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1. Bevezet®s 

Az Alzheimer-k·r az ®letkor elŖrehaladt§val fokoz·d· gyakoris§ggal fell®pŖ 

megbeteged®s, mely a kognit²v funkci·k kr·nikus ®s progressz²v beszŤk¿l®s®vel j§r. 

Az ®letkor ºrvendetes, a vil§g nagy r®sz®n tapasztalhat· nºveked®s®vel a betegs®g 

korunk egyik legnagyobb orvosi probl®m§j§v§ v§lt, mely hatalmas szoci§lis ®s 

gazdas§gi terhet r· t§rsadalmainkra (Alloul ®s mtsai, 1998; Kov§cs, 2009). Korai 

st§diumban val· felismer®se (B·di ®s mtsai, 2009; Z. Ol§h ®s mtsai, 2012; E. Papp ®s 

mtsai, 2012; Varga ®s mtsai, 2014), progresszi·j§nak f®kez®se (Kincses ®s mtsai, 

2013; Radak ®s mtsai, 2010) intenz²v kutat§s t§rgya. Az Alzheimer-k·r pontos 

patomechanizmusa nem ismert. A kutat·k tºbb ®vtizeden kereszt¿l a baz§lis elŖagyi, 

ezen bel¿l a kolinerg neuronok ®s a kºvetkezm®nyes k®rgi kolinerg innerv§ci· 

pusztul§s§ban kerest®k a betegs®g fŖ ok§t (Grothe ®s mtsai, 2010; P§k§ski ®s mtsai, 

2014; Szigeti ®s mtsai, 2013; Z§borszky ®s mtsai, 1999). Intenz²ven vizsg§lt§k a 

genetikai h§tt®rrel is b²r· (Arendt ®s mtsai, 1997; Feh®r ®s mtsai, 2013; Feh®r ®s 

mtsai, 2012; Seeger ®s mtsai, 2009) molekul§ris tºrt®n®sek sz®les spektrum§t, 

bele®rtve a feh®rje hib§s t®rszerkezeti alakul§s§t (protein misfolding) (Juh§sz ®s mtsai, 

2011; M. E. T·th ®s mtsai, 2013) a nukleozid metabolizmust (Z. Kov§cs ®s mtsai, 

2011), a szinaptikus mŤkºd®s megv§ltoz§s§nak k¿lºnbºzŖ molekul§ris h§tter®t (Feh®r 

®s mtsai, 2013; Selkoe, 2008b; Walsh ®s mtsai, 2002; Z§dori ®s mtsai, 2014). 

Az Alzheimer-k·r jellegzetes, a citoszkeletont is ®rintŖ (Fodor ®s mtsai, 2011) 

patomorfol·giai v§ltoz§sokat ind²t el a kºzponti idegrendszerben: amiloid feh®rj®k 

rak·dnak le az agyi parenchym§ban ®s az ®rfalakban (Selkoe, 1991, 2008a; Thal ®s 

mtsai, 1999), az idegsejtekben k·ros neurofilamentumok k®pzŖdnek (Avila, 2000), ami 

a neuronok, k¿lºnºsen azok preszinaptikus termin§lisainak pusztul§s§hoz ®s reakt²v 

gli·zishoz vezet (Terry ®s mtsai, 1991). Az elfajul§s s¼lyoss§ga a k¿lºnbºzŖ agyi 

r®gi·kban nagyban ®s specifikusan k¿lºnbºzik, mely arra utal, hogy bizonyos ï 

kiemelten k®rgi - neur§lis elemek k¿lºnºsen s®r¿l®kenyek a m®g r®szben mindig 

ismeretlen patobiok®miai folyamatokban (H. Braak ®s Braak, 1991; H. Braak ®s mtsai, 

1993; K. Jellinger ®s mtsai, 1991; Sipos ®s mtsai, 2007). A jelenleg uralkod· felfog§s 

szerint a ter§pi§s lehetŖs®geket ezen tºrt®n®sek molekul§ris mechanizmus§nak 

meg®rt®se mozd²thatn§ legjobban elŖ (M. I. Papp ®s Kov§cs, 2013; Penke ®s mtsai, 

2012; Polg§r ®s KeserŤ, 2014).  

A hum§n mint§k mellett, k·rszºvettani ®s ehhez kapcsol·d· ideg®lettani, biok®miai 

®s viselked®stani vizsg§latok sz®les kºrben kezdtek alkalmazni transzgenikus 

eg®rmodelleket. Ezekkel a genetikailag m·dos²tott §llattºrzsekkel a betegs®g jeleinek 

teljes spektrum§t modellezni mindeddig nem siker¿lt, ®s a c®l legtºbb esetben nem is 
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ez volt (LaFerla ®s Green, 2012). EllenkezŖleg: a k·rfolyamatok kiemelt aspektusai 

k¿lºn vizsg§lhat·v§ v§ltak, melyek a k¿lºnbºzŖ patomechanizmusok tov§bbi ®s jobb 

megismerhetŖs®g®t tette lehetŖv®, a ter§pi§s beavatkoz§sok ®s megelŖz®s ¼j 

farmakol·giai c®lpontjait fedte fel (Bales, 2012). 

Ebben a fejezetben tekintj¿k §t tºmºren azon tudnival·kat, melyek a C®lkitŤz®s 

fejezetben ismertett c®jaink megfogalmaz§s§hoz ®s meg®rt®s®hez n®lk¿lºzhetetlen 

h§tterismeretk®nt szolg§lnak. Munk§m elsŖ r®sze a k®rgi ®s hippokamp§lis princip§lis 

sejtek funkcion§lis-alaki saj§toss§gait, afferenseinek ®s efferenseinek v§ltoz§sait, a 

sejtprolifer§ci· ®s -differenci§l·d§s alakul§s§t vizsg§lja olyan transzgenikus 

eg®rmodellekben, melyekben egyes, az Alzheimer-k·rban kulcsszerepet j§tsz· 

feh®rj®k expresszi·ja megv§ltozik. A k¿lºnbºzŖ §llattºrzsekben ²gy alkalmunk ny²lt a 

betegs®g patogenezis®ben kiemelt jelentŖs®gŤ Aɓ feh®rj®nek ®s pr®kurzor 

proteinj®nek vizsg§lata mellett egy, az Alzheimer-k·r korai st§dium§ban aktiv§l·d· - 

jellemzŖen neurotrofinok ®s nºveked®si faktorok induk§lta ï jel§tviteli mechanizmus 

okozta citoszkelet§lis v§ltoz§sokat is nyomon kºvetni. A depriv§ci·s- ®s ingergazdag 

kºrnyezetben megfigyelt funkcion§lis anat·miai v§ltoz§sok azokat a kºrnyezeti 

hat§sokat c®lozt§k modellezni, melyek az Alzheimer-k·r progresszi·j§t, ha korl§tozva 

is, de befoly§solni k®pesek (Laurin ®s mtsai, 2001; Miklya ®s Gaszner, 2004; Pope ®s 

mtsai, 2003; Radak ®s mtsai, 2010). A betegs®gben tapasztalt mem·riazavarok ®s a 

tau feh®rje foszforil§ci·j§nak kapcsolat§t a hibern§ci·ban reverzibilis tau 

hiperfoszforil§ci·ra k®pes §llatban vizsg§ltuk (Arendt ®s mtsai, 2003). Ezekkel a 

vizsg§latokkal a betegs®g legkor§bbi st§dium§ban fellelhetŖ anat·miai ®s biok®miai 

folyamatokat hoztuk p§rhuzamba az eml®knyom kialakul§s§val. 

A neurodegenerat²v betegs®gek c®lkeresztj®ben l®vŖ szinapszisok kºzvetlen 

kºrnyezet®t az extracellul§ris m§trix k®pezi. ¥sszet®tele, k®miai heterogenit§sa ï 

egy§ltal§n l®te ï a kºzponti idegrendszerben az utols· ®vtizedig a neurobiol·giai 

®rdeklŖd®s perif®ri§j§ra szorult. Munk§m m§sodik fel®ben az Alzheimer-k·rban tºrt®nŖ 

szinaptikus v§ltoz§sok ®s a periszinaptikus extracellul§ris m§trix kapcsolat§t hum§n 

mint§kon vizsg§ltam. Ehhez a perineuron§lis m§trix kompartmentspecifikus 

ºsszet®tel®t ®s anat·miai jellemz®s®t megelŖzŖ tanulm§nyokban kellett elv®gezz¿k. 

1.1 A hum§n amiloid pr®kurzor feh®rje ®s azok fragmensei 

A pr®kurzor feh®rje 

Az amiloid pr®kurzor molekula egy integr§ns membr§nfeh®rje, melyet egy legal§bb 

18 exonb·l §ll· g®n k·dol a 21-es kromosz·m§n (Goldgaber ®s mtsai, 1987; Kang ®s 

mtsai, 1987; Tanzi ®s mtsai, 1987; Yoshikai ®s mtsai, 1990). Amiloid pr®kurzor feh®rj®t 
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csaknem valamennyi sejt¿nk termel, a protein ï ®s tov§bbi sorsa ï mindazon§ltal 

nagyon heterog®n (Selkoe, 2001). A glikoprotein pre-mRNS-einek alternat²v 

§tszab§s§val (Ăsplicingò) legal§bb n®gy §tirat jºn l®tre, melyek 695, 714, 751 ®s 770 

aminosav hossz¼s§g¼ feh®rj®ket k·dolnak (Golde ®s mtsai, 1990; Kang ®s mtsai, 

1987; Ponte ®s mtsai, 1988; Rossner ®s mtsai, 1998a). Idegsejtekben ï ellent®tben a 

legtºbb nemneuron§lis sejttel, melyek a 751 ®s 770 aminosav hossz¼s§g¼ 

fragmensekben gazdagok ï a 695 aminosav hossz¼s§g¼ rºvid fragmens fordul elŖ 

(Rossner ®s mtsai, 1998b; Selkoe, 2008a). A molekula N-termin§lis nagyobb r®sze 

extracellul§ris helyzetŤ, vagy intracellul§ris vezikulumok lumen®ben tal§lhat·, ezt 

kºveti egy transzmembr§n szakasz, v®g¿l a C-termin§lis citoszolikus r®sz (1. §bra). 

 

 

 

 

A pr®kurzor feh®rj®t szekret§zok has²tj§k metabolit sz§rmaz®kaikra. Az Ŭ-

szekret§zok a membr§nt·l meghat§rozott t§vols§gban has²tanak, nem szekvencia-

specifikusak, ®s m§s feh®rj®ket is k®pesek v§gni. Az amiloid pr®kurzor feh®rj®knek 

csak kis h§nyad§t has²tj§k (Sisodia, 1992). A hossz¼ extracellul§ris fragmensen k²v¿l 

fennmarad· C-termin§lis r®szt a ɔ-szekret§z v§gja tov§bb egy p3 nevŤ, valamint egy 

intracellul§ris dom®nre (1. §bra). Az Ŭ-szekret§zok §ltal megk²m®lt amiloid pr®kurzor 

molekul§kr·l a ɓ-szekret§z (m§s nev®n BACE-1) has²that le egy hossz¼ szolubilis N-

termin§lis v®get, a C-termin§lis r®szbŖl pedig a ɔ-szekret§znak kºszºnhetŖen k®pzŖdik 

a neurodegenerat²v k·rk®pekben kiemelt jelentŖs®gŤ ɓ-fragmens ®s egy valamivel 

kisebb m®retŤ citoszolikus fragmens (1. §bra). 

 In vitro k²s®rletekben kimutatt§k, hogy amiloid pr®kurzor molekul§k folyamatosan 

k®pzŖdnek az idegsejtekben (Weidemann ®s mtsai, 1989). A ɓ-szekret§z 

1. §bra. Az amiloid pr®kurzor feh®rje szerkezeti ®s a szekret§z enzimek has²t§si helyei. Rºvid²t®sek: 
ICD intracellul§ris dom®n, KPI Kunitz t²pus¼ szerin prote§z g§tl· dom®n, p3 p3 peptid, TM 
transzmembr§n dom®n. 
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mŤkºd®s®nek eredm®nyek®pp a sejtmembr§nhoz kºtºtt pr®kurzorokb·l lehasad az N-

termin§lis r®sz (J. P. Anderson ®s mtsai, 1991; Haass, Koo, ®s mtsai, 1992; Sisodia, 

1992), ami a k¿lsŖ (ekto)dom®n szekr®ci·j§hoz vezet, vagy internaliz§l·dik ®s lebomlik 

az endosz·m§kban ®s lizosz·m§kban (Golde ®s mtsai, 1992; Haass, Koo, ®s mtsai, 

1992). Ezzel ºsszhangban sejtkult¼r§kban megfigyelt®k, hogy a teny®sztett sejtek 

folyamatosan szekret§lnak  Aɓ feh®rj®t (Haass, Schlossmacher, ®s mtsai, 1992; Shoji 

®s mtsai, 1992), in vivo vizsg§latok pedig a liquor cerebrospinalisban detekt§lt§k ezt a 

fragmenst (Seubert ®s mtsai, 1992). 

Az Aɓ fragmens 

Az Aɓ fragmens ®s az amiloid keletkez®s®nek oka ®s mechanizmusa m§r kor§n 

intenz²v kutat§sok keresztt¿z®be ker¿lt. Az Aɓ fragmensek nemcsak szolubilis 

form§ban vannak jelen az agyszºvetben, hanem extracellul§risan lerak·dhatnak, 

plakkokat alkothatnak (Allsop ®s mtsai, 1983), mely az Alzheimer-k·r egyik 

hiszotpatol·giai markere. Sz®les kºrben elfogadott t®ny, hogy a k®rgi Aɓ fragmens 

szint illetve plakkok mennyis®ge kognit²v k§rosod§st okoz, ami®rt mind a szolubilis, 

mind a kicsap·dott feh®rje felelŖs  (Cummings ®s mtsai, 1996; Hardy ®s Allsop, 1991; 

Naslund ®s mtsai, 2000; Selkoe, 2008b). Diff¼z t²pus¼ Aɓ depozitumok ugyanakkor 

eg®szs®ges idŖsekben is elŖfordulnak, illetve Alzheimer-k·rban szenvedŖk olyan agyi 

ter¿letein is (p®ld§ul talamusz, kisagy), melyek a betegs®gben nem k§rosodnak (Y. T. 

Li ®s mtsai, 1994; Wisniewski ®s mtsai, 1989). Alzheimer-k·rban szenvedŖk 

nagyagyk®rg®ben elŖbbivel ellent®tben ï illetve azok §talakul§s§val - ¼n. neuritikus 

plakkok jºnnek l®tre, melyek 8-10nm m®retŤ amiloid rostokat tartalmaznak, 

ºsszetevŖik kºzºtt nemcsak a 42 aminosav hossz¼s§g¼ (Aɓ42), hanem a rºvidebb 

Aɓ40 peptidet is megtal§ljuk. A filament·zus ®s nemfibrill§ris szerkezetŤ feh®rj®kbŖl 

fel®p¿lŖ k®pletek kºzel®ben a mikrogli§k ®s asztrocit§k aktiv§l·dnak, a neuronok 

k§rosodnak (Itagaki ®s mtsai, 1989; Selkoe, 1991). 

Az amiloid pr®kurzor feh®rje a neurodegenerat²v folyamatok t¿kr®ben 

A neuropatol·giai elv§ltoz§sokhoz vezetŖ folyamatok fŖ okak®nt tºbbek kºzºtt az 

amiloid pr®kurzor feh®rje magas szintŤ expresszi·j§t, szekr®ci·s ¿tem®nek 

megv§ltoz§s§t, illetve a 695 ®s 751/770 aminosav hossz¼s§g¼ fragmens keletkez®se 

kºzºtti egyens¼ly§t jelºlt®k meg (Price ®s mtsai, 1992; Selkoe, 1991; Sisodia ®s Price, 

1992). DºntŖ elŖrel®p®st jelentett, amikor az amiloid pr®kurzor molekula mut§ci·j§t 

kimutatt§k tºbb betegs®gben is, ²gy famili§ris Alzheimer-k·rban (Chartier-Harlin ®s 

mtsai, 1991; Murrell ®s mtsai, 1991) vagy amiloid·zissal j§r· herediter cerebralis 

haemorrhagiaban (Levy ®s mtsai, 1990; Van Broeckhoven ®s mtsai, 1990). Erre a 
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megfigyel®sre alapozva ®s a transzgenikus technik§k ugr§sszerŤ fejlŖd®s®vel egym§s 

ut§n hoztak l®tre kutat·csoportok olyan eg®rtºrzseket, melyekben a vadt²pus¼ vagy 

mut§ns feh®rje expresszi·s szintj®t megv§ltoztatt§k. 

Az amiloid pr®kurzor feh®rje nemcsak fragmensei forr§sak®nt, hanem ºnmag§ban 

is befoly§sol biol·giai folyamatokat. A teljes hossz¼s§g¼ (Ăfull-lengthò) molekula 

szerep®t izol§ltan vizsg§lni neh®z, hiszen expresszi·s szintj®nek v§ltoztat§sa 

keletkezŖ fragmenseinek szintj®t sem hagyja v§ltozatlanul (P. R. Turner ®s mtsai, 

2003). Neuroprotekci·ban betºltºtt szerep®t a Notch jel§tviteli mechanizmushoz 

kapcsoltan vizsg§lt§k (De Strooper ®s mtsai, 1999), az axon nºveked®si cs¼cs 

v®garboriz§ci·j§nak ®s szinapszisainak kialak²t§s§®rt pedig a sejtadh®zi·s 

mechanizmusok szab§lyoz§s§n kereszt¿l tulajdon²tottak neki szerepet (Moya ®s mtsai, 

1994). A sejtszintŤ neuron§lis mechanizmusokban az amiloid pr®kurzor feh®rje 

serkenti tov§bb§ a neuritek kinºv®s®t, elong§ci·j§t ®s el§gaz·d§s§t (Ohsawa ®s mtsai, 

1997; Salinero ®s mtsai, 2000; Small ®s mtsai, 1994). Ennek megfelelŖen az amiloid 

pr®kurzor feh®rj®t nem tartalmaz· idegsejtek dendrit ny¼lv§nyai rºvidebbek ®s kev®sb® 

el§gaz·d·bbak (Perez ®s mtsai, 1997; Seabrook ®s mtsai, 1999), b§r ezzel ellent®tes 

eredm®nyek is napvil§got l§ttak (Harper ®s mtsai, 1998). 

In vivo morfol·giai ®s rendszer-anat·miai vizsg§latok szerint a neuron§lis 

kompartmentekben, ²gy a szinapszisokban is jelenl®vŖ amiloid pr®kurzor feh®rje 

(Kirazov ®s mtsai, 2001; Schubert ®s mtsai, 1991; Shigematsu ®s mtsai, 1992) a 

preszinaptikus dom®n morfol·giai ®s funkcion§lis szab§lyoz§s§n kereszt¿l szerepet 

j§tszik a szinapszisok kialak²t§s§ban, ez§ltal a szinaptikus plaszticit§sban, a felnŖtt 

idegrendszerben is (Buxbaum ®s mtsai, 1998; Sisodia ®s mtsai, 1993). ĉgy amiloid 

pr®kurzor feh®rje g®nki¿tºtt §llatokban viselked®sbeli ®s kognit²v hi§nyoss§gok, a 

hossz¼t§v¼ potenci§ci· (Ălong term potentiationò, LTP) zavara ®s a szinapszisok 

sz§m§nak csºkken®se l®p fel (Dawson ®s mtsai, 1999; Phinney ®s mtsai, 1999). Ezek 

az eredm®nyek ºsszecsengenek m§s tanulm§nyok adataival, melyek az amiloid 

pr®kurzor feh®rje expresszi·j§nak nºveked®s®rŖl sz§molnak be a tanul§st ®s 

eml®kez®st serkentŖ §llattart§s/kezel®s sor§n (Huber ®s mtsai, 1997; Teather ®s mtsai, 

2002). Olyan §llatokban azonban, ahol a hum§n amiloid pr®kurzor feh®rje expresszi·ja 

tºbbszºrºse a vadt²pus¼akban tal§ltaknak, ®s ez a szolubilis Aɓ szint nºveked®s®hez 

vezet, a szinapszisok mŤkºd®se s®r¿l. Ez a kognit²v k®pess®gek k§rosod§s§hoz vezet 

ï f¿ggetlen¿l att·l, hogy ɓ-amiloid lerak·d§s tºrt®nik-e (Kamenetz ®s mtsai, 2003; Lanz 

®s mtsai, 2003; Mucke ®s mtsai, 2000; A. M. Simon ®s mtsai, 2009), mely az Alzheimer 

k·r kialakul§s§nak korai st§dium§nak hipot®zis®t (Ăearly stage hypothesisò) erŖs²ti. 
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Vizsg§lataink idej®ben nem volt ismert, milyen v§ltoz§sokat ind²t el a trofikus 

hat§s¼nak sejtett vadt²pus¼ feh®rje az idegsejtek alaktan§ban, az afferens 

kapcsolatokat kialak²t· dendritfa ®s dendritt¿ske m®ret®ben, geometri§j§ban ®s 

mennyis®g®ben. Hasonl· vizsg§latok mut§ns amiloid pr®kurzor feh®rje 

expresszi·j§nak hat§s§ra ®s §ttekintŖ jellemz®sre (teljes dendritfa m®ret) szor²tkoztak 

(Moolman ®s mtsai, 2004). 

Az Aɓ feh®rje neurodegenerat²v vonatkoz§sai 

Az amiloid pr®kurzor feh®rje szekr®ci·j§nak, has²t§s§nak megv§ltoz§sa k·ros 

folyamatokat ind²t be a neuronok mŤkºd®s®ben, morfol·gi§j§ban, ²gy azok 

funkci·j§ban ®s az agyk®reg eg®sz®nek mŤkºd®s®ben (Juh§sz ®s mtsai, 2011; J. Ol§h 

®s mtsai, 2011). A kulcsszerepet a feh®rj®t has²t· ɓ ®s ɔ-szekret§z enzimek 

mŤkºd®s®nek megv§ltoz§s§ban l§tj§k, melyek az Aɓ fragmens k®pz®s®®rt felelŖsek 

(P. R. Turner ®s mtsai, 2003). Aɓ fragmensek ®lettani kºr¿lm®nyek kºzºtt is 

k®pzŖdnek (Haass, Schlossmacher, ®s mtsai, 1992). Az Alzheimer-k·r kialakul§s§nak 

elŖfut§ra a szolubilis Aɓ feh®rje szintj®nek nºveked®se, mely v®g¿l extracellul§ris, 

inszolubilis plakkok kialakul§s§hoz vezet (Selkoe, 2008a; P. R. Turner ®s mtsai, 2003). 

Ez neurotoxikus folyamat, melyet mind in vitro, mind in vivo sz§mos k²s®rletben 

bizony²tottak (McKee ®s mtsai, 1998; Walsh ®s mtsai, 2002). A glutam§terg ®s kolinerg 

aktivit§s csºkkent®se illetve megv§ltoztat§sa r®v®n az Aɓ feh®rje zavart okoz a 

szinaptikus transzmisszi·ban (Chen ®s mtsai, 2002; Jhamandas ®s mtsai, 2001; Kar 

®s mtsai, 1996; Uh§sz ®s mtsai, 2010). G§tolja a hossz¼ t§v¼ potenci§ci· kialakul§s§t, 

ami a szinaptikus plaszticit§s csºkken®s®hez vezet (Raymond ®s mtsai, 2003; Wang 

®s mtsai, 2002), mindez pedig a tanul§si folyamatok roml§s§t ®s mem·riacsºkken®st 

von maga ut§n (Flood ®s mtsai, 1991). A felsorolt degenerat²v v§ltoz§sok k®sŖbb az 

agyszºvet hisztopatol·gi§j§ban is nyomon kºvethetŖk; az Aɓ feh®rje fragmensek 

fibrillumokba, majd plakkokba csap·dnak ºssze, ez ºsszess®g®ben az idegsejtek 

kapcsolatrendszer®nek megszak²t§s§hoz vezet, melynek m®rt®ke az elbutul§s 

(dementia) s¼lyoss§g§val ar§nyos (Cummings ®s mtsai, 1996; Knowles ®s mtsai, 

1998). 

 Alzheimer-k·rban tºbb neuromorfol·giai v§ltoz§sr·l tºrt®nt eml²t®s. Az idegsejtek 

ny¼lv§nyainak progressz²v disztr·fi§j§t, ektopikus burj§nz§s§t, gºrb¿leteinek 

nºveked®s®t mind hum§n mint§kon, mind transzgenikus §llatokban megfigyelt®k 

(Irizarry ®s mtsai, 1997; Knowles ®s mtsai, 1999; Larner, 1995; Scheibel ®s Tomiyasu, 

1978). Vizsg§l·d§sunk idej®ben ennek fŖ ok§t az Aɓ fok§lis hat§s§ban, lerak·d§s§ban 

l§tt§k. ĉgy az Aɓ lerak·d§sokon §th¼z·d· idegsejt ny¼lv§nyok morfol·gi§ja 

megv§ltozik, degenerat²v jelens®geket mutat; §tm®rŖj¿k kisebb lesz, a dendriteken 
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tal§lhat· dendritt¿sk®k sŤrŤs®ge csºkken (Knowles ®s mtsai, 1999; Le ®s mtsai, 2001; 

Tsai ®s mtsai, 2004), sz®lsŖs®ges esetben a ny¼lv§ny egyszerŤen megszakad, 

Ăeltºrikò (Tsai ®s mtsai, 2004). JellemzŖ, hogy Aɓ plakkok kºzel®ben a szomsz®dos 

dendritek, dendritszakaszok sŤrŤs®ge csºkken (Knowles ®s mtsai, 1998). 

Munk§nkban azt vizsg§ltuk, hogyan befoly§solja a hum§n ®s mut§ns amiloid 

pr®kurzor feh®rj®k k¿lºnbºzŖ szintŤ expresszi·ja, tov§bb§ a plakk lerak·d§ssal j§r·, 

emelkedett Aɓ szint az idegsejtek alaktan§t ®s azok kapcsolatait. A fok§lis v§ltoz§sok 

helyett a sejt eg®sz®re koncentr§ltunk, hogy §tfog·bb k®pet kaphassunk az Alzheimer-

k·rban bekºvetkezŖ v§ltoz§sok neuromorfol·giai h§tter®rŖl. Vizsg§latainkat a 

dendritek ®s dendritt¿sk®k mennyis®gi anal²zis®n t¼l kiterjesztett¿k az afferens ®s 

efferens kapcsolatok, szinapszisok v§ltoz§saira. Depriv§ci·s ®s ingergazdag 

kºrnyezetben v®gzett k²s®rletek igazolt§k, hogy az afferens ®s kºrnyezeti ingerek 

dºntŖen befoly§solj§k az amiloid metabolizmusban v§ltoz§st szenvedŖ sejtek alaktan§t 

®s inter-neuron§lis kapcsolatait. 

