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BEVEZETES

Szamos jelenség utal arra, hogy a substance P-nek (SP) - mely egy
neuromoduldtor peptid - fontos szerepe van a hippocampdlis principalis
sejtek  aktivitidsdnak  szabdlyzdsdban és az  epileptogenezisben.
Allatmodellben a perforans palya stimuldlds vagy kainat altal kivaltott
rohamok joval eldbb jelentkeznek és eroteljesebbek, ha eldtte az allatok SP
kezelést 1s kaptak. Status epilepticus alatt a principdlis sejtek SP-t
bocsitanak ki, melynek szerepe van a rohamok inicidlasdban és
fenntartdsaban, a megnovekedett SP szint hozzijarulhat a talserkentéshez.
Mivel nagyon sok SP receptor (SPR)-immunreaktiv gétlosejt taldlhato a
human hippocampusban, melyeket mas neurokémiai markerrel nem sikeriilt
lathatova tenni, €s e sejtek az elOzetes tanulmanyok szerint plasztikusan
reagalnak epilepsziara, ezért célul tiztik ki az SPR-t expresszalo sejtek
epilepszids reorganizdcidban betoltott szerepének vizsgalatit a human
hippocampus CAIl régidjaban. Az SPR-immunpozitiv sejtek eloszlasbeli €s
morfologiai véltozédsait epilepszidban a gyrus dentatusban leirtdk. De
kvantitativ vizsgalatok és szinaptikus boritottsdg mérés nem tortént. Ezekhez
a vizsgalatokhoz vélasztisunk a CAl régidra esett, mert itt tapasztalhat6 a
principélis sejtek nagy tomegben vald pusztuldsa, melynek hatdsara az
interneuronok  szinaptikus bemenete megvéltozhat. Mivel az SPR-
immunreaktiv sejtek legnagyobb része valoszinlileg a piramissejtek
dendritikus régidjat innervalja, ezért fontos tudni, hogyan véltozik e sejtek
mennyisége, eloszldsa az epilepszias szovetben. Az axonjel6l0dés hianyaban
e sejtek kimenetének esetleges valtozdsairdl sajnos nem kapunk informaciot,
de a szinaptikus bemenetiikk vizsgélatdbol indirekt kovetkeztetéseket

levonhatunk mukodésiikre.



A calretinin (CR)-tartalmi hippocampdlis sejtek érzékenysége
epilepszidban vitatott. A publikdciok tobbsége nagyfoku pusztuldsukrol
szamol be, mind human mintadkban, mind allatkisérletes modellekben. Az
ischaemidra valo érzékenységiik szintén ismert. Ezzel szemben masok azt
taldltdk, hogy mennyiségiik nem valtozik, vagy megnd epilepszidban. A
patkdny hippocampus CAIl régi6jdban a CR-tartalmi interneuronok
interneuron-szelektiv gatlosejtek, €s egy résziik a humén hippocampusban is
ebbe a funkciondlis csoportba tartozik. [ly médon fontos szerepiik lehet a
dendritikus  gatlésejtek  mukodésének  szinkronizdlasiban,  mely
elengedhetetlen ahhoz, hogy a dendritikus gatldas hatékony legyen. A
dendritikus gatlds hatékony muiukodése kulcsfontossdgu, hiszen a
piramissejtek serkentd bemeneteik zomét a sejttestOl tavol, a disztélis
dendritek tiiskéire kapjak. Ezért felmeriil a kérdés, hogy megvaltoznak-e a
CR-tartalmu interneuronok szinaptikus célelemei az epilepszias CAl
régioban. Kordbbi megfigyeléseink alapjdn a CR-tartalmu sejtek €s/vagy a
CR-immunfestés érzékenynek bizonyult a post mortem 1d0 hosszdara, ezért
jelen tanulmanyban részletesen megvizsgaltuk a CR-immunreaktiv sejtek

eloszlasit mind rovid, mind hosszi post mortem idejii kontroll mintdkban.

