A pélyazat celul tiizte ki a gerincvel6i nociceptiv ingeriiletfeldolgozast végzo érzé és a
gerincveldi szintti motoros mikodéseket iranyitd mozgatd neuronhaldzatok vizsgalatat. A
munkaterv célkitiizéseinek megfeleléen kutatasi tevékenységink a kovetkez6 témak koré
csoportosult:

Primer afferensek és gerincveldi hatsd szarvi masodlagos érzd neuronok kozotti szinaptikus

kapcsolatok molekuléris anatdmiaja

Vizsgéltuk a hyperpolarizacio altalt aktivalt ciklikus nukleotidak &ltal modulalt kation
csatorna kettes fehérje alegységének (HCN2) expresszidjat a gerincveld hatsd szarvaban.
Immunhisztokémiai mddszerekkel kimutattuk, hogy a feliiletes hatsé szarv I-11o laminai
erételjes szemcsés immunreaktivitast mutatnak HCN2-re. Dorsalis rhyzotomia ezt a festédést
teljesen megsziintette, arra utalva, hogy a HCN2 immunreaktivitas primer afferensek axon
végzodéseihez kothets. Kettés immunfestéses kisérletekben kimutattuk, hogy a HCN2
csatorna fehérjét a primer afferensek kozil is szinte kizarélag P-anyagot tartalmazé nociceptiv
primer afferensek termindlisai fejezik ki. Megerésitették ezt a lelettinket
elektronmikroszkdpos vizsgalataink is. A preembedding nanogold mddszert hasznélva azt
talaltuk, hogy a HCN2 immunreaktivitast elsédlegesen, ha nem kizarolagosan, dense-core
vesiculakat tartalmazé axon terminélisok mutatjak. Erdekes megfigyelésiink, hogy a HCN2
fehérje csak extraszinaptikus membran teriiletekhez koétodik, szinaptikus membranokban a
fehérjét sosasem sikerilt kimutatnunk. Leirtuk tovabba, hogy a HCN2-t kifejezé axon
terminalisok elsésorban NK1-R, GIuR2, MOR és calbindin immunreaktiv serkentd, és kisebb
szamban GADG65 immunreaktiv gatld interneuronokkal képeznek kapcsolatokat. Igazoltuk,
hogy a HCN csatornak aktivitasa ndveli a primer afferensek és a masodlagos gerincvel6i
interneuronok kozotti szinaptikus transzmisszié megbizhatosagat. Eredményeink tovabbé azt
is valészintsitik, hogy a HCN2 fehérje altal képzett ioncsatorndk hozzajarulhatnak a
gerincveldben végz6do P-anyag tartalmu peptiderg nociceptiv primer afferens terminalisok
membran potenciéljanak és excitabilitasanak modulaciojaban is.

Vizsgéaltuk a cannabinoid 1 (CB1) receptor expressziojat a gerincvel6 hatso szarvaban
egyszeres és tobbszords immunhisztokémiai jelolések segitségével. Ugy talaltuk, hogy a CB1
receptor eroteljes kifejezodést mutat a fellletes hatsé szarvban, ahol a nociceptiv primer
afferensek végzédnek. Sikerilt kimutatnunk azt is, hogy mind a peptiderg, mind a nem-
peptiderg nociceptiv primer afferensek centralis terminalisainak egy része expresszalja a CB1
receptort, ami alapjan feltételezhet6, hogy endogen cannabinoidok aktivitas fliggé
felszabadulasa jelentés mertékben befolyasolja a nociceptiv ingeriileteknek a gerincvel6i

masodlagos érz6 neuronokra valo attevodeset.



Kimutattuk, hogy a gerincvel6 feluletes hatsé szarvi axonterminalisok nem
expresszaljak a KCC2 klorid transzportert, ami valdszintivé teszi, hogy a gerincvel6 felliletes
hatsd szarvaban levo axo-axonikus szinaptikus kapcsolatokban levé GABAA, receptorok
aktivalasa nem hiperpolarizaciot, hanem depolarizaciot valt ki a posztszinaptikus
axonterminalisban.

