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1. Bevezetés

Az idegrendszeri fejlodési rendellenességek vilagszerte minden kultirdban és populacidban
megjelennek, azonban prevalencidja fiigg az ¢életkortél, a diagnosztikai gyakorlattol ¢és
szociookonomiai statusztol. Konzisztensen magasabb a férfiak kozott. A 18 év alatti populécidoban
globalis el6fordulasuk 4,7-18,3% kozott mozog, amelyet feltehetden modszertani eltérések
magyaraznak. A komorbid idegfejlédési zavarok gyakoriak [1]. Egy amerikai vizsgalat szerint a 3—
17 éves korosztdlyban a figyelemhianyos hiperaktivitds zavar prevalencidja 8,5%, az autizmus
spektrum zavaré 2,9%, az értelmi fogyatékossagé 1,4%, a tanuldsi zavaroké 6,4% volt; az el6fordulas
alacsonyabb hazas sziilok ¢és testvérekkel €16 gyermekek esetében, mig alacsonyabb szocio6kondmiai
statusz mellett magasabb értékeket mértek [2]. 1990 és 2021 kozott az autizmus spektrum zavar
prevalencidja emelkedett, ami a patomechanizmusok pontosabb feltarasat és 01j terapias célpontok
azonositasat indokolja [3].

2. Autizmus spektrum zavar

Az autizmus spektrum zavar egy pervaziv idegrendszeri fejlddési rendellenesség, amelyet a szocialis
kommunikéacié ¢és interakcid zavara, valamint a korlatozott, repetitiv viselkedésmintdzatok
jellemeznek [4]. Prevalencidja vilagszerte megkozelitoleg 1% [5], hazankban mintegy 1,4%, amely
az ellatoérendszeri korlatok miatt valoszintileg alabecsiilt [6]. Kialakuldsaban genetikai és kornyezeti
tényezOk egyarant szerepet jatszanak [7]. Az oxitocin receptor gén és epigenetikai modosulasai
hozzdjarulhatnak a kérkép patogeneziséhez. A hipermetilacié dnmagdban nem tekinthetd egyértelmii
kockazati tényezdnek: felndttekben tobb kvantitativ tiinettel mutat osszefliggést, mig gyermekekben
a hipometilacié bizonyult rizikofaktornak [8]. A kornyezeti hatdsok koziil kiemelendd az intrauterin
valproat expozicid, amely tobb vizsgalat szerint ndveli a kialakulds kockazatat [9,10]. Az oxitocin az
alapvetd tlinetek enyhitésében igéretes neuropeptid lehet [ 11]. Kontrollalt klinikai vizsgalatok szerint
intravénas alkalmazéasa javitotta a tiineteket, kiilonosen a szocialis viselkedést [12]. Korabban
megfigyeltiik, hogy a centralis amygdaldba mikroinjektalt 10 ng oxitocin pozitiv megerdsitd hatast,
és javitja a memoriateljesitményt neurotipikus patkdnyokban [13,14]. E jutalmaz6 hatasban a
dopaminerg rendszer szerepe is igazolhato [15]. Egy 132 publikéciot elemz6 sszefoglald tanulmany
szerint a vemhesség 12,5. napjan alkalmazott 400—600 mg/kg valproat az utdédokban autizmusra
jellemzd viselkedésvaltozasokat idéz eld, tobb viselkedési doménben kimutathaté eltéréssel, ami a
modell érvényességét erdsiti [16]. Az intrauterin valproat expozicid kovetkeztében a posztnatalis 5.
napon az allatok csdkkent ultrahang-vokalizaciét mutattak, mind a hivasok szdma, mind azok
iddtartama elmaradt a neurotipikus kontrolloktol. A valproattal exponalt csoportban a primer
kortikalis és parvalbumin-pozitiv neuronok csokkent dendritikus elagazast és rovidebb neuriteket
mutattak, mig a GABAerg neuronok arborizacioja fokozddott, a szomatosztatin-pozitiv sejtekben
pedig nem volt kimutathat6 valtozas. Az eredmények alapjan a prenatélis valproat expozici6 a kérgi
hozza a korai vokalizacidos és motoros eltérésekhez [17] . A modell nemcsak viselkedési és
neuroanatémiai valtozdsokat, hanem bél-mikrobiom diszbiozist is mutat [18]. Korabbi
vizsgalatunkban megfigyeltiikk, hogy a probiotikus kezelés csokkentette a szocidlis viselkedési



