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Roviditések jegyzeke

ABC: avidin-biotin-tormaperoxidaz komplex

AIS: axon inicialis szegmentum

BSA: szarvasmarha szérum-albumin

CA: cornu Ammonis

CB: calbindin

CB1-R: 1. tipusu cannabinoid receptor

CCK: cholecystokinin

CR: calretinin

DAB: 3,3'-diaminobenzidin-4HCI

g: glia

GABA: y-amino-vajsav

GD: gyrus dentatus

GFAP: glialis fibrillaris savas protein

GluR2/3: glutamat receptor 2/3 alegyége

h: hilus

HE: human epilepszias

HK: human kontroll

NK1: neurokinin —1

NPY: neuropeptid Y

PB: foszfat puffer

pm: post mortem

PV: parvalbumin

s.g.: stratum granulosum

s.Im.: stratum lacunosum-moleculare

s.m.: stratum moleculare

S.0.: stratum oriens

S.p.: stratum pyramidale

s.r.: stratum radiatum

SOM: somatostatin

SP: substance P

SPR: substance P receptor

str.: stratum

TB: TRIS puffer

TBS: TRIS-sel pufferelt fiziologias soéoldat

TL: temporalis lebeny

TLE: tempordlis lebeny eredegpilepszia
vGlutl: vezikularis glutamat transzporter
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|. BEVEZETES
I/1.A tempordlis lebeny eredet epilepszia

Az epilepszia az egyik leggyakoribb neuroldogiaiattibzas, mely sokféle forméaban és
tiinetegyuttessel jelenik meg, jelénkarosodasokat idézoeh betegek életmiiségében és
életvitelében (Haldsz & Rajna, 1990; Meldrum, 1990inden megjelenési formajara
jellemz, hogy roham alatt az agy kulonéderiletein vagy az egész agyra kitedjedl
rendellenes EEG tevékenység észléliigchwartzkroin & Wheal, 1984), mely az adott
terllet hiperaktivitdsara utal, nagyszamu sejtispin tlizel, és bizonyos sejtcsoportok
kiterjedten pusztulnak (Falconet al, 1964; Engel, 1996). A beteg kognitiv képességei —
tanulas, memoria — sérilhetnek (Milkgral, 1993). Gyakorisaga a teljes népességre nézve 1-
2% koruli, gyermekkorban gyakoribb (Haldsz & Rajh@90). Az utols6é 20-30 évben mégn
az idsskori epilepszias megbetegedések gyakorisaga igy(fEal999; Leppik, 2007), az
okokat még vizsgaljak. Az éskori neurodegenerativ korképek palettja igy ealyhi
betegséggeldviilt, tovabb ndvelve az édkori betegellatdsra nehedetyomast.

Az epilepszia betegséget régebben generaliz&iikétis csoportokra osztotték, és
megkulonboztettek genetikus, szimptomas és kript@pdepsziakat, eredetiik szerint
(League & Epilepsy, 1989)(ILAE 1989). Azonban agk#lofiziologiai vizsgaldmoddszerek
fejlodése, a magneses magrezonancia segitsegeveb thegailkotas finomodasa, a
rohamszemioldgiai ismeretekviilése valamint az emberi genom feltérképezése, és
genetikai eredétepilepsziakrol halmozddd ismeretek gyakorlatilédrpbbantottak” ezt az
egyszeii csoportositast (Bergt al, 2010). A jelenlegi csoportositasban is megmaaadhban
a tempordlis lebeny eredetpilepszia, a felfttkori fokalis epilepszia leggyakoribb formaja,
mely kilénb6d szimptomas okokra vezethiatissza, ugyanis nem sikerult olyan genetikai
faktorokat talalni, amelyek egyértelen 6sszefliggésbe hozhatdak lennének a temporalis
lebeny eredétepilepsziaval. A legelterjedtebb vélekedés szeepilepsziara fogékonnya
tevd” gének huzédhatnak meg a hattérben (Salznedah, 2008; Peternedt al, 2009),
melyek bizonyos korilmeények kozottsegithetik epilepszia betegség kialakulasat. A
vélekedést az is indokolja, hogy epilepszias bétagpamnézisében gyakran szerepel fejet ért
baleset, lazgorces, fédd betegségek, ikerterhesség vagy egyeb perinattdis (Roccaet
al., 1987; Lewis, 2005). Ezek 6nmagukban nem valt&nabilepsziat, de egyes embereket —
tobb mas ténydwel egyutt — fogékonnya tehetnek a betegség kitdakea. A
legvalésziibb, hogy kdrnyezeti tényék és a teljes genom 0sszjatéka alakitja ki a bétgys

Felrstt korban a tempordlis lebeny erdilepilepszia (TLE) a leggyakoribb. Noha
jelenleg sokféle gydgyszer van forgalomban, a eke%-30%-a nem reagél a kezelésre.
Gyogyszerrezisztens TLE esetén, epilepszia-sebakabdtnazasaval a betegek jelent
hanyadanak allapota javithaté (Falconer & Tayl®68, Spencer & Spencer, 1994).
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Epilepszias betegek agyaban a gorcsoket feliehdtizonyos palyakon érk&z
abnormdlis serkentés, illetve serkergkurrens palyakon keresztili abnormalis reverdiéra
okozza, és ez az oka az érzékeny sejtek pusztalag(Olneyet al, 1986; Engel, 1996).

A post mortem epilepszias emberi agyak tanulméag@zoran kiderdlt, a feéitikori
fokalis epilepsziék jeletis része temporalis lebeny erdd@alconeret al, 1964; Green,

1991; Meldrum, 1991), és ésorban a limbikus rendszer struktdraiban, a hipppesban,
entorhinalis, temporalis, perirhinalis kéregbenygdala magvakban, egyes medialis thalamus
magvakban, habenulaban okoz sejtpusztulast (CisréeMeldrum, 1976; Gumnit, 1983;
Green, 1991), - mely megmagyarazza, hogy epilpesmtegek tanulasi és kognitiv
képességei miért szenvednek gyakran karosodasin(Ri@68; Milleret al, 1993).

Az epilepszia gydgyszeres kezeléssel nem gyoédgitbaak tiinetmentesitlbeiHalasz
& Rajna, 1990), és a kezelés koltségei jélenterhet ronak a tarsadalomra. Szamos
allatkisérletes modellt hoztak létre az epilepsarailmanyozaséara, azonban egyik modell sem
tikrozi mindazon valtozasok Osszességét, amelyetmahu agyban leirtak. Ezért
elengedhetetlen az epilepszia vizsgalatanal a humiatdk minél komplexebb vizsgalata,
mert csak ez teszi letiet a valddi betegség jelenségeinek megismeréséazBEzsmeret
viszont hozzajarul pontosabb, realisztikusabb ppi#@& modellek kifejlesztéséhez is, mialtal a
betegség patomechanizmusa kisérletesen is tanubzidetpva valik.

Csoportunk 1994. 6ta vesz részt az Orszagos Idégseti Tudomanyos Intézet (mai
neveén: Orszagos Idegtudomanyi Intézet), az OrszZBgpishiatriai €s Neuroldgiai Intézet
(2007-ben jogutdd nélkiil megsrették) és a MAV Korhaz Idegsebészeti Osztalyakoz
létrejott Epilepszia Sebészeti Programban, ésdbiyzsgalatokat a terapiarezisztens
temporalis lebeny epilepszias betedglditavolitott hippocampalis szévetmintakon. Jelen
tanulmanyban az emberi hippocampusban talalt faniéis morfologiai elvaltozasokat
fogom bemutatni, etsorban a gatlé neuronhal6zatok atalakulasat rézziet

I./2. Az emberi hippocampus szerkezete

A hippocampusési kéregtertllet, mely tobbek kozott részt vesz amior@nyomok
kialakitasaban, a tanulasban, a térbeli tajékohagses kiterjedt kidsbels) kapcsolatai
révén jelenis szerepet jatszik az efsbk viselkedésének és alkalmazkodasanak
szabélyozasaban (Duvernoy, 1998).

A féemlbsok hippocampusa jéval fejlettebb és bonyolultabint a ragcsaloké. Az emberi
hippocampus harom részre oszthato: a fejre, vatgrianszegmensre, amely a digitationes
hippocampit tartalmazza, a hippocampus testre, \k@iggp$ szegmensre, és a farokra,
vagy posterior szegmensre (Duvernoy, 1998). Madmgppocampus vagy hippocampdlis
forméacié két részil, a cornu Ammonisbol és a gyrus dentatusbdél &), ipgy a rétegek
két, egymasba fordul6é C alakot képeznek (Duverhe98).
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A cornu Ammonis é tdmegét a piramissejtek adjak, és tovabli Befidra oszthato: CAL,
CA2, CA3 (NO, 1934; Seress, 1988; Amaealal, 1990) melyeket a bennlk elhelyezéed
principalis sejtek morfologiaja és kapcsolatrendszalapjan lehet elkiloniteni. A
piramissejtek sejttestjei alkotjak a stratum pydatet. Apikalis dendritjeik a stratum
radiatumba majd a stratum lacunosum-molecularebeky bazalis dendritjeik a stratum
oriensben agaznak el. A gyrus dentattistdmegét a kompakt szemcsesejtréteg adja,
dendritfajuk a stratum molecularéban helyezkedikdetzemcsesejtek alatt helyezkedik el
a hilus, ide futnak a szemcsesejtek axonjai, a noshak. A hilust és a cornu Ammonis
CA3c régidjat egyitt endfoliumnak is nevezik (Somm&880; Amaralet al, 1990;
Duvernoy, 1998). A szakirodalombanéferdul, hogy nem a CA3c-hilus elnevezést
hasznéljak, hanem ehelyett CA4-polimorf réteg feféds szerepel (Duvernoy, 1998). A
CA3c+hilus, illetve a CA4+polimorf réteg megfelez @ndfoliumnak. A hilus hatéarai
szélesebbek, tartalmazzak az 6sszes mohasejtea@®s interneuront, a CA3c-ben csak
CA3 piramissejtek és interneuronok taklalhatdk. dlimporf réteg keskenyebb, és csak a
mohasejtek egy részét tartalmazza. Azonban, ahogy Seress Laszld is felhivta a
figyelmet konyvfejezetében (Seress, 2005), Amaradriat (Amaral, 1978) a hilus
elnevezés jobban megfelel, mert jelzi, hogy ezralde nem az Ammonszarv része. Ezért
mi is ezt a nevezéktant hasznaltuk kozlemeényeinkb®nhilusban a mohasejtek a
principélis neuronok. A mohasejteken komplex, etégdiskék vannak, melyek a
szemcsesejtek axonjaitdl kapjak bhemenetiket, axonjuk a szemcsesejtek dendritjen és
tiiskéin végadnek a stratum moleculare belbarmadaban. Erdemes megjegyezni, hogy
nem azokon a szemcsesejteken wdgek, melyek axonterminaliséket beidegzik, hanem
ezek®l térben eltolva, cauddlisan elhelyezkedzemcsesejteket latnak el axonjaikkal
(Amaral DG, 1990). A principalis sejtek serkégit, neurotranszmitteriik a glutamat.

A hippocampus principalis sejtjei szoros kapcsaitbannak egymassal. A szemcsesejtek
axonjai idegzik be a mohasejteket a hilusban, vialsgzdnek a CA3 piramisokon, a
CA3c kivetelével szoros koteget alkotva a stratuoidumban. A CA3 a,b régio piramisai
a CA2 és CALl régio piramisain véginek, ezt az axonpalyat Schaffer kollateralisoknak
nevezik, valamint jol fejlett lokélis axonkollatésaikkal beidegzik egymast is, ami
szokatlan a principalis sejtek esetében (Amaral i&al/ 1989; Amaral DG, 1990). A CAl
régio piramissejtjei a subiculumba vetitenek, megtyentorhinalis kéregbe kild axonokat,
az entorhinalis kéreg piramissejtjei pedig visstid@eek a gyrus dentatus szemcsesejtjeire,
és a CA3-CA1 piramissejtekre (Amaral & Witter, 1989

Az emberi hippocampus szerkezete és kapcsolatrereiszamos vonatkozasban eltérnek
a rdgcsalokétdl, itt most csak néhany, a dolgazanpontjabdl jeleids kilonbségre hivom
fel a figyelmet:

1. A szemcsesejtek mintegy 20%-anak vannak bada@tidritjei, melyek a hilusba nyulnak,
és bemenetet kapnak a mohaterminalisoktol (Sereb&rajak, 1987). Ez azért jelebd,
mert ezaltal a szemcsesejtek képesek serkentemnasgykozvetlenul, nem csak mas
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sejteken (pld. mohasejtek) vagy attételesen axgakah keresztil (Seress & Mrzljak,
1987; Seress, 2005).

