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1. Bevezetés

Az autizmus spektrum zavar (ASD) neurologiai fejlédési rendellenesség,
amelyet a tarsas kommunikécid sulyos hidnyossdgai, a besziikiilt, repetitiv
viselkedésmintak €s érdeklddési kor jellemez. Etiologiaja 0sszetett, genetikai és

kornyezeti tényezdk egyaradnt hozzajarulnak a kialakuldsédhoz.

Az ASD idegrendszeri hatterét célzo kutatasok eltéréseket tartak fel tobb
szinten: a sziirke- és fehérallomany szerkezetében, a mikrostruktirak
¢s halozatok fejlddésében. Ezek a valtozasok hozzajarulnak az ASD f6
tineteinek idegrendszeri alapjathoz. Szamos vizsgalat kimutatta, hogy az ASD
nem egyetlen agyteriilet izolalt diszfunkcidjaval magyarazhatd, hanem tobb,
egymassal kapcsolatban allé agyi halozat rendellenes miikodése jellemzi. Az
O’Connell ¢s Hofmann altal javasolt Szocialis Dontéshoz6 Neuralis Halozat
(Social Decision-Making Network, SDMN) igéretes kiindulépontot kinal a
tarsas viselkedés idegi alapjainak vizsgéalatahoz, mivel jol integralja a szocialis
¢s jutalmazo viselkedés agyi komponenseit. Az SDMN két {6 funkcionalis
alhalozatbol all: a Szocidlis Viselkedési Halozatbol (Social Behavior Network,
SBN) ¢és a mezolimbikus jutalmazé rendszerbdl (Mesolimbic Reward System,
MRS). Az SBN azokat az agyteriileteket foglalja magaba, amelyek a
szaporodasi, affiliativ és agressziv viselkedésmintak szervezéséért felelések. Az
MRS, kiilondsen a ventralis tegmentalis area (VTA) és a nucleus accumbens
(NAcc) kozotti dopaminerg palya, a szocidlis ingerek jutalomértékének

feldolgozasaban jatszik kulcsszerepet.

A tarsas helyzetekkel Osszefiiggd stresszreakciok szabalyozasaban emellett
kiemelt szerepet tolt be a medidlis habenula (mHb) és az interpeduncularis

nucleus (IPN) alkotta tengely, amely a szocidlis averzio €s elkeriild magatartas
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elengedhetetlen az SDMN mellett a stresszszabalyozasban részt vevo struktirak

vizsgalata is.

Az autizmus kutatdsdban elterjedt allatmodell a prenatalis valproinsav (VPA)
expozicio, amely humén populacidkban is Osszefliggést mutat az ASD fokozott
kockazataval. Ragcsalokban a VPA-kezelés szocialis viselkedési ¢és
neuroanatomiai eltéréseket eredményez, tobbek kozott csokkent szocialis
érdeklddést, fokozott szorongast, amygdala-hiperreaktivitast és konnektivitasi
zavarokat. A VPA nem specifikusan autizmust okozo szer, hanem hatasa attol
fligg, hogy a fejlédés mely szakaszdban torténik az expozicid. Kiilonosen a 11.
¢s 14. embrionalis napok kozotti idéablak tekinthetd szenzitiv periddusnak,
amikor az idegrendszeri palyak fejlddése aktivan zajlik. Ebben az iddszakban
bekovetkezo farmakologiai hatas képes tartésan befolyasolni az agyi strukturak

kialakulasat.



2. Célkituzeések

A tanulmény célja a prenatalis valproinsav-expozicié szocidlis viselkedésre
gyakorolt i1degrendszeri hatdsainak vizsgalata, kiilonds tekintettel az agyi
halézatok szintjén megjelend eltérésekre. A kutatds az aldbbi harom {6

kérdéskorre fokuszal:
2.1. Regionalis aktivacio

o A VPA-kezelés szocialis viselkedésre gyakorolt hatasdnak mérése

viselkedési tesztekkel.

e Azon agyi régiok azonositdsa, amelyek c-Fos aktivacioja kiilonbozik a
VPA-kezelt és a kontroll allatokban kiilonb6zé szocialis allapotokban

(konstans tarsas kornyezet, szocialis szeparacid, szocialis ujraegyesités).
2.2. Halozatszinti elemzés

e A szocialis viselkedéshez kapcsolodd neurdlis haldzatok, koztik az
SDMN, MRS, SBN ¢és a stresszreguldcids alhaldézatok funkcionalis

kapcsolatrendszerének azonositasa halozatelemzési eszkozokkel.

