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1. BEVEZETES, IRODAIMI ELOZMENYEK

1.1. A nyomelemek dltaldnos szerepe és funkcidja a kGzpon-

ti idegrendszerben

Az €16 szervezet 4ltal nélkiilozhetetlen elemek ko-
z6tt kiilonleges helyet foglalnak el az esszencidlis mik-
roelemek, mds néven a nyomelemek. Kordbban -- a vas és
a jod kivételével -- a nyomelemeknek nem tulajdonitottak
élettani szerepet. Csak szdzadunk elsé évtizedeitdl kezd-
ve valt fokozatosan vildgossd, hogy a nyomelemek é16 szer-
vezettdl valéd megfonésa jellegzetes tiinetekkel jéré hidny-
betegségeket idéz eld, ami kiilonboz6 biokémiai folyamatok
zavardra utal.

A nemfémes nyomelemek biokémiai szerepérll -- a jod
kivételével -- nem sokat tudunk, s kutatdsuk csak az u-
t6bbi két éﬁtizedben é1lénkiilt meg. A fémes nyomelemekrdl
(a kovetkezdkben “"nyomelemek") viszont kideriilt, hogy a
bioldégiai folyamatokban szerepet jdtszd fémionok a szer-
ves makromolekuldkkal (elsSsorban a fehérjékkel) kolcson-
hatdsba 1épve kiilonbozd térszerkezetii és stabilitdsi komp-
lexet képeznek, s ennek a kolcsonhatdsnak a terﬁészete
(reverzibilis vagy irreverzibilis volta) alapveté a biold-
giai rendszer miikkédése szempontjdbol.

Az enzimekmek kb. 30%-a esszencidlis nyomelemként
fémiont tartalmaz, ami részt vesz az enzim felépitésében
(metalloenzim), vagy zavartalan miikkodésében (mint aktiva-
tor). A cink és a mangdn els6sorban az izomerizidcids és

hidrolitikus reakcidkat, a vas és a réz pedig a redoxi-~



folyamatokat katalizdld enzimek felépitésében vesz részt.
Az enzimekben erSsen kotott dllapotban taldlhatdék meg, és
nem, vagy csak lassan cserélédnek ki a kdrnyezetilkkben le-
vé szabad ionokkal.

A nyomelemek kozponti idegrendszerben és amnak bio-
-kémiai folyamataiban betoltott szerepének tisztdzdsa csak
az utébbi évtizedekben keriilt a kutatdsok homlokterébe.
Bebizonyosodott, hogy a cink hidnya az agyi fehérjeszin-
tézisben és az esszencidlis zsirsavak metabolizmusdban
okoz zavart (Fosmire és mtsai., 1975; Cunnane és Horrobin,
1980), de az idegszoveti membrédnok destabilizdldsdval kii-
16nb626 neurolégiai rendellenességeket is eldidéz (Henkin
és mtsai., 1975). Rézhidnyban elslsorban a katekolamin-
szintek nagymérvii csokkenésével magyardzzdk a kisérdé neu-
rolégiai diszfunkcidk jelentkezését (Morgan és 0?Dell,
1977; Feller és 0’Dell, 1980), bar az oxidativ enzimekre
gyakorolt hatdsa sem elhanyagolhaté (Prohaska és Wells,
1975). A krénikus mangénmérgezés és a Parkinson kér
szimptémdinak hasonlésdga vezetett el a mangén biogén ami-
. nok metabolizmusdban betoltott szerepének tisztdzdsdhoz
(Papavasiliou és mtsai., 1968). A vas az oxidativ enzimek
felépitésén kiviil valdsziniileg részt vesz a szerotonin-ko-
16 fehérje felépitésében is (Tamir és mtsai., 1976) és
hidnya hatdssal van a katekolamin-fiiggé enzimek aktivita-
sdra is (Quik és Sourkes, 1977).

Vizsgdlatainkban a cink, vas, réz és mangén hippocam-

pdlis lokalizdcidjdt és szerepét igyekeztiink felderiteni,



hisztokémiai és biokémiai mddszerek segitségével. Tisztdz-
ni prébdltuk a nyomelemek fébb hippocampilis neurotransz-

mitterekkel valé funkciondlis kapcsolatdt is.

1.2. A hippocampus szerkezete és miikkodése

A hippocampus archicortikalis struktura, ami a szom-
szédos fascia dentataval ézorosan Osszekapcsolédva a lim-
bikus rendszer fontos tagjédt alkotja. Szerkezete lamindris
elrendezbdésli, s ez a hippocampust kiilonosen alkalmassa
teszi a neurotranszmitterek vagy markerjeik, tovébbi a

nyomelemek topogrifiai és hisztokémiai tanulményozisdra.

A hippocampus szerkezeti felosztdsdban kétféle termi-
nolégia haszndlatos (1l.Abra). Az egyik CA (=cornu ammonis)
1-4 régidkat kiilonboztet meg (Lorente de N6, 1934), mig a
misik a régié superior (durvian a CAY régid) és a régid
inferior (CA2 és 3) felosztdst haszndlja (Cajal, 1911).

A hippocampus rétegei a kovetkezdk: 1. alveus, 2.
stratum oriens, 3. stratum pyramidale, 4. stratum radiatum,
5. stratum lacunosum, 6. stratum moleculare (ennek kiilsé,
kozépsé és belsd rétegét kiilonboztetjik meg), 7. stratum
granulare, 8. stratum polymorphe (hilus).

Fé sejttipusai, a piramis-, a szemcse- és a kosdrsej-

tek a hippocampus egész kiterjedésében kiilén rétegekben he-
lyezkednek el. Kivételt képez a subiculum, a2hol a piramis-
és a szemcsesejtek szémdi heterogén elrendezddésiiek. A hip-

pocampus és a fascia dentata legfontosabb sejttipusai és



azok f6bb neurondlis kapcsolatai ldthaték az 1l.3dbrén,
Shepherd (1974) nyomén. '

A hippocampus entorhindlis cortex felél érkezé affe-
rensei két pdlydn &t lépnek be a hippocampilis formdcidba.
A perforans rostok a subiculumon ’en route’ haladnak ke-
resztiil, majd a CAl régién dthaladva, a CA3 régidé piramis-
sejtjeinek apikdlis dendritjein a dendrittiiskékkel axo-
dendritikus szinapszisokat alkotnak (Hjorth-Simonsen és
Jeune, 1972). A mdsik entorhinélié afferens, az alveoldris
palya a ventrikuldris felszinen (alveuson) 4dthaladva a CAl
régié piramissejtjeivel szintén axodendritikusan szinapti-
zdl. A fascia dentata entorhindlis afferense a szemcsesej-
tek depdritjein axodendritikus szinapszist alkot (Laatsch
é€s Cowan, 1966). A hippocampus tovdbbi fontos afferensei
a fornixon, ill. a fimbridn &4t a septum medidlis magja fe-
161 érkeznek és a str. oriensben ill. az area dentata hilu-
sdban a piramissejtek ill. a szemcsesejtek dendrittiiskéi-
vel szinaptizdlnak,

Az interhippocampdlis kapcsolatot jelenté un. commis-

surdlis palydk szintén fontos afferensei a hippocampdlis
formdcidénak. Az ellenkezd oldali hippocampus CA3 régié pi-
ramissejtjeibél kiindulé kollaterdlisok a CAl és CA3 ré-
gidk str. radiatumdban ill. str. oriensében végzidnek.

A mdsik tipusi commissurdlis afferens az ellentétes olda-
1i hilus fasciae dentatae sejtjeibél ered, s a fascia den-
tata molekuldris rétegének belsS harmaddban végzddik.
Mindkét pdlya a fimbridn ill. a ventrdlis psalteriumon &t
1ép be a hippocampusba (Raisman €s mtsai., 1965; Laurberg
és Sgrensen, 1981).
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1.Abra: Osszefoglald sémds rajz a hlppocampus és a fascia
dentata fontosabb idegelemeinek neurondlis kapcsolatairél
(Shepherd, 1974 nyomdn).

e plramlssegt Gr: szenmcsesejt, B: kosarsegt mf: moharost,
alv: alveolarls pélya, perf perforans pdlya, Sc: Schaffer
kollaterdlis, SO: str. oriemns, SP: str. pyramidale, SR: str.
radiatum, SL-M: str. lacunosum-moleculare, DF: fascia dentata.



Fontos intrahippocampdlis kapcsolatot jelentenek az

un. asszocidciés pdlydk, amelyek az azonos oldali hippocam-
pus CA3 régié piramissejtjeibdl erednek, és a str. radia-
tumban, valamint a str. oriensben (CAl és CA3 régidkban)
végzédnek. A hilus neuronjaibdél kiindulé asszocidcids ros-
tok viszont a molekuldris réteg belsS harmaddban végzdid-
nek. A hippocampdlis formdcidé legfontosabb belss Gsszekot-
tetését a szemcsesejtek axonjai, az un. moharostok bizto-
sitjdk. A moharosttermindlisok ugyanis a régid inferior
egyszerre tobb piramissejtjének proximdlis dendritfdin és
tiiskéin hoznak létre nagy kiterjedésii szinapszisokat
(Blackstad és Kjaerheim, 1961; Amaral, 1978). A Schaffer
féle kollaterdlis a régié inferior piramissejtjeibdl ered,
és a régid superior str. radiatumdban a piramissejtek
dendritjeivel axodendritikusan szinaptizdlnak.

A hippocampus mindegyik régidjaban a piramissejtek
és a szemcsesejtek axonjai a kosdrsejtek dendritjeivel
szinaptizdlnak. Ugyanakkor a kosdrsejtek axonjai a piramis-
sejtek ill., a szemcsesejtek szémdjidn axoszomatikus szinap-
tikus kapcsolatot hoznak 1létre és ezdltal posztszinaptikus
giatldst fejtenek ki (Ribak és Anderson, 1980).

A hippocampdlis formdcié efferensei egyrészt az ante-

rior hypothalamikus magok, a medidlis hypothalamus és a
corpus mammillare felé irdmyulnak, s ezen projekcidk a
subiculum kiilonb6z8 részeibdl erednek (Swanson és Cowan,
1977). A CAl-3 régidk piramissejtjei rostrdlis projekcidt
kiilldenek a nuclei septii laterale-ba és a septum hatsé



részébe is. A CAl régié tempordlis részébll a stria termi-
ndlis, a nucleus accumbens, a nucleus olfactorius anterior,
a taenia tecta és az infralimbikus area felé iranyulnak
projekcidk. A CAl-3 régidk a subiculum, az entorhindlis, a
perirhindlis és a retrosplenidlis cortex, tovabbd a gyrus

cinguli felé tenddlé efferensei szintén igen jelentdsek.

1.3, A nyomelemek lokalizacidja a hippocampusban

Maske (1955), Fleischhauer és Horstmann (1957) figyel-
ték meg elészor, hogy a hippocampus ditizonnal intenziv
szinreakciét ad, ami a struktura magas cinktartalmdra utal.
Autoradiogrifids (von Euler, 1962), hisztokémiai (McLardy,
1962, 1964; Haug, 1973%; Frederickson és mtsai., 1981) és
kvantitativ, atomabszorpciés spektrofotometrids (AAS)

(Hu és Friede, 1967; Crawford és Connor, 1972; Fjerdingstad
és mtsai., 1974; Danscher és mtsai., 1976), valamint ront-
genemissziés spektroszképids (Kemp és Danscher, 1979) vizs-
gédlatok nagy szama bizonyitja, hogy a hippocampdlis formi-
cié, azon belill is az area dentata moharostrendszere, vala-
mennyi mds agyteriletnédl szignifikénsan magasabb mennyisé-
gii nyomelemet, kiilonosen cinket tartalmaz. Elektronmikrosz-
képos hisztokémiai kutatdsok (Haug, 1967; Ibata és Otsuka,
1968; Kozma €és mtsai., 1978) azt mutatjdk, hogy a cink je-~
lenléte elsésorban a moharost termindlisok szinaptikus vezi-
kulédival kapcsolatos. Nem eldontott azonban, hogy a cink a

vezikuldk belsejében, vagy azok kiils6 felszinén lokalizd-



16dik-e. JelentSs mennyiségii nyomelem lokalizdlhaté ultra-
strukturdlisan a hippocampus piramis~ és szemcsesejtjeinek
szémd jéban, valamint intralizoszomdlisan (Brun és Brunk,
1970; Kozma és mtsai., 1978).

Szamos fizioldgiai kisérlet valdsziniisiti, hogy a
cink részt vesz a moharost termindlisok transzmissziés fo-
lyamatdban (von Buler, 1962; McLardy, 1970a,b; Crawford
és mtsai., 1973; Hesse, 1979).

