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Rövidítések
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CSC nyaki szimpatikus ganglion komplex
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DAB diaminobenzidin

D3H = dopamin-öéta-hidroxiláz (ЕС 1.14.2.1)

САВА gamma-aminovajsav

GABA-T = GABA transzamináz (ЕС 2.6.1.19)

GAD = glutaminsav dekarboxiláz (ЕС 4.1.1.13)

CCS ganglion cervicale superius

HRP = tormapcroxidsz
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пAChR = nikotin típusú acetilkolin receptor 
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1. BEVEZETÉS

évtizedben az immunhisztokémia nagyA legutóbbi

hatással volt a neurobiológia fejlődésére. Bár az

neurűbiológiaiimmunhisztokémiát eredetileg nem

kutatásokra, hanem mikrobiológiai antigének és autó-

antitestek kimutatására, későbbiekbenilletve a

különböző hormonok lokalizálására fejlesztették ki.

Magát az elvet, hogy egy megfelelően jelölt antitestet

hisztokémiai reagensként lehetne használni, 1934-ben

ismerte föl Marrack. Az elmúlt 50 év alatt kidolgozott

igen sok immunhisztokémiai módszerrel és technikával ma 

több kötetet kitevő irodalom foglalkozik (pl. Bullock 

and Petrusz, 1982; Bullock and Petrusz, 1983; Bullock 

and Petrusz, 1985; Cuello, 1903; Sternberger, 1979).

fejlődésévalAz immunhisztokémiai technikák

párhuzamosan egyre több bilógiailag fontos molekulát

sikerült izolálni, amelyek ellen immunizálással mono­

vagy poliklonális antitesteket állítottak elő. Az

immunhisztokémia jelentős előnye más biológiai

vizsgálatokban használatos analitikai módszerekkel 

szemben kettős: (1) Általános módszerként alkalmazható

a kémiailag legkülönbözőbb anyagok azonosítására: a kis

molekulasúlyú aminosavaktél a nagyobb molekulasúlyú 

zsírsavakon át az óriás mclekulasúlyú nukleinsavakig. 

(2) Érzékenysége a legmodernebb műszeres technikákéval

vetekszik, sőt gyakran azokat fölül is múlja. Elég csak

gondolni, hogy immuncitokémiai módszerekkelarra
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egyetlen sejtben, vagy akár egyetlen axonterminálisban 

ki lehet mutatni egy adott molekula, vagy 

molekularészlet (epitop) jelenlétét.

Az immunhisztokérni a előnyeit jól ki lehet használni

kicsiny morfológiaiszervek szövetekvagy

vizsgálatában , így autonóm idegrendszera z

kutatásában Immunhisztokémiaganglionjainak is.

alkalmazásával nyert eredmények alapján egyre több 

biológiailag aktív anyagról (Schultzberg et al., 1903; 

Schultzberg and Lindh, 1988) tételezik fel, hogy

szerepük lehet a ganglionok idegi működésében.

Az utóbbi évtizedben a szimpatikus ganglionok

immunhisztokémiai vizsgálataiban a hangsúly úgy tűnik

áthelyeződött kimutatására,neuropeptideka

elfeledkezvén néhány klasszikus neurotranszmitter

(ACh)rendszerekről, pl. az acetilkolinról vagy a

(GABA).gamma-amino-vajsavról Az acetilkolinról már

sok-sok évtizede ismert, hogy döntő szerepe van a

ellenéreganglionáris transzmisszióban, ennek

morfológiai lokalizációjáról eddig mén csak közvetett

rendelkezésre.bizonyítékok állnak Ezért

vizsgálatainkban a talán leginkább kutatott szimpatikus 

a ganglion cervicale superiusban (GCS) aganglionban

kolinerg funkció morfológiai alapjait igyekeztük

feltárni a kolinerg rendszer ma гкerének tekintett

(ChAT)kolinacetil-transzferáz immuncitokémiai

demonstrálásával. Kísérleti állatnak laboratóriumi
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egeret választottuk.

GABA-ergA kolinerg rendszerhez hasonlóan a

morfológiai is bizonyosrendszer vizsgálatában

elmaradások észlelhetők. Csak az utóbbi 2-3 évben,

részben kutatócsoportunk munkáján keresztül, vannak

immunhisztokémiai adatok arra vonatkozólag, hogy a

GABA-erg rendszernek is jelentős feladata lehet

szimpatikus ganglionok idegi szabályozásában. Minthogy

GCS-repatkányazonban korábbi vizsgálataink a

vonatkoztak, ezért indokoltnak találtuk az egér GCS

excitatórikus kolinerg rendszere mellett az ezzel

1986)neurokémiai kapcsolatot mutató (Farkas et al.

rendszerétjellegű GABA-erg isinhibitórikus

megvizsgálni, immunhisztokémiai módszerekkel.
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS, CÉLKITŰZÉS

2.1. Szimpatikus idegrendszer anatómiája

Vizsgálataink során elért eredményeink megértéséhez

elengedhetetlenül fontos szimpatikus ganglionoka

szerkezetének ismerete. Ezért röviden összefoglaljuk az

erre vonatkozó irodalmi adatokat.

A preganglionárisszimpatikus neuronok a

gerincvelő medio-latsrális szarvában helyezkednek el a 

G. cervikális és a 2. lumbális szegmentumok között.

Axonjaik az elülső gyökéreken keresztül lépnek ki, majd

a gerincvelői ideg ventrális ágán át az ún. ramus 

communicans albi útján a gerincvelő közelében lévő

paravertebrális dúclánchoz jutna к. Itt a rostok nagyobb

része átkapcsolódik. A posztganglionáris rostok jó

része az ún. ramus communicans griseuson át visszatér a

gerincvelői idegbe. Azok a preganglionáris rostok,

amelyek nem a paravertebrális dúcokban kapcsolódnak át,

tovább futnak a nervus s'planchnicusokat képezve. Az itt

jelentékeny részehaladó rostok zsigerek2esy

idagdúcokprevertebrálisközelében található

(ganglionvalamelyikében 

mesentericum superius és inferius) végződnek

coeliacum, ganglion

vagy a

mellékvese velőállományának adrenalint és noradrenalint

termelő sejtjeit közvetlenül icegzik be, vagy egyes 

zsigereket ingerülettel ellátó fonatokban található

ganglionáris sejteken szinaptizálnak.

A szimpatikus dúc Iáne bilaterálisán többé-кevésbe
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szimmetrikus. A koponyaalaptól a keresztcsontig terjed. 

Első idegdúca a felső nyaki ganglion (GCS), amely 

patkányban és egérben az artéria carotis elágazásában 

fekszik. Általában orsó alakú, de lehet csaknem

lekerekített is. Két posztganglionáris törzse közül az

egyik a ganglion rostrális pólusából indul, és az

artéria carotis internét követi (IC N) , a másik a

ganglion oldalából ered, és az artéria carotis externa 

felé halad (ECN), ahol plexust képez. Preganglionáris

törzse tulajdonképpen az ún. nyaki szimpatikus törzs 

(CST), amelyet kaudális irányban követve

a sorban következő idegdúc is könnyen

az artéria

carotis mentén

Bowers éskipreparálható, amelyet patkányban

Zigmond nyaki szimpatikus ganglionnak (CSC) nevezett el 

(1981). Feltehetőleg az ő nomenklatúrájukat érdemes az

egér esetében is alkalmazni. A szabálytalan, elnyúlt

alakú CSC az első és második bordafejnél helyezkedik

el. Patkányban a ganglion cervicale medius, a ganglion

cervicale inferius és az első torakális ganglion

egyesüléséből jött létre. Az GCS-hez hasonlóan a CSC

posztganglionáris rostjainak számottevő része sem

csatlakozik vissza a mozgató idegekhez, hanem azoktól

függetlenül érik el a célszerveket.

Akárcsak az előbb említett ganglionokat a többi

paraverte'orális gangliont is vertikális irányban a

szimpatikus törzs köti össze. Elvileg a thorakális, 

lumbális és szakrális régiókban a gerincvelői
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szegmentumoknak megfelelően idegdúc van,egy-egy

amelyeket azonban, különösen a lumbo-szakrális régióban

nem lehet egyértelműen elkülöníteni, oly mértékben

összeolvadtak.

2.2. Szimpatikus ganglionok szerkezete

A szimpatikus ganglionok szövettani felépítésére 

vonatkozó ismeretek elsősorban humán és néhány rágcsáló 

faj (patkány, nyúl) GCS fény- és elektronmikroszkópos 

vizsgálatából származik (Id. Dail and Barton, 1983; 

Gabella, 1976; Matthews, 1983). A többi ganglion 

hisztológiai leírásai alapján megállapítható, hogy a

szimpatikus ganglionok általános szöveti és sejttani

felépítése sok azonosságot és hasonlóságot mutat.

Megjegyzendő azonban, hogy kisebb-nagyobb különbségek

vannak az GCS, a CSC és a többi paravertebrális

idegdúcok, illetve a paravertebrális és preverteorális

dúcok szerkezetében.

A ganglionokat vastag kötőszöveti burok (kapszula) 

veszi körül, amely folytonos a be- és kilépő idegek 

kctoszöveti burkát képező hasonló rétegeivel. A

kapszulát vékony epineurium, vastagabb perineurium és 

finom endoneurium alkotja (Dail and Barton,1983). A

külső kötőszöveti burokból számos szeptum lép a

ganglionok belsejébe 

kisebb-nagyobb csoportja különül el. A gsnglionáris 

neuronokat gliasejtek (főként szatellita sejtek) ölelik

minek következtében a sejtek
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körbe, szinte tökéletes tokot képezve körülöttük. A

gliális tok nemcsak a perikaryonok felszínét hanem a

sejt nyúlványok csaknem teljes felületét is befedi. A 

szatellita sejtek külső felületét bazális lamina 

határolja, ezért a perikaryonok nincsenek direkt 

kapcsolatban a kötőszöveti elemekkel (Gabella, 1975). A 

szatellita sejtek közvetlenül érintkeznek az idegrostok 

Schwann-sejtes hüvelyével (Matthews and Nelson, 1975).

Egér GCS becsült neuron száma mintegy 15 000 (Levi- 

Montalcini and Booker, I960). Összehasonlításképpen az 

ember GCS kb. 900 000 (Ebbeson, 1966a,b), míg a patkány 

GCS kb. 32 000 (Levi-Montalcini and Booker, 1960) 

neuront tartalmaz. A ganglionok alapvető sejttípusa az 

ún. ganglionáris neuron. Patkányban a ganglionáris 

sejtek átmérője átlagosan 25-40 yarn, de lehet akár 50 jjm 

is (Tamarind és Quilliam, 1971). Az ezüst impregnációs 

kísérletek tanulsága szerint a ganglionáris neuronok 

multipolárisok (De Castro, 1932). Tengeri malac GCS

ganglionáris sejtjeinek átlagosan 13 dendritje van 

(McLachlan, 1974). A viszonylag vastag dendritek 

gazdagon elágaznak. Ember GCS ganglionáris neuronjait 

dendritjeik hosszúsága, elágazási gyakorisága és a

dendritágak lefutása alapján három csoportba osztják

1911) .(Gajal irodalmi utalások alapjánEgyes

valószínű, hogy hasonló csoportosítás lehetséges más 

emlős faj esetében is (McLachlan, 1974). Gyakran a 

dendritek a sejttest közelében lévő valamely perikaryon
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perikaryonok hálótképeznek

("pericellular dendritic nest") (Cajal, 1911). Azonban

körülvagy szoros

az is gyakori, hogy két vagy több ganglionáris neuron

dendritjei ágaznakközös glomerulusban elegy

sokszorosan, amelyekbe preganglionáris axonok ugyancsak 

adnak le kollaterálisokat (De Castro, 1932). Delorenzi 

(1931) és McLachlan (1974) szerint ilyen glomerulus 

ritka a kis rágcsálókban.

Az ezüst impregnációs festések alapján nem lehet

egyértelműen megkülönböztetni axonokat aaz

dendritektől, mégis általánosan elfogadott az a nézet,

hogy a ganglionáris sejtek axonjai vékonyabbak, nem 

mutatnak elágazást, és egy ún. elsődleges (primér) 

dendrit eredésébűl indulnak (Cajal, 1911; De Castro,

1932 ; Dail et al., 1900) .

A szimpatikus ganglionok másik alapvető neuron 

típusa az ún. SIF ("small intensely fluorescent")

sejtek. Az elnevezés onnan ered, hogy e sejtek

intenzív, formaldehid-indukált fluoreszcenciát mutatnak 

(Erankö and Markónén, 1963,1965; Morberg et al., 1966).

vizsgálva

jellegzetes, nagy granulált vezikulákat tartalmaznak,

Elektronmikroszkóppal ezek sejteka

ezért granuláris sejteknek is nevezik őket. Patkány 

GCS-ben Erankö és Soinila (1981) 400-1000 SIF sejtet 

számlált. A SIF sejtek lekerekített alakúak, átmérőjük 

10-15 |jm (Chiba and Williams, 1975). Morfológiailag két 

SIF sejt típust különítenek el aszerint, hogy vannak-e
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nyúlványaik avagy nincsenek (Norberg et a 1., 

Siegrist et a 1. , 1966). A nyúlvánnyal rendelkező

1966,

míg aneuronok zömében izoláltan helyezkednek el 

■nyúlvánnyal nem rendelkezők általában kisebb-nagyobb

csoportokba rendeződnek, rendszerint kapillárisok

ganglionáriskörül. E sejteket, hasonlóan a

neuronokhoz, szintén szatellita sejtek ölelik körbe, ha

közöttükazonban csoportban helyezkednek el, akkor

hiányozhat a szatellita "tok", ilyen esetben a köztük 

lévő távolság mindössze 15-20 nm (Siegrist et al.,

1968). A SIF sejtek élettani funkciója még ma sem

tisztázott, csupán feltételezése к vannak arra, hogy a

pre- éssejtek miképpen befolyásolhatjákSIF a

posztganglionáris neuronok közötti kapcsolatot. Az

utóbbi években általánosan elfogadott elképzelés

szerint á nyúlványos SIF sejtek interneuronok, a nem­

nyúlván у os SIF sejtek pedig endocrin sejtek (Williams 

et a 1 . , 1975, Chi’oa et al, 1977).

2.3. Szimpatikus ganglionok neurokémiája

2.3.1. Kolinerg rendszer elemei

elektrofiziológiai, farmakológiai ésBiokémiai,

hisztokémiai bizonyítékok hosszú sora mutatja, hogy az

emlős paravertebrálisvizsgált valamennyieddig

ganglion kolinerg innervációt kap (ld. Kharkevich, 

1900). Kolinergneк tekintjük azokat a neuronokat, 

amelyek ingerület átvivő anyaga acetilkolin (ACh) , míg

$
& и

§ft
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azokat a neuronckat, amelyeket a kolinerg neuronok

innerválnak kolinoceptívnek nevezzük.

Patkány GCS-bcn a kolinerg rendszer valamennyi

már a zonosították:elemét A ganglion magas

kolinacetiltronszferáz (ChAT) aktivitást mutat (Hebb és

Waites, 1956; Kása et a 1. , 1585; Thoenen et a 1. , 1972) . 

