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A feddlap dbrajaA boritdn egy epilepszias beteg temporalis kéfpgtitéti iton

eltavolitott, majdnem szabéalyos gomb alaku, mintdignyi meszes képlet glialis
fibrillaris savas protein-immunfestett metszetbdadb. A pontos elhelyezkedése a
temporalis gyrusok, T1, T2, T3 talalkozasanal valigehérallomanyban. Nem sikerult
megallapitani, mi okozta a meszes golyo létrejo@stk néhany metszetet tudtunk
beble vibratommal késziteni, ezeket immunfestettikroealis (NeuN) és glialis
markerrel. Neuron gyakorlatilag nem volt bennead&FAP-immunfestett elemek
mennyisége is eleny&gzmindent a koncentrikusan lerakddott mészkristatydtenek

ki. Minden valédszitiség szerint ez okozta az epilepszias rohamokatn Y.
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Roviditések jegyzéke

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: huméan kontroll

NKZ1: 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
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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 glutaméat transzporter
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|. BEVEZETES
I/1.A temporalis lebeny eredet epilepszia

Az epilepszia az egyik leggyakoribb neurologiaig#tbzas, mely sokféle formaban és
tinetegyuttessel jelenik meg, jelénkarosodasokat idezoeh betegek életmiiségében és
életvitelében (Halasz & Rajna, 1990; Meldrum, 1990inhden megjelenési formajara
jellemz5, hogy roham alatt az agy kulonléderiletein vagy az egész agyra kitesjeal
rendellenes EEG tevékenyseég észléliigchwartzkroin & Wheal, 1984), mely az adott
terlilet hiperaktivitasara utal, nagyszamu sejtispin tlizel, és bizonyos sejtcsoportok
kiterjedten pusztulnak (Falconet al, 1964; Engel, 1996a). A beteg kognitiv képessegei
tanulas, memoria — sérilhetnek (Milkgral, 1993). Gyakorisaga a teljes népességre nézve 1-
2% koruli, gyermekkorban gyakoribb (Haldsz & Rajh@90). Az utolsé 20-30 évben mégn
az idsskori epilepszias megbetegedések gyakorisaga igy(fEal999; Leppik, 2007), az
okokat még vizsgaljak. Az éskori neurodegenerativ korképek palettaja igy ealyhi
betegséggeldviilt, tovabb ndvelve az édkori betegellatdsra nehedetyomast.

Az epilepszia betegséget régebben generaliz&iikétis csoportokra osztottéak, és
megkulonboztettek genetikus, szimptomas és kriptegdlepsziakat, eredetik szerint
(League & Epilepsy, 1989)(ILAE 1989). Azonban agk#lofizioldgiai vizsgaldmddszerek
fejlodése, a magneses magrezonancia segitsegeveb thegaikotas finomodasa, a
rohamszemioldgiai ismeretekviilése valamint az emberi genom feltérképezése, és
genetikai eredétepilepsziakrol halmozddd ismeretek gyakorlatilégdrpbbantottak” 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 dsszefliggesbe hozhatéak lennének a temporalis
lebeny eredétepilepsziaval. A legelterjedtebb vélekedés szeepilepsziara fogékonnya
tevd” gének huzédhatnak meg a hattérben (Salznediah, 2008; Peternedt al, 2009),
melyek bizonyos korilmények kdzotbeegithetik epilepszia betegség kialakulasat. A
vélekedést az is indokolja, hogy epilepszids bétagpamnézisében gyakran szerepel fejet ért

baleset, lazgorcs, féaé betegségek, ikerterhesség vagy egyeéb perinattdis (Roccaet
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al., 1987; Lewis, 2005). Ezek 6nmagukban nem valt&nabilepsziat, de egyes embereket —
tobb mas tényéwel egyitt — fogékonnya tehetnek a betegség kitdakua. A
legvalésziibb, hogy kdrnyezeti tényék és a teljes genom 0sszjatéka alakitja ki a bétgys
Felrstt korban a temporélis lebeny erddepilepszia (TLE) a leggyakoribb. Noha
jelenleg sokféle gyogyszer van forgalomban, a eke%-30%-a nem reagél a kezelésre.
Gyogyszerrezisztens TLE esetén, epilepszia-sebakabdtazasaval a betegek jelent
hanyadanak allapota javithaté (Falconer & Tayl®68;, Spencer & Spencer, 1994).
Epilepszias betegek agyaban a gorcsoket feliehdtizonyos palyakon érk&z
abnormadlis serkentés, illetve serkergkurrens palyakon keresztili abnormalis reverdiéra
okozza, és ez az oka az érzékeny sejtek pusztaldg(Olneyet al, 1986; Engel, 1996a).
A post mortem epilepszias emberi agyak tanulméag@zoran kiderdlt, a feitikori
fokalis epilepsziék jeletis része temporalis lebeny erdd@talconeret al, 1964; Green,
1991; Meldrum, 1991), és élsorban a limbikus rendszer struktaraiban, 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 karosodasinRic@68; Milleret al, 1993).
Az epilepszia gydgyszeres kezeléssel nem gyddgitbaak tiinetmentesitlbetHalasz
& Rajna, 1990), és a kezelés koltségei jélenterhet ronak a tarsadalomra. Szamos
allatkisérletes modellt hoztak létre az epilepsarailmanyozaséara, azonban egyik modell sem
tikrozi mindazon valtozasok 0Osszesseégét, amelyetmahu agyban leirtak. Ezért
elengedhetetlen az epilepszia vizsgalatanal a humaték minél komplexebb vizsgélata,
mert csak ez teszi letie® a valddi betegség jelenségeinek megismeréséazBEsmeret
viszont hozzajérul pontosabb, realisztikusabb ppd@ modellek kifejlesztéseéhez is, mialtal a

betegség patomechanizmusa kisérletesen is tanubzidetypva valik.

Csoportunk 1994. 6ta vesz részt az Orszagos Idégseti Tudomanyos Intézet (mai
neven: Orszagos Idegtudomanyi Intézet), az OrszBgoshiatriai €s Neuroldgiai Intézet
(2007-ben jogutdd nélkill megsrették) és a MAV Korhaz Idegsebészeti Osztalyakoz
létrejott Epilepszia Sebészeti Programban, ésdbiyzsgalatokat a terapiarezisztens

temporalis lebeny epilepszias betedglditavolitott hippocampalis szévetmintakon. Jelen
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tanulmanyban az emberi hippocampusban talalt faniéis morfologiai elvaltozasokat
fogom bemutatni, etsorban a gatld neuronhal6zatok atalakulasat rézziet

[./2. Az emberi hippocampus szerkezete

A hippocampusisi kéregterilet, mely tdbbek kozott részt vesz antreanyomok
kialakitasaban, a tanulasban, a térbeli tajékohagses kiterjedt kidsbels) kapcsolatai
réevén jelenis szerepet jatszik az efsbk viselkedésének és alkalmazkodasanak
szabalyozasaban (Duvernoy, 1998).

A féemibsdk hippocampusa joval fejlettebb és bonyolultabimt a ragcsaloké. Az
emberi hippocampus harom részre oszthatd: a fegigy anterior szegmensre, amely a
digitationes hippocampit tartalmazza, a hippocanipsse, vagy kbzépszegmensre, €s a
farokra, vagy posterior szegmensre (Duvernoy, 1998aga a hippocampus vagy
hippocampdlis formacié két résitha cornu Ammonisbdél és a gyrus dentatusbdl ajl, ug
hogy a rétegek két, egymasba fordulé C alakot kiglegDuvernoy, 1998).

A cornu Ammonis & tdomegét a piramissejtek adjak, és tovabli Bfidra oszthato:
CAl, CA2, CA3 (NO, 1934; Seress, 1988; Amasdl al, 1990) melyeket a bennlk
elhelyezked principalis sejtek morfolégidja €és kapcsolatreedsz alapjan lehet
elkuloniteni. A piramissejtek sejttestjei alkotjalstratum pyramidalet. Apikélis dendritjeik
a stratum radiatumba majd a stratum lacunosum-mlaiegba futnak, bazalis dendritjeik a
stratum oriensben agaznak el. A gyrus dentatuginegét a kompakt szemcsesejtréteg
adja, dendritfajuk a stratum molecularéban helydikkeel. A szemcsesejtek alatt
helyezkedik el a hilus, ide futhak a szemcsesegbabnjai, a moharostok. A hilust és a
cornu Ammonis CA3c régidjat egyitt endfoliumnakevezik (Sommer, 1880; Amarat
al., 1990; Duvernoy, 1998). A szakirodalombaréfeldul, hogy nem a CA3c-hilus
elnevezeést hasznaljak, hanem ehelyett CA4-polimetdg felosztas szerepel (Duvernoy,
1998). A CA3c+hilus, illetve a CA4+polimorf rétegegfelel az endfoliumnak. A hilus
hatarai szélesebbek, tartalmazzak az 6sszes mtaEseszamos interneuront, a CA3c-ben
csak CA3 piramissejtek és interneuronok taklalha#ogolimorf réteg keskenyebb, és csak
a mohasejtek egy részét tartalmazza. Azonban, ahogy Seress Laszlo is felhivta a
figyelmet konyvfejezetében (Seress, 2005), Amaradriat (Amaral, 1978) a hilus
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elnevezés jobban megfelel, mert jelzi, hogy ezralde nem az Ammonszarv része. Ezért
mi is ezt a nevezéktant hasznaltuk kozlemeényeinkb®nhilusban a mohasejtek a
principalis neuronok. A mohasejteken komplex, etégdatskék vannak, melyek a
szemcsesejtek axonjaitdl kapjak bhemenetiket, axonjuk a szemcsesejtek dendritjen és
tuskéin végéidnek a stratum moleculare belkarmadaban. Erdemes megjegyezni, hogy
nem azokon a szemcsesejteken wdgek, melyek axonterminaliséket beidegzik, hanem
ezekbl térben eltolva, caudalisan elhelyezkedzemcsesejteket lathak el axonjaikkal
(Amaral DG, 1990). A principélis sejtek serké&sit, neurotranszmitterik a glutamat.

A hippocampus principalis sejtjei szoros kapcseoltb@zannak egymassal. A
szemcsesejtek axonjai idegzik be a mohasejtekdtuabhn, valami védganek a CA3
piramisokon, a CA3c kivételével szoros koteget k@ stratum lucidumban. A CA3 a,b
régié piramisai a CA2 és CAL régio piramisain ek, ezt az axonpalyat Schaffer
kollaterdlisoknak nevezik, valamint jol fejlett kalkis axonkollaterélisaikkal beidegzik
egymast is, ami szokatlan a principalis sejtekédsat (Amaral & Witter, 1989; Amaral
DG, 1990). A CALl régi6 piramissejtjei a subiculumbetitenek, mely az entorhinalis
kéregbe kiild axonokat, az entorhinalis kéreg pisapjtjei pedig visszavetitenek a gyrus
dentatus szemcsesejtjeire, és a CA3-CAl piramésejiAmaral & Witter, 1989).

Az emberi hippocampus szerkezete és kapcsolatrerelsgzamos vonatkozéasban
eltérnek a ragcsalokétdl, itt most csak néhany, oigodat szempontjdbdl jelérst
kulonbségre hivom fel a figyelmet:

1. A szemcsesejtek mintegy 20%-anak vannak badalglritjei, melyek a hilusba
nyulnak, és bemenetet kapnak a mohaterminalis¢s@tess & Mrzljak, 1987). Ez azért
jelentss, mert ezaltal a szemcsesejtek képesek serkesggnmast kozvetlenil, nem csak
mas sejteken (pld. mohasejtek) vagy attételesenpadtgakon keresztil (Seress & Mrzljak,
1987; Seress, 2005).

2. Az Ammonszarv piramissejtjei lazan, tobb rétegbgymas folétt helyezkednek el
a CA1l régidban, vastag réteget alkotva, igy a bitegkes palyak sokkal heterogénebben
véegaddnek a sejtek kuldonbézkompartmentumain, mint sejttest és proximalis diekl

mivel a sejttestek nem alkotnak szoros, kompakigeit(Duvernoy, 1998).
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3. A CA2 régi6 széles és sokkal kiterjedtebb, mintragcsaléké. Ennek a
hippocampus longitudindlis szerndelesében van szerepe, ami ezaltal valdsz@nsokkal
hatékonyabb, mint rAgcsalokban (Duvernoy, 1998).

4. A két hippocampalis félteke emberben csak mihgnaértékben van direkt
comissuralis palyakon keresztil 6sszekapcsolva (Ahed al, 1984; Wilsonet al, 1990;
Gloor et al, 1993). A két hippocampalis félteke mas-mas meanfirnkciokban érintett
(Szirmai, 2001). A dominans oldali hippocampuséstsban a beszédértés, szavak
felidézése, visszamondasa, mese szlzséjenek megpegyunkciokert felés, mig a
szubdominans oldali hippocampdlis félteke a vimuk#szségekben, arcfelismerés, képek
térbeli forgatasa, mese részleteinek felidézéssy weszt (Szirmai, 2001). Ez a tény teszi
lehetvé, hogy epilepszia titetek esetén az egyik oldali hippocampust eltésalitmivel a
masik hippocampus fuggetlendl is tudikiidni, és idvel a tapasztalatok szerint — részben

— képes atvenni az eltavolitott hippocampalis k&ltinkcioit.

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

Subiculum

szemcsese]t

mohase jt

CA3 piramissejt

Dentatus

CAl, CA2 piramissejt
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1. Abra: A hippocampusdbb sejttipusai és palyarendszerei (Wittner, 200d) Bolgozat,

a szerd szives engedelmével) A hippocampus alrégidinaitgsét (Cornu ammonis - CA)
Lorente de No szerint adtuk meg, Amaral szerint oséigta (Seress 1988). A hippocampus
f6 bemenetét az entorhinalis kérébkapja, mely serketitrostokat kild elésorban a gyrus
dentatus szemcsesejtjeire, és kozvetlenul a CABEA1 terllet piramissejtjeire is. A
gyrus dentatus szemcsesejtfgierednek a moharostok, melyek a CA3 rgi6 piranjiijgse
vegaddnek, és serkentik azokat. A CA3 piramissejtek gai@anCA1 piramissejtekre
vetllnek, szintén serkentve azokat. A CA3 piranjiskevzisszakanyarodé kollatreralisai
egyedulalléani&iin végddnek mas CA3 piramissejteken is. A CAl piramisgegte
subiculum principélis sejtjein végdnek, a subiculum pedig visszavetit az entorhindlis

kéregbe, igy zarodik az entorhindlis-hippocampsdiaaptikus kor.
I/2.1. A nem-principalissejtek

A hippocampus minden régiojaban talalhatok nemepélis neuronok is, melyek
kis hanyaduk (10-16%) ellenére funkcionalisan iggentsek (Freund & Buzsaki, 1996).
Sejttestjeik barmely rétegben elhelyezkedhetnekpnk lokdlisan arborizalnak,
dendritjeiken tdbbnyire nem talalhaté tiske, égerlletatviv anyaguk legtébb esetben
az idegrendszer6f gatld hatasu transzmittere, a gamma-amino-vaj§&ABQA). Dusan
elagazd lokalis axonfajukon keresztil képesek acjpalis sejtek nagy csoportjainak
aktivitasat szabalyozni (Freund & Buzsaki, 1996).

Hagyomanyosan a helyben elagazo sejteket internelanak nevezzik, és mivel
ezek tobbnyire GABA-t tartalmaznak, a szakirodalayakran hivatkozik a kérgi
gatlésejtekre agy, mintha azok valamennyien int@roeok lennének, illetve az
interneuronokat azonositia a GABAerg sejtekkel. Wan kidertlt, hogy a lokalis
axonelagazodasu sejtek nem mindig GABAergek, ésee@ABA-tartalmu sejtek az agy
tavoli tertleteire vetitenek el (Seress & Ribak839Toth & Freund, 1992; Freund &
Buzsaki, 1996). Csak skebb értelemben igaz az, a sejtek tébbségére, e madre,
hogy a lokalis axonelagazédasu sejtek “GABAergritearonok”.

Jelen dolgozatban az “interneuron” elnevezést ebbena sdikebb értelemben

hasznalom, és helyi axoneldgazédasu gatlosejtetaktalatta.
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[./2.2. Az interneuronok funkciondlis 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 periszomatikusirggtlasaért, a dendritikus régié
gatlasaeért, és mas interneuronok gatlasaerttetajtek (Freund & Buzsaki, 1996). E
harom csoport egyulttesikdéséenek, és a régioba érkesnbcortikalis-corticalis
palyarendszerek hatasanak dss#dgge fogja meghatarozni egy régio principalis
sejtjeinek aktivitdsat (Freund & Buzsaki, 1996)néuronhal6zati hatasok még
kiegészilnek az egyedi sejtek szintjén, a sejtéililszignalizacios és enzimrendszerek
maodosulasaval, illetve a sejten és a terminalostddnreceptorok regulécidjaval (Lloyek
al., 1986; Isokawa & Mello, 1991; Mathegt al, 1998a).

Az ismeretek akkumulacioja és kulonbdechnikak kombinacioja ma mar lebed
teszi, hogy a sejtek egyedi és neuronhaldzakiduésésl osszetett képet nyerjink —
patkanyban. Jelets hianyossagok mutatkoznak azonban az emberi hapgmes
megvaltozasanak ismeretében koros korilmények kd&@zamos alkalommal vizsgaltak
egyes neurokémiai markerek (Babtoal, 1989; de Lanerollet al, 1989; Sloviter, 1989;
Sundstronet al, 2001), vagy receptorok, transzmitterek szintjéégleloszlasanak
valtozasat (Olney, 1978; Avoli, 1991; de Laner@tel, 1992; Olseret al, 1992) (de
Lanerolleet al, 1992; Olseret al, 1992; Matherret al, 1998b; Matherret al, 1999) — de
altaldban nem vizsgaltak neuronhalézatban bet@nittepét.

A gatlé interneuronokat funkcionalisan 8 tsoportba sorolhatjuk (Freund &
Buzsaki, 1996). Két sejttipus a principalis neuta@toinnervélja. 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 Szentajqitofesszor nevezte
oket: 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
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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
kalciumkot fehérjék és neuropeptidek vannak bennik, igy dlzsgk morfologiailag is
lehetséges a megfetemarkerrel tértéé 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. Tablazat. Az emberi hippocampus gatlosejtjeineKunkcidi az éket jeldlé marker

alapjan

Neurokémiai marker

Hippocampalis

interneuron tipus

Forras

PARVALBUMIN

Kalciumkot fehérje

Kosa- és axo-axonikus
sejt,

periszomatikus gatl

(Kosakaet al, 1987)
(Somogyiet al, 1983)

CALBINDIN

Kalciumkot fehérje

Dendritikus gétla:
+ axo-axonikus sejtben,
részben periszomatikus
gatld, az altalunk talalt

adatok alapjan

(Seresst al, 1991)
(Wittner et al, 2002)
(Sloviteret al, 1991)

CALRETININ

Kalciumkoo fehérje

Sajat adatunk alapja
Dendritikus és
interneuron specifikus

gatlas,

(Urbanet al, 2002)
(Nitsch & Leranth, 1993;
Nitsch & Ohm, 1995)

KOLECISZTOKININ
Neuropeptid

periszomatikus gatlas

(Lotstra &
Vanderhaeghen, 1987)
(Katonaet al, 2000)

SZOMATOSZTATIN
Neuropeptid

Dendritikus gétlas

(Chan-Palay, 1987)
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NEUROPEPTID Y Dendritikus gétlas (Chan-Palay al, 1986)
Neuropeptid
P ANYAG RECEPTOR Sajat adatunk alapjan:| (Tothet al, 2007)
dedritikus

gatlas+ismeretlen

1. TIPUSU Dendritikus és | (Katonaet al, 2000)
CANNABINOID periszomatikus gatlas
RECEPTOR

I./3. A hippocampalis sejtpusztulas altalanos jeli@zéi tempordélis lebeny ereded

epilepsziaban

Principélis sejtek érzékenységeA human hippocampusban epilepszia hataséara kidlak
sejtpusztulasi mintazatot Sommer (Sommer, 188@) l@tebszor: legérzékenyebbnek a
hippocampus CA1l régié piramissejtjei bizonyultakalamint az endfélium sejtejei
(mohasejtek, CA3c piramissejtek és hilaris interopak). A limbikus struktirakban
(amygdala, entorhinalis, perirhinalis kérgek, halien kozépvonali thalamus magvak,
temporalis kérgi terlletek) szintén megfigyeltekimmhalozat szitit elvaltozasokat (Ben-
Ari, 1987; 2001). A leggyakoribb és legszembéiltl epilepszia okozta elvaltozas a
hippocampusban a CAl és CA3c régio piramissejtieimegyaranyl pusztulasa, melyet
egyes interneuronok pusztulasa és a glia elemekysgigének megszaporodasa (gliozis)
kisér, a korképet hippocampalis sclerosisnak n&vé@diargerison & Corsellis, 1966a;
Margerison & Corsellis, 1966b). (2. 4bra, A, B)séleroticus hippocampus atréfias lesz, a
CALl régio nagyaranyu sejtvesztése miatt a sejiek&tegm kilonithék el tobbeé, a strata
pyramidale, radiatum és oriens 0sszemosodik, csaitratum lacunosum-moleculare
kalonul el. A mohasejtek és CA3c piramissejtek eggze medrzodik, de jelends részik

hianya miatt az endfolium sejtallomanya megritkul.
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2. Abra. Calbindin-immunfestett metszetek illusztraljak hippocampaélis szklerozist.
Megfigyelhet a CA1 régio felind 6sszezsugorodasa, a piramissejtek hidnya. A Bhabra
nagyobb nagyitassal is lathat6é a szklerdzis, aduigmpus réteghatarait szaggatott vonallal
jeloltiik. s.p.: str. pyramidale; s.r.: str. radmatus.I-m.: str. lacunosum-moleculare; s.m.:
stratum moleculare; H: hilus; GD: gyrus dentatushiS subiculum (Magloczky, 2005;
Magloczky, 2010)

Kontroll Epilepszias
szklerotikus

Kontroll CA1+GD
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A gétlosejtek érzékenységeA gatlosejtek tulnyomo tdbbsége nderpdik az
epilepszias hippocampusban (Babb), azonban vamealadis sejtcsoportok, calretinin
(CR)- és somatostatin (SOM)- valamint Neuropepti(NPY)-tartalmu gatlésejtek, melyek
erzékenyek és epilepszia hatadsara elpusztulnakigadetes modellben. Emberben leirtak
a SOM és NPY-tartalmu interneuronok axonsarjadaasésejtpusztulas mellett. Ezek a
sejtek a hilusban vannak nagy tdmegben jelen, ez@egfigyelt hilaris interneuron
pusztulas egy részét ezeknek a sejteknek @zéslé okozza. A calbindin (CB)-tartlamu és
cholecystokinin (CCK)-tartalmu sejtek reziszten&ia) szamoltak be mind allatkisérletes
epilepszia modellekben, mind emberi hippocampusmzett vizsgalatokban, mig a
parvalbumin (PV)-tartalmu interneuronokat munkardéghkezdése étt egyesek nagyon
érzékenynek talaltédk epilepsziara, mig masokdreégésédl szamoltak be. Még egy
sejttipust vizsgaltunk, aminek neurokémiai sajagashogy P anyag receptort fejez ki a
felszinén (SPR-kifejézsejtek), ezeket nem vizsgaltak emberi epilepsnidbankank ditt.

Az emberen végzett vizsgalatok gyakori hianyosshggy a valtozasokat csak
fénymikroszkopos szinten vizsgaljak, és a sejteddkdkapcsolatokat, a szinaptikus
atrende#idést nem kutatjak. Holott, emberi mintdkon az egggtipusok funkcidjara csak
a sejtek végidési mintazata alapjan lehet kdvetkeztetni, hisaeivo vagy in vitro
fiziologiai vizsgalatra vagy sejttoltésre pld. kait mintak esetében nincsen lebstg. A
sejtek axontermindlisainak posztszinaptikus eletil@bonban kévetkeztetni lehet, hogy
periszomatikus vagy dendritikus gatlasban veszet @& adott neurokémiailag azonositott
sejttipus. Gyakran azért sem végeznek ilyen viasgiéht, mert nehéz megfdiel
meghrzottséd kontroll agyszovethez jutni, mely elektronmikroépks vizsgalatokra,
kulonodsen 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
modellek®l szarmaz6 adatok viszont pont az alapkérdésretnenak valaszt adni: vajon
a vizsgalt jelenség megfelel-e annak, ami az egids emberek agyaban torténik.

Ezért céluliiztik ki az epilepszias reorganizacio vizsgalatdupteralis lebeny
eredeti epilepszidban, hogy kvantitativ elektronmikroszk®pizsgalatokkal feltarjuk a

funkciondlisan kulonbdzgatidsejtek szamaban, eloszlasaban és kapcsoltadi@vetked
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valtozasokat, és ezek lehetséges szerepét a néldpahniikodésének epilepsziaban
bekovetked funkciézavaraban.
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Il. A TANULMANY CELKIT UZESEI:

Az epilepszias rohamokat sok sejt szinkron kisidsezza, melyert a legvalosiib
hipotézis szerint az elégtelen gatlas fidelA principalis sejtek aktivitasat lokalis gatlé
interneuronok szabéalyozzak, melyek harom funkcisrégdoportba sorolhatok: periszomatikus
gatlosejtek, dendritikus gatldsejtek, valamint nmésrneuronokon ve@do interneuron-
szelektiv sejtek. A sejteket kulonkoaeurokémiai markerek jelélik.

Ezeket a sejteket emberi hippocampusban nem vag\efég részletesen vizsgaltak,
sem kontroll alanyokban, sem temporalis eneéégilepszias betegekiitétileg eltavolitott
hippocampusaban, igy szinaptikus reorganizaciojdgdemeneteik valtozasairdl nem allt
rendelkezésre elég adat ahhoz, hogy célzott, ankaldzat mkodését szabalyozé
gyogyszereket fejlesszink.

Ezért a kovetkez célokat tiztik ki:

1. Uj immerzios fixalasi modszer kidolgozésa az embippocampus post mortem és

reszekcidés mintainak reprodukalhato elektronmikkdpps vizsgéalatara

2. Az emberi hippocampus neurokémiailag azonogjtitosejtjeinek funkcionalis
csoportositasa kvantitativ elektronmikroszkoposgétatok segitségével, hogy
ellendrizzik, a patkanyban mar ismert funkcioju gatld@sejigyanazt a funkciot latjak-e
el emberi hippocampusban

3. Dendritikus és periszomatikus géatlasban rés#teejtek érzékenységenek és
szinaptikus reorganizaciojanak vizsgéalata epil€sshietegek fiétileg eltavolitott
hippocampusaban, az epilepszidban elégteletkibdd gatlas neuronhaldzati

hatterének és patomechanizmuséanak feltarasara.

4. A a gétlosejtek szinaptikus reorganizaciojansgeévetése az epilepszias betegek
hippocampusaban talalhato principalissejt pusztalaannak megeértésére, vajon a gatlé
neuronhalézatok atalakulasa milyen szerepet jatszipilepszias sejtpusztulas

kialakulasban
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ll. ANYAG és MODSZER

A PV, CB és CR-tartalmd 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
rendelkezéslnkre, olyan elhunytakbdl szarmazilkregid neurologiai megbetegedése nem
volt. A kontroll személyek életkora 37 és 78 évitbxaltozott. A boncolast a
Semmelweiss Egyetem Igazsaglgyi Korbonctani Inédmst hajtottak végre, az
Egészségugyi Minisztérium és a Helsinki Deklaraeridelkezéseinek megtartasaval. A
post mortem id a vizsgalatba bevont kontroll idegszovet eset@érodra volt, kivéve
abban az esetben, amikor a hosszl post mort@hatdsat vizsgaltuk, akkor 8-10 6ras
mintakat hasznaltunk. Az epilepszias idegszovetapiarezisztens temporalis lebeny
epilepsziaban szenvéthetegek ritétileg eltavolitott hippocampusa (eldilsgyharmad)
képezte. A vizsgalatokat a Kutatasetikai Bizotis#iglelkezéseinek megtartasaval
(TUKEB 5-1/1996, kiterjesztve 2005) végeztik. Asgalt epilepszias anyag egy részét a
csoportunkkal kollaboraciéban dolgoz6 Buzsaki Gydsgpfesszortol kaptuk, alitéteket
a New York University, School of Medicine-en végaztA paciensek masik részét az
Orszagos ldegsebészeti Tudomanyos Intézetben vdlarMAV Korhazban riitotték. A
betegek egy irasos beleegyewilatkozat adtak a thét ebtt, hogy tudomanyos célokra
felhnasznalhat6 az eltavolitasra kertlt szévet. Wamok fékuszat video-EEG monitorozas,
MRI SPECT és/vagy PET segitségével hataroztak ggegtandard anterior temporalis

lobectomiaval (Spencer & Spencer, 1985) tavolikotiéa temporalis lebeny anterior
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egyharmadat a temporomedialis strukturakkal egpitibsszehasonlité és kvantitativ
vizsgalatokhoz a hippocampus ugyanazon antericeposkiterjedésétl szarmazo régiot
hasznéltuk fel. Kihagytuk a kvantitativ vizsgalatdka tumor-asszocialt epilepsziaban

szenved betegek adatait.

[1l./1. Fixalas

A sebészi eltavolitas utan a hippocampust 4-5 métes blokkokra vagtuk, és 4%
paraformaldehidet, 0.05% glutaraldehidet és 0.2brsavat tartalmazé 0.1M (PB) alapu
fixalo oldatba helyeztik (pH=7,2-7,4). Az agysz@idixalo oldatban razdgépre helyeztik, a
fixalét 6 éran keresztil, minden féléraban frisgatta cseréltiik, majd a blokkokat egy
éjszakan keresztil ugyanabban a fixalo oldatbag]wtéaraldehid nélkil utéfixaltuk
(Magloczkyet al, 1997). A 11 kontroll agybdl nyolcat ugyanenndikalasi folyamatnak
vetettiink ald. A masik harom kontroll agyat (HKXH) és HK11) a halal beallta utan ket
oraval a koponyabdl kiszedve, a két-két arteriattainternan, illetve vertebralison keresztul
perfundaltuk, észor fiziologias sooldattal (2 liter, 30 percendsatil), 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, @8 vastagsagu blokkokra vagtuk,
melyeket ugyanabban a fixalo oldatban, de glutétattinélkil utofixaltunk egy €jszakan at, 4
C fokon.A blokkokbol vibratommal §0n vastag metszeteket vagtunk, és egymast &bvet
foszfat pufferes mosasokkal tavolitottuk el a neitdk fixalot, majd a metszeteket 30 %

szachar@z oldatba helyeztik 1-2 napra. A krioptoteXdatban a metszeteket 3-szor
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megfagyasztottuk félia csonakban folyékony nitrof@itt, €s vagy eppendorf dse

helyezve eltartalékoltuk kébbi kisérletek céljara -8C fokon, vagy immunfestetettiik.