Széleskori kutatdsok folytak (és folynak ma is) annak
eldéntésére, hogy a hippocampus magas nehézfém~, kiilono-
sen pedig extrém magas cinktartalmdt mi indokolja: kapcso-
latba hozhaté-e az kiilonbdzd metalloenzimek (szénsav-an=-
hidrdz, alkalikus foszfatdz, glutamdt-dehidrogendz és mds
dehidrogendzok) regiondlis eloszldsdval (McLardy, 1962;
Parisi és Vallee, 1969; Mellgren és mtsai., 1977), tovédb-
ba kﬁiﬁnbazé hippocampalis transzmitterek pl. acetilkolin
(ACh), Y’~aminovajsav (GABA), biogén aminok szintetizdld
vagy bonté enzimjeinek (kolinacetil-tramszferdz, CAT;
acetilkolin-észterdz, AChE; glutaminsav-dekarboxildz, GAD;
monoamin~oxiddz, MAO; stb) topogrifiai elrendezddésével
(Pohle és Matthies, 1970; Fonnum, 1970; Meyer és mtsai.,
1971; Storm-Mathisen és Fonnum, 1971; Ferke és mtsai., 1978),
esetleg az enkefalinok hippocampdlis eloszldasdval
(Stengaard-Pedersen és mtsai., 1981)°

Felmeriil annak a lehetésége is, hogy a cink -- mint
a citoskeletidlis fehérjék, els6sorban a tubulin f6 subunit

proteinjének fontos alkotdérésze -- a hippocampus moharost



termindlisaiban elsédlegesen membrianstabilizdlé funkcidt
14t el (Chvapil, 1976; Kress és mtsai., 1981; Bettger és
0?Dell, 1981).

l.4. A hippocampus neurotranszmitterei és lokalizdcidjuk

Kolinerg rendszer

A hippocampus f6 kolinerg afferensei a medidlis sep-
t41is magbél erednek és kidzvetleniil a régid inferior pi-
ramissejtjei alatt és felett, az area dentata hilusdban,
valamint a str. oriensben végzddnek (Lewis és Shute, 1967T;
Mosko és mtsai., 1973). Fonnum (1970) biokémiai és Kdésa
(1978) enzimhisztokémiai vizsgdlatai szerint a hippocampus
infrapiramiddlis rétege, valamint az area dentata szupra-
granuldris rétege és a hilus fasciae dentatae rendelkezik
a legnagyobb CAT aktivitdssal. Jelentds azonban a str.
oriens és a str. pyramidale CAT aktivitdsa is. Erdemes
megemliteni, hogy a CAT aktivitds topogrdfiai elrendezddé-
se a hippocampusban egybéesik az AChE aktivitdséval.

CAT pozitiv neuront sem a hippocampusban, sem az area
dentata~ban nem sikeriilt kimutatni (Kdsa, 1978). Igy a
septohippocampdlis kolinerg rostok csak a kolinoceptiv pi-
ramissejtekkel, a Golgi II tipusui sejtekkel, és a szemcse=-

sejtekkel szinaptizdlhatnak.
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Aminerg rendszerek

A hippocampdlis formacidé noradrenerg innervacidja a

locus coeruleusbdél indul ki (Segal és Bloom, 1974; Swanson
és Hartman, 1975) és rostralisan a medidlis elbagyi kote-
gen at, ventrdlisan a piriform és az entorhindlis cortexen
keresztiil 1ép be a hippdcémpusba (Lindvall és Bjorklund,
1978). A leghtobb noradrenerg axontermindlis az area denta-
ta hilusdban, a szuprar.és infrapiramiddlis rétegben, a
CA3 régidban és a subiculum molekuldris rétegében taldlha-
t6 a hippocampdlis formdcidn beliil (Loy és mtsai., 1980).

A hippocampus dopaminerg innervacidja kevésbé ismert

és feltérképezett. Ennek elsbédleges oka az, hogy az hippo-
campus endogén dopaminszintje (DA) rendkiviil alacsony més
agyteriiletekhez viszonyitva (Browstein és mtsai., 1974).
Ujabban Scatton és mtsai. (1980) kutatdsai bizonyitottik,
hogy a hippocampdlis formdcidé dopaminerg afferensei a
substantia nigrabdl (A9 sejtcsoport) és a ventrdlis teg-
mentdlis aredbdél (Al0 sejcsoport) erednek és a dorsdlis
kttegen athaladva a fimbridn 4t 1épnek be a hippocampusba.
A DA-erg termindlisok pontos lokalizdcidja még nem ismere-
tes a strukturdn beliil.

Jelentds viszont a hippocampus szerotonin (5-hidroxi-

triptamin, 5-HT) innervicidja, amely a kozépagyi raphe
magokbdl ered és két palydn 4t 1ép be a hippocampusba:
egyrészt a dorsdlis kotegen at (cingulum - fornix -

fimbria), mdsrészt ventrdlisan, az amygdalan és az ento-
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rhindlis cortexen &thaladva (Storm-Mathisen és Guldberg,
1974; Moore és Halaris, 1975). Az 5-HT termindlisok a hip-
pocampusban elsésorban a CAl régié str. lacunosum-molecula-
re-ban, valamint a str. radiatumban taldlhatdk; (a CA2 és
CA3 régid hasonldé rétegeiben kisebb szdamban fordulnak eld).
Az area dentata hilusdban, az infragranuldris rétegben vi-
szont rendkiviil nagy szémban lokalizdlhatdk 5-HT termind-
lisok (Moore és Halaris, 1975).

A hippocampdlis formicié minden részében (régid su-
perior, régid inferior, area dentata) jelentSs a hiszta-
minerg (HA) jdegvégzbdések széma, legmagasabb azonban a
subiculumban (Schwartz és mtsai., 1976). A HA afferensek
donté tobbsége dorsdlisan, a mediélis eldagyi kétegen at-
haladva, tehdt a fimbridn keresztiil 1ép be a hippocampusba;

kisebb résziik viszont ventridlisan.

Aminocaciderg rendszer

Hisztokémiai (Storm-Mathisen és Fonnum, 1971), biokémiai
(Storm-Mathisen, 1972) és immuncitokémiai (Ribak és mtsai.,
1978) vizsgdlatok bizonyitjék, hogy a GAD, a GABA szinteti-
7416 enzimje, a hippocampus belsé neuronjaiban, a kosdrsej-
tekben lokalizdlhatd, kovetkezésképpen a GABA a kosdrsejtek
gétlé transzmitter anyaga.

A Schaffer kollaterdlis és a perfordns pidlya ingerlé
transzmittere a glutamdt (GILU), mig a commissurdlis és
asszocidcids rostok putativ transzmitter anyéga a GLU vagy
asgpartdt (ASP) (Fonnum és mtsai., 1980; Nitsch és mtsai.,
1980).
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Egyéb transzmitter rendszerek

Ujabban, immunhisztokémiai és radioimmunoldgiai méd-

szereket alkalmazva kolecisztokinint (Handelmann és mtsai.,

1981; Greenwood és mtsai., 1981) és enkefalint (Stengaard-

-Pedersen és mtsai., 1981) tartalmazd axontermindlisokat

is leirtak a hippocampdlis formdcidban.

1.5. Célkitiizések

A fenti irodalmi adatok birtokdban tovabbi kisérlete-
ket végeztink, hogy pontositsuk a cink és mds hisztokémiai-
lag demonstralhaté nehézfémek (Fe, Cu, Mn) hippocampuson
beliili lokalizdcidjadt és tisztdzzuk a neurondlis folyamat-
ban betoltott szerepét.

Munkédnkban a ktvetkezd feladatok megvaldsitdsdt tliztik
ki célul:

1./ Demonstrdlni a normdl hippocampus nyomelemeinek szdveti
lokalizdcidjat, tovabbd a cink és réz differencidlt
hisztokémiai demonstrdldsdra uj médszert kidolgozni,

2./ megvizsgdlni a cink és més nehézfémek hippocampdlis
szintjének normdl ontogenetikus vdltozdsidt, s adatainkat
korreldlni a hippocampus magas nyomelemtartalmi neuro-
ndlis elemeinek morfoldgiai érésére ill., a transzmitter
rendszerek ontogenetikus fejlédésére vonatkozé adatok-
kal,

3./ vizsgdlni a krdénikus cinkhidny hatdsdt a hippocampdlis
cinktartalomra és annak szubcelluldris eloszldsdra, to-
vébbd a kolinerg rendszer enzimeinek aktivitédséra,
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4./ a septdlis deafferentdlds és a kémiai 1ézidk hippocam-
pidlis nyomelemszintre kifejtett hatdsdt hisztokémiai
és atomabszorpcidés vizsgdlatokkal demonstrdlni. Ennek
alapjén megvizsgdlni, hogy a hippocampélis cinktarta-
lom milyen transzmitterrel medidlé idegvégzddésekkel
hozhaté osszefiiggésbe.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Felhaszndlt anvagok

A kisérleteinkhez haszndlt CFY torzsii fehérpatkidnyok
hippocampusat altatds nélkiili dekapitdldst kovetden tdvoli-
tottuk el.

A hippocampdlis nehézfémek szintjének ontogenetikus
fejlodés sordn bekivetkezd vidltozdsdt vizsgdlva embriondlis
17 és 19 napos, tovdbba a posztnatdlis 1, 3, 5, 7, 9, 11,
14, 17, 20, 23, 26, 29, 40, 70 és 100 napos korban vettik
ki az dllatok hippocampusdt.

Valamennyi korcsoportot 4-10 szivetmintdval reprezentdltuk.

A triklérecetsav (TCA) nyomelemkioldd hatdsdnak vizs-
gédlata c€1jabél a hippocampuson kiviil a neocortexet és a

kisagyat is kivettikk az d41latokbdl.

2.2, Ag dllatok kezelése

2.2.1. Krdnikus cinkhidny eldidézése

11, 21 és 30 napos mindkét nembeli CFY torzsii fehér-
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patkdnyokon végeztiik kisérleteinket. A kontroll csoport
55.90 pg/g széraz sily cinket tartalmazé normdl patkényté-
pot (Lati, G6d6116) és csapvizet kapott ad libitum. A ki-
sérletes cinkhidnyt az 41latok mdsik csoportjénak cinksze-
gény (7.40 pg/g sziraz sily cinket tartalmazdé) patkdnytd-
pon (ICN Pharmaceuticals Inc., Cleveland) tartdsdval idéz-
tik el6. Ez utébbi csoport cinkmentes ivévizet kapott, a-
melyben az egyéb kationok koncentracidéja kozel azonos volt
a csapvizével. Az anydk ilyen diétédm szoptatték;utédaikat,
s azgok az ©nalld tdpldlkozds megkezdésétil ugyanezen a
diétdn éltek tovdbb. A cinkhidnyos étrendre fogott dllato-
kat miianyag ketrecben tartottuk.

2.2.2. Miitéti beavatkozisok

Sebészeti mdédszerek

A hippocampus septdlis afferentdcidjanak megsziintetése
céljabsl felndtt, him CFY fehérpatkdnyokon (180-200 g)
Nembutal® (Avott S.A.) (54 mg/kg i.p.) altatds alatt miité-
tileg unilaterdlisan teljes szélességben atmetszettik a
fimbridt. 1 ill. 7 nap tdlélési id6 utdn vizsgdltuk a fimbria
transszekcié hatdsdt a hippocampus kolinerg enzimjeinek
(AChE, CAT) aktivitédsdra, a nyomelemszintekre és a nyomelem

festbdésre.
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Kémiai anyagokkal torténd kezelések

6-hidroxidopamin.HBr (6-0HDA.HBr) intracerebroventri-

kuldris (icv) injektdldsdt megeldzben Schulz és Buresch
(1980) médszerét alkalmazva 0.8 mm &tmérdjii teflon kaniilt
épitettink be a felndtt, néstény CFY fehérpatkdnyok
(150-180 g) oldalkamrdjdba. A kaniilozést kovetden kiilon
ketrecekben tartottuk az dllatokat. A kontroll csoportot
25 pl fizioldgids séoldattal kezeltik icv., ami 0.1% asz-
korbinsavat is tartalmazott. Az adagoldst 200 pl-es Hamil-
ton mikroadagoldval végeztik, 5 pl/perc sebességgel. A ke-
zelt csoport 200 mg 6-OHDA-t (szabad bdzisra szdmolva) ka-
pott 25 ml vehiculumban oldva, ami a 6-OHDA gyors autooxi-

o 7 o 7

tartalmazott. A tUlélési idé 4 nap volt.

Az dllatok kainsavval (KA; 2-karboxi-4-izopropenil=-3-

-pirrolidinecetsav) és kolhicinmnel t6rténd kezelését a hip-

pocampus dorsdlis részébe irdnyitott mikroinjekcidéval ol-
dottuk meg. Felndtt, néstény CFY fehérpatkényokat (200-220 g)
Nembutal anaesztézia alkalmazésa mellett, 10 ml-es Hamilton
mikrofecskenddvel unilaterdlisan injicidltunk. A kainsavat
(Sigma Chemical Co.) 5 és 10 nmol ddézisban, 1 mestersé-
ges cerebrospindlis folyadékban oldva 0.5 pl/perc adagoldsi
sebesség mellett adtuk, mig a kolhicint (Alkaloida, Tisza-
vasvari) Zolpg dézisban, 2 ml fizioldgids sdéoldatban oldva
kaptdk az dllatok unilaterdlisan. A tdlélési id6 mindkét

kisérletben 2 ill. 7 nap volt.
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2.3. Hisztokémiai vizsgalatok

2.3.1. A nyomelemek hisztokémiai demonstrildsa

Az oldhatatlan szulfidokat képezé és argentofil nyom-
elemek (a d-mezd elemei és az dtmeneti fémek tobbsége)
hisztokémiai demonstridldsdra Timm (1958) szulfid-fémeziist
impregnacids technikdjat alkalmaztuk. A médszer lényege a
nyomelemek HZS-nelfémszulfid ( pontosabban protein-fém—SH)
forméba torténé atalakitdsa (Brunk és mtsai., 1968), majd
a fémszulfidok -- mint katalizdtorok —- feliiletén fizikai
eléhivd (pl. hidrokinon) jelenlétében az ezilistionok fém-
ezlistté torténd redukaldsa (Danscher, 1981).

Az adllatokat a kovetkezd Osszetételil oldattal perfun-
ddltuk: 9 g NaZS x 9 H20 és 3 g NaH2P04 X HZO 250 ml desz-
t111481t vizben oldva (pH: 7.3-7.4). A kivett agyszovetbdl
kriosztdttal horizontalis sikban 25 um vastag metszeteket
készitettink. A posztfixdlds 96%~os etanolban (15 perc),
az eléhivds 25 °C hémérsékleten, minden alkalommal frissen
készitett Timm reagensben (pH: 3.8) tortént (55-60 perc).

A hippocampus rétegeinek differencidltabb festdédése
céljabél a metszetek egy részét toluidinkék 1%-os vizes
oldatéaval festettiik felil.

