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BEVEZETES

Az allati szovetek nem csupan sejtekbol allnak. Térfogatuk jelentds
hanyadat olyan makromolekuldk halozata foglalja el, amelyek az
extracellularis matrixot képezik. Ezen molekulak lokalisan termelddnek,
szervezett haldzatot alkotnak, és kozeli kapcsolatot 1étesitenck az Oket
termel0 sejtek felszinével. A sejtek kozotti keskeny, résszerti tereket kitolto
matrix molekulak mar a fejlédé embridban jelen vannak, a fejlédésben igen
fontos szerepet jatszanak, a felndtt kozponti idegrendszer szinte minden
teriiletén megtalalhatéak. A kozponti idegrendszerben az idegsejtek,
gliasejtek és azok nytlvanyai kozotti sziik teret kitd1t6 extracellularis matrix
tobb komponensii struktiira, amely a neuron és a glia kdzos terméke.
El6fordulasa, Osszetétele az idegrendszerben eltéré, ugyanakkor
valtozékony is, mert a funkciondlis valtozasok a matrix megjelenésében
vagy éppen eltiinésében, atalakuldsdban jol kdvetheték. Ma mar ismert,
hogy az agyveld allomanyanak 20%-at az extracellularis matrix tolti ki. A
gerincesek kozponti idegrendszerében, az amorf alapallomany molekulai
vannak a legnagyobb mennyiségben jelen, igy a tovabbiakban ezekre a
molekulakra fektetiink hangsulyt.

Az extracellularis matrixot felépité molekuldk osztalyokba
sorolhatok. Fontos csoportjuk a poliszacharid lancokbdl felépiild
gliikozaminoglikdnok (GAG-ok). A gliikdzaminoglikanok kovalensen
kotédhetnek  fehérjékhez, 1étrehozva egy masik csoportot, a
proteoglikanokat. A gluk6ézaminoglikdnok  ismétlod6  diszacharid-
egységekbdl felépiild hosszt, nem elagaz6dd szénhidratlancok. A
glukézaminoglikanokon beliill megkiilonboztetiink keratan-, dermatan-,
heparan, és kondroitinszulfatot, valamint hialuronsavat. A legtobb vizsgalt
emlés kozponti idegrendszerében a kondroitinszulfat proteoglikanok,
azokon belil is az UGgynevezett lektikinok a leggyakoribbak.
Kisérleteinkben ezen molekuldk koziil az aggrekanra koncentraltunk, mivel
err6l ismert, hogy neuronok termelik. Az aggrekdn molekula
tengelyfehérjéinek kezdeti szakasza egy kapcsolofehérje — igynevezett link-
protein — segitségével egy hialuronsav lanchoz kapcsoldodik. Az
extracellularis matrix részeként a glukézaminoglikdnok fehérjékhez
csatlakozva a proteoglikanok mellett glikoproteineket is létrehozhatnak.

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

Jollehet az extracellularis matrix molekuldi az agyszovetben
homogénen kiterjedve mindeniitt jelen vannak, bizonyos tipusii neuronok



teste és proximalis dendritjei koriil aggregatumokat hoznak létre. Az igy
létrejott struktirat perineurondlis halonak nevezzik. Ez a ,0ltoz¢ék”
rendkiviil fontos szerepet tolt be az idegsejtek életében. Az extracellularis
matrix ujabban leirt formadja, izolaltan az axonok végbunkoéi koré rakodik le,
melyet periaxonalis hiivelyeknek neveziink.

A perineuronalis halokat el6sz6r Camillo Golgi irta le 1893-ban, de
nem csak 0, hanem Lugaro, Donaggio, Martinotti, Ramon y Cajal és Meyer
is vizsgalta 6ket. Napjainkban mar tudjuk, hogy ezek a perineuronalis halok
a kifejlett idegrendszer rendkiviil fontos komponensei, melyeket szamos
fajban vizsgaltak, az embert is beleértve.

A perineuronalis halok rendkiviil fontos funkciokkal rendelkeznek.
Fontosak az extracellularis tér és az intracellularisan talalhato sejtvaz kozti
kapcsolat 1étrehozasaban. JelentOs szerepet jatszanak az ionhomeosztazis
fenntartasaban, gyakran taldlhatéak gatld interneuronok koriil. Védelmet
nyujtanak a neurodegenerativ folyamatokkal szemben és szabalyozd
szerepiik van a szinaptogenezis soran. Az is bizonyitott, hogy a kifejlett
extracellularis matrix ellenall a kozeled0 neuriteknek, valamint, hogy
csokkenti az idegsejtek plasztikus tulajdonsagait. A  plasztikus
tulajdonsagok alatt az idegsejtek szinaptikus kapcsolatainak valtozasait,
erdsségiik, illetve hatékonysaguk modosulasait értjiik.

A kovetkezokben leirt kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogyan jelenik
meg a extracellularis matrix az ember kozponti idegrendszerében.

Az emberi gerincvel§ kiilonboz6 szakaszainak matrix felépitését és
morfologiai sokféleségét vizsgaltuk. Tanulmanyoztuk a perineuronalis
halok kapcsolatait az alapvetd matrixkomponensekkel. A  tobbszords
jelolések kimutattuk az extracellularis matrix kiilonb6zé neuronalis-,
neurotraszmitter- és receptor altipusokhoz vald viszonyat. Ravilagitottunk,
hogy a perineuronalis halok illetve a periszinaptikus hiivelyek hol és milyen
mennyiségben fordulnak eld.