1.2. A tau feh®rje ®s foszforil§ci·j§nak szerepe Alzheimer-k·rban 

A tau feh®rje egy mikrotubulus-asszoci§lt feh®rje, mely a tubulin feh®rje 

polimeriz§ci·j§t, ez§ltal a mikrotubulusok stabiliz§ci·j§t seg²ti (Drechsel ®s mtsai, 

1992; Weingarten ®s mtsai, 1975). Ha a tau feh®rje szerin ®s treonin reziduumai 

foszforil§l·dnak, afiinit§sa a mikrotubulusokhoz csºkken, ®s a tau feh®rje az 

axoplazm§b·l  a szomatodendritikus ®s szubszinaptikus kompartment fel® helyezŖdik 

§t (Biernat ®s mtsai, 1993; Buee ®s mtsai, 2000; Lindwall ®s Cole, 1984; Morris ®s 

mtsai, 2011). ErŖsen (¼n. hiper-) foszforil§lt form§ja az Alzheimer-k·rban megfigyelt 

p§ros helik§lis filamentumok ®s aberr§ns neurofibrill§ris lerak·d§sok fŖ alkot·ja a 

megbetegedett idegsejtek citoplazm§j§ban, melyet ºsszefoglal·an Ătaup§ti§nakò 

h²vunk (Avila, 2000; Brandt ®s mtsai, 2005; Goedert ®s Spillantini, 2011; Shahani ®s 

Brandt, 2002). 

M²g a neurohisztopatol·gia az aberr§ns neurofibrillumok megjelen®s®t az 

Alzheimer-k·r legfŖbb jelens®g®nek tartja a ɓ-amiloid plakkok megjelen®se mellett, 

tºbb tanulm§ny kimutatta, hogy a hiperfoszforil§lt tau megjelen®se a posztszinaptikus 

kompartmentben j·val azelŖtt vezet szinaptikus ®s kognit²v zavarokhoz, mielŖtt tau 

aggreg§tumok a pusztul· idegsejtben megjelenn®nek (Hoover ®s mtsai, 2010; Ittner ®s 

mtsai, 2010; Morris ®s mtsai, 2011; Yoshiyama ®s mtsai, 2007). Ennek megfelelŖen 

Alzheimer-k·r m§r igen korai st§dium§ban tal§ltak tau felhalmoz·d§st hippokamp§lis 

CA3 piramissejtek dendritt¿sk®iben (Blazquez-Llorca ®s mtsai, 2011). Tau 

hiperfoszforil§ci· azonban ®lettani kºr¿lm®nyek kºzºtt is elŖfordul hibern§ci·ra k®pes 
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emlŖsºkben (Arendt ®s mtsai, 2003; Hªrtig ®s mtsai, 2007), mely a szinapszisok 

sz§m§nak csºkken®s®vel j§r (von der Ohe ®s mtsai, 2007), az ehhez kapcsol·d·, 

®bred®s ut§ni tanul§si- ®s mem·ria folyamatokkal foglalkoz· tanulm§nyok ugyanakkor 

ellentmond· eredm®nyekre jutottak egy irreverzibilis k§rosod§st vagy csup§n 

nyomveszt®st illetŖen (Clemens ®s mtsai, 2009; McNamara ®s Riedesel, 1973; Millesi 

®s mtsai, 2001; Zhao ®s mtsai, 2004). Munk§nkban sz²ria aranyhºrcsºgben vizsg§ltuk 

a tau foszforil§ci·, a szinaptikus regresszi· ®s a mem·rianyomok viszony§t egy 

ºsszehangolt viselked®stani, biok®miai ®s neuromorfol·giai k²s®rletben. 

1.3. A Ras G-feh®rje ®s a citoszkeleton kapcsolata 

Az idegsejtek belsŖ v§z§t a citoszkelet§lis feh®rj®k alkotj§k, melyek dinamikus 

§t®p¿l®sre k®pesek. A folyamatot sz§mos faktor ir§ny²tja, befoly§solja, melyek kºz¿l 

fontoss§gukat tekintve kiemelkednek a nºveked®si faktorok, ²gy a k¿lºnbºzŖ 

neurotrofinok, az idegi eredetŤ nºveked®si faktor (nerve growth factor, NGF) vagy az 

agyi eredetŤ nºveked®si faktor (brain derived neurotrophic factor, BDNF) (Davies, 

2000; Heumann, 1994; Thoenen, 1995). Neurotrofinok ir§ny²tj§k a sejtek 

ny¼lv§nyainak k®pzŖd®s®t, nºveked®s®t, a dendritfa kialakul§s§t mind a fejlŖdŖ (Baker 

®s mtsai, 1998; Horch ®s mtsai, 1999; McAllister, 2002; McAllister ®s mtsai, 1996; 

McAllister ®s mtsai, 1995; Niblock ®s mtsai, 2000), mind a felnŖtt agyk®regben (Horch 

®s Katz, 2002). A dendritek mellett az axonok nºveked®s®t is kritikusan befoly§solj§k: 

serkentik azok hosszabbod§s§t (Kirstein ®s Farinas, 2002; Tucker, 2002), c®lir§ny²tott 

nºveked®s®t (pathfinding) (Song ®s Poo, 1999), v®garboriz§ci·j§t (Purves ®s mtsai, 

1988) valamint szinaptikus kapcsolatainak kialakul§s§t ®s differenci§l·d§s§t (Causing 

®s mtsai, 1997). 

A neurotrofinok induk§lta citoszkelet§lis v§ltoz§sok G-proteinek mŤkºd®s®n 

kereszt¿l val·sulnak meg (Z. Li ®s mtsai, 2002; McAllister, 2000; Sin ®s mtsai, 2002). 

Az aktinv§zat legismertebben szab§lyoz· Rho csal§dhoz tartoz· feh®rj®k mellett (Luo 

®s mtsai, 1997; Smith, 1999) hamar r§terelŖdºtt a figyelem a p21Ras feh®rj®re. Ez a 

G-protein kin§zok foszforil§ci·ja ®s az elind²tott kaszk§dok r®v®n enzimek aktivit§s§t, 

ioncsatorn§k mŤkºd®s®t, g®nek expresszi·j§t, mindezek §ltal a sejt morfol·gi§j§t 

mag§t is szab§lyozza (Ahn, 1993; Heumann, 1994; Nishida ®s Gotoh, 1993). J·llehet 

eukari·ta sejtben §ltal§nosan elŖfordul· feh®rj®rŖl van sz·, a p21Ras agyi expresszi·ja 

a m§s szºvetekben tal§ltaknak csaknem t²zszerese (Furth ®s mtsai, 1987; Tanaka ®s 

mtsai, 1986). In vitro tanulm§nyok a p21Ras feh®rje neuron§lis differenci§l·d§sban 

betºltºtt szerep®re vil§g²tottak r§ (Bar-Sagi ®s Feramisco, 1985; Guerrero ®s mtsai, 
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1986; Noda ®s mtsai, 1985), m²g in vivo k²s®rletek felnŖtt §llatban a l®zi· ut§n fell®pŖ 

k§rosod§ssal szemben protekt²v hat§s¼nak tal§lt§k (Heumann ®s mtsai, 2000). 

A p21Ras feh®rje neurodegenerat²v folyamatokban betºltºtt szerepe 

Az Alzheimer-k·r egyik jellegzetes pathobiok®mia tºrt®n®se a citosz·lban tal§lhat· 

tau feh®rj®k nagyfok¼ foszforil§ci·ja, ami k·rosan feltekeredett, helik§lis filamentek 

(Ăpaired helical filamentsò, PHF) l®trejºtt®hez vezet (Augustinack ®s mtsai, 2002). A 

betegs®g korai f§zis§ban sz§mos nºveked®si ®s mitog®n faktor szintje emelkedik, 

melyek a p21Ras G-feh®rje aktiv§l§sa r®v®n fejtik ki hat§sukat (Connor ®s mtsai, 1997; 

Crutcher ®s mtsai, 1993; Fahnestock ®s mtsai, 1996; Fenton ®s mtsai, 1998; Gomez-

Pinilla ®s mtsai, 1990). Alzheimer-k·rban hely®t, alakj§t ®s ºsszet®tel®t tekintve k·ros 

ny¼lv§nyokat azonos²tottak idegsejteken (Arendt ®s mtsai, 1995). A vizsg§lt G-feh®rje 

Alzheimer-k·rban betºltºtt szerep®re tov§bbi figyelem fordult, amikor kider¿lt, hogy 

r®szt vesz a tau feh®rje expresszi·j§nak (Sadot ®s mtsai, 1998) ®s foszforil§ci·j§nak  

(Greenberg ®s mtsai, 1994) szab§lyoz§s§ban. A p21Ras feh®rje a mitog®n-aktiv§lt 

protein kin§z (MAPK) jel§tviteli ¼tvonalat aktiv§lja, mely kin§znak expresszi·s szintje 

®s aktivit§sa Alzheimer-k·rban emelkedik, ®s ez a kin§z felelŖs a tau protein k·ros 

transzform§ci·j§hoz vezetŖ foszforil§ci·j§®rt (Drewes ®s mtsai, 1992). Bizony²tott§k, 

hogy a p21Ras feh®rje expresszi·s v§ltoz§sa Alzheimer-k·rban nemcsak egy 

neurodegenerat²v v§ltoz§sra adott sejtszintŤ v§lasz, hanem m§r a betegs®g korai 

szakasz§ban fell®pŖ jelens®g, mely a tau-hiperfoszforil§ci· ®s amiloid k®pzŖd®s elŖtt, 

azokat megelŖzve tºrt®nik (Gªrtner ®s mtsai, 1999). 

A p21Ras feh®rje ugyanakkor az amiloid pr®kurzor protein ®s amiloid szint®zis 

kapcs§n is g·rcsŖ al§ ker¿lt. Az amiloid pr®kurzor feh®rje metabolizmus§ban, 

has²t§s§ban, ²gy az Aɓ fragmens keletkez®s®ben kiemelt szerepet j§tszik a 

neurotrofinok ®s nºveked®si faktorok aktiv§lta mitog®n-aktiv§lt protein kin§z jel§tviteli 

mechanizmus (Desdouits-Magnen ®s mtsai, 1998; Mills ®s mtsai, 1997). Tov§bbi in 

vitro tanulm§nyok vil§g²tottak r§, hogy a szab§lyoz§s egy p21Ras-medi§lta folyamat 

(Cosgaya ®s mtsai, 1996; Greenberg ®s mtsai, 1994), melyben a keletkezŖ ®s 

szekret§lt szolubilis ɓ-APP N-termin§lis fragmens serkenti a mitog®n-aktiv§lt protein 

kin§z mŤkºd®s®t (Greenberg ®s mtsai, 1994). 

Tanulm§nyunkban azt vizsg§ltuk, hogyan befoly§solja az Alzheimer-k·r korai 

f§zis§t jellemzŖ emelkedett szintŤ p21Ras expresszi· a neuronok morfol·gi§j§t, inter-

neuron§lis kapcsolatait a felnŖtt, differenci§l·dott kºzponti idegrendszerben. A 

transzgenikus eg®rmodell tºbb agyi r®gi·j§ban v®gzett kvalitat²v ®s kvantitat²v, f®ny- ®s 

elektron mikroszk·pos k²s®rletek r§vil§g²tottak, hogy a p21Ras feh®rje dºntŖen 
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befoly§solja a sejtek morfol·gi§j§t, fokozni k®pes az ingergazdag kºrnyezet okozta 

trofikus, ®s ellens¼lyozni a depriv§ci· okozta alaktani ®s sejtkapcsolati v§ltoz§sokat. 

1.4. Az endokannabinoid rendszer ®s a szinaptikus mŤkºd®s 

Az Alzheimer-k·r patomechanizmus§ban kiemelt szerepet foglal el a szinaptikus 

mŤkºd®s k§rosod§sa, zavara. Az inger¿let§tvivŖ anyagok felszabad²t§s§nak idŖbeli 

dinamik§j§t retrogr§d jelrendszerek szab§lyozz§k (Alger, 2002), melynek sor§n 

retrogr§d jel§tvivŖ molekul§k szabadulnak fel a posztszinaptikus oldalr·l, hogy 

hat§sukat a preszinaptikus strukt¼r§n kifejthess®k (Kano ®s mtsai, 2009). Ilyen elven 

mŤkºdik az endokannabinoid rendszer, melyet r§gcs§l·k (Katona ®s mtsai, 2006), 

fŖemlŖsºk (Hark§ny ®s mtsai, 2005) ®s ember (Lud§nyi ®s mtsai, 2011) agyvelej®ben 

is azonos²tottak. A hippocampusban k¿lºnºsen a 2-arachidonoil-glicerol (Mechoulam 

®s mtsai, 1995) bizonyult effekt²v endokannabinoid szign§l molekul§nak (Gao ®s mtsai, 

2010), melyet a posztszinaptikus dendritt¿sk®kben halmoz·d· Ŭ ®s ɓ-diacilglicerol-

lip§z enzimek termelnek (Bisogno ®s mtsai, 2003). A 2-arachidonoil-glicerol a 

preszinaptikus oldalon tal§lhat· 1-es t²pus¼ kannabinoid receptorhoz (CB1 receptor) 

kºtŖdik, lebont§s§t a preszinaptikusan tal§lhat· monoacilglicerol-lip§z (Dinh ®s mtsai, 

2002) ®s a pre- ®s posztszinaptikusan elhelyezkedŖ szerin hidrol§z Ŭ/ɓ-hidrol§z-dom®n 

tartalm¼ enzim (ABHD6) v®gzi (Hashimotodani ®s mtsai, 2007; Marrs ®s mtsai, 2010). 

A 2-arachidonoil-glicerolhoz k®pest alacsony koncentr§ci·ban tal§lhat· az agyvelŖben 

a m§sik azonos²tott endokannabinoid, az anandamid (Devane ®s mtsai, 1992). Hat§s§t 

nemcsak kannabinoid receptor medi§lta ¼tvonalon k®pes kifejteni, m§s, ²gy a tranziens 

receptor potenci§l vanilloid-1-hez (TRPV1 receptor) is  kºtŖdni k®pes (A. T·th ®s mtsai, 

2009). Szint®zis®®rt az N-acil-foszfatidil-etanolamin specifikus foszfolip§z D (NAPE-

PLD), lebont§s§®rt a zs²rsav-amid-hidrol§z (FAAH) felelŖs (Cravatt ®s mtsai, 1996; 

Ueda ®s mtsai, 2005). 

Az endokannabinoid ligand megkºt®se a preszinaptikus kannabinoid receptoron 

g§tolja az inger¿let§tvivŖ anyagok felszabadul§s§t. G§tl· szinapszis eset®n ²gy 

depolariz§ci· induk§lta g§tl§scsºkken®s (depolarization-induced suppression of 

inhibition, DSI), serkentŖ szinapszis eset®n pedig depolariz§ci· induk§lta 

serkent®scsºkken®s (depolarization-induced suppression of excitation, DSE) jºn l®tre 

(Ohno-Shosaku ®s mtsai, 2002; Yoshida ®s mtsai, 2002). A hippocampusban v®gzett 

kutat§sok kimutatt§k, hogy CB1 receptorok kolecisztokinin tartalm¼ g§tl· interneuronok 

preszinaptikus membr§nj§ban fordulnak elŖ, mŤkºd®s¿k kritikus a szinapszisok ®s 

neuronh§l·zatok fiziol·gi§s mŤkºd®s®ben (Katona ®s mtsai, 2000; Katona ®s mtsai, 

1999; Mackie ®s Katona, 2009). 
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Endokannabinoidok a neurodegenerat²v folyamatok t¿kr®ben 

Alzheimer-k·rban az endokannabinoidok tºbbf®le hat§smechanizmusban is r®szt 

vesznek (Bisogno ®s Di Marzo, 2008). Gyullad§sellenes medi§tork®nt csºkkentik a 

mikrogli§k aktiv§ci·j§t ®s a citokinek termel®s®t (Halleskog ®s mtsai, 2011; Ramirez ®s 

mtsai, 2005) valamint antioxid§ns hat§s¼ak (Chung ®s mtsai, 2012). Szerepet 

tulajdon²tottak az endokannabinoidoknak az idegsejtek v®delm®ben: a CB1 receptor-

f¿ggŖ mechanizmusok g§tl§sa csºkkenti az Aɓ elŖid®zte neurotoxicit§st ®s a 

kºvetkezm®nyes kognit²v k®pess®g csºkken®s®t (Mazzola ®s mtsai, 2003), CB1 

receptor agonist§k alkalmaz§s pedig s¼lyosb²tja a neurodegener§ci·t (van der Stelt ®s 

mtsai, 2006). 

Munk§nkban az Alzheimer-k·rban tºrt®nŖ endokannabinoid retrogr§d 

szign§lrendszer v§ltoz§s§ra ir§ny²tottuk figyelm¿nket. Ennek sor§n nyomon kºvett¿k a 

2-arachidonoil-glicerol metabolikus enzimeinek ®s fŖ preszinaptikus receptor§nak, a 

CB1 receptor expresszi·s mint§zat§t ®s annak v§ltoz§sait. Eredm®nyeinket a TRPV1 

receptor ®s az ahhoz kºtŖdŖ anandamid metabolizmus§®rt felelŖs enzimek 

vizsg§lat§val is kieg®sz²tett¿k. 

1.5. Az extracellul§ris m§trix jelenl®te a kºzponti idegrendszerben 

Legtºbb szerv¿nk szºvet®ben a sejtek extracellul§ris §llom§nyba §gyazva 

tal§lhat·k, mely nagyban meghat§rozza a szºvet jelleg®t. A kºzponti idegrendszerben 

az extracellul§ris m§trix jelenl®t®t az elm¼lt ®vtizedekig tagadt§k, az §ltal§nosan 

elfogadott dogma szerint a neuronok ®s gliasejtek ny¼lv§nyaikkal olyan szorosan 

illeszkednek egym§shoz, mely teljesen beszŤk²ten® a sejtek kºzºtti teret. Az elm¼lt 

h¼sz ®v kutat§sai r§vil§g²tottak, hogy mind az agyvelŖben, mind a gerincvelŖben az 

extracellul§ris m§trix, j·llehet rostmentes form§ban (ti. kollag®n-, elasztikus- vagy 

r§csrost itt nem tal§lhat·), de jelen van, egyes agyter¿leteken el®rheti tºmeg®nek 20%-

§t (Sykova ®s Nicholson, 2008). 

Az extracellul§ris m§trix megjelen®si form§i a kºzponti idegrendszerben 

A kºzponti idegrendszeri extracellul§ris m§trix intenz²v kutat§sok keresztt¿z®be 

ker¿lt, mind fejlŖdŖ, mind differenci§lt idegrendszeri vonatkoz§sokban. A fejlŖd®sben 

tºbbek kºzºtt az axon nºveked®si cs¼csok v§laszk®szs®g®t (Ida ®s mtsai, 2006), az 

idegsejtek ingerelhetŖs®g®t (Amet ®s mtsai, 2001; Pizzorusso ®s mtsai, 2002), a 

sejtfelsz²ni receptorok eloszl§s§t ®s szign§ltranszdukci·j§t (Dityatev ®s mtsai, 2010; 

Frischknecht ®s mtsai, 2009) befoly§solj§k. A differenci§lt idegrendszerben klinikai 

kutat§sok elsŖsorban a s®r¿l®s ut§ni regener§ci·ban ®s neuroprotekci·ban vizsg§lj§k 

szerep®t (Dityatev ®s Fellin, 2008; Ferhat ®s mtsai, 1996; Fitch ®s Silver, 2008). 
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Neurohisztol·giai vizsg§latok kimutatt§k, hogy a k®miai ºsszet®tel®ben heterog®n, 

tºbbnyire amorf eloszl§s¼ extracellul§ris m§trix az idegsejtek kºr¿l kondenz§lt 

form§ban is elŖfordul. Klasszikus megjelen®si form§ja a sejttest ®s proxim§lis dendritek 

kºr¿l lerak·d· ¼n. perineuron§lis h§l· (Ăperineuronal netò) (Br¿ckner ®s mtsai, 1993; 

Hockfield ®s McKay, 1983), m²g a termin§lis axonszakaszok ®s szinapszisok kºr¿l 

periszinaptikus gyŤrŤket (Ăaxonal coatsò) (Br¿ckner ®s mtsai, 2008; Morawski, 

Br¿ckner, Jªger, ®s mtsai, 2012) alkothatnak (2A-C §bra). Vizsg§l·d§saink idej®n 

ut·bbi k®pletekrŖl csup§n f®nymikroszk·pos, erŖsen korl§tozott ismeretek §lltak 

rendelkez®sre. 

 

 

 

 

A perineuron§lis h§l·k funkci·ja mindm§ig vita t§rgya (Ram·n y Cajal 

mŤterm®knek tekintette Ŗket). A legtºbb gerinces (Br¿ckner ®s mtsai, 1993; Ga§l ®s 

mtsai, 2014; Lander ®s mtsai, 1998; Matthews ®s mtsai, 2002; Ojima ®s mtsai, 1998; 

R§cz ®s mtsai, 2014), ²gy az ember (Adams ®s mtsai, 2001; Br¿ckner ®s mtsai, 1999; 

Br¿ckner ®s mtsai, 2008; Morawski, Br¿ckner, ®s mtsai, 2010) kºzponti 

idegrendszer®ben azonos²that·k, eloszl§sa sejtt²pusonk®nt ®s ter¿letenk®nt nagy 

variabilit§st mutat (Br¿ckner ®s mtsai, 1999; Hªrtig ®s mtsai, 1999; McGuire ®s mtsai, 

1989; Morawski ®s mtsai, 2004). Perineuron§lis h§l·kat jellegzetesen gyorst¿zelŖ, 

parvalbumin tartalm¼, GABAerg interneuronok kºr¿l tal§lunk, ahol val·sz²nŤleg az 

ionhomeoszt§zis biztos²t§s§ban j§tszanak szerepet (Br¿ckner ®s mtsai, 1993; Hªrtig 

®s mtsai, 1999). JelentŖs®get tulajdon²tottak ezeknek a periszomatodendritikus m§trix 

aggreg§tumoknak a stressz ®s a degenerat²v elv§ltoz§sok elleni v®delemben 

(Morawski ®s mtsai, 2004; Y. Wu ®s mtsai, 2005), valamint a szinaptikus plaszticit§s 

alak²t§s§ban (De§k ®s mtsai, 2012; Matesz ®s mtsai, 2005), fŖk®pp korl§toz§s§ban is 

(Berardi ®s mtsai, 2003; Kaas ®s mtsai, 2008; Pizzorusso ®s mtsai, 2002). Ut·bbira 

jellemzŖ, hogy az idegsejtek differenci§l·d§suk ®s szinapszisaik ki®p²t®se ut§n 

2. §bra. CRTL-1
+
 perineuron§lis h§l·k (A, B) ®s periszinaptikus h¿velyek (C, ny²lhegyek). L®pt®k: 20 

Õm (A), 10 Õm (B), 4 Õm (C). 
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halmozz§k fel maguk kºr® a perineuron§lis m§trixot, korl§tozva ezzel tov§bbi inter-

neuron§lis kapcsolatok l®trejºtt®t. Enzimatikus lebont§sukkal az idegsejtek 

plaszticit§sa, ¼j szinaptikus kapcsolatok ki®p¿l®se nºvelhetŖ illetve serkenthetŖ 

(Pizzorusso ®s mtsai, 2002). 

A kºzponti idegrendszeri extracellul§ris m§trix k®miai ºsszet®tele 

A kºzponti idegrendszerben tal§lhat· extracellul§ris m§trix gerinc®t a hialuronsav 

molekula alkotja, egy hossz¼, el§gaz·d§s n®lk¿li gl¿k·zaminoglik§n, melyet sejtfelsz²ni 

enzimek, ¼n. hialuron szint§zok termelnek (Weigel ®s mtsai, 1997). Speci§lis kapcsol· 

feh®rj®kkel k¿lºnbºzŖ proteoglik§nokat k®pes kºtni, ²gy egy ºsszetett, h§l·zatos, 

hidrofil strukt¼r§t kialak²tani. A kºzponti idegrendszeri proteoglik§nok k®t legismertebb 

csoportja a hepar§nszulf§t- ®s a kondroitinszulf§t proteoglik§n csal§d (3. §bra). 

 

 

 

 

 

ElŖbbi csoportba tartoznak a szindek§nok, glipik§nok ®s perlek§nok n®pes 

csal§djai, melyek az agyvelŖ sejtfelsz²ni- (szindek§nok), vagy a membr§nhoz GPI-

horgonyz· feh®rj®vel kapcsol·dni k®pes glikoproteinjei (glipik§nok). A kondroitinszulf§t 

proteoglik§nok egy csoportja, a lektik§nok, szint®n k®pesek a hialuronsavhoz kºtŖdni. 

Ide tartozik a fŖleg fejlŖdŖ idegrendszerben expressz§l·d· neurok§n, a verzik§n, 

valamint az ®rdeklŖd®s¿nk kºz®ppontj§ba ker¿lt aggrek§n ®s br®vik§n. M²g fejlŖdŖ 

idegrendszerben mind a hepar§nszulf§t- mind a kondroitinszulf§t proteoglik§nok 

szerep®t intenz²ven vizsg§lt§k, a differenci§l·dott kºzponti idegrendszer 

n®lk¿lºzhetetlen ®p²tŖkºvek®nt, strukt¼relemek®nt ut·bbiakat m®ltatt§k (Cui ®s mtsai, 

2013). A molekul§k r®szletes biok®miai jellemz®s®tŖl eltekint¿nk, az §ltalunk vizsg§lt 

aggrek§n ®s br®vik§n legfŖbb tulajdons§gait, szerep¿ket mindazon§ltal sz¿ks®gesnek 

l§tjuk rºviden ismertetni. 