2. Az Ammonszarv piramissejtjei lazan, tobb réteglegymas folott helyezkednek el a
CALl régioban, vastag réteget alkotva, igy a retegke palyak sokkal heterogénebben
vegadidnek a sejtek kuldonbézkompartmentumain, mint sejttest és proximalis diekl
mivel a sejttestek nem alkotnak szoros, kompakigeit(Duvernoy, 1998).

3. A CA2 régio széles és sokkal kiterjedtebb, naintagcsaloké. Ennek a hippocampus
longitudinalis szervexlésében van szerepe, ami ezaltal valdszgnsokkal hatékonyabb,
mint radgcsalokban (Duvernoy, 1998).

4. A két hippocampalis félteke emberben csak mihgmaéertékben van direkt comissuralis
palyakon keresztil 6sszekapcsolva (Amatahl, 1984; Wilsonet al, 1990; Glooret al,
1993). A két hippocampélis félteke mas-mas menfan&ciokban érintett (Szirmai, 2001).
A dominans oldali hippocampus &®rban a beszédértés, szavak felidézeése,
visszamondésa, mese szlizséjenek megjegyzése fkdciélebs, mig a szubdominans
oldali hippocampdlis félteke a vizudlis készségeklecfelismerés, képek térbeli forgatasa,
mese részleteinek felidézése, vesz részt (Szir2@@il). Ez a tény teszi lelée®, hogy
epilepszia ritétek esetén az egyik oldali hippocampust eltésékit mivel a masik
hippocampus fliggetlendl is tudtkddni, és idvel a tapasztalatok szerint — részben —
képes atvenni az eltavolitott hippocampdlis féltekwekcioit.

A hippocampus sejttipusait, alrégioit éblh palyarendszereit az 1. abra foglalja dssze.

1. Abra: A hippocampusdbb sejttipusai és palyarendszerei (Wittner, 2004 &olgozat,

a szerd szives engedelmével) A hippocampus alrégiéinaitgsét (Cornu ammonis - CA)
Lorente de No szerint adtuk meg, Amaral szerint os@igta (Seress 1988). A hippocampus
f6 bemenetét az entorhindlis kérébkapja, mely serkefitrostokat kild elésorban a gyrus
dentatus szemcsesejtjeire, és kozvetlenll a CABGAL terllet piramissejtjeire is. A
gyrus dentatus szemcsesejtfgierednek a moharostok, melyek a CA3 rgi6 piranjiijgse
vegadidnek, és serkentik azokat. A CA3 piramissejtek gai@anCA1 piramissejtekre
vetllnek, szintén serkentve azokat. A CA3 piranjiskevzisszakanyarodé kollatreralisai
egyedulalléanigiin végddnek mas CA3 piramissejteken is. A CAl piramisgegte
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subiculum principélis sejtjein végdnek, a subiculum pedig visszavetit az entorhinélis
kéregbe, igy zarodik az entorhindlis-hippocampsiaaptikus kor.

I/2.1. A nem-principalissejtek

A hippocampus minden régidjaban talalhatok nemeipidis neuronok is, melyek kis
hanyaduk (10-16%) ellenére funkcionalisan igenn@gkek (Freund & Buzsaki, 1996).
Sejttestjeik barmely rétegben elhelyezkedhetnekpnmk lokdlisan arborizalnak,
dendritjeiken t6bbnyire nem talalhato¢ tiske, émgeruletatviv anyaguk legtbbb esetben
az idegrendszerof gatlo hatasu transzmittere, a gamma-amino-vaj&ABQA). Dusan
elagazd lokalis axonfajukon keresztil képesek acjpalis sejtek nagy csoportjainak
aktivitasat szabalyozni (Acsaay al, 1996; Freund & Buzsaki, 1996).

Hagyoméanyosan a helyben eldgazo sejteket internekinak nevezzik, és mivel ezek
tobbnyire GABA-t tartalmaznak, a szakirodalom gyakhivatkozik a kérgi gatlosejtekre
agy, mintha azok valamennyien interneuronok lenkgnletve az interneuronokat
azonositja a GABAerg sejtekkel. Azonban kiderittgy a lokalis axonelagazddasu sejtek
nem mindig GABAergek, és egyes GABA-tartalmi sejk agy tavoli terileteire
vetitenek el (Seress & Ribak, 1983; Toth & Freul®D2; Freund & Buzsaki, 1996). Csak
szikebb értelemben igaz az, a sejtek tobbségére, de méndre, hogy a lokalis
axonelagazodasu sejtek “GABAerg interneuronok”.

Jelen dolgozatban az “interneuron” elnevezést ebbena sdikebb értelemben
hasznalom, és helyi axoneldgazodasu gatlosejtetektalatta.

[./2.2. Az interneuronok funkcionalis csoportositaa

A patkany hippocampuson végzett komplex morfolidggafizioldgiai vizsgalatok
igazoltak, hogy a gatldsejtek morfologiai és neérolai sajatsagaik alapjan funkcionalis
csoportokba sorolhatok, melynek alapjan meghatatéziz adott sejt neuronhélézatban
betoltétt szerepe. igy vannak a periszomatikusorggtlasaért, a dendritikus régié
gatlasaert, és mas interneuronok gatlasaértfessjtek (Freund & Buzsaki, 1996). E
harom csoport egylttesikidésének, és a régioba érkesnbcortikélis-corticalis
palyarendszerek hatasanak 6ssédgge fogja meghatarozni egy régio principalis
sejtjeinek aktivitdsat (Freund & Buzsaki, 1996)néuronhal6zati hatasok még
kiegészilnek az egyedi sejtek szintjén, a sejtéililszignalizacids és enzimrendszerek
modosulasaval, illetve a sejten és a terminalostddnreceptorok regulécidjaval (Lloyek
al., 1986; Isokawa & Mello, 1991; Mathegt al, 1998a).

Az ismeretek akkumulacioja és kulonBdechnikak kombinacidja ma mar lebed
teszi, hogy a sejtek egyedi €s neuronhalézakiduésésl osszetett képet nyerjink —
patkanyban. Jelets hianyossagok mutatkoznak azonban az emberi hapgmes
megvaltozasanak ismeretében koros korilmeények k&samos alkalommal vizsgéltak
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egyes neurokémiai markerek (Badtoal, 1989; de Lanerollet al, 1989; Sloviter, 1989;
Sundstronet al, 2001), vagy receptorok, transzmitterek szintjééleloszlasanak
valtozasat (Olney, 1978; Avoli, 1991; de Lanere@ltal, 1992; Olseret al, 1992) (de
Lanerolleet al, 1992; Olseret al, 1992; Matherret al, 1998b; Matherret al, 1999) — de
altaldban nem vizsgéltak neuronhal6zatban betd&rgttepét.

A gatlé interneuronokat funkcionalisan 8 tsoportba sorolhatjuk (Freund &
Buzsaki, 1996). Két sejttipus a principalis neut@toinnervalja. A periszomatikus
gatlésejtek (kosarsejtek és axo-axonikus sejtgijrecipalis sejtek sejttestjét, és proximalis
dendritjeit (Kosakaet al, 1987) (kosarsejtek) valamint axon inicidlis szegtomat
(Somogyiet al, 1983) (axo-axonikus sejtek, vagy ahogy Szentagqitofesszor nevezte
6ket: chandellier sejtek) idegzik be, éadjtek kimenetét kontrollaljak (Freund & Katona,
2007). A masik tipus a dendritikus gatlosejtek ostjp, melyek a dendritikus régio
kilonboa részeit innervaljak, és valdsilag a dendritekre beérk&serkentést és annak a
sejttestig vald eljutasat befolyasoljdk (Freund &zBaki, 1996; Halasgt al, 1996). A
harmadik tipus nem principalis sejteken, hanem nimdterneuronokon véddik,
gatlosejteket gatol (interneuron-szelektiv sejtul§@s et al, 1996). A harom tipus nem
csak funkcionalisan, de neurokémiailag is elkUlpn@ABA mellett kulonboa
kalciumkdt fehérjék és neuropeptidek vannak bennik, igy dlzsgk morfologiailag is
lehetséges a megfetemarkerrel tértééh immunfestés segitségével (Freund & Buzsaki,
1996).

Az els tabldzat mutatja be az egyes funkcionalis intenaretipusokban jelenlév
neurokémiai markereket, kalciumkotfehérjéket, neuropeptideket és receptorokat,
melyeket felhasznaltunk a sejttipusok azonositasara

1. Tabldzat. Az emberi hippocampus gatlésejtjeinekunkcidi az 6ket jelolé marker
alapjan

Neurokémiai marker Hippocampalis Forréas
interneuron tipus
PARVALBUMIN Kosar- és axo-axonikus | (Kosakaet al, 1987)
Kalciumkoo fehérje sejt, (Somogyiet al, 1983)
periszomatikus gatlas
CALBINDIN Dendritikus gatlas, (Seres=t al, 1991)
Kalciumkot fehérje + axo-axonikus sejtben, (Wittner et al, 2002)
részben periszomatikus (Sloviteret al, 1991)

gatlo, az altalunk talalt
adatok alapjan

CALRETININ Sajat adatunk alapjan: (Urbanet al, 2002)
Kalciumkoo fehérje Dendritikus és (Nitsch & Leranth, 1993;
interneuron specifikus | Nitsch & Ohm, 1995)
gatlas,
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9
KOLECISZTOKININ periszomatikus gatlas (Lotstra &
Neuropeptid Vanderhaeghen, 1987)
(Katonaet al, 2000)
SZOMATOSZTATIN Dendritikus gétlas (Chan-Palay, 1987)
Neuropeptid
NEUROPEPTID Y Dendritikus gétlas (Chan-Palay al, 1986)
Neuropeptid
P ANYAG RECEPTOR Sajat adatunk alapjan:| (Tothet al, 2007)
dedritikus
gatlas+ismeretlen
1. TIiPUSU Dendritikus és | (Katonaet al, 2000)
CANNABINOID periszomatikus gatlas
RECEPTOR

[./3. A hippocampadlis sejtpusztulas altalanos jeli@zéi temporalis lebeny eredei
epilepszidban

Principélis sejtek érzékenységeA human hippocampusban epilepszia hataséra kidlak
sejtpusztulasi mintdzatot Sommer (Sommer, 188@) lgtebszor: legérzékenyebbnek a
hippocampus CA1 regi6é piramissejtjei bizonyultakalamint az endfolium sejtejei
(mohasejtek, CA3c piramissejtek és hilaris interopak). A limbikus struktirakban
(amygdala, entorhinalis, perirhinalis kérgek, halien kozépvonali thalamus magvak,
temporalis kérgi terlletek) szintén megfigyeltekimmhélozat szitit elvaltozasokat (Ben-
Ari, 1987; 2001). A leggyakoribb és legszembdiditl epilepszia okozta elvaltozas a
hippocampusban a CA1l és CA3c régio piramissejtieimegyaranyd pusztulasa, melyet
egyes interneuronok pusztulasa és a glia elemekysgigének megszaporodasa (gliozis)
kisér, a korképet hippocampalis sclerosisnak nk&vé@diargerison & Corsellis, 1966a;
Margerison & Corsellis, 1966b). A scleroticus hippmpus atrofias lesz, a CAl régio
nagyaranyu sejtvesztése miatt a sejtrétegek nedmitiietk el tébbé, a strata pyramidale,
radiatum és oriens 0sszemosodik, csak a stratumimdaom-moleculare kalondl el. A
mohasejtek és CA3c piramissejtek egy részeomédik, de jelenbs részik hianya miatt
az endfolium sejtéllomanya megritkul.

