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1. Bevezetés

Autizmus spektrum zavar

Friss adatok alapjan, az autizmus spektrum zavar (ASD) vilagszerte kb. 1%-0s
eléfordulast mutat és a férfiaknal gyakrabban fordul eld, mint a néknél (3:1). Az ASD magas
¢s novekvd eléforduldsi gyakorisaga miatt, ez a rendkiviil 0sszetett idegrendszeri fejlodési
szindroma allt a vizsgélatunk kézéppontjaban. Az autizmus specifikus biologiai okait a mai
napig nem sikeriilt egyértelmiien meghatarozni. Bar a genetikai tényezok jelentOs szerepet
jatszanak, valosziniisithetd, hogy az okok komplexek, és az idegrendszer fejlodésére hatd
kornyezeti tényezok, valamint a gén-kornyezet kolcsonhatasai is kdzremiikodnek az allapot
kialakulasdban. Kiilonb6z6 tényezdk kiilonbozd kombindcidi €s egymasra gyakorolt hatasai
vezetnek a klinikai tiinetek sokféleségéhez. Mivel az autizmus alapvetden egy sajatos (atipikus)
fejlédés eredménye, igy élethosszig tartd allapotnak felel meg. Az ASD jelen tudasunk szerint
nem gyogyithatd, de intenziv fejlesztéssel az allapot javithato. A jelenleg érvényes DSM-V két
{6 tartomanyra osztja az autizmus spektrumat. Az elsd a szocidlis interakcid nehézségeit irja le.
Az érintett személyeknek hidnyossdgai vannak a szocidlis érzelmi kdlcsondsségben, nem értik
a nonverbalis kommunikaciot vagy nem képesek kapcsolatokat kialakitani €s fenntartani. A
masodik tartomanyba tartoznak a korlatozott €s ismétlddé viselkedési €s cselekveési mintazatok;
az autista személyek bizonyos pillanatokban ismétlédd sztereotip mozdulatokat tesznek, és
rendkiviili szorongast tapasztalnak, ha a rutinjukat megvaltoztatjak, valamint hiper- vagy

hiporeaktivitast is mutathatnak szenzoros ingerekre.

VPA kezelés, mint az autizmus modellje

A natrium-valproat (VPA) egy gyakran hasznalt antiepileptikum, mely blokkolja a
natrium-, és kalcium csatornakat, valamint GABA transzaminaz inhibitorként miikkodik. Ezen
terapiasan is kihasznalhato hatasa mellett azonban figyelembe kell venni, hogy erds teratogén
mellékhatasai lehetnek.

Hogy a VPA teratogén hatasa molekuldris szinten hogyan hozhat6 6sszefliggésbe az
autizmusra specifikus defektusokkal, még nem teljesen érthetd, mindenesetre a beavatkozas
id6ablaka kritikus kérdés. Az irodalomban megtalalhaté korabbi vizsgalatok az idealis
idéperiodust a VPA beadésara prenatélis E12-15 nap kozé teszik egerek esetében. A 12. nap

elétti VPA kezelés nem specifikus teratogén hatasok altal vetélést okoz, mig a 15. nap utan
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nincs kozvetlen hatas. Ez azt jelzi, hogy a 12. és a 15. nap kozott olyan fejlodési folyamatok
zajlanak, amelyeket jelentdsen befolydsolhatnak epigenetikai és kornyezeti tényezok.
Figyelemre méltd, hogy a VPA adminisztracié optimalis idéablaka egybeesik a
dopaminerg sejtek megjelenésével (amit a tirozin-hidroxilaz (TH) segitségével mutattak ki) az
agytorzsben, valamint a késdbbi mesotelencephalicus (tegmentostriatalis) palyat alkoto
dopaminerg axonok korai fejlédésével. Joggal feltételezhetjiik, hogy a VPA zavarhatja ezt a

folyamatot, és ezaltal a mesotelencephalicus Utvonal célteriileteinek fejlodését €s mintazatat.

Dopaminerg rendszer anatomiaja, fejlodése és szerepe

Mar korabban felmeriilt annak lehetdsége, hogy az ASD 0Osszefiiggésbe hozhatd a
dopaminerg rendszer hibas fejlédésével. Jelen eredményeink megerdsiteni latszanak ezt a
felvetést, kimutatva az egerek dopaminerg rendszerében az anyai VPA kezelés altal kivaltott
egyértelmil neuroanatomiai és neurokémiai valtozasokat.

A dopamin szintézisének nagy része kozvetleniil tirozinbdl torténik, de a dopamin
kozvetetten fenilalaninbol is szintetizalhatd, mivel az L-fenilalanin tirozinna alakithato
fenilalanin-hidroxilaz altal. A dopamin szintézise két 1épésben zajlik a citoplazmaban. El6szor
a tirozin-hidroxilaz (TH) a tirozint levodopava (L-DOPA) alakitja. Az L-DOPA-bol ezutan
dopamin keletkezik DOPA dekarboxilaz altal.

A kozépagyi dopaminerg neuronok egyik csoportja a ventrdlis tegmentalis aredbol
(VTA) a mesocorticalis utvonalon keresztiil a prefrontalis kéregbe (PFC), valamint a
mesolimbicus utvonalon keresztiil a nucleus accumbensbe (NAc) vetiil. Ezek a palyak egytitt
alkotjak a mesocorticolimbicus rendszert, amely szerepet jatszik a jutalmazasban és a
motivacioban. Ezen feliil, ugyancsak a VTA régiobol indulnak azok a dopaminerg palyak,
amelyek az amygdalaba, hippocampusba, a gyrus cinguli-ba és a szaglogumoba vetitenek.

A kozépagyi dopaminerg neuronok masik csoportjat alkotjdk a substantia nigra pars
compacta (SNc) részében 1évé dopamin tartalmi neuronok, melyek a stridtum teriiletére
vetitenek. Az utdbbi nigrostriatalis Utvonal szerepet jatszik a motoros funkciok és a tanulési
képességek szabalyozasaban. A palya a basalis ganglionokra vetiil, ahol befolyasolja a tanult
mozgési mintdzatok, motivalt viselkedések és a kognitiv rutinok szabalyozasat.

A tuberoinfundibularis palyat a nucleus arcuatusbdl és nucleus periventricularis
hypothalamibdl indulé dopaminerg neuronok alkotjak, melyek az agyalapi mirigybe vetiilnek,

ezaltal szabalyozva az eliilsd lebenyben a prolaktin kivalasztasat.



Ismeretes, hogy a dopamin befolyasolja a célneuronok fejlédését és érését, amint azt a
szeletkulturdkon végzett vizsgalatok igazoljak. A szocialis agyi hélozat részét képezd
ventrobasalis eléagy kialakulasaban komplex fejlédési folyamat jatszodik le, mire a
dopaminerg neuronok célpontjaikhoz (dopaminoceptiv neuronokhoz) jutnak és kapcsolatuk
Osszeall. Ha ez a folyamat a dopamin bemenet hianya miatt az embrionalis fejlodés kritikus
idépontjaban meghiusul (vagy késik), az egyén gyengébb vagy nem megfeleld valaszt mutathat
a sziilés utani szocialis ingerekre.

Egérben az els6 dopaminerg idegsejtek E10.5 napon jelennek meg a kozépagy tertiletén.
Ezek a sejtek a veldeso ventralis kozépvonalan talalhatd progenitor sejtekbdl szarmaznak. Ezek
a migralo sejtek végleges pozicidjukat nagyjabol az E11.5 napra érik el, itt ketté valnak, és a
lateralis neuronpopulacié a substantia nigrava fejlodik, mig a helyben maradt neuronok a VTA
dopaminerg sejtjeit alkotjak. A sejtek az embrionalis 12. napon kezdik el termelni a tirozin-
hidroxildzt (TH), mely segitségével a tirozinbol dopamin szintetizdlodik. Nagyjabol az
embrionalis 13. napon indul el az axonndvekedés az eldagyi teriiletek felé. A rostok elészor
dorsalis iranyba indulnak a hypothalamus felé, aztan fordulnak rostralis irdnyba. A striatum
teriiletét, beleértve a NAc-t, az E16-17 nap kornyékén érik el a rostok, mig a kérgi teriileteket
csupén a 18-19. nap kornyékén.

Az ASD-ben megfigyelhetd szocialis hianyossdgok a mesocorticolimbikus (MCL)
palya diszfunkcidjanak tiikkr6z6dései lehetnek, tekintve annak szerepét a jutalom €s a motivaciéd
terén. A MCL palya kialakulasaban vagy miikodésében fellépd diszfunkciéo megvaltoztathatja

Kutatdcsoportunk altal kordbban leirt és kozolt eredmények kimutattak, hogy az E13.5.
napon a prenatdlis VPA expozicio finom, de jol detektadlhato zavart okozott a
mesotelencephalicus dopaminerg (TH") palyaban a sziiletés utan, 7 napos egérkolykokben. Az
eléagyba vetitd palya axonnyaldbjai defasciculalodtak, a kezelt csoportban kevesebb és
szortabb nyaldbokat taldltak. Tovabba kimutattdk, hogy a VTA teriiletén a VPA kezelés
hatasara csokkent a TH immunpozitiv neuronok stirtisége, mig a SN teriiletén inkdbb ellentétes

valtozast tapasztaltak.

Kalciumkoto fehérjék (CaBP)

A Ca’-ion kulcsfontossagt és meghatarozd maésodlagos hirvivé szerepe nagy

mértékben fiigg a kalciumkdstd fehérjéktdl (CaBP), amelyek képesek specifikus doménekben

crer
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citoplazmaban, valamint szamos sejtfunkcioban részt vesznek. A Ca?' transzporter
transzmembran molekulaként a Ca?* altal modulalt receptorként funkcional, azaz dekédolja a
Ca?" jeleket. A kalcium ionok (Ca?*) szamos sejtjelatviteli kaszkadban fontosak, és a Ca?*
homeosztazis hibai stresszhez, akar sejthalalhoz is vezethetnek. A stabil kadlciumkoncentracio
fenntartasa €és az ionok fehérjékkel valo kolcsonhatasainak kozvetitése érdekében szamos sejt
citoplazmaja kalciumkotd fehérjéket tartalmaz.

Tanulmanyunkban harom, a kozponti idegrendszerben jelen 1évé CaBP-re
koncentralunk: calbindin-D28k (CB), calretinin (CR) és parvalbumin (PV). Ezek kiilonb6zo
neuronpopuléciokban expresszalodnak, és a bearamld kalcium pufferelésében jatszanak
szerepet, ezaltal a sejtek homeosztazisat szabalyozzak. A jelenlegi irodalomban meglehetdsen
kevés informacié van arrdl, hogy a kalciumkotd fehérjék Osszefiiggésbe hozhatdak-e a

dopaminerg rendszerrel az autizmusban.

Apoptozis

A programozott sejthalal (apoptozis) egy fontos mechanizmus, amely meghatirozza az
agy méretét és form4jat, valamint szabalyozza a fejlddé neuronhaldzatok megfeleld
kapcsolddasat. Koros koriilmények kozott az apoptotikus kaszkadok patologias aktivéalasa
neuroanatomiai rendellenességekhez ¢és esetleg fejlddési fogyatékossagokhoz vezethet.
Kimutattak, hogy lehetséges Osszefliggés van az idegsejtek haldla és az autizmus kozott.

Az apoptdzis kimutatasara tobb fehérjecsalad is alkalmas, mint példaul a B-sejt
lymphoma (Bcl-2), P53 transzkripcios faktor, cathepsin-D lizoszomalis fehérje vagy a
kaszpazok. A kaszpazok olyan cisztein-aszparaginsav protedzok, melyek elengedhetetlen
résztvevok az apoptozis végso stddiumaban.

A jelen tanulmany kiinduldpontja az a feltételezés volt, hogy a VTA dopaminerg
neuronjai szamanak csokkenése, tovabbd a mesotelencephalicus dopaminerg palya
novekedésének és axonvezérlésének zavara, amely a prenatalisan VPA-val kezelt allatoknal
P7-nél megfigyelhetd, megzavarhatja a dopaminoceptiv célteriiletekben a neurondlis mintazat

kialakulasat.



2. Célkitiizés

Irodalmi adatok és munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan célul tiztik ki a
mesotelencephalicus dopaminerg palyarendszer kvalitativ ¢és kvantitativ morfologiai
valtozasainak vizsgalatait a VPA-val kezelt allatokban, a kiindul6 dopaminerg magokban,

valamint a dopamint fogad6 (dopaminoceptiv) agyteriileteken.

A dopaminerg palyarendszer eddig ismert karosodasa milyen sejtszinti valtozasokkal jar

a VPA kezelés hatasara?

I.) Megfigyelhet6-e fokozott sejtpusztulds (jelesiil: apoptdzis) a palyarendszer kiinduld

teriiletein, akar célteriiletein? Erintettek-e ebben a dopaminerg neuronok?

I1.) A sejthalal érinthet-e sajatos neuron-populaciot, kiilondsképpen a kalciumkotd fehérje

tartalmu neuronokat.

III.) Célul tiiztiik ki a prenatdlis VPA expoziciot kdvetd apoptotikus és sejtszintli valtozasok

(kalciumkoto fehérjék expresszioja) és a lehetséges regenerativ folyamatok idbeli kdvetését.

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

(perikarialis kolokaliz4ci0)?

A mesotelencephalicus dopaminerg palya redukcidoja okoz-e valtozasokat egyes
subpallialis célteriiletek szinaptikus kapcsolataiban a prenatalis VPA expoziciot

kovetoen?

V.) Célul thztiik ki egy szinapszis-specifikus protein, a szinaptofizin, TH fehérjével korrelalt
valtozésainak vizsgalatdit (a NAc ¢és CPu teriiletén) proteomikai (western blot) modszer

alkalmazasaval.

VI.) Kvantitativ morfometriai, megkozelitéssel elemezni kivantuk egyes dopaminoceptiv

teriileteken (NAc, TO) a bemend TH+ dopaminerg axonok (mint preszinaptikus elem) és a



kalciumkoto fehérjét (CB, CR) tartalmazd neuronok (mint posztszinaptikus elem) kozti

szinaptikus kapcsolatok valtozasait.



3. Modszerek

Kisérleti allatok

A Kkisérletek elvégzéséhez CS57BL/6 torzsbol szdrmazd egereket hasznaltunk. A
kisérletek egy rész¢hez elére vemhesitett 6 hetes egereket hasznaltunk (Janvier Laboratorium,
Franciaorszag), mig a masik részéhez 10 hetes szliz ndstény egereket paroztattunk. A paroztatas
soran a himeket 24 orara kiilon dobozokba helyeztiik, majd 2-2 ndstényt helyeztiink melléjiik
12 orara. A himek eltavolitasa utan, tobbszori sulyellendrzést végeztiink a vemhesség
bizonyitasara. Az allatokat 21 + 2 °C kozotti homérsékleti- és automatikusan szabalyozott
fényviszonyok (12 ora vildgos- és sotét ciklusok) kozott korlatlan hozzaféréssel taplalékhoz és
vizhez. A vemhesség 13,5. napjan az anyak felének 500 mg/testtomeg-kg valproinsavat
fiziologias sooldatot (0,9%-os natrium-klorid oldat) (kontroll csoport) adtunk
intraperitonealisan vagy subcutan a tarkotdjékon. A sziiletés utan a kolykok az anyakkal
maradtak 7 napos (P7) korukig. A hossziutavi VPA hatés vizsgéalatdhoz olyan kolykoket
hasznaltunk, amelyeket a 4. hét utan valasztottunk el az anyjuktdl, ivaronként kiilon tartva 60

napos (P60) korukig. Esetenként azonos kisérletben alomtérsakat is hasznaltunk.

Hisztologiai el6készités

Az allatok altatasat 50 mg/ml ketamin- €s 20 mg/ml xilazinbol késziilt altatokoktél (2:1
keverék; allatoként 0,2 ml) intraperitonedlis injekcidjaval biztositottuk. Ezt kovetden
transzkardialis perfuziot végeztiink; atmostuk az allatok érrendszerét 20 ml PBS-sel, majd 4
°C-0s 4%-os paraformaldehid-oldattal (PFA) fixaltuk a szoveteket. Az agyak egy részét a
metszést megel6z6 2 napban 0,1%-0s Na-azidos PBS-ben kihigitott 30%-0s cukoroldatba
helyeztik. Az iiveg aljara siillyedt agyakbol 30 um vastagsaghi koronalis metszeteket
készitettiink Leica SM2000R fagyasztd szanka mikrotom segitségével. Egy masik részét
felszallo alkoholsorban viztelenitettiik, majd kiontéforméba helyezve kitoltottiik paraffinnal.
Az igy létrejott paraffin-blokkokat Leica RM2235 manuadlis rotacids mikrotom segitségével 10
um vastagsagli koronalis vagy szagittalis metszeteket készitettiink, melyeket targylemezekre

htztunk fel.



A mintak festése

A metszeteket targylemezeken torténd deparaffinalasat kovetden megfestettiik. 3x10
percig PBS-ben mostuk a metszeteket, majd 0,3%-0s PBS-ben kihigitott H>O> oldattal kezeltiik
20 percen at. A 3x10 perces mosas utan, az antitestek aspecifikus bekotédését megeldzve,
blokkoltuk a mintakat PBS-ben higitott 5%-0S NGS-ben. Ezt kovetden 0,1%-0s Triton-X-100-
as PBS-ben kihigitott primer antitestekkel (a-TH ¢és a-NF) inkubaltuk a metszeteket 2 6ran
keresztiil. A primer eltavolitisa utan a metszeteket 3x10 percig PBS-ben mostuk, majd PBS-
ben higitott szekunder antitestekben inkubaltuk. Az 1 éras inkubaciot kovetéen 2x10 percig
PBS-ben, majd 1x 10 percig TRIS-ben mostuk a targylemezeket. A metszetekre ezutan 1:500
aranyban TRIS-ben higitott avidin-biotin komplexet (ABC-komplex) helyeztiink egy orara. Az
immunjel6lés el6hivo oldata TRIS-ben kihigitott 3-diaminobenzidin-t (DAB) és H20»-t
tartalmazott. Bizonyos metszeteken az immunhisztokémiai festés utin Nissl-festést is
alkalmaztunk.

A 7 napos egerek korondalis metszeteit az apoptozis kimutatdsara alkalmas Casp-3
antitesttel kezeltiik. Ezt kombinaltuk calretinin (CR), calbindin-28K (CB) ¢és dopamin- ¢és
cAMP altal szabdlyozott foszfoprotein 32000 (DARPP-32) antitestekkel 1is, kettds
immunhisztokémiai elemzéshez. A P7 napos egerek koronalis metszeteit TH antitesttel is
megfestettilk, kombindlva az ebben a korban jol kifejez6d6 CR és CB antitestekkel. A
hosszutavl hatasok vizsgalatdhoz a 60 napos egerek esetében szintén elvégeztiik a CB és a
parvalbumin (PV) egyszeres immunhisztokémiat.

Mindegyik esetben hasonld volt az alkalmazott technikai eljaras. A szabadon Usz6
metszeteket 3x 10 percig mostuk PBS-ben, majd 20 percig 0,3%-0s PBS-ben kihigitott H>O>
oldattal kezeltiik. Ujabb 3x 10 perc mosas utan 30 percig blokkoltunk a metszeteket 5%-0s
normal kecskeszérummal (NGS) elkeriilve az antitestek aspecifikus kotddését (a DARPP32 és
a TH festéseknél ehelyett normal 16szérumot (NHS) hasznaltunk az egész eljaras soran). Ezutan
a megfelel6 kombinacidju primer antitestekkel inkubaltuk a metszeteket 24 6ran keresztiil PBS-
ben oldott 0,3%-0s Triton-X-100-ban (ndvelve a membran permeabilitasat) és 1%-0s NGS-ban
(NHS-ban). Masnap 3x 10 perces PBS mosast kovetéen 1 6rara PBS-ben kihigitott, megfeleld
kombindcio6ju fluoreszcens szekunder antitestekkel inkubaltuk a metszeteket, s6tétben tarolva.
A metszeteket atmostuk PBS-ben 3x 10 percig, majd targylemezre haztuk. PBS-ben oldott
glicerinnel (1:1) lefedtiik, majd felhasznalasig s6tétben taroltuk.



Immunreaktiv perikarionok vizsgalata

A megfestett metszeteket Nikon Eclipse E800 fluoreszcens mikroszkdp segitségével
vizsgaltuk ¢és fényképeztik 10x, 20x vagy 40x nagyitdsu objektivvel. Az immunreaktiv
perikarionok megoszlasat manualis szdmolassal allapitottuk meg az Aperio ImageScope
szoftver segitségével. Csak azokat a jeloléseket fogadtuk el sejttestnek, melyek atmérdje
meghaladta az 5 pm hosszisagot vagy szélességet. A kapott sejtszamokat a teriilet méretére
(mm?) normalizaltuk. Az elemzéseket vakon, a kezelési csoportok ismeretének hianyaban
végeztiik el. A szamlalast egy korondlis metszetre esé mindkét oldali agyfélben elvégeztiik,

viszont az értékeket nem atlagoltuk, mivel esetenként eléfordult, hogy az egyik oldal sériilt volt.

Volumetrias denzitas és térbeli elrendezodés

A preparatumok befotdzasdhoz Zeiss Jena, LSM 780 konfokalis 1ézer mikroszkop
segitségével Z-stack képeket készitettiink 40x nagyitasu objektivvel (Z koordinata kezelési
csoportonként megegyez0, am teriiletenként eltérd vastagsaga (10-20 um kozott), egyes optikai
sikok kozott egységesen 2 um tavolsaggal). A képeket HP Z4 vezérlérendszer(i Imaris 9.9.1.
verzidju szoftvercsomaggal elemeztiik. A TH* axonok (mint preszinapszisok) és a CR™ vagy
CB™ sejttestek és dendritjeik (mint posztszinapszisok) kozotti feliileti érintkezésének kvantitativ
elemzéséhez mar kordbban leirt modszereket alkalmaztuk. A vizsgalt teriileteken megegyezd
méretli mérokeretet helyeztiink el a korondlis metszetek mindkét oldalan. Az Imaris program
lehetdvé tette a vizsgalt région beliili mintdk immunreaktiv sejtjeinek 3D-s rekonstrukciojat.

Az Imaris szoftverben elérhetd 2 lehetséges megkozelitést alkalmaztunk a kvantitativ
elemzésekhez. Az els6 modszeriink esetében a CR*/CB* és a TH' szerkezeti elemek burkolo
feliiletének térbeli halozatat vizsgaltuk, ahol a renderelt felszinek kozotti tavolsag 0 pm volt.
Ahhoz, hogy egységesen Osszehasonlithatoak legyenek a minték, a fluoreszcens kiiszobértéket
a legoptimélisabb érzékelhetdségre allitottuk be, egységesen 11%-ra. Az érintkezd feliiletek
altal a teljes térfogat szazalékaban kifejezett térfogatot automatizalt 3D szdmitassal mértiik. Az
automatizalt szamitas konzisztenciajat ellendrizve, a TH* axonok mellé rendeltiik a CR*/CB”*
struktarakat, majd ezt megforditva, a CR*/CB" sejttestek és dendritek mellé rendelve a TH”
strukttrakat azonos értékeket kaptunk.

A masodik médszer soran egy ’spot’ detektalo funkciot alkalmaztunk a preszinaptikus
TH™ axonok azonositasara. Csak azokat az immunpozitiv jeleket vettikk figyelembe, melyek

elérték vagy meghaladtdk az 1 um atmérdt, egységesen 5,5%-0s fluoreszcencia intenzitas
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kiiszobérték mellett. A program automatikusan leszamolta a kritériumoknak megfeleléen
generalt pontszerii elemeket. A TH* axonok (’spot’) és a CR* vagy CB™ sejttestek, illetve
dendritjeik 3D-s rekonstrukcidval renderelt felszinek kozotti juxtapoziciok kvantifikalasahoz
kozvetlen vagy perem-érintkezést feltételezve, a feliiletek kozotti tavolsagot 0 pm-re vagy 1
um-re allitottuk be.

Az azonos sejten beliili kolokalizacid (koexpresszio) kimutatdsara az Imaris szoftver
’Coloc’ funkcigjat alkalmaztuk. Ez a moddszer lehetévé tette a kolokalizalt voxelek
leszamolasat, ezaltal szazalékosan meghatarozhattuk a TH* és CR™ vagy TH* és CB* jelolések

egylittes kifejez0dését az adott mintavételi ablakban.

Agymintak disszekcioja

Az immunoblothoz 22 vegyes ivart, P7 napos egérkolykot hasznéltunk fel. A fixalatlan
agyakat egy acél agymatrixba helyeztiik, melynek segitségével megkozelitdleg azonos
terliletr6l, nagysagrendileg azonos vastagsagu (1 mm) koronalis metszeteket készitettiink. A
szeletek tovabbi preparalasat jeget tartalmazé aluminium dobozon végeztiik sztereomikroszkop
segitségével. 10-20 mg tomegli szovetmintakat vettiink bilateralisan a NAc és a CPu tertiletérdl.
Az eltavolitott NAc szdvetblokkok 6 részét a nucleus accumbens core és shell része tette ki,
de mellette tartalmazta még a septum, a bed nucleus of stria terminalis és a nucleus
entopeduncularis egy részét, a substantia innominata-t, a tuberculum olfactorium-ot és a
commissura anterior-t. A CPu-ként eltavolitott szovetblokk tovabba tartalmazta még a pallidum
externum egy részét a capsula interna rostjaival. A disszekalt mintdkat elére mérlegelt
Eppendorf csovekbe helyeztiik, a bilateralis mintakat egyként kezelve, majd felhasznalasig

szaraz jégen, azt kdvetden pedig -80 °C-os fagyaszto hiitdben taroltuk.

Western blot és immunfestés

A mintakat 4 °C-os, pH 8.0 lizalo pufferben (150 mM NaCl, 1%-0s 4-nonilfenil-
polietilén-glikol (NP40), 0,5%-0s natrium-dezoxikolat, 0,1%-os natrium-dodecil-szulfat
(SDS), 50 mM Tris) homogenizaltuk. Ezt kovetden 10 percig 4 °C-on 1200 fordulatszdmon
centrifugaltuk a mintékat, hogy a fehérjetartalom szétvaljon a nehezebb sejtes alkotoktol, kozte
a mag-frakciotol. A feliilluszot atpipettaztuk 10j Eppendorf csovekbe, majd 15000
fordulatszamon ujra centrifugaltuk 20 percen keresztiil, 4 °C-on. A durva szinaptoszéma-

frakcidt tartalmazo iiledéket oldottuk fel és hasznaltuk fel a tovabbiakban. Ezt koveten az
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Osszes mintat azonos fehérjekoncentraciora higitottuk (1,25 ug/ul), amit a Bio-Rad iMark
Microplate Reader segitségével allitottunk be. A mintakat Laemmli pufferben (Sigma-Aldrich)
oldottuk fel, majd 5 percen at, 96 °C-on hevitettiik. Felhasznaléasig -80 °C-os hiitdben taroltuk.
Bio-Rad Mini Protean III fliggbleges elektroforézis és blotrendszerrel segitségével a mintakat
eldszor 8%-os akrilamid gyljtégélre futattuk 30V fesziiltségnél 20 percen keresztiil. Ezt
kovetden 150 V-re noveltiik a fesziiltséget, 1-1,5 orara, amig a 13%-0s feloldogélen kellden
elkiiloniiltek a mintasavok. Ezutan a szétvalasztott mintakat 0,45 um polusméretii, Bio-Rad
nitrocellul6z membranra transzferaltuk 90 V fesziiltségen, 2 6ran keresztiil.

A nitrocellul6z membranokat 7,4 pH-ju 0,05 M TBS-T (Tris-puffer séval 0,1 %-0s
Triton-X-100-zal) pufferben kihigitott 5%-o0s zsirszegény tejben inkubaltuk 1 éran at 22 °C-0s
hémérsékleten. Ezt kdvetden a-syn, a-TH és a-B-aktin primer antitestek keverékével inkubaltuk
a membranokat 24 oran at 4 °C-on, melyet 1%-os zsirszegény tejben kihigitottunk ki. Masnap
3x10 percig mostuk a membranokat PBS-ben. A mosast kdvetden 1 orara szekunder antitestek
keverékében inkubaltuk. A blotokat lumineszcens detektalorendszerrel (Bio-Rad ChemiDoc
MP) kvantifikaltuk, majd az adatokat B-aktinra standardizaltuk. Az analizist az ImageLab

szoftver segitségével végeztiik.

Statisztikai analizis

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

kevert modell-t (generalized linear mixed model) alkalmaztunk, az adatok logaritmikus

crer
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4. Eredmények

Dopaminerg rendszerben bekovetkezé valtozasok

Kimutattuk és megerdsitettiik, hogy a mesotelencephalicus dopaminerg palya
immunjeldlése jelentésen csokkent a 7 napos egérkolykokben a prenatalis VPA kezelés
hatésara. Mivel a neurofilamentum festés nem mutatott eltérést a kezelési csoportok kdzott, igy
kizarhatjuk annak a lehet6ségét, hogy az agypalyak altalanos karosodasarol lenne szd. Tehat a
megfigyelt jelenség valdsziniisithetéen a TH immunreaktiv rostok szelektiv csokkenésének
tudhat6 be. Ezt alatdmasztja kutatdcsoportunk korabbi eredménye, ahol iDISCO modszerrel
TH-val festett teljes agyak kvantitativ elemzése soran jelentés csokkenést figyeltek meg a
mesotelencephalicus dopaminerg axon-nyalabok szamaban. A palyarendszer fejlédésének a
megfeleld iddablakban beadott prenatalis VPA hatédsara észlelt zavarabol kiindulva, logikus
1épésként megvizsgaltuk a dopaminerg kiindulo- és a dopaminoceptiv célteriiletek valtozasait.
A VTA teriiletén a TH™ sejtek szama lecsokkent a VPA kezelés hatasara, mig a SN teriiletén
ezzel inkabb ellentétes valtozast figyeltiink meg. Ennek oka lehet, hogy a VTA és a SN teriiletén
taldlhatdé dopaminerg neuronok eltérd fejlédést mutatnak, mely indokolhat kiilonb6zd

valaszreakciokat a prenatalis VPA kezelés hatasara.

Apoptoézisbeli valtozasok

A mesotelencephalicus pélya és a VTA dopaminerg neuronjainak redukcidja indokolta
az apoptozis vizsgalatat. Az eredményeink arra utalnak, hogy a VPA kezelés hatasara altalanos
apoptozis-novekedés 1ép fel mind a pallialis (anterior cingulate cortex (ACC), retrosplenial
cortex (RSC)), mind a subpallialis (CPU, lateral septum (LS), bed nucleus of stria terminalis
(BNST)) teriileteken. A mesotelencephalicus palya egyik fontos célteriiletén (NAc) nem
tapasztaltunk szignifikdns apoptdzis-novekedést, habar a valtozas irdnya nem mondott ellent az
altalanos trendnek. Ennek egy lehetséges oka, hogy P7 napos egerek apoptdzis szintje
altalanosan magas, hiszen ilyenkor zajlik a kozponti idegrendszer masodik posztnatélis
apoptotikus hulldma. Ezen feliil, P7 napos kontroll egérben éppen a NAc teriiletén a legnagyobb
a Casp-3 immunpozitiv neuronok stirlisége, igy a magas alapértékhez képest mar nem tudtunk

szignifikans valtozast kimutatni.
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Kalciumkoto fehérjék valtozasai

A kalciumkotd fehérjék koziil a CR és CB immunpozitiv neuronok stiriségét és
eloszlasat vizsgaltuk P7 napos egérkolykokben. A CR vizsgélata sordn a pallialis teriileteken
talaltunk szignifikans csokkenést (ACC, posterior cingulate cortex (PCC), RSC), mig a
subpallialis teriileteken nem tapasztaltunk valtozast (NAc, CPU, LS, BNST). A
mesotelencephalicus palya eredd teriiletein a kalciumkotd fehérjéket tartalmazo neuronok a
VTA teriiletén nagy mértékben, mig a SN teriiletén kis mértékben koexpresszalodtak a TH
fehérjével. Tovabba, mindkét vizsgalt régioban, a CR™ sejtek fokozott expressziot mutattak a
VPA kezelés hatdsdra, am ez a tirozin-hidroxilazzal koexpressziot mutatd sejteket nem
érintette.

Ami a kalciumkotd fehérjék és az apoptozis kozott fennéllod kapcesolatot illeti, altaldban
elmondhatjuk, hogy nem talaltunk ilyen korrelaciot sem a CR, sem a CB esetén, az altalunk
vizsgalt agyteriileteken. Egyetlen kivételképpen, a CB immunpozitiv neuronok szelektiven
csokkentek a VPA kezelés hatdsara a P7 napos allatok CPu-ja teriiletén. Itt, a CB* neuronok
csokkenése negativan korrelal van a Casp-3 pozitiv sejtek szamanak novekedésével, ami
jelentheti azt, hogy kevesebb CB expresszid tobb apoptdzishoz vezetett az érintett
neuronokban. Ez tiikrozheti az optimalis Ca®" -szint neuroprotektiv hatasat, amelyben a CaBP-
ek akar kulcsfontossagtiak is lehetnek a sejtek tuléléséhez. Ugy tiinik, hogy terhesség alatti VPA
expozicio hatasara karosodott Ca?*-homeosztazis a striatumban P7 napos korban még
kimutathatd. Ezzel szemben, a fiatal feln6tt, 60 napos korra, ez a valtozas kompenzalodik. Ez
(legalabbis a CPu régié megndvekedett ellenallo képességét) jelezheti, mellyel a korai
sejtkarositd hatasok helyreallithatok.

Ezt az elképzelést latszik megerdsiteni a PV latszolagos stabilitasa, amely nem reagél a
prenatalis VPA expoziciora 60 napos egerekben. Hangsulyozni kell, hogy 7 napos egerekben

még nem expresszalodik a PV.
Szinaptikus valtozasok a dopaminoceptiv teriileteken
Az elbdagyi célterliletekre vetiild mesotelencephalicus dopaminerg palya fejlédésének

kezdete a VPA expozicio idéablakaval esik egybe, am az axonok végsd arborizacidja €s a

szinapszisok kialakuldsa a posztnatalis 7 napos korban még nem fejezédik be. Ez alapjan
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kovetkeztettiink arra, hogy a dopaminoceptiv célteriiletek szinapszisai jelentdsen érintettek
lehetnek a VPA kezelés hatasara.

Proteomikai méréseink soran, a prenatalis VPA kezelést kovetd TH fehérje csokkenést
csak nem szignifikans trendként tudtuk kimutatni a NAc-ben (CPu-ban nem volt valtozas).
Azonban amikor a TH értéket a szinapszis-specifikus protein (szinaptofizin) parhuzamosan
mért (bnmagaban nem csokkend) értékével normalizaltuk, a TH csokkenése a VPA-val kezelt
allatokban mar szignifikansan kimutathaté volt. Ezt ugy értékelhetjiik, hogy a TH* axonok erés
redukciot szenvednek a rendelkezésre allo szinaptikus helyekhez viszonyitva. Tehat, a TH*
axonok szinaptizacios valosziniisége a NAc-ben (kiilonosen, hogy a western blot minta 'NAc'-
nek nevezett része a TO-t is tartalmazta) szemmel lathatéan csokkent.

A masik kvantitativ hisztologiai modszerrel megéllapitott juxtapozicid-valtozasok

kozvetve az adott szinaptikus kapcsolatok stirliségének hasonlo valtozasaira utalnak.

A dopamin tartalmu axonok és a kalciumkotoé fehérje-tartalmu neuronok kapcsolatai a

dopaminoceptiv célteriileteken

Joggal meriil fel a kérdés, hogy a mintdzat kialakulasaban és a szinaptikus
szervezddésben megfigyelt valtozasok milyen mértékben tulajdonithatok a limbikus eldagy
redukalt dopaminerg bemenetének. Ezen kérdés megvalaszolasa érdekében, megvizsgaltuk a
NAc és a TO célteriileteken a TH tartalmt axonok és CR-t vagy CB-t expresszalo sejttestek €s
dendritek kapcsolatait.

A NACc core teriiletén a TH és CR™ struktrak kozti juxtapoziciok jelentdsen csokkentek
a VPA-val kezelt csoportban, mig a TH* és CB" struktirak kozti juxtapozicidkban nem
figyeltiink meg hasonl6 valtozast. A CB*, CR" elemek teljes értékében sem mutatkozott
véltozas a feliilet-rendereléses modszerrel. Kordbban més mérési technikaval is hasonld
eredményeket kaptunk, miszerint nem észleltiink valtozast a CB* vagy CR™ perikarionok
mennyiségében a P7 egerekben.

A TO striatum és ventralis pallidumhoz legkdzelebb es6 II1. rétegében vizsgalatunk a
P7 napos egérben talalhato CB™ neuronokra iranyult. A NAc-ben tapasztaltakkal szemben, a
TO teriiletén TH* és a CB* elemek kozott 1ényegesen kevesebb juxtapoziciot figyeltiink meg a
VPA-kezelt csoportban.

Megjegyzendd, hogy a CaBP-t expresszald sejttestek reprezentativ fluoreszcens
mikroszkopos képeken kordbban alkalmazott denzitdsmérését kiegészitettiik az 6sszes CB*

szovetelem mérésével, feliilet-renderelés alapjan. Figyelemre méltd, hogy mig a TO teriiletén a
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CB™ perikarionok szamolasa esetén nem talaltunk kiilonbséget, a feliilet-rendereléses modszer
jelentds CB csokkenést mutatott a VPA-val kezelt allatokban. Ez az eredmény arra utalhat,
hogy nem maga a perikarion-szam, hanem a CB" neuronok nyulvanyrendszere redukalodott,
ami megmagyarazna az altalunk megfigyelt TH* és CB* kozti juxtapoziciok csokkenését. Am
ezt a valtozast az is indokolhatja, hogy a VTA feldl érkez6 TH* axonok mennyisége szintén
csokkent a kezelt P7 napos egerek TO-jaban, mig a NAcC core-ban a feliilet-rendereléses
modszerrel mérve, ezek nem mutattak szignifikans valtozast a kezelés hatasara.

Eszleleteink, miszerint jelentésen csokkentek a TH* és CB* kozti juxtapoziciok az TO-
ban, valamint a TH* és CR* kozti juxtapoziciok a NAc-ben, alatimasztjak azt a feltevést, hogy
csokken azon dopaminerg rostok eléfordulasa, amelyek szinaptikus kapcsolatokat hoznak 1étre
(jelen esetben kiilonb6z6é kalciumkotd fehérjékkel), a ventrobasalis eldagy legalabb két

dopamin-recipiens régidjaban a NAc-ben és a TO-ban.
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5. Kovetkeztetések

VI.

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

A CaBP-k kozil a CR expresszioja csokkent a vizsgalt pallialis régiokban,
legjelent6sebben a retrosplenialis kéregben (RSC), mig a subpallialis teriileteken nem
valtozott P7 napos egereknél. A VPA-val kezelt allatoknal P7 korban a CB expresszidja
szelektiven csokkent a CPu teriiletén mig a tobbi vizsgalt teriileten nem valtozott. A
parvalbumin (PV) sejtek nem mutattak jelentds valaszt a VPA kezelésre 60 napos korban.
A CaBP-immunreaktiv neuronok és az apoptotikus (Casp-3*) sejtek kozott nem talaltunk
kolokalizéciot.

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

kiilonbség P60 Korra eltlint, ami lehetséges regenerativ mechanizmusra utal.

. A kélciumkot6 fehérjéket tartalmazo neuronok a VTA teriiletén nagy mértékben, mig a SN

terliletén kis mértékben koexpresszalodtak a TH fehérjével. Mindkét kozépagyi magban
fokozott expressziot mutattak a CR™ sejtek VPA kezelés hatdsara, am ez a TH-val
koexpressziot mutatd sejteket nem érintette.

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

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

jelentdsen csokkent.

A ventrobasalis eléagyi célteriiletek megvaltozott dopaminerg bemenete a késéi embrionalis

fejléddés soran valdszinlileg megzavarja a neurdlis és szinaptikus architektira fejlodését és

megszilardulasat. A neuronalis mintazatban bekovetkezd tartos valtozasok (amelyeket itt egyes

dopamin-recipiens interneuronok csokkent szinaptikus bemeneteként észleltiink) éppen

azokban a ventrobasalis eléagyi régiokban jonnek létre, amelyek kiilongsen a motivacio és

jutalmazés szempontjabol fontosak.
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