Az ember kiilsd térdestestében kapott eredményeink meglepd
fordulatot hoztak, mivel eredményeink az eddig eml8sokben kapott
eredményektol eltérnek.

A humdn  hippocampusban elkészitettik  kondroitinszulfat
proteoglikdn tartalmu matrixtérképet. Olyan perineuronalis haldkat
figyeltiink meg, melyek az emberben a korabbi — eml6s6kben tapasztalt —
adatoktol eltéréen mas idegsejteket boritanak.



CELKITUZESEK

Az eml6sok kdzponti idegrendszerének extracellularis matrixat tobb

fajban vizsgaltdk. Hasonlé ismeretek humédn mintdkon csak hidnyosan és
korlatozottan allnak rendelkezésre. Munkankkal ezt az tirt kivantuk pétolni;
harom, a kdzponti idegrendszer eltérd felépitésti és hierarchidju teriiletére
iranyitottuk figyelmiinket, hogy ott az extracellularis matrix és annak
korabban ismertetett komplex megjelenési formait, kémiai heterogenitasat
feltérképezhessiik. Ebben a perineuronalis matrix legfébb komponensét, a
kondroitinszulfat proteoglikanok csaladdjaba tartozé aggrekant és brevikant
vizsgaltuk.

1.

A gerincveldben folytatott terapids torekvések arra §sszpontositanak,
hogy az axonregeneracidt az extracellularis matrix bontdsaval
megkonnyitsék. Ezek a vizsgalatok figyelmen kiviil hagyjak a
neuronok  kozvetlen kornyezetét alkotd szomatodendritikus
kompartmentet. Arra kerestik a wvalaszt, milyen neurokémiai
Osszetételi perineurondlis és periszinaptikus matrix allomany
talalhato a gerincveld kiilonbdz6 neuroncsoportjai €s terminalisai
koriil, és mindez mutat-e eltéréseket a kiillonbdz6é morfoldgiai és
neuroanatémiai funkciokkal bir6é szegmensek kozott.

A koztiagyban a kiilsé térdestestre forditottuk figyelmiinket, mert
ezen a teriileten eldzetes, attekintdé vizsgalataink soran igen kis
szamban talaltunk perineuronalis halokat. Feltettiikk a kérdést, hogy
egy kozismerten aplasztikus, kapcsoloallomasként szolgald
agyteriilet milyen kompartmentalizaltsigu extracellularis matrixot
alakit ki neuronjai kortil.

A human hippokampuszban folytatott munkank soran arra voltunk
kivancsiak, hogyan szervezddik egy koztudottan plasztikus kérgi
agyteriilet matrixdsszetétele az emberi idegrendszerben, taldlunk-e
filogenetikai kiilonbségeket mas emlGsokben tapasztaltakhoz.
Megvizsgaltuk, milyen neuroncsoportok ¢és milyen természeti
szinapszisok kortl talalunk fokalis matrixakkumulaciot.



MODSZEREK

Humdn mintik

Az emberi szovetmintdkat a Semmelweis Egyetem II. szdmu
Pathologiai Intézete bocsatotta rendelkezésiinkre, azok felhaszndlasa a
Semmelweis Egyetem etikai engedélyével tortént. Mintdinkat olyan
tetemekbol kaptuk, amelyek kortorténetiikben semmilyen neurodegenerativ
betegség jelét nem mutattak.

Agymintainkat egy 15 és egy 18 6ra PMD idejii tetembdl, gerincveld
mintainkat egy 12 és egy 15 6ra PMD idejii tetembdl nyertiik.

Fixalas

A humidn mintdkon legtobbszor alkalmazott immerzids fixalas
helyett az érpalyan keresztiil fixaltuk a kdzponti idegrendszer szerveit. Az
agy- és gerincvel6t elészor in situ, az artérias és vénas rendszerbe illetve a
gerincveld esetén a szubarachnoidealis térbe vezetett kaniilon keresztiil
perfuzios fixaldoldattal tartositottuk.

Metszés

A mintaink egy részét fény-, immunfluoreszcens vizsgalatra
dolgoztuk fel, ehhez 40 um vastagsagu metszeteket készitettiink. A festésre
szant mintakat krioprotekcid utan kriosztattal metszettiik le.

Nemspecifikus endogén peroxidaz aktivitds csokkentése, blokkoldsi lépés

A fénymikroszkopos vizsgalatra feldolgozott metszeteket foszfat
pufferben (PB) tortént tobbszori mosas utan metanolban oldott H,O,
oldataba helyeztiik azért, hogy az endogén peroxidaz aktivitast csdkkentsiik.
Tovabbi eldkezelésként natrium-borohidridben, hogy a képzddott aldehidek
mennyiségét redukaljuk. Ezt kdvette a blokkolasi 1épés, amit szarvasmarha
szérum albumint, kazeint és normal szamar szérumot tartalmazo tritonos
PB-ben végeztink azért, hogy elkeriiljik a nem-specifikus szekunder
antitestkotést.

Lektinhisztokémia

A szabadon Usz6 metszeteket PB-ben higitott biotinilalt Wisteria
floribunda agglutininnel (WFA) reagaltattuk egy ¢éjszakan at,
szobahdmérsékleten. PB-ben tortént mosas utan a szovetet avidin-biotin
komplexbe helyeztiik. Az Osszekapcesolodott avidin-biotin - komplexet
(ABC) egy kromogén, a 3,3’-diaminobenzidin segitségével (DAB)
csapadék  formajaban  tettiik  lathatova  nikkel-ammoénium-szulfat



jelenlétében azért, hogy a reakcié intenzivebb legyen. Tobbszords PB-rel
tortént mosas utan a metszeteket zselatin bevonatu targylemezre huztuk fel.

