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Roviditések

AADC = DOPA-dekaboxildz (EC 4.1.1.26)

ACh = acetilkolin

AChE = acetilkolinészterdz (EC 3.1.1.7)
ChAT = kolinacetiltranszferdz (EC 2.3.1.6)
CSC = nyaki szimpatikus ganglion komplex
CST = nyaki szimpatikus torzs

OAB = diaminobenzidin

DBH = depamin-béta-hidroxilédz (EC 1.14.2.1)
GABA = gamma-aminovajsav

GABA-T = GABA transzamindgz (EC 2.6.1.19)

GAD = glutaminsav dekarboxildz (€C 4.1.1.15)

GCS = ganglion cervicale superius

HRP = tormapcroxicéz

mAChR = muszkarin tipusi acetilkolin receptor
nAChR = nikotin tipusu acetilkolin rececpter
P8 = nédtrium-fosztdt puffer, pH = 7,4

P3S = foszfét-pufferelt izctdnids sdoldat

T8 = Trisz-HC1l puffer, pH = 7,6
TBS = Trisz-pufferelt sdéolcet
TH = tirczin-hicroxildz (EC 1.14.156.2)

/S0 = zselatin oldat



1. BEVEZETES

A legutdbbi evtizedben az immunhisztokémia nagy
hatdssal volt a neurobicldgia fejlddésére. Bdar az
immunhisztokémidt eredetileg nem neurobioldgiai
kutatdsokra, hanem mikrobioldgiai antigének és auto-
antitestek kimutatdsdra, illetve a késtbbiekben
kiilcnbtz6 hormonok lokalizédldsara fejlesztettek ki.
Magdt az elvet, hogy egy megfeleléen jelolt antitestet
hisztokémiai reagensként lehetne haszndlni, 1934-ben
ismerte fol Marrack. Az elmult 50 év alatt kidolgozott
igen sok immunhisztokémiai médszerrel és technikéval ms
tobb kotetet kitevd irodalom foglalkozik (pl. Bullock
and Petrusz, 1982; Bullock and Petrusz, 1983; Bullock
and Petrusz, 1985; Cuello, 1983; Sternberger, 1%79).

Az immunhisztokémiai technikdk fecjlédeéséval
pdrhuzamosan egyre ttbb bildgiailag fontos molekuldt
sikeridlt izolédlni, amelyek ellen immunizéldssal mono-
vagy poliklondlis sasniitesteket &dllitottak eld&. Az
immunhisztokémia jelentis elénye mas bioldgiai
vizsgdlatokban haszndlatos analitikai médszerekkel
szemben kettés: (1) Altalédnos médszerként alkalmazhatd
a kémiailag legkilcnbtzEébb anyagok azonositdsdéra: a kis
molekulaslilyd aminosavaktél a nagyobb molekulasiélyd
zsirsavakon 4t az driads mclekulasulyd nukleinsavakig.
(2) FCrzékenysége a legmodernebb miszeres technikdkéval
vetekszik, so6t gyakran azokat foldl is malja. £lég csak

arra gondolni, hogy immuncitokémiai médszerekxel



egyetlen sejtben, vagy akdr egyetlen axontermindlisban
ki lehet mutatni egy adott molekula, vagy
molekularészlet (epitop) jelenlétét.

Az immunhisztokémia elényeit jd1 ki lehet hasznédlni

kicsiny szervek vagy szovetek morfoldgiai
vizsgdlataban, igy az autondm idegrendszer
canglionjainak kutatésaban is. Immunhisztokémia

alkalmazdsaval nyert eredmények alapjdn egyre tobb
bioldgiailag aktiv anyagrdl (Schultzberg et al., 1983;
Schultzberg and Lindh, 1988) tételezik fel, hogy
szerepik lehet a ganglionok idegi mikodésében.

Az utdbbi évtizedben a szimpatikus ganglionok
immunhisztokémiai vizsgdlataiban a hangsdly udgy tanik
dthelyez8doctt a neuropeptidek kimutatdséra,
elfeledkezvén nehéany klasszikus neurotranszmitter
rendszerekr@l, pl. az acetilkolinrdl (ACh) wvagy a
gamma-amino-vajsavrél (GABA). Az acetilkolinrdl mér
sok-sok €vtizece 1ismert, hogy donté szerepe van a
gangliondris transzmisszidban, ennek ellenére
morfoldgiai lokalizécidjérdél eddig meg csak kdzvetett
Jizonyitékok dllnak rcndelkezésre. czert
vizsgdlatainkban a taldn leginkdbo kutatott szimpatikus
ganglionban, a ganglion cervicale superiusban (GCS) a
kolinerg funkcid morfologiai alapjait igyekeztik
feltérni a kolinerg rendszer markereének tekintett
<xolinacetil-transzferédz (ChAT) immuncitokémiai

demonsirédlasaval. Kisérleti dllatnak laboratdériumi



egeret vdlasztottuk.

A kolinerg rendszerhez hasonldan a GABA-erg
rendszer morfoldgiai vizsgdlatdban is bizonyos
elmaraddsok észlelhettk. Csak az wutdébbi 2-3 évben,
reészoen kutatdécsoportunk munkéjan keresztil, vannak
immunhisztokémiai adatok arra vonatkozélag, hogy a
GABA-erg rendszernek 1is jeleniés feladata lehet &
szimpatikus ganglionok idegi szabdlyczdsaban. Minthogy
azonban koraboi vizsgalataink a patkéany GCS-re
venatkoztak, ezért indokoltnak taldltuk az egér GCS
excitatdrikus kolinerg rendszere mellett az ezzel
neurokémiai kapcsolatot mutaté (Farkas et al., 1986)
inhibitdérikus Jellegd GABA-erg rendszeret is

megvizsgdlni, immunhisztokémiai mcédszerekkel.



2. IRODALMI ATTEKINTES, CELKITUZES

2.1. Szimpatikus idegrendszer anatémidja

Vizsgdlataink sordn elért eredményeink megértéséhaz
elengedhetetlendl fontos a szimpatikus ganglionok
szerkezetének ismerete. Ezért rdviden csszefoglaljuk az
erre vonatkozdé ircdalmi adatokat.

A szimpatikus preganglionédris neuronok a
gerincveld medic-laterdlis szarvdban hclyezkednek el a
§. cervikdlis €s a 2. lumbdlis szegmentumok kozott.
Axonjaik az elils® gyckéreken keresztul lépnek ki, majd
a gerincveldi ideg ventrdalis &dgan &t az dn. ramnus
communicans albi Utjén a gerincveld kdzelében 1évé
paravertebrdlis duclanchoz jutnak. Itt a rostok nagyobb
resze dtkapcsolddik. A posztganglionéris rostok Jjé
része az un. ramus communicans griseuson &t visszatér a
gerincveldi idegbe. Azok a preganglionéris rostok,
amelyek nem a paravertebrdlis didcokban kapcsoldcdnak &t,
tovébb futnak a nervus splanchnicusckat képezve. Az itt
haladdé rcstok egy Jjelentékeny része a zsigerek
kGczeléeben tzlélhatd pravertebrélis idegclicok
valamelyikében (ganglion coeliacum, ganglion
mesentericum superius és inferius) végzGdnek, vagy a
mellékvese velddlloménydnak adrenalint €s noradrenalint
termeld sejtjeit KkCzvetlenll 1icdegzik be, vagy egyes
zsigereket ingerilettel ellato fonatokoan taldlhatd
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szimmetrikus. A koponyaalaptdl a keresztcsontig terjed.
Elsd idegdica & felsd nyaki ganglion (GCS), amely
patkanyban és egérben az artéria carotis eldgazdsaban
fekszik. Altaldban orsé alaki, de 1lehet csaknenm
lekerekitett is. Két posztganglionédris torzse kozil az
egyik a ganglicn rostrélis pdlusdbdl indul, é€és az
arteria carotis interndt koveti (ICN), a médsik a
ganglion oldaldbdl ered, €s az arteria carotis externa
felé halad (ECM), ahol plexust képez. Preganglicndris

torzse tulajdonképpen az dn. nyaki szimpatikus torzs

(CST), amelyet kauddlis irdnyban kovetve - az arteris
caroiis mentén - a sorban kovetkezd idegdiuc is kdnnyen
kipreparélhatdé, amelyet - patkédnyban - Bowers ¢és

Zigmond nyaki szimpatikus ganglionnak (CSC) nevezett el
(1981). Feltehettlcg az O nomenklaturdjukat érdemes az
egér esetében 1is alkalmazni. A szabdlytalan, elnyult
alakd CSC az elsd - €s mdscdik bordafejnél helyezkedik
el. Patkdnyban a ganglicn cervicale medius, a ganglion
cervicale inferius €és az els& ‘torakdlis ganglion
egyesiilésébdl jétt létre. Az GCS-hez hasonldan a CSC
posztgangliondris rostjainak szamottevd Trésze sem
csatlakozik vissza & mozgatc idegekhez, hanem azcktdél
flicgetlenil érik 21 a celszerveket.

Akdrcsak az elébb emlitstt ganglionokat, a ttbobi

paravertebrélis gangliont is - vertixédlis irdnyban - a
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.
:

3

lumbdlis €s szakralis régidkban a gerincveldil



szegmentumoknak megfelelden egy-egy idegduc van,
amelyeket azonban, kilontsen a lumbo-szakrdlis régidban
nem lehet egyértelmien elkiloniteni, oly mértékben

dsszeolvadtak.

2.2. Szimpatikus ganglionok szerkezete
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A szimpatikus ganclionok szovettani felépit re

O

vonatkozé ismeretek els&sorban humén és néhdny rdgecsdl
faj (patkény, nydl) GCS fény- és elektronmikroszképos
vizsgédlatébsl szdrmazik (ld. Dail and Barton, 1983;
Gabella, 1976; idatthews, 1983). A tdbbi ganglion
hisztoldgiai 1leirdsai alapjén megéllapithatd, hogy a
szimpatikus ganglionok &ltalénos szoveti €és sejttani
felépitése sok azonossdgot ¢€és hasonléségot mutat.
Megjegyzendd azecnban, hogy kisebb-nagyobb kiilonbségek
vannak az GCS, a CSC és a tobbi paravertebralis
idegdicok, illetve a paravertebrdlis és prevertebrédlis
Clicok szerkezetében.

A ganglionokat vastag kodt8szoveti burok (kapszula)
veszi koriil, amely folytoncs a be- ¢és kilépl idegek
kCtbszoveti Burkat képzzo hasonld rétegeivel. A
kapszuldt vékony epineurium, vastagabd perineurium E€s
finem endoneurium alkotja (Dail and Barton,1983). A
kilsd Kkotoszoveti burokb¢l szémos szeptum 1ép a
nanglionock belsejébe, minek kovetkeziében a sejtek
kisebb-nagyobb <csoportjs kilonul el. A genglionaris

neuronokat gliasejtek (f&ként szatellita sejtek) tlelik



kérbe, szinte ttkéletes tokot képezve korildottik. A
glidlis tok nemcsak a perikaryonok felszinét, hanem 3
sejt nyldlvényok csaknem teljes feliletét is befedi. A
szatellita sejtek kilst feliletét bazdlis lamina
hatdrolja, ezért a perikaryonok nincsenek direkt
kapcsolatban a kGtdszoveti elemekkel (Gabella, 1975). A
szatellita sejtek kdzvetlenil érintkeznek az idegrostok
Schwann-sejtes hivelyével (Matthews and Nelson, 1975).
Egér GCS becsiilt neuron szama mintegy 15 000 (Levi-
Montalcini and Booker, 1540). Osszehasonlitdsképpen az
ember GCS kb. 900 00C (Ebbeson, 1968a,b), mig a patkény
GCS kb. 32 000 (Levi-mMontalcini and Booker, 1960)
neuront tartalmaz. A ganglionok alapvetdé sejttipusa az
in. gangliondris neuron. Patkdnyban a ganclionaris
sejtek dtmérdje dtlagosan 25-40 Hm, de lehet akdr 50 pm
is (Tamarind és Quilliam, 1971). Az ezist impregndcids
kisérletek tanulséga szerint a gangliondris neuronok
multipolérisok (De Castro, 1932). Tengeri malac GCS
ganglicndris sejtjeinek &tlagosan 13 dendritje van

(McLachlen, 1974). A wviszonylag vastag dendritek

-

dagon eldgaznak. Etmber GCS gangliondris neuronjait
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dendritjeik hosszUsdga, eldgazadsi gyakorisdga €s a
dendritdgak lefutésa alapidn hérom csoportba osztjék
(Cajal, 1911). Egyes irodalmi utaldsck elap3ién
valdszinG, hogy nasonlé csoportositds lehetséges més

faj csetében is (licLachlan, 1974). Gyakran s

dendritek e sejttest ktzeleben levs valamely perikaryon



vagy perikaryonok kordl keépeznek SzOros halagt
("pericellular dendritic nest") (Cajal, 1911). Azonban
az 1s gyakori, hogy két vagy tobb ganglionédris neuron
dendritjei egy kozacs glomerulusban dgaznak el
sokszorosan, amelyekbe pregangliondris axonok ugyancsak
adnak le kollaterdlisokat (De Castrc, 1932). Delorenzi
(1931) és wMclachlan (1974) szerint ilyen glomerulus
ritka a kis rdagcsdldkban.

Az ezist impregnédcids fesiések alapjdn nem lehet
egyartelmien megkilcénbdztetni az axonokat a
dendritektdl, mégis &dltalédnosan elfogadott az a nézet,
hogy a gangliondris sejtek axonjai vékonyabbak, nem
mutatnak eldgazdst, és egy un. elsédleges (primér)
dencrit eredésébil indulnak (Cajal, 1911; De Castro,
1932; Dail et al., 1980).

A szimpatikus ganglionck mésik alapvetf neuron
tipusa az Gn. SIF ("small intensely flucrescent")
seijtek. Az elnevezés onnan ered, hogy e sejtek
intenziv, formaldehid-indukélt flucreszcencidt muiatnak
(Erankd and Harkonen, 1963,1965; Norberg et al., 1966).
Elektronmikroszikdénpal vizsgdlva ezek a sejtek
jellegzetes, nagy granuldlt vezikuldkat tartslmaznak,
gzért granuléris sejteknek is nevezik d&ket. Patkdny
GCS-ben Erankd €s Soinila (1981) 400-10C0 SIF sejtet
szémldlt. A SIF sejtek lekerekitett alakulak, dimérgjik
16-15 pm (Chiba and Williams, 1975). Morfoldgiailag ket

SIF sest tipust kidlonitenek el aszerint, hogy vannak-g
J p gy



nydlvdnyaik avagy nincsenek (MNorberg et al., 1966,
Siegrist et al., 1966). A nydlvdnnyal rendelkezd
neuronok zomében izoldltan helyezkednek el, mig a

-nytdlvénnyal nem rendelkezG6k dltaldban kisebb-nagyooD
csoportokba rendezldnek, rendszerint kapilldrisox
koridl. (o sejteket, hasonldan a gangliqnéris
heuronokhoz, szintén szatellita sejtek ©lelik korbe, ha
azonban csoportban helyezkednek el, akkor kGzottik
nidnyozhat a szatellita "tok", ilyen esetben a koztik
l1évé tédvelsdg minddssze 15-20 nm (Siegrist et al.,
1968). A SIF sejtek élettani funkcidja még ma sem
tisztézott, csupdn feliételezeések vannak arra, hogy a
SIF sejtek miképpen befelyasolhatjék a pre- és
posztgangliondris neuronok kdzotti kapcsolatct. Az
utébbi evekben dlteldnosan elfogadott elképzelés
szerint a nyudlvdnyos SIF sejtek interneuronck, a nen-
nyulvéanyos SIF sejiek pedig endocrin sejtek (¥illiezms

et al., 1975, Chiba et al, 1977).

2.3. Szimpatikus ganglionok neurokeémidja
2.3.1. Kolinerg rendszer elemeil
Biokeémisi, elektrofizioldgiai, farmakcldgiai €S

nisztokémial bizonyitékok nosszu sora mutatja, hogy az

eddig vizsgdlt valamennyi emlds paravertebrédlis
ganglion kolinerg innervédcidét kap (1ld. Kharkevich,
1986). Kolinergnek tekintjlik azckat a neuronckat,

amelyek ingerilet dtvivé anyaga acetilxolin (ACh), nig




azokat a neuronokat,' amelyeket a kolinerg neurcnok
innervélnak kolinoceptivnek nevezziik.