CELKITUZES
Jelen tanulmanyban két egymdssal nem atfedd interneuron poul4ciot —
SPR-pozitiv €s CR-tartalmu sejtek - vizsgdltunk humdén kontroll és

epilepszias hippocampusban.



Kisérleteink célja:

az SPR-t expresszal6 interneuronok eloszldsanak, mennyiségének €s
morfologidjdnak  vizsgédlata kontroll €s epilepszids human
hippocampus CA1 régidjaban

az SPR-t expresszidlo interneuronoknak a humédn hippocampus
gatlorendszerében betoltott funkciondlis szerepének tanulmédnyozasa
kolokalizacids kisérletekkel

az SPR-t expresszdl6 interneuronok szinaptikus bemenetének
Osszehasonlitdsa human kontroll és epilepszids hippocampus CAl
régidjdban

a CR-tartalmi sejtek mennyiségi €és morfologiai valtozdsainak
tanulmanyozdsa rovid €s hosszi post mortem idejii kontroll mintdkban
€s az epilepszids human hippocampusban

a CR-tartalmu interneuronok szinaptikus reorganizicidjanak
vizsgalata az epilepszids humian CAl régidban és Osszehasonlitidsa

kontroll mintakkal

MODSZEREK

Az SPR- és a CR-tartalmi interneuronok morfoldgiai véltozasait

vizsgaltuk 72 gyogyszerrezisztens tempordlis lebeny eredetli epilepszidban

szenvedd péciens agyabol miitéti uton eltavolitott és 11 kontroll human

agybdl szarmaz6 hippocampusban. A kontroll idegszovetet a Lenhossék

program bocsdtotta rendelkezésiinkre, olyan elhunytakbdl szarmazik,

akiknek ismert neuroldgiai megbetegedése nem volt. A post mortem id0 a



vizsgalatba bevont kontroll idegszovet esetében 2-10 oOra volt.
Vizsgalatainkat a Kutatdsetikai Bizottsdg rendelkezéseinek megtartasaval
végeztikk (TUKEB 5-1/1996, kiterjesztve 2005).

Az epilepszidas idegszovetet a sebészeti eltavolitds utan 4%
paraformaldehidet, 0,05% glutaraldehidet és 0,2% pikrinsavat tartalmaz6 0,1
M foszfat puffer alapu oldattal fixaltuk. A 11 kontroll agybdl 9 esetén
ugyanezt az eljarast kovettiik. A masik két kontroll agyat a halél bedllta utdn
kettd illetve négy oraval a koponyabdl kiszedve, a két-két arteria carotis
interndn, és vertebralison keresztiil perfundaltuk, el6szor fizioldgids

sooldattal, majd fixalo oldattal.

Immunhisztokémia

A blokkokbol 60pum vastag metszeteket vagtunk €s immunfestettiik. A
kovetkezd primer ellenanyagokat haszndltuk: poliklondlis nyul-anti SPR,
monoklondlis egér-anti CR, poliklonalis egér-anti CR, monoklonélis egér-
anti calbindin (CB), monoklondlis egér-anti parvalbumin, poliklonalis egér-
anti cholecystokinin, monoklondlis patkdny-anti somatostatin. DAB reakci6
esetén biotinildlt szekunder szérumot tettiink a metszetekre 2 6rara, majd ezt
kovette az avidin-biotin-tormaperoxiddz komplexszel torténd inkubicid
(ABC) 1,5 oraig. DABNi reakcid esetén Elite ABC-t alkalmaztunk. A
metszeteket DAB és/vagy DABNi kromogénnel hivtuk el6. A fluorescens
kettds immunfestéshez CY3-, Alexa-488- és FITC-konjugélt szekunder
szérumokat haszndltunk.

A metszeteket ozmifikiltuk, felszillé6 etanol sorban (1% uranil-
acetdtot tettiink a 70%-os alkoholba) és propilénoxidban dehidraltuk, majd

Durcupanba 4gyaztuk. A fénymikroszkOpos vizsgalat utdn a részletes



vizsgalatot 1génylo teriileteket dtagyaztuk, 60 nm vastag sorozatmetszeteket

készitettiink beldliik és elektronmikroszkoppal vizsgéltuk.