o A VPA-kezelt és kontroll 4llatok funkciondlis agyi haldzatainak
Osszehasonlitdsa: kozponti csomopontok (hubok), haldézati modularitas,

kapcsolatmintazatok feltérképezése.

e A viselkedési valtozok és a c-Fos-aktivacios mintazatok kozotti

korrelaciok vizsgélata.
2.3. Génexpresszio és palyaszervezodés

e A dopaminerg rendszer €rintettségeének feltarasa kvantitativ dopaminszint-
méréssel (ELISA), kiilondsen annak vizsgalatara, hogy a dopamin eljut-e

a megfeleld célteriiletekre.

e Az EI13.5 embrionalis idOpontban kifejez6dé gének bioinformatikai
elemzése, kiilonosen az axondlis palyak és dopaminerg rendszerek
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fejlodésére fokuszalva, az érintett iddablak molekularis sajatossagainak

feltarasa érdekében.



3. Modszerek

3.1. Kisérleti allatok és kezelések

A vizsgalathoz fiatal, ivaréretlen C57BL/6 egereket hasznaltunk. Az allatokat
12:12 oras fény-sotét ciklusban, standard laboratoriumi koriilmények kozott
tartottuk, vizhez ¢és taplalékhoz szabadon hozzaférhettek. A modellallatok
tenyésztéséhez ndstény allatokat 1dézitve paroztattunk, majd az vemhesség nap
13.5-1k napjan kaptak szubkutan injekcioban 500 mg/ttkg valproinsavat (VPA)

vagy térfogat-azonos fiziologias sooldatot (kontroll).

Az utddokbol kiilonallo allatcsoport (kohorsz) kertilt felhasznélasra.
3.2. Dopaminszint-vizsgalat (ELISA)

Az els6 kohorszban a kolykoket a postnatalis 7. napon (P7) vélasztottuk el, majd
az agyukat szekcionaltuk. Osszesen 23 allat szerepelt a vizsgalatban (CTR: 5
ndstény, 5 him; VPA: 6 ndstény, 7 him). A mintdkbdl meghatarozott striatalis
régiokat (nucleus accumbens és CPU) izolaltuk ¢s dopaminszint-meghatarozast

végeztiink BioVision DA ELISA kitekkel.
3.3. Viselkedés és c-Fos immunhisztokémia

A maésodik kohorsz him koélykeit hasznéltunk (n = 41). A haromkamras
szociabilitasi tesztet a P24-en végeztiik. A szocidlis preferencia €s szocialis
memoria tesztelésére. Ezt kovetden az allatokat 6tds csoportokban tartottuk

(kevert VPA és CTR), hogy szocialis kornyezetiik egységes legyen.

A c-Fos-vizsgalathoz az 4llatok harom kiilonb6zd szocialis allapotban keriiltek

vizsgalatra a 31.napon:

o Konstans tarsas kornyezet: az dallatok a kevert-genotipusu otthoni

ketreciikben maradtak.

e Szocialis szeparacid: 24 orara egyediil helyeztiik el dket.



e Szocialis Gjraegyesités: 24 oras szepardcid utan 1,5 ordra visszakertiiltek a

kozos ketrecbe.

A szocidlis interakcidkat videofelvétel alapjan elemeztiik, a viselkedések
kodolasat Solomon Coder szoftverrel végeztik. Az elemzett viselkedések:
szocialis szaglaszas, kovetés, kozeledés, tavolmaradas, 6n-apolas és anogenitalis

szaglaszas.

Az allatok agyait 4%-os paraformaldehiddel perfundaltuk, majd 50 pm-es
koronalis metszeteket készitettiink. A c-Fos expresszidt primer antitesttel
(Abcam ab190289, 1:5000 higitas) és Ni-DAB technikaval detektaltuk. A
szocialisan relevans régiokat (n = 36) az SDMN, SBN, MRS, stresszszabalyoz6
régidk alapjan valasztottuk ki. Minden régidban egy reprezentativ metszet
késziilt, 4% nagyitassal rogzitve. A c-Fos-pozitiv sejtek szdmoldsa Imagel

szoftverrel tortént, az adott régiok teriilet¢hez normalizalva.

