1. A Kisagy szuletés utani fejlodésének vizsgalata (a kisagykéreg egyes sejttipusainak

peri-és posztnatalis integralodasa a kialakulo citoarchitektonikus szerkezetbe).
Purkinje sejteken végzett vizsgalatok

Egereken és kismacskakon tanulményoztuk a Purkinje sejtek integrécidjat a ganglionaris
rétegbe. Megallapitottuk, hogy ennek az egysejtes rétegnek a kialakulasa egy viszonylag
hosszabb ideig tartdé folyamat. Korabbi ismereteink szerint a ragcsalokban (egér, patkany) a
szlleteskor a Purkinje sejtek mar a névekedé kisagy-lebenykék bazisanal talalhatok tobb (3-4)
sejtsorba rendezodve, és a kisagy-lebenykék novekedésével parhuzamosan nagyjabol a
szlletés utani héten egy-sejtes rétegbe rendezédnek (alignment). Ezzel szemben — kiilénosen
a keson fejlodoé vermalis VI-VIl-es (vizuomotor) lebenyekben - a ganglionaris rétegben a
Purkinje sejtek szamanak a ndvekedése a masodik posztnatalis héten is tart, és dontéen ez a
kisagykérgi terulet felelés a teljes kisagykéreg Purkinje-sejtszdm abszolut értékeiben mért
novekedésért. Megallapitottuk, hogy nyolc nappal a sziletés utan (P8) a teljes kisagykéregre
szamitott Purkinje sejtszam 199,080 + 2,966, ami a sziletés utani masodik hét végére (P20)
222,000 + 2,979 Purkinje sejt/cerebellum emelkedett. Lényegében ezzel a sejtszammal
megegyezdé értéket (225,800 + 7,549 Purkinje sejt/cerebellum) kaptunk fiatal feln6tt (mindkét
nemii) egerek vizsgalata soran. A teljes kisagykéregre vetitve ez 13,4%-0s novekedésnek felel
meg. Az a tény, hogy a vizuomotor vermis fejlodik a legkesébben (egérben a sziiletés utan két
hetet is meghaladdan), dsszefliggésben lehet ezen terllet fokozottabb sériilékenységével. Ez a
tertlet érintett kilonbdzé neuroldgiai korképekben, mint pl. az autizmus, ahol a betegek 95-
%-&ban ez a kérgi teriilet hypoplasiés, és kevesebb Purkinje sejtet tartalmaz, dsszehasonlitva
mas kisagykérgi tertletekkel, tovabba érintett kisagyi mutans (weaver) egerekben, melyekben
a vermalis VI és Vll-es lebenyekben a Purkinje sejtek szelektiv ectopiajat figyelték meg.
(\Vastagh et al., 2005a)

Vizsgaltuk a Purkinje sejtek szamanak sziletés utani valtozasat kismacskak cerebelluméaban
is, és megallapitottuk, hogy az Ujsziil6tt macskaban kapott sejtszam (1,097 x 10°) néhany
héten beliil jelentdsen megemelkedett (1,805 x 10° a P42 illetve 1,895 x 10° a P72
iddpontokban). A felnétt macskak kisagykérgében étlagosan 1,429 x 10° Purkinje sejtet
talaltunk, ami az Ujszulétt Purkinje sejtszamhoz viszonyitva mintegy 30 % novekedést jelent.
Ujsziilétt macskakban a Purkinje sejtek nem alkottak folyamatos monolayert, a ganglionaris

rétegben jelentds ,,gap”-ek (Purkinje sejt hianyok) voltak megfigyelhetok, kiléndsen a vermis



és a neocerebellum hataran, a paravermalis kisagykérgi teriileten. Ezek a hianyok a sziiletés
utdni 3. héten eltiintek. Ugyanakkor a sziiletés utani hetekben differencialatlan Purkinje sejtek
(illetve azok kisebb-nagyobb csoportjai) voltak lathatok atmenetileg a kisagykéreg
fehérallomanyaban. A kismacskak kisagykéregben a sziletés utan mért Purkinje sejtszam
novekedes hatterében — legalabbis részben - a Purkinje sejtek integracioja allhat az emlitett
»gap”’-ekbe. Feltételezziik, hogy a feln6tt macskara jellemzé Purkinje sejtszam kialakulasaban
programozott sejthalal (apoptosis) is szerepet jatszik, ez magyarazhatja a P42/P72 korban

mért, relative magasabb sejtszdmhoz viszonyitott csokkenést. (VVastagh et al., 2005b)

