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1. ROVIDITESJEGYZEK

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

ABC: avidin-biotin komplex (avidin-biotin complex)

ACAN: aggrekan gén (aggrecan gene)

ADAMTSA4: dizintegrin és metalloproteaz thrombospondin motivumokkal 4 (disintegrin
and metalloproteinase with thrombospondin motifs 4)

ax: axon

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

BSA: szarvasmarha szérum albumin (bovine serum albumin)

BEHAB: agyi hialuronsav ko6t6 fehérje (brain-enriched hyaluronic acid binding protein)
CA 1-4: Ammon-szarv régiok (cornu Ammonis)

Cat-301, Cat-315, Cat-316: A ,,cat” a macskara utal, a szadm a klénra. Macska aggrekan
ellen termelt monoklonalis antitest.

CD44: sejtfelszini antigén 44 izoforma

ChABC: kondroitinaz ABC (chondroitinase ABC)

ChAT: kolin-acetiltranszfreraz (choline-acetyltransferase)

Cl: Clarke-féle oszlop

CRP-D: komplement szabalyozo protein-D (complement regulatory protein domain-D)
CRTL-1: porcmatrix protein-1 (cartilage link protein-1)

CS: kondroitin szulfat (chondrotin sulfate)

CS-GAG: kondoritinszulfat-gliikozaminoglikan (chondroitin sulfate
glycosaminoglycan)

CSPCP: porc specifikus proteoglikan tengelyfehérje (cartilage-specific proteoglycan
core protein)

CSPG: kondroitin-szulfat proteoglikan (chondoitin sulfate proteoglycan)

CSPG1: porc specifikus proteoglikan-1 (cartilage-specific proteoglycan -1)

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

DAB: 3,3’-diaminobenzidin (3,3’ diaminobenzidin)

d: dendrit
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EC: entorhinalis kéreg (enthorinal cortex)

ECM: extracellularis matrix (extracellular matrix)

EGF: epidermalis névekedési faktor (epidermal growth factor)
erk1/Met: extracellularis szignal medialt kinaz/met proto-onkogén (extracellular-signal-
regulated kinase-1 /hepatocyte growth factor receptor)

EPS: kiils6 principalis réteg (external principal stratum)

f: funiculus

G-1,2,3: globularis domén-1, 2, 3 (globular domain-1, 2, 3)

GABA: gamma-amino-vajsav (gamma-aminobutyric acid)
GADG65/67: glutaminsav-dekarboxilaz 65/67 (glutamic acid decarboxylase 65/67)
GAG: gliikozaminoglikan (glucose-aminoglycane)

GD: gyrus dentatus

GFAP: glialis fibrillaris savas fehérje (glial fibrillary acidic protein)
Gly-R: glicinreceptor (glycine receptor)

GPI: gliikozilfoszfatidilinozitol (glycosylphosphatidylinositol)

gran: stratum granulosum

HAG: human aggrekan (human aggrecan)

HAPLN: hialuronsavat és proteoglikant Osszekotd kapcsolofehérje (hyaluronan and
proteoglycan binding link protein)

HAS-1,2,3: hialuronsav szintaz-1,2,3 (hyaluronan synthases-1,2,3)
Ig: immunglobulin

IGD: interglobularis domén (interglobular domain)

Imm: intermediomedialis

IPS: belsé principalis réteg (internal principal stratum)

KS: keratan szulfat (keratan sulfate)

L: Lissauer-zona

Im: stratum lacunosum moleculare

mol: stratum moleculare

NF 186: neurofaszcin 186

NCBA: National Center for Biotechnology Information

ori: stratum oriens

PB: foszfatpuffer (phospfate buffer)


http://www.google.hu/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCoQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.biomedcentral.com%2F1471-2407%2F10%2F512&ei=Pl3BUqSkBaaE4ATpj4CQCQ&usg=AFQjCNH2adenyTc3sUxcvFM-rI8tnyc4dQ&sig2=-j9u0TymZiQNgU4HgPSNog&bvm=bv.58187178,d.bGE
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PMD: posztmortem id6 (post mortem delay)

PV: parvalbumin, alacsony molekulasulyu kalcium-koté albumin fehérje (parvalbumin,
calcium-binding albumin protein with low molecular weight)

paras: parasubiculum

pres: presubiculum

pros: prosubiculum

pyr: stratum pyramidale

rad: stratum radiatum

RHAMM: hialuronsav receptor (receptor for hyaluronic acid-mediated motility)

S, sub: szubikulum (subiculum)

s: szOma

SG: substantia gelatinosa

SMI 311: altalanos neuronalis neurofilamentum marker (pan-neuronal neurofilament
marker monoclonal antibody)

sp: dendrittiiske (spine)

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

TH: trozin-hidroxilaz (tyrosine hydroxylase)

VGAT: vezikularis GABA transzporter (vesicular GABA transporter)

VGLUT1: 1-es tipusu glutamat transzporter (vesicular glutamate transporter 1)

WFA: japan lilaakac agglutinin (Wisteria floribunda agglutinin)


https://www.google.hu/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CDsQFjAB&url=http%3A%2F%2Fstore.crpinc.com%2Fpdfdatasheet.aspx%3Fcatalogno%3DSMI-311R&ei=pqPFUq_2HKG1yAOHjYGYAQ&usg=AFQjCNGEO4ENdeXLsS3kYqbDjHYf_9Arbg&sig2=ud31EVt6roCg1THW6RqKSw&bvm=bv.58187178,d.bGQ
https://www.google.hu/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CDsQFjAB&url=http%3A%2F%2Fstore.crpinc.com%2Fpdfdatasheet.aspx%3Fcatalogno%3DSMI-311R&ei=pqPFUq_2HKG1yAOHjYGYAQ&usg=AFQjCNGEO4ENdeXLsS3kYqbDjHYf_9Arbg&sig2=ud31EVt6roCg1THW6RqKSw&bvm=bv.58187178,d.bGQ
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... Az itt 1év6 preparatumok idegsejtjeinek szervezddésében két sajatossag azonnal
felismerhetd: az egyik a kiilsd felszinre vonatkozik, mig a masik a sejtmembranon
beliilre...”

Camillo Golgi; Societa Medico Chirurgica, Padova 1898. aprilis

2. BEVEZETES

2.1. Az extracellularis matrixrol daltalaban

Az extracellularis matrix (ECM) az allati szovet sejteken kiviili része, amely a
sejteknek szerkezeti tamaszt nyujt, és emellett szamos egyéb — fiziologias vagy
patologias — folyamatban t6lt be kiemelten fontos szerepet. Ilyen példaul az embrionalis
fejlodés, a gyulladés, a véralvadas, a sebgyogyulds, a tumor metasztazis képzés, az
angiogenezis és egyes belso szervek fibrotikus atalakulasa.

Az extracellularis matrix a kotészoveti rostok és az amorf alapallomany mellett,
igen nagy mennyiségben tartalmaz folyadékot. A kotdszoveti rostok csaladja jol ismert,
tagjai példaul a fehérjékbdl felépiild kollagénrostok. Az extracelluldris matrix rostjai €s
az alapallomany molekulai jol szervezett halozatot hoznak Ilétre a sejtek kozott,
melyekhez ugynevezett adhéziés molekulak segitségével kapcsolodnak (Alberts és
mtsai 2002). A multban végzett kutatasok kétségbe vontak az extracellularis matrix
jelenlétét a kozponti idegrendszerben, ugyanis igen sokaig tartotta magat a szemlétet,
hogy nincsen ,,iires tér”” a neuronok ¢és gliasejtek kozott, a sejtes elemek teljesen kitdltik
a rendelkezéstikre allo teret.

Ma mar ismert, hogy az agyveld allomanyanak 20%-at az extracellularis matrix
tolti ki (Nicholson és Sykova 1998). A gerincesek kdzponti idegrendszerében az amorf
alapallomany molekuldi vannak a legnagyobb mennyiségben jelen (Zimmermann és
Dours-Zimmermann 2008), igy a tovabbiakban ezekre a molekuldkra fektetiink
hangstlyt. Ezen molekuldk tilnyomoé része proteoglikanok és glikoproteinek, melyek
biokémiai szerkezetiiket tekintve népes csalddokat alkotnak.

A véltozatossdg a kiilonboz4 tipust matrixmolekuldk mennyisége ¢és
szervezddésének modja kozott az adott szovetben lenylig6zd sokszinliséget mutat, az
adott szovet funkcionalis kdvetelményeihez alkalmazkodik. Ennek a sokszintiségnek a

hatterében a szénhidratok kombinalhatosaganak széles palettdja rejlik.
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A szénhidratok szerepével foglalkozé glikobiologia tudomanya a kdzelmultban
robbanasszeri fejlddésen ment keresztiil. A tudoményteriilet fejlodésének jelentds
akadalyat jelentették a szénhidratok szintézisének ¢€s szerkezetilk meghatarozasanak
modszertani nehézségei. Az utdbbi néhany évtized jelentds technoldgiai fejlesztéseinek
koszonhetden lehetévé valt a szénhidratok valtozatos és komplex vildganak, valamint
fiziologias és patologias koriilmények kozott betdltott biologiai szerepének alaposabb
megismerése.

A szénhidratok Osszetettsége felépitésiikbol kifolyolag — kapcsolodasi
kombinacioik révén — rendkiviil sokszinli lehet. A szénhidratok végleges formajat a
glikozil-transzferaz (szénhidrat atvive) és glikozidaz (szénhidrat eltavolitd) enzimek
alakitjak ki. A glikozilacio a leggyakoribb poszttranszlacidos moddositasok egyike,
szerepét azonban még kevéssé ismerjiik. Jelentdségeét hangsilyozza az a megfigyelés,
hogy a sejtek alapvetd mukddéséhez sziikséges fehérjék és lipidek igen nagy része
glikozilélt (az emberi fehérjék 50-70%-a). A szénhidratstruktirdk bonyolultsagukbol
kifoly6lag hatalmas biologiai informdaciotartalommal rendelkeznek. Alapvetden
befolyasolhatjdk a sejtek miikodését: a sejten beliili, sejtek kozotti és a sejt-sejtkdzotti
allomanyban zajlo (extracelluldris matrix) kolcsonhatasokat, jelatviteli utakat, illetve az
immunrendszer folyamatainak mitkodését is (Marth és Grewal 2008).

Az extracellularis matrix szerkezete nem allandd, atalakuldsaival folyamatosan
alkalmazkodik a koriilményekhez. Lebontasaért protedzok, fOéként a matrix
metalloprotedzok a feleldsek, Gjraképzédése pedig mindig az aktualis koriilményekhez
igazodik. Ma mar azt is tudjuk, hogy az extracellularis matrix a kdzponti idegrendszeren
beliil milyen fontos folyamatokban tolt be kiemelt szerepet. Szabalyozza azon sejtek

miikodését, amelyekkel kapcsolatba keriil (Pyka és mtsai 2011), szerepe van a sejtek

crer

crer

matrix megértése még korantsem teljes, Osszeteviinek feltérképezése €s vizsgalata az
utdbbi néhany évtized kutatdsainak kdszonhetden jelentdsen eléremozdult.
2.2. Az extracelluldris matrix épitékovei

Az extracellularis matrixot felépitd molekuldk osztalyokba sorolhatok. Fontos

csoportjuk a poliszacharid lancokbol felépiilo gliikozaminoglikanok. Ezek kovalensen
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kotddhetnek fehérjékhez, létrehozva egy masik csoportot, a proteoglikanokat.
Fehérjékkel tarsulva rostos szerkezetii proteineket is alkothatnak, mint: a kollagént, az
elasztint, a fibronektint és a laminint. A proteoglikan molekuldk a kotészovetben egy
erosen hidratalt gélszeri ,,alapalloméanyt” alkotnak, ebbe rostos szerkezetii fehérjék

vannak beleagyazva, ilyen példaul a kollagén.

2.2.1. Gliikozaminoglikanok

A gliikozaminoglikanok elagazé poliszacharid lancok, amelyek diszacharid
egységekbdl épiilnek fel. Azért ez a neviik, mert az ismétlddé diszacharid egységekben
az egyik molekula mindig amino-szénhidrat (N-acetilgliikbzamin, vagy N-
acetilgalaktozamin), mig a masik molekula altaldban egy uronsav (gliikuronsav, vagy
iduronsav). Mivel gyakran tartalmaz karboxil-, vagy szulfocsoportot, ezért a
glilk6zaminoglikdnok a leginkdbb anionos jellegli molekuldk, amelyeket az allati sejtek
termelnek.

A diszacharidot felépité hexdzok tipusa, szulfataltsaga és kotéseik milyensége
alapjan a gliikozaminoglikanokon beliil megkiilonboztetiink (1) hialuronsavat (vagy
mas néven hialuronatot), (2) kondroitin- (Hamori és mtsai 1974), (3) dermatan-, (4)
heparan- és (5) keratdnszulfatokat (Esko és mtsai 2009). Ezek a gliikbzaminoglikdnok
altalaban tul merevek ahhoz, hogy olyan glomeruléris szerkezetet vegyenek fel, mint
egy polipeptid lanc, ezen feliil még hidrofilek is. Igy a glikdzaminoglikanok a relativ
tomegiikhoz képest nagymértékben képesek kitdlteni a rendelkezésiikre allo teret, és
mar igen kis koncentracidoban képesek tigynevezett gélt alkotni. A negativ toltések nagy
stirisége vonzza a kationokat, elsdsorban a natrium ionokat, amelyrdl ismert, hogy
ozmotikusan aktiv, igy nagy mennyiségili vizet képesek megkdtni a matrixban. A matrix
funkcioi lényegében a kis és kozepes molekulak megsziirése, a nagy molekuldk
tavoltartasa. Egyfajta térfenntart6 szerepet tolt be. Mig a kotdszovetekben a keratan- és
dermatanszulfatok  szertedgazé  funkciokkal  birnak  (példaul:  véralvadas,
karcinogenezis), a kozponti idegrendszerben az idegszovet sériillés utani
hegképzddésében jatszanak rendkiviil fontos szerepet (Zhang ¢€s mtsai 2006, Li és mtsai
2013). A heparanszulfatok a kozponti idegrendszerben olyan proteoglikanokat

képeznek, amelyek a sejthartydhoz kapcsolddnak, ezeket szindekanoknak nevezziik.

10
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Az extracellularis matrix kutatasanak egyik ,,gyenge pontja” volt a hialuronsav
kutatas, els6sorban moddszertani okok miatt. A hialuronsav szerkezetének ¢és
szarvasmarha szemgolydjanak iivegtestébdl (Meyer és Palmer 1934).

A hialuronsav a legegyszeriibb glilkozaminoglikdnok kozé tartozik. Ez egy
szabalyosan ismétloédé sorozata — gliikkuronsav és N-acetil-glikozamin — tobb ezer
diszacharid egységnek, amely valtoz6 mennyiségben taldlhaté meg a felnétt szervezet
legtobb szovetében és folyadékaban, az embriondlis ¢€let korai szakaszéban pedig
kiilondsen nagy mennyiségben van jelen. A hialuronsav jellegzetességei eltérnek a tobbi
glilkozaminoglikanétol. Ez az egyetlen, amelyik nem tartalmaz szulfatalt szénhidratokat
¢s minden diszacharid egysége azonos hosszusagu (tobb ezer cukor monomer). Tovabbi
eltérés, hogy a tobbi matrixelem a sejtek citoplazmajaban szintetizalodik, mig a
hialuronsav szintéziséért sejtfelszinhez kotott enzimkomplex a feleldés. Ezek az
ugynevezett hialuronszintaz enzimek (Weigel és mtsai 1997). A hialuronsavnak
kordbban csak azt a szerepet tulajdonitottdk, hogy ellendll a nyomoderdknek a
szOvetekben ¢és az iziiletekben. Azonban fontos, hogy az embriondlis fejlédés soran
létrehoz egy sejtmentes teret, térkitoltd szerepe van ¢€s itt lehet kihaszndlni azon
tulajdonsagait, hogy térbeli szerkezete (azaz a molekula alakja) formalhatdé. A
hialuronsav szintézise gyakran a hdm bazalis oldalan torténik, ebbe a sejtmentes térbe
késobb sejtek vandorolhatnak. Ez segiti el példaul a sziv, a szaruhartya és szamos mas
szerv formdjanak kialakulasat. Amikor a sejtek migracidja véget ér, a felesleges
hialuronsavat a hialuronidaz enzim bontja le. A hialuronsav ezen kiviil szerepet jatszik a
sejtmigracioban, a  matrix  alkotdinak  Osszekapcsoldsdban,  génexpressziok
szabalyozasaban illetve a plaszticitasban is (Szigeti és mtsai 2006, Kochlamazashvili és
mtsai 2010, Deak és mtsai 2012). A hialuronsav sokrétli funkcioi éppen abban rejlenek,
hogy milyen interakcidkat alakit ki mas molekuldkkal, beleértve a fehérjéket és a
proteoglikdnokat. Az extracellularis matrixban taldlhatdé proteoglikdnok és
glikoproteinek egy csoportja rendelkezik hialuronsavat specifikusan kdtd motivummal
(4gynevezett link modul), amelynek segitségével komplex aggregatumokat hoznak létre
az extracellularis térben.

A hialuronsav tovabbi bioldgiai sajatossaga, hogy ligandként tud kapcsolddni

receptorokhoz, ilyen a CD44 (Cluster of Differentiation 44) vagy a RHAMM (receptor
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for hialuronic acid mediated motolity) receptor. A CD44 receptor sokoldaliisaga az
idegrendszerben is megmutatkozik. Az agy idegsejtjeiben kiilonb6zd izoformakat
sikeriilt kimutatni. A gliasejtek koziil az asztrocitakban, a Bergmann gliaban, illetve a
Schwann-sejtekben, a standard izoforma expresszalodik (Kaaijk és mtsai 1997). A
fejlodd idegrendszerben az asztrocitdk egyik korai sejtmarkere a CD44 receptor
melynek szerepe egyeldére ismeretlen (Alfei és mtsai 1999). Egy ismert idegrendszeri
daganat az ugynevezett schwannoma (2. tipusti neurofibromatézis) a CD44 receptor
altal medialt folyamat defektusabol adodik, a CD44-hialuronsav kotése a Schwann-
az is ismeretes, hogy az egérembriok chiasma opticumdaban a retinabdl bendvé axonok
irdnyitdsdban van jelentdés szerepe (Lin ¢és Chan 2003). A CD44 receptor
idegregeneracioban betoltott szerepét még nem ismerjiikk, azonban egérben, az
axonsériilt motoneuronokban mar sikertilt kimutatni (Jones és mtsai 2000). A RHAMM
receptor az erkl/Metl komplexet (Extracellular  signal-regulated kinase
1/methyltransferase protein 1) aktivalva a mitozist segiti el6 (Hall és mtsai 1995, Zhang
¢s mtsai 1998, Crainie és mtsai 1999). Elsésorban az oligodendroglidban és a
parvalbumint tartalmazo neuronokban fordul elé (Lynn és mtsai 2001). A fentiek
alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a RHAMM receptor és ligandja — a hialuronsav —
fontos szerepet tolt be a jelatvitelben és a citoszkeletalis regulacidban.

A késébb targyalt proteoglikdnok tengelyfehérjéinek kezdeti szakasza egy-egy
kapcsolofehérje — ugynevezett link-protein segitségével képes a hialuronsav lanchoz
kapcsolodni  (Yamaguchi 1999). Ezeket a kapcsolofehérjéket Osszefoglald néven
HAPLN (hyaluronan and proteoglycan binding link proteins, Spicer és mtsai 2003)
roviditéssel illetik. A link-proteinek csaladja négy tagbol all: HAPLN1, HAPLNZ2,
HAPLN3 és HAPLN4. A HAPLNI a klasszikus porcmatrix protein 1-es tipusa (CRTL-
1, cartilage link protein-1) (Neame és Barry 1994). A felsoroltak koziil egyediil a
HAPLN3 hidnyzik a kozponti idegrendszeri parenchymabol, mas szovetekben

legtobbszor az érfalban fordul eld (Ogawa és mtsai 2004).

2.2.2. Glikoproteinek
Az extracellularis matrix részeként, a glilkkdzaminoglikdnok fehérjékhez

csatlakozva a proteoglikanok mellett ugynevezett glikoproteineket is 1étrehozhatnak. A
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glikoproteinek és proteoglikanok kozotti fo kiilonbség a fehérje és szénhidrat tartalom
aranyaban rejlik. A glikoproteinekre altalaban 1-60 tomegszazalék szénhidrattartalom
jellemzé, mig a proteoglikdnoknak hosszii (atlagosan 80), eldgazasmentes
szénhidratlancai a teljes molekula tomegének 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,
amelyek mint adheziv glikoproteinek 0Osszekotik a matrixmolekuldkat egymassal és
sejtfelszini fehérjékkel, Iétrehozva egy rendkiviil bonyolult, azonban rendezett
halozatot.

A kozponti idegrendszerre a tenaszcinok koziil leginkdbb a tenaszcin C
molekula a jellemz6, amely kiilonleges, hatfel¢ 4gaz6dd hexabrachion szerkezetével
egyszerre tObb matrixkomponenssel, valamint sejtfelszini fehérjével képes kapcsolddni
(Jones és Jones 2000). Szerepiik a differencidlodott (felnétt) kozponti idegrendszerben
is kiemelkedd, mert a szinapszisok szerkezetének allandé résztvevéi. Dityatev és
munkatarsai (2011) megfogalmazasa szerint a szinapszis egy tetramer struktira,
melynek a preszinaptikus, posztszinaptikus és glialis résztvevokon kiviil a tenaszcinok

altal halozatta Osszekapcsolt extracellularis matrix nélkiilozhetetlen szerepldje. A

--------

differencialodasat (Anlar és Gunel-Ozcan 2012), a receptorok ¢és ioncsatornak
miikodését, a szinaptikus plaszticitast és a glialis Gjraépiilést is befolyasoljak (Dityatev

¢s Rusakov 2011).

2.2.3. Proteoglikanok

Korabban mar emlitettiik a proteoglikdnokat, amelyek olyan glikolizalt fehérjek,
amelyekhez kovalens kotéssel glikozaminoglikan  oldallancok  kotddnek. A
proteoglikanokat 4altaldban konnyli megkiilonboztetni a  glikoproteinektél a
cukoroldallancaik milyensége ¢és mennyisége alapjan. Meghatarozas szerint a
proteoglikanoknak legalabb egy oldallanca gliikkozaminoglikan kell, hogy legyen. A
glilkézaminoglikdn oldallancok azok, amelyek dontden befolyédsoljdk a proteoglikdnok
fiziko-kémiai tulajdonsagait, ezaltal biologiai szerepiiket. Mint korabban emlitettiik, a
glikézaminoglikdn molekuldk szulfatalt poliszaharidok, amelyek diszacharid

egységekbdl ¢éplilnek fel. A diszacharid egyik épitéeleme gliikkuronsav, vagy
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galakturonsav, mig a masik eleme egy hex6zamin. A heparanszulfat ehhez nagyon
hasonlo szerkezetli, azzal a kiilonbséggel, hogy az N-acetilgalaktozamint N-
acetilgliikdzamin helyettesiti. A proteoglikanok glilk6zaminoglikdn oldallancainak
szulfataltsaga anionos karaktert kolcsonéz a molekulanak.

