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Osszefoglalds

A gerincveldt érintd sériilések egyik gyakori esete egy vagy tobb mellsé gyokér
kiszakadasa, amely sordn fizikai hatdsra a motoneuronok axonja és a sejttestek
kézti kontinuitds megszakad. Terdpids beavatkozas nélkiil az érintett mozgaté
idegsejtek tobbsége rovid idén belil elpusztul, amely a szegmens altal
beidegzett izmok teljes bénuldasdhoz vezet. Kordbbi kisérleteinkb6l ismert, hogy
a riluzole neuroprotektiv szer alkalmazdasaval nagymértékli motoros idegsejt
tulélés érhet6 el, és a megmentett motoneuronok jelent6s része Uj axont
ndéveszt, amely reinnervdlhatja a denervdlt végtagizmokat. Jelen
tanulmanyunkban L4-L5 avulzidn és L4 reimplantacion atesett Sprague Dawley
patkanyok eltér6 koncentracidoban kaptak riluzole-t. Ezdttal arra a kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy a reinnervaléd motoneuronok kis szambeli eltérése okoz-
e kiloénbséget a funkcionadlis reinnervacidban, illetve mennyire vizsgdlhaté ez a
kildnbség kinematikus analizis segitségével. Mivel az irodalomban fellelhetd
tesztrendszerek segitségével nem lehetséges a regenerdcié nagy felbontdsu
vizsgdlata, els8ként egy Uj Osszetett, érzékeny tesztrendszer feldllitasa volt
célunk. A funkcionalis vizsgalat sordn az allatok egy specidlis futdpadon haladtak
végig, a hatsd végtag mozgasat pedig videofelvételek elemzésével vizsgaltuk
szamos paramétert figyelembe véve. A tesztelési id6szakot kdvetSen az L4-es
gerincvel8i szegmentum reinnervald sejtjeinek retrogrdd fluoreszcens jelolésére
és szamoldsara kerilt sor. Tesztrendszeriink segitségével lehetévé valt az eltérd
ddzisu riluzole kezelések kozti funkciondlis kiilonbség kimutatdsara, és a mért
értékek korreldltak a sejtszamolds eredményeivel. A csoportok elemszamdnak
novelésével végsd célunk meghatdrozni, hogy minimalisan hany motoros
idegsejt sziikséges a végtag kielégitd (a human esetekben alkalmazott izomerd
skdla 4-es értékével egyenrangul) reinnervaciéjdhoz, igy a kés6bbiekben

ndvelhetjiik a human gerincveld sériilésterek terapidinak hatékonysagat.

Kulcsszavak: gerincveld, avulzié, motoneuron regenerdcio, riluzole
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Bevezeto

GerincveloO sériilések

A vilagon évente atlagosan tobb tizezer embert ér gerincveld sériiléssel jaré baleset.
Elsé hallasra talan nem tlinik magasnak ez a szam, a tarsadalmi hatds mégis igen
jelentds: a sériiltek tobbséglikben (82%) 16-30 éves férfiak, akik amellett, hogy a
szerencsétlenség kovetkeztében nagy valdszinliséggel munkaképtelenné valnak,
hatékony terdpia hijan a balestet kdvetden egész életiikben orvosi feliigyeletet és
ellatast igényelnek (Coura és mtsai 2013).

A sérilések csoportositasa tobb szempont alapjan toérténhet. Kilonb6zd tiinet
egylttest tapasztalhatunk attdl fliiggben, hogy a gerincvel§ mely szakasza érintett: a
cervicalis szakasz sulyos sériilése a négy végtag és a térzsizomzat teljes bénuldsaval
jarhat, ezt nevezziik tetraplégianak. Ez az Osszes eset 45%-at teszi ki (Hasler és mtsai
2011). Amennyiben a thoracalis, vagy lumbalis gerincveld roncsolédik paraplégiardl
beszélhetlink, amely az alsé végtagok és a térzsizomzat bénuldsat okozza (Middleton
és mtsai 2012). Csoportosithatunk a gerincvel6 keresztmetszetének érintettsége
alapjan is, igy részleges, vagy teljes gerincveld sériilésrdl beszélhetiink. Uutdbbi
esetben a sériiléstdl caudalisan a neuroldgiai funkcidk teljes hidnya Iép fel. A behatas
tipusa szerint a kdvetkezd sériilések kilonboztethetdk meg:

-zUzdddsos sértilések: ezekre dltalaban 1ézidk és cisztak jellemzdk, amelyek nekrotikus
és apoptotikus folyamatok sordn jonnek létre. Altaldban sport-, és kdzlekedési
balesetek okozzak. (Young 2002).

-dtmetszések: A felszallo és leszallo palyadk retrograd és anterograd degeneracidja
figyelhet6 meg az érintettség fliggvényében, ezek szurasok, vagdsok kovetkezményei.
Az atmetszések madsodlagos kovetkezménye az oligodendrocitak pusztuldsa miatt
bekovetkezd demielinizdcid, amely a pdlydk tovabbi pusztuldsdt okozza (Carlstedt
2008).

-avulzié: szintén kozlekedési balesetek gyakori kdvetkezménye. A gerincvelSi mellsd
gyokér nagy er6hatds kovetkeztében kiszakad, igy a motoneuronok sejtteste és az
axon proximalis szakasza kozotti kontinuitds megsz(inik. Ennek kovetkeztében

egyrészt az axonalis transzport ledll, és az idegrostok lassu, ugynevezett Waller-



degenerdcidja megy végbe (Coleman és Freeman 2010), masrészt a motoros idegsejtek
tulyomo tobbsége rovid iddn beliil elpusztul: patkanykisérletekben tapasztaltak szerint
a cervicalis 7-es szegmentumban 5 hét elteltével beavatkozads hidnydban csupan 7
szazalékos tulélés tapasztalhatd (Pintér és mtsai, 2010). A pusztulas egyik legfébb oka
a glutamat okozta excitotoxicitds (Choi 1992). A sériilt szdvetekben felhalmozédé
glutamat a posztszinaptikus AMPA és NMDA receptorok folyamatos permeabilitasat
okozza, a tulzott mértékli serkentd hatdsok pedig révid idén belil sejthalalhoz
vezetnek (Doble 1996). A motoros idegsejtek degeneracidjanak mértékét a mikroglia-
medialt gyulladdsos folyamatok tovabb fokozzak.

