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I. BEVEZETES

Az idegi plaszticitas fogalma igen tag és nehezen definialhat6, legaltalanosabban az
idegrendszer adaptiv véltozasokra valé képességét értjilk alatta. Az idegrendszernek e
képessége igen Osszetett: a reflextevékenységtdl kezdve, a sériilésekre adott
vélaszokon at, a bonyolult tanulasi folyamatokig terjed.

Kutatétarsaimmal a munka egy részében azt vizsgaltuk, hogy periférias idegi sériilés
hatésara milyen plasztikus folyamatok jatszoédnak le a kozponti idegrendszerben. Az
agy felépitésének klasszikus, huzalozasrendszerszerii felépitésével ellentétben egyre
tobb adat sz6l amellett, hogy a testrészek kérgi reprezentacidja aktivitasfiiggéen
valtozik. Allatkisérletek és human vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy
periférias idegi sériilést kovetden a deafferentalt szomatoszenzoros kérgi terillet (S1) a
séritléssel szomszédos testrészek 4ltal is aktivalhatova valik. Hasonl6 médon a
mozgat6 kérgi (M1) reprezentécio is kiterjed amputéciot kovetéen.

Egészen bizonyos, hogy a kérgi reprezentaci6s térkép valtozésa a neuron-glia elemek
funkcionalis kapcsolatainak molekuléris szintii valtozasaib6l adodik dssze.

A disszertaciomban részletezett munkank soran a periférids idegi sérillést kovetd
agykérgi valtozasokat és a hormonfiiggd agykérgi és kéreg alatti plasztikus
folyamatokat vettilk goércsé ald. A probléma Osszetett jellegébél ad6ddan,
vizsgélataink is sokrétiiek voltak: elektrofiziol6giai, immunhisztokémiai és magatartas
kisérleteket végeztiink Sprague-Dawley patkanyokon. A neuronélis plaszticitas
morfolégiai vizsgalatara, idegi pélyajelolésre egy viszonylag 0j keletii modszert
allitottunk be, a pseudorabies virus immunhisztokémiat.

Természetesen a disszertaciomban bemutatott eredmények nem egy ember munkai,
hanem csapatmunka gyiimolcse. A targyalt kisérleti munkék koziil azokban voltam
iranyadé kutat6, amelyeknél a nevem fel van tiintetve. A tobbi esetben
egyittmiikod6ként vettem részt a kisérletekben.

A sérilést kovetd idegi plaszticitss és a neuronalis Osztrogénhatas rejtélyes
jelenségének jobb megértése céljabél dontdttem Ggy, hogy az Aaltaluk iranyitott
kisérletek eredményeit is targyalom dolgozatomban, természetesen az O szives
engedélyiikkel.



1. CELKITUZES

1.  Megvizsgilni, hogy az arcideg (N7x) 4tvdgdsa (humin facidlis parézis
modellje) olyan viltozdsokat eredményez a kétoldali elsGdleges mozgaté kérgi
teriilletek (M1) 0Osszekottetéseiben, amely megviltoztatja a PRV fert6zési
mintdzatat (koordindtor Horvdth Szatmdr).

2. Annak a hipotézisnek a tesztelése, hogy az NMDA funkci6 kis mértékii
blokkoldsa az egyedfejlédés kritikus idészakdban (, amely lényeges
magatartisbeli viltozdst nem okoz), olyan — elsé pillantisra nem szembetiing —
€lethosszig tarté plaszticitdsviltozdsokat indukdlnak, amelyek megfelelé
modszerekkel felfedhet6k (koordindtor: Németh Hajnalka).

3. Annak a kérdésnek a kisérletes vizsgdlata, hogy a denervici6 (periférids) és
az iszkémids (centrilis) kérgi sériilés azonos vagy eltér6 médon eredményeznek
viltozdst a kérgi reprezenticiéban (koordindtor: Dr. Farkas Tamés).

4.  17-P osztradiol (E2) hatdsdnak vizsgélata a nucleus arcuatus (ARC) (mint a
legszélesebb korben vizsgilt nemi hormonfiiggé plasztikus agyteriilet)
idegsejtjeire. A szaglé és a szomatoszenzoros rendszer hatisinak vizsgdlta
ugyanezen a sejtpopuldcion (koordinator: Dr. Kis Zsolt).

5. Megvizsgiltuk bizonyos kozponti idegrendszeri struktirik PRV
fert6zodésének Osztrogén fiiggését. Vizsgdlatunk tirgya az ARC és a
szubfornikilis szerv volt, amelyek Osztrogén receptor tartalma igen magas
(Shughrue et al., 1997) (Koordindtor: Horvath Szatmdr).

