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Bevezetés

A kisagy (cerebellum) elsdsorban az érz6- és mozgatémiikdések
struktdra. F6 funkcidja a mozgaskoordinacio; az érzé és
mozgatopalyakon & beérkez6 informéacidk feldolgozasarévén
Osszehasonlitja atervezett és a folyamatban |évé mozgast, és a mozgas
végrehajtasanak hibait korrigalja. Részt vesz az izomtonus
szabalyozésdban, a szemmozgasok vezérlésében, a mozgasok
ismétl6dés és gyakorlas dtal finomodd mintazatainak elsajétitasaban,
és szamos kognitiv tevékenységben is. Emlsokben két féltekékre, és
az azokat 6sszek6t6 vermisre tagolhatd. Felszinén transzverzalis
lefutast foliumok és hasadékok lathatdak; ez utdbbiak a lebenykéket
vélasztjak e egyméstol. Kéreg- és veléallomany épiti fel.
Szoveti szerkezetét tekintve a kisagykéreg harom rétegbdl all, és hé
f6 idegset tipus épiti fel. A fehérdllomanyhoz kdzelebb 1évé
szemcsesgjt rétegben taldlhatok maguk a szemcsesejtek, az unipoléaris
ecsetsgtek, valamint a gatlo természetli Lugaro- és Golgi-sejtek. A pia
mater alatt a molekularis rétegben vannak a szintén GABAerg
csillagsejtek és kosarsejtek. E két szovettani réteg kozott talalhato a
Purkinje sejtek (Ps) rétege, amely a Ps-ek perikarionjaibdl al. A Ps-ek
GABAerg projekcios neuronok, axonjuk a kisagykéreg egyetlen
kimenete, amely kisagymagvak illetve egyes agytorzsi magvak
idegsejtjeivel kapcsol odik.
A kisagykéreg két f6 bemenetet kap, egyrészt az olivocerebellaris
kiszorostok, masrészt a kiilénbzé eredetli moharostokon formégjaban,
el 6bbiek egy-egy Purkinje-sgjt dendritfgjan, utdbbiak a szemcsesejtek
dendritjein képeznek serkentd szinapszisokat.

Morfo-funkciondlis szempontbdl a kisagykéreg vestibulo-, spino-, és a

cerebrocerebellum-ra kilonitheté €. A medidlis elhelyezkedésii vermis elsésorban a
spinocerebellum része, amely bemeneteit foként a vesztibuléris labirintus és az axidlis, torzsi
testtgjak fel6l kapja. A vermis mellett az intermedier zéna is kap spinocerebellaris
bemeneteket. A vestibulocerebellum a vesztibuléris reflexek (fej-nyak-szemmozgéasok
szabédlyozasa), valamint az egyensily szabalyozésaban jatszik igen fontos szerepet. A
cerebrocerebellum, a féltekék oldalso része, elsbsorban mozgatokérgi bemeneteket kap.

A kisagy idegsejtjeinek germindlis zéngja a fejl6d6é metencephalon neuroepitheliuma a
V. agykamra terlletén. Ré&gcsdlokban a kisagy-primordium alatt hizodd ventrikuléris
zénaban, mint elsédleges germinativ zonaban az idegi prekurzorok osztodésai zommel az
intrauterin  egyedfejlédés folyaman, mig a kilsé szemcsesejt rétegben (EGL), mint
mésodlagos germinativ zondban, donté mértékben posztnatdlisan torténnek. A szemcsesejtek
kivételével az Osszes kisagykérgi neuron valamint a csillag- és kosérsejtek prekurzorai a
ventrikuléaris zona neuroepitheliuméban sziiletnek és részben az embriondlis fejlédés sorén,
részben posztnatalisan vandorolnak a fejl6do kéregbe. A posztmitotikus Ps-ek egérben az E14
és E17 napok kozott vandorolnak, és a sziletés idejére az dsszes Ps a leendé stratum
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ganglionare kozelében, a kilsd és belss szemcsesejt réteg kozott taldlhatod, a legtobb
kisagylebenyben tobb sejtsorban, és ezekbdl fokozatosan alakul ki a Ps-ek kisagyra jellemzé
egysoros [monolayer] sejtrétege. A migracios hullam latero-medidlis illetve poszteroventra —
anterodorzalis irdnyban, igen szigorl tér-idébeni rendezettséggd zajlik. A fejlods
laboratériumi  egér kisagyaban az egy sejtréteges erendezédés a késon  fejlods
kisagyterileteken csak a P8-P10 koruli idoszakra aakul ki.

A kisagykéreg posztnatdlis fejlodési  plaszticitésdnak  vizsgdlata  soran
perinatdlis/posztnatalis koru egerek és kismacskak kisagydban nagyszama, differencidlatlan
~extralaminaris’, azaz kisagykérgi citoarchitektonikus szerkezetben elfoglalt megszokott
helyikon kivil elhelyezkedd Ps-et taldltunk mGLuUR1a és egy nem foszforildlt neurofilament
(SMI-311) immuncitokémiai, valamint toluidinkék festés utan. A kéreg meghatarozott
terlletein a Ps-ek teljesen hidnyoztak. Az egyedfejlodés késobbi szakaszaiban azonban ezek a
hidnyok fokozatosan eltiintek, a Ps réteg végul folytonossa valt. Kisérleteink soran, egereken
a sziletés utdn alkalmazott BrdU kezelés azon tulmenéen, hogy megjeldlte a kilss
szemcsesejt réteg proliferdld szemcsesejtjeit, meglepsen nagymértékben befolyasolta a Ps-ek
szilletés utani migraciojét, illetve a ganglionéris sejtréteg kialakulasat.