Nagy koncentrációban tartalmaz ACh-t (Feldberg, 1943;

1963) .Kása e t a 1. , 19G5 ; Macintosh, A n у а к i
szimpatikus törzs elektromos ingerlésére a ganglion AC'n 

tartalmának jelentős része fölszabadítható (Birks and 

Macintosh, 1961; Feldberg and Gaddum, 1934. Sacchi et 

al., 1978). Az scetilkolint kötő receptorok (muszkarin 

(mÄChR)- és nikotin típusú receptorok (nAChR)) 

jelenlétét ugyancsak igazolták (mAChR: Búrt, 1978; 

nAChR: Smolen, 1983; Toldi et al., 1983). Biokémiai 

mérések szerint az CCS magas acetilkolinészteráz (AChE) 

aktivitást mutat (Gisiger et al., 197C; Kása et al., 

19E5; Klingman and Klingman, 1965).

Az CCS kolinerg rendszerének elemei közül szinte

AChE lokalizációjáról vannakkizárólag csak az

ismereteink. Fény- és elektronmikroszkópos hisztokémiai

AChEvizsgálatok szerint az preszinoptikusan is ,

posztszinaptikusan is megtalálható (Erankö, 1972 ;

Helmstedt and Sjöqvist, 1959; Kása and Csernovszky,

1967) . Minthogy az AChE nemcsak a kolinerg és a

neuronokba n fordulhat előк о 1 i п с c e p t í v m á shanem
( 1967)Carvalóéira and Pearse,szöveti elemekben is
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ezért az AChE nem tekinhető a kolinerg rendszer

markerének.

Az GCS rendszerénekkolinerg morfológiai

azonosítására kézenfekvőnek látszik magának az ACh-nak

hisztokémiai kimutatása. Sajnos mindezidáig nem

találtak általánosan elfogadott módszert,oiyan

amellyel ez lehetséges volna. Megjegyzendő, hogy

nemrégiben Geffard és munkatársai leírtak egy

immunhisztokémiai módszert, amellyel az ACh-t mutattak 

ki rovar és patkány idegrendszerben (Geffard et a 1.,

19 C 5 a , b) , módszer spéci fi tás át sokanazonban

kifogásolják. Ezért hisztokémiai szempontból a kolinerg

rendszer markerének a ChAT identifikálását tartják.

Leggyakrabban a ChAT neuronális lokalizációjára az 

enzim immunhisztokémiai kimutatását alkalmazzák (Kása, 

1986). Annak ellenére, hegy a ChAT immunhisztekémia 

sikeres alkalmazásával a központi idegrendszer kolinerg 

struktúráiról már igen sok információ gyűlt össze, a

szimpatikus ganglionokoan a kolinerg struktúrákról csak

a klasszikus elektronmikroszkópiái leírások alapján 

vannak elképzelések (Id. Matthews, 1983).

2.3.2. Katekolaminok

Az első szimpatikus ingerületáttevc anyagot, a

noradrenalint Eulernek 1946-ban sikerültvon

azonosítani, csaknem húsz évvel ACh biológiai

szerepének felismerése után (Dale and Dudley, 1929). Az

a z
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azóta eltelt több mint négy évtizedben néhány más

mono amimről is bebizonyosodott hogy szerepük van a

szimpatikus idegredszer működésében. Ezek közül a hárem

legfontosabb monoamint, az adrenalint, noradrenalint és

a dopamint összefoglalóan katekolaminoknak nevezik.

A kátékólaminők közös prekurzora az L-tirozin,

(TH)amelyet tirozin-hidroxiláz L-dihidroxi-a

(DOPA)fenilalaninná alakít, amelyből DOPA-a

(aromás AADC)dekarboxiláz aminosav-dekarooxiláz,

hatására keletkezik a dopamin. A dopaminból a dopamin

(DSH)béta-hidroxiláz katalíziseként jön létre a

noradrenalin. A noradrenalint egy metil-transzferáz

enzim alakítja át adrenalinná.

A perifériás szimpatikus idegrendszerben a

noradrenalin a legfontosabb transzmittér. Analitikai

kémiai meghatározások szerint paraverteorálisa

ésgsnglionokban posztgannlionár is 

mennyiségű

található (Holzhauer and Sharman, 1972; Koslcw et a 1., 

19 72). Macska GCS-'oen az ideg végződésekben mintegy 300-

neurcnoka

ideg végződéseiben noradrenalinnagy

noradrenalin nérhetutöbb mint neuronokszór a

sejttestében (Dahlstrcm and Hagendal, 1966). Siokémiai 

vizsgálatokkal a noradrenalin bioszintézis valamennyi 

enzimét sikerült azonosítani különböze szimpatikus 

ganglionckban (Holzhauer and Shsrrnan. 1972). 

katekolaminokA kimutatásaszöveti többféle

hisztofluoreszcens technikával is lehetséges. A
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ganglionar is neuronok szórná ja és a SIF sejtek magas

fluoreszcenciát mutatnak. A neuropilben, feltehetőleg a 

ganglionáris neuronok és a SIF sejtek nyúlványaiban,

ugyancsak magas a katekolamin tartalom. A ganglion

sejtek fluoreszcenciájának intenzitásában nagy 

különbség fedezhető fel, sót néhány sejt nem mutat

fluoreszcenciát. A SIF sejteklegerősebben

fluoreszkálnak (Dail and Barton, 1983). A fluoreszcens

a

hisztokémiai technika alkalmas megválasztásával az

egyes káték ólaminők fluoreszcens származékai 

megkülönböztethetők egymástól (Björklund et al., 1968; 

Björklund, 1903). A ganglionáris neuronok döntő 

többsége noradrenergek, míg a SIF sejtek oopaminergek 

(Björklund et al., 1970; Libet and Ownman, 1974).

A katekolamin tartalmú (katekolaminerg) morfológiai 

elemek immunhisztokémiai módszerekkel is azonosíthatók,

vagy közvetlenül a transzmitterek, vagy az azokat

szintetizáló enzimek kimutatásával. A katekolaminerg

rendszer marкerekének a TH-t tartják. Mivel ez az enzim

felelős mind a dopamin, és rajta keresztül, mind a

képzéséért, immunnisztokémiaTHnoradrenalin

segítségével nem lehet különbséget tenni a dooaminerg

és a noradrenerg sejtek között. TH-immunhisztokémia

alkalmazásával a ganglionáris neuronok is 

sejtek is immunpozitívnak adódtak (Pickel et al., 1975;

1988). Dopamin—antitest alkalmazásával

és a SIF

Kendő et al.

azonban csak a SIF sejtek jelölődtek (Sakai et al..
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1989). A noradrenerg rendszer morfológiai markerének a

festésselDBH-t tekintik. DBH immunhisztokémiai a

patkány GCS-ben szinte valamennyi ganglionáris neuron 

immunreaktivitást mutatott, míg a 5IF sejteknek csupán 

5%-a (König and Heym, 1970). A dopamin ás a noradrenerg 

bioszintézisében szerepet játszik az AADC is, azonban,

mivel nem szubsztrát specifikus, nem markere a

katekolaminerg rendszernek. A DOPA-n kívül szubsztrátja

5-többek közöttmég más is,monoamin a z

hidroxitriptofán , 

(Christenson et al., 1970).

isszerotonin prekurzoraa

imrnunflucreszcens-Ugyancsak immunhisztokémiai

technikákkal sikerült kimutatni két másik biológiailag

aktív monoamint, a szerotonint és a hisztamint is a 

patkány GCS-ben. A serotonint SIF sejtekben 

(Verhcfstadt et al., 1981), míg a hisztamint 

ganglionáris neuronokbán lokalizálták (Hapoolä et al.,

1985) .

2.3.3. GABA

A számosidegrendszerben 

ismeretes, hogy neurotranszmitterként (is) működnek 

(Ottersen and Storm-Mathisen, 1984). Azonban jelenleg

központi aminosavról

még nincsenek irodalmi adataink arra vonatkozólag, hogy

a GABÁ-t kivéveezeknek az aminosavaknak hasonlóan

fontos ingerület átvivő feladatuk lenne a szimpatikus

idegrendszerben.
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Az utóbbi években egyre több irodalmi adat utal 

, hogy a GA3Á-nak is szerepe lehet a ganglionokarra

idegi működésében. Különböző emlős fajok más-más

szimpatikus ganglionján végzett elektrofiziológiai

exogén (intra-arteriálisankísérletek szerint az

alkalmazott) GABA ganglionáris

transzmissziót (Adams ás Brown, 1975; Brown és 

Constantini, 197Б; DeGroat, 1970; Kimura et al., 1977).

csökkenti a

ganglionáris-

jelenlétét különböző módszerekkel igazolták. Bertilsson 

és munkatársai muttatták ki elsőként a GABÁ-t patkány 

GCS-ben (Bertilsson et al., 1976). Tömeg spektrográf iái 

eredményeik szerint a GCS GABA tartalma a ganglion

A GABA-erg elemeinekrendszer

ncradrenalin mennyiségének nagyságrendjével azonos. 

VJaniewski és Suria ( 1977) magas nyomású folyadék 

kromatográfiai módszerrel (HPLC) ugyancsak igazolta a 

patkány GCS magas GABA tartalmát. A GABÁ-t szintetizáló 

enzimet, a glutaminsav dekarboxilázt (GAD), és a GABÁ-t 

hatástalanító enzimet, a GABA transzaminázt (GABA-T)

biokémiai technikák segítségével azonosították a

1986) .(Erdő ásganglionban Kiss , N e и г о к é m i a i

(GABAmódszerekkel sikerült GABA receptorokat

GABAg) elkülöníteni a ganglionban (Balcar et al., 

Bcwery et al., 1978; Farkas et al., 1986). 

GABA-erg

ésA
19 86 ;

morfológiai

kimutatása immuncitokémiai módszerekkel lehetséges. A 

GABA-erg rendszer markerének magát a GABÁ-t és az azt

A elemeinekrendszer
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GADszintetizáló enzimet tekintik. immuncitokémia

alkalmazásával lokalizálták az enzimet patkány GCS-ben. 

Kenny és Ariano (1986) néhány kicsiny neuront GAD- 

immunpozitívnak talált. Véleményük szerint e neuronok 

nem SIF sejtek. Ezzel szemben Häppölä és munkatársai 

(1987a), ugyancsak GAD-antitest alkalmazásával, néhány 

ganglionáris neuront és SIF sejtet találtak pozitívnak. 

Viszont a fenti szerzők egyike sem mutatott ki GAD- 

immunpozitív rostot. GABA immuncitokémia segítségével a 

kicsiny interneuronok GABA-erg volta valószínűsíthető 

(Wolff et a 1. , 1986; Kása et a 1. , 1988; Dobó et a 1. , 

1969). Megfigyeléseink szerint azonban az sem kizárt,

hogy a SIF sejtek között is vannak neuronok, amelyek

GABA-immunreaktívak. A GABA immuncitokémiai vizsgálatok

azonban nem tudták megerősíteni azt, hogy a nagy 

principális neuronok is GABA-ergek lennének (Kása et 

al., 1960; Dobó et al., 1989; Wolff et al., 1909).

A GABA-erg rostok ganglionáris jelenlétére is a 

GABA immunhisztokémiai eredmények utalnak (Kása et al., 

1988; Wolff et al., 1989). A patkány GCS-ben igen sok 

GABA-immunpozitív rost található, amelyek heterogén 

megoszlást mutatnak. A rostok gyakran igen sűrű

hálózatot hoznak létre, amelyek az egyes principális 

neuronokat körbe fogják. Úgy tűnik, hogy a ganglionban 

vannak olyan nagy neuronok, melyek egyáltalán nem

GABA-immunreaktív innervaciót, míg vannakк a p n а к
amelyeket az immunpozitív rostok rendkívülolyanok
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gyakori arborizációval vesznek körül. A legtöbb GABA-

immunjelölt nyúlvány ganglion kraniális részéna

figyelhető meg. A gazdagon innervált ganglionáris 

neuronok (a neuronők mintegy 5 % - a) főként az GCS azon 

régiójában helyezkednek el, ahonnan a principális

neuronok az artéria carotis interna felé küldik

(Wolff 1989). Aaxonjaikat denervációset al.,

kísérletek tanulsága szerint a GABA-immunreaktív axonok 

döntő többsége preganglionáris eredetű (Dobó et al.,

1989) .

A teljesség kedvéért megjegyezhető, hogy a GABA-erg

rendszer elemei közül a GABA-T nemcsak immunoi tokémiai

módszerrel,

kimutatható (Van Gelder, 1965; Vincent et al.

hisztokémiai technikákkalhanem is

1980 ;

1983) , azonban a GABA-T nem tekinthetőNagai et a 1. .

GA3A-erg mar !< őrnek mivel nem kizárólag a GABA-erg 

rendszerben lokalizálható (Nagai et al., 1984).

2.3.4. Neuropeptidek

az ACh-t és a NA-t tekintettékSokáig kizárólag

neurotranszmitternek az autonóm idegrendszerben. Az
utóbbi 15-20 évben azonban egyre több irodalmi adat

gyűlt össze arra vonatkozólag, hogy egyéb, a központi 

idegrendszerben már bizonyítottan fontos reguláid

jólkémiailagrendelkező, definiáltszereppel

anyagokkal, a néhány aminosavbcl allé neuropeptideккel, 

a periférikus idegi működésben ugyancsak számolni kell
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1983). A(Id. biológiailag aktív peptidekDun ,

neurokémiai vizsgálatának fülgyorsulása a peptidek 

szintetikus előállításának fejlődésével magyarázható. A

szintetikus peptidek elérhetőségének köszönhetően egyre

több neuroaktív peptid ellen sikerült antitesteket

alkalmazásával ,produkálni , amelyek

rádioirnmunvizsgálati és immunhisztokémiai módszerekkel, 

számos neuropeptid ganglionár is jelenlétét sikerült

igazolni .

jelenleg neuropeptidettöbb mint húsz

azonosítottak néhány emlős különböző szimpatikus

ganglionjában. Az immuncitckémiai eredmények szerint az 

egyes neuropeptidek előfordulása, valamint megoszlása 

nagymértékben különbözhet ugyanazon faj para- és a

A prevertebrálispreverteorális ganglionjaiban 

ganglionokban pl. figyelemreméltó P anyag ("substance

(SP)) lokalizálható (Hokiéit et a 1. , 1977c), ezzelP"

szemben a GCG-ben csak kisebb mennyiségben található

(Robinson et al., 1980).

principálisoaravertebrális ganglionEmlős

részben eltérő, részbenneuronjainak

populációiban számos neurGpeptidet identifikáltak, így 

APP-t ("avian pancreatic polypeptide") (Lundberg et 

al., 1900 ; Lundberg et al.,19G2), CGPvP-t ("calcitonin 

gene-related peptide") (Lindh st al., 1937), 

e n к e í a1in о к a t (H a p p о1a s t a 1. , 19 87b: S c h u11 z be r g e t

al., 1979), galanint (Kummer, 1987). MPY-t

azonos-
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("neuropeptide Y") (Lundberg et al., 1983; Lundberg et 

al., 1984; Kondo et al., 1988), szomatostatint (Hökfelt 

et al., 1977a), PHI-t ("peptide histidine isoleucin 

amid") (Sasek and Zigmond, 1989), vazopresszint (Hanley 

et al., 1984) és VIP-et ("vasoactive intestinal 

polypeptide") (Hökfelt et al., 1977b; Lundberg et al., 

1979) .