Lugaro sejteken végzett vizsgalatok

(b) Vizsgaltuk a kisagykeéreg egyik eléggé ,,elhanyagolt” sejttipusanak, a Lugaro sejteknek a
szlletes utani migraciojat es a kialakulo citoarchitektonikus szerkezetbe torténd integracidjat
a szlletés utan kismacskakon, illetve fiatal felnétt macskékon. Metabotrop glutamat receptor
la (mGIluR1a) valamint SMI 311 preembedding immunhisztokémiai modszerek segitségével
vizsgaltuk a jellegzetes morfologiaju sejtek tér-és idobeli eloszlasat. mGluR1a
immunopozitiv Lugaro sejtek — nem tal nagy szamban - mar az Qjszulott macskak
kisagykérgeben is detektalhatok voltak, elsésorban a fehérdlloméanyban valamint a
fehérallomany és a bels6é szemcsesejt réteg hataran. Szamuk gyorsan ndvekedett (mintegy 6-
7 szeresére) P15 napig, ezt kovetéen fokozatosan csokkent (P135 napig). SMI 311 (egy
nem-foszforilalt nurofilament marker differencialodo idegsejtekben) expresszidjat Lugaro
morfol6giaju sejtekben a sziiletés utani masodik hét elejétsl (P8) figyeltiik meg (kisebb
szdmban a fehéréllomanyban, illetve a belsé szemcsesejt rétegben). A masodik-harmadik
hétt6l az infraganglionaris (a Pu sejtek szdmaja alatt elhelyezkedé) SMI 311 immunopozitiv
Lugaro sejtek szama fokozatosan emelkedett (mintegy 12-14 szeresére) egészen a macskak
fiatal feln6tt koraig. Fenti kisérleti eredményeink alapjan arra kdvetkeztetlink, hogy: (i) a
Lugaro sejtek csak a sziletés utan és integralodnak a kisagykérgi citoarchitectonikus
szerkezetbe; (ii) ez a folyamat t6bb honapig tart; (iii) fiatal felnétt macskak kisagykérgében
8000-10000 Lugaro sejt talalhato; (iv) a ragcsald fajokban leirtaktdl eltéréen, a Lugaro

sejtek macskaban nem mutatnak calretinin immunoreaktivitast. (Vig et al., 2003)



Unipolaris ecsetsejteken végzett vizsgalatok

Humén vermalis Kkisagykeérgi mintakon tanulményoztuk a Kkisgykéreg serkent6
interneuronjainak, az unipolaris ecsetsejteknek (UBC) a tér-és idébeli megjelenését.
Megallapitottuk, hogy huméan foetusokban a 24. gesztacios héten calretinin immunoreaktiv
UBC-k még nincsenek jelen, ezek a sejtek csak a 28. héten jelennek meg. Sziiletéskor
elsésorban a vestibulo-cerebellaris terlleteken talalhatok, de relative kisebb szamban. A
szllletées utan vizsgalt idopontokban (3. 5. 8,5 és 11. honapos korban) a csecsemok
kisagykérgeben az UBC-k szdma fokozatosan emelkedik, kovetve a vermalis lebenyek rostro-
caudalis fejlodését, illetve egy sajatsagos intralobularis eloszlast (a lebenyek mélyen indentalt
teruletein szamuk korabban emelkedik és magasabb, mint ugyanazon lebenyekben a subpialis
teruleteken). A bels6é szemcsesejt rétegen bellil az UBC-k korabban jelennek meg a Purkinje
sejtek alatt, és csak késobb figyelhetok meg a szemcsesejt réteg mélyebb (fehérallomanyhoz
kdzelebb esd) teruletein. Jollehet a vizsgalt 11 hénapos korban az UBC-k eloszlasa
Iényegében hasonld mint a vizsgalt felnott kisagykéregben, szdmuk azonban kevesebb mint az
eddig megvizsgalt idésebb koru (60 év felett) kisagykérgi mintakban. Ez felveti a human
kisagykeéreg citoarchitektonikus szerkezetének lassubb, idében elnydjtottabb fejlédéseét illetve
kialakulasat, mely a jelenlegi, altalanosan elfogadott ismereteink alapjan nagyjabdl a sziletés
utdn 1 évvel fejezédik be (amikorra a szemcsesejtek a kilsé szemcsesejt réteghdl a belsé

szemcsesejt rétegbe vandorolnak). (Vig et. al., 2005)

