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Rövidítések jegyzéke 

 

 

ABC: avidin-biotin komplex 

ac: commissura anterior 

ACC: anterior cingulate cortex 

ADNP: aktivitásfüggő neuroprotektív fehérje  

ASD: autizmus spektrum zavar 

Bcl-2: B-sejtes limfóma 2 fehérje 

BNST: bed nucleus of stria terminalis 

C57BL/6: C57 Black 6 egértörzs 

CaBP: kálciumkötő fehérje 

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfát 

casp-3: caspase-3 

CB: calbindin- D28K 

Ch: csillársejt 

CPu: caudoputamen 

CR: calretinin 

DAB: diaminobenzin 

DARPP-32: dopamin és cAMP által szabályozott foszfoprotein 32000 

DAT: dopamin transzporter 

DNS: dezoxiribonukleinsav 

DR: dopamin receptor 

DSM: Mentális Zavarok Diagnosztikai és Statisztikai Kézikönyve 

DTI: diffúziós tenzor képalkotó eljárás 

E13,5: embrionális 13,5. nap 

FMRP: törékeny X mentális retardációs fehérje 

FOXP: Forkhead Box transzkripciós faktor 

FXS: törékeny X szindróma 

GABA: gamma-amino-vajsav 

GAD1: glutaminsav-dekarboxiláz-1 

H3: hiszton-3 

H4: hiszton-4 
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H2O2: hidrogén-peroxid 

Hp: hippocampus 

HT: heterozigóta 

Hyp: hypothalamus 

iDISCO: immunolabeling and three-dimensional imaging of solvent-cleared organs 

L-DOPA: levodopa 

lf: fissura longitudinalis 

LS: lateral septum 

MAO: monoamin-oxidáz 

MCL: mesocorticolimbicus pálya 

mRNS: messenger ribonukleinsav 

mt: mesotelencephalicus pálya 

mTOR: rapamicin emlős célpont kináz 

Myt1: Myelin transzkripciós faktor 

NAc: nucleus accumbens 

NF: neurofilamentum 

NGS: normál kecskeszérum 

NHS: normál lószérum 

Nlgn-1: Neuroligin 1 

NR1: N-metil-D-aspartát receptor 

Nrp2: neuropilin-2 

P7: posztnatális 7. nap 

P60: posztnatális 60. nap 

PBS: foszfát-pufferelt sóoldat 

PCC: posterior cingulate cortex 

PFA: paraformaldehid-oldat 

PFC: prefrontal cortex 

PSD-95: posztszinaptikus denzitás-95 fehérje 

PV: parvalbumin 

RSC: retrosplenial cortex 

Sema3F: Semaforin 3F 

Sept: septum 
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Shh: Sonic hedgehog 

SN: substantia nigra 

SNc: substantia nigra pars compacta 

SSC: somatosensory cortex 

Syn: szinaptofizin 

TH: tirozin-hidroxiláz 

TO: tuberculum olfactorium 

TRIS: tris-hidroxi-aminometán 

TTF-1: tiroid transzkripciós faktor-1 

vGAT: vezikuláris GABA transzporter 

VL: lateral ventricle 

VMAT2: vezikuláris monoamin transzporter 

VP: ventral pallidum 

VPA: nátrium-valproát, valproinsav 

VTA: ventral tegmental area 

Wnt: Wingless and Int-1 fehérje 
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1. Bevezetés (irodalmi háttér) 

 

1.1 Autizmus spektrum zavar (ASD) 

 

 Az autizmussal összefüggő viselkedés-zavarokat a Mentális Zavarok 

Diagnosztikai és Statisztikai Kézikönyve (DSM) korábbi kiadása (DSM-IV) nyomán öt 

különböző kategóriába sorolták: gyermekkori autizmus, Asperger-szindróma, atípusos 

autizmus, nem meghatározott pervazív fejlődési zavar és egyéb pervazív fejlődési 

zavar.[1] Azonban, az utóbbi harminc év kutatómunkája ellenére sem tudták e kategóriák 

közötti különbségeket megbízhatóan igazolni, így a korszerűbb ajánlások már 

egységesen „autizmus spektrum zavarként” írják le. Az ASD-re a szociális 

alkalmazkodás és a viselkedés diszfunkciója jellemző, melynek tünetei már 

kisgyermekkorban megjelennek. A jelenleg érvényes DSM-V két fő tartományra osztja 

az autizmus spektrumát. Az első a szociális interakció nehézségeit írja le. Az érintett 

személyeknek hiányosságai vannak a szociális érzelmi kölcsönösségben, nem értik a 

nonverbális kommunikációt vagy nem képesek kapcsolatokat kialakítani és fenntartani. 

A második tartományba tartoznak a korlátozott és ismétlődő viselkedési és cselekvési 

mintázatok; az autista személyek bizonyos pillanatokban ismétlődő sztereotip 

mozdulatokat tesznek, és rendkívüli szorongást tapasztalnak, ha a rutinjukat 

megváltoztatják, valamint hiper- vagy hiporeaktivitást is mutathatnak szenzoros 

ingerekre.[2] Az autizmus specifikus biológiai okait a mai napig nem sikerült 

egyértelműen meghatározni. Bár a genetikai tényezők jelentős szerepet játszanak, 

valószínűsíthető, hogy az okok komplexek, és az idegrendszer fejlődésére ható 

környezeti tényezők, valamint a gén-környezet kölcsönhatásai is közreműködnek az 

állapot kialakulásában. Különböző tényezők különböző kombinációi és egymásra 

gyakorolt hatásai vezetnek a klinikai tünetek sokféleségéhez. Mivel az autizmus 

alapvetően egy sajátos (atipikus) fejlődés eredménye, így élethosszig tartó állapotnak 

felel meg.[3] 2022-ben több, mint 75 millió ember volt érintett világszerte, ami 1%-os 

globális előfordulást jelent, a WHO adatai alapján. A férfiak hajlamosabbak az ASD-re, 

a férfiak és nők aránya 3:1.[4] Az ASD világszerte megtalálható, ám a magas jövedelmű 

országokban a prevalenciája gyorsabban növekszik.[5] Az autizmus spektrum zavar jelen 

tudásunk szerint nem gyógyítható, de intenzív fejlesztéssel az állapot javítható. Az 
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autizmus spektrum zavar magas és növekvő előfordulási gyakorisága miatt, ez a 

rendkívül összetett idegrendszeri fejlődési szindróma állt a vizsgálatunk 

középpontjában. 

 

1.2 Genetikai, epigenetikai és környezeti hatások 

 

Általánosan elfogadott, hogy a genetika fontos szerepet játszik az ASD 

kialakulásában. Kezdetben, egypetéjű ikrek tanulmányozása esetében 90%-nál nagyobb 

öröklődési átfedést írtak le [6], ám az új kutatási adatok alacsonyabb örökölhetőséget 

mutatnak, körülbelül 52%-ot.[7] De novo vizsgálatok alapján, a ritka esetek 

kontrollvariációit is figyelembe véve, több, mint 100 gént azonosítottak ASD kockázati 

génként.[8] Az adott kockázati gének többsége a génexpressziót vagy a neuronális 

kommunikációt szabályozza.[9] 

A Forkhead Box transzkripciós faktorok (FOXP1 és FOXP2) az ASD-vel 

kapcsolatba hozható gének.[8] A FOXP1 szindróma egy idegrendszeri fejlődési 

rendellenesség, amelyet a FOXP1 gén deléciói okoznak. Ez a gén egy transzkripciós 

faktort kódol, amely számos szervrendszer, köztük az agy korai fejlődéséhez 

nélkülözhetetlen.[10] Ezek a transzkripciós faktorok szerepet játszanak a beszédben és a 

nyelvi rendellenességek kialakulásában [11], annak a tapasztalatnak megfelelően, hogy 

egyes autistáknak problémáik adódhatnak a verbális kommunikációval. 

Az általános fejlődésben szerepet játszó Sonic hedgehog (Shh) gén a rostralis 

dopaminerg projekciók útvonalának egy elágazási pontján fejeződik ki, meghibásodása 

esetén a ventral tegmental area (VTA) és a substantia nigra (SN) dopaminerg 

neuronjainak korai szétválásában zavar lép fel.[12] Azokban az egerekben, amelyekben a 

Shh jelátvitelt a késői idegsejt-fejlődés során inaktiválták in vivo, a dopaminerg 

projekciók hiányosan fejlődtek.[13] 

A Wnt-fehérjék olyan morfogének, amelyeket az axonvándorlás irányító 

molekuláiként azonosítottak. Számos Wnt-fehérje expresszálódik a középagy területén, 

ahol szabályozzák a dopaminerg neuronok kialakulását.[14] In vivo vizsgálat során a 

Wnt5a gén az E11.5 napon fejeződik ki egerekben, meghibásodása esetén a 

mesotelencephalicus dopaminerg pálya fejlődése hiányosságot szenved, miáltal a pálya 

axonjai nem jutnak el a célterületeikre.[15] 
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Az aktivitásfüggő neuroprotektív fehérje (ADNP) szindróma egy autizmushoz 

hasonló rendellenesség, melyet az ADNP gén mutációi okoznak.[16]  Az ADNP-

károsodásban szenvedő betegek jelentős pszichiátriai tüneteket produkálnak, mint 

például beszédzavarok, mozgásfunkciós problémák, rendellenes hallás és értelmi 

fogyatékosság.[17] Az ADNP az agyműködés és a normál kognitív teljesítmény 

nélkülözhetetlen fehérjéje.[18] Egerekben az ADNP KO törzs életképtelen, ám ha csak 

korlátozzák az ADNP expresszióját in vivo, az emberhez hasonló kognitív és szociális 

hiányosságokhoz vezet.[19] Az ADNP rendszerben nemek közti különbséget is 

megfigyeltek, ráadásul az autizmushoz hasonlóan, a hím egerek jobban érintettek és 

több autistákra jellemző tünetet mutattak, mint a nőstény egerek.[20] 

A rapamicin emlős célpontjának nevezett kinázt, az mTOR-t a szinaptikus 

plaszticitásban betöltött szerepe miatt hozták összefüggésbe az autizmussal, főként 

egérmodellek alapján. [21,22] Az mTOR mutációi zavart okoznak a sejten belüli jelátviteli 

útvonalak működésében, a szinaptikus transzmisszióban és a neuronális aktivitásban. [23] 

Az ASD néhány genetikai faktorának ismertetése után hangsúlyozni kell, hogy a 

genetikai hatások mellett a környezeti tényezők is fontosak az autizmus kialakulásában. 

Ikervizsgálatok alapján kb. 40% relevanciát tulajdonítanak a környezeti hatásoknak.[7] 

Ezen tényezők közé tartozik a prenatális ischaemia és hypoxia, az anyai elhízás, a késői 

gyermekvállalás vagy a cukorbetegség.[24] További lehetséges környezeti 

mechanizmusok lehetnek az oxidatív stressz, gyulladás, endokrin zavarok, 

neurotranszmitter-változások és a jelátviteli útvonalakkal való interferencia.[24]  

Az ASD-ben bizonyítottan fontos környezeti tényezők epigenetikai 

mechanizmusokon keresztül is kifejtik hatásukat. Ilyen, az autizmusban is igazolt 

mechanizmus a DNS metiláció, a hiszton módosulás és a nem kódoló RNS 

változások.[25] Az epigenetikai mechanizmusok nem magát a DNS szekvenciát 

változtatják meg, hanem módosítják a génkifejeződést vagy a genetikai kód leolvasását 

befolyásolják.[26] Ez kulcsfontosságú az agy fejlődése, az agyi ideghálózat kialakulása 

szempontjából. Így az epigenetikai diszreguláció neuronális fejlődési 

rendellenességeket, például ASD-t idézhet elő. 

Az antiepileptikumként is használt nátrium-valproát (VPA) növeli az ASD 

kialakulásának valószínűségét, ha az érintett gyermekek anyját terhesség alatt ezzel 

kezelték.[9] A VPA a hiszton-deacetiláz inhibitora, és hiszton H3 és H4 hiperacetilációt 
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okoz.[27] Ez az epigenetikai változás megzavarhatja a központi idegrendszer normális 

kialakulását, és felelőssé tehető a gyermek késleltetett fejlődéséért, valamint a 

posztnatális kommunikáció és szociabilitás károsodásáért.[28] A VPA állatmodellekhez 

is felhasználható: ha az embriókat kritikus időablakban VPA hatásának tesszük ki a 

vemhes anyaállatok injektálása által, az utódok szociális interakciós hiányosságokat, 

szorongásszerű viselkedést és memóriaproblémákat mutatnak.[29] 

 

1.3 VPA kezelés, mint az autizmus modellje 

  

 A nátrium-valproát, valproinsav vagy 2-propil-pentánsav (VPA) egy gyakran 

használt antiepileptikum, mely blokkolja a nátrium-, és kálcium csatornákat, valamint 

GABA transzamináz inhibitorként működik.[30] Ezen terápiásan is kihasználható hatása 

mellett azonban figyelembe kell venni, hogy erős teratogén mellékhatásai lehetnek.[31] 

Az ASD-t elemző számos klinikai és neuropatológiai vizsgálaton túlmenően 

szisztematikus kísérletek történtek arra, hogy megfelelő állatmodelleket találjanak a 

potenciálisan ASD-hez vezető molekuláris mechanizmusok kísérleti elemzésére. 

Rágcsálókban megfigyelték, hogy a vemhes anyaállatok VPA expozíciója 

jellegzetes szociális viselkedési zavarokat idéz elő születés után az 

utódokban.[32,33,34,35,36] A VPA-val kezelt állatok szorongást, depressziószerű viselkedést 

és abnormális nocicepciós küszöböt mutatnak.[37] A VPA expozíció modellként való 

használata nem korlátozódik az emlősökre, amint azt halakon [38,39] és madarakon 

[10,40,41,42,43] végzett vizsgálatok is igazolják. A modell összhangban van azzal az 

elképzeléssel, hogy az emberi autizmus eseteinek csak egy része tulajdonítható 

genetikai összetevőknek, környezeti vagy epigenetikai tényezők hasonlóan fontos 

szerepet töltenek be.[44]  

Hogy a VPA teratogén hatása molekuláris szinten hogyan hozható 

összefüggésbe az autizmusra specifikus defektusokkal, még nem teljesen érthető, 

mindenesetre a beavatkozás időablaka kritikus kérdés. Az irodalomban megtalálható 

korábbi vizsgálatok az ideális időperiódust a VPA beadására prenatális E12-15 nap közé 

teszik egerek esetében.[29] A 12. nap előtti VPA kezelés nem specifikus teratogén 

hatások által vetélést okoz, míg a 15. nap után nincs közvetlen hatás.[45] Ez azt jelzi, 

hogy a 12. és a 15. nap között olyan fejlődési folyamatok zajlanak, amelyeket jelentősen 
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befolyásolhatnak epigenetikai és környezeti tényezők. Az egyik lehetséges 

mechanizmus szerint, a VPA az agy fejlődését a hiszton hiperacetilációja és a Wnt 

jelátviteli útvonal megváltozása révén akadályozza.[46]   

Figyelemre méltó, hogy a VPA adminisztráció optimális időablaka egybeesik a 

dopaminerg sejtek megjelenésével (amit a tirozin-hidroxiláz (TH) segítségével mutattak 

ki) az agytörzsben, valamint a későbbi mesotelencephalicus (tegmentostriatalis) pályát 

alkotó dopaminerg axonok korai fejlődésével. Joggal feltételezhetjük, hogy a VPA 

zavarhatja ezt a folyamatot, és ezáltal a mesotelencephalicus útvonal célterületeinek 

fejlődését és mintázatát.[47] 

 

1.4 Az autizmussal kapcsolatba hozható idegi rendszerek 

 

1.4.1 Dopamin 

 

 A dopamintermelő neuronokat először 1964-ben írta Annica Dahlström és Kjell 

Fuxe.[48] A dopamin az idegrendszerben neuroendokrin- és neurotranszmitter funkciót is 

betölt, aktiválva a dopamin receptorokat. Hormonként gátolja a prolaktin 

felszabadulását a hipofízis elülső lebenyéből, ezáltal regulálja a laktációt.[49] A 

neurotranszmitterként funkcionáló dopaminnak alapvető szerepe van a motoros 

neuronrendszerek szabályozásában [50], a munkamemória működésében [51], a 

motivációban [52] a jutalmazási válaszokban és viselkedés predikciójában [53,54] valamint 

a szexuális viselkedésben.[55] A középagyi dopaminerg neuronok pusztulása ismert 

kórképpel, a Parkinson-kórral társul. 

