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1. BEVEZETES

1.1. A temporidlis lebeny eredetii epilepszia (TLE)

Az epilepszia kronikus agyi miikodészavar kiilonbozo etiologidval, amelyet
visszatérd rohamok jellemeznek, hatterében az agyi neuronok excessziv kisiilése all és
kiilonb6z6 klinikai és laboratoriumi manifesztacioi lehetnek (Falconer et al., 1964;
Margerison és Corsellis, 1966). A leggyakoribb neuroldgiai elvaltozasok kozé tartozik,
mely jelentds karosodasokat idéz eld a betegek életmindségében, életvitelében.

Az epilepszia nem tekinthetd egységes betegségnek, hanem inkabb egy olyan
specialis miikddési zavarnak, mely kiillonb6z6 formakban és okokbdl johet 1étre (Halasz,
1997). Kialakulasaban kiils6 (cerebralis inzultus, specialis provokald tényezok) és belsd
(genetikus- és fejlodési rendellenesség) tényezOk eltéré aranyban vehetnek részt.
Eléfordulasa az 6sszpopulacioban, életkorra valod tekintet nélkiil atlagosan 1-2%, de a
pontos meghatdrozas tobb nehézségbe iitkdzik. Attol fliggden, hogy a ritka, szérvanyos
rohamokat, vagy a lazas konvulziokat epilepsziaként definialjak-e, ill. hogy csak a
rendszeres, gyakori rohamokat mutaté betegeket veszik figyelembe, vagy mindenkit,
akinek valaha volt epilepszias rohama, nagy kiilonbségek mutatkozhatnak. A helyzetet
tovabb neheziti, hogy a betegek egy része egyaltalan nem fordul orvoshoz (Halasz és
Rajna, 1990).

A kiilonb6zd agyi strukturdk epileptogén készsége nem egyforma. Egyes
neuroncsoportok kiilondsen hajlamosak arra, hogy kisiilés sorozatokat képezzenek. Az
epileptogenezis leggyakoribb helye a hippocampus és a neocortex.

A neuronok epilepszids szinkronizacidjanak lehetdsége tobb tényezdtdl fligg.
Szinkronizacid létrejohet szinaptikus uton kollateralis kapcsolatok révén; elektromos
(gap junction) Osszekottetések utjan; direkt kapcsolat nélkiil, elektromos
mezOeffektusok révén; extracellularis ionkoncentracio-eltolédasok és neuromodulatorok
befolyasold hatasa miatt (Halasz és Rajna, 1990).

Az epilepszids rohamok parcialis és generalizalt rohamokra kiilonithetdk.
Parcialis esetben meghatdrozhatd a roham fokusza (EEG), mely a felndttkori
epilepszidk jelentds hanyaddban a temporalis lebeny, azon beliil is a hippocampus

formacié (Margerison és Corsellis, 1966; Morrell, 1997).
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Ma mar az antiepileptikumok széles skalaja all rendelkezésre, azonban a betegek
egy része gyogyszeres kezeléssel nem tiinetmentesithetd. A gyogyszeres kezelés
sikertelensége azt jelenti, hogy maximalis monoterapiaval (vagyis egyetlen gyogyszer
alkalmazasaval) mellékhatasok nélkiil nem sikeriil kell6 javulast elérni. A TLE-ben
kiugroan magas a rezisztens esetek aranya, mely gyakran tarsul hippocampalis
szklerozissal (Meencke és Veith, 1991; Miller et al., 1993). A pontosan lokalizalhato
fokusszal rendelkezd, sulyos klinikai kovetkezményekkel jard, gyodgyszer-rezisztens
epilepszias betegeknél az epilepsziasebészet jon szoba. Ennek soran a rohamkiindulas
pontos anatomiai teriiletének meghatarozasa utan az epileptogén régiot eltavolitjak a
rohamok megsziintetése céljabol. A parcidlis epilepszidk 85%-a a temporalis lebenybol
indul, ezért leggyakrabban anterior temporalis lobectomiat végeznek, melynek sordn a
hippocampus eliilsé 1/3-a és/vagy a temporalis lebeny egyes részei keriilnek
eltavolitasra (Nakasato et al., 1992; Swanson, 1995; Morrell, 1997), melyek szovettani
modszerekkel vizsgalhatéak. A betegek tobbsége a miitét utan rohammentes, vagy
jelentésen mérséklédik a rohamok szama. A temporalis lobectomiat kovetéen jok a
kognitiv funkcioés vizsgalatok eredményei, azonban ujabb informéciokat érintd idéleges
memoriazavar eléfordulhat (Zola-Morgan és Squire, 1986; Hermann et al., 1992; Miller
etal., 1993).

1.2. A human hippocampus anatomidja

A hippocampus az 0Osi kéregteriilet, az archicortex részét képezi és olyan
alapvetd kognitiv funkciokban van szerepe, mint a memoérianyomok rogzitése, tanulas,
emlékezés, térbeli tdjékozodas, vizualis készségek, beszédértés. Kiterjedt szubkortikalis
kapcsolatai révén fontos szerepet jatszik az emldsok viselkedésének szabalyzasaban
(Duvernoy, 1998).

A hippocampalis formacio anatomiailag két részre kiiloniil: a cornu Ammonisra
¢s a gyrus dentatusra (GD), melyek két egymasba forduld U alakot képeznek
(Duvernoy, 1998). A principalis sejtek morfologiaja, eloszlasa és kapcsolatrendszere
alapjan a cornu Ammonis CA1l, CA2, CA3 régidkra oszthato (Lorente de No, 1934;
Seress, 1988; Duvernoy, 1998; Amaral és Insausti, 2004). A CA3 régio esetében
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tovabbi, CA3a-, b- és ¢ részeket kiiloniteneck el. A CAl régiét a cornu Ammonis
folytatasaban talalhaté subiculummal egyiitt Sommer-szektornak is hivjak. E régiok a
CA3c kivételével jellegzetes rétegzddést mutatnak. A stratum pyramidale-ban
talalhatdéak a principalis sejtek teste, melyek itt a cornu Ammonisban piramissejtek.
Ezek bazalis dendritjei a stratum oriensben helyezkednek el, apikalis dendritjeik pedig a
stratum radiatumban futnak és a stratum lacunosum-moleculare-ban arborizalnak
(Ramoén y Cajal, 1909-11, 1968). Az alveusban futnak a piramissejtek axonjai. A CA3a
és b régiokra ezenkiviil jellemz0 a stratum pyramidale alatt elhelyezkedd stratum
lucidum, mely moharostok nagy tomegét tartalmazza. A CA3c-ben nem figyelhetd meg
a principalis sejtek és dendritjeik réteges elhelyezkedése.

A gyrus dentatus része a stratum granulosum, ez a szemcsesejtek tomott rétege,
melyek dendritfajja a stratum moleculare-ba fut. A szemcsesejtek rétege alatt
helyezkedik el a hilus, melynek principalis sejtjei a mohasejtek. A hilust és a
szemcsesejtréteg szarai kozé benytld, a gyrus dentatushoz legkdzelebb esé CA3c régiot
egylittesen endfoliumnak is nevezik.

A hippocampusban a principalis sejtek kapcsolatrendszere egy sajatsagos
triszinaptikus kort alkot. Az entorhinalis kéregbdl eredé glutamaterg palya a fasciculus
perforans, mely a stratum lacunosum-moleculare-ban haladva szinapszisokat képez a
CA1, CA3 piramisok apikalis dendritjeivel, valamint a GD-ba 1épve a szemcsesejtek
dendritjeivel (elsd szinapszis). A szemcsesejtek axonjai a moharostok, melyek a hilaris
mohasejtekkel valamint a CA3 piramisok dendritjeivel képeznek szinapszisokat
(masodik szinapszis) (Treves, 1995; Lim et al., 1997). Az ingeriilet a CA3 piramisok
Schaffer-kollateralisain keresztiil éri el a CAl piramisok csucsi denditjeinek bazalis
szakaszat (harmadik szinapszis) (Ramoén y Cajal, 1909-11, 1968). A CA3 piramissejtek
egymassal is Osszekottetésben vannak. A CAL piramissejtek részben kozvetleniil,
részben a subiculumban atkapcsolodva vetitenek vissza az entorhindlis kéregbe
(Swanson és Cowan, 1977; Maclean, 1992).

A hippocampus két alapvetd sejttipusa a principalis sejtek €s a nem-principalis
sejtek. A principalis sejtek serkentéek (glutamatergek), ide tartoznak az Ammonszarv
piramissejtjei, valamint a GD szemcse- és mohasejtjei. A hippocampus kimenetét a

CA1 piramissejtjei alkotjak a subiculum és az entorhinalis kéreg felé. A nem-principalis
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sejtek zome GABAerg interneuron (Babb et al., 1988), melyek lokalisan arborizalnak
(Freund és Buzsaki, 1996).

A gatld interneuron kifejezés azonban nem felel meg a nem principalis
idegsejtek kategorianak, mivel ebben a csoportban taldlhatok olyan neuronok is, melyek
a hippocampuson kiviilre vetitenek, vagy nem GABAergek (Handelmann et al., 1983;
Seress és Ribak, 1983; Toth és Freund, 1992; Toth et al., 1993).

Bar az interneuronok szama messzemenden elmarad a principalis sejtekéhez
képest, mégis funkcionalisan igen fontosak. Egy-egy interneuron kiterjedt axonfija
révén szamos principalis sejtet innerval, igy jelentds szerepiik van a principalis sejtek
tlizelési mintazatanak befolyasolasaban (Freund és Buzsaki, 1996).

Az interneuronok a hippocampusban harom f6 funkcionalis csoportra oszthatok,
melynek alapjan meghatdrozhaté az adott sejt neuronhdlozatban betoltott szerepe. A
periszomatikus gatlosejtek a principalis sejtek testén és proximalis dendritjein vagy
axon inicialis szegmentuman végzédnek (ezek a kosarsejtek és axo-axonikus sejtek)
(Handelmann et al., 1981; Emson et al., 1982; Somogyi et al., 1983; Kosaka et al.,
1985; Kosaka et al., 1987; Katsumaru et al., 1988; Seress et al., 1991; Li et al., 1992;
Ribak et al., 1993; Seress et al., 1993b; Halasy et al., 1996), és ezen sejtek kimenetének
szabalyzasaban van szerepiik (Arai et al., 1995; Freund és Buzsaki, 1996; Miles et al.,
1996; Holmes és Levy, 1997). A dendritikus gatlosejtek a principalis sejtek dendritjeire
adnak szinapszisokat (Kawaguchi és Hama, 1988; Gulyas et al., 1993; Han et al., 1993;
Buhl et al., 1994; Sik et al., 1994; Buckmaster és Schwartzkroin, 1995; Sik et al., 1995;
Halasy et al., 1996; Sik et al., 1997), és a bemenet plaszticitasanak kialakitasaban, a
dendritek elektrogenezisében fontosak (Freund és Buzsaki, 1996; Miles et al., 1996). Az
interneuron-specifikus gatlosejtek pedig mas interneuronokon végzddnek, igy fontos
szereplik lehet a dendritikus gatlas szinkronizacidjaban (Acsady et al., 1996; Gulyas et
al., 1996; Hajos et al., 1996; Urban et al., 2002). E harom csoport egyiittes
mikodésének, és a régidba érkezd szubkortikalis palyarendszerek hatasanak
Osszegzddése fogja meghatarozni a teriilet principélis sejtjeinek aktivitasat (Freund és
Buzsaki, 1996).

Az interneuronok nemcsak funkcionalisan, hanem neurokémiailag is
heterogének. A GABAerg sejtek tovabbi tipusokra kiilonithetdek kalciumkotd fehérje és

neuropeptid tartalmuk alapjan, mely csoportok részben at is fedhetnek egymadssal. Ilyen
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markerek a calbindin (CB), parvalbumin (PV), calretinin (CR), substance P (SP),
cholecystokinin (CCK), somatostatin (SOM), neuropeptid Y (NPY) és a vazoactive
intestinal polypeptide (VIP), melyek funkcionalisan kiilonb6z6 sejtcsoportokban vannak
jelen (Chan-Palay, 1987; Lotstra és Vanderhaeghen, 1987; Braak et al., 1991; Sloviter et
al., 1991; Ribak et al., 1993; Seress et al., 1993b; Seress et al., 1993a; Nitsch és Ohm,
1995; Freund és Buzsaki, 1996; Katona et al., 2000; Urban et al., 2002; Wittner et al.,
2002).

1.3. 4 hippocampus patologiai elviltozasa TLE esetén

Az epilepszias aktivitas folyamdn megfigyelhetd tulserkentés az oka, hogy a
rohamok sejtpusztulassal jarnak, a leggyakrabban érintett teriilet a hippocampus
(Meencke és Veith, 1991; Miller et al., 1993). A régiot érintd serkentés megnovekedését
tamasztja ala a moharostok sarjadzasa, valamint a supramammillaris palya kiterjedése,
mely utobbi a GD szemcsesejtjein és a CA2, CA3a-b piramissejtjein végzddik és egy
kiils6 forrasa lehet a tulserkentésnek (Sutula et al., 1992; Magloczky et al., 2000).

A hippocampus kiilonb6z0 régioi, valamint sejttipusai eltérd érzékenységet
mutatnak epilepsziaban. A principalis sejtek kozil a CAl piramissejtjei, a hilus
mohasejtjei, valamint a CA3c piramissejtjei mutatkoznak a legérzékenyebbnek
(Sommer, 1880; Corsellis, 1955; Falconer, 1968). Mig a nem-szklerotikus
hippocampusokban kismértékben, vagy foltokban pusztulnak, addig a szklerotikus
hippocampussal rendelkezé betegek esetén tobbségiik elpusztult. A CA2 és CA3ab
régié piramisai nagyrészt megmaradnak és egy Un. rezisztens zonat alkotnak (Morrell,
1997; de Lanerolle et al., 2003). Hasonldéan ellenalloak a GD szemcsesejtjei is,
eloszlasuk ¢és kapcsolatrendszereik azonban megvaltoznak: gyakran szétvandorolnak,
axonjaik sarjadzanak és a stratum moleculare-ban is szinaptizalnak foként szemcsesejt
dendriteken (Represa et al., 1990; Babb et al., 1991; Houser, 1992; Houser et al., 1992;
Isokawa et al., 1993). Megjegyzendd, hogy a majom és az ember hippocampusaban a
szemcsesejtek egy része (10 €és 20 %) bazalis dendritekkel is rendelkezik, melyek

tobbsége a hilusban helyezkedik el, és ezeken kontroll koriilmények kozott is
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végzddnek moharostok (Seress és Mrzljak, 1987; Seress és Frotscher, 1990), azonban a
stratum moleculare-ba futé apikalis dendriteken nem.

A valtozas azonban nemcsak a principalis sejteket érinti, hanem a kiilonb6z6
tipusu GABAerg sejteket is. A kiilonb6z0 interneuron tipusok eltérd valtozasokat
mutatnak epilepszidban. Egy résziik rezisztensnek bizonyul, és nagy szdmban van jelen
az epilepszias szovetben is (Babb et al., 1989; Sloviter et al., 1991; Houser, 1992;
Magloczky et al., 2000; Wittner et al., 2002), mig masok mennyisége jelentésen
lecsokken (de Lanerolle et al., 1988; Magloczky és Freund, 1993; Magloczky et al.,
2000; Sundstrom et al., 2001). Azonban a tulél6 interneuronok nagy része kiilonbozik a
kontrollban megfigyelhetd sejtektdl, megvaltozik a morfologidjuk, eloszlasuk, ki- és
bemeneti jellegeik (Sutula et al., 1989; Mathern et al., 1995; Houser, 1999; Loup et al.,
2000; Wittner et al., 2001; Ratzliff et al., 2002; Magloczky és Freund, 2005).

A principalis sejtek kimenetének igen hatékony szabalyzoi a periszomatikus
gatlosejtek. A szemcsesejtek periszomatikus beidegzésérél  kimutattdk, hogy
megdrzdédik epilepszidban, s6t az axon inicialis szegmentumokra érkezd gatlo bemenet
meg is er6sodik (Wittner et al., 2001). A periszomatikus gatld beidegzés a CAl
régidban is megdérzédik mindaddig, amig a célelemek, a piramissejtek életben vannak
(Wittner et al., 2005).

Mig a periszomatikus gatldas megerdsodni latszik epilepsziaban, addig a
dendritikus gatlasrol az ellenkezdjét mutattak ki epilepsziamodellben is (Cossart et al.,
2001). A hippocampalis dendritikus interneuronok hatékonyan tudjak gatolni a
dendritikus kalcium tiiskék 1étrejottét és ezaltal korlatozni a szinaptikus plaszticitast, de
ehhez az sziikséges, hogy szinkron tiizeljenek (Miles et al., 1996). A SOM- és a NPY-
tartalma dendritikus gétlosejtekrél bebizonyosodott, hogy érzékenyek az epilepszidhoz
kapcsolodo valtozasokra (de Lanerolle et al., 1988; Sundstrom et al., 2001), ami részben
magyarazza a dendritikus gatlas csokkenését epilepsziaban (Cossart et al., 2001).
Azonban ezek a sejtek erételjes sarjadzast mutatnak mind allatmodellben, mind az
epilepszias human hippocampusban (de Lanerolle et al., 1989), és a CB-tartalmt
interneuronok, melyek zOme szintén dendritikus gatlosejt, megdrzddik epilepsziaban
(Sloviter et al., 1991) és szintén sarjadzik (Wittner et al., 2002). Ennek ellenére a
dendritikus gatlas nem miikodik megfeleléen epilepsziaban (Cossart et al., 2001), ami

arra utal, hogy egyéb faktoroknak is szerepe lehet.
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Jelen tanulmanyban két, egymassal nem atfedd interneuron populaciot
vizsgaltunk TLE-ban szenvedd betegek mitétileg eltavolitott hippocampusaban: a
substance P receptort (SPR) kifejez6 gatlosejteket és a CR-tartalma interneuronokat.
Mindkét sejttipus szerepet jatszik a dendritikus gatlasban a human hippocampusban, a
CR-tartalmu sejtek egy része pedig az interneuron-specifikus gatldsban is részt vesz.

Vizsgalatunkat azért iranyitottuk e két sejtpopuléciora, mert egyrészt résziik
lehet a dendritikus gatlas epilepsziaban tapasztalhaté csokkenésében, valamint a CR
sejtek azaltal, hogy egy résziik interneuron-specifikus gatlosejtként mikodik, a

dendritikus gatlas szinkronitasanak kialakitasaban is fontos.

1.4. Irodalmi attekintés

1.4.1. A substance P és receptoranak szerepe a hippocampus aktivitdsanak

szabalyzasaban

A substance P (SP) egy, az idegsejtek serkenthetdségét novelé neuromodulator
peptid, mely a tachikininek molekulacsaladjaba tartozik (Nawa et al., 1984). Az SP-
receptor - melyet neurokinin-1 receptorként is szoktak emliteni — Gy11 fehérjéhez kotott
receptor (Nakanishi, 1991), a human idegrendszer szamos teriiletén megtalalhatd
(Caberlotto et al., 2003). Nemrég azonositottak az SP serkenté hatasanak ioncsatorna
effektorat: nem-receptor tirozin kinazon keresztiil aktivalodik egy fesziiltségfliggetlen,
nem inaktivalddo, folyamatos depolarizaciot okozo Na-csatorna (sodium leak channel)
(Lu et al., 2009).

