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BEVEZETES

Az allati szovetek nem csupan sejtekbdl allnak. Térfogatuk jelentOs

hanyadat olyan makromolekuldk héalézata foglalja el, amelyek az extracellularis
matrixot képezik. Ezen molekuldk lokalisan termelddnek, szervezett haldzatot
alkotnak, és kozeli kapcsolatot 1étesitenek az dket termeld sejtek felszinével.
Az extracellularis matrix szdmos komponense a kozponti idegrendszerben is
megtalalhat6. A sejtek kozotti keskeny, résszerti tereket kitdltd matrix
molekuldk mar a fejldédé embrioban jelen vannak, a fejlédésben igen fontos
szerepet jatszanak, a feln6tt kozponti idegrendszer szinte minden teriiletén
megtalalhatéak. Ezen molekuldk tilnyomo6 részét a proteoglikanok ¢és a
glikoproteinek alkotjak, melyek népes csaladokat alkotnak.

A proteoglikdnok olyan molekulak, melyekben gluk6zaminoglikanok egy
tengelyfehérjéhez kapcsolodnak. A glukézaminoglikdnok (GAG-ok) ismétlodo
diszacharid- egységekbdl felépiilé hosszl, nem elagazodo szénhidratlancok. A
glukozaminoglikanokon beliil megkiilonboztetlink keratan-, dermatan-, heparan,
¢s kondroitinszulfatot, valamint hialuronsavat. A legtobb vizsgalt emlds
kozponti idegrendszerében a kondroitinszulfat proteoglikanok, azokon beliil is
az ugynevezett lektikdnok a leggyakoribbak. Kisérleteinkben ezen molekulak
koziil az aggrekanra koncentraltunk, mivel errél ismert, hogy neuronok termelik.
Az aggrekan molekula tengelyfehérjéinek kezdeti szakasza egy kapcsolofehérje
-ugynevezett link-protein- segitségével egy hialuronsav lanchoz kapcsolodik. Az
extracellularis matrix részeként a glukézaminoglikanok fehérjekhez csatlakozva
a proteoglikanok mellett glikoproteineket is létrehozhatnak.

A kozponti idegrendszeri extracellularis matrix a lektikdnokon kiviil
legnagyobbrészt a hozzajuk kotddé molekuldkbdl, a hialuronsavbol, link
proteinbdl és adheziv glikoproteinekbdl, ezeken beliil pedig leginkabb
tenaszcinokbol épiilnek fel.

A kondroitinszulfat proteoglikanoknak szamos funkciét tulajdonitanak a
kozponti idegrendszerben: tobbek kozott a szinaptikus résekben, illetve
periszinaptikusan elhelyezkedve befolyasoljak a posztszinaptikus —sejt
transzmitter-vezérelt ioncsatornainak lokalizacidjat, meggatoljak e receptorok
potenciacio), tehat a szinaptikus plaszticitds molekularis folyamatanak fontos
résztvevoi.

A kondroitinszulfat proteoglikdnok barrierként mitkddnek a kozponti
idegrendszerben. In vitro kisérletekben bizonyitottak, hogy a lektikan csalad
minden tagja képes szabalyozni az axonndvekedést, az idegszovet sériilés utani
reinnervacios folyamatait gatoljak. Patkdnyon végzett unilaterdlis nigrostriatalis
axotomia utani kondroitindz ABC (ChABC- kondroitinszulfatokat bonté enzim)
Megfigyelték, hogy a gerincveld hatsé kotegi sériilését kovetden a
kondroitinszulfat proteoglikdn molekuldk mennyisége megemelkedik, és mivel
tudjuk, hogy ezek az axonnoévekedést gatoljak, akadalyozzak a sériilt hatso
kotegi rendszer regeneracios folyamatait is. ChABC fecskendezése a sériilt



terliletre elbontja a proteoglikdnokat, ¢s a megszakadt axonok ndvekedéséhez
vezet, igy részleges gyogyulést lehetett elérni.

Jollehet az extracellularis matrix molekulai az agyszévetben homogénen
kiterjedve mindeniitt jelen vannak, az idegsejtek kitiintetett részei koriil feltlind
stirliségben is eléfordulhatnak. Mindezidaig két fenotipusat sikeriilt azonositani
ezeknek a matrix-aggregatumoknak: a perineurondlis halokat, melyek a
szomatodendritikus kompartment koriil, és a periaxondlis hiivelyeket, melyek
izolaltan egyes szinapszisok koriil talalhatdak.

