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BEVEZETES

Oligodendroglia sejtek, myelinizdacio

A kozponti idegrendszerben az oligodendroglia (OLG) sejt képezi a
myelinhiivelyt. Az érett OLG sejteknek Kkét tipusat kiilonboztetjik meg: az
interfaszcikularis, valamint a szatellita tipust, melyek rutin festési eljarasokkal
(hematoxilin-eozin, vagy krezil-ibolya) és specialis modszerekkel
(pl. immunhisztokémia) is elkiilonithetéek a tobbi gliasejttdl. Az interfaszcikularis OLG
sejtek a fehéradllomanyban az axonok kozott sorban helyezkednek el, a szatellita sejtek a
sziirkeallomdnyban az idegsejtek kozvetlen szomszédsdgaban talalhatok. Az OLG
sejtek funkcidja -az idegsejtek mikrokornyezetének a kialakitasa mellett- a myelin
képzése és fenntartasa (Baumann és Pham-Dinh, 2001).

Mori ¢és Leblond 1970-ben elektronmikroszkoppal az OLG sejteket vilagos,
kozepesen sotét (intermedier) és sotét fejlodési alakokra osztotta fel. A vilagos OLG
sejtek 0sztodo sejtek, nagy, vilagos sejtmaggal, illetve citoplazmaval. Jellemzé rajuk,
hogy a sejt méretéhez képest kevés intracellularis organellumot tartalmaznak. A sejt
felszinén szamos nyulvany kezdeti szakasza figyelhetd meg, ezek a nyualvanyok viszont
nincsenek kapcsolatban az axonokkal. A kozepesen sotét, intermedier OLG sejtek
korlatozott szdmban osztédnak, kisebbek ¢és magjuk mérsékelten sotétebb, mint a
vilagos OLG-é. Citoplazmajuk alapmatrixa kozepesen sotét, szamos, jol fejlett
sejtorganellum talalhatdé meg benne. Ezen sejt feladata a myelin képzése a fejlodo
idegrendszerben. A sejt aktivitasat mutatja, hogy minden egyes OLG sejt koriilbeliil
5-50x10° ;,Lmz myelin membranfelszint szintetizal naponta (Pfeiffer és mtsai, 1993). Az
érett OLG sejtek feln6tt idegrendszerben az ott talalhatd OLG sejtek 90%-at teszik ki,
feladatuk a myelin fenntartasa (Parnavelas és mtsai, 1983). Citpolazmajuk nagyon
gazdag sejtorganellumokban, melyek ferritin tartalmu, elektrondenz alapmatrixba
(Qi és mtsai, 1995) vannak beagyazva.

A foszfolipid kettosréteget elektronmikroszkop segitségével vizsgalva 3
kiilonalld rétegre oszthatjuk fel, mely alapjan a sejtmembrant trilaminaris unit
membrannak nevezték el. A myelinizacié soran az OLG sejt nyulvanya elkeskenyedik,
elnyulik, és a sz¢€li két trilaminéaris membran belsé fele 0sszetapad, melynek eredménye
egy pentalaminaris membran. Az Gsszetapadt bels6 membran képezi a myelin erésen
elektrondenz, vastag, denz (major dense) vonalat, melyek kozott egy kevésbé

eletrondenz vonal (intraperiod line) jon létre. Ezen specialis szerkezet kialakitasaban



szamos fehérje jatszik szerepet (Baumann és Pham-Dinh, 2001). A kompaktalodott
myelin Gsszes fehérjéinek a 80%-at a proteolipid protein (PLP) és a myelin bazikus
protein (MBP) teszi ki (Morell és mtsai, 1989). Jelent6ségiikre a fehérjéket kodold
génszakaszokban bekovetkezett mutaciok vilagitottak ra. A PLP mutans jimpy egérben
a myelin kompakcié zavarat irtak le (Sidman és mtsai, 1964). A shiverer egérben,
melyben az MBP génje szenvedett mutaciot, joval kevesebb myelinizalt axont figyeltek
meg, mint vad-tipusu allatokban, és a myelinhiively szintén nem kompaktalodott. Az
egereknél tremort, gyakori epilepszias rohamot ¢és korai halalozast észleltek (Privat és
mtsai, 1979, Readhead és Hood, 1990, Roach és mtsai, 1985). Mindez jelzi, hogy az
MBP és a PLP elengedhetelen funkciot toltenek be a myelin kompakcioban, a myelin
lamellai kozti tavolsag megtartasaban, valamint a major dense line kialakitasaban.

Az OLG sejtek fehérje expresszidjat tobb tanulmanyban vizsgaltak, melyek
szerint az MBP mar akkor expresszalodik, amikor a sejt még nem képez myelint
(Agrawal és mtsai, 1984, Baumann és Pham-Dinh, 2001, Hardy és Reynolds, 1993,
Kuhlmann-Krieg és mtsai, 1988). Immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan az MBP mind
a mar myelint képz6, mind a még nem myelinizald OLG sejtekben megtalalhato
(Sternberger és mtsai, 1978a, b). Az MBP-immunhisztokémia lehetové teszi a
myelinizalt axonok korai kimutatasat, emellett pedig alkalmas a demyelinizacio
detektalasara is (Roussel és Nussbaum, 1981, Webster és mtsai, 1985). Nem ismert
viszont, hogy az ontogenezis soran a myelinizacioban megjelend  és
elektronmikroszkoppal elkiilonithetd kiilonbozé denzitasi OLG sejtek expresszalnak-e
MBP-t. Feltételezhetd, hogy a kiilonbozd érési fazisban 1évé OLG sejteket egymas
demyelinizaci6 vizsgalatara emberi mintakon is (Prineas és mtsai, 1984, Takamaya és
mtsai, 1991), melyekben a postmortem elvaltozasok miatt nehéz a részleteket is
megtartd elektronmikroszkdpos preparatumokat késziteni. Ezért emberi szoveten a
myelinizacid vizsgalatara elsésorban fénymikroszkopos modszereket alkalmaznak. Az
MBP-immunhisztokémia mellett a veloshiively festésére a rutin patoldgiaban a
modositott Kliiver-Barrera modszert, a Luxol Fast Blue (LFB) festést hasznaljak
(Kliver és Barrera, 1953). Az LFB modszer egy sav-bazis reakcion alapul, melynek
segitségével a magas lipoprotein tartalmti képletek valnak lathatéva. Tobb, fejlédod
emberi idegrendszerrel foglalkoz6 munka alapjan a magzati korban, illetve a sziiletés

utdn megfigyelhetdé myelinizdcié kimutatdsara az MBP-immunhisztokémia az LFB



festésnél érzékenyebbnek bizonyult (Bodhireddy és mtsai, 1994, Hasegawa és mtsai,
1992).

Idegrendszeri lokalizaciotol fiiggéen egyetlen OLG sejt 15-50 nyulvannyal
rendelkezik (Ludwin, 1997). Patkany nervus opticusaban 35-50 nyulvanyt irtak le
(Peters, 1964). Az axon és az OLG kozotti kapcesolatot szamos mediator befolyasolja.
Az egyik ilyen myelinizacios szignal az idegsejt aktivitasa (Bradl és Lassmann, 2010,
Demerens és mtsai, 1996, Gyllensten és mtsai, 2009, Omlin, 1997), melynek soran ATP
¢s mas adenozin mediatorok szabadulnak fel (Kuperman és mtsai, 1964, Maire és mtsai,
1984, Stevens és Fields, 2009). Az adenozin mediatorok az OLG prekurzor sejtek
differencialodasat és myelinképzését serketni. Az ATP-re pedig az astrocyta reagal
leukemia inhibitoros faktor (LIF) termelésével, mely az OLG sejteket myelinizaciora
serkenti (Ishibashi és mtsai, 2006). (Coman és mtsai, 2005). Ez a magyarazata a LIF
knock out (KO) egérben lathatd erételjes myelinizacios zavaroknak (Bugga és mitsai,
1998). Az astrocyta szerepét a myelinizacioban megerésiti az astrocytara jellemzo
glialis fibrillaris savanyt protein KO egerekben (Liedtke és mtsai, 1996) és egy ritka,
fatalis, astrocytat érinté genetikai rendellenességgel jaré korképben, az Alexander
szindromaban (Mignot és mtsai, 2004) megfigyelt myelinizaciés zavar is. Ezen
tulmenden az idegsejteknek is el kell érniiik egy bizonyos szintli érettséget ahhoz, hogy
képesek legyenek stimulalni a myelin képzését példaul neuregulin (NRG) és néhany
axonalis sejtadhézios molekula (contactin) termelésével, melyek eldsegitik az OLG
Nie és mtsai, 2003, Park és mtsai, 2001, Simons és Trajkovic, 2006). Tovabba, a
myelinizacio eléfeltétele egyes axondlis fehérjék (pl. NCAM) expresszios mintazatanak
a megvaltoztatasa is

Az OLG sejtek tobbnyire a 0,2 um atmérd feletti axonokat myelinizaljak
(Baumann és Pham-Dinh, 2001, Foster és mtsai, 1982, Hildebrand és mtsai, 1993,
Voyvodic, 1989). Minél vastagabb egy axon, annal vastagabb a burkolé myelin réteg is,
tehat az axonok atmérdje és a myelin lemezek szamanak az aranya allando, amit
,»g-ratio ”-nak neveztek el (Friede, 1972). A latéideg axonjai vékonyabbak, és az OLG
sejtek kevesebb szamu lamellaval boritjak be ott az axonokat. Ha ezen OLG sejteket
atiiltetjik a gerincveld nagyméretii axonokkal rendelkezé részeibe, a vastagabb
axonoknak megfeleld szamu lamellaval hiivelyezik be az axont (Fanarraga és mtsai,
1998). Emellett kimutattak, hogy ha az axon atmérdéje csokken, a myelin rétegek szama

is redukalodik (Elder és mtsai, 2001). A periférias idegrendszerben az NRG polipeptid



1-es, illetve 3-as tipusanak a mennyisége az axon felszinén pozitiv korrelaciot mutat az
axon atmérojével, és ezen ndvekedési faktor meghatarozhatja a myelin jelenlétét, illetve
vastagsagat (Michailov és mtsai, 2004, Taveggia és mtsai, 2005). Erre utal, hogy az
NRG egyes tipusait a normalisnal nagyobb mértékben expresszalé egerekben
szignifikdnsan vastagabb myelin volt az axonok koriil (Brinkmann és mtsai, 2008),
azonban NRG hianyos egerekben kevesebb réteget figyeltek meg a normalisnal (Roy és
mtsai, 2007). Ezzel szemben viszont normalis myelinizaciét mutattak azon egér
mutansok, amelyek kisebb mértékben ugyan, mint a vad-tipusu csoport, de
expresszaltdk az NRG fehérjét (Piaton és mtsai, 2010). A kdzponti idegrendszerben még
nem ismert, milyen molekularis mechanizmusokon keresztiil ismeri fel az OLG a neki
megfeleld atmérdjii axont. A myelinizacié szabdlyozdsdban szdmos, fentebb mar
emlitett, a sejtfelszinhez kot6dd és a két sejt fizikai kapcsolatat kialakitoé faktorok
(pl. integrin B1, NCAM, notch, lingo-1, contactin), illetve kiilonb6zé mediatorok,
novekedési faktorok (ATP, adenosin, LIF, PDGF, FGF) vesznek részt, mely hatasok
ered6jeként alakul ki a tényleges myelinizacio folyamata az ontogenezis folyaman
(Coman ¢és mtsai, 2005, Michailov és mtsai, 2004, Taveggia és mtsai, 2005). A
folyamatban novekedési faktorok mellett trophikus hatasu polipeptidek is részt vesznek,

mint pl. a hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP), amely in vitro

crer

A PACAP szerepe a myelinizdacioban

A PACAP egy 38 aminosavbol allo6  polipeptid, mely a
szekretin/glukagon/vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP) csalad tagja (Arimura, 1998,
Miyata és mtsai, 1989, Mustafa és Eiden, 2008). A PACAP-ot el6szor a hipofizisben
azonositottak, mint egy polipeptidet, mely hatékonyan aktivalja az adenilat-ciklaz
enzimet (Miyata és mtsai, 1989), ezaltal noveli a sejtben talalhatdé cAMP szintet.
Késobb kideriilt, hogy a polipeptid a kdzponti és a periférias idegrendszerben szinte
mindenhol megtalalhaté (Arimura, 1998, Koves és mtsai, 1990, Vaudry és mtsai, 2000).
A sejttipusok koziil kimutattak, hogy az idegsejtek (Nielsen és mtsai, 1998a, b) és az
astrocytak is expresszaljak a polipeptidet (Tatsuno és mtsai, 1990), az OLG prekurzor
sejtek pedig a polipeptid receptorait (Lelievre és mtsai, 2006). A PACAP a PAC1,
valamint VPAC1 és VPAC2 receptorokon keresztiil fejti ki hatasat. Mindharom G-
protein medialta transzmembran receptor fehérje (Laburthe és mtsai, 2007). A PACAP

neuroprotektiv szerepét szamos vizsgalat bizonyitotta, rendelkezik neurotrophikus



hatasokkal, részt vesz a sejtproliferacid szabalyozéasaban, hatast gyakorol az idegsejtek
Lu és Dicicco-Bloom, 1997, Vaudry és mtsai, 1999, Waschek és mtsai, 1998). Szamos
novekedési faktor, citokin és tirozin-kinaz receptor mennyiségét szabalyozza (Lelievre
és mtsai, 2006, Waschek, 2002). PACAP-deficiens egerekben kimutattak az allatok

korai mortalitdsat, a cerebellum szemcsesejtjeinek késoi differencialodasat, emelkedett

crer

s

crer

progenitor sejtek differencialodasat. Az azonban, hogy az endogén PACAP in vivo

hatassal van-e a myelinizacidra, még nem ismert.

Hippocampus anatomidja és kapcsolatrendszere

A hippocampus az archicortex része. A neocortex felél a hippocampus felé
haladva az els6 archicortikalis teriilet az entorhinalis kéreg, melyet a subicularis
komplex kovet. A hippocampust feloszthatjuk két f6 komponensre, az Ammon-szarvra
¢és a gyrus dentatusra. Az Ammon-szarv a subiculum folytatasaként tartalmazza a CAl,
a kisméretli, CA3 régiotdl nehezen elkiilonitheté CA2 és a CA3 régiot. Az Ammon-
szarvon beliil kiilon rétegben helyezkedik el a piramis tipusu idegsejtek sejttestjeit
tartalmazo piramissejt réteg, az ezen sejtek bazalis dendritjeit tartalmazo oriens réteg, az
axonokat tartalmaz6 alveus, valamint a piramissejtek apikalis dendritjeit magaba foglalo
stratum radiatum ¢és lacunosum-moleculare. Ugyancsak kiilon rétegben helyezkednek el
a gyrus dentatus nagymértékben egyedi, specializalodott sejtjei, a szemcsesejtek. A
szemcsesejtek dendritjei a molekularis rétegben talalhatéak, ahol az entorhinalis
kéregben levo idegsejtek axonterminalisaival szinaptizalnak. Axonjaik a gyrus dentatus
hilusaban és a CA3 régid piramissejteinek apikalis dendritjein végzédnek a stratum
lucidumban. A fornix a hippocampus f6 bemend és kimend axonjait tartalmazza,
melyek a hippocampust subcortikalis struktarakkal kotik ossze.

Az entorhindlis kéreg idegsejtei valamennyi asszociacids agykérgi teriiletrdl
kapnak axonokat, valamint a subiculumbol és az Ammon-szarv CA1 régidjabol (Amaral
és Witter, 1995, Insausti és Amaral, 2004). Az entorhinalis kéregb6l ecred a

hippocampus egyik legfontosabb bemenete, a perforans palya, melynek axonjai az
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entorhindlis kéreg II. és III. rétegének idegsejtjeibdl indulnak, és a subicularis
komplexen keresztiil, egészen a molekularis rétegig futnak, ahol a gyrus dentatus
szemcsesejtjeinek, valamint a stratum lacunosum-moleculare-ban, a CAl régio
piramissejtjeinek a dendritjeivel szinaptizalnak. Az entorhinalis kéreg III. rétegének
neuronjai elsésorban a CAl régid piramissejtjein végzddnek. A perforans palya axonjai
nemcsak az izgatd tipust piramissejteken, hanem a kozottik 1évé interneuronokon
(GABAerg gatlo sejteken) is végzddnek, ha nem is azonos modon és nem azonos
stiriséggel (Freund és Buzsaki, 1996). A szemcsesejtek axonjai, amiket jellegzetes
szinapszisuk alapjan moharostoknak hivunk, a hilus sejtjein, és -a hiluson keresztiil
futva- féleg a CA3 régid piramisrétegében elhelyezked6 idegsejtek apikalis
dendritjeivel szinaptizdlnak. A CA3 régidé piramisrétegében elhelyezkedd neuronok
axonjainak kollateralisai (Schaffer-kollateralis)y a CAl régi6 piramisrétegének
idegsejteivel szinaptizalnak. A perforans palya, a szemcsesejtektol a CA3 régio
idegsejtjeihez futd moharost koteg és a Schaffer-kollateralis egyiittesen alkotja a
hippocampus belsé glutamaterg, izgatoé funkciot ellatdo neuronalis korét, a triszinaptikus
kort. A CAl régi6 piramis tipus neuronjai kdlcsonds kapcsolatban allnak a subicularis
komplex idegsejtjeivel, és axonokat kiildenek az entorhinalis kéreg mélyebb rétegeiben
(IV-V.) elhelyezked6 idegsejtekhez. A hippocampus egyik lényeges subcortikalis
bemenete a septalis idegsejtekbdl ered, mely sejtek axonjai a fornixon keresztiil érik el a
hippocampust. A septumban eredé kolinerg axonok a hippocampus valamennyi
sejtjeibdl eredd gatlo axonok specifikusan csak gatld idegsejteken végzddnek gy a
gyrus dentatusban, mint az Ammon-szarvban (Freund és Antal, 1988, Freund és
Buzsaki, 1996, Gulyas és mtsai, 1990, Kiss és mtsai, 1990). A fornixon keresztiil
érkeznek a hippocampusba afferens axonok a bazalis eldagyi és hypothalamikus
magvak fel6l is. Ezek a axonok az alveusban, a hiluson keresztiil futva érik el
célsejtjeiket a gyrus dentatusban, ¢s az Ammon-szarvban.

A hippocampus triszinaptikus belsé kapcsolataban (gyrus dentatus, CA3, CAl)
nem figyelhet6 meg klasszikus értelemben vett kétirdnyu kapcsolat a serkentd
idegsejtek kozott (Amaral és Witter, 1989). Az egyediili visszacsatolas a hilaris
mohasejtek €s a gyrus dentatus szemcsesejtjei kozott talalhatd, de ez sem nevezhetd
tényleges reciprok kapcsolatnak, ugyanis a mohasejtek nem ugyanazon szemcsesejteket
idegzik be, amelyektdl bemenetet kaptak. Az Ammon-szarvon beliil tehat egyiranyt a

kapcsolat, mig az Ammon-szarv CAL régidja és a mellette talalhato subiculum, majd a
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még tavolabbi entorhinalis kéreg kozott a kapcsolat topografiailag rendezett méodon,

reciprok létezik.

A hippocampus funkcioja, valamint szerepe egyes korképekben

A hippocampus Kkiterjedt, kérgi és subcortikalis agyi régiok feldl érkezo
bemenetei, valamint sajat, belsd neurondlis kapcsolatai révén hatékonyan vesz részt
olyan alapvetd kognitiv folyamatokban, mint a tanulds és emléknyomok rogzitése, vagy
példaul a téri tajékozodas.

A téri tajékozodas tekintetében a hippocampus f6 feladata a kiilvilag targyait és
ezek térbeli elhelyezkedését reprezentald térkép létrehozasa, tarolasa és felhasznalasa
(O’Keefe ¢és Nadel, 1978). Patkanyokban egysejt-aktivitas vizsgalata segitségével
O’Keefe és Dostrovsky (1971) megfigyelték azt, hogy a hippocampus egyes sejtjei
(place sejtek) csak a patkany rendelkezésére allo teriilet egy bizonyos pontjan mutattak
nagyobb tiizelési frekvenciat, valamint azt is, hogy a sejtaktivitds pontos helyét és
mintdzatdit a kornyezet tajékozodasi pontjai hatdroztak meg. Ha ezen tdjékozddasi
pontokat elforgattak, a helysejtek mezeje (place field) a forgatas iranyanak és
mértékének megfeleléen megvaltozott. Majmokban is talalhatoak hasonld funkcioju
sejtek, melyek akkor tiizelnek amikor az allat a kornyezet egy adott pontjara tekint
(,,hova nézek” sejtek, spatial view sejtek, Rolls és O’Mara, 1995). A hippocampus
szerepét szamos kisérlettel tamasztottak ala, melyben a patkanyok téri tajékozodasat
vizsgaltak, tobbek kozott Morris-féle vizi, vagy radialis labirintusban (Eichenbaum és
mtsai, 1990, Morris és mtsai, 1982, 1990, Whishaw és mtsai, 1995). A hippocampus
1ézidja esetén a vizi labirintusban megtanult informéci6 teljesen elveszik, és erdsen
karosodik a feladat Gjratanulasanak a képessége is (Bolhuis és mtsai, 1994, Sutherland
és mtsai, 2001).

A sejtek aktivitasat tekintve kiilonbség van a neocortex €és a hippocampus
kozott. A neocortex idegsejtjei meglehetdsen magas frekvenciaji (20 Hz)
alapaktivitassal birnak, mig a hippocampus idegsejtjei ennek csak a téredékét mutatjak
(0,01-0,1 Hz), ami viszont ennek sokszorosara néhet (10-20 Hz) pl. a helysejtek
aktivitasa révén (Quirk és mtsai, 1992). A fentiek alapjan a neocortex és a hippocampus
mas-mas kodot hasznal az informaciok feldolgozasara. Ez magyarazatot adhat pl. arra
is, hogy miért nem képes a hippocampus funkcidjat atvenni mas kéregteriilet. A
neocortex ,,striibb kodot” (dense coding) hasznal, ami valészintileg alkalmasabb

altalanositasra, az informaciok integraldsara és nagyobb tarolokapacitast tesz lehetdvé.
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Ezzel szemben a hippocampus ,ritkabb kodot” (sparse coding) hasznal, ahol jobb a
jel-zaj arany, a kodolasban pedig kisszamu sejt vesz részt egyszerre, mely alkalmasabba
teszi nagyszamu, egymastol fiiggetlen informacid, interferenciaktdl mentes tarolasara. A
hippocampusra jellemz6 alacsony tiizelési frekvenciaért egy specialis elrendezés felel6s.
A neocortextdl eltérden itt a serkentd sejtek négyszer-otszor tobb gatlo idegsejten
végzédnek, mint serkentd sejten (Acsady és mtsai, 1998). Ugyanakkor a gatlosejtek
szinapszisai is szinte kizarolag serkentd sejteken végzdodnek, €és csak kismértékben
alakitanak ki kapcsolatokat mas gatlo idegsejtekkel, tehat a diszinhibicid minimalis
mértékli (Acsady és mtsai, 2000). A gyrus dentatus valdsziniileg az entorhinalis
kéregbdl kapott stirli kodot forditja le a fenti specidlis elrendezés segitségével a sajat
ritka kodjara. Az atforditdsra azért lehet sziikség, mert ha egy neuronhélézatban a
tarolni kivant mintdzatok egymassal atfednek, akkor egymas el6hivasat akadalyozzak,
¢s ez az interferencia annal erdsebb, minél tobb mintazat, minél nagyobb mértékben fed
at (Rolls, 1996). A zavar6 kdlcsonhatasok elkeriilése érdekében célszerti a tarolni kivant
mintdzatok hasonlosdganak a csokkentése. Ennek egyik legegyszeriibb eszkdze a
mintdzat alkotasdban résztvevod sejtek szamanak csokkentése.

