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BEVEZETES

A Waller-féle degeneraci6 (WD) az axon idegsejt-
karosodas kovetkeztében bekovetkezd programozott
degeneracioja. A kozponti idegrendszeri (KIR) WD a
periféridsnal lassabbés a kovetkezményes regeneracio
hianyzik. Foként allatkisérleteknek  kdszonhetden
ismerjiik patologiai fazisait, humén forrasok hianyosak, a
dinamikarol leginkabb magneses rezonancias (MR)
vizsgalatok sziilettek az utdbbi évtizedekben, a kiilonb6zd
etiologidk (agyvérzés és ischaemia) Osszehasonlitasa
tekintetében azonban nem. A transzneurondlis
degeneracio a primer laesioval szinaptikus kapcsolatban
tobbsége a latoérendszerbdl szarmazik, ahol anterograd és
retrograd degeneraciot is bizonyitottak hisztopatologiai
vizsgalatokkal. Emellett leirtak a mammillothalamicus
palya és a corpus mamillare degeneraciojat temporalis
lebeny epilepsziaban és az arteria cerebri posterior ellatasi
teriiletét érintd infarctus utdn; a substantia nigra és a

globus pallidus masodlagos, postischaemias érintettségét

crer



arteria cerebri media (ACM) teriileti infarctus utan, illetve
a hypertrophias oliva inferior degeneracio Is a
transzszinaptikus  degeneraci6 egyik formdja. A
gerincveldben (SpC) a masodlagos degeneraciora iranyuld
kevés rendelkezésre all6 kutatds a cerebrovaszkularis
eseményt kovetdé kronikus fazisra koncentral, a Korai

1d6szakbdl adatok nem allnak rendelkezésre.

CELKITUZESEK

Vizsgalataink célja a corticospinalis palya (CST) és a
volt cerebrovascularis betegségekben, hisztomorfologiai
¢s immunhisztokémiai moddszerek  hasznalataval.
nyultveld piramisainak szintjén a microglia aktivacio
illetve az axonok ¢és a myelinhiively strukturalis

karosodasan keresztil.

Célunk a patologiai folyamatok részletesebb megértése
volt, kiilonosen a stroke utani korai idészakban, valamint

a folyamat dinamikdjdnak Osszehasonlitasa kiilonb6zo



stroke-ban.

A gerincveldi  sejtek transneuronalis degeneratiojat
illetéen az eddigi huméan morfometriai vizsgalatok az agyi
infarktust kovetd kronikus féazisra fokuszaltak, mig a
sériilés utani els6 honapbdl nem 4allnak rendelkezésre
hisztomorfologiai adatok, noha a CST degeneracio MRI
¢s a motoneuronok érintettségének elektrofizioldgiai jelei

ekkor mar nyilvanvaloak.

Ennek alapjan munkank masodik része (morfometriai
mellett szinapszisok és a microglia aktivacio elemzésével)
a gerincveldi eliilsé szarvmotoneuronjainak morfologiai
¢és szinaptikus valtozésait célozta meg a stroke utani elsd

honapban.

MODSZEREK

crer

nyultvel6i pyramis teriiletén. 22 beteget vizsgaltunk,
melyek koziil 11 esetben kiterjedt torzsdici vérzés, 9
esetben az ACM teljes ellatasi teriiletét érintd ischaemias

stroke igazolodott CT-vel €s post mortem neuropatologiai



vizsgalattal. 2 esetnél két kiilonbozé idOpontban
elszenvedett bilateralis stroke volt a koreldzményben, igy
bar ezek statisztikai elemzésre nem voltak alkalmasak, jol
demonstraljak a  késdi  elvaltozasokat. Masodik
vizsgalatunkban transzszinaptikus valtozasokat
elemeztiink 7 teljes ACM teriileti infarctust szenvedett
beteg postmortem a gerincveldi mintdin, a stroke utani

elsé honapban.

30 napos formalinban tortént fixalast kdvetéen 10 um
vastagsagu paraffinba agyazott metszetek késziiltek a

nyultveld és a C6 szegmentum magassagaban.

A gerincveldi metszetekbol Nissl festést alkalmaztunk a
morfometriai vizsgalatokhoz, CD 68 immunhsiztokémiat
a microglia aktivacio megitéléséhez és synaptophysin

(SYP) immunhisztokémiat a szinapszisok vizsgalatdhoz.

Az agytorzsi metszeteknél Kliiver-Barrera festéssel
vizsgaltuk a  myelint,  neurofilament  (NF-H)
immunhisztokémiaval az axonok €pségét és szintén CD68

immunhisztokémiaval a microglia aktivaciot.



A mérések sordn a nyultveldben a laesioval azonos oldali
CST-t, a gerincvelében pedig az ellenkezé oldalt
tekintettiik korosnak, kontrollnak mindkét esetben az ép

oldalt hasznaltuk.