[11./2. Immuncitokémia

[11./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 kozott TBS-sel (3X10
perc) mostuk a metszeteket. Az endogén peroxidikblasara HO, 1%-0s oldatat tettliik a
metszetekre, 10 percre. TBS-ben toftémosas utan blokkold anyagot (5%-0s tejpor €s 2%
BSA keveréke) tettiink a metszetekre, 1 orara, aspeuifikus fehérje kotés csokkentése
erdekében. Ezt kdvette a primer szérumokban tditéubacio 2 napig, 4C-on.

(Kalciumko®o fehérjék: parvalbumin (PV), calbindin (CB), cain@t CR), Substance P
receptor (SPR), glutamat receptor 2-3 alegységeR®B), glial fibrillal acidic protein
(GFAP), CB1 cannabinoid receptor (CB1-R), kole@gitin (CCK), somatostatin (SOM),
neeuropeptid Y (NPY), vezikularis glutamat trangtgol (vGlutl), Nuclearis neurofilament
N (NeuN). A pontos higitasokat a 2. tablazat majat]

Az antitestek specificitasat a forras teszteltenddn antitest festési mintazatat mi is
megvizsgaltuk, allati és emberi szdveten, tébbfélecentracioban, hogy az optimalis
alkalmazési korilményeket megallapitsuk. Azokbaasstekben, ahol tobb antitestet is
hasznéltunk, minden esetben kilon kisérletbentidtéssze az antitestek festését, hogy

megbizonyosodjunk, ugyanazt festik. Egy kisérletgatban mindig ugyanazt az antitestet
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hasznéltuk. A tdblazat azért tartalmazhat bizomyaskerekbl tobbfélét, mert az elmalt 18
évben az adott antitest elfogyott, és masikranéréi, vagy mert keis festésekhez méas

allatbol készult antitestre volt szikség.

2. Tablazat. A felhasznalt antitestek és higitaegiszeil immunfestés alkalmazésa esetén

Primer gazdadllat Alkalmazott Forras

ellenanyag higitas

PV nyul 1:1000 (Baimbridge & Miller, 1982) Code No.
R301

PV egér 1:5000 Sigma, St. Louis, MO

CB nyul 1:1000 (Baimbridge & Miller, 1982) Code No.
R202

CB eger 1:1000 SWANT, Bellinzona, Switzerland

CR nyul 1:5000 (Winsket al, 1989)

CR nyal 1:5000 SWANT, Bellinzona, Switzerland

SPR nyul 1:1000 (Shigemodt al, 1993)

GluR2&3 nyul 1:100 Chemicon, Temecula

NeuN egeér 1:2000 Chemicon, Temecula

NPY nyul 1:20000 (Csiffaret al, 1990)

SOM patkany 1:100 Chemicon Temecula,

CCK eger 1:3000 CURE Gastroenteric Biology Cerites,

Angeles, CA
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CCK rabbit 1:10000 (Gulyast al, 1990)
CCK eger 1:1000 JN Walsh, UCLA
GFAP eger 1:2000 Chemicon, Temecula
vGlutl nyul 1:10000 Synaptic System
CB1-R nyal 1:1000 (Tsoet al, 1998)

(Hajoset al, 2000)

Ezutan a primer szérumot felisrdriotinilalt szekunder szérumot tettink a
metszetekre 2 6rara (Vectastain kit, Vector; 1:25@j kdvette az avidin-biotin-
tormaperoxidaz komplexszel tértémkubéacié (ABC, Vector 1:250) 1.5 6raig. A metssedt
kimossuk TBS-ben, majd TRIS pufferben (TB, pH=%&§)0.05M koncentraciéju DAB-ban
(3,3'-diaminobenzidin-4HCI) éinkubaltuk 20 percig, majd a DAB kromogénhez 0.04%6-
hidrogénperoxidot advad@ivtuk. Az immunpozitiv sejtekben barna reakciéteémek
halmozaodott fel.

A metszeteket ozmifikaltuk (1% Og040 percig), felszall6 etanol sorban (1%
uranil-acetatot tettliink a 70%-o0s alkoholba, 40 iggkes propilénoxidban dehidraltuk, majd
Durcupanba (ACM; Fluka) agyaztuk. A fénymikroszképuwizsgélat utan a részletes
vizsgalatot igény terlleteket atagyaztuk, ultramikrotommal sorozasaetet készitettiink
beblik és elektronmikroszkdppal vizsgéltuk (Hitachi 00 A kontroll szdvetet
ugyanazoknak az eljarasoknak vetettik ala.

Egyszeti fluoreszcens immunfestést alakimaztunk a CB1-R-umfestett rostok
siriiségének kvantifikalasahoz epilepszias betegek gytestatusaban. A secunder
szérumig a kisérlet Iépései megegyeznek a fentliedk@l. A kisérletekben két kontroll

(HK3, HK4) és 10 epilepszias, 2 foltos tipusu (HE 31) eés 8 szklerotikus beteg (HE53,
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60, 63, 72, 75, 86, 114, 115) hippocampusait hdtsenéel, esetenként 2-3 metszetet. A
flureszcens Cy3-kotott szamar-anti-nyal 1gG (1:20Kk)mosésa utan a metszeteket
Vectashielddel fedtik, majd konfokdlis lézer scagnimikroszkopban vizsgaltuk és
denzitometraltuk. Az adatokat Statistica programeaggal értékeltik ki, Mann-Whitney

U-tesztet és ANOVA-t végeztlnk.

111./2.2. Kett 6s fluorescens immunfestés

A PV-CB interneuronok atfedéséhdrkettvs immunfluoreszcens festéshez a

poliklondlis nyudl-anti-calbindin-d28k primer (1:100szérumot a monoklonalis egér-anti-
parvalbumin primer antitesttel keverve hasznaliuk@00, SIGMA-ALDRICH, St. Louis,
MO, USA ). Cy3-kotott szamar-anti-nyul 1gG (1:200¢tve FITC-kotott kecske-anti- egér
IgG (1:100, mindkett Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) volt kusker,
fluoreszcens antitest, melyet 3 érara tettink spetekre, rdzogepen, szobatérsekleten.

3 oréas sottétben vald inkubacio és 4x10 perc TBSamotn a metszeteket Vectashield-del
lefedtuk.

Az SPR-expresszald sejtek kolokalizacios vizsghlat:Az SPR-t expresszalo

interneuronok kolokalizaciojat mas neurokémiai neagkkel fluorescens immunfestéssel
ellendriztiik. A kdvetked primer ellenanyagokat hasznaltuk: poliklondlis Iradti SPR
(1:2000, (Shigemotet al, 1993), monoklonalis egér-anti calbindin (CB) (00, SWANT,
Bellinzona), monoklonalis egér-anti parvalbumin Jf¥:1000, SIGMA-ALDRICH, St.
Louis, MO, USA), poliklondlis egér-anti (CR) (1:1@SWANT, Bellinzona, Switzerland),
poliklonalis egér-anti kolecisztokinin (CCK) (1:1@QIN Walsh, UCLA), monoklonalis
patkany-anti szomatosztatin (SOM) (1:50, CHEMICOmetnational, Temecula, CA, USA).

TBS-ben valé mosas utan (3x10 perc) CY 3-konjugétiske-anti-nyul (1:200, Jackson
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ImmunoResearch, West Grove, PA, USA), Alexa-konjuggamar-anti-egeér (1:100,
Molecular Probes, Eugene, USA), Alexa-488-konjuléltske-anti-egér (1:100, Molecular
Probes, Eugene, USA), FITC-konjugalt kecske-artiday (1:50, Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA, USA) szekunder ellenanyagokat rédsamk.

3 0Oras sotétben vald inkubacio és 4x10 perc TBSasatdn a metszeteket
Vectashield-del lefedtuk.

A kettos fluorescens metszeteket Zeiss Axioplan 2 mikrggél vizsgaltuk.

[11./2.3. CR-CB kett6s immunfestés

Az eljaras hasonlé volt a fentebb vazolt egyszenesunfestéshez. Az endogén
peroxidaz blokkolasara ., 1%-o0s oldatat tettilk a metszetekre, 10 percre -0&85
tortérs mosas utdn 10%-os normal 16 szérumot alkalmazfyaktor, 40 min) a nem-
specifikus fehérjekotés csokkentése érdekébendBafiszor monoklonalis egér-anti CR
(1:5000, SWANT, Bellinzona, Switzerland) primer mméban inkubaltuk a metszeteket 2
napig, 4°C-on. Ezt kdvette a biotinilalt [6-anti-egér IgGekmnder szérum (1:250, 2 6ra,
Vector), majd az Elite ABC (1:300, 1.5 h, Vectdfguttal a CR-t ammonium nikkel-
szulfattal intenzifikalt DAB kromogénnel hivtukée{DAB-NI, fekete szifi csapadék). Az
elsd immunreakcié utdn a metszeteket alaposan most@«d (4x10 min), majd a nem-
specifikus fehérjekotés csokkentése érdekében IOB@anal kecske szérumot
alkalmaztunk (Vector, 20 min). Ezutan poliklonaigil-anti CB (1:1000, Baimbridge és
Miller 1982) primer szérumban inkubaltuk a metsket® napig, £C-on. Ezt kbvette a
biotinilalt kecske-anti-nyul IgG szekunder szerun?60, 2 ora, Vector), majd az ABC

(1:250, 1.5 h, Vector). A masodik immunreakciot DRBmogénnel hivtuk él(barna
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csapadék). A metszeteket felszallé etanol sorbgmagslénoxidban dehidraltuk
(ozmifikalas és uranil-acetat nélkil) és Durcupaf®@M; Fluka) agyaztuk. Az
immunijelolt elemek a szinkilonbség alapjan megkibatetheiek voltak
fénymikroszkopos szinten (a CR-immunfestettek fékea CB-immunpozitivak barnak)

(Toth et al, 2010).

I11./3. Kvantitativ analizis

[11./3.1. A CB-pozitiv interneuronok méreteloszlasdak meghatarozasa

A calbindin-tartalmu interneuronok méretének égasmébinek megallapitasdhoz a sejteket
camera lucidaval kirajzoltuk. A kontroll, a HE1%6., 18., 21. és 22. szamditétekldl
szarmazo hippocampus két-két metszetének gyruatdeaban talalhatd 6sszes CB-tartalmu
interneuron sejttestének rajzéat felhasznaltuk sgélathoz. A rajzokat egy asztali scanner
segitségével szamitdgépre vittik, majd az NIH Inggggramot (Wayne Rasband, National
Institutes of Health) alkalmazva mértik meg a &dpeliletét, hosszu és rovid atdiét

(Magloczkyet al, 2000).

[11./3.2. Sejtszamoléas

A PV-tartalmu sejtek tertiletegységenkénti szamanegallapitdsahoz a kontrollbdl

(HK10 és HK11), illetve egy enyhe tipusu (HE40),dm foltos tipusu (HE15, HE16, HE31)
és 6t Szklerotikus (HE9, HE11, HE19, HE21, HE2A)epszias mintakbdl rajzoltunk ki

camera lucida segitségeével gyrus dentatus metstetddennik lavdsszes sejttel. A
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metszetek méretét az NIH Image programmal mértidx, meejtszamot 1 nfm
terliletegységre allapitottuk meg kulon a str. gil@um-+moleculareban, illetve a hilusban
(Wittner et al, 2001).

Az SPR-pozitiv sejtek mennyiségének valtozas@r1 régidban vizsgaltuk. Az

SPR-jeldlt sejtek terlletegységré) sgamanak megallapitasahoz a kontrollbdl (HK6,
HK10, HK11) és az epilepszias mintakbol (nem-szklkus: HH24, HH28, HH81, HH9,
HH33, HH34, HH96; szklerotikus: HH5, HH15, HH20, BH HH3, HH16) camera lucida
segitségével kirajzoltuk 2-4 reprezentativ met€2&t régidjat a benne Iévwisszes SPR-
jelolt sejttel. A rajzokat lekicsinyitettik, és Feyataztuk. A CAL régid teriletét NIH Image
J (U.S. National Institutes of Health, Bethesda,)NdEbgram segitségével hataroztuk meg.
A kontroll és az epilepszias mintakbdl készilt ofan megszamoltuk a sejteket és a
sejtszamot tertletegységre vonatkoztatva adtuk(mew?). Az adatokat a Statistica 6.0
programmal értékeltiik ki, Mann-Whitney U-teszte®®$OVA-t alkalmaztunk (Totlet al,

2007).

s sz

3-4 reprezentativ metszetet camera lucidaval kahajak kilénb6s post mortem idej
kontroll mintakbdl (rovid post mortem idej2-4 h: HK6, HK7, HK10 és hosszu post
mortem ideji: 8-10 h: HK1, HK14, HK15) és kiulénbépatologiai csoportba tartozé
epilepszias mintakbol (nem-szklerotikus: HE47, HB8E72, HE79, HE109, HE134,
HE138; szklerotikus: HE22, HE60, HE83, HE90, HEH yajzokat lekicsinyitettik, és
bepasztaztuk. Az egyes régiok teriletét NIH Imaflé.3. National Institutes of Health,
Bethesda, MD) program segitségével hataroztuk megetszetekbl készilt rajzokon
megszamoltuk a sejteket és a sejtszamot teriilgtggysonatkoztatva adtuk meg (Fm

Kulon mertik a kovetkdrzregiokat: CA1l, CA3, hilus, str. granulosum + gtoleculare. A
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str. granulosumot és moleculare-t 6sszevontuk, emmres epilepszias mintakban ezek
hatara nem éllapithaté meg pontosan, a szemcdese@itvandorlasa miatt. A CAL régio
esetében a sejtszamot a régio egysegnyi hosszarpigrmegadtuk a szklerotikus CA1
radialis zsugorodasa miatt. A CAL régio hossz&izegvonalban mértik. A str. moleculare
és a fissura hataran elhelyezke@R-pozitiv, feltételezhéen Cajal-Retzius sejtek szamat
kalon is meghataroztuk és a str. molecularedkbitaranak egységnyi hosszara adtuk meg.
Mivel nem talaltunk szignifikans kulonbséget azdemszias enyhe és foltos tipus kozott,
ezek adatait 6sszevontuk, és a tovabbiakban nelergiikusként emlitjik. Az adatokat a
Statistica 6.0 programmal értékeltik ki, Mann-WhitiJ-tesztet alkalmaztunk (To#t al,
2010).

SPR-pozitiv interneuronok dendriteldgazasi pongkimeghatarozasa

Az SPR-pozitiv sejtek dendritelagazasi pontok szek&altozasat vizsgaltuk kontroll és
epilepszias mintdkban. Ehhez a CA1 régio szegmiaflsajteket rajzoltunk ki (a teljes
dendritfajukkal egyitt) camera lucida segitségévietanként 3-4 metszeib(kontroll: HK6,
HK10; epilepszias enyhe tipus: HH24, HH28; foltigsis: HH9, HH33 és szklerotikus: HH5,
HH16, HH27). A rajzokon meghataroztuk az egyeskajendriteldgazasi pontjainak a
szamat. Az adatokat a Statistica 6.0 programmékeéitiik ki, Mann-Whitney U-tesztet és

ANOVA-t alkalmaztunk (Totlet al, 2007).

[11./3.3. A szinaptikus reorganizacio vizsgalata

A PV- és CB-immunpozitiv terminalisaiélelemeinek megoszlasdhoz egymashoz hasonlo

méreti blokkokat agyaztunk at, majd sorozatmetszetekstitettiink. Minden tizedik metszetben

vizsgaltuk a terminalisok célelemeit, hogy elkdikilugyanannak az axonterminalisnak a kétszeri
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szamolasat. A metszeteket szisztematikusan végignés minden jeldlt terminalist, amely
szinaptizalt, lefenyképeztiink. Ezek utdn meghatakoaz immunpozitiv terminalisok
posztszinaptikus targeteinek relativ megoszlas&BAmmunreaktiv terminélisok esetében
megallapitottuk a szimmetrikus-aszimmetrikus szézég ado terminalisok aranyat, illetve a CB-
pozitiv posztszinaptikus targetek aranyat is. Augydentatusban a PV-pozitiv terminalisok
célelemeinek megallapitdsahoz két kontrollbol (HS3HKS), illetve négy rtétol (HE9, 11, 21,

22, szklerotikus tipus) vettink mintat agy, hogyzamcsesejtréteg teljes szélességében beleesett. A
CAL1 régiobal pedig négy kontrollbdl (HK2, 6, 10,)3s négy epilepszias szov@tlHE 40, 54,

enyhe tipus, és HE15, 31, foltos tipus) agyazturiokkokat (gy, hogy azok a str. pyramidale
teljes szélességét tartalmaztak. A kvantitativiaisgkhez a 15. titétben elkulonitettik a
piramissejteket tartalmaz6 (15MPS+), illetve nentetenazd (15MPS-) foltokat, ezeddkilon
agyaztunk at blokkokat. A CB-tartalmu axonok céatenek vizsgalatahoz a CA1 régiéban harom
kontroll szbvetet (HK6, HK10, HK11), két enyhe t§i(HE40, 54), és harom szklerotikus tipusu
(HE21, 35, 37) epilepszias hippocampust vizsgaltdnk€A1l régio kiulonbog rétegeildl kilon
blokkokat agyaztunk at, mindegyik tartalmazta aagtawteget teljes szélességeben: str. oriens, str.
pyramidale+radiatum, illetve str. lacunosum-molaceila kontroll és az enyhe tipusu epilepszias
mintak esetében, mig str. oriens+pyramidale+radiats str. lacunosum-moleculare a szklerotikus
epilepszias mintak esetében (Wittieeral, 2002; Wittneret al, 2005).

A CB1-R immunfestett terminalisok szinaptikus cételmegoszlasétet kontroll (HK11, HK14) és

harom szklerotikus epilepszias alany (HE21, 60,gsb)is dentatusabol szarmazo mintdkban
végeztik. A gyrus dentatusokbdl egymashoz hasoététin a str. granulosum+moleculare teljes
szélessét tartalmazd blokkokat agyaztunk at, ebbeden szinaptizald6 CB1-R-pozitiv terminalist
lefényképeztink, és a posztszinaptikus elemekgtgsie dendrit, tiiske) elektronmikroszkopos

morfolégiajuk alapjan meghataroztuk (Maglocakyal, 2010).



dc_349 11

34

SPR-pozitiv interneuronok szinaptikus boritotts@ameghatarozasa

Az SPR-pozitiv elemek szinaptikus boritottsaganadnkifikalasahoz a str. orienst,
pyramidale-t és radiatumot atagyaztuk a CA1 rédi&bntroll (HK10, HK11) és epilepszias
mintakbdl (enyhe: HH24, HH67; foltos: HH9, HH33, B# szklerotikus: HH5, HH6, HH15) és
lemetszettik elektronmikroszkopos vizsgalatra. Wesptikus esetekben a str. oriens,
pyramidale és radiatum nem elkllonithekzért egybe agyaztuk at. A szisztematikus random
mintavételezés szabalyainak megfé@el minden tizedik metszetet vizsgaltuk, hogy elkeki
ugyanannak a profilnak az ismételiferdulasat. Metszetenként az 6sszes SPR-jel6ltridend
megkerestik, és 20000-szeres nagyitas melletiyled@eztik (vizsgalt dendritek szama: n=257
kontroll, n=168 enyhe, n=377 foltos és n=205 szlkus esetekben). A dendrit profilok
keriletét és a szinaptikus aktiv zonak hosszat IN&beJ program (U.S. National Institutes of
Health, Bethesda, MD) segitségével hataroztuk megzinaptikus boritottsagofym
szinapszishossz/1Q0n dendritkertlet” egységben adtuk meg. Az adatalkatatistica 6.0

programmal értékeltik ki, Mann-Whitney U-tesztddadinaztunk (Tottet al, 2007).

A CR-pozitiv interneuronok posztszinaptikus célalszlasanak meghatarozasa

A CR-pozitiv axon terminalisok posztszinaptikusetéineinek eloszlasat vizsgaltuk 2
perfazidval fixalt kontroll mintaban (10, 11) ésilepszias szovetekben (enyhe: HE54, foltos:
HE79, 38; szklerotikus: HE21, 71, 75). A str. ogerpyramidale-t, radiatumot és lacunosum-
moleculare-t atagyaztuk a CA1 régiobdl, és lemdtiskelektronmikroszkopiara. A szklerotikus
esetekben a str. oriens, pyramidale és radiatumetigitonitheb ezért egybe agyaztuk at. A

szisztematikus random mintavételezés szabalyairegfateben minden tizedik metszetet
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vizsgaltuk, hogy elkertljik ugyanannak a profilreakismételt éfordulasat. A metszeteket
alaposan atnéztik és minden CR-pozitiv termintgfeéhyképeztiink 20000-es vagy 30000-es
nagyitas mellett, €s meghataroztuk a CR-pozitiwitglisok posztszinaptikus célelemeit. Mivel
nem talaltunk szignifikans kiulonbséget az epilefseinyhe és foltos tipus kdzott, ezek adatait
dsszevontuk, és a tovabbiakban nem-szklerotikusi@titjik (Urbanret al, 2002; Tothet al,
2010)

IV. EREDMENYEK

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

kidolgozasa

Az emberi agyszoOvetet, akafitéti kivétell®l, akar post mortem kontroll agyakbdl
szarmaznak, immerzids fixalasnak vetik ala a legmtaban. 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. &sltben a cikkekben sem
tértek ki ennek részletezésére, kivéve a fixal@inegadasat. En viszont azt tapasztaltam,
hogy jelends eltéréseket okoz a fixaladtdrtama és a blokk mérete.

A korulmények tisztazasara és standardizalasaéal&fekbe kezdtem, mivel
esetliinkben alapugjelentsédi volt, hogy olyan fixalasi protokollt hasznaljurdmely
reprodukalhatd, azonos koérilmények kozott azonedreényre vezet, és lelieé teszi
nem csak a mintak immuncitokémiai vizsgéalatat, haetektronmikroszképos kvantitativ
0sszehasonlitasok elvégzéseét is.

Hamar kidertilt, hogy &fprobléma a fixalé oldat penetraciéjanak elégteiges
ami Zamboni-fixalo alkalmazasa mellett a blokkolsféni és belseje kdzotti sarga szin
intenzitasanak valtozasaban azonnal lathato veltdiétben csak akkor sikerult elérni a
blokkok belsejének fixalédasat, ha a blokkokat l&gla egy hétig fixald oldatban hagytam,
ezutan viszont sokat romlott a szovet antigenegit@adasul az immunfestés fsage

metszetél-metszetre valtozott.
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Ezért valtoztatni kezdtem a blokk méretét, a fisablejét, és bevezettem a blokkot
tartalmazé edény rdzogeépre vald helyezését, vataniinalo oldat rendszeres
id6kdzonkénti lecserélését friss oldatra. A metszateted fénymikroszkopban, mind
elektronmikroszkopban megvizsgéaltam immuncitokémlgirasok utan, kontroll és
epilepszias betegebszarmazo mintakban.

Azt talaltam, hogy a rdzégépen valé immerzioslégdényegesen javitja a blokkok
medgirzottseéget, a penetracio megnovekszik, azonos kiémées gyorsan befixalddik a
blokkok belseje és kulseje 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” korilmeények, amik kozott én regukahatd és immuncitokémiai
vizsgalatokra fény- és elektronmikroszkopos sziiganegfeleb fixalddast kaptam, a
kovetkedek:

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

- A kivagott blokkok leheiség szerint azonnali fixalo oldatba helyezése

- A fixalés 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 glutarmentes utofixalasa 4 C fokoazas nélkil, egy éjszakan at

- Ezutén a blokkot ki kell venni a fixalébdl, ésfimuben kimosni, a tulfixalas elkertlésére.

Ez a modszer leh@té tette, hogy az egy blokkbdl valé metszetek feada, a
rajtuk végzett immunfestés, és adbgk készult elektronmikroszképos minta azonos
mindsédi legyen, és kulonbézagyakbol szarmazd, azonos madszerrel fixalt mirgak

0sszehasonlithat6ak legyenek egymassal (Magloetzid, 1997).
IV./1.1. Patkanykontroll alkalmazasa a fixalas modiezésére
Hogy biztosak legylink az eredményben, patkanyomeigismeételtiik a fentebb

vazolt fixalasi modszert. Tulaltattam két patkamygjd cervicalis dislocatioval megoltem

oket. Az egyiket azonnal lefejeztem, az agyat kiéemela koponyabol, a huméan
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hippocampusbdl szarmazbohoz hasonlé nidskikkot készitettem bélle, €s ugyanugy
fixaltam, ahogy az emberi hippocampus blokkokain@sik patkany esetében vartam 2
orat, majd ugyanezt az eljarast kdvettem. Masnalpkkokat lemetszettem, és
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 hasonlo volt, a CA3-ban@tiaban megfigyeltem néhany torz,
gyongyozott dendritet. A CR immunfestés is nagyasdmlo volt a sejtek szamat és
eloszlasat tekintve, de a 2 éra post mortem kékstesdke mintdkban minden régidban
lehetett latni néhany gydngyo6zott denéisejtet, noha a sejtek tilnyomo tdbbsége sima
dendriti és normélis morfol6giaju volt.

igy megallapitottuk, hogy az alkalmazott immerZigglasi eljaras rovid post
mortem idefi mintadk esetében kielégjtkvantitativ 6sszehasonlitd vizsgalatokat is l&het

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

A post mortem il a kdvetke# kulcstényegje 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 déran beldli
post mortem idben tortén fixalasra, mig masok (pld. CR) kuléndsen sérilgké&nés 4
oranél késbbi post mortem idl esetén szignifikansan romlik az elemek tregttsége és
az immunfestés mirsége.

Az elektronmikroszkopos mézéttség miisége forditottan aranylott a post mortem
id6 hosszahoz, mennyiségi elektronmikroszkopos eleskeésindig csak a legrovidebb,
2-4 6ras post mortem idemintakon végeztink.

A kontroll személyek életkora is befolyasolhatjarmamunfestés mifségét,
valosziriileg az idekbb alanyokban gyakrabbarbfeirdulé arteriosclerosis miatt, ezért
azokat a betegeket, akiknél a patoldgiai vizsgatariosclerosist talalt, kizartuk, és

kvantitativ analizist csak 70 évnél fiatalabb kohtkon végeztink.
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IV./2. A hippocampalis sejtpusztulas és rostsarjades altalanos jellemzésén alapuld

patologiai csoportositas

Tobbféle neurokémiai markerrel festettik ététi mintakbol szarmazo
hippocampusokat annak feltarasara, hogy milyetéaits sejtpusztulasi mintazatok
fordulnak eb, és az egyes markerek altal feltart valtozasokaondcombinalodnak
egymassal, felfedezliet egyfajta altalanos mintazat. A principalissegteeuN-nel és
GluR2/3-mal tettik lathatdva, a serkenbstokat vGlutl-gyel, a gatlésejteket pedig
neuropeptidek, kalciumkétfehérjek és sejtfelszini receptorok elleni immusitdssel tettiik
lathatova (1. tblazat).

A betegek ritétileg eltavolitott hippocampusaiban kilénb@&tvaltozasokat
talaltunk. A principélis sejtek pusztulasanak miétalapjan négy tipust allitottunk fel
(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 egydutt valtozott a
principalis sejtek pusztulasaval (3. abra). Az dlypizasnal fokozozott figyelmet
forditottunk a CA1 régid piramissejtjeinek meglétémivel ezek képezik a hippocampds f
kimenetét a subiculum felé, és igy kulcsszerepstghak a hippocampalis-entorhinalis
szinaptikus kor zarodasaban (Wittrtral, 2001; Magloczky, 2005; Wittnest al, 2005;
Toth et al, 2007; Magloczky, 2010; Totkt al, 2010).

A patologiai tipusok:

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

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

2. Foltos’ tipus, a CA1 régid piramissejtjei foltokban pusnbk, de az anatémiai
hatarok és rétegek megtartottak. A CB mennyiséggdlken a principdlis sejtekben, a
szemcsesejtréteg esetenként megduplazédik, de sesejtcdiszperzié nagyon ritkan
figyelhet® meg. Az érzékeny interneuronok morfolégiai elvAiteokat mutatnak, egyesek
szama csokken. A moharostok sarjadzasa fénymiképsaian is megfigyelhéa stratum
moleculareban. Az alskét tipust 6sszevonva mint nem-szklerotikus esttiskemlitjuk a
valtozasok leirasa folyaman.

3. ,Szklerotikus” tipus, a CA1 régio piramissejtjeinek tobb, mifes-a hianyzik, a
szemcsesejtréteg majdnem minden esetben diszpeszgtitdndorolt, CB tartalmuk
részben vagy egészen hianyzik, szemBebthohasejtek és CA3c piramissejtek részleges
pusztulasa, az érzékeny gatlosejtek dramai szarkeséke. A rostsarjadzas teld,
kilonodsen a gyrus dentatusban, de a sclerotikusrégit © tomegét is axonterminélisok
alkotjak a glialis elemek mellett.