A szemcssejtek az informaciot szinte teljes egészében atadjak a CA3 régio
piramissejteinek, mivel a szemcsesejtek meglehetdsen nagy hatasfokkal képesek kisiitni
a posztszinaptikus CA3 régié piramissejtjeit (Henze és mtsai, 2001). Ennck a
magyarazata a Szemcsesejt specialis axonterminalisa, a mohaterminalis. Ezen oriasi
terminalisokkal egy szemcsesejt mindossze 12-15 piramissejtet innerval, viszont a
terminalisok segitségével egyetlen idegsejten 30-40 szinapszist alkot (Acsady €és mtsai,
1998, Chicurel és Harris, 1992). Mivel a szemcsesejtek a CA3 régidé piramissejtei
mellett nagyszamu gatlo idegsejtet is innervalnak, képesek az éppen szemcsesejtek altal
nem serkentett piramissejtek tiizelési frekvencidjanak a csokkentésére, tehat az adott
tanuldsi folyamatban csak azok a piramissejtek lesznek aktivak, melyeket a
szemcsesejtek ,.kijeloltek”. A kivalasztott CA3 régidbeli sejtcsoportok rovid idegig
(50-120 ms) tartdé egylittes tiizelése (éles hullamok) valdszinlileg az informacid
szelekcio alapjat képezik (Buzsaki, 1986). A tényleges informaciotarolas az Ammon-
piramissejtjeihez, rendelkeznek nagyszamu reciprok kapcsolattal is, ezen rekurrens
kapcsolatok szinaptikus plaszticitds utjan vald megerdsodése, vagy gyengiilése
befolyasolja azt, hogy mely mintdzatok képesek hosszabb tdvon fennmaradni. A

meger6sodott aktivitds mintazatok emléknyomokként elraktdrozodnak, és sziikség
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esetén el6hivhatoak kiviilrdl érkezd olyan bemenetekkel, melyek hasonlitanak az eredeti
mintdzathoz. A fentiek alapjan a hippocampus funkcidjaval kapcsolatosan kialakult egy
modell, ami tobb munkafazist ir le. A modell megkiilonboztet ,.tanuld”, ,,el6hivd” és
,Vvisszajatszo” allapotokat, melyek kozott subcortikalis eredetii (példaul GABAerg és
kolinerg axonok a medialis septumbol), modulaléo bemenetek hatasara torténhet atvaltas.
A tanul6 allapotban a mar fentebb leirt éles hullamok segitségével megtorténik az
emléknyomban résztvevd sejtek kivalasztasa, melyet a sejtek kozotti szinaptikus
kapcsolatok megerdsodése kovet. A szinaptikus kapcsolatok megerdsitésére az egyik
legelfogadottabb magyarazat a hosszl tava potenciacié (long term potentiation, LTP).
Az ,.el6hive” allapotban -egy, az emléknyomhoz részlegesen, vagy teljesen hasonlo,
esetleg moddositott hivoinger segitségével- az emlékképet reprezentdld szinaptikus
halozat tiizelési frekvencidja megnd. Fizioldgiai adatok alapjan feltételezhetiink egy
harmadik allapotot is. A ,,visszajatsz6” allapot sordn a mintdzatok nem kiilsé eldhivd
inger hatasara, hanem hippocampuson beliili, autoném modon valasztodnak ki. Ez a
hippocampalis aktivitas elvezethet a vele kapcsolt agykérgi régiok, illetve mintazatok
ujraaktivalédasdhoz (Chobrak és Buzsdki, 1996), ami a kérgi plaszticitdson keresztiil
hozzajarulhat az emlék hippocampustol fiiggetlenné valashoz, konszolidacidjahoz.

A fentiek alapjan kovetkezik, hogy barmilyen karosodas, mely a hippocampus
valamely bemenetét vagy sajat belsd neurondlis kapcsolatait érinti, nagymértékii
funkciovesztéshez vezethet. A karosodas megnyilvanulhat az idegsejtek szamanak a
csokkenésében, vagy az ontogenezis soran rendellenes  vandorlasukban,
lokalizaciojukban, a szinapszisok szdmdnak a csokkenésében vagy éppen az axon
rendellenes, nem megfeleld vastagsagu, esetleg a fejlddés soran til késdn megjelend
myelinizaltsagdban. A kiterjedt és 0Osszefiiggd belsd kapcsolatrendszer miatt a
fentiekben emlitett barmelyik karosodas a teljes hippocampus miikddésére hatassal
lehet.

Amnézidval kapcsolatos neuropszicholdgiai  megfigyelések  szerint a
hippocampus kulcsszerepet jatszik emberben is egyes memoérianyomok kialakitasaban
¢s valdszinli atmeneti tdrolasdban. Az emléknyomok késobb részleges, vagy modositott
hivoingerek segitségével eléhivhatok emberben is (Corkin 2002, Scoville és Milner,
1957). Gyogyszerre nem reagald epilepszias betegek esetén, ahol elektrodokat iiltetnek
be a fokusz pontos meghatarozasa érdekében, lehetGség nyilt egysejt-aktivitas
vizsgalatara a mutét elétt és alatt. Kideriilt, hogy a hippocampus, amygdala, és az

entorhinalis kéregben vannak olyan specifikus sejtek, melyek akkor tiizeltek, ha egy
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adott arcot mutattak a betegnek, néhany koziilik pedig akkor is aktiv maradt, amikor a
beteget megkérték, hogy idézze fel a latott arcot (Kreiman ¢és mtsai, 2000).
Valoszintisithetd, hogy emberben is komplex ingerekre reagalnak a hippocampus sejtjei,
¢és feltételezhetden (legalabbis rovid tavon) ugyanazok a sejtek jatszanak szerepet a
memoria felidézésében is. A fenti emléknyomokra érzékeny sejteket a helysejtek

A téri t4jékozddas és az ehhez sziikséges vizudlis memodria mellett a
hippocampus szerepet jatszik a verbalis memoriaban is. Emberben a jobb oldali
hippocampus foként a vizualis memoriaban, a bal oldali a verbalis memoriaban jatszik
szerepet. A deklarativ memoridt tekintve bizonyos kérgi strukturdk (entorhinalis-,
perirhindlis-,  parahippocampalis  kérgi  részek) is  elengedhetetlenek a
memoriafunkcidkhoz a hippocampus funkciondlis €épsége mellett (Mishkin és Murray,
1994, Squire és Zola, 1996). Abban az esetben, ha a hippocampus, a subiculum és az
entorhindlis kéreg mindkét oldalon sériilt, sulyos anterograd amnézia alakul ki az
idében gradalt retrograd amnézia mellett, mely akar 25 évre visszamendleg is jelen van
(Rempel-Clower ¢s mtsai, 1996). Ezekben az esetekben az anterograd-, illetve a
retrograd amnézia foka a legtobb esetben korrelalt a neuropatolédgiai feldolgozas soran
észlelt karosodas mértékével. Azon a betegeknél, akiknél a kdrosodas foként a
retrograd amnézia alakult ki (Rempel-Clower és mtsai, 1996), viszont azokban az
esetekben, ahol a karosodas kiterjedt tobb hippocampalis régiora és az entorhinalis
kéregre is, a retrograd amnézai mértéke is sokkal sulyosabb (koriilbelil 15 év) volt
(Rempel-Clower és mtsai, 1996).

Nem meglepd tehat, hogy a rendkiviil eltérd koroki és az é€letkor kiilonb6zo
szakaszaiban keletkezd hippocampalis karosodasok (Down-szindroéma, Alzheimer-kor,

epilepsia) esetében kozos jellemzé a memoriafunkcei6 zavara.

Az emberi hippocampus fejlddése

A hippocampus idegsejtjei a germinativ matrixbol szarmaznak. A neocortexszel
ellentétben, az archicorticalis hippocampus germinativ matrixaban csak ventrikularis
zOna talalhatd, a subventrikularis zona teljesen hianyzik. Az Ammon-szarv leendd
idegsejtjei innen vandorolnak a piramissejt rétegbe, viszont a gyrus dentatusba vandorlo
idegsejtek a hilusba vandorolnak el6szor, ahol visszanyerve osztdodasi potencialjukat,

egy masodlagos germinativ matrixot alakitanak ki, ahonnan majd a szemcsesejt rétegbe
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mennek. A 12. terhességi héten, mely a legkorabbi vizsgalt idépont, a hippocampus
Ammon-szarva, valamint gyrus dentatusa egyenes vonal mentén helyezkedik el (Hines
1922, Humphrey, 1967). Ekkor az oszt6do sejtek, melyek késobb az Ammon-szarv
piramissejt rétegébe és a gyrus dentatusba vandorolnak, szintén egyvonalban
helyezkednek el a germinativ matrixban. A 14. terhességi héten a gyrus dentatus mar az
Ammon-szarv CAl régidja felé hajlik és messzebb helyezkedik el a germinativ
matrixtol. A fentiek alapjan elmondhatjuk, hogy emberben a hippocampus idegsejtjei
koran képzddnek és differencidlodnak, aminek révén mar a 15. terhességi héten
kialakulnak az egyes rétegek (Arnold és Trojanowski, 1996, Seress és Abraham, 2008).

A 22. terhességi héten az osztédd sejtek teljesen eltlinnek az Ammon-szarv CA3

crer

c gy

hilusban latni. Az Ammon-szarv CAl régigjdban az idegsejtek lassabban
differenciadlodnak, mint a CA3 régioban, és ugyanitt a germinativ matrix is késobb tiinik
el. A 28 hetes magzatban mar nagyon vékony a germinativ matrix, és csak elvétve
tartalmaz oszt6do sejteket. Ugyanakkor, teljesen csak a sziiletés utani 3 honapban tlinik
el a matrix. Ezzel szemben pl. a temporalis kéregben még a sziiletés utani 5. honapban
is felismerhetd a germinativ zéna, és teljesen csak az elsd életévben tlinik el (Seress,
2001). A gyrus dentatus hilusaban jelentds szamu osztddo sejtet figyeltek meg a 16-22.
terhességi hét alatt is, mely szdmottevéen lecsokkent a 24. terhességi hétre (Seress,
2001). Ugyanakkor alacsony szazalékban (>0,1%) egészen a 6. sziiletés utani honapig
megfigyeltek oszt6do sejteket.

Az Ammon-szarv idegsejtjei hamarabb differencidlodnak, mint a gyrus dentatus
szemcsesejtjei, de pl. a hilus neuronjai korabban differencialédnak, mint a legtobb
Ammon-szarvbeli piramissejt. Ugyanakkor a terhesség 3. trimeszterében képzddott
szemcsesejtek a gyrus dentatusban csak késOn, a sziiletés utdn érik el a teljes
morfoldgiai, neurokémiai és funkciondlis integritasukat (Abrahém és mtsai, 2009,
Seress, 1992). A szemcsesejtek elnyujtott érése hatast gyakorol a célsejtek morfologiai
fejlodésére, éppen ezért a mohasejtek, a CA3 és a CAl régid piramissejtjei csak késon,
az elsé évtized masodik felében érik el a felndttre jellemzd érési szintet (Seress, 2001,
Seress és Mrzljak, 1992). Mind a gyrus dentatus, mind az Ammon-szarv tobb rétegbdl
all, valamint Kiterjedt afferens és efferens kapcsolatrendszerrel rendelkez6 struktira. Az
afferens és efferens kapcsolatok ugyancsak nem egyidében fejlédnek. A septumban
eredé kolinerg axonok, melyek beidegzik a hippocampust, mar a 10. terhességi héten

azonosithatdak a fornixban (Kostovi¢, 1986).
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A hippocampus funkcidjat nem képes ellatni a belsd triszinaptikus kor megléte
nélkiil, tehat az entorhinalis kéreg, az Ammon-szarv idegsejtjei és a gyrus dentatus
szemcsesejtei, valamint azok megfeleld szinaptikus kapcsolatai nélkiil. Emellett a gatlo
sejteknek, valamint azok GABAerg szinapszisainak, a felnéttre jellemzo fejlettséget kell
mutatniuk. A szemcsesejtek ¢s a GABAerg idegsejtek morfologiai és neurokémiai
fejlodése arra utal, hogy a hippocampus idegi kapcsolatai a felndttre jellemzd szintet a
2-8. életév kozott érik el. Noha a hippocampus mar csecsembkorban szerepet jatszhat
bizonyos memoériafolyamatokban (de Haan és mtsai, 2006), a felndttre jellemzo,
hippocampus-fiiggé memoriaképzés nem teheté korabbra, mint a korai gyerekkor (3-5.
év).

A hippocampus funkcidja, a hippocampus belsé neuronalis korei mellett, erdsen
fligg a mas agyteriiletekrol beérkez6 afferens palyak érését6l. Ezen palyak nagyrészt
myelinizaltak. Mivel a myelinhiively befolyasolja az axon vezetési sebességét, ezért a
hippocampus teljes funkciondlis éréséhez sziikséges a megfeleld idében és az axon
atmérdjehez képest megfeleld lamellaval rendelkezé myelinhiively képzése is, mely a

neuronok érése utdn kezdédhet meg.

Mpyelinizacio a hippocampusban

Emberben a hippocampus és a hippocampushoz futé afferensek
myelinizaciojanak pontos idéperiodusa nem ismert, de tudjuk, hogy a myelinizaci6 az
emberi agykéregben sziiletés utan lezajlé folyamat (Kinney és mtsai, 1988). Ismert,
hogy MBP-immunhisztokémiaval az els6 myelinizalt axonokat mar a sziiletéskor ki
lehet mutatni a subicularis komplexben, entorhinalis kéregben, alveusban és a CAl
régid subiculumhoz kozeli részein, ami arra utal, hogy a perforans palya koran
myelinizalodik (Arnold és Trojanowski, 1996). Ezen megfigyelés 6sszhangban van az
entorhinalis kéreg idegsejtjeinek korai differencidlodasaval (Kostovi¢ és mtsai, 1989,
1993). Arnold és Trojanowski (1996) megfigyelései alapjan a hippocampus
myelinizacioja emberben a 16. €letévben éri el a felndttre jellemzo szintet.

A hippocampusban az elsé szinapszisok mar 16 hetes magzatokban megjelennek
(Kostovi¢ és mtsai, 1989), ezzel szemben a myelinizaci6 sziiletés koriil kezdodik
(Arnold és Trojanowski, 1996). A jelentés mértékli myelinizacié kialakulasdhoz
azonban a myelint termel6 sejtek szaporodasa és érése sziikséges, valamint joggal
feltételezhetd, hogy az OLG sejtekben a myelin specifikus fehérjék termelése mar a

sziiletés eldtt kimutathatd. Mivel az Ammon-szarv és a gyrus dentatus egyes rétegeinek
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sejtjei, valamint afferens és efferens kapcsolatai eltérd idépontokban fejlédnek,
valoszinli, hogy a myelinizacid is eltérd idOpontban torténik az egyes régiokban,
rétegekben. Jelenleg nincs adatunk a myelin megjelenésének az idépontjardl, valamint a
myelinizaci6d folyamatarol és arrdl, hogy az mikor éri el a felndttre jellemzd szintet a

hippocampus egyes rétegeiben.

Down-szindroma

A Down-szindroma a leggyakoribb genetikai megbetegedés (1/700-800 ¢élve
sziiletés), mely mentalis retadaciohoz vezet (Epstein, 1995, Nadel, 2003). A betegek
intelligencia hanyadosa 20-80-as értékek kozott mozog, ami utal a szindroma
heterogenitdsara. A betegség alapvetd oka a szamfeletti 2l-es kromoszdéma
(21-triszomia). Leggyakrabban meiotikus nondiszjunkcio altal jon létre. Ritkabban
el6fordul, hogy a 21-es kromoszoma mas kromoszomara transzlokalodik, megteremtve
ezzel a lehetdséget Down-szindromas egyén sziiletésére. Kismértékben a korai
egyedfejlodés soran végbement mitotikus nondiszjunkcié (mozaikossag) soran is
kialakulhat a betegség. Utdbbi esetben nem az Osszes testi sejt tartalmazza a szamfeletti
21-es kromoszomat. A betegség vezeté tiinete a mentalis retardacio, de gyakoriak
emellett, a sokszor miitéti beavatkozast igényld szivfejlodési rendellenességek (septum
defektusok), vagy ritkdbban a vesék fejlodési rendellenességei. A beteg varhato
¢letkorat dontéen a kozponti idegrendszert nem érintd fejlédési rendellenességek
hatarozzak meg. Amennyiben ezek korrigalhatéak, a betegek az atlagéletkornak
megfeleld ideig is élhetnek. A Down-szindroméaban szenvedd gyerekeknek specialis,
személyre szabott oktatdsra van sziikségilik, mivel a tanuldsi képességiik elmarad a
kortarsaikhoz képest. Megfelel6 oktatassal viszont képesek Dbeilleszkedni a
tarsadalomba, de életiik végéig feliigyeletet igényelnek. A betegek életmindségét rontja,
hogy Down-szindromaban 35 éves kor utan sokkal nagyobb a valoészinlisége az
Alzheimer-kor kialakulasanak, mint egészséges emberekben (Tyrell és mtsai, 2001,
Zigman és mtsai, 1996). Gyakorlatilag valamennyi Down-szindromaban szenvedd
betegben megjelennek az Alzheimer-korra jellemz6 plakkok, és allapotuk a kor
elérehaladtaval sulyosbodik. A jelenlegi ellatas mellett 1-1 Down-szindromaban
szenvedd beteg a 65 évet is megéri. A mentalis retardacié pontos patogenezise nem
ismert. MRI volumetriaval kimutattak, hogy Down-szindromasok agya, kiilonosen a
hippocampus és a kérgi sziirkeallomany térfogata kisebb az egészséges csoportoknal

(Raz és mtsai, 1995, Pinter és mtsai, 2001). Ugyanakkor, ez az eltérés 6nmagaban nem
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ad magyarazatot a Down-szindromaban megfigyelhetd mentalis retardaciora, mivel az
agytérfogat és a intelligencia k6zott nem sikertilt szoros kapcsolatot bizonyitani.

Szamos korai fejlodéssel foglalkozd szerzo arra a kovetkeztetésre jutott, hogy
nem sokkal sziiletés elétt a Down-szindromasok agya nem kiilonbozik az
egészségesekétol, nevezetesen, mindkét esetben megfeleld volt a koponya, illetve az
agy alakja, sulya, a kérgi régiok ardnya, a kisagy, agytdrzs mérete, és az egyes
neurotranszmitterek el6forduldsa is (Bar-Peled és mtsai, 1991, Brooksbank és mtsai,
1989, Florez és mtsai, 1990, Schmidt-Sidor és mtsai, 1990). Bizonyos -eltérések
megfigyelhetok mar a 22. gesztacios héten (Engidawork és Lubec, 2003, Golden és
Hyman 1994, Schmidt-Sidor és mtsai, 1990, Wisniewski és Kida, 1994). Sziiletés utan
szamos kérgi struktara térfogata kisebb volt az egészségesekénél, a kérgen beliil
szabalytalan rétegezettséget figyeltek meg, illetve az egyes idegsejtek a kontrolloktol
eltér6 dendritfaval, dendrittiiskével, kevesebb, ¢és abnormalis szinapszisokkal
jellemezhetdk (Becker és mtsai, 1986, Marin-Padilla 1976, Suetsugu és Mehraein, 1980,
Takashima és mtsai, 1989, 1994, Weitzdoerfer és mtsai, 2001). A hippocampus
méretcsokkenésének egyik lehetséges magyarazata lehet az, hogy Down-
szindrémasokban alacsonyabb idegsejtképzddést figyeltek meg az Ammon-szarv és a
gyrus dentatus germinalis rétegeiben (Contestabile és mtsai, 2010, Guidi és mtsai,
2008). Sziiletés utan az Ammon-szarvban, és a gyrus dentatusban mar csak jelentéktelen
mértékli sejtijdonképzddés figyelhetd meg (Seress €és mtsai, 2001). A sejtképzddés
mellett az agy térfogatdit az axonok, dendritek novekedése, érése, valamint a
szinapszisképzddés €és a myelinizacio is jelentds mértékben noveli. MRI volumetriaval
kimutattak, hogy a hippocampus térfogata sziiletés utan is jelentésen novekszik, ami
alatamasztja a fenti elképzelést. A hippocampusban a dendritikus és az axonalis
novekedés hosszan tartd folyamat (Abrahiam és mtsai, 2009, Purpura 1975, Seress és
Abraham, 2008). Példaul a gyrus dentatusban a szemcsesejtek és a mohasejtek érése
eltart egészen kés6 gyermekkorig (Abraham és mtsai, 2009, Seress 1992, 2001, Seress
és Mrzljak, 1992). Mindazonaltal a hippocampus sziiletés utani ndévekedésében
bizonyara szerepet jatszik a myelinizacio folyamata is. (Giedd €és mtsai, 1996, Suzuki és
mtsai, 2005). A myelinizacid jelentOsége az egészséges emberi agy funkcionalis érése
soran ismert (Deoni és mtsai, 2011). Eppen ezért a myelinizacids zavarok fontos
szerepet jatszhatnak a hippocampus Down-szindromasokban megfigyelheto
térfogatcsokkenésében. A fenti feltételezésiinket megerdsiti, hogy Down-szindromaban

kimutattak kozvetlen, vagy kevesebb idegsejtszammal, ezaltal kevesebb axonnal
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magyarazhaté myelinizacids eltéréseket (Koo és mtsai, 1992, Wisniewski, 1990),
ugyanakkor kozoltek a myelinizaciés zavarra els6dlegesen utalo adatokat is
(Palminiello és mtsai, 2008, Vlkolinsky és mtsai, 2001).

Tekintettel a Down-szindroma komplex tiinetegyiittesére, joggal feltételezhetd,
hogy tobb agyteriilet karosodasa all e genetikus korkép tiinetei mogott. Down-
szindromaban vezetO tlinet a mentalis retardacid, aminek része a memoria beirasanak
zavara a sziiletéstdl kezdve. Logikusan feltételezhetd, hogy részben a hippocampus
valamilyen fejlddési, vagy funkcionalis zavara allhat a Down-szindroma tiinetegytittese

mogott, melynek hatterében a myelinizacié zavara is allhat.
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CELKITUZESEK

1. Célul thaztik ki, hogy a myelin kimutatisara hasznalhaté moddszerek koziil
kivalasztjuk a myelinizacid vizsgalatara szdmunkra legalkalmasabb moédszert.
Ehhez modellként az egéragy corpus callosumat valasztottuk, ahol vizsgéalni
kivantuk az OLG sejteknek, azok nytlvanyainak, valamint a myelinizalt axonok
megjelenését, a citoplazma és a myelinhiively szerkezetét az ontogenezis soran.
A modszerek koziil rutin patoldgiai eljarasban a myelin kimutatasara hasznalt
modositott Kliiver-Barrera, azaz Luxol Fast Blue (LFB) festést, a myelin bazikus
protein (MBP) kimutatasat lehetévé tevé immunhisztokémiat és az ultrastruktira

vizsgélatara alkalmas elektronmikroszkopidt kivantuk 6sszehasonlitani.

