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Rövidítések listája 

 

ADHD = figyelemhiányos hiperaktivitás-zavar 

ASD = autizmus spektrum zavar 

BA9 = Brodmann area 9 

CB = calbindin 

CR = calretinin 

CRH = kortikotropin-releasing hormon 

CTR = kontroll 

DAB = 3,3-diaminobenzidin 

DLPFC = dorzolaterális prefrontális kortex 

GABA = gamma-amino-vajsav 

ip = immunpozitív (+) 

iPSC = indukált pluripotens őssejt  

HRP = horseradish peroxidaze, torma-peroxidáz  

PFA = paraformaldehid 

PBS = „phosphate buffer saline”, foszfátpufferes sóoldat 

PV = parvalbumin 

PMI =  post mortem idő  (a halál beállta és a fixálás között eltelt idő órában mérve) 

RNS = ribonukleinsav 

SCH = skizofrénia/skizofrén 

SMI 311 = neurofilamentum közepes és nehéz lánc antitest koktél 

TBST = Tris-EDTA sóoldat Triton 100X detergenssel 

TSA = Tyramide Signal Amplification  

VIP = vazointesztinális peptid 
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1. Bevezetés és irodalmi áttekintés 

1.1.  Az emberi agy 
 

A több, mint százmilliárd sejtből álló humán agy (Azevedo és mtsai., 2009) az evolúció egyik 

legkomplexebb terméke. Legnagyobb részét az agyvelő (cerebrum) teszi ki. Szövettanilag 

külső szürkeállományra (agykéreg) és az alatta húzódó, axonok dús rosthálózatából álló 

fehérállományra különíthető. Az agykéregben is futnak különféle idegrostkötegek (pályák), 

melyek egyrészt az agykéreg egyes területeit kötik össze (asszociációs pályák), másrészt a két 

félteke közt tartanak fenn szimmetrikus kapcsolatot (commissurális pályák). Ezen kívül az 

agykéregben indulnak a leszálló motoros pályák és végződnek a felszálló érző pályák, melyeket 

együtt projekciós pályáknak nevezünk (Réthelyi és Szentágothati, 2014). A cerebrum 

anatómiailag von Economo munkássága nyomán frontális, parietális, insuláris, temporális, 

limbikus superior és inferior valamint occipitális lebenyekre osztható (von Economo és 

Koskinas, 1927), melyek mind-mind más funkciókkal függnek össze. Brodmann úttörő 

citoarchitektonikai megfigyelései során a humán agykérget eredetileg 44 „areára”, régióra 

osztotta (Brodmann, 1909). Ezekről azóta számos esetben kimutattak funkcionális 

különbségeket is (Broca 1861, Tsuchida és Fellows 2009). Bár von Economo és Koskinas 

1927-ben egy sokkal nagyobb felbontású atlaszt publikált (von Economo és Koskinas, 1927), 

mégis Brodmann munkássága épült be szervesebben a tudományos köztudatba. 

A humán neocortex hat morfofunkcionálisan elkülönülő rétegből áll (Brodmann, 1909), 

szemben az ősibb cerebrális régiókkal, amelyek öt (allocortex) , illetve három (paleocortex) 

rétegből épülnek fel. A legelterjedtebb módszer a rétegek azonosítására a Nissl által kifejlesztett 

krezil-ibolya alapú festés.  

A felnőtt humán agykéreg legkülső rétege (stratum moleculare) sejttestekben szegény. Dús 

idegrost-hálózat szövi át, melyben elszórtan többek közt Cajal-Retzius és neurogliaform sejtek 

találhatóak (Ramón y Cajal 1904; Marín-Padilla 1990, Oláh és mtsai 2007). A serkentő 

piramissejtek jellegzetes kúp alakú sejtteste a II rétegtől a VI.-ig egyaránt megtalálható, de két 

rétegben szemmel láthatóan sűrűbben fordulnak elő: ez a III. (stratum pyramidale externum) és 

az V. (stratum pyramidale internum) réteg. A piramissejtek az agykéregnek körülbelül 70-80%-

át teszik ki, míg a fennmaradó ~20-30 % legnagyobb részét a gátló interneuronok alkotják (Rio 

és DeFelipe 1993, Markram és mtsai 2004). A kérgi serkentő sejtek fő neurotranszmittere a 

glutamát. Méret és morfológia tekintetében réteg szerinti változatosságot mutatnak, de közös 

jellemzőjük a sűrűn tüskézett, kitüntetett irányultságú apikális dendrit (Andjelic és mtsai 2009, 
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Peters és Jones 1984). Az V. réteg piramissejtjeinek axonja lokáis kollaterális ágakra oszolhat, 

de az axon főága a fehérállományba lépve más kérgi vagy kéreg alatti területeket céloz – ezért 

nevezzük ezeket a sejteket projekciós vagy principális neuronnak. A III. réteg sejtjei ezzel 

szemben a stimulusok fogadásában és az asszociációs kapcsolatok fenntartásában vesz részt 

(von Economo, 2009). A II. (stratum granulosum externum) illetve a prefrontális kéregben a 

IV. réteg (stratum granulosum internum) elsősorban nem-piramidális sejteknek ad otthont. 

Ezek lehetnek a piramissejtekhez 

hasonlóan serkentő, de lokális 

kapcsolatot fenntartó interneuronok 

(IV. rétegi tüskés csillagsejt; spiny 

stellate neuron, Meyer és mtsai 1989, 

Andjelic és mtsai 2009), vagy gátló 

interneuronok (kosársejt, csillársejt, 

neurogliaform sejt, stb.) amelyek 

morfológiájukban és elektrofiziológiai 

tulajdonságaikban változatosak. Az 

egymásra épülő rétegek oszlopos 

szerveződést mutatnak, létrehozva az 

agykéreg működési egységeit, az ún. 

minikolumnákat (1. ábra).  A 

minikolumnák makro- és 

hiperkolumnákba szerveződnek, 

többszintű kapcsolatrendszerben 

működnek együtt a hierarchikus 

információfeldolgozásban (Mountcastle 1957; Buldyrev és mtsai 2000, Opris és Casanova 

2013).  

 

1.2.   A humán prefrontális kortex  
 

A prefrontális kortex a nagyagykéreg frontális lebenyének elülső részét foglalja magába, amely 

emberi agy esetében a teljes frontális lebenynek körülbelül 2/3 részét jelenti. Rostralis, 

orbitofrontalis, dorzolateralis, dorzomedialis, ventrolateralis és ventromedialis régiókra 

osztható, melyek közül strukturálisan leginkább a dorsolateralis (DLFPC), az orbitofrontalis 

1. ábra A kérgi kolumna sematikus ábrája. (Kék sejtek: 
piramissejtek. Színes sejtek: interneuronok.) 
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(OFPFC) és a ventromedialis (VMPFC) különíthető el. A prefrontális kéreghez kötjük a 

munkamemóriát (amely lehetővé teszi az információ rövid távú tárolását és manipulációját 

olyan tevékenységekben, mint pl. nyelvi megértés (Baddeley és Hitch 1974, Goldman-Rakic 

1995, Finn és mtsai 2019), emellett a pszichét és a viselkedés elemeinek legmagasabb szintű 

integrációját (Arteaga és mtsai 2015). Az eddigi tanulmányok többek közt olyan jelenségekkel 

hozták összefüggésbe, mint a döntéshozatal, célorientált viselkedés (Domenech és Koechlin 

2015), szelektív figyelem, absztrakt információk értelmezése és tárolása (Fuster és mtsai 1989), 

illetve a viselkedés organizációja és kontrollja (Miller és Cohen 2002, Szczepanski és Knight 

2014, Arteaga és mtsai 2015). Integráló és információszelekciós szerepét támasztja alá a magas 

fokú konnektivitás, amely mind kortikális, mind a legtöbb szubkortikális agyterülettel 

kapcsolatban jellemzi (Barbas és mtsai 1991, Bates és Goldman-Rakic 1995, Jarbo és 

Verstynen 2015, Haber és mtsai 2016). Funkcióját modellállatokon léziós kísérletekkel (Heuer 

és Bachevalier 2013), embereken pedig pozitron emissziós tomográfiával (PET) és mágneses 

magrezonancia képalkotó eljárással (MRI) vizsgálják (Abrahams és mtsai 1996, Kahnt és mtsai 

2011). Fontos kiemelni azonban az elmúlt évszázadban a traumás agysérülésen vagy 

lobotómián átesett főemlősökön és embereken végzett megfigyeléseket is, hiszen ezek 

alapozták meg az agyterületek funkcionális feloszthatóságának koncepcióját. Ezek az esetek 

közvetlen információval szolgálnak a sérült vagy eltávolított agyterületek  funkcionális 

szerepéről (Szczepanski és Knight 2014). Ilyen megfigyelések és kísérletek (Pochon és mtsai 

2001, Koenigs és Grafman 2009) eredményei alapján ma úgy gondoljuk, hogy a DLPFC fontos 

szerepet tölt be a munkamemória működésében (Jacobsen, 1935; Tsuchida és Fellows 2009), 

a koncentrációban, a figyelem fenntartásában (Chao és Knight, 1998), valamint az 

újdonságkeresésben, motivációban (Ferrier 1876, Daffner és mtsai 2000a). Hasonlóképp a 

VMPFC-ről régóta tudjuk, hogy szerepe van a beszéd létrehozásában (Broca, 1861; Ries és 

mtsai 2013), az OFPFC-nek pedig az érzelmi kontrollban és a szociális viselkedés 

flexibilitásában (Wallis 2012). 