A kisagy az emlés kzponti idegrendszer egyik, hanem aleghosszabb ideig feil6d6 régisja. Régotaismeretes, hogy
neuronhdl 6zaténak teljes kiépiilése csak joval a szilletés utan fejezddik be, ésjelentdsen befolyasolhatjék az idegrendszert a posztnatélis
fejl6dés soran éré Kiilonbozs kilss (kornyezeti) és belss hatésok. Ez nagyfoku plaszticitast, ugyanakkor igen nagy sériil ékenységet isjelent.

Az ehlzbdé fejl 6dés valamint az azt karosito hatasok részleteinek jobb megismerése hasznos | ehet a kisagyfejl 6dés zavarai nak
megel 6zéséhen, vagy talan még gyogyitasabanis.

Célkitiizések

1.) Milyen kildnbségek mutathatok ki hagyomanyosan gyorsan és lassan fejl6dé Kisagyi
terlleteken (adott kisagylebenykékben) az egysejtes Ps réteg kialakulasaban, és utdbbi mely
posztnatdlis életkorratehet6?

2.) Milyen az extralaminaris Ps-ek eloszlasa a fejl6dé kisagykéregben?

3.) Mérhet6-e szignifikans valtozas a ganglionéris réteg ,, laminéris’ Ps-jeinek szamaban a
szilletés utan, ateljes kisagyra vonatkozéan, alegujabb, és szigora kritériumok alapjan
alkalmazott sztereoldgiai/morfometriai mddszerekkel ?

4.) Melyek a posztnatalis bréom-dezoxiuridin (BrdU) kezelés szomatikus-és kisagyfejl6dést

karosito hatésai, egérben?
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5.) BrdU kezelést kdvetéen milyen a posztnatdlis fejlédésiikben (migréciojukban) megrekedt

Ps-ek eloszlasa a kisagykéregben?

6.) Mi lesz a sorsa az ektopikus helyzetben megrekedt Ps-eknek?

Anyagok és modszer ek

A Kisérletekben alkalmazott médszerek, a felhasznalt dlatok és életkoruk dsszefoglalasa:

,megzavarasa’

cé M 6dszer Allat K or ok
) PO, P3, P6
7z - 7 7 E a- 18 ] ] ]
 Praeglaalakulasndc Iroidinkek festés 919 |pg, P15, P21
% Macska (9) |PO, P14, P42
A Ps-ek fejlddése . o
macskaban mGluRl1a immuncitokémia|Macska (12) |PO, P8, P22, P42
. o . PO, P3, P6,P8, P15
mGluRla immuncitokémia |Egér (18 P T :
A Ps-ek fejlddése egérben 9 (18 gy
CaBP immuncitokémia Egér (15) |P6, P9, P12, P16, Ad.
A III-,as,e’sVI-osIebe,nykclék Ca,BP ppzitiv Ps-ek (el6zovel P6, P9, P12, P16, Ad.
Ps szamanak meghatarozasalszamolésa azonos)
A Ps réteg novekedésének . ] i ] PO, P3, P4, P6, P12,
meghatarozésa Ps reteg hosszanak merése [B9&r (27) b5 p1g 1) AD
A Ps-ek teljes szaménak  |Sztereolégiaimorfometria; [F95 (9 P8, P21, AD
meghatarozésa optikai frakcionétor Macska (12) |PO, P42, P72, AD
A kisagy fglodesenek gy | ozelés-sorozat Egér (75)  |PO-P21, AD

Eredmeények és megbeszélés

A Ps-ek rétegének fejlodése laboratoriumi egér kisagykér gében

A Ps-ek beépulése a kisagykéregbe

Vizsgalataink soran a Ps-ek alkotta ganglionaris réteg kialakuldsét tanulményoztuk a

sziletéslik utan egerek kisagydban. A hagyomanyos szévettani, és az immuncitokémiai

jelolések révén azonositottuk a Ps-eket. A Ps-réteg hossza a vermis medianszagittalis
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metszetein mérve mintegy 6-7-szeresére n6 a Ps-ek szliletés uténi, rosztro-kaudalis
sorbarendezédésének kovetkeztében. Ujsziilott (PO) egerekben a Ps-ek szabélytalan rétegekbe
rendezédtek avermis tobb régidjdban, illetve elszértan, a medulléris parenchimaban fordultak
€l6. A 3. és4. posztnatdlis napra a Ps-ek tobbrétegli sorokba rendezédve lathatdk, kivéve a
V1.-VII. lebenykék dorzdlis részét, ésrészben aVlll. lebenykét. P6 és P8 korraa Ps-ek
kialakitottak a maguk tobbé-kevéshé szabalyos egysejtes rétegét, a ganglionaris réteget,
azonban aVI.-VII. lebenykék dorzdlis részein tovébbra is szabalytalan Ps elrendezédés volt
la&thatd. P12/15 napokon a V1-0s lebenyke bizonyos teriiletein a Ps-ek hidnyoztak a
ganglionaris réteghél. P21 korra, az EGL dltiinésével fejezédik be a kisagy sejtes
szerkezetének kialakulasa.