4. Gliotikus” tipus, amelyben a szklerotikus mintakban medfipgezékeny sejtek
mellett a ,rezisztens”, méas betegek hippocampuséllélé idegsejtek is nagy szamban

pusztulnak, Um. a szemcsesejtek vagy a CB-tartaitetneuronok. Ritkan fordult &l
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3. Abra. A patolégiai tipusok

A tipusokba sorolt egy-egy beteg hippocampuséaireipélissejtek rétegével (kék) camera
lucidaval kirajzoltam. A nyilak a CA1 régio vastagat mutatjak, a szklerotikus és
gliotikus esetekben a piramissejtek pusztulasatmmhagyon vékony. A foltos tipusban a
CA1 régioban foltokban hianyzo piramissejteket télel satirozott tertletek jelzik.
(Magloczky, 2005)
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A sejtpusztulasi mintazat alapjan hasonléan cdopitottdk az epilepszias
betegeket de Lanerolle és munkatérsai is (de Ldaezal, 2003), d&k 5 csoportot
hoztak Iétre, és nem talaltak moharost sarjadzastraszklerotikus tipusokban, mig az
altalunk vizsgalt betegekben ez minden tipusbarfimedhet volt (Magloczkyet al,
1997).

IV./2.1. A vizsgélatba bevont betegek patolégiaipusai

Eszrevettiik, hogy a gyerekekiés serditikbol szarmazo hippocampus mintak
jellegzetességei eltérnek a fétek mintaitol. A mintdk messze tulnyomoé tébbsémét
felnottekidl szarmazd hippocampusok adtéak, az eltérések ‘asg@z nem volt elég fiatal
alany. A 18 évnél fiatalabb betegeket ezért kizdatwizsgalatokbdl (Magloczky, 2010).

A betegek egy részének epilepszia megbetegedésdragytumora is volt. A
vizsgalatbdl kizartuk azokat a betegeket, akikngidros besrédés volt megfigyelhéta
hippocampus allomanyaban. A bésdéseksl mentes hippocampusut tumoros betegekben
ugyanazokat a patldgiai elvaltozasokat talaltukjtrainem-tumoros betegek
hippocampusaban, desicként ebfordultak olyan elvaltozasok is, amelyek a tobbi
betegekben sokkal ritkabbak voltak, pld. a szengjseiteg megduplazédasa. Hogy
elkerlljuk az esetleg egyéb megbetegedéshez kathetltozasok vizsgéalatat, a tumoros
betegek 0sszessegét kizartuk az elektronmikroszkiyantifikacios vizsgalatokbal.

Nem vizsgaltuk a gliotikus csoportbadsetegeket sem, az alacsony mintaszam
miatt.

3. Tablazat.A 18 évnél idsebb TLE betegek megoszlasa a kulowhietoldgai
csoportokban

A patologiai csoportositast a principalis sejtekrsanak csokkenése, a serkepélyak
sarjadzasa és egyes interneuron tipusok szamabidkeogse alapjan alakitottuk Ki.
-Enyhe” tipus, a principdlis sejtek szama, eloszlasa alig kidaiba kontrolltol.2.

.Foltos” tipus, a CALl régio piramissejtjei foltokban pusztulnd&,az anatomiai hatarok és

rétegek megtartottald. ,Szklerotikus” vagy sarjadzé tipus, a CA1 régié piramissejtj&ine
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tobb, mint 90%-a hidnyzik, a szemcsesejtréteg neajdminden esetben diszpergalt. A
rostsarjadzas feino.

4. ,Gliotikus” tipus , amelyben a scleroticus mintdkban megfigyelt éenglsejtek mellett
a ,rezisztens”, mas betegek hippocampusabarbtidéfsejtek is nagy szamban
pusztulnak, um. a szemcsesejtek vagy a calbindiakta interneuronok (Magloczky,
2010).

A TLE betegek | Széazalékos | Atlagos életkor (év)| Az epilepsziabetegség
csoportositasa | gyakorisag az fennallasanak atlagos hossza
sejtpusztulas és| 6sszes Minimum/maximum| (év)
rostsarjadzas betegre életkor a csoporton
alapjan vonatkoztatva belil(év) Minimum/maximum
(N=104) fennallasi hossz a csoporton
belll (év)
1. Tipus 18,3% 34,2 14,3
ENYHE N=19
18/56 0,5/39
2. Tipus 25% 35,9 19,4
FOLTOS N=26
18/63 0,2/40
3. Tipus 49% 38,2 18,55
SZKLERO- N=51
TIKUS 20/68 0,2/48
4. Tipus 7,7% 35,6 14,4
GLIOTIKUS N=8
18/52 2137

Medfigyelheb, hogy a legtébb 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 hasonl6 a csoportok kozott.
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4. Tablazat. A morfologiai vizsgalatokban felhasznélt magyatelgek csoportositasa a

fennald hippocampdlis elvaltozasok alapjan

Patologiai | Beteg | Nem| Kor | Kor (év) az| Az epilepszia
csoport Kéd- (év) | epilepszia| fennallasdnak
szama kezdetén.| id6tartama (év
(HE)
ENYHE 6 F 34 20 14
40 F 20 6 14
(1. tipus) 54 | N | 22 15 7
58 N 23 12 11
67 N 23 17 6
79 F 47 8 39
134 N 39 25 14
138 N 50 19 31
FOLTOS 15 F 25 8 17
(2. tipus) 16 F 33 26 7
25 F R 19 24
26 F 52 15 37
30 N 40 1 39
31 N 23 2 21
41 F 16 2 14
42 N 43 13 30
46 N 37 37 2 honap
47 N 30 15 15
49 F 63 59 4
54 N 22 15 7
59 F 32 7 25
61 F 41 16 25
68 F 44 20 24
72 F 31 29 2
73 N 27 10 17
109 F 32 11 hénap 32
3 N 22 8 honap 21




SZKLE-
ROTIKUS

(3. tipus)
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4 F 31 24 7
7 F 38 24 14
9 F 39 23 16
10 F 20 12 8
11 F 36 30 6
18 F 32 20 12
19 F 56 24 32
21 F 30 21 9
22 N 27 22 5
29 N 29 5 24
32 N 41 19 22
35 F 25 12 13
36 N 45 31 14
37 F 41 2 39
39 N 17 5 12
53 F 26 17 9
60 F 30 6 24
62 N 45 25 20
75 F 24 0.3 24
83 N 29 6 23
86 F 41 10 31
90 N 46 11 35
91 N 35 20 15
92 N 35 5 30

44
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5. Tablazat. A morfolégiai vizsgalatokban felhasznalt amerikategek csoportositasa a

fennald hippocampdlis elvaltozasok alapjan

Patoldgiai Beteg Nem Kor (év)| Kor (év) | Az epilepszia
csoport kodszam az fennallasanak

a epilepszia | idétartama

kezdetén | (év)

HH 17 F 27 17 10

HH 24 F 41 3 38
ENYHE HH 28 N 46 22 24
(1 tipus) HH31 |F 42 25 17

HH 67 F 45 16 29

HH 81 N 22 17 5

HH9 N 32 1 31
FOLTOS HH33 | F 38 28 10

HH 34 N 34 5 29
(2 tipus) HH 43 N 44 4 40

HH 84 N 42 29 13

HH 96 N 26 7 19
SZKLEROTI- | HH 3 N 22 8 honap 21
KUS HH 4 F 31 24 7
(3. tipus) HH 5 F 48 16 32

HH 6 F 21 18 3

HH 15 F 42 Nincs ada1t

HH16 | N 34 Nincs adat

HH 20 N 35 12 23

HH21 | F 35 2 33

HH 26 F 41 1 40

HH27 | N 36 3 33
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HH 49 N 48 13 35

HH 60 Nincs | Nincs Nincs adat

adat | adat

HH63 | N 38 0 38

HH70 | N 66 20 46

HH 77 F 37 28 9

HH 82 F 37 14 23

IV./3. A funkcionalisan kilénb6z6 gatldsejttipusok és kapcsolataik atalakulasa
temporalis lebeny eredei epilepszidban szenveailbetegek niitétileg eltavolitott
hippocampusaban: a gyrus denatus interneuronjai

Altalanossagban megallapithato, hogy a gatloségskességében kevésbé érzékenyek
TL epilepszidban, mint a principalissejtek (Battal, 1989). Ha GAD-dal jeldlt sejteket
szamoltak epilepszias emberek hippocampusabatglalték, hogy a GABAerg sejtek kisebb
hanyada hianyzik, mint a principélissejtéktBabbet al, 1992), hiszen a CA1 és CA3c régio
piramissejtjei tomegesen pusztulnak. Azonban, iénkkdlon vizsgéljuk meg az egyes
funkciondlisan és neurokémiailag elkuléh@atlo sejtcsoportokat, jeldist eltéréseket
taldlunk a sejtek valtozasaiban és érzékenysegében.

Jelen dolgozatban a kontroll, illetve a sebészlégyvolitott epilepszias hippocampus
két régidjat vizsgaltuk meg: a gyrus dentatust,ymsekrepet jatszik az epileptogenezisben, de
jelentbs mértéki principalissejt pusztulas nincsen benne, valami@GAl régiot, ahol viszont a
legnagyobb tomega principalissejt pusztulas hippocampalis szklistiem, és amely a
hippocampus legjeletisebb kimenetét adja a subiculum felé. Vizsgalatamkk
legfontosabb szempontja volt, hogy nem csak a sxtifes betegek hippocampusat

analizaltuk, hanem azokat is, amelyekben a pirajtedstobbnyire megyzédtek, az enyhe és
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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, morfologiai jellémzalamint ki-

€s bemeneti tulajdonsagait vizsgaltuk meg.
IV./3.1. A periszomatikus géatlasban résztvayinterneuronok a gyrus dentatusban

IV./3.1.1. Parvalbumin-immunreaktiv sejtek

A parvalbumin a hippocampusban kizarélag gatlérimeuronokban van jelen, melyek
mindig tartalmaznak GABA-t is (Kosalkat al, 1987; Freund & Buzsaki, 1996). A
parvalbumin-tartalmu sejtek kdzé tartoznak tobb&kdkt a hippocampus leghatékonyabb
gatlosejtjei, az axo-axonikus sejtek, melyek ppatissejtek axon inicialis szegmentuman
vegaddnek, és a kosarsejtek is, melyek sejttesteketcdsnpélis dendriteket innervalnak
minden eddig vizsgalt eddfajban (Celio, 1986; Kosalka al, 1987; Katsumaret al, 1988b;
Freund & Buzsaki, 1996). A parvalbumin-pozitiv tegtek nagy szadmban talalhatdk a
hippocampus minden szubrégidjaban, axonjéik fonatot képeznek a piramissejtek és a
gyrus dentatus szemcsesejtjei koridleflbsokben a sejtek 6sszama kevesebb, mint

patkanyban (Seresds al, 1993a; Freund & Buzsaki, 1996).
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4. Abra: PV-immunfestett sejtek eloszlasa kontroll (A)sgéklerotikus epilepszias (B) gyrus
dentatusban. A kontroll hilusban szamos sejt tatélhaz epilepszias mintdban a hilus ures,
nagymeéret, dus dendritfaju sejt helyezkedik el a str. molamban. A rétegek hatarat

szaggatott vonal jelzi, h: hilus, s.g.: stratumngdasum, s.m. stratum moleculare. Mérce: 50

um (Wittneret al, 2001)
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Kontroll gyrus dentatusban a PV-immunpozitiv dejtibbsége a hilusban helyezkedik
el a str. moleculareban alig talélni sejteket (Aalbka). Ezek a sejtek, a két periszomatikus
gatlé neurontipushoz, az axo-axonikus és kosaksitesahoz tartoznak. Minden epilepszias
mintaban a sejtek szamanak cstkkenését talaleggkkenés korrelalt a patoldgiai tipussal.
Az enyhe, vagy foltos sejtpusztulast mutatd minsdka sejtek szama inkabb a kontrollhoz
hasonlitott, mig a szklerotikus esetek egy részélggaltalan nem volt PV-pozitiv sejt a
metszetben (Wittnest al, 2001). Legtébbszdr néhany multipolaris sejteiltahk a str.
moleculareban, a hilus tébbnyire Ures volt (4.BABbrak). A megmaradd sejtek dendritje

gyakran gyongyozott volt (Wittneat al, 2001).
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5. Abra. PV-immunfestett sejt camera lucida rajza szkikustepilepszias emberi gyrus
dentatusbdl (A), ugyanaz ami a 4. dbra B részéatatkisnagyitasu képen. Megfigyelhet
siri axonhalézat a gyrus dentatusban és a gyongybémsiszi dendritek. A B képen az
axonfonadék fénymikroszkopos fényképe lathatod heglek hivjak fel a figyelmet a

fuggdleges orientacidju, axo-axonikus sejtek axonhaiyaaemlékeztétrostkotegekre.

Mérce: A: 100um, B: 50um (Wittneret al, 2001)

A,
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Sejtszamlalassal igazoltuk a PV-pozitiv interneokoszamanak csokkenéseét (6.
tablazat) két kontroll (HK10, HK11), és kilenc, rdimarom tipusbdl szarmazé epilepszias
mintaban (Enyhe tipus: HE40, Foltos tipus: HE163HEHE40; szklerotikus tipus: HE9,
HE11, HE19, HE21, HE22). A PV-immunfestett sejteirmat egységnyi terlletre hataroztuk
meg a str. granulosum+moleculareban, illetve ashém. A PV-pozitiv sejtek szdma a

szklerotikus sejtpusztulas mértekének ndvekedégp@rblizamosan csokkent (6. tablazat).

6. Tablazat. A PV-immunpozitiv sejtek szama egységnyi teriiléme¥) szamitva a gyrus
dentatus rétegeiben, kontroll és epilepszias entiygpocampusban. Az epilepszias

szklerotikus esetek értékei szignifikansan kisebb@ht a kontroll (Wittneset al, 2001).

A beteg A minta PV-tartalmu sejtek  |PV-tartalmu sejtek
koédszama patolégiai  |szdma /mrha strata |szama /mrha
tipusa granulosum hilusban

+moleculare-ban

Kontroll (10) Nincs 1.073 4.545
Kontroll (11) Nincs 1.058 5.465
15 Enyhe 0.942 2.268
31 Enyhe 0.557 1.901
40 Enyhe 0.826 3.279
16 Foltos 0.358 0.934
19 Foltos 0.322 0.278

22 Szklerotikus |0.251 0.718
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9 Szklerotikus |0.077 0.000
11 Szklerotikus |0.392 0.058
21 Szklerotikus [0.080 0.035

Rostfestés tekintetében eltérés figyelhaeg az epilepszias és kontroll mintak kézott.
A kontrollban a PV-pozitiv terminalisok eloszlasaz@mcsesejtrétegben homogén, az
epilepszias mintédkban viszont valtakoztakidi $V-immunpozitiv terminalis-felbk illetve a
kevés festett termindlist tartalmazo foltok. Olyaatszetekben is voltak &éré termindlis-
felhok, amelyben nem voltak immunfestett sejtek, egpesekben pedig az egész metszetben
alig voltak PV-immunpozitiv rostok. Rendszerint exanikus sejtekre jellendzvertikalisan

elhelyezked axonkotegeket lattunk (5. abra).

IV./3.1.1.2. A gyrus dentatus PV-tartalmu elemeinelelektronmikroszkopos elemzése

Harom hilaris és két a str. moleculareban elhdgdz PV-tartalmu interneuront
vizsgaltunk meg kontroljyrus dentatusban. Kevés (4-6) szinapszist — sztrikast és
aszimmetrikust egyarant — talaltunk a sejttesteReRV-immunpozitiv hilaris dendriteléfeg
aszimmetrikus szinapszisokat kaptak moha termiokalzssemlékeztétaxonvegadésekdl,
szimmetrikus szinapszist csak ritkan kaptak. Aratsleculareban lévdendriteken kis méngt
leggyakrabban aszimmetrikus szinapszist adoé tetisikévégddtek.

Epilepszias mintaban harom PV-pozitiv sejtet \éilsmk meg. Az egyik a hilus-str.
granulosum hatéran helyezkedett el (HE15, foljmssti, a masik ketta str. moleculareban

(HE21, HE37, szklerotikus) elhelyezkedits dendritfaju sejt volt. A szklerotikus mintak/-
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immunpozitiv sejttestjein tébb szinapszis fordld, enint a kontrollban. Aszimmetrikus
szinapszist ado, mohaterminalisok morfologiai jegyeitatdo axonvedidések, alighanem
sarjadz0 szemcsesejt axonok vegiek a sejteken. Mohatermindalisok a hilusban és a s
moleculareban gyakran végitek a PV-tartalm dendriteken. Szimmetrikus szaagok a
kontrollhoz hasonldan ritkan fordultakoed dendriteken.

A PV-immunfestett axonterminalisok mind kontratiind epilepszias gyrus
dentatusban kizardlag szimmetrikus szinapszisttakosejttesten, szemcsesejtek és
interneuronok dendritjén és tliskéken (6, 7. alit@yzletesen vizsgaltuk a dus rosthalézatokat
a str. granulosum-moleculareban, és elemeztiknaptkus célelemek relativ gyakorisagat. A
dendriteket elektronmikroszkdpos karakterisztikaglapjan kilonitettiik el szemcsesejt és
interneuron dendritekre, ez utdbbiak iranyultsagigokondriumaik mennyisége és formaja, a
dendritek tliskétlensége alapjan. A szemcsesejtedtritiei €s sejttestjei voltak a leggyakoribb
célelemek mind kontroll, mind epilepszias mintakig@n7. abra). Az axon inicialis
szegmentumok gyakorisdga métjraz epilepszias gyrus dentatusokban (7. tablaiat)
tuskéek gyakorisaga nem mutatott semmilyen tenderdegéennek az is oka lehet, hogy axon
inicialis szegmentumon is talaltunk tiskét (7. Aadbnem csak dendriten, viszont nem

mindig tudtuk a talélt tiskéér megallapitani, honnan erednek.
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7. Téblazat PV-immunpozitiv axonterminalisok posztszinaptikeglelemeinek relativ

gyakorisaga (Wittneet al, 2001)

A beteg kédszama Sejttest  Dendrit Axon iniciélisTuske
szegmentum

Kontroll 3 (n=49) 34.7% | 40.8% 12.2% 12.2%

Kontroll 5 (n=46) 30.4% | 47.8% 19.6% 2.2%

Epilepszias szklerotikus| 4.3% 40.6% 44.9% 10.2%

(HE21) (n=69)

Epilepszias szklerotikus| 25% 39% 31.5% 4.5%

(HE9) (n=41)

Epilepszias szklerotikus| 10.4% 58.3% 27.1% 4.2%

(HE11) (n=48)

Epilepszias szklerotikus| 18.2% 43.6% 21.8% 16.4%

(HE22) (n=55)
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6. Abra. PV-immunpozitiv terminalisok célelemei human kolitgyrus dentatusban.

Szimmetrikus szinapszist alkotnak szemcsesetekgA)terneuronok (B) dendritjén, tliskén

(C, nyilhegy jelzi a tiskeapparatust), sejttesEBnés axon inicialis szegmentumon (E).

Nyilak jelzik a szinapszist. Mérce: Oubn (Wittneret al, 2001)
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7. Abra. PV-immunfestett axonterminalisok szimmetrikusapiszist alkotnak epilepszias
gyrus dentatusban szemcsesejtek axon inicialisvszeman (A), sejttestjén (B), dendritjén
(C) és ritkan interneuronk dendritjén is (D). Axépen kis nyil jelzi a tliskét az axon inicialis
szegmentumon, amely szinapszist kap ugyanattéhartélistol, amibl az inicialis
szegmentum. Mérce:dm (Wittneret al, 2001)

Epilepszia modellben (Magloczky & Freund, 1995)jsmidban is leirtak, hogy a
PV-immunfestés dlihhet a a sejtekib (Johanseret al, 1990), még akkor is, ha a sejtek
maguk tulélnek és jelen vannak. A mi emberi mirkhan pedig gyakori volt a rostfestés
foltossaga, hianya, illetve jelenléte olyan metskietn is, ahol PV-immunfestett sejtek nem
voltak megfigyelhdiek. A jelenség alapjan nem volt egyértéén eldonthét, hogy a sejtek
és rostok degeneralddtak-e, vagy csak a PV-immtgseem mutatjéket. Ezért a

szemcsesejtek sejttest és inicialis szegmentumretdtenegvizsgaltuk a PV-immunfestést
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fuggetlendl is (Wittneet al, 2001). A szemcsesejtréteg sok és keves PV-imnaitiypo
terminalist tartalmazo foltjaibol &gyaztunk at tokat a tovabbi elektronmikroszképos
vizsgalatokhoz.

8. Tablazat. Szemcsesejtek axon inicialis szegmentumanak (Adi@aptikus boritottsaga dus
és gyér PV-immunfestett axonhal6zatu foltokban amgzsesejt rétegben. Az epilepszias

értékek szignifikansan kilénboznek a kontrolltéip@1 (Wittneret al, 2001)

A beteg kédszama Az axon inicialis szegmentum | Szinapszisok szamg
(n: a vizsgalt inicialis atlagos szinaptikus boritottsaga| 100um of AIS
szegmentumok szama) (um synapse/10Qm of AIS kerllet

kerilet)
Kontroll 5 (n=95) 0,49 2,80
Kontroll 10 (n=88) 0,55 2,98
Epilepszias (HE9) (n=45) 2.64 9.64

(szklerotikus)

Sari PV terminalis festés

Epilepszias (HE21) (n=68) 2.96 12.79
(szklerotikus)

Gyér PV terminalis festés

Epilepszias (HE21) (n=31) 2.59 9.59
(szklerotikus)

Sart PV terminalis festés

Epilepszias (HE22) (n=58) 1.11 6.75
(foltos)

Sari PV terminalis festés

Epilepszias (HE15) (n=74) 1.22 5.09
(enyhe)

Gyér PV terminalis festés
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Lathato (8. tablazat), hogy mind a dus, mind a g}&immunpozitiv foltokban
megrdtt a szimmetrikus szinapszisok boritottsdga a sgesgjtek axon inicialis
szegmentuman. Azonban még a dus foltokban senaxdsszes szimmetrikus szinapszist
ado terminalis PV-immunpozitiv.

Mivel tudni akartuk, hogy a szemcsesejtek axocidtis szegmentuman talalt nem
PV-festett szinapszisok milyen forrasbol szarmazdgtimmunfestést végeztink
szomatosztatin, neuropeptid Y és kolecisztokiniropeptidek ellen, mert lelietég volt
arra, hogy a szinapszisok egy részét masitéelepilepsziaban sarjadzo (de Lanerelle
al., 1989) gatldsejtek adjak. Azt talaltuk, hogy miadim neuropeptid szinapszisainak
gyakorisaga meditt a kontrollhoz képest epilepszias betegek gymmatusaban, de egyik
sem alkotott szinapszist axon inicialis szegmentursem kontrollban, sem epilepszias
betegekben, hanerlég szemcsesejt dendriteken és tiiskéken szinaptizahind kontroll
mind epilepszias mintakban. Ez a kisérlet igaZdoktd_anerolle megfigyeléseit is, aki
fénymikroszkoposan bemutatta a SOM és NPY rostgadsasat, de sohasem igazolta,
hogy ezek valdban szinapszist alkotnak az epilépdappocampusban, és az eredeti
célelemekkel (Wittneet al, 2001).

9. Tablazat A szemcsesejtek sejttestének szinaptikus bem&aostell és epilepszias
mintakban. Statisztikailag szignifikans kulonbségnnvolt a kontroll és epilepszias értékek
kozott. (Wittneret al, 2001)

A beteg kédszama A szimmetrikus szinapszisok atlagos

n: a vizsgalt sejttestek szadma | szama/sejttest

Kontroll 5 (n=50) 11
Kontroll 10 (n=50) 1,3
Kontrollok egyitt (n=100) 1,2
Epilepszias (HE21) (n=50) 1,74

szklerotikus

1,52
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Epilepszias (HE9) (n=50)

szklerotikus

Epilepszias (HE22) (n=50) 15
foltos

Epilepszias (HE15) (n=50) 1,48
enyhe

A sejttestek szimmetrikus szinapszisoktol szarnmerdenete nem valtozott
szignifikAnsan epilepszias mintakban (9. tablazatha a sejttestek relativ gyakorisaga
csokkent a szinaptikus célelemek kozott (7. tahjaSaklerotikus mintakban @&brdult a
szemcsesejteken nagy valésa@ggel mohaterminalisoktdl szarmazé aszimmetrikus
szinapszis is, ezeket nem vontuk bele a szamitasokb

A rendelkezésre all6 adatok azt bizonyitjak, hagzemcsesejtek axon inicialis
szegmentuman megma szimmetrikus szinapszisok bemenete, és ennék fegsasat a
PV-immunfestett, axo-axonikus sejtéklered terminalisok adjak. A sejttestek gatlo

bemenete nem valtozik (Wittnet al, 2001).

IV./3.1.2. A CCK-tartalmu sejtek és vég#desi mintazatuk epilepszias gyrus dentatusban

A CCK a periszomatikus sejtek masodik ismert neénaki markere (Freund & Buzsaki,
1996). Eltében a PV-tartalmu sejteldt melyek el$sorban a pontosandditett GABA-
hataseért felélsek, és részt vesznek a gamma- és theta oszcliadtakitasaban, a CCK-
tartalmu kosarsejtek inkdbb a bemenet modulacitiéilosek (Freund & Katona, 2007). A

CCK-tartalmu sejtek nagyrészt niegodnek epilepszias allatokban, és ezt talaltuk endrerb
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is(Wyethet al, ; Schwarzeet al, 1996; Katonat al, 2000; Magloczkyet al, 2010). A
CCK-tartalmu sejtek a hippocampus minden régi¢jasarétegébend@brdultak, mind a
kontroll mind az epilepszias hippocampusban (Freuiilizsaki, 1996). Nem-szklerotikus
hippocampusban és szklerotikus hippocampus gymsitisaban az eloszlasuk és
morfoldgiai tulajdonsagaik nem kilonbdztek lényegd®ntrolltdl (Magloczkyet al, 2010), a
szklerotikus CA1 régioban is jelen voltak, de @b&in multipolaris dendritfajuk horizontalis
dendritivé torzult az atrofias CAl-ben.

Nagyon szerettik volna tudni, mi torténik ezzebastipussal epilepszias
hippocampusban. Csakhogy az altalunk hozzafé@ex antitestek — noha stabil sejttest
festést adtak — csak részben, és megbizhatatkdanltiék meg az axonokat, bar tobb
antitestet is kiprébaltunk. Laboratériumunkban @ls foglalkoztak az endokannabinoid
rendszer vizsgalataval, és Katona Istvan és murdaatdizonyitottak, agy patkanyban mint
emberben, hogy a 1. tipusu cannabis receptort (RB&gnagyobb mennyiségben az
interneuronok kozul a CCK sejtek termelik és azakrgan van jelen a hippocampusban
(Katonaet al, 2000) (~90% kontrollban).

Jelen dolgozat témajat meghaladja az endocanndhbi@odszer és annak valtozasai
epilepsziaban, ezért azzal itt nem foglalkozomkbasznalva, hogy vizsgaltuk a CB1-R
eloszlasat kontroll és epilepszias human hippocatrgou (34 TLE beteg), bemutatom, milyen
valtozast mutattak a CB1-R-immunpozitiv, szimmetsilszinapszist ado, tehat zémmel CCK-
tartalmu sejtekhez tartozo axonterminalisok.

A kisérletekhez a Prof. Ken Mackie altal kifejletz CB1-R antitestet hasznaltuk fel,
mely kizardlag a gatldsejtekben és gatlé termin&bs jelen 166 CB1-R-okat teszi lathatova
(Katonaet al, 2000). Ezzel az antitesttel festettiink meg otdadinkontroll és 34 epilepszias

beteglél szarmazo hippocampusokat, és azt talaltuk, haggjteesteken kivul das rosthalozat
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valt lathatova, mely legésebb a principalissejtek rétegében és a gyrus tsbin, a stratum
moleculareban volt. A stratum moleculare és straguemulosum rétegében elhelyezéeiri
rostkoteget tanulmanyoztuk nagyobb részletessélytgailoczkyet al, 2010).

Terminalisok posztszinaptikus célelemeit 2 komtésl 3 szklerotikus alany gyrus
dentatusdban vizsgaltuk. Valamennyi immunfestettitealis szimmetrikus szinapszist adott.
Legnagyobb mennyiségben dendritek fordultgkaetélelemek kozott, de a sejttestek és
tiskék is gyakoriak voltak. (10. tdblazat). A pegataptikus célelemek gyakorisaga nem

mutatott szignifikdns valtozast, noha a termin&isotisége megitt.

10. Tabldzat CB1-R-immunfestett terminalisok szinaptikus ogéfeéi kontroll és szklerotikus
epilepszias betegek gyrus dentatusaban. A szineptdélelemek eloszlasa nem valtozik

epilepszias betegekben (Maglocziyal, 2010).

Dendrit Tuske Sejttest
Kontroll 75 % 13,2% 11,8%
(N= 105 terminalis)
Epilepszias, 72,5% 15% 13%

szklerotikus (N=175

terminalis)

A rostgiriiséget a gyrus dentatus molekularis rétegében memgigk fluoreszcens
immunfestett metszeteken, denzitometriaval, 3 kiindis 10 szklerotikus beteg gyrus
dentatusdban, konfokalis Iézer scanning mikrosAegptségével. Az immunfestett rostok

siiriisége signifikansan nagyobb volt az epilepsziagye&teen (8. abra), ami a CCK-tartalmu
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sejtek axonsarjadzasara és/vagy a CB1-R mennyiskgéegndvekedésére az egyes

terminalisokban utal.

8. Abra. CB1-R immunfestés kontroll (A) és szklerotikusl@pszias beteg (B) stratum
molecularejaban. Megfigyelhieg sirii CB1-R-immunpozitiv rosthaldzat, mely epilepszias
betegekben megestdik. A szemcsesejtek mindig negativak. C: A r@igirat denzitometriai
adatai, 3 kontroll és 10 epilepszias betdghérve. Az epilepszias, szklerotikus betegekben a
rosthal6zat szignifikansanésebb immunfstést mutatott. D: Egy CB1-R-immunarjetiit
terminalis szimmetrikus szinapszist ad dendritne gqgjlepszias beteg stratum

molecularejaban. s.g.: str. granulosum. Mérce: ABim; C: 0.5um (Magloczkyet al,

2010)
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Ugyanezt a mintdzatot kaptuk epilepszias egereldygrlocarpine-indukélta
epilepszia hatasara, 1-2 honapos tulélés utanlldtkigérlet eredményei bizonyitottak, hogy a
CB1-R-immunfestett szimmetrikus szinapszist kégerminalisok sarjadzasa nem csak az
emberi epilepszias betegek sajatossaga, hanenmikusdpilepszias allapoté (Magloczély
al., 2010; Karlocakt al, 2011). Az epilepszias egerekben is lathaté vklilanbség a
szklerotikus és nem-szklerotikus allatok kozogzklerotikus allatokban sokkalésebb volt a

rostok suriisége, ahogyan az emberekben is (Maglatzld, 2010; Karlocakt al, 2011).