Emiatt a prefrontális kéreg a neuropszichiátriai kórképek kutatásában kiemelten vizsgált 

agyterület. Érintettnek bizonyult többek közt az autizmus spektrum zavarban (Gilbert és mtsai 

2008), skizofréniában (Benes 1991), bipoláris zavarban (Oh és mtsai 2012), depresszióban 

(Koenigs és Grafman 2009) és ADHD-ban (Halperin és mtsai 2006). 
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1.3.   Interneuronok  
 

A főemlős evolúció egyik legjellegzetesebb neuroanatómiai jelensége a prefrontális kéreg 

expanziója (Condé és mtsai 1994). Az eddigi eredmények alapján (Rio és Defelipe 1996, 

Gabbott és mtsai 1996, Gabbott és mtsai 1997, Kawaguchi és Kubota 1997) az interneuronok 

száma nagyobb arányban növekedett, mint a serkentő sejteké, ami jelentős funkcionális 

diverzifikálódással járt (Hodge és mtsai 2019, Krienen és mtsai 2019). Ráadásul ez a növekedés 

az egyes interneuron populációkat nem azonos mértékben érintette. Több kutatás a calretinin 

interneuronok szelektív expanzióját találta (Rio és Defelipe, 1996; Džaja és mtsai 2014; 

Hladnik és mtsai, 2014), ami azt sugallja, hogy ez a sejtpopuláció kulcsfontosságú lehet a 

humán kogníció létrejöttében. 

A kortikális interneuronok általában gátló aktivitású, lokális szabályzó idegsejtek, melyeknek 

fő neurotranszmittere a gamma-amino-vajsav (GABA). Ezek a neuronok más idegsejtek közt 

tartanak fenn kapcsolatot, vagyis a piramissejtekkel ellentétben axonjuk jellemzően nem hagyja 

el a kéregállományt (bár egy részükről úgy tartják, hogy hosszú távú kortiko-kortikális 

kapcsolatokat is létesít (Tomioka és Rockland 2007)). Fontos feladatuk a serkentő sejtek 

működésének összehangolása; amit az tesz lehetővé, hogy bár sokkal kisebb számban vannak 

jelen, mint a piramissejtek, egy interneuron akár több száz piramissejtet is beidegezhet (pl 

csillársejt (Freund és mtsai 1983, Somogyi és mtsai 1985, Tai és mtsai 2014). 

Az interneuronok heterogén populációja többféle szempont alapján csoportosítható, például 

morfológiai, biokémiai, vagy elektrofiziológiai tulajdonságaik, illetve a kimeneti szinapszisok 

lokalizációja alapján (DeFelipe 1993; Freund és Buzsáki 1996, Cauli és mtsai 1997, Szabadics 

és mtsai 2006). Ez utóbbi tulajdonság tekintetében egyfajta niche-szegregáció figyelhető meg: 

egyes interneuronok közvetlenül a piramissejtek sejttestén szinaptizálnak, egyesek az axon 

iniciális szegmentumon, míg mások a távoli dendriteket célozzák, más-más fázisában 

szabályozva a impulzusok haladását. Az újgenerációs szekvenálás forradalma óta elterjedt 

egysejt-szintű RNS-szekvenálás segítségével a sejtek génexpressziós profiljuk alapján is 

csoportosíthatóak (Hodge és mtsai 2019, Velmeshev és mtsai 2019, Krienen és mtsai 2019,). 

Fontos leszögezni, hogy a rendelkezésre álló szakirodalom döntő többsége rágcsáló adatokon 

alapul. A humán kérgi interneuron típusok fiziológiájáról és funkciójáról alig van közvetlen 

információnk (Oláh és mtsai 2007, Szegedi és mtsai 2016, Poorthuis és mtsai 2018). Biokémiai 

alapon klasszikus módszernek számít a fő interneuron csoportok kalciumkötő-fehérje típus 

alapján történő elkülönítése: a legfontosabb ilyen marker-fehérjék a parvalbumin (PV), 
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calbindin (CB) és calretinin (CR). Kutatásunkban mind klasszikus, mind modern módszereket 

ötvözünk, igyekezve, hogy eredményeink összevethetőek legyenek az eddigi irodalmi 

adatokkal, emellett kiaknázzák a technikai fejlődés nyújtotta lehetőségeket. 

1.3.1.   Calretinin immunpozitív interneuronok 
  
Szakdolgozatom fókuszában az agykérgi calretinin-immunpozitív (CR+) interneuronok állnak. 

A calretinin egy troponin C szupercsaládba tartozó kalciumkötő fehérje, mely a szinaptikus 

folyamatok szabályzásában és a szignáltranszdukcióban játszik fontos szerepet, valamint 

citoszolikus kalcium-pufferként fontos feladata az intracelluláris kalciumszint szabályzása 

(Barinka és mtsai 2010). Egér és makákó modellállatokon végzett kutatások alapján a 

prefrontális kérgi CR+ interneuronok egy része más interneuronokon szinaptizál, vagyis 

dezinhibíciót hajt végre; gátlásoldással közvetett módon facilitálja a serkentő sejtek működését 

(Meskenaite 1997b, Meltchitzky és Lewis 2008, Caputi és mrsai 2009). Legnagyobb sűrűségben 

a II. – III. rétegben fordulnak elő (Rio és DeFelipe 1996, Condé és mtsai 1994), ez a mintázat 

evolúciósan konzerváltnak tűnik a rágcsáló, majom és humán eredményeket összevetve 

(Barinka 2010). Morfológiájuk leggyakrabban bipoláris jellegű, orientációjuk a kérgi 

kolumnában vertikális, sejttestük ovális vagy orsó alakú. Ritkábban multipoláris horizontálisan 

orientált sejtek is előfordulnak (Condé és mtsai 1994, Gonchar és Burkhalter 1997, Barinka és 

mtsai 2010, Zaitsev és mtsai 2005). Mivel tulajdonságaik nem egységesek, feltételezhető, hogy 

a CR+ neuronok populációja különböző alpopulációkat tartalmaz. Ez a kérdés jól vizsgálható 

biokémiai tulajdonságaik feltérképezésével (pl. egyes neuropeptidek koexpressziója; Gabott és 

Bacon 1997b, Cauli és mtsai 1997). Az Allen Brain Institute munkatársai egy publikus 

adatbázisban közölték eddigi transzkriptomikai eredményeiket a humán agykéreg több 

agyterületéről (Hodge és mtsai 2019). Ennek segítségével és korábbi eredmények alapján 

(Cauli és mtsai 1997) választottuk a vazointesztinális peptidet (VIP) és a kortikotropin releasing 

hormont (CRH), amelyekkel potenciálisan elkülöníthetőek a CR+ neuronok bizonyos 

alpopulációi.  (2. ábra).  

2. ábra. CR, VIP és CRH mRNS expressziós hőtérképe. A GAD67 általános interneuron marker.(Allen Brain 
Institute, https://celltypes.brain-map.org/rnaseq/human/cortex) 
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A humán adatok alapján a patkány agykérgéhez hasonlóan a legtöbb CR+ sejt egyben VIP+ 

(Kubota és Hattori 1994, Gabbott és Bacon 1997, Cauli és mtsai 1997), míg az egér 

agykérgében a CR+ neuronoknak mintegy 30%-a VIP- (Perrenoud és mtsai, 2013). A CRH a 

humán neocortexben a patkánnyal és egérrel ellentétben (Gallopin és mtsai 2005, Kubota és 

mtsai 2011) a CR+ neuronok nagy részében kifejeződik, de egyes alcsoportokban a 

transzkriptomikus adatok alapján nem (2. ábra). 

A korábban említett evolúciós trend és az excitátoros/inhibitoros teória nyomán az elmúlt 

évtizedekben egyre több kutatás célozta az egyes interneuron populációk érintettségének 

feltárását neuropszichiátriai zavarokban, melyek eredményeit összevetve egyre biztosabbnak 

tűnik az interneuron diszfunkció jelensége ezekben a kórállapotokban (Marín, 2012).  

1.3.2. SMI 311+ neuronok 
 
Az SMI 311 olyan neuronális marker-koktél, amely a neuronokra jellemző neurofilamentum 

nehéz (NEFH) és közepes (NEFM) láncát jelöli. Nem specifikus markere a serkentő 

populációnak, de a kutatás idején tudomásunk szerint nem állt rendelkezésre ennél jobb, 

forgalomban elérhető „általános” excitátoros marker. Az SMI 32 vagy NF200 markert (melyek 

csak a neurofilamentum nehéz láncát jelölik) más kutatásokban is használták már piramissejt 

markerként (Law és Harrison 2003, Miguel-Hidalgo 2005). A legújabb, publikusan elérhető 

humán egysejtszintű transzkriptomikus adatok szerint (Hodge és mtsai 2019) a közepes láncot 

is  jelölő SMI 311 koktéllal átfogóbb képet kaphatunk a kérgi piramissejtekről.  