A gatlosejtek érzékenységeA gatlosejtek tulnyomo tdbbsége nderpdik az
epilepszias hippocampusban (Babb), azonban vameakadis sejtcsoportok, calretinin
(CR)- és somatostatin (SOM)- valamint Neuropepti(NPY)-tartalmu gatlésejtek, melyek
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erzékenyek és epilepszia hatasara elpusztulnakigadetes modellben. Emberben leirtdk
a SOM és NPY-tartalmu interneuronok axonsarjadaasasejtpusztulas mellett. Ezek a
sejtek a hilusban vannak nagy tomegben jelen, ez@egfigyelt hilaris interneuron
pusztulas egy részét ezeknek a sejteknek @zéslé okozza. A calbindin (CB)-tartlamu és
cholecystokinin (CCK)-tartalmu sejtek reziszteng&ié) szamoltak be mind allatkisérletes
epilepszia modellekben, mind emberi hippocampusmzett vizsgalatokban, mig a
parvalbumin (PV)-tartalmud interneuronokat munkarggkezdése étt egyesek nagyon
erzékenynek talaltédk epilepsziara, mig masokdreégésésdl szamoltak be. Még egy
sejttipust vizsgaltunk, aminek neurokémiai saja@gashogy P anyag receptort fejez ki a
felszinén (SPR-kifejézsejtek), ezeket nem vizsgéaltak emberi epilepsndbankank eitt.

Az emberen végzett vizsgalatok gyakori hianyossiggy a valtozasokat csak
fénymikroszkopos szinten vizsgaljak, és a sejteddkdkapcsolatokat, a szinaptikus
atrende#dést nem kutatjak. Holott, emberi mintakon az egggtipusok funkciojara csak
a sejtek végidési mintazata alapjan lehet kdvetkeztetni, hisaeivo vagy in vitro
fiziologiai vizsgalatra vagy sejttoltésre pld. kait mintak esetében nincsen lebstg. A
sejtek axonterminalisainak posztszinaptikus elet@ibonban kévetkeztetni lehet, hogy
periszomatikus vagy dendritikus gatlasban veszet @& adott neurokémiailag azonositott
sejttipus. Gyakran azért sem végeznek ilyen viasgiéht, mert nehéz megfdiel
megirzottsed kontroll agyszévethez jutni, mely elektronmikro8pks vizsgalatokra,
kilonosen kvantitativ analizisre megfél&nne. Ily médon viszont csak rendkivil hianyos
adatok allnak rendelkezésre az emberi sz@dVethelyeket gyakran rossz miggottsédg
kontroll mintakkal valé 6sszehasonlitasokra alaplozAz allatkisérletes epilepszia
modelleki®l szarmaz6 adatok viszont pont az alapkérdésretnenak valaszt adni: vajon
a vizsgalt jelenség megfelel-e annak, ami az egiéds emberek agyaban torténik.

Ezért céluliiztik ki az epilepszias reorganizacié vizsgalatdperalis lebeny
eredeti epilepszidban, hogy kvantitativ elektronmikroszk®pizsgalatokkal feltarjuk a
funkciondlisan kilonbdzgatlosejtek szamaban, eloszlasaban és kapcsoliagb@vetked
valtozasokat, és ezek lehetséges szerepét a nalopahniikodésének epilepsziaban
bekovetked funkciozavaraban.
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Il. ATANULMANY CELKIT UZESEL:

Az epilepszias rohamokat sok sejt szinkron kisidsezza, melyert a legvalosiib
hipotézis szerint az elégtelen gatlas fiedelA principalis sejtek aktivitasat lokalis gatlé
interneuronok szabéalyozzak, melyek harom funkcisrégdoportba sorolhatok: periszomatikus
gatlésejtek, dendritikus gatldsejtek, valamint nmisrneuronokon vé@ré interneuron-
szelektiv sejtek. A sejteket kulonkoaeurokémiai markerek jeldlik.

Ezeket a sejteket emberi hippocampusban nem vagyetég részletesen vizsgéaltak, sem
kontroll alanyokban, sem temporalis eréidepilepszias betegekinetileg eltavolitott
hippocampusaban, igy szinaptikus reorganizaciojdgdemeneteik valtozasairol nem allt
rendelkezésre elég adat ahhoz, hogy célzott, ankaldzat mkddését szabalyozé
gyogyszereket fejlesszink.

Ezért a kovetkezcélokat tiztuk ki:

1. Uj immerzios fixalasi modszer kidolgozasa az erbippocampus post mortem és
reszekcioés mintainak reprodukalhato elektronmikkopps vizsgalatara

2. Az emberi hippocampus neurokémiailag azonogiitosejtjeinek funkcionalis
csoportositasa kvantitativ elektronmikroszkoposgdatok segitségével, hogy
ellendrizzik, a patkanyban mar ismert funkcioju gatlédejigyanazt a funkciét latjak-e el
emberi hippocampusban

3. Dendritikus és periszomatikus géatlasban réssteejtek érzékenységenek és szinaptikus
reorganizaciéjanak vizsgalata epilepszias beteddktiteg eltavolitott hippocampuséban,
az epilepszidban elégtelenlitikdds gatlas neuronhal6zati hatterének és
patomechanizmuséanak feltaraséara.

4. A a gatlosejtek szinaptikus reorganizaciéjansdezévetése az epilepszias betegek
hippocampusaban talélhato principalissejt puszalaannak megértésére, vajon a gatld
neuronhaldzatok atalakulasa milyen szerepet jatsz#épilepszias sejtpusztulas
kialakulasban
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I1l. ANYAG és MODSZER

A PV, CB és CR-tartalmu valamint SPR-t és CB1-Rgresszal6 interneuronok
morfoldgiai valtozasait vizsgaltuk 104 gydgyszeisetens temporalis lebeny ereilet
epilepsziaban szenvédnagyar, €s 28 amerikai paciens agyabifiétn Gton eltavolitott és
11 kontroll huméan agybol szarmazo6 hippocampusban.

A felhasznalasra kerdikontroll idegszovetet a Lenhossék program bocajto
rendelkezéslinkre, olyan elhunytakbdl szarmazilkregid neurolégiai megbetegedése nem
volt. A kontroll személyek életkora 37 és 78 évitbxaltozott. A boncolast a
Semmelweiss Egyetem Igazsagugyi Korbonctani Inédmsst hajtottak végre, az
Egészseégugyi Minisztérium és a Helsinki Deklaraeridelkezéseinek megtartasaval. A
post mortem id a vizsgalatba bevont kontroll idegszovet eset@érdra volt, kivéve
abban az esetben, amikor a hosszu post mort@hatdsat vizsgaltuk, akkor 8-10 6ras
mintadkat hasznaltunk. Az epilepszias idegszovetdpiarezisztens temporalis lebeny
epilepsziaban szenvéthetegek ritétileg eltavolitott hippocampusa (eldilsgyharmad)
képezte. A vizsgalatokat a Kutatasetikai Bizotis#iglelkezéseinek megtartasaval
(TUKEB 5-1/1996, kiterjesztve 2005) végeztiuk. Asgalt epilepszids anyag egy részét a
csoportunkkal kollaboraciéban dolgoz6 Buzséaki Gydogpfesszortol kaptuk, atéteket
a New York University, School of Medicine-en végaztA paciensek masik részét az
Orszagos Ildegsebészeti Tudoméanyos Intézetben valarMAV Kérhazban ritotték. A
betegek egy irasos beleegyewilatkozat adtak a thét ebtt, hogy tudomanyos célokra
felnasznalhat6 az eltavolitasra kerult szévet. gezéhasonlito és kvantitativ
vizsgalatokhoz a hippocampus ugyanazon antericepgoskiterjedéséll szarmazo régiot
hasznaltuk fel. Kihagytuk a kvantitativ vizsgalatdka tumor-asszociélt epilepsziaban
szenved betegek adatait.

[1./1. Fixalas

A sebészi eltavolitas utan a hippocampust 4-5 metes blokkokra vagtuk, és 4%
paraformaldehidet, 0.05% glutaraldehidet és 0.2é6rsavat tartalmazo 0.1M (PB) alapu
fixalé oldatba helyeztik (pH=7,2-7,4). Az agysz@tdixalo oldatban razogépre helyeztik, a
fixalét 6 éran keresztll, minden féléraban frisgatta cseréltiik, majd a blokkokat egy
€jszakan keresztil ugyanabban a fixalo oldatbagjutéraldehid nélkil utéfixaltuk
(Magloczkyet al, 1997). A 11 kontroll agybdl nyolcat ugyanenndkkalasi folyamatnak
vetettiink ala. A masik harom kontroll agyat (HKZ 10 és HK11) a halél beéllta utan ket
oraval a koponyabdl kiszedve, a két-két arteriattainternan, illetve vertebralison keresztul
perfundaltuk, észor fiziologias sooldattal (2 liter, 30 percendgatil), majd fixald oldattal,
amely 4% paraformaldehidet és 0,2% pikrinsavaaltadzott 0,1M PB-ben (4 liter, 1,5 éran
keresztil). A hippocampust ezek utan kivettik, #h vastagsagu blokkokra vagtuk,
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melyeket ugyanabban a fixalo oldatban, de glutétattinélkil utofixaltunk egy €jszakan at, 4
C fokon.
[11./2. Immuncitokémia
l11./2.1. Egyszeni immunfestés

A foszfat pufferes mosasok utan TBS-be (TRIS-prflerelt fizioldgias sooldat,
pH=7.4) helyeztik at a metszeteket az inkubaladttoMépéseihez, mivel a tovabbiakban
minden szérumot TBS-ben higitottunk, és az egyasdirios Iépések kdzott TBS-sel (3X10
perc) mostuk a metszeteket. Az endogén peroxiddkblasara HO, 1%-0s oldatat tettik a
metszetekre, 10 percre. TBS-ben toftémosas utan blokkold anyagot (5%-0s tejpor és 2%
BSA keveréke) tettiink a metszetekre, 1 orara, aspeuifikus fehérje kotés csokkentése
érdekében. Ezt kdvette a primer szérumokban t®itdubéacio 2 napig, 4-on.

(Kalciumko®o fehérjék: parvalbumin (PV), calbindin (CB), cainét CR), Substance P
receptor (SPR), glutamat receptor 2-3 alegységeR®3B), glial fibrillal acidic protein
(GFAP), CB1 cannabinoid receptor (CB1-R), kole@gitin (CCK), somatostatin (SOM),
neeuropeptid Y (NPY), vezikularis glutamat trangt@ol (vGlutl), Nuclearis neurofilament
N (NeuN).

Ezutan a primer szérumot felisridriotinilalt szekunder szérumot tettiink a
metszetekre 2 6rara (Vectastain kit, Vector; 1:25@}) kovette az avidin-biotin-
tormaperoxidaz komplexszel torteimkubacio (ABC, Vector 1:250) 1.5 6raig. A metstedt
kimossuk TBS-ben, majd TRIS pufferben (TB, pH=%&6)0.05M koncentraciéju DAB-ban
(3,3'-diaminobenzidin-4HCI) éinkubaltuk 20 percig, majd a DAB kromogénhez 0.04%%6-
hidrogénperoxidot advadivtuk. Az immunpozitiv sejtekben barna reakcioteémék
halmozaodott fel.

[11./3. Kvantitativ analizis

[11./3.2. Sejtszamolas

A CR- PV-tartalmu , és SPR-expresszalo sejteketzilységenkenti szamanak
megallapitdsahoz kontroll és epilepszias mintakdjabltunk ki camera lucida segitségével
gyrus dentatus metszeteket a bennik esszes sejttel. A metszetek méretét az NIH Image
programmal mértilk meg, a sejtszamot 17teniletegységre allapitottuk meg kiilén a str.
granulosum+moleculareban, illetve a hilusban

SPR-pozitiv interneuronok dendriteldgazasi pongkimeghatarozasa

Az SPR-pozitiv sejtek dendritelagazasi pontok szeak&altozasat vizsgaltuk kontroll és
epilepszias mintakban. Ehhez a CA1 régio szegmiafisajteket rajzoltunk ki (a teljes
dendritfajukkal egyutt) camera lucida segitségévietanként 3-4 metszeib(kontroll: A
rajzokon meghatéroztuk az egyes sejtek dendriteé@g@ontjainak a szamat. Az adatokat




dc_349 11

14

a Statistica 6.0 programmal értékeltik ki, Mann-ivly U-tesztet és ANOVA-t
alkalmaztunk (Tottet al, 2007).