A molekula tengelyét egy kozponti fehérje — ugynevezett tengelyfehérje vagy
core protein — alkotja, amely tartalmazhat egy hialuronsavkoté link modult. Azokat a
proteoglikanokat, amelyek képesek hialuronsavat kotni, lektikanoknak nevezziik. Ez a
tengelyfehérje egy szerin oldallancan valésul meg, ahol az imént emlitett link
tetraszaharidhoz csatlakozik, ez szolgal alapul a poliszaharidlanc épiiléséhez, amit egy
specifikus glikozil-transzferaz enzim végez. E folyamatok a Golgi apparatusban
zajlanak, mindek6zben modosul a molekula kovalens kotések sorozatos 1étrejotte révén.

crer

az egyes szénatomok koriil, mig a szulfatdlodas noveli a negativ toltések szamat.

2.2.3.1 A lektikan csalad

A lektikanok olyan kondroitin-szulfat proteoglikanok, amelyek egyszerre tobb
extracellularis matrixmolakulahoz képesek kotddni, mint a hialuronsav, a link protein
vagy a tenaszcin (Ruoslahti 1996, Bandtlow és Zimmermann 2000, Yamaguchi 2000,
Rauch 2004, Rauch 2007). A lektikan csaladba négy proteoglikan tartozik: az aggrekan,
a verzikan, a neurokan és a brevikan (1. abra).

A felnétt agyveldben a lektikdnok a hialuronsavval, valamint tenaszcinokkal
interakcidba lépve egy harmas komplexet hoznak 1étre, amely a kdzponti idegrendszeri
extracellularis matrix épit6kove, mely a neuronok koriil kondenzalodhat, Gigynevezett
perineuronalis halokat alkothat (Yamaguchi 2000). Elséként az aggrekant izolaltak
patkany porcszovetébdl (Doege és mtsai 1987), majd a verzikant human fibroblaszt
tenyészetbol (Zimmermann ¢és Ruoslahti 1989). Ma mar tudjuk, hogy a kozponti
idegrendszerben is el6fordulnak. Késébb a csak az idegrendszerben eléforduld
neurokant és brevikant irtak le patkany és szarvasmarha agyaban (Rauch és mtsai 1992,
Zhang és mtsai 1998). A lektikanok kozponti fehérjéje minden esetben tartalmaz két
globularis domént, egy N-terminalis (G1) és egy C termindlis (G3) domént, a centralis
szénhidratk6té domén mellett (1. abra). Ezek a proteoglikanok a G1 domén segitségével
kapcsolddnak a hialuronsavhoz, mivel itt talalunk két link modult az immunglobulin-

szerl hurok mellett.
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Aggrekan

Verzikan

Neurokan
Brevikan
szecernalt lehorgonyzott
. immunglobulin-szerii rész ./ CSlanc
. proteoglikan ismétlédd részlet == KS lanc

O KS-gazdag részlet
' epidermalis névekedési faktor-szerii domén
@ lektin-szerii domén

CS: kondroitin szulfat; KS: keratan szulfat

1. abra: A lektikdn csaladba tartozo 4 proteoglikin: aggrekan, verzikan, neurokan, brevikan.
Forras: Heather Stanton, James Melrose, Christopher B. Little, Amanda J. Fosang, (2011) Proteoglycan
degradation by the ADAMTS family of proteinases, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular
Basis of Disease, 1812: 1616-1629 utan, modositva (CS: kondroitinszulfat, KS: keratanszulfat, GAG:

gliikbzaminoglikan)

Hosszara ¢és glikozildltsdgara nézve a centralis domén a legvaltozatosabb a
lektikanokban. A verzikan tartalmazza a leghosszabb (mintegy 1700 aminosav), mig a
brevikan a legrovidebb (300 aminosav) centralis domént. A centralis domén tartalmazza

az Osszes glikozaminoglikan kotohelyet. A proteoglikanok tengelyfehérjéjéhez eltérd
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szdmu ¢és tipusu glikézaminoglikdn lanc csatlakozhat. A gliikozaminoglikanok
heterogenitdsa miatt nehéz azonositani ¢és osztalyozni a proteoglikdnokat a
»Szénhidratmintazatuk”  szempontjabol.  Ezért rekombindns DNS  technika
alkalmazasaval meghataroztdk a tengelyfehérjék szekvenciait, melynek soran kideriilt,
hogy azok szintén rendkiviil sokfélék. Egy tipuson beliill néhany kisebb csaladot
kiilonithetiink el. Sokukban megtalalhaté egy vagy tobb domén, amelyek homoldgok
mas, az extracellularis matrixban vagy a plazmamembranban talalhaté fehérjékkel. Ezek
alapjan taldn a legjobb ugy tekinteni a proteoglikanokra, mint egy sokszinii, er0sen
glikozildlt glikoproteinek csoportjara, amelynek feladatait egyarant kozvetitik a

tengelyfehérje és a gliikkozaminoglikanlancok fiziko-kémiai tulajdonsagai.

2.2.3.2. A lektikanok megoszlasa kiilonbézoé szévetekben

Minden egyes lektikdn jellemzd szoveti eloszlast mutat. Az aggrekan
legnagyobb mennyiségben a porcszovetben taldlhatdo, de megtaldlhatd mas
kotdszovetben is, csakugy, mint az idegszovetben (Schwartz és mtsai 1996). A verzikan
a leggyakrabban eléfordulé lektikan, igy az idegszovetben is megtalalhatd (Bignami és
mtsai 1993, Braunewell ¢és mtsai 1995). Immunhisztokémiailag kimutathatod
mennyiségli brevikant és neurokant eddig csak az idegrendszerben taldltak (Yamada és
mtsai 1994, Jaworski és mtsai 1995, Seidenbecher és mtsai 1995, Jaworski és mtsai
1996), azonban az NCBI (National Center for Biotechnology Information) UniGene
adatbazisa szerint mas szovetekben is kimutathatd. A lektikanok az idegrendszer
fejlodése soran is valtozatos expresszios mintazattal rendelkeznek (Milev és mtsai
1998). A patkany kozponti idegrendszerére jellemzd, hogy benne a fejlodés soran
folyamatosan novekszik mind a lektikdnok mennyisége, mind pedig a proteoglikdn

pozitiv teriiletek nagysaga.

2.2.3.3. A lektikanok szerepe a fejlodo idegrendszerben

Az eddigi tanulmanyok a lektikanok barrier szerepét igazoljak a sejtmigracioban
¢s az axon novekedésében (Cooper és Steindler 1989, Mckeon és mtsai 1991, Oakley és
Tosney 1991, Perris és mtsai 1991, Brittis és mtsai 1992, Engel és mtsai 1996, Mckeon

és mtsai 1999). Jellemzi az axonndvekedésben betdltott szerepiiket az, hogy ha
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organotipikus retina sejtkultaraban a lektikanokat kondroitindz enzimmel elbontottak, a
sejtek axonjai véletlenszer(i iranyokba kezdtek novekedni (Brittis és mtsai 1992). Az in
vitro vizsgalatok eddig mindegyik lektikan esetében ugy talaltak, hogy azok gatoljak az
axon novekedését (Plenderleith és Snow 1990, Friedlander és mtsai 1994, Braunewell
¢s mtsai 1995, Yamada és mtsai 1997), azonban a gatlas pontos mechanizmusat nem
ismerjiilk. Az utobbi vizsgalatok eredményeként egyre inkabb terjed az a feltételezés,
hogy a kozponti fehérjéjiik befolyasolja a lektikanok neuritek névekedésére gyakorolt
tulajdonsagot féleg a G1 domén hialuronsav koté helyének koszonhetd (Plenderleith és
Snow 1990). Ezekr6l a — részleteiben jelenleg ismeretlen — folyamatokrol kialakult
képet meglehetdsen modositjdk a lektikanok alternativ  hasitdssal keletkezd
izoformainak  vizsgalataibol kapott eredmények. Ujabb adatok szerint a
kondroitinszulfat oldallancot koté kozponti domének alternativ hasitdssal torténd
elvesztése (ezek a nem proteoglikan izoformak) teljesen megvaltoztatja a molekula
viselkedését. Ilyen a verzikan v3 izoformaja, valamint a brevikan egyik wjabban leirt
variansa. Ezen nem-proteoglikdnok ellentétes hatassal birnak, vagyis az axonok
novekedését serkentik (Zako és mtsai 1995). Ezek az izoformak elsésorban a G3
doménhez kotott sejtmembran glikolipidek altal fejtik ki hatdsukat (Miura és mtsai

1999).

2.2.3.4. Lektikanok a differencialt idegszévetben

A lektikdnok mennyisége a differencidlt idegszévetben nagyobb, mint
embrionalis korban. Ismert, hogy az N (G1) és C (G3) terminalis (G1 és G3) domének
segitségével a lektikanok két tovabbi molekuldval 1étesitenek kapcsolatot (ugynevezett
»linker” funkci6). Az idegrendszerre jellemz6 extracellularis matrix sok tekintetben
eltér az egyéb szovetekben talaltaktol. A nagy sejtstiriség miatt az extracellularis tér
szlik, és csak néhany helyen taldlunk olyan klasszikus extracellularis matrix
aggregatumokat, mint a kollagén és a fibronektin (Carbonetto és mtsai 1988, Rutka és
mtsai 1988, Gatchalian és mtsai 1989). Ezzel szemben a proteoglikanok nagy
mennyiségben vannak jelen az idegrendszerben (Margolis €és Margolis 1993) a
gliasejtek és neuronok kozotti intercelluléris térben, ahol perineuronalis halokat hoznak
1étre (Celio és Bliimcke 1994, Celio ¢s mtsai 1998, Matesz és mtsai 2005, Gaal és mtsai

2013, Racz és mtsai 2013). Kimutattak, hogy lektikanokat reaktiv asztrocitak is
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termelnek kozponti idegrendszeri sériilés utan (Mckeon és mtsai 1991, Mckeon és mtsai
1999). Ezek alapveté komponensei a hialuronsav, a lektikanok €s a tenaszcin-R (a
fejlédo- és érett kozponti idegrendszerben megtalalhaté forma), melyek komplexet
hoznak létre, és a szinaptogenezis fizikai barrierjét képezik, és egyben a mar meglévo

szinapszisok rogzitésére szolgalhatnak (Celio és Bliimcke 1994).

2.2.4. Az aggrekan és brevikan, mint a perineurondlis halok gerince
Vizsgalataink soran az aggrekan és brevikan megjelenésének részletes leirasara
torekedtiink az ember kozponti idegrendszerének kiilonb6zd teriiletein. Ennek

megfeleléen e két molekula a szerkezetét kivanjuk részletesen ismertetni.

2.2.4.1. Az aggrekan molekula

A nagy aggregatumokat létrehozd proteoglikdnt — az aggrekant - mar két
évtizeddel ezel6tt kimutattdk, mivel nagy mennyiségben taldlhaté a porcszdvet
alapallomanyaban. Az aggrekan (mas néven cartilage-specific proteoglycan core
protein, CSPCP, CSPG1) egy kondroitinszulfat proteoglikan (chondroitin sulfate
proteoglycan, CSPG). Az tigynevezett ACAN (aggrecan gene) gén kodolja (Doege és
mtsai 1990). Aggrekan hianyaban nem épiilnek fel perineuronalis halok (Hockfield és
mtsai 1990, Briickner és mtsai 1993, Matthews és mtsai 2002, Giamanco és mtsai 2010,

Morawski és mtsai 2010b, Morawski és mtsai 2012b).

2.2.4.1.1. Az aggrekan felépitése és szerepe

Az aggrekant kodol6 ACAN gén az emberben a 15. kromoszoma q26.1
doménjén talalhato, 19 exon kodolja (2. dbra) (Kiani és mtsai 2002).
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B 4w & wm/
Gl — G2 G3 coon

NH, =——

HA-BR KS-GAG lancok T Lectin-D

EGF-RP CRP-D
CS-GAG lancok

2. abra: Az aggrekan kromoszomalis helyzetete, a kodolé exon fehérje és az aggrekin protein
felépitése. Az aggrekan exonja, annak kodold és nem kodold részei (A). Az aggrekan sematikus
diagramja (B). Forras: M. Morawski és mtsai / The International Journal of Biochemistry & Cell Biology
44 (2012) 690- 693 utan, modositva (G1,2,3: globular domain, globularis domén, HA-BR: hyaluronic
acid binding region, hialuronsavkoté régio, KS-GAG: keratan sulfate glycosaminoglycan, keratanszulfat
glikozaminoglikan, = CS-GAG:  chondroitin  sulfate  glycosaminoglycan,  kondroitinszulfat
gliikbzaminoglikan, EGF-RP: epidermal growth factor-like domain, epidermalis novekedési faktorszer(i
domén, Lektin-D: lectin domain, lektin domén, CRP-D: complement regulatory protein domain,

komplement szabalyozé protein domén)

A fehérjét 2454 aminosav épiti fel, molekulatomege koriilbeliil 250 kDa. A 3-6. exonok
koédoljak az els6 (G1), illetve a 8-10. exonok a mésodik (G2) globuldris domént. Ezen
G1-G2 domének tartalmazzak az kordbban emlitett link-protein kotd domaint. A
molekulat kodolo 11 és 12-es exonok kodoljak a kondroitin-szulfat oldallancok
kotéseert felelds fehérjéket. A 11-es exon az elsddleges keratan-szulfat kotdhelyet, mig
a 12-es exon egy nagyon hosszi szakaszt kodol. Itt kotédnek a fehérje kozponti
részéhez a kondroitinszulfat molekuldk. A 13-18. exonok egy szelektin szerli domént
kodolnak, ez hozza Iétre a sejtfelszinnel valo kapcsolatot és két EGF (epidermal growth
factor)-szeri domén ismétlédésbél all. Hasonloan a legtobb proteoglikanhoz, az
aggrekan molekula szerkezete egy iivegmoso kefére hasonlit, amelynek termindlis

régioit globularis fehérjék, mig k6zépso részét gliikdzaminoglikdnok foglaljak el.
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Az aggrekdn molekula N-termindlis vége gyengén a link protein segitségével
kotddik a hialuronsavhoz. A C-terminalis vég egyéb matrixproteinekkel képes kotddni,
tobbek kozott a tenaszcin-R-rel, fibulinnal, illetve szulfatalt glikolipidekkel. Az agyban
eléforduld aggrekant ezen tulajdonsagai teszik alkalmassd arra, hogy ugynevezett
kvaterner makromolekulakat alkosson, és a sejtfelszinhez kapcsolodva perineuronalis
halokat hozzon 1étre. A kdzponti idegrendszerben az aggrekan mind térben, mind pedig
idében egyarant szabalyozott mdédon termelddik. Patkany kézponti idegrendszerében
példaul az embriondlis idészak alatt csak igen kis koncentracioban mutathat6 ki, majd
ezt kovetden a posztnatalis iddszak alatt a koncentracidja sokszorosara né (Milev és
mtsai 1998, Matthews ¢és mtsai 2002). A koncentracioemelkedés koriilbeliil a 21. napig
tart, majd ezen — vagy kissé alacsonyabb — szinten marad a felndttkorban (Matthews és
mtsai 2002). Erre alapoztak sikerrel azokat a kisérleteket, melyek az aggrekan
posztnatalis idészakban zajlé plasztikus folyamatokban betolttt szerepét bizonyitottak
(Hockfield és mtsai 1990, Briickner és mtsai 2000).

Az aggrekan az agyban a perineuronalis halok épitdkove, az idegsejtek szomaja,
proximalis dendritszakaszai és az axoneredési domb koriil halmozodik fel (Briickner és
mtsai  2006). Perineuronalis halok csak bizonyos neuronpopulaciok —koriil
detektalhatoak, melyr6l munkank tovabbi fejezeteiben értekeziink. Az aggrekan
polianionos karaktere magdhoz vonzza a kornyezetébdl a kationokat és a vizet
(Hardingham ¢és Bayliss 1990). A tovabbi fizikai sajatossdgait a hozzacsatolt
kondroitinszulfat gliikozaminoglikdn ldncok adjdk azzal, hogy gélszlird szerepet
toltenek be (Hardingham ¢és Bayliss 1990). Az aggrekan legszélesebb korben elfogadott
lehetséges funkcioi a felndtt kozponti idegrendszerben a kdvetkezok:

e az ionhomeosztazis fenntartdsa a perineuronalis haloval burkolt
ugynevezett gyorstiizeld neuronok koriil (Briickner és mtsai 1993, Hértig
és mtsai 1999, Morawski és mtsai 2004a, Morawski és mtsai 2010b,
Morawski és mtsai 2012Db).

e a szinaptikus kapcsolatok stabilizalasa (Hockfield és mtsai 1990),
amelynek eredményeként fontos szerepet tolt be a plaszticitast mutatd
idegrendszer miikodésében (Pizzorusso és mtsai 2002, Mcrae €és mtsai

2007, Frischknecht és mtsai 2009, Wlodarczyk és mtsai 2011).
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e neuroprotektiv szerep az oxidativ stressz csokkentésén keresztiil, redox-
aktiv kationok semlegesitése révén (Morawski és mtsai 2004a, Morawski

¢s mtsai 2010a, Morawski és mtsai 2012b).

2.2.4.1.2. Az aggrekan lehetséges orvosi vonatkozasai

Az aggrekan fokozott expresszidja ¢és a perineuronalis halok kialakulasa
egybeesik a plaszticitas csokkenésével az agyban. A legutobbi tanulmanyok azt talaltak,
hogy a kondroitinszulfat lancok eltavolitasa ujra aktivalja a plasztikus folyamatokat, 1j
szinapszisok kiépiilését (Pizzorusso és mtsai 2002, Frischknecht és mtsai 2009, Gogolla
és mtsai 2009, Carulli és mtsai 2010), tovabba fontos szerepet tolthet be a memoria
folyamatok javulasdban (Gogolla és mtsai 2009, Carulli és mtsai 2010).

Korabbi munkak azt is kimutattak, hogy azok az idegsejtek, melyek
perineuronalis haléval birnak, jobbak ellenallnak az olyan neurodegenerativ
betegségeknek, mint példaul az Alzheimer-kor (Briickner és mtsai 1999, Morawski és
mtsai 2004a, Morawski és mtsai 2010a, Morawski és mtsai 2012b). Ezek az
eredmények felvetik az aggrekan és a perineuronalis halok lehetséges neuroprotektiv
Szerepét.

A terapias beavatkozasok jelenleg az extracellularis matrix lebontdsat célozzék.
A kozponti idegrendszerben van endogén matrix-lebontd aktivitas, ezt a funkciot
kiilonb6zé protedzok (példaul matrix metalloprotedzok) latjdk el (Gilbert és mtsai
2011). A jovObeni terapiak az agyi plaszticitas megvaltoztatasara, vagy a neurologiai
sériilésbdl eredd regeneraciora iranyulnak — ezek a beavatkozdsok mindazonaltal még
csak az elméleti orvostudoméany berkeiben miikddnek. Erdemleges trauma utani

regeneraciot az eréfeszitések ellenére mindezidaig nem sikeriilt elérni.

2.2.4.2. A brevikan molekula

A brevikan kiemelten fontos a proteoglikanok kozott az emlésok kodzponti
idegrendszerében (Frischknecht és Gundelfinger 2012, Racz ¢és mtsai 2013). A
perineuronalis halok fontos 0Osszetevdje kulcsszerepet tolt be a szinapszisok
kialakulasakor az tugynevezett kritikus iddszakban (az iddintervallum, amelyben a

kozponti idegrendszer kiillonosen plasztikus és érzékeny a kornyezeti ingerekre és
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amelyben gyors fejlédésre képes), és hozzajarul az egyensuly megteremtéséhez a
plaszticitas és a kialakult kapcsolatok megtartasa kozott (Morawski és mtsai 2012b). A
brevikan felfedezése harom — egymastol fiiggetlen — laboratériumban tortént. Mig a
Hockfield labor és a Yamaguchi labor 1j, idegi hialuronsavkotd proteoglikanok utan
kutatva azonositotta a brevikant (Jaworski és mtsai 1994, Yamada és mtsai 1994), addig
Seidenbecher kutatocsoportja is azonositotta azt, amikor 1j, szinapszisokhoz asszocialt
fehérjéket kerestek (Seidenbecher €s mtsai 1995). A brevikan név arra utal, hogy a
lektikanok csaladjanak legrovidebb (a latin brevis jelentése rovid) tagja (1. és 3. abrak)
(Yamada és mtsai 1994). Szinonimaja a BEHAB, ami egy mozaiksz6 (brain-enriched
hyaluronic acid binding protein, Jaworski és mtsai 1994), egyben tiikrozi a

hialuronsavhoz vald viszonyat.

Gl /HAKdorigd (g G3
ADAMTS4

CS
0 [ —

3. abra: A brevikan fehérjére jellemzo silyzo alak. Forras: R. Frischknecht, C.1. Seidenbecher / The
International Journal of Biochemistry & Cell Biology 44 (2012) 1051-1054 utan, moédositva (G1/G3:

globularis domén 1,3, HA: hyaluronic acid, hialuronsav, Ig: immunglobulin domain, immunglobulin
domén, Link: link domain, link fehérje domén, CS: chondroitin sulfate, kondroitinszulfat, EGF-RP:
epidermal growth factor-like domain, epidermalis novekedési faktorszerii domén, Lec: lectin domain,
lektin domén, CRP-D: complement regulatory protein domain, komplement szabalyozé protein domén,
ADAMTS4: a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 4, dizintegrin és
metalloprotedz trombospondin 4-es motivummal, GPI: glycosylphosphatidylinositol,

gliikozilfoszfatidilinozitol)
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2.2.4.2.1. A brevikan felépitése és szerepe

Ez a proteoglikan az aggrekanhoz hasonldan egy sulyzoszerii szerkezeti vazzal
rendelkezik, amely tartalmaz egy N-terminalis globularis tartomanyt (G1), ami a
hialuronsavhoz kotodik, egy kozponti kondroitinszulfat koté szakaszt, és egy a C-
termindlis szakaszhoz k6tddo globularis domént, amit G3 doménnek neveziink (3. &bra).
Ellentétben az aggrekannal, a brevikan nem tartalmaz G2 domént. A Gl tartomany
tartalmaz egy immunglobulin-szert (Ig) hurkot, ezt koveti két link fehérje-szerti modul.
A G3 domén tartalmaz egy epidermalis novekedési faktor-szerti modult, egy C-tipusu
lektin-szerii domént és egy komplement szabalyozo protein modult. A k6zépsé rész
tartalmaz egy nem-homolog régiot, ahol valosziniileg kondroitinszulfat rogzitési helyek
talalhatok (Yamada és mtsai 1994). Ellentétben mas lektikanokkal, a brevikan
molekuléak jelent6s hanyada nem glikozilalt formaban van jelen, ezért a brevikant egy
"részmunkaidds proteoglikdnnak" tekintik (Yamada és mtsai 1994). A brevikdn a
lektikan csalad egyetlen tagja, amelynek létezik egy alternativ splicing altal GPI-
horgonyzott formaban megjelend izoformaja (Seidenbecher és mtsai 1995). Ez az
izoforma tartalmazza a Gl és a nem homoldg tartomanyokat, ezt koveti egy GPI
horgony, igy nem talalhato rajta G3 tartomany, amely egy sejthez kotott hialuronsav
koto régid. Ez az izoforma azonban egy ritka valtozat, az mRNS éatiratok kevesebb, mint
1%-4t alkotjak (John és mtsai 2006).