A perineuronalis halokat el6szor Camillo Golgi irta le 1893-ban, de nem
csak 6, hanem Lugaro, Donaggio, Martinotti, Ramén y Cajal és Meyer is
vizsgalta 6ket. Napjainkban mar tudjuk, hogy ezek a perineurondlis halok a
kifejlett idegrendszer rendkiviil fontos komponensei, melyeket szamos fajban
vizsgaltak, az embert is beleértve.

A perineurondlis halok dsszetételiiket tekintve varidbilisak, és kiilonb6zd
tipusi neuronokat oOlelnek koriil. Ez a bonyolult perineurondlis struktira
hatarozott, ¢és 1igen stabil burkot képez a neuronok koril, sajatos
mikrokdrnyezetet hozva 1étre. Patkany neokortexében lektinhisztokémiai
reakcidkkal példdul harom kiilonb6zd tipust neuront boritd hald is megjelenik:
interneuronok, ritkdbban piramissejtek, és elszortan a VI. rétegben egy GABA-
erg sejtcsoport koril. A parvalbumin-pozitiv GABA-erg (tehat gatlo)
interneuronok gyakran rendelkeznek matrixburokkal. Ezeket ,,gyorstiizeld
interneuronoknak™  nevezzik, @ melyek  kiilonleges  elektrofiziologiai
tulajdonsagaikat leginkabb a Kv3.1B alegységgel rendelkez6
kaliumcsatornaknak koszonhetik. E kationcsatornak perineuronalis halokkal bird
gyorstiizeld interneuronok felszinén fordulnak elé a patkany agyveld szdmos
teriiletén. Patkanyban a piramissejtek az interneuronokhoz képest ritkan
burkoltak matrixszal, legnagyobb szamban jellemzden a latokéregben, legkisebb
szamban a szekundér motoros kéregben fordulnak eld.

A lektikanok a perineuronalis halok legfontosabb komponensei, melyet a
neuronok és a gliasejtek termelnek. A posztnatalis fejlodési folyamatok
elérehaladtaval a perineuronalis halok jellemz6en egyre Gsszetettebbé valnak, és
egyre hatarozottabb burkot vonnak a neuronok koré. A kifejlett extracellularis
matrixburok ellendll a kozeledd ) neuriteknek, tehat a perineurondlis haldk
barriert képeznek az 0j szinaptikus kapcsolatok kialakuléasa ellen.

Mindemellett a Kkifejlett perineuronalis halok az idegsejtek plasztikus
tulajdonsagait is csokkentik, igy fontosak a szinapszisok stabilizalasaban is.
Rendszerint a posztnatalis élet késobbi periddusaiban jelennek meg, gyakran
abban az idOintervallumban, amikor fenndll az ingerfliggd neuroplaszticitas
lehetésége. A ChABC degradalja a perineuronalis halokat, egyuttal csokkenti a
proteoglikanok barrier funkcidjat. Kisérletek demonstraltdk, hogy ChABC
kezelés utan a kifejlett patkanyok latokérgében visszadllt a 14tokérgi dominancia
plaszticitasa, a perineuronalis halok enzimekkel vald bontéasa igy eldsegitheti az

crer

mezdjében figyelték meg a perineurondlis halok diffuzza valasat és szaméanak



csOkkenését bajuszszOr irtas utan, mely az afferens inger jelenléte/mennyisége
¢s a perineuronalis matrix kiépiilése kozotti kapcsolatra vilagit ra.

Neurodegenerativ betegségekkel kapcsolatban szintén sokakban felmeriilt
a perineuronalis halok szerepe. Alzheimer korban elhunyt emberekbdl nyert
mintdkon kimutattak, hogy a perineuronalis burokkal rendelkezd idegsejtekben
nem jottek Iétre neurofibrillum lerakodasok még a salyosan karosodott
teriileteken sem, amit megfeleld transzgén egérmodellekben tovabbi in vitro és
in vivo vizsgalatokkal is alatdmasztottak.

