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Roviditések
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Bevezeto

Az autizmus spektrumzavar és jelentésége a tarsadalomban

Az autizmus spektrumzavar (ASD) a mentalis zavarok kozott nem egyediilallé modon kapta
a ,,spektrumzavar” elnevezést: mint az a pszichiatriai betegségeknél oly gyakori, az ASD
esetén sem csupan egyetlen, atfogoan definialhato betegségrol beszéliink, hanem valtozatos
(American Psychiatric Association, 2013). Az ASD minden megjelenési formajara igaz
azonban, hogy az idegrendszer fejlédési rendellenességeként alakul ki és élethosszig tart.
Diagnosztikai kritériumai az alabbiak: a szocialis interakciok és a kommunikécio sériilése;
korlatolt és repetitiv/sztereotip viselkedésmintazatok; valamint beszikiilt és rogeszmés
érdeklédés (DiCicco-Bloom et al., 2006; Frith and Happé, 2005; Geschwind and Levitt,
2007; Hamilton, 2015).

Mindezen jellemz6k mellett fontos kdvetelmény a diagnozis felallitasaban, hogy a
tiinetek kora gyermekkorban jelentkeznek (olyan forméban, mint példaul az arcok iranti
kozonyoss€g, vagy motoros zavarok), €s a felcseperedd paciens szamara klinikailag
szignifikans hatranyt okoznak a tiinetek a hétkdznapokban (Hadjikhani et al., 2006; Nebel
et al., 2012; Staples and Reid, 2010). A részletes, a klinikumban jelenleg hasznalatos
diagnosztikai kritériumokat A Mentalis Betegségek Diagnosztikai és Statisztikai
Kézikonyve (DSM-5) tartalmazza, ezen kritériumokat magyarazo példakkal egyiitt a
melléklet |. tablazataban foglaltam 6ssze. Az ASD szocialis életet érintd tiinetei els6sorban
nem a szexudlis viselkedésben és vonzodasban mutatkoznak meg, hanem az emberi
kapcsolatok verbalis és nonverbalis mozzanatainak megértésében, mint masok hangulata,
vagyai, €rzései (Schottle et al., 2017).

Az ASD globalis prevalencidjanak megallapitdsa pont a megjelenési formak széles
diverzitdsa miatt rendkiviil nehéz feladat, jelen tuddsunk szerint 0,6-9 % széazalék kozé

becsiilhetd, tehat az érintettek szdma mindenképp tizmillids nagysdgrendben mérendd



(Agrawal et al., 2018; Elsabbagh et al., 2012). Az ASD kiilonds jellemzdje, hogy a férfiak
érintettségét 4,5-szorosre becsiilik, mely jelentés nemi kiilonbségre kielégité magyarazat
még nem sziiletett, igy fokozott figyelem irdnyul az allatmodelleket alkalmazo
vizsgalatokban a him egyedekre (Christensen, 2018).

hogy szamtalan kiilonb6z6é faktor all a spektrumzavar kialakuldsdnak hatterében, mind
genetikai, mind kornyezeti hatasokat értve ezen faktorok alatt (De Rubeis et al., 2014;
Modabbernia et al., 2017). Az egyre novekv6 szamu, féként fMRI és EEG alapt human
vizsgélatok azt a koncepciot erdsitették az elmult évtizedekben, hogy az ASD kialakuldsaért
felelés faktorok bizonyos atipikusan fejlédd, patologias idegrendszer kialakulasahoz
vezetnek, ahol az egészséges allapothoz képest az egyes agyi halozatok tul erds vagy éppen
tul gyenge 0sszekottetést mutatnak (Wass, 2011).

Fontos kiemelni, hogy az ASD-vel kapcsolatos jelenlegi tudasunknak szamottevo
részét jelentik azok az un. ,,Gjhullama” kutatasok, melyek alapjan az ASD szamos mas
patofizioldgiai teriiletet érint, mint az emészt6 szervrendszer, immunrendszer, metabolikus-
¢és mozgasszervrendszerek (Bhat et al., 2011; Careaga and Ashwood, 2012; Cheng et al.,
2017; Julio-Pieper et al., 2014; Sciara et al., 2020).

A valproat és a valproat-szindroma
A valproat torténete és alkalmazasa

Milyen kapcsolatban 4all az autizmus spektrumzavar a valproat nevezetii
gyogyszerhatoanyaggal, melyet vilagszerte paciensek ezreinek irnak fel nap mint nap,
legféképp epilepszia kezelésére? A kapcsolat pontos feltarasa csaknem fél évszazada tart.
A gyodgyszerészet torténetében nem egyediilalld médon, a valproat hatdanyagu
készitmények globalis sikere egy szerencsés, de igazan varatlan felfedezéssel kezdédott,
mely felfedezést Pierre Eymard francia kutato tette 1962-ben (Meunier et al., 1963). Eymard
munkajaban bar indifferens khellin szarmazékok farmakoldgiai hatasat vizsgalta, a
munkafolyamat soran pusztan vivéanyagként hasznalt valproatrol bizonyossagot nyert, hogy
erés antikonvulzans hatassal bir. Erdekes modon a valproat legelsé publikalt szintetizaldsa
joval Eymard vizsgalatai el6tt, 1882-ben tortént és Beverly S Burton amerikai kémikus
nevéhez kothetd, aki a természetben is megtalalhatd valeriansav (pl. fogpiszkalofil)

szarmazekaként allitotta eld a valproatot (Burton BS, 1882).
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l.dbra: A valproat kémiai szerkezete és
strukturaja

Maga a valproat (masképp valproinsav, a tovabbiakban VPA) kémiai szerkezete alapjan a
2-propilpentansav nevet viseli, mely igen egyszeriien felrajzolhatd szerkezet: egy rovid,
elagazo szénlancu, telitett zsirsav (1.dbra). Burton valdsziniileg el sem tudta képzelni, hogy
az altala leirt szerves vegyiilet a jovében milyen kiemelkedden fontos szerepet tolt majd be
a klinikumban, mind pozitiv, mind negativ értelemben. Tobb mint egy évszazad tavlatabol
elmondhaté, hogy a VPA elsé vonalbeli antiepileptikum (AEM). Versenytarsaival
Osszevetve az egyik legszélesebb spektrumban hat6, koltséghatékony, és jol ismert
mellékhatasprofillal rendelkez6 epilepsziagyogyszer, mely politerapiak részeként is
kivaloan alkalmazhat6 (Marson et al., 2021; National Clinical Guideline Centre (UK), 2012;
Perucca, 2002). Ugyanakkor a VPA farmakologiai potencialja nem meriil ki pusztan az
epilepszia kezelésében: hatékony megoldas bipolaris zavar, hangulatingadozasok és migrén

kezelésére is (Bowden, 1998; Freitag et al., 2002; MCELROY et al., 1992).

Valproat-szindroma

2018 februarjdban az Europai Gyogyszeriigyniikség Farmakovigilanciai Bizottsaga azt
javasolta, hogy terhesség alatt a holgyek lehet6ség szerint ne szedjenek VPA-t, amennyiben
a paciens rohamai nem bizonyulnak rezisztensnek barmely mas gyogykezelésre (European
Medicines Agency, 2018a). 2018 majusaban (tehat harom honap elteltével) ugyanezen
bizottsdg immar nyomatékosan azt javasolta, hogy azok a holgyek, akik VPA-kezezlésben
részesiilnek, alkalmazzanak hatékony fogamzasgatldo moddszereket, és kiemelték, hogy
terhesség alatt valoban csak kizarolag a mas gyogykezelésre nem reagéld betegek szedjék a
VPA-t (European Medicines Agency, 2018b). Miota a 70-es években futdtiizként elterjedt

Européaban a VPA hasznalta, rengetek paciens terhessége alatt is folyamatosan szedte, hiszen



mas AEM-kel Osszevetve a VPA sokkal hatékonyabb kontrollt nytjtott az epilepszids
rohamok felett (Marson et al., 2007). Mar egészen az 1980-as évek elejétdl kezdve jelentek
meg sorra azon publikacidok, melyek a terhesség alatti VPA kezelést a magzat sulyos,
visszafordithatatlan karosodasaval hoztak Osszefiiggésbe, velesziiletett deformacidkat,
rendellenes fejlédési jellegzetességeket jegyeztek fel egymas utan (Ardinger et al., 1988,
1988; Clayton-Smith and Donnai, 1995; DiLiberti et al., 1984; Huot et al., 1987; Jager-
Roman et al., 1986; Robert and Guibaud, 1982; Robert and Rosa, 1983). DiLiberti 1984-ben
nevezte el a jelenséget valproat-szindroménak, mai napig ez a név hasznalatos terhesség
alatti VPA-kitettség okozta magzatkarosodasnak (DiLiberti et al., 1984).

Ugy tiint, a kutatok eréfeszitései és figyelmeztetései hiabavalok, az elsé hosszl
id6intervallumot feldlel6 kohorsztanulményok megjelenéséig a valproat-szindroma
anekdotikus jelenségnek mindsiilt. Ezen kohorsztanulmanyok mindenki szaméra vildgossa
tették, hogy a VPA sulyos teratogén hatassal bir. Jellegzetes hatdsa az arc diszmorfizmusa
(mongolredd, infraorbitalis reddk jelenléte, lapos orrnyereg - 2.dbra), szkeletélis
degeneraciok (csigolyak és bordak dsszendvése, megkettézddése, vagy a kifejlodés hianya,
abnormalis ujjak, végtagok fejlodése), genitaliak degeneracidja (Battino et al., 2009; Meador
et al., 2009; Moore, 2000; Omtzigt et al., 1992; Vajda et al., 2004; Wyszynski et al., 2005).
A hosszatava megfigyelések soran fény dertiilt azon problémakra is, melyek az jsziilottek,
csecsemOk korai vizsgalatakor még nem lehetett egyértelmii: a beszédproblémak, kognitiv
¢és viselkedési funkciok abnormalitdsa és neurodevelopmentalis problémak, az autizmus
spektrumzavar tiinetei (Clayton-Smith et al., 2019; Moore, 2000). Bar a mindennemi
tiinetek sulyossaga dozisfiiggd és interakcioban all a gyermek genetikai prediszpoziciojaval,

mégis elmondhatd, hogy a valproat-szindroma a legalacsonyabb kezelési napi dozis mellett



1. dbra: Magzatkorban valproadtnak kitett gyerekek a valproat-szindroma
Jjellegzetes arc diszmorfizmusdt mutatjak (Moore et al., 2000)

ugyanugy kialakul, mint a klintkumban maximalisan alkalmazott VPA-mennyiség mellett
(Mutlu-Albayrak et al., 2017; Ornoy, 2009) (Ornoy 2009, Albayrak 2017).

Jelenlegi tudomasunk szerint a VPA-kitettség esetén fennalld velesziiletett
rendellenességek esélye 11% koriil mozog (Meador et al., 2008; Weston et al., 2016). Ez az
esély 24%-ra rug, ha a napi d6zis meghaladja az 1500 mg-ot (Weston et al., 2016). Az ASD
prevalenciaja azon gyermekeknél, akiknek az édesanyja VPA-t szedett 6-15% kozott alakul
(Bromley et al., 2013; Christensen et al., 2013; Rasalam et al., 2005). Clayton-Smith és
munkatarsai arra hivatkoznak VPA-szindroméval foglalkoz6 tanulmanyukban, hogy az
Egyesiil Kiralysagban azon gyermekek szama, akik fejlédésiik soran tortént VPA-kitettseg
miatt mutatjak az ASD tiineteit 20 000 koré tehetd kalkulaciok alapjan, de egzakt szamrol
nem tudunk. Mindazonaltal az évek eldrehaladtaval egyre csokkent a precedensek szama,
vélhet6leg a kockazat ténye egyre szélesebb korben valt ismertté a klinikumban (Clayton-
Smith et al., 2019). Ugyanakkor sajnos nem elég gyorsan:egy Németorszagban végzett
felmérés szerint 2009 és 2017 kozott a fogamzoképes korti nék neurologusai még 97%-ban

VPA-t irtak fel pacienseiknek 2009-ben, 2017-re ez arany csupan 86 %-ra csokkent (Jacob



et al., 2019). Ez a tény nemcsak azért szomoru, mert DiLibert a szindromat mar 1984-ben
leirta, hanem azért is, mert a VPA hasznalat kapcsan, mint 4j gydgyszer értékelésére késziilt
1977-es terjedelmes tanulméany mar kiemelte, hogy az allatkisérletek soran a VPA teratogén
hatast mutat, ezért fogamzoképes kort néknek nem javasolt (DiLiberti et al., 1984; Pinder
etal., 1977).

Mindezen tragikus precedensekkel parhuzamosan a publikaciok kozott egyre
szaporodni kezdett azon kutatasok szdma, amely az autizmus megértése €s jovobeli terapias
lehetségei szempontjabdl nagyon kedvezdek: ezek a VPA-val kezelt modellallatokkal
végzett kutatdsok a mai napig az egyik legelterjedtebb eszkdzei az autizmus spektrumzavar
vizsgalatanak (Kataoka et al., 2013; Roullet et al., 2010; Schneider et al., 2008; Schneider
and Przewlocki, 2005; Yang et al., 2016).

A valproat farmakokinetikaja

Mi torténik a VPA-val, miutan valamely moddon — ordlis adminisztraciéval, vagy
intraparenteralis injekcion keresztil — bejuttattuk a célszervezetbe? A VPA némely
farmakokinetikai tulajdonsaga rendkiviil eltér a vizsgalt allatfajok és az ember esetén,
néhany paramétere azonban hasonldan alakul. A legfontosabb értékek az aldbbi tablazatban

olvashatoak, az embert és modellallatunk, az egér tekintetében.