A brevikan csak a kozponti idegrendszerben termelddik (Yamada és mtsai
1994), ami az egyedfejlédés soran szabalyozottan zajlik. Ujsziilott patkanyokban alig
detektalhato, a sziiletés utani elsd héten koncentracioja fokozatosan novekszik, mig el
nem ¢€ri a felndttkorra jellemzd szintet (Seidenbecher és mtsai 1998). A brevikant a
gliasejtek és a neuronok kozosen termelik (Yamada és mtsai 1994, Seidenbecher és
mtsai 1998, John és mtsai 2006). Ezt hippokampusz kultirakban is megerdsitették, ahol
a brevikan fehérje megtalalhatd volt mind a neuronok, mind pedig a gliasejtek Golgi
apparatusaban, valamint neurondlis- vagy asztrocitatenyészetekbdl nyert lizatumokban
(Hamel és mtsai 2005, John és mtsai 2006). Ezzel bizonyitast nyert, hogy a brevikan
mindkét sejttipusban szintetizalodik és szekretalodik, majd kés6bb részt vesz a
neuronok koriili matrix felépitésében (Carulli és mtsai 2006), kozvetleniil kotédve a

sejtek felszinéhez (Hedstrom és mtsai 2007, Frischknecht és mtsai 2009).
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A brevikdn szamos matrix metalloprotedz szubsztratja (Nakamura és mtsai
2000). Hasitasi helyeket a G1 és G3 tartomanyok kozott azonositottak. A hialuronsav
N-terminalisdhoz csatolt fragmensek koriilbeliil 50, mig a C-terminalis fragmentumok
kb. 80 kD-osak. Mindkét fragmentum nagy mennyiségben mutathato ki agyi
homogenizatumban (Yamada és mtsai 1994, Seidenbecher ¢s mtsai 1995, Matthews és
mtsai 2000). A legfontosabb brevikant hasito protedz az ADAMTS4 nevii fehérje
(Nakamura ¢és mtsai 2000). A brevikant specifikus helyen hasitja, ami megegyezik az

3% &g szerin®®®

aggrekan hasitasi helyével, ez a glutamin kozott talalhato (Nakamura és
mtsai 2000).

Brevikan tartalmi matrixot megfigyeltek kdzvetleniil a neuronalis kompartment
koriil is. gy a brevikan jelen van az axon inicialis szegmens koriil, amit in vitro és in
Vvivo kisérletekben is sikeriilt kimutatni (John és mtsai 2006, Hedstrom és mtsai 2007).
Ez a matrix depozitum még azt megel6zden épiil fel, hogy hialuronsav kimutathatd
lenne a sejttenyészetben. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a brevikdn axon inicidlis
szegmens koriili lerakodésa kozvetleniil sejtfelszini receptorhoz vald kotdédés révén
valésul meg (Frischknecht és mtsai 2009). Hasonloképp kozvetlen kolcsonhatéast
sikeriilt kimutatni a brevikan és a neurofaszcin 186 (NF186) glikoprotein kozott, ez
utobbi axon inicialis szegmensek teriiletén magas koncentracioban van jelen (Hedstrom
¢s mtsai 2007). Ennek megfeleléen a NF186 fehérje transzkripcidjanak szupresszidja
esetén nem rakodik le brevikdn az inicialis szegmens koriil (Hedstrom és mtsai 2007),
amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a brevikdn teremt kapcsolatot az extracellularis
matrix €s az iniciadlis szegmensben talalhatdé NF186 fehérje kozott. Ezt tdmasztja ald az a
megallapitas, hogy brevikdn akkumulaciok a Ranvier-féle befiizddésekben is
el6fordulnak, amelynek fehérje Osszetétele nagyon hasonlit az axon inicidlis
szegmenséhez. A nagy atmérdjii axonok Ranvier-féle beflizddésénél azt tapasztaltdk,
hogy a brevikdn hidnya az extracellularis matrix atrendezddéséhez vezet (Bekku és

mtsai 2009). Az ilyen atrendezddésnek funkcionalis kovetkezményei tovabbra is

feltérképezetlenek.
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2.2.4.2.2. A brevikan lehetséges orvosi vonatkozasai

A kozponti idegrendszer homogénen eloszl6 brevikan allomanya fontos klinikai
vonatkozassal bir. A traumas agysériiléseket és azok sulyos kovetkezményeit csak
korlatozott mértékben képes a kozponti idegrendszer helyreéllitani, ezt a folyamatot a
kondroitinszulfat proteoglikdnok nagyban gatoljak. A brevikanrol bebizonyitottak, hogy
termelése a kisérletes neurodegenerativ allatmodellekben fokozddik az entorhinalis
kérget érint6 elvaltozasokban (Schafer és mtsai 2008), gerincveld sériilésben (Jones és
mtsai 2003), vagy a hats6é gyokér atmetszése utan (Beggah és mtsai 2005). A brevikan
¢és neurokan génjének egylittes kiiitése utan (double-knockout) egerekben azt sikertiilt
kimutatni, hogy a hatsé gyokér belépési zondjaban az axon ujrandvekedése fokozodik.
Azonban ez csak akkor volt megfigyelhetd, ha a periférids idegsériilést megel6zd
rizotdbmia révén aktivaloédott az érintett neuronok intrinzik ndvekedési programja
(Quaglia ¢és mtsai 2008). Ezek a kisérletek azt is bizonyitottdk, hogy a brevikan
hozzajarul a nem-permissziv kornyezethez, annak eltdvolitasa sziikséges, de nem

elégséges feltétele az axondlis ndvekedésnek.

2.2.4.3. Az extracellularis matrix kondenzalt formdi: a perineurondlis halo és a

periaxondlis hiively

Az elmult tizen6t évben az 0j bioldgiai és immunhisztokémiai technikdk
megjelenésének koszonhetéen a kozponti idegrendszeri extracellularis matrix koriil
foly6 kutatasok 11j impulzust kaptak. A kutatok figyelme az extracellularis matrix egy
vékony racsszerti boritékara iranyult, amely egyes neuronpopuldciok szoéméaja és
dendritjei koriil akkumulalodik kiilonbozd agyteriileteken. Ezek az tugynevezett
perineuronalis halok, amelyek torténete tobb mint, egy évszadzada kezdddott el, és elso,
de nem utols6 sorban Golgi nevéhez kothetd. Az 1870 és 1910 kozotti idoszakot két
iskola — a retikularis tedria és a neuron teédria — vitaja uralta, amelynek epicentrumaban
a kozponti idegrendszer szervezddése allt. A korai 1870-es években altalanosan
elfogadott tény volt, hogy az idegszovet felépitésében a protoplazma nytlvanyok
(késébbi dendritek) és a tengelynyulvanyok (késébbi axonok) vesznek részt. Az elsd
utalds, ami az idegszovet perineuronalis haldira vonatkozott, Golgi kozleményeiben
lelhetd fel. El6szor a gerincveld és a IV. agyideg kapcsan tesz roluk emlitést. Camillo
Golgi munkéssaga mérfoldkovet jelentett a sejtbiologidban, amiért leirta — a neve altal

fémjelzett — intracellularis kompartmentet (Golgi 1893). Kevésbé ismert tény azonban,
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hogy a mondanddja els6 felében elhangzott utaldas mar el6revetitette egy, a
sejtmembranon kiviil elhelyezkedd, finom, mozaikszeri, halozatos felépitési struktura
1étezését, ami koriilvesz egyes idegsejteket. Ez a struktura boritékszerlien veszi koriil az
idegsejtek szomajat illetve dendritjeit. Nem csak Golgi, hanem még sokan masok is
vizsgéltdk a perineurondlis hdlokat. Lugaro makidké majom kisagyanak granuléris
rétegében a kosarsejtek koriil irta le (Lugaro 1895). Donaggio a perineuronalis halot
mellsészarvi motoneuronok koriil azonositotta Kutya gerincvel6 eliilsé szarvaban. O
volt az elsO, aki a halok finomszerkezetével foglalkozott és feltételezte annak glialis
eredetét és stabilitasban betoltott szerepét, valamint részletezte annak filamentdzus
szerkezetét (Donaggio 1898,1901). Ramén y Cajal leirta macska cerebellumban és
telencephalonban a neuronok koriil (Cajal, 1898). Martinotti, aki Golgi hires ,,fekete
reakciojat” alkalmazta az idegszovet sajatossagainak tanulméanyozasara a gerincveldben
irta le a perineuronalis halokat (Martinotti, 1897). Meyer pedig azt gondolta, hogy a
perineuronalis halok a neuronok axonjanak terminalis arborizacidi, és fontos szerepet
jatszanak az ingeriilet terjedésében (Meyer 1897, 1899). Golgi szerint, ez a halozat egy
ugynevezett neurokeratin ,,fliz6”, amely az ingeriilet terjedését megakadalyozza, tehat
szigeteld funkcidval rendelkezik. Ezzel szemben Ramon y Cajal feltételezése szerint a
perineuronalis halok csupan a festési eljaras melléktermékei, amely a sejten kiviili
térben talalhatd anyagok véletlenszerli kicsapodasaibol szarmaznak — az alkalmazott
technikat (a Golgi impregnaciot) tekintve ebben Cajalnak tulajdonképpen igaza volt, az
eziist-nitrat valoban extracellularis molekulékat precipitalt. A perineurondlis halok iranti
érdeklddés egészen az 1960-as évekig elhalvanyodott. Ekkor értekeztek tobben is egy, a
neuronokat koriilvevd perjodsav-Shiff pozitiv anyagrol, ami kiillemre a perineuronalis
haloknak felelt meg. Erdekes része a torténetnek az, hogy az emlitett szerkezet és a
Golgi altal mar joval kordbban leirt jelenség kozotti azonossagra sokaig nem jottek ra
(Celio és mtsai 1998).

Franz Nissl és Alois Alzheimer tekintettek elsdként neuropatologiai szemmel a
perineuronalis halok morfologidja felé, melyrél Carlo Besta tesz emlitést — , A
perineuronalis halok viselkedése bizonyos koros idegrendszer folyamatokban" — 1911-
ben (Besta 1911). Belloni és Donaggio Azheimer tipusti demenciakban és az agyszovet
egészére kiterjedd glidzisban és pszichiatriai korképekben beszadmoltak arrél, hogy a

perineuronalis halok érintettek a degenerativ elvaltozasokban, a perineuronalis halok
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mérete csokkenhet vagy megvastagodhat (Belloni 1933; Donaggio 1931). Besta szamos
atfogd beszamolot kozolt a perineurondlis halokrol kiilonbozé agyi régiokban és
fajokban. Belloni aprolékos morfoldgiai tanulmanyokat végzett az emberi
perineuronalis halokkal. Kutatasait felnétt agykéregben és egy 6t honapos magzat
agyaban végezte, emellett foglalkozott a perineurondlis halok szerkezetével szdmos
degenerativ cerebropatiaban. Besta és Belloni (Besta 1911; Belloni 1933) nevét a
neurologusok azon sziik csoportja kozott jegyzik, akik kisérletet tettek arra, hogy
megfejtsék a pszichologiai jelenségek mogott rejlé mechanizmusokat mind normal,
mind koéros koriilmények kozott.

Az elmult tiz évben a perineurondlis halok vizsgalata a morfoldgiai vizsgalatok
utdan a kisérletes manipulacidk iranyaba terelddott. A kisérletek korabbi csoportja a
diffiz matrix elbontasat célozta, abban a reményben, hogy axon ndvekedést tudnak
elésegiteni a sériilt teriileten. gy kisérletesen bizonyitast nyert, hogy a hialuronidaz
enzimmel vald emésztés utdn a sértett patkany latdidegben a latoideg axonjai
novekedésnek indulnak (Tona ¢s Bignami 1993). Mas kisérletek kifejezetten a
perineurondlis halok vizsgdlatira iranyultak. Példaul HIV fertézésben a virus
preferensen megfertdzi a mikroglia sejteket, amelyek ennek hatasara — tobbek kozott —
protedzokat szabaditanak fel és ezek lebontjak a kornyezd sejtek koriili extracellularis
matrixot (Belichenko és mtsai 1997b). A Rett szindromaban szenvedd betegek kdzponti
idegrendszerében a perineuronalis halok 4altal képzett kopeny a kérgi teriileteken
jelentdsen atalakul; expresszidjuk a motoros kéregben fokozodik, mig mas kérgi
régiokban valo el6fordulasuk csokkent (Belichenko és mtsai 1997a). Alzheimer-kérban
szenved6 betegeknél a perineuronalis halok szerepe kiemelten az érdeklddés
kozéppontjaba keriilt, mivel neuroprotektiv hatdstakrdl szdmoltak be (Briickner és
munkatarsai 1999).

Napjaink kutatasai bebizonyitottdk, hogy a perineuronalis halok rendkiviil sok
funkcioval rendelkeznek. Fontosak az extracelluldris tér €s az intracellularisan talalhaté
sejtvaz kozti kapcsolat létrehozasaban (Sayed és mtsai 2002). Jelentds szerepet
jatszanak az ionhomeosztazis fenntartasdban, gyakran talalhatoak gyorstiizelé neuronok
koriil. Védelmet nyujtanak a neurodegenerativ folyamatokkal szemben (Briickner és
mtsai 1999, Miyata és mtsai 2007, Morawski és mtsai 2010a), és szabalyozo szerepiik

van a szinaptogenezis soran (Pizzorusso ¢és mtsai 2002, Berardi és mtsai 2003,
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Frischknecht és Gundelfinger 2012). Az is bizonyitott, hogy a kifejlett vagy sériilés utan
képzodott extracellularis matrix ellendll a kozeledd neuriteknek (Mckeon és mtsai 1991,
Niederost ¢s mtsai 1999), ¢és csokkenti az idegsejtek plasztikus tulajdonsagait
(Hockfield és mtsai 1983, Pizzorusso és mtsai 2002). A plasztikus tulajdonsagok alatt
az idegsejtek szinaptikus kapcsolatainak valtozasait, erdsségiik, illetve hatékonysaguk
modosulasait értjiik. A kovetkezokben leirt kisérleteink elsdsorban azt a kérdéskort
érintik, hogyan jelenik meg az extracellularis matrix az ember kozponti
idegrendszerének kiillonb6zo részein.

A kozelmultban napvilagot latott egy masik mikroszkopikus morfologiai
struktara, a periaxonalis hiively (axonal coat) leirasa (Briickner és mtsai 2008). Ez a
matrixakkumulécio6 izolaltan, individudlis szinapszisok koriil alakul ki. Napjainkban a
perineurondlis héalok és a periaxonalis hiivelyek kiilon entitast képviselnek a
neurocitologidban. A perineuronalis haloknak elvaltozasainak kiemelt szerepet
tulajdonitanak a korunkat sujtd neurodegenerativ betegségekben. Kutatasaink és
eredményeink e két struktira leirasara Gsszpontosult az emberi kozponti idegrendszer

kiilonbozd, plasztikus €s nem plasztikus teriiletein.
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3. KERDESFELVETES

Az emldésok kozponti idegrendszerének extracellularis matrixat tobb fajban

vizsgaltak. Hasonld ismeretek humadn mintdkon csak hidnyosan és korlatozottan allnak

rendelkezésre. Munkankkal ezt az tirt kivantuk potolni; harom, a kdzponti idegrendszer

eltéré felépitésii €s hierarchiaju teriiletére iranyitottuk figyelmiinket, hogy ott az

extracellularis matrix és annak korabban ismertetett komplex megjelenési formait,

kémiai heterogenitasat feltérképezhessiik. Ebben a perineurondlis matrix legfébb

komponensét, a kondroitinszulfat proteoglikanok csalddjaba tartozo aggrekant és

brevikant vizsgaltuk.

1. A gerincvel6ben folytatott terapids torekvések arra Osszpontositanak, hogy az

2.

3.

axonregeneraciot az extracellularis matrix bontdsaval megkonnyitsék. Ezek a
vizsgalatok figyelmen kiviil hagyjdk a neuronok koézvetlen kornyezetét alkotd
szomatodendritikus kompartmentet. Arra kerestiik a valaszt, milyen neurokémiai
Osszetételli perineurondlis és periszinaptikus matrix talalhaté a gerincveld
kiilonb6z6 neuroncsoportjai €s terminalisai koriil, és mindez mutat-e eltéréseket

a kiilonb6z6 morfologiai és neuroanatomiai funkcidkkal bird szegmensek kozott.

A koztiagyban a Kkiils§ térdestestre forditottuk figyelmiinket, mert ezen a
tertileten elOzetes, attekintd vizsgélataink soran igen kis szamban talaltunk
perineuronalis haldkat. Feltettiik a kérdést, hogy egy kozismerten aplasztikus,
kapcsoloallomasként szolgalo agyteriilet milyen kompartmentalizaltsagu

extracellularis matrixot alakit ki neuronjai koriil.

A human hippokampuszban folytatott munkank soran arra voltunk kivancsiak,
hogyan szervezddik egy koztudottan plasztikus kérgi teriilet matrixdsszetétele az
emberi idegrendszerben, talalunk-e filogenetikai kiilonbségeket mas emldsékben
tapasztaltakhoz. Megvizsgaltuk, milyen neuroncsoportok és milyen természetii

szinapszisok kortil taldlunk fokalis matrixakkumulaciot.

29



DOI:10.14753/SE.2014.1941

4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Human mintak

Az emberi szovetmintakat a Semmelweis Egyetem II. szamu Patologiai Intézete
bocsatotta rendelkezésiinkre, azok felhasznalasa a Semmelweis Egyetem etikai
engedélyével tortént. Mintdinkat olyan tetemekbdl kaptuk, amelyek kortorténetiikben
semmilyen neurodegenerativ betegség jelét nem mutattak.

A degenerativ folyamatok meggyorsitjak az extracellularis matrix szénhidrat
oldallancainak lebomlésat, rontjdk az extracelluldris matrix lektinhisztokémiai és
immunhisztokémiai megjelenithetéségét. Ennek megfeleléen olyan szoveteket
dolgoztunk fel, melynek posztmortem ideje (postmortem delay, PMD, a halal beallta
utan eltelt 1d6 a fixalas megkezdéséig) 20 ora alatt volt. Agymintainkat egy 15 és egy 18
ora PMD idejli tetembdl, gerincveld mintainkat egy 12 és egy 15 6ra PMD ideji

tetembdl nyertiik.

4.2. Fixdlas

A human mintdkon legtobbszor alkalmazott immerzios fixalds helyett az
érpalyan keresztiil fixaltuk a kozponti idegrendszer szerveit. Az agy- és gerincveldt
el6szor in situ, az artérias és vénas rendszerbe (arteria carotis interna, arteria vertebralis,
sinus sagittalis superior) illetve a gerincveld esetén a szubarachnoidealis térbe vezetett
kaniilon keresztiil perfuzios sooldattal (0,9% NaCl) atmostuk, majd fixalooldattal 2%
paraformaldehidet és 2% glutaraldehidet tartalmazo 0,1 M, pH 7.4 Tris-puffer s6oldattal
(TBS) tartositottuk.

Az agyvel6bol a hippokampusz formaciot és a kiilsé térdestestet tartalmazo
blokkot vagtuk ki mindkét oldalon. A gerincvel6b6l 15 mm vastag — harant sikban
elmetszett — szakaszokat tavolitottunk el a nyaki, mellkasi, agyéki és keresztcsonti
szelvényekbdl (a tajékozodasban a megfeleld ideggyokok nyujtottak segitséget). A
mintdkat 2% paraformaldehidet tartalmazé TBS pufferben 4 napig 4 °C-on utofixaltuk.
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4.3. Metszés
A mintaink egy részét fény-, immunfluoreszcens vizsgalatra dolgoztuk fel, ehhez
40 um vastagsagi metszeteket készitettiink. A festésre szadnt mintakat krioprotekcio

utan (30% szaharoz oldat, 4 °C, 48 ora) kriosztattal metszettiik le.

4.4. Nemspecifikus endogén peroxidaz aktivitas csokkentése, blokkoldsi lépés

A fénymikroszkopos vizsgalatra feldolgozott metszeteket 0,1M, pH 7.4 foszfat
pufferben (PB) tortént tobbszori mosas utan 60%-0s metanolban oldott 2%-o0s
toménységii H,O, oldataba (Reanal, Budapest, Magyarorszag) helyeztiik 60 percig
azért, hogy az endogén peroxidaz aktivitast csokkentsiik. Tovabbi el6kezelésként 30
percig mostuk metszeteinket szobahémérsékleten 1%-os natrium-borohidridben (Merck
Millipore, Darmstadt, Németorszag), hogy a képz6dott aldehidek mennyiségét
redukaljuk. Ezt kdvette a blokkolasi 1épés, amit 2%-0s szarvasmarha szérum albumint
(bovine serum albumin, BSA, Sigma, St. Louis, USA), 0,3% kazeint (Sigma, St. Louis,
USA) és 5%-0s normal szamar szérumot (normal donkey serum, NDS, Sigma, St.
Louis, USA) tartalmazo tritonos PB-ben végeztiink 90 percen at szobahémérsékleten

azért, hogy elkertiljiik a nem-specifikus szekunder antitestkotést.

4.5. Lektinhisztokémia

A szabadon Usz6 metszeteket PB-ben higitott biotinilalt Wisteria floribunda
agglutininnel (WFA, 25 ug/ml, Sigma, St. Louis, USA) reagaltattuk egy éjszakan at,
szobahdmérsékleten. PB-ben tortént mosas utan a szovetet avidin-biotin komplexbe
helyeztiik 1 o6ra hosszan (Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame,
USA; 1:1000). Az  0Osszekapcsolodott  avidin-biotin -~ komplexet  (ABC,
VectorLaboratories, Burlingame, USA) egy kromogén, a 3,3’-diaminobenzidin
segitségével (DAB, 0,025%, Sigma, St. Louis, USA) csapadék formajaban tettiik
lathatéva nikkel-ammonium-szulfat  (0,05%, Merck, Darmstadt, Németorszag)
jelenlétében azért, hogy a reakcid intenzivebb legyen. Tobbszoros PB-rel tortént mosas
utdn a metszeteket zselatin bevonati targylemezre huztuk fel, szaradas utan felszallo

alkoholsorral dehidraltuk, majd DePeX-szel (Fluka, Budapest, Magyarorszag) lefedtiik.
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4.6. Immunhisztokémia

A metszeteket ¢jszakan keresztiil inkubaltuk a higitott primer ellenanyagokkal
2%-0s normal szamar szérumot tartalmazo tritonos PB oldatdban. A human szdvetekben
hasznalt ellenanyagok részletes listajat az alabbi tablazatok tartalmazzak (1. tablazat, 2.
tablazat, 3. tablazat). Tobbszoros immunjelolések esetén a primer antitesteket

ugyanazon oldatban (koktélban) higitottuk.

