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Roviditések jegyzéke

ABC: avidin-biotin komplex

ac: commissura anterior

ACC: anterior cingulate cortex

ADNP: aktivitasfiiggd neuroprotektiv fehérje
ASD: autizmus spektrum zavar

Bcl-2: B-sejtes limfoma 2 fehérje

BNST: bed nucleus of stria terminalis
C57BL/6: C57 Black 6 egértorzs

CaBP: kalciumkotd fehérje

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

casp-3: caspase-3

CB: calbindin- D28K

Ch: csillarsejt

CPu: caudoputamen

CR: calretinin

DAB: diaminobenzin

DARPP-32: dopamin és cAMP altal szabalyozott foszfoprotein 32000
DAT: dopamin transzporter

DNS: dezoxiribonukleinsav

DR: dopamin receptor

DSM: Mentalis Zavarok Diagnosztikai és Statisztikai Kézikonyve
DTI: diffuzios tenzor képalkoto eljaras

E13,5: embrionalis 13,5. nap

FMRP: torékeny X mentalis retardacios fehérje
FOXP: Forkhead Box transzkripcios faktor
FXS: torékeny X szindroma

GABA: gamma-amino-vajsav

GAD1.: glutaminsav-dekarboxilaz-1

H3: hiszton-3

H4: hiszton-4



H20.: hidrogén-peroxid

Hp: hippocampus

HT: heterozigota

Hyp: hypothalamus

IDISCO: immunolabeling and three-dimensional imaging of solvent-cleared organs
L-DOPA: levodopa

If: fissura longitudinalis

LS: lateral septum

MAO: monoamin-oxidaz

MCL.: mesocorticolimbicus palya
MRNS: messenger ribonukleinsav
mt: mesotelencephalicus palya
mTOR: rapamicin emlds célpont kindz
Mytl: Myelin transzkripcios faktor
NAc: nucleus accumbens

NF: neurofilamentum

NGS: normal kecskeszérum

NHS: normal 16szérum

NIgn-1: Neuroligin 1

NR1: N-metil-D-aspartat receptor
Nrp2: neuropilin-2

P7: posztnatalis 7. nap

P60: posztnatalis 60. nap

PBS: foszfat-pufferelt sdoldat
PCC: posterior cingulate cortex
PFA: paraformaldehid-oldat

PFC: prefrontal cortex

PSD-95: posztszinaptikus denzitas-95 fehérje
PV: parvalbumin

RSC: retrosplenial cortex

Sema3F: Semaforin 3F

Sept: septum



Shh: Sonic hedgehog

SN: substantia nigra

SNc: substantia nigra pars compacta
SSC: somatosensory cortex

Syn: szinaptofizin

TH: tirozin-hidroxilaz

TO: tuberculum olfactorium

TRIS: tris-hidroxi-aminometan
TTF-1: tiroid transzkripcios faktor-1
VGAT: vezikularis GABA transzporter
VL: lateral ventricle

VMAT?2: vezikularis monoamin transzporter
VP: ventral pallidum

VPA: natrium-valproat, valproinsav
VTA: ventral tegmental area

Whnt: Wingless and Int-1 fehérje



1. Bevezetés (irodalmi hattér)

1.1 Autizmus spektrum zavar (ASD)

Az autizmussal Osszefiiggd viselkedés-zavarokat a Mentéalis Zavarok
Diagnosztikai és Statisztikai Kézikdnyve (DSM) kordbbi kiadasa (DSM-1V) nyoméan 6t
kiilonboz6é kategoridba soroltak: gyermekkori autizmus, Asperger-szindroma, atipusos
autizmus, nem meghatarozott pervaziv fejlodési zavar és egyéb pervaziv fejlodési
zavar. Azonban, az utoébbi harminc év kutatomunkéja ellenére sem tudtak e kategoridk
kozotti  kiilonbségeket megbizhatéoan igazolni, igy a korszerlibb ajanlasok maér
egységesen ,autizmus spektrum zavarként” irjak le. Az ASD-re a szocialis
alkalmazkodas ¢és a viselkedés diszfunkcidja jellemzd, melynek tiinetei mar
kisgyermekkorban megjelennek. A jelenleg érvényes DSM-V két {6 tartomanyra osztja
az autizmus spektrumat. Az elsd a szocidlis interakcié nehézségeit irja le. Az érintett
személyeknek hidnyossdgai vannak a szocialis érzelmi kolcsondsségben, nem értik a
nonverbalis kommunikacidt vagy nem képesek kapcsolatokat kialakitani és fenntartani.
A masodik tartomanyba tartoznak a korlatozott és ismétlédd viselkedési és cselekvési
mintdzatok; az autista személyek bizonyos pillanatokban ismétldddé sztereotip
mozdulatokat tesznek, és rendkiviili szorongast tapasztalnak, ha a rutinjukat
megvaltoztatjak, valamint hiper- vagy hiporeaktivitast is mutathatnak szenzoros
ingerekre.”l Az autizmus specifikus bioldgiai okait a mai napig nem sikeriilt
egyértelmiien meghatarozni. Bar a genetikai tényezdk jelentds szerepet jatszanak,
valoszinlsithetd, hogy az okok komplexek, és az idegrendszer fejlddésére hato
kornyezeti tényezOk, valamint a gén-kornyezet kdlcsonhatasai is kozremiikodnek az
allapot kialakulasaban. Kiilonb6zd tényezdk kiilonbdzd kombinacidi és egymasra
gyakorolt hatdsai vezetnek a klinikai tiinetek sokféleségéhez. Mivel az autizmus
alapvetden egy sajatos (atipikus) fejlédés eredménye, igy élethosszig tartd allapotnak
felel meg.®l 2022-ben tobb, mint 75 millié ember volt érintett viligszerte, ami 1%-0s
globalis eldfordulast jelent, a WHO adatai alapjan. A férfiak hajlamosabbak az ASD-re,
a férfiak és nék aranya 3:1.141 Az ASD vilagszerte megtalalhatd, 4m a magas jovedelmii
orszagokban a prevalenciaja gyorsabban novekszik.®! Az autizmus spektrum zavar jelen

tudasunk szerint nem gyogyithatod, de intenziv fejlesztéssel az allapot javithato. Az



autizmus spektrum zavar magas ¢és novekvd eléforduldsi gyakorisiga miatt, ez a
rendkiviil Osszetett idegrendszeri fejlodési szindroma allt a  vizsgdlatunk

kozéppontjaban.

1.2 Genetikali, epigenetikai és kdrnyezeti hatasok

Altalanosan elfogadott, hogy a genetika fontos szerepet jatszik az ASD
kialakulasédban. Kezdetben, egypetéjii ikrek tanulmédnyozasa esetében 90%-nal nagyobb
oroklodési atfedést irtak le 1, 4m az 0j kutatasi adatok alacsonyabb 6rokolhetéséget
mutatnak, koriilbeliill 52%-ot."l De novo vizsgalatok alapjan, a ritka esetek
kontrollvariacioit is figyelembe véve, tobb, mint 100 gént azonositottak ASD kockazati
génként.Bl Az adott kockéazati gének tobbsége a génexpresszidt vagy a neuronalis
kommunikaciét szabalyozza.[!

A Forkhead Box transzkripcios faktorok (FOXP1 és FOXP2) az ASD-vel
kapcsolatba hozhato gének.B] A FOXP1 szindroma egy idegrendszeri fejlddési
rendellenesség, amelyet a FOXP1 gén delécioi okoznak. Ez a gén egy transzkripcios
faktort kodol, amely szdmos szervrendszer, koztik az agy korai fejlédéséhez
nélkiilozhetetlen.'% Ezek a transzkripcios faktorok szerepet jatszanak a beszédben és a
nyelvi rendellenességek kialakuldsaban ™, annak a tapasztalatnak megfeleléen, hogy
egyes autistdknak problémaik adodhatnak a verbalis kommunikaciéval.

Az altalanos fejlodésben szerepet jatsz6 Sonic hedgehog (Shh) gén a rostralis
dopaminerg projekcidk utvonalanak egy elagazasi pontjan fejezddik ki, meghibasodasa
esetén a ventral tegmental area (VTA) és a substantia nigra (SN) dopaminerg
neuronjainak korai szétvalasaban zavar 1ép fel.[*?l Azokban az egerekben, amelyekben a
Shh jelatvitelt a késdi idegsejt-fejlodés soran inaktivaltak in vivo, a dopaminerg
projekciok hianyosan fejlédtek. 3]

A Wnt-fehérjék olyan morfogének, amelyeket az axonvéandorlas irdnyito
molekulaiként azonositottak. Szdmos Wnt-fehérje expresszalodik a kozépagy teriiletén,
ahol szabalyozzak a dopaminerg neuronok kialakuldsat.!'l In vivo vizsgéilat soran a
Wntba gén az E11.5 napon fejez6dik ki egerekben, meghibasodasa esetén a
mesotelencephalicus dopaminerg palya fejlodése hianyossagot szenved, mialtal a palya

axonjai nem jutnak el a célteriileteikre.[**!



Az aktivitasfiiggd neuroprotektiv fehérje (ADNP) szindroma egy autizmushoz
hasonlé rendellenesség, melyet az ADNP gén muticidéi okoznak.'®] Az ADNP-
karosodasban szenvedd betegek jelentds pszichiatriai tiineteket produkalnak, mint
példaul beszédzavarok, mozgasfunkciés problémak, rendellenes hallas ¢s értelmi
fogyatékossag.l'’l Az ADNP az agymiikodés és a normal kognitiv teljesitmény
nélkiilozhetetlen fehérjéje.*® Egerekben az ADNP KO torzs életképtelen, 4m ha csak
korlatozzak az ADNP expresszidjat in Vivo, az emberhez hasonld kognitiv és szocialis
hianyossagokhoz vezet.'®¥ Az ADNP rendszerben nemek kozti kiilonbséget is
megfigyeltek, rdadasul az autizmushoz hasonldan, a him egerek jobban érintettek és
tobb autistdkra jellemzd tiinetet mutattak, mint a ndstény egerek.[?%

A rapamicin emlés célpontjanak nevezett kinazt, az mTOR-t a szinaptikus
plaszticitasban betoltott szerepe miatt hoztak Osszefliggésbe az autizmussal, foként
egérmodellek alapjan. 2?2l Az mTOR mutacioi zavart okoznak a sejten beliili jelatviteli
titvonalak miikodésében, a szinaptikus transzmisszidban és a neuronalis aktivitasban. (2%

Az ASD néhény genetikai faktoranak ismertetése utan hangsulyozni kell, hogy a
genetikai hatdsok mellett a kornyezeti tényezok is fontosak az autizmus kialakulasaban.
Tkervizsgalatok alapjan kb. 40% relevanciat tulajdonitanak a kornyezeti hatdsoknak.[’]
Ezen tényezOk kozé tartozik a prenatalis ischaemia és hypoxia, az anyai elhizas, a késo1
gyermekvallaldss vagy a cukorbetegség.®!  Tovabbi lehetséges kornyezeti
mechanizmusok lehetnek az oxidativ stressz, gyulladds, endokrin zavarok,
neurotranszmitter-valtozasok és a jelatviteli utvonalakkal val6 interferencia.?4l

Az ASD-ben bizonyitottan fontos kornyezeti tényezdk epigenetikai
mechanizmusokon keresztiil is kifejtik hatasukat. Ilyen, az autizmusban is igazolt
mechanizmus a DNS metilacio, a hiszton modosulas és a nem kodoldé RNS
valtozasok.[®®) Az epigenetikai mechanizmusok nem magat a DNS szekvenciat
valtoztatjadk meg, hanem mddositjak a génkifejez0dést vagy a genetikai kod leolvasasat
befolyasoljak.[?®l Ez kulcsfontossagli az agy fejlédése, az agyi ideghalozat kialakulasa
szempontjabol. Igy az  epigenetikai  diszregulaci6  neuronalis  fejlédési
rendellenességeket, példaul ASD-t idézhet eld.

Az antiepileptikumként is hasznalt natrium-valproat (VPA) noveli az ASD
kialakulasdnak valdszintiségét, ha az érintett gyermekek anyjat terhesség alatt ezzel

kezelték.[®l A VPA a hiszton-deacetilaz inhibitora, és hiszton H3 és H4 hiperacetilaciot
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okoz.?"l Ez az epigenetikai valtozds megzavarhatja a kozponti idegrendszer normélis
kialakulasat, ¢és felel6ssé teheté a gyermek késleltetett fejlodéséért, valamint a
posztnatalis kommunikacié és szociabilitas karosodasaért.?®1 A VPA allatmodellekhez
is felhaszndlhat6: ha az embridkat kritikus idéablakban VPA hatasanak tessziik ki a
vemhes anyadllatok injektaldsa altal, az utddok szocialis interakcids hidnyossagokat,

szorongasszerii viselkedést és memoriaproblémékat mutatnak.!?°!

1.3 VPA kezelés, mint az autizmus modellje

A natrium-valproat, valproinsav vagy 2-propil-pentansav (VPA) egy gyakran
hasznalt antiepileptikum, mely blokkolja a néatrium-, és kdlcium csatornakat, valamint
GABA transzaminaz inhibitorként miikodik.B% Ezen terapiasan is kihasznalhato hatasa
mellett azonban figyelembe kell venni, hogy erds teratogén mellékhatésai lehetnek.[*]

Az ASD-t elemzé szamos klinikai és neuropatoldgiai vizsgalaton tilmenden
szisztematikus kisérletek torténtek arra, hogy megfeleld allatmodelleket taldljanak a
potencialisan ASD-hez vezetd molekularis mechanizmusok kisérleti elemzésére.

Ragcsalokban megfigyelték, hogy a vemhes anyadllatok VPA expozicidja
jellegzetes  szocidlis  viselkedési  zavarokat 1déz eld sziiletés utdn az
utodokban. 32333435361 A \/PA-val kezelt allatok szorongast, depresszidszerti viselkedést
és abnormalis nocicepciods kiiszobot mutatnak.®”l A VPA expozicié modellként vald
hasznalata nem korlatozodik az eml6sokre, amint azt halakon 3839 &s madarakon
[104041.4243] yéozett vizsgalatok is igazoljak. A modell 6sszhangban van azzal az
elképzeléssel, hogy az emberi autizmus eseteinek csak egy része tulajdonithato
genetikai Osszetevoknek, kornyezeti vagy epigenetikai tényezdk hasonléan fontos
szerepet toltenek be.[*]

Hogy a VPA teratogén hatasa molekuldris szinten hogyan hozhato
Osszefiiggésbe az autizmusra specifikus defektusokkal, még nem teljesen érthetd,
mindenesetre a beavatkozéds iddablaka kritikus kérdés. Az irodalomban megtalalhato
korabbi vizsgalatok az idedlis id6periodust a VPA beadésara prenatalis E12-15 nap kozé
teszik egerek esetében.’®) A 12. nap eldtti VPA kezelés nem specifikus teratogén

hatasok altal vetélést okoz, mig a 15. nap utan nincs kozvetlen hatas.[*s] Ez azt jelzi,

hogy a 12. és a 15. nap kozott olyan fejlédési folyamatok zajlanak, amelyeket jelentésen
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befolyasolhatnak epigenetikai ¢és kornyezeti tényezok. Az egyik lehetséges
mechanizmus szerint, a VPA az agy fejlédését a hiszton hiperacetilacidja és a Wnt
jelatviteli utvonal megvaltozasa révén akadalyozza.[*]

Figyelemre méltd, hogy a VPA adminisztracido optimalis iddablaka egybeesik a
dopaminerg sejtek megjelenésével (amit a tirozin-hidroxildz (TH) segitségével mutattak
ki) az agytorzsben, valamint a késébbi mesotelencephalicus (tegmentostriatalis) palyat
alkoté dopaminerg axonok korai fejlodésével. Joggal feltételezhetjiik, hogy a VPA
zavarhatja ezt a folyamatot, és ezaltal a mesotelencephalicus utvonal célteriileteinek

fejlodését és mintazatat.[47)

1.4 Az autizmussal kapcsolatba hozhat6 idegi rendszerek

1.4.1 Dopamin

A dopamintermeld neuronokat eldszor 1964-ben irta Annica Dahlstrém és Kjell
Fuxe.[*1 A dopamin az idegrendszerben neuroendokrin- és neurotranszmitter funkciot is
betolt, aktivdlva a dopamin receptorokat. Hormonként gatolja a prolaktin
felszabaduldsat a hipofizis eliilsd lebenyébdl, ezaltal regulalja a laktaciot.*l A
neurotranszmitterként funkcionalé dopaminnak alapvetd szerepe van a motoros

501 a2 munkamemoéria miikodésében BH  a

neuronrendszerek szabalyozasaban
motivacioban 2 a jutalmazasi valaszokban és viselkedés predikciojaban 53541 valamint
a szexualis viselkedésben.®® A kozépagyi dopaminerg neuronok pusztuldsa ismert

korképpel, a Parkinson-korral tarsul.