A mikroszkopos felvételeket Zeiss Axio Imager M2
fénymikroszkoppal készitettiik, az ehhez csatlakoztatott
Zeiss Axiocam 503 szines digitalis kamera, szamitogép és
az azon futé ZEN 2.6 szamitdgépes szoftver segitségével

végeztik a szovettani képek elemzését.

A gerincvel6i mintak  Nissl-festett metszetein a
gerincveli mellsd szarv idegsejtjeinek (anterior horn cell,
AHC)  szama mellett azok atmérGjét, keriiletét és
keresztmetszeti teriiletét mértiikk. A microglia-aktivaciot a
CD68-pozitiv sejtek denzitasaval — azaz a CD68 pozitiv
tertiletek €s a teljes mért teriilet aranyaval - jellemeztiik,
ilyen mérések az eliilsé szarvban és kiilon a Rexed IX
zondban, illetve az oldals6 kotegben torténtek. A
szinapszisokat SYP immunhisztokémiaval vizsgaltuk;
denzitast mértiink a teljes eliilsé szarvban és a Rexed IX
zonaban valamint az egyes motoneuronok szinaptikus

fedettségét szadmoltuk.



Az agytorzsi metszetekben a piramisokat anatomiai
elhelyezkedésiik alapjan azonositottuk. Az axonok
duzzanata ¢és szétesése nem tette lehetové az NF-H
immunreakcidkvantifikalast, igy itt az NF-H ¢és KB festett
képeket szemikvanitativ elemzéssel értékeltiik, melynek
alapjat a festoédés homogenitasa, az axonok elrendezddése,
méreteloszlasa és térbeli denzitasa, a KB-festett
metszeteken a myelinhiivelyek felszine, alakja ¢és
gylirliinek teljessége adta. A microglia aktivaciot a CD68

pozitiv teriiletek denzitasaval értékeltiik.

A morfometriai adatokat haromféleképpen dolgoztuk fel;
ANOVA-t alkalmaztunk az eliilsé szarvak sejtjeinek
méreteloszlasanak 0sszehasonlitasara az egyes esetekben,
egyesitett elemzést végeztiink Mann—Whitney-probaval, a
neuronokat nagy ¢és kis sejtekre osztva khi-négyzet probat

hasznaltunk.

Az immunhisztokémiai eredményeket egyiitt értékeltiik: a
CD68-denzitasokat a két eliilsd szarvban (ipsi- ¢és
kontralateralisan), a lateralis kotegben ¢és a Rexed
IXzb6naban t-probaval hasonlitottuk 6ssze. Ezt kdvetden az

eluls6 szarv és a Rexed IX zdéna CD68-denzitasat



ugyanazon az oldalon Sign- és Wilcoxon-probaval

vetettilk 0ssze minden esetben.

A szinapszisdenzitas esetében a két oldal eliils6 szarvanak
¢s Rexed [Xzondjanak SYP-denzitasat t-probaval
hasonlitottuk Ossze. Hasonloképpen t-probat
alkalmaztunk a nagy motoneuronok SYP-boritottsaganak

Osszevetésére a két oldalon.

Az agytdrzsi vizsgalatbol CD68-denzitds  keriilt
statisztikai feldolgozasra, itt tobbvaltozds elemzéshez
mixed-effect regressziés modelleket hasznaltunk, emellett
Wilcoxon péros probat és Spearman-féle rangkorrelaciot
IS hasznaltuk a denzitasértékeknek és stroke-tol eltelt id6

illetve az etioldgia kapcsolatanak feltarasara.
EREDMENYEK

A corticospinalis palya (CST) morfoldgiai valtozasai a

nyultvel6ben
1-2. nap

A CD68-denzitas mindkét oldalon jelents a nyultveldi

piramisokban, azonban a két oldal kozotti kiilonbség



ekkor még nem észlelhetd. Az axondlis struktira és a
myelinhiivelyek épnek tlinnek. A mikroszkopos anatémia

megegyezik az ép, nem patologias (NPAT) oldallal.
3—7. nap

Az ipsilateralis (patologias) oldalon a CD68-denzitds mar
a harmadik napon fokozott, a hetedik napon ez még
kifejezettebb. A 7. napon az ipsilateralis piramis korilirt
teriiletein az NF-H festés az  axonstruktira
megbomlasanak elsé jeleit mutatja: megduzzadt

axonkeresztmetszetek lathatok, ami mellett a myelin

crcr

10-18. nap

A két oldal kozotti CD68-denzitas kiillonbsége tovabbra is
kifejezett. Az axondegeneracid jelei nyilvanvaloak: az
axonok megduzzadnak, szerkezetiik integritasa elveszik,
eltinik a nyultveld ipsilateralis oldaldnak szabalyos
szerkezeti mintdzata. A myelin degradicio jelei KB-
festéssel tobb helyen is markansak: a myelingytirik
elveszitik szabdlyos kerek form4jukat, tobb helyen

megszakadnak.



