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1. Bevezetés 

1.1 A Parkinson-kór epidemiológiája 

 A Parkinson-kór (PD) világszerte az Alzheimer-kór után a második leggyakoribb 

progresszív neurodegeneratív kórkép, azonban a mozgást érintő neurológiai betegségek 

között vezető helyen áll. A Föld lakosságának megközelítőleg 0,1-0,2%-át érinti a 

betegség. Európában a PD becsült prevalenciája és incidenciája hozzávetőlegesen 108–

257/100000 fő, illetve 11–19/100000 eset évente. A rizikótényezők közé az előrehaladott 

életkor, a férfi nem, környezeti hatások és egyes genetikai variációk sorolhatók. Bár a 

betegség etiológiája a legtöbb páciensben nem egyértelműen azonosítható, a PD öröklődő 

formái becslések szerint az esetek 5-15%-át teszik ki. A motoros tünetek okait közel fél 

évszázada kutatják, azonban a hangulati életet érintő elváltozások eredetével és a kórkép 

progressziójával kapcsolatos kérdésekkel csak az 1990-es években kezdtek foglalkozni 

(Becher et al., 1997). Megjelenése hazánkban és globálisan egyaránt lassú, de folyamatos 

növekedést mutat (Balestrino et al., 2020). Magyarországon 20-40 ezer főre tehető a 

Parkinson-kórban szenvedők száma (Szatmári et al., 2019). A betegség gyakorisága az 

életkor előrehaladásával meredek növekedést mutat. A tünetek fiatalkori manifesztációja 

igen ritka, a 40 év alatti megjelenés a PD esetek között mindössze 5%-ban fordul elő. Az 

50-59 éves korosztályban prevalenciája 17/100 000 fő, mely a 70-79 éves korcsoportban 

több mint 90/100 000 főre emelkedik (Komoly, 2018). A betegséghez kapcsolódó globális 

terheket egy 2019-ben a Lancet-ben publikált összefoglaló tanulmány (GBD 2016 

Parkinson's Disease Collaborators, 2019) szerint a PD előfordulása 118%-os növekedést 

mutatott a csökkent munkaképességűek körében 1990 és 2015 között, ezzel megjelenési 

aránya az egyik leggyorsabb ütemben nő a neurológiai kórképek közül. Ennek hátterében 

több tényező állhat, melyek közül a legjelentősebb a népesség elöregedése lehet. Indirekt 

módon szerepet játszhat még az egyre korszerűbb terápiás lehetőségek miatt 

megnövekedett betegségidő és a modern diagnosztika által lehetővé tett korai betegség 

felismerés (GBD 2016 Parkinson's Disease Collaborators, 2019). 

 A PD egészségügyi, pszichológiai és szociális aspektusán túl nagy gazdasági 

terhet is ró a társadalomra. Az európai gazdasági károkat összefoglaló, 2011-ben 

megjelent tanulmány szerint a Parkinson-kórral összefüggésben 13,9 milliárd eurós direkt 

egészségügyi és indirekt nem-egészségügyi költség keletkezett (Gustavsson et al., 2011), 
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ami az elmúlt 10 évben tovább növekedett. Az Egyesült Államokban 2017 év végéig 51,9 

milliárd dollárra becsülték a kezelések miatti kiadások és a bevételkiesés miatt létrejövő 

anyagi veszteség összértékét (Yang et al., 2020).  

1.2 A Parkinson-kór leírása és tünettana 

 A kór négy kardinális tünetének ismerete már igen korai időkre visszanyúlik. A 

tremor, bradykinesia, rigor és tartási instabilitás első, rendszerezett leírása és összefoglaló 

tünettana James Parkinson „Egy tanulmány a remegő bénulásról” című munkája révén 

került be az orvosi köztudatba 1817-ben. Az akkor még paralysis agitans-nak hívott 

állapotot később Jean-Martin Charcot nevezte át Parkinson-kórra (Wilkins, 1997). A 

betegség leírásának van egy régebbre visszanyúló magyar vonatkozása. James Parkinson 

közismertté vált tanulmánya előtt 127 évvel az akkori magyar orvosi szaknyelv 

„reszketeg hűdés” néven írta le ezeket tüneteket. 1690-ben Pápai Páriz Ferenc jegyezte le 

magyar nyelven „Pax corporis” című könyvében (Bereczki, 2010) (1. ábra). 

 
1. ábra - A Pax corporis előlapja, és a Parkinson-kórt leíró idézet olvasható. (forrás: Berezki: The 

description of all four cardinal signs of Parkinson’s disease in a Hungarian medical text published in 
1690.) 

 A tüneteket két csoportra tudjuk osztani. Ennek értelmében beszélhetünk a 

mozgási rendszert érintő motoros, illetve a vegetatív funkciókat és a hangulati életet 

befolyásoló nem-motoros tünetekről. 
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1.2.1 Motoros tünetek 

 A külső szemlélők számára a kór lefolyása a motoros funkciók látható romlásával 

jár együtt. Vezető tünetei közé tartoznak a rigor, a nyugalmi tremor és a bradykinesia 

(Komoly, 2018).  

 A rigor a vázizmok merevségét jelenti, ekkor az izmok ellenállnak a passzív 

mozgatásnak, annak irányától és sebességétől függetlenül, melynek következtében a 

végtag egy adott helyzetben rögzül.  

 A tremor nagy amplitúdójú és frekvenciájú remegést jelent, amit az agonista és az 

antagonista izomcsoportok ritmusos oszcilláló mozgása hoz létre, mely főleg a végtagok 

distalis részét érinti. A tremor nyugalomban fokozott, a mozgás indítására, előkészítésére 

vagy tervezésére viszont csökken, esetenként teljesen megszűnik. 

 A bradykinesia a vázizmok érintettsége miatti lelassult mozgást, 

mozgásszegénységet jelent. Apróléptű, csoszogó járás („marche á petit pas”) és a 

kifejezéstelenné váló „kenőcsös”, vagy „lárva” arc is jellemző a mimikai izmok 

érintettsége miatt. Jellegzetes társtünet a gége izmainak elgyengülése, ami monotonná és 

nehezen érthetővé, gyakran elhalkulóvá teszi a beszédet. A Parkinson-kórban megjelenő 

mozgászavarok általában aszimmetrikusak és a betegség kialakulásának kezdetén 

gyakrabban érintik a felső végtagot. 

 Hypokinesisnek nevezzük a mozgás elindítási és megállítási nehézségét: a 

betegek képesek egyenes vonalban egyenletesen mozogni, de elindulási és fordulási 

nehézségeik vannak. Akinesisként az akaratlagos mozgások szabályozásának 

megszűnését értjük. A felső végtagok összehangolt mozgása csökken, vagy teljesen 

kiesik. Jellemző még az egyes testhelyzetekben történő rögzülés is, amit lefagyásnak 

nevezünk.  

 Előrehaladott, súlyos Parkinson-kórban a tartási és az egyensúlyozásért felelős 

reflexek is sérülnek, ezért jellemző a testtartásban bekövetkező és járási instabilitás, ami 

miatt a beteg egyre többször veszti el az egyensúlyát és mind gyakrabban esik el. Emiatt 

nem mer kimozdulni otthonról és egyre zárkózottabbá válik. A testtartásában jellegzetes 

változások mennek végbe: a háti és az ágyéki gerincszakasz flexiója megnő, a 

paravertebralis izmok deszkakeménnyé és fájdalmassá válnak, a nyak anteflexióban 

rögzül. A derék oldal irányban meghajlik, ami gyakran a gerinc nyílirányú rotációjával 

jár együtt, ez a Pisa-szindróma. A könyök, valamint a metacarpophalangealis ízületek 
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flexióban, míg a proximalis és a distalis interphalangealis ízületek extensióban rögzülnek, 

melyet „striátum kézként” ismerünk (Szirmai, 2017). 

1.2.2 Nem-motoros tünetek 

 A Parkinson-kórban szenvedő betegekben a motoros rendszer érintettsége mellett 

az úgynevezett nem-motoros tünetek is megjelennek. E tünetek felfedezésének hatására, 

a Parkinson-kórról alkotott kép nagymértékben megváltozott. Míg korábban tisztán 

motoros kórképként gondoltunk rá, addig ma már multiszisztémás betegségként 

tekintünk a Parkinson-kórra (Obeso et al., 2017). A hangulati életet befolyásoló tényezők 

fordulnak elő leggyakrabban, melyek akár évekkel a motoros tünetek kialakulása előtt is 

megjelenhetnek és a betegség progressziójával arányosan súlyosbodhatnak. Ezek igen 

eltérő súlyosságot mutatnak, azonban a betegeken végzett önértékelési tesztek 

eredményei alapján nagyobb mértékben rontják az életminőségüket, mint a motoros 

rendszer érintettsége. Gyakori bevezető tünet a szaglás csökkenése, ami azonban 

Alzheimer-kórban szintén előfordul, így nem specifikus. További nem-motoros tünetek 

közé tartoznak az alvászavarok, kóros mértékű fáradékonyság és az emésztő rendszert 

érintő változások (Chaudhuri et al., 2006). 

1.2.2.1 Neuropszichiátriai zavarok 

 A vezető, hangulati életet érintő, nem-motoros tünetek közé sorolható a szorongás 

és a depresszió. Ezekkel egy időben, vagy akár izoláltan is megjelenhetnek 

impulzuskontroll zavarok, apathia és alvászavar (Garcia et al., 2019). 

 A betegek közel felében a nem-motoros tünetek olykor évtizedekkel előbb 

manifesztálódhatnak, mint a motoros panaszok. A Parkinson-kór az élet minőségének 

nagyfokú romlásával jár, amely nem csak a betegek, hanem hozzátartozóik, gondozóik 

életét is megnehezítheti. Az elmúlt években bekövetkezett szemléletváltás ellenére - 

miszerint a betegség inkább szisztémás betegségként fogható fel - sem tisztázott a 

Parkinson-kórhoz társuló depresszió pontos neuropatológiai háttere (Rodríguez et al., 

2017), bár több kutatás is bizonyította, hogy számos, részben vagy indirekt módon a 

hangulatszabályozásban is szerepet játszó régió is, mint a locus coeruleus (LC) (Gesi et 

al., 2000), a nucleus dorsalis nervi vagi (Beach et al., 2010), vagy az Edinger-Westphal 

mag (EW) (Goedert et al., 2001) érintettek. A vegetatív idegrendszer sem kivétel, mert 

az enterális idegrendszer neuronjai és enteroendokrin sejtjei is károsodnak Parkinson-
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kórban, valamint a nervus vagus atrófiáját is megfigyelték, mely e tünetekhez 

hozzájárulhat (Liddle, 2018). 

1.2.2.2 Vegetatív változások 

 Az alvászavar jellegzetes tünete a betegségnek, amelyet a terápiában alkalmazott 

gyógyszerek jelentősen súlyosbíthatnak. A tünetek megnyilvánulhatnak nappali 

álmosságban, akár narkolepsziára emlékeztető hirtelen alvási rohamokban, REM-

alvászavarokban, vagy álmatlanságban. A REM viselkedési zavarok - amelyekben a 

betegek az álmaikat valósághűen élik meg és akár meg is sebesíthetik magukat vagy 

hálótársukat - már évekkel azelőtt megjelenhetnek, hogy a Parkinson-kórra jellemző 

klasszikus motoros és kognitív diszfunkciók kialakulnának (Kim, 2014). 

 A betegség későbbi szakaszában az autonóm idegrendszer is érintetté válhat, így 

a gastrointestinalis tractus (GIT) vegetatív beidegzési zavara miatt széklettartási 

nehézségek, az urogenitalis tractus zavara miatt vizelettartási nehézségek, éjszakai 

ágybavizelés és szexuális diszfunkció, míg a cardiovascularis rendszer elégtelensége 

miatt ortostaticus hypotensio jöhet létre (Jankovic, 2008). A székrekedés és a lassult 

gyomorürülés akár komolyabb belgyógyászati panaszokat is okozhat, mely a 

hospitalizáció gyakoriságát tovább növeli (Barichella et al., 2009). A központi 

idegrendszer egyéb területeinek érintettsége miatt a dementia, kognitív zavarok és 

hallucináció is megjelenhetnek, mint késői kísérő tünetek (Witjas et al., 2002). Bár a 

betegség késői szakaszában a nem-motoros tünetek dominálnak a klinikai képben, 

összevetve a motoros tünetekkel, ritkábban kerülnek felismerésre és sok esetben 

nincsenek is megfelelőképpen kezelve (Chaudhuri et al., 2006). 

1.3 A Parkinson-kór diagnosztikai alappillérei 

 Máig nincs olyan célzottan ajánlott és definitív laboratóriumi vizsgálat vagy 

modern képalkotó technika (MRI, PET, SPECT), amely segítségével képesek lennénk a 

Parkinson-kór diagnózisát in vivo teljes bizonyossággal felállítani. 

 Ugyanakkor a betegség (feltételezett) diagnózisát jelenleg a klinikai tünetek 

pontos vizsgálata és elemzése alapján is nagy biztonsággal kimondhatjuk. A Parkinson-

kór legfőbb alapvető kritériuma, hogy a három alap motoros tünet közül a 

bradykinesiának és emellett vagy a 4-6 Hz-es nyugalmi tremornak, vagy a rigiditásnak 

meg kell jelennie. Ezenkívül elkülönítünk támogató kritériumokat, így a tünetek 
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aszimmetrikus megjelenését, mely a betegség hátralévő részében folyamatosan 

fennmarad, a progresszív lefolyást és a 4-6 Hz-es frekvenciától eltérő nyugalmi tremort, 

tartási instabilitást, csoszogó járást, mimika szegény arcot és a monotonná váló beszédet 

(Postuma et al., 2015). A klinikai tünetek megfigyelésén kívül végezhetünk a betegen 

levodopa (L-DOPA) tesztet, mely akkor pozitív, ha a gyógyszer adását követően a beteg 

motoros tüneteiben nagymértékű javulást tapasztalunk (Daniel et al., 1993).  

 Az FDA 2011-ben jóváhagyta a dopamin-transzporter (DAT) single photon 

emission computed tomography (SPECT) (röviden: DaTSCAN) képalkotó eljárást mely 

részletes képet adhat az agy dopaminerg rendszerének állapotáról. A vizsgálat során 123-

as jód izotóphoz konjugált isoflupánt adnak intravénásan. A radiofarmakon dopamin-

transzporterekhez kapcsolódik a striatumban és a SPECT képes detektálni az izotóp 

gamma-sugárzását. Ha ennek a sugárzásnak a mértéke csökkent, az a dopaminerg pályák 

elhalására enged következtetni. A DaTSCAN alkalmazása azon páciensek esetében 

indikált, akiknél a tremornak, mint tünetnek az eredete etiológiailag nem egyértelmű. Bár 

a vizsgálat nem képes megmutatni, hogy a tremort Parkinson-kór, multiszisztémás atrófia 

vagy progresszív supranuclearis paraesis okozza, az esszenciális tremort mégis képes az 

előbb említett kórképektől elkülöníteni. A DaTSCAN legnagyobb előnye az, hogy 

klinikai tüneteken alapuló feltételezett Parkinson-kór diagnózist képes megerősíteni 

azzal, hogy a dopaminerg agyi régiókban már 30% körüli sejtcsökkenést tud detektálni 

(Djang et al., 2012). 

 Mindazonáltal, a definitív diagnózis felállításához máig is hisztopatológiai 

vizsgálat szükséges, amelyre így csak a beteg halála után kerülhet sor. Akkor mondható 

ki, hogy az elhunyt bizonyítottan Parkinson-kóros volt, ha a substantia nigra pars 

compacta (SNpc) szövettani vizsgálatakor a dopamin (DA) tartalmú neuronok 70%-os 

mennyiségű csökkenése mellett a még nem degenerálódott neuronokban alpha-synuclein 

(α-Syn) tartalmú eosinophil zárványokat, úgynevezett Lewy-testeket (LB) is találunk 

(Schneider et al., 2015). 

1.4 A Parkinson-kór klinikai formái és stádiumai 

 A legmeghatározóbb motoros tünet alapján a Parkinson-kór három fő típusát lehet 

elkülöníteni. Ha a beteg fő panasza a nyugalmi remegés, akkor tremor-domináns típusról 

beszélünk, mely általában korán diagnosztizálható, valamint jobb prognózisú a többi 

formához képest (Berg et al., 2014). Ha a vizsgálat során az izommerevség és a mozgások 
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meglassultsága a vezető tünet, akkor a páciens rigid-akinetikus formában szenved. Az is 

lehetséges, hogy a nyugalmi tremor és a bradykinesia hasonló mértékben jelenik meg a 

betegségben, ebben az esetben a Parkinson-kór kevert típusával állunk szemben (Postuma 

et al., 2015). 

A tünetek progressziója alapján 2014 óta három klinikai stádiumot különítünk el (Berg et 

al., 2014). 

1.4.1 Preklinikai szakasz 

Az első szakasz, melyben már megkezdődött a kórra jellemző neurondegeneráció, 

viszont a szervezet kompenzációs mechanizmusai miatt a klinikai tünetek még nem 

jelentek meg. 

1.4.2 Prodromális szakasz 

A második stádium, ahol már megjelennek bizonyos Parkinson-kórra jellemző nem-

motoros tünetek, így a szaglás csökkenése, a depresszió, alvászavarok és a 

székrekedés. Ezek alapján végleges diagnózis nem állítható fel, mivel az annak 

alapjául szolgáló motoros tünetek csak a preklinikai és a prodromális szakasz után kb. 

5-20 évvel jelennek meg.  

1.4.3 Klinikai szakasz 

Ez a harmadik és egyben utolsó stádium, melyben megjelennek a diagnózis 

felállításához szükséges motoros rendszert érintő, jellemző elváltozások. Ezen tünetek 

és a tüneti terápiaként alkalmazott anti-parkinson gyógyszerek adása során megjelenő 

mellékhatások alapján a klinikai szakaszt két további alszakaszra tudjuk bontani. 

A klinikai szakasz korai, nem komplikált fázisa az első 3-5 évre jellemző. Ebben az 

időszakban gyógyszeres terápia mellett nagymértékű javulás érhető el a motoros 

teljesítményben, esetenként teljes tünetmentesség jelenhet meg a „mézeshetek” 

periódus alatt.  

A késői, előrehaladott fázisban a gyógyszeres kezelés fluktuáló eredményességet 

mutat és nagyobb mértékben jelennek meg a terápia hatására különböző motoros és 

nem-motoros mellékhatások (Postuma et al., 2015). 

A Parkinson-kórtól elkülönítünk úgynevezett Parkinson-szindrómákat vagy 

parkinsonizmust, melyek olyan tünetegyütteseket és betegségeket foglalnak össze, 
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amelyek esetében a Parkinson-kórra jellemző motoros tünetek figyelhetők meg, de 

etiológiájukat tekintve nem egyeznek meg a betegségre jellemző okokkal (Bensimon et 

al., 2009). 

1.5 A Parkinson-kór kezelési lehetőségei 

 A Parkinson-kór elsődlegesen választandó terápiájának legfőbb komponense a L-

DOPA, mely egy közvetlen dopamin prekurzor. Képes a vér-agy gáton (BBB) átjutni és 

a központi idegrendszerben (KIR), dekarboxiláció révén hatásos metabolittá alakul, így 

fejtve ki hatását. Per os alkalmazása során csak 1-3%-a jut be a KIR-be, mert nagyrésze 

már a periférián átalakul, ezáltal kis terápiás hatást, de kifejezett perifériás mellékhatást 

okoz. Ennek elkerülése érdekében kombinált terápiában, carbidopa vagy benserazid 

hatóanyagú komponenssel, dopa-dekarboxiláz (DDC) gátlókkal egészítik ki a kezelést. 

Ilyen kombinációban a használt L-DOPA dózist akár 75%-kal lehet csökkenteni. A 

terápia hatására a betegek többségében a rigor és a nyugalmi tremor javulnak, az esetek 

kisebb részében pedig szinte teljesen tünetmentes állapot érhető el (Lee et al., 2021). 

Gyakran előforduló jelenség, hogy a kezelés hatásossága 3-5 év után nagymértékű 

csökkenést mutat. Ennek oka, hogy az elhaló neuronok gyengült dopamin felszabadítása 

és a dopamin receptorok downregulációja miatt a terápiás dózis nem növelhető a súlyos 

mellékhatások megjelenése miatt, így a terápiás szélesség szűkülésével a terápiás hatás is 

csökken. Ilyen mellékhatások lehetnek a gastrointestinalis hatások, mint az 

étvágytalanság, hányinger, hányás, valamint cardiovascularis következmények. A 

megjelenő viselkedési zavarok közül az izgatottság, alvászavar és hallucináció 

jelentkezhetnek. A L-DOPA/DDC kezelt betegeknél speciális tünet a terápiás hatás 

fluktuációja, amit end of dose és on-off jelenségként nevezünk. További problémát jelent 

az is, hogy a megnövekedett dopamin bevitel nagyobb mértékű lebontással és oxidatív 

stresszel jár, mely elősegíti a neuronok elhalását és gyorsítja a betegség progresszióját. 

 Korai Parkinson-kór esetén, fiatal betegekben lehetőség van monoamino-oxidáz 

B (MAO-B) inhibitor (rasagilin), illetve dopamin D2–receptor agonisták (pramipexol, 

ropinirol) monoterápiában történő alkalmazására. A levodopához képest a dopamin 

agonisták esetén nagyobb a neuropszichológiai mellékhatások, így a szerencsejáték-

függőség, alvászavar kialakulási esélye. Késői PD esetén szükségessé válik a L-DOPA 

fokozatos bevezetése DDC gátlókkal együtt, mely kombináció kiegészíthető katekol-o-

metiltranszferáz (COMT) inhibitorral (entacapon), ami csökkenti a dopa-dekarboxiláz 
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gátlás miatt fokozódó COMT enzimaktivitást és ezáltal fokozza a levodopa hasznosulását 

(Gyires et al., 2017).  

 A gyógyszeresen érdemben már nem befolyásolható PD terápiájában a mély agyi 

stimuláció (deep brain stimulation (DBS)/ neuropacemaker) alkalmazása hozhat 

látványos eredményeket. A DBS által a gátló központok stimulációja révén a plusz 

tünetek gátolhatók, a mínusz tünetek viszont a serkentő központok stimulációja útján 

javíthatók. A thalamus ventralis anterior magjába vezetett elektród a tremort, a 

subthalamicus magba, illetve a globus pallidus internusba ültetett fémszál pedig a 

bradykinesiát és a rigort mérsékeli, így javítva a beteg motoros funkcióit (Perlmutter et 

al., 2006).  

1.6 Neuroanatómiai változások Parkinson-kórban 

 A Parkinson-kórban legjellemzőbb hisztopatológiai elváltozás a substantia nigra 

pars compacta dopaminerg sejtjeinek 70%-ot meghaladó sejtpusztulása, valamint az itt 

található még nem apoptotizált sejtekben alpha-synuclein tartalmú eosinophil 

cytoplasmazárványok megjelenése, melyeket leírójuk, Friedrich H. Lewy után Lewy-

testeknek neveztek el (Schneider, 2014). Parkinson-kórban elhunyt személyek agyának 

vizsgálata során az idegszövetben zajló gyulladásos folyamat kimutatható, mely a 

betegség tüneteinek kialakulásában részt vehet.  

 A Braak-féle leírás szerint az alpha-synuclein zárványok először a központi 

idegrendszerben a bulbus olfactoriusban, valamint a nucleus dorsalis nervi vagiban 

jelennek meg. Ezt követően, a második stádiumban az agytörzsi szerotonin (5-HT) 

rendszerek közül a caudalisan elhelyezkedő raphe magokban és a noradrenerg magok 

közül a locus coeruleusban rakódnak le az eosinophil aggregátumok. Csak ezután 

kezdődik a zárványok megjelenése a substantia nigra pars compacta területén, amit 

harmadik stádiumként írtak le. Ebben az állapotban az amygdala és az agytörzsben 

rostralisan elhelyezkedő raphe magok is érintetté válnak. A negyedik stádium alatt a 

substantia nigra már biztosan tartalmaz alpha-synuclein zárványokat, illetve megjelenik 

a hippocampusban és egyes corticalis régiókban, míg nem az ötödik és hatodik 

stádiumokban már szinte az egész cortex is károsodást mutat (Braak et al., 2004) (2. 

ábra). Az első három stádium a klinikai prodromális szakasszal egy időben zajlik, míg a 

negyedik stádiumtól már a klasszikus motoros tünetek, illetve a kognitív funkcióromlás 

dominálnak (Braak et al., 2003).  
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2. ábra – Az alpha-synuclein zárványok terjedésének folyamata Prof. Heiko Braak leírása alapján. 

(forrás: Nature – Olfactory dysfunction in Parkinson’s disease) (Doty, review, 2012) 

Az itt említett stádiumokban érintett agyterületek közül az általunk vizsgáltakat alább 

részletezem (ld. 1.6.1 és 1.6.2). 

 A központi idegrendszert hosszú ideig egyfajta „immun-privilegizált” szövetnek 

tekintették: úgy tartották, hogy az szeparálva van az immunrendszertől a vér-agy gát által. 

Ez az elmélet azonban azóta megdőlt, amikor bebizonyosodott, hogy a veleszületett 

immunválasz kiváltható a központi idegrendszerben a kórokozó-asszociált molekuláris 

mintázatok (pathogen-associated molecular pattern, PAMP) és a károsodással összefüggő 

molekuláris mintázatok (damage-associated molecular pattern, DAMP) kísérletes átvitele 

útján. Normál élattani körülmények között az agyállományban egyensúlyi állapotot 

tartanak fenn a nem-reaktív microgliák és astrogliák. Annak érdekében, hogy 

fennmaradjon a központi idegrendszeri homeosztázis, a neurotrófikus faktorok 

felszabadítását, a szinaptikus glutamát eltávolítását, szinapszisok modulációját és 

remodellálását ezek a sejtek szabályozzák. Amennyiben az agyállomány integritása 

valamilyen belső vagy külső ok – kóros fehérje-aggregátumok vagy sérült neuronok – 

miatt megbomlik, a PAMP és DAMP ezeket a gliasejteket képes aktiválni, ami tartós 

gyulladáshoz vezethet. Míg a gyulladás a progresszív neuronpusztulás következménye, 

feltehetően a hibásan felcsavarodott alpha-synuclein közvetlen szerepet játszhat az 

aktivációs folyamatokban. A központi idegrendszerben lejátszódó microgliózis és 

astrogliosis, a perifériás idegrendszerben zajló gyulladásos folyamatok (így a vagust 

érintő változások és a GIT enteroendokrin sejtjeinek Lewy-testes degenerációja), 

valamint a Parkinson-kór kockázatát fokozó gének jelenléte nem feltétlenül a betegség 
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kiváltó tényezői, azonban mint kofaktorok, mind hozzájárulhatnak a neurodegeneratív 

kórkép progressziójához (Chen et al., 2015). 

1.6.1 Microgliák és szerepük a neurodegenerációban 

 A microgliák (mesogliák) Pio del Rio-Hortega által leírt, a központi 

idegrendszerben előforduló rezidens makrofágok, melyek az agy sejtes alkotóinak közel 

10-15%-át teszik ki. Ezek a sejtek a veleszületett immunrendszer frontvonalába 

tartoznak, illetve a homeosztatikus funkciókat látják el a KIR-en belül. Alapvető 

feladataik közé tartoznak a neurotróf faktorok kiválasztása, a toxikus anyagok 

eltávolítása, valamint részt vesznek a neuronális kapcsolatok szabályozásában, 

remodellingjében és a szinapszisok ritkításában (pruning) (Le et al., 2016). Szövettani 

készítményben a microglia sejtek jelölése immunfestéssel rutinszerűen elvégezhető. 

Gyakran egy, ebben a sejtben kifejeződő kalciumkötő fehérje, az ionized calcium-binding 

adapter molecule 1 (IBA1) jelölést használják markerként, több egyéb lehetőség mellett. 

A microgliák rendkívül plasztikus sejtek: a lokális szükségletektől függően különféle 

szerkezeti és fenotípusváltozásokon mennek keresztül, hogy a folyamatosan változó 

körülmények között adekvát választ adjanak az általuk észlelt kémiai jelekre. 