1.4.   Neuropszichiátriai zavarok. A skizofrénia. 
 

A mentális problémák világszerte hatalmas terhet rónak a társadalomra. Kialakulásuk 

hátterében genetikai és környezeti faktorok bonyolult összjátéka áll (Ripke és mtsai 2014). Az 

egyes kórképek genetikai háttere közt gyakran átfedés van (pl. autizmus spektrum zavar és 

skizofrénia között; Rapoport és mtsai 2009). Annak ellenére, hogy a kóroki tényezőkkel 

kapcsolatban már jelentős szakirodalmi információval rendelkezünk, mechanizmusuk és 

neuropatológiai hátterük a mai napig nagyrészt ismeretlen. Ennek hiányában pedig a célzott 

gyógyszerfejlesztés is gyakorlatilag stagnál (Moghaddam és Javitt 2019). Számos, 

állatmodellből származó ígéretes eredményt nehéz emberre extrapolálni, figyelembe véve 

például, hogy a prefrontális kortex egyes területeinek nincs egyértelmű homológ régiója 

rágcsálókban (Perelman és mtsai, 2011). A post-mortem humán kutatások lehetőséget 

nyújtanak az egyes kórállapotok molekuláris szintű felderítésére és biomarkereik felfedezésére 

(Wang és mtsai 2016, Velmeshev és mtsai 2019). A lehetséges - és valószínű - fejlődéstani 
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rendellenességeket pedig indukált pluripotens őssejt (iPSC) tenyészetekkel és iPSC-eredetű 

organoid modellekkel érdemes vizsgálni (Takahashi és Yamanaka 2006, Nicholas és mtsai 

2013, Stachowiak és mtsai 2017). Mindent összevetve bizonyos, hogy a neuropszichiátriai 

zavarok kialakulásának megértéséhez  rendszer-szemléletű, multidiszciplináris megközelítés 

szükséges.  

A skizofrénia heterogén, súlyos neuropszichiátriai zavar, mely jelentős terhet ró mind az érintett 

páciensre és hozzátartozóira, mind a társadalomra. Prevalenciáját igen nehéz becsülni, nem 

utolsósorban a gyakori anozognózia (a betegségtudat hiánya) és a felmérések alapjául szolgáló 

nagy mennyiségű adat heterogenitása miatt. A diagnózis felállítása viselkedésteszteken alapul, 

nincs objektív klinikai biomarker. A legfrissebb metaanalízisek az egész élet során valamely 

ponton jelen lévő skizofrénia prevalenciáját 0,4 – 0,86% közé teszik (Saha és mtsai 2006, 

Perala és mtsai 2007). Karakterisztikus tünetei, melyeken a diagnózis is alapul: pszichózis 

(delúziók, hallucinációk jelentkezése), dezorganizált beszéd és gondolkodás, inkoherens, furcsa 

mozgás vagy katatonikus állapot. Emellett gyakran negatív tünetek jelentkeznek (pl. 

antiszocialitás, anhedonia, érzelemmentes beszéd, szótlanság). Az első epizód jellemzően 16 és 

30 év közt jelentkezik (férfiak esetében 16 – 25 év, nők esetében 18 – 30 év). Korai tünetei 

lehetnek a türelmetlenség, irritabilitás, alvásproblémák, szociális visszahúzódás és izoláció, 

azonban ezeket gyerek-és tinédzserkorban nehéz skizoid tünetként észlelni, hiszen az 

egészséges serdülőkorban is előfordulnak. Egészen a legutóbbi, ötödik kiadásig, a DSM 

(Diagnostic and Statistic Manual of Mental Disorders) a skizofréniának 5 alcsoportját 

különítette el tünetek alapján: paranoid, dezorganizált, katatonikus, reziduális és definiálatlan 

típus. Azonban az altípusok közt dinamikus átfedés volt jellemző, ami jelentősen nehezítette a 

diagnózist és a terápiát. A tünetek alapján kategorizált páciensek gyakran hirtelen 

viselkedésváltozást mutattak, és más altípushoz „tartozó” tüneteket manifesztáltak. Emiatt a 

legújabb kiadás elhagyta a kategóriákat és spektrumbetegségként kezeli a skizofréniát. Ez mind 

a tünetek változatosságára és változékonyságára, mind maga a kórállapot súlyosságára nézve is 

indokolt. A skizofrénia kialakulásában mind genetikai, mind környezeti faktorok szerepet 

játszanak, melyek egymással interakcióban is állnak (Sullivan és mtsai 2012). Heritabilitása 

magas, a források 0,64 és 0,81 közé teszik (Falk és mtsai 2016, Lichtenstein és mtsai 2006, 

Sullivan és mtsai 2012). GWAS és RNS-szekvenálásos kísérletekből számos kockázati gént 

ismerünk, melyek valószínűleg egymással komplex interakcióban állva fejtik ki hatásukat sok 

más, még ismeretlen gén és faktor mellett (Ripke és mtsai 2014, Fromer és mtsai 2014). 

Neuropatológiáját az elmúlt évszázad során tüzetesen vizsgálták, ám pontos mechanizmusát 
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még nem ismerjük. A két legszélesebb körben elfogadott és alátámasztott elmélet a dopaminerg 

és a glutamáterg elmélet, egy újabb pedig az interneuron elmélet. A klasszikusnak számító 

dopaminerg elmélet a hallucinációkat, delúziókat a dopaminerg rendszer hiperszenzitivitásával 

magyarázza (Wong és mtsai 1986, Cassidy és mtsai 2018). Az elmélet azon alapul, hogy a 

legtöbb antipszichotikumként bevált gyógyszer dopamin D2 receptor antagonista (és egyes 

esetekben agonista) hatással bír (Santoro és mtsai 2014, Rampino és mtsai 2019). Azonban meg 

kell jegyezni, hogy ezek az anyagok sok esetben  több más neurotranszmitter jelátviteli 

útvonalára is hatással lehetnek (pl. szerotonin). A dopamin jelátviteli rendszer abnormális 

működése az egész agy fiziológiájára, konnektivitására, szinaptikus plaszticitására kihat (Kesby 

és mtsai 2018, Rössler és mtsai 2020). A glutamáterg elmélet azon a megfigyelésen alapul, 

hogy a glutamát receptor antagonista szerek skizofrénia-szerű tüneteket keltenek egészséges 

kontroll alanyokban (Javitt és mtsai 1987, Javitt és Zukin 1991), és lényegében a glutamáterg 

neurotranszmisszió átfogó szerepét veti fel skizofréniában. Ezt a hipotézist számos rágcsáló és 

főemlős kutatás eredménye is támogatja (Kitzinger és Arnold 1949, Weickert és mtsai 2013, 

Javitt 2010), melyek bizonyos glutamát receptorokat érintettnek találtak (NMDA receptor 

hipofunkció). Ennek kapcsán a humán gyógyszerfejlesztés lehetőségét is komolyan felvetették 

(Pei és mtsai 2019). Több kutatás vizsgálta a piramissejteket, mint a glutamáterg 

neurotranszmisszió agykérgi főszereplőit, ám denzitásuk változatlannak bizonyult skizofrén 

esetek agykérgében (Akbarian és mtsai 1995). Korai munkák abnormálisan magas össz-

neurondenzitást figyeltek meg a DLPFC területén (Selemon és mtsai 1995), azonban az 

eredmények azt sugallták, hogy nem a sejtek, hanem a sejtközötti álllomány (neuropil) 

redukciójáról lehet szó. Ezzel ellentétes eredmények is születtek (Benes 1991, Thune és mtsai 

2001), amelyek nem találták az össz-neurondenzitás növekedését skizofréniában. Számos 

kutatás a kéregvastagság és a szinaptikus denzitás csökkenését mutatta ki skizofréniában, mely 

a neuropil redukciós elmélettel párhuzamba állítható (Feinberg 1989, Yan és mtsai 2019, 

Onwordi és mtsai 2020). A dopaminerg, glutamáterg és interneuron elméletek már kialakult 

patológiás állapotokat vesznek alapul  és korreláltatják a skizofrénia különféle tüneteivel. Az 

oki tényező azonban valószínűleg – az autizmus spektrum zavarhoz és az ADHD-hoz hasonlóan 

– az embrionális fejlődés során végbemenő rendellenességekben keresendő (Owen és mtsai 

2011, Birnbaum és Weinberger 2017).  