A nyomelemek szoveten beliili differencidlt hisztoké-
miai kimutatdsdra (a cink és a réz hisztokémiai kép alap-
jén torténd elkiilonitésére) a Timm festés azon dltalunk

kidolgozott médositdsédt alkalmaztuk (Kozma és mtsa., 198la),
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amely a trikldérecetsav (TCA) cink- és vasszulfid o0l1d6é haté-
sén alapszik. A Timm festett metszeteket ill. szovetdarabo-
kat 3 ill. 5 percig 15%-os TCA-ban inkubdltuk. A szdvetben
visszamaradd nyomelemfestddés f6leg a réz jelenlétével hoz-

haté osszefiliggésbe.

2.3.2. Az AChE aktivitds fénymikroszkdépos lokalizdcidja

Az acetilkolin-észterdz (AChE, EC 3.1.1.7) aktivitds
hisztokémiai demonstrdlisira Koelle és Friedenwald (1949)
acetiltiokolinos (AThCh) médszerének Kdsa és Csillik (1966)
41tal kidolgozott mbédositdasdt, az un. Slom-réz-tiokolin
technikdt alkalmaztuk. |

A frissen eltavolitott nagyagyat 8%-os formaldehidben
24 6rén 4t fixdltuk, majd a szovetbSl 25 pm vastag metsze-
teket készitettiink fagyasztd mikrotommal. Az eldinkubdldst
10~4 mol/1 etopropazin-HCl-ban végeztiik (20 perc) a nem-~
specifikus kolinészterdzok bénitdsa céljidbsél (Lewis, 1961).
Desztilldlt vizes mosds utdn a metszeteket 60-120 percig
inkubdltuk a kovetkezd Osszetételili oldatban: AThChI (Fluka):

21 mg; 0.1 mol/l CH,COONa: 6.6 ml; 3.7% glicin) 0.3 ml;

3

0.1 mol/1 CuS0,: 0.3 ml; 0.1% Pb(NO,),: 0.3 ml. Bzt rovid

30 oF
ideig tarté desztilldlt vizes mosds, majd a metszetek 2%

Na,S oldatban torténdé elbéhivasa kiovette. A tdrgylemezre

2
felvett metszeteket dehidrdltuk €s kanadabalzsammal lefed-

tik.



2.%3.3. Az axondlis degenericié fénymikroszkoépos kimutatdsa

A degenericiés vizsgdlatokat fimbria dtmetszett és
6~OHDA.HBr-dal kezelt patkdnyokon Nauta és Gygax (1954)
médszerével végeztik el. A médszer a degenerdalt axonok €s
termindlisaik szelektiv eziistimpregndcidéjan alapszik. A
fimbria dtmetszését ill. az icv. 6-OHDA kezelést kovetden
7 nappal a patkdnyokbdl frissen kivett agyat 10%-os neutra-
lis formalinban legaldbb egy hénapig 411lni hagytuk, a fel-
haszndlést megelézden. A szovetb6l 15-25 nm vastag fagyasz-
tott metszeteket készitettiink, amelyeket 15%-os etamolban
dztattunk (30 perc). Rovid desztilldlt vizes mosds utdn
0.5%-0s foszformolibdénsavas kezelés (30 perc) kidvetkezett,

majd 0.5%-os KMnO, oldatba tettilk 4t a metszeteket (6 perc).

4
Mosds utdn 1%-os hidrokinon és 1%-os oxdlsav 1:1 térfogat-
aranyu oldaféban elszintelenedésig tartottuk a metszeteket
(1-2 perc), majd tobbszdri mosds utdn 1.5%-os AgNO3-0s ol-
datban tettik a metszeteket (AgNO5: 0.9 g; deszt. viz:

20 ml; etanol: 10 ml; cc.NH4OH: 1.8 ml; 2.5% NaOH: 1.5 ml).
Ezutdn redukdldé oldatba vittik 4t a metszeteket és a barnds
szin eléréséig ott tartottuk azokat. A redukdld oldat osz-
szetétele a kbovetkezd volt: 45 ml 96%-os etanol, 13.5 ml
10%-o0s formaldehid, 13%.5 ml 1%-os citromsav 400 ml desztil-
141t vizben oldva. Ha a festdédés tdl vildgos volt, kevés
NaOH-ot, ha viszont til sotét volt, kevés cc.NH4OH-ot ad-
tunk az AgN03-0s oldathoz. Rovid desztilldlt vizes mosés

utédn 1%-os Na,5,05 oldattal fix4dltuk, majd ismét mostuk,
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tédrgylemezre hiztuk és dehidrdltuk a metszeteket. Végiil a
kanadabalzsammal térténé fedés kovetkezett.

2.4. Biokémiai vizsgalatok

2.4.1. ldegszoveti mintdk AAS mérésre torténd eldkészitése

. Az 411atbdl kivett hippocampus nedves silydt rdgton
lemértiik, majd a kisérlet jellegétdl fiiggSen vagy mélyhiitd-
ben tdroltuk, vagy azonﬁal feldolgoztuk. A mintdk szdraz
silydt 110 °C-on 20 6rdn 4t, silydllandésigig torténd kiszi-
ritds uwtén mértik le. Ezt kiovette az agyszovet 550 °C-on
16—26 érdn at kvarctégelyben torténd szdraz hamvasztdsa. A
hamut -- a minta silyatdl fiiggéen -- megfeleld térfogati

(2-3.5 ml) 3 mol/1 HNO-ban (Merck Suprapur’) oldottuk fel.

2.4.2. Szubcelluldris frakciondlds és a mintdk AAS mérésre
torténd eldkészitése

A szubcelluldris frakcidk fehérje~ és cinkszintjeinek
védltozdsdt normdl és cinkhidnyos tdpldlkozéds mellett, az
ondllé tdpldlkozds megkezdésének idSszakdban, a posztnata-
lis 20. és 30. napok kozdtt vizsgdltuk.

A szubcelluldris frakciondlds menete a Gray és
Whittaker (1962) kozleményében leirtaktél csak kis mérték-~
ben tért el.

6-8 d1lat hippocampusébdl jéghideg 0.3%2 mol/1l szahardzban



- 20 -

(BDH Aristar®) elSszor 10 sily/tf. %-os homogendtumot ké-
szitettiink, teflon-iiveg homogenizdtorral (20 strokes),
majd 1300xg 10 percig t6rténdé centrifugdldssal kapott pel-
let reszuszpenddldsdval nyertik a nyers magfrakcidt (Pl)'
a szupernatdns (Sl) 17000xg 60 percig valé centrifugdldsd-
val pedig az S, feliiluszét, ill. a pellet reszuszpenddli-
sdval P, un. nyers mitokondridlis frakecidt kaptuk.

A frakcidk fehérjekoncentréciéjét Lowry és mtsai.
(1951) &ltal kidolgozott médszerrel mértik. A frakcidkat
2-3 ml cc. HNOy-val (Merck Suprapur’) 130 °C-on nedvesen
roncsoltuk, a roncsoldsi maradékot a frakcid eredeti tér-
fogatdnak megfeleld mennyiségii 3 mol/1 HNO.,-ban oldottuk

3
.fel.

2.4.3. Az AAS mérések kivitelezése, paraméterei

Az eld8készitett mintdk cink- és vastartalménak mérése

Perkin-Elmer 306 tipusi atomabszorpcids spektrofotométeren
A= 213.9 ill. 248.3 nm hulldmhosszon (résszélesség: 0.7
ill, 0.2 nm), levegd-acetilén langban tortént. A réz- és
mangantartalmat az alapkésziilékhez kapcsolt HGA-500 grafit-
kemencében, elektrotermdl atomizdldssal hatdroztuk ﬁeg.

A mérések paraméterei a kovetkezOk voltak:

Cu mérésekor: hulldmhossz 3%24.8 nm, résszélesség 0.7 nm,

szdritds hémérséklete 120 °C (10 + 15 sec), termikus elé-
kezelés hémérséklete 900 °C (10 + 20 sec), atomizdlds hé-

mérséklete 2600 °C (2 + 6 sec), 6blités és tisztitds hé-
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mérséklete 2700 °C (1 + 4 sec). Az atomizdldsi 1épés alatt
50 ml/perc N, belsé gizéramot alkalmaztunk.

Mn mérésekor: hulldmhossz 279.5 nm, résszélesség 0.2 nm,

szadritds hémérséklete 120 °C (10 + 15 sec), termikus eld-
kezelés hémérséklete 1000 °C (10 + 20 sec), atomizdlés
2600 °C-on (2 + 6 sec), 6blités és tisztitéds hémérséklete
2700 °C (1 + 4 sec). Az atomizdlédsi 1épés alatt gas stop-
ot alkalmaztunk. .

Minden esetben 20 pl mintatérfogatot vittink be a
kiivettatérbe és a kapott abszorbanciajeleket az atomizdls-
si 1épés alatt Perkin-Elmer 56 tipusi gyors regisztrilén

rogzitettik.

2.4.4. A CAT agktivitds radiokémiai mérése

A kolinacetil-transzferdz (CAT, EC 2.3%.1.6) aktivitdst
Fonnum (1969) radioenzimatikus mikromédszerével mértiik, ami
azon alapul, hogy az enzim a jelzett ACoA-bdl és hideg ko-
1inbél acetilcsoportjdn jelzett ACh-t szintetizdl., A mérést
mikrokémcsévekben, blank alkalmazdsaval végeztik. Az inku-
b416 elegy végkoncentriciéi a kovetkezSk voltak: 0.6 ml

1-24¢ _ACoA (2.09 GBgq/nmol, The Radiochemical Centre,
Amersham, England), %00 mM NaCl, 50 mM Na-foszfétpuffer

(pH: 7.4), 10 mM kolin~-Cl, 20 mM EDTA és 0.1 mM fizosztigmin
szgulfdt (Sigma Chemical Co.). A mikrokémcstdvek tartalmit

5 ml 10 mM-os Na-foszfdtpufferrel a kovetkezd &sszetételii
szcintilldcids elegybe mostuk at: 10 mg Na-tetrafenilborit
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2 ml1 acetonitrilben oldva és 20 mg PPO, valamint 0.75 mg
POPOP 5 ml toluolban oldva. A minta aktivitdsdt osszerdzés
utdn Packard Tri Carb folyadékszcintillédtorban mértiik.

A CAT aktivitdst pmol szintetizdlt ACh/h/g nedves szovet-

suly egységben fejeztiik ki.

2.4.5. Az AChE aktivitds spektrofotometriis meghatirozisa

Az 'AChE biokémiai meghatdrozdsdt Ellman és mtsai.
(1961) d1tal kidolgozott spektrofotometrids eljédrdssal vé-
geztilkk. Az enzim az AThChI hidrolizise soran tiokolint sza-
badit fel, ami az 5,5-ditio-bis~2-nitrobenzoesavval (DINB,
Sigma Chemiéal Co.) reagilva sirga szinii terméket eredményez.

A mérés 412 nm-en, 1 cm-es kiivettaban, Pye Unicam
spektrofotométeren tortént. A mérendd homogendtum vdltozd
mennyiségét (20 vagy 50 pl-t) 2.88 ml 0.1 mol/1 foszfét-
pufferba (pH: 8) tettilk és ehhez 0.1 ml DTNB oldatot adtunk

(39.6 mg DINB és 15 mg NaHCO, 10 ml 0.1 mol/l foszfétpuffer-

3
ben oldva). Végiil 20 pl AThChI oldatot (21.67 mg AThChI 1 ml
deszt. vizben oldva) adtunk a mintdhoz. A nemspecifikus ko-
linészterdz aktivitds gdtlasara etopropazin-HCl-ot (10'4
mol/1 végkoncentriciéban) adtunk az elegyhez. Az AChE ak-
tivitdst umol hidrolizadlt AThChI/h/g nedves szovetsilyban

fejeztik ki.
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2.4.6. Biometriai szamitdsok

A biokémiai vizsgilatok kisérleti eredményeit a szim-
tani kozépértékkel és az adtlagos standard hiba (S.E.M.)
megaddsidval reprezentdltuk.

Két kisérletsorozat atlaga kozotti killonbség szigni-
fikancidjénak vizsgdlatdira minden esetben a Student-féle

t-prébat alkalmaztuk.

3, EREDMENYEK

3,1. A nyomelemek normdl szoveti lokalizdcidja a hippocam-
pusban

A normdl hippocampusban a nehézfémek tébbsége Timm
médszerével az area dentata moharost rendszerében, azaz a
hilusban, valamint a CA3-CA4 régidé szupra- és infrapirami-
délis rétegében vizualizdlhatd (2.Abra). E régidk sotét
festédése a moharost termindlisokban lokalizdlhaté nyom-
elemekkel, féleg cinkkel‘hozhaté 6sszefﬁggésbe. Erdsen
festédik az area dentata szemcsesejt rétege is, 2hol a
nyomelemek elsSsorban perikaryondlisan lokalizdldédnak.

A régié superior piramissejt rétegének intenziv fes-
t8dése a perikaryonban és az apikdlis dendritekben jelen-
1év3 nyomelemekre utal. A régid inferiorban a piramissej=
tek némileg halvényabban festdédnek, mint a régié superior-

ben.
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2.Abra: Normdl hippocampusban a hilus (H), a szupra- és infra-
piramiddlis réteg (SP, IP) moharostjai intenziv nyomelem fes-
tédést mutatnak. Erésen festddik a szemcsesejtek (Sz) és a
piramissejtek (P) rétege is. Egyéb jelvlések: O: str. oriens,
%: sZr. radiatum, L: str. lacunosum, M: str. moleculare.

1%

Kozepes intenzitdst mutat a str. radiatum dendritarbo-
rizdcidéjénak és a str. oriens nyomelem festddése, a régid
superiorban és a régidé inferiorban egyarint.

A str. lacunosumban, tovdbbd a str. moleculare kiilsé

és belsé rétegében halvdny Timm reakcidé demonstrdlhatd.
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A str. moleculare kozéps6é rétege normdl hippocampusban nem
fest6dik. A subiculumban kizdrdlag a szemcsesejtek és a pi-

ramissejtek fest6dése jelentés.