IV./3.2. A dendritikus gatlasban résztved interneuronok kontroll és TL epilepszias

betegek gyrus dentatusaban

IV./3.2.1. Calbindin-tartalmu sejtek

Calbindint tartalmaznak a gyrus dentatus szemjtggses azok axonjai, a moharostok,
a CA1-CA2 régiok piramissejtjei valamint interneniol a hippocampus minden areajaban és
rétegében (Baimbridge & Miller, 1982; Celio, 19@jlyaset al, 1991; Seresst al, 1993a).

A moharostok és a szemcsesejt dendriték enmunfestése miatt mondtunk le arrdl, hogy
megszamoljuk a CB-tartalmu interneuronokat, miv€RBatartalmu sejtek alig latszanak a
kontroll gyrus dentatusban az®srszemcsesejt-immunpozitivitds miatt.

Az epilepszias betegek gyrus dentatusaban a seesjtek egy része elveszti CB
tartalmat (Magloczket al, 1997), a szemcsesejtek pedig szétvandorolnddgrapakt réteg
helyett laza, széles, rétegben, leggyakrabbaratustrmoleculareval 6sszemosodva
helyezkednek el (9. abra). A CB-tartalmu intern@otorendkivili rezisztenciat mutattak
allatkisérletes modellekben (Sloviter, 1989; Magloc& Freund, 1995) és epilepszias

betegekben is a sejtek néegpdésebl szamoltak be (Slovitest al, 1991). Azonban nem csak
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megmaradnak a CB-immunpozitiv interneuronok, hajgdemts)s morfologiai valtozasokat
mutatnak. A kontrollban megfigyelltesejteknek rovid, sima dendritjeik vannak, mig
epilepszias betegekben a sejtek hosszu dendritéddi@linek. A jelenség kilondsen fight
szklerotikus betegekben, ahol a dendritekéhassejttesteken is szamos tiske figydihmeg

(Magloczkyet al, 2000).

9. Abra. Kis nagyitast fénymikroszképos felvétel kontesl szklerotikus beteg CB-
immunfestett gyrus dentatusabdl. Megfigyethetszemcsesejtek, dendritjeik és axonjafis er
immunpozitivitasa (A), mely az epilepszias mintabészben elinik (B). Az interneuronok
alig latszanak a kontrollban, kicsi, rovid, simadetii sejtek (fehér nyilak, A). Az epilepszias
mintaban szamos nagyméretmegnyult dendrit sejt lathatd a hilusban (fekete nyilak, B),
amelyek dendritjeiken és sejttestiikdon gyakran estkényitott nyil, B), akér elagazo tiskéket
viselnek (kis nyilhegyek, C, ezt a sejtet jelolteydott nyil a B képen). A D képen egy
hosszu, megnyult dendfihilaris CB-tartalmu interneuron lathatd, amelyends, egyszér

tiske van. Mérce. A-B: 7m; C-D: 50um (Magloczkyet al, 2000)
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Réadasul a sejtek sejttestje is nagyobb lesz,azénas mérétneuron figyelhet
meg a hilusban (9. B abra). Megmeértiik a kontrolitzddélhatd, és az epilepszias hilus CB-
immunpozitiv sejttestjeit. Betegenként és kontmtkent 2-2 metszetlh camera lucidaval

kirajzoltuk a hilaris interneuronokat. A sejtekeématskalaval egyiitt szamitogépbe vittik, és a
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sejtek teriletét, hosszu és rovid atpErNIH Image programmal meghataroztuk. A vizsgalt
metszetbl kirajzoltunk 50 szemcsesejtet is, és azokat imnggy megmertik. Az eredmények
bizonyitjak, hogy az epilepszias esetekben rbegnagymérét sejtek ebfordulasi

gyakorisaga (10. abra). A szemcsesejtek méretekiaimbo6zott szignifikansan (Magloczky

et al, 2000).

10. Abra. A fekete szinnel jeldlt kontrollhoz képest a kékyalatokkal jeldlt epilepszias
betegekben gykrabban fordulnak eagyméret sejttesttel bird hilaris interneuronok, kdztik
olyan nagymérétsejtekkel is, melyek kontrollban nem voltak megéthetek. (Magloczky

et al, 2000)

A CB-povitiv hilaris interncuronok méreteloszldsa
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IV./3.2.1.1. A hilaris CB-immunpozitiv interneuronok bemenete

Tébb CB-immunfestett interneuront megvizsgalturgyeus dentatusbol
elektronmikroszkdépban, hogy megismerjuk bemen&jdonsagaikat. A kontrollbdl 6sszesen
8-at. A sejtek rovid dendrittel fégttek, a citoplazmaban kdézepes szamu mitokondriummal
(11. A, B abrak). A sejttesten tobb terminalis atkbszimmmetrikus vagy szimmetrikus
szinapszist (11. C, D, E abrak), kdztik mohaterfisakkal (11. E abra). Mohaterminalisként
azokat a CB-immunpozitiv vagy —negativ terminasekatositottuk, amelyekben vezikula
akkumulaciot, ésisii magvu vezikulat figyeltiink meg. Ezek mindig aszietrikus

szinapszist alkottak, gyakran punctum adhereredes jvolt rajtuk.

11. Abra. Kontroll hilusbél szarmazé CB-immunfestett inteunon sejttestje, rovid dendritjei
€s az azokat borité szinapszisok (C,D,E nyilakbekeretezett részek lathatbak nagyobb
nagyitassal a B-D képeken. Mohatermindlisok altadtatt szinapszis figyelhétmeg az E
abran, nyilak. Mérce: A: pm; B:4um; C-D: 0.5um; E: 1um (Magloczkyet al, 2000)
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Epilepszias mintdkbol (HE21, HE18 szklerotikus3Zisen 8 sejtet agyaztunk at. Ezek
alapjan a hilaris CB-pozitiv interneuronok haroroprsrtjat kilénboztettiik meg: oriasi méret
hipertréf sejtek (2 vizsgalt sejt, hosszu atn&0-60um, révid atmés: 20-40um),
gliarostokkal korilvett normalis métesejtek (4 vizsgalt sejt, hosszu atmér5-35um, révid
atmén: 10-25um, ilyen mérei sejtek talalhatok a kontroll szévetben), és szdmsaittliskéket
visel sejtek (2 vizsgalt sejt) (Magloczlet al, 2000).

Az Orids mérdt sejtek nem mutattak degeneralodas jeleit, nagyngisédi
citoplazma, endoplazmas retikulum és mitokondriwtt benniik, sejtmagjuk jelefgen
invaginalédott, és szamos szinapszis, koztik momatdlisok is, végédtek rajtuk (12. abra)

(Magloczkyet al, 2000).
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12. Abra. Orias mérdt CB-immunfestett sejt elektronmikroszképos képéepizias
hippocampus hilusabdl (A), a sejt dus citoplazné&janitokondriumai nagyobb nagyitassal a
B képen lathatéak. A mitokondriumok egy részéndkdstruktiraja felbomlott. A sejten tobb

szinapszist is talaltunk (C, D), a D képen CB-impaitiv mohaterminalis lathatd. Mérce: A

10 um; B-D: 2um (Magloczkyet al, 2000)

A hilaris CB-immunfestett interneuronok masodpusat képezték a normal méret

am gliarostokkal &tin boritott sejtek. Ezeken alig lehetett szinapgaisini, mert mindent
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befedtek a gliarostok. Sejtmagjuk invaginaldddthmlazmajuk das volt, nem mutattak
degenerélodas jeleit (13. A 4bra) (Maglocgtyl, 2000).

A harmadik csoportba a sejttesttiiskével rendélkezrneuronokat soroltuk. Ezeket
nem boritotta glia, és szamoélely aszimmetrikus szinapszis védatt rajtuk, koztiik CB-
immunpozitiv vagy negativ mohaterminalisokkal (B3abra). A sejttestliskék is gyakran
kaptak szinaptikus bemenetet (13. B abra) (Maglpetlal, 2000).

A hilusban edfordul6 tliskés és sima dendritek k6zepes mennyiségaptikus
bemenetet kaptak, gyakran mohaterminalisoktol PL8bra). A dendritek kdz6tt zonula

adherentiat is talaltunk (13. C 4bra).

13. Abra. Glianyulvanyokkal boritott (A) és szomatikus téskiseb (B) CB-immunfestett
interneuron elektronmikroszkdpos képe. A sejtek namatjak degenerécio jeleit,
citoplazméjuk dus. Az A képen I&sejttestet boritd glianyulvanyt nyilhegyek jelolk B

képen aszimmetrikus szinapszisokkal boritott szikusitiske lathatd. A C és D képen hilaris
dendritek vannak. A tiiskés dendrit a C képen (dBg¥ masik dendrit (d2) zonula
adherenssel kapcsolddik (nyilak). Mindkét dendap lszimmetrikus szinapszisokat (nagy
nyilak). A hilaris dendrit a D képen CB-immunpoxitis negativ mohaterminalisoktol kap
bemenetet (nyilak), részben gliarostok boritjakréde A: Jum; B-D: 2um (Magloczkyet al,

2000)
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Megvizsgaltuk az epilepszias betegek stratum cotdecban lathatéfisi CB-pozitiv
axonkoteget is (14. abra), amely sarjadzé mohatéimok tomegének bizonyult, és gyakran

szinaptizalt szemcsesejteken (Maglocekwl, 1997).

14. Abra. Epilepszias betegek stratum molecularejabol saadmmohaterminélisok képe. Az
A abran egy CB-negativ mohaterminalis szinaptieddiiteken, a b 4bran egy CB-
immunpozitiv mohaterminalis alkot aszimmetrikusapiszisokat dendrittiiskékkel (nyilak). A
mohaterminalisokat kdnnyen fel lehet ismerni eegdietes vezikula-akkumulaciérol, a

belsejukben jelen lévsotét magvu vezikulakrdl, és relative rovid sztilays aktiv zénajukrol

(Magloczkyet al, 1997).
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IV./3.2.2. A P anyag receptorat kifeje# sejtek valtozasai a gyrus dentatusban

IV./3.2.2.1. Az SPR-t expresszalo sejtek altalangslemzoi

A Substance P (SP) a tachikinin neuropeptid szgpéad tagja, melyeket
neurokininenknek is neveznek (Seveehial, 2002). A P anyagot kodold géilegy pre-
protachikinin ne peptid kép#dik, melyl®l tobbféle bioldgiailag aktiv neuropeptid képtik
poszttranszlacios hasitassal, melyek amindsav tésslikben hasonlésagot mutatnak. Ezek
egyike a SP, melyet neurokininl-nek is neveznekdBei et al, 2002). Szamos idegélettani
folyamatban vesz részt, és szerepel a stressaldéjgdszorongas, neurogén gyulladas
kialakitasdban (Maubaddt al, 1998; Palma & Maggi, 2000; Caberlottbal, 2003; Smith &
Dawson, 2008). Az agyban neurotranszmitterként@dutatorként is funkcional, tdbnyire
glutamattal egyutt fordul &) és serkenit az idegsejteket . Receptora a sudesRineceptor
(SPR) vagy neurokinin 1 (NK1) receptor. A SPR eggyaffinitdsu G-fehérje kapcsolt
receptor (Nakayat al, 1994; Mantyhet al, 1995). A tébbi neurokinin peptidnek is megvan a
sajat, nagyaffinitasu receptora, meg kell azonkgggzni, hogy valamennyi neurokinin képes
bizonyos hatéasfokkal kétini az 6sszes neurokinin receptorhoz, és aktiw@okat (Severini
et al, 2002).

A SPR-immunfestés nem teszi lathatéva az axoak asejttesteket és dendriteket, de
(Shigemotcet al, 1993; Nakayat al, 1994; Acsadet al, 1997). igy a sejtek funkcidjanak
meghatarozasahoz kolokalizacios vizsgalatokat tkelgezni, annak megallapitasara, hogy
milyen ismert funkci6ju interneuront jetbheurokémiai marker talalhato bennik. Patkanyban
az SPR-t expresszalo sejtek a hippocampusban miechéuronok voltak, és GABA-t

tartimaztak. Funkcionalisan heterogéneknek bizdaalwa kolokalizalé neurokémiai markerek
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alapjan, PV-t, CCK-t, SOM-t, NPY-t talaltak benniigy egy részik periszomatikus, mas
részik dendritikus gatldsejtnek bizonyult (Acsadyal, 1997).

Emberi hippocampusban munkanktehz SPR-t kifeje sejteket nem vizsgaltak. Azt
talaltuk, hogy az SPR-t expresszalo sejtek a hum@pocampus minden régiojaban és
rétegében éfordulnak, legkevesebb a CA2 régidban varblidl, legtobb a CAl-ben (15.
abra) (Tothet al, 2007). A sejtek multipolarisak voltak vagy ,két&sos” bitufted
morfoldgiat mutatnak. Ritkan nagyon gracilis, bgrid alakjuk is lathatd, ahol a dendritek a
principalissejt rétegre méegesen futnak, a CA1 str. oriensben pedig horént
elhelyezkedégek. Egyes metszetekben, a hilusban vagy a CA3-basi inéreli SPR-
kifejezo sejtet is taldltunk, ez azonban csak néhany esédbault eb (15. abra) (Totlet al,

2007).

15.Abra. Az SPR-expresszalo sejtek eloszlasa za embgrobgmpus killonbdzrégidiban.

Camera lucida rajz.
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1V./3.2.2.2. Az SPR-immunpozitiv sejtek valtozaspilepszias gyrus dentatusban

Kontroll gyrus dentatusban a sejtek tébbségeusbén helyezkedik el. A sejtek egy
része multipolaris sejt, mely dendritjeit a hilushartja, mas részik hosszu dendriteket nyujt a
str. moleculareba. A str. moleculareban csak keegssan, melyek alkalomszem lathatok,
nem minden metszetben. A sejtek tobbségéneksidhtiritie van, néhany bipolaris sejtet

talaltunk csak, ezek tébbnyire a str. moleculardilpezkedtek el, dendritjeik iranyultsaga
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meleges a szemcsesejt rétgre. A dendritek tobbséug sie elfordulnak ritkan tiskések is.
(16-17 abra, A)

Epilepszias betegek gyrus dentatusdban a SPRsaz@ié sejtek eloszlasa
drasztikusan megvaltozott, de csak a szklerotikisakban, nem-szklerotikus esetekben a
sejtek eloszlasa és morfologiaja haonlit a korttoal(16. B, C &bra), egyes dendritek
gyongyozottek (Magloczkegt al, 2000). A szklerotikus mintak hilusa kitresedeéhany sejt
maradt csak ott, ésen gyongyozott dendritekkel. A sejtek tobbségeatisn moleculareban
helyezkedik el, szinte mindnek gyongy6zottek a digjed a dendritfa gubancos, és sokkal
tobb dendritelagazodasi pont jelenik meg rajta (,617. abra) (Magloczkgt al, 2000). A
denditmorfoldgia jobb lathatésdga kedvéért a ggerstatus egy-egy szegmensét kontrollbol

és epilepszias szklerotikus betégbamera lucidaval kirajzoltuk (17. abra).

16. Abra: SPR-immunreaktiv sejtek eloszlasat mutatd fényrsikopos kép kontrollX) és
epilepszias B, nem-szklerotikus C:szklerotikus) human gyrus dentatusban. A kontrolllza
SPR-sejtek heterogén morfol6giaju, sima detidvigy ritkan tiskés nem-principalissejtek, a
tobbségik a hilusban helyezkedik el. Az epilepsaisus dentatusban a sejtek dendritje
gyongyozotté valik, a szklerotikus esetekben azzads megvaltozik, a sejtek tobbsége a str.
moleculareban talalhatd, és csak néhany a hilushamendritek szamaoén és gyongyozotte,
varik6zza vélnak. Mérce: A-C: 4im (Magloczkyet al, 2000; Magloczky, 2005)
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17. Abra. Camera lucida rajz kontroll (A) és szklerotik@ ¢yrus dentatusbdl, SPR-
immunfestett metszetekb A rajzon megfigyelhét, hogy epilepszias esetekben a sejtek
eloszlasa és dendritmorfoldgiaja megvaltozik, digjeik gyongyodzottek, tobb elagazdédas van
rajtuk, a sejtek tobbsége a str. molecularebarelkbdik el. Mérce: 5Qm (Magléczky,

2007)

Kontroll SPR EPILEPSZIAS SPR

1IV./3.2.2.3. Az SPR-sejtek bemenete és valtozpisapszias gyrus dentatusban

Az SPR-t kifejed sejttesteket és dendriteket megvizsgaltuk elektrbroszkopban

kontroll alanyok gyrus dentatusaban. A hilaristesjek az interneuronok karakterisztikus
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képét mutattak, invaginalddott sejtmaggal és dimplazmaval. A sejttestek szinaptikus
bemenete ritka volt. Sima és tiskés SPR-immunteltatiriteket talaltunk a hilusban,
melyek hihetetlenllisiin voltak boritva szinapszisokkal (18. abra). Atstma molecularéban
elhelyezked dendritek is nagy mennyisgégzinapszist kaptak. A szinapszisok messze
tulnyomo tobbsége aszimmetrikus volt, a hilusbagyeaami mohaterminalis végiott az
SPR-immunpozitiv dendriteken, a str. moleculareh#it, SPR-immunfestett dendriteken
végado terminalisok tdbbsége a morfoldgiai jegyek alapjaldszirileg az entorhinalis

kéregtdl eredt (18. C, D abra).

18. Abra. SPR-immunpozitiv dendritek elektronmikroszkopépé kontroll gyrus
dentatusbdl, A-B hilus, C-D str. moleculare. A detetken nagy mennyiségaszimmetrikus
szinapszis talalhato (nyilak). A hilusban tiskésdigek is ebfordulnak, a tiskéken is
gyakran van szinapszis (nyilhegyek). A hilaris apsrisok nagy része a mohaterminalisok
morfologiai jegyeit mutatja, a str. molecularebatott aszimmetrikus szinapszist ado

terminalisok tdbbnyire kicsik és egy részik az gnt@lis terminalisokra emlékeztet. Mérce:

A: 1,5 um B-D: 1um (Magloczkyet al, 2000)
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Epilepszias szklerotikus mintaban 1 hilaris ésg&igm moleculare-ban elhelyezked
sejttestet vizsgaltunk meg. A hilaris SPR-festejt sagyon hasonlitott a kontrollhoz. A str.
moleculareban elhelyezké&gdejttestek épek voltak, nagy mennyiségoplazmaval,
invaginalédott sejtmaggal, felsziniket részbernrgéibboritota. A hilaris dendritek is
hasonloak voltak a kontrollhoz, hasonldaételies szinaptikus bemenettel. Azonban a str.
moleculare dendritjei killénboztek a kontrolltolIsz2nikdn a kontrollban talalt kisméiiet
termindlisok helyett nagy mennyisémoharost-szértermindlis szinaptizalt (19. abra). A
gyongy6z6tt dendritek varikozitasainak egy részé&mes mitokondriumokat lattunk (19. B

abra) (Magloczkyet al, 2000).

19. Abra: SPR-immunfestett elemek szklerotikusegsizias beteg gyrus dentatusabol. A:
SPR-immunpozitiv sejttest a str. moleculareban. fidgglhe, hogy a immunprecipitatum a
sejttest membranhoz és a Golgi készulékekhaxdkotkis nyilhegyek). A sejttest gazdag
citoplazm@ju, a sejtmag felszine édott, a sejtmagban intranuclearis palca van. Aestijt
részben gliarostokkal boritott (nagy nyilhegyek)B&s C képen gydngy6zott denritek
lathatOk a str. molecularébdl, felszinikon szansagnametrikus szinapszissal (nyilak), a
terminalisok nagyrésze mohaterminalisokra hasohhtarikozitasok egy részében szétes

mitokondriumokat latni (C). Mérce: A: dm; B: 1um; C: 0.5um. (Magloczkyet al, 2000)



dc 349 11

81

AN

¥

R
iy S

e

w2~




dc_349 11

82

IV./3.2.2.4. Az SPR-expresszalo sejtek SP-tartalnfiemenetei

Az SPR a P anyagra a legérzékenyebb, igy az emlaeszamitana, hogy a receptort
kifejezo sejtek & bemenetiket SP-tartalmu rostoktdl kapjak. Az emttippocampus legbb
SP forrdsai a hippocampusban jelert|&P-tartalmu interneuronok, de ezek nagyon kevesen
vannak. Masikd forras a supramammillaris palya, mely patkanybawekebb SP-tartalmaz,
mint majomban majomban (Borhegyi & Leranth, 1997a).

Ez a pélya patkanyban is, majomban is hasonl6odegr mintazatot mutat: a rostok
siri halézatot alkotnak a gyrus dentatus szemcseeajadtdott, a stratum moleculare bels
harmadaban, valamint a CA3a-b és CA2 régidbamaanissejtrétegben, az oriensben és
kismértékben a radiatumban is (Vertes, 1992; Madipet al, 1994; Borhegyi & Leranth,
1997a; Borhegyi & Leranth, 1997b). A cornu Ammomistlazabb halézatot formalnak, mint a
gyrus dentatusban . Kiléndés modon, a stratum mialexés a CA2 regié az, ahol a
legkevesebb SPR-immunfestett sejtet talaljuk (bfa)a A CA1 régid, ahol talan a legtébb
SPR-immunpozitiv sejt van, egyaltalan nem kap supramillaris bemenetet. Ezt a jelenséget
hivjuk receptor nem-illeszkedésnek, mivel lathataaaceptort expresszalo sejtek olyan
teriileten helyezkednek el, ahol a receptor (isnigghdumat tartalmazo rostok nem vagy alig
kapcsolddnak az adott receptort kifé¢jetemekhez (Mantybt al, 1984; Liuet al, 1994).

Emberi hippocampusban a sejtek bemenetét nempéhetjelob anyaggal
megjeldlni, a hozzaférh@SP antitestek pedig nem adtak értékélimimunfestést
mintainkban. Azonban a supramammillaris palya SR+l szamos mas markert, tobbek

kozott calretinint is tartalmaz (Nitsch & Leranit993; Borhegyi & Leranth, 1997a). Mivel
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részletesen vizsgaltuk a CR-tartalmu sejteketrésitdlisokat (. kovetkek fejezet), ezt a
palyat is tanulmanyoztuk az emberi hippocampusban.

A gyrus dentatus CR-immunfestett metszetén megliggt) a supramammillaris palya
végzddése kontroll gyrus dentatusban a szemcsesejfidtey Sirti kompakt axonhaldzat
formajaban (Magloczket al, 2000). Ez a kompakt axonfonadék epilepszias e&tggrus
dentatusaban nem figyellbeneg, helyette az egész str. molecularét egyeeletetepték a
CR-immunfestett terminalisok (20. abra). A jelensglglerotikus és nem-szklerotikus betegek

gyrus dentatusaban is megfigyetheoblt (Magloczkyet al, 2000).

20. Abra. CR-immunfestett metszetek fénymikroszkopos kéggras dentatusbol. A képen
megfigyelheb a supramammillaris, CR-tartalmu palya védgse a szemcsesejtréteg (A, s.g.)
folott, nyilhegyek. Az epilepszias szklerotikusdgegyrus dentatusaban a CR-tartalmu rostok

nem kompakt réteget, hanem homogén, gubancos tdtléEpeznek (B, nyilak). A

szemcsesejt réteg széthtzédott. Mércairb0
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Elektronmikroszkopban viszgéltuk meg a CR-tartatogthalézatot a gyrus
dentatusban, hogy kévetkeztetni tudjunk a supram#amis bemenet sorsara. Két kontroll
alany, és két epilepszias (egy szklerotikus ésnegy szklerotikus) beteg gyrus dentatusanak
stratum granulosum+moleculare rétegét atagyaztu&lektronmikroszkopban viszgaltuk a
CR-immunpozitiv szinapszisokat ado terminalisoRaert valasztottunk a szklerotikus mellé
egy nem-szklerotikus beteget is, mert a szklerstigyrus dentatusban gyakran
szetvandorolnak a szemcsesejtek, igy a supramamisilbsthalézat kiterjedését okozhatta
volna akér az is, hogy a szemcsesejtréteg kiszigdtsé nem- szklerotikus hippocampusban
viszont nem kellett szamolnunk ezzel a jelenségyelyrus dentatusokbdl készilt
blokkokban a strata moleculare és granulosum tefjiéessége benne volt. A helyi
interneuronok szimmetrikus szinapszist adtak, ngg@amammillaris palya termindlisai
jellegzetes, vastag posztszinaptikus denzitdsimasetrikus szinapszisokat alkottak a
szemcsesejtek dendritjein és tuskein, ahogy pabe@ngMagloczkyet al, 2000). A
terminalisok tdbb mint 90%-a aszimmetrikus szinggisdott a stratum moleculareban, a

szinaptikus célelem eloszlast a CR-tartalmu elewddtiozasainal mutatom be.

21. Abra. A supramammillaris palya CR-immunpozitiiminalisai altal alkotott jellegzetes,
vastag posztszinaptikus denzitdsu aszimmetrikuapgrisok a strata moleculare B€]8,D)
kozép$ (B,E) és kulé (C,F) harmadaban, kontroll (A-C) és epilepsziasEbetegben. A
szinapszisok tbbbsége dendriten (A-F, nyilak) ékéii (B,E nyilak) védgaik, nem ritka,
hogy egy termindlis tdbb szinapszist ad ugyana@jrvégy kulonboé célelemeken (B,E).

Mérce: lum (Magloczkyet al, 2000)
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Az elektronmikroszképos viszgalat soran harom eeegetottuk a strata

granulosum+moleculare kiterjedését, Belgzép$ és kiil$ harmadra, és kilon-kilon
megvizsgaltuk benniik az aszimmetrikus szinapszisskaranyat a str. moleculare egészében

végado, szinaptizald CR-immunpozitiv termindlisokhoz dsyitva.
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21. Abra. A strata granulosum+moleculare liglkdzép$ és kiil$ harmadaban talalt, CR-
immunpozitiv termindlisok részaranya. A termindlisaama: Kontroll 1: 92; Kontroll 2: 103;
Szklerotikus epilepszias HE9: 129; Nem-szklerdtikpilepszias HE15: 117 szinaptizald

termindlis (Magloczkyet al, 2000)

CR-pozitiv szinapszisok részaranya a str. moleculare
kiilonb6z6 alrégioi kozott

B Epilepszias (15. m.)
e @ Epilepszias (9. m.)
B Kontroll 2
W Kontroll 1
Belso
0 10 20 30 40 50 60 70 80

CR -pozitiv szinapszisok aranya (%)

Medfigyelhed, hogy a CR-immunpozitiv, aszimmetrikus szinapsaiki terminalisok
eloszlasa megvéltozik epilepszias betegekben, g¢&omnitrollban jelerits részik a
szemcsesejtreteghez kdzel helyezkedik el, epilépdmtegekben elfoglaljak a str. moleculare
teljes szélességét, szklerotikus €s nem-szklemtikiegekben egyarant, tehat nem a

szétvandorld szemcsesejtek okozzak a palya kitsgdMagloczkyet al, 2000).
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IV./ 3.3. Calretinin-tartalmu sejtek kapcsolatai ésvaltozasai epilepszias gyrus

dentatusban

Calretinin kizardlag nem-principalissejtekben yalen, melyek a hippocampus
minden régidjdban és rétegébetf@ldulnak (Gulyaset al, 1992; Gulyast al, 1996). A
legtobb calretinin-immunpozitiv sejtet és rostatkpayban a hilusban és a CA3 régiod stratum
lucidumaban talaltak (Gulyas et al.1992). Két csgabkilonboztethetjik meg a calretinin-
pozitiv interneuronoknak: didin tliskés dendfitneuronok csak a hilusban és a CA3 stratum
lucidumban fordulnak é| a stratum lucidumban dendritjeik parhuzamosamaikifr stratum
pyramidaleval, és nem hagyjak el a réteget. A slemariti tipus sejtjei a hippocampus
minden régiojaban megtalalhatok (Gulyasal, 1992). Kolokalizacios vizsgalatok szerint a
sima dendrit sejtek minden esetben tartalmaznak GABA-t (Miettiat al, 1992), axonjuk
nem hagyja el a hippocampust, hanem helyben aédpég a CAl-ben dsorban mas gatlo
neuronokon vedik, interneuron-szelektiv sejt (Gulyasal, 1996).

Emberben a CR-tartalmu sejtek eloszlasa és moifg&klilonbozott a patkanyétol. A
legtobb sejt a CA1 régioban talalhato, itt helyedriek el a patkany CA1-ben talalthoz
hasonlé sima dendiiisejtek, valamint egy multipolaris sejteket tartaho siri réteg a strata
radiatum és lacunosum-moleculare hataran, ami pglikedn nincs jelen (Nitsch & Leranth,
1993; Nitsch & Ohm, 1995; Urbaat al, 2002). A CA3-bdl hianyoznak a jellegzetes tiiskés

sejtek a str. lucidumbdl (22. 4bra).

22. Abra: A human hippocampus CR-tartalmu rostjainak elsz| camera lucida rajz,

HK10 (Urbanet al, 2002)
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A gyrus dentatus kevesebb sejtet tartalmaz, m@A %, ezek méreteloszlasa rendkivil
valtozatos. Talalhatoak a hilusban 5418 armeééji sejtek 1, maximum két kiindulo
dendrittel, multipolaris sejtek rendkivil kiterjediéndritfaval, melynek egy részét a stratum
moleculareba nyujtjak, nagyméietriangularis sejtek hosszu dendritekkel, valamint

jellegzetesek a str. moleculare tetején elhelyezkedizontalis dendrit sejtek (23. A abra),



dc_349 11

89

melyek egy része Cajal-Retzius sejtnek bizonydlimetartalmuk alapjan (Abraham &
Meyer, 2003).
A CR-pozitiv sejtek nydlvanyai gyakran alkotnak detikus 6sszefekvéseket (Urbahal,

2002) (23. C abra) ahogyan patkanyban is (Gutyad, 1992).