 Emberben, a gyulladásos folyamatok függvényében a microgliák képesek 

funkcionálisan polarizálódni: vagy a klasszikus proinflammatorikus M1 alakot, vagy az 

alternatív immunszuppresszív és cytoprotektív („sebgyógyító”) M2 alakot veszik fel 

(Tang, 2018). A M1 fenotípus kialakulásához az apoptotizáló neuronok által kibocsájtott 

DAMP (ATP, neuromelanin, matrix metalloproteáz-3) vagy astrocyák által szekretált 

proinflammatorikus mediátorok [misfolded vagy aggregált fehérjék (pl. α-Syn), illetve 

bizonyos Toll-like receptorok (TLR)] szükségesek (von Bernhardi et al., 2015). Erre a 

fenotípusra a nagy sejttest és az amőboid morfológia, valamint az MHC I és II molekulák 

upregulációja jellemző (McGeer et al., 1988). Az M1 microgliák számos 

proinflammatorikus citokint termelnek, mint például az IL-1β-t, IL-6-ot, TNFalphát, 

továbbá kemokineket és bioaktív lipideket is kibocsájtanak környezetükbe. A 

proinflammatorikus citokin receptorok expressziójának upregulációját is megfigyelték, 

az antiinflammatorikus molekulák (pl. IL-10) egyidejű csökkenése mellett (Na et al., 

2010). A fellépő gyulladás következtében végül megváltozik a vér-agy gát áteresztő 

képessége, mely elősegíti a leukocyta infiltrációt így erősítve a helyi gyulladásos választ 

(Wang et al., 2015). Habár a neurodegeneráció szempontjából a phagocytáló M1 
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fenotípus játszik fontos szerepet, in vivo kísérletek kimutatták, hogy az M1-M2 alakváltás 

is létrejöhet, és így neuroprotekció kerül előtérbe. M2 fenotípus gyulladáscsökkentő 

faktorok kiválasztásával (e.g. IL-10, IL-13, TGF-β) deaktiválja a gyulladást elősegítő 

kemokineket és segít a neuronális homeosztázis visszaállításában (Italiani et al., 2014).  

 Összességében elmondható, hogy a krónikus microgliaaktiváció során nagy 

mennyiségű proinflammatorikus mediátor szabadul fel, amelyek egyrészt károsítják a 

neuronokat, másrészt további microgliaaktivációt indítanak be, és így egy ördögi kört 

hoznak létre. Ez az állapot hozzájárul a gyulladás fenntartásához és a neurodegeneráció 

progresszív folyamatához. Ezeket az emberi idegrendszerben tett megfigyeléseket 

különböző Parkinson-kór állatmodelleken végzett preklinikai vizsgálatok során sikerült 

reprodukálni, ezért az állatkísérletes megközelítés transzlációs értékkel bíró adatokat 

szolgáltathat a humán neuroinflammatorikus folyamatok jobb megértéséhez. 

1.6.2 Az astrocyták és szerepük reaktív gliózis során 

 Az astrocyták a központi idegrendszerben igen szerteágazó szerepet betöltő 

gliasejtek, melyeknek két megjelenési formája van. A rostos astrocytákat főként a 

fehérállományban találjuk, ahol hosszú, vékony, sima felszínű és kevéssé elágazó 

nyúlványaik az idegrostok között helyezkednek el. A plazmás astrocyták főként a 

szürkeállományban fordulnak elő, ahol rövidebb, vastagabb és jobban elágazódó 

nyúlványaik a neuronok perikaryonjai közötti térben találhatók meg. Az astrocyták 

kimutatására rutinszerűen alkalmazott szövettani módszer a glial fibrillary acidic protein 

[(GFAP), egy citoszkeletális 3-as típusú intermedier filamentum] immunfestéssel történő 

jelölése. 

 Az astrocyták funkcióit illetően kiemelendő passzív, de mégis dinamikusan 

változó szerepük: egy támasztó hálózat képzése az idegsejtek és az idegrostok számára. 

Az embrionális fejlődés során az astrocyták irányt mutatnak az éretlen idegsejtek 

vándorlásához. Emellett a szinapszisok befedésével elektromos szigetelőként 

megakadályozzák, hogy az axonok végződései befolyásolhassák a szomszédos, de 

funkcionálisan eltérő neuronokat. Ugyanakkor azt is meggátolják, hogy a felszabadult 

neurotranszmitterek szétterjedjenek a szinapszisokból. Az astrocyták metabolikusan 

támogatják az idegsejteket azáltal, hogy laktátot biztosítanak a mitochondriális légzési 

láncban. Az astrocyták a szövetek helyreállításában is részt vesznek. Gliózis révén 

kitöltik az elhalt neuronok által hagyott réseket, és kiválasztják a neuronok túléléséhez és 
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szinaptikus működéséhez szükséges trófikus faktorokat. A neuronokon túl direkt 

kapcsolatot hoznak létre erekkel: a neurovascularis egység részeként perivascularis 

hüvelyt hoznak létre. Ilyen módon hozzájárulnak a vér-agy gát alkotásához és annak 

permeabilitását is szabályozzák (Bolanos et al., 2016).  

 Astrocytopátiára utaló jeleket találtak a SN és a striatum területén Parkinson-

kórban elhunytak agyában, valamint kísérletes körülmények között állatmodellekben is 

(Miklossy et al., 2006; Braak et al., 2007; Lastres et al., 2012). A reaktív astrocyták 

génexpressziós változásokat, valamint morfológiai átrendeződést mutatnak. A 

microgliával analóg módon, az A1 kifejezés olyan astrocytákat jelöl, amelyek 

hasonlítanak az M1 proinflammatorikus microgliára, és IL-1α-t, C1q-t és TNFalphát 

szekretálnak. Ezek az A1 sejtek elveszítik normális funkciójukat, beleértve a neuronok 

táplálását, a szinapszisokkal összefüggő funkciókat. Eddig nem tisztázott módon olyan 

neurotoxikus faktorokat is képesek elválasztani, amelyek elindíthatják az idegsejtek és az 

oligodendrocyták pusztulását. Fontos megjegyezni, hogy A1 astrocyták nagy számban 

fordulnak elő PD-ben, és úgy tűnik, hogy legalább részben aktiválódnak a mikrogliával 

kölcsönhatásba kerülve. Parkinson-kórban elhunytak agyában nem csak a neuronokban, 

hanem az astrocytákban is kimutatható volt az alpha-synuclein (Sorrentino et al., 2019). 

Az is ismert, hogy az aktivált astrocyták által kibocsátott TNFalpha a dopaminerg 

neuronok által expresszált specifikus TNFR-1 és -2 receptorokhoz kötődik, ami képes 

aktiválni a proapoptotikus folyamatokat. A másik fenotípus, a sérülések vagy ischaemia 

után létrejövő A2 astrocyták számos neurotróf faktor szabályozását végzik és ezért 

neuroprotektív sejteknek tekintik őket (Hirsch et al., 2003) (3. ábra). 
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3. ábra – Az agy különböző sejtjei közötti kommunikáció és a következményes neuroinflammatio 
sematikus ábrázolása, Parkinson-kórban. 

A neuronok, astrocyták, microgliák és az endothel sejtek is érzékenyek az alpha-synuclein aggregátumokra, 
ami a homeosztatikus funkciókat károsítja. Az alpha-synuclein depozíció proinflammatorikus citokinek, 
kemokinek termelődéséhez, valamint fokozott receptor kifejeződéshez vezet. Továbbiakban a perifériás 
immunsejtek vándorlása is megindul az agy parenchymája irányába (forrás: Hirsch et al., 2003). 

1.6.3 A dopamin szerepe a neurodegenerációban 

 Három fő dopaminerg rendszert különítünk el egymástól: a meso-cortico-

limbikust, a tuberoinfundibularist és a nigrostriatalist. A neurotranszmitterek - különös 

tekintettel a dopaminra – nemcsak az idegsejtek közötti ingerületátvitelben vesznek részt, 

hanem egyfajta kommunikációt is közvetítenek az idegrendszer és az immunrendszer 

között (Franco et al., 2007). Érdekes eredmény, hogy a dopaminerg neuronok képesek 

szabályozni nyirokszövetet és az immunsejtek jelentős része (T és B lymphocyták, 

dendriticus sejtek, NK sejtek) speciális receptorokon keresztül reagál a dopaminra 

(Sarkar et al., 2021). Ezek a receptorok eltérő dopamin affinitást mutatnak, 

következésképpen ez a neurotranszmitter komplex immunmoduláló szerepet tölt be 

koncentrációjától, a receptor altípusától és a cél immunsejttől függően (Cosentino et al., 

2018). 

Centrális dopaminerg hypoaktivitás megnövekedett kockázati tényezőként 

összefüggésbe hozható a neuroinflammatióval (Engler et al., 2009). 
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1.6.4 A substantia nigra és a cortico-subcorticalis pályák érintettsége 

 A betegséget jellemző progresszív neurodegeneráció következtében sérül a 

dopaminerg nigrostriatalis pálya, melynek hatására fokozatos, mozgást érintő 

funkcióvesztés alakul ki. A motoros tünetek klinikai manifesztációja azonban csak a 

striatum dopamintartalmának 70%-ot meghaladó csökkenése esetén jelenik meg. Ennek 

oka a kialakuló kompenzáló mechanizmusok, így a túlélő neuronok fokozott működése, 

a dopamin receptorok számának, valamint érzékenységének növekedése és a sejtek 

dopamin újrafelvételének csökkenése (Schneider et al., 2015) (4. ábra). 

 
4. ábra – A substantia nigra normál (bal) és Parkinson-kóros (jobb) egyének mesencephalonjából. 

A dopaminerg sejtek a neurotranszmitterek előállítása során egy barna pigmentet, neuromelanint 
termelnek, melynek köszönhetően a SNpc makroszkóposan egy sötét területként látható a mesencephalon 
metszlapjain. A Parkinson-kórosok agyában ez a terület halványabbá válhat a sejtpusztulás következtében. 
(forrás: Edward G. Miner Library: Intstitute for Innovative Education) 

 A striatum és a substantia nigra közti dopaminerg kapcsolat megszakadásának 

következménye az akaratlagos mozgás indításának nehezítettsége. A rigor hátterében a 

mozgást szabályzó cortico-subcorticalis kör sérülése áll. A SNpc dopamin termelése 

csökken, ezért az indirekt pályán, a striatumban a D2-receptorok ligand kötése hiányában 

felfüggesztésre kerül a nucl. subthalamicus GABA által létrehozott gátlása, így a globus 

pallidus internus (GPi) fokozott GABA-erg gátlás alatt tartja a thalamust. Hasonló hatást 

közvetít a D1-receptorok aktivitásának csökkenése a direkt úton keresztül. A striatum nem 

képes a továbbiakban gátolni a GPi-t, így a thalamus nem szabadul fel a gátlás alól 

(Szirmai, 2017). A tremor pontos patomechanizmusa jelenleg is kutatások tárgya. A 

jelenség fő oka a SNpc degenerációja miatt fokozódó GABA-erg gátlás a substantia nigra 

pars reticularison (SNpr), a GPi-n, és a thalamus ventrolateralis magcsoportján. A nucleus 

subthalamicus fiziológiás gátlása gyengül, ami serkenti a GPi és a SNpr által kifejtett 
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gátlást. A GPi ritmikus aktivitását a thalamus VL magcsoportja transzformálja 3-6 Hz-es 

kisülésekké, melyeket a motoros kéreg közvetít a motoneuronok útján a végtag izomzata 

irányába (5. ábra). 

 

5. ábra - A Parkinson-kórban végbemenő neuroanatómiai változások sémás ábrázolása. (forrás: 
Márton Zsombor Sándor, TDK hallgató illusztrációja, leírás 1.6.4) 

1.6.5 A vegetatív funkciók és a hangulat szabályozásában résztvevő területek 

érintettsége 

 Habár a Parkinson-kór eredeti leírása szerint a motoros rendszert érintő betegség 

demencia nélkül, mára mégis bebizonyosodott, hogy a progresszió során egyéb extra-

nigralis dopaminerg, cholinerg és szerotoninerg pályák sérülése is hozzájárulhat a 

betegséghez társult nem-motoros tünetek kialakulásához. A szerteágazó vizsgálatok 

ellenére a nem-motoros tünetek neurobiológiai háttere nagyrészt még mindig 

felfedezetlen (Surmeier et al., 2017). Korábbi kutatások kimutatták már, hogy nem csak 

az agytörzsi magokban vannak jelen Lewy-testek [a locus coeruleusban (Gesi et al., 

2000), nucleus Edinger-Westphalban (Goedert at al., 2001) vagy a nucleus dorsalis nervi 

vagiban (Walter et al., 2018)], hanem az enterális neuronokban és az enteroendokrin 

sejtekben is (Beach et al., 2009). Ugyanakkor bebizonyosodott az is, hogy Parkinson-

kóros betegekben a nervus vagus is atrófiássá válik, ami magyarázatot jelenthet a 

vegetatív tünetekre (Fedtke et al., 2018). 
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1.6.5.1 A noradrenerg rendszer – locus coeruleus és A5 area  

 A noradrenerg agytörzsi rendszer számos idegsejtcsoportból áll, amelyeket A1-

től A6-ig terjedő klasszifikációval írtak le. Ezen klaszterek rostrocaudalisan húzódnak a 

híd lateralis részétől a caudalis ventrolateralis medulláig (VLM) (Dalström et al., 1964). 

Agytörzsi helyzetüket a noradrenalin (NA) szintéziséért felelős dopamin-ß-hidroxiláz 

enzim immunfestési és vírusvektorral történő retrográd pályajelölési technikák 

kombinálása útján határozták meg.  

A noradrenerg központok a KIR számos területével kapcsolatban vannak és összetett, 

homeosztázisért felelős folyamatok szabályozásában vesznek részt, beleértve a stresszre 

és fájdalomingerekre adott választ is. A memória, tanulási, autonóm és viselkedési 

funkciókat is modulálják a noradrenerg rendszerek (Petrovaara, 2006). 

 A hídi A6 sejtcsoport, más néven locus coeruleus a legmélyrehatóbban 

tanulmányozott legfőbb noradrenerg mag az agyban, mely a híd dorsolateralis 

tegmentumában foglal helyet. Az innen kiinduló rostrendszer kiterjedt beidegzést biztosít 

az egész agyban, és alapvető neuromodulátor szerepet játszik (Amaral et al., 1977). A LC 

részt vesz a stresszreakciókban, az érzelmi memóriában, valamint a fel- és leszálló 

pályákkal kapcsolatban állva a motoros, szenzoros és autonóm funkciók 

szabályozásában. Braak leírása alapján tudjuk, hogy a locus coeruleus az egyik központ, 

mely korai stádiumban Lewy-testes degenerációt mutat Parkinson-kórban. A centrális 

noradrenalin antiinflammatorikus és neuroprotektív hatással is rendelkezik a dopaminerg 

degeneráció folyamatában, ezáltal a noradrenerg károsodás befolyásolhatja a betegség 

progresszióját (Paredes-Rodriguez et al., 2020). A noradrenerg rendszer központi 

idegrendszeri és perifériás degenerációja Parkinson-kórban a nem-motoros tünetek széles 

spektrumához járulhat hozzá, azonban fontos megjegyezni, hogy ezek megjelenése nem 

csupán a noradrenerg rendszer működésének megváltozására vezethetők vissza, hanem 

egyéb, kolinerg, szerotoninerg, GABAerg vagy glutamáterg rendszerek deficitjeivel is 

társulnak (Schapira et al., 2017). 

 Az A5 area szintén a híd tegmentumának része, a felső oliva magkomplex tagja, 

funkcióját tekintve nem különül el jelentősen a locus coeruleustól. Az A5 neuronok 

biztosítják a gerincvelő szimpatikus preganglionaris intermediolateralis sejtjeinek fő 

noradrenerg bemenetét, mely végső soron a vegetatív idegrendszer modulálása útján 
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befolyásolhatja az autonóm funkciókat, beleértve azokat is, melyek Parkinson-kórban 

sérülhetnek (Paredes-Rodriguez et al., 2020). 

1.6.5.2 A szerotoninerg rendszer – raphe magok  

 Az agytörzs raphe magjaiból kiinduló szerotoninerg rendszer szintén károsodik 

Parkinson-kórban, ami hozzájárulhat a nem-motoros tünetek és a tremor kialakulásához. 

SPECT és PET módszerekkel Parkinson-kórban szenvedő betegekben a raphe magokban 

alacsony szerotonin-transzporter (SERT) szinteket találtak, ami a szerotoninerg 

neuronális integritás indikátora (Loane et al., 2013). Post mortem vizsgálatok során a 

raphe magokban Lewy-test felhalmozódással is járó szerotoninerg neuronpusztulást 

figyeltek meg (Halliday et al., 1990), valamint corticalis és subcorticalis struktúrákban a 

szerotoninerg markerek (SERT, triptofán-hidroxiláz (TPH), 5-hidroxiindolacetát) 

globális hiányát (Kish et al., 2008). Ezenkívül Braak és munkatársai kimutatták, hogy a 

Parkinson-kór Lewy-patológiája a dorsalis raphe területén korábban jelenik meg, mint a 

substantia nigrában (Braak et al., 2003). 

 A nucleus raphe dorsalis (DR) a periaqueductalis szürkeállomány (PAG) 

ventromediális részén található. Sejtjeinek kiemelt szerepe van a hangulat 

szabályozásában és a stresszadaptációban. Stressz hatására a mag szerotonin tartalmú 

sejtjeiben a c-Fos termelése szignifikáns mértékben megemelkedik (Bouwknecht et al., 

2007). A c-Fos egy neuronális aktivációs marker, ami stresszben is megjelenhet, és a sejt 

génexpressziós szintű adaptációját mutatja. Öngyilkos, depressziós egyének DR 

mintáiban a TPH enzim mennyiségének emelkedését detektálták, mely fehérje a 

szerotonin képzésének kulcsenzime (Lowry et al., 2008). A szerotoninerg sejtek mellett 

dopaminerg neuronok is találhatók a DR területén, melyek szerepe felmerült a szociális 

izoláció, szeparáció folyamatában lejátszódó viselkedési minták kialakításában 

(Matthews et al., 2016). A cirkadián ritmusban, ezen belül is az alvás különböző 

fázisaiban, mind a szerotoninerg, mind a dopaminerg sejtek aktiválódnak, melyek az 

ébredés és REM fázis regulálásában kulcsfontosságúak (Cho et al., 2017). A DR számos 

agyterülettel összeköttetésben áll. Efferenseket küld a limbikus rendszerhez, melyen belül 

az amygdala a fő célterület, de a paraventricularis maghoz (PVN) és a prefrontális 

kéreghez is futnak rostjai. Ezek alapján elmondható, hogy a DR és az előbb említett 
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agyterületek egymással kommunikálva, a hangulat szabályozásában fontos szerepet 

töltenek be (Zhang et al., 2012; Lee et Lee., 2014). 

 A nucleus raphe medianus (MNR) a nucleus raphe dorsalishoz képest basalisan 

helyezkedik el a caudalis mesencephalon és a pons rostralis részének tegmentumában. 

Hangulatzavarokban betöltött szerepe kevésbé ismert a DR-al összevetve, mégis számos 

neurológiai, valamint pszichiátriai kórképben leírták a mag funkcionális eltérését. 

Szerotoninerg sejtjeinek megváltozott működése áll a szorongásos zavarok 

patomechanizmusa mögött, kiváltképp a generalizált szorongásos zavarban (Lazenberger 

et al., 2012; Lazarini-Lopes et al., 2020; Abela et al., 2020).  

1.6.5.3 A non-striatalis dopaminerg rendszerek érintettsége – ventralis tegmentalis 

area 

 A ventralis tegmentalis area (VTA) funkcionálisan a meso-cortico-limbikus 

rendszerhez sorolható dopaminerg agyterület, melynek fontos szerepe van kognitív 

folyamatok szabályozásában, a motivációban és önjutalmazásban (Bariselli et al., 2016). 

Korábbi kutatások összefüggésbe hozták a területet a drogaddikció kialakulásával is 

(Bourdy et al., 2012). A VTA a mesencephalonban található terület, ami a substantia 

nigrától medialisan, a nervus oculomotorius rostjaitól mediobasalisan, valamint a nucleus 

rubertől ventrálisan található négy kisebb szubdivízióból álló terület (Oades, 1987). A 

VTA az agy számos limbikus területe felé küld dopaminerg rostokat, mint például az 

amygdalához, a gyrus cingulihoz, a hippocampushoz, a bulbus olfactoriushoz, a 

prefrontális kéreghez, valamint a nucleus accumbenshez (Peris et al., 2016). Ahogyan 

korábban említésre került, a Parkinson-kór motoros tünetei 60-70%-ot meghaladó SNpc 

dopaminerg neuronvesztéssel járnak együtt (Schneider, 2014). Ezzel szemben, Hirsch és 

Damier megfigyelései alapján, az előrehaladott Parkinson-kórban szenvedő betegeknél 

átlagosan mindössze 50% a VTA dopaminerg neuronveszteség annak ellenére, hogy a 

SNpc és a VTA neuronok ugyanazt a neurotranszmittert szintetizálják, tárolják és 

szabadítják fel. Ráadásul a középagyban egymás közelében helyezkednek el, továbbá 

jelentős átfedések vannak azokban az agyterületekben, amelyekkel kapcsolatban állnak. 

Az eltérő vulnerabilitásért génexpressziós és fehérjefunkciós különbségek sejttípus-

specifikus kombinációja felelős. Újabb kísérletek alapján a mitochondriumokkal és az 

energiaigénnyel összefüggő tényezők, a dopaminerg neuronok altípusai közötti 
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elektrofiziológiai különbségek molekuláris háttere és a proteomot érintő fejlődésbiológiai 

különbségek is magyarázhatják a két terület eltérő vulnerabilitását (Brichta, 2014). 

1.6.5.4 A nervus vagus és az enterális idegrendszer  

 A kevert rostösszetételű bolygóideg visceromotoros és visceroszenzoros rostjai 

révén a belső szervek, köztük a GIT jelentős részének felsőbb szintű vegetatív 

szabályozásában játszik szerepet. A Parkinson-kórban jelentkező GI tünetek hátterében a 

bélfalban és a GI-asszociált idegi struktúrákban bekövetkező funkcionális és szerkezeti 

változások állnak. A vagus ideget gyakran a Parkinson-kór progressziójának egyik fő 

útvonalaként említik, mivel az enterális idegrendszerből származó alpha-synuclein aktív, 

retrográd transzportjával hozzájárul annak agytörzsi felhalmozódásához. Braak leírása 

(2003) szerint a nucleus dorsalis nervi vagi, mint a parasympathicus idegrendszer 

legjelentősebb központjának Lewy-testes degenerációja a Parkinson-kór egészen korai 

stádiumában megjelenik, ami összefüggésbe hozható a vegetatív funkciók romlásával 

(Braak et al., 2003). Ezt a megfigyelést támasztja alá annak a vizsgálatnak az eredménye, 

melyben közel 15000 gyomorfekély miatt teljes truncalis vagotómián átesett beteget 

követtek. Az eljárás nem várt következménye a későbbi Parkinson-kór kialakulásának 

csökkenése volt, ami arra utal, hogy a bolygóideg szerepet játszhat a PD patogenezisében 

(Svensson et al., 2015). Ezzel összhangban, a nervus vagus nyaki szakaszának in vivo 

vizsgálata során a visceromotoros és visceroszenzoros vagus rostok atrófiáját írták le 

Parkinson-kórban a nervus accessorius és nervus phrenicus érintettsége nélkül (Walter et 

al., 2018).  

 Az enterális diszbiózis, a bélpermeabilitás megváltozása és az intestinalis 

gyulladás közötti kölcsönös kapcsolat is kóroki tényezőként szerepelhet a Parkinson-

kórban (Mulak et al., 2015). Az enterális idegrendszer kulcsszerepet játszik ezekben a 

kölcsönhatásokban. A bélfal permeabilitásában bekövetkező változások elősegíthetik a 

baktériumok és endotoxinok transzlokációját az epiteliális gáton keresztül, így 

immunológiai választ indukálva, mely a gyulladást elősegítő citokinek termelését indítja 

el. Mind az enterális neuronok, mind a gliasejtek aktivációja neurológiai diszfunkciót 

eredményezhet, amely az agy-bél tengely mentén terjed (Mulak et al., 2015). 
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1.6.5.5 A centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag 

 Az Edinger-Westphal mag, azaz a nucleus accessorius nervi oculomotorii a 

harmadik agyideg paraszimpatikus magja. Preganglionáris, kolinerg neuronjai a ganglion 

ciliare felé küldenek axonokat, majd átkapcsolódás után a szem két belső simaizmát 

szabályozzák. A musculus sphincter pupillae-nek szerepe a pupilla összehúzásában van, 

míg a musculus ciliaris a szemlencse akkomodációjáért felelős. Ismert az EW egy 

szubdivíziója, amely dorsomedialisan helyezkedik el és jellemzően nem mutat kolinerg 

immunreaktivitást, valamint rostokat sem küld a ganglion ciliare felé (Weitemier et al., 

2005; Kozicz, 2007). Az innen eredő axonok nem hagyják el a KIR-t, hanem számos 

központi összeköttetést létesítenek (ld. 7-8. ábra), ezért ezt a részt centrális-projekciójú 

Edinger-Westphal magnak nevezzük (EWcp; Kozicz et al., 2011) (6. ábra). 

 
6. ábra – Urocortin 1 tartalmú neuronok fluoreszcens immunjelöléssel. 

 Reprezentatív fluoreszcens konfokális mikroszkóppal készített felvétel a EWcp mag urocortinerg 
neuronjairól, az UCN1 zöld színnel jelölve. Patkányból származó saját minta. Lépték: 100µm. 

 Az itt található idegsejtek többsége urocortin 1 (UCN1) peptidet termel. Az UCN1 

neuropeptid, amely a corticotropin-releasing hormon (CRH) család tagja. Hatását a 

CRH1, illetve CRH2 receptorokon fejti ki, nagyobb affinitást mutatva az utóbbi iránt 

(Vaughan et al., 1995). Az első kutatási eredmények szerint a CRH-nal 45% 

szekvenciahomológiát mutató UCN1 szintén anxiogén hatást indukál a CRH1 receptoron. 

Ezzel szemben a CRH2 receptoron hatva anxiolítikus hatást is közvetít (Kozicz, 2007). 

Több tanulmányban megerősítették, hogy UCN1 génkiütött egerek növekedett 

szorongási szintet mutatnak akut stressz hatására (Vetter et al., 2002; Zalutskaya et al., 
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2007). Az UCN1 a GIT, endothelium, szív, placenta, vér (Petraglia, 1996; Bamberger 

1998; Kohno, 2001) és a KIR több területén (nucleus olivaris superior lateralis része, 

PVN) is termelődik (Kozicz et al., 1998; Bittencourt et al., 1999). Az urocortinerg 

perikaryonok megközelítőleg 80%-a a EWcp területére lokalizálódik. A EWcp-ban az 

UCN1-gyel 100%-ban kolokalizáló kokain- és amfetamin-regulált transzkript peptid 

(CART) expressziójának megváltozása szerepet játszhat a hangulatzavarok 

patomechanizmusában (Kozicz et al., 2008; Bloem et al., 2011). Az UCN1, c-Fos és FosB 

expressziója akut és krónikus stressz hatására is emelkedik, mely a EWcp sejtjeinek 

aktivációját igazolja (Kozicz et al., 2001; Kozicz et al., 2008; Gaszner et al., 2012; 

Kormos et al., 2016).  

 Dos Santos és kutatócsoportja anterográd, biotinilált dextrán-amin (DBA) és 

retrográd, koleratoxin B alegység jelölés segítségével határozta meg a EWcp 

összeköttetéseit. Kapcsolatai közül afferens beidegzését főleg a PVN-ból és a lateralis 

hypothamalicus területről kapja, melyeknek bizonyított szerepe van a 

stresszadaptációban (da Silva et al., 2013). A EWcp továbbá efferens kapcsolatban áll a 

limbikus rendszerhez tartozó területekkel, így a septum lateraléval, az amygdala centrális 

magjával, a nucleus interstitialis striae terminalissal és a lateralis hypothamalicus 

területtel. E területek szerepe ismert az érzelmek kifejeződésében, a szorongás és 

hangulat szabályozásában (Dos Santos et al., 2015) (7. ábra). 

 
7. ábra – A centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag összeköttetései. 

A patkány agy sagittalis metszetén DBA injekció EWcp-ba történő adása után a kiemelt területeken jelent 
meg az injektált anyag. A fekete pontok a EWcp-t jelölik, míg az afferens és efferens pályák különböző 
színekkel vannak jelölve. Narancssárga és citromsárga: felszálló pályák, kék: medialis előagyi köteg. 
Piros: leszálló pályák, zöld: fasciculus longitudinalis medialis az agytörzsi magok és a gerincvelő felé. A 
rövidítések és a teljes lista a forrásban elérhető (Dos Santos et al., 2015). 
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 A EWcp neuronjai számos jutalmazásban, stresszválaszban és 

energiaforgalomban szerepet játszó neuropeptidet is termelnek, mint a CART, 

cholecystokinint (CCK) és substance P (8. ábra). Számos tanulmány alátámasztja 

ezeknek a neuropeptideknek a szerepét alkohol- és drogfüggőségek kialakulásában 

(Zuniga et al., 2021). Több állatmodellben (Gaszner et al., 2009; Kormos et al., 2016), 

valamint öngyilkos egyének autopsziás mintáiban is igazolták a EWcp érintettségét a 

stresszadaptáció folyamataiban és a hangulatzavarokban (Kozicz et al., 2008). 

 
8. ábra – A centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag efferens kapcsolatai. 

A jelölt régiók az eltérő színekkel szimbolizált neuropeptideket és neurotranszmittereket fogadják a EWcp-
ból. A rövidítések és a teljes lista a forrásban elérhető (Zuniga et al., 2020). 