[11./3.3. A szinaptikus reorganizacio vizsgalata

A PV- és CB-, CR-, CB1-R-immunpozitiv terminélisc&lelemeinek megoszlasahoz
egymashoz hasonl6 méidilokkokat agyaztunk at, majd sorozatmetszeteksgitettiink. A
metszeteket szisztematikusan végignéztik és miedidhterminalist, amely szinaptizalt,
lefényképeztink. Ezek utan meghataroztuk az immzitipgerminalisok posztszinaptikus
targeteinek relativ megoszlasat. A CB-immunrealdiminalisok esetében megallapitottuk a
szimmetrikus-aszimmetrikus szinapszist adé terngoklaranyat, illetve a CB-pozitiv
posztszinaptikus targetek aranyat is. (Witteeal, 2002; Wittneret al, 2005).

SPR-pozitiv interneuronok szinaptikus boritotts@@meghatarozasa

Az SPR-pozitiv elemek szinaptikus boritottsdganadnkifikalasahoz a str. orienst,
pyramidale-t és radiatumot atagyaztuk a CA1 rédi&batroll és epilepszias mintakbdl
elektronmikroszkopos vizsgalatra. Metszetenkériisazes SPR-jeldlt dendritet
megkerestik, és 20000-szeres nagyitas mellettyled@eztik A dendrit profilok keriletét
és a szinaptikus aktiv zonak hosszat NIH Imagedrpro segitségével hataroztuk meg. A
szinaptikus boritottsdgofuyn szinapszishossz/1@Mn dendritkerilet” egységben adtuk
meg. Az adatokat a Statistica 6.0 programmal étidk&i, Mann-Whitney U-tesztet
alkalmaztunk (Totlet al, 2007).

IV. EREDMENYEK

IV./1. Immerzios fixalasi eljaras reszekcios és posortem mintadk esetén: Uj modszer
kidolgozasa

Az emberi agyszOvetet, akafitéti kivetell®l, akar post mortem kontroll agyakbal
szarmaznak, immerzids fixalasnak vetik ala a legmaban. Ebben az esetben a
szovetblokkot fixalo oldatba meritik egy bizonydére, majd kiveszik béle és
metszik/kisérletbe vonjak. Munkam kezdeténifelt hogy rendkivil varidl, ki, milyen
hosszu idre, mekkora agydarabot és milyen fixaloba tesz. &stben a cikkekben sem
tértek ki ennek részletezésére, kivéve a fixal@iniegadasat. En viszont azt tapasztaltam,
hogy jelends eltéréseket okoz a fixaladtdrtama és a blokk mérete.

A korulmeények tisztazasara és standardizalasaél&fekbe kezdtem, mivel
esetliinkben alapugjelentsédi volt, hogy olyan fixalasi protokollt hasznaljurdmely
reprodukalhatod, azonos koérilmények kézott azonedreényre vezet, és lelieé teszi
nem csak a mintak immuncitokémiai vizsgalatat, hae&ektronmikroszképos kvantitativ
0sszehasonlitasok elvégzeését is.
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Hamar kidertilt, hogy &fprobléma a fixalé oldat penetraciéjanak elégteiges
ami Zamboni-fixalé alkalmazasa mellett a blokkolséni és belseje k6zotti sarga szin
intenzitasanak valtozasaban azonnal lathato veltdiétben csak akkor sikerult elérni a
blokkok belsejének fixalédasat, ha a blokkokat l&lgla egy hétig fixalo oldatban hagytam,
ezutan viszont sokat romlott a szovet antigenegit@adasul az immunfestés fsage
metszetl-metszetre valtozott.

Ezért valtoztatni kezdtem a blokk méretét, a fisablejét, és bevezettem a blokkot
tartalmazo edény razogépre valo helyezését, vataniirald oldat rendszeres
idokozonkénti lecsereléseét friss oldatra. A metszeteted fénymikroszkopban, mind
elektronmikroszkopban megvizsgéaltam immuncitokémlgirasok utan, kontroll és
epilepszias betegekbszarmazo mintakban.

Azt taldltam, hogy a raz6gépen valoé immerziosléigdényegesen javitja a blokkok
megirzottseget, a penetracio megnovekszik, azonos kiémées gyorsan befixalddik a
blokkok belseje és kilseje is, vigyazni kell azanbdixalas idejére, mert igy koniny
tulfixalni a blokkokat, ami mar az immunreakcié &ara megy. Jelgig tényes a
blokkok mérete és a blokkok vastagsaga is.

Azok az ,idedlis” korulmények, amik kdzott én regukéhat6é €s immuncitokémiai
vizsgalatokra fény- és elektronmikroszkopos szimganegfeleb fixalddast kaptam, a
kovetkedek:

- 4-5 mm vastag, maximum 1-1,5cm X 1-1,5 cm blokkrsdg

- A kivagott blokkok leheiség szerint azonnali fixalo oldatba helyezése

- A fixalos edényke razégépen valé mozgatasa, liggy az oldat éppen ellepi a blokkot,
igy az mozog és folyamatosan 0] oldattal talalkozik

- A fixalooldat frissre cserélése 20-30 percenkiagalabb 6, de nem tébb mint 8 6ran
keresztul, szobdim

- A fixalt blokk glutdrmentes utofixalasa 4 C fokaazas nélkil, egy éjszakan at

- Ezutan a blokkot ki kell venni a fixalobol, ésffauben kimosni, a talfixalas elkertlésére.

Ez a modszer leh@té tette, hogy az egy blokkbdl valo metszetek feada, a
rajtuk végzett immunfestés, és adbék keszilt elektronmikroszkdépos minta azonos
minésédi legyen, és kulonbézagyakbol szarmazd, azonos modszerrel fixalt mirgak
0sszehasonlithatoak legyenek egymassal (Magloeiz&l, 1997).

IV./1.1. Patkanykontroll alkalmazasa a fixalas modiezésére

Hogy biztosak legylink az eredményben, patkanyomeigismételtiik a fentebb vazolt
fixalasi modszert. Tulaltattam két patkanyt, magdvecalis dislocatioval megdlteket.
Az egyiket azonnal lefejeztem, az agyat kiemeltdm@onyabdl, a human
hippocampusbol szarmazéhoz hasonlo nddskikkot készitettem bélle, €s ugyanugy
fixaltam, ahogy az emberi hippocampus blokkokamasik patkany esetében vartam 2
orat, majd ugyanezt az eljarast kdovettem. Masnalpkkokat lemetszettem, és
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immunfestettem CB, PV és CR antitestekkel. A CB imfestésben nem mutatkozott
kilonbség az azonnali és a 2 6ra post mortem iméasanz fixalt mintak kozoétt. A PV
immunfestés is nagyon hasonlé volt, a CA3-banl@tuaban megfigyeltem néhany torz,
gyongyozott dendritet. A CR immunfestés is nagyasdmlo volt a sejtek szamat és
eloszlasat tekintve, de a 2 6ra post mortem kéksteed mintakban minden régidban
lehetett latni néhany gyongyodzott dendlsejtet, noha a sejtek tiinyomo tobbsége sima
dendriti és normdlis morfol6giaju volt.

igy megallapitottuk, hogy az alkalmazott immerZigglasi eljaras rovid post
mortem idefi mintak esetében kielégjtkvantitativ 6sszehasonlité vizsgalatokat is @t

tevdo meghrzottséget eredményez (Wittnetral, 2001a).
IV./1.2. A post mortem id6

A post mortem il a kdvetke# kulcstényeéje a kontroll agyak megzottségének.
A halal utani oxigén- és energia-szegény allapothemsan megindul a sejtek bomlésa,
mitokondriumok, membranfehérjék, a citoszkeletoNIszétesése. Azt tapasztaltuk, hogy
bizonyos marker-tartalmu sejtek (pld. PV, SPR, GBklig érzékenyek a 8 éran bellli
post mortem idben tortén fixalasra, mig masok (pld. CR) kulondsen sérilgk&nés 4
oranél késbbi post mortem idl esetén szignifikansan romlik az elemek tregttsége és
az immunfestés misége.
Az elektronmikroszk6pos mégzottség misége forditottan aranylott a post morteié id
hosszahoz, mennyiségi elektronmikroszkopos elerkeésandig csak a legrovidebb, 2-4
oras post mortem idijmintdkon végeztink.
A kontroll személyek életkora is befolyasolhatjaramunfestés mitségét, valdszitleg
az idbekbb alanyokban gyakrabbafeirdul6 arteriosclerosis miatt, ezért azokat a
betegeket, akiknél a patoldgiai vizsgélat arteterssist talalt, kizartuk, és kvantitativ
analizist csak 70 évnél fiatalabb kontrollokon \#gek.

IV./2. A hippocampdlis sejtpusztulas és rostsarjades altalanos jellemzésén alapuld
patoldgiai csoportositas

Tobbféle neurokémiai markerrel festettik ététi mintakbol szarmazo
hippocampusokat annak feltarasara, hogy milyetéalts sejtpusztulasi mintazatok
fordulnak eb, és az egyes markerek altal feltart valtozasokaondcombinalodnak
egymassal, felfedezliet egyfajta altalanos mintazat. A principalissegteeuN-nel és
GluR2/3-mal tettiik lathatova, a serk&ndstokat vGlutl-gyel, a gatlosejteket pedig
neuropeptidek, kalciumkétfehérjek és sejtfelszini receptorok elleni immueitdssel tettiik
lathatova (1. tablazat).

A betegek nitétileg eltavolitott hippocampusaiban kilonb@&tvaltozasokat
talaltunk. A principélis sejtek pusztulasanak miétalapjan négy tipust allitottunk fel
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(Wittner et al, 2005). A vizsgalt interneuronalis valtozasok ssan korrellaltak a
principdlis sejtek pusztulasaval, az érzékeny idggls szama, a neurokémiai valtozasok, a
morfoldgiai torzulasok gyakorisaga és az axonsagadanennyisége egylitt valtozott a
principdlis sejtek pusztulasaval . Az osztalyoz&&rzozott figyelmet forditottunk a
CAL régio piramissejtjeinek meglétére, mivel ezépédzik a hippocampu$ kimenetét a
subiculum felé, és igy kulcsszerepet jatszanalppduampalis-entorhinalis szinaptikus kor
zarodasaban (Wittnext al, 2001a; Magléczky, 2005; Wittnet al, 2005; Tothet al,
2007; Magloczky, 2010; Totét al, 2010).

A patologiai tipusok 2. tablazat:

1. ,Enyhe’ tipus, a principalis sejtek szama, eloszlasalalignbozik a

kontrolltél. A gyrus dentatus szemcsesejtjei, €A4 regid piramissejtjeiben
megfogyatkozik a CB mennyisége. Az érzékeny, CRital idegsejtek szama étorban
a hilus teruletén lecsokken.

2. JFoltos’ tipus, a CA1 régio piramissejtjei foltokban pudnbk, de az anatomiai
hatarok és rétegek megtartottak. A CB mennyiséggdlken a principdlis sejtekben, a
szemcsesejtréteg esetenként megduplazadik, de sesejicdiszperzié nagyon ritkan
figyelhet® meg. Az érzékeny interneuronok morfolégiai elvAiteokat mutatnak, egyesek
szama csokken. A moharostok sarjadzasa fénymikdpssan is megfigyelh&ta stratum
moleculareban. Az aelskét tipust 6sszevonva mint nem-szklerotikus esttiskemlitjik a
valtozasok leirasa folyaman.

3. ,Szklerotikus” tipus, a CAL régio piramissejtjeinek tébb, mifes-a hianyzik, a
szemcsesejtreteg majdnem minden esetben diszpeszgiitandorolt, CB tartalmuk
részben vagy egészen hianyzik, szembeothohasejtek és CA3c piramissejtek részleges
pusztulasa, az érzékeny gatlosejtek dramai szarkeséke. A rostsarjadzas feld,
kaléndsen a gyrus dentatusban, de a sclerotikusrégid © tomegét is axonterminalisok
alkotjak a glialis elemek mellett.

4. Gliotikus” tipus, amelyben a szklerotikus mintakban medfiggezékeny sejtek
mellett a ,rezisztens”, mas betegek hippocampuséllélé idegsejtek is nagy szamban
pusztulnak, Um. a szemcsesejtek vagy a CB-tartaitetneuronok. Ritkan fordult &l

2. Tablazat.A 18 évnél idsebb TLE betegek megoszlasa a kulédhgetologai
csoportokban

A patoldgiai csoportositast a principalis sejtekrsanak csokkenése, a serkepdlyak
sarjadzasa €s egyes interneuron tipusok szamabidkeogse alapjan alakitottuk Ki.
-Enyhe” tipus, a principdlis sejtek szama, eloszlasa alig kibaitba kontrolltol.2.