A sériilt sejtekben védémechanizmusok is érvényre jutnak: a motoneuronok szémadja
és dendritjei 0sszezsugorodnak, igy csdkken a glutamat tdmadasi feliilete (Linda és
mtsai, 1985), ezen kiviil az axon novekedéséért felelds faktorok (pl. BDNF), ezek
receptorai (Piehl és mtsai 1998), és egyéb regeneracidt segité fehérjék (pl.: GAP-43)
képz&dése kezdddik meg (Olsson és mtsai 2000). A sériilt motoneuron tulélés esetén
tehat Uj axont is noveszthet. A tulélés és regenerdcid azonban neuroprotektiv
anyagokkal segithetS. Ilyen, &sszetett hatdsd anyag a riluzole (2-amino-6-
trifluorometoxibenzotiazol), amely a feszlltségfliggd Na+ és Ca++ ioncsatornak
blokkoldsan keresztil gatolja a glutamat preszinaptikus felszabaduldsat (Doble 1996,
Duprat és mtsai 2000, Yongchao és mtsai 2013). Ezen tulajdonsagai miatt a szer a
kdzponti idegrendszer traumas és iszkémids karosodasainak kezelésére is alkalmas,
hiszen csokkenti a glutamat-excitotoxicitast, igy el8segiti a neuronadlis tulélést. A
riluzole a klinikumban jelenleg is hasznalatos, de eddig csak neurodegenerativ
betegségek esetében alkalmaztdk, és a terdpia csak amyotrophias lateralis sclerosis
esetében bizonyult sikeresnek (Bensimon és mtsai 1994).

Laboratériumunk korabbi kisérletei szerint a motoneuronok tulélése az avulzidt
kdvetéen a kihtuzott C7 vagy L4 ventralis gyokér azonnali visszalltetésével
eldsegithetd, és a visszaliltetett gyokérben futd axonok retrograd jel6lésével azt is
sikeriilt bebizonyitani, hogy a tulél6 motoros idegsejtek egy része Uj axon
noévesztésére képes (NoOgradi és Vrbovd 2001, Pintér és mtsai 2010). Korabbi
kutatdsaink arra is ramutattak, hogy a visszaliltetéssel egy id6ben megkezdett riluzole-

kezelés hatdsdra a C7 gerincveldi szegmentumban a motoneuronok tdlnyomd



tobbsége (76%) tulél és ezek 86%-a reinnervdl, ez pedig a funkcionalis mikddés

visszatérésében nyilvanul meg (Négradi és Vrbovd 1996, 2001, NSgradi és mtsai 2007).

Kisérleti paradigmak a lumbalis gerincveldi sértilések
vizsgalatara

Parcialis denervacio

Ujsziildtt rdgcsalokban megfigyelték a polineurondlis innervacid jelenségét, ez azt
jelenti, hogy a motoros egység egyedfejlédésének korai fazisdban egy motoneuron
nagyszamu izomrostot beidegezhet és egy izomrost tobb motoneurontdl kaphat
rostokat (Ribchaster és Barry, 1994). Ezek a kapcsolatok nagy része azonban a
posztnatalis 18. napra visszafejlédik, egy motoros idegsejt jellemzden egy funkciét
ellaté izomrostcsoport (100-1000 izomrost) beidegzésére képes és nincs atfedés a
motoros idegsejtek territériumai koz6tt (Feud és mtsai 2000). Kisérletek
bebizonyitottdk, hogy ha a-bungarotoxinnal gatoljuk a preszinaptikus acetilkolin
felszabadulast az el6bbiekhez hasonlé neuromuszkularis szinapszis pusztuldst okoz.
(Connold és Vrbova 1991). A motoros véglemezek visszahizédasanak magyarazta
tehat az szinaptikus kapcsolatok eltérd mértékl hasznalata, és az is ismert, hogy ideg
és az izomrost k6zotti kommunikacioban a preszinaptikus L-tipusd Ca** ioncsatornak
jatsszdk a kulcsszerepet (White és Vrbova 1998). Az ideg-izom kapcsolatok megvaltozé
kihaszndltsaga a motoneuronok differencidlédasaval magyarazhato.
Ragcsaldkisérletekben bebizonyitottak, hogy az egyedfejl6dés kezdeti szakaszaban
tapasztalt egységes, rovid periddusu, alacsony amplitidodju tizelési mintazatok id6vel
eltérést mutatnak, igy a kifejlett izomrostok fiziolégids tulajdonsagaikban is
kalénbozdvé valnak. Létrejonnek lassd, nem faradékony, gyors, nem faradékony és
gyors faradékony izomrostok (Slawinska és mtsai 1996). Az okozati Gsszefliggés
klasszikus bizonyitdsa a keresztezett reinnervacio kisérlete, melyben megcserélték az
izmokat beidegzd idegeket, igy azok élettani tulajdonsagai megvaltoztak (Buller és
mtsai 1969). Mdra ennek a jelenségnek a molekuldris bioldgiai hatterét is ismerjik

(Bergersen és mtsai 2006, Zaheer és mtsai 2009).