A valproat farmakokinetikai tulajdonsagai

Faj Latszolagos Felezési 1d0 Biologiai Plazmafehérje- Agy/vérplazma
eloszlasi [tos(B)] (h) hasznosulas oralis kotés (%) arany (%)
térfogat (1 kgt) adminisztracio

esetén (%)

Ember 0,13-0,19  9-18 70-100 80-95 0,07-0,28

Egér 0,33 0,8 34-47 12 0,15-0,2

(Léscher, 1999)
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A VPA biologiai hasznosulasa fajfiiggd: ember esetén csaknem 100% minden standard
adminisztraci6forma esetén, ragcsalokban ennél joval alacsonyabb. Felezési ideje szintén a
vizsgalt fajtol fligg, a legtobb modellallat esetén joval rovidebb, mint ahogy azt az
embereknél tapasztaljuk, azonban elmondhato, hogy a VPA relative gyorsan bomlik a
célszervezetekben. Szintén fontos kiilonbség fajok kozott a plazmafehérjékhez valod kdtodés:
pacienseket vizsgalva kidertilt, hogy kiemelked6éen magas szazalékrol van szd, mig egerek
esetén szinte alig beszélhetiink rola (Loscher, 1999).

Kiilonés modon a VPA-penetracio kinetikajaval kapcsolatos tanulmanyok feltartak,
hogy a VPA hidrofil természete ellenére rendkiviil gyorsan Iép be a kozponti idegrendszerbe
(CNS) (Perucca, 2002). Ezt a jelenséget emberek esetén a VPA magas szérumalbumin-
kotése miatt is furcsalhatjuk. A magyarazat, hogy a folyamat mind a vér-liquor (vagyis vér-
cerebrosbindlis folyadék) giton, mind a véragygaton keresztiil csak részben zajlik passziv
diffizion keresztiil, részben azonban kétiranyt, probenecid-szenzitiv karrier-medialt
transzport segitségével torténik (Frey and Loscher, 1978; Loscher and Frey, 1984; Shen,
1999). Szintén ismert, hogy az agyi kapillarisok endotheliuman keresztiil anioncsere utjan is
torténik VPA belépés, méghozza kozepes- és hosszu szénlancu zsirsavakra szelektiv
anioncseréld fehérjék altal (Levy et al., 2002). Ellenkezd iranyban, tehat az CNS-bdl valo
kitiriilés soran, is rendkiviil dinamikusan zajlik a folyamat, a VPA gyorsan kijut az agybol a
véraramba a telithetd, probenecid-szenzitiv aktiv transzportrendszer utjan (Frey and
Loscher, 1978; Huai-Yun et al., 1998; Levy et al., 2002; Loscher and Frey, 1984; Shen,
1999). Mindez j6 magyarazatot adhat a relative alacsony agy/vérplazma VPA aranyra és
annyi bizonyos, hogy barmilyen cé€lbol is hasznaljuk a valproatot, a bejuttatott mennyiség
nem fog sok id6t az idegrendszerben tolteni.

Az agyban vizsgadlva a VPA 1tjat azt lathatjuk, hogy szintén aktiv
transzportfolyamatok felelnek a VPA neuronokba és gliasejtekbe vald bejutasaért, a VPA
intracellularis koncentracidja az agyban ezért nagyobb, mint a szovetkozi térben (Levy el
al., 2002; Shen, 1999).

A VPA teratogén hatdsainak megismerésével fokoz6do figyelem iranyult arra, hogy
miként viselkedik a VPA a terhes kismama szervezetében. Régota ismert, hogy érdekes
modon a VPA iiriilése joval lassabb 1jsziilottekben, kiillonosképp a korasziilottekben, mint a
felnottekben (Davis et al., 1994). A VPA farmakokinetikajaban szintén megfigyeltek
furcsasagokat a terhesség alatt: egy progressziv csokkenés mutatkozott a VPA totalis

crer

volt mérhetd a nem-kotott koncentracioban (Koerner et al., 1989).
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Minden jel arra utalt, hogy a VPA gyorsan halad at a placentan ¢és jut be az
embrionalis keringésbe (Shen, 1999). A placenta-transzferrel kapcsolatos vizsgalatok koziil
egy féemléson (k6zonséges makakokon (Macaca fascicularis)) végzett kisérlet azt mutatta,
hogy az 6tvenedik gesztaciés napon mérve, tehat jocskan az organogenezis iddszakaban, a
VPA a placentdn keresztiil atjut olyan alacsony dozis esetén is, mint 20 mg/testtomet kg/nap
(Jeong et al., 2010). Bar ennél alacsonyabb napi dozis mellett is megfigyelhetd teratogén
hatas, a klinikumban leggyakrabban alkalmazott dozis ezt béven meghaladhatja, s6t tobb
mint kétszerese is lehet (Mutlu-Albayrak et al., 2017; Perucca, 2002). A makakok esetén a
magzatviz, placenta és az embrid vérplazma VPA szintje nétt a dozis emelésével. Az
embrid/anya vérplazma VPA aranya 20-30 % koriil volt mérheté minden esetben. Egy
masik, rézuszmajmokon (Macaca mulatta) végzett vizsgalat 200 mg/ttkg/nap dozis
alkalmazasa mellett a 37. embrionalis napon mérve ezt az ardny 50%-nak hatarozta meg
(Hendrickx et al., 1988). A terhesség késoi idoszakaban, a 142. gesztacidés napon pedig
szintén rézuszmajmok esetén 125-145 % kozott alakult az embrid/anya vérplazmaban a VPA
aranya, valamint bizonyossagot nyert, hogy a VPA az embrié agyaban is kimutathatd
(Dickinson et al., 1980).

Bar a kutatasokban mutatkoz6 metodikai kiilonbségek nehezitik az 6sszehasonlitast,
mindezen irodalom arra enged minket kdvetkeztetni, hogy a VPA az embridban kdzvetlentil
fejtheti ki teratogén hatasat, és hogy a terhesség elére haladtaval mintegy novekedés
mutatkozik az embridban mérheté VPA szintjében az édesanyahoz képest.

A teratogén hatds mogott allo pontos hatasmechanizmusok a mai napig nem
feltérképezettek, jelenleg a VPA-szindroma kialakuldsaban leginkabb gyanusitott
mechanizmusok a VPA hisztondeacetilaz-gatlo hatasa, folsavhianyos allapot eléidézése, az
oxidativ stressz ndvelés, valamint az embrionalis fejlddésben kulcsfontossagli  catenin-Wnt
szignal utvonalak zavarasa (Chen et al., 1999; Ornoy, 2009; Vincan et al., 2000). Ismeretes
ezenfeliil, hogy a VPA antiepilektikus hatasat részben a gatlo y-aminovajsav (GABA)
neurotranszmitter bizonyos agyteriileteken mért szintjének novelésével éri el, valamint
antagonista hatdssal bir az NMDA-receptorok medialta neuron-serkentésre és befolyasolja a
fesziiltségfliggd T-tipusti Ca?* csatornakat (Loscher, 2002). Bar a szakirodalom nem emelte
ki ezen idegrendszeri hatasok esetleges szerepét a VPA-szindroma kialakitdsdban, mivel
ismeretes, hogy a VPA a magzat idegrendszerében is kimutathato, igy feltételezhetd, hogy a

felsorolt mechanizmusok az idegrendszer fejlédési zavardban is szerepet jatszanak.
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A szocialis dontéshozatali halozat (SzDH)

Azt mar tudjuk, hogy a VPA hatasara — eddig nem tisztazott moédon — kialakulnak az ASD
specifikus tlinetei, koztiik jelen kutatds szempontjabdl a legfontosabb pedig a szocialis
viselkedés komoly sériilése. Ha meg akarjuk érteni, hogy milyen potencidlis patologias
valtozasok okozzak a tiineteket a CNS-ben, akkor be kell vezetnink a szocialis
dontéshozatali haldzat (SzDH) fogalmat. Ezen halozat attekintésében O’Connel és Hofmann
kivalé 2011-es munkajara tdmaszkodom: a kutatok altal felvazolt rendszer integralja az
egyes, szocialis viselkedésben és dontéshozasban szerepet jatszo specifikus agyteriiletek
gazdag irodalmat egy atfogo, evolticiosan és funkcionalisan is jol koriilhatarolhatd halozatba
(3/4. abra) (O’Connell és Hofmann, 2011).

Az elso pillantasra rendkiviil bonyolult halozat megértésében segit, hogy a szerzdk
rogton két alrendszerre tagoljak, nevezetesen a szocialis viselkedés halézatara (3/B.dbra)

¢s a mezolimbikus jutalmazasi rendszerre (3/C. dbra).

3/A.

3/B.

3/A. A szocialis dontéshozatali halozat (SzDH), 3/B. a szocidlis viselkedés halozata,
3/C. a mezolimbikus jutalmazdsi rendszer. (O’Connell és Hofmann, 2011)
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A szocialis viselkedés halozata definicid szerint nemi hormon-szenzitiv teriiletek
Osszessége, melyek reciprok Osszekottetésben allnak egymassal ¢€s elsOsorban a
,hemiséggel” kapcsolatos funkciok betoltéséért felelnek: a szaporodasért, a szaporodas
motivalta agresszioért és az utodgondozasért mindkét nemben (de Jong et al., 2009;
Newman, 1999; Parker et al., 2001; Siegel and Shaikh, 1997). Az elmult évtizedekben a
viselkedés-neuroendokrinologia  tudomanyteriiletek  Osszesén  végzett  kutatasok
kiterjesztették a szocialis viselkedés halozatardl szolo tudasunkat az emlésokrél mas
gerinces osztalyokra, a hiillokre, madarakra, és valddi csontos halakra, mely arra enged
minket kovetkeztetni, hogy rendkiviil konzervalt struktarak feleldsek ezekért a funkcidkért
(Crews, 2003; Goodson, 2005). Emlésokben ezt a haldzatot a kovetkezO magvak és
agyteriiletek épitik fel: a lateralis szeptum (LS), preoptikus area (POA), ventromedialis
hypotalamusz (VMH), anterior hypotalamusz (AH), a periaqueduktalis sziirkeallomany
(PAG), a medialis amygdala (meAMY), és a bed nucleus of the stria terminalis (BNST —

megfeleld magyar neve nem 1étezik).

A mezolimbikus jutalmazasi rendszer a SzDH masik alrendszere, melynek
legfontosabb része a kozépagyi dopaminerg agyi struktirdk Osszessége. A kornyezetbdl
érkezé kiilonbozoé stimulusokat relativ fontossaguk szerint értékelniink kell, hogy a
helyzetnek megfeleld viselkedési valaszt alakitsunk ki. A mezolimbikus jutalmazasi
rendszer pontosan ezért felelés (Deco and Rolls, 2005; Jr et al., 2007).

A szocialis viselkedés halozatatol eltéréen itt nem a nemi-hormonok altali
szabalyozasé a foszerep, e rendszer legfontosabb mechanizmusat a dopaminerg neuronok
relative kicsi populécioja jelenti (koriilbeliil 400 000-600 000 szamlalhaté az emberben
(Pakkenberg et al., 1991)). Kicsi mérete ellenére ez a populacio kritikus iranyitd szerepet
tolt be, az akaratlagos motoros funkciok szabalyozasatol kezdve az érzelmek iranyitasaig,
valamint altaluk dolgozzuk fel a jutalmazéas folyamatat és alakitjuk ennek megfeleléen a
viselkedésiinket mind nem-szocialis, mind szocialis kontexusban egyarant (Bissonette and
Roesch, 2016).
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Nigrostriatalis
utvonal

SNc

Mezokortikalis
utvonal

VTA

4.abra: A mezokortikalis és a nigrostriatalis utvonalak

A dopaminerg prekurzorsejtek migracidja az agytdrzs iranyabol kozépagyi
végallomasukig mar az embriondlis fejlédés nagyon korai szakaszaban véget ér: kizardlag
ezen terliletek latjak el majd a tovabbiakban a teljes idegrendszert a széleskorii funkciok
ellatasaért felelés dopaminnal (van den Munckhof et al., 2003).

A dopaminerg innervacid legfébb eredési pontja a Ventralis Tegmentalis Area
(VTA), mely legfontosabb projekcidit a Nucleus accumbensbe (Nacc) és a kortexbe kiildi:
ez az utvonal kritikus szerepet jatszik a jutalommal kapcsolatos asszocidciokban,
motivacioban, a jutalom predikcidjaban fellépo hibak feldolgozasaban, a stimulusok k6zotti
kiilonbségtételben, a stimulusok fontossag szerinti értékelésében, valamint a kiillonb6zo
asszociaciok értékének felmérésében (4.dbra) (Bromberg-Martin et al., 2010; Comoli et al.,
2003; Matsumoto and Hikosaka, 2009).

A masik kiemelt palya az Gn. nigrostriatalis palya, melynek eredési pontja a
Substancia Nigra pars compacta (SNc) és azon dopaminerg neuralis dsszekottetésekért felel,
mely az akaratlagos mozgasok kialakitasat iranyitja valamint szintén felel a stimulusok
megkiilonboztetéséért és az egyes predikcioban fellépd hiba feldolgozasaért (Brischoux et
al., 2009; Hikida et al., 2010).

A két palya kialakitasaért felelés neuronokat tekintve némi atfedés is mutatkozik
(Bromberg-Martin et al.,, 2010). Az emlitett agyteriileteken kiviill a mezolimbikus

jutalmazési rendszer tagja a bazolateralis amygdala (bIAMY), lateralis septum (LS),
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ventralis pallidum (VP), striatum (STR), hippokampusz (HIP), és a bed nuclei of stria
terminalis (BNST) (3. abra/B).

