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Bevezetés

Az agykéreg a sejtes szervezddés legkomplexebb strukturaja. A kdzponti idegrendszer
sejtes felépitését €s az idegsejtek szinaptikus kapcsoltsagat a XIX. szazad végén fedezte fel
Ramén y Cajal, Golgi-féle festési eljarasanak koszonheten. Az emberi agykérget 10" szamu
idegsejt és ugyanennyi gliasejt alkotja, ami az egész agy sejtes felépitésének a 90%-a. Az
emberi agykéregben az idegsejtek kozotti kapesolatok szama 10'% és 10" kozott van, nemtél,
kortol és egészségi allapottol fiiggden.

Agyunk 6 feladata, hogy a kiils6 és belsé kdrnyezetbdl érkezd, folyamatosan valtozo
¢s hatalmas mennyiségli informaciot feldolgozza, tarolja és arra megfeleld valaszt adjon. Ezen
feladatok ellatasat az idegsejtek és a koztiik 1évd szinaptikus kapcsolatok valtozatossaga és
plaszticitasa teszi lehetové. Az agykérgi idegsejteken 5000 - 60 000 szinapszis is lehet. Ezeket
a kapcsolatokat eldszor Held és Auerbach anilinfeséssel mutatta ki, amit Sherrington
szinapszisnak nevezett el, majd definidlta, mint azt a strukturat, ahol az idegimpulzus egyik
sejtrél a masikra terjed. A szinapszison keresztiili jelatvitelt Castillo és Katz tanulmanyozta és
irta le mint a szinaptikus transzmisszi6 ma mar széles korben elfogadott kvantalis modelljét,
melynek azéta az anatomiai hatterére is fény deriilt. A neurotranszmitter a preszinaptikus sejt
axontermindlisaiban vezikulumokban raktdrozodik. A szinaptikus transzmisszio folyaman
ezek a vezikulumok szabaditjak fel a benniik 1évé neurotranszmittert, ami a szinaptikus résbe
uriilve a posztszinaptikus sejten fejti ki hatasat. A felszabaditidsra vard vezikulumok a
preszinaptikus aktiv zonahoz (AZ) horgonyzddnak (dokkolt vezikuldk), és az akcids potencial
hatasara exocitozissal triilhetnek. Ezek a vezikularis neurotranszmitter-csomagok okozzak a
szinaptikus transzmisszio kvantalis természetét.

Az agykérgi idegsejtek két f6 csoportba sorolhatoak a neurotranszmitteriik alapjan. A
nagyobb csoportot alkotd piramissejtek serkentdé hatast, glutaméat neurotranszmittert
termelnek. Ez a csoport az idegsejtek koriilbeliill 80%-at teszi ki. A masik csoportot az
idegsejtek 20%-at alkot6 GABAerg interneuronok véltozatos csoportja alkotja, amelyeket
hagyomdnyosan gatld sejteknek tekintiink. Az agykérgi piramissejtek glutamaterg
szinapszisaikkal serkentik a helyi gatld sejteket. A legszélesebb korben alkalmazott ragesalo-
modellallatokon mar tobb tanulmany is késziilt ezen kapcsolatok mukodésérdl. Ezek a
szinaptikus kapcsolatok &tlagosan 1-4 mV amplitiddjuak, melyek altaldban egyediil nem
képesek a posztszinaptikus interneuronon akcids potencidlt kivaltani. Ezzel ellentétben, az

emberi agykéregben ugyanezen szinapszisok joval hatékonyabbak: egy piramissejt egyetlen



akcidés potencialja képes lehet a kornyezd gyorsan tiizelé interneuronokat nyugalmi
membranpotencialjukrél kiiszob folé depolarizalni és akcids potencialba vinni. A hatékony
serkentés hatasara poliszinaptikus halézatok aktivalédnak, amelyek a Hebb-féle halozatok
alapjaul szolgéalhatnak.