4.6.1. Aggrekan és brevikan alapu tengelyfehérje primer antitestekkel valo detektdlasa

Az aggrekan tartalmii matrixot monoklondlis, az aggrekdn tengelyfehérjét
felismer6 HAG7D4 (1:10, Acris, Herford, Németorszag), Cat-301 és Cat-315
(mindketté 1:1000, Millipore, Bedford, USA) ellenanyagokkal, valamint az aggrekan
kapcsolofehérjét felismerd, anti-CRTL-1 ellenanyaggal (1:400, R&D Systems,
Minneapolis, USA) tettiik lathatova. A matrix brevikdn komponensét brevikan ellenes
ellenanyaggal (1:1000, R. Matthews készitette és bocsatotta rendelkezésiinkre,
Matthews ¢és mtsai 2000), a tenaszcin-R molekulat pedig tenaszcin ellenes antitesttel
(1:50, R&D Systems) jelenitettiik meg. A hialuronsavat fehérje-kotési reakcioval tettiik
lathatova. A szabadon usz6 metszeteket Streptomyces hyalurolyticusbdl (50 egység / ml
0,1 M PB-ben, pH = 5,0, Sigma, St. Louis, USA) izolalt hialuronidaz enzimmel 4 6ran
at 37 °C-on eldkezeltik, majd specifikus biotilinalt- hialuronsavkotd fehérjével
(biotinylated hyaluronan binding protein, B-HABP, Amsbio, Abingdon, Egyesiilt
Kiralysag) reagaltattuk.

4.6.2. Szinaptikus markerek és a neuronok dendritjeinek jelolése primer antitestekkel
Szinaptikus markerként, anti-glutaminsav-dekarboxilaz 65/67 antitestet (GAD,
1:5000, Sigma), 1-es tipusu vezikularis glutamat transzporter ellenes antitestet
(VGLUT1, 1:10000, Synaptic Systems, Goettingen, Németorszag), vagy anti-
parvalbumin antitestet (PV, 1:5000, Swant, Belinzona, Svajc) hasznaltunk. A neuronok
azonositasara anti-kolin-acetiltranszferaz (ChAT, 1:200, Millipore, Darmstadt,
Németorszag) antitestet, anti-P anyag ellenes antitestet (substance-P, 1:100, Accurate

Chemicals, Westbury, USA), a gamma-amino-vajsav (GABA) receptor ellenes
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antitestek koziil a monoklonalis GABAA B2 ellenanyagot (1:200, Millipore), a glicin
receptor (Gly-R) ellenes antitestek koziil pedig a monoklonalis GlyR4a antitestet
(1:100, Synaptic Systems Goettingen, Németorszag) hasznaltuk.

A neuronok dendritjeinek lathatova tételéhez SMI 311 (1:1000, Sternberger
Monoclonals, Baltimore, USA) antitestet, a gliasejtek megjelenitéséhez glialis fibrillaris
savas protein (glial fibrillary acidic protein, GFAP, 1:2000, Dako, Glostrup, Dania)

ellenes antitestet hasznaltunk.

4.6.3. Az epitopok fénymikroszkopos elemzéshez valo lathatova tétele egyszeres
jelolésekben

A primer antitest oldatat metszeteinkrdl eltavolitottuk, azokat PB-rel tobbszor
atmostuk. Ezutan 60 percig biotinilalt, szamarban termelt egér-, nytl- vagy kecske
ellenes immunglobulin savdoval reagiltattuk (szekunder antitest). Ismételt mosési
1épések utdn a metszeteket az elére elkészitett ABC-vel reagéltattuk egy oran at
szobahdémérsékleten (Vectastain Elite ABC kit, Vector). Az immunprecipitatumot
nikkel-ammonium-szulfattal felerdsitett (0,05%, Merck) 0,025%-0s DAB (Sigma)
segitségével tettiik lathatova. Mindez 0,05 M-os TRIS-pufferben (pH 8,0) 0,001%-o0sra
higitott H,O, oldat (Reanal) jelenlétében tortént. Kontroll kisérletiinkben elhagytuk a
primér antitestet, ez az immunreaktivitas hianyat eredményezte. A fénymikroszkopos
vizsgalatra szant metszeteket zselatinozott targylemezre hiztuk fel, és DePex-szel

(Fluka) fedtiik le.

4.6.4. Tobbszoros immunfluoreszcens jelolések

A kettds- €s harmas immunfluoreszcens jeldlésekhez a felsorolt szinaptikus vagy
neuronalis markereket az aggrekan vagy brevikan ellenes antitestekkel kombinaltuk. A
metszeteket ezutan kiilonb6zo fluoreszcens szekunder ellenanyagokkal, igy tobbféle
szin?i karbocianinnal (Cy2, Cy3, Cy5) konjugalt szamarban termelt egér, nyul vagy
kecske elleni immunglobulinok (1:500; Dianova, Hamburg, Németorszag) keverékével
reagaltattuk. A metszeteket végiil felhuztuk targylemezekre és szaritas utan glicerol

zselatinnal fedtik le.
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1.tablazat: A human gerincvel6ben hasznalt markerek dsszefoglalé tablazata.

Link protein-1

Brevikan

Tenaszcin-R

Parvalbumin

Kolin-acetiltranszferaz

P-anyag (Substance P)

anti-CRTL- 1
(hHAPLN1)

anti-brevikan (50 kD
fragmens)

anti-tenaszcin-R

anti-PVv28

anti-kolin-
acetiltranszferaz (anti-
Chat)

anti-substance-P

R&D
Systems
Inc.

R.T.
Matthews

R&D

Systems
Inc.

Swant

Millipore

Accurate
Chemical

kecske,
poliklonalis

nyul,
monoklonalis

egér,
monoklonalis

nyul,
poliklonalis

kecske,
poliklonalis

nyul,
monoklonalis

1:400

1:20000

1:50

1:1000

1:500

1:100

Carulli és mtsai
(2007)

Matthews és mtsai
(2000)

Briickner és mtsai
(2003)

Celio és Heizman
(1981)

Morawski és mtsai
(2010c)

Kozsurek és mtsai
(2009)
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2. tablazat: A kiilsé térdestestben hasznalt antitestek és lektinek dsszefoglalé tablazata

Aggrekan
tengelyfehérje

Aggrekan
tengelyfehérje

1-es tipusu
glutamat transzporter

neurofilamentum
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anti Cat-301

anti-aggrekan
HAG7D4

anti-vezikularis
glutamat transzporter
1(VGLUTY)

anti-Pan-neuronilis
neurofilament marker
(SMI-311)

Millipore

Synaptic
Systems

Sternberg
Monoclonals

egér,
monoklonalis

egeér,
monoklonalis

nyul,
poliklonalis

nyul,
poliklonalis

1:10000

; Celio és
Parvalbumin anti-parvalbumin Swant nyal, 1:5000 Heizman
poliklonalis
(1981)
: s biotilinalt Wisteria : Hartig és mtsai
N-acetilgalaktozamin floribunda agglutinin Sigma 5mg/ml (1992)
(WFA)

Matthews és
mtsai
(2002)

Briickner és
mtsai
(2008)

Kaneko és
Fujiama
(2002)

Ulfig és mtsai
(1998)
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3. tablazat: Az emberi hippokampuszban alkalmazott ellenanyagok 6sszefoglalé tablazata.

matrixosszetevok

Briickner és
mtsai
(2008)

anti-aggrekan egér,
(HAG7DA4) monoklonalis

Aggrekan tengelyfehérje

egér Matthews és
Aggrekan tengelyfehérje anti-Cat-301 Millipore monoklonélis mtsai
(2002)
. Matthews és
o anti-brevikan R.T. nyul, . .
Brevikin (50kDa fragmens) Matthews poliklonalis 1:2000 misal
(2000)
biotilinalt Wisteria 25 Morawski és
N-acetilgalaktozamin floribunda agglutinin Sigma o/ml mtsai
(WFA) K (2011)

o anti-Calbindin egér, Celio és mtsai
Calbindin SWant 1:2000
(D-28k) monoklonalis (1990)

anti-glutamat nyil, Briickner és
Glutamat dekarboxilaz dekarboxilaz Sigma 1:5000 mtsai
(GAD) poliklonalis
(2008)

Parvalbumin anti-parvalbumin nyul, . Celio és mtsai
| Peabumn | antpanabunin | swan | 0| s | e

anti-vezikularis .
1-es tipusa glutamat Synaptic nyul, Kaneko és
glutamat transzporter . . 1:5000 .
transzporter Systems poliklonalis mtsai (2002)
(VGLUTY)
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4.7. Elektronmikroszkdpia

Az elektronmikroszkopos feldolgozés soran a kiils6 térdestestbdl €s a hippokampusz
alaposan atmostuk 0,1 M-0s PB-ben. Ezt kdvetden a kordbban ismertetett modon a
kiils6 térdestest esetében HAG7D4, mig a hippokampusz eset¢tben HAG7D4 ¢és
brevikan immunjel6lést végeztiink. A metszeteket 1 6ran at ozmium tetroxid (Reanal)
1%-o0s oldataval szobahémérsékleten utanfixaltuk, majd dehidralas utan Durcupan-ba
(Fluka) agyaztuk. A legtobbszor alkalmazott uranil-acetattal végzett kontrasztozasi
Iépést kihagytuk. Ez ugyanis a membranokat erdsen elektrondenz strukturava teszi,
mely az ehhez kozvetlen kapcsolddd matrix immunjelet attdél megkiilonbdzhetetlenné
tenné. A gyantaba agyazott mintdkbol ultravékony metszeteket készitettiink, ezeket

Formvarral hartyazott gridekre vettiik fel.

4.8. Képalkotas

Immunperoxidaz reakcioval késziilt, egyszeres immunhisztokémiai jel6léseinket
Zeiss Axiovert 200 fénymikroszkoppal elemeztiik. Azokat a metszeteket, melyeken
tobbszords immunfluoreszcens jeldléseinket végeztiink, konfokalis pasztazo lézer
mikroszkoppal (Biorad, Hercules, USA) vizsgaltuk. Az ultrastruktarat JEOL 1200 EMX

tipust transzmisszios elektronmikroszkoppal végeztiik.

4.9. Kvantitativ adatok

Mennyiségi analizist a human kiils6 térdestestben és a hippokampuszban végeztiink.

4.9.1. A HAGT7D4-immunreaktiv periaxonalis hiivelyek szinaptikus markerek koriili
gvakorisaganak megallapitdsa a kiilso térdestestben

Ezeket a mennyiségi vizsgalatokat kettdsen immunjeldlt jelolt metszeteken
végeztik, ahol HAG7D4 immunjeldlést VGLUT1, GAD vagy PV immunjel6léssel

kombinaltunk. Els6 1épésben a HAG7D4-immunreaktiv periaxonalis hiivellyel boritott
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VGLUT1-, GAD- vagy PV-immunreaktiv profilokat szamoltuk meg. Masodik 1épésben
a periaxonalis hiivelyeket szamoltuk meg manualisan ugyanazon, de egycsatornas
sziirkearnyalatosra konvertalt képeken. Utolsé 1épésben a VGLUTI1-, GAD- vagy PV-
immunreaktiv profilok szamat hatdroztuk meg a masik csatorna sziirkearnyalatosra
konvertalt képein, ugyanezen mérdkeretben, mind manudlisan, mind digitalisan, az
UTHSCSA Image Tool 3.00 szoftver segitségével. A periaxonalis hiivelyekkel koriilvett
szinapszisok szamat Osszevetettiik az 0Osszes szinaptikus profil szdmaval, abbol

hanyadost képeztiink.

4.9.2. Kvantitativ analizisek a hippokampuszban

Mennyiségi analiziseinket két mintan végeztilk. A periaxonalis hiivelyek
kvantitativ analizisét a CRTL-1 és brevikan immunfestett metszeteinken hajtottuk végre
a Neurolucida program segitségével. Méréseinket 6t metszeten végeztiik, egy metszeten
régionként (subiculum, Cornu Ammonis: (CAL, CA2, CA3, CA4); gyrus dentatus (GD);
enthorinalis cortex (EC)) harom helyr6l. A harom mért adatot (egységnyi teriilettel
rendelkezd mérdkeretre jutd profilok szama) az adott régioban atlagoltuk. Majd az 6t
metszeten mért (4tlag) adatot atlagoltuk. Végiil a két agyvelobdl vett atlagok atlagat
atlagoltuk, innen kaptuk a szoras értékét. Sémas abrainkon (22. és 23. dbrak A, részei) a
periaxondlis hiivelyek helyzetét, relativ stirliségét képileg is demonstraltuk).

A parvalbumin és calretinin immunreaktiv sejtek perineuronalis haléhoz vald
calretininnel tobbszorosen immunfestett metszeteken. Interneuron tipusonként Gtven
sejt koril vizsgaltuk meg a perineuronalis halok meglétét, majd a haloval bird sejtek

aranyat meghataroztuk.

4.9.3. Perineuronalis halok felterképezese a hippokampuszban

Az aggrekan-, CRTL-1 fehérje- vagy brevikan tartalmt perineuronalis halokat a
Neurolucida programmal térképeztiik fel. A keret-1éptetd funkcid lehetdvé tette, hogy
ezeket a strukturakat a hippokampusz formacid egész teriiletén helylik és pontos szdmuk
alapjan megjelenithessiik. Ezt (a 22. és 23. abrak A; részein) abraink sémas részein

képileg abrazoltuk.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az extracellularis matrix eloszldasa és megjelenési formadi az emberi gerincvelében

5.1.1. Altalanos immunhisztokémiai megdllapitisok

A perineuronalis és periszinaptikus extracellularis matrix a human gerincveldben
jellegzetes regionalis eloszlast mutat, nagy strukturalis és kémiai soksziniiség jellemzi.
A kondroitinszulfat proteoglikan alapt extracellularis matrix jellemzését a reprezentativ
gerincvel6i  szegmensek analizisére alapoztuk (4. abra). Kiilonboz6 citokémiai
markereket hasznaltunk a matrixkomponensek és a neuronok azonositasara (1. tablazat).

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 tartalma extracellularis
matrixot az emberi gerincveld fehér- és sziirkedllomanyaban majdnem mindeniitt
talaltunk. Figyelemre méltd, hogy a substantia gelatinosa teriiletén gyengén vagy
egyaltalan nem tapasztalhatunk hialuronsav immunrekativitast (4. abra C,—C,).
Megfigyeléseink azt mutattdk, hogy a tenaszcin festddés a hatsd szarv teriiletén
intenziv, kiilondsen a gerincveld hati, agyéki és keresztcsonti szakaszan (4. abra Do—
Dy). Els6sorban aggrekan, brevikan és CRTL-1 pozitiv aggregatumokat figyeltiink meg
a neuronok szomaja, dendritjei és axonterminalisai koril (5. és 6. abrak). Ezek a
szlirkedllomanyban koncentralodtak, megkimélve a fehérallomanyt. Perineuronalis
halokat leginkabb aggrekan immunoreaktivitdsuk alapjan azonositottunk. Ezzel
szemben a brevikan és a CRTL-1 a disztalis dentritszakaszok mentén fordult el6 (5.
abra).
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4. abra: Nissl festés, sematikus dbra, hialuronsav és tenaszcin festések atnézeti képei, a gerincveld
kiilonb6z6 szakaszai. Nissl festés képei (A;-A4) a sematikus abrakkal kiegészitve (B;-B,), amelyek
bemutatjak a f6 magokat az emberi gerincveld nyaki, mellkasi, gyéki és keresztcsonti szegmenseiben. A
szamok a kovetkez6 képleteket jelolik: 1: substantia gelatinosa, 2: nucleus proprius, 3: Clarke oszlop, 4:
vegetativ neuronokat tartalmazd sziirkeallomany, 5: nucleus intermediomedidalis, 6. nucleus
intermediolateralis, 7: nucleus dorsomedialis, 8: nucleus dorsolateralis, 9: nucleus ventrolateralis, 10:
nucleus ventromedialis, 11: nucleus retrodorsolateralis, 12: szakralis paraszimpatikus mag. Lépték =
Imm.
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5. dbra: Perineuronilis halok a human gerincvel6bél és a f6 extracellularis matrixésszetevok. A
gerincveld mellsé szarvabol szarmazo neuront koriilvevd extracellularis matrix fluoreszcens képe azt
mutatja, hogy a kiilonb6z6 matrixkomponensek, mint az aggrekan, a brevikan vagy a HAPLN-1 részben
atfednek egymassal (A,). Egy vékony tipusu, aggrekan tartalmt perineuronalis hald latszik (A;). A
brevikan és a HAPLN-1 nagymértékben atfednek az axon inicialis szegmens koriil (A.3). Lépték = 100

pm.

5.1.2. A gerincvel6 szakaszainak részletes immunhisztokémiai jellemzése
a. Nyaki szakasz

A cervikdlis szakaszon az aggrekan alapii perineurondlis hélok uraltdk a
szlirkeallomanyt (6. abra A-Ags). Az idegsejtek szomajat vékony (6. abra Aj), erés (6.
abra Ay), vagy épp diffuz (6. abra Aj) aggrekan alapu perineuronalis halok vették kortil,
nagyobb gyakorisdggal a sziirkedllomany eliilsd szarvi ¢€s centralis teriiletén. A
dendritek proximalis szakaszai igen gyakran az ket boritdé matrix aggregatumok révén
valtak lathatova (6. abra A;).

A matrixmintdzat mas képet adott CRTL-1 immunhisztokémiai festés utan. A
hatsé szarvban mutatott erds immunreakcio hirtelen megsziint a substantia gelatinosa,
tovabba az tigynevezett Lissauer zona teriiletén (6. dbra B). A fehéralloméany oldalso
kotegének medidlis része hatarozottan elkiiloniilt CRTL-1 immunfestéssel, mig az
aggrekan ¢€s brevikan festéssel jeloletlen maradt (6. abra A, C). Nagyobb nagyitdssal
kideriilt, hogy a perineuronalis matrix csipkeszeriien megjelend, kis kerek struktirakbol,
periaxonalis hiivelyekbdl all (6. abra By ), amelyeket 10-15 um-en keresztiil lehetett
kovetni mindharom szarv diffiz matrixaban (6. abra B;). Kiilondsen jol abrazolodtak
ezek a struktirdk a substantia gelatinosaban, ahol a gyenge diffuz matrix festddés

lehetévé tette szamunkra a periaxonalis hiivelyek nagyszamt azonositasat (6. abra Bg).
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6. abra: Aggrekan, brevikan és HAPLN-1(CRTL-1) festések atnézeti képei a nyaki és mellkasi
szegmensekben. (A) A gerincvelé nyaki szegmensében a hatsé szarv gyenge, a mellsé szarv erds
immunreaktivitast mutatott. A perineuronalis haloknak vékony (A;), robosztus (Ay) vagy diffuz (As)
tipusa lathato, amelyek jellegzetesen a mellsd szarvban jelentek meg. (B) A hatso és a mells6 szarv
azonos mértékben volt HAPLN-1 immunreaktiv, majd a reaktivitds hirtelen megsz{int a substantia
gelatinosa teriiletén (SG) és a Lissauer zonaban (L). A HAPLN-1 immunreaktiv matrixaggregatumok
kotegeket rajzoltak ki a fehérallomany oldalsé funikulusaban (f). A perineuronalis halokat (B, B,
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csillag) vastag csoportokba rendezddott matrix aggregatumok, részben pedig vékony (1 pm) gylirh
formaju (B tires nyilak) profilok hoztak létre. Gyakran azonositottunk 10-15 pum hosszan elnytld,
gyongysorra emlékeztet struktirdkat (B,, nyilhegyek). Tekintettel a gyenge diffiz matrixfestddésre,
hosszan elnyuld (nyilhegy), vagy egyediilalld periaxonalis hiivelyekkel (iires nyilhegyek) lehetett
taldlkozni a substantia gelatinosa teriiletén (Bs). (C) A sziirkeallomanyt a B50 (brevikan) immunreaktiv
periaxonalis hiivelyek toltotték ki (C;). A periaxonalis hiivelyek véletlenszeriien koriilrajzoltak
perikarionokat (C,), vagy rendezetlen csoportokba szervezédtek (Cj nyilhegyek). (D) A mellkasi
szegmensekben az aggrekan immunreaktiv perineuronalis halok kirajzoltdk a Clarke oszlopot (CI)
nagyobb nagyitds: D; és az intermediomedidlis magot (Imm a D abran, a nagyobb nagyitas: D).
Perineuronalis halokat a nucleus propriusban is talaltunk (D). (E, F) Mellkasi szegmensek 6sszefoglald
megallapitdsai és a nyaki szegmensek CRTL-1 és B50 immunofestése. HAPLN-1 immunreaktiv apré
gytri alaka profilok altal kialakitott hiivelyek (E; nyilhegyek) egyediilalléan (E;, E3 iires nyilhegyek)
vagy kis csokrok (Es, nyilhegyek) formajaban jelentek meg. Perineuronalis halok csak elvétve fordultak
el6 (E,). A BSO immunreaktiv periaxonalis hiivelyeket, amelyek nagy szamban kitoltik a sziirkeallomanyt
(Fy), onalléan (F,), avagy lancokat formalva (F3) figyeltink meg. Nagyon ritkan talaltunk csak
perineuronalis halokat (F,). Lépték = 150 um (A-F alacsony nagyitast képek), 10 um (Ay.3, B1z, Cq, Dyg,
Ei2), 5 um (Cas, Ez4, Fz.).