6. Teszteltiik az Osztrogén hatdsit a patkidny kozponti idegrendszer egyik
legplasztikusabb részén, a bajuszsz6rok reprezentici6janak megfeleld

szomatoszenzoros kérgi teriileten (barrel field) (Koordinator: Dr. Kis Zsolt).



1. SERULES ALTAL KIVALTOTT PLASZTIKUS KERGI
VALTOZASOK VIZSGALATA PATKANYBAN

1. PERIFERIAS IDEGI SERULES HATASA PSEUDORABIES VIiRUS
KOZPONTI IDEGRENDSZERI FERTOZESI MINTAZATARA

Elsé kisérletsorozatunkban palya-jelld6 modszerként a pseudorabies (PRV)-
immunhisztokémiat alkalmaztuk. A megszokott transz-szinaptikus jel6l6 anyagokkal
szemben a herpes virusoknak az az elénye, hogy a sejtrél-sejtre torténé terjedést
kovetden a jel nem gyengiil (Card et al., 1993). A Bartha virustorzs (PRV-Ba) (Bartha,
1961) a PRV gyengitett véltozata, amelyrdl kimutattak, hogy elsésorban szinaptikus
kapcsolatok mentén, kizarélag retrograd iranyba terjed, pl. az axon végzddés fel6l a
sejttesten keresztiil a preszinaptikus afferens felé [Ldsd. (Enquist et al., 1998)]. Mi a
PRV-Ba egy genetikailag pélyajelolésre modositott véltozatat, Ba-DupLac-ot
hasznaltuk azon a feltevésiink vizsgalatara, hogy az arcideg (nervus facialis) atvagésa
(N7x) olyan mértékii valtozast eredményez-e a két agyfélteke primer motoros kérge
(M1) kozott, amely a PRV transzkall6zalis jelolési mintazatdban is megjelenik.
Kisérleteink igazoltdk feltevésiinket. A fobb megfigyelések az alabbiak: a kontroll
allatokban, a beadasi szart csatorna korill szdmos elsédlegesen fert6zott sejtet
taldltunk, mig az ellenoldali Ml-ben csak nagyon nehezen talaltunk egy-két
maésodlagosan fert6z6dott idegsejtet. Ezen idegsejtek csaknem egyenletesen oszlottak
el mediolateralis irdnyban, az agykéregben. Ezzel ellentétben, a jobb oldali N7x
eredményeként, a PRV étterjedt az elsédlegesen fertézott sejtekrdl az ellenoldali M1
szamos idegsejtjére. Ezek a masodlagosan fertdzott sejtek a beadéssal homot6p kérgi
teriilet koriill koncentralédtak. A fert6zott sejtek szdma abban az esetben volt a
legmagasabb, amikor a sériilés és a virus beadasa kozott két ora telt el.

2. MK-801 (DIZOCILPINE) KIS DOZISU POSZTNATALIS KRONIKUS
ADASANAK HATASA KIFEJLETTKORI PERIFERIAS IDEGI SERULEST
KOVETO KERGI PLASZTICITASRA, TANULASRA ES MEMORIARA

Szdmos neurotranszmitter plaszticitdsban jéatszott szerepét bizonyitottak mér eddig is.
Egyre novekszik azonban azoknak az eredményeknek a szdma, amelyek azt igazoljak,
hogy a gatlési szint 4tmeneti cstkkenése (pl. periférias idegi sérillést kovetden)
szitkséges, de dnmagiban nem elegend$ a primer motoros kéreg plaszticitasanak
kialakitdsdhoz. Az Ml1-ben kialakul6 plasztikus valtozasok szorosan kapcsol6dnak
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az N-metil-D-aszpartit (NMDA) receptorokhoz. Kimutattdk tovabba, hogy a
horizontalis palyakon keresztill terjedd mezépotencialok kialakitasaért is NMDA
receptorok teheték felel6ssé, illetve ezekben a horizontalis kapcsolatokban kialakulhat
hosszantartd6 megerésodés, ,, long-term potentiaition” (LTP). Feltételezték, hogy ha
MK-801-et (egy nem-kompetitiv. NMDA receptor antagonista) adnak a fejlédés
NMDA receptor szenzitiv szakaszaban, akkor az, szerkezeti valtozéasokat fog
eredményezni az idegi fejlédésben (Griesbach and Amsel, 1998). igy jutottunk mi is
arra, hogy megvizsgaljuk az ujszilottkorban adott MK-801 hatését a feln6ttkori térbeli
tanuldsra és kérgi plaszticitasra. Mindezt a viselkedés legkisebb kéarosodasa mellett
probéltuk megtenni, amelyet tanulasi és memoéria tesztekkel ellenériztiink. F6
kérdésiink az volt, hogy ez a kismértékii korai behatas befolyasolja-e késobb - feln6tt
korban - a mesterségesen kivaltott kérgi plaszticitast elektrofiziologiai médszerekkel
mérhetd mértékben. A vizi labirintus, ,,water maze” vizsgélatok alapjéan azt allithatjuk,
hogy az MK-801 kezelt allatok kis (nem szignifikins) mértékben rosszabbul
teljesitettek a térbeli tanulasi és memoria tesztekben. A vizualis tesztekben még ekkora
eltérés sem volt; itt egyforman jol teljesitettek mind a kontroll, mind az MK-801 kezelt
allatok.