3.2. A cink és réz differencidlt hisztokémiai kimutatdsa a
hippocampusban

A Timm reakcidé az oldhatatlan és argentofil szulfidot
képezb nyomelemek (Zn, Fe, Cu, Mn, Co, Ni stb., azaz az
esszencidlis fémek) és a rendkiviil kis mennyiségben jelen-
levd toxikus fémek (Pb, Cd, Hg) egngtes kimutatdsdra al-
kalmas csak. Kovetkezésképp sziikségesnek tartottuk a Timm
festés olyan médositdsdnak kidolgozdsadt, amelynek segitsé-
gével a szivetben legnagyobb koncentrdcidéban levs nyomele-

mek (Zn, Fe és Cu) differencidltan mutathatdk ki.

A Timm reakcid dltalunk bevezetett mdédositdsa a trikldr-
ecetsav (TCA) cink- és vasszulfid o0ld6 hatdsén alapul.
A xontrollként szolgdldé, perfunddlt hippocampus, neocortex
és cerebellum cink- és rézszintje ldthaté az I. Tdblézatban.
Miutén a szovetdarabkdkat 5 percig 15%-os TCA oldatban in-
kubdltuk, a szdveti cinkszint a hippocampus esetében 48%-kal,
a neocortexben 33%-kal,a kisagyban pedig 30%-kal cstkkent.
A vdltozdsok mindegyike erdsen szignifikdns volt. A szdvet-
darabok réztartalma a TCA kezelés kovetkeztében viszont
nem vdltozott meg szignifikdnsan (p> 0.05) és a cinkkel el-
lentétben az inkubdld oldatban nem volt kimutathaté. -
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Normdl hippocampusban (2.Abra) a nyomelemek tsbbsége
az area dentata moharost rendszerében, a szemcsesejt réteg-
ben és a hippocampus régié superior piramissejt rétegében
demonstralhaté Timm mdédszerével. Jelentds a str. radiatum
festddése is.

A TCA kezeléssel kombindlt, Timm szerint festett metszete-
ken (3.Abra) -- a szoveti cink és vas jelentds részének
kiolddsa utdn -- a hippocampus valamennyi rétegében jelentd-
sen.csﬁkkent a nyomelem festddés. Legszembetiinébb a moha-
rost neuropil és a str. radiatum dendritarboriziciéjdnak
festdédés csokkenése. Az area dentata szemcsesejt rétegében
és a hippocampus CAl-4 régidinak piramissejtjeiben ugyan-
akkor tovabbra is demonstrdlhatd -- a szovetben visszamara-
dé rézzel Gészefﬁggésbe hozhaté -- nyomelem festddés, ami

perikaryondlisan lokalizdlhatd.

I. TABLAZAT: XKONTROLL (PERFUNDALT) ES TCA~val KEZELT IDEG-
SZOVETEK CINK- ES REZTARTALMA pg/g SZARAZ
SZOVETSULYBAN KIFEJEZVE IsS.E.M.

Zérdjelben a kisérletek szamat tintettik fel

Nyom- ) 1.TCA-val  2.TCA 4ltal Kioldds mértéke
elem  °z0vet . Kontroll kezelt kioldott (kontroll=100%)
Hippocampus 10712(7) 49i6b(7) 5110 48%

Zn Neocortex 75%£12(7) 47543(7) 252 3 33%
Cerebellum 54%12(6) 37%3%(6) 162 2 20%
Hippocampus 21.3%%3.8(7) 15.0il.3°(7) n.k. 0%

cu Neocortex  13.4712.1(1) 13.5-1.1%(6) n.k. 0%
Cerebellum 11.631.0(6) 12.720.8%(6) n.k. 0%

a: p<<0.001; b: p<<0.002; c: nem szignifikdns; n.k.: nem kimutathaté
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2.Abra: A TCA kezeléssel kombindlt Timm festés megkonnyiti

a szoveti réz differencidlt kimutatdsdt a hippocampusban.
ElsGsorban a szemcsesejtek (Sz) és a piramissejtek (P) peri-
karyonjédban jelentds a réz jelenlétére utald festédés. X 194

3.%3. A nyomelemek strukturdlis lokalizdcidja és mennyiségik

valtozdsa normdl hippocampusban az ontogenetikus fej-
16dés folyamdn

A nyomelemek hiﬁpocampélis szerepének tisztdzdsa céljé-
b6l szikkségesnek tartottuk a legnagyobb koncentricidban elé-
fordulé nehézfémek szoveti szintjének ontogenetikus vdltozd-
sét (az embriondlis 17. naptél a posztnatalis 100. napig)
végigktvetni, s adatainkat igyekeztiink Gsszefiiggésbe hozni



- 28 =

a hippocampus magas nyomelemtartalmi neurondlis elemeinek

morfoldgiai érésére ill. a transzmitter rendszerek ontoge-

netikus fejlédésére vonatkoz6 irodalmi adatokkal.

A normdl hippocampus nedves szivetsulyra vonatkozta-

tott cinkkoncentricidja az embriondlis 17. nap és a poszt-

natdlis 5. nap kozott fluktudl (4.Lbra), igy lényegében
nem valtozik (p> 0.05).

Zn Fe

Cu (jig/g nedves szovet)
%)
? Mn
E: (pg/g nedves
] 1 Y9 dover)
2 200006060070
20 ?% ooooocooococo  F@

+ % — CU
o% —emoee MN
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%g ...oodooooow...

15 3 o | 0,75
g "
H (o0at00 0T
H v
Jﬂf 0,50
-~ S~
~
e’ >
5 N/ - - —
Y

| 025

kor

EI7ESPI3 57911 14 17 20 23 2 29 40 70  100(nap)

4.Lbra: Norm4l hippocampus cink-, vas-, réz- és mangénszint-
Jének véltozdsa az ontogenetikus fejlédés folyamédn.
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A posztnatalis 5. naptdél kezdve azonban a felndttkorig a
cinkszint folyamatos emelkedése tapasztalhatdé. A legmerede-
kebb emelkedés a posztnatdlis 14. és 20. nap kozstt kovetke-
zik be (+30.5%, p<0.001), bdr a 11.-20. napok ktzott ugyan~
csak nagymértékii a cinkkoncentricié -emelkedése (+38.6%,
p<<0.001). Atmeneti stagndlds utdn a cinkszint a 29. és 40,
napok kozott mintegy 10.8%-ka] emelkedik (p<<0.001) és ez-
dltal megkidzeliti a felndttkorra (=100. napra) jellemzs ér-
téket.

Az embriondlis 17. nap és a posztnatdlis 3. nap kozott
rendkiviil drédmai csﬁkkénés kovetkezik be a hippocampus vas-
szintjében (4.Abra) (-217.7%, p<0.001). Atmeneti stagndlds
utén a 9. és 11. napok kozott tovdabbi 31.4%kal csvkken
(p<<0.001) a szoveti vaskoncentricié. A 14. naptél kezdve
(a felndttkori érték 50%-drdl kiindulva) lépcsbézetesen emel-
kedve éri el a vasszint a felndttkorra jellemzd értéket.

A 1eger6te1jesébb emelkedések periddusai a 14.-17. (+45.3%,
p<<0.001) és a 29.-40. napok kozé tehetdk (+26.9%, p<0.001).

A hippocampus rézszintjének alakuldsdra az d41landd és
folytonos emelkedés a jellemzd (4.Abra). Az embriondlis 17.
napon a hippocampus rézszintje felnéttkori értékének mind-
ossze 17.5%-a. A rézszint folyamatos emelkedése mellett a
posztnatdlis 3. és 20. napon kiilonosen magas széveti réz-
szinteket mértink.

A hippocampdlis manganszint alakuldsdra -- mds dltalunk
vizsgdlt nyomelemekkel ellentétben -- a maximumgorbe szerin-

ti lefutds jellemzd (4.Abra). A szoveti mangdnszint az embrio-
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ndlis 19. naptél a posztnatalis 20. napig folyamatosan emel-
kedik, s a 20. napon mért érték (0.47120.007 pg/g nedves
szovetsily) a felndttkori értéknél mintegy 64%-kal magasabb
(p<<0.001). Ett61 kezdve azonban a mangdnkoncentricié fo-
lyamatosan csokken, s a 40. napon megkdzeliti a felndttkor-
ra jellemzd értéket.

Ha a hippocampdlis cinkszintet a vizsgdlt nyomelemek
koncentricidinak osszegéhez viszonyitottuk, s e viszony-
szém’alakulését az ontogenetikus fejlédés folyamén vizs-
gédltuk, azt tapasztaltuk, hogy a cink jelenléte a posztna-~
talis 3. napon, de kiilonosen a 11-14. napok kozotti idé-
szakban domindns a hippocampusban. Atomabszorpcids elemzé-
slink adatai szerint a cink a hippocampus Timm médszerrel
fest6d§ nyomelemeinek 57-58%-dt teszi ki ebben az idészak-

ban ( p<0.001, méds életkorhoz viszonyitva).

3.4. Krénikus cinkhidny hatdsa a hippocampdlis nyomelem-
szintre és szubcelluldris megoszldsdra, valamint a
CAT és AChE aktivitédsra

Kisérleteinkben azt kivantuk demonstrdlni, hogy az
esszencidlis cink szervezettdl vald megvondsa milyen ha-
tdssal van a hippocampus nyomelem festédésére, cinkszint-
jére és annak szubcelluldris eloszldsdra, valamint a koli-

nerg enzimek aktivitdsdra.
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3.4.1. A nyomelemek fénymikroszkdépos lokalizdcidija

A 11. napon a normidl hippocampusban (5.Abra) mir jé1
megfigyelhet6 a piramissejtek és a szemcsesejtek rétegeinek
Timm fest8dése, bdr az intenzitdsdban nem éri el a felndtt-
korit. A hilus és a CA3 szinaptikus régidéi szintén karakte-
risztikusan, de a felnéttkorindl jéval halvédnyabban festdd-

nek. Eszlelhetd a szupra- és infrapiramidédlis moharostréte-

gek festédése is a CA4 régidban.

5.Abra: 11 napos normél
hippocampusban a szemcse-
sejtek (Sz) és a piramis-
sejtek (P) festdédése mar
j61 megfigyelhetd.

A szupra- és infrapirami-
ddlis moharostok (SP, IP)
halvényan festddnek.

X 90
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6.Abra: 11 napos cink-
yos hippocampusban a
szupra- és infrapirami-
ddlis moharostok (SP,
IP) nem festddnek. X 100

.Abra: 21 napos normdl
ippocampus festédésin-
tenzitdsa valamennyi ré-
gidéban megkozeliti a
felnéttkorit. X 128

8.Abra: 21 napos cinkhid-
nyos hippocampusban a hi-
lus (H) és a CA3 szinap-
tikus régidk festddése a
kontrollndl gyengébb. X 114




- 33 -

A 11 napos cinkhidnyos &llat hippocampusdban (6.Abra)
szintén megfigyelheté a piramissejtek és a szemcsesejtek
Timm reakcidéja, a hilus és a CA3 régidé festédése azonban
a kontroll dllathoz képest (5.Abra) gyengébbnek tiinik.

Szembe6tls viszont, hogy a cinkhidnyos hippocampusban a

szupra~- €s az infrapiramiddlis moharostok nem festddnek.

21 napos korban a kontroll hippocampus Timm festédése_
intenzitdsdban megktzeliti a felndttkorit (7.Abra). A mo-
harostok és termindlisaik, tovédbbd a szemcsesejtek és a
piramissejtek fest5dése lényegesen erSsebb a 11 napos
normdl hippocampushoz viszonyitva.

A cinkhidnyos hippocampusban, a posztnatdlis 21. na-
pon, dsﬁkkent nyomelem fest6dés demonstrédlhaté az area
dentata hilusdban és a CA3 szinaptikus régidéban. A szupra-—
és az infrapiramiddlis moharostok rétege a kontroll hippo-~

campusnil gyengébben festddik (8.Abra).

3.4.2. Atomabszorpcids spektrofotometrids vizsgdlatok

A cinkhidnyos tédpldléds legszembetinébb, primér jele,
hogy a teljes agy silya a posztnatadlis 20. és 30. napon
mintegy 25-26%-kal alacsonyabb, mint a kontrollban
(II.TABLAZAT). |
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I1.TABLAZAT: A TELJES AGY NEDVES SULYANAK VALTOZASA POSZT-
NATALIS CINKHIANYOS TAPLALAS HATASARA

Kor Kontroll Zn-hidnyos Vdltozds  Szignifi-
(nap) (g) (g) (%) kancia

20  1.%6%20.045(6) 1.00420.010(10) =26.3 p<<0.001
30  1.49620.037(6) 1.116%0.015(7) -25.4 p<0.001

Atlagérték ZS.E.M. (mintaszém)

A cinkhidnyos patkdny hippocampusdnak nedves sulya a
posztnatdlis 20. napon mintegy 24%-kal, a 30. napon mir
30%-kal alacsonyabb a megfeleld kontrollhoz képest (III.TAB-
LAZAT). A szdveti silycsSkkenés kivetkeztében a hippocampus
osszfehérje (mg fehérje/hippocampus) és cinktartalma (pg
cink/hippocampus) szintén hasonlé mértékben, szignifikdnsan
alacsonyabb a cinkhidnyos csoportban (III.TABLAZAT). Ha azon-
ban a normdl és a cinkhidnyos hippocampus 10%-os homogendtu-
ménak cinkszintjeit Osszehasonlitjuk, megdllapithatd, hogy
nincs szignifikdns eltérés a két csoport cinkkoncentricidi
K6z6%t (p>0.05) (IV.TABLAZAT). |

A szubcellularis frakcidk (P15 S,y Pp) cinkszintjében
krénikus cinkhidny hatdsdra a kovetkezd eltéréseket tapasz-
taltuk (IV.TABLAZAT): 20 napos korban csak a cinkhidnyos
csoport 82 felliluszéjdban (un. mikroszdma frakcidéban) volt
alacsonyabb a cinkszint, a kontrollndl 20%-kal (p<<0.002).