A molekularis réteg interneuronjainak vizsgalata

Korabbi elképzelés szerint a molekularis réteg interneuronjait (csillag-és koséarsejtek) a
fejlédé kisagy masodlagos germinativ zonajabol, azaz a kilsé szemcsesejt réteghdl
szarmaztattdk. Zhang és Goldman (1966) vizsgalatai azonban bebizonyitottdk, hogy ezek a
sejtek a V. agykamra subventricularis z6najabol szarmaznak, progenitoraik illetve
prekurzoraik a kisagykéreg fehérallomanyaban osztédnak és vandorolnak a molekularis
rétegbe, ami ragcsalokban a posztnatalis fejlodés soran megy vegbe. Ennek részletesebb, tér-
idébeli alakulasat vizsgéltuk doublecortin  (DCX) és parvalbumin immuncitokéemia
alkalmazasaval, fejl6dé egerek kisagyadban. A DCX egy mikrotubulushoz asszocilt fehérje,
ami a migrald és differencialodd idegsejtekben expresszalddik, jelenlétét a kisagyban
immuncitokémiai modszerekkel is kimutattak vandorlé szemcsesejtekben és Purkinje

sejtekben (Gleeson et al., 1999). Megéllapitottuk, hogy DCX immunpozitiv, bipolaris



(vandorld) sejtek mar a sziletés utani 5. napon (P5) is megfigyelhetok a kisagykéreg
»-mélyebb” teriletein, a kisagymagok kordl, illetve a lebenykék fehéradllomanyéban. Ezen
sejtek szama jelentds mértékben ndvekedett a sziletés utani masodik héten, és a P11-P12
napokon ideiglenes migracios 6Osvényekbe rendezoédve tintek eld, foleg a lebenykék
tengelyében futd nagyobb erek szomszedsagaban. A bipolaris sejtek (gyakran 2-3 sejt egymas
uténi sorba rendez6dve) megfigyelheték voltak a belsé szemcsesejt rétegben, illetve a fejlédo
molekularis réteg teruletén is. A molekularis rétegben nehezen voltak elkilonitheték a még
perzisztald ,,lefelé” vandorlo — és a DCX-et szintén expresszald — szemcsesejt prekurzoroktol.
A bipolaris, DCX pozitiv sejtek szdma a sziletés utani 3. héten fokozatosan csdkkent a
fehérallomanyban, ugyanakkor a molekularis rétegben lévé sejtek bipolaris morfoldgiaja
megvaltozott, nyulvanyaik remodellacidjanak kezdeti fazisa multipoléaris jellegti sejtekké
vilagosan megfigyelheté volt. Végul ezek a sejtek a szuletés utani 3. hét vegére eltintek a
kisagykéregbél. Parvalbumin immuncitokémia alkalmazésaval kovettiik a molekuléris réteg
interneuronjainak integralddasat: néhany PA immunoreaktiv sejt a P8. napon jelent meg a
Purkinje sejtek szomdja felett. P12. napra a fejlédé molekularis réteg alsé egyharmadaban, P
15. napra also kétharmadaban voltak lathatok, fokozatosan ,,feltéltve” a molekularais réteget a
P18/P21 napra. Jollehet a DCX és parvalbumin koegzisztenciajat nem sikertlt kimutatnunk
(negativ kettés festés), a molekularis rétegbe bevandorld, majd remodellalodo sejtek tobbsége
nagy valoszintiseggel a molekuléaris réteg interneuronjainak felel meg. Vizsgélataink alapjan a
szemcsesejtek ,lefelé” vandorlasa a masodlagos germinativ z6ndbol a belsé szemcsesejt
rétegbe dontéen a szuletést koveté P4-P10 iddintervallumban torténik meg, a molekularis
réteg interneuronjainak ,.felfele” iranyuld migraciéja néhany napos eltéréssel mutat
maximumot, és dontéen a 2.-3. posztnatalis héten megy végbe. (Természetesen van atfedés a
két folyamat kozott.). A fejlodoé kisagykéreg fehérallomanyaban atmenetileg megjelend,
migracios kotegekbe rendez6dé bipoléaris sejtek mindig a szagittalis sikokba orientaltak. Az a
tény, hogy ezek a migracios kotegek a kisagylebenykék tengelyében futd erek kozvetlen
szomszédsagaban vannak arra utal, hogy a vascularis mikrokdérnyezet (az endothel sejtek és
kornyezé asztroglia sejtek altal termelt ,,faktorok™) kedvezé a sejtmigraciohoz. Eddigi
vizsgalataink szerint a ,,felfele” migralo sejtek dontéen egymast, és/vagy a fehérallomanyban
futd axonokat hasznaljak mozgasuk kdzben, és glia elemek (radier vagy Bergmann glia) ezen
sejtek migracidjahoz nem sziikségesek (ellentétben a kisagykéreg tobbi sejtalkotdjanak
migraciojaval). Természetesen, a molekuléaris réteg interneuronjainak részletesebb
mozgaselemzése tovabbi vizsgalatokat igényel. (Takacs et al., 2007a,b, submitted for