A vermis lebenyeinek morfogenezisét és fejlédésdinamikga  vizsglva
megdllapitottuk, hogy a V1-os és V1I-es lebenyke a tobbi lebenykétol eltéréen fejlodik. A Ps-
ek egysejt-rétegbe valdé rendezédése a VI-os lebenyke dorzdlis terlletén és a Vll-es
lebenykében tart a leghosszabb ideig, (a szliletés utdn 15-16 napig) azaz a vizuo-motor vermis
fejlodése és ganglionaris rétegenek kialakulasa a vermis tébbi lebenyeihez viszonyitva késébb
fejezédik be. Eredményeink tovabbi adatokkal tamasztjdk ald a megfigyelést, hogy a kisagy a
sziletés utdn még meglepden hosszu idei fejlodik, és nem kivétel ez alél a Ps-ek rétege sem.
Kllonbodzé korl egyedek vizsgalata soran kidertlt, hogy a felnéttben jol ismert, szabélyos
egysejtes réteg kialakuldsanak folyamata [alignment] elébb lezgjlik a kordbban fejl6do

(anterior illetve medialis) mint a hagyomanyosan késén fejlodo (poszterior ill. lateralis,

valamint avermis VI-os és VI1-es lebenykéje) teriileteken.

CaBP immunpozitiv Ps-ek szdma az okulomotoros vermisben

Egy Ca koté fehérje, a Calbindin (CaBP) immunhisztokémia alkalmazasaval is

vizsgaltuk a Ps-ek sorba rendezédésének és morfogenezisének dinamikdjat egerek
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fejlodé kisagykérgében. Az egy sorba rendezédétt CaBP immunpozitiv Ps-ek szama
fokozatosan novekedett P6 és a fiatal felnéttkor kozott a VI.-VII. lebenykékben 100
sgitrél 150 sgjt/sorra; ez 50% novekedést jelent. A 1l1-as lebenykében is kimutathaté
volt a Ps-ek szamanak a novekedése P6 és P16 kor kozott 76-rél 105 sejt/sorra, amit egy
a fiatal felnéttkorig tartd mérsékelt, nem szignifikans csokkenés kovetett (6sszessegében
24 %-0s novekedés). A szamadatok is azt tamasztjdk ala, hogy a VI-os és VIl-es
lebenyke a tobbi lebenykétol eltéréen fejlodik. Ezekben a lebenykékben a szagittalis
sorokba (egysejtes rétegbe) rendezédott CaBP pozitiv Ps-ek szamanak a novekedése
lassibb folyamat és idében tovabb tart a viszonylag koréan felédé eltlss 1ll-as
lebenykéhez képest.

Valészini, hogy a Ps-ek tobbsége nem expresszélja a CaBP-t mindaddig, amig €l nem
kezdédik differencidlodasuk - azaz dendritfajuk névekedése illetve remodellacidja - végleges
helyiikon, a ganglionsejt rétegben (vagy ektopikus pozicidban). Minden bizonnyal ez az oka

annak, hogy a VI-os és Vll-es lebenykék mélyebb rétegeiben nem taldltunk CaBP
immunpozitiv Ps-eket.

Purkinje sejtek szamanak valtozasa a kisagykérgében szlletés utan

Irodalmi adatok csak szérvanyosan fordulnak elé a Ps-ek szdaménak sziiletés utani
alakulasét illetéen, ezért munkank fontos részét képezte, hogy meghatéroztuk a Ps-ek szamat
fejlodo (ésafelnott) egér kisagyaban. Adataink szerint 11,5%-kal névekedett a Ps-ek szama
posztnatalis P8-t6l P20-napig illetve 13,4%-kal fiatal felndttkorig, ateljes kisagyra
vonatkoztatva. A nbvekedés a stratum ganglionare-ban, tehét a kisagyi citoarchitektonikus
szerkezetben elfoglalt végleges helyiikon 1évé Ps-ek szdmaban is a késén vandorlo,
(extralaminéris) Ps-ek szubpopulacidjanak 1étezésére utal. Ennek a kisebb Ps

szubpopulécionak késsi, elhtizédo vandorlasa és beérkezése a Ps laminaba megfigyel éseink
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szerint donté mértékben a méasodik posztnatdlis hét folyaman megy végbe, de kisebb
mértékben — f6leg a késsbb fejlédé kisagyteriileteken — folytatddhat a harmadik szliletés utéani
héten is. A vizuo-motor vermis elhiz6do fejlédése (a késdi Ps vandorlas és integral 6déas)

Osszefliggésbe hozhat6 fokozott sériilékenységével.

A Ps-ek rétegének fejlodése hazimacska kisagykeér gében

Morfoldgiai valtozasok nyomon kovetése toluidinkék festéssel es

MGIuRl1a immunhisztokémia alkalmazasaval

A PO kortdl kezdédéen egyes késon fejl6do neocerebellaris és vermalis tertleteken
megfigyelhet6 ké sejtsoros Ps elrendezédés a P14 korra szabdlyos egysejtes réteggé alakult.
A Ps-ek meghatérozott terlileteken shvokban hidnyoztak egészen a 3. posztnatalis hétig. P42

napos korban a Ps-ek szabalyos egysejt réteget képeztek ateljes kisagy tertiletén.