eltéréseket, ami a mikrobiom és az érett agy kozotti kapcsolatot tdmasztja ald [19]. Az amygdalat
azért valasztottuk célteriiletként, mert kulcsszerepet jatszik a szocidlis viselkedésekben, és
diszfunkcidja hozzajarulhat az autisztikus fenotipus kialakuladséhoz [20].

3. Célkittizés

Kutatdsunk célja annak feltardsa volt, hogy az intraamygdaloid oxitocin miként befolyasolja a
megerdsitési folyamatokat, az anxietast €s a szocialis viselkedést, valamint, hogy ezek a hatdsok
milyen receptor mechanizmusokon keresztiil valosulnak meg a valproat indukalta autizmus
modellben.

3.1 Meger0sités

Annak meghatarozasa, hogy a centralis amygdaléba juttatott oxitocin pozitiv vagy negativ megerdsitd
hatast fejt-e ki prenatalisan valproattal kezelt him Wistar patkdnyokban, valamint, hogy e hatés
oxitocin receptor-fliggd-e és dopamin D2 receptor mechanizmusok révén modosithato-e.

3.2 Anxietas

Az intraamygdala oxitocin anxietasra gyakorolt hatdsanak meghatdrozasa autisztikus jeleket mutato
allatokon, valamint az azt kozvetitd receptor mechanizmusok feltarasa.

3.3 Szocialis viselkedés

Az intraamygdala oxitocin szerepének meghatarozasa a szocialis viselkedés szabalyozasaban kontroll
¢és valproat-kezelt allatokban, valamint a hatas receptor mechanizmusainak vizsgalata.

4. Anyagok és modszerek

4.1 Kisérleti allatok

Osszesen 186 him Wistar patkanyt hasznaltunk (szocialis interakcid: 65; emelt keresztpalld: 42;
kondicionalt helypreferencia: 79). Az allatok neurotipikusak vagy autisztikus jegyeket mutatok
voltak. A kisérletek az intézményi, nemzeti és nemzetkozi allatjoléti eldirasok betartasaval zajlottak,
az ARRIVE iranyelvek szerint. Etikai engedély szamaink: (BA02/2000-8/2012, BA02/2000-64/2017
és BA02/2000-04/2021 PTE-AOK — jovahagyta az Allatkisérletek Tudoméanyos Etikai Tanacsa. Az
autisztikus fenotipust a vemhesség 12,5. napjan alkalmazott 500 mg/ttkg valproat intraperitonealis
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injekcioval indukaltuk [21]. A korai neuroldgiai fejlodést righting reflex €s negativ geotaxis teszttel,
valamint materndlis szeparaciot kovetd ultrahangos vokalizacioval vizsgaltuk. A csokkent
ultrahangos vokalizacié a szocio-kommunikacios zavar indikatora [22]. Négyhetes korban szocidlis
interakcid €s open field tesztet végeztiink. A bevalogatas feltétele a kontrollhoz viszonyitott csokkent
szocialis aktivitas és fokozott repetitiv viselkedés volt.

4.2 Sztereotaxikus miutét

A 270-290 g testtomeg elérésekor bilateralis vezetokaniiloket implantaltunk a centralis amygdala folé
a Paxinos—Watson atlasz alapjan [23]. A mitét ketamin és diazepam anesztézidban tortént,
antibiotikum-profilaxissal. A vizsgalatokat standardizalt koriilmények kozott, legalabb hatnapos
regeneraciot kdvetden végeztiik.

4.3 Anyagbeadas

A vizsgélatok el6tt 6t perccel bilateralis mikroinjekciot adtunk a centralis amygdalaba (0,4 pL
oldalanként): 10 ng oxitocin, 20 ng oxitocin receptor antagonista, 4 pg dopamin D2 receptor
antagonista vagy vivoanyag. A beadas egyenletes nyomassal tortént, majd a kaniilt tovabbi 60
masodpercig a helyén hagytuk a diffizido biztositdsara. A csoportokat alomhatéds kizarasaval
alakitottuk ki [24]. A viselkedést videofelvétel alapjan elemeztiik.