A tipikus perineurondlis halok jelenlétét nem tapasztaltuk a brevikan festés
soran. Mindharom szarvban apr6 struktarakat lehetett felfedezni, ami gyengén festddott
jelleget kolesonzott a sziirkedllomanynak (6. dbra C). Ezek a képletek periaxondlis
hiivelyekre ~ emlékeztettek, ilyen  struktirdkat a  human  agyvel6ben
elektronmikroszkoppal is azonositottunk (jelen disszertacio 5.2. és 5.3. fejezetei). A 2-5
um méretli, kerek vagy ovalis képleteket (6. abra C;) néhany esetben szomak koriil

lehetett latni (6. abra Cy), vagy kisebb-nagyobb csoportokba szervezédve (6. abra Cs).

b. Mellkasi szakasz
A nyaki szegmensben leirtakhoz képest a mellkasi szegmensben a perineuronalis
halok és periaxonalis hiivelyek eloszlasa is kiillonbdz6 volt (6. abra D—F). Két teriilet
feltiinden kirajzolodott a stirlin elhelyezkedd és erdsen festddd aggrekan-immunreaktiv
perineuronalis halok miatt (6. abra D). A Clarke oszlop magjait (6. abra D;) és az
intermediolateralis magoszlop magjait (6. abra D3) er6sen fest6dd, vastag aggrekan-
immunreaktiv perineuronalis halok boritottdk, ugyanakkor halvanyan festddo

perineuronalis halokat talaltunk a nucleus proprius gyengén fest6do allomanyaban is (6.
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abra D;). Hasonloan a cervikalis szelvényhez, perineuronalis halokat az eliils6-, oldalso-
¢s hatso szarvban is megfigyeltiink, ez utobbiban ritkabban.

A CRTL-1 immunfestéssel a ventrolateralis magoszlopban (6. abra E;34) és az
oldals6 szarvban (6. abra E;) igen sok 3-5 pm atméréji kerek képlet figyelheté meg,
amelyek valosziniileg periaxonalis hiivelyek. Heterogén csoportokat kialakitva (6. abra
E;) elszortan egyesével, vagy csokrokra emlékeztetd modon rendezédve (6. abra Ej),
vagy egy vonal mentén felflizve 10-20 um hosszan — feltételezhetéen dendritek mentén
(6. abra E; 4) — fordultak el6. Azonositottunk — periszomatikusan inkomplett — CRTL-1
immunreaktiv perineuronalis halokat is (6. abra E;). Hasonld strukturak festédnek az
anti-brevikan antitesttel az intermediolateralis (6. abra F; ) és ventrolateralis (6. abra
Fs4) magokban, nem mutatva preferenciat a sziirkeallomanyi eloszlasban. A nyaki
szakasztol eltérd modon, a fehérallomany oldalsé kotegében nem talaltunk CRTL-1

immunpozitivitast (6. abra E).

c. Agyéki szakasz

A gerincveld agyéki szakaszdn nagy szamban taldltunk - igy a Clark-féle
magoszlopban — aggrekan- és CRTL-1-immunreaktiv perineuronalis halokat (7. abra A,
B). A nucleus propriusban (7. abra A;) halvanyan jelolt halokat lehetett latni. Aggrekan
immunopozitiv perineuronalis halokat talaltunk tovabba az eliils¢ szarv dorsolateralis
(7. abra A;) és ventromedialis (7. abra Aj) teriiletein. Ellentétben a nyaki vagy a
mellkasi szelvényekkel, a ventromedialis magban (7. abra B;) és a Clarke oszlopban (7.
abra B), a CRTL-1 ellenes antitest igen nagy szamban jelenitett meg perineuronalis
halokat. Periaxondlis hiivelyeket a teljes 4gyéki sziirkedllomany teriiletén
azonositottunk, ezek brevikan és link protein-1 pozitivak voltak (7. abra B;-B; C;-C,).
A brevikan pozitiv periaxondlis hiivelyek kiilonbozé méretben jelentek meg: lattunk
kisebbeket (1-2 um-es atmérd) ¢és nagyobbakat (3-5 pm-es atmérd), melyek
teriiletenként homogén populaciokat alkottak. Brevikan-immunreaktiv perineuronalis

haldkat csak ritkan azonositottunk (7. abra Ey).
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7. abra: Aggrekan, brevikan és HAPLN-1 (CRTL-1) festések dsszefoglalo abrai a gerincvel6é agyéki
és keresztcsonti szegmenseibdl. Az agyéki szegmensekben, az aggrekan immunreaktiv és a HAPLN-1
immunreaktiv perineurondlis halok korvonalaztak a Clarke oszlop (Cl) magcsoportjat (A, B). Az
aggrekan-immunreaktiv perineuronalis halok igen gyakran fordultak el6 a dorsolateralis (A;) és
ventromedialis (A, nyilhegyek a kis kerek képletekre mutatnak) magokban, halvanyan festddo
fenotipusokat a nucleus propriusban figyeltink meg (A;). A HAPLN-1 immunreaktiv perineuronalis
halokkal leginkabb a ventromedialis magokban (Bj, a csillag szomat jeldli, a nyilhegy a proximalis
dendritszakaszt borité matrixra mutat) és a Clarke oszlop magcsoportjaban (B;). A periaxonalis hiivelyek

CRTL-1 (Bs, nyilhegyek) és a B50 (brevikan) (C;, nyilhegyek) immunreaktivitast mutattak, amelyek
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kisebb (Cs, nyilhegyek) vagy nagyobb (C, nyilhegyek) egységeket formaltak. Mint azt a tobbi
szegmensben is tapasztaltuk, brevikan immunreaktiv perineuronalis halok ritkan fordulnak el (C,). A
periaxonalis hiivelyek jellemz&en a substantia gelatinosa hataran jelentek meg (C, nyilhegyek). Aggrekan
immunoreaktivitds a keresztcsonti szakaszon (D). Perineurondlis halok kiilonbozé tipusai (D,
nyilhegyek a peridendritikus hiivelyre mutatnak). Az erés HAPLN-1 immunoreaktivitist mutato diffuz
matrixban, a periaxonalis hiivelyek rovid lancolata (E;, nyilhegyek) vagy 06nallo megjelenése (lires
nyilhegyek az Ez képen), illetev a perineuronalis halok (csillag az E,.3 képeken) tobb alkalommal
felismerhet6k. A perineuronalis matrixaggregatumok szintén felismerhetéek a brevikan immunfestéssel
(F1.3), mint brevikan immunreaktiv peridendritikus hiivelyek (nyilhegyek az F;., abran). (F;) Nem csak
periaxonalis hiivelyek (nyilhegyek), hanem peridendritikus hiivelyek (iires nyilhegyek) is konnyen
felismerhetéek a sziirkeallomanyban (Fg4). Lépték = 1 mm (A-F alacsony nagyitasu képek), 10 pm (Ays,
B12, Ci12, D13, E3), 5 um (B, Cay, Fz4) 2 um (melléklet az A képen).

d. Keresztcsonti szakasz

A legkaudalisabb  szegmense a  gerincvelonek a  megvastagodott
sziirkeallomanyar6l konnyen felismerhetd. Kiilonbozo matrixfestések azt mutattak,
hogy az aggrekan, a CRTL-1 protein és a brevikan immunpozitiv struktirak egyenletes
eloszlastiak az eliils6- és az oldalsoé szarvban (7. abra D—F). Aggrekan festéssel a tobbi
szelvényhez hasonldan talaltunk erdsebb immunreaktivitasi (7. abra Djg3), illetve
gyengébb immunreaktivitast (7. abra D) perineuronalis halokat. A CRTL-1 pozitivitas
mellett perineuronalis halokat (7. abra E;3) vagy periaxonalis hiivelyek finom
lancolatat (7. abra E;) tobbszor is megfigyeltik. Az Osszes tobbi gerincveldi
szegmensben a brevikan antitest jelolte legerdteljesebben a periaxonalis hiivelyeket (7.
abra F14). A szomak koriil finomszerkezetli brevikan-immunreaktiv halokat talaltunk

(7. abra Fy_3), amely gyakran a peridendritikus hiivelyekben is folytatodott (7. abra F; 4).

513. Az  extracellularis  matrix  kapcsolata  specifikus  neuronokkal,
neurotranszmitterekkel és receptorokkal

Az extracellularis matrix kiillonb6z6 neurontipusokkal, neurotranszmitterekkel és
receptortipusokkal vald kapcsolatainak vizsgalatdhoz a gerincveld nyaki szakaszat
valasztottuk. A legszembetlindbb neuronpopuldciét a nagy kolinerg motoneuronok
alkottak, amelyek a gerincvel§ eliilsé szarvaban csoportosulnak. A legtébb ilyen
neuront (nyaki szegmens: 71%, mellkasi szegmens: 64%; agyéki szegmens: 64%,

szakralis szegmens: 81%) aggrekdn-immunreaktiv perineurondlis halé vette kortil,
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kiilonb6z6 intenzitdssal boritva a Sszomatodendritikus szakaszt (8. abra Aj ).
Mindazonaltal nem minden ChAT-immunreaktiv neuron rendelkezett perineuronalis
haloval és a perineurondlis halok sem kizar6lagosan kolinerg neuronok koriil
mutatkoztak (8. abra Bi 3). Ezzel ellentétben a brevikdn-immunreaktiv matrix a

dendritek disztalisabb részén jelent meg nagy intenzitassal; jellemzGen azonban

periaxonalis hiivelyekként jelentek meg a neuronok felszine mentén (8. abra C; 3).

8. abra: Extracellularis matrix és a kolinerg neuronok a gerincvelben. A legtobb mellsdszarvi
motoneuron rendelkezik aggrekan alapti perineuronalis haloval (A;3). Azonositottunk olyan azonos
nagysagu  neuronokat, amelyek gyenge vagy semleges ChAT (kolinacetil-transzferaz)-
immunoreaktivitassal birtak, illetve talaltunk olyan tisztin kolinerg neuronokat, amelyek nem
rendelkeztek perineuronalis haloval (B;3). Néhany, a nagy kolinerg neuronok koziil brevikan-

immunreaktiv periaxonalis hiivelyekkel lépett kapcsolatba (C,.3), ezeket a disztalis dendritszakaszok
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koriil lehetett azonositani. Az elsd oszlopban (A;,B;,C;) kolinerg neuronok lathatok, mig a masodik
oszlop abrai az ezeket koriilvevd aggrekan (A,, B,) és brevikan (C3) immunreaktiv perineuronalis haldkat

mutatja. Az utolsé oszlopban (As, B3, C3) az 6sszevont immunreaktiv képek tathatéak. Lépték = 100 pm.

Nagy szémban taldltunk Gly-R  immunreaktivitdst a  gerincveld
sziirkeallomanyanak egész teriiletén, de azok nem kolokalizaltak a HAPLN-1-
immunreaktiv profilokkal (9. abra Aj; 3). Ezzel ellentétben a brevikan-immunreaktiv
periaxonalis hiivelyek kolokalizaciot mutattak Gly-R-kal (9. abra Bj3). A nagy
motoneuronok dendritjei mentén lathatbak a HAPLN-1-immunreaktiv profilok,

amelyek atfedtek a GABAa-immunreaktivitassal (9. abra Cy_3).

9. abra: Extracellularis matrix és a gatlo neurotranszmitterek receptorai. A glicinreceptor széles

korben elterjedve helyezkednek el a sziirkeallomanyban, tobbé-kevésbé atfedés nélkiill a HAPLN-1
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immunreaktiv  strukturakkal (Aj.3). Néhany kolinerg neuron erds kolokalizaciot —mutatott
glicinreceptorokkal és a brevikdn immunreaktiv strukturdk feltehetéleg a szinapszisokhoz asszocialt
periaxonalis hiivelyeket reprezentaljak (By.s). A GABA, receptorok HAPLN-1 immunreaktiv struktarak
mentén helyezkedtek el (Cy.3). Lépték = 50 um (Ay.3), 10 um (By.3, Cy3).

A serkentd  szinapszisok  vizsgalatdhoz < 1-es  tipusi  vezikularis
glutamattranszporter (VGLUT-1) ellenes antitestet hasznaltunk. A VGLUT-1-

immunoreaktivitds a gerincveld sziirkeallomanydban mindeniitt fellelheté volt. CRTL-

1-immunoreakci6é kirajzolta dendritszakaszokon, azzal kollokalizdlva tobbszor is

talaltunk VGLUT-1-immunfestett profilokat (10. dbra A; 3).

10. abra: Extracellularis matrix és a serkentdé neurotranszmitterek receptorai. HAPLN-1 (CRTL-1)
pozitiv dendrithiivelyek VGLUT-1 (1-es tipust vezikularis glutamattranszporter )-immunreaktiv profilok

kozvetlen kdzelében Lépték = 20 pm.

A CRTL-1 homogén immunreaktivitisa alacsony volt a hatso szarv I és II
lamindjdban (6. abra B, E ¢és 7. dbra B, E), ami lehetévé tette szamunkra, hogy a P-
anyag immunreaktivitast mutatd teriileteket korlilvevd periszinaptikus matrixot
vizsgéaljuk. Nem talaltunk kolokalizaciot vagy kozeli kapcsolatot a P-anyag-
immunfestett rostok és a CRTL-1-immunreaktiv matrix profilok kozott (11. abra A; s,

B 1,3) .
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11. abra: Az extracellularis matrix és a Substance-P elofordulasa hatso szarvban. A HAPLN-1
(CRTL-1) és Substance-P immunreaktiv profilok kozel vannak egymashoz, azonban nem mutatnak

atfedést a gerincvel6 hatso szarvaban (Ay.s, By.3). Lépték = 500 um (Ay.3), 200 pm (By3).
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5.2. Az extracellularis matrix eloszlasa és megjelenési formdi az ember kiilsé
térdestestében

A kiilonb6z6 matrixkomponensek ellen termelt antitestek (2. tdblazat) részleges,
de nem teljes atfedéssel jelenitették meg a kiilso térdestest sejtes elemei koriil megjelend
extracellularis martixot.

Legfontosabb megfigyelésiink az volt, hogy olyan tipikus perineuronalis halokat,
amiket a gerincesek kozponti idegrendszerében — koztiik az emberében — korabban
leirtak, a kiilsé térdestestben nem talaltunk, az immunfestés gyenge volt az idegsejtek
szomaja koril. Kis ovoid alaku periaxonalis hiivelyeket azonositottunk a térdestest
kiilonbozd rétegeiben. Ez éles kontrasztban all azon korabbi, mas emldsokben végzett
tanulmanyokkal, melyek szerint a kondroitinszulfat proteoglikdn alapu extracellularis
matrix mas emldsok kiilsé térdestestjében perineuronalis halok formajaban jelenik meg
(Hendry ¢és mtsai 1984, Yin és mtsai 2006, Baldauf 2010). A periaxonalis hiivelyek
tomegesen jelentek meg a proximadlis- és intermedier dendritek koriil, kirajzolva a
neuronok dendritjeinek konturjat. Az immunfestések és lektinfestés attekintd

eredményeit a 12. abra foglalja 6ssze.

Attekints abra

-6

12. Abra: Atnézeti kép az emberi kiilsé térdestet réteges szerkezetérdl. Kis nagyitast képek a
kondroitinszulfat proteoglikan alapt immunjel6lésekr6l, CRTL-1 protein-immunoreaktivitasrol, illetve a
lektin (WFA) festésrdl. A ventralisan elhelyezkedd magnocellularis rétegek a HAG7D4, CRTL-1, Cat-

301 és Cat-315 antitestekkel valo jelolés soran erésebb immunreaktivitist mutattak, mint a dorsalis
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parvocellularis rétegek. Lépték = 1 mm.

WFA lektinhisztokémiai jeloléssel sem perineurondlis hdlok, sem periaxonalis
hiivelyek nem festédtek a corpus geniculatum lateraleban. A lektinjel hianya azonban
nem a szovet vagy fixdlasi folyamat hibdja, mivel tobb tipikus perineuronalis halot
fedeztiink fel a — a kiils6é térdestesttdl dorzalisan elhelyezkedé — pulvinar thalamiban
(13. abra A). Ezt anti-aggrekan immunfestéssel (HAG7D4) szintén azonosithattuk (13.
abra B).

peridendritikus  jelolés, WFA  lektinhisztokémia hasznalata mellett (A) vagy HAG7D4

immunhisztokémiaval (B). Lépték = 10 um.

5.2.1. Aggrekan tengelyfehérje kimutatasa HAG7D4 anti-aggrekan immunreakcioval
Mind a parvo-, mind a magnocellularis rétegekben talaltunk HAG7D4-
immunreaktivitast. A magnocellularis rétegek latvanyosan erésebben festddtek (12.
abra). A nagysejtes rétegekben (1. és 2. réteg) a dendriteket a periaxonalis hiivelyek
korvonalaztak, néhany esetben igen hosszan (kozel 30-40 um-es szakaszon) (14. abra
A). Masrészrdl a periaxonalis hiivelyek véletlenszerlien és elszortan is megjelentek a
kiils6 térdestestben (14. dbra B). Erés immunreaktivitdsu perineurondlis halokat az 1. és
2. magnocellularis rétegek kozotti interlaminaris rétegben azonositottunk (14. abra C).
A parvocellularis rétegekben sokkal gyengébb homogén hattérjelet tapasztaltunk,
viszont ennek koszonhetden felfedeztiink néhany perineurondlis hélét. A neuronok
periszomatikus része nem, azonban a dendritek konturja tisztan kivehetd (14. dbra D)

volt.
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»

14. abra: HAG7D4 munreaktl’v képek az ember Kkiilsé térdestestének teriiletérél. A nyilhegyek
olyan periaxonalis hiivelyekre mutatnak, amelyek dendritek koriil jelennek meg, vagy olyanokra, amelyek
perikaryonokat vesznek koriil (B, a csillag a sejttestet jeloli). A képek a magnocellularis rétegbdl
szarmaznak. Nagyon erdsen festddd perineuronalis halokat a magnocellularis rétegek kozotti interkalaris
rétegekben lehetett 1atni (C). A parvocellularis rétegben szintén talalkoztunk olyan neuronokkal, amelyek
dendritjeit periaxonalis hiivelyek lancolata rajzolja ki (D, a nyilhegyek csak egy dendritet abrazolnak),

azonban szémajat csak gyengén korvonalazza. Lépték = 15 um.

A peridendritkus matrix nem Osszefiiggden festédott. A peridendritikus
hiivelyeket 40-50 um vagy annal hosszabb szakaszon lehetett kovetni a dendritek
mentén. A latszolag egyenletes eloszlast, fiiggetlen, nem csoportosuld periaxonalis

hiivelyekkel nem taldlkoztunk olyan gyakran, mint a magnocellularis rétegekben.
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5.2.2. CRTL-1 immunreaktivitas jellemzoi a kiilsé térdestestben

A CRTL-1-immunreaktivitds soran kapott eredményeink hasonlitottak, de nem
teljesen azonosak a HAG7D4 immunfestés eredményeivel. A magnocellularis
rétegekben erdsen immunreaktiv periaxonalis hiivelyekkel talalkoztunk (15. abra A, B).
A periaxonalis hiivelyek a legtobb esetben latszolag rendezetleniil helyezkedtek el,
azonban a dendriteken lancokat formaltak és szinaptikus végzOédések soraira
emlékeztettek. A parvocellularis rétegben csak nagyon kevés, gyengén fest6dd
matrixelemmel taldlkoztunk. Ezek a képletek sokszor nehezebben azonosithatd
periaxonalis hiivelyek voltak, melyek rovid lancokba rendezddtek és hasonlitottak a
maximum 10-20 um hosszan kovethetd, HAG7D4-immunreaktiv peridendritikus
matrixmintazatra (15. abra C). Jollehet CRTL-1 immunfestéssel nem lattunk olyan jol
kiveheté neuronalis konturokat, mint a HAG7D4-immunhisztokémiaval, a tipikus

immunreaktiv struktirak mindkét esetben periaxonalis hiivelyek voltak.

i
R W% « .
] ; A : _ 4

15. abra: E(’is, CRTL-1-immunreaktivitist mutaté periaxoﬂélis hvelyek (nyilhegyek) a kiils6

térdestest magnocellularis rétegébol (A, B). A parvocellularis rétegben (C) ritkabban, de szintén

eléfordulnak a periaxonalis hiivelyek (nyilhegyek). Lépték = 10 um.

5.2.3. Cat-301 és Cat-315 immunreaktivitas jellemzoi
A Cat antitestek kozott a Cat-315 nyujtotta a legegyedibb immunfestést. A
magnocellularis rétegekben kis periaxonalis hiivelyek foglaltak helyet (16. abra A—A”),
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vékony, rovid (15 pm hosszusagu) periaxondlis hiively lancolatokat hoztak 1étre. A
parvocellularis rétegekben a perikarionok kozotti teriilet nagyon halvanyan fest6dott,
azonban igy talalkoztunk — mas immunfestéssel nem detektalhatdo — vékony, rostszerii

struktarakkal is (16. abra B).

.
y —
’ : 3 .
- -

16. abra: Cat-315 immunjelolés a magno- és parvocellularis rétegekben. Az A abra bekeretezett

. N ) I

-

teriiletét elkiiloniilve mutatja az A’ kép illetve a az A” abra sematikus rajza. Az A’ képen latjato nyilak a
periaxonalis hiivelyeket mutatjak, amelyek sematikusan lathatok az A” képen. A B abra vékony rostszerti
strukturakat mutat (nyilhegyek), amelyek a periaxonalis hiivelyek lancolatai a kiilsé térdestest

parvocellularis rétegében. Lépték = 10um.

Egyes esetekben ugy tlint, hogy dendritikus szakaszok korvonalazodnak,
immunreaktivitds ugyanakkor alig volt kivehetd a sejttestek koriil. A magnocellularis
rétegben a HAG7D4- és CRTL-1-immunreaktiv profilokhoz hasonlo struktarakat
lattunk, mindazonaltal nem sikeriilt teljes biztonsaggal azonositani a dendritek

tengelyét, ezért a neuronalis formdk csak néhol sejlettek fel a diffuz matrixban.
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17. abra: Cat-301 (aggrekian) immunreaktivitais a magno- és parvocellularis rétegekben. A
nyilhegyek az immunreaktiv periaxonalis hiivelyeket mutatjak a kiils6 térdestest magnocellularis
rétegében (A). A jelolt extracellularis matrix felhalmozodasa halvanyan korvonalazza a sejtet (csillag). A
parvocellularis részben (B) az immunjeldlés nem egyértelmi, mindazonaltal a periaxonalis hiivelyek

néhany esetben azonosithatok (nyilhegyek). Lépték = 10 pm.

A Cat-301 festéssel gyenge periszomatikus és erdsebb peridendritikus jelet
tapasztaltunk a nagysejtes rétegekben ¢€s hasonld, de bizonytalanul azonosithatd
profilokat a kissejtes rétegben. Mindazonaltal periaxonalis hiivelyeket mind a parvo-,

mind a magnocellularis rétegekben (17. abra A, B) lattunk.