Ujsziil6tt (PO) macskék kisagykérgében mér hatérozott mGluR1a immunreakcio volt
l&thatd a Ps-ek perikarionjaban és dendritjeiben, ugyanakkor szagittdlis iranyd
sorozatmetszeteken a Ps réteg sejthidnyos részei egyértelmiien l1athatoak voltak. Egy-egy ilyen
Ps-mentes terlileten mintegy 15-25 ganglionsejt (Ps) hianyzott. A sejthidnyos teriiletek
kdzelében, valamint a fehérdlloméany terlletén differencidlatlan, mGluR1a pozitiv, éretlen
(extralaminéris) Ps-ek gyakran csoportokban jelentek meg egészen a P7 korig. P22 kortdl
nagyobb kiterjedésii Ps-hidnyok méar nem voltak lathatdéak. Az extralaminéris (EGL-ben,
kisagykarok tertletén, az agyttrzs dorzalis részén és a kisagyi fehérallomanyban megjelens)

Ps-ek szdma fokozatosan csokkent, végll a felnéttkorra eltiint.
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A Ps-ek szamanak valtozasa a sziletés utan macskak kisagykergében

A Ps-ek szdmaa 72 napos (1,896 + 0,105 x 10°) és a felndtt macskéak (1,429 + 0,064 x
10°%) kisagyaban szignifikénsan kiilénbdzott az Gjsziiltt macskakban mért (1,097 + 0,094 x
10°%) Ps szamtél. (P=0,0024; PO és tsszehasonl itdsban P72 p<0,01. ANOVA: F37 = 13.02; P <
0,003; Bonferroni: P < 0,01). A novekedés mértéke PO és PO és P72 kdzott 72% volt, PO és
felnott kozott 30%.

Eredményeink azt mutatjak, hogy macskaban is |étezik egy hosszU idejti, szllletés utan

végbemend ndvekedés a ganglionaris réteg Ps-jeinek szamaban, aminek mértéke
Osszessegében mintegy 30 %. Perinatalis kori macskék fejl6do kisagykérgében megfigyeltik,
hogy a ganglionéris rétegben eléggé gyakoriak a ,,hézagok”, ahol a Ps-ek hianyoznak. A
kvantitativ vizsgdlataink sorén megfigyelt sejtszam valtozas, (azaz alaminaris Ps-ek abszolut
szdmanak novekedése) a szliletés utani egy-két hét soran valdszintileg gy mehet végbe, hogy
aganglionéris réteg Ps hianyos tertleteit “kitoltik” a perinatélis korban megfigyelhet6
»extralaminaris’, mGluR1 immunfestéssel megjelenithets, differenciadlatlan (vandorl6?) Ps-

ek.

Eredményeink arra utalnak, hogy a posztnatdlis korban feltehetéen Ujabb Ps-ek is

beéplilnek a fejl6dé Ps-laminaba mindkét vizsgalt faj esetében.

A sziletés utani BrdU kezelés hatasa egerek szomatikus- és

kisagyfejlédésere

A BrdU kezelések testi fejlédésre gyakorolt hatasa

A Kisagy posztnatdlis fejl6dési plaszticitdsdnak tanulmanyozasahoz kidolgoztunk egy

olyan modellt (kil6énbdz6 idejii és idétartami BrdU kezelés), melynek segitségével a kisagy
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kilonboz6 mértékii karosodéasat Iehetett el6idézni. C57BI6 egereket sziiletésiik utan BrdU-val
injektéltunk, egy viszonylag kis (50mg/kg testsly) dézisban. A PO korban elkezdett és
legalabb tiz napos kezelés-sorozat jelent6s szomatikus retardéciot, és szignifikans testsily-
csokkenest eredményezett. A testsully csokkenés/kilonbség fiatal feln6tt korig (P120)

megfigyelhet6 volt, a kontroll csoportok egyedeivel dsszehasonlitva

A BrdU kezelés hatasa az idegrendszer fejlédésére

A BrdU-val torténé kezelések hatésara az agy mérete is csokkent. Szembetiing volt a
vermis atmetszeti terliletének és a ganglionaris réteg hosszanak csokkenése, valamint a kisagy
citoarchitektonikus szerkezetének kérosodésa. PO-P11 korban kezelt egerek kisagykérgében a
ganglionaris réteget szabalytalan, gyakorta tobb sorban elhelyezkedé Ps-ek (illetve azok

sejtteste) alkottak.

Valtozasok a lebenyke szerkezetben

BrdU kezeléseket kbvetéen a vermis lebeny-szerkezete alapjaban megtartott, finomabb
lebenyke szerkezeti kdrosodasok azonban vilagosan |&thatok voltak a kezelt egerek
kisagyaban, melyek jobbéra a késon fejlods 1V.-V. (jellegzetes alakjuk nem alakul ki) illetve

V1.-VIl-es lebenykékre korlatozodtak, ez utdbbi esetben az allebenyek nem kilontiltek el.
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A szemcsesejt réteg fejlédésenek zavarai

A posztnatdlis BrdU kezelés hataséra zavart szenvedett a szemcsesejtek vandorlésa:
azok kisebb csoportjai a kiilsé szemcsesejt rétegben (EGL) megrekedtek, illetve a sziiletés
utan harom héttel (P21) még lathatdak voltak, elsésorban a késon fejl6do VI.-VII. lebenykék
dorzdlisterlletein. PO-P11 napon tortént kezeléseket kovetden felnétt korig (P120) is
megfigyelhetok voltak ektopikus helyzetben megrekedt kisebb szemcsesejt-csoportok a pia

mater alatt.