4.4 Szovettan

A kisérlet végén az allatokat tlaltattuk és transcardidlisan perfundaltuk. A 40 pum vastag metszeteket
Cresyl ibolyaval festettiik, és a beadasi helyeket agyatlasz alapjan rekonstrualtuk [23]. Csak a pontos
kantilpozicioju allatok adatait vontuk be az elemzésbe.

4.5 Statisztikai analizis

Az adatok normalitasat ellendriztiik, majd az adatokat egy- €és kétszempontos varianciaanalizissel,
Tukey-féle post hoc teszttel értékeltiik. Az eredményeket atlag + standard hiba formaban kozoltiik; a
szignifikanciaszint p < 0,05 volt



5. Magatartasi tesztek

5.1 Kondicionalt helypreferencia teszt

Az oxitocin ¢€s oxitocin receptor antagonista hatasdnak vizsgalatakor a kétszempontos
varianciaanalizis szignifikdns féhatdst mutatott a probak [F(1,34) = 5.746, p < 0,05] és a kezelések
[F(3,34) =4.883, p < 0,05] tekintetében, valamint szignifikans interakciot igazolt [F(3,32) = 6.189, p
< 0,01]. A valproat + 10 ng oxitocin csoportban (n = 7) a tesztnapon szignifikansan nott a kezelési
kvadransban eltoltott id6 a kontrollcsoporthoz (n = 6, p < 0,05) és a habituacié soran mért értékhez
képest (p < 0,05), ami pozitiv megerdsitd hatasra utal. Az oxitocin receptor antagonista elokezelés (n
= 7) ezt a hatast kivédte (p < 0,05), mig az antagonista 6nmagéaban (n = 7) nem befolyasolta a
helypreferenciat a kontrollhoz viszonyitva (n = 6, N.S.), ugyanakkor szignifikdnsan eltért az
oxitocinnal kezelt csoporttol (p < 0,05).

A dopamin D2 receptor antagonista elokezelés vizsgalatakor a varianciaanalizis szintén szignifikéns
proba- [F(1,35) = 4.648, p < 0,05], kezelés- [F(3,35) = 3.441, p < 0,05] és interakcios hatast mutatott
[F(3,35) = 6.536, p < 0,01]. A valproat + 10 ng oxitocin csoportban (n = 7) a tesztfazisban mért
preferencia szignifikdnsan meghaladta a kontrollcsoport (n = 8, p < 0,05) és a habituacié sordn mért
érteket (p < 0,05). A dopamin D2 receptor antagonista el6kezelés (n = 7) megsziintette az oxitocin
pozitiv megerdsitd hatasat (p < 0,05). Az antagonista onmagaban (n = 7) nem valtoztatta meg a
helypreferenciat a kontrollhoz képest (n = 8), azonban szignifikdnsan eltért az oxitocinnal kezelt
csoporttdl (p < 0,05).

5.2 Emelt keresztpallo teszt

Az allatok szorongasat emelt keresztpallo teszttel vizsgaltuk. A berendezés négykaru, sziirkére festett
fa struktira volt, két nyitott (50x10 cm) €s két, oldalfallal hatarolt (50x10%40 cm) karral, egy méter
magassagban. Anyagbeadast kovetden az allatokat a kozponti platformra helyeztiik, zart kar fele
forditva. Az Otperces vizsgalat sordn rogzitettilk a karbelépések szamat, a nyitott és zart karokon
eltoltott idot, valamint a letekintések gyakorisagat. Minden allat egyszer vett részt a vizsgalatban [25].
Negyvenkét allatbol 6t csoportot alakitottunk ki: kontroll, valproat, valproat + 10 ng oxitocin,
valproat + oxitocin receptor antagonista + oxitocin, valamint valproat + oxitocin receptor antagonista.