A hatsé végtag kulcsfontossagu, hosszd id6 dta vizsgdlt izmai a soleus (SOL), az
extensor digitorum longus (EDL), valamint tibialis anterior (TA) (dbra). Ezek az izmok
élettani tulajdonsagaikban, a felépit6 rostok aranyaiban, valamint a beidegzd
gerincvelSi szegmentumok megoszlasanak tekintetében is eltérést mutatnak. A SOL
egy féként faradtsagtlir6 izomrostokat tartalmazd extensor izom, amely beidegzése
80%ban az L5 gerincvelSi szegmentumbdl torténik, de kismértékben az L4-es
szegmentumbdl is kap efferens idegrostokat. A TA egy dorziflexor, f6ként (73%) az L4
szegmentumbdl kap efferenseket. Az EDL 98%-ban gyors, faradékony izomrostokat
tartalmazd flexor izom, beidegzéséért leginkdbb az L4-es szegmentum felel (51%)
kisebb részben az L3 és L5 (Slawinska 1996) Az utdbbi két izom két izom vizsgalata
soran figyelték meg a parcidlis denervacié jelenségét, melynek soran az izmot
beidegzd egyik szegmentum sériilését kdvetben részleges motoros beidegzésvesztés
kovetkezik be. Felndtt ragcsalokban ilyenkor a sértetlenil maradt gerincveldi
szegmentum motoneuronjainak innervald territériuma akar 5-szo6rdsére nd, igy a
denervdlt izomrostokat axonkollateralisok érhetik el, ez az un. "sprouting" jelensége.
(Gordon és Mao 1994). A parcidlis denervacid eltéré médon valdésul meg a bemutatott
izmokban. Ragcsdldkban elektromiografias kisérletekben megfigyelték azt, hogy a
részlegesen denervalt, eredetileg gyors, faradékony izomrostokat tartalmazd EDL
fenotipus valtozdson esik at, a regenerdciét kdvetéen a SOL-hoz hasonlé lassy,
faradsagtliré sajatsdgokat mutat, mig az utébbi izomban nem toérténik ilyen tipusu
atalakulds. (Slawinska és mtsai 1996). Megfigyelték tovdbba azt is, hogy neonatdlis
korban a lassu izmok parcidlis denervacidja esetén fennmarad a kiterjedt
poliinnervaciora jellemz6 motoneuron territérium, mig a gyors izmok esetében 70%-o0s
denervacié tapasztalhatd, tehdat a motoros egységek dltal beidegzett izomrostok
szdma intakt dllatokhoz hasonldan visszacsdkken (Connold és mtsai 1992, Tyc és mtsai
1999). A denervalt izomzat gyors atrofizdcidja miatt az Gj motoros egységek
kialakuldsara nem minden esetben keriilhet sor, ezért az elébb leirt sprouting
elésegitésén kivil (nifedipine segitségével: Whie és Vrbova 1997). az izom tulélésének
elektromos ingerléssel torténd meghosszabbitdsara is vannak terapias tdrekvések
(Gordon és MA0 1994). Az izom atrofizacid ezen tényezdkon kivil fiigg még az érintett
izmok terheltségétdl és az izmok rogziilésének helyzetétdl is: a terheletlenil maradt,

révidilt helyzetben régziilt izmokndl a legkifejezettebb (Gordon és Mao 1994). Egy



denervdlt izom funkcionalis felépiilésének sikeressége tehdt szamtalan tényezd
egylttesétdl fligg, dm abban a minden szerzd egyetért, hogy kiterjedt sériilés
esetében a legfontosabb a sériilt gerincvel&i szakasz tuléld motoros idegsejtjeinek
szama. Eddigi kutatdsok szerint ha a motoros elldtottsag 15%-a intakt marad, az
izomrost/motoneuron ardny korreldl egy motoros egység altal generdlt erd
nagysdgaval (Gordon és Mao 1994), tovabbra is kérdéses azonban, hogy minimalisan
mennyi motoros idegsejt tulélését kell biztositanunk ahhoz, hogy valéban kielégitd
funkcionadlis Gjraidegzést hozzunk létre. Ez az informdcid hidny leginkdbb a ragcsaldk
funkcionadlis tesztelésének nehézségeivel magyardzhatd, a kdvetkezO6kben ezzel a

témaval szeretnék foglalkozni.

Funkcionalis tesztek

Human esetekben a denervalt izmok gydgyulasat 5 foku izomerd értékel6 skala
segitségével kovetik nyomon. Az elmult néhany évtizedben tobb mddszer latott
napvilagot, amellyel ragcsaldkban is vizsgalhatéva valt a végtagok hasznalhatdésaga, a
kovetkezdkben a legfontosabb funkcionalis teszteket szeretném attekinteni.

"BBB" (Basso, Beattie and Bresnahan) teszt: Az allatokat nyilt terlileten megfigyelik és 21
fokozatu pontrendszer segitségével, kiilénb6z6 szempontok alapjan értékelik (pl.: 14
pontot jelent, ha az allat teli talppal 1ép, teljes sulyat rahelyezi a sériilt végtagra, és a
mellsé-hatsé labak koordinacidja teljes) (Schucht és mtsai 2002). A teszt elénye, hogy
széles korben elterjedt protokoll, hatranya, hogy igen szubjektiv, szamszer(i mérések
nem torténnek.

"Crid walk" teszt: Az dllatok eltéré léptékil (1-4 cm) racsokon haladnak végig, a teszt

sordn azt vizsgaljak, hogy hanyszor hibaznak, tehat hdnyszor Iépnek a résekbe (Metz
és mtsai 2000). A mddszer elénye, hogy digitdlis, hatrdnya, hogy kevés informacidval
szolgal a gydgyulds folyamatarol.