A Ps réteg fejlédésében bekodvetkezé valtozasok

A fejlodo kisagykéregben a BrdU kezelés [atvanyosan érintette a Ps-ek kisebb
nagyobb szubpopuléciodit is, ami elsésorban abban nyilvanult meg, hogy az érintett Ps-ek nem
vandoroltak a helylkre és nem integralodtak a ganglionéris rétegbe. Ektopikus Purkinje
sejteket taldltunk nagy szdmban arelative késébb kialakul6 rosztrélis — neocerebellaris -
kisagyi tertleteken (lobulus simplex, lobulus anterior) flocculus/paraflocculus lebenykékben,
valamint a szintén késon fejl6d6 vizuo-motor vermisben (declive, tuber) tovébba a
mesencephalon/metencephalon hatarén alV. agykamra szubventrikuléris zénajaban.
Ektopikus pozicidban |évé Ps-eket egyarant megfigyelttink a kialakulofélben 1évé belso
szemcsesejt rétegben, abelst szemcsesejt réteg/fehérdllomany hatéaran és a lebenykék
fehérallomanyaban

Vizsgalataink szerint a BrdU kezelés hatékonysaga két tényezétol fliggott: akezelés
megkezdésenek idejétdl, illetve akezelés idotartamétdl. A BrdU kezelés elsddlegesen a
szemcsesejtek (és prekurzoraik) karosodésat, szamuk csokkenesét eredményezte. Késleltette,
illetve gétolta a morfogenetikus folyamatokat, a Ps-ek szabalyos rétegbe rendez6dését,
tovabba mérsékelt szemcsesejt ektdpidt okozott; 6sszességében a kisagyfejlodést jelentds
mértékben retarddlta, ami cerebellaris hypopléziahoz és maradando citoarchitektonikus
szerkezetkarosodashoz vezetett. A korai (PO-t6l) BrdU kezelés egerek fejl6do kisagykéregben
fokozottan érintette a Ps-ek azon szubpopuléacidjat, melyek - feltételezésiink szerint - csak a

szilletés utan, egy elnyujtott fejlédési periddus sorén vandorolnak és integralddnak a
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ganglionaris rétegbe. Véleménylink szerint a BrdU kezelés elsdsorban ennek a Ps
szubpopulécionak a migrécidjat akadalyozta, tovabba gatolta normalis idérendben torténé

integrdlddasukat a ganglionaris rétegbe, és jelentés mértékii Ps-ektdpiat eredményezett.

Az eredmények Osszefoglalasa

1.) Egerek vermisében a gyorsabban fejlodé 111. lebenyke és a legutoljara fejl6do
vizuo-motor vermis (V1.-VII. lebenyke) fejlédésdinamikajdban nagyjabdl egy hét kilonbséget

figyeltink meg, utobbi terlileten a Ps-ek egysejtes rétege a posztnatalis 15-16. napra alakul Ki.

2.) Extralaminaris Ps-ek a fejl6d6 kisagykéreg mélyebb rétegeiben, majdani helytiktol
jelentésebb tavolsagban a szilletés utani két-harom hét soran megfigyelheték és azonosithatok
voltak (egérben félvékony metszeteken, macskédkban mGluRla immunreaktivitasuk és
morfologiguk alapjan).

3.) A fejl6do6 kisagykéreg posztnatalisan kialakuld ganglionéris rétegében a Ps-ek
szdmanak szignifikans ndvekedését figyeltilk meg egerek és macskék kisagyaban, szigoru

kritériumok alapjan alkalmazott sztereoldgiai modszerekkel.

4.) A szilletés utan alkalmazott BrdU kezelés egerek szomatikus-és kisagyfejlédésének
retardaciojat okozta a kezelés megkezdése idépontjanak, és tartamanak (a bevitt BrdU 6ssz-
dézisanak) fliggvényében. Elsédlegesen a gyorsan proliferdld szemcsesejtek karosodtak, de
igen jelentések a szlletés utan vandorld Ps-ek migrécids és integrécios zavarai is.

5.) Ami vandorlasukban megrekedt Ps-ek eloszlasét illeti, ezeket a sejteket az egész
kisagykéregben  megfigyeltiink, legnagyobb szdmban a neocerebellumban, a
flocculug/paraflocculus valamint a késon fejlédé vizuo-motor vermis lebenykéiben.

6.) Az ektopikus helyzetben megrekedt Ps-eknek egy hanyada képes - kevéshé
szabédlyosan - integralodni a ganglionéris rétegbe, a fehérdllomanyban megrekedt Ps-ek
azonban nagyobbrészt elhaltak, kisebb részilk mint ektopikus sejt azonosithato.
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I ntr oduction

Cerebellum (,,small brain™) is a rhombencephalic structure responsible for integration
of sensory and motor functions. The main role of the cerebellum is the coordination of
movements; it compares the inputs from the sensory and motor pathways and is responsible
for a permanent (“real time”) correction of ongoing movements. It plays role in the regulation
of the muscle tone, in the control of eye movements, in the motor skill, and in several
cognitive functions. It consists of two hemispheres and the vermis in mammals, which are
separated to lobules by fissures. The cerebellum can be further divided into cortex or gray
matter and medulla or white matter.