A nyitott karokon eltoltott 1d6 tekintetében az egyszempontos varianciaanalizis szignifikans
kiilonbséget mutatott [F(4,33) = 4,387, n> = 0,347, p < 0,01]. A valproat + 10 ng oxitocin csoport (n
= §8) tobb id6t toltdtt a nyitott karokon, mint a valproat (p < 0,05), a valproat + oxitocin receptor
antagonista + oxitocin (p < 0,05) és a valproat + oxitocin receptor antagonista csoport (p < 0,05). A
kontroll és a valproat + oxitocin csoport kozott nem volt kiilonbség. Az oxitocin receptor antagonista
eldkezelés kivédte az oxitocin anxiolitikus hatasat, mig onmagaban nem moddositotta a viselkedést. A
kontroll allatok tobb 1ddt toltottek a nyitott karokon, mint a valproattal kezelt csoport (p < 0,05).

Hasonl6 mintazat jelent meg a nyitott karokra térténd belépések szamaban [F(4,33) = 3,162, n*> =
0,265, p < 0,05]: a valproat + oxitocin csoport gyakrabban lépett be, mint a tobbi valproatkezelt
csoport (p < 0,05), mig a kontroll €s a valproat + oxitocin csoport kozott nem volt eltérés.
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A letekintések szamaban szintén szignifikans kiilonbség mutatkozott [F(4,33) = 12,345, n* = 0,599,
p <0,001]. A valproat + oxitocin csoport tobb letekintést mutatott, mint a tobbi valproatkezelt csoport
(p < 0,05). Az oxitocin receptor antagonista elokezelés ezt a hatdst megsziintette. A kontroll allatok
szintén tobb letekintést mutattak, mint a valproat csoport (p < 0,05).

5.3 Szocialis interakcio teszt

A szocidlis interakciot 150x40x40 cm-es haromkamrds apparatusban vizsgaltuk [26]. Az egyik
oldalkamraban stimulus allat, a mésikban iires ketrec helyezkedett el. A szociabilitast a szocialis €s
nem szocialis zondban eltdltott id6 aranyaként hataroztuk meg [27]. Hatvandt allatbol nyolc csoportot
alakitottunk ki: neurotipikus kontroll, neurotipikus + oxitocin, neurotipikus + oxitocin receptor
antagonista + oxitocin, neurotipikus + oxitocin receptor antagonista, valamint valproat, valproat +
oxitocin, valproat + oxitocin receptor antagonista + oxitocin, valproat + oxitocin receptor antagonista.

Neurotipikus allatoknal az egyszempontos varianciaanalizis szignifikans kiilonbséget mutatott
[F(3,29) = 6,402, p < 0,01]. A 10 ng oxitocin csoport tobb iddt toltdtt a szocidlis zondban, mint a
kontroll vagy az oxitocin receptor antagonistaval kezelt csoportok (p < 0,05).

Valproatkezelt allatoknal a kétszempontos varianciaanalizis szignifikdns fOhatast igazolt az
intrauterin kezelésre [F(1,36) = 39,895, p <0,05], az intraamygdaloid kezelésre [F(3,36) = 15,575, p
< 0,05], valamint interakciot is kimutatott [F(3,35) = 20,888, p < 0,05]. A valproat + oxitocin csoport
tobb id6t toltott a szocialis zondban, mint a tobbi valproatkezelt csoport (p < 0,05), és nem
kiilonbozott a neurotipikus kontrolltél. Az oxitocin receptor antagonista eldkezelés kivédte az
oxitocin hatasat, mig dnmagaban nem modositotta a szocidlis viselkedést.

A nem szocidlis zonadban eltoltott 1d6 és a szociabilitasi index eredményei ezzel konzisztens
mintazatot mutattak: az oxitocin ndvelte a szocialis preferenciat, az oxitocin receptor antagonista ezt
kivédte, onmagaban azonban nem befolyasolta a viselkedést.