A P, un. nyers magfrakcid és a P5 un. nyers mitokondridlis
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frakcidé cinkkoncentrdcidja mindkét csoportban kozel azonos

volt. A 30 napos hippocampus P, frakcidjénak cinkszintje

1
azonban a cinkhidnyos csoportban a kontrolléndl 50%-kal ma-
gasabb. Az 82 és P2 frakcidk cinkszintje kozott nincs 1é-
nyeges eltérés,a normdl és a cinkhidnyos csoportot ossze-

-

vetve.

3.4.%. A kolinerg rendszer enzimjeinek vizsgdlata

A kontroll hippocampus AChE aktivitdsa (III.TABLAZAT)
‘a posztnatdlis fejlédés 20. és 30. napja kozott 17%-kal csok-
ken (p<0.05). Cinkhidnyban az AChE aktivitds hasonld mér-
tékii cstkkenését nem tapasztaltuk (p>0.05). A kontroll és
cinkhidnyos allat hippocampusdnak AChE aktivitdsa kozott
nincs lényeges kiilonbség az ©ndlldé tédpldlkozds megkezdésé-
nek iddészakdban (p>0.05).

A kontroll hippocampus CAT aktivitdsa a posztnatdlis
20. és 30. napok kézétt 37%-kal né (p< 0.05). Ebben a pe-
ridédusban a cinkhidnyos csoport hippocampusdban 140%~o0s
(p<0.01) CAT aktivitéds novekedés kovetkezik be, de értéke
még igy sem haladja meg a 30 napos kontroll csoport CAT
aktivitasat.



IIT.TABLAZAT: NORMAL £S CINKHIANYOS HIPPOCAMPUS NEDVES SULYANAK, OSSZFEHERJE- ES
CINKTARTATMANAK, VALAMINT A CAT ES AChE AKTIVITAS VALTOZASA AZ
ONALLO TAPLALKOZAS MEGKEZDESENEK IDOSZAKABAN

Kor Vizsgdlt Nedves suly Osszfehérje AChE Cinktartalom
(nap) &llat (mg) (mg/hippocampus) (p.M/h/g) (nM/h/g) (pg/hippocampus)
o Kontroll 72.21%1.73(6) 9.21%0.10 1.70%0.07 313.%%8.6  0.910%0.022

Zn-hidnyos  54.7031.57(%)* 7.23%0.15% 0.8420.16F 275.0%11.0 0.635%0.027%
5 Kontroll 85.3031.69(7) 10.2620.19 2.3320,18 268.4315.6 1.06620.026
Zn-hidnyos  59.78%2.31(4)* 8.2320.13% 2.02%0.07 3%00.623.9°* 0.813%0.018%
X p<0.001
XX $=<0.05
Is.E.M.

Zérdjelben a kisérletek szdmdt tintettik fel.
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IV.TABLAZAT: NORMAL XS CINKHIANYOS PATKANY HIPPOCAMPUSABOL
NYERT FRAKCIOK CINKSZINTJENEK VALTOZASA AZ
ONALLO TAPLALKOZAS MEGKEZDESENEK IDOSZAKABAN

Kor Frakcio Kontroll Zn-hidnyos Szignifi-
(nap) kancia (p)
10% homogendt® 1.26%0.03% 1.16%X0.05 >0.05

P, 0.1520.01 0.17%0.02 >0.05

20 S, 0.5620.01 0.45%0.03 <0.002
P, 0.5520.03 0.54%0.04 >0.05
10% homogendt® 1.2520.03 1.36X0.0%3 >0.05

P 0.14%0.01 0.2120.01  <0.002
30 S, 0.5120.0% 0.56%0.04 >0.05
P, 0.6020.01 0.5920.01 >0.05

Minden érték mg cink/ml frakciéban kifejezve
© A 10%-0s homogendt cinkszintjét a P

1 72

cinkszintjének Osszege reprezentdlja

XS.E.M.
Kisérletek szdma: 4

+S,.+P,. frakcidk
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3.5. A fimbria dtmetszését kovetd nyomelemszint viltozisok
a hippocampusban

Kisérletiinkben azt kivantuk eldonteni, hogy a hippo-
campus kolinerg innervacidéja kapcsolatba hozhaté-e az
extrém magas hippocampdlis nyomelemszinttel. E cé1lbdl a
fimbridt unilaterdlisan Atmetszettikk és vizsgdltuk e sebé-
szeti beavatkozds AChE és CAT aktivitdsra gyakorolt hatd-
sdt, valamint a hippocampus nyomeleﬁszintjét, hisztokémiai
és biokémiai mddszerekkel.

A fimbria unilaterdlis atmetszése utdn 7 nappal jél
ldthatdk a degenerdlt axonok és axontermindlisok az area
dentata hilusdban, a szupra- és infragranuldris rétegben
és a CA3 szinaptikus régidkban (9.Abra).

A biokémiai vizsgdlatok azt mutatjédk, hogy az unilate-

ralis septdlis deafferentdcié utdn 7 nappal a miitott olda-
1i hippocampus CAT aktivitds 3.7610.23‘pm01/h/g nedves szo-
vet értékrsl 0.48%.03 pmol/h/g nedves szovet értékre, szig-
nifikénsan cstkkent (-87%, p<<0,001) a kontroll, kontrala-
terdlis oldalihoz képest. Hasonld mértékben, 403.119.7
pmol/h/g nedves szovet normdl értékrdl 79.424.7 pmol/h/g
nedves szovet értékre csvkkent (-80%, p<0.001) ugyanezen
id6szakban a 1ézié oldali hippocampus AChE aktivitédsa is.

Hisztokémiai médszerrel a normdl hippocampusban elsd-

sorban az area dentata hilusdban és a szupragranuldris ré-
tegben demonstralhatdé magas AChE agktivitds. Jelentds még

a str. pyramidale és a str. granulare AChE festddése is
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(10.£bra). A fimbria sebészeti 1ézidjénak hatdsdra, 7 nap-
pal a miitét utdn, elsésorban az area dentata hilusdban és
a sgupragranuldris rétegben cstkkent le jelentésen az AChE
aktivitdsra utald festdédés (11.Abra).

A kolinerg afferentdcidé megszimtetésével pdrhuzamosan
nem valtozik a hippocampus nyomelem festdédése. A kontroll,
kontralaterdlis oldali hippocampusra (12.Lbra) jellemzéb,
intenzitdsdban megegyezd Timm fest8dést ldtunk a miitott

oldali hippocampusban is (13.Abra). A hippocampus nyomelem

fest8dése egyik régidban, vagy rétegben sem csokken a

fimbria dtmetszés hatdsdra. A toluidinkékkel feliilfestett

metszeteken szintén megfigyelhetdk a szupra- és az infra-

granuldris réteg, valamint az area dentata hilusdnak dege-

neralt rostjai.

9.Abra: A fimbria dtmet-
szese altal eldidézett
termindlis degeneracid

a hippocampus CA%3 régid-
jéban. Eziistimpregnicids
médszer.

Tulélés: 7 nap. X 400
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10,.Abra: Normdl hippocam-
pusban jelent6és AChE akti-
vitds demonstrdlhaté a hi-
lusban (H), a szupragranu-
1léris (SG) réteghben és a
szuprapiramiddlis (SP) ré-
tegben. X 90

11.fbra: A fimbria dtmetszé-

sének hatdsdra jelentdsen

csokken a hilus (H), a
szupragranularis (Sé) és a
szuprapiramiddlis (SP) ré-
teg AChE aktivitasa.
Tilélés: T nap. X 114

12.Abra: A kontroll, nem

18z1ds oldali hippocampus

nyomelem festédése. Erdsen
festddik a hilus (H), a
szemcsesejt (Sz) és a pi-
ramissejt (P) réteg.
Tilélés: T nap. X 128
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13.Abra: A fimbria dtmetszé-
se nem cstkkenti a hilus (H),
a szemcsesejt (Sz) és a pira-
missejt réteg (P) intenziv
Timm festddését.

Tulélés: 7 nap. X 128

Kvantitativ nyomelemszint méréseink -- Osszhangban
Timm médszerével nyert hisztokémiai eredményeinkkel -- szin-
tén azt mutatjék, hogy a fimbria dtmetszését kovetden 1 ill.
7 nappal a 1ézidés oldali hippocampus cink- és rézszintje nem
véltozik meg szignifikdnsan (p>0.05) a nem 1éziés oldalihoz,

mint kontrollhoz viszonyitva (V.TABLAZAT).

V.TABLAZAT: SEPTALIS DEAFFERENTACIO HATASA A HIPPOCAMPUS
CINK- ES REZSZINTJERE

Tilélési ne/g szédraz  Kontroll oldal TLézidés oldal
idé (nap) szovet

7n 78.531.6 (8) 78.8%1.4 (8)
1

Cu 10.2%0.8 (8) 10.3%20.9 (8)

7n 73.921.% (6) 75.533.0 (11)
7 + +

Cu 11.4=0.5 (5) 10.3%=1.% (9)

ft1agérték Is.E.M.
Zéréjelben a kisérletek szdmdt tintettikk fel.
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3.6, Kémiai anyagok intracerebrdlis alkalmazdsa soran be-
kovetkez6 nyomelemszint vdltozdsok a hippocampusban

Kisérleteket végeztink annak felderitésére, hogy kiilon-
b5z6 kémiai anyagokkal torténd kezelés hatdsara miképpen
véltozik meg a hippocampus nyomelem festddése ill. nyomelem-
szintje. 6-OHDA icv alkalmazdsdval kémiai szimpatektémidt,
kainsav és kolhicin intrahippocampdlis injektdldsdval pe-
dig a moharost rendszer posztszinaptikus ill. preszinapti-
kus elemeinek kémiai 1ézidjat idéztik eldé (a piramissejtek

ill. a2 szemcsesejtek szdémdjéanak degenerdldsa révén).

3.6.1. 6-OHDA kezelés hatdsa a hippocampus nyomelemszintjére

200 pg 6-OHDA (szabad bdzis) oldalkamriba torténdé in-
jektdldsa utdn 1 héttel a hippocampus area dentata hilusé-
ban, a szupra- és az infrapiramiddlis moharost rétegben,
tovédbbd a molekuldris rétegben termindlis degeneracidé nyo-

mai 14thaték az eziistimpresmicids metszeteken (14.Lbra).

A vehiculummal icv kezelt, kontroll patkény hippocam-
pusdnak normdlis Timm festédésével (15.Abra) megegyezd ké-
pet mutat a 6-OHDA kezelt 4llat hippocampusdnak nyomelem
festddése (16.Lbra). A hippocampdlis formdcié egyik réte-
gében, vagy régiéjidban sem kovetkezik be szemmel ldthaté
nyomelem festSdés cstkkenés a 6-OHDA-nal eldidézett kémiai

szimpatektémia hatédséara.
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Atomabszorpcids méréseink szerint a 6-OHDA kezelést

kovetéen 4 nappal a kezelt dllatok hippocampdlis cink-,
vas- és rézszintjében nem kiovetkezik be szignifikdns val-
tozds (p>0.05) a kontroll hippocampushoz viszonyitva
(VI.TABLAZAT).

VI.TABLAZAT: 200 pg 6-OHDA icv INJEKTALASANAK HATASA A
HIPPOCAMPUS NYOMELEMSZINTJERE.
Tulélési ido6: 4 nap
Valamennyi értéknpg/g szdraz sulyban kifejezve

Zn Fe Cu
Kontroll " + +
o 85.74%1.16 63.55%1.23  10.12%0.%7
Kezel: 86.04%1.55 63.6671.85 10.28%0.24
n =2

Atlagérték Is.E.M.
n: kisérletek szdma

14.Lbra; 6-0HDA icv keze-
1€és utan 7 nappal az area
dentata hilusdban ter-
mindlis degenerdcid
demonstrilhatd. X 400
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15.Abra: Kontroll, vehicu-
lummal icv kezelt patkény
hippocampusédban a hilus

(H), a szemcse- (Sz) és
piramissejtek (P) normdlis
nyomelem festdédést mutatnak.
Tuiélés: 7 mnap. X 100

16.Abra: 6-OHDA kezelés ha-
tasara a hilus (H), a szem-
cse- (Sz) és piramissejtek
(P) Timm festddése a kont-
rolléval azonos marad.
Tulélés: 4 nap. X 114

3.6.2. Kainsav kezelés hatdsa a hippocampdlis nyomelemszintre

A hippocampus dorsdlis részébe adott 5 nmol kainsav
(KA) hatédsdra -- 2 nappal a kezelés utdn -- a kontroll,
nem injektdlt oldali hippocampus CA3/4 régidjdban csdkkent

Timm fest§dés demonstrdlhatd (17.Abra). Az area dentata

sgupra~ és infrapiramiddlis moharostjai a normdlndl gyengéb-

ben festédnek. A piramissejtek és a szemcsesejtek nyomelem
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fest6dése 1lényegében nem valtozik.

A XA injektdlt hippocampusban elsésorban a CA3/CA4 régidk
piramissejtjeinek, a hildris, valamint a szupra- és infrapira-
middlis moharostok Timm festddése csdkkent a mnem injektdlt
oldalihoz képest (18.Abra). Az area dentata szemcsesejtjeinek

és a régidé superior piramissejtjeinek festdédése kevésbé valto-

zott meg a KA kezelés hatdsdra.

17.Abra: A nem injektdlt
oldali, kontroll hippo-
campusban az area dentata
szupra- és infrapiramida-
lis (SP, IP) moharostjai
a normalndl gyengébben
festdédnek.