 

1.4.1.1. Dopamin szintézise 

 

A dopamin szintézisének nagy része közvetlenül tirozinból történik, de a 

dopamin közvetetten fenilalaninból is szintetizálható, mivel az L-fenilalanin tirozinná 

alakítható fenilalanin-hidroxiláz által.[56] A dopamin szintézise két lépésben zajlik a 

citoplazmában. Először a tirozin-hidroxiláz (TH) a tirozint levodopává (L-DOPA) 

alakítja, tetrahidrobiopterin, oxigén (O2) és vas (Fe2+) kofaktorok felhasználásával. Az 

L-DOPA-ból ezután dopamin keletkezik DOPA dekarboxiláz által, mely folyamathoz 
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piridoxál-foszfát szükséges.[57] Egy másik, kevésbé jelentős, útvonal is ismert a 

dopamin szintézisben, amely során a p-tiramin dopaminná alakítható a cytochrome 

P450 2D6 hatására a SN területén.[58,59] A dopaminerg neuronokban történő szintézis 

után a dopamin szinaptikus vezikulákba kerül a vezikuláris monoamin transzporter 2 

(VMAT2) segítségével [60] (1. ábra). 

 

 

1. ábra: Dopamin szintézis 

 

A dopamin anyagcsereútja kétlépcsős szintézisből áll. Először a tirozint a tirozin-

hidroxiláz (TH) L-DOPA-vá alakítja, amely ezután dopaminná alakul. A dopamint a 

citoplazmából a vezikuláris monoamin transzporter (VMAT2) szállítja a szinaptikus 

vezikulákba, ahol addig tárolódik, amíg fel nem szabadul a szinaptikus résbe. A 

dopamin lebomlása monoamin-oxidáz (MAO) hatására történik, a külső 

mitokondriális membránban. A dopamin receptorok (DR) a posztszinaptikus 

membránban foglalnak helyet, míg a preszinaptikus neuronokban a dopamin 

transzporter (DAT) fejti ki hatását. [62 nyomán] 
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A dopamin tovább alakulhat noradrenalinná vagy adrenalinná a dopamin β-

hidroxiláz és a fenilethanolamin N-metiltranszferáz hatására, szekvenciális 

módosulások révén.[61] A dopamint fogadó (dopaminoceptív) neuronok jelentős 

részében (ide tartoznak a striatum medium spiny neuronjai) jelen van a cAMP által 

szabályozott foszfoprotein 32000 (DARPP-32), mint a dopaminerg jelátvitel fontos 

szignálmolekulája, a D1 receptorok válaszát közvetítve, melynek foszforilációs 

változásai az érintett neuronok funkciójától függő állapotváltozásokat generálnak. [63] 

 

1.4.1.2. Dopaminerg rendszer anatómiája és szerepe 

 

A középagyi dopaminerg neuronok egyik csoportja a ventral tegmental areaból  

a mesocorticalis útvonalon keresztül a prefrontális kéregbe (PFC), valamint a 

mesolimbicus útvonalon keresztül a nucleus accumbensbe (NAc) vetül.[64,65] Ezek a 

pályák együtt alkotják a mesocorticolimbicus (MCL) rendszert, amely szerepet játszik a 

jutalmazásban és a motivációban.[66]  Ezen felül, ugyancsak a VTA régióból indulnak 

azok a dopaminerg pályák, amelyek az amygdalába, hippocampusba, a gyrus cinguliba 

és a szaglógumóba vetítenek [67,68,69] (2. ábra). 

A középagyi dopaminerg neuronok másik csoportját alkotják a substantia nigra 

pars compacta (SNc) részében lévő dopamin tartalmú neuronok, melyek a striatum 

területére vetítenek. Az utóbbi nigrostriatális útvonal szerepet játszik a motoros 

funkciók és a tanulási képességek szabályozásában.[70] A pálya a bazális ganglionokra 

vetül, ahol befolyásolja a tanult mozgási mintázatok, motivált viselkedések és a kognitív 

rutinok szabályozását.[71,72] A nigrostriatális dopaminerg rendszer részt vesz a fájdalom 

központi modulációjában, ahol a gátlást a D2 receptorok szabályozzák [73] (2. ábra). 

A tuberoinfundibuláris pályát a nucleus arcuatusból és nucleus periventricularis 

hypothalamiból induló dopaminerg neuronok alkotják, melyek az agyalapi mirigybe 

vetülnek, ezáltal szabályozva az elülső lebenyben a prolaktin kiválasztását.[74] A 

dopamin gátlás alól felszabaduló prolaktin segíti a megfelelő fiziológiai válasz 

kialakulását a szoptatásra [75] (2. ábra).  

A dopaminerg neuronok és útvonalaik pre- és posztnatális fejlődésével 

foglalkozó tanulmányok lenyűgöző száma ellenére, a ventrotegmentalis-accumbens 
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(mesolimbicus) útvonal fejlődési dinamikája kevésbé ismert, mint a partner-rendszeré 

(nigrostriatális).  

 

Ismeretes, hogy a dopamin befolyásolja a célneuronok fejlődését és érését, amint 

azt a szeletkultúrákon végzett vizsgálatok igazolják.[76] A szociális agyi hálózat részét 

képező ventrobasalis előagy kialakulásában komplex fejlődési folyamat játszódik le, 

mire a dopaminerg neuronok célpontjaikhoz (dopaminoceptív neuronokhoz) jutnak és 

kapcsolatuk összeáll. Ha ez a folyamat a dopamin bemenet hiánya miatt az embrionális 

fejlődés kritikus időpontjában meghiúsul (vagy késik), az egyén gyengébb vagy nem 

megfelelő választ mutathat a születés utáni szociális ingerekre.[77] 

 

2. ábra: Dopaminerg pályarendszerek eloszlása a központi idegrendszerben 

 

A VTA a mesocorticolimbicus rendszer kiinduló magja: a dopaminerg neuronok a 

mesocorticalis útvonalon keresztül a kéregbe (cortex) (kék szín), valamint a 

mesolimbicus útvonalon keresztül a nucleus accumbensbe (NAc) (piros szín) 

vetítenek. A substantia nigrában (SN) lévő dopamin neuronok a striatumba vetítenek 

és alkotják a nigrostriatalis útvonalat (sárga szín). A tuberoinfundibuláris útvonalat 

(zöld szín) a hypothalamicus (Hyp) magokból (nucleus arcuatus és nucleus 

periventricularis) az agyalapi mirigybe vetítő dopaminerg neuronok alkotják (Allen 

Mouse Brain Atlas felhasználásával). Rövidítések: comissura anterior (ac), 

hippocampus (Hp), bulbus olfactorius (MOB), thalamus (Tha), tuberculum 

olfactorium (TO) 

 



 

 

16 

 

1.4.1.3. Dopaminerg pályarendszer fejlődése 

 

Egérben az első dopaminerg idegsejtek E10.5 napon jelennek meg a középagy 

területén.[78] Ezek a sejtek a velőcső ventrális középvonalán található progenitor 

sejtekből származnak.[79] A progenitor sejtekből a dopaminerg sejtekké differentálódást 

többek között a Wnt1 kifejeződése teszi lehetővé.[80]  Ezek a migráló sejtek végleges 

pozíciójukat nagyjából az E11.5 napra érik el, itt ketté válnak, és a laterális 

neuronpopuláció a substantia nigrává fejlődik, míg a helyben maradt neuronok a VTA 

dopaminerg sejtjeit alkotják.[81] A sejtek az embrionális 12. napon kezdik el termelni a 

tirozin-hidroxilázt (TH), mely segítségével a tirozinból dopamin szintetizálódik.[81] A 

TH kifejeződésében több kulcsfontosságú transzkripciós faktor (Pitx3, Lmx1b, Nurr1) 

is szerepet játszik, melyek hiányában a neuronok nem expreszálják a TH-t.[82,83] 

Nagyjából az E11.5. napon indul el az axonnövekedés az előagyi területek felé.[15] A 

rostok először dorsalis irányba indulnak, aztán fordulnak rostralis irányba a 

hypothalamus felé.[84] A striatum területét, beleértve a NAc-t, az E16-17 nap környékén 

érik el a rostok, míg a kérgi területeket csupán a 18-19. nap környékén.[15,85] 

A TTF-1 (Nkx2.1) transzkripciós faktorról ismert, hogy részt vesz a 

hypothalamicus mátrixon áthaladó mesotelencephalicus pálya axonjainak 

irányításában.[86] Korábbi alfejezetben már szó esett arról, hogy a mesotelencephalicus 

pálya Wnt5a KO mutáns egerekben átrendeződik [15], a dopaminerg axonok 

fasciculációja a célpontjuk felé vezető úton zavart szenved. A TH+ rostok a mediális 

előagyi kötegben lazábban rendeződtek a KO mutánsokban, mint a kontroll 

egerekben.[15] 

A mesostriatal dopaminerg pálya fasciculációjának további fontos transzkripciós 

faktorai a Semaforin 3F (Sema3F) és annak receptora, a Neuropilin-2 (Nrp2).[87,88] A 

dopaminerg axonok szétszóródását és a mediális előagyi köteg kiszélesedését figyelték 

meg Nrp2 vagy Sema3F KO egerekben.[88,89,90]  A pálya szabályos növekedésében 

szerepet játszik a Slit-Robo rendszer is. Robo1/2 és Slit 1/2 KO egerekben a 

mesodiencephalicus dopaminerg axonok a normálisnál szélesebb rostpályákba 

rendeződtek, feltehetően az axon-orientáció hibája miatt.[91]   
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1.4.1.4. Dopaminerg pályarendszer érintettsége az autizmusban 

 

Már korábban felmerült annak lehetősége, hogy az ASD összefüggésbe hozható 

a dopaminerg rendszer hibás fejlődésével.[47,78,92]  

Az ASD-ben megfigyelhető szociális hiányosságok a mesocorticolimbicus 

(MCL) pálya diszfunkciójának tükröződései lehetnek, tekintve annak szerepét a jutalom 

és a motiváció terén. A MCL pálya kialakulásában vagy működésében fellépő 

diszfunkció megváltoztathatja a jutalom reprezentációját és csökkentheti a jutalom 

keresésére irányuló motivációt.[93] Ezek a változások a szociális viselkedést annyiban 

érintik, hogy az autisták agya nem regisztrálja jutalmazásként a szociális élményeket, 

ami tovább csökkentheti a szociális interakciók keresésére és a szociális   képességek 

fejlesztésére irányuló motivációt.[94] 

Kutatócsoportunk által korábban leírt és közölt eredmények kimutatták, hogy az 

E13.5. napon a prenatális VPA expozíció finom, de jól detektálható eltérést okozott a 

mesotelencephalicus dopaminerg (TH+) pályában a születés után, 7 napos 

egérkölykökben. Az előagyba vetítő pálya axonnyalábjai defasciculálódtak, a kezelt 

csoportban kevesebb és szórtabb nyalábokat találtak.[47] Továbbá kimutatták, hogy a 

VTA területén a VPA kezelés hatására csökkent a TH immunpozitív neuronok 

sűrűsége, míg a SN területén inkább ellentétes változást tapasztaltak.[47] 

 

1.4.2 Kálciumkötő fehérjék (CaBP) 

 

A Fragile X-szindróma (FXS), az örökletes értelmi fogyatékosság és az autizmus 

leggyakoribb formája, mely a Fragile X mentális retardációs fehérje (FMRP) hiányából 

ered. A FMRP és a feszültségfüggő kálcium ion (Ca2+) csatornák közötti közvetlen 

kölcsönhatás befolyásolja a neurotranszmitterek felszabadulását.[97] Egy korábbi 

munkában, szinaptofizinhez kötött GCaMP6f Ca2+ indikátor segítségével monitorozták 

a Ca2+ tranzienseket a szinaptikus tüskékben, hátsó gyökér ganglionsejtekben. 

Megállapították, hogy FMRP csökkenése növeli a preszinaptikus terminálokban 

felszabaduló Ca2+ tranziensek amplitúdóját, és hogy ez a hatás az N-típusú Ca2+ 

csatornák teljes Ca2+ tranzienshez való hozzájárulásának növekedéséből fakad.[98] 
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A fent említett szindróma is kiemeli a Ca2+-ion és Ca-csatornák jelentőségét és 

felveti annak lehetőségét, hogy a kálciumkötő fehérjék eddig nem feltárt szerepet 

játszhatnak az autizmus kialakulásában. A Ca2+-ion kulcsfontosságú és meghatározó 

másodlagos hírvivő szerepe nagy mértékben függ a CaBP-től, amelyek képesek 

specifikus doménekben megkötni ezt az iont. A CaBP-k hozzájárulnak a Ca2+ 

koncentrációjának szabályozásához a citoplazmában, valamint számos sejtfunkcióban 

részt vesznek. A Ca2+ transzporter transzmembrán molekulaként a Ca2+ által modulált 

receptorként funkcionál, azaz dekódolja a Ca2+ jeleket.[95] A kálcium ionok számos 

sejtjelátviteli kaszkádban fontosak, és a Ca2+ homeosztázis hibái stresszhez, akár 

sejthalálhoz is vezethetnek. A stabil kálciumkoncentráció fenntartása és az ionok 

fehérjékkel való kölcsönhatásainak közvetítése érdekében számos sejt citoplazmája 

kálciumkötő fehérjéket tartalmaz.[96] 

 Tanulmányunkban három, a központi idegrendszerben jelen lévő CaBP-re 

koncentrálunk: calbindin-D28k (CB), calretinin (CR) és parvalbumin (PV). Ezek 

különböző neuronpopulációkban expresszálódnak, és a beáramló kálcium 

pufferelésében játszanak szerepet, ezáltal a sejtek homeosztázisát szabályozzák.[99] 

 

1.4.2.1. Calbindin tartalmú neuronok 

  

A kálciumkötő-fehérjék szerepét más neurodegeneratív betegségben, a 

Parkinson-kórban, már vizsgálták. Az emberi középagy dopaminerg neuronjai, főként a 

substantia nigra pars compactaban (SNc), de kisebb mértékben más dopaminerg 

sejtcsoportok területein is, nagy számban kifejeznek calbindint. Parkinson kórban a 

calbindint expresszáló dopaminerg neuronok szelektíven megőrződnek az egyébként 

jelentős degenerációt mutató dopaminerg sejtek között.[100]   

 

1.4.2.2. Calretinin tartalmú neuronok 

  

Annak érdekében, hogy megállapítsák, más kálciumkötő fehérjék is potenciális 

védőfaktorokat jelentenek-e a dopaminerg neuronok számára Parkinson-kórban, korábbi 

vizsgálatokban elemezték a calretinin-tartalmú (CR+) neuronok eloszlását az emberi 

középagyban. A calretinin és a dopaminerg elemek (tirozin-hidroxilázzal jelölve) kettős 
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immunhisztokémiai festéssel változó arányú CR+ neuronokat mutatott a dopaminerg 

neuronok között: mérsékelt koexpressziót mutatott a katecholaminerg A8 sejtcsoportban 

és a ventrális tegmentális terület (VTA) dorsalis részében, míg alacsony közös 

előfordulást az SNc-ben és a VTA ventrális részén.[100] A calbindinra vonatkozó, 

korábban említett, eredményektől eltérően, calretinin esetében nem találtak jelentős 

változást a parkinsonos agyakban a kontrollhoz képest.[100] 

 A calretinint expresszáló neuronok segítik fenntartani a serkentés-gátlás 

egyensúlyát a sejtekben. Ez az egyensúly, úgy tűnik, az autizmus során felborul. Egy 

autistákból származó posztmortem humán agyszövetet vizsgáló tanulmány kimutatta, 

hogy az autizmusban szenvedőkben a nucleus caudatus területén a CR+ interneuronok 

sűrűsége 35%-kal alacsonyabb, mint a kontroll csoportokban.[101] A szerzők szerint, a 

csökkent CR+ sűrűség a serkentés és a gátlás egyensúlyának felborulásához vezethet, 

ezáltal diszfunkcionálissá válik a corticostriatális pálya, ami autista-szerű viselkedést 

eredményezhet. 