6. Diszkusszio

6.1 Kondicionalt helypreferencia

Korabbi eredményeink alapjan az intraamygdaloid 10 ng oxitocin pozitiv megerdsitd hatast valt ki
kondicionalt helypreferencia tesztben neurotipikus patkanyoknal, mig a magasabb dézis (100 ng)
nem befolyédsolja a helypreferenciat [14]. Az oxitocin megerdsitd hatasa dopamin D2 receptor
antagonista elokezeléssel kivédhetd [15], ami a dopaminerg rendszer kozremiikodésére utal. Jelen
vizsgalatunkban megfigyeltiik, hogy az intraamygdaloid oxitocin jutalmazé hatdsa a valproat
indukalta autizmus spektrum zavar patkdnymodellben is fennall [28]. Ez kiilondsen figyelemre méltd
annak fényében, hogy autizmus spektrum zavarban a jutalmazé rendszer hipoaktivitasat feltételezik
[29]. Eredményeink szerint azonban a 10 ng oxitocin a centralis amygdaldba mikroinjektalva
megerdsitd hatast fejt ki.



Az oxitocin pozitiv megerdsitd hatisat tobb agyteriileten is leirtdk [14,30], tovabba periférias
alkalmazasa is motivaciot fokozo hatassal bir kondicionalt helypreferencia paradigmaban [31]. A
helypreferencia kialakuldsa motivacios €s memoriafolyamatokat egyarant feltételez; a teszt soran az
allatnak emlékeznie kell a kezelési kvadransra, igy a paradigma memoriafiiggd kondicionalast is
tiikkr6z [32]. A dopaminerg rendszer ismerten kulcsszerepet jatszik a megerdsitésben, a tanuldsban és
a memoriafolyamatokban [33], és miikddési zavara tobb hipotézis szerint jelen van autizmus
spektrum zavarban [34].

Hipotézisiink szerint az oxitocin pozitiv megerdsitd hatdsa az autisztikus vondsokat mutatd
patkanyokban legaldbb részben a mezolimbikus dopaminerg rendszeren keresztiil érvényesiil. A
mezolimbikus rendszer diszfunkcidja a tarsas készségek sériiléséhez, mig a nigrostriatalis palya
zavara sztereotip viselkedéshez vezethet [34]. Mivel a mezolimbikus rendszer kozponti szerepet tolt
be a motivacidban és a jutalmazdsban, sériilése csokkent jutalomértékeléssel €s megvaltozott
motivacioval jarhat. Ez 6sszhangban all a szocidlis motivacid elméletével, amely szerint autizmus
spektrum zavarban a szocidlis ingerek jutalmazo értéke csokkent, ami a tarsas megismerés és
készségek sériiléséhez vezet [34]. Leirtdk a dopaminfelszabadulds csokkenését és a jutalmazd
rendszer hipoaktivitasat, amely nemcsak szocidlis, hanem nem szocidlis jutalmak feldolgozasat is
érinti [29]. Az oxitocinerg és dopaminerg rendszerek szoros funkcionalis kapcsolatban allnak [35].
Dopamin D2 ¢és oxitocin receptorok ko-lokalizaciojat mutattdk ki a centralis amygdaldban és a
striatumban [36]; a ventralis tegmentalis area dopaminerg neuronjai oxitocin receptorokat
expresszalnak ¢és a limbikus struktardkhoz vetlilnek [37] Az oxitocin képes moduldlni a
dopaminfelszabadulast a mezolimbikus rendszerben [37]. A centralis amygdalaban oxitocin—dopamin
D2 receptor heterokomplexeket irtak le, és a dopamin D2 receptor agonista fokozhatja az oxitocin
hatasat [38]. Az oxitocin receptor promoter aktivacidja novelheti a dopamin D2 receptor jelatvitelét
facilitalo allosztérikus interakcio révén [38]. E mechanizmusok alapjan a dopamin D2 receptor
antagonista altal kivédett megerdsitd hatds hatterében az oxitocin—dopamin D2 heterokomplexek
miikddésének gatlasa allhat. Ugyanakkor a mezolimbikus rendszer pontos szerepének tisztazasdhoz
tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