Patkany GCS-bcn a kolinerg rendszer valamennyi
elemet mar azonositotidk: A ganglicn magas
kolinacetiltranszferdz (ChAT) aktivitéét mutat (Hebb ¢€s
Waites, 1956; Kdsa et al., 1935; Thcenen et al.,1972).
Magy kcncentrdcicban tartalmaz ACh-t (Felcberg, 194
Kédsa et al., 1965; aclIntosh, 1963). A nyaki

szimpatikus ttrzs elektiromos ingerlésére a ganglion ACh

t
h

tartalmdnak Jelentés része {fiélszabaditha (Birks and

MacIntcsh, 1%61; Feldberg and Gacddum, 1934, Sacchi et
al., 1978). Az acetilkolint kotd receptorok (muszkarin
(mACHR) - ES nikotin tiousd receptorok (nACHR))
jelenlétét ugyancsak igazoltdk (mAChR: Burt, 1973;
nAChR: Smolen, 1963; Toldi et al., 1902). Biokénmiei

mérgsek szerint az GCS magas ascetilkolindszteréz (AChE)

<o

1D

aktivitdst mutat (Gisiger et al., 1978; Kdsa et sl.,
19€5; Klingman and Klingman, 19&5).

Az 06CS kolinerg rendszerének elemei kdzil szinte
kizarclag csak az AChE lokalizécicjdral vannak
ismereteink. Fény- ¢s elektronmikroszkdpos hisztokémiai
vizsgédlatok szerint az ACht preszinantikusan is,
rosztszinepiikusan is megtalélhatc (Erankg, 1972,

{dsa and Csernovszky,

1967). i#inthogy az AChE  nemcsak a kolinerg €s @
kolincceptiv neuronokban fordulhat . cld, hancm nds
sztveti elemeckben is {(Carvalheira and Pgarse, 1967),



ezért az AChEt nem tekinheté a «xolinerg rendszer
markereének.
Az GCS kolinerg rendszerénsk morfolégiai

azonositdsdra keézenfekvonek 1ldtszik magsdnak az ACh-nak

hisztokémiai kimutatdsa. Sajnos mindezidéig nem
taldltak nlyan dltaldnosan elfogacott médszert

amellyel ez 1lehetséges volna. Megjegyzendd, hogy
nemreégiben Geffarag €s munkatédrsai leirtak eqgy
immunhisztokémial mddszert, amellyel az ACh-1 mutatitak
ki rovar ¢€s patkdny idegrendszerben (Geffard et al.,
1985a, b)), azonban a mdédszer specifitdsét sokan
xifogéscljak. Ezért hisziokémiai szempentbdél a kolinerg
rendszer markerének a ChAT identifikdlédsdt tartjak.

5cidjar az

8]
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Leggyakrabban a ChAT neurcndlis 1lcksaliz
enzim immunhisztokémiai kimutatdsdt alkslmazzdk (Késs,
1984). Annak ellzsnére, hcgy a ChAT immunhisztckémia
sikeres alkaslmazdésdval a kizponii icdegrendszer kolinerg
uréirdél mér igen sok informécidé gyGlt issze, a
Szimpatikué ganglicnokban a kolinerg stiruk
& klasszikus elektronmikroszkdpiai leirdsok alapjén

vannak elképzelések (1d. iaithews, 1982Z).

2.5.2. Katekolaminok

Az elsd szimpatikus ingeridletdttevd anyagot, a
ncradrenalint vaon Eulernck 1%446-ban sikerilt
azonositani, <csaknem husz évvel az ACh Dioldgiai

szerepé felismerése utdn {(Dale and DBudley, 1925). Az



azota eltelt tEbb, mint négy ¢€évtizedben néhény méds
nonoaminrdél 1s bebizonyecsodott, hogy szerepiik van a
szimpatikus idernredszer mikdcdésében. Ezek koziil a hércm
legfontosaob monoamint, az acdrenalinti, noradrenalint és
& depamint osszecfoglaldan katekolaminoknak nevezik.

A katekolaminok kGz6s prekurzora az L-tirozin,

amelyet a tirozin-hidroxildz (TH) L-dihidroxi-
fenilalarinng (DOPA) alakit, amelybdl a DOPA-
dekarboxildz (aroméds aminosav-dekarboxiléz, AADC)

hatdséra <eletkezik a dopamin. A dopaminbdl a dopamin
béta-hidroxiléz (0BH) kataliziseként jon 1létre a
noradrenalin. A noradrenalint egy metil-transzferdz
enzim alakitja &t adrenalinnd.

A oerifériés szimpatikus idegrendszerben a

noracdrenalin a legfcntosabt +transzmitter. Anclitikai

kémiei meghatérozdsock szerint a paravertenrdlis
genglionckban s a nosztngangliondris nzurcnok
idegvégz8oéseiben nagy mennyisegd noracarenalin

taldlhstd (Holzbauer and Sharman, 1972; Koslew =2t al.,
1972). #acska GCS-bz2n az icdegvégzidésskben mintzgy 30C-

szor 1ot ncradrenalin nérhetd, nint & neurcnock

\—a
(Y]
[~
(@]
N
ﬂ\
3
)—J
)
H

Canhlstrim and Hagsncal, 196¢&

(8]
(0]
[
cl
ot
Q
(8]
—+
T
O
[¢]
3
~~

vizsgélatokikal a noradrcnelin bioszintiézis valamennyi
enzimeét sikeriult szoncsitani kilinbiézl szimpatiikus

o

carnnlionckban (Hcolzbauer and Sharman, 19

)
~I
%]
~r

A katekolaminok szfveti Kimutatédssa tihbfdle

Ty

o
6]
N
cd
«Q
.
'_J
[l
O
L]
(48]
w
N
@]
[©)]
3
@]
s
@]
(@]
juy
s
‘41
o
<
[ab]
H
|t
[6)]
| e
m
o0
(D
)
w
[@N
o]
(@)
4]



gangliondris neuronok szomdja és a SIF sejtek magas
fluoreszcencidt mutatnak. A neuropilben, feltehetileg a
gangliondris neuronock és a SIF sejtek nydlvanyaiban,
ugyancsak magas a katekolamin tartalom. A ganglion
sejtek fluoreszcencidjédnak intenzitédsaban nagy
kilonbség fedezhetd fel, s6t néhdny sejt nem mutat
fluoreszcenciédt. A legertsebben a SIF sejtek
fluoreszkédlnak (Dail and Barton, 1983). A fluoreszcens

hisztokémiai technika alkalmas megvdlasztasaval az

egyes katekolaminaok fluoreszcens szarmazékai
megkilcnbtztethetdk egymdstdl (Bjcrklund et al., 1968;
Bjorklund, 1963). A gangliondris neurcnok dontd

tcbbsége noradrenergek, mig a SIF sejtek dopaminergek
(836rklund et al., 1970; Libet and Ownman, 1974).

A katekolamin ftartalmé (katekolaminerg) morfoldgiai
elemek immunhiszickémiali mdaszerekkel is azonosithatdk,
vagy Kkézvetlenul a transzmitterek, vagy az azckat
szintetizdald enzimek kimutatédsédval. A katekolaminerg
rendszer markerekeének a TH-t tartjdk. Mivel ez az enzim
felelds mind a dopamin, ¢és rajta keresztil, mind a

noradrenalin képzeséért, TH immunhisztokeémia

D

segitségével nem lenet kidldnbseéget tenni a dopaminerg

IR
L i

és a noradrenerg sejtek kozotti. TH-immunhisztokémia

alkalmazdsdaval a ganglionaris neuronok is, €s a SIF
sejtek is immunpozitivnak adddtak (Pickel et al., 1575;
Kondo et al., 19588). Dcpamin—antitest slkalmszdsidval

azonban cssk a SIF sejtek Jjelélddtiek (Sakai et al.,



1969). A noradrenerg rendszer morfoldgiai markerének a
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DBH-t tekintik. DBH immunnisztokémiai Ic
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patkény GCS-ben szinte valamennyi ganglionéris nzurcn
immunreaktivitdst mutatott, mig a SIF sejteknek csupin
%-a (Koénig and Heym, 1978). A dopamin €s a noradrenerg
bioszintézisében szerepet jdtszik az AADBC is, azonban,
mivel nem szubsztrat specifikus, nem markere a
katekolaminerg rendszernek. A DOPA-n kivil szubsztratja
meég mas monoamin is, toobek ktzott az 5-
hidroxitriptofan, a szerotonin prekurzora is
(Christenson et al., 1970).

Ugyancsak immunhisztokémiai - immunflucreszcens-

technikadkkal sikeritlt kimutatni két mdsik bioldgiailag

4

aktiv monoamint, a szerotonint és a hisztamint 1is a
patxény GCS-ben. A serotonint SIF sejtekben
(Verhcfstadt et al., 19581), mig a hisztamint

gangliondris neurcnokban lokalizdltdk (Happitla et al.,

1985).

2.3.3. GABA

A kozponti idegrendszeroen Szamos aminosavraol
ismeretes, hnogy neurotranszmitterként (is) mlkcdnek
(Ottersen anc Storm-iathisan, 1984). Azonban Jjelenleg
meG nincscenek irodalmi adataink arrs vonatkozdlag, hogy
ezeknek az amincsavaknak - a GABA-t kivéve - hasonléan
fcntcs inrmerilet dtvivd feladatuk lenne a szimpatikus

idegrendszecrocn.



Az utodbbi években egyre t6bb irodalmi adat utal
arra, hogy a GABA-nak is szerepe lehet a ganglionok
idegi mikcdésében. Kilgnboz&é emlés fajok n&s-mds
szimpatikus ganglionjan végzet elektrofizioldgiai
kisérletek szerint az £Xagen (intra-arteridglisan
alkalmazott) GABA csokkenti a ganglionéris
transzmisszidt (Adams és  Brown, 1975; 3rown és
Constantini, 1976; DeGroat, 1970; Kimura et al., 1977).

A GABA-erg rendszer elemeinek gangliondris
jelenlétét killonbczd mddszerekkel igazoltdk. Bertilsson
¢s munkatdrsai muttattdk ki elsdként a GABA-t patkény
GCS-ben (Bertilsson et asl., 1976). Tomeg spektrografiai
eredményeik szerint a GCS GABA +tartalma a ganglion

grandjével azonos.

Q.

ncracrenalin mennyiségének nagys
tlaniewski és Suria (1977) magas nyomésud folyadék
kromatogrédfiai mdédszerrel (HPLC) wugyancsak igazolta a
patkdny GCS magas GABA tartalmdt. A GABA-t szintetizéld
enzimet, a gluteminsav dekarboxildzt (GAD), és a GABA-t
hatéstalanité enzimet, a GABA <iranszamindzt (GABA-T)
biokémiai technikék segitségével azonositcitak a
canglionban (Ercc és Kiss, 15€5). Meurokémiai

nmédszerekkel sikerilt GABA receptorokat (GABA& gs

GABAB) elkiicniteni a ganclionban (Balcar et al., 1936;
Bewery et al., 1578; Farkes et al., 1986).
A GABA-erg rendszer clemeinek morfoloniai

kimutatdsa immuncitokémiai mddszarekkel lehetsénes. A

~

[6)]

GABA-erg rendszer markerének magdt a GABA-i és az azt



szintetizdld enzimet tekintik. GAD immuncitokémia
alkalmazdsdval lokalizédltdk az enzimet patkdny GCS-ben.
Kenny és Ariano (1986) néhény kicsiny neuront GAD-
immunpozitivnak taldlt. Véleménylk szerint e neuronok
nem SIF sejtek. Ezzel szemben Happtld és munkatdrsai
(1987a), ugyancsak GAD-antitest alkalmazdsdval, néhany
gangliondris neuront és SIF sejtet taldltak pozitivnek.
np

Viszont a fenti szerzék egyike sem mutatott ki GAD-

immunpozitiv rostot. GABA immuncitokémia segitségével a

(@]}

kicsiny interneuronok GABA-erg volta veldszinGsithex
(Wolff et al., 1986; Kdsa et al., 1968; Dobdé et al.,
1969). legfigyelésasink szerint azonban az sem Kkizart,
hogy a SIF sejtex kozott is vannak neuronok, amelyek
GABA-immunreaktivak. A GABA immuncitokémiai vizsgdlatok
azonvban nem tudtdk megeréGsiteni ézt, hogy a nagy
principélis neuronok 1is GABA-ergek lennének (Késa =t
al., 1968; Dobd 2t =2l., 1%89; Wolff et al., 1989).

A GABA-erg rostok ganglicndris jelenléteére 1is &
GABA immunhisztokémiai credményeck utalnak (Kdsa et él.,

198G Volff et al., 198%). A patkdny GCS-ben igen sok

GABA-immunpozitiv rost tsldlhatd, amelyek hetercgeén

(@8]

megosz1lést mutatnak. A rostok gyakran igen sir
héldzatot hoznak 1léire, emelyek az egyes oprincipélis

neuronokat kdrbe fegjak. Ugy tinik, nogy a ganglionban

]

vannak olyan nagy neurcnok, wmelyek egydéltslén nzm
Kapnak GABA-immunreaktiv innervécict, mig vannax

olyanok, amelyeket az immunpozitiv rostok rengkivil



gyakori arborizdcidval vesznek kdril. A legtobb GABA-
immunjelolt nydlvdny a ganglion kranidlis Trészén
figyelheté meg. A gazdagon innervdlt ganglionaris
neuronok (a neuronok mintegy 5%-a) foként az GCS azon
régidéjéban helyezkednek el, ahonnan a principdlis
neuronok &z arteria carotis interna felé kuldik
axonjaikat (lUolff et al., 1989). A denervdcids
kisérleiek tanulsdga szerint a GABA-immunresktiv axonck
¢éntd tobbsége preganglionaris eredetld (Dobd et al.,
969).
A teljesség kedvéért megjegyezhetd, hogy a GABA-erg

rendszer elemei kdzil a CABA-T nemcsak immuncitokémiai

médszerrel, hanem hisztokémiai technikdkkal is
kimutathaté (Van Gelder, 1965; Vincent et al., 1980;
Nagai et al., 1963), azonban a GABA-T nem tekinthetd

GABA-erg markcrnek, mivel nem kizérdlag a GABA-crg

rendszerben lokalizélhetd (Nagai et al., 1984).

2.3.4. Neuropeptidek

Sokdig kizdérclag az ACh-t ¢és a NA-t tekintették
neurotranszmittiernek az autondm idegrendszerben. Az
utébbi 15-20 évben azonban egyre t&bb irodalmi adat
gyuilt ©ssze arra vonatkozdlag, hogy egyeéd, a xdzponti
idegrencszerben wdr bizonyitottan fontecs reguldld
szereppel rencelkczo, k€miaillan jol definidlt

anyagokkal, a nénény aminosavbdél &l11< neurcpeptidekkel,

a seriférikus iceci mikodésben ugyancsak szémolni kell



(1d. Dun, 1983). A biolédgiailag aktiv peptidek
neurokéaiai vizsgédlaténak folgyorsulédsa a peptidek
szintetikus elédllitédsdnak fejlédésével magyardzhatd. A
szintetikus peptidek elerhetdségenek kiszinhetlen egyre
tcbb neuroaktiv peptid ellen sikertlt antitesteket
produkdlni, amelyek alkalmazésdval,
réddioimmunvizsgélati és immunhisztokémiai mddszerekkel,
szédmos neuropeptid gangliondris jelenlétét sikerdlt
igazolni.

Jelenleg tobb, mint Nisz neuropeptidet
azonositottak nehany ehlés kilonbczd szimpatikus
ganglionjdban. Az immuncitckémiai eredmények szerint az
egyes neuropepticdek eloforduldsa, valamint megoszlasa
nagymértékben kilénbGzhet wugyanazon faj psra- €s a
prevertebralis ganglicnjaiban . A prevertebrdlis
ganglionokban pl. figyelemreméltd P anyag (“substance
P" (SP)) 1lokalizdlhatd (Hékfelt et al., 1977c), eczzel
szemben a OGCS-0en csak kisebb nennyiségoen talélhatd
(Robinson et al., 1960).