Tilélés: 2 mnap. X 100

18.Abra: Kainsav hatédsdra
a CA3-1 régidkban a moha-
rostok (M) és a piramis-
sejtek (P) festédése nagy-
mértékben csokkent.
Tulélés: 2 nap. X 114
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Hisztokémiai megfigyelésiinket nem tamasztidk ald kvan-

titativ, AAS nyomelemszint méréseink. 5 nmol XA hatdsdra az

injektdlt hippocampus dorsilis részének (kb. 12 mm’ szovet)
cink-, vas- és rézszintje sem vadltozik meg szignifikdnsan
(p>0.05) a nem injektdlt oldali, kontroll hippocampushoz
képest (VII.TABLAZAT). 10 nmol KA intrahippocampdlis injek-
tédldsa utdn 2 nappal a teljes hippocampus cink- és vasszint-
je 1ényegében a kontrolléval megegyezé marad (p>0.05),
azonban a hippocampidlis rézszint 15%-kal, szignifikdnsan

(p<<0.002) csdkken az injektdlt oldalon.

VII.TABLAZAT: KATNSAV INTRAHIPPOCAMPALIS MIKROINJEKCIOJANAK
HATASA A HIPPOCAMPALIS NYOMELEMSZINTEKRE
Ti1élési idé: 2 nap

it Nyomelem- . 2
Dézis . Kontroll Injektalt
szint (ug/g

(nmol) széraz‘gzavet oldal oldal
Hippocampus 7n 91.8222.85(7) 94.85%1.99(7)
5 dorsalis Tresze Fe 72.26%2.80(7) 74.04%3.26(7)
Cu 11.4420.54(7) 11.6820.99(6)
5 Teljes Zn 86.0021,21(9) 82.04%1.81(9)
hippocampus Fe 75.2222,06(7) 76.65%4.80(7)
Cu 9.37%0.24(9) 7.96%0.34(9)

ftlagérték S.E.M.
Zaréjelben a kisérletek szamdt tintettik fel.
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2.6.3. Kolhicin kezelés hatdsa a hippocampus nyomelemszintidre

20 pg kolhicin unilaterdlis intrahippocampdlis injekta-
ldsa utdn 2 nappal a kontroll, kontralaterdlis oldali hippo-
campus jellégzetes nyomelem festSédése megmarad (19.Abra).

Az injektdlt oldali hippocampusban -- szintén 2 nappal
a kezelés kovetdéen -- az area dentata szemcsesejtjeinek
nagymértékii festddés csdkkenése lathatd, s a moharostok zdé-~
ndja keskenyebbé valik (20.Abra). Ezzel egyidejiileg azonban
a régio superior piramissejt rétegébdl teljesen eltiinik a
nyomelemekre utalé fest8dés. 7 nap mulva, miutdn kolhicin
hatdsira nem degeneridlédnak a CA1-CA2 régidk piramissejtjei,
az injektdlt oldali hippocampusban (21.Abra) ismét megjele-~
nik a piramissejtek Timm festSdése, azonban a nem injektdlt
'0ldalindl gyengébb intenzitdssal. Ugyanakkor a str. radia-
tum festddése némileg csokken a normdl hippocampushoz ké-
pest.

Atomabszorpcids spektrofotometrids vizsgdlataink

(VIiI.TABLAZAT) azt mutatjdk, hogy a kolhicin intrahippocam-
pédlis injektdldsa utédn 2 nappal -- amikor a szemcsesejtek

és a moharostok festddése csokkent, a régid superior pira-
missejtjeibsl pedig teljesen eltiint -- az injektalt oldali
hippocampus cink-, vas- és rézszintje nem vdltozik meg
szignifikdnsan (p>0.05) a nem injektalt oldalihoz, mint

kontrollhoz képest.



i MBI = 3

19.Abra: A nem injektdlt,

kontroll oldali hippocampus-

ban a szemcse- (Sz) és pira-
missejtek (P), valamint a
moharostok (MS intenziven
festddnek.

Td1élés: 2 nap. X 100

20.Abra: Kolhicin hatdsa a
hippocampus nyomelem festé-
désére. A szemcsesejtek (Sz)
és a régidé superior piramis-
sejtjeinek (P) festdédése csok-
kent ill. eltiint.

Tulélés: 2 nap. X 128

21.Abra: Kolhicin hatdsa a
hippocampus Timm festédésére.
7 nap utén ismét festddnek a
piramissejtek (P). X128
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VIII.TABLAZAT: 20 jmg KOLHICIN UNILATERALIS INTRAHIPPOCAM-
PALIS INJEKTALASANAK HATASA A PATKANY HIPPO-
CAMPUS NYOMELEMSZINTJERE.
T41é1ési idb: 2 mnap

Zn Fe Cu
Kontroll 16.07%0.15 14.51%0.34  2.50%0.06
Kezelt 16.12%0.2%  14.68%0.52 2.33%0.08

Valamennyi érték pg/g nedves szovetben kifejezve IS.E.M.
Kisérletek szdma: 8

4. MEGBESZELES

Elvégzett kisérleteink célja az volt, hogy demonstril-
juk a hippocampdlis nyomelemek lokalizdcidjdt normdl koriil-
mények kozott felndtt dllatban, valamint az ontogenetikus
fejl6dés folyamdn.

Vizsgdltuk a krdénikus cinkhidny, valamint a sebészeti
és kémiai 1ézidk hatdsdt a hippocampus nyomelem fest5désé-
re és nyomelemszintjére. Ennek alapjén azt kivantuk tisz-
tdzni, hogy melyik neurotranszmitter rendszerrel hozhaté
osszefiiggésbe a kiugrdan magas szoveti nyomelemszint a

hippocampusban.
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4.1. A nyomelemek normdl szdveti lokalizdcidja a hippocam-
pusban

Timm (1958) médszerével végzett hisztokémiai megfigye-
léseink szerint a hippocampdlis nyomelemek dontd tsbbsége
az area dentata moharost rendszerében lokalizdlhatd. Auto-
radiogrédfids (Crawford és Connor, 1972), cink-ditizonit
festésen-élapulé (Frederickson és mtsai., 1981) és atom-
abszorpcidés spektrofotometrids (Hu és Friede, 1968) tanul-
ményok szerint a hippocampdlis cink fdleg ugyanebben a ré-
gidban lokalizdlhaté, kovetkezésképpen az area dentata hi-
lusdnak és a CA3-CA4 régidk szupra- és infrapiramiddlis
moharost rétegeinek intenziv Timm fest8déséért elsbsorban
a moharost neuropil magas cinktartalma a felelds.

Az area dentata szemcsesejtjeinek és a régid superior
piramissejtjeinek élénk nyomelem festldése ezzel szemben
dontden a perikaryondlisan lokalizdlhatdé nyomelemeknek tud-

haté be (Kozma és mtsai., 1978).

4.2. A cink és réz differencidlt hisztokémiai kimutatisa a
hippocampusban

Eredményeink szerint (Kozma és mtsai.,.1981b) a TCA
kezeléssel kombindlt Timm médszer \ujabb lehetSséget kindl
a sztveti nehézfémek hisztokémiai vizsgdlatdhoz. A TCA
ugyan nem oldja ki maradéktalanul a cink- és vasszulfidokat
(Kaltenbach és Eger, 1966), mégis e fémek jelentds részének

eltdvolitdsa megkdonnyiti a réz ugyanazon metszeten torténd,
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differencidlt hisztokémiai lokalizdldsdt.

Nickolson és Veldstra (1972) vizsgdlatai azt mutatjdk,
hogy a cink a citoskeletdlis fehérjék, elsésorban a neuro-
tubulusok f6 membridn proteinjének felépitésében fontos sze-
repet tolt be. Mivel a tubulin subunit protein a szinapto-
plazmdban koncentrdldédik (bar eléfordul a szinaptikus plaz-
mamembrénhoz kotve, a szinaptikus junkcidkban és a szinap-
tikus vezikuldkban is) (Babitch, 1981), feltehetd, hogy
elsésorban a szinaptoplazmatikusan lokalizdlhaté cink oldd-
dik ki a TCA kezelés hatdsdra.

A réz ugyanakkor elsddlegesen a perikaryondlis és a
dendritikus citoplazmdban ill. a mitokondriumokban lokali-
zdlhaté, tehdt a TCA kezelés utdn a piramissejtek és a
szemcsesejtek szémdjdban visszamarad$ festddés valdsziniileg
a réz jelenlétével hozhaté Osszefiiggésbe. Az area dentata
hilusénak TCA kezelés utdn visszamaradd halvany festddése
valdsziniileg a NA-eig axonokban és termindlisaikban lokali-
zalhaté dopamin-/b-hidroxiléz (DBH) aktivitdssal osszefiiggd

rézre utal (Danscher és mtsai., 1973).

4.3. A nyomelemek strukturdlis lokalizdcidéja és mennyiségik
véltozdsa normdl hippocampusban az ontogenetikus fej-
16dés folyamén '

Atomabszorpcids spektrofotometrids vizsgdlataink sze-
rint a hippocampus cinkszintjében a 11. és 20. posztnata~

lis napok kozott kdvetkezik be a legnagyobb mértékii emel-

kedés (kvzel 40%-o0s), ami a moharost rendszer érésével hoz-



- 5 -

haté elsésorban osszefiiggésbe. Lényeges megjegyezni, hogy

a cinkkoncentridcié a 20, napon sem éri el még a felndttkori
értékét, hanem tovdbbi lassi emelkedéssel kozeliti meg azt.
Crawford és Connor (1972) kvantitativ nyomelemszint méréseik
alapjén a sziiletés utdni 18.-22. napok kdzé helyezték a
moharost rendszer funkciondlis beérését (ebben az idbészak-
ban a cinkszint 35%-os emelkedését tapasztaltdk, a fehérje-
tartalomra vonatkoztatva). A 22 napos hippocampus cinkszint-
jét a felndttkorival azonosnak taldltdk, bdr kozti id6épont-
ra vonatkozd adatuk nincs. Eredményeik ugyanakkor nem kor-
reldlnak a morfoldgiai (ultrastrukturdlis) és Timm hiszto-
kémiai médszerével végzett ontogenetikus tanulmdnyok adatai-
val.

Amaral és Dent (1981) alapos ultrastrukturdlis tanul-
ményukban végigkovetik a moharost rendszer morfoldgiai fej-
16dését (22.hbra). Az 1. és 3. napok kozott (22.A Abra) kicsi,
szférikus moharost expanzidkat irtak le, amelyek a piramis-
sejtek apikdlis dendritjein szimmetrikus és aszimmetrikus
szinaptikus kapcsolatokat 1étesitenek. Méretiikk a 9. napig
névekszik, azonban tovdbbra is szférikusak maradnak. A 9.
naptél (22.B Abra) megkezd3dik a dendritikus citoplazma
ujjszeri bendvése a moharost termindlisokba, s a dense ve-
zikulédk szama egyre ndvekszik. Az ujjszerii bensvéseken
aszimmetrikus szinapszisok lathatdk. A 14. naptél a 21.
napig terjedé periédusban (22.C Abra) rohamosan né az in-
vagindcidk és ezzel egylitt az aszimmetrikus, de kiilonosen

‘a dendritfén 14thaté szimmetrikus kapcsolatok széma.
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22.Abra: A moharost termindlisok morfoldgiai fejldédése a
posztnatdlis els6 3 hét alatt (Amaral és Dent, 1981 nyomdn).
A: 1.-3, nap kozott, B: 9.-14. nap, C: 14.-21. napok kozdt-
ti idészakban.
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A dendritikus citoplazmiban ekkor aklumuldlédnak a kiilonbozé
sejtalkotdk: a tiiskeappardtus, a multivezikuléris testek,
mitokondriumok, riboszdéma, simafelszinii endoplazmis retiku-
lum stb. A 21. napon a moharost ferminélis képe morfoldgiai-
lag lényegében megegyezik a felndttkorival, a moharost expan-
zi6 a kor eldérehaladtdval azonban folytatédik felndttkorban is.

Zimmer és Haug (1978) fénymikroszképos nyomelem hiszto-
kémiai médszerrel kovették nyomon a hippocampus nyomelem
festédésének véltozéséﬁ posztnatdlisan. Eredményeik szerint
a moharost termindlisok szdma, mérete és festddésintenziti-
sa a 12. és a 18. napok kozott ugrasszeriien emelkedik, s
ezdltal megktzeliti a felndttkorra jellemzd képet. Bliss és
mtsai. (1974) elektrofizioldgiai médszerrel vizsgdltdk a mo-
harost rendszer funkciondlis fejl8dését. Megdllapitottdk,
hogy a moharost termindlisok ill. a szinapszisok a 10. nap-
t61 kezdik elnyerni felndttkori karakteriiket, de az érett
termindlisokra jellemz$ ?spike’ csoportok csak a 15. naptél
kezdve figyelhetdék meg.

Osszefoglalva a leirtakat, megdllapithatjuk, hogy ered-
ményeink jé egyezést adnak mds szerzdk morfoldégiai, hiszto-
kémiai és fiziolégiai vizsgdlatainak adataival. A cink do-

mindns szerepet t0lt be a hippocampus fejlddésében a 11. és

20. napok k©zott. A moharost terminidlisok érésének utolsé
szakaszdban, a posztnatdlis 11. és 14. napok kbzott kiillono-
sen magas ardnyban van jelen a cink a hippocampusban,més
nyomelemekhez viszonyitva. A hippocampdlis cinkszint az area

dentata szemcsesejtjeinek és moharost termindlisaik érésével
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pédrhuzamosan, az elsS 3 posztnatdlis hét alatt (Altman és

Bayer, 1975; Hine és Das, 1974) kozeliti meg felnéttkori

értékét. |
Bizonyos foku korreldcid tapasztalhaté a cinkszint .

ontogenetikus vdltozdsa és a kolinerg szinaptogenezis fo-

lyamata kozott a hippocampusban. A CAT aktivitds a 11. na-
pon még a gyrus dentatus valamennyi rétegében alacsony és

a felnéttkori értéket a 16.-17. napok koriil beksvetkezd
gyors emelkedéssel kozeliti meg (Nadler és mtsai., 1974).
(E gyors valtozdst nem koveti az AChE aktivitds hasonld
mértékii megnsvekedése). Nem taldltunk viszont &sszefiiggést
a cinkszint ontogenetikus vdltozdsa és a hippocampus NA-erg
innerviciéjdnak kialakuldsa kozott (Loy és Moore, 1979).