Immunhisztokémia

A metszeteket ¢éjszakan keresztiil inkubaltuk a higitott primer
ellenanyagokkal normal szamar szérumot tartalmazé tritonos PB oldataban.
Tobbszords immunjeldlések esetén a primer antitesteket ugyanazon
oldatban (koktélban) higitottuk.

Aggrekdn és brevikan alapu tengelyfehérje primer antitestekkel valo
detektdldasa

Az aggrekan tartalmi matrixot monoklonalis, az aggrekan
tengelyfehérjét felismer6 HAG7D4, Cat-301 és Cat-315 ellenanyagokkal,
valamint az aggrekan kapcsolofehérjét  felismerd, anti-CRTL-1
ellenanyaggal tettiik lathatova. A matrix brevikan komponensét brevikan
ellenes ellenanyaggal, a tenaszcin molekulat pedig tenaszcin ellenes
antitesttel jelenitettiik meg. A hialuronsavat fehérje-kotési reakcidval tettiik
lathatova. A szabadon Uszo metszeteket Streptomyces hyalurolyticusbol
izolalt hialuronidaz enzimmel el6kezeltik, majd specifikus biotilinalt-
hialuronsavkoté fehérjével reagaltattuk.

Szinaptikus markerek és a neuronok dendritjeinek primer antitestekkel
valo jelolése

Szinaptikus markerként, anti-glutamat-dekarboxilaz 65/67 antitestet,
1-es tipust vezikularis glutamat transzporter ellenes antitestet vagy anti-
parvalbumin antitestet hasznaltunk. A neuronok azonositisara anti-kolin-
acetiltranszferaz antitestet, anti-P anyag ellenes antitestet, a gamma-amino-
vajsav (GABA) receptor ellenes antitestek koziil a monoklonalis GABA 4 32
ellenanyagot, a glicin receptor (Gly-R) ellenes antitestek koziil pedig a
monoklondlis GlyR4a antitestet hasznaltuk.

A neuronok dendritjeinek lathatova tételéhez SMI 311 antitestet, a

gliasejtek megjelenitéséhez glialis fibrillaris savas protein (GFAP) ellenes
antitestet hasznaltunk.

Az epitopok fénymikroszkopos elemzéshez valo lathatova tétele egyszeres
jelolésekben

A primer antitest oldatat metszeteinkrdl eltavolitottuk, azokat PB-rel
tobbszor atmostuk. Ezutdn 60 percig biotinildlt, szamarban termelt egér-,
nyul- vagy kecske ellenes immunglobulin savoval reagaltattuk (szekunder
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antitest). Ismételt mosasi 1épések utan a metszeteket az eldre elkészitett
avidin-biotin ~ komplekszel ~(ABC) reagaltattuk egy  oran &t
szobahdmérsékleten. Az immunprecipitdtumot nikkel-ammonium-szulfattal
felerdsitett DAB segitségével tettiik lathatova. A fénymikroszkopos
vizsgélatra szant metszeteket zselatinozott targylemezre huztuk fel, és
DePex-szel fedtiik le.

Tobbszords immunfluoreszcens jelolések

A kettés- és harmas immunfluoreszcens jelolésekhez a felsorolt
szinaptikus vagy neuronalis markereket az aggrekan vagy brevikan ellenes
antitestekkel kombinaltuk. A metszeteket ezutan kiilonb6z6é fluoreszcens
szekunder ellenanyagokkal, igy tobbféle szinii karbocianinnal (Cy2, Cy3,
Cy5) konjugélt szamarban termelt egér, nyal vagy kecske -elleni
immunglobulinok keverékével reagaltattuk. A metszeteket végiil felhuztuk
targylemezekre €s szaritas utan glicerol zselatinnal fedtiik le.

Elektronmikroszkopia

Az elektronmikroszkopos feldolgozas soran a kiils6 térdestestbol és a
hippokampusz CA1 régiojabol vibratommal 50pum vastag metszeteket
készitettink, majd ezeket alaposan atmostuk 0,1 M-0s PB-ben. Ezt
kovetden a korabban ismertetett modon a kiilsé térdestest esetében
HAG7D4, mig a hippokampusz esetétben HAG7D4 ¢és brevikan
immunjelolést végeztink. A metszeteket 1 oran 4t ozmium-tetroxid
oldataval szobahomérsékleten utanfixaltuk, majd dehidralas utdn Durcupan-
ba agyaztuk. A gyantaba agyazott mintakbol ultravékony metszeteket
készitettiink, ezeket Formvarral hartyazott gridekre vettiik fel.

Képalkotas

Az immunperoxidazzal jelolt metszeteinket Nikon
fénymikroszkoppal vizsgaltuk. Bio-Rad Radiance 2100 Rainbow konfokalis
lézer szkenning mikroszkopot hasznaltunk az immunfluoreszcensen jelolt
mintdk vizsgalatdhoz. Ultravékony metszeteinket JEOL1200 EMX
elektronmikroszkoppal tanulmanyoztuk.