.Foltos” tipus, a CAl régi6 piramissejtjei foltokban pusztulnd&,az anatémiai hatarok és
rétegek megtartottal. ,Szklerotikus” vagy sarjadzo tipus, a CA1 régio piramissejtj&ine
tobb, mint 90%-a hianyzik, a szemcsesejtréteg nesjdminden esetben diszpergalt. A
rostsarjadzas fding.
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4. ,Gliotikus” tipus , amelyben a scleroticus mintdkban megfigyelt éepnglsejtek mellett
a ,rezisztens”, mas betegek hippocampusabarbtiéfsejtek is nagy szamban
pusztulnak, Um. a szemcsesejtek vagy a calbindiakt®i interneuronok (Magloczky,
2010).

ATLE Szazalékos | Atlagos Az epilepsziabetegség fennallasanak
betegek gyakorisag az| életkor (év) | atlagos hossza (év)
csoportositas| dsszes betegre
a vonatkoztatva Minimum/maximum
sejtpusztulas| (N=104) Minimum/m | fenndllasi hossz a csoporton belll (év
es aximum
rostsarjadzas életkor a
alapjan csoporton

belul(év)
1. Tipus 18,3% 34,2 14,3
ENYHE N=19 0,5/39

18/56
2. Tipus 25% 35,9 19,4
FOLTOS N=26

0,2/40

18/63
3. Tipus 49% 38,2 18,55
SZKLERO- | N=51
TIKUS 0,2/48

20/68
4. Tipus 7,7% 35,6 14,4
GLIOTIKUS | N=8

2137
18/52

Medfigyelhebd, hogy a legtdbb beteg szklerotikus volt, a legkebd beteget a
gliotikus csoportban talalhatjuk. Féti az is, hogy a betegek atlagos életkora illetve az
epilepszia betegség fennallasanak atlagos hossz&areelal a sejtpusztulas sulyossagaval,
noha a minimum/maximum fennéllasbtdrtam is nagyon hasonlé a csoportok k6zott.

IV./3. A funkcionalisan kiloénb6z6 gatldsejttipusok és kapcsolataik atalakulasa
temporalis lebeny eredei epilepszidban szenveailbetegek niitétileg eltavolitott
hippocampusaban: a gyrus denatus interneuronjai
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Jelen dolgozatban a kontroll, illetve a sebészlé@volitott epilepszias hippocampus
két régidjat vizsgaltuk meg: a gyrus dentatust,ynseerepet jatszik az epileptogenezisben, de
jelentbs mérték principalissejt pusztulas nincsen benne, valami@GAl régiot, ahol viszont a
legnagyobb témedga principalissejt pusztulas hippocampalis szklistian, és amely a
hippocampus legjeletisebb kimenetét adja a subiculum felé. Vizsgalatamkk
legfontosabb szempontja volt, hogy nem csak a sxties betegek hippocampusat
analizaltuk, hanem azokat is, amelyekben a pirajtedstobbnyire metyzédtek, az enyhe és
foltos tipust is, igy lehéségink van dsszehasonlitani a kulordbd@rteki principalissejt
pusztulashoz kothégatlosejt valtozasokat.

Ezekben a régidkban a PV- és CCK-tartalmu peristitans gatlosejtek, a CB- és
SPR-tartalmd dendritikus géatlosejtek, valamint at@falmu, dendritikus és interneuron-
szelektiv gatlasban résztvemeuronok eloszlasat, szamat, morfoldgiai jellétpxalamint ki-
és bemeneti tulajdonsagait vizsgaltuk meg.

IV./4. A talalt epilepszias reorganizacio jelensége

Principdlis sejtek: A hippocampus gyrus dentatusanak szemcsesggjamint a CA3 a,b régio

és a CA2 mazpiramissejtjei nagymértekben ntegodnek epilepszias mintakban. Ezeket
rezisztens régioknak is nevezik (Margerison & Clissel 966b). Ez nem azt jelenti, hogy itt a
sejtek szama nem csokken, mert a CA3-CA2-benrimbkebizonyos mértéksejtszam csokkeneést
(Babbet al, 1984), de itt nem fordul @tdmeges sejtpusztulas, illetve a régio sejtjetegks
eltinése, mint a scleroticus CAl-ben. A rezisztengkaiem maradnak valtozatlanok. Kontroll
hippocampusban a gyrus dentatus szemcsesejtjedlt@ndin kalciumkot fehérje van (Sloviter

et al, 1991), mely a sejttestekben, dendritekben, égjakiran, a mohaterminalisokban is
kimutathat6. Epilepszias hippocampusokban a caibimgnnyisége ésen lecstkken a
szemcsesejtekben, egyes sejikbljesen elinik, €s a mohaterminalisok egy része is negati les
(Magloczkyet al, 1997; Nagerét al, 2000) Ez a neurokémiai valtozas megfigye et
életbenmarado — nem sklerotikus esetekben — CAimmokban is, melyek kontrollban szintén
tartimaznak calbindint, mig epilepszias eseteklésnben vagy egészbenieik beblik ez a
kalciumkd® fehérje (Wittneret al, 2002). Human epilepszias szelet preparatumby&nto
mérések szerint serkentés hatasara kevesebb kdégiume azokba a szemcsesejtekbe, melyek
nem tartalmaznak calbindint, igy a kalciumkéhérje mennyiségének csokkenése citoprotektiv
hatasu lehet (Nageet al, 2000).

Gatlosejtek: Az életben marado interneuronok tdbbsége morfoldgidozason esik at
epilepszias szovetben. A legkevésbé érzékeny, tidndr és a CA1 régidban részben
periszomatikus gatlasban résztyealbindin-tartalmu interneuronok (Sloviteral, 1991; Seress
et al, 1993) sejttestének mérete megnovekszik (Magloetlgy, 2000), nem csak a gyrus
dentatusban, de a scleroticus CA1 régidban is (fitit al, 2002). A kontrollban sima dendritek
gyakran tuskések lesznekt & sejttesteken is megfigyelhetiink tiskéket (Mexity et al, 2000).
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A sejtek és dendritek egy részét glianyulvanyoktf#d, csokkentve ezaltal a szinaptikus fekvev
fellletet. Ez azt sugallja, hogy a gliasejtek aktierepet jatszanak a sejtek szinaptikus
bementének, és annak mértékének szabalyozasalsaabAd felszineken me&ga szinaptikus
boritottsag (Magloczket al, 2000). A periszomatikus gatlasban részévearvalbumin-tartalmu
gatlésejtek szama@sen lecsdkken a sclerotikus betegek gyrus dentsng@huet al, 1997,
Wittner et al, 2001a). Axonjaik azonban nefinhek el, éri axonfonadék figyelhétmeg a
principalis sejtek korul azokon a terlleteken fglalig talalhato 1-1 parvalbumin-tartalmua sejt
(Wittner et al, 2001a). A nem-sclerotikus betegekben is megfigt@ mérsékelt
sejtszamcsokkeneés, az axonok ittlidikodtegeket alkotnak. A jelenséget a parvalbumin-
immunreakcio csokkenése magyarazza. EpilepsziaeBemia modellekben leirtak, hogy a
tulserkentés hatasara létrejdvalcium-tultolbdés hatasara a parvalbumin olyan konformaciot
vesz fel, melyet az antitest nem ismer fel, igy hémutathaté a sejtekben és dendritekben,
sokszor az axonokban sem, de az axonfonadék ataiabmunpozitiv marad (Johanseral,
1990; Magloczky & Freund, 1993; Scogti al, 1997). Az epilepszias mintakban a parvalbumin-
tartalmu gatlésejtek és serkerit beidegzést kapnak, ezért feltételezzik, hogy Hagelenség
jatszodik le az epilepszias betegekben is. A phoraln-tartalmu gatlésejtek mindaddig jelen
vannak, amig axonjaik megtalalhatok a régidébark osagukat a sejteket és dendriteket nem lehet
immunreakcioval lathatova tenni. Az axonok csaklarsticus CA1 régiobol hianyoznak teljesen,
ahol a gatlosejtek célelemei, a piramissejtek nt&senek jelen, és itt maguk a parvalbumin-
tartalmu gatlésejtek is meghalnak (Wittregral, 2005), mig a gyrus dentatusban egy részik
meghrzodik, csak a parvalbumin nem mutathato ki ben(Wiktner et al, 2001b).

A P anyag (substance P) receptorat kilegajtek specialis gatldsejttipust képeznek a
human hippocampusban. A receptor csak a sejtekéangsiteken van jelen, az axonokon nem,
igy funkcidjukrol csak kdzvetett viszgalatokkal niyettiink informaciot. Kolokalizacios
vizsgalatok szerint a sejtek részben a dendritikegitit beidegé sejtek csoportjaba tartoznak.
Epilepszia hatdséara jeléstdendritszam ndvekedést mutatnak, valamint a dekdr
gyongyozottekke valnak, és sokkal tobb rajtuk agatddas, mint a kontroll hasonlo sejtjein
(Magloczkyet al, 2000).

SEJTVANDORLAS

Epilepszias mintakban megfigyelték, hogy egyegipegok elhelyezkedése megvaltozik.
A szemcsejtek diszperzidjat nagyszamu epilepsategben leirtak (Houser, 1990). A jelenség a
sclerotikus hippocampusokban gyakori, a nem-sateretbetegekben ritkan fordukel
Megfigyeltiik egy interneuron tipus, a P anyag rem& expresszalo gatlosejtek abnormalis
lokalizacigjat is a gyrus dentatusban. Ezek a ledjomtrollban a hilusban taladlhatok legnagyobb
szamban, mig epilepszias mintdkban a stratum mé&han voltak a leggyakoribbak
(Magloczkyet al, 2000). A sclerotikus esetekben tébb abnormdtislgézkedésidegsejt volt,
mint a nem-sclerotikus esetekben.



dc_349 11

21

AXONSARJADZAS

Kilsé pélya axonsarjadzasaA hippocampus calretinin-tartalmu serkeébemenetet kap a
supramammillaris nucleustol (Borhegyi & Leranth9TR Az axonok &rti hal6zatot képeznek a
gyrus dentatusban a szemcsesejt réteg tetejéminala CA3 a,b és CA2 régidban (Maglocaity
al., 2000). A pélya glutamat mellett P anyagot tareednés noveli sejtek serkentbsdgét (Liuet
al., 2000). Epilepszias betegek gyrus dentatusabaitya giterjed, és elfoglalja az egész stratum
molecularet, §leg a szemcsesejteken vadik, és novelheti a szemcsesejtek aktivalhatosdégana
valosziriségeét . Megfigyelték a subiculumbdl a hippocampAg €&gidjaba veté rostok
megjelenését is epilepszias allatokban (Lehredrai, 2000).

Gatlosejtek axonsarjadzasa

Korabbi munkakban nem csak a GABA-tartalml neukamedrzédését (Babket al, 1989), de

a GABAs axonterminalisok sarjadzéasat is leirtakegsizias hippocampusban (Babb, 1999).
Medfigyelték ezen kivil a somatostatin- €s neurtigep-tartalmi axonok sarjadzasat is a gyrus
dentatusban (de Lanerol¢ al, 1989; Matherret al, 1995). Megvizsgélva a calbindin- és
parvalbumin-tartalmu sejtek axonjait, azt talaltbkigy ezek a géatlosejtek is sarjadzanak. A
parvalbumin-immunreaktiv axonok nagyobb aranybagzik be a szemcsesejtek axon inicialis
szegmentumat epilepszias gyrus dentatusban, mittdtiban (Wittneret al, 2001a). A CCK-
tartalmu periszomatikus sejtek axonjan CB1-R exgz@édik, rostjaikat CB1-R-immunfestéssel
vizsgaltuk a gyrus dentatusban. Azt talaltuk, hegiepszias betegekben, kilénbésen a
szklerotikusokban, megre rostok denzitdsa, melyet kvantitativ vizsgalastégazoltunk. A

rostok sarjadzanak, de azt nem tudtuk eldonteremblkisérletben, hogy a terminalisok csak
tobben lesznek-e, vagy a receptorok is nagyobb lsaarordulnak € az egyes terminalisokban.
A CAL régio piramissejtjeit is megvizsgaltuk nenkdszotikus esetekben, és itt a gatlo bemenet
megrzédott ugyan, de nemott meg a beidedgzkosar- és axo-axonikus rostok mennyisége
(Wittner et al, 2005). igy megalllapitottuk, hogy az axo-axonikeftek epilepszia hatasara
sarjadzanak gyrus dentatusban. A principdlis sejegidritikus gatlasaban résztéesalbindin-
tartalmu interneuronok szintén sarjadzast mutallepszias hippocampus CA1 régidjaban,
mind a scleroticus, mind a nem-scleroticus esetgki®nagyobb aranyban védiek a tdbbi
gatlosejten, mint kontrollban (Wittnet al, 2002) . igy epilepszias mintakban a gatlosejtek
gatlasaval diszinhibicio johet Iétre. A calbindartalmu gatldsejtek epilepszids mintdkban nem
csak me@rzédnek, de eredeti célsejtjeik, a CA1 piramisok pulsaa utan képesek targetvaltasra
is, és Uj célelemet valasztva, az életben maratidsgiteken végmnek (Wittneret al, 2002)

Az interneuron-szelektiv sejtek pusztulasa és denihal6zatuk 6sszeomlasa
A CR-tartalmu sejtek funkciondlisan heterogénekimén hippocampusban, interneuronokon
is, és piramissejt dentriteken is védnek. Szamuk ételjesen lecstkken szklerotikus és nem-
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szklerotikus betegek hippocampusaban, dendritgdgz&gmentalodnak, és ezeért
miikodésképtelenné valik a dendritjeiken keresztilvaigsulo elektromos kapcsolat.
Kontrollban ezek a sejtek intenziven védaek CB-pozitiv dendritikus gatlosejteken, és
szinkronizaljak a gatlosejtekitkodését. Azonban epilepszias betegekben ezt aremimkciot
nem tudjak megvalésitani, igy a dendritikus gatésesbé rkdodik.