 Tekintettel a EWcp összetettségére a sejtek neurokémiai karakterisztikája 

szempontjából, a klasszikus, nem szelektív, mechanikai vagy elektromos lézió a terület 

minden sejttípusát károsítja, nem csak a hangulatszabályozásban is szerepet játszó UCN1 

tartalmú neuronokat (Zuniga et al., 2020). Ezért ez a módszer nem alkalmas arra, hogy 

az UCN1 peptidet tartalmazó sejtek funkcióját vizsgáljuk, tehát arra más, szelektívebb 

módszert kell választani. Itt fontos kiemelni, hogy az urocortinerg EWcp neuronok közel 

50%-a leptin receptort hordoznak felszínükön (Xu et al., 2011; Xu et al., 2021), mely 

megkülönbözteti őket a régió egyéb peptiderg és nem peptiderg idegsejtjeitől (Zuniga et 

al., 2020). 

 Habár egy több mint 30 évvel ezelőtti vizsgálatban „54%-os neuronpusztulást 

találtak az EW nucleus rostralis részén”, valamint a sejtek 3%-a Lewy-testeket 

tartalmazott emberi Parkinson-kóros mintákban, akkor további vizsgálatokat nem 

végeztek e megállapítások jelentőségének feltárása érdekében (Hunter, 1985). 
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Funkcionális neuronatómiai ismereteink alapján azt feltételeznénk, hogy az Edinger-

Westphal magban bekövetkező neurodegeneratív folyamat következtében a belső 

szemizmokat érintő mozgászavar állna elő, aminek következtében pupillomotoros és 

akkomodációs zavarokat várnánk. Ezzel ellentétben, Parkinson-kórban nem jellemző a 

pupillomotoros funkciózavar és nem jár együtt az akkomodáció gyakoribb vagy 

jelentősebb mértékű gyengeségével sem (Stankovic et al., 2019). 

 Ez alapján fogalmazódott meg bennünk az a feltételezés, hogy az 1985-ben 

Hunter által felfedezett neurodeneráció az EW területén nem az EW preganglionáris, 

kolinerg divízióját, hanem a később definiált (Kozicz et al., 2011) peptiderg, UCN1 

tartalmú centrális projekciójú neuroncsoportot érintheti, és ennek hatása ilyen módon 

nem a szemműködés zavarában, hanem a Parkinson-kór nem-motoros, a hangulati 

állapotot érintő tüneteiben, mint a depresszió és szorongás nyilvánulhat meg.  

Ezidáig csak néhány publikációban foglalkoztak azzal a kérdéssel, hogy van-e 

kapcsolat az UCN1 és a PD között. Ezek közül kiemelendő egy, ahol UCN1 adását 

vizsgálták Parkinson-kór modellekben. Itt különböző kísérleti elrendezésekben a tünetek 

javulását mutatták ki (Abuirmeileh et al 2007a; 2007b; 2008). Ezzel összhangban az 

UCN1-ről is bebizonyították, hogy elősegíti a dopaminerg neuronok túlélését (Huang et 

al., 2011), de ezek a vizsgálatok exogén neuropeptidet alkalmaztak, és nem értékelték az 

endogén UCN1 hatásait és a hangulati állapotot. 

1.7 A Parkinson-kór előidézésére használható állatkísérleti modellek 

 A betegség tüneteinek előidézése, tanulmányozása és az állapotváltozás követése 

különféle laboratóriumi állatfajok segítségével sokféle módon történik. A vizsgálatokat 

gerinctelen és gerinces állatokon is el lehet végezni, de széles körben – etikai transzlációs 

és technikai szempontokat figyelembe véve – mégis a rágcsálók használata terjedt el. 

 Neurotoxinok lokális vagy szisztémás adminisztrációja következtében kialakult 

dopaminerg neurondegeneráció képezi az alapját megannyi Parkinson-kór modellnek. 

Elsőként a 6-hidroxidopamint (6-OHDA) fedezték fel, amelyet először a periférián 

alkalmaztak a szimpatikus idegek degenerálására, később pedig lokálisan az agyba 

juttatva a PD modellezésére. Az 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) 

neurotoxint kémiailag indukált parkinsonizmus kapcsán fedezték fel az 1-metil-4-fenil-

4-propion-piperidin (MPPP) opioid gyógyszer meghiúsult szintézise után. Emelkedett 

Parkinson-kór kockázatról számoltak be a mezőgazdaságban különböző peszticidek 
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hatásának kitett populációkban, és ez a megfigyelés ezután további neurotoxin alapú PD-

modellek kidolgozásához vezetett. 

1.7.1 Szisztémás toxikus állatkísérleti modellek 

1.7.1.1 MPTP 

 Az MPTP toxicitását intravénás opiát típusú kábítószer-fogyasztók körében 

véletlenül fedezték fel. Bár önmagának az MPTP-nek nincs kábítószerhatása, 

előállításakor az MPPP nevű, a morfiumhoz és a petidinhez hasonló hatású szintetikus 

kábítószer is keletkezik, és fordítva. A drogfogyasztókban gyorsan kifejlődött egy 

Parkinson-kórra nagyban hasonlító mozgászavar és ezért az MPTP-t neurotoxinként 

tartjuk számon (Langston, 2017). Lipophil jellege miatt perceken belül könnyen átjut a 

vér-agy gáton. Az MPTP-t a gliasejtek veszik fel, amelyekben a MAO-B alakítja tovább. 

Az 1-methyl-4-phenylpyridinium blokkolja a mitochondriális komplex I-et, amely az 

ATP termelés csökkenésével, fokozott oxidatív stresszel, neuroinflammatióval és végül 

sejthalállal jár (Dauer et al., 2003). 

 Az MPTP toxikus hatására a rágcsálók kevésbé érzékenyek. A patkányok szinte 

teljesen rezisztensek, míg egerek esetében megfigyelhető a neuronpusztulás a substantia 

nigra területén. MPTP indukált dopaminerg degeneráció egerekben korrelációt mutat a 

motoros funkcióvesztéssel. Ezen károsodások azonban napokon belül az injekció adása 

után gyógyuló tendenciát mutatnak és helyreállnak, nagyban korlátozva így a 

viselkedésben fellépő változások tanulmányozását. A jelenség hátterében a rágcsálók 

agyi ereinek alacsonyabb MAO-B aktivitása állhat (Langston, 2017). Az MPTP akut 

dózisát leggyakrabban intraperitoneálisan adják be az egereknek, négy injekció 2 órás 

intervallumokban történő adagolása (20 mg/kg-ig) 90%-os striatalis dopamindepléciót és 

70%-os dopaminerg neuronvesztést eredményezett a SNpc-ban alpha-synuclein 

aggregátum képződés nélkül (Jackson-Lewis et al., 2007).  

 MPTP-vel főemlősökben hatékonyabban tudunk Parkinson-szindrómát előidézni, 

mint rágcsálókban. Bilateralis parkinsonizmus több alacsony dózisú szisztémásan adagolt 

injekcióval érhető el, ugyanakkor hemiparkinsonizmus indukálására is lehetőség van 

intracarotid infúzióval (Fox et al., 2010). A tünetek a beadott dózis függvényében 

napokon belül, de akár több hónap után fokozatosan alakulnak ki és további pár hónapig 

perzisztálnak. Az MPTP dózisfüggő dopaminerg degenerációt okoz főemlősökben a 
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SNpc-ban és a putamenben egyaránt, valamint a Parkinson-kór szövettani képét utánozva 

az eosinophil aggregátumok is létrejöhetnek. L-DOPA adására a motoros tünetek is 

javulást mutatnak, amely ennek a modellnek a validitását alátámasztja. A kétoldali 

MPTP-parkinsonizmus néhány extranigralis patológiás elváltozást is mutat, amelyek 

közül kiemelendő az anosmia és az alvászavar (Fox et al., 2010). 

1.7.1.2 Peszticidek, herbicidek 

 A Parkinson-kór modellezésben széleskörben elterjedtek bizonyos növényvédő és 

gyomírtó szerek, melyek tulajdonságaik alapján neurotoxinoknak minősülnek. A 

mezőgazdaságban használt kemikáliák és a parkinsonizmus kialakulása közti 

összefüggést nehéz alátámasztani az egyes szerexpozíciók pontos ismeretének hiánya 

miatt, azonban etiológiát tekintve környezeti faktorként merült fel a rotenon, a paraquat 

(PQ2+) és a fungicid hatású maneb is. Ezidáig ezen peszticideket és herbicideket 

leginkább rágcsálókban alkalmazták a Parkinson-kór modellezésére (Kamel, 2013). 

1.7.1.2.1 Paraquat 

 A paraquat oxidatív stresszt indukálva dopaminerg degenerációt okoz. A PQ2+ a 

sejtek redox ciklusán keresztül fejti ki toxikus hatását (Bonneh-Barkay et al., 2005). 

Makákókon végzett PET-vizsgálatok kimutatták, hogy a vér-agy gáton történő átjutás 

lassú és nem hatékony folyamat, illetve patkányok PQ2+ expozíciója után is alacsony 

szintet mértek. Máig nem teljesen tisztázott, hogy a paraquat nagy polaritása ellenére 

hogyan képes átjutni a BBB-en (Naylor et al., 1995). A PQ2+-t a DAT nem szállítja, 

hanem redoxireakció révén alakul át monokationos gyökké (PQ+), amely a dopaminerg 

neuronokba képes behatolni a DAT-on keresztül és citotoxicitást fejt ki (Rappold et al., 

2011). A tisztázatlan hatásmechanizmusok ellenére paraquat modellt is alkalmaznak 

rágcsálókban a PD patológiájának megértésére, valamint a gyulladásos és oxidatív stressz 

útvonalak gátlásának tanulmányozására. Egerekben a tartós paraquat-adagolás 

dopaminerg sejtvesztést okoz a SNpc-ban striatalis dopamindepléció és motoros tünetek 

nélkül. A paraquat nagy dózisa alkalmatlan a Parkinson-kór modellezésére, mivel 

tüdőfibrózist okoz, amelynek másodlagos hatása lehet a viselkedésre. 
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1.7.1.2.2 Rotenon 

 A rotenon a mezőgazdaságban alkalmazott széles spektrumú rovarölő szer, 

szagtalan, szobahőmérsékleten fehér színű por. Emberre kis dózisú, rövid időtartamú 

expozíció esetén nem veszélyes, azonban zsíroldékony tulajdonsága miatt hosszú távon 

felhalmozódhat a szövetekben. Sejtkárosító hatását a mitochondriumokban fejti ki, az 

elektrontranszport lánc gátlása útján, a komplex I és az ubiquinon között történő 

elektronátvitelt gátolva és ezzel a sejtben ATP hiányt okozva. Felhalmozódó reaktív 

oxigén szabadgyökök idézik elő a sejtkárosodást, amely a mitochondriális DNS 

károsodásához, végül a sejt apoptózisához vezet (Li et al., 2000). A rotenon hatása az 

egész szervezetben kimutatható, azonban citotoxikus hatásának mértéke nem azonos 

minden szervben. Főként a nagy energiaigényű szöveteket érinti, így a máj, a szívizom 

és az idegrendszer számos területén mutatható ki sejtelhalás. A KIR területén a 

motorkoordinációért felelős agyterületek érintettek (Heinz et al., 2017). Napi 3 mg/kg 

intraperitoneális rotenon injekció 6-10 napon keresztül elegendő ahhoz, hogy 45%-os 

dopaminerg neuronpusztulást okozzon a SNpc-ban, dopamindepléciót a striatumban és 

motoros tüneteket, mint bradykinesia, posturalis instabilitás és rigiditás (Cannon et al., 

2009). A rotenon nem-motoros tüneteket is kiválthat, ilyen az alvászavar patkányokban 

(García-García et al., 2005). A PD tüneteinek kísérletes kialakítására 2000 óta sikerrel 

alkalmazzák és ellentétben számos másik ágens által előidézett Parkinson-kórra, itt 

mindkét patognomikus eltérés detektálható, úgy, mint a dopaminerg sejtek pusztulása a 

substantia nigra területén, valamint a Lewy-testek megjelenése (Blesa et al., 2014). 

Ellentétben a széles körben alkalmazott 6-OHDA kezeléssel, itt a rotenon beadása nem 

lokálisan a SN területére történik. 

A jelen disszertációban ismertetett kísérlet során a rotenon 6 hetes subcutan (s.c.) 

alkalmazásával idézetünk elő kísérletes Parkinson-kórt patkányokban (Konnova et al., 

2018). Azért esett a választásunk erre a modellre, mert a rendelkezésre álló kísérleti 

állatfajok között (egér, patkány) ez az a modell, ami a betegség emberben ismert fő 

morfológiai jegyeit képes előidézi, mint a neurodegeneráció és intracytoplasmaticus 

alpha-synuclein aggregátumok megjelenése a SNpc területén. 
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1.7.2 Intracerebralis neuronablációs technikák 

1.7.2.1 6-hidroxidopamin 

 A 6-OHDA a dopamin és noradrenalin analóg molekulája. Endogén termelődése 

a dopamin-metabolitok hidroxilációjával történik és nagy mennyiségben fordul elő az 

emberi agy nucleus caudatusában (Jackson-Lewis et al., 2012). A 6-OHDA a vér-agy 

gáton nem képes átjutni, így ahhoz, hogy neurodegeneratív hatását ki tudja fejteni, 

közvetlenül az agyállományba kell injektálni. A 6-OHDA a mitochondriális komplex I 

gátlásával oxidatív stresszt indukál reaktív oxigén származék (ROS) képzésével, mint 

például szuperoxid- és hidroxi-szabadgyökök, illetve hidrogén-peroxid. A 6-OHDA 

intracerebralis injektálása lehetővé tette patkányokban a SNpc és a striatumnak a célzott 

vizsgálatát, létrehozva így akár unilateralis hemiparkinson modellt. Bilateralis injektálás 

gyakran adipsiat, aphagiat, rohamokat és ezek következtében nagyarányú elhullást 

okozott (Schober, 2004). 

 Patkány SNpc-ba juttatott 6-OHDA 24 óra alatt nagyfokú dopaminerg 

degenerációhoz és pár nap alatt a striatalis dopamin 90%-ának elvesztéséhez vezet. A 

striatumba adott 6-OHDA 1-3 hét alatt okoz retrográd nigro-striatalis degenerációt. 

Unilateralis adagolás aszimmetrikus motoros diszfunkcióhoz és körbeforgó mozgáshoz 

vezetett (Dauer et al., 2003). Az emlősök agya sorozat-intracerebrális 6-OHDA 

injektálást igényel ahhoz, hogy az elváltozás manifesztálódjon, mely gyakrabban jár 

posztoperatív komplikációkkal. Ezen modellek alpha-synuclein zárványok 

tanulmányozására nem alkalmasak, azonban a nucleus subthalamicus túlműködése, a 

dyskinesia, anhedónia és depresszív viselkedési mintázatok jól figyelemmel kísérhetők 

(Gubellini et al., 2015).  

1.7.2.2 Leptin-konjugált saporin 

 Az intracerebralisan adott saporin nem tartozik a specifikus Parkinson-kór 

modellek közé, mégis alkalmazhatjuk annak érdekében, hogy a szelektív idegsejtabláció 

útján a betegség nem-motoros tünetekeit kiválthassuk. A módszerrel sztereotaxiás eszköz 

segítségével tulajdonképpen bármelyik agyterületben végezhető célzottan lézió, ha 

tudjuk, hogy az ablálni kívánt sejtek milyen rájuk jellemző, nagyfokú specificitást mutató 

receptorokat vagy egyéb markereket hordoznak felszínükön. 
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 A saporin egy, az orvosi szappanfűben előforduló riboszóma inaktivációt okozó 

hatású és ezért mérgező, rendkívül stabil fehérje, mely önmagában nem képes átlépni az 

idegsejtek sejthártyáján, így képtelen a citoplazmába jutni. Ha azonban a saporint egy 

olyan anyaghoz kötjük, ami képes a sejtbe bejutni, akkor az, például receptor-mediált 

endocytosis révén a citoplazmába kerül. A saporin sejtpusztító hatása a riboszóma 

funkciók megzavarásán keresztül a fehérjeszintézis leállítása útján megy végbe és 

apoptosist okoz (Wiley et al., 2000). Az elmúlt évtizedben több olyan saporin konjugátum 

került kereskedelmi forgalomba, amelyek meghatározott sejttípus-szelektív ablációra 

alkalmasak, in vivo. 

 Kutatócsoportunk korábbi eredményei alapján tudjuk, hogy a EWcp urocortinerg 

neuronjainak közel 50%-a leptin receptort hordoz a sejt felszínén (Xu et al., 2011), de 

egyéb sejtek a közelebbi anatómiai régióban nem expresszálják azt. Ezt a tulajdonságot 

használtuk ki az EWcp/UCN1 sejtek célzott, szelektív ablációjánál sztereotaxiás műtét 

útján, úgy, hogy leptin-konjugált saporint juttatunk az idegsejtek környezetébe (l.d. 3.3 

fejezet). 

A fent említett Parkinson-kór modelleket összehasonlító táblázatot a Függelék (10. 

fejezet) részben. 
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2. Célkitűzések és hipotézisek 

A disszertációban összefoglalt kísérletek során arra a kérdésre kerestünk választ, hogy a 

centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag peptiderg sejtjei – különös tekintettel az 

urocortinerg sejtekre - károsodásuk révén hozzájárulnak-e a Parkinson-kór nem-motoros 

tüneteihez patkány állatmodellekben.  

1. Első kísérletünk célja volt, hogy szisztémás rotenonnal előidézett Parkinson-kór 

modellben a substantia nigrában bekövetkezőkhöz hasonló változásokat 

keressünk a centrális-projekciójú Edinger-Westphal magban. 

Azt feltételeztük, hogy a rotenon a substantia nigra pars compacta mellett 

elsősorban a centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag neuronjainak 

károsodásával és a magban létrejövő gyulladásos elváltozásokkal járhat együtt, 

mely kapcsolatban áll a betegség nem-motoros tünetének tekintett szorongás és 

depressziószerű állapot megjelenésével. 

Annak indirekt bizonyítására, hogy a centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag 

játszik fontos szerepet a fellépő hangulatzavarban indirekt megközelítéssel egyéb, 

a hangulatszabályozásban fontos szerepet játszó agyterületek jelentőségét is 

megvizsgáltuk, mert azt feltételeztük, hogy egyéb területen nem lép fel jelentős 

változás, amennyiben a centrális-projekciójú Edinger-Westphal játszik jelentős 

szerepet a hangulatzavarokban. 

2. Annak érdekében, hogy direkt módon is bizonyítsuk a centrális-projekciójú 

Edinger-Westphal mag urocortin 1 pozitív neuronjainak szerepét a nem-motoros 

tünetek létrejöttében, szelektív lokális neuronablációt végeztünk. 

Azt feltételeztük, hogy a leptin-konjugált saporin intracerebralis injekciója a 

motoros tünetek megjelenése nélkül depressziószerű állapotot és szorongást idéz 

elő a centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag urocortinerg neuronjainak 

szelektív károsítása útján. 
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3. Módszerek és felhasznált anyagok 

3.1 Kísérleti állatok 

 Kísérleteinket hím Wistar patkányon végeztük, amelyek a Pécsi 

Tudományegyetem Általános Orvostudományi Karán az Anatómiai Intézet állatházának 

tenyészetéből származtak. Az eredeti tenyészpárokat az Animalab Kft-től vásároltuk, 

mely a Charles River által tenyésztett laboratóriumi állatok magyarországi forgalmazója. 

Az állatokat 23-26°C közötti hőmérséklet és 60-80% relatív páratartalom mellett, 12 órás 

nappal/éjszaka ciklusokban - 6 és 18 óra közötti világítással - tartottuk. A szabványos 

polikarbonát ketrecekben (40 x 25 x 20 cm) 2-3 patkányt helyeztünk el. Gondozóink 

minden nap ellenőrizték, és feltöltötték a normál összetételű rágcsálótápot és az ivóvizet, 

így a kísérleti állatok ad libidum magukhoz vehették azokat. A kísérletet a Pécsi 

Tudományegyetem Munkahelyi Állatetikai Bizottságának és az Állatkísérleti 

Tudományos Etikai Tanácsának támogató javaslata alapján a Nemzeti Élelmiszerlánc-

biztonsági Hivatal engedélyével végeztük (NÉBIH engedélyszám: BA02/2000-49/2017). 

3.2 A rotenon indukálta Parkinson-kór modell 

 A kísérlet során 35 darab, 11 hónapos hím patkányt két fő csoportra osztottuk, 

amelyek 6 héten át mindennap egy alkalommal, 8:30 és 9:30 között s.c. injekciós 

kezelésben részesültek. Szakirodalmi leírások (Miyazaki et al., 2020) és általunk 

elvégzett előkísérleti eredmények alapján határoztuk meg a dózisokat. A toxin injektált 

csoport (n=23) állatai 1,5 mg/kg rotenont (R8875-1G, Sigma, Budapest, Magyarország) 

kaptak steril napraforgóolaj (1 ml/kg) (8000-21-6, Molar Chemicals Kft., Halásztelek, 

Magyarország) és dimetil-szulfoxid (DMSO - 20 µl/kg/nap) (Fisher Scientific, 

Loughborough, Egyesült Királyság) keverékében oldva. A kontroll csoport (n=12) 

egyedeit 1 ml/kg steril napraforgó olaj és ugyanúgy 20 µl/kg/nap DMSO oldatával 

kezeltük. Az injekciós kezelést 21G-s tűvel végeztük és az oldatokat az állatok hátbőre 

alá adtuk be, naponta váltogatva a jobb és bal oldal között. A patkányok testtömegét 

hetente kétszer mértük, hogy a testtömegre vonatkoztatott dózist pontosan ki lehessen 

számolni minden állatnál. Ezeket a méréseket alomcsere alkalmával végeztük, ezzel sem 

téve ki őket szükségtelen stressznek. 
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A 6 hetes kísérlet során három különböző viselkedési tesztet végeztünk, eltérő napokon. 

Az állatok terminálása és a minták feldolgozása a hatodik hét után történt (ld. alább). A 

kísérleti elrendezést a 9. ábra mutatja be részletesen. 

 A rotenon kezelt csoportból 5 állatot még a kísérlet során súlyos állapotromlás 

miatt kíméletes végpontban kellett részesítenünk. A szövettani elemzés után 6 másik 

rotenon kezelt állatot kellett kizárnunk, mivel náluk nem következett be legalább 20%-os 

dopaminerg neuronszám csökkenés a substantia nigra területén. Végül, 12 rotenon kezelt 

patkány adatait dolgoztuk fel a statisztikai elemzések során. 

 
9. ábra – A rotenon kísérlet in vivo szakaszának sémás bemutatása. 

Az idővonalon látható, mikor végeztük el a viselkedési és motoros teszteket. OFT (open field teszt), SPT 
(cukorpreferencia teszt), DMSO (dimetil-szulfoxid). (Pytel Bence, TDK hallgató illusztrációja). 
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3.3 A centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag urocortinerg sejtjeinek szelektív 

ablációja leptin-konjugált saporin segítségével 

 A szisztémás kezelés során megfigyelt motoros tünetek hátterében a substantia 

nigra pars compacta és a nigrostriatalis rendszer károsodása állhat. A hangulatzavarok 

hátterében feltételezhetően a centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag UCN1 sejtek 

károsodása játszhat szerepet. A sejtkárosodás következményeinek vizsgálatára e 

neuronok szelektív, specifikus részleges irtását alkalmaztuk. Mivel a EWcp nem 

kizárólag urocortinerg sejtekből áll (Zuniga et al., 2020), a mag mechanikai vagy 

elektromos roncsolása az agyterület egyéb sejtjeit (Zuniga et al., 2021) is eliminálná, így 

ezzel a megközelítéssel az urocortinerg sejtek károsodásának következtében fellépő 

változások nem lennének vizsgálhatók. Az UCN1 idegsejtek szelektív ablációjának 

eléréséhez azt használtuk ki, hogy a sejteken kifejeződik a leptin-receptor, és ezért a 

leptin-konjugált saporin a neuronokhoz megkötődik, majd azokba receptor-mediált 

endocytosis révén szelektíven jut be. A saporin fehérjeszintézis gátlása útján károsítja a 

sejten belül végbemenő folyamatokat, ezzel végső soron a pusztulásokat okozva (Xu et 

al., 2021). 

 A kísérlet során 32 darab, 3 hónapos hím patkányon sztereotaxiás műtétet 

hajtottunk végre. 16 állatnál a leptin-konjugált saporin oldattal (#KIT-47, ATS INC, 

Carlsbad, CA, USA https://atsbio.com/products/it47/) szelektíven az UCN1 neuronokat 

irtottuk ki a centrális-projekciójú Edinger-Westphal területén, míg 16 patkányt 

kontrollként konjugálatlan saporinnal injektáltunk. A műtétetekhez altatószerként 

intraperitonealisan adott ketamin (78 mg/kg, Richter, Budapest, Magyarország) és 

xylazin (13 mg/kg, Eurovet, Nagyatád, Magyarország) injekciót használtunk. A 

beavatkozás előtt a patkányok fejéről a szőrt leborotváltuk. Az állatok fejét sztereotaxiás 

eszközbe fogattuk, fejbőrüket sagittalis irányban felvágtuk, majd a csonthártyát 

raspatoriummal finoman eltávolítottuk. Az így láthatóvá váló koponyavarratokat 

használtuk a tájékozódáshoz. A mag helyét a Paxinos-féle The Rat Brain in Stereotaxic 

Coordinates atlasz alapján határoztuk meg (Paxinos, 2007). A calvaria megnyitásához 

fogászati fúrót használtunk, mely segítségével egy nagyjából 3 mm átmérőjű lyukat 

fúrtunk. A Bregmától 1,5 mm-rel balra és 4,8 mm-rel caudalisan, a középvonallal 19˚ 

szöget bezárva, a dura mater felszínétől 5,8 mm mélyre Hamilton-tűvel 0,08 µl leptin-

konjugált saporint (n=16) vagy konjugálatlan saporin (n=16) oldatot 30 másodperc alatt 
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injektáltunk a EWcp területére. Újabb 30 másodperccel később 0,5 mm-rel húztuk vissza 

a tűt, ezután még 1 perc várakozás után távolítottuk el teljesen. Ezek után lokális 

fertőtlenítést követően a bőrszéleket egyszerű csomós öltésekkel egyesítettük. A 

beavatkozás teljes leírása elérhető a kutatócsoportunk más tagjai által korábban publikált 

tudományos folyóiratokban (Xu et al., 2021; Füredi et al., 2017) (10. ábra). 

 
10. ábra – A centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag elhelyezkedése és a sztereotaxiás műtéttel 

történő ablációjának vázlata. 
A EWcp helyét a piros kör jelzi, míg a Hamilton-tű szúrcsatornájának útját a zöld szaggatott (felső kép) és 
zöld folytonos (kinagyított alsó kép) vonal jelöli. A mag elérését nehezíti, hogy középvonali struktúra, így 
a vele egy verticalis tengelyen lévő struktúrákon – például sinus sagittalis superior – nem lehet áthaladni, 
ami miatt csak ferde szögben tudjuk elvégezni a behatolást (forrás: Paxinos, 2007). 

Műtét után antibiotikum profilaxis mellett 10 napos gyógyulási időszak következett, ami 

után a rotenon kísérletben alkalmazott viselkedési teszteket végeztük el két alkalommal. 

Az elsőt a műtétet követő második héten, míg a kísérletek ismétlését a műtétet követő 

harmadik héten hajtottuk végre. Az állatok terminálása és a minták feldolgozása a műtétet 

követő harmadik hét végén történt (ld. alább). A kísérleti elrendezést a 11. ábra mutatja 

be részletesen. 
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11. ábra – A leptin-saporin kísérlet in vivo szakaszának sémás bemutatása. RPT: rotarod performance 

teszt, SPT: cukorpreferencia teszt, OFT: open field teszt. (Márton Zsombor Sándor, TDK hallgató ábrája) 

 A minták feldolgozása során derült ki, hogy 8 állatnál a leptin-konjugált saporin 

injekciós kezelés hatására 20%-nál kevesebb sejt pusztult el a EWcp területén. További 

6 patkány esetében a beavatkozás során a szúrcsatorna eltért a tervezett anatómiai 

lokalizációtól, a magon túl vagy előtt végződött, esetleg bevérzésből vagy a tű közvetlen 

roncsoló hatásából adódó fizikai károsodást találtunk. Ezeket az állatokat a további 

vizsgálatokból kizártuk, így csoportonként 9-9 patkányból nyert adatokon végeztük el a 

statisztikai analízist. A viselkedési tesztek közül a harmadik postoperatív héten végzettek 

eredményeiből készítettünk statisztikát. 
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3.4 Viselkedési tesztek 

3.4.1 Rotarod teszt 

 A rotarod performance test (RPT) segítségével az állatok mozgáskoordinációját 

vizsgáltuk. A rotarod eszköz egy forgó hengerből, és ahhoz kapcsolódó számítógép által 

vezérelt motorból áll. A hengert kör alakú műanyag lemezek több részre osztják, így 

egyidőben akár 4 állat is vizsgálható, azok nem befolyásolják, vagy zavarják egymást 

(47750, Ugo Basile, Gemonio, Olaszország). A mozgó henger pályái alatt billenő tálcák 

vannak, amelyeket mikor a patkány leeséskor lenyom, egy, az állat felhelyezése során 

elindított stopper áll le, így határozva meg a hengeren eltöltött pontos időtartamot. Az 

állatoknak a méréseket megelőzően megtanítottuk, hogyan tudnak az eszközön mozogni, 

azon fennmaradni. A patkányok rotarodon töltött idejét két mérés átlagából számoltuk ki. 