EREDMENYEK

Az extracellularis matrix eloszlisa és megjelenési formai az emberi
gerincveldben

Altaldnos immunhisztokémiai megdllapitisok

A perineuronalis és periszinaptikus extracellularis matrix a human
gerincveldben jellegzetes regionalis eloszlast mutat, nagy strukturdlis és
kémiai sokszinliség jellemzi. A kondroitinszulfat proteoglikdn alapu
extracellularis matrix jellemzését a reprezentativ gerincveldi szegmensek
analizisére alapoztuk. Kiilonb6zd citokémiai markereket hasznaltunk a
matrixkomponensek és a neuronok azonositasara.

Ot alapvetd extracellularis matrixkomponenst vizsgaltunk a kémiai
heterogenitas feltérképezéséhez: hialuronsav, aggrekan, brevikan, CRTL-1
(HAPLN-1, link protein) és a tenaszcin komponenseket. Hialuronsav és
tenaszcin tartalm( extracellularis matrixot az emberi gerincvelé fehér- és
szlirkeallomanyaban majdnem mindeniitt talaltunk. Figyelemre méltd, hogy
a substantia gelatinosa teriiletén gyengén vagy egyaltalan nem
tapasztalhatunk hialuronsav  immunrekativitast. Megfigyeléseink azt
mutattak, hogy a tenaszcin festddés a hatsé szarv teriiletén intenziv,
kiilondsen a gerincveld hati, agyéki és keresztcsonti szakaszan. Elsésorban
aggrekan, brevikan és CRTL-1 pozitiv aggregatumokat figyeltink meg a
neuronok szomaja, dendritjei és axonterminalisai koril. Ezek a
sziirkeallomanyban koncentralodtak, megkimélve a fehérallomanyt.
Perineuronalis halokat leginkabb aggrekan immunoreaktivitasuk alapjan
azonositottunk. Ezzel szemben a brevikan és a CRTL-1 a disztalis
dendritszakaszok mentén fordult eld.

Munkédnk  sordn a  gerincvel6  szakaszainak  részletes
immunhisztokémiai elemzését is elvégeztiik. Osszehasonlitottuk egymaéssal
a gerincveld kiilonb6z6 szegmenseinek matrixdsszetételét. Legfontosabb
megfigyeléseink, hogy a gerincveld hatso szarvaban hianyzik az aggrekan-
immunreaktivitas, a CRTL-1 és a brevikan jelen van a substantia gelatinosa
teriiletén, azonban a Lissauer-zonaban nem mutatkozik, a Clarke-Stilling- és
intermediomedialis magok jol elhatarolodnak az idegsejtek koriil talalhato
vastag perineuronalis halok révén és szamos eliils szarvi motoneuron van
koriilvéve perineuronalis halokkal.

Perineuronalis halok jellemzden a gerincveld tavoli kapcsolatokkal
birdé régioiban taldlhatéak, igy a sziirkedllomany ventralis és oldalsd
szarvaban kiterjedt aggrekan immunreaktivitast talaltunk. A perineuronalis
haléval rendelkezd magok kozé tartozik a Clarke-Stilling mag, az
intermediomedialis mag és az eliilsé szarvi nagy motoneuronok csoportja.



Mig ezek a magok kiilonb6z6 — motoros, szenzoros vagy vegetativ —
rendszerek részei, k6zos jellemzéjiik, hogy tavolra projicialo neuronokat
tartalmaznak. Ez ellentétben all a legtobb agyi régioban talaltakkal, ahol a
perineuronalis halok interneuronok ¢€s nem principalis sejtek koriil
fordulnak eld. A ,kapcsolat” a hosszil axonnal rendelkezé neuronok és a
perineuronalis halok kozott azonban korantsem kizar6lagos, mivel példaul
az intermediolateralis magokban vannak olyan neuronok, amelyek nem
rendelkeznek perineuronalis haloé boritékkal.

A hats6 szarvat nagyszamu afferens rost éri el, amelyek a Lissauer-
zonan keresztiilhatolnak a sziirkeallomanyba. Megfigyeltiik, hogy itt izolalt
matrix aggregatumok jelennek meg, amelyek a mi készitményeinken
CRTL-1 vagy brevikan tartalmu periaxonalis hiivelyként tiinnek fel,
feltehetden szinapszisok kortil.

Az extracellularis matrix  kapcsolata  specifikus  neuronokkal,
neurotranszmitterekkel és receptorokkal

Az  extracellularis matrix  kiillonb6z6  neuron  tipusaival,
neurotranszmitterekkel és receptor tipusokkal valé kapcsolatainak
vizsgalatahoz a  gerincveld nyaki szakaszat  valasztottuk. A
legszembetin6bb neuronpopulaciot a nagy kolinerg motoneuronok alkottak,
amelyek a gerincveld eliilsé szarvaban csoportosulnak. A legtdbb ilyen
neuront (nyaki szegmens: 71%, mellkasi szegmens: 64%; agyéki szegmens:
64%, szakralis szegmens: 81%) aggrekan-immunreaktiv perineuronalis halo
vette koriil, kiilonb6z6 intenzitassal boritva a szomatodendritikus szakaszt.
Mindazonaltal nem minden ChAT-immunreaktiv neuron rendelkezett
perineuronalis haloval és a perineuronalis halok sem kizarélagosan kolinerg
neuronok koriil mutatkoztak. Ezzel ellentétben a brevikan-immunreaktiv
matrix a dendritek disztalisabb részén jelent meg nagy intenzitassal;
jellemzden azonban periaxonalis hiivelyekként jelentek meg a neuronok
felszine mentén.