A ganglionáris neuronokbán azonosított peptideк

közül а CGRP-t (Lee et al., 1985), 

(Schultzberg et al.

az enkefalint

1978; Schultzberg et al., 1979; 

Kondo et al., 1988), PHI-t (Sasek and Zigmond, 1989) és

VIP-et (Hökfelt 1977b)et al. , rostokban isa

kimutatták. Ezen peptideken kívül CCK-t 

("cholecystokinin") (Larsson and Rehfeld, 1979), 

bombesint (Schultzberg, 1923) és SP-t (Hökfelt et al., 

1977c) immunreaktivitást mutató rostokat találtak a

ganglionokban.

A neuropeptidek immuncitokémiai vizsgálata, úgy
tűnik, jelenleg mén előbbre tart, mint velüka

kapcsolatos elektofiziológiai és neurokémiái kutatások.

Egyrészük feltehetőleg excitatórikus jellegű, mint pl. 

a SP (San et al., 1980; uun and Ka rozmár, 1981), míg 

másrészük, mint pl. az enkeíalinck (Konishi et al.,

1981) inhibiterikus hatást1 Q 7 Q . ± s ! s , Dun and Karczmar,

ganglionárisgyakorolnak transzmisszióra . Aa

szimpatikus ganglionokban identifikálható peptideк

n e u г о к é m i á j á г о I tudomásunk szerint még -nincsenek
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adatok. Nem ismeretes hogyan bioszintetizálódnak,

hogyan és hol raktározódnak, milyen viszonyok között 

szabadulnak föl és miképpen inaktiválódnak.
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2.4. Célkitűzések

Az említett irodalmi adatok birtokában kutatásainkban

az alábbi kérdése!<re kerestünk választ:

1. ChAT immuncitokémia alkalmazásával:

a. Milyen a kolinerg axonok megoszlása az egér GC5-ben?

b. Vannak-e kolinerg interneuronok a GCS-ben?

c. Lépnek-e ki kolinerg rostok a ganglionból?

Milyen szinoptikus kapcsolatban vannak a kolinergd .

axonok a ganglináris neuronokkal?

2. GABA immunhisztokémia alkalmazásával:

Mi jellemző GABA-immunreaktiv struktúráka . a

megoszlására az egér GCS-ben?

Találhatók-eb . GABA-immunjelöltganglionbana

interneuronok?

Vannak-e immunpozitív szinapszisok a ganglionban?c .

Amennyiben vannak, milyen a szinapszisok jellege?

d . Van-e különbség az egér és a patkány GCS GA3A-

immunreaktív innervációja között?

3. GAD immuncitokémia alkalmazásával:

GABA immunhisztokémiai megfigyeléseink igazolhatók-e

GAD-antitest alkalmazásával?

4. FeltételezhetG-e a kolinerg - és a GA8A-erg rendszer

markercinek együttes előfordulása, azaz vajon ko-

expresszálódhat-e az ACh és a GABA?
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

3.1. Felhasznált reagensek és vegyszerek

3.1.1. Immunreagensek

Kísérleteink során a következő immunreagensekkel 

(antitestekkel illetve antiszérumokkal) dolgoztunk:

Primér antitestek

Anti-ChAT: patkány monoklonális anti-patkány ChAT

(Levey et a 1., 19 G 3 ; AbO; D г. В. Wainer ajándéka). 

Anti-GABA: (a) affinitás kromatográfiával tisztított 

nyúlban termelt anti-GABA (Wentnold et a 1. , 1986; D г.

R. 3. Uenthold ajándéka), (b) nyálban termelt anti-GABA 

(Storm-Mathisen et a1., 1983; Storm-Mathisen ajándéka). 

Az antigén mindkét esetben marha szérumalbuminhcz 

glutáraldehiödel konjugált GABA volt.

Anti-GAD: bir!<ában termelt anti-patkány GAD (Qertel et 

al., 1981; Qertel ajándéka).

Szekunder antitestek

Anti-patkány IgG: nyálban termelt anti-patkány IgG

(HUMAN).

(a)Anti-nyúl IgG: magunk készített affinitás 

kromatográfiával tisztított patkányban termelt anti- 

nyál IgG (Krenács et al., 1988).

(b) kecskében termelt anti-nyál IgG (HUMAN).

(c) kecskében termelt anti-nyál IgG ((H + L) MORDIG). 

Anti-birka IgG: nyálban termelt anti-birka IgG ((H+L) 

NORDIC), amely antitest a tapasztalatok szerint
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intenzív kereszt-reakciót mutat a kecske IgG-vel.

Peroxidáz anti-peroxidáz (PAP):

Valamennyi PAP reagenst (patkány nyúl kecske PAP)

a NORDIC-tól vettük.

3.1.2. Laboratóriumi vegyszerek

A felhasznált vegyszerek és reagensek: 

3,3'-diaminebenzidin-AHCl (Sigma) 

Durcupan AMC kit (Fluka)

Entellan (Merck)

Etanol (Reanal)

Glutáralcehid (Reanal)

M e г tiо1á t (Reanal)

Nátrium-dihidrogén-foszfát (NaF^PO^.H2Q) (Merck) 

Nátrium-hidroxid (Reanal)

Nátrium-klorid (Merek)

Nikkel-klorid (MiCl7.6H70) (Reanal) 

Czmiumtetroxid ^ F1 и к a)

Glom-acetát (Merck)

Paraformatíehid (Merck)

Piк гin s a v (Merck)

Pronáz (Serva)

iimol (Reanal.)

Trisz-(hidroxi -í:ietil)-aminc -netán (Merek)
( S i g n a ) 

Uranil-acetát (Fluka)

i г i t о п 'A -10 0
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Zselatin (Merck)

Xilol (Reanal)

3.2. Állatok

3.2.1. Vizsgált állatok jellemzői: törzs, nem, kor 

Kísérleteinkhez mindkét nembeli, felnőtt, 25-32 g-os 

CFLP törzshöz tartozó albinó egereket használtunk. Az 

állatokat 12 éra fény 

tartottuk. Az egerek normál patkánytápot (Lati, 

Gödöllő) és csapvizet kaptak ad libitum.

12 óra sötét ciklusban

3.2.2. Műtéti beavatkozások

Vizsgálni kívántuk, hogy a GCS decentralizációja milyen

hatást gyakorol illetve GABA 

Az állatokat Nembuta 1^'- 

lal (Abott S.A.) altattuk (50 mg/kg). A bal oldali

ChATgangliona

immunhisztokémiai festődésére.

artéria carotist feltártuk, majd az GCS azonosítása

után a CST-t átmetszettük, a gangliontól 3-5 mm-re.

Néhány mg penicillint szórtunk a műtéti területre, majd

a sebet csszevartuk. Az egereket 4-14 nap túlélési idő

utón áldoztuk föl az immunhisztokémiai kísérletekhez. A

prcganglicnáris axotómia hatásainak tesztelésére minden

(jobb) oldalikontralaterálisesetben gangliona

szolgált.

Néhány egér esetében álműtétet hajtottunk végre

amikor is az artéria carotist ugyan feltártuk, de a CST-

t nem vágtuk át.
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3.3. Módszerek

3.3.1. ChAT immunéitokémia

A szövet preparálása

Az egereket éteres altatás után az aortán keresztül

történő perfúziéval fixáltuk. A vért 3-4 ml izotóniás

sóoldattal (PBS) mostuk ki amely 0,9% NaCl-ot és 0,01 

i-1 nátrium-foszfát puffert (PB; pH = "7,4) tartalmazott.

Ezt követően 8-10 ml fixálóval folytattuk a pefúziót. A

fixáló 8% frissen depolimerizált formaldehidet, 0,1%

g'lutáraldehidet, 0,8% pikrinsavat és 0,12 M PB-t

tartalmazott. Hogy elkerüljük a túlfixálást, a fixálót 

15 ml 0,12 M PB-vel mostuk ki az állatokból. Valamennyi

oldat szobahőmérsékletű volt. A perfúziót 1 ml/perc

sebességgel végeztük.

A ganglionokról óvatosan eltávolítottuk kapszulát, 

majc 37 °C-os még éppen folyós 

(ZS0) helyeztük a mintákat. (A zselatin oldat 30 g

zselatin oldatba

zselatint, 30 ml glicerint, 0,2 g timolt és 140 ml 0,12

tartalmazott.) Ezt követően a zselatintP3-tm-os

hűtőszekrényben megdermesztettük. A ganglionokat, a

körbevevő 1-2 mm-es zselatinnal együtt, kivágtuk úgy,

"zselatin talpa"hogy a ganglionoknak kb. 4-6 mm-es

A mintát tartalmazó 30%-blokkokatmaradjon.

krioprotektáló hatású 

azidot tartalmazó 0,05 M írisz-HCl pufferbe (TB; pH = 

7,6) tettük e с у éjszakára.

Az anyagokból, széndioxid gázos fagyasztás után, 25

nádcukrot és 0,1% nátrium-
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készítettünk kriosztáttal. Ametszeteketp-os

kriosztát hőmérsékletét -18 és -23 °C között tartottuk.

A metszeteket 0,9% NaCl-ot és 0,1 M T3-t tartalmazó

oldatban (TBS) gyűjtöttük.

Immuncitokémiai protokoll

Immuncitokémiai módszerként lényegében egy

amelyetimmunperoxidáz technikát alkalmaztunk,

é s fejlesztettek kiSternberger 

(Sternberger et a 1. , 1970; Sternberger, 1979).

munkatársai

A metszeteket normál disznósavóban inkubáltuk két

alábbiórát. Ezután a metszetek inkubálását az

immunreagensekben folytattuk: (1) l:150-es higítású

anti-C’nAT-ban 36-40 órát 4 °C-on, (2) 1:5 higítású nyúl

(3)anti-patkány IgG-ben 1 órát szobahőmérsékleten

patkány

majd a (2) és (3) lépéseket még

higítású P A P - b a n ő r á t.1:250 1

szobahőmérsékleten

Azkétszer megismételtük. antitesteket normál

disznósavóban hígítottuk, amelyet 0,01% mertioláttal

egészítettünk ki, hegy a hosszú inkubálások alatti

bakteriális szaporodástóhatatlanul bekövetkező

megakadályozzuk. Az anti-patkány IgG oldatához adtunk

még 20% normál egérsavót is.

Az egyes inkubálások között a metszeteket háromszor 

20 percig TBS-ben mostuk. Az utolsó lépést (a harmadik

( 3 ) ! ) utánkövető öblítés kötődőszövetheza

3,3'-diaminoöenziöinimmunoeroxidáz kimutatására



27

sósavas sóját (DAB) használtunk kromogénként. Az 

előhívó oldat 0,05% DAB-ot, 0,1% NiC^-ó • H^O-ot, 0,015ó 

H909-ot és 0,05 M ТВ-t tartalmazott. Az oldatot mindig 

frissen állítottuk össze, és elkészítése után szűrtük. 

A metszeteket 15-20 percig hívtuk elő, majd 0,05 M TB- 

ben öblítettük.

Fénymikroszképos vizsgálathoz a metszeteket 0,5%

zselatint és 0,05% timolt tartalmazd 0,05 M TB-ből

húztuk föl tárgylemezre, majd levegőn megszárítottuk. 

Ezután a metszeteket felszálló (30, 50, 70, 80, 90, 96

100%)és alkoholos sorban dehidráltuk xilolban

derítettük, és Entellánnal lefedtük.

Elektronmikroszkópos előkészítés

A kiválasztott metszeteket az előhívást követően 0,13 И 

PB-ben öblítettünk, majd 0,13 M PB-ben oldott 1% OsC^- 

dal к ez éltünk 1-2 órát sötétben. Ezután ismét P3-es

mosás, majd 10-10 perces fölszálló alkoholos sorban

cehidrálás következett. A 70%-os alkoholtörténő

telített uranil-acetatot tartalmazott és a kezelési

idő ekkor 3C perc volt. Oehidrálás után az alkoholt

fokozatosan prcpilénoxicra cseréltük ki 20 perces

alkohol-propilénoxio 1:1 arányú oldatával, majd kétszer

20-20 perces tiszta propilénéxiddal történő kezeléssel.

Beágyazd anyagként Durcupánt használtunk, melyet az 

alábbi komponensekből (A/M, C, D és 3) a gyártó cég

12,5 g A/M + 0,55 g C + 0,23szerint állítottunk össze:
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g D + 10 g В. Propilénoxidból a metszeteket gyors

mozdulattal a Durcupan cseppjébe tettük,egy-egy

melyeket előzőleg tárgylemezre borított műanyag fóliára 

(Folpack) cseppentettünk. A metszeteket egy éjszakán 

át, szobahőmérsékleten Durcupan

cseppekben. Ezután a cseppeket egy második Folpackkal 

takart tárgylemezzel lefedtük, és 56 °C-ra állított 

termosztátban polimerizáltuk 2-2 és fél napig. A 

második tárgylemezt eltávolítottuk, és a metszeteket 

magába foglaló Durcupan lapocskákat a beágyazó anyaggal 

feltöltött zselatin kapszulákkal leborítottuk. Ezután 

újabb 3 napos polimerizálás következett 56 °C-on.

A második polimerizál ás után a gyantát letörtük a

infiltráltuk a

tárgylemezről, és a gyantába zárt metszetből vékony,

arany színű metszeteket metszettünk. Az ultravékony

metszeteket Formvárral fedett egylyukú grideкre

úsztattuk föl, és levegőn rászárítottuk. A metszeteket

vizes telített uranil-acetáttal, majd ólom-előob

acetáttal kontrasztoztuk. Az eképpen előkészített

metszeteket Zeiss EM 10 elektronmikroszkóppal 

gyorsító feszültség mellett vizsgáltuk.

80 kV

Az immunfestés kontrollálására vagy kihagytuk a

primer antitestet, helyettesítettük 1:1000vagy

higítású normál patkánysavóval. Az immuncitokámiát

ezekben az esetekben is a fentiek szerint végeztük el.
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3.3.2. GABA immunhisztokémia

A szövet preparálása

Az egereket éteres altatás után szívkamraa

megnyitásával elvéreztettük. A GCS-ket kipreparáltuk, 

és azonnal szobahőmérsékletű, 5% glutáraldehidet és 

0,12 M PB-t tartalmazó fixálóba helyeztük 60-90 percre. 

Az immerziós rögzítés után a ganglionokat 4 °C-os TBS-

ben mostuk 12-24 órán át, hogy blokkoljuk a szövethez

kötődő Időközbenszabad aldehid csoportokat. a

ganglionokról eltávolítottuk a kötőszöveti burkot. 

Ezután a GCS-ket 24 órán át infiltráltuk 37 °C-on

tartott ZSO-ban. Az infiltrálás után a mintákat magába

foglaló zselatint hűtőszekrényben megdermesztettük, és

a már említett módon a ganglionokat körbevágtuk. A

nádcukrot tartalmazózselatinos blokkokat 30% 4%

formaldehid 0,1 M PB-os oldatában utófixáltuk 16 órán 

át 4 °C-on. A fixálási idő letelte után a formaldehidet

30% nádcukrot tartalmazó 0,05 M TB-velugyancsak

távolítottuk el a blokkokból ami szobahőmérsékleten 2-

3 óra alatt következhet be. Ez utóbbi lépést azért

kellett beiktatni, mert formaldehid jelenlétea

rendkívül alacsony metszési hőmérsékletet tenne

szükségessé.