Az állandó sebességen forgó hengeren töltött idő reprezentálja az állat fizikai állapotát, 

míg az időegységenként gyorsuló forgássebesség a motoros koordinációról ad 

információt. Kutatócsoportunk ez utóbbi beállítást használta. Az általunk használt 

beállítások mellett a sebesség 30 másodpercenként növekedett és a patkányok 

maximálisan 5 percet tölthettek fenn az eszközön. Minél hosszabb volt a mozgó hengeren 

eltöltött időtartam, annál jobb az adott állat mozgáskoordinációja (Pritchett et al., 2003) 

(12. ábra). 

A rotenon modellben a 2-3. héten tanítottuk be az állatokat, majd a méréseket a 6. héten 

végeztük el. A leptin-saporin modellben a betanítás a műtét előtt zajlott, majd a műtét 

utáni 2. és 3. héten történtek a mérések. 

 

12. ábra – A rotarod performance teszt működés közben. (saját fénykép) 
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3.4.2 Open field teszt 

 Az open field teszt (OFT) segítségével az állatok motoros aktivitását és szorongási 

szintjét egyaránt meg tudjuk ítélni. A vizsgálat során az állatot egy homogén 

megvilágítású dobozba (50 x 50 x 25 cm) helyeztük, melynek alapja fekete-fehér 

négyzetekkel osztott területekkel centrális és fal melletti régióra van felosztva. A 

vizsgálat során minden patkányt egyesével helyeztünk be a dobozba, majd a doboz felett 

elhelyezett videókamera segítségével 5 percig videófelvételt készítettünk róla. A mérések 

között az állatok után az eszközt nedves és száraz törlőkendővel letisztítottuk. A 

felvételek kiértékelése Smart Junior Tracking Programmal (PanLab, Barcelona, 

Spanyolország) történt, ami az állat által megtett út hosszát és maximális sebességét, 

illetve a fal mellett eltöltött időtartamot számítja ki. Előbbi az állat motoros aktivitásáról 

ad információt, utóbbi a szorongás mértékét mutatja (Valvassori et al., 2017).  

A rotenon modellben a hatodik hét, a neuronléziós kísérletből a harmadik hét méréseinek 

eredményein végeztük el a statisztikai analízist (13. ábra). 

 
13. ábra – Az open field teszt működése. 

A kép bal oldalán a készülő felvétel látható, míg jobb oldalon a kiértékelés Smart Junior Tracking Software 
segítségével. (Márton Zsombor Sándor, TDK hallgató fényképe) 

3.4.3 Cukorpreferencia teszt 

 A cukorpreferencia teszt (SPT) az állatok anhedónia szintjére enged következtetni 

(Liu et al., 2018). A teszt előtti 48 órás időszakban a patkányokat megismertettük az édes 

ízzel, ketrecükbe a csapvíz mellé 1 m/m %-os szacharóz oldatot helyeztünk. A két 

itatósüveget 24 óra után megcseréltük, hogy a helypreferenciát megelőzzük. Ezt követően 

a SPT napjának reggelén megvontunk tőlük minden folyadékot, így a nap további 
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szakaszában szomjazásnak tettük ki az állatokat. A mérés idejére az állatokat egymástól 

elválasztva, egyesével helyeztük el a ketrecekben. Délután az egyik itatót 1 m/m %-os 

répacukoroldattal, a másikat csapvízzel töltöttük fel. Az üvegeket ezután a ketrecek 

tartóiba helyeztük és az állatokat 3 órára magukra hagytuk az aktív periódusuk 

kezdetekor. A 3 óra elteltével megmértük az oldatok fogyását és összehasonlítottuk a 

kísérlet kezdetén mért értékekkel. Az édes íz preferenciájának hiányából következtetni 

lehet az állat anhedónia szintjére. Az oldatok elfogyasztott mennyiségét a következő 

képlet segítségével analizáltuk: cukorpreferencia (%) = 100 × (szacharóz oldat 

fogyasztott mennyiség / a teljes folyadék bevitel). (Huang et al., 2020) (14. ábra). 

A rotenon modell SPT mérései közül az ötödik heti, míg a leptin-saporin modell esetében 

a harmadik heti mérés eredményei kerültek a statisztikába. 

 
14. ábra - Cukorpreferencia teszt elrendezés. 

A vizet és a répacukoroldatot tartalmazó azonos méretű és alakú flakonok látszódnak. (saját fénykép) 

3.5 Mintaelőkészítés 

 Az in vivo kísérletek végén a patkányokat 2 g/kg intraperitonealisan beadott uretán 

injekcióval (Merck KGaA, Darmstadt, Németország) túlaltattuk, majd a mellüreget 

megnyitva hozzáférhetővé tettük a még dobogó szívet, és a felszálló aortába kanült 

vezettünk. A transzkardiális perfúzió 50 ml 0,1 M töménységű nátrium-foszfát pufferelt 

fiziológiás sóoldattal (PBS, pH: 7,4), majd 250 ml 4%-os paraformalin (Millonig 

pufferben) fixálószerrel történt. 

Az állatok agyát eltávolítottuk és utófixálás céljából 4%-os formalinnal töltött csövekbe 

helyeztük, ahol a metszésig 4°C-on tároltuk. Mindkét mellékvesét és a thymust 

eltávolítottuk, majd tömegüket Sartorius precíziós mérleggel lemértük. 
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 A morfometriai vizsgálatokhoz Leica VT1000 S vibratom (Leica Biosystems, 

Wetzlar, Németország) segítségével a fixált agyakból free floating technikával 30 µm-es 

coronális metszeteket készítettünk a chiasma opticum és a pedunculus cerebellaris 

medius közötti területekből, majd azokat rövid távon 0,01%-os nátrium-azidot tartalmazó 

PBS oldatban 4°C-on, hosszabb időre -20°C-on anti-freeze oldatban (1 l PBS + 600 ml 

etilén-glikol és 400 ml glicerol) tároltuk. A metszetekből 6 sorozatot gyűjtöttünk külön 

fiolákba helyezve. 

A patkány sztereotaxiás atlasz (Paxinos, 2007) segítségével manuálisan válogattuk ki a 

vizsgálandó agyterületeket tartalmazó metszeteket a további szövettani vizsgálatok 

elvégzéséhez. Ezeknek a területeknek a koordinátáit az alábbi táblázat (1. táblázat) 

foglalja össze. 

Agyterület  
A kiválasztott coronalis síkok 

Bregmától mért távolsága 

substantia nigra pars compacta -5.16mm – (-6.24mm) 

centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag -5.88mm – (-6.72mm) 

nucleus caudatus-putamen -0.36mm – (-0.84mm) 

ventralis tegmentalis area -5.16mm – (-6.24mm) 

nucleus raphe dorsalis -6,96mm – (-7.32mm) 

nucleus raphe medianus  -7.20mm – (-7.80mm) 

locus coeruleus és A5 régió -9.60mm – (-10,08mm) 

1. táblázat – A szövettani vizsgálatok során elemzett agyterületek koordinátái a Paxinos és Watson-féle 
sztereotaxiás patkány agy atlasz szerint (Paxinos, 2007) 

3.6 Szövettani módszerek 

3.6.1 Dopaminerg sejtek diamino-benzidin jelölése 

 A tirozin-hidroxiláz (TH) enzim által katalizált reakció a dopamintermelés 

sebességmeghatározó lépése. Az enzim a dopamintermelő idegsejtekben nagy 

mennyiségben fejeződik ki, ezért az enzim megfelelő marker a dopaminerg sejtek 
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vizsgálatához. A SNpc dopaminerg sejtjeinek vizsgálata a rotenon modell validitásának 

szövettani alátámasztásához szükséges.  

 Első lépésként 6x10 percig 0,1 M-os PBS-ben mostuk a kiválogatott metszeteket, 

ezzel eltávolítva az esetlegesen visszamaradt anti-freeze oldatot és fixálószert. Ezt 

követően 30 percig 0,5%-os Triton X-100 detergenssel kezeltük a metszeteket, hogy az 

antitestek könnyebben penetráljanak a szövetekbe. A nem-specifikus kötőhelyek 

gátlásához 2%-os normál kecske szérumot (NGS, Jackson Immunoresearch, Europe Ltd. 

Suffolk, Egyesült Királyság) használtunk 60 percig, majd a metszeteinket 1:4000 hígítású 

nyúlból származó anti-TH antitest (Abcam, ab112) oldatában 16 órán keresztül 

szobahőmérsékleten inkubáltuk. 2x15 perc PBS mosás után a metszeteket 60 percre 

biotinilált kecske anti-nyúl gammaglobulinnal (1:200, Vectastain ABC Elite Kit, Vector 

Lbs. Burlingame, CA, Egyesült Államok) kezeltük. 2x15 perc PBS mosás után a 

metszeteket 60 percre torma-peroxidáz enzimmel konjugált avidin-biotin komplexszel 

(Vectastain ABC Elite Kit, Vector) inkubáltuk. Újabb 2x15 perces PBS öblítést követően 

az immunreakciót 0.02%-os 3,3’ diamino-benzidin (DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, Egyesült Államok) kromogént és 0.00003 v/v% hidrogén-peroxidot tartalmazó Tris 

puffer (pH:7,4) oldattal kezeltük. A folyamat ellenőrzése szemkontroll alatt 

fénymikroszkóppal történt. A reakciót 7 perc elteltével PBS oldattal leállítottuk. A 

metszeteket felszálló alkoholsorban dehidráltuk, 2x10 percig xilolban derítettük, 

végezetül DePeX (Fluka Analytical, Németország) médiummal lefedtük. 

A diamino-benzidin jelöléssel festett metszeteken sejtszámolást végeztünk. 

3.6.2 Immunfluoreszcens jelölések 

 Metszeteinken kvalitatív és szemikvantitatív morfológiai és morfometriai 

analízist is végeztünk. A sejtszámoláson túl a neuronok és gliasejtek alakját, valamint a 

bennük termelődött különböző fehérjék specifikus jeldenzitását (SSD) is meg tudtuk 

határozni. Egy metszeten egyidőben többféle primer antitest és eltérő emissziós 

spektrumú fluorofórokkal konjugált szekunder antitestek alkalmazásával többféle 

antigént is láthatóvá tudunk tenni. Ebben az alfejezetben az egyes modellekben használt 

többes jelölési kombinációkat foglalom össze táblázatos formában (2. táblázat). Az egyes 

festések további technikai részletei a függelékben található táblázatban olvasható, ezért 

az ott található részletek leírásától ehelyütt eltekintünk (antitest táblázat ld. Függelék). 
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 Metszeteinket 4x15 percig PBS-ben mostuk, majd 10 percig 90 °C-on nátrium-

citrát pufferben (pH=6,0) feltártuk, 2x15 percig PBS-ben öblítettük, majd 0,5%-os Triton 

X-100 detergens kezelés következett. A nem-specifikus kötőhelyek gátlására ebben az 

esetben 2%-os normál szamár szérumot használtunk (NDS, Jackson) 60 percig. A 

metszeteket a primer antitesteket tartalmazó oldatban (antitest táblázat ld. Függelék/ 2. 

táblázat) a kettős jelölések esetén 16 órán keresztül, szobahőmérsékleten, hármas 

jelöléseknél 48 órán át, 4°C-on inkubáltuk. 2x15 perc PBS-mosás után fluorofór-

konjugált és/vagy biotinilált szekunder antitesteket tartalmazó PBS oldatba helyeztük a 

metszeteket kettős jelölések esetén 3 órára, míg hármas jelölések esetén 16 órára. A 

biotinnal jelölt szekunder antitestek detektálására streptavidin konjugált fluoreszcens 

festéket alkalmaztunk. Végül 2x15 perc PBS mosás után a metszeteket zselatinos 

tárgylemezre húztuk, szobahőn szárítottuk, majd a PBS és glicerin egyenlő arányú 

keverékével fedtünk. 

 Immunfluoreszcens jelölési kombinációk 
Jelölt 

agyterületek 

Rotenon modell 

IBA1 (nyúl) – TH (egér) 
SN, VTA, 

LC, A5 

IBA1 (nyúl) – 5HT (egér) DR, MNR 

NeuN (egér) – TH (nyúl) CPu 

UCN1 (kecske) – IBA1 (nyúl) – GFAP (egér) 

EWcp UCN1 (kecske) – alpha-synuclein (egér) – TH (nyúl) 

IBA1 (kecske) – CD68 (nyúl) 

TNFalpha (nyúl) – GFAP (egér) – IBA1 (kecske) 
SNpc 

iNOS (nyúl) – GFAP (egér) – IBA1 (kecske) 

Leptin-saporin 

modell 

UCN1 (nyúl) – GFAP (egér) – IBA1 (kecske) 

EWcp UCN1 (kecske) – caspase 3 (nyúl) 

UCN1 (kecske) – NeuN (egér) 

TH (egér) – caspase 3 (nyúl) 
SNpc 

GFAP (egér) – IBA1 (kecske) 

2. táblázat – A többes immunfluorenszcens festések antitest kombinációt összefoglaló táblázat 
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3.6.3 Immunfluoreszcens jelölés RNAscopeÒ in situ hibridizációval kombinálva 

 Az RNAscope® technika egy in situ hibridizációs vizsgálati módszer, mely a 

transzkriptumokat nagy érzékenységgel mutatja ki a bázispárosodás elvén alapuló 

specifikus probe-ok és a hozzájuk kapcsolt fluorofórok segítségével, a nem-specifikus 

kötődésekből adódó háttérzaj nélkül. A technika részletes leírása elérhető a 

vegyszerrendszert forgalmazó cég honlapján a https://acdbio.com URL alatt (ACD, 

Advanced Cell Diagnostics Inc.) közzétett protokollban. A módszert a fenti linken 

található leírás szerint, paraffinba ágyazott szövetmintákból készült 5µm vastag 

metszetek vizsgálatára optimalizálták. Kutatócsoportunk a PTE-ÁOK Farmakológiai és 

Farmakoterápiás Intézet munkatársaival közösen kidolgozott egy olyan módosított 

protokollt, melyben optimalizáltuk a technikát 30µm vastag metszetekre (Nemes et al., 

2021). Tekintettel a PhD értekezés terjedelmi korlátaira, a jelölés részletes technikai 

leírásától itt eltekintünk és utalunk a publikált protokollokra (https://acdbio.com, és 

Nemes et al., 2021). 

 A jelöléshez a rotenon modellben toxinnal kezelt és kontroll állatokból 

egyedenként 4-4 EWcp-t tartalmazó reprezentatív területet válogattunk ki és Superfrost 

ultra plus lemezekre húztuk. Az eljárás során oligonukleotid Z próbákat juttattunk a 

szövetbe, ahol azok specifikusan kötődtek az Ucn1 mRNS-ekhez. A hibridizáció után 

jelamplifikáció következett, és a jelet Cy5 fluorofór segítségével detektáltuk. 

Véletlenszerűen válogatott EWcp metszeteket triplex pozitív kontroll probe-okkal 

(320891) vagy triplex negatív kontroll probe-okkal (320871) is hibridizáltattuk. A 

jelamplifikáció után a pozitív kontrollok jól detektálható jelet adtak, míg a negatív 

kontrollok esetén fluoreszcencia nem volt látható. 

Ezt követően az előző pontban leírt módon kettős immunfluoreszcens jelölést 

alkalmaztunk kecske anti-UCN1 és nyúl anti-IBA1 antitestekkel 48 órán át tartó 4°C-on 

történő inkubáció alatt. Mosás után 3 órára Alexa 488 fluorofórral konjugált szamár anti-

kecske és Cy3 fluorofórral kötött szamár anti-nyúl szérumba helyeztük a metszeteket, 

majd ezt követően diamidino-fenilindol (DAPI) magfestést alkalmaztunk, majd a 

metszeteket anti-fade médiummal fedtük. 
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3.7 Metszetek digitalizálása és morfometria 

 A DAB jelölt metszetek digitalizálásához az Anatómiai Intézet Nikon Microphot 

FXA fénymikroszkópját és Nikon Spot RT digitális kameráját használtuk. 1600*1200 

pixel felbontású képeket készítettünk, és a SNpc területén a TH pozitív sejtek számolása 

manuálisan történt ImageJ szoftver használatával, állatonként 4-5 felvételen. 

 A fluoreszcensen jelölt metszetek vizsgálatához a PTE ÁOK Orvosi Biológiai 

Intézetében található Olympus FluoView 1000 konfokális mikroszkópot vettük igénybe. 

A konfokális apertúra 80 µm-re volt állítva, 20x (NA:0.5), 40x (NA:0.8) és 60x (NA:1.49 

oil) objektíveket használtunk. A képek 1024*1024 pixeles felbontásban kerültek 

mentésre. A használt fluorofórok gerjesztéséhez különböző hullámhosszú lézereket 

(DAPI = 405 nm, Alexa 488 = 488 nm, Cy3 = 550 nm, Cy5 és Alexa 647 = 647 nm) 

használtunk, és a gyártók által megadott emissziós maximumon (DAPI = 405 nm, Alexa 

488 = 525 nm, Cy3 = 570 nm, Cy5 és Alexa 647 = 665 nm) regisztráltuk a jeleket. Kék 

(DAPI), piros (Cy3), zöld (Alexa 488) és fehér (Cy5 valamint Alexa 647) virtuális 

színeket használtunk. A mikroszkóp szoftverének segítségével minden csatornáról külön 

képet, illetve egyesített felvételt is készítettünk. Állatonként és agyterületenként 4-6 

reprezentatív felvétel készült. A nem-szerkesztett képek kiértékeléséhez ebben az esetben 

is ImageJ programot használtunk. Kvantitatív eljárásokkal az egyes agyterületeken a 

sejtek, axon terminálisok vagy az mRNS transzkriptumok sejtmagonkénti számát 

határoztuk meg. A SNpc dopaminerg neuronjait 6 darab egymástól 180 µm-re 

elhelyezkedő reprezentatív metszési síkban számoltuk meg és a sejtszámok összegét 

adtuk meg. Egyes neuronok esetében a sejtméretet is meghatároztuk ImageJ szoftver 

segítségével történt területmérések útján. Az astrocyta és microglia aktivitást a gliasejtek 

morfológiájának értékelésére alkalmazott pontrendszer szerint értékeltük (Harrison et al., 

2019), melynek részleteit a 15. ábra tartalmazza. Az immunjel erősségének mérése útján 

egyes esetekben meghatároztuk a specifikus jeldenzitást, ami a citoplazmában jelenlévő 

jel és a háttérdenzitás ImageJ szoftverrel lemért értékek különbségeként adható meg. A 

módszer az antigének szemi-kvantitatív mennyiségi meghatározására ad lehetőséget sejt 

szinten. A reprezentatív képeket publikációs és prezentációs célokra Adobe Photoshop 

szoftver használatával szerkesztettük. 
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15. ábra - A reaktív gliózis pontozási rendszere (részlet).  
Az IBA1 pozitív microgliákat érintő reaktív gliózis súlyossági fokozatainak meghatározására alkalmazott 
skála. A rendszer az IBA1 relatív mennyisége mellett figyelembe veszi a sejtek morfológiában bekövetkezett 
változásait is, amelyek legalább annyira fontos elemei a reaktív gliózis stádium besorolásában, mint a 
fluoreszcens intenzitás (forrás: Harrison et al., 2019). 

3.8 Statisztikai analízis 

 A viselkedési tesztek kiértékelése és a morfometria során kapott adatokból 

csoportátlagot, valamint standard hibát számoltunk. A viselkedési tesztek során mért 

abszolút értékeket nem tüntettük fel az ábrákon, ehelyett az eredményeket Z-score-ra 

számoltuk át a Z=(X-µ)/σ képlet segítségével, ahol az X az állatok egyenkénti nyers 

adatait, a µ a kontroll csoport átlagát, a σ pedig a standard deviációt jelöli (Guilloux et 

al., 2011). Az eredményeket ebben a formában ábrázoltuk. A 2-szigma tartományon túli 

adatokat kizártuk a további vizsgálatokból. A csoportok közötti összehasonlítást 

kétmintás Student-féle t-próbával végeztük, ahol az adatok normál eloszlást mutattak. 

Amennyiben az adatok nem mutattak normál eloszlást, Mann-Whitney-féle U-próbát 

alkalmaztunk. Spearman-féle korreláció analízist is végeztünk az egyes változók közti 

összefüggések keresésére. A statisztikai értékelést Statistica 8.0. szoftverrel végeztük, 

ahol minden esetben az α = 5% volt. 
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4. Eredmények 

4.1 A szisztémás rotenon kezelés a Parkinson-kórhoz hasonló állapotot okoz 

patkányban, mely motoros és nem-motoros tünetekben is megnyilvánul 

4.1.1 A viselkedési tesztek eredményei a rotenon modellben 

 A szisztémás rotenon kezelés utolsó hetében végeztük el a rotarod tesztet, két 

nappal az állatok terminálása előtt. A mérés előtti szoktatás alkalmával is már jelentős 

mozgásbéli különbségek látszottak a két csoport állatai között. A kontroll csoport tagjai 

könnyebben és gyorsabban megtanulták, hogyan maradjanak fent a gyorsuló hengeren, 

míg a rotenon kezelt csoport tagjainak - akiknek a mozgáskoordinációs eltérések már a 

ketrecben látszottak - ez nehézséget okozott. A mérés alkalmával a kontroll állatok 

átlagosan 68,83±15,37 másodpercig tudtak a szerkezeten maradni, míg a másik csoport 

átlagosan 1,75±1,25 másodpercig. A két kísérleti csoport közötti eltérés igen jelentős volt 

és kifejezett motoros hanyatlást mutatott a rotenon injekciót kapó csoportban (16. ábra A 

panel) (p= 0,002). 

 Az open field teszt során több szempont szerint összehasonlítottuk a két csoport 

mozgását, de különös figyelmet fordítottunk a megtett útra és az eszköz falai mellett 

eltöltött idő arányára. Az open field teszt eredményei is alátámasztották a mozgási 

képességek közötti különbséget. A rotenon kezelt csoport egyedei átlagosan 89,5±15,3 

másodpercig voltak mozdulatlanok, ami szignifikáns különbséget mutat a kontroll 

csoport állatainak átlagosan 59,3±10,7 másodpercig tartó immobilitási idejéhez képest 

(16. ábra B panel) (p=0,01). Az OFT alapján az is kiderült, hogy az oldószerrel kezelt 

csoport egyedei átlagosan 236±20,5 másodpercet töltöttek a fal mellett, míg a rotenon 

kezelésen átesett társaiknál ez az idő elérte a 285±6,2 másodpercet, ami 21%-os 

növekedést jelentett. Ez szignifikánsan megnövekedett szorongási szintre enged 

következtetni a rotenon hatására (16. ábra C panel) (p=0,027).  

 A cukorpreferencia teszt eredményei szerint a rotenonnal kezelt csoport állatainak 

édes íz iránti preferenciája 65,8%±28,4% volt, ami szignifikánsan elmaradt a kontroll 

csoport egyedeinek 87,2%±12 % értékétől. Ezen adatokból arra tudunk következtetni, 

hogy megnövekedett az anhedónia szintje a rotenon kezelés hatására (16. ábra D panel) 

(p=0,029). 
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4.1.2 Szervtömegmérések eredményei a rotenon modellben 

 Közvetlenül az állatok leölése előtt is regisztráltuk testtömegüket. Eredményeink 

alapján a kontroll csoportnál átlagosan 453,3±24,3 g testtömeget mértünk, amelytől 

jelentősen elmaradt a rotenonnal kezelt csoport átlagos 370,8±36,7 g értéke (16. ábra G 

panel) (p=0,000005). A terminálást követően a patkányokat perfundáltuk és a frissen 

preparált mindkét oldali mellékvesét, illetve a csecsemőmirigyet precíziós mérleggel 

lemértük. A mellékvesék testtömeghez viszonyított relatív tömege 31%-kal nagyobb volt 

a rotenonnal kezelt csoportban, ami szignifikáns eltérést mutat (16. ábra E panel) 

(p=0,0003). Ezzel az értékkel egyezést mutat a 26%-kal csökkent relatív thymus tömeg 

(16. ábra F panel) (p=0,008). Ezek az eredmények a hypothalamus-hypophysis-

mellékvese tengely (HPA) krónikus aktiválódására utalnak. 

 
16. ábra - Viselkedési tesztek és a hypothalamus-hypophysis-mellékvese tengely (HPA) működésére 

utaló paraméterek eredményei a rotenon modellben. 

A rotarod tesztben (A) a rotenon kezelt állatok (piros oszlop) nem voltak képesek fennmaradni a forgó 
tengelyen, bizonyítva a mozgáskoordináció zavarát. Az open field teszt (OFT) során a rotenon kezelt 
csoportban csökkent a mozgási aktivitás (B), mely a hypokinesisnek feleltethető meg. Ugyanebben a 
tesztben (C) a rotenon kezelt állatok több időt töltöttek az eszköz centrális területe helyett a fal mellett, mely 
emelkedett szorongási szintre utal. A cukorpreferencia teszt (SPT) során a rotenon kezelt csoport kevesebb 
cukros vizet fogyasztott, mely az állatok anhedónia szintjének emelkedésére utal (D). Rotenon kezelést 
követően az állatok relatív mellékvese tömege megnőtt (E), míg a testtömegre vonatkoztatott 
csecsemőmirigy tömeg csökkent (F). A testtömeg csökkenése a rotenon kezelt csoportban szintén 
megfigyelhető volt (G), mely szintén a HPA tengely aktivációjára utal a rotenon kezelt állatoknál. 

  



 51 

4.2 A szisztémás rotenon kezelés hatására a substantia nigra dopaminerg sejtjei 

mellett az Edinger-Westphal mag peptiderg neuronjai is károsodnak 

4.2.1 A substantia nigra és a striatum változásai a rotenon modellben 

 A modell szövettani validitásának bizonyításához a substantia nigrát tartalmazó 

metszeteken először a tirozin-hidroxiláz enzimet tettük láthatóvá a dopamin tartalmú 

sejtekben DAB jelölés segítségével. Mindkét csoportban állatonként 6 különböző 

metszeten számolt sejtek összegének az átlagát hasonlítottuk össze egymással. A rotenon 

kezelt egyedekben átlagosan 290±37 db sejtet számoltunk, ami szignifikánsan kevesebb, 

mint a kontroll csoport patkányaiban regisztrált 413±33 db (17. ábra A-C) (p=0,0002). A 

rotenon hatására bekövetkezett 32,4%-os sejtszám csökkenés alátámasztja a modellben 

elvárt neurodegeneráció megjelenését.  

Mivel a kórfolyamatra jellemző intracytoplasmatikus alpha-synuclein tartalmú 

zárványok ezzel a jelöléssel nem mutathatók ki, következő lépésként kettős 

immunfluoreszcens módszerrel kvantitatív és kvalitatív vizsgálatokat végeztünk. A 

rotenon kezelés hatására a SNpc/TH neuronjaiban az összes neuronra vonatkoztatva 

arányosan jelentősen több intracytoplasmaticus zárványt találtunk (10,96%±1,58%), mint 

a kontroll csoportban (0,82±0,42%), ami a modell validitásához szükséges második 

kritériumot is teljesíti. A különbség a két csoport között szignifikánsnak bizonyult (17. 