"Narrow-beam" teszt: Ebben a vizsgdlatban kiiléonb6z8 profild, 1m hosszisagu és 1-2 cm

atmérgjli, felfliggesztett rudakat haszndlnak. A funkciondlis analizis sordn az
allatoknak végig kell haladniuk a rddon anélkiil, hogy leesnének (Metz és mtsai 2002).
A mddszer a grid walk-hoz hasonléan lehet&séget biztosit a preciz mozdulatok sikeres

kivitelezésének egyszer(i vizsgélatara, eldnyei és hatranyai hasonlék ahhoz.



Felfedez8 viselkedés teszt: Egy 100cm x 80 cm-es nyilt feliiletet 9 egyenld részre
osztanak, és azt vizsgaljak, hogy 5 perc alatt hany tertiletet érint mozgasa kozben az
allat (Schucht és mtsai 2000). Elénye az egyszer(iség, hatranya, hogy kevés informaciot
ad a regeneraciordl.

Talplenyomat analizis: Ebben a kisérletben az dllatok talpat tintaparna segitségével

megfestik, majd egy 1m x 7cm-es papirlapon haladnak végig. A teszt soran
megyvizsgaljak, hogy a sériilt végtag talplenyomata mekkora szdgbeli eltérést mutat a
futds irdnydhoz képest (Fouad és mtsai 2000). Az analizis sordn endo/exorotacid is
megfigyelhetd, ezért a standardizacid nehézkes, igy a szdgek vizsgalata helyett 4 foku
skala segitségével végzik az adatok kiértékelését (o: dorzdlis 1épés, a hatsé Iab
vonszoldsa, 1: legaldbb 3, hdromuijjas ldbnyom, 2: endo/exorotdcid 3:nincs rotacid).

Kinematikus analizis: A vizsgalat sordn fekete pontokkal megjellik a hatsé végtag

nagyobb csontjainak izestilésénél a bort, majd az allatok mozgésardl (sikon, létran,
vagy taposémalmon) nagy sebességli videofelvételeket készitenek. A felvételek
képkockait elemezve a csontok egymassal bezart szdgeit vizsgdljdk a mozgas
kivalasztott pillanataiban. Ez a fajta analizis lehet8séget biztosit a csontok talajjal
bezdrt sz6gének vizsgélatara is, kaudalis vagy lateralis irdnybdl (Metz és mtsai 2002,
Fey és mtsai 2010). A bemutatott vizsgalatok kozll ez a teszt képes a legarnyaltabb
képet adni a regenerdcid dllapotardl, hatranya az eszkdzigényesség, a nagy
mennyiségl generdlt adat, és az el6zetes tréning sziikségessége.

A bemutatott vizsgalati rendszerek a kinematikus analizis kivételével egyenként kevés
informacidval szolgalnak ahhoz, hogy segitségiikkel képesek legylink kismértéki
kilonbségek kimutatdsara a regenerdlddd kisérleti allatok kozott, egyltt pedig
nehézkesen haszndlhatdak, mivel a tesztek eredményei egyazon sériilést vizsgdlva is
kevéssé korreldlnak (Metz és mtsai 2000). Ezen felil a kinyert adatok sok esetben a
sériilés mértékével sem aranyithatdk, gerincvel8-zizédasok esetében BBB tesztet és
grid walk vizsgalatot alkalmazva példaul csak a BBB teszt mutatott 6sszefliggést a 1€zid
méretével (Schucht és mtsai 2002). A technika fejlédésével a videoanalizisre épiilé
kinematikai tesztek egyre inkdbb elérhetévé valnak. A mérni kivant paraméterek
megfelel§ kivalasztdsa mellett ez a mddszer lehet a legalkalmasabb a funkciondlis

regeneracio kis kiildnbségeinek kimutatasara.



Célkitlizések

1. Létrehozni egy olyan kinematikus tesztrendszert, amely segitségével a lehetd
legnagyobb  hatékonysaggal gy(jthetiink adatokat az dllatok mozgadsanak

paramétereirdl

2. A létrehozott tesztrendszer segitségével kiilonb6z6 ddzisu riluzole kezelésben
részesilt, avulzion és reimplantacios mdtéten 3atesett modelldllatok vizsgalata a
kielégitd funkciondlis Ujraidegzéshez sziikséges minimdlis motoneuronszam

megallapitasa céljabadl.
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Anyagok és modszerek

M{téti beavatkozasok

Kisérletiinkben ndstény Sprague-Dawley patkdnyokat haszndltunk (170-200 §g),
amelyeket ketamin-xylazin (50 mg/kg-5 mg/kg) segitségével elaltattunk. Az L1
csigolydkat feltartuk és laminektdmiat hajtottunk végre. A baloldali L4 és L5 ventralis
gyokér atvagdsat kdovetden megkerestiik a L4, L5 gerincveldi ventralis gyokeret és
Dumont #5 tipusd OJrascsipesszel kihuztuk azokat. Ezek utan az L4 gyokér
reimplantacidjat hajtottuk végre az eredeti eredési hely kozelében (1. dbra). Az L5-6s
gerincvelSi mellsé gyokér beililtetésére azért nem keriilt sor, hogy kivédjik a mar
bemutatott parcidlis denervacié koévetkezményeit a végtagizmokban. A mdtét
elvégzését kovetden a sebet zartuk, és az dllatokat 37°C-os melegitépadon, folyamatos
felligyelet alatt tartottuk az altatészer hatdsanak megsz(inéséig. A beavatkozasok
soran a minimalis fajdalom és szenvedés okozdsdra térekedtiink a Helsinki Deklaraciét

figyelembe véve. A m(itétek az SZTE AOK etikai bizottsag engedélyével zajlottak.

