence of afferent stimuli, in sharp contrast to experiences

in mammals.
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