A hippokampusz, ahogy az egész agykéreg is, laminaris szervezddésii. A principalis
sejtjei két morfologiai csoportot alkotnak. A gyrus dentatus (DG) stratum granulosum
rétegében taldlhatdbak az tgynevezett szemcsesejtek sejttestei, amelyek ahogyan a
piramissejtek is, stirlin tiiskézett dendrittel és glutamat neurotranszmitterrel rendelkeznek. A
masik f0 serkentd sejt a piramissejt, amely sejttestie az Ammon-szarv (CA) stratum
pyramidale rétegben helyezkedik el. A tovabbi rétegek a principalis sejtek dendritszakaszait
tartalmazzak. A hippokampusz sejtjei az ugynevezett triszinaptikus korben kommunikalnak
egymassal aszimmetrikus tiiskeszinapszisokon keresztiil. Ennek elsé 1épése az tigynevezett
perforans palya, ahol az entorhindlis kéregbdl érkezd serkentd rostok a szemcsesejtek gyrus
dentatus stratum moleculare-ba (DGsm) nyuld tiiskézett dendritjein végzdédnek. Ezt az
informdaciot a szemcsesejtek axonjai tovabbitjak a CA3 piramissejtjeinek a stratum lucidum és
a stratum radiatum (CA3sl/sr) rétegben 1év0 dendrittiiskéire, majd innen a piramissejtek
Schaffer-kollateralisain keresztiil az informacio a CAl piramissejtjeinek stratum radiatum
(CAlsr) teriiletén lévd dendritjeire érkezik, és ezen sejtek axonjain keresztiil jut ki a
hippokampuszbdl.

A major depresszi6 patomechanizmusanak egyik f6 komponense a hippokampusz
mitkddésének rendellenessége. A rendellenes miikodéssel egyiitt jar a hippokampusz
térfogatanak csokkenése, a hippokampalis neurogenezis hanyatldsa ¢és a fent emlitett
triszinaptikus kort alkotd tliskeszinapszisok szamanak csokkenése, amelyek hatékony
antidepresszans-kezelésekkel visszafordithatoak vagy megakadalyozhatéak. Habar a
legutobbi kutatdsi eredmények beszdmolnak a hippokampusz anyai stressz indukalta
strukturalis valtozasair6l, kozvetlen elektronmikroszkdépos eredmény a hippokampusz
szinaptikus valtozésairdl posztpartum depresszioban jelenleg nincs.

Hasonl6an a major depresszidhoz, epidemiologiai kutatdsok kimutattdk, hogy a PPD
f6 kockazati tényezdje a stressz. Humdn felmérések és ragcsalokon végzett kisérletek is
bizonyitjadk azt a tényt, hogy a stressznek idegrendszert befolyasold hatdsa van a terhesség
alatti idészakban, ugyanis a terhesség alatt ért folyamatos stressz szorongasos viselkedést €s a
sziil61 gondoskodas hianyat eredményezte a terhesség utan. Ez a megfigyelés a depresszid
szinaptogenikus hipotézisével O0sszhangban &llhat, miszerint a terhesség alatti stressz az

idegsejtek specifikus strukturdlis valtozasat valthatja ki az anya kozponti idegrendszerében,



hozzajarulva a sziilést kovetd megvaltozott kedé€lyallapothoz. E hipotézis tesztelésére
szliikségszeri egy olyan vizsgalat, amellyel jobban megértenénk, hogy az idegsejtek
plaszticitasa milyen mértékben érintheti a stressz okozta anyai hangulatvaltozast.

Figyelembe véve azt a tényt, hogy a ndi nemi hormonok erdsen befolyasoljak a
szervezet valaszait stresszel szemben, fennall annak a lehetdsége, hogy a stressz
szinaptolitikus hatdsat és/vagy a szinapszisok szamdnak Osszefliggését a depressziv
viselkedéssel a nemi hormonok jelentésen megvaltoztatjak. Igy a terhesség és a sziilés utani
id6szak kihivast jelentett a depresszid szinaptogenikus hipotézisének érvényessége

szempontjabol.

Célkitiizés

Disszertaciom elsd fele a fajok kozott megfigyelt agykérgi szinapszisok kiilonbségét
vizsgalja fény- és elektronmikroszkopos technikdkkal. A kovetkezd kérdésre kerestiik a

valaszt:

1. Mi az anatdmiai hattere annak, hogy az emberi agykérgi kosarsejtekre érkez6 helyi
serkentd bemenetek hatékonysdga jelentdsen nagyobb, mint a ragcsalok

agykérgében?

Disszertaciom masik felében kivancsiak voltunk arra, hogy a stressz és a nemi
hormonok milyen kapcsolatban allhatnak és hogyan hatnak egy terhességi/posztpartum

modellben. A kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

2. Milyen viselkedésbeli hatdsa van a stressznek a terhességi/posztpartum
modellallatainkra?
3. Van-e Osszefiiggés a viselkedési tesztben kapott eredmények €s a hippokampalis

tiiskeszinapszisszam kozott ebben a modellben?