Patkany striatumban kimutattdk in vivo, hogy SP kezelés hatisira az SP
receptorok gyorsan internalizalédnak az endoszomadlis rendszerbe. Ez a mechanizmus
feltételezhetd az egész idegrendszerben is, a dendritek struktaralis atrendezédeésével jar
és szerepet jatszik a receptor deszenzitizacioban (Mantyh et al., 1995a; Mantyh et al.,
1995b).

Az SPR-immunpozitiv sejtek a kozponti idegrendszer szdmos teriiletén jelen
vannak (Kiyama et al., 1993; Shigemoto et al., 1993; Nakaya et al., 1994).

Az SP és receptora kozott csak kevesebb, mint 15%-ban talaltak szinaptikus

kapcsolatot patkdnyban. A tobbi esetben a ,receptor mismatch” (receptor nem-
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illeszkedés) jelensége figyelhetd meg, miszerint az adott transzmitter felszabadulasi
helye ¢€s receptora kozott jelentds tavolsag van. A felszabadult anyag diffuzidval éri el
célsejtjeit és nem-szinaptikus aton fejti ki hatasat (Duggan et al., 1990; Liu et al., 1994;
Mantyh et al., 1995a).

Az SP-nek, fontos szerepe Ilehet epilepszidas rohamok kialakulasaban,
fenntartasaban. Allatmodellben a perforans palya stimulalas vagy kainét altal kivaltott
rohamok joval elébb jelentkeznek és erdteljesebbek, ha eldtte az allatok SP kezelést is
kaptak (Zachrisson et al., 1998; Liu et al., 1999b; Liu et al., 1999a).

Megfigyelték, hogy status epilepticus alatt az SP megjelenik, és mennyisége
megnd olyan sejtekben, melyekben normalisan nincsen: a szemcsesejtekben és a CA1L,
CA3 régidk piramissejtjeiben (Liu et al., 1999a; Liu et al., 2000; Wasterlain et al.,
2000). Elektronmikroszkopos vizsgalatokkal igazoltak, hogy a moharostokban is
megjelenik az SP immunfestés (Wasterlain et al., 2000). Tovabba kimutattak, hogy
status epilepticus alatt a principalis sejtek SP-t bocsatanak ki, melynek szerepe van a
rohamok inicidlasdban és fenntartasaban, a megndvekedett SP szint hozzéjarulhat a
tulserkentéshez (Liu et al., 1999a; Lu et al., 2009).

Masrészt az SP receptoranak (SPR) aktivacidja protektiv lehet epilepsziaban: az
SPR aktivacio a patkany entorhinalis kéregben csokkenti az eldidézett akut epileptikus
aktivitast azaltal, hogy fokozza a GABA felszabadulast a kapcsolatban allo principalis
sejtekre (Maubach et al., 1998; Stacey et al., 2002). Patkany hippocampusban az SP
direkt hatdsa az SPR-pozitiv interneuronokra indirekt médon erdsiti a gatlé szinaptikus
hatast a piramissejteken, azaltal, hogy megndveli ezen interneuronok serkenthetéségét
(Ogier és Raggenbass, 2003).

Az intrahippocampalis SP forrast a hippocampalis SP-immunreaktiv sejtek
jelentik, melyek elszértan megtalalhatoak a cornu Ammonisban és a hilusban is, mind
patkanyban, majomban, és emberben (Roberts et al., 1984; Hurd et al., 1999). A
hippocampalis SP legnagyobb része azonban extrahippocampalis eredetli, a
supramammillaris magbdl (SUM) szarmazik (Gall és Selawski, 1984; Davies és Kohler,
1985; Ino et al., 1988; Yanagihara és Niimi, 1989; Nitsch és Leranth, 1994; Borhegyi és
Leranth, 1997b; Borhegyi és Leranth, 1997a). Ez egy zomében serkentdé bemenetet
képez a hippocampusba (Mizumori et al., 1989; Carre és Harley, 1991; Magloczky et
al., 1994; Nitsch és Leranth, 1994), de nemrég Soussi €s munkatarsai kimutattak, hogy a
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patkany hippocampusban ezen rostok egy része GABA-t tartalmaz (Soussi et al.). A
supramammillo-hippocampalis palya a principalis sejteken végzédik a stratum
moleculare belsé 1/3-aban, valamint a CA3ab és CA2 stratum pyramidale és oriens
rétegeiben (Vertes, 1992; Magloczky et al., 1994; Nitsch és Leranth, 1994). Tovabbi
tanulmanyok felfedték, hogy primatdban ezek az afferensek gatld interneuronokon is
végzddnek, melyek a serkentd triszinaptikus kor kiillonb6zd szintjein ,,sz6lnak bele” az
informacioaramlasba (Nitsch és Leranth, 1994).

Szamos publikacid beszamol arrol, hogy a supramammillo-hippocampalis
projekcionak fontos szerepe lehet a rohamok kialakulasaban, hiszen egy jelentds
serkenté bemenetet képez a hippocampusba. Nem, vagy csak nehezen alakithatd ki
patkanyban epilepszias roham a supramammillaris palya roncsolasa esetében. A kainat
indukalta limbikus rohamok nem terjednek at ez esetben a hippocampusra (Saji et al.,
2000).

Az SPR-immunreaktiv sejtek a patkdny hippocampusban kizarélag GABAerg
gatlosejtek (Acsady et al., 1997; Sloviter et al.,, 2001). Az SPR-immunreakcio
axonjelolést nem eredményez, csak a sejttest és a dendrit membranokat teszi lathatova
(Acsady et al., 1997; Sloviter et al., 2001). Ez utalhat arra, hogy a receptorok nem vagy
csak nagyon kis mennyiségben vannak jelen az axonokon, igy az SP preszinaptikus
hatasaval valoszinlileg nem kell szamolni. E sejtek funkciojanak feltarasara
kolokalizacids vizsgalatokat végeztek ismert mas neurokémiai markerekkel (PV, CCK,
CB, SOM, NPY, VIP, CR) a patkdny hippocampusban. Patkdnyban az SPR-
immunreaktiv sejtek 80-90%-a kolokalizal valamilyen mas kalciumkoté fehérjével vagy
neuropeptiddel (Acsady et al., 1997). A patkany SPR-immunfestett sejtjei nemcsak
neurokémiailag, funkcionalisan, de morfologiailag is rendkiviil heterogének és a
Tiiskés és tiiske nélkiili forma is van kozottiik. A GD-ban leggyakoribbak a piramis
formaju sejtek a szemcesesejtrétegben (Acsady et al., 1997).

Az SPR sejtek alakjuk és elhelyezkedésiik alapjan valdszinlileg a human
hippocampusban is a GABAerg gatlosejtek kdzé tartoznak (Magloczky et al., 2000). Az
SPR-pozitiv sejtek mennyisége nem valtozik szignifikansan az epilepszias human GD-
ban, de az alakjuk és az elhelyezkedésiik megvaltozott. Mig a kontroll mintakban az

immunfestett sejtek tobbsége a hilusban helyezkedett el, az epilepszias mintakban a
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legtobb sejt a stratum moleculare-ban volt lathato. Az epilepszias hippocampusra
jellemzo a supramammillo-hippocampalis palya sarjadzasa, mely kdvetkeztében ezek az
afferens rostok az egész stratum moleculare teriiletét elfoglaltak, ahol az SPR-pozitiv
sejtek elhelyezkedtek (Magloczky et al., 2000). Ennek az lehet a kvetkezménye, hogy
mig kontrollban elsésorban egy feedeback drive volt jellemzd ezekre a sejtekre, addig
az epilepszias GD-ban foként egy feedforward drive lesz jellemzdé rajuk mind az
entorhinalis, mind a supramammillaris bemenetek révén (Magloczky et al., 2000).

Ezért a jelen dolgozatban megvizsgaltuk, hogy megvaltozik-e az SPR-
immunreaktiv sejtek morfologiaja, elhelyezkedése és szinaptikus bemenete a human
epilepszias CA1 régidoban, mely a legérzékenyebb teriiletnek bizonyul TLE-ban. A
sejtek mennyiségét, morfologiai véltozasait kvantitativ mdédon is meghataroztuk, az
immunpozitiv sejtek denzitdsdnak, valamint a dendritelagazasi pontok szdmanak
meghatdrozasaval. Az SPR-pozitiv sejtek szinaptikus bemenetében bekovetkezo
valtozasokat szintén kvantifikaltuk, hogy feltarjuk milyen mértékben vesznek részt ezen

sejtek az epilepszias hippocampusra jellemzd szinaptikus reorganizacidban.

1.4.2. A CR-tartalmu interneuronok szerepe a CAIl régio gatlorendszerében és

érzéekenyseégiik epilepsziaban

A GABAerg gatlosejtek egy része, mely CR-t tartalmaz, érzékenynek bizonyult
ischaemiaban és epilepszidban mind allatmodellben (Freund és Magloczky, 1993;
Magloczky és Freund, 1993; Andre et al., 2001; Slezia et al., 2004; van Vliet et al.,
2004; Tang et al., 2006), mind human mintakban (Magloczky et al., 2000; Suckling et
al., 2000).

A CR egy kalciumkotd fehérje, melyet a hippocampusban kizardlag nem-
principalis sejtekben mutattak Ki eddig (Jacobowitz és Winsky, 1991; Gulyas et al.,
1992; Miettinen et al., 1992; Resibois és Rogers, 1992; Seress et al., 1993a; Nitsch és
Ohm, 1995). A nagyszamban fellelhet6 CR-tartalmt interneuron mellett, talalhatd
néhany megmaradt Cajal-Retzius sejt is, melyek szintén CR-immunreaktivak (Abraham
¢s Meyer, 2003). A CR-pozitiv interneuronok eloszlasa és morfologidgja a human
hippocampusban (Nitsch és Ohm, 1995; Urban et al., 2002) kiilonbozik a patkanyban
megfigyelttdl (Gulyas et al., 1992; Miettinen et al., 1992). A patkany CA3 stratum

lucidumban megfigyelhetd tiiskés CR-pozitiv sejtek a emberben hianyoznak, viszont itt
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talalhat6 egy jellegzetes multipolaris sejtekbdl allo sejtcsoportosulds a CAl stratum
lacunosum-moleculare hataran, valamint szamos kis sejt elszortan a GD-ban, melyek
patkanyban nem figyelhetéek meg. A feltehetéen Cajal-Retzius sejtek kdzé tartozo orsod
alakt, horizontalis fekvésti CR-pozitiv sejtek a stratum lacunosum-moleculare és a
stratum moleculare mentén helyezkedtek el a fissura mentén (Abraham és Meyer,
2003).

interneuronokat idegzenek be (Gulyas et al., 1996), féleg azokat, melyek CB-t
tartalmaznak, és részt vesznek a piramis sejtek dendritikus gatlasaban (Gulyas és
Freund, 1996). A human CAl régioban funkcionalis szempontbol egy heterogén
csoportot alkotnak, nemcsak interneuron-szelektiv-, de dendritikus gatlosejt is talalhato
koztik (Urban et al., 2002).

A CR-tartalmt interneuronoknak szerepilk lehet a dendritikus gatlosejtek
szinkronizalasaban (Gulyas et al., 1996), ami fontos a principalis sejtek bemenetének
hatékony kontrollalasaban (Miles et al., 1996).

A CR-tartalmt sejteket vizsgaltak epilepszia modellben és epilepszids human
mintakban is. Az irodalmi adatok azonban ellentmonddak. A legtobb esetben a CR-
pozitiv interneuronok érzékenységét és pusztulasat figyelték meg mind allatmodellben
(Magloczky és Freund, 1993, 1995; Andre et al., 2001; Slezia et al., 2004; van Vliet et
al., 2004; Tang et al., 2006), mind az epilepszias human GD-ban (Magloczky et al.,
2000). Azonban a CR-immunreaktiv sejtek megdrzodését és a sejtek szamanak
novekedését irta le Bliimcke és munkatarsai human TLE-ban (Blumcke et al., 1996;
Blumcke et al., 1999; Thom et al., 2002).

Mivel a CR-tartalmu sejtek fontosak a hippocampalis neuronhal6zat aktivitasi
szintjének bedllitasdban, célul tiztik ki, hogy egy részletes kvantitativ analizissel
meghatarozzuk a CR-pozitiv sejtek szdmat az epilepszids hippocampus valamennyi
megallapitsuk, hogy a mintdk kiilonb6z6 megdrzottsége befolyasolja-e a CR-pozitiv
sejtek denzitdsat. Megvizsgaltuk tovabba a CR-pozitiv interneuronok szinaptikus
célelemeit és ezek esetleges valtozasat epilepsziaban, hogy kideritsiik milyen mértékben

valtozik a CR-tartalmu interneuronok szerepe az atrendez6dott idegsejt-haldzatban.
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2. CELKITUZESEK

Sokfajta allatkisérletes modellt hoztak létre az epilepszia tanulmanyozasara,
azonban egyik modell sem tiikr6zi mindazon valtozasok Osszességét, amelyet human
agyban leirtak. Ezért fontos a human mintak vizsgalata, mert csak igy tudhatjuk meg,
hogy milyen elvaltozasok kisérik a human TLE-t és az ebbdl nyert ismeretek lehetoveé
tennék pontosabb, realisztikusabb epilepszia modellek kifejlesztését.

Jelen tanulményban két egymassal nem atfedd interneuron populaciét — SPR-
pozitiv ¢és CR-tartalmu sejtek - vizsgaltunk huméan kontroll ¢és epilepszids
hippocampusban. Szamos jelenség utal arra, hogy a SP-nek fontos szerepe van a
principalis sejtek aktivitasanak szabalyzasaban és az epileptogenezisben, a CR-tartalmu
sejtek pedig allatkisérletes modellben érzékenynek bizonyultak epilepszidra

Ezért célul thztik ki, hogy megvizsgaljuk az epilepszias neuronhaldzatban

betoltott szerepiiket.

Kisérleteink célja:

e az SPR-t expresszald interneuronok eloszldsanak, mennyiségének és

s

crcr

e az SPR-t expresszald6  interneuronoknak a huméan  hippocampus
gatlorendszerében  betoltott  funkciondlis  szerepének  tanulmanyozasa
kolokalizacids kisérletekkel

e az SPR-t expresszald interneuronok szinaptikus bemenetének Osszehasonlitasa

e a CR-tartalmu sejtek mennyiségi és morfologiai valtozasainak tanulmanyozasa
rovid és hosszll post mortem idejli kontroll mintdkban és az epilepszids human
hippocampusban

e a CR-tartalmt interneuronok szinaptikus reorganizacidjanak vizsgalata az

epilepszias human CAT1 régiodban €s 6sszehasonlitasa kontroll mintakkal
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3. MODSZEREK

Az SPR és a CR tartalmt interneuronok morfoldgiai valtozasait vizsgaltuk 72
gyogyszerrezisztens TLE-ban szenvedé paciens agyabol mitéti Gton eltavolitott (1.
Tablazat) ¢és 11 kontroll human agybol szdrmazd hippocampusban. A vizsgalt
epilepszias anyag egy részét a csoportunkkal kollaboracioban dolgozo Buzséki Gyorgy
professzortdl kaptuk, a mitéteket a New York University, School of Medicine-en
végezték. A paciensek masik részét az Orszagos Idegsebészeti Tudomanyos Intézetben
mitotték. A betegek egy irasos beleegyezé nyilatkozatot adtak a mtét eldtt, hogy
tudomanyos célokra felhasznélhat6 az eltavolitasra keriilt szovet. A rohamok fokuszat
video-EEG monitorozas, MRI, SPECT és/vagy PET segitségével hatdroztak meg, és
standard anterior temporalis lobectomiaval (Spencer és Spencer, 1985) tavolitottak el a
temporalis lebeny anterior egyharmadat a temporomedidlis struktirakkal egyiitt.
Kihagytuk a kvantitativ vizsgalatokbdl a tumor-asszocialt epilepszidban szenvedd
betegek adatait.

A felhasznalasra keriil6é kontroll idegszdvetet a Lenhossék program bocsatotta
rendelkezésiinkre, olyan elhunytakbol szdrmazik, akiknek ismert neuroldgiai
megbetegedése nem volt. A boncolast a Semmelweis Egyetemen Igazsagiigyi
Koérbonctani Intézetében hajtottak végre, az Egészségiligyi Minisztérium és a Helsinki
Deklaracio rendelkezéseinek megtartasaval. A kontroll személyek életkora 37 és 74 év
kozott volt. A post mortem id6 a vizsgalatba bevont kontroll idegszovet esetében 2-10
ora volt. Vizsgalatainkat a Kutatasetikai Bizottsdg rendelkezéseinek megtartasaval
végeztiik (TUKEB 5-1/1996, kiterjesztve 2005).

Az epilepszias idegszovetet a sebészeti eltavolitas utdn 4-5 mm széles blokkokra
vagtuk, és 4% paraformaldehidet, 0,05% glutaraldehidet és 0,2% pikrinsavat tartalmazo
0,1 M foszfat puffer alapu fixalo oldatba helyeztiilk. Az agyszovetet fixalé oldatban
razogépre helyeztiik, a fixalot 6 o6ran keresztiil, minden féloraban friss oldatra cseréltiik,
majd a blokkokat egy éjszakan keresztiil ugyanabban a fixalo oldatban, de glutaraldehid
nélkiil utofixaltuk.

A 11 kontroll agybdl 9 esetén ugyanezt az eljarast kovettiik. A masik két kontroll
agyat (HK10 és HK11) a halal beallta utan kettd illetve négy oraval a koponyabdl kiszedve,
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a két-két artéria carotis internan, és vertebralison keresztiil perfundaltuk, eldszor fiziologias
sooldattal (2 liter, 30 percen keresztiil), majd fixal6 oldattal, amely 4% paraformaldehidet és
0,2% pikrinsavat tartalmazott 0,1M PB-ben (4 liter, 1,5 éran keresztiil). A hippocampust
ezek utdn kivettiik, 2 mm vastagsagii blokkokra vagtuk, melyeket ugyanabban a fixalo
oldatban posztfixaltuk egy ¢éjszakan at.