Three histological layers and seven main neuronal types build up the cerebellar cortex.
In the granular layer the granule cells and the unipolar brush cells as well as the inhibitory
Golgi and Lugaro cells can be found. The neurons of the molecular layer are the GABAergic
stellate and basket cells. Between this two histological layers, the Purkinje cell layer as a
single cell layer is built up by the somata of the Purkinje cells (PCs). The PCs are also
GABAergic inhibitory neurons; their axons are the sole source of the cerebellar output
terminating on the neurons of cerebellar and vestibular nuclel.

The cerebellar cortex receives two main types of (excitatory) inputs. the
olivocerebellar climbing fibers terminating on the PC dendrites, and the mossy fibers of

various origins forming synaptic contacts on the dendrites of the granule cells.
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The cerebellum can be divided to medial, intermedier, and lateral zones. The
phylogenetically oldest region, the vestibulocerebellum plays important roles in the vestibular
reflexes and in the regulation of balance. The medial zone of the vermis belongs to the
spinocerebellum that receives afferents from axial parts of the body as well as vestibular
inputs. The intermedier zone also receives spinocerebellar afferents. The cerebrocerebellum,
actually the larger (lateral) part of the hemispheres receives inputs mainly from the motor
cortex.

The germinal zone of the cerebellar neurons is the neuroepithelium of the developing
metencephalon in the territory of the 1Vth ventricle. In rodents the ventricular zone is the
primary germinative zone under the cerebellar primordium, where the neural precursors
proliferate predominantly during the intrauterin life. On the contrary, in the external granular
layer (EGL) as a secondary germinal zone of the cerebellum, cell proliferation occurs during
the early postnatal age. Except for the granule cells all of the cerebello-cortical neuronal
precursors are born in the neuroepithelium of the ventricular zone. They migrate towards the
developing cortex during pre- and postnatal development. In the mouse post mitotic PCs
migrate between E14 and E17 and they build up the ganglionic layer of the cerebellar cortex
gradually. By the time of birth all PCs can be found in the vicinity of the presumptive
ganglionic layer, between the EGL and the internal granular layer (IGL), forming multiple
cell layers in most of the cerebellar lobules. The typical PC monolayer built up from these
rows of cells, viatheir rostro-caudal and medio-lateral dispersion and alignment. The wave of
migration takes place in latero — medial as well as posteroventral — anterodorsal direction in
space, and is strictly controlled in time and space. In the developing mouse the PC monolayer
appears only by 8-10 postnatal days in the late developing cerebellar territories.

Examining the developmental plasticity of the cerebellar cortex, we found numerous
undifferentiated , extralaminar” (positioned outside of the regular citoarchitectonic structure
of the cortex) PCs at perinatal/early postnatal ages in mice and kittens revealed by mGluR1a
immunocitochemistry as well as by toluidine-blue staining. At the same time, PCs were
completely missing in smaller territories of the cerebellar cortex. At later stages of
development these ,,gaps’ disappeared and the PC layer became continuous. In our earlier
experiments, BrdU treatments applied on mice labeled the proliferating cells of the EGL,
moreover, highly influenced the migration of the PCs at postnatal ages, consequently, the
formation of the ganglionic layer.

The cerebellum is one of the longest developing regions of the central nervous system.
It is well known that the complete build up of its neural network finishes well after birth and
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is influenced by many external (environmental) and internal (genetic) effects, which means an
enhanced plasticity and vulnerability. Understanding of the details of this extended
development and its influencing factors would be very useful in the prevention of
developmental failures of the cerebellum, perhaps in their therapies as well.

Aims:

1.) To highlight the differences in the formation of PC monolayer comparing faster and
slower developing cerebellar areas (lobules) and the time of build up of the ganglionic
monolayer.

2.) To describe the distribution of extralaminar PCs in the developing cerebellar cortex.

3.) To clarify the changes in the total number of ,,laminar” PCs after birth in the whole
cerebellum, based on modern stereologic/morphometric methods and to check the
statistical significance of these data.

4.) To examine the effects of postnatal BrdU treatment on the somatic and cerebellar
development of the mouse.

5.) To investigate the distribution of PCs disturbed in their migration/settlement after
BrdU treatment.

6.) What isthe fate of PCs in ectopic positions?

M aterials and methods

Summary of the applied methods and the number and age of experimental animals.

Aim M ethod Animals Ages
PO, P3, P6
i i Mouse (18 e
To examine the formation Toluidine blue Staining (18) P8, P15, P21

of the PC layer Cat (9) PO, P14, P42

Development of PCs in catsmGluR1a immunohistoch. (Cat (12) PO, P8, P22, P42

PO, P3, P6,P8, P15,
P21

Development of PCsin
mice

mGIluR1a immunohistoch. |Mouse (18)
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CaBP immunohistochem. |Mouse (15) |P6, P9, P12, P16, Ad.

(the same as
previous)

Counting PCs in lobules 111 Counting CaBP* PCs
and VI.