Modszerek

1. Kosarsejtekre érkezo aszimmetrikus szinapszisok osszehasonlito

vizsgdlata human és patkany agykéregben

Agyszeletkészités

Minden vizsgalat a Helszinki Nyilatkozat értelmében ¢s a Szegedi Tudoményegyetem
Etikai Bizottsaganak engedélyével tortént. A human agykérgi szeletek olyan kéreg alatti
tumorban szenvedd betegek akut biopszids szoveteibdl késziiltek, akiknél a tumor sebészeti
megkozelitéséhez sziikségszerli volt eltavolitani a frontalis, parietdlis vagy temporalis kérgi
terliletek egy részét. A betegek (53 £ 13 ¢év; ndk és férfiak egyarant) a miitét eldtt a
szovetmintdk ilyen jellegli kutatisra vald felhasznéldsat irdsban engedélyezték. A miitétek a
Szegedi Tudoményegyetem Idegsebészeti Klinikdjan torténtek. A sebészileg eltavolitott
szovetblokkokat a miitdben azonnal jéghideg (3-8 °C) magas szachardz tartalmti mesterséges
agy-gerincveld folyadékba helyeztiikk. Patkdny agyszeletek készitésénél Wistar torzset
hasznaltunk (P 18-28; him ¢és ndstény egyarant). A kipreparalt agyszovetiiket jéghideg (3-8
°C), magas szachardz tartalmu, mesterséges agy-gerincveld folyadékba helyeztiik. A humén
¢s a patkany agyszoveteket vibraldo pengéjli mikrotommal (Microm HM 650 V) 350 pum
vastag szeletekre metszettiik. A szeleteket a metszés sordn hasznalt mesterséges agy-

gerincveldi folyadékba helyeztiik majd 1 6ran keresztiil 30 °C-on inkubaltuk.

Elektrofiziolégia

Hogy jellemezhessiik a huméan és a ragcsald agykérgi kosarsejtekre érkezd helyi
serkentd bemeneteket, whole cell patch clamp technikdval végeztink szimultan
elektrofiziologiai elvezetéseket II/III. rétegbeli piramissejt-kosarsejt parokbol. A sejteket
biocitinnel toltottiik fel, hogy lathatokkd tehessiik a fény- és elektronmikroszkopos
technikakhoz.



Fénymikroszkopos vizsgalatok

Az elektrofiziologiai kisérleteket kovetden a szeleteket 12 ordn keresztiil fixaltuk 4%
pararformaldehidet, 1,25% glutaraldehidet és 15% pikrinsavat tartalmazéo 0,1 M
foszfatpufferoldatban (pH: 7,4). A piramissejtek azonositasa a vastag apikalis dendritjiik és
tiiskézett apikalis és bazalis dendritjeik, tovabba az axonnak a széma bazalis részérdl torténd
eredése alapjan tortént. Kosarsejteknek tekintettiik azokat az interneuronokat, melyek
axonterminalisai a fénymikroszkopos megbizhatosag szintjén szinaptikus kapcsolat jelenlétét
lehetové tevo kozelségbe kerliltek mas sejtek vagy autaptikus moédon dnmaguk szoémajaval,
illetve periszomatikus régidival. A sejtek haromdimenzids rekonstrukcidjat a Neurolucida
rendszer (MicroBrightField, Colchester, USA) ¢és BX-60F (Olympus, Tokyo, Japan)
fénymikroszkop segitségével végeztiik 100x olajimmerzids objektivvel. A rekonstrukciok
soran rekonstrudltuk a sejtek sejttestét, dendritfijat és axonjat, tovabbd a sejtek teljes

terjedelmében meghataroztuk a lehetséges szinapszisok helyét.

Elektronmikroszkopia

A fénymikroszkoppal és elektrofiziologiai mérésekkel azonositott kosarsejtek (n = 3
human sejt, harom kiilonb6zd betegbdl; n = 3 patkdny sejt, harom kiilonbozé egyedbdl)
dendritszakaszait (human: 150 um tavolsagban a sejttesttdl; patkdny: 50 um tavolsagban a
sejttesttél) kivagtuk a metszetiikbdl, és atagyaztuk epoxigyanta blokkokba. A kivagott
metszetbdl ultramikrotémmal (RMC MTXL, Boeckler Instruments, Tucson, Arizona; Ultra
45°, Diatome) 20 nm vastagsdgll sorozatmetszeteket készitettiink, melyeket hartyasitott
(Formvar, TAAB), egylyukt rézgridekre emeltiink. Az ultravékony metszeteket FEI/Philips
CM10 elektronmikroszkoppal vizsgaltuk 120 kV fesziiltségen, 64000x nagyitason, és digitalis
képeket készitettiink roluk MegaView G2 kamerdval. A dendritekrdl €és a preszinaptikus
axonterminalisokrol haromdimenzios rekonstrukcid késziilt a Reconstruct program

segitségével (http://synapses.clm.utexas.edu/).