A statisztikai elemzést R-ben végeztik. A  dopaminszint-adatokhoz
nemparaméteres tesztet alkalmaztunk. A haromkamras tesztre és c-Fos adatokra
linearis kevert modell illesztésével tortént az elemzés, az embrionalis kezelés,

szocidlis allapot és régioteriilet figyelembevételével.
3.4. Funkcionalis halozatelemzés

A funkcionalis kapcsolatok feltérképezéséhez a c-Fos expresszid alapjan
korrelacios matrixokat hoztunk létre. Az egyes régiok kozotti osszefiiggéseket
csak akkor vettik figyelembe, ha azok anatomiailag is megerdsitett, direkt
kapcsolatokkal rendelkeztek. A kapcsolati matrixok adatainak szlirése
kétlépcsOs sziirés alapjan tortént: kizardlag azok a korrelacidok keriiltek be,
amelyek statisztikailag szignifikansak voltak (p < 0.05) és a determindcios

egyiitthato értéke meghaladta a 0.7-et (R? > 0.7).

Vizualizacid €s haldzati paraméterek: a kapcsolatok haldzati grafként kertiltek

abrazolasra az igraph R-csomag segitségével. Szamitott mutatok:

o fokszadm (degree) — kozvetlen kapcsolatok szama,
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e kozvetitdi kozpontisag (betweenness) — hany leggyorsabb at halad at a
région,
e hub régiok azonositdsa — olyan csomépontok, amelyek mindkét

mutatoban a 80%-n feliil helyezkednek el.

e modularitds — a halozat alstruktirainak elkiiloniilése (Markov Cluster
Algorithm),

Ez a modszertani megkozelités lehetdvé tette a szocidlis agy globalis

elemzéseken, és kirajzolva azokat a kulcsfontossagu idegrendszeri kozvetitd

pontokat, amelyek a VPA-modellezett ASD viselkedési és kognitiv tiineteinek
hatterében allhatnak.

3.5. Génexpresszios adatbazis-elemzés

A fejlédési iddszakban kifejez6dd gének azonositdsahoz az Allen Developing
Mouse Brain Atlas adatbazisat hasznaltuk. A vizsgédlat célja annak
feltérképezése volt, hogy az E13.5 embrionalis napon mely gének mutatnak
tulexpressziot a koztiagy, kozépagy, valamint az eldagyhdlyag teriiletein. Kiilon
figyelmet forditottunk azokra a génekre, amelyek az palydk fejlodéseben

vesznek részt.

Az EI13.5 idépontban magasabban expresszalt géneket O0sszehasonlitottuk az
E15.5 1ddpontban aktiv génekkel. A gének funkcionalis csoportositasat €s a
fejlodésben betoltott szereplik dusulasat a MouseMine adatbazis segitségével,
hipergeometrikus teszttel ¢s Holm—Bonferroni korrekcidval értékeltiik. Ez az
elemzés lehetdvé tette annak meghatarozasat, hogy a VPA-kezelés idéablaka
valdban érzékeny idészak-e a traktus morfologiai fejlédés és a dopaminerg

palyak szempontjabol.



4. Eredmények

4.1. Szocialis viselkedés eltérései

A haromkamréas szociabilitdsi teszt sordn a VPA-kezelt allatok szocidlis
preferencidja csokkent. Mig a kontroll csoport az ismeretlen tarsallatot
tartalmazo kamrat preferalta a preferenciafazisban, a VPA-csoportban nem
alakult ki hasonlo iranyultsag. A szocialis memoriafazisban a kontroll allatok az
ujonnan behelyezett tarsallatot részesitették elonyben, mig a VPA-kezelt allatok

tovabbra is preferenciamentes viselkedést mutattak.

A szocidlis Ujraegyesités elsé tiz percében az egyes viselkedési tipusok
1détartamaban nem volt szignifikans kiilonbség a csoportok kézott. Ugyanakkor
a korrelacidanalizis ravilagitott arra, hogy a kontroll allatok esetében tobb
agyteriilet aktivacidja erds €s specifikus kapcsolatot mutatott meghatarozott
viselkedésmintazatokkal. Ezzel szemben a VPA-csoportban kevesebb ¢és
kevésbé szelektiv korrelacio volt kimutathatd, jellemzéen az averziv

viselkedésekhez kapcsolddoan.
4.2. Dopaminszint (ELISA)

A dopaminszint meghatarozasa soran szignifikans csokkenést mértiink a nucleus
accumbens régioban a VPA-kezelt allatok esetében, kiilondsen him egyedekben.
A caudatus-putamen teriiletén nem mutatkozott csoportkozi kiilonbség. Az

eltérés a dopaminerg jutalmazorendszer szenzitivitasara utalhat.
4.3. Regionalis agyi aktivacio (c-Fos expresszio)

A szocidlis kornyezet fliggvényében a c-Fos expresszio kiilonbozé aktivaciods
mintdzatokat mutatott. Konstans szocidlis kornyezetben a VPA-csoport
altalanosan alacsonyabb aktivitast mutatott, mig szocidlis szeparacid hatasara a
kontroll allatok tobb agyi teriileten is fokozott c-Fos expresszidt produkaltak. A
VPA-csoportban ez a valasz mérsékelten vagy egyaltalan nem jelentkezett.