5.2.4. Az aggrekan kolokalizacioja mas extracellularis matrix markerekkel

Konfokalis lézermikroszkoppal végzett vizsgalataink szerint a HAG7D4-
immunreaktiv periaxondlis hiivelyek nagy része kolokalizal a CRTL-1-immunreaktiv
strukturakkal (18. abra A—A’’"). Ezzel szemben ritkan azonositottunk HAG7D4/Cat-
315 kettdsen immunreaktiv strukturat a magnocellularis rétegekben. Ez valdszintileg azt
jelentheti, hogy a Cat-315 antitest nem csak az aggrekan tengelyfehérjét ismeri fel (18.
abra B-B’’’), hanem egy masik epitopot, melynek glialis eredetét mar korabban

gyanitottak (Dino és mtsai 2006, Morawski €s mtsai 2009).
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4/ PV )4 | GAD )4 / VGLUT1 HAG7D4 / Cat-315 4 /| CRTL-1

D4 / SMI 311

15 / GFAP

18. bra: Kettésen jelolt metszetek kolokalizaciot vagy kozeliséget mutattak a kondroitinszulfat

proteoglikian alapi immunreaktivitas és a szinaptikus vagy dendritikus makerek kozott a Kkiilsé
térdestest magnocellularis rétegében. A-t6l G-ig kis nagyitast képek, mig az A’-t6l G’’’-ig a nagy
nagyitasu képek lathatéak. A legtobb periaxonalis hiively és a peridendritikus matrix metszetei HAG7D4
CRTL-1 koimmunreaktivak (nyilak az A képen, reprezetativ kettésen-jel6lt periaxonalis hiivelyek az A’-

A’’’ képeken lathatok). Ezzel ellentétben, a HAG7D4 és Cat-315 pozitiv strukturak kolokalizacidjat nem
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sikeriilt azonositani a kiilsé térdestestben (B-B”**). Osszehasonlitva a VGLUT-1 pozitiv strukturak nagy
szamat és relative kis szazalékukat, amelyek a HAG7D4 pozitiv strukturakhoz asszocialtnak (C-C’”,
nyilak), a kevesebb GAD pozitiv elem jellemz6en gyakrabban tiint fel a HAG7D4 immunjeldlt strukturak
mellett (D-D’’, nyilak). A PV immunjel6lés soran csak néhany esetben volt nyilvanvalé azok a HAG7D4
profilokhoz valé kozelsége (E-E’*’). A SMI-311 antitesttel jelolt dentriteket néhany esetben beboritottak
HAG7D4 pozitiv hiivelyek (F-F’”’, nyilak a peridendritikus hiivelyekere mutatnak HAG immunpozitiv
profilok mellett). A GFAP és Cat-315 immunjel6lés a kiils térdestest magnocellularis rétegben volt
lathat (nyilak a G abran, a G-G** abrak a reprezentativ kettésen jelolt profilokat mutatjak). Ugyanakkor
egyszeresen jelolt profilok mind a Cat-315, illetve mind a GFAP esetében lathatoak (G). Léptékek = 10
um A-G; 1 ym: A’-E’, G’-G’”*; 5 um az F’-F’’” abran.

5.2.5. Szinaptikus markerek megjelenése az aggrekdan-immunreaktiv strukturdk
kézvetlen szomszédsdagdaban

Kettés immunfluoreszcens jeloléseink azt mutattdk, hogy a HAGT7D4-
immunpozitiv struktardk tobb esetben VGLUT-1-t tartalmazé profilok kozvetlen
szomszédsagaban talalhatok (18. abra C—C’”’). A GAD-immunreaktiv profilok (Ariza
¢és mtsai) — amelyek szdma kevesebb volt — gyakrabban mutattak atfedést a HAG7D4-
immunreaktiv struktarakkal (18. abra D-D’’’). Viszonylag kevés PV-immunpozitiv
struktara tint fel a HAG7D4 immunrekativitas kozelében (18. dbra E-E’’”). Kvantitativ
méréseink azt mutattak, hogy a VGLUT-1, illetve a PV-immunreaktiv profilok kis
hanyada (4-6%) van szoros kapcsolatban a HAG7D4 immunpozitiv periaxonalis

hiivelyekkel, mig ez az arany 38%-ra nétt a GAD pozitiv profilok esetében.

5.2.6. A4 kiilonbozo extracellularis matrix komponensek kapcsolata a neurondlis vagy
glialis strukturakkal

A HAG7D4 és a Cat-315 antitest hasonld fenotipusu, de feltételezhetéen
kiilonbozé strukturakhoz kapcsolodik. Az SMI-311-immunreaktiv dendritek mentén
szamos HAG7D4-immunreaktiv periaxonalis hiivelyt azonositottunk (18. abra F-F*").
Ezzel szemben a Cat-315-immunjeldlt profilok néha GFAP immunpozitiv struktirakkal
is kolokalizaltak (18. abra G-G”*”).
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5.2.7. Elektronmikroszkopia

Ultrastruktaralis szinten HAG7D4 immunreaktivitast a szoma koril kevésbé,
inkabb a dendritek proximalis Szakaszai koriil azonositottunk (19. abra A).
Immunoreaktivitasra utald elektrondenzitast a sejten kiviili térben taldltunk. Ezek a
vékony, jelolt matrixakkumulaciok tobb esetben axodendritikus junkcidk (19. abra B) és
néhany esetben a glialis struktarak (19. abra C) kozvetlen kozelében voltak lathatoak.

L ST AP "N
19. abra: A dendritek proximalis szakaszai koriil megfigyelheté a HAG7D

7 &y -"" a“ &N "

. 4 pozitl:v mtrix keskeny
akkumulacidja, a szoma koriil ugyanakkor nem. A-A’: az inszert egy nagy nagyitasu képet mutat a
dendrit (d) jobb aganak alsé szakaszabodl, amely koril akkumulalodik a HAG7D4 matrix. Az
axodendritikus junkciok koriil gyakran figyelheté meg HAG7D4 immunreaktivitas (B). Immunreaktiv
matrix gliatalpak kortl (C). s: szoma; d: dendrit; a: axon terminalis; g: glia. Léptékek = 2 pm az A abran;

1 um az inszerten és a B abran; 500 nm a C abran.
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5.3. Az extracellularis matrix eloszldasa és megjelenési formdja az emberi
hippokampuszban

A humén hippokampuszban hasznalt antitesteket a 3. tablazat foglalja ssze.

5.3.1.  Aggrekan-immunreaktivitas az ember hippokampuszanak extracellularis
matrixaban

Az aggrekan eloszlasat a tengelyfehérjéhez kot6té AB1031 és Cat-301, valamint
az N-terminalishoz k6t6dé HAG7D4 antitestekkel vizsgaltuk (20. abra).

anit-brevikan
N-terminalis
50kDa-os
szegmens

anti-CRTL-1 4|

anit-HAG7D4
aggrekan

anti-AB1031
aggrekan

anit-Cat-301
aggrekan

20. abra: A hialuronsav alapu extracelluliris matrix komponensek molekularis azonositiasa. Az
aggrekan, brevikan és hialuronsav molekularis kapcsolata. A folytonos vonalak az antitestek altal
felismert epitopok helyét jelolik. A szaggatott vonalak a vélt antitestfelismerd helyeket jelképezik. CS:
kondroitin szulfat lancok, G1/G2: N-terminalis globularis domének, G3: C-terminalis globularis

domének, IGD: interglobularis domén, KS: keratanszulfat lancok, L: CRTL-1, link protein.
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21. abra A hialuronsav alapu extracellularis matrix komponensek molekularis azonositiasa. A-C; A

egér.j

kiilonb6z6 extracellularis matrixkomponensek kolokalizécidja a hippokampalis neuronok koriil. A-Ag A

perineuronalis halok tébbnyire aggrekant (HAG7D4) és CRTL-1-t (link protein-1-t, nyilhegyek)
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tartalmaznak, brevikant ritkabban, melyre itt példat mutatunk. B-C; Példak a brevikan (50kDa)
immunreaktiv / aggrekan (HAG7D4) immunreaktiv / CRTL-1 immunreaktiv perineuronalis halok
hagyomanyos tipusara. D-D3” A posztmortem hippokampusz kondroitinaz enzimmel valdé emésztése nem
valtoztatja meg az aggrekdn immunreaktiv perineuronalis halok megjelenését, azonban teljesen
megszlnteti a WFA-lektin jelolést (Ex-E3”). E-E” A WFA jelolés hianya meger6sitette a kondroitinaz
emésztés hatékonysagat az egyidejlileg feldolgozott egéragyban. Lépték = 100 um (E,E’), 10 pm (B3, Cs,
D-D3’), 5 um.

A hippokampusz minden teriiletén detektaltunk perineuronalis haldkat, ezek a

kiilonb6z6 régiokban és azok rétegeiben eltéré modon fordultak el6 (22. abra A-A; ).

J mnfk‘
E cal g '
‘ Im

* AB1031
o Cat-301
0 HAG7D4

22. abra: Az aggrekan tartalmu perineuronalis halék eloszlisa a human hippokampusz teriiletén
(A-A,). Az AB1031 immunreaktiv (A, piros teli korok az A, éabran), Cat-301-immunreaktiv (iires
rozsaszin korok az A, abran) és a HAG7D4-immunreaktiv (Ay, tires kék korok az A, abran) perineuronalis
halok a hippokampusz kiilonb6z6 régidiban €s az entorhinais kéregben (EC). A sziirke arnyékolas az A,
abran CA1-CAS3 teriiletén 1év6 piramissejtek rétegét jeloli. B-C az AB1031-immunreaktiv perineuronalis
halok kiilonb6zo fenotipusos megjelenése. Mind a ,.klasszikus” éles konturt (B), mind pedig a diffuz (C)
perineuronalis halokat sikeriilt azonositanunk a hippokampusz formacié teriiletén. Sok esetben lattuk az
axon inicialis szegmenseket (nyilhegyek a B és B; abran). D-E Cat-301-immunreaktiv perineuronalis
halok foként a stratum oriensben és lacunosum-molecularéban helyezkedtek el, és beboritottdk az

elsédleges, masodlagos vagy harmadlagos dendriteket. F HAG7D4-immunreaktiv perineuronalis matrix a
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CAl stratum oriens (ori) rétegébdl. G,H Az ultrastrukturalis analizis azt mutatta, hogy a HAG7D4
immunreaktiv matrix axonokat (ax) (nyilhegy), de a leginkabb dendriteket vesz koriil (iires nyilhegyek) a
CAI1 teriiletén. I Az axon-tiiske szinapszisokat a tiiske oldalan HAG7D4-immunreaktiv extracellularis
matrix boritja be. GD: gyrus dentatus, CA1-CA4: Cornu Ammonis areak, S: Subiculum, EC: enthorinal
cortex, f: fimbria hippocampi, ori: straum oriens, rad: stratum radiatum, Im: lacunosum-moleculare, ax:
axon, d: dendrit, s: szoma, sp: dentrit tiiske. Lépték = 500 um (A-A;), 10 um (B-F), 4 pm (B;), 500 nm
(G), 250 nm (H, I).

A perineuronalis halok AB1031-, Cat-301- és HAG7D4-immunoreaktivitasa
gyakran, de nem minden esetben fedett at, piramissejtek koriil azonban egyik
antitestiinkkel sem sikeriilt megjeleniteni azokat (22. abra Aj;). Perineuronalis halokat
leggyakrabban a CAl régioban lattunk (22. abra A-F), kiilondsen a stratum oriensben,
multipolaris neuronok korvonalat kirajzolva (22. abra A-A,;, B, D, F). Mig a
piramissejtek rétege nagyrészt aggrekan immunonegativ volt, sok multi- vagy bipolaris
morfoldgiai megjelenésii perineurondlis haloét azonositottunk a stratum radiatum és
lacunosum-moleculare rétegekben (22. abra C, E). Az entorhinalis kérget a principalis
réteg intenziv matrix pozitivitasa tette konnyen felismerhet6vé (22. abra A—A;) (Braak
¢és Braak 1992).

Kiilonbozd fenotipusti perineuronalis halokat azonositottunk, igy éles konturt
»Kklasszikus” és ,,diffuz” altipusokat, melyek létezésére korabbi tanulmanyok mar utaltak
(Wegner és mtsai 2003). Az AB1031-, Cat-301- vagy HAG7D4-immunreaktiv matrix
hiivelyeket alakitott ki a dendritek mentén, melyeket t6bb mint 50 um hosszan, egészen
a masodik- és harmadik dendritarborizacioig kdvetni tudtunk (22. abra B-F). Aggrekan-
immunreaktiv matrixszal koriilvett axon inicidlis szegmenseket, mint vékony, a
szomabol vagy az elsérendii dendrit legproximalisabb részébdl eredd struktiraként
azonositottunk (22. abra B, B;). Elektronmikroszkopos vizsgalataink azt mutattak, hogy
aggrekan-immunreaktiv matrix a posztszinaptikus dendriteket és dendritikus tiiskéket
boritotta (22. abra G-I), csak alkalmanként huzddva rd az axontermindlisokra, vagy

preszinaptikus axon szakaszokra, izolalva ezzel a teljes szinapszist (22. abra G-1I).

5.3.2. CRTL-1-immunreaktiv periaxonalis hiivelyek serkento és gatlo szinapszisok koriil
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A CRTL-1-immunreaktiv perineurondlis halok és periaxonalis hiivelyek réteg-
¢s régiospecifikus eloszlast mutattak a hippokampuszban (23. abra A-A3). Az aggrekan
eloszlasaval 0Osszehasonlitva a CRTL-1-immunfestett perineuronalis halok a CAl
régioban kevésbé gyakran fordultak eld, inkabb a stratum oriens €s radiatum rétegekre
korlatozédtak. Ezek éles kontiru, "klasszikus™ tipusti perineurondlis halok voltak,
kiterjedt peridendrikus hiivellyel (23. abra B, B;). A CA2 régidban (23. abra A, Aj) a
stratum oriensben ¢€s radiatumban (23. adbra E) talaltunk perineuronalis haldkat. Erds,
diffuiz immunoreaktivitast figyeltink meg a CA2 régioban, mely jol elhatarolta a
szomszédos CA1 és CA3 régiokat egymastol (23. abra A).

Ez a megallapitas alatamasztja a korabbi — ragcsalokban leirt — adatokat, amely
szerint slirQi extracellularis matrix proteoglikdn- és lektin aktivitas észlelhetd ugyanezen
teriileten (Briickner és mtsai 1994, Briickner és mtsai 2003). Az anti-aggrekan
immunfestéseinkben tapasztalt eredményeinkkel szemben a CA3 régié minden rétegben
talalkoztunk perineuronalis halokkal és axon inicialis szegmenseket is észleltiink (23.
abra C). A perineuronalis matrix immunoreaktivitds sokszor csak a sejttest koriili részre
korlatozddott, a dendritek nem rajzolddtak ki (23. dbra D). Az entorhindlis kéregben
prominensen jelolédott ,,szigetek™ tintek fel a kiils6 principalis rétegben (Braak és
Braak 1992) (23. abra F). A gyrus dentatus hilusa sok perineuronalis halot tartalmazott
(23. abra Agj), ugyanitt nagyszamu, 1-3um atméréji, erds denzitasu periaxonalis
hiivellyel is talalkoztunk a szemcsés réteg hilaris hataran (23. abra G, Gjp). A
periaxonalis hiivelyek hasonldé gyakorisdggal fordultak eld az enthorindlis kéregben is,
szamuk joval meghaladta a CA régiokban tapasztalt mennyiséget (23. abra Gj). Az
ultrastruktaralis elemzés szerint a CRTL-1-immunpozitivitas fellelhetd mielinizalt
axonokban (23. abra H, I), leggyakrabban azonban az axonterminalisok koré
korlatozodik, beleértve a szinapszisokat (23. abra J, K). Ehhez csatlakozo, konfokalis
lézer szkenning mikroszkoppal végzett vizsgalataink azt bizonyitottdk, hogy
perineuronalis halokba agyazottan mind VGLUT-1-immunreaktiv serkentd, mind GAD-
immunreaktiv gatld szinapszisok eléfordulnak (23. abra L-M;), nem csupéan a szoman,
de disztalisabb dendritszakaszokon is (23. abra N, Nj). Ezek utan felvetettiik a kérdést,

hogy vajon a szinapszisok képesek-e periaxondlis hiivelyt kialakitani periszomatikus

crcr
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azonositani olyan egyediilalld preszinaptikus struktardkat, melyeket CRTL-1-

immunreaktiv periaxonalis hiively burkolt be (23. abra O).

A 2 CRTL-1 CA1 rad B, [ + CA3pyr
- CA2

CA3pyr E -

-------

23. abra: CRTL-1 (link protein-1) tartalmi perineuronalis halék és periaxonalis hiivelyek. A-A,
CRTL-1 eloszlas az emberi hippokampuszban. Perineuronalis halok a nempiramidalis rétegekben
talalhatoak (A;), CRTL-1 immunreaktiv periaxonalis hiivelyeket (A;) a gyrus dentatus teriiletén (GD) és
az entorinalis kéregben (EC) talaltunk. A sziirke arnyékolas a CA1-t6l a CA3-ig terjedd piramissejtek

rétegét jeloli. A A CRTL-1 eloszlas és denzitas szemikvantitativ analizise (- nem detektalhato, +/++/+++,
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alacsony/k6zepes/magas gyakorisaga) a gyrus dentatusban (GD), az ammonszarv (CA) areaiban, a
subiculumban (S) és az entorhindlis kéregben (EC). B-C Perineuronalis halok a CAIl stratum
radiatumabol (rad) és a CA3 stratum pyramidale-bol (pyr). Az axon inicidlis szegmens gyakran
korvonalazddott (nyilhegyek). B; peridendritikus hiively. D Matrix aggregatum a CA3 régiobodl, ami a
periszomatikus régiora korlatozodik. E Periszomatikus és proximalis dendritszakaszok koriili jel a CA2
régid stratum oriens-b6l (ori). F Perineuronalis halok az EC kiilsé és belsé principalis rétegébdl
(EPS/IPS). G Periaxonalis hiivelyek (iires nyilhegyek) a GD hilusabol. G; a periaxonalis hiivelyek
koncentracidja a GD és az EC teriiletén volt a legmagasabb. H-I CRTL-1 immunoreaktivitas a mielinizalt
axonokban. J-K A CRTL-1 immunreaktiv matrix koncentralodik az axonterminalisok koriil (iires
nyilhegyek), vagy a szelektiven a szinapszisok koriil (nyilhegyek). L-M; GAD-immunreaktiv vagy
VGLUT1 immunreaktiv profilok (nyilhegyek) a klasszikus (L, L;), vagy a diffuz (M, M;) tipusu CRTL-1
immunreaktiv perineuronalis halokba agyazodva. N, N; HAG7D4 immunreaktiv/CRTL-1 immunreaktiv
peridendritikus hiivelyek beboritjdk a GAD-immunreaktiv terminalisokat (nyilhegyek). O CRTL-1-
immunreaktiv periaxonalis hiivelyek a VGLUT-1-immunreaktiv serkentd szinapszisokat veszik koriil. G,
atlag + standard hiba (Koyama és mtsai 2004), *p<0.05. GD: gyrus dentatus, CA1-CA4: Cornu Ammonis
areak, S: Subiculum, EC: enthorinal cortex, f: fimbria hippocampi, ori: straum oriens, rad: stratum
radiatum, Im: lacunosum moleculare, plex: startum plexiforme, pyr: stratum pyramidale ax: axon, d:
dendrit, s: szoma. Lépték = 500 pm (A), 20 pm (F), 10 um (B, C, L-L;, M-M;), 5 um (D, E), 250 nm (1),
100 nm (H, J, K).

5.3.3. A brevikan (50 kDa fragmensének) felhalmozoddasa a periaxonalis
hiivelyekben

A brevikdn proteolitikus hasitdsa utdn egy N-termindlis (50kDa) és egy
intermedier/C-terminalis (90 kDa) fragmens keletkezik (Matthews és mtsai 2000). Jelen
eredményeinkhez a brevikan 50 kDa-os fragmense ellen termelt antitestet hasznaltuk
hogy kimutathassuk, a huméan hippokampusz brevikén tartalmt extracellularis matrix

mintazatanak eltérését az eddig leirt hippokampalis matrixtérképektol (24. abra A—As3).

Perineurondlis halok (24. abra B-C) csak szoérvanyosan fordultak eld a CA
régiokban, a stratum oriens és radiatum rétegekben. Ehelyett a brevikan-immunreaktiv
struktirdk talnyomorészt periaxondlis hiivelyekként jelentek meg, gydngysorszeriien
rendezddve a gyrus dentatus hilaris oldalan (24. dbra D-D3). Hasonldan nagy szdmban
talaltunk periaxondlis hiivelyeket az entorhinalis kéregben, és joval kisebb siirliségben a
CA1-CA3 mezdkben (jollehet a stratum lacunosum-moleculareban hidnyoztak)
valamint a subiculum teriiletén (24. abra D-D3). Az elektronmikroszkopos vizsgalatok
igazoltak azt a feltevésiinket, hogy a brevikan-immunreaktiv periaxonalis hiivelyek

szinapszisokat vesznek koriil. Bizonyitottuk, hogy a brevikan tartalmu extracellularis
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matrix profilok beboritjdk az egyes szinapszisokat anélkiil, hogy 0sszefliggd matrix
aggregatumokat hoznanak létre posztszinaptikus dendriten vagy szoman (24. abra E-G).

Az ultrastruktira vizsgalata arra is fényt deritett, hogy brevikan
immunreaktivitds a mielinizalt axonokban is jelen van (24. dbra H, I). Ez az eredmény

arra utal, hogy a periaxonalis hiivelyeket a preszinaptikus neuronok is termelhetik.
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24. abra: A brevikan periaxonalis huvelyeket Jelol a human hippokampuszban A / Atnezetl kép a
brevikan immunreaktivitasrol a human hippokampusz formacidoban. A perineuronalis halok (A;) és
periaxonalis hiivelyek (A;) eloszlasanak sémaja. A sziirke arnyakolas a piramidalis réteget jeloli. Az A
brevikan eloszlas és siirliség szemikvantitativ analizise (- nem detektalt, +/++/+++, alacsony/
kozepes/magas gyakorisaga) a gyrus dentatusban (GD) (McKeon és mtsai 1991), a cornu ammonis (CA)
mezdiben, a subiculumban (S) és az entorhinalis kéregben (EC). B-C Tipusos perineuronalis halok a CA3
mez6 stratum oriensében (ori;B) és radiatumban (rad;C). Az inszert (C;) a peridendritikus hiivelyt
mutatja. D-D, periaxonalis hiivelyek (nyilhegyek) a GD (McKeon és mtsai 1991) hilaris hataran. D,
Periaxonalis hiivelyek lancai a szemcsesejt rétegben. D3 A periaxonalis hiivelyek siiriisége a GD-ban és
az EC-ben volt a legmagasabb. E-G Brevikan immunreaktiv periaxonalis hiivelyek jellegzetesen a

szinapszisok preszinaptikus kompartmentjét boritjak be (nyilhegyek). H-I A brevikan, intracellulrisan is

67



DOI:10.14753/SE.2014.1941

megjelenik az axonokban. D3 A periaxonalis hiivelyek regionalis slirlisége a human hippokampuszban.
Atlag + standard hiba (Koyama és mtsai 2004), *p<0.05. GD: gyrus dentatus, CA1-CA4: Cornu Ammonis
aredk, S,Sub: Subiculum, Pres: presubiculum Pros: prosubiculum, Pras: parasubiculum, EC: enthorinal
cortex, f: fimbria hippocampi, ori: straum oriens, rad: stratum radiatum, gran: stratum granulosum, plex:
startum plexiforme, Im: lacunosum moleculare, pyr: stratum pyramidale, ax: axon, d: dendrit, s: szoma,
sp: dendrit tiiske. Lépték = 500 pm (A), 10 um (B,C), 5 um (D), 4 um (C, Dy, D,), 500 nm (E-H).