Emlbs paraverteordlis ganglion principdlis
neuronjainak - reszben eltérc, részben azcnos-
nopuldcidiban szémos neurcpeptidet identifikdltak, igy

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

al., 1900; Lundberg et al.,1982), CGRP-t ("calcitonin

cene-related peptide") (Lindh 2t al., 1987),
. R ve . € N .

enkefalingkat (Hanozla et al., 19C7b: Schultzberg et

4

al., 197¢9), galanint (Kummer, 1987), MPY -1



("neuropepticde Y") (Lundberg et al., 1983; Lundberg et
al., 1964; Kondo et al., 1988), szomatostatint (Hokfelt
et al., 1%77a), PHI-t ("peptide histidine isoleucin
amid") (Sasek and Zigmond, 1989), vazopresszint (Hanley
et al., 1984) ¢és VIP-et ("vasoactive intestinal
polypeptide") (Hokfelt et sl., 1977b; Lundberg et al.,
1979).

A gangliondris neuronckban azonositctt peptidek
kdzil a CGRP-t (Lee et al., 1985), az enkefalint
(Schultzberg et al., 1578; Schultzberg et al., 1979;
Kondo et al., 1988), PHI-t (Sasek and Zigmond, 1989) és
a VIP-et (Hokfelt et =al., 1977b) rostokban is
kimutattdak. Ezen peptideken xivil CCK-t
("cholecystekinin™) (Larsson and Rehfeld, 1979),

+

pomobesint (Schultzberg, 1932) és SP-t (Hiokfelt et al.,

L

1977c) immunreaktivitést mutatd rosteckat taldliek a
ganclicnoksan.

A  neuropeptidek immuncitokémiai vizsgélata, day
tinik, Jjelenleg még elibbre tart, mint & vellk
05 elektofizioldgiai &s neurokémiai Kkutatésck.
tgyrészix feltehetdleg excitatdrikus jJellegl, mint pl.
a SP (Jan et al., 1980; BSun and Karczmar, 1981), mig
mésrészik, mint pl. az enkefalinck (Konishi et al.,
197%; Dun and Karczmar, 192G1) inhibitdrikus hatést
gyakorolnak a ganglicnéris transzmisszicra. A

szimpatikus ganglicncokban icentifik&lhatc peptidek

neurokeémidjsdrcl - tudomasunk szerint - még nincsenek



adatok. Nem ismerctes hogyan ©bioszintetizédlodnak,
hogyan €s hol raktarozdéconak, milyen viszonyok kozott

szabadulnak fol és mikeéppen inaktivdlddnak.



2.4, Célkituzések
Az emlitett irodalmi adatok bDHirtokdéban kutatdsainkban

rcgésekre kerestink védlaszt:

[N

az 3labhi k
1. ChAT immuncitokémia alkalmazdsdval:

a. Milyen a kolinerg axonok megoszldsa az egér GCS-ben?
b. Vannak-e kolinerg interneuronock a GCS-ben?

c. Lépnek-e¢ ki kolinerg rostok a ganglionbdl?

g. Milyen szinsptikus kapcsolatban vannak a kolinerg
axonok a ganglindris neuronckkal?

2. GABA immunhisztokémia alkalmazasdval:

a. Mi Jellemzé a GABA-immunreaktiv struktdral
megcszlasdra az eger GC5-ben?

b. Taldlhatdk-e 3 ganglionban GABA-immunjelolt
interneuronok?

c. Vannak-e 1immunpozitiv szinapszisok a ganglionban?
Amennyiben vannak, milycn a szinapszisok jellege?

¢. Van-e KxUlinbs€g az egér eés a patkény GCS GABA-
immunreaktiv innervdacidja kézdtt?

3. GAD immuncitokémia alkalmazdsdval:

GABA immunhiszickémiai megfigyeléseink igazolhatdk-e
GAB-antitest alkealmazaséval?

4. Feltételezheti-2 a kolinerg - és a GABA-erg rendszer

markercinek egyidttes eloforduldsa, azaz vajon ko-

U

exnresszalddhat-¢ az ACh £s a GABA?

(
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Felhaszndlt reagensek €s vegyszerek

3.1.1. Immunreagensek

Kisérleteink sordn a kdvetkezd immunreagensekkel
(antitestekkel illetve antiszérumokkal) dolgoztunk:
Primér antitestek

Anti-ChAT: patkdny monoklcondlis anti-oatkany ChAT
(Levey et al., 1983; Ab8; Dr. B. Wainer ajéndéka).
Anti-GABA: (a) affinités kromatogrédfidval tisztitott
nydlban termelt anti-GABA (VWenthold et al., 1986; ODr.
R. J. Venthold ajdndéka). (b) nydlban termelt anti-GABA
(Storm-tathisen et al., 1983; Storm-¥athisen ajdndeka).
Az antigén mindkét esetben marha szérumelbuninhez
glutéraldehicdel konjugdlt GABA volt.

Anti-GAD: oirkédban termelt anti-patkény GAD (Jertel ex

al., 1981; QOertel ajandéka).

Szekunder antitestek

Anti-patkény IgbG: nydlban termelt anti-patkdny IcG
(HUMAN) .

Anti-nyudl IcG: (a) magunk készitzatt affinités
kromatografidval tisztitott patkényban termelt anti-
nydl InG (Krendécs et al., 1988).

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

(¢c) kecskében termelt anti-nydl IgG ((H+L) NORDIC).
Anti-birka IgG: nyllban termelt anti-birka IgG ((H+L)

NORDIC), amely antitest a tapasztalatok szerint
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intenziv kereszt-reakcidt mutat a kecske IgG-vel.

Peroxidéz anti-peroxidéz (PAP):
Valamennyi PAP reagenst (patkény -, nyidl -, kecske PAP)

a NORDIC-tdl vettik.

3.1.2. Laboratdriumi vegyszerek

A felhaszndlt vegyszerek és reagensek:
3,3'-diaminobenzidin-4HC1 (Sigma)
Durcupan AMC kit (Fluka)

Entellan (Merck)

Etanol (Reanal)

Glutdraldehid (Reanal)

tiertioldat (Reanal)
Nédtrium-dihidrogén-foszfdt (NaHZPGA.HZD) (Merck)
Mdtrium-hidroxid (Reanal)
Hétrium-klorid (erck)

Nikkel-klerig (MiCl,.8H,0) (Reanal)

a)

Czmiumietroxid (Flm

N

Glom-acetdt (Merck)
Paraformacehid (ierck)
Pikrinsav (ierck)
Prendz (Serve)

Timol (Reanal)

Trisz-(hidroxi-metil)-aminc-netén (ierck)

Urznil-acetat (Fluka)



Zselatin (Merck)

Xiloel (Reanal)

3.2. Allatok

3.2.1. Vizsgdlt &llatok jellemzdi: torzs, nem, kor
Kisérleteinkhcz mindkét nembeli, feln&tt, 25-32 g-os
CFLP t6rzshoz tartozdé zlbindé egereket haszndliunk. Az

dllatckat 12 <¢ra fény - 12 6ra sotét ciklusban

23]
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tartottuk. Az egerek normdl patkédnytadpot (L

G6doll0) és csapvizet kaptek ad libitum.

3.2.2. Mitéti beavatkozédsok

Vi

N

sgalni kivantuk, hogy a GCS decentralizécidjs milyen

|G}

o

atést gyakorol a ganglion ChAT - illetve GABA
immunhisztokémial festédésére. Az dllatokat NembutalR—
lal (Abott S.A.) altattuk (50 mg/xg). A bal oldali
arteria carotist feltdrtuk, majc az GCS azonositéssa
utén a CST-t dtmetszettix, a gangliontdél 3-5 mm-re.
Méhdny mg penicillint szérturnk a mGtéti terlletres, majc
a scoet Csszevartuk. Az ecgereket 4-14 nap tulélési ido
utdn 2ldecziuk fol az immunhisztckémial kiserletekihez. A

cis axotbmis hatdsainak tesztelésére minden
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esetben @ Kkoniralaterdlis (jcbb) oldali ganglion

t nem vagtuk &t.



3.3. Médszerek

3.3.1. ChAT immuncitokémia

A szdvet prepardlésa

Az egereket éteres altatds utén az aortédn keresztil

uk. A vért 3-4 ml izotdniés

-

torténd perfdzicdval fixdl
s6oldattal (PBS) mostuk ki, amely 0,9% NaCl-ot és 0,01
M natrium-foszfat puffert (PB; pH = 7,4) tartalmazott.
tzt kidvetéen 8-10 ml fixdldéval folytattuk a pefdzidt. A

fixdlé 8% frissen depolimerizdlt formaldehidet, 0,1%

glutérsldehidet, 0,8% pikrinsavat ¢és 0,12 M PB-t
tartalmazott. Hogy elkeriljik a tuilfixdlédst, a fixdlot

15 ml 0,12 M PB-vel mostuk ki az dllatokddl. Valamennyi
cldat szobahimérsékletl volt. A perfdzidt 1 ml/perc
sebességgel végeztik.

A ganglionokrdél d&vatosan elidvolitotiuk kapszulét,
majc 37 °C-0s - még é€ppen folyés - zselatin oldatba
(ZS0) helyeztik a mintdkat. (A zselatin oldat 30 ¢
zselatint, 30 ml glicerint, 0,2 g timolt és 140 ml 0,12
m-os PB3-t tartalmazott.) Ezt kovetéen a zselatint
hit8szekrenyben megdermesziettiik. A ganglicnckat, a
kérbevevd 1-2 mm-es zselatinnal egylitt, kivdgiuk dgy,
hogy a ganglionoknak kd. 4-6 nm-es '"zselatin talps"
maradjon. A mintét tartalmezo Slokkoxat 30%-
xrioprotektdld hatdsd - nédcukrct €s 0,1% ndtrium-

-

azidot tartalmsezd G,05 # Trisz-HCl pufferbe (TB; pH =
7.6) tettik egy €jszakdra.

n, 25
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Az anyagokbdl, széndioxid gdzos fagyaszt
= 3 - <



pm-0s metszeteket kKészitettink kriosztattal. A
kriosztdt hémérsékletét -18 és -23 9C kézott tartottiuk.
A metszeteket 0,9% NaCl-ot és 0,1 i T8-t tartalmazd

oldatban (TB8S) gyljtottik.

Immuncitokémiai protokoll

Immuncitokémiai médszerkeént lényccében ey
immunperoxiddz technikét alkalmaztunk, amelyet
Sternberger €s munkatdrsai fejlesztettek xi

(Sternberger et al., 1970; Sternberger, 1979).

A metszeteket normdl diszndsaviéban inkubdltuk ket
orat. Ezutén a meiszetek inkubdélésat az aldbbi
immunreagensekben folytattuk: (1) 1:150-es higitésd
anti-ChAT-ban 36-40 d&rdt 4 OC—on, (2) 1:5 higitésd nydl
anti-patkdny IgG-ben 1 ¢rét szobahfmérsékleten, (3)
1:250 higitésd patkény PAP-ban 1 CrTET
szobahtmérsékleten, majd a (2) ¢és (3) 1lénacsciket nig
ketszer megismeteltik. Az antitesteket normél

diszndésavéban higitottuk, amelyet 0,01% mertiocldttal

egészitettink ki, hecgy e hosszi inkubdldsck alatti
¢hatatlanul sekidvetkezd vakteridlis szaporodést

megakacdlyozzuk. Az anti-patkany IgG oldatéhoz adtunk

(T

méq 20% normél cgérsavot is.

Az egyes inkubdldsok kzctt a metszeteket hdromszor
20 percig TBS-ben mostuk. Az utolsé lépést (a harmadik
(Z)1) kévetl Eblités  utdn a szévethez KGtagE

immunperoxidéz kimutatésdra 2,3"'-diaminobenzidin



sésavas s6jdt (BAB) haszndltunk kromocgénként. Az
eléhivé oldat 0,05% DAB-ot, 0,1% NiClz—é.HZO—ot, 0,01%
H202—0t és 0,05 M TB-t tartalmazott. Az oldatot mindig
frissen d4llitottuk Ossze, €s elkészitése utén szlrtik.
A metszeteket 15-20 percig hivtuk eld, majd 0,05 M TB-
ben oblitettik.

Féenymikroszképos vizsgédlathoz a metszeteket 0,5%
zselatint ¢és 0,05% timolt tartalmazé 0,05 M TB8-b61
hdztuk fol térgylemezre, majd levegGn megszdritottuk.
Ezutdn a metszeteket félszélls (30, 50, 70, 80, 90, 96

és 100%) alkoholos sorban cdehidrdltuk, xilolban

ceritetitik, és Entellénnal lefedtik.

A kivalasztott metszetekest az 2l6hivdst kivetBen 0,13 i

€

PEB-ben oblitettink, majd 8,12 M PB-ben oldott 1% 0504—
Gai kezeltiunk 1-2 orat sctétben. Ezuidn isnét PB-es
nmosds, majd 1C-10 perces {folszdlléd alkoholos sorban
térténd cdehidrélds kovetkezett. A 70%-o0s alkohol

telitet!t wuranil-acetdtot <tartalmazoti, ¢€és a kezelési

ic& eckkor 30 perc volt. ODehidrdlés utén az elkcholt

»

fokozatosan prcocilénoxicdre cseréltiik ki 28 operce
alkohol-oropilénoxid 1:1 ardanyd oldatdval, majid %é€iszzr

20-20 perces tiszta propiiéncxiddal tértént

N

dedgyazd anyackeént Durcupdnt haszndltunk, melyct az
zléobi komponensskoil (A/, C, D és B) a gyértid cég

szerint dllitottunk &sszec: 12,5 g A/ + 0,55 g C + 0,23
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g B + 10 g B. Propilénoxidbdl a metszeteket gyors
mozdulattal a Durcupan egy-egy cseppjébe tettik,
melyeket elCzdleg tdrgylemezre boritott mGanyag félidra
(Folpack) cseppentettink. A metszeteket egy €Jszakan
at, szobahdmérsékleten infiltraltuk a Durcupan
cseppekben. Ezutdn a cseppeket egy mdsodik Folpackkal
takart targylemezzel lefedtiik, 6és 56 °CC-ra 4&llitott
termosztatban polimerizéltuk 2-2 ¢és fél napig. A
mdsodik tdrgylemezt eltdvolitottuk, és a metszeteket
magadba foglald Durcupan lapocskdkat a bedgyazd anyaggal
feltoltott zselatin kapszuldkkal 1leboritottuk. Ezutén
Gjabb 3 napos polimerizdlés kovetkezett 56 °C-on.

A mdsodik polimerizdlds utédn a gyantdt letortik a
tdrgylemezrdl, €s a gyantdba zdrt metszetbdl vékony,
arany szinl metszeteket metszettiink. Az wultravékony
metszeteket Formvédrral fedett egylyukd gridekre
dsztattuk fol, €s levegdn rdszdaritottuk. A metszeteket
eldob vizes telitett wuranil-acetdttal, majd dlom-
acetdattal kontrasztoztuk. Az eképpen eldkészitett
metszeteket Zeiss EM 10 elektronmikroszkdppal, 80 kV
gyorsito fesziiltseg mellett vizsgdltuk.

Az immunfestés kontrolldldasara vagy kihagytuk a
primér antitestet, vagy helyettesitettik 1:1000
higitdsd normél patkdnysavdval. Az immuncitokamidt

ezekben az esetekben is a fentiek szerint végeztiik el.
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3.3.2. GABA immunhisztokémia
A szovet prepardlédsa
Az egereket eéteres altatsas utan 3 szivkamra
megnyitdsdval elvéreztettiik. A GCS-ket kiprepardltuk,
€s azonnal szobahOmérsékletld, 5% glutéraldehidet és
0,12 M PB-t tartalmazd fixdldba helyeztik 60-90 percre.
Az immerzids rogzités utdn a ganglionokat 4 9C-0s TBS-
ben mostuk 12-24 ¢6rdn 4t, hogy blokkecljuk a szdvethez
kotdédo szabad aldehid csoportokat. IdBkozben a
ganglionokrdl eltdvolitottuk a kotdszoveti burkot.
Ezutdn a GCS-ket 24 6rén 4t infiltraltuk 37 °C-on
tartott ZS0-ban. Az infiltrélds utdn a mintdkat magdba
foglaldé zselatint hdtdszekrényben megdermesztettiik, és
a mdr emlitett mddon a ganglionockat korbevdgtuk. A
zselatinos blokkokat 30% ndadcukrot tartalmazd 4%
formaldehid 0,1 M PB-os oldatdban utdfixdltuk 16 dran
dt 4 °C-on. A fixdldsi idsé letelte utén a formaldehidet
ugyancsak - 30% nddcukrot tartalmazé 0,05 M TB-vel
tdvolitottuk el a blokkokbdél, ami szobahdmérsékleten 2-
3 déra alatt kovetkezhet be. Ez utdébbi lépést azért
kellett beiktatni, mert a formaldehid Jelenléte
renckivil alacsony metszési homérsékletet tenne
szikségesseé.