2. A PACAP széles korli citoprotetktiv hatdsa ismert. Szamos in vitro adat
bizonyitja a PACAP szerepét az idegrendszer fejlddésében, beleértve a
myelinizaciot is. Nem ismert azonban, hogy az endogén PACAP milyen
szerepet tolt be a myelinizacioban in vivo. A PACAP-deficiens egerek kivalo
lehet6séget nyujtanak arra, hogy vad-tipusti allatokkal Osszehasonlitva
tanulmanyozzuk a PACAP hatésait az egyes idegrendszeri folyamatokra. Ezért
célul tliziik ki, hogy 6sszehasonlitjuk PACAP-hianyos, ¢és vad tipusti egerekben

a myelinizacio folyamatat az ontogenezis soran.

3. Vizsgalni kivantuk emberi hippocampus egyes rétegeiben az els6 OLG sejtek,
valamint myelinizalt axonok megjelenését €s a myelinizaciot. Ehhez MBP-

immunhisztokémiat hasznaltunk.

4. A Down-szindromaban  megfigyelhetd6  mentalis  retardaci6  korabbi
tanulmanyokban is megemlitett lehetséges Osszefliggéseinek tisztazasa céljabol
vizsgalni kivantuk a myelinizaciot Down-szindromaban. Az altalunk talaltakat

0ssze kivantuk hasonlitani a kontrollban megfigyelt myelinizacidval.
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ANYAG ES MODSZER

Felhasznalt dllatok

Kisérleteinkhez C57BL/6-0s torzsbe tartozé vad, és PACAP-deficiens
(Hashimoto altal rendelkezésiinkre bocsatott, Hashimoto és mtsai, 2001) egereket
hasznéltunk fel. Az 6sszes felhasznalt egér himnemi volt. A myelinizaci6 fejlédésének
vizsgalatara a célkitizésekben megfogalmazott 1. kisérlethez, a C57BL/6 torzsbe
tartozd egerek koziil a sziiletés utani 3, 5, 7, 10, 14, 21, 28 napos, valamint a
célkitlizésekben megfogalmazott 2. kisérlethez, a C57BL/6 torzsbe tartozo vad tipusu és
PACAP-deficiens egerek koziil postnatalis 3, 5, 8, 10, 15, 21, 28, 44, 60 napos egereket
hasznaltuk. A egerek sziiletésének napja a 0. napnak felelt meg. Minden egyes vizsgalt
korban minimalisan 2 egeret dolgoztunk fel. A sziiletés utani 3, 5, 7 napos egereket
mély altatas utan dekapitaltuk, majd az agy eltavolitasat kovetéen foszfat pufferben
(PB, 0,1M, pH 7,4) oldottt 4%-o0s paraformaldehidben, egy éjszakan keresztiil fixaltuk.
Az idGsebb allatokat (8, 10, 14, 15, 21, 28, 44, 60) e¢l6szor PB-vel (0,1M, pH 7,4), majd
PB-ben oldott 4%-os paraformaldehiddel perfundaltuk. Az agy eltavolitasat koveten a
perfzidhoz is hasznalt fixalo oldatban 4 oran keresztiil fixaltunk szobahdmérsékleten.

A fixalast kovetéen az agyakat dehidraltuk, majd paraffinba agyaztuk. A
beagyazott blokkokat coronalis, néhanyukat sagittalis sikban metszettiik
szankamikrotommal (Reichert, Németorszag). A 10 pm-es metszeteket krom-zselatinos,
a LFB festéshez felhasznalt metszeteket 3-aminopropil-triethoxi-silannal bevont

targylemezekre vettiik fel.

Emberi mintak

Kutatasainkhoz kontrollként 6sszesen 10 magzat illetve korasziilott, 2 sziiletés
koriili ujsziilott (38-41 hetes) és 8 sziiletés utan elhunyt csecsemd, gyermek, fiatal, és
feln6ttbol szarmazo hippocampus szovetblokkot hasznaltunk fel. Kontroll esetekben a
haldlok nem fiiggott Ossze neurologiai korképekkel, szellemi retardacioval vagy
koponyasériiléssel. Felhasznaltunk tovabba még 10 magzat illetve korasziilott, 10
sziilletés utan elhunyt csecsemd, gyermek illetve fiatal felnétt Down-szindrémas
emberbdl szdrmazd hippocampus szovetblokkot is. A 17-21 hetes magzatok a sziilészeti

Klinika genetikai tanacsadasa soran azonositott, meginditott abortuszbdl szarmaztak.
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1. tablazat: A vizsgalathoz hasznalt magzatok és felnottek adatai

Esetszam Nem Sziiletési Terheségi kor Posztnatalis Kor Halalok
stly (hetekben) életkor elhalalozaskor
K 1. Q NA 17 - 17 hét fiatalkoru anya
K 2. Q 3209 20 - 20 hét spontan vetélés
K 3. Q NA 21 - 21 hét spontan vetélés
K 4. Q 4109 22 - 22 hét spontan vetélés
K 5. 3 5609 24 - 24 hét spontan vetélés
K 6. Q 5859 29 3 nap 29 hét CRI, IRDS
K7. Q 1670g 33 - 33 hét CRI
K8. 3 18909 35 2 nap 35 hét CHD, IRDS
K. 3 25009 37 3 nap 37 hét BPD
K 10. 3 28009 39 1 nap 39 hét CRI
K11 3 21609 36 4 hét 40 hét CRI
K 12. 3 43809 41 - 41 hét vena pulmonalis transpozicio
K 13. Q 2780g 39 3 hénap 3 honap CRI, sepsis
K 14. Q 2700g 40 5 honap 5 hoénap SIDS
K15. ? 30509 40 2¢év 2¢v Wilms tumor
K 16. Q 31009 41 2 év 2 év pneurmonia, sepsis
K17. Q 28609 38 3év 3év CRI
K 18. ? 28109 40 8 év 8 év ALL
K 19. Q 30009 40 11 év 11 év ALL
K20 - NA - felnétt felnott CRI
DS 1. 3 1709 17 - 17 hét meginditott vetélés
DS 2. Q 2209 19 - 19 hét meginditott vetélés
DS 3. a NA 19 - 19 hét meginditott vetélés
DS 4. 3 2509 19 - 19 hét meginditott vetélés
DS5. - 3509 19 - 19 hét meginditott vetélés
DS 6. 3 3509 20 - 20 hét meginditott vetélés
DS7. 3 3409 20 - 20 hét meginditott vetélés
DS 8. - - 20 - 20 hét meginditott vetélés
DS 9. Q 6209 22 - 22 hét meginditott vetélés
DS 10. Q 18909 34 4 hét 38 hét CRI, VSD
DS 11 - - - 2 hénap 2 honap VSD, ASD
DS 12 - - - 5 hénap 5 hénap ASD
DS 13 - - - 6 honap 6 honap CRI
DS 14 - - - 6 honap 6 honap ASD, sepsis
DS 15. 3 - - 8 honap 8 honap VSD, ASD
DS 16. 3 - - 2 év 2 év IRDS
DS 17. 3 - - 12 év 12 év ARDS
DS 18 - - - 15 ¢év 15 ¢év tiidégyulladas
DS 19. 3 27009 - 17 év 17 év CRI
DS 20. Q - 23 év 23 év ARDS, ASD

Roviditések: ALL, acut lymphoid leukémia; BPD, broncho-pulmonaris dysplasia; CHD, velesziiletett szivbetegség;
CRI, Cardiorespiratorikus insufficiencia; g, gramm; IRDS, infantilis respiratorikus distressz szindroéma; ARDS,
felnottkori respiratorikus distressz szindroma; SIDS, csecsemdkori hirtelen halal; VSD, kamrai szeptum defektus;
ASD, pitvari szeptum defektus, AS, Alzheimer-kor, K, kontroll, DS, Down szindroma
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Az autopszia a PTE AOK Pathologiai Intézetében és a Bécsi Orvostudomanyi
Egyetem Neuropatologiai Intézetében tortént. A Down-szindroma diagnézisat a PTE
AOK OEC Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikajan allitottak fel. Csak olyan esetekbl
szarmazo6 agyakat hasznaltunk, ahol a halal oka nem allt 6sszefiiggésben mas genetikai
megbetegedéssel, fejsériiléssel, vagy neuroldgiai kérképekkel. A boncolasi eredmények
egy esetben sem diagnosztizaltak periventrikularis leukomalaciat, és a kortorténetben
nem volt epilepszias roham. A gesztacios kor, sziiletési suly, nem, sziiletés utani
¢lettartam és a halal oka megtalalhaté egy Osszefoglald tablazatban (1. tablazat). A
gesztacios kort az utolsé menstruacios ciklustol szamitottak, és sziilészeti mérésekkel
tamasztottdk ald. A szekcié és a kutatdas minden 1épése a Magyar Egészségiigyi
Minisztérium, valamint a Helsinki Deklaracié 06sszes ide vonatkozd pontja
figyelembevételével tortént.

A 17-24 hetes magzatok bal és jobb féltekéjét a corpus callosum
mediansagittalis atvagasaval valasztottuk el egymastol. Az elvalasztott féltekék 1-1,5
cm nagysagu, paraffinba bedgyazott szovetblokkjait coronalis sikban metszettiik le. A
24. héttdl a féltekék mar tul nagyok voltak ahhoz, hogy egy normal méretli targylemezre
felvegyiik 6ket, ezért az agy eltavolitasa utan a hippocampust, és mérettdl fiiggéen a
temporalis kérget is tartalmazd 1 cm széles szovetblokkokat készitettiink. A blokkokat
4%-o0s, pufferolt (PB, 0,1M, pH 7,4) paraformaldehid oldatban fixaltuk, paraffinba

agyaztuk, majd a 10 pm vastag metszeteket krom-zselatinos targylemezekre vettiik fel.

Luxol Fast Blue festés

A deparaffinalast kovetéen, a metszeteket 56 °C-on, Luxol Fast Blue festék
0,1%-o0s oldatat, 96%-0s etanolt és 0,05%-0s ecetsavat tartalmazé oldatban inkubaltuk
24 oran keresztiill. A 96% etanolban, valamint desztillalt vizben torténé mosas utan a
metszeteket litium-karbonat 0,05%-o0s oldataba helyeztiikk, majd 70%-0s alkoholban
differencialtunk ¢és xilolban mostunk. Ezt a 1épést krezil-ibolya festék 0,1%-0s
oldataban torténd hattérfestés kovette. A 2 csepp tomény ecetsavat tartalmazd 96%-0S
etanol oldatban torténé mosas utan a metszeteket dehidraltuk, xilolban deritettiik, majd

Canada balzsammal lefedtiik.

MBP-immunhisztokémia
A paraffinos bedgyazast ¢s metszést kovetden, a metszeteket deparaffinaltuk,

rehidraltuk, majd Tris pufferben (TB 0,05M, pH7,6) mostuk. Az antigén feltarasa
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érdekében a metszeteket egy 80 ml-es miianyag edényben citrat pufferrel (pH 6.0)
mikrohulldmu siitében melegitettiik (Moulinex, 2,45 GHz, 800W). Harom 5 perces
ciklus utan a metszeteket szobahémésékleten hillni hagytuk, majd TB-vel mostuk. Ezt
kovetden a metszeteket TB-vel higitott 1%-os normal 16szérum (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) oldatdban inkubdltuk 1 oran keresztil nedves kamréban,
szobahdmérsékleten. A kovetkezd 1épés az elsddleges, egérben termeltetett,
monoclonalis anti-MBP antitesttel (1:100, Novocastra, Newcastle upon Tyne, Egyesiilt
Kiralysag) torténd egy ¢jszakan at tartd inkubacio volt. A specifikus kotddést biotinilalt,
masodlagos antitest, majd az avidin-biotin-peroxidaz komplex hasznalataval tettiik
lathatéva (Universal Vectastain ABC Elite Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA).
Kromogénként 3,3’-diaminobenzidint (DAB) hasznéltunk, és az immunreakciot
fénymikroszkoppal ellendriztiik. A reakciot a DAB eltavolitasaval, és a metszetek TB-
ben valdé moséasaval allitottuk le. Az immunfestés utan Nissl hattérfestést alkalmaztunk.
Ezt kovetden a metszeteket dehidraltuk, xilolban deritettiik, és végiil DePeX-szel
(Fluka, Svajc) fedtiik.

Elektronmikroszkopia

Elektronmikroszkopos vizsgalatokra csak a C57BL/6-0s torzsbe tartozo kontroll,
sziiletés utani 7, 10, 14, 20, és 28 napos egereket hasznéltuk fel a 10 napos PACAP-
deficiens, valamint a hasonld koru vad tipus mellett. Az egerek perfundéalasa sordn a
4%-o0s pufferolt paraformaldehid oldat tartalmazott 2,5%-os glutaraldehidet is. Az agy
eltavolitasa utan a dorsalis hippocampus szintjén talalhatoé corpus callosum testébdl kb.
1mm?®-es szovetblokkokat vagtunk ki, melyeket 4 °C-on a perfuziohoz is hasznalt fixalo
oldatban egy éjszakan at inkubaltunk. A blokkokat ezutan PB-ban feloldott ozmium-
tetroxid 1%-os oldataban utofixaltuk 30 percen keresztiil, majd felszall6 alkoholsorban
dehidraltunk. A 70%-0s etanol 1% uranil-acetatot is tartalmazott a kontraszt novelése
érdekében. A viztelenités utan a blokkokat propilén-oxidba helyeztiik, majd Durcupan
gyantat (Sigma) tartalmazé zselatin kapszulaba agyaztuk be. A metszeteket Leica
ultramikrotommal metszettiik. A félvékony metszeteket targylemezre vettiik fel, majd
toluidin-kék festést végeztiink. Az ultravékony metszeteket racsos, valamint kolloid
membrannal bevont (Parlodion, Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA),
egylyukq, rézbol késziilt gridekre vettiik fel, majd az uranil acetatal és 6lom citrattal

végzett kontrasztozas utan Jeol 1200EX-II tipusu elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.
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MBP-denzitometria

Emberi hippocampus metszetein, melyen MBP-immunhisztokémiai modszert
alkalmaztunk, a gyrus dentatus molekularis rétegében és hilusaban, valamint az
reakci6 intenzitdsat. A fent emlitett rétegekrdl digitalis fényképeket készitettiink
Olympus BX51 fénymikroszkop segitségével, majd az AnalySIS szoftverrel megmértiik
a sziirkearnyalatos képek intenzitasat.

Minden egyes szovetblokkban egy-egy teriiletrdl 5-8 mérést végeztiink a
hippocampus anterior-posterior iranyaban készitett, nem egymast kdvetd metszetekbol.
Minden egyes mérésnél megmértiik a hattér intenzitasat is. A hattér mérésekor 150-600,
az immunreaktivitas mérésekor 20000-50000 pont intenzitasat mértiik. Az abszolut
intenzitasértékeket az egyes értékek atlagolasaval kaptuk. A relativ sziirke intenzitas,
melyet a tovabbiakban denzitdsnak neveziink, az altalunk vizsgalt immunreaktiv teriilet
abszolut intenzitasdnak ¢és a hattér abszolit intenzitisanak a kiilonbsége. Mivel a
fénymikroszkdpban hasznalt fény intenzitasa és az alkalmazott nagyitas is befolyasolja
a mért intenzitast, ezért a hatteret, valamint az altalunk vizsgalt immunreaktiv tertiletet

azonos megvilagitassal, és 10x-es objektiv hasznalata mellett mértiik.
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EREDMENYEK

1. Myvelinizacio vizsgalata fény- és elektronmikroszkopos modszerekkel az egér

corpus callosumaban

Myelinizacio a sziiletés utani 3. napon

LFB festéssel nem lattunk myelinizalt axonokat a corpus callosumban és az agy
mas terilletén sem, mint példaul a corpus callosumnal korabban fejlédé és
myelinizalodo agytorzsi magvakban sem.

A corpus callosumban MBP-immunhisztokémiai eljarassal mar megfigyeltiink
néhany nagyméretii (13,3 + 1,73 um), rovid nyalvanyokkal rendelkezé OLG sejteket a
septum ¢és a dorsalis hippocampus sikjaban (1. abra A). OLG sejteket mindkét vizsgalt
sikban csupan a corpus callosum kis kiterjedésii, a fronto-parietalis érzékéreg alatti
részén lattunk. Szemben a LFB festéssel, a MBP-immunfestéssel az agytorzsi régiokban

mar szamos OLG sejtet, és myelinizalt axont is lattunk (1. abra B).

Myelinizacio a sziiletés utani 5. napon
LFB festéssel a corpus callosumban nem volt 1athaté myelinfestodés.
MBP-immunhisztokémiaval a septum és a hippocampus sikjaiban is mar t6bb,
nagyméretd (12,9 £ 2,19 um) OLG sejt latszott a corpus callosum fronto-parietalis
érzOkéreg alatti részein (1. abra C). A legtébb immunpozitiv sejt hosszabb és tobb

nyulvannyal rendelkezett, mint a 3. napon.

Myelinizacio a sziiletés utani 7. napon

LFB festéssel ebben a korban sem volt myelin kimutathaté a corpus
callosumban.

Ezzel szemben, MBP-immunfestéssel szamos, hossza, erésen arborizalt
nyalvannyal rendelkez6 OLG sejtet (12,1 = 1,77 um) figyeltiink meg a corpus callosum
septalis és hippocampalis sikjaiban (1. dbra E). A legintenzivebben festéd6 OLG
sejteket a corpus callosum fronto-parietalis érzokéreg alatti részein lattuk, mikdzben
toliik medialis, illetve lateralis irdnyban az OLG sejtek kisebbek voltak, kevesebb,
rovidebb ¢s vékonyabb nyulvannyal rendelkeztek. A fronto-parietalis érzokéreg alatt és

annak VI. rétegében parhuzamosan rendez6d6 MBP-immunreaktiv axonokat is lattunk

27



az OLG sejtek kozelében (1. abra D, E). Megjelentek az elsé OLG sejtek a cingularis
kéreg alatt is.

Elektronmikroszkopban mind vilagos, mind pedig kozepes elektrondenzitast
OLG sejteket is lattunk a corpus callosumban (1. abra F, G). Néhany sejtet
citoplazmajanak viszonylag magas denzitasa (a riboszomak nagy szama adja a denzitas
alapjat) és a nagyszamu durva felszinli endoplazmatikus retikulum alapjan az érett és a

kozepes denzitasi OLG sejtek kdzé soroltunk be.

Myelinizacio a sziiletés utani 10. napon

A 10. sziiletés utdni napon sem lattunk LFB festéssel myelint a corpus
callosumban.

MBP-immunfestésssel a septalis sikban szamos, erésen arborizalt, MBP-pozitiv
OLG sejtet és néhany myelinizalt axont lattunk a fronto-parietalis érzokéreg alatti
részen a corpus callosumban (2. abra A, B). Az OLG sejtek atlagos atmérdje 12 + 1,68
um volt, ami nagyobb, mint a felndttben mért érték. A dorsalis hippocampus szintjén
tobb OLG sejtet és hosszabb myelinizalt axonokat figyeltiink meg a fronto-parietalis
érzOkéreg alatti corpus callosumban, mint a septalis sikban (2. abra C, D). Az OLG
sejtek mellett néhany myelinizalt axont is észleltiink a cingulumban és a cingularis
kéreg mélyebb rétegeiben (2. abra E, F). Az OLG sejtek méretében nem volt kiilonbség
az egyes agyteriileteken.

Az elektronmikroszkopos vizsgalatokban azt tapasztaltuk, hogy jelen voltak
mind a myelint képzé kdzepesen sotét, mind a myelint fenntarté sétét OLG sejtek a
corpus callosumban, valamint tobb helyen lattunk OLG nyulvannyal koriilvett axonokat
(2. abra G), melyek az MBP-immunhisztokémiaval lathatd vékony myelinizalt
axonoknak felelhetnek meg. A myelinnel koriilvett axonok nagyobb atmérdvel (0,6 um)
rendelkeztek, mint a nem myelinizaltak (0,2-05 pm), ami ismert jelenség (Friede, 1972,

Sturrock 1980), viszont a jelenség idébeli kialakulasa az ontogenezis soran j adat.
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1. abra

OLG sejtek és myelinizalt axonok egér corpus callosumaban (CC) (A, C-G), valamint agytérzsben (B) 3
(P3, A, B), 5 (P5, C) és 7 (P7, D-G) napos korban. A: corpus callosumban (CC) elhelyezkedé6 MBP-
immunreaktiv OLG sejtek (nyilhegy) néhany nyualvannyal (lires nyilak) 3 napos korban. B: 3 napos
korban szamos MBP-pozitiv  OLG sejt (nyilhegyek), valamint MBP-immunreaktiv axon (nyilak)
figyelheté meg az agytorzsben (BS). A betéten a kerettel jelzett teriilet nagyobb nagyitasi képe lathaté. C:
5 napos egér corpus callosumaban (CC) MBP-t expresszalo OLG sejtek (nyilhegyek) és rovid
nyulvanyaik (iires nyilak) az érz6kéreg (SS) alatt. D: 7 napos korban az MBP-immunreaktiv OLG sejtek
(nyilhegyek) és nytalvanyok (iires nyil) mellett mar megjelennek myelinizalt axonok is (nyilak) az
érzékéreg VI. rétegében. E: MBP-pozitiv OLG sejt (nyilhegy) és axonok (nyilak) a corpus callosumban
(CQC), az érzokéreg alatt. F: Corpus callosumban (CC) készitett elektronmikroszkdpos felvétel egy vilagos
OLG sejtrdl és a kdrnyezd, nem myelinizalt axonokrdl (Ax) 7 napos korban. G: 7 napos korban corpus
callosumban (CC) elhelyezked6 intermedier OLG sejt és nem myelinizalt axonok (Ax). A skala A és C-E
képen 25 um, B képen 250 um, F,G képen 1 pm-t jelol.
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2. abra
Mpyelinizalt axonok és OLG sejtek 10 napos egér (P10) corpus callosumaban (CC). A: Septalis sika
metszeteken MBP-immunreaktiv OLG sejtek (nyilhegyek) és myelinizalt axonok (nyilak) lathatoak az
érzékéreg (SS) alatti corpus callosumban (CC), valamint a putamen-nucleus caudatusban (CPU). B: Az
(A) képen keretbe foglalt teriilet nagyobb nagyitasd képe. C: A hippocampus sikjaban MBP-
immunreaktiv OLG sejtek (nyilhegy) és myelinizalt axonok (nyilak) lathatéak az érzékéreg (SS) alatti
corpus callosumban (CC). D: A (C) képen keretbe foglalt teriilet nagyobb nagyitasa képe. E: MBP-
immunreaktiv OLG sejtek (nyilhegyek) €s myelinizalt axonok a cingulumban (ci, nyilak), valamint a
cingularis kéreg (CiC) legmélyebb rétegében (kétfejii nyil). F: Az (E) képen keretbe foglalt teriilet
nagyobb nagyitasi képe. G: A képen egy OLG sejt nytlvanya (nyilak) lathatd, ahogyan korbeveszi a
myelinizalandd axont (Ax), melyet kisebb atméréji nem myelinizalt axonok vesznek korbe. A skala A-F
képen 100 um, G képen 200 um-t jelol.
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Myelinizacio a sziiletés utani 14. napon

Ebben a korban LFB festéssel lathatok voltak az elsé myelinizalt axonok a
fronto-parietalis érzOkéreg alatti corpus callosumban (3. abra A) és a cingulumban
(3. abra B). Emellett megfigyeltiink néhany axont a cingularis kéreg mélyebb rétegeiben
IS (3. abra B).