Nagy szamban taldltunk Gly-R immunreaktivitast a gerincveld
sziirkedllomanyéanak egész teriiletén, de azok nem kolokalizaltak a HAPLN-
l-immunreaktiv profilokkal. Ezzel ellentétben a brevikan-immunreaktiv
periaxonalis hiivelyek kolokalizaciot mutattak Gly-R-kal. A  nagy
motoneuronok dendritjei mentén lathatbak a HAPLN-l-immunreaktiv
profilok, amelyek atfedtek a GABAa-immunreaktivitassal.

A serkentd szinapszisok vizsgalatahoz 1-es tipust vezikularis
glutamattranszporter (VGLUT-1) ellenes antitestet hasznaltunk. A VGLUT-
1-immunoreaktivitas a gerincveld sziirkeallomanyaban mindeniitt fellelhetd
volt. CRTL-1-immunoreakcié kirajzolta dendritszakaszokon, azzal
kollokalizalva tobbszor is talaltunk VGLUT-1-immunfestett profilokat.



A CRTL-1 homogén immunreaktivitasa alacsony volt a hatso szarv I
é¢s Il lamindjaban, ami lehetévé tette szdmunkra, hogy a P-anyag
immunreaktivitdst mutat6 teriileteket koriilvevd periszinaptikus matrixot
vizsgaljuk. Nem talaltunk kolokalizacidt vagy kozeli kapcsolatot a P-anyag-
immunfestett rostok és a CRTL-1-immunreaktiv matrix profilok kozott.

Az extracellularis matrix eloszlasa és megjelenési formai az ember
kiilsé térdestestében

A kiilonb6z6 matrixkomponensek ellen termelt antitestek részleges,
de nem teljes atfedéssel jelenitették meg a kiilsé térdestest sejtes elemei
koriil megjelend extracellularis matrixot.

Legfontosabb megfigyelésiink az volt, hogy olyan tipikus
perineuronalis halokat, amiket a gerincesek kozponti idegrendszerében —
koztik az emberében — korabban leirtak, a kiils§ térdestestben nem
talaltunk, az immunfestés gyenge volt az idegsejtek szomaja koril. Kis
ovoid alakt periaxonalis hiivelyeket azonositottunk a térdestest kiilonb6z6
rétegeiben. Ez éles kontrasztban all azon korabbi, mas emlésokben végzett
tanulmanyokkal, melyek szerint a kondroitinszulfat proteoglikan alapu
extracellularis matrix mas emlésok kiilsé térdestestjében perineuronalis
halok formajaban jelenik meg. A periaxonalis hiivelyek tomegesen jelentek
meg a proximalis- és intermedier dendritek koriil, kirajzolva a neuronok
dendritjeinek konturjat.

WFA lektinhisztokémiai jelléssel sem perineuronalis halok, sem
periaxonalis hiivelyek nem festédtek a corpus geniculatum lateraleban. A
lektinjel hianya azonban nem a szdvet vagy fixalasi folyamat hibaja, mivel
tobb tipikus perineuronalis halot fedeztiink fel a — a kiilsé térdestesttdl
dorzalisan elhelyezkedd - pulvinar thalamiban. Ezt anti-aggrekan
immunfestéssel (HAG7D4) szintén azonosithattuk.

Aggrekan  tengelyfehérje  kimutatisa  HAG7D4  anti-aggrekdn
immunreakcioval

Mind a parvo-, mind a magnocellularis rétegekben talaltunk
HAG7D4-immunoreaktivitast. A magnocellularis rétegek latvanyosan
er6sebben festddtek. A nagysejtes rétegekben (1. és 2. réteg) a dendriteket a
periaxonalis hiivelyek korvonalazzak, néhany esetben igen hosszan (kozel
30-40 pm-es szakaszon). Masrészr6l a periaxonalis  hiivelyek
véletlenszerien és elszortan is megjelentek a kiilsé térdestestben. Erds
immunreaktivitasi perineuronalis haldokat az 1. és 2. magnocellularis
rétegek kozotti interlamindris rétegben azonositottunk. A parvocellularis



rétegekben sokkal gyengébb homogén hattérjelet tapasztaltunk, viszont
ennek koszonhetden felfedeztiink néhany perineuronalis halot. A neuronok
periszomatikus része nem, azonban a dendritek konturja tisztan kivehetd
volt.

A peridendritkus matrix nem Osszefiiggben festodott. A
peridendritikus hiivelyeket 40-50 pum vagy annal hosszabb szakaszon
lehetett kdvetni a dendritek mentén. A latszolag egyenletes eloszlasu,
fiiggetlen, nem csoportosuld periaxonalis hiivelyekkel nem talalkoztunk
olyan gyakran, mint a magnocellularis rétegekben.