ábra D-F) (p=0,00005). A sejtpusztulással egy időben zajló gliasejt válasz felderítése 

céljából microglia és astrocyta jelölést végeztünk. A microgliák nyúlványai rövidebbek, 

vastagabbak, kevésbé elágazók voltak, sejttestük mérete, aránya az egész sejt méretéhez 

képest megnőtt. Hasonlóan ehhez, az astrocyták is aktivációt mutattak, mely a GFAP 

jelölés intenzitásának szemmel látható növekedésében, az astrocyta nyúlványok 

megvastagodásában, gazdagabb elágazódásában és a sejttestek méretének növekedésében 

nyilvánult meg. A gliasejtek morfológiai jegyei alapján felállított pontrendszer szerint az 

IBA1 jelölés szerint (Harrison et al., 2019) jelentősen magasabb microglia- (17. ábra G-

I) (p=0,0008), míg a GFAP alapján megnövekedett astrocyta aktivitást láttunk (17. ábra 

J-L) (p=0,008) a rotenon kezelés hatására. 
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17. ábra - Szövettani elváltozások a substantia nigra pars compacta (SNpc) területén a rotenon 

modellben. 
Tirozin-hidroxiláz (TH) immunfestés barna diamino-benzidin kromogénnel a substantia nigra pars 
compacta (SNpc) területén: kontroll (A) és rotenon kezelt (B) állatból származó reprezentatív SNpc metszet 
kisnagyítású fotói. Rotenon hatására (piros oszlopok) csökkent a TH-immunreaktív (-ir) sejtek száma (C). 
A TH (zöld) – alpha-synuclein (αSYN) (vörös) kettős jelölés (D, E) mutatja, hogy a rotenon kezelés hatására 
αSYN-ir zárványok (nyílhegy, E) jelennek meg az SNpc TH-ir sejtjeiben (F). A terület károsodását 
alátámasztja a TH (zöld) - ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1) (vörös) kettős jelölés (G, 
H), ahol a kinagyított részleteken kivehető az aktivált microgliákra jellemző morfológia a rotenon kezelt 
csoportban (I). TH (zöld) – glial fibrillary acidic protein (GFAP) (vörös) kettős jelölés (J, K) mutatja, hogy 
astrocyta aktiváció is kialakult rotenon kezelés után (L). ***p<0,001, **p<0,01 a Student-féle t tesztben, 
illetve a Mann-Whitney-féle U tesztben. Lépték: A, B: 200µm, D-K: 50 µm. 
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 A SNpc/TH sejtszámcsökkenés hatását a striatumban, a SNpc projekciós területén 

is megvizsgáltuk. A TH-ir axonok száma diffúzan 69%-os csökkenést mutatott a nucleus 

caudatus-putamen (CPu) sejtjei körül (p=0,003), valamint a striatum TH-ir rostjai 

bizonyos esetekben fokálisan teljesen eltűntek rotenon kezelés hatására az ott található 

NeuN immunpozitív neuronok körül. A CPu területén a rotenon hatására nem történt 

neuronpusztulás (18. ábra A-D) (p=0,57). 

 

18. ábra - Tirozin-hidroxiláz (TH) tartalmú rostok károsodása a striatum (CPu) területén. 
Rotenon kezelés hatására (piros oszlop, D) a TH tartalmú rostok (piros, B) sűrűsége diffúzan csökken a 
striatum területén, az ott elhelyezkedő NeuN immunreaktív (zöld) neuronok körül, a kontrollhoz képest (A). 
Esetenként, fokálisan, a TH rostok gyakorlatilag eltűntek (D panel függőleges tengely). A fehér nyílhegyek 
egy ilyen terület határát jelölik. Rotenon kezelés hatására az idegsejtek száma nem változott a CPu 
területén (C). **p<0,01 a Student-féle t tesztben. Lépték: 50 µm. 
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 További vizsgálataink kimutatták, hogy rotenon kezelés következtében a SNpc 

területén a kialakult oxidatív stressz miatt az astrocytákban megnövekedett az egyik fő 

proinflammatorikus citokin, a TNFalpha szintje (19. ábra A, B, E) (p=0,00006). A 

microgliákban (19. ábra C, D, F) (p=0,025) és a neuronokban (19. ábra C, D, G) 

(p=0,0016) megnövekedett iNOS immunjel szintén a szabadgyökképződést támasztja alá. 
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19. ábra - A gyulladásos folyamat és az oxidatív stressz a rotenon modellben. 

A kontroll csoporttal (A) összehasonlítva, rotenon hatására (B) a GFAP (vörös) immunreaktív 
astrocytákban egy proinflammatorikus citokin, a TNFalpha (zöld) nagyobb specifikus jeldenzitást (SSD) 
mutatott (E). Az ionized calcium-binding adapter molecule 1 immunreaktív (IBA1-ir) microgliákban (fehér) 
a TNFalpha nem volt kimutatható. Ezzel ellentétben, az oxidatív stressz markereként ismert indukálható 
nitrogén-oxid szintáz (iNOS) immunjel (vörös, C és D) erősebb volt a rotenon kezelt állatokban detektálható 
microgliákban (F), különösen a rotenon kezelt állatokban megfigyelt, sárga nyílheggyel jelölt microglia 
csoportosulások (D) esetében. A kontroll csoportban a microgliák csak elvétve mutattak iNOS pozitivitást 
(piros nyíl és képbetét a C panelben). Rotenon kezelt állatokban gyenge iNOS immunjel volt megfigyelhető 
a substantia nigra pars compacta (SNpc) idegsejtjeiben is (kék nyilak és G), melyek esetenként TH pozitívak 
(zöld) voltak (ld. nagy nagyítású képbetét a fehér négyzetben látható sejtről a D panelben). ***p<0,001 
**p<0,01 *p<0,05 a Student-féle t tesztben. Lépték: 50 µm. 
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4.2.2 A centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag urocortinerg sejtjeinek 

változásai a rotenon modellben 

 Alaphipotézisünket, miszerint a EWcp/UCN1 neuronok károsodnak a Parkinson-

kór modelljében, alátámasztja, hogy a EWcp/UCN1 sejtjeinek számolása során hasonló 

arányú sejtszámcsökkenést találtunk a toxinnal kezelt állatokban a kontrollokhoz képest, 

mint a SNpc-ban. A kontroll csoport állataiból készült metszetekben átlagosan 

26,55±2,75 db neuront számoltunk, míg a rotenon kezelt állatok metszetein ez a szám 

átlagosan 21,72±1,88 db volt, ami szignifikáns különbséget jelent (20. ábra A, B, F vs. 

korábbi ábra C) (p=0,019). A vizsgálat során szembetűnő volt, hogy a rotenon kezelt 

patkányokból származó metszeteken az EWcp urocortinerg sejtjei a normális multipoláris 

neuronmorfológiától eltérően néztek ki. Az itt található UCN1-ir idegsejtek puffadtabbak 

voltak, valamint egy részüknél a citoplazma szabálytalanná vált, sejtszétesés jeleit 

mutatták. A sejtek keresztmetszeti területének meghatározása megerősítette 

megfigyelésünket: rotenon kezelés hatására az urocortinerg sejtek nagyobbnak 

bizonyultak (20. ábra A, B, I) (p=0,0019). A csökkent sejtszám melletti másik hasonlóság 

a SNpc-ban találtakkal, hogy rotenon kezelés hatására a EWcp/UCN1 neuronjainak 

11,94±1,28 %-ában alpha-synuclein tartalmú zárványokat fedeztünk fel, mely 

szignifikánsan több (p<10-6) a kontroll csoportban elvétve (0,62±0,33%) megfigyeltnél 

(20. ábra A, B, C). IBA1 jelölést alkalmazva derült fény arra, hogy a rotenon kezelt 

csoportban megfigyelt szabálytalan alakú UCN1-ir neuronokat és a belőlük származó 

sejttörmelékeket reaktív microgliák takarították el. A kontroll csoporthoz képest közel 

10-szer több neuronokat megközelítő microglia nyúlványt (IBA1-UCN1-ir interakció) 

számoltunk a toxinnal kezelt patkányoknál (20. ábra D, E, G, G’, H) (p=0,0004). Míg a 

kontroll csoport metszeteinél phagocytáló microgliát gyakorlatilag nem láttunk 

(átlagosan 0,14±0,1/metszet), addig a rotenon kezelt csoportból készült metszeteken 

gyakran láttunk ilyen jelenséget (1,61±0,41/metszet, 20. ábra G, G’, H). A konfokális 

mikroszkóp 3D-s képalkotási lehetőségének köszönhetően Z-stack rekonstrukciókat 

tudtunk az interakciókról készíteni, ezzel is bizonyítva, hogy a rotenon kezelés hatására 

integritásukat vesztett EWcp/UCN1-ir sejteket valóban phagocytálták a reaktív 

microgliák (20. ábra G’, H). A jelenségről készült videóanimációkat a jelen disszertáció 

alapját képező közlemény kiegészítéseként publikáltuk, és elérhető az alábbi webhelyen: 

https://jneuroinflammation.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12974-022-02399-w 
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20. ábra - A centrális-projekciójú Edinger-Westphal (EWcp) mag urocortin 1 (UCN1) tartalmú 

idegsejtjei károsodnak a Parkinson-kór rotenon modelljében. 
Az urocortin 1 (UCN1) (zöld) – alpha-synuclein (αSYN) (piros) kettős jelölés mutatja (A, B), hogy rotenon 
kezelés hatására a neuronokban αSYN-ir zárványok (nyilak, B) jelennek meg (C). Az UCN1-ir sejtek száma 
csökkent (F), a még élő sejtek morfológiája puffadt (B, I). Esetenként, a rotenon kezelt állatok mintáiban a 
pusztuló UCN1 neuronok is megfigyelhetők (E, G, G’), melyeket IBA1-ir microgliák (vörös) kebeleznek be. 
A H ábra a G és G’ panelen bemutatott pusztuló UCN1 neuront jeleníti meg nagy nagyítású Z-stack fotókból 
rekonstruált kétirányú virtuális metszeten. Hasonló interakciókat gyakorlatilag csak a rotenon kezelt 
állatok mintáiban láttunk (J).  ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 a Student-féle t tesztben. Lépték: 50 µm. 



 58 

 A neurodegenerációval együtt járó astrogliosis kimutatása érdekében GFAP 

immunjelölést is végeztünk a metszeteken. Hasonlóan a rotenon kezelés hatására 

bekövetkező microgliaaktiváció szintjéhez, a EWcp területén szignifikánsan magasabb 

astrocyta aktivitást detektáltunk (21. ábra A, B, C) (U(22)= -14,5, p=0,0009). Az EWcp-

vel azonos coronalis metszési síkban elhelyezkedő ventrolateralis periaqueductalis 

szürkeállomány (vlPAG) vizsgálata során ellenben nem találtunk szignifikánsan 

magasabb astrocyta aktivitást (21. ábra bal felső sarok kiemelt területe A, B ábrán, D) 

(U(22)=52,00; p=0,24), mely arra utal, hogy a jelenség nem diffúz, hanem lokális. A 

korreláció vizsgálatok szignifikáns fordított arányosságot tártak fel a SNpc/TH-ir terület 

mérete és az EWcp-ben található microglia (Spearman’s ρ:-0,48; p=0,03) és astrocyta 

(Spearman’s ρ:-0,57; p=0,004) sejtek aktivitása között. 
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21. ábra - A centrális-projekciójú Edinger-Westphal (EWcp) mag területén az astrocyták is 

aktiválódnak rotenon kezelés hatására. 
Az urocortin 1 (UCN1) (zöld) tartalmú idegsejtek környezetében a glial fibrillary acidic protein (GFAP) 
(fehér) immunreaktív astrocyták rotenon kezelés után aktiválódásra jellemző morfológiát mutattak (B, C). 
Az UCN1 neuronoktól távolabb, ventrolateralis periaqueductalis szürkeállomány (vlPAG) területén nem 
láttunk jelentős astroglia aktivitásnövekedést (B, D) a kontrollal (A) összehasonlítva. Az astrocyta aktivitás 
és a substantia nigra pars compacta tirozin-hidroxiláz immunreaktív (SNpc/TH-ir) sejtjeinek pusztulása 
közötti korrelációt az E ábra mutatja. (Vörös jelzések a rotenon, a fekete a kontroll csoport egyedeire 
utalnak.) ns: nem szignifikáns, ***p<0,001 a Mann-Whitney-féle U tesztben. Lépték: 50 µm. 
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 Az EWcp/UCN1-ir sejtek méretének meghatározásával egy időben az UCN1 

peptid specifikus jeldenzitását is megmértük. E morfológiai analízis során azt találtuk, 

hogy az UCN1 peptid jeldenzitása 126%-os emelkedést mutatott rotenon kezelés hatására 

(22. ábra A, A”, B, B”, F) (t(22)=-11,11; p<10-6).  

 Az immunfluoreszcens jelölési eljárásokat RNAscope® in situ hibridizációs 

technikával kombinálva lehetőségünk volt az Ucn1 mRNS partikulumok kvantitatív 

meghatározására. Az EWcp neuronok perikaryonjában nagyszámú, gyakran 

összefolyóan megjelenő cytoplasmaticus Ucn1 mRNS partikulumot láttunk, melyek 

inhomogén módon, csoportokba rendeződve helyezkedtek el, főképp a rotenon kezelt 

állatokban. Ez a klaszterszerű, egyenlőtlen mRNS eloszlás megnehezítette a 

cytoplasmatikus mRNS partikulumok számolását. Ezzel szemben, a karyoplasmában 

különálló pontokként jelölődtek az Ucn1 mRNS-ek (22. ábra A’ és B’). Az intranuclearis 

Ucn1 mRNS transcriptumok számlálása során 57,8%-os csökkenést találtunk rotenon 

kezelés hatására (22. ábra A’, A”, B’, B”, E). Erős negatív korrelációt találtunk a celluláris 

UCN1 peptid SSD értéke és a nuclearis Ucn1 mRNS tartalom között (22. ábra K panel) 

(Spearman-féle ρ=-0,57; p=0,009). Ugyanezen a metszeteken IBA1 jelölést is végeztünk, 

és a nagyon alacsony Ucn1 mRNS tartalmú EWcp neuronok közvetlen közelében 

phagocytáló morfológiát mutató microgliákat találtunk (22. ábra, B”). A CD68 jelölés 

megerősítette az elgondolást, hogy az idegsejtcsoportban látható hasonló alakú 

microgliák valóban aktív phagocytosist végeztek (22. ábra, C, D, G) (t(10)=-4,53; 

p=0,001). A korreláció vizsgálatok szintén megerősítették a EWcp PD-ban betöltött 

szerepét, mivel a EWcp/UCN1 tartalom korrelált, mind a rotarod teszttel (ρ=-0,70; 

p=0,0001), valamint a SNpc/TH sejtszámmal (22. ábra H, I, J) (ρ=-0,66; p=0,004). Ezzel 

szemben nem találtunk szignifikáns összefüggést a SNpc/TH immunreaktivitás és a 

TNFalpha (ρ:-0,26; p=0,79) vagy iNOS (ρ:-0,82; p=0,42) immunreaktivitás között.  
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22. ábra (61. oldalon) - A centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag (EWcp) területén az urocortin 1 
(UCN1) tartalmú idegsejtek funkcionális károsodást mutatnak rotenon kezelést követően. 

RNAscope® in situ hibridizáció (az Ucn1 mRNS fehér az A és B ábrán), valamint kettős immunfluoreszcens 
jelölés [(UCN1 peptid, zöld) és ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1) (piros az A és B 
panelben)] reprezentatív ábrái mutatják, hogy rotenon kezelés hatására az Ucn1 mRNS mennyisége 
csökkent a sejtekben (vö. A’ és B’-t illetve E), míg a bennük tárolt UCN1 neuropeptid mennyisége nőtt (vö. 
A” és B” és F). Megfigyelhető, hogy az alacsony Ucn1 mRNS tartalmú neuronokat reaktív morfológiát 
mutató microglia sejtek (B”) közelítik meg. Az IBA1-ir microgliák (zöld C és D ábrán) CD68 (vörös a C és 
D ábrán) markert is tartalmaznak, mely a sejtek reaktív voltát bizonyítja a rotenon kezelt csoportban (D és 
H). A microglia-UCN1 neuron interakciók száma és a SNpc és tirozin-hidroxiláz tartalma közötti 
korrelációt a H panel mutatja. A Parkinson-kór szerű állapot és az UCN1 neuronok károsodása közötti 
kapcsolatot mutatja az I és J panel is. Az UCN1 neuronok peptid és Ucn1 mRNS tartalma között negatív 
korreláció állt fenn (K). (Vörös szimbólumok a rotenon, a fekete a kontroll csoport egyedeire utalnak.) 
DAPI: 4′,6-diamidino-2-fenilindol magfestés (kék). ö.e.: önkényes egység. *p<0,05; **p<0,01 ***p<0,001 
a Student-féle t tesztben. Lépték: 50 µm. 

4.2.3 A hangulatszabályozásban résztvevő egyéb agyterületek változásai a rotenon 

modellben 

 A rotenon s.c. beadásával a toxin szövetek közti eloszlása – bár nem azonos 

mértékben - testszerte történt, így sejtkárosító hatását nem csak a nigrostriatalis 

rendszeren és a EWcp-ban fejthette ki. Annak érdekében, hogy a viselkedési tesztek során 

látott hangulatzavarok neurobiológiai hátterét feltárjuk, olyan, a hangulatszabályozásban 

résztvevő egyéb agytörzsi régiókat is tanulmányoztunk, melyek a meso-cortico-limbikus 

dopaminerg, szerotoninerg és noradrenerg rendszerekhez tartoznak. 

 Szövettani vizsgálataink során azt találtuk, hogy sem a VTA (23. ábra, A, B, C) 

[(t(22)=0,48; p=0,63)], sem pedig a DR dopaminerg sejtjei (23. ábra, E, F, G) 

[(t(16)=0,22; p=0,82)] nem károsodtak szignifikáns mértékben. Ezt támasztja alá a TH-ir 

sejtek és a microgliák közötti interakciók változatlan száma is a VTA (23. ábra A, B, D) 

és a DR (23. ábra, E, F, H) területén.  
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23. ábra - A ventralis tegmentalis area (VTA) és a nucleus raphe dorsalis (DR) dopaminerg sejtjei nem 

károsodnak a Parkinson-kór rotenon modelljében. 
A tirozin-hidroxiláz (TH) (zöld) és az ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1) (piros) 
immunjelölés mutatja, hogy sem a VTA (B, C), sem a DR (F, G) területén nem lép fel jelentős dopaminerg 
sejtpusztulás a rotenon kezelt csoportban a kontrollhoz képest (A és E). Ennek megfelelően, a microglia-
TH-neuronok közötti interakciók száma sem változott szignifikáns mértékben sem a VTA (B, D), sem a DR 
(F, H) területén. Lépték: 50 µm. 

 Az általunk vizsgált szerotoninerg magok közül sem a DR (24. ábra A, B, C) 

[(t(15)=-0,73; p=0,47)], sem a MNR (24. ábra E, F, G) [(t(15)=0,26; p=0,79)] területén 

nem találtunk 5-HT-ir neuronszám változást a két csoport összehasonlításakor. A rotenon 

kezelés hatására nem detektáltunk szignifikánsan több interakciót a szerotoninerg 

idegsejtek és a microgliák között, sem a DR (24. ábra A, B, D) (t(15)=-1,76; p=0,099), 

sem a MNR (24. ábra E, F, H) (t(15)=0,78; p=0,44) területén.  
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24. ábra - A nucleus raphe dorsalis (DR) és a nucleus raphe medianus (MNR) szerotonin (5-HT) 
tartalmú idegsejtjei nem károsodnak a Parkinson-kór rotenon modelljében. 

Szerotonin (5-HT) (zöld) és ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1) (piros) immunjelölés 
mutatja, hogy sem a DR (B, C), sem a MNR (F, G) területén nem lép fel szerotoninerg sejtpusztulás a 
rotenon kezelt csoportban a kontrollhoz képest (A és E). Ennek megfelelően, a microglia-5-HT-neuronok 
közötti interakciók száma sem változott szignifikáns mértékben, sem a DR (B, D), sem a MNR (F, H) 
területén. Lépték: 50 µm. 

 A noradrenerg agytörzsi magok vizsgálata során sem a LC (25. ábra A, B, C) 

[(t(18)=0,26; p=0,79)], sem pedig az A5 area (25. ábra E, F, G) [(t(18)=0,26; p=0,79)] 

nem mutatott sejtszám változást a rotenon modellben, ahogy a microglia aktiváció sem 

volt szignifikáns a LC (25. ábra A, B, D) (U(19)=3500; p=0,45) és az A5 sejtcsoport 

területén (25. ábra E, F, H) (U(18)=24,50; p=0,16). 
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25. ábra - A locus coeruleus (LC) és az A5 sejtcsoport noradrenerg idegsejtjei nem károsodnak a 
Parkinson-kór rotenon modelljében. 

A tirozin-hidroxiláz (TH) (zöld) és ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1) (piros) immunjelölés 
mutatja, hogy sem a LC (B, C), sem az A5 (F, G) területén nem lép fel noradrenerg sejtpusztulás a rotenon 
kezelt csoportban a kontrollhoz képest (A és E). Ennek megfelelően, a microglia-TH-neuronok közötti 
interakciók száma sem változott a LC (B, D) és az A5 area (F, H) területén. 4th: ventriculus quartus. Lépték: 
50 µm. 
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4.3 Saporin indukált szelektív lokális neuron abláció az Edinger-Westphal magban 

kiváltja a Parkinson-kór nem motoros tüneteit, mozgászavar nélkül 

4.3.1 Viselkedési tesztek eredményei a leptin-saporin modellben 

 A rotenon modellben megfigyelt hangulatzavarokhoz hasonló állapotot idézett elő 

a leptinnel konjugált saporin mikroinjekciója, melyet a EWcp/UCN1 neuronjainak 

szelektív irtására használtunk. 

 A részleges UCN1 neuron abláción átesett patkányok a SPT során kevesebb 

cukros oldatot fogyasztottak, mely megnövekedett anhedónia szintet jelent (26. ábra A 

panel) (t(16)=2,13; p=0,048). Ugyanezek az állatok OFT közben hosszabb időt töltöttek 

a doboz perifériás zónájában, ami szorongó állapotra enged következtetni (26. ábra B 

panel) (t(16)=-2,70; p=0,015). Fontos megjegyezni, hogy OFT során mindkét csoport 

állatai statisztikailag azonos távolságot tettek meg (26. ábra C panel) (t(16)=0,45; 

p=0,65), valamint a RPT során sem találtunk motoros funkcióromlást a leptin-saporin 

csoportban (26. ábra D panel) (t(16)=-0,20; p=0,84). 

26. ábra - Viselkedési tesztek eredményei a szelektív neuron abláció után a leptin-saporin modellben. 
Az állatok cukorpreferenciája a leptin-saporin által kiváltott neuron abláció hatására csökkent a kontroll 
csoporthoz képest (A), mely magasabb anhedónia szintre utal. Az open field tesztben (OFT) az állatok 
hosszabb időt töltöttek (B) a doboz fala mellett, mely a szorongásuk megnövekedett voltára enged 
következtetni a leptin-saporin kezelés után. A hangulati eltéréseket nem kísérte a lokomotoros aktivitás 
csökkenése OFT-ben (C) és az állatok mozgáskoordinációja is megtartott volt a rotarod tesztben (D) az 
UCN1 neuronok szelektív irtása után. A viselkedési eredményeket Z-score formájában ábrázoltuk. ns: nem 
szignifikáns, *p<0,05 a Student-féle t tesztben. 
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4.3.2 A centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag változásai a leptin-saporin 

modellben 

 A EWcp-ba adott leptin-saporin injekció hatására az UCN1 sejtek száma 24,5%-

os csökkenést mutatott a csak saporinnal injektált, kontroll csoport patkányaihoz képest 

(27. ábra A, B, C) [(t(16)=4.56; p=0.0003)], azonban a nem UCN1 pozitív sejtek 

számában nem történt szignifikáns változás, amely alátámasztja a neuronirtás 

szelektivitását (27. ábra A, B, D) [(t(16)=-1.15; p=0.26)].  

 

27. ábra - A centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag (EWcp) területén végzett szelektív részleges 
urocortin 1 (UCN1) neuron abláció validálása. 

Kettős immunfluoreszcens jelölés mutatja, hogy az UCN1 neuronok (vörös) száma csökkent leptin-saporin 
kezelés hatására (B, C) a csak saporin kezelt kontrollhoz képest (A). A EWcp területén található, UCN1 
immunreaktivitást nem mutató, de NeuN (zöld) immunpozitív idegsejtek száma változatlan maradt, mely 
arra utal, hogy az abláció szelektív volt. (D) ns: nem szignifikáns, ***p<0,001 a Student-féle t tesztben. 
Lépték: 50 µm. 

 A lokálisan alkalmazott toxin sejtkárosító hatását a sejtszámok csökkenésén túl a 

microglia és astrocyta aktiválódás mértékével is be tudtuk mutatni. A microgliák 

nyúlványai megrövidültek és vastagabbak lettek, valamint az elágazódások száma is 

csökkent egy nyugvó microglia fenotípusához képest. Sejttestük mérete és aránya az 

egész sejt méretéhez képest megnőtt. Hasonlóan ehhez, az astrocyták is aktivációt 

mutattak, mely a GFAP jelölés intenzitásának szemmel látható növekedésében, az 

astrocyta nyúlványok megvastagodásában, gazdagabb elágazódásában és a sejttestek 

méretének növekedésében nyilvánult meg (Harrison et al., 2019). Az alkalmazott 

pontrendszer alapján azt találtuk, hogy mind az IBA1 jelölt microgliák (28. ábra A, B, E) 
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(U(12)=1,00; p=0,006), mind pedig a GFAP jelölt astrocyták (28. ábra A, B, F) 

(U(12)=0,00; p=0,004) aktivitása magasabb volt a leptin-saporin injektált patkányokban 

a EWcp területén, mint a saporinal kezelt állatok esetében. Ezzel összhangban, a 

microglia-UCN1-ir neuronok közötti interakciók száma nagyobb volt a szelektív 

neuronirtást követően, azonban statisztikailag e változás éppen nem ért el szignifikáns 

mértéket (28. ábra A, B, G) (t(10)=-2,21; p=0,051).  

 A saporin mikroinjekciót kapott kontroll állatokkal összehasonlítva, a leptin-

konjugált saporinnal injektált állatokból származó mintában azt találtuk, hogy az UCN1-

ir sejtekben a caspase 3 aktivitása magasabb volt (28. ábra C, D, H) (t(12)=-5,52; 

p=0,0002). Az enzim jelenléte arra utal, hogy az állatok terminálása idején még a sejtek 

egy részében apoptotikus folyamatok zajlottak. 
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28. ábra - A centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag (EWcp) területén végzett szelektív részleges 
urocortin 1 (UCN1) neuron abláció reaktív gliózist és az urocortin 1 neuronok apoptózisát okozza. 

Hármas immunfluoreszcens jelölés mutatja, hogy az UCN1 neuronok (fehér) száma csökkent leptin-saporin 
kezelés hatására (B) a saporin kezelt kontrollhoz képest (A). A sejtek környezetében reaktív ionized calcium-
binding adapter molecule 1 immunreaktív (IBA1-ir) microgliákat (zöld az A és B panelben) és glial 
fibrillary acidic protein immunreaktív (GFAP-ir) aktív astrocytákat figyeltünk meg (vörös A és B panelben), 
melyet a fokozott aktivitásra utaló score értékek is alátámasztottak (E és F). Az UCN1 neuronok és a 
microglia sejtek közötti interakciók (kék nyílhegyek B-ben) száma is tendenciózusan (t) emelkedett, de ez 
nem érte el a szignifikancia mértékét (G). A EWcp UCN1 immunreaktivitást mutató sejtjeiben (zöld a C és 
D ábrán) leptin-saporin kezelés után gyakran láttunk caspase 3 immunreaktivitást (vörös a C és D 
panelben), mely a sejtekben zajló apoptotikus folyamatra utal (H). **p<0,01, ***p<0,001 a Student-féle t 
tesztben, illetve a Mann-Whitney-féle U tesztben. Lépték: 50 µm. 
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4.3.3 A substantia nigra változásai a leptin-saporin modellben 

 A EWcp/UCN1 neuronjait célzó lokális injekció beadása nem befolyásolta a 

SNpc/TH-ir, dopaminerg sejtjeinek számát (29. ábra A, B, F) [(t(10)=0.41; p=0.68)], és 

ennek megfelelően a két csoport között ezen a területen a neuronokban nem változott a 

caspase 3 szintje sem (29. ábra A, B, E) (t(10)=0,79; p=0,43). Mivel a SNpc területén 

nem okoztunk direkt fizikai sérülést, illetve a toxin sem jutott a TH neuronokba. 

Tekintve, hogy a sejtek csak elvétve hordoznak leptin receptort ebben a régióban, a 

microgliák (29. ábra C, D, G) (U(12)=13.00; p=0.42), és astrocyták (29. ábra C, D, H) 

(U(12)=14,50; p=0,57) aktivitása sem változott, és nyugalmi állapotnak megfelelő képet 

mutatott a leptin-saporin injektált állatokban is. 
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29. ábra - A centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag (EWcp) területén végzett szelektív részleges 
urocortin 1 neuron abláció nem idéz elő dopaminerg sejtpusztulást és reaktív gliózist a substantia nigra 

pars compacta területén. 
A substantia nigra pars compacta (SNpc) területén a tirozin-hidroxiláz immunreaktív (TH-ir) (zöld A és B 
panelben) dopaminerg sejtekben nem találtunk caspase 3 immunreaktivitást (vörös az A és B panelben) 
(E), és a SNpc/TH sejtek száma a EWcp leptin-saporin injekciója után változatlan maradt (F). A SNpc/TH 
sejtek környezetében sem reaktív morfológiájú IBA1-ir (zöld a C és D panelben) microgliákat, sem aktív 
astrocytákat (GFAP, vörös a C és D panelben) nem találtunk, amit a glia alacsony aktivitási értékei is 
alátámasztottak (G és H). Lépték: 50 µm. 
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5. Diszkusszió 

A doktori értekezésben összefoglalt két különböző kísérletes megközelítés segítségével 

kutatócsoportunk arra a fő kérdésre kereste a választ, hogy a centrális-projekciójú 

Edinger-Westphal mag urocortinerg sejtjeinek károsodása szerepet játszhat-e a 

Parkinson-kórhoz társuló hangulatzavarok kialakulásában. Ennek érdekében először a 

szisztémásan ható rotenonnal előidézett Parkinson-kór modellt alkalmaztuk 

patkányokon, mely egy megbízható, validált és reprodukálható állatmodell. Sikerült 

kimutatni, hogy a rotenon modellben az urocortinerg neuronok károsodnak patkányban. 