IV/.3.3.1. A CR-sejtek eloszlasa és szama az epsef@s betegek gyrus dentatusaban

A sejtek szama epilepszias esetekben lecsokkewy,arlegkifejezettebben szklerotikus
esetekben figyelhétmeg (23. abra, B) (Magloczlet al, 2000). A jelenséget epilepszia
modellben is leirtak (Magkzky & Freund, 1993; 1995), azonban emberben a&jieks
megirzédéset, 8t, megemelkedett szamat irtak le epilepszias bkteigpocampusaban
(Blumckeet al, 1996; Blumckeet al, 1999). Hogy tisztazzuk ezt az ellentmondast,
részletes mennyiségi viszgalatot végeztink, és rdegstuk a CR-tartalmu sejteket a

Ve

attekinthebsége miatt a CA1 fejezetben mutatom be.
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23. Abra: CR-immunfestett sejtek fénymikroszkopos eloszkisaroll (A) és
epilepszias (B), szklerotikus gyrus dentatusbariladynutatnak a sejtekre. A C abra a CR-
immunpozitiv dendritek dsszefekvését mutatja egytrdl gyrus dentatus szemcsesejt
rétegében (nyilhegyek). Mérce: A,B: 10®; C: 15um

calretinin-immunreaktiv sejtek a gyrus dentatusban
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Megvizsgaltuk a CR-immunpozitiv axonterminalisoiattratum moleculareban. Kétféle
terminalist talaltunk, az egyik vastag posztsziikast denzitasi aszimmetrikus szinapszist
adott, és a hozzaférldeddatok alapjan a supramammillaris magbél @mlyahoz tartozott
(Nitsch & Leranth, 1993; Magloczkst al, 1994; Borhegyi & Leranth, 1997a), a masik
szimmetrikus szinapszisokatt képezett, €s mind&rszaiség szerint helyi
interneuronokbdl eredt (Urbaat al, 2002). Az ebz6 fejezetben mar beszamoltam a
supramammillaris palya elhelyezkedé$és annak kiterjedés#repilepszias betegek
gyrus dentatusaban (Magloczé&tal, 2000). Itt megmutatom a CR-immunpozitiv

termindlisok szinaptikus célelem megoszlasat.
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11. Tabldzat CR-immunfestett, aszimmetrikus szinapszist additelisok célelemei a

str. granulosum+moleculareban, kontroll és epil&ssaetegekben (két kontroll és két

szkleotikus epilepszias alany adatai 6sszevonva).

CR-immunpozitiv aszimmetrikus

szinapszisok

dendrit tuske sejttest
Kontroll 73% 19% 3%
Epilepszias 83% 16% 1%

A szimmetrikus szinapszist ado terminalisok az éssalalt CR-immunpozitiv
szinapszis 2%-at tettek ki kontrollban, és nagys@igiiik a str. moleculare kils

harmadaban helyezkedett el. Epilepszias betegdibgih megrdtt a szimmetrikus

szinapszisok részaranya, 7% volt a szklerotiku8% s nem-szklerotikus beteg esetében.

A szimmetrikus szinapszist ado szinapszisok deskdit végéadtek (24. abra), kontrollban

és epilepszias betegekben is, sejttesten nenutat&BR-festett szimmetrikus szinapszist.
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24. Abra: Aszimmetrikus és szimmetrikus szinapszist additedlisok epilepszias beteg str.
molecularejaban. A supramammillaris palya rostgimmetrikus szinapszist adndefg
dendriten és tuskén (A, C nyilak) a lokalis intemm@nok kizarolag szimmetrikus szinapszist
adnak 8leg szemcsesejtek dendritjeire (B, D, vékony nyildkérce: 1um

e

Megallapithatjuk, hogy a sejtek szamanak csoklepbsnére a szimmetrikus
szinapszist adé terminalisok, noha eredetileg v@gen voltak (2%) nentintek el

teliesen, hanem kismértékben megemelkedett rededivyuk, de szinaptikus célelemeik
nem valtoztak.
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IV./4. A funkcionalisan kilonb6zé gatldsejttipusok és kapcsolataik
atalakulasa temporalis lebeny ereddi epilepszidban szenvsilbetegek

miitétileg eltavolitott hippocampusaban: a CA1 régionterneuronjai

IV./4. 1. A periszomatikus gatlasban résztveysejetk
IV./4.1. 1. A periszomatikus gatlasban részt véwvPV-tartalmu sejtek valtozasai

A PV-tartalmu sejtek z6me a patkanyhoz és majonmaspnldan (Kosaket al,
1987; Katsumaret al, 1988b; Nitschet al, 1990; Seresst al, 1991, Ribalet al,
1993) a strata pyramidale és radiatum rétegekblgedieedik el a CAl-ben (Braait
al., 1991; Seresst al, 1993a). Ezek nagymétiethosszu, sima dendrisejtek,
dendritjeik a piramissejtek apikalis dendritjévatipuzamosan futnak, axonjaik a
piramissejtek periszomatikus régiojaban \itjek. A str. oriensben is talalhatéak PV-
immunpozitiv sejtek, ezek dendritjei horizontalideatyezkednek el (25., 26. A &bra). A
sejtek 0ssAgiisége messze elmarad a rdgcsalokban talaltnalsejesl robusztusabbak.
Gyakoriak a hoszan egymas mellett futd, osszéfelendritek (27. Abra), ezeket a
sejtek kozotti elektromos szinapszisokkal, gap iemeokkal hozzak 6sszefliggésbe
(Kosaka & Hama, 1985; Katsumaetial, 1988a; Seresst al, 1993a; Fukuda &
Kosaka, 2000), melyek lelteté teszik a sejtek gyors kapcsolatat és a koikédesiket
gamma oszcillacié kialakitdsaban (Penttoaeal, 1998; Galarreta & Hestrin, 1999;
Gibsonet al, 1999; Tamast al, 2000).

Sirti PV-pozitiv terminalisfelth talalhato a str. pyramidaleban, mely@et) az axo-
axonikus és kosarsejtek axonjai képeznek (27. B)abr

Az enyhe és foltos tipusba tartoz6 nem-szklerstikippocampusban a PV-tartalmu
sejtek eloszlasa és az axonfetihelyezkedése nem valtozik szignifikansan (223,
B, C abra). A sejtek dendritfai valamivel kurtabl{dk. abra), de tovabbra is
eléfordultak koztik dendritikus 6sszefekvések. Szklkus esetekben viszont, ahol

piramissejtek nem vagy alig lathatok, a PV-immunipozejtek szama drasztikusan
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lecsdkkent, alig néhany metszetben lehetett edfaltenmunfestett sejttestet vagy akar
dendritet latni, festett terminalisok nem fordule Ezért a kvantitativ

elektronmikroszképos vizsgéalatoknal a szklerotikipgpocampusokat nem elemeztik.

25. Abra: A CAL1 régidban talalhaté PV-immunfestett interrewok camera lucida

rajza, kontroll (A) és nem-szklerotikus (B) valatszklerotikus (C) betedh A legtébb
sejt a str. pyramidale-radiatumban van. Megfigyglhleogy a sejtek szama és eloszlasa
nem kiloénbozik lényegesen a nem-szklerotikus ebetel kontrolltél. Szklerotikus
CAl-ben viszont a sejtek szama drasztikusan leestlkdz esetek messze talnyomo
tobbségében nincs is immunfestett sejt a metszeteRbagyon ritkan lehet talélni egy-
egy eltorzult dendritfaja interneuront, de nemratstpyramidale-radiatumban, hanem a

lacunosum-moleculareban. Mérce: 100

' CAl_ PV " CAl PV Epilepsziis, nem-szkler.

CA1 PV Szklerotikus

T e e e
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26. Abra: CA1 aredban talalhaté PV-immunfestett sejtek niogiaja és eloszlasa
kontroll (A) és nem szklerotikus, enyhe (B) ésdel{C) tipusba tartozo, valamint
szklerotikus (D) esetekben (3. tipus). Az enyhioles tipusban (1-2 tipus) a sejtek
eloszlasa és morfoldgiaja hasonlit a kontrollho£ Abran megfigyelhéta foltos
sejtpusztulas, egymas mellett lathato egy pirantigeedag- és szegény regié, amit a
PV festés enyhe hattere tesz lathatova. A sejdiklradendritjeit nyilhegyek jelzik, a
sejteket nyilak. A szklerotikus hippocampus zsudott) a rétegeket nem lehet
elkiloniteni, sem PV-immunfestett sejtek, sem pisagjtek nem lathatok, terminalisok

nincsenek, csak egy dendrit #&dik az egész régioban (nyilhegyek). Mércep50

‘Epilepszias (1.tipus)
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27. Abra: A nagy nagyitasu fénymikroszkopos képeken megfligtiek a kontroll
szovet (A, B) PV-immunfestett nagyméremultipolaris sejtjei hosszu, radialisan futo
dendritekkel és a dendritek kdzott gyakori 6ssaedskkkel (B). 8ri terminalisfelld
figyelhe®® meg a nem-szklerotikus esetekben a piramissefigk, kmelyek gyakran
alkotnak kosarakat (C, D nyilhegyek). A szklerosilasetekben (E) nincs terminalis
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festés, a CAl dsszezsugorodott, sejttestek nemtéitk, a metszetben csak egy PV-
festett dendrit van. A CA1 rétegeit jeloltik: sgtr. pyramidale, s. I.m.: str. lacunosum-

moleculare; s. 0,p,r: a szklerotikus CA1 egymastégkilonboztethetelen rétegei, strata

pyramidale, oriens, radiatum. Mérce: A,C-E:}iif; B: 20um

A sejteket megszamoltuk a kontrollban, valamineaghe, foltos és szklerotikus
tipusu epilepszias betegek CAL régidjaban. A sardkna szignifikansan csotkkent a
szklerotikus és foltos tipusu epilepszias betegkk f@gidjaban. Az enyhe tipusban a
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sejtek szama nem kulonbodzott [ényegesen a kordtrdifieg kell azonban jegyezni,
hogy a terminalis festés a sejtcsokkenés ellesé@regmaradt a foltos tipusban, még a
piramissejteket és PV-immunfestett sejteket netaltanzo régiokban is megfigyeltik a
PV-axonfestést a str. pyramidaleban.

12. Tablazat.A PV-immunfestett sejtekisiisége kontroll és foltos tipusu, valamint

sz

Az alanyok kédszamaf Sejtek szama a CAl-benf mm
Kontroll HK10 3.85
HK11 6.81
HK6 4.97
atlag 5.21
Epilepszias| P40 3.06
(enyhe) P79 4.97
atlag 4.02
Epilepszias| P16 1.01
(foltos) P31 0.89
atlag 0.95
Epilepszias| P75 1.10
(szklerotiku p22 1.15
S) atlag 1.12

IV./4.1.1. 2. A PV-tartalmu sejtek bemenete kontrdlés epilepszidas CAl-ben

Harom kontrollbol (HK2,6,11) 5 PV-immunfestett sjvizsgaltunk meg a piramissejt
rétegben. A sejttesteken és a dendriteken nagysaamiinmetrikus, és keves szimmetrikus
szinapszist ado terminalis végibtt (28. B, C abra), a sejttesteken PV-immunpeziti
szimmetrikus szinapszis isoébrdult. A PV-pozitiv sejttestekre érke&aszimmetrikus
szinapszisok szama Iényegesen magasabb volt a&gidban, mint a gyrus dentatusban, 10-
13 szinapszis (kozuluk 1-2 szimmetrikus, a tébhirametrikus) (28. A abra ). A PV-
immunreaktiv dendritek kézott gyakori volt a zonatthaerentia is (Seressal, 1993a) (28.

C abra).

28. Abra. A PV-immunfestett sejtek bemenete kontroll CAdidéan. Az A abran lévsejt

szamos szinapszist kap (nyilhegyek) melyek nagyelglyitdssal az A1-A6 abrakon lathatdak.
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A szinapszisok nagy része aszimmetrikus (nyilakpd abran egy szimmetrikus szinapszist
ado terminalis figyelhétmeg (nyilhegy). A dendritek bemenete is rendksitil, foleg
aszimmetrikus szinapszisokat kapnak (B, nyilak)aksgn talaltunk zonula adherentiat az
egymas mellett felkvPV-immunfestett dendritek kdzott (C, d1-d2 derek;itd2 ké szinapszist
kap, vékony nyilak, a zonula adherentiat nyilheggdilik). Mérce: A: 2um; A1-A6, B, C: 1
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Epilepszias szovetbszarmazo mintakban négy sejtet vizsgaltunk mdgl@] 40, 54,
79), ezek foltos és enyhe tipusu epilepszias mididdkzarmaztak, a szklerotikus
metszetekben nem voltak PV-immunpozitiv sejtek. Sesgjttestek, sem a dendritek
bemenetében nem volt jeléstvaltozas (29. abra), nagy mennyiségzimmetrikus, €s kevés
szimmetrikus szinapszist kaptak, ahogyan kontral(@8. abra). A zonula adherentia itt is
gyakori volt a dendritek kdzott (29. D abré),PV-immunpozitiv és PV-immunnegativ
dendritek koz6tt is talaltunk ilyen strukturat (Z®abra). Megvizsgaltuk a szklerotikus
szovetben ritkan éforduld PV-festett dendriteket. Ezeket gyakran bésegliarostok
boritotték, de hasonlé szinaptikus bemenetet kagtakaszimmetrikus, kevés szimmetrikus

szinapszissal, mint a kontroll vagy a nem-szkl&rstiesetekben.

29. Abra. A PV-immunfestett sejtek bemenete epilepszias @&idban. Az A abran lévseijt
szamos szinapszist kap (nyilhegyek) melyek nagyalglyitassal az A1-A6 abrakon lathatéak.
A szinapszisok nagy része aszimmetrikus (nyilak\& és A6 abran egy szimmetrikus
szinapszist ado terminalis figyelbbeheg (nyilhegy). A dendritek bemenete is rendksiti,
foleg aszimmetrikus szinapszisokat kapnak (B-D nyil&yakran talaltunk zonula adherentiat
az egymas mellett fekPV-immunfestett dendritek kdzott (B), de PV-immaoajpiv €s nem
immunpozitiv dendrit kozott is (C). B: d1-d2 dertek, d1 és d2 is szinapszist kap, vékony
nyilak, a zonula adherentiat nyilhegyek jelolik,d1-d2 dendritek, d2 is szinapszist kap,
vékony nyil, a zonula adherentiat nyilnegyek j&oi C és D abran lathatoak a dendriteket
részben boritd gliarostok is. Mérce: Aud; A1-A6, B, C, D: lum



dc 349 11




dc_349 11

102

IV./4.1.1.1. A PV-immunfestett axonterminalisok végédési mintdzata kontroll és
epilepszias CAl-ben

Négy kontroll és négy epilepszias beteg CA1 rébajé(enyhe és foltos tipus)
vizsgaltuk meg a PV-pozitiv axonterminalisok cétedit. A 15. niitét anyagaban
megkllonboztettik a piramissejteket tartalmazoR$%) illetve nem tartalmazé (15 PS-)
foltokat, ezekbl kilon blokkokat agyaztunk at, és a feldolgozdssas szétvalasztottuk.
Azonban a két mintavételi hetijfmagyon hasonlé eredményeket kaptunk, igy ezeket a
adatokat végul 6sszevontuk. A PV-immunreaktiv taatisok nagy része piramissejteken
vegadik: axon inicialis szegmentumon, sejttesten, praalis, és disztalis dendriteken,
tuskéken (Serest al, 1993a) (30., 31. abra, 13. tablazat). Kis résatéeneuron dendritekre
adott szimmetrikus szinapszist, ezek kozdgttaetulnak PV-immunpozitiv dendritek is.
Elkulonitettik az azonosithatatlan kis atépémdendriteket is (13. tablazat). A kontroll és az
epilepszias mintakban nem talaltunk jetenkilonbséget a célelemek szazalékos eloszlasaban,
de az egyes eseteltlszarmazoé kilonb@zmintavételi helyek kdzott nagy eltéréseket
talaltunk mind a kontroll, mind az epilepszias aatipan (13. tablazat). A HE31., az 54. és a

VA

abra, 13. tdblazat).
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30. Abra. A PV-immunfestett terminalisok szinaptikus céhets kontroll CA1 régidban. A
terminalisok kizarélag szimmmetrikus szinapszigakgiramisok sejttestjén (A, a
bekeretezett rész nagyobb nagyitassal a bevagéti &ihato, a szinapszist nyilak jel6lik),

axon inicialis szegmentumon (B, nyil), disztalis (@il) és proximalis (D, nyil) dendriteken,

és ritkan tiskén (E, nyilhegy). Mérce: Au; B-E: 0.5um
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31. Abra. A PV-immunfestett terminalisok szinaptikus céfets epilepszias betegek CA1
régidjaban. Csak a nem-szklerotikus (enyhe ésdaipusu) betgek CA1 régiojaban voltak
immunfestett terminalisok. A PV-immunpozitiv terrélisok szimmetrikus szinapszisokat
adtak életbenmaradt (A, B) és degeneral6do pirajtedssejttestjén (H) (a B abran az A abra
bekeretezett termindlisa latszik nagyobb nagyitaasszinapszist nyil jel6li), proximalis
dendritjein (C, nagyobb nagyitassal D, a szinapsgitak mutatjak), disztalis dendriteken

(G), axon inicialis szegmentumon (AIS, F, nyil)né&ha tliskén (E). Degeneralédoé elemeken is

talaltunk szinapszist (G, H nyilak). A G és E képeprofil aszimmetrikus szinapszist is kap

nem jeldlt termindlistdl (nyilhegy). Mérce: A,Cuin; B, D-H: 0.5um
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13. Tablazat. PV-pozitiv axon terminalisok szinapus célelem eloszlasa a CA1 regidban
n= a vizsgalt terminalisok szama

PS: piramis sejt; 15PS+: A HE15 beteg azon mintajgly fénymikroszkdpos szinten lathato
piramissejteket tartalmaz; 15PS-: A HE15 beteg ammntaja, amely fénymikroszkdpos
szinten lathatd piramissejteket nem tartalmaz tedaknikroszkdpos szinten ezekben a

mintakban nagy mennyisgéglegeneralodo elemet talaltunk.

AIS PS PS PS | Inter| Nem | TlUske |A degenerd

szoma| proxi- |dend-| ne- | azono- |6d6 eleme
malis | rit | uron| si- aranya a
dendrit dend-| tott célelemek
rit kis kdzott
dendrit

10 (n=53)| 9.4% | 17.0%| 26.4% 17.0pA.9%| 15.1%| 13.2%| 0%
11 (n=55)| 16.4%| 9.1%| 3.6%| 18.2p8.6%]| 20.0%]| 29.1%| 0%
Kontrol [2 (n=55) | 7.3%| 23.6% 29.1% 5.5p60% | 18.2%)| 16.4%| 0%
I 6 (N=52) | 25.0% 9.6%| 13.5% 5.898.8%]| 30.8%| 11.5%| 0%

HK ) 145% | 14.8% | 18.2% |11.6%| 2.3% | 21.0% | 17.6%
Osszesen

kontroll

40 (n=60,] 28.3%| 6.7%| 25.0% 6.7% 0% | 21.7%| 11.7% 0%

enyhe)
Epilep- |54 (n=56,| 21.4% | 16.1%| 26.8% 5.4%0% | 23.2%| 7.1% 60.7%
szids  |enyhe)
HE 31 (n=52,| 6.2% | 7.7%| 24.6% 1.5% 0% | 40.0%| 20.0%| 81.5%

foltos)

15 13.1% | 14.0%| 15.9% 12.19%6.5%| 32.7%| 4.7% | 15: 54.2%
(n=107, 15PS+:
foltos) 11.7%

15PS-:
92.9%
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) 17.3% | 11.1% | 23.1% | 6.4% | 1.9% | 29.4% | 10.9%
Osszesern

epilepszias

IV./4.1.1.3. A CALl régio piramissejtjeinek periszomatikus bemenete kontroll és epilepszias
alanyokban

A periszomatikus gatlé6 bemenetek vizsgalatdhamussejtek sejttestjeinek és axon inicialis
szegmentumainak szinaptikus boritottsagat elemeztik

A CALl piramissejtek szomatikus bemenetéharom kontroll, és 6t epilepszias (3
enyhe és 2 foltos tipus) mintaban vizsgaltuk. MimBentroll és epilepszias esetben két-két
hasonl6 mérgtblokkbdl vettiink mintat, és meghataroztuk a sZikap boritottsagot, illetve a
100um széma kerlletre észinapszisszamot. Minden sejttestre éfkezmmetrikus
szinapszist figyelembe vettiink, PV-tartalmatol féidgnul. Aszimmetrikus szinapszis csak
ritkan fordult eb sejttesten, ezeket nem vettiik figyelembe és nertiikné kontroll
szovetben a piramissejtek sejttestjének kertletgrszinaptizalo terminalisok 16-29%-a volt
PV-pozitiv, ez egyes epilepszias esetekben Btegnasokban nem valtozott (14. tablazat)

A HE15 beteggel azért foglalkoztunk kilondsen éezden, mert CAL régidjaban
fénymikroszkoppal jol elkulonithéek voltak a piramissejteket tartalmazo, illetve nem
tartalmazé foltok. Az elektronmikroszkopos vizsg&ligzont feltarta, hogy ott is vannak
piramissejtek, ahol fénymikroszképban nem latskotle ezek degeneraldédo sejtek. A PV-
immunfestett terminélisok célelem-eloszlasa, ésanpsok sejttestjeinek és inicialis
szegmentumainak szinaptikus boritottsaga viszamt kigénb6z6tt szignifikansan a
sejttesteket tartalmazo, és nem tartalmazo foltok&id, a degeneralddo sejttestek szinaptikus
bemenete is hasonlo volt a nem degeneralodo sektbemenetéhez, ezért az adatokat
0dsszevontuk.

A HE54 beteget a fénymikroszkopos vizsgalat alap@enyhe tipusba soroltuk,
elektronmikroszkdpban viszont itt is foltos sejtpudast talaltunk: az egyik mintavételi
helyen a sejtek 68%-a a degeneralddott, a masitdban a piramissejtek mindegyike ép sejt
volt. A 31. mitétben pedig, amelyet a foltos tipusba sorolturikdra piramissejtekben
szegény, mind a piramissejtekben gazdag mintavébglen nagyjabél azonos aranyu

degeneralddo sejt volt (81%, illetve 84%).
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Ebbsl kdvetkezik, hogy fénymikroszkdpos vizsgalatbamiehet pontosan
megbecsiulni, milyen aranyban és milyen mintdzathesztultak el a piramissejtek egy
epilepszias beteg CAL régidjaban. A betegek paitailégoportokba val6 tartozasat nem
valtoztattuk meg, mert azt a fénymikroszkopos \étaik alapjan allitottuk fel, és lehetetlen
minden beteg teljes CAl régidjat ilyen részletegebmegvizsgalni.

Mind a kontroll esetekben, mind az epilepszidsokbarazonos metszélbde kilonboa
helyrol vett mintadk kozt rendszerint nagy eltérésekeasagaltunk a szinapszisszamban és a
szinaptikus boritottsagban is. Az esetek mintavbtdyeit 6sszevonva azonban egy csoporton
belul (kontroll, epilepszias enyhe, foltos tipuapyon hasonlé eredményeket kaptunk. Ez
felhivja a figyelmet a mintavétel modszerének ki@kihto megvalasztasara. Megbizhato
eredmény eléréséhez nem csak a vizsgalatba bdaogbk szama, de az egyes alanyokbdl
vett mintdk szama is meghatarozo lehet.

Az enyhe tipusu epilepszias esetekben a pirartegssgjttestjének szinaptikus bemenete a
kontrollhoz hasonl6 volt (14. tablazat). A foltégusba tartozo epilepszias esetekben pedig
szignifikdnsan kisebb, mint a kontroll, vagy az leayipusba sorolt esetekben (14. tablazat).
igy tehat, a mintavételi helyek szérasa ellenése degeneralodé elemek bizonytalan
fénymikroszkopos azonosithatésaga ellenére, azeedyla foltos tipus mégis elkulonil

egymastdl a piramissejtek sejttestjének szinaptikuiiottsagaban.

14. Tabladzat. A CA1l piramissejtek sejttestjének smaptikus bemenete, csak
szimmetrikus szinapszisok

n= a vizsgalt piramissejtek szdma, a csillaggéltek szignifikansan kulonboztek a
kontrolltél, p<0.05

A piramissejt | Szinapszisok |A PV-pozitiv| A szinaptikus
sejttestek (terminalisok) | termindlisok| aktiv zéna
szinaptikus | szama/ 10Qum | aranya (%) | atlagos hossz
boritottsagaj{m | szoma kertlett (um)
szinapszis/ 10Qm
szoma kertilet,
atlag+S.E.M.)
2 (n=40) 0.676+0.086 3.36 29.07 0.168
Kontroll  [10 (n=40) 0.633+0.074 3.44 15.85 0.167
HK 6 (n=40) 0.604+0.070 3.59 24.42 0.160
Atlag 6ssz 0.637 3.462 23.11 0.165
kontroll
Epilep- |40 (n=40) 0.730+0.097 3.95 26.67 0.168
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sziés 54 (n=39) 0.583+0.079 3.13 26.92 0.172

79 (n=40) 0.613+0.075 3.63 46.07 0.159
HE Enyhe 0.642 3.572 33.22 0.166

tipus

Atlag

15 (n=39) 0.444+0.076 * 2.06 45.10 0.198

31 (n=40) 0.404+0.075 * 2.18 48.00 0.170

Foltos tipud 0.424 * 2.117 46.55 0.184

Atlag

Atlag 6ssz 0.554 2.990 38.55 0.173

epilepszias

A piramissejtek axon inicidlis szegmentumanak szirgikus boritottsagat harom
kontroll (HK2, 6, 10) és 6t epilepszias (HE 40, 39, enyhe tipus, és HE15, 16, foltos tipus)
esetben vizsgaltuk. Megmertiik az AlS-ok szinaptikostottsagaty(m szinapszishossz/ 100
um axon inicialis szegmentum kertlet), és a fii0axon inicialis szegmentumr keruletré es
szinapszisszamot. Minden axon inicialis szegmentugzinaptizald terminalist megmértink,
azok PV-tartalmatol fuggetlendl. A terminalisok kbfele tartalmazott parvalbumint a
kontroll CAl régidéban, ez az epilepszias esetekbdasonlo arany volt (15. tablazat).

Az axon inicialis szegmentumok szinaptikus boréé@ga nagyon hasonlitott a
kontrollhoz, egyik epilepszias esetben sem valtezgnifikhnsan (p<0.05, Kruskal Wallis
ANOVA, Mann-Whitney U teszt) (15. tablazat).

A HE15 beteg fénymikroszkoposan sejtszegénynekjédiisnak latszo régidit ebben a
vizsgalatban is elkulonitettik. A degeneralodémissejteket tartalmazé foltbdl vett mintaban
az axon inicialis szegmentumok egy része is degéds volt, de nem az dsszes. A
degeneralddo axon inicialis szegmentumok szinagfilaritottsdga Iényegesen kisebb volt,
mint a meg@rz6dott axon inicialis szegmentumok boritottsaga.

A szinaptikus aktiv zénak 6sszehasonlitasabdl kitldrogy az aktiv zonak hossza
megrdtt az axon inicialis szegmentumokon (15. tablazddé)sonlé nbvekedést epilepszias
szovetben masok is talaltak allatkisérletes modeliiNusseet al, 1998), és mi magunk is
mas vizsgalt emberi epilepszias mintakban (CB4aaermindlisok, SPR-sejtek

dendritikus bemenete, |. kovetketejezetek).
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15. Tabladzat.A CA1 piramissejtek axon iniciélis szegmentumanalS) szinaptikus
bemenete kontroll és epilepszias esetekben
n= a vizsgalt AlSok szama

AIS |AIS szinaptikugA szinapszit A PV- A szinaptikus
teljes boritottsag sok immunpozitiy  aktiv zonak
hossz | a&tlagapm | (terminali- | terminalisok| atlagos hosszg
(um) | szinapszis/ 10ps0k) szamg arénya (%) (Lm)

um AlIS kertilet 100pum AIS
mean+S.E.M.| kerlletr
Kontroll 10 (n=76)| 678.93 2.57+0.32 12.23 45.88 0.172
HK 2 (n=60) | 450.47 2.2840.33 10.21 45.65 0.163
6 (n=40) | 466.52 2.01+0.34 10.07 44.68 0.151
) 2.28 10.84 45.41 0.162
Ossz
kontroll
atlag
Epilepszias|40 (n=76)] 921.61 3.03+0.45 13.67 35.71 0.181
HE 54 (n=41)| 407.58 3.75+0.66 13.49 41.82 0.208
79 (n=40)| 440.09 2.75+0.37 16.81 50.00 0.156
3.17 14.66 42.51 0.181
Enyhe
tipus
atlag
16 (n=39)| 532.08 1.53+0.37 7.14 40.98 0.187
15 (n=63)| 577.24 3.24+0.51 10.57 36.84 0.264
2.39 8.85 38.91 0.225
Foltos
tipus

atlag
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) 2.86 12.34 41.07 0.199
Ossz
epilepszi-
as atlag

A CA1 régi6 piramissejtjeinek periszomatikus bemérbétehat megallapitottuk, hogy
az axon inicialis szegmentumon ndegpdik, de nem ndvekszik meg, mint a gyrus
dentatusban, a sejttesten az enyhe tipusban Kea&) mig a foltos tipusban

szignifikansan csokken.