CRTL-1 immunreaktivitds jellemzdi a kiilsd térdestestben

A CRTL-l-immunreaktivitds  soran  kapott  eredményeink
hasonlitottak, de nem teljesen azonosak a HAG7D4 immunfestés
eredményeivel. A magnocellularis rétegekben er6sen immunreaktiv
periaxonalis hiivelyekkel talalkoztunk. A periaxondlis hiivelyek a legtobb
esetben latszolag rendezetleniil helyezkedtek el, azonban a dendriteken
lancokat formaltak és szinaptikus végzddések soraira emlékeztettek. A
parvocellularis rétegben csak nagyon kevés, gyengén fest6dd
matrixelemmel taladlkoztunk. Ezek a képletek sokszor nehezebben
azonosithatd periaxonalis hiivelyek voltak, melyek rovid lancokba
rendezOdtek és hasonlitottak a maximum 10-20 pm hosszan kovethetd,
HAG7D4-immunreaktiv peridendritikus matrixmintazatra. Jollehet CRTL-1
immunfestéssel nem lattunk olyan jol kivehetd neurondlis konturokat, mint
a HAGT7D4-immunhisztokémiaval, a tipikus immunreaktiv struktarak
mindkét esetben periaxonalis hiivelyek voltak.

Cat-301 és Cat-315 immunreaktivitds jellemzoi

A Cat antitestek kozott a Cat-315 nyujtotta a legegyedibb
immunfestést. A magnocellularis rétegekben kis periaxonalis hiivelyek
foglaltak helyet, vékony, rovid (15 um hossziisagu) periaxonalis hiively
lancolatokat hoztak létre. A parvocelluldris rétegekben a perikarionok
kozotti teriilet nagyon halvanyan fest6dott, azonban igy taldlkoztunk — mas
immunfestéssel nem detektalhatdé — vékony, rostszeri struktarakkal is.
Egyes esetekben ugy tiint, hogy dendritikus szakaszok korvonalazddnak,
immunreaktivitds ugyanakkor alig voltak kiveheté a sejttestek koriil. A
magnocellularis rétegben a HAG7D4- ¢és CRTL-1-immunreaktiv
profilokhoz hasonld strukttrakat lattunk, mindazonaltal nem sikeriilt teljes
biztonsaggal azonositani a dendritek tengelyét, ezért a neuronalis formak
csak néhol sejlettek fel a diffaz matrixban.

A Cat-301 festéssel gyenge periszomatikus ¢és  erdsebb
peridendritikus jelet tapasztaltunk a nagysejtes rétegekben és hasonlo, de
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bizonytalanul azonosithaté profilokat a kissejtes rétegben. Mindazonaltal
periaxonalis hiivelyeket mind a parvo-, mind a magnocellularis rétegekben
lattunk.

Az aggrekan kolokalizdacioja mds extracelluldris mdtrix markerekkel

Konfokalis [ézermikroszkoppal végzett vizsgalataink szerint a
HAG7D4-immunreaktiv periaxonalis hiivelyek nagy része kolokalizal a
CRTL-1-immunreaktiv strukturakkal. Ezzel szemben ritkan azonositottunk
HAG7DA4/Cat-315 kettdsen immunreaktiv struktirat a magnocellularis
rétegekben. Ez valosziniileg azt jelentheti, hogy a Cat-315 antitest nem csak
az aggrekan tengelyfehérjét ismeri fel, hanem egy masik epitopot, melynek
glialis eredetét mar korabban gyanitottak.

Szinaptikus markerek megjelenése az aggrekan-immunreaktiv strukturak
kozvetlen szomszédsdgdaban

Kettés immunfluoreszcens jeldléseink azt mutattdk, hogy a
HAG7D4-immunpozitiv struktardk tobb esetben VGLUT-1-t tartalmazo
profilok kozvetlen szonszédsagaban taldlhatok. A GAD-immunreaktiv
profilok — amelyek szdma kevesebb volt — gyakrabban mutattak atfedést a
HAG7D4-immunreaktiv struktarakkal. Viszonylag kevés PV-immunpozitiv
struktura tint fel a HAG7D4-immunreaktivitds koézelében. Kvantitativ
méréseink azt mutattak, hogy a VGLUT-1, illetve a PV-immunreaktiv
profilok kis hanyada (4-6%) van szoros kapcsolatban a HAG7D4-
immunpozitiv periaxondlis hiivelyekkel, mig ez az arany 38%-ra nétt a
GAD pozitiv profilok esetében.

A kiilonbozd extracellularis matrix komponensek kapcsolata a neurondlis
vagy glidlis strukturdakkal

A HAG7D4 és a Cat-315 immunfestés hasonld fenotipusu, de
feltételezhetéen kiilonbdz6 struktarakhoz kapcesolodik. Az SMI-311-
immunreaktiv  dendritek mentén szdmos HAG7D4-immunreaktiv
periaxonalis hiivelyt azonositottunk. Ezzel szemben a Cat-315-immunjel6lt
profilok néha GFAP-immunpozitiv strukturdkkal is kolokalizaltak.

Elektronmikroszkopia

Ultrastrukturalis szinten HAG7D4 immunreaktivitast a szoma koriil
kevésbé, inkabb a dendritek proximalis szakaszai koriil tudtunk azonositani.
Immunoreaktivitasra utalé elektrondenzitast a sejten kiviili térben talaltunk.
Ezek a vékony, jelolt matrix akkumulaciok tobb esetben axodendritikus
junkciok és néhany esetben a glialis strukturak kozvetlen kézelében voltak
lathatoak.
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Az extracellularis matrix eloszlisa és megjelenési formaja az emberi
hippokampuszban

Aggrekdan-immunreaktivitis az ember hippokampuszanak extracelluldris
mdtrixdaban

Az aggrekan eloszlasat a tengelyfehérjéhez kototo AB1031 és Cat-
301, valamint az N-terminalishoz k6t6d6 HAG7D4 antitestekkel vizsgaltuk.