CELKITUZESEK

Jelen értekezésben tobb aspektusbol kivantuk megvizsgalni a
perineurondlis €s periszinaptikus matrix eloszlasat €s plaszticitasfiiggését. Ezek
a kovetkezOk voltak:

1. Ismert, hogy a patkany eltéré plaszticitassal rendelkezd kérgi teriiletein
eltérd matrixmintazat lathat6. Egyik célunk volt kideriteni, hogy van-e
Osszefliggés az extracellularis matrix fejlettségében, mintdzatdban olyan
régiok kozott, melyek egyazon palya részei, tehat projekcios kapcsolatban
allnak. Mas szoval, egy kevésbé plasztikus kérgi teriilet, mely sok
perineuronalis  haloval rendelkezik, olyan koztiagyi/szubkortikalis
(talamusz) teriiletrdl kapja-e a bemenetét, melyet hasonld matrixfejlettség
jellemez?

2. A periaxonalis hiivelyek a kdzponti idegrendszeri extracellularis matrix
yjonnan felfedezett megjelenési formai, melyek human anyagban gatlo
végzddések koril jelentek meg. Eddigi feltételezések szerint a
perineurondlis  matrixot a  posztszinaptikus  sejtek  termelik.
Elektronmikroszkopos vizsgalatainkkal, és anterograd palyakovetéssel
kombinalt immunjeldléssel arra kerestiik a valaszt, hogyan jelentek meg a
periaxonalis hiivelyek a patkany talamuszaban, és lehetséges-e az, hogy
azokat a preszinaptikus neuron termeli?

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

4. Tudjuk, hogy patkanyban a perineurondlis halok fejlodeése fiigg az
afferens inger jelenlététdl. Utolsé kérdésiink az, hogy ha a fejlett
idegrendszerrel sziiletett hazi csirkében végziink féloldali funkcionalis
afferens deprivaciét, meg tudjuk-e akadalyozni a deprivalt oldali
matrixfejlodést?



MODSZEREK

Az allatkisérletek tervezése és kivitelezése az European Communities
Council 1996. november 24-i allatkisérleteket szabalyoz6 direktivaja
(86/609/ECC) és a Semmelweis Egyetem Allatvédelmi Tanicsadd Testiilet
Allatiigyi Etikai Bizottsaga altal jovahagyott (#63/2000) kisérleti protokollja
szerint tortént, amely megfelelt a Févarosi és Pest Megyei Mezdgazdasagi
Szakigazgatasi Hivatal Elelmiszerlanc- biztonsagi ¢és Allategészségiigyi
Igazgatosaganak Jarvanyiigyi és Allatvédelmi Osztalya 4ltal kiadott
utmutatasoknak (22.1/3453/003/2009).

Az extracellularis matrix vizsgalata patkany talamuszdaban

A kisérleteket 16 darab 5 honapos him és ndstény Wistar patkanyon
végeztiik. A patkdny talamuszaban 1év0 extracellularis matrix feltérképezéséhez
lektin-, és immunhisztokémiai jeloléseket alkalmaztunk. A glukdézaminoglikan
oldallancok N-acetil-galaktozamin részéhez erésen kotddik a  Wisteria
Floribunda agglutinin nevii lektin, mely az extracellularis matrix egyik
legsz¢élesebb korben hasznalt markere. Az immunjeldlésekhez aggrekan
tengelyfehérje elleni antitestet (HAG7D4), majd biotinilalt szekundér
antitesteket és avidin-biotin komplexet alkalmaztunk. Mindkét reakciot nikkel-
ammoOnium-szulfattal felerdsitett 3,3’- diaminobenzidin segitségével tettiik
lathatva. Az igy késziilt metszeteket fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

Az elektronmikroszkopos vizsgalatok soran szintén HAG7D4
immunhisztokémiat alkalmaztunk. A talamusz nucleus ventralis posterior-jat
valasztottuk ki részletes vizsgalat céljabol.

Kettds immunfluoreszcens festések soran anterograd palyajeldléssel
kombinalt immunhisztokémiat alkalmaztunk. Anterograd palyakdvetd
anyagként biotiniladlt dextrdn amint, az extracellularis matrix jeldléséhez
aggrekan tengelyfehérje elleni antitestet (HAG7D4-et) hasznaltunk.

Harmas jelolések soran anterograd palyakovetéssel kombinalt HAG7D4
¢és glutaminsav-dekarboxilaz (GAD) immunhisztokémiat alkalmaztunk, hogy az
aggrekan immunoreaktivitast a gatld terminalisokkal, és a talamusz afferenseivel
egyiitt tanulmanyozhassuk.