A kvantitativ vizsgalatokra felhasznalt metszetek a hippocampus ugyanazon

crer

3.1. Immunhisztokémia

A blokkokbol vibratommal 60um vastag metszeteket vagtunk, és egymast
kovetd foszfat pufferes (PB, pH=7,4) mosasok utan a metszeteket immunfestettiik. Az
immunfestés sordn a kovetkezd eljarast kovettiik: a nem kotott fixalot 6x20 perces 0,1
M PB-vel kimostuk, és szachar6z oldatba helyeztiik a metszeteket (30% 0,1M PB-ben)
1 napra, majd folyékony nitrogén felett 3-szor megfagyasztottuk éket. A metszetek egy
részét eppendorf csObe helyezve eltartalékoltuk — 80°C-os hiitdben, késobbi kisérletek
céljara. PB-ben torténé mosas utan TBS-be (TRIS-szel pufferelt fiziologias sooldat,
pH=7,4) helyeztik 4 a metszeteket az inkubalds tovabbi lépéseihez, mivel a
tovabbiakban minden szérumot TBS-ben higitottunk, és az egyes inkubacios lépések
kozott TBS-sel (3x10 perc) mostuk a metszeteket. Az endogén peroxidaz blokkolasara
H,0, 1%-o0s oldatat tettilk a metszetekre, 10 percre. TBS-ben torténé mosas utan
blokkolo6 anyagot (2% BSA + 5%-os tejpor oldat) tettiink a metszetekre, 1 6rara, a nem-
specifikus fehérjekotés csokkentése érdekében. Ezt kovette a primer szérumokban
torténd inkubacid 2 napig, 4°C-on. Poliklonalis nyul-anti SPR (1:1000, (Shigemoto et
al., 1993)) és monoklonalis egér-anti CR (1:5000, SWANT, Bellinzona, Switzerland)
primert hasznaltunk. Ezutan biotinilalt kecske-anti-nyul vagy biotinilalt 16-anti-egér IgG
szekunder szérumot tettiink a metszetekre, 2 oOrara (Vector, 1:250). Ezt kovette az
avidin-biotin-tormaperoxidaz komplexszel torténd inkubacio (ABC, Vector 1:250) 1,5
oraig. A metszeteket kimostuk TBS-ben, majd TRIS pufferben (TB, pH=7,6) és 0,05 M

crer
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a DAB kromogénhez 0,01%-os hidrogénperoxidot adva eléhivtuk. Az immunpozitiv
sejtekben barna reakciovégtermék halmozddott fel.

A metszeteket ozmifikaltuk (1% OsOq4, 30 percig), felszallo etanol sorban (1%
uranil-acetatot tettiink a 70%-os alkoholba, 30 percig) és propilénoxidban dehidraltuk,
majd Durcupanba (ACM; Fluka) agyaztuk. A fénymikroszkdpos vizsgalat utdn a
részletes vizsgalatot igényld teriileteket atagyaztuk, ultramikrotommal 60 nm vastag
sorozatmetszeteket készitettiink beldliik ¢és elektronmikroszkoppal vizsgaltuk (Hitachi

7100).

3.2. Kettos fluorescens immunfestés

Az SPR-t expresszald interneuronok kolokalizaciojat maés neurokémiai
markerekkel fluorescens immunfestéssel ellendriztik. A  kovetkezd primer
ellenanyagokat hasznaltuk: poliklonalis nyul-anti SPR (1:1000, (Shigemoto et al.,
1993)), monoklonalis egér-anti calbindin (CB) (1:1000, SWANT, Bellinzona,
Switzerland), monoklonalis egér-anti PV (1:1000, SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO,
USA), poliklonalis egér-anti CR (1:1000, SWANT, Bellinzona, Switzerland),
poliklonalis egér-anti cholecystokinin (CCK) (1:1000, JN Walsh, UCLA), monoklonalis
patkany-anti somatostatin (SOM) (1:50, CHEMICON International, Temecula, CA,
USA). TBS-ben valé mosas utan (3x10 perc) CY3-konjugalt kecske-anti-nytl (1:200,
Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA), Alexa-488-konjugalt szamar-anti-
egér (1:100, Molecular Probes, Eugene, USA), Alexa-488-konjugalt kecske-anti-egér
(1:100, Molecular Probes, Eugene, USA), FITC-konjugalt kecske-anti patkany (1:50,
Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) szekunder ellenanyagokat
hasznaltunk. 3 6réas sotétben valo inkubacio €s 4x10 perc TBS mosas utdn a metszeteket
Vectashield-del lefedtiik. A kettés fluorescens metszeteket Zeiss Axioplan 2

mikroszkoppal vizsgaltuk.
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3.3. CR-CB kettds immunfestés

Az eljaras hasonl6 volt a feljebb vazolt egyszeres immunfestéshez. Az endogén
peroxidaz blokkolasara H,O, 1%-os oldatat tettilk a metszetekre, 10 percre. TBS-ben
torténd mosas utan 10%-os normal 16 szérumot alkalmaztunk (Vector, 40 perc) a nem-
specifikus fehérjekotés csokkentése érdekében. Ezutan eldszor monoklonalis egér-anti
CR (1:5000, SWANT, Bellinzona, Switzerland) primer szérumban inkubaltuk a
metszeteket 2 napig, 4°C-on. Ezt kovette a biotinilalt 16-anti-egér IgG szekunder szérum
(1:250, 2 ora, Vector), majd az Elite ABC (1:300, 1,5 ora, Vector). Ezuttal a CR-t
ammonium nikkel-szulfattal intenzifikalt DAB kromogénnel hivtuk el6 (DAB-NI,
fekete szinii csapadék). Az elsé immunreakcid utan a metszeteket alaposan mostuk
TBS-ben (4x10 perc), majd a nem-specifikus fehérjekotés csokkentése érdekében 10%-
os normal kecske szérumot alkalmaztunk (Vector, 20 perc). Ezutan poliklonalis nyul-
anti CB (1:1000, (Baimbridge et al., 1982) primer szérumban inkubaltuk a metszeteket
2 napig, 4 °C-on. Ezt kovette a biotinilalt kecske-anti-nyl IgG szekunder szérum
(1:250, 2 ora, Vector), majd az ABC (1:250, 1,5 o6ra, Vector). A masodik
immunreakciot DAB kromogénnel hivtuk eld (barna csapadék). A metszeteket felszallo
etanol sorban és propilénoxidban dehidraltuk (ozmium és uranil-acetat kezelés nélkiil)
¢s Durcupanba (ACM; Fluka) agyaztuk. Az immunjel6lt elemek a szinkiilonbség
alapjan megkiilonboztethetdek voltak fénymikroszképos szinten (a CR-pozitivak

feketék, a CB-pozitivak barnak).

3.4. Kvantitativ analizis

3.4.1. Sejtszamolas — SPR-pozitiv sejtek

Az SPR-pozitiv sejtek mennyiségének valtozasat vizsgaltuk a CA1 régidban. Az
SPR-jelolt sejtek teriiletegységre es6 szamanak megallapitasahoz a kontrollb6l (HKG,
HK10, HK11) és az epilepszias mintakbol (nem-szklerotikus: HH24, HH28, HH81, HH9,
HH33, HH34, HH96; szklerotikus: HH5, HH15, HH20, HH27, HH3, HH16) camera
SPR-jelolt sejttel. A rajzokat lekicsinyitettiik, és beszkenneltiik. A CA1 régi6 teriiletét NIH
Image J (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD) program segitségével
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hataroztuk meg. A kontroll és az epilepszids mintakbol késziilt rajzokon megszamoltuk a
sejteket és a sejtszamot teriiletegységre vonatkoztatva adtuk meg (mm2). Az adatokat a
Statistica 6.0 programmal értékeltiik ki. Mivel az adatok nem voltak normalis
eloszlasuak, ezért a nem parametrikus Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztuk a kontroll

¢és az egyes epilepszias mintakbol szarmazo adatok 6sszehasonlitasara (p<0,05).

3.4.2. Sejtszamolds — CR-pozitiv sejtek

crer

3-4 reprezentativ metszetet kirajzoltunk camera lucida segitségével kiillonbozd post
mortem ideji kontroll mintakbdl (rovid post mortem ideji~2-4 6ra: HK6, HK7, HK10
¢és hosszii post mortem ideji~8-10 o6ra: HK1, HK14, HK15) ¢és kiilonboz6 patologiai
csoportba tartozé epilepszias mintakbol (nem-szklerotikus: HE47, HE67, HE72, HE79,
HE109, HE134, HE138; szklerotikus: HE22, HE60, HE83, HE90, HE91). A rajzokat
lekicsinyitettiik, és beszkenneltiik. Az egyes régiok teriiletét NIH Image J (U.S. National
Institutes of Health, Bethesda, MD) program segitségével hataroztuk meg. A
metszetekbdl késziilt rajzokon megszamoltuk a sejteket és a sejtszdmot teriiletegységre
vonatkoztatva adtuk meg (mm2). Kiilon mértiik a kovetkezo régiokat: CA1, CA3, hilus,
stratum granulosum + stratum moleculare. A stratum granulosumot és moleculare-t
Osszevontuk, mert egyes epilepszias mintakban ezek hatira nem allapithatd meg
pontosan, a szemcsesejtek szétvandorldsa miatt. A CA1 régid esetében a sejtszdmot a
régid egységnyi hosszara (mm) is megadtuk a szklerotikus CA1 radidlis zsugorodéasa
miatt. A CAl régi6 hosszat a kézépvonalban mértiik. A stratum moleculare €s a fissura
hataran elhelyezked6, CR-pozitiv, feltételezett Cajal-Retzius sejtek szamat kiilon is
meghatéaroztuk és a stratum moleculare kiilsé hataranak egységnyi hosszara adtuk meg.
Mivel nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az epilepszids enyhe és foltos tipus
kozott, ezek adatait Gsszevontuk, €s a tovabbiakban nem-szklerotikusként emlitjiik. Az
adatokat a Statistica 6.0 programmal értékeltiik ki. Mivel az adatok nem voltak normalis
eloszlastiak, ezért a nem parametrikus Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztuk a kontroll

¢és az egyes epilepszias mintdkbol szarmazo adatok 6sszehasonlitdsara (p<0,05).
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3.4.3. SPR-pozitiv interneuronok dendriteldgazdsi pontjainak meghatarozdsa

A dendritelagazasi pontok szamanak valtozasat camera lucida rajzok
segitségével vizsgaltuk kontroll és epilepszids esetekben (kontroll: HK6, HK10;
epilepszias enyhe tipus: HH24, HH28; foltos tipus: HH9, HH33 ¢és szklerotikus: HHS,
HH16, HH27). Az egyes mintakban azonos vastagsagu szelvényeket valasztottuk ki a
CAI régiobol. A szelvények hossztengelye a rétegekre merdlegesen helyezkedett el, igy
egy-egy szelvény a CAl régidnak valamennyi rétegét tartalmazta és ezek egyforma
sz¢lesek voltak. Ezekben a szelvényekben taldlhatdo Osszes SPR sejtet kirajzoltuk
camera lucida segitségével 20-szoros nagyitason, a 60 mikrométeres metszetbe beleesd
dendritjeikkel egyiitt. A rajzokon meghataroztuk az egyes sejtek dsszes dendritelagazasi
pontjainak szamat. Az adatokat a Statistica 6.0 programmal értékeltiikk ki. Mivel az
adatok nem voltak normalis eloszlastiak, ezért a nem parametrikus Mann-Whitney U-
tesztet alkalmaztuk a kontroll és az egyes epilepszids mintakbol szarmazo adatok
Osszehasonlitasara (p<0,05), valamint a nem parametrikus Kruskall-Wallis ANOVA-t

tobb csoport adatainak az 6sszehasonlitasara (p<0,05).

3.4.4. SPR-pozitiv sejtek kolokalizacidja interneuron markerekkel

Az SPR-immunfestés nem eredményez axonjeldlést, ezért fluoreszcens kettds
immunfestéseket végeztiink ismert neurokémiai markerekkel (CB, PV, CR, CCK,
SOM), hogy kideritsiik az SPR-t expresszald interneuronoknak a hippocampalis
gatlorendszerben betdltott funkciondlis szerepét. Az immunfestett metszeteken
meghataroztuk az SPR-pozitiv, az adott markerrel jelolt és a kettds-jeldlt sejtek szamat,
¢s meghataroztuk ezek egymashoz viszonyitott aranyat %-ban a CAl régidoban. A
kovetkez6é mintakat hasznaltuk: HK4, HK5, HK11 (kontroll); HH17, HH28, HH31,
HH33, HH67 (nem-szklerotikus); HH3, HH5, HH6, HH60, HH63, HH82 (szklerotikus).

A sejtszamolasokat a vizsgalt mintdk 3-4 metszetében végeztiik el.

3.4.5. SPR-pozitiv interneuronok szinaptikus boritottsaganak meghatdrozasa

Az SPR-pozitiv elemek szinaptikus boritottsaganak kvantifikdlasadhoz a stratum
orienst, pyramidale-t és radiatumot atagyaztuk a CA1 régiobol kontroll (HK10, HK11)
és epilepszids mintakbol (enyhe: HH24, HH67; foltos: HH9, HH33, HHS&4;
szklerotikus:  HH5, HH6, HH15) ¢és  ultramicrotommal  lemetszettiik
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elektronmikroszkopos vizsgalat céljara. A szklerotikus esetekben a stratum oriens,
pyramidale ¢és radiatum nem elkiilonithetd ezért egyben dgyaztuk at. A szisztematikus
random mintavételezés szabalyainak megfeleléen minden tizedik metszetet vizsgaltuk,
hogy elkeriiljiikk ugyanannak a szinapszisnak az ismételt el6fordulasat. Metszetenként az
Osszes SPR-jelolt dendritet megkerestiik, ¢és 20000-szeres nagyitds mellett
lefényképeztiik (vizsgalt dendritek szama: n=257 kontroll, n=168 enyhe, n=377 foltos
és n=205 szklerotikus esetekben). A dendrit profilok keriiletét és a szinaptikus aktiv
z6nak hosszat NIH ImageJ program (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD)
segitségével hataroztuk meg. A szinaptikus boritottsagot ,,,um szinapszishossz/100 um
dendritkertilet” egységben adtuk meg. Az adatokat a Statistica 6.0 programmal
értékeltik ki. Mivel az adatok nem voltak normalis eloszlastak, ezért a nem
parametrikus Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztuk a kontroll és az egyes epilepszias
mintakbdl szarmazé adatok Gsszehasonlitasara (p<0,05), valamint a nem parametrikus

Kruskall-Wallis ANOVA-t tobb csoport adatainak az 6sszehasonlitasara (p<0,05).

3.4.6. A CR-pozitiv interneuronok posziszinaptikus célelem eloszlasanak meghatdrozasa

A CR-pozitiv axon terminalisok posztszinaptikus célelemeinek eloszlasat
vizsgaltuk 2 perfuzioval fixalt kontroll mintdban (HK10, HKI11) és epilepszias
szovetekben (enyhe: HES54, foltos: HE79, HE38; szklerotikus: HE21, HE71, HE75). A
stratum orienst, pyramidale-t, radiatumot és lacunosum-moleculare-t atagyaztuk a CAl
régiobol, és ultramicrotommal lemetszettiik elektronmikroszkopos vizsgalat céljara. A
szklerotikus esetekben a stratum oriens, pyramidale és radiatum nem elkiilonithetd ezért
egyben agyaztuk at. A szisztematikus random mintavételezés szabalyainak megfeleléen
minden tizedik metszetet vizsgaltuk, hogy elkeriiljiik ugyanannak a profilnak az ismételt
eléfordulasat. A metszeteket alaposan atnéztiik és minden CR-pozitiv terminalist
lefényképeztiink 20000-es vagy 30000-es nagyitds mellett, és meghataroztuk a CR-
pozitiv termindlisok posztszinaptikus célelemeit. Mivel nem talaltunk szignifikéns
kiilonbséget az epilepszids enyhe és foltos tipus kozott, ezek adatait dsszevontuk, és a

tovabbiakban nem-szklerotikusként emlitjiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az immunfestés minosége az életkor, a fixdldas és a post mortem ido fiiggvényében

Megvizsgaltuk, hogy a beteg/elhunyt kora, a fixalds mindsége, €s a post mortem
1d6 hossza hogyan befolydsolja az immunfestés mindsé€gét és mennyiségét.

A post mortem perfundalt kontroll mintak (HK10, 11) és az immerzios fixalason
atesett rovid post mortem idejii mintdk megdrzottsége hasonld volt a rogton fixaldba
kertilt epilepszids mintdk és perfundalt allati szovetek megdrzottségéhez. A 2-4 Oras
post mortem ideji kontroll mintdk elektronmikroszkopos vizsgalata elfogadhatd
ultrastruktaralis megérzottséget mutatott, még az immerzidésan fixalt kontroll mintak
esetében is, noha egyes esetekben a perfundalt mintdkhoz képest valamivel gyengébb
volt.

Egy eldzetes tanulmanyban Osszehasonlitottak 12 kontroll mintat, melyek
kiilonb6zé nemiiek, kortiak, és post mortem idejliek voltak. Azt talaltdk, hogy az
elhunyt kora nem befolyésolta az immunfestések mindségét és mennyiségét, ha az alany
semmilyen kozponti idegrendszeri rendellenességgel nem rendelkezett. Az SPR-
immunreakcid gyengébb jeldlést és kisebb szaml pozitiv sejtet eredményezett az
1désebb elhunytaknal, akiknél arteriosclerosis volt megfigyelhetd. Ezért kizartuk a
vizsgalatbol az 6sszes 80 évnél iddsebb alanyt.

Bar a CR-pozitiv sejtek altalanos eloszlasa és morfologidja hasonld volt minden
mintdban, a hosszi post mortem idé befolyasolta a festés minds€gét és mennyiségét.
Egy korabbi vizsgélatban a CR-immunfestés érzékenynek bizonyult a hosszi post
mortem idére (Urban et al., 2002). A CR-pozitiv interneuronok ischaemiara vald
érzékenysége szintén bizonyitott (Freund és Magloczky, 1993). Egy masik tanulmany
azonban rezisztensnek mutatta a CR-pozitiv sejteket epilepsziaban, igaz ebben a
vizsgalatban hosszi post mortem idejii kontroll mintadkat hasznaltak (Blumcke et al.,
1996). Jelen dolgozatban kvantitativ moddszerekkel is megvizsgaltuk a hossza post
mortem 1d0 hatdsat a CR-immunpozitiv elemek eloszlasara, mennyiségére, az

epilepszias szoveteket kiilonb6z6 post mortem idejli kontroll mintakkal vetettiik 6ssze.
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4.2. Az epilepszids mintak patologiai csoportositisa

A vizsgalatba bevont Osszes beteg terapia rezisztens TLE-ban szenvedett (1.
Tablazat). A betegek hippocampusara kiilonboz6 foku atrofia és/vagy szklerdzis volt
jellemzd. A vizsgalt metszetek a hippocampus eliilsé harmadabdl szarmaztak.

A laborunkban végzett és mas korabbi munkakhoz hasonldéan (Wittner et al.,
2002; de Lanerolle et al., 2003; Wittner et al., 2005) az epilepszias betegeket a
fénymikroszkopos szinten megfigyelheto principalis sejt pusztulds és az interneuronokat
érintd valtozasok alapjan osztalyoztuk a kovetkezoképpen: 1. tipus (enyhe) (N=12):
kontrollhoz hasonld, nincs szamottevd principalis sejt pusztulds a CAl régioban, a
rétegek jol lathatdak és épek, a hatdrok elkiilonithetéek. Egyes interneuron tipusok
érzékenysége megfigyelhetd, foképp a hilusban és a CAl stratum oriensben. 2. tipus
(foltos) (N=22): a CA1 régiora a foltokban torténd piramis sejt pusztulas jellemzd, de
ezek a részek nem atrofidsak, a rétegek jo elkiilonithetéek. Az interneuron pusztulés
kifejezettebb. 3. tipus (szklerotikus) (N=38): a CA1 régid Osszezsugorodott, atrofids, a
piramissejtek tobb, mint 90%-a elpusztult. A rétegek elkiilonitése nem lehetséges a
piramis sejtek és dendritjeik hidnya, valamint a szdvet Osszezsugorodasa miatt, csak a
stratum lacunosum-moleculare alkot egy elkiilonithetd réteget. Az interneuronok
tipusra. 4. tipus (gliotikus): az egész hippocampus zsugorodott, atr6fids, nemcsak a CA1
régid. A sejtpusztulas az Osszes sejttipust érinti, még a rezisztens neuronokat is
(szemcse sejtek, CB-pozitiv interneuronok). A jelen dolgozatban szerepld mintak
egyike sem tartozott ebbe a tipusba.