3. §bra. Hialuronsavhoz kapcsol·dni k®pes kondroitin-szulf§t proteoglik§nok, m§s n®ven lektik§nok (A) 
®s hepar§n-szulf§t proteoglik§nok (B) s®m§s rajza. Rºvid²t®sek: CRP komplement szab§lyoz· feh®rje, 
EGF epiderm§lis nºveked®si faktor ism®tlŖdŖ szekvenci§k, GPI glikozil-foszfatidil-inozitol. 
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Az aggrek§n molekul§t eredetileg a porcszºvetben azonos²tott§k ®s vizsg§lt§k 

intenz²ven az elm¼lt h¼sz ®vben (Doege ®s mtsai, 1990). A hialuronsavhoz kºzvetlen 

kºtŖdni k®pes lektik§nokhoz tartozik, nagy molekulas¼ly¼ sz®nhidr§tpolimerk®nt 

kºnnyen k®pez aggreg§tumokat (Viapiano ®s Matthews, 2006). J·llehet mind a n®gy 

kºzponti idegrendszerben elŖfordul· lektik§n fontos szerepet tºlt be az extracellul§ris 

m§trix szerkezeti fel®p²t®s®ben, az aggrek§n kiz§r·lag a neuronok sejtteste ®s 

proxim§lis dendritjei kºzvetlen kºzel®ben, a  perineuron§lis h§l·kban tal§lhat· 

(Morawski, Br¿ckner, Arendt, ®s mtsai, 2012). Aggrek§n jelenl®te n®lk¿l perineuron§lis 

h§l·k nem ®p¿lnek ki (Giamanco ®s mtsai, 2010), termelŖd®s¿k az agyban t®rben ®s 

idŖben egyar§nt szab§lyozott m·don tºrt®nik. Patk§nyban megjelen®se ®s 

halmoz·d§sa lek®pezi a neuronok kaudokrani§lis ir§ny¼ differenci§l·d§si ir§ny§t ®s 

t®rk®p®t, expresszi·j§nak a felnŖttkorban is folytat·d· plat·f§zis§t a posztnat§lis 21. 

napon ®ri el (Matthews ®s mtsai, 2002; Milev ®s mtsai, 1998). Az aggrek§n ugyanakkor 

csak bizonyos t²pus¼ ï ²gy emlŖsºkben jellegzetesen gyorst¿zelŖ, parvalbumin 

tartalm¼ - neuronok kºr¿l halmoz·dik fel (Hªrtig ®s mtsai, 1994; Hªrtig ®s mtsai, 1999), 

glikoliz§lts§ga region§lis ®s sejtspecifikus k¿lºnbs®geket mutat (Matthews ®s mtsai, 

2002). A neuron§lis ®s szinaptikus differenci§l·d§ssal ºsszhangban tºrt®nŖ szerkezeti 

ki®p¿l®se (Br¿ckner ®s mtsai, 2000; Hockfield ®s mtsai, 1990) ir§ny²totta figyelm¿nket 

a neurodegenerat²v betegs®gekben lehets®ges szerep¿kre. 

A br®vik§n molekula ï neve erre utal - a lektik§nok legrºvidebb tagja, ®s fŖk®nt 

gliasejtek termelik, (Jaworski ®s mtsai, 1995; Yamada ®s mtsai, 1997). Kiz§r·lag a 

kºzponti idegrendszerben fordul elŖ, melyre m§sik nev®nek rºvid²t®se (BEHAB: Brain-

Enriched Hyaluronic Acid Binding protein) is utal (Jaworski ®s mtsai, 1994). J·llehet 

perineuron§lis h§l·kban elŖfordul, axon inici§lis szegmens kºr¿li specifikus 

felhalmoz·d§sa szelekt²v kompartmentaliz§ci·ra utal (Frischknecht ®s mtsai, 2009). Az 

aggrek§nhoz hasonl·an intracellul§risan termelŖdik, expresszi·ja a posztnatal§lis 

korban indul el ®s fokoz·dik, m²g el nem ®ri ®s stabiliz§l·dik a felnŖtt korra jellemzŖ 

szinten (Yamada ®s mtsai, 1997). Egyens¼lyi szerepet tºlt be a m§r kialakult ®s az 

¼jonnan kialakul· kapcsolatok kºzºtt abban a kritikus idŖszakban, amelyben az agy 

k¿lºnºsen ®rz®keny plasztikus kºrnyezeti ingerekre (Morawski, Br¿ckner, Jªger, ®s 

mtsai, 2012). Figyelm¿nket a br®vik§n szelekt²v eloszl§sa, plaszticit§ssal kapcsolatos 

vonatkoz§sai, v®g¿l az a jelens®g ragadta meg, hogy neuronok is k®pesek termelni 

(Hamel ®s mtsai, 2005; John ®s mtsai, 2006). 

Az Alzheimer-k·r egyik legfŖbb jelens®ge a sejtkºzºtti kapcsolatok, szinapszisok 

korai ®s szelekt²v pusztul§sa (Selkoe, 2008a, 2008b). A szinapszisok kºr¿li 

mikrokºrnyezetet ®s mikrostrukt¼ra dºntŖ jelentŖs®gŤ a szinapszisok megfelelŖ 
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mŤkºd®s®nek, plaszticit§s§nak fenntart§s§ban, biztos²t§s§ban (Dityatev ®s Rusakov, 

2011; Ganguly ®s mtsai, 2013). Felt®telezt¿k, hogy Alzheimer-k·rban fok§lis 

periszinaptikus ®s egyedi k®miai ºsszet®telŤ m§trix lerak·d§sok befoly§solhatj§k a 

szinapszisok mŤkºd®s®t, fennmarad§s§t. Ehhez azonos²tanunk kellett ezen 

periszinaptikus h¿velyek neurok®miai ºsszet®tel®t ®s morfol·gi§j§t. A tºbb fajban 

v®gzett f®nymikroszk·pos, konfok§lis l®zer szkenning ®s ultrastruktur§lis 

immunhisztok®miai vizsg§l·d§sok r§vil§g²tottak ezen strukt¼r§k l®tez®s®re, 

kompartmentaliz§ci·j§ra ®s saj§toss§gaira, valamint az Alzheimer-k·rban tºrt®nŖ 

v§ltoz§sokban betºltºtt szerep®re. 
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2. C®lkitŤz®sek 

Doktori ®rtekez®semben az idegsejtek funkcion§lis anat·miai elv§ltoz§sait, 

kapcsolatainak megv§ltoz§sait vizsg§ltam Alzheimer-k·rban. A k¿lºnbºzŖ 

transzgenikus eg®rtºrzsekben ®s m§s k²s®rletes §llatmodellekben, valamint 

hum§n mint§kon tett vizsg§l·d§saimmal al§bbi k®rd®seket k²v§ntam 

megv§laszolni. 

 

1. Az amiloid pr®kurzor molekula tºbb protein - ²gy az Alzheimer-k·r 

patomechanizmus§ban kiemelten fontos Aɓ fragmens - pr®kurzor feh®rj®je. 

Tºbb, k¿lºnbºzŖ transzgenikus eg®rmodellen k²v§ntam a nem amiloidog®n ®s 

amiloidog®n feh®rje expresszi· in vivo, differenci§lt idegrendszerben kifejtett 

hat§sait megvizsg§lni. Figyelmem a betegs®gben kiemelten s®r¿l®keny k®rgi 

princip§lis neuronok eg®sz®nek funkcion§lis-alaki elv§ltoz§saira, inter-neuron§lis 

kapcsolataira, valamint a hippokamp§lis sejtprolifer§ci·ra ®s differenci§l·d§sra 

ford²tottam. Depriv§ci·s- ®s ingergazdag kºrnyezetben v®gzett k²s®rletekkel a 

feh®rje expresszi·j§nak hat§sait olyan kºrnyezeti hat§sok t¿kr®ben k²v§ntam 

vizsg§lni, melyek a betegs®g progresszi·j§t, ha korl§tozva is, de befoly§solni 

k®pesek. 

2. Az Alzheimer-k·rra jellemzŖ k·ros tau-(hiper)foszforil§ci· reverzibilis 

form§j§t figyelhetj¿k meg t®li §lmot alv· emlŖsºk hibern§ci·s §llapot§ban. Sz²riai 

aranyhºrcsºgben v®gzett k²s®rletekkel kutattam, szinaptikus elv§ltoz§sokkal j§r· 

kompartmentspecifikus v§ltoz§sok tºrt®nnek-e hibern§ci·ban, ®s kapcsolatban 

§ll-e ez az eml®knyom elveszt®s®vel. 

3. Az Alzheimer-k·r korai f§zis§ban a neurotrofinok ®s nºveked®si faktorok 

expresszi·ja nºvekszik. A szign§l transzdukci·ban kiemelten fontos szerepet kap 

a p21H-ras G-feh®rje, melynek szintje a betegs®g korai f§zis§ban emelkedik.  

Transzgenikus eg®rmodellben v®gzett funkcion§lis anat·miai k²s®rletekkel 

c®loztam megmutatni, milyen sejtanat·miai ®s szinaptikus v§ltoz§sokat k®pes ez 

a G-feh®rje differenci§lt agyk®regben in vivo, k¿lºnbºzŖ kºrnyezeti kih²v§sok 

kºzºtt kiv§ltani. 

4. Az endokannabinoidok a szinaptikus mŤkºd®s fontos szab§lyoz·i. 

Hum§n mint§kon k²v§ntam megvizsg§lni, milyen sejtszintŤ v§ltoz§sok tºrt®nnek 

Alzheimer-k·rban az endokannabinoidok neuron§lis ®s gli§lis metabolizmus§ban. 

K²s®rleteimben a lebont· enzimek lokaliz§ci·j§nak ®s expresszi·j§nak 

megv§ltoz§s§ra koncentr§ltam. 
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5. EmlŖsºkben a szagl·rendszer az agy kiemelten plasztikus ter¿lete. Hum§n 

mint§kon ¼j, differenci§latlan neuronpopul§ci· ut§n kutattunk, mely az Alzheimer-

k·rban tapasztalt szagl§s®rz®kel®s megv§ltoz§s§ban j§tszhat szerepet. 

6. A szinapszis kºzvetlen kºrnyezet®t szŤk extracellul§ris m§trix t®r alkotja. 

Ćllati- ®s hum§n mint§kon ezen kritikus ter¿let molekul§ris ºsszet®tel®t, Alzheimer-

k·rban fell®pŖ v§ltoz§s§t ®s egy felt®telezett szinaptoprotekt²v hat§st k²v§ntam 

meghat§rozni illetve bizony²tani. 

  

               dc_951_14



22 

 

3. Anyag ®s m·dszer 

3.1. Ćllati mint§k, az §llatok kezel®se, beavatkoz§sok 

Ćllatok, a haszn§lt transzgenikus egerek rºvid jellemz®se 

K²s®rleteinkhez eg®r (Mus musculus), patk§ny (Rattus norvegicus, Wistar), s¿n 

(Echinops telfari), sz²riai aranyhºrcsºg (Mesocricetus auratus), eg®rmaki (Microcebus 

murinus) ®s h§zi csirke (Gallus domesticus) agyvelŖket haszn§ltunk, az §llatok pontos 

fajt§j§t, nem®t ®s sz§m§t az 1. t§bl§zat tartalmazza. Az §llatk²s®rleteket az European 

Communities Council 1996. november 24-i §llatk²s®rleteket szab§lyoz· direkt²v§ja 

(86/609/ECC) ®s a Semmelweis Egyetem Ćllatv®delmi Tan§csad· Test¿let Ćllat¿gyi 

Etikai Bizotts§ga §ltal j·v§hagyott (#63/2000) k²s®rleti protokollja szerint v®gezt¿k, 

amely megfelelt a FŖv§rosi ®s Pest Megyei MezŖgazdas§gi Szakigazgat§si Hivatal 

£lelmiszerl§nc- biztons§gi ®s Ćllateg®szs®g¿gyi Igazgat·s§g§nak J§rv§ny¿gyi ®s 

Ćllatv®delmi Oszt§lya §ltal kiadott ¼tmutat§soknak. 

Az Alzheimer-k·rt modellezŖ vizsg§latainkban tºbb transzgenikus eg®rfajt 

vizsg§ltunk, melyek amiloid pr®kurzor protein expresszi·j§nak szintje, amiloid k®pz®si 

hajlama k¿lºnbºzŖ volt. Ily m·don kerest¿nk v§laszt arra, hogy a pr®kurzor molekula, a 

szolubilis Aɓ szint, illetve maga az amiloidogenezis milyen hat§ssal van a k®rgi 

neuronokra. 

 A B6-Py8.9 transzgenikus egerek gener§l§sa sor§n egy, a teljes vadt²pus¼ hum§n 

amiloid pr®kurzor proteint tartalmaz· mesters®ges ®lesztŖkromosz·m§t (yeast artificial 

chromosome, YAC) juttattak be R1 embrion§lis Ŗssejtekbe. A transzgenikus hum§n 

feh®rj®t az agy, valamint a perif®ri§s szºvetek is az endog®n amiloid pr®kurzor 

feh®rj®hez hasonl· szinten expressz§lj§k (Lamb ®s mtsai, 1993). Tºbb r®gi·ban 

azonos²tott§k a transzg®n expresszi·j§t, ²gy a legtºbb kortik§lis r®gi·ban, a 

hippocampus CA1-3 piramissejtjeiben, de a nucleus paraventricularis hypothalamiban 

®s az amygdal§ban is (Harris-Cerruti ®s mtsai, 2004). Az §llatokban detekt§lhat·ak a 

feh®rje APP770, az APP751 ®s az APP695 izoform§i is. Alzheimer-k·rra jelemzŖ 

hisztopatol·giai ®s ®lettani elv§ltoz§sokat az §llatok nem mutatnak (Lamb ®s mtsai, 

1993). 

A PDGF-hAPPWt jelŤ §llatokban a v®rlemezke-eredetŤ nºveked®si faktor (platelet-

derived growth factor, PDGF) ɓ l§nc neuron§lis promoter kontrollja alatt val·sul meg a 

hum§n vadt²pus¼ amiloid pr®kurzor protein molekula expresszi·ja (Mucke ®s mtsai, 

2000; Rockenstein ®s mtsai, 1995). A feh®rje expresszi· kimutathat· a neokortexben, 

hippokampuszban, hipotalamuszban ®s a cerebellumban is, annak szintje az endog®n 
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feh®rje szintj®nek k®tszeres®t is el®ri. Mindezek ellen®re az §llatokban nem tºrt®nik 

amiloid lerak·d§s a 24. h·napig (Mucke ®s mtsai, 2000). 

A Tg2576 eg®rtºrzsben egy hºrcsºg prion feh®rje kozmid vektor kontrollja alatt 

tºrt®nik a Ăsv®d kettŖs mut§nstò (Swedish double mutation) tartalmaz· hAPP695 

expresszi·ja (Hsiao ®s mtsai, 1996). Ennek kºszºnhetŖen az Aɓ40 fragmens szintje 

ºtszºrºs®re, az amiloidk®pzŖd®st nagyban elŖseg²tŖ Aɓ42 fragmens szintje 

tizenn®gyszeres®re nŖ, kilenc h·napos §llatokban pedig a kortik§lis ®s limbikus 

strukt¼r§kban amiloid plakkok keletkeznek nagy sz§mban, melynek kºvetkezm®nye 

viselked®s- ®s mem·riazavarokban (Hsiao ®s mtsai, 1996) is jelentkezik. 

Egy m§sik eg®rtºrzs egyedei a p21H-RasVal12 transzg®nt expressz§lj§k. Az §llatok 

gener§l§sa sor§n a hum§n Ha-Ras transzl§ci·ra nem ker¿lŖ 5ô r®gi· ®s a patk§ny 

szinapszin 1 g®njeit f¼zion§lt§k. A Ha-Ras g®n 3ô flanking r®gi·j§t ï a poliadenil§ci·s 

szign§lt is bele®rtve, elt§vol²tott§k ®s egy belsŖ riboszom§lis entry site/LacZ 

szekvenci§val helyettes²tett®k. Ezzel egy, a vektor szekvencia n®lk¿l 10,1 kb hossz¼ 

line§ris DNS fragmentum keletkezett, ami alkalmas volt eg®r embri·kba val· 

bejuttat§sra. Az idegsejtspecifikus expresszi·t ²gy a szinapszin 1 promoter kontrollja 

biztos²tja, a neuronok egy¼ttal egy reporter g®nt (ɓ-galaktozid§zt) is expressz§lnak, 

mely egy®rtelmŤv® teszi azok azonos²t§s§t. A transzg®n expresszi·ja a posztnat§lis 

14. napt·l emelkedik sz§mottevŖen, a 40. napon az endog®n feh®rje szint ºtszºrºs®t is 

el®ri, ennek t¿kr®ben a hat§sok m§r egy nagyban differenci§l·dott idegrendszerben 

jelentkeznek (Heumann ®s mtsai, 2000). A transzg®nt a piramissejtek expressz§lj§k, 

m§s neuronokban csak elsz·rtan jelentkezik a hat§s (Heumann ®s mtsai, 2000). 

A felhaszn§lt §llatok egy r®sz®n beavatkoz§sokat v®gezt¿nk a transzkardi§lis 

perf¼zi· elŖtt. Egereken v®gzett k²s®rletek eset®n azonos sz§m¼ ®s azonos eg®rtºrzsŤ 

alomb·l sz§rmaz· transzgenikus ®s vadt²pus¼ §llatokat haszn§ltunk. 

BajuszszŖr elt§vol²t§s 

A B6-Py8.9 (10 §llat), Tg2576 (10 §llat) ®s p21H-Ras (18 §llat) tºrzsek egyedein 

bajuszszŖr elt§vol²t§st (vibrisszekt·mi§t) v®gezt¿nk. Az §llatokban vagy az ºsszes 

egyik oldali bajuszszŖrt (B6-Py8.9 ®s Tg2576 egerek) vagy az egyik oldali B ®s D sorok 

bajuszszŖreit t§vol²tottuk el. A beavatkoz§st altat§sban v®gezt¿k, izomba adott 

100mg/ttkg ketamin, 5mg/ttkg xylazin ®s 0,1mg/ttkg atropin kever®k®vel. A 

bajuszszŖrºket csipesszel elt§vol²tottuk (kih¼ztuk). Az §llatok fej®t sztereotaxi§s 

k®sz¿l®kben rºgz²tett¿k, majd a corpus callosumba az ĂIn vivo sejtfeltºlt®sò c²mŤ 

alfejezet alatt ismertetett m·don biotinil§lt dextr§n amin (BDA) retrogr§d p§lyakºvetŖ 

anyagot (Zayats ®s mtsai, 2002) juttattunk, melyet a komisszur§lis piramissejtek az 

ellent®tes oldalon felhalmoztak. Egy h®ttel k®sŖbb az §llatokat transzkardi§lisan 
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perfund§ltuk, az agyvelŖt elt§vol²tottuk (ld. ĂAz agyvelŖ fix§l§sa ®s metsz®seò c²mŤ 

alfejezet). 

¥nk®ntes fizikai aktivit§s biztos²t§sa 

Ezeket a k²s®rleteket a PDGF-hAPPWt (20 §llat) ®s a p21H-ras (20 §llat) egereken 

v®gezt¿k. Az §llatok ketrec®be fut·kereket helyezt¿nk, melybe az §llatok b§rmikor, 

akaratukban nem korl§tozva bemehettek ®s futhattak. A kontroll §llatok ketrec®be nem 

helyezt¿nk fut·kereket. 

Ingergazdag kºrnyezetben tartott §llatok 

Negyven, hat hetes PDGF-hAPPWt egeret helyezt¿nk nagym®retŤ ketrecekbe 

(80x75x87 cm). A ketrecekben mŤanyag csºveket, fut·kerekeket, alom®p²t®sre 

alkalmas anyagokat, ny²l§ssal b²r· dobozokat helyezt¿nk, tºbb szintre helyezve 

azokat. Az §llatok n®gy h®tig ®ltek ezen a helyen. A kontroll §llatokat standard §llath§zi 

ketrecekben tartottuk. 

Đjonnan sz¿letett idegsejtek (neurogenezis) vizsg§lata ï 5-br·m-2ô-deoxiuridin 

(BrdU) injekci·k 

¥sszesen huszonkettŖ darab, kettŖ, h§rom, ºt ®s h®t ®ves s¿ndiszn·ba, valamint 

negyven, hathetes PDGF-hAPPWt eg®rbe altat§s n®lk¿l juttattunk be intraperitone§lisan 

BrdU-t (50Õg/ttg napi d·zisban, 100Õl t®rfogatban)(Franke ®s mtsai, 2004). A 

s¿ndiszn·k h®t, az egerek tizenegy napon kereszt¿l kaptak naponta injekci·t. A 

kezel®s v®g®n a s¿ndiszn·kat transzkardi§lisan fix§ltuk (ld. az ĂAz agyvelŖ fix§l§sa ®s 

metsz®seò c²mŤ alfejezet), az egereket norm§l §llath§zi kºr¿lm®nyek kºzºtt vagy 

ingergazdag kºrnyezetben egy, vagy 28 napig hagytuk t¼l®lni a fix§l§s elŖtt. 

Hibern§ci·s k²s®rletek 

Hibern§ci·s k²s®rleteinket sz²ria aranyhºrcsºgºkºn (Mesocritecetus auratus) 

v®gezt¿k (4. §bra). Az §llatokat 4-8 h®tig 23-26 ÁC-on tartottuk 8:16 ·r§s f®ny-sºt®ts®g 

ciklusban, majd 4-8 h®tig 5-7 ÁC-on 4:20 ·r§s f®ny-sºt®ts®g ciklusban. Az §llatok 

mozg§s§t infravºrºs detektorral kºvett¿k, mellyel a hibern§ci· t®ny®t a fizikai 

inaktivit§s alapj§n meg§llap²thattuk. Tºbb k²s®rleti csoportot k®pezt¿nk. Ćllatokb·l a 

hibern§ci·s peri·dus korai (8 ·ra) vagy k®sŖi (36-48 ·ra) szakasz§b·l, tov§bb§ az 

®bred®s ut§ni korai (2,5 ·ra) ®s k®sŖi (24-36 ·ra) szakasz§b·l is vett¿nk mint§kat, 

azok k¿lºn k²s®rleti csoportot alkottak. Az eutermi§s §llatok nem mutattak a 

hibern§ci·ra utal· mozg§s inaktivit§st. 
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Labirintus teszt 

Ebben a k²s®rletben 40 h²m hºrcsºgºt haszn§ltunk. Az §llatokat egy 15cm magas, 

45x45 cm sz®les dobozba helyezt¿k, melyet 16 r®szre osztottunk. Egyes falakon 6cm 

sz®les ny²l§sok voltak, melyeken az §llat §tb¼jhatott (4. §bra). Az indul· poz²ci·b·l a 

c®l poz²ci·ba egy legrºvidebb ¼ton lehetett eljutni, amely ment®n ºt zs§kutc§ba is 

ker¿lhetett az §llat. Az §llatok mozg§s§t egy kism®retŤ infravºrºs-kamer§val kºvett¿k 

nyomon. Rºgz²tett¿k az indul· poz²ci·b·l a c®lba ®r®shez sz¿ks®ges idŖ hossz¼s§g§t 

®s a zs§kutc§ba ker¿l®sek sz§m§t, amit hib§nak nevezt¿nk. Az §llatot c®lba 

ker¿l®sekor ®lelemmel jutalmaztuk (food reward). 

 

 

 

 

 

A sz²ria aranyhºrcsºg fogs§gban ®jszakai aktivit§st mutat, ez®rt azokat n®gy 

h·napig ford²tott ciklusban (16:6 ·r§s f®ny-sºt®ts®g ciklus) tartottuk. A tanul§si f§zis 15 

alkalomb·l §llt, 15 egym§st kºvetŖ napon, az §llat akt²v idej®ben. Ezut§n 13 §llatot 23-

26 ÁC-on, 27 §llatot pedig 5-7 ÁC-on tartottunk 20:4 ·r§s f®ny-sºt®ts®g ciklussal 12 

h®tig. A 27 §llatb·l 12 hºrcsºg hibern§ci· jel®t mutatta, 14 nem, 1 §llat elpusztult. A 12 

h®t eltelt®vel az ºsszes §llatot 25 ÁC-on tartottuk 10 napig, ®s 6 ¼jratanul§si alkalmat 

biztos²tottunk. 

In vivo sejtfeltºlt®s 

A BDA p§lyakºvetŖ anyag mind retrogr§d, mind anterogr§d ir§nyban sz§ll²t·dik. 

Ezekben a k²s®rletekben elŖbbi tulajdons§g§t haszn§ltuk fel. Az egereket m®ly 

altat§sban sztereotaxi§s k®sz¿l®kre helyezt¿k, fej®t rºgz²tett¿k, majd fejbŖre al§ helyi 

®rz®stelen²t®sk®nt 0,1 ml Xylonest injekci·t adtunk (Astra-Zeneca GmbH, Wedel, 

Germany). A k®rgestestbe Hamilton fecskendŖ seg²ts®g®vel juttattuk a nagy 

mennyis®gŤ p§lyakºvetŖ anyagot (1Õl, 20%; koordin§t§k: az agyfelsz²ntŖl ventr§lisan 

1mm, a Bregm§t·l 1,7mm kaud§lisan, a kºz®pvonalt·l 1mm-re later§lisan) Franklin ®s 

4. §bra. Sz²riai aranyhºrcsºgºn v®gzett tanul§si k²s®rlet magyar§z· §br§ja. K®t h·nap tanul§si f§zis 

ut§n az §llatok 2 h·napra hidegszob§ba ker¿ltek, melyet 10 nap ut§n szobahŖm®rs®kleten egy rºvid 
¼jratanul§si f§zis kºvetett (A). A k²s®rleti §llatok egy erre a c®lra k®sz²tett labirintusban kellett 
megtal§lj§k a c®lt (B). 
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Paxinos sztereotaxi§s atlasza alapj§n (Franklin ®s Paxinos, 1997). Az §llatokat egy 

h®ttel k®sŖbb perfund§ltuk, ez idŖ alatt az injekci·val ellent®tes oldalon sz§mos 

kommisszur§lis piramissejt oly m®rt®kben halmozta fel mag§ban a p§lyakºvetŖ 

anyagot, mely a hisztok®miai reakci· ut§n a teljes dendritfa megjelen²thetŖs®g®t 

lehetŖv® tette, legtºbb esetben a dendritt¿sk®k hely®t ®s alakj§t is megb²zhat·an 

azonos²tani tudtuk. 