Az extracellularis matrix vizsgdlata csirke agyveloben

Az extracellularis matrix fejlodésének ¢és plasztikus valtozasainak
vizsgalatahoz Kiilonb6zé ¢letkora hazi csirkéket (Gallus domesticus, Hunnia
broiler hibridek, Babolna Kft., Magyarorszag) perfundaltunk. Az extracellularis
matrix ¢letkorfiiggd fejlédését harom darab harom honapos, hat darab
tizenharom napos allaton, és hat darab naposcsibén vizsgaltuk. Az allatokat
ketrecekben, normal allathazi koriilmények kozott tartottuk, majd fenti
¢letkorukban perfundaltuk. Tovabbi hat kiscsirkén (harom egyhetes allaton és



harom naposcsibén) megkezdtiik a féloldali szem letakardsat. A naposcsibék
szemét a beszallitas utan azonnal lefedtiik (pontos életkoruk kikelés utan 18 ¢€s
24 ¢6ra kozé esett). Ezeket az allatokat papirdobozokban szallitottak, minimalis
megvilagitassal. Tovabbi hat, jonnan kikelt (nevezziik ez esetben 0 naposnak-
PO) allat mar intézetiinkben kelt ki, a tojasokat a Babolna Kft.-t6l szereztiik be.
A tojasokat az inkubatorban a kikelés napjaig teljes soOtétségben tartottuk,
kikelés utan az d4llatok szemét azonnal letakartuk. A szem letakardsat
elhanyagolhat6 megvilagitas mellett, sotétben végeztiik.

Az extracellularis matrix életkorfliggd megjelenésének vizsgalatdhoz a
kapcsolofehérjét (CRTL-1) és az aggrekan tengelyfehérjét tobbféle antitest
segitségével (Cat-315, 1-B-5, HAG7D4, AB1031), a hialuronsavat pedig
fehérjekotési reakcioval tettlik lathatova. Emellett lektinhiszokémiat is
végeztiink, melynek soran a kondroitinszulfat proteoglikanok oldallancait
kiilonbozo lektinekkel (Wisteria Floribunda agglutinin, Helix aspersa agglutinin,
Vicia Villosa agglutinin, Soybean agglutinin) jeloltiik.

Kettés immunhisztokémiai jelolésekkel a  perineurondlis halok
eléforduldsat kolinerg és monoaminerg sejtcsoportok koriil is megvizsgaltuk.
Emellett kettds immunhisztokémiat is alkalmaztunk, hogy egyszerre tegyiik
lathatova az aggrekan-tartalmu perineuronalis halokat (Cat-315 anti-aggrekan
antitesttel) és a KV3.1p alegységgel rendelkez6 kaliumcsatornakat.

Az afferens deprivacid hatdsat immunhisztokémiai modszerekkel mutattuk
ki. Ezek soran az aggrekan tengelyfehérjét a Cat-315 nevii ellenanyaggal, a
kapcsolofehérjét anti-CRTL-1 ellenanyaggal detektaltuk.

Képalkotas

A DAB-reakciéval  megjelenitett  metszeteket  fénymikroszkop
segitségével vizsgaltuk. A tobbszords immunjeldléssel illetve palyakovetéssel
kombinalt kettés immunjeldléseket epifluoreszcens mikroszkoppal vagy
konfokdlis lézer szkenning mikroszkoppal (NIKON-BIORAD) végeztiik
intézetiinkben. Elektronmikroszképos vizsgaldddsainkat JEOL1200 EMX
berendezéssel vizsgaltuk.

EREDMENYEK

A HAGD4 immunoreaktivitas és Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA)
lektinhisztokémia jellemzoi patkany talamuszaban

Szériametszeteinken valtozatos aggrekan-pozitiv struktirikat és eloszlast
taldltunk patkany talamuszaban. A perineurondlis halokon kiviil, amiket
kiilonb6z6 magokban kiilonb6zd gyakorisdggal azonositottunk, egy masik
lokalizacid is megjelent, melyet Briickner €s mtsai periaxondlis hiivelyként
(,,axonal coat’-ként) azonositottak. A diffuz matrix jelolédési intenzitasa, a
perineuronalis halok gyakorisdga és a periaxonalis hiivelyek el6forduldsa a
patkany talamusz magjaiban valtozatos képet mutatott.