Studying the growth of PC |Measuring the length of PC

P6, P9, P12, P16, Ad.
PO, P3, P4, P6, P12,

monolayer layer Mouse (27) o165 p1g P21, AD
Counting the total number Mouse (9) |P8, P21, AD

of PCsin the whole Optical fractionator

cerebellum Cat (12 PO, P42, P72, AD
Disturbing the cerebellar g,y 5 trectment Mouse (75) |P0-P21, AD
development

Results and discussion

Development of PC layer in the cerebellar cortex of laboratory mouse

Incorporation of PCsinto the cerebellar cortex

We studied the postnatal development of the ganglionic layer of PCs in the mouse.
PCs were identified by traditional histological and immunocytochemical staining. The length
of the PC layer increased by 6-7 times as measured in mediansagittal sections of the vermis
because of the rostrocaudal arrangement of PCs after birth. In newborn (PO) mice PCs were
arranged into multiple rows in several territories of the vermis or they were dispersed in the
medullary parenchyma. At postnatal days P3 and P4, PCs were arranged in multiple rows
except the dorsal part of vermal lobules VI. VI, and VIII. At P6 and P8 PCs formed a more
or less regular monolayer, the ganglionic layer, however, in the dorsal area of the vermal
lobules VI. and VI1. the arrangement of PCs was still irregular. By P12/15 PCs were missing
from the ganglionic layer, at certain areas of lobule VI. The citoachitectonic build up of the
cerebellum was completed by P21, by postnatal age the EGL disappeared.

Investigating the developmental dynamics and morphogenesis of the vermal lobules,
we observed an altered development of the lobules V1. and VII. The alignment of PCs into
monolayer was completed only by P15-16 in the dorsal part of the lobules VI. and VII.
indicating a delayed postnatal development of the visuomotor vermis and its ganglionic layer.
Our results give further evidences to the observations that the cerebellum develops for along
time after birth, including the ganglionic layer as well. Comparing individuals at different
ages it turned out that the alignment of PCs completed earlier in the anterior and medial
lobules than in the late developing (posterior and lateral, as well as vermal lobules V1. and

VI1.) aress.
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Number of CaBP immunopositive PCsin the oculomotor vermis

We investigated the alignment and morphogenetic dynamics of PCs by the help of
calcium binding protein (CaBP, Calbindin) immunocytochemistry in the developing
cerebellar cortex of mice. The number of CaBP positive PCs in the monolayer increased
gradually from 100 cells to 150 cells/row in lobules VI. and VII. from age P6 to young
adulthood, which means 50% increase. There was also an increase in lobule I11. between P6
and P16 (from 76 to 105 cells/row) followed by a moderate, not significant decrease until the
young adulthood (altogether 24% increase). The above numerical data support aso the altered
development of vermal lobule VI and VII. In these lobules, the increase of the number of
settled (CaBP immunopositive) PCs is a slower developmental process and lasts for a longer
time in comparison to the relatively earlier developing anterior lobule I11.

Most probably, the majority of PCs do not express CaBP until they start to
differentiate — including the growth and remodellation of their dendritic tree — settled into the
ganglionic lamina (or in ectopic position). This could be an explanation of our observation,
that there were no CaBP immunopositive PCs in deeper regions of lobules V1. and VII.

Changesin the number of PCsin the cerebellar cortex at postnatal ages

There are only sporadic data in the literature about the changes in the number of PCs
at postnatal ages. Therefore, it was an important part of our work to estimate the number of
PCs in the postnatal developing and adult cerebellum of the mouse. We observed 11,5% and
13,4% increase in the number of PCs between P8 - P20 and P8 - young adult, respectively.
The increase suggested the presence of a late migrating (extralaminar) subpopulation of PCs.
The late and delayed migration and incorporation of this subpopulation of PCs occurred
predominantly during the second postnatal week, however, the migration might continue on
the third postnatal week at a lower rate, too. The delayed development (late migration and
incorporation of PCs) of the visuomotor vermis might be related to its enhanced vulnerability.

Development of PC layer in the cat

M orphological changesrevealed by toluidine-blue staining and mGluR1a
immunohistochemistry
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From PO onwards the double-layered arrangement of the PCs, that was seen at certain
neocerebellar and vermal areas, transformed into regular monolayer by P14. PCs were
missing from distinct areas (,gaps’) until the 3rd postnatal week. By P42 PCs built up a
regular monolayer in the whole cerebellum.

In the cerebellar cortex of newborn kittens strong mGluR1a immunoreaction was seen
in the somata and dendrites of PCs. At the same time, ,gaps’ were seen in sagittal (serial)
sections in the rows of PCs. In these gaps 15-25 PCs were completely missing from the
ganglionic lamina. Undifferentiated, mGluR1la positive, immature (extralaminar) PCs
appeared often in cohorts until P7 close to those areas lacking PCs. From P22 on these gapsin
the rows of PCs disappeared. The number of extraaminar PCs - appearing in the EGL, in the
cerebellar peduncles, at the dorsal surface of the brainstem, and in the cerebellar white matter
- decreased gradually, and disappeared until adulthood.

Changesin the number of PCsin the cerebellar cortex of cat after birth

The number of laminar PCs differs significantly in P72 (1,896 + 0,105 x 10°) and adult
(1,429 + 0,064 x 10°) cats compared to the newborn (1,097 + 0,094 x 10°) kittens. (P=0,0024;
p<0,01, ANOVA: F37 = 13,02; Bonferroni: P<0,01). The measure of the increase was 72%
and 30% between PO and P72 and between PO and adult, respectively.