Anterogr§d p§lyakºvet®s 

A nark·zist ketamin (100 mg/ttkg), xylazin (5mg/ttkg) ®s atropin (0,1 mg/ttkg) 

elegy®vel biztos²tottuk. Az §llatot sztereotaxi§s k®sz¿l®kre helyezt¿k, fej®t rºgz²tett¿k, 

majd fejbŖre al§ helyi ®rz®stelen²t®sk®nt 0,1 ml Xylonest injekci·t adtunk. A c®lzott 

ter¿let feletti csont§llom§nyt fogorvosi f¼r·val elt§vol²tottuk, majd Hamilton fecskendŖ 

seg²ts®g®vel biotinil§lt dextr§n amint (0,3 Õl 20 %-os BDA, 10.000 MW, Molecular 

Probes, Eugen, OR, U.S.A.) juttattunk a nucleus sensorius principalis nervi trigeminibe, 

t§j®koz·d§shoz Paxinos ®s Watson sztereotaxi§s atlasz§t (Paxinos ®s Watson, 1998) 

haszn§ltuk. A mŤt®tek ut§n k®t h®ttel az §llatokat a m§r ismertetett m·don fix§ltuk, 

agyukat elt§vol²tottuk, majd metszett¿k. 

Saporin-konjug§lt vezikul§ris GABA transzporter ellenes antitest in vivo 

alkalmaz§sa 

¥sszesen 10 eg®rnek ®s 10 patk§nynak 2Õl (0,5mg/ml) saporin-konjug§lt 

vezikul§ris GABA transzporter ellenes antitestet vagy nemkonjug§lt vezikul§ris GABA 

transzporter ellenes antitestet juttatunk m®ly altat§sban bal hippokampuszuk dorz§lis 

r®sz®be. A mŤt®tet a fent le²rtakhoz hasonl·an, m®ly altat§sban ®s helyi 

®rz®stelen²t®sben v®gezt¿k (koordin§t§k eg®rben: az agyfelsz²ntŖl ventr§lisan 1,6mm, 

a Bregm§t·l 1,5mm kaud§lisan, a kºz®pvonalt·l 1,8mm-re later§lisan, Franklin ®s 

Paxinos sztereotaxi§s atlasza alapj§n (Franklin ®s Paxinos, 1997); koordin§t§k 

patk§nyban: az agyfelsz²ntŖl ventr§lisan 3mm, a Bregm§t·l 4,3mm kaud§lisan, a 

kºz®pvonalt·l 3,5mm-re later§lisan Paxinos ®s Watson sztereotaxi§s atlasza alapj§n 

(Paxinos ®s Watson, 1998)). Az §llatok agy§t 12 nap ut§n t§vol²tottuk el 

immunhisztok®miai anal²zis c®lj§b·l transzkardi§lis perf¼zi· ut§n. 

3.2. Hum§n mint§k 

Az emberi szºvetmint§kat a Semmelweis Egyetem II. sz§m¼ Patol·giai Int®zete 

bocs§totta rendelkez®s¿nkre, azok felhaszn§l§sa a Semmelweis Egyetem etikai 

enged®ly®vel tºrt®nt. Mint§inkat olyan elhunytakb·l kaptuk, akik k·rtºrt®net¿kben 

neurodegenerat²v betegs®g jel®t nem mutatt§k. 
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Az extracellul§ris m§trix proteoglik§njainak sz®nhidr§t oldall§ncai a hal§l be§llta 

ut§n boml§snak indulnak, mely rontja a m§trix molekul§k lektinhisztok®miai ®s 

immunhisztok®miai megjelen²thetŖs®g®t. Ennek megfelelŖen olyan szºveteket 

dolgoztunk fel, melynek posztmortem ideje (postmortem delay, PMD, a hal§l be§llta 

ut§n eltelt idŖ a fix§l§s megkezd®s®ig) 20 ·ra alatt volt. Agymint§inkat egy 15 ®s egy 

18 ·ra PMD idejŤ tetembŖl, gerincvelŖ mint§inkat egy 12 ®s egy 15 ·ra PMD idejŤ 

tetembŖl nyert¿k. 

Alzheimer-k·rban elhunytakb·l nyert ®s megfelelŖ kontroll mint§inkat (egyezŖ kor¼, 

neurodegenerat²v k·rk®pben nem szenvedŖ idŖs emberekbŖl) a Newcastle Egyetem 

Agybankj§b·l (Newcastle Brain Tissue Resource) kaptuk. A felhaszn§lt mint§k adatait 

a 2. t§bl§zat tartalmazza. 

3.3. Az agyvelŖ fix§l§sa, metsz®se 

Az §llatokat Ketaminnal elaltattuk (300mg/ttkg), ezut§n fiziol·gi§s s·oldattal (0.9 %-

os NaCl oldat), majd 4% paraformaldehidet ®s 0,1 % glut§raldehidet tartalmaz· 0,1 M-

os foszf§t puffer (0,1M PB, pH 7,4) oldat§val transzkardi§lisan perfund§ltuk. 

Elektronmikroszk·pos feldolgoz§s eset®n a glut§raldehid tartalma a fix§l·ban 2% volt. 

Az agyvelŖket azonnal elt§vol²tottuk, ®jszak§ra glut§raldehidet nem tartalmaz· fix§l· 

elegyben hagytuk, fagyasztva metsz®s eset®n ®jszak§ra 30%-os szachar·z oldatba 

helyezt¿k krioprotekci· c®lj§b·l. 

F®ny- ®s fluoreszcens mikroszk·pos vizsg§latokra sz§nt mint§inkb·l krioszt§t 

seg²ts®g®vel 30, 40 vagy 50 Õm vastag koron§lis metszeteket k®sz²tett¿nk, minden 

hatodik metszetet egy¿tt t§roltuk, a sz¿letett sz®ri§kat egyazon immunhisztok®miai- 

vagy lektinfest®sre dolgoztuk fel. Hosszabb idejŤ t§rol§s eset®n a metszeteket 0,1% 

Na-azidot tartalmaz· 0,1M PB-ben t§roltuk. Elektronmikroszk·pos feldolgoz§s eset®n 

az agyat 50 Õm vastagon, vibrat·mmal metszett¿k. A Cavalieri-f®le becsl®sre haszn§lt 

agyvelŖket 2%-os agar·z g®lbe §gyaztuk, azokb·l vibrat·mmal 110 Õm vastag 

szeleteket k®sz²tett¿nk. 

F®lv®kony metszetek k®sz²t®sekor az 50 mikrom®ter vastag metszeteket a sikeres 

immunreakci· ut§n (VGLUT1, VGLUT2, VGAT) 0,1%-os ozmium-teroxiddal kezelt¿k 1 

·r§ig szobahŖm®rs®kleten, majd azokat 0,1M PB-vel mostuk (3x20 perc), 

acetonsorban dehidr§ltuk, Durcupanba §gyaztuk, majd a blokkokb·l ultramikrot·mmal 

1 Õm vastag szeleteket k®sz²tett¿nk. 

Hum§n agy- ®s gerincvelŖ mint§inkat szint®n az ®rp§ly§n kereszt¿l fix§ltuk in situ. 

Az art®ri§s ®s v®n§s rendszerbe (arteria carotis interna, arteria vertebralis, sinus 

sagittalis superior) illetve a gerincvelŖ eset®n a szubarachnoide§lis t®rbe vezetett 
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kan¿lºn kereszt¿l fiziol·gi§s s·oldattal (0,9% NaCl), majd 2% paraformaldehidet ®s 2% 

glut§raldehidet tartalmaz· 0,1 M PB-vel (pH 7,4) perfund§ltuk. 

Az agyvelŖbŖl a hippokampusz form§ci·t ®s a k¿lsŖ t®rdestestet tartalmaz· blokkot 

v§gtuk ki mindk®t oldalon. A gerincvelŖbŖl 15 mm vastag, har§nt s²k¼ szakaszokat 

t§vol²tottunk el a nyaki, mellkasi, §gy®ki ®s keresztcsonti szelv®nyekbŖl (a 

t§j®koz·d§sban az azonos²tott ideggyºkºk ny¼jtottak seg²ts®get). A mint§kat 2% 

paraformaldehidet tartalmaz· 0,1M PB oldat§ban 4 napig ut·fix§ltuk 4 ÜC-on. 

3.4 A metszetek kezel®se, k®palkot§s 

Immunhisztok®mia 

A metszeteket 0,1M PB oldat§val hosszasan (legal§bb 4x20 perc), majd 0.3%-os 

Triton-X 100-at tartalmaz· PB-vel (0,3%Triton-PB) kezelt¿k 60 percig, hogy az 

antitestek penetr§ci·j§t elŖseg²ts¿k. A nemspecifikus antitest kºt®s elker¿l®se 

®rdek®ben a metszeteket 5%-os norm§l szam§rsz®rumot tartalmaz· oldatba tett¿k egy 

·r§ra szobahŖm®rs®kleten (a k®sŖbbiekben haszn§lt szekunder antitesteket 

szam§rban termelt®k). A metszeteket ®jszak§n §t szobahŖm®rs®kleten, vagy k®t napig 

4 ÁC fokon reag§ltattuk a primer antitesttel, melyet 0,3%-os Triton-PB-ben oldottunk. 

Tºbbszºrºs jelºl®s eset®n olyan primer ellenanyagokat alkalmaztunk, melyeket 

k¿lºnbºzŖ fajban termeltek, azokat ugyanazon oldatban (kokt®lban) helyezt¿k fel. Az 

alkalmazott primer antitestek list§j§t a 3. t§bl§zat tartalmazza. Ezt kºvetŖen a 

metszeteket 0,1M PB-ben szobahŖm®rs®kleten ¼jb·l mostuk (legal§bb 3x20 perc), 

majd a primer antitesteknek megfelelŖ, szam§rban termelt szekunder ellenanyagokkal 

inkub§ltuk szobahŖn k®t ·r§n §t, melyeket 2% marha sz®rum albumint (BSA) 

tartalmaz· 0,1M PB-ben oldottunk. F®nymikroszk·pos feldolgoz§s eset®n biotinil§lt, 

fluoreszcens k®palkot§s eset®n karbocianinnal konjug§lt, ny¼l-, eg®r-, patk§ny- vagy 

kecskeelleni szekund®r ellenanyagokat alkalmaztunk (Jackson ImmunoResearch, 

U.S.A). Elektronmikroszk·pos feldolgoz§s eset®n oldatainkban Tritont nem 

haszn§ltunk. 

F®nymikroszk·pos vizsg§l·d§sra sz§nt metszeteinket ism®telt mos§s ut§n 

(legal§bb 3x20 perc, 0,1M PB) egy ·r§val kor§bban elk®sz²tett avidin-biotin 

komplexszel reag§ltattuk egy ·r§n §t, szint®n szobahŖm®rs®kleten (Vectastain Elite 

ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, 1:1000 0,1M PB-ben oldva). Az 

immunprecipit§tumot nikkel-amm·nium-szulf§ttal felerŖs²tett (0,05%, Merck, 

Darmstadt, N®metorsz§g) 3,3ô- diaminobenzidin seg²ts®g®vel tett¿k l§that·v§ (DAB, 

Sigma, St. Louis, MO, 0,025%). Mindez m§s k®mhat§s¼ (pH 8,0) 0,1M PB oldatban, 
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0,001%-osra h²g²tott hidrog®n peroxid jelenl®t®ben tºrt®nt; m§s esetben Peroxid§z-

KIT-et haszn§ltunk (VECTOR, SK-4100, Burlingame, CA, U.S.A.).  

Lektinhisztok®mia 

A metszeteket 0,1M PB-ben alaposan mostuk (legal§bb 4x20 perc), majd 2% BSA-t 

tartalmaz· 0,1M PB-ben inkub§ltuk egy ·r§n §t. Ezt kºvetŖen biotinil§lt lektinek 

oldat§val (3. t§bl§zat) kezelt¿k mint§inkat szobahŖm®rs®kleten egy ®jszak§n §t, majd a 

fentiekkel azonos m·don elk®sz²tett avidin-biotin komplexszel reag§ltattuk egy ·r§n §t. 

A precipit§tumot szint®n nikkel-amm·nium-szulf§ttal felerŖs²tett 3,3ô- diaminobenzidin 

seg²ts®g®vel tett¿k l§that·v§ 0,05 M-os TRIS-pufferben 0,001%-osra h²g²tott hidrog®n 

peroxid jelenl®t®ben. 

X-gal hisztok®mia 

A metszeteket X-gal mos·pufferrel mostuk (0,1M n§trium-foszf§t puffer, pH 7,4, 

2mM magn®zium-klorid, 5mM etil®nglikol-tetraacid, 0,01% n§trium-deoxikol§t, 0,02% 

Nonidet P-40; 2x7 perc), majd 37 ÁC-on X-gal fest®kkel (mos·puffer + 5mM k§lium-

ferrocianid, 5mM ferricianid, 1mg/ml 5-bromo-4kloro-3-indolil-ɓ-D-galaktopiranozid) 

festett¿k. A metszeteket ezut§n a mos·pufferrel ¼jb·l mostuk (2x7 perc), majd 

t§rgylemezre felh¼ztuk. 

Golgi impregn§ci· 

A paraformaldehiddel transzkardi§lisan fix§lt agyb·l a telenkefalont blokkban 

kiv§gtuk, majd Bubenaite szerint impregn§ltuk (Bubenaite, 1929). A blokkokat al§bbi 

oldatokba helyezt¿k egym§st kºvetŖen: 24 ·r§ig 36 ÁC-on 2,5%-os k§lium-bikrom§t 

oldatba, 24 ·r§ig 36 ÁC-on 3,5%-os k§lium-bikrom§t oldatba, 48 ·r§ig 36 ÁC-on 2%-os 

ez¿st-nitr§t oldatba, 30 percig szobahŖm®rs®kleten 70%-os etanolba, 1 ·r§ig 36 ÁC-on 

etanol-aceton 1:1 ar§ny¼ kever®k®be, v®g¿k 10 percig szobahŖm®rs®kleten ®ter-

etanol 1:1 ar§ny¼ kever®k®be. Ezt kºvetŖen a blokkokat 2%-os celloidinbe helyezt¿k 5 

·r§ra szobahŖm®rs®kleten, 4%-os celloidinba 24 ·r§ra 4 ÁC-on, majd 24 ·r§ra 

szobahŖm®rs®kleten 12%-os celloidinbe §gyaztuk szatur§lt klorofomgŖzben. Az 

impregn§lt blokkokb·l sz§nk§s mikrot·mmal 150 Õm vastag metszeteket k®sz²tett¿nk, 

azokat t§rgylemezre felh¼ztuk, etanolban dehidr§ltuk, 5 percig ®terrel kezelt¿k, majd 

DePeX-szel lefedt¿k. 

Egysejtfeltºlt®s fix§lt szeleten 

Transzkardi§lis fix§l§s ut§n az agyat elt§vol²tottuk, vibrat·mmal 300 Õm vastag 

szeleteket k®sz²tett¿nk, majd a Bregm§t·l 3-4,5 mm-re kaud§lisan tal§lhat· r®gi·b·l a 

hippokampusz dorz§lis CA1 piramissejtjeit iontofor®zis seg²ts®g®vel Lucifer Yellow (LY, 
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Sigma, St. Louis, MO) fest®kkel feltºltºtt¿k. A szeleteket 5 percre ethidium-bromid 

oldat§ba (0,001%), majd egy 0,1M PB-t tartalmaz· injekci·s kamr§ba helyezt¿k. Az 

elmozdul§s megelŖz®se v®gett a metszetre egy f®mr§csot helyezt¿nk, melynek h¼rjai 

kºzºtt a c®lter¿let megkºzel²thetŖ maradt. Filamentummal b²r· boroszilik§t 

kapill§risokb·l mikropipett§kat h¼ztunk (GC150TF-7.5, Clark Capillaries, Harvard 

Apparatus, Ltd.), majd h§tulr·l (Ăbackfillò) 5%-os LY oldattal feltºltºtt¿k Ŗket. A 

piramissejteket jellegzetes r®tegbeli helyzet¿k ®s alakjuk alapj§n azonos²tottuk. A 

mikropipett§t mikromanipul§tor seg²ts®g®vel, kettŖsszŤrŖvel b²r· mikroszk·p alatt 

(ezzel egyszerre l§thattuk az ethidium-bromid kirajzolta sejtmembr§nokat ®s a 

mikropipetta v®g®t) a piramissejtek sejttest®be vezett¿k, majd maximum 10 percig, 0,5 

m§sodperces negat²v §rampulzussal (1Hz) a sejteket feltºltºtt¿k. A metszeteket ezut§n 

egy ·r§ra 4%-os paraformaldehid fix§l· oldatba helyezt¿k, majd a felh¼z§s ®s lefed®s 

elŖtt 0,1M PB-vel rºviden (2x10 perc) mostuk. 

Metszetek felh¼z§s, lefed®se, k®palkot§s 

Ism®telt mos§sok ut§n (legal§bb 4x20 perc 0,1M PB, pH 7,4) a metszeteket 

zselatinozott t§rgylemezre felh¼ztuk, sz§rad§s ut§n azokat DePex-el (Fluka, D§nia) 

lefedt¿k. Azokban az esetekben, amikor a k®sŖbbiekben pontos egym§smellettis®get 

vagy kolokaliz§ci·t kis (<1 Õm) strukt¼r§ban (pl. axon termin§lis) vizsg§ltunk, a 

metszeteket felh¼z§s ut§n v²z alap¼ fedŖanyagba (DAKO Fluorescent mounting 

medium) §gyaztuk be ®s fedt¿k le. Cavalieri-f®le t®rfogat becsl®s eset®n a vibrat·mmal 

k®sz¿lt, 110 Õm vastag metszeteket toluidink®kkel 10 percig (0,1%, Merck, Darmstadt, 

N®metorsz§g) festett¿k szobahŖm®rs®kleten, desztill§lt v²zben kimostuk, t§rgylemezre 

helyezt¿k, majd azonnal lefedt¿k. 

A DAB-reakci·val megjelen²tett immunperoxid§z jelºlt metszeteket f®nymikroszk·p 

(NIKON ECLIPSE, vagy ZEISS Axiovert 200) seg²ts®g®vel vizsg§ltuk. A tºbbszºrºs 

immunjelºl®ssel illetve p§lyakºvet®ssel kombin§lt kettŖs immunjelºl®seket 

epifluoreszcens mikroszk·ppal vagy konfok§lis l®zer szkenning mikroszk·ppal 

(NIKON-BIORAD vagy ZEISS LSM700) v®gezt¿k. Elektronmikroszk·pos 

vizsg§latainkat ZEISS 912 Omega vagy JEOL1200 EMX berendez®ssel v®gezt¿k. A 

mennyis®gi anal²zisben haszn§lt sz§m²t·g®ppel vez®relt vagy ahhoz kapcsolt 

mikroszk·pokat a megfelelŖ fejezetben ismertetj¿k. 
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3.5. Mennyis®gi anal²zisek 

K®rgi r®gi·k t®rfogat§nak meghat§roz§sa 

A toluidink®kkel festett 110 Õm vastag metszeteken a primer szomatoszenzoros 

k®reg ®s a hippokampusz t®rfogat§t a Neurolucida rendszerrel egy¿tt mŤkºdŖ 

Stereoinvestigator alkalmaz§ssal, a Cavalieri-f®le t®rfogatbecsl®s elve alapj§n 

(Gundersen ®s Jensen, 1987) hat§roztuk meg. Egym§st meghat§rozott t§vols§gban 

kºvetŖ sz®riametszeteken kijelºlt¿k a c®lr®gi· ter¿let®t, amibŖl a program kisz§m²totta 

a ter¿let t®rfogat§t. 

Piramissejtek t®rbeli lek®pez®se 

Az in vivo vagy fix§lt szeleten feltºltºtt, majd f®ny- vagy fluoreszcens 

hisztok®mi§val l§that·v§ tett sejteket a Neurolucida programmal (MicroBrightField, 

Inc.) k®pezt¿k le. A sz§m²t·g®pes szoftver seg²ts®g®vel a k®pernyŖn l§thatjuk ®s 

kºvethetj¿k a mikroszk·pban (ZEISS) be§ll²tott strukt¼r§t. Motoriz§lt t§rgyasztal teszi 

lehetŖv® a pontos pozicion§l§st ®s a k®pernyŖn rajzolt strukt¼ra alaki ®s helyzeti 

kºvet®s®t mindh§rom s²kban. A Z s²k kºvet®se f®nymikroszk·pos metszetek eset®n 

manu§lisan (mikrom®ter csavar), fluoreszcens metszetek eset®n sz®ria Z-stack 

felv®teleken tºrt®nt (a program az egym§st kºvetŖ s²kokat a t®rben kezelni tudja, azok 

l®ptethetŖk). A rekonstrukci· sor§n a sejttesten k²v¿l a teljes apik§lis ®s baz§lis 

dendritfa arboriz§ci·j§t lerajzoltuk, a dendritt¿sk®k hely®t megjelºlt¿k. A Z tengely 

ment®n meghat§roztuk a zsugorod§st (300%), amit a program seg²ts®g®vel 

korrig§ltunk (az X ®s Y tengely ment®n nem korrig§ltunk, itt a zsugorod§s 10% volt). 

Vizsg§lataink c®lja k¿lºnbºzŖ csoport¼ §llatokb·l (transzgenikus vs. vadt²pus¼, kezelt 

vs. megk²m®lt) lek®pezett sejtek param®tereinek ºsszehasonl²t§sa volt, ²gy abszol¼t 

®rt®kek meghat§roz§s§t sz®riametszeteken nem v®gezt¿k el ï erre az alkalmazott 

m·dszerek megb²zhat· lehetŖs®get nem is ny¼jthattak volna). 

A lek®pezett sejtek param®tereit a Neuroexplorer program seg²ts®g®vel hat§roztuk 

meg. Meghat§roztuk 1) a sejttest ker¿let®t ®s metszeti felsz²n®t, 2) a baz§lis 

dendritszegmensek sz§m§t, kanyarg·ss§g§t, hossz§t, §tlagos ®s alapi §tm®rŖj®t, 

felsz²n®t ®s t®rfogat§t el§gaz·d§suk ut§ni rendj¿k (primer, szekunder, tercier stb.) 

szerint, 3) az apik§lis dendritek dendrittºrzs®nek, oldalf§csk§inak ®s v®garboriz§ci· 

§gainak hasonl· param®tereit, 4) a dendritf§kat kºr¿lelŖ k¼ppal§st felsz²n®t ®s 

t®rfogat§t (convex hull analysis). Sholl anal²zis (5. §bra) seg²ts®g®vel az apik§lis ®s 

baz§lis dendrit arboriz§ci· glob§lis param®tereit jellemezt¿k (Sholl, 1950). A sejttest 

kºz®ppontj§t·l m®rt k¿lºnbºzŖ t§vols§gokban meghat§roztuk a.dendritszegmensek 

sz§m§t ®s hossz§t, az el§gaz·d§si pontok ®s dendritv®gek sz§m§t. A megadott 
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®rt®kek a 10 Õm sz®les r§diuszhosszokra vonatkoznak (teh§t a 80 Õm-hoz tartoz· 

®rt®k a 70 ®s 80 Õm kºzºtt azonos²tott strukt¼r§k sz§m§t t¿krºzik). 

 

 

 

 

 

Sejttestek kvantitat²v anal²zise 

A p21H-Ras egerekben GABA+, parvalbumin+, calbindin+ ®s calretinin+ sejtek 

sejttest®nek §tm®rŖj®t ®s egys®gnyi ter¿letre esŖ sz§m§t (sŤrŤs®g®t) a VIDEOPLAN 

rendszerrel (KONTRON Elektronik) hat§roztuk meg. A commissura anterior ®s a 

hippokampusz rosztr§lis p·lusa kºzºtt minden ºtºdik 30 Õm vastag metszeten 

megsz§moltuk a primer szomatoszenzoros r®gi·ban az immunoreakt²v sejteket azonos 

nagys§g¼ (62000 Õm2) ter¿leten. A m®rŖkeret a k®reg teljes vastags§g§ra kiterjedt. 

Ugyanebben a munkafolyamatban megm®rt¿k a sejttestek k®t, egym§sra merŖleges 

§tm®rŖj®t, melynek k®sŖbb §tlag§val sz§moltunk. 

Ugyanezen eg®rtºrzsben a hippokampusz CA1-3 r®gi· piramissejtjeinek ®s a gyrus 

dentatus szemcsesejtjeinek t®rfogat§t ®s numerikus denzit§s§t sztereol·giai 

m·dszerrel hat§roztuk meg (Gundersen, 1986), 1% ozmium-tetroxiddal ozmifik§lt 

metszetekbŖl k®sz¿lt f®lv®kony, toluidink®kel festett metszeteken. A k®t egym§st 

kºvetŖ metszet (Ăreference section and look up sectionò) t§vols§g§t 3 Õm-ben (h ®rt®k) 

5. §bra. A piramissejtek dendrit arboriz§ci· elemz®s®hez haszn§lt Sholl anal²zis s®m§s rajza. A 

sejttesttŖl m®rt k¿lºnbºzŖ t§vols§gok kºzºtti s§vr§diuszokban meghat§roztuk a dendritszegmensek 
sz§m§t, hossz§t vagy a dendritel§gaz·d§sok ®s dendritv®gek sz§m§t. A lila pontok a jobb oldali 
baz§lis dendrit 160 Õm s§vr§diuszban tal§lt dendritszegmenseket (illetve azok sz§m§t) jelºli. 
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hat§roztuk meg. A metszetekrŖl felv®teleket k®sz²tett¿nk (ZEISS AxioCam HRc-

AxioVision 3.1), az idegsejtek anal²zis®t 100 Õm x 50 Õm nagys§g¼ keretben v®gezt¿k. 

A f¿ggetlen mintav®telt (Ăunbiased samplingò) West m·dszere alapj§n v®gezt¿k (West, 

1999). 

S¿ndiszn·ban a BrdU+ ®s DCX+ sejtek sz§m§t a c®lr®gi·kban (neokortex, 

paleokortex, hippokampusz ®s bulbus olfactorius) a Neurolucida rendszer seg²ts®g®vel 

sz§moltuk meg ismert nagys§g¼, kijelºlt m®rŖkeretben. A 2, 3, 4 ®s 7 ®ves 

s¿ndiszn·kban §llatonk®nt ®s r®gi·nk®nt hat metszeten v®gezt¿nk m®r®seket. 