A keérgi teriiletekhez képest ritkabban eléforduld perineuronélis halok
azonositdsa utan figyelmiink a periaxonalis hiivelyek fel¢ fordult, melyek
elobbiektdl teljesen Onalldoan jelentek meg. Leginkabb apré holyagokra,
lemezekre hasonlitottak, melyek kozepén nem lattunk immunoreaktiv matrixot,
méretiilk és alakjuk azt sejtették, hogy ezen bemélyedések egy-egy boutont
fogadnak magukba. A periaxonalis hiivelyek foként 3-8 darabos csoportokban,
ritkdbban egyediil fordultak eld. Csoportos megjelenés esetén egymashoz
meglehetésen kozel, egyes helyeken szinte Gsszekapcsolodva taldltuk oOket.
Néhol egymds utan sorban, lancszemekként mutatkoztak, maskor inkabb
kerekebb csokor formdjaban.

Perineuronalis  héalokat ¢és periaxondlis hiivelyeket a legtobb
talamuszmagban tudtunk azonositani az eltérd erdsséggel festett diffuz matrixba
agyazva. JelentOs kiilonbségek voltak attol fiiggden, hogy mely magokban,
illetve ezeken beliil mely szubdiviziokban vizsgalodtunk. Ha altalanossagban
nézziik a matrix festédését, a legerdsebb aggrekan immunoreaktivitidst a
retikularis és az intralaminaris talamuszmagokban tapasztaltuk. Az eliilsé illetve
a medialis talamuszmagok igen gyengén festddtek, a dorzalis magok szintén
gyenge immunoreaktivitast mutattak, bar a matrix elébb leirt két megjelenési
formaja — a periaxonalis hiivelyek és a perineuronalis halok - ezekben a
magokban, a difflz matrix minimalis immunoreaktivitdsa miatt, feltlinden jol
abrazolddtak. A talamusz ventralis magcsoportjanak kiillonboz6 részeiben is sok
kiilonbséget talalhattunk. Az eliils6 motoros talamuszmagokban jol kivehetoek
voltak a periaxonalis hiivelyek illetve perineuronalis halok. A hatso ventralis
magokban, kiilondsen a nucleus ventralis posteromedialisban joval nagyobb
szamban fedeztiik fel a periaxonalis hiivelyeket, mint az itt gyengeébben ¢&s
kisebb szamban jelolt perineuronalis halokat.

A talamusz kiilonb6z6 magcsoportjaiban latott aggrekan-térkép nagyon
hasonlitott az azonos teriiletekr6l nyert WFA-lektintérképhez. Mind
perineurondlis hélokat, mind periaxondlis hiivelyeket azonositottunk a
kiilonb6z6 talamuszmagokban, az el6zéekhez hasonlo gyagkorisaggal.

Elektronmikroszkopia

A talamusz ventrobasalis magcsoportjdban szamos helyen talaltunk
HAG7D4 immunoreaktiv profilokat valtozatos neuronalis kompartmentekhez
kapcsoltan. A jelolt matrixformakat tobbszor az axonok preterminalis szakasza
kortil, gyliriszerli formaban talaltuk meg, ezek minden bizonnyal periaxonalis
hiivelyek voltak, melyek 5-10 tagu csoportokban fordultak el6. A neuronok
dendritjei koriil is gyakran talaltunk immunoreaktiv matrixot, szamos esetben
axodendritikus kapcsolatok koriil. Ezek a szinapszisok legnagyobbrészt lapos
vezikulakat tartalmaztak, ezért vélhetden gatld funkcioval birnak. A nagyobb
méretli  specifikus excitatorikus, illetve a kisebb méretli kortikotalamikus
terminalisok csak a legritkdbb esetekben rendelkeztek 6nallé matrixburokkal.
Azonositottunk  finom rajzolati  perineurondlis halokat is. Tovabbi
tapasztalatunk, hogy nem csak a neurondlis kompartmentek koriil, hanem



jellemzéen azokon belill is egyértelmli immunoreaktivitast talaltunk. A
sejttestek illetve a dendritek mellett a myelinhiivellyel biré axonokon beliil is
tobb esetben talaltunk aggrekdn immunoreaktivitast.