Nem volt irodalmi adatunk arra vonatkozolag, hogy a primer motoros kérgi kivaltott
potencialok novekedése kozvetlenil NMDA fiiggd folyamat. (Hess et al.,, 1994)
mindossze annyit feltételeztek, hogy ezek a receptorok modosithatok tjsziilottkori
MK-801 kezeléssel. Ezért egy olyan vizsgalati rendszert kellett beallitanunk, amely
alkalmas a gatlasi szint idébeli véltozasanak nyomon kovetésére. Paros impulzusokkal
ingereltik a M1-et kozvetlenill, illetve a haromosztati idegen (nervus trigeminus-on)
keresztill, s a kivaltott aktivitasokat mindkét oldali M1-r6l elvezettik. A sérillésnek
megfelel6 oldalon és azzal ellentétes primer motoros kéregben (M1 C) regisztralt elsd
¢és masodik kivaltott potencial hanyadosat (Q=fEPSP1/fEPSP2) vettik a kérgi gatlas
mértékének alapjaul. Az MK-801-gyel kezelt allatok M1 C-ben nagy amplitadoji
kivaltott potencidlok jelentkeztek, mig az ellentétes oldali kérgi teriileten joval
kisebbek voltak, sét gyakran hianyoztak. Ez hasonlé volt a kontroll allatokban
megfigyeltekkel. Az MK-801-gyel kezelt allatokban azonban, N7x-et kivetéen nem
novekedett meg egyik oldali M1-ben sem a kivaltott potencidlok nagysaga, ellentétben
a kontroll allatokkal, ahol jelentds mértékii amplitadondvekedés volt megfigyelheté. A
kontroll allatok Q-értéke szignifikdnsan megnétt N7x utan, mig az MK-801 kezelt
allatoké nem.



3. CENTRALIS ISZKEMIAS ES PERIFERIAS TRAUMAS SERULES

ALTAL KIVALTOTT  PALSZTIKUS KERGI FOLYAMATOK

OSSZEHASONLITASA ES KOLCSONHATASANAK VIZSGALATA
Mind a denervacié, mind az iszkémia 4ltal kivaltott kérgi véltozasok arra mutatnak,
hogy a gétlas kiterjedt, tavoli teriileteket is érintd megvaltozasa kozos jellemzbje e
periférias és centrédlis sériilések altal kivaltott kérgi folyamatoknak. Vizsgalataink
soran a fokalis iszkémia altal kivaltott gatlasoldas tovabb novekedett N7x hatésara.
Mindez azt mutatja, hogy fokalis iszkémiét kovetd gatlas szintje nem teljes mértéki.
Ez a tény arra utal, hogy a két folyamat mechanizmusa legalabb részben kiilonbozik
(mind a GABA, mind az NMDA transzmitterrendszer szerepet jatszhat). A nagy kérgi
teriiletek ingerelhetéségének valtozasa lényegesen befolydsolhatja az agykéreg
periférias, vagy centrélis sériilését kovetd tjrarendez6dését.