PDGF-hAPPWt tºrszŤ egerekben 1 nappal ®s 4 h®ttel az injekci· ut§n sz§moltuk 

meg a BrdU+ sejteket a szemcsesejtek r®tege ment®n a szubgranul§ris r®tegben, a 

Neurolucida rendszer seg²ts®g®vel kijelºlt ®s meg§llap²tott hossz¼ szakaszokon. A k®t 

k¿lºnbºzŖ idŖpontban m®rt ®rt®kek k¿lºnbs®ge az ¼jonnan sz¿letett ®s t¼l®lt sejtek 

sz§m§t hat§rozta meg. 

A szinaptikus profilok, butonok f®nymikroszk·pos kvantitat²v anal²zise 

A VGLUT1+ ®s VGLUT2+ ®s VGAT+ profilok egys®gnyi ter¿letre esŖ sz§m§t 

(sŤrŤs®g®t) a szomatoszenzoros k®reg II/III. ®s IV. r®teg®ben hat§roztuk meg. 

Standard be§ll²t§ssal egy ¿l®sben 50 felv®telt k®sz²tett¿nk k²s®rleti csoportonk®nt ®s 

immunreakci·nk®nt egy mikroszk·hoz csatlakoztatott digit§lis kamer§val (AxioCam 

HRc ï AxioVision 3.1). A k®peket az UTHSCSA k®panal²zis szoftverben (UTHSCSA 

Image Tool 3.0, The University of Texas Health Science Center, San Antonio, Texas) 

megnyitottuk, majd egy 6670 Õm2 nagys§g¼ m®rŖkeretben automatikusan 

megsz§moltattuk. A VGAT+ profilok sz§m§t periszomatikusan is meghat§roztuk: a 

f®lv®kony metszeteken a VIDEOPLAN rendszerrel megm®rt¿k a sejttest ker¿let®t, 

amely ment®n megsz§moltuk az immunoreakt²v profilokat. 

A kolin-acetiltranszfer§z (ChAT)+ ®s tirozin hidroxil§z (TH)+ profilokat nem tudtuk 

automatikusan megsz§molni, mert nemcsak a boutonok, hanem a kºztes 

axonszakaszok is immunoreakt²vak voltak. Ezeket a profilokat a Neurolucida szoftver 

seg²ts®g®vel sz§moltuk meg manu§lisan 2380 Õm2 nagys§g¼ m®rŖkeretben. 

A nucleus ventralis posteriolateralis thalamiban tal§lhat· t¿sk®s neuronokon (Ăspiny 

stellate cellsò) a dendritt¿sk®k sŤrŤs®g®t hat§roztuk meg. Ehhez a Golgi-impregn§lt 

metszeteket haszn§ltuk, k²s®rleti csoportonk®nt h¼sz sejt dendritf§it rekonstru§ltuk a 

dendritt¿sk®k helyzet®nek pontos megjelºl®s®vel a Neurolucida rendszer seg²ts®g®vel. 

A dendritszakasz hossza ®s a rajta tal§lhat· dendritt¿sk®k sz§m§nak ismeret®ben 

meghat§roztuk a dendritt¿sk®k sŤrŤs®g®t a dendritszakaszok ment®n. 
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Elektronmikroszk·pia, kvantitat²v elektronmikroszk·pos vizsg§latok (sztereol·gia) 

A nat²v vagy immunreakci· ut§ni, vibrat·mmal k®sz¿lt 50Õm vastag metszeteket 

0,1M PB-ben mostuk (3x20 perc), a primer szomatoszenzoros k®rget kiv§gtuk, majd 

szobahŖm®rs®kleten egy ·r§ig 1 %-os ozmium-tetroxiddal kezelt¿k, Durcupanba 

§gyaztuk. Kvalitat²v vizsg§lat eset®n 40 nm v®kony szeleteket k®sz²tett¿nk 

ultramiktot·m seg²ts®g®vel. 

Mennyis®gi anal²zis eset®n a II/III. r®teget toluidink®kkel festett f®lv®kony 

metszeteken k¿lºn²tett¿k el a sejttestben nagyon szeg®ny I. r®teg ®s nagyon gazdag 

IV. r®teg kºzºtt. A blokkokat ennek megfelelŖen ¼jrafaragtuk, majd ultramikrot·mmal 

metszett¿k (40 nm). Blokkonk®nt hat gridre sz®riametszeteket vett¿nk fel 

szalagszerŤen. K®t szomsz®dos metszeten (Ăreference section and look up sectionò) 

azonos ter¿leteket f®nyk®pezt¿nk 5000x-es nagy²t§son, a negat²vokat 20000x-es 

v®gnagy²t§sra h²vtuk. Szinapszisk®nt hat§roztuk meg azt az elemet, melynek 

preszinaptikus oldala legal§bb h§rom vezikul§t tartalmazott ®s posztszinaptikus eleme 

membr§n megvastagod§st mutatott (Mayhew, 1979, 1996). A szinapszisokat ®s a 

tºbbszºrºs szinapszisokat (multiple synaptic boutons, MSB) 392 Õm2 nagys§g¼ 

m®rŖkeretben azonos²tottuk, numerikus denzit§sukat az itt nem r®szletezett diszektor 

sztereol·giai m·dszerrel hat§roztuk meg (Sterio, 1984). 

Statisztikai m·dszerek 

A morfol·giai param®terek mennyis®gi anal²zise egy- vagy tºbbszempontos 

variancia anal²zissel (multifaktori§lis ANOVA), a neuron§lis kompartmentek vizsg§lata 

ism®telt m®r®ses varianciaanal²zissel tºrt®nt. A post-hoc anal²zis Student T-pr·b§val 

vagy Bonferroni T-pr·b§val tºrt®nt. Korrel§ci·s anal²ziseinket a line§ris regresszi· 

m·dszer®vel v®gezt¿k. 

A hºrcsºgºk labirintus tesztj®ben nyert eredm®nyeket egy nemline§ris kevert 

modellel tanulm§nyoztuk (Young ®s mtsai, 2009). A variancia-stabiliz§ci·hoz a 

hibaalkalmak  Anscombe-f®le transzform§ci·j§t (eô=2*gyºk(e+3/8) ®s a feladat 

elv®gz®s®hez sz¿ks®ges teljes idŖ logaritmikus transzform§ci·j§t (tô=log(t/s)) v®gezt¿k 

el. A tanul§si gºrb®ket az eô=A*2^(-(i-1)/B)+C k®plet alapj§n v®gezt¿k, ahol i az 

alkalom sorsz§ma, C az aszimptotikus r§ta, A a k¿lºnbs®g a kezdeti ®s v®g hibar§ta 

kºzºtt ®s B a tanul§si r§ta param®ter. A hibern§ci· ut§ni elsŖ alkalom eredm®nyeit 

ANOVA-val elemezt¿k. A poszt-hoc tesztekben Tukey HSD tesztj®t alkalmaztuk. 
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3.6. Western blotting, dot-blot immunteszt ®s enzimmel kºtºtt 

immunszorbens m·dszer (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay) 

Az §llatokat sz®n-dioxid t¼laltattuk, az agyvelŖt azonnal elt§vol²tottuk. A c®lr®gi·t 

kiv§gtuk, l²zis pufferben (20mM Tris puffer pH7,4, 100mM NaCl, 2mM MgCl2, 5mM 

NaF, 1mM Na3VO4, 0,5% NP40, 1mM DDT, 2Õg/ml leupeptin, 100Õg/ml PSMF, prote§z 

inhibitor mix (Roche)) ultrahanggal (szonik§tor) homogeniz§ltuk. A mint§kat 4ÁC-on 15 

percig 14000xg sebess®ggel lecentrifug§ltuk. A feh®rje koncentr§ci· meghat§roz§st 

Bradford m·dszere alapj§n v®gezt¿k (Bradford, 1976). A mint§kat azonos 

koncentr§ci·ra korrig§ltuk (10 Õg / 20 Õl), 1x tºm®nys®gŤ Laemmli pufferben 95 ÁC-on 

5 percig forraltuk, majd n§trium dodecil-szulf§t poliakrilamid g®lelektrofor®zissel (SDS-

PAGE) 8%-os poliakrilamid g®lben szepar§ltuk (150V, 1 ·ra). A feh®rj®ket polivinil-

difluorid (PVDF) membr§nra transzfer§ltuk nedves kºzegben (100V, 1 ·ra). Az 

immundetekt§l§shoz a membr§nt 3%-os marhasz®rumot (BSA) tartalmaz· TBS 

oldatban (10mM TBS, 150nM NaCl) blokkoltuk 60 percig, majd az ugyanebben az 

oldatban feloldott primer antitestekkel inkub§ltuk (3. t§bl§zat) 4 ÁC-on ®jszak§n §t. A 

membr§nt ezut§n 0,05% Tween 20-t tartalmaz· TBS oldatban mostuk, majd a 

peroxid§z konjug§lt szekunder antitesteket (1:10000, JacksonImmunoResearch) 

ugyanebben az oldatban hig²tva egy ·r§ig hagytuk a membr§non. A feh®rjeszinteket 

denzitometr§s elv alapj§n (BIORAD XRS vagy Raytest Messgerªte) hat§roztuk meg. 

Normaliz§l§sk®nt ugyanazon membr§non ɓ-aktin immunreakci·t ®s denzitometri§t 

v®gezt¿nk. 

Dot-blot anal²zis¿nkhºz a Bio-dot mikrofiltr§ci·s k®sz¿l®k®t (BIO-RAD) haszn§ltuk. 

A kisz§r²tott PVDF membr§nhoz mint§nk®nt 25 Õg proteint kºtºtt¿nk, A BSA-val 

tºrt®nŖ tel²t®s ut§n a membr§nt poliklon§lis anti-TRPV1 antitesttel, majd peroxid§z 

konjug§lt szekunder antitesttel inkub§ltuk. A mint§k feh®rje szintj®t a m§r eml²tett 

denzitometri§s elv alapj§n hat§roztuk meg. 

Az Aɓ1-40 ®s Aɓ1-42 fragmensek szintj®t a Western blotting m·dszern®l 

®rz®kenyebb ELISA m·dszerrel hat§roztuk meg, k®t kereskedelmi forgalomban 

beszerezhetŖ ELISA-KIT-tel (Millipore), a mintak®sz²t®s ®s a feh®rje meghat§roz§s a 

gy§rt· javaslata alapj§n tºrt®nt. 
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4. Eredm®nyek 

4.1. A dendritfa ®s az inter-neuron§lis kapcsolatok v§ltoz§sai amiloid 

pr®kurzor feh®rje transzgenikus eg®rmodellekben  

Tºbb transzgenikus eg®rmodellben v®gezt¿nk neuroanat·miai vizsg§latokat. 

Megvizsg§ltuk, hogyan befoly§solja a hum§n vagy mut§ns amiloid pr®kurzor feh®rje 

expresszi·ja, a k¿lºnbºzŖ szolubilis  Aɓ szintek ®s az esetleges/kºvetkezm®nyes 

amiloid lerak·d§s a k®rgi strukt¼r§t. Vizsg§lataink c®lpontja a projekci·s neuron 

(piramissejt) volt. A denritt¿sk®kre is kiterjedŖ dendritometri§s vizsg§latainkat ezen 

sejtek illetve a r®gi· afferenseinek ®s efferenseinek mennyis®gi anal²zis®vel 

eg®sz²tett¿k ki. 

Morfometriai anal²ziseinket komisszur§lis II/III-as r®tegŤ piramissejteken v®gezt¿k, 

a szomatoszenzoros k®regben. Ezzel a megszor²t§ssal egy morfol·giailag homog®n 

sejtpopul§ci·t tudtunk vizsg§lni (Duan ®s mtsai, 2002; Soloway ®s mtsai, 2002), 

melyek k¿lºnºsen ®rz®kenyek ®s kºnnyen k§rosodnak Alzheimer k·rban (Hof ®s 

mtsai, 1995). 

Emelkedett szolubilis Aɓ szint ®s az extracellul§ris amiloid lerak·d§s hat§sai 

Kor§bbi vizsg§latok kimutatt§k, hogy a lerak·dott Ç-amiloid kºzvetlen 

kºrnyezet®ben dendrit degener§ci·t okoz (Knowles ®s mtsai, 1999; Le ®s mtsai, 2001; 

Tsai ®s mtsai, 2004). K²s®rleteink ezzel szemben arra kerest®k a v§laszt, hogy a 

magas Ç-amiloid szint ®s amiloid·zis milyen glob§lis v§ltoz§sokat okoz az agyk®reg 

projekci·s neuronjainak morfol·gi§j§ban (6. §bra), f¿ggetlen¿l a hisztok®miailag 

detekt§lhat· szºveti k§rosod§s aktu§lis hely®tŖl, m§s sz·val a fok§lis hat§st·l. A 

k²s®rletekben haszn§lt t²zh·napos Tg2576 tºrzsŤ egerek agyk®rg®ben m§r massz²v Ç-

amiloid lerak·d§st tal§ltunk (6E §bra). 
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 6. §bra. Retrogr§d feltºltºtt II/III. r®tegi komisszur§lis piramissejtek f®nymikroszk·pos felv®telei a 
primer szomatoszenzoros k®regbŖl vadt²pus¼ (A) ®s Tg2576 transzgenikus (B) eg®rben. Neurolucida 
programmal t®rben lek®pezett piramissejtek rajza vadt²pus¼ (C1-3) ®s Tg2576 transzgenikus (D1-3) 
§llatokban. Amiloid lerak·d§s Tg2576 transzgenikus eg®r agyk®rg®ben (E, ny²lhegyek). L®pt®k 40 Õm 
(A, B), 20 Õm (C1-E). 
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Az apik§lis dendritfa m®rs®kelt degener§ci·s v§ltoz§sokat mutat 

Az apik§lis dendrit arboriz§ci· teljes hossza Tg2576 egerekben kisebb volt, mint a 

hasonl· kor¼ vadt²pus¼ kontrollokban; annak ºsszes²tett felsz²ne vagy t®rfogata 

ugyanakkor nem v§ltozott (4. t§bl§zat). A r®szletes szegmensanal²zis szerint a fŖ 

dendrittºrzs m®rŖsz§mai hasonl·k®ppen alakultak, ami a megnºvekedett §tlagos 

dendrit§tm®rŖ l®v®n jºhetett l®tre (4. t§bl§zat, 7. §bra). A cs¼csi szegmensek ®s az 

oldalf§csk§k hossza, felsz²ne ®s t®rfogata v§ltozatlan maradt, a szegmenseken bel¿l 

m®rs®kelt §trendezŖd®st figyelt¿nk meg (4. t§bl§zat, 7. §bra). ĉgy az elsŖ ®s m§sodik 

cs¼csi szegmensek alap§tm®rŖje ®s az elsŖ szegmensek §tlagos §tm®rŖje a Tg2576 

§llatokban megnºvekedett, ami egy¿tt j§rt a negyedik ®s ºtºdik cs¼csi szegmensek 

§tlagos §tm®rŖj®nek csºkken®s®vel (4. t§bl§zat). Ezzel p§rhuzamosan az oldalf§csk§k 

sz§ma csºkkent (vadt²pus¼: 4,78 Ñ 0,33 vs. Tg2576: 3,27 Ñ 0,28; *p < 0,05), ®s 

legfeljebb ºtºdik szegmenseket detekt§lhattunk (4. t§bl§zat). Az el§gaz§si pontok 

(vadt²pus¼: 14,87 Ñ 1,26 vs. Tg2576: 10,00 Ñ 0,71; *p < 0,05) valamint a dendritv®gek 

(vadt²pus¼: 15,87 Ñ 1,26 vs. Tg2576: 11,06 Ñ 0,69; *p < 0,05) sz§mainak csºkken®se is 

a dendritfa zsugorod§s§t mutatta. Sholl anal²zissel kimutattuk, hogy k¿lºnºsen az 

arboriz§ci· kºz®psŖ r®sze ï a sejttesttŖl 140-200 Õm t§vols§gban ï szenvedett 

v§ltoz§sokat (8. §bra). 

 

7. §bra. Az apik§lis ®s baz§lis dendritfa szegmenseinek fŖbb mennyis®gi jellemzŖi a Tg2576 

transzgenikus egerek neokortik§lis piramissejtjeiben, a primer szomatoszenzoros k®regben. Az apik§lis 
dendritfa tºrzs®nek, valamint egyes v®g- ®s oldalf§cska szegmenseinek §tm®rŖje a transzgenikus 
§llatokban nagyobb lett (A), az apik§lis dendrittºrzs hossza ugyanakkor csºkkent (B). A 
dendritszegmensek felsz²ne v§ltozatlan maradt (C). A dendritszegmensek sz§m§nak, t®rfogat§nak ®s 
alapi §tm®rŖj®nek v§ltoz§sait a 4. t§bl§zat tartalmazza. Ćtlag Ñ standard hiba, *p < 0,05 (A-C). 
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A baz§lis dendritekben nem tal§ltunk morfometriai v§ltoz§st 

Szemben az apik§lis dendritekkel, a baz§lis arboriz§ci· gyakorlatilag semmilyen 

v§ltoz§st nem mutatott Tg2576 egerek piramissejtjeiben. A dendritfa ºsszes²tett 

hossza, felsz²ne vagy t®rfogata v§ltozatlan maradt, ®s a szegmensekben sem tal§ltunk 

hasonl· jellegŤ v§ltoz§sokat (4. t§bl§zat). Egyed¿l a negyedik ®s hatodik szegmensek 

alap§tm®rŖje nºvekedett meg transzgenikus §llatokban a vadt²pus¼akban tal§ltakhoz 

k®pest, de ez a szegmensek tov§bbi ï §tlagos §tm®rŖ, felsz²n vagy t®rfogat ï 

mutat·iban, m®rŖsz§maiban nem okozott v§ltoz§st (4. t§bl§zat, 7. §bra). Az el§gaz§si 

pontok sz§ma nem v§ltozott (vadt²pus¼: 15,47 Ñ 0,97 vs. Tg2576: 16,16 Ñ 0,94; p > 

0,05), hasonl·an a dendritv®gek sz§m§hoz (vadt²pus¼: 19,6 Ñ 1,14 vs. Tg2576: 20,4 Ñ 

1,12; p > 0,05). Ezzel ºsszhangban a dendrit szakaszok sz§ma (denzit§sa) ®s az 

el§gaz·d§si pontok gyakoris§ga a sejttesttŖl val· t§vols§g f¿ggv®ny®ben sem v§ltozott 

(8. §bra). 

8. §bra. Tg2576 transzgenikus egerek primer szomatoszenzoros k®rgi piramissejt dendritf§inak Sholl 

anal²zise. A sejttesttŖl m®rt t§vols§g f¿ggv®ny®ben a dendritszakaszok ºsszes²tett hossza ®s az 
el§gaz·d§sok sz§ma a baz§lis dendritf§ban nem k¿lºnbºzºtt (A, B), m²g az apik§lis dendritfa 
kºz®psŖ ®s diszt§lis r®sz®ben megnºvekedett (C, D). Ćtlag Ñ standard hiba, *p < 0,05 (A-D). 

               dc_951_14



40 

 

A Tg2576 transzgenikus §llatok piramissejtjeinek mind az apik§lis, mind a baz§lis 

dendritszegmensein csºkken a dendritt¿sk®k sŤrŤs®ge 

A dendritt¿sk®k sŤrŤs®g®t a sejttesttŖl val· t§vols§g f¿ggv®ny®ben hat§roztuk meg, 

mint azok egys®gnyi dendrithosszra esŖ sz§m§t (9. §bra). Ezen Sholl anal²zis szerint a 

dendritt¿sk®k sŤrŤs®ge a baz§lis dendritfa kºz®psŖ- ®s diszt§lis ter¿let®n a 

transzgenikus §llatokban a vadt²pus¼akhoz hasonl²tva jelentŖsen csºkkent (9C §bra), 

m²g a sejttesthez kºzel v§ltozatlan maradt. Az apik§lis dendritfa oldalf§csk§in az 

egys®gnyi dendrithosszra esŖ dendritt¿sk®k sz§ma m®g kifejezettebben csºkkent, 

f¿ggetlen¿l a dendrittºrzstŖl m®rt t§vols§gt·l (9D §bra). 

 

 

 

 

 

 

A dendritt¿sk®k sz§ma ®s detekt§lhat·s§ga f¿gg az adott dendritszakasz 

vastags§g§t·l (Larkman, 1991c), mely hibalehetŖs®get rejt a mennyis®gi anal²zisben. 

Ezt kik¿szºbºlendŖ a dendritszakaszokat §tm®rŖj¿k szerint csoportos²tottuk, ®s az 

azon meg§llap²tott dendritt¿ske sŤrŤs®get ºsszehasonl²tottuk a transzgenikus ®s 

vadt²pus¼ §llatokban. Ezt a vizsg§latot csak az oldalf§csk§k eset®ben v®gezt¿k el, 

l®v®n a baz§lis dendritf§k szegmensei §tm®rŖj¿kben nem mutattak k¿lºnbs®get (4. 

t§bl§zat, 7A §bra). Meg§llap²tottuk, hogy az azonos §tm®rŖjŤ dendritszegmenseken is 

jelentŖsen csºkkent a dendritt¿sk®k sŤrŤs®ge a transzgenikus §llatokban a 

9. §bra. A dendritt¿sk®k sŤrŤs®g®nek v§ltoz§sa Tg2576 egerek piramissejtjeinek baz§lis dendritjein 
(A,B). Transzgenikus §llatokban a dendritt¿sk®k sŤrŤs®ge mind a baz§lis dendritek diszt§lis r®sz®n 
(C), mind az apik§lis dendritek oldalf§csk§inak eg®sz®n (D) csºkkent. A nagysz§m¼ dendritt¿sk®k 
anal²zise (E) azt mutatta, hogy a v§ltoz§s f¿ggetlen a dendritszegmens §tm®rŖj®tŖl (F). Ćtlag Ñ 
standard hiba, *p < 0,05 (C,D,F). L®pt®k 10 Õm (A, B). 
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vadt²pus¼akhoz k®pest (7F §bra), mely egy¼ttal az abszol¼t dendritt¿skesz§m 

csºkken®s®re is utal. 

Amiloid lerak·d§shoz nem vezetŖ pr®kurzor protein expresszi· hat§sai 

Az ezen k²s®rletekben alkalmazott B6-Py8.9 eg®rmodell a vadt²pus¼ (nem mut§ns) 

hum§n amiloid pr®kurzor proteint expressz§lja az endog®n eg®r amiloid pr®kurzor 

protein mellett, azzal azonos szinten, amely nem vezet az agyszºvetben amiloid 

lerak·d§shoz. Az agyvelŖben a transzg®nt elsŖsorban kortik§lis ®s hippokamp§lis 

piramissejtek expressz§lj§k (Lamb ®s mtsai, 1993). 

Hum§n amiloid pr®kurzor protein detekt§l§sa a B6-Py8.9 eg®rtºrzsben 

Western blot anal²zissel bizony²tottuk, hogy a transzgenikus eg®rtºrzsben az 

endog®n amiloid pr®kurzor protein mellett a hum§n feh®rje is expressz§l·dik. Ut·bbi a 

6E10 antitest haszn§lat§val tºbb detekt§ci·s hellyel (cs²kkal) jelentkezett, mely a 

feh®rje poszttranszl§ci·s modifik§ci·j§ra utalhat. Mind a hum§n, mind az endog®n 

feh®rj®t kimutattuk a membr§nkºtºtt ®s a szolubilis frakci·ban is (10. §bra). A teljes 

amiloid pr®kurzor feh®rje mennyis®ge a transzgenikus §llatban csek®ly emelked®st 

mutatott. 

 

 

 

 

 

10. §bra. Szolubilis (A1, A2, B1, B2) ®s membr§nkºtºtt (A3, A4, B3, B4) amiloid pr®kurzor feh®rje 

Western blot anal²zise. A 6E10 jelŤ antitesttel azonos²tott hum§n amiloid pr®kurzor protein csak a 
B6-Py8.9 transzgenikus §llatokban van jelen (A2, A4). A 22C11 antitest mind a hum§n, mind az 
endog®n feh®rj®t felismeri. 
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A hum§n amiloid pr®kurzor feh®rje expresszi·ja a baz§lis dendritfa felsz²n®nek 

nºveked®s®hez vezet 

Meg§llap²tottuk, hogy a baz§lis dendritf§k ºsszes²tett felsz²ne ®s volumene a 

transzgenikus §llatok szomatoszenzoros k®rgi piramissejtjeiben nºvekszik, m²g hossza 

v§ltozatlan marad (5. t§bl§zat, 11. §bra). Ezzel ºsszhangban az intermedier - m§sodik, 

harmadik ®s negyedik - dendrit szegmensek §tlagos §tm®rŖje nºvekedett, ugyanakkor 

ut·bbi kettŖ hossza csºkkent a transzgenikus csoportban (5. t§bl§zat). Ugyanezen 

szegmenseken tºbb el§gaz·d§si pontot is azonos²tottunk, ugyanakkor az ºtºdik ®s 

tºbbedik dendritszakaszok sz§ma szignifik§nsan nem emelkedett (5. t§bl§zat). Csak a 

transzgenikus mint§kon tudtunk azonos²tani nyolcadik dendrit szegmenst. Sholl 

anal²zissel kimutattuk, hogy a dendritek v®geinek sz§ma a sejttesttŖl 90 Õm-re vagy 

att·l t§volabb a transzgenikus §llatok piramissejtjein kism®rt®kben csºkkent, ami a 

dendritfa visszah¼z·d§s§ra utal (12A,C §bra). 

 

 

 

 

 

 

Hasonl·, de kisebb m®rt®kŤ v§ltoz§sok az apik§lis dendritf§n 

Az apik§lis dendritf§k ºsszes²tett hossza, felsz²ne, t®rfogata a transzgenikus ®s 

vadt²pus¼ §llatok k®rgi piramissejtjeiben gyakorlatilag megegyezett (11B-D §bra). Az 

el§gaz·d§si pontok sz§m§ban sem tal§ltunk v§ltoz§st (vadt²pus¼ 8,8 Ñ 0,72 vs. B6-

Py8.9: 9,67 Ñ 0,67; p > 0,05). Ennek megfelelŖen ï ®s a baz§lis dendritf§hoz 

hasonl·an - az apik§lis dendritfa glob§lis kiterjed®se is v§ltozatlan maradt, amit a 

dendritf§t lefedŖ k¼p felsz²n®nek m®rŖsz§m§val jellemezt¿nk (convex hull analysis, 

11E §bra). 