1.4.1.1. Dopamin szintézise

A dopamin szintézisének nagy része kozvetleniil tirozinbdl torténik, de a
dopamin kozvetetten fenilalaninbdl is szintetizalhatd, mivel az L-fenilalanin tirozinna
alakithat6 fenilalanin-hidroxildz altal.’®! A dopamin szintézise két 1épésben zajlik a
citoplazmaban. El6szor a tirozin-hidroxilaz (TH) a tirozint levodopava (L-DOPA)
alakitja, tetrahidrobiopterin, oxigén (O) és vas (Fe?") kofaktorok felhasznalasaval. Az

L-DOPA-bol ezutan dopamin keletkezik DOPA dekarboxilaz altal, mely folyamathoz
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piridoxal-foszfat sziikséges.’’l Egy masik, kevésbé jelentds, utvonal is ismert a
dopamin szintézisben, amely sordn a p-tiramin dopaminnd alakithat6 a cytochrome
P450 2D6 hatasara a SN teriiletén.®%°1 A dopaminerg neuronokban torténd szintézis

utdn a dopamin szinaptikus vezikulakba keriil a vezikuldris monoamin transzporter 2

(VMAT?) segitségével (% (1. 4bra).

Tirozin |
| TH | :
‘ L . ® Dopamin
o L-DOPA | @ vMAT2
Preszinaptikus : ‘, .
i | : @ L-aminosav
Dopamin dekarboxilaz
@ &
p N e \
- FY
) B
, '. -
‘ 'j [..Q ' / /’
\ \ . . i ~——— v”

DAT ﬂ
/ 3

AN / 3

3 Posztszmaptlkus neuron

1. abra: Dopamin szintézis

A dopamin anyagcsereutja kétlépcsds szintézisbol all. Eldszor a tirozint a tirozin-
hidroxilaz (TH) L-DOPA-v4 alakitja, amely ezutan dopaminnd alakul. A dopamint a
citoplazmabol a vezikuldris monoamin transzporter (VMAT?2) széllitja a szinaptikus
vezikuldkba, ahol addig tarolodik, amig fel nem szabadul a szinaptikus résbe. A
dopamin lebomldsa monoamin-oxidaz (MAO) hatdsara torténik, a kiilsé
mitokondrialis membranban. A dopamin receptorok (DR) a posztszinaptikus
membranban foglalnak helyet, mig a preszinaptikus neuronokban a dopamin
transzporter (DAT) fejti ki hatasat. [62 nvomén]
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A dopamin tovabb alakulhat noradrenalinnd vagy adrenalinnd a dopamin -
hidroxilaz és a fenilethanolamin N-metiltranszferaz hatasara, szekvencialis
modosulasok révén.51 A dopamint fogadd (dopaminoceptiv) neuronok jelentds
részében (ide tartoznak a striatum medium spiny neuronjai) jelen van a cAMP altal
szabalyozott foszfoprotein 32000 (DARPP-32), mint a dopaminerg jelatvitel fontos

szignalmolekuldja, a D1 receptorok valaszat kozvetitve, melynek foszforilacios

crer

1.4.1.2. Dopaminerg rendszer anatomidja és szerepe

A kozépagyi dopaminerg neuronok egyik csoportja a ventral tegmental areabol
a mesocorticalis utvonalon keresztiil a prefrontalis kéregbe (PFC), valamint a
mesolimbicus tutvonalon keresztiil a nucleus accumbensbe (NAc) vetiil.[%#%] Ezek a
palyak egyiitt alkotjak a mesocorticolimbicus (MCL) rendszert, amely szerepet jatszik a
jutalmazasban és a motivacioban.®® Ezen feliil, ugyancsak a VTA régiobél indulnak
azok a dopaminerg palyak, amelyek az amygdaldba, hippocampusba, a gyrus cinguliba
és a szaglogumoba vetitenek 6768691 (2. abra).

A kozépagyi dopaminerg neuronok masik csoportjat alkotjdk a substantia nigra
pars compacta (SNc) részében 1évé dopamin tartalml neuronok, melyek a striatum
teriiletére vetitenek. Az utdbbi nigrostriatalis utvonal szerepet jatszik a motoros
funkciok és a tanulasi képességek szabalyozasaban.['¥ A palya a bazilis ganglionokra
vetiil, ahol befolyasolja a tanult mozgasi mintazatok, motivalt viselkedések ¢és a kognitiv
rutinok szabalyozasat.'*7?1 A nigrostriatalis dopaminerg rendszer részt vesz a fajdalom

A tuberoinfundibularis palyat a nucleus arcuatusb6l és nucleus periventricularis
hypothalamibol induldé dopaminerg neuronok alkotjdk, melyek az agyalapi mirigybe
vetiilnek, ezaltal szabalyozva az eliils§ lebenyben a prolaktin kivalasztasat.'4 A
dopamin gatlas alol felszabaduld prolaktin segiti a megfeleld fizioldgiai vélasz
kialakulasat a szoptatasra [®! (2. 4bra).

A dopaminerg neuronok ¢és utvonalaik pre- ¢€s posztnatalis fejlédésével

foglalkozo tanulmanyok lenylig6z6 szama ellenére, a ventrotegmentalis-accumbens
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(mesolimbicus) utvonal fejlédési dinamikaja kevésbé ismert, mint a partner-rendszeré

(nigrostriatalis).

Kisagy

Nigrostriatalis palya

Nydltveld

Hipofizis

2. abra: Dopaminerg palyarendszerek eloszliasa a kozponti idegrendszerben

A VTA a mesocorticolimbicus rendszer kiinduldé magja: a dopaminerg neuronok a
mesocorticalis utvonalon keresztiil a kéregbe (cortex) (kék szin), valamint a
mesolimbicus Utvonalon keresztiil a nucleus accumbensbe (NAc) (piros szin)
vetitenek. A substantia nigraban (SN) 1év6 dopamin neuronok a striatumba vetitenek
¢s alkotjadk a nigrostriatalis Gtvonalat (sarga szin). A tuberoinfundibularis Gtvonalat
(zold szin) a hypothalamicus (Hyp) magokbol (nucleus arcuatus €s nucleus
periventricularis) az agyalapi mirigybe vetit0 dopaminerg neuronok alkotjak (Allen
Mouse Brain Atlas felhasznéalasaval). Roviditések: comissura anterior (ac),
hippocampus (Hp), bulbus olfactorius (MOB), thalamus (Tha), tuberculum
olfactorium (TO)

Ismeretes, hogy a dopamin befolyasolja a célneuronok fejlddését és érését, amint
azt a szeletkulturakon végzett vizsgalatok igazoljak.[’® A szocialis agyi halozat részét
képezd ventrobasalis eldagy kialakuldsaban komplex fejlédési folyamat jatszodik le,
mire a dopaminerg neuronok célpontjaikhoz (dopaminoceptiv neuronokhoz) jutnak és
kapcsolatuk 6sszeall. Ha ez a folyamat a dopamin bemenet hianya miatt az embrionalis
fejlodés kritikus idopontjaban meghitisul (vagy késik), az egyén gyengébb vagy nem

megfeleld valaszt mutathat a sziiletés utani szocilis ingerekre.l’”)
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1.4.1.3. Dopaminerg palyarendszer fejlodése

Egérben az elsé dopaminerg idegsejtek E10.5 napon jelennek meg a kozépagy
teriiletén.[’®1 Ezek a sejtek a velécsé ventralis kozépvonalan talalhatd progenitor
sejtekbél szarmaznak.[”® A progenitor sejtekbél a dopaminerg sejtekké differentalodast
tobbek kozott a Wntl kifejezddése teszi lehetévé.B) Ezek a migraléd sejtek végleges
pozicidjukat nagyjabol az E11.5 napra érik el, itt ketté valnak, és a lateralis
neuronpopulacié a substantia nigrava fejlodik, mig a helyben maradt neuronok a VTA
dopaminerg sejtjeit alkotjak.®t A sejtek az embrionalis 12. napon kezdik el termelni a
tirozin-hidroxilazt (TH), mely segitségével a tirozinbél dopamin szintetizalodik.[®H A
TH kifejez6désében tobb kulcsfontossagli transzkripcios faktor (Pitx3, Lmx1b, Nurrl)
is szerepet jatszik, melyek hidnydban a neuronok nem expreszaljdk a TH-t.[828
Nagyjabol az E11.5. napon indul el az axonndvekedés az eldagyi teriiletek felé.[*™] A
rostok eldszor dorsalis iranyba indulnak, aztan fordulnak rostralis iranyba a
hypothalamus felé.[®* A striatum teriiletét, beleértve a NAc-t, az E16-17 nap kérnyékén
érik el a rostok, mig a kérgi teriileteket csupan a 18-19. nap kornyékén, 58

A TTF-1 (Nkx2.1) transzkripcios faktorrol ismert, hogy részt vesz a
hypothalamicus  matrixon  athalad6  mesotelencephalicus  palya  axonjainak
iranyitasaban.[® Korabbi alfejezetben mar sz esett arrdl, hogy a mesotelencephalicus
palya Wnt5a KO mutans egerekben atrendezédik [, a dopaminerg axonok
fasciculacioja a célpontjuk felé vezetd Gton zavart szenved. A TH' rostok a medialis
eldagyi kotegben lazabban rendezddtek a KO mutansokban, mint a kontroll
egerekben.[*]
faktorai a Semaforin 3F (Sema3F) és annak receptora, a Neuropilin-2 (Nrp2).[67881 A
dopaminerg axonok szétszorodasat €s a medialis eldagyi koteg kiszélesedését figyelték
meg Nrp2 vagy Sema3F KO egerekben 889901 A palya szabalyos novekedésében
szerepet jatszik a Slit-Robo rendszer is. Robol/2 és Slit 1/2 KO egerekben a
mesodiencephalicus dopaminerg axonok a normadlisndl szélesebb rostpalyakba

rendezddtek, feltehetéen az axon-orientaci6 hibaja miatt.[®!

16



1.4.1.4. Dopaminerg palyarendszer érintettsége az autizmusban

Mar korabban felmeriilt annak lehetdsége, hogy az ASD 6sszefiiggésbe hozhato
a dopaminerg rendszer hibas fejlédésével [477892]

Az ASD-ben megfigyelhetd szocialis hianyossagok a mesocorticolimbicus
(MCL) palya diszfunkcidjanak tiikkrozddései lehetnek, tekintve annak szerepét a jutalom
¢és a motivacio terén. A MCL palya kialakulasdban vagy mikodésében fellépo
keresésére iranyuld motivaciot.%®! Ezek a valtozasok a szocialis viselkedést annyiban
érintik, hogy az autistdk agya nem regisztralja jutalmazasként a szocialis élményeket,
ami tovabb csokkentheti a szocidlis interakciok keresésére €s a szocidlis képességek
fejlesztésére iranyuld motivaciot.[%4]

Kutatocsoportunk éltal korabban leirt és kozolt eredmények kimutattak, hogy az
E13.5. napon a prenatalis VPA expozicio finom, de jol detektalhato eltérést okozott a
mesotelencephalicus dopaminerg (TH) palyaban a sziiletés utan, 7 napos
egérkolykokben. Az eldagyba vetitd palya axonnyaldbjai defasciculdlodtak, a kezelt
csoportban kevesebb és szortabb nyalabokat talaltak.[*”! Tovabba kimutattdk, hogy a
VTA teriiletén a VPA kezelés hatasdra csokkent a TH immunpozitiv neuronok

stirtisége, mig a SN teriiletén inkabb ellentétes valtozast tapasztaltak.[*]

1.4.2 Kalciumkoto fehérjék (CaBP)

A Fragile X-szindroma (FXS), az orokletes értelmi fogyatékossag és az autizmus
leggyakoribb formaja, mely a Fragile X mentélis retardacios fehérje (FMRP) hianyabol
ered. A FMRP és a fesziiltségfiiggd kalcium ion (Ca?*) csatornak kozotti kozvetlen
kolcsonhatds befolyasolja a neurotranszmitterek felszabadulasat.’! Egy korabbi
munkdaban, szinaptofizinhez kotott GCaMP6f Ca?* indikator segitségével monitoroztak
a Ca?" tranzienseket a szinaptikus tiiskékben, hatso gyokér ganglionsejtekben.
Megallapitottdk, hogy FMRP csokkenése noveli a preszinaptikus terminalokban
felszabadulo Ca®' tranziensek amplitidéjat, és hogy ez a hatds az N-tipust Ca?'

csatornak teljes Ca?* tranzienshez valo hozzajarulasanak novekedésébdl fakad.l%]

17



A fent emlitett szindroma is kiemeli a Ca?*-ion és Ca-csatornak jelent6ségét és
felveti annak lehetdségét, hogy a kalciumkotd fehérjék eddig nem feltart szerepet
jatszhatnak az autizmus kialakulasaban. A Ca?'-ion kulcsfontossagu és meghatarozo
masodlagos hirvive szerepe nagy mértékben fiigg a CaBP-t6l, amelyek képesek
specifikus doménekben megkdtni ezt az iont. A CaBP-k hozzajarulnak a Ca®*
részt vesznek. A Ca?* transzporter transzmembran molekulaként a Ca?* altal modulalt
receptorként funkcional, azaz dekédolja a Ca?* jeleket.®™ A kélcium ionok szamos
sejtjelatviteli kaszkadban fontosak, és a Ca®" homeosztazis hibai stresszhez, akar
sejthalalhoz is vezethetnek. A stabil kalciumkoncentracid fenntartdsa és az ionok
fehérjékkel valé kolesonhatdsainak kozvetitése érdekében szamos sejt citoplazmaja
kalciumkoto fehérjéket tartalmaz. %!

Tanulmanyunkban hdrom, a kozponti idegrendszerben jelen 1évé CaBP-re
koncentralunk: calbindin-D28k (CB), calretinin (CR) ¢és parvalbumin (PV). Ezek
kiilonb6zé  neuronpopulaciokban  expresszalodnak, ¢€s a bedramld kalcium

pufferelésében jatszanak szerepet, ezaltal a sejtek homeosztazisat szabalyozzak.[*%

1.4.2.1. Calbindin tartalmt neuronok

A kalciumkoté-fehérjék szerepét mdas neurodegenerativ  betegségben, a
Parkinson-korban, mar vizsgaltak. Az emberi kdzépagy dopaminerg neuronjai, féként a
substantia nigra pars compactaban (SNc), de kisebb mértékben mdas dopaminerg
sejtcsoportok teriiletein is, nagy szdmban kifejeznek calbindint. Parkinson kérban a
calbindint expresszald6 dopaminerg neuronok szelektiven megdérzddnek az egyébként

jelentds degeneraciot mutaté dopaminerg sejtek kozott. 100
1.4.2.2. Calretinin tartalmi neuronok

Annak érdekében, hogy megallapitsdk, mas kalciumkotd fehérjék is potencialis
védofaktorokat jelentenek-e a dopaminerg neuronok szamara Parkinson-korban, kordbbi

vizsgélatokban elemezték a calretinin-tartalmtt (CR+) neuronok eloszldsat az emberi

kozépagyban. A calretinin és a dopaminerg elemek (tirozin-hidroxilazzal jelolve) kettds
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immunhisztokémiai festéssel valtozd aranyu CR+ neuronokat mutatott a dopaminerg
neuronok kozott: mérsékelt koexpressziot mutatott a katecholaminerg A8 sejtcsoportban
¢és a ventralis tegmentalis teriilet (VTA) dorsalis részében, mig alacsony kozos
el6fordulast az SNc-ben és a VTA ventralis részén.t% A calbindinra vonatkozd,
korabban emlitett, eredményektdl eltérden, calretinin esetében nem taldltak jelentds
véltozast a parkinsonos agyakban a kontrollhoz képest.[*%°]

A calretinint expresszald neuronok segitik fenntartani a serkentés-gatlas
egyensulyat a sejtekben. Ez az egyensuly, ugy tlnik, az autizmus soran felborul. Egy
autistakbol szarmazo6 posztmortem human agyszovetet vizsgald tanulmany kimutatta,
hogy az autizmusban szenveddkben a nucleus caudatus teriiletén a CR+ interneuronok
stirtisége 35%-kal alacsonyabb, mint a kontroll csoportokban.t% A szerz8k szerint, a
csokkent CR+ sfirliség a serkentés és a gatlas egyensulyanak felboruldsahoz vezethet,
ezaltal diszfunkciondlissa valik a corticostriatalis palya, ami autista-szeri viselkedést

eredményezhet.