1. abra: Az L4-L5 avulzid és L4 reimplantacié sematikus bemutatdsa.
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Riluzole-kezelés

A riluzole kezelést az avulziés mitétet kdvetden azonnal megkezdtiik és 2 héten
keresztil kétnaponta intraperitondlisan végeztilkk korabbi kisérleteinkben
megallapitott protokoll alapjan. Létrehoztunk egy csoportot (n=3) amely 0,4
mg/testsuly kilogramm ddzisban kapta a riluzole-t, és egy masikat, amelyben 0,8
mg/testsuly kg ddzisu riluzole kezelésre kertilt sor. (n=3). Feldllitottunk egy kontroll

csoportot is (n=3) ezek az allatok riluzole-t nem kaptak.

Funkcionalis tesztek

Az dllatokat a mitéteket kdvet6 5. héttél kezdve a 12. hétig minden héten egy
alkalommal funkciondlis tesztnek vetettiik ald. Elséként leborotvaltuk mdtott oldali
hatsé végtagokrdl a szdrt és a szakirodalomban leirtak szerint fekete pontokat
festettlink a hatsé végtag fobb iziiletei feletti b&rrészekre.(3. dbra) A teszt soran a
patkdnyoknak egy 100cm x 7 cm-es halogén lampakkal megyviladgitott plexi fald kifutén
kellett végighaladniuk egy menedéket nyujtd és jutalmat rejté fa hazig. Az atlatszd
padlé ala 45 fokos szogben tikrot rogzitettiink igy az allatok talpfellilete lIathatdva valt
oldaliranybdl a kifutdra tekintve. Az dllatok mozgasardl videofelvételek késziiltek a
mUitott oldal feldli, és hatsd irdnybdl, 100 képkocka/mdsodperc sebességgel. A miitétet
megel&z8en 3 héten keresztil hetente egy alkalommal gyakoroltattuk minden allattal
a tesztfeladatot és a m(itétet megel8z8 utolsd teszt alkalmdval az intakt allatokrdl is
egyenként felvételeket készitettiink. A videofelvételek elemzésekor az adott héten
rogzitett anyagok kozil minden allat esetében kivalasztottunk harom részletet,
amelyen harom teljes |épésciklus lathatd, amit a patkany egyenletes sebességgel,
megszakitds nélkil tesz meg. A lépésciklus alapvetden a tamasztd és lengd fazisra
oszthatd, mi vizsgdlatainkat az alléfazis kezdetének, végének, valamint a lengd fazis

kdzepének adott idOpillanataban végeztiik. (2. abra)

2. dbra: A patkdny Iépésciklusa. Piros szinnel jel6lt a leng@ fdzis, fekete szinnel a tdmaszté
fazis. A szines nyilak azokat a pillanatokat jel6lik, amelyekben a vizsgdlatokat végeztiik.
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3. dbra: A patkdny hdtsé végtag f6bb csontjai és kinematikus analizishez felfestett pontok
pontos elhelyezkedése.

A felvételeket szoftver segitségével (Virtual Dub) képkockdkra bontottuk és az alabbi

paramétereket valasztottuk ki az allatok regeneracidjanak vizsgalatahoz:

Oldalnézetii felvételek elemzése:

1. A tarsus talajjal bezdrt szége: A 4. abra A részén lathatd mdédon a tibia és talaj altal

bezart szdget vizsgaltuk az egyes allatcsoportokban az alléfazis fazis végének utolsd
pillanataban.

2. A talpfeliilet laterdlis rotdciéja: A talplenyomat analizishez hasonldan azt vizsgaltuk,

hogy a lépések sordn mekkora rotacié tapasztalhaté a kifutd haladasi irdnya Aaltal
meghatdrozott egyenes és a metatarsus és tarsus altal meghatarozott egyenes bezart
szbge alapjan. Ezt a paraméter is az all6fazis végén vizsgaltuk. A mérést a 4. abra B
része szemlélteti. Ebben a tesztben csak az exorotaciét mutatd dllatoknal végeztiink
méréseket

3.Térd flexié mértéke: A 4. abra C képén lathatéd mdédon minden dllaton megvizsgaltuk a

femur és a tibia csontok altal bezart szoget az dll6fazis kezdetén.

4. A boka flexié mértéke: Hasonldan a térd flexioméréshez megvizsgaltuk a tarsus és a

tibia altal bezart szogeket is az all6fazis kezdeti pillanataban (4. dbra D)
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5. A lIépés hossza: Minden dllatban megyvizsgaltuk a 3 egymast kovetd 1€pésciklus térbeli
hosszuUsagat (4. abra E). A pontos méréseket ebben az esetben a futépad oldaldba
karcolt 1x1 cm-es négyzetrdacs segitette.

6. A tdmaszté és leng@ fdzis id6beli megoszldsa: A képekre bontott videofelvételeken
megszamoltuk azokat a kocdkat, amelyeken az allatok laba a levegé&ben volt és azokat
is, amelyeken a f6ldhoz ér, igy a konstans 100 képkocka/mdsodperces felvételi
sebesség alapjan ki tudtuk szamolni a tdmaszté és leng6 fazis iddbeli megoszlasat 3x3
egymast kovetd teljes Iépésciklusban. Ezt az értéket csak az utolsd, 12. teszthéten
mértiik, mert az egyes allatok kiilonb6zé id6pontokban érték el a regeneracionak azt a
szintjét, amelyben mar képesek voltak felemelni a mitott oldali hatsé végtagjukat,

tehat megvaldsulhatott a lengéfazis.

Hatulnézeti videofelvételek elemzése:

7. A tibia talajjal bezdrt sz6ge: Az 3ll6fazis kezdetekor megvizsgadltuk a tibia talajjal

bezart sz6gét kaudalis irdnybdl is. A mérést a 4. dbra F része mutatja be.