publication)



2. A Kisagy szlletés utani fejlodésének kiserletes k&rositasa

A Kisagy posztnatalis fejlédési plaszticitdsdnak tanulmanyozasahoz kidolgoztunk egy olyan
modellt, melynek segitségével kiillénbdz6 mértekd, illetve kilénbdzo kisagyterileteket eltérd
mértékben érinté karosodast lehetett eléidézni. A sziletést kovets 3’-5’-bromdezoxi uridin
(BrdU) kezelés hataséra a Kisérleti allatok (els6sorban egerek, Kisebb sz&mban kismacskék
illetve patkanyok valamint csirkék) szomatikus és idegrendszeri fejlodésének jelentos
retardacidja, illetve részleges karosodasa alakul ki. A dozis-fliggést reszletesen nem
vizsgaltuk, de az alkalmazott dozis més irodalmi adatokkal 6sszehasonlitva kifejezetten
alacsony, 50 ug/g/nap volt, (ami a kezeléseket 6 illetve 12 napig folytatva 300 illetve 600
ug/g kumulativ dozisnak felelt meg). Az 50 ug/g/nap dozisnak a 2-3-szorosa sulyos maj-
elvaltozasokat (zsirmédj), valamint vese-és bélelvaltozasokhoz tarsuld taplalkozasi
(felszivodasi) zavarokat okozott, tovabba a retinat is sulyosan karositotta (egyik, vagy
mindkét szemiikre vakok voltak a kisérleti allatok), kiilondsen a fiatal patkanyok BrdU

kezelését kdvetéen. Ezért vizsgalataink soran csak az 50 ug/g/nap BrdU dézist alkalmaztuk.

BrdU kezelés hatasa a szomatikus fejlédésre

Vizsgalataink szerint a BrdU kezelés hatékonysaga két teényezo6tol fliggott: a kezelés
megkezdésének idejétol, illetve a kezelés idétartamatol. A kezelés hatékonysaga a kezelt
egerek testsulyanak mérésével jol kovetheté volt. A sziiletés napjan kezdett BrdU bevitel
volt a leghatdsosabb, a P1 napon szintén hatasos, a P3 napon kezdett kezelés mérsékelten,
mig a P7 nap utan torténé kezelések lenyegében hatastalannak bizonyultak. A korai (P0O-P3)
napokon kezdett kezelések hatékonysaga fliggott a kezelés idotartamatdl: a révidebb ideig
(3-4 nap) tartéak kevésbhé, a hosszabb idétartamu kezelések (5-12 nap) hatasosabbak voltak.
A Korai posztnatalis napokon kezdett kezelések hatasara az allatok teststlya szignifikansan
kisebb maradt, és jobbara 1-2 hetes ,késéssel” kovette a kontroll egerek testsuly
gyarapodasat. A ,,sulyos karosodas” modellben 120 napos tulélés utan a kezelt és kontroll
csoportok kozott szignifikans (mintegy 20%-0s) testsulykilonbség — mindkét nemii egerek

esetében - megfigyelhetd volt. (Takéacs et al., 2003a)