10 pm-es kriosztat metszeteket készitettink,
amelyeket ezdttal sem szaritottuk térgylemezre, hanem
mint szabad uUszd (= "free floating") anyagckat TBS-be

gyGjtottik. A metszeteket ezutdn a Streptomyces griseus
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egyik fehérje bontd enzimével, prondzzal kezeltik,
amely az antitesteknek a szoveti antigénhez vald
hozzéférhetbségét biztositja (Dobodo et al., mejelenés
alatt). A metszeteket TBS-ben oldott 0,1% prondzzal
kezeltik szobahtmérsékleten 15-20 percig, majd TBS-ben
kétszer Oblitettik. Ezt kbvetden kerilt sor a GABA

immuncitokémia alkalmazésdra.

Immuncitokémiai protokoll
Immunfestési mddszerink az G4n. egy hidas (= "single
bridge") PAP technika volt, szemben a ChAT
immunhisztokémiai azonositdsdra haszndlt hdrom hidas
PAP  technikdval, ami azt Jjelenti, hogy a kotd-
szekunder - antitestet csak egyszer alkalmaztuk.

A metszeteket normdl diszndsavdval kezeltik 2 orat
szobah6mérseékleten, majd a kovetkez® immunreagensekben

9C-on: (1) 1:150 higitédsd anti-GABA-val

inkubdltunik 37
(a) vagy 1:30 higitdsd anti-GABA-val (b) 6-8 ©@rén &t;
(2) 1:10 higitdsd patkdny anti-nydl IgG-vel vagy 1:30
higitési kecske anti-nydl IgG-vel 1,5 o6rdt; (3) 1:250
higitdsd nydl PAP-pal 1,5 érdn at. Az immunreagenseket
norméal diszndésavdban higitottuk. A szekunder
antitesteket 10% normél egérsavioval egészitettik ki. Az
inkubdlésok kGzott a metszeteket TBS-sel mostuk. Az
immunpercxiddz reakcidét a mdr emlitett DAB-nikkel
eldéhivoval tettik ldthatdvé, azzal a kiilonbséggel, hogy

9 helyett csupdn 0,005%-0t haszndliunk. Az
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optimdlis eldhivdsi id6 10-15 perc volt.

Ezutdn a metszeteket a fény- €s
elektronmikroszképos vizsgdlatokhoz a ChAT
immunhisztokémidndl leirtek szerint készitettik ald.

Az anti-GABA antitestek spsbifitését ellengriztik.
A ganglion metszeteivel egyltt inkubdltunk o©lyan
nitrocelluldéz lapocskékat, amelyekre dializdlt patkény
agyi homogenéthoz glutdraldehiddel konjugdlt kiildnbdzd
aminosavakat abszorbedltak (Ottersen et al., 1986;
Storm-Mathisen ajéndéka). Az egyes foltok konjugdlt
aszparaginsavat, ' béta-alanint, GABA-1, glicint,
glutaminsavat valamint taurint. |

Az immunfestés specifitdsdt is megvizsgdltuk. A
kontroll metszetek esetén vagy kihagytuk az anti-GABA
antitesteket, vagy helyettesitettik ezeket 1:1000
higitdsd normél nydlsavdéval, egyéobként a festést a

leirtak szerint végeztik el.

3.3.3. GAD immuncitokémia

A szovet prepardldsa

Az dllatokat éteres altatds utdn perfiuzidsan fixdltuk
az aortédn keresztil az aldbbiak szerint: (1) a vért 3-4
ml PBS-sel mostuk kij; (2) majd 8-10 ml frissen
készitett fixdldval folytattuk a perfizidt, amely 4%
formaldehidet és 0,12 M PB-t tartalmazett; (3) végil a
fixéldét 15 ml 0,12 M PB-vel mostuk ki az az dllatokbdl,

hogy elkeriljik a sz6vetek  tulfixdlésdét. A GCS-ket



kipreparéltuk, ma jd a ChAT immuncitokémidndl

részletezett mdédon metszeteket készitettik.

Immuncitokémiai protokoll
Imnunfestési mdédszerként ezittal is az uUn. egy hidas
PAP technikat alkalmaztuk.

A szabad Uszd 25 pm vastag fagyasztott metszeteket
normdl diszndészérumban eldinkubdltuk szobahdmérséklaten
2 oran &t. Ezt kovetden az aldbbi inkubdldsokkal
folytattuk a proceddrédt: (1) 1:2000 higitdsd anti-GAD 4
OC-on 36-50 drat; (2) 1:20 higitdsd nydl anti-birka IgG
szobahdmérsékleten 3 6rdt; (3) 1:200 higitdsi kecske
PAP szobahGmérsékleten 3 dérdn at. Valamennyi antitestet
normdl diszndésavdban higitottuk, amelyet 0,1% Triton X-
100-zal egészitettik ki. A mdsodik immunreagenst 1C%

normdl egérsavdéval egészitettik ki.

Az immunreakciok vizualizdlédsat, a metszetek
celokészitését a fény- és elekironmikroszkdpos
vizsgdlatokhoz a ChAT immuncitokémia leirdséndl

részletezett mddeon végeztik.
A GAD immunhisziokémia kontrolljdban a primér
antitestet kihagytuk, €és az immunfestést az elbdzdek

szerint hajtottuk veégre.



4. EREDMENYEK

4.1. ChAT-pozitiv struktirédk lokalizacidja

£.1.1. Fénymikroszképos megfigyelések

Az egér GCS-ben renkivil sok ChAT-immunreaktiv axon
taldlhaté. Az axonok heterogénen oszlanak meg a
ganglionban. A legintenzivebb fest6dés a ganglion
rosztrdlis pdélusdban €es a CST belépesi helyénél
ldthatd: (1A és 1B dbrék).

A CST-ben igen nagy szdmd vastag, intenziven
Jjeloclédd rost fut. A rostok itt. nem -eldgazdak,
egyenletesen vastagok, varikdzusszerd kicblostdés nem
figyelhetd meg rajtuk (1B dbra). Az immunreaktiv axonok
a CST-b6l a ganglionba 1lépve kisebb-nagyobb kdtegekre
véalnak szét. A kotegek egy része, a ganglion
hossztengelyével pdrhuzamosan, a rosztrdlis pdlus felé
tart (1A édbra). A kiotegeket elhagyd axonok fokozatosan
eldgaznak, egyre vékonyabb rostokat képezve (1C. 1D és
1E &brék). |

A ganglion belsejében, a medidlis ¢és kaudélis
reszexben, a ChAT-immunreaktivités helyenként
foltszerden jelenik meg (2A d&bra). E foltokat az
immunpozitivitdst nem mutatd principdlis neuronok
glelik kgrbe. A veéikonyabb axonokon gyakoriak a
megvastagoddsok, varikozitdsok (28 ¢és 2D &brdk). A
varikozitédsok 1cbbseqéet vagy egyes gangliondris
neuronok kodzvetlen kozelségeben, soxkszor felszinikkel

szcrosan érintkezve (23 és 20 dbrék), vagy a neuronok
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altal kdzre fogott glomerulusszer( szerkezetben
taldlhatjuk meg (2A és 2C &brék). Szérencsés esetben
megfigyelhetd, hogy a varikozitdsok olyan sOrin kovetik
egymdst az axonokon, hogy a kéztiuk 1évo tdvolsdag kisebb
egy atlagos varikozitas dtméro6jénél is. Nagy
nagyitdssal az is megdllapithatd, hogy a foltszerdien
megjelend immunpozitiv glomerulusok tulajdonképpen a
rostok sokszoros arborizacid)janak kovetkeztében
létrejovd axonfonadékok (2C é&bra).

A GCS rosztrdlis pdélusdban taldlhaté a legtobb
festddo axon, és ittt lokalizdlhatd a legtebb
varikozitéds is. E pdlusban olyan sGr0 az axonhdld, hogy
a finomabb részletek tanulmidnyozdséra nincs lehetfség.

Fénymikroszkdposan dgy tinik, hogy vannak
gangliondris neuronok, amelyeket a ChAT-pozitiv axonok
rendkivil intenziven innervélnak, €s vannak olyan
pneurocnok, amelyek ldtszdlag nem kapnak ‘kolinerg
innervéciagt.

A gangliondris neuronock a ChAT-antitesttel nen
jelolédtek. Tovébod nem sikerult immunreaktiv
interneurcnokat sem kimutatni.

Kiloncs gonaot forditottunk a ganglion
posztgangliondris torzseinek ChAT immuncitokémiai
festodésére. Az ECN-ben €s ICN-ben csak igen ritkén
taldltunk immunpozitiv rostot. E rostok vékonyak, nem
eldgazéaknak tlntek. Varikozitédst nem mutattak (38 és

3C abriék).
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4.1.2. Becentralizdlds hatdsa a ChAT immunreaktivitdsra
A ganglion pregangliondris denervéacidéjat kovetd 5-11.
napon ChAT-immunreaktivitdst nem észleltiink (2F &bra).
Ugyanakkor a kontralaterdlis (jobb oldali)

ganglionokban a fentiekhez hasonld festddést kaptunk.

4.1.3. ChAT immunreaktivitds elektronmikroszkdpos
analizise

ChAT immunhisztockémia alkalmazédsa utdn a metszetek egy
részét clektronmikroszkdpos vizsgdlatokra bedagyaztuk.

Alkalmas bedgyazés utén a ganglion ChAT immunfestésére

jJellemzd terileteket fénymikroszkdp alatt
kivdlasztottuk, Kivégtuk a metszetekb(l €s djra
agyaztuk.

Az an. pre-embedding elektronmikroszkdpos
immuncitokémia gyakran visszateérd problemaja az

ultrastruktdrédban bekGvetkez0 bizonyos karosoddsok. A
ChAT minél megbizhatdbb (érzékenyebb) immuncitokémiai
kimutatdsdra alkalmazott hdrom-hidas PAP  tcchnika
sajndlatos mégdon nem kedvezett a ganglion
ultrastruktdrédlis vizsgalatdnak. Minthogy, azonban,
celunk nem az egér GCS <finomszerkezetének leirdsa,
hanenm a ganglion kolinerg rendszereének
elektronmikroszképos analizise volt, vélemenyink
szerint a vdlasztott technika megfelelbnek bizonyult
célunk elérésénez.

ChAT immunhicztokémidval festett mectszetekkel



kapcsolatos fénymikroszkdépos megfigyeléseinket az
elektronmikroszkdpos vizsgdlat messzemenGleg igazolta;
immunreaktivitast kizdrdlag axonokban taldltunk,
-amelyek a neuropil glomerulusszerd szerkezetében
témorllnek (4. &bra). Az immunpozitiv rostok dontd
zémében mielinhively nélkiliek (58 dbra), de ritkan
immunreaktivitast ismertink fagl mielinhiivellyel
rendelkez& axonckban is (5A dbra). Az intenziven
jelolédé varikozitdsok vagy idegvégzédések Jjelenteékeny
része preszinaptikusnak adddott. A képz6dd szinapszisok
asszimmetrikus tipusudaknal oizonyultak. A ChAT-
immunpozitiv termindlisok kisebb hényada principdlis
gangliondris neuron perikaryonjdn képez szinaepszist,
vagy kozvetlenil annak felszinén (5C dbra), vagy inkébb
a szomardl kindv$ tiskén (50 &bra). Mindkét esetben a
preszinaptikus terminalis ugyan nagy felileten
érintkezik a posztszinaptikus neuron membrédnjdval, s
posztszinaptikus membrdnmegvastagodds csak kicsiny
teriletre terjed ki. Az ozmiofil megvastagodds sokszor
a szomatiske cslcsdhcz kidzel taldlhaté (5D édbra).

A ChAT-immunreaktiv varikozitdsok vagy termindlisok
nagobb hényada dencriten, orimér dendriten (S5E 4&bra)
vagy szexundér dendriten szinaptizdl (5F és 56 dbrédk).
Az axo-dendritikus szinapszisok kisebb része a dendrit

torzsén kozvetlendl (5E és 5G 4brédk), nagyobb része

N

dendrittiskén 3Stt 1létre 5. @dbra). A dendrittiskék

alakja igen vdaltozatos lehet.



Szerencsés esetben 1dthaté, hogy egyetlen metszeten
belul egy pozitiv axon kettd vagy anndl tobb
szinapszist (4n. "en passant" szinapszisok) is képezhet
(5G ébra).(Sorozat metszeteken megfigyelhetdé, hogy egy
pozitiv axon ugyanazon a dendrittiskén tobb pontban is
szinaptizdlhat (6B-C 4brék). Esetenként az immunjelslt
preszinaptikus termindlis csaknem teljesen korbefog egy
dendrittisket, de a posztszinaptikus memoran-
megvastagodds nem terjed i a tiske egész fellletére
(6A és 6H &brdk). A szinaptikus kapcsolat létesilhet a
tiiske apexén (6A és 6C &abrdk), vagy a tiske oldaldn (6D
€s 6H &brék), vagy annak bdzisdn (4F dbra). Mdskor egy-
egy pozitiv termindlist egy szekundér dendrit nyudlvénya
novi korbe. Ilyenkor a szinaptikus Junkcid nagyobb
feliileten alakulhat ki (6E dbra). Az axo-dendritikus
szinapszisok érdekes jelensége az, amikor az
immunpozitiv termindlis egyszerre szinaptiz&al a dendrit
tiérzzsel és a dendritb&l kinyuald tiskével (66 ébra).

Az elektronmikroszkdpos vizsgélat sorén egy
kilcnds, az egér GCS-re jellemzCG képletet figyeltink
meg; két preszinaptikus termindlis két oldalrdl fog
kGgzre egy cdendrittiskeét. A tiskében, a két
nosztszinaptikus memobrén-megvastagcdés kczctt egy
elektron-denz sav hdzédik. A taldlt 23 eset
mindegyikénen a kozrefogs termindlisok immunreaxtivak
voltak (6I1-J dbrék).

A GCS-ben csaknem valamennyi varikozités €s

]
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termindlis ChAT-immunopozitivitdst mutatott, de kis
szdmban nem jeldlédé termindlist taldltunk (6K &bra).
Az ozmiofil reakcié-végtermék dltaldban olyan
intenziven akkumulédldédott a varikozitdsokban €s
termindlisokban, hogy azok finomszerkezetének
felismerése nem volt lehetséges. A DAB polimer zcmében
a szinaptikus vezikuldk kozotti teret csaknem teljesen
kitgltotte, s6t azokat sokszor el is fedte. Esetenkeént
a polimer nem egyenletesen rakddott le a
varikozitdsokban. Ilyenkor feltGndé volt, a szinaptikus
vezikuldk nagy szdma. Az immunpozitiv preszinaptikus
elemekben a hdélyagocskdk kicsik, kerekdedek, €s belil
ireseknek tlntek. Ritkdn az elemekben nagyobb, dn.

"dense-core" vezikuldkat is fel lehetett ismerni.