A GABAerg neuronok kulcsszerepe skizofréniában szinte biztos (Fung és mtsai 2010, Marín 

2012), de részleteiben ismeretlen. Ahhoz, hogy ezt megérthessük, először az egészséges 

serkentő/gátló rendszer működését kell elemeiben megismernünk. Eddig egy munkacsoport írta 
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le a parvalbumin tartalmú sejtek denzitásának csökkenését skizofréniában (Beasley és Reynolds 

1997, Reynolds és Beasley 2001, Reynolds és mtsai 2002, Beasley és mtsai 2002), és bár ezt 

több független negatív eredményű megfigyelés is követte (Woo és mtsai 1997, Cotter és mtsai 

2002, Tooney és mtsai 2004), az eredmény mégis beépült a tudományos köztudatba. Egy friss 

metaanalízis szerint a jelenség valóban releváns lehet a skizofrénia patomechanizmusában 

(Kaar és mtsai, 2019), de erre vonatkozólag jelenleg nincs elegendő humán bizonyíték. Az 

elmúlt harminc évben nem alakult ki végleges konszenzus az egyes interneuron csoportok 

érintettségéről. A calbindin interneuronok denzitásának növekedését (Daviss és Lewis 1995, 

Cotter és mtsai 2002) és csökkenését (Beasley és mtsai 2002) is leírták. Az eddigi 

immnhisztokémiai tanulmányok a CR+ interneuronok denzitását nem találták megváltozottnak 

skizofréniában a DLPFC területén (Daviss és Lewis 1995, Reynolds és Beasley 2001, Beasley 

és mtsai 2002, Tooney és mtsai 2004 Hashimoto és mtsai 2003, Oh és mtsai 2012). Azonban a 

betegség fenotípusos és molekuláris heterogenitása (Bowen és mtsai 2019), valamint a CR+ 

interneuronok  evolúcióbiológiai jelentősége (Dzaja és mtsai 2014, Hladnik és mtsai 2014) 

együtt indokolják a kérdés újravizsgálását.  

1.5.   Célkitűzés, kérdések 
 

Szakdolgozatom célja a kortikális calretinin-immunpozitív interneuronok és az SMI 311 

immunpozitív neuronok morfológiájának és réteg szerinti denzitásának vizsgálata a DLPFC 

területén skizofréniában immunhisztokémiai módszerrel. Emellett szeretném bemutatni 

előzetes in situ RNS-hibridizációs (RNA-scope) eredményeinket a CR+ sejtpopuláció VIP-és 

CRH mRNS expresszió alapján elkülöníthető alcsoportjainak feltérképezéséről.  

Hosszú távon célunk átfogó képet alkotni a humán prefrontális kéreg interneuronális 

összetételéről és skizofréniában fellépő mRNS-és fehérje szintű változásairól. 

Kutatási kérdéseink: 

Különbözik-e a CR+ neuronpopuláció denzitása a DLPFC területén kontroll és skizofrén 

alanyok között? 

Különbözik-e a SMI 311+ neuronpopuláció denzitása a DLPFC területén kontroll és skizofrén 

alanyok között? 

El tudjuk-e különíteni a CR+ neuronok egyes altípusait az mRNS expresszió alapján? 

Megállapítható-e, hogy mely potenciális altípus lehet érintett skizofréniában? 
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2. Anyag és módszer 
2.1. Alanyok 

 
A kutatáshoz felhasznált agyszövetet a Holland Agybank (The Netherlands Brain Bank, 

Amszterdam) biztosította. A donor páciensek még életükben írásos beleegyezésüket adták 

agyuk kutatási célra történő felhasználására. A kutatási projekt az Egészségügyi Tudományos 

Tanács Tudományos és Kutatásetikai Bizottságának engedélyével folyik (45102-2/2016/EKU). 

Kísérletünkben 6  skizofrén alanyból származó minta szerepelt a DLPFC területéről, melyek a 

DSM III és DSM IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 3rd and 4th edition 

– A mentális betegségek diagnosztikai és staisztikai útmutatója, 3. és 4. kiadás) kritériumai 

alapján voltak diagnosztizálva. A korban- és nemben egyező kontroll agyminták olyan 

alanyokból származtak, melyek kórtörténetében nem szerepelt neuropszichiátriai 

zavar/mentális betegség (1. táblázat)  

1.táblázat. CTR és SCH minták fő demográfiai adatai 

Azonosító Diagnózis Kor Nem PMI 
(h) 

Halál oka Régió Medikáció 
 

Ideje 
(év) 

S12/071 Kontroll 
 

57 Nő 7 Urothelium 
karcinóma, 
eutanázia 

BA9 - 0 

S10/196 Kontroll 60 Nő 8 Vérmérgezés BA9 - 0 
S12/059 Kontroll 78 Nő 5 Tüdőgyulladás BA9 - 0 
S11/096 Kontroll 70 Nő 6 Tüdő karcinóma BA9 - 0 

S11/081 Kontroll 
 

55 Férfi 8 Nyelőcsőrák, 
eutanázia 

BA9 Tipikus* 0,16* 

S12/002 Kontroll 
 

55 Férfi 7 A. mes. sup 
trombózis 

BA9 - 0 

S05/161 Skizofrén 66 Nő 11 Hasnyálmirigy 
karcinóma 

BA9 T+A 30 

S10/158 Skizofrén 64 Férfi 19 Tüdőembólia BA9 T 2 

S10/360 Skizofrén 79 Nő 5 Szívelégtelenség BA9 A 40 
S12/031 Skizofrén 55 Nő 10 Öngyilkosság BA9 T+A 10 
S04/021 Skizofrén 92 Nő 8 Tüdőgyulladás BA9 T+A 50 
S10/049 Skizofrén 59 Férfi 13 Koronária 

elégtelenség 
BA9 - 0 

 

*Tipikus antipszichotikum alkalmazása euthanázia előtti 1 hónapban (palliatív szedáció). 
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2.2.  Immunhisztokémia  

 
A PFA-fixált, paraffinba ágyazott agyszövet blokkokból 6 mikrométer vastagságú koronális 

metszeteket készítettünk (Leica mikrotom), a kész metszeteket UltraFrost tárgylemezre 

szárítottuk szobahőmérsékleten. 

Az immunhisztokémiai festést megelőzően leszálló alkoholsorban deparaffináltuk a 

metszeteket. Üveg küvettában először 2 x 5 percig xilolban, majd 1-1 percig abszolút, 96%-os, 

70%-os és 50%-os alkoholban álltak a metszetek. A deparaffinálást követően az endogén 

peroxidáz reaktivitás minimalizálásának érdekében hidrogén-peroxid oldatban inkubáltuk a 

metszeteket,  (20’, 3%-os töménységű H2O2, foszfát puffer sóoldatban oldva, pH = 7,4), ezután  

citrát pufferben (0,01 M, pH = 6,0) történő autoklávos kezelést alkalmaztunk antigénfeltáró 

lépésként (10’, 121 °C).  

Az immunhisztokémiai jelöléshez a következő primer antitesteket használtuk: anti-calretinin 

(nyúl, 1:300, Chemicon, AB5054) és SMI 311 (egér, 1:500, BioLegend, 837801), 0,05% 

TritonTM X-100 detergenssel kevert (pH = 7,4) Tris-pufferes sóoldatban oldva. A primer 

antitestekkel 1 órán keresztül inkubáltuk a metszeteket. TBST-s mosást követően  torma-

peroxidázhoz kapcsolt szekunder antitest került a metszetekre újabb 1 órán keresztül (Envision 

Kit, Dako, K-5007). 

A jelöléseket enzimatikus úton, DAB segítségével hívtuk elő (Envision Kit, Dako, K-5007). A 

DAB szubsztrát és DAB kromogén aránya 50:1, inkubációs ideje 90 másodperc/metszet. A 

DAB ebben a környezetben a torma-peroxidáz enzim szubsztrátjaként funkcionál. Oxidációja 

során barna csapadékot képezve láthatóvá teszi az antitestekkel jelölt képleteket.   

Az immunhisztokémiai kísérletekhez a Sequenza System tárgylemez befogóit és tartóit 

használtuk (Thermo Scientific, 72110017, 73310017). A DAB-os előhívás után desztillált 

vízzel állítottuk le a reakciót, majd a metszeteken haematoxylin-os magfestést alkalmaztunk 

(20 másodperc). Ezután a metszeteket felszálló alkoholsorban (mely a leszálló alkoholsor 

higításaival megegyezik, csak sorrendje fordított) víztelenítettük, végül DePeX fedőanyaggal 

lefedtük őket. 

Minden immunhisztokémiai festés során használtunk negatív kontrollt, melyre a primer antitest 

nem került fel. Ezek esetében nem tapasztaltunk specifikus jelölődést. 
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2.3. Fluoreszcens in situ RNS-hibridizáció (RNA-scope technika) 
 

A kísérletek zágrábi kollaborátoraink segítségével történtek (Zágrábi Egyetem, 

Orvostudományi Kar, Horvát Agykutatási Intézet), amelyek elvégzésében szakmai 

tanulmányút keretében magam is részt vettem. Az elkészült metszeteket Budapesten 

digitalizáltam és elemeztem. Az in situ RNS-hibridizációs próbánál a lépések közti mosáshoz 

RN-áz mentes vízzel készült PBS-t használtunk. 