V. MEGBESZELES
V. 1. Az funkcionalisan kilénb6# interneuronok érzékenysége és mégzédése a human
epilepszias hippocampusban

Ha 6sszegezzik az eredményeketinkit, hogy jelends kilonbség van a gyrus
dentatus és a CAL régio interneuronjainak énaglésében, ugyanakkor vannak bizonyos
interneuronok, melyek mindkét régioban megmaradplak,a CB-tartalmu (Magloczkst al,
2000) (Wittneret al, 2002) és CCK-tartalmu sejtek (Magloczidyal, 2010). A PV-tartalmu
és SPR-kifeje& sejtek csak a szklerotikus CA1 régidban pusztugigkVittneret al, 2005;
Toth et al, 2007), a CR-tartalmu sejtek viszont minden régioérzékenyek, a nem-
szklerotikus és a szklerotikus hippocampusbanash(@t al, 2010). Tehat 6nmagaban a CA1
régio megrzottsege vagy pusztulasa alapjan nem tudjuk melgjioa gatlosejtek
erzékenyseéget, noha a szklerotikus hippocampushsrua dentatus valtozasai is
markansabbak (Magloczlat al, 2000; Wittneret al, 2001a).

V.2. Periszomatikus gatlas

Részletesen elemezve, azt talaljuk, hogy a peratikus, PV- és CCK-tartalmu
gatlosejtek jol megtartottak, a nem-szklerotikygplicampusban eloszlasuk és morfoldgigjuk
alig kulonbozik a kontrolltdl (Wittneet al, 2001a; Wittneet al, 2005; Magloczkyet al,

2010).

A szklerotikus gyrus dentatusban azonban a PV-infesiés nem mutathato ki a
sejtekben és a dendritekben, a sejtszam lecsokkéa, a terminalisok jeletd részében
megmarad (Wittneet al, 2001a). Hasonlo jelenséget irtak mar le epiléssketegek
agykérgében is, ahol elektronmikroszkopos vizsgalaem végeztek, és ezért tgy gondoltak,
a PV-immunpozitiv sejtek d€ihése a pusztulasukat jelenti és ez az oka az episeak
(DeFelipeet al, 1993; Marccet al, 1997; DeFelipe, 1999). Valamint modellekben igddk a
PV-immunreakcio gyengulését, epilepsziaban (Madglp& Freund, 1995) és isémidban is
(Kamphuiset al, 1989; Johanseet al, 1990; Bestt al, 1993). Azonban a modellekben jol
latszik, hogy a sejtek maguk netimhek el, pld. az altalunk hasznalt kdinsavas mbeelll
nappal a kédinsav-altal kivaltott rohamok utan &igetett PV-tartalmu sejtet latni a
hippocampusban, a 3 nap tuléiélatokban viszont Ujra ki lehetett mutatni a Rvtalmu
sejteket immunreakcioval (Magloczky & Freund, 199jelenséget azzal hozzak
0sszefliggésbe, hogy jeléstkalcium-bearamlas hatasara — mint amilyen pliteggrias
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roham hataséra létrejon — a PV tulidik kalciummal, és konformécié valtozason esik at,
ezért nem ismeri fel az antitest (Johanseal, 1990). Az epilepszias gyrus dentatusban a
sejtek elinése mellett az axonok jeléstrészének mégzodését, a sejttestek gatlo
bemenetének megmaradasat, és a gatlé bemenet nekgdését talaltuk szemcsesejtek axon
inicidlis szegmentuman, tehat a PV-tartalmul segpkrésze meygzodik (Wittneret al,

2001a) csak nem lehet PV-immunfestéssel kimutatni.

A CAl régiéban azonban nem jarnak ilyen jol a BRaimu sejtek. A nem-
szklerotikus régidban ugyan niggodik a piramisok sejttestének bemenete, csak asfolto
tipusban csokken kis mértékben , de axonsarjadzisc#lis szegmentumon nincs, és a
szklerotikus CA1 regidbdl teljeseniginek a PV-immunfestett elemek, se sejt, se dersdrit,
terminalis (Wittneret al, 2005). Pedig a termindlisok jeléatrésze meigzi PV-
immunraktivitdsat mind epilepszias allatban (Magloc& Freund, 1995), mind epilepszias
betegek gyrus dentatusaban (Witteeral, 2001a), hianyuk tehat a sejtek pusztulasat jelzi.
Mivel eredeti posztszinaptikus célelemik a piragjisk voltak, és a szklerotikus CAl-ben
ezek sincsenek jelen tobbé, megallapithatjuk, lddglemeik pusztulasaval a PV-tartalmu
sejtek maguk is alhnek (Wittneret al, 2005).

A CCK-tartalmu periszomatikus gatldsejtek mindeanaszklerotikus, mind
szklerotikus hippocampusban jelen vannak, jol mégitak, dendritmorfologiajuk is csak
annyiban valtozik, hogy a zsugorodott CA1 régioharizontalis dendrit sejteket latunk. A
szklerotikus betegek gyrus dentatusaban a CCKhtalitaejtek axonsarjadzasat talaltuk,
melyet CB1-R elleni immunfestéssel tettiink lathato¥ CB1-R-immunfestett termindlisok
megtartottak eredeti végdesi mintazatukat, de sokkal intenzivebb immunriéakoutattak
(Magloczkyet al, 2010).

A denzitometriai eredmények azonban nem adtak ztédasa, hogy az ésebb immunfestést
az egyes terminalisokbarv@rdulé tbbb receptor, vagy nagyobb mennyisé&arjadzé
termindlis okozza-e. A fénymikroszképos képekerbtiist latszott, de nem lehetett kizarni a
receptorok mennyiségének megemelkedését sem. ¥agih kérdésre a pilocarpine-
indukélta epilepszia modellinkben kaptuk meg asztja szklerotikus allatok gyrus
dentatusaban megth a terminalisok szama, és az egyes terminalisokbtibb lett a receptor
(Karlocaiet al, 2011). Az eredmények arra utalnak, hogy a CCkliaul periszomatikus
gatlosejtek is sarjadzanak epilepsziaban.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a periszamagétiosejtek sarjadzasa miatt a
gyrus dentatusban a szemcsesejteken tdbb a géatknie¢, mint a kontrollban. Az axon
inicialis szegmentumon a PV-tartalmu bemenet néera szklerotikus betegekben is
megebsodik (Wittneret al, 2001a), a szklerotikus betegekben pedig a kdrtibbsz6rose
lesz, igy a szemcsesejtek szinkronizacioja sokiddisziribb esemény egy epilepszias
betegben, mint kontrollban. Annal is inkdbb, mem@haterminalisok sarjadzasat is
megfigyelték epilepszias betegekben (Howteaal, 1990; Babket al, 1991; Franclet al,
1995), mi is talaltuk ezt sajat mintainkban, széd#stol fliggetlendil, igy a szemcsesejtek
dendritjei egy megéstdott serketbemenetet kapnak, nem csak kevés és ritka bazalis
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denritjeikre a hilusban, hanem kiterjedt, str. roalareban elhelyezkédlendritfaikra is, igy

az aktivitast kozvetlendl &t tudjak adni egymasradképzelhet, hogy a gatloé terminalisok
nagyobb szama a szemcsesejteken egy kompenzdeiistig, melyet éppen a megndvekedett
serkend bemenet valtott Ki.

V. 3. Dendritikus és interneuron szelektiv gatloségk

A CB-immunpozitiv sejtek rezisztencigja mar ismanit allatkisérletes modellben
(Sloviter, 1989; Houser, 1991; Freuatal, 1992; Magloczky & Freund, 1993) és emberi
epilepszias szovetben is (Slovitdral, 1991; Sucklinget al, 2000). A CB-tartalmu sejtek
szama valéban nem valtozott jelésen az altalunk vizsgalt epilepszias szévetben sem,
kilonodsen a nem-szklerotikus esetekben (Magloetlal, 2000; Wittneret al, 2002). De a
szklerotikus CA1-ben és gyrus dentatusban rendkivaifologiai valtozason estek at.
Megrottek a sejttestek, meghosszabbodtak a dendritekékiképadtek a dendriteken és
sejttesteken, amik szinapszisokat kaptak. A sépelk voltak még a szklerotikus
hippocampusban is, és rendkivil aktiv anyagcséeie jeutattak (Magloczket al, 2000;
Wittner et al, 2002). Nem pusztultak el annak ellenére sem, laoggklerotikus CA1 régiéban
elvesztették eredeti targetjeiket, a piramissejtekeonjaik Uj posztszinaptikus célelemeket
taladltak maguknak, és nagyobb aranyban &étgk interneuronokon, mint kontrollban
(Wittner et al, 2002).

Kulénodsen fontos, hogy ez a targetvaltas nem tar@ott kizardlag a szklerotikus
CAl-re, hanem mar a nem szklerotikus betegekbpregfigyelhed volt, tehat a CB-tartalmu
interneuronok az epilepszias esetekben a prinsgEjtek pusztulasatol fliggetlenlil nagyobb
aranyban védgidnek CB-pozitiv dendriteken, mint kontrollban. Ekmegvaldszitibb oka,
hogy az epilepszias hippocampusban a CR-tartalitekszama éisen lecsokken (Totét
al., 2010), dendrithal6zatuk pedig, melyeken keresigke vannak kapcsolva, éppugy, mint
a PV-tartalmu sejtek, szétesik és felszegmentalMlikner et al, 2005; Tothet al, 2010).
Ugyanis kimutattuk, hogy a CR-tartalmu interneutosok vég#dést adnak CB-immunfestett
interneuronok dendritjeire (Tott al, 2010), feltehéien azért, hogy a patkanyban
megfigyeltekhez hasonldéan (Gulyeisal, 1996) az emberi hippocampusban a CR-
immunpozitiv interneuron-szelektiv sejtek képessgfyenek dsszehangolni a dendritikus
gatlésejtek — melyek jelefd része CB-tartalmu —itkodését. De, ha a CR-tartalmu sejtek
szama lecsokken, és dendritjeik karosodnak, képklerre, és a CB-immunreaktiv sejtek
mikddése sem lesz hatékony. Elképzéihbbgy a CB-tartalmu sejtek azért védrek
nagyobb aranyban egyméason, hogy pétolni tudjalesh KER-tartalma terminalisokat, és
kompenzéacioként szinaptizalnak tdbbet interneuronokzonban kétséges, hogy egy ilyen
neuronhaldzat ,véletlensZem” 6sszekapcsolodo gatldsejtekkel képes leheyr@kygn,
szinte tOkéletesen hangolt szinkrotikiddés Iétrhozasara, mint a kontrollban.
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2. Abra. Osszefoglalo sematikus diagram a CR-pozitiv irgaeronokat és dendritikus
gatlosejteket haldzatanak zinaptikus reorganizamdbp nem-szklerotikus epilepszias CAl
régidban. Kontroll: a human hippocampusban a Cidtad sejtek egy része interneuron-
szelektiv gatldsejt, melyek dendritikus gatlosegteksotetkek) és mas CR-immunpozitiv
interneuronokon (zold) végdnek. Az elektromos szinapszisokkal 6sszekapcgitattalmu
sejtek hatékonyan szinkronizaljak a dendritikuség&fjtek bemenetének hatdséat a piramissejt
dendriteken (narancssarga). Epilepszias, nem-sikes: a CR-tartalmu sejtek egy része
degeneralodik, és sérul a dendritjeik kozti elekins kapcsolat. Ez felboritja a dendritikus
gatlésejtek szinkronizacidjat (kulonkbrilagoskék arnyalatok), ami egy kevesbé hatékony
dendritikus gatlast eredményez a piramissejt degidm, és igy felésddhet a serkefit
bemenetek hatasa (s6tétnarancs) amik egyébkéifthien vannak, a serkérpalyak
sarjadzasa miatt epilepsziaban.