BrdU kezelés hatasa a kisagykereg szemcsesejtjeire és a Purkinje sejtekre

A BrdU kezelés soran a bazisanaldg beépiil az S fazisban 1év6 sejtek DNS lancéaba, ahol a
nagymeéretii Br atom zavart okoz, ami végsé soron az érintett sejtek pusztulasat okozhatja.
Ragcsalokban a perinatalis/posztnatalis fejlédesi periddusban a kisagy legintenzivebben
proliferald sejtjei a szemcsesejtek, melyek a rombikus ajkak tertiletérél nagyjabol a sziletés
idejére mar a kisagyi primordium (leendé kisagykéreg) tetejére vandoroltak, és egy igen
intenziv proliferacids szakaszon mennek at a szuletés utdni néhany nap soran, jelentésen
felszaporitva a szemcsesejt prekurzorok szamat a kilsé szemcsesejt rétegben (jelentésebb
mértéki levandorlasuk a belsé szemcsesejt rétegbe csak a P3 napon kezdédik egérben). A
szllletés utan alkalmazott BrdU bevitel tehat a szemcsesejteket érinti elsédlegesen, és
szamos szemcsesejt elpusztul (az osztédd alakok mellett apoptotikus alakok jol
megfigyelhetok a kils6 szemcsesejt rétegben). A szemcsesejt-vesztés mértekét
medianszagittalis metszeteken a szemcsesejt réteg planimetralasaval jellemeztik fiatal
feln6tt allatokon: a teriilet-csokkenés P0O-P5 napokon végzett BrdU kezelést kovetéen
mintegy 25%-0s, PO-P11 intervallumban végzett BrdU kezelés utdn 50%-ot meghalado
mérteki volt. A kilénbdz6 idé-ablakokban végzet BrdU kezelés is eltér6 mértékben
befolyasolta a szemcsesejt vesztést: a belsé szemcsesejt réteg teriilet-csokkenése P0-P11
kezelési intervallumban 56%, P3-P14 intervallumban 44%, P5-P17 intervallumban 27%,
végul P9-P20 intervallumban 10% volt. A BrdU kezelés szemcsesejt-karositd hatdsanak igen
kifejezett ido-fliggése azzal magyarazhatd, hogy a sziletés napjan, vagy a Kkorai
idépontokban (P1-P4) elpusztulé szemcsesejt progenitorok, mivel nagy valosziniiséggel
tobb sejtosztodadson mennének keresztil, hatvanyozottan tobb szemcsesejt prekurzor

»Kiesését” eredményezik.

A fejlédé kisagykéregben a BrdU kezelés latvanyosan érinti a Purkinje sejtek egy
szubpopulacidjat (nagyjabdl a sejtek egyharmadat), amelyek korabbi vizsgalataink szerint
csak a sziletés utan, egy elnydjtott fejlédesi periddus sordn vandorolnak a helylikre és
integralédnak a ganglionaris rétegbe, tovabba megakadalyozza a Purkinje sejtek monolayer-
be rendezédeset is. Ectopikus Pu sejtek legnagyobb szamban a késén fejlédé rostralis —
neocerebellaris - kisagyi terlleteken (lobulus simplex, lobulus anterior) a
flocculus/paraflocculus lebenykékben, valamint a szintén késén fejlédé vizuomotor
vermisben (declive, tuber) voltak lathatok, tovabba a mesencephalon/metencephalon hataran

a IV. agykamra subventricularis zénajaban és kisebb szamban a colliculus inferior tertletén.



Ve

morfoldgiai jelei elsésorban a ,,tdldifferencialodott” sejteken voltak jol lathatok). A ,,sulyos
karosodas” modellben tehét kifejezetten érintett a kisagykéreg citoarchitectonikus szerkezete
is, a szemcsesejtek szdma nagyjabdl a felére, a Purkinje sejtek szama (elsésorban a késén
fejlédo lebenyekben) 15-30%-kal csokken. Az ,,egyhe karosodas” modellre a kisagykéreg
posztnatalis fejlédésének a retardacidja, (a kiulsé szemcsesejt réteg hosszabb jelenléte), a
szemcsesejtek nagyjabol egynegyedének elvesztése, a Purkinje sejtek egysejtes rétegbe
rendezédesenek zavara, valamint utobbiak szamanak mintegy 10%-0s csdkkenése volt
jellemzé. (Takéacs et al., 2003b)