10 jjm-es kriosztát metszeteket készítettünk, 

amelyeket ezúttal sem szárítottuk tárgylemezre, hanem 

mint szabad úszó (= "free floating") anyagokat TBS-be 

gyűjtöttük. A metszeteket ezután a Streptomyces griseus
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egyik fehérje bontó enzimével, pronázzal kezeltük,

amely az antitesteknek a szöveti antigénhez való

hozzáférhetőségét biztosítja (Dobó et al., mejelenés

alatt). A metszeteket TBS-ben oldott 0,1% pronázzal

kezeltük szobahőmérsékleten 15-20 percig, majd TBS-ben

kétszer öblítettük. Ezt követően került sor a GABA

immuncitokémia alkalmazására.

Immuncitokémiai protokoll

Immunfestési módszerünk az ón. egy hidas (= "single

bridge") PAP ChATvolt, szembentechnika a

immunhisztokémiai azonosítására használt három hidas

PAP technikával, ami azt jelenti, hogy a kötő-

szekunder - antitestet csak egyszer alkalmaztuk.

A metszeteket normál disznósavóval kezeltük 2 órát

szobahőmérsékleten, majd a következő immunreagensekben 

inkubáltunk 37 °C-on: (1) 1:150 higítású anti-GABÁ-val 

(a) vagy 1:30 higítású anti-GABÁ-val (b) 6-8 órán át; 

(2) 1:10 higítású patkány anti-nyúl IgG-vel vagy 1:30 

higítású kecske anti-nyúl IgG-vel 1,5 órát; (3) 1:250 

higítású nyúl PAP-pal 1,5 órán át. Az immunreagenseket

higítottuk. Adisznósavóbannormál szekunder

antitesteket 10% normál egérsavóval egészítettük ki. Az

inkubálások között a metszeteket TBS-sel mostuk. Az

immunperoxidáz reakciót a már említett DAB-nikkel

előhívóval tettük láthatóvá, azzal a különbséggel, hogy

0,01% '^2^2 helyett csupán 0,005%-ot használtunk. Az
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optimális előhívási idő 10-15 perc volt.

Ezután fény-metszeteket é sa a

elektronmikroszkópos vizsgálatokhoz ChATa

immunhisztokémiánál leírtak szerint készítettük aló.

Az anti-GABA antitestek specifitását ellenőriztük. 

A ganglion metszeteivel együtt inkubáltunk olyan 

nitrocellulóz lapocskákat, amelyekre dializált patkány 

agyi homogenáthoz glutáraldehiddel konjugált különböző 

aminosavakat abszorbeáltak (Ottersen et al., 1906; 

Storm-Mathisen ajándéka). Az egyes foltok konjugált

GABÁ-t,' béta-alanint,aszparaginsavat glicint

glutaminsavat valamint taurint.

Az immunfestés specifitását is megvizsgáltuk. A 

kontroll metszetek esetén vagy kihagytuk az anti-GABA 

antiteste két, vagy helyettesítettük ezeket 1:1000 

higítású normál nyúlsavóval, egyébéként a festést a 

leírtak szerint végeztük el.

3.3.3. GAD immuncitokémia

A szövet preparálása

Az állatokat éteres altatás után perfúziósán fixáltuk

az aortán keresztül az alábbiak szerint: (1) a vért 3-4

(2)ml PBS-sel mostuk ki; majd 8-10 ml frissen 

készített fixálóval folytattuk a perfúziót, amely 4% 

formaldehidet és 0,12 M PB-t tartalmazott; (3) végül a 

fixálót 15 ml 0,12 M PB-vel mostuk ki az az állatokból, 

hogy elkerüljük a szövetek . túlfixálását. A CCS-ketI
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immuncitokémiánálChATkipreparáltuk majd a

részletezett módon metszeteket készítettük.

Immuncitokémiai protokoll

Immunfestési módszerként ezúttal is az ún. egy hidas

PAP technikát alkalmaztuk.

A szabad úszó 25 ^im vastag fagyasztott metszeteket 

normál disznószérumban előinkubáltuk szobahómérséklaten

2 órán át. Ezt követően az alábbi inkubálásokkal

folytattuk a procedúrát: (1) 1:2000 higítású anti-GAD 4 

°C-on 36-50 órát; (2) 1:20 higítású nyúl anti-birka IgG 

szobahőmérsékleten 3 órát; (3) 1:200 higítású kecske

PAP szobahőmérsékleten 3 órán át. Valamennyi antitestet

normál disznósavóban higítottuk, amelyet 0,1% Triton X- 

100-zal egészítettük ki. A második immunreagenst 10%

normál egérsavóval egészítettük ki.

Az immunreakciók vizualizálását, metszeteka

éselőkészítését fény- elektronmikroszkóposa

immuncitokémia leírásánálChATvizsgálatokhoz a

részletezett módon végeztük.

A GAD irnmunhisztokémia kontrolljában a primér

antitestet kihagytuk, és az immunfestést az előzőek

szerint hajtottuk végre.
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4. EREDMÉNYEK

4.1. ChAT-pozitív struktúrák lokalizációja

4.1.1. Fénymikroszkópos megfigyelések

Az egér GCS-ben renkívül sok ChAT-immunreaktív axon

található. Az axonok heterogénen oszlanak meg a

ganglionban. A legintenzívebb festodés a ganglion

rosztrális pólusában és a CST belépési helyénél

látható: (1A és 1B ábrák).

igen nagy számú vastag, intenzívenA CST-ben

jelölődő rost fut. A rostok itt. nem elágazóak

egyenletesen vastagok, varikózusszerű kiöblösödés nem 

figyelhető meg rajtuk (1B ábra). Az immunreaktiv axonok 

a CST-ból a ganglionba lépve kisebb-nagyobb кötegeкre

része,válnak szét. A kötegek ganglionaegy

hossztengelyével párhuzamosan, a rosztrális pólus felé 

tart (1A ábra). A kötegeket elhagyó axonok fokozatosan 

elágaznak, egyre vékonyabb rostokat képezve (IC. 1D és 

1E ábrák).

A ganglion belsejében, a mediális és kaudális

ChAT-immunreaktivitás helyenként 

foltszerűen jelenik meg (2A ábra). E foltokat az

részekben , a

mutató principális neuronokimmunpozitivitóst nem

ölelik körbe. A vékonyabb axonokon gyakoriak a

megvastagodások, varikozitások (23 és 2D ábrák). A

varikozitások többségét vagy ganglionar isegyes

neuronok közvetlen közelségében, sokszor felszínükkel 

szorosan érintkezve (23 és 2D ábrák) vagy a neuronok
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által közre fogott glomerulusszerű szerkezetben 

találhatjuk meg (2A és 2C ábrák). Szerencsés esetben 

megfigyelhető, hogy a varikozitások olyan sűrűn követik 

egymást az axonokon, hogy a köztük lévő távolság kisebb

egy átlagos varikozitás átmérőjénél is. Nagy 

nagyítással az is megállapítható, hogy a foltszerűen

megjelenő immunpozitív glomerulusok tulajdonképpen a 

rostok sokszoros arborizációjának következtében 

létrejövő axo'nfonadékok (2C ábra).

A GCS rosztrális pólusában található a legtöbb

lokalizálható legtöbbés ittfestodő axon, a

varikozitás is. E pólusban olyan sűrű az axonháló, hogy 

a finomabb részletek tanulmányozására nincs lehetőség.

Fénymikroszkóposan úgy tűnik, hogy vannak 

ganglionáris neuronok, amelyeket a ChAT-pozitív axonok

rendkívül intenzíven innerválnak, és vannak olyan

neuronok, amelyek látszólag kapnak kolinergnem

innervációt.

A ganglionáris neuronok a ChAT-antitesttel nem

immunreaktivTovábbá sikerültjelölődtek. nem

interneuronokat sem kimutatni.

ganglionfordítottunkgondotKülönös a

posztganglionáris törzseinek ChAT immuncitokémiai 

festődésére. Az ECN-ben és ICN-ben csak igen ritkán

találtunk immunpozitív rostot. E rostok vékonyak, nem 

elágazőaknak tűntek. Varikozitást nem mutattok (33 és

3C ábrák).
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4.1.2. Decentralizálás hatása a ChAT immunreaktivitásra

A ganglion preganglionáris denervációját követő 5-11. 

napon ChAT-immunreaktivitást nem észleltünk (2F ábra).

(jobb oldali)Ugyanakkor kontralaterálisa

ganglionokban a fentiekhez hasonló festődést kaptunk.

4.1.3. ChAT immunreaktivitás elektronmikroszkópos

analízise

ChAT immunhisztokémia alkalmazása után a metszetek egy

részét elektronmikroszkópos vizsgálatokra beágyaztuk.

Alkalmas beágyazás után a ganglion ChAT immunfestésére

fénymikroszkóp alattjellemző területeket

metszetekből és újrakiválasztottuk, kivágtuk a

ágyaztuk.

Az ón. pre-embedding elektronmikroszkópos 

immunoi toкérni a gyakran visszatérő problémája az 

ultrastruktúrában bekövetkező bizonyos károsodások. A 

ChAT minél megbízhatóbb (érzékenyebb) immuncitokémiai

kimutatására alkalmazott három-hidas PAP technika

sajnálatos módon kedvezett ganglionanem

ultrastruktúrális vizsgálatának. Minthogy, azonban,

célunk nem az egér GCS finomszerkezetének leírása,

rendszerénekganglion kolinerghanem a

véleményünkanalíziseelektronmikroszkópos volt,

szerint a választott technika megfelelőnek bizonyult

célunk eléréséhez.

immunhisztokémiával festett metszetekkelChAT
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kapcsolatos fénymikroszkópos megfigyeléseinket az

elektronmikroszkópos vizsgálat messzemenőleg igazolta;

immunreaktivitást kizárólag találtunk,axonokban

amelyek a neuropil glomerulusszerű szerkezetében 

tömörülnek (4. ábra). Az immunpozitív rostok döntő 

zömében mielinhüvely nélküliek (3B ábra), de ritkán

mielinhüvellyelimmunreaktivitást ismertünk föl

rendelkező axonokban is (5A ábra). Az intenzíven

jelölődő varikozitások vagy idegvégzodések jelentékeny

része preszinaptikusnak adódott. A képződő szinapszisok

A ChAT-típusúaknak bizonyultak.asszimmetrikus

immunpozitív terminálisok kisebb hányada principális

ganglionáris neuron perikaryonján képez szinapszist, 

vagy közvetlenül annak felszínén (5C ábra), vagy inkább 

a szómáról kinövő tüskén (5D ábra). Mindkét esetben a

terminális felületenpreszinaptikus ugyan nagy

érintkezik a- posztszinaptikus neuron membránjával a

posztszinaptikus membránmegvastagodás csak kicsiny 

területre terjed ki. Az ozmiofil megvastagodás sokszor 

a szómatüske csúcsához közel található (3D ábra).

A ChAT-immunreaktív varikozitások vagy terminálisok 

nagobb hányada dendriten, primér dendriten (5E ábra) 

vagy szekundér dendriten szinaptizál (5F és 5G ábrák). 

Az axo-dendritikus szinapszisok kisebb része a dendrit 

törzsén közvetlenül (5E és 5G ábrák), nagyobb része 

dendrittüskén jött létra (6. ábra). A dendrittüskék

alakja igen változatos lehet.
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Szerencsés esetben látható, hogy egyetlen metszeten

annálbelül kettő többpozitívegy axon vagy

szinapszist (ún. "en passant" szinapszisok) is képezhet 

(5G ábra). Sorozat metszeteken megfigyelhető, hogy egy 

pozitív axon ugyanazon a dendrittüskén több pontban is 

szinaptizálhat (68-C ábrák). Esetenként az immunjelölt

preszinaptikus terminális csaknem teljesen körbefog egy

membrán-posztszinaptikusdendrittüskét, 

megvastagodás nem terjed ki a tüske egész felületére 

(6A és 6H ábrák). A szinaptikus kapcsolat létesülhet a 

tüske apexén (6A és 6C ábrák), vagy a tüske oldalán (6□ 

és 6H ábrák), vagy annak bázisán (6F ábra). Máskor egy-

de a

egy pozitív terminálist egy szekundér dendrit nyúlványa

növi körbe. Ilyenkor a szinaptikus junkció nagyobb 

felületen alakulhat ki (6E ábra). Az axo-dendritikus

érdekes jelensége amikorszinapszisok azaz,

immunpozitív.terminális egyszerre szinaptizál a dendrit 

törzzsel és a dendritből kinyúló tüskével (6G ábra).

Az elektronmikroszkópos vizsgálat során egy
különös, az egér GCS-re jellemző képletet figyeltünk 

meg; két preszinaptikus terminális két oldalról fog

A kétdendrittüskét. tüskében,közre aegy

posztszinaptikus membrán-megvastagcdás között egy
húzódik. A talált 23 esetsávelektron-denz

mindegyikében a közrefogó terminálisok immunreaktívak 

voltak (61-3 ábrák).

csaknem valamennyi varikozitás ésA GCS-ben
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terminális ChAT-immunopozitivitást mutatott, de kis 

számban nem jelölődő terminálist találtunk (6K ábra).

Az ozmiofil reakció-végtermék általában olyan

varikozitásokban ésintenzíven akkumulálódott a

finomszerkezeténekterminálisokban , 

felismerése nem volt lehetséges. A DAS polimer zömében

azokhogy

a szinaptikus vezikulák közötti teret csaknem teljesen 

kitöltötte, sőt azokat sokszor el is fedte. Esetenként

egyenletesen

varikozitásokban. Ilyenkor feltűnő volt, a szinaptikus 

vezikulák nagy száma. Az immunpozitív preszinaptikus 

elemekben a hólyagocskák kicsik, kerekdedek 

üreseknek tűntek. Ritkán az elemekben nagyobb, un.

rakódott lepolimer aa nem

és belül

"dense-core" vezikulákat is fel lehetett ismerni.
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2. ábra. ChAT immunreaktivitás fénymikroszkópos 

lokalizációja egér GCS-ben. (A) Kisebb nagyítás mellett 

a ganglion mediális és kaudális részében a ChAT 

immunreaktivitás foltszerűen jelenik meg (nyilak),-

ChAT-negatív principális neuronők

(csillagok) fognak küzre. A ChAT-pozitív foltok nagyobb

amelyeket a

nagyítás mellett sűrű axonhálokként vizualizálhatúk

(C).. (B-D) A vékonyabb immunjelölt axönökön gyakran

öulbczusos megvastagodás vehető észre. A nyilak a

varikczitásokra míg csillagokmutatnak, a . a

ganglionáris neuronokat jelölik. (E) Esetenként a

glomcrulusszerű szerkezetbe axonkollaterálisokat adó

vastagabb idegrostokat is megfigyelhetjük (nyilak). (F) 

A preganglionáris axotómiát követő 7 nap túlélési idő 

után a ganglionban ChAT immunreaktivitást nem találunk. 