A dolgozatban vizsgalt sejttipusok (SPR- ¢és CR-pozitiv sejtek) altalanos
kvalitativ leirdsa a vizsgalatba bevont mintdk (N= 72) mindegyikének alapos
tanulméanyozéasan alapul.

A sejtek szama, morfoldgidja, eloszldsa hasonld volt az azonos patologiai
tipusba tartoz6 mintdk esetében, €s kiilonbozott a csoportok kozott. Az azonos post
mortem idejii kontroll mintdk hasonldak voltak és kiilonboztek az epilepszids mintaktol.
Ezért kijelenthetjiik, hogy az epilepszias szovetekben a kontrollhoz képest megfigyelt
eltérések nagy valosziniiséggel az epilepszia kovetkeztében alakultak ki, kapcsolatban

allnak az epilepszids megbetegedéssel.
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crey

eloszlasdban bekovetkezd valtozasokat kvantitativ modszerekkel 17 epilepszids és 7
kontroll hippocampusban vizsgéltuk. Az SPR-pozitiv sejtek eloszlasat, morfologidjat €s
szinaptikus bemeneti jellegeit kvantitativ modszerekkel 16 epilepszids €s 3 kontroll
mintaban hasonlitottuk 6ssze. Azonban eredményeink és kovetkeztetéseink mind a 72
epilepszias és mind a 11 kontroll mintank koriiltekinté kvalitativ tanulmanyozasan

alapul.

1. Tablazat: A tanulmanyban megvizsgalt epilepszias mintak

Amerikai minta (az SPR-tartalmu sejtek vizsgalataban felhasznalt mintak)

Patologiai csoport sorszam | nem kor (év) epi. kezdete | epi.
(életkor) fennallasa
(év)

HH 17 F 27 17 10
HH24 |F 41 3 38

| tipus (enyhe) HH 28 N 46 22 24
HH 31 F 42 25 17
HH 67 F 45 16 29
HH 81 N 22 17 5
HH 9 N 32 1 31
HH 33 F 38 28 10

2 tipus (foltos) iR 54 \ > ° »
HH 43 N 44 4 40
HH 84 N 42 29 13
HH 96 N 26 7 19
HH 3 N 22 8 honap 21
HH 4 F 31 24 7

3 tipus (szklerotikus) HH5 F 48 16 32
HH 6 F 21 18 3
HH15 |F 42 Nincs adat
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HH16 | N 34 Nincs adat
HH20 | N 35 12 23
HH21 |F 35 2 33
HH26 |F 41 1 40
HH27 | N 36 3 33
HH49 | N 48 13 35
HH60 | Nincs | Nincsadat | Nincs adat
adat
HH63 | N 38 0 38
HH70 | N 66 20 46
HH77 |F 37 28 9
HH82 |F 37 14 23
Magyar minta (a CR-tartalmu sejtek vizsgalataban felhasznalt mintak)
Patolégiai csoport sorszam | nem kor (év) epi. kezdete | epi.
(életkor) fennallasa
(év)
HE 40 F 20 6 14
HE 54 N 22 15 7
) HE 67 N 23 17 6
! tipus (enyhe) HE 79 F 47 8 39
HE 134 | N 39 25 14
HE 138 | N 50 19 31
HE 15 F 25 8 17
HE 16 F 23 16 7
HE 30 N 40 1 39
HE 31 N 23 2 21
2 tipus (foltos) O 38 N >3 ) 3
HE 41 F 16 2 14
HE 42 N 43 13 30
HE 46 N 37 37 2 hoénap
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HE 47 N 30 15 15
HE 49 F 63 59 4
HE 59 F 32 7 25
HE 61 F 41 16 25
HE 68 F 44 20 24
HE 72 F 31 29 2
HE 73 N 27 10 17
HE 109 |F 32 11 hénap 32
HE 3 N 22 8 honap 21
HE 4 F 31 24 7
HE 11 F 36 30 6
HE 18 F 32 20 12
HE 19 F 56 24 32
HE 21 F 30 21 9
HE 22 N 27 22 5
HE 29 N 29 5 24
HE 35 F 25 12 13
HE 36 N 45 31 14
HE 37 F 41 2 39
3 tipus (szklerotikus) T = 5 o 5
HE 60 F 30 6 24
HE 62 N 45 25 20
HE 71 F 35 19 16
HE 74 F 34 8 26
HE 75 F 24 0.3 24
HE 83 N 29 6 23
HE 86 F 41 10 31
HE 90 N 46 11 35
HE 91 N 35 20 15
HE 92 N 35 5 30
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4.3. Az SPR-immunreaktiv sejtek szama, eloszlasa és morfologidja

A hippocampus SPR-pozitiv sejtjei morfologiailag heterogén, nem-principalis
sejtcsoportot alkotnak, mely a patkanyban leirt SPR-pozitiv sejtpopulaciotdl jelentdsen
kiilonbozik (Acsady et al., 1997). Morfologiajuk és elhelyezkedésiik alapjan a human
hippocampus SPR-t expresszald sejtjei szintén gatlosejtek, a hippocampus 0Osszes
altalaban sima, ritkabban tliskés dendritekkel. Az immunfestés kizardlag a sejttest és
dendrit membranokat teszi lathatova, axonjelolést nem kaptunk.
interneuronok el6fordulasa és gyakorisdga nagy valtozatossdgot mutat a kiilonb6zo
hippocampalis régiok kozott (1. Abra). A GD-ban a sejttestek tobbsége a hilusban
talalhat6 és két tipusra oszthatdo a dendritfa elhelyezkedése alapjan: 1) multipolaris
sejtek 5-8 dendrittel, melyek dendritfaja a hilusra korlatozodik, és 2) multipolaris vagy
,bitufted” sejtek, melyek dendritjeik egy részét a stratum moleculare-ba kiildik
(Magloczky et al., 2000). A stratum moleculare-ban csak néhany, ,bitufted” tipust
SPR-sejt lathatd. A cornu Ammonisban a sejtek tobbsége a CA1 és CA3 a, b régiokban
helyezkedik el, legnagyobb szamban a stratum pyramidale-ban és radiatumban (1.
Abra). Kevés sejt taldlhatd a CA2-ben és a CA3 c-ben, melyek tobbsége multipolaris
morfologiat mutat.

A CAl régidban legnagyobb mennyiségben multipolaris sejtek fordulnak eld,
melyek foként a stratum pyramidale és radiatum teriiletén helyezkednek el (2. Abra).
Rendszerint egy vastagabb és tobb vékonyabb elsddleges dendrittel rendelkeznek (3A
Abra). A CA1 régi6 SPR-immunfestett sejtjei kozott csepp alaku sejtek is talalhatoak 1-
2 elsddleges dendrittel, melyek a stratum lacunosum-moleculare felé futnak (3C Abra).
Megfigyelhetéek ,,bitufted” sejtek is a stratum radiatum és lacunosum-moleculare
hataran. A stratum oriens jellegzetes sejttipusa a horizontalisan elhelyezkedd, orsé alak
bipolaris sejt 2 elsédleges dendrittel, melyek szintén horizontalisan futnak (3B Abra). A
CAl régi6 SPR-pozitiv sejtjei hosszl, sima dendritekkel rendelkeznek, az els6dleges
dendritelagazasi pontok 4ltaldban a sejttesthez kozel helyezkednek el (3. Abra).
Eléfordulnak oriassejtek is a CA3 régidban és a GD-ban, ezek sejtteste nagyobb,

dendritfaja kiterjedtebb, mint a tobbi SPR-immunpozitiv sejté.
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1. Abra

A camera lucida rajz az SPR-pozitiv sejtek eloszlasat szemlélteti a human kontroll
hippocampusban. Az immunjel6lt sejtek a hippocampus 0Gsszes régidjaban
megtalalhatéak, kiilonosen nagy gyakorisagban a stratum pyramidale és radiatum
tertiletén vannak. A stratum lacunosum-moleculare és a stratum moleculare teriiletén
csak szorvanyosan fordulnak elé immunpozitiv sejtek.

Roviditések: H: hilus; f: fimbria

(A rajzot Weisz llona készitette.)
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A kisnagyitasu fénymikroszkopos dbra az SPR-immunreaktiv elemek eloszlasat mutatja

kontroll (A), epilepszias nem-szKklerotikus (B) és szklerotikus (C) hippocampus CAl
interneuronok megdérzédnek epilepszidban, hasonld mennyiségben vannak jelen a nem-
szklerotikus mintaban, mig szamuk jelent6sen lecsokken a szklerotikus esetekben. Az
abran ezen kiviil megfigyelhetjiik a szklerozis okozta teriiletcsokkenést is, mely a
piramissejtek pusztulasa kovetkeztében jon 1étre. Skéla: 100 um

Roviditések: O: stratum oriens; P: stratum pyramidale; R: stratum radiatum; LM:
stratum lacunosum-moleculare; OPR: stratum oriens-pyramidale-radiatum
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3. Abra

SPR-immunpozitiv sejtek kontroll (A, B, C) és epilepszias (D,E,F, G) hippocampusok

CAl régigjabol. A: Az SPR-pozitiv sejtek zome a cornu Ammonisban multipolaris sejt,
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tobb vékonyabb elsddleges dendrittel, melyek a piramissejt rétegre merdlegesen futnak.
B: A horizontélisan elhelyezkedd ors6 alaku sejtek a stratum oriensre jellemzdek, a
CAl és CA3 régiokban. Altalaban két f6 dedritjilk van, melyek szintén horizontalisan
futnak e rétegben. C: A csepp alakt sejtek a stratum radiatumra jellemzoek. Egyetlen 6
dendritjiik a sejttesthez kozel kettédgazik €és a stratum lacunosum-moleculare felé fut.
D-E: A nem-szklerotikus epilepszids mintdkban a dendritmorfoldgia erdteljesen
megvaltozik, rovidebb, gyakran torz, vagy gyongyozott dendritek jellemzoek. F-G: A
szklerotikus epilepszids mintakban kevés sejt marad meg, két tipus kiilonboztethetd
meg: a kevés dendrittel rendelkezé horizontalis sejtek (F) és a gondor, varikdz,

szegmentalt dendritekkel rendelkez6 sejtek (G). Skala: 50 um.

Az  SPR-immunpozitiv ~ sejtek  morfologiaja  jelentdsen  megvaltozik
epilepsziaban. A valtozasok mértéke jelentdsen fiigg a hippocampalis sejtpusztulas és
szklerozis mértékétél. A nem-szklerotikus esetekben (,,enyhe” és ,,foltos™) az GsSzes
jellemzé SPR-immunpozitiv sejttipus megfigyelhetd hasonld mennyiségben ¢és
eloszlasban, mint kontrollban (2. Abra). A szklerotikus mintakban azonban nagyon
kevés sejt marad meg a cornu Ammonisban, ezek f0ként a multipolaris és a horizontalis,
ors6 alaku sejtek kozé tartoznak (2, 3. Abra). Az epilepszids mintidkban is
megfigyelhetd volt kevés tiiskés dendritii sejt (3F Abra).

A GD-ban markansabb valtozasok figyelhetok meg. A stratum moleculare-ban
van a sejtek tobbsége, ahol kontrollban szinte egyaltalan nem volt immunpozitiv sejt,
mig a hilaris régidoban, ahol a GD SPR-immunreaktiv sejtjeinek zome volt, csak kevés
SPR-immunfestett sejt lathatd, melyek dendritjei nem I1épnek be a stratum moleculare
rétegébe (Magloczky et al., 2000). Jelen dolgozatban a CA1 régidban vizsgaltuk meg
részletesen ezen sejtek eloszlasat.

Camera lucida rajzok szemléltetik az SPR-immunjeldlt sejtek szamdaban,
régioban (4. Abra). A nem-szklerotikus esetekben nagy mennyiségii sejt talalhaté a
CA1 régioban, melyek kontrollhoz hasonl6 eloszlast mutatnak, jelentds résziik a stratum
pyramidale és radiatum teriiletén helyezkedik el. A szklerotikus mintdkban azonban

szignifikansan kevesebb sejt lathato.

34



DOI:10.14753/SE.2013.1796

Camera lucida rajzokon meghataroztuk a sejtek terililetegységre esé szamat
kontroll és epilepszias CAl régidban. Az SPR-pozitiv sejtek mennyisége valtozatlan
volt a nem-szklerotikus hippocampusokban (kontroll: 12,5 + 2,14 sejt/mm?, enyhe:
11,53 + 1,01 sejt/mm?, foltos: 12,68 + 1,84 sejt/mm?; Mann-Whitney U-teszt, p<0,05).
Azonban a szklerotikus mintakban szignifikdnsan lecsokken az SPR-immunreaktiv
sejtek szama (4,97 + 1,25 sejt/mm? Mann-Whitney U-teszt, p<0,05) (5. Abra, 2.
Tablazat).

Az epilepszias szovetekben az SPR-immunfestett dendritek morfologiai
valtozasat a 3. Abra és a CA1 régié egy-egy szegmensébdl készitett camera lucida rajz
(6. Abra) is demonstralja. A kontroll mintak SPR-immunpozitiv sejtjei hossza sima
dendritekkel rendelkeznek a CA1 régidban. Ezzel szemben az epilepszids sejtekre
nagyobb szdmu, rovidebb, gyakran erdsen gyongyozott és torz dendritek jellemzdek. A
dendritek gyongyozotté valasa, felszegmentalddasa mar a nem-szklerotikus mintdkban
is kifejezett, szklerotikus esetekben pedig erdsen varik6z, gondor, révid dendriteket
lathatunk, melyek a CA1 régid zsugorodasa miatt szétteriilnek, és gyakran horizontalis
orientaciot vesznek fel (3, 6. Abra).

A nem-szklerotikus mintakban, kiilonosen a foltos tipusban a sejtek dendritfaja
kiterjedtebb, tobb elagazast tartalmaz, mint kontroll esetekben, a szklerotikus mintakban
azonban a dendritfa kiterjedése lecsokken (6. Abra). A dendritelagazasra vonatkozo
megfigyeléseinket kvantifikaltuk is. A CAl régid sejtjeirél késziilt camera lucida
rajzokon (6. Abra) megszamoltuk az dendriteligazisok szamat. Az elagazasi pontok
szamanak ndvekedése mar az enyhe tipusban kimutathat6, de szignifikans valtozasrol a
foltos tipus esetén beszélhetiink. A szklerotikus mintdkban a dendritelagazasi pontok
atlagos szama a kontroll mintdkban megfigyelt atlag értékhez képest lecsokken (3.

Tablazat).
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4. Abra

A CA1 régiobol késziilt camera lucida rajzon megfigyelhetjiik az SPR-immunreaktiv
interneuronok  eloszlasdban és  morfoldgidjaban  bekovetkezd  valtozasokat.
Megfigyelhetd, hogy a sejtek mennyisége és eloszlasa a nem-szklerotikus esetekben
(enyhe ¢és foltos tipus) kontrollhoz hasonlé. Azonban a dendritfa tobb elagazast
tartalmaz, kiilondsen a foltos tipusban, és a dendritek gyongyo6zotté valnak. A stratum
oriensre jellemzd orsé alaku sejtek sem figyelhetok meg. Szklerotikus esetben a sejtek

mennyisége lecsokken, és tobbségiik csupan néhany torz dendrittel bir. Jellegzetes a

sejtek horizontalis elhelyezkedése. Skala: 0.1 mm

2. Tablazat:

crer

kiilonbséget csillag jelzi (Mann-Whitney U-teszt, p<0,05).

Atlag + Széras

Kontroll Epilepszias / Epilepszias / Epilepszias /
enyhe foltos szklerotikus
n=3 n=2 n=2 n=5

CAl
(sejt/mm?) 12,542,1 11,51,0 12,7418 *5.0+1,3
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A teriiletegységre (mm?) es6 SPR-pozitiv sejtszam a
CA1 régidban

16,00

14,00 +

12,00 A =

10,00 A

6,00 -

8,00 - w
i

4,00 A
2,00

0,00 | |

A teriiletegységre (mm?)
eso sejtek szama

Kontrolln=3 Epi. enyhe n=2 Epi. foltos n=2 Epi.
szklerotikus
n=3

Mintak

5. Abra

Meghataroztuk az SPR-pozitiv sejtek teriiletegységre es6é szamat kontroll és epilepszias
CA1 régidoban. Az SPR-pozitiv sejtek mennyisége valtozatlan volt a nem-szklerotikus
hippocampusokban (kontroll: 12,5 + 2,14, enyhe: 11,53 + 1,01, foltos: 12,68 + 1,84).
Azonban a szklerotikus mintakban szignifikansan lecsokken az SPR-immunreaktiv
sejtek szama (4,97 £ 1,25). Csillag jeloli a szignifikans kiilonbséget a kontroll ¢és a
szklerotikus mintak kozott (Mann-Whitney U-teszt, p<0,05).

n: vizsgalt mintak szdma
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Kontroll Epilepsziés nem-szklerotikus

Epilepszias szklerotikus

a ~

6. Abra

Meghatairoztuk az SPR-pozitiV sejtek dendritelégazési pontjait kontroll (A) és
sejtekrdl, és az elagazasi pontokat megszamoltuk. A dendritelagazasi pontok szdma
szignifikdnsan megndtt a nem-szklerotikus esetek koziil a foltos tipusban (B). A

szklerotikus mintak esetében (C) az elégazési pontok szédma jelentdsen lecsokkent,

crer
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3. Tablazat: Az SPR-pozitiv interneuronok dendriteldgazési pontjainak szama kontroll
¢és epilepszias mintakban. A szignifikans eltérést csillag jeloli (Mann-Whitney U-teszt,
Kruskall-Wallis ANOVA, p < 0,05).

Dendritelagazasi pontok szama/sejt (atlagtszoras)
Vizsgalt sejtek szama stratum oriens stratum pyramidale + radiatum
Kontroll (n=33) 4,25+ 1,04 10,52 + 3,28
Epi. enyhe (n=30) 6,63 + 2,88 11,59 + 4,62
Epi. foltos (n=28) *725+1,91 *21,15+ 4,68
Epi. szklerotikus stratum oriens + pyramidale + radiatum
(n=18) *322+1,26

4.4 Az SPR-pozitiv sejtek kolokalizdcioja funkciondlisan kiilonbozd interneuronok

markereivel

Az SPR-immunfestés nem eredményez axonjeldlést. Igy kolokalizacios
vizsgalatokat végeztiink ismert neurokémiai markerekkel, hogy kideritsiik az SPR-t
expresszalod interneuronoknak a hippocampdlis gatlorendszerben betoltott funkcionalis
szerepét. A kiilonbozd funkciondlis tipusba tartozd interneuronokra mas-mas
neurokémiai marker tartalom jellemzo.