A fejlodo kisagykéreg szerkezetében a BrdU kezeléseket koveté citoarchitektonikus
anomalidk (elsésorban a Purkinje sejtek migracios és retegbe rendezédésének zavarai)
hatterében feltevésink szerint az allhat, hogy a szemcsesejtek szdmanak csokkenésével
kevesebb a reelin, amit a posztnatalis periddus soran a szemcsesejtek termelnek, és fontos
szignaliziciés molekula a kisagyfejlodésben. (A kérdés részletesebb elemzése tovabbi

vizsgalatokat igényel.)

A mozgaskoordinécio zavarai BrdU kezelést kdvetden

A fentiekben emlitett ,,sulyos karositas” és ,,enyhe karositas” protokollok szerint végzett
BrdU kezelést kovetéen vizsgaltuk az egerek mozgasat egy-és harom hénapos kor kodzott,
kéthetes iddintervallumokban (6t alkalommal). Ebben az asztal felett kb. 70 cm magasan
rogzitett, 1 m hosszUsagu és 0,7-0,8 mm atmeéréjt durva felilett fapalca (un. beam-walking)
volt segitséginkre. Mértilk az Ut megtételéhez sziikséges, illetve a palcan eltoltott idot, és
szamoltuk a lépés-tévesztesek (illetve a korai idépontokban a leesések) szamat. A Kiseérleti
allatok ,.teljesitménye” mindegyik kiserleti csoportban (beleértve a kontrollokat is) javult a
gyakorlasok szaméanak novekedésével, de a kiilonbség a kezelt és a kontroll csoportok kdzott
mindvegig megmaradt. A palcardl csak a ,,sulyos karosodas” modell szerint kezelt allatok
estek le, foképp az elsé és masodik teszt sordn. A mozgaskoordinacio zavaranak, a zavar
mértekének megitélésére legalkalmasabbnak a lepéstévesztések szdma bizonyult, ami igen
jOl korreldlt az el6z6ekben ismertetett morfologiai elvaltozasok sulyossagéval. (Az enyhébb
foku morfologiai eltéréseket felnétt egyedekben kisebb mértékii mozgaskoordinacios
zavarok kisérték.) A mozgaskoordinacié vizsgalata céljabol méréseket vegeztink az un.

rotarod modszerrel is, a nagyobb szdéras miatt azonban ezekhez a mérésekhez nagyobb



allatszam szlkséges. Ezen mérések soran egy Kkisérleti csoportot mindig egy-egy alom
jelentett, és atlagosan csak mintegy 4-6 allat alkotta az almokat (az esetenként eléforduld
elhulldsok miatt).

Ezeket a vizsgalatokat kiegészitettilk olyan kisérletekkel, melyekben a BrdU-val kezelt
egereket mozgas-inger gazdag (mokuskerék, maszérudak, ferde racsok) kdrnyezetben, illetve
telesen sima aljzati és fald ketrecben neveltiik, ahol csak az aljzaton tudtak mozogni.
Vizsgaltuk ezen csoportok mozgaskoordinacidjanak alakulasat is, és minden teszt soran azt
tapasztaltuk, hogy szignifikdnsan jobban mozogtak az inger-gazdag kornyezetben tartott
allatok. A vermis planimetraldsdval kapott eredmények — jollenet nem értek el a
szignifikancia szokasos hatarat — de tendenciajukban minden esetben a kisagykéreg vermalis
teruletének a ndvekedését mutattak. A szemcsesejt réteg terliletenek meérsékelt névekedéséhez
hozzajarulhattak azok a sejtek is, melyeket relative kis szdmban, de minden esetben meg
tudtunk figyelni a kezelt csoportokban: a molekularis rétegben bipolaris, a piara meréleges
orientacioju, és a perinatalis korban igen nagy szamban migralé sejtekhez nagyon hasonld
sejteket. Ezek a sejtek — honapokkal a szilletés utdn — szarmazhatnak a pia alatt megrekedt,
ektopikus sejtek csoportjaibol, melyek egy része valdsziniilleg megoérzi 0sztodo- és migracios
képességét. Termeszetesen ezen sejtek kis szdma nem alkalmas a kérositott kisagykérgi
citoarchitektonikus szerkezet jelentésebb helyredllitdsahoz, de mint lehet6seg — kilondsen
azon repair-mechanizmusok megismeréeset kovetéen, melyek megléte a gerincesek kozponti
idegrendszerének tobb terliletén is bizonyitott - a kisagykeéreg esetében is figyelmet