8. A metatarsus talajjal bezdrt szége: A leng6 fazis kozepén minden tesztdllatunkon

megmértiik a metatarsus és a talaj dltal bezart széget hetente egy alkalommal.

9. Az ldbujjterpesztés vizsgdlata: Szintén a lengd fazis kézepén megfigyelhetd az un.
"spreading" reflex, melynek soran a lépés el6készitéseként az allatok egy pillanatra
szétterpesztik a hatsd végtag ujjait. A mérés sordn Osszekotottik az 1. és 5. ujj
végpontjat egy egyenessel, majd ennek az egyenesnek a felez6pontjat tekintettiik
szégcsucsnak, a 2. és 4. ujj végei felé bocsatott egyeneseket pedig a vizsgalt szog
szarainak (4. abra H rész). Ez a mozdulat csak a magasabb szintli regeneracié esetén

tér vissza, ezért csak a 12. héten hasonlitottuk 6ssze a mért értékeket.
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4. dbra: A kinematikai analizis vizsgdlt paraméterei: A: a tarsus talajjal bezdrt sz6ge B: a
talpfeliilet laterdlis rotdcidja C:a térd flexié szége D: a boka flexid szége E: a Iépés hossza F: a
tibia talajjal bezdrt szége G:a metatarsus talajjal bezdrt sz6ge H: a ldbujjterpesztési reflex szge.
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Szovettani eljarasok

A 12. héten az dllatokat ketamin-xylazine altatdasban (50 mg/kg-5 mg/kg) feltartuk és
atvagtuk az L4-es gerincveldi ideget, a proximalis csonkra pedig Fast Blue fluoreszcens
jeldl6anyag kristdlyait helyeztiik (FB, Illing plastics GmbH, Breuberg, Németorszag). A
festék jellegzetessége, az, hogy az alkalmazads helyétdl retrograd iranyban a
mikrotubulusok segitségével a neuronok szémajaba és dendritjeibe transzportalddik,
ahol a festék jelenléte fluoreszcens mikroszkdp segitségével detektalhatd. Ily médon
azokat a sejteket jeloltik meg, amelyek 4j axont ndvesztettek a denervalt
végtagizmokhoz. Harom nappal a jel6lést kdvet6en az dllatokat ketamin/xylazin
segitségével tulaltattuk. A melliireg felnyitasat kovetSen a jobb pitvart bemetszettiik,
majd kanilt vezettiink az aortaba a bal kamra dtszurdsat kovetSen. Els6ként fizioldgids
séoldattal mostuk at az allatok keringési rendszerét, amelybe heparint kevertiink (50
pl/100 ml), hogy megakaddlyozzuk a véralvadast. A fizioldgids séoldattal torténd
mosast kdvetden kipreparaltuk a m(itott oldali EDL és TA izmokat, amelyeket a késdbbi
vizsgdlatokig -80°C-on tarolunk. Ezek utdn 4%-os paraformaldehidet juttattunk az
érhaldzatba. A szovetek fixdldsat kovetben a lumbalis gerinccsatornat dvatosan
felnyitottuk, és kiprepardltuk a lumbalis gerincvel8i szegmentumot. Ezt egy éjszakdra
4%-os paraformaldehidbe helyeztiik, majd tovabbi 1 napon keresztiil 0,01% Na-azidot
tartalmazo 30%-os szachardéz oldatban taroltuk. A kipreparalt lumbalis gerincvel6rdl
dvatosan eltdvolitottuk az agyhdrtydkat, majd Tissue-Tek (Shandon, Egyesiilt
Kirdlysag) segitségével beagyaztuk az L3-L5 szegmentumot. Leica CM1850 tipusu
kriosztatban -20°C-on 25 ym vastagsagu keresztmetszeteket készitettiink, amelyeket
zselatinos targylemezre huztunk fel. A targylemezeket 3x5 percig PBS-ben mostuk,
majd PBS és glicerin 7:3 elegyével lefedtiik. A metszeteken a Fast Blue-jel6lt sejteket
fluoreszcens mikroszkép (Olympos BX50) segitségével detektdltuk, majd
megszamoltuk. A metszetekrdl reprezentativ céllal fényképeket készitettiink. A

retrograd jelolést és sejtszamoldst intakt gerincvel8kdn is elvégeztiik (n=5)
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5. dbra: Az L4 gerincvel8i szegmentumban tulél6 motoneuronok retrogrdd FB jel6lése.
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Eredmények

A funkcionalis tesztek eredményei

1. A tarsus talajjal bezdrt szége az dlléfdzis végén

A mérés eredményeit az. 1. grafikon foglalja Ossze. Szignifikdns kilonbségrél az
alacsony elemszam miatt egyeldre egyik paraméter esetében sem beszélhetiink, de
ldthatd, hogy a teszt segitségével igen finom eltérések is kimutathatdak az egyes
csoportok kdzott. A tesztid6szak végén a varakozasainknak megfeleléen a legjobban a
0,8 mg/kg riluzole kezelésben részesiilt csoport teljesitett, ezt kdvette a 0,4 mg/kg
ddzist kapott csoport, legrosszabbul pedig a kontroll allatok teljesitettek. Ezek az
értékek messze alulmultdk a miitétet megel6z6en mért intakt értékeket, de minden
csoportban javuldast tapasztaltunk, ami a riluzole-kezelt csoportokban volt a

legkifejezettebb.

A tarsus talajjal bezart szége
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1. grafikon: A tarsus talajjal bezdrt sz6ge az dlléfdzis végén. Az alsé grafikonon kinagyitva
lathatdk az eltérések.
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2. A talpfeliilet laterdlis rotdcidjanak mértéke

Az 2. grafikon lathatd a talp exorotdcidjanak szége. A 0,8 mg/kg riluzole-t kapott
csoportok allatai megkdzelitéen intakt értékeket produkaltak a tesztiddszak végére,
mig a kezeletlen allatokban alig mutatkozott javulds. A rotacié mérés eredményei a
teljes tesztiddszak alatt kiilénbséget mutatnak az eltéré ddzisu riluzole kezelésben

részesiilt dllatok regenerdcidjaban.