 

1.4.2.3. Parvalbumin tartalmú neuronok 

 

 Az agykéregben a parvalbumint gátló gyors-tüzelésű interneuronok 

expresszálják. A gyors akciós potenciálsorozat generálásával a PV+ interneuronok 

gyors és stabil gátló inputot biztosítanak a piramis neuronok számára, ezáltal 

hozzájárulnak az agykérgi válasz kialakulásához. A csillársejtek (Ch) egyfajta PV+ 

interneuronok, amelyek a piramis neuronok kimenetét szabályozzák és közvetlenül 

beidegzik az axon iniciális szegmensét. Az ASD-ben a PV+ Ch sejtek száma több 

kortikális területen csökken.[102] A PV+ interneuronok morfológiájában és/vagy 

funkciójában bekövetkező változásokat a skizofréniával, epilepsziával és bipoláris 

zavarral is összefüggésbe hozták. Több agyterületen, közte a striatumban megfigyelték, 

hogy a PV tartalmú neuronokban a PV downregulációja fokozott oxidatív stresszt vált 

ki, amely együtt jár ASD-szerű tünetek megjelenésével egerekben.[103]  
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1.4.3 Szinaptikus változások az autizmusban 

 

Számos autizmushoz társított mutáció várhatóan különböző szinteken 

befolyásolja a szinapszisok szerkezetét és átépülését, mivel ezek a gének a kromatin 

átrendeződésében és transzkripcióban, fehérjeszintézisben és -lebontásban, az aktin 

citoszkeleton dinamikájában vagy a szinaptikus átvitelben részt vevő fehérjéket 

kódolnak.[104] 

ASD egérmodellek szinaptikus fenotípusainak vizsgálatára Shank3Δ4-22 és 

Cntnap2-/- mutáns egereket és azok vad típusú alomtestvéreit használták. A Shank3Δ4-

22 és Cntnap2-/- egerek tüskesűrűsége és GAD1, NR1, vGAT, valamint egy szinaptikus 

vezikula specifikus fehérje, a szinaptofizin [105] szintje szignifikánsan csökkent a 

szomatoszenzoros kéregben a kontrollcsoporthoz képest, nemtől függetlenül, jelezve a 

mutáns egerek szinaptikus fejlődésének károsodását.[106] 

A Myelin transzkripciós faktor 1 (Myt1) egy transzkripciós faktor, amely 

elősegíti a neuronális differenciálódást, és összefüggésbe hozható az autizmus spektrum 

zavarokkal (ASD), valamint az értelmi fogyatékossággal. Megfigyelték, hogy a faktor 

expressziója az életkorral erősen változik. Az újszülött Myt1-heterozigóta egerek erős 

Myt1 expresszióval rendelkeznek, ASD-szerű transzkriptomikus változásokat mutatnak, 

beleértve a prefrontális kéreg serkentő szinaptikus transzmissziójának csökkenését. A 

juvenilis Myt1-heterozigóta egerekben a Myt1 expressziója jelentősen csökken, az 

állatok fokozott prefrontális kérgi serkentő transzmissziót és nagyrészt normális 

viselkedést mutatnak. Ezzel szemben, a felnőtt Myt1-HT egerek ASD-szerű 

transzkripciós elváltozásokat mutatnak, beleértve az asztrocita és mikroglia gének 

regulációját, fokozott prefrontális gátló transzmissziót és a viselkedési deficiteket.[107] 

A prenatálisan VPA-nak kitett egérmodellek felnőttkori striatális és dorsalis 

hippocampus-funkcióinak vizsgálata során, repetitív viselkedésbeli változásokat 

figyeltek meg, melyek összefüggésben álltak a serkentő szinapszisok kialakulásában és 

fenntartásában szerepet játszó fehérjék, mint az Nlgn-1 és a PSD-95 csökkent szintjével. 

Tehát a motoros készségek, a repetitív viselkedések és az alkalmazkodóképesség hiánya 

(a szokások megváltoztatása esetén) összefüggésben állnak a csökkent striatális 

serkentő szinaptikus funkcióval.[108] 
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1.4.4 Apoptózis 

 

Kimutatták, hogy lehetséges összefüggés van az idegsejtek halála és az autizmus 

között.[109] A programozott sejthalál (apoptózis) egy fontos mechanizmus, amely 

meghatározza az agy méretét és formáját, valamint szabályozza a fejlődő 

neuronhálózatok megfelelő kapcsolódását. Kóros körülmények között az apoptotikus 

kaszkádok patológiás aktiválása neuroanatómiai rendellenességekhez és esetleg 

fejlődési fogyatékosságokhoz vezethet.  

Az apoptózis kimutatására több fehérjecsalád is alkalmas, mint például a B-

sejtes limfóma 2 fehérje (Bcl-2), P53 transzkripciós faktor, cathepsin-D lizoszómális 

fehérje vagy a kaszpázok. A kaszpázok olyan cisztein-aszparaginsav proteázok, melyek 

elengedhetetlen résztvevők az apoptózis végső stádiumában. Több neurodegeneratív 

betegség posztmortem vizsgálata során találtak emelkedett casp-3 szintet, például 

Alzheimer-kórnál [110], Parkinson-kóros egyedek dopaminerg neuronjaiban [111], autisták 

kisagyában [112] Siniscalco és munkatársai kimutatták, hogy autistákban többféle 

kaszpáz aktivációja és mRNS szintje is megnövekedett az egészséges alanyokhoz 

képest.[113] 

Egy másik állatmodell, propionsav kezelés hatására kiváltott oxidatív stresszen 

alapul. A propionsav olyan viselkedészavarokat válthat ki, melyek az autizmusban 

szenvedő embereknél is előfordulnak.[114] A propionsavval kezelt juvenilis patkányokon 

emelkedett casp-3 expressziót figyeltek meg.[115]   

A jelen tanulmány kiindulópontja az a feltételezés volt, hogy a VTA dopaminerg 

neuronjai számának csökkenése, továbbá a mesotelencephalicus dopaminerg pálya 

növekedésének és axonvezérlésének zavara, amely a prenatálisan VPA-val kezelt 

állatoknál P7-nél [47] megfigyelhető, megzavarhatja a dopaminoceptív célterületekben a 

neuronális mintázat kialakulását.  
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2. Célkitűzések 

 

Irodalmi adatok és munkacsoportunk korábbi eredményei alapján célul tűztük ki 

a mesotelencephalicus dopaminerg pályarendszer kvalitatív és kvantitatív morfológiai 

változásainak vizsgálatait a VPA-val kezelt állatokban, a kiinduló dopaminerg 

magokban, valamint a dopamint fogadó (dopaminoceptív) agyterületeken. 

 

2.1 A dopaminerg pályarendszer eddig ismert károsodása milyen sejtszintű 

változásokkal jár a VPA kezelés hatására? 

 

I.) Megfigyelhető-e fokozott sejtpusztulás (jelesül: apoptózis) a pályarendszer 

kiinduló területein, akár célterületein? Érintettek-e ebben a dopaminerg 

neuronok? 

 

II.) A sejthalál érinthet-e sajátos neuron-populációt, különösképpen a 

kálciumkötő fehérje tartalmú neuronokat. 

 

III.) Célul tűztük ki a prenatális VPA expozíciót követő apoptotikus és sejtszintű 

változások (kálciumkötő fehérjék expressziója) és a lehetséges regeneratív 

folyamatok időbeli követését. 

 

IV.) A mesotelecephalicus pálya kiinduló területein megfigyelhető-e a TH+ 

(mint dopamin-marker), valamint CR+ és CB+ (kálciumkötő fehérjék) együttes 

sejtszintű előfordulása (perikariális kolokalizáció)? 

 

2.2 A mesotelencephalicus dopaminerg pálya redukciója okoz-e változásokat egyes 

dopaminoceptív célterületek szinaptikus kapcsolataiban a prenatális VPA expozíciót 

követően? 

 

V.) Célul tűztük ki egy szinapszis-specifikus protein, a szinaptofizin, TH 

fehérjével korrelált változásainak vizsgálatát (a NAc és CPu területén) 

proteomikai (western blot) módszer alkalmazásával. 



 

 

23 

 

VI.) Kvantitatív morfometriai, megközelítéssel elemezni kívántuk egyes 

dopaminoceptív területeken (NAc, TO) a bemenő TH+ dopaminerg axonok 

(mint preszinaptikus elem) és a kálciumkötő fehérjét (CB, CR) tartalmazó 

neuronok (mint posztszinaptikus elem) közti szinaptikus kapcsolatok változásait.  
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3. Módszerek 

 

3.1 Kísérleti állatok 

 

A kísérletek elvégzéséhez C57BL/6 törzsből származó egereket használtunk. A 

kísérletek egy részéhez előre vemhesített 6 hetes egereket használtunk (Janvier 

Laboratórium, Franciaország), míg a másik részéhez 10 hetes szűz nőstény egereket 

pároztattunk (a különböző eljárások alkalmazása csupán anyagi okok következményei). 

A pároztatás során a hímeket 24 órára külön dobozokba helyeztük, majd 2-2 nőstényt 

helyeztünk melléjük 12 órára. A hímek eltávolítása után, többszöri súlyellenőrzést 

végeztünk a vemhesség bizonyítására. Az állatokat 21 ± 2 °C közötti hőmérsékleti- és 

automatikusan szabályozott fényviszonyok (12 óra világos- és sötét ciklusok) között 

korlátlan hozzáféréssel táplálékhoz és vízhez. A vemhesség 13,5. napján az anyák 

felének 500 mg/testtömeg-kg valproinsavat (Convulex 100 mg/ml koncentrációjú 5 ml-

es ampullák) (VPA-kezelt csoport), a másik felének fiziológiás sóoldatot (0,9%-os 

nátrium-klorid oldat) (kontroll csoport) adtunk intraperitoneálisan vagy subcutan a 

tarkótájékon. Az alkalmazott dózist és a beadás időpontját irodalmi adatok alapján 

határoztuk meg. [45] A születés után a kölykök az anyákkal maradtak 7 napos (P7) 

korukig. A hosszútávú VPA hatás vizsgálatához olyan kölyköket használtunk, 

amelyeket a 4. hét után választottunk el az anyjuktól, ivaronként külön tartva 60 napos 

(P60) korukig. Esetenként azonos kísérletben alomtársakat is használtunk. Az állatok 

korábban semmilyen más kísérleti eljárásban nem vettek részt. 

 

3.2 Hisztológiai előkészítés 

 

3.2.1 Perfúzió 

 

A transzkardiális perfúziót megelőzően az állatok altatását 50 mg/ml ketamin- és 

20 mg/ml xilazinból készült altatókoktél (2:1 keverék; állatoként 0,2 ml) 

intraperitoneális injekciójával biztosítottuk (Állatkísérleti engedély: XIV-I-001-2269-

4/2012). A szív bal kamráján keresztül kanült vezettünk az aortába; először átmostuk az 

állatok érrendszerét 20 ml foszfát puffer sóval (PBS), majd 4 °C-os 4%-os 
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paraformaldehid-oldattal (PFA) fixáltuk a szöveteket. A perfúzió után a kivett agyakat 

48 órán keresztül utófixáltuk PFA oldatban, majd felhasználásig 0,1%-os nátrium-

azidos PBS-ben tároltuk 4°C-on. 

 

3.2.2 Szabadon úszó metszetek előkészítése 

 

 Az immunhisztokémiai megfigyelésekhez használt agyakat a metszést megelőző 

2 napban 0,1%-os Na-azidos PBS-ben kihígított 30%-os cukoroldatba (szacharóz) 

helyeztük. Az üveg aljára süllyedt agyakból 30 µm vastagságú koronális metszeteket 

készítettünk Leica SM2000R fagyasztó szánka mikrotóm segítségével. Az agyakat 6 

sorozatban tároltuk 0,01%-os Na-azidos PBS-ben 4 °C-on.  

 

3.2.3 Paraffinos metszetek előkészítése 

 

A formalinban tárolt agyakat alaposan átmostuk desztilált vízzel. A 

beágyazáshoz felszálló alkoholsorban (50%, 70%, 80%, 96% és abszolút alkohol) 

áztattuk az agyakat 30-30 percen keresztül. Ezt követően az agyakat réz-szulfátos 

abszolút alkoholban mostunk kétszer 1 órát, mely leitatása után 10 perces metil-benzoát 

kezelés követett. Az agyakat végül a teljes víztelenítés céljából xilollal kezeltük kétszer 

10 percig, majd kiöntőformába helyezve kitöltöttük paraffinnal. Az így létrejött 

paraffin-blokkokat Leica RM2235 manuális rotációs mikrotóm segítségével 10 µm 

vastagságú koronális vagy szagittális metszeteket készítettünk, melyeket tárgylemezekre 

húztunk fel. 

 

3.3 Immunhisztokémia 

 

 A kontroll és a VPA-kezelt állatokból származó mintákat minden esetben 

egyidejűleg, ugyanazon reagensekkel, megegyező mennyiségű adagokkal, azonos 

körülmények között kezeltük. 
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3.3.1 Paraffinba ágyazott minták festése 

  

 A metszeteket tárgylemezeken történő deparaffinálását követően megfestettük. 

3x10 percig PBS-ben mostuk a metszeteket, majd 0,3%-os PBS-ben kihígított H2O2 

oldattal kezeltük 20 percen át. A 3x10 perces mosás után, az antitestek aspecifikus 

bekötődését megelőzve, blokkoltuk a mintákat PBS-ben hígított 5%-os normál 

kecskeszérummal (NGS). Ezt követően 0,1%-os Triton-X-100-as PBS-ben kihígított 

primer antitestekkel inkubáltuk a metszeteket 2 órán keresztül (lásd 1. táblázat). A 

primer eltávolítása után mostuk a metszeteket 3x10 percig PBS-ben, majd PBS-ben 

hígított szekunder antitestekben inkubáltunk azokat. Az 1 órás inkubációt követően 

2x10 percig PBS-ben, majd 1x 10 percig TRIS-ben mostuk a tárgylemezeket. A 

metszetekre ezután 1:500 arányban TRIS-ben hígított avidin-biotin komplexet (ABC-

komplex) helyeztünk egy órára. Az immunjelölés előhívó oldata TRIS-ben kihígított 3-

diaminobenzidin-t (DAB) és H2O2-t tartalmazott. Bizonyos metszeteken az 

immunhisztokémiai festés után Nissl-festést is alkalmaztunk. 

 

1. táblázat A paraffinba ágyazott metszetek immunhisztokémiai eljárása során használt 

antitestek 

 

Antitest 
Mely fajban 

termelt 

Alkalmazott 

hígítás 
Gyártó 

katalógus- 

szám 

anti-TH nyúl 1:500 
Merck 

Millipore 
AB152 

anti- NF patkány 1:800 ABCAM AB9034 

 

 

3.3.2 Szabadon úszó metszetek immunfestése 

 

 A 7 napos egerek koronális metszeteit az apoptózis kimutatására alkalmas Casp-

3 antitesttel kezeltük. Ezt kombináltuk calretinin (CR), calbindin-28K (CB) és dopamin- 

és DARPP-32 antitestekkel is (medium spiny neuronok kimutatása céljából [63]), kettős 

immunhisztokémiai elemzéshez. A P7 napos egerek koronális metszeteit tirozin-
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hidroxiláz (TH) antitesttel is megfestettük, kombinálva az ebben a korban jól kifejeződő 

CR és CB antitestekkel. 

 A hosszútávú hatások vizsgálatához a 60 napos egerek esetében szintén 

elvégeztük a CB és a 7 napos korban még nem expresszálódó parvalbumin (PV) 

egyszeres immunhisztokémiát. 