Mivel a rotenon szisztémásan fejti ki hatását, felmerült a kérdés, hogy az állatokban 

megfigyelt hangulati eltérések valóban csak a centrális-projekciójú Edinger-Westphal 

mag sejtjeinek pusztulásával magyarázhatók-e, vagy egyéb agyterületek is szerepet 

játszhatnak az állatok hangulatának megváltozásában. Ezért egy lokális, urocortin 1 

tartalmú neuronokat célzó ablációt végeztünk a centrális-projekciójú Edinger-Westphal 

területén, hogy a motoros rendszert érintő változások nélkül kialakuló 

hangulatzavarokat össze tudjuk vetni a rotenon modellben találtakkal, és ezzel a 

centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag kiemelt szerepét bebizonyítsuk. 

5.1 A modell validitásának kritériumai 

 Annak érdekében, hogy a vizsgálatok során kapott eredményeink 

megbízhatóságát kimondhassuk, egy valid és reprodukálható Parkinson-kór modellt 

kellett alkalmaznunk. A rotenon kezelés hatásosságát mind az in vivo tesztek, mind a 

szövettani vizsgálatok során értékeltük. Habár a mai napig nincs olyan állatmodell, 

aminek nincs limitációja (Konnova et al., 2018; Betarbet et al., 2000), a rotenon indukálta 

Parkinson-kór modell a humán betegség több diagnosztikus kritériumát képes produkálni. 

Ezek közé tartozik a szisztémás mitochondriális károsodás, a nigrostriatalis dopaminerg 

rendszer szelektív károsítása, melynek részeként szabadgyök felszabadulással járó 

idegszöveti gyulladás is fennáll, mely microglia aktiválódást, reaktív gliózist von maga 

után. A szövettani kép kiegészül az alpha-synuclein zárványok jelenlétével, melyek 

megfeleltethetők az emberben leírt Lewy-testekkel (Betarbet et al., 2000), a betegség 

fontos diagnosztikus kritériumával. 
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5.2 Patkányokban rotenon hatására a Parkinson-kórban megfigyelhető motoros és 

nem-motoros tünetek jelentkeznek  

 A viselkedési tesztek közül a motoros rendszer érintettségét vizsgáló tesztek 

kimutatták, hogy a rotenonnal kezelt állatokban jelentős mozgáskoordinációs deficit 

alakult ki. Ezt a nagy fokú károsodást a rotarod teszt eredményei egyértelműen 

reprezentálták: a toxinnal injektált egyedek gyakorlatilag nem voltak képesek fent 

maradni az eszközön az utolsó héten elvégzett teszt során, holott a korábbi szoktatások 

alkalmával a két csoport között ekkora különbséget nem tapasztaltunk. Ez arra utal, hogy 

a rotenon kezelt állatokban a toxin progresszív károsodást okozott. Az általunk is használt 

rotarod performance teszt széles körben alkalmazott a motoros funkció vizsgálatára 

(Campos et al., 2013), mivel megbízhatóan diagnosztizálhatók és követhetők a 

mozgásszervi deficittel járó kórfolyamatok. Az open field test során a rotenon kezelt 

állatoknál hosszabb immobilitási időt mértünk, ami szintén alátámasztja a 

mozgásszabályozást érintő károsodásokat és mivel a teszt méri az állatok lokomotoros 

aktivitását, alkalmas a PD motoros tüneteinek kimutatására (Zaitone et al., 2012; Sun et 

al., 2019). Az OFT-ben regisztrált eredményeinkből az látszik, hogy a kontroll 

csoporthoz képest a rotenon kezelt patkányok több időt töltöttek a doboz fala mellett, ami 

megnövekedett szorongási szintre enged következtetni (Valvassori, 2017). A rotenon 

kezelt állatok a SPT folyamán kevesebb cukoroldatot fogyasztottak, mint a kontroll 

állatok, melyből az vonható le, hogy nőtt az állatok anhedónia szintje, ami a „reward-

seeking behavior”, a jutalomkereső magatartás hiányát jelenti, és a depresszív 

tünetegyüttes része lehet (Scheggi et al., 2018). Az in vivo eredményeink alapján tehát 

megállapítható, hogy sikerült Parkinson-kórszerű állapotot létrehozni, melyben nem csak 

a kórkép motoros, hanem a hangulati, nem motoros tüneteket is sikerült létrehozni.  

 Itt szeretnék kitérni arra, hogy a viselkedési tesztek során mozgó állaton végeztük 

a méréseket, annak ellenére, hogy a Parkinson-kór köztudottan egy mozgásszegénységet 

előidéző állapot. Így felmerülhet a kérdés, hogy mennyire megbízhatóak ezek a tesztek 

az alkalmazott modellben. Előkísérleteink során, több, itt részletesen nem tárgyalt 

viselkedésvizsgálati módszer előtesztelése is megtörtént (pl. forced swim test, light-dark 

box test). Mivel ezeknek az eredményét és értékelhetőségét nagymértékben torzította a 

mozgásszegénység, lemondtunk a használatukról, és végül azért esett a választás az OFT-

re és a SPT-re, mert itt a patkányok nincsenek kitéve a csak megerőltető mozgásokkal 
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kezelhető veszélyes helyzeteknek. Az OFT-ben a periférián töltött hosszabb idő nem 

teljes mozdulatlanságot jelent, hiszen a mérés indításakor az állatokat a doboz közepére 

helyezzük, tehát az aréna szélére önerőből jutottak el. A SPT során a kevesebb cukros 

oldat fogyasztása sem amiatt történt, mert a rotenon kezelt patkányok képtelenek lettek 

volna eljutni az itatós edényhez, hiszen ha ez így lenne, akkor tesztektől függetlenül sem 

tudtak volna a ketrecben enni és inni és megfelelő táplálék- és folyadékbevitel hiányában 

hamar elpusztultak volna, vagy az állatetikai szabályoknak megfelelően a kíméletes 

végpontot kellett volna alkalmaznunk. Ennek elkerülésére, és azért, hogy a kiválasztott 

viselkedési tesztek értékelhetők legyenek, az előkísérletek során kiválasztottuk azt a 

legkisebb rotenon dózist, ami előidézte a Parkinson-kórszerű állapotot, de nem okozta az 

állatok súlyos mértékű általános állapotromlását.  

 A mellékvese-, csecsemőmirigy-, és testtömegmérések eredményei alapján a 

rotenon kezelt állatokban fokozódott a HPA tengely aktivitása, ami gyakran 

megfigyelhető jelenség a depresszióval járó állapotokban, mind állatmodellek (Kormos 

et al., 2013; Farkas et al., 2017), mind pedig az emberi depresszió esetében (Deussing et 

al., 2018). Az EWcp és a HPA tengely aktivitása között régóta ismert inverz reláció áll 

fenn (Kozicz et al., 2007), mely összhangban van jelen eredményeinkkel. 

 Fontos megemlíteni, hogy a rotenon oldószereként használt DMSO-nak 

önmagában is lehet neuronkárosító hatása, azonban az általunk hat héten át alkalmazott 

dózis olyan alacsony volt, hogy krónikus alkalmazásban sem okoz szignifikáns 

károsodást (Willson et al., 1965). A csoportok közötti mozgás- és viselkedésbéli 

különbségek nem származhattak a DMSO okozta károsodásból, hiszen a kontroll csoport 

is ugyanakkora dózisban kapta az oldószert s.c. injekciózáskor, mint a rotenon kezeltek. 

5.3 A rotenon hatására a substantia nigra területén a dopaminerg sejtek Parkinson-

kórra jellemző morfológiai változásokon mentek keresztül 

 A szövettani, in vitro vizsgálatok során sikerült igazolni a Parkinson-kór szerű 

állapot hátterében álló morfológiai elváltozásokat. A SNpc területén a két csoport 

összehasonlítása során 32,4%-kal kevesebb TH pozitív sejtet számoltunk a rotenon kezelt 

állatok esetében. Bár ez az arány jelentősen elmarad az emberben diagnosztikus 70%-os 

dopamin tartalmú sejtszámcsökkenéstől (Poewe et al., 2017), patkány modellben ez már 

elégséges a kórkép igazolására, mivel rágcsálóban kisebb arányú neuronvesztés mellett 

is manifesztálódnak a motoros tünetek. A fajok közti eltérés egyik oka lehet, hogy a 
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degeneratív folyamatok nem hosszú évek alatt játszódnak le a modell alkalmazása során, 

hanem 6 hét alatt, ami nem tükrözi az emberekben látott dinamikát, ám a tünetek így is 

vizsgálhatók (Cannon et al., 2009). A betegség másik jellemző hisztopatológiai ismérvét, 

az alpha-synuclein tartalmú intracelluláris Lewy-testek megjelenését a SNpc területén is 

sikerült megtalálnunk. A két kritérium együttes teljesülése tovább bizonyítja a rotenon 

modell validitását (Prasad et al., 2020). 

 A SNpc területén talált megnövekedett TNFalpha szint az astrocytákban, valamint 

a microglia és neuronális iNOS jel emelkedése további bizonyíték arra, hogy a rotenon 

hatására kialakul oxidatív stressz és a következetes neuroinflammatió. Ezek a faktorok 

együttesen járulnak hozzá a neurodegenerációhoz és tartják fenn a progressziót (Clausen 

et al., 2020; Zhang et al., 2021). Irodalmi leírások további bizonyítékként említik, hogy 

a rotenon által okozott, a SNpc területén kialakult sejtszámcsökkenés diffúz és fokális 

TH-ir rostszám csökkenéshez is vezethet a striatumban (Höglinger et al., 2003). A mi 

kísérletünk során is megfigyeltük ezeket a jelenségeket. A rotenon hatására diffúzan 

kevesebb TH-ir rostot találtunk a nucleus caudatus-putamen területén, továbbá, a 

striatalis neuropilben olyan körülírt területeket is találtunk, ahol a TH immunreaktivitás 

gyakorlatilag detektálhatatlanná vált (18. ábra). 

5.4 A centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag urocortin-1 neuronjai 

neurodegenerációt szenvednek, és a túlélő sejtek is funkcionális károsodást 

mutatnak a rotenon modellben 

 Miután az in vivo tesztekkel sikerült a Parkinson-kórszerű állapotra jellemző 

motoros és az ahhoz társuló hangulatzavarokat kimutatni, valamint a SNpc dopaminerg 

sejtjeinek szövettani elemzésével a morfológiai diagnosztikai kritériumok is teljesültek, 

a EWcp urocortinerg sejtjeinek vizsgálatával folytattuk a rotenon modell elemzését. 

 Eredményeink azt mutatják, hogy a EWcp-ban talált UCN1 sejtszámcsökkenés 

mértéke, az intracytoplasmaticus alpha-synuclein tartalmú partikulumok jelenléte és a 

megnövekedett microglia aktivitás statisztikai korrelációban van a SNpc területén talált 

nagyon hasonló mértékű elváltozásokkal rotenon kezelést követően. Ebből a 

EWpc/UCN1 sejtjeinek a SNpc/TH neuronjaihoz hasonló mértékű toxinérzékenységére 

lehet következtetni. Ez a feltételezés a magok közös fejlődéstani eredete miatt nem 

meglepő, hiszen a SNpc/TH sejtek rokonságban állnak a EWcp/UCN1 neuronjaival 

(Joksimovic et al., 2009). A metszetekről konfokális lézerpásztázó mikroszkópot 
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használva készítettük a digitális felvételeket, így képesek voltunk a szövet 1 µm 

vastagságú virtuális „szeleteit” vizsgálni (Bayguinov et al., 2018). Ennek a technikának 

a szövettani elemzések során azért van nagy jelentősége, mert így nagy biztonsággal 

mondhatjuk ki, hogy egy-egy alpha-synuclein aggregátum a sejten belül vagy azon kívül 

helyezkedik el. A nagy felbontásnak és a 60x-os nagyítású immerziós objektív lencsének 

köszönhetően a sejten belüli kompartmentekben is pontosan lokalizálható a 

fluoreszcencia, és a Z-stack képalkotási mód segítségével látható, hogy a keresett jel 

valóban egy síkban van-e egy másik struktúrával. Az alpha-synuclein mindkettő csoport 

metszeteiben az idegrostok terminálisaiban diffúzan jelen volt, ám csak a rotenon kezelt 

csoport metszeteiben láthattuk a fehérjét intracytoplasmatikusan akkumulálódni. Az 

aggregátumok morfológiája nagy hasonlóságot mutatott a SNpc területén látott Lewy-

testeknek megfeleltethető zárványokkal.  

Az alpha-synuclein jelöléseink kapcsán fontos megjegyeznünk a módszer egyik 

korlátját. Bár a SNpc-ban és a EWcp-ban intracytoplasmaticus alpha-synuclein 

immunreaktív zárványok elhelyezkedésük alapján és a kizárólag rotenon kezelt 

csoportban megfigyelt jelenlétük alapján minden bizonnyal Lewy-testszerű 

struktúráknak felelnek meg, az általunk használt antitest, hasonlóan számos más, 

kereskedelmi forgalomban kapható szérumhoz (Kumar et al., 2020), nem specifikus a 

Lewy-testekben előforduló aggregált, nagy molekulatömegű alpha-synuclein izotípusra, 

bár azt is felismeri. 

A kóros alpha-synuclein halmozás mellett a rotenon kezelésen átesett állatokban 

az UCN1 neuronok számának csökkenését is megfigyeltük, valamint a túlélő neuronok 

morfológiai változásait is detektáltuk. Egyrészt a microgliák aktivitását értékeltük, 

másrészt a gliózis mértékét határoztuk meg GFAP jelöléssel. Megszámoltuk az UCN1-ir 

neuronok és az IBA1-ir microgliák közötti interakciókat (20. ábra), valamint morfológiai 

analízis során az astrocyták aktivitásának mértékét számszerűsítettük. A microgliák 

aktivitásából az IBA1 jelölés alapján arra következtettünk, hogy a rotenon kezelés 

hatására az energiadeficit miatt elpusztuló és széteső neuronokat aktiválódott microgliák 

kezdték el phagocytálni. Ezzel összhangban, az astrocyták jelölésére alkalmazott GFAP 

festés eredménye szerint a EWcp-ra lokalizált és a szomszédos vlPAG területén nem 

jellemző reaktív gliózis arra utal, hogy a EWcp/UCN1 neuronok szelektíven károsodnak 

a modellben. Eredményeink alapján kijelenthetjük, hogy jelentősen több phagocytosis 
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történt a rotenon kezelés hatására, ami arra enged következtetni, hogy a sejtvesztési 

folyamat még a terminálás időpontjában is aktívan zajlott. Rotenon hatására több 

interakciót számoltunk az UCN1-ir megváltozott morfológiájú EWcp neuronok és a 

reaktív morfológiát mutató microglia sejtek között. A CD68 immunjelöléssel, mely a 

phagocytáló microgliák markere, sikerült igazolni, hogy a reaktív morfológiát mutató 

microgliák valóban phagocytáltak (Doorn et al., 2014) (22. ábra). 

 A sejtszámolás során észleltük, hogy a rotenon kezelt csoport állataiból származó 

metszeteken a EWcp területén az UCN1 neuronok eltérő méretűek és morfológiájúak, 

mint a kontroll állatok metszeteiben lévő sejtek. A metszeteken az ImageJ program 

segítségével az UCN1 peptid jeldenzitását is megmértük. A rotenon kezelt csoport 

metszeteiben a csökkent sejtszám mellett emelkedett UCN1 jelintenzitást találtunk, 

valamint ezek a sejtek nagyobbak is voltak. Feltehetően a mitochondriális komplex I 

gátlása miatt kialakult energiadeficit következtében (Heinz et al., 2017) az UCN1 peptid 

felhalmozódott a perikaryonban a károsodott axonális transzportfolyamatok miatt. 

Összességében tehát arra lehet következtetni, hogy a megnövekedett UCN1 SSD a peptid 

felhalmozódásának következménye, amit korábbi kísérletek során stresszhatásnak kitett 

egerekben is kimutattunk (Farkas et al., 2017). Annak érdekében, hogy ennek a 

jelenségnek a hátterét pontosabban megértsük, mRNS szintű vizsgálatokat is végeztünk. 

 RNAscope® in situ hibridizáció után metszeteinken jelentősen kevesebb nukleáris 

Ucn1 mRNS transzkriptumot regisztráltunk, ami csökkent Ucn1 mRNS mennyiségre és 

indirekten csökkent UCN1 peptid szintézisre utal. Az itt megfigyelt Ucn1 mRNS 

expresszió csökkenése összhangban van korábbi tanulmányokkal. Ilyen adatok egyrészt 

depresszió modellekből, krónikus stresszen átesett patkányok vizsgálataiból (Aschrafi et 

al., 2016), másrészt depressziós, öngyilkosságot elkövetett elhunytak EWcp mintáiból 

(Kozicz et al., 2008) származnak. A látszólag ellentmondásos eredményt, miszerint 

emelkedett jeldenzitás mellett csökkent a transzkriptumok száma, a sejt funkcionális 

károsodása magyarázhatja. A kezelés hatására kialakuló energiahiány feltehetően zavart 

okozott a celluláris transzportfolyamatokban (Heinz et al., 2017), és így a peptid a 

károsodott axontranszport miatt nem jutott ki a perikaryonból, ezért megnövekedett az 

UCN1 SSD. Ezek alapján úgy gondoljuk, hogy a EWcp/UCN1 idegsejtek morfológiai és 

funkcionális változásának szerepe lehet a PD-asszociált hangulatzavarok kialakításában 

az általunk alkalmazott toxikus állatmodellben, patkányban. 
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5.5 Az egyéb stresszválaszban résztvevő magok nem játszanak szerepet a Parkinson-

kórhoz társuló hangulatzavarok kialakításában a rotenon modellben 

 A rotenon szisztémásan kifejtett hatása miatt a kísérlet tervezésekor felmerült a 

kérdés, hogy egyéb, hangulatszabályozásban jelentőséggel bíró terület károsodása is 

hozzájárulhat-e a Parkinson-kórban leírt nem-motoros tünetek kialakulásához.  

 A SNpc-hoz hasonlóan, többségében dopaminerg neuronokból álló VTA 

területéről származó metszeteket összehasonlítva nem láttunk jelentős különbséget sem a 

sejtszámokat, sem pedig a microglia aktivitást tekintve a két csoport között, pedig a meso-

cortico-limbikus dopaminerg rendszernek jól ismert a szerepe a hangulat 

szabályozásában (Bariselli et al., 2016). Dopaminerg sejtek emellett kisebb számban a 

DR területén is vannak, melyek szintén hozzájárulnak a hangulat és a napi ritmus 

szabályozásához (Zhang et al., 2012; Lee et Lee., 2014). Mégis azt találtuk, hogy e sejtek 

nem szenvednek strukturális károsodást a rotenon modellben, és nem is jellemző a 

környezetükben a microgliák aktivációja. 

 A szerotoninról is jól tudjuk, hogy a hangulati szint beállításában az egyik 

legfontosabb neurotranszmitter, és a hangulatzavarok terápiájában is elsőrendű cél a 

szerotonin mennyiségének növelése az agyban (Hoffmann et al., 2017). Ismert az is, hogy 

az agy fő szerotoninerg sejtcsoportjai, a raphe magok szintén károsodnak Parkinson-

kórban, tehát kézenfekvő lenne, hogy a PD asszociált hangulatzavarokhoz a EWcp 

megváltozott működése mellett a DR és MNR funkcionális és/vagy strukturális 

károsodása is hozzájárul. Eredményeink ezzel szemben ezeken a területeken sem a 

dopaminerg, sem a 5-HT tartalmú sejtek károsodását nem mutatták. A sejtek száma nem 

csökkent szignifikáns mértékben a rotenon kezelés hatására, és a változás funkcionális 

morfológiai értelemben sem volt detektálható a 5-HT mennyiségében. Habár a microgliák 

valamelyest megnövekedett mennyiségben voltak jelen a DR területén, az eltérés nem 

bizonyult statisztikailag szignifikánsnak. 

 A noradrenerg struktúrák közül az A5 area és A6 area (LC) vizsgálata során nem 

láttunk jelentős különbséget kontroll és a rotenon kezelt csoport között a TH-ir 

neuronszámok tekintetében. Bár ezeken a területeken is kissé emelkedett microglia 

aktivitást találtunk rotenon hatására, ez a változás sem volt statisztikailag szignifikáns. 

Amennyibben a noradrenerg sejtek súlyosan károsodtak volna a rotenon kezelés 
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hatására, az azokat megközelítő phagocytáló microgliákkal nagyobb számú interakciót 

vártunk volna, azonban ez nem következett be. 

 Habár számos korábbi tanulmány során leírtak változásokat a DR (Borgonovo 

et al., 2017), a VTA és a LC területén (Goedert et al., 2001), mi nem találtunk 

károsodást ezekben a dopaminerg, szerotoninerg és noradrenerg rendszerekben. Ennek 

az lehet a magyarázata, hogy mi kifejezetten alacsony dózisú (1,5 mg/kg) rotenon 

kezelést alkalmaztunk, elsősorban azért, hogy az állatok általános állapota ne romoljon 

le annyira, hogy ne tudjunk viselkedési teszteket végezni. A kis dózis ellenére is arra 

utalnak eredményeink, hogy a rotenon alkalmazott adagja viszonylag szelektíven 

roncsolja a EWcp/UCN1 neuronokat a SNpc/TH sejtek mellett. Mindazonáltal, nem 

zárhatjuk ki, hogy a betegség késői stádiumában, vagy állatmodellünkben egy nagyobb 

dózisú rotenon kezelés vagy hosszabb adminisztráció mellett (Zhang et al., 2017) egyéb 

területek léziója is befolyásolhatja a nem-motoros tüneteket. Mivel a projektben nem 

vizsgáltunk minden olyan agyterületet, ami a hangulat szabályozásban szerepet játszik, 

nem zárhatjuk ki, hogy a károsodás az itt nem vizsgált (Zhang et al., 2021) régiókban is 

hozzájárulhatott a megfigyelt viselkedési eltérésekhez. Ilyen agyi területek közé tartozik 

a prefrontális cortex, az amygdala vagy a hippocampus. Habár erre kísérletes 

evidenciával nem rendelkezünk, mivel ezen limbikus területeket nem vizsgáltuk, úgy 

véljük, hogy ezek a területek az ebben a modellben megfigyelt hangulati eltérésekben 

csak kisebb szerepet játszhattak, mivel érintettségük a Parkinson-kórban nem, vagy csak 

igen előrehaladott stádiumban jellemző (Braak et al., 2003). 

 Összefoglalva és tekintetbe véve a fenti limitációkat is, eredményeink alapján 

kimondható, hogy a fent említett központok vizsgálata során talált nem szignifikáns 

eltérések indirekt módon támasztják alá a centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag 

kiemelt szerepét a Parkinson-kórhoz társuló hangulatzavarok kialakulásában. 

5.6 A centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag urocortin-1 sejtjeinek lokális, 

részleges ablációja a rotenon modellben találtakhoz hasonló hangulati státuszt 

idézett elő motoros deficit nélkül 

 A EWcp/UCN1 neuronjainak hangulati állapotot befolyásoló szerepét és ezeknek 

a sejteknek a károsodásával járó hangulatzavarokat lokális, szelektív ablációval is alá 

tudtuk támasztani. Ebben a kísérletben a EWcp/UCN1 neuronjainak azt a tulajdonságát 

használtuk ki, hogy sejtfelszínükön leptin receptort hordoznak (Xu et al., 2011). A leptin-
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konjugált saporin receptor közvetített endocytosis révén jut be a sejtekbe, ami a 

riboszómális fehérjeszintézis gátlása révén (Ferreras et al., 1993) a sejtek apoptotikus 

halálához vezet (Harris et al., 2020). Mivel a leptin receptor csak a EWcp/UCN1 sejtek 

közel 50%-ára jellemző, így ezzel a módszerrel parciális UCN1 neuron elhalást tudtunk 

elérni (Xu et al., 2009). A rotenon modellben látott 20-25% EWcp/UCN1 sejtvesztési 

arány elérése érdekében több, különböző leptin-konjugált saporin dózist is teszteltünk 

előkísérletek során. Végül a 0,08 µl leptin-konjugált saporin bizonyult megfelelőnek, 

ezzel tudtuk elérni a 20-25% közötti neurodegenerációt. A kutatócsoport tagjainak 

korábbi munkái alapján megállapítottuk, hogy a műtét után két hét szükséges a sejthalál 

kialakulásához (Xu et al., 2021). Mindazonáltal az elvégzett caspase 3 jelöléssel egy-egy 

UCN1 neuronban még a műtét utáni harmadik héten is zajló apoptotikus folyamatokat 

fedeztünk fel. A leptin-saporinnal kezelt patkányokból származó mintákban jelentősen 

magasabb aktivitást mutattak a microgliák, továbbá, az UCN1-ir sejtek és microgliák 

közti interakciók száma is jelentősen magasabb volt a leptin-konjugált saporinnal 

injektált csoportban, mely arra utal, hogy az UCN1 neuronok pusztulása nagyobb 

mértékű volt a leptin-saporin kezelt csoportban. Ennek ellenére aktivált microgliákat és 

astrocytákat a saporin kontroll csoportban is találtunk, de ez elsősorban a Hamilton-tű 

által okozott fizikai mikrotrauma, az injekció okozta szöveti volumenterhelés, és a BBB 

lokális károsodása miatt alakulhatott ki. Az abláció szelektivitását azzal támasztottuk alá, 

hogy kvantifikáltuk a EWcp területén a NeuN markerrel jelölt idegsejteket, melyek 

UCN1 immunnegatívak voltak, és azt láttuk, hogy e sejtek száma nem tért el a két 

csoportban. 

 A viselkedési tesztek során azt találtuk, hogy a leptin-konjugált saporinnal 

injektált állatok az OFT során megnövekedett szorongási szintet, a SPT eredményei 

alapján magasabb anhedónia szintet mutattak, ami a EWcp/UCN1 sejtjeinek 

degenerációjára vezethető vissza. Mivel a két csoport állatai által megtett távolság az 

OFT-ben nem mutatott különbséget és a RPT-ben is közel azonos ideig voltak képesek 

az eszközön fennmaradni, a parkinsonizmusra jellemző motoros tünetek náluk nem 

jelentkeztek. Ezzel összhangban, a SNpc dopaminerg sejtjeiben nem találtunk károsodást 

hiszen a EWcp-ben végzett lokális abláció erre a régióra nem terjedt ki. Ennek 

megfelelően, a SNpc microglia és astrocyta sejtjei inaktív morfológiát mutattak mind a 

saporin, mind pedig a leptin-saporin csoportban, vagyis a neuroinflammatorikus 
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folyamatok és a EWcp injekció fizikai hatása is lokális volt, és az nem érte el a SNpc 

területét. 

 Összefoglalva, a lokális szelektív parciális EWcp/UCN1 neuron pusztítás 

emelkedett szorongási szintet és depressziószerű állapotot hozott létre a patkányokban, 

de nem jelentek meg Parkinson-kórra jellemző motoros tünetek az állatokban. Ez további 

bizonyíték a centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag hangulatszabályozásban 

betöltött kiemelkedő szerepéről, és arról, hogy a mag sérülése magyarázhatja a 

hangulatzavarokat Parkinson-kórban (30. ábra). 

 
30. ábra – A disszertáció fő eredményeinek grafikus összefoglalása. (saját illusztráció) 

  



 82 

6. Konklúzió 

Kísérleteink során sikeresen alkalmaztuk a Parkinson-kór rotenon modelljét és a 

patkányokban a mozgáskoordinációt érintő szembetűnő zavarok mellett szorongást és 

depressziószerű tüneteket is találtunk, melyek a nem-motoros tüneteknek feleltethetők 

meg. A humán Parkinson-kórra jellemző szövettani elváltozásokat is reprodukálta az 

alkalmazott szisztémás toxikus protokoll. A SNpc dopaminerg sejtjeinek részleges 

neurodegenerációja, a túlélő neuronokban alpha-synuclein zárványok megjelenése, a 

neuroinflammáció, és a micro- és astrogliosist is alátámasztják a modell validitását. A 

dopaminerg SNpc területén megfigyelthez nagyon hasonló morfológiai változásokat 

találtunk a centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag urocortinerg sejtpopulációjában 

is. A hangulatszabályozásban résztvevő egyéb dopaminerg, szerotoninerg és noradrenerg 

magcsoportok vizsgálata során nem találtunk olyan szerkezeti vagy funkcionális 

elváltozást, amely magyarázná a hangulatzavarok kialakulását. 