Anterograd pdlyakovetéssel kombinalt HAG7D4 és HAG7D4/GAD
immunhisztokémia

Mivel az immunoreaktiv periaxonalis hiivelyek leggyakrabban a talamusz
ventralis magcsoportjaban jelentek meg, azokat az agyteriileteket, magokat
injektaltunk anterograd palyakovetdé anyaggal (biotinilalt dextran aminnal),
amelyek vagy a talamusz ezen teriileten elhelyezkedd motoros - nucleus
ventralis anterior és ventralis lateralis (VA/VL) - magjaiba, vagy a szenzoros
(VPL, VPM, PO) magjaiba projicidlnak. Ezzel igyekeztiink demonstralni az
axon végficskdk preterminalis részeinek, valamint a végbunkoknak az
extracellularis matrix molekulaihoz val6 sajatos viszonyat. Az injektalt teriiletek
a kovetkezdk 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.

A kisagymagokbol, foként a nucleus dentatusbol a talamusz VA/VL
magjaiba felszalld rostok végzodései koriil tobb esetben azonositottunk
matrixakkumulacidt, hasonloképpen a nucleus gracilisbol ¢és a nucleus
cuneatusbol a VPL magba felszallo rostok, vagy a trigeminus magbdl a VPM
magba felszalld rostvégzodések koriil.

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

Az extracellularis matrix megjelenése és szerkezete csirke eloagyaban

Ismert, hogy fészekhagyd madarakban az idegrendszer differencidlodasa
¢s a szinaptikus kapcsolatok kialakuldsa mar a fejlédés korai szakaszaban
rendkivill gyorsan megtorténik. A héazi csirkének kikelés utdn azonnal
alkalmazkodnia kell kornyezetéhez, idegrendszerének fejlédése valosziniileg
emiatt zajlik ekkora sebességgel. Ezzel ellentétben tobb vizsgalt emlds faj
agyvelejében joval tobb 1dd, és emellett megfeleld mennyiségli afferens inger
sziikséges a matrix kiépiiléséhez a teljes fejlettség eléréséhez. Ezért voltunk
kivancsiak arra, hogy csirkében ez a rendkiviil gyors fejlddés vajon fiigg-e a
tojasbol vald kikelés utan eltelt id6tdl vagy a bejovo inger intenzitasatol?

Az extracellularis matrix felépitése csirke agyveloben
Vizsgélatainkban 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. A



Cat-315 ¢és 1-B-5 immunoreaktivitas a kiilonb6zd agyteriileteken szinte
ugyanolyan cellularis €s regionalis forméaban jelent meg. Ezt a mintazatot mar az
elsé posztnatalis napon detektaltuk. Mar ekkor jol lathatéak voltak a
perineurondlis halok, egy szintén jol kivehetd diffiz matrixon beliil. A 13 napos
allatokban mar jelentdsen emelkedett jelintenzitast lattunk, de egészen tisztan és
¢lesen kirajzolodd perineurondlis halokat csak felndtt allatokban figyelhettiink
meg. Jol elkiiloniild lektin-jelolt (HAA, SBA, VVA vagy WFA) perineuronalis
halokat csak a feln6tt allat kozépagydban figyelhettlink meg. A humdn- ¢és
ragcsalo aggrekan tengelyfehérjét jelolo HAG7D4 és AB1031 antitesttel kezelt
metszeteken nem detektaltunk immunoreaktivitést.

Az aggrekan-immunoreaktivitas intenzitisa az életkor elorehaladtival
Jokozodik

Mivel a Cat315-immunoreaktivitas a csirke agyveld valamennyi teriiletén
megbizhatd matrixjelolést adott, a kiilonbozd életkorokban ezt az antitestet
hasznaltuk a matrix fejlédésének kovetésére.

A csirke eldagya, kozépagya és kisagya egyenldtlen Cat-315 eloszlast
mutatott. A diffuzan eloszl6 matrix az agyveld minden teriiletén jelol6dott,
viszont a teriiletek kozott intenzitasbeli kiilonbségeket fedeztiink fel. Azon
agyteriiletek melyek nagyon kevés sejttestet tartalmaznak gyakorlatilag
immunoreaktivitast sem mutattak, vagy csak rendkiviil keveset. Az egy napos
allatok agyaban nagyon halvanyan jelolddtek a perineuronalis halok, sok esetben
voltak szemcsés szerkezetiiek, vagy csupan foltokban fedték a sejttesteket. Mig
a kiilonbozo agyteriiletek megtartottdk a rajuk jellemzd relativ jelolodeési
intenzitast, a P13 agyakban a perineurondlis halék sokkal karakteresebbek és
teljesebbek voltak, valamint jobban elkiiloniiltek a diffiz matrixtol. Ez a
folyamat tovabb er6sodott a harmadik honap végére.