MBP-immunhisztokémiaval mar a corpus callosum teljes medio-lateralis
keresztmetszetében nagyszamu myelinizalt axont lattunk (3. abra C, E). A magas
denzitas myelinizalt axonok mellett OLG sejteket ritkdbban lattunk, €s sejttestjiik
atlagos atmérdje kisebb volt (7,4 = 1,42 um), mint a fiatalabb allatoké.

A myelinizalt axonok legnagyobb szdmban a fronto-parietdlis érzokéreg
(3. abra C, E) és a cingularis kéreg (3. abra D) alatti corpus callosumban fordultak el6.
Ezen kérgi teriileteken a kéreg mélyebb rétegeiben (VI-IV.) is lattunk myelinizalt,
hosszii axonokat (3. abra C-E). Tovabba, nagyszdmi MBP-immunreaktiv axont
figyeltiink meg a cingulumban ¢és kisebb szamban az alveusban is (3. abra D).

Elektronmikroszkoppal a corpus callosumban lattunk kdzepesen sotét és sotét
OLG sejteket. Ebben a korban mar a fiatal, nagy és vilagos OLG sejtek szama a korabbi
¢letkorokhoz képest joval kevesebb volt. Az axonok koriil néhany myelin lamellabol

all6 myelinhiively volt lathat6 (3. abra F).

Myelinizacio a sziiletés utani 21. napon

LFB festéssel a corpus callosum teljes medio-lateralis keresztmetszeti részén
lattunk myelinfestddést (4. abra A, B). Nem figyeltiink meg szignifikdns myelinizacios
kiilonbséget a corpus callosum septalis és a hippocampus mas sikjai kozott. A
kéregrészek koziil csak a cingularis kéreg mélyebb részeiben észleltiink festodést.

MBP-immunhisztokémiaval, hasonléan az LFB festéshez, a teljes corpus
callosum myelinizalt, mind a septum, mind a hippocampus sikjaiban (4. abra C-E). A
hippocampus sikjaban szdmos myelinizalt axonkdteget lattunk a cingulumban,
alveusban és a commissura hippocampiban (4. dbra D). A kotegek mellett nagy
szamban lattunk MBP-immunreaktiv axonokat a cingularis kéreg I1-VI. rétegében ¢és a
fronto-parietalis érzékéregben (4. abra C-E).

Elektronmikroszkoppal a kozepes denzitasti és az érett OLG sejtek mellett
szamos, kevés lemezzel rendelkezd, kompakt myelinizalt axont is lattunk (4. abra F).
Kisebb szamban el6fordultak még csupan 1-2 lamelldval, nem kompaktalodott

myelinboritassal rendelkez6 axonok is a kis atmérdjli, myelinizalatlan axonok mellett.
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3. abra

Myelinizacié 14 napos korban (P14) a corpus callosumban (CC, A,C,E ¢és F), valamint a cingularis
kéregben (B és D). A: LFB festéssel kékre fest6dott myelinizalt axonok (nyilak) az érzékéreg (SS) alatti
corpus callosumban (CC). B: Myelinizalt axonok (nyilak) a cingulumban (ci) és a cingularis kéreg (CiC)
mélyebb rétegeiben (kétfejii nyilak) LFB festéssel. C: MBP-immunreaktiv axonok az érzékéreg (SS) alatt
a corpus callosumban (CC, nyilak) és az V-VL kérgi rétegben (kétfjii nyilak). D: MBP-immunreaktiv
axonok (nyilak) a cingulumban (ci), corpus callosumban (CC), valamint az alveusban (a), az Ammon-
szarv CAl régidjahoz kozel. A kétfejii nyilak a cingularis cortexben (CiC) MBP-pozitiv axonokat
jelolnek. E: A corpus callosum (CC) septalis sikjaban erés MBP-immunreaktivitas figyelheté meg
(nyilak). Az érzékéreg (SS) mélyebb rétegeiben, szamos myelinizalt axon (kétfejii nyilak) lathato. F: A 14
napos egér corpus callosumbol készitett elektronmikszoskopos felvételen az axonok (Ax) koriil
elhelyezkedé myeliniively morfologiajaban nagy kiilonbségek figyehet6k meg. A legtdbb axon koriil a
myelin nem teljesen kompaktalodott, mas axon koriil mar igen (csillag). A képen lathaté még egy axon,
amely csak OLG sejtnyulvannyal van koriilvéve (nyilak). A skala A-E képen 100 pm, valamint az F
képen 500 nm.
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4. abra
Myelinizacié 21 napos egér (P21) corpus callosumaban (CC). A: Szamos intenziv LFB fest6dést mutato
myelinizalt axon (nyilak) az érzékéreg (SS) alatt a corpus callosumban (CC). B: Myelinizaci6 a corpus
callosumban (CC) és a commissura hippocampalis dorsalis-ban (dhc) LFB festéssel. C: MBP-
immunreaktiv axonok a corpus callosumban (CC), az érzd (SS), valamint motoros (M) kéregben. A
neocortikalis pozitivitdas mellett tovabbi myelinizalt axonok figyelhetdk meg a hippocampus CAl
régidjaban, a gyrus dentatus egyes rétegeiben (DG), valamint az alveusban (a). D: MBP-immunreaktiv
axonok a corpus callosumban (CC), cingulumban (ci), alveusban (a) és a commissura hippocampalis
dorsalis-ban (dhc). Ezen struktirak mellett nagy szamban lathatok myelinizalt axonok a cingularis
kéregben (CiC). E: Septalis sikban jelentds immunreaktivitas lathaté az érzékéregben (SS), a corpus
callosumban (CC) és a putamen-nucleus caudatusban (CPU). F: Elektronmikroszkopos felvételen egy
OLG sejt citoplazmaja (O) szoros kontaktusban van az altala myelinizalt nagyméretii axonnal (Ax).
Emellett nagyméreti myelinizalt axonok, valamint kisebb nem myelinizal axonok is lathatoak. A skala A-
E képen 100 pm, F képen 500 nm.
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Myelinizacio a sziiletés utani 28. napon

LFB festéssel erds, homogén festédést lattunk a corpus callosumban (5. abra A),
¢és nem volt kiilonbség a myelinizacioban a corpus callosum medio-lateralis, valamint
rostro-caudalis részei kozott.

MBP-immunhisztokémiaval a teljes corpus callosumban, cingulumban ¢és a
fimbria fornicisban er6s myelinizaciot figyeltiink meg (5. abra B-D). Hasonloan a 21.
napon megfigyeltekhez, a corpus callosumban lathaté myelinizalt axonok
elkiilonithetdek voltak a cingulumban lathatoktol (5. abra D). Az er6sebb MBP-
immunreaktivitds miatt azonban a denzitasbeli kiilonbség a corpus callosum, cingulum
¢s a commissura hippocampi kozott nem olyan jelentds, mint a 21. napon.

Elektronmikroszkoppal mar szamos, a felnétt allatokra jellemz6, kompaktalodott
lemezekkel rendelkez6 myelinizalt axont lattunk a corpus callosumban (5. abra E).
Ultrastrukturalis jellemzdik alapjan a legtobb OLG sejtet mar érettnek tekinthettiik

ebben a korban.
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5. abra

Myelinizacié 28 napos egér (P28) corpus callosumaban (CC). A: LFB festéssel a corpus callosum (CC)
erdsen myelinizalt. B: MBP-immunreaktiv axonok a corpus callosumban (CC), alveusban (a), az érz6
(SS), valamint a motoros (M) kéregben és a hippocampusban. C: Septalis sikban jelent6s MBP-
immunreaktiv axon figyelhetd meg a corpus callosumban (CC) és az érzékéregben (SS). D: A corpus
callosumban (CC), a cingulumban (ci) és a cingularis cortexben (CiC) a felnétt egerekre jellemzd,
nagyszamu MBP-immunreaktiv axon lathatd. E: Az elektronmikroszkopos felvételen a legtobb axont
(AX) mar kompaktalodott, szamos lamellaval rendelkez6, myelinhiively veszi koriil, viszont a képen
lathato egy kevesebb lamellaval rendelkez6, nem teljesen kompatkalodott myelinhiivelyl axon (csillag)
is. A skala A-D képen 100 pm, E képen 200 nm.
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2. Myelinizacio az emberi hippocampusban

Myelinizacio magzati korban

A hippocampuson beliil az Ammon-szarv CA1-3 régidit, azok egyes rétegeit
(strata oriens, pyramidale, radiatum és lacunosum-moleculare), valamint a gyrus
dentatus szemcsesejt rétegét és hilusat mar a 14-15. terhességi héten el lehet kiiloniteni
egymastol (Arnold és Trojanowski, 1996), azonban ebben a korban myelinizalt
axonokat még nem talaltunk. Az els6 MBP-immunfestett OLG sejtet a 20. héten lattuk a
fimbria fornicisban (6. abra A). Ezek a koran megjelené OLG sejtek nagyméretiiek,
szamos rovid sejtnytalvannyal rendelkeznek, mely tulajdonsagok alapjan valosziniileg a
korabban kisérletes allatmodellben leirt kdzepesen sotét OLG sejteknek felelnek meg
(Mori és Leblond, 1970). Emellett az OLG sejtek megjelentek az alveusban is a 20-22.
hetekben (6. abra B). Szamuk a CA3 régidban nagyobb volt, mint a CAl-ben, aminek a
valoszinii oka az, hogy a CA3 régi6 piramissejtjei elobb keletkeznek, mint a CAl
neuronok (Bayer, 1980). Az oriens rétegben csak elvétve volt néhany OLG sejt a 22.
héten. Az ezt kovetd hetekben az OLG sejtek szama emelkedett az alveusban és a
stratum oriensben, valamint néhany MBP-immunreaktiv OLG sejt megjelent a CAl

régié lacunosum-moleculare rétegében is.

Myelinizacio a sziiletés koriili idoszakban

Néhany héttel sziiletés eldtt (37. héten) az MBP-immunreaktiv OLG sejtek
szama nagyobb Volt a fimbria fornicisban, alveusban és a stratum oriensben (6. abra C),
mint a magzati korban. A legtobb OLG sejt a fimbria fornicisban volt 1athato, ennél
kevesebb volt a CAL régio alveusaban és stratum oriensében, illetve a legkevesebb
sejtet a CA3 régio alveusaban, valamint a stratum oriensében lattunk. Az MBP-
immunfestett OLG sejtek koriil kevés, rovid és vékony myelinizalt axont is
megfigyeltiink, ami alapjan a myelinizaci6 kezdetét a 37. hétre tehetjiik a hippocampus
fenti rétegeiben (6. abra D, E). Az alveusban a myelinizalt axonok szama egyre csokken
a CAL régi6 és a subiculum felé haladva. Emellett, 37 hetes korban a CA1 régio stratum
lacunosum-moleculare-ban is volt néhany OLG sejt, kdrnyezetiikkben pedig néhany

rovid, vékony myelinizalt axon (6. abra F).
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6. abra
MBP-immunreaktivitds a sziiletés elotti és a sziiletés koriili hippocampusban. A: Terhesség utani 20.
héten (20GW) csak a fimbria fornicisban (f) lathaté egy-egy OLG sejt. A betét a fimbria fornicis
bekeretezett részének a nagyobb nagyitast képe, ahol néhany OLG sejt lathatd (nyilhegyek). B: A 22.
héten (22GW) a fimbria fornicis (f) mellett megjelennek az els6 OLG sejtek az alveusban (a) is. Az
alveusban (a) az OLG sejtek (nyilhegyek) jol lathatoak a bekeretezett rész nagyobb nagyitasu képén. C: A
37. héten (GW37) az OLG sejtek jelen vannak a fimbria fornicisban (f), az alveus (a) teljes hosszaban és
a CA1 régio stratum lacunosum-moleculare-ban (I-m). D: MBP-immunreaktiv OLG sejtek (nyilhegyek)
és myelinizalt axonok (nyilak) a fimbria fornicisban, a 37. héten (GW37). E: Immunpozitiv OLG sejtek,
valamint rovid myelinizalt axonok lathatéak az alveusban, a 37 héten (GW37). F: Egy OLG sejt
(nyilhegy) és néhany, révid myelinizalt axon (nyilak) a stratum lacunosum-moleculare-ban (I-m) egy 37.
hétre sziiletett ujszilottben. G: MBP-immunreaktiv OLG sejtek (nyilhegyek) és myelinizalt axonok
(nyilak) a CAL régioban, a stratum lacunosum-moleculare-ban (I-m) 40 hetes Gjsziilottben (40GW). H: A
CA3 régio lacunosum-moleculare rétegében (I-m) kevesebb OLG sejt (nyilhegyek) és rovidebb
myelinizalt axon (nyilak) lathato, mint a CA1 régioban (G). MBP-immunreaktiv OLG sejtek (nyilhegyek)
¢és myelinizalt axonok (nyilak) az alveusban (a) is jelen vannak. A skéla A, B képen 500 pm, C képen 250
pm, 100 pm a D-F képen, G, H képen 50 um.
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Az MBP-immunfestett axonok denzitasa a korabbihoz képest a 39-41. héten a
fimbria fornicisban és az alveusban egyarant emelkedett. Ebben az életkorban tobb
mint korabban, és megjelentek az els6 OLG sejtek a CA3 régio lacunosum-moleculare
rétegében is (6. abra G, H). A myelinizalt axonok stirisége nagyobb volt a CAL régio6
lacunosum-moleculare rétegében, mint korabban, viszont a CA3 régié lacunosum-
moleculare rétegében még csak kevés, rovid és vékony myelinizalt axont lattunk. A
fenti eredmények alapjan arra kdvetkeztethetlink, hogy a perforans palya myelinizacioja

ebben az életkorban mar megkezdddott.

Myelinizacio a sziiletés utan

Az életkor elérehaladtaval a myelinizacid egyre nagyobb mértékli az alveusban,
a stratum oriensben és a stratum lacunosum-moleculare-ban. A CA1-3 régi6 piramissejt
rétegeiben viszont csak a 3. honapban jelennek meg az elsé OLG sejtek €és néhany,
rovid, vékony myelinizalt axon (7. abra A-C). Megjelentek az els6 OLG sejtek és
néhany myelinizalt axon a CA3 régio mellett a CAl régio radiatum rétegében is.
Tovabba, a gyrus dentatus hilusdban, valamint a molekularis rétegben is lattunk OLG
sejteket, és az els6 myelinizalt axonokat is megfigyeltiik. A molekularis rétegben
viszont az OLG sejtek és a myelinizalt axonok a réteg kiils6 egyharmadara
korlatozodtak (7. abra C). A gyrus dentatus, ezen beliil a molekularis réteg két nagy
részre oszthaté a CA3 régid piramissejt rétegéhez viszonyitva. Frontalis metszeten a
CA3 régio piramissejt rétege feletti teriiletet dorsalis vagy szuprapiramidalis (felsd)
karnak (blade-nek), mig a réteg alatti teriiletet ventralis vagy infrapiramidalis (also)
karnak (blade-nek) nevezziik. A gyrus dentatus fels6 karanak molekularis rétegében

jelentdsen tobb myelinizalt axont lattunk, mint az also, ventralis részen.
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7. abra

MBP-immunreaktivitds a hippocampusban a sziiletés utani elsdé honapokban. A: A sziiletés utani 3.
honapban (3M) a fimbria fornicisban (f), alveusban (a), a stratum lacunosum-moleculare-ban (I-m) és a
gyrus dentatus molekularis (m) rétegének kiilsé egyharmadaban erés MBP-immunreaktivitast lathato. B:
A CA3 régio nagyobb nagyitasu képén jol latszik az erés MBP-jelolédés az alveusban (a) és a
lacunosum-moleculare (I-m) rétegben, mikozben néhany OLG sejt (nyilhegyek) és myelinizalt axon
(nyilak) is jelen van az oriens (0), piramissejt (p) és a radiatum (r) rétegekben. C: A 3. hdnapban (3M), az
Ammon-szarv lacunosum-moleculare (I-m) rétegében és a gyrus dentatus molekularis (m) rétegének
kiilsé egyharmadaban figyelhetd meg MBP-jelolédés. D: Sziiletés utan 5 honappal (SM) erés MBP-
immunreaktivitast 1athat6 a lacunosum-moleculare (I-m) rétegben, mig a gyrus dentatus dorsalis karjanak
molekularis (m) rétegének kiilsé egyharmadaban a jel6l6dés kisebb mértékii. E: A gyrus dentatus
ventralis karjanak molekularis (m) rétegében kevesebb MBP-immunreaktiv axon lathato, mint a dorsalis
karban (D). F: 11 hénapos korban (11M) er6s MBP-immunreaktivitas észlelhet$ az alveusban (a), a CAl
régio oriens (0), lacunosum-moleculare (I-m) rétegében, mig csak kdzepesen erds jelolodés lathatd a CAl
régio piramissejt (p) és radiatum (r) rétegében. G: A 11 hénapos korban (11M), a CA3 régi6 alveusanak
(a), oriens (0) és lacunosum-moleculare (I-m) rétegeinek er6s MBP-immunreaktivitdsa mellett, kozepesen
erds jelolodés figyelhetd meg a CA3 régiod piramissejt (p) és radiatum (r) rétegeiben. A gyrus dentatusban
a molekularis (m) réteg kiilsé kétharmadaban figyelheté meg jelol6dés, valamint kismértékben a hilusban
(h) is. H és I. Az MBP-immunreaktivitdis nagyobb a gyrus dentatus dorsalis karjanak molekularis
rétegének kiilsé kétharmadéban, mint a ventralis kar molekularis rétegének kiils6 kétharmadaban. A skala
A képen 500 um, B képen 100 um, 200 um a C-E, G, H, | képen, 300 pm az F képen.
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Az 5. honapra a fent emlitett dsszes rétegben tovabb emelkedett a myelinizalt
axonok szama. A stratum radiatumban és az Ammon-szarv piramissejt rétegeiben
nagyobb szamban lattunk myelinizalt axonokat a CA3-ban, mint a CAl-ben. A hilusban
az OLG sejtek szama €s a myelinizalt axonok stirisége magasabb volt, mint 3 honapos
korban. A gyrus dentatus felsd karjanak molekularis rétegében tobb myelinizalt axont
figyeltiink meg, mint a ventralis részben, és tobb, a kiilsé egyharmadra korlatozodo
myelinizalt axont lattunk, mint sziiletés utan (7. abra D, E).

Egy éves kor koriil a myelinizacié mértéke a hippocampushan elérte a felndttre
jellemzd szintet az alveusban (7. abra F, G) és a fimbria fornicisban, mig mas rétegek,
mint pl. a gyrus dentatus molekularis rétege, még mindig kevésbé myelinizaltak. A
korabban megfigyelt kiilonbség a CA3 és a CA1 régié myelindenzitdsa kdzott tovabbra
1s megfigyelhetd volt a stratum radiatumban és az Ammon-szarv piramissejt rétegeiben.
A fenti rétegekben t6bb myelinizalt axont lattunk a CA3 régidban, mint a CAl-ben
(7. dbra F, G). A lacunosum-moleculare rétegben viszont a kiilonbség forditott, ugyanis
a CAl régioban nagyobb volt a myelinizalt axonok denzitasa, mint a CA3-ban
(7. abra F, G). Hasonldéan a 3 hodnapos korban Ilattottakhoz, nagyobb mértéki
myelinizaciot lattunk a gyrus dentatus molekularis rétegének dorsalis részén, mint a
ventralis részén. Emellett tovabbi kiilonbség, hogy a molekularis réteg kiilsé
egyharmadaban tobb myelinizalt axon volt, mint a kozépsé egyharmadban. A
molekularis réteg belsd egyharmadaban a szemcsesejtréteg kozvetlen szomszédsagaban
megjelentek az els6 myelinizalt axonok (7. abra H, I). Mivel az itt elhelyezkedd
asszociacios palyak, melyet a hilus mohasejtjeinek axonjai alkotnak, nem myelinizaltak,
a fenti megfigyelés a supramammillaris palya kezd6dé myelinizacidjara utal.

A masodik életévben a myelinizacié a fimbria fornicis és az alveus mellett a
stratum lacunosum-moleculare-ban is eléri a felnéttre jellemzé mértéket (8. abra A, E).
A stratum radiatumban és a piramissejt rétegekben viszont még mindig nagyobb
Immunreaktivitast lattunk a CA3 régioban (8. abra B), mint a CAl-ben (8. abra C). A
gyrus dentatus molekularis rétegében az OLG sejtek és a myelinizalt axonok szama
tovabb emelkedett ugyan, de a kiils6-belsd, ventralis-dorsalis kiilonbségek még mindig
jelen voltak (8. abra D-F).

A 3. életévben (9. abra A-F) az alveus, a stratum oriens, a fimbria fornicis és a
teljes lacunosum-moleculare réteg (9. abra A, B) myelinizacidja a felnéttre jellemzé
mértéket mutatta. A tobbi rétegekben mind az Ammon-szarv, mind a gyrus dentatus

rétegeiben az MBP-immunreaktivitas nagyobb volt, mint a 2. életévben.
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A 8. életévben a CA3 régid stratum radiatuma és a teljes Ammon szarv stratum
oriense a felnéttre jellemz6 myelinizaciot mutatott. Ezzel szemben a CA1 régid stratum
radiatumaban és az Ammon-szarv piramissejt rétegeiben kisebb myelindenzitast
figyeltiink meg, mint felnéttekben. Ehhez hasonloéan a gyrus dentatus hilusa sem érte el
az MBP-immunreaktivitas felnéttre jellemz6 mértékét, viszont a molekularis réteg kiilsé
kétharmada mar a felnéttre jellemz6 erés, myelinizalt axondenzitassal rendelkezett, és
nem volt kiillonbség a molekularis réteg dorsalis és ventralis részének myelinizacidja
kozott sem.