1. dbra. ChAT immuncitokémiai kimutatésa egér GCS-ben.
{A) ChiT-pozitiv idegrostok megoszlésa a2 ganclicnban. A
nyilak a ChAT-immunreaktiv axonk@tegexre mutetnak,
amelyek 1éthtélag a CST-b&] rajzenak ki, €s gyakran
egészen a rosztrdlis pélusin  kévethetOk. (B) Az

immunielclt axonck kotegekben lépnek be a ganclionba,

(O

zhol kezdetben még nem elégazdésak, s nem viselnek
varikozitésockat. (C-E) A ganglion beclsejéoen 2
xcteceket elhagyd ChAT-pozitiv axonck fokozatosan
2ldgaznak, egyre vékonyabb rostokat képezve. A nyilak
az eldgazodés helyét jeldlik. (Kalibrédcids vonal =

(A): 100 JILn (B): 100 P, (C): 15 pe, (D): 50 Fm,
(€): 20 )Jm)






2. abra. ChAT immunreaktivitsds fénymikroszképos
lokalizdcidja ecgér GCS-ben. (A) Kisebb nagyitds mellett

anglion medidlis ¢és Kkaudélis részében & ChAT

[¢)]

¢
(l

immunresktivitéds foltszerlen Jelenik wmeg (nyilak), -
eamelyeket a ChAT-negativ principalis neuronok
(csillegok) fognak kizre. A ChAT-pozitiv foltok nagyocob
negyités mellett sOrl axonhdldkként wvizualizdélhatok

(C).. (B-D) A vékonyabb immunjelidlt axonockon ‘gyakran

bulbczusos megvastagodds vehetd €szre. A nyilak a
varikczitédsokra mutatnak, mig a. csillagok a
gengliondris neuronckat Jjeldlik. (E) Esetenként a

glomerulusszerd szerkezetbe axonkollaterdélisokat ado
vastagabb idegrostokat is megfigyelhetjik (nyilak). (F)
A preganglionédris axotdmidt kovet6 7 nap tulélési 1ido

n a ganglionban ChAT immunreaktivitdst nem talédlunk.

3

ut

m

képen demonstréljuk, hogy a decentralizdlt GCS-ben a
principdlis idegsejtek (csillagok) dltal Kkorilvett
glomerulusszerl szerkezet (nyil) festGcése elmarad.
(Kalibrécids vonal = (A): 75 pm, (B): 20 um,

(C): 15 s (D-E): 20 pm, (F): 50 pm). \






3. abra. ChAT immunreaktivités ienymikrcszkdpos

lckslizécidja. (A-C) Egér GCS preganglicndris (A) - és
posztoangliondris tirzsecinegk (6-C) ChAT
immunreaktivitdsénak tsszehasonlitdsa. A CST

zslfolésig tele" ChAT-pozitiv axonokkKal (A), mig az
ICN-ben illetlleg az ECM-ben ChAT-pozitiv idecrostokat
csak a legritkdbb es=tben sikerilt teldlnunk (B-C). A
nyil egy gyengén 3jeltlédd vékony ChAT-immunpozitiv
rostra nutat (C). (D-E) ChAT immunfestés kontrolljdnak
dencnstréldsa ugyanabbdl a ganglionbdl szarmazo
nmetszetekben: ChAT-antitest alkalmazésdval (D), illetve
anélkil (E). (D) ChAT-antitesttel torténd inkubdlds
utdn a bemutatott metszet részletben a ChAT festésre
Jellemzd csaknem valamennyi jellegzetességet
megfigyelhetjik. A csillagok a ChAT-negativ principélis
neuronokat, mig s nyilfejek az elégazddésokat Jelolik.
A fehér nyil egy glomerulusszerl szerkezetet céloz meg,
amelyet ganglionéris neuronck vesznek koril. A Ifekete
nyilak a neurcnok kczti ChAT immunrcaktivitas
intenzitédsbeli kildnbségeinek két szélsbGséges esetet
mutatjék. (E) Ha a primér antitestet kihagytuk, az
immunperoxidédz technika nem erccoményezett festddést.

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






. édbra. 'ChAT immunreaktivitds elektronmikroszkcpos

1 ci¢ja egér GCS-ben. (A) Kisebb nagyitéds mellett
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mcgfigyelheid az immunreaktiv varikozitdsok megoszlésa
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egy Glomerulusszerl szerkezetben. A csillagok egy-egy

ChAT-pczitiv idegvégzddést jelclnek. A fekete nyilak az

agyes bekeretezett metszet reészletek kinagyitott
xepeire nutatnak, amelyekden 1é&thatc¢, hecgy a ChAT-
pozitiv idegelemek aszimmetrikus szinaptikus

kapcsoclatban vannak. A jobb felslG Zbra részlectben egy
ritkas jelensécget, a posztszinaptikus membrén-
megvasfagodéssal parhuzamos ozmiofil csikot
figyelhejtik meg. Az (A) &bra bal alsd negyedében 1€vd
‘ehér nyil egy tipikus, mielinhilivellyel nem rendelkez0
ChAT-pozitiv axon profilt jelsol. (Kalibrécids vonal =

(A): 5 pm, (képbetétekben): 0,4 Pm).






5. ébra. ChAT immunrcaktivités ultrastruktdrdlis
lokalizédcidja egér  GC5-ben. (A) Ritkén  reakcid
végtermeket figyelhetink meg mielinhiivelyes axon
profilban (fehér csillag), illetve még ritkébban
taldlhatd clyan mielinhlllyel rendelkezd axon is, amely
ChAT immunreaktivitést nem mutat (fekete csillag). (B)
A ChAT-pozitiv axcn profilokat tcbbnyire mielinhiively
nem fedi, helyette vékony gliasejtes hively kiloniti el
azokat a kiérnyezd kétészdvettdl. A feheér nyil a
vékonyabb axonkollaterdlisra mutat. Az &bran keét ChAT-
pczitiv boutont is fdélismerhetink. (C) ChAT-pozitiv
terminédlis egyszerre képez szinapszist a ChAT-negativ
szomdval (nyil) és egy dencrittivissel. Erdekes gyskori
jelenség, hogy a perikaryonba betliremkedik cgy
szekungder cdendrit, és a kapcsoldddsi felsziniket macula
adherens erfsiti. (D) ChAT-pozitiv szinaptikus végtalp
szématiskén. (E) A jebb oldali ChAT-pozitiv termindlis
primér dendrittel szinaptikus kontaktusban van, mig a
bal olcali - nem preszinaptikus - terminéglist
szimmetrikus membrén specializédcid (nyilfe)) erdsiti s
dedrittérzshosz. (G) Az intenziven 3jeldlédd axon "en
passant" szinaptikus kapcsolatban van egy szekunder
dendrittel. A KGzeépsoh posztszinaptikus membran-
megvastagocds alatt léthatd egy jellegzetes an.
"coated" vezikula, a oreszinaptikus idegelemben pedig
egy nagy granuldris vezikula figyelheto meg. (C-F) A
nyilak a posztszinaptikus membrén-megvastagoddsra
mutatnak. (Kalibréciés vonal = (A): 1,5 pm, (B): 1 pm,
(C-G6): 1 Pm).



R R

47 1 B
o ) F R
i s




6. &dbra. ChAT-immunreaktiv preszinaptikus termindlisox
ultrastruktdrdlis 1lokalizédcidéja egér GCS-ben. (A) Az
in. "knob-like" dendrittiskével szinaptizdld ChAT-
pozitiv idegvégzidésben (fent) a szinaptikus vezikulék
a posztszinaptikus membrén-megvastagodaés (nyil)
irdnyaban akkumuldlddnak. Az also immunjelclt
termindlis esetében azonban, ldtszélag nem disulnak fel
a szinaptikus vezikulédk az dn. "filiform" dencdrittiiske
felé (nyilfej). (B-C) Sorozat metszeteken az idegelemek
kapcsolddésanak Jellege egyértelmlien meghatarczhato.
Mem ritkdn a dendrittiiske cslcsdn szinaptizdlce ChAT-
pozitiv termindlisokat (bal oldali nyilak) kozotti
axon szegmenseket szimmetrikus membran specializdciok
(nyilfejek) erGsitik a dendrithez. A Jjobb 9olcali
szinapszis (nyilak) tipikus aszimmetrikus megjelenésG.
(D és H) ChAT-pozitiv axontermindlis a cdendrittdvis
oldaldn létesit szinaptikus kapcsolatot. (E) A ChAT-
immunreaktiv idegvégzC{dést "gallérszerGen" veszi koriil
a szekunder dendrit, ily mdédon a szinaptikus kapcsolat
nagyobb felszinen alakul ki. (F) Az immunjelolt
termindlissal szinaptizéld dendrittiiske felilete
jellegzetes betiliremkedést mutat ("coated pit"), amely a
nosztszinaptikus membrén-megvastagodds szélén fordulhat
elé. (G) A ChAT-pozitiv termindlis egyszerre képez-
aszimmetrikus megjelenésl szinapszist a dendrittdrzzsel
€s a dendritb8l kinovd tdvissel. (I-3) Két immunpozitiv
termindlis wugyanazon a dendrittiskén szinaptizdl. E
jellegzetes szinaptikus asszocidcioban taldlhato
dendrittiskék kozépvonaldbsn ozmiofil <csik hidzdédik
(nyilak). (K) A ChAT-pozitiv preszinaptikus idegelem
mellett egy ChAT-negativ termindlis azonesithatd,
amelyben elliptikus, inhibitdérikus Jellegl szinaptikus
vezikuldk ismerheték fel. (D-H és K)-ban a nyilak a
posztszinaptikus membrén-megvastagoddsokat célozzdk.
(Kalibrdcids venal = (A-3): 1 pm, (K): 0,5 pm).
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4.2. GABA-pozitiv struktirdk lokalizdcidja

4.2.1. Fénymikroszkdpos megfigyelések

A ganglionban 5z8mos intenziven jelclodes rost
taldlhatd. Az axonok nem egyenletesen oszlanak meg a
ganglionon belidl. Helyenként a GABA-immunpozitiv rostok
véletlenszerl akkumulédcidéja figyelhett meg (7A &bra).

A CST-ben sok vastag immunjelslt axon fut. A
ganglionba 1épd immunpozitiv rostok egy része a
kauddlis terileten még pdrhuzamosak maradnak (7B &bra).
A kotegen bellil még nem eldgazdak, nem varikdzusak. A
ganglionon belil a koteget elhagyd rostok azonban
gyakran &gaznak el. A vékonyabb axon kollaterdlisok
gycngyfizérre emlékeztetd varikdzus megvastagoddsockat
viselnek (7B és 70 d&brdk).

Egyes gangliondris neuronockat az immunpozitiv
rostok slrln korbehdldzzék (7A és 7C &brdk). Esetenként
a festOddtt rostok glomerulus szerkezetet képeznek,
amelyek koril orincipdlis neuronok rendez6dnek (7D
dbra).

A GCS-ben kevés, kicsiny GABA-pozitiv neuron
azonosithaté (7E-F &brék). Alakjuk lehet hosszikés vagy
ovalis. Alkalmanként egy-keét nydlvéanyuk is
felismerheté, amelyeken varikdzus megvastagoddsok
kilénilhetnek =1. A ganglicndris principdlis neuronck
ncm mutattak GABA-immunreaktivitdst.

Az egér GCS posztgangliondris tdrzseiben a gondos

vizsgdlat ellenére sem taldaltunk OABA-immunpozitiv

¢

A
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rostokat (7A &bra).
A GCS-ben, £f0ként az ECN eredési helyéhez kozel
néhany vékonyabb véredeny kordl érdekes GABA-

immunreaktiv gydrG figyelhet6é meg (7G ébra).

4.2.2. Decentralizaldsi hatasa a GABA
immunreaktivitédsra

A pregangliondris axotomidt kdvetd 4-11. napon
megvizsgdltuk a ganglion GABA immunhisztokémiai
festtdéset. Az immunpozitiv rostok szams szignifikénsan
csokkent a kontralaterélis (jobb o0ldali) ganglionban
talalt rostokhoz viszonyitva. A kaudédlis pdlusra
jellemz8 pdrhuzamosan rendez0dott axonok festddése
elmaradt, azonban a decentralizdlt ganglionban 1is
tapasztalhaté igen kevés, varikozitdst viseld rost. A
tipikusnak tekinthetd gazdagon innervdlt principélis
neurconck nem kidloniltek el, st a glomeru;usszerﬁ
szerkezetet sem sikerilt +taldlnunk az 1ipsilaterélis

ganglionban.

5.2.3. GABA immunreaktivitas elektronmikroszkdpos

analizise
A GABA-immunreaktiv rostok lokalizdcidgjét
gelektronmikroszkcppal is tanulmanyoztuk. Anti-GABA

antitesttel inkubdlt metszetekben ozmiofil depozit
lédthaté axcnokban és varikozitésokban. A pozitiv axon

profilokat nlia elemek hatdrcljdk, és vdlasztjdk el
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egymdstdl illetve a GABA-negativ axon profiloktél (GA
dbra). Az immunreaktiv termindlisok vagy varikozitdsok
nagy szamban képeznek aszimmetrikus szinapszist.
Szinapszist taldltunk szdémdn (BA dbra) és gyakrabban
dendriten (8A-D és 8F 4&brék). Az axo-dendritikus
szinapszisokat &dltaldban szekunder dendrit torzzsel
kapcsolatban figyeltik meg (8B-C és B8F 4&brdk), nem
ritkén dendrittiskén (8B és 8D &brdk). Sok esetben a
GABA-negativ preszinaptikus axontermindlisok kédzvetlen
kozelében GABA-pozitiv varikozitds lokalizdlddhat (8E
dbra).

A ChAT-immunreaktivités ultrastruktdrélis
vizsgélatdndl mér emlitett kilonds, az enér OGCS-re
jellemzé dendrittiskét ket oldalrdl ktzrefogd
preszinaptikus profil az azonositott 15 esetben nem
mutatott GABA immunreaktivitdst (8G dbra). A
nemfestéddtt preszinaptikus elemekben kicsiny,
agranuléris szinaptikus vezikuldk zsidfolddnak (BE és 86

abrak).



7. sbra. GABA immunreaktivitéds fénymikroszkdépos
lokalizédcicdjas ecér GCS-ben. (A) GABA-pozitiv idecrostok
heterogen megoszlésa a canclion mecio-rosztrélis
részében. Helyenként, a peuropilben vagy egyes
orincipélis ganglionédris neuronok koridl (kisebb nyil) a
GABA-immunreaktiv rostok véletlenszer(G akkumulécidja
figyelhetd meg. A ganglionbél kilépé posztganglionédris
ttrzsoen (ICN), amelyre a naoyecbb nyil mutat, GABA-
pozitiv rost nem azonosithatd. (B) A ganglion kaudédlis

regiojédoan Delepd GABA-immunjelclt axonkctecget és

béségesen eldgazdddé, gyakori varikozitdsokat viseld
axonkollaterdlisokat taldlhatunk. A principdlis
neurcnok GABA-immunreaktivitést nem mutatnak. A

csillaggal Jjelcdlt principdlis neuraont a GABA-pozitiv
axanok sdardn korbehdldézzédk. E pericelluldris axonhdlcdt
figyelhetjik meg nagyobb nagyitéssal a (C)-ben. (D) A
GABA-pozitiv innervédcidé mésik tipusa a glomérulus
szerkezet (feheér csillag), amelyet GABA-negativ
principélis neurcnok (fekete csillagok) vesznek koril.
£ viszonylag kevésbé sird glomerulus szerkezetben Jjol
megfigyelhetd az axcndlis megvastagodésok gyakorisdga.
(E-F) A ganglionban kevés, kicsiny GABA-pozitiv neurcn
(nyilak) azonosithatd. (F) Esetenként az immunjelslt
ncurcnok nyutlvénya(i) is felismerhetc(k). (G) Az ECN
eredési helyéhez kizel, néhdany vékonyabb véredényt
érdekes megjelenésl GABA-immunreaktiv gylrd (fekete
nyil) vesz koril. Az lres nyil a véredénybe fixdldédott
vorosvértestekre mutat, amelyek a fixdléds utdn még
megmaradé gyenge, nemspecifikus peroxiddz aktivitdsuk
kdvetkeztében festiodtek. (Kalibrécids vonal =

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






8. 4bra. GABA immunreaktivités elekironmikroszkdépos
lokalizécicja ecér GCS-ben. (A) GABA-pozitiv idaqgvég-
zodések (fehér csillagck) megoszlédsdt ficyelhetjik meg
ecy glemerulusszerl szerkezetben. Az immunjelolt ter-
mindlisok kCzil ketts (bekeretezett meiszet részletek)
szinaptikus kapcsolatot (kis nyilak) hozott 1létre. A
fe

i
1si bekeretezett netszet részletben a szinaptikus
vegtalnat szekunder dendritbél kincv{ nyllvényok veszik
kCrbe (felsG képbetét). Az alsdé bekeretezett teriletben
1év6 szinapszist egy principélis neuron szomajdn taldl-
juk. Nagyobb nagyitds mellett (als6 betét) észrevehetd,
hogy a két idegelemet hatdrcld szatellita sejt nydlvé-
nya a szinaptikus résbe nem hatol be. A principdlis
neuron GABA immunreaktivitést nem mutat. A fekete
csillag & perikaryont, mig az ires csillag a neuron
primér dencritjét jelcli, amely dezmoszémdlis junkciot
képez (két kozepes méretlG nyil) egy szekunder dencrit-
tel. (B) GABA-pozitiv preszinaptikus idegvégz&dés
eékelfdik be egy dendrittiske és egy szekunder dendrit-
térzs (csillag) k&zé. (C) GABA-pozitiv termindlis
aszimmeirikus megjelenésl szinapszist képez a szekunder
cencdrittel (csillag), amelyben a posztszinaptikus
membrén-megvastagodds alait egy multivezikulédris test
ismerhet¢é fdl. (D) A hdrom GABA-pozitiv termindlis
xKozul a nyillal jelclt szinaptikus kontaktusban van egy
"filiform" denrittovissel, smely szeckunder dendritbél
zred (csillag). (E) Az immunjelolt axontermindlis nem
szinaptizél a cdendrittiskével, amely viszont szinap-
tikus kapcsolatban (nyil) van a GABA-negativ idegvégzd-
déssel. (F) GABA-pozitiv termindlis egyszerre képez
szinapszist (nyilak) egy dencritiliskével ¢s egy szekun-
cer dendritfdval. (G) Két GABA-negativ szinaptikus
végtalp egy cdendrittiskét fog kézre (1d. még 6I-J
dbrékat). (B-F) Az A betlk a GABA-immunreaktiv
axontermindlisokat jelolik. (Kalibrdcids vonal =

(K): 3 pm, (képbetétek): 1,7 pm, (B-G): 0,7 Fm).