11. §bra. Retrogr§d feltºltºtt II/III. r®tegi komisszur§lis piramissejt f®nymikroszk·pos k®pe B6-Py8.9 
transzgenikus eg®r primer szomatoszenzoros k®rg®ben (A). A baz§lis ®s apik§lis dendritf§k hossza 
(B), felsz²ne (C), t®rfogata (D) ®s a dendritf§kat lefedŖ k¼p t®rfogata (E) vadt²pus¼ ®s transzgenikus 
§llatokban. Ćtlag Ñ standard hiba, *p < 0,05 (B-E). L®pt®k: 25 Õm (A). 
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Fenti negat²v eredm®nyek mellett Sholl anal²zissel v®gzett kieg®sz²tŖ vizsg§lataink 

ugyanakkor §trendezŖd®sre vil§g²tottak r§ a dendritf§n bel¿l.  Transzgenikus egerek 

piramissejtjein a dendritikus denzit§s (12B, D §bra) csºkkent a dendritfa diszt§lis 

ter¿let®n. Ezzel ºsszhangban a dendritv®gek sejttesttŖl m®rt t§vols§ga transzgenikus 

egerek piramissejtjein az apik§lis arboriz§ci·n bel¿l csºkkent a vadt²pus¼akhoz k®pest 

(vadt²pus¼ 105,97 Ñ 3,3 vs. B6-Py8.9: 92,92 Ñ 2,64; *p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

Az amiloid pr®kurzor feh®rje expresszi·ja ®s az afferent§ci· v§ltoz§sai 

Dendritf§kon v®gzett morfometriai vizsg§latainkkal kimutattuk, hogy az amiloid 

pr®kurzor protein vadt²pus¼ form§j§nak amiloid lerak·d§shoz nem vezetŖ expresszi·ja 

a dendritnºveked®st seg²ti, ezzel szemben az amiloid lerak·d§st okoz· mut§ns protein 

expresszi·ja ï a dendritt¿sk®k pusztul§s§t, de nem a dendritf§k §ltal§nos fel®p²t®s®t 

tekintve - degenerat²v hat§s¼. KºvetkezŖ l®p®s¿nkben azt vizsg§ltuk meg, hogyan 

12. §bra. B6-Py8.9 transzgenikus egerek primer szomatoszenzoros k®rgi piramissejt dendritf§inak 
Sholl anal²zise. A sejttesttŖl m®rt t§vols§g f¿ggv®ny®ben a dendritel§gaz·d§sok (A) ®s dendritv®gek 
(C) sz§ma a baz§lis dendritf§ban nem k¿lºnbºzºtt, csak a diszt§lis r®gi·ban tal§ltunk m®rs®kelt 

csºkken®st a dendritv®gek sz§m§ban a B6-Py8.9 eg®rtºrzsben. Az apik§lis dendritfa kºz®psŖ 
szakasz§n a dendritszakaszok ºsszes²tett hossza egyes r§diuszszegmensekben csºkkent (B), a 
dendritv®gek sz§ma a sejttesttŖl m®rt t§vols§gt·l f¿ggetlen¿l v§ltozatlan maradt (D). Ćtlag Ñ standard 
hiba, *p < 0,05 (A-D). 
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alakul a megv§ltozott dendrit morfol·gi§j¼ piramissejtek afferent§ci·ja a B6-Py8.9 ®s 

Tg2576 eg®rtºrzsekben. 

Kitekint®s: a g§tl· interneuronok neuronh§l·zatban betºltºtt jelentŖs®ge, azok 

szelekt²v kiiktat§s§nak lehetŖs®ge 

Az afferensek kºz¿l k¿lºn figyelmet szentelt¿nk a g§tl·, GABAerg idegsejtek 

v®gzŖd®seinek, melyeket vezikul§ris GABA transzporter (VGAT) ellenes 

immunhisztok®mi§val mutattuk ki. In vivo k²s®rletekkel bizony²tottuk, hogy saporin-

konjug§lt vezikul§ris GABA transzporter ellenes antitest alkalmaz§s§val a g§tl· 

interneuronok szelekt²ven elpuszt²that·ak, ®s ez a hippokamp§lis neuronh§l·zat 

morfol·giai §t®p¿l®s®hez ®s funkcion§lis hanyatl§s§hoz vezet. Tizenk®t nappal a 

dorz§lis hippocampusba adott injekci· ut§n az egerek ®rintett r®gi·j§nak parvalbumin-

immunoreaktivit§sa rendk²v¿li m®rt®kben csºkken, m²g nemkonjug§lt vezikul§ris GABA 

transzporter ellenes antitest ad§sa ut§n nem tal§ltunk v§ltoz§st (13A-B2 §bra). Az 

injekci· hely®tŖl 600 Õm-es t§vols§gban tapasztaltunk hat§st (13C §bra), mely mind a 

parvalbumin-immunreaktivit§st megŖrzŖ ter¿let nagys§g§ban (13C1 §bra), mind a 

parvalbumin-immunopozit²v(+) butonok (13C2 §bra) ®s sejttestek (13C3 §bra) sz§m§nak 

csºkken®s®ben megnyilv§nult. Az interneuronok pusztul§s§t tov§bbi markerek 

csºkken®s®vel is megerŖs²tett¿k. A GAD67 (13D-D1 §bra), a parvalbumin+ kos§rsejtek 

alternat²v marker®nek sz§m²t· SAT1 ®s a kolecisztokinin-tartalm¼ interneuronokat 

jelºlŖ CB1 receptor expresszi·ja (13E-F1 §bra) rendk²v¿li m®rt®kben csºkkent, m²g a 

VGLUT1+ serkentŖ szinapszisokban elŖfordul· CB1 receptor expresszi·ja v§ltozatlan 

maradt (13F2 §bra). K²s®relt¿nket patk§nyban is elv®gezt¿k, ®s azonos eredm®nyre 

jutottunk (13G-I1 §bra). 

A saporin-konjug§lt vezikul§ris GABA transzporter ellenes antitest nemcsak a 

parvalbumin+ interneuronokat puszt²totta el, hanem a g§tl· interneuronok sz®les kºre 

hasonl· ®rintetts®get mutatott. Konfok§lis l®zer szkenning mikroszk·ppal v®gzett 

vizsg§lataink r§mutattak, hogy a calretinin+, calbindin+, VGLUT3+, neuropeptid Y+ ®s 

szomatosztatin+ g§tl· interneuronokat a saporin-konjug§lt vezikul§ris GABA 

transzporter ellenes antitest ugyan¼gy elpuszt²tja (14A-E1 §bra). A hat§s specificit§s§t 

mutatja, hogy a stratum radiatum ®s lacunosum moleculare hat§r§n tal§lhat· VGLUT3+ 

szerotoninerg rostok, a calbindin+ piramissejtek ®s a posztszinaptikus oldalon tal§lhat· 

GABAA receptor Ŭ1 alegys®gek (Fritschy ®s mtsai, 1992) nem k§rosodtak a kezel®s 

ut§n (14A, A1, C, C1 §bra). 
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13. §bra. Parvalbumin
+
 interneuronok kontroll (A), nemkonjug§lt antitesttel (A1) ®s saporin-konjug§lt 

antitesttel (A2) kezelt §llatok hippocampus§ban 12 nappal a beavatkoz§s ut§n. A parvalbumin-
immunofluoreszcencia v§ltoz§sa a CA1-3 r®gi·kban a kezel®sek ut§n mark§nsan k¿lºnbºzºtt (A3, a 
ny²lhegyek a l®zi· hat§rait jelºlik). A parvalbumin

+
 butonok sz§m§nak csºkken®se a NeuN

+
 CA1 

piramissejtek sz§m§nak csºkken®s®vel is j§rt (B, B1). Parvalbumin
+
 elemek v§ltoz§sa a CA1 r®gi·ban a 

kezel®s ut§n (C-C3). A saporin-konjug§lt antitest kezel®s a GAD67
+
, CB1 receptor

+
, SAT1

+
 elemek 

sz§m§nak radik§lis csºkken®s®t v§ltotta ki (D-E2), m²g a VGLUT1-immunoreaktivit§s v§ltozatlan maradt 
(F-F2). A patk§nyban alkalmazott l®zi·k (G) az eg®rhez hasonl·an a parvalbumin

+ 
(H, H1) ®s GAD67

+
 (I, 

I1) elemek sz§m§nak csºkken®s®hez vezettek. Rºvid²t®sek: CA1-CA3 cornu ammonis r®gi·k, DG gyrus 
dentatus, Th talamusz, or stratum oriens, pyr stratum pyramidale, rad stratum radiatum. L®pt®k: 500 Õm 
(A-A2, F-F2), 25 Õm (B1, D1, H-I1), 15 Õm (E-E2). 
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A serkentŖ ®s g§tl· afferensek mennyis®gi v§ltoz§sai B6-Py8.9 ®s Tg2576 

egerekben 

A VGAT+ profilokat nagy sŤrŤs®gben elsŖsorban piramissejtek sz·m§ja kºr¿l 

tal§ltuk. Ezek sŤrŤs®ge az V. r®tegi piramissejtek teste kºr¿l a Tg2576 §llatokban 

csºkkent, m²g a B6-Py8.9 egerekben v§ltozatlan maradt (6. t§bl§zat, 15. §bra). 

 

14. §bra. A saporin-konjug§lt antitest radik§lisan csºkkentette a calbindin
+
, calretinin

+
 ®s VGLUT3

+
 

interneuronok sz§m§t (A-B1), m²g a VGLUT3
+
 szerotoninerg v®gzŖd®sek (A1, ny²lhegyek) s®rtetlenek 

maradtak. A GAD67
+
 ®s parvalbumin

+
 elemek sz§m§nak csºkken®se a GABAA receptor Ŭ1 alegys®g 

immunoreaktivit§s§nak v§ltozatlans§g§val j§rt egy¿tt (C, C1). Az NPY
+
 ®s szomatosztatin

+
 butonok ®s 

sejttestek sz§ma a beavatkoz§s ut§n nagym®rt®kben csºkkent (D-E1). Rºvid²t®sek: lm stratum 
lacunosum moleculare, or stratum oriens, pyr stratum pyramidale, NPY neuropeptid Y, PV 
parvalbumin, rad stratum radiatum, SSt szomatosztatin. L®pt®k: 200 Õm (A1), 25 Õm (B1-E1). 
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A specifikus afferensek kºz¿l a VGLUT2+ talamokortik§lis afferensek sŤrŤs®g®ben 

nem tal§ltunk v§ltoz§st azok fŖ v®gzŖd®si ter¿let®n, a szomatoszenzoros k®reg IV. 

r®teg®ben egyik transzgenikus eg®rtºrzsben sem (6. t§bl§zat, 15. §bra). Ezzel 

szemben a Tg2576 eg®rtºrzsben az intra- ®s interhemiszferikus afferenseket jelºlŖ 

VGULT1+ profilok sŤrŤs®ge csºkkent a supragranul§ris (II. ®s III.) r®tegekben, ahol a 

princip§lis sejtek dendritanal²zis®t is v®gezt¿k (6. t§bl§zat, 15. §bra). Ellent®tes elŖjelŤ, 

de statisztikailag nem jelentŖs emelked®st figyelt¿nk meg ugyanakkor a B6-Py8.9 

transzgenikus §llatokban (6. t§bl§zat, 15. §bra) a kontroll §llatokhoz k®pest. 

A VGLUT1+ preszinaptikus profilok sŤrŤs®g®nek v§ltoz§s§val ºsszecsengŖen 

v§ltozott az axonok ment®n azonos²that· varikozit§sok, en-passant boutonok sŤrŤs®ge 

is. M²g a vadt²pus¼ hum§n pr®kurzor proteint expressz§l· B6-Py8.9 egerekben a 

15.§bra. VGLUT1-, VGLUT2-, VGAT-, ChAT- ®s TH-immunoreaktivit§s, valamint anterogr§d feltºltºtt 

piramissejt axonszakaszok B6-Py8.9 ®s Tg2576 transzgenikus egerekben ®s azonos alomb·l sz§rmaz· 
kontrolljaikban. Tg2576 §llatok primer szomatoszenzoros k®rg®nek II/III. r®teg®ben a VGLUT1

+
 profilok, 

valamint a piramissejtek sz·m§ja kºr¿l a VGAT
+
 profilok sŤrŤs®ge csºkkent, m²g a B6-Py8.9 egerekben 

v§ltozatlan maradt. A VGLUT2
+
 ®s TH

+
 profilok sŤrŤs®g®ben egyik eg®rtºrzsben sem tal§ltunk v§ltoz§st, 

m²g a ChAT
+
 v®gzŖd®sek sŤrŤs®ge mindk®t eg®rtºrzsben nºvekedett. Az anterogr§d feltºltºtt axonok 

ment®n az egys®gnyi hosszra esŖ varikozit§sok sz§ma a B6-Py8.9 egerekben nºvekedett, m²g a 
Tg2576 egerekben csºkkent. L®pt®k: 20 Õm. 
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komisszur§lis axonokon a varikozit§sok kisebb, addig a mut§ns feh®rj®t expressz§l·, 

amiloid lerak·d§st mutat· Tg2576 §llatokban mind a komisszur§lis, mind a 

kortikostriatalis axonokon nagyobb t§vols§ggal kºvett®k egym§st (6. t§bl§zat, 15. 

§bra), mint a kontroll §llatokban.  

A specifikus afferensek mellett a szinapszisok k®pz®sben permissz²v szerepet 

j§tsz· (Gu, 2002) ChAT+ kolinerg ®s TH+ monoaminerg nemspecifikus afferenseket  is 

mennyis®gi anal²zisnek vetett¿k al§. M²g ut·bbi termin§lisok denzit§s§ban nem 

tal§ltunk v§ltoz§st egyik eg®rtºzsben sem, a kolinerg butonok sŤrŤs®ge jelentŖsen 

megemelkedett mind a B6-Py8.9, mind a Tg2576 §llatokban a kontrollokban m®rtekhez 

k®pest (6. t§bl§zat, 15. §bra). 

Az afferens depriv§ci· morfogenetikai hat§sai 

Ezekhez a k²s®rletekhez a bajuszszŖrºk elt§vol²t§s§nak modellj®t (vibrissectomia) 

v§lasztottuk. ElŖzŖ dendrit anal²ziseinkben megmutattuk, hogy a vadt²pus¼, hum§n 

amiloid pr®kurzor protein expresszi·ja trofikus, m²g mut§ns v§ltozat§nak expresszi·ja 

a dendritfa §ltal§nos fel®p²t®s®t, felsz²n®nek v§ltoz§s§t tekintve csak m®rs®kelten 

degenerat²v hat§s¼. Ebben a l®p®sben kimutattuk, hogy az afferens depriv§ci· okozta 

dendrit degener§ci·t a vadt²pus¼ hum§n amiloid pr®kurzor protein expresszi·ja 

csºkkenti, m²g az amiloid lerak·d§st okoz· mut§ns v§ltozata s¼lyosb²tja azt (16. §bra). 

A vadt²pus¼ amiloid pr®kurzor feh®rje expresszi· hat§sai 

Mind a B6-Py8.9 transzgenikus, mind a kontroll §llatokban (16C §bra) jelentŖs 

§tm®rŖcsºkken®st m®rt¿nk a dendritf§k proxim§lis ®s diszt§lis r®szein egyar§nt (17A,D 

§bra) bajuszszŖrirt§s ut§n. A dendrit szegmensek rºvid¿l®se nem volt jellemzŖ, azt 

csup§n n®h§ny szegmens eset®n figyelhett¿k meg (17B,E §bra). ElŖbbivel 

ºsszhangban a dendrit szegmensek felsz²ne csºkkent (17C,F §bra). L®nyeges 

k¿lºnbs®geket tal§ltunk ugyanakkor a k®t genot²pus kºzºtt, mert a zsugorod§s 

m®rt®ke, k¿lºnºsen az apik§lis arboriz§ci·ban, a transzgenikus §llatokban kisebb volt, 

vagy egy§ltal§n nem jelentkezett (17C,F §bra). 

A baz§lis dendritek legtºbb szegmens®nek §tm®rŖje mind a transzgenikus, mind a 

kontroll §llatokban jelentŖsen csºkkent (17A,D §bra) bajuszszŖr elt§vol²t§s ut§n, ami 

egy¿tt j§rt a szegmensek felsz²n®nek csºkken®s®vel (17C,F §bra). Vadt²pus¼ 

§llatokban a dendritfa felsz²n®nek csºkken®s®t tov§bb fokozta, hogy annak ºsszes²tett 

hossza csºkkent (17B,E §bra); hasonl· megfigyel®st a transzgenikus csoportban nem 

figyelt¿nk meg. 

Az apik§lis dendritf§kban a dendrittºrzs ®s a cs¼csi dendrit szegmensek §tm®rŖi 

mind a transzgenikus, mind a vadt²pus¼ csoportban csºkkentek bajuszszŖrºk 
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elt§vol²t§sa ut§n, ami a dendritikus felsz²n csºkken®s®t vonta maga ut§n (17A,C,D,F 

§bra). K²s®rletes beavatkoz§sunk a transzgenikus csoportban ugyanakkor nem 

befoly§solta az oldalf§csk§k szegmenseinek §tm®rŖj®t ®s felsz²n®t, szemben a 

vadt²pus¼ csoporttal, ahol ezen param®terek jelentŖsen csºkkentek (17A,C,D,F §bra). 

 

 

 

 

16. §bra. Retrogr§d feltºltºtt piramissejtek f®nymikroszk·pos k®pe a barrel cortexben (A,B). A feh®r 

szaggatott vonalak a VGLUT2-immunreakci·val l§that·v§ tett barreleket emelik ki. Neurolucida 
programmal t®rben lek®pezett piramissejtek rajza B6-Py8.9 vadt²pus¼ (C) ®s Tg2576 transzgenikus 
(D) §llatokban, azonos alombeli kontrollokkal. Az §br§kon egyoldali bajuszszŖrirt§s ut§n a megk²m®lt 
®s depriv§lt oldalon is lek®pezt¿nk neuronokat. L®pt®k 150 Õm (A), 50 Õm (B,C,D). 
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17. §bra. Az apik§lis ®s baz§lis dendritfa szegmenseinek mennyis®gi jellemzŖi bajuszszŖrirt§s ut§n a 

B6-Py8.9 transzgenikus egerek komisszur§lis piramissejtjeiben, a primer szomatoszenzoros k®regben. 
Az azonos alomb·l sz§rmaz· vadt²pus¼ §llatokhoz k®pest az apik§lis dendritfa oldalf§csk§inak 
bajuszszŖrirt§s okozta §tm®rŖ- (A,D) ®s felsz²ncsºkken®se (C,F) a transzgenikus §llatokban elmaradt, 
®s a baz§lis dendritfa ºsszes²tett hossza is csak vadt²pus¼ §llatokban csºkkent (B,E). Ćtlag Ñ standard 
hiba, *p < 0,05 (A-F). 
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18. §bra. Az apik§lis ®s baz§lis dendritfa szegmenseinek mennyis®gi jellemzŖi bajuszszŖrirt§s ut§n a 

Tg2576 transzgenikus egerek komisszur§lis piramissejtjeiben, a primer szomatoszenzoros k®regben. 
Az azonos alomb·l sz§rmaz· vadt²pus¼ §llatokhoz k®pest mind a baz§lis, mind az apik§lis dendritfa 
csaknem valamennyi szegmens®ben jelentŖs §tm®rŖ- (A,D) ®s felsz²ncsºkken®st (C,F) tal§ltunk. Az 

apik§lis dendritfa hossza csak a transzgenikus §llatokban csºkkent. A dendritf§k felsz²n®nek 
zsugorod§sa a Tg2576 egerekben kifejezettebb volt (C,F). Ćtlag Ñ standard hiba, *p < 0,05 (A-F). 
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A mut§ns amiloid pr®kurzor feh®rje expresszi· hat§sai 

A baz§lis dendritf§kban az alkalmazott afferens depriv§ci· a vadt²pus¼ csoportban 

a proxim§lis szegmensei §tm®rŖj®nek csºkken®s®hez vezetett (18A §bra), m²g azok 

hossza v§ltozatlan maradt (18B §bra). A Tg2576 transzgenikus popul§ci·ban ez a 

csºkken®s nagyobb m®rt®kŤ volt, tov§bb§ az §tm®rŖ csºkken®s a diszt§lis 

szegmensekre is kiterjedt (18D,E §bra). A kºvetkezm®nyes dendrit felsz²n csºkken®st 

a transzgenikus csoportban tov§bb fokozta a diszt§lis dendrit szakaszok rºvid¿l®se 

(18C,F §bra). 

Az apik§lis dendritf§kon a dendrittºrzs, a cs¼csi szegmensek ®s az oldalf§csk§k 

szegmenseinek §tm®rŖi is jelentŖsebben csºkkentek bajuszszŖr elt§vol²t§s ut§n a 

transzgenikus, mint a vadt²pus¼ csoportban (18A,D §bra). J·llehet a k¿lºnbºzŖ dendrit 

szegmens hosszok mindk®t popul§ci·ban csºkkenhettek, az apik§lis dendrit 

arboriz§ci· ºsszes²tett hossza csak a transzgenikus §llatokban csºkkent jelentŖs 

m®rt®kben (18B,E §bra). Mindezen v§ltoz§sok a Tg2576 egerekben radik§lis dendrit 

felsz²n csºkken®shez vezettek (18C,F §bra).  

Az ºnk®ntes mozg§saktivit§s morfogenetikai hat§sai 

A nem k®nyszer²tett (ºnk®ntes) fizikai aktivit§s nºveli a neuron§lis strukt¼r§k 

plaszticit§s§t, amely a dendritek morfol·gi§j§nak §talakul§s§ban is lek®pezŖdik 

(Nithianantharajah ®s Hannan, 2006; Stranahan ®s mtsai, 2007). Kimutatt§k, hogy az 

ingergazdag kºrnyezet csºkkenti az amiloid lerak·d§st ®s az ehhez kapcsol·d· 

kognit²v k®pess®gek hanyatl§s§t (Bimonte ®s mtsai, 2002; Lazarov ®s mtsai, 2005). 

Ezzel ºsszhangban kimutatt§k, hogy a hum§n amiloid pr®kurzor feh®rje expresszi·ja 

transzgenikus egerekben nºveli a kºrnyezet felfedez®s®re tett aktivit§st (Senechal ®s 

mtsai, 2008). K²s®rleteinkhez a PDGF-hAPPWt I5 eg®rtºrzset v§lasztottuk, mely a 

vadt²pus¼ hum§n amiloid pr®kurzor feh®rj®t magas (k®tszeres) szinten expressz§lja 

neuronjaiban, de az §llatok eg®szen k®t ®ves korukig nem mutatnak plakk lerak·d§st 

az agyszºvetben (Mucke ®s mtsai, 2000; Rockenstein ®s mtsai, 1995). 

A hum§n amiloid pr®kurzor feh®rje expresszi·ja PDGF-hAPPWt I5 eg®rtºrzsben, 

fizikai aktivit§sban 

A transzgenikus §llatokban a vadt²pus¼ egyedekkel ºsszehasonl²tva k®tszeres 

amiloid pr®kurzor feh®rje expresszi·t (N-termin§lis fragmens) m®rt¿nk. Ha az §llatok 

ketrec®be m·kuskereket raktunk, ahov§ azok szabadon bemehettek, ®s futhattak, a 
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feh®rje expresszi·ja nem v§ltozott meg, sem a transzgenikus, sem a vadt²pus¼ 

popul§ci·ban (19A §bra). 

A teljes pr®kurzor feh®rje mellett megvizsg§ltuk azok fragmenseinek expresszi·s 

szintjeit is. M²g az Ŭ-C-termin§lis fragmenst nem tudtuk detekt§lni, a ɓ-C-termin§lis 

fragmens mennyis®ge hatszoros§ra nºvekedett a transzgenikus egerekben a 

vadt²pus¼ §llatokhoz k®pest (19B §bra). ¥nk®ntes fizikai aktivit§s ut§n ez a k¿lºnbs®g 

a genot²pusok kºzºtt eltŤnt, mert a k²s®rleti transzgenikus csoportban (fizikailag akt²v 

§llatok) a ɓ-C-termin§lis fragmens expresszi·ja drasztikusan csºkkent a kontrollokhoz 

(m·kuskereket a ketrecbe nem kap· transzgenikus) egerekhez k®pest (19B §bra). 

Feh®rje anal²zis¿nket a ɓ-amiloid protein szintjeinek m®r®s®vel is kieg®sz²tett¿k. 

Meg§llap²tottuk, hogy a ɓ-amiloid protein 1-40 ®s 1-42 izoform§inak szintje mind a 

genot²pust·l, mind a fizikai aktivit§st·l f¿ggetlen volt. Az Aɓ 1-40 protein mennyis®ge 

minim§lis ingadoz§ssal 0,16 pmol/mg szint kºr¿l alakult, m²g az Aɓ 1-42 protein 

mennyis®ge 0,34-0,40 pmol/mg volt. Ez megegyezik a kor§bban meg§llap²tott endog®n 

feh®rje tartalmakkal (Kawarabayashi ®s mtsai, 2001). 

 

 

 

 

 

19. §bra. Az amiloid pr®kurzor feh®rje N-termin§lis (A) ®s ɓ-C (B) fragmens szintj®nek v§ltoz§sai 

ºnk®ntes fizikai aktivit§s ut§n, PGDF-hAPPWt ®s azonos alombeli kontroll egerekben. Ćtlag Ñ standard 
hiba, *p < 0,05 (A,B). 
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A baz§lis ®s apik§lis dendritf§k morfol·giai ®s a dendritt¿sk®k sŤrŤs®g®nek 

v§ltoz§sai a PDGF-hAPPWt I5 eg®rtºrzsben 

Az apik§lis dendritfa szegmenseivel szemben, melyek m®ret¿kben jelentŖs 

v§ltoz§st nem mutattak, a baz§lis dendritf§k valamennyi szegmens®nek §tm®rŖje ï az 

elsŖ szegmens kiv®tel®vel ï a transzgenikus §llatokban jelentŖsen nºvekedett (20. ®s 

21A §bra). M²g az egyes szegmensek hossza nem v§ltozott, a baz§lis dendritfa 

szegmenseinek ºsszes²tett hossza a transzgenikus csoportban megnºvekedett (21B 

§bra). Ezek a v§ltoz§sok a baz§lis dendritfa intermedier szegmenseinek ®s ºsszes²tett 

felsz²n®nek nºveked®s®hez vezetett a PDGF-hAPPWt I5 egyedekben (21C §bra). A 

detekt§lt trofikus hat§s ºsszecseng a B6-Py8.9 eg®rtºrzsben tapasztaltakkal. 