Elektronmikroszkopos tomografia

Az elektronmikroszkopiara atdgyazott mintakbol 200 nm vékony metszeteket
készitettlink ultramikrotémmal (RMC MTXL, Boeckler Instruments, Tucson, Arizona; Ultra

45°, Diatome), amiket hartyasitott (Formvar, TAAB), egylyukll rézgridekre emeltiink. A


http://synapses.clm.utexas.edu/

metszetek pontos vastagsaganak meghatdrozasara 3 : 1 aranyq, kétszeresen desztillalt vizes
oldatban protein A-ra (ProtA) konjugélt 10 nm atmérdji aranyszemecsékkel jeloltiik a gridek
mindkét oldalat (Cytodiagnostics — Absource Diagnostics GmbH, Munich, Germany).
Kétszeresen desztillalt vizes mosas €s szaritas utan a mintdk készen alltak a tomografiara,
amit FEI Tecnai G2 Spirit BioTWIN transzmisszios elektronmikroszkoppal 120 kV-on és
Eagle 4K HS digitalis kameraval, a FEI Xplore3D program segitségével (FEI Europe
Nanoport, Eindhoven, The Netherlands) végeztiik. + 45° dontési szogig a digitalis felvételek
2°-onként késziiltek, majd £ 45° és = 65° kozott 1°-onként 30000x nagyitdson. Az IMOD-
programcsomag segitségével készitettiik el a tomogrammokat a folyamatosan dontott

sorozatképekbdl.

2. A terhesség utani stressz vigsgdlata posztpartum modellen

A vizsgalt allatcsoportok

Kisérleteinkben kozel azonos koru (60-70 posztnatalis nap) és tomegli (200-250 g)
feln6tt ndstény Sprague-Dawley patkanyokat (Charles-River Laboratories, Vac,
Magyarorszag) hasznaltunk. Minden allatot a kisérlet els6 napjan ovariektomizéltunk. Az
ovarium eltdvolitasaval kivédtik a ciklusbeli hormonvéltozdsokat, amelyek igy nem
befolyésoltak az eredményeinket. Négy csoportot hoztunk Iétre. Az elsd csoport az abszolut
kontrollcsoport (Veh, n = 20), amelynek allatai a kisérlet folyaman semmiféle
hormonkezelésben nem részesiiltek, csak hormonmentes placebokapszulat kaptak a boriik ala
az 1. és a 21. napon. A masodik csoport a ,terhesség utani”’, vagyis a posztpartum csoport
(PpD, n = 20), mely egyedeinek az ovariektomizalds napjan Osztrogén €és progeszteron
tartalmt kapszulat (0,5 mg 17B-6sztradiol, 50 mg progeszteron) iiltettiink a boriik ala,
melybdl a hormonok a vizsgalat 21 napja soran folyamatosan szabadultak fel. A 21. napon a
hormonkapszulékat eltavolitottuk, és hormonmentes placebokapszuldkat tettiink a helyére. A
harmadik csoport a ,,prodsztrusz” csoport (ProE, n = 16), amellyel az 0Osztrusz ciklus
prodsztrusz fazisara jellemzd hormonszintek hatasat vizsgéaltuk. Ezek az allatok
hormonmentes placebokapszulat kaptak a boriik ald az 1. és a 21. napon. A 26. napon 3 mg/kg
Osztradiol-benzoat injekciot kaptak (szezamolajban feloldva, boriik ald) reggel, majd este

megismételve 4 mg/kg-ot. A 27. napon 2 oraval a stressznek kitevés (vagy stressznek ki nem



tevés) eldtt ismételten 3 mg/kg 17B-0sztradiol injekcidt kaptak, viszont ezen a napon 2 mg/kg
progeszteront is kaptak (szezdmolajban feloldva, boriik ald) a stressznek kitevés (vagy
stressznek ki nem tevés) el6tt 5 oraval. A negyedik csoport a ,,terhesség utani kezelt”, vagyis
a hormonkezelt csoport (Horm, n = 20), mely egyedeinél szintén betiltetésre keriiltek a harom
hétig adagold hormonkapszulak, amiket a 21. napon ugyanolyan hormontartalmu kapszulakra
cseréltiink. A 27. napon csoportonként harom allat nem lett stressznek kitéve (NS) a tobbi
allattal szemben, amelyeket elkeriilhetetlen stresszkezelésnek (IS) vetettiink ala. A 28. napon
a stressznek kitett allatok koziil csoportonként harom allatot €s a stressznek nem Kkitett
allatokat elektronmikroszképos analizisre hasznaltuk fel. A megmaradt allatokon
magatartastesztet (aktiv menekiilési teszt - AE) végeztiink ¢€s szérumhormonszinteket

mértink.