1.4.2.3. Parvalbumin tartalmi neuronok

Az agykéregben a parvalbumint gatlo gyors-tiizelésii interneuronok
expresszaljadk. A gyors akcids potencidlsorozat generalasaval a PV+ interneuronok
gyors ¢€s stabil gatld inputot biztositanak a piramis neuronok szamdra, ezaltal
hozzajarulnak az agykérgi vélasz kialakuldsdhoz. A csillarsejtek (Ch) egyfajta PV+
interneuronok, amelyek a piramis neuronok kimenetét szabalyozzdk ¢s kozvetlentil
beidegzik az axon inicidlis szegmensét. Az ASD-ben a PV+ Ch sejtek szama tobb
funkcidjaban bekovetkezd valtozasokat a skizofrénidval, epilepszidval és bipolaris
zavarral is Osszefliggésbe hoztak. Tobb agyteriileten, kozte a striatumban megfigyelték,
hogy a PV tartalmt neuronokban a PV downregulacioja fokozott oxidativ stresszt valt

ki, amely egyiitt jar ASD-szerii tiinetek megjelenésével egerekben.1%%
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1.4.3 Szinaptikus valtozasok az autizmusban

Szamos autizmushoz tarsitott mutidcid varhatéan kiilonbozé szinteken
befolyésolja a szinapszisok szerkezetét és atépiilését, mivel ezek a gének a kromatin
atrendezddésében ¢€s transzkripcidban, fehérjeszintézisben és -lebontasban, az aktin
citoszkeleton dinamikajaban vagy a szinaptikus atvitelben részt vevd fehérjéket
kodolnak.[14]

ASD egérmodellek szinaptikus fenotipusainak vizsgalatira Shank3A4-22 ¢és
Cntnap2-/- mutans egereket ¢s azok vad tipust alomtestvéreit hasznaltak. A Shank3A4-
22 és Cntnap2-/- egerek tiiskestrtisége és GAD1, NR1, VGAT, valamint egy szinaptikus
vezikula specifikus fehérje, a szinaptofizin %! szintje szignifikinsan csokkent a
szomatoszenzoros kéregben a kontrollcsoporthoz képest, nemtdl fiiggetleniil, jelezve a
mutans egerek szinaptikus fejlodésének karosodasat.106l

A Mpyelin transzkripcioés faktor 1 (Mytl) egy transzkripcios faktor, amely
eldsegiti a neuronalis differencidlodast, és Osszefiiggésbe hozhatd az autizmus spektrum
zavarokkal (ASD), valamint az értelmi fogyatékossaggal. Megfigyelték, hogy a faktor
expresszioja az ¢letkorral erdsen valtozik. Az 0jsziilott Mytl-heterozigota egerek erds
Mytl expresszidval rendelkeznek, ASD-szerti transzkriptomikus valtozdsokat mutatnak,
beleértve a prefrontdlis kéreg serkentd szinaptikus transzmisszidjanak csokkenését. A
juvenilis Mytl-heterozigota egerekben a Mytl expresszidja jelentésen csokken, az
allatok fokozott prefrontalis kérgi serkentd transzmisszidt és nagyrészt normalis
viselkedést mutatnak. Ezzel szemben, a feln6tt Mytl-HT egerek ASD-szerti
transzkripcios elvaltozasokat mutatnak, beleértve az asztrocita és mikroglia gének

[107]

A prenatalisan VPA-nak kitett egérmodellek felndttkori striatdlis és dorsalis
hippocampus-funkcidinak vizsgalata soran, repetitiv viselkedésbeli valtozasokat
figyeltek meg, melyek dsszefliggésben alltak a serkentd szinapszisok kialakulasaban és
fenntartasaban szerepet jatszo fehérjék, mint az Nlgn-1 és a PSD-95 csokkent szintjével.
Tehat a motoros készségek, a repetitiv viselkedések és az alkalmazkodoképesség hianya
(a szokédsok megvaltoztatisa esetén) Osszefliggésben allnak a csokkent striatalis

serkentd szinaptikus funkcioval.[%8]
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1.4.4 Apoptozis

Kimutattak, hogy lehetséges 0sszefiiggés van az idegsejtek halala €s az autizmus
kozott.['%° A programozott sejthalal (apoptdzis) egy fontos mechanizmus, amely
meghatdrozza az agy méretét ¢s formajat, valamint szabdlyozza a fejlodd
neuronhalézatok megfeleld kapcsolddasat. Koros koriilmények kozott az apoptotikus
kaszkadok patologias aktivalasa neuroanatomiai rendellenességekhez ¢s esetleg
fejlodési fogyatékossagokhoz vezethet.

Az apoptozis kimutatasara tobb fehérjecsalad is alkalmas, mint példaul a B-
sejtes limfoma 2 fehérje (Bcl-2), P53 transzkripcids faktor, cathepsin-D lizoszomalis
fehérje vagy a kaszpéazok. A kaszpazok olyan cisztein-aszparaginsav protedzok, melyek
elengedhetetlen résztvevok az apoptdzis végsd stddiumaban. Tobb neurodegenerativ
betegség posztmortem vizsgalata sordn taldltak emelkedett casp-3 szintet, példaul
Alzheimer-kornal (129 Parkinson-kéros egyedek dopaminerg neuronjaiban M1, autistak
kisagyaban (21 Siniscalco és munkatirsai kimutattdk, hogy autistikban tobbféle
kaszpaz aktivacidja és mRNS szintje is megndvekedett az egészséges alanyokhoz
képest.[11l

Egy masik allatmodell, propionsav kezelés hatasara kivaltott oxidativ stresszen
alapul. A propionsav olyan viselkedészavarokat valthat ki, melyek az autizmusban
szenvedd embereknél is eléfordulnak.[**4 A propionsavval kezelt juvenilis patkanyokon
emelkedett casp-3 expressziot figyeltek meg.[**°]

A jelen tanulmany kiindulopontja az a feltételezés volt, hogy a VTA dopaminerg
neuronjai szamanak csokkenése, tovabba a mesotelencephalicus dopaminerg palya
novekedésének ¢és axonvezérlésének zavara, amely a prenatalisan VPA-val kezelt
allatoknal P7-nél ¥l megfigyelhetd, megzavarhatja a dopaminoceptiv célteriiletekben a

neuronalis mintazat kialakulasat.
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2. Célkitiizések

Irodalmi adatok és munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan célul tiiztiik ki
a mesotelencephalicus dopaminerg palyarendszer kvalitativ és kvantitativ morfologiai
valtozasainak vizsgalatait a VPA-val kezelt allatokban, a kiinduld dopaminerg

magokban, valamint a dopamint fogadé (dopaminoceptiv) agyteriileteken.

2.1 A dopaminerg palyarendszer eddig ismert karosoddsa milyen sejtszintii

valtozasokkal jar a VPA kezelés hatasara?

I.) Megfigyelhet6-e fokozott sejtpusztulas (jelesiil: apoptozis) a palyarendszer
kiindulo teriiletein, akar célteriiletein? Erintettek-e ebben a dopaminerg

neuronok?

[1.) A sejthalal érinthet-e sajatos neuron-populaciot, kiillonosképpen a

kalciumkotd fehérje tartalma neuronokat.

[11.) Célul tiiztiik ki a prenatalis VPA expoziciot kovetd apoptotikus és sejtszintii
valtozasok (kalciumkotd fehérjék expresszidja) és a lehetséges regenerativ

folyamatok idébeli kovetését.

IV.) A mesotelecephalicus palya kiindulo teriiletein megfigyelheté-e a TH*
(mint dopamin-marker), valamint CR* és CB* (kalciumkotd fehérjék) egyiittes

sejtszintli eléforduldsa (perikariélis kolokalizaci6)?

2.2 A mesotelencephalicus dopaminerg palya redukcidja okoz-e valtozasokat egyes
dopaminoceptiv célteriiletek szinaptikus kapcsolataiban a prenatalis VPA expoziciot

kovetoen?
V.) Célul tiztik ki egy szinapszis-specifikus protein, a szinaptofizin, TH

fehérjével korrelalt valtozdsainak vizsgalatdit (a NAc és CPu teriiletén)

proteomikai (western blot) modszer alkalmazaséaval.
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VI.) Kvantitativ morfometriai, megkozelitéssel elemezni kivantuk egyes
dopaminoceptiv teriileteken (NAc, TO) a bemené TH+ dopaminerg axonok
(mint preszinaptikus elem) ¢és a kalciumkoto fehérjét (CB, CR) tartalmazé

neuronok (mint posztszinaptikus elem) kozti szinaptikus kapcsolatok valtozasait.
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3. Médszerek

3.1 Kisérleti allatok

A kisérletek elvégzéséhez C57BL/6 torzsbol szarmazo egereket hasznaltunk. A
kisérletek egy részéhez eldére vemhesitett 6 hetes egereket hasznaltunk (Janvier
Laboratérium, Franciaorszag), mig a masik részéhez 10 hetes szliz ndstény egereket
paroztattunk (a kiilonboz6 eljarasok alkalmazasa csupan anyagi okok kovetkezményei).
A paroztatas soran a himeket 24 6rara kiilon dobozokba helyeztiik, majd 2-2 néstényt
helyeztiink melléjiik 12 orara. A himek eltavolitdsa utdn, tobbszori sulyellendrzést
végeztiink a vemhesség bizonyitdsara. Az éllatokat 21 + 2 °C kozotti hdmérsekleti- és
automatikusan szabalyozott fényviszonyok (12 6ra vilagos- és sotét ciklusok) kozott
korlatlan hozzaféréssel taplalékhoz és vizhez. A vemhesség 13,5. napjan az anyak
es ampullak) (VPA-kezelt csoport), a masik felének fiziologias sooldatot (0,9%-0S
natrium-klorid oldat) (kontroll csoport) adtunk intraperitonealisan vagy subcutan a
tarkotajékon. Az alkalmazott dozist és a beadds idOpontjat irodalmi adatok alapjan
hataroztuk meg. “° A sziiletés utdn a kolykok az anyakkal maradtak 7 napos (P7)
korukig. A hosszatavi VPA hatas vizsgalatdhoz olyan kolykoket hasznaltunk,
amelyeket a 4. hét utan valasztottunk el az anyjuktodl, ivaronként kiilon tartva 60 napos
(P60) korukig. Esetenként azonos kisérletben alomtarsakat is hasznaltunk. Az allatok

korabban semmilyen mas kisérleti eljarasban nem vettek részt.

3.2 Hisztologiai el6készités

3.2.1 Perfuzio

A transzkardialis perfiiziot megeldzden az allatok altatasat 50 mg/ml ketamin- és
20 mg/ml xilazinbol késziilt altatokoktél (2:1 keverék; allatoként 0,2 ml)
intraperitonealis injekciojaval biztositottuk (Allatkisérleti engedély: XIV-1-001-2269-
4/2012). A sziv bal kamrajan keresztiil kaniilt vezettiink az aortaba; el6szor atmostuk az

allatok érrendszerét 20 ml foszfat puffer soval (PBS), majd 4 °C-os 4%-o0s
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paraformaldehid-oldattal (PFA) fixaltuk a szoveteket. A perfiizio utan a Kivett agyakat
48 oran keresztiil utofixaltuk PFA oldatban, majd felhasznalasig 0,1%-os natrium-

azidos PBS-ben taroltuk 4°C-on.

3.2.2 Szabadon uszd metszetek el6készitése

Az immunhisztokémiai megfigyelésekhez hasznalt agyakat a metszést megel6z6
2 napban 0,1%-0s Na-azidos PBS-ben kihigitott 30%-os cukoroldatba (szachardz)
helyeztiik. Az {liveg aljara siillyedt agyakbdl 30 pm vastagsagi koronalis metszeteket
készitettiink Leica SM2000R fagyasztd szanka mikrotém segitségével. Az agyakat 6
sorozatban taroltuk 0,01%-0s Na-azidos PBS-ben 4 °C-on.

3.2.3 Paraffinos metszetek elOkészitése

A formalinban téarolt agyakat alaposan &tmostuk desztilalt vizzel. A
beagyazashoz felszallo alkoholsorban (50%, 70%, 80%, 96% és abszolut alkohol)
aztattuk az agyakat 30-30 percen keresztiil. Ezt kovetéen az agyakat réz-szulfatos
abszolut alkoholban mostunk kétszer 1 orat, mely leitatdsa utan 10 perces metil-benzoat
kezelés kovetett. Az agyakat végiil a teljes viztelenités céljabol xilollal kezeltiik kétszer
10 percig, majd kiontéformaba helyezve Kitoltottiik paraffinnal. Az igy 1étrejott
paraffin-blokkokat Leica RM2235 manualis rotacios mikrotom segitségével 10 pum
vastagsagu korondlis vagy szagittalis metszeteket készitettiink, melyeket targylemezekre

htztunk fel.
3.3 Immunhisztokémia
A kontroll és a VPA-kezelt allatokbol szarmazé mintakat minden esetben

egyidejilleg, ugyanazon reagensekkel, megegyez6 mennyiségii adagokkal, azonos

kortilmények kozott kezeltiik.
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3.3.1 Paraffinba agyazott mintak festése

A metszeteket targylemezeken torténd deparaffindlasat kovetéen megfestettiik.
3x10 percig PBS-ben mostuk a metszeteket, majd 0,3%-0s PBS-ben kihigitott H2O»
oldattal kezeltiik 20 percen at. A 3x10 perces mosas utan, az antitestek aspecifikus
bekotddését megeldzve, blokkoltuk a mintdkat PBS-ben higitott 5%-0s normal
kecskeszérummal (NGS). Ezt kovetéen 0,1%-0s Triton-X-100-as PBS-ben kihigitott
primer antitestekkel inkubaltuk a metszeteket 2 oran keresztiil (lasd 1. tablazat). A
primer eltavolitisa utan mostuk a metszeteket 3x10 percig PBS-ben, majd PBS-ben
higitott szekunder antitestekben inkubaltunk azokat. Az 1 6ras inkubaciot kovetden
2x10 percig PBS-ben, majd 1x 10 percig TRIS-ben mostuk a targylemezeket. A
metszetekre ezutan 1:500 aranyban TRIS-ben higitott avidin-biotin komplexet (ABC-
komplex) helyeztiink egy orara. Az immunjeldlés elohivo oldata TRIS-ben kihigitott 3-
diaminobenzidin-t (DAB) ¢és H2O-t tartalmazott. Bizonyos metszeteken az

immunhisztokémiai festés utan Nissl-festést is alkalmaztunk.

1. tdblazat A paraffinba dgyazott metszetek immunhisztokémiai eljarasa soran hasznalt

antitestek

_ Mely fajpan | Alkalmazott katalogus-

Antitest Gyarto
termelt higitas szam

_ Merck

anti-TH nyal 1:500 . AB152
Millipore

anti- NF patkany 1:800 ABCAM AB9034

3.3.2 Szabadon usz6 metszetek immunfestése

A 7 napos egerek koronalis metszeteit az apoptdzis kimutatasara alkalmas Casp-
3 antitesttel kezeltiik. Ezt kombinaltuk calretinin (CR), calbindin-28K (CB) és dopamin-
és DARPP-32 antitestekkel is (medium spiny neuronok kimutatasa céljabol 1), kettds

immunhisztokémiai elemzéshez. A P7 napos egerek korondlis metszeteit tirozin-
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hidroxilaz (TH) antitesttel is megfestettiik, kombinalva az ebben a korban jol kifejez6dd
CR ¢és CB antitestekkel.

A hosszutava hatasok vizsgéalatdhoz a 60 napos egerek esetében szintén
elvégeztik a CB és a 7 napos korban még nem expresszalodd parvalbumin (PV)
egyszeres immunhisztokémiat.

Mindegyik esetben hasonl6 volt az alkalmazott technikai eljaras. A szabadon
usz6 metszeteket 3x 10 percig mostuk PBS-ben, majd 20 percig 0,3%-0s PBS-ben
kihigitott H2O oldattal kezeltiik. Az ezt koveté 3x 10 perc mosas utan 30 percig
blokkoltunk a metszeteket 5%-os normal kecskeszérummal (NGS) elkeriilve az
antitestek aspecifikus kotodését (a DARPP32 és a TH festéseknél ehelyett normal
16szérumot (NHS) haszndltunk az egész eljards sordn). Ezutdn a megfeleld
kombinécioji primer antitestekkel (lasd 2. tablazat) inkubaltuk a metszeteket 24 oran
keresztil PBS-ben oldott 0,3%-0s Triton-X-100-ban (névelve a membran
permeabilitasat) és 1%-0s NGS-ban (NHS-ban).