2.3.1. Előkezelés  

Elsőként a fentebb leírt módon leszálló alkoholsorban deparaffináltuk a metszeteket, majd 3 x 

10 perc PBS-es mosás után 10 percig inkubáltuk a metszeteket 3%-os H2O2 oldatban, 

szobahőmérsékleten. Ezt 3 x 10 perc mosás után a második, antigén feltárási előkezelő lépés 

követte, melynek során melegítőlapon inkubáltuk a metszeteket vízben oldott Target Retrieval 

reagensekkel fedve (RNAscope Fluorescent Multiplex Reagent Kit, Pretreatment Kit, ACDBio, 

320850). A metszeteket 10 percig tartottuk 100 fokon, majd 3 x 5 perc PBS-es mosás és 2 x 2 

perc abszolút alkoholos mosás után hagytuk őket szobahőmérsékleten száradni. Száradás után 

a tárgylemezen Immedge™ hidrofób tollal körbehatároltuk a szövetet. A hidrofób barriert 40 

percig hagytuk száradni szobahőmérsékleten. Száradás után a harmadik előkezelési lépés során 

Protease plus reagenssel inkubáltuk a metszeteket 30 percig 40 fokon (RNAscope Fluorescent 

Multplex Reagent Kit, Pretreatment Kit, ACDBio, 320850), speciális termosztátban (HybEZ 

hybridization oven, Advanced Cell Diagnostics, Hayward, CA), amely megbízhatóan tartja a 

hőmérsékletet. Ezt 3 x 5 perc PBS-es mosás követte.  

2.3.2. Hibridizáció 

A target mRNS komplementer szekvenciáit tartalmazó hibridizációs próbaelegyet a 

protokollnak megfelelően használat előtt 10 percig 40 fokon inkubáltuk, majd hűlés után 

feltöltöttük az eleggyel a tárgyemez hidrofób anyaggal határolt részeit. A kísérletben két mRNS 

próbát alkalmaztunk: humán kortikotropin-releasing hormon (CRH, ACDBio, 475211, C1) és 

humán vazointesztinális peptid (VIP, ACDBio, 452751-C2, C2) ellen. A protokoll felépítése 

miatt az egyik próba (C1) már gyárilag higítva érkezik. A másikat (C2) 1:50 arányban kell 

higítani a C1 oldatában, tehát ennek megfelelően jártunk el. A hibridizációs próbaelegy 

felhelyezése után a tárgylemezeket újra a 40 fokos termosztátba helyeztük, ahol 2 órán keresztül 

inkubáltuk őket. Az idő letelte után 2 perces PBS-es mosást alkalmaztunk. 
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2.3.3. Amplifikáció, blokkolás és fluoreszcens jelölés 

Az amplifikáló és blokkoló reagenseket (melyek készen rendelkezésre állnak a kitben) a 

protokoll utasításait követve jóval használat előtt szobahőmérsékletre helyeztük. A 

továbbiakban a mosáshoz 0.05 % Tween 20 detergenssel kevert PBS-t használtunk.  

A hibridizáció után három, egymásra épülő amplifikáló lépés következett, melynek során az 

első amplifikáló elegy a specifikus célpróbán lévő preamplifikáló szekvenciával hibridizál 

(30’), a következő az elsővel (30’), a harmadik pedig a másodikkal (15’), ezáltal erőteljesen 

felerősítve a specifikus jelet. A lépések közt 2 perces mosást alkalmaztunk. Ez a target-

specifikus amplifikáció az RNA-scope technika (Wang és mtsai 2012) újdonsága és erőssége. 

Az amplifikáló lépések az előzőekhez hasonlóan 40 fokos termosztátban mentek végbe. 

Az utolsó amplifikáló lépés alatt szobahőmérsékletre helyeztük a hibridizált próbák 

detektálásához szükséges torma-peroxidáz enzimet és a fluoreszcens festékanyagokat  (HRP, 

Cyanin 3, Cyanin 5; Perkin Elmer, TSA Plus Systems). A C1 és C2 mRNS próbák előhívásához 

először specifikus tormaperoxidáz oldatban inkubáltuk a metszeteket, (30’), majd a kitben 

található TSA Plus elegyben 1:50 arányban oldott fluorofórban (TSA Plus, 30’), végül 15 percig 

HRP-blokkoló szérumban.  Ezek az inkubációs lépések mind 40 fokos termosztátban történtek, 

először a C1 próbára specifikusan, (C1-HRP, Cy5-TSA Plus, Blocking Reagent), majd a C2 

próbára specifikusan (C2-HRP, Cy3-TSA Plus, Blocking Reagent), a lépések közt 1 x 2 perces 

mosással. Ezek a lépések biztosítják a specifikus jelölés vizualizálását. 

2.3.4. RNAscope immunhisztokémia 

A hibridizációs próba fluoreszcens jelölését követően egyszerű immunhisztokémiai festést 

végeztünk el a metszeteken. Alapos PBS-es mosást követően a metszeteket 20 percen keresztül 

0.3 %-os Tritonnal kevert PBS-ben oldott normál szamár szérummal (NDS, 1:100, Sigma) 

blokkoltuk, majd ugyanebben 1:2000 arányban oldott anti-calretinin primer antitestet 

helyeztünk a metszetekre (nyúl, 1:2000, Sigma AB5054 ) másnap reggelig, majd 3 x 10 perc 

PBS-es mosás után a PBS-ben higított szekunder antitesttel inkubáltuk őket 2 órán keresztül 

(Alexa 488, 1:1000, Invitrogen). Ezt követően az utolsó 3 x 10 perc mosás után a 

tárgylemezeket lefedtük DAPI magfestéket tartalmazó VectaShield fedőanyaggal (Vector 

Laboratories, VectaShield® Hardset™ Antifade Mounting Medium with DAPI – (H-1500).   
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2.4.  Digitális képelemzés, sejtszámlálás 
 
Az immunhisztokémiai módszerrel megfestett metszeteket metszetszkennerben digitalizáltuk 

(Aperio ScanScope AT Turbo, Leica Biosystems) 20-szoros nagyításon. A kiválasztott régiókat 

(~ 2x1 milliméteres, az összes réteget tartalmazó kérgi kolumnákat) az ImageScope 

képfeldolgozó programban (Aperio, v11.2.0.780) jelöltük ki. Alanyonként egy metszeten 

kijelölt három kolumnában manuális sejtszámlálás során rögzítettük minden specifikusan jelölt 

sejt leghosszabb átmérőjét. A statisztikai analízishez a 3 kolumna átlagolt értékeit használtuk 

fel. A képeket random kódoltuk, így a sejtszámlálást végző kutatók nem tudták, hogy az adott 

metszet skizofrén vagy kontroll mintából származik-e.  

A hibridizációs próbával jelölt metszeteket a Semmelweis Egyetem Anatómiai, Szövet-és 

Fejlődéstani Intézet konfokális mikroszkópjával (Zeiss LSM780) fényképeztem. A gerjesztő 

lézereket a következő hullámhosszokon használtam: : 493 – 552 nm (Alexa 488), 552 – 633 nm 

(Cy3), 633 – 725 (Cy5). A sejtszámoláshoz 7x7-9x9 képkockás csempe (tile) scaneket 

készítettem, a CR+CRH+VIP+ sejteket az Aperio ImageScope programban annotáltam. 

 

2.5.  Leíró statisztika, statisztikai analízis 
 
A statisztikai analízist az R 3.6.2. szoftverrel végeztem. A leíró statisztikát a ggplot csomaggal 

készítettem. Az adatokra általános lineáris kevert modellt (glmm) illesztettem (nlme csomag, 

lme függvény) random faktorral (ID), ahol a diagnózis szubjektumok közti, a kérgi réteg 

szubjektumon belüli faktor volt. A célváltozó a neurondenzitás, a magyarázó változók a 

diagnózis és a kérgi réteg száma voltak; interakciójuk nem volt szignifikáns, ezért a modellből 

kivettem. A modelldiagnosztikai ábrán a reziduumok szórása nem volt homogén, ezért 

logaritmizáltam a célváltozót. Ezután már elfogadható modelldiagnosztikát kaptam. A két 

csoport közt az egyes rétegek közti különbséget kontrasztmátrixokkal vizsgáltam (multcomp 

csomag, glht függvény). Az neurondenzitás és a PMI illetve a kor közti potenciális összefüggést 

Pearson-féle korreláció számolásával vizsgáltam, majd a p-értékeket Bonferroni módszerrel 

korrigáltam. 
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3.  Eredmények 

3.1.  Kérgi CR+ interneuronok vizsgálata immunhisztokémiai módszerrel 
 

3.1.1.  Kérgi CR+ neuronok kvalitatív elemzése 

A kérgi rétegek azonosításához az egyes esetek megfelelő Nissl-és SMI 311-festett metszeteit 

használtuk. Metszeteinken a szakirodalmi adatokkal megegyezően a II. és III. rétegekben 

fordultak elő legnagyobb mennyiségben a CR+ neuronok, a mélyebb rétegekben csak elvétve 

voltak jelen (3. ábra). Szintén egyezik az irodalmi adatokkal, hogy igen gyakori volt a bipoláris 

(3. ábra, D - fekete, F) vagy kettős csokor jellegű morfológia (3. ábra, E), de előfordult 

multipoláris (4. ábra, kék nyíl) is. A 4. ábra a skizofrén csoporton belül megfigyelt két 

alcsoportot mutatja be: egy kontrollhoz hasonló CR+ denzitást mutató, ép nyúlványokkal 

rendelkező csoportot (4. ábra, A-F, N=3) és egy csökkent CR+ denzitású, redukált vagy 

kevésbé jelölődő nyúlványú csoportot (4. ábra, G-L, N=3).   