A perineurondlis halok leginkabb a sejttest koriil jelentek meg, és csak
ritkan fordultak elé a dendritek proximalis szakaszain. Ellentétben a korabban
egérben, oposszumban vagy emberben tapasztaltakkal, az axonok kezdeti
szakaszai csak kivételes esetekben rendelkeztek matrixburokkal a csirke eld- és
kozépagyaban.

Az extracellularis matrix kiilonb6z6 fenotipusait a kisagyban kiilondsen
jol szemiigyre vehettik. A Purkinje sejtek jol lathato, sotét rajzolath
perineurondlis haldkkal voltak koriilvéve, igy a pericellularis kosarak helye is
sok esetben lathatova valt. A felnétt egyedekbdl késziilt metszeteken a Purkinje
sejtek dendritjei is jol kivehetdek voltak az dket boritd matrix miatt. A Ranvier-
befliz6dések helyeit IS szamos esetben megfigyelhettiik a fehérallomanyban az
intenziv aggrekan-immunoreaktivitisuk miatt. A kisagymagok perineuronalis
haloi élesen elkiiloniild profilokként mutatkoztak a perikarionok koriil.



A Cat-315 immunoreaktiv perineurondlis mdtrix sok esetben kollokalizdl a
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. rétegeben a Cat315-el jelolt
perineurondlis halok kolokalizaltak a Kv3.1p alegységgel rendelkezd
fesziiltségfiiggd kaliumcsatorndkkal. Ezt a jelenséget mar az egészen fiatal
allatokban is megfigyelhettiik. Ezzel ellentétben a ventralis pallidum kolin
acetil-transzferaz immunoreaktiv kolinerg neuronjai illetve az agytorzsi tirozin-
hidroxilaz-immunoreaktiv monoaminerg neuronok elkiiloniiltek a Cat315-
immunoreaktiv profilokt6l. Ezen megfigyelések jelent6sége az, hogy Osszecseng
a kordbban vizsgalt emldsokben tapasztaltakkal, ¢és egy filogenezisben
megOrzott sejtbiologiai sajatossagra hivja fel figyelmiinket.

A kondroitinszulfat proteoglikanok megjelenése fiiggetlen a beérkezd
ingermennyiségtol csirke latorendszerében

Vizsgalt emldsokben, mint macskaban és horcsdogben az extracellularis
matrix kiépiilése ingerfiiggd folyamat, amit tobb szenzoros rendszerben is
vizsgaltak, bizonyitottak. Naposcsibékben az agyveld neuronjai gyakorlatilag
teljesen differencialtak. Feltettiik a kérdést, hogy egyiitt jar-e ez a neurondlis
fejlettség az Oket koriilvevé matrix kialakulasdval, vagy tovabbi specifikus
afferens ingerek sziikségesek ahhoz. Az afferens deprivaciot a latorendszerben
végeztik el.

Az extracellularis matrix megjelenését a tectofugalis palya f6 allomasain
¢s szabalyoz6 magjaiban, igy a tectum opticumban, a nucleus rotundusban, az
entopalliumban és a nucleus isthmi pars magnocellularisban vizsgaltuk. Az elsd
csoportban a frissen kikelt csibéket, a masodikban 1 napos csibéket, a
harmadikban egyhetes csirkéknek fedtiik le egyik szemiiket, majd harom héttel
késobb vizsgaltuk meg kezeléslink hatasat. Mivel a hazi csirke latopalydja a
chiasma opticumban csaknem szaz szazalékban keresztezddik, a letakart
szemmel ellentétes oldali (kontralateralis) agyteriileteket, mint deprivalt oldalt
hasonlitottuk 6ssze a megkimélt oldallal. A perineurondlis halokat €s a diffiizan
eloszl6 matrix hatteret aggrekan tengelyfehérje- (Cat-315) és link-protein ellen
termelt (CRTL-1) antitestekkel jelenitettiik meg.

A Cat-315 ellenanyagot hasznélva intenziven festddott, jol kivehetd
perineurondlis héaldkat taladltunk mind a deprivalt, mind a megkimélt oldalon, a
tectum opticumban, a nucleus isthmi pars magnocellularisban, a nucleus
rotundusban és az entopalliumban. Az antitestekkel jelolt diffuz 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 hasonlosag a kiilonbozd életkorokban késziilt metszetekre is
jellemz6 volt, mind a diffdz matrixot, mind a perineuronalis halokat tekintve.