E képen demonstráljuk, hogy a decentralizált GCS-ben a 

principális idegsejtek (csillagok) által körülvett 

glomerиlusszerű szerkezet (nyíl) festűdése elmarad.

( В ) : 20 yjm ,(Kalibrációs vonal (A): 75

(C): 15 yjm, (D-E): 20 |jm, (F): 50 yum).

yjm
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3. ábra. С’пАТ immunreaktivitás fénymi кrcszk após 

lokalizációja. (A-C) Egér GCS preganglicnáris (A) - és

( Б-С)posztcjs nglionáris ChATtörzseinek

immunreaktivitásának CSTösszehasonlítása. A

"zsúfolásig tele" ChAT-pozitív axonokkal (A), míg az 

ICN-ben illetőleg az ECM-ben ChAT-pozitív idegrostokat 

csak a legritkább esetben sik érült találnunk (Б-С). A

nyíl egy gyengén jelölődő vékony ChAT-immunpozitív 

rostra mutat (C). (D-E) ChAT immunfestés kontrolljának 

demonstrálása ugyanabból 

metszetekben: ChAT-antitest alkalmazásával (D), illetve 

anélkül (E). (D) ChAT-antitesttel történő inkubálás

ganglionból származóa

után a bemutatott metszet részletben a ChAT festésre

jellemző csaknem valamennyi jellegzetességet 

megfigyelhetjük. A csillagok a ChAT-negatív principális 

neuronokat, míg a nyílfejek az elágazódásokat jelölik. 

A fehér nyíl egy glomerulusszerü szerkezetet céloz meg,

amelyet ganglionáris neuronok vesznek körül. A fekete

immunreaktivitásnyilak

intenzitásbeli különbségeinek két szélsőséges esetét 

mutatják. (E) Ha a primér antitestet kihagytuk, az 

immunperoxidáz technika nem eredményezett festődést. 

(Kalibrációs vonal = (A-C): 50 m, (D-E): 70 pm) .

közti ChATneuronoka

\
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4. ábra. ChAT immunreaktivitás elektronmikroszkópos 

lokalizációja egér GCS-ben. (A) Kisebb nagyítás mellett 

megfigyelhető az immunreaktiv varikozitások megoszlása 

egy glomerulusszerű szerkezetben. A csillagok egy-egy 

ChAT-pozitív idegvégzöciést jelcinek. A fekete nyilak az 

egyes bekeretezett metszet részletek kinagyított 

képeire mutatnak, amelyekben látható, hegy a ChAT- 

pozitív idegelemek aszimmetrikus szinaptikus 

kapcsolatban vannak. A jobb felső ábra részletben egy 

ritka jelenséget 

megvastagodással párhuzamos ozmiofil csíkot 

figyelhejtük meg. Az (A) ábra bal alsó negyedében lévő 

fehér nyíl egy tipikus, mielinhüvellyel nem rendelkező 

ChAT-pozitív axon profilt jelöl. (Kalibrációs vonal = 

(A): 5 |jm, (képbetétekben): 0,4 jjm) .

posztszinaptikus membrán-a
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5. ábra. ChAT immunreaktivitás ultrastruktúrális 

lokalizációja egér GCS-ben. (A) Ritkán reakció 

végterméket figyelhetünk
profilban (fehér csillag), illetve még ritkábban 

található olyan mielinhüllyel rendelkező axon is, amely 

ChAT immunreaktivitást nem mutat (fekete csillag). (B) 

A ChAT-pozitív axon profilokat többnyire mielinhüvely 

nem fedi, helyette vékony gliasejtes hüvely különíti el 
azokat a környező kötőszövettől. A fehér nyíl a 

vékonyabb axonkollaterálisra mutat. Az ábrán két ChAT- 

oczitív boutont is fölismerhetünk. (C) ChAT-pozitív 

terminális egyszerre képez szinapszist a ChAT-negatív 

szómával (nyíl) és egy dendrittövissel. Érdekes gyakori 
jelenség-, hogy a perikaryonba betüremkedik egy 

szekunder dendrit, és a kapcsolódási felszínüket macula 

adherens erősíti. (D) ChAT-pozitív szinaptikus végtalp 

szómatüskén. (E) A jobb oldali ChAT-pozitív terminális

mielinhüvelyes axonmeg

primer dendrittel szinaptikus kontaktusban van, míg a 

bal oldali terminálistpreszinaptikus
szimmetrikus membrán specializáció (nyílfej) erősíti a

nem

dedrittörzshöz. (G) Az intenzíven jelölődő axon "en 

passant" szinaptikus kapcsolatban van egy szekunder 

dendrittel. A középső posztszinaptikus membrán- 

negvastagodás alatt látható 

"coated" vezikula, a preszinaptikus idegelemben pedig
(C-F) A

jellegzetes ón.egy

egy nagy granuláris vezikula figyelhető meg. 
nyilak 

mutatnak .
membrán-megvastagodásra 

1,5 |jm, (В): 1 yjm,
posztszinaptikusa

(Kalibrációs vonal = (A):
(C-G) : 1 jjm) .
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6. ábra. ChAT-immunreaktív preszinaptikus terminálisok 

ultrastruktúrális lokalizációja egér GCG-ben. (A) Az 

ún. "knob-like" dendrittüskévcl szinaptizálo ChAT- 

pozitív idegvégződésben (fent) a szinaptikus vezikulák
(nyí1) 

immunjelölt
terminális esetében azonban, látszólag nem dúsulnak fel 
a szinaptikus vezikulák az ún. "filiform" dendrittüske 

felé (nyílfej). (B-C) Sorozat metszeteken az idegelemek 

kapcsolódásának jellege egyértelműen meghatározható. 
Nem ritkán a dendrittüske csúcsán szinaptizálo ChAT- 

pozitív terminálisokat (bal oldali nyilak) 

axon szegmenseket szimmetrikus membrán specializációk 

(nyílfejék) erősítik a dendrithez. A jobb oldali 
szinapszis (nyilak) tipikus aszimmetrikus megjelenésű.

posztszinaptikus membrán-megvastagodás 

irányában akkumulálódnak. Az alsó
a

közötti

(0 és H) ChAT-pozitív axonterminális a dendrittövis
(E) A ChAT-oldalán létesít szinaptikus kapcsolatot, 

immunreaktiv idegvégződést "gallérszerűen" veszi körül
a szekunder dendrit, ily módon a szinaptikus kapcsolat 

nagyobb felszínen alakul ki. (F) Az immunjelölt 

terminálissal szinaptizálo dendrittüske felülete 

jellegzetes betüremkedést mutat ("coated pit"), amely a 

posztszinaptikus membrán-megvastagodás szélén fordulhat 

elő. (G) A ChAT-pozitív terminális egyszerre képez 

aszimmetrikus megjelenésű szinapszist a dendrittörzzsel 
és a dendritből kinövő tövissel. (1-3) Két immunpozitív
terminális ugyanazon a dendrittüskén szinaptizál. E

találhatóasszociációbanjellegzetes
dendrittüskék középvonalában ozmiofil csík húzódik 

(nyilak). (K) A ChAT-pozitív preszinaptikus idegelem 

mellett egy ChAT-negatív terminális azonosítható, 
amelyben elliptikus, inhibítórikus jellegű szinaptikus 

vezikulák ismerhetők fel. (D-H és K)-ban a nyilak a

szinaptikus

membrán-megvastagodásokat célozzák. 

= (A-J): 1 fjm, (!<): 0,5 |jm) .
posztszinaptikus 

(Kalibrációs vonal
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4.2. GABA-pozitív struktúrák lokalizációja

4.2.1. Fénymikroszkópos megfigyelések

A ganglionban számos intenzíven jelölődő rost

található. Az axonok nem egyenletesen oszlanak meg a 

ganglionon belül. Helyenként a GABA-immunpozitív rostok 

véletlenszerű akkumulációja figyelhető meg (7A ábra).

A CST-ben sok vastag immunjelölt axon fut. A

ganglionba lépő immunpozitív rostok egy része a 

kaudális területen még párhuzamosak maradnak (7B ábra). 

A kötegen belül még nem elágazóak, nem varikózusak. A

ganglionon belül a köteget elhagyó rostok azonban

gyakran ágaznak el. A vékonyabb axon kollaterálisok

nyöngyfüzérre emlékeztető varikózus megvastagodásokat

viselnek (7B és 7D ábrák).

Egyes ganglionáris neuronokat az immunpozitív 

rostok sűrűn körbehálózzák (7A és 7C ábrák). Esetenként

a festődctt rostok glomerulus szerkezetet képeznek,

amelyek körül principális neuronok rendeződnek (7D

ábra) .

A GCS-'oen kevés, kicsiny GABA-pozitív neuron 

azonosítható (7E-F ábrák). Alakjuk lehet hosszúkás vagy

nyúlványukо v á 1 i 5 . Alkalmanként egy-két i s

felismerhető, amelyeken varikózus megvastagodások

különülhetnek el. A ganglionáris principális neuronok

nem mutattak GABA-immunreaktivitást.

Az egér GCS posztganglionár is törzseiben a gondos

vizsgálat ellenére sem találtunk GABA-immunpozitív
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rostokat (7 A ábra).

A GCS-ben, főként az ECN eredési helyéhez közel 

néhány vékonyabb véredény körül érdekes GABA- 

immunreaktív gyűrű figyelhető meg (7G ábra).

Decentralizálási4.2.2. hatása GABAa

immunreaktivitásra

követő 4-11.A preganglionár is axotomiát napon

megvizsgáltuk

festődését. Az immunpozitív rostok száma szignifikánsan 

csökkent a kontra laterális (jobb oldali) ganglionban

immunhisztokémiaiganglion GABAa

talált rostokhoz viszonyítva. A kaudális pólusra

jellemző párhuzamosan rendeződött axonok festődése

elmaradt, azonban a decentralizált ganglionban is 

tapasztalható igen kevés, varikozitást viselő rost. A

tipikusnak tekinthető gazdagon innervált principális

neuronok nem különültek el, sőt a glomerulusszerű

szerkezetet sem sikerült találnunk az ipsilaterális

ganglionban .

immunreaktivitás elektronmikroszkópos4.2.3. GABA

analízise

lokalizációjátA GABA-immunreaktív rostok

Anti-GABAelektronmikroszkóppal is tanulmányoztuk.

antitesttel inkubált metszetekben ozmiofil depozit

látható axonokban és varikozitásokban. A pozitív axon

és választják elprofilokat glia elemek határolják
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egymástól illetve a GABA-negatív axon profiloktól (8A 

ábra). Az immunreaktiv terminálisok vagy varikozitások

számban képeznek aszimmetrikus szinapszist.nagy

Szinapszist találtunk szómán (8A ábra) és gyakrabban

dendriten (GA-D és 8F ábrák). Az axo-dendritikus

szinapszisokat általában szekunder dendrit törzzsel

kapcsolatban figyeltük meg (BB-C és 8F ábrák), nem 

ritkán dendrittüskén (8B és 8D ábrák). Sok esetben a

GABA-negatív preszinaptikus axonterminálisok közvetlen 

közelében GABA-pozitív varikozitás lokalizálódhat (8E 

ábra) .

ultrastruktúrólisA ChAT-immunreaktivitás

vizsgálatánál már említett különös, az egér GCS-re

jellemző dendrittüskét két oldalról közrefogó 

preszinaptikus profil az azonosított 15 esetben nem 

mutatott GABA immunreaktivitást (8G ábra). A

nemfestődött preszinaptikus 

agranuláris szinaptikus vezikulák zsúfolódnak (8E és 8G 

ábrák).

elemekben kicsiny,



GABA7. ábra . immunreaktivitás fénymikroszkópos 

lokalizációja egér GCS-ben. (A) GABA-pozitív idegrostok
heterogén megoszlása a ganglion medio-rosztrális 

részében. Helyenként, a neuropilben vagy egyes 

principális ganglionáris neuronок körül (kisebb nyíl) a 

GABA-immunreaktív rostok véletlenszerű akkumulációja
figyelhető meg. A gangHonból kilépő posztganglionáris 

törzsben (ICN ) , amelyre a nagyobb nyíl mutat, GABA- 
pozitív rost nem azonosítható. (B) A ganglion kaudális
régiójában belépő GA3A-immunjelölt axonkötcget és 

bőségesen elágazódé, gyakori varikozitásokat viselő 

axonkollaterálisokat találhatunk. A principális 

neuronok GABA-immunreaktivitást nem mutatnak. A
csillaggal jelölt principális neuro n t a GABA-pozitív 

axonok sűrűn körbehálózzák. E pericelluláris axonhálót 

figyelhetjük meg nagyobb nagyítással a (C)-ben. (D) A 

GABA-pozitív innerváció másik típusa a glomerulus 

szerkezet (fehér csillan), amelyet GABA-negatív 

principális neuronok (fekete csillagok) vesznek körül. 

E viszonylag kevésbé sűrű glomerulus szerkezetben jól 
megfigyelhető az axcnális megvastagodások gyakorisága. 

(E-F) A ganglionban kevés, kicsiny GABA-pozitív neuron 

(nyilak) azonosítható. (F) Esetenként az immunjelölt 

neuronok nyúlványa(i) is felismerhető(k). (G) Az E C N 

eredési helyéhez közel, néhány vékonyabb véredényt 

érdekes megjelenésű GABA-immunreaktív gyűrű (fekete 

nyíl) vesz körül. Az üres nyíl a véredénybe fixálódott 

vörosvértestekre mutat, amelyek a fixálás után még 

megmaradó gyenge, nemspecifikus peroxidáz aktivitásuk
következtében festűdtek. (Kalibrációs vonal = 

(A): 75 pm, (B): 40 jjm, (C-E): 25 jjm, (F-G): 20 |jm) .





8. ábra. GABA inmu n г e а к tivit á s elektronmikroszkópos 

lokalizációja egér G C S-b вn. (A) GA3A-pozitív idsgvég-
ződések (fehér csillagok) megoszlását figyelhetjük meg 

egy glomcrulusszerű szerkezetben. Az immunjelölt ter- 

ninálisok közül kettő (bekeretezett metszet részletek)
szinaptikus kapcsolatot (kis nyilak) hozott létre. A 

felső bekeretezett metszet részletben a szinaptikus 

vágtalpat szekunder dendritből kineve nyúlványok veszik 

körbe (felső képbetét). Az alsó bekeretezett területben 

lévő szinapszist egy principális neuron szómáján talál­
juk. Nagyobb nagyítás mellett (alsó betét) észrevehető, 
hogy a két idegelemet határoló szatellita sejt nyúlvá­
nya a szinaptikus résbe nem hatol be. A principális 

neuron GABA immunreaktivitőst nem mutat. A fekete 

csillag a perikaryont, míg az üres csillag a neuron 

primér dendritjét jelöli, amely dezmoszómális junkciót 

képez (két közepes méretű nyíl) egy szekunder dendrit­
tel. (B) GABA-pozitív preszinaptikus idegvégződés 

ékelődik be egy dendrittüske és egy szekunder dendrit- 

törzs (csillag) közé. (C) GABA-pozitív terminális 

aszimmetrikus megjelenésű szinapszist képez a szekunder 

dendrittel (csillag), amelyben a posztszinaptikus 

membrán-megvastagodás alatt egy multivezikuláris test 

ismerhető föl. (D) A három GABA-pozitív terminális 

közül a nyíllal jelölt szinaptikus kontaktusban van egy 

"filiform" denrittövissei, amely szekunder dendritből 
ered (csillag). (E) Az immunjelölt axonterminális nem 

szinaptizál a dendrittüskével, amely viszont szinop­
tikus kapcsolatban (nyíl) van a GABA-negatív idegvégző­
déssel. (F) GABA-pozitív terminális egyszerre képez 

szinapszist (nyilak) egy dentírittüskével és egy szekun­
der dendritfával. (G) Két GABA-negatív szinaptikus 

végtalp egy dendrittüskét fog közre (ld. még 6I-J 

ábrákat). (В-F) Az A_ betűk a GABA-immunreaktív 

axonterminálisokat jelölik. (Kalibrációs vonal =
(A): 3 jjm, (képbetétek) : 1,7 ^im, (B-G): 0,7 |jm).