3. ábra. Balról jobbra: kontroll alany DLPFC régiójából származó kérgi kolumna (A, 5x), ugyanezen 
kolumna felső rétegei (B, 10x), és a jellegzetes morfológiákat bemutató sejtek. A III. rétegben gyakori 
volt a bipoláris (D, fekete nyíl; F, piros nyíl) morfológia, melyeknek egy része horizontális orientációt 

mutatott(D, fekete nyíl). A skála balról jobbra haladva: 300 µm, 100 µm, 20 µm. 
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4. ábra. Változatlan CR+ denzitást mutató skizofrén minta (A-F) összehasonlítása jelentősen csökkent 
CR+ denzitású skizofrén mintával (G-L). A skála balról jobbra: 300 µm, 100 µm, 20 µm. 
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3.1.2.  Kérgi CR+ interneuronok denzitása 
 

 

5 ábra. Kérgi CR+ neuronok réteg szerinti denzitásértékeit mutató scatterplot. Összeségében a CTR és SCH 
csoport értékei közt egyik rétegben sem volt szignifikáns eltérés. 

A manuális sejtszámolás során metszetenként 3 kérgi kolumnában összesen 2192 db pozitív 

sejtet mértünk. A kontroll minták teljes kolumnára vonatkozó denzitásértéke 2185,28 ± 318,52 

sejt/cm2 (átlag ± SD), a skizofrén csoportban ez az érték 2178,56 ± 685,99 sejt/cm2 (átlag ± 

SD). A sejtszámolás eredményei alapján látható, hogy mintáink esetében a CR+ neuronok a II. 

rétegben fordultak elő legnagyobb sűrűségben (2. Táblázat). A sejtszámok és az egyes rétegek 

területének (cm2) elosztásával kapott denzitás adatokra általános lineáris kevert modellt 

illesztettem. A kontrollhoz képest a skizofrén diagnózisnak 5%-os szignifikanciaszint mellett 

nem volt szignifikáns hatása (p = 0,2566), és egyik réteg denzitásértékeiben sem különbözött 

szignifikánsan a két csoport. Ezt a kérdést kontrasztmátrixok segítségével vizsgáltam. A leíró 

statisztika alapján a II. réteg látszott leginkább érintettnek (5. ábra), de ez sem volt szignifikáns 

(p = 0,229). Emögött részben az állhat, hogy a II. rétegben szemmel láthatóan 2 alcsoportra 

oszlik a skizofrén csoport: az egyik a kontroll értékek tartományába esik, a másik azonban jóval 

alacsonyabb értékekkel bír (5. ábra, sárga kör).  A kontroll tartományba eső alcsoport átlagos 

denzitása a II. rétegben 10556,7 ± 1508,5 (átlag ± SD), ehhez képest a csökkent alcsoport 

átlagos denzitása ebben 4712,9 ± 467,5 (átlag ± SD), ami több, mint 50%-os különbség. Erre a 

megfigyelésre a diszkusszióban visszatérek.  

Diagnózis 

 
Kontroll 
Skizofrén 
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2.Táblázat. CR+ neuronok réteg szerinti denzitása a CTR és SCH csoportokban (átlag ± SD, 

neuron/cm2). 

Kérgi réteg CTR SCH 

I. 1004,93 ± 525,77 1438,23 ± 755,43 

II. 10385,82 ± 1798,99  7634,828 ± 3353,39 

III. 4735,97 ± 1145,45 3454,99 ± 1148,64 

IV. 1562,94 ± 1413,74 1565,39 ± 1558,55 

V. 1225,92 ± 333,39 907,55 ± 465,13 

VI. 355,79 ± 166,77 239,33 ± 183,25 

 

3.2.  Kérgi SMI 311+ neuronok vizsgálata immunhisztokémiai módszerrel 
 

3.2.1. Kvalitatív elemzés 
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6.ábra. Bal: kontroll alanyból származó kérgi kolumna SMI 311 markerrel jelölve (A), mellette az egyes 
rétegek nagyított részleteivel (a-g). Jobb: skizofrén alanyból származó kérgi kolumna (B), mellette az egyes 

rétegek nagyított részleteivel (h-o).  A skála a teljes kolumnák esetében 300 µm, a nagyított részleteken 50 µm.  
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Az SMI 311 marker igen látványosan jelölte a kérgi piramissejtek szómáját és nyúlványait. A skizofrén 

és kontroll csoportok közt morfológiai, vagy szembetűnő mintázatbeli különbséget nem találtunk.  

 

3.2.2.  Kérgi SMI 311+ neuronok denzitása 
 

 

7. ábra. Kortikális SMI 311+ neuronok rétegek szerinti denzitás értékeit mutató scatterplot. 

A manuális sejtszámolás során összesen 41310 SMI 311+ neuront mértünk. Az SMI 311+ 

sejtpopuláció denzitásában a két diagnosztikai csoport közt nem találtunk szignifikáns 

különbséget egyik kérgi rétegben sem (3. Táblázat), a diagnózisnak nem volt szignifikáns 

hatása a denzitás értékekre (p = 0.8).  

3. Táblázat. SMI 311+ neuronok réteg szerinti denzitása a  kontroll és skizofrén csoportokban (átlag ± SD, 

neuron/cm2). 

Kérgi réteg CTR SCH 

I.  3439,39 ± 2057,93 2871,77 ± 2002,32 

II. 32969,51 ± 7530,20 35045,32 ± 8359,95 

III. 26929,02 ± 2153,89   26868,14 ± 6103,32 

IV. 22457,38 ± 4370,54 21259,05 ± 4730,23 

V. 21808,92 ± 2026,64 22879,95 ± 6053,21 

VI. 20683,95 ± 2557,68 22945,24 ± 6893,43 

 

 
Diagnózis 

Kontroll 
Skizofrén 
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3.3.  A PMI vagy kor esetleges hatása a neurondenzitásra 
 

Igen releváns kérdés, hogy vajon a megfigyelt különségek és a nagy variancia hátterében nem 

állhatnak-e a minták különböző tulajdonságai. A Pearson-féle korreláció vizsgálata a CR+, SMI 

311+ neurondenzitások és a PMI intervallum értékei közt minden esetben nem szignifikáns, 

gyenge negatív korrelációt mutatott (korrigált p-értékek: 1, 8. ábra). A CR+ neurondenzitások 

az életkorral szintén nem szignifikáns, gyenge negatív korrelációt mutattak (korrigált p-értékek: 

1). Az SMI 311+ neurondenzitások az életkorral nem szignifikáns, gyenge pozitív korrelációt 

mutattak (korrigált p-értékek > 0.2). Az összes kérgi rétegre vonatkozó scatterplot és a hozzá 

tartozó korrelációs vizsgálat eredménye a mellékletben található. 

 

  

8. ábra. PMI és neurondenzitás kapcsolatát bemutató scatterplotok. Egyik összehasonlítás sem mutatott erős 
korrelációt, az összehasonlítások adjusztált p-értékek erősen nemszignifikánsak voltak (p = 1). 
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3.4.  CR+ alpopulációk feltérképezése RNA-scope módszerrel 
3.4.1  CR+ neuron alpopulációk feltérképezése 
 
Az expressziós hőtérkép alapján (Hodge és mtsai 2019) várt sejtpopulációk a következőek 

voltak: CR+CRH-VIP-, CR+CRH+VIP-, CR+CRH-VIP+, valamint CR+CRH+VIP+. A 

metszetek kvalitatív analízise során az összes várt alpopuláció megtalálható volt. A csak CR+ 

neuron populáció esetében (9. ábra, A), amely sem VIP, sem CRH mRNS-t nem tartalmazott, 

nagymértékű variabilitást tapasztaltunk az alanyok között. A CR+CRH+VIP- sejtek csak 

elvétve fordultak elő (9. ábra, B,). A tripla jelölt, CR+CRH+VIP+ sejtek fordultak elő 

legnagyobb mennyiségben. Igen jellemző volt, hogy a CRH mRNS a sejtmagban jelölődött, 

míg a CR és a VIP a sejt citoplazmatikus részére lokalizálódott (9. ábra, C,). A CR+CRH-VIP+ 

sejtekről sokszor nehéz volt megállapítani, hogy valóban nem tartalmaznak-e minimális 

mennyiségű CRH mRNS-t (9.ábra, D,). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.2.  CR+CRH+VIP+ sejtek a kontroll és skizofrén csoportban 
 

A hibridizáció eredményeképp megjelenő pontok (ld. 9. ábra, D) 1-1 transzkriptnek felelnek 

meg. A kutatás jelen stádiumában még nem transzkript, csak sejtszintű felmérést végeztem a 

CR+CRH+VIP+ sejtek számát illetően, ugyanis a kvalitatív analízis során úgy tapasztaltuk, 

9. ábra A négy CR+ alpopuláció a hozzájuk tartozó ortogonális nézettel. A skála 20 mikrométert reprezentál. 

20 µm 20 µm 

20 µm 20 µm 

CR 
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11. ábra. Előzetes felmérés a CR+CRH+VIP+ populációról 2 kontroll és 2 skizofrén alanyból. A 
két skizofrén a csökkent CR+ denzitást mutató csoportból való. A  skála 100 µm-t reprezentál. 

hogy ez a populáció mutathat leginkább különbséget a CTR és a SCH csoportok között. 