A vaskoncentricidk alakuldsdt vizsgdlva szembetiind,
hogy az embriondlis 17. napon mért érték (ami a felnditt-
kori értéket is meghaladja) a posztnatdlis 3. napig to6bdb
mint 200%-kal cstkken. Ez arra utalhat, hogy az embrio hip-
pocampusdban a hisztogenezis folyamata magas vasszintek
mellett indul meg, amit intrauterin korilmények kozott az
anya vérkeringése biztosit szdmdra. A Timm médszer alkalmat-
lan a sziiletés utdni elsé napok rendkiviil magas vésszintjé-
nek demonstrdldsdra, mivel a hemoglobinban és a mitokond-
ridlis citokrdémokban levs vas a szulfid-eziist impregnacids
technikdval kimutathatatlan (Danscher és Zimmer, 1978).

A sziiletés utdani 3. naptdl kezdve azutan fokozatosan
éri el a hippocampus felndttkori vaskészletét, ami &ssz-

hangban van Hallgren és Sourander (1958) eredményeivel.
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A hippocampusban elsb6sorban a citokrdém-oxiddz, a MAO,
tovdbbd a DBH aktivitédsdval hozhatdé Osszefiiggésbe a réz je-
lenléte, mivel az részt vesz ezeknek az enzimekmek a felépi-
tésében vagy aktivdldsdban (Scheinberg és Sternlieb, 1975).

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a hippocampus rézszint-
je az ontogenetikus fejlddés folyamén fokozatosan emelkedve
éri el a felnéttkorra jellemzd értéket, ©sszhangban Kofod

(1970) adataival. Szignifikdns korreldcidét tapasztaltunk a

hippocampdlis rézszint és az endogén NA szint ontogenetikus

valtozdsa kozott (Loy és Moore, 1979).

A hippocampus manganszintje a sziiletés utdni elsé 3
hét alatt folytonosan emelkedik, majd ettdl kezdve cstkken.

A mangénszint valdsziniileg kapcsolatba hozhatd az agyi glu-

taminsav metabolizmussal, mivel Balakrishnan és Villafranca
2+

(1978) kutatdsai azt mutatjdk, hogy a Mn“" a glutamin-szin-
tetdz enzim felépitésében, tehdt a glutaminsav -~ glutamin
dtalakitds folyamatdban részt vesz. Crawford és Conmor (1973),
Iversen és Storm-Mathisen (1976), valamint Storm-Mathisen

és Iversen (1979) szerint a glutamdt a moharost termindlisok

egy részének transzmitter anyaga. Nem lehet véletlen, hogy a

mangdnnak a moharost termindlisok érési stddiumdban (a poszt-

natdlis 11. és 20. napok kozott) meghatirozd szerepe van.

Vizsgdlataink szerint ebben az idészakban a mangdnszint a
felndttkori értékmnél 64%-k=2l magasabb, ami arra utalhat, hogy

a mangan a moharost termindlisok miikodésének beinduldsdihoz

elengedhetetleniil sziikkséges.
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4.4, Krénikus cinkhidny hatdsa a hippocampdlis nyomelem-
szintre és szubcelluldris megoszldsdra, valamint a
CAT és AChE aktivitdsra

Fénymikroszkdépos hisztokémial eredményeink szerint a
11 éé 21 napos hippocampus Timm fest6dése cinkhidnyban a
megfeleld kori normdl hippocampusénil gyengébb. Elsbsorban
a moharost neuropil (fdéleg a szupra- és infragranuldris
moharost iéteg) €s a CA3 szinaptikus régidé Timm reakcidja
halvanyabb a cinkhidnyos hippocampusban, a kontrollhoz vi=-
szonyitva. Mds rétegek festldése kozott nem tapasztalhatd
ilyen foku intenzitdsbeli kiilonbség, a két csoportot Gssze-
vetve. Dreosti és mtsai (1981) szerint is a korai posztna-
t4lis cinkhidny elsdsorban a moharostok nyomelem fest8dését
csﬁkkenti. Buell és mtsai. (1977) viszont nem taldaltak 1é-
nyegi eltérést a 21 napos kontroll és cinkhidnyos hippocam-
pus Timm festddése kozott.

Timm médszerével végzett hisztokémiai vizsgdlataink sze-

rint a kisérletes cinkhidny els8sorban a kisagyi neurohiszto-

genezisben okoz zavart, de hatdssal van mds idegi strukturdk

(pl. nagyagykéreg piramissejtjei) nyomelemeinek intracellu-
laris elrendezddésére is (Kozma és Szerdahelyi, 1982).
Atomabszorpcids vizsgdlataink arrél is tanuskodnak, hogy a

cinkhidny csak olyan teriileten képes megzavarni a neurondlis

strukturdk normdlis ontogenetikus fejlddését (pl. kisagyban),

amelynek fejlédése éppen az adott idGszakban erdteljes ill.
érzékeny a nem megfelell tdpldldasi behatdsokkal szemben

(Szerdahelyi és mtsai., 1982).
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A posztnatdlisan kialakitott cinkhidny az d1taldnos ndve-
kedésben vald lemaradds mellett a kdzponti idegrendszerben
reverzibilis biokémiai valtozdsokat és neurolégiai rendelle-
.nességeket idéz eld; azonban irreverzibilis idegrendszeri
kdrosoddsokat is okozhat, attél fiiggSen, hogy a nem kielé-
git6é téplalds az adott idegi strukturit fejlédésének melyik
szakaszdban éri (Warkany és Petering, 1973; Fosmire és
mtsai., 1975; Golden és Golden, 1981).

‘A cinkhidny agyi fehérjeszintézist gdtlé hatdsa a tel-

Jes agy és a hippocampus sulydban bekovetkezS mintegy
25-3%0%-0s redukcidéban nyilvénul meg, Ssszhangban Sandstead
és mtsai. (1972); Prohaska és mtsai. (1974); Fosmire és
mtsai. (1975) eredményeivel. B4r a hippocampus homogendtu-
ménak és a beldle nyert szubcelluldris frakcidk fehérje
koncentréciéjédban nincs lényeges eltérés a kontroll és a
cinkhidnyos csobox% k6z6tt (Szerdahelyi és mtsai., 1982),
mégis a teljes hippocampusra vonatkoztatott fehérjetartalom
szignifikdnsan cstkkent a szovet sulycsokkenése kovetkezté-
ben. A hippocampus homogendtumdnak cinkszintje sem vdltozik
’a cinkhidny kovetkeztében és a cinktartalom csokkenése csak
a szovet teljes stUlydra vonatkoztatva vdlik szembetindvé.
Ezt tdmasztjdk ald Prohaska és mtsai. (1974), valamint
Dreosti és mtsai. (1981) eredményei is.

Eltérést taldltunk viszont a cinktartalom szubcelluld-

ris megoszldsdban a kontroll és a cinkhidnyos csoport ko-

zott. 20 napos korban csupsn az S, feliiliszéban mértink a

kontrolléndl mintegy 20%-kal alacsonyabb cinkszintet.



- 59-

Ez a citoplazmatikusan lokalizdlhaté cinktartalom cinkhidny
hatdsdra bekovetkez8 cstkkenését valdsziniisiti. A P1 és P,
frakcidk cinkszintje a éO. napon viszont cinkhidnyban sem
tér el lényegesen a kontrollétél. A 30 napos S2 és P2 frak-
ciék cinkszintje mindkét vizsgdlt csoportban ktzel azonos.
A P1 un. nyers magfrakcid cinkkoncentridcidéja azonban cink-
hidnyban mintegy 50%-kal magasabb a kontrolléndl. E tény
kiilénosen érdekessé valik, ha figyelembe vesszilk, hogy a
moharostok axonvégzddései nagy dimenzidjuk ktvetkeztében a
P, nyers magfrakciéban iilepednek ki (Crawford és Connor,
1972). Megfigyelésiink azt valdsziniisiti, hogy cinkhianyban
a neurondlis cinktartalom a perikaryonban és/vagy a moha-
rost termindlisokban feldusul.

Eredményeink szerint a krdénikus cinkhidny -- habdr
1lényegében nem valtoztatja meg a hippocampdlis cinkszintet
-- mégis vdltozast képes eldidézni a cinktartalom szubcel-
luldris eloszldsdban és ennek kovetkeztében megvialtozhat a
moharostok neurondlis mikkbdése is (Hesse,.1979).

Az 6ndlldé tdpldlkozds megkezdésének idbszakdban a hip-
pocampus AChE aktivitdsdra mdr nincs befolydssal a poszt-
natdlisan létrehozott cinkhidny. Sereni és mtsai (1966),
valamint a Gambetti és mtsai. (1972) azt taldltdk, hogy a
posztnatdlis tdpldldsi behatdsokra nem valtozik szignifi-
kdnsan a cerebrum AChE aktivitdsa, viszont az enzim teljes
aktivitdsa cstkken. Kizdrélag a kisagyban figyelték meg az
AChE aktivitds szignifikdns cstkkenését is a poszinatdlis
24. napon, ami e régidé tdpldlkozdsi behatdsokkal szembeni

nagyobb érzékenységére utal.
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4.5. A fimbria adtmetszésének hatdsa a hippocampus nyomelem-

A fimbria dtmetszésével azokat a kolinerg afferens ros-
tokat is dtmetszettiik, amelyek a septum medidlis magjdbdl
erednek és amelyek a gyrus dentatus hilusdban, tovdbbid koz-
vetleniil a régié inferior piramissejt rétege felett és alatt
végzbdnek (Raisman, 1966; Lewis és mtsai., 1967). Enzimhisz-
tokémiai médszerrel is demonstrdltuk az AChE aktivitds csok-
kenését a fimbria transszekcié utdn 7 nappal, az area dentata
hilusédban és a szupragranuldris rétegben, Osszhangban mésok
eredményeivel (Shute és Lewis, 1966; Mellgren és Srebro,
197%; Mosko és mtsai., 1973; Matthews és mtsai., 1974).

Az AChE aktivitéds a septdlis deafferentdlds hatdsdra mintegy
80%-kal, a CAT aktivitds 87%-kal szignifikénsan csdkkent a
1éziés oldali hippocampusban. Mds szerzlk, biokémiai mddszert
alkalmazva, a kolinerg enzimek aktivitdsdnak hasonld mérté-
kii, er6teljes csdkkenését irjdk le (Storm-Mathisen, 1970;
Oderfeld-Nowak és mtsai., 1974).

A hippocampus kolinerg axontermindlisainak az area
dentata hilusdban és a szupragranuldris rétegben a septdlis
deafferentdlds hatédsdra bektvetkezl degenerdcidéja hisztoké-
miai vizsgdlataink szerint a hippocampus egyik régidéjéban
sem okoz festédéscstkkenést vagy kiesést. Atomabszorpcids

eredményeink szintén azt bizonyitjdk, hogy a kolinerg deaf-

ferentdlds nem vdltoztatja meg szignifikdnsan a hippocampé-

1lis cink- és rézszintet.
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Kordbban Haug és mtsai. (1971) arrdl szémoltak be, hogy
az area dentata mechanikus 1ézidjéval elbéidézett anterograd
degenerdcidé utan 24 4réval a moharostok Timm festédésében
némi redukcié kovetkezett be. Megfigyeléseinket azonban nem
egészitették ki kvantitativ nyomelemszint mérésekkel.

Eredményeink azt valdsziniisitik, hogy a hippocampus
extrém magas cinkfartalma nem kolinerg axontermindlisokban
lokalizalddik, tehdt a moharost termindlisok tulnyomé része
nem kolinerg elem (Szerdahelyi és mtsai., 1980).

A fimbria dtmetszésével a hippocampdlis formdcidt nem-
csak kolinerg afferensétdl fosztottuk meg, hanem a struktura
fé DA-, 5~-HT- és HA-erg :i.n.nervéciéﬁét is megszintettik
(részletesen lésd az 1.2. pontban). A c¢ink és réz hippocam-
palis szintjét tehdt nem befolydsolja a hippocampus legfon-

tosabb DA-, 5-HT- és HA-erg afferentdcidjénak megsziintetése.

4.6. Kémiai anvagok intracerebrdlis alkalmazdsa sorin bekd-

vetkezl nyomelemszint vdltozdsok a hippocampusban

Kilonbozd kémiai dgensek (6-OHDA, kainsav, kolhicin)
d1tal 1étrehozott 1ézidk hippocampdlis nyomelemszintre
gyakorolt hatdsdt, s ezzel pdrhuzamosan a nyomelem festddés

valtozdsat vizsgdltuk.
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4.6.1. 6-OHDA kezelés hatdsa a hippocampus nyomelemszintjére

200 pg 6-OHDA (szabad bdzis) iev injektdldsdval a cent-
ralis szimpatikus neuronok kémiai 1ézidjat idéztikk el
(Laverty és Taylor, 1970). Az icv aikalmazott 6~-0HDA a kbz-
ponti idegrendszer valamennyi régidjéban -- igy a hippocam-
pusban is -- a katekolaminok (NA, DA) gyors és hosszan tar-
t6 deplécidéjat idézik eld, az 5-HT szint érintetleniil ha-
gydsa mellett (Burkard és mtsai., 1969; Ungerstedt, 1970).
A NA deplécié a NA-erg idegvégz6dések degenerdcidjaval jar,
mig a DA-szint redukcidéjat nem koveti a DA-erg axontermind-
lisok degeneracidja (Bloom és mtsai., 1969).