4.3. GAD-pozitiv struktidrdk lokalizdcidja

4.3.1. Fénymikroszkdépos megfigyelések

GAD ellen termelt antitest alkalmazédsa pozitiv
fest8dést eredményczett az egér GCS-ben. A ganglionhoz
tarto CST-ben szamos, parhuzamosan elrendez6dott
immunreaktiv rost fut. A rostok nem elégazdak, rajtuk
axondlis megvastagodds nem figyelheto meg (9A dbra).

A ganglionon beldl a Jeldlédd szoveti elemek
els6sorban pontszerden megjelend varikozitdsok, amelyek
- kisebb nagyités mellett - teljesen randomszerden
taldlhaték. Nagyobb nagyitdssal vizsgdlva a metszeteket
kitdnt, hogy a varikozitédsok  tobbsége kilonbozo
nagysdgli és alaki csoportokba tomoril (9B-E &dbrédk). A
varikozitdsok akkumuldcidjdnak Jellegzetessége, hogy
azok vagy egyes principdlis neuronok koril rendezddnek
(9B-C  4&brék), vagy pedig sajdtos  formdcidkban
csoportosulnak, melyeket a gangliondris neuronok fognak
ktzre (90 dbra). Ritkédn folismerhetd valamely néuron fo
dendritje, amint egy pozitiv wvarikozitésok dltal
képzett formdcidba nyldlik be (9E é&bra). Mind a GAD-
immunpozitiv varikozitasokkal hatdrolt principélis
neuronok, mind pedig a neurconok virtuélis szigeteiben
lokalizdldédd immunpozitiv  varikozitdsock heterogénen
cszlanak meg. L&dtszélag a ganglionban vannak azonoan
olyan neuronok is, amelyek szomszédsdgdban nem
taldlhato egyetlen immunjelclt varikczitds sem.

A gangliconon belil is sikerdlt - a festddd



A

varikozitdsokhoz képest - kevés immunpozitiv rostot
megfigyelnink, amelyek dltaléaban csak gyengeén
jelolédtek. E rostok eldgazdak. A vastagabb rostokon
nem 18tni varikozitést, viszont a vekonyabb rostokon
gyakori a bulbdézusos kitbléscdés (9B, 9D és SGC ébrék).
Erdekes, hogy kKisenb sza&noen az immunpozitiv
varikaozitidsok ggy képzeletibeli vonal menteén
helyezkednek el tugy, hogy a koztik 1évd tdvolsdg nem
haladja meg egy &tlagos varikozitds dtmérgjét (98 és 9D
dbrék).

A GCS principdlis neurcnjai GAD-immunreaktivitast
nem mutatnak. Taldltunk viszont kevés, kicsiny, ovédlis
vagy elnyidjtott alaki GAD-pozitiv neuront, amelyek
méretik és alakjuk alapjdn biztcsan elkiulonithetdk a
posztszinaptikus sejtektdl (9F dbra). A pozitiv
neuronok tdbbnyire egymédstdl izoldltan lokalizdlddtak.
Kevés nydlvényuk alig észrevehetd immunreaktivitést
mutatott.

GAD immuncitokémia alkalmazdsaval intenziv
festédést taldltunk ne€hdny Kkisebb véredény koril,
féként a 6GCS medio-laterélis részeben, az ECN
kiindulési  Thelyéhez kézel (96 dbra). E festddés
Jellege, valamint lokalizdcidja nagy hasonlésségot mutat
a GABA immunhisztokémiai eredményeinknél leirtakkal

(1d. 40. old.).
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§.3.2. GAD immunraktivitads elektronmikroszkdépos
analizise

Az egér GCS GAD immunhisztokémidval Jelolédd elemeinek
lokalizédcidgjat nemcsak féeny-, hanem
elektronmikroszkdpos szinten is megvizsgdltuk. #inthogy
az inkubdld ocldataink Triton X-100 detergenst
tartalmaztak, a szovet ozmiumot kotc keapacitésa
lényegesen csidkkent. Ezért a GAD-antitesttel tobbnyire
kevésbe festddo ganglidnéris elemek biztosabban
folismerhetdk, illetve elkilonithetGk a szdvet egyéb,
immunpozitivitést nem mutatd elemeit6l. Ebbdl
kovetkezik, hogy a detergens alkalmazdsdval viszont le
kellett mondanunk az immunreaktiv profilqk €5 az egyeb
szdveti elemek kGzOtti kapcsolat ultraszerkezeténck
pontos meghatdrozédsardl.

Reakcido veotermeéket taladaltunk SzZamos
idegvégzGddésben €s axon profilban. Az
elektronmikroszképos vizsgdlat igazolta fénymiroszkdpos
megfigycléseinket; az immunreaktiv profilok tobbsége
csoportokat alkot egyes gangliondris sejtek koridl, vagy
azok kozott (10A-3 4dbrédk). A GAD-pozitiv axonokat az
ozmicfil DAB opolimer egyenletesen t@lti ki (106C-D
dordk). A principalis neuronok nem mutattak
immunreaktivitést (10A &bra).

A GAD-ot tartalmazdé icegvé€gz8dések gyakran keéneznek
szinapszist, melyek lehetnek axo-szomatikusak (l1A

dora) vagy axo-dencritikusak (118 dbra). A



szinapszisokat valamennyi esetben aszimmetrikusnak
taldltuk.

Az immunjelclt preszinaptikus elemek nagy TrEsze
dendrit protridzidéval (11C é&bra) vagy dendrittiiskével
(11D-G 4bra) létesit szinaptikus kapcsolatot. A pozitiv
varikozitésok &ltaldban nagy felileten érintkeznek a
dendrit membrénnal, és +tobb pontban 1is kialakulhat
szinaptikus \ Junkcid, amelyre a posztszinaptikus
membran-megvastagodés utal (11F-G dbrék). A
varikozitdsok kozctti axon szegmensekben nagy szémd

vezikula ismerhetd fol (l11H &bra).



9. ébra. GAD-immunreaktiv strukturék fénymikroszkdpos

lokalizdcidjs egér GCS-ben. (A) TST-ben nagy szamu GAD-

pozitiv axaon fut, amelyek nem eldgazdak, rajtuk
varikozitésokat nem taldlunk. A nyilak egy-egy Jobban
kiveheto immunreaktiv axont jelolnek. (B-C) A
ganglionon belil az immunreaktivités tobbnyire

pontszerlen Jelenik meg, amelyek valdjaban festdcod
varikozitdsok (nyilak). A wvarikozitdsok heterogénen
oszlanak meg a ganglionban; nelyenként, egyes
gangliondris neuronok koridl (csillag), vagy kézvetlen
kGzelében felddsulnak. (D) A varikozitdsok
elrencez0désének mdsik gyakori tipusa a glomerulusszerG
szerkezet (fehér csillag), amely koré GAD-negativ
principdlis neuronok (fekete csillagok) csoportosulnak.
{(E) Esetenként  j61 felismerhetd, hogy valamely
principdlis neuron (fekete csillag) primér dendritje
benyulik egy, az immunjeldlt varikozitdsok dltal
képzett glomerulusszerli szerkezetbe (fehér csillag). A
nyil az idegsejt f6 dendritjének irdnyaba mutat. (F) A
GCS orincipdlis neuronjai kozott, amelyek GAD-
negativak, kevés GAD-pozitiv neuron is azonosithatd.
Bar a GAD-pozitiv neuronok tobbnyire egymdstadl
izoldltan helyezkednek el, ezen a képen demonstralt
neuron (fekete nyil) mellett taldlhaté egy masik is,
amelyik azonban kivil esett a fokuszbaol. Az
immunreaktiv varikozitdsok clykor olyan sGrin
tomoridlnek, hogy azok még erGsebb nagyitds mellett sem
kiilonitheték el egyméstél (ires nyil). (G) Néhany
vékonyabb véredény koril intenziven jelolddd qydrd
(nyilak) rajzoldédik ki. Az &dbrén ldthatdé meég egy kisebb
glomerulusszerl szerkezet (fehér csillag), amelyben a ’
boutonok mellett kevés, gyengébben festCdd idegrost 1is
észrevehets. (Kalibrécids vonal = (A): 40 pm,

(B): 30 pm, (C-G): 15 Pm).






10. 4&dbra. GAD imnunreaktivitds =zlektronmikroszkdépos
lckalizécicja CGETr CS5-ben. (L) GAD-pozitiv
idegvégzidéseket (nyilak) lédthatunk a GAD
immunreaktivitdst nem mutatd principdlis neuron (PN)
kozelében, a neuropilben. Az S betld egy szatellita

b

seitmagot jeldl. (B) A GAD immunreaktivités jelentékeny

)

hanyaca a féenymikroszkdéposan glomerulusszerl
szerxkezetiben tomorulo axontermindlisokban (nyilak)
lokalizdlhaté. A GAD-pozitiv varikozitédsokban igen nagy
szémi szinaptikus vezikula figyelhetd meg. (C) Bér a
GAD—pozi{iv idegrostok zomében gysngéhben Jelclddnek,
néhdnyat elektronmikroszképpal is sikerilt azonositani
(A). (D) Az -egyes véredények koril tapasztalhatd
gylrCre emlékeztetd struktirdkban a GAD
immunreaktivitdst pericitdkban (P) talé&ltuk meg. Néhdny
esetben a GAD-pozitiv periciték kozelséegeben axon
profilok (A) vizualizdlhatcdk. (Kalibrdcids vonal = (A-

B): 1,7 pm, (C-D): 1 Fm).






11. 4&bra. GAD immunreaktivitds elektronmikroszkdépos
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preszinaptikus veotalp a GAC-negativ principdlis
perikaryonnal szinagptizdl. (myil). (B) A GAD-pozitiv
termindlis szekunder dendrittdrzzsel képez szinaptikus
kapcsolatot (nyil). (C) Nagyméretl GAD-pozitiv

decvéczidés teliecsen kiérbeveszi a dendrit rotruziot.
o 4

et
(0]

A két 1idegelem kézott kialakult szinaptikus Jjunkcidra
nyil wutal. (D-G) A szinapszisok 1legoyackrabban axo-
cendritikusak, és fOként cendrittiskékkel kapcsolatosak
(nyilak), amelyek alakja nagy véltozetosségot mutathat.
(F-G) Egymést kivetd metszetpérokon igazolhatd¢, hogy a
posztszinaptikus membran-megvastagocddsok nem
véletlensziek. Pl. a dendrit protirdizid, és a vele neagy
ielileten érintkez6 GAD-pozitiv idegelcm kczotti
szinaptikus kontaktus (ilres nyil) mindkét metszeten
folismerheto. (H) Olykor szinaptikus vezikulék

azonosithatdk a boutonok kdzotti axon szegmecnsekben is

(nyilak). (Kalibrécids vonal = (A-H): 1 Fm).






5. MEGBESZELES

5.1. GCS kolinerg innervédciéja (struktdrdi)

A kolinerg rendszer markerének tekintett enzimnek, a
ChAT-nak immunhisztokémiai lokalizdcidjdt, valamint a
ChAT-tartalmd elemek. megoszldsdt tanulmanyoztuk egér
GCS-ban, fény- es elektronmikroszkdpos' szinten.
Vizsgdlatainkban ChAT ellen termelt Jél1 karakterizalt
monoklondlis antitestet és  immunperoxiddz technikat
alkalmaztunk.

Immunhisztokémiai eredményeinrk jo megegyezeést
mutatnak Lindh és munkatédrsai (1986) a tengeri malac
GCS kolinerg struktdrdjdval kapcsolatos
fénymikroszkdépos megiigyeléseivel. Meagdllapitotték,
hogy tengeri malac GCS-ben (1) nagy szdmd ChAT-
immunreaktiv rost mutathaté ki, (2) ChAT-tartalmd
neuronok nem detektdlhatdk, (3) az immunpozitiv axonok
hneterogénen oszlanak meg, (4) a finom immunreaktiv
rostock gyakran  varikdzus megjelenésiek, (5) az
immunjeldlt axonok preganglicnéris eredetlek, DbBér ez
utébbit nem demonstrdltdk. Viszont Lindhék (a) nem
taldltak kiilonbséget a ganglion kranidlis és kaudélis
pélusainak ChAT-immunreaktivitésdban, (b) ChAT-pozitiv
axonkdtegrél nem tettek emlitést, (c) nem forditottak
figyelmet a ganglionpc¢l kilepd posztgangliondris
térzsekre, ¢és (d) perikaryondlis kolinerg innervdcidt

irtak le. ‘
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5.1.1. ChAT-immunpozitiv rostok gangliondris megoszldsa
Immunhisztokémiai eredményeink szerint rendkividl nagy
szdmd ChAT-immunpozitiv idegrost identifikdlhatdé az
egér GCS-ben. A ChAT-immunreaktiv axonok megoszlésa
alapjdn a ganglion két részre oszthaté. A ganglion
kaudo-medidlis része "csupdn” gazdag kolinerg
innervédcidt mutat, mig a ganglion kranidlis harmada
"kiilcnosen" gazdagon innervélt. E Jjelenség utalhat a
ganglion principdlis neuronjainak azon két
populdcidjdra, amelyek az ECN-en, 1illetve az ICN-en
keresztil projektédlnak a célszervek felé (1d. Dail and
Barton, 1583). Annak ellenére, hogy az eddig vizsgdlt
fajok GCS-ében az egyes célszerveket elldtdé neuronok
kilon-kilon nem alkotnak izoldlt csoportokat (Njg and
Purves, 1977), feltételezik, hogy a ganglionéris
neuronok két - nem teljesen zdrt - neuron "poolban"
lokalizdlddnak. A kranidlis harmad neuronjai az ICM-en
keresztiil kildik axonjaikat, mig a kaudo;mcdiélis
részben 1évé sejtek rostjai az ECN-en haladnak 3t
(Bowers and Zigmond, 1979; Matthews and Raisman, 1972).
Az CS5T-b&l kirsjzdé ChAT-pozitiv axonok kotegekden
folytatjdk dtjukat. Ugy 1étszik, hogy a rosztirdlis
p6lus felé tartdé axonkctegekbdl nem, vagy csak Kkis
szdmban lépnek ki rostok a medidlis részen. ¢tz
véleménylink szcrint ugyancsak arra utal, hogy az egeér
GCS-ben is a neuronok bizonyos populédcidgi

elkilonilhetnek.
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5.1.2. GCS kolinerg innervdcidja

A principédlis sejtek perikaryonjainak kozvetlen
kczelében észlelt nagy szamid varikdzus megvastagodast
viselté immunjelolt axonhdaldk arra wutalnak, hogy e
neurconokra tevodik dt a kolinerg impulzus; A kranidlis
pélusban vizualizdlt ChAT-immunreaktiv nydivényok €S
varikozitdsok gazdagsdga miatt dgy tinik, hogy a pdlus
valamennyi gangliondris neuronjat a kolinerg axonok
innervdljék. Ezzel szemben a kaudo-medidlis rész neuron
dlloménya kiilonb5z0 mértéklG ACh-kdzvetitett innervdciot
kap. Néhédny principdlis sejtb6l 4116 csoportban csak
egy-egy dtfutd vastagabb ChAT-tartalmu rostot
taldltunk. Igy elképzelhetSnek tartjuk, hogy ezek ncm,
vagy csak kisebb mértékben rendelkeznek |Kkolinerg
innervacidval.