■ <y; \
'S':'

• . <p A ' m '■■

* J'/:’5Л

pipi ^т^ЩШ 7 <* •.

ЯВЕ ^*L
Svp

«#■
.-•

5T *и%- ?
#

"VS&j-í
tfc* КГ

V

l*
.*;• Д

* ЛГ

.*

■

.4
*

л
'

S^Ä'I “.á».:- L? >• 7 ^ *.‘
аРчЯРа' 1,111>-

>•- г: ■**’•■

J'*!j Ш

——I
V;> vs\ S]

Ж/ . 1
&.

-.



42

4.3. GAD-pozitív struktúrák lokalizációja

4.3.1. Fénymikroszkópos megfigyelések

ellen termelt antitest alkalmazása pozitívGAD

festődést eredményezett az egér GCS-ben. A ganglionhoz

CST-ben számos, párhuzamosan elrendeződötttartó

immunreaktiv rost fut. A rostok nem elágazóak, rajtuk 

axonális megvastagodás nem figyelhető meg (9A ábra).

A ganglionon belül a jelölődő szöveti elemek

elsősorban pontszerűen megjelenő varikozitások, amelyek

teljesen randomszerűen- kisebb nagyítás mellett

találhatók. Nagyobb nagyítással vizsgálva a metszeteket 

kitűnt, hogy a varikozitások többsége különböző 

nagyságú és alakú csoportokba tömörül (9B-E ábrák). A 

varikozitások akkumulációjának jellegzetessége, hogy 

azok vagy egyes principális neuronok körül rendeződnek 

(9B-C ábrák), vagy pedig sajátos formációkban

csoportosulnak, melyeket a ganglionáris neuronok fognak 

közre (9D ábra). Ritkán fölismerhető valamely neuron fő

dendritje, amint egy pozitív varikozitások által 

képzett formációba nyúlik be (9E ábra). Mind a GAD- 

immunpozitív varikozitásokkal határolt principális

neuronok, mind pedig a neuronok virtuális szigeteiben

lokalizálódé irnmunpozitív varikozitások heterogénen

oszlanak meg. Látszólag a ganglionban vannak azonban 

olyan neuronok is, amelyek szomszédságában nem

található egyetlen immunjelölt varikozitás sem.

A ganglionon belül is sik érült a festűdű
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kevés immunpozitív rostotvarikozitásokhoz képest

általában csakmeg figyelnünk, gyengénamelyek

jelölődtek. E rostok elágazóak. A vastagabb rostokon

nem látni varikozit.ást, viszont a vékonyabb rostokon

gyakori a bulbózusos kiöblcsödés (9B, 9D és 9G ábrák). 

Érdekes, immunpozitívszámbanhogy kisebb az

menténképzeletbeli vonalvarikozitások egy
helyezkednek el úgy, hogy a köztük lévő távolság nem 

haladja meg egy átlagos varikozitás átmérőjét (9B és 9D 

ábrák) .

A GCS principális neuronjai GAD-immunreaktivitást

nem mutatnak. Találtunk viszont kevés, kicsiny, ovális

vagy elnyújtott alakú GAD-pozitív neuront amelyek

méretük és alakjuk alapján biztosan elkülöníthetők a 

posztszinaptikus sejtektől (9F ábra). A pozitív 

neuronok többnyire egymástól izoláltan lokalizálódtak.

Kevés nyúlványuk alig észrevehető immunreaktivitást

mutatott.

GAD immuncitokémia alkalmazásával intenzív

festődést találtunk néhány kisebb véredény körül, 

GCS medio-laterális részében, ECNfőként aza

(9G ábra) . E festődéskiindulási helyéhez közel

jellege, valamint lokalizációja nagy hasonlóságot mutat

a GABA immunhisztokémiai eredményeinknél leírtakkal

(ld. 40. old.).
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elektronmikroszkópos4.3.2. GAD immunraktivitás

analízise

Az egér GCS GAD immunhisztokéiniával jelölődő elemeinek

lokalizációját 

elektronmikroszkópos szinten is megvizsgáltuk. Minthogy

fény-, hanemnemcsak

inkubáló oldataink Triton X-100 detergenstaz

kötő kapacitásatartalmaztak, szövet ozmiumota

lényegesen csökkent. Ezért a GAD-antitesttel többnyire

ganglionáris elemek biztosabbankevésbé festődő

fölismerhetek, illetve elkülöníthetők a szövet egyéb,

Ebbőlmutató elemeitől.immunpozitivitást nem

következik, hogy a detergens alkalmazásával viszont le 

kellett mondanunk az immunreaktiv profilok és az egyéb

szöveti elemek közötti kapcsolat ultraszerkezetének

pontos meghatározásáról.

számosReakció végterméket találtunk

Azprofilban.idegvégződésben 

elektronmikroszkópos vizsgálat igazolta fénymiroszkópos

é s a x о n

megfigyeléseinket; az immunreaktiv profilok többsége

csoportokat alkot egyes ganglionáris sejtek körül, vagy 

azok között (10A-3 ábrák). A GAD-pozitív axonokat az

ki (10C-Dozmiofil DAB polimer egyenletesen tölti

ábrák). mutattakA principális neuronok nem

immunreaktivitást (10A ábra).

A GAD-ot tartalmazó idegvégződések gyakran képeznek

(11Aszinapszist, melyek lehetnek axo-szomatikusak

ábra) .(113ábra) Aaxo-dendritikusakvagy
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szinapszisokat valamennyi esetben aszimmetrikusnak

találtuk.

Az irnmunjelölt preszinaptikus elemek nagy része 

dendrit protrúzióval (11C ábra) vagy dendrittüskével 

(11D-G ábra) létesít szinaptikus kapcsolatot. A pozitív 

varikozitások általában nagy felületen érintkeznek a 

dendrit membránnal, és több pontban is kialakulhat

posztszinaptikusszinaptikus ч junkció, amelyre a

(11F-G ábrák). Amembrán-megvastagodás utal

varikozitások közötti axon szegmensekben nagy számú

vezikula ismerhető föl (11H ábra).



9. ábra. GAD-immunreaktiv struktúrák fénymikroszkúpos
lokalizációja egér GCS-ben. (A) GST-ben nagy számú GAD- 
pozitív axon fut, amelyek nem elágazóak, rajtuk 

varikozitásokat nem találunk. A nyilak egy-egy jobban
(B-C) Akivehető immunreaktiv axont jelölnek.

immunreaktivitás többnyireganglionon belül 
pontszerűen jelenik meg, amelyek valójában festődő 

varikozitások (nyilak). A varikozitások heterogénen 

oszlanak meg a ganglionban; helyenként, egyes 

ganglionáris neuronok körül (csillag), vagy közvetlen
A varikozitások

az

(D)közelében
elrendeződésének másik gyakori típusa a glomerulusszerű 

szerkezet (fehér csillag), amely köré GAD-negatív 

principális neuronok (fekete csillagok) csoportosulnak.
hogy

f eldúsulnak.

(E) valamelyfelismerhető,Esetenként jól
principális neuron (fekete csillag) primér dendritje

általbenyúlik egy, az immunjelült varikozitások 

képzett glomerulusszerű szerkezetbe (fehér csillag). A 

nyíl az idegsejt fő dendritjének irányába mutat. (F) A 

GCS principális neuronjai között, amelyek 

negatívak, kevés GAD-pozitív neuron is azonosítható. 

Bár a GAD-pozitív neuronok többnyire egymástól

GAD-

izoláltan helyezkednek el, ezen a képen demonstrált 

neuron (fekete nyíl) mellett található egy másik is, 

amelyik azonban kívül esett a fókuszból. Az 

immunreaktiv varikozitások olykor olyan sűrűn 

tömörülnek, hogy azok még erősebb nagyítás mellett sem 

különíthetők el egymástól (üres nyíl). (G) Néhány 

vékonyabb véredény körül intenzíven jelölődő gyűrű 

(nyilak) rajzolódik ki. Az ábrán látható még egy kisebb 

glomerulusszerű szerkezet' (fehér csillag), amelyben a 

boutonok mellett kevés, gyengébben festődő idegrost is 

észrevehető. (Kalibrációs vonal = (A): 40 

(B) : 30 jjm, (C-G) : 15 ^m) .
/Jrn,





10. ábra. GAD immunreaktivitás elektronmikroszkópos

GAD-pozitív(A)lokalizációja egér G C 5 - b e n .

(nyilak) GADicegvégzödéseket láthatunk a

(PN)immunreaktivitást nem mutató principális neuron

közelében, a neuropilben. Az S_ betű egy szatellita 

sejtmagot jelül. (Б) A GAD immunreaktivitás jelentékeny

fénymi кroszkóposan glomerulusszerű 

szerkezetben tömörülő axonterminálisokban (nyilak)

hányada a

lokalizálható. A GAD-pozitív varikozitósokban igen nagy 

számú szinaptikus vezikula figyelhető meg. (C) Bár a

GAD-pozitív idegrostok zömében gyengébben jelölődnek, 

néhányat elektronmikroszkóppal is sikerült azonosítani 

(A_) . (D) Az egyes véredények körül tapasztalható 

gyűrűre

immunreaktivitást pericitákban (£_) találtuk meg. Néhány 

esetben a GAD-pozitív periciták közelségében axon 

profilok (A_) vizualizálhatók. (Kalibrációs vonal = (A- 

B): 1,7 jjm, (C-D): 1 jjm).

G ADstruktúrákbanemlékeztető a
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11. ábra. GAD i гл гг, и п г с aktivitás elektronmikroszkópos

(А)lokalizációja lmmunpozilívG C S - b e n .egér

preszinaptikus végtalp a GAD-nenatív principális 

perikarуónnal szinaptizál- (nyíl). (B) A GAD-pozitív 

terminális szekunder dendrittörzzsel képez szinaptikus

(nyíl). (C)kapcsolatot Nagyméretű GAD-pozitív

idegvégzűdés teljesen körbeveszi a dendrit pretrúziót.

A két idegelem között kialakult szinaptikus junkcióra 

nyíl utal. (D-G) A szinapszisok leggyakrabban axo-

dendritikusak, és foként dendrittüskékkel kapcsolatosak 

(nyilak), amelyek alakja nagy változatosságot mutathat. 

(F-G) Egymást követő metszetpárokon igazolható, hogy a

membrán-megvastagodások 

véletlenszűek. Pl. a dendrit protruzió, és a vele nagy

posztszinaptikus nem

felületen érintkező GAD-pozitív idegelcm közötti 

szinaptikus kontaktus (üres nyíl) mindkét metszeten

Olykor(H) vezikulákfölismerhető. szinaptikus

azonosíthatók a boutonok közötti axon szegmensekben is 

(nyilak), (kalibrációs vonal = (A-H) : 1 ^jm).



л
1

£
*1

*
 ̂Т-

I
& 

I
ж

 
i

,«
 

W
£ 

*
. 

ч.
 

г;
 , 

■rJ
^

Л

I
•It

.
ч

;.

(

Л
»T

Sv
'-*

-'
A

äl
V

. 
•

> á
.'-

:

[T
i

&
*£
 

-
■?
 • I ;!
 

• 
**-•

i
:5

|r
pH

, 
.■s

a
V

í\

■ 
*
>

1
 

: 
'•

f,
;

*



46

5. MEGBESZÉLÉS

5.1. GCS kolinerg innervációja (struktúrái)

A kolinerg rendszer markerének tekintett enzimnek, a 

ChAT-пак immunhisztokémiai lokalizációját, valamint a 

ChAT-tartalmú elemek megoszlását tanulmányoztuk egér

GCS-ban , fény- és elektronmikroszkópos szinten.

Vizsgálatainkban ChAT ellen termelt jól karakterizált

monoklonális antitestet és immunperoxidáz technikát

alkalmaztunk.

Immunhisztokémiai eredményeink jó megegyezést 

mutatnak Lindh és munkatársai (1986) a tengeri malac 

GCS kolinerg struktúrájával kapcsolatos

fénymikroszkópos megfigyeléseivel. Megállapították

GCS-ben (1) ChAT-nagy számúhogy tengeri malac

ki, (2) ChAT-tartalmúimmunreaktiv rost mutatható

neuronok nem detektálhatok, (3) az immunpozitív axonok 

heterogénen oszlanak meg, (4) a finom immunreaktiv

(5)rostok gyakran varikózus megjelenésiek, az

immunjelölt axonok preganglionáris eredetűek, bár ez 

utóbbit nem demonstrálták. Viszont Lindhék (a) nem

találtak különbséget a ganglion kraniális és kaudális 

pólusainak ChAT-immunreaktivitásában, (b) ChAT-pozitív 

axonkötegröl nem tettek említést, (c) nem fordítottak 

figyelmet a ganglionbcl kilépő posztganglionáris 

törzsekre, és (d) perikaryonális kolinerg innervációt

írtak Is.
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5.1.1. ChAT-immunpozitív rostok ganglionáris megoszlása

Immunhisztokémiai eredményeink szerint rendkívül nagy 

számú ChAT-immunpozitív idegrost identifikálható az 

egér GCS-ben. A ChAT-immunreaktív axonok megoszlása 

alapján a ganglion két részre osztható. A ganglion

"csupán"

innervációt mutat, míg a ganglion kraniális harmada 

"különösen" gazdagon innervált. E jelenség utalhat a

neuronjainak

kolinergkaudo-mediális része gazdag

kétganglion

populációjára, amelyek az ECN-en, illetve az ICN-en 

keresztül projektálnak a célszervek felé (ld. Dail and

principális azon

Barton, 1533). Annak ellenére, hogy az eddig vizsgált

fajok GCS-ében az egyes célszerveket ellátó neuronok 

külön-külön nem alkotnak izolált csoportokat (Nja and

hogy a ganglionáris 

"poolban"

1577), feltételezikPurvés,

neuronok két nem teljesen zárt neuron

lokalizálódnak. A kraniális harmad neuronjai az ICN-en

keresztül küldik axonjaikat, míg a kaudo-mediális

részben lévő sejtek rostjai az ECN-en haladnak át 

(Bowers and Zigmond, 1579; Matthews and Raisman, 1972). 