érdemelnek.
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A BrdU-val kezelt, mindkét nemii C57BI6 egerek kisagykérgében a Purkinje sejtek szokatlan
morfol6giaju alakjait figyeltik meg. Ezen sejtek citoplazmaja hatalmas ,,Uregeket”
tartalmazott, ugyanakkor sulyosabb degradéciora utalé morfoldgiai jelek nem, vagy csak
ritkan voltak megfigyelhetok. Ezek a sejtek kifejezetten expresszaltdk a metabotrop glutamat
receptor la-t, tovabbd a Purkinjes sejtek egyik markerének tekintett calbindin DK28
kalciumkoto fehérjét is. A sejtek szomatikus és dendritikus tuskéi kialakultak, és morfologiai
megjelenésiiket tekintve tipusos szinapszisokat képeztek parallel- illetve kiszd rostokhoz
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jellemzéen a vermis 1., VIIL, IX. és X. lebenyében voltak megfigyelheték, elsésorban a



szlletés utani P5-P8. napokon, késébb szamuk csokkent, illetve eltiintek a kisagykéreghdl.
Elvégeztik ezen sejtek — es a kornyezé kisagykérgi strukturdk — 3D-s rekonstrukciojat, Epoxi
gyantaba agyazott mintakbdl készitett 0,75 um-es sorozatmetszetek segitségével. A szokatlan
morfoldgidju Pu sejtek majdnem kizarélagosan kapillarisok szoros kdzelségeben fordultak
elé. A kapillarisok (elsésorban az endothel sejtek) karosodasa 2-3 nappal mindig megelézte a
szokatlan morfol6gidju Purkinje sejtek megjelenését. A karosodott kapillarisok koril aprébb
vérzések is kialakultak. A sziletés utan alkalmazott BrdU nagy valdsziniiséggel karositja a
kisagyi vaszkulogenezis-t is, hasonld6 mechanizmus révén, mint az intenziven proliferald
szemcsesejteket (az S fazisban Iévé endothel sejtekbe szintén beépul a timidin-analdg). A
kapillarisok szomszédsagéban relative gyakran figyeltink meg kétmagvu Purkinje sejteket is.
Kétmagvu Purkinje sejteket megfigyeltek normal kisagykéregben is, és mint a kisagykergi
Purkinje-sejt pétlas sejtfuzidval torténé lehetoségét irtak le (Alvarez-Dolado et al., 2003), a
csontveldsejtek Purkinje sejtekké tortend transzdifferencialodasanak (Priller et al., 2001)
kialakulasanak ,,dinamikaja”, elsésorban az atmeneti formak jelenléte felvetik egy a
megszokottol eltéré fejlodési alternativa (fGzid, illetve pluripotens 6ssejtekbél vagy
transzdifferencialodas atjan a perivaszkularis sejtekbél) lehetéségét a BrdU-s kisagykarositas
modellben is, ami BrdU kezelés okozta fejlédésbeli retardacio, karosodas és
citoarchitectonikus anomaliak kompenzaléséara, ,kijavitdsara” iranyulhat. Ennek a
hipotézisnek az igazolasa természetesen még varat magara, a fentebb vazolt jelenség azonban
megerdésiti a kisagyi Purkinje sejtek meghokkenté mertéki morfoldgiai plaszticitasat. (Takacs
et al., 2006a,b)

A molekularis réteg interneuronjainak deficitje BrdU kezelést kdvetsen

A szliletés utdn PO-P5 iddintervallumban végzett szisztémas BrdU kezelést kbvetéen P30-P35
napos, kezelt és kontroll egerek kisagykérgében parvalbumin immunfestéssel megfestettik a
kisagykereg molekularis rétegének interneuronjait, a csillag-és kosarsejteket. A vermalis V.
lebeny egyenes szakaszan mérve meghataroztuk az egységnyi (1 mm?) molekularis réteg
teruletre esé interneuronok szamat, amiben BrdU kezelt egerek kisagyaban a kontrollhoz
viszonyitva 25-30%-0s csokkenést figyeltiink meg. Az interneuronok szdmanak csokkenése
tobb okra is visszavezetheté: (i) A BrdU kezelés karositja, illetve részlegesen eliminalja a
korai posztnatalis fejlédesi periddusban osztodo molekularis réteg interneuron prekurzorokat;