Ujraegyesités utan a kontroll allatokban célzott, régiospecifikus aktivacio volt
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megfigyelhetd, mig a VPA-kezelt allatok diffuz, kiterjedt aktivitdst mutattak,

amely kevéssé tiikkrozte a szocialis kontextusra adott specifikus valaszokat.
4.4. Funkcionalis halozati mintazatok

A c-Fos alapu korrelacids halozatok elemzése azt mutatta, hogy a VPA-kezelt
allatok halozatai suirtibbek ¢és tobb Osszekottetést tartalmaznak, amit a fokszam
(degree) ¢értékek emelkedése is alatamaszt. Ezzel szemben a kozvetitoi
kozpontisdg (betweenness centrality) nem ndvekedett, ami a hierarchikus

szervezOdés hianyara utal.

A MCL-alapu klaszteranalizis a hub-régiok koriili halozati struktirikban is
eltéréseket tart fel. A kontroll 4llatok szeparacios allapotidban az
interpeduncularis mag (IPN) jelent meg kozponti régioként, mig a VPA-
csoportban a ventralis gyrus dentatus (vGD) keriilt elétérbe. Ujraegyesités soran
a kontroll allatoknal a vCA1 és BNST koriili klaszterek dominaltak, mig a VPA-
csoportban kizarélag a dorsomedialis hypothalamus (DMH) valt hub-régiova.

Az a priori definidlt halozatok (pl. SDMN, MRS, stresszregulacios tengely)
bels6 kapcsolaterdssége altalanossagban magasabb volt a VPA-kezelt
allatokban, kivéve a szocidlis viselkedési halozatot (SBN), amely szignifikansan
gyengébb belsd 0Osszekottetést mutatott. A klaszterek belsd koherencidjat
tekintve a vCA1 koriili core-hdlozat nem mutatott csoportszintli kiilonbséget,
azonban a BNST koriili posterior haléozat a VPA-csoportban szignifikansan

gyengébb kohéziot mutatott, mint a kontroll csoportban.

4.5. Génexpresszios elemzés

Az E13.5 embriondlis idépontban erdsebben expresszalt géneket 0sszevetve az
E15.5 iddészak expresszidos mintazataival, szamos, a traktusmorfologiaban
palyarendszer fejlédésben szerepet jatszo gén azonosithatod volt. Az eredmények

megerdsitik, hogy az E13.5 fejlodési 1ddszak kiilonosen érzékeny szakasz a
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neuralis palydk szervezOdésének szempontjabol, és a VPA-beavatkozas ebben

az ablakban célzottan befolyasolhatja az idegrendszeri kapcsolatok fejlédését.
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5. Kovetkeztetések

A vizsgalat eredményei alatdmasztjak, hogy a prenatalis valproinsav-kezelés
mélyrehatd valtozasokat idéz eld a szocialis viselkedéshez kapcsolodd agyi
halozatokban. Bar a c-Fos expresszi6 nem engedte a hatdsok egyértelmii
lokalizaciojat egyes régiokhoz, a funkcionalis halozatelemzés vildgosan
kirajzolta, hogy az a priori definialt hal6zatok — kiilondsen a stresszszabalyozo
tengely (habenula—interpeduncularis utvonal) — fokozott belsé kapcsoltsagot,
mig a szocialis halozat csOkkent integritdst mutatott. Ez a mintazat egyfajta
»stresszdominancidra” utalhat, ami a VPA-modellekben adaptiv szocialis

valaszok rovasara €rvenyesiilhet.

Az Gjraegyesitési €és szeparacids kornyezetek elemzése alapjan az azonositott a
posteriori haldézatok (VCA1, BNST) eltér6 kozponti szerepe és csokkent belsd
kohézidja olyan funkciondlis atrendezOdésekre utal, amelyek érinthetik a
szocidlis memoria és az ismerdsfelismerés idegi mechanizmusait. A héldzati
centralitas eltolodasa a kordbban ismert hubrégiokbol kevésbé adaptiv magok
iranydba szintén Osszhangban 4all a szocidlis miikddés zavarainak idegi

alapjaival.