A szociilis viselkedés halozatanak interakci6ja a mezolimbikus jutalmazasi
rendszerrel két agyteriileten keresztiil kovetleniil torténik, mint ahogy azt a haldzatot
bemutato abran is lathattuk, ez a két tertilet a BNST és a LS. Mindkét tertilet szerepet jatszik
a szocialis viselkedésben ¢és a jutalommal kapcsolatos feldolgozéasaban is, igy egyfajta
,»atjatszo allomdsai” a szocialis stimulus fontossaganak értékelésében és arra valaszként egy
adaptiv viselkedés kialakitasaban (gondoljunk példaul a territoriumunkra betolakodok
agressziv tidvozlésére) (O’Connell és Hofmann, 2011). Fontos azonban kiemelni, hogy ezen
két agyteriilet mellett a gazdag reciprok Osszekottetéséken keresztiil a két alrendszer
kozvetetten is kapcsolatban all egymassal és kolcsondsen szabalyozzak egymast.

Bar kutatdsunk a SzDH szamos teriiletére kiterjedt, ezen szakdolgozat targyat a
kovetkezo kiemelt agyteriiletekre szlikitettem: a BNST-re, HIP-ra, PAG-ra és a VTA egy
specifikus magjara, az Interfascikularis Nukleuszra (IF). A tovabbiakban ezeket a teriileteket
tekintjiik at roviden. A vizsgalatot az SzDH ismert teriiletein kiviil kibdvitettem egy olyan
agyteriilettel, mely bar a szigort értelemben véve vett szocialis-dontéshozatali halozatnak
nem tagja, egyre tobb jel utal a szocidlis viselkedésben betoltott fontos szerepére: ez a

Medialis Habenula (MH), mellyel szintén megismerkediink roviden.

Bed Nuclei of Stria Terminalis (BNST)

A Bed Nucleus of Stria Terminalis (BNST) els6 anatomiai meghatarozasa Johnston nevéhez
fiz6dik, aki 1923-ban tgy irta le a struktirat, mint “a sziirkeadllomany altal alkotott koteg
vagy gerinc, mely a Nucleus Caudatus-hoz viszonyitva medialisan helyezkedik el”
(Johnston, 1923).

kiilonitették el ennek a kotegszerli struktiranak, molekularis expresszid és neuron-
kompozicio alapjan, melyek rendkiviil valtozatos funkciokért felelnek €és sszeségében egy
igen bonyolult struktarat alakitanak ki (Bota et al., 2012; Ju and Swanson, 1989). Lézios,
valamint c-Fos jeloléses vizsgalatokbol régota ismert, hogy a BNST szerepet jatszik az
agresszidban ¢€s a reproduktiv viselkedésben: mind a parosodas folyamatdban, mind az anyai
gondoskodasban, valamint a potencialis szexualis partnerek felismerésében is (Kollack and
Newman, 1992; Numan and Numan, 1996; Powers et al., 1987; Shaikh et al., 1986; Valcourt
and Sachs, 1979).
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Azonban az egyértelmii szocidlis funkciok mellett fény dertilt arra is, hogy a BNST
nélkiilozhetetlen mindennemii motivacids mintazat kialakitasaban, igy kdzponti szerepe van
a kiilonb6zé szerekkel kapcsolatos filigghség kialakitasaban, valamint 6 felelése a
szorongas, félelem és averziv viselkedésmintazatok kialakitasanak (Lebow and Chen, 2016).
A BNST diszfunkcidja olyan stlyos pszichidtriai betegségek jellemzdje, mint a generalizalt
szorongas, poszttraumas stressz szindroma, antiszocialis viselkedés és agresszid, valamint a
szocialis szorongas (Lebow and Chen, 2016).

A BNST diverz strukturajar6l megtudtuk, hogy funckionalis szempontbdl egy
anterior-poszterior tagoltsagot mutat: a szocialis stimulusokkal kapcsolatos félelmi
reakciokért az anterior régi6 (aBNST) felel, mig a szaporodassal kapcsolatos és nemi
kiilonbségeket mutato régid a poszterior BNST (pBNST) (Bota and Swanson, 2010; Dumais
etal., 2016; Henckens et al., 2017; Sullivan et al., 2014).

Hippokampusz (HIP)

A Hippokampusz formacio6 legjobban ismert funkcidja a kiilonb6z6 neurontipusok altali tn.
térképszerli informéciofeldolgozas és tarolas.

A térbeliséggel kapcsolatos informaciokat ezen formécio piramis neuronjai kodoljak:
a jelenlegi tartdzkodasi hely/helyzet feldolgozasa folyik igy (,.helysejtek”; (O’Keefe and
Nadel, 1978)), a kornyezet kollektiv térbeli feltérképezése (,,racssejtek™; (Hafting et al.,
2005)) és a tavolsagok, valamint irany-informaciok feldolgozasa az egyes térbeli elemekkel
az egyes térbeli valtozasok céljainak predikcioja is itt keriil feldolgozasra (Sarel et al., 2017)
— a szamos kiilonb6z6 funkcio egy teljes térbeli térképezés 1étrehozasat eredményezi. Az
epizodikus memoria informaciéi a Hippokampusz formacioban hasonldan szervezddnek,
mint a fizikai tér. A hippokampusz kodol egy ,,memoria teret” azaltal, hogy kiilonbdz6
elemeit megkoti a tapasztalatoknak/élményeknek (Eichenbaum, 2014). Az emlékkel
kapcsolatos tudnivalokhoz pedig az id6beliség kontextusat is kodoljak a Hippokampusz
sejtjei (“id6 sejtek”; (MacDonald et al., 2011)), és az egyes események idobeli 6sszekotése
is itt torténik (Davachi and DuBrow, 2015).

A térképezés ezen formaja tovabbterjed a puszta térbeli és epizodikus informaciok
tarolasanal és egy altalanos feldolgozasi folyamatot eredményez, amely érz6 (Julian et al.,
2018; Teki et al., 2012), absztrakt (Gauthier and Tank, 2018), és még fogalmi informaciokat
Is (Constantinescu et al., 2016; Quiroga et al., 2009) hasonlo6 strukturaval kodol és gyakran

ugyanazon sejtek altal, mint amelyek a térbeli kornyezete kodolasaért felelnek. Mas
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szavakkal a Hippokampusz formacié modellezi a tapasztalatok mogottes torvényszeriiségeit
azaltal, hogy informacioelemeket térképpé kot Ossze tetszéleges skalan (pl.: specifikustol az
altalanosig) és tetszoleges absztrakcioval.

A Hippokampusz a szocialis informéaciokat is térképekbe rendezi, igy iranyitva a
szocialis dontéshozatalt (“szocialis navigacio”; (Montagrin et al., 2018; Schafer and Schiller,
2018; Tavares et al., 2015)). Egy fontos példa a szocialis dimenziok koziil a hatalom és a
hovatartozas dimenzidja, melyek erdsen befolyasoljdk a szocidlis kapcsolatok alakuldsat
ragcsalokban (Insel and Fernald, 2004), f6emlésokben (Brent et al., 2013), és az emberben
(Fiske, 2012; Todorov et al., 2008). A Hippokampusz mindkét dimenzioban fontos szerepet
tolt be azaltal, hogy tarolja, és a tapasztalatoknak megfeleléen feliilirja a szocialis
hierarchiakkal kapcsolatos informaciot (Kumaran et al., 2016, 2012) és a hovatartozasi
viselkedést is (Machado and Bachevalier 2006).

Egy olyan kétdimenzids térben melyet a hatalom és a hovatartozas hataroz meg,
fMRI vizsgalattal kimutattak, hogy szerepjatékot jatszé résztvevok Hippokampuszanak
aktivitasa korreldl a szocidlis interakciokban hozott dontésekkel a hatalom és hovatartozas
dimenzidiban. Az eljatszott karakterek ebben a két dimenzids szocidlis térben voltak
abrdzolva relativ modon, a résztvevd szemszogeébdl. Ahogy az interakciokbol szarmazo
informaciok gytltek a jaték soran, a Hippokampusz aktivitasanak valtozasa korrelalt azon
vektorszogek valtozasaival, amelyek a résztvevok altal megjelenitett karakterek
,»Mozgasabol” szdrmaztak a szocidlis térben, mas szoéval a relativ hatalmi pozicid és
hovatartozas aktualis allapotat kovette az egyes karakterek esetén az idében a Hippokampusz
aktivitas (Tavares et al., 2015).

A Hippokampusz-fiiggd memoria ezen feliil prediktalja a szocialis hal6 nagysagat az
egészséges felnbttekben (Stiller and Dunbar, 2007), és ezzel parhuzamosan a Hippokampusz
karosodasa nem megfelelden miikodé szocidlis memoriat eredményez (Sanders and
Warrington, 1971), és kisebb szocialis halohoz vezet (Davidson et al., 2012). A
Hippokampusz aktivitasa a szocialis felismerés targykorében, olyan arcokhoz kapcsolodik,
amelyekhez asszocialunk életrajzi vagy viselkedési informaciot (Todorov et al., 2007), és
hires vagy személyesen ismert arcokhoz is (Trinkler et al., 2009), de olyan arcokhoz nem,
amelyekhez nem tarsitunk mas szocialis informaciot (Aly et al., 2010; Bird et al., 2007).
Osszefoglalva tehat a szocialis-érzelmi memoria egyik legfontosabb 4llomasa a

Hippokampusz.
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Periaquaduktalis sziirkeallomany (PAG)

A PAG a kozépagyban taldlhatd, emberekben mintegy 14 mm x 5 mm nagysagu tertilet.
Reciprok kapcsolatban all a prefrontalis kortex-szel, insuldval, amygdalaval,
hypotalamusszal, hippokampusszal és a gerincvel6vel (George et al., 2019). A szocialis
viselkedési halozat részeként nagy szamban tartalmaz nemi hormon-szenzitiv receptorokat,
¢és fontos szerepet tolt be a szaporodassal kapcsolatos viselkedésben, a szexualis kozeledés
elfogadésaban, az anyai gondoskodéasban és az utédok védelmére kel anya agressziv
reakcidiban (Floody and O’Donohue, 1980; Kollack-Walker and Newman, 1995; Lonstein
and Stern, 1997). A vokalizacio, kiilonosképpen a hivo hangadas iniciacioja a PAG kiemelt
feladata, szamos allatfaj egyrészt a szexualis partner keresésekor, masrészt a fajtarsaktol valo
szeparaci6 hatasara hivd hangokat hallat, mely viselkedés a PAG irdnyitasaval zajlik, ezen
feliil stimulalasaval a hangadas ki is valthato (Kyuhou and Gemba, 1998; Trevizan-Bat et
al., 2019). Az emberi beszéd soran a PAG szintén jelentOs aktivitast mutat, 1ézidja pedig
némasaghoz vezethet (Esposito et al., 1999; Jiirgens, 2002; Schulz et al., 2005).

A PAG funkcioi koziil még ki kell emelniink, hogy kulcsszerepet jatszik az un.
menekiilési viselkedés kivaltdsdban, amely tulnyomorészt valamilyen kiiszobon allo
veszélyre adott azonnali valaszként jelentkezik (Carvalho et al., 2018). A PAG
dorzomedialis és dorzolateralis teriiletei az aktiv védekezési reakciok kivaltasaban
miikddnek kozre, mint példaul az ugras és a futas, mig a ventrolateralis PAG a veszélyre
adott passziv reakciokért felel, igy a dermedtségért (,,freezing”) és mozdulatlansagért
(Bandler and Carrive, 1988; Fanselow et al., 1995). A PAG 1ézi6ja utan a menekiilési valasz

zavarai lépnek fel (Depaulis and Bandler, 2012).

Ventralis Tegmentalis Area (VTA) Interfascikularis Nucleus-a (IF)

A VTA-r6l, mint a mezolimbikus jutalmazasi rendszer egyik dopeminerg ,,motorjar6l”
gazdag irodalom all rendelkezésiinkre, azonban az Interfascikularis Nucleus nevezetl
magjaval kapcsolatban nagyon kevés informacio érhetd el. Annyi bizonyos, hogy az
aprocska mag szamos molekularis és sejtszinti tekintetben eltér a VTA t6bbi részérdl, ezek
az informaciok viszont szorvanyosan, egy-két VTA-t célzd kutatds kapcsan lattak
napvilagot. Magat az IF-et rendkiviil siirtin elhelyezkedd apré méretii neuronok tomoriilése
alkotja (Phillipson, 1979a). Ezen neuronok dopaminerg és glutamaterg természetére hamar
fény deriilt (Li et al., 2013; Phillipson, 1979a; Yamaguchi et al., 2011), valamint arra is,

hogy az IF részt vesz a prefrontalis kortex dopamin- és glutamaterg beidegzésében, mely
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teriilet esszencialis a kognitiv és érzelmi feldolgozas folyamataban (Gorelova et al., 2012;
Yamaguchi et al., 2011). Ujabban ismerté vélt, hogy a VTA szerepet jatszik egy kifejezetten
szocialis funkciokhoz kapcsolt neurotranszmitter, az oxitocin hatasmechanizmusaban, mind
patkanyok esetén (Melis et al., 2007; Mullis et al., 2013), mind emberekben, szocialis
jutalom és biintetés bekovetkeztekor (Groppe et al., 2013). A VTA oxitocinhoz fliz6d6
kapcsolatat egy 2013-as kutatas térképezte fel, a VTA oxitocin-érzékeny neuronjai, a kutatok
eredményei szerint, féleg az IF-ben talalhatéak (tobb mint 80%-a az IF-ben vizsgalt
neuronoknak érzékenységet mutatott oxitocinra), ezen feliil az oxitocin direkt
posztszinaptikus serkentéssel hatott a vizsgalt sejtekre. Az oxitocin olyannyira alapvetd
fontossagli a komplex szocialis felismerés és viselkedés iranyitasaban (Benarroch, 2013;
Heinrichs et al., 2009), és nélkiilozhetetlen a koétédéshez (Insel and Young, 2001), hogy
magat az autizmus spektrumzavart is gyakran modellezik az oxitocin receptor gén kiiitésével
ragesalokkal végzett vizsgalatokban (LoParo and Waldman, 2015). Az IF beidegzését
részben a Medialis Habenula végzi, mely vizsgalatomban kitekintésként valasztott, szocialis
funkciokban fontos szerepet jatszo teriilet, mely a hagyoményos értelemben vett szocidlis

dontéshozatali halozaton kiviil esik (Phillipson, 1979b).