IV/4.2. A dendritikus gatlasban részt veé gatlé interneuronok

valtozasai TLE betegek CA1 régiojaban

I\V./4.2.1. Calbindin-tartalmu sejtek és szinaptikusreorganizaciojuk

epilepszidban

Calbindin mind a piramissejtekben, mind internexatdan e¥fordul a CA1

régiéban (Sloviteet al, 1991; Seresst al, 1992; Seresst al, 1993a). Az interneuronok a CA1
régié minden rétegébensébrdulnak, simadendfiek vagy ritkan tliskések, valtozatos
sejtméreiek és dendritfajuak, a str. oriensben altalabaiztwialisan futnak a denditek, a
radidtumban a piramissejtek apikéalis dendritiedhpzamosan, de multipolaris sejtek is
eléfordulnak kiloénb6éa iranyultsdgu dendritekkel. &etes adatok alapjan a dendritikus
gatlasban vesznek részt (Seresal, 1993a). Megszamolasukra nem vallalkoztunk a
piramissejtek CB-immunpozitivitasa miatt, noha mpiissejtek CB-immunfestése altalaban
halvanyabb, mint az interneuronoké (Sersal, 1991), ez nem minden esetben van igy, ezért
csak pontatlan és bizonytalan eredményt kaphattaima.

Epilepszias betegek CAL1 régidjaban a piramissejgglyrésze elveszti CB-pozitivitasat,
ahogyan a gyrus dentatusban a szemcsesejtek. NEsiklosag, hogy a szklerotikus régidban is
megronek a sejttestek és tiiskéssé valnak, a denriseiklsal hosszabban kifésinek, és sima
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dendriti sejtet alig talalni. A 32. abran a gyrus dentaéssh CAl-t egyltt mutatjuk be, hogy a
hasonlo fénymikroszképos szintaltozasok jobban szembedtdljenek (32. abra).

32. Abra. Calbindin-immunfestett metszetek kontroll, nerkleatikus és szklerotikus
epilepszias beteg CAL és gyrus dentatus régiojefigyelhet, hogy mar az enyhe tipusu
epilepszias betegbenigtik a calbindin a piramissejtek és szemcsesejtgké&szébl. A
szklerotikus betegben a CA1 régio atrofizalodigiramissejtek elpusztulnak, a rétegeket nem
lehet elklléniteni, az interneuronok sejttestje néedendritjeik megnyulnak. A gyrus
dentatusban pedig szétvandorolnak a részben CBimegamcsesejt-testek, az interneuronok

sejttestje megh dendritjeik megnyulnak.

CAl GD

—— = =3 O R

o o< =

® SO = O =N



dc_349 11

112

A CALl régi6 nagyobb nagyitasu képén (33. abra)gabbegfigyelhdt a CB-
immunfestett interneuronok morfolégiai valtozasa.

33. Abra: A fénymikroszkopos kép a CB-immunpozitiv sejteksglésat mutatja kontroll\) és
epilepsziasB) CAL régioban. A rétegeket szaggatott vonallailjgk. A régiok roviditései: s.o.:
stratum oriens, s. p.: str. pyramidale, s.r.:rsidiatum.

A) Kontrollban a piramissejtek és nem-principdlisjtede egyarant mutatnak calbindin-
immunpozitivitast (nyilak).

B) Szklerotikus epilepszids CAl-ben a piramisseghinnek, a rétegek dsszetémorodnek. Az
interneuronok nagy szamban maradnak életben, ddoldginilag megvaltoznak, sejttestjik
megrd, dendritjeik eltorzulnak (nyilak). A kontrollbarinsa dendrii sejteken tiskék jelennek
meg, dendritjeiken (C, nyilhegyek) és egyes sa@imajan is (D, nyilhegyek). Mérca:B: 70
pm, C-D: 50 um

Eredetileg megjelent: Neuroscience 115. 961-978, 8ilal, Wittner et al., 2002.
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calbindin-immunreaktiv sejtek a CA1 régioban
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34. Abra. Camera lucida rajz kontroll és epilepszias sokikns beteg CA1 régidjabol,

a CB-immunfestett sejtek eloszlasat és morfoldgiaulasait mutatja. A sejttestek egy

része megh a dendritfak eltorzulnak, gubancosséa valnak. ktét@0um

Q/K@\K EPILEPTIC CAL CB (P35) EPILEPTIC CAl1 CB (P21)

IV./4.2.1.1. A CB-immunpozitiv sejtek bemenetésékngenetének valtozasai

Két human kontrolCA1 régio kulonboé rétegeildl szarmazo, sszesen nyolc CB-
immunpozitiv sejtet vizsgaltunk meg elektronmikiagaban. Ezek a sejttestek kevés szamu
bemenetet kaptak, mind szimmetrikus, mind aszinmkutrszinapszist ado, kisméfdgerminalisok
végaidtek rajtuk (35. dbra). A CB-tartalmu interneur@ndritek bleg aszimmetrikus
szinapszisokat kapnak, szimmetrikus szinapszist rikan figyeltiink meg a dendriteken (35. B, C

abra).
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35. Abra: Kontroll CA1 régiobdl zarmazo interneuron seijtt@s és dendritek
szinaptikus bemenetei lathatok a képen (B, C).jiest keveés szinapszist kapott, egyet talaltunk
ezen a sejttesten (bekeretezve), az aszimmetridspszist ado (nyil) terminalis nagyobb
nagyitassal a bevagott kisképen lathato. Az inteoredendriteken legtébbszor kisméret
aszimmetrikus szinapszist ado terminalisok ¥élitek (B, C nyilak). Mérce: iim, a kisképen:

0.1um

Epilepszias betegek CA1 régidjaban 6t CB-immurtigadejtet vizsgaltunk meg (2

szklerotikus és két enyhe es@}bA sejttestekre érkézszinapszisok tipusa és szama nem
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mutatott jelents valtozast . Az szklerotikus CAl-ben a sejttestedszben gliarostok fedték
(36. A 4bra). Az epilepszias szdvetben tobb szimket szinapszist ado terminalis végbtt
a CB-pozitiv dendriteken, és a termindalisok szikaistaktiv zongjanak és méretének
megndvekedését is tapasztaltuk (36. B, C, D abfakyklerotikus CA1 régiéban a CB-
immunpozitiv interneuronok dendritjein mégna CB-immunfestett terminalisok aranya
(mind szimmetrikus, mind aszimmetrikus szinapsaikik, (36. B, C abra). Szinaptikus
kapcsolat CB-festett elemek kdzo6tt sokkal ritkabli @ kontroll és a nem-szklerotikus

epilepszias CAL régidéban (17. tablazat).

36. Abra. Szklerotikus beteg CA1 régidjabol szarmazo CBnimpozitiv sejttest (A) és
dendritek szinaptikus bemenete (B-D). A profilok&gzben gliarostok boritjak (kis nyilak, G,
0). A dendritken tobb szimmetrikus szinapszis ¥éliz (B, D nyitott nyilak) és feltnéen

tobb lesz a CB-immunfestett terminalisok aranyaadzimmetrikus szinapszisokat teli nyil

jeloli. A termindlisok nagyobbak, mint a kontrolihaVérce: um
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A CB-immunfestett interneuronok dendritjeinek ketét és a rajtuk lévszinapszisok
hosszat megmértik, majd kiszamoltuk a szinaptikuditsagot ym szinapszishossz/ 10t
dendrit) valamint a szimmetrikus és aszimmetrikiisapszishosszok aranyat a teljes
szinapszishosszra vonatkoztatuen(szimmetrikus, és aszimmetrikus szinapszishqsaz/

teljes szinapszishossz, szazalékban kifejezve).
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A teljes szinaptikus boritottsag (beleszamitvaimsetrikus és aszimmetrikus
szinapszisokat is) nem valtozott jelésen az epilepszias szovetben (16. tablazat) de
rétegekenként nagy eltérést mutatott. a teljesaptiikus boritottsdg sokkal nagyobb volt a str.
pyramidale+radiatumban és oriensben, mint a stunleasum-moleculareban (16. tablazat). Az
eredmények hasonldak voltak a str. oriensben émpgale+radiatumban, igy ezeket
0sszevontuk. Noha a CB-immunfestett interneuroef&d szinaptikus boritottsdga nem
valtozott, de minden epilepszias mintaban (adreglott rétegzettségCAL régidval
rendelked enyhe és foltos tipus tipusu betegekben is) Gtegrszimmetrikus

szinapszishosszok aranya a teljes szinapszishosszatkoztatva (36. abra, 16. tablazat).

16. Tablazat.A CB-pozitiv interneuron dendritek szinaptikus hbattsdga a CA1 regidban,
rétegek szerint. A strata pyramidale, oriens ésrlasum moleculare az 6sszehasonlithatosag

miatt van ésszevonva, mert ezeket a rétegeketrszkigs betegekben nem lehet elkiloniteni.

Patol6giai csoport A vizsgélt CB- | Teljes Az A szimmetrikus
immunpozitiv szinaptikus aszimmetrikus | szinaptikus hoss}
dendritek teljes | boritas im szinaptikus hossf aranya a teljes
kertlete uim) szinapszis/ 10Q aranya a teljes | szinaptikus

um dendrit szinaptikus boritottsaghoz
kerulet) boritottsaghoz

Kontroll str. 489.2 8.63 92.8% 7.2%

(HK 10, or.+pyr.+rad

11) )

str. lac-mol. 182.3 2.39 86.9% 13.1%

Epilepszi- | str. 534.7 6.83 75.7% 24.3%

as (enyhe) | or.+pyr.+rad

(HE40, 54) | .

str. lac-mol. 221.3 2.69 73.2% 26.8%

Epilepszias | str. 648.7 10.72 69.4% 30.6%

(szkleroti- | or.+pyr.+rad

kus) .

(HE21, 29, | str. lac-mol. 357.7 4.22 67.0% 33.0%

35, 37)

IV./4.2.1.2. A CB-immunfestett termindlisok eloszlda és célelemei a CA1 régiéban

A CB-immunpozitiv axonterminalisok targeteleme(fAl régido minden rétegében
megvizsgaltuk (Wittneet al, 2002). A kontroll CAl-ben az aszimmetrikus szisEpokat
ado terminalisok egy része a CAl piramisseftedtted, a lokalis interneuronok szimmetrikus



dc_ 349 11

119

szinapszisokat alkotnak (Seressal, 1993a). Az aszimmetrikus szinapsziélcEleleme a
piramissejtek tliskéje, valamint piramissejtek ésr@Bativ interneuronok dendritje, mig a
szimmetrikusoké a piramissejt dendrit volt, csaktészik, mintegy 0-10% végdott
interneuronon (37. &bra, 17. tablazat).

Jelenés mennyiség CB-immunfestett termindlis adott szimmetrikus apiszist a
CAL régio piramissejt rétegében (37. A abra, 151atzat), amisl korabban emberi
hippocampust vizsgalé munkakban nem tettek emlitést

37. Abra. CB-immunpozitiv terminéalisok szinaptikus céleléméontroll CA1 régidban. A
str. pyramidale-ban jelefg mennyiséd, szimmetrikus szinapszist ado terminalis \Gljitt
piramissejtek axon inicialis szegmentuman (A, Bsimyilak). A legtébb aszimmetrikus (C,

nyil)) vagy szimmetrikus (D, Ures nyil)szinapszdt termindlis piramissejtek dendritjén

vagy tuskéjén szinaptizalt. Mércepnfin
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17. Tabladzat A CB-immunpozitiv terminalisok (szimmetrikus ézanmetrikus) célelemei a

CAL1 régio kulonboé retegeiben, kontroll és epilepszias (enyhe éesatikus) betegekben.

n= a vizsgalt szinaptizald terminalisok szama.

Patolégiai csoport

szimmetrikus

aszimmetrikus

n piramis | Piramis AIS n piramis Piramis
sejt, sejt sejt, sejt
interne- tiske interne- tiske
uron uron
dendrit dendrit
Kontroll HK | str. or. 59 69.5% 28.8% 1.79 40 67.5% 37.5%
6, 10 str. pyr.+rad.| 55 54.5% 25.5% 20.0% | 62 24.2% 75.8%
str. lac-mol. 35 62.9% 37.1% - 28 57.1% 42.99
Epilepszias | str. or. 32 75.0% 21.9% 3.19 55 32.7% 67.3%
enyhe str. pyr.+rad.| 41 61.0% 19.5% 19.5% | 82 12.2% 87.8%
(HE 40, 54) | str. lac-mol. | 15| 73.3% 26.7% - 8k  28.6% 71.49
n Interne- Inter- AlS n Interne- Interne-
uron neuron uron uron
dendrit tiske dendrit tiske
Epilepszias str. 90 72.2% 26.7% 1.1%| 67 64.29 35.8%
szklerotikus or.+
(HE21, 35, 37) pyr.+r
ad.
str. 53 73.6% 26.4% - 43 62.8% 37.2%
lac-
mol.

IV./4.2.1.3.. CB-tartalmu axo-axonikus sejt az embéehippocampus CA1 régiojaban

A piramissejt rétegben axon inicialis szegmentuw@ggdé CB-immunpozitiv

terminalis arany — 20% - tal magas volt ahhoz, hdgydritikus gatldsejtek véletlensier

szinapszisai magyarazhattak volna. Feltételeztiigy legy axo-axonikus seijtterednek,

amely CB-immunpozitiv. Azonban lehetséges volt,yheg nem 6nnalld sejttipus, hanem a

PV-tartalmu axo-axonikus sejtek egy olyan alcsgppmely CB-t is tartalmaz. Ezért kést

fluoreszcens immunfestést végeztiink annak vizsgalahogy a CAl régidban a PV-

immunfestett sejtek k6zott vannak-e CB-immunpoakiis.
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38. Abra. CB-PV fluroszcens ketsfestés human kontroll CA1 régiéban, A-B: strata

oriens+pyramidale, C-D: str. Oriens, rétegek jeddl&kz A-B és C-D képeken ugyanaz a régio

lathatd, a nyilak jelzik az egyiken vagy a masikanmmunfestett sejteket. Nincs

kolokalizacio. Mérce: 5m

Semmilyen kolokalizaciét nem talaltunk a két mank@ézott, rdadasul a sejtek
morfoldgiaja is efisen eltér, a PV-tartalmu sejtek sokkal nagyobbakléssztusabbak a
dendritjeik. Ezért feltételezzik, hogy a CB-immustédt terminalisok a piramissejtek axon
inicidlis szegmentuman egy olyan CB-tartalmu axorélxus gatldsejtil erednek, amit eddig

még nem irtak le.
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IV./4.2.1.4CB-immunfestett dendritek mint a CB-immunpozitiv axonterminalisok

célelemei

A CB-immunpozitiv dendritek CB-festett terminaksaltali beidegzését kulon
megvizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy a CB-immunpozititerneuron dendritek mennyisége
szignifikansan megnovekszik a célelemek kozotkéesatikus hippocampusban (18.
tablazat).

18. Tablazat A CB-immunpozitiv dendritek megoszlasa a CB-impuxitiv termindlisok

(szimmetrikus és aszimmetrikus) célelemei koz&@d régio kulonboé rétegeiben, kontroll

és epilepszias (enyhe és szklerotikus) betegekizea.vizsgalt szinaptizald terminalisok

szama.
Patol6giai csoport szimmetrikus aszmmetrikus
n Pyramissejt | CB-pozitiv n Pyramissejt CB-
CB-negativ | interneuron CB-negativ pozitiv
interneuron interneuron inter-
neuron
Kontroll str. or. 79 90.0% 10.0% 67 92.3% 7.7%
(HK®6, 10, 11) | str. pyr.+rad. 76 93.1% 6.9% 129 93.9% 6.19
str. lac-mol. 53 90.0% 10.0% 42 100% 0%
Epilepszias | str. or. 32 90.1% 9.9% 55 89.3% 10.79
(enyhe) str. pyr.+rad.| 41 98.1% 1.9% 82 96.2% 3.89
(HE4O0, 54) | str. lac-mol. 15 100% 0% 84 98.1% 1.9%
n CB-negativ | CB-pozitiv n CB-negativ CB-
interneuron | interneuron interneuron pozitiv
inter-
neuron
Epilepszias | str. 90 57.3% 42.7% 67 40.0% 60.0%
(szkleroti- or.+pyr.+rad
kus) .
(HE21, 35, str. lac-mol. 53 38.7% 62.3% 43 36.5% 73.5%
37)

A CB-immunreaktiv terminalisok mérete, és a szitkag aktiv zonak hossza
megndvekedett az epilepszias CAL régidban. Raat&gudtek olyan terminalisok,
kaléndsen a str. lacunosum-moleculareban, amelystaterminélisokra hasonlitottak
(Mathernet al, 1997a; Matheret al, 1997b) (39. abra).
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39. Abra. Szimmetrikus (A) és aszimmetrikus szinapszist@JdC) CB-immunpozitiv
termindlisok célelemei az epilepszias hippocamphi$ @gidjaban. Az elemek kis része,
foleg a szklerotikus CA1-ben, degeneral6dé dendritigas nyil, szimmetrikus szinapszis).
Az aszimmetrikus szinapszisok nagy részét mohatedisijelledi végzdések adtak (C, D

nyil). A terminalisok mérete és a szinaptius aktimak hossza megnMérce: 1um

calbindin-immunreaktiv terminalisok
~ szinaptikus célelelemei az epilepszias CAl-ben

T &H B
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IV./4.2.2. Az SPR-expresszalo sejtek eloszlasa @satbgiai valtozasai epilepszias

betegek CAl régiéjaban

IV./4.2.2.1. A kontroll human CA1 régio SPR-immunfetett sejtjeinek morfologiai és

neurokémiai jellemzoi

Ahogyan az a 15. abran lathat6, a CAl régio tadaka a legtobb SPR-
immunpozitiv sejtet a human hippocampusban (Botl, 2007). A sejtek tdbbsége sima
dendrifi, multipolaris vagy "bitufted" neuron (40. B,C &prA str. oriensben a sejtek
dendritjei horizontalis elrendédégiek (40. A abra). Olykor nagymeétethosszu, régiod
hatéarokon tulnyulé dendtitsejteket is talaltunk (40. D abra)

40. Abra. SPR-expresszalé sejtek morfoldgiai megjelendsanarégioban. A: horizontélis
neuron a str. oriensben. B-D: multipolaris sejtedomu Ammonisban. D: 6rids méiet
neuron, ezt a sejtet a CA3 régidban talaltuk, Hdegeetességei megegyeznek az egyéb

régiokban ritkdn megjelémagymeérat sejtekével. Mérce: 50m
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Mivel az SPR-immunfestés nem adott axonfestést, tmeltunk kdvetkeztetni a sejtek
funkcidjara posztszinaptikus célelemeik alapjarérEftuoreszcens kétsfestést végeztiink
SPR és olyan markerek kozoétt, amelyek ismert fugjlianterneuron tipusokat jelenitenek
meg. PV és CCK: periszomatikus géatlosejtek (Lot&thganderhaeghen, 1987; Braakal,
1991; Seresst al, 1993a; Katona&t al, 2000); CB és SOM: dendritikus gatlésejtek (Chan-
Palay, 1987; Sloviteet al, 1991; Seresst al, 1993a); CR: dendritikus és interneuron-
szelektiv sejtek (Urbaet al, 2002). Harom kontroll hippocampus metszeteitdsétistettik
ezekkel a markerekkel és SPR-rel, és a kolokabitdicioreszcens mikroszkopban vizsgaltuk
19. tablazat, 41. abra).

19. Tabladzat Az SPR és kilonb@zfunkcidju interneuronokat jelélneurokémiai markerek
kolokalizacioja a kontroll human hippocampus CAdiégban.

Az SPR-immunpozitiv sejtek aranyaban

CB PV CR SOM CCK
A vizsgélt SPR- 325 524 335 566 217
immunpozitiv sejtek
szama
A mas markereketis [ 8.7% | 4% 2.6 % 3.4% 0%

tartalmazé SPR-
immunpozitiv sejtek

aranya

A kilénb6 markereket tartalmazo sejtek aranyaban

CB PV CR SOM CCK

A vizsgalt kalonbo# | 190 281 280 188 103
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marker tartalmu sejtek

szama

Az SPR-t is tartalmaz 20,8 %| 7.3 % 2.6 % 7.8 % 0%
marker-immunpozitiv

sejtek aranya

Ve

kalcium-kot fehérjék, valamint neuropeptidek kolokalizacigjetsgéaltuk. Az

autofluoreszcens lipofuszcin szemcsék a sejtekbanyen elkilénithéek a homogén
specifikus jeloléstl. A-B: SPR-CB kolokalizacio (ketsnyil). C-D: az SPR-pozitiv

interneuron (nagy nyil) nem tartalmaz CR-t (kisn-F: az SPR-pozitiv sejtek nem
tartalmaznak PV-t (nagy nyil) és a PV-tartalmuedejiem SPR-pozitivak (kis nyil). G-H: az
SPR-pozitiv sejt nem tartalmaz CCK-t (nagy nyi$) a@CCK-tartalmu sejt nem tartalmaz SPR-
t (kis nyil). I-J: a ketis nyil az SPR és a SOM kolokalizaciojat mutatja ie¢ggrneuronban.

Mérce: 20um
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Azt talaltuk, hogy az SPR alig fordubed vizsgalt markerekkel egyutt. Az SPR-

kifejezo sejtek csak kis hanyada tartalmazza barmelyik ergrlegnagyobb, 8,7%-a CB-t,



dc_349 11

128

mig a marker-tartalmu sejtek kdzil a SOM-, CCK--(R/-tartalmu sejtek nem vagy alig, a
CB-tartalmu sejteknek csak 20%-a exprsszal SPR-erAdmény varhato volt az SPR-
immunpozitiv sejtek morfologiaja alapjan: ilyen m#érés dendritprofild sejtek nincsenek
példaul a PV-t vagy CR-t tartalmazo sejtek kozdtteredmények rendkivil kilonboztek a
patkanyban megfigyelte#dt ahol jelends kolokalizaciot mutattak ki ezekkel a markerekkel
(Acsadyet al, 1997; Sloviteet al, 2001).

Megdllapithatjuk, hogy az SPR-immunpozitiv sekékott biztosan nincsenek ismert
periszomatikus markert (PV, CCK) tartalmazé kosagy axo-axonikus sejtek, sem
interneuron-szelektiv (CR) sejtek. Noha a dendritldejtek markereivel sem mutattak
nagyaranyu kolokalizaciét, csak CB fordud éennik emlitésre méltd aranyban, és az is
kevés, kizarasos alapon feltételezhetjik, hogyRR Sejtek egy része nagy valosziéggel a
dendritikus gatlasban vesz részt. Valamint, mizeBRR ismert periszomatikus markerrel
emlitésre mélto kolokalizaciot nem adott, vagy nexsz részt a periszomatikus gatlasban
egyaltalan, vagy egy olyan egyéb markert tartalnperszomatikus gatlésejt tipusba

tartozhat a sejtek egy része, amit még egyteldafegem irtak le.

IV./4.2.2.2. Az SPR-kifejed sejtek morfoldgiai, neurokémiai és szambeli valt@sai

epilepszias human hippocampus CAL1 régidjaban

Epilepszias hippocampusban a sejtek szamanak islogiai tulajdonsagainak
megvaltozasat tapasztaltuk, a valtozasok meértékeelisggott a sejtpusztulas és reorganizacio
mértékével (42-44. abra) (Toh al, 2007)

42. Abra. A kisnagyitast fénymikroszképos kép az SPR-immsteft sejtek (nyilak)
eloszlasardl kontroll, epilepszias nem-szklerotigaszklerotikus hippocampus CA1

régidjaban. Az SPR-immunpozitiv interneuronok h&somennyiségben vannak jelen a nem-
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szklerotikus mintaban mint kontrollban, mig szarnjelentsen lecstkken a szklerotikus
esetekben. A szklerotikus CAlssen atrofizalt. Mérce: 100m

43. abra SPR-immunpozitiv sejtek kontroll (A, B, C) éslepszias (D,E,F, G)
hippocampusok CAL1 régidjabdl. A: Az SPR-immunpozitéjtek tébbsége a cornu
Ammonisban multipolaris sejt, tobb vékonydéelkeges dendrittel. B: Horizontalis dendirit

orso6 alaku sejtek talalhatoak a str. oriensben & €ACA3 régiokban. C: A csepp alaku sejtek
a str. radiatumra jellendek. Egyetlend dendritjik a sejttesthez kozel kettéagazik és.a st
lacunosum-moleculare felé fut. D-E: A nem-szkldaasi epilepszids CAl-ben a
dendritmorfologia drasztikusan eltér a kontroll#llegtobb dendrit gyongyozoétté valik, a

dendritfa eltorzul, tébb, révid dendritrtik fel. F-G: A szklerotikus epilepszias mintakban
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kevés sejtet latunk, azok dendritjei az esetekdéfbben ritkan tliskézettek. Kéttipusuk a

kevés dendrittel rendelkéhorizontalis sejtek (F) és a torz, varikdz, szegtdile dendritekkel

rendelked sejtek (G). Mérce: 50 um.
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44. Abra. SPR-immunfestett sejtek camera lucida rajz a G#globol, kontroll és killonbdz
patoldgiai tipusba tartozé epilepszias betegekegfigyelhed, hogy a sejtek szadma és
eloszlasa a nem-szklerotikus esetekben (enyhdtés fipus) kontrollhoz hasonlé. A
dendritfa azonban tébb elagazast mutat, kulonddelos tipusban, és a dendritek
gyongyozotté valnak. A str. oriensre jelledrarso alaku sejtek éibnek. Szklerotikus esetben
a sejtek mennyisége lecsokken, és tobbséguk csgbémy torz dendrittel bir. Jellegzetes a

sejtek 6ssznyomott, horizontélis elhelyezkedésec®d.1 mm

Kontroll Enyhe tipus Foltos tipus

Szklerotikus
Epilepszias 3 tipus

”
%H
O+P+R
A .
- -
=3
%‘* B S
777777777777777777777777777777777777 g == T

Megszamoltuk a sejteket a kontroll és kiuloribpatologiai tipusba tartozo
epilepszias betegek CAL régiojdban. A nem szklanstmintak nem kilénb6ztek
jelentbsen a kontrolltdl. A szklerotikus mintakban viszemignifikansan lecsokkent a
sejtek szama kevesebb mint a kontrollban taladrée{45. abra).

45. dbra. Meghataroztuk az SPR-pozitiv sejtek tertletegységrszamat kontroll és
epilepszias CA1 régiéban. Az SPR-pozitiv sejtekmye&sgge hasonlo volt a kontrollhoz a
nem-szklerotikus hippocampusokban (kontroll: 12A14, Enyhe tipus: 11.53 + 1.01, Foltos
tipus: 12.68 + 1.84). Azonban a szklerotikus mihtikszignifikansan lecsokken az SPR-
immunfestett sejtek szama (4.97 + 1.25). (Csilidgi ja szignifikans kulonbséget, p<0.05).
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A terlletegységre (mm 2) esé SPR-pozitiv sejtszam a

A terilletegységre (mmz2) CALl régiéban
es6 sejtek szama
16,00
14,00 T -
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00 , .
Kontroll ENYHE FOLTOS SZKLER.

Mintak

HH

Kvantifikéltuk a dendritmorfolégidban megfigyelbietlitéréseket is, camera lucidaval
kirajzoltuk az SPR-immunfestett sejteket két koltbenyhe, 2 foltos és 3 szklerotikus beteg
CALl régiojanak egy-egy szegmendklminden esetben 2-3 metsz@éth kivalasztott szegmens

Osszes sejtjét. A rajzokon meghataroztuk a derdégideddasi pontokat (46. abra, 20. tablazat).
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46. abra Kvantifikaltuk az SPR-pozitiv sejtek dendritelagai pontjait kontroll és epilepszias
hippocampusok CA1 régiéjaban. Camera lucida rdesritettiink a sejteld; és az elagazasi
pontokat megszamoltuk. A dendritelagazasi pontdknszszignifikansan megtt a nem-
szklerotikus foltos tipusban. A szklerotikus CAlnkez elagazasi pontok szadma lecsdkkent, a

dendritfa leegyszés0doétt s eltorzult. Mérce: 0.1 mm.

Kontroll Epilepsziés nem-szklerotikus

Epilepszias szklerotikus

P o~
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20. tablazat Az SPR-pozitiv interneuronok dendritelagazasitpamak szama kontroll és

epilepszias mintakban. A szignifikans eltéréstagijeldli (p < 0.05).

Dendriteladgazasi pontok szama/sejt (atlag+szoras
Vizsgalt sejtek szama str. oriens str. pyramidatadiatum
Kontroll (n=33) 4.25+1.04 10.52 +3.28
Enyhe tipus (n=30) 6.63 +2.88 11.59+4.62
Foltos tipus (n=28) *7.25+1.91 *21.15 + 4.68
Szklerotikus tipus (n=18) str. oriens + pyramidaladiatum
3.22+1.26

Megvizsgaltuk az SPR-immunfestett sejtek kolokadigjat CB-vel epilepszias
mintakban, hogy megallapitsuk, tortént-e valto2agrt nem vizsgaltuk a tobbi markert, mert
egyik sem mutatott morfolégiai hasonlésagot az $RRunfestett sejtekkel, amelyek nagyon
jellegzetes gyongyozottséget és dendritszam-szigporunutattak. Nem-szklerotikus
hippocampusokban sem PV-, sem SOM-, CCK-, vagy €}Jielen ilyesmit nem lehetett
megfigyelni, a CB-tartalmu sejtek viszont nagy shammegrzodtek, €s dendritfajuk
megvaltozott epilepszias esetekben (33-34. abréjr®et al, 2002).
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21. Tablazat Az SPR és a CB kolokalizacioja az epilepsziasdmuhippocampusban.
Az SPR-pozitiv sejtek aranyaban

Kontroll Epilepszias Epilepszias Epilepszias

Enyhe tipus Foltos tipus Szklerotikus
tipus

A vizsgélt SPR-| 860 642 896 245
pozitiv sejtek
szama
A CB-tis 8.7 % 9.6 % 14,5 % 16.9 %
tartalmazé SPRA
pozitiv sejtek
aranya
A CB-tartalmu sejtek aranyaban

Kontroll Epilepszias Epilepszias Epilepszias

Enyhe tipus Foltos tipus Szklerotikus
tipus

A vizsgalt CB- | 424 162 426 173
tartalmu sejtek
szama
Az SPR-tis 20,8 % 38.2% 23,7 % 322 %
expresszalo CBt
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pozitiv sejtek

aranya

Az eredmények azt mutatjak, hogy epilepszias kketerd a kolokalizacio, és
megemelkedik az SPR-t és CB-t egyarant tartalmejtéksszama.