Minden vizsgélt régidban, tehdt 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.

A tectum opticumban, kiilondsen a 10. és 11. rétegben jol felismerhetd
perineurondlis halokat lathattunk amellett, hogy a diffiz matrix szintén erdsen
jelolédott. A nucleus isthmi pars magnocellularisban a diffiz matrixot illetéen
mast tapasztaltunk, ez joval gyengébben festodott, mig jol kivehetd
perineuronalis halokat talaltunk a nagyméretii sejttestek koril. A nucleus
rotundus perineuronalis haléi halvanyabbak voltak, de mindkét oldalon tisztdn
abrazolodtak. Végiil az entopallium extracellularis matrixa mindkét féltekében
szinte teljesen hasonlo festddéssel jelent meg.

A nulla oras, tehat a tojasbol frissen kikelt allatokhoz hasonldan,
egynapos ¢s 28 napos allatokon is végeztiink unilateralis fénydeprivaciot,
extracellularis matrixukat hasonléan harom héttel késobb vizsgaltuk. Ezen
talamo- vagy a tectofugalis palyak kapcsoloallomasain. A diffiz matrix
szerkezete, slrlisége, valamint a perineuronalis haldk felépitése szintén
egyforma volt mind a letakart, mind a megkimélt szem oldalan minden vizsgalt
régidban.

Osszegezve, a latopalya minden vizsgalt allomasan mindkét oldalon
megegyezd immunhisztokémiai megfigyeléseket tettiink, kiilonbséget az egyes
¢letkorokban késziilt metszetek intenzitasdban sem talaltunk a deprivalt és
megkimélt oldalak kozott. Ez az eredmény teljesen eltér attdl a ingerfiiggd
matrixfejlodéstdl, melyet az eddig vizsgalt emldsoknel (macska, patkéany,
horcsdg) mar tobb szenzoros rendszerben bizonyitottak.

KOVETKEZTETESEK

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

(1) A patkdny talamusziban taldlt eredményeinket Osszehasonlitva a
patkany kérgi struktardinak ismert matrixmintazatdval a kovetkezd
megallapitasra jutottunk: az aggrekdn-immunoreaktiv matrix gyakorisaga fligg a
vele kapcsolatban 4llo kérgi régié6 matrixmintazattol. Ugy talaltuk, hogy a
projekcios kapcsolatban 1€vo koztiagyi €s kortikalis strukturak az adott rendszer
plaszticitasat tiikrozik vissza.

(2) Megallapitottuk, hogy a patkany talamuszadban az extracellularis
matrix molekulai ritkdn alkotnak perineuronalis héalokat, kiterjedt matrixkeént
mindenhol jelen vannak, jellemzden azonban az axonok myelinhiively nélkiili,
preterminalis szakaszain kondenzélodnak. Mivel aggrekdn-immunoreaktivitast
ultrastrukturdlis vizsgélataink sejttestben, dendritben, de mielinhiivelyes
axonban is igazoltak, feltételezziik, hogy az aggrekan termeléséért mind a pre-
mind a posztszinaptikus sejt felelds lehet.



(3) Kiilonbozo életkort hazicsirke agyakban talalt eredményeink alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az aggrekéan alapu perineurondlis matrix a
tojasbdl valo kikelés utdn mar jelen van. A matrixmolekuldk sejttest koriili
akkumulacioja az életkorral fokozodik, mivel a perineurondlis halok az i1d6
elérehaladtaval koriilirtabba, karakteresebbé valnak. A megfigyelés, hogy a
perineurondlis halok teljesen kifejlett forméjukat csak felndtt korra érik el, azt
jelentheti, hogy a szinapszisok kiépiilése még nem fejez6dott be az elsé két
hétben, és a perineurondlis halok fejlédése a neuro- és szinaptogenezis tovabbi
tazisat is kiséri.

(4) Bizonyitottuk, hogy a hazi csirke latérendszerének allomasain a matrix
fejlodése a féloldali afferens deprivaciotol fiiggetlentil zajlott le. Ez alapjan arra
a megallapitasra jutottunk, hogy az extracellularis matrix kialakitasdhoz ¢és
fennmaraddasidhoz nincs sziikség folyamatos afferens ingerre. Arra
kovetkeztetiink, hogy a madéar agyadban a matrix eloszldsa genetikailag ¢s nem
ingerfliggden determinalt.
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