V. HORMONALLAPOT FUGGO PLASZTIKUS FOLYAMATOK
VIZSGALATA PATKANY KOZPONTI IDEGRENDSZEREBEN

1. 178-OSZTRADIOL HATASA PATKANY NUCLEUS ARCUATUS-

ABA INJICIALT PSEUDORABIES VIRUS TOVABBTERJEDESERE
Az ut6bbi évtized kutatésai hoztak felszinre, hogy a 17B-0sztradiolnak (E2) szerepe
lehet a felnéttkori plasztikus folyamatokban is, hiszen az ontogenezis sorén az E2-nak
meghatérozé a jelentdsége az agy ivari dimorfizmusénak kialakul4sédban is. Az
irodalombol ismert pl., hogy a E2 hatasdra megvaltozik az asztroglia novekedése és
alakja, mind fejl6d6, mind feln6tt 4llatban (Garcia-Segura et al., 1994). Osztrogén
hatésara a szinaptikus plaszticitas fokozodasat is leirtak a Aypothalamus-ban (Garcia-
Segura et al, 1996). Garcia-Segura és munkatérsai (Garcia-Segura et al., 2001)
immuncitokémiai modszerekkel azt is kimutattdk, hogy E2 egyszeri bead4dsa a GABA
immunreaktiv axo-szomatikus szinapszisok szdménak szignifikéns csokkenését okozza
ovariektomizalt allat nucleus arcuatus-ban (ARC). Ez az eredmény is megerésiti azt a
feltételezést, hogy az osztrusz ciklus soran a szinaptikus kapcsolatok folytonos
Ujrarendezddése torténik az ARC-ban, amit a véltoz6 E2 szint hoz létre (Olmos et al.,
1989).
Anatémiai vizsgélatok kimutattik, hogy két cirkumventrikularis szerv, az ARC és a
szubfornikélis szerv (SFO) kolcsonods kapcsolatban édllnak egymassal, az SFO
kozvetleniil kapcsolédik az ARC-hoz (Gruber et al., 1987), és az ARC is kiild



efferenseket az SFO-hoz (Rosas-Arellano et al., 1993). Ujabb keletii vizsgalatok azt
mutatjak, hogy ha osztrogénfiggd szervet (pl. méhnyakat) fertéziink meg PRV-vel,
akkor a kozponti idegrendszer nagy részén taldlunk fertdzott idegsejteket (Lee and
Erskine, 2000; Weiss et al., 2001). Ezek alapjan megvizsgéltuk, hogy a E2 tényleg
befolyasolja-e a PRV terjedését a kdzponti idegrendszerben. Vizsgalati terilletiink az
ARC és az SFO volt, részben anatémiai kapcsolatuk, részben pedig 0sztrogén receptor
tartalmuk miatt (Shughrue et al., 1997). Kisérleteink igazoltak feltevésiinket: 6sztrogén
jelenlétében (intakt és OVX+E dllatok) a PRV az ARC elsddlegesen fertozott sejtjeirdl
az SFO sejtjeire transzportalodott, ugyanakkor (egyetlen allat egyetlen kérgi
idegsejtiének kivételével) a pyriform kéreg sejtjei nem jelolodtek. Ezzel ellentétben,
Osztrogénhianyos allapotban, vagy amikor az 8sztrogén nem fejthette ki hatasat (OVX
és OVX + E 4 h dllatok), egyetlen esetben sem taldltunk PRV altal megjelolt sejtet az
SFO-ban az ARC-ban torténé fert6zést kovetden. Ezekben az esetekben, azonban,
erdteljesen jelolodott sejteket taléltunk a pyriform kéregben. A pyriform kéreg SFO-
val ellentétes jelol6dése rendkivill izgalmas, de altalunk ismeretlen a jelenség hattere.

2. NUCLEUS ARCUATUS IDEGSEJTEK

AKTIVITASVALTOZASANAK VIZSGALATA 178-OSZTRADIOL

HATASARA
Az E2 altal befolyasolt szinaptikus valtozésoknak természetesen funkcionalis
kovetkezményei is vannak. Kisérletinkben azt vizsgaltuk, hogy az E2 Aéltal
befolyasolhaté-e az ARC sejtjeinek elektrofiziologiai aktivitdsa? Munkank sorén in
situ prepardtumokon tanulményoztuk az ARC sejtjeinek spontén aktivitasaban
bekovetkezd véltozasokat E2 i.p. beadasa utan. Eredményeink szerint 20-25 perccel a
beadast kovetéen az ARC neuronjainak spontéan aktivitasa szignifikdnsan fokozdodik. A
hatés viszonylag kés6i megjelenése azt a feltételezést valdsziniisiti, hogy genomikus
uton jatszodik le a folyamat, és a gatlé axo-szomatikus bemenetek csokkenése
eredményezi a fokozott aktivitast, amit morfologiai adatok is alatimasztanak (Parducz
et al., 1993). Ezen kisérleteinkben azt is kimutattuk, hogy az ARC sejtjeinek bizonyos
populacidja szenzoros ingerekre is reagél. A jarulékos szaglé gumé (AOB), valamint a
szomatoszenzoros rendszer ingerlése befolyasolja az ARC sejtek tiizelési aktivitasat,
tehat az ARC inputokat fogad mindkét szenzoros rendszer fel6l. Bar mar korébban
leirtak azt, hogy AOB-ingerlés hatéssal van az ARC neuronokra (Li et al., 1989), és ez
a folyamat E2 4ltal szabélyozott, tudomésunk szerint munkacsoportunk megfigyelése



A kétféle szenzoros ingerlés eltéré hatast eredményezett. Az AOB ingerlésére
csokkent, mig a bajuszparna elektromos stimulalasara fokozodott a sejtek spontan
aktivitasa.