Kvantitativ analizis

Az SPR- és a CR-pozitiv sejtek denzitdsanak meghatdrozdsa

Kontroll (n=7) és epilepszids mintdkb6l (n=25) camera lucida
segitségével kirajzoltunk 2-4 metszetet az Osszes jelolt sejttel. Az egyes
régiok teriiletét NIH Image J program segitségével hataroztuk meg. A
sejtszdmot teriiletegységre vonatkoztatva adtuk meg (mm?®). A CAl régi6
esetében a sejtszamot a régid egységnyi hosszara (mm) is megadtuk a
szklerotikus CA1 radidlis zsugoroddsa miatt. Az adatokat Statistica 6.0
programmal értékeltiik ki. Mivel az adatok nem voltak normaélis eloszlasuak,
ezért a nem parametrikus Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztuk a kontroll €s
az egyes epilepszids mintdkbol szdrmazd adatok Osszehasonlitdsara
(p<0,05).

SPR-pozitiv interneuronok dendriteldgazdsi pontjainak meghatdrozdsa

Camera lucida rajzokat készitettink a CAl régido egy-egy
szegmensébe esO Osszes SPR-tartalmu sejtrdl (kontroll: n=2; epilepszids:
n=7). Meghataroztuk a sejtek dendriteldgazdsi pontjainak szamat. Az
adatokat Statistica 6.0 programmal értékeltiik ki. Mivel az adatok nem
voltak normadlis eloszlasuak, ezért a nem parametrikus Mann-Whitney U-
tesztet alkalmaztuk a kontroll és az egyes epilepszids mintdkbdl szarmazo
adatok Osszehasonlitdsdra (p<0,05), valamint a nem parametrikus Kruskall-
Wallis ANOV A-t tobb csoport adatainak az 6sszehasonlitasara (p<0,05).

SPR-pozitiv interneuronok szinaptikus boritottsdgdnak meghatdrozdsa

A stratum orienst, pyramidale-t €és radiatumot atigyaztuk a CAl

régiobol kontroll (n=2) és epilepszids mintdkbol (n=8) €s lemetszettiik



elektronmikroszkopos vizsgdlat céljara. Metszetenként az 6sszes SPR-jelolt
dendritet lefényképeztiik. A dendrit profilok keriiletét és a szinaptikus aktiv
z6ndk hosszat NIH ImageJ program segitségével hataroztuk meg. A
szinaptikus boritottsdgot ,,um szinapszishossz/100 pum dendritkeriilet”
egységben adtuk meg. Az adatokat Statistica 6.0 programmal értékeltiik ki.
Mivel az adatok nem voltak normadlis eloszldstuak, ezért a nem parametrikus
Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztuk a kontroll és az egyes epilepszids
mintdkbdl szarmazd adatok Osszehasonlitasdra (p<0,05), valamint a nem
parametrikus  Kruskall-Wallis ANOVA-t tobb csoport adatainak az
Osszehasonlitasara (p<0,05).

A  CR-pozitiv interneuronok posztszinaptikus célelem eloszldsdanak

meghatdrozdsa

A stratum orienst, pyramidale-t, radiatumot és lacunosum-moleculare-
t atagyaztuk a CA1 régiobol, és lemetszettiik elektronmikroszkdpos vizsgalat
céljara (kontroll: n=2; epilepszids: n=6). Metszetenként az 6sszes CR-pozitiv
termindlist lefényképeztilk €s meghataroztuk a CR-pozitiv terminélisok

posztszinaptikus célelemeit.