2. tablazat Az immunhisztokémia soran felhasznalt primer antitestek

Primer Mely fajban | Alkalmazott
. Gyarto LOT szam
antitest termelt higitas
anti-Casp-3 nyul 1:1000 Bioworld Technology | CN89330
anti-CR csirke 1:1000 Thermo Fisher 22024
Scientific
anti-CB csirke 1:1000 Thermo Fisher 22654
Scientific
anti-PV csirke 1:1000 Thermo Fisher 22579
Scientific
anti-TH nyul 1:1000 Merck Millipore 3870479
anti-
kecske 1:1000 RD Systems XHG0320061
DARPP32

Masnap 3x 10 perces PBS mosast kovetéen 1 orara PBS-ben kihigitott, megfeleld
kombinacioji fluoreszcens szekunder antitestekkel (lasd 3. tablazat) inkubaltuk a

metszeteket, sotétben tarolva.
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3. tablazat Az immunhisztokémia soran felhasznalt szekunder antitestek

Szekunder Mely fajban Alkalmazott
) Gyarto LOT szam
antitest termelt higitas
Alexa Flour 488 .
_ szamar 1:1000 Invitrogen VC296619
anti-nyal
Alexa Flour 594
o kecske 1:1000 Invitrogen WA316328
anti-csirke
Alexa Flour 488
anti- kecske

A metszeteket atmostuk PBS-ben 3x 10 percig, majd targylemezre huztuk. PBS-ben
oldott glicerinnel (1:1) lefedtiik, majd felhasznalasig sotétben taroltuk.

3.4 Hisztologiai analizis

A vizsgalt agyteriiletek azonositdsdhoz az Allen Mouse Brain Atlas-t hasznaltuk
referenciaként. A 3.abra mutatja a mintak kdrvonalainak vetiiletét a koronalis metszetek
rostralis felszinén. A vizsgalt terliletek mintavételi hatérait kézzel jeloltik ki, hogy
jobban illeszkedjenek az anatdmiai hatarokhoz, tovabba miitermékek vagy a minta
szempontjabol nem relevans teriiletek (pl. agypalydk) konnyen kizarhatéak

legyenek.
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3. abra: Vizsgalt agyteriiletek Kijelolése mintavételezés céljabél

A vizsgalt agyteriiletek abrazolasa koronalis metszeteken. Referenciaként az Allen
Mouse Brain Atlast hasznaltuk. A mérésbol kizart teriilet szaggatott vonal jeloli.
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3.4.1 Immunreaktiv perikarionok vizsgélata

3.4.1.1 Fluoreszcens mikroszkdpia

A megfestett metszeteket Nikon Eclipse E800 fluoreszcens mikroszkop
segitségével vizsgaltuk és fényképeztik 10x, 20x vagy 40x nagyitasu objektivvel. A
koordinatak meghatdrozasahoz az Allen Mouse Brain Atlas, valamint a Paxinos és

Franklin Atlas szolgalt referenciaként.[*6]

3.4.1.2 Sejtszamlalas

Az immunreaktiv perikarionok megoszldsat manudlis szdmoléssal allapitottuk
meg az Aperio ImageScope szoftver segitségével. Csak azokat a jeldléseket fogadtuk el
sejttestnek, melyek atmérdje meghaladta az 5 um hosszisagot vagy szélességet. A
terliletet hatarold vonalra (3. dbra) esd sejteket nem vettiik figyelembe a kvantifikécio
soran. A kapott sejtszamokat a teriilet méretére (mm?) normalizaltuk. Az elemzéseket
vakon, a kezelési csoportok ismeretének hidnyaban végeztilk el. A szamlalast egy
koronalis metszetre esé mindkét oldali agyfélben elvégeztiik, viszont az értékeket nem
atlagoltuk, hanem ismétl6do, nem fiiggetlen adatként szamoltunk vele. Erre azért volt
sziikség, mivel eléfordult, hogy az egyik oldal sériilt volt, ilyen esetben az egyedbdl

csak a meglevo agyfélben végeztiik el a kvantifikéciot.
3.4.2 Volumetrias denzitas és térbeli elrendezddés
A volumetrias denzitas-elemzés folyamatat a 4. dbra foglalja dssze.
3.4.2.1 Konfokalis mikroszkopia
A preparatumok befotozasahoz Zeiss Jena, LSM 780 konfokalis lézer
mikroszkop segitségével Z-stack képeket készitettiink 40x nagyitasu objektivvel (Z

koordinata kezelési csoportonként megegyez6, am teriiletenként eltéré vastagsagu (10-

20 pm kozott), egyes optikai sikok kozott egységesen 2 um tavolsaggal).
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3D rekonstrukcio Kiiszobérték korrekcio Kolokalizacio

Ze|§s LSM ?80 konfokalll‘s lézer 5 Eliioreszcenciaszint 5 Autornaltvzalt szemolés a
mikroszkép 40X nagyitassal kilszobértéke: 11%-0s mintaban talalhaté

készult Z-stack képei (Z tengely A e voxelszamra, ahola 2
Cosmat ety 5 (lasd: Fig.5 A) ) L
sikjai kozott egységes 2 pm fluorokrém kolokalizal
tavolsag) az Imaris 9.9.1. egymassal
képelemz6 rendszerébe toltve.

Uj réteg létrehozasa |.

Uj réteg létrehozasa Il. Spotok generalasa

TH+ elemek "I'H+lelemek
~ Spot atméré

Ll R

Felszini 6sszefekvések Spot detektalas
Tavolsag a két felszin (réteg) Spotok vs. Felszin tavolsag:
kozott: 0 pm 0 pum (Juxta_spot=0pm)
(Juxta_felszin) 1 pum (Juxta_spot<1pum)

Nincs megszoritas (Spot_0ssz)

4. abra: A volumetrias denzitaselemzés folyamatabraja

A nagy felbontasi konfokalis Z-stack képeket Imaris 9.9.1. verzidju
szoftvercsomaggal elemeztiik. Az Imaris program lehetdvé tette a vizsgalt région
beliili mintdk immunreaktiv sejtjeinek 3D-s rekonstrukciojat. A rekonstrudlt képeken a
koexpresszi6 kifejezéséhez az Imaris szoftver Coloc’ funkciojat alkalmaztuk. A TH+
axonok, valamint a CR+/CB+ sejttestek ill. dendritjeik kozotti feliileti érintkezések
(0n. juxtapoziciok) kvantitativ elemzésének 2 lehetséges modszere lathatd. Az elsd
esetében a program a CR+/CB+ és a TH+ szerkezeti elemek burkold feliiletének
térbeli halozatat generalta, majd ezen beliil automatikusan lemérte €s Osszegezte
azokat a feliileteket, ahol a renderelt felszinek kozotti tavolsag 0 pum  volt
(Juxta_feliilet). A masodik moédszer soran (’spot detection function’) az Imaris
program a preszinaptikus TH+ axonokbol strtiségfiiggd pontszerii elemeket (puncta)
generalt, majd partikulum-szamolédssal megallapitotta azon elemek siirliségét, amelyek
a CR+/CB+ struktirak fentebb emlitett modon renderelt felszineivel érintkeztek.



3.4.2.2 Juxtapoziciok mérése

A nagy felbontasu konfokalis Z-stack képeket HP Z4 vezérlérendszerti Imaris
9.9.1. verzidju szoftvercsomaggal elemeztiik. A TH™ axonok (mint preszinapszisok) és a
CR" vagy CB" sejttestek ¢és dendritjeik (mint posztszinapszisok) kozotti feliileti
érintkezésének  kvantitativ  elemzéséhez ~mar korabban leirt moddszereket
alkalmaztuk.['*7181 A vizsgalt teriileteken megegyezé méretii mérékeretet (210 x 210
um) helyeztlink el a koronalis metszetek mindkét oldalan. Az Imaris program lehetové
tette a vizsgalt région beliili mintdk immunreaktiv sejtjeinek 3D-s rekonstrukcigjat.

Az 5. abran lathatd6 moédon az Imaris szoftverben elérhetdé 2 Ilehetséges
megkozelitést alkalmaztunk a kvantitativ elemzésekhez.

Az elsd modszeriink esetében a CR*/CB* (5B. abra) és a TH® (5C. ébra)
szerkezeti elemek burkold feliiletének térbeli haldzatat vizsgéltuk, ahol a renderelt
felszinek kozotti tavolsdg 0 um volt (Juxta feliilet). Ahhoz, hogy egységesen
Osszehasonlithatdak legyenek a mintak, a fluoreszcens kiiszobértéket a legoptimalisabb
érzékelhetdségre allitottuk be, egységesen 11%-ra. Az érintkezd feliiletek altal a teljes
térfogat szazalékdban kifejezett térfogatot automatizalt 3D szédmitassal mértiik. Az
automatizalt szamitas konzisztenciajat ellenérizve, a TH* axonok (zold csatorna) mellé
rendeltiik a CR*/CB™ (piros csatorna) struktirakat, majd ezt megforditva, a CR*/CB*
sejttestek és dendritek mellé rendelve a TH' struktarakat azonos értékeket kaptunk,
(fuggetlenill attol, melyik csatorna szolgalt referenciaként), ami bizonyitja a képelemz6
szoftver megbizhatosagat.

A masodik modszer soran egy ’spot’ detektald funkciot alkalmaztunk a
preszinaptikus TH* axonok azonositisara (5D. abra). Csak azokat az immunpozitiv
jeleket vettiik figyelembe, melyek elérték vagy meghaladtdk az 1 pm &tmérét,
egységesen 5,5%-o0s fluoreszcencia intenzitds kiiszobérték mellett. A program
automatikusan leszamolta a kritériumoknak megfelelden generalt pontszerli elemeket
(Spot_o6ssz). A TH" axonok (’spot’) és a CR" vagy CB" sejttestek, illetve dendritjeik
3D-s rekonstrukcioval renderelt felszinek kozotti juxtapoziciok kvantifikalasahoz
kozvetlen vagy perem-érintkezést feltételezve, a feliiletek kozotti tavolsagot 0 um-re

(Juxta_spot =0 um), vagy 1 um-re (Juxta_spot <1 um) allitottuk be.
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Az azonos sejten beliili kolokalizacio (koexpresszid) Kimutatasara az Imaris
szoftver *Coloc’ funkci6jat alkalmaztuk.''® Ez a médszer lehet6vé tette a kolokalizalt
voxelek leszamolasat, ezaltal szdzalékosan meghatarozhattuk a TH™ és CR* vagy TH*

és CB" jelolések egyiittes kifejez0dését az adott mintavételi ablakban.

5. abra: Juxtapoziciok mérése

Reprezentativ konfokalis Z-stack képek az Imaris 9.9.1 programban. A: mintavételi
ablak, melyben a kvantitativ elemzéseket végeztiik a vizsgalt célteriileteinkben (NAc
¢s TO) mutatja a tovabbi képen kinagyitott régio elhelyezkedését (fehér négyzet); B:
CB™ (piros csatorna) szerkezeti elemek renderelt burkolo feliiletének kijelolése; C:
TH™ (z61d csatorna) immunpozitiv elemek burkolo feliiletének kijelolése; D: *Spot’
detektalds a TH* axonok (z6ld csatorna) azonositasara. Skala: 30 um
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3.5 Immunoblot (Western blot)

Az immunoblothoz 22 vegyes ivara, P7 napos egérkolykot hasznaltunk fel.

3.5.1 Agymintak disszekcioja

A fixalatlan agyakat egy acél agymatrixba helyeztiik, melynek segitségével
megkozelitéleg azonos teriiletrél, nagysagrendileg azonos vastagsagti (1 mm) koronalis
metszeteket készitettiink. A szeletek tovabbi preparalasat jeget tartalmazé aluminium
dobozon végeztiikk sztereomikroszkop segitségével. 10-20 mg tomegii szovetmintakat
vettiink bilateralisan a NAc és a CPu teriiletér6l. A teriiletek lokalizalasahoz az Allen
Mouse Brain Atlas-t vettiik alapul. A 6. abran lathaté sikok a kivett mintak rostralis
felszineit mutatjak. Az eltavolitott NAc szdvetblokkok 6 részét a nucleus accumbens
core ¢és shell része tette ki, de mellette tartalmazta még a septum, a bed nucleus of stria
terminalis és a nucleus entopeduncularis egy részét, a substantia innominata-t, a
tuberculum olfactorium-ot és a commissura anterior-t. A CPu-ként eltavolitott
szovetblokk tovabba tartalmazta még a pallidum externum egy részét a capsula interna
rostjaival. A disszekalt mintakat elére mérlegelt Eppendorf csovekbe helyeztik, a
bilaterdlis mintakat egyként kezelve, majd felhasznaldsig szaraz jégen, azt kdvetden

pedig -80 °C-os fagyaszto hiitdben taroltuk.

3.5.2 Western blot és elektroforézis

A mintakat 4 °C-os, pH 8.0 lizal6 pufferben (150 mM NacCl, 1%-0s 4-nonilfenil-
polietilén-glikol (NP40), 0,5%-os natrium-dezoxikolat, 0,1%-o0s natrium-dodecil-szulfat
(SDS), 50 mM Tris) homogenizaltuk. Ezt kdévetéen 10 percig 4 °C-on 1200
fordulatszamon centrifugaltuk a mintakat, hogy a fehérjetartalom szétvaljon a nehezebb
sejtes alkotoktol, kozte a mag-frakciotol. A feliiluszot atpipettaztuk 0j Eppendorf
csovekbe, majd 15000 fordulatszamon Ujra centrifugaltuk 20 percen keresztiil, 4 °C-on.
A durva szinaptoszoma-frakciot tartalmazo iiledéket oldottuk fel és hasznaltuk fel a
tovabbiakban. Ezt kdvetden az Osszes mintat azonos fehérjekoncentraciora higitottuk

(1,25 pg/ul), amit a Bio-Rad iMark Microplate Reader segitségével allitottunk be.
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6. abra: A western blothoz hasznalt NAc (A) és a CPu (B) agymintak lokalizacioja

A mintavétel soran kivett teriiletek koriilbeliili korvonalai lathatok a szovetblokkok
rostralis felszinére vetitve. A mintavételezés alapjat az Allen Mouse Brain Atlas koronalis
metszetsora képezte. Az eltavolitott NAc szovetblokkok 6 részét a nucleus accumbens
(NAc) tette ki, de mellette tartalmazta még a septum lateralis részét (LS), a bed nucleus of
stria terminalis (ez a rostralis sikon nem lathatd) €és a nucleus entopeduncularis (EP) egy
részét, a substantia innominata-t (SI), a tuberculum olfactorium-ot (TO) és a commissura
anterior-t (ac). A CPu-ként eltavolitott szovetblokk tovabba tartalmazta még a pallidum
externum egy részét a capsula interna rostjaival.
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A mintdkat Laemmli pufferben (Sigma-Aldrich) oldottuk fel, majd 5 percen at, 96 °C-
on hevitettiik. Felhasznalasig -80 °C-os hiitében taroltuk. Bio-Rad Mini Protean Il
fliggdleges elektroforézis és blotrendszerrel segitségével a mintdkat eldszor 8%-0S
akrilamid gytjtégélre futattuk 30V fesziiltségnél 20 percen keresztiil. Ezt kdvetéen 150
V-re noveltik a fesziiltséget, 1-1,5 ordra, amig a 13%-0s feloldogélen kelléen
elkiiloniiltek a mintasavok. Ezutan a szétvalasztott mintdkat 0,45 pm polusméretii, Bio-

Rad nitrocellul6z membranra transzferaltuk 90 V fesziiltségen, 2 6ran keresztiil.

3.5.3 Immunfestés

A nitrocellul6z membranokat 7,4 pH-ju 0,05 M TBS-T (Tris-puffer soéval 0,1 %-
0s Triton-X-100-zal) pufferben kihigitott 5%-os zsirszegény tejben inkubaltuk 1 oran at
22 °C-os hoémérsékleten. Ezt kovetden anti-syn, anti-TH és anti-p-aktin primer
antitestek keverékével (lasd 4. tablazat) inkubaltuk a membranokat 24 6ran at 4 °C-on,
melyet 1%-os zsirszegény tejben kihigitottunk ki. Masnap 3x10 percig mostuk a
membranokat PBS-ben. A mosast kovetden 1 o6rara szekunder antitestek keverékében
inkubaltuk (lasd 3. tablazat). A blotokat lumineszcens detektalorendszerrel (Bio-Rad
ChemiDoc MP) kvantifikaltuk, majd az adatokat B-aktinra standardizaltuk. Az analizist

az ImageLab szoftver segitségével végeztiik.