Vizsgéaltuk a feszlltség fliggé natrium ioncsatornak szerepét a nociceptiv primer
afferensekrél a masodlagos érzé neuronokra valo ingerilet attevédesben. Azt talaltuk, hogy az
altalanos natrium ioncsatorna blokkol6 lamotrigin hatasara lényeges csokken a szinaptikus
transzmisszio hatékonysaga.

A Ryuichi Shigemoto altal vezetett kutatocsoporttal (National Institutes of
Physiological Sciences, Okazaki, Japan) val6 kollaboracioban, a kézelmultban kidolgozott
,»sodium dodecil sulphate-digested freeze-fracture replica labeling” (SDS-FRL) modszert
hasznalva vizsgaltuk a gerincvel6 feluletes hatsé szarvaban az NMDA és AMPA receptorok
szdmaét, denzitasat és ko-lokalizaciojat egyedi szinapatikus kapcsolatok szintjén a
posztszinaptikus membranban. Azt talaltuk, hogy valamennyi glutamaterg szinapszis
posztszinaptikus membranja expresszal AMPA receptort a gerincvel6 hatso szarvaban, és
tobbséglk (96%) az NMDA receptor NR1 alegységére is pozitiv immunreakciét adott. Az
AMPA és NMDA receptorokat jel6l6 arany szemcsek szdma 8-214 és 5-232 kozott valtozott
és pozitiv korrelaciot mutatott az egyedi posztszinaptiku membranok nagysagaval. Az
aranyrégok denzitésa ugyanakkor AMPA receptorok esetén 325-3365/pum? NMDA
receptorok esetén 84-2263/um? értékek kozott valtozott. Szinte valamennyi (99%)
posztszinaptikus membran expresszalta az AMPA receptorok GIuR2 alegységét, és tobbségik
(90%) immunreaktivnak bizonyult a GIuR1 alegysegre is. A GIuR2 alegységeket jel616 arany
szemcsek szama linedris korrelaciot mutatott a posztszinaptikus membran nagysagaval. A
GluR1-et illetéen azonban a szinapszisoknak két csoportja letezhet, az egyik alacsony a méasik

magas GIuR1 denzitassal.

A nociceptiv ingerilet feldolgozasban jelentés szerepet jatszo gerincvel hatsé szarvi

neuronok fiziologia tulajdonsagai

Tuléls gerincvel6 szelet preparatumon patch-clamp modszer segitségével vizsgaltuk
az idegsejtek ingrelhet6ségét alapvetéen meghatarozé ion aramokat a gerincvelé feliletes
hatso szarvanak tonusosan tiizelé neuronjaiban. Ugy talaltuk, hogy az apamin-szenzitiv Ca®*-
dependens K* (Kca) aramok megnyuijtjak az interspike intervallumokat és stabilizéljak a

fenntartott membréan depolarizacié altal kivaltott tiizelést. A Ca** és Kca dramok szupresszi6ja



azonban a ténusos tuzelést nem sziinteti meg, azt sugallva, hogy a tonusos tuizelési mintazatok
kialakitasaért elsédlegesen fesziiltség-fiiggé Na* és K™ aramok felelések. Ezért a Na™ és K™
aramokat tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ala. A Na* csatornak gyors aktivacios és
inaktivacios kinetikat mutattak. A K* aramokért elsédlegesen TEA-szenzitiv gyorsan
aktivalodo, lassan inaktivalodo és elhizodo rektifikaciot mutatod un. Kpg csatornak tehetok
feleléssé. A TEA inszenzitiv tranziens A-tipusti K™ (Ka) aram nagyon kicsi volt és mar
nyugalmi potenciélon erételjesen inaktivalodott. A Kpg &ramok TEA-val val6 blokkoldsa
csokkentette a tiizelés frekvenciajat és stabilitasat. Az adataink alapjan végul elkészitettiik a
tonusosan tuzelé neuronok matematikai modelljét, aminek a segitségéevel kimutattuk, hogy a
Na" és Kpr aramok elegenddek a tonusos tiizelési mintazat kialakitasahoz. A tébbi ionaram a

tonusos tuzelési mintazat modulaciojaban jatszhat szerepet.