Sholl anal²zissel kimutattuk, hogy mind a baz§lis, mind az apik§lis dendritf§k 

intermedier r®gi·j§ban a dendrit szakaszok ºsszes²tett hossza a sejttesttŖl m®rt tºbb 

t§vols§gr§diusz(s§v)ban megnºvekedett, a dendritikus denzit§s nºvekedett (21D,E 

§bra). 

Az apik§lis ®s baz§lis dendritfa intermedier szegmensein ugyanakkor nem tal§ltunk 

v§ltoz§st a t¿sk®k §tlagos sŤrŤs®g®ben (20B §bra). A m§sodik, harmadik ®s negyedik 

baz§lis szegmenseken a 10 Õm dendrithosszra sz§m²tott t¿sk®k sz§ma nem mutatott 

genotipikus k¿lºnbs®geket (vadt²pus¼: 13,75 Ñ 3,07 vs. PDGF-hAPPWt I5: 13,95 Ñ 2,28; 

p = 0,72), hasonl·an az apik§lis dendritek oldalf§csk§in m®rt eredm®nyeinkhez 

(vadt²pus¼: 12,91 Ñ 2,68 vs. PDGF-hAPPWt I5: 12,19 Ñ 1,92; p = 0,22). 

 

 

 

 

 

20. §bra. CA1 r®gi·beli piramissejt konfok§lis l®zer szkenning mikroszk·pos (A) ®s Neurolucida 
programmal rajzolt (B) k®pe a PDGF-hAPPWt eg®rtºrzsben, kontroll §llatokban ®s ºnk®ntes fizikai 
aktivit§s ut§n. A nagy nagy²t§s¼ felv®teleken a dendritt¿sk®k j·l l§that·k (B). Rºvid²t®sek: AD apik§lis 
dendrit, BD baz§lis dendrit. L®pt®k: 20 Õm. 

               dc_951_14



55 

 

 

 

 

 

 

 

Az ºnk®ntes fizikai aktivit§s a PDGF-hAPPWt I5 eg®rtºrzsben a vadt²pus¼ 

egyedekhez k®pest tov§bbi dendritnºveked®st nem okoz, a dendritt¿sk®k sŤrŤs®g®t 

ugyanakkor nºveli 

Vadt²pus¼ egyedekben az ºnk®ntes fizikai aktivit§s a baz§lis dendrit szegmensek 

®s az apik§lis dendrittºrzs §tlagos §tm®rŖinek jelentŖs nºveked®s®t id®zte elŖ (22A 

§bra). A PDGF-hAPPWt I5 §llatok egyedeiben ºnk®ntes fizikai aktivit§s ut§n a baz§lis 

dendrit szegmenseken ilyen kiterjedt v§ltoz§sokat nem figyelt¿nk meg, csak a 

harmadik szegmensen azonos²tottunk statisztikailag jelentŖs, de kism®rt®kŤ 

21. §bra. Az apik§lis ®s baz§lis dendritfa szegmenseinek fŖbb mennyis®gi jellemzŖi a PDGF-hAPPWt 

transzgenikus egerek CA1 r®gi·beli piramissejtjeiben, a hippokampuszban. A baz§lis 
dendritszegmensek §tm®rŖj®nek nºveked®se, ®s az arboriz§ci· hossz§nak nºveked®se a dendritfa 
felsz²n®nek megnagyobbod§s§t okozta (A-C). Az apik§lis (D) ®s baz§lis (E) dendritf§k Sholl anal²zise 
az intermedier r®gi· dendritdenzit§s§nak nºveked®s®t mutatja. Ćtlag Ñ standard hiba, *p < 0,05 (A-E). 
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nºveked®st (22D §bra). Az apik§lis dendritfa oldalf§cska szegmensek §tm®rŖi 

ugyanakkor nagyobbak lettek (22D §bra). A dendrit szegmensek hossza fizikai aktivit§s 

ut§n a genot²pust·l f¿ggetlen¿l nagyr®szt v§ltozatlan maradt, csak vadt²pus¼ 

egyedekben figyelt¿nk meg n®h§ny szegmensen nºveked®st (22B,E §bra). Az apik§lis 

dendritfa ºsszes²tett dendrithossza fizikai aktivit§s ut§n ugyanakkor genot²pust·l 

f¿ggetlen¿l megnºvekedett, hasonl· v§ltoz§st a baz§lis dendritf§ban csak a vadt²pus¼ 

egyedekben figyelhett¿nk meg (22B,E §bra). Ezzel ºsszhangban v§ltozott az apik§lis 

®s baz§lis dendritf§k ºsszes²tett felsz²ne is: ºnk®ntes fizikai aktivit§s ut§n az apik§lis 

dendritfa felsz²ne a genot²pust·l f¿ggetlen¿l megnagyobbodott, m²g a baz§lis dendritfa 

felsz²ne csak a vadt²pus¼ §llatokban nºvekedett meg (22C,F §bra). 
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Sholl anal²ziseink arra vil§g²tottak r§, hogy fizikai aktivit§s ut§n az apik§lis 

dendritf§ban a dendritszakaszok ºsszes²tett hossza a sejttesttŖl m®rt tºbb 

t§vols§gr§diusz(s§v)ban jelentŖsen nºvekedett, a v§ltoz§s a dendritfa intermedier ®s 

diszt§lis r®sz®re korl§toz·dott (23A,B §bra). A baz§lis dendritf§ban ilyen ir§ny¼ 

22. §bra. Hippokamp§lis (CA1) piramissejtek dendritfa szegmenseinek fŖbb mennyis®gi jellemzŖi 
ºnk®ntes fizikai aktivit§sban a PDGF-hAPPWt transzgenikus egerekben (A-F). Az apik§lis dendritfa 
felsz²ne genot²pust·l f¿ggetlen¿l nºvekszik (C,F), a baz§lis dendritfa felsz²ne a vadt²pus¼ §llatokban 
megnagyobbodik (C). Ćtlag Ñ standard hiba, *p < 0,05 (A-F). 
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v§ltoz§sokat csak a vadt²pus¼ egyedekben figyelt¿nk meg, annak intermedier 

r®gi·j§ban (23C,D §bra). 

 

 

 

 

 

A dendritt¿sk®k sŤrŤs®ge (10 Õm hossz¼ dendritszakaszokon azonos²tott 

dendritt¿sk®k sz§ma) fizikai aktivit§s ut§n az apik§lis dendritf§k oldalf§csk§in a 

genot²pust·l f¿ggŖen jelentŖsen megemelkedett; (PDGF-hAPPWt I5: 12,19 Ñ 1,92 a 

kontrollokban vs. 16,65 Ñ 2,65 a k²s®rleti csoportban, *p = 0,0001; vadt²pus¼: 12,91 Ñ 

2,21 a kontrollokban vs. 14,82 Ñ 1,95 a k²s®rleti csoportban, *p = 0,0001). A baz§lis 

dendritszakaszokon ugyanakkor csak a transzgenikus csoport egyedein figyelt¿nk meg 

dendritt¿ske sŤrŤs®g nºveked®st fizikai aktivit§s ut§n (PDGF-hAPPWt I5: 13,95 Ñ 2,28 

a kontrollokban vs. 18,09 Ñ 0,41 a k²s®rleti csoportban, *p = 0,0001; a vadt²pus¼ 

popul§ci·ban nem (vadt²pus¼: 13,75 Ñ 3,07 a kontrollokban vs. 13,81 Ñ 2,14 a k²s®rleti 

csoportban, p = 0,9). 

23. §bra. Hippokamp§lis (CA1) piramissejtek apik§lis (A,B) ®s baz§lis (C,D) dendritf§inak Sholl 

anal²zise PDGF-hAPPWt transzgenikus egerekben, kontrollokban ®s ºnk®ntes fizikai aktivit§s ut§n. 
Ćtlag Ñ standard hiba, *p < 0,05 (A-D). 
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4.2. Struktur§lis ®s mem·ria v§ltoz§sok hibern§ci·ban 

Az Alzheimer-k·rban tapasztalt korai patol·gi§s tau-foszforil§ci· hat§s§t 

hibern§ci·ra k®pes §llatokban vizsg§ltuk. A sz²ria aranyhºrcsºg hippokapusz§ban az 

Alzheimer-k·r korai f§zis§ra jellemzŖ neurofilament- ®s mikrotubulus v§ltoz§sokhoz 

hasonl·, de reverz²bilis v§ltoz§sok mennek v®gbe. 

Struktur§lis v§ltoz§sok 

A hibern§ci· folyam§n az inakt²v hºrcsºgºk hippokampusz§nak CA3 

piramissejtjeinek morfol·gi§j§t vizsg§ltuk meg. Az AT8 antitest egy olyan epit·pot 

ismer fel, mely a neurofibrill§ris degener§ci· m§r korai f§zis§ban (Ăpre-tangle stageò) 

detekt§lhat· Alzheimer-k·rban (E. Braak ®s mtsai, 1994). A sejtek test®ben ®s az 

apik§lis dendrit proxim§lis r®sz®ben az AT8-immunoreaktivit§s megnºvekedett, mely a 

hiperfoszforil§lt tau feh®rje felhalmoz·d§s§ra utalt (24. §bra). A baz§lis dendritekben 

ugyanakkor nem tal§ltunk v§ltoz§st az eutherm ï a hibern§ci· jeleit nem mutat·, 

fizikailag akt²v - §llatokhoz k®pest (24. §bra). Hasonl· kompartmentspecifikus v§ltoz§st 

tal§ltunk a CA1 piramissejtek eset®n is, ®s a gyrus dentatus szemcsesejtjei is erŖs 

AT8-immunopozitivit§st mutattak hibern§ci·ban. 

 

 

24. §bra. Hiperfoszforil§lt tau 

feh®rje eloszl§sa a gyrus 
dentatusban (A-E), a CA3 
r®gi·ban (F-J) ®s a CA1 
r®gi·ban (K-O). Az apik§lis 

dendritek ®l®nk AT8-
immunoreaktivit§sa 
hibern§ci·ban ®les 
kontrasztban §ll a baz§lis 
dendritek AT8-
immunoreaktivit§s§nak teljes 
hi§ny§val (H,M). Rºvid²t®sek: 
g stratum granulosum, h 
hilus, lm stratum lacunosum 
moleculare, o stratum oriens, 
p stratum pyramidale, r 
stratum radiatum. L®pt®k: 
100 Õm (A-O). 
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Megvizsg§ltuk, tºrt®nt-e v§ltoz§s a neuronok dendritf§j§nak kiterjed®s®ben ®s 

dendritt¿sk®inek sŤrŤs®g®ben. A Golgi-impregn§lt metszeteken v®gzett teljes apik§lis- 

®s baz§lis dendritfa rekonstrukci· azt mutatta, hogy a hibern§ci·ban l®vŖ §llatok 

piramissejtjeinek apik§lis dendritf§ja visszah¼z·dik, annak detekt§lhat· ºsszes²tett 

hossza csaknem harmad§ra csºkkent. A baz§lis dendritf§n v§ltoz§st ugyanakkor nem 

tal§ltunk (25A-C §bra). Az apik§lis dendritf§n a hibern§ci· alatt a dendritt¿sk®k 

sŤrŤs®ge csºkkent, a hibern§ci·s §llapotb·l val· ®bred®s ut§n ugyanakkor az alv§st 

megelŖzŖ §llapotn§l magasabbra ugrott. A dendritt¿sk®k sŤrŤs®g®nek emelked®s®t 

®bred®s ut§n baz§lis dendriteken is megfigyelt¿nk (25B §bra). 

 

 

 

 

 

 

A dendritt¿sk®k a serkentŖ szinapszisok posztszinaptikus kompartmentjei. Western 

blotting anal²zissel kimutattuk, hogy a posztszinapikus kompartment receptor komplex 

egyik fŖ alkot· elem®nek, a PSD-95 feh®rj®nek szintje a hibern§ci·s peri·dus alatt 

csºkken, majd ®bred®s ut§n vissza§ll a hibern§ci· elŖtti szintre (25D,E §bra). 

25. §bra. Golgi impregn§lt metszetek hippokampusz metszetek CA3 r®gi·j§ban (A, ny²lhegyek) az 
apik§lis dendritt¿sk®k sŤrŤs®ge hibern§ci· alatt csºkken, majd ®bred®s ut§n nºvekszik (B). Az 
apik§lis dendritfa hossza ï szemben a baz§lis dendritek®vel ï hibern§ci· alatt jelentŖsen csºkken (C). 

A PSD-95 posztszinaptikus denzit§s feh®rje Western blot anal²zise eutherm, hinern§ci·ban l®vŖ ®s 
®bred®s ut§ni §llatokban (D,E). ANOVA, *p < 0,05 (B,C,E). 
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A hideg- ®s szobahŖm®rs®kleten tartott §llatok testtºmege nem k¿lºnbºzºtt 

(p=0,321, ANOVA), az a hibern§ci· l®trejºtt®t nem befoly§solta (p=0,168, ANOVA). 

Labirintus teszt 

A tanul§si f§zis sor§n az §llatok egyre rºvidebb idŖ alatt tal§lt§k meg a c®lt, ®s a 

keres®s folyam§n egyre kevesebb hib§t v®tettek. Ezekben a param®terekben a k®sŖbb 

23-26 ÁC-on tartott §llatok, a 5-7 ÁC-on tartott hibern§ci·ba ker¿lt ®s nem ker¿lt §llatok 

nem mutattak k¿lºnbs®get (26. §bra). 

 

 

 

 

 

A 12 h®t tesztmentes peri·dus ut§n a 23-26 ÁC-on maradt, a 5-7 ÁC-on 

hibern§ci·ba ker¿lt ®s a 5-7 ÁC-on hibern§ci·ba nem ker¿lt §llatok az ¼jratanul§si teszt 

sor§n az elsŖ k®t alkalommal ¼jra tºbb hib§t v®tettek ®s a c®l el®r®s®hez tºbb idŖre 

volt sz¿ks®g¿k. Meg§llap²thatjuk, hogy mindh§rom k²s®rleti csoportba tartoz· 

hºrcsºgºk a feladatot gyorsan, az eredeti tanul§si f§zisban el®rt szinten ¼jratanult§k 

(26A,B §bra). Ugyanakkor, m²g az alacsony hŖm®rs®kleten tartott, hibern§ci·ba ker¿lt 

®s hibern§ci·ba nem ker¿lt §llatok kºzºtt nem tal§ltunk k¿lºnbs®get fenti 

26. §bra. Sz²riai aranyhºrcsºg k²s®rleti csoportok tanul§si gºrb®i (A,B). Az exponenci§lis gºrbe (C) az 
individu§lis tanul§si gºrb®k alapj§n k®sz¿l, ahol A a kezdeti ®rt®k, C a plat· ®rt®k ®s B a tanul§si r§ta 
(az idŖ, mely alatt a kezdeti ®s plat·®rt®k kºzºtti k¿lºnbs®g felezŖdik). JelentŖs k¿lºnbs®geket 
tal§ltunk a tanul§si gºrbe kezdeti hibar§t§j§ban a hibern§ci· ut§n (E), a hibern§ci· elŖtt viszont nem 
(D). 
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param®terekben, a hibar§ta ï meglepŖ m·don ï az alacsony hŖm®rs®kleten tartottak 

kºzºtt alacsonyabb volt, mint a 23-26 ÁC-on maradt §llatok kºzºtt (*p < 0,05, ANOVA) 

(26C-F §bra). 

4.3. A p21H-rasVal12 feh®rje expresszi· hat§sa a differenci§lt agyvelŖben 

A citoszkelet§lis elv§ltoz§sok vizsg§lat§t kºvetkezŖ l®p®s¿nkben egy olyan 

eg®rtºrzsben folytattuk, melyben az Alzheimer-k·r korai f§zis§ra jellemzŖ emelkedett 

neurotrofin szint szign§ltranszdukci·j§ban kulcsszerepet j§tsz· enzim szintje 

magasabb szinten expressz§l·dik. 

A p21H-rasVal12 protein a neurotrofin jel§tviteli mechanizmusokban azonos²tott G-

feh®rje, mely a neurodegenerat²v betegs®gek, ²gy az Alzheimer-k·r patol·gi§j§ban is 

fontos szerepet j§tszik (Gªrtner ®s mtsai, 1999; Gªrtner ®s mtsai, 1995), annak korai 

f§zis§ban expresszi·ja nŖ. A k²s®rletekhez v§lasztott transzgenikus eg®rtºrzs egyedei 

a tizennegyedik posztnat§lis napt·l (P14) kezdik konstitut²van, magas szinten ®s a 

szinapszin-promoter regi·hoz val· kapcsolts§gnak kºszºnhetŖen neuronspecifikusan 

expressz§lni a transzg®nt, ²gy hat§s§t az m§r egy nagyban differenci§lt (nem a fejlŖdŖ) 

agyk®regben fejti ki (Heumann ®s mtsai, 2000). Az Alzheimer-k·rban elsŖsorban 

®rintett piramissejtek k¿lºnºsen magas szinten expressz§lj§k a traszg®nt, a reporter 

g®n (ɓ-galaktozid§z) aktivit§s§t mutat· hisztok®miai reakci· kirajzolja a piramissejtek 

r®teg®t (27. §bra). A fejezet a transzg®nt expressz§l· piramissejtek kompartmentjeinek 

(sejttest, dendrit, axon) morfol·giai v§ltoz§sait, afferens ®s efferens kapcsolatainak 

m·dosul§s§t, a transzg®nt nem expressz§l· interneuronok adapt²v v§ltoz§sait 

ismerteti. 

 

 

 

 

 

27. §bra. Primer szomatoszenzoros k®reg koron§lis metszete p21H-ras
Val12

 transzgenikus 

eg®rben. X-gal fest®st alkalmaztunk a transzg®n expresszi·j§nak kimutat§s§ra (lacZ reporter 
g®n). £l®nk expresszi·t a piramissejtek r®teg®ben (II/III. ®s V. r®teg) tal§lunk. L®pt®k: 100 Õm. 
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Szomatoszenzoros k®regben tett megfigyel®sek 

A primer szomatoszenzoros k®reg p21H-rasVal12 transzgenikus eg®rtºrzs 

egyedeiben megnagyobbodik 

A primer szomatoszenzoros k®reg kiterjed®s®t t®rfogat becsl®ssel ®s a k®rd®ses 

ter¿let krani§lis ®s kaud§lis hat§r§n m®rt felsz²n®nek nagys§g§val jellemezt¿k ®s 

hasonl²tottuk ºssze a transzgenikus ®s vadt²pus¼ egyedek kºzºtt. 

A t®rfogati becsl®st a Cavalieri-f®le elv alapj§n v®gezt¿k (Gundersen ®s Jensen, 

1987). A vadt²pus¼ csoportban 8,4 mm3, a transzgenikus csoportban 10,8 mm3 

t®rfogatot m®rt¿nk, mely 28%-os nºveked®st jelentett (*p < 0,05). 

A koron§lis metszeti felsz²nek nagys§ga hasonl· v§ltoz§sokat mutatott. Ez az ®rt®k 

a commissura anterior magass§g§ban a vadt²pus¼akban 6,94 mm2, a transzgenikus 

§llatokban 8,53 mm2, a hippocampus rostralis p·lusa magass§g§ban a vadt²pus¼ 

egyedekben 7,36 mm2, m²g transzgenikus §llatokban 9,3 mm2 volt. A vadt²pus¼akban 

§tlagban ez 8,88 mm2, a transzgenikus §llatokban 7,16 mm2 metszeti felsz²nt jelentett, 

mely 25%-os nºveked®snek felelt meg (*p < 0,05). 

A dendritfa alaki v§ltoz§sai 

A piramissejtek konstitut²v p21H-rasVal12 expesszi·ja nºveli a baz§lis dendritek 

m®ret®t ®s arboriz§ci·juk ºsszetetts®g®t 

Ćltal§nos megfigyel®s¿nk, hogy a transzgenikus §llatokban a komisszur§lis 

piramissejtek m®rete nºvekedett. Mind a II/III. (28A §bra), mind az V. r®tegi 

piramissejtek sejttesteinek ker¿lete ®s metszeti felsz²ne ezekben az egyedekben 

nagyobb volt, mint a vadt²pus¼ §llatokban (7. t§bl§zat). A megnagyobbodott dendritf§t 

(8. ®s 9. t§bl§zat, 28B,C §bra) r®szletes, tºbb szempont¼ vizsg§lat t§rgy§v§ tett¿k. 

A baz§lis dendritekkel kapcsolatos fŖ meg§llap²t§sunk, hogy azok ºsszes²tett 

felsz²ne ®s volumene a transzgenikus §llatok csoportj§ban mindk®t vizsg§lt r®tegben 

jelentŖsen megnŖtt (28B,C §bra). Ezt a v§ltoz§st legfŖk®pp az §tlagos §tm®rŖ 

megnºveked®se (28F,I §bra), az V. r®tegi piramissejtek eset®ben az intermedier 

szegmensek hossz§nak nºveked®se is okozta (28H §bra). Ezzel ºsszhangban 

ugyanezen r®tegben a Sholl anal²zissel vizsg§lt dendritikus denzit§s a transzgenikus 

§llatokban magasabb ®rt®ket mutatott (29A,D §bra). 
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28. §bra. Retrogr§d feltºltºtt komisszur§lis piramissejtek (A), mennyis®gi jellemzŖi a p21H-ras
Val12

 
transzgenikus eg®rben. A baz§lis ®s apik§lis dendritf§k egyes²tett felsz²ne (B) ®s t®rfogata (C) 
jelentŖsen megnºvekedett. A dendritszegmensek sz§ma nem v§ltozott (D,G), hosszuk az V. r®tegi 
idegsejtek eset®n nºvekedett (E,H). A dendritszegmensek §tm®rŖi mind a II/III. mind az V. r®tegi 
piramissejtekben megnºvekedtek (F,I). Ćtlag Ñ standard hiba, *p < 0,05 (B-I). L®pt®k: 50 Õm. 
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A II/III. r®tegben jelºlt piramissejtek baz§lis dendritfa anal²zis®vel kimutattuk, hogy a 

dendrit szegmensek sz§ma jelentŖsen nem v§ltozik (28D §bra), a transzgenikus 

egyedekben ugyanakkor tºbbedik szegmensek is megjelentek; ²gy hetedik szegmenst 

h®t transzgenikus, de csak egy vadt²pus¼ §llatb·l m®rt sejten azonos²tottunk, nyolcadik 

szegmens pedig csak a transzgenikus csoportb·l vizsg§lt k®t piramissejten figyelt¿nk 

meg. Transzgenikus §llatokban a piramissejtek baz§lis dendritjein az elsŖ h§rom 

szegmens §tm®rŖje, felsz²ne ®s t®rfogata nagyobbak voltak (8. t§bl§zat, 28E,F §bra). 

Ezek a v§ltoz§sok a teljes baz§lis dendritfa m®ret®t (felsz²n®t ®s t®rfogat§t) rendk²v¿li 

m®rt®kben megnºvelt®k (28B,C §bra). A dendritszakaszok sz§m§t, a dendritek 

el§gaz·d§sainak ®s v®gzŖd®seinek sz§m§t a sejttesttŖl m®rt t§vols§g f¿ggv®ny®ben is 

megvizsg§ltuk Sholl anal²zisek seg²ts®g®vel. Ezek eloszl§sa a genot²pusok kºzºtt nem 

mutatott k¿lºnbs®get (29A-C §bra). 

Az V. r®tegi piramissejtek dendritjeinek mennyis®gi mutat·i m®g mark§nsabban 

v§ltoztak. M²g a szegmensek sz§ma nem v§ltozott (28G §bra), legtºbbj¿k §tm®rŖje 

megnºvekedett (28I §bra), az intermedier szegmensek hossza pedig a transzgenikus 

§llatokban nyert m®r®si adatokban magasabb lett (28H §bra). Ez a dendrit 

szegmensekben kºvetkezm®nyes felsz²n- ®s volumennºveked®shez vezetett (9. 

t§bl§zat), mely ºsszes²tve a teljes baz§lis dendritfa felsz²n®t ®s t®rfogat§t tºbb mint 

k®tszeres®re nºvelte (9. t§bl§zat, 28B,C §bra). A II/III. r®tegi piramissejtekhez 

hasonl·an diszt§lis szegmensek gyakrabban fordultak elŖ a transzgenikus csoportban: 

hetedik szegmenst a transzgenikus csoportban hat, a vadt²pus¼ csoportban k®t sejten, 

nyolcadik ®s kilencedik szegmenseket h§rom, illetve k®t sejten csak a transzgenikus 

popul§ci·ban regisztr§ltunk. A II/III. r®tegi piramissejtekben megfigyeltekkel ellent®tben 

az V. r®tegben a Sholl anal²zisek jelentŖs k¿lºnbs®gekre vil§g²tottak r§. A dendritikus 

denzit§st jellemzŖ dendrit metsz®spontok sz§ma vadt²pus¼ §llatokban a sejttesttŖl 30-

50 Õm t§vols§gban mutatta a legnagyobb ®rt®ket, a transzgenikus csoportban ez a 70-

80 Õm-es tartom§nyra esett, ®s eg®szen a 200Õm-es t§vols§gig a vadt²pus¼ sejtekben 

regisztr§ltakhoz k®pest magasabb ®rt®ket mutatott (29D §bra). Mind a dendrit 

el§gaz·d§sok, mind a v®gzŖd®sek sz§ma tºbb r§diuszs§vban jelentŖsen magasabb 

volt a transzgenikus, mint a vadt²pus¼ csoportban (29E,F §bra). 
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A piramissejtek apik§lis dendritf§i a transzgenikus csoportban a baz§lis dendrit 

arboriz§ci·ban tal§ltakhoz hasonl· v§ltoz§sokat mutatnak 

A transzgenikus popul§ci·ban mind a II/III., mind az V. r®tegi piramissejtek apik§lis 

dendritf§ja jelentŖs m®retbeli nºveked®st mutatott, amit a dendrit szegmensek 

§tm®rŖj®nek nºveked®se okozott (8. ®s 9. t§bl§zat, 28B,C §bra). Az V. r®tegi 

29. §bra. II/III ®s V. r®tegi komisszur§lis piramissejtek baz§lis dendritf§inak Sholl anal²zise p21H-
ras

Val12
 transzgenikus eg®rben. Ćtlag Ñ standard hiba, *p < 0,05 (A-F). 
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piramissejtek dendritjei gazdagabb arboriz§ci·t alkottak ugyanebben a csoportban 

(30D §bra). 