A hippokampusz minden teriiletén detektaltunk perineuronalis
halokat, ezek a kiillonbozo régidkban és azok rétegeiben eltérd modon
fordultak eld.

A perineuronalis halék ABI1031-, Cat-301- ¢s HAG7D4-
immunoreaktivitdsa gyakran, de nem minden esetben fedett at,
piramissejtek koriil azonban egyik antitestiinkkel sem sikeriilt megjeleniteni
azokat. Perineuronalis halokat leggyakrabban a CA1 régioban lehetett latni,
kiilondsen a stratum oriensben, multipolaris neuronok kdrvonalat kirajzolva.
Mig a piramissejtek rétege nagyrészt aggrekan immunonegativ volt, sok
multi- vagy bipolaris morfologiai megjelenésii perineuronalis halot
azonositottunk a stratum radiatum és lacunosum-moleculare rétegekben. Az
entorhinalis kérget a principalis réteg intenziv matrix pozitivitisa tette
kdénnyen felismerhetové.

Kiilonbozo fenotipust perineuronalis halokat azonositottunk, igy éles
kontura ,klasszikus” és ,diffuz” altipusokat, melyek létezésére korabbi
tanulmanyok mar utaltak. Az AB1031-, Cat-301- vagy HAG7D4-
immunreaktiv matrix hiivelyeket alakitott ki a dendritek mentén, melyeket
tobb mint 50 um hosszan, egészen a masodik- és harmadik
dendritarborizacidig kovetni tudtunk. Aggrekan-immunreaktiv matrixszal
koriilvett axon inicidlis szegmenseket, mint vékony, a szomabol vagy az
elsorendi.  dendrit legproximalisabb részébdl eredd  struktaraként
azonositottunk. Elektronmikroszkopos vizsgalataink azt mutattak, hogy
aggrekan-immunreaktiv matrix a posztszinaptikus dendriteket és dendritikus
tiiskéket boritotta, csak alkalmanként hizodva rda az axonterminalisokra,
vagy preszinaptikus axon szakaszokra, izolalva ezzel a teljes szinapszist.

CRTL-1-immunoreaktivitis periaxondlis hiivelyeket alkot a serkenti és
gatlo szinapszisok koriil

A CRTL-1-immunreaktiv perineuronalis halok és periaxonalis
hiivelyek réteg- és régiospecifikus eloszlast mutattak a hippokampuszban.
Az aggrekan eloszlasaval Osszehasonlitva a CRTL-1-immunfestett
perineuronalis halok a CA1 régioban kevésbé gyakran fordultak el8, inkabb
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a stratum oriens és radiatum rétegekre korlatozodtak. Ezek éles konturu,
"klasszikus” tipustu perineuronalis halok wvoltak, kiterjedt peridendrikus
hiivellyel. A CA2 régidban a stratum oriensben és radiatumban talaltunk
perineuronalis haldkat. Erds, diffuz immunoreaktivitast figyeltiink meg a
CA2 régioban, mely jol elhatarolta a szomszédos CAl és CA3 régiokat
egymastol.

Ez a megallapitas alatamasztja a korabbi — ragcsalokban leirt —
adatokat, amely szerint sirli extracellularis matrix proteoglikan és lektin
aktivitas észlelheté ugyanezen teriileten. Ezzel szemben az anti-aggrekan
immunfestéseinkkel dsszehasonlitva perineuronalis halokkal a CA3 régio
minden rétegében talalkoztunk és axon inicialis Szegmenseket is észleltiink.
A perineuronalis matrix immunoreaktivitas sokszor csak a sejttest koriili
részre korlatozodott, a dendritek nem rajzolodtak ki. Az entorhinalis
kéregben prominensen jelolt ,szigetek” tintek fel a kiilsé principalis
rétegben. A gyrus dentatus hilusa sok perineuronalis halot tartalmazott,
ugyanitt nagyszamu, 1-3um atmérdjii, erés denzitasu periaxonalis hiivellyel
is talalkoztunk a szemcsés réteg hilaris hataran. A periaxondlis hiivelyek
hasonld gyakorisaggal fordultak el az enthorindlis kéregben is, szamuk
joval meghaladta a CA régidkban tapasztalt mennyiséget. Ultrastrukturalis
elemzés azt mutatta, hogy CRTL-1-immunpozitivitas fellelheté mielinizalt
axonokban, leggyakrabban azonban az axonterminalisok koré korlatozodik,
beleértve a szinapszisokat. Ehhez csatlakozo, konfokalis 1ézer szkenning
mikroszkoppal végzett vizsgalataink azt bizonyitottak, hogy perineuronalis
halokba agyazottan mind VGLUT-1-immunreaktiv serkentd, mind GAD-
immunreaktiv gatld szinapszisok el6fordulnak, nem csupan a szoman, de
disztalisabb dendritszakaszokon is. Ezek utan felvetettiik a kérdést, hogy
vajon a szinapszisok képesek-e periaxonalis hiivelyt kialakitani
periszomatikus vagy peridendritikus matrix hianyaban. A gyrus dentatus
struktirakat, melyeket CRTL-1-immunreaktiv periaxonalis hiively burkolt
be.