A lateridlis rotacido mértéke
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2. grafikon: a laterdlis rotdcids sz6g nagysdga a tesztid6szak id6tartama alatt

3.Térd flexié mértéke

A térd flexié mérésének eredményei szerint a riluzole kezelt csoportok kdzott kevés
eltérés mutatkozott a femur és a tibia altal bezart sz6g nagysagaban, de kontroll
csoportok allataihoz képest sokkal jobban teljesitettek a kezelt dllatok (3. grafikon).
Bar az intakt értékektdl elmaradtak a riluzole-kezelt csoportok is, a javuld tendencia

egyértelmd.

A térd flexio mértéke
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3. grafikon: a femur és tibia altal bezart sz6g alakuldsa a tesztidbszak alatt



4.A boka flexié mérés

A bokaiziiletnél mért szo6g nagysdgdban az intakt dllatok a m(itétet megel6z6 héten
nagy eltérést mutattak, ami a kis elemszam miatt er6sen befolydsolta a mérési
eredményeket (4. grafikon). A késdbbi kontroll csoport allataiban sokkal nagyobbnak
mértiik ezt a szoget a betanitds utolsé hetében, ezért ennél a tesztnél a funkciondlis
javuldas gorbéit az intakt mérés értékeihez hasonlitottuk minden csoportban. A
kilonbség a 12. teszthéten 0,8 mg/kg ddzisu riluzole kezelést kapott allatok kozott a
legkisebb ezt a csoportot kdveti a 0,4 mg/kg riluzole-lal kezelt csoport, és a legkevésbé

a kontroll dllatok kozelitették meg az intakt értékeket.

A boka flexié mértéke
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4. grafikon: A tibia és a tarsus dltal bezdrt sz6g nagysdga az dll6fdzis kezdetén.

5.A |épéshossz- mérés eredménye

A 1épéshossz mérés eredményeit az 5. grafikon tartalmazza. Szembet(ind, hogy a
kontroll csoport értékei jelent8sen elmaradnak a két riluzole-kezelt csoport értékeitdl,
valamint az, hogy a 0,8 mg/kg koncentracidju riluzole-t kapott dllatok a 9. héttdl
ldtvdnyos javuldast mutattak. A tesztid6szak végére a lépéshossz mérés értéki is

meggydzd kiillonbségeket mutattak az egyes dllatcsoportok kozott.
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A lépéshossz-mérés
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5. grafikon: A m(itétt oldali hatso végtag dltal megtett Gt hossza egy Iépésciklus alatt.

6. Az leng6 és tdmasztd fdzis id6beli megoszldsa

A 12. héten megmértik, hogy a lépésciklusokon beliil hogyan oszlik meg a leng6 és
tamasztd fazis idS6tartama. Az 1. diagramm tanulsdga szerint minél kisebb a
reinnervacido mértéke, annal tébb iddt tolt a mdtott oldali hatsé végtag a levegdben. A
teszt képes kimutatni az eltérd dozisu riluzole-kezelések kozotti kilonbséget, és
szemlélteti a kezelés hatékonysagat a kontroll csoportokban tapasztalhatdkhoz

képest.

A lengé és tamasztd fazis megoszldsa

60% 4 o Ie'n'go
fazis

. tamaszto
fazis

intakt 12. hét intakt 12.hét intakt 12. hét
kontroll o,4mglkg 0,8 mglkg
riluzole riluzole

1. diagramm: A leng§ és tdmaszté fdzis id6beli megoszldsa a lépésciklusokon beliil.
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7. A tibia talajjal bezdrt szége

A 6. grafikon a kaudalis irdnybdl végzett tibia vizsgdlat eredményeit mutatja. Ezzel a
teszttel csak a 0,8 mg/kg ddzisu riluzole-lal kezelt csoport esetében tudtuk a javuldst
kimutatni, ennek oka, hogy alacsony reinnervaciés esetben ez a szdg igen valt6zd

lehet akdr néhany Iépésen beliil is.

A tibia talajjal bezart sz6ge
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6. grafikon: a tibia talajjal bezdrt sz6ge kauddlis nézetbdl a tdmaszto fdzis kezdetén

8. A metatarsus talajjal bezart szége

A leng6 fazis kozepén megmértiik a metatarsus talajjal bezdrt szogét. Az
eredményeket a 7. grafikon foglalja 6ssze, szembet(ing, hogy a kontroll csoport allatai
sokkal rosszabbul teljesitettek a masik két csoportnal, valamint az, hogy a riluzole-
kezelt csoportok a 9. héttdl itt is egyenletes javulast mutatnak, és a 0,8 mg/kg riluzole

kezelésben részesult csoport megkozeliti a mitét el8tt mért értékeket.

A metatarsus talajjal bezart szoge
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7. abra: A metatarsus talajjal bezdrt sz6ge az egyes csoportokban a tesztiddszak alatt.
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9. A ldbujjterpesztés mértéke

A 12. héten megmértilk a mitott oldali hatsé végtagon a labujjterpeszt6 reflex
mértékét. A 2. diagrammon latszik, hogy a 0,8 mg/kg ddzisu riluzole kezelésben
részesilt csoport dllatai sokkal jobban teljesitettek a masik kett6 csoport allatainal,
amelyek k6z6tt csak kis kiilonbséget tudtunk kimutatni a 0,4 mg/kg ddzisu riluzole-lal

kezelt csoport javara.