Medialis Habenula (MH)

A Habenula (nevét alakja alapjan kapta a latin sz6 ,kicsi gyepld”-nek fordithatd) egy kicsi,
bilateralis agyi struktura, mely a diencephalon dorzalis végénél helyezkedik el (Viswanath
et al.,, 2014). A mezolimbikus jutalmazasi rendszer szamos teriilete kiild projekciokat a
Habenula iranyaba, a Medialis Habenula pedig tobbek kozott az elézéekben attekintett IF
beidegzését végzi (Phillipson, 1979b; Viswanath et al., 2014). Apré6 mérete miatt nehéz
1€z16s ¢és elektofiziologiai vizsgalatokban kiilon célozni a Medidlis Habenulat a Habenula
egészén beliil. Magarol a Habenularol tudjuk, hogy erds aktivitdst mutat a vart jutalom
elmaradasakor, igy mindenképp fontos a jutalmazasi rendszer komplex mechanizmusai
mellett figyelemmel kovetniink viselkedését (Matsumoto and Hikosaka, 2007). Ezenfeliil
ragecsalokon végzett 1ézios vizsgalatokbol tudjuk, hogy a Habenula teljes eltavolitdsa
kognitiv zavarokhoz vezet (térbeli tanuldst és memoriat tekintve), figyelemzavarokat és a
stresszre adott hiperreaktivitast valt ki (Lecourtier et al., 2004).

Késobb specifikusan a MH-t érintd 1€zids vizsgalattal sikeriilt igazolni, hogy a 1ézi6
fejlodési zavart eredményez a prefrontédlis kortex méretében, csokkent mértékii dopamin-
receptor expresszidhoz vezet és szamos viselkedési tiinethez a figyelemben, impulzivitasban

€s mozgasban, mely arra engedett kdvetkeztetni, hogy ezen funkciokért elsdsorban az MH,
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¢és nem a teljes Habenula felel (Lee and Goto, 2011). Szelektiven irtott neuronok az MH-ban
szintén hiperaktiv viselkedéshez vezettek, valamint az 0j kornyezethez val6 alkalmazkodas
sikertelenségéhez (az ASD egyik fontos tiinete ez szintén), impulzivitashoz, nehézkes
dontéshozatalhoz, a térbeli memoria sériiléséhez és tanulasi nehézségekhez (Kobayashi et
al., 2013). Az MH fokozott aktivitasa mindemellett a depresszioval keriilt 6sszefliggésbe
(Caldecott-Hazard et al., 1988). A depresszio6 egy gyakran alkalmazott patkany-modelljében
megnovekedett metabolikus aktivitas volt mérhetd az MH-ban, ugyanakkor csokkent
aktivitas a VT A-ban (Shumake et al., 2003). Az MH viselkedésben betoltott szerepének még
egy fontos teriilete a félelem és a szorongas szabalyozasa (Yamaguchi et al., 2013).
Egerekben az MH neuralis 6sszekottetéseinek megszakitdsa mas agyteriiletekkel csokkent
szorongashoz és félelmi reakciokhoz vezetett (Yamaguchi et al., 2013). Zebradaniokon
végzett MH-1€zi0s vizsgalatban pedig tulzott félelmi valaszreakcidk voltak megfigyelhetdek
(Agetsuma et al., 2010). A Medialis Habenula szocialis szituacidkban tehat minden jel

szerint fontos szerepet jatszik az adaptiv viselkedés kialakitasaban.
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Célkitiizés
Kisérletemnek két f6 célja volt:

(1) Azelsé cél feltérképezni, hogy miként hat a valproat ivaréretlen, him egerek szocialis
dontéshozatali halozatara. Azon agyi aktivacids mintdzatokat kivantam igy
modellezni, amelyek az ASD-vel ¢él6 paciensek idegrendszerét szocialis
szituaciokban jellemzhetik. Szerettem volna egy atfogd képet nyerni a szocialis
viselkedés kialakitasaban meghatdrozd haldzat egészének egyidejli aktivacidjarol
egy széleskorben alkalmazott autizmus-modellben.

A VPA-kezelés hatasaval kapcsolatban megvizsgaltam, hogy egészséges
kontroll egyedekhez viszonyitva milyen aktivacids mintazatot mutatnak a SzDH
egyes teriiletei kiilonféle szocidlis szituaciokban. Ezen szakdolgozat keretein beliil
az SzDH par kiemelt teriiletének aktivaciojat kovettem nyomon két kiilonbozd
szocialis viselkedésben, nevezetesen a BNST, HIP, PAG, és IF teruleteket, valamint
a SzDH-on kivill esd, de szocidlis viselkedésben fontos szerepet jatszo MH
aktivacigjat. A konkrétabb cél az egyes agyteriilek Un. c-Fos fehérje jelolt
aktivitasanak mérése volt. A c-Fos egy azonos nevii korai génr6l atirddo
transzkripcids faktor fehérje, mely az idegsejtek aktivitas-valtozadsanak hatasara kezd
el termelddni a sejtmagban. Ez a transzkripcids faktor szamos kései gén expresszidjat
inicidlja, igy szolgélja az idegrendszer rugalmas, adaptiv valaszadasat a kiilonb6z6
kiils6 és bels6é stimulusokra (Herdegen and Leah, 1998). Alkalmazasaval
gyakorlatilag ,,pillanatfelvétel” készithetd az egyes agyi régiok aktivitasanak
intenzitasafrol. A c-Fos expresszid csucsa az atirds kezdetétdl szamitva 90 perc, ezt
a kisérlet tervezésénél, a szocialis szituaciok kialakitasanal figyelembe vettem (Sagar
et al., 1988).

Az ivaréretlenség fontos szerepet jatszott a vizsgalat céljaban: az egerek
ebben az iddszakban viselkednek ,,szocidlisan” a hagyomanyos értelemben véve:
tarsaikkal szdmos nemiségtdl fliggetlen interakcidoban vesznek részt, ez a jaték
idészaka, amely az egészséges feln6tté valashoz sziikséges (Benner et al., 2014).

(2) Masodik célom az volt, hogy megvizsgaljam, a VPA-kezelés hatisara valoban
mutatnak-e ezek az egerek autisztikus viselkedésjegyeket. Pontosabban egy, a

szociabilitas mérésére alkalmas viselkedéstesztet végrehajtasa volt a cél, melynek
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lényege felmérni az egér hajlanddsagat arra, hogy idejét inkébb a fajtarsak kdzelében
toltse, mintsem tavol toliikk, egyediil. A szociabilitds ezen aspektusa autisztikus
tiineteket produkalo allatok esetén jelentésen sériil (Moy et al., 2004). A teszt
segitségével kivantam megbizonyosodni arrdl, hogy a VPA-kezelés valoban sikeres

volt-e.
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Modszertan

Modellallatok, tenyésztés és valproat kezelés

A Kkisérletekben C57BI/6NCrl torzsbél szarmazd egerek vettek részt. A kisérleti allatok
tenyésztését magunk végeztilk a Semmelweis Egyetem Anatomiai, Szovet- €s Fejlodéstani
Intézetének allathdzdban. A tenyészallatok harom forrasbol érkeztek hozzank: az Orszagos
Onkolodgiai Intézet Kisérletes Farmakologiai Osztalyanak tenyészetébdl, a Charles River
Laboratories, valamint a Janvier Labs tenyészetébdl. A tenyészallatok elhelyezése
mesterségesen megvilagitott allathdzban tortént, 12 oras fény/sotét ciklus és szabalyozott
konstans homérséklet (24 °C) mellett. A taplalékhoz és az ivovizhez ad libitum hozzaférést
biztositottunk.

A kisérletek szempontjabol az volt a legfontosabb cél a tenyésztés soran, hogy a

megtermékenyités és az utddok vilagra jovetele minden alom esetén a lehet6 legnagyobb
Osszhangban torténjék. Mindezen okokbdl a tenyésztés szigoru protokollt kdvetett.
A néstényeket 6t f6s csoportokban tartottam a paroztatas elott, ilyen koriilmények kozott a
Lee-Boot hatas kovetkeztében az egyiitt tartott néstények Osztrusz ciklusa leall (Ma et al.,
1998). A paroztatast megel6z0 napon a kivalasztott jovendébeli anyakat parosaval
helyeztem el, kozvetlen szomszédsagukba pedig annak a himnek a ketrece keriilt, akit a
jovendObeli apanak szdntam. A him egér vizeletében 1év6 szaganyagok indukaljak az
0sztrusz ciklus beindulasat €s az ovulaciot a néstényekben, épp ezért a szomszéd tenyészhim
alomjabol egy keveset szortam a néstények ketrecébe (Whitten, 1959). Mindezen eljarasok
azt a célt szolgaltak, hogy a ndstények ovulacidja és igy a megtermékenyités a lehetd
legnagyobb szinkronban torténjen.

A paroztatds alkalmaval a szomszédos tenyészallatokbol harom fés csoportokat
hoztam létre, egy csoportot két néstény és egy him alkotott. Ebben az elrendezésben nagyobb
eséllyel végzddott sikerrel a paroztatas, mintha pusztan egy ndstény keriilt volna egy himhez
kozos ketrecbe (Dorsch et al., 2020). A paroztatas a sotét ciklus el6tt koriilbeliil egy oraval
kezdoédott és egy napon keresztiil tartott. Masnap, ugyanebben az idépontban, a harom f0s
csoportokat Ujra szétbontottam, a ndstények testtomegét megmértam (ezt az idépontot
tekintettam a 0.5. gesztacids napnak). A ndstények parban maradtak a paroztatas utan, igy a
sziileté kolykokrdl egylitt gondoskodhattak. A gondos anyai viselkedést fészekanyag
papirvattacsikok behelyezésével tamogattam (Bond et al., 2002). Abban az esetben, ha egy
himtél mindkét ndstény vemhesedett, a vemhesség 13,5-edik napjan kiilon ketrecbe

helyeztem a néstényeket, igy kdvethetd volt, hogy melyik kolyok melyik anyahoz tartozik.
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A valproat kezelés

A kisérleteket csak ugy végezhettem el sikerrel, ha a vemhes néstény egerek a valproat
kezelést egy sziik iddintervallumban kaptdk meg. Pontosan abban a szilik idéintervallumban,
mely alatt a kezelés a szakirodalomnak megfeleld autizmus-modell kdlykoket eredményez.
Tul korai beadas stilyos mozgésszervi elvaltozasokhoz vezethet, mig tl kései beadas esetén
az autisztikus viselkedésjegyek kevésbé megfigyelhetdek (Nicolini and Fahnestock, 2018).
A valproat kezelés a vemhesség 13,5-ik napjan tortént, a ndstények 500 mg/ttkg dozisban
kaptak szubkutan Depakine® (Sanofi, Hungary) valproat készitményt, a kontroll ndstények
pedig ugyanilyen dézisban fiziologids séoldatot.

A masodik testtomegmérés a vemhesség 8,5-ik napjan tortént, a harmadik pedig a
kezelés napjan. A potencidlisan vemhes ndstényeket a testtomeggyarapodds alapjan

valasztottam ki és sorsoltam random modon a két kezelési csoportba (Heyne et al., 2015.).

Kisérleti csoportok kialakitasa

A kolykoket 24 napos korukban vélasztottam el az anyatol, mivel ennél korabbi elvélasztas
nagyobb eséllyel okoz komoly stresszt az utodok szamara (Richter et al., 2016). Az
elvalasztas utan a him kolykoket 6t fos csoportokba soroltam olyan mddon, hogy testvérek
ne keriiljenek egy csoportba. Ezek az 6t f6s csoportok voltak a tovébbiakban a kisérleteim
alapegységei. A kontroll csoportokat kizarolag egészséges kolykok alkottdk, akik a
vemhesség alatt méhen beliil fiziologias sooldat kezelést kaptak. Az autizmus vizsgalatara

szant csoportokban azonban kettd kolyok az 6tbdl valproat-kezelt ndstény utddja volt.

Haromkamras szocialis ujdonsag teszt

Azon a napon, mikor létrehoztam az 6t f6s csoportokat, a kolykok részt vettek egy un.
haromkamras szocidlis Gjdonsag tesztben. Ezt a viselkedéstesztet széles korben alkalmazzak
a ragcsalokkal végzett autizmust célzo kutatdsokban, mind valproat kezelés, mind mas
autizmust modellez6 mddszer esetén (Chen et al., 2020; Lim et al., 2019; Mony et al., 2016;
Roullet et al., 2010; Silverman et al., 2010). A teszt lebonyolitasahoz a Kaidanovich-Beilin
¢s munkatarsai altal publikalt itmutatot alkalmaztam (Kaidanovich-Beilin et al., 2011).

A viselkedésteszthez hasznalt eszkoz egy attetszd plexiiivegbdl késziilt doboz, melyet két,
szintugy plexiiiveg valaszfal oszt fel harom, egyenként 19 x 45 cm teriiletli ,,kamrara”. A

valaszfalak kozepén egerek szamara kényelmes méretii (7*7 cm) nyilas teszi lehet6vé a
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szabad kozlekedést mindhdrom kamra kozott. A teszt célja, hogy megvizsgéljam, az egér
melyik kamraban tartéozkodik a legszivesebben harom kiilonb6zo szituacioban: (1) ha
egyediil van; (2) ha valamelyik sz¢lsé kamraban egy ismeretlen egérrel talalkozhat; és (3)
ha az egyik sz¢lsé kamraban egy mar ismerds, a masikban viszont egy ismeretlen egér
tartozkodik. A két sz¢&lsé kamra kozepére elhelyeztem egy-egy acélhalobol késziilt dobozkat
(10 x 10 x 11 cm), a masodik és harmadik szitudcidban szerepld ismeretlen és ismerds
egerek ezen dobozkakba keriiltek. Annak érdekében, hogy az egereket aktiv id0szakukban
tudjuk vizsgalni, a tesztet a sotét ciklusban végeztem voros fény megvilagitasaban, amely az
egerek szamdra csak nagyon gyengén detektalhatd, azonban elég fényt biztosit a
videofelvételhez (Peirson et al., 2018). A tesztrél feliil- és oldalnézetbdl is késziilt
videofelvétel.