(10.ábra).  
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10. ábra. Kontroll és skizofrén kérgi kolumnák 1-3 rétege. A kvalitatív analízis 
alapján a CR+CRH+VIP+ populációt (fehér nyilak) a II-III. rétegben sok 

esetben minimális számban találtuk a skizofrén csoportban. A skála 100 µm-t 
reprezentál. 
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Kutatásunk következő stádiumában a hibridizációs próba kvantitatív analízisét is tervezzük, 

korreláltatva az immunhisztokémiai eredményekkel. Ehhez azonban standard digitalizálási és 

számolási módszer kidolgozása szükséges. Előzetes eredményeim 2 skizofrén és 2 kontroll 

minta alapján az immunhisztokémiai eredmények segítségével  megfigyelt mintázatot 

támogatják (11. ábra). 

4. Diszkusszió 
 

Kísérletünkben immunhisztokémiai módszerrel vizsgáltuk a CR+ és SMI 311+ neuronok réteg 

szerinti denzitását a DLPFC területén skizofréniában. A diagnosztikus csoportok közt nem 

találtunk szignifikáns különbséget a vizsgált sejtpopulációk réteg szerinti- és össz-kortikális 

denzitásában. Azonban a II. rétegben a skizofrén minták CR+ denzitásértékei látványosan két 

alcsoportra különültek el. Ez felveti annak lehetőségét, hogy a köztudomásúan heterogén 

betegségcsoporton belül létezhet egy, a kortikális 2-es réteg szerkezetét érintő altípus. 

A CR+ interneuronok denzitását vizsgáló kutatások eddig nem találtak szignifikáns 

különbséget skizofréniában a DLPFC területén (Daviss 1995, Woo 1997, Tooney 2004, , 

Reynolds és Beasley 2001, Beasley és mtsai 2002, Hashimoto 2003, Oh és mtsai 2012). 

Kísérletünkben a CR+ sejtpopuláció a skizofrén minták egyik felében csökkent, másik felében 

a kontrollhoz hasonló denzitást mutatott, mely jelenség a korrelációs tesztek szerint nem állt 

összefüggésben a minták PMI értékével. A két SCH alcsoport jelenlétét a medikációs 

kórtörténet sem magyarázta: a csökkent CR+ denzitás két hosszan medikált páciensre és egy 

szociálisan izolált, medikáció-mentes betegre volt jellemző. A megfigyelt két alcsoport 

sejtszintű fenotípusok jelenlétét sugallja skizofréniában. Ezt a hipotézist nem csak a 

szakdolgozatban nem részletezett, további eredményeink támogatják (úm. parvalbumin-, 

calbindin-immunpozitív neuronok a DLPFC-ben), hanem egy átfogó transzkriptomikai 

metaanalízis is (Bowen et al, 2019). Ebben a tanulmányban több, mint 200 skizofrén minta 

egysejt-szintű mRNS szekvenálásos adata alapján két  „skizofrénia típust” különítettek el: egy, 

a kontrollhoz hasonló génexpressziós profilt mutatót, és egy, a kontrolltól nagy mértékben 

eltérő csoportot. A két transzkriptomikus alcsoport közt eltérően expresszálódó gének közt 

szerepel például a VIP, amely – mivel a humán CR+ neuronok nagy része kifejezi (Cauli 1994, 

Hodge és mtsai 2019, Krienen és mtsai 2019) - a CR+ neuronok érintettségét támogatja.  

A fő interneuron populációk érintettségét az elmúlt két évtizedben folyamatosan kutatták, 

(Beasley és Reynolds 1997, Reynolds és Beasley 2001, Reynolds és mtsai 2002, Beasley és mtsai 
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2002, Woo 1997, Tooney és Cahl 2004, Oh és mtsai 2012), az eredmények azonban nem 

konzekvensek. Beasley és Reynolds 1997 és 2002 közt négy egymást követő munkában írta le 

a PV+ sejtek denzitásának csökkenését a prefrontális kortexben (Beasley és Reynolds 1997, 

Reynolds és Beasley 2001, Reynolds és mtsai 2002, Beasley és mtsai 2002), ám eredményeiket 

független munkacsoportok nem tudták reprodukálni (Woo 1997, Tooney és Cahl 2004, 

Hashimoto és mtsai 2003). Egyes kutatások nem a neuronok denzitásában, hanem a PV+ 

kosársejteken végződő glutamáterg axon terminálisok számában (Lewis és mtsai 2001), illetve 

a PV+ neuronok GABA szintézisében találtak negatív különbséget a kontroll csoporthoz képest 

(Lewis és Volk 2005). Ezek az eredmények a PV+ sejtek diszfunkcióját feltételezik a csökkent 

glutamáterg bemenet miatt. A CB+ neuronok denzitásának növekedését  (Daviss és mtsai 

1995),  csökkenését (Beasley és mtsai 2002) és a kontrollhoz képest nem szignifikánsan eltérő 

szintjét is (Reynolds és mtsai 2002) leírták a prefrontális kéregben. 

A kalciumkötő fehérjéket tartalmazó (úm. calbindin, calretinin, parvalbumin) interneuronoknak 

korai munkák bizonyos neuroprotektív szerepét feltételezték (Lukas és Jones 1994, Möckel és 

Fisher 1994). Ez azon alapult, hogy a jobb intracelluláris kalciumkötő képesség védhet a 

citotoxikus magas kalciumszint ellen. Az elméletet vizsgáló kísérletekben – amelyben patkány 

neuronális sejttenyészetét használták -  a CR+ neuronok egy része kevéssé degenerálódott olyan 

faktorok hatására, mint a glutamáterg stressz (Möckel és Fisher 1994) vagy toxikus kalcium 

szint (Lukas és Jones 1994), amelyek más neuronokat elpusztítottak. Mindemellett már Möckel 

kísérletében látszódott, hogy a jelenség igen komplex; nem mindegy például, hogy a 

kalciumstressz indukciója milyen receptorokon keresztül történik. Szintén patkányon végzett 

kutatások később kimutatták, hogy a CR+ neuronok szenzitivitása egy agyterületen belül is 

variábilis, ami arra utal, hogy a környező agyszövet kapillárisainak átjárhatósága fontosabb 

faktor lehet, mint maga a calretinin-tartalom (Jászai és mtsai 1998). Későbbi munkák a CR+ 

neuronokat más kalciumkötő fehérjét tartalmazó neuronokhoz képest érzékenyebbnek találták 

az epilepsziás rohamot előidéző kainsavra és metabolikus stresszre (Lee és mtsai 2002, Hipólito 

és mtsai 2013). További in vitro és humán iPSC sejttenyészetes kísérletek szükségesek annak 

megállapítására, hogy  biztosítanak-e a nagyobb ellenálló képességet a kalciumkötő fehérjék, 

és lehet-e ennek köze a skizofréniában megfigyelt mintázatokhoz. 

Az inkonzisztens eredmények mögött állhatnak módszertani tényezők; például az egyes 

antitestek különböző hatékonysága (poliklonális vs monoklonális), vagy a 2D és 3D 

sejtszámolási stratégiák korlátai és torzításai – különösen az agyszövet regionális 

heterogenitásának fényében. A mintaelemszám sok esetben korlátozó tényezője a 
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neuropszichiátriai zavarok kutatásának. Skizofrén alanyokból származó, kutatható agyszövet 

világszerte kb. 200 esetből áll rendelkezésre. A fent említett vizsgálatok egy részét   

szakdolgozatomhoz hasonlóan alacsony mintaelemszámmal végezték (Daviss 1995 N=5, 

Tooney 2004 N=6), de többségük elérte az N=10 feletti elemszámot (Beasley és Reynolds 1997, 

Reynolds és Beasley 2001, Reynolds és mtsai 2002, Beasley és mtsai 2002, Woo 1997, 

Hashimoto és mtsai 2003, Oh 2012). A neurondenzitást vizsgáló kutatások másik korlátoló 

tényezője a szövetfeldolgozás közben bekövetkező térfogatváltozás (Thune és mtsai 2001, 

Gundersen 1992); a különböző fixálási, beágyazási és metszési technikákkal elért eredmények 

egymással közvetlenül nem vethetők össze. A potenciális celluláris mintázatok feltárását a 

skizofrén páciensek közt meglévő molekuláris szintű variancia is hátráltathatja. A viszonylag 

alacsony mintaelemszámú mérések nagy szórású eredményét átlagolva szinte biztosan 

információt vesztünk; a heterogén mintázat összemosódik.  

Eredményeink alapján az SMI 311+ serkentő sejtpopuláció denzitása nem változott 

szignifikánsan skizofréniában, és a csoportok közt vagy a csoportokon belül mintázat sem volt 

felismerhető. Az SMI 311 a nem-foszforilált neurofilamentum közepes és nehéz láncát jelöli 

(NEFM, NEFH). A rendelkezésre álló transzkriptomikai adatok alapján (Hodge és mtsai 2019) 

a serkentő sejtek legnagyobb részén kívül a PV+ interneuron populáció kb. 70%-át is jelöli.  