A humén hippocampusban a CB-tartalmu interneuronok tobbsége dendritikus
gatlosejt (Sloviter et al., 1991; Seress et al., 1993b), de a periszomatikus gatlosejtek
koz¢ tartozo axo-axonikus sejtek egy részében is kimutattak a CB jelenlétét (Wittner et
al., 2002). A PV- tartalmu interneuronok a principalis sejtek periszomatikus gatlasaban
vesznek részt (Braak et al., 1991; Seress et al., 1993b), a CR-tartalmu sejtek pedig a
dendritikus és interneuron-specifikus gatlasban (Urban et al., 2002). A somatostatin
dendritikus gatlosejteket jelol az axonok elhelyezkedése alapjan (Chan-Palay, 1987). A
cholecystokinin mind periszomatikus gatlosejtekre, mind dendritikus gatlosejtekre
jellemz6 marker (Nunzi et al., 1985; Lotstra és Vanderhaeghen, 1987; Katona et al.,

2000). Ragcsaloban kimutattak, hogy a hippocampalis SOM-, CB- és PV-tartalmu
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gatlosejtek egy része vetit a medialis septumba (Toth és Freund, 1992; Zappone és
Sloviter, 2001; Jinno és Kosaka, 2002), azonban emberben hasonld informacié nem all
rendelkezésre.

Fluorescens kettds festést hasznaltunk, hogy vizsgaljuk az atfedést az SPR-t
expresszald interneuron populédcio és a kalciumkdotd fehérjét (CB, PV, CR), valamint
neuropeptideket (SOM, CCK) tartalmazé interneuron populacié kozott (7. Abra).

A patkannyal ellentétben (Acsady et al., 1997) az SPR-pozitiv sejtek tobbsége a
human hippocampusban nem mutat atfedést a vizsgalt neurokémiai markerekkel (7.
Abra). Az SPR-immunreaktiv interneuronok nem tartalmaztak CCK-t sem a kontroll,
sem az epilepszids mintdinkban. Az SPR-tartalmt interneuronok csak kismértéki
atfedést mutattak a CR-nel, a PV-nal és a SOM-nal (4. Tablazat). A legnagyobb
mértékll atfedés a CB-tartalmu interneuronokkal volt megfigyelhetd: 8,7%-a az SPR-
immunpozitiv sejteknek CB-ra is pozitiv volt a CAl régidban, mig 20,8 %-a a CB-
tartalmu gatlosejteknek SPR-t is expresszalt.

Mivel a kontroll szovetekben az SPR-tartalmt sejtek a legnagyobb atfedést a
CB-nal mutattdk, az epilepszids mintdkban csak ezzel a markerrel végeztiik
vizsgalatainkat. A SOM tartalmu interneuronokat - melyekkel a CB mellett a
legnagyobb atfedés figyelhetdé meg - nem vizsgaltuk, mert nagy résziik elpusztul az
epilepszias hippocampusban (de Lanerolle et al., 1987). Eredményeink azt mutatjak,
hogy a CB tartalmi SPR sejtek aranya (8,7% kontrollban) nem véltozik az enyhe
tipusban (9,6 %), viszont megnd a foltos €s a szklerotikus hippocampusban (14,5 % ¢és
16,9 %). Tovabba, az SPR-pozitiv CB tartalmi sejtek ardnya is megnd mindharom

patologiai tipusba sorolt mintak esetén (5. Tablazat).
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7. Abra

Fluorescens kettds festés mutatja az SPR ¢és kalciumkotd fehérjék valamint

neuropeptidek kolokalizacigjat a kontroll hippocampus CA1l régigjaban. Az
autofluorescens szemcsék konnyen elkiilonithetéek a joval homogénebb specifikus

jeloléstdl. A-B: SPR kolokalizacioja egy CB-tartalmu interneuronnal (kettésnyil). C-D:
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az SPR-pozitiv interneuron (vastag nyil) nem kolokalizal a CR tartalmu sejttel (vékony
nyil). E-F: az SPR-pozitiv sejtek nem tartalmaznak PV-t (vastag nyil) és a PV-tartalmu
sejtek nem SPR-pozitivak (vékony nyil). G-H: az SPR-pozitiv sejt nem tartalmaz CCK-t
(vastag nyil), és a CCK-tartalmu sejt nem tartalmaz SPR-t (vékony nyil). I-J: a kettds
nyil az SPR és a SOM egyiittes el6fordulasat mutatja egy interneuronban. A Kkis

nyilhegy autofluorescens szemcsét jelol. Skala: 20 um

4. Tablazat: Az SPR és kiilonb6zd neurokémiai markerek kolokalizacidja a human
kontroll hippocampusban (n=3).

Az SPR-pozitiv sejtek ardnyaban

CB PV CR SOM CCK

A vizsgalt SPR-
pozitiv sejtek 325 524 335 566 217

szama

A mas markereket
is tartalmazo SPR-
pozitiv sejtek 8,7 % 4% 26 % 3,4% 0%

aranya

A kiilonb6z6 markereket tartalmazo sejtek aranyaban

CB PV CR SOM CCK

A vizsgalt
Kkiilonb6z6 marker

tartalmu sejtek 190 281 280 188 103

szama

Az SPR-t is
tartalmazo marker-
pozitiv sejtek 20,8 % 7.3 % 26 % 7,8 % 0%

aranya
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5. Tablazat: Az SPR ¢és a CB kolokalizacioja az epilepszias human hippocampusban.

Az SPR-pozitiv sejtek aranyaban

Kontroll Epilepszias Epilepszias Epilepszias
(n=3) 1 tipus (n=3) | 2 tipus (n=2) | 3 tipus (n=6)
A vizsgalt SPR-
pozitiv sejtek szama 860 642 896 245
A CB-t is tartalmazé
SPR-pozitiv sejtek 8,7 % 9,6 % 14,5 % 16,9 %
aranya
A CB-tartalmu sejtek aranyaban
Kontroll Epilepszias Epilepszias Epilepszias
(n=3) 1 tipus (n=3) | 2 tipus (n=2) | 3 tipus (n=6)
A vizsgalt CB-
tartalmu sejtek 424 162 426 173
szama
Az SPR-tis
tartalmazo CB- 20,8 % 38,2 % 23,7 % 32,2%

pozitiv sejtek aranya

4.5. Az SPR-pozitiv elemek elektronmikroszkopos vizsgdalata

Az SPR-immunpozitiv sejtek szinaptikus bemeneti jellegeit, és ezek esetleges

valtozasat epilepszidban elektronmikroszkdpos szinten vizsgaltuk. 2 kontroll és 8

epilepszias mintat vizsgaltunk (2 enyhe, 3 foltos és 3 szklerotikus). A mintavételezés

minden esetben a CA1 régiobol tortént, a stratum oriens, pyramidale és radiatum keriilt

atagyazasra. A szklerotikus esetekben a str oriens, pyramidale és radiatum nem alkot

elkiilonithetd rétegeket, ezért ott mintanként 1 atagyazas tortént.
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45.1. Az SPR-pozitiv elemek ultrastrukturaja a CAI régioban

A receptor a sejttest és a dendritek membranjaiban helyezkedik el. Az SPR-
immunjeldlés nagyrészt a plazmamembranra koncentraldédik, de kevés citoplazmatikus
jelolés szintén megfigyelhetd, feltehetéen a receptor szintézis helyein. A DAB-reakcio
szolubilitdsa miatt idénként eléfordult, hogy a végtermék a teljes dendritet kitoltotte. A
sejtmag koriil sok mitokondriumot tartalmazd vékony citoplazmaréteg jellemzo. Az
altalunk atvizsgalt mintak kozott nem fordult el6 egyetlenegyben sem volt SPR-
immunpozitiv axon, vagy axonterminalis.

A szinaptikus bemenetek a dendritekre korlatozodtak, a sejttesten egyetlen
esetben sem volt megfigyelhetd szinapszis (8. Abra). A szimmetrikus és aszimmetrikus
kapcsolatok egyértelmiien megkiilonboztethetdek voltak a posztszinaptikus denzitas
alapjan. A dendritekre érkez6 szinaptikus bemenetek tobbsége (~90%-a) aszimmetrikus
volt (feltételezhetden serkentd). Szimmetrikus (feltételezhetéen gatld) bemenet
ritkdbban volt megfigyelheté mind a kontroll, mind az epilepszids mintdkban. Az
epilepszias esetekben alkalmanként zona adherentia is el6fordult SPR-pozitiv dendritek
koz6tt, a kontroll mintdkban azonban ilyenek nem voltak megfigyelhetSk (8, 9. Abra).

Bar az SPR-pozitiv dendritek altalaban szamos szinaptikus bemenetet kapnak az
epilepszids mintdkban, a szklerotikus esetekben jellegzetes, hogy a jelolt dendriteket
asztrocitak Olelik koriil (9. Abra). A kontroll és nem-szklerotikus szovetekhez
viszonyitva erdteljesen megnd a glidlis elemek mennyisége. Nagy, mohaterminalisokra
emlékeztetd terminalisok gyakran létesitettek kapcsolatot SPR-pozitiv dendritekkel az
epilepszias CAl régidban, kiilondsen a szklerotikus esetekben. Ezek a termindlisok
hosszll szinaptikus aktiv zonaval rendelkezé aszimmetrikus szinapszisokat adtak az
SPR-jeldlt profilokra.

A szklerotikus epilepszias mintdkban elektronmikroszképos szinten szdmos
degeneralodo SPR-immunfestett elem figyelhetd meg, degeneralodo
mitokondriumokkal és citoplazmatikus matrix-szal. Gyakoriak a hianyos, szakadozott
membrannal rendelkez6 dendritek. El6fordulnak ¢ép membrant, de ,iires”,
megemésztddott allomanya dendritek is, melyekrdl csupan a membranjel6lés alapjan

tudhatjuk, hogy SPR-immunreaktiv dendritek maradvanyai.
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4.5.2. Az SPR-pozitiv sejtek szinaptikus boritottsaga a CAl régioban

Megvizsgaltuk az SPR-immunpozitiv sejtek szinaptikus boritottsagat kontroll és
epilepszias mintakban annak érdekében, hogy kideritsiik, részt vesznek-e ezen sejtek az
epilepszias hippocampusra jellemz6 szinaptikus reorganizacioban.

Szinaptikus boritottsag alatt pum szinapszishossz/100um dendritkeriiletet értlink.
Ehhez az adott mintavételezési teriileten az Osszes SPR-pozitiv dendritet
lefényképeztiik, ¢és meghataroztuk rajtuk a szinapszisokat. A  szinapszisok
azonositasanal a kovetkezd kritériumok teljesiilését vettiik figyelembe: szinaptikus rés
megléte, vezikula akkumuldcidé a preszinaptikus termindlisban, jol lathato
posztszinaptikus denzitds. Megmértilk az aszimmetrikus, valamint a szimmetrikus
szinapszisok aktiv zondjanak hosszat, és ezeket viszonyitottuk a dendritprofil
keriilet¢éhez. Minden mintaban talaltunk olyan dendritprofilokat is, melyekre nem
érkezett szinaptikus bemenet, természetesen ezeket is bevontuk a vizsgalatba.
Kihagytuk azonban azokat az atmetszeteket, melyek annyira hianyosak, ,,szakadtak”

voltak, hogy nem lehetett megallapitani a pontos hatarokat és a szinapszisok jelenlétét.
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8. Abra
Az elektronmikroszkdpos abran SPR-immunreaktiv dendritek atmetszetei lathatok a
CA1 régiobol kontroll (A, B) és epilepszias (C, D) mintakbol. A dendritekre sok
bemenet érkezik, tobbségiikben aszimmetrikusak (A, B, D, vastag nyilak). Joval kisebb

aranyban fordultak el szimmetrikus szinapszisok (C, d2 dendrit, vékony nyil). d1 és
d2 dendrit ko6z6tt zona adherentia van (C, nyilhegyek). Az epilepszids mintakban

perforalt szinapszisokat is talaltunk (D). Skala: 1 pm
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9. Abra
A szklerotikus CA1 régioban az SPR-pozitiv dendriteket beidegzé terminalisok esetén

sokszor voltak megfigyelhetéek hosszu szinaptikus aktiv zonak (A, B, D, nyilak).
Dendritek kozotti kontaktusok, zona adherentidk (A, nyilhegyek), és asztrocitakkal
koriilvett SPR-pozitiv elemek (B, C, D, g) szintén gyakran megfigyelhetéek voltak.
Skala: 1 um

A kontroll CA1 régidban az SPR-pozitiv interneuron dendritek legnagyobb része
aszimmetrikus (feltehetden serkentd) bemeneteket kap, szimmetrikus (feltehetden gatlo)
szinaptikus kapcsolatok ritkan voltak megfigyelhetéek. Az epilepszids mintakban a
szinaptikus bemenetek legnagyobb része kontrollhoz hasonldan aszimmetrikus volt (10.
Abra).

Megvizsgaltuk, hogy megvaltozik-e a szinaptikus boritottsag mértéke, valamint
a szimmetrikus és aszimmetrikus bemenetek aranya az SPR-pozitiv dendriteken.

Megmértiik az SPR-pozitiv dendrit profilok keriiletét, valamint a szinaptikus aktiv
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z6nak hosszat, €s meghataroztuk a szinaptikus boritottsagot (um szinapszishossz/100pum
dendritkeriilet).

A teljes szinaptikus boritottsagot (szimmetrikus + aszimmetrikus) illetéen nem
mutathatd ki szignifikans kiilonbség az epilepszias mintakban (kontroll, n=257:
6,02+0,6; enyhe, n=168: 6,07+0,9; foltos, n=377: 5,73+1,71; szklerotikus, n=205:
7,1+1,8; Mann-Whitney U-teszt, Kruskall-Wallis ANOVA, p<0,05). Hasonl6 mondhat6
el az aszimmetrikus, tehat serkentd boritottsagrol is (kontroll: 5,54+0,54; enyhe:
5,26+0,66; foltos: 5,32+1,64; szklerotikus: 6,08+1,59; Mann-Whitney U-teszt, Kruskall-
Wallis ANOVA, p<0,05). A szklerotikus mintakban azonban szignifikansan megnétt a
gatld szinapszisok aranya (kontroll: 0,48+0,07; 1. tipus: 0,81+0,24; 2. tipus: 0,42+0,07,
3. tipus: 1,02+0,21; Mann-Whitney U-teszt, Kruskall-Wallis ANOVA, p<0,05) (10.
Abra). A stratum oriens, pyramidale és radiatum kozott nem talaltunk kiilonbséget, sem

kontroll, sem epilepszias mintdkban.

Az SPR-pozitiv sejtek szimmetrikus és aszimmetrikus szinaptikus boritottsaga

O szimmetrikus

4 B aszimmetrikus

Szinaptikus boritottsag (um szinapszis
hossz/100 um dendrit kerilet)
-
HH

Kontroll (n=257) Epi. enyhe (n=168) Epi. foltos (n=377) Epi. szklerotikus
(n=205)

Mintéak

10. Abra
A szimmetrikus €s az aszimmetrikus szinaptikus boritottsag atlagos értékeit mutatja a
grafikon. Az aszimmetrikus boritottsigban nem mutathatdé ki szignifikdns eltérés a

kontroll mintaktol. A szimmetrikus boritottsag, azonban a szklerotikus esetekben
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szignifikansan nagyobb A kontrolltol valo szignifikans kiilonbséget csillag jelzi (Mann-
Whitney U-teszt, Kruskall-Wallis ANOVA, p<0,05).

n: vizsgalt dendritatmetszetek szama.

4.6. A CR-immunoreaktiv sejtek szama, eloszlasa és morfologidaja

crer

korabban Nitsch ¢s Ohm (Nitsch és Ohm, 1995). Heterogén sejtpopulaciot alkotnak,
legjellemzobb  sejttipusok a kovetkezok: nagy, multipolaris sejtek a hilusban,
horizontélis, orsé alakt sejtek a stratum moleculare-ban és az oriensben, kisméretii
sejtek populacidja az egész GD-ban és multipolaris sejtek elszortan a CA1-3 rétegeiben.
A CR-pozitiv sejtek altalaban néhany 6 dendritaggal rendelkeznek, a dendritek a sejtek
tobbsége esetében simak, de kevés, tiiskés dendrittel rendelkez6 sejt is eléfordul. A CAl
régié sejtjeire a hosszu, sima, radialisan elhelyezked6 dendritek jellemzdek, melyek
gyakran kozel egymashoz parhuzamosan futottak, és pontokban érintkeztek.
Elektronmikroszkdpos szinten ezeken a pontokon gyakran volt megfigyelheté puncta
adherentia (Urban et al., 2002).

Megvizsgaltuk a CR-tartalmu interneuronok mennyiségét, eloszlasat és
tartoz6 epilepszids mintakban.

A rovid post mortem idejli kontroll mintdkban (2-4 6ra) a hippocampus 6SSzes
sejt lathatd a hilusban és a CAl stratum pyramidale-ban és radiatumban, kiilonds
tekintettel a stratum radiatum és lacunosum-moleculare hatarra. Ezzel szemben kevés
immunfestett sejt van jelen a stratum granulosumban és moleculare-ban, valamint a
stratum oriensben és lacunosum-moleculare-ban a CA1 régioban. A CA2 és CA3 régiok
kevés immunjelolt sejtet tartalmaznak (Urban et al., 2002).

A hosszll post mortem idejli kontroll mintdkban (8-10 6ra) a CR-pozitiv sejtek
eloszlasa hasonl6 volt, de szignifikdnsan kevesebb immunfestett sejt volt lathatd minden

alrégioban (stratum granulosum+moleculare: 34,3%, hilus: 43,9%, CAL: 23,5%, CA3:
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28% a rovid post mortem idejii kontroll mintakhoz viszonyitva; Mann-Whitney U-teszt,
p<0,05) (11, 13, 14. Abra, 6. Tablazat).

11. Abra
A CR-pozitiv sejtek eloszlasa a kontroll hippocampusban. A: GD, post mortem 2 o6ra.
Jellegzetesek a hilusban talalhatdé nagy sejtek, a stratum moleculare-ban talalhato
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horizontélis sejtek, valamint a kisebb méretli CR-pozitiv sejtek, melyek a GD minden
rétegében lathatok (nyilak). B: GD, post mortem 8 ora. Nagyon kevés CR-
immunreaktiv sejt lathaté a GD-ban (nyilak). C: CA1 régio, post mortem 2 6ra. Szamos
immunreaktiv sejt lathatd az Osszes rétegben, hosszi sima dendritekkel (nyilak). A
radidlisan elhelyezkedd sejtek leggyakoribbak a stratum pyramidale-ban és a stratum
radiatumban. D: CA1 régid, post mortem 8§ ora. Alig lathatd néhany CR-immunjelolt
sejt ezekben a mintakban. A megléviket degeneralodo dendritfa jellemzi (nyilak). E, F,
G: nagy nagyitast fénymikroszképos képeken a CR-pozitiv dendritek morfoldgiaja
figyelhet6 meg kontroll CA1 régioban. Hosszu, sima dendritek jellemzdéek, melyek
gyakran egymas mellett parhuzamosan futnak hosszabb-rovidebb szakaszokon (E, F
nyilhegy). A hosszi post mortem idejii kontrol mintdkban azonban a dendritek
degeneralodnak, gyongy6zotté valnak (G, nyilak). Skala: A-D: 100 um; E-G: 20 um

Roviditések: s.m.: stratum moleculare; s.g.: stratum granulosum; h: hilus; s.o.: stratum

oriens; s.p.: stratum pyramidale; s.r.: stratum radiatum.