Mindegyik esetben hasonló volt az alkalmazott technikai eljárás. A szabadon 

úszó metszeteket 3x 10 percig mostuk PBS-ben, majd 20 percig 0,3%-os PBS-ben 

kihígított H2O2 oldattal kezeltük. Az ezt követő 3x 10 perc mosás után 30 percig 

blokkoltunk a metszeteket 5%-os normál kecskeszérummal (NGS) elkerülve az 

antitestek aspecifikus kötődését (a DARPP32 és a TH festéseknél ehelyett normál 

lószérumot (NHS) használtunk az egész eljárás során). Ezután a megfelelő 

kombinációjú primer antitestekkel (lásd 2. táblázat) inkubáltuk a metszeteket 24 órán 

keresztül PBS-ben oldott 0,3%-os Triton-X-100-ban (növelve a membrán 

permeabilitását) és 1%-os NGS-ban (NHS-ban). 

 

 

2. táblázat Az immunhisztokémia során felhasznált primer antitestek 

 

Primer 

antitest 

Mely fajban 

termelt 

Alkalmazott 

hígítás 
Gyártó LOT szám 

anti-Casp-3 nyúl 1:1000 Bioworld Technology CN89330 

anti-CR csirke 1:1000 Thermo Fisher 

Scientific 
22024 

anti-CB csirke 1:1000 Thermo Fisher 

Scientific 
22654 

anti-PV csirke 1:1000 Thermo Fisher 

Scientific 
22579 

anti-TH nyúl 1:1000 Merck Millipore 3870479 

anti-

DARPP32 
kecske 1:1000 RD Systems XHG0320061 

 

Másnap 3x 10 perces PBS mosást követően 1 órára PBS-ben kihígított, megfelelő 

kombinációjú fluoreszcens szekunder antitestekkel (lásd 3. táblázat) inkubáltuk a 

metszeteket, sötétben tárolva. 
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3. táblázat Az immunhisztokémia során felhasznált szekunder antitestek 

 

Szekunder 

antitest 

Mely fajban 

termelt 

Alkalmazott 

hígítás 
Gyártó LOT szám 

Alexa Flour 488 

anti-nyúl 
szamár 1:1000 Invitrogen VC296619 

Alexa Flour 594 

anti-csirke 
kecske 1:1000 Invitrogen WA316328 

Alexa Flour 488 

anti- kecske 
szamár 1:1000 Invitrogen A11078 

 

 

A metszeteket átmostuk PBS-ben 3x 10 percig, majd tárgylemezre húztuk. PBS-ben 

oldott glicerinnel (1:1) lefedtük, majd felhasználásig sötétben tároltuk. 

 

 

 

3.4 Hisztológiai analízis 

 

A vizsgált agyterületek azonosításához az Allen Mouse Brain Atlas-t használtuk 

referenciaként. A 3.ábra mutatja a minták körvonalainak vetületét a koronális metszetek 

rostrális felszínén. A vizsgált területek mintavételi határait kézzel jelöltük ki, hogy 

jobban illeszkedjenek az anatómiai határokhoz, továbbá műtermékek vagy a minta 

szempontjából nem releváns területek (pl. agypályák) könnyen kizárhatóak 

legyenek.
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3. ábra: Vizsgált agyterületek kijelölése mintavételezés céljából 

 

A vizsgált agyterületek ábrázolása koronális metszeteken. Referenciaként az Allen 

Mouse Brain Atlast használtuk. A mérésből kizárt terület szaggatott vonal jelöli.  
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3.4.1 Immunreaktív perikarionok vizsgálata 

 

3.4.1.1 Fluoreszcens mikroszkópia 

 

 A megfestett metszeteket Nikon Eclipse E800 fluoreszcens mikroszkóp 

segítségével vizsgáltuk és fényképeztük 10x, 20x vagy 40x nagyítású objektívvel. A 

koordináták meghatározásához az Allen Mouse Brain Atlas, valamint a Paxinos és 

Franklin Atlas szolgált referenciaként.[116] 

 

3.4.1.2 Sejtszámlálás 

 

Az immunreaktív perikarionok megoszlását manuális számolással állapítottuk 

meg az Aperio ImageScope szoftver segítségével. Csak azokat a jelöléseket fogadtuk el 

sejttestnek, melyek átmérője meghaladta az 5 µm hosszúságot vagy szélességet. A 

területet határoló vonalra (3. ábra) eső sejteket nem vettük figyelembe a kvantifikáció 

során. A kapott sejtszámokat a terület méretére (mm2) normalizáltuk. Az elemzéseket 

vakon, a kezelési csoportok ismeretének hiányában végeztük el. A számlálást egy 

koronális metszetre eső mindkét oldali agyfélben elvégeztük, viszont az értékeket nem 

átlagoltuk, hanem ismétlődő, nem független adatként számoltunk vele. Erre azért volt 

szükség, mivel előfordult, hogy az egyik oldal sérült volt, ilyen esetben az egyedből 

csak a meglevő agyfélben végeztük el a kvantifikációt. 

 

3.4.2 Volumetriás denzitás és térbeli elrendeződés 

 

 A volumetriás denzitás-elemzés folyamatát a 4. ábra foglalja össze. 

 

3.4.2.1 Konfokális mikroszkópia 

 

 A preparátumok befotózásához Zeiss Jena, LSM 780 konfokális lézer 

mikroszkóp segítségével Z-stack képeket készítettünk 40x nagyítású objektívvel (Z 

koordináta kezelési csoportonként megegyező, ám területenként eltérő vastagságú (10-

20 µm között), egyes optikai síkok között egységesen 2 µm távolsággal).  
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4. ábra: A volumetriás denzitáselemzés folyamatábrája 

 

A nagy felbontású konfokális Z-stack képeket Imaris 9.9.1. verziójú 

szoftvercsomaggal elemeztük. Az Imaris program lehetővé tette a vizsgált régión 

belüli minták immunreaktív sejtjeinek 3D-s rekonstrukcióját. A rekonstruált képeken a 

koexpresszió kifejezéséhez az Imaris szoftver ’Coloc’ funkcióját alkalmaztuk. A TH+ 

axonok, valamint a CR+/CB+ sejttestek ill. dendritjeik közötti felületi érintkezések 

(ún. juxtapozíciók) kvantitatív elemzésének 2 lehetséges módszere látható. Az első 

esetében a program a CR+/CB+ és a TH+ szerkezeti elemek burkoló felületének 

térbeli hálózatát generálta, majd ezen belül automatikusan lemérte és összegezte 

azokat a felületeket, ahol a renderelt felszínek közötti távolság 0 µm volt 

(Juxta_felület). A második módszer során (’spot detection function’) az Imaris 

program a preszinaptikus TH+ axonokból sűrűségfüggő pontszerű elemeket (puncta) 

generált, majd partikulum-számolással megállapította azon elemek sűrűségét, amelyek 

a CR+/CB+ struktúrák fentebb említett módon renderelt felszíneivel érintkeztek. 
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3.4.2.2 Juxtapozíciók mérése 

 

A nagy felbontású konfokális Z-stack képeket HP Z4 vezérlőrendszerű Imaris 

9.9.1. verziójú szoftvercsomaggal elemeztük. A TH+ axonok (mint preszinapszisok) és a 

CR+ vagy CB+ sejttestek és dendritjeik (mint posztszinapszisok) közötti felületi 

érintkezésének kvantitatív elemzéséhez már korábban leírt módszereket 

alkalmaztuk.[117,118] A vizsgált területeken megegyező méretű mérőkeretet (210 x 210 

µm) helyeztünk el a koronális metszetek mindkét oldalán. Az Imaris program lehetővé 

tette a vizsgált régión belüli minták immunreaktív sejtjeinek 3D-s rekonstrukcióját. 

Az 5. ábrán látható módon az Imaris szoftverben elérhető 2 lehetséges 

megközelítést alkalmaztunk a kvantitatív elemzésekhez.  

Az első módszerünk esetében a CR+/CB+ (5B. ábra) és a TH+ (5C. ábra) 

szerkezeti elemek burkoló felületének térbeli hálózatát vizsgáltuk, ahol a renderelt 

felszínek közötti távolság 0 µm volt (Juxta_felület). Ahhoz, hogy egységesen 

összehasonlíthatóak legyenek a minták, a fluoreszcens küszöbértéket a legoptimálisabb 

érzékelhetőségre állítottuk be, egységesen 11%-ra. Az érintkező felületek által a teljes 

térfogat százalékában kifejezett térfogatot automatizált 3D számítással mértük. Az 

automatizált számítás konzisztenciáját ellenőrizve, a TH+ axonok (zöld csatorna) mellé 

rendeltük a CR+/CB+ (piros csatorna) struktúrákat, majd ezt megfordítva, a CR+/CB+ 

sejttestek és dendritek mellé rendelve a TH+ struktúrákat azonos értékeket kaptunk, 

(függetlenül attól, melyik csatorna szolgált referenciaként), ami bizonyítja a képelemző 

szoftver megbízhatóságát. 

A második módszer során egy ’spot’ detektáló funkciót alkalmaztunk a 

preszinaptikus TH+ axonok azonosítására (5D. ábra). Csak azokat az immunpozitív 

jeleket vettük figyelembe, melyek elérték vagy meghaladták az 1 µm átmérőt, 

egységesen 5,5%-os fluoreszcencia intenzitás küszöbérték mellett. A program 

automatikusan leszámolta a kritériumoknak megfelelően generált pontszerű elemeket 

(Spot_össz). A TH+ axonok (’spot’) és a CR+ vagy CB+ sejttestek, illetve dendritjeik 

3D-s rekonstrukcióval renderelt felszínek közötti juxtapozíciók kvantifikálásához 

közvetlen vagy perem-érintkezést feltételezve, a felületek közötti távolságot 0 µm-re 

(Juxta_spot = 0 µm), vagy 1 µm-re (Juxta_spot <1 µm) állítottuk be. 
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Az azonos sejten belüli kolokalizáció (koexpresszió) kimutatására az Imaris 

szoftver ’Coloc’ funkcióját alkalmaztuk.[119] Ez a módszer lehetővé tette a kolokalizált 

voxelek leszámolását, ezáltal százalékosan meghatározhattuk a TH+ és CR+ vagy TH+ 

és CB+ jelölések együttes kifejeződését az adott mintavételi ablakban.  

 

 

 

 

5. ábra: Juxtapozíciók mérése 

 

Reprezentatív konfokális Z-stack képek az Imaris 9.9.1 programban. A: mintavételi 

ablak, melyben a kvantitatív elemzéseket végeztük a vizsgált célterületeinkben (NAc 

és TO) mutatja a további képen kinagyított régió elhelyezkedését (fehér négyzet); B: 

CB+ (piros csatorna) szerkezeti elemek renderelt burkoló felületének kijelölése; C: 

TH+ (zöld csatorna) immunpozitív elemek burkoló felületének kijelölése; D: ’Spot’ 

detektálás a TH+ axonok (zöld csatorna) azonosítására. Skála: 30 µm 
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3.5 Immunoblot (Western blot) 

  

Az immunoblothoz 22 vegyes ivarú, P7 napos egérkölyköt használtunk fel.  

 

3.5.1 Agyminták disszekciója 

 

 A fixálatlan agyakat egy acél agymátrixba helyeztük, melynek segítségével 

megközelítőleg azonos területről, nagyságrendileg azonos vastagságú (1 mm) koronális 

metszeteket készítettünk. A szeletek további preparálását jeget tartalmazó alumínium 

dobozon végeztük sztereomikroszkóp segítségével. 10-20 mg tömegű szövetmintákat 

vettünk bilaterálisan a NAc és a CPu területéről.  A területek lokalizálásához az Allen 

Mouse Brain Atlas-t vettük alapul. A 6. ábrán látható síkok a kivett minták rostrális 

felszíneit mutatják. Az eltávolított NAc szövetblokkok fő 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 eltávolított 

szövetblokk továbbá tartalmazta még a pallidum externum egy részét a capsula interna 

rostjaival. A disszekált mintákat előre mérlegelt Eppendorf csövekbe helyeztük, a 

bilaterális mintákat egyként kezelve, majd felhasználásig száraz jégen, azt követően 

pedig -80 °C-os fagyasztó hűtőben tároltuk. 

 

3.5.2 Western blot és elektroforézis 

 

 A mintákat 4 °C-os, pH 8.0 lizáló pufferben (150 mM NaCl, 1%-os 4-nonilfenil-

polietilén-glikol (NP40), 0,5%-os nátrium-dezoxikolát, 0,1%-os nátrium-dodecil-szulfát 

(SDS), 50 mM Tris) homogenizáltuk. Ezt követően 10 percig 4 °C-on 1200 

fordulatszámon centrifugáltuk a mintákat, hogy a fehérjetartalom szétváljon a nehezebb 

sejtes alkotóktól, közte a mag-frakciótól. A felülúszót átpipettáztuk új Eppendorf 

csövekbe, majd 15000 fordulatszámon újra centrifugáltuk 20 percen keresztül, 4 °C-on. 

A durva szinaptoszóma-frakciót tartalmazó üledéket oldottuk fel és használtuk fel a 

továbbiakban. Ezt követően az összes mintát azonos fehérjekoncentrációra hígítottuk 

(1,25 µg/µl), amit a Bio-Rad iMark Microplate Reader segítségével állítottunk be.  
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6. ábra: A western blothoz használt NAc (A) és a CPu (B) agyminták lokalizációja 

 

A mintavétel során kivett területek körülbelüli körvonalai láthatók a szövetblokkok 

rostrális felszínére vetítve. A mintavételezés alapját az Allen Mouse Brain Atlas koronális 

metszetsora képezte. Az eltávolított NAc szövetblokkok fő részét a nucleus accumbens 

(NAc) tette ki, de mellette tartalmazta még a septum laterális részét (LS), a bed nucleus of 

stria terminalis (ez a rostrális síkon nem látható) 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 eltávolított szövetblokk továbbá tartalmazta még a pallidum 

externum egy részét a capsula interna rostjaival. 
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A mintákat Laemmli pufferben (Sigma-Aldrich) oldottuk fel, majd 5 percen át, 96 °C-

on hevítettük. Felhasználásig -80 °C-os hűtőben tároltuk. Bio-Rad Mini Protean III 

függőleges elektroforézis és blotrendszerrel segítségével a mintákat először 8%-os 

akrilamid gyűjtőgélre futattuk 30V feszültségnél 20 percen keresztül. Ezt követően 150 

V-re növeltük a feszültséget, 1-1,5 órára, amíg a 13%-os feloldógélen kellően 

elkülönültek a mintasávok. Ezután a szétválasztott mintákat 0,45 µm pólusméretű, Bio-

Rad nitrocellulóz membránra transzferáltuk 90 V feszültségen, 2 órán keresztül. 

 

3.5.3 Immunfestés 

 

 A nitrocellulóz membránokat 7,4 pH-jú 0,05 M TBS-T (Tris-puffer sóval 0,1 %-

os Triton-X-100-zal) pufferben kihígított 5%-os zsírszegény tejben inkubáltuk 1 órán át 

22 °C-os hőmérsékleten. Ezt követően anti-syn, anti-TH és anti-β-aktin primer 

antitestek keverékével (lásd 4. táblázat) inkubáltuk a membránokat 24 órán át 4 °C-on, 

melyet 1%-os zsírszegény tejben kihígítottunk ki. Másnap 3x10 percig mostuk a 

membránokat PBS-ben. A mosást követően 1 órára szekunder antitestek keverékében 

inkubáltuk (lásd 3. táblázat). A blotokat lumineszcens detektálórendszerrel (Bio-Rad 

ChemiDoc MP) kvantifikáltuk, majd az adatokat β-aktinra standardizáltuk. Az analízist 

az ImageLab szoftver segítségével végeztük. 

 

4. táblázat Az immunoblot során felhasznált primer és szekunder antitestek 

 

Antitest 
Mely fajban 

termelt 

Alkalmazott 

hígítás 
Gyártó LOT szám 

anti-syn egér 1:1000 DAKO 177857 

anti-TH nyúl 1:5000 EMD Millipore 7923458 

anti- β-aktin egér 1:10000 
Cell Signaling 

Technology 
660091 

Alexa Flour 488 

anti-nyúl 
szamár 1:1000 Invitrogen VC296619 

Alexa Flour 594 

anti-egér 
szamár 1:1000 Invitrogen WC198325 



 

 

37 

 

3.6 Statisztikai analízis: 

 

 Az eredmények statisztikai elemzéséhez a koronális metszetek bilaterálisan 

leszámolt vagy lemért adatait dolgoztuk fel a R Studio statisztikai program segítségével. 

A két oldal értékeit nem átlagoltuk (így a grafikonokon is külön adatpontokként 

jelenítettük meg), mert előfordult, hogy a koronális metszet egyik oldala sérült volt. Az 

analízis során az azonos metszet két oldalán mért adatokat nem kezeltük statisztikailag 

függetlenként. Esetenként azonos kísérletben, azonos kezelési csoportban (kontroll vagy 

VPA) alomtársak is szerepeltek, melyeket az állatazonosítók mellett szintén random 

faktorként illesztettük a modellbe az elemzés során. Mivel az adatpontok eloszlása az 

adott területeken nem egyenletes, a kezelés hatásainak meghatározásához negatív 

binominális regresszión alapuló általánosított lineáris kevert modellt (generalized linear 

mixed model) alkalmaztunk, az adatok logaritmikus transzformációját követően.[120] 
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4. Eredmények 

 

4.1 A mesotelencephalicus pálya defasciculációját követő változások a subpalliumban 

 

Kutatócsoportunk által korábban leírt és közölt eredményekkel összhangban [47], 

a VPA-val kezelt P7 napos egérkölykök paraffinba ágyazott szagittális metszetein is 

megfigyelhető volt a TH+ mesotelencephalikus dopaminerg pálya felritkulása és 

jelszegényebb megjelenése, valamint annak subpallialis célterületeiben (CPu és NAc) a 

festődés intenzitásának csökkenése (7C-H. ábra). Mindemellett az egyik 

leglátványosabb TH-jelölésbeli változást, mely a korábban leírtakban még nem 

hangsúlyoztak, a TO területén találtuk meg, ahol már kis nagyításban is feltűnik a TH 

immunreaktivitás erős csökkenése. Fontos kiemelni, hogy míg a mesotelencephalicus 

pálya területén futó TH+ rostok mennyisége szemmel láthatóan lecsökkent és a 

lefutásuk szórtabb lett, addig az általános neuron-markerként használt NF (7A-B. ábra) 

nem mutatott eltérést a kezelési csoportok között, sem a tractus mesotelencephalicus, 

sem más jelentősebb agypályák esetében. Ez az észlelet a TH+ dopaminerg axonok 

szelektív redukciójára (vagyis nem általános pályakárosodásra) utal a VPA-val kezelt 

csoportban. 

 

4.2 Sejtszintű változások a VPA kezelés hatására 

 

4.2.1 Apoptózisbeli változások 

 

 Korábban leírt [47] eredmények, valamint a dopaminerg rostozat és bemenet 

fentebb, paraffinos metszeteken is illusztrált, csökkenése miatt, mint lehetséges 

következmény, elemeztük a neuronális degenerációt (apoptózist) a mesotelencephalicus 

pálya fő célterületein (NAc, CPu), kiegészítve más pallialis (ACC, PCC, RSC), 

subpallialis (LS, BNST) régiókkal, valamint a dopaminerg pálya középagyi eredő 

területein (VTA, SN). A Casp-3-t expresszáló immunpozitív perikarionok denzitását a 

terület méretének függvényében [121] összehasonlítottuk a kontroll és a VPA kezelt P7 

napos egerekben. 
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7. ábra: Reprezentatív paraffinos szagittális metszetek P7 napos egerekből 

 

Kontroll és VPA kezelt P7 napos egerek szagittális metszeteinek reprezentatív 

sorozata neurofilament (NF) (A - B), valamint tirozin-hidroxiláz (TH) immunjelöléssel 

és Nissl (C-H) festéssel. A VPA kezelésnek kitett állatokban a TH jelölés ritkább mind 

a mesotelencephalikus pálya (mt), mind pedig annak célrégióiban (NAc, CPu). A 

legszembetűnőbb TH-jelölésbeli hiányt a TO területén találjuk. Skála (A-H): 1 mm. 
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A P7 napos egerek apoptózis szintje általánosan magas ebben a korban, hiszen 

ilyenkor zajlik a központi idegrendszer második posztnatális apoptotikus hulláma.[122] 

Ezen belül, az általunk vizsgált területekben, valproinsavval kezelt egerekben a Casp-3-

mal kimutatott apoptotikus sejtek regionális sűrűsége megnövekedett a kontroll 

csoporthoz képest (8. ábra). A területeken az apoptotikus sejtek eloszlása esetenként 

nem volt homogén, ezért a statisztikai elemzéshez negatív binominális próbát 

alkalmaztunk, melyben az alomtársakat random faktorként kezeltük. A 

legkiemelkedőbb növekedést a vizsgált subpallialis területek közül 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, míg a NAc területén a 

tendencia hasonló, ám nem szignifikáns a változás (p= 0,314, n = kontr: 17, VPA: 10). 

Ezt erősíti az alábbi eredményünk is, ahol a CPu kvadránsokra osztása során 

(dorsolaterális: DL (p= 0,0009***, n = kontr: 20, VPA: 12), dorsomediális: DM (p= 

0,0002***, n = kontr: 20, VPA: 12), ventrolaterális: VL (p=0,0006***, n = kontr: 19, 

VPA: 10), ventromediális: VM (p=0,016*, n = kontr: 19, VPA: 10); itt a legalacsonyabb 

p-értéket a ventromedialis kvadránsban találtuk, mely a legközelebb esik a NAc 

területéhez. A kortikális vizsgálatok során a Casp-3+ sejtek denzitásának szignifikáns 

növekedést tapasztaltunk a RSC-ben (p= 0,0003***, n = kontr: 16, VPA: 10) és az ACC 

(p= 0,027*, n = kontr: 20, VPA: 12) területén, ám a PCC területén nem találtunk 

szignifikáns változást (p= 0,156, n = kontr: 18, VPA: 12). 



 

 

41 

 

 

8. ábra: Casp-3+ és TH+ sejtek koexpressziója  

 

(A–D): A reprezetatív fluoreszcens mikroszkópos képek az apoptotikus (Casp-3+) 

sejtek eloszlását mutatják kontroll és VPA-kezelt 7 napos egerekben. A vizsgált terület 

(jelen esetben NAc) kijelölése referencia-atlasz képével összevetve (A). A számolásra 

kijelölt Casp-3+ sejtek csoportját kontroll egérben mutatja a B, nagyobb nagyításban a 

C panel. A kontroll mintához képest az apoptotikus sejtek nagyobb számban jelennek 

meg a VPA-val kezelt egér ugyanazon régiójában (D). Skála (B, D): 200 µm, (C) 50 

µm. A csatolt diagram (E) a casp-3+ sejtek területi eloszlását mutatja az általunk 

vizsgált subpallialis és pallialis régiókban, összehasonlítva a kontroll és a VPA-kezelt 

csoportokat. Szign. szint: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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Szignifikáns növekedést találtunk az apoptózis tekintetében a VPA-nak kitett 

állatokban a mesotelencephalicus pálya kiinduló területeiben, a VTA-ban (p= 0.0117*, 

n= kontr: 10, VPA: 11) és a SN-ban (p= 0.00738**, n = kontr: 12, VPA: 11) (9. ábra).  

 

 

9. ábra: VTA és SN területi Casp-3+ és TH+ sejtek eloszlása és átfedése 

 

A VTA és a SN területén az apoptotizáló sejtek száma szignifikánsan nőtt a VPA-val 

kezelt P7 napos egerekben a kontroll csoportokhoz képest. A VTA területén a TH a 

VPA kezelés hatására szignifikánsan csökkent. A Casp-3 csak a VTA területén 

mutatott koexpressziót a TH-val. Szign. szint: * p<0.05, ** p<0.01. 
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Ezeken a középagyi kiinduló területeken a sejttestek jelentős része dopamint 

tartalmaz (TH+), ezért megvizsgáltuk, hogy a casp-3 pozitív sejtek hány százaléka TH 

pozitív is egyben. A VTA területén a kontroll csoportban 25,07%-ban, míg a VPA-val 

kezelt csoportban 28,04%-ban TH pozitívak az apoptotizáló sejtek. A kezelési 

csoportok között nincs szignifikáns különbség (10. ábra).  A SN területén az 

apoptotizáló sejtek nem fedtek át a tirozin-hidroxilázt expresszáló sejtekkel (9. ábra).  

 

 

4.2.2 A kálciumkötő fehérjék változása 

 

 Az apoptózis vizsgálatok során talált változások indokolták a potenciálisan 

neuroprotektív fehérjék expressziójának vizsgálatát. A kálciumkötő fehérjék (calretinin, 

calbindin-D28k, valamint parvalbumin) eloszlását 2 különböző korosztályban 

vizsgáltuk, több pallialis és subpallialis régióban, kontroll és VPA-val kezelt állatokban. 

Mivel a PV még nem expresszálódik 7 napos korban, ezért ennek eloszlását posztnatális 

60 napos korban vizsgáltuk. Az összehasonlíthatóság kedvéért a calbindin eloszlásának 

vizsgálatát is mindkét korosztályban elvégeztük. 

10. ábra: Casp-3-t expresszáló sejtek átfedése a TH pozitív sejtekkel 

 

A VTA területén az apoptotizáló sejtek egy része tirozin-hidroxilázt is expresszál. A 

VPA-nak kitett P7 napos egerek nem különböztek a kontroll csoporttól, tehát az 

apoptotizáló sejtek változása nem specifikus a TH+ sejtekre. 
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4.2.2.1 A kálciumkötő fehérjék vizsgálata 7 napos egerekben 

 

A calretinin immunreaktív sejtek eloszlása nem változott szignifikánsan a 

kezelés hatására a vizsgált subpallialis területeken; 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: 

 

11. ábra: Calretinin-immunreaktív sejtek eloszlása P7 napos egerekben 

 

A-B: reprezentatív fluoreszcens mikroszkópos képek a CR+ sejtek eloszlásáról a NAc 

és a RSC területéről P7 napos kontroll egerekben. A panelek jobb felső sarkában 

topogramon jeleztük a teljes képmezőn ábrázolt mérési terület (skála (A-B): 100 µm) 

pontos helyzetét a coronalis metszethez képest, míg a jobb alsó négyszögekben 

nagyobb nagyítással látható néhány jellegzetes immunfestett sejt (skála (A-B): 20 

µm). A mellékelt grafikon (C) mutatja a CR+ sejttestek területi sűrűségének 

összehasonlítását az általunk vizsgált subpallialis és pallialis területeken a VPA 

kezelés hatására. 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 vizsgálatok során azonban 

a CR+ sejtek denzitásának szignifikáns csökkenését tapasztaltuk az általunk vizsgált 

összes kortikális területen a VPA kezelés hatására; 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. ábra).  

Ezzel szemben, a calbindin pozitív perikarionok területi eloszlása, P7 napos 

korban csupán egyetlen területen, a CPu-ban (p= 0,002**, n = kontr: 19, VPA: 10), 

mutatott szignifikáns csökkenést a VPA expozíció hatásárára. Ezt további kvadránsokra 

12. ábra: Calbindin-immunreaktív sejtek eloszlása P7 napos egerekben 

 

A-B: reprezentatív fluoreszcens mikroszkópos képek a CB+ sejtek eloszlásáról a 

NAc és a RSC területéről P7 napos kontroll egerekben. A panelek jobb felső 

sarkában topogramon jeleztük a teljes képmezőn ábrázolt mérési terület (skála (A-B): 

100 µm) pontos helyzetét a coronalis metszethez képest, míg a jobb alsó 

négyszögekben nagyobb nagyítással látható néhány jellegzetes immunfestett sejt 

(skála (A-B): 20 µm). A mellékelt grafikon (C) mutatja a CB+ sejttestek területi 

sűrűségének összehasonlítását az általunk vizsgált subpallialis és pallialis területeken 

a VPA kezelés hatására. Szign. szint: ** p<0.01. 
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 is felosztottuk; dorsolaterális: DL (p= 0,017*, n = kontr: 19, VPA: 10), dorsomediális: 

DM (p=0,31, n= kontr: 19, VPA: 10), ventrolaterális: VL (p=0,0002***, n = kontr: 19, 

VPA: 10), ventromediális: VM (p=0,0007***, n = kontr: 19, VPA: 10). A többi vizsgált 

területen változatlan maradt a CB+ perikarionok száma; 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. ábra).  

 

4.2.2.2 A kálciumkötő fehérjék vizsgálata 60 napos egerekben 

 

A posztnatális 60 napos állatokban hasonló eredményt figyeltünk meg a CB 

immunpozitív perikarionok területi eloszlásának vizsgálatakor, azzal a különbséggel, 

hogy a P7 napos korban, a CPu területén ((p= 0,854, n = kontr: 19, VPA: 10), 

megfigyelt csökkenés eltűnt. A CPu kvandránsokra osztása megmutatta, hogy 

legjelentősebb kompenzáció a P7 napos korhoz képes a ventrális területeken történt; 

dorsolaterális: DL (p= 0,901, n = kontr: 19, VPA: 10), dorsomediális: DM (p= 0,911, n 

= kontr: 19, VPA: 10), ventrolaterális: VL (p=0,701, n = kontr: 19, VPA: 10), 

ventromediális: VM (p=0,986, n = kontr: 19, VPA: 10).  

Így hát P60 napos korban már egyik területen sem tapasztaltunk a VPA kezelés 

hatására szignifikáns változást. 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. ábra). 

A fiatal és a felnőtt egerek CB+ neuron-sűrűségének összehasonlításakor a 

legmagasabb értéket a CPu területén mutattuk ki (mindkét korcsoportban). A 

legnagyobb életkor közötti különbséget a LS és a BNST területein találtuk, ahol 2,5-3-

szoros CB+ perikarionszám-növekedést tapasztaltunk az életkor előrehaladtával, míg a 

CPu (kiváltképpen a ventrális (VL, VM)) területén, valamint a NAc területén az értékek 

kb. 15%-kal csökkentek. 
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A parvalbumin P60 napos korban már kifejeződik az egerek agyában (míg 7 

napos korban még nincs jelen). A PV immunpozitív sejttestek területi eloszlásának 

vizsgálatakor nem találtunk szignifikáns különbségeket a kezelés hatására; 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. ábra). Úgy tűnik, ha voltak is korábban eltérések a VPA 

13. ábra: Calbindin-immunreaktív sejtek eloszlása P60 napos egerekben 

 

A-B: reprezentatív fluoreszcens mikroszkópos képek a CB+ sejtek eloszlásáról a NAc 

és a RSC területéről P60 napos kontroll egerekben. A panelek jobb felső sarkában 

topogramon jeleztük a teljes képmezőn ábrázolt mérési terület (skála (A-B): 100 µm) 

pontos helyzetét a coronalis metszethez képest, míg a jobb alsó négyszögekben 

nagyobb nagyítással látható néhány jellegzetes immunfestett sejt (skála (A-B): 20 

µm). A mellékelt grafikon (C) mutatja a CB+ sejttestek területi sűrűségének 

összehasonlítását az általunk vizsgált subpallialis és pallialis területeken a VPA 

kezelés hatására.  
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expozíció hatására a kálciumkötő fehérjék expressziójában, azok 60 napos korra már 

nem mutathatók ki. 

 

 

 

 

 

 

 

 

14. ábra: Parvalbumin-immunreaktív sejtek eloszlása P60 napos egerekben 

 

A-B: reprezentatív fluoreszcens mikroszkópos képek a PV+ sejtek eloszlásáról a NAc 

és a RSC területéről P60 napos kontroll egerekben. A panelek jobb felső sarkában 

topogramon jeleztük a teljes képmezőn ábrázolt mérési terület (skála (A-B): 100 µm) 

pontos helyzetét a coronalis metszethez képest, míg a jobb alsó négyszögekben 

nagyobb nagyítással látható néhány jellegzetes immunfestett sejt (skála (A-B): 20 

µm). A mellékelt grafikon (C) mutatja a CB+ sejttestek területi sűrűségének 

összehasonlítását az általunk vizsgált subpallialis és pallialis területeken a VPA 

kezelés hatására.  
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4.2.2.3 A kálciumkötő fehérjéket tartalmazó neuronok nem fejeznek ki apoptotikus 

fehérjéket 

 

 A kálciumkötő fehérjéket expresszáló sejtek általános eloszlásának vizsgálatát 

követően megvizsgáltuk, hogy vajon a VPA kezelés hatására megnövekedett apoptózis 

összefüggésbe hozható-e a CR+ vagy CB+ perikarionok számának változásával a 7 

napos egerek esetében. Nem találtunk jelentős átfedést a Casp-3+ és a CR+/CB+ sejtek 

között sem a kontroll, sem a kezelt csoportok esetében (15.A és B ábra). Az apoptotikus 

sejtek kolokalizációját a kálciumkötő fehérjék mellett a DARPP-32-vel, mint a medium 

spiny neuronok általános markerével is megvizsgáltuk, ám ezekkel a sejtekkel sem 

találtunk átfedést (15.C ábra). 

 

 

 

A non-kolokalizáció mértékét Imaris képelemző program segítéségével 

pontosabban is meghatároztuk egy-egy kiemelt subpallialis és pallialis területen.  7 

napos egerekben a CR+ és a Casp-3+ sejttestek és nyúlványaik átfedése a NAc területén 

0,02% (16. A-B ábra). A RSC területén 0,09% az átfedés mértéke, ahol az 

immunpozitív perikarionok a kéreg rétegeiben elkülönülve találhatóak; az apoptotizáló 

sejtek főként a kéreg II. laminájában jelennek meg, míg a CR+ perikarionok az I., 

valamint a mélyebb infragranuláris rétegekben fordulnak elő (16. C-D ábra).  

15. ábra: Non-kolokalizációt reprezentáló ábra a NAc területéről 7 napos 

kontroll egerekben 

 

Reprezentatív konfokális lézer mikroszkópos felvételek, melyek demonstrálják a 

Casp-3 immunjelölt perikarionok non-kolokalizációját az CR immunpozitív (A), a CB 

immunpozitív (B) és a DARPP-32 immunjelölt (C) sejttestekkel 7 napos kontroll 

egerekben. Skála (A-C): 20 µm. 
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4.2.3 TH immunpozitív és kálciumkötő fehérjéket tartalmazó sejtek kolokalizációja a 

mesotelencephalikus pálya kiinduló régióiban 

 

Összehasonlítottuk a mesotelencephalicus pálya kiinduló területein (VTA és SN) 

a TH és a CR vagy CB immunjelölt perikarionok kolokalizációját. 

 

16. ábra: Casp-3 és CR immunpozitív perikarionok non-kolokalizációját 

reprezentáló képek a NAc és a RSC területéről 7 napos kontroll egerekben 

 

A, C: Reprezentatív konfokális lézermikroszkópos felvételek, melyek a CR és a Casp-

3 immunreaktív neuronok nem átfedő megoszlását mutatják a NAc és a RSC 

területein. Skála: 50 µm. B, D: Z-stack képek 3D rekonstrukciója az Imaris program 

segítségével. Skála: 30 µm.  

 



 

 

51 

 

4.2.3.1 Ventral tegmental area (VTA) 

 

 A VTA területén szignifikáns növekedést találtunk a CR immunpozitív 

neuronok számában a VPA kezelés hatására (p= 0,032*, n = kontr: 10, VPA: 10), míg a   

CB+ neuronok (p= 0,879, n = kontr: 10, VPA: 9) száma nem változott. A TH+ (p=0,823 

és p=0,912) jelölésben nem észleltünk különbséget, ahogy a kettősen jelölt perikarionok 

száma sem változott (p= 0,187, p=0,648) (17. ábra). 

 

 

17. ábra: TH és CR/CB immunpozitív perikarionok kolokalizációja a VTA 

területén 7 napos egerekben 

 

Reprezentatív konfokális lézermikroszkópos felvételek, melyek a TH és CR (A) vagy 

CB (C) immunreaktív neuronok átfedését mutatják a VTA területén. A jobb felső 

sarokban a mért régió kicsinyített képe látható (skála: 50 µm), míg alul egy kinagyított 

részleten egyes jelzett perikarionok láthatók (skála: 20 µm). A mellékelt grafikon 

mutatja a TH+ és a CR+ (B) vagy CB+ (D) sejttestek területegységre eső 

denzitásainak összehasonlítását a VPA kezelés hatására. Szign. szint: * p<0.05. 
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 A VTA területén az összes TH+ neuronoknak kb. 15%-a immunpozitív CR-re is, 

míg a CB-nal 40%-os átfedést mutat a TH+ perikarionok.  

 

4.2.3.2 Substantia nigra (SN) 

 

 A VTA területéhez hasonlóan, a SN területén is szignifikáns növekedést 

találtunk a CR immunpozitív neuronok számában a VPA kezelés hatására (p= 0,019*, n 

= kontr: 10, VPA: 10), míg a CB+ neuronok (p= 0,478, n = kontr: 10, VPA: 10) száma 

18. ábra: TH és CR/CB immunpozitív perikarionok kolokalizációja a SN 

területén 7 napos egerekben 

 

Reprezentatív konfokális lézer mikroszkópos felvételek, melyek bemutatják a TH és 

CR (A) vagy CB (C) immunreaktív neuronok átfedését a SN területén. A jobb felső 

sarokban a mért régió kicsinyített képe látható (skála: 50 µm), míg alul egy nagyított 

részlet található (skála: 20 µm). A mellékelt grafikon mutatja a TH+ és a CR+ (B) 

vagy CB+ (D) sejttestek területi sűrűségének összehasonlítását a VPA kezelés 

hatására. Szign. szint: * p<0.05. 
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nem különbözött szignifikánsan a kezelés hatására. A TH+ perikarionok (p= 0,364, 

p=0,598) számában nem észleltünk különbséget, ahogy a kétszeresen jelölt sejttestek 

száma sem változott (p= 0,635, p= 0,597) (18. ábra). 

 A SN területén a kálciumkötő fehérjéket expresszáló neuronok százalékos 

aránya lényegesen kisebb volt, valamint a kolokalizációjuk is ritkább TH immunpozitív 

sejtekkel, mint a VTA területén. Az összes TH+ neuron kb. 5%-a immunpozitív CR-re 

és kb. 8%-a immunpozitív CB-ra is. 

 

4.3 Szinapszis szintű változások 

 

 A sejtszintű változásokon túl, proteomikai módszerrel elemeztük egy szinaptikus 

fehérje (szinaptofizin) változásait, továbbá szinaptikus kontaktstruktúrákra vonatkozó 

morfometriai vizsgálatokat is végeztünk 7 napos kontroll és VPA-val kezelt egereken. 

 

4.3.1 Proteomikai vizsgálat (western blot) 

 

 Először a szinaptikus fejlődés változásait vizsgáltuk két subpallialis, 

dopaminoceptív régióban: a CPu és NAc területein. Vizsgálatunk a kontroll és a VPA-

val kezelt anyák P7 napos kölykeiből származó szövetmintákon a szinaptofizin és a TH 

protein egyidejű kimutatására összpontosított (n = kontr: 11, VPA: 11) (19. A ábra). A 

szinaptofizin koncentrációja stabil maradt (β-aktinra normalizálva) mind a NAc (p= 

0,697) (19. B ábra) mind a CPu (p= 0,0731) (19. C ábra) területén. A CPu-ban (19. C 

ábra) a TH szintje szintén nem mutatott változást (p= 0,892), de a NAc-ben (19. B ábra) 

trendszerűen csökkent (p= 0,0547) a TH szintje (β-aktinra normalizálva). A 

legfontosabb megfigyelésünk szerint, a TH/szinaptofizin aránya jelentősen csökkent a 

NAc területén a VPA-nak kitett kezelési csoportban (p= 0,00602**) (19. B ábra), míg a 

CPu (19. C ábra) területén nem változott (p= 0,524). 
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4.3.2 Kálciumkötő fehérje-tartalmú neuronokkal kapcsolatos szinaptikus változások két 

dopaminoceptív célrégióban (NAc, TO) 

 

 A szinaptikus kontakt elemzés szempontjából fontos kérdés volt, hogy a TH 

mint dopaminerg preszinaptikus axonmarker, valamint a CB, illetve CR mint a 

posztszinaptikus neuron perikariális/dendritikus markerei teljes mértékben elkülönült 

struktúrákban fordulnak-e elő a vizsgált célrégiókban. Ellenkező esetben ugyanis az 

alább részletezett morfometriai analízis nem lett volna biztonsággal kivitelezhető. Ezért 

elsőként megvizsgáltuk a TH+ és CaBP+ struktúrák kolokalizációját.  

Egyik vizsgált kálciumkötő fehérje sem volt kimutatható jelentős mennyiségben 

a TH-t expresszáló axonokban a NAc és a TO területén. A kvantitatív kolokalizációs 

vizsgálat során a NAc területén a TH/CR átfedés mértéke a VPA-val kezelt állatokban 

19. ábra: A TH és a szinaptofizin fehérjék proteomikai analízise a NAc és a CPu 

területén 7 napos egerekben 

 

A: Gélre futatott TH, szinaptofizin és a β-aktin fehérjék reprezentatív képe a NAc-t 

tartalmazó szövetmintákból, összehasonlítva a kontroll és a VPA kezelt állatokat. A 

mellékelt diagramok a NAc (B) és a CPu (C) területekből származó szövetminták 

kvantitatív méréseit hasonlítja össze. Szign. szint: ** p<0.01. 
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0,29%, míg a kontroll állatokban 0,26% volt. A TH/CB átfedés a kezelt csoportban 

0,39%, míg a kontroll csoportban 0,36% értékeket adott. Ehhez hasonlóan, a TO 

területén a TH/CB a kezelt csoportban 0,38%, míg a kontroll csoportban 0,39%-os 

átfedést mutatott.  

 

4.3.2.1 TH+ axonok és CR+/CB+ sejttestek és dendritek közti juxtapozíciók változásai a 

NAc területén 

 

A NAc vizsgálata során a core területén végeztük a méréseket az Imaris 

képelemző szoftver segítségével. A korábbi eredményeinkkel egybevágóan nem 

találtunk szignifikáns változást a kezelés hatására a CR+ (p= 0,483) elemek 

térfogatarányában, ahogy a TH+ (p= 0,244) rostokban sem. A kontaktfelszínek 

(továbbiakban: juxtapozíciók) kvantitálása során, mind a TH+ mind a CR+ elemeket a 

burkolófelszínek renderelése alapján mérve (n = kontr: 20, VPA: 20), a juxtapozíciók 

térfogati aránya szignifikánsan csökkent a VPA-val kezelt csoportban, akár a TH (p= 

0,0242*), akár a CR (p= 0,00164**), akár a teljes (p= 0,0193*) mintavételi térfogatot 

vettük referenciaként.        

A másik alkalmazott képelemző módszerrel, a TH+ elemek pontszerűvé 

alakítását (az Imaris spot detection programjának segítségével) a CR+ struktúrák 

burkolófelületének renderelésével kombinálva, hasonló, ám kisebb eltéréseket sikerült 

kimutatni. A TH+ és CR+ közti juxtapozíciók csak abban az esetben mutattak 

szignifikáns csökkenést a VPA-kezelt csoportban, ha a találkozó elemek közvetlen 

érintkezéseit (távolság=0 µm) vettük figyelembe (p=0,0451*), ám a közeli perem-

érintkezéseket (távolság=1 µm) is figyelembe véve a változás már nem bizonyult 

szignifikánsnak. (p= 0,237), és az összfelületre vetített spot-érték (p= 0,135) sem 

mutatott szignifikáns eltérést (20. ábra). 
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A TH+ (p= 0,221) és a CB+ (p= 0,468) elemek térfogatarányában szintén nem 

találtunk szignifikáns változást a kezelés hatására a NAc területén. A TH+ és a CB+ 

juxtapozíciók, sem felszíni rendereléssel mérve (n = kontr: 20, VPA: 20); TH (p= 

0,754), CB (p= 0,177), teljes mintavételi terület (p= 0,841), sem spot detektálással nem 

20. ábra: A TH és CR axosomatikus/axodendritikus juxtapozíciói a NAc területén 

7 napos egerekben 

 

A: Reprezentatív konfokális lézer mikroszkóp kép egy 7 napos kontroll egér NAc 

területéről. Skála: 50 µm. A jobb alsó sarokban egy kinagyított részlete látható, skála: 

20 µm. B: Az A panelen található * jelölés kiemelt része látható 3D-s rekonstrukciós 

képként a régió jellegzetes sejttípusaival. Skála: 30 µm. C, D: A mellékelt diagramok a 

VPA-nak kitett és kontroll állatok TH+ és CR+ elemek volumetrikus, kvantitatív 

eredményeit mutatja a NAc területén. Szign. szint: * p<0.05, ** p<0.01. 
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változtak a kezelés hatására; TH+ felszín és CB+ spotok közötti 0 µm távolság esetén 

(p= 0,689), 1 µm esetén (p= 0,484), összfelületre vetített mintavételi kijelölésben (p= 

0,798) értékeket kaptunk (21. ábra). 

 

 

 

 

21. ábra: A TH és CB axosomatikus/axodendritikus juxtapozíciói a NAc területén 

7 napos egerekben 

 

A: Reprezentatív konfokális lézer mikroszkóp kép egy 7 napos kontroll egér NAc 

területéről. Skála: 50 µm. A jobb alsó sarokban egy kinagyított részlete látható, skála: 

20 µm. B: Az A panelen található * jelölés kiemelt része látható 3D-s rekonstrukciós 

képként a régió jellegzetes sejttípusaival. Skála: 30 µm. C, D: A mellékelt diagramok a 

VPA-nak kitett és kontroll állatok TH+ és CB+ elemek volumetrikus, kvantitatív 

eredményeit mutatja a NAc területén. 
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4.3.2.2 TH+ axonok és CB+ sejttestek és dendritek közti juxtapozíciók változásai a TO 

területén 

 

A TO területén a dopaminerg bemenet szabad szemmel láthatóan is csökkent. A 

szinaptikus változások méréseit a TO III. rétegében végeztük, elkerülve a ventralis 

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

 

 

 

 A tuberculum olfactoriumban P7 napos egereken a CR+ elemek annyira ritkák, 

hogy ezek kvantitatív elemzésétől el kellett tekintenünk, így a számolás a sokkal 

gyakoribb CB+ struktúrákra szorítkozott. Először meghatároztuk a CB+ perikarionok 

sűrűségét a TO területén. A VPA kezelés hatására nem találtunk szignifikáns 

22. ábra: TH és CB immunpozitív jelölések a TO területén 7 napos egerekben 

 

A, B: Áttekintő konfokális képek 7 napos kontroll és VPA-val kezelt egérből (skála: 

50 µm). A régió jellegzetes sejttípusai nagyobb nagyítással a jobb alsó sarokban 

inzertben láthatók (skála: 20 µm). 
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különbséget a perikarionok területre normalizált számában (p= 0,815). Ezzel szemben, a 

teljes térfogatarány vizsgálatakor (n = kontr: 20, VPA: 20) szignifikáns csökkenést 

tapasztaltunk a kezelés hatására nem csak a TH+ elemekben (p= 0,000131***), de még 

CB+ elemekben is (p= 0,00021***). Hangsúlyozzuk, hogy az utóbbi, volumetrikus 

analízis nem csak a perikarionokat, hanem az összes immunreaktív struktúrát (tehát a 

 

 
 

 

23. ábra: A TH és CB axosomatikus/axodendritikus juxtapozíciói a TO területén 

7 napos egerekben 

 

A, B: Reprezentatív 3D-s rekonstrukciós képek a TO területéről összehasonlítva a 

kontroll és a VPA-s kezelési csoportot. Skála: 30 µm. C: A CB+ perikarionok területre 

normalizált eloszlásának grafikonja a TO területéről. D, E: A mellékelt diagramok a 

VPA-nak kitett és kontroll állatok TH+ és CB+ elemei közti juxtapozíciók 

volumetrikusan meghatározott kvantitatív eredményeit mutatják. Szign. szint: * 

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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neuronok vizsgálati területre eső nyúlványait) is figyelembe veszi. A TH+ és a CB+ 

juxtapozíciók értéke, felszíni rendereléssel mérve, szignifikánsan csökkent a VPA-val 

kezelt csoportban, TH-ra normalizálva (p= 0,0396*), valamint a teljes mintavételi 

területen (p= 0,00806**), míg a CB-ra normalizálva nem érte el a szignifikáns szintet 

(p= 0,0981). Spot detektálással a juxtapozíciók értéke csupán az 1 µm-en belül 

megadott közelítési távolság esetén mutatott szignifikáns csökkenést a VPA-kezelt 

csoportban (p=0,0407*), az összfelületre vetítve hasonló, szubszignifikáns trend volt 

látható (p= 0,0566#), míg a 0 µm-ben rögzített közelítési távolság esetén nem 

tapasztaltunk szignifikáns eltérést a kezelési csoportok között (p= 0,202) (23. ábra). 
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5. Megbeszélés  

 

5.1 Dopaminerg rendszer változásainak értelmezése 

 

Kimutattuk és megerősítettük, hogy a mesotelencephalicus dopaminerg pálya 

immunjelölése jelentősen csökkent a 7 napos egérkölykökben a prenatális VPA kezelés 

hatására. Mivel a neurofilamentum festés nem mutatott eltérést a kezelési csoportok 

között, így kizárhatjuk annak a lehetőségét, hogy az agypályák általános károsodásáról 

lenne szó. Tehát a megfigyelt jelenség valószínűsíthetően a TH immunreaktív rostok 

szelektív csökkenésének tudható be. Ezt alátámasztja kutatócsoportunk korábbi 

eredménye, ahol iDISCO módszerrel a TH-val festett teljes átderített agyak 3D-s 

kvantitatív elemzése során jelentős csökkenést figyeltek meg a mesotelencephalicus 

dopaminerg axonnyalábok számában.[47] Más autizmus modelleken, például Wnt5a KO 

mutáns egerekben, szintén kimutatták ennek a pályának átrendeződését, miszerint a TH+ 

rostok széttartóbbá váltak a vad típusú egerekhez képest.[15] A neuropilin-2 (Nrp2) 

fehérje a mesostriatalis pálya kialakulásában kulcsszerepet játszó faktor. A Nrp2 KO 

egerekben szintén rendellenes rostnövekedést figyeltek meg a pályarendszer 

defasciculációja és kiszélesedése által.[90] 

A pályarendszer fejlődésének a megfelelő időablakban beadott prenatalis VPA 

hatására észlelt zavarából kiindulva, logikus lépésként megvizsgáltuk a dopaminerg 

kiinduló- és a dopaminoceptív célterületek változásait. A VTA területén a TH+ sejtek 

száma csökkenni látszott a VPA kezelés hatására, míg a SN területén ezzel inkább 

ellentétes változást figyeltünk meg, habár ezek az eltérések nem érték el a szignifikáns 

szintet.[123] Ezen eredmények megegyeznek kutatócsoportunk korábbi eredményeivel, 

melyek akkor iDISCO módszerrel szignifikánsnak is bizonyultak.[47] Az E11.5 napon a 

középagyi fejlődő dopaminerg neuronok elérik a végleges helyüket, ahol a 

neuronpopuláció laterális része leválva a SN pars compacta részét alkotja, míg a 

helyben maradt neuronok a VTA dopaminerg sejtjeit alkotják.[124] Ekkor kezdődik meg 

a dopaminerg neuronokban a Pitx3 gén kifejeződése.[83] Azokban az egerekben, ahol a 

Pitx3 mutáción esett át, a laterális populációban, tehát a fejlődő SNc területén, a 

dopaminerg neuronok száma csökkent, valamint a nigrostriatalis projekció is sérült [125], 

míg a VTA területe teljesen érintetlen maradt.[124] A Pitx3 expressziója különbözik a két 
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dopaminerg agyterület között; a VTA-ban nagyjából hatszoros értéket mutat a SN-hoz 

képest.[126] A Pitx3 gén kifejeződésével egyidőben az En1 és En2 gének expressziója is 

megkezdődik.[127] Kimutatták, hogy az En1 és En2 kifejeződése elengedhetetlen a 

dopaminerg neuronok túléléséhez.[128] Az En1 vagy En2-t érintő mutációk szelektív 

sejthalálhoz vezetnek az SNc populációban, mely végül motoros zavarokat okozhat.[129] 

A Pixt3 génhez hasonlóan a VTA neuronjai itt is kevésbé érintettek.[130] Ez bizonyítja, 

hogy a VTA és a SN területén található dopaminerg neuronok eltérő fejlődést mutatnak, 

mely indokolhat különböző válaszreakciókat a prenatális VPA kezelés hatására. 

 

5.2 Apoptózisbeli változások értelmezése 

 

A mesotelencephalicus pálya és a VTA dopaminerg neuronjainak redukciója 

indokolta az apoptózis vizsgálatát. Az eredményeink arra utalnak, hogy a VPA kezelés 

hatására általános apoptózis-növekedés lép fel mind a pallialis (ACC, RSC), mind a 

subpallialis (CPU, LS, BNST) területeken. A mesotelencephalicus pálya egyik fontos 

célterületén (NAc) nem tapasztaltunk szignifikáns apoptózis-növekedést, habár a 

változás iránya nem mondott ellent az általános trendnek (8. ábra).[131] Ennek egy 

lehetséges oka, hogy P7 napos egerek apoptózis szintje általánosan magas, hiszen 

ilyenkor zajlik a központi idegrendszer második posztnatális apoptotikus 

hulláma.[122,132,133] Ezen felül, P7 napos kontroll egérben éppen a NAc területén a 

legnagyobb a Casp-3 immunpozitív neuronok sűrűsége [134], így a magas alapértékhez 

képest már nem tudtunk szignifikáns változást kimutatni. Felnőtt egerek tirozin-

hidroxilázt expresszáló sejtjeiben a Casp-3 gén szelektív deléciója esetén a TH-pozitív 

neuronok számának növekedését figyelték meg mind a SN-ban, mind a VTA területén. 

A striatumban a dopamin-felszabadulás jelentősen csökkent a Casp-3 hiányos 

egerekben, ami egyértelműen dopaminerg diszfunkcióra utal.[135] 

 

5.3 Kálciumkötő fehérjék változásainak összegzése 

 

 A kálciumkötő fehérjék közül a CR és CB immunpozitív neuronok sűrűségét és 

eloszlását vizsgáltuk P7 napos egérkölykökben. A CR vizsgálata során a pallialis 

területeken találtunk szignifikáns csökkenést (ACC, PCC, RSC), míg a subpallialis 
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területeken nem tapasztaltunk változást (NAc, CPU, LS, BNST).[129] Ezzel szemben, 6-

OHDA-nal kezelt (dopaminhiányos) felnőtt egerekben kimutatták, hogy a közepes 

méretű CR immunpozitív interneuronok sűrűsége csökkent a striatumban, míg a NAc 

területén nem tapasztaltak változást.[136] Autistákból származó posztmortem emberi 

agymintákon hasonló eredményeket találtak a nucleus caudatus területén, ahol a CR+ 

interneuronok sűrűsége 35%-kal alacsonyabb volt, mint a kontroll mintákban.[101] A 

saját eredmények és az irodalmi adatok közötti különbségek feltételezhetően az életkor 

és a kezelések eltérésének következményei, nem teszik lehetővé a közvetlen 

összehasonlítást.   Ezzel szemben, korábbi irodalmi adatokkal összhangban [137,138] azt 

figyeltük meg, hogy a mesotelencephalicus pálya eredő területein a kálciumkötő 

fehérjéket tartalmazó neuronok a VTA területén nagy mértékben, míg a SN területén kis 

mértékben koexpresszálódtak a TH fehérjével. Továbbá, a CR+ sejtek fokozott 

expressziót mutattak a VPA kezelés hatására, ám ez a tirozin-hidroxilázzal 

koexpressziót mutató sejteket nem érintette.[123]   

 Ami a kálciumkötő fehérjék és az apoptózis között fennálló kapcsolatot illeti, 

általában elmondhatjuk, hogy nem találtunk ilyen korrelációt sem a CR, sem a CB 

esetén, az általunk vizsgált agyterületeken. Egyetlen kivételképpen, a CB immunpozitív 

neuronok szelektíven csökkentek a VPA kezelés hatására a P7 napos állatok CPu-ja 

területén. Itt, a CB+ neuronok csökkenése negatív korrelációban van a Casp-3 pozitív 

sejtek számának növekedésével [131], ami jelentheti azt, hogy kevesebb CB expresszió 

több apoptózishoz vezetett az érintett neuronokban.[101] Ez tükrözheti az optimális Ca2+ -

szint neuroprotektív hatását, amelyben a CaBP-ek akár kulcsfontosságúak is lehetnek a 

sejtek túléléséhez.[139] Úgy tűnik, hogy terhesség alatti VPA expozíció hatására 

károsodott Ca2+-homeosztázis a striatumban P7 napos korban még kimutatható. Ezzel 

szemben, a fiatal felnőtt, 60 napos korra, ez a változás kompenzálódik. Ez az észlelet 

azért jelentős, mert a VPA által okozott elváltozás regenerációjának lehetőségét 

(legalábbis a CPu régió megnövekedett ellenálló képességét) jelezheti, mellyel a korai 

sejtkárosító hatások helyreállíthatók.  

 Ezt az elképzelést látszik megerősíteni a PV látszólagos stabilitása, amely nem 

reagál a prenatális VPA expozícióra 60 napos egerekben. Hangsúlyozni kell, hogy 7 

napos egerekben még nem expresszálódik a PV, az első PV+ sejtek csak a P10 napon 

jelennek meg, mégpedig a RSC területén.[140] A P25 korosztályban a PV+ sejtek 
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számának jelentős csökkenését találták a striatumban VPA-nak kitett egéranyák 

kölykeinél, míg a kortikális területeken nem tapasztaltak változást.[141] Fiatal felnőtt 

patkányokon, átmeneti NMDA receptor-blokkolást követően, nem mutattak ki változást 

CR-t vagy CB-t tartalmazó GABAerg interneuronok sűrűségében. Ezzel szemben, a PV 

tartalmú neuronok száma szignifikánsan csökkent a kérgi területeken (SSC, RSC), míg 

a striatumban nem változott.[142] 

A Casp-3+ sejtek és a CaBP-immunreaktív neuronok általunk megfigyelt non-

kolokalizációja összhangban áll azzal, hogy a MK801 által indukált aktivált Casp-3 

expressziót leggyakrabban olyan sejtekben találták, amelyek nem fejeznek ki 

kálciumkötő fehérjéket.[143] Továbbá, P7 napos korban adott phencyclidine (PCP) 

kezelést követően, fiatal felnőtt (P56) korban vizsgált patkányok szintén nem mutattak 

koexpressziót a Casp-3 és a CR vagy CB között, ami azt jelzi, hogy a CR- és CB-

tartalmú neuronok védettek voltak a PCP toxikus hatásától és túléltek felnőttkorig.[144] 

 

5.4 A dopamint fogadó célterületek változásai 

 

5.4.1 Szinaptikus változások értékelése 

 

Az előagyi célterületekre vetülő mesotelencephalicus dopaminerg pálya 

fejlődésének kezdete a VPA expozíció időablakával esik egybe, ám az axonok végső 

arborizációja és a szinapszisok kialakulása a posztnatális 7 napos korban még nem 

fejeződik be.[145] Ez alapján következtettünk arra, hogy a dopaminoceptív célterületek 

szinapszisai jelentősen érintettek lehetnek a VPA kezelés hatására.  

Proteomikai eredményeink a TH protein szelektív csökkenését mutatták a NAc-

ben, összhangban kutatócsoportunk korábbi neurokémiai és hisztológiai eredményeivel 

[46], anélkül, hogy egyidejűleg csökkent volna az általunk vizsgált szinaptikus fehérje, a 

szinaptofizin, szintje. A szinaptofizin értéke itt közvetve a szinapszisok számát 

reprezentálja.[117,131] 

Általános megfigyelés, hogy számos ASD modellben, a valproinsav-kezelést is 

beleértve, kimutathatók strukturális és funkcionális szinaptikus elváltozások.[144,146,147] 

Az emberi és állatmodellekből származó tanulmányok már rámutattak a szinaptikus 

átrendeződés fontosságára az autizmus kialakulásában. Összességében az emberi és 
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állati modellekből nyert adatok a dendritek méretének és számának általános 

csökkenésére, valamint a dendritek morfológiájának megváltozására utalnak. Ezen belül 

növekszik az éretlen morfológiát mutató dendrittüskék sűrűsége, ami általános tüske 

éretlenségi állapotra utal autizmus esetén.[148] 

Egy in vivo tanulmány a szinaptikus átvitel és szinaptikus plaszticitás 

vizsgálatára irányult a mPFC-ben, prenatálisan VPA kezelt posztnatális 30 napos 

patkányokban. Az eredmények azt mutatták, hogy mind a rövid távú, mind a hosszú 

távú szinaptikus plaszticitás fokozódott a prenatális VPA-expozíció hatására.[146] 

Meglepő módon, a serdülőkori eredményekkel ellentétben, a prenatálisan VPA-val 

kezelt patkányok felnőtt korban csökkent szinaptikus funkciót mutatnak, ezen belül 

csökken az LTP, míg a spontán aktivitás zavartalan.[149] A fiatalkori hiperfunkcióról a 

felnőttkori hipofunkcióra való váltás a mPFC-ben arra utal, hogy a prenatális VPA-

expozíció által kiváltott korai neurális fejlődési károsodás a felnőtt kori szinaptikus 

organizációt is képes befolyásolni.  

Közvetlenül a születés után a BTBR T+tf/J egér (egy idiopátiás autizmus 

állatmodell) CA3 hippocampális régióját vizsgálva, a GABA és glutamát 

szinergizmusra épülő koherens hálózati oszcillációk súlyosan károsodtak, melynek 

hatására a CA3 principális sejtek belső ingerlékenysége és a fősejtekre vetítő GABAerg 

interneuronok söntölési aktivitása csökkent.[150] Egy másik tanulmányban terhesség 

alatti anyai immunaktiváció után vizsgálták újszülött, P0-P2 napos utódok CA1 

hippocampalis piramissejtjeit. A kezelt anyák utódneuronjai szignifikánsan alacsonyabb 

belső ingerlékenységet és erősebb tüskefrekvencia-adaptációt mutattak.[151] Prenatalisan 

VPA-vel kezelt 4 hetes egerekben a hippocampusban csökkent dendrittüske-sűrűséget, 

valamint a szinaptikus fehérjék (PSD 95, Shank3) mRNS-ek expressziójának 

csökkenését találták.[152] A prenatalis VPA kezelést követően csökkent dendrittüske-

sűrűséget figyeltek meg 8 hetes hím egerek PFC-ében. [153] 

Ezzel szemben, megnövekedett dendrititüske-sűrűséget és fokozott neuronális 

arborizációt találtak a NAc területén prenatálisan VPA expozíciónak kitett felnőtt 

patkányokban.[154] Tekintettel arra, hogy az irodalmi adatok eltérő életkorban, valamint 

különböző agyterületeken végzett vizsgálatokról számolnak be, mindezen észleleteket 

nem könnyű összehasonlítani a jelenlegi megállapításainkkal. Ezért is tartjuk különösen 

fontosnak a következetes kiindulópont rögzítését a folyamatok tipikus, illetve attól 
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eltérő, károsodott formáinak leírása és interpretálása érdekében. Jelen munkánkban 

posztnatális 7 napos egerekből származó eredményeink által próbáljuk megérteni azokat 

a folyamatokat, amelyek a neurális mintázat kialakulásának korai szakaszában 

történnek, a dopaminerg rostok és az általuk fogadott struktúrák végleges kifejlődése és 

szinaptikus kapcsolataik kialakulása előtt. 