4. tablazat Az immunoblot soran felhasznalt primer és szekunder antitestek

Mely fajban | Alkalmazott

Antitest Gyarto LOT szam
termelt higitas
anti-syn egér 1:1000 DAKO 177857
anti-TH nyul 1:5000 EMD Millipore 7923458
) ) Cell Signaling
anti- g-aktin egeér 1:10000 660091
Technology
Alexa Flour 488 )
_ szamar 1:1000 Invitrogen VC296619
anti-nyul
Alexa Flour 594
szamar 11000 |nvitrogen WC].98325

anti-egér

36



3.6 Statisztikai analizis:

Az eredmények statisztikai elemzéséhez a korondlis metszetek bilateralisan
leszamolt vagy lemért adatait dolgoztuk fel a R Studio statisztikai program segitségével.
A két oldal értékeit nem atlagoltuk (igy a grafikonokon is kiilon adatpontokként
jelenitettiik meg), mert el6fordult, hogy a korondlis metszet egyik oldala sériilt volt. Az
analizis sordn az azonos metszet két oldalan mért adatokat nem kezeltiik statisztikailag
fiiggetlenként. Esetenként azonos kisérletben, azonos kezelési csoportban (kontroll vagy
VPA) alomtarsak is szerepeltek, melyeket az allatazonositok mellett szintén random
faktorként illesztettilk a modellbe az elemzés soran. Mivel az adatpontok eloszlasa az
adott teriileteken nem egyenletes, a kezelés hatdsainak meghatarozasdhoz negativ
binominalis regresszion alapul6 altalanositott linearis kevert modellt (generalized linear

mixed model) alkalmaztunk, az adatok logaritmikus transzformaciojat kovetéen. 2]
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4. Eredmények

crer

Kutatécsoportunk 4ltal kordbban leirt és kozolt eredményekkel 6sszhangban 1471,
a VPA-val kezelt P7 napos egérkolykok paraffinba agyazott szagittdlis metszetein is
megfigyelhetd volt a TH® mesotelencephalikus dopaminerg palya felritkulasa és
jelszegényebb megjelenése, valamint annak subpallialis célteriileteiben (CPu és NAc) a
festddés intenzitdsanak csokkenése (7C-H. dabra). Mindemellett az egyik
leglatvanyosabb TH-jelolésbeli valtozast, mely a korabban leirtakban még nem
hangsulyoztak, a TO teriiletén talaltuk meg, ahol mar kis nagyitasban is feltlinik a TH
immunreaktivitds erds csokkenése. Fontos kiemelni, hogy mig a mesotelencephalicus
palya teriiletén futo TH' rostok mennyisége szemmel lathatéan lecsokkent és a
lefutasuk szortabb lett, addig az altalanos neuron-markerként hasznalt NF (7A-B. abra)
nem mutatott eltérést a kezelési csoportok kozott, sem a tractus mesotelencephalicus,
sem mas jelentdsebb agypalydk esetében. Ez az észlelet a TH™ dopaminerg axonok
szelektiv redukciojara (vagyis nem altalanos palyakarosodasra) utal a VPA-val kezelt

csoportban.

4.2 Sejtszintli valtozasok a VPA kezelés hatasara

4.2.1 Apoptozisbeli valtozasok

Korabban leirt ] eredmények, valamint a dopaminerg rostozat és bemenet
fentebb, paraffinos metszeteken is illusztralt, csokkenése miatt, mint lehetséges
kovetkezmény, elemeztiik a neuronalis degeneraciot (apoptdzist) a mesotelencephalicus
palya f6 célteriiletein (NAc, CPu), kiegészitve mas pallialis (ACC, PCC, RSC),
subpallialis (LS, BNST) régiokkal, valamint a dopaminerg palya kozépagyi eredd
teriiletein (VTA, SN). A Casp-3-t expresszalo immunpozitiv perikarionok denzitasat a
teriilet méretének fiiggvényében 2! 3sszehasonlitottuk a kontroll és a VPA kezelt P7

napos egerekben.
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7. abra: Reprezentativ paraffinos szagittalis metszetek P7 napos egerekbél

Kontroll és VPA kezelt P7 napos egerek szagittalis metszeteinek reprezentativ
sorozata neurofilament (NF) (A - B), valamint tirozin-hidroxilaz (TH) immunjel6léssel
és Nissl (C-H) festéssel. A VPA kezelésnek kitett allatokban a TH jel6lés ritkabb mind
a mesotelencephalikus palya (mt), mind pedig annak célrégidiban (NAc, CPu). A
legszembetlinébb TH-jel61ésbeli hianyt a TO teriiletén talaljuk. Skala (A-H): 1 mm.



A P7 napos egerek apoptdzis szintje altalanosan magas ebben a korban, hiszen
ilyenkor zajlik a kozponti idegrendszer masodik posztnatalis apoptotikus hullama.[*??]
Ezen beliil, az altalunk vizsgalt teriiletekben, valproinsavval kezelt egerekben a Casp-3-
mal Kimutatott apoptotikus sejtek regionalis striisége megndvekedett a kontroll
csoporthoz képest (8. abra). A teriileteken az apoptotikus sejtek eloszlasa esetenként
nem volt homogén, ezért a statisztikai elemzéshez negativ binominalis probat
alkalmaztunk, melyben az alomtarsakat random faktorként kezeltik. A
legkiemelkedébb novekedést a vizsgalt subpallialis teriiletek kozil a BNST (p=
0,0038**, n = kontr: 17, VPA: 10), a LS (p= 0,00029***, n = kontr: 17, VPA: 12),
valamint a CPu (p=0,0008***, n = kontr: 19, VPA: 10) mutatta, mig a NAc teriiletén a
tendencia hasonlo, 4m nem szignifikéns a valtozas (p= 0,314, n = kontr: 17, VPA: 10).
Ezt erdsiti az aldbbi eredményilink is, ahol a CPu kvadransokra osztasa soran
(dorsolateralis: DL (p= 0,0009*** n = kontr: 20, VPA: 12), dorsomedialis: DM (p=
0,0002*** n = kontr: 20, VPA: 12), ventrolateralis: VL (p=0,0006***  n = kontr: 19,
VPA: 10), ventromedialis: VM (p=0,016*, n = kontr: 19, VPA: 10); itt a legalacsonyabb
p-értéket a ventromedialis kvadrdnsban talaltuk, mely a legkodzelebb esik a NAc
teriiletéhez. A kortikalis vizsgalatok soran a Casp-3* sejtek denzitasanak szignifikans
novekedést tapasztaltunk a RSC-ben (p= 0,0003***, n = kontr: 16, VPA: 10) és az ACC
(p= 0,027*, n = kontr: 20, VPA: 12) teriiletén, am a PCC teriiletén nem talaltunk
szignifikans valtozast (p= 0,156, n = kontr: 18, VPA: 12).
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8. abra: Casp-3+ és TH+ sejtek koexpresszidja

(A-D): A reprezetativ fluoreszcens mikroszkopos képek az apoptotikus (Casp-3+)
sejtek eloszlasat mutatjak kontroll és VPA-kezelt 7 napos egerekben. A vizsgalt teriilet
(Jelen esetben NAc) kijelolése referencia-atlasz képével dsszevetve (A). A szdmolasra
kijelolt Casp-3+ sejtek csoportjat kontroll egérben mutatja a B, nagyobb nagyitasban a
C panel. A kontroll mintadhoz képest az apoptotikus sejtek nagyobb szdmban jelennek
um. A csatolt diagram (E) a casp-3+ sejtek teriileti eloszlasat mutatja az altalunk
vizsgalt subpallialis és pallialis régiokban, dsszehasonlitva a kontroll és a VPA-kezelt
csoportokat. Szign. szint: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Szignifikans novekedést talaltunk az apoptozis tekintetében a VPA-nak Kitett
allatokban a mesotelencephalicus palya kiindul6 teriileteiben, a VTA-ban (p= 0.0117%,
n=kontr: 10, VPA: 11) és a SN-ban (p= 0.00738**, n = kontr: 12, VPA: 11) (9. abra).
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9. abra: VTA és SN teriileti Casp-3+ és TH+ sejtek eloszlasa és atfedése

A VTA és a SN teriiletén az apoptotizald sejtek szama szignifikansan nétt a VPA-val
kezelt P7 napos egerekben a kontroll csoportokhoz képest. A VTA teriiletén a TH a
VPA kezelés hatdsara szignifikansan csokkent. A Casp-3 csak a VTA teriiletén
mutatott koexpressziot a TH-val. Szign. szint: * p<0.05, ** p<0.01.
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Ezeken a kozépagyi kiinduld teriileteken a sejttestek jelentds része dopamint
tartalmaz (TH"), ezért megvizsgaltuk, hogy a casp-3 pozitiv sejtek hany szazaléka TH
pozitiv is egyben. A VTA teriiletén a kontroll csoportban 25,07%-ban, mig a VPA-val
kezelt csoportban 28,04%-ban TH pozitivak az apoptotizaldo sejtek. A kezelési
csoportok kozott nincs szignifikdns kiilonbség (10. abra). A SN terliletén az

apoptotizald sejtek nem fedtek at a tirozin-hidroxilazt expresszalo sejtekkel (9. abra).
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10. abra: Casp-3-t expresszalo sejtek atfedése a TH pozitiv sejtekkel

A VTA teriiletén az apoptotizald sejtek egy része tirozin-hidroxilazt is expresszal. A
VPA-nak kitett P7 napos egerek nem kiilonboztek a kontroll csoporttdl, tehat az
apoptotizalo sejtek valtozasa nem specifikus a TH+ sejtekre.

4.2.2 A kélciumkoto fehérjék valtozasa

Az apoptozis vizsgalatok sordn talalt valtozasok indokoltak a potencidlisan
neuroprotektiv fehérjék expresszidjanak vizsgalatat. A kalciumkotd fehérjék (calretinin,
calbindin-D28k, valamint parvalbumin) eloszlasat 2 kiilonb6zé korosztalyban
vizsgaltuk, tobb pallialis és subpallialis régioban, kontroll és VPA-val kezelt allatokban.
Mivel a PV még nem expresszalodik 7 napos korban, ezért ennek eloszlasat posztnatalis
60 napos korban vizsgéltuk. Az dsszehasonlithatosag kedvéért a calbindin eloszlasanak

vizsgalatat is mindkét korosztalyban elvégeztiik.
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4.2.2.1 A kalciumkoto fehérjék vizsgalata 7 napos egerekben

A calretinin immunreaktiv sejtek eloszlasa nem valtozott szignifikansan a

kezelés hatasara a vizsgalt subpallialis teriileteken; NAc (p= 0,406, n = kontr: 17, VPA:
10), CPu (p= 0,286, n = kontr: 19, VPA: 10), LS (p= 0,905, n = kontr: 17, VPA:
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11. abra: Calretinin-immunreaktiv sejtek eloszlasa P7 napos egerekben

A-B: reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos képek a CR+ sejtek eloszlasarol a NAc
¢s a RSC tertiletérdl P7 napos kontroll egerekben. A panelek jobb felsé sarkédban
topogramon jeleztiik a teljes képmezoén abrazolt mérési teriilet (skala (A-B): 100 um)
pontos helyzetét a coronalis metszethez képest, mig a jobb alsdé négyszogekben
nagyobb nagyitassal lathatdo néhany jellegzetes immunfestett sejt (skala (A-B): 20
um). A mellékelt grafikon (C) mutatja a CR+ sejttestek teriileti stiriségének
Osszehasonlitasat az altalunk vizsgalt subpallialis és pallialis teriileteken a VPA
kezelés hatasara. Szign. szint: * p<0.05, *** p<0.001.
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12) és BNST (p= 0,954, n = kontr: 17, VPA: 10). A pallialis vizsgalatok soran azonban
a CR" sejtek denzitasanak szignifikans csokkenését tapasztaltuk az altalunk vizsgalt
Osszes kortikalis teriileten a VPA kezelés hatasara; ACC (p= 0,05*, n = kontr: 20, VPA:
12), PCC (p= 0,011*, n = kontr: 18, VPA: 12) és RSC (p= 0,00003***, n = kontr: 16,
VPA: 10) (11. abra).

Ezzel szemben, a calbindin pozitiv perikarionok teriileti eloszlasa, P7 napos
korban csupan egyetlen teriileten, a CPu-ban (p= 0,002**, n = kontr: 19, VPA: 10),

mutatott szignifikans csokkenést a VPA expozicid hatasarara. Ezt tovabbi kvadransokra
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12. abra: Calbindin-immunreaktiv sejtek eloszlasa P7 napos egerekben

A-B: reprezentativ fluoreszcens mikroszképos képek a CB+ sejtek eloszlasardl a
NAc ¢s a RSC teriiletérdl P7 napos kontroll egerekben. A panelek jobb felsd
sarkaban topogramon jeleztiik a teljes képmez6n abrazolt mérési teriilet (skala (A-B):
100 pum) pontos helyzetét a coronalis metszethez képest, mig a jobb also
négyszogekben nagyobb nagyitassal lathatdo néhany jellegzetes immunfestett sejt
(skala (A-B): 20 um). A mellékelt grafikon (C) mutatja a CB+ sejttestek teriileti
stirliségének Osszehasonlitasat az altalunk vizsgalt subpallialis és pallialis teriileteken
a VPA kezelés hatasara. Szign. szint: ** p<0.01.
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is felosztottuk; dorsolateralis: DL (p= 0,017*, n = kontr: 19, VPA: 10), dorsomedialis:
DM (p=0,31, n= kontr: 19, VPA: 10), ventrolateralis: VL (p=0,0002***, n = kontr: 19,
VPA: 10), ventromedialis: VM (p=0,0007*** n = kontr: 19, VPA: 10). A tobbi vizsgalt
teriileten valtozatlan maradt a CB™ perikarionok szdma; NAc (p= 0,717, n = kontr: 17,
VPA: 10), LS (p= 0,806, n = kontr: 17, VPA: 12) és BNST (p= 0,780, n = kontr: 17,
VPA: 10), ACC (p= 0,452, n = kontr: 20, VPA: 12), PCC (p= 0,638, n = kontr: 18,
VPA: 12) és RSC (p= 0,137, n = kontr: 16, VPA: 10) (12. abra).

4.2.2.2 A kalciumkoto fehérjék vizsgalata 60 napos egerekben

A posztnatalis 60 napos allatokban hasonld eredményt figyeltiink meg a CB
immunpozitiv perikarionok teriileti eloszldsanak vizsgalatakor, azzal a kiilonbséggel,
hogy a P7 napos korban, a CPu teriiletén ((p= 0,854, n = kontr: 19, VPA: 10),
megfigyelt csokkenés eltlint. A CPu kvandransokra osztasa megmutatta, hogy
legjelentdsebb kompenzacido a P7 napos korhoz képes a ventralis teriileteken tortént;
dorsolateralis: DL (p= 0,901, n = kontr: 19, VPA: 10), dorsomedialis: DM (p= 0,911, n
= kontr: 19, VPA: 10), ventrolateralis: VL (p=0,701, n = kontr: 19, VPA: 10),
ventromedialis: VM (p=0,986, n = kontr: 19, VPA: 10).

fgy hat P60 napos korban mér egyik teriileten sem tapasztaltunk a VPA kezelés
hatasara szignifikans valtozast. NAc (p= 0,053, n = kontr: 17, VPA: 10), LS (p= 0,631,
n =kontr: 17, VPA: 12) és BNST (p= 0,739, n = kontr: 17, VPA: 10), ACC (p= 0,745, n
= kontr: 20, VPA: 12), PCC (p= 0,184, n = kontr: 18, VPA: 12) és RSC (p=0,187, n =
kontr: 16, VPA: 10) (13. &bra).

A fiatal és a felndtt egerek CB* neuron-siiriségének Osszehasonlitasakor a
legmagasabb értéket a CPu teriiletén mutattuk ki (mindkét korcsoportban). A
legnagyobb életkor kozotti kiillonbséget a LS és a BNST teriiletein talaltuk, ahol 2,5-3-
szoros CB™ perikarionszam-ndvekedést tapasztaltunk az életkor eldrehaladtaval, mig a
CPu (kivaltképpen a ventralis (VL, VM)) teriiletén, valamint a NAc teriiletén az értékek
kb. 15%-kal csokkentek.
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13. abra: Calbindin-immunreaktiv sejtek eloszlasa P60 napos egerekben

A-B: reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos képek a CB+ sejtek eloszlasarol a NAc
¢s a RSC teriiletérél P60 napos kontroll egerekben. A panelek jobb felsé sarkdban
topogramon jeleztiik a teljes képmezén abrazolt mérési teriilet (skala (A-B): 100 um)
pontos helyzetét a coronalis metszethez képest, mig a jobb alsdé négyszogekben
nagyobb nagyitassal lathatdo néhany jellegzetes immunfestett sejt (skala (A-B): 20
um). A mellékelt grafikon (C) mutatja a CB+ sejttestek teriileti stiriségének
Osszehasonlitasat az altalunk vizsgalt subpallialis és pallialis teriileteken a VPA
kezelés hatéasara.