A nem-szklerotikus epilepszias hippocampusban a CR-pozitiv sejtek
mennyisége hasonlo volt a rovid post mortem idejii kontroll mintdkhoz, egyediil a CA3
régidban ¢€s a hilusban volt kimutathaté szignifikans csokkenés az immunfestett sejtek
szamaban (stratum granulosum-+moleculare: 74,9%, hilus: 65,4%, CAl: 66,7%, CA3:
60,5% a rovid post mortem idejii kontroll mintakhoz viszonyitva; Mann-Whitney U-
teszt, p<0,05) (12, 13, 14. Abra, 6. Tablazat). Ezzel szemben, a nem-szklerotikus
hosszi post mortem idejii kontroll szovetekben (11, 12, 13, 14. Abra, 6. Tablazat).

A szklerotikus epilepszids esetekben a CR-jeldlt sejtek szama szignifikansan
lecsokkent a CA3-ban, a hilusban, a stratum granulosumban valamint a stratum
moleculare-ban (stratum granulosum+moleculare: 35,2%, hilus: 32,1%, CAl: 76,1%,
CA3: 21,9% a rovid post mortem idejii kontroll mintadkhoz viszonyitva, Mann-Whitney
U-teszt, p<0,05) (12, 13, 14. Abra, 6 Tablazat). A szklerotikus esetekben a CA1 régi6
szamottevoen zsugorodik, térfogata jelentdsen kisebb, mint a kontroll, vagy a nem-
szklerotikus hippocampusé (13. Abra). Ez okozhatja, hogy a szklerotikus CA1 régioban

nem taldltunk valtozast a CR-pozitiv sejtek teriiletegységre megadott szdmaban. Ha a
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sejtszamot a CA1l régid egységnyi hosszara adjuk (mm) meg szignifikans sejtszam
csokkenést kaptunk ebben az alrégioban is (34,1% a rovid post mortem idejii kontroll
mintakhoz viszonyitva; Mann-Whitney U-teszt, p<0,05) (14. Abra, 6. Tablazat).

53



DOI:10.14753/SE.2013.1796

12. Abra

A: a rovid post mortem idejii kontroll mintakban szimos immunreaktiv sejt lathato a
CAL régidban (nyilak). B, C: az immunreaktiv sejtek mennyisége, valamint a dendritfa
kiterjedése kontrollhoz hasonlé a nem-szklerotikus enyhe tipusban (B, nyilak), és a
foltos tipusban (C, nyilak). D: a szklerotikus esetekben az immunpozitiv neuronok
szama szignifikansan lecsokkent (nyilak). A szklerotikus CA1 régio térfogata kisebb a
nagyaranyu principalis sejtpusztulds miatt. E, F: nagy nagyitasu fénymikroszkopos
képeken a CR-pozitiv dendritek morfoldgiai valtozasa figyelhetdé meg. A nem-
szklerotikus foltos tipusba sorolhaté mintak esetén (E) az immunreaktiv dendritek
gyongyozottek, szegmentaltak, a degeneracid jeleit mutatjak (nyilak). A dendritek
kozotti  kapcsolatok ritkdbban figyelhetéek meg, mint a kontroll mintdkban
(nyilhegyek). A szklerotikus esetekben (F) tobbnyire csak erdteljesen
felszegmentalddott dendritek lathatok (nyilak). Skala: A-D: 100 um; E-F: 20 um
Roviditések: a.: alveus; s.p.: stratum pyramidale; s.r.: stratum radiatum; s.opr.: stratum
oriens-pyramidale-radiatum; s.Im: stratum lacunosum-moleculare; s.m.: stratum

moleculare.
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Kontroll post mortem 2 6ra  Kontroll post mortem 8 ora

13. Abra

Camera lucida rajzok szemléltetik a CR-pozitiv sejtek eloszlasat a human hippocampus
egyes alrégioiban. A: kontroll, post mortem 2 6ra; B: kontroll, post mortem 8 o6ra; C:
epilepszias, nem-szklerotikus (foltos tipus); D: epilepszias, szklerotikus. A CR-tartalmt
sejtek a hippocampus valamennyi alrégidjaban el6fordulnak (A). Szamuk jelentOsen
lecsokken a hosszii post mortem ideji kontroll mintakban (B) és a szklerotikus
epilepszias esetekben (D). A nem-szklerotikus mintakban (C) a mennyiségiik hasonl6 a
rovid post mortem idejii kontroll mintakhoz. A szklerotikus hippocampus térfogata

jelentOsen lecsokken a CA1 piramissejtek intenziv pusztulasa miatt (D). Skala: Imm
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A stratum moleculare ¢és a fissura hatdrdn elhelyezkedd, CR-pozitiv,
feltételezhetden részben Cajal-Retzius sejtek (Abraham és Meyer, 2003) szamat kiilon
is meghatdroztuk, mivel korabbi koézlemények szerint epilepszidban megnd a
mennyiségiik (Blumcke et al., 1999; Thom et al., 2002). Mi azt talaltuk, hogy
mennyiségiik szignifikdnsan lecsokkent mind a hosszii post mortem idejii kontroll
mintdkban, mind a szklerotikus és a nem-Szklerotikus epilepszias hippocampusban
(24,8%, 46,4% ¢s 56,8% a rovid post mortem idejii kontroll mintdkhoz viszonyitva;
Mann-Whitney U-teszt, p<0,05) (14. Abra, 6. Tablazat).

A CR-tartalmia sejtek szadmbeli csokkenése mellett a morfologidjuk is
megvaltozik a hosszi post mortem idejii kontroll mintakban. A néhany immunjeldlt sejt
1 vagy 2 erbsen varikoz, rovid, degeneralodo dendrittel rendelkezik (11. Abra).

A nem-szklerotikus epilepszias esetekben a CR-pozitiv sejtek megdrzddnek
ugyan, de alakjuk jelentésen megvaltozik. A dendritfa kiterjedése és orientacioja
hasonl6 a kontrollhoz, de a dendritek gyongyozottek, szegmentaltak, és a degeneralodas
jeleit mutatjdk. A varikdz dendritrészeket elvékonyult szakaszok kotik Ossze.
Kiilonbozd CR-pozitiv sejtek kozotti kontaktusokat ritkdbban lehetett latni az
epilepszias mintakban (12. Abra).

A szklerotikus epilepszias esetekben a megmaradé immunjelolt sejtek tobbsége
csak 1-2 rendkiviil rovid és szegmentalt dendrittel bir. A CAl régioban a dendritek

tobbsége horizontalis elhelyezkedést mutatott.
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6. Tablazat: A CR-tartalmi sejtek denzitisa a hippocampusban. Csillag jelzi a

szignifikans kiilonbséget (Mann-Whitney U-teszt, p<0,05).

Atlag + Széras

Kontroll / Kontroll / Epilepszias / Epilepszias /
rovid post hosszi post nem-szklerotikus | szklerotikus
mortem mortem
id6 (2-4 6ra) | idé (8-10 6ra)
n=3 n=3 n=7 n=5
Granulosum +
moleculare 16,2+4,.3 *5,6£3,0 12,14£5,0 * 57827
(sejt/mm?)
hilus
(sejt/mm?) 36,5+3,1 * 16,06, 1 *23,8+10,1 *11,7+11,6
CA3
(sejt/mm?) 7,9+1,5 *22+1,7 *4.8+1,9 *1,740,8
CAl
(sejt/mm?) 17,9+7.,0 * 42426 11,9+3.9 13,645,1
CAl
(sejt/mm) 33,2413,5 * 7 144,7 21,749,1 * 11,3+5,0
Horizontalis
sejtek a stratum
moleculare-
lacunosum- 2,240.,5 * 0,6:£0,2 * 1,3+0,4 * 1,00,4
moleculare
hataran
(sejt/mm)
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14. Abra

A CR-pozitiv sejtek denzitasat kvantitativ modszerekkel is meghataroztuk rovid (2-4
ora) ¢és hosszu (8-10 o6ra) post mortem idejli kontroll mintdkban, valamint nem-
szklerotikus és szklerotikus epilepszias esetekben. A GD-t (A, B), a CA3 régiot (C), a
CA1 régiot (D, E) és a stratum moleculare hataran fellelhetd, horizontalis, feltehetden
részben Cajal-Retzius sejtek denzitasat (F) kiilon vizsgaltuk. Szignifikdnsan kevesebb
mintakban (A-E). A nem-szklerotikus esetekben a CA3-ban (C) és a hilusban (B)
figyelhet6 meg szignifikans sejtszam csokkenés. A tobbi régidban a CR-immunreaktiv
sejtek mennyisége a rovid post mortem idejii kontrollhoz hasonlé. A szklerotikus
mintakban a CA1 régio kivételével mindenhol szignifikans csokkenés lathato (A, B, C)
a rovid post mortem idejli kontrollhoz viszonyitva. A CA1 régio térfogata jelentdsen
lecsokken a szklerotikus hippocampusban, ez magyarazza, miért nem talalhato itt
szignifikans kiilonbség feliiletegységre vonatkoztatva (D). a CAl régio egységnyi
hosszara vonatkoztatva azonban e régidban is szignifikdns sejtszdm csokkenés
figyelhetd meg (E). A stratum moleculare hataran talalhato, feltételezhetéen CR-pozitiv
Cajal-Retzius sejtek mennyisége minden epilepszias esetben szignifikansan kisebb volt,
¢s a hosszu post mortem idejii kontroll mintakban is (F). A kontrolltol valé szignifikans

kiilonbséget csillag jelzi (Mann-Whitney U-teszt, p<0,05).

4.7. A CR-pozitiv elemek elektronmikroszkopos vizsgdlata

Elektronmikroszkopos vizsgalatokat végeztiink, hogy megvizsgaljuk, valtozik-e
a CR-pozitiv interneuronok szinaptikus célelem eloszlasa az epilepszis
hippocampusban. 2 perfuzioval fixalt kontroll és 6 epilepszids mintat tanulmanyoztunk
(3 nem-szklerotikus és 3 szklerotikus). Valasztasunk a CAl régiora esett, hogy
megvizsgaljuk, a CR-pozitiv interneuronok részt vesznek-e a szinaptikus

reorganizacioban, és ez kapcsolatban éll-e a principalis sejtek pusztuldsdnak mértékével.
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4.7.1. A CR-pozitiv elemek ultrastrukturdja

A CR-tartalmt sejtek ultrastruktaralis jellemzd6i hasonléak voltak, a korabban
leirtakhoz (Seress et al., 1993a; Nitsch és Ohm, 1995; Urban et al., 2002). A citoplazma
altalaban vékony, kevés szamt mitokondriumot tartalmaz. A szinaptikus bemenetek
tobbsége a dendritekre korlatozddott. A 23 megvizsgalt CR-pozitiv sejttestbdl
mindossze kettd esetében talaltunk szimmetrikus szinapszist a szoman. A CR-pozitiv
dendritek szinaptikus bemenete gyér volt mind a kontroll, mind az epilepszias
mintakban. Zona adherentia jellegii kapcsolatok gyakran voltak megfigyelhetk a CR-
pozitiv dendritek kozott, akarcsak patkanyban (Gulyas et al., 1992).

A nem-szklerotikus epilepszias mintakban a CR-immunjelolt sejttestek tobbsége
kontrollhoz hasonlé volt. Szklerotikus esetekben azonban, szamos degeneralodo CR-
pozitiv sejttest volt lathatd erdsen karéjos, vagy részben felszeldelt sejtmaggal. A
sejtalkotok teljes szétesése is gyakran megfigyelheté volt. Az epilepszias
hippocampusban sok esetben megfigyeltiik, hogy a gyongyozott, szegmentalt CR-
pozitiv dendritek még a nem-szklerotikus mintdkban is a degeneracié jeleit mutattak
elektronmikroszkopos szinten (15. Abra). Torz mitokondriumok, felbomld
citoplazmatikus matrix jellemezte a megduzzadt dendritrészeket, mig a kornyezetiikben
levé nem-immunpozitiv dendritek tobbsége épnek bizonyult. A CR-pozitiv dendritek
kozott zona adherentia jellegli kapcsolatok ritkdbban voltak megfigyelhetéek az
epilepszias mintakban, mind nem-szklerotikus, mind a szklerotikus esetekben.

Az epilepszids mintdkban megndvekedett a glidlis elemek mennyisége, a CR-

pozitiv dendritek tobbsége glia nyulvanyokkal volt koriilvéve.

4.7.2. A CR-pozitiv termindlisok posztszinaptikus célelem eloszlasa

Kétféle CR-pozitiv terminalist talaltunk a CAl régidban: az egyik tipus
szimmetrikus szinapszist adott €¢s a CA1 régi6 minden rétegében fellelhetd volt, a masik
aszimmetrikus kapcsolatot hozott 1étre és zommel a stratum lacunosum-moleculare
teriiletére korlatozodott (Urban et al., 2002). Az eldbbiek a lokalis CR-tartalmu
interneuronok axontermindlisai, mig az utobbiak feltehetden a thalamikus reuniens
magbol szarmaznak (Amaral és Cowan, 1980; Bokor et al., 2002). A szimmetrikus és
aszimmetrikus  kapcsolatok  egyértelmiien  megkiilonboztethetbek  voltak a

posztszinaptikus denzitas alapjan (15. Abra).
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A kontroll mintdkban a CR-pozitiv termindlisok tobbsége szimmetrikus
szinaptikus kapcsolatot hozott 1étre a stratum oriensben (100% szimmetrikus, n=54) és
pyramidale-ban (98% szimmetrikus, n=83), mig a stratum lacunosum-moleculare
teriiletén a CR-pozitiv terminalisok majdnem fele (44% aszimmetrikus, n=98)
aszimmetrikus szinapszist adott foként jeloletlen dendritekre és tiiskékre (15. Abra). Az
aszimmetrikus szinapszist adé CR-pozitiv terminalisok aranya megnétt az epilepszias
CALl régidban. A szimmetrikus szinapszist ado termindlisok aranya lecsdkkent a stratum
oriensben (84% szimmetrikus, n=81) és lacunosum-moleculare-ban (20% szimmetrikus,
n=175) a nem-szklerotikus szovetekben és a stratum oriens-pyramidale-radiatumnak
megfeleld teriileten a szklerotikus mintak esetében (66% szimmetrikus, n=91) (16.
Abra).

Jelen dolgozatban a lokalis CR-tartalmu interneuronokra fokuszéltunk, igy a
szimmetrikus szinapszist add CR-pozitiv terminalisok célelemeit vizsgaltuk meg
részletesen.

A posztszinaptikus célelemeket az elektronmikroszkopos morfolégiajuk vagy
CR tartalmuk alapjan osztalyoztuk piramissejt dendritként, jeldletlen interneuron
dendritként, CR-pozitiv interneuron dendritként és tiiskeként. Mindig talaltunk olyan
posztszinaptikus elemeket is, melyeket nem tudtunk besorolni, ezeket azonositatlan
dendritként emlitjiik. A posztszinaptikus dendritek beazonositdsa a dendritek helye,
morfoldgiaja, és szinaptikus bemeneteinek mennyisége és mindsége alapjan tortént. Az
rendelkeznek, valamint a piramissejt dendritek (a tiiskékkel ellentétben) altalaban nem
kapnak aszimmetrikus szinaptikus bemenetet a patkany CA1 régié radiatum és oriens

rétegeiben (Megias et al., 2001).

62



DOI:10.14753/SE.2013.1796

15. Abra
Nagy nagyitasu elektronmikroszkopos képek kontroll (A, C, D) és epilepszias (B) CAl
régiobol. A CR-pozitiv interneuronok termindlisai szimmetrikus szinaptikus kapcsolatot
1étesitenek (A, B, D, vastag nyilhegyek) gyakran CR-pozitiv dendriteken (A, d1). Nem
jelolt interneuron dendritek szintén kapnak szinaptikus bemenetet CR-pozitiv
feltehetben gatld terminalisoktol (D). A stratum lacunosum-moleculare hataran a CR-
tartalmi termindlisok egy része aszimmetrikus szinaptikus kapcsolatot 1étesit
leggyakrabban nem jelolt dendritekkel, jellegzetesen vastag posztszinaptikus denzitassal
(C, vékony nyilhegyek). A B abran egy-egy varikoz dendritszakaszt lathatunk glialis
elemekkel koriilvéve. A dendrit kiszélesedd szakasza degeneralodd citoplazmatikus

organellumokat tartalmaz, de szinaptikus bemenetek még megfigyelhetdek, egy
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szimmetrikus szinaptikus kapcsolat egy CR-pozitiv terminalistol (vastag fehér
nyilhegy) és két aszimmetrikus szinaptikus kapcsolat jeloletlen terminalisoktol (vékony

fekete nyilhegyek). Skéla: A, C, D: 0,5 pm; B: 10 pm

16. Abra
Nagy nagyitasu elektronmikroszkopos képek epilepszias nem-szklerotikus (A, B, C) és

szklerotikus (D, E, F) CA1 régiobol. CR-pozitiv interneuron terminalisokat, melyek
CR-tartalmt dendriteket idegeznek be, ritkabban latni az epilepszias mintakban (A).
Féleg nem jel6lt interneuron dendriteken végzédnek mind nem-szklerotikus (B), mind
szklerotikus (D) esetekben. A B abran egy degeneralodd, nem jel6lt interneuron
dendritet lathatunk, mely szdmos szinaptikus kapcsolatot kap, egyet egy CR-pozitiv- és
harmat nem jeldlt interneuronoktol. A C abran egy stratum lacunosum-moleculare-beli
CR-pozitiv terminalis lathat6, mely egy nem-jel6lt dendrittel és egy tiiskével szinaptizal.
A szklerotikus mintdkban a CR-pozitiv interneuronok leggyakoribb célelemei szintén
nem jelolt interneuron dendritek (D). Az aszimmetrikus szinapszist adé6 CR-tartalmt
termindlisok ardnya megnd epilepszidban. Az E és az F dbran CR-pozitiv terminalisok
figyelhetok meg, melyek egy CR-tartalmu dendriten, egy tiiskén (E), és egy nem jeldlt

interneuron dendriten végzédnek (F). Skala: 0,5 um.
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A kontroll mintdkban a CR-tartalmi interneuronok leggyakoribb
posztszinaptikus célelemei CR-pozitiv dendritek (23%) és piramis sejt dendritek
(22,4%) voltak (17. Abra). Jelsletlen interneuron dendritek és tiiskék ritkabban voltak
megfigyelhetok a célelemek kozott (7,6% és 2,12%) (17. Abra). A célelemek maradék
44%-a nem volt beazonosithat6. Ehhez képest az epilepszids mintakban szignifikdnsan
kevesebb CR-pozitiv dendrit fordult eld a célelemek kozott (5,13% a nem-
szklerotikusban és 3,16% a szklerotikusban) (17. Abra).

A nem-szKklerotikus esetekben a leggyakoribb célelemek nem-jeldlt interneuron
dendritek voltak (35,9%). Piramis sejt dendritek szintén eléfordultak a célelemek
kozott, bar kisebb szamban, mint a kontroll mintikban (10,3%) (17. Abra). Tiiskék csak
ritkan voltak megfigyelhetek (2,56%).