Az AChE hisztokémiai festések nem 1ldtszanak
igazolni azt, hogy lennének GCS-ben kolinerg
innervdcidval egydltaldn nem rendelkezd principélis
sejtek. A kilonbGz&é emlbosik GCS-én elvégzett AChE
hisztokémiai mddszerekkel sikerilt kimutatni kisebb-
nagyoco AChE aktivitédst valamennyi gangliondris
neuronoan (Holmstedt and Sjdgquist, 1959; Koelle, 1955).

Lindh és munkatdrsai (1986) szerint a tengeri malac
GCS-ben a kolinerg idegrostok kosdrszer hdldzatot
formdlnak néhdny 1izold&lt ganglionaris neuron kordl.
Ezzel szemben az egér GCS-ben nem az ilyen innervaciot

tekintjiik a Jellemzdrek, noha a ganglion krani&élis



pélusa olyan intenziv kolinerg innervécidt kap, hogy
itt nem zérhatjuk ki e pericellulsris 1innervécid
jelenlétét. A ganglion kaudo-medidlis régidéjdban a
ChAT-pozitiv axonok csak elvétve képeznek neuronok
koridli axonhaldt. Gyakran az immunjeldlt rostok sdrd
arborizdcidjdnak kovetkeztében glomerulusszerld alakzat
keletkezik, amelyben feltGnd a varikozitdsok nagy
szama. A glomerulusszerd szerkezet funkciondlis
jelentBsége - tudomdsunk szerint - még nem ismeretes. A
-tengeri malac GCS-ben mér leirt {(Lindh et al., 1986),
és az egér GCS-ben most taldlt kolinerg inmervéciodbéli
kiilonbség azt sejteti, hogy amennyiben még e két
rdgcsals faj gangliconjénak kolinerg transzmisszidjdban
is lehet kildnbség, akkor 1étezhet kiilonosdg wmés
tdvolabbi rokonsdgi kapcsolatban 1évé fajok kiézutt is,
amit a neurockémiaili ¢€és elektrofizioldgiai credményex
interpretélédsdban is szamitdsba kell venni.
Elektronmikroszképos analizisiink, amely szerint a
ChAT-tartalmd axonok kisebb része axo-szomatikus,
nagyobb része axo-dendritikus szinapszist képez,
illetve a szinapszisok gyakrabban léteslilnek
dendrittiskén, mint dendrit tdrzsén, jé Gsszhangban van
a kiulonbGz6é emlGs GCS pregangliondris szinapszisaival
kapcsolatos kordbbi wultrastruktidrdlis eredményekkel
(Elfvin, 1963; Pick, 1970, illetve Tamarind and

Quilliam, 1971; iMatthews and Nelson, 1975).



5.1.3. ChAT-immunreaktiv axonok eredete

Szamos bizonyiték igazolja, hogy az emlds GCS kolinerg
rendszere kils$ eredetd. Immunhisztokémiai adatok arra
utalnak, hogy a gerincveld intermediolaterdlis
magcsoportjdban helyet foglalé preganglionédris neuronok
kolinergek (Houser et al., 1983; Kondo et al., 1985).
Kiilénboz6 mérésekkel igazolték, hogy a macska GCS-hez
futé pregangliondris 1orzs tartalmaz ACh-t (MacIntosh,
1959) és az azt szintetizdld enzimet (Bannister and
Scrase, 1950; Hebb and Waites, 1956). Lindh ¢és
munkacsoportja (1986) emlitést tett arrdél, hogy a
tengeri malac GCS pregangliondris torzseben
immunfluoreszcens technikaval kimutathatd a ChAT
jelenléte. Mi ezt az eger GCS vonatkozdsdban
demonstrdltuk is.

A GCS denervécids kisérletei ugyancsak a kiilsd
kclinerg forrdsra utalnak. Decentralizélt ganglionban
nehany nap tdlélési id&é utén az AChE aktivitds 80%-kal
cstkkent (Koelle et al., 1974), AChE hisztokémia
alkalmazdsdval a ganglion neurcpiljében a festCdés

megszint (Xoelle, 1955).

c

gyan a kolinerg neurcnok Jjelenléte nem tekinthetd
Jellemz8nek a szimpatikus ddcléncra, bizonyitékokat
taldltak arra, hogy a paravertebrédlis ganglionok kozil
a CSC-ben valamint a lumbdlis dicokban vannak kolinerg
neuronok (Buckley et al., 1967; Landis and Fredieu,

1966; Lundberg et al., 1579). Azonban sokdig nyitott
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kérdésnek tartottdk, hogy vajon vannak-e kolinerg
neuronck a GCS-ben is. Hill és Hendry (1977)
feltételezte, hogy patkdny GCS-ben a neuronok kevesebb,
mint 5%-a kolinerg. Lindh és munkatdrsai (1986) ChAT
immuncitokémiai mddszerrel viszont nem talél{ak pozitiv
neuront tengeri malac GCS-ben. Mi, szintén ChAT
immuncitokémia alkalmazdsdéval, ugyancsak nem tudtunk
immunreaktiv neuronokat felfedezni az egér GCS-ben. SOt
a GCS pregangliondris axotdémidjs wutén sem sikerdlt
taldlnunk sem ChAT-immunreaktiv neuront, sem rostot a

ganglionban.

5.1.4. Kolinerg &tfutdé axonok?

Kiilonds gondot forditottunk a posztgangliondris torzsek
ChAT-tartalmi axonjainak identifikdlésdra. Sacchi és
Rossi (1981), elektrofizioldgiai erednényeiket
interpretdlva, valdszinlGnek vélik, hogy a patkany GCS-
De Jutdé kolinerg axonok nem mindegyike végztdik a
ganglionban, hanem dtfutnek a ganglionon. Véleményidk
szerint az &tfutd kolinmerg axonok az ICN-en keresztil
hagyjdk el a gangliont. Immuncitokémial eredményeink
nem ldtszanak megerfsiteni az &tfutd rostok létezéset,
noha nemis cédfoljdk, hiszen kisérleti 4dllatunk cgeéer

volt.
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5.1.5. Elektronmiroszkdpos vizsgdlat
Elektronmikroszkdpos eredményeink jo korrelaciot
mutatnak a korabbi, kiilonbozé emlds faj GCS-re
vonatkozé intenziv ultrastrukturélis analizisekkel.
Emlds GCS-ben a szinapszisock donté tobbsége
aszimmetrikus (Matthews, 1983). Megdllapitottdk azt is,
hogy ezek preszinaptikus profiljai preganglionaris
ercdetiek, hiszen a ganglion decentralizdcigjét
kovetden eltlnnek (Joé et al., 1971; Quilliam and
Tamarind, 1972). Az a megfigyelésiink, miszerint a ChAT-
pozitiv szinapszisok kisebb resze axo-szomatikus,
nagyobb része axo-denritikus Jo6l1 témaszkodik hésok
elektronmikroszkdpos eredményeire (Elfvin, 1963; Pick,
1970).

Az intenziven jel$lddd preszinaptikus profilokat
kitgltd nagy szémid kicsiny, kerek agranulédris vezikula
mellett sok esetben nagyobb, granuldris szinaptikus
hdlyagocskat is taldltunk. £ nagyobb vezikulak
ganglionéris jelenlétérc mdsok is felfigyeltek, és dgy
gondoljék, hogy valamilyen neurocaktiv peptidet (pl.
enkafalint) tartalmazhatnak (Matthews, 1983).
Leihetségesnek tartjék, nogy szerepik a kolinerg
impulzusok preszinaptikus gédtldsdban dllhat (Konishi et
al., 19€0; Araujo and Collier, 1987). A tény, hogy a
ChAT-immunreaktiv profiloan eléfordulhat e nagyobb
vezikula, a ChAT és sz enkecfalinck kolokalizécidjére

utal. E feltételezést erfsiti, hogy {ondo es
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munkatdrsainak (1985) immuncitokemiai médszerrel
patkdny gerincveld szimpatikus neuronjaiban enkefalint
sikerilt azonositani.

Kivdncsiak wvoltunk, hogy vajon a kis granularis
sejtek (feltehetdleg SIF sejtek) kapnak-e kolinerg
inputot. Matthews szerint patkény GCS-ben a SIF sejtek
szémédjdn fedezhettk £61 szinaptizdld preganglionéaris
eredett elemek (Matthews, 1971; Matthews and Ostberg,
1973), amelyekrdl feltételezik, hogy kolinergek (Karoum
et al., 1977; Lutold et al., 1979). Annak ellenére,
hogy vizsgdlataink sordn e Jjellegzetes sejt tipust
szamos esetben folismertik, rajtuk - legaldbbis
szdémd jukon - létestild szinapszist nem sikerilt

taldlnunk.

5.2. GCS GABA-erg struktiréi
1986-ban Bowery még kétségbevonta, hogy a GABA—nak is
szerepe lehet a ganglicnéris transzmisszidban, annak
ellenére, hogy a GABA-erg rendszer elemeinek
mincegyikét azonositottdk mar addigra patkdny GCS-ben
(1d. Erds and Kiss, 1986). Feltételezte, hogy a GABA
glia (szatellita) sejtekben akkumuldlddik, valamint,
hogy a GABA receptorok valészinlleg funkcid nélkil az
embfionélis fe3l16désbdl maradtak vissza.

Az azdta eltelt néndny €évben késziilt szamos
kGzlemény azonban 0Oizonyitani 1létszik & GABA-erg

funkcidt a patkén GCS-ben. Bér a ganglion GABA-gerg .
NS =



struktuirdjdra vonatkozd irodalmi adatok részben
eltérnek (H3ppola et al., 1987a; Kdésa et al., 1988;
Kenny and Ariano, 1986), a GABA-erg funkcidnak
megfeleld morfoldgiai alap sok vonatkozdsban kezd

ismerté valni.

5.2.1. GABA-erg idegrostok gangliondris megoszldsa

Az eger GCS GABA-erg szerkezetét GABA - ¢és GAD
immunhisztokémiai mddszerekkel vizsgdltuk. Minthogy az
immuntechnikdk fo kritikus pontja a primér antitestek
specifitdsa, ezért kiilonds gondot forditottunk az
antitestek tesztelésére. Az dltalunk haszndlt primér
antitestek alkalmazdsdval a kozponti 1idegrendszerben
(hippokampusz, agykéreg) a Jol ismert GABA-erg
struktirdk festddtek (pozitiv kontroll). Az anti-GABA
antitestek esetében az esetleges kereszt-reakcidk
kizardsara megvizsgdltuk, hogy a szémitésba. vehetd
aminosavakat, aszparaginsavat, béta-alanint, glicint,
glutaminsavat illetve taurint folismerik-e az
antitestek. Az antitestek csak és kizdrdlag a
glutdraldehiddel konjugalt GABA-val rezagaltak.
Ugyancsak a GABA-antitestex nagy specifitdsdra utsl az,
hogy a glutdraldehid nélkil, formaldehiddel {fix&lt
szcvetben immunreaktivitéssal nem taldlkcztunk.
Mindezeket egybevéve megdllapithatjuk, hogy az
antitestek alkalmazdséval nyert immunfestédés a GABA-

erg rendszer két markerének specifikus folismerésének



tulajdonithats.

Kordbban immuncitokémiai mdédszerrel demonstrédltuk a
GABA-immunreaktiv strukrdrét patkdny GCS-ben (Dobd et
al., 1989; Késa et al., 1968; Wolff et al., 1986; Wolif
et al., 1989). Jelen immuncitokémiai eredményeink
szerint az egér és a patkdny GCS GABA-erg rendszerének
morfoldgidja sok szempontbdél hasconlésdgot, de néhany,
nem elhanyagolhatd vonatkozdsban kiilonbdzOséget mutat.
Az egér GCS-ben 1is sok GABA-immunreaktiv idegrost
mutathatd ki, de .szamuk feltinden kisebb, mint a
patkédny ganglionban. Egér GCS-ben az immunpozitiv
axonok ugyancsak heterogénen oszlanak meg, de mig a
patkdny didcban a rosztrélis pdlus jéval intenzivebb
GABA-immunreaktivitédst mutat, wmint a medidlis ¢és
kaudalis részekben (Kédsa et al., 1988; Wolff et al.,
1989), acddig az eger GCS-ben a regiok GABA-
immunpozitivitdsbeli kiilonbsége nem kifejezett. Patkdny
GCS-ban az egyes gangliondris neuronokat kﬁrbedlelé
pericelluldris axon hdldézat képezi a jellegzetes GABA-
immunreaktiv innervécidét. Az immunpozitiv innervacict
tekintve a gangliondris neuronok igen kildnbozdek
lehctnek; vannak principélis sejtek, amelyek koril
renckivil sdrG kosdrszerd axonhdldzat lokalizdlddik, ce
megficyelhetd olyan neguron 1is, amelynek kozvetlen
kdzclében csupén néhdény varikdézus immunjelclt axon
tekeredik. Szémitdsaink szerint a ganglion neurcon

populdacidjédbcl kb. 5% gazdagon innervdlt, és ezeknek
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tobbsége ugyancsak a rosztrdlis pdlusban talédlhatd

'(Holff et al., 1989). Ezzel szemben az egér GCS-ben a
pericellularis GABA-pozitiv innérvécié mellett a
glomerulusszerl innervécid is gyakori, sGt tsldn inkdbb
ez utdébbit tekinthetjlik a jellemzének. Egyeldre még nen
~tudni, wvajon van-e funkciondlis kilOnbség e ket
innervdcid tipus kozott.

Felvetd6dik a kérdés, hogy vajon az intenziv GABA-
immunreaktiv innervédcidt mutatd neuronck megfelelnek-c
a ganglion valamelyik neurondlis szubpopulacidjanak. E
kérdést kordbban a patkdny GCS GABA immunfesteése
kapcsdn vizsgdltuk meg, kcmbindlva az immunhisztokemiat
tormaperoxiddz (HRP) jeltléssel (Wolff et al., 1989).
HRP-t injektédltunk az eliilsd szemcsarnockba, amelynek
szimpatikus beidegzése az ICN-en keresztil torténik
(Arvidson, 1979), majd 3 nap tulélési idé utdn a
gangliont elébb HRP-re, majd GABA-ra festettik meg.
Néhédny ogazdag OGABA-immunpozitiv 1innervécidét mutatd
principélis idegsejtben a HRP akkumuldcidjat ismertik
fél. Azonban ha az &dtvdgott ECH-re hnelyeztink HRP
xristdlyokat, akkor a kombindlt HRP-GABA festés utian
szintén sikerilt HRP-re jellemzd szemcséket tartalmazd,
gazdagen innervdlt cangliondris neuront taldlnunk. S6t,
mindkét kisérletben nem kis sz&mban azonositottunk HRP-
jeldlt, de nem gazdagon innervdlt neuront 1is. Ezen
ercdmények arra utalnak, hogy patkény GCS-ben az

intenziv GABA innervécidt kapd neuronok €s a célszervek
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kozott nincs kdzvetlen kapcsolat, igy feltehetileg az
egér ganglionban is hidnyozhat e kapcsolat.