Tizenegy éves korban (10. abra A-C) minden régidban a felnéttre jellemzo
MBP-immunreaktivitast lattunk, kivéve a gyrus dentatus hilusat (10. abra C), melyben
az MBP-immunreaktivitas még mindig nem érte el a felnéttben megfigyelheté mértéket
(10. abra D). Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a hilusban a myelinizacio a korai

serdiil6kor utan is zajlik még.
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MBP-immunreaktivitas a hippocampusban 2 éves (2Y) korban. A: Erés MBP-immunreaktivitast latunk
az alveusban (a), az Ammon-szarv lacunosum-moleculare (I-m) rétegben és a gyrus dentatus molekularis
(m) rétegének kiilsé felében. Az oriens (0), piramissejt (p) és radiatum (r) rétegekben kézepesen erds
jelolédés figyelheté meg. B: A CA3 régio hagyobb nagyitast képe. C: Az MBP-immunreaktivitas
kozepesen erds a CAl régio oriens (o) rétegében, és gyenge a piramissejt (p) rétegben. D: A hilusban (h)
kozepesen er6s myelinizalt axon denzitast latunk. E és F: Az MBP-immunreaktiv axonok a gyrus
dentatus dorsalis karjanak molekularis (m) rétegének kiils6 felére korlatozodnak (E), ezzel szemben a
ventralis Kar molekularis (m) rétegében a myelinizalt axonok csak a réteg kiilsé egyharmadaban vannak
jelen (F). A skala 1000 um az A képen, B-F képen 100 pm.
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9. dbra

MBP-immunreaktivitas a hippocampusban 3 éves (3Y) korban. A: Az Ammon-szarv rétegei er6s MBP-
immunreaktivitast mutatnak, mig a gyrus dentatus rétegeiben, f6leg a hilusban (h), a myelinizalt axonok
denzitasa jelentdsen kisebb, mint felndttekben. B: A nagy nagyitasi képen erés MBP-immunreaktiv
myelin denzitas latszik a CA3 régiod rétegeiben. C: Az (A) képen keretbe foglalt teriilet nagy nagyitast
képe a gyrus dentatus hilusaban (h) lazan elhelyezkedé myelinizalt axonokat mutat. D: A CAL régi6
piramissejtrétegében (p) a myelinizalt axonok denzitasa jelentGsen kisebb, mint a CA3 régidban (B). E, F:
Er6s MBP-immunreaktivitas lathat6 a gyrus dentatus dorsalis karjanak molekularis (m) rétegének kiilsé
kétharmadaban (E), mig a ventralis karban a molekuldris réteg kiils6 egyharmadaban latunk jelent6s
pozitivitast (F). A skala 500 um az A képen, 250 um a C képen, 100 pm a B és a D-F képen.
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10. abra

MBP-immunreaktivitas a hippocampusban 11 éves (11Y) korban (A-C) és egy 53 éves feln6tt hilusaban
(D). A: A teljes hippocampusban felnéttre jellemz6 myelin denzitast latunk 11 éves korban. B: A CAl
régio nagy nagyitasu képe. C, D: 11 éves korban, a hilusban (h) a myelinizalt axonok mar stir{i halozatot
alkotnak (C), felnSttkorban ennél tobb myelinizalt axon van (D), ami arra utal, hogy a hilus
myelinizacidja még nem teljes a 11. életévben. A skala 1500 um az A képen, 500 pm a B képen, 250 pm

a C, D képen.
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3. Myelinizacio vizsgalata emberi hippocampusban Down-szindrémaban

Myelinizacio magzati korban

A kontroll esetekhez hasonléan a Down-szindromas magzatokban is
elkiilonithetdek voltak a hippocampus egyes rétegei a 14-15. hetekben, de nem lattunk
MBP-immunreaktiv OLG sejteket vagy axonokat. Down-szindromasokban az elsd
MBP-immunreaktiv OLG sejtek a 20. terhességi héten jelentek meg a fimbria
fornicisban, hasonloképpen, mint a kontrollokban (11. abra A, B). Ezek a korai
megjelenésit OLG sejtek nagy sejttesttel és szamos, rovid nyulvannyal rendelkeztek,
mely tulajdonsagaik alapjan myelint képzd, kozepesen sotét OLG sejtek kozé
tartozhatnak (Mori és Leblond, 1970). Szemben a kontrollokkal, a 20-22. hetes Down-
szindromas esetekben nem lattunk MBP-immunpozitiv OLG sejteket az alveusban, az

crer

Myelinizacio a 37. terhességi héten

Down-szindromasokban néhdny héttel a sziiletés elétt az MBP-immunpozitiv
OLG sejtek szama emelkedett a fimbria fornicisban és az alveusban (12. abra C) a
magzati Kkorban latottakhoz képest. OLG sejteket a fimbria fornicisban lattunk
legnagyobb szamban, kevesebbet figyeltiink meg az alveusban. Az OLG sejtek mellett
az els6 MBP-immunreaktiv axonok is megjelentek mindkét fent emlitett teriileten
(12. abra E, G). Ugy a fimbria fornicisban, mint az alveusban kisebb szamban és
rovidebb szakaszon lattunk myelinizalt axonokat Down-szindromas esetekben, mint
kontrollban (12. abra D-G). OLG sejteket lattunk tovabba az Ammon-szarv CA1-3
axont figyeltiink meg Down-szindromaban, mint kontrollban. A myelinizalt axonok, és
az OLG sejtek szama folyamatosan csokkent az alveusban, valamint a stratum
oriensben az Ammon-szarv CA3 régiodja feldl a subiculum felé haladva (12. abra A, C).
Kontrollban a stratum lacunosum-moleculare-ban egy-egy MBP-pozitiv OLG sejtet és
myelinizalt axont is lehetett latni, ezzel szemben a Down-szindromaban mindez nem

volt megfigyelhet6 (12. dbra B).
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11. abra

MBP-immunreaktiv OLG sejtek 20 hetes (20GW) kontroll, valamint Down-szindromas (DS) magzat
hippocampusaban. A: MBP-immunreaktiv OLG sejtek a fimbria fornicisban (f). B: A fimbria fornicis
nagy nagyitasu képe. A nyilak az MBP-immunreaktiv OLG sejtekre mutatnak. C: Down-szindromas (DS)
magzat hippocampusa. D: A fimbria fornicis nagy nagyitast képén néhany MBP-immunreaktiv OLG sejt
lathato (nyilak). A skala 100 pm a B, D képen, A, C képen 500 pm.
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12. dbra
MBP-immunreaktivitas 37 hetes (37GW) kontroll (A, B, D, F) és 38 hetes (38GW) Down-szindromas
(DS, C, E, G) 0jsziilott hippocampusaban. A: MBP-immunreaktiv OLG sejtek és myelinizalt axonok az
Ammon-szarv alveusaban (a), oriens (0) és lacunosum-moleculare rétegében. B: A stratum lacunosum-
moleculare (I-m) nagyobb nagyitasu képe, ahol egy MBP-immunreaktiv OLG sejt latszik. C: A 38 hetes
Down-szindromas ujsziildttben csak az alveusban (a) lathatd néhany néhany myelinizalt axon. D-E: A
fimbria fornicisban tobb, hosszabb myelinizalt axont latunk kontroll esetben (D), mint a Down-
szindromaban (E). F-G: Mig a Down-szindromas esetben (G) rovid, vékony myelinizalt axonok lathatok
az alveusban, kontroll esetekben (F), mar vaskosabb, hosszabb myelinizalt axonok figyelheték meg. A
skala 750 pmaz A, C, 50 yma D, E, 100 pm az E, F, 25 pm a B képen.
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Mpyelinizdcio a sziiletés utani 1-3. honapban

A terhesség alatti genetikai vizsgalatok eredményessége miatt az elmult 10
évben egyre csokkent a megsziiletett Down-szindromasok szdma, €s altalaban a sziiletés
koriili halalozas jelentds csokkenése miatt igen korlatozott szamban rendelkeziink ilyen
koru, szOvettani vizsgalatra alkalmas mintaval. Emiatt a 2 honapos Down-szindromas
esetiinket 1 és 3 honapos kontroll esetekkel hasonlitottuk Ossze.

Mind a 2 hénapos Down-szindromas, mind az 1 honapos kontroll esetben az
MBP-immunpozitiv OLG sejtek és a myelinizalt axonok szama emelkedett a korabbi
idépontokhoz képest a fimbria fornicisban, az alveusban, valamint az oriens rétegben
(13. abra A, B). Az OLG sejtek morfologiajat tekintve nem lattunk kiilonbséget a két
csoport kozott. Ugyanakkor Down-szindromaban a myelinizacid6 mértéke elmarad a
kontrollhoz képest (13. abra).

A CALl régio mellett a CA3-ban is lattunk a stratum lacunosum-moleculare-ban
myelinizalt axonokat mindkét csoportban. Down-szindromas esetekben mindkét
régioban kevesebb és rovidebb MBP-immunreaktiv axont figyeltink meg, mint
kontrollban. Mindkét csoportban megjelentek az els6 MBP-immunreaktiv OLG sejtek a
gyrus dentatus stratum moleculare-ban (13. abra C, D). Kontroll esetekben a CA3 régio6
piramissejt rétegében is voltak myelinizalt axonok, szemben a Down-szindrémasok
azonos rétegével (13. abra E, F).

A sziiletés utani 3. honapban az MBP-immunreaktivitas tovabb emelkedett a
korabbi iddpontokhoz képest az Ammon-Szarv egyes rétegeiben, valamint a fimbria
fornicisban és az alveusban. Emellett megjelentek az els6 MBP-immunreaktiv
myelinizalt axonok a gyrus dentatus hilusaban. A molekularis rétegben a myelinizalt
axonok a réteg kiils6 egyharmadara korlatozodtak, és a gyrus dentatus dorsalis karjaban

tobb myelinizalt axont lattunk, mint a ventralis karban.

Mpyelinizdcio a sziiletés utani 5-6. honapban

Mindkét csoportban homogén myelinfestodést lattunk a fimbria fornicisban és
az alveusban (14. abra A, B).

Kontrollban a 3 hoénapos korhoz képest tovabb novekedett az MBP-
immunreaktivitds a fent emlitett egyes rétegekben. Tovabba, hasonléan a 3 hdénapos
korban megfigyeltekhez tobb MBP-immunreaktiv axont lattunk a gyrus dentatus
stratum moleculare dorsalis karjaban, mint a ventralisban, és szamottevOen tobb

myelinizalt axon volt a réteg kiilsé egyhamradaban, mint a k6zépsé harmadban.
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Down-szindromasokban megjelentek az elsé myelinizalt axonok a hilus és a
CAL1-3 régid piramissejt rétegeiben (14. abra D, F, H). Kevesebb és rovidebb MBP-
immunreaktiv myelinizalt axont figyeltiink meg az Ammon-szarv piramissejt rétegének
teljes hosszaban a stratum radiatumban és a gyrus dentatus hilusaban, mint kontrollban
(14. abra C-H). Down-szindromasokban a gyrus dentatus stratum moleculare dorsalis
karjaban tobb myelinizalt axont lattunk, mint a ventrdlis karban, hasonléan a
kontrollhoz. Ugy a Down-szindromas esetekben, mint a kontrollban, a stratum
moleculare  kiils0 egyharmaddban szdmottevéen nagyobb volt az MBP-
immunreaktivitas, mint a k6zéps6 harmadban (14. abra G, H).

MBP-immunfestéssel erdés, homogén festédést lattunk az alveusban, a CA1-3
régio stratum lacunosum-moleculare-ban, és nem volt észlelheté kiilonbség a két

csoport festddése kozott.

Mpyelinizacio a sziiletés utani 8-11. honapban

Ebben az életkorban az MBP-immunreaktivitisa mindkét csoportban erds,
homogén festddést mutatott a fimbria fornicisban és az alveusban (15. abra A, B). A
hippocampus rétegei mindkét csoportban kevésbé myelinizaltak. Mindkét csoportban
hasonldo immunreaktivitast figyeltink meg a stratum lacunosum-moleculare-ban
(15. abra A, B). Ehhez képest mindkét csoportban kevesebb myelinizalt axont lattunk a
CAL1-3 régi6 stratum oriensében. Hasonlo6 kiilonbséget lattunk a gyrus dentatus stratum
moleculare-ban, mint korabban, tehat a réteg kiils6 egyharmadaban és dorsalis karjaban
tobb myelinizalt axon volt, mint a k6z&épsé harmadban és a ventralis karban.

Az Ammon-szarv radiatum és piramissejt rétegében mindkét csoportban tobb
myelinizalt axont lattunk a CA3 régioban, mint a CAl-ben, viszont Down-
szindromasokban a myelinizacié mindkét régidban kisebb mértékii volt a kontrollhoz
képest (15. abra A, B).

A myelinizacioban meglévd kiilonbség jol latszik a hilusban, ahol kevesebb

MBP-immunreaktiv axont figyeltiink meg Down-szindromasokban, mint kontrollban.
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13. abra
MBP-immunreaktiv OLG sejtek 1 hénapos (1M) kontroll és 2 hénapos (2M) Down-szindromas (DS)
gyermek hippocampusaban. A: Az 1 hoénapos kontroll gyermek hippocampusdban szamos MBP-
immunreaktiv axon lathaté az alveusban (a) és a stratum oriensben (o), kevesebb az Ammon-Szarv
lacunosum-moleculare rétegében. B: Ezzel szemben, a 2 hoénapos Down-szindromas gyermekben
kevesebb myelinizalt axon van az Ammon-szarv alveusaban (a), oriens (o), lacunosum-moleculare
rétegeiben €s a fimbria fornicisban (f), mint a kontrollban. C: 1 honapos kontrollban szamos myelinizalt
axon észleheté a CAl régidé lacunosum-moleculare (I-m) rétegében. Az MBP-immunreaktiv axonok
(nyilhegyek) a gyrus dentatus stratum moleculare-ban (m) is lathatok. D: 2 honapos Down-szindromas
gyermekben lathaté néhany, rovid, MBP-immunreaktiv axon a stratum lacunosum-moleculare-ban (I-m).
Megjelennek az els6 MBP-immunreaktiv axonok gyrus dentatus molekularis (m, nyilhegy) rétegében. E:
Kontrollban az Ammon-szav CA3 régidjanak alveusaban (a) szdmottevd6 MBP-immunreaktiv axon
lathato, mig csak kevés van jelen (nyilak) a piramissejt (p) és a radiatum (r) rétegekben. F: 2 honapos
Down-szindromas gyermekben jelentosen kevesebb myelinizalt axon lathaté a CA3 régio alveusédban (a),
mint az 1 honapos kontrollban (E), és csak kevés, nagyon rovid, MBP-immunreaktiv axon (nyilhegyek)
lathatd a CA3 régid lacunosum-moleculare (I-m) rétegében. A skala 500 um az A, B, 200 um a C-F
képen.
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Myelinizacio a 2. életévben

A fimbria fornicis és az alveus mellett a CA1-3 régio oriens rétege is a felnéttre
jellemz6 homogén MBP-immunfestddést mutatott (15. abra C, D). Ezért a két csoport
myelinizacidja kozott nem lattunk kiilonbséget a fenti rétegekben. Kontroll csoportban
feln6tth6z hasonléan erds myelinizaciot figyeltiink meg az Ammon-szarv stratum
lacunosum-moleculare-ban (15. abra C). Ezzel szemben Down-szindromasokban
kevesebb myelinizalt axon volt, mint a kontrollban (15. abra D).

Kontroll esetekben erdsebb myelinizaciot lattunk, mint Down-szindromaban az
Ammon-szarv radiatum ¢és piramissejt rétegének teljes hosszaban (15. abra C, D),

valamint a hilusban és a stratum moleculare-ban.

Myelinizacio a 11-12. életévben

Ebben a korban az Ammon-szarv egyes rétegei, valamint a gyrus dentatus
rétegei elérik a felndttre jellemzd, homogén MBP-immunpozitivitast mindkét
csoportban. Ez aldl csak a hilus kivétel, ahol még mindkét csoportban kevesebb
myelinizalt axont lattunk, mint felnéttben (15. abra E, F). Tovabba, a hilusban kisebb
volt az MBP immunreaktivitds a Down-szindromas esetekben, mint a kontrollban
(15. abra E, F). A két csoport kozotti fent leirt kiillonbség felnéttkorban is megmaradt
(15. abra E-G). Ezzel szemben a hippocampus tobbi rétegében nem figyeltiink meg

kiilonbséget a két csoport myelinizacioja kozott.
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14. abra
MBP-immunreaktivitis 5 hénapos (5M) kontroll és Down-szindromas (DS) gyermek hippocampusaban.
A-B: Mindkét csoportban intenziv MBP-immunreaktivitast latunk az Ammon-szarv alveusaban (a) és
lacunosum-moleculare (I-m) rétegében, valamint kevésbé intenziv a jel6l6dés a hippocampus mas
rétegeiben. C: Kontrollban a CAl régié alveusaban (a) és a stratum lacunosum-moleculare-ban (I-m)
megfigyelhetd intenziv jelol6dés mellett szamottevé MBP-immunreaktiv axon lathaté a CAl régio oriens
(0), piramissejt (p), radiatum (r) rétegeiben. D: A CAl régio alveusdban (a) és lacunosum-moleculare
rétegében hasonldéan intenziv jel6lédés figyelhetd meg, mint kontrollban (C), viszont az oriens (0),
piramissejt (p) és radiatum (r) rétegekben lényegesen kevesebb MBP-immunreaktiv axon van az 5
hénapos Down-szindromas gyermekben, mint a kontrollban. E: Kontrollban az Ammon-szarv CA3 régi6
oriens (0), radiatum (r) és piramissejt (p) rétegei szamottevé myelinizalt axont tartalmaznak. A CA3 régio
alveusaban (a) és lacunosum-moleculare (I-m) rétegében intenziv a myelinizacio, hasonléan a CA1 régio
azonos rétegeihez. F: A Down-szindromas gyermekben azonos mértékii MBP-immunreaktivitas lathato a
CA3 régio alveusaban (a) és lacunosum-moleculare rétegében, mint kontrollban. Ezzel szemben
jelent6sen kevesebb MBP-immunreaktiv axon figyelheté meg a CA3 régio oriens (0), piramissejt (p) és
radiatum (r) rétegeiben, mint a kontrollban. G: A stratum moleculare (m) kiilsé egyharmadéban intenziv
az MBP-immunreaktivitas, a hilusban (h) pedig egy laza halozatot alkotnak a jelolt axonok. H: Down-
szindromasban hasonld jelolodés figyelheté meg a moleculare (m) rétegben, mint kontrollban, viszont
csak kevés, rovid myelinizalt axon lathato a hilusban (h). A skdla 1 mm az A, B, 200 pm a C-H képen.
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15. abra

MBP-immunreaktiv OLG sejtek és axonok 11 honapos (11M, A), 2 éves (2Y, C), 11 éves (11Y, E) és
felnétt (G) kontroll, valamint 8 honapos (8M, B), 2 éves (2Y, D) és 12 éves (12Y, F) Down-szindromas
gyermek hippocampusaban. A: 11 hoénapos kontrollban intenziv MBP-immunreaktivitas lathato az
Ammon-szarv alveusaban (a), stratum lacunosum-moleculare-ban (I-m) és a gyrus dentatus molekularis
rétegének kiilsé egyharmadaban. Az Ammon-szarv mas rétegeiben és a hilusban (h) kdzepesen erds
halozatot alkotnak a myelinizalt axonok. B: Osszehasonlitva a kontrollal, a myelinizacié hasonloan erds a
8 honapos Down-szindromas gyermekben az alveusban (a) és a lacunosum-moleculare (I-m) rétegben,
viszont gyengébb az Ammon-szarv oriens (0), piramissejt (p), radiatum (r) rétegeiben, valamint a gyrus
dentatus stratum moleculare-ban és hilusaban (h). C: A 2 éves kontrollban az MBP-immunreaktivitas
eléri a felnbttre jellemzé mértéket az Ammon-szarv alveusaban (a), a lacunosum-moleculare (I-m)
rétegében és a gyrus dentatus stratum moleculare-ban (m). A hilusban (h) viszont kevesebb myelinizalt
axon lathato, mint felndttben. D: A 2 éves Down-szindromas gyermekben az Ammon-szarvban és a gyrus
dentatus minden rétegében kevesebb myelinizalt axon figyelhetdé meg, mint kontrollban, kivéve az alveust
(a) és a lacunosum-moleculare réteget (I-m), melyekben az immunreaktivitas eléri a felnbtre jellemz6
mértéket. E: 11 éves korban a myelinizalt axonok siirti halozatot alkotnak a gyrus dentatus hilusaban (h)
és a molekularis rétegében (m). F: A 12 éves Down-szindromas gyermekben kevesebb myelinizalt axon
lathato a gyrus dentatus hilusadban (h) és molekuldris (m) rétegében, mint a 11 éves kontrollban. G: A
feln6tt Down-szindromasban, az MBP-immunreaktivitas kisebb mértékdi a hilusban (h), mint a 11 éves
kontrollban. A skala 1 mmaz A, B, 500 um a C, D, 100 um az E-G képen.
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Az MBP-immunreakcio denzitasa

Annak érdekében, hogy a kiilonboz6 ¢életkorokban mennyiségileg is
meghatarozzuk a myelinizacié mértékét, a hippocampus egyes rétegeiben megmértiik az
MBP-immunpozitiv axonok denzitasast a CA1-CA3 régiéo stratum lacunosum-
moleculare-ban és a gyrus dentatus molekularis rétegében. Mindkét rétegben a
perforans palya axonjai futnak, ami a hippocapmus egyik legfontosabb, az entorhinalis
kéreg feldl érkez6 bemenete. A fent emlitett két réteg mellett megmértiik a hilusban is
az MBP denzitasat az egyes korcsoportokban, ahol egyes subcortikalis strukturakbol,
mint pl. a septum, locus coeruleus, raphe-magvak fel6l érkezé axonok végzodnek
(Amaral ¢és Lavenex, 2007). A perforans palya és a hilusban futd afferens axonok
myelinizaltak.

A hilusban megmért MBP-immunreaktiv axonok denzitasa korrelalt az
életkorral Down-szindromasokban (R=0,85) ¢és kontrollban (R=0,7) egyarant (16. abra
A). Az MBP-immunreaktivitas intenzitasat a stratum moleculare-ban mérve a fejlédés
soran egészen fiatal felndttkorig (23 év) a denzitas erdssége €s az életkor kozott pozitiv
korrelaciot figyeltiink meg Down-szindromasokban (R=0,73) és kontrollban (R=0,7) is
(16. abra B). Ezzel szemben csupan gyenge korrelaciét mutatott a stratum lacunosum-
moleculare denzitasa az életkorral kontrollban (R=0,27) és Down-szindromasokban
(R=0,35) egyarant (16. abra C).

A mérések soran a kontroll esetekhez képest alacsonyabb volt az MBP-
immunreaktiv axonok denzitasa Down-szindromasokban a CA1-CA3 régio lacunosum-
moleculare-ban, valamint a gyrus dentatus molekularis rétegében és hilusaban. A fenti
rétegekben az MBP-immunreakcié denzitasa mindkét csoportban hasonld értékeket
mutatott sziiletés koriil, viszont a kovetkezd életkorokban a kiilonbség mar lathato, és
egyre nagyobb volt.

A két csoport denzitasbeli kiilonbségét az id6 fiiggvényében a grafikonban
feltiintetett trendvonal jellemzi (16. abra). A CA1-CA3 régio lacunosum-moleculare
rétegében kapott denzitasértékek nagyon nagy szorast mutattak az eltér6é idépontokban,
¢s a trendvonal meredeksége sem kiilonbozott nagymértékben a két csoport kozott. A
stratum moleculare-ban mar kisebb volt a denzitdsadatok szordsa a kiilonbozd
idépontokban, és a trendvonal meredeksége is jobban elmarad a Down-szindromasoknél
a kontrollhoz képest, mint a CA1-CA3 régié lacunosum-moleculare rétegében. A két
csoport kozotti legnagyobb kiilonbséget a trendvonal meredekségében a hilusban lattuk

(16. &bra A).
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16. abra

MBP-immunreaktivitds denzitometriai eredményei a gyrus dentatus hilusaban (A), molekularis (B)
rétegében és az Ammon-szarv lacunosum-moleculare (C) rétegében. A: Az MBP-immunreaktivitas a
hilusban korrelaciot mutat az életkorral, azonban Down-szindromasban az MBP-immundenzitas
novekedése mérsékeltebb, mint a kontrollban. B: A gyrus dentatus molekularis rétegében az MBP-
immundenzitas a korral novekszik mind kontroll, mind Down-Szindromas egyénekben. Az emelkedés
mértéke azonban elmarad Down-szindromaban a kontrollokéban megfigyelhet6hdz képest. C: Az
Ammon-szarv lacunosum-moleculare rétegében csak laza korrelacio figyelhetd meg az életkor és az
MBP-immunreaktivitas emelkedése kozott. Emiatt a két csoport kozti kiilonbség sem olyan jelentds, mint
a gyrus dentatus molekularis rétegében (B), vagy hilusaban (A). Az x-tengely jelenti a vizsgalt életkort,
az y-tengely, pedig az MBP-immunreaktivitas mértékét jeloli. fekete - kontroll esetek, sziirke - Down-
koros esetek, egyenes vonal — kontroll esetek trendvonala, szaggatott vonal — Down-koéros esetek
trendvonala. A barok a standard deviaciot jelolik.
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4. Myelinizacio vizsgalata hipofizis adenilat ciklaz aktivator polipeptid (PACAP)

deficiens egerekben

A PACAP-deficiens egerekben tortént vizsgalatokhoz egy  kiilon
kontrollcsoportot hasznéltunk annak érdekében, hogy egymasnak megfeleld kort

allatokat hasonlitsunk Ossze.