A teszt elsé részében a vizsgalando6 egérnek 6t percnyi habituacids iddt biztositottam,
ezalatt szabadon felfedezhette mindhdrom kamrat. Ezutan random modon valasztottam a két
sz€ls6 kamra koziil, és egy ismeretlen egeret helyeztem a kamraban 1év6 dobozkaba. A
vizsgalt egerem tiz percen keresztiil ismét szabadon mozoghatott mindhdrom kamraban,
immar ugy, hogy az egyik kamraban egy ismeretlen fajtarssal tolthetett idot. A teszt utolso
szakaszaban a masik sz€ls0 kamraba is keriilt egy ismeretlen egér, igy a kovetkezd tiz
percben vizsgalati alanyom harom helyen télthetett 1d6t, az el6z6 szakaszban mar megismert
egér kamrajaban, az 0j, ismeretlen fajtarsat tartalmazé kamréban, vagy a kozépsd lires
kamraban (5.dbra). A videofelvételek elemzése Solomon Coder programmal tortént

(https://solomon.andraspeter.com/).

Ismerds Idegen

5. abra: Haromkamras szocialis ujdonsag teszt
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Szeparacios kisérlet

Kisérleti elrendezés
A haromkamras szocialis Gjdonsag teszt utan az 6t f6s csoportjaimban egy héten keresztiil
egylitt tartottam a fiatal egereket, majd a 32. napon kezdetét vette a szeparacios kisérlet.

A kisérleti elrendezés alapgondolata, hogy két kiilonb6z6 szocialis szituacid esetén
tudjam megvizsgalni, hogy egerek agyaban mely agyteriiletek milyen mértékben
aktivalodnak. Minden 6t f0s csoportban volt egy olyan egér, aki az elsé szituacidban vett
részt és egy olyan, aki a masodikban. Ezek az egyedek egyéni jelolést kaptak alkoholos
filccel a farkukra.

(1) Az els6 szituacioban a kisérleti alany 0] ketrecbe keriilt és egy napon keresztiil
teljesen szeparalva volt tarsaitél. A maganyosan toltott 24 ora utdn ezen egerek agyat
perfuzids fixalas keretén beliil kiemeltem és paraformaldehidbe helyeztem (6.dbra/A). lly
modon lehetéségem nyilt megvizsgalni, hogy a hosszas szeparaci6 alatt mely agyteriiletek,

milyen aktivitdsi mintazatot mutatnak.

6. dbra: Szeparacios kisérlet

(2) A masodik szocialis szituacid esetén a kivalasztott egerek sajat ketreciikben
maradtak, azonban tarsaikat egy napra 10j ketrecbe helyeztiik, igy alanyaink egy teljes napot

szintén tokéletesen szeparacioban toltottek. A 24 6ra maganyt kdvetden visszahelyeztem
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hozzéjuk jol ismert, megszokott tarsaikat ¢s masfél oran keresztiil lehettek ismét egyiitt. A
masfél ora elteltével végeztem el ezen alanyokon is a perfizios fixalast, igy lehetéségem
nyilt megvizsgalni, hogy az ismert tarsakkal vald 0jboli taldlkozas egy hosszas szeparacid
utan milyen aktivitasi mintazatot eredményez az agyban (6.dbra/B).

gy osszesen négy kezelési csoportot alakitottam ki: valproat-kezelt és szeparalt
(N=5); kontroll és szeparalt (N=6); valproat-kezelt és Gjra talalkozo (N=4); kontroll és Gjra
talalkozo (N=6). A kisérlet 1épéseinek tablazatos, kronologikus dsszefoglaloja a melléklet

. tablazataban talalhato.

Az agyak feldolgozasa

Perfazio és metszés

Az egerek termindlasa és az agyak kiemelése perfuzids fixalas keretein beliil tortént. A
beavatkozas elején az anesztézia elérésé¢hez Ketamine/Xylazine injekciot alkalmaztam
(Ketamine: 80 mg/ttkg, Xylazine: 10 mg/ttkg). Az egerek szivének bal kamrajaba
(ventriculus sinister) vezetett kaniilon keresztiil atmostam az érrendszert. El6szor 50 ml
fiziologias sdoldat folyt keresztiil a nagyvérkoron, majd a szoveteket fixalé 50 ml 4 %-o0s
paraformaldehid. A fixaciot kovetéen kiemeltem az agyakat, melyek 3-4 nap
paraformaldehides posztfixacid utan 25%-os szaharézoldatba keriiltek, melyhez 0,1%-0s
natrium-azid oldatot is adtam, hogy megakadalyozzam kiilonbozé gombak esetleges
elszaporodasat. A metszés megkezdéséig taroltam igy az agyakat, 4 °C-on. Az egéragyak
metszése fagyasztdo mikrotommal (Leica Frigomobil, Germany) tortént, 50 um vastagsagu
koronalis metszeteket készitettem. A szahardzoldat krioprotektiv tulajdonsagu, igy az
agyszovetet sériilés nélkiil lehet -25 °C-ra hiiteni a fagyasztva metszés soran. A metszeteket
az immunhisztokémia elvégzéséig 7,4-es pH-ju foszfat pufferes sooldatban (PBS), 4 °C-on

taroltam.

Immunhisztokémia

Az immunhisztokémia megkezdése eldtt a metszeteket PBS -ben dtmostam. A teljes eljaras
pontos 1épései a mellékletben, a ll. tdblazatban taldlhatoak. Minden egyes inkubacids id6
alatt a metszetek razogépre keriiltek. A PBS-es mosast az immunhisztokémia soran minden
alkalommal haromszor tiz percig végeztem el. Els6 1épésként 2%-os hidrogén-peroxid
oldatot adtam a PBS-hez, melyben a metszetek fél oran keresztiil inkubalodtak. A hidrogén-
peroxid a szoveti peroxidaz aktivitas Kimeritésével segit a késébbi specifikus jelolés

hattérzajanak csokkentésében. Ismételt PBS-es mosast kovetden a metszetekhez 1%-0s
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normal 16 szérumot adtam PBS-ben, 0,2 %-0s Tween 20-al keverve. A normal 16 szérum
szerepe a nem specifikus immunkotohelyek blokkolasa, a Tween 20 pedig a sejtmembran
permeabilitasat noveli, igy az atjarhatobba valik az eljaras soran hasznalt anyagok szamara.
Fél 6rat kovetden hozzaadtam a metszetekhez a primer ellenanyagokat: nytalban termelt anti-
c-Fos-t (1:5000) (Abcam, Egyesiilt Kiralysag). Az antitesteket 1 %-os normal 16 szérummal
és 0,2 %-0s Tween 20-al kevertem G&ssze, igy adtam hozza a metszetekhez, majd egy
¢jszakan keresztiil tart6 inkubaci6 kdvetkezett 4 °C—on. Masnap ismételt PBS-es mosas utan
hozzaadtam a metszetekhez a szekunder antitestet: loban termelt anti-nyal IgG
ImmPRESS® kit (Vector Laboratories, Inc., USA) (1:200, PBS-ben higitva).
Szobahémérsékleten két oran keresztiil inkubaltam igy a metszeteket. Ezutdn kétszer tiz
percig tarto PBS-es, majd egyszer tiz percig tarto TRIS-ben (Trisz-(hidroximetil)-
aminometan, pH:8,0) térténd mosas volt az utolsé 1€pés a jeldlés eléhivasa elott.

Nikkel-DAB (diaminobenzidin) festést alkalmaztam, mely a szekunder antitesthez
konjugalva detektalhatova teszi a c-Fos jelolést (15 mg DAB, 100 ml 0,05M-o0s TRIS-ben
(pH 8,0) és 400 mg ammoénium-nikkel-szulfat-hexahidrat). Tiz perces inkubacié utan
os hidrogén-peroxid oldatot adtam az 1 ml nikkel-DAB oldatban 1évé metszetekhez.
Innentdl kezdve a metszeteket fénytdl védetten kezeltem, ezzel dvva a jelolodéseket az
esetleges karosodastol. Az el6hivas 6t percen keresztiil tartott, ezutan a hivé-elegy
eltavolitasaval és PBS (pH:7,4) hozzaadasaval leallitottam a reakciot. A festés befejeztével

egy utolso PBS-es mosas kovetkezett.

Metszetek felhuzasa és lefedés

Az immunhisztokémia utan a metszeteket krom-zselatin oldattal felt61tott Petri-csészébol
huztam targylemezre (11 desztillalt viz, 5 g zselatinpor, 0,5 g Krom(IIl)-kalium-szulfat-
napon keresztiil szaradtak, majd felszalld6 alkoholsorban dehidrataciora keriilt sor, a
kovetkezd sorrendben, folyadékonként 5 percig: desztillalt viz, 30%-0s alkohol, 50%-0s
alkohol, 70%-0s alkohol, 90%-0s alkohol, 96%-0s alkohol, abszolut alkohol, els6 xilolos
aztatas, masodik xilolos 4ztatis. Ezutan a metszeteket Surgipath Micromount feddanyaggal
lefedtem. A mikroszkdpos kiértékelés megkezdése elott a lefedett metszeteket egy-két napig

portol védetten helyeztem el szobahdmérsékleten és hagytam megszaradni a fedéanyagot.
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Mikroszkopia és sejtszamlalas
Az immunjelolt metszetek kiértékelésének elsd 1épéseként kivalasztottam azt a négy
metszetsikot, melyeken az altalam vizsgalt agyteriiletek megtalalhatoak, ehhez segitségképp

az Allen egéragy atlaszt hasznaltam (https://mouse.brain-map.org/static/atlas), valamint a

Franklin és Paxinos (2008) altal szerkesztett egéragy atlaszt. Fénymikroszkopos felvételeket
készitettem a vizsgalt agyteriiletekr6l (Olympus DP74). Négyszeres nagyitasu objektivet
hasznaltunk, 2880 x 1800 pixel felbontasu felvételek késziiltek.

Ezek utan az Imagel] program segitségével (https://imagej.nih.gov/ij/) kvantifikaltam az

egyes agyteriileteken a c-Fos pozitiv sejtmagvi sejteket. A kvantifikalas fél-automata
modon tortént. E16szor megmértem a program segitségével az adott agyteriilet méretét, majd
képmodifikacios eljarasok soraval alkalmassa tette, a felvételt az automata sejtszamoldsra:

o Az egyszerli kezelhetOség érdekében az eredeti képet (7. dbra/d).  8-bites
sziirkearnyalatos tipussa alakitottam (7. dbra/B). Ezutan kiemeltem az éles
intenzitaserdsség-hatarokat a program beépitett pluginjanak segitségével (,,Find
Edges”), igy szamos apré zajt ki tudtam sztrni (7. abra/C).

o A letisztult képen a hatarokat Gauss-fliggvény alapu simitassal finomitottam (o=1,6)
(7.dabra/D),

o ¢s az ily médon hangstilyozott képen egy hisztogram alapu kiiszobérték-algoritmus,
a ,,Triangle” metodus segitségével szelektaltam ki azokat a pixeleket, melyek
potencialisan a jel6lt sejtmagokhoz tartoznak (Zack et al., 1977) (7.abra/E).

o Mindezek utana az Imagel ,,Watershed” pluginjanak segitségével emeltem ki az egy
sejtmaghoz tartoz6 pixelek csoportjat, elvalasztva azt mas potencidlis sejtmag-
jelolésektdl. A ,,Watershed” egy matematikai szimuldcié alapi képszegmentécios
modszer (Soille and Vincent, 1990) (7.dbra/F).

Az utols6 1épés a sejtmagok megszamoldsa volt, az Image] rendelkezik sejtszamlalo
funkcioval és egyben finomithatdé a szamolds paraméterek megadasaval (7.abra/G).

Tapasztalataim alapjan a sejtmagok mérete 70 és 200 pixel kozé esett, €s ezen pixelek

[Teriilet]

elrendezddésének korparamétere 0.85-1 tartomanyt fedi le (4n X ————
[Periméter]

, 1,0 érték a

tokéletes kort jelenti, 0,0 érték a végtelen mértékben megnyult poligont).
A felvételek kiértékelésének eredményét Microsoft® Office Excel tablazatba foglaltam.
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Statisztika

A statisztikai elemzésekhez R porgramot hasznaltam (https://www.r-project.org/). Az

agyteriileteken mért c-Fos jeldlések kvantitativ Osszehasonlitdsat a kiilonbozd kezelési
csoportokban negativ binomidlis eloszlast adatokra illesztett generalizalt linearis kevert
modellel végeztem, random faktornak a perfuzié napjat valasztottam. A negativ binomialis
eloszlas feltételezése célszerli volt, mivel egy egységnyi agyteriileten nem minden esetben
azonos gyakorisaggal talalhatdak a c-Fos jelolt sejtmagok, az aktiv idegsejtek egy-egy mag
esetén aggregaltan fordulhatnak eld. Az igy fellépd tulszorodast negativ binomialis
eloszlassal jol modellezhet6 (McCabe et. al, 1989). Fontos volt, hogy ne pusztan a jelolt
sejtek szamat hasonlitsuk Ossze, hanem azt, hogy mekkora teriileten talaltunk adott
mennyiségii jelolt sejtet. Bar a negativ binomialis eloszlas nemnegativ egész szam-adatokra
illeszkedik, az R Ime4 nevii csomagjdban talalhatdo glmer.nb fiiggvénnyel olyan modellt
készithetiink, mely figyelembe veszi, hogy mekkora teriileten mértiink adott jeldlés-szamot
(Bates etal., 2015). Az 6sszehasonlitasok szamabol adodo esetleges fals p-értékek elkeriilése
érdekében Tukey-féle adjusztalt p-értékeket szamoltam. A modell illeszkedését minden

esetben szimulacids modelldiagnosztikéaval ellendriztem.