A parvalbumin P60 napos korban mar kifejezédik az egerek agyaban (mig 7
napos korban még nincs jelen). A PV immunpozitiv sejttestek teriileti eloszldsanak
vizsgélatakor nem taldltunk szignifikans kiilonbségeket a kezelés hatasara; CPu (p=
0,976, n = kontr: 19, VPA: 10), NAc (p= 0,454, n = kontr: 17, VPA: 10), LS (p= 0,462,
n = kontr: 17, VPA: 12) és BNST (p= 0,604, n = kontr: 17, VPA: 10), ACC (p=0,191, n
= kontr: 20, VPA: 12), PCC (p= 0,298, n = kontr: 18, VPA: 12) és RSC (p= 0,23, n =
kontr: 16, VPA: 10) (14. abra). Ugy tiinik, ha voltak is korabban eltérések a VPA
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expozicid hatdsara a kalciumkotd fehérjék expresszidjaban, azok 60 napos korra mar

nem mutathatok ki.
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14. abra: Parvalbumin-immunreaktiv sejtek eloszlasa P60 napos egerekben
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A-B: reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos képek a PV+ sejtek eloszlasarol a NAc
¢és a RSC teriiletérél P60 napos kontroll egerekben. A panelek jobb felsé sarkdban
topogramon jeleztiik a teljes képmezon abrazolt mérési teriilet (skala (A-B): 100 um)
pontos helyzetét a coronalis metszethez képest, mig a jobb also6 négyszogekben
nagyobb nagyitassal lathatd néhany jellegzetes immunfestett sejt (skala (A-B): 20
um). A mellékelt grafikon (C) mutatja a CB+ sejttestek teriileti stirtiségének

Osszehasonlitasat az altalunk vizsgalt subpallialis és pallialis teriileteken a VPA
kezelés hatésara.
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4.2.2.3 A kalciumkotd fehérjéket tartalmazd neuronok nem fejeznek ki apoptotikus
fehérjéket

A kalciumkotd fehérjéket expresszalo sejtek altalanos eloszlasdnak vizsgalatat
kovetéen megvizsgaltuk, hogy vajon a VPA kezelés hatasara megndvekedett apoptozis
Osszefliggésbe hozhaté-e a CR™ vagy CB™ perikarionok szamanak valtozasival a 7
napos egerek esetében. Nem talaltunk jelentds atfedést a Casp-3* és a CR*/CB™ sejtek
kozott sem a kontroll, sem a kezelt csoportok esetében (15.A és B abra). Az apoptotikus
sejtek kolokalizacigjat a kalciumkotd fehérjék mellett a DARPP-32-vel, mint a medium
spiny neuronok altalanos markerével is megvizsgaltuk, am ezekkel a sejtekkel sem

talaltunk atfedést (15.C 4bra).

DARPP-32

15. abra: Non-kolokalizaciét reprezentalé abra a NAc teriiletérdl 7 napos
kontroll egerekben

Reprezentativ konfokalis lézer mikroszképos felvételek, melyek demonstraljadk a
Casp-3 immunjeldlt perikarionok non-kolokalizacidjat az CR immunpozitiv (A), a CB
immunpozitiv (B) és a DARPP-32 immunjelolt (C) sejttestekkel 7 napos kontroll
egerekben. Skala (A-C): 20 pm.

A non-kolokalizadci6 mértékét Imaris képelemzé program segitéségével
pontosabban is meghataroztuk egy-egy kiemelt subpallialis és pallialis teriileten. 7
napos egerekben a CR™ és a Casp-3* sejttestek és nyllvanyaik atfedése a NAc teriiletén
0,02% (16. A-B abra). A RSC teriiletén 0,09% az atfedés mértéke, ahol az
immunpozitiv perikarionok a kéreg rétegeiben elkiiloniilve taldlhatdak; az apoptotizald
sejtek f6ként a kéreg II. laminajaban jelennek meg, mig a CR™ perikarionok az 1.,

valamint a mélyebb infragranularis rétegekben fordulnak eld (16. C-D abra).
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16. abra: Casp-3 és CR immunpozitiv perikarionok non-kolokalizaciéjat
reprezentalo képek a NAC és a RSC teriiletérol 7 napos kontroll egerekben

A, C: Reprezentativ konfokalis 1ézermikroszkopos felvételek, melyek a CR ¢€s a Casp-
3 immunreaktiv neuronok nem atfedé6 megoszlasait mutatjdk a NAc és a RSC
teriiletein. Skala: 50 um. B, D: Z-stack képek 3D rekonstrukcidja az Imaris program
segitségével. Skala: 30 um.

4.2.3 TH immunpozitiv és kalciumkdtd fehérjéket tartalmazo sejtek kolokalizacidja a

mesotelencephalikus palya kiindul6 régidiban

Osszehasonlitottuk a mesotelencephalicus pélya kiindulé teriiletein (VTA és SN)

a TH és a CR vagy CB immunjeldlt perikarionok kolokalizacigjat.
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4.2.3.1 Ventral tegmental area (VTA)

A VTA teriiletén szignifikdns novekedést taldltunk a CR immunpozitiv
neuronok szamaban a VPA kezelés hatasara (p= 0,032*, n = kontr: 10, VPA: 10), mig a
CB™ neuronok (p= 0,879, n = kontr: 10, VPA: 9) szdma nem valtozott. A TH* (p=0,823
¢és p=0,912) jelolésben nem észleltiink kiillonbséget, ahogy a kettésen jeldlt perikarionok
szama Sem valtozott (p= 0,187, p=0,648) (17. abra).
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17. abra: TH és CR/CB immunpozitiv perikarionok kolokalizacioja a VTA
teriiletén 7 napos egerekben

Reprezentativ konfokalis 1ézermikroszkopos felvételek, melyek a TH és CR (A) vagy
CB (C) immunreaktiv neuronok atfedését mutatjdk a VTA teriiletén. A jobb felsd
sarokban a mért régid kicsinyitett képe lathato (skala: 50 um), mig alul egy kinagyitott
részleten egyes jelzett perikarionok lathatok (skéala: 20 pm). A mellékelt grafikon
mutatja a TH+ ¢és a CR+ (B) vagy CB+ (D) sejttestek terliletegységre eso
denzitasainak 6sszehasonlitasat a VPA kezelés hatasara. Szign. szint: * p<0.05.
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A VTA teriiletén az dsszes TH' neuronoknak kb. 15%-a immunpozitiv CR-re is,

mig a CB-nal 40%-os atfedést mutat a TH" perikarionok.
4.2.3.2 Substantia nigra (SN)
A VTA teriilet¢thez hasonléan, a SN teriiletén is szignifikdns novekedést

talaltunk a CR immunpozitiv neuronok szamaban a VPA kezelés hatasara (p= 0,019*, n

= kontr: 10, VPA: 10), mig a CB* neuronok (p= 0,478, n = kontr: 10, VPA: 10) szima
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18. abra: TH és CR/CB immunpozitiv perikarionok kolokalizacidja a SN
teriiletén 7 napos egerekben

Reprezentativ konfokalis 1ézer mikroszkdpos felvételek, melyek bemutatjdk a TH és
CR (A) vagy CB (C) immunreaktiv neuronok atfedését a SN teriiletén. A jobb felsd
sarokban a mért régio kicsinyitett képe lathatd (skala: 50 pm), mig alul egy nagyitott
részlet talalhatod (skala: 20 um). A mellékelt grafikon mutatja a TH+ és a CR+ (B)
vagy CB+ (D) sejttestek teriileti stirliségének Osszehasonlitasat a VPA kezelés
hatasara. Szign. szint: * p<0.05.
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nem Kiilonbozott szignifikdnsan a kezelés hatasara. A TH* perikarionok (p= 0,364,
p=0,598) szamaban nem észleltiink kiilonbséget, ahogy a kétszeresen jeldlt sejttestek
szama Sem valtozott (p= 0,635, p= 0,597) (18. abra).

A SN teriiletén a kélciumkotd fehérjéket expresszald neuronok szazalékos
aranya lényegesen kisebb volt, valamint a kolokalizaciojuk is ritkdbb TH immunpozitiv
sejtekkel, mint a VTA teriiletén. Az dsszes TH™ neuron kb. 5%-a immunpozitiv CR-re

és kb. 8%-a immunpozitiv CB-ra is.

4.3 Szinapszis szintli valtozasok

A sejtszintli valtozasokon tul, proteomikai modszerrel elemeztiik egy szinaptikus
fehérje (szinaptofizin) valtozésait, tovabba szinaptikus kontaktstrukturdkra vonatkozo

morfometriai vizsgalatokat is végeztiink 7 napos kontroll és VPA-val kezelt egereken.

4.3.1 Proteomikai vizsgalat (western blot)

Elészor a szinaptikus fejlodés valtozasait vizsgaltuk két subpallialis,
dopaminoceptiv régioban: a CPu és NAc teriiletein. Vizsgalatunk a kontroll és a VPA-
val kezelt anyak P7 napos kdlykeibdl szarmazé szovetmintdkon a szinaptofizin és a TH
protein egyidejli kimutatasara 6sszpontositott (n = kontr: 11, VPA: 11) (19. A abra). A
szinaptofizin koncentracidja stabil maradt (B-aktinra normalizalva) mind a NAc (p=
0,697) (19. B abra) mind a CPu (p= 0,0731) (19. C abra) teriiletén. A CPu-ban (19. C
abra) a TH szintje szintén nem mutatott valtozast (p= 0,892), de a NAc-ben (19. B abra)
trendszerien csokkent (p= 0,0547) a TH szintje (B-aktinra normalizalva). A
legfontosabb megfigyelésiink szerint, a TH/szinaptofizin aranya jelentdsen csdkkent a
NAc teriiletén a VPA-nak kitett kezelési csoportban (p= 0,00602**) (19. B abra), mig a
CPu (19. C abra) teriiletén nem valtozott (p= 0,524).
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19. abra: A TH és a szinaptofizin fehérjék proteomikai analizise a NAc és a CPu
teriiletén 7 napos egerekben

A: Gélre futatott TH, szinaptofizin és a B-aktin fehérjék reprezentativ képe a NAc-t
tartalmazo szovetmintakbol, 0sszehasonlitva a kontroll és a VPA kezelt allatokat. A
mellékelt diagramok a NAc (B) és a CPu (C) teriiletekbdl szdrmazo szdvetmintak
kvantitativ méréseit hasonlitja 6ssze. Szign. szint: ** p<0.01.

4.3.2 Kalciumkotd fehérje-tartalmti neuronokkal kapcsolatos szinaptikus valtozasok két

dopaminoceptiv célrégioban (NAc, TO)

A szinaptikus kontakt elemzés szempontjabol fontos kérdés volt, hogy a TH
mint dopaminerg preszinaptikus axonmarker, valamint a CB, illetve CR mint a
posztszinaptikus neuron perikarialis/dendritikus markerei teljes mértékben elkiiloniilt
struktarakban fordulnak-e eld a vizsgalt célrégiokban. Ellenkezd esetben ugyanis az
alabb részletezett morfometriai analizis nem lett volna biztonsaggal kivitelezhetd. Ezért
els6ként megvizsgaltuk a TH* és CaBP" strukturak kolokalizacidjat.

Egyik vizsgalt kalciumkoto fehérje sem volt kimutathato jelentds mennyiségben
a TH-t expresszaldo axonokban a NAc és a TO teriiletén. A kvantitativ kolokalizacios

vizsgalat soran a NAc teriiletén a TH/CR atfedés mértéke a VPA-val kezelt allatokban
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0,29%, mig a kontroll allatokban 0,26% volt. A TH/CB atfedés a kezelt csoportban
0,39%, mig a kontroll csoportban 0,36% értékeket adott. Ehhez hasonloan, a TO
teriiletén a TH/CB a kezelt csoportban 0,38%, mig a kontroll csoportban 0,39%-0s

atfedést mutatott.

4.3.2.1 TH" axonok és CR*/CB" sejttestek és dendritek kozti juxtapoziciok valtozasai a
NAc teriiletén

A NAc vizsgalata soran a core teriiletén végeztik a méréseket az Imaris
képelemzd szoftver segitségével. A korabbi eredményeinkkel egybevdgéan nem
talaltunk szignifikans véltozast a kezelés hatdsara a CR* (p= 0,483) elemek
térfogataranyaban, ahogy a TH' (p= 0,244) rostokban sem. A Kkontaktfelszinek
(tovabbiakban: juxtapoziciok) kvantitalasa soran, mind a TH* mind a CR* elemeket a
burkolofelszinek renderelése alapjan mérve (n = kontr: 20, VPA: 20), a juxtapoziciok
térfogati aranya szignifikansan csokkent a VPA-val kezelt csoportban, akar a TH (p=
0,0242%), akar a CR (p= 0,00164**), akar a teljes (p= 0,0193*) mintavételi térfogatot
vettlik referenciaként.

A maésik alkalmazott képelemz6 modszerrel, a TH™ elemek pontszer(ivé
alakitasat (az Imaris spot detection programjanak segitségével) a CR™ struktarak
burkolofeliiletének renderelésével kombinalva, hasonld, am kisebb eltéréseket sikertilt
kimutatni. A TH* és CR" kozti juxtapoziciok csak abban az esetben mutattak
szignifikans csokkenést a VPA-kezelt csoportban, ha a taldlkozo elemek kozvetlen
érintkezéseit (tdvolsag=0 um) vettiik figyelembe (p=0,0451*), &m a kozeli perem-
érintkezéseket (tdvolsag=1 um) is figyelembe véve a valtozds mar nem bizonyult
szignifikansnak. (p= 0,237), és az Osszfeliiletre vetitett spot-érték (p= 0,135) sem

mutatott szignifikans eltérést (20. dbra).
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20. abra: A TH és CR axosomatikus/axodendritikus juxtapoziciéi a NAc teriiletén
7 napos egerekben

A: Reprezentativ konfokalis 1ézer mikroszkdp kép egy 7 napos kontroll egér NAc
teriiletérdl. Skala: 50 um. A jobb also sarokban egy kinagyitott részlete lathato, skala:
20 pm. B: Az A panelen talalhato * jelolés kiemelt része 1athaté 3D-s rekonstrukcios
képként a régio jellegzetes sejttipusaival. Skala: 30 pm. C, D: A mellékelt diagramok a
VPA-nak kitett és kontroll allatok TH+ és CR+ elemek volumetrikus, kvantitativ
eredményeit mutatja a NAc teriiletén. Szign. szint: * p<0.05, ** p<0.01.

A TH" (p= 0,221) és a CB" (p= 0,468) elemek térfogataranyaban szintén nem
talaltunk szignifikans valtozast a kezelés hatdsara a NAc teriiletén. A TH™ és a CB*
juxtapoziciok, sem felszini rendereléssel mérve (n = kontr: 20, VPA: 20); TH (p=

0,754), CB (p= 0,177), teljes mintavételi teriilet (p= 0,841), sem spot detektalassal nem
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valtoztak a kezelés hatasara; TH' felszin és CB™ spotok kozotti 0 um tavolsag esetén
(p= 0,689), 1 um esetén (p= 0,484), osszfeliiletre vetitett mintavételi kijeldlésben (p=
0,798) értékeket kaptunk (21. abra).
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21. abra: A TH és CB axosomatikus/axodendritikus juxtapoziciéi a NAc teriiletén
7 napos egerekben

A: Reprezentativ konfokalis 1ézer mikroszkép kép egy 7 napos kontroll egér NAc
teriiletérdl. Skala: 50 um. A jobb als6 sarokban egy kinagyitott részlete lathato, skala:
20 um. B: Az A panelen talalhatd * jelolés kiemelt része 1athaté 3D-s rekonstrukcios
képkeént a régio jellegzetes sejttipusaival. Skala: 30 pm. C, D: A mellékelt diagramok a
VPA-nak kitett és kontroll allatok TH+ és CB+ elemek volumetrikus, kvantitativ
eredményeit mutatja a NAc teriiletén.
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4.3.2.2 TH" axonok és CB" sejttestek és dendritek kozti juxtapoziciok valtozasai a TO

tertiletén

A TO teriiletén a dopaminerg bemenet szabad szemmel lathatoan is csokkent. A
szinaptikus valtozasok méréseit a TO III. rétegében végeztiik, elkeriilve a ventralis

pallidumot (VP) és a Calleja szigeteket (22. abra).

22. abra: TH és CB immunpozitiv jelolések a TO teriiletén 7 napos egerekben

A, B: Attekinté konfokalis képek 7 napos kontroll és VPA-val kezelt egérbol (skala:
50 um). A régio jellegzetes sejttipusai nagyobb nagyitassal a jobb alsd sarokban
inzertben lathatok (skala: 20 pm).