EREDMENYEK

Az immunfestés minosége az életkor, a fixdalas és a post mortem ido

fiigovényében

A post mortem perfundalt kontroll mintdk (HK10, 11) és az
immerziés fixdldson dtesett rovid post mortem idejli  mintdk
elektronmikroszkopos megorzottsége hasonld volt a rogton fixaloba keriilt

epilepszids mintdk és perfundélt allati szovetek megOrzottségéhez. A hosszu



post mortem 1d6 befolydsolta a CR-fest€és mindségét €s mennyis€gét.
Korabbi vizsgilatokban a CR-immunfestés érzékenynek bizonyult a hosszu
post mortem 1idOre és ischaemidra. Egy masik tanulmdny azonban
rezisztensnek mutatta a CR-pozitiv sejteket epilepszidban. Jelen dolgozatban
kvantitativ médszerekkel is megvizsgéaltuk a hosszu post mortem 1id6 hatdsat
a CR-immunpozitiv elemek eloszldsdra, mennyiségére, az epilepszias

szoveteket kiillonbozd post mortem idejli kontroll mintdkkal vetettiik Ossze.

Az epilepszias mintak patologiai csoportositdsa

Az epilepszids hippocampusokat a fénymikroszképos szinten
megfigyelhetd principdlis sejt pusztulds €s az interneuronokat érint0
valtozasok alapjan osztalyoztuk a kovetkezOképpen: 1. tipus (enyhe)
(N=12): kontrollhoz hasonld, nincs szamottevo principélis sejt pusztulds a
CAIl régioban, a rétegek épek, a hatarok elkiilonithetoek. 2. tipus (foltos)
(N=22): a CAl régiora a foltokban torténd piramissejt pusztulés jellemzo, de
ezek a részek nem atréfidsak, a rétegek jO elkiilonithetoek. Egyes
interneuronok érzékenysége megfigyelhetd. 3. tipus (szklerotikus) (N=38): a
CAl régid Osszezsugorodott, atrofids, a piramissejtek tobb, mint 90%-a
elpusztult. A rétegek elkiilonitése nem lehetséges, csak a stratum lacunosum-
moleculare alkot egy elkiilonithetd réteget. Az interneuronok eloszlasaban,

morfologidjdban bekdvetkezd markdns valtozasok jellemzoek erre a tipusra.

Az SPR-immunreaktiy sejtek szama, eloszldsa és morfologidja

Alakjuk és elhelyezkedésiik alapjan a humédn hippocampus SPR-t
expresszalo sejtjel interneuronok, a hippocampus 0Osszes alrégidjdban
megtaldlhatéak. Morfoldgiailag heterogének: multipolaris, csepp alaku,

,bitufted” és orsd alaku sejtek is taldlhatdéak koztik. Az immunfestés a



sejttest és dendrit membranokat teszi lathatovd, axon-jelolést nem kaptunk.
A CAI régié SPR-pozitiv sejtjeinek tobbsége hosszi, sima dendritekkel
rendelkezik.

A kontroll cornu Ammonisban a sejtek tobbsége a CAl és CA3 a, b
régidkban helyezkedik el, legnagyobb szdmban a stratum pyramidale-ban és
radiatumban. Az epilepszids nem-szklerotikus esetekben (,,enyhe” és
ofoltos”) az  SPR-immunpozitiv  sejtek  megfigyelhetok  hasonld
mennyiségben és eloszldsban, mint kontrollban. A szklerotikus mintdkban
azonban nagyon kevés sejt marad meg. A CAl régi6 SPR-pozitiv sejtjeit
vizsgéltuk meg részletesen. Camera lucida rajzokon meghatdroztuk a sejtek
teriiletegységre esO szamat kontroll €s epilepszias CA1 régioban. Az SPR-
pozitiv  sejtek  mennyisége valtozatlan volt a nem-szklerotikus
hippocampusokban (kontroll: 12,5 + 2,14 sejt/mmz, enyhe: 11,53 + 1,01
sejt/mmz, foltos: 12,68 + 1,84 sejt/mmz). Azonban a szklerotikus mintakban
szignifikdnsan lecsokken az SPR-immunoreaktiv sejtek szama (4,97 + 1,25
sejt/mm>).