A szklerotikus esetekben a leggyakoribb célelem szintén interneuron dendrit volt
(44,19%). Piramis sejt dendritek nem voltak jelen a célelemek kozott, mely

magyarazhat6 a nagyfoku principalissejt-pusztulassal (17. Abra).
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17. Abra

A CR-pozitiv interneuronok szinaptikus target szelektivitdsa megvaltozik az epilepszias

CA1l régidoban. A kontroll mintdkban a CR-tartalml interneuronok terminalisai
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interneuron dendriteken (nagyobbrészt CR-pozitivakon, és kisebb részt nem-jeldlteken)
¢s principalis sejt dendriteken végzddnek. A CR-tartalmu dendritek ardnya a
posztszinaptikus célelemek kozott lecsokken mind a nem-szklerotikus, mind a
szklerotikus mintdkban. A nem jeldlt interneuron dendritek ardnya a célelemek kozott
megnd mindkét patoldgiai csoportban. A piramis sejt dendritek aranya lecsokken a nem-
szklerotikus esetekben, a szklerotikus mintakban pedig egyaltalan nem szerepeltek a
célelemek kozott.

Roviditések: CR d: CR-pozitiv dendrit; IN d: interneuron dendrit; P d: piramis sejt
dendrit; A d: azonositatlan dendrit; n: mintaszam; N: a megvizsgalt CR-pozitiv

axonterminalisok szama.

4.8. A CR-tartalmu interneuron-szelektiv gatlosejtek célelemeinek azonositisa

A patkany hippocampus CR-pozitiv sejtjei interneuron-szelektiv gatlo sejtek,
melyek foként a CB-tartalmu interneuronokat idegzik be a CA1 régidban (Gulyas et al.,
1996). A human hippocampusban talalhatdé CR-pozitiv sejtek egy része szintén ebbe a
funkcionalis tipusba tartozik (Urban et al., 2002), azonban azt még nem vizsgaltak,
hogy ezek a human hippocampusban szintén beidegzik-e a CB-tartalmu
interneuronokat.

CR-CB kettés immunfestést alkalmaztunk a DAB-DAB-Ni moddszerrel annak
érdekében, hogy kideritsiik, hogy a CB-pozitiv interneuronok — melyek nagyrészt a
hippocampusban (Wittner et al., 2002) — a human hippocampusban is célelemei-e a CR-
tartalm® interneuronoknak. Az immunpozitiv elemek konnyen megkiilonboztethetéek
voltak: a CR-pozitiv elemek feketék, a CB-pozitivak pedig barnak voltak a
fénymikroszkopban.

A CB immunfestés (barna csapadék) a human kontroll CAl régidban
interneuronokat és piramis sejteket jelol, melyek megkiilonbdztethetdek voltak, hiszen
az interneuronok erésebben festédnek (Seress et al., 1991, 1992; Wittner et al., 2002),
bipolaris vagy multipolaris alakkal rendelkeznek (Seress et al., 1991) és minden
rétegben fellelhetéek (Freund és Buzsaki, 1996). A CR immunfestés (fekete csapadék)
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interneuronokat jelolt a CAl régidban (lasd fentebb) és axonokat, legnagyobb
stirliségben a stratum moleculare belsé harmadaban és a stratum lacunosum-moleculare
stratum radiatumhoz kozelebb es6 harmadéaban.

A CR-tartalmu axonterminalisok sokszor létesitettek kontaktusokat CB-pozitiv
interneuron dendritekkel mind a kontroll, mind a nem-szklerotikus epilepszias
esetekben (18. Abra). Ezek feltchetéen a lokalis CR-tartalmd interneuronokbol
szarmaz0 gatlo szinaptikus kapcsolatok voltak, tekintve, hogy a vizsgalt CB-pozitiv
dendritek a stratum oriensben vagy a stratum radiatumban, kozel a stratum pyramidale-
hoz helyezkedtek el, és ezekrol a rétegekrdl egy korabbi elektronmikroszkdpos vizsgalat
mar kimutatta, hogy aszimmetrikus szinapszist add CR-pozitiv terminalisokat nem
tartalmaz (Urban et al., 2002) és ezt a mi elektronmikroszkopos vizsgalataink is
igazoltak. Tehat bizonyitottuk, hogy patkdnyhoz (Gulyas et al., 1996) hasonloan a

human hippocampus CR-pozitiv interneuronjai is végzddnek CB-tartalmu gatlosejteken.

67



DOI:10.14753/SE.2013.1796

18. Abra

CB-CR kettds immunfestés a DAB-DAB-Ni médszert alkalmazva. A CB immunfestés
(DAB, barna csapadék) interneuronokat valamint piramis sejteket jelol a CA1 régioban.
A CB-tartalmu interneuronok ¢€s piramis sejtek egyértelmiien megkiilonboztethetdek a
festés intenzitasa, a morfologiajuk, és helyiik alapjan. A CR-immunfestés (DAB-NI,
fekete csapadék) szamos interneuront jelol a CA1 régioban. A CB-pozitiv interneuronok
dendritjei gyakran kapnak vélhetéen szinaptikus kapcsolatokat CR-tartalmi axon
terminalisoktél mind kontroll (A), mind nem-szklerotikus epilepszias (B) mintakban.
Ezek vélhetden lokalis interneuronoktdl szarmazo gétld kapcsolatok, mivel a vizsgalt
CB-pozitiv dendritszakaszok a stratum oriensben ¢és radiatumban (kozel a stratum
pyramidale-hoz) voltak megfigyelhetok, és az elektronmikroszkopos vizsgalatok
eredménye szerint ezek a teriiletek mentesek az aszimmetrikus (feltehetéen serkentd)

szinapszist addo CR-pozitiv terminalisoktol. Skala: 10 pm
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5. MEGBESZELES

5.1. SPR-immunpozitiv sejtek valtozasai

5.1.1. Az SPR-pozitiv interneuronok részt vesznek a dendritikus gdtlisban a humadn

hippocampusban

A humén hippocampus SPR-pozitiv interneuronjai kiilonboznek a patkanyban
leirt SPR-pozitiv gatlosejtektdl. Patkany hippocampusban az SPR-tartalmu sejtek
morfologiai és funkcionalis értelemben is heterogének, és sok mas neurokémiai
markerrel kolokalizalnak (Acsady et al., 1997; Sloviter et al., 2001). Ezzel szemben a
human hippocampusban immunfluorescens kettds festésekkel kimutattuk, hogy csupan
a dendritikus gatlosejteket festdé CB-nal mutatnak atfedést. A tobbi dendritikus gatldsejt
markerrel (CCK, SOM, CR), a periszomatikus gatlosejt markerekkel (PV, CCK) és az
interneuron szelektiv gatlosejt markerrel (CR) nem volt kimutathaté szamottevd
kolokalizacio (5. Abra, 5, 6. Tablazat).

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az SPR-pozitiv interneuronok egy része
a dendritikus gatlasban vesz részt. Mivel az SPR-tartalmu sejtek nagy részét nem tudtuk
mas ismert neurokémiai markerekkel vizualizalni, ezért a kérdés nyitott marad, hogy e
sejtek tobbsége a dendritikus, interneuron-specifikus vagy a periszomatikus gatlasban
vesz-e részt a human hippocampusban.

Kimutattuk, hogy jelentds atfedés van az SPR- és a CB-tartalmu sejtek kozott, és
a kettds jelolt sejtek aranya megnétt az epilepszias mintakban (4, 5. Tablazat). A CB-
pozitiv  interneuronokrél  kimutattdk, hogy megmaradnak az  epilepszias
hippocampusban mind human mintakban (Sloviter et al., 1991; Magloczky et al., 2000;
Suckling et al., 2000; Wittner et al., 2002), mind epilepszia modellben (Sloviter, 1989;
Freund et al., 1992; Magloczky és Freund, 1993; Bouilleret et al., 2000). A CB/SPR
kettds jelolt interneuronok nagyobb ardnya az epilepszias mintakban utalhat arra, hogy a
CB-t is tartalmazd SPR-pozitiv sejtek kevésbé érzékenyek epilepsziara, mint a CB-t

nem tartalmazok, vagy a CB megjelenik az életben marado sejtekben.
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5.1.2. Az SPR-pozitiv sejteket érinto vailtozasok a humadn epilepszias CAl régioban

Eredményeink szerint az SPR-tartalmi interneuronok meg6rzédnek az
mennyiségiik és eloszlasuk hasonld a kontroll mintadkhoz, mig a szklerotikus esetekben
a szamuk lecsokken (2, 4, 5. Abra). Azonban a sejtek morfologidja jelentdsen
megvaltozik az epilepszids mintdkban. A nem-szklerotikus szdvetben az SPR-pozitiv
sejtek dendritjei gyongyozotté valnak, és dendritfajuk kiterjedtebbé valik, tobb elagazast
tartalmaz, amit kvantitativ vizsgalattal is igazoltunk (3, 4, 6. Abra).

A varikozitasok jelenléte csokkentheti a dendritek passziv elektromos
tulajdonsagait azaltal, hogy az elkeskenyedd szakaszokon megnd a dendritek bels6
ellenallasa (Ellias és Stevens, 1980). Elképzelhetd, hogy ezaltal a varikozitasok aktivan
szerepet jatszanak abban, hogy lecsokkenjen a dendritekben a serkentd és gatld
szinaptikus aramok elektrotonusos vezetése (Hahm et al., 2011).

Ez a morfologiai valtozas, tobb folyamat eredményeképpen is 1étrejohet. In vivo
kisérletekben kimutattak, hogy az SPR-tartalmu sejtek dendritjei varikozza valnak, ha
SP-t juttatnak a vizsgalt agyteriiletre, mely a receptorok endoszomalis rendszerbe
torténd visszavételével jar (Mantyh et al.,, 1995a; Mantyh et al.,, 1995b) és a
mikrotubulusok lokalis atrendezddése, depolimerizacidja okozza (Ellias és Stevens,
1980; McNeil et al., 1999; Hahm et al., 2011). A kontroll human hippocampus SP
forrasat egyrészt SP-tartalmu sejtek adjak, melyek nagy szamban fellelhetéek ezen
agyteriileten (Lotstra et al., 1988), masrészt a supramammillaris magbol a GD-ba és a
CAZ2-be vetité axonkoteg, melyrdl kimutattak, hogy SP-t is tartalmaz (Gall és Selawski,
1984; Davies és Kohler, 1985; Ino et al., 1988; Yanagihara és Niimi, 1989; Nitsch és
Leranth, 1994; Borhegyi és Leranth, 1997a; Borhegyi ¢és Leranth, 1997b).
Allatmodellben kimutattik, hogy a hippocampélis principalis sejtek erdteljesen
megndvelik SP-expressziojukat epilepsziaban (Liu et al., 1999a; Liu et al., 2000;
Wasterlain et al., 2000). Tovabba a supramammillo-hippocampalis palya — ami a
hippocampalis SP 6 forrasa — sarjadzik, kiterjed a human epilepszias hippocampusban
(Magloczky et al., 2000). Mindezek arra utalnak, hogy a megnovekedett SP szint a
legval6sziniibb oka a varikoz SPR-pozitiv dendritek megjelenésének a nem-szklerotikus

epilepszids mintdkban. A nagyobb mennyiségli endogén SP hatdsara kialakulo
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varikozitasoknak a fent emlitett mechanizmus révén protektiv szerepe is lehet azaltal,
hogy csokkenthetik a serkent bemenetek elektrotonusos terjedését (Hahm et al., 2011).

A sejtek kiterjedtebb dendritfaja a nem-szklerotikus mintakban szintén a
substance P rendszer mikodésének fokozodasat jelentheti, mely valoszinileg egy
kompenzécidés mechanizmus mely a dendritikus gétlds hatékonysagat novelheti.

Egy masik lehetséges magyardzat a dendritek gydngyozotté valasara az
excitotoxikus sériilés. Ezt a szklerotikus mintak esetében alatdmasztja, hogy sok
degeneralodo SPR-pozitiv elemet lehetett latni a szklerotikus epilepszias CA1 régioban
(2, 3, 4, 6. Abra), valamint az, hogy a szklerotikus esetekben az SPR-tartalmu sejtek
mennyisége jelentdsen lecsokken (2, 4, 5. Abra). A dendritelagazasi pontok szdmanak
csOkkenése a szklerotikus CAl-ben tovabb erdsiti ezt a hipotézist (3, 4, 6. Abra, 3.
Tablazat). Az SP jelentésen képes novelni a sejtek serkenthetéségét (Lu et al., 2009),
ezért a fokozott SP tonus excitotoxikus lehet ezeken a sejteken.

A nem-szklerotikus esetekben a dendritfa kiterjedését tapasztaltuk (4, 6. Abra).
A nagyszamu rovid, torz, varikdz dendrit jellegzetesen az éretlen sejtekre jellemzd
(Seress ¢és Ribak, 1990; Seaylowe ¢és Claiborne, 1992), melyek 1étrejottét a fejlédéshez
hasonldan epilepsziaban is indukalhatjdk a neurotrophinok. A brain derived
neurotrophic factor (BDNF) szintjérél (Mathern et al., 1997b; Poulsen et al., 2004),
valamint specifikus receptoranak a TrkB-nek a mennyiségér6l (Rocamora et al., 1992;
Dugich-Djordjevic et al., 1995; Goutan et al., 1998) kimutattak, hogy megemelkedik
epilepszias aktivitds utdn. A fejlédés soran a CB-tartalml interneuronok tulélését, és
differencialodasat eldsegiti a BDNF (Lowenstein és Arsenault, 1996; Pappas ¢és
Parnavelas, 1997; Fiumelli et al., 2000). Mivel a CB-tartalmu SPR-pozitiv sejtek
tulélnek az epilepszids mintdkban, elképzelhetd, hogy a megndvekedett BDNF szint
segiti eld a talélésiiket, valamint a dendritfajuk kiterjedését.

Tobb jelenség is utal arra, hogy epilepsziaban a dendritikus gatlas nem mitkodik
megfelelden. Epilepszidban a dendritikus gétldsejtek érzékenységérdl szamol be szamos
publikaci6. A somatostatin- és a neuropeptid Y-tartalmi dendritikus gatlosejtek is
érzékenynek bizonyultak (de Lanerolle et al., 1988; Sundstrom et al., 2001) és a
dendritikus gatlas csokkenésérdl szamol be Cossart és munkatarsai allatmodellben is
(Cossart et al.,, 2001). Az SPR-pozitiv sejtek dendritfajanak kiterjedése a nem-

szklerotikus esetekben utalhat az SP-rendszer fokozott miikodésére, mely elképzelhetd,
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hogy egy kompenzacidés mechanizmus, €s az SPR-tartalmu gatlosejtek altal kozvetitett

dendritikus gatlas hatékonysagat noveli.

5.1.3. Az SPR-pozitiv interneuronokat érinté szinaptikus reorganizdcio a humadn

epilepszias CAl régioban

A CB-tartalmu interneuron dendritekhez hasonléan (Wittner et al., 2002) az
SPR-pozitiv interneuron dendritekre érkezd gatldo bemenetek ardnya is megnd a
szklerotikus CA1 régioban (10. Abra). Ez a novekedés magyarazhatd a rezisztens
interneuronok axonjainak sarjadzasaval, ahogy azt leirtdk a CB-tartalmt interneuronok
esetében is (Wittner et al., 2002). Az aszimmetrikus szinaptikus bemenet megérzédése a
szklerotikus mintdkban utalhat a régioban végz6do serkentd palyak sarjadzasara, hiszen
a régio principalis sejtjei, a CA1 piramissejtek tobbsége elpusztul. A fent idézett korabbi
tanulmanyhoz hasonléan (Wittner et al., 2002) mi is megfigyeltiink mohaterminalis-
szerll axonvégzddéseket a CAl régioban az SPR-pozitiv dendriteken. Elképzelhetd,
hogy ezek a terminalisok a szemcse-sejtekbdl erednek, mely azt jelentené, hogy a
moharost sarjadzas a CAl régiot is eléri a szklerotikus human hippocampusban
(Mathern et al., 1997a; Wittner et al., 2009). Emelett a rezisztens CA2 és CA3 piramis
sejtek is képezhetik egy lehetséges forrasat az SPR-pozitiv sejtekre érkezd
aszimmetrikus bemeneteknek. A CAl régi6 entorhinalis kéregbdl szarmazo
bemeneteinek sarjadzasat (Shetty, 2002), valamint a subiculumbdl a CAl stratum
radiatumba érkezé serkentd vetités megjelenését leirtak epilepszia allatmodellben
(Lehmann et al., 2001), de emellett a thalamikus nucleus reuniensbél érkezé serkentd

bemenetek sarjadzasa sem elképzelhetetlen.

72



DOI:10.14753/SE.2013.1796

5.2. A CR-immunpozitiv sejtek valtozasai

5.2.1. Az életkor, a fixdlds és a post mortem ido hatisa a CR-immunfestésre

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a CR-immunfestett sejtek szamat a
hippocampusban jelentdsen befolydsolja a post mortem id6 hossza. A legjobb
immunfestést, és a legmagasabb CR-immunjelolt sejtszamot a rovid post mortem ideji,
perfundalt kontroll mintdk esetén kaptuk. A hosszii post mortem ideji kontroll
mintakban az immunpozitiv sejtek szama jelentésen kisebb volt (11, 13, 14. Abra, 6.
Tablazat).

Allatmodellben kimutattdk, hogy a CR-tartalmi interneuronok érzékenyek
ischaemiara és ischaemia el6idézése utan 6 oOraval argirofillé valnak (Freund és
Magloczky, 1993). Eredményeink utalhatnak arra, hogy ezek a sejtek az emberi
hippocampusban is érzékenyek oxigén- €s energiaszegény allapotokra €s a fixalas elotti
hosszll post mortem iddre. Lehetséges tovabba, hogy a sejtek valtozatlan forméban jelen
vannak, csupdn az immunfestés érzékeny a hosszii post mortem iddre a calretinin
fehérje gyors lebomlasa miatt. Ezért fontos rovid post mortem idejti, jol fixalt kontroll
mintdkat haszndlni, amikor e sejttipust érintd valtozasokat vizsgdljuk az epilepszids

human hippocampusban.

5.2.2. A CR-pozitiv interneuronok érzékenyek epilepszidra

A CR-tartalmu sejtek az allatmodellekhez hasonléan (Magloczky és Freund,
1993; Andre et al.,, 2001; Slezia et al.,, 2004; Tang et al., 2006) a human
hippocampusban is érzékenyek epilepszidra. A principalis sejtpusztulas mértékétol
fliggben szamuk megvaltozik: mig a nem-szklerotikus mintakban megérz6dnek, addig a
szklerotikus esetekben mennyiségiik szignifikinsan lecsokken (12, 13, 14. Abra, 6.
Tablazat). Az epilepszias CA3 régidban és a hilusban csak kevés CR-pozitiv sejt marad
meg még a nem-szklerotikus esetekben is (14. Abra, 6. Tablazat), ezeken a teriileteken

mutatjak a CR-tartalmu sejtek a legnagyobb érzékenységet, mely Osszefliggésben allhat
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a sarjadzott mohatermindlisok altal kozvetitett megnovekedett serkentd bemenettel
(Shan et al., 2002).

Megfigyeléseink ellentétben allnak Bliimcke ¢és munkatarsai eredményeivel,
miszerint a CR-tartalmu sejtek megdérzédnek epilepsziaban, és mennyiségiik meg is né
(Blumcke et al., 1996; Blumcke et al., 1999). Ez valoszintileg az altaluk hasznalt hossza
post mortem idejii kontroll mintdkkal magyarazhat6, melyekrdl kimutattuk, hogy
szignifikansan csokken a CR-immunfestés benniik.