Gerincveld hatso szarvi propriospinalis neuronok megoszlasa, szinaptikus kapcsolatai és

neurokémiai tulajdonsaqai

Korabbi kisérleteinkben igazoltuk, hogy a gerincvel6i hatso szarv kétoldali lateralis
teruletei erételjes morfologiai és funkcionalis commissuralis kapcsolatot alakitanak Ki
egymassal. Neuronalis jel6lési technikak és immunhisztokémiai mddszerek kombinacidjaval
jelenlegi kisérleteinkkel ezeknek a commissuralis neuronoknak és axon terminalisaiknak az
eloszlasat, szinaptikus kapcsolatait és neurokémiai jellegzetessegeit vizsgaltuk. Azt talaltuk,
hogy a commissuralis neuronok sejttestjei kizarolag a I11-1V lamina leglateralisabb ter(letein
helyezkednek el, és axonjaik az ellentétes oldali hatso szarv ugyanezen teriletein érnek véget.
A legtobb commissuralis axonterminalis dendritekkel alkotott szinaptikus kapcsolatot. Azt is
kimutattuk, hogy a commissuralis neuronok egymassal is szinaptikus kapcsolatba lépnek. Az
axon terminalisok t6bb mint harom-negyede immunreaktivnak bizonyult glutaminsav
decerboxilazra és/vagy glicin transzporterre, de valamennyien negativak voltak met-
enkephalinra és valamennyi ismert vesicularis glutamat transzporterre. Az eredményeink azt
sugalljak, hogy a gerincvel6i hatso szarv két oldala kozott 1étezik egy erételjes commissuralis
Osszekottetés és a commissuralis neuronok nagyobb részben géatlo, kisebb részben serkent6
ingeruleteket kozvetithetnek a gerincvel6 ellenkezé oldala fele.

Kiserleteinkben azt is kimutattuk, hogy a gerincvelé fellletes hatso szarvanak medialis
részben szamos olyan propriospinalis neuron talalhatd, amely a felliletes hatsé szarv lateralis
tertileteihez vetit. Ezt a medi-lateralis propriospinal projekcios rendszert vizsgalva a
gerincvel6 hatso szarvanak medialis részébe Phaseolus vulgaris leucoagglutinint injektaltunk

és igy jeloltik az injekcids tertleten elhelyezkedé neuronok axonjait. Az axonalis jelolést



GABA és glicin immunhisztokémiai kimutatasaval kombinalva vizsgaltuk a jel616d6
axonterminalisok és posztszinaptikus targetjeik neurokémiai jellegzetessegeit. A PHA-L
injekcidt kdvetéen nagy szdmban talaltunk jeldlt axonterminalisokat a hatsé szarvi
szlrkeallomany lateralis részének I1-1V laminajaban. A jel6lt axonterminalisok nagy t6bbsége
dendritekkel és dendrit tovisekkel kepzett szimmetrikus szinaptikus kapcsolatokat. Ezen tdl a
jelél6dott axon terminalisok egy része szinaptikus kapcsolatokat fogadott ismeretlen eredetii
preszinaptikus axonoktdl. A PHA-L jeldlést kombinalva VGLUT1-2, GAD 65/67 és GLYT2
immunfestéssel kimutattuk, hogy a projekcids axonoknak kb. egy-harmada tekinthet6
gatlonak és kétharmaduk serkentének. Az axonalis jel6lédes helyére, a lateralis hatso szarv |-
IV-es lamindjaba rhodaminnal konjugalt dextranamint injektalva jel6ltik az ide vetit6
propriospinalis axonok eredo sejtjeit. Az injekciot kdvetéen szamos neuron jeldl6dott
retrograd médon a medialis hatsoszarv I-11. laminajaban, és a jel616dott sejtek tobbsége
szamos kontaktust létesitett CGRP-pozitiv és IB4-kotédést mutatd nociceptiv primer
afferensekkel. Eredményeink azt mutatjak, hogy a gerincvel6i felliletes hatsd szarv nociceptiv
recipiens sejtjeinek egy része eroteljesen vetit a lateralis hatso szarv 11-1V laminajahoz, ahol
elsédlegesen serkenté, kisebb részben gatlo jellegi szinaptikus kapcsolatokat Iétesitenek a