A tuberculum olfactoriumban P7 napos egereken a CR™ elemek annyira ritkak,
hogy ezek kvantitativ elemzésétdl el kellett tekinteniink, igy a szdmolas a sokkal
gyakoribb CB* struktirakra szoritkozott. El6szor meghataroztuk a CB* perikarionok

stirliségét a TO teriiletén. A VPA kezelés hatasara nem taldltunk szignifikans
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kiilonbséget a perikarionok teriiletre normalizalt szamaban (p= 0,815). Ezzel szemben, a
teljes térfogatarany vizsgalatakor (n = kontr: 20, VPA: 20) szignifikans csokkenést
tapasztaltunk a kezelés hatasara nem csak a TH* elemekben (p= 0,000131***), de még
CB" elemekben is (p= 0,00021***), Hangsulyozzuk, hogy az utobbi, volumetrikus

analizis nem csak a perikarionokat, hanem az 6sszes immunreaktiv struktarat (tehat a
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23. abra: A TH és CB axosomatikus/axodendritikus juxtapoziciéi a TO teriiletén
7 napos egerekben

A, B: Reprezentativ 3D-s rekonstrukcids képek a TO teriiletérdl Osszehasonlitva a
kontroll és a VPA-s kezelési csoportot. Skala: 30 um. C: A CB+ perikarionok teriiletre
normalizalt eloszlasanak grafikonja a TO teriiletérél. D, E: A mellékelt diagramok a
VPA-nak kitett és kontroll allatok TH+ és CB+ elemei kozti juxtapoziciok
volumetrikusan meghatarozott kvantitativ eredményeit mutatjak. Szign. szint: *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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neuronok vizsgélati teriiletre esé nyGlvanyait) is figyelembe veszi. A TH és a CB*
juxtapoziciok értéke, felszini rendereléssel mérve, szignifikansan csokkent a VPA-val
kezelt csoportban, TH-ra normalizalva (p= 0,0396*), valamint a teljes mintavételi
teriileten (p= 0,00806**), mig a CB-ra normalizalva nem érte el a szignifikans szintet
(p= 0,0981). Spot detektalassal a juxtapoziciok értéke csupan az 1 pm-en beliil
megadott kozelitési tavolsag esetén mutatott szignifikans csokkenést a VPA-kezelt
csoportban (p=0,0407%*), az Osszfeliiletre vetitve hasonlo, szubszignifikdns trend volt
lathatd (p= 0,0566"), mig a 0 pm-ben rogzitett kozelitési tdvolsig esetén nem

tapasztaltunk szignifikans eltérést a kezelési csoportok kozott (p= 0,202) (23. abra).
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5. Megbeszélés

5.1 Dopaminerg rendszer valtozasainak értelmezése

Kimutattuk és megerdsitettiik, hogy a mesotelencephalicus dopaminerg palya
immunjeldlése jelentdsen csokkent a 7 napos egérkolykokben a prenatalis VPA kezelés
hatasara. Mivel a neurofilamentum festés nem mutatott eltérést a kezelési csoportok
kozott, igy kizarhatjuk annak a lehetdségét, hogy az agypalyak altalanos karosodasarol
lenne sz6. Tehat a megfigyelt jelenség valoszinlisithetden a TH immunreaktiv rostok
szelektiv csokkenésének tudhatdo be. Ezt aldtdmasztja kutatdcsoportunk korabbi
eredménye, ahol iDISCO modszerrel a TH-val festett teljes atderitett agyak 3D-s
kvantitativ elemzése soran jelentds csokkenést figyeltek meg a mesotelencephalicus
dopaminerg axonnyalabok szamaban.[*”! Mas autizmus modelleken, példaul Wnt5a KO
mutans egerekben, szintén kimutattak ennek a palyanak atrendez6dését, miszerint a TH*
rostok széttartobba valtak a vad tipusi egerekhez képest.l*® A neuropilin-2 (Nrp2)
fehérje a mesostriatalis palya kialakuladsdban kulcsszerepet jatszé faktor. A Nrp2 KO
egerekben szintén rendellenes rostndvekedést figyeltek meg a palyarendszer
defasciculacidja és kiszélesedése altal.[%]

A palyarendszer fejlodésének a megfeleld idoablakban beadott prenatalis VPA
hatasara észlelt zavarabol kiindulva, logikus 1épésként megvizsgaltuk a dopaminerg
kiindulé- és a dopaminoceptiv célteriiletek valtozasait. A VTA teriiletén a TH* sejtek
szdma csokkenni latszott a VPA kezelés hatasara, mig a SN teriiletén ezzel inkabb
ellentétes valtozast figyeltiink meg, habar ezek az eltérések nem érték el a szignifikans
szintet.l'?®l Ezen eredmények megegyeznek kutatocsoportunk korabbi eredményeivel,
melyek akkor iDISCO modszerrel szignifikansnak is bizonyultak.*”) Az E11.5 napon a
kozépagyi fejlddd dopaminerg neuronok elérik a végleges helyiiket, ahol a
neuronpopulacié lateralis része levalva a SN pars compacta részét alkotja, mig a
helyben maradt neuronok a VTA dopaminerg sejtjeit alkotjak.[*?*! Ekkor kezdédik meg
a dopaminerg neuronokban a Pitx3 gén kifejezodése.[®® Azokban az egerekben, ahol a
Pitx3 mutacion esett at, a lateralis populacioban, tehat a fejlédé SNc teriiletén, a
dopaminerg neuronok szama csokkent, valamint a nigrostriatalis projekcio is sériilt [12°]

mig a VTA teriilete teljesen érintetlen maradt.*?41 A Pitx3 expresszidja kiilonbozik a két
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dopaminerg agyteriilet kozott; a VTA-ban nagyjabdl hatszoros értéket mutat a SN-hoz
képest.[1?61 A Pitx3 gén kifejezddésével egyiddben az Enl és En2 gének expresszidja is
megkezdédik.['?”l Kimutattak, hogy az Enl és En2 kifejez6dése elengedhetetlen a
dopaminerg neuronok taléléséhez.*?81 Az Enl vagy En2-t érintd mutaciok szelektiv
sejthalalhoz vezetnek az SNc populacidban, mely végiil motoros zavarokat okozhat.[*°]
A Pixt3 génhez hasonléan a VTA neuronjai itt is kevésbé érintettek.!'3% Ez bizonyitja,
hogy a VTA ¢és a SN teriiletén talalhatdo dopaminerg neuronok eltérd fejlodést mutatnak,

mely indokolhat kiilonb6z0 valaszreakcidkat a prenatalis VPA kezelés hatasara.

5.2 Apoptozisbeli valtozasok értelmezése

A mesotelencephalicus palya és a VTA dopaminerg neuronjainak redukcioja
indokolta az apoptdzis vizsgalatat. Az eredményeink arra utalnak, hogy a VPA kezelés
hatasara altalanos apoptozis-ndvekedés 1ép fel mind a pallialis (ACC, RSC), mind a
subpallialis (CPU, LS, BNST) teriileteken. A mesotelencephalicus palya egyik fontos
célteriiletén (NAc) nem tapasztaltunk szignifikdns apoptozis-ndvekedést, habar a
véltozas iranya nem mondott ellent az altalanos trendnek (8. 4bra).['*¥ Ennek egy
lehetséges oka, hogy P7 napos egerek apoptdzis szintje altaldnosan magas, hiszen
ilyenkor =zajlik a kozponti idegrendszer masodik posztnatalis apoptotikus
hullama.[?21321331 Ezen feliil, P7 napos kontroll egérben éppen a NAc teriiletén a
legnagyobb a Casp-3 immunpozitiv neuronok siiriisége [**!], igy a magas alapértékhez
képest mar nem tudtunk szignifikdns valtozast kimutatni. Feln6tt egerek tirozin-
hidroxilazt expresszalo sejtjeiben a Casp-3 gén szelektiv delécioja esetén a TH-pozitiv
neuronok szamanak ndvekedését figyelték meg mind a SN-ban, mind a VTA teriiletén.
A striatumban a dopamin-felszabadulas jelentésen csokkent a Casp-3 hianyos

egerekben, ami egyértelmiien dopaminerg diszfunkciora utal.[1*]
5.3 Kalciumkoto fehérjék valtozasainak dsszegzése
A kélciumkotéd fehérjék koziil a CR és CB immunpozitiv neuronok stirtiségét és

eloszlasat vizsgaltuk P7 napos egérkolykokben. A CR vizsgalata soran a pallialis
teriileteken talaltunk szignifikans csokkenést (ACC, PCC, RSC), mig a subpallialis
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terlileteken nem tapasztaltunk valtozast (NAc, CPU, LS, BNST).'?% Ezzel szemben, 6-
OHDA-nal kezelt (dopaminhidnyos) felnétt egerekben kimutattadk, hogy a kozepes
méretli CR immunpozitiv interneuronok striisége csokkent a striatumban, mig a NAc
terilletén nem tapasztaltak valtozast.l*3] Autistdkbol szarmazd posztmortem emberi
agymintdkon hasonld eredményeket talaltak a nucleus caudatus tertiletén, ahol a CR*
interneuronok stirlisége 35%-kal alacsonyabb volt, mint a kontroll mintakban.l*% A
sajat eredmények ¢€s az irodalmi adatok kozotti kiilonbségek feltételezhetéen az életkor
¢és a kezelések eltérésének kovetkezményei, nem teszik lehetévé a kozvetlen
osszehasonlitast. Ezzel szemben, kordbbi irodalmi adatokkal dsszhangban 1371381 gzt
figyeltik meg, hogy a mesotelencephalicus palya eredd teriiletein a kalciumkotd
fehérjéket tartalmazd neuronok a VTA teriiletén nagy mértékben, mig a SN tertiletén kis
mértékben koexpresszalodtak a TH fehérjével. Tovabba, a CR* sejtek fokozott
expressziot mutattak a VPA kezelés hatdsara, am ez a tirozin-hidroxilazzal
koexpressziot mutato sejteket nem érintette. 12!

Ami a kalciumkoté fehérjék és az apoptdzis kozott fennalld kapcesolatot illeti,
altalaban elmondhatjuk, hogy nem talaltunk ilyen korrelaciot sem a CR, sem a CB
esetén, az altalunk vizsgalt agyteriileteken. Egyetlen kivételképpen, a CB immunpozitiv
neuronok szelektiven csokkentek a VPA kezelés hatasara a P7 napos allatok CPu-ja
tertiletén. Itt, a CB* neuronok csokkenése negativ korrelacioban van a Casp-3 pozitiv
sejtek szamanak novekedésével 13U, ami jelentheti azt, hogy kevesebb CB expresszi6
tobb apoptozishoz vezetett az érintett neuronokban.[*% Ez tiikrozheti az optimalis Ca®* -
szint neuroprotektiv hatasat, amelyben a CaBP-ek akar kulcsfontossaguak is lehetnek a
sejtek tuléléséhez.*3 Ugy tiinik, hogy terhesség alatti VPA expozicio hatisara
karosodott Ca?*-homeosztazis a striatumban P7 napos korban még kimutathato. Ezzel
szemben, a fiatal felndtt, 60 napos korra, ez a valtozads kompenzalodik. Ez az észlelet
(legalabbis a CPu régio megndvekedett ellenallo képességét) jelezheti, mellyel a korai
sejtkarositd hatasok helyreallithatok.

Ezt az elképzelést latszik megerdsiteni a PV latszolagos stabilitdsa, amely nem
reagal a prenatalis VPA expoziciora 60 napos egerekben. Hangsulyozni kell, hogy 7
napos egerekben még nem expresszalodik a PV, az elsé6 PV™ sejtek csak a P10 napon

jelennek meg, mégpedig a RSC teriiletén.'*9) A P25 korosztalyban a PV*' sejtek
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szamanak jelentds csokkenését talaltdk a striatumban VPA-nak kitett egéranyak
kolykeinél, mig a kortikalis teriileteken nem tapasztaltak valtozast.[**! Fiatal felnott
patkanyokon, atmeneti NMDA receptor-blokkolast kovetden, nem mutattak ki valtozast
CR-t vagy CB-t tartalmazé GABAerg interneuronok striiségében. Ezzel szemben, a PV
tartalmtl neuronok szama szignifikdnsan csokkent a kérgi teriileteken (SSC, RSC), mig
a striatumban nem valtozott.[14]

A Casp-3* sejtek és a CaBP-immunreaktiv neuronok altalunk megfigyelt non-
kolokalizacidja Osszhangban all azzal, hogy a MK801 altal indukalt aktivalt Casp-3
expressziot leggyakrabban olyan sejtekben talaltdk, amelyek nem fejeznek ki
kéalciumkotd fehérjéket.['*3l Tovabba, P7 napos korban adott phencyclidine (PCP)
kezelést kovetden, fiatal felndtt (P56) korban vizsgalt patkdnyok szintén nem mutattak

koexpressziot a Casp-3 és a CR vagy CB kozott, ami azt jelzi, hogy a CR- és CB-

tartalmu neuronok védettek voltak a PCP toxikus hatdsatol és taléltek felnSttkorig.[144]

5.4 A dopamint fogadoé célteriiletek valtozasai

5.4.1 Szinaptikus valtozasok értékelése

Az eldagyi célteriiletekre vetiild mesotelencephalicus dopaminerg palya
fejlodésének kezdete a VPA expozici6é idéablakaval esik egybe, am az axonok végsd
arborizacidja és a szinapszisok kialakuldsa a posztnatalis 7 napos korban még nem
fejezddik be.**S] Ez alapjan kovetkeztettiink arra, hogy a dopaminoceptiv célteriiletek
szinapszisai jelentOsen érintettek lehetnek a VPA kezelés hatdsara.

Proteomikai eredményeink a TH protein szelektiv csokkenését mutattdk a NAc-
ben, §sszhangban kutatocsoportunk kordbbi neurokémiai és hisztologiai eredményeivel
(461 "anélkiil, hogy egyidejiileg csokkent volna az altalunk vizsgalt szinaptikus fehérje, a
szinaptofizin, szintje. A szinaptofizin értéke itt kozvetve a szinapszisok szamat
reprezentalja.[t17131]

Altalanos megfigyelés, hogy szamos ASD modellben, a valproinsav-kezelést is
beleértve, kimutathatok strukturalis és funkcionalis szinaptikus elvaltozasok.[*44146.147]

Az emberi ¢és allatmodellekbdl szarmazo tanulmanyok mar ramutattak a szinaptikus

atrendez6dés fontossdgara az autizmus kialakuldsiban. Osszességében az emberi és
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allati modellekbdl nyert adatok a dendritek méretének és szaménak altaldnos
csokkenésére, valamint a dendritek morfologidjanak megvaltozasara utalnak. Ezen beliil
novekszik az éretlen morfoldgidt mutatd dendrittiiskék stirtisége, ami altalanos tiiske
éretlenségi allapotra utal autizmus esetén.[14®]

Egy in vivo tanulmany a szinaptikus atvitel és szinaptikus plaszticitas
vizsgalatara iranyult a mPFC-ben, prenatalisan VPA kezelt posztnatalis 30 napos
patkanyokban. Az eredmények azt mutattak, hogy mind a révid tdva, mind a hosszu
tav szinaptikus plaszticitdas fokozodott a prenatalis VPA-expozicié hatasara.[146]
Meglepé6 modon, a serdiilékori eredményekkel ellentétben, a prenatalisan VPA-val
kezelt patkanyok feln6tt korban csokkent szinaptikus funkcidot mutatnak, ezen beliil
csokken az LTP, mig a spontan aktivitds zavartalan.[**®l A fiatalkori hiperfunkciorol a
feln6ttkori hipofunkciora vald valtas a mPFC-ben arra utal, hogy a prenatalis VPA-
expozicid altal kivaltott korai neuralis fejlodési karosodas a felndtt kori szinaptikus
organizaciot is képes befolyasolni.

Kozvetlenill a sziiletés utan a BTBR T+tf/J egér (egy idiopatids autizmus
allatmodell) CA3 hippocampalis régiojat vizsgalva, a GABA ¢és glutamat
szinergizmusra épiilé koherens haldzati oszcillaciok sulyosan karosodtak, melynek
hatasara a CA3 principalis sejtek belso ingerlékenysége és a fosejtekre vetité6 GABAerg
interneuronok sontolési aktivitasa csokkent.!*) Egy masik tanulmanyban terhesség
alatti anyai immunaktivacié utdn vizsgaltdk ujsziilott, PO-P2 napos utodok CAl
hippocampalis piramissejtjeit. A kezelt anyak utodneuronjai szignifikansan alacsonyabb
belsd ingerlékenységet és erdsebb tiiskefrekvencia-adaptaciot mutattak.[*>! Prenatalisan
VPA-vel kezelt 4 hetes egerekben a hippocampusban csokkent dendrittiiske-stirtiséget,
valamint a szinaptikus fehérjék (PSD 95, Shank3) mRNS-ek expresszigjanak
csokkenését talaltak.['®?1 A prenatalis VPA kezelést kovetden csokkent dendrittiiske-
stirtiséget figyeltek meg 8 hetes him egerek PFC-ében. [15°]

Ezzel szemben, megnovekedett dendrititiiske-stirliséget és fokozott neuronalis
arborizaciot taldltak a NAc teriiletén prenatalisan VPA expozicionak Kkitett felndtt
patkényokban.[154] Tekintettel arra, hogy az irodalmi adatok eltérd életkorban, valamint
kiilonboz6 agyteriileteken végzett vizsgalatokrol szdmolnak be, mindezen észleleteket
nem konnyll 6sszehasonlitani a jelenlegi megallapitasainkkal. Ezért is tartjuk kiilondsen

fontosnak a kovetkezetes kiindulopont rogzitését a folyamatok tipikus, illetve attol
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eltérd, karosodott formdinak leirdsa ¢€s interpretalasa érdekében. Jelen munkankban
posztnatalis 7 napos egerekbdl szarmazo eredményeink altal probaljuk megérteni azokat
a folyamatokat, amelyek a neuralis mintazat kialakulasanak korai szakaszaban
torténnek, a dopaminerg rostok ¢és az altaluk fogadott struktirak végleges kifejlédése és

szinaptikus kapcsolataik kialakulasa elott.