A EWcp/UCN1 idegsejtek szelektív, részleges irtása szorongásos, depressziószerű 

állapotot idézett elő a motoros tünetek megjelenése nélkül. Az itt előidézett 

sejtszámcsökkenés szinte azonos arányú volt a rotenon modellben találttal, és 

neuroinflammatórikus változásokkal járt együtt az UCN1 neuronok környezetében. A 

EWcp/UCN1 neuronok szelektív irtása tehát hangulatzavart okoz, mely magyarázatot 

adhat arra, hogy a Parkinson-kór miért jár hangulatzavarral. 

A modellek limitációit is szem előtt tartva kijelenthetjük, hogy az általunk leírt változások 

együttesen alátámasztják azt a feltételezést, miszerint a centrális-projekciójú Edinger-

Westphal mag urocortin 1 neuronjainak károsodása hozzájárulhat a Parkinson-kórhoz 

társuló nem-motoros tünetek kialakulásához. További humán vizsgálatokat tervezünk és 

végzünk annak érdekében, hogy ezeknek a megfigyeléseknek az esetleges diagnosztikai 

és terápiás relevanciáját ki tudjuk használni. 
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7. Folyamatban lévő és jövőbeli humán vizsgálatok 

Kutatási projektünk indításakor azt is célul tűztük ki, hogy emberi szövetmintákon is 

végezzünk összehasonlító vizsgálatokat annak kimutatására, hogy a Parkinson-kórban 

elhunytak EWcp-ja területén találunk-e neurodegeneratív elváltozásokat más, olyan 

elhunytak mintáival összevetve, akik nem szenvedtek központi idegrendszeri 

betegségben. A 2020. március óta tartó COVID-19 pandémia miatt ezek a kísérletek 

sajnos nem készülhettek el, mert a szövetminták gyűjtése lehetetlenné vált, ezért ezek a 

vizsgálatok részben e disszertáció készítésekor folyamatban vannak, vagy jövőbeli 

terveink között szerepelnek.  

Mindazonáltal, néhány Parkinson-kórban elhunyt archivált szövettani mintáit 

áttekintettük, és találtunk olyan eseteket, amelyek alapján feltételezzük (31. ábra), hogy 

a patkány modellben látott elváltozáshoz hasonlóan, a humán EWcp/UCN1 neuronjai is 

károsodnak a Parkinson-kórban, mely arra utal, hogy eredményeinknek transzlációs 

jelentősége is van. Az, hogy emberben milyen mértékben járul hozzá a EWcp/UCN1 

neuronok károsodása és/vagy pusztulása a hangulatzavarokhoz, mint nem-motoros 

tünetekhez, hosszútávú kutatások tárgyát képezheti a jövőben. 

 

 
31. ábra – Parkinson-kórban elhunyt személy centrális-projekciójú Edinger- Westphal 

magjának egy UCN1 tartalmú (barna DAB csapadék) neuronjában eosinophil Lewy-test (zöld 
nyilak). DAB immunjelölés és hematoxilin-eosin festés. Lépték: A: 100µm, B:20 µm, C: 10 µm 
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8. Köszönetnyilvánítás 

 Az Anatómiai Intézetben töltött közel 8 év alatt számtalan jellem- és 

személyiségformáló élménnyel gazdagodtam, életre szóló kapcsolataim születtek és 

diákok százainak adhattam át az emberi test szépségének tudását és remélem, az anatómia 

iránti szeretetet is. Ez a PhD disszertáció számomra nem csak egy tudományos értekezés 

összefoglalása, hanem egy többségében szép, de olykor igencsak terhes időszak 

zárófejezete is. 

 Mindenki előtt szeretnék köszönetet mondani Gaszner Balázsnak, 

témavezetőmnek, aki nem csak az alapkutatás módszertanait tanította meg számomra, 

hanem oktatásmódszertani és – nem egyszer- a magánéleti dolgok terén is rengeteg 

segítséget és jó tanácsot nyújtott. Igazán jó témavezetőként TDK és DDK hallgató 

koromtól egészen PhD-s éveimen keresztül támogatta munkámat és kövezte ki számomra 

ezt az utat és támogatott azután is, hogy elkezdtem a rezidensképzést. 

 Hálás vagyok kutatótársaimnak, TDK hallgatóimnak és más 

orvostanhallgatóknak, így Füredi Nórának, Kovács László Ákosnak, Farkas 

Józsefnek, Gaszner Tamásnak, Pytel Bencének, Márton Zsombor Sándornak, 

Bognár Máténak, Tanai Bálintnak, Török Zsófiának és Szemes Máténak, akik 

idejüket és energiájukat áldozták a munkára mind a kísérletes, mind pedig az 

adatfeldolgozás során. Köszönöm, hogy tanácsokkal és építő kritikákkal segítették a PhD 

dolgozatom elkészültét. 

 Köszönettel tartozom a kutatócsoport asszisztenseinek, Orbán Izabellának és 

Hegedüs Dánielnek, akik nélkül a morfológiai munka alapja, az immunhisztológia nem 

készülhetett volna el ilyen magas minőségben. Hálás vagyok Brumán Beatrixnak a 

metszetek válogatásában nyújtott segítségéért, illetve az Anatómiai Intézet minden 

munkatársának, akik bármilyen módon hozzájárultak a munkám sikerességéhez. 

 Szeretném megköszönni a szakmai segítséget az RNAscope® technika 

kivitelezésében Kormos Viktóriának és Kecskés Angélának, valamint a konfokális 

lézerpásztázó mikroszkóp használatát Berta Gergelynek. 

 Külön köszönetet szeretnék mondani Reglődi Dórának, hogy lehetőséget 

biztosított számomra a kutatói és oktatói munkavégzésre az Anatómiai Intézetben. 
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 Végül pedig hálával tartozom családomnak, barátaimnak a támogatásukért, 

akik a legnehezebb időkben is kiálltak mellettem és hittek abban, hogy ezt a célomat is 

véghez tudom vinni. Külön kiemelném a fő támogatómat, Mészáros Fannit, hiszen az ő 

figyelmessége és odaadása segített a legdirektebb módon. 
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role of neuroinflammation in neurodegeneration: from molecules to clinics”. 
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9. Alkalmazott rövidítések és idegen kifejezések jegyzéke 

5-HT 
szerotonin 

5-hidroxi-triptamin 

6-OHDA 6-hidroxidopamin 

BBB vér-agy gát 

CART 
kokain- és amfetamin-regulált transzkript peptidet 

cocaine- and amphetamine regulated transcript 

COMT katekol-o-metiltranszferáz 

CPu 
nucleus caudatus-putamen 

caudate-putamen 

CRH corticotropin-releasing hormon 

-ir -immunreaktív 

DA dopamin 

DAB diamino-benzidin 

DAMP 
károsodással összefüggő molekuláris mintázat 

damage-associated molecular pattern 

DAPI diamino-phenylindol 

DAT dopamin-transzporter 

DaTSCAN 
dopamin-transzporter scan 

dopamin-transporter single photon emission computed tomography 

DBA biotinilált dextrán-amin 

DBS 
mély agyi stimuláció 

deep brain stimulation 

DDC dopa-dekarboxiláz 

DMSO dimetil-szulfoxid 

DR 
nucleus raphe dorsalis 

dorsal raphe nucleus 

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav 

EMA European Medicines Agency 

EW 

EWcp 

nucleus Edinger-Westphal 

centrális-projekciójú Edinger-Westphal mag 
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FDA Food and Drug Administration 

GABA gamma-amino-vajsav 

GFAP glial fibrillary acidic protein 

GI 

GIT 

gastrointestinalis 

gastrointestinalis tractus 

GPe globus pallidus externus 

GPi globus pallidus internus 

HPA 
hypothalamus-hypophysis-mellékvese tengely 

hypothalamus-hypophysis-adrenal axis 

IBA1 ionized calcium-binding adapter molecule 1 

IL-X interleukin-x 

iNOS 
indukálható nitrogén-oxid szintáz 

inducible nitric oxide synthase 

KIR központi idegrendszer 

L-DOPA levodopa 

LB 
Lewy-testek 

Lewy body 

LC locus coeruleus 

MAO-B monoamin-oxidáz B 

MNR 
nucleus raphe medianus/ 

median raphe nucleus 

MPP+ 1-metil-4-phenylpyridynium 

MPPP 1-metil-4-fenil-4-propion-piperidin 

MPTP 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin 

MRI 
mágneses rezonancia képalkotás 

magnetic resonance imaging 

NA noradrenalin 

NA numerikus apertúra 

NÉBIH Nemzeti Élelmiszerlánc-biztonsági Hivatal 

NeuN neuronal nuclear antigen 

NGS normás kecske szérum 
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normal donkey serum 

OFT 
open field teszt 

open field test 

PAG 
periaqueductalis szürkeállomány 

periaqueductal gray matter 

PAMP 
kórokozó-asszociált molekuláris mintázat 

pathogen-associated molecular pattern 

PBS 
nátrium-foszfát pufferelt fiziológiás sóoldat 

phosphate buffered saline 

PD Parkinson-kór / Parkinson’s disease 

PET 
pozitron emissziós tomográfia/ 

positron emission tomography 

PIR perifériás idegrendszer 

PQ2+ paraquat 

PVN nucleus paraventricularis 

ROS reaktív oxigén szabadgyök 

RPT 
rotarod teszt/ 

rotarod performance test 

s.c. subcutan 

SERT szerotonin-transzporter 

SN 

SNpc 

SNpr 

substantia nigra 

substantia nigra pars compacta 

substantia nigra pars reticularis 

SPECT 
egyfoton-kibocsátásos, számítógépes metszeti képalkotás/ 

single-photon emission computerized tomography 

SPT 
cukorpreferencia teszt/ 
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RESEARCH

Neurodegeneration 
in the centrally-projecting Edinger–Westphal 
nucleus contributes to the non-motor 
symptoms of Parkinson’s disease in the rat
Balázs Ujvári1,4, Bence Pytel1, Zsombor Márton1, Máté Bognár1, László Ákos Kovács1,4, József Farkas1,4, 
Tamás Gaszner1,4, Gergely Berta2, Angéla Kecskés3, Viktória Kormos3, Boglárka Farkas1, Nóra Füredi1,4 and 
Balázs Gaszner1,4*  

Abstract 

Background: The neuropathological background of major depression and anxiety as non-motor symptoms of 
Parkinson’s disease is much less understood than classical motor symptoms. Although, neurodegeneration of the 
Edinger–Westphal nucleus in human Parkinson’s disease is a known phenomenon, its possible significance in mood 
status has never been elucidated. In this work we aimed at investigating whether neuron loss and alpha-synuclein 
accumulation in the urocortin 1 containing (UCN1) cells of the centrally-projecting Edinger–Westphal (EWcp) nucleus 
is associated with anxiety and depression-like state in the rat.

Methods: Systemic chronic rotenone administration as well as targeted leptin–saporin-induced lesions of EWcp/
UCN1 neurons were conducted. Rotarod, open field and sucrose preference tests were performed to assess motor 
performance and mood status. Multiple immunofluorescence combined with RNAscope were used to reveal the 
functional–morphological changes. Two-sample Student’s t test, Spearman’s rank correlation analysis and Mann–
Whitney U tests were used for statistics.

Results: In the rotenone model, besides motor deficit, an anxious and depression-like phenotype was detected. 
Well-comparable neuron loss, cytoplasmic alpha-synuclein accumulation as well as astro- and microglial activation 
were observed both in the substantia nigra pars compacta and EWcp. Occasionally, UCN1-immunoreactive neuronal 
debris was observed in phagocytotic microglia. UCN1 peptide content of viable EWcp cells correlated with dopa-
minergic substantia nigra cell count. Importantly, other mood status-related dopaminergic (ventral tegmental area), 
serotonergic (dorsal and median raphe) and noradrenergic (locus ceruleus and A5 area) brainstem centers did not 
show remarkable morphological changes. Targeted partial selective EWcp/UCN1 neuron ablation induced similar 
mood status without motor symptoms.

Conclusions: Our findings collectively suggest that neurodegeneration of urocortinergic EWcp contributes to the 
mood-related non-motor symptoms in toxic models of Parkinson’s disease in the rat.

Keywords: Rotenone, Saporin, Urocortin 1, Depression, Anxiety, Rat, RNAscope, Immunofluorescence
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Background
Parkinson’s disease (PD) is characterized by classic motor 
symptoms including rigor, tremor and bradykinesia 
attributed to neurodegeneration in the substantia nigra 
pars compacta (SNpc) and consequent loss of striatal 
dopaminergic afferentation [1]. According to the self-
assessment of patients, non-motor symptoms deteriorate 
their quality-of-life more dramatically than motor symp-
toms themselves [2]. Therefore, the attention has been 
recently turning to PD-associated non-motor symptoms, 
such as anxiety and depression. While the main neuro-
pathological hallmarks of motor symptoms such as Lewy 
body (LB) and Lewy neurite accumulation as well as 
nigral neurodegeneration are relatively well-investigated 
[1], much less knowledge has collected explaining the 
non-motor psychiatric symptoms. Anxiety disorders as 
well as major depression have been linked with altered 
noradrenergic, serotonergic and dopaminergic neuro-
transmission [3], but the underlying neuropathology of 
PD-associated mood disorders is poorly understood. Not 
surprisingly, the currently available pharmacotherapeutic 
strategies sharing the goal to increase serotonin (5-HT) 
and/or norepinephrine levels in the brain, provide lim-
ited efficacy [4].

Some neuropathological observations may explain 
the association between PD and mood disorders. For 
instance, LBs accumulate in the serotoninergic raphe 
nuclei [3], dopaminergic ventral tegmental area (VTA) 
as well as in the norepinephrinergic locus ceruleus (LC) 
[5]. Besides these, neurodegeneration and LB accumula-
tion have been observed in PD in the dorsal vagal nuclear 
complex and in the Edinger–Westphal nucleus (EW) [6, 
7].

Classically, cholinergic parasympathetic preganglionic 
neurons of the EW project to the ciliary ganglion control-
ling the sphincter pupillae and ciliary muscles. Based on 
this, patients with PD would be expected to suffer from 
compromised pupillary light reflex and lens accommo-
dation [8]. However, this is usually not the case, even 
though it is known that the "rostral part of the EW suffers 
50% neural loss and 3% of the cells contain Lewy bodies" 
[6]. This paradox suggested us that the recently defined 
peptidergic centrally-projecting (EWcp) division [9] of 
the EW may be affected.

The EWcp expresses leptin receptors [10] and a num-
ber of neuropeptides [11–14] including urocortin 1 
(UCN1) [15, 16]. UCN1 belongs to the corticotropin-
releasing hormone (CRH) peptide family [15] and acti-
vates both CRH receptors. The significance of CRH 
receptor signaling has been assessed in numerous biolog-
ical functions including stress adaptation response [17]. 
The involvement of UCN1 in stress and depression mod-
els has been demonstrated in mouse [18, 19], rat [20–23] 

and non-human primate [24] depression models. Impor-
tantly, EWcp samples of male depressed suicide victims 
contained decreased amount of Ucn1 mRNA [25].

In this work our goal was to investigate the putative 
underlying mechanisms of mood disorders in PD. Our 
main hypothesis was that the specific loss or damage of 
EWcp/UCN1 neurons directly contributes to anxiety and 
depression as non-motor symptoms of PD.

To test this, a systemic chronic rotenone treatment 
model for PD was applied in the rat [26]. As EWcp/
UCN1 neurons carry leptin receptors [10], a leptin-con-
jugated saporin-induced selective ablation of UCN1 neu-
rons was also performed to validate the depression-like 
phenotype in rats. Behavioral, functional–morphological, 
biochemical and histopathological tools were used to test 
the motor coordination, mood status as well as morpho-
logical changes in the brain.

Methods
Animals
In-house bred male Wistar rats (breeding pairs pur-
chased from Animalab Kft., Vác, Hungary) were housed 
in three-per-cage (40 × 25 × 20  cm) groups in tempera-
ture and humidity-controlled environment. Animals 
were supplied with standard rodent chow and tap water 
ad  libitum. Experiments were approved by the Animal 
Welfare Committee of Pécs University, the National Sci-
entific Ethical Committee on Animal Experimentation in 
Hungary and the National Food Chain Safety Office in 
Hungary (license No: BA02/2000-49/2017).

Systemic rotenone treatment model of PD
Eleven-month-old animals were subjected to 6  weeks 
daily subcutaneous rotenone treatment [(R8875-1G, 
Sigma, Budapest, Hungary) (n = 23; 1.5 mg/kg/day rote-
none dissolved in 20 µl/kg/day dimethyl-sulfoxide (Fisher 
Scientific, Loughborough, UK) and 1 ml/kg sunflower oil 
vehicle (8000-21-6, Molar Chemicals Kft., Halásztelek, 
Hungary)] vs. vehicle injected controls (n = 12). Five rats 
due to humane endpoint and six others showing less 
than 20% SNpc dopaminergic neuron loss upon rotenone 
treatment were removed from the study [27]. Finally, 12 
rotenone-treated rats were included.

Sucrose preference test
The anhedonia level was determined by sucrose prefer-
ence test (SPT). Seventy-two hours before testing 1 m/v% 
sucrose solution and tap water were offered. After 24 h, 
the place of the bottles was reversed. On the test day, 
water deprivation was applied between 6 a.m. and 4 
p.m. Then, the two bottles were offered for individually 
caged animals for 3 h. Sucrose preference was calculated 
according to the widely used formula [28].
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Open field test
The open field test (OFT) was performed in a brightly 
lit box [50 × 50 × 38  cm] with black background. Video 
recordings of 5  min were analyzed with SMART Junior 
Tracking software (PanLab, Barcelona, Spain) to assess 
the time spent in the periphery of the box, and the trave-
led distance [29].

Rotarod test
Rotarod performance test (RPT) was used to assess 
motor coordination. Animals were first pre-trained to 
run on the accelerating rotating axis three times. For test-
ing, rats were placed on the axis of the device (47750, 
Ugo Basile, Gemonio, Italy) and the time interval rats 
spent on the rotating axis was registered [30].

Targeted toxin‑induced lesion of EWcp/UCN1 neurons
The EWcp contains neuron populations that do not 
express UCN1 [14, 31]. Because in this project, our 
aim was to study the significance of UCN1 neuron loss, 
we applied a selective neuron ablation by saporin. This 
neurotoxin enters neurons only if it is conjugated to 
a substance that is internalized by receptor-mediated 
endocytosis and irreversibly inhibits the cells’ protein 
synthesis [32]. As EWcp/UCN1 neurons carry leptin 
receptors [10], leptin-conjugated saporin injection pro-
vides a reliable tool to perform selective UCN1 neuron 
ablation [33].

Thirty-two rats were intraperitoneally anesthetized 
by ketamine (78  mg/kg, Richter, Budapest, Hungary) 
and xylazine (13  mg/kg, Eurovet, Nagyatád, Hungary). 
Using a stereotaxic apparatus, 0.08  μl leptin-conjugated 
saporin (n = 16) or saporin (n = 16) solution (#KIT-47, 
ATS INC, Carlsbad, CA, USA) was injected into the 
EWcp area. From a point 1.5 mm left and 4.8 mm cau-
dal to the Bregma [34] an oblique injection path closing 
19° angle with the vertical axis was set and the Hamil-
ton needle was introduced to a depth of 5.8 mm [33, 35]. 
Compounds were injected in 30  s. Thirty seconds later, 
the needle was retracted by 0.5  mm, and 1  min later, it 
was removed.

If the magnitude of UCN1 neuron loss was less than 
20% upon leptin–saporin treatment, the animal was 
excluded (8 rats) from the experiment. Six rats were 
excluded, because the injection path deviated from the 
planned route, or the needle caused physical damage 
in the EWcp. Finally, nine saporin (control) and leptin–
saporin-injected rats were included into the statistics. 
Behavioral testing was performed after 10  days recov-
ery as described above. Behavioral data were converted 
into Z-scores using the formula Z = (X − µ)/σ, where 

(X) represents the raw data of the individual animal, (µ) 
and (σ) the mean and standard deviation of the control 
group, respectively [36]. Tissue sampling was performed 
2 weeks after surgery.

Tissue and sample preparation
Intraperitoneally anesthetized (urethane, 1.4 g/kg, Merck 
KGaA, Darmstadt, Germany) rats were perfused with 
50  ml 0.1  M phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) 
followed by 250  ml 4% paraformaldehyde in Millonig’s 
buffer. Brains were dissected and post-fixed for 14 days. 
Thymus and adrenals were collected and weighed.

Thirty µm coronal vibratome (Leica Biosystems, Wet-
zlar, Germany) sections in six series were collected 
between the optic chiasm and middle cerebellar pedun-
cle. Sections were stored in PBS containing 0.01% sodium 
azide at 4 °C [22].

Multiple immunofluorescence labeling
Sections of caudate–putamen (CPu) [Bregma 
− 0.36  mm − (− 0.84  mm)], EWcp [Bregma 
− 5.88 mm – (− 6.72 mm)], SNpc [Bregma − 5.16 mm 
– (− 6.24  mm)], VTA [Bregma − 5.16  mm – 
(− 6.24  mm)], dorsal- (DR) [Bregma − 6.96  mm 
– (− 7.32  mm)] and median (MNR) raphe nucleus 
[Bregma − 7.20 mm – (− 7.80 mm)] LC and A5 noradr-
energic cells [Bregma − 9.60  mm – (− 10.08  mm)] 
were manually selected [34] for multiple immuno-
fluorescence labelings on samples from the rotenone 
model. After epitope retrieval (10 min, 90 °C, sodium–
citrate buffer; pH 6.0), permeabilization (0.5% Triton 
X-100; Sigma) and 2% normal donkey serum (60 min) 
treatment, sections were incubated in cocktails of pri-
mary antibodies for double (16  h, room temperature) 
or triple labelings (48 h, 4 °C). Ionized calcium-binding 
adapter molecule 1 (IBA1, rabbit)-tyrosine-hydrox-
ylase (TH, mouse) double labeling was performed in 
the SN, VTA, LC and A5. 5-HT (mouse)-IBA1 labeling 
was conducted in the DR and MNR. CPu was assessed 
by TH (rabbit)-NeuN (mouse) labeling. UCN1 (goat)–
IBA1–glial fibrillary acidic protein (GFAP, mouse); 
moreover, UCN1 (goat)–alpha-synuclein (mouse)–
TH (rabbit) triple stainings were performed. Reactive 
microglia were identified by IBA1 (goat)–CD68 (rab-
bit) double labeling in the EWcp. Tumor necrosis fac-
tor alpha (TNF-alpha, rabbit)–GFAP (mouse)–IBA1 
(goat), moreover, inducible nitric oxide-synthase-
(iNOS, rabbit)–GFAP (mouse)–IBA1 (goat) triple 
labelings were conducted in the SNpc. In the targeted 
toxin model, UCN1 (rabbit)–GFAP (mouse)–IBA1 
(goat) and a UCN1 (goat)–TH (mouse)–caspase 3 
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(rabbit) triple labelings, moreover, a UCN1 (goat)–
NeuN (mouse) double labeling was performed. The 
respective fluorophore-conjugated or biotinylated 
secondary sera were applied either for 3  h in double 
or overnight in triple stainings. Biotinylated donkey 
anti-rabbit serum was detected by Cy5-conjugated 

streptavidin (Jackson, 1:1500, 3  h). Finally, sections 
were mounted on gelatin-coated slides, air-dried and 
covered with glycerol-PBS.

Antisera were characterized earlier as referenced in 
Table 1. Omission and non-immune serum replacement 

Table 1 Summary of antibody details

Antibody name Vendor Cat# References RRID Antigen Dilution

Anti-tyrosine-hydroxylase (host: 
rabbit, polyclonal)

Abcam ab112 [65] AB_297840 Full length protein from rat 
pheochromocytoma

1:2000

Anti-tyrosine-hydroxylase (host: 
mouse, monoclonal)

Sigma T2928 [66] AB_477569 rat tyrosine-hydroxylase 1:2000

Anti-UCN1
(host: goat, polyclonal)

Santa Cruz SC1825 [21] AB_2304014 C terminus peptide fragment of 
rat UCN1

1:200

Anti-UCN1
(host: rabbit, polyclonal)

Salk Institute
Prof. WW. Vale

PBL#5779 [67] AB_2315527 rat UCN1 (amino acids 1–40) 1:20,000

Anti-GFAP (host: rabbit, mono-
clonal)

Abcam Ab33922 [68] AB_732571 C terminus synthetic peptide 
(sequence commercially sensi-
tive)

1:1500

Anti-GFAP
(mouse monoclonal)

Novocastra NCLLGFAP-GA5 [69] AB_563739 Porcine spinal cord 1:1000

Anti-IBA1
(host: rabbit, polyclonal)

Wako Ltd 019–19,741 [70] AB_839504 C terminus synthetic peptide 
of IBA1

1:1000

Anti-IBA1 (host: goat, poly-
clonal)

Wako Ltd 011–27,991 [71] Synthetic peptide correspond-
ing to C-terminal of IBA1

1:500

Anti-alpha-synuclein
(host: mouse, monoclonal)

Abcam Ab1903 [72] AB_302665 Recombinant full length pro-
tein corresponding to human 
alpha-synuclein

1:2000

Anti-NeuN (host: mouse, mono-
clonal, (clone A60)

Millipore MAB377 [73] AB_2298772 Purified cell nuclei from mouse 
brain

1:1000

Anti-5-HT
(host: mouse, monoclonal)

Universite´ Claude Ber-
nard, Lyon, France
Dr. Luciene Leger

Custom made [18] BSA-conjugated 5HT 1:20,000

Anti-CD68
(Host: rabbit, polyclonal)

Abcam ab125212 [74] AB_10975465 Synthetic peptide 
AFCITRRRQSTYQPL

1:100

Anti-caspase 3 (host: rabbit, 
polyclonal)

Abcam ab49822 [75] AB_868673 aa167-175 within the p17 
subunit (cleaved caspase)

1:4000

Anti-TNF-alpha (host: mouse, 
monoclonal)

Abcam ab220210 [74] AB_2892586 Recombinant full length pro-
tein corresponding to human 
TNFalpha

1:200

Anti-iNOS
(host: rabbit, monoclonal)

Abcam ab178945 [76] AB_2861417 Recombinant fragment (infor-
mation is proprietary to the 
supplier)

1:250

Normal Donkey Serum Jackson Immunoresearch 017–000-121 AB_2337258 - 2%

Alexa Fluor 488 donkey anti-
mouse IgG (H + L)

Jackson Immunoresearch 706–545-148 AB_2340472 - 1:400

Alexa Fluor 488 donkey anti-
goat IgG (H + L)

Jackson Immunoresearch 706–545-148 AB_2340472 - 1:600

Cy3 donkey Anti-Rabbit IgG 
(H + L)

Jackson Immunoresearch 711–165-152 AB_2307443 - 1:800

Alexa Fluor 647 donkey Anti-
Rabbit IgG (H + L)

Jackson Immunoresearch 711–605-152 AB_2492288 - 1:500

Alexa Fluor 647 donkey Anti-
Goat IgG (H + L)

Jackson Immunoresearch 705–605-003 AB_2340436 - 1:500

Biotin-SP (long spacer) donkey 
anti-rabbit IgG (H + L)

Jackson Immunoresearch 711-065-152 AB_2340593 - 1:200
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of primary or secondary antibodies prevented all immu-
nolabelings (images not shown).

RNAscope in situ hybridization combined 
with immunofluorescence
In the rotenone model, four EWcp sections per animal 
were pretreated for RNAscope according to our recently 
developed protocol [37] optimized for 30 µm-thick PFA 
fixed sections. Subsequent steps of RNAscope protocol 
was performed according to the supplier’s suggestions. 
Ucn1 mRNA was visualized by Cy5 (1:3000). A mouse 
Ucn1 mRNA probe (Cat No: 466261, Advanced Cell 
Diagnostics, Newark, CA, USA) was used as mouse and 
rat UCN1 show full peptide sequence identity [38]. Some 
randomly selected sections were hybridized with triplex 
positive control probes for the rat (320891) or with tri-
plex negative control probes (320871). After channel 
development positive control gave well-recognizable sig-
nal, while no fluorescence was seen in negative controls 
(images not shown).

Subsequently, slides were further processed for double-
immunofluorescence using goat anti-UCN1 (1:175) and 
rabbit IBA1 (1:1000) for 48 h at 4 °C. After washes, Alexa 
488-conjugated donkey anti-goat and Cy3-conjugated 
donkey anti-rabbit sera (1:500, 3 h) were used. Sections 
were counterstained with 4′,6-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI) and covered with antifade medium.

Microscopy, digitalization and morphometry
Samples were digitalized using Olympus FluoView 1000 
confocal microscope with × 20 (NA: 0.5), × 40 (NA: 0.8) 
and × 60 (NA: 1.49 oil) objectives. The excitation and 
emission of fluorophores were set according to the built-
in settings of the FluoView software (Fv10-ASW; Ver-
sion 0102). Blue (DAPI), red (Cy3), green (Alexa 488) and 
white (Cy5 and Alexa 647) virtual colors were used.