Az epilepszids szovetekben az SPR-immunfestett dendritek
morfologidja megvéltozik, gyakoriak a varik6z, vagy torz dendritek. A foltos
tipust mintdkban a sejtek dendritfja kiterjedtebb, tobb elagazast tartalmaz,
mint kontroll esetekben, a szklerotikus mintdkban azonban a dendritfa
kiterjedése lecsokken. Kvantitativ vizsgélattal igazoltuk hogy ezen

valtozasok szignifikansak.

Az  SPR-pozitiv sejtek kolokalizacioja funkcionadlisan kiilonbozo

interneuronok markereivel

Az  SPR-immunfest¢és nem eredményez axonjeldlést. Annak

érdekében, hogy kideritsiik az SPR-t expresszdlo interneuronoknak a
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hippocampalis  gatlorendszerben  betoltott  funkciondlis  szerepét,
kolokalizaciés vizsgélatokat végeztiink dendritikus, periszomatikus és
interneuron-specifikus markerekkel. A patkdnnyal ellentétben az SPR-
pozitiv sejtek tobbsége a human hippocampusban nem vagy csekély atfedést
mutat a vizsgalt neurokémiai markerekkel. A legnagyobb mértékii atfedés a
CB-tartalmu interneuronokkal volt megfigyelhetd: 8,7%-a az SPR-
immunpozitiv sejteknek CB-ra is pozitiv volt a CA1 régiéban, mig 20,8 %-a
a CB-tartalmu géatlosejteknek SPR-t is expresszélt. Az epilepszids mintdkban
a CB tartalmi SPR sejtek ardnya nem valtozik az enyhe tipusban (9,6 %),
viszont megnd a foltos és a szklerotikus hippocampusban (14,5 % és 16,9
%). Tovabb4, az SPR-pozitiv CB tartalmi sejtek ardnya is megno

mindharom patoldgiai tipusba sorolt mintak esetén.

Az SPR-pozitiv elemek elektronmikroszkopos vizsgalata

Az SPR-pozitiv elemek ultrastruktiirdja a CAl régioban

A receptor a sejttest €s a dendritek membranjaban helyezkedik el. A
szinaptikus bemenetek a dendritekre korldtozodtak, tobbségiik (~90%)
aszimmetrikus volt (feltételezhetden serkentd) mind a kontroll, mind az
epilepszids mintdkban. Az epilepszias esetekben alkalmanként zona
adherentia 1s el6fordult SPR-pozitiv dendritek kozott. A szklerotikus
epilepszids mintdkban elektronmikroszkopos szinten szamos degenerdlodo
SPR-immunfestett elem figyelhetd meg, degeneralédé6 mitokondriumokkal

és citoplazmatikus matrix-szal.

Az SPR-pozitiv sejtek szinaptikus boritottsdga a CAI régioban

Megvizsgéltuk az SPR-immunpozitiv sejtek szinaptikus boritottsagat

kontroll és epilepszids mintidkban annak érdekében, hogy kideritsiik, részt
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vesznek-e ezen sejtek az epilepszids hippocampusra jellemzd szinaptikus
reorganizacioban. Szinaptikus boritottsdg alatt pm szinapszishossz/100pum
dendritkeriiletet értiink. A teljes szinaptikus boritottsdgot (szimmetrikus +
aszimmetrikus) illetden nem mutathatd ki szignifikdns kiilonbség az
epilepszids mintdkban (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). Hasonl6 mondhat6
el az aszimmetrikus, tehdt serkentd boritottsdgrol is (kontroll: 5,5440,54;
enyhe: 5,26+0,66; foltos: 5,32+1,64; szklerotikus: 6,08+1,59). A
szklerotikus mintdkban azonban szignifikdnsan megnétt a gatlo 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).