Az CST-ből kirajzó ChAT-pozitív axonok kötegekben 

folytatják útjukat. Úgy látszik, hogy a rosztrális 

pólus felé tartó axonkötegekböl nem, vagy csak kis 

számban lépnek ki rostok a mediális részen. Ez 

véleményünk szerint ugyancsak arra utal, hogy az egér

neuronok bizonyos populációiGCS-ben i s a

elkülönülhetnek.
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5.1.2. GCS kolinerg innervációja

A principális sejtek perikaryonjainak közvetlen

közelében észlelt nagy számú varikózus megvastagodást

viselő immunjelölt axonhálók arra utalnak, hogy e 

neuronokra tevődik át a kolinerg impulzus. A kraniális

pólusban vizualizált ChAT-immunreaktív nyúlványok és

varikozitások gazdagsága miatt úgy tűnik, hogy a pólus

valamennyi ganglionár is neuronját a kolinerg axonok 

innerválják. Ezzel szemben a kaudo-mediális rész neuron 

állománya különböző mértékű ACh-közvetített innervációt 

kap. Néhány principális sejtből álló csoportban csak 

egy-egy átfutó vastagabb ChAT-tartalmú rostot 

találtunk. így elképzelhetőnek tartjuk, hogy ezek nem,

csak kisebb mértékben rendelkeznek kolinergvagy

innervációval.

Az AChE hisztokémiai festések nem látszanak

GCS-benlennének kolinergigazolni azt, hogy

innervációval egyáltalán nem rendelkező principális

különböző emlősök GCS-én elvégzett AChEsejtek. A

hisztokémiai módszerekkel sikerült kimutatni kisebb-

aktivitást valamennyi ganglionár isAChEnagyobb

neuronoan (Holmstedt and Sjöquist, 1959; Koelle, 1955). 

Lindh és munkatársai (1986) szerint a tengeri malac

GCS-ben a kolinerg idegrostok kosárszerű hálózatot

formálnak néhány izolált ganglionáris neuron körül.

Ezzel szemben az egér GCS-ben nem az ilyen innervációt

tekintjük a jellemzőnek, noha a ganglion kraniális
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pólusa olyan intenzív kolinerg innervációt kap, hogy

itt nem zárhatjuk ki e pericelluláris innerváció 

jelenlétét. A ganglion kaudo-mediális régiójában a

ChAT-pozitív axonok csak elvétve képeznek neuronok

körüli axonhálct. Gyakran az immunjelölt rostok sűrű 

arborizációjának következtében glomerulusszerű alakzat

keletkezik, amelyben feltűnő a varikozitások nagy

száma. A glomerulusszerű szerkezet funkcionális

jelentősége - tudomásunk szerint - még nem ismeretes. A

• tengeri malac GCS-ben már leírt (Lindh et al. 

és az egér GCS-ben most talált kolinerg innerváciőbéli

1986) ,

különbség azt sejteti, hogy amennyiben még e két

rágcsáló faj ganglionjának kolinerg transzmissziójában

is lehet különbség akkor létezhet különbség m á s

távolabbi rokonsági kapcsolatban lévő fajok között is, 

amit a neurokémiai és elektrofiziológiai eredmények

interpretálásában is számításba kell venni.

Elektronmikroszkópos analízisünk, amely szerint a

ChAT-tartalmú része axo-szomatikus,a x о n о к kisebb

nagyobb része axo-dendritikus szinapszist képez,

illetve szinapszisok létesülne кgyakrabbana

dendrittüskén, mint dendrit törzsön, jó összhangban van

a különböző emlős GCS preganglionáris szinapszisaival

kapcsolatos korábbi ultrastruktúrális eredményekkel

(Elfvin 1963; Pick, 1970, illetve Tamarind and

Quilliam, 1971; Matthews and Nelson, 1975).
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5.1.3. ChAT-immunreaktív axonok eredete

Számos bizonyíték igazolja, hogy az emlős GCS kolinerg

rendszere külső eredetű. Immunhisztokémiai adatok arra

intermediolaterálisutalnak, hogy gerincvelőa

magcsoportjában helyet foglaló preganglionáris neuronok 

kolinergek (Houser et a 1. 1983; Rondo et al., 1985).

Különböző mérésekkel igazolták, hogy a macska GCS-hez 

futó preganglionáris törzs tartalmaz ACn-t (Macintosh, 

1959) és az azt szintetizáló enzimet (Bannister and

1950; Hebb and Waites, 1956). Lindh és 

munkacsoportja (1986) említést tett arról, hogy a

Scrase

tengeri GCS preganglionárismalac törzsében

immunfluoreszcens technikával kimutatható ChATa

jelenléte. Mi ezt egér GCS vonatkozásábanaz

demonstráltuk is.

A GCS denervációs kísérletei ugyancsak a külső 

kclinerg forrásra utalnak. Decentralizált ganglionban 

néhány nap túlélési idő után az AChE aktivitás 80%-ка1

esc к !< ent (Koelle et al., 1974), AChE hisztokémia

alkalmazásával a ganglion neuropiljében a festodés 

megszűnt (Koelle, 1955).

Ugyan a kolinerg neuronok jelenléte nem tekinthető

jellemzőnek a szimpatikus dúcláncra, bizonyítékokat 

találtak arra, hogy a paravertebrális ganglionok közül 

a CSC-ben valamint a lumbális dúcokban vannak kolinerg 

neuronok (Buckley et al., 1967; Landis and Fredieu, 

1986; Lundberg et al., 1579). Azonban sokáig nyitott
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vajon vannak-e kolinergkérdésnek tartották, hogy

(1977)és HendryGCS-ben Hillis.neuronok a

feltételezte, hogy patkány GCS-ben a neuronok kevesebb, 

mint 5%-a kolinerg. Lindh és munkatársai (1986) ChAT 

immuncitokémiai módszerrel viszont nem találtak pozitív

szintén ChATGCS-ben. Hineuront tengeri malac

immuncitokémia alkalmazásával, ugyancsak nem tudtunk

immunreaktiv neuronokat felfedezni az egér GCS-ben. Sőt

a GCS preganglionáris axotómiája után sem sikerült 

találnunk sem ChAT-immunreaktív neuront, sem rostot a

ganglionban.

5.1.4. Kolinerg átfutó axonok?

Különös gondot fordítottunk a posztganglionáris törzsek

ChAT-tartalmú axonjainak identifikálására. Sacchi és

(1981) , eredményeiketRossi elektrofiziológiai

interpretálva, valószínűnek vélik, hogy a patkány GCS-

be jutó kolinerg axonok nem mindegyike végződik a

ganglionban, hanem átfutnak a ganglionon. Véleményük

szerint az átfutó kolinerg axonok az ICN-en keresztül 

hagyják el a gangliont. Immuncitokémiai eredményeink 

nem látszanak megerősíteni az átfutó rostok létezését,

noha nemis cáfolják, hiszen kísérleti állatunk egér

volt.
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5.1.5. Elektronmiroszkópos vizsgálat

korrelációteredményeink jóElektronmikroszkópos

különböző emlős faj GCS-remutatnak a korábbi,

vonatkozó intenzív ultrastruktúrális analízisekkel.

többségeGCS-ben döntőEmlős szinapszisok

aszimmetrikus (Matthews, 1983). Megállapították azt is,

a

hogy ezek preszinaptikus profiljai preganglionáris

hiszen a ganglion decentralizációját 

követően eltűnnek (3oó et al., 1971; Quilliam and 

Tamarind, 1972). Az a megfigyelésünk, miszerint a ChAT- 

pozitív szinapszisok kisebb része axo-szomatikus, 

nagyobb része axo-denritikus jól támaszkodik mások 

elektronmikroszkópos eredményeire (Elfvin, 1963; Pick,

eredetűek

1970) .

Az intenzíven jelölődő preszinaptikus profilokat 

kitöltő nagy számú kicsiny, kerek agranuláris vezikula 

mellett sok esetben nagyobb, granuláris szinaptikus 

hólyagocskát is találtunk. E nagyobb vezikulák 

ganglionáris jelenlétére mások is felfigyeltek, és úgy 

gondolják, hogy valamilyen neuroaktív peptidet (pl. 

enkefalint) 1983) .(Matthe w startalmazhatnak

Lehetségesnek tartják, hogy szerepük a kolinerg 

impulzusok preszinaptikus gátlásában állhat (Konishi et 

al., 1980; Araujo and Collier, 1987). A tény, hogy a

ChAT-immunreaktív profilban előfordulhat e nagyobb

a ChAT és az enkefalinck kolokalizációjáravezikula

hogy Kondo ésutal. E feltételezést erősíti
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(1985) immuncitokémiai módszerrelmunkatársainak

patkány gerincvelő szimpatikus neuronsaiban enkefalint

sikerült azonosítani.

Kíváncsiak voltunk, hogy vajon a kis granuláris 

sejtek (feltehetőleg SIF sejtek) kapnak-e kolinerg 

inputot. Matthews szerint patkány GCS-ben a SIF sejtek 

szómáján fedezhetők föl szinaptizáló preganglionáris 

eredetű elemek (Matthews, 1971; Matthews and Ostberg, 

1973), amelyekről feltételezik, hogy kolinergek (Karoum 

1977; Lutold et al., 1979). Annak ellenére, 

hogy vizsgálataink során e jellegzetes sejt típust

rajtuk

et al.

legalábbisszámos esetben fölismertük,

sikerültlétesülőszómájukon szinapszist nem

találnunk.

5.2. GCS GABA-erg struktúrái

1986-ban Bowery még kétségbevonta, hogy a GA3A\-nak is 

szerepe lehet a ganglicnáris transzmisszióban, annak

GABA-erg elemeinekrendszerellenére,

mindegyikét azonosították már addigra patkány GCS-ben

hogy a

1986). Feltételezte, hogy a GABA(ld. Erdő and Kiss

glia (szatellita) sejtekben akkumulálódik, valamint, 

hogy a GABA receptorok valószínűleg funkció nélkül az 

embrionális fejlődésből maradtak vissza.

Az azóta eltolt néhány évben készült számos 

közlemény azonban bizonyítani látszik a GABA-erg 

funkciót a patkány GCS-ben. Bár a ganglion GA3A-erg .
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struktúrájára vonatkozó irodalmi adatok részben 

eltérnek (Häppöla et a 1. , 19 G 7 a ; Kása et a 1. , 19 83;

Kenny and Ariano, 1986), a GABA-erg funkciónak

megfelelő morfológiai alap sok vonatkozásban kezd

ismerté válni.

5.2.1. GABA-erg idegrostok ganglionáris megoszlása

Az egér GCS GABA-erg szerkezetét GABA 

immunhisztokémiai módszerekkel vizsgáltuk. Minthogy az 

immuntechnikák fő kritikus pontja a primér antitestek 

specifitása, ezért különös gondot fordítottunk az 

antitestek tesztelésére. Az általunk használt primér 

antitestek alkalmazásával a központi idegrendszerben 

(hippokampusz, agykéreg) a jól ismert GABA-erg 

struktúrák festődtek (pozitív kontroll). Az anti-GABA

és GAD

antitestek esetében az esetleges kereszt-reakciók

kizárására megvizsgáltuk, hogy a számításba vehető

aminosavakat, aszparaginsavat, béta-alanint, glicint,

fölismerik-eglutaminsavat illetve taurint az

antitestek. Az antitestek csak és kizárólag a

GABÁ-valglutáraldehiddel konjugált reagáltak.

Ugyancsak a GABA-antitestek nagy spécifitására utal az,

formaldehiddel fixálthogy a glutáraldehid nélkül,

találkoztunk.szövetben immunreaktivitással nem

egybevéveMindezeket megállapíthatjuk, 

antitestek alkalmazásával nyert irnmunf estődés a GABA- 

erg rendszer két markerének specifikus fölismerésének

hogy az
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tulajdonítható.

Korábban immuncitokémiai módszerrel demonstráltuk a

GABA-immunreaktív strukrúrát patkány GCS-ben (Dobó et 

al., 1989; Kása et al., 1988; Wolff et al., 1986; Wolff 

et al., 1909). Jelen immuncitokémiai eredményeink 

szerint az egér és a patkány GCS GABA-erg rendszerének 

morfológiája sok szempontból hasonlóságot, de néhány, 

nem elhanyagolható vonatkozásban különbözőséget mutat. 

Az egér GCS-ben is sok GABA-immunreaktív idegrost

de számuk feltűnően kisebb, mint amutatható ki

patkány ganglionban. Egér GCS-ben az immunpozitív 

axonok ugyancsak heterogénen oszlanak meg, de míg a 

patkány dúcban a rosztrális pólus jóval intenzívebb

GABA-immunreaktivitást mutat, mint a mediális és

kaudális részekben (Kása et al., 1988; Wolff et al., 

1989) , addig az egér GCS-ben a régiók GABA- 

immunpozitivitásbeli különbsége nem kifejezett. Patkány 

GCS-ban az egyes ganglionáris neuronokat körbeölelő 

pericelluláris axon hálózat képezi a jellegzetes GABA- 

immunreaktív innervációt. Az immunpozitív innervációt 

tekintve a ganglionáris neuronok igen különbözőek

lehetnek; vannak principális sejtek, amelyek körül

rendkívül sűrű kosárszerű axonhálózat lokalizálódik, de

. megfigyelhető olyan neuron is, amelynek közvetlen

közelében csupán néhány varikózus immunjelölt axon

tekeredik. Számításaink szerint a ganglion neuron

populációjából kb. 5% gazdagon innervált, és ezeknek
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többsége ugyancsak a rosztralis pólusban található 

(Wolff et al., 19-8-9) . Ezzel szemben az egér GCS-ben a

pericelluláris GABA-pozitív innerváció mellett a

glomerulusszerű innerváció is gyakori, sőt talán inkább 

ez utóbbit tekinthetjük a jellemzőnek. Egyelőre még nem

kéttudni, vajon van-e funkcionális különbség e

innerváció típus között.

Felvetődik a kérdés, hogy vajon az intenzív GABA- 

immunreaktív innervációt mutató neuronok megfelelnek-e 

a ganglion valamelyik neuronális szubpopulációjának. E 

kérdést korábban a patkány GCS GABA immunfestése 

kapcsán vizsgáltuk meg, kombinálva az immunhisztokémiát 

tormaperoxidáz (HRP) jelöléssel (Wolff et al., 1989). 

HRP-t injektáltunk az elülső szemcsarnokba, amelynek 

szimpatikus beidegzése az ICN-en keresztül történik 

(Arvidson, 1979), majd 3 nap túlélési idő után a 

gangliont előbb HRP-re, majd GABÁ-ra festettük meg. 

Néhány gazdag GABA-immunpozitív innervációt mutató

principális idegsejtben a HRP akkumulációját ismertük 

Azonban ha az átvágott ECN-re helyeztünk HRPfül.

kristályokat, akkor a kombinált HRP-GABA festés után

szintén sikerült HRP-re jellemző szemcséket tartalmazó, 

gazdagon innervált ganglionáris neuront találnunk. Sőt,

mindkét kísérletben nem kis számban azonosítottunk HRP-

jelölt, de nem gazdagon innervált neuront is. Ezen 

eredmények arra utalnak, hogy patkány GCS-ben az 

intenzív GABA innervációt kapó neuronok és a célszervek
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között nincs közvetlen kapcsolat, így feltehetőleg az

egér ganglionban is hiányozhat e kapcsolat.