3. 17p-OSZTRADIOL HATASA PATKANY SZOMATOSZENZOROS
KEREG BAJUSZREPREZENTACIOS TERULETEN (BARREL FIELD)

Az ARC-on végzett munkaink soran vet6dott fel, hogy az E2 neuronalis aktivitasban
Jjatszott szerepének vizsgalatat a szomatoszenzoros kéregre is Kiterjesszilk, hiszen ez a
teriilet a kozponti idegrendszer legplasztikusabb részeihez sorolhatd. Az elmalt
évtizedben szamos kutatécsoport vizsgalta az E2 plasztikus folyamatokra gyakorolt
hatasat, azonban ezek a vizsgalatok jorészt kéreg alatti struktirakra korlatozodtak. A
legtobb e témaban végzett munka a hypothalamus-hoz kapcsolodik (Frankfurt et al.,
1990; Naftolin et al., 1996). Az utébbi években azonban tobb olyan kozlemény is
megjelent, amelyek extrahypothalamikus terileteken, pl. a hippocampus-ban is
bizonyitottdk a E2 plaszticitasban jatszott szerepét(VanderHorst and Holstege, 1997,
Woolley, 1998). Mivel az 0sztrogén receptor mindkét fajtajat kimutattdk a
szomatoszenzoros kéregben (Shughrue et al., 1997), kézenfekvd volt azon kérdés
feltevése, hogy vajon a E2 mint az egyik legjelentdsebb bioldgiai hatasi osztrogén,
szerepet jatszik-e a kéreg funkcionalis plaszticitisaban? Elsé lépésben azt kellett
megvizsgalnunk, hogy talalunk-e olyan sejteket, amelyekre hat valamilyen médon az
E2. A finomabb analizis miatt az E2-t nem i.p. adagoltuk, hanem iontoforézissel
juttattuk a vizsgalt barell-kérgi neuronok kozvetlen kozelébe.

Kimutattuk, hogy E2-hemiszukcinat iontoforézisének hatasara a barrel kérgi neuronok
egy részének mind a spontan aktivitdsa, mind a periférias ingerléssel kivaltott
aktivitisa megvaltozott. A regisztralt sejtek egyharmadanal valtozas volt
megfigyelhetd, és ez a valtozés aktivitas-fokozodasban nyilvanult meg. Eredményeink
szerint az E2-hemiszukcinat iontoforézisét kovetden atlagosan 24 perc elteltével
jelenik meg a tiizelési aktivitas fokozodasa, ami kizarja a kozvetlen membranhatas
valosziniiségét. Azt, hogy az Osztrogének milyen modon valtoztatjdk meg a sejtek
aktivitast, még nem tudjuk pontosan. Elképzelhetd, hogy hasonlé folyamat jatszédik
le, mint ami az ARC-ban: a GABAerg interneuronokon talalhaté osztrogén-receptorok
megkotik az E2-t, a sejtek ,,visszahzzak™ preszinaptikus axon terminaljukat, s ezzel
lecsokken a GABAerg axo-szomatikus szinapszisok szama. Ez a folyamat pedig, a
gatl6 hatasok csokkenése miatt fokozott tiizelési aktivitast eredményez (Garcia-Segura
etal., 1994). Masik lehetséges elképzelés szerint a neuroaktiv szteroidok pozitiv



allosztérikus modulatorai a GABA, receptoroknak, mivel fokozzak a GABA altal
szabdlyozott klorid csatorndk nyitva tartaséanak idejét, illetve frekvenciéjat, s ha ez
GABAerg interneurokon jatszodik le, akkor a regisztréalt kérgi sejt diszinhibici6jahoz
vezet az adott kérgi neuronon (Zakon, 1998).

A disszertacioban ismertetett munkék a periférias idegi sériilések okozta kdzponti
idegrendszeri plasztikus valtozasok vizsgalataval foglalkoztak. Tovabbi munkainkban
a szteroidok idegrendszeri plaszticitédsban jatszott szerepét, esetleges neuroprotektiv
hatdsukat kivanjuk tanulményozni. Ezen munkék els6 lépéseit ismertettem
disszertacidom masodik részében.
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