2. Abra. Osszefoglalé sematikus diagram a CR-pozitiv irgeronokat és dendritikus
gatlosejteket haldzatanak zinaptikus reorganizamdbp nem-szklerotikus epilepszias CAl
régidban. Kontroll: a human hippocampusban a Ctdtad sejtek egy része interneuron-
szelektiv gatldsejt, melyek dendritikus gatlosegteksotetkek) és mas CR-immunpozitiv
interneuronokon (zold) végdnek. Az elektromos szinapszisokkal 6sszekapcgitattalmu
sejtek hatékonyan szinkronizaljak a dendritikuség@jtek bemenetének hataséat a piramissejt
dendriteken (narancssarga). Epilepszias, nem-sitides: a CR-tartalmu sejtek egy része
degeneralodik, és sérul a dendritjeik kozti elekins kapcsolat. Ez felboritja a dendritikus
gatlosejtek szinkronizacidjat (kulonkbrilagoskék arnyalatok), ami egy kevésbé hatékony
dendritikus gatlast eredményez a piramissejt dexidm, és igy felésddhet a serkefit
bemenetek hatasa (s6tétnarancs) amik egyébkéifthient vannak, a serkérpalyak

sarjadzasa miatt epilepszidban.
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KONTROLL EPILEPSZIAS (nem-szKlerotikus)

3t
o

. Intemeuron-spe cifikus gati6sejt E De general 6d6 inte meuron-specifikus gatlésejt

B Szinkronizalt dendritikus gatcseit [E1I[I] Aszinkron denditikus gatosejt

I:l Piramis sejt Piramis sejt dendritek mege 6sodott serkend
bemenettel

V.4. A gatlésejtek szinaptikus reorganizaciojanak hlozati hatasa epilepszidban

A hélozati 6sszhatas tehat a periszomatikus géttedsddése, kulondsen a gyrus
dentatusban (Wittnest al, 2001a), mikdzben a dendritikus gatlas meggyeragiisorban
nem is a dendritikus gatldsejtek pusztulasa, haam€&R-tartalmua sejtek dendritikus
hal6zatanak és degeneralédasanak eredményeképgbre(al, 2010). A dendritkus
gatlosejtekbl vizsonylag sok életben marad epilepszias hipppeesiman. A CB-tartalmu
sejtek me@rzédnek, mind allatkisérletes modellben (Sloviter, 3;98ouser, 1991; Freurst
al., 1992; Magloczky & Freund, 1993), mind emberbeo\{#er et al, 1991; Magloczkyet

al., 2000; Sucklinget al, 2000; Wittneret al, 2002), a SOM- és NPY-tartalmu sejtek ugyan
részben elpusztulnak (de Laneradteal, 1988; Sundstromat al, 2001), de valamilyen
mennyiségik mindig megmarad (Sundstreinal, 2001), és kompenzécids sarjadzassal (de
Lanerolleet al, 1988) igyekszik potolni a kieséseket. De a deikdis gatlas sokkal kevésbé
hatékony, mint a periszomatikus, és tobb sejt egyikibdését igényli (Milet al, 1996), igy
a CR-tartalmu sejtek szinkronizal6 hatasa és éfwhtd nélkil nincs esély hatékony
dendritikus gatlasra. Ki is mutattak allatkisérbeteodellekben, hogy nem a gatlas altalanos
gyengulése all az epilepszia patomechanizmusaritdediden, hanem a dendritkus gatlas
gyengul meg (Cossaet al, 2001), rAadasul tobb serkémiélya sarjadzik, moharostok (Sutula
et al, 1989), supramammilaris palya (Maglocziyal, 2000) és a septélis €s entorhinalis
bemenet (Lehmanet al, 2001), amit a meggyengult dendritikus gatlas nam tud
szabalyozni. igy a periszomatikus gatlas szintesaivaz iranyitast, és néveli a principalis
sejtek szinkron tlizelésének valosdéget.

.......... és ha a GABA serkei



dc_349 11

27

Tobb eredmény is alatamasztja azt, hogy a GABAriae sejtekben, bizonyos korilmények
kozo6tt nem hiperpolarizalé hanem depolarizalé hatéibben is megfigyelték ezt a jelenséget
epilepszias szeletben {Cohen, 2002 #2873;Haug, 28@34;Khalilov, 2003 #4255}.

Meglep talan, de a haldzati 6sszhatason keveset valezéat, ha a GABA nem
hiperpolarizalo, hanem depolarizalé hatasu lennéeidritekre €s sejttesteke érkez
"kosarsejt serkentés" ugyan nem fogja ugyanolyaasifakkal ndvelni a szinkronitast, mint a
gatlas, de az axon inicidlis szegmentumok serkentgganugy fokozhatja a principalissejtek
tizelési készségét, mint a gatlas (Szabastied, 2006). A dendritikus sejtek csak akkor
hatékonyak, ha tobb egyitt, egyszeriikadik (Mileset al, 1996), ha a GABA serkehitez
még inkdbb igy van. Az interneuron-szelektiv sejtelig akkor sem képeséket szinkron
miikddésre birni, ha serkentenek. Tehat a dendritijsksszinkronizacioja eldba halozatbdl
is hidnyozni fog.

Mindazonaltal, a megnévekedett serkentés a sékeoinpalyakkal egyitt novelheti a
principalissejtek tuzelési valosasegét, mivel a PV- és CCK-tartalmu periszomatikus
(Wittner et al, 2001a; Magloczky, 2010; Magloczlky al, 2010), és a CB-tartalmu
dendritikus sejtek is sarjadzanak (Wittre¢ral, 2002).

Azt is figyelembe kell venni, hogy a GABA depolaio hatdsat nem homogénen az
egeész hippocampusban mérték, hanem egy-egy sejtgy egyes sejtek 8k kornyezetében
(Cohenet al, 2002; Huberfelaet al, 2007). Az ilyen foltok kialakulasa valos#iag az
epilepszias rohamok altal megnovelt magas kaliunt &pvetkezménye (Fishet al, 1976),
amely szintén nem egyonien mindenhol, hanem sporiadikusan, bizonyos teskiet alakul
ki. Itt a kalium-klorid kotranszporter ilk6dése megvaltozik, és a sejt belseje iranyaban
haladnak rajta keresztil a klorid ionok, ezért aBBBAA receptorban 1é klorid csatornan
mar csak kifelé tudnak menni, és a GABA depolanizfalg {Katchman, 1994 #4256;Van Den
Pol, 1996 #3564;Vale, 2000 #4257;Rivera, 2002 #3930 a depolarizalé hatas azonban
idoben és térben heterogeén lesz, és nem egyinggtmég az epilepszias hippocampusban is
lehet a GABA haldzati 6sszhatasa gatlo, attol 8iggg mennyi és mekkora ilyen folt van.

V.5. Novekedési és jelenségek az epilepszias hipgpopusban

A gétlosejtek axonsarjadzasan kivil még szamdeg$palya is sarjadzik, melyek
mar régebben is ismertek voltak, mint a moharostojadzas (Sutulat al, 1989) vagy
aseptalis és entorhinalis bemenet sarjadzasa (tehetal, 2000; Tanget al, 2006). Mi
pedig a supramammillaris palya kiterjedéseét takédipilepszias esetekben, mind nem-
szklerotikus, mind szklerotikus betegekben (Magkyaozt al, 2000). Rdadasul a szinaptikus
terminalisok mérete, a szinaptikus aktiv zénak h@ssegh, és gyakoribba valnak a zonula
adherentiak olyan interneurontipusok dendritjeidtbis, melyek ezt a tulajdonsagot nem
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mutattadk kontrollban (Wittnest al, 2002; Wittneret al, 2005; Tothet al, 2007). Leirtdk a
gap junction-ok mennyiségének novekedését epilépgatkanyban (Szengeal, 2002), és
val6szirii, hogy epilepszids emberi hippocampusban is eleaség all a gyakoribb
dendritikus kapcsolatok megjelenésének hatterében.

A sejtek ndvekedését, dendritsarjadzast és aXadgast valdsziileg a hippocampus
egyes sejtjeiben ternielo, és epilepszidban megndvekedennyiséd neurotrofinok
okozzék. Neurotrofinokat (NT3, NT5) termelnek arszsesejtek (Matheret al, 1997,
Jankowsky & Patterson, 2001), és ennek megemelkezietje okozza valdszifeg a
moharostok sarjadzaséat (Mathetral, 1997). De idegndvekedési faktort (NGF) taléltak a
supramammillaris palyaban is , mely szintén hadh@bhaterminalisok sarjadzaséara (lete
al., 1997; Hughest al, 1999). Az is felind, hogy a suprammillaris palya végiesi terilete :
gyrus dentatus, CA3 a,b, CA2, megegyezik azokketidetekkel, melyekben legjobban
megirzédnek a principalissejtek epilepszias szévetben (Mady et al, 1994; Borhegyi &
Leranth, 1997). Valamint a péalya altal ellatottigydentatusban az SPR-expresszalo sejtek
nem csak dendritkus sarjadzast mutatnak, hanemteoktdl eltéi elhelyezkedést is, mintha
felvandoroltak volna a str. molecularéba, ahol@amammillaris palya rostjai szétterjedtek
(Magloczkyet al, 2000). Az is lehetséges persze, hogy ez nem agyasejtpopulacio, mint
kontrollban, hanem mas sejtek expresszaljak aztSPR-a hilusbdl viszont €ihnek
ugyanazok a morfologiailag hasonld, csak tébb déetrendelked sejtek, ezért a
felvandorlast mi valosziibbnek tartjuk (Magloczket al, 2000). Lehetséges, hogy a magas
SP-tartalmi supramammillaris palya meégédeése és térfoglalasa all a jelenségek hatterében.

A CAl-ben viszont, ahol nincs supramammillarisaéetgs, valoszifleg a
principallissejtek altal epilepszias rohamok hatéasérmebdsé SP (Liuet al, 1999) lehet
felelos a morfologiai valtozasokért és dendritsarjadzakénutattak, hogy az SP nem csak
fokozza a sejtek aktivitasat, de dendritjeiketyidrgydzotté teszi (Mantyét al, 1995), igy a
felgydngy6zott dendritfa az SPR-expresszalo sejtekeagyobb aktivitas jele lehet (Léa al,
1999). Talan a CA1 piramisok SP termelése egy koadeos jelenség lehet epilepsziaban,
hogy igy fokozzak a részben bizonyosan dendritgaikd SPR-expresszalé sejtekkiidését.

V. 6. Szklerodzis, sejtpusztulas, és sarjadzas

Az epilepszia hataséara tulserkentett sejtcsopgrtsiztulasanak kéb imechanizmusa ismert az
excitotoxicitasi hipotézis szerint (Olney, 1990; It@m, 1991; Choi, 1992). Az éiegy akut
0déma, melyet a serkéramindsavak altal kinyitott ioncsatorndkon kerekatiidegsejtbe jutd
abnormalis mennyiségonok és viz okoznak. Ez nem szelektiv, mindeteséjint melyek
excitotoxin hatasanak lettek kitéve (Olney, 199@ldvium, 1991) a sejtek jeléist része azonban
képes ezt a nagy mennyisiégnt és vizet kipumpalni magabdl és tuléini azrade karosodast.
Az érzekeny interneuronok, melyek epilepszia met#éken a rohamindukciot kovetn néhany
oraval eltinnek, valdszitleg az akut 6démas mechanizmussal halnak meg. Adikas
mechanizmus egy késleltetett, kalcium altal kozgttfolyamat (Olney, 1978; Choi, 1992), ahol
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feszlltségfiig§ NMDA-tipusu glutamat receptorok altal megnyitaatornakon keresztl

kalcium ion jut a sejtbe, amely a belaktarakbdl nagy mennyiségovabbi kalciumot szabadit
fel, és kulonbdé biokémiai mechanizmusokat, lebonté enzimeket akfRasmussen, 1986). Ezek
karositjak a citoszkeletont, a mitokondriumokageta sejt energetikai rendszerét, valamint az
axonalis transzportot és a DNS-t. Ez a sejt degei@éhoz vezethet. A magas kalcium ion szint
aktivalhat egy specidlis sejtpusztitasi mechaniznsugahol a megfelélenzimkészlet jelen van,
amelyet programozott sejthalalnak vagy apoptozismalezink (Gavrielet al, 1992; Bonfoccet
al., 1995). Ez a sejt DNS-ének feldarabolédasahoztyazenos tipusu sejtekben azondsathtt.

Epilepszia modellekben bizonyitottak, hogy ez alme&zmus feléls a CAL régio
piramissejtjeinek pusztulasaeért (Pollatdal, 1994).

Felmerll a kérdés, hogy a sejtpusztulas és rgmtizais killonb&z mértéke szklerotikus- nem-
szklerotikus a betegség kulonbdazisait jeldli-e, és vajon az enyhébb sejtpusatumutatd
tipusok idvel atalakulnak-e a sulyosabb sejtpusztulast mytatdlogias formakka. Mivel a
betegeket egy adottdgontban opraltak meg, csak ezt az egy allapotgkaeijik.

Megvizsgaltuk, hogy a sejtpusztulas mértéke korekr epilepszia fennalasanaktartamaval,
és azt talaltuk, hogy nincs egyértélisszefliggés. A temporalis lebeny eréagtilepszianak
szamos modellje van, melyekben kilonbéejtpusztulasi mintazat alakul ki. A hippocampélis
sclerosist legjobban a kainsav-kivaltotta epilepsezagy a pilocarpinos modell reprezentalja
(Hablitz et al, 1992; Ben-Ari & Cossart, 2000). Azonban a getigses (kindling) modell is a
TLE modellje, és ebben nem alakul ki sclerosis (Mdieidra, 1984; Represaal, 1989).
Modellkisérletek adatai alapjan a principalis degescleroticussa valo allatokban apoptétikusan
pusztulnak, mely a programozott sejthalal egyik felethje, és bizonyos mennyiségejtbe
beléd kalcium ion valtja ki az érzékeny — megféleinzimkészlettel rendelkéz sejtekben
(Olney, 1990). Az axonsarjadzas, és az érzékemynatironok pusztulasa viszont megfigyathet
azokban az epilepszia modellekben is, ahol sclerosin alakul ki. A principalis sejtek pusztulasa
tehat egy meghatarozott mennyigdglserkentés hatasara bekodvetkkalciumszint emelkedés
flggvényeénekiinik. Ez megtorténhet az epilepszias ronamok sogamilzor, az el§ roham
idején épp ugy, mint hisz év malva. Nem térvénysasogy az enyhébb sejtpusztulast mutato
tipusok idvel sulyosabba véljanak, de barmikosferdulhat. Az epilepszias reorganizacio egyeb
jelenségei viszont — axonsarjadzas vagy transamsitiatek, receptorok valtozasai — valosikg
az elektromos aktivitas megnovekedeése kovetkezt@ioerek létre, és minden pathologiai
tipusban megfigyelhék (Magloczky, 2005; Magloczky, 2010).

Igy kijelenthetjiik, hogy az axonsarjadzas a azggitias reorganizacié sokkal altalanosabb
jelensége, mint a sejtpusztulas. Az axonsarjadzasséjtek kapcsolatainak atrenthzse
onmagaban is képes lehet rohamokat generalnisbfiek nem pusztulnak el.

Raadasul, a piramissejtek pusztulasat tapasztalkkkronmikroszképos mintainkban olyan
betegekben, akiknél ez fénymikroszkoppal nem ldtg¥dittner et al, 2005). A nem-szklerotikus
betegek hippocampusa sem ,ép”, jetaszinaptikus reorganizacio és nem elhanyagolhato
sejtpusztulas jatszodott le benne, és mivel mégala@p vetit kapcsolatai mas agyteriletek felé
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felé az életben maradt sejté@kiméeg kdnnyebben terjesztheti, és még tobb tegibet epilepszias
aktivitast.

Figyelembe véve a reorganizacios eredményeketin@slelyan neuronhaldzati elemeket
valasztani terapias célpontnak, mely kulcsszendpetik a neuronhélozat szabalyozdsaban. Az
eredmények azt sugalljdk, hogy a CR-tartalmu sejtegovasa az epilepszia korai fazisaban
megakadalyozna a dendritikus gatlas 6sszeomlasategovhatné a haldzatot a kéros
szinkronizaciotol.
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VI. Kdszénetnyilvanitas:

Kdszonetet szeretnék mondani mindazoknak, akik @jukkal hozzajarultak az eredmények
létrejottéhez. Elésorban Freund Tamas professzornak, aki egyeteigaiié@dlkorom o6ta
tanitomesterem, és aki mindenben tAmogatott mumégnese soran.

Az értekezésben foglalt munkét tobb tanitvanyomegaiitt végeztik. Készonom Wittner
Lucanak, Toth Kinganak és Karldcai Ritanak a kdnoskat, lelkesedésiket, kitartasukat, a téma
irdnti elkotelezettségiket, és hogy mindig 6ront dolgozni veluk

Kdszonettel tartozom szamos kolléganak akikkdbkaracidban dolgoztam: Borhegyi
Zsoltnak, Buzsaki Gyorgynek, Fabd Danielnek, HaRéternek, Juhasz Gabornak, Katona
Istvannak, Ludanyi Anikonak, Ulbert Istvannak alékksodalatos élménnyé valt a tudomanyos
munka. Rengeteget segitettek munkamban a KOKI marda is, eldsorban Bartho Péter,
Matyas Ferenc, Kovacs Krisztina, Madarasz Emiligd Viktor, Hajos Norbert, Hrabovszki
Erik, Rancz Ede, Slézia Andrea, akikhez mindig @ithidttam, ha egy problémat nem tudtam
megoldani.

Kdszonetet szeretnék mondani Palkovits Miklds @e18yi Péter professzoroknak a
kontroll huméan hippocampus mintak biztositaséért.

A projectben dolgoz6 szamos orvosnak is kbszon@agy legytitt dolgoztak velem: élsorban
Altmann Annanak, Juhos Veranak, Jerney JuditnadsHrorandnak, Rasonyi Gyorgynek,
Czirjdk Sandornak, Vajda Janosnak, Szabo Zeréndieek kovetkazintézmények mindazon
orvosainak és dolgozéinak is, akikstgitették a projectben végzett munkat: Orszagos
Pszichiatriai és Neuroldgiai Intézet Epilepszia tBem, Orszagos ldegsebészeti Tudomanyos
Intézet, MRE Bethesda Gyermekkdorhaz, Neurologiaitédg, Heim Pal Kérhaz, Jarébeteg
Epilepszia Centrum, Szent Istvan Kérhaz, Neurol@gataly, MAV Kérhaz, Budapest,
Ideggyogyaszati és ldegsebészeti Osztaly.

A gyakorlati kivitelezés lehetetlen lett volnaigado technikai segitség nélkul. lvanyi
Katalin, Lengyel Katalin, Széles Csilla, Szépneé @irkntke, Goda G§zd, Bucsanszki Miklos
és Wolf Gyorgy segbikészségét koszonom.

Veégul, de nem utolso6 sorban, kdszonetet mondolesuriiek, 6csémnek és csaladjanak,
valamint férjemnek, mert mindig mindenben mellett@itak, biztak bennem és szerettek.
Kdszonom.

VIl. OSSZEFOGLALAS
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Az epilepszias rohamokat sok sejt szinkron kisidsezza, melyert a legvalosiib

hipotézis szerint az elégtelen gatlas fedelA principalis sejtek aktivitasat lokalis gatlé
interneuronok szabéalyozzak, melyek harom funkcisrédoportba sorolhatok. 1.
periszomatikus gatldsejtek, melyek a principalisdegejttestén és proximalis szegmentuman
(kosarsejtek,) vagy axon inicialis szegmentuman-@onikus sejtek) véganek, ezek a
hippocampusban parvalbumint (PV) vagy kolecisztoki(CCK) tartalmaznak. 2. Dendritikus
gatlosejtek, melyek a dendriteken védmek, és szamos neuropeptidet €s calbindint (CB)
tartalmaznak, substance P receptort (SPR) exptaagz8&. Valamint mas interneuronokon
vegzado interneuron-szelektiv sejtek, melyek patkanybdretaint (CR) tartalmaznak.
Ezeket a sejteket emberi hippocampusban nem vag\efég részletesen vizsgaltdk, sem
kontrollban, sem epilepszias betegek hippocampusadg szinaptikus reorganizaciojukrol és
bemeneteik valtozasairdl nem allt rendelkezésrg &atkat ahhoz, hogy a principalissejtekre
érkesd gatlas és annak valtozasait megismerjuk és mégéEsnélkil viszont az epilepszia
patomechanizmusa nem tarhato fel, és nem lehaittézneuronhalozat fkodését
szabalyoz6 gydgyszereket fejleszteni.

Ezért kifejlesztettiink egy olyan modszert, ami oglpikalhatéan jo mifsédi immerzios
fixalast tesz lehéwveé kontroll és temporalis lebeny eradepilepsziaban szenvéd
terapiarezisztens betegekit@tileg eltavolitott hippocampusén, és igy elektmdmoszkopos
kvantitativ vizsgalatokat tesz letigé a szinaptikus reorganizacio feltarasara.

Ezzel a modszerrel hasonlitottuk dssze a kontodt mortem alanyok és szklerotikus és nem-
szklerotikus hippocampalis patologiaval rendetkepilepszia betegek agyaban a
funkciondlisan kilonbdgztipusu géatldsejteket, ugy, hogy immunfestést vidgezaz azokat
jel6lé neurokémiai markerek ellen.

A neuronhaldzat jeletis atalakulasat talaltuk, agy szklerotikus mint nezklerotikus
betegekben. A PV-tartalmu gatlé bemenet mégjidik a szemcsesejtek axon inicialis
szegmentuman, de sejttestjén nem, a CCK-tartaljteksexonja sarjadzik a gyrus
dentatusban, az SPR-kifefegejtek dendritikus sarjadzast mutatnak a szklarstgyrus
dentatusban és a nem-szklerotikus CAl-ben, a GRlttar sejtek pedig, melyelr
bizonyitottuk, hogy az emberi hippocampusban résgznek a dendritkikus és interneuron-
szelektiv gatlasban, elpusztulnak és dendrtikuszaflik 6sszeomlik. A CB-tartalmu sejtek
axonja is sarjadzik, és nagyobb aranyban éeigzéletben marado interneuronokon
epilepszias hippocampusban, mint kontrollban, n@vekzel a gatlésejtek gatlasat.

Mindez a dendritikus gatlas meggyenguléséhez ésiszpmatikus gatlas megsidéséhez
vezet, mely ndveli a haldzat szinkrorikbhdésének valdsziségét, kilondsen mivel tobb
serkend pélya is sarjadzik, ésra principalissejtek serkeéhbemenete is. Vizsgalataink
ramutatnak, hogy a sarjadzas sokkal altalanosdtsggge az epilepszias reorganizacionak,
mint asejtpusztulas, és mar a nem-szklerotikusduampusokban is jelen van, é§selgiti az
epilepszias rohamokat.
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Eredményeink azt sugalljak, hogy az altalunk vitsgénporalis epilepszias betegekben a
gatlé neuronhaldzatok olyan meértékben atalakulsa& dendritikus és periszomatikus gatlas
egyensulya annyira eltol6dott, hogy altalanos GARArendszereket sefiterapia mar nem
biztos, hogy gatolja a sejtek szinkron kistléségadtlo neuronhaldzatok, és kilondsen a
periszomatikus gatlas megebdése egyik oka lehet annak, hogy ezek a betegek
terdpirezisztensek voltak, és olyan terapiat igkméyeek, mely célzottan a dendritkus gatlast
erositi.
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