5.3.4. Parvalbumin-, calretinin- és  calbindin-immunpozitiv  hippokampalis
interneuronok koriili perineurondalis halok

Human hippokampusz mintdinkban azt tapasztaltuk, hogy parvalbumin-
immunreaktiv interneuronokat gyakran vesz koriil aggrekan tartalmd perineuronalis
halo (25. abra A;-C;).

Hasonl6an magas aranyt allapitottunk meg a stratum oriensben taldlhat6 CRTL-
1-immunreaktiv perineuronalis halok esetében is (25. abra D), ugyanakkor a stratum
radiatumban nem talaltunk a parvalbumin-immunfestett neuronok koriil CRTL-1-
immunreaktiv periszomatikus matrixallomanyt (25. abra E). A calretinin- és calbindin-
immunpozitiv neuronok koriil az alacsonyabb rendii emldsokben hidnyoznak a
perineuronalis halok (Drake és mtsai 1991, Celio és mtsai 1998). Ezzel ellentétben az
emberi hippokampuszban a calretinin-immunopozitiv neuronok egy alpopulécidja koriil
aggrekan tartalma (25. abra F, Fj), vagy a CRTL-1l-immunreaktiv (25. abra G)
perineuronalis halok megtalalhatéak voltak, és kivételes esetekben calbindin D28k-

immunreaktiv interneuronok koril is (25. abra A).

68



DOI:10.14753/SE.2014.1941

A, F,
PV-PN / PV total S CR-PN / CR total
PV-PN / PN total — CR-PN / PN total
Ll 1 1 1 I T
20 40 60 80 20 40
Kolokalizacios koefficiens (%) Kolokalizacios koefficiens (%)

HAG7D4

C

HAG7D4

69



DOI:10.14753/SE.2014.1941

25. abra: Perineuronalis halok parvalbumin, calbindin és calretinin tartalmi neuronok koriil. A
Aggrekan kolokalizal a calbindinnel (CB) a CA4-es areaban. A;-C; Aggrekan tartalmt perineuronalis
halék parvalbumin-immunreaktiv neuronok koriil. A nyilhegy egy parvalbumin immunreaktiv
interneuronra mutat, amit nem vesz koriil perineuronalis hald. Az A parvalbumin-immunreaktiv neuronok
(PV total) nagy részét (83%) beboritjak a Cat-301-immunreaktiv perineuronalis halok (PV-PN), mig az
Osszes perineuronalis halét hordozé neuronnak csupan 66%-a (PN total) mutatott parvalbumin-
immunreaktivitast (PV-PN). D, E CRTL-1-immunreaktiv perineuronalis halok parvalbumin-
immunreaktiv neuronokat vesznek koriil a stratum oriens teriiletén (ori; D) a stratum radiatumban (rad)
azonban nem (E). F Perineuronalis halok calretinin-immunreaktiv neuronokat boritanak be (nyilhegy). Az
ires nyil egy calretinin immunreaktiv neuronra mutat, amely nem rendelkezik perineuronalis halo
boritékkal. F; perineuronalis halot viseld calretinin-immunreaktiv neuronok (CR-PN) aranya alacsony
volt (7%, az &sszes calretinin immunreaktiv sejt koziil és 9% az 6sszes haloval rendelkez6 neuron koziil).
G CRTL-1 immunreaktiv/HAG7D4-immunreativ perineuronalis halok koriilvesznek egy calretinin-
immunreaktiv CAl régioban elhelyezkedd neuront. H GAD-immunreaktiv neuron szomajat és
nytlvanyait CRTL-1-immunreaktiv perineuronalis matrix boritja (nyilhegyek). As, F; atlag + standard

hiba (Koyama és mtsai 2004), *p<0.05. Lépték = 10 um (A;-H), 2 pm (A).
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6. MEGBESZELES

6.1. Gerincvelo

Munkénkban a human gerincveld teljes kraniokaudalis kiterjedésében leirtuk a
fo extracellularis matrix komponensek — ugymint a hialuronsav, aggrekéan, brevikan,
CRTL-1 ¢és a tenaszcin — closzlasat és fenotipusos megjelenését. Ezek a molekulak a
legfontosabb komponensei a kozponti idegrendszer extracelluldris métrixanak. Ugy
talaltuk, hogy a perineuronalis halok és periaxonalis hiivelyek kémiailag heterogének, és
igen eltéréd eloszlast mutatnak a gerincveld magjaiban, teriiletein, kiilonb6zo
neuronpopulaciokhoz kapcsolodva talaljuk dket.

A korabban megfigyelteknek megfelelden (Kalb és Hockfield 1988, Bertolotto
¢és mtsai 1996, Takahashi-Iwanaga és mtsai 1998, Deepa és mtsai 2006, Galtrey és mtsai
2008) a jelentdsebb extracellularis matrix Osszetevoket két nagy csoportra lehet
felosztani. Az elsé csoportba az aggrekan, a brevikan és a CRTL-1 tartozik, ezek
lényegében a sziirkedllomanyra korldtozodnak, perineuronalis €s periszinaptikus
helyzetiiek. Ez az eloszlasi minta azt jelenti, hogy az aggrekan, a brevikdn és a CRTL-1
fontos szerepet jatszanak a perineuronalis halok és periaxonalis hiivelyek
kialakitasdban. A masodik csoportba a hialuronsav és a tenaszcin-R molekuldk
tartoznak, ezek nem csak a sziirkeallomany perineuronalis haldiban és a periaxonalis
hiivelyekben, hanem amorf allomanyként a fehérallomanyban is eléfordulnak. Ujsziilott
patkanyban a tenaszcin-R és a hialuronsav szintetizald enzimet kodold messenger RNS
expresszio alapjan azt feltételezték, hogy a matrix ezen, mindeniitt jelenlévé képviseldi
sokkal korabban jelennek meg, mint az aggrekan, brevikan vagy a CRTL-1. Ez azt is
jelenti, hogy idében megel6zik a perineuronalis halok és a periaxonalis hiivelyek
kialakulasat (Fawcett 2009), és vélhetdéen egyéb, altalanos szerepet is jatszanak a
kozponti idegrendszer felépitésében és funkcidjaban.

A matrix komponensek heterogenitast mutatnak cellularis és kompartmentalis
szervez6désiikben. Ennek jelentdsége valdsziniileg abban rejlik, hogy az aggrekan, a
brevikan és a CRTL-1 molekuldk kiilonboz6 funkciokért feleldsek a sejt felszinén és az
azon talalhaté végzddések koriil. E tekintetben (Frischknecht ¢s mtsai 2009)
megfigyelték, hogy az extracellularis matrix eltavolitdsa az AMPA receptorok lateralis

diffuziéjahoz, ami pedig a szinaptikus plaszticitas rovid tavii megvaltozasahoz vezet. Uj
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megfigyelés, hogy a sejt felszinén talalhatd extracellularis matrix kompartmentizalodik
¢s elvalasztja egymastol a szomszédos szinapszisokat, igy befolyasolhatja a szinaptikus
receptorok ¢€s ioncsatornak elhelyezkedését és funkciojat (Blosa és mtsai 2013). Az
emberi gerincveldben talalhatd aggrekdn massziv periszomatikus €s peridendritikus
lerakodasokat képez a neuronok koriil, elésegiti ezzel a szinapszisok stabilizaciojat,
ahogy azt Hockfield ¢s mtsai (1990) feltételezték vagy épp diffuzids gatat nyujthat a
pozitiv toltésti ionok szdmara (Morawski és mtsai 2012b, Blosa ¢és mtsai 2013). A
gerincveldben fellelt brevikdn-immunreaktivitas ezzel szemben a szinaptikus
végzOodéseket boritva erds periaxonalis hiivelyeket hoz 1étre a gerincveld
szlirkedllomanyaban. Feltételezésiink szerint ez a szinaptikus résen beliil
tartja/korlatozza a neurotranszmittereket depolarizacié utan, valamint stabilizalja a
receptorok eloszladsat a neuron membranjan. A hialuronsav ¢és CRTL-1
sziirkeallomanyaban betoltott szerepérdl azt feltételezziik, hogy 0sszekottetést biztosit
az aggrekan és brevikan fehérjék kozott, 1évén igen gyakran mutatott atfedést a

perineuronalis halokban és periaxonalis hiivelyekben ezekkel a fehérjékkel.

6.1.1. Az extracellularis madtrixkomponensek eloszlasa és az interszegmentdlis
kiilonbségek

Az extracellularis matrix komponenseivel kapcsolatban legfontosabb
megfigyeléseink, hogy (1) a gerincveld hatsdé szarvaban hianyzik az aggrekan-
immunreaktivitds, (2) a CRTL-1 és a brevikdn jelen van a substantia gelatinosa
teriiletén, azonban a Lissauer-zonaban nem mutatkozik (Hamori és mtsai 1974), (3) a
Clarke-Stilling- és intermediomedialis magok jol elhatarolodnak az idegsejtek koriil
talalhato vastag perineuronalis halok révén csakugy, mint (4) szamos eliilsé szarvi
motoneuron.

Perineurondlis halok jellemzéen a gerincveld tavoli kapcsolatokkal bird
régioiban talalhatoak, igy a sziirkedllomany ventralis és oldals6é szarvaban kiterjedt
aggrekan immunreaktivitast talaltunk. A perineuronalis haldval rendelkezé 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, kozos jellemzdjiik, hogy tavolra projicialé neuronokat

tartalmaznak. Ez ecllentétben all a legtobb agyi régioban talaltakkal, ahol a
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perineuronalis halok interneuronok ¢és nem principalis sejtek koriil fordulnak eld
(Briickner és mtsai 1994). A ,kapcsolat” a hosszu axonnal rendelkezd neuronok ¢és a
perineuronalis  halok  ko6zott azonban  korantsem  kizardlagos, mivel az
intermediolateralis magokban vannak olyan neuronok, amelyek nem rendelkeznek
perineuronalis halé boritékkal.

A hats6 szarvat nagyszamu afferens rost éri el amelyek a Lissauer-zonan
keresztiil hatolnak a sziirkealloméanyba (Todd és mtsai 2002). Megfigyeltiik, hogy itt
izolalt matrix aggregatumok jelennek meg, amelyek a mi készitményeinken CRTL-1
vagy brevikan tartalma periaxonalis hiivelyként tiinnek fel, feltehetéen szinapszisok
koriil. Azt gondoljuk, hogy ezen periaxonalis hiivelyek az afferens szinapszisok koriil
elésegithetik a szinaptikus integritas fenntartasat, és igéretes célpontjai lehetnek klinikai

vizsgalatoknak és terapidknak.

6.1.2. Az extracellularis matrix kapcsolata specidalis neuronokkal, transzmitterekkel és
receptorokkal

Az agyi régiok és azok neuronjai eltéré extracellularis matrix mintazattal
rendelkeznek. A perineuronalis halok elsésorban interneuronokat (Briickner és mtsai
1994) — ezen belill foként az ugynevezett ,,gyorstiizel6” interneuronokat (Hartig és
mtsai 1992) — vesznek koriil. A perineuronalis halok azonos neurokémiai tulajdonsaggal
rendelkezd neuronokhoz vald viszonya felttinden kiilonbozik az agy €s a gerincveld
teriiletén. gy mig a kolinerg neuronok a striatumtél ventralisan elhelyezkedd bazalis
eldagyban mentesek a perineuronalis hald boritéktol (Brauer és mtsai 1993, Adams és
mtsai 2001), az emberi gerincvelé kolinerg motoneuronjai tobbsége perineuronalis
matrixszal van kortilvéve.

A kolinerg neuronok a leszalld motoros palydk utols6 neuronjai, axonjai a
harantcsikolt izomrostokon végzddnek (Clara 1959). A neuronokon végz6do afferensek
ezért kiilonds jelentdséggel birnak, ,,utolsé esély”-ként vehetnek részt a ,,végso kiadott
parancs” modulacioban. Az idegsejtek tlizelési mintazatait a gatld szinapszisok
szabalyozzak (Freund és Buzsaki 1996). Ezek a gatlo terminalisok GABA vagy glicin
neurotranszmitterekkel miikodnek. A gatlo afferensek hatékonyan befolyasoljak a
motoneuronok milkddését, azok finomhangoldsit (Geyer ¢és mtsai 1987).

Megfigyeléseink szerint mind a gatld végzddések, mind a gatld szinapszisok matrixszal
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boritott struktarak, peridendritikus hiivelyekkel és/vagy izolalt periaxonalis hiivelyekkel
boritottak.

A hatsé szarv teriiletére kiilonféle rostok érkeznek a perifériardl. A gerincveld
hatsé szarvaban a nociceptiv primer afferensek P-anyagot (substance-P) hasznalnak
ingeriiletatvivé anyagként (Todd ¢és mtsai 2002), a csillapithatatlan fajdalom
jelentdségiik miatt kiemelt fontossaggal birnak ezek a lasst vezetésii rostok, amelyek
substance-P-t hasznalnak ingeriiletatvivé anyagként a fajdalom szignalatvitelben. Annak
ellenére, hogy nagyszamu periaxonalis hiively talalhato ebben a régioban, a substance-
P—immunopozitiv rostok és terminalisok nagyrészt mentesek a perisznaptikus matrix
aggregadtumoktol. Ez arra utalhat, hogy szemben mas modalitdsokkal, a fajdalomérz6

rostok matrixmintazatukban is elkiiloniilnek a tobbi afferenstol.

6.1.3. Az extracellularis matrix aggregatumok jelentosége a gerincveloben. Klinikai
aspektusok

A sériilt emberi gerincveld funkcidinak helyreéllitdsa egy régdta ahitott cél,
melyet az axonregeneracid hidnya és a csekély plaszticitas nagyban megnehezit.
Kiilondsen is a sériilés utan fellépd reaktiv gliozis akadalyozza a regeneraciot. Ilyenkor
ugyanis az asztrocitdk és az oligodendrocitdk nagy mennyiségben termelnek
lektikanokat, ami a negativ toltésli oldallancok repulziv hatasa révén az axondlis
regeneracio fo akadalyat fogja jelenteni. Kiilon vizsgaltdk a tenaszcin-R szerepét, mely
barriert képez a regeneralddd axonok utjaban; tenaszcin-R knock-out allatokban a
funkcidé sokkal konnyebben helyredllt (Deckner és mtsai 2000, Viapiano és Matthews
2006, Busch és Silver 2007). A kozponti idegrendszeri plaszticitas csokkenésének egyik
oka az extracelluldris matrix kiépiilése, lerakodasa mind az idegrostok mentén, mind az
idegsejttestek és dendritek koriil. Megfigyelték, hogy a felnétt kdzponti idegrendszer
plaszticitdsa kiilondsen azokon a teriileteken korlatozott, amelyek nagyszamu
perineuronalis haloval boritott sejtet tartalmaznak, ilyenek példaul a primer szenzoros
agyteriiletek (Briickner és mtsai 1999). Azok a perineuronalis halok és periaxonalis
hiivelyek, amelyek a kritikus idészak végén formalddnak, kiillonbozd plaszticitast gatld
kondroitinszulfat proteoglikanokat tartalmaznak (a felndtt kdzponti idegrendszer foként
aggrekant és brevikant). A differencialt kozponti idegrendszer plaszticitasi szintjérdl és

kiilonosen a gerincveldben azt mutattak ki, hogy kondroitindz kezeléssel reaktivalhat6.
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Ez egy olyan enzim, amely szelektiven eltavolitia a kondroitinszulfat
glikézaminoglikdn lancokat a proteoglikdnokrol (melyek tilnyomorészt az aggrekan
molekulan talalhatoak). A periszomatodendritikus kompartmentet tekintve egy ilyen
kezelés képes beinditani j kapcsolatok kialakuldsat a sériilt gerincvelé neuronjain
(Fitch és Silver 2008, Fawcett és Curt 2009, Bradbury és Carter 2010, Kwok és mtsai
2011, Bartus és mtsai 2012).

Azok a kezelések, amelyek a plaszticitas novelésére iranyulnak, a rehabilitacios
terapidk kozpontjaban allnak. Ezzel egylitt nem szabad elfelejteniink, hogy
mellékhatasokat is okozhatnak, 1évén a kondroitinszulfat proteoglikdnok szamos,
részleteiben még nem is ismert funckcidval is birnak. Eredményeink ezeket a hianyokat
igyekeztek potolni, mely a jovobeli terapids koncepcidk kialakitdsdban is hasznos

segitségiil szolgalhat.

6.2. Kiilso térdestest

6.2.1. Az emberi kiilsG térdestest kondroitinszulfat proteoglikan alapu extracelluldris
matrixanak Szerkezete

Az immunreaktiv struktardk fenotipusos megjelenése ellentétben all a korabban,
mas emldsokben tapasztaltakkal, melyek perineuronalis halokat azonositottak ezen az
agyteriileten (Hendry és mtsai 1984, Yin és mtsai 2006, Baldauf 2010). Hasonldan a
HAG7D4- vagy a CRTL-1-immunjeldlésekhez a Cat-immunfestések eredményei is azt
sugalljak, hogy az emberi kiils6 térdestest extracellularus matrixa egyedi szerkezettel bir
és ez eltérd szervezddési elvre utalhat.

Ennek megjelenitésére az aggrekdn-alapli extracellurdlis matrixot tobbféle, az
aggrekan tengelyfehérje ellen termelt antitestet hasznaltunk, amely a perineuronalis
extracellularis matrix legfobb alkotéeleme (Koppe és mtsai 1997, Briickner és mtsai
1998, Briickner ¢s mtsai 2000, Yamaguchi 2000, Matthews ¢és mtsai 2002). Arra a
megallapitasra jutottunk, hogy az emberi oldalso térdestestbdl a tipikus perineuronalis
halok hidnyoznak. Ez nem a posztmortem idé miatti alnegativ eredmény, mert a
pulvinar thalamiban mind lektinhisztokémidval, mind immunhisztokémidval sikertilt
azonositanunk ilyen képleteket. Ezzel ellentétben gyongyfiizérszeriien csoportosulod

matrix lerakddasokat sikeriilt azonositanunk aggrekan immunhisztokémiaval, leginkabb
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dendritek, ritkdbban sejttestek koriil. Ez a jellegzetes fenotipusos elrendezddés
legtisztabban a HAG7D4 immunfestéssel volt kimutathatd, mely a dendritek mentén
kirajzolta a neuronok konturjait a magno- és a parvocellularis rétegben is. Ez a
mindeddig példa nélkiili fenotipusos elrendezddés ellentétben all azon emldsdkben tett
korabbi megfigyelésekkel, melyek szerint a corpus geniculatum laterale neuronjai koriil
a matrixallomany perineurondlis haloként szervezddik (Yin és mtsai 2006, Baldauf
2010), illetve a kondroitinszulfat proteoglikan alkotéelem és a perineuronalis halok
megjelenése kozotti feltétlen ok-okozati kapcsolattal (Carulli és mtsai 2010, Kwok és
mtsai 2010).

Kettés jeloléses vizsgalatok ¢és elektronmikroszkopos megfigyelések
segitségével kimutattuk, hogy az aggrekan-immunreaktiv matrix hiivelyek valdban
dendritek mentén sorakoznak, ¢és mind a serkent6, mind a gétld szinapszisok —
kiilonosen utobbi — koriill eléfordulnak. Ez a jellegzetes fenotipusu extracelluralis
matrix, vagyis a perineuronalis hald hidnya, illetve a matrix lokalis periszinaptikus
felhalmozddasa azt a kordbban bemutatott hipotézist tdmasztja ald, hogy a
periszinaptikus extracelluralis matrixot a preszinaptikus sejt termelheti (Briickner és
mtsai 2008, Gati és mtsai 2010, Morawski és mtsai 2010b). Ez a feltevés a patkany
talamuszanak vizsgalata soran alakult ki, ahol szinte teljesen hidnyoznak a
perineuronalis halok, ugyanakkor a talamikus afferensek kortil periaxondlis hiivelyeket
azonositottunk (Gati és mtsai 2010).

A periaxonalis hiively emberi oldalsoé térdestestben betoltott szerepe a jelen
anatomiai tanulmany alapjan egyeldre nehezen hatarozhatéo meg. Abbol kiindulva, hogy
ezek a matrix aggregatumok feltiinden egyenként ¢€s izolaltan fordulnak el6,
feltételezziik, hogy egyedi, izolalt matrixburkokat képeznek egyetlen szinapszisnak. A
legiijabb kutatasi eredmények azt igazoljak, hogy az extracelluralis matrix az AMPA
2009). Bar néhany esetben kimutattunk aggrekan tartalmi matrixot serkentd
szinapszisok koriil, a periaxondlis hiivelyek jellemzden gatld szinapszisok koriil
fordultak el6. Az aggrekdn tartalmi periaxondlis hiively barriert hozhat létre a
szinapszisok szelektiv csoportjai koriil, melynek miikddésbeli jelentoségét tovabbi
tanulmanyoknak kell tisztdzniuk. Az emberi oldalso térdestest extracelluralis matrix

szerkezetét mas megvilagitisba helyezte a Cat-315 antitest hasznélataval késziilt
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immunhisztokémia. Bar a patkdnyokon végzett in situ hibridizacios kisérletek szerint a
az aggrekan elsddleges forrasa a neuron (Matthews és mtsai 2002), az emberi kiilsé
térdestest konfokalis 1ézer mikroszkoppal torténd vizsgalata arra engedett kovetkeztetni,
hogy a Cat-315 antitesttel megfestett extracellularis matrix 0Osszetevoi glialis
strukturdkhoz is kothetok. Ez Osszhangban lehet azokkal az eredményekkel, melyek
szerint emberi 1atdidegfobol tenyésztett asztrocitdk (Hernandez és mtsai 2002),
embrionalis csirkeagyi gliasejtek (Domowicz és mtsai 2008) és gerincveld vagy
agykérgi asztrocitak (Asher és mtsai 1995, Afshari és mtsai 2010) in vitro képesek
aggrekan termelésére. Szemben a korabbi eredményekkel (Lander és mtsai 1998), sajat
eredményeink azt a hipotézist tamasztjak ala, hogy a Cat-315 antitest a foszfakan nevii
proteoglikant is jeloli (Dino és mtsai 2006), melyet koztudottan a gliasejtek allitanak
elé6. Véleményilink szerint ugyanakkor nem jelenti azt, hogy a Cat-315 antitest a
perineuronalis halok esetében foszfakant, €s esetlegesen nem aggrekant jeldlt volna; az
elsd leirasok igazoltak, hogy a Cat-315 antitest az aggrekant felismeri, és aggrekan
knock-out egerekben immunhisztokémiaval nem tudtak perineuronalis halokat
Kimutatni (Matthews és mtsai 2002).