Tudomásunk szerint azonban jelenleg nincs kereskedelmi forgalomban hozzáférhető jobb 

általános excitátoros neuronmarker. Kutatásunkban az SMI 311+ sejteknek sem össz-kérgi, sem 

réteg szerinti denzitása nem tért el szignifikánsan skizofréniában a DLPFC területén. Korábbi 

kutatások sem találtak változást a prefrontális kérgi piramissejtek vagy neurofilamentum-

marker pozitív sejtek denzitásában (Akbarian és mtsai 1995, Miguel-Hidalgo és mtsai, Cullen 

és mtsai 2006). Megfigyelték azonban a prefrontális kéreg piramissejtjeinek méret- (Rajkowska 

és mtsai 1998) és dendrittüske-sűrűségének csökkenését (Garey és mtsai 1998, Glantz és Lewis 

2000, Konopaske és mtsai 2017), amely jelenségeket a szürkeállomány-vékonyodás 

jelenségével és a redukált neuropil hipotézissel hoztak összefüggésbe (Feinberg 1989, Onwordi 

és mtsai 2020). Leírták emellett a középső (II-IV) rétegbeli piramissejteket szabályzó 

csillársejtek szinaptikus denzitásának csökkenését is skizofréniában (Pierri és mtsai 1999), 

amely az interneuron elméletet támogatja. 

A dendrittüske-sűrűség és a szinaptikus denzitás csökkenése fejlődéstani kérdéseket vet fel a 

neuropszichiátriai zavarok kapcsán. Az autizmus spektrum zavarról (ASD) már szinte biztosan 

tudjuk, hogy a kiváltó okok egy része a méhen belüli és/vagy a korai posztnatális fejlődés 

időszakára tehető (Willsey és mtsai 2013, Mariani és mtsai 2015). Az ASD és a SCH mind 
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tüneti, mind genetikai és molekuláris szinten mutat hasonlóságokat (Velthorst és mtsai 2018), 

és a skizofrénia kutatásának igen fontos aspektusa a fejlődés közben bekövetkező változások 

feltárása. Ehhez elengedhetetlen az indukált pluripotens őssejt technika, amely segítségével a 

páciensek testi sejtjeivel genetikailag azonos sejtek tenyésztése válik lehetővé. Így a sejtek 

fejlődése sokszor ismételhető, kontrollált környezetben folytatott kísérletekben reprodukálható. 

A sejtek közti kapcsolatok esetleges fejlődési rendellenességei organoid modellekben 

vizsgálhatóak (Stachowiak és mtsai 2017).  

Eredményeinkkel kapcsolatban alapvető jelentőségű Benes és munkatársainak 1991-es 

munkája. A szerzők Nissl-alapú össz-neurondenzitás mérést végeztek skizofrén és kontroll 

esetekből származó prefrontális kérgi mintákon. Eredményeik alapján a skizofrén csoportban 

szignifikánsan csökkent a II-es rétegben található „kis méretű neuronok” denzitása, amely 

nagyrészt megfeleltethető a nem-piramidális sejteknek (interneuronoknak). Kutatásunk során 

hasonló mintázatot találtunk a II. kérgi rétegben. A megfigyelt  alcsoportok jelenléte – Bowen 

és mtsai (2019) hasonló mintázatot feltáró eredményeinek fényében – igen fontos lehet. A 

sejtszintű mintázatok azonosítása elengedhetetlen  a skizofrénia fenotípusos heterogenitásának 

genetikai, molekuláris és celluláris szinten való megértéséhez. A jövőben célunk post mortem 

kutatásainkat egysejt-szintű RNS szekvenálással kiegészíteni, majd a több technikával 

megállapított, in situ hibridizációval validált, leginkább érintettnek tűnő csoportot iPSC 

módszerrel tenyészteni. Ezzel a multidiszciplináris megközelítéssel sikerülhet megtalálni a 

skizofrénia celluláris, receptoriális és molekuláris biomarkereit és talán nem csak sejt, hanem 

rendszer szinten is közelebb kerülni a heterogén tünetek megértéséhez.  
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5. Összefoglalás 
Az eddigi kutatások alapján az excitiátoros/inhibitoros egyensúly felborulása több 

neuropszichiátriai zavarban – például skizofréniában és autizmus spektrum zavarban – 

kulcsjelenség. Ennek nyomán számos vizsgálat célozta a prefrontális kéreg neuronális 

összetételét skizofréniában, ám az eredmények nem konzisztensek, ami a neuropatológiai 

biomarkerek validálását és alkalmazását hátráltatja. Kutatási projektünkben ezért célunk 

újravizsgálni ezt a kérdést a prefrontális kortex fő neuronpopulációit vizsgálva. 

Szakdolgozatom keretében a calretinin immunpozitív (CR+) interneuronok és az SMI 311 

immunpozitív (SMI 311+) kérgi serkentő sejtek réteg szerinti eloszlását mutatom be a 

dorzolaterális prefrontális kéreg területén.  

Kutatásunkhoz a Holland Agybank biztosított 6 skizofrén és 6 korban-és nemben egyeztetett 

kontroll páciensből származó mintát. Immunhisztokémiai módszerrel festett majd digitalizált 

metszeteken annotáltuk az immunpozitív neuronokat. Publikus transzkriptomikai adatok szerint 

a CR+ interneuronok bizonyos alpopulációi elkülöníthetőek a CRH és VIP expressziója 

alapján, ezért a következő lépésben in situ RNS hibridizációt alkalmaztunk az említett 

alcsoportok feltérképezésére.  

Egyik vizsgált sejtpopuláció denzitásában sem találtunk statisztikailag szignifikáns különbséget 

a két diagnosztikus csoport között. A II. kérgi rétegben azonban a CR+ sejtek tekintetében a 

skizofrén minták szemmel láthatóan két alcsoportra különültek: egy kontroll értékek 

tartományába eső, és egy jelentősen csökkent CR+ denzitású alcsoportra. Fluoreszcens in situ 

mRNS hibridizációval sikerült azonosítanunk 4 különböző transzkriptomikai profillal 

rendelkező CR+ altípust. Előzetes felméréseink alapján a CR+CRH+VIP+ alcsoport lehet a 

leginkább érintett skizofréniában. 

A CR+ denzitás tekintetében megfigyelt 2 SCH alcsoport recens transzkriptomikai eredmények 

fényében igen fontos lehet, és további, nagyobb mintaelemszámú fehérje- és mRNS szintű 

vizsgálatok szükségességét jelzi az esetleges molekuláris fenotípusok feltárására. A skizofrénia 

bonyolult patomechanizmusa és heterogén megjelenése rendkívüli kihívást jelent a post 

mortem humán kutatás számára. Ám az egyre fejlődő iPSC, transzkiptomikai, bioinformatikai 

és proteomikai módszereket klasszikus metodikákkal ötvözve lehetővé válik az érintett 

sejtpopulációk azonosítása és validálása. A feltárt sejtszintű mintázatokat a kórtörténettel 

korreláltatva fény derülhet olyan specifikus jelenségekre, melyek új farmakológiai 

megközelítésekhez, a személyes orvoslás irányába vezethetnek. 
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6. Summary 

 

According to the current view, excitatory/inhibitory imbalance plays a major role in 

neuropsychiatric disorders such as schizophrenia (SCH) and autism spectrum disorder. The 

prefrontal cortex is a well-studied area, yet there is no consensus on alterations in neuronal 

composition in patients with SCH. We aimed to revisit the question with layerwise 

quantification focusing on the main neuronal populations of the dorsolateral prefrontal cortex 

(DLPFC) in SCH.  

Formalin-fixed tissue from 6 cases with Sch and 6 age-and gender matched control cases was 

obtained from the Netherlands Brain Bank. We quantified calretinin immunopositive 

interneurons and excitatory neuronal populations (SMI 311) on immunohistochemically stained 

slides. We applied single molecule fluorescent in situ mRNA hybridization (RNA-scope), 

aiming to explore the potential subtypes of CR+ neurons. 

Neither observed neuronal population showed a significant difference between the diagnostic 

groups. However, a distinct pattern was visible in layer II regarding CR+ neurons. One 

subgroup showed CR+ density in the range of the control values, while the other manifested 

lower values.  

We succesfully identified 4 subtypes of CR+ neurons based on their VIP (vasointestinal 

polypeptide) and CRH (corcicotropin-releasing hormon) mRNA expression. Based on our 

preliminary results, CR+CRH+VIP+ subpopulation may be one of the most affected CR+ 

subtype in schizophrenia. 

Our results regarding the potential molecular phenotypes existing in schizophrenia are in line 

with recent transcriptomical findings. It is crucial to explore the impaired populations in SCH 

and validate them by independent experiments with a multidisciplinary approach in order to 

find therapeutic targets. Correlation of the cellular, molecular patterns with clinical history 

has the potential to discover novel medical applications which may be a step towards 

personalized medicine 
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Függelék 

 

1. Post mortem idő és neurondenzitás közti kapcsolatot ábrázoló scatterplotok, a 
Pearson-féle korrelációs együtthatós értékekkel (R) és a korrelációs tesztek 
Bonferroni-korrigált p-értékeivel.  
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2. Kor és neurondenzitás közti kapcsolatot ábrázoló scatterplotok, a Pearson-féle 
korrelációs együtthatós értékek (R) és a korrelációs tesztek Bonferroni-korrigált p-
értékeivel. 
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Témavezetői ellenjegyzés 
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