A korrelacios vizsgalatokhozhoz a Pearson-féle korrelacidé modszerét alkalmaztam. A
haromkamras szocialis ujdonsag teszt elemzése pedig linearis modellel késziilt, ahol a
magyardzovaltozd a kezelés, a célvaltozo pedig az egyes kamrékban eltoltott idé ardnya a

habituacios 5 percben mért idéaranyokkal sulyozva (min/min) volt.
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Eredmények

Az anterior Bed Nuclei of Stria Terminale (aBNST) aktivacioja

Az aBNST ativaciojaban szignifikans kiilonbség mutatkozott a VPA-kezelt és a kontroll
csoport egyedei kozott az ,Ujra taldlkozas” szocialis szituacid esetén (p<0,05%).
Ugyanakkor nem talaltam kiilonbséget a kezelések kozott a szeparalt egyedeket vizsgalva,
valamint a két szocialis szituacid kozott sem volt tapasztalhatd eltérés az agyteriilet

sejtmagjeldléseinek denzitdsaban.

Anterior Bed Nuclei of Stria Terminale (aBNST)

Sejtmagjelolés-
denzitas

m Kontroll
% B VPA

Szeparacid Ujra talalkozas

Szocialis szituacio

A poszterior Bed Nuclei of Stria Terminale (pBNST) aktivacidja

A pBNST ativaciojaban nem mutatkozott kiilonbség a VPA-kezelt és a kontroll csoport
egyedei kozott a szocidlis szituaciok Osszehasonlitdsakor és az egyes kezeléseken beliil sem

talaltam eltérést a két szituaciora adott aktivacios valasz tekintetében.
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Posterior Bed Nuclei of Stria Terminale
(PBNST)

Sejtmagjelolés-
denzitas

E Kontroll
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10

Szeparaciod Ujra talalkozas
Szocialis szituacio

A Hippokampusz (Hc) aktivacioja

Az hippokampusz aktivacidjaban szignifikans kiilonbséget talaltam a VPA-kezelt és a
kontroll csoport egyedei kozott a ,,Szepardcid” szocidlis szituaciot tekintve, a kontroll
csoport egyedei magas sejtmagjelolés-denzitast mutattak (p<0,0005***). A kontroll
egyedek és a VPA-kezelt egyedek kozott a két kiilonbozo szituaciora adott valaszban is erds
volt a kiilonbség, a szeparalt, kontroll egyedek esetén szignifikansan markdnsabb az
aktivacio (p<0,0005***). A kontroll csoportban a két szituacid kdzott is erOsen szignifikans
kiilonbség mutatkozott a hippokampusz aktivaciéjaban (p<0,0005%**). Osszességében
elmondhaté, hogy a szeparalt, kontroll egyedek mind a VPA-kezeltekkel, mind az ,,Ujra
talalkozas” szitudcioban tapasztaltakkal 0sszevetve szignifikansan erésebb hippokampalis

aktivitast mutattak.
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Hippokampusz (Hc)
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Szocialis szituacio

A Periaqueduktalis sziirkeallomany (PAG) aktivacioja

A PAG aktivaciojaban a ,,Szeparacidé” szituacioban talaltam szignifikans kiilonbséget a
kontroll csoport és a VPA-kezelt csoport egyedei kozott, a kontroll egyedek erdsebb
aktivaciot mutattak (p<0,05*). Ugyanakkor nem mutattak kiilonbséget az tjra talalkozas
szituacio esetén az egyedek a kezeléseket tekintve, valamint a két szocialis szituacié kozott

sem volt tapasztalhato eltérés az agyteriilet sejtmagjeldléseinek denzitasaban.
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Periaqueduktalis sziirkeallomany (PAG)
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Szocialis szituacio

A HIP és a PAG aktivaciéjanak korrelacidja a maganyos csoportok
esetén

Az hippokampusz és a PAG aktivaciojat korreldltatva a szeparalt egyedek kozott
szignifikansan pozitiv korrelaciot taladltam: ha magasabb sejtmagjeldlés-denzitast mutatott

az egyik agyteriilet, az egyiitt jart a masik agyteriilet magasabb értékeivel is (p<0,005**).
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A Hippocampus (HIP) és a Periaqueduktalis sziirkeallomany
(PAG) aktivitasanak Kkorrelacioja szeparalt egyedekben

3001

R=0.82, p=0.0022

2001

HIP sejtmagjelolés-denzitas

30 40 50 60 70 80
PAG sejtmagjelolés-denzitas

A Ventalis Tegmentalis Area Interfaszcikularis Nukleuszanak (I1F)
aktivacioja

Az IF aktivaciojaban a kontroll csoporton beliil szignifikans kiilonbséget talaltam a két
szocidlis szitudcio kozott (p<0,05%), a ,,Szeparacio” szituacidban pedig a kontroll egyedek
¢s a VPA-kezelt egyedek kozott mutatott szignifikéns eltérést a sejtmagjeldlések denzitasa

(p<0,05*). Mindkét esetben a szeparalt, kontroll egyedek mutattak er6sebb aktivaciot. Nem
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talaltam kiilonbséget az ,,Ujra talalkozas™ szituacion beliil és a VPA-kezelt egyedek kozott
sem a két szocialis szituaciot tekintve, azonban a kezelések és a szocialis szituaciok kozott

szignifikans interakcido mutatkozott (p<0,05*)

Interfaszcikularis Nukleusz (IF)

Sejtmagjelolés-
denzitas

16

14

12

10

E Kontroll

B \VrA

Szeparécid Ujra talalkozas
Szocialis szituacio

A Medialis Habenula (MH) aktivaciéja

Az |F-hez hasonléan az MH aktivacigjaban a kontroll csoporton beliill mutatkozott
szignifikans kiilonbség a két szocialis szituacio kozott (p<0,005**), a ,,Szeparacio”
szituacioban pedig a kontroll egyedek és a VPA-kezelt egyedek kozott talaltam szignifikans
eltérést a sejtmagjeldlések denzitdsdban (p<0,005**). Mindkét esetben a szeparalt, kontroll
egyedek mutattak erésebb aktivaciot. Nem talaltam kiilonbséget az ,.Ujra talalkozas”

szituacion beliil és a VPA-kezelt egyedek kozott sem a két szocialis szitudciot tekintve.
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Szocialis szituacio

Az MH és az IF aktivacidjanak korrelacidja a maganyos csoportok esetén
A Mediali Habenula és az Interfascikularis Nucleus aktivaciojat korrelaltatva a szeparalt
egyedek kozott szignifikdnsan pozitiv korrelaciot taldltam: ha magasabb sejtmagjelolés-

denzitast mutatott az egyik agyteriilet, az egylitt jart a masik agyteriilet magasabb értékeivel
is (p<0,05%).
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A Medialis Habenula (MH) és az Interfascikularis Nucleus (IF)
aktivitasanak korrelacioja szeparalt egyedekben
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A haromkamras szocialis ujdonsag teszt eredménye

A héaromkamras viselkedésteszt elemzése soran az elsé idegen egyed behelyezésekor
talaltam eltérést a kezelések kozott. Ekkor a VPA-kezelt egyedek szignifikdnsan kevesebb
1d6t toltottek abban a kamraban, amelyben az idegen egyed volt talalhato, mint egészséges

kontroll fajtarsaik (p<0,05%*). Az iires és a koz€éps6 kamraban toltétt iddben nem talal eltérést.
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Diszkusszio

Jelen kutatas f6 célja volt feltérképezni, hogy miként hat a valproat ivaréretlen, him egerek
szocialis dontéshozatali halézatdra. Azon agyi aktivacidos mintdzatok modellezése ez a
kisérlet, amelyek az ASD-vel ¢él6 paciensek idegrendszerét szocidlis szitudcidkban
jellemzik. A fokusz nem az egyes specifikus agyteriiletek kiemelt sejtcsoportjaira iranyult,
hanem arra, hogy egy atfogd képet nyerjink a szocidlis viselkedés kialakitdsaban
meghataroz6 haldzat egészének egyidejii aktivaciojarol egy széleskorben alkalmazott
autizmus-modell esetén.

Két kiilonboz6 szocidlis szituacid hatasara voltam kivancsi: egyrészt a szocialis
szepardcioval Osszefliggd aktivitdsi mintazatokra, masrészt szeparacid utdn a jol ismert
tarsakkal valo Ujra taldlkozds aktivacios hatasaira a kivalasztott agyteriileteken. A
szakdolgozat tagyat a kovetkezd agyteriiletek képzik: az SzDH szocidlis viselkedés
haldzataba tartozd PAG, a mezolimbikus jutalmazasi rendszer tagjai koziil a HIP és a VTA
IF-je, a két alrendszerhez egyarant tartoz6 BNST, valamint az SzDH-n kiviil esd, de a
szocialis viselkedésben fontos szerepet jatszo MH.

A vizsgalatban him egerek vettek részt, mivel az emberi populacioban a férfiak ASD-
érintettsége 4,5-sz6rés a nokkel Osszevetve (Christensen, 2018). Az ivaréretlenség
sziikségességét az indokolja, hogy az egerek ebben az idészakban viselkednek ,,szocialisan”
a hagyomanyos értelemben véve: tarsaikkal szdmos nemiségtdl fiiggetlen interakcioban
vesznek részt, ez a jaték idoszaka, amely az egészséges feln6tté valashoz sziikséges (Benner
etal., 2014).

A Kkisérlet megkezdése a 24. posztnatdlis napon tortént, ettdl kezdve o6t fOs
csoportokban tartottuk a vizsgdlat egyedeket. A csoportok vagy tejes mértékben egészséges
kontroll kolykokbol alltak, vagy két VPA-kezelt kolyokbdl és harom egészséges kontroll
egyedbdl. Azért nem hoztunk 1étre teljesen autizmus-modell egerekbdl allo csoportot, mert
olyan koriilményeket kivantuk modellezni, melyek az emberi tarsadalomban egy autista
gyermek szamara a leggyakrabban el6fordulnak. Ilyen koriilmény példaul az, hogy egy
ovodas vagy iskolas csoportban az autista gyermek minden nap taldlkozik sok egészséges
kortarssal. Az autizmussal €16 gyermekek szdmara a gyakori, egészséges szocialis
tapasztalatok jelentds javulast eredményeznek a kommunikacidés készségekben ¢és
viselkedésben (Dawson, 2008; Sallows and Graupner, 2005). Ugyanez a jelenség
tapasztalhaté autizmus-modell egerek esetén is, ha az egyiitt tartott kdlykoknek legalabb a

fele egészséges (Yang et al., 2011). Annak érdekében tehat, hogy a human szocialis
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kornyezetre jobban hasonlito koriilményeket teremtsek, az autizmust én is olyan
csoportokkal modelleztem, ahol a kezelt egerek egészséges tarsakkal élnek egyiitt, igy

novelve eredményeim validitasat..

A VPA hatasossagat haromkamras szocialis ujdonsag teszt segitségével ellendriztem,

melyrdl béséges szakirodalom all rendelkezésre.
BNST

A BNST a szocidlis viselkedési halézat és a mezolimbikus jutalmazasi rendszer
funckionalis szempontbdl egy anterior-poszterior tagoltsagot mutat: a szocialis
stimulusokkal kapcsolatos félelmi reakciokért az anterior régi6 (aBNST) felel, mig a
szaporodassal kapcsolatos és nemi kiillonbségeket mutaté régio a poszterior BNST (pBNST)
(Bota and Swanson, 2010; Dumais et al., 2016; Lebow and Chen, 2016).

(1) A pBNST esetén nem mutatkozott kiilonbség a VPA-kezelt és a kontroll csoport
egyedei kozott a szocialis szitudciok Osszehasonlitdsakor, és az egyes
kezeléseken beliil sem taldltam eltérést a két szitudciora adott aktivacios valasz
tekintetében.

(2) Ezzel szemben az aBNST ativaciojaban szignifikans kiilonbség mutatkozott a
VPA-kezelt és a kontroll csoport egyedei kozott az ,,Ujra talalkozas” szocilis

szituacio esetén.

Ez az eredmény Osszhangban all a pBNST szakirodalombdl megismert funkcionalis
tagoltsagaval: a poszterior régio foként szaporodassal kapcsolatos szabalyozo6 szerepet tolt
be, igy nem volt valosziniisithetd, hogy az ivaréretlen egerekben komoly kiilonbségeket
mutat a kezelés vagy szocialis szituacio tekintetében.

A aBNST viszont fontos szerepet tolt be a félelmi reakciok és a szorongas
kialakulaséban, erds aktivacioja figyelheté meg olyan pszichiatriai betegségek esetén,
melyek valamilyen szempontbol kithetoek a szorongéashoz és a tulzott félelemhez (példaul
fobiakkal €16 paciensek esetén erds aktivitast mutat, ha a fobia targyat vizualis stimulusként
mutatjuk be, vagy allat-modellek esetén nem vart averziv inger esetén) (Dumais et al., 2016;
Henckens et al., 2017; Lebow and Chen, 2016).