terulet lokalis interneuronjainak dendritjeivel.

A gerincveld hatsé szarvi neuron hlézatok plaszticitdsa gyulladasos fajdalom modellben

Vizsgaltuk, hogy a talp bérében kisérletesen kivaltott gyulladas a gerincvel6i hatso
szarv fellletes laminaiban milyen valtozasokat okoz az AMPA receptorok alegység
Osszetételében illetve a GABAB-receptor expressziojaban. A gyulladasos allapotot Freund
adjuvansnak a talp borébe torténé injekciojaval valtottuk ki. Az injekcio uténi negyedik
napon, amikor az allatok nociceptiv valaszkészsége eroteljesen megnoétt, azt talaltuk, hogy a
hatso szarv I-11 laminajaban a GIuR1-IR sejtek szama 31 %-kal nétt, mig a GIuR2-IR sejtek
szdma 34 %-kal csokkent, a GluR1-re és GIuR2-re kett6sen jel6lt sejtek szama pedig az
eredeti érték 15 %-ara csokkent. Ugy talaltuk, hogy kontroll &llatokban a calbindin-IR
excitatorikus neuronok elsésorban GIuR2 alegységet expesszalnak. Freund adjuvans talpba
torténd injektalasat kovetoen a calbindint tartalmazo neuronok kdzott csokkent a GIuUR2-IR és
novekedett a GIUR1-IR sejtek szama. Mas volt a helyzet a gatlo neuronok esetében. GAD65-
eGFP transzgenikus kontroll &llatokban a GAD65-eGFP pozitiv gatlo sejtek tobbsége GIuR1
immunreaktivitast mutatott. Freund adjuvans talpba térténé injektalasat kovetéen a GFP-t
expresszalo gatlo sejtek kdzott jelentésen csokkent a GIUR1-IR és nétt a GIUR2-IR sejtek

szama. A GIuR1 és GIuR2 alegysegek expresssziojaban a periferias gyulladas kdvetkeztében



kialakulé valtozasok jelentés mertékben hozzajarulhatnak a gerincvel6i centralis szenzitizacio
kialakul&sahoz.

Az injekcid utani negyedik napon erételjesen csokkent a gerincvel6i hatso szarv
GABAB receptor immunrektivitasa is. A nociceptiv primer afferensek axonterminalisainak a
szama nem valtozott, de jelentésen csokkent kdzottik a GABAB receptor immunreaktivitast
mutatok szama. A GABAB receptor mennyiségének a primer afferensek axon terminalisain
val6 csokkenése a nociceptiv afferensek és a gerincveléi interneuronok kdzotti szinaptikus
kapcsolatok preszinaptikus gatlasanak gyenguléséhez vezethet. Ez a gerincvel6i neuronok
altal fogadott nociceptiv bemenetek erésddeset eredmenyezheti, ami hozzajarulhat a centralis

szenzitizacid kialakulaséhoz.