Az egér GCS-re vonatkozd GABA immunhisztokémiai
megfigyeléseinket j6l1 aldtamasztjdk a GAD-antitest
alkalmazdsadval nyert‘ eredményeink. A GABA- ¢és GAD-
antitestek segitségével 1ényegében nagyon hasonlé
festddést kaptunk, leszdmitva azt a tényt, hogy a GAD-
antitest &dltaldban kevésbé intenziven jeldlte az

xonokat. A GAD-ot tartalmazdé varikdzus axonok sem
egyenletesen oszlanak meg a ganglionban; foltokban
nagymértékbven feldidsulnak, mig mdashol szdmuk
jelentékenyen redukdlcddott. GAD immunhisztckémia
segitségével 1lényegében sikérﬂlt igazolnunk a kétfele

GABA-immunreaktiv innervécidrdl leirtak hitelességét.

5.2.2. GABA-erg rostok eredete

Az eger GCS-ben bar kis szdmi GABA-erg neuront sikeriilt
kimutatnunk, nem latszott valdszininek, hogy e'kicsiny
idegsejtek lennének feleldsek a nagy szédmd GABA-erg
rost gangliondris jelenlétéért. A CST-ben azonositott
immunpozitiv idegrostok ugyancsak arra utalnak, hogy e
rostok kilsS er=déslek. E feltevést megerbsitette a
pregangliondris axotdmidt kovetdéd GABA immuncitokémia
alkalmazdsa. A cdecentralizélt ganglionban jelentékenyen
csikkent a GABA-immunpozitiv axonok szdma, csupdn igen
kevés varikozitést viseld rost msradt immunpozitiv.

Viszont & gangliondris neuronokat gazdsgon innervélds
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axonok teljességgel eltintek.

Ehhez hasonld jelenséggel taldlkoztunk a patkdny
GCS vonatkozdsdban is. A ganglion pregangliondris
torzsének dtvdgdsa (Kdsa et al., 1988) vagy elszoritédsa
(Dobé et al., 1989) utdn az immunjeltlt idegrostok
szdma lényegesen redukédlddott. cugene (1987)
elektrofizioldgiai eredményei ugyancsak a patkédny GCS
GABA-erg inputjdra hivjdk fel a figyelmet.

Jelenleg még nem lehet biztosan tudni, hogy vajon
honnan szé&rmaznak a GCS-be a GABA-erg axonok. Elvileg a
GCS GABA-erg axonjai eredhetnek a gerincveld
intermediolaterdlis magvdbdél vagy a szimpatikus diclédnc
alsébb ganglionjaibdl. OGyakorlatilag a gerincveldi
szimpatikus neuronokban nem sikeridlt GABA-
immunreaktivitdst detektélni (Magcul et al., 1987), és
azok GAD-antitestiel sem jelolGdtek (Barber et al.,
1982; Bogan et al., 1986; Mclaughlin et al., 1972).
Eredésiik helye nagy valészinlséggel mégsem 3
gerincveld. Azconban a patkdny szimpatikus cduclénc
valamennyi gangliondoan nmutattunk ki GABA-pozitiv
neuronokat, valamint a gangliocnokat 8sszekotd
térzsekoben GABA-immunreaktiv rostokat (Wolff et al.,
1988). A még kezdeti vizsgdlataink alapjdn dgy tanik,
hogy az egyes szimpatikus torzsekben, kranialis
irdnyban, nd az anti-GABA antitesttel jelclodé
idegrostok szdma. Tehdt Jelenlegi felfogdsunk szerint a

GCS-be futé GABA-crg axonok kiindu%?si»"helye

A
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feltehet6leg az alsébb szimpstikus dicokban keresendd.

5.2.3. GABA-erg neuronok

Egér GCS-ben mind GABA-, mind GAD-antitest
alkalmazdsdval nemcsak axonokoan taldltunk
immunreaktivitdst, hanem néhdny kicsiny (10-20 Fm)
nzuronban is. Ebben a vonatkozdsban az egér és a
patkény GCS nagy hasonldésécot mutat (Dobd et al., 1989;
Kdsa et al., 1988; Wolff et al., 1986). Kenny és Ariano
(1986) wugyancsak azonositott kevés kicsiny neuront,
amelyek, véleményik szerint, nem SIF sejtek. Ezzel
szemben Happsla €és munkatdrsai (1987a) a nagy
gangliondris neuronckban és a SIF sejtekben vélték a
GAD-o0t 1lokalizédlni. A mi erdményeink alapjdn azonban a
gangliondris idegsejtek nem tartalmaznak detektdalhatd
GABA-t, de ritkén sikerdlt GABA-immunpozitivitast
folfedeznink egyes kapillarisok koril rendezddd, minden
bizonnyal SIF scjtek némelyikeében. Eéér GCS
imnunpozitiv sejtjei kozott viszont nem taléltunk
olyat, emely bennlnket a SIF sejtekre emlékeztettek
volna.

Jelenleg még nem tisztdzott, hcgy milyen funkcidja
lehet a GABA-erg interneuronoknzk & ganglion idegi
miktdésében, €s az_ssm,vhogy vajon van-e kUlbhbség az
idegen és a lokdlis GABA-erc rostoknax a gangliondris
transzmisszidban betoltott szerepe kozott?

Feltételezhetjik, hogy igen, mivel a ganglion GABA-erg

Al
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interneuronjai nem képeznek sem pericelluléris, sem

glomerulusszerl axon eldgazddéast.

5.3. GCS kolinerg - és GABA-erg rendszerének kapcsolata
A harmincas évektdl kezdve évtizedekig lgy tekintették
az emldés GCS-t, mint egy egyszerld két neuronbdl 4116
rendszert, amelyben a kolinerg preganglionaris
neuronckrédl az ingeridlet 3dttevddik a noradrenerg
ganglionédris neuronckra (Feldberg and Gaddum, 1934). E
ielfogéds eldszor a SIF sejtek gangliondris Jelenlétének
felfedezésével moédosult (Erankd and Harkdnen, 1963).
Annak ellenére, hogy a GCS-nek a szimpatikus
idegrendszerben betdltott szerepérdl, valamint idegi
mikodésérdl és szabdélyozasdrdl szamtalan irodalmi adat
gylGlt 0©Ossze, ma sem ismerjik a gangliondris neurcnok
pontos innervdcidjdt €és a preganglionédris - belépd-
axonok transzmitter rendszereit.

Patkdny GCS-ben a  GABf-nak  kétféle
(posztszinaptikus (1) és posztszinaptikus (2)) hatédséat
tételezik  fol. (1) Elektrofizioldgiai vizsgélatok
szerint a GABA ditmeneti lassU deoclarizdcid wutén
hiperpolarizélja a gangliondris neuronokat, ezdgltal
cstkkentve a neuronok ingerelhetdségét (Adams and
Brown, 1975). (2) MNeurckémiai eredmények arra utalnak,
hogy a GABA g&atolja az ACh kivdltott folszabacduldsédt
(Farkas et al., 1986).

A GABA-erg axonok nagy szamaan létesitenek
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szinaptikus kontaktust a principéiis neuronokkal. E
megfigyelésink vélhetden jdé morfoldégiai alapot biztosit
a GABA posztszinaptikus gétlé hatdsdnak értelmezésénez.
Azonban 3ltaldncsan elfogadott, hogy a kd&zponti
idegrendszerben az inhibitdérikus Jellegld GABA-erg
neuronok tobbnyire interneuronok, €s neuronalis
kapcsolatukra a szimmetrikus tipusd szinapszisok
jellemzbek. Ezzel szemben az egeér GCS-ben is
feltehetéen- inhibitdérikus GABA axonok aszimmetrikus
szinapszisokat létesitenek a principdlis idegsejtekkel.
E kildnds Jelenség magyardzatdra udgy tdnik még varnunk
kell.

A GABA preszinaptikus gdtld hatdsa ugyancsak nem
tisztdzott még. GCS-ben mindeziddig nem sikerilt axo-
axondlis szinaptikus kontaktust taldlni, amelyek
jelenléte megfelelhetne a GABA preszinaptikus gatlo
hatdsdnak. Ritkédn a ChAT-tartalmi preszinaptikus profil
kozvetlen kozelében azonban megfigyeltink ChAT-negativ
termindlist, amelyhez thasonlé Jelenséget mésck 1is
g¢szrevettek mds fajok GCS-ében (Matthews, 1983).
Matthews Ugy véli, hogy az ilyen jellegl kapcsolatban
preszinaptikus gétlds torténhet. Minthcgy a ChAT-
pczitiv és a ChAT-negativ termindlisok szomszeédséga
ritka, ezért nem 1ldtszik valdszininek, hogy a kolinérg
impulzusok preszinaptikus gdtldsa ilyen mddon valdsulna
meg .

Immuncitokeéemiali mGdszerek alkalmazdséval
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bizonyitotték, hogy a patkany szimpatikus
(pregénglionéris) neuronokban a ChAT €s egyes
enkefalinok ko-expresszdldédnak (Kondo et al., 1985),
amelyet az a tény tamogat, hogy a preganglionéris
szinapszisokban nagy granuldris vezikuldkat figyeltek
meg. De az is ismeretes, hogy az enkefalinok
preszinaptikusan gdtoljék a kolinerg transzmisszidt
(Konishi et al., 1980; Araujo and Collier, 1987).
Elképzelhetd, hogy a kolinerg és a GABA-erg rendszernek
hasonld kapcsolata (is) van. E kapcsolat lehetdségét
er0siti az, hogy az elektronmikroszképpal vizsgélt
glomerulusszer(l szerkezetekben, ahol a befutd kolinerg
€s GABA-erg axonok interakcidja megvaldsulhat, .a
szinapszisok csaknem mindegyike ChAT-pozitivnak,
illetve GABA-ergnek bizonyult. Ezek alapjdn
feltételezhet)jik, hogy a szinapszisok egy része
egyardnt tartozik a kolinerg és a GABA-erg rendszerhez.
A joveben szeretnénk tisztdzni e feltételezést ChAT és
GAD egylittes immuncitckémiai kimutatdsdval.

E feltételezésnek viszont ellentmondani létszanak a

gerincvelére vonatkcz¢é GABA - és GAD immunhisztokémiai
erecmények (Sarber et al., 1982; Magoul et al., 1987;
Mclaughlin et al., 1972), melyek szerint az

intermediclaterdlis oszlop nesuronjai nem GABA-ergek.
tnnek ellenére taldn mégsem zdrhaté ki, hogy =
szimpatikus neuronok egy rTé€észe GABA-=rg, hiszen a

kdzponti idegrendszerben SZ4amos olyan GABA-erg
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magcsoport ismert, amelyek kimutatdsa korilményes;
azonositdsukat csak kolhicin kezelés utén lehect
biztonsdggal elvégezni (Mugnaini and Oertel, 1985).

A ChAT és GABA-erg rendszer markereinek (GABA és
GAD) immuncitokémiai megoszlédsa a ganglionban dltaldban
nem fedi egymédst (1ld. 1A és 2A dbrékat), hiszen a GCS-
ben a kranidlis pdlus mutatja a legintenzivebb ChAT-
immunreaktivitdst, mig e pdlusban a GABA-erg markerck
immuncitokémiai gyakorisdga nem egyértelmden nagyobb,
mint a ganglion mecidlis-kaudélis régicdjadban. Bér az
excitatérikué ACh és az inhibitdrikus JellegiG GABA
rendszerek egyaradnt aszimmetrikus szinapszisokat
képeznek az egér GCS-ben, a principdlis neuronok
kolinerg és GABA-erg axonok d&ltali innervacidjdban is
taldltunk némi kilcnbséget. A ChAT-tartalmd axonokral
feltételezzik, hogy jellemzben glomerulusszerd
formécidban kerilnek kapcsolatba a gangliondris
nauronokkal, ellenben a GABA-erg axonok ném csak
glomerulus szzrkezetet hoznak létre, hanem

pericelluldris hédlézatot is.
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6. OSSZEFGGLALAS

A szimpatikus didcldnc +taldn 1leggyakrabban kutatott
ganglionjédban, a ganglion cervicale superiushban (GCS)
tanulmanyoztuk a kolinerg - ¢és GABA-erg innervéciodt.
Vizsgdlatainkban az egér ganglionjdt haszndltuk, és a
transzmitter rendszereket immunperoxiddz mddszerrel
mutattuk ki. A kolinerg elemeket jdl karakterizdlt
anti-kolinacetiltranszferdz (ChAT) antitesttel, a GABA-
erg elemeket pedig anti-GABA valamint anti-glutaminsav
dekarboxildz (GAD) antitestek alkalmazésdval
identifikdltuk. Immuncitokémiai eredményeinket
Osszefoglalva az aldbbiakat dllapithatjuk meg:

A., Kolinerg rendszer: Az egér GCS-ben nagy széamd
ChAT-immunpozitiv (kolinerg) axon mutathatd ki. A
kolinerg axonok nem egyenletesen oszlanak meg a
ganglionban. A legintenzivebb immunresktivités a
rosztralis polusban taldlhatd, mig a ganglion medidlis
€s disztdlis = részeiben csak jéval . kisebb
immunresktivitds figyelhetd meg.

A decentralizalt ganglionban ChAT immunpozitivités
nem észlelhetd. E  jelenség arra utal, hogy (1) a
kolinerg axonok pregangliondris eredetlek, illetve (2)
a ganglionban nincs azonosithatd kolinerg interneuron.

A nyaki szimpatikus torzsben rendkivil sok ChAT-
pozitiv rost fut pérhuzamosan. E rostok a tdrzscn belul
nem eldgazdak, varikdzus megvastagodéds nem 1dthatdk

rajtuk. A torzsbdl kilépé pozitiv axonok sokszorcs



eldgazadasdval helyenként, foltszerGen igen sdrd
axonhdldok Jonnek létre, sajdtos glomerulusszerd
forméciot képezve, amelyeket principdlis neuronok

perikaryonjai vesznek kordl. A vékony axonokon
gyakoriak a varikozitdsok.
A ganglion posztganglionédris todrzseiben (ECN ¢és
ICN) kolinerg rostok nem detektdlhatdk.
Elektronmikroszkdépos vizsgdlatok szerint a ChAT-

pozitiv axonok principédlis neuronokkal szinaptizdlnak.

Az immunpozitiv szinapszisok az aszimmetrikus
szinapszis tipusjegyeit mutatja. A szinapszisok
tobbsége axo-cdendritikus, kisebb részik axo-
szomatikus.

B., GABA-erg rendszer: A nyaki szimpatikus tdrzsben
szdmos GABA-erg axon fut, amelyek a ganglionba 1lépve
sokszorosan eldgaznak. Az immunpozitiv axonok heterogén
megoszldst mutatnak. A festddott rostok egyes
principalis neuronok kiéril kosdrszerG axon fohadékot
képeznek, vagy esetenként glomerulusszerli axonhadldt
alkotnak, amely 1ldtszdlag a glomerulusukat korbe vevd
gangliondris seitek innervéciojat biztositjdk. A vékony
immunpozitiv axonokon varikozitdsok figyelhetdék meg. A
gazdag GABA-erg innervécidt mutatg egyes neuronok, vagy
a neuronock csoportja ugyancsak heterogénen oszlanak meg
a GCS-en belll.

A principdlis neuronck sem GABA -, sem GAD

antitesttel nem Jelclédtek, tehdt feltehet6leg nem



GABA-ergek. Azonban kevés, kis méretd neuron mindkét
antitesttel jeloldédctt.

A GCS posztgangliondris torzseiben GABA-erg rost
nem mutathatd ki.

Elektronmikroszkdppal viisgélva az intenziven
jeldlddd varikozitdsok Jjelentds része a principdlis
neuronnal szinapszist képez. A GABA-erg szinapszisok
aszimmetrikus jellegCek, melyek zomeben axo-
dencritikusak, de lehetnek axo-szomatikusak is.

c., Kolinerg - és GABA-erg rendszer
kolokalizacidja: Immunhisztokémiai efedményeink alapjan
arra ktvetkeztetilink, hogy a kolinerg axonok egy része
egyben a GABA-erg rendszert is tartalmazza, és igy az
\exciltatdérikus acetilkolin ¢és az inhibitérikus Jjellegd

GABA koexpresszdlddhat ugyanazon idegvégzGdésben.
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