Lehetséges, hogy a tarsakkal valo talalkozas a VPA-kezelt egerekben azért indukalt
er6sebb BNST valaszt, mert az élményt kellemetlennek, szorongéaskeltonek ¢élték meg a

vizsgalt egyedek. Az ASD-vel €16 felnéttek viselkedését vizsgalva mar bizonyossagot nyert,
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hogy a szocialis szituaciokban sokkal erdsebb stresszreakciot mutatnak, mint az egészséges
személyek (példaul egy beszéd megtartasakor) (Taylor et al., 2018). ASD-s gyermekek
pedig a kiilonb6z6 szocialis szituaciokban (mint az iskolaba valo beilleszkedés, jatszotéren
torténd szocialis interakciok) a stresszreakciok kivaltasaért felelés hypothalamu-
hypophysis-mellékvese (HPA) tengely aktivaciojat mutatjak, a stresszhelyzet utan pedig
jelentdsen megnovekedik a kortizolszintjiik (Corbett and Simon, 2014).

Osszegezve tehat nem kizarhatd, hogy a VPA-kezelt egerek reakcidja a tarsakkal

valo jboli taldlkozaskor a szocidlis stressz eredménye.

HIP

Az hippokampusz aktivacidja a szeparalt, kontroll egyedekben szignifikdnsan erésebb volt
mind a VPA-kezeltekkel, mind az ,,Ujra talalkozas” szituacidban tapasztaltakkal Gsszevetve.

A kisérleti elrendezés szerint a ,,Szeparacio” szituacioban a vizsgalat egyedek uj
ketrecbe keriiltek, tehat nemcsak a szocialis kornyezet, hanem a fizikai tér is valtozott.
Tudjuk, hogy a térbeliséggel kapcsolatos informacidkat, a kornyezet kollektiv térbeli
feltérképezését a HIP végzi (Hafting et al., 2005), ezzel parhuzamosan alakitja és tarolja a
HIP az epizodikus memoria informacioit is idébeli kontextusba helyezve (Eichenbaum,
2014; MacDonald et al., 2011). A szocialis informaciok is térképekbe rendezédve keriilnek
feldolgozasra a HIP-ben, igy alakul ki a szamos paramétert figyelembe vevé predikcio
képessége és a szocialis keresési viselkedés is (Montagrin et al., 2018; Schafer and Schiller,
2018; Tavares et al., 2015). Mindez arra enged minket kovetkeztetni, hogy a szeparacio a
kontroll egyedekben komplex mddon (a kornyezeti feltérképezés, epizodikus memoria, és
szocialis keresés funkcidin keresztiil) eredményezhette a HIP aktivitasat.

A kronikus szocialis szeparacio egy patkanyokon végzett kutatasban a HIP
megnovekedett c-Fos aktivitdsat eredményezte (Stanisavljevi¢ et al., 2019). Egy madsik
vizsgalatban ugy talaltak, hogy a HPA tengely stresszhatasaért felelds enzimjeinek mRNS
expresszidja  (11B-hidroxiszteroid-dehidrogenazok) a HIP-ben jelentds mértékben
megnovekedett rovid szeparacid hatasara hazimalacokban (Kanitz et al., 2009). A szeparacio
okozta stressz tehat lehetséges magyarazata a kontroll egerekben tapasztal HIP-aktivitas
novekedésének.

Mindezekkel szemben az autizmus-modell egyedek latszolag még a kornyezet

valtozasara sem mutattak semmivel sem kiilonb HIP aktivitast, mint akkor, amikor el sem

cres
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résztvevok a teljes kisérlet alatt a megszokott ketreciikben maradtak. Mivel az ASD egyik
fontos velejardja az Gjdonsagokhoz vald nehéz alkalmazkodas és a megszokottakhoz vald
er0s ragaszkodas (Vivanti et al., 2018), kisérletiink szerint érdemes a jovobeni ASD-
kutatasokban figyelmet szentelni a HIP ujdonsagokkal kapcsolatos aktivacidjanak
alulmiikddésére. A kornyezetvaltozas hatasanak hianya a VPA kezelt dllatokban azt sugallja,
hogy a kontroll egerekben is a tarsak (esetleg a tarsak szaganak) hianya az elsddleges oka a

HIP megnovekedett aktivitdsanak, nem pedig az esetleges 1j térbeli stimulusok.

PAG

A PAG aktivaciojaban a ,,Szeparacid” szituacioban taldltam szignifikans kiilonbséget a
kontroll csoport és a VPA-kezelt csoport egyedei kozott, a kontroll egyedek erdsebb
aktivaciot mutattak.

Tudjuk, hogy a vokalizacio, kiilonosképpen a hivo hangadas iniciacidja a PAG
kiemelt feladata. A fajtarsaktol valo szeparacio hatasara megfigyelheté szamos allatfajban,
koztiik az egér esetén is a fokozott hivo vokalizécio. Gyakran alkalmazzak kutatdsokban az
ilyen tipusi szeparacids vokalizdcid mérését a Szorongas mértékének prezentdldsara
(Kyuhou and Gemba, 1998; Trevizan-Bau et al., 2019). Egerek esetén ismert, hogy a
csokkent mennyiségli hivo hangadas a tarsaktol valod szeparaciokor gyakori jelenség az
idegrendszer fejloédési zavarainak modellezésekor (Premoli et al., 2021).

A kisérlet eredménye felveti a kérdést, hogy a szeparacido hatdsira tapasztalt
kiilonbség a PAG aktivitdsdban vajon ezesetben is a VPA-kezelt egerek csokkent
vokalizacidjaval jart-e egyiitt. Jelen kisérletben nem volt lehetdségiink mérni az egerek
vokalizacidjat a szeparacio ideje alatt, de a jovobeli kisérleteinkben mindenképpen
szlikségesnek latjuk mérni ezt a viselkedésvaltozot is. A tapasztalt kiilonbség alapjan érdekes
lenne megvizsgélni a késébbeikben, hogy az autisztikus tiinetek egyiitt jarhatnak-e a PAG-
ban mérhetd valtozasokkal mas szituaciokban is, példaul a fenyegetettségre adott azonnali

reakcidban, mely szintén a PAG irdnyitasaval jonnek 1étre.

A HIP és a PAG aktivitasanak korrelacidja

Tekintve, hogy a HIP a szocidlis keresésben, a PAG pedig a hivé hangadésban jatszik
szerepet, a funkciondlis Osszefliggés szempontjabdl érdekes volt megnézni, hogy milyen

kapcsolatban all a két teriilet aktivacidja a szeparalt egyedekben.
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Az HIP és a PAG aktivaciojat korrelaltatva a szeparalt egyedek kdzott szignifikansan
pozitiv korrelaciot taldltam: ha magasabb sejtmagjeldlés-denzitast mutatott az egyik
agyteriilet, az egylitt jart a masik agyteriilet magasabb értékeivel is.

Bar funkcionalis 0sszekottetést még nem irtak le a HIP és a PAG kozott, egy
embereken végzett fMRI kutatds szintén korrelaciot talalt a két teriilet aktivitdsa kozott
kiilonboz6 stresszhelyzetekben (Faull and Pattinson, 2017.). Egy masik, patkanyokon
végzett kutatasban a ventralis HIP-ben talalhaté neurokinin 1 receptorokat vizsgaltak,
melyek a negativ élmények feldolgozasaban jatszanak szerepet és az amygdalaban mar
Osszefiiggésbe keriilt a PAG okozta menekiilési reakciokkal. A ventralis HIP-ben ezen
receptorok gatlasaval meg lehetett akadalyozni a PAG stimulalasakor fellépd menekiilési
viselkedést (Carvalho et al., 2018).

Mindezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a két agyteriilet kozotti kozvetlen vagy
kozvetett kapcsolat fontos a negativ ingerekre adott valasz kivitelezésében, és lehetséges,
hogy a mi vizsgalatunkban a szeparaci6 okozta stressz miatt mutattak a kontroll egyedek az
erds Osszefliggd aktivitast. Ezzel szemben ilyen hatds a VPA-kezelt egerekben nem volt

kimutathato.

IF

Az IF aktivacidjaban a kontroll csoporton beliil szignifikans kiilonbséget taldltam a két
szocidlis szitudcid kozott, a ,,Szeparacio” szitudcidban pedig a kontroll egyedek és a VPA-
kezelt egyedek kozott mutatott szignifikans eltérést a sejtmagjeldlések denzitasa. Mindkét
esetben a szeparalt, kontroll egyedek mutattak erdsebb aktivaciot. Ezenfeliil az Osszes
agyteriilet koziil egyediil itt talaltam szignifikans interakciot a kezelések €s a szocialis
szituaciok kozott is.

Az |F-el kapcsolatos szegényes irodalom miatt konkrét funkcionalis szerepét nem
ismerjiik egyeldre ennek a kisméretii magnak. Mivel azonban ismeretes, hogy az IF nagy
szamban tartalmaz oxitocin-érzékeny neuronokat, kiindulasi pontunk a VTA oxitocin-fliggd
aktivacidja. Oxitocin hatdsara ugyanis a VT A mind jutalom, mind biintetés bekovetkeztekor
erdsebb aktivitast mutat (Groppe et al., 2013; Melis et al., 2007; Mullis et al., 2013).

A szocialis viselkedésben kulcsfontossagl oxitocin meghatarozo szerepet tolt be az
ASD-kutatasban: gyakran modellezik az oxitocin receptor gén kiiitésével ragcsalokkal

végzett vizsgalatokban (LoParo and Waldman, 2015).
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Eredményeimben az IF aktivacio szignifikans interakcioja a kezelések €s a szocialis
szituaciok kozott felveti a gondolatot, hogy a VPA-kezelt és kontroll egyedekre ellentétes
modon hatott a szeparacid €s az ujra taldlkozas az ismert tarsakkal. Bar utobbi szituacidban
nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a kezelések kozott, lehetséges, hogy nagyobb
mintaelemszam mellett markansabb aktivacid-kiilonséget tapasztaltam volna az interakcid
mellett.

Nagyon fontos hogy a szakirodalom szerint a teljes mezolimbikus jutalmazasi
rendszer 6sszes dopaminerg neuronja koziil az IF neuronjai differencialédnak a legkésoébb,
€s zomében pont a 13. embrinalis napon, amikor a VPA-kezelés tortént (Bayer et al., 1995).
Ez az egybeesés magyarazhatja, hogy miért mutatott az IF ilyen markans kiilonbségeket a
vizsgalatunkban. A dopaminerg IF jutalmazas-feldolgozasban sejthetd szerepe alapjan
gondolhatunk arra, hogy a kisérletben ellenkez6 hatast ingert jelentettek a szituaciok a VPA-
kezelt és a kontroll egereknek: mast talatak ,,jutalomnak” és mast averzivnek. Mig a kontroll
allatokban a szeparacio inkabb szorongdast, stresszt idézett el6, amint arra a HIP és a PAG
aktivacioja 1s utalt, addig a jelentdsen kevesebb stimulussal jar6 izolacido akéar
megnyugtatolag is hathatott a VPA kezelt csoport egyedeire. E hipotézis tesztelésére

érdemes a jovoben alaposabb kutatdsokat tervezni, igy bovitve az IF irodalmat.

MH

Az |F-hez hasonléan az MH aktivacigjaban a kontroll csoporton beliill mutatkozott
szignifikans kiilonbség a két szocidlis szituaciod kozott, a ,,Szeparacid” szituacioban pedig a
kontroll egyedek és a VPA-kezelt egyedek kozott talaltam szignifikédns eltérést a
sejtmagjelolések denzitisaban. Mindkét esetben a szeparalt, kontroll egyedek mutattak
erdsebb aktivaciot. Az IF-tdl eltéréen azonban itt nem volt szignifikdns interakcio a
kezelések és a szocidlis szituaciok kozott.

Tudjuk, hogy az MH sériilése hiperaktiv viselkedéshez vezethet, valamint az 1j
kornyezethez val6 alkalmazkodds sikertelenségéhez, impulzivitdshoz, nehézkes
dontéshozatalhoz, és a térbeli memoria sériiléséhez (Kobayashi et al., 2013). Ezen tiinetek
kozil szamos felfeldezhetd az ASD-vel él6 pacienseknél is (American Psychiatric
Association, 2013). Az MH viselkedésben betoltott szerepének tovabbi fontos aspektusa a
félelem és a szorongas szabalyozasa (Yamaguchi et al., 2013).

A kapott eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a VPA-kezelés hatasara

szeparaciokor nem az egészséges egyedekben megfigyelt moédon aktivalodik az MH. Mivel
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az MH szakirodalomban fellelhetd vélt funkcidi hasonlosagot mutatnak az ASD tiineteiben
sériilt funkcidkkal, igy eredményiink alapjan érdemes ASD-vizsgalatokban alaposabban

tanulmanyozni ezt a teriiletet.

A MH és az IF aktivitasanak korrelacidja

Az MH részben felelés az IF beidegzéséért (Phillipson, 1979b), igy érdekes volt
megvizsgalni a két teriilet aktivaciojanak kapcsolatat a szeparalt egerek esetén, ahol ugyanis
erOs aktivacokiilonbséget tapasztaltam a kezelések tekintetében mindkét teriilet esetén.

Az MH ¢s az IF aktivaciojat korrelaltatva a szeparalt egyedek kozott szignifikansan
pozitiv Osszefliggést talaltam: ha magasabb sejtmagjel6lés-denzitast mutatott az egyik
agyteriilet, az egyiitt jart a masik agyteriilet magasabb értékeivel is.

Javasolni tudom tehat, hogy a két agyteriilet kozotti kapcsolatot érdemes figyelembe
venni a szocialis viselkedést célzo kutatasokban, mindezideaig ugyanis nem sok ismeretiink

van rola.