Myelinizacio a sziiletés utani 3. napon

MBP-immunreaktiv OLG sejteket mindkét csoportban a corpus callosumban
(17. abra A-B) és kisebb szamban a fimbria fornicisban is lattunk. Az OLG sejtek
vildgosbarnara festddtek, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a sejtek még nem
termelnek nagy mennyiségben MBP-t. Mindkét csoportban a corpus callosum teljes
cranio-caudalis és medio-lateralis kiterjedésében jelen voltak az MBP-immunreaktiv
OLG sejtek. Emellett a corpus callosum valamennyi vizsgalt cranio-caudalis sikjaban a
PACAP-deficiens egerekben tobb MBP-immunreaktiv OLG sejt volt a corpus callosum
capsula interna melletti, ventro-lateralis részeiben, mint a sulcus sagittalis alatti, dorso-
medialis részeiben. A corpus callosum teljes, cranio-caudalis kiterjedésében
megszamolt, MBP-t expresszalé OLG sejtek Osszesitett atlaga hasonl6 volt a vad tipust
egerekben (16.7 + 2.48 / metszet) és a PACAP-deficiens allatokban (17.3 + 2.95 /
metszet). Az OLG sejtek szamolasat elvégeztiik harom kiemelt sikban is. A sikokat
cranio-caudalis elhelyezkedésiik alapjan osztottuk fel septum alatti (tovabbiakban
septalis sik), a hippocampus teste feletti (tovabbiakban hippocampalis sik) és a
kozépagy szintjén (tovabbiakban kozépagyi sik) elhelyezkedd metszetekre. Septalis
sikban tobb OLG sejtet lattunk a vad tipust egerekben (20.1 + 1.12 / metszet), mint a
PACAP-definicens allatokban (13.6 = 1.85 / metszet). Ezzel szemben a hippocampalis
(PACAP-deficiens: 20,8 +1,87 / metszet, vad tipus: 15,8 £ 0,2 / metszet) és a kozépagyi
(PACAP-deficiens: 17,5 + 2,23 / metszet, vad tipus: 14,2 + 1,25 / metszet) sikokban a
PACAP-deficiens allatokban lattunk tobb OLG sejtet.

Az agykéreg régidiban, capsula interndban, mamillothalamikus pélyaban,
lateralis- és medialis thalamusban, putamenben, septumban, pedunculus cerebriben és a

hippocampus egyes régidiban nem voltak OLG sejtek.
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Mpyelinizacio a sziiletés utdani 5. napon

Az 5. napon mar foként sététbarna sejtek voltak jelen a corpus callosumban, ami
az OLG sejtek nagyobb MBP tartalmara utal. Emellett a corpus callosum minden
sikjaban tobb OLG sejtet lattunk a vad tipusu egerekben (atlag: 71,4 + 15,21 / metszet),
mint a PACAP-deficiens allatokban (atlag: 50,1 £ 20.60 / metszet). Tovabba, ebben a
korban a fimbria fornicisban is lattunk OLG sejteket (17. abra C, D).

MBP-immunreaktiv OLG sejteket és myelinizalt axonokat lattunk a capsula
interna (17. abra E, F), valamint a mamillothalamikus palyaban. Ezekben a régiokban
tobb myelinizalt axon volt jelen a PACAP-deficiens egerekben, mint a vad tipusban. A
vad egerekben csak MBP-immunreaktiv OLG sejteket lattunk a pedunculus cerebriben,
ezzel szemben PACAP-deficiens allatokban az OLG sejtek mellett mar megjelentek az
elsé myelinizalt axonok is. Az agykéregben és a hippocampusban nem lattunk OLG

sejteket és myelinizalt axonokat sem.

Myelinizacio a sziiletés utani 8. napon

Megjelentek az elsd myelinizalt axonok a corpus callosum ventro-lateralis
részén (18. abra A-D), de a vad tipusu egerekhez képest nagyobb volt az MBP-
immunreaktiv axonok stirtisége a PACAP-deficiens egerekben.

PACAP-deficiens egerekben az agykérgi régiok koziil az els6 myelinizalt
axonok a cingularis kéreg V-VI. (18. abra E, F) és a szomatoszenzoros kéreg VI. (18.
abra G, H) rétegében jelentek meg. Emellett mar erés myelinizaciot lattunk PACAP-
deficiens egerekben a corpus callosumban (18. abra A, C) és a cingulumban
(18. abra E). Ezzel szemben a vad tipust allatokban a corpus callosum ventro-lateralis
része (18. abra B, D), valamint a cingulum (18. abra F) myelinizacidoja gyengébb volt a
PACAP-deficiens egerekben talaltaknal.

A fimbria fornicisban erésebb volt a myelinizaci6 a PACAP-deficiens
egerekben, mint a vad tipusu allatokban (18. abra G, H). Nem lattunk MBP-

immunreaktiv axonokat és OLG sejteket a hippocampusban egyik csoportban sem.
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17. abra

MBP-immunreaktivitas a corpus callosumban SCC, A, B), a fimbria fornicisban (C, D) és a capsula
internaban (ic, E, F) PACAP-deficiens (PACAP™, A, C, E), illetve vad-tipusu (WT, B, D, F), 3 (P3, A, B)
és 5 (P5, C, F) napos egérben. A-B: MBP-immunreaktiv OLG sejtek (nyilhegyek) a corpus callosumban
(CC) PACAP-deficiens (A) és vad-tipustu (B) allatban. C-D: MBP-immunreaktiv OLG sejtek 5 napos
korban a fimbria fornicisban (nyilhegyek) PACAP-deficiens (C), illetve vad-tipust egérben (D). E-F:
Tobb MBP-immunreaktiv OLG sejt lathatdé 5 napos PACAP-deficiens egér capsula internajaban, mint
vad-tipust egérben. A skala 25 pm.
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18. abra

MBP-immunreaktivitds 8 napos (P8) PACAP-deficiens (PACAP™) és vad-tipusi (WT) egérben. A:
MBP-immunreaktiv axonok a fimbria fornicisban (f) és a corpus callosumban (CC) PACAP-deficiens
egérben. A betét az (A) kép bekeretezett teriiletének nagyobb nagyitasu képe. B: Vad-tipusban (WT)
kevesebb MBP-immunreaktiv axon lathaté a corpus callosumban (CC) és a fimbria fornicisban (f), mint a
PACAP-deficiens allatban (A). A betét a (B) kép bekeretezett részének nagyobb nagyitasu képe. C-D: A
myelinizalt axonok denzitasa mindkét csoportban kisebb a corpus callosum (CC) caudalis részén (C, D),
mint a rostralison (A, B). A betétek a (C) és a (D) képeken bekeretezett teriiletek nagyobb nagyitasu
képei, melyeken jol latszik a kiilonbség a corpus callosum (CC) myelinizaltsagaban a PACAP-deficiens
és a vad-tipus (WT) kozott. E-F: A PACAP-deficiens allatban (E) a myelinizalt axonok az V-VI. rétegben
lathatok a cingularis kéregben (CiC). Ezzel szemben vad tipusban (F), csak az VI. rétegben figyelhetd
meg MBP-immunreaktiv axon. Tovabba a PACAP-deficiens egérben (E) tobb MBP-immunreaktiv axont
latunk a cingulumban (Ci, nyilak), mint vad-tipusban (F). A corpus callosum (CC) dorso-medidlis része
egyik csoportban sem mutat MBP-immunreaktivitast. G-H: Szemben a corpus callosum (CC) medialis
részével, ahol nem figyelheté meg jel6lodés (E, F), a lateralis részén mindkét csoportban latunk MBP-
immunreaktiv axonokat (nyilak), habar a vad-tipusu egérben (H) kevesebbet. PACAP-deficiens egérben
(G) er6sebb a myelinizacido a fimbria fornicisban (f) és a putamenben (Pu), mint a vad-tipusban (H).
Ezenfeliil a PACAP-deficiens egérben (G) az érzékéreg VI. rétegében (SS) lathatok MBP-immunreaktiv
axonok (nyilhegyek), mig a vad-tipusban nem. A skala 200 pm az A-D képen, 50 um a betétekben, az E-
H képen 100 pm.
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Myelinizacio a sziiletés utani 10. napon

A corpus callosumban (19. abra A-F) nagy szamban lattunk myelinizalt
axonokat a PACAP-deficiens allatokban. Tovabba, erdsebb myelinizaciot figyeltiink
meg a capsula internaban és a mamillothalamikus palyaban is a PACAP-deficiens
egereknél, mint a vad tipusban (19. dbra A, B).

Tiz napos korban mar szdmos agykérgi régidban lattunk myelinizalt axonokat.
Hasonl6an, mint a korabbi fejezetben, a cingularis kéregben talaltuk a legerésebb
myelinizéciot (19. abra C, D), mivel a myelinizalt axonok a tobbi kéregteriilettel
szemben ezen a teriileten értek el feliiletesebb rétegeket. A vad tipusban (19. abra D) a
myelinizalt axonok csak az VI. idegsejt rétegig érnek a cingularis kéregben, szemben a
PACAP-deficiens egerekkel (19. abra C), melyekben az axonok mar a kéreg III-IV.
rétegében is myelinizaltak. A vad tipusu egerek érzékéregében, az V-VI. idegsejt
rétegben (19. abra H) lattunk myelinizaciot, a PACAP-deficiens egerekben viszont mar
a I-1V. réteg (19. édbra G) is tartalmazott myelinizalt axonokat. A motoros kéregben
mindkét csoportban az V-VI. rétegben észleltiink myelinizaciot, bar tobb myelinizalt
axon volt a PACAP-deficiens egerekben, mint a vad tipusban (19. abra I, J). Ehhez
hasonléan PACAP-deficiens egerekben az Osszes fent emlitett kérgi teriileten és az
entorhinalis kéregben is tobb axont lattunk, mint a vad tipusban.

A PACAP-deficiens egerek fimbria fornicisaban (18. abra A) erds, de még nem
a felndttre jellemz6 mértékii myelinizaciot lattunk, mig a vad tipusban (18. abra B) csak
gyenge immunreakciot észleltiink. A PACAP-deficiens (19. abra E) egerekben erételjes
myelinizaciot észleltink a hippocampus lacunosum-moleculare rétegében ¢és az
alveusban, valamint gyengét a stratum oriensben, a CA3 régio piramissejt €s radiatum
rétegeiben. Vad tipusban (19. abra F) csak az alveus tartalmazott néhany myelinizalt
axont. Egyik csoportban sem lattunk myelinizalt axont a gyrus dentatus rétegeiben (19.
abra E-F).

PACAP-deficiens egerekben erds volt a myelinizdlt axonok denzitdsa a

pedunculus cerebriben, szemben a vad tipusban, melyben csak néhany axont észleltiink.
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19. abra
MBP-immunreaktivitas 10 napos (P10) PACAP-deficiens (PACAPT) és vad-tipust (WT) egérben. A-B:
A PACAP-deficiens (A) egérben a corpus callosumban (CC), a fimbria fornicisban (f), a capsula
interndban (ic), az Ammon-szarvban (CAl, CA2, CA3), a gyrus dentatus rétegeiben, a
mamillothalamikus péalydban (mt) és az agykéreg kiilonbozd részeiben egyértelmiien nagyobb a
myelinizalt axonok denzitasa, mint a vad-tipusa allatban (B). C-D: Vad-tipusu egérben megjelennek az
els6 myelinizalt axonok a corpus callosum (CC) medialis részén, a cingularis kéregben (CiC) és a
cingulumban (Ci), szemben a PACAP-deficiens egérrel (C), ahol mar mindharom régidéban erds denzitas
figyelheté6 meg. E-F: A PACAP-deficiens (E) egérben gyenge MBP-immunreaktivitas észlelhet az
Ammon-szarv lacunosum-moleculare (I-m), radiatum és piramissejt rétegeiben, kézepes az alveusban (a)
és erds a fimbria fornicisban (). Ezzel szemben vad-tipust (F) allatban a fimbria fornicisban (f), valamint
a fimbria fornicis és alveus hataran (nyilak) koézepes az MBP-immunreaktivitds. Mas teriileten nincs
MBP-pozitivitds. Tovabba kisebb MBP-immunreaktivitas figyelhetd meg vad-tipusban (F) a corpus
callosum (CC) medialis részén (nyilhegyek), mint PACAP-deficiens egérben. G-H: PACAP-deficiens
egérben (G) a myelinizalt axonok elérik az érzékéreg (SS) II-1V. rétegét, mig vad-tipusban (H) csupan a
V-VI. rétegig érnek. 1-J: A motoros (M) kéregben mindkét csoportban a V-VI. rétegig érnek a myelinizalt
axonok, de PACAP-deficiens egérben (I) tobb axon lathatd, mint vad-tipusban (J). A skala: A, B képen
500 um, C, D képen 100 um, 200 um az E, F, 100 pm a G-H képen.
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Myelinizdcio a sziiletés utani 15. napon

A teljes corpus callosum (20. abra A, B) mind a PACAP-deficiens, mind a vad-
tipusu csoportban myelinizalt, de a vad tipusu egerekben kevesebb MBP-immunpozitiv
axont lattunk. Mig a corpus callosum ventro-lateralis részén nagyszadmu myelinizalt
axont figyeltiink meg, a dorso-medialis részen ennél kevesebb MBP-immunreaktiv
axont észleltiink mindkét csoportban (20. abra A, B).

A kérgi régiokban PACAP-deficiens és vad-tipusu egerekben egyarant sok
myelinizalt axon talalhatd ebben az idépontban, kiillondsen a cingulumban (20. abra C,
D), a cingularis (20. abra C, D), az érz6 (20. abra E, F), a motoros (20. abra G, H) és az
entorhindlis kéregben. Minden fenti régioban nagyobb volt az MBP-immunreaktiv
axonok denzitisa a PACAP-deficiens egerekben, mint a vad tipusban. Emellett
PACAP-deficiens egerekben a myelinizalt axonok feliiletesebb idegsejt rétegig érnek,
mint a vad tipusban. PACAP-deficiens egerek cingularis kérgében (20. abra C) az
MBP-immunreaktiv axonok elérik a Ill. idegsejt réteget, mig a vad tipusban a III-IV.
rétegig érnek, és szamuk joval kevesebb (20. abra D). A PACAP-deficiens egerekben és
a vad-tipusban is az érzékéregben a myelinizalt axonok a IlI-IV. idegsejt rétegben
megtalalhatoak (20. abra E-F), de a vad tipusban szamuk alacsonyabb. Tovabba, a
motoros kéregben PACAP-deficiens egerekben és a vad-tipusban (20. abra G-H) a
IV-V. idegsejt rétegben is lattunk myelinizalt axonokat, de vad tipusban kevesebbet (20.
abra H).

A fimbria fornicisban (20. abra A-B) és az alveusban erds, a felnéttre jellemzo
MBP-immunfestést lattunk a PACAP-deficiens allatokban, a vad tipusban viszont
kozepes erésségli immunreakciot figyeltiink meg. A PACAP-deficiens egerekben (20.
abra A) szamos MBP-immunreaktiv axon volt a CA3 régi6 stratum lacunosum-
moleculare-ban, a stratum radiatumban, valamint a piramissejt rétegben, és kozepes
MBP-immundenzitast lattunk a CA1 régié stratum oriensében. A vad tipusban kevés
axon volt megfigyelhetd a CAl régio stratum radiatumaban, a piramissejt rétegben és
gyrus dentatus egyes rétegeiben (20. abra B).

Vad tipusban a pedunculus cerebri ¢és a capsula interna myelinizacidja
kozepesen erés denzitast mutatott, PACAP-deficicens egerekben a felnéttre jellemzo

mértéket figyeltiink meg.
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20. abr
MBP-immunreaktivitds 15 napos (P15) PACAP-deficiens (PACAP™) és vad-tipusa (WT) egérben. A-B:
A vad-tipusu (B) allatban az Ammon-szarv lacunosum-moleculare (I-m) rétegében és az alveusban (a)
megjelenik az MBP-immunreaktivitas, de az immunreaktivitas denzitasa még mindig elmarad a PACAP-
deficiens (A) egérben latottakhoz képest, ahogyan a fimbria fornicisban (f) és a corpus callosumban (CC)
is. C-D: A cingulumban (Ci) a myelinizalt axonok denzitasa a vad-tipust (D) egérben kisebb, mint az
azonos kora PACAP-deficiensben (C). Ezzel szemben a cinguléris kéregben (CiC) a myelinizalt axonok
feliiletesebb kortikalis rétegekben is megtalalhatok, és az agykéreg szignifikansan tobb axont tartalmaz a
PACAP-deficiens (C) allatban, mint a vad-tipusa (D) egérben. E-F: Az érzékéregben (SS) a myelinizalt
axonok mindkét csoportban a III-1V. idegsejtrétegben lathatok, viszont a PACAP-deficiens (E)
csoportban tobb axon van, mint vad-tipusban (F). G-H: A motoros kéregben (M) a myelinizalt axonok
mindkét csoportban elérik a IV-VI. idegsejt réteget, viszont a vad-tipusban (G) kevesebb MBP-
immunreaktiv axon van, mint a PACAP-deficiens egérben (H). A skala: 200 pm az A, B, 100 um a C-H
képen.
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Mpyelinizacio a sziiletés utani 21. napon

PACAP-deficiens egerekben a myelinizacio a felndttre jellemz6 mértéka volt a
teljes corpus callosumban (21. abra A). A corpus callosum ventro-lateralis részén mar a
felnéttre jellemzo mértékii myelinizaciot lattunk a vad tipusu egerekben is, a dorso-
medialis részén viszont kevesebb MBP-immunreaktiv axont figyeltink meg vad
tipusban, mint PACAP-deficiens allatokban (21. abra A, B). Tovabba, a
mamillothalamikus palyaban felnéttre jellemzd mértékii myelinizaciot lattunk mindkét
csoportban.

A PACAP-definciens egerekben tobb MBP-immunpozitiv axon volt a kérgi
rétegekben, mint a vad tipusban, de az immunfestett axonok azonos idegsejt rétegekben
voltak megtalalhatéak. A cingularis cortexben a II-VI., az érzdkéregben a II-VI.
(21. abra C-D), a motoros kéregben a I1I-VI. idegsejt rétegben voltak lathatoak az MBP-
immunfestett axonok. PACAP-deficiens egerekben nagyszamu myelinizalt axont
lattunk az entorhindlis kéregben, szemben a vad tipussal, ahol kevesebb axont
figyeltiink meg ezen a kéregtertileten.

A hippocampusban, mind az Ammon-szarv, mind a gyrus dentatus egyes
rétegeiben tobb MBP-immunreaktiv axont figyeltink meg a PACAP-deficiens
egerekben, mint a vad tipusban, de a kiilonbség nem volt olyan jelentds, mint a korabbi
idépontokban (21. dbra E-F). Mindkét csoportban csak kevés myelinizalt axont lattunk a
gyrus dentatus molekularis rétegében.

A pendunculus cerebriben és a capsula internaban mar a felnéttre jellemzé

mértékli myelinizaciot lattunk mindkét csoportban.
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21. abra
MBP-immunreaktivitas 21 napos (P21) PACAP-deficiens (PACAPT) és vad-tipustt (WT) egérben. A-B:
A kis nagyitasi képen a corpus callosum (CC), fimbria fornicis (f), putamen (Pu) és a kiilonboz6 kérgi
régiok MBP-immunreaktivitasa latszik. A corpus callosum (CC) dorso-medialis részén gyengébb MBP-
immunreaktivitas lathaté a vad-tipusu (B) allatban, mint a PACAP-deficiens (A) egérben. C-D: A corpus
callosum (CC) érzdkéreg (SS) alatti ventro-lateralis részén mindkét csoportban hasonléan erds, a felnott
allatokra jellemz6 MBP-festédés figyelhetd meg. Az érzékéregben (SS) a myelinizalt axonok mindkét
csoportban elérik a II-III. réteget, viszont a vad-tipusu (D) csoportban kisebb a myelinizalt axonok
denzitasa, mint a PACAP-deficiens (C) egérben. E-F: Mindkét csoportban felnétt allatokra jellemzd, erds
MBP-fest6dés lathato a fimbria fornicisban (f), alveusban (a) és a corpus callosum (CC) ventro-lateralis
részén. A hippocampusban mindkét csoportban mar myelinizalt az oriens (o), a piramissejt réteg (p), a
stratum radiatum (r), a molekularis (m) és a granularis (g) rétegek, valamint a hilus (h). A hippocampus
rétegeinck MBP-immunreaktivitasa intenzivebb a PACAP-deficiens egérben (E), mint vad-tipusban (F).
A skala: A-B képen 500 um, C-D képen 100 pm, E,F képen 200 pm.
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Myelinizacio a sziiletés utani 28. napon

A corpus callosum mindkét csoportban teljesen myelinizalt, kivéve a vad
tipusban, ahol még a corpus callosum dorso-medialis része kevésbé myelinizalt, mint a
PACAP-deficiens allatokban (22. abra A, B).

Habar a myelinizalt axonok szama kevesebb volt a vad tipusban, mint a
PACAP-deficiens allatokban, a myelinizalt axonok mindkét csoportban ugyanaddig az
idegsejt rétegig érnek a cingularis, motoros és az érzékéregben, ami megegyezik a
sziiletés utani 21. napon megfigyeltekkel. Az entorhindlis kéregben viszont mindkét
csoportban nagyobb volt a myelinizalt axonok szama, mint a 21. napon. Tovabba, a
fenti rétegben kevesebb MBP-immunreaktiv axont lattunk a vad tipusban, mint a
PACAP-deficiens csoportban.

Ezen felil a gyrus dentatus hilusanak és az Ammon-szarv lacunosum-
moleculare rétegnek az MBP-immunreaktivitisa hasonld volt a két csoportban

(22. abra A, B).

Myelinizacio a sziiletés utani 44. napon

A corpus callosum hasonléan myelinizalt a PACAP-deficiens és a vad-tipusu
csoportban, mint a 28 napon (22. abra C, D).

Az MBP-immunreaktiv axonok siirlisége is hasonld, mint a 28. napon, kivéve a
motoros kérget, ahol mar a felnéttre jellemzd denzitast lattunk mindkét csoportban
(22. abra G,H). Tobb myelinizalt axont figyeltiink meg PACAP-deficiens egerekben a
cinguldris, entorhinalis és az érzékéregben (22. dbra E, F), mint a vad tipusban.