A primer afferensek projekcidja premotor interneuronokhoz

Retrograd és anterograd neuronalis jelolési modszerek kombinalasaval egyidejiileg
jeloltiink premotor interneuronokat és elsédleges érzé rostokat a gerincvelé lumbalis
szakaszanak szurkeallomanyaban. Kimutattuk, hogy a premotor interneuronok egy része
kozvetlen kapcsolatokat létesit primer afferensekkel. A kontaktusok kvantitativ elemzése
azonban azt mutatta, hogy ezeknek a kapcsolatoknak a szama meglehetésen alacsony.
Eredményeinket 6sszevetve korabbi irodalmi adatokkal arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
a primer afferensek a premotor interneuronokkal bar korlatozott szamd, de nagyon
hatékonyan miikddé szinaptikus kapcsolatokat alakitanak ki. A primer afferens ingeriiletek
valdszintileg nehany szinaptikus kapcsolat aktivalasanak a réven is tiizelésre tudjak kesztetni a

premotor interneuronokat.

A motoros mitkodéseket szabalyoz6 preszinaptikus gatlasi folyamatok a gerincveld mellsd

szarvaban

Az izomorso (la) afferensek termindlisai és a gerincvel6i motoneuronok kozotti
monoszinaptikus kapcsolatok axo-axonikus preszinaptikus gatlasa fontos szerepet jatszik a
gerincvel6i motoros miikddések szabalyozasaban. Munkank soran kimutattuk, hogy az la
afferens-motoneuron szinaptikus kapcsolat preszinaptikus gatlasaért felelés axon terminalisok
eredé sejtjei a gerincveléi szirkeallomany V-VI lamingjanak medialis részében helyezkednek
el. Kimutattuk azt is, hogy a gerincveldi mellsé szarv tobbi gatlé sejtjével ellentétben ezek a
neuronok a GABA szintéziséhez a GAD 65 kD-os izoformdjat hasznaljak.



A gerincveld két oldalanak motoros miukddéseit 6sszehangoldé commissuralis premotor

interneuronok neurokémiai karakterizaldsa

A jarébmozgés soran a jobb és bal oldali gerincvel6-fél motoros miikddéseinek pontos
6sszehangolasara van szlikség. Ezt a koordinaciot un. commissuralis premotor interneuronok
végzik. Vizsgaltuk azt, hogy a commissuralis interneuronok ezt a koordinaciot serkento, vagy
géatld kapcsolatok révén biztositjak —e, illetve az esetleges gatlo komponenseket GABA vagy
glicin mediélja -e. A commissuralis interneuronok sejttestjei tertiletére BDA-t injektéltunk,
ami jelolte a commissuralis axonokat és azok terminalisait. Ezt kovetéen a BDA-val jel6lt
axon terminalisoknak vizsgaltuk a VGLUT1/2, GAD65/67 és GLYT2 immunreaktivitasat.
Tobb mint 1000 terminalist elemezve a terminalisok tobb mint fele bizonyult GAD65/67
és/vagy GLYT2 immunreaktivnak, mig a terminalisok tébb mint egy-harmada mutatott
pozitiv immunfestédést VGLUT1/2-re. Eredmeényeink azt mutatjak, hogy a commissuralis
interneuronok neurokemiai jellegiket illetéen nagyon heterogének, tobbségiik gatlo és a gatlo

jellegtiek tobb mint kétharmada glicint szabadit fel neurotranszmitterként.

A gerincvel8i neuronhélézatok fejlédése soran lezajlé természetes sejtelhalasi folyamatok

Korabbi irodalmi adatokkal ellentétben, az apoptotikus sejtelhalas egyik
legszenzitivebb markerének, az aktivalt caspase-3-nak immunhisztokémiai modszerekkel
torténé kimutatasaval igazoltuk, hogy a neurogenezis soran nagy szamban halnak el
interneuronok a gerincvel6i szlrkeallomany mellsé és hatsé szarvaban egyarant. Elséként
leirtuk, hogy csirkében a gerincvel6i interneuronok elhalédsa a nyolcadik embrionalis napon

kezdddik és a huszadik embrionalis napra fejezédik be.