A CR-immunoreaktiv sejtek szama, eloszlasa és morfologidja

A CR-tartalmu sejtek  heterogén  sejtpopuldciot  alkotnak,
legjellemzobb sejttipusok a kovetkezok: nagy, multipoléris sejtek a hilusban,
horizontalis, ors6 alaku sejtek a stratum moleculare-ban €s az oriensben,
kisméretli sejtek populdcidja az egész gyrus dentatusban és multipolaris
sejtek elszortan a CA1-3 rétegeiben. A CA1 régid sejtjeire a hosszu, sima,
radidlisan elhelyezkedd dendritek jellemzboek, melyek gyakran kozel
egymdshoz  parhuzamosan  futottak, €és  pontokban érintkeztek.
Elektronmikroszk6pos szinten ezeken a pontokon gyakran volt
megfigyelhetd puncta adherentia.

Megvizsgaltuk a CR-tartalmu interneuronok mennyiségét, eloszldsat
€s morfologidjat kiillonb6z6 post mortem idejii kontroll €s az egyes
patoldgiai csoportokba tartozd epilepszids mintdkban. A rovid post mortem
idejli kontroll mintdkban (2-4 6ra) a hippocampus Osszes alrégidjaban

megtalalhatok a CR-immunfestett sejtek. A hosszu post mortem idejli
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kontroll mintdkban (8-10 6ra) szignifikdnsan kevesebb immunfestett sejt
volt lathatd minden alrégioban (stratum granulosum+moleculare: 34,3%,
hilus: 43,9%, CA1l: 23,5%, CA3: 28% a rovid post mortem idejii kontroll
mintdkhoz viszonyitva). A nem-szklerotikus epilepszids hippocampusban a
CR-pozitiv sejtek mennyisége hasonlé volt a rovid post mortem idejl
kontroll mintdkhoz, egyediil a CA3 régidban és a hilusban volt kimutathato
szignifikans csokkenés (stratum granulosum+moleculare: 74,9%, hilus:
65,4%, CAl: 66,7%, CA3: 60,5% a rovid post mortem idejli kontroll
mintdkhoz viszonyitva). A szklerotikus epilepszids esetekben a CR-jelolt
sejtek szdma szignifikdnsan lecsokkent (stratum granulosum+moleculare:
35,2%, hilus: 32,1%, CA1: 34,1%, CA3: 21,9% a révid post mortem idejli
kontroll mintdkhoz viszonyitva). A stratum moleculare és a fissura hatiran
elhelyezkedd, CR-pozitiv, feltételezhetben részben Cajal-Retzius sejtek
mennyisége is szignifikansan lecsokkent mind a hosszi post mortem idejli
kontroll mintdkban, mind a szklerotikus €s a nem-szklerotikus epilepszias
hippocampusban (24,8%, 46,4% és 56,8% a rovid post mortem ideji
kontroll mintdkhoz viszonyitva).

A nem-szklerotikus epilepszids esetekben a CR-pozitiv sejtek
meglrzOdnek ugyan, de alakjuk jelentOdsen megvaltozik. A dendritek
gyongyozottek, szegmentdltak, és a degenerdlddas jeleit mutatjdk.
Kiilonb6z6 CR-pozitiv sejtek kozotti kontaktusokat ritkdbban lehetett 1atni

az epilepszids mintakban.

A CR-pozitiv elemek elektronmikroszkopos vizsgdlata

A CR-pozitiv elemek ultrastruktiirdja

A CR-tartalmi sejtek ultrastrukturalis jellemzOi: a citoplazma

altalaban vékony, kevés mitokondriumot tartalmaz. A szinaptikus bemenetek



13

tobbsége a dendritekre korlatozodott. A CR-pozitiv dendritek szinaptikus
bemenete gyér volt mind a kontroll, mind az epilepszids mintdkban. Zona
adherentia-jellegli kapcsolatok gyakran voltak megfigyelhetok a CR-pozitiv
dendritek kozott. A szklerotikus epilepszids esetekben szamos degeneral6do
CR-pozitiv sejttest volt lathaté erosen karéjos, vagy részben felszeldelt
sejtmaggal. A gyongyozott, szegmentilt CR-pozitiv dendritek még a nem-
szklerotikus mintdkban is a degenerdcid jeleit mutattdk. A CR-pozitiv
dendritek kozott zona adherentia-jellegli kapcsolatok ritkdbban voltak

megfigyelhetoek az epilepszids mintdkban.