Magatartasvizsgalat

A magatartasvizsgalatok egy kiilon erre a célra kialakitott ketrecben, az un. shuttle
boxban torténtek (Med Associates, St Albans, Vermont, USA). Ezek a ketrecek patkdnyokra
méretezettek, amelyek egy szdmitogépesen vezérelt guillotine-ajtdéval két egyforma részre
vannak felosztva. Az elkeriilhetetlen stressz (IS) kivitelezése az éllatok talpara adott aramiités
formajaban torténik a ketrec aljan 1évo fémracsozaton keresztiil. Az els6 napon az allatok IS
kondicionaléast kapnak, ami a shuttle boxok egyik felében torténik 0,85 mA aramerdsségen. A
guillotine-ajtd a kondicionalas teljes idOtartama alatt zdrva marad. Az IS-kondicionalas 60
aramiitésbol all. Egy aramiités atlagosan 15 s iddtartamt véltakoz6 aramimpulzust és
atlagosan 45 s sziinetet jelent. A patkanyok ,.helpless” viselkedésének sulyossagat az Uin. aktiv
menekiilési (active escape - AE) teszttel vizsgaljuk ugyanabban a shuttle boxban, amelyben az
IS-t is végrehajtottuk. A menekiilési teszt 30 elkeriilhetd aramiitésbdl all, ahol minden egyes
aramiités egy maximum 35 s-ig tartd 0,65 mA-os dramimpulzus. Minden egyes aramiités
kezdetével egy id6ben a guillotine-ajtd kinyilik, és az allat a masik oldalra atszaladva
elmenekiilhet a stresszhatds eldl. Az elsd 5 proban az allatoknak a guillotine-ajton kell
atmennilik ahhoz, hogy megszilinjon az dram, azonban az ezt kdvetd 25 proban egy oda-vissza
ut sziikséges. A sikeres menekiiléshez sziikséges id6t mérjik (menekiilési latencia) és
rogzitjik. Amennyiben az allat 35 s alatt nem teljesiti a menekiilési kritériumot, akkor az

hibanak mindsiil (menekiilési hiba).



Hisztologia és elektronmikroszképia

Transzkardidlisan 4%-0s paraformaldehid és 0,1%-os glutaraldehid fixalé oldattal
perfundaltuk az allatokat, majd a kipreparalt agyakon 24 o6ras utofixalast végeztiink 4 °C-on
4%-os paraformaldehiddel. A fixalt agyszovetekbdl kipreparaltuk a hippokampusz régiot.
Ezekbdl 100 pm-es koronalis metszeteket készitettiink, melyeket 0,1 M-os foszfatpufterben
feloldott 1%-0s OsO4-val utéfixaltuk. Ezt kovetéen tobbszords 0,1 M-os foszfatpufferes
mosas utan a metszeteket felszallo alkoholsorral dehidraltuk, kozbeiktatva a 70%-o0s
etanolban feloldott 1%-0s uranil-acetatos kontrasztositast. Végezetiil epoxigyantaban
(Durcupan, Fluka) polimerizaltattuk. A metszetekb6l kivagtuk a hippokampusz CAlsr,
CA3sl/sr és DGsm régioit, majd ezeket gyantablokkokra ragasztva ultramikrotommal
(Ultracut UCT, Leica) 70 nm-es sorozatmetszeteket készitettiink, melyeket hartyasitott
(Formvar, TAAB), egylyukil rézgridekre emeltiink. Az ultravékony metszeteket
elektronmikroszkdppal (Zeiss CEM 902) vizsgaltuk 11000x nagyitdson, majd a

szinapszisokrdl, az egymast kovetd metszeteken digitalis képeket készitettiink.