A horizontalis CR-pozitiv sejtekrél a stratum moleculare-fissura hataran
(feltételezett Cajal-Retzius sejtek) kimutattak, hogy megné a szamuk epilepsziaban
(Blumcke et al., 1996; Thom et al., 2002). Abraham és Meyer bizonyitottak, hogy a
tobbsége ezeknek a CR-pozitiv sejteknek valoban reelint expresszalo Cajal-Retzius sejt
(Abraham és Meyer, 2003). A Cajal-Retzius sejtekrél és az altaluk termelt reelinrél
kimutattdk, hogy részt vesznek az epilepszias funkcidzavarban, epilepsziamodellben a
szemcsesejtek diszperzidjat megakadalyozta az exogén reelin alkalmazasa (Heinrich et
al., 2006; Muller et al., 2009). Ezért fontos tisztazni a sorsukat human epilepsziaban.
Jelen tanulmanyban a kérdéses tertilet részletes elemzésével bizonyitottuk, hogy a CR-
pozitiv sejtek szama ebben a régidban is lecsokkent (14. Abra, 6. Tablazat).

Eredményeink megerdsitik azokat a vizsgalatokat, melyek kimutattdk, hogy a
CR-tartalmu sejtek érzékenyek epilepsziara mind allatmodellben, mind human TLE-ban
(Magloczky és Freund, 1993; Magloczky et al., 2000; Suckling et al., 2000; Andre et
al., 2001; Slezia et al., 2004; van Vliet et al., 2004; Tang et al., 2006), tovabba arra
utalnak, hogy a Cajal-Retzius sejtek szintén érzékenyek.

Felmeriil a kérdés, hogy a CR-tartalmu sejtek valdban elpusztulnak a
szklerotikus mintakban, esetleg a CR expresszioja csokken le benniik, vagy az antigén
felismerése gatolt a fehérje valamilyen konformacio-valtozdsa miatt, mint egy masik
kalciumkoté fehérje, a parvalbumin esetén (Johansen et al., 1990; Magloczky és Freund,
1995; Wittner et al., 2001). Az utdbbi két lehetség valosziniitlen, mivel a CR-pozitiv
sejtek degeneralddasara utald jelek mind fény- mind elektron mikroszképos szinten
megfigyelhetéek epilepszia €s ischaemia modellekben (Magloczky és Freund, 1993;
Andre et al., 2001; Slezia et al., 2004) (Freund és Magloczky, 1993; Tang et al., 2006),
valamint human TLE-ban (Magloczky et al., 2000; Suckling et al., 2000) beleértve a
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jelen tanulményt is. Ezért a CR-tartalmua sejtek szdmanak csokkenése a szklerotikus
human hippocampusban nagy valdszintiséggel ezen sejtek irreverzibilis sériilésére utal.

A talélé CR sejtek dendritjeinek morfologidja megvaltozik az epilepszias
mintakban, a dendritek gyongyozotté, szegmentalttd valnak (12. Abra).
Elektronmikroszkopos vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a dendritek szerkezete sériilt,
mar a nem-szklerotikus esetekben is (15. Abra), ahol mind a CR-pozitiv sejtek, mind a
principélis sejtek még valtozatlan mennyiségben vannak jelen (12, 13, 14. Abra). A
varikdz dendritek kialakuldsat valdszinilileg az excitotoxikus sériilés okozza, mely a
megnovekedett serkentés kovetkeztében intenzivebb viz és ionbedramldsra vezethetd
vissza (Olney, 1978; Olney et al., 1986; Seitelberger et al., 1990; Emery és Lucas, 1995;
Park et al., 1996; Hasbani et al., 1998).

A kontroll mintakban megfigyelhetd, hogy a CR-pozitiv sejtek dendritjei
gyakran szorosan egymds mellett futnak és zona adherentiaval kapcsolodnak
egymashoz (11, 15. Abra) (Urban et al., 2002). Hasonloan, zona adherentia figyelhetd
meg a PV-pozitiv dendritek kozott is kontroll és epilepszias human hippocampusban
(Seress et al., 1993b) (Wittner et al., 2005), valamint patkanyban a gap junction-ok
kozott (Kosaka és Hama, 1985) és vélhetéen a gap junction-nal 6sszekotott dendritek
mechanikai stabilitasat szolgaljak. Elképzelhetd, hogy ez a CR-tartalmu sejtek esetében
1s igy van, €s ez esetben e struktirdk jelenléte a CR-pozitiv sejtek dendritjei kozott a
sejtek egy elektromosan 6sszekapcsolt, szinkronizalt haldzatat hozhatja létre. Zona
adherentia ritkdn volt megfigyelhetd az epilepszias mintdkban.

A dendritek sériilése — varikozitdsok kialakuldsa, szegmentalédds — és a zona
adherentiak hianya csokkentheti a dendritikus gatlosejteknek az interneuron-specifikus
gatlosejtek altali hatékony szinkronizaciojat.

Mindezek alapjan azt feltételezziik, hogy a CR-tartalmt gatlosejtek mitkodése és
hatékonysdga a nem-szklerotikus epilepszids mintdkban is lecsokken, melyekben

valtozatlan mennyiségben vannak jelen.
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5.2.3. A CR-pozitiv interneuronok célelemei megvdaltoznak a humadn epilepszias CAl

régioban

Az aszimmetrikus szinapszist adé CR-pozitiv terminalisok ardnya megnétt az
epilepszias mintakban. Ez egyrészt magyarazhatd a CR-tartalmu interneuronok
terminalisainak degeneralodasaval a nem-szklerotikus szovetben, a szklerotikus
esetekben pedig a CR-tartalmu interneuronok kiterjedt pusztulasaval. Masrészt nem
zarhaté ki az extrahippocampalis (nucleus reuniens) eredetli serkentd bemenetek
sarjadzasa sem, mint ahogy azt leirtdk a GD-ban és a CA2-ben végzddo
supramammillaris bemenet esetében (Magloczky et al., 2000) is.

A CR-pozitiv interneuronok célelemeinek eloszldsa megvaltozott az epilepszias
leggyakrabban CR-tartalmt dendriteken, piramis sejt dendriteken és jeloletlen
interneuron dendriteken végzdédtek. Ezzel szemben az epilepszids mintdkban
szignifikansan kevesebb CR-pozitiv dendrit €s piramissejt dendrit volt célelemek kozott
(17. Abra).

Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a hippocampdlis interneuron haldzat
(beleértve a CR-pozitiv sejteket is) reorganizacidjaval mar azokban a mintdkban is
szamolni kell, ahol nincs jelentds principdlis sejt- és CR-tartalmu interneuron pusztulas
a CAl régidban. Az, hogy a nem-szklerotikus esetekben is kevesebb piramis sejt
dendritet taldltunk a posztszinaptikus célelemek kozott, utalhat CR-tartalmt
interneuronok  dendritikus  gatlosejtként  funkcionaldé  hanyaddnak  nagyobb
érzékenységére. A CR-pozitiv dendritek kisebb aranyt beidegzése magyarazhatd a CR-
tartalmu célelemek degeneralédasaval. A szklerotikus esetekben, a természetes
célelemek (CR-pozitiv dendritek, piramissejt dendritek) intenziv pusztuldsa okozza azt,
hogy nagyobb aranyban talaltunk a célelemek kozott jeldletlen interneuron dendriteket.

A CR-tartalma interneuronok azon csoportjanak, mely mas interneuronokon
végzodik szerepe lehet a dendritikus gatlosejtek tiizelésének szinkronizalasaban (Gulyas
et al, 1996; Magloczky és Freund, 2005), mely elengedhetetlen a dendritikus
elektrogenezis (Miles et al., 1996) és a szinaptikus plaszticitas kontrollalasaban. Ezt a
hipotézist erdsiti az a megfigyelésiink, hogy a CB-tartalmti dendritikus gatlosejteken
végzddnek CR-pozitiv bouton-ok mind a kontroll, mind az epilepszias mintakban (18.
Abra).
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Eredményeink arra utalnak, hogy a CR-pozitiv interneuronoknak mind a
szinaptikus kapcsolatai, mind a dendritek kozotti kapcesolatai modosulnak, sériilnek
epilepszidban, még a nem-szklerotikus esetekben is, ahol az idegsejtek zome nem
pusztul el. A CR-tartalmu interneuronok dendritfaja sériilt, ami ezen interneuronoknak
kevésbé hatékony szinkronizacidjat vonhatja maga utan és kovetkezésképpen az altaluk
beidegzett dendritikus gatlosejtek szinkronizaciojanak csokkenését. Ez hozzajarulhat az
érkez6 serkentd bemenetek hatékonysaganak fokozddasahoz vezethet (19. Abra).
Ezekrdl a serkenté bemenetekrdl pedig megallapitottdk, hogy mind allatmodellben
(Perez et al., 1996; Esclapez et al., 1999; Lehmann et al., 2001), mind human mintakban
sarjadzanak (Lehmann et al., 2000).
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19. Abra

Osszefoglalo dbra a CR-pozitiv interneuronokat és dendritikus gatlosejteket érintd gatld
szinaptikus reorganizaciorol a nem-szklerotikus epilepszias CA1 régidoban. Kontroll: a
human hippocampusban a CR-tartalma sejtek (zold) egy része interneuron-szelektiv
gatlosejt, melyek dendritikus gatlosejteket (sotétkék) és mas CR-pozitiv interneuronokat
(z61d) idegeznek be. A CR-tartalmu sejtek dendritjei egymassal is kapcsolatban allnak.
Az elektromos szinapszisokkal Osszekapcsolt CR-tartalmu sejtek hatékonyan tudjak
szinkronizalni a dendritikus gatlosejtek altal a piramis sejt dendritekre (narancssarga)
érkez6 gatlast. Epilepszias, nem-Szklerotikus: a CR-tartalmi sejtek egy része
degeneralodik, melynek kovetkeztében sériil e sejtek dendritjei kozti kapcsolat, €s igy
az elektromos Osszekottetésiik. Ez a beidegzett dendritikus gatldsejtek aszinkron
tiizeléséhez vezethet (vilagoskék), ami egy kevésbé hatékony dendritikus gatlast
eredményez a piramis sejt dendriteken, melynek kovetkeztében abnormalisan

felerdsodhet az amugy is sarjadzott serkentd bemenetek hatasa (sotét narancssarga).
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6. KOVETKEZTETESEK

Osszegfoglalasként elmondhato, hogy az altalunk vizsgalt mindkét interneuron
populacié sejtjei — SPR-pozitiv interneuronok és CR-tartalmu interneuronok -
meg6rzédnek a nem-szklerotikus epilepszias human hippocampusban, azonban szamuk
jelentdsen lecsokken a szklerotikus esetekben. Annak ellenére, hogy ezek a sejtek
valtozatlan mennyiségben vannak jelen a nem-szklerotikus mintdkban, mégsem
tekinthetok kontrollszeriinek. Ezek a sejtek plasztikusan megvaltoznak epilepszidban,
mely valtozas korreldl a principalis sejtpusztulas mértékével. A sejtek morfoldgiaja
megvaltozik: az SPR-pozitiv interneuronok dendritarborizaciéja megnd, a nytlvanyok
gyongyozotté valnak, a CR-tartalmu sejtek dendritjei pedig a degeneralddas jeleit
mutatjak.

Patkanyban kimutattdk, hogy az SP ¢és agonistai direkt hatnak az SPR-
immunpozitiv interneuronokra, és igy indirekt médon erdsitik a gatld szinaptikus hatdst
a piramissejteken (Maubach et al., 1998; Stacey et al., 2002). Egy ilyen nagyobb
aktivitast kompenzald6 mechanizmus emberben is magyaraznd az SPR-immunpozitiv
sejtek ¢életben maradasat epilepsziaban. A kiterjedtebb dendritfa altal, a nagyobb
mennyiségli aktivitdsnak megfeleléen az SPR sejtek receptiv feliilete megnd. Ezek a
megfigyelések erdsitik azt a hipotézist, hogy interneuronokat érintd, intenziv
szinaptikus reorganizacié a nem-szklerotikus CA1 régioban is jelen van, noha jelentds
principalis sejtpusztulas nincs benniik (Lehmann et al., 2001; Wittner et al., 2002;
Wittner et al., 2005). Az SPR sejtek erételjes morfologiai valtozasa egy megvaltozott
funkciora és az SP-rendszer hatékonysaganak novekedésére utal a nem-szklerotikus
epilepszias human hippocampusban. Ezért az SP-rendszer egy 10j terdpias célpontot
jelenthet az epilepszia kezelésében.

Mig az SPR sejtek hatékonysaga valdsziniileg fokozodik a nem-szklerotikus
human hippocampusban, addig a CR-tartalmi interneuronok miikodésérdl az
ellenkezdje latszik bebizonyosodni, a nem-szklerotikus esetekben is a degeneralodas
jeleit mutatjak. Ezzel valoszinlileg a hiperaktivitas iranydban toljak el a rendszert,
hiszen az interneuron specifikus CR sejtek sériilése folytan a dendritikus gatlosejtek

szinkronizacioja csokkenhet, masrészt a dendritikus gatlosejtek kozé tartozé CR sejtek
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is nagy valoszinliséggel sériiltek, tovabb csokkentve ezzel a dendritikus gétlas
hatékonysagat. Ehhez jarul még hozza az , hogy a CR sejtek célelemei megvaltoznak, a
nem-szklerotikus esetekben is: az interneuronok innervacidja megnétt, mig a piramis
sejtek beidegzése csokkent, ami szintén vezethet a dendritikus gatlas csokkenéséhez. Ez
magyarazhatja, hogy miért vannak jelen stilyos rohamok a nem-szklerotikus epilepszias
betegekben is, ahol jelentés hippocampalis sejtpusztulasrol nem beszélhetiink, viszont
szinaptikus reorganizacio jellemzé a szovetre. A CR-tartalmu interneuronok mellett a
somatostatin €s a neuropeptid Y-tartalmi dendritikus gatlosejtek érzékenységét is
megfigyelték epilepsziaban (de Lanerolle et al., 1988; Sundstrom et al., 2001), ami
szintén hozzajarulhat a dendritikus gatlas csokkenéséhez. Elképzelhetd, hogy ezeket a
jelenségeket részben kompenzalja az  SPR-pozitiv  gatlosejtek  fokozodo
bemenetérzékenysége a nem-szklerotikus esetekben.

A hippocampalis neuronhalézat reorganizacioja mar a nem-Szklerotikus
betegekben is megfigyelhetd, mindamellett a hippocampus f6 kimenetété képezé CA1
piramis sejtek jelen vannak, melyek egyiittesen lehetévé teszik, hogy a régid egy

epileptogén fokuszként viselkedjen.
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7. OSSZEFOGLALAS

K¢ét, egymassal nem atfedd interneuron populaciot — substance P receptort (SPR)
expresszald és calretinin-tartalmt (CR) sejtek — vizsgaltunk TLE-ban szenvedd betegek
mitéti uton eltavolitott hippocampusaban (n=72) és Osszehasonlitottuk post mortem
kontroll mintakkal (n=11). A CR-t féként a dendritikus és az interneuron-specifikus
gatlasban résztvevO interneuronok expresszaljak az emberi hippocampusban.
Kolokalizacios vizsgalatok alapjan az SPR-pozitiv sejtek egy része a dendritikus
gatlosejtek kozé tartozik. Eredményeink szerint mind az SPR-, mind a CR-pozitiv sejtek
mennyisége szignifikdnsan lecsokken a szklerotikus epilepszias mintakban. Ezzel
szemben a nem-szklerotikus hippocampusokban - ahol a CAl piramissejtek életben
maradnak - megdrz6dnek, azonban morfologiajuk megvaltozik. Az SPR-pozitiv sejtek
dendritfaja kiterjedtebb, tobb eldgazast tartalmaz, a dendritek varikozak, mely a
substance P-rendszer mtikodésének fokozodasat jelentheti. E valtozasok a dendritikus
gatlas hatékonysagat ndveld kompenzacidés mechanizmus részei. Az SPR-pozitiv sejtek
szinaptikus boritottsaganak elektronmikroszkopos vizsgalataval kimutattuk, hogy a
gatlo bemenetek mennyisége megnd rajtuk. Az aszimmetrikus szinaptikus bemenet
megodrzodése a szklerotikus mintakban a régidban végzddo serkentd palyak sarjadzésara
utal. CR-tartalmu sejtek a nem-szklerotikus esetekben is érzékenyek, gyakoriak a
szegmentalt, degenerdlodo dendritek. Elektronmikroszkopos vizsgalataink szerint a
kontroll mintadkban a CR-tartalmu interneuronok 23%-a CR-pozitiv dendriten végzddik.
Ez az epilepszids mintdkban 3-5%-ra csokken, valamint a jeldletlen interneuron
dendritek aranya megnd, a piramissejt dendritek aranya pedig lecsokken a célelemek
kozott. A CR-pozitiv dendritek kozotti kapcsolatok szintén leépiilnek epilepsziaban.
Ezek a jelenségek egyiittesen a hiperaktivitas irdnyaban toljak el a rendszert azaltal,
hogy az interneuron specifikus CR sejtek sériilése folytdn a dendritikus gatlosejtek
szinkronizacioja és ezaltal hatékonysaguk csokkenhet. Megfigyeléseink Osszhangban
allnak korabbi tanulmanyokkal, miszerint az epilepszids hippocampusra jelentds
principalis sejtpusztulas hianyaban is egy nagyfokd, interneuronokat érinté szinaptikus

reorganizacio jellemzd.
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8. SUMMARY

Two non-overlapping interneuron populations — calretinin (CR)- and substance
P receptor (SPR)-expressing cells - were studied in the surgically removed hippocampi
of temporal lobe epileptic patients (72) and compared with post mortem control samples
(11). CR is expressed mainly in interneurons that specialize to innervate either principal
cell dendrites or other interneurons in the human hippocampus. According to
colocalization studies at least a part of the SPR-positive cells in the human hippocampus
participate in dendritic inhibition. Our results suggest that the number of both SPR-and
CR-positive cells is decreased in sclerotic epileptic samples. In contrast, they are
preserved in the non-sclerotic hippocampus, but their morphology is considerably
altered. SPR cells show reactive changes in epilepsy including intense branching and
growth of their dendritic tree, implying the enhanced efficacy of the substance P system,
which may be a compensatory mechanism aiming to increase the efficacy of dendritic
inhibition. The electron microscopic analysis of synaptic coverage uncovered a shift
towards a stronger inhibitory innervation of the preserved SPR cells. The unchanged
asymmetric synaptic coverage in the sclerotic samples may indicate the sprouting of
excitatory pathways. In contrast, CR-containing cells were proved to be highly
vulnerable even in the non-sclerotic cases; they had segmented and degenerated
dendrites. Electron microscopic examination revealed that in controls, 23% of the CR-
positive interneuronal terminals targeted CR-positive dendrites, whereas in the epileptic
samples the proportion of CR-positive targets was reduced to 3-5%. The ratio of
unstained interneuron dendrites increased among the targets, whereas the pyramidal
cells were less frequently innervated. The amount of interdendritic contacts between
CR-positive neurons also dropped. The present data suggest that, dendritic inhibition
and the synchronization of dendritic inhibitory cells by interneuron-specific
interneurons may be impaired in epilepsy. These observations support the hypothesis
that an intense synaptic reorganization is under way even in the non-sclerotic epileptic
CA1 region involving at least a part of the interneuron network, but without a massive

pyramidal cell loss.
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