A magno- és parvocellularis rétegek kozotti eltérd matrix reaktivitast jelen
anatomiai eredményeink alapjan még nem tudjuk megmagyarazni. Korabbi
tanulmanyok beszamoltak arr6l, hogy a magno- és a parvocelluldris rétegek eltérd
extracellularis matrix intenzitasa nem a neuronok Osszetételének tudhatd be, mert az
mindkét tipusi rétegben nagyban azonos (Braak és Braak 1984). Ugyanakkor a
szinaptikus szerkezet €s Osszetétel a kiilonbozd tipust rétegekben kiilonbozik, mert a
triadoknak tobb dendrodendritikus szinapszisa van (F szinapszis) a magno-, mint a
parvocellularis rétegben (Hamori és mtsai 1974, Winfield 1979, Wilson és Hendrickson
1981). Bar a gatlo axonvégzddés dsszekapesolhato a kodroitinszulfat proteoglikan alapu
extracellularis matrixszal, nem gondoljuk, hogy 6nmagaban a nagyobb mennyiségii
gatld axonvégzOdés okoznad a matrix intenzitdsanak figyelemre mélté megvaltozasat a
magno- ¢és a parvocellularis rétegek kozott. Tovabbi funkcionalis vizsgalatok
sziikségesek ahhoz, hogy megfejtsilk ezeknek a kiilonleges, izolalt periszinaptikus

matrix aggregdtumoknak a forrasat €s jelentdségét.
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6.3. Hippokampusz

A tanulasi folyamatban, informaciok ¢és események memorizalasaban
nélkiilozhetetlen szerepet jatszo hippokampuszt nagyfoku szinaptikus plaszticitas,
ujraépiilési képesség jellemzi. Ez a plaszticitasi képesség mindazonaltal rendkiviil
érzékennyé teszi a hippokampalis neuronokat stresszben és oregedésben (Lander és
mtsai 1998). A perineuronalis halok mind a szinapszisok kialakulasaban, mind a
fenntartandd szignaltraszdukcidban szerepet jatszhatnak, az extracelluldris matrix
fokalis perineuronalis felhalmozddasa wugyanis stabilizalja az 1 szinaptikus
kapcsolatokat (Pizzorusso és mtsai 2002, Berardi és mtsai 2003). A differencialodott
perineuronalis halok megvédik a neuronokat az excitotoxitastol, oxidativ stressztol,
illetve az Alzheimer-kor soran bekovetkez6 béta-amiloid felhalmozdodastdl (Briickner és
mtsai 1999, Morawski és mtsai 2004a, Morawski és mtsai 2012b). Az emberi
hippokampuszban talalhato perineuronalis halok neokortikalis teriiletekhez viszonyitott
alacsony stirlisége (Briickner és mtsai 1999) nemcsak az informacid aramlésért felelds
serkent6 és gatld szinapszisok gyors atalakulasi ratajaért (,,turnover”) lehet felelds, de az
emberi hippokampusz sériilékenységét is tiikkrozheti.

Az emberi hippokampuszban talalhaté kondroitinszulfat proteoglikan tartalmu
extracellularis matrix mintdzatara vonatkozdéan megallapitottuk, hogy a hippokampalis
principalis sejtek koriil teljes mértékben hidnyoznak a perineurondlis halok. Ez eddig uj
megfigyelés, mert kis szdmban ugyan, de tobb emlds esetében is kimutathatoak
perineuronalis haloval koriilolelt piramis sejtek (Briickner és mtsai 1999, Schuppel és
mtsai 2002). Megallapitottuk, hogy a parvalbumin-immunreaktiv kosarsejteken kiviil a
calretinin-immunreaktiv és calbindin-immunreaktiv interneuronokat is koriilveheti
perineuronalis haldé (Hamori és mtsai 1974, Drake és mtsai 1991, Celio és mtsai 1998).
Végiil tigy talaltuk, hogy izolalt periaxondlis hiivelyek igen nagy szamban figyelhetéek
meg szinapszisok koriil a gyrus dentatus hilaris részén és az entorhinalis kéregben,
melyek a legsériilékenyebb és legplasztikusabb teriiletei a hippokampusznak (Koyama
és mtsai 2004), itt halmozodnak fel elszor intracelluldrisan neurofibrillaris kotegek

Alzheimer-korban (De Calignon és mtsai 2012).
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6.3.1. A parvalbumin-immunreaktiv interneuronok rétegbeli eldforduldsoktol fiiggden
kiilonbozhetnek perineuronalis matrixukban

A kosar- ¢s csillarsejtek egyik f6 immunhisztologiai jellemvondsa, hogy egy
parvalbumin nevii kdlcium koté fehérjét expresszalnak (Katsumaru és mtsai 1988,
Freund és Buzsaki 1996). Human hippokampusz mintainkban megerdsitettiik azokat a
mas vizsgalt emlds fajokban tett megfigyeléseket, hogy a gyorstiizeld, parvalbumin-
immunreaktiv interneuronokat gyakran veszi koriil aggrekan tartalmi perineuronalis
halo (Celio és mtsai 1998, Hartig és mtsai 1999).

Az emberi hippokampuszban CRTL-1-tartalmi perineuronalis  halot
parvalbumin-immunreaktiv interneuronok kiiriil csak a stratum oriensben mutattunk ki,
a stratum radiatumban nem. A CRTL-1l-immunreaktiv perineuronalis hald szelektiv
hidnya a stratum radiatumban taldlhatdé pravalbumin-immunreaktiv sejtek koril az
emberi agyban 1évé parvalbumin-immunreaktiv interneuronok egyik wjabb altipusanak
létezésére utalhat. Ugyanakkor meg kell emliteniink, hogy parvalbumin tartalmu
interneuronok a stratum radiatumban kis szdmban figyelhetéek meg (Freund és Buzséaki
1996), mas teriileten sem vesz koril minden parvalbumin immunreaktiv sejtet
perineuronalis halo (Hartig és mtsai 1994) €s a parvalbumin tartalmu sejtek heterogének
HAG7D4-immunoreaktivitasukban. Feltételezziik, hogy az extracellularis matrix kémiai
heterogenitdsa — még az interneuronok egy alosztalyaban is — a perineurondlis hald

kialakulasa és meghatarozott interneuronok koriili felépiilése kozotti kapcsolatra utalhat.

6.3.2. Perineurondlis hadlok calretinin és calbindin tartalmu interneuronok koriil is
elofordulhatnak

Az emldsokben folytatott eddigi tanulmdnyok szerint a calretinin tartalmu
interneuronok koriil nem alakulnak ki perineuronalis halok (Drake és mtsai 1991, Celio
és mtsai 1998). Ezzel szemben — jollehet ritkabban, mint a parvalbumin tartalmu
sejteknél — calretinin-immunreaktiv interneuronok kondroitinszulfat proteoglikan
tartalma perineurondlis haloval voltak boritottak a human hippokampuszban. Sima
felszinli dendritjeik és a moharost-région kiviili elhelyezkedésiik arra utal, hogy ezek a
perineuronalis haloval koriilvett calretinin tartalmu sejtek interneuronok, melyek mas
interneuronokkal teremtenek kapcsolatot (Freund és Buzsaki 1996). Ezek a

matrixburokkal koriilvett calretinin tartalmu interneuronok az emberi hippokampuszra
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specifikus sejtek is lehetnek, mert az eddig vizsgalt emlésdokben nem irtak le ilyen

populaciot.

6.3.3. A periaxondlis hiivelyek a hilus régioban

A perineuronalis halé az idegsejt szomatodendritikus kompartmentje kortl
kialakult olyan matrixkdpeny, mely a szinaptikus kapcsolatok szamara helyeket hagy
szabadon (Celio és mtsai 1998), ezzel segitve a szinapszisok stabilizalasat (Pizzorusso
¢s mtsai 2002, Frischknecht és mtsai 2009). A human hippokampuszban azt talaltuk,
hogy a vélhetden posztszinaptikus sejt altal termelt periszomatikus exracellularis
matrixban mind serkentd, mind gatlé szinapszisok nagy szdmban vannak beagyazva.
Mindazonaltal a perineuronalis haloba agyazott szinapszisok csak toredékei az 0sszes
szinaptikus kapcsolatnak. Ezen nagyszamu fennmaradd szinapszis sajat fokalis
matrixhiivellyel birhat. Ilyen periaxonalis hiivelyeket azonositottak eldszor
torzsdicokban (Briickner és mtsai 2008) és a talamuszban (Lendvai és mtsai 2012),
kiilonosen gatld szinapszisok koril. Eredményeink szerint mind CRTL-1 fehérje
tartalmi, mind brevikdn tartalmu periaxonalis hiivelyek is beborithatnak nem
periszomatikus szinapszisokat az emberi hippokampuszban. A CRTL-1 fehérje- artalmt
periaxonialis hiivelyeket serkentd pretermindlisok koriil, tipusosan a gyrus dentatus
hilaris részén figyeltiik meg a CA3 stratum radiatum rétegével hatarosan. A periaxonalis
hiivelyek nagy stirlisége azt sugallja, hogy ezek a moharostok kollateralisai kortil
fordulhatnak eld.

A posztszinaptikus neuronokra altalaban ugy tekintenek, mint a periszinaptikus
matrix forrasara, kiilondsen, ha periszomatikus (gatld) szinapszisok vannak a
perineuronalis haldo aggregatumaba &agyazva (Celio és mtsai 1998). Az izolalt
periaxonalis hiivelyek és a mielinizalt axonban elektronmikroszkdppal azonositott
CRTL-1 fehérje- és brevikdn-immunoreaktivitas azonban arra utal, hogy periszinaptikus
matrixosszetevOk a preszinaptikus sejt feldl, anterograd axondlis transzporttal is

széllitodhatnak a célrégioba.
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6.3.4. A kondroitinszulfat proteoglikanok expresszioja Alzheimer-kérban — az
értekezéshez kapcsolodo, kollabordcioban végzett kisérletek

Ebben a fejezetben szeretném megemliteni azokat az eredményeket, melyek
munkdmhoz kapcsolddva, de kollaboracioban sziilettek. Ezekben a vizsgalatokban az
extracellularis matrix valtozasait kovettiik Alzheimer kérban.

Az Alzheimer-korban tapasztalt kognitiv hanyatlas egyik f6 oka a szinaptikus
integritas karosodasa (Crews ¢és Masliah 2010). A perineuronalis halok és periaxonalis
hiivelyek teremtik meg a ,,micromilieu”-t az altaluk koriilvett neuronok szdmara. Ezért
barmilyen valtozas az extracellularis matrix molekularis heterogenitasaban eldidézheti
az idegsejtek miikodési megvaltozasat, karosodasat. Mindeddig ellentétes adatokat
kozoltek az extracelluldris matrix Alzheimer-kérban torténd valtozésairol. Korai
stddium® Alzheimer-kérban a kondroitinszulfat proteoglikdnok mennyiségének dramai
novekedése figyelheté meg (Suzuki €s mtsai 1965). Ezzel szemben a lektin kotodés
(példaul WFA) jelentésen csokken Alzheimer-kérban (Kobayashi és mtsai 1989, Baig
és mtsai 2005), bar ez valdszinlileg egyszerlien a posztmortem idé fiiggvénye
(Morawski és mtsai 2012b). Legljabban tgy taldltdk, hogy a kérgi és szubkortikalis
teriileteken 1évé kondroitinszulfat proteoglikan alapu extracellularis matrix mennyisége
¢s mintazata érdemben nem valtozik (Jenkins és Bachelard 1988, Morawski ¢és mtsai
2010a, Morawski ¢és mtsai 2012b), és ezt megfeleld transzgenikus allatmodellben is
megerésitették (Morawski és mtsai 2010b). Mivel az arhikortex (igy az entorhinalis
kéreg ¢és a hippokampusz) kiilondsen érzékeny az Oregedésre €és neurodegeneraciora
(Mcewen 1999), feltételeztiik, hogy Alzheimer-korban ennek a teriiletnek megvaltozhat
az aggrekan és/vagy brevikan expresszioja.

Széles korben elfogadott és jelen eredményeink 4ltal is alatdmasztott tény, hogy
a perineuronalis halé megkiméli az dket viseld neuronokat az Alzheimer korra jellemzd
citoszkeletalis degeneraciotol (Briickner €s mtsai 1999). Ezt a feltételezést alatamasztja
a kéreg alatti neuronok (pl. nucleus basalis Meynert, raphe magok vagy locus
coeruleus) sebezhetésége, mivel ezen neuronok koriil csak ritkan latni perineuronalis
halokat (Morawski ¢és mtsai 2010a). Kozdés munkankban egy Uj matrix
kompartmentalizaciordl, a periaxonalis hiivelyekrdl mutattunk ki fontos megfigyelést.
Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a preszinaptikus neuron — mint a

periszinaptikus matrix valdsziniisithetd forrdsa — hozzdjarul a kondroitinszulfat
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proteoglikanok termelésével a periaxondlis hiivelyek 1étrehozasahoz, ezaltal megdrizve
a szinapszisok szerkezeti integritasat, fliggetleniil a posztszinaptikus (dendritikus)
citoszkeleton patologias folyamataitol.

Ko6zosen tett megfigyeléseink szerint a periaxonalis hiivelyek strukturalisan is
stabilak maradnak az Alzheimer-kér progresszidja alatt a hippokampuszban. A
periszinaptikus matrix aggregatumok jelenléte szenilis plakkok kozelében ¢és
hiperfoszforilalt tau-fehérjében gazdag posztszinaptikus dendriteken (melyek az
Alzheimer-kor f6 hisztopatologiai markerei) nem csupan egy szerkezeti
matrixmaradvany helyét jelzi. Ezt a feltételezést az indokolja, hogy ezekben a
struktarakban  kimutattuk a vezikuldris transzporterek (glutamat ¢és GABA
transzporterek) jelenlétét, mely funkciondlé szinapszisok meglétére wutal. A
proteinmintdkon mért magasabb brevikan- és CRTL-1 protein szint azt is jelentheti,
hogy a sejtek fokozott matrixprotein termeléssel reagdlnak a koros allapotra,
megvédendd szinapszisaikat.

Osszességében arra kovetkeztetiink, hogy a periaxondlis hiivelyek a
hippokampuszban egy jellegzetes neurokémiai Gsszetételli és a periszinaptikus régiora
koncentralodd matrixstrukturat alkotnak, mely fliggetleniti az interneuronalis
kapcsolatokat a patologias folyamatoktol, ezzel segitve az informacidaramlast az

idegsejtek kozott.
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7. KOVETKEZTETESEK

Az ember kozponti idegrendszerének extracelluldris matrixa regionalis

kiilonbségeket mutat eloszlasaban és fenotipusaban.

1. Megallapitottuk, hogy human gerincveldben a perineuronalis halokban és
periaxondlis hiivelyekben markdnsan jelen van az aggrekan és a brevikan
alapu extracellularis matrix. A gerincvel6 teljes kraniokaudalis kiterjedését
elemezve kimutattuk, hogy perineurondlis halok jellegzetesen a hosszu
axonu neuronokkal biré magokban fordulnak eld, fliggetleniil attol, hogy
azok milyen rendszerhez vagy palyahoz tartoznak. Izolalt periaxonalis
hiivelyeket nagy szamban azonositottunk a hatsé szarvban, melyek
ugyanakkor szabadon hagytdk a fajdalomérzd afferenseket. A nyaki,
mellkasi, agyéki és keresztcsonti szakaszokon nagymértékben hasonld

matrix mintdzattal taldlkoztunk.

2. Az emberi kiilsé térdestestben talalt extracellularis matrix a tobbi vizsgalt
eml6s fajokkal mer6ben eltéré eloszlast mutatott. Mind ezekkel, mind a
kérgi teriiletekkel tapasztaltakkal ellentétben a perineurondlis matrix nem
szervezédik halokba. Ugy talaltuk, hogy a dendriteken végz6d6
szinapszisokat boritd periaxondlis hiivelyek korvonalazzdk az idegsejtek
nyulvanyait. A magnocellularis rétegek — szemben a parvocellularis

rétegekkel — intenziv matrix immunreaktivitast mutattak.

koriil nem fordul el6 perineuronalis hald. Az interneuronok csoportjan beliil
nem csak a parvalbumin tartalmu, gyorstiizelé kosar- és csillarsejtek, hanem
a calretinin- és calbindin-pozitiv interneuronok koriil is megfigyeltiink
perineurondlis  halokat. ~ Mindezen  megallapitasok az  emberi
hippokampuszra specifikus megfigyelések, az eddigi altalanos érvényiinek
elismert filogenetikai megallapitdsokkal nem megegyezdek. Kimutattuk,

hogy a periaxonalis hiivelyek eloszlasa szélsdségesen kiilonb6z6, azok a
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gyrus dentatusban és az entorhinalis kéregben fordulnak el6 nagy
striségben. Ultrastrukturalis elemzéssel annak a lehetdségére vilagitottunk
ra, hogy a periszinaptikus matrixdsszetevoket a preszinaptikus neuron is

termelheti.
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8. OSSZEFOGLALO

Az ember kozponti idegrendszerét felépitd sejtek kozotti sziik teret az
extracellularis matrix molekulai toltik ki, melyet a neuronok és a gliasejtek termelnek.
Célkitlizéslink soran a matrix két kiilonleges megjelenési formdjara forditottuk
figyelmiinket: a neuronok szomajat ¢és a dendritek proximalis részét boritd
perineuronalis halokra, illetve a nemrégiben azonositott, az axonok preszinaptikus
részét boritd periaxonalis hiivelyekre. Munkank soran a kozponti idegrendszeri
extracellularis matrix megjelenését vizsgaltuk a gerincveldben ¢és tovabbi két
agyteriileten, a kiils6 térdestestben ¢és a hippokampuszban. A matrixot felépitd
molekulak koziil a tenaszcin €s a hialuronsav mellett két proteoglikanra — az aggrekanra
¢s a brevikanra — koncentraltunk, mivel ismert, hogy az aggrekan a perineuronalis
matrix elengedhetetlen alkotdja, amit a neuronok termelnek, a brevikan pedig a
periaxondlis hiivelyekben taldlhatd, és a neuronok és gliasejtek is termelhetik.
Vizsgalatainkhoz egyszeres ¢és tObbszords immunhisztokémiai festéseket, fény-,
konfokalis lézer szkenning- és elektronmikroszkdpiat hasznaltunk. A gerincvel6ben
folytatott kisérleteink soran arra kerestilk a valaszt, milyen neurokémiai Osszetételii
perineuronalis- és periszinaptikus matrix allomany taldlhaté a gerincveld kiilonbozd
neuroncsoportjai és terminalisai koriil, és mindez mutat-e eltéréseket a kiilonbozo
morfologiai és neuroanatdmiai funkciokkal bird szegmensek kozott. Megallapitottuk,
hogy a human gerincvel6ben a perineuronalis halokban €s periaxonalis hiivelyekben
markénsan jelen van az aggrekdn és a brevikdn alapu extracellularis matrix. A
perineuronalis halok, szemben az agyvelGben taldltakkal, jellegzetesen hosszii axonu
neuronokat tartalmazé magokban fordulnak eld, mig a periaxonalis hiivelyek a hatso
szarv teriiletén szabadon hagytak a fajdalomérzd afferenseket. Kivalasztottunk egy
aplasztikus teriiletet — a koztiagyi kiilsé térdestestet —, ahol arra kerestiik a valaszt, hogy
egy ilyen agyteriilet milyen kompartmentalizaltsagii extracellularis matrixot alakit ki
neuronjai koriil. A kiilsé térdestest allomanydban — emberben egyedi modon — a
perineuronalis matrix nem szervezddik halokba, a dendriteken végz6dd szinapszisokat
boritd periaxondlis hiivelyek korvonalazzdk az idegsejtek nyllvanyait. A humén
hippokampuszban folytatott munkank soran pedig arra voltunk kivancsiak, hogyan
szervezddik egy koztudottan plasztikus kérgi agyteriilet matrixdsszetétele az emberi

idegrendszerben, taldlunk-e  filogenetikai  kiilonbségeket mas  emldsdkben
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cres

sejtek kortil nem fordul eld perineurondlis hal6. Az interneuronok csoportjan beliil nem
csak a parvalbumin tartalm®, hanem a calretinin- és calbindin-pozitiv interneuronok
koriil is megfigyeltiink perineuronalis halokat, ez eltér az eddigi filogenetikai
megallapitdsoktol. Ultrastrukturalis elemzéssel arra vilagitottunk ra, hogy a

periszinaptikus matrix dsszetevoket a preszinaptikus neuron is termelheti.
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9. SUMMARY

The central nervous system is not only composed of cells but harbours a wide variety
of matrix molecules in the narrow extracellular space. This matrix contains a variety of
proteins and polysaccharides which are produced locally by neurons and glial cells. We
focused on two specialized matrix forms: the well known perineuronal nets surrounding
cell bodies and proximal dendrites, and the so-called axonal coats encapsulating 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 milieu or stabilize synapses. At the same time, our knowledge about the functional
properties of axonal coats is rather limited. We have been investigating the appearance
of the extracellular matrix in the spinal cord and two other different areas, the lateral
geniculate body and the hippocampus of humans. We focused on the aggrecan molecule
which is produced by neurons and the brevican molecule which is the common product
of neurons and glial cells. Aggrecan is a characteristic component of perineuronal nets
whilst brevican of axonal coats. We found that extracellular matrix components were
visualized by single and multiple immunohystochemistry using light- and confocal laser
scanning microscopy and electronmicroscopy. In the spinal cord, we surveyed the
neurochemical make-up of perineuronal- and perisynaptic matrix around distinct
neuronal subsets and synaptic terminals in the neuroanatomically and functionally
different cranio-caudal segments. We found that aggrecan and brevican are
indispensable components of perineuronal nets, typically present around neurons with
long axons of the spinal cord. Despite their large number, periaxonal coats remained
undetected around nociceptive afferents in the dorsal horn. In the brain, we have
selected an aplastic area — the lateral geniculate body of the diencephalon — to diagram
the phenotypic appearance of extracellular matrix around neurons. Uniquely in human,
the perineuronal matrix is not organised in perineuronal nets, instead, the neurons are
outlined by axonal coats. Lastly, in the human hippocampus we investigated the
compartmentalization of the extracellular matrix in a cortical area typically known for
its plastic properties. In contrast to findings in investigated mammals, principal cells
remained invariably uncovered by perineuronal nets. Within the group of interneurons
not only the parvalbumin-containing, but calretinin- and calbindin-positive cells were

surrounded by perineuronal nets, highlighting phylogenetic differences. Ultrastructural
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analysis suggested that the perisynaptic matrix components can be produced not only by
the post-, but by the presynaptic neuron as well, challenging long-standing dogmas
about the establishment and chemical heterogeneity of the extracellular matrix of the

central nervous system.
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