Morphometry including counting of cells, nerve termi-
nals and signal dots of the RNA labeling, densitometry 

and cell size measurement was performed on non-edited 
digital images. Every quantitation was carried out on four 
to six images per animal. The intensity of fluorescent 
signal was semi-quantified by measurement of the cyto-
plasmic signal corrected for the background, yielding the 
specific signal density (SSD) [18]. The measurement and 
unbiased stereological cell counting [39] was performed 
by ImageJ software (version 1.52a, NIH). Glial cell mor-
phology was conducted according to the scoring system 
by Harrison et al. [40]. For publication purposes, repre-
sentative images were cropped, contrasted and edited 
using Adobe Photoshop software.

Statistics
Data were presented as mean of the group ± standard 
error of the mean. Statistics were performed by two-sam-
ple Student’s t test after assessment of data distribution. 
Outlier data beyond the 2-sigma range were excluded. 
Spearman’s rank test was also applied to search for corre-
lations. Mann–Whitney U test was used to assess results 
of glial activity scores. Alpha was set to 5% in all cases.

Results
Partial loss of EWcp/UCN1 neurons in the rotenone 
model is associated with depression‑like phenotype 
and increased anxiety
RPT revealed that rotenone-treated rats were practically 
unable to stay on the rotating rod (1.75 ± 1.25 s) in con-
trast to vehicle-treated animals which ran 68.83 ± 15.37 s 
(Fig. 1A t(22) = 4.34; p = 0.002). In OFT, deterioration of 
motor skills was also reflected by the reduced distance 
traveled (Fig. 1B t(19) = 2.68; p = 0.01).

Regarding mood status, OFT revealed that parkinso-
nian rats spent more time (Fig. 1C, t(21) = 2.36; p = 0.027) 
in the periphery suggesting increased level of anxiety. The 
anhedonia level increased also upon rotenone treatment 
as rats consumed less sweetened fluid in SPT (Fig. 1D, t 
(22) = 2.34; p = 0.029). Increased relative adrenal weight 

Fig. 1 Increased anxiety and depression-like behavior in the rotenone model of Parkinson’s disease. Rotenone-treated rats (red bars) were unable to 
run on the rotating rod in the rotarod test (A) and they moved less in the open field test (OFT) (B). The increased anxiety level was proven by longer 
time spent in the periphery of the OFT arena (C). Rotenone-treated rats drank less sweetened water in the sucrose preference test (SPT) suggesting 
increased anhedonia (D). Relative adrenal (E) and thymus (F) weights as well as bodyweight (G) data suggest increased hypothalamus–pituitary–
adrenal axis activity in the rotenone-treated group compared to vehicle (oil) injected rats (black bars). Tyrosine-hydroxylase (TH, green in H, I)—
alpha-synuclein (αSYN, red in H, I) double labeling in the substantia nigra pars compacta (SNpc) revealed reduced SNpc/TH-immunoreactive (ir) 
cell count (J) in rotenone-treated rats. Cytoplasmic alpha-synuclein-ir inclusions (see arrowhead in insert of panel I) were observed upon rotenone 
treatment in SNpc/TH neurons (K). The assessment of microglia morphology in the SNpc by TH (green in L, M)—ionized calcium binding adaptor 
molecule 1 (IBA1, red in L, M) double labeling revealed increased activity score upon rotenone treatment (N). TH (green in P, Q)—glial fibrillary 
acidic protein (GFAP, red in P, Q) double labeling revealed also increased astrogliosis (O) in rotenone-treated rats. TH (red in R, S)—NeuN (green, R, 
S) labeling in the caudate-putamen (CPu) revealed reduced dopaminergic fiber density in rotenone-treated rats (T) occasionally with focal pattern 
(see the border of focal fiber loss area indicated by arrowheads in panel S). Rotenone treatment did not induce neuron loss in the striatum (U). 
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 in Student’s t test or in Mann–Whitney U test in N and O. n = 8–12. Bars: 50 µm

(See figure on next page.)
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Fig. 1 (See legend on previous page.)
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(Fig.  1E, t(21) = − 5.22; p = 0.0003), reduced relative 
thymus weight (Fig.  1F, t (22) = 2.88; p = 0.008) and 
bodyweight (Fig.  1G, t(22) = 6.16; p = 0.000005) suggest 
long-term increased hypothalamus–pituitary–adrenal 
(HPA) axis activity in rotenone-treated rats.

The number of SNpc/TH-immunoreactive (ir) cells 
decreased by 32.4% (Fig. 1J, t (22) = 6.12; p = 0.00004) in 
rotenone-treated rats. Alpha-synuclein-ir inclusions were 
found in 10.96 ± 1.58% of SNpc/TH neurons (Fig. 1H, I) 
in rotenone-treated rats, unlike (0.82 ± 0.42%) in con-
trols (Fig.  1K, t (20) = − 6.18; p = 0.00005). In addition, 
IBA1 staining suggested elevated microglial (Fig.  1L–N, 
U (22) = 14; p = 0.0008) activation scores, while GFAP 
revealed increased astroglial activity (Fig.  1O–Q, U 
(22) = 26.5; p = 0.008) in rotenone-treated rats. The den-
sity of TH-ir nerve fibers was reduced by 69% (Fig.  1T, 
t (19) = 3.41; p = 0.003) in the CPu of rotenone-injected 
rats. Occasionally, also focal loss of striatal TH immuno-
reactivity was found (Fig. 1R, S). The counting of NeuN-
ir cells revealed no neuron loss in the CPu (Fig.  1R, S, 
U, t(19) = 0.57; p = 0.57). Furthermore, in the SNpc of 
rotenone-exposed rats, increased TNF-alpha immu-
noreactivity in astrocytes (Fig.  2A–C, t (22) = − 4.94; 
p = 0.00006) and elevated microglial (Fig. 2D–F, t(10) = − 
2.62; p = 0.025) and neuronal iNOS immunoreactivity 
(Fig.  2D, E, G, t(10) = − 4.25; p = 0.0016) was detected, 
compared to controls.

When testing our main hypothesis, we found that 
the number of UCN1 neurons decreased upon rote-
none treatment (Fig.  3A–C, t(22) = 2.52; p = 0.019) 
and they showed pyknotic morphology (Fig.  3A, B, D, 
t(18) = -3.62; p = 0.0019). Occasionally, UCN1 neurons 
were found to disintegrate, where IBA1-ir microglial 
processes surrounded the UCN1-ir debris of the neu-
rons (Fig. 3G, H’, Additional file 1: video 1A, Additional 
file  2: video 1B). Microglia interacted about 10-times 
more frequently with UCN1 neurons in rotenone-treated 

rats (Fig. 3I, t (18) = − 4.28; p = 0.0004) than in controls. 
Alpha-synuclein-ir cytoplasmic inclusions were observed 
in 11.94 ± 1.28% of the UCN1 neurons in rotenone-
treated rats (Fig.  3B, E), unlike in controls (Fig.  3A, E; 
0.62 ± 0.33%; t(20) = − 8.52; p <  10–6). GFAP labeling 
in the EWcp (Fig. 3J, K) revealed that rotenone induced 
also astrocyte activation (Fig.  3L; Mann–Whitney test; 
U(22) = − 14.50; p = 0.0009). To test whether astrogliosis 
was restricted to EWcp within the periaqueductal gray 
matter (PAG), astrocyte morphology was assessed in the 
ventrolateral PAG (Fig.  3J, K) and no remarkable astro-
gliosis was seen here (Fig. 3M, U (22) = 52.00; p = 0.24). 
Correlation analyses revealed significant inverse rela-
tionship of the SNpc/TH immunoreactivity both with 
microglial (Fig. 2K; Spearman’s ρ:-0.48; p = 0.03) and with 
astrocyte activity scores (Fig.  2L; Spearman’s ρ: − 0.57; 
p = 0.004) in the EWcp. In contrast, no correlation was 
found between SNpc/TH immunoreactivity and TNF-
alpha (Spearman’s ρ: − 0.26; p = 0.79) or iNOS (Spear-
man’s ρ: − 0.82; p = 0.42) immunoreactivities (data not 
illustrated).

Rotenone treatment resulted in 126%-elevation of 
UCN1 peptide immunosignal (compare Fig. 3A with 3B 
or 3  N” with 3O”) (Fig.  3Q, t(22) =  − 11.11; p <  10–6). 
We successfully combined immunofluorescence with 
RNAscope in  situ hybridization for Ucn1 mRNA. The 
EWcp perikarya contained high amount of cytoplasmic 
Ucn1 mRNA that was often inhomogeneously distrib-
uted in clusters of confluent signal dots, especially in 
rotenone-treated animals. This uneven distribution made 
the quantitation of cytoplasmic mRNA signal difficult. In 
contrast, well-countable Ucn1 mRNA signal puncta were 
dispersed in the karyoplasm of neurons (Fig.  3N’, O’). 
Quantitation of intranuclear Ucn1 mRNA transcripts 
revealed decreased Ucn1 mRNA expression by 57.8% in 
rotenone-treated rats (Fig. 3P; t(18) =  − 4.08; p = 0.0008). 
A strong negative correlation was found between cellular 

(See figure on next page.)
Fig. 2 Neuroinflammatory markers support the validity of the rotenone model. Increased tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha, green in A and 
B) specific signal density (SSD) in glial fibrillary acidic protein (GFAP; red in A and B)-expressing astrocytes was detected in the substantia nigra 
pars compacta (SNpc) as shown in graph C also. No TNF-alpha immunoreactivity was observed in ionized calcium binding adaptor molecule 1 
(IBA1)-containing microglia (white in A and B). Inducible nitric oxide synthase (iNOS, red in D and E) immunoreactivity was detected only in very 
few IBA1 (white in A and B)-containing SNpc microglia in control rats (boxed area and red arrowhead in D). Rotenone treatment increased the 
number of iNOS immunoreactive (-ir) IBA-immunopositive microglia (inset in E) that occasionally formed active cell clusters (yellow arrowheads 
in E). Some faintly iNOS-ir nerve cell bodies (blue arrowheads in E and graph G) were also found and occasionally, TH-ir neurons also appeared to 
show weak iNOS positivity (see inset in E). IBA1 (green in H and I) and cluster of differentiation 68 (CD68, red in H and I) double-labeling revealed 
that upon rotenone treatment (I), the microglial cells in the centrally-projecting Edinger–Westphal nucleus (EWcp) co-express CD68 (J) suggesting 
their reactivity. Black bars: vehicle (oil) injected rats, red columns: rotenone-treated group. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 in Student’s t test, n = 6. 
Bars: 50 µm. Scatter plot K demonstrates the negative correlation between the TH immunoreactivity in the SNpc and EWcp microglial activity 
scores. Scatter plot L illustrates the inverse relationship between SNpc/TH immunoreactivity and astroglial activity scores
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UCN1-SSD and nuclear Ucn1 mRNA content (Fig.  3T, 
Spearman’s ρ = − 0.57; p = 0.009). The IBA1 co-labe-
ling identified some EWcp neurons with very low Ucn1 
mRNA content approached by reactive microglial cells 
showing phagocytotic morphology (Fig.  3O–O”). Simi-
lar microglia in other sections were found to co-express 
CD68 (Fig. 2H–J, t(10) =  − 4.53; p = 0.001). Correlation 
analyses also support the recruitment of EWcp in PD, as 
EWcp/UCN1 content correlated both with the rotarod 
performance (Fig. 3R, Spearman’s ρ = − 0.70; p = 0.0001) 
and SNpc/TH cell counts (Fig. 3S, Spearman’s ρ = − 0.66; 
p = 0.004).

The toxin distribution in systemic rotenone adminis-
tration is not restricted to the dopaminergic SNpc and 
UCN1-ir EWcp. To test if the damage of other mood 
control-related brain regions contributed to PD-asso-
ciated depression and anxiety in this model, we also 
studied dopaminergic, serotonergic and noradrenergic 
brainstem centers. Neither VTA (Fig. 4A–C, t(22) = 0.48; 
p = 0.63) nor DR (Fig.  4E–G, t(16) = 0.22; p = 0.82) suf-
fered dopaminergic neuron loss. Assessment of TH-ir 
cell–microglia interactions revealed no significant 
rotenone effect in the VTA (Fig.  4A, B, D, t(21) = 1.30.; 
p = 0.20) and DR (Fig. 4E, F, H, t(21) = − 0.21; p = 0.83). 
No serotonergic neuron loss was found in the DR 
(Fig. 4I–K, t(15) = − 0.73; p = 0.47) and MNR (Fig. 4M–
O, t(15) = 0.26; p = 0.79). Rotenone treatment did not 
increase the number of microglia–5HT-ir neuron inter-
actions in DR (Fig.  4, I, J, L, t(15) = − 1.76; p = 0.099) 
and MNR (Fig.  4, M, N, P, t(15) = 0.78; p = 0.44) either. 
Noradrenergic neuron loss was found neither in the 
LC (Fig.  4Q–S, t(15) = 1.07; p = 0.30) nor in the A5 
area (Fig.  4U–W, t(18) = 0.26; p = 0.79). No signifi-
cant microglia activation was seen in the LC (Fig.  4Q, 
R, T, U(19) = 35.00; p = 0.45) and A5 (Fig.  4U, V, X, 
U(18) = 24.50; p = 0.16).

Selective EWcp/UCN1 neuron ablation replicates mood 
status‑related symptoms observed in parkinsonian rats
EWcp/UCN1 neurons were selectively ablated by tar-
geted leptin–saporin toxin injection to test whether the 
administration causes similar behavioral anomalies to 
those observed in the rotenone model.

SPT revealed that leptin–saporin caused increased 
anhedonia (Fig.  5A, t(16) = 2.13; p = 0.048). The 
UCN1 neuron-ablated rats spent longer time (Fig.  5B, 
t(16) = − 2.70; p = 0.015) next to the walls in OFT, sug-
gesting increased anxiety. Importantly, these animals 
traveled the same total distance as controls (Fig.  5C, 
t(16) = 0.45; p = 0.65). RPT also showed that leptin–
saporin injection did not affect motor performance 
(Fig. 5D, t(16) =  − 0.20; p = 0.84).

UCN1–NeuN labeling proved that leptin–saporin 
injection reduced the number of EWcp/UCN1 cells by 
24.5% (Fig. 5E, G, t(16) = 4.56; p = 0.0003). No significant 
reduction of UCN1 immunonegative but NeuN-ir EWcp 
cells was seen (Fig. 5E, F, H, t(16) = − 1.15; p = 0.26), sug-
gesting selective neurodegeneration of EWcp/UCN1 
neurons. In contrast to saporin-injected controls, a sub-
set of UCN1 neurons in leptin–saporin treated rats were 
seen to contain nuclear caspase 3 immunoreactivity 
suggesting still ongoing apoptotic process (Fig.  5M–O, 
t(12) =  − 5.52; p = 0.0002). Both microglia (Fig.  5I–K 
U(12) = 1.00; p = 0.006) and astrocyte (Fig.  5I, J, L, 
U(12) = 0.00; p = 0.004) activity scores were higher in the 
EWcp of leptin–saporin-injected rats than in saporin-
treated controls. Microglia in UCN1-ablated rats showed 
a strong tendency (Fig. 5I, J, P, t(10) =  − 2.21; p = 0.051) 
to interact more frequently with UCN1 neurons.

In the SNpc, we did not observe dopaminergic neu-
ron loss (Fig.  5Q, R, T, t(10) = 0.41; p = 0.68), consider-
able neuronal caspase 3 activity (Fig. 5Q–S, t(10) = 0.79; 
p = 0.43), micro- (Fig.  5U–W, U(12) = 13.00; p = 0.42) 

Fig. 3 UCN1-immunoreactive (ir) neurons of the centrally-projecting Edinger–Westphal nucleus (EWcp) undergo neurodegeneration and show 
altered functional neuromorphology in the rotenone model of Parkinson’s disease. In rotenone-treated rats (red bars) the number of EWcp/UCN1 
neurons (green in B) decreased (C), compared with oil-injected controls (A, black bars). EWcp/UCN1 neurons also showed swollen morphology 
(D), and contained alpha-synuclein (αSYN, red) immunoreactive (ir) inclusions (see arrows in insets of panel B and histogram in E). Occasionally, 
ionized calcium binding adaptor molecule 1 (IBA1)-ir phagocytotic microglial cells (red G, H) were observed around UCN1 immunoreactive cell 
fragments (green) (inset in G, panels H and H’ and see also Additional file 1: Video 1) and rotenone treatment increased the number of interactions 
between UCN1 neurons and microglia (I). Glial fibrillary acidic protein (GFAP) labeling (white in J, K) revealed astrogliosis (L) upon rotenone 
treatment in the EWcp, while astrocyte activity score in the adjacent ventrolateral periaqueductal gray (vlPAG) remained unchanged (M). RNAscope 
in situ hybridization for Ucn1 mRNA (white in N, N’, O, O’) revealed reduced expression (P) in rotenone-treated rats. Immunolabeling in the same 
preparations revealed increased UCN1 peptide specific signal density (SSD) of the cells (green in N, N”, O, O”) upon rotenone treatment (Q). Cells 
with very low Ucn1 mRNA and high UCN1 peptide content were occasionally approached by phagocytotic microglial cells (IBA1, red in O, O”). DAPI 
(4′,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) labeling for nuclear staining is shown in blue (N’, N”, O’, O”). A negative correlation between UCN1 
SSD and motor performance (R), SNpc/TH cell count and UCN1 SSD (S) as well as UCN1 SSD and Ucn1 mRNA expression (T) was detected. a.u.: 
arbitrary unit; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 in Student’s t test, or in Mann–Whitney U test in L and M). ns not significant; n = 8–12. Bars: 50 µm

(See figure on next page.)
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and astrogliosis (Fig.  5U–W, X, U(12) = 14,50; p = 0.57) 
in the leptin–saporin model.

Discussion
In the systemic toxic model of Parkinson’s disease, rote-
none was chosen to assess whether the PD-like state can 
be associated with morphological changes also within 
the peptidergic EWcp and whether it is accompanied 
with depression-like phenotype and anxiety. Next, a local 
neuron ablation was performed to examine whether the 
selective EWcp-damage causes comparable deterioration 
in the mood status.

Anxiety and depression as non‑motor symptoms of PD are 
detected in the rotenone model
Although not without limitations [41, 42], the rotenone 
model of PD reproduces many features of the human 
disease, including systemic mitochondrial impairment, 
selective dopaminergic nigrostriatal damage, microglia 
activation, alpha-synuclein accumulation with forma-
tion of LBs [43, 44]. The RPT, a widely used method [45, 
46] unambiguously revealed severe motor coordination 
deficit in rotenone-treated rats. Reduced OFT locomo-
tor activity further supported the deterioration of motor 
skills in full agreement with earlier studies [47, 48]. OFT 
also suggested increased anxiety in rotenone-treated rats 
[49]. In SPT, reduced sucrose consumption in parkinso-
nian rats suggested diminished reward-seeking behavior 
[50]. Although these in  vivo results confirmed the effi-
cacy of the PD model, one has to consider the limitations 
of these tests as motor skills of rats might directly affect 
their performance. Nevertheless, after pre-testing other 
mood-status assessing paradigms (e.g., forced swim test, 
light–dark box test) in our pilot studies, we decided for 
OFT and SPT as parkinsonian animals were also capable 
of performing these, and the within and between subject 
error was acceptable.

The number of SNpc/TH cells was reduced by 32.4% in 
rotenone-treated rats. Although this is considerably less 
than the 70% neuron loss in humans [1], rats with 20% 
loss of SNpc/TH neurons showed significantly impaired 

motor skills. Furthermore, in line with others, we found 
neurons with cytoplasmic alpha-synuclein inclusions 
in SNpc/TH [51] that correspond to LB-like structures. 
These two observations strongly suggest the validity of 
our model. Increased SNpc/astroglia TNF-alpha immu-
noreactivity and elevated microglial and neuronal iNOS 
signal in the SNpc strongly suggest that the rotenone 
treatment-related oxidative stress and consequent neu-
roinflammation contributed to the neuron loss [52, 53]. 
Furthermore, in the rotenone model a diffuse striatal 
axonal loss and also drastic focal TH-ir fiber loss may be 
observed [54]. Indeed, we also measured reduced CPu/
TH-ir fiber content in rotenone-treated rats, and found 
some circumscribed striatal neuropil areas with almost 
undetectable TH-ir (Fig. 1S).

EWcp/UCN1 neurons suffer neurodegeneration 
and surviving cells show functional damage 
in the rotenone model
The magnitude of neuronal loss, the presence of cyto-
plasmic alpha-synuclein-ir inclusions, corresponding to 
LB-like structures and the increased microglial activ-
ity in the SNpc was in line and in statistical correla-
tion with micro- and astroglial activity as well as with 
UCN1–neuron loss of the EWcp suggesting their simi-
lar susceptibility to the toxic agent. This is not surpris-
ing as EWcp neurons are developmentally also closely 
related with SNpc/TH neurons [55]. Although obvious 
cytoplasmic alpha-synuclein immunoreactive inclu-
sions suggested the presence of LB-like structures in 
the SNpc and EWcp, we have to state an important lim-
itation here is that our antibody, similarly to numerous 
other commercially available sera [56], was not specific 
for the high molecular weight isoforms found in LBs in 
the rat.

Beyond the obvious interaction between UCN1-ir 
cell fragments (Fig.  3H’) and CD68-ir reactive micro-
glia (Fig.  2I) [57] that unambiguously proves the loss 
of EWcp/UCN1 cells, we also provide evidence that 
surviving UCN1 cells suffered functional damage. We 
assume that the mitochondrial complex I inhibition 

(See figure on next page.)
Fig. 4 Dopaminergic, serotonergic and noradrenergic centers do not show significant neurodegeneration or glial activation in the rotenone model 
in the rat. Dopaminergic neurons marked by tyrosine-hydroxylase (TH, green) labeling in the ventral tegmental area (VTA) (A, B) and dorsal raphe 
nucleus (DR) (E, F) do not show significant neurodegeneration as shown by histograms C and G, respectively. The number of ionized calcium 
binding adaptor molecule 1 (IBA1, red in A, B, E, F)-ir microglia-TH neuron interactions remained unchanged both in the VTA (D) and DR (H) upon 
rotenone treatment. The number of serotonin (5-HT)-producing neurons of the DR (green, I, J) and median raphe nuclei (MNR, green, M, N) were 
not affected significantly as shown in panel (K) and (O), respectively. The number of microglia (IBA1, red in I, J, M, N)—5-HT neuron interactions did 
not change in the DR (L) and MNR (P). Noradrenergic cells of the locus ceruleus (LC, Q, R) and A5 noradrenergic cells of the ventrolateral medulla 
(U, V) shown by TH immunolabeling (green) did not suffer significant neurodegeneration upon rotenone treatment as shown in histograms (S) and 
(W), respectively. The microglial activity score (IBA1, red in Q, R, U, V) did not change in the LC (T) and in the A5 (X). 4th: fourth brain ventricle. Black 
bars: vehicle (oil) injected rats, red columns: rotenone-treated group. n = 7-12. Bars: 50 µm
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in UCN1 cells caused energy deficit [58] with conse-
quent UCN1 peptide accumulation due to impaired 
axonal transport. The increased SSD of UCN1 suggests 
peptide accumulation in the perikarya of cells, which 
was also observed in stressed mice [19, 59]. The reduc-
tion of Ucn1 mRNA message is in line with findings 
in EWcp samples of chronically stressed rats [23] and 
depressed suicide victims [25]. Adrenal-, thymus- and 
bodyweight data suggest increased HPA axis activ-
ity that is commonly associated with depression-like 
states in animal models [19, 60] and human depression 
[17].

Although PD-related neurodegeneration was shown 
to affect the DR [3], VTA and LC [5], we did not 
observe remarkable damage of these serotonergic, 
dopaminergic and noradrenergic cell populations in 
our rats. We cannot exclude that a higher rotenone 
dose [30] or a longer treatment period would have 
also affected these or other centers [53], that were not 
examined in this project but may affect mood status. 
Nevertheless, our rat model ultimately supports fur-
ther the significance of the EWcp/UCN1 in PD-asso-
ciated mood disorder.

Local targeted toxic UCN1–neuron ablation results 
in altered mood status
To further corroborate that EWcp/UCN1 neuron loss 
contributes to deterioration in the mood status, a local 
targeted UCN1 cell ablation was conducted. The leptin-
conjugated saporin is internalized into leptin receptor 
positive cells leading to disturbed protein synthesis [61] 
and apoptotic neuron loss [62]. As in this area the lep-
tin receptor expression is restricted to a part of EWcp/
UCN1 cells [10, 63], a selective partial UCN1 neu-
ron death was expected. After pre-tests with multiple 
leptin–saporin doses we achieved a cell loss that was 

comparable with that observed in the rotenone model. 
Earlier works [33] and pre-tests suggested that the cell 
death requires 2  weeks in the leptin–saporin model. 
Nevertheless, the occasional caspase 3 immunoreactivity 
in UCN1 neurons suggested that in some cells the lep-
tin–saporin-induced apoptotic process [64] was still in 
progress at the time of tissue sampling. Some activated 
micro- and astroglial cells were seen also in saporin-
injected controls most likely due to the direct physical 
effect of the surgery. In leptin–saporin-treated rats both 
glial cell types were more reactive and microglia tended 
to interact more frequently with the UCN1 neurons. 
Nevertheless, the selectivity of ablation was confirmed 
by the unchanged number of UCN1 immunonegative, 
but NeuN positive EWcp cells upon leptin–saporin 
treatment. In leptin–saporin-injected animals, increased 
OFT-anxiety and SPT–anhedonia suggested that the 
loss of EWcp/UCN1 cells provoked mood changes but 
normal motor coordination and locomotor activity 
excluded parkinsonism. In line with this, dopaminergic 
neuron loss, apoptotic activity or reactive gliosis was not 
detected in the SNpc.

Conclusion
In this study we successfully applied the rotenone 
model of PD and detected the anxious and depression-
like phenotype, considered as non-motor symptoms 
of PD in the rat. Selective local UCN1 neuron abla-
tion evoked similar mood status without motor symp-
toms. With respect to the limitations, our findings 
collectively suggest that the impairment of the UCN1 
neurons in the EWcp contribute to the non-motor 
symptoms of PD. Human studies have to determine 
the potential diagnostic and therapeutic significance of 
these observations.

Fig. 5 Selective partial UCN1 neuron ablation in the centrally-projecting Edinger-Wespthal nucleus (EWcp) causes increased anhedonia and 
anxiety level without affecting motor skills. Leptin–saporin-injected rats (red bars) show reduced preference to the sweetened water in the 
sucrose preference test (A). Open field test (OFT) revealed longer period of time spent in the peripheral part of the arena (B). Neither the total 
traveled distance in OFT (C) nor the rotarod test (D) revealed compromised motor performance of leptin-saporin-treated rats in comparison 
to saporin-injected controls (black bars). UCN1 (red)—NeuN (green) double labeling (E, F) revealed reduced UCN1/NeuN cell count upon 
leptin-saporin treatment (F, G), while the number of UCN1 immunonegative NeuN neurons remained unchanged in the EWcp (H). Ionized calcium 
binding adaptor molecule 1 (IBA1)-immunoreactive (ir) microglia (green in I and J) showed increased activity upon leptin-saporin treatment (J, 
K) and tended to interact with UCN1-ir cells more frequently (see the blue arrowheads in J and graph P). Astrocytes showing glial fibrillary acidic 
protein (GFAP, red in I and J) were significantly (L) more active upon leptin-saporin injection (J), although some active cells were also seen in 
saporin-treated controls (I) representing reactive gliosis due to the effect of surgical manipulation. UCN1-ir (green in M and N) neurons were seen to 
contain the apoptotic marker caspase 3 (see the boxed area and blue arrowhead in N) in leptin-saporin injected rats (O), while in saporin-injected 
control animals, only some glial nuclei were positive for caspase 3 (M). Saporin (Q) and leptin–saporin injection (R) into the EWcp did not affect the 
number of tyrosine-hydroxylase (TH, green in Q and R)-ir cells in the substantia nigra pars compacta (SNpc) as revealed by unbiased stereological 
cell counting (T). Caspase 3 (red in Q and R) revealed no remarkable apoptotic activity of SNpc/TH (S). Both microglia (IBA, green in U and V) 
and astroglial (GFAP) activity scores remained basal (W and X, respectively) in both groups (n = 6–9) t: tendency (p = 0.051), *p < 0.05, **p < 0.01, 
***p < 0.001 in Student’s t test or in Mann–Whitney U test in K, L, W, X. ns not significant. Bars: 50 µm

(See figure on next page.)
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Additional file 1: Video 1A  shows a 3D reconstruction of confocal 
Z-stack images demonstrating a disintegrating UCN1 neuron (green) sur-
rounded by phagocytotic IBA1 immunoreactive microglia (red) cells in the 
EWcp. (See the same cell in Fig. 3 also.).
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