6.2 Emelt keresztpallo teszt

Az emelt keresztpalld teszt eredményei megerdsitik, hogy a prenatalis valproat kezelés
szorongasfokozd hatdsu [21], amelyet az amygdala fokozott reaktivitasa kisér [39]. Az oxitocin az
amygdaldban bizonyitottan modulélja a szorongast [15]. Kordbban kimutattuk, hogy 10 ng oxitocin
anxiolitikus hatdsu neurotipikus him patkanyokban [40]; jelen vizsgalatunkban ez a hatids a
valproattal kezelt allatokban is megjelent. Az intraamygdaloid oxitocin novelte a nyilt karokon
eltoltott 1dot €és a belépések szdmat [41], valamint novelte a letekintések gyakorisdgat, amely a
szorongas csokkenésének viselkedéses indikatora [25]. A hatds oxitocin receptor specifikusnak
bizonyult, mivel az oxitocin receptor antagonista el0kezelés kivédte azt [41]. A peptid tipusu
antagonistakkal szemben a nem peptid tipusu szelektiv antagonista alkalmazéisa lehetévé tette a
receptor specificitds vizsgalatat, mivel a peptid antagonistdk parcidlis agonista tulajdonsaggal is



birhatnak [42]. Az eredmények arra utalnak, hogy az oxitocin az amygdala aktivitasinak modulalasan
keresztiil csokkentheti a szorongast [43].

6.3 Szocialis interakcio

A szocialis interakcid vizsgalatdban a valproat modellben a szocialis viselkedés csokkenése volt
megfigyelhetd [44]. Az intraamygdaloid oxitocin kezelés novelte a szocialis interakcio idejét,
mikozben nem befolyasolta a megtett tavolsagot, ami specifikus szocidlis hatasra utal [44]. Az
oxitocin receptor antagonista 6nmagaban nem modositotta a szocidlis interakcioval toltott idot, de
elokezelésként kivédte az oxitocin hatdsat, megerdsitve a receptor medialt mechanizmust [44].
Amennyiben az antagonista nem gatolta volna a hatést, felmeriilhetne a vazopresszin receptorok
szerepe, mivel a két rendszer szerkezeti €s funkcionalis atfedést mutat [45].

A valproat modell széles korben elfogadott az autizmus spektrum zavar preklinikai vizsgéalatdban
[46]. A modellben csokkent oxitocin mRNS-szintet, kevesebb oxitocin immunoreaktiv sejtet €s
alacsonyabb liquorszintet irtak le [46]. Az oxitocin rendszer érintettségét monogénes ¢s multigénes
modellekben is kimutattak [47]. Klinikai adatok szerint az intranazalis oxitocin bizonyos esetekben
javitja a szocialis miikodést, bar a hosszu tava hatasok és az optimalis d6zis meghatirozasa tovabbi
vizsgalatokat igényel [48]. Az autizmus spektrum zavar gyakori komorbiditasa a szorongas [49],
amely jelentdsen rontja az életmindséget [50], €s Osszefiigg a gyengébb szocidlis és tanulmanyi
teljesitménnyel [51]. Az oxitocin szerepét mind a szocidlis megerdsitéses tanulasban [52], mind az
empatia €s bizalom modulalasaban leirtak [53].

7. Konkluzid

7.1 A centrélis amygdalaba juttatott 10 ng oxitocin pozitiv megerdsitd hatast valtott ki prenatalisan
valproattal kezelt, autisztikus vonasokat mutatdé him Wistar patkanyokban. A hatds oxitocin receptor
specifikus volt, és dopamin D2 receptor antagonista elokezeléssel kivédhetének bizonyult, ami a
dopaminerg rendszer részvételére utal.

7.2 Az intraamygdaloid oxitocin csokkentette a szorongasos viselkedést valproat indukalta autizmus
allatmodellben. 10 ng oxitocin mind a nyilt karokon eltdltott id6t, mind a nyilt karokra 1épések és a
letekintések szamat is novelte emelt keresztpallo tesztben, mely hatdsa oxitocin receptor specifikus
volt.

7.3 Az amygdala centralis magjaba mikroinjektalt 10 ng oxitocin novelte a szocialis interakcioval
toltott idot a modellben. Hatdséat az oxitocin receptorokon keresztiil fejthette ki.



Eredményeink alapjan az intraamygdaloid oxitocin kedvezden befolyasolta az autizmus spektrum
zavar egyes viselkedési dimenzidit a valproat inukalt autizmus allatmodellben. Azonban a
mechanizmusok pontos feltdrasahoz tovabbi preklinikai és klinikai vizsgéalatok sziikségesek.
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