Nem lattunk szdmottevd kiilonbséget a hippocampus legtobb rétegének a
myelinizacioja kozott, kivéve a strata orienst €s radiatumot, ahol tobb myelinizalt axont

figyeltiink meg a PACAP-deficiens egerekben, mint a vad tipusban.
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22. abra
MBP-immunreaktivitas 28 (P28, A, B), 44 (P44, C-H), valamint 60 (P60, I, J) napos PACAP-deficiens
(PACAP™) és vad-tipusi (WT) egérben. A-B: 28 napos korban a cingularis kéreg (CiC), az érzékéreg
(SS) és a corpus callosum (CC) dorso-medialis részén még mindig kevesebb myelinizalt axon lathato a
vad-tipus (B) egérben, mint a PACAP-deficiens allatban (A). Felndttre jellemz6, erés MBP-
immunreaktivitast latunk a motoros kéregben és a hippocampus egyes rétegeiben. C, D: MBP-
immunreaktivitds 44 napos korban az érz6- (SS), motoros- (M), cingularis (CiC) kéregben, a corpus
callosumban (CC), a fimbria fornicisban (f), a hippocampusban, a putamenben (Pu) vad-tipusa (D)
egérben és PACAP-deficiens (C) allatban. E-F: Az érz6kéregben (SS) t6bb MBP-immunreaktiv axon
lathato a PACAP-deficiens (E) egérben, mint a vad-tipusban (F). G-H: Mindkét csoportban felnéttre
jellemzé MBP-immunreaktivitast latunk a motoros kéregben (M). I-J: 60 napos allatban mar csak a
érzékéregben (SS) van észrevehetd kiilonbség, mivel a PACAP-deficiens (1) egérben siiriibb myelinizalt
axonhalozat lathatd, mint a vad-tipusu (J) egérben. A skala: 200 um az A, B, E-H, 300 um a C, D, 100
pm az I, J képen.
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Myelinizacio a sziiletés utani 60. napon

Mindkét csoportban a felnéttre jellemzé mértékii myelinizaciot lattunk minden
megvizsgalt teriileten. Nem volt kiilonbség a MBP-immunreakcié denzitdsdban sem a
két csoportban. Ez aldl csak az érzékéreg kivétel (22. abra I, J), ahol a vad tipusu
egerekben még mindig kevesebb myelinizalt axont lattunk, mint a PACAP-deficiens
allatokban.

Mpyelinizacio vizsgalata LFB festéssel

MBP-immunhisztokémia segitségével, azonos életkorban, a PACAP-deficiens
csoportban intenzivebb reakciot lattunk a vad-tipusu csoportnal. A fenti eredmény azt
jelenti, hogy azonos életkorokat vizsgalva, a PACAP-deficiens csoportban
mennyiségileg tobb MBP talalhaté, mint a vad-tipusban. Annak érdekében, hogy
igazoljuk azt, hogy azonos ¢életkorokban, nem csupan az MBP mennyisége nagyobb a
PACAP-deficiens allatokban, mint a vad-tipusban, hanem t6bb myelin is talalhatd
benniik, LFB festést is végeztiink a sziiletés utani 10, illetve 15 napos korban, amikor a
két csoport kozotti kiilonbség a legintenzivebb volt a corpus callosumban

A corpus callosumban, mind a sziiletés utani 10 (23. abra A, B), mind a 15
napos egerekben intenzivebb myelin festodést lattunk a PACAP-deficiens egerekben,

mint vad-tipusban.

Myelinizacio vizsgalata elektronmikroszkop segitségével

A PACAP-deficiens és vad-tipust allatok kozotti myelinizacios kiilonbségek
tovabbi igazolasara 10 napos allatokat dolgoztunk fel elektronmikroszkdpos
vizsgalatokra. A corpus callosum félvékony metszetein nem lattunk myelinizalt
axonokat a vad-tipusu allatokban, szemben a PACAP-deficiens allatokkal, ahol szamos,
vékony, myelinizalt axont figyeltiink meg (23. dbra C, D).

Hasonléan a korabbi fejezetben talaltakkal, 10 napos vad-tipusu egerek corpus
callosumaban, a dontéen nem myelinizalt axonok mellett, néhdny axont korilvett az
OLG sejtek nyulvanya, mely a myelinizaci6 egyik korai elektronmikroszkopos jele
(23. abra F). A OLG nyulvannyal koriilvett axonok atmérdje nagyobb volt a nem
myelinizalt axonokénal. Ezzel szemben a PACAP-deficiens egerekben szamos, nagy
atmérovel rendelkezd, myelinizalt axon volt a kisebb, nem myelinizalt axonok kozt

(23. abra E).
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Luxol Fast Blue- (LFB, A, B), toluidin-kék festéssel (félvékony metszetek, C, D), valamint
elektronmikroszkopos (E, F) modszerrel kimutatott myelinizdci6 10 napos (P10) egér corpus
callosumaban (CC) PACAP-deficiens és vad-tipust (WT) allatban. A: LFB festéssel erdteljes reakciot
latunk a PACAP-deficiens egér corpus callosumédban (CC). Nincs észlelheté festédés az Ammon-
szarvban az alveusban (a), a stratum oriensben (0) és a kéregben. B: Vad-tipusban nem figyelheté meg
myelin festddés a corpus callosumban (CC), az alveusban (a), stratum oriensben (o) és a kéregben. C:
PACAP-deficiens egérben jol latszanak a toluidin-kék festésel a myelinizalt axonok (nyilhegyek) és OLG
sejtek (nyilak) a corpus callosumban (CC). D: Vad-tipusu allat corpus callosumaban (CC) az axonok nem
myelinizaltak (lires nyilak). A nyilak az OLG sejteket jelolik. E: Elektronmikroszkop segitségével szamos
myelinizalt axon (csillagok) lathato a PACAP-deficiens egér corpus callosumaban (CC). A nyilak a
myelinhiivelyt jelolik. F: Vad-tipusi egér coprus callosumaban (CC), szamos myelinboritassal nem
rendelkez6 axon mellett, lathatd egy axon (csillag), melyet egy OLG sejt nyilvanya (nyilak) vesz koriil.
A skala 50 pmaz A, B, 10 uma C, D, 1 um az E, 400 nm az F képen.
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AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

1. Myvelinizacio vizsgalata C57BL /6-0s torzsbe tartozo egérben

Vizsgalataink soran a myelinizacid6 Osszehasonlitd —vizsgalatara egy
hagyomanyos myelinfestést, az LFB festést (Kliiver és Barrera, 1953), a myelin és OLG
sejtek kimutatasat lehetévé tevd MBP-immunhisztokémiét és az elektronmikroszkdpos
feldolgozast valasztottuk.

Kimutattuk, hogy a sziiletés utani fejlodés soran az MBP-immunhisztokémidval
kapott fénymikroszkopos eredmények jol korrelalnak az elektronmikroszkopban lathato
eredményekkel. MBP-immunfestéssel az OLG sejtek és nyulvanyaik mar néhany
nappal a myelinhiively kialakitasa el6tt immunreaktivak. Korabbi tanulmanyokban
leirtak, hogy az éretlen OLG sejtek nagyobb atmérével rendelkeznek, mint az érettek
(Mori ¢és Leblond, 1970, Sturrock, 1980). Mivel a sziiletés utani 3-10. napon az OLG
sejtek atmérdje nagyobb volt, mint a késobbi idépontokban, eredményeink egyeznek a
korabbi eredményekkel. A sejtek mérete alapjan a 12-13,3 um atlagos atmérdvel
rendelkez6 MBP-immunreaktiv OLG sejtek az elektronmikroszkoppal megfigyelhetd,
ugynevezett intermedier sejteknek felelnek meg (Mori és Leblond, 1970).

A fenti szerzok feltételezik, hogy ezek az intermedier OLG sejtek mar képesek
myelinhiivelyt képezni az axonok koriil. Eredményeink alapjan mi is egyetértiink ezzel
a feltételezéssel, hiszen ezek a sejtek mar aktivan termelik az MBP-t, valamint
valoszinileg mas myelin fehérjéket is. Az OLG sejtek nyulvanyrendszere az érésiik
soran egyre kiterjedtebbé valik, amit MBP-immunhisztokémidval is megfigyeltiink.
Amikor egy OLG sejt nyalvanya elér egy axont és koriilveszi egy vékony
myelinhiivellyel, az egyes axonok lathatova valnak MBP-immunhisztokémiaval. Az
ilyen axonok megjelenése MBP-immunfestett metszeteken szorosan korrelal a
myelinizacio azon kezdeti jeleivel, melyket elektronmikroszkopban lattunk. Ilyen
kezdeti jel volt példaul, ahogy az OLG sejt néhany myelin lamellaval lazan koriilveszi
az axont. Kovetkezésképpen elmondhatjuk, hogy mivel az MBP-immunhisztokémia
képes lathatova tenni olyan axonokat, melyek csupan 2-3 myelin lamellaval boritottak, a
modszer igen érzékeny és megfeleld eszkdze a korai myelinizacié tanulmanyozasanak.

Az érzékeny MBP-immunhisztokémidval szemben LFB festéssel csak akkor
lattunk myelin festddést, amikor mar nagyobb szdmu myelinizalt axon szamos

lamellaval rendelkezett egy adott teriileten. Kovetkezésképpen, mas tanulmanyokkal
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Osszhangban mi is azt talaltuk, hogy az LFB festés késobb jelzi a myelin megjelenését,
mint az MBP-immunfestés (Hasegawa ¢és mtsai, 1992).

Mindharom modszerrel kiilonbség mutatkozott egyes agyi teriiletek
myelinizacioja kozott. A corpus callosumban az elsé OLG sejtek és myelinizalt axonok
az ¢érzokéreg alatt jelentek meg, melyet a cingulum myelinizacioja kovetett.
Eredményeink 0sszhangban vannak az emberi idegrendszer myelinizacidjara felallitott,
Kinney és munkatarsai (1988) kozleményében megfogalmazott altalanos szabalyokkal
IS, miszerint az érzOpalyak a motoros palyak eldtt myelinizalodnak, mely utdbbiak
megeldzik az asszociacios palyak myelinizacigjat. Emellett megfigyeltiik azt is, hogy a
limbikus rendszer asszociaciés palyai (fimbria fornicis, cingulum) korabban
myelinizalodnak, mint a neocortex asszociacios palyai.

A struktira érése €s a myelinizacid folyamata kozotti 6sszefiiggés megfigyelhetd
a neocortexben, ahol a myelinizacio kialakulasa koveti a radialis glia mentén vandorlo
sejtek inside-out vandorlasi, majd érési mintazatat. A neocortexben ugyanis az V-VI.
rétegben hamarabb differencialodnak a neuronok, mint a feliiletesebb rétegekben
(Rakic, 1978), és a myelinizacid folyamata is hasonlé mintazatot kovet.

Erdekes modon, az els§ MBP-immunreaktiv OLG sejtek, kovetkezésképpen az
elsé myelinizalt axonok is az érzékéreg alatti corpus callosumban jelentek meg, és csak
nagyon kevés volt a kéreg VI. rétegében. Tovabba, egyik myelinizalt axon sem volt az
idegsejtek kozvetlen kozelében a myelinizacid kezdetén, és a tobbi kérgi rétegekben
sem figyeltink meg MBP-immunreaktivitdst. Ezen megfigyeléseink alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy egy axon azon szakasza, mely legelészor myelinizalodik, valahol
az axon kezdeti €s terminalis része kozott lehet.

Korabbi tanulmanyokban leirtak, hogy egy OLG sejt szelektiven csak azokat az
axonokat myelinizalja, melyek 0,2 pum-nél nagyobb atmérdvel rendelkeznek (Moore és
mtsai, 1976). Mi is azt talaltuk, hogy azon axonok, melyek fizikai kontaktusba keriiltek
az OLG sejtek nyulvanyaival, 0,5-0,8 pm-es atmérével rendelkeztek. A kisebb atmérdjii
axonok nem keriiltek kapcsolatba az OLG sejt nytlvanyaval. Sturrock (1975, 1980)
tanulmanyaival Osszhangban mi is azt figyeltik meg, hogy a myelinizalt axonok
atmérGje nagyobb volt, mint a nem myelinizaltaké, és az elsé myelin lemez 1étrejotte
utan az axon atmérdje nagy iitemben ndvekedni kezdett. Ezen megfigyelés alapjan
valoszintisithetd, hogy az OLG sejtek és a myelin képes stimuldlni a neuronok
fejlodését, érését ¢és novekedését. A PLP-, vagy a 2°,3’-ciklikus nukleotid

foszfodiészteraz-mutans egerekben axonalis duzzanatokat (spheroids) és degeneralt
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axonokat figyeltek meg. Ez a fentieck mellett szintén arra utal, hogy a myelin
felépitésében fontos fehérjék clengedhetetlenek az axon taléléséhez és novekedéséhez
(Edgar és mtsai, 2004, Griffiths és mtsai, 1998, Lappe-Siefke és mtsai, 2003).

A fénymikroszkopos MBP-immunhisztokémiat, valamint az
elektronmikroszkdpos modszert dsszehasonlitva arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
mindkét mddszer Gnmagaban, vagy kombinédcidban is megfeleld és érzékeny modszer a
myelinizacio folyamatanak vizsgalatara mind 4llati, mind emberi mintdkon. Mindkét
modszer pontosan leirja az els6 OLG sejtek, valamint myelinizalt axonok megjelenését
a kozponti idegrendszerben sziiletés elott és utan is. Modszereink Kivaléan alkalmasak
lehetnek mas kisérletes allatmodellben is, melyben tanulmanyozni lehet a myelinizacio,
demyelinizdcio, remyelinizdcié folyamatdt, valamint esetleg gyogyszerként

alkalmazhat6 kémiai anyagok hatasat a fenti folyamatokra.

2. Myelinizacio vizsgalata PACAP-deficiens egérben

Vizsgalataink soran az OLG sejteket, valamint a myelin kimutatasat célz6 MBP-
immunhisztokémiat alkalmaztuk kiilonb6zé fejlddési  stddiumokban, melynek
segitségével markans jelolodési kiilonbséget lattunk a PACAP-deficiens allatok és a
vad-tipust egerek kozt. A PACAP-deficiens egerekben jelentdsen korabban kezdodott a
myelinizacio folyamata az egyes régiokban, mint a vad-tipusban, valamint az azonos
korti egerek azonos agyi régidiban szamottevéen nagyobb MBP-immunreaktivitast
figyeltiink meg a PACAP-deficiens egerekben.

Az immunhisztokémia Onmagaban viszont csak az MBP jelenlétérél ad
informaciot, ezért abban az életkorban, amikor mar MBP-immunhisztokémiaval is
szamottevd myelinizalt axont, valamint jelentds kiilonbséget lattunk a két csoport
myelinizacidja kozott, mds, szintén a myelin kimutatasat célz6 modszert is
alkalmaztunk. LFB festéssel, mely sav-bazis reakcid segitségével egyes
lipoproteinekhez kotdédik a myelinben, szintén erdsebb myelinizaciot lattunk a
PACAP-deficiens  egerekben, mint  vad-tipusban, hasonléan az  MBP-
immunhisztokémiaval leirt eredményiinkhéz. A fenti kiilonbséget félvékony
metszeteken elvégzett toluidin-kék festés, valamint az elektronmikroszkopia is
megerdsitette. Bizonyitottuk tehat, hogy az endogén PACAP nem csupan az MBP
mennyiségét csokkenti a myelinben, hanem gatolja a myelinizdciét a normalis

agyfejlodés soran.
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A PACAP-deficiens egerek ¢életképesek, viszont testméretiik kisebb a vad
tipusuakénal, és 3 hetes korig 50%-os a halalozasi aranyuk (Hashimoto és mtsai, 2001).
Rosszabbul teljesitenek motoros funkciot leird viselkedési teszteken. Emellett
megfigyeltek kiilonféle viselkedési és fajdalomérzés-zavararokat is (Sandor és mtsai,
2010). Az idegsejtek morfologidjat, illetve elrendez6dését illetben nem taldltunk
jelentds eltéréseket a PACAP-deficiens egerek idegrendszerében, amint mar korabban is
leirtak (Ogawa és mtsai, 2005). Ezért a PACAP-deficiens egerekben megfigyelt
motoros és viselkedési eltérések valosziniileg nem a csokkent idegsejtosztodas és
abnormalis idegsejtvandorlas kovetkezménye hanem egy szerotoninmetabolit, az
5-hydroxi-indolecetsav alacsonyabb szintje a striatumban és a kéregben (Hashimoto és
mtsai, 2001).

A legels6 MBP-immunreaktiv OLG sejteket mindkét csoportban a sziiletés utani
3. napon lattuk, hasonléan a korabbi fejezetben leirtakhoz. A sziiletés utani 5. napon a
PACAP-deficiens allatok corpus callosumédban kevesebb OLG sejtet figyeltiink meg,
mint a vad-tipusu egerekben, ami 6sszhangban van egy korabbi, in vitro tanulmanyban
leirtakkal a PACAP OLG sejtekre kifejtett proliferativ hatasat illetéen (Lee és mitsai,
2001). A kiilonbség a két csoport kozott viszont nem volt egyértelmii minden régidban.
Ennek az oka valoszintlileg a VIP VAPCI, illetve a VPAC2 receptorokon keresztiili
gatlo hatdsa az OLG progenitor sejtekre (Lelievre és mtsai, 2000).

Az els6 myelinizalt axonok a capsula internaban és a mamillothalamikus
palyaban jelentek meg mindkét csoportban, habar a vad-tipusu allatokban kevesebb és
rovidebb myelinizalt axont figyeltink meg, mint PACAP-deficiens egerekben. A
myelinizacido mindkét csoportban kovette a vad-tipusu egerekben latott myelinizacios
mintazatot, tehat a szenzoros idegpalyak a motoros palyak elétt myelinizalodtak, és a
legkésobb myelinizalodd palyak az asszociacios palyak voltak, mely mintazatot mar
korabban mas szerzok is leirtak (Kinney és mtsai, 1994). A corpus callosumban, mar
korabban is megfigyelt (Looney és Elberger, 1986), rostro-caudalis myelinizaciot
lattunk mindkét csoportban. Az agykéregben a myelinizacid6 folyamata mindkét
csoportban kovette az idegsejtek, mar ismert, inside-out fejlédési mintazatat (Rakic
1978), miszerint elészor a VI. réteg idegsejtjeinek axonja myelinizalodik, melyeket
rendre kovettek a feliiletesebb rétegek. Tovabba nem lattunk kiilonbséget a myelinizalt
axonok elhelyezkedésében a két csoport kozott. Ezen megfigyeléseink arra utalnak,
hogy a PACAP-deficiens egerekben a myelinizalt afferens és efferens palyak, valamint

az egyes agyteriileteket 6sszekotd kapcsolatok a normalisnak megfeleléen fejlédnek.
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Eredményeink, hasonloképpen mint Lee és munkatarsai (2001) korabbi in vitro
eredményei, arra mutatnak, hogy a PACAP in vivo is gatolja az OLG sejtek érését,
kovetkezésképpen a myelinizacio kezdete és befejezésének ideje is kitolodik a
polipeptid hatasara. Kimutattuk, hogy PACAP-deficiens egerekben minden vizsgalt
régidban hamarabb kezddik a myelinizacid, mint a hasonl6 kort vad-tipusu allatokban,
tehat a normalis fejlédés soran a PACAP gatld hatast fejt ki a myelinizaciora. A corpus
callosum vastagabb volt a PACAP-deficiens egerekben, mint a vad-tipusban. Ismert,
hogy a myelinizalt axonok vastagabbak a nem myelinizalt axonoknal. A myelinizaci
kezdete el6tt a corpus callosum vékony axonokat tartalmaz, mely atmérék viszont
folyamatosan nének a myelinizalt axonokban (Moore és mtsai, 1976, Sturrock 1975,
1980). A PACAP-deficiens egerekben tapasztalt, a vad-tipusnal gyorsabb myelinizacid
intenzivebb novekedésre készteti az axonokat, mely vastagabb corpus callosumot
eredményez. A két csoport kozti, a corpus callosum vastagsagaban megfigyelhet
kiilonbség viszont eltlinik felndtt allatokban.

Ismert, hogy a myelinhiively egyes fehérjekomponensei gatoljak a kozponti
Caroni, 1988). Ezért az axonok nodvekedésének és a neuronok kozti szinaptikus
kapcsolatok kiépiilésének a myelinizacio el6tt kell megtorténnie. Ismert, hogy a PACAP
elésegiti az axonalis és dendritikus novekedést, valamint a dendritfa fejlédését (Deutsch
és Sun, 1992, Falluel-Morell és mtsai, 2005, Gonzalez és mtsai 1997). Logikus, hogy a
PACAP fehérjének a myelinizaci6 kezdetét is késleltetnie kell ahhoz, hogy a fenti
hatdsait érvényesiteni tudja. A fentiekbdl az is kovetkezik, hogy a PACAP hianya
csokkenti az idegrendszer plaszticitdsat. Ezen csokkent plaszticitds a normalis
koriilmények kozott nem okoz jelentdsebb, az életet veszélyeztetdé problémat, ugyanis
eltérések, ¢és az allatok altalanos viselkedése sem szenved szamottevd zavart.
Kiilonbozd stresszallapotokban viszont a PACAP hidnya stlyos problémakat okoz.
P¢éldaul PACAP hiadnyaban a kisagy szemcsesejtjei sokkal érzékenyebbek az oxidativ
karosodasok irant (Vaudry és mtsai, 2005), valamint a fokalis agykérgi iszkémia altal
eldidézett karosodas is kiterjedtebb (Ohtaki ¢és mtsai, 2008). Tovabba a
PACAP-deficiens egerekben zajlé gyors myelinizacidé -csokkentve az idegrendszer
plaszticitasat- lecsokkenti azt az iddintervallumot, amely a fiatal allatok axonalis

kapcsolatainak atalakuldsahoz sziikséges a fejlodés soran.

74



3. Myelinizacio az emberi hippocampusban

Eredményeink azt mutatjak, hogy az emberi hippocampus myelinizacidja elébb
kezdédik, mint azt korabban leirtdak és a sziiletés utan is hosszan tarté folyamat.
Emellett koveti a hippocampus afferens, efferens palyainak érését. Az els6 OLG
sejteket és myelinizalt axonokat a terhesség félidejében (20. hét) figyeltik meg a
fimbria fornicisban. A fornix afferens és efferens axon kotegeket tartalmaz, melyek a
hippocampust kotik 6ssze a hypothalamikus és a bazalis el6agyi magvakkal. A fenti két
agyl régi6 a legkorabban kifejlodé agyi strukturdkhoz tartozik, mivel mar a 10.
terhességi héten lathatoak (Bayer és Altmann, 2005), és valoszind, hogy axonjaik a
legelsd axonok, melyek elérik a hippocampust. Az ugyancsak a fornixban fut6 kolinerg
axonok, melyek a septum magvaibol erednek és beidegzik a hippocampust, mar a 11.
terhességi héten azonosithatoak (Kostovi¢, 1986).