Our results show that there is a long lasting postnatal increase — around 30% — in the
total number of PCs in the cat, too. We observed , gaps’ (vacancies in the PC layer) in the
developing cerebellar cortex of kittens at perinatal ages. Changes in the number of PCs of the
ganglionic layer, measured by quantitative stereological methods (optical fractionator) during
perinatal 2-3 weeks, can be explained by ,filling-up” the gaps with extralaminar, mGluR1a
immunopositive, undifferentiated (migrating) PCs.

Our results suggest that PCs may incorporate into the existing and developing
monolayer in both species studied at postnatal ages.

Effect of BrdU treatment on somatic and cer ebellar development

Effect on somatic development

We have developed an experimental model (BrdU treatments at different ages and
intervals) in order to study the postnatal developmental plasticity of the cerebellum. BrdU
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administrations resulted in more or less severe cerebellar damages. C57BI6 mice were
injected with BrdU at a relatively low dose (50 mg/bw kg) after birth. Series of treatments,
from PO to P11 resulted in significant decrease in the body weight and in severe somatic
retardation. The decrease/difference in the body weight was observed until young adulthood
(P120), compared to the individuals of the control groups.

The effect of BrdU administration on development of the nervous system

The size of the brain/cerebellum decreased also after BrdU treatments. Both the cross-
sectional area of the vermis and the length of the ganglionic layer decreased significantly, and
the citoarchitectonical structure of the cerebellum was damaged, too. Following BrdU
administration from PO to P11, the ganglionic layer was built up by somata of PCs arranged in
irregular, multiple rows, and this alteration persisted at later ages as well.

Changesin the cerebellar lobular structure

The basic lobular structure of the vermis was intact after BrdU administration,
however, minor disturbances in the structure of the lobules were obvious in the cerebellum
restricted dominantly to the late developing lobules 1V. — V. (their typical shape was not
formed) and V1. -VII., in the latter ones the sub-lobules were not separated.

Developmental disturbances of the granular layer

The migration of granule cells were altered after BrdU treatment; their smaller groups
remained in the external granular layer (EGL), moreover, the groups were seen at P21,
especially in the dorsal part of late developing lobules V1. and VII. Small groups of granule
cells were observed in ectopic positions under the pia mater at P120 following early postnatal
BrdU treatment between PO-P11.

Changesin the development of PC layer

The BrdU administration highly influenced the migration of a proportion of PCs; these
PCsdid not migrate and did not incorporate into the ganglionic layer. We found large number
of ectopic PCs in the relatively late differentiating rostral — neocerebellar — areas (lobulus

simplex, lobus anterior), in the floccullus/paraflocculus and visuomotor vermis (declive,
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tuber), moreover, in the sub-ventricular zone of the IVth ventricle, at the border of the
mesencephalon/metencephalon. PCs disturbed in their postnatal migration were observed in
ectopic position in the IGL, at the border of the IGL and the white matter, and in the white
matter of the cerebellum.

On the basis of our investigations the effectiveness of BrdU treatments depended on
two factors: the age of the animals at the beginning of treatment and the duration (time
interval) of the treatment. BrdU application resulted, first of all, in the damage of granule cells
and their precursors as well as in the decrease of their number. BrdU administration delayed
and blocked the morphogenetic processes, especially the normal alignment and migration of
PCs, and caused moderate granule cell ectopia, too. BrdU treatment significantly retarded the
development of the cerebellum, which lead to cerebellar hypoplasia and permanent
citoarchitectonic damage. Early BrdU treatment started at PO influenced especially that
subpopulation of PCs, supposed to be able to migrate and incorporate into the ganglionic layer
during an extended developmental period. Our opinion is that BrdU trestment disturbed the
migration of this population of PCs and prevented their normal integration into the ganglionic
layer resulting in significant PC ectopia

Summary of the results

We summarize our most important results as follows:

1./ We observed about 1 week delay in the development of cortical area of the lobules VI.-
VI1I. compared to the lobule I11. in the vermis of the mouse. The build up of the cortex was
completed around postnatal days 15-16 in the lobules VI-VII.

2./ Extralaminar PC were observed and identified — on semithin sections in the case of the
mice, and on the basis of their dendritic morphology as well as based on their mGluR1a
immunoreactivity — in deeper territories of the cerebellar cortex on the 2™ and 3" weeks after

birth.

3./ In the developing cerebellar cortex the number of PC increased significantly both in mice
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and cats, based on strict criteria of stereological methods.

4./ Pognatal BrdU administration resulted in the retardation of somatic and cerebellar
development. The effect of BrdU depended on the onset and duration of the treatment
(cumulative BrdU doses). First of all the rapidly proliferating granule cells were damaged
following BrdU administration, however, the postnatal migration and integration of Purkinje

cells were also seriously disturbed.

5./ Asfar asthe distribution of Purkinje cells in ectopic position(s) concerns, they appeared in
the whole cerebellar cortex, but in higher number in the flocculo-nodular lobe, as well as in

the late developing visuomotor vermis.

6./ A smaller proportion of Purkinje cells in ectopic position were able to integrate — more or
less regularly — into the ganglionic lamina. Purkinje cells in the white matter were mostly

degraded, and in a smaller proportion persisted as ectopic cells.
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