Eredmények és targyalas

1. Kosdrsejtekre érkezé aszimmetrikus szinapszisok osszehasonlito

vizsgdlata human és patkany agykéregben

A paros elvezetésekbdl kideriilt, hogy a human mintdkban mérheté EPSC-k atlagosan
nagyobb amplitadojuak (258,8 + 272,8 pA), mint a patkany mintdkban mérteké (75,8 = 58,7
pA) (p < 0,001; MW U-teszt). Annak eldontésére, hogy a human mintakban eléforduld nagy
amplitudoji EPSC-k 0Osszefliggésben allnak-e a szinapszisok szédmaval, fénymikroszkép
segitségével meghataroztuk mindkét fajban a piramissejtek axonjai és a kosarsejtek dendritjei
kozott 1étesitett potencialis szinaptikus kapcsolatok szamat. A human piramissejtek atlagosan
3,3 £ 1,5 fénymikroszkdposan azonositott szinapszist létesitettek a veliik szinaptikusan
kapcsolt kosarsejtek dendritjeire, ami nem kiilonbdzott szignifikdnsan a patkany piramissejtek
esetében mért értékektol (2,9 + 1,5 fénymikroszkdposan azonositott kapcsolat; p = 0,35; MW
U-teszt). A szinapszisok szdmanak hasonlosdga a két fajban arra utal, hogy az

elektrofiziologiai mérésekben tapasztalt fajspecifikus kiilonbség a szinapszisokon beliil



keresendd, ezért a kosarsejtekre érkezd serkentd bemeneteket elektronmikroszkopos
technikakkal tovabb vizsgaltuk.

Az agykérgi idegsejtek axontermindlisai (bouton) szdmos vezikulumot tartalmaznak.
Ezek kozil csak néhany helyezkedik el kozvetleniil a preszinaptikus aktiv zoéna
membranjanal, érintkezve azzal (dokkolt vezikuldk). Valoszinlileg ezek a dokkolt vezikulak
azok, amelyek az axonterminalisba érkezd akcids potencidl hatasara tartalmukat a szinaptikus
résbe irithetik, és igy szinaptikus potencidlt alakithatnak ki a posztszinaptikus sejten. A
vezikuldk gomb alaktak és atlagosan 40 nm atmérdjliek, ezért, hogy a kosarsejtekre érkezo
serkentd bemenetek dokkolt vezikuldinak a pontos szdmat meghatarozhassuk, 20 nm
vastagsagu sorozatmetszetek készitésére volt sziikségiink. Ezeket a vizsgalatokat harom
human ¢s harom patkany agykérgi, II/III. rétegbeli kosarsejtekre érkez6 aszimmetrikus
szinapszist formalo axontermindlisokon végeztiik el. A biocitinnel toltott, elektrofiziologiailag
azonositott sejtparok szinaptikus kapcsolatainak a vizsgalatat ellehetetlenitette az
axonterminalisokban 1év6 DAB-csapadék, ezért ezeket a vizsgalatokat biocitinnel toltott
kosarsejtek dendritszakaszaira érkezd jeloletlen aszimmetrikus szinapszisokon végeztiik. A
két fajban a kosarsejtekre érkezd azonositott serkentd bemenetek a fénymikroszkopos
vizsgalatok alapjan human mintakban atlagosan 149,01 + 137,42 um, mig patkany mintdkban
47,6 + 25,88 um tavolsagra érkeztek a kosarsejtek szomajatol. Igy az elektronmikroszkopos
vizsgalatokat a sejttestektdl ilyen tavolsagokban végeztiik.

A 20 nm vastagsagu sorozatmetszetekbdl készitett haromdimenzids rekonstrukciok
alapjan el6szor a serkentd bemenetek aktiv zona (AZ) teriiletét, majd az egyes aktiv zondkra
esO dokkolt vezikuldk szamat hataroztuk meg. Az aktiv zonak a preszinaptikus axonterminalis
membranjanak azon része, ahol a szinaptikus rés jellegzetesen kiszélesedik. Az eredmények
mindkét faj esetén nagy szordst mutattak, azonban elmondhatd, hogy a humén mintdkban
mért aktiv zonak (n = 22; 0,077 £ 0,051 pm?) szignifikansan nagyobbak, mint a patkany
mintakban mértek (n = 19; 0,041 + 0,017 um?) (p = 0,002; MW U-teszt). Mig az aktiv zéna
teriiletek esetében kétszeres kiilonbséget talaltunk, addig a dokkolt vezikuldk szamaban
négyszeres kiilonbséget allapitottunk meg a két faj dsszehasonlitasanal (p < 0,001; MW U-
teszt). A human aktiv zéondkban (n = 21) szamlalt dokkolