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A jelen kutatasi palyazat keretében folytatott vizsgalatok révén feltartam, hogy naposcsibék kozépagyi
dopaminerg magcsoportjaiban milyen kvantitativ valtozasok torténnek passziv izelkeriiléses tanulast
kovetéen 24 oraval az Gjonnan képz6dott sejtek mennyiségében. Tovabba, csirkeagyban elGszor irom
le doublecortin (DCX) ¢és neuronal nuclei (NeuN) immunpozitiv idegelemek eloszlasdnak ¢s
stiriségének idébeli valtozasait fiatal hazi csirkék agyaban. Valamint hozzajarultam a madar nu.
accumbens lokalizacidjanak pontositasahoz.

1. A passziv elharitasos tanulas hatdasa a postnatalis sejtosztodas soran képzodo agysejtek stiriiségére
naposcsibék kozépagyaban

1.1 4 téma rovid ismertetése

A csirkék passziv izelkeriiléses tanulasaban (PIT) fontos szerepet jatszanak a kozépagyi dopaminerg
magok, a substantia nigra (SN) és az area ventralis tegmentalis (AVT). A SN motoros teriiletei a
tanulassal kapcsolatos mozgaskoordinacioban, mig limbikus teriiletei és az AVT a PiT-tel kapcsolatos
érzelmi reakciok kialakitasaban jatszik szerepet. Habar sokkal kisebb szamban, de a sziiletés utan is
képzbddnek 1) idegsejtek az agy egyéb teriiletein, igy a SN-ban és az AVT-ben is (Lie és mtsai, 2002;
Zhao és mtsai, 2003; Kampen és Robertson, 2005; Yoshimi és mtsai, 2005). Ezen 11j sejtek neuronalis
természete azonban még vitatott (Frielingsdorf és mtsai, 2004). Az tGjonnan képzodott sejtek
kimutathatok a DNS-be a timidin helyére beépiilé6 bromodeoxi-uridinnal (BrdU).

1.2 Anyagok és modszerek
1.2.1 Passziv elharitdsos tanitas

Az elsé Kkisérletsorozatban (I.) 18, a masodikban (II.) 20 egy napos csirkének bromodeoxi-uridint
adtunk i.p. (0.2 mg/ttg), majd az allatokat 30 perc mulva 3 csoportra osztottuk: 6 (I.) ill. 5 (I1.) db naiv
kontroll = PALO; 6 (I.) ill. 8 (11.) db ,,vizes” kontroll = PALW; 6 (1.) ill. 7 (11.) db tanitott allat = MeA.
Elvégeztilk a passziv elhdritasos tanitdst, melynek sordn a madaraknak egy fémpalcara erdsitett
fémgdmbot nyujtottunk be, amire szivesen racsiptek (taplalékkeresé viselkedés). A PALO csoport
madarai semmilyen tréninget nem kaptak, mig a PALW csoport madarainak a gombot vizbe, a MeA
csoport madarainak pedig a kellemtlen izi metilantranilatba martottuk be. A MeA csoport madarai a
gombre még 24 oraval a tanitds utan is emlékeztek és elkertilték azt.

1.2.2 Az agyak feldolgozasa

Az allatokat a tanitds utdn 24 Ordval, a tanulas tesztjét kovetden perfuzidsan fixaltuk (4%
paraformaldehid és 0.1 M foszfatpuffer keverékével), majd az agyakbol immerzids utdfixalast (4%
paraformaldehid és 0.1 M foszfatpuffer keveréke) és 20%-0s cukoroldattal (0.1 M foszfatpufferben)
vald atitatast kovetéen a kozépagyat kivagtam és fagyasztd mikrotomon 50 pum vékony szeletekre
metszettem.

A DNS-be beépiilt BrdU-t és a dopaminerg magok pontos helyzetének meghatarozasahoz hasznalt
tirozin-hidroxilazt (TH) immunhisztokémiaval mutattam ki az agyszeletekben. A metszeteket
foszfatpufteres oOblités utdn 3N-es sosavban aztattam 20 percig, majd ujabb foszfatpufferes mosast
kovetden 1%-0s marha szérum albuminban aztattam 30 percig. Ezutan kertiiltek a metszetekre a primer
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antitestek (egér monoklonalis anti-BrdU, Millipore, 1:300; nyal poliklonalis anti-TH, 1:1500) 2
¢jszakan at 4°C-on tartva. Ezt kovetéen a metszetekre ijabb foszfatpufferes mosas utan fluroeszcens
festékkel konjugalt szekunder antitesteket tettem 90 percre (BrdU primer: Cy3-mal konjugalt anti-egér
IgG, Jackson Immuno Research, 1:250; TH primer: Alexa 488-cal konjugalt anti-nyul IgG, Invitrogen,
1:250). Tovabbi foszfatpufferes Oblitések utan a metszeteket targylemezre htiztam és foszfatpuffer és
glicerin 1:1 aranyu keverékével vald nedvesités utan lefedtem.

A BrdU-jelolt (BrdU+) sejtmagokat és a TH-jelolt (TH+) sejttesteket fluoreszcens, ill. konfokalis
mikroszkoppal (Nikon-BioRad) vizsgaltam. A nem megfelelé perfiiziobol adéddan gyenge mindségii
BrdU immuncitokémia miatt mindharom csoportb6l 1-1 allat kizarasra kertlt.

1. abra Az AVT-ben talalhatdé BrdU+ sejtmagok atlagos slirliségének megoszlasa csoportonként a Il.
kisérletben (PALO = kontroll csop.; PALW = vizes kontroll csop.; MeA = tanitott csop.).

BrdU-jelolt sejtmagok sOr(sége az area ventralis
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BrdU-jelolt sejtmagok sirlsége a substantia nigraban

Kezelés; legkisebb négyzetes atlag
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2. abra A SN-ban talalhaté BrdU+ sejtmagok atlagos stirtiségének megoszlasa csoportonként a Il.
kisérletben (PALO = kontroll csop.; PALW = vizes kontroll csop.; MeA = tanitott csop.).

1.2.3 Kvantitativ elemzés

A BrdU+ sejtmagok kvantitativ elemzését konfokalis 1ézer scanning mikroszkoppal, az optikai
frakcionator modellt kdvetve végeztem (Howard és Reed, 2005). Roviden, a SN ill. az AVT teriiletérdl
véletlenszeriien kivalasztott régiokbol a szovet teljes vastagsagan ativeld optikai szeleteket scanneltem
be. A z-sorozat szeleteiben megszamoltam az Osszes BrdU+ sejtmagot (software: Adobe Photoshop
5.0). Mivel a sejtmagok abszolut szamanal informativabb az adott térfogategységre es6 sejtmagok
szama, ezért a ¢ = N / V egyenlet alapjan kiszamoltam a sejtmagok sitiriségét. A mért teriiletek
nagysagat az ImageJ (1.4) software segitségével allapitottam meg.

1.2.4 Statisztika

A PALO, PALW és MeA csoportok BrdU+ sejtmagjainak stirlisége kozotti kiilonbségek statisztikali
elemzését ismételt méréseket elemz6 ANOVA-val (a féltekék az egyes kezelési csoportokon beliili
csoportokat képeztek) végeztem, majd az adatok post-hoc elemzéséhez Bonferroni tesztet hasznaltam
(Statistica 8).



1.3 Eredmények

A BrdU immuncitokémia alapjan naposcsibék koézépagyaban egyértelmiien végbemegy posztnatalis

crer

BrdU+ sejtek.

A BrdU immunpozitiv elemek siiriisége hasonldé volt a SN-ban és az AVT-ben. Az AVT-ben az
ujonnan keletkezett sejtek stirtisége a kontroll csoporthoz viszonyitva szignifikansan alacsonyabb volt a
PALW csoportban (p = 0.01, 38.6%). A MeA csoportban is hasonl6 irdnyu (nem szignifikans) valtozas
tortént (34.3%-os csokkenés). A SN-ban is hasonl6 trend mutatkozott, mert a BrdU+ sejtek stirlisége
ezen a teriileten is lecsokkent mind a PALW, mind a MeA csoportban a kontroll csoporthoz képest
(32.5%-kal, ill. 25.0%-kal).

1.4 Megbeszélés

A PiT-et kovetden megfigyelt valtozasok a BrdU+ sejtmagok (posztnatalisan osztodé sejtek magjai)
stirliségében arra mutatnak, hogy PIT hatdsira 24 6ran beliil mind a SN-ban, mind az AVT-ben
csokken a sejtosztodas sebessége. Ez a korabbi, mas agyteriileteken végzett megfigyelésekkel ellentétes
eredmény, mert azok szerint tanulds hatdsara tobb neuron képzddik az emlds ¢és madar
hippocampusban (Dermon és mtsai, 2002; Patel és mtsai, 1997), valamint a madar asszociacios
latokozpontban, medialis striatumban és tuberculum olfactoriumban (Dermon és mtsai, 2002).

Az adatok elemzése soran megfigyelhetd trendek statisztikai megerdsitését gatolta, hogy mindkét
kisérletnél az éllatok kozott nagy individualis kiilonbségek fordulnak eld a posztnatalis sejtosztodas
aktivitasaban. Az ebbdl adddé nagy variancia miatt az adott csoportméretek mellett a statisztikai
tesztek csak egy esetben mutattak szignifikans eltérést a csoportok kozott (I1. kisérletnél a PALW
csoportban szignifikansan kevesebb BrdU+ sejt az AVT-ben).

A variancia csokkentésének elérésére nagyobb csoportméreteket az adott technikai felszereltség mellett
nem tudtunk elérni, mivel a sejtosztdodas napszaki valtozasokat is mutat és az adott technikali
felszereltség mellett a jelen vizsgalatban foglalt 20 csirkénél tobbet ugyanazon a napon és egy
napszakon beliil nem tudtunk perfundalni. Ezen probléma megoldasara a mar meglévd két kiilon
kisérlet (I.-11.) eredményeit fogom egyesiteni.

1.5 Kovetkeztetések

A fenti vizsgalati megkozelitést Dermon és mtsai. (2002) és Nikolakopoulou és mtsai. (2006)
megfigyeléseire alapoztam. Szerettem volna kibdviteni a striatalis palyarendszerekben tanulas hatasara
torténd  sejtosztodasbeli  valtozasokrol szold ismeretanyagot a subtelencephalicus régidokban
bekovetkezd eltérésekkel, mivel a tanulds hatasara bekdvetkezd sejtosztodasbeli valtozasokat feltard
vizsgéalatok emldsOkben ¢és madarakban is eddig szinte kivétel nélkiil telencephalicus teriiletekre
koncentraltak.

Eredményeim értékelése soran azonban feltlint, hogy mig Dermon et al. (2002) és Nikolakopoulou ¢és
mtsai. (2006) 24 oraval a BrdU injekcid utan mar jelent6s aranyt (30-100%) érett (NeuN
immunpozitiv) neuront figyelt meg, addig a jelen vizsgéalatban a dopaminerg sejtek lokalizaciojahoz
hasznalt TH immunfestés egyetlen BrdU/TH kettésen immunfestett neuront sem mutatott ki, annak
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ellenére, hogy mind a NeuN, mind a dopamin termelésre utalo TH az érett neuronokra jellemzé és

expresszalodasuk a neuronban az érési folyamat soran kozel azonos idOpontra tehetd (Zhao és mtsai,
2003).

Mivel a neuronok érési iiteme fiigg az allat fajatol és a vizsgalt agyteriilettdl is, ezért a korabbi
vizsgalatok ¢és a fent leirt eredményeim kozotti eltérések okainak tisztazasara €s a tovabbi kutatasi irany
megtervezéséhez szilikségét lattam a fejlédé neuronokat jelold doublecortin, valamint az érett
idegsejtekre jellemzo neuronal nuclei (NeuN) fehérje pontos lokalizacidjanak, valamint a kikelés utani
szakaszban mutatott eloszlasuk iddbeli valtozasainak feltérképezését a csirkeagyban.

2. Doublecortin és NeuN pozitiv idegelemek elofordulasa és eloszlasuk idobeli valtozdsai fiatal
hazicsirkék agydaban.

2.1 4 téma rovid ismertetése

Az agyban ujonnan keletkezett sejtek esetében fontos megallapitani, hogy glia- vagy idegsejtek-e.
Ennek egyik modszere a glia- ill. neuron specifikus markerek immunhisztokémiai kimutatasa. Eretlen
neuronok kimutatasara hasznalhato a doublecortin (DCX), amely féként a vandorldé neuronokban
expresszalt mikrotubulus-asszocialt fehérje és az idegsejteknek az agykérgi rétegekbe valo
rendez6dését irdnyitja (Brown és mtsai, 2003). Erett idegsejtek azonositasara a neuronal nuclei (NeuN)
DNS-asszocialt fehérje alkalmas (Mullen és mtsai, 1992), amelyet nemrég Kim és mtsai (2009) a Fox-
3 transzkripcios faktorként azonositottak. Emldsokben mindkét fehérjét széles korben hasznaljak
idegsejtek jelolésére, madarakban azonban alapveté ismereteink hianyoznak eloszlasukrol és
expresszalodasuknak az agy fejlddése soran torténd valtozasairdl. Kifejezetten érdekes a DCX
eloszlasa és annak valtozdsai, mivel a madaragy nem rétegzett felépitésli, ezért a DCX funkcidja
részben eltérhet az emldsokben megfigyelttdl.

2.2 Anyagok és modszerek
2.2.1 Western blot

A DCX ¢és a NeuN egyértelmli jelenlétének, valamint az ellenanyagok specifikussaganak
megerdsitésére Western blot kimutatast alkalmaztunk. Roviden, 2 ill. 8 napos fixalatlan csirkeagyakbol
kb. 0.05 g szdvetmintat vettiink a ventriculus lateralis striatalis részen elhelyezkedd része mentén. A
szovetmintakat 25 mM Tris (pH 8.0), 5% proteaz-inhibitor (Sigma), 1% natrium dodekil szulfat (SDS),
0.6% natrium deoxikolat, 0.1% MP40 (Sigma) és 0.75% natrium-klorid keverékében lizaltuk szobahdn,
modszere alapjan hataroztuk meg. A fehérjék elvalasztasanal minden fehérjébdl 10 pg-ot futtattunk. A
fehérjemintdkat Trist (pH 8.9), akrilamidot (8 g/ml), 0.1% SDS-t, tetrametiletiléndiamint és 10%
ammonium peroxodiszulfatot (Fluka) tartalmazo gélben futtatuk. Az elektroforézist kovetden a
fehérjéket nitrocelluloz hartyara vittiik at 20% metanol, 0.1 % SDS és tankpuffer keverékében konstans
400 mA-en (kb. 10V-on), 60 perc alatt. Blokkolashoz 10%-os tejport hasznaltunk TBS-ben (pH 7.2). A
primer ellenanyagok egér monoklonalis anti-NeuN (Millipore) 1:5000 és kecske poliklonalis anti-DCX
(Santa Cruz) 1:1000 voltak, melyekkel egy ¢éjszakan at, +4C-on inkubaltunk. A masodlagos
ellenanyagokat 1:5000 higitasban hasznaltuk (HRP-vel konjugalt, kecskeellenes szamar IgG (Jackson),



ill. peroxidazzal konjugalt egérellenes 16 IgG (Vector). Az antigéneket kemilumineszcens technikaval
azonositottuk (Pierce Supersignal West Pico Chemiluminescent), hiperfilmen (Amerscham).

2.2.2 Az agyak feldolgozasa

Tizennyolc hazi csirkének 0.2 mg/ttg BrdU-t adtunk be i.p., majd az allatokat 3 csoportra osztva, a
BrdU injekcio utan eltéré idokozokben (24 ora, 7 nap, 14 hét), azonos napszakban perfundaltuk (4%
paraformaldehid és 0.1 M foszfatpuffer keverékével), majd az agyakat immerzids utofixalast (4%
paraformaldehid és 0.1 M foszfatpuffer keverékével) és 20%-os cukoroldattal (0.1 M foszfatpufferben )
val¢ atitatast kovetden fagyaszté mikrotdmon 60 pm vékony szeletekre metszettem.

2.2.2.1 Immuncitokemia

A DCX és a NeuN térbeli eloszlasa és annak idébeli valtozasai leirasahoz ABC-DAB reakciot, az
ujonnan keletkezett sejtek kvantitativ elemzéséhez pedig immunfluoreszcenciat alkalmaztam. A
metszeteket foszfatpufferes 6blités utan 3N-es sésavban aztattam 20 percig, majd ujabb foszfatpufferes
mosast kovetéen 1%-0S marha ill. szamar szérum albuminba tettem 30 percre. Ezutan keriiltek a
metszetekre a primer antitestek (patkany monoklonalis anti-BrdU (Abcam) 1:300; egér monoklonalis
anti-NeuN (Millipore) 1:10°000; kecske poliklonalis anti-DCX (Santa Cruz) 1:100) 2 éjszakan at 4°C-
on tartva. Ezt kovetden a metszetekre ujabb foszfatpufferes mosas utdn fluroeszcens festékkel
konjugalt szekunder antitesteket tettem 90 percre 1:250 aranyban (BrdU primerhez Alexa 594-gyel
konjugalt patkanyellenes nyul IgG (Invitrogen); NeuN primernél fluoreszcens festéshez Alexa 488-cal
konjugalt egérellenes szamar IgG (Invitrogen), DAB reakciohoz biotinilalt egérellenes 16 IgG (Vector);
DCX primernél fluoreszcens festéshez Cy5-tel konjugalt kecskeellenes szamar IgG (Jackson), DAB
reakciohoz biotinilalt kecskeellenes nyul IgG (Vector) ). Fluoreszcens festéshez a harom primer ill.
szekunder ellenanyagot egyszerre, mig a diamino-benzidines el6hivashoz a DCX ill. a NeuN
ellenanyagot, valamint a biotinilalt szekunder ellenanyagokat egyenként alkalmaztam. Fluoreszcens
festésnél tovabbi foszfatpufferes oblitések utan, mig DAB-os el6hivasnal ABC-reakci6 alkalmazasa és
DAB-bal torténd elohivas utdn a metszeteket targylemezre huztam és foszfatpuffer és glicerin 1:1
aranyu keverékével valo nedvesités utan lefedtem.

A BrdU-jelolt (BrdU+) sejtmagokat és a DCX-jelolt (DCX+) ill. NeuN-jelolt (NeuN+) sejttesteket
konfokalis mikroszkoppal (Nikon-BioRad) vizsgaltam.

2.2.3 DCX és NeuN pozitiv idegelemek feltérképezése és az idobeli valtozasok szemikvantitativ
elemzése

A DAB-jelolt DCX- ill. NeuN-jelolt idegsejteket Olympus BX51-es mikroszkoppal vizualizaltuk, a
metszeteket 4x-es nagyitassal lefényképeztik, majd az immunjelolt elemek stiriiségét
szemikvantitativan agyatlasz é&brdkra (Puelles és mtsai.,, 2007) vetitettik az Image] program
segitségével (a 1épések: 1. hattér levonasa, 2. kiiszobérték felvétele, 3. pixelméretre alapozott sziirés, 4.
szlirkearnyalatos szinskala alkalmazasa). Az igy kapott dbrdkon a nagyobb DAB-intenzitasu teriiletek
sotétebbek, mig a kevésbé jelolt teriiletek a csokkend jeldlésintenzitassal a sziirke egyre vildgosabb
arnyalatai, a nem jelolt tertiletek pedig fehérek lettek.



2.2.4 Kvantitativ elemzés

A BrdU+ ill. NeuN+ sejtmagok és DCX+ citoplazmaju neuronok kvantitativ elemzését Nikon-BioRad

konfokalis 1ézer scanning mikroszkdppal, az optikai frakcionator modellt kdvetve végeztem (Howard

and Reed, 2005). Az elemzéshez a BrdU injekciot kovetd 24 ora, ill. 7 nap mulva perfundalt csoportbol

2-2 csirke eldagyanak a ventriculus lateralis mentén 1évd proliferativ teriiletérdl a szdvet teljes

vastagsagan ativeld optikai szeleteket (z-sorozat) szkenneltem be mindkét féltekébdl. A ventriculus

lateralis mentén rostrocaudalis irdnyban 3 sikot vizsgaltam:

o rostralis sik: a ventriculus lateralis (VL) egyenesen huzodik a hyperpallium apicale (HA) és a
medialis striatum (StM) kozott;

e intermedier sik: a VL medialis iranyban kioblosodik a mesopallium ventrale (MV) és a nidopallium
intermedium (NI) sikjaban;

e caudalis sik: a hyperpallium accessorium eltlinik a ventriculus lateralis dorsalis végétol, helyette
ugyanitt a caudodorsolateralis pallium (CDL) jelenik meg).

Dorsoventralis iranyban 5 szinten scanneltem a metszeteket: 1. HA (rostralisan és centralisan) / CDL
(caudalisan); 2. mesopallium dorsale (MD) / MV; 3. nidopallium intermedium pars centralis (NIC); 4.
dorsomedial striatum (dStM); 5. ventromedialis striatum (vStM) (rostralisan) / nucleus accumbens (Ac)
(centralisan) / nucleus striae terminalis lateralis (NSTL) (caudalisan) (4. abra). Az optikai frakcionator
modellt kovetve (Howard és Reed, 2005) egy teljes z-sorozat osszes szeletében megszamoltam
valamennyi BrdU / NeuN immunpozitiv sejtmagot ill. a citoplazmaban expresszaldodé DCX esetében a
BrdU-val ill. NeuN-nel jeldlt sejtmagokkal vald koexpressziot (Adobe Photoshop 5.0).

Mivel a sejtmagok abszolut szamanal informativabb az adott térfogategységre esd sejtmagok széma,
ezért a 6 = N / V egyenlet alapjan kiszamoltam a sejtmagok stiriiségét a ventriculus lateralis kiilsd
sz¢léhez igazitott 100x200 um-es téglalap alaku teriileten, a metszet teljes vastagsagan ativeld, 0sszes
optikai metszeten. A kettds jelolés bizonyitdsahoz az ImagelJ 1.4 szoftver segitségével az optikai
metszeteket tornyokba rendezve, ill. 3D-ban vizsgalva ellendriztem, hogy a jeldlt struktarak teljes
kiterjedésiikben kolokalizaltak-e.

2.3 Eredmények
2.3.1 A DCX és a NeuN eloszldsa és annak idobeli valtozasai csirkeagyban

Mind a DCX, mind a NeuN ellenanyag specifikus festddést mutatott a csirkeagyban. A DCX a
sejttestet és a nytlvanyokat, mig a NeuN a sejtmagot ¢és a sejttestet jeldlte.

A kikelést kovetd idészakban a DCX-jeldlés stirlisége fokozatosan csokkent. A fiatal csirkék agyaban
torténd aktiv sejtvandorlasra utal, hogy DCX+ idegelemek az egész eldagyban el6fordultak, stirtiségiik
kiugréan magas volt a pialis és kamramenti teriileteken, az eldagyi lamindk mentén, valamint a kisagyi
szemcsesejtekben. A DCX jelolés mindhdrom idépontban szinte teljesen hianyzott a diencephalicus és
agytorzsi teriileteken, arra utalva, hogy ezekben a régidokban a kikelés utdn mar nincs aktiv
sejtvandorlds. Eredményeink alapjan caudalis sikokban a kikelés utdn az idegsejtek az eldagyban a
kamra melett elhelyezkedd teriiletekre vandorolnak be és épiilnek be eldszor, a magasabb rendii,
prefrontalis kéreg ekvivalens teriiletnek megfelelé caudodorsolateralis pallium a kikelés utani
id6szakban csak késébb kolonizalodik. A lateralisabban fekvé teriiletekre az 1j neuronok a nagyobb
agyrégiokat elvalasztd, sejtben ritkabb lemezek, (a caudodorsolateralis pallium esetében a lamina



mesopallialis) mentén vandorolnak be. Mig a legtobb eldagyi régioban a kikelés utan fokozatosan
csokken az ujonnan beépiild idegsejtek mennyisége, addig az emlds primer latokéregnek megfeleld
entopalliumban a kikelés utan 10 nappal, mig a ventralis palliumban a kikelés utan 14 héttel egy-egy
Gijabb kolonizacids hullam figyelhetd meg (3. Abra). Az ezekben a régidkban megjelend vandorld
neuronok feltehetden ott helyben telepednek le, ami az entopallium esetében kovethetd is, mivel a
kikelés utani 10. napon megemelkedett DCX+ jelolésstirliséget kovetden a 14. héten az adott teriileten
magasabb a NeuN+ sejtek szama is (4. Abra).

A NeuN-jelolt idegsejtek Nissl-szerti eloszlast mutattak. Azonban csakugy, mint emlésdkben, néhany
idegsejttipus a csirkében sem termel NeuN-t: ilyenek a kisagyi Purkinje-, csillag- és kosarsejtek,
valamint a szaglogum¢é mitralis sejtjei (Mullen és mtsai, 1992). A human embridkban megfigyeltt6l
eltéréen azonban (Sarnat és mtsai, 1998), a csirke olivaris inferior magjainak neuronjai erds jelolédést
mutattak. A SN, amely versenyegérformakban (Gerbillinae) teljesen NeuN immunnegativ (Kumar ¢€s

3. Abra DCX-jelolt idegelemek eloszlasa és stirliségének valtozasa 48 oraval, 7 nappal, ill. 14 héttel a
kikelés utan.




4. Abra NeuN-immunpozitiv idegelemek eloszlasa, annak stiriisége és idSbeli valtozasai a kikelés utan.

Buckmaster, 2007), csirkékben a rostralis sikokban sem expresszal NeuN-t, mig a caudalis részben van
NeuN jelolés. Az AVT azonban teljes rostrocaudalis kiterjedésében NeuN immunnegativ. A NeuN
(Fox-3) expresszalasanak adott idegsejtcsoportokban valo hianya tovabbi vizsgalatok targya lehet.

2.3.2 Az ujonnan keletkezett idegsejtek kvantitativ elemzése a telencephalicus subventricularis
zondaban

Mind 3, ill. 10 nappal a kikelés utan az 6sszes BrdU+ sejt koziil ~44% bizonyult idegsejtnek (DCX+
¢s/vagy NeuN+). A kikelés idOpontjatol tdvolodva a BrdU+ sejtek stirlisége egyre csokkent, feltehetden
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a BrdU-jelolés higulasanak (a leanysejtekben mar csak a sziilésejt DNS-ébe épiilt BrdU fele talalhato
meg), valamint a BrdU+ sejteknek a vizsgalt teriiletrél valo elvandorlasanak kdvetkezményeképp. A
kikelés utan a DCX+ idegsejtek stirlisége a rostralis teriileteken csokkent, mig az intermedier és
caudalis szinteken emelkedett, ami arra utal, hogy a rostralis agyteriiletek novekedése (a beépiild
neuronok altal) hamarabb befejezddik, mint a caudalisabban fekvo régioké.

A NeuN+ idegsejtek stirtiségének véltozasa nem volt egyirany minden agyteriileten (5. Abra):

- Rostralis szinteken a neuronok stirisége kikelés utan emelkedik a basalis ganglionok (medialis
striatum, feltételezett nu. accumbens) medialis szélén, mig a dorsalisabban fekvd, magasabb rendii
agyteriileteknek (hyperpallium accessorium, mesopallium dorsale ¢€s ventrale, nidopallium) a
ventricularis és subventricularis zondban fekvé sdvjaiban az idegsejtek beépiilése a kikelés utan leall,
ami arra utal, hogy az ezeknek az agyteriileteknek megfeleld zondkban keletkezd idegsejtek
lateralisabban fekvo régidkba vandorolnak.

- Intermedier szinten a NeuN+ sejtek stirlisége enyhe emelkedést mutat a legtobb agyteriileten, bar ez a
novekedés kevésbé jelentds, mint amit a DCX+ sejtek stirisége indokolna, arra utalva, hogy az itt
keletkezd neuronok lateralis irdnyban kivandorolnak a kamra menti teriiletekrol.

- Caudalis teriileteken a NeuN+ neuronok siirlisége a centralis régiokban (medialis striatum,
feltételezett nu. accumbens) csokkent, mig a dorsalis és ventralis teriileteken nem valtozott. A
legdorsalisabban fekvo caudodorsolateralis palliumban azonban emelkedett az érett (NeuN+) neuronok
mennyisége, amely alapjdn ezen a teriileten a kikelés utdn is még intenziven folyik a neuronok
beépiilése.

A BrdU ¢és DCX duplajeldlt neuronok stirtisége minden vizsgalt teriileten csokkent, ami alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy a kikelés utan kb. 24 o6raval keletkezett idegsejtek nagyrésze lateralisabb
teriiletekre vandorol. Abbol kiindulva, hogy a BrdU-NeuN duplajeldlt idegsejtek stiriisége emelkedik a
kikelést kovetdé 3. és 10. nap kozott arra kovetkeztethetiink, hogy az emlds hippocampus
eldagyaban az idegsejtek mag legaldbb 7 nap alatt teljesen kifejléddnek és bekapcsolédnak a neuralis
halozatba. A DCX-NeuN duplajelolés azokat a fiatal, vandorld neuronokat emeli ki, amelyek éppen
érett neuronként letelepednek. A DCX+/NeuN+ idegsejtek siirlisége emelkedik a nu. accumbensben, a
centralis hyperpallium accessoriumban, a caudodorsolateralis palliumban, valamint a rostralis
mesopallium dorsaleban. Ezen neuronok siirlisége pedig csokken a caudalis medialis striatumban és a
caudolateralis nidopalliumban, arra utalva, hogy ezen teriiletek expanzidja mar 1 héttel kikelés utan
lelassul. A BrdU-DCX-NeuN triplajelolt sejtek slriisége az Osszes vizsgalt agyteriileten éles
emelkedést mutat és azokat a neuronokat emeli ki, amelyek kb. 24 o6raval kikelés utan keletkeztek és 10
nap vandorlas utan jutnak az letelepedés és érés fazisaba.

Adataink alapjan a kikelés utdn Ujonnan keletkezett neuronok egy része elhagyja a ventricularis és
subventricularis zonat, mig egy masik résziik a kamra menti sadvban maradva kb. 8 nap alatt letelepszik

5. Abra (kovetkezd oldalon) A BrdU, NeuN, DCX, illetve ezek kombinacioinak jeldlését mutaté sejtek
striségének valtozasai a harom megfigyelt sikban és 5 régidban, 24 oraval, ill. 7 nappal a BrdU
injekciot kovetden.

11



BrdU rostral level

labelled cells / pm?

BrdU intermediate level

BrdU caudal level

4.00E+04 4.00E+04 4.00E+04
3.50E+04 3.50E+04 350E+04 ==
2.00E+04 T 3.00E+04 2.00E+04
2. 50E+04 2.50E+04 2 50E+04 —=— MDAV
2.00E+04 2.00E+04 2.00E+04 HIGIHGL
1.50E+04 - 1.50E+04 - 1.50E+04 = -
1.00E+04 —— 1.00E+04 ey 1.00E+04 g == —~— AcR/BETI
5.00E+05 ——==R 5.00E+05 e e 5.00E+05 ——— S
0.00E+00 . 0.00E+00 . 0.00E+00 r
24h 7d 24h 7d 24h 7d
NeuN rostral level NeuN intermediate level NeuN caudal level
labelled cells / pm*
5.00E+04 S.00E+04 S.00E+04
4 00E+04 4.00E+04 4.00E+04 —4— HACDL
’__’_7/4—”' = " —m— MDY
3.00E+04 JL___& 3.00E+04 r’—'—_7'4_5‘ 3.00E+04 ey HICHECL
2.00E+04 b= 2.00E+04 o 2.00E+04 me— - st
1.00E+04 1.00E+04 = 1.00E+04 ’_——fﬂ__“ 2 IfoR/EST)
0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
24h 7d 24h 7d 24h 7d
DCX rostral level DCX intermediate level all DCX caudal level
W Qrey COVEr@gE
35.00 35.00 35.00
30,00 == 30,00 30.00
—4— HALCDL
25,00 — 25.00 —— 25,00 oy
20.00 20.00 — 20.00 ___ﬂ__d_f—P" HIGINGL
—_ . -
15.00 15.00 — 15.00 ;_,_,_,_,_;7,&'—' |
10.00 10,00 10,00 =
—#— AcR/BSTI
500 500 500 =
0.00 0.00 0.00
24 h 7d 24h 7d 24 h 7d
BrdU & DCX rostral level BrdU & DCX intermediate level BrdU & DCX caudal level
labelled calls /
2.00E+04 1\ 2.00E+04 2.00E+04
1.50E+04 1.50E+04 1.50E+04 e
—E— MO
1.00E+04 1.00E+04 — -_____‘_‘__‘__T 1.00E+04 HIGIHGL
Mst
5.00E+05 = - 5.00E+05 5.00E+05 e — o
——— T ———— | I —
0.00E+00 r 0.00E+00 . 0.00E+00 r
24 h 7d 24 h 7d 24h 7d
BrdU & MeuN rostral level BrdU & NeuN intermediate level BrdU & NeuN caudal level
labelled calls /
3.50E+05 /1 3.50E+05 3.50E+05
3.00E+05 3.00E+05 3.00E+05
250E+05 2 50E+05 250E+05 vl
— i MO
2.00E+05 2.00E+05 2.00E+05
HICNCL
1.50E405 = 1.50E+05 == 1.50E+05 el M's:
1.00E+05 et 1.00E+05 = 1.00E+05 o
’__7‘{_77“' —a— AgRIBSETI
5.00E+06 5.00E+08 5.00E+06
0.00E+00 - 0.00E+00 = 0.00E+00 =
24 h 7d 24h 7d 24h 7d
NeuN & DCX rostral level NeuN & DCX intermediate level NeuN & DCX caudal level
labelled calls /
4.00E+04 4.00E+04 4.00E+04
3.50E+04 = 3.50E+04 3.50E+04 :
3.00E+04 3 00E+04 3.00E+04 —4—HACOL
2.50E+04 — 2.50E+04 e 2 50E+04 —— = MOy
2.00E+04 = 2.00E+04 i 2.00E+04 = HIGIHGL
1.50E+04 1.50E+04 = = 1.50E+04 ——= M
1.00E+04 1.00E+04 - 1.00E+04 — et ¥ ARIBSTI
5.00E+05 5.00E+05 5.00E+05
0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
24h 7d 24h 7d 24h 7d
BrdU & DCX & NeuN rostral level BrdU & DCX & NeuN intermediate level BrdU & DCX & NeuN caudal level
labelled cells / pm?
1.40E+05 1.40E+05 1.40E+05
1.20E+05 1.20E+05 1.20E+05
1.00E+05 Z 1.00E+05 5 1.00E+05 2 HATL
£.00E+0B —2 8.00E+06 8.00E+06 ::::L
6.00E+06 4 = 6.00E+06 6.00E+06 = M's:
4.00E+0B 4.00E+06 4.00E+06 — -
2.00E+0B 2.00E+08 2.00E+06
0.00E+00 a 0.00E+00 f 0.00E+00 &%’f
24h 7d 24h 7d 24h 7d

12



¢s feltehetden bekapcsolddik a neurondlis haldzatba. A kordbbi vizsgélatokkal ellentétben (Dermon és
mtsai, 2002; Nikolakopoulou és mtsai, 2007) a jelen kisérletben vizsgalt 17 279 sejtb6l minddsszesen
18 db (0.1%) volt egyszerre BrdU+ és NeuN+, ami azt mutatja, hogy a 24 oraval a kikelés utan
keletkezett neuronok - az emldsokben is megfigyeltekkel megegyezden -, csirkében sem érnek meg 24
oOra alatt. A kiilonboz6 agyteriiletek eltérd fejlodési litemet kovetnek: az alacsonyabbrendi régiokban a

neuronok (a diencephalon és az agytorzs) donté tobbsége kikelés eldtt keletkezik, mig a
magasabbrendii agyteriileteken a kikelés utan is aktivan folyik j neuronok bevonasa a halozatba.
Ennek megfelelden a diencephalon és az agytdrzs teriiletének kikelés utani novekedése feltehetéen mar
csak a gliasejtek mennyiségi novekedésének tulajdonithatd. Az eldagyi teriileteken a vandorlo sejtek a
nagyobb agyteriileteket elvalaszto, sejtekben ritkabb lemezeket kdvetve érik el a lateralisabban fekvo
teriileteket.

3. A madar nucleus accumbens lokalizaciojanak pontositasa a csirkeagyban anterograd
palyakovetéses technikaval

3.1 4 téma rovid ismertetése

Mind a passziv izelkeriiléses tanuldst, mind a neurogenezist elemz0 kisérleteink soran felmeriilt, hogy
indokolt lenne a madar nu. accumbens kozelebbi vizsgalata. A nu. accumbens emlésokben a limbikus
striatalis palyarendszer része, limbikus-motoros atkapcsold teriilet, amely jelentds dopaminerg
beidegzést kap az agytorzsi dopaminerg magvakbol (SN és AVT) részt vesz a motivacio, az érzelmek,
valamint a jutalmazasi rendszer szabalyozasaban. A ventriculus lateralis mentén helyezkedik el, tehat
kozvetleniil is ¢érinti a ventricularis és subventricularis zondban aktivan folyd neurogenezis.
Madarakban azonban pontos elhelyezkedése nem ismert, amit a kiilonb6zd csirkeagyatlaszok eltérd
nomenklatiraja is jelez. Az immuncitokémiai lokalizalasara tett kisérletek (Balint és Csillag, 2007) arra
mutatnak, hogy a kordbban medialis striatumként meghatarozott agyteriiletnek a kamra mentén
elhelyezkedd része valdjaban a nu. accumbensnek megfeleld funkcionalis €s hodologiai jellemzdkkel
rendelkezik.

A nu. accumbens efferens kapcsolatrendszerének feltérképezését dr. Balint Eszter végezte. Mezey
Szilvia a Palydzat révén a palyakdvetés modszertani hatterének megteremtésében, valamint az
adatelemzésben vett részt.

3.2 Eszkozok és modszerek

A kisérletekhez 12 db 2 hetes Hunnia broiler hibrid csirkét hasznaltunk. Az allatok agyéba altatas utan
Kopf sztereotaxikus berendezés segitségével korabbi vizsgalatokra (Bélint és Csillag, 2007) alapozott
koordinatakat hasznalva biotinilalt dextran amint (BDA) fecskendeztiink (0.1 pl, 10% BDA desztillalt
vizben). Az injekciot kovetd 3. héten az allatokat mélyaltatdsban transzkardidlisan perfundaltuk, majd
az agyakat posztfixalast kovetden fagyasztd mikrotomon szeleteltik. A BDA-t ABC - nikkel DAB
reakcioval vizualizaltuk. A DAB-jelolt idegelemeket az adott metszetekrdl késziilt fényképek alapjan,
atlaszabrakra vetitve abrazoltuk.
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3.3 Eredmények

A csirke nu. accumbens, az emlésdkéhez hasonldan, harom alrégidra oszthato: rostralis polus (AcR),
mag (AcC) és héj (AcS). Ezen harom teriilet projekcidi nagyrészt atfednek az el6- és a koztiagyban, de
jelentésen eltérnek az agytorzsben. Az eldagyban a legjelentésebb projekcids teriiletek a ventralis
pallidum és a stria diagonalis magja. A nu. basalis az AcR-bol és az AcC-bol kap bemenetet. A lateralis
hypothalamus és a lateralis preopticus teriilet mindharom alrégiobdl kap afferenseket. Az AcR és az
AcC jelentOs beidegzést ad a nu. subthalamicusba. Agy agytorzsben az accumbensbdl jel610dott rostok
legnagyobb stirliségben a substantia nigra pars compacta részében jelentek meg. A formatio
reticularisba, substantia grisea centralisba és a raphe magokba mindharom alrégié eltéré hangsullyal
projicial. Az AcR és az AcS erds rostokat kiildenek az AVT-be, mig az AcC projekcidi leginkabb a nu.
parabrachialisban, nu. solitariusban, valamint a motoros vagus magokban jelennek meg.
Osszességében, az afferens palydk elemzése alatdmasztotta a nu. accumbensnek korabban
immuncitokémiaval felallitott lokalizaciojat (Balint és Csillag, 2007). Az eredmények alapjan a madar
accumbens hodoldgiai kapcsolatai jelentds részben megegyeznek az emlésokben megfigyeltekkel, ami
arra utal, hogy ezen agyteriilet funkcidjaban is evoluciosan konzervativ.

A zardjelentésben indokolni kell a kéltségtervtol torténd jelentosebb eltéréseket, azok okait és hatdsat a
kutatas folyamatara.
Tudomasom szerint a koltségterv és a valos koltések kozott nem volt jelentds kiillonbség.

Tajékoztatni kell a zarojelentésben az OTKA-t minden olyan kériilményrdl, ami befolydsolta a kutatas
eredményes folytatasat, befejezését, kiilonos tekintettel a palyazathoz és a kutatasi szerzodéshez
viszonyitott esetleges eltérésekre.

A Palyazat ideje alatt kétszer, Osszesen 3.5 évet toltottem sziilési szabadsagon. Mivel az
eredményeimen alapul6 kozlemények varhatéan késobb keriilnek kozlésre (egy cikk elbirlas alatt, egy
pedig szerkesztés alatt all), ezért szeretném kérni, hogy a Palydzat mindsitését két éven beliil,
kiegészitd eljaras keretében, a kés6bb megjelent kozlemények figyelembevételével modositsak.
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