1 honap utan

A CD68-denzitas két oldal kozotti kifejezett kiilonbsége
tovabbra is fenndll, az axondegeneracio jelei
egyértelmiick. A myelin degradaci6 jelei még
szembetlinGbbé valnak: a fest6dés intenzitasa csokken, és
csak szorvanyosan lathatok myelingylriik. A patologia

sulyossaga harom honap utén is hasonld marad.
1 év utan

A két késdi esetben (D330 ¢és D450) a CD68-pozitiv sejtek
szama tovabbra is tObb a patoldgias oldalon, a nyultveld
piramis  sz&li  részén  slrli  microglia-  és
macrophagszaporulat lathaté. Az axonsiiriség dramaian
csokkent, a megmaradt rostok vékonyabbak az ép
oldalhoz képest. A myelinfestddés jelentdsen gyengiilt, de

a myelin degradaci6 jelei még mindig fennallnak.

A vérzéses (HEM) és az ischaemids (ISC) stroke-esetek

osszehasonlitasa

A HEM ¢és ISC csoportok Osszehasonlitdsakor az
ipsilateralis oldalon a teljes CD68-denzitas (HEM n = 11
(atlag = SD): 12515 £ 8127); (ISC n = 9 (atlag £ SD):
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14871 + 5639); (0sszes eset n = 20 (atlag = SD): 13353 +
6898) Kkoriilbeliil kétszerese volt a kontralateralis
oldalénak (HEM n = 11 (atlag + SD): 6937 + 2151); (ISC
n=9 (atlag = SD): 7866 + 3751); (6sszes eset n = 20 (atlag
+ SD): 7436 + 2898) mindkét betegcsoportban (Wilcoxon
paros proba p(dsszes eset) = 0,0005). A patologias oldalak
Osszehasonlitasakor HEM és ISC koz6tt nem mutatkozott

kiilonbség (p = 0,4780).

A teljes csoport és a HEM és ISC csoportokat kiilon
elemezve is, az id6t folytonos valtozoként kezelve, az
ipsilateralis oldali CD68-denzitas szignifikansan korrelalt

0,0001 ; HEM n = 11 p = 0,005; ISC n = 9 p = 0,013).

Hasonlé eredményt kaptunk, ha a betegeket négy
id6csoportba osztottuk: az ipsilateralis oldalon a denzitas
szignifikdnsan eltért az idécsoportok kozott (Kruskal—
Wallis ANOVA n = 20 p = 0,0047), a kontralateralis

oldalon nem volt kimutathaté hasonl6 0sszefliggés.

A multivarians elemzés soran, mixed-effect regresszios
modell alkalmazisaval a CD68-denzitds fliggetlen
prediktorai a tulélési id6 (p = 0,003 a linearis és p = 0,248

11



a nem linearis komponensre), valamint az elvaltozas
oldala (ipsi- vs. kontralateralis; p < 0,001) voltak, de a

nem, az életkor vagy a stroke tipusa nem.

AHC-morfometria

A morfometriai adatok nem igazoltak neuronvesztést a
gerincveld contralateralis eliils6 szarvaban (AH) az
ACMe-infarktust kévetd elsé 30 napban (p = 0,13). A D3
esetekben a kontralateralis oldali sejtek szignifikansan
kisebbek voltak, mig a D6—7 esetekben szignifikansan
nagyobbak mindhdrom paraméter tekintetében. Az esetek
egyedi értékelésekor hasonld eredmények sziilettek, de a
kiilonbség csak a 6 napos és az egyik 3 napos esetben volt
szignifikans (p = 0,00001; p = 0,00001; p = 0,00001 a 6
napos esetben, illetve p = 0,009061; p = 0,008247; p =
0,030579 a 3 napos esetben). A D17 és D32 betegekben
ezekben a paraméterekben nem volt szignifikdns

kiilonbség az ipsi- és contralateralis oldal kozott.
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number Cross sectional area (um?) Diameter (um) Perimeter
(n)
CONT IPSI CONT p IPSI CONT P IPSI col
3142 403,9+292,8 388,3+290,7 0,006 21,375 20,8+7,6 0,006 86,5+37,0 84,9+3
2125 366,8+287,4 416,9+335,879 >0.000 20,3+7,4 21,5%8,2 >0.000 80,2+34,3 85,4+3