Korai myelinizaciot figyeltiink meg az alveusban, ahova subcortikalis afferensek
futnak, a septum, locus coeruleus, raphe-magvak és az eliils6 thalamikus magvak feldl
(Amaral és Lavenex, 2007). Korabban mar ragcsalokban megfigyelték a locus
coeruleus-, a raphe-, valamint az eliilsé thalamikus magvak korai differenciacigjat és
fejlodését, mely arra utal, hogy -hasonldan a septum magvaihoz- a fenti agyi régiok,
valamint kapcsolataik emberben is koran érnek (Bayer és Altmann, 1995). Tovabba, a
koran fejlodo septalis afferensek és az amygdala bazalis magjanak axonjai az Ammon-
szarv stratum oriensében végzbédnek, ahol a myelinizacié mar az utolso trimeszterben
megkezdddik. A fenti agyi régiok axonjai nem csak a stratum oriensbe futnak, hanem a
stratum radiatumba is (Amaral és Lavenex, 2007). Erdekes médon a stratum radiatum
myelinizacidja relative késén, a 3. sziiletés utdni honapban mutat kifejezett
myelinizaciot, mely alapjan arra kovetkeztetiink, hogy egy axon myelinizaciojat a
célsejtek fejlettségi szintje is befolyasolhatja. Az apikalis és bazalis dendritek nem
egyforman fejlédnek emberben sem. A bazalis dendritek, melyek a stratum oriensben
vannak, fejlettsége joval megeldzi a stratum radiatumban talalhatod apikalis dendritekét
az agykéregben és a hippocampusban egyarant (Purpura, 1975, Seress, 2001).

Az Ammon-szarv lacunosum-moleculare rétegében mar sziiletés el6tt
megjelentek az els6 MBP-immunreaktiv OLG sejtek, valamint axonok. Tovabba, az
MBP-immunreaktiv OLG sejtek és myelinizalt axonok korabban jelentek meg a CA1l
régio stratum lacunosum-moleculare-ban, mint a CA3 régié hasonld rétegében, és
egészen 2 éves korig a CAl régidé stratum lacunosum-moleculare er6sebb MBP-

immunfestést mutatott. Ezen megfigyelésiink ellentmondasban 4ll azzal a ténnyel, hogy
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a CA3 régio6 piramissejtei a CAl régid sejtjeinél korabban képzdédnek és érnek
ragcsalokban és féemldsokben (Bayer és Altmann, 1974, Rakic és Nowakowski, 1981).
A stratum lacunosum-moleculare legtobb afferens axonja az entorhinalis kéreg
idegsejtjeibdl ered, viszont kisebb szamban a thalamus reuniens magja feldl is érkeznek
afferens axonok a CAl régioba (Herkenham, 1978, Wouterlood és mtsai, 1990).
Patkanyban a thalamus reuniens magja mar kordn differencialédik (Bayer és Altmann,
1995), ezért valoszinii, hogy az innen szarmazo6 axonok koran megjelennek a CAl régio
stratum lacunosum-moleculare-ban. A fentick alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a
stratum lacunosum-moleculare-ban a myelinizalt axonok a thalamus reuniens magjabol
szarmaz6 axonok, mig az entorhindlis afferensek csak késébb myelinizalodnak.

A perforans palya, amellett, hogy az Ammon-szarv lacunosum-moleculare
rétegében végzodik, a szemcsesejtek dendritjein levo tliskéken is alakit ki
szinapszisokat, melyek a gyrus dentatus stratum moleculare kiilsé 2/3-aban talalhatoak.
Szemben az Ammon-szarv stratum lacunosum-moleculare korai myelinizacidjaval, a
gyrus dentatus stratum moleculare-ban csak késébb jelennck meg az elsé myelinizalt
axonok. Korabbi tanulmanyok alapjan ismert, hogy a gyrus dentatus szemcsesejtei
jelentésen késobb képzodnek, mint az Ammon-szarv piramissejtjei (Seress €s mtsai,
2001). Az Ammon-szarv ventrikularis zonajaban, ahol az Ammon-Szarv sejtjei
keletkeznek a terhesség végén mar nincsenek osztodd idegsejtek, viszont a gyrus
dentatus szemcsesejtei még sziiletés utan is osztédnak és vandorolnak a hilus feldl a
szemcsesejt rétegbe (Seress és mtsai, 2001). Kdvetkezésképpen a szemcsesejtek érése a
perinatalis iddészakon tul is zajlik még. Golgi-impregnacioval kimutattdk, hogy a
szemcsesejtek dendritikus érése dontden sziiletés utan zajlik, és jelentds kiilonbségek
lathatok a szemcsesejt réteg stratum moleculare fel6li oldalan talalhatd, korabban érd
sejtek és a szemcsesejt réteg hilus fel6li oldalan talalhat6, késébb éré sejtek
morfologidja kozott (Seress, 1992). Calbindin immunhisztokémiaval a szemcsesejtek
neurokémiaja hasonld fejlédési mintazatot mutat (Abraham és mtsai, 2009). A gyrus
dentatuson beliil kiilonbség van, mert a dorsalis (a CA3 régi6 feletti szemcsesejtréteg)
karban hamarabb jelennek meg a calbindin immunreaktiv szemcsesejtek, mint a
ventralis karban (als6 kar, amely a CA3 régié ala fut, Abraham és mtsai, 2009). A két
kar kozotti  kiilonbséget MBP-immunhisztokémiaval is megfigyeltik. Ezen
megfigyelésiink megerdsiti azon feltételezésiinket, miszerint az afferens axonok
myelinizacioja fligg a célsejtek érettségi allapotatol. Patkanyban végzett kisérletek

alapjan leirtdk, hogy a perforans palya axonjai és az axonterminalisok mar azel6tt jelen
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vannak a molekularis rétegben, mieldtt a szemcsesejtekkel szinapszist képezhetnének.
Mig a szemcsesejtek dendritfaja ki nem fejlodik, a perforans palya axonjai szinaptikus
kapcsolatba keriilnek a reelin-termelé Cajal-Retzius sejtekkel, mely sejtek feladata a
neuronok iranyitasa a fejlodés alatt (Ceranik és mtsai, 2000). Nincs kozvetlen adatunk
ugyan a Cajal-Retzius sejtekkel képzett ideiglenes szinapszisok funkcidjat illetden,
viszont ezek valosziniileg funkcionalis kapcsolatok, mivel a neocortexben a Cajal-
Retzius sejtek, melyek serkentd ¢és gatlo bemenetet is kapnak, a korai agykérgi
halézatok részét képezik (Radnikow és mtsai, 2002). Ez azt jelentheti, hogy a
szinaptikus aktivitds dnmagaban nem elégséges a myelinizacio elinditdsdhoz, hanem a
szinapszisnak a megfeleld célsejttel kell 1étrejonnie.

A szemcsesejtek axonjai, melyek részben a hilusban és a CA3 régid stratum
lucidumaban végzédnek, nem myelinizaltak. Tovabba, a hilusban talalhato mohasejtek
¢és a gatlo interneuronok axonjai sem myelinizaltak. A hilusban levé myelinizalt axonok
a hippocampus fornixon keresztiil belépd afferenseibdl (septum, locus coeruleus, raphe-
magvak) szarmaznak (Amaral és Lavenex, 2007), és MBP-immunhisztokémiaval laza,
halozatot alkotnak. Annak ellenére, hogy a fenti rétegek idegsejtjei koran
diferencialodnak és érnek (Bayer és Altmann, 1995), az elsd myelinizalt axonok csak
viszonylag késon, sziiletés utan jelennek meg. A septum és a hippocampus kozotti
reciprok kapcsolat fontos szerepet jatszik a hippocampus miikodésében. Kolinerg és
GABAerg tipusu septalis afferens axonok is érkeznek a hipoocampusba a medialis
septumbol (Amaral és Lavenex, 2007). Amig a GABAerg axonok foként a gatlo tipust
idegsejteken végzddnek és a hippocampus pacemaker aktivitasaért felelések (Gulyas és
mtsai, 1991), a kolinerg axonok egyarant végzddnek a gatld és a serkentd idegsejteken.
Korabbi fény- és elektronmikroszkopos tanulmanyokban leirtdk, hogy ragcsalokban a
GABAerg axonok nagy atmérével rendelkezd, myelinizalt axonok, a kolinerg axonok
azonban vékonyak és nem myelinizaltak (Gértner és mtsai, 2001a, b). A fentiek miatt a
hilusban latott myelinizaci6 -a locus coeruleus és a raphe-magvak fel6l érkezd
afferensek mellett- a septo-hippocampalis palya GABAerg komponensérdl is szolgaltat
informaciot. Barmely idegpalyanak -igy a septo-hippocampalis palyanak is- a felnéttre
jellemzé vezetési sebességének az eléréséhez megfeleld myelinizacid sziikséges. A
septo-hippocampalis palya valoszinlileg mar sziiletés eldtt eléri a hilus rétegét, a
myelinizacio viszont csak a sziiletés utani 3. honapban jelenik meg, ezért tobb honapos
késés van az axonok megjelenése, a szinapszisok kialakitasa, és a myelinizacié kezdete

kozott.
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A hilusban taldlhaté mohasejteken, érésiik soran, dsszetett szinaptikus tiiskék
fejlédnek, melyek révén a szemcsesejtekkel szinaptizalnak. A szemcsesejtek fejlédése
befolyasolja a célsejt fejlodésének litemét is, ezért a szemcsesejtek és a mohasejtek
fejlédése kolesonos folyamat (Seress és Mrzljak, 1992, Abrahdm és mtsai, 2009). Ezért
a mohasejtek elnyujtott érése is felelds lehet a hilus és a szemcsesejtek késoi éréséért. A
myelinizacio késoi kezdete és folyamata a hilusban és a molekularis rétegben arra utal,
hogy a myelinizaci6 nem kizardlag az axon és a hozza tartozo idegsejt fejlettségi
allapotatdl fiigg, hanem fontos szerepet tdlthet be az adott axon altal beidegzett célsejt
fejlettségi allapota is. A hilusban megfigyelhetd késdi myelinizacio, tekintve a septalis
GABAerg afferentacido funkcionalis jelentOségét, megmagyarazhatja a hippocampus-
fliggd memoria késd-6vodas, kora iskolds korra torténd megjelenését.

Ismert, hogy az OLG sejtek és a myelin gatolja a neuronok axonjanak
Eppen ezért a myelinizacio késéi megjelenése a gyrus dentatusban, féleg a hilusban,
id6t biztosit a megfeleld szinaptikus kapcsolatok kiépiiléséhez, ha sziikséges,
atépiiléséhez a gyrus dentatus egyes idegsejtjei, valamint a sejtek €s az afferens axonok
kozott.

A felnéttre jellemzé MBP-immunreakcio, ami kiilonbdzé idépontokban volt
megfigyelheté Ammon-szarv egyes rétegeiben és a gyrus dentatusban, valdsziniileg
nem jelenti még a myelinizaci6 folyamatanak a végét. Az MBP-immunfestés intenzitasa
fénymikroszkoposan elér egy maximalis értéket, annak ellenére, hogy a myelin
vastagsdga tovabb nodvekedhet. Ezért valoszinli, hogy a myelinizacié tovabb tart a
hippocampusban a felnéttre jellemzé MBP-immunfestés elérését kovetden. Ezt erdsitik
meg MRI tanulmanyok is, melyekben leirtak, hogy a hippocampus térfogata egészen
felnéttkorig folyamatosan nd, aminek oka legféképpen a myelinizacié lehet (Giedd és
mtsai, 1996, Suzuki és mtsai, 2005).

4. Myelinizacio az emberi hippocampusban Down-szindrémaban

Eredményeink arra utalnak, hogy az emberi hippocampus myelinizacidja a
kontrollhoz képest elmarad a Down-szindromaban szenvedékben. Annak ellenére, hogy
az OLG sejtek mindkét csoportban azonos id6ében jelentek meg, késébb a hippocampus
minden rétegében kisebb mértékli myelinizaciot figyeltink meg Down-
szindromasokban, mint a kontrollban, ami legjelentésebb a sziiletés utani idészakban

volt. Ennek ellenére az egyes rétegek mindkét csoportban hasonldé myelinizacios
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mintazatot kovettek, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy Down-szindromasokban a
hippocampus afferens palyainak a fejlodése koveti a mar kordbban altalunk és mas

szerzOk altal (Arnold és Trojanowski, 1996) is leirt mintazatot.

A Down-szindromaban szenvedok hippocampusanak mérete

Minden életkorban kisebb volt a hippocampus Down-szindromasokban, mint
kontrollban. A legszembetiindbb kiilonbség a gyrus dentatusban, azon beliil is a
szemcsesejtrétegben volt. Kordbbi tanulmanyokban mar leirtdk a teljes agy és a
hippocampus mérsékelten kisebb méretét Down-szindromaban szenveddknél (Golden
¢s Hyman, 1994, Pearlson és mtsai, 1998, Raz és mtsai, 1995). Contestabile és mtsai
(2010) adatai szerint a kiilonbség oka a szemcsesejtek csokkent mértékii osztodasa.
Emellett a kérgi neuronokhoz hasonldéan, a hippocampalis sejtek csokkent axonalis,
illetve dendritikus fejlédése is szerepet jatszhat a Down-szindromaban megfigyelt
kisebb méretii hippocampus kialakulasaban (Kaufmann és Moser, 2000, Purpura 1975).
A Down-szindromaban megfigyelt csokkent myelin képzés, a fenti jelenségek mellett, a

hippocampus méretének tovabbi csokkenésehez vezethet.

A hippocampus myelinizacioja Down-szindromaban

A hippocampus legnagyobb belsé palyai koziil a szemcsesejtek axonjai, a
moharostok, nem myelinizaltak. A legels6 OLG sejtek, a kontrollhoz hasonléan Down-
szindromasokban is, a terhesség félidejében, 20 hetes korban jelentek meg a fimbria
fornicisban. Mivel a fimbria fornicisban afferens és efferens axonok futnak, melyek
Osszekotik a hippocampust a septum-, az agytdrzs- és a hypothalamus magvaival, az itt
megfigyelheté myelinizacio utal az Gsszekotott régid neuronjainak myelinizaciojara.
Ezért elmondhatjuk, hogy a fent emlitett régiok myelinizacidjanak a kezdete nem tér el
a hasonl6 kort kontrolltol.

A tovabbiakban, a myelinizalt axonok a hippocampus egyes régidiban ¢€s
rétegeiben vald megjelenésének sorrendje hasonld a kontrollban megfigyeltekéhez,
melyet részletesen az el6z6 fejezetben targyaltunk. A két csoportban megfigyelt hasonld
myelinizacios litem alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a hippocampus egyes afferens €s
efferens palyai Down-szindromasokban hasonloképpen fejlddnek.

Annak ellenére, hogy a myelinizacié titeme hasonld volt a két csoportban, az
OLG sejtek és a myelinizalt axonok szama egyértelmiien kevesebb volt Down-

szindrémasokban, mint kontrollban. A fentihez hasonld kiilonbségeket mar mas
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myelinfestési eljarasokkal (pl. Kliiver-Barrera moddszer) is megfigyeltek a fejlodo
agykéreg sziirke- és fehérallomanyaban, a corpus callosumban, a putamenben, valamint
a nucleus caudatusban  (Wisniewski és  Schmidt-Sidor, 1989). Tovabba
immunhisztokémiaval, a feln6tt Down-szindromaban elhunyt emberi mintakban is azt
talaltak, hogy az egyes myelin specifikus fehérjék, mint pl. az MBP, vagy a
2’-3’-ciklikus nukleotid-3’-foszfodiészteraz (CNP-az) expresszidja szamos kérgi ¢€s
kéreg alatti strukturaban is alacsonyabb volt, mint kontrollban (Banik és mtsai, 1975,
Palminiello és mtsai, 2008, Vlkolinsky és mtsai, 2001). Emellett kimutattak csokkent
CNP-4z enzimaktivitast is (Palo és Savolainen, 1973). A fenti fehérjék fontossagat,
melyeket mutans egereken vizsgaltak, korabbi fejezetekben részletesen leirtuk. Mivel az
idegsejt axonjanak végsé érése akkor lesz teljes, amikor az megfelelé vastagsagu
kompaktalodott myelinhiivellyel boritott, a myelin specifikus fehérjék csokkent szintje
altal okozott myelinizacios zavar szerepet jatszhat a Down-szindroma patogenezisében.
Fénymikroszkopban az MBP-immunfestésnek van egy maximalis értéke, amikor
a festédés mar teljesen homogén. Ezt az értéket felnéttre jellemz6 immunreaktivitasnak
neveztiik, habar ez az immunreaktivitds nem jelenti sziikségképpen a myelinizaci6 érési
folyamatanak a befejez06dését. Amikor egy adott rétegben mar mindkét csoport
myelinizaciot jelz6 MBP-immunreaktivitdsa elérte a felndttre jellemzé homogén
intenzitast nem lattunk intenzitasbeli kiillonbséget a két csoport kozott. Ez alol csak a
hilus kivétel, ahol Down-szindromasokban minden életkorban kisebb volt az MBP-

immunreakcio6 intenzitasa, mint a kontrollban.

Myelinizacio a gyrus dentatus hilusaban

A hilusban talalhato myelinizalt axonok, melyek a septumbdl, a locus coeruleus,
¢s a raphe-magvakbol eredd afferens axonok (Amaral és Lavenex, 2007), laza halozatot
alkotnak. Down-szindromaban szenvedoknél szamos agyteriileten, mint pl. a frontalis,
temporalis, occipitalis és parietalis kéregben is megfigyeltek csokkent idegsejtszamot
(Larsen és mtsai, 2008, Ross és mtsai, 1984, Wisniewski 1990, Wisniewski és mitsai,
1984), mely alapjan feltételezhetd, hogy a septum verum medialis magjaban is kevesebb
idegsejt, ezaltal kevesebb, a hilushoz futé axon taldlhaté a kontrollnal. A septo-
hippocampalis palya csokkent szamti axonja Down-szindromasokban felelés lehet a
myelinizacio hilusban latott elmaradasaért. Mint az el6z6 fejezetben irtuk, a

hippocampushoz futd septalis afferensek fontos szerepet toltenek be a hippocampus
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normalis funkcidjanak kialakitasaban. A septo-hippocampalis palya axonjainak
csokkent szama és/vagy a septalis GABAerg neuronok axonjainak csokkent
myelinizaltsaga lehet az egyik oka a Down-szindromasokban megfigyelheté mentalis
retardacionak. Nem tudjuk viszont, hogy Down-szindromaban elsddlegesen a myelin
képzése szenved-e zavart, vagy a csokkent myelinizacié hatterében a kevesebb septalis
afferens axon all.

A myelinboritds biztositja a nagyméretii axonok megfeleld ingeriiletvezetési
sebességét, tehat ha a myelinizacio az egyedfejlodés soran tal késén jelenik meg, vagy
elmarad a normalistol, az idegrendszer funkcidja zavart szenved. Az informacio
tarolasaban, a tanulas és memoria folyamatdban a hippocampusnak kiemelt jelentdsége
van. Kétoldali hippocampus-karosodas esetén a memoriaképzés erdsen gatolt. Ha tehat
a sziiletéstol kezdve csokkent a tanulasi képesség, példaul részben az ehhez sziikséges
septo-hippocampalis palya fejlodésének zavara miatt, akkor a sziiletés utan jelentds
mértékben gatoltak a tanuldsi folyamatok. Mindez szerepet jatszhat a

Down-szindromaban megfigyelheté mentalis retardacio kialakulasaban.
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LEGFONTOSABB EREDMENYEINK OSSZEFOGLALASA

1. Mvelinizacio vizsgalata C57BL/6-0s torzsbe tartozo kontroll egérben.

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az MBP-immunhisztokémia, valamint az
elektronmikroszkopia kiilon-kiilon, vagy kombinalva alkalmas és érzékeny modszer az
OLG sejtek, valamint a myelinizdcio folyamatanak a vizsgdlatira egérben. Ezzel
szemben a rutin patoldgiai diagnosztikdban demyelinizacié vizsgalatara hasznalt
Kliiver-Barrera myelinfestés (Luxol Fast Blue) kevésbé érzékeny modszer, mivel
jelentés mennyiségli myelinizalt axon sziikséges a pozitiv festési reakciohoz. Az MBP
immunhisztokémidval kimutatott myelinizacidé a kéregben egérben is koveti az
emberben megfigyelt sorrendet: a kérgi teriiletek koziil a szenzoros palya a motoros
palyak eldtt myelinizdlddott, megelézve az asszocidcids palyakat (Kinney és mitsai,
1988). Emellett a limbikus rendszer asszociacios palyai, példaul a cingulum és a fimbria
fornicis, elobb myelinizaloédtak, mint az agykéreg hasonlé palyai. A myelinizalt axonok
megjelenése az agykéregben megfelel az egyes rétegek idegsejteinek érési sorrendjének,

amely az inside-out fejlédési mintazatot koveti.

2. Myvelinizacid vizsgalata hipofizis adenilat ciklaz aktivator polipeptid (PACAP)

deficiens egerekben

Megallapitottuk, hogy a PACAP-deficiens egerekben minden vizsgalt régioban
hamarabb kezd6dik a myelinizacio, mint a hasonld kort vad-tipust allatokban.
Tovabba, vékonyabb, révidebb myelinizalt axonokat €s kisebb myelindenzitast lattunk a
vad-tipust allatokban, mint a hasonl6 kora PACAP-deficiens egerekben. Az érzépalyak
a motoros palyaknal kordbban myelinizalodtak, és legkésdbb az asszociacids palyak
voltak myelinizaltak. Ez arra utal, hogy a PACAP-deficiens egerekben a myelinizalt
afferens és efferens palyak, valamint az egyes agyteriileteket 6sszekoté kapcesolatok a
normalis fejlodésnek megfeleld mintazatot kovetnek. Eredményeink és korabbi in vitro
vizsgalatok alapjan valdszinii, hogy az endogén PACAP-nak gatlo hatasa van a

myelinizaci6 folyamatara, az OLG sejtek érésének a késleltetése altal.
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3. Myelinizacio az emberi hippocampusban

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a hippocampus egyes rétegeinek
myelinizacioja koveti a hippocampus afferens €s efferens palyainak a fejlédését. Az
els6 oligodendroglia sejtek a terhesség félidejében voltak jelen a fimbria fornicisban és
az alveusban, ezutan sorrendben a kovetkezd rétegek myelinizalodtak: stratum
lacunosum-moleculare, stratum oriens, stratum radiatum, stratum moleculare, stratum
pyramidale és hilus. Feltételezziik, hogy egy axon myelinizacidjanak a kezdete nem
csak az axon €s a hozza tartozo sejt érettségi allapotatol fiigg, hanem a célsejt fejlettségi
szintje is befolyasolja. Az egészen felnéttkorig elhtizodd myelinizacid lehet az egyik

magyarazat a hippocampus hosszan tartd funkcionalis érésére.

4. Myelinizaciéo az emberi hippocampusban Down-szindrémaban

Eredményeink arra utalnak, hogy az emberi hippocampus myelinizacidja a
kontrollhoz képest elmarad a Down-szindroméban szenveddkben. Annak ellenére, hogy
az MBP-pozitiv axonok megjelenése kontrollhoz hasonld sorrendet kovetett, a
hippocampus egyes rétegeiben kisebb mértékii myelinizaciot figyeltink meg
Down-szindromasokban, mint a kontrollban. Az, hogy az egyes rétegek mindkét
csoportban hasonld myelinizacids mintazatot kovettek, arra enged kdvetkeztetni, hogy
Down-szindromasokban a hippocampus afferens és efferens palyainak a fejlddése nem
szenvedett jelentds karosodast (Arnold és Trojanowski, 1996). Eredményeink arra
utalnak, hogy a Down-szindromaban megfigyelheté mentalis retardacié kialakulasaban
fontos szerepet tolthet be a hippocampus rétegeiben megfigyelt, a kontrollhoz képest

Kisebb mértékii myelinizacio.
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