54.2 A dopamin tartalmi axonok ¢s a kélciumkotd fehérje-tartalmia neuronok

kapcsolatai

Joggal meril fel a kérdés, hogy a mintazat kialakulasidban és a szinaptikus
szervez6désben megfigyelt valtozasok milyen mértékben tulajdonithatok a limbicus
eléagy redukalt dopaminerg bemenetének. Ezen kérdés megvalaszolasa érdekében,
megvizsgaltuk a NAc és a TO célteriileteken a TH tartalmu axonok és CR-t vagy CB-t
expresszalo sejttestek és dendritek kapcsolatait.

A fénymikroszkopos kvantitativ moddszerrel megéllapitott juxtapozicid-
valtozasok kozvetve az adott szinaptikus kapcsolatok stirtiségének hasonld valtozasaira
utalnak.['?®l Maguk a szinaptikus struktirdk, azok tipusa (pl. szimmetrikus vagy
aszimmetrikus), természetesen csak elektronmikroszkdppal azonosithatok, azonban az
irodalmi tapasztalatok alapjan 1%, szelektiv fénymikroszkopos médszerekkel (kozte az
altalunk is hasznalt technikéval) a szinapszis-szamolés jo megkozelitéssel elvégezhetd.
E modszerek elénye az elektronmikroszkdpidval szemben az, hogy sokkal nagyobb
agyteriiletrdl nytjtanak reprezentativ és 6sszehasonlithatd informaciot.

A NAc teriiletén a TH™ és CR" strukturdk kozti juxtapoziciok jelentdsen
csokkentek a VPA-val kezelt csoportban, mig a TH* és CB' struktarak kozti
juxtapoziciokban nem figyeltiink meg hasonlo valtozast. A CB*, CR" elemek teljes
értékében sem mutatkozott valtozas a feliilet-rendereléses modszerrel (20-21. 4bra). [12°]
Kordbban mas mérési technikaval is hasonld eredményeket kaptunk, miszerint nem
észleltiink valtozast a CB* vagy CR™ perikarionok mennyiségében a P7 egerekben (11-
12. abra).[t31]

A TO teriiletén vizsgalatunk az P7 napos egérben sokkal nagyobb szamban
talalhato CB* neuronokra iranyult, szemben Seifert és munkatarsai eredményeivel [1%1,

akik felnétt patkanyokban a CR neuronpopulaciot talaltak nagyobbnak. A NAc-ben
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tapasztaltakkal szemben, a TO teriiletén TH* és a CB" elemek kozott 1ényegesen
kevesebb juxtapoziciot figyeltiink meg a régi6 striatumhoz és ventralis pallidumhoz
legkozelebb eso I11. rétegében, a VPA-kezelt csoportban.

Megjegyzendd, hogy a CaBP-t expresszalo sejttestek reprezentativ fluoreszcens
mikroszkopos képeken korabban alkalmazott denzitasmérését kiegészitettiik az Osszes
CB" szovetelem mérésével, konfokalis képsorozatokban, feliilet-renderelés alapjan.
Figyelemre méltd, hogy mig a TO teriiletén a CB* perikarionok szdmoldsa esetén nem
talaltunk kiilonbséget, a feliilet-rendereléses modszer jelentés CB csokkenést mutatott a
VPA-val kezelt allatokban. Ez az eredmény arra utalhat, hogy nem maga a perikarion-
szam, hanem a CB* neuronok nytlvanyrendszere redukalodott, ami megmagyarazna az
altalunk megfigyelt TH* és CB* kozti juxtapoziciok csokkenését. Am ezt a valtozast az
is indokolhatja, hogy a VTA feldl érkezé TH* axonok mennyisége szintén csokkent a
kezelt P7 napos egerek TO-jaban.

Ami a TH* elemeket illeti, a NAc tertiletén a feliilet-rendereléses modszerrel
mérve, ezek nem mutattak szignifikans valtozast a kezelés hatasara. Ez az észlelet nem
egyezik (noha kozvetleniil ellent sem mond) a kutatdocsoportunk altal kordbban leirt
eredményekkel, miszerint a dopaminszint ELISA-val mérve csokkent a NAC teriiletén
(a CPu-ban azonban nem).l Az ellentmond4s magyarazata valosziniileg az, hogy az
agymintak mérése soran a NAc-ként jelolt szovetminta tartalmazta a TO-t is, melynek
magas TH tartalma torzithatta azokat a valaszokat, amelyeket annak idején egységesen a
NAc-nek tulajdonitottak.’]

Proteomikai méréseink sordn, a prenatalis VPA kezelést kovetd TH fehérje
csokkenést csak nem szignifikans trendként tudtuk kimutatni a NAc-ben (CPu-ban nem
volt valtozas). Azonban amikor a TH értéket a szinapszis-specifikus protein
(szinaptofizin) parhuzamosan mért (6nmagaban nem csokkend) értékével normalizaltuk,
a TH csokkenése a VPA-val kezelt allatokban mar szignifikinsan kimutathato volt.[*°]
Ezt ugy értékelhetjiik, hogy a TH* axonok erds redukciot szenvednek a rendelkezésre
allo szinaptikus helyekhez viszonyitva. Tehat a TH' axonok szinaptizacios
valoszinlisége a NAc-ben (kiilondsen, hogy a western blot minta 'NAc'-nek nevezett
része a TO-t is tartalmazta) szemmel lathatdan csokkent. Ezt kovetd észleleteink,
miszerint jelentdsen csokkentek a TH* és CB™ kozti juxtapoziciok az TO-ban, valamint

a TH* és CR" kozti juxtapoziciok a NAc-ben, alatamasztjak ezt a feltételezést. Ezek az
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eredmények bizonyitékként szolgalnak arra, hogy csokken azon dopaminerg rostok
eléfordulasa, amelyek szinaptikus kapcsolatokat hoznak 1étre (jelen esetben kiilonb6zo
kalciumkoté  fehérjékkel), a ventrobasalis eldagy legalabb két dopamin-recipiens
régiojaban a NAc-ben és a TO-ban. Jelen észleleteink arra is ramutatnak, hogy a CaBP-
expresszald interneuronok egy csoportja potencialis célstrukturaként szerepelhet a
ventrobasalis eléagyi dopaminerg bemenet valtozasat kovetd  szinaptikus
atrendezddésben, VPA kezelés hatasara.

Mig egyes irodalmi forrasok nem erdsitették meg a TH™ sejtek csokkenését a
VTA-ban, sem a TH protein csokkenését a NAc-ben, legalabbis P21 napos egérben 1571,
masok a dopamin receptorok upregulacidjarol szamolnak be a VPA-val kezelt anyaktol
sziiletett felnétt patkanyok NAc-ében.['81 Utobbi valosziniileg egy korabbi ligand (azaz
dopamin) deprivaciora adott kompenzacidos valaszra utal (a dopaminerg rostok
redukcidjat P7 egerekben valdoban észleltiik is). 3 Az En1¢®™* Otx2MoX mutans
egerekben a ventrobasalis eléagyi régiokban (TO, NAc shell) szelektiv TH depléciot,
meg, a kozépagyi dopaminerg neuronok jelentds csokkenését kovetden.>% Ugy tiinik,
hogy a dopamin-recipiens ventrobasalis eléagy rendkiviil érzékeny az olyan genomikai
¢s transzkripcids elvaltozasokra, amelyek az agypalyak fejlodését €s a neurdlis
szervezédést érintik. Mind az irodalmi adatok (6sszefoglaloan [1%%) mind a jelenlegi
megallapitdsaink alapjan, a TO-ban kialakuldé mintadzat valoszinlileg kiemelkedd

szerepet jatszik a korai dopaminerg szabalyozasban.

5.5 Altalanos megbeszélés

Eredményeink arra szolgalnak bizonyitékul, hogy a prenatalis VPA expoziciot
kovetden csokken azoknak a szinaptikus kapcsolatoknak az el6fordulasi valosziniisége,
amelyek a dopaminerg axonok, valamint egyes kalciumkoté fehérjéket tartalmazo
interneuronok ko6zott jonnek létre, a ventrobasalis eldagy legalabb két dopamin-
rairanyithatjak a figyelmet a CaBP-expresszal6 interneuronok, mint dopamint fogado
célstruktarak, potencialis jelentdségére a prenatalis VPA expoziciot kovetd szinaptikus

reorganizacioban.
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A szinaptikus kapcsolatok csokkenése mogott allhat egyfeldl a dopaminerg
axonok redukcidja, ami a mesotelencephalicus palya kordbban kimutatott
defasciculacidjaval, a rostbemenet széttartobba valasaval fiigghet oOssze.[*61 A
mesolimbicus palya hasonlé valtozasairdl autista gyermekek difftizios tenzor képalkotd
(DTI) vizsgalata alapjan is beszamoltak.!®] Ez az elvaltozas a limbicus eléagyi
célpontokhoz futd rostok nettd redukciojahoz, vagy a kdzépagyi eredetli dopaminerg
rostok eltéritéséhez vezethet a ventralis (limbicus) striatumtdl a dorsalis striatum felé.
Mind a szinaptikus TH protein csokkenése az 'NAc'-ben (beleértve az TO-t)
(immunblottinggal meghatarozva) 3 mind a TH* és CR* kozti vagy TH* és CB* kozti
juxtapoziciok csokkent eléforduldsa a NAc-ben és a TO-ban 11231 a dopaminerg input
csokkenésére vonatkozo elképzelést tamasztja ala, legalabbis a korai posztembrionalis
fejlodés adott id6pontjaban.

A jelenlegi eredményeink relevansak lehetnek a szinaptikus atrendezédésnek
egy alternativ/tovabbi elemére, a fogado oldalon bekdvetkezd valtozasokra is. A CB
redukcidja a VPA-val kezelt allatok TO agyteriiletén tovabb csokkentheti az afferens
TH* axonok szinaptizacidjanak valdsziniiségét, feltehetéen a rendelkezésre allo
szinaptikus feliilet zsugorodasa révén. [*?®l Hogy ez a folyamat fokozott dendrittiiske-
vesztés (pruning) miatt kdvetkezik-e be, még tovabbi vizsgalatot igényel. Mindenesetre,
egy jol meghatarozott neurontipus (CB™) csokkent dopamin-fogadd képessége olyan
tartds szinaptikus atrendezédést modellezhet, amelyet példaul Martin és Cork 162 is
megfigyeltek, nem human féemlésokben, a motivacioval kapcsolatos eldagyi régiokban
(kozte a TO-ban), és amelyek potencidlisan az emberi ASD jellemzd tiineteihez

vezethetnek.
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6. Kovetkeztetések

VI.

A VPA kezelés hatasara fokozott apoptozist figyeltiink meg szamos vizsgalt
régioban, beleértve a mesotelencephalicus palya kiindulé tertileteit (VTA, SN),
valamint a fogado teriiletek koziil kérgi (ACC, RSC) és subcorticalis (CPu, BNST,
LS) régiokat. A valtozasok nem érintik szelektiven a dopaminerg neuronokat.

A CaBP-k kozil a CR expresszidja csokkent a vizsgalt pallialis régiokban,
legjelentésebben a retrosplenialis kéregben (RSC), mig a subpallialis teriileteken
nem valtozott P7 napos egereknél. A VPA-val kezelt allatoknal P7 korban a CB
expresszidja szelektiven csokkent a CPu teriiletén mig a tobbi vizsgalt teriileten
nem valtozott. A parvalbumin (PV) sejtek nem mutattak jelent6s valaszt a VPA
kezelésre 60 napos korban. A CaBP-immunreaktiv neuronok és az apoptotikus
(Casp-3") sejtek kozott nem talaltunk kolokalizaciot.

Mig a CB P7 korban szelektiven csokkent a CPu-ban a VPA-val kezelt allatoknal,

ez a kiilonbség P60 korra eltlint, ami lehetséges regenerativ mechanizmusra utal.

. A kalciumkoto fehérjéket tartalmazd neuronok a VTA teriiletén nagy mértékben,

mig a SN teriiletén kis mértékben koexpresszalodtak a TH fehérjével P7 korban.
Mindkét kozépagyi magban fokozott expresszidt mutattak a CR™ sejtek VPA
kezelés hatasara, am ez a TH-val koexpresszidt mutato sejteket nem érintette.

A proteomikai eredmények a TH csokkenését jelzik a NAc-ban, de a CPu-ban nem,
anélkiil, hogy a szinaptikus fehérje, a szinaptofizin egyidejii csokkenése
megfigyelhet6 lenne, ami a dopaminerg szinapszisok szelektiv karosodasara utal.

A VPA-val kezelt egerekben a NAc-ben a TH* és CR", mig a TO-ban a TH* és CB*
kozti juxtapoziciok redukciot szenvedtek, tovabba a TH® és CB* elemek

térfogataranya is jelentdsen csokkent.

A ventrobasalis elGagyi célteriiletek megvaltozott dopaminerg bemenete a késoi

embriondlis fejlddés soran valdszinlileg megzavarja a neurdlis és szinaptikus

architektiira fejlodését és megszilarduldsat. A neuronalis mintazatban bekovetkezd

tartés valtozasok (amelyeket itt egyes dopamin-recipiens interneuronok csokkent

szinaptikus bemeneteként észleltiink) éppen azokban a ventrobasalis eléagyi régidkban

jonnek létre, amelyek kiilondsen a motivacio és jutalmazas szempontjabol fontosak.
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7. Osszefoglalas

Az egerek prenatalis valproinsav (VPA) expozicidja az autizmus spektrum
zavarhoz (ASD) kapcsolddo tipikus tlinetek vizsgalatara hasznalt kisérleti modell.
Kutatoécsoportunk korabbi kvantitativ vizsgalatai jelentds csokkenést és defasciculaciot
mutattak ki a VPA-val kezelt egerek mesotelencephalicus palyajaban (mt), valamint
szoveti dopaminszint csokkenését a nucleus accumbensben (NAc), szemben a
caudatoputamennel (CPu). Jelen tanulmanyban feltételeztiik, hogy a VTA dopaminerg
neuronjainak szambeli csokkenése és a mt palya fejlédésének zavara moédositja a
dopaminoceptiv célrégiok mintazatanak kialakulasat. Vizsgaltuk a prenatalis VPA
kezelés altal kivaltott sejtszintii- (apoptozis, Ca-koté fehérjék (CaBP)), valamint
szinapszis szintli valtozasokat (fehérjeszint-mérés, tirozin-hidroxilaz (TH) pozitiv
axonterminalisok korrelativ eloszlasa, kapcsolata a preszinaptikus calretinint (CR) vagy
calbindint (CB) tartalmazo célneuronokkal), kivalasztott subpallialis és pallialis
teriileteken, P7 napos (bizonyos esetekben P60 napos) egerekben. A VPA kezelés
hatasara fokozott apoptozist figyeltiink meg szinte minden vizsgalt régioban. A CaBP-k
koziil a CR expresszidja csokkent a vizsgalt pallialis régiokban, legjelentésebben a
retrosplenialis kéregben (RSC), mig a subpallialis teriileteken nem valtozott P7 napos
egereknél. A CB szelektiven csokkent a CPu-ban a VPA-val kezelt allatoknal P7
korban, de ez P60 korban helyreallt. A parvalbumin (PV) sejtek nem mutattak jelentés
valaszt a VPA kezelésre 60 napos korban. A CaBP-immunreaktiv neuronok és az
apoptotikus (Casp-3*) sejtek kozott nem talaltunk kolokalizaciot. A proteomikai
eredmények a TH csokkenését jelzik a NAc-ban, de a CPu-ban nem, anélkiil, hogy a
szinaptikus fehérje, a szinaptofizin egyidejli csokkenése megfigyelhetd lenne, ami a
dopaminerg szinapszisok szelektiv karosodasara utal. A VPA-val kezelt egerekben a
NAc-ben a TH" és CR", mig a TO-ban a TH* és CB* kozti juxtapoziciok redukciot
szenvedtek, tovabba a TH* és CB* elemek térfogataranya is jelentdsen csokkent. A
ventrobasalis eléagyi célteriiletek megvaltozott dopaminerg bemenete a késoi
embriondlis fejlddés soran tehat megzavarja a neurdlis és szinaptikus architektura
fejlodését és megszilardulasat, ami a késObbi autizmus-szerli valtozasok alapjaul

szolgélhat.
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