1044  332,8+207,1 342,9+200,574 0,103 19,6%6,0 20,0£59 0,103 80,9432,2 82,843

1182 371,5#312,0 387,9+320,630 0,312 20,2480 20,6%#8,2 0,312 91,1#60,8 97,1+1

1. tablazat
Microglia aktivitas a gerincvelében

A CD68 immunhisztokémia jelents denzitasnévekedést
mutatott a teljes contralateralis eliilsé szarvban
(ipsilateralis oldal: atlag = SD: 0,0020 = 0,0014;
contralateralis oldal: atlag + SD: 0,0039 + 0,0024; n = 21;
p = 0,0008). Ez a kiilonbség mar a harmadik napon az
ACM-occlusiot kovetden észlelhetd volt, és késébb sem
sziint meg. A contralateralis oldalon a CD68-denzitas
magasabb volt a Rexed IX. lamindjaban, mint a teljes AH-
ban (CD68-denzitas a Rexed IX. laminaban: ipsilateralis:
atlag = SD: 0,0020 + 0,0015; contralateralis: atlag + SD:
0,0049 +£0,0031; Sign-teszt: n =21; p = 0,0088; Wilcoxon:
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n=21; p=0,0172), mig az ipsilateralis oldalon hasonld

eloszlasbeli kiillonbség nem volt megfigyelhetd.

Hasonl6an markans kiilonbség mutatkozott a CD68-
denzitasban a CST lateralis kotegében is: a contralateralis
oldalon magasabb értékeket talaltunk az ép ipsilateralis
oldalhoz képest (ipsilateralis oldal: atlag = SD: 0,0024 +
0,0016; contralateralis oldal: 4tlag + SD: 0,0058 = 0,0034;
p = 0,0008).

A szinapszisok valtozasa az AH-ban

A SYP-denzitas (6sszes eset) mind a teljes AH-ban, mind
a Rexed IX. laminaban azonosnak bizonyult a két oldalon
(SYP-denzitas ipsilateralis oldal: atlag = SD: 0,2731 +
0,0878; contralateralis oldal: 4tlag + SD: 0,2683 = 0,0870;
n=21; p =0,4020).

Ezzel szemben az egyes motoneuronok SYP-boritottsaga
(6sszes eset) szignifikdnsan csdkkent a contralateralis
oldalon (ipsilateralis: atlag + SD: 0,8341 + 0,1298;
contralateralis: atlag = SD: 0,7557 £ 0,1499; n = 70; p =
0,0001).

KOVETKEZTETESEK
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1. A microglia-aktivacio a nytltvelé6 CST-jében, valamint
a gerincveld cervicalis szakaszdnak lateralis kotegében és
ellils6 szarvaban mar a 3. napon kimutathat6, mint a WD
jelee vérzéses és ischaemias stroke utan. Az eliils6
szarvban vald megjelenése nem egyenletes, els6sorban a
lamina 1X-et érinti, ahol a nagy motoneuronok talalhatok.
Nem mutat rostrocaudalis mintdzatot, ugyanakkor az els6

hoénap soran fokozatosan kifejezettebbé valik.

2. A microglia-aktivaciot kovetéen 7-10 nappal a stroke
utan a nyultveld szintjén a myelin és az axon strukturalis
karosodédsa figyelhetd meg. Ez a folyamat lassu, és
honapokig is eltart. Az axondegeneracié dinamikaja

1schaemias és vérzéses stroke esetében hasonlo.

3. A gerincveld eliilsé szarvaban a microglia korai
aktivacioja mellett az eliilsé szarvsejtek strukturalis
valtozasa is megfigyelhetd. A stroke utan 7 nappal a sejtek
nagyobbnak és duzzadtabbnak latszanak a kontralateralis
oldalhoz képest, ez a jelenség fOként a nagy alfa-
motoneuronokat érinti. Ez azonban atmeneti, késébbi

idépontokban mar nem volt kimutathato kiilonbség.
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4. A szinapszisdenzitds vizsgalatakor nem volt eltérés a
két oldal eliilsé szarvai kozott, ugyanakkor az egyes
motoneuronok felszinén a szinaptikus végzodések szama
csokkent, ami masodlagos karosodasra €s a szinapszisok

reorganizaciojara utal.

5. Szovettani vizsgalataink aldtdmasztjdk a korabbi
elektrofiziologiai eredményeket, amelyek mar korabban
felvetették a gerincvel6i motoneuronok transzneuronalis

funkcionalis karosodasat.

6. Eredményeink rairanyithatjak a figyelmet a stroke utani
masodlagos valtozasokra, 1igy a transzszinaptikus
degeneraciora és a microglia aktivaciojara, 0sztondzve
tovabbi részletes kutatisokat. Ezek mélyebb elemzése a
jovOben potencidlis terapias célpontokat azonosithat a

neurorehabilitacié és neuroprotekcio teriiletén.
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