 

5.4.2 A dopamin tartalmú axonok és a kálciumkötő fehérje-tartalmú neuronok 

kapcsolatai 

 

Joggal merül fel a kérdés, hogy a mintázat kialakulásában és a szinaptikus 

szerveződésben megfigyelt változások milyen mértékben tulajdoníthatók a limbicus 

előagy redukált dopaminerg bemenetének. Ezen kérdés megválaszolása érdekében, 

megvizsgáltuk a NAc és a TO célterületeken a TH tartalmú axonok és CR-t vagy CB-t 

expresszáló sejttestek és dendritek kapcsolatait. 

A fénymikroszkópos kvantitatív módszerrel megállapított juxtapozíció-

változások közvetve az adott szinaptikus kapcsolatok sűrűségének hasonló változásaira 

utalnak.[123] Maguk a szinaptikus struktúrák, azok típusa (pl. szimmetrikus vagy 

aszimmetrikus), természetesen csak elektronmikroszkóppal azonosíthatók, azonban az 

irodalmi tapasztalatok alapján [155], szelektív fénymikroszkópos módszerekkel (közte az 

általunk is használt technikával) a szinapszis-számolás jó megközelítéssel elvégezhető. 

E módszerek előnye az elektronmikroszkópiával szemben az, hogy sokkal nagyobb 

agyterületről nyújtanak reprezentatív és összehasonlítható információt.  

 A NAc területén a TH+ és CR+ struktúrák közti juxtapozíciók jelentősen 

csökkentek a VPA-val kezelt csoportban, míg a TH+ és CB+ struktúrák közti 

juxtapozíciókban nem figyeltünk meg hasonló változást. A CB+, CR+ elemek teljes 

értékében sem mutatkozott változás a felület-rendereléses módszerrel (20-21. ábra). [123] 

Korábban más mérési technikával is hasonló eredményeket kaptunk, miszerint nem 

észleltünk változást a CB+ vagy CR+ perikarionok mennyiségében a P7 egerekben (11-

12. ábra).[131] 

A TO területén vizsgálatunk az P7 napos egérben sokkal nagyobb számban 

található CB+ neuronokra irányult, szemben Seifert és munkatársai eredményeivel [156], 

akik felnőtt patkányokban a CR neuronpopulációt találták nagyobbnak. A NAc-ben 
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tapasztaltakkal szemben, a TO területén TH+ és a CB+ elemek között lényegesen 

kevesebb juxtapozíciót figyeltünk meg a régió striatumhoz és ventralis pallidumhoz 

legközelebb eső III. rétegében, a VPA-kezelt csoportban.  

Megjegyzendő, hogy a CaBP-t expresszáló sejttestek reprezentatív fluoreszcens 

mikroszkópos képeken korábban alkalmazott denzitásmérését kiegészítettük az összes 

CB+ szövetelem mérésével, konfokális képsorozatokban, felület-renderelés alapján. 

Figyelemre méltó, hogy míg a TO területén a CB+ perikarionok számolása esetén nem 

találtunk különbséget, a felület-rendereléses módszer jelentős CB csökkenést mutatott a 

VPA-val kezelt állatokban. Ez az eredmény arra utalhat, hogy nem maga a perikarion-

szám, hanem a CB+ neuronok nyúlványrendszere redukálódott, ami megmagyarázná az 

általunk megfigyelt TH+ és CB+ közti juxtapozíciók csökkenését. Ám ezt a változást az 

is indokolhatja, hogy a VTA felől érkező TH+ axonok mennyisége szintén csökkent a 

kezelt P7 napos egerek TO-jában.  

Ami a TH+ elemeket illeti, a NAc területén a felület-rendereléses módszerrel 

mérve, ezek nem mutattak szignifikáns változást a kezelés hatására. Ez az észlelet nem 

egyezik (noha közvetlenül ellent sem mond) a kutatócsoportunk által korábban leírt 

eredményekkel, miszerint a dopaminszint ELISA-val mérve csökkent a NAc területén 

(a CPu-ban azonban nem).[47] Az ellentmondás magyarázata valószínűleg az, hogy az 

agyminták mérése során a NAc-ként jelölt szövetminta tartalmazta a TO-t is, melynek 

magas TH tartalma torzíthatta azokat a válaszokat, amelyeket annak idején egységesen a 

NAc-nek tulajdonítottak.[47] 

Proteomikai méréseink során, a prenatális VPA kezelést követő TH fehérje 

csökkenést csak nem szignifikáns trendként tudtuk kimutatni a NAc-ben (CPu-ban nem 

volt változás). Azonban amikor a TH értéket a szinapszis-specifikus protein 

(szinaptofizin) párhuzamosan mért (önmagában nem csökkenő) értékével normalizáltuk, 

a TH csökkenése a VPA-val kezelt állatokban már szignifikánsan kimutatható volt.[129] 

Ezt úgy értékelhetjük, hogy a TH+ axonok erős redukciót szenvednek a rendelkezésre 

álló szinaptikus helyekhez viszonyítva. Tehát a TH+ axonok szinaptizációs 

valószínűsége a NAc-ben (különösen, hogy a western blot minta 'NAc'-nek nevezett 

része a TO-t is tartalmazta) szemmel láthatóan csökkent. Ezt követő észleleteink, 

miszerint jelentősen csökkentek a TH+ és CB+ közti juxtapozíciók az TO-ban, valamint 

a TH+ és CR+ közti juxtapozíciók a NAc-ben, alátámasztják ezt a feltételezést. Ezek az 
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eredmények bizonyítékként szolgálnak arra, hogy csökken azon dopaminerg rostok 

előfordulása, amelyek szinaptikus kapcsolatokat hoznak létre (jelen esetben különböző 

kálciumkötő fehérjékkel), a ventrobasalis előagy legalább két dopamin-recipiens 

régiójában a NAc-ben és a TO-ban. Jelen észleleteink arra is rámutatnak, hogy a CaBP-

expresszáló interneuronok egy csoportja potenciális célstruktúraként szerepelhet a 

ventrobasalis előagyi dopaminerg bemenet változását követő szinaptikus 

átrendeződésben, VPA kezelés hatására. 

Míg egyes irodalmi források nem erősítették meg a TH+ sejtek csökkenését a 

VTA-ban, sem a TH protein csökkenését a NAc-ben, legalábbis P21 napos egérben [157], 

mások a dopamin receptorok upregulációjáról számolnak be a VPA-val kezelt anyáktól 

született felnőtt patkányok NAc-ében.[158] Utóbbi valószínűleg egy korábbi ligand (azaz 

dopamin) deprivációra adott kompenzációs válaszra utal (a dopaminerg rostok 

redukcióját P7 egerekben valóban észleltük is). [131] Az En1cre/+, Otx2flox/flox mutáns 

egerekben a ventrobasalis előagyi régiókban (TO, NAc shell) szelektív TH depléciót, 

valamint a D1 és D2 receptorok és a foszforilált DARPP-32 upregulációját figyelték 

meg, a középagyi dopaminerg neuronok jelentős csökkenését követően.[159] Úgy tűnik, 

hogy a dopamin-recipiens ventrobasalis előagy rendkívül érzékeny az olyan genomikai 

és transzkripciós elváltozásokra, amelyek az agypályák fejlődését és a neurális 

szerveződést érintik. Mind az irodalmi adatok (összefoglalóan [160]), mind a jelenlegi 

megállapításaink alapján, a TO-ban kialakuló mintázat valószínűleg kiemelkedő 

szerepet játszik a korai dopaminerg szabályozásban. 

 

5.5 Általános megbeszélés 

 

Eredményeink arra szolgálnak bizonyítékul, hogy a prenatalis VPA expozíciót 

követően csökken azoknak a szinaptikus kapcsolatoknak az előfordulási valószínűsége, 

amelyek a dopaminerg axonok, valamint egyes kálciumkötő fehérjéket tartalmazó 

interneuronok között jönnek létre, a ventrobasalis előagy legalább két dopamin-

recipiens régiójában, a NAc-ben és a TO-ban.[123] Ezenkívül, kísérleti adataink 

ráirányíthatják a figyelmet a CaBP-expresszáló interneuronok, mint dopamint fogadó 

célstruktúrák, potenciális jelentőségére a prenatalis VPA expozíciót követő szinaptikus 

reorganizációban. 
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A szinaptikus kapcsolatok csökkenése mögött állhat egyfelől a dopaminerg 

axonok redukciója, ami a mesotelencephalicus pálya korábban kimutatott 

defasciculációjával, a rostbemenet széttartóbbá válásával függhet össze.[46] A 

mesolimbicus pálya hasonló változásairól autista gyermekek diffúziós tenzor képalkotó 

(DTI) vizsgálata alapján is beszámoltak.[161] Ez az elváltozás a limbicus előagyi 

célpontokhoz futó rostok nettó redukciójához, vagy a középagyi eredetű dopaminerg 

rostok eltérítéséhez vezethet a ventralis (limbicus) striatumtól a dorsalis striatum felé. 

Mind a szinaptikus TH protein csökkenése az 'NAc'-ben (beleértve az TO-t) 

(immunblottinggal meghatározva) [131], mind a TH+ és CR+ közti vagy TH+ és CB+ közti 

juxtapozíciók csökkent előfordulása a NAc-ben és a TO-ban [123] a dopaminerg input 

csökkenésére vonatkozó elképzelést támasztja alá, legalábbis a korai posztembrionális 

fejlődés adott időpontjában.   

A jelenlegi eredményeink relevánsak lehetnek a szinaptikus átrendeződésnek 

egy alternatív/további elemére, a fogadó oldalon bekövetkező változásokra is. A CB 

redukciója a VPA-val kezelt állatok TO agyterületén tovább csökkentheti az afferens 

TH+ axonok szinaptizációjának valószínűségét, feltehetően a rendelkezésre álló 

szinaptikus felület zsugorodása révén. [123] Hogy ez a folyamat fokozott dendrittüske-

vesztés (pruning) miatt következik-e be, még további vizsgálatot igényel. Mindenesetre, 

egy jól meghatározott neurontípus (CB+) csökkent dopamin-fogadó képessége olyan 

tartós szinaptikus átrendeződést modellezhet, amelyet például Martin és Cork [162] is 

megfigyeltek, nem humán főemlősökben, a motivációval kapcsolatos előagyi régiókban 

(közte a TO-ban), és amelyek potenciálisan az emberi ASD jellemző tüneteihez 

vezethetnek. 
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6. Következtetések 

 

I. A VPA kezelés hatására fokozott apoptózist figyeltünk meg számos vizsgált 

régióban, beleértve a mesotelencephalicus pálya kiinduló területeit (VTA, SN), 

valamint a fogadó területek közül kérgi (ACC, RSC) és subcorticalis (CPu, BNST, 

LS) régiókat. A változások nem érintik szelektíven a dopaminerg neuronokat. 

II. A CaBP-k közül a CR expressziója csökkent a vizsgált pallialis régiókban, 

legjelentősebben a retrosplenialis kéregben (RSC), míg a subpallialis területeken 

nem változott P7 napos egereknél. A VPA-val kezelt állatoknál P7 korban a CB 

expressziója szelektíven csökkent a CPu területén míg a többi vizsgált területen 

nem változott. A parvalbumin (PV) sejtek nem mutattak jelentős választ a VPA 

kezelésre 60 napos korban. A CaBP-immunreaktív neuronok és az apoptotikus 

(Casp-3+) sejtek között nem találtunk kolokalizációt. 

III. Míg a CB P7 korban szelektíven csökkent a CPu-ban a VPA-val kezelt állatoknál, 

ez a különbség P60 korra eltűnt, ami lehetséges regeneratív mechanizmusra utal.  

IV. A kálciumkötő fehérjéket tartalmazó neuronok a VTA területén nagy mértékben, 

míg a SN területén kis mértékben koexpresszálódtak a TH fehérjével P7 korban. 

Mindkét középagyi magban fokozott expressziót mutattak a CR+ sejtek VPA 

kezelés hatására, ám ez a TH-val koexpressziót mutató sejteket nem érintette.  

V. A proteomikai eredmények a TH csökkenését jelzik a NAc-ban, de a CPu-ban nem, 

anélkül, hogy a szinaptikus fehérje, a szinaptofizin egyidejű csökkenése 

megfigyelhető lenne, ami a dopaminerg szinapszisok szelektív károsodására utal.  

VI. A VPA-val kezelt egerekben a NAc-ben a TH+ és CR+, míg a TO-ban a TH+ és CB+ 

közti juxtapozíciók redukciót szenvedtek, továbbá a TH+ és CB+ elemek 

térfogataránya is jelentősen csökkent.  

 

A ventrobasalis előagyi célterületek megváltozott dopaminerg bemenete a késői 

embrionális fejlődés során valószínűleg megzavarja a neurális és szinaptikus 

architektúra fejlődését és megszilárdulását. A neuronális mintázatban bekövetkező 

tartós változások (amelyeket itt egyes dopamin-recipiens interneuronok csökkent 

szinaptikus bemeneteként észleltünk) éppen azokban a ventrobasalis előagyi régiókban 

jönnek létre, amelyek különösen a motiváció és jutalmazás szempontjából fontosak. 
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7. Összefoglalás 

 

Az egerek prenatalis valproinsav (VPA) expozíciója az autizmus spektrum 

zavarhoz (ASD) kapcsolódó tipikus tünetek vizsgálatára használt kísérleti modell. 

Kutatócsoportunk korábbi kvantitatív vizsgálatai jelentős csökkenést és defasciculációt 

mutattak ki a VPA-val kezelt egerek mesotelencephalicus pályájában (mt), valamint 

szöveti dopaminszint csökkenését a nucleus accumbensben (NAc), szemben a 

caudatoputamennel (CPu). Jelen tanulmányban feltételeztük, hogy a VTA dopaminerg 

neuronjainak számbeli csökkenése és a mt pálya fejlődésének zavara módosítja a 

dopaminoceptív célrégiók mintázatának kialakulását. Vizsgáltuk a prenatális VPA 

kezelés által kiváltott sejtszintű- (apoptózis, Ca-kötő fehérjék (CaBP)), valamint 

szinapszis szintű változásokat (fehérjeszint-mérés, tirozin-hidroxiláz (TH) pozitív 

axonterminálisok korrelatív eloszlása, kapcsolata a preszinaptikus calretinint (CR) vagy 

calbindint (CB) tartalmazó célneuronokkal), kiválasztott subpallialis és pallialis 

területeken, P7 napos (bizonyos esetekben P60 napos) egerekben. A VPA kezelés 

hatására fokozott apoptózist figyeltünk meg szinte minden vizsgált régióban. A CaBP-k 

közül a CR expressziója csökkent a vizsgált pallialis régiókban, legjelentősebben a 

retrosplenialis kéregben (RSC), míg a subpallialis területeken nem változott P7 napos 

egereknél. A CB szelektíven csökkent a CPu-ban a VPA-val kezelt állatoknál P7 

korban, de ez P60 korban helyreállt. A parvalbumin (PV) sejtek nem mutattak jelentős 

választ a VPA kezelésre 60 napos korban. A CaBP-immunreaktív neuronok és az 

apoptotikus (Casp-3+) sejtek között nem találtunk kolokalizációt. A proteomikai 

eredmények a TH csökkenését jelzik a NAc-ban, de a CPu-ban nem, anélkül, hogy a 

szinaptikus fehérje, a szinaptofizin egyidejű csökkenése megfigyelhető lenne, ami a 

dopaminerg szinapszisok szelektív károsodására utal. A VPA-val kezelt egerekben a 

NAc-ben a TH+ és CR+, míg a TO-ban a TH+ és CB+ közti juxtapozíciók redukciót 

szenvedtek, továbbá a TH+ és CB+ elemek térfogataránya is jelentősen csökkent. A 

ventrobasalis előagyi célterületek megváltozott dopaminerg bemenete a késői 

embrionális fejlődés során tehát megzavarja a neurális és szinaptikus architektúra 

fejlődését és megszilárdulását, ami a későbbi autizmus-szerű változások alapjául 

szolgálhat. 
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