A CR-pozitiv termindlisok posztszinaptikus célelem eloszldsa

Megvizsgéltuk, hogy valtozik-e a CR-pozitiv interneuronok
szinaptikus célelem eloszldsa az epilepszids hippocampusban. Kétféle CR-
pozitiv terminélist taldltunk a CA1l régidban: az egyik tipus szimmetrikus
szinapszist adott és a CA1l régié minden rétegében fellelhetd volt, a masik
aszimmetrikus kapcsolatot hozott 1étre €s zommel a stratum lacunosum-
moleculare teriiletére korlatozodott. Az elobbiek a lokalis CR-tartalmu
interneuronok axontermindlisai, mig az utobbiak feltehetden a thalamikus
reuniens magbol szdrmaznak. Jelen dolgozatban a lokdlis CR-tartalmu
interneuronokra fokusziltunk, igy a szimmetrikus szinapszist ad6 CR-
pozitiv termindlisok célelemeit vizsgaltuk meg részletesen.

A posztszinaptikus  célelemeket az  elektronmikroszkdpos
morfolégidjuk vagy CR tartalmuk alapjdn osztidlyoztuk piramissejt
dendritként, jeloletlen interneuron dendritként, CR-pozitiv interneuron
dendritként és tiiskeként. A kontroll mintdkban a CR-tartalmu interneuronok
leggyakoribb posztszinaptikus célelemei CR-pozitiv dendritek (23%) és

piramis sejt dendritek (22,4%) voltak. Jeloletlen interneuron dendritek €s
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tiiskék ritkabban voltak megfigyelhetOk a célelemek kozott (7,6% és 2,12%).
Az epilepszids mintdkban szignifikdnsan kevesebb CR-pozitiv dendrit
(5,13% a nem-szklerotikusban és 3,16% a szklerotikusban) és piramissejt
dendrit (10,3% a nem-szklerotikusban és 0% a szklerotikusban) fordult eld a
célelemek kozott. A jeldletlen interneuron dendritek beidegzése megnott

(35,9% a nem-szklerotikusban és 44,19% a szklerotikusban).

A CR-tartalmui interneuron-szelektiv gatlosejtek célelemeinek azonositdsa

A patkdny hippocampus CR-pozitiv sejtjel interneuron-szelektiv
gatlosejtek, melyek fOként a CB-tartalmu interneuronokat idegzik be a CA1
régioban. A humén hippocampusban taldlhat6 CR-pozitiv sejtek egy része
szintén ebbe a funkcionalis tipusba tartozik. CR-CB kettds immunfestést
alkalmaztunk DAB-DAB-Ni modszerrel annak érdekében, hogy kideritsiik,
hogy a CB-pozitiv interneuronok — melyek nagyrészt a piramissejtek
dendritikus régidjat idegzik be €s nagyszdmban tulélnek az epilepszids
hippocampusban — a human hippocampusban is célelemei-e a CR-tartalmu
interneuronoknak.

A CR-tartalmi axontermindlisok sokszor létesitettek kontaktusokat
CB-pozitiv interneuron dendritekkel mind a kontroll, mind a nem-
szklerotikus epilepszids esetekben. Ezek feltehetden a lokdlis CR-tartalmu
interneuronoktdl szdrmaz6 gatld szinaptikus kapcsolatok voltak, tekintve
hogy a vizsgdlt CB-pozitiv dendritek a stratum oriensben vagy a stratum
radiatumban, kozel a stratum pyramidale-hoz helyezkedtek el, és ezekrdl a
rétegekrol  elektronmikroszk6pos  vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy
aszimmetrikus szinapszist adé6 CR-pozitiv terminalisokat nem tartalmaznak.
Tehat bizonyitottuk, hogy patkdnyhoz hasonléan a humén hippocampus CR-

pozitiv interneuronjai is végzodnek CB-tartalmu gétlosejteken.
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KOVETKEZTETESEK