IV./4.2.2.3. Az SPR-immunfestett interneuronok bemeete kontroll és epilepszias
CALl régioban

Az SPR-immunpozitiv sejtek szinaptikus bemené®gzek valtozasat 2 kontroll és 7
epilepszias (2 enyhe, 2 foltos és 3 scleroticusitdbian vizsgaltuk. Minden betegtkilon
vettiink mintat a str. orien8bés a str. pyramidale-radiatum tertkdtbA szklerotikus
esetekben a strata oriens, pyramidale és radiategek mar nem kulonithetik el, itt csak egy
mintéat vettink.

Az altalunk vizsgalt mintdkban nem volt SPR-immozifv axon, vagy
axonterminalis. Az SPR-immunfestés tobbnyire a dégldés sejttestek membranjan adott
jelolést, de a DAB-reakcio szolubilitdsa miatt k&ént elifordult, hogy a végtermék a teljes
dendritet kit6ltotte.

Szinaptikus bemenetet csak a dendritek kaptadjte@steken egyetlen esetben sem
volt szinapszis. A szimmetrikus és aszimmetrikusagzszisokat a posztszinaptikus denzitas
alapjan kulonboztettik meg. A dendritek az ese®-@ban aszimmetrikus szinapszist
kaptak, de epilepszias és kontroll mintdkban #&ltiahk kis szamu szimmetrikus szinapszist is
(47. abra). Szklerotikus mintakban a dendritek gyakiskéssé valtak (48. 4bra), a tiiskéken

is gyakran aszimmetrikus szinapszisok \é&tjek.
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47. abra Az SPR-immunreaktiv dendritekre sok bemenet ékkéibbségiikben
aszimmetrikusak mind kontrollban (A, nyil) mind lgpiszias esetekben (B, D abrak, nyilak).
Ritkan figyelheb meg szimmetrikus szinapszis a dendriteken (C,edf@ldt, kis nyil). d1 és
d2 dendrit k6zo6tt zonula adherens van (C, nyilhkpgy&z epilepszias mintakban perforalt

szinapszisokat is talaltunk (D). Mérceputh
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48. abra.A szklerotikus CAL régidbdl készuilt elektronmikzképos képeken megfigyellbet
a szinaptikus aktiv zonak hosszanak névekedésB, (B, nyilak). Dendritek kozotti
kontaktusok, puncta adherentiak (A, nyilhegyekglé&nyulvanyokkal részben korilvett
SPR-immunpozitiv elemek (B, C, D) gyakran deltek. Mérce: 1im

Megvizsgaltuk, hogy a dendritek szinaptikus bdt$toga hogyan valtozik

epilepszias esetekben. A szinaptikus boritottsaggtszamitottuk, hogy minden patolégiai
tipusbdl atdgyaztunk blokkokat a CA1 régiobdl, abha 6sszes dendritet lefényképeztiik,
megmeértik az aszimmetrikus, valamint a szimmetr#aisapszisok aktiv zonajanak
hosszat, és ezeket viszonyitottuk a dendritprefililetéhez, és kiszamitottulien

szinapszishossz/10fh dendritkeriiletet (49. abra).
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49. abra A szimmetrikus és az aszimmetrikus szinaptiku$tbibsag atlagos értékeit mutatja a
grafikon. Az aszimmetrikus boritottsagban nem niatt ki szignifikans eltérés a kontrolltol. A
szimmetrikus boritottsag azonban a szklerotikugeben szignifikAnsan nagyobb (a szignifikans
kilonbségeket csillag jelzi). P<0,05;

n=vizsgalt dendritatmetszetek szama.

Az SPR-pozitiv sejtek szimmetrikus és aszimmetrikus szinaptikus boritottsaga

Szinaptikus boritottsag (um szinapszis hossz/100 um dendrit kertlet)
9

W szimmetrikus

W aszimmetrikus

Kontroll (n=257) Enyhe tipus (n=168) Foltos tipus (n=377) Szkler. tipus (n=205)
Mintak

Azt talaltuk, hogy az aszimmetrikus szinapszisoktbtisaga nem valtozik Iényegesen, de
a szimmetrikus szinapszisok boritasanak aranya melgedik az szklerotikus epilepszias
CAl-ben.

IV./4. 3. A CR-tartalmu interneuronok szama, eloszsa és morfologiai valtozasai

epilepszias betegek CA1 régiojaban

CR a human hippocampus CAL1 régidjaban is kizaméag-principalissejtekben
van jelen (Nitsch & Ohm, 1995). Ahogy erre a IV3.3¥ejezetben mar utaltam, a CA1
régidban helyezkednek el azok a sima deindgitacilis, bipolaris sejtek, amelyek

hasonlitanak a patkanyban megvizsgalt interneuzetektiv sejtcsoporthoz (Gulyas al,
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1996). Fénymikroszkoposan mar leirtdk a human ltgppus CR-tartalmu sejtjeit (Nitsch
& Ohm, 1995; Urbaret al, 2002), és elemezték axonterminalisaikat is , petel
dendriteken védrtek. De célzottan nem elemezték posztszinaptigetjeiket, igy

nyitott maradt a kérdés: vajon a CR-tartalmu seajésizt vesznek-e az interneuron-szelektiv

gatlasban a human hippocampusban.

IV./4. 3.1. A CR-tartalmu sejtek funkcionalis morfologiai vizsgélata a human

kontroll hippocampus CAL1 régiojaban

Hat kontroll human hippocampusban vizsgaltuk mé&Ratartalmu sejtek eloszlasat,
morfoldgiajat és posztszinaptikus célelemeit (Urbtal, 2002). A sejtek altalanos
eloszlasat és leirasat a IV./2.3.1. fejezetbenmeyadtam. Ujra felhivom a figyelmet a
sejtek piramissejt dendritekkel parhuzamosan &itda dendritjeire, és a kdztik nagyon
gyakori dendritikus 6sszefekvésekre, ami a CAlaiggn meg gyakoribb, mint a gyrus
dentatusban. Szintén figyelmet érdemel, hogy a@Rtnpozitiv dendriteken gyakran

talaltunk CR-immunfestett termindélisokat (50. abra)
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50. Abra. CR-imunfestett dendritek a human hippocampus @#&iojabol. A: a dendritek

kozott gyakoriak voltak az 6sszefekvések (nyilhé&gyA CR-immunpozitiv dendriteket

sokszor innervéltdk CR-immunfestett terminalisok KB nyilak). Mérce: 1um

Az ultrastrukturalis vizsgalatokhoz két post morteenfundalt human agyat hasznaltunk
fel, a legjobb elektronmikroszkopos néerpttség miatt.

A CR-immunfestett sejttestek szerkezete hasohftotajomban leirt CR-
immunfestett sejtekéhez (Seressl, 1993b), kis sejttest, vékony citoplazmaval, mely
az interneuronokra jellerien szamos mitokondriumot tartalmazott. A dendriteke
gyakran lattuk a fénymikroszképban mar megfigydk-ilimunfestett terminalisokat,
melyek szimmetrikus szinapszist adtak az internedendritekre (50., 51. a, b abra). A
dendritikus 0sszefekvéseket is megvizsgaltuk, dsnaritek kozott zona adherentiat
talaltunk (51. d abra).

Megvizsgaltuk a CR-immunpozitiv axonterminaliso&atvégadési mintdzatukat a
kontroll CAl-ben. Kétféle, szimmetrikus és aszinmikets szinapszist ado CR-
immunfestett axonterminalist talaltunk a CA1 régidbaz aszimmetrikus szinapszist
ado a str. radiatum aljan és a str. lacunosum-rataiezban fordult &), és fleg
piramissejtek dendritjein szinaptizalt, ritkan téek{Urbanret al, 2002). Ezek a rostok

korabbi tanulmanyok alapjan a nucleus Reuniensanhilan erednek (Amaral &
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Cowan, 1980; Bokoet al, 2002). A szimmetrikus szinapszisok minden edalfit
szerint a lokdlis interneuronoktdl eredtek (FrednBuzsaki, 1996), és ezek gyakran
végadtek interneuronok és piramissejtek dendritjeifbls a, b, c abra). A dendritek

kozotti dsszefekvések gyakran bizonyultak zonulzeaehtianak (51. d abra).

51. Abra. A CA1 régi6ban talalhatd, CR-immunpozitiv szimrilets szinapszist ado
terminalisok gyakran végdtek CR-immunfestett dendriteken (a, d1-d2 kozothda
adherentia lathato, fehér nyilhegy), jelletleineuron dendriteken, melyeket a dus
szinaptikus bemenet és a nagym&rsbk mitokondrium alapjan azonositottunk (b)
valamint piramissejt dendriteken (c), a bekereta®stz lathato a bevagott kisképen
nagyobb nagyitassal. A szinapszisokat nyilak jelaikl képen két (d1-d2) CR-
immunpozitiv interneuron dendrit k6z6tti zonula adintia lathato (fehér nyilhegyek).
A harmadik dendrit (d3) is szorosan dsszesimul el2de kdztik nincs dendro-

dendritikus kapcsolat, legaldbbis ebben a metsaetérce: 0.5um

Megvizsgaltuk a szimmetrikus szinapszist ado CR-imfestett terminalisok

posztszinaptikus elemeinek eloszlasat is (Umtaal, 2002). A posztszinaptikus
elemeket elektronmikroszkdépos morfoldgiai jellegai&pjan kilonitettik el, a
piramissejtek dendritjei kevés mitokondriumot thmaznak, és az esetek messze

tulnyomo tobbségében nincs rajtuk aszimmetrikusagszis (Megiast al, 2001), az
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interneuronok dendritjei tdbb mitokondriumot tamalznak és tébb szinapszist kapnak
(51. &bra). Megkulonboztettik az azonositatlan deskdkategorigjat is.

22. Tablazat A CR-immunfestett, szimmetrikus szinapszist adminalisok
célelemeinek megoszlasa a CAl régidban. Zarojedbgnsgalt szinaptizalo
terminalisok szama lathato.

Posztszinap{ CR- Pramis- | CR- CR-negativ | Piramis | Azonositat-

tikus target | pozitiv | sejt test | pozitiv | interneuron | dendrit | lan
szoma dendrit | dendrit dendrit

Human

kontroll 1.05% |5.26% |30.52% | 11.57% 27.36% | 24.21%

HK10

(N=95)

Human

kontroll 2.19% |6.59% |23.10% | 13.19% 23.10% | 31.87%

HK11

(N=91)

Az eredmények azt mutatjak, hogy a CR-immunfestatdritek tobbnyire dendriteken
végzidnek, méghozza nagyobb gyakorisaggal (42-46%)ddigek CR-immunfestett és
jeloletlen interneuronok dendritjén, mint piramisskendriteken, de azokra is adnak 25-28%-
ban szinapszist. Ez azt jelenti, hogy a sejtek diorialisan heterogének, bizonyosan van
koztik interneuron-szelektiv sejt, amit a kbzel 508¢qosztszinaptikus interneuron dendrit
target valoszitisit, de van koztik dendritikus géatlosejt is, meszmapszisok kézel 30%-a
piramissejt dendrit volt. A periszomatikus géatlasibe@m vesznek részt, mert csak ritkan
végaddtek sejttesten, és axon inicidlis szegmentumoa gdbanet al, 2002).

Patkanyban a CR-tartalmu, szimmetrikus szinapadid terminalisok gyakran
végzdidnek CB-pozitiv interneuronok dendritjén, ezek jteea dendritikus gatlasban
vesznek részt (Gulya al, 1996), és a CR-tartalmu interneuron-szelektitekej
szinkronizaljak a ikodésiket a megfelehatékonysagu dendritikus gatlas eléréséhez
(Gulyaset al, 1996; Mileset al, 1996). Kivancsiak voltunk, emberben is védjzek-e a CR-
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tartalmu interneuronok CB-immunfestett interneut@rmg melyek sajat eredményeink
alapjan emberben is nagytébbségben dendritikuésgjték ( fejezet). Ezért CR-CB DAB-
DAB-NiI kettosfestést végeztiink human kontroll és nem-szklarstikppocampusban, és
analizaltuk a CR-tartalmu termindlisok (DAB-NI, fk reakcio végtermék) végiesét a
CB-tartalmu (DAB, barna csapadék) sejteken (52a)afrothet al, 2010).

52. dbra CB-CR ketbs immunfestés human kontroll hippocampus CA1 régién DAB-
DAB-Ni médszerrel. A CB-tartalmi nem-principalissdj dendritjein (barna csapadék) nagy
szamban talalhatok CR-immunfestett (DAB-Ni, fekesapadék) terminalisok (nyilak) mind
kontroll (A) mind nem-szklerotikus epilepszias (@Bjntdkban. A vizsgéalt CB-pozitiv
dendritszakaszok a str. oriensben és radiatumlizel(la str. pyramidalehoz) helyezkedtek el,
igy a veluk kozeli kapcsolatban ECR-pozitiv terminalisok interneuronoktdl szarmézta
mert az elektronmikroszkopos célelem eloszlas diasgk szerint ezek a tertiletek mentesek

az aszimmetrikus szinapszist adé CR-pozitiv terlisio&o6l. Mérce: 10 um
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IV./4. 3.2. A CR-tartalmu sejtek eloszlasa, morfolgidja epilepszias betegek CA1

régidjaban.

Hasonl6an a gyrus dentatushoz, ézetes allatkisérletes epilepszia modellekben
talalt valtozasokhoz, azt talaltuk, hogy epilepshategek CA1 régidjaban csokken a
CR-tartalmu sejtek szama, és megvaltozik a sejmtatdgiaja (Magloczky & Freund,
1993; 1995; Magloczket al, 2000; Andreet al, 2001; Sleziaet al, 2004; van Vlieket
al., 2004; Tanget al, 2006). Azonban mas kutaték a CR-tartalmu sejtegmzodését
figyelték meg, 8t, tébb CR-immunpozitiv sejtet talaltak epilepszasberi
hippocampusban, mint kontrollban (Blumakieal, 1996). Felint azonban, hogy ezek a
kutatok cikkeikben nagyon hosszu post mortemiidakar 48 6ra) kontroll agyakat
hasznaltak 6sszehasonlitasra, holott nekiink a BBrpost mortem idéj kontroll
agyak vizsgalatakor (IV.1.2. fejezet) az derultHagy éppen a CR-immunpozitiv sejtek
a legérzékenyebbek a post morteihidegndvekedésére. Ezért Gjra szamoltuk a CR-
immunfestett sejteket a hippocampus 6sszes régidjalgy, hogy rovid (2-4) és hosszu
(8-10 h) post mortem idéjkontrollt is bevettink a mintaba, valamint szkiéqas és
nem szklerotikus epilepszias betegeket (53.-5a)4bothet al, 2010).

53. abra A CR-pozitiv sejtek eloszlasa a kontroll és ggElBas gyrus dentatusban. A:
kontroll, post mortem 2 éra. Jellegzetesek a hdndalalhaté nagy sejtek, a str.
moleculareban talalhatd horizontalis sejtek, vatdraikisebb mérétCR-pozitiv sejtek,
melyek a GD minden rétegében lathatok. A hossztimppogtem idej kontrollban (B, post
mortem 8 ora) alig néhany CR-immunpozitiv sejtdédha GD-ban. Az epilepszias foltos
tipusban (C) a sejtek eloszlasa é€s mennyisége litesodvid post mortem idéj
kontrollhoz, egyes dendritek gydngyozotté valnak.efilepszias szklerotikus tipusban
kevés a sejt, de még igy is tobb, mint a hossztirpogem idej kontrollban. A dendritek
gyongyozottek. A sejteket nyilak jeldlik. Mérce:@Pm

p.m.: post mortem
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Gyrus dentatus

A

54. Abra. A: Kontroll CA1 régi6, post mortem 2 6ra. Szanmosnunoreaktiv sejt lathaté az
0sszes rétegben, hosszu sima dendritekkel. A rsaliélutd denritekkel rendelké&zgracilis
sejtek lathatok leggyakrabban a str.pyramidalelsaa €ir. radiatumban. B: CA1 régid, post
mortem 8 dra. Alig néhany CR-immunfestett sejt j@n ezekben a mintakban, azoknak is
szegregalodik a dendritfaja. A foltos tipusu emleas CAl-ben valamivel kevesebb a sejt,
mint a kontrollban, de eloszlasuk hasonlé. A szikikus CA1 6sszezsugorodik a
piramissejtek halala miatt, a CR-tartalmu sejtednsa eésen lecstkken. Mérce: A-D: 100 um
p.m.: post mortem
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CAl region

Control (10) post mortem 2h Control (15) post mortem 8h

% @

55. Abra. A nagy nagyitasu fénymikroszkopos képeken a CRtpceeijtek dendritjeinek
morfoldgiai valtozasai lathatéak. A rovid post neontideji kontroll CA1 régiéban a hosszu,
sima dendritek jellentek, melyek gyakran egymas mellett parhuzamosarz éelek
hosszabb-révidebb szakaszokon (A, nyilhegy). A hiog®st mortem idéjkontroll
szklerotikus foltos tipust mintakban (C) az immustdét dendritek gyongyozottek,
szegmentaltak (nyilak). A dendritek kdzotti kapesok ritkabban figyelhéek meg, mint a
kontroll mintdkban (nyilhegyek). A szklerotikus CAgn (D) szegmentalddott, gydongyozott
dendritek lathatok, ép dendrit alig (nyilak). Mé&r@® pum

p.m.: post mortem
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HK 10 p.m. 2 h HK 15 p.m.8 h

|

o
- & t p

56. Abra. Camera lucida rajzok foglaljak 6ssze a CR-immuitposejtek eloszlasat a huméan
hippocampus egyes alrégidiban. A: kontroll, posttera 2 6ra; B: kontroll, post mortem 8
ora; C: epilepszias, nem-szklerotikus (foltos t)pls epilepszias, szklerotikus.

A CR-tartalmu sejtek a hippocampus valamennyi ajébgan ebfordulnak (A).

Mennyiséguk drasztikusan lecsokken a hosszu podemadeji kontrollban (B) és az ésen
atrofids, szklerotikus epilepszias mintakban @®hem-szklerotikus mintakban mennyiséguk

hasonlo a rovid post mortem idefontroll mintakhoz (C). Mérce: 1mm



dc_349 11

149

Kontroll post mortem 2 6ra  Kontroll post mortem 8 6ra

A sejteket megszamoltuk a hippocampus minden jéupd 3 rovid post mortem idej
(2-4 h) és 3 hosszu post mortem idgg-10 h) kontrollban, valamint 7 nem-szklerotikus
(foltos és enyhe) és 5 szklerotikus epilepszidsdimtn, minden mintabdl 2-4 metszetben. A
sejtek szamat terlletegységre hataroztuk meg. Atkativ adatok igazoltak a sejtek

szamanak csokkenését joslézates megfigyeléseket (57. abra).

57. Abra. A CR-pozitiv sejtek denzitasat kvantitativ médsk&el meghataroztuk rovid (2-4
ora) és hosszu (8-10 6ra) post mortemiid@introll mintakban, valamint nem-szklerotikus és
szklerotikus epilepszias esetekben. A GD-t (A,8BELA3 regiot (C), a CAL régidt (D, E) és a
str. moleculare-fissura hataran fékhorizontalis dendrit, felteheben Cajal-Retzius sejtek
siriiségét (F) kulon vizsgaltuk. Szignifikansan keves€Bbpozitiv sejt talalhato a
hippocampus 6sszes régiojaban a hosszu post miggnszovetekben (A-E). A nem-
szklerotikus esetekben a hilusban (B) és a CA3(Bamalaltunk szignifikans sejtszam
csokkenést. A tobbi régibban a CR-immunoreaktitekanennyisége és eloszlasa hasonlit a

rovid post mortem idéjkontrollhoz. A szklerotikus mintdkban a CA1 régigéetelével
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mindenhol szignifikans cstkkenés lathato (A, BaGdvid post mortem idéjkontrollhoz
viszonyitva. A CA1 régio térfogata jelésen lecstkken a szklerotikus hippocampusban, ezért
nem taléltunk szignifikdns kiulonbséget egységmnyilédre vonatkoztatva (D). A CAL régio
egysegnyi hosszara vonatkoztatva a CAl-ben is iikigms sejtszam csokkenés mutathato ki
(E). A str. moleculare-fissura hataran talalhatB;idzitiv, feltételezhéen Cajal-Retzius

sejtek szama lecsokkent az epilepszias mintdkbarhésszu post mortem ideéjontroll
mintakban is (F). A szignifikans kiulonbséget cgljalzi. p<0.05 (Mann-Wittney U teszt) K:

kontroll;n epi: epilepszias; p.m.: post mortem

A s. granulosum + s. moleculare

20 -
2Sejt / mm

K-révid pm K -hosszu pm Epi - nem- Epi - szkler
n=3 n=3 szkler n=7 n=5

B hilus

K-rovid pm K -hosszu pm Epi - nem- Epi - szkl er
n=3 n=3 szkler n=7 n=5
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CA3

sejt/ mm2

8 -

5 *

6 -

57 *

4 1

3 *
2 -

1 -

0 -

K-roévid pm K- hosszi pm Epi - nem- Epi - szkler
n=3 n=3 szkler n=7 n=5
D CAl
sejt/ mm2

30 1~
25 A
20 A

15 +

10 + *

5 -

0 -

K -révid pm K -hosszu pm
n=3 n=3

Epi - nem-
szkler n=7

Epi - szkler
n=5
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E CAl

sejt/ mm

50
45
40 -
35 A
30 -
25 A
20 A

15 + *

10 A

0 \

K- révid pm K- hosszt pm Epi - nem- Epi - szkler
n=3 n=3 szkler n=7 n=5

F str. moleculare - horizontalis sejtek
sejt/ mm

3,0
2,5 1
2,0 1 *
1,5 A

1,0 Y

0,5 1

0,0

K-rovid pm K -hosszu pm Epi - nem- Epi - szkler
n=3 n=3 szkler n=7 n=5

A grafikonok mutatjak, hogy hosszu post mortemiidejntrollok nem alkalmasak a CR-
immunfestett sejtek vizsgélatara, mert a CR-tandadejtek nagyon érzékenyek energia- és
oxigénszegény allapotokra, égiahiek a mintabol. Ugyanezt tapasztaltuk isémiareéites
patkanyokban is (Freund & Magloczky, 1993). Epie@ban is redukalddik a sejtek szama, de
kulondsen nem szklerotikus epilepszias betegekibe {6bb marad életben, mint hosszu post
mortem ideji kontrollokban. A CA3 régiod és a hilus kulondsenéienyek epilepszias

kitettségre, még a nem-szklerotikus esetekberdisken a sejtek szama. Megtepolt viszont,
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hogy a szklerotikus CAl-ben a piramissejtek pugsaimiatti zsugorodas maszkolta a
sejtszamcsokkenést, és igy a sejtség nem kilonbdzott szignifikhnsan a rovid posttemr
ideji kontrolltol, csak amikor CA1 egységnyi hoszra sizéttuk ki a sejtek mennyiségét. Ez
mutatja, hogy a szklerotikus zsugorodas mennyil@ngé teszi a mennyiségi szamitasokat a
megvaltozott térfogatl régiokban és milyen pontesidgokat eredményezhet. A str.
moleculare- fissura hataron elhelyez&dunbrizontalis, feltehéen Cajal-Retzius sejtek

(Abraham & Meyer, 2003) szama is szignifikansarkksit epilepszias mintakban.

IV.4.3.3. .A CR-tartalmu dendritek és terminalisokreorganizacidja epilepszias betegek
CALl régiojaban

Részletes elektronmikroszkdpos vizsgalatot vegeézallCR-tartalmi dendriteken, és
analizaltuk, hogyan valtozik a bemenetik és a deskdk6zotti kapcsolatrendszer. Azt talaltuk,
hogy a kontrollban megfigyelh#egyenes dendritek helyett itt a varikdz dendrggéngyei
gyakran elszakadnak egymastdl (58. B 4bra). Notgligyelhetiek a kontrollhoz hasonlé (58.
A abra) zonula adherentidk a dendritek k6zott, sk sokkal ritkabbak. A gyongyozott
dendriteken tovabbra is véginek CR-immunpozitiv terminalisok (58. B 4bra) deleis sokkal
ritkdbbak. A varik6z dendritek felfujt gyongyeibggakran latni pusztuld, szétestruktarat (58.
B abra).

58. Abra. Kontroll (A) és epilepszias (B) CA1 régiéban a-®Rmunpozitiv dendritek
morfologiaja kilonbdé. A B abran egy gyongyozott dendrit kiszélegsedakasza degeneral6do
citoplazmatikus organellumokat tartalmaz, de megpdeik rajta egy szimmetrikus CR-pozitiv
szinapszis (nagy fehét nyilhegy) és két aszimmedriizinapszis jeldletlen terminalisoktol (kis
fekete nyilhegyek). A CR-pozitiv interneuronok terétisai szimmetrikus szinaptikus kapcsolatot
létesitenek (A, B, D, vastag nyilhegyek) CR-poziténdriteken (A, d1) vagy nem jel6lt
dendriteken (D). A str. lacunosum-moleculare hat@&&R-tartalmu terminalisok egy része
aszimmetrikus szinaptikus kapcsolatot létesit t§iybrpiramisszar nem jel6lt dendritekkel, jol
felismerheb vastag postszinaptikus denzitassal (C, kis nyjlekg Mérce: A, C, D: 0.5 um; B: 10

um



dc_ 349 11

A termindlisok vég&dési mintazatat tanulmanyozva azt lattuk, hogy a CR

immunpozitiv posztszinaptikus célelemei megvaltézegilepszias CAL régidban (Toth
al., 2010). Ritkabb lesz a CR-tartalmu terminalisakagszisa a CR-immunfestett

dendriken (59., 60. abra)ts altalaban ritkdbban lehet CR-immunfestett tedtist talalni.
Az aszimmetrikus szinapszist ado terminalisok gyiskga viszont me@n(59. E, F abra).

59. &bra CR-pozitiv interneuron termindlisokat, melyek GRtalmua dendriteket idegeznek

be, ritkAbban latni az epilepszias mintakban (An+szklerotikus). Bleg nem jelolt
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interneuron dendriteken véggnek mind nem-szklerotikus (B, nyilhegy), mind sz&tikus
esetekben (D, nyilhegy). Szklerotikus CAdl-bzarmazé, degeneralédd, nem jelolt
interneuron dendrit lathaté a B abran, mely szanmosly szamos szimmetrikus szinapszist
kap, egyet egy CR-pozitiv- és harmat nem jelo#riméuronoktdl. Az aszimmetrikus
szinapszist adé CR-pozitiv terminalisok tovabbrelisn vannak (C) a str. lacunosum-
moleculareban, mely egy nem jeldlt dendrittel ég téigkével szinaptizal. Szklerotikus
mintakban a CR-pozitiv termindlisok célelemei neiil} interneuron dendritek (D). Az E és
az F abran szklerotikus CAl-ben gyakoribba valginasetrikus szinapszist adé CR-pozitiv
termindlisok figyelhdik meg, melyek egy CR-tartalmu dendriten, egy tigEdnés egy nem

jelolt interneuron dendriten végdnek (F). Mérce: 0.5 pm.

60. abra.A CR-pozitiv interneuronok posztszinaptikus céieleloszlasa megvaltozik az
epilepszias CA1 régidban. A kontroll mintdkban a-faRalmu szimmetrikus szinapszist adé
termindlisok 8leg interneuron dendriteken (CR-pozitiv és nemi&dyarant) és
principalissejt dendriteken véganek. A CR-tartalmu dendritek aranya a posztszikapt
célelemek kdzott lecsokken mind a nem-szklerotikuiad a szklerotikus CA1-ben. A nem

jelolt interneuron dendritek aranya mégninden epilepszias esetben. A piramissejt derdrite
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aranya lecsokken a nem-szklerotikus esetekberkl@rgtikus mintakban pedig egyaltalan
nem szerepeltek a célelemek kozott.

CR d: CR-pozitiv dendrit; IN d: interneuron dengRtd: piramis sejt dendrit; A d:
azonositatlan dendrit; n: alanyok szama; N: a nesgélt CR-immunpozitiv axonterminalisok

szama.

A CR-pozitiv interneuronok célelemeinek aranya
50

45

40

35

30
%
),

W kontrolll (n=2, N=239)
O nem-szklerotikus (n=3, N=252)
B szklerotikus (n=3, N=104)

20 1

15 ~

10 +

CRd INd

Célelemek

Megdllapithatjuk, hogy epilepszias betegek CAigjdgan a CR-immunfestett
terminélisok gyakrabban véganek interneuronokon, de ezek tébbnyire nem CR-
immunfestett dendritek, mint a kontrollban. A CRammnpozitiv dendritek viszont a
felszegmentélodas, szétesés jeleit mutatjak, amiudal, hogy a dendritikus kapcsoltsag

€s a gyors szinkronizacié leisége a CR-tartalmu sejtek k6zott sérdl.
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V. MEGBESZELES
V. 1. Az funkcionalisan kilénb6# interneuronok érzékenysége és mégzédése a human

epilepszias hippocampusban

A gyrus dentatusban életben marad a szemcses@jgbmo tobbsége (Engel,
1996b), noha CB-tartalmat elveszti (Moellyal, 1990; Magloczkyet al, 1997) ét, a
mohasejtek jelelis része is (Ludanyt al, 2008; Seresst al, 2009). igy a principalissejtek
megirzédésevel a rajtuk végdo interneuronok is nagyobb eséllyel maradnak élettzen
epilepszias szovetben. A CA1 régio szklerdzisaonsmas helyzetet teremt, hiszen a régio
principalissejtjei elinnek. Ezért vizsgaltuk meg az interneuronokat @ssalataikat mind
szklerotikus, mind nem-szklerotikus betegekben.

Ha 6sszegezzik az eredményeketinkit, hogy jelends kilonbség van a gyrus
dentatus és a CAL régio interneuronjainak énggléseben, ugyanakkor vannak bizonyos
interneuronok, melyek mindkét régioban megmaradplak,a CB-tartalmu (9., 33., 34., abra)
(Magloczkyet al, 2000) (Wittneret al, 2002) és CCK-tartalmu sejtek (Magloczidyal,
2010). A PV-tartalmu (26. abra) és SPR-kiféj¢42. abra) sejtek csak a szklerotikus CAl
régidban pusztulnak el (Wittnet al, 2005; Tothet al, 2007), a CR-tartalmu sejtek viszont
minden régidban érzékenyek, a nem-szklerotikussz&larotikus hippocampusban is (60.
abra) (Tothet al, 2010). Tehat 6nmagaban a CAL régi6 éneittsége vagy pusztulasa
alapjan nem tudjuk megjosolni a gatlosejtek erzg&égét, noha a szklerotikus
hippocampusban a gyrus dentatus valtozasai is msekéak (Magloczkgt al, 2000;
Wittner et al, 2001). A géatlosejtek mégzodéseben és eloszlasaban talalt valtozasokat

0sszegzi a kovetkékét sematikus abra (61., 62. abra).