Az egér GCS-ге vonatkozó GABA immunhisztokémiai

megfigyeléseinket jól alátámasztják a GAD-antitest

alkalmazásával nyert eredményeink. A GABA- és GAD-

antitestek segítségével lényegében nagyon hasonló

festődést kaptunk, leszámítva azt a tényt, hogy a GAD-

antitest általában kevésbé intenzíven jelölte az

axonokat. A GAD-ot tartalmazó varikózus axonok sem

egyenletesen oszlanak meg a ganglionban; foltokban

nagymérte !< ben feldúsulnak, 

jelentékenyen redukálódott.

számukmíg máshol

GAD immunhisztokémia

segítségével lényegében sikerült igazolnunk a kétféle 

GABA-immunreaktív innervációról leírtak hitelességét.

5.2.2. GABA-erg rostok eredete

Az egér GCS-ben bár kis számú GABA-erg neuront sikerült

kimutatnunk, nem látszott valószínűnek, hogy e kicsiny

idegsejtek lennének felelősek a nagy számú GABA-erg

rost ganglionáris jelenlétéért. A CST-ben azonosított

immunpozitív idegrostok ugyancsak arra utalnak, hogy e

rostok külső ersdésűek. E feltevést megerősítette a

pregangliGnáris axotómiát követő GABA immuncitokémia

alkalmazása. A decentralizált ganglionban jelentékenyen

csökkent a GABA-irnmunpozitív axonok száma, csupán igen

kevés varikozitást viselő rost maradt immunpozitív. 

Viszont a ganglionáris neuronokat gazdagon innerváló
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axonok teljességgel eltűntek.

Ehhez hasonló jelenséggel találkoztunk a patkány

GCS vonatkozásában is. A ganglion preganglionáris 

törzsének átvágása (Kása et al., 1988) vagy elszorítása 

(Dobó et al., 1989) után az immunjelölt idegrostok 

lényegesenszáma (1987)Eugene

elektrofiziológiai eredményei ugyancsak a patkány GCS 

GABA-erg inputjára hívják fel a figyelmet.

Jelenleg még nem lehet biztosan tudni, hogy vajon 

honnan származnak a GCS-be a GA3A-erg axonok. Elvileg a

redukálódott.

GCS GABA-erg gerincvelő

intermediolaterális magvából vagy a szimpatikus dúclánc

axonjai eredhetnek a

alsóbb ganglionjaiból. Gyakorlatilag a gerincvelői

szimpatikus

immunreaktivitást detektálni (Magcul et al., 1987), és 

azok GAD-antitesttel sem jelölődtek (Barber et al.,

neuronokbán sikerült GABA-nem

1982 ; Bogan et al., 1986; McLaughlin et al., 1972).

Eredésük helye valószínűséggel mégsemnagy a

gerincvelő. Azonban a patkány szimpatikus dúclánc

valamennyi ganglionában mutattunk ki GABA-pozitív

neuronokat valamint összekötőganglionokáta

törzsekben GA3A-immunreaktív rostokat (Wolff et al-. 

1988). A még kezdeti vizsgálataink alapján úgy tűnik

hogy egyes szimpatikus törzsekben, kraniálisaz

irányban, nő anti-GABA antitesttel jelölődőaz

idegrostok száma. Tehát jelenlegi felfogásunk szerint a

GCS-be GABA-ergfutó axonok kiindulási- helye
/

\
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feltehetőleg az alsóbb szimpatikus dúcokban keresendő.

5.2.3. GABA-erg neuronok 

Egér GCS-ben GABA-, GAD-antitestmindmind

találtunknemcsak axonokbanalkalmazásával

immunreaktivitást, hanem néhány kicsiny (10-20 yum) 

ncuronban is. Ebben a vonatkozásban az egér és a 

patkány GCS nagy hasonlóságot mutat (Dobó et al., 1985; 

Kása et al., 1588; Wolff et al., 1986). Kenny és Ariano 

(1936) ugyancsak azonosított kevés kicsiny neuront, 

amelyek, véleményük szerint, nem SIF sejtek. Ezzel 

szemben Happölá* és munkatársai (1987a) a nagy 

ganglionáris neuronokbán ás a SIF sejtekben vélték a 

GAD-ot lokalizálni. A mi erdményeink alapján azonban a 

ganglionáris idecsejtek nem tartalmaznak detektálható 

GABÁ-t, de ritkán sikerült GABA-immunpozitivitást 

fölfedeznünk egyes kapillárisok körül rendeződő, minden 

bizonnyal SIF sejtek némelyikében. Egér

immunpozitív sejtjei között viszont nem találtunk 

olyat, amely bennünket a SIF sejtekre emlékeztettek

GCS

volna.

űelenleg még nem tisztázott, hogy milyen funkciója 

lehet a GABA-erg interneuronoknak a ganglion idegi 

működésében, és az sem, hogy vajon van-e különbség az

idegen és a lokális GABA-erg rostoknak a ganglionáris

között?betöltötttranszmisszióban s zerepe

Feltételezhetjük, hogy igen, mivel a ganglion GABA-erg
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interneuronjai nem képeznek sem pericelluláris, sem

glomerulusszerű axon elágazódást.

5.3. GCS kolinerg - és GA8A-erg rendszerének kapcsolata

A harmincas évektől kezdve évtizedekig úgy tekintették

az emlős GCS-t, mint egy egyszerű két neuronból álló

kolinerg preganglionárisrendszert, amelyben a

neuronokról az ingerület áttevődik a noradrenerg

ganglionáris neuronokra (Feldberg and Gaddum, 1934). E

felfogás először a SIF sejtek ganglionáris jelenlétének 

felfedezésével módosult (Erankö and Harkönen 1963).

szimpatikusAnnak ellenére, GCS-nekhogy a a

idegrendszerben betöltött szerepéről, valamint idegi

működéséről és szabályozásáról számtalan irodalmi adat

gyűlt össze, ma sem ismerjük a ganglionáris neuronok 

pontos innervációját és a preganglionáris belépő-

axonok transzmitter rendszereit.

GABA-nakPatkány

(posztszinaptikus (1) és posztszinaptikus (2)) hatását

kétféleG C S - b e n a

tételezik föl. (i) Elektrofiziológiai vizsgálatok

átmeneti lassú depolarizáció utánGABAszerint a

hiperpolarizálja a ganglionáris neuronokat, ezáltal 

csökkentve a neuronok ingerelhetőségét (Adams and 

Brown, 1975). (2) Neurokémiai eredmények arra utalnak, 

hogy a GABA gátolja az ACh kiváltott fölszabadulását 

(Farkas et al., 1986).

A GABA-erg axonok nagy számban létesítenek
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szinaptikus kontaktust a principális neuronokkal. E 

megfigyelésünk vélhetően jó morfológiai alapot biztosít 

a GABA posztszinaptikus gátló hatásának értelmezéséhez.

hogyAzonban általánosan elfogadott, központia

idegrendszerben az inhibitórikus jellegű GABA-erg

többnyire és neuronálisinterneuronok ,neuronok

szimmetrikus típusú szinapszisokkapcsolatukra a

jellemzőek. Ezzel szemben GCS-benegér isaz

feltehetően' inhibitórikus GABA axonok aszimmetrikus

szinapszisokat létesítenek a principális idegsejtekkel.

E különös jelenség magyarázatára úgy tűnik még várnunk

kell.

A GABA preszinaptikus gátló hatása ugyancsak nem

tisztázott még. GCS-ben mindezidáig nem sikerült axo-

axonális szinaptikus kontaktust találni , amelyek

jelenléte megfelelhetne a GABA preszinaptikus gátló 

hatásának. Ritkán a ChAT-tartalmú preszinaptikus profil 

közvetlen közelében azonban megfigyeltünk ChAT-negatív

terminálist, amelyhez hasonló jelenséget mások is

GCS-ében (Matthews, 19B3).észrevették más fajok

Matthews úgy véli, hogy az ilyen jellegű kapcsolatban 

preszinaptikus gátlás történhet. Minthogy a ChAT- 

pozitív és a ChAT-negatív terminálisok szomszédsága

ritka, ezért nem látszik valószínűnek, hogy a kolinerg

impulzusok preszinaptikus gátlása ilyen módon valósulna

meg.

alkalmazásávalImmuncitokémiai módszerek
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bizonyították,

(preganglionáris) neuronokbán a ChAT és egyes 

enkefalinok ko-expresszálódnak (Kondo et al., 1905), 

amelyet az a tény támogat, hogy a preganglionáris 

szinapszisokban nagy granuláris vezikulákat figyeltek

patkány szimpatikushogy a

meg. De az is ismeretes, hogy az enkefalinok

preszinaptikusan gátolják a kolinerg transzmissziót 

(Konishi et al., 19B0; Araujo and Collier, 1987) .

Elképzelhető, hogy a kolinerg és a GABA-erg rendszernek 

hasonló kapcsolata (is) van. E kapcsolat lehetőségét

erősíti az, hogy az elektronmikroszkóppal vizsgált

glomerulusszerű szerkezetekben, ahol a befutó kolinerg

és GABA-erg axonok interakciója megvalósulhat, a

ChAT-pozitívnakszinapszisok mindegyikecsaknem

alapjánEzekGABA-ergnek bizonyult.illetve

feltételezhetjük, 

egyaránt tartozik a kolinerg és a GABA-erg rendszerhez. 

A jövőben szeretnénk tisztázni e feltételezést ChAT és

részeszinapszisokhogy a egy

GAD együttes immuncitokémiai kimutatásával.

E feltételezésnek viszont ellentmondani látszanak a

gerincvelőre vonatkozó GABA 

eredmények (Barber et al.,

és GAD immunhisztokémiai

1987 ;19G2; Magoul et al.

1972) ,McLaughlin e t a 1. melyek szerint az

intermediolaterális oszlop neuronjai nem GABA-ergek.

Ennek ellenére talán mégsem zárható ki, hogy a

szimpatikus neuronok egy része GABA-erg, hiszen a

számos GABA-ergközponti idegrendszerben olyan
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magcsoport ismert, amelyek kimutatása körülményes;

azonosításukat csak kolhicin kezelés után lehet

biztonsággal elvégezni (Mugnaini and Oertel, 1935).

A ChAT és GABA-erg rendszer markereinek (GABA és 

GAD) immuncitokémiai megoszlása a ganglionban általában 

nem fedi egymást (Id. 1A és 2A ábrákat), hiszen a GCS- 

ben a kraniális pólus mutatja a legintenzívebb ChAT-

míg e pólusban a GABA-erg markerck 

immuncitokémiai gyakorisága nem egyértelműen nagyobb, 

mint a ganglion mediális-kaudális régiójában. Bár az 

excitatórikus ACh és az inhibitórikus jellegű GABA

immunreaktivitást

rendszerek egyaránt aszimmetrikus szinapszisokat 

képeznek az egér GCS-ben, a principális neuronok

kolinerg és GABA-erg axonok általi innervációjában is 

találtunk némi különbséget. A ChAT-tartalmú axonokról

glomerulusszerűjellemzőenfeltételezzük hogy

formációban kerülnek kapcsolatba ganglionárisa

neuronokkal, ellenben a GABA-erg axonok nem csak

létre ,szerkezetet hoznak hanemglomerulus

pericelluláris hálózatot is.
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6. ÖSSZEFOGLALÁS

A szimpatikus dúclánc talán leggyakrabban kutatott 

ganglionjában, a ganglion cervicale superiusban (GCS)

tanulmányoztuk a kolinerg és GABA-erg innervációt.

Vizsgálatainkban az egér ganglionját használtuk, és a

transzmitter rendszereket immunperoxidáz módszerrel

mutattuk ki. A kolinerg elemeket jól karakterizált 

anti-kolinacetiltranszferáz (ChAT) antitesttel, a GABA-

erg elemeket pedig anti-GABA valamint anti-glutaminsav

(GAD)dekarboxiláz alkalmazásávalantitestek

identifikáltuk. Immuncito kémiai eredményeinket

összefoglalva az alábbiakat állapíthatjuk meg:

A., Kolinerg rendszer: Az egér GCS-ben nagy számú 

ChAT-immunpozitív (kolinerg) axon mutatható ki. A

kolinerg axonok nem egyenletesen oszlanak meg a

ganglionban. A legintenzívebb immunreaktivitás a

rosztrális pólusban található, míg a ganglion mediális

é s disztális részeiben jóvalcsak kisebb

immunreaktivitás figyelhető meg.

A decentralizált ganglionban ChAT immunpozitivitás 

nem észlelhető. E jelenség arra utal, hogy (1) a 

kolinerg axonok preganglionáris eredetűek, illetve (2)

a ganglionban nincs azonosítható kolinerg interneuron.

A nyaki szimpatikus törzsben rendkívül sok ChAT-

pozitív rost fut párhuzamosan. E rostok a törzsön belül

nem elágazóak, varikózus megvastagodás nem láthatók 

rajtuk. A törzsből kilépő pozitív axonok sokszoros
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sűrűelágazásával foltszerűen igenhelyenként,

sajátos glomerulusszerűaxonhálók jönnek létre

formációt képezve, amelyeket principális neuronok

perikaryonjai vesznek körül. A vékony axonokon 

gyakoriak a varikozitások.

A ganglion posztganglionáris törzseiben (ECN és 

ICN) kolinerg rostok nem detektálhatok.

Elektronmikroszkópos vizsgálatok szerint a ChAT -

pozitív axonok principális neuronokkal szinaptizálnak.

aszimmetrikusAz immunpozitív szinapszisok az

A szinapszisokszinapszis típusjegyeit mutatja.

részüktöbb sége kisebbaxo-dendritikus, axo-

szomatikus.

B., GABA-erg rendszer: A nyaki szimpatikus törzsben 

számos GABA-erg axon fut, amelyek a ganglionba lépve 

sokszorosan elágaznak. Az immunpozitív axonok heterogén

A festodöttmegoszlást mutatnak. rostok egyes

principális neuronok körül kosárszerű axon fonadékot 

képeznek, vagy esetenként glomerulusszerű axonhálót 

alkotnak, amely látszólag a glomerulusukat körbe vevő 

ganglionáris sejtek innervációját biztosítják. A vékony 

immunpozitív axonokon varikozitások figyelhetők meg. A

gazdag GABA-erg innervációt mutató egyes neuronok, vagy

a neuronok csoportja ugyancsak heterogénen oszlanak meg

a GCS-en belül.

GABA GADA principális neuronok sem sem

antitesttel nem jelölődtek, tehát feltehetőleg nem
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GABA-ergek. Azonban kevés, kis méretű neuron mindkét

antitesttel jelölődött.

A GCS posztganglionáris törzseiben GABA-erg rost

nem mutatható ki .

Elektronmikroszkóppal vizsgálva az intenzíven 

jelölődő varikozitások jelentős része a principális

neuronnal szinapszist képez. A GABA-erg szinapszisok

zömébenaszimmetrikus jellegűek, melyek axo-

dendritikusak, de lehetnek axo-szomatikusak is.

C. , Kolinerg és GABA-erg rendszer

kolokalizációja: Immunhisztokémiai eredményeink alapján 

arra következtetünk, hogy a kolinerg axonok egy része

egyben a GA3A-erg rendszert is tartalmazza, és így az

\excitatórikus acetilkolin és az inhibitórikus jellegű 

GABA koexpresszálódhat ugyanazon idegvégződésben.
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