A 6-OHDA kezelés utan 7 nappal a degenerdlt axonok és
axontermindlisok metszeteinken jé1 demonstrdlhatdk, elsd-
sorban az area dentata hilusdban, a szupra- és infrapirami-
ddlis rétegben, ahol a NA termindlisok nagy széﬁban lokali-
zdlhatdk (Swanson és Hartman, 1975).

A centridlis NA-erg neuronok degenerdcidjét és az endo-
gén NA-szint sziikkségszeri csokkenését nem kovette a hippo-
campusban a nehézfémek (Zn, Fe, Cu) szintjének redukcidja.
Eredményeink igy nem tdmasztjédk ald Colburn és Maas (1965);
Rajan és mtsai. (1971) in vitro vizsgdlatokon alapulé fel-
tevéseit, miszerint az 4dltalunk is vizsgdlt nehézfémek
(elsBdlegesen a vas és a réz) a NA-nal és ATP-tal ternmer
komplexet képezve részt vesznek a katekolaminok raktarozé-
sdban és transzportjdban, tehdt a biogén aminok metaboliz-
musdban €s az dltalunk medidlt neurotranszmissziés folya-

matdban is.
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4.6.2. Kainsav kezelés hatdsa a hippocampdlis nyomelemszint-

re

A kainsav (KA) egy glutamdt-analdg savas aminosav, a-
melynek neurotoxikus és neuroexcitatdérikus hatdsa kdzismert
(Olney és mtsai., 1974; Olney, 1978). Kordbban ugy vélték,
hogy a KA a GLU-receptorokhoz kttddve (Herndon és Coyle,
1977; McGeer és mtsai., 1978; Nadler, 1979) fejti ki az in-
jiciélés helye kdzelében szelektiven a sejttestekre hatd de-
generaldé hatdsat, mikdzben az afferens rostokat (és termi-
ndlisaikat), valamint az adthaladé rostokat megkiméli

(Schwarcz és Coyle, 1977; Coyle és mtsai., 1978; Nadler,
| 1979). Ujabb kutatdsok azonban azt valdsziniisitik, hogy a
KA sajdt kotéhelyekkel rendelkezik (Schwarcz és Kéhler, 1980;
Krammer és mtsai., 1980; Henke és mtsai., 1981; Slevin és
Coyle, 1981) és hogy nekrotikus hatdsa nem minden esetben
szelektiv, azaz csak a perikaryonra irdnyulé (Nadler és
mtsai., 1981). Foster és mtsai. (1981) szerint a KA hippo-
campuson beliili fé kotdhelyei a CA3 régidban, a moharost
termindlisok zéndjdban lokalizdldédnak.

Kisérleteinkben az intrahippocampdlisan adott KA
(5 nmol) hatdsdra a kontroll oldal CA3/4 régidéjdban is a Timm
| fest6dés cstkkenését tapasztaltuk, normdl hippocampushoz
viszonyitva (Nadler és mtsai., 1978a). A kezelt oldali hip-
pocampus nyomelem festédése legnagyobb mértékben a CA3/CA4
régié piramissejtjeinek rétegében, a szupra- és infrapira-

middlis, valamint a hildris moharostokban csokkent.
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A szemcsesejtekre és a régid superior piramissejtjeire ki-
sebb mértékben hatott a KA mikroinjekcié, Kohler és mtsai.
(1978), Olney és mtsai. (1979), tovdbbd Nadler és mtsai.
(1980) megfigyeléseivel ©sszhangban.

Atomabszorpcids eredményeink -- hisztokémiai megfigye-

1ésiinkkel ellentétben -- azt mutatjék, hogy 5 nmol KA még

még az injektdlt hippocampus dorsdlis részének cink-, réz-
és vasszintjét sem képes‘befolyésolni, tehdt a Timm festo-
dés redukcidjaval padrhuzamosan nem koévetkezik be a nyom-
elemek kiiiriilése a hippocampdlis formdcidbél. 10 nmol KA
is csupdn a rézszint 15%-os, azonban mégis szignifikéns
csokkenését volt képes eldidézni (Szerdahelyi és mtsai.,
1981). '

Hasonldé dézisban adott KA a hippocampdlis neurotransz-
mitter szinteket is befolydsolni képes. A hippocampus ASP,
GLU, TAU és GABA szintje KA hatdsdra mintegy 60-80%-kal csok-
ken az injektdlt oldalon (Fonnum és Walaas, 1978; Schmid és
mtsai., 1980), 2 nappal a kezelést ktvetden. Az ACh szint
ezzel szemben 100%-kal megnd a KA-injektédlt hippocampusban;
a CAT aktivitéds azonban vdltozatlan marad (Schwarcz és
mtsai., 1978). Mindez azzal lenne magyardzhatd, hogy az el-
halt piramissejtek helyén a kolinerg és katekolaminerg af-
ferensek és termindlisaik burjénzdsa indul meg (Smiatowski
és Smiatowska, 1981).

A KA 4d1tal indukdlt 1€zidé a hippocampusban a nem neu-
rondlis elemek (glia) proliferdlddasédt is eléidézi (Murabe

és mtsai., 1982). Mivel kordbbi vizsgdlatok

[ { ie
PN

(Ferke és
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mtsal., 1978) ismeretes, hogy etamnol hatdsdra a kisagyi Pur-
kinje sejtek nyomelem festdidése a koérnyezd gliasejtekre

transzlokdldédik, feltehetd, hogy KA hatdsdra is a nyomelemek

gliasejtekre torténd transzlokdcidja kovetkezik be. Valdszi-

niilleg a neuroglia proliferdldddsa idézi els, hogy KA hatési-
ra a moharost rendszer posztszinaptikus elemeinek (CA3 és
CA4 régidk piremissejtjeinek) degenericiéja ellenére sem
csvkken kényegesen a hippocampus nyomelemszintje.

Mivel a KA hatdsdra -~ a moharostok degeneréciéja.kavet-
keztében -- a moharost rendszer nyomelem festédés cstkkenésé-
vel padrhuzamosan az endogén GLU szint is nagymértékben csbtk-
ken, feltehetd, hogy a szemcsesejtek és termindlisaik transz-

mitteranyaga a GLU.

4.6.3. Kolhicin kezelés hatdsa a hippocampus nyomelemszint-
jére

A kolhicin intrahippocampdlis injekciéjadval patkdnyban
a gyrus dentatus szemcsesejtjeinek (tehdt a moharost rend-
szer preszinapfikus elemeinek) degenerdcidjiat lehet eldidéz-
ni (Goldschmidt és Steward, 1978), aminek kovetkeztében a
szemcsesejtek és a moharostok Timm fest6dése csvkken (Nadler
és Cuthbertson, 1980), fénymikroszkdépos hisztokémiai megfi-
gyeléseinkkel osszhangban. 2 nappal a kezelés utdn a régié

superior piramissejtjeinek nyomelem festédése eltiint, majd
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a 7. napon ismét megjelent. AAS vizsgdlataink azt mutatjdk,
hogy 2 nappal a kolhicin intrahippocampdlis injektdldsa u-
tan -- amikor a szemcsesejt réteg fest6dése csdkkent, a mo-
harost neuropil zéna keskenyebb lett és a régid superior
piramissejtjeibdl teljesen eltiint a nyomelemekre utals
festbdés -- az injektalt oldali hippocampus nyomelemszint-
je lényegében valtozatlan maradt (Szerdahelyi, 1982).

A kolhicin hatdsdra bektvetkezd Timm festldés redukcid
-~ akdrcsak a KA kezelés sordn -- nem jar egyitt a nyomele-
mek hippocampdlis formdcidbdl torténd kiiiriilésével. Ennek
valészini magyardzata az lehet, hogy a kolhicin (ill. a KA)
hatdsdra degenerdlddd idegi strukturdk nyomelemtartalma
mds neurondlis vagy nem neurondlis szovetalkotdékra, eset-
leg a hippocampus mds rétegeibe tevdédik &t. Bar a piramis-
sejt réteg, a granuléris réteg és a moharost rendszer fes-
t8déscsdokkenésével pirhuzamosan mids rétegek fest6dése nem
er6sodik ldthatdéan, mégis a nyomelemek intrahippocampdlis
transzlokdciéjat aldtdmasztja az a tény, hogy a Timm fes-
- t6dés nem képes hiien nyomon ktvetni a nyomelemek lokalizi-
cidéjénak megvaltozdsdt. A nyomelemek transzlokidcidja ugyanis
maga utdn vonhatja a szovethez kotb8désikk kémiai karakteré-
nek megvaltozdsit, amitél hisztokémiai kimutathatdsdguk

fiigg (Haug és Danscher, 1971). Masrészt a Timm reakcid és

a valdédi nyomelemszint kdzott nincs abszolut korreldcid,

az intenziv festddés ugyanis sziikségszeriien magas nyomelem-
szintre utal, e megdllapitds megforditottja viszont nem

feltétleniil igaz (Danscher és mtsai., 1976; Danscher és
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Zimmer, 1978). Otsuka és Kawamoto (1966) autoradiogrifiids
vizsgdlatai is bizonyitjék, hogy a hippocampus magas nyom-
elemtartalmi régidéi mellett mds rétegek is képesek a 652n
megkotésére.

A kolhicin hippocampdlis piramissejtek nyomelem festé-
désére gyakorolt hatdsidt az is magyardzhatja, hogy hatdsi-
ra a Timm médszerrel festddS nehézfémeket kotd strukturdk
ill. fehérjék konformicids vidltozdson mennek keresztiil
(Detrich és mtsai., 1981) és a nyomelemek hisztokémiai ki-
mutathatésdga azdltal hidsul meg, hogy a HS™ ionok szdmdra
hozzdférhetetlenné vdlnak (Brunk és mtsai., 1968). Mivel
a kolhicin a tubulin £f6 subpnit proteinjének szulfhidril
csoportjaihoz kotdédik (Nickolson és Veldstra, 1972;
Weisenberg és mtsai., 1968) és a cink kotShelyei ugyanezek
a strukturdk (Edstrom és Mattsson, 1975; Kress és mtsai.,

1981), valészinii, hogy a cink-kolhicin kompetitiv interak-

ciéja felelds elsSsorban a répid superior piramissejtjei-

nek adtmenetileg eltiindé Timm festbdéséért.

Eredményeink megerdsitik tovabba azon koridbbi elképze-

lésinket (Kozma és mtsai., 1981b), hogy a Timm mdédszerrel

végzett hisztokémiai megfigyelések csakis kvantitativ‘nvom-

elemszint mérésekkel kombindlva értékelhetdk teljes bizton-

séggal.
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkédnk célja az volt, hogy a cink (és mds nehézfémek)

hippocampdlis szintjét ill. azok normdl és cinkhidnyos dlla-

potban vizsgdlt ontogenetikus fejl6dését megprdébaljuk kapcso-

latba hozni a struktura fontosabb'transzmitter rendszereivel.

Vizsgdlataink eredménye az aldbbiakban 6sszegezhetdk:

1./

2./

3./

4./

Médszert dolgoztunk ki a cink és réz szoveten beliili
differencidlt hisztokémiai kimutatdsdra és lokalizala-

sara.
t

Ontogenetikus vizsgdlataink szerint a cinkszint poszt-
natdlisan beksvetkezd, ugrdsszeri megnovekedése a moha-
rost rendszer beérésével egyiddben kovetkezik be.

A cinkszint és a CAT aktivitds ontogenetikus valtozisa
k6z6tt szintén korreldcid valdsziniisithetd. A hippocam-
pdlis rézszint és az endogén NA szint ontogenetikus a-
lakuldsa kozottli hasonlésdg a réz katekolaminok metabo-
ligmusdban betsltott szerepére utalhat. A mangdn valé-
sziniileg ugyancsak sziikséges a moharost termindlisok
egy részénél, mikddésiikk beinduldsi szakaszdban.

A krénikus cinkhidny nem képes a hippocampdlis cinkszint
megvaltoztatisdra (a struktura cinktartalma agonban szig-
nifikdnsan csckken); viszont feltételezhets, hogy cink-
hidnyban megvdltozik a cink szubcelluldris eloszlésa.

A septdlis (kolinerg) deafferentdlds utdni valtozatlan
nyomelemszint azt mutatja, hogy a hippocampus magas cink-
tartalma valdsziniileg nem kolinerg axontermindlisokban
lokalizdlédik. A fimbria atmetszésével a hippocampust £6
DA-erg, 5-HT-erg és HA-erg afferenseitdl is megfosztot-
tuk; a hippocampdlis nyomelemszint és a nyomelem festddés
ennek ellenére lényegében vdltozatlan maradt. A kémiai
szimpatektdémia ugyancsak nem képes a hippocampdlis nyom-
elemszintet befolydsolni, igy feltehetd, hogy a moharost
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termindlisok transzmittere nem a NA, Kainsav hatdsédra

az area dentata moharostjainak degeneridcidja kovetkez-
tében -- a nyomelem festddés cstkkenésével pdrhuzamo-
san -- az endogén GLU szint is nagymértékben csokken,
ami valésziniisiti, hogy a szemcsesejtek és termindlisaik

transzmitteranyaga a GLU. Valdésziniileg a KA kezelés ha-

tdsdra proliferdlddott glidba torténd nyomelem dttevs-
dés miatt nem cstkkent mégsem a hippocampdlis nyomelem-
szint.

A moharost rendszer pre- és posztszinaptikus elemeire
haté kémiai 1ézidk &ltal a hippocampus magas nyomelem-
tartalmi régidiban eldidézett negativ Timm reakcid

nem jelenti a nyomelemek hippocampdlis formdcidébdél tor-
téné kitirtilését. Eredményeink alapjdn dgy véljik, hogy
nincs abszolut Osszefliggés a nyomelem fest8dés és az
aktudlis nyomelemszint kdzott.
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