A II/III. r®teg piramissejtek apik§lis dendritfa szegmenseinek sz§ma ®s hossza 

v§ltozatlan maradt (8. t§bl§zat, 28D,E §bra). A dendrittºrzs ®s az oldalf§csk§k elsŖ k®t 

szegmens®nek §tm®rŖje (8. t§bl§zat, 28F §bra), ®s kºvetkezm®nyesen felsz²ne ®s 

t®rfogata a transzgenikus §llatokban megnºvekedett (8. t§bl§zat).  A dendrit 

metsz®spontok, el§gaz·d§si pontok ®s dendritv®gek sz§ma a sejttesttŖl m®rt 

k¿lºnbºzŖ t§vols§gokban v§ltozatlan maradt (30A-C §bra). 

A dendrit szegmensek sz§ma ®s hossza az V. r®tegi piramissejteken sem v§ltozott 

(28G,H §bra), a dendrittºrzs ugyanakkor jelentŖsen meghosszabbodott (28H §bra). A 

dendrittºrzs alapi §tm®rŖje ®s az oldalf§csk§k elsŖ k®t szegmens®nek §tlagos §tm®rŖje 

(28I §bra), kºvetkezm®nyesen felsz²ne ®s t®rfogata a transzgenikus §llatokban 

ugyanakkor nagyobb lett (9. t§bl§zat). Sholl anal²ziseink szerint m²g az el§gaz·d§si 

pontok ®s a dendritv®gek sz§ma a sejttesttŖl m®rt t§vols§g f¿ggv®ny®ben nem 

v§ltozott (30E,F §bra), a dendritszakaszok sz§ma az intermedier r®gi· eg®sz®n 

magasabb volt a transzgenikus csoportban (30D §bra). 
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A baz§lis ®s apik§lis dendritf§k nºveked®se nem v§ltoztatja meg azok §ltal§nos 

geometri§j§t a p21H-rasVal12 transzgenikus eg®rtºrzs agyk®rgi piramissejtjein 

Kor§bbi tanulm§nyok szerint a dendritek param®terei ï §tm®rŖ, hossz¼s§g, felsz²n, 

t®rfogat ï egym§st·l nem f¿ggetlen¿l v§ltoznak a dendritf§n bel¿l. Ezen korrel§ci·s 

30. §bra. II/III ®s V. r®tegi komisszur§lis piramissejtek apik§lis dendritf§inak Sholl anal²zise p21H-ras
Val12

 
transzgenikus eg®rben. Ćtlag Ñ standard hiba, *p < 0,05 (A-F). 
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vizsg§latok a dendrit geometria §ltal§nos fel®p²t®si elveit h²ven t¿krºzik (Larkman, 

1991a, 1991b). Megvizsg§ltuk, megv§ltoztatja-e a p21H-rasVal12 feh®rje konstitut²v, 

magas szintŤ neuron§lis expresszi·ja a piramissejtek dendritf§j§nak §ltal§nos 

fel®p²t®si mint§j§t, elv®t. Ehhez a sejttest m®ret®t, a dendritfa alapi §tm®rŖj®t ®s a 

v®gzŖd®sek sz§m§t korrel§ltattuk egym§ssal. 

Mindk®t r®tegi piramissejten megfigyelt¿k, hogy a baz§lis dendritfa t®rfogata 

pozit²van korrel§l a sejttest m®ret®vel (metszeti felsz²n®vel) a transzgenikus 

csoportban, m²g a vadt²pus¼ popul§ci·ban nem (31A,B §bra). A pozit²v korrel§ci· 

megl®te az apik§lis dendritfa ®s a sejttest m®rete kºzºtt a genot²pusok kºzºtt viszont 

ellenkezŖen alakult (31C,D §bra). 

 

 

 

 

 

A baz§lis dendritfa teljes felsz²ne genot²pust·l f¿ggetlen¿l pozit²van korrel§lt annak 

alapi §tm®rŖj®vel mindk®t r®tegi piramissejtek eset®n (32A,B §bra). Megfigyelt¿k, hogy 

ugyanazon alapi §tm®rŖ ®rt®khez transzgenikus §llatokban nagyobb dendritikus felsz²n 

tartozott (32A,B §bra). Az apik§lis dendritfa felsz²ne hasonl·k®pp f¿ggºtt annak alapi 

31. §bra. Sejttest metszeti felsz²n®nek ®s a dendritf§k t®rfogat§nak korrel§ci·s anal²zise p21H-ras
Val12

 
transzgenikus eg®rben. A baz§lis dendritf§k t®rfogata a transzgenikus §llatok neuronjaiban (A,B), az 
apik§lis dendritf§k t®rfogata a vadt²pus¼ egerek neuronjaiban (C,D) korrel§lt a sejttest m®ret®vel. 
Line§ris regresszi· *p < 0,05 (A-D). 
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§tm®rŖj®tŖl a II/III. r®tegi piramissejtekben, mindk®t k²s®rleti csoportban (32C §bra), 

m²g nem tal§ltunk korrel§ci·t ezen v§ltoz·k kºzºtt az V. r®tegi piramissejtek eset®n 

egyik popul§ci·ban sem (32D §bra). 

 

 

 

 

Valamennyi k²s®rleti csoportban ®s r®tegben a baz§lis ®s apik§lis dendritek felsz²ne 

szorosan ®s pozit²van korrel§lt a dendritv®gek sz§m§val (33A-D §bra). A transzgenikus 

csoportban megegyezŖ sz§m¼ dendritv®ghez nagyobb dendritfelsz²n tartozott (33A-D 

§bra). 

 

32. §bra. A dendritfa alapi §tm®rŖj®nek ®s felsz²n®nek korrel§ci·s anal²zise p21H-ras
Val12

 
transzgenikus eg®rben. Line§ris regresszi· *p < 0,05 (A-D). 
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A p21H-rasVal12 transzgenikus eg®rtºrzs agyk®rgi piramissejtjein a dendritt¿sk®k 

sŤrŤs®ge nºvekszik 

A dendritt¿sk®k (34A §bra) egys®gnyi dendrithosszra (10 Õm) esŖ sz§m§t tºbb 

szempontb·l is elemezt¿k. Sholl anal²zissel a sejttesttŖl val· t§vols§g f¿ggv®ny®ben 

hasonl²tottuk ºssze adatainkat a baz§lis ®s apik§lis dendriteken. Meg§llap²tottuk, hogy 

a transzgenikus csoportban a dendritt¿ske sŤrŤs®g a baz§lis dendritek eg®sz ter¿let®n 

(34B §bra), m²g az apik§lis dendritek diszt§lis r®gi·j§ban megnºvekedett (34C §bra). 

Az egys®gnyi dendrithosszra esŖ dendritt¿sk®k sz§m§t a k¿lºnbºzŖ §tm®rŖjŤ dendrit 

szegmenseken is megvizsg§ltuk. Tºbb megegyezŖ §tm®rŖjŤ dendrit szakaszon 

magasabb ®rt®ket tal§ltunk a transzgenikus csoportban a vadt²pus¼ §llatokban 

m®rtekhez k®pest (34D §bra). A dendritt¿sk®k sŤrŤs®g®t a k¿lºnbºzŖ dendrit 

szegmenseken is ºsszehasonl²tottuk (34E §bra). K¿lºnbs®geket csak a baz§lis 

dendritek eset®n tal§ltunk, transzgenikus §llatokban azok m§sodik, harmadik, ºtºdik ®s 

hetedik szegmens®n a dendritt¿sk®k sŤrŤs®ge magasabb ®rt®ket mutatott (34E §bra). 

33. §bra. A dendritv®gek sz§m§nak ®s felsz²n®nek korrel§ci·s anal²zise p21H-ras
Val12

 transzgenikus 

eg®rben. Mindk®t r®tegben ®s dendritfa t²pusban tal§ltunk ºsszef¿gg®st, transzgenikus §llatokban 
megegyezŖ sz§m¼ dendritv®ghez nagyobb dendritfelsz²n tartozott. Line§ris regresszi· *p < 0,05 (A-D). 
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Nem tal§ltunk genot²pus szerinti gyakoris§gi k¿lºnbs®get a dendritt¿sk®k alaki 

elŖfordul§sa kºzºtt. A v®kony (thin; vadt²pus¼: 56,34% vs. p21H-rasVal12: 57,16%), 

gomba-alak¼ (mushroom-shaped; vadt²pus¼: 28,91% vs. p21H-rasVal12: 27,41%) ®s 

34. §bra. A dendritt¿sk®k (A) sŤrŤs®ge a baz§lis (B) ®s apik§lis (C) dendritek Sholl anal²zise szerint 
a p21H-ras

Val12
 transzgenikus eg®rben megemelkedett. Az §tm®rŖ (D) ®s szegmens (E) szerinti 

elemz®s hasonl· eredm®nyt mutatott. Ćtlag Ñ standard hiba, *p < 0,05 (B-E). L®pt®k: 5 Õm. 
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tompa alak¼ (stubby; vadt²pus¼: 14,74% vs. p21H-rasVal12: 15,43%) t²pus¼ 

dendritt¿sk®k azonos gyakoris§ggal fordultak elŖ mindk®t k²s®rleti csoportban. 

A neokortik§lis afferensek mennyis®gi v§ltoz§sai 

A k®rgi glutam§terg serkentŖ szinapszisok mŤkºd®s®t a preszinaptikus vezikul§ris 

glutam§t transzporterek seg²tik. 1-es (VGLUT1) ®s 2-es t²pusuk (VGLUT2) a 

nagyagyk®regben komplementer eloszl§st mutat, a VGLUT1 az intra- ®s 

interhemiszf®rikus v®gzŖd®sekben, m²g a VGLUT2 a talamokortik§lis v®gzŖd®sekben 

fordul elŖ (Kaneko ®s Fujiyama, 2002). F®lv®kony metszeteken (35A-F §bra) 

meg§llap²tottuk, hogy transzgenikus §llatokban a megnagyobbodott primer 

szomatoszenzoros k®reg II/III. r®teg®ben a VGLUT1+ profilok sŤrŤs®ge csak 6%-kal 

csºkken (10. t§bl§zat, 35A-B1 §bra), m²g a VGLUT2+ profilok sŤrŤs®ge a IV. r®tegben 

15%-kal nŖ (10. t§bl§zat, 35E-F1 §bra). 
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35. §bra. VGLUT1
+
 (A-B1), VGLUT2

+
 (C-F1), ChAT

+
 (G-H1) ®s TH

+
 (I-J1) profilok ®s sŤrŤs®g¿k p21H-

ras
Val12

 transzgenikus egerek szomatoszenzoros k®rg®nek II/III. ®s IV. r®teg®ben. Ćtlag Ñ standard 
hiba, *p < 0,05 (B1,D1,F1,H1,J1). L®pt®k: 20 Õm (A-J). 
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KºvetkezŖ l®p®sben azt vizsg§ltuk, hogy a p21H-rasVal12 egerekben megnºvekedett 

VGLUT2+ termin§lis sŤrŤs®g a talamokortik§lis afferensek fŖ c®lsejt t²pus§val, a 

talamikus t¿sk®s neuronok (spiny stellate cells), vagy a transzg®nt expressz§l· 

piramissejtekkel hozhat· kapcsolatba. A Golgi-impregn§ci·val l§that·v§ tett t¿sk®s 

neuronok (36A,B §bra) egyetlen vizsg§lt morfol·giai param®tere sem mutatott 

v§ltoz§st, a sejttest metszeti felsz²ne, dendritf§inak hossza  ®s felsz²ne, a dendritt¿sk®k 

sŤrŤs®ge  genot²pust·l f¿ggetlen volt (11. t§bl§zat). Ezzel szemben a retrogr§dan 

feltºltºtt III. r®tegŤ piramissejtek baz§lis dendritjei ment®n, melyek a IV. r®tegbe 

terjedtek, a VGLUT2+ profilok (36C,D §bra) egys®gnyi (10 Õm) dendrithosszon 

meg§llap²tott sz§ma a transzgenikus §llatokban magasabb volt (vadt²pus¼: 2,12 Ñ 0,12 

vs. p21H-rasVal12: 3,01 Ñ 0,12, *p < 0,05). 

A nemspecifikus afferensek kºz¿l a kolinerg ®s katekolaminerg termin§lisokat 

mennyis®gi v§ltoz§sait vizsg§ltuk (35G-J §bra). M²g a TH+ katekolaminerg butonok 

sŤrŤs®ge a megnagyobbodott k®rgi ter¿leten nem v§ltozott (11. t§bl§zat, 35I-J1 §bra), 

a ChAT+ kolinerg termin§lisok sŤrŤs®ge ugyanezen ter¿leten 29%-kal nºvekedett (11. 

t§bl§zat, 35G-H1 §bra). 

A transzg®nt expressz§l· piramissejtek feltºltºtt axonj§n varikozit§sokat figyelt¿nk 

meg (36E,F §bra), melyek az en-passant butonok hely®t jelºlik (Stettler ®s mtsai, 

2006). A varikozit§sok kºzºtti t§vols§g (varicosity spacing) a komisszur§lis axonokon 

50%-kal, a kortikostriatalis axonokon 35%-kal csºkkent a transzgenikus csoportban 

(12. t§bl§zat). A ChAT+ ®s TH+ rostokon a varikozit§sok kºzºtti t§vols§g a genot²pust·l 

ugyanakkor nem f¿ggºtt (12. t§bl§zat). 

A szinaptikus plaszticit§s termin§lisok sz§m§nak nºvel®se n®lk¿li lehetŖs®ge a 

tºbbszºrºs kapcsolattal b²r· butonok kialak²t§sa (Geinisman ®s mtsai, 2001). Ezek 

elŖfordul§sa az agyk®regben a teljes szinapszisok sz§m§t tekintve alacsony, 

v§ltoz§suk ugyanakkor a plaszticit§s, az inform§ci· divergencia nºveked®s®nek egyik 

fontos jele (Geinisman ®s mtsai, 2001). A tºbbszºrºs kapcsolattal b²r· butonok (36G,H 

§bra) sz§ma 1 mm2-en jelentŖsen tºbb volt a transzgenikus, mint a vadt²pus¼ 

§llatokban (vadt²pus¼: 2,2 x103 Ñ 0,2 x103 vs. p21H-rasVal12: 3,7x103 Ñ 0,28 x103, *p < 

0,05). A diszektor sztereol·giai m·dszert alkalmazva (Sterio, 1984) ®s 1 mm3 sz§m²tva 

a k®rd®ses profilok numerikus denzit§sa a transzgenikus §llatokban jelentŖsen 

magasabb volt (vadt²pus¼: 0,7 x107 Ñ 0,1 x107 vs. p21H-rasVal12: 1,5x107 Ñ 0,2 x107, *p 

< 0,05). 
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36. §bra. Talamikus t¿sk®s neuronok (A,B) k®pe p21H-ras
Val12

 transzgenikus egerek 
szomatoszenzoros k®rg®nek IV. r®teg®ben. A VGLUT2

+
 termin§lisok (ny²lhegyek a C,D §br§n) 

sŤrŤs®ge a retrogr§d feltºltºtt piramissejtek dendritjein (C,D)  ®s a tºbbszºrºs szinapszisok sŤrŤs®ge 
(G,H) a transzgenikus §llatokban megemelkedett, a varikozit§sok kºzºtti t§vols§g komisszur§lis 
axonokon csºkkent (E,F). L®pt®k: 10 Õm (A-F), 500nm (G,H). 
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Transzg®nt nem expressz§l· interneuronok adapt²v v§ltoz§sai 

A p21H-rasVal12 eg®rvonal egyedeiben a piramisejtekkel ellent®tben az 

interneuronok nem expressz§lj§k a transzg®nt. Az interneuronok h§rom fŖ csoportj§t 

(Celio, 1990; Freund ®s Buzs§ki, 1996; Schwaller ®s mtsai, 1993) vizsg§lva ugyanis 

sem a parvalbumin+, sem a calbindin+, sem a calretinin+ sejtek nem voltak X-gal-

festettek (37A-C §bra), ut·bbi reakci·t jellegzetesen a piramissejtek r®teg®ben 

figyelt¿k meg kimagasl·an nagy sŤrŤs®ggel (27. §bra). 

A GABA+, parvalbumin+, calbindin+ ®s calretinin+ sejtek morfol·gi§j§t vizsg§lva 

kimutattuk, hogy sejttest¿k alakja, l§that· dendritjeik ®s axonjaik mint§zata nem 

mutatott genotipikus k¿lºnbs®geket (37D-F §bra). Mind a p21H-rasVal12, mind a 

vadt²pus¼ popul§ci·ban a Golgi impregn§ci·val, calbindin- vagy calretinin 

immunfest®ssel l§that·v§ tett sejtek dendritjei ï sejtt²pust·l f¿ggŖen - a 

megvastagodott k®reg csaknem (II-V. r®tegek) vagy teljes (I-VI) eg®sz®t §t®rt®k (37D-F 

§bra). A GABA+, parvalbumin+, calbindin+ ®s calretinin+ sejttestek §tlagos §tm®rŖje nem 

mutatott k¿lºnbs®get a k®t genot²pus kºzºtt (37H §bra). 
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Mennyis®gi vizsg§lataink kimutatt§k, hogy a GABA+ (vadt²pus¼: 22,88 Ñ 0,27 vs. 

p21H-rasVal12: 17,32 Ñ 0,25, *p < 0,05), parvalbumin+ (vadt²pus¼: 8,87 Ñ 0,17 vs. p21H-

rasVal12: 6,84 Ñ 0,14, *p < 0,05), calbindin+ (vadt²pus¼: 4,35 Ñ 0,21 vs. p21H-rasVal12: 

37. §bra. Parvalbumin
+
 (A), calbindin

+
 (B) ®s calretinin

+
 (C) interneuronokban nem tal§ltunk X-gal 

hisztok®miai reaktivit§st. Calbinin
+
 (D), calretinin

+
 (E) ®s Golgi-impregn§lt (F) interneuron k®pe. A 

dendritek §t®rik a k®reg eg®sz®t. Az interneuronok k¿lºnbºzŖ popul§ci·inak sŤrŤs®ge a p21H-ras
Val12

 
transzgenikus egerek szomatoszenzoros k®rg®ben csºkken (G), sejttest¿k m®rete nem v§ltozik (H). 
Ćtlag Ñ standard hiba, *p < 0,05 (G,H). L®pt®k: 10 Õm (A-D), 20 Õm (E,F). 
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3,77 Ñ 0,09, *p < 0,05) sejttestek sŤrŤs®ge a transzgenikus popul§ci·ban a k®reg 

nºveked®s®nek ar§ny§ban ï 23-27%-kal - csºkkent a vadt²pus¼ popul§ci·ban 

m®rtekhez k®pest (37G §bra). Ezzel szemben a calretinin+ sejttestek sŤrŤs®ge 

(vadt²pus¼: 4,35 Ñ 0,21vs. p21H-rasVal12: 2,53 Ñ 0,09, *p < 0,05) nagyobb ar§nyban, 

42%-kal csºkkent. Elv®tve figyelt¿nk csak meg parvalbumin+ vagy calbindin+ 

piramissejt alak¼ neuronokat, ezeket anal²zis¿nkben nem vett¿k figyelembe. 

A g§tl· termin§lisok mennyis®gi anal²zis®t VGAT-immunfestett metszeteken 

v®gezt¿k. Miut§n megmutattuk, hogy a VGAT+ profilok szinaptofizinnel kolokaliz§lnak 

(38A-Aôô §bra), f®lv®kony metszeteken (38B §bra) meghat§roztuk azok sŤrŤs®g®t a 

megnagyobbodott piramissejtek test®nek ker¿lete ment®n. A vadt²pus¼ §llatokhoz 

k®pest a transzgenikus egerekben mind a II/III. r®tegi (vadt²pus¼: 35,39 Ñ 0,39 vs. 

p21H-rasVal12: 40,35 Ñ 0,52, *p < 0,05), mind az V. r®tegi (vadt²pus¼: 51,22 Ñ 0,77 vs. 

p21H-rasVal12: 53,83 Ñ 0,59, *p < 0,05) piramissejtek test®nek ker¿lete nagyobb volt. A 

sejttest ker¿lete ment®n a profilok sz§ma a transzgenikus §llatokban ¼gy nºvekedett 

mind a II/III. r®tegi (vadt²pus¼: 9,16 Ñ 0,18 vs. p21H-rasVal12: 13,34 Ñ 0,25, *p < 0,05), 

mind az V. r®tegi (vadt²pus¼: 14,64 Ñ 0,36 vs. p21H-rasVal12: 17,5 Ñ 0,37, *p < 0,05) 

piramissejtek eset®n, hogy azok periszomatikus sŤrŤs®ge (profil / 10 Õm) a 

transzgenikus csoportban nagyobb lett a II/III. r®tegi (vadt²pus¼: 2,6 Ñ 0,1 vs. p21H-

rasVal12: 3,3 Ñ 0,1, *p < 0,05) ®s az V. r®tegi (vadt²pus¼: 2,6 Ñ 0,1 vs. p21H-rasVal12: 3,3 

Ñ 0,1, *p < 0,05) princip§lis sejtek eset®n is (38C,E,F §bra). 

A piramissejtek periszomatikus r®gi·j§n k²v¿l a VGAT+ profilok §ltal§nos sŤrŤs®g®t 

is meghat§roztuk (38D §bra). Transzgenikus §llatokban ez az ®rt®k a vadt²pus¼hoz 

m®rten csºkkent, mind a II/III. r®tegben (a 6670Õm2 nagys§g¼ m®retkeretben sz§molva 

vadt²pus¼: 796,1 Ñ 9,26 vs. p21H-rasVal12: 669 Ñ 7,56, *p < 0,05), mind az V. r®tegben 

(a 6670Õm2 nagys§g¼ m®retkeretben sz§molva vadt²pus¼: 683,96 Ñ 15,96 vs. p21H-

rasVal12: 623,96 Ñ 9,38, *p < 0,05). 
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Hippokampuszban tett megfigyel®sek 

A hippokampusz m®rete a p21H-rasVal12 transzgenikus eg®rtºrzs egyedeiben nŖ 

A hippokampusz m®ret®t k®t m·don hat§roztuk meg. ElsŖ k²s®rlet¿nkben a 

hippokampuszb·l k®sz¿lt (nem perfund§lt ®s nem dehidr§lt) 110 Õm vastag 

sz®riametszetek felsz²n®t megm®rt¿k, megszoroztuk a metszet vastags§g§val, majd a 

t®rfogati ®rt®keket ºsszegezt¿k. A hippokampusz t®rfogata a transzgenikus §llatokban 

19%-kal nagyobb volt, mint a vadt²pus¼ csoportban (vadt²pus¼: 15,3 Ñ 1,1 mm3 vs. 

p21H-rasVal12: 18,1 Ñ 1,2 mm3, *p < 0,05). A Cavalieri-f®le becsl®ssel 21%-os volumen 

nºveked®st §llap²tottunk meg (vadt²pus¼: 15,5 Ñ 2,1 mm3 vs. p21H-rasVal12: 18,8 Ñ 1,5 

mm3, *p < 0,05). 

A hippokampusz m®ret®nek nºveked®se ºsszef¿gg®sben §llt az idegsejtek 

m®ret®nek megv§ltoz§s§val. A diszektor sztereol·giai m·dszert alkalmazva 

38. §bra. Szinaptifizin
+
 profilok (A) VGAT-immunoreaktivit§st (Aô) mutatnak piramissejtek sejttestei 

kºr¿l (Aôô). A f®lv®kony metszeteken azonos²tott VGAT
+
 profilok (B) sŤrŤs®ge a p21H-ras

Val12
 

transzgenikus egerek piramissejtjeinek sejtteste kºr¿l nºvekszik (C), m²g §ltal§nos sŤrŤs®g¿k csºkken 
(D). Azonos ker¿letŤ piramissejtek eset®n a VGAT

+
 profilok sz§ma transzgenikus §llatokban mind a 

II/III. r®tegben (E), mind az V. r®tegben (F) magasabb. Ćtlag Ñ standard hiba, *p < 0,05 (C,D). Line§ris 
regresszi· *p < 0,05. (E,F). Rºvid²t®sek: syn szinaptofizin, VGAT vezikul§ris GABA transzporter. 
L®pt®k: 5 Õm (A-Aôô). 
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meg§llap²tottuk, hogy a gyrus dentatus szemcsesejtjeinek teste, valamint az 

ammonszarv CA2 ®s CA3 r®gi·j§nak piramissejtjeinek teste a traszgenikus §llatokban 

nagyobb lett (13. t§bl§zat). A CA1 r®gi· piramissejtjeinek teste nem mutatott 

genot²pust·l f¿ggŖ m®retbeli v§ltoz§st (13. t§bl§zat).  

A dendritfa morfol·giai v§ltoz§sai 

A fix§lt szeleten, Lucifer s§rg§val feltºltºtt CA1 r®gi·beli piramissejtek dendritf§ja j·l 

detekt§lhat·an kirajzol·dott (39. §bra). Az apik§lis dendritfa n®ha az §ltal§nost·l elt®rŖ 

form§t mutatott; azokat a sejteket, melyek k®t apik§lis dendrittel b²rtak, nem vizsg§ltuk. 

Ćbr§inkon a baz§lis ®s apik§lis dendritf§k szignifik§nsan megv§ltozott mennyis®gi 

jellemzŖit jelen²tett¿k meg. 

 

 

 

 

 

 

39. §bra. Az X-gal fest®s p21H-ras
Val12

 transzgenikus eg®r hippokampusz§ban a piramissejtek ®s a 
szemcsesejtek r®teg®re korl§toz·dik (A). Fix§lt szeleten feltºltºtt CA1 piramissejtek k®pe vadt²pus¼ (B) 
®s transzgenikus (C) §llatban. L®pt®k: 500 Õm (A), 25 Õm (B,C). 
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