A brevikan (50 kDa fragmensének) felhalmozoddisa a periaxondlis
hiivelyekben

A brevikan proteolitikus hasitdsa utdn egy N-terminalis (50kDa) és
egy intermedier/C-terminalis (90 kDa) fragmens keletkezik. Jelen
eredményeinkhez a brevikan 50 kDa-0s fragmense ellen termelt antitestet
hasznaltuk azért, hogy kimutathassuk, a human hippokampusz brevikan
tartalmu extracellularis matrix mintazata teljesen eltér az eddig leirt
hippokampalis matrixtérképektol.
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Perineuronalis halok csak szérvanyosan fordultak elé a CA
régiokban, a stratum oriens €s radiatum rétegekben. Ehelyett a brevikan-
immunreaktiv struktarak tGlnyomorészt periaxonalis hiivelyekként jelentek
meg, gyongysorszerlien rendezddve a gyrus dentatus hilaris oldalan.
Hasonldan nagy szdmban talaltunk periaxonalis hiivelyeket az entorhinalis
kéregben, és joval kisebb strliségben a CA1-CA3 mezdkben (jollehet a
stratum lacunosum-moleculareban hianyoztak) valamint a subiculum
terilletén. Az elektronmikroszkopos vizsgalatok igazoltdk azt a
feltevésiinket, hogy a brevikdn-immunreaktiv periaxonalis hiivelyek
szinapszisokat vesznek koriil. Bizonyitottuk, hogy a brevikan tartalmt
extracellularis matrix profilok beboritjak az egyes szinapszisokat anélkiil,
hogy Osszefliggd matrix aggregatumokat hoznanak létre posztszinaptikus
dendriten vagy szoman. Az ultrastruktura vizsgalata arra is fényt deritett,
hogy brevikan immunreaktivitds a mielinizalt axonokban is jelen van. Ez az
eredmény arra utal, hogy a periaxondlis hiivelyeket a preszinaptikus
neuronok is termelhetik.

Parvalbumin-, calretinin- és calbindin-immunpozitiv hippokampadlis
interneuronok koriili perineurondlis halok

Human hippokampusz mintdinkban azt tapasztaltuk, hogy
parvalbumin-immunreaktiv interneuronokat gyakran vesz koriil aggrekan
tartalmu perineuronalis halo.

Hasonléan magas aranyt allapitottunk meg a stratum oriensben
talalhat6 CRTL-l-immunreaktiv perineuronalis halok esetében s,
ugyanakkor a stratum radiatumban nem talaltunk a parvalbumin-
immunfestett neuronok koriil CRTL-l-immunreaktiv periszomatikus
matrixallomanyt. A calretinin- és calbindin-immunpozitiv neuronok koriil
az alacsonyabb rendii emlésékben hianyoznak a perineuronalis halok. Ezzel
ellentétben az emberi hippokampuszban a calretinin-immunopozitiv
neuronok egy alpopulacidja koriil aggrekan tartalmi, vagy a CRTL-1-
immunreaktiv perineuronalis hdlok megtaladlhatéak voltak, és kivételes
esetekben calbindin D28k-immunreaktiv interneuronok koriil is.
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KOVETKEZTETESEK

Az ember kozponti idegrendszerének extracellularis matrixa
regionalis kiillonbségeket mutat eloszlasaban és fenotipusaban.

1. Megallapitottuk, hogy humdén gerincvelében a perineuronalis
halokban és periaxonalis hiivelyekben markansan jelen van az
aggrekan és a brevikan alapt extracellularis matrix. A gerincveld
teljes kraniokaudalis kiterjedését elemezve kimutattuk, hogy
perineuronalis halok jellegzetesen a hossza axonu neuronokkal bird
magokban fordulnak eld, fiiggetleniil attol, milyen rendszerhez vagy
palyahoz tartoznak. Izolalt periaxonalis hiivelyeket nagy szamban
azonositottunk a hatsd szarvban, melyek ugyanakkor szabadon
hagytdk a fajdalomérzo afferenseket. A nyaki, mellkasi, agyéki és
keresztcsonti  szakaszokon nagymértékben  hasonlé  matrix
mintazattal taldlkoztunk.

2. Az emberi kiilso térdestestben taldlt extracellularis matrix a tdbbi
vizsgalt emlés fajokkal merében eltérd eloszlast mutatott. Mind
ezekkel, mind a kérgi teriiletekkel tapasztaltakkal ellentétben a
perineuronélis métrix nem szervezédik halokba. Ugy talaltuk, hogy a
dendriteken végz6dd szinapszisokat boritd periaxonalis hiivelyek
korvonalazzak az idegsejtek nytlvanyait. A magnocellularis rétegek
— szemben a parvocellularis rétegekkel — intenziv matrix
immunreaktivitast mutattak.

V4

sejtek koriil nem fordul el perineuronalis halé. Az interneuronok
csoportjan belill nem csak a parvalbumin tartalmu, gyorstiizel6
kosér- és csillarsejtek, hanem a calretinin- és calbindin-pozitiv
interneuronok koriil is megfigyeltiink perineuronalis halokat.
Mindezen megallapitdsok az emberi hippokampuszra specifikus
megfigyelések, az eddigi altalanos érvénytinek elismert filogenetikai
megallapitdsokkal nem megegyezoek. Kimutattuk, hogy a
periaxonalis hiivelyek eloszlasa szélsdségesen kiilonbozd, azok a
gyrus dentatusban és az entorhinalis kéregben fordulnak el nagy
stirtiségben. Ultrastrukturalis elemzéssel annak a lehetdségére
vilagitottunk ra, hogy a periszinaptikus matrixdsszetevoket a
preszinaptikus neuron is termelheti.
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