A kiilonboz6 szocidlis kornyezetek hatisai tovabb arnyaljak ezt a képet: mig a
VPA-kezelt allatok kevésbé aktivaltdk a kontroll allatoknal az izolédciora
jellemzo stresszvalaszt, az Gjraegyesités soran fokozott, kiterjedt, de nem célzott
aktivacidés mintdzatot mutattak, ami arra utal, hogy nem ismerték fel korabbi
tarsallataikat. Ez viselkedési szinten csokkent szociabilitasként és fokozott

szocialis stresszérzékenysegként manifesztalodott.

A dopaminszint csOkkenése, kiilondsen a nucleus accumbens teriiletén, valamint
a specifikusan a E13.5 idészakban expresszal6do, az axonalis palyaszervezddést
¢s dopaminerg rendszerfejlodést szabalyoz6 gének megerdsitik, hogy a VPA-

kezelés hatasmechanizmusdt nem egy specifikus célrégido, hanem a fejlédési
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1d6zités hatarozza meg. Az ekkor torténd beavatkozas tartdsan megvaltoztathatja

az ideghdlozatok szervezddését és funkciogjat.

Eredményeink 0Osszességében aldtdmasztjdk a VPA-modell relevancidjat az
idiopatids autizmus tanulmanyozasdban, ¢és ramutatnak a halozatalapa
megkozelitések jelentdségére. Az ilyen elemzések talmutatnak az egyedi régiok
vizsgalatan, lehetdvé téve, hogy az agyi milkodés egészére kiterjedéen
azonositsuk a kulcsfontossagti csomopontokat és a szocialis miikodés zavarait
alatdmaszto atrendezddéseket. A jovObeli kutatdsoknak célszerli ezekre a
halozati hubokra és az azokhoz kapcsolodd molekularis mechanizmusokra
fokuszalni, mely nemcsak az ASD megértését, hanem potencialis terapias

célpontok azonositasat is eldsegitheti.

13



6. A dolgozat alapjaul szolgalé publikaciok

A. Adam, R. Kemecsei, V. Company, R. Murcia-Ramon, I. Juarez, L. I.
Gerecsei, G. Zachar, D. Echevarria, E. Puelles, S. Martinez, and A. Csillag,
“Gestational Exposure to Sodium Valproate Disrupts Fasciculation of the
Mesotelencephalic Dopaminergic Tract, With a Selective Reduction of
Dopaminergic Output From the Ventral Tegmental Area,” FRONTIERS IN
NEUROANATOMY, vol. 14, 2020. Impact Factor: 3.856

R. G. Kemecsei, S. Daniel-Papp, D. B. Balazs, E. Gebrihiwet, A. Csillag, and G.
Zachar, “Disrupted functional connectome in a rodent model of autism during
social isolation,” FRONTIERS IN NEURAL CIRCUITS, vol. 19, 2025. Impact
Factor: 3.4

14



7. A szerzo tovabbi publikacioi

G. Zachar, C. Montagnese, E. A. Fazekas, R. G. Kemecsei, S. M. Papp, F.
Doéra, E. Renner, A. Csillag, A. Pogany, and A. Dobolyi, “Brain Distribution
and Sexually Dimorphic Expression of Amylin in Different Reproductive
Stages of the Zebra Finch (Taeniopygia guttata) Suggest Roles of the
Neuropeptide in Song Learning and Social Behaviour,” FRONTIERS IN
NEUROSCIENCE, vol. 13, 2020. Impact Factor: 4.677

G. Zachar, R. Kemecsei, S. M. Papp, K. Wéber, T. Kisparti, T. Tyler, G.
Gaspar, T. Balazsa, and A. Csillag, “D-Aspartate consumption selectively
promotes intermediate-term spatial memory and the expression of
hippocampal NMDA receptor subunits,” SCIENTIFIC REPORTS, vol. 11,
no. 1, 2021. (Megosztott elso szerzd) Impact Factor: 4.997

C. K. Finszter, R. Kemecsei, G. Zachar, S. Holtkamp, D. Echevarria, I.
Adorjan, A. Adam, and A. Csillag, “Early cellular and synaptic changes in
dopaminoceptive forebrain regions of juvenile mice following gestational
exposure to valproate,” FRONTIERS IN NEUROANATOMY, vol. 17,
2023. Impact Factor: 2.1

C. K. Finszter, R. Kemecsei, G. Zachar, A. Adam, and A. Csillag,
“Gestational VPA exposure reduces the density of juxtapositions between
TH+ axons and calretinin or calbindin expressing cells in the ventrobasal
forebrain of neonatal mice,” FRONTIERS IN NEUROANATOMY, vol. 18,
2024. Impact Factor: 2.1

15