Osszegfoglaldsként elmondhaté, hogy az altalunk vizsgdlt mindkét
interneuron populdcid sejtjei — SPR-pozitiv interneuronok €s CR-tartalmu
interneuronok — megorz0dnek a nem-szklerotikus epilepszids human
hippocampusban, azonban szamuk jelentésen lecsokken a szklerotikus
esetekben. Annak ellenére, hogy ezek a sejtek valtozatlan mennyiségben
vannak jelen a nem-szklerotikus mintdkban, mégsem tekinthetdk
kontrollszeriinek. Ezek a sejtek plasztikusan megvaltoznak epilepszidban,
mely véltozas korreldl a principalis sejtpusztulds mértékével. A sejtek
morfoldgidja megvaltozik: az SPR-pozitiv interneuronok
dendritarborizaciéja megnd, a nyulvanyok gyongyozotté valnak, a CR-
tartalmu sejtek dendritjei pedig a degeneralodas jeleit mutatjak.

Patkdnyban kimutattdk, hogy az SP €s agonistai direkt hatnak az SPR-
immunpozitiv interneuronokra, €s igy indirekt mddon erdsitik a gatld
szinaptikus hatast a piramissejteken. Egy ilyen nagyobb aktivitdst
kompenzalé mechanizmus emberben is magyardznd az SPR-immunpozitiv
sejtek életben maradasat epilepszidban. A kiterjedtebb dendritfa 4ltal, a
nagyobb mennyiségli aktivitisnak megfelelden az SPR sejtek receptiv
feliillete megnd. Ezek a megfigyelések erOsitik azt a hipotézist, hogy
interneuronokat €rintd, intenziv szinaptikus reorganizdci6 a nem-
szklerotikus CAl régioban is jelen van, noha jelentds principdlis
sejtpusztulds nincs benniik. Az SPR sejtek erdteljes morfoldgiai véltozasa
egy megviltozott funkciéra és az SP-rendszer hatékonysiginak
novekedésére utal a nem-szklerotikus epilepszids huméan hippocampusban.
Ezért az SP-rendszer egy uj terdpids célpontot jelenthet az epilepszia

kezelésében.
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Mig az SPR sejtek hat€konysdga valdszinilileg fokozodik a nem-
szklerotikus human hippocampusban, addig a CR-tartalmu interneuronok
mikodésérol az ellenkezOje latszik bebizonyosodni, a nem-szklerotikus
esetekben is a degenerdlodas jeleit mutatjdk. Ezzel valdszinlileg a
hiperaktivitds irdnydban toljdk el a rendszert, hiszen az interneuron
specifikus CR sejtek sériillése folytin a dendritikus gatlosejtek
szinkronizicidja csokkenhet, masrészt a dendritikus gétlosejtek kozé tartozo
CR sejtek i1s 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 megndtt, mig a piramis sejtek beidegzése
csokkent, ami szintén vezethet a dendritikus gatlds csokkenéséhez. Ez
magyarazhatja, hogy miért vannak jelen stlyos rohamok a nem-szklerotikus
epilepszids betegekben is, ahol jelentds hippocampdlis sejtpusztuldsrol nem
beszélhetiink, viszont szinaptikus reorganizicio jellemz0 a szovetre. A CR-
tartalmi interneuronok mellett a somatostatin és a neuropeptid Y-tartalmu
dendritikus gatlosejtek érzékenységét is megfigyelték epilepszidban, ami
szintén hozzdjarulhat a dendritikus gatlds csokkenéséhez. Elképzelhetd,
hogy ezeket a jelenségeket részben kompenzalja az SPR-pozitiv gatlosejtek
fokoz6d6 bemenetérzékenysége a nem-szklerotikus esetekben. A
hippocampélis neuronhdl6zat reorganizacidja mar a nem-szklerotikus
betegekben is megfigyelhetd, mindamellett a hippocampus {0 kimenetété
képezd CALl piramis sejtek jelen vannak, melyek egyiittesen lehetdvé teszik,

hogy a régio egy epileptogén fokuszként viselkedjen.
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