A haromkamras szocialis ujdonsag teszt

A haromkamrés viselkedésteszt elemzése soran az elsd idegen egyed behelyezésekor
talaltam eltérést a kezelések kozott. Ekkor a VPA-kezelt egyedek szignifikdnsan kevesebb
1dot toltottek abban a kamraban, amelyben az idegen egyed volt talalhato, mint egészséges
kontroll fajtarsaik. Az iires és a kozépsO kamraban toltott idoben nem taldl eltérést.
Eredményeim egybevagnak a VPA szakirodalomban leirt hatdsdval a haromkamras
viselkedéstesztet tekintve (Choi et al., 2016; Kim et al., 2014; Mabunga et al., 2015; Schiavi
et al., 2019). Az altalam alkalmazott embrionalis VPA kezelés tehat hatasosan idézett el

autisztikus fenotipust a bemutatott kisérletekben.

Osszegeve elmondhato, hogy az autizmus-modell egyedek az SzdH szamos teriiletén
beliil aktivacios kiilonbséget mutattak az egészséges kontrollokkal Osszevetve, foként
szeparacio esetén. Eredményeim alatamasztjak a feltételezést, miszerint az ASD szocialis
viselkedésben tapasztalhat6 tiineteit egy komplex haldzat rendellenes mikodése okozza,
mely kiilonbozd szocidlis stimulusokra nagyobb, vagy épp kisebb aktivaciot mutat az
egészséges allapothoz képest. A szakdolgozatban bemutatott eredmények iranyt

mutathatnak olyan specifikusabb kutatdsok szdmara a jovoben, melyek az ASD tiineteit egy-
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egy agyteriileten beliil részletesebb molekularis, anatdmaiai és elektrofizioldgiai tekintetben

kivanjak tanulmanyozni.
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Osszefoglalé

Az autizmus spektrum zavar (ASD) egy ¢élethosszig tartd idegrendszeri fejlodési
rendellenesség, mely férfiakndl szdmottevéen magasabb prevalenciat mutat, mint néknél.
Az ASD barmely sulyossagi szintje esetén jellemezhetd a szocidlis viselkedés sériilésével,
foként a szexualitassal nem kapcsolatos szituaciokban. A komplex genetikai hattér mellett,
a betegség gyakran teratogén hatdsokra is visszavezethetd. Ilyen lehet példaul az anya
valproat (VPA) bevitele a terhesség alatt. Jelen vizsgalatomban az ASD modellezésére VPA-
injektalt néstény egerek ivaréretlen him kolykeit hasznaltam. Feltérképeztem a szocialis
dontéshozatali halozathoz (SzDH) tartoz6 agyteriiletek szocialis stimuldcid hatdsara torténd
valtozasait az alabbi teriileteken: anterior és poszterior bed nuclei of stria terminalis
(a,pBNST), hippokampusz (HIP), periaqueduktalis sziirkeallomy (PAG), ventralis
tegmentalis area interfasciculdris nucleusa (IF); valamint az SzZDH-n kiviil es6, de a szocialis
viselkedésben fontos szerepet jatszo medialis habenulat (MH) is vizsgaltam. Az anya VPA
kezelését a vemhesség 13,5. napjan végeztem. A megsziiletett kolykokon a VPA kezelés
hatasossdgat haromkamréas viselkedésteszt segitségével ellendriztem, mely altaldnosan
elfogadott mddszer az ASD-re jellemzd tiinetek mérésére. Az elvalasztas utan csoportban
tartott VPA-kezelt és kontroll egereket 31 napos korukban szeparaltam a megszokott
tarsaiktol, majd egy napig egyediil tartottam 6ket. Ezutdn a szeparalt egyedek egy részét
visszahelyeztem megszokott alomtarsaikhoz 90 percre (ez a szocialis szituacio az ,,Ujra
talalkozas” (UT) cimet viseli); mig a tobbi szeparalt egér nem keriiltek visszahelyezésre
(,,Szeparacid” (Sz) cimill szocidlis szituacid). Az allatokat ezutan perfundaltuam, az
agyukbol késziilt metszeteken c-Fos immunhisztokémiat alkalmaztam, igy vizualizalva az
idegsejtek aktivaciojat. A kezelések kozott a HIP, PAG, IF és az MH mutatott szignifikans
kiilonbséget az S szocialis szitudcid kovetkeztében, és az aBNST az R kovetkeztében. A
kontroll csoportban mindegyik vizsgalt agyteriileten szignifikans kiilonbbséget talaltam a
szocialis szituaciok kozott, kivéve a BNST-ben. Egyediil a pBNST nem mutatott semmilyen
kiilonbséget se a kezelések hatdsdra, se az egyes szituaciok kozott. Funkciondlisan a
tapasztalt aktivacios eltérések a szocialis stressz eltérd jelentkezéséhez kothetoek
elsddlegesen. Eredményeim alapjan, a méhen beliili VPA-kitettség nagy valoszinliséggel
zavart okoz a SzDH komplex miikodésében, ezaltal hatva a szocialis interakciok
idegrendszeri hatterére. A korai posztnatalis fejlodéstdl kezdve rendellenesen miikodé SzDH

meggatolja a normalis szocialis viselkedés kialakulasat.
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Abstract

The Autism Spectrum Disorder (ASD) is a lifelong neurodevelopmental disease that is
extensively prevalent and males are multiple times more affected than females. ASD any
degree of severity, is clinically characterized by social behaviour impairments, mainly
involving difficulties in non-sexual social situations. Despite a complex genetic background,
exposure to specific agents, such as valproic acid (VPA) during pregnancy, have been linked
to ASD. In the current experiment | used the VPA-mouse model of ASD, investigating
changes of the social decision-making network of brain regions (SDMN) of juvenile male
mice in the light of several social settings. The examination was performed on the following
parts of SDMN: the anterior and posterior bed nuclei of stria terminalis (a,pBNST),
hippocampus (HIP), periaqueductal gray (PAG), and the interfascicular nucleus (IF) of the
ventral tegmental area. Furthermore, | chose a brain region that is not part of the conventional
SDMN, although it plays crucial role in social behaviour: the medial habenule (MH). VPA-
injection of mothers happend on the embrional day 13.5. The efficacy of VPA treatment on
pups was validated by three-chamber behaviour test, commonly accepted for measuring the
ASD-like effects of VPA exposure. c-Fos immunohistochemistry was performed in healthy
and VPA-treated individuals in order to capture snapshots of the momentary activity of cells
of the SDMN during two types of social situation: (S) separated from familiar companion
and kept alone for one day; (R) separated for one day and then reinstated to familiar
cagemates. Certain brain regions of the SDMN showed marked differences according to
social situations and treatments. | found significant differencies between treatments in the
HIP, PAG, IF and in the MH during S social situation and in the aBNST during R. In the
control group every brain region showed significant differences between social situations,
expect the BNST. The pBNST showed no differenc in activity despite any treatment or social
situation. The results are functionally best linked to dissimilar activation of brain regions
due to social stress. Exposure to valproic acid most likely disrupts the SDMN and, therefore,
affects the social interactions from early postnatal development, further hindering the

acquisition of normal social behaviour.
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Melléklet

A DSM-5 autizmus spektrumzavar (ASD) kritériumainak attekintése példakkal

A. Perzisztens hidnyossaga a szocialis kommunikcionak és a szocidlis interakcidknak szamos

kontextusban, amely jelenleg vagy a kortorténet soran az alabbi mddokon jelentkezik:

1. Hianyossag a szoicalis-érzelmi kolcsondsségben, mely a szocidlis kozeledés
abnormalitasatol és a normalis oda-vissza miikodo tarsalgas képtelenségétol odaaig
terjedhet, hogy a paciens nem osztozik az érdekldédésben, érzelmekben és képtelen
szocialis interakciot kezdeményezni, vagy arra valaszt adni.

2. A nonverbalis kommunidci6 hidnya, mely természetes része a szocialis interakcioknak,
az elégteleniil hasznalt verbalis és nonverbalis jelek haszndlatatol kezdve az abnormalis
szemkontaktus, testbeszéd, gesztikulacid megértése, €s a teljes arcbeli kifejezések és
nonverbalis kommunikacié hianyaig.

3. Hianyossag a kapcsolatok kialakitasaban, fenntartasaban €s megértésében, onnantol
kezdve, hogy a paciensnek problémat okoz a viselkedését kiillonbozé szocialis
kontextusokhoz igazitani, odadig, hogy nehézséget okoz az elképzelésekkel,
asszociaciokkal vald jaték, vagy a baratkozéas, egészen odadig, hogy semmilyen

érdeklddést nem mutat a paciens a szocialis kornyezete irant.

B. Korlatolt, repetitiv viselkedésmintazatok, érdeklodés, és idotoltés, amely jelenleg vagy a

kortorténet soran az alabbi modokon jelentkezik:

1. Sztereotip vagy repetitiv motoros mozgasok, targyak hasznalata, vagy beszéd (mint
egyszerl motoros sztereotipiak, jatékok sorrendbe rendezése vagy targyak megforditasa,
echolalia, idioszinkratikus beszéd).

2. A megszokotthoz valdé ragaszkodas, nem flexibilis rutinok kiépitése, ritualizalt
mintazatok verbalis és nem verbalis viselkedésben (mint extrém stresszreakcid kiss
valtozasokra, nehézség az atmeneti allapotok megélésében, merev gondolkodasi
mintazatatok, napi szintli sziikségessége egy rutin elvégzésének vagy egy bizonyos étel

fogyasztasanak.)
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3. Er6sen korlatolt, fixalt érdeklodés, amely intenzitassdban vagy fokuszaban abnormalis
(mint erds ragaszskodas szokatlan targyakhoz, vagy azokkal val6 elfoglaltsag, rendkiviil
koriilirt vagy konzisztens az érdeklodés targya.)

4. Hiper- vagyg hipoaktivitas az érzékszervi ingerekre vagy szokatlan érdeklédés a
kornyezet  érzékszervi  aspektusai  irant (mint latszolagos  érzéketlenség
fajdalomra/hdmértsékletre, adverziv valasz specifikus hangokra és textirakra, talzott
szagolgatds vagy érintése targyaknak, vizudlisan megigézz0 hatdssal birhatnak a

paciensekre a fények és mozgasok.)

C. A tlineteknek kotelezd érvénnyel a korai fejlodési idészakban kell jelentkezniiik (bar nem
minden esetben jelentkeznek teljes mértékben miel6tt a tarsadalmi elvarasok meghaladnak a
korlatolt teljesitOképességet, vagy tanult stratégidkkal gyakran elfedhetdek a kés6bbi élet
soran).

1. A gyermeket elsddlegesen neveld személyek beszamoldja a tiinetekr6l tobbi nem
esszencialis feltétel

2. A korai fejlédési szakasz, vagy ,,kora gyermekkor” 8 éves és annal kisebb korut jelent.

D. A tiinetek klinikailag szignifikans zavart okoznak a szocialis, foglalkozasbeli, vagy egyéb

fontos életteriileteken.

E. Ezek a zavarok nem magyarazhatoak jbban intellektualis képességek hianyossagaval
(intellektualis fejlédési zavar) vagy globalis fejlodési lemaradassal. Az intellektualis
képességek fogyatékossaga az autizmus spektrumzavarral egyiittesen gyakran eléfordul,
komorbid diagndzist eredményezve. A szocialis kommunikacio alacsonyabb szintet kell

megilisson, mint ami altalanosan a fejlettségi allapot szerint elvarhato lenne.

l. Tablazat: A DSM-5 autizmus spektrumzavar (ASD) kritériumainak dattekintése
példakkal
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Napok

0,5. gesztacios nap

8,5. gesztacios nap

13,5. gesztacios nap

24. posztnatalis nap

32. posztnatalis nap

33. posztnatalis nap

Esemény

Nostények elso testtomeg-mérése;

Nostények masodik testtomeg-mérése;

Nostények utolso testtomeg-mérése;

ez alapjan a potencialisan vemhes allatok
kivalasztasa;

valproat ¢és fiziologids sooldat (kontroll kezelés)
beadasa

Him utodokkal haromkamra szociélis Gjdonsag teszt
elvégzése;

Ezen utdédok 6t f6s csoportokba sorolasa;

A szeparacios kisérletben részt vevo kolykok egyedi
farokjelolése;

Kontroll-videofelvétel készitése a csoportokrol
zavaras utan;

Szeparacios kisérlet elsd napja, a 24 6ras szeparacio
kezdete

Szeparacid vége;

Az els6 szocialis A masodik szocialis

szituacioban részt vevd  szituacidban résztvevo

egerek perfundalasa; egerek ujra talalkoznak a
tarsaikkal és masfél orat
egyiitt toltenek, 10 perces
videofelvétel az Gijra
talalkozasrol;

Az egerek perfuzioja

1. Tablazat: A szepardacios kisérletben résztvevo fiatal him egerek életutia a 0,5
embrionalis naptol kezdve a perfizioig
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Mosas PBS-ben

Folyamat Id6
1. Mosas (0,1M) PBS-ben 3 x 10 perc
2. 2%-0s hidrogén-peroxid 30 perc
hozzaadésa az utolso a
PBS-hez
3. Mosas (0,1M) PBS-ben 3 x 10 perc
4. Blokk: 1%-0s normal 16 30 perc
szérum + PBS + 0,2 %-0s
Tween 20
5. Primer: anti-c-Fos Egy éjszakan keresztiil, 4
(nyulban termelve); 1:5000 °C-on
+ 1%-0s normal 16 szérum
+ 0,2 %-0s Tween 20
5. Mosas (0,1M) PBS-ben 3 x 10 perc
6. Szekunder: InmPRESS® 2 ora
anti-nyul IgG (16ban
termelve); 1:200 PBS-ben
keverve
£ Mosas (0,1M) PBS-ben 2 x 10 perc
8. Mosés (0,1M) TRIS-ben 10 perc
N Nikkel-DAB festés: 10 perc inkubacid sotétben,
15 mg DAB 100 ml 0,05M
TRIS-ben (pH 0,8) + 400
mg ammonium-nikkel-
szulfat-hexahidrat
majd 5 perc hivas
Elohivas: 0,5 pl 1%-0s
hidrogén-peroxid / ml
10.

3 x 10 perc
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