Az ujjterpesztés mértéke

=
70 4
(@]
E 604
o ® intakt
b i
& 50
& 40 o .
o ® 12. hét
c
oo
He]
N
n

kontroll o,4mglkg 0,8 mg/kg
riluzole riluzole

2. diagramm: A leng@ fdzis k6zepén megmért, ujjterpesztést jellemz6 szdg nagysdga az egyes
dllatcsoportokban a 12. teszthéten
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Morfoldgiai eredmények

A sejtszamolds eredményeit a 3. diagramm mutatja be. A funkciondlis eredményekhez
hasonldan itt sem taldltunk szignifikdns kiilénbségeket, ami a csoportok alacsony
elemszamaval magyardzhatd. Lathatd, hogy az L4-L5 avulzidt kévetd L4 reimplantacid
neuroprotektiv kezelés nélkiil az L4 motoros idegsejtek t6bb mint 90%-3t elpusztitotta.
0, 4 mg/kg ddzisu riluzole kezeléssel a motoneuronok tobb, mint 10%-a menthetd meg,
0,8mg/kg riluzole alkalmazdsaval csaknem kétszeresére ndvelhetd a L4-es

szegmentum reinnervald motoros idegsejtjeinek szama.

Az L4-es szegmentum reinnervald

motoneuronijai
1400,
© 1234427
% 12001 [N
N .
= 1000
c
S 800
2
S 600
]
z
5 0 227427
0 | ;
_n% 2001 9616 1*2*7i5
intakt kontroll o,4mglkg 0,8 mglkg
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3. diagramm: Az L4 szegmentum reinnervdld, FB-jel6lt motoneuronjai az egyes
csoportokban

kontroll S—— 0,4 mg/kg ril. 0,8 mg/kg ril.

6. dbra: A reinnervdlé motoros idegsejtek jellemz8 megjelenése az egyes mlitéti csoportokban.
A fehér nyil a visszaliltetett mells6 gyokeret jelzi.
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Diszkusszid

Diplomadolgozatomban bemutatott munkankban kisérleti dllatok gerincvelSjének L4-
L5 avulzidjat, és az L4 ventralis gyokér reimplantacidjat végeztik el, majd kiilénb6z4
ddzisu riluzole kezelés hatdsat vizsgaltuk funkcionalis tesztek soran. Az L5 ventralis
gyokér avulzidjara és a gerincvelSbe vissza nem helyezésére az un. parcidlis denervacié
sajatos korképének elkertiilése miatt volt szlikség, az L4 gerincvel6i szegmentumhoz
tart6z6 végtagizmokat igy nem reinnervaltdk L5 motoneuronok. Kisérletiinkben azt
vizsgaltuk, hogy funkciondlis tesztek segitségével lehetséges-e az eltérd ddzisban
alkalmazott riluzole-kezelés hatdsara [étrejovd kiilonbdzd regeneracios szintek behatd
vizsgalata? Munkank sordn egyedi kinematikus elemzésen alapulé funkcionalis
tesztrendszert fejlesztettiink ki, amelyre azért volt sziikség, mert végs6 célunk annak a
minimalis motoneuron szamnak a pontos meghatdrozasa, amely a végtag kielégité
funkcionadlis Ujraidegzéséhez elegendd. Ilyen méréshez pedig a szakirodalomban
fellelhetd tesztek felbontdsa nem elégséges.

A mitétet kovet6 12. héten retrogradan transzportalédé FB fluoreszcens
jeldl6anyaggal végzett sejtszamolas eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy a riluzole
koncentracidjanak emelésével ndvekedett azon motoros idegsejtek szama, amelyek
axont novesztettek a denervdlt végtagizom felé. A mozgds 9 vizsgalt paraméterének
elemzését kovetSen kimutattuk, hogy bar az egyes paraméterek kilonb6z6
mértékben, de javulast mutattak a kezelés hatdsdra, és funkcionalis javulds ardnyos a
tuléld motoneuronok szdmaval. Tesztrendszeriink kilénbséget mutatott ki olyan
csoportok kozott is, amelyek atlagos reinnervalé motoneuronjainak szama minddssze
30-al kilonbozott. Ezt az érzékenységet megfelelének tartjuk a funkcionalis
Ujraidegzés kiilonbségeinek kimutatasara még kismértékii morfoldgiai reinnervacio
esetébenis.

Célunk a tovdbbiakban a csoportok elemszamainak névelése, valamint Gj, magasabb
dézisu riluzole kezelésben részesiil6 csoportok feldllitasa (1,2 mg/kg), hiszen a kivant
klinikai 4-es izomer6mérésnek megfeleld funkciondlis reinnervaciét jelen
kisérletiinkben még nem sikerilt kimutatnunk. Tervezziik tovabba a tesztiddszak

novelését, mert a legtobb funkcionalis tesztben a 9. héttdl kezd6dott meg a riluzole-
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kezelt csoportok javuldsa, és a 12. posztoperativ hétre a gorbék még nem érték el a
platé fazist.

Tesztrendszeriink el8nye, hogy akdr a kés8bbiekben is bdvithetjik a vizsgalt
paraméterek palettdjat, hiszen a készitett videdk a jovében is tovabb elemezhetdk
Tovabbi munkdnk sordn morfoldgiai mddszerekkel megvizsgaljuk a kipreparalt soleus
és TA izmok motoros véglemezeit, hogy tovabbi informacidkat kapjunk az ideg-izom
kapcsolat helyreallasardl.

Felallitott kisérleti rendszerlink tehat alkalmas a kielégit6 regeneracidhoz sziikséges
minimalis motoneuron szdm meghatarozasara, ez az informacid pedig a jovében
hozzajarulhat a human gerincvel§ sériilések helyredllitasara alkalmazandd terapiak

hatékonysaganak eldéntésére.
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