(ii) zavart szenved ezen prekurzorok vandorlasa a kisagy fehérallomanyabol a molekularis



rétegbe; (iii) a sejtek DNS-ének, illetve a transzkripciés mechanizmusok karosodasa
kovetkeztében csokken ezen idegsejtekben a kéalcium-koté fehérje expresszidja.
A felvetett lehet6ségek részletesebb tanulmanyozésa tovabbi vizsgalatok targyat kepezheti.

3. A kutatasi téméhoz kapcsolddé tovabbi vizsgélatok

A secretin eloszlasanak vizsgalata az idegrendszerben

Részt vettink a secretin idegrendszeri eloszlasanak vizsgalatat (patkanyban, macskaban
illetve postmortem human mintéakban) célul tiizé munkéakban, mely sordn megéllapitast nyert,
hogy ez a peptid nagy mennyiségben detektalhaté néhany kérgi terllet (piramis sejtek a
motoros kéregben), a hallérendszer primer szenzoros neuronjai illetve spinalis ganglionsejtek
mellett a kisagykérgi Purkinje sejtekben és a kisagymagokban. Ez felveti a secretin jol ismert
gastrointestinalis szerepén tulmenden idegrendszeri (neuropeptid) szerepének lehetéségét,

tovabba ezen peptid kapcsolatat az autizmussal. (Kdves et al., 2004)

A posztnatalis BrdU kezelés okozta idegrendszeri valtozasok vizsgalata az agykéregben

Jelen péalyazat kertében célul tiiztik, hogy az autista betegek kisagyanak vizuomotoros
vermalis terliletein igen nagy gyakorisaggal megfigyelt hypoplaziat, illetve a kapcsolodo
kdzponti idegrendszeri anomadliakat is vizsgaljuk. Nyilvanvald, hogy az autizmus nem
elsésorban a kisagy ,,betegsége”, de feltehetéen egy olyan fejlédési rendellenesség huzddhat
meg a hatterében, ami az egyedfejlodés egy specifikus szakaszaban kéarositja az idegrendszert.
Mint azt a korabbiakban részletesen leirtuk, a szlletés utan alkalmazott kronikus BrdU
kezelés hatérozottan karositotta fejlodé egerek kisagyanak vizuomotor vermalis terlleteit,
ezért ezeken az egereken kezdtilk meg a nagyagykéreg esetleges karosodasainak vizsgalatat
(el6szor a szomatoszenzoros kereg teruletén, mivel ezen kéregterilet egyes elektrofizioldgiai

jellemzoit mar koradbbi kollaboracio keretében vizsgaltuk). A vizsgalatokat kiegészitettiik
morfologiai valamint viselkedési (open field) vizsgalatokkal is. Megallapitottuk, hogy a
posztnatalis BrdU kezelés retardalta a szomatoszenzoros kéreg fejlodését is, ami elsésorban a
perinatalis-posztnatalis korban még a kéregbe vandorl6/integralodd6 GABAerg interneuronok
szamanak mersékelt, de szignifikans csokkenésében, valamint a GFAP-t expresszalo

asztrogliak szamanak (vagy up-regulécidjanak) kifejezett emelkedésében nyilvanult meg. A



kisérleti allatok agyabol szarmazd szdvetszeleteken veégzett elektrofiziologiai mérések a
kontrollhoz viszonyitott fokozott excitabilitdst, megndvekedett facilitaciot, tovabba
megemelkedett ,,seizure” érzékenységet igazoltunk. Az open field viselkedési tesztek az
egerek mersékelt hiperaktivitdsat mutattdk, de ,,ugyetlenebbek” voltak (a kisagykarosodas
illetve mozgaskoordinacié romlasa miatt). (Béldi et al., 2006, Béldi et al., 2007, submitted for

publication, J Neuroscience Research).
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