61. Abra. Osszefoglal6 abra a dendritikus gatlasban résat(@B-, CR- és SPR-pozitiv) vizsgalt
interneuronok eloszlasarél. Minden sejttipus néhigew jellegzetes sejtjét camera lucida
segitségével kirajzoltuk és szamitogepre vittikepitepszias mintakban az interneuron-halozat
jelentbsen megvaltozott, a rezisztensnek mondott sejtklllimboznek a kontrollban talalhatoktol.
Orias mérdt hipertrof CB-tartalmu sejtek jelennek meg a hirsbdendritjeik is hosszabban

festbdnek (piros). A CR-pozitiv sejtek szamé&szn csokken (z6ld), mig a CR-tartalmu
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supramammillaris nucleusbdl szarmaz6 rosthalozatj&d a stratum moleculare teljes szélességére
(zold felh). Az SPR-immunreaktiv sejtek eloszlasa is valtotikbségiik a hilusban lathato

kontroll szévetben, mig epilepsziasban a stratunecutareban. Ezen felil a dendritmorfologiajuk

is megvaltozik, torz dendritfaju, varikdz, gydnggpdizdendriti sejtek talalhatok az epilepszias gyrus
dentatusban (kék). A szemcsesejtek (sziirke) szdtvaimak epilepszias szklerotikus esetekben, és

nagy tébbséguk elveszti CB-tartalmat (Ures kdrumdscience 96. 7-25, 22. oldal, Magloczky et al.,
2000.
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62. abra. A géatlosejtek eloszlasanak €és mennyiségének édgnzsematikus rajzon

szklerotikus és nem-szklerotikus epilepszias hippgmusban. Minden sejttipus néhany

jellegzetes sejtjét camera lucida segitségéeveizkitak és szamitogépre vittik. A CR-

tartalmu (z6ld) sejtek szama mindkét epilepsziésbes csokken, a megvaltozott

sz

mint a PV-tartalmu sejtek (sarga). A CB-tartalmjiedea szklerotikus CAl-ben is

megirzédnek, méretiik nagyobb, dendritjeik tliskések lesfpie&s). Feltin6 a str. oriens

kiiralése mar a nem-szkleotikus CA1 régidban ig. kdllonbozik a kontrolltol.

CA1 Control

CA1 Epileptic (

Calbindin
Calretinin

Parvalbumin
Substance P
receptor

HE N

CAL1 Epileptic (sclerotic)
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V.2. Periszomatikus gatlas

Részletesen elemezve, azt talaljuk, hogy a penatikus, PV- és CCK-tartalmu
gatlésejtek jol megtartottak, a nem-szklerotikygploicampusban eloszlasuk és morfoldgiajuk
alig kulonbozik a kontrolltdl (Wittneet al, 2001; Wittneret al, 2005; Magloczkyet al,

2010).

A szklerotikus gyrus dentatusban azonban a PV-infestés nem mutathato ki a
sejtekben és a dendritekben, a sejtszam lecstkkba, a terminalisok jeletd részében
megmarad (Wittneet al, 2001). Hasonl6 jelenséget irtak mar le epilepskétegek
agykérgében is, ahol elektronmikroszkdpos vizsgalatm végeztek, és ezért igy gondoltak,
a PV-immunpozitiv sejtek d€ihése a pusztulasukat jelenti és ez az oka az spidmak
(DeFelipeet al, 1993; Marceet al, 1997; DeFelipe, 1999). Valamint modellekben igddk a
PV-immunreakcio gyengulését, epilepsziaban (Madglp& Freund, 1995) és isémiaban 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 tuléiédlatokban viszont Ujra ki lehetett mutatni a Rvtalmu
sejteket immunreakcidval (Magloczky & Freund, 199])elenséget azzal hozzak
0sszefliggésbe, hogy jeléstkalcium-bearamlas hatasara — mint amilyen pliteggrias
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 eltinése mellett az axonok jeléstrészének meégzodesét, a sejttestek gatlo

bemenetének megmaradasat, és a gatlé bemenet nekgdését talaltuk szemcsesejtek axon
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inicialis szegmentuman, tehat a PV-tartalmu segpkrésze megzodik (Wittneret al,
2001) csak nem lehet PV-immunfestéssel kimutatni.

A CAl régiéban azonban nem jarnak ilyen jol a Baimu sejtek. A nem-
szklerotikus régidban ugyan niggodik a piramisok sejttestének bemenete, csak asfolto
tipusban csokken kis mértékben (14. tablazat)xdasarjadzas az inicialis szegmentumon
nincs, és a szklerotikus CA1 régiohol teljesefirglek a PV-immunfestett elemek, se sejt, se
dendrit, se terminalis (Wittneat al, 2005). Pedig a terminalisok jeléatrésze megzi PV-
immunraktivitdsat mind epilepszias allatban (Magloc& Freund, 1995), mind epilepszias
betegek gyrus dentatusaban (Witteeral, 2001), hianyuk tehéat a sejtek pusztulasat jelzi.
Mivel eredeti posztszinaptikus célelemik a piragjisk voltak, és a szklerotikus CAl-ben
ezek sincsenek jelen tobbé, megallapithatjuk, l@dglemeik pusztulasaval a PV-tartalmu
sejtek maguk is dlhinek (Wittneret al, 2005).

A CCK-tartalmu periszomatikus gatlésejtek mindeanrszklerotikus, 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 CCKhtaliitaejtek axonsarjadzasat talaltuk,
melyet CB1-R elleni immunfestéssel tettiink lathat@®. abra) . A CB1-R-immunfestett
terminalisok megtartottdk eredeti végeési mintazatukat, de sokkal intenzivebb
immunreakciot mutattak (Magloczlet al, 2010).

A denzitometriai eredmények azonban nem adtak xt&dasa, hogy az ésebb
immunfestést az egyes terminalisokbaifadul6 tobb receptor, vagy nagyobb mennyiség
sarjadzo terminalis okozza-e. A fénymikroszkopagsaké&n tobb rost latszott, de nem lehetett
kizarni a receptorok mennyiségének megemelkedését\éegil erre a kérdésre a

pilocarpine-indukalta epilepszia modellinkben k&pheg a valaszt, a szklerotikus allatok
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gyrus dentatusaban megha terminalisok szama, és az egyes terminalisoid#bb lett a
receptor (Karlocaet al, 2011). Az eredmények arra utalnak, hogy a CCkaiaut
periszomatikus gatlésejtek is sarjadzanak epilébsai.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a periszamagatiosejtek sarjadzasa miatt a
gyrus dentatusban a szemcsesejteken tobb a géatknie¢ mint a kontrollban. Az axon
inicialis szegmentumon a PV-tartalmu bemenet nréera szklerotikus betegekben is
megebsodik (Wittneret al, 2001), a szklerotikus betegekben pedig a kontbblbszérose
lesz, igy a szemcsesejtek szinkronizacioja sokidisziribb esemény egy epilepszias
betegben, mint kontrollban. Anndl is inkabb, mema@haterminalisok sarjadzasét is
megfigyelték epilepszias betegekben (Howterl, 1990; Babket al, 1991; Franclet al,
1995), mi is talaltuk ezt sajat mintainkban, szédstol fliggetlendl, igy a szemcsesejtek
dendritjei egy megés6dott serketbemenetet kapnak, nem csak kevés és ritka bazalis
denritjeikre a hilusban, hanem kiterjedt, str. roalareban elhelyezkédlendritfaikra is, igy
az aktivitast kozvetlendl &t tudjak adni egymasrdképzelhet, hogy a gatlo 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 rezisztenciaja mar ismatt 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,

kilondsen a nem-szklerotikus esetekben (Magloetlal, 2000; Wittneret al, 2002). De a
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szklerotikus CA1-ben és gyrus dentatusban rendkivaifologiai valtozason estek at.
Megnittek a sejttestek, meghosszabbodtak a dendritekekikép#dtek a dendriteken és
sejttesteken, amik szinapszisokat kaptak. A s&pelk voltak még a szklerotikus
hippocampusban is, és rendkivil aktiv anyagcséeie jeutattak (12. abra) (Magloczlet al,
2000; Wittneret al, 2002). Nem pusztultak el annak ellenére sem, laoggklerotikus CA1
régidban elvesztették eredeti targetjeiket, a psaajteket. Axonjaik Uj posztszinaptikus
célelemeket talaltak maguknak, és nagyobb aranyégzidtek interneuronokon, mint
kontrollban (Wittneret al, 2002).

Kulénosen fontos, hogy ez a targetvaltas nem taréott kizarélag a szklerotikus
CAl-re, hanem mar a nem szklerotikus betegekberegfigyelhed volt, tehat a CB-tartalmu
interneuronok az epilepszias esetekben a prinsgEjtek pusztulasatol fliggetlenlil nagyobb
aranyban védgmnek CB-pozitiv dendriteken, mint kontrollban. Ekiegvaldsziibb 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#deést adnak CB-immunfestett
interneuronok dendritjeire (Tott al, 2010), feltehéien azért, hogy a patkanyban
megfigyeltekhez hasonloan (Gulyaisal, 1996) az emberi hippocampusban a CR-
immunpozitiv interneuron-szelektiv sejtek képesgfyenek dsszehangolni a dendritikus
gatlosejtek — melyek jelefd része CB-tartalmu —ikddését. De, ha a CR-tartalmu sejtek
szama lecsokken, és dendritjeik karosodnak, képklerre, és a CB-immunreaktiv sejtek
miikddése sem lesz hatékony. Elképzéihbbgy a CB-tartalmu sejtek azert védmek
nagyobb ardnyban egymason, hogy pétolni tudjales ICR-tartalmu terminalisokat, és

kompenzéacioként szinaptizalnak tdbbet interneuronoRkzonban kétséges, hogy egy ilyen
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neuronhaldzat ,véletlensZem” 6sszekapcsolodo gatldsejtekkel képes lehelr@kygn,

szinte tOkéletesen hangolt szinkrotikiddés Iétrhozasara, mint a kontrollban.

63. Abra. Osszefoglalé sematikus diagram a CR-pozitiv imgeronokat és dendritikus
gatlosejteket haldzatanak zinaptikus reorganizamdbp nem-szklerotikus epilepszias CAl
régidban. Kontroll: a huméan hippocampusban a Ciitad sejtek egy része interneuron-
szelektiv gatldsejt, melyek dendritikus gatlosegteksotetkek) és mas CR-immunpozitiv
interneuronokon (zold) végdnek. Az elektromos szinapszisokkal 6sszekapcd®itattalmu
sejtek hatékonyan szinkronizaljak a dendritikuség&jtek bemenetének hatdséat a piramissejt
dendriteken (narancssarga). Epilepszias, nem-sitikes: a CR-tartalmu sejtek egy része
degeneralodik, és sérul a dendritjeik kozti elekins kapcsolat. Ez felboritja a dendritikus
gatlésejtek szinkronizacidjat (kulonkbrilagoskék arnyalatok), ami egy kevéesbé hatékony
dendritikus gatlast eredményez a piramissejt dexidm, és igy felésddhet a serkefit
bemenetek hatasa (s6tétnarancs) amik egyébkéitiert vannak, a serkérppalyak

sarjadzasa miatt epilepsziaban.

KONTROLL EPILEPSZIAS (nem-szklerotikus)

. Intemeuron-spe cifikus gét 6sejt E De general 6do inte meuron-specifikus gatiése jt

il Szinkronizélt denditikus gatiésejt [C1 Il [] Aszinkron dendiitkus gatésejt
Piramis sejt dendritek mege Bs6dott serken®

[] Piramis sejt bemenettel
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V.4. A gatlésejtek szinaptikus reorganizaciojanak hlozati hatasa epilepszidban

A hél6zati 6sszhatas tehat a periszomatikus gattebsddése, kildondsen a gyrus
dentatusban (Wittneat al, 2001), mikdzben a dendritikus gatlas meggyergj&isorban nem
is a dendritikus gatldsejtek pusztulasa, hanem d4aP®Imua sejtek dendritikus hal6zatanak és
degeneralédasanak eredményeképpen (@odh, 2010). A dendritkus gatlosejtedb
vizsonylag sok életben marad epilepszias hippocabgu A CB-tartalmu sejtek
megrzédnek, mind allatkisérletes modellben (Sloviter, 4;:38ouser, 1991; Freuret al,

1992; Magloczky & Freund, 1993), mind emberben & et al, 1991; Magloczkyet al,
2000; Sucklinget al, 2000; Wittneret al, 2002), a SOM- és NPY-tartalmu sejtek ugyan
részben elpusztulnak (de Laneradteal, 1988; Sundstroret al, 2001), de valamilyen
mennyiséguk 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 szinkronizalo hatasa és éfightd nélkil nincs esély hatékony
dendritikus gatlasra. Ki is mutattak allatkisérseteodellekben, hogy nem a gatlas altalanos
gyengulése all az epilepszia patomechanizmusaritdedlden, hanem a dendritkus gatlas
gyengul meg (Cossaet al, 2001), rAdadasul tobb serkémialya sarjadzik, moharostok (Sutula
et al, 1989), supramammilaris palya (Maglocziyal, 2000) és a septélis €s entorhinalis
bemenet (Lehmanet al, 2001), amit a meggyengult dendritikus gatlas n&m tud
szabalyozni. igy a periszomatikus gatlas szintesaivaz iranyitast, és néveli a principalis

sejtek szinkron tlizelésének valosdéget.
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.......... és ha a GABA serkei?

Tobb eredmény is alatamasztja azt, hogy a GABAriae sejtekben, bizonyos korilmények
k6zo6tt nem hiperpolarizalé hanem depolarizal6é hattéidbben is megfigyelték ezt a jelenséget
epilepszias szeletben (Cohenal, 2002; Hauget al, 2003; Khalilovet al, 2003).

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

Mindazonaltal, a megnévekedett serkentés a sékeoinpalyakkal egyitt novelheti a
principélissejtek tizelési valosz#gegét, mivel a PV- és CCK-tartalmu periszomatikus
(Wittner et al, 2001; Magloczky, 2010; Magloczlet al, 2010), és a CB-tartalmu dendritikus
sejtek is sarjadzanak (Wittnet al, 2002).

Azt is figyelembe kell venni, hogy a GABA depolarié hatasat nem homogénen az
egeész hippocampusban meérték, hanem egy-egy sejigy egyes sejtek 8k kornyezetében
(Cohenet al, 2002; Huberfelaet al, 2007). Az ilyen foltok kialakulasa valosiiag az
epilepszias rohamok altal megnovelt magas kaliunt &pvetkezménye (Fishet al, 1976),
amely szintén nem egyonieh mindenhol, hanem sporiadikusan, bizonyos texkiet alakul

ki. Itt a kalium-klorid kotranszporter ilk6dése megvaltozik, és a sejt belseje iranyaban
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haladnak rajta keresztul a klorid ionok, ezért aBBAAA receptorban I&f klorid csatornan

mar csak kifelé tudnak menni, és a GABA depolaniztalg (Katchmaret al, 1994; Van Den
Pol et al, 1996; Vale & Sanes, 2000; Riveztal, 2002). Ez a depolarizalé hatas azonban
id6ben és térben heterogén lesz, és nem egyindgtmeég az epilepszias hippocampusban is

lehet a GABA haldzati 6sszhatasa gatld, attol iggg mennyi és mekkora ilyen folt van.

V.5. Novekedési és jelenségek az epilepszias hippopusban

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

A sejtek ndvekedését, dendritsarjadzast és axadgast valdsziileg a hippocampus
egyes sejtjeiben ternielo, és epilepszidban megndvekedennyiséd neurotrofinok
okozzak. Neurotrofinokat (NT3, NT5) termelnek arazsesejtek (Matheret al, 1997b;
Jankowsky & Patterson, 2001), és ennek megemelkezietje okozza valdszifeg a

moharostok sarjadzasat (Mathetral, 1997b). De idegndvekedési faktort (NGF) talaldak
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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 azokkatidetekkel, melyekben legjobban
megrzédnek a principalissejtek epilepszias szévetben (Mady et al, 1994; Borhegyi &
Leranth, 1997a). Valamint a palya altal ellatottugp/dentatusban az SPR-expresszalo sejtek
nem csak dendritkus sarjadzast mutatnak, hanemteokdl 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 dihnek
ugyanazok a morfoldgiailag hasonld, csak tébb déetrendelked sejtek, ezért a
felvandorlast mi valdszitbbnek tartjuk (Magloczket al, 2000). Lehetséges, hogy a magas
SP-tartalmu supramammillaris palya meégédese és térfoglalasa all a jelenségek hatterében.
A CA1l-ben viszont, ahol nincs supramammillarisaéetgs, valdszifleg a
principéllissejtek altal epilepszias ronamok hatéasérmebdsé SP (Liuet al, 1999) lehet
felelos a morfologiai valtozasokeért és dendritsarjadzakénutattak, hogy az SP nem csak
fokozza a sejtek aktivitasat, de dendritjeikety®mgyozotte teszi (Mantyéat al, 1995), igy a
felgydngy6zott dendritfa az SPR-expresszalo sajtekeagyobb aktivitas jele lehet (Leéw al,
1999). Talan a CA1 piramisok SP termelése egy koxd=os jelenség lehet epilepsziaban,

hogy igy fokozzak a részben bizonyosan dendritgaikd SPR-expresszald sejtekkiidését.
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23. Tablazat.A szklerotikus és nem-szklerotikus iterneuronafifozasok dszesitése TLE

betegek hippocampusénak kulonbdegidiban

(kosar és axo-

sarjadzas a

periszomatikus

Alig néhany sejt

lathato

axon inicialis

Interneuron Nem- Szklerotikus  |[Nem- Szklerotikus
tipusok szklerotikus CAl szklerotikus |GD
neurokémiai CAl GD

markerek alapjan

Parvalbumin/ A sejtek PV-tartalma  |A legtbbb sejtllsmeretlen
Periszomatikus tobbsége talél, [sejtek tulél, Axon |mennyisédi sejt
GABAerg sejtek  [Nincs axon erzékenyek, |[sarjadzas a [tulél, PV-

szemcsesejtelimmunreakcio

részben elfinik a

axonikus) régidban szegmentu- [sejtekbél, axon
man sarjadzas az
inicidlis
Szegmentumon

Calbindin/ A sejtek A sejtek egy  |A sejtek A sejtek tobbség

Dendritikus jelentds része [része talél, tobbsége tuléltalél,

GABAerg sejtek  [tulél, tlskeképadés, tuskeképadés,
Axonjaik sejt- és dendrit- sejt- és dendrit-
sarjadzanak, |novekedés, CB{ névekedés
CB-pozitiv pozitiv
interneuron interneuron
dendritek CB- |dendritek CB-
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bemenete ¥ [bemenete 6

axonsarjadzas
Substance P A sejtek A sejtek A sejtek A sejtek tobbség
receptort kifejezé6 [tdbbsége tulél, |pusztulnak, nagyrésze  [talél, normalistol
dendritikus Dendrit A sejtek szamal|Tlél, eloszlas |kiulénb6z6
GABAerg sejtek  [sarjadzas es a dendritfa |és morfoldgia [eloszlas,

kiterjedése kontrollszerii. [dendritsarjadzas

csokken

V. 6. Szklero6zis, sejtpusztulas, és sarjadzas

Az epilepszia hatdséara tulserkentett sejtcsopgrtsiztulasanak kéd imechanizmusa ismert az
excitotoxicitasi hipotézis szerint (Olney, 1990; Item, 1991; Choi, 1992). Az éiegy akut ddéma,
melyet a serkefitamindsavak altal kinyitott ioncsatornakon kerelsaiidegsejtbe jutdé abnormalis
mennyisé§ ionok és viz okoznak. Ez nem szelektiv, mindeteséfint melyek excitotoxin hatdsanak
lettek kitéve (Olney, 1990; Meldrum, 1991) a sejdknis része azonban képes ezt a nagy
mennyisé§ iont és vizet kipumpalni magabdl és tulélni azridé karosodast. Az érzékeny
interneuronok, melyek epilepszia modellekben amohdukciot koveden néhany éraval éhnek,
valosziriileg az akut 6démas mechanizmussal halnak meg. Adikasmiechanizmus egy késleltetett,
kalcium altal kbzvetitett folyamat (Olney, 1978;d5,1992), ahol fesziltségfugdNMDA-tipusu
glutamat receptorok altal megnyitott csatornakaregetiil kalcium ion jut a sejtbe, amely a Bels
raktarakbol nagy mennyiségovabbi kalciumot szabadit fel, és kilonbdmokémiai
mechanizmusokat, lebonté enzimeket aktival(Rasnm4€86). Ezek karositjak a citoszkeletont, a
mitokondriumokat, ezzel a sejt energetikai rendszemlamint az axonalis transzportot és a DNS#t. E
a sejt degeneracitjahoz vezethet. A magas kalaanszint aktivalhat egy specialis sejtpusztitasi
mechanizmust is, ahol a megféleinzimkészlet jelen van, amelyet programozott ak§thak vagy

apoptozisnak nevezink (Gavrielial, 1992; Bonfocaet al, 1995). Ez a sejt DNS-ének
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feldarabolodasahoz vezet, azonos tipusu sejtekimeros id alatt. Epilepszia modellekben
bizonyitottak, hogy ez a mechanizmus fé&eh CAL régié piramissejtjeinek pusztulasaért geokt
al., 1994).

Felmerll a kérdés, hogy a sejtpusztulas és rgmtizais kilénb&z mértéke szklerotikus- nem-
szklerotikus a betegseg kulonbdazisait jeldli-e, és vajon az enyhébb sejtpusatunutato tipusok
idovel atalakulnak-e a sulyosabb sejtpusztulast mytatdlogias formakka. Mivel a betegeket egy adott
idopontban opraltdk meg, csak ezt az egy allapotgkaeijik. Megvizsgaltuk, hogy a sejtpusztulas
mértéke korrelél-e az epilepszia fennalasanédtarthmaval, és azt talaltuk, hogy nincs egyéntielm
osszeflgges (3. tablazat). A tempordlis lebenyedifexpilepszianak szamos modellje van, melyekben
kilonboz sejtpusztuldsi mintazat alakul ki. A hippocampatiterosist legjobban a kainsav-kivaltotta
epilepszia, vagy a pilocarpinos modell reprezeat@iablitzet al, 1992; Ben-Ari & Cossart, 2000).
Azonban a gerjesztéses (kindling) modell is a TLdflellje, €s ebben nem alakul ki sclerosis
(McNamara, 1984; Represaal, 1989). Modellkisérletek adatai alapjan a prinkspsejtek a
scleroticussé valo allatokban apoptétikusan pusatylmely a programozott sejthalal egyik
megfelebje, és bizonyos mennyisggejtbe belép kalcium ion valtja ki az érzékeny — megfélel
enzimkészlettel rendelkéz sejtekben (Olney, 1990). Az axonsarjadzas, €zskeny interneuronok
pusztulasa viszont megfigyelldeazokban az epilepszia modellekben is, ahol sdkeresn alakul ki. A
principalis sejtek pusztulasa tehat egy meghatéirozennyiség tulserkentés hatasara bekovetkez
kalciumszint emelkedés fiiggvényénékik. Ez megtorténhet az epilepszias ronamok soaamiior,
az el$ roham idején épp ugy, mint hisz év mulva. Nemdoygzeili, hogy az enyhébb sejtpusztulast
mutato tipusok iével sulyosabbé véaljanak, de barmikafferdulhat. Az epilepszias reorganizacio
egyeb jelenségei viszont — axonsarjadzas vagyzmagitter szintek, receptorok valtozasai — valoslizg
az elektromos aktivitas megnovekedése kovetkeztloerk 1étre, €s minden patholdgiai tipusban
megfigyelhebk (Magléczky, 2005; Magloczky, 2010).

Igy kijelenthetjik, hogy az axonsarjadzas a azggitias reorganizacioé sokkal altalanosabb
jelensége, mint a sejtpusztulas. Az axonsarjadzasséjtek kapcsolatainak atrenstizse 6nmagéban
is képes lehet rohamokat generdlni, ha a sejtekmesrtulnak el.

Réadéasul, a piramissejtek pusztulasat tapasztelkkronmikroszkopos mintainkban olyan
betegekben, akiknél ez fénymikroszkoppal nem létg¥dgittner et al, 2005). A nem-szklerotikus

betegek hippocampusa sem ,ép”, jetagzinaptikus reorganizacié és nem elhanyagolhaté
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sejtpusztulas jatszodott le benne, és mivel mégalaBp vettt kapcsolatai mas agyteriletek felé felé
az eletben maradt sejtéktmég konnyebben terjesztheti, €s még tobb tediset epilepszias aktivitast.

Figyelembe véve a reorganizacids eredményeketm@slelyan neuronhaldzati elemeket valasztani
terapias célpontnak, mely kulcsszerepet jatszigaonhalozat szabalyozasaban. Az eredmények azt
sugalljdk, hogy a CR-tartalmu sejtek megovéasa depgzia korai fazisaban megakadéalyozna a
dendritikus gatlas 6sszeomlasat, €s megévhatnibzatdt a koros szinkronizaciotol.
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VI. Kdszonetnyilvanitas:

Kdszodnetet szeretnék mondani mindazoknak, akik @djukkal hozzajarultak az eredmények
létrejottehez. Eldsorban Freund Tamas professzornak, aki egyeteigat@lkorom ota
tanitbmesterem, és aki mindenben tamogatott mumégrese soran.

Az értekezésben foglalt munkat tobb tanitvanyomegglitt végeztik. Koszondom Wittner Lucéanak,
T6th Kinganak és Karlécai Ritdnak a k6zds munlakesedésiket, kitartdsukat, a téma iranti
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VIl. OSSZEFOGLALAS

Az epilepszias rohamokat sok sejt szinkron kisidsrzza, melyert a legvalosiib
hipotézis szerint az elégtelen gétlas fedelA principalis sejtek aktivitasat lokalis gatlo
interneuronok szabéalyozzak, melyek harom funkcisrédoportba sorolhatok. 1.
periszomatikus gatldsejtek, melyek a principalisdesejttestén és proximalis szegmentuman
(kosarsejtek,) vagy axon inicidlis szegmentumawo-{@onikus sejtek) véganek, ezek a
hippocampusban parvalbumint (PV) vagy kolecisztioki(CCK) tartalmaznak. 2. Dendritikus
gatlosejtek, melyek a dendriteken védmek, és szamos neuropeptidet €s calbindint (CB)
tartalmaznak, substance P receptort (SPR) exptaagz&. Valamint mas interneuronokon
végado interneuron-szelektiv sejtek, melyek patkanybdretinint (CR) tartalmaznak.

Ezeket a sejteket emberi hippocampusban nem vag\efég részletesen vizsgaltak,
sem kontrollban, sem epilepszias betegek hippocaatyaun, igy szinaptikus
reorganizacioéjukrol és bemeneteik valtozasairél adtmendelkezésre elég adat ahhoz, hogy
a principalissejtekre érkézatlas és annak valtozasait megismerjuk és mégésnelkal
viszont az epilepszia patomechanizmusa nem tafélats nem lehet célzott, a neuronhalézat
miikodését szabalyozé gyogyszereket fejleszteni.

Ezért kifejlesztettiink egy olyan modszert, ami ogjpikalhatéan jo missédi
immerzids fixalast tesz leh@té kontroll és temporalis lebeny eradepilepsziaban szenvéd
terapiarezisztens betegekitétileg eltavolitott hippocampusan, és igy elektmdmoszkopos
kvantitativ vizsgalatokat tesz letigé a szinaptikus reorganizacio feltarasara.

Ezzel a modszerrel hasonlitottuk dssze a kontodt pmortem alanyok és szklerotikus
és nem-szklerotikus hippocampalis patologiaval edeedty epilepszia betegek agyaban a
funkciondlisan kilonbdgztipusu gatldsejteket, ugy, hogy immunfestést vidggzaz azokat
jel6lé neurokémiai markerek ellen.

A neuronhaldzat jeletis atalakulasat talaltuk, agy szklerotikus mint nezklerotikus
betegekben. A PV-tartalmu géatlo bemenet mésgjidik a szemcsesejtek axon iniciélis
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 QRl+tar sejtek pedig, melyelr
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bizonyitottuk, hogy az emberi hippocampusban résgznek a dendritkikus és interneuron-
szelektiv gatlasban, elpusztulnak és dendrtikuszaélik 6sszeomlik. A CB-tartalmu sejtek
axonja is sarjadzik, és nagyobb aranyban §éigzéletben maradé interneuronokon
epilepszias hippocampusban, mint kontrollban, n@vekzel a gatlésejtek gatlasat.

Mindez a dendritikus géatlas meggyengulléséhez ésiszpmatikus géatlas
megebsddéséhez vezet, mely noveli a halézat szinkroktsésének valdsziséget,
kulondsen mivel tobb serkénpalya is sarjadzik, éshra principalissejtek serkénbemenete
is. Vizsgalataink ramutatnak, hogy a sarjadzéas alokkalanosabb jelensége az epilepszias
reorganizacionak, mint asejtpusztulas, és mar aseiherotikus hippocampusokban is jelen
van, és diseqiti az epilepszias rohamokat.

Eredményeink azt sugalljak, hogy az altalunk vitdgénporalis epilepszias
betegekben a gatlé neuronhal6zatok olyan mértéatasakultak és a dendritikus és
periszomatikus gatlas egyensulya annyira eltolotiotgy altalanos GABAerg rendszereket
segib terdpia mar nem biztos, hogy gatolja a sejtekksamkistlését. A gatlo
neuronhdaldzatok, és kilondsen a periszomatikuagategdisodése egyik oka lehet annak,
hogy ezek a betegek terapirezisztensek voltaklyés terapiat igényelnének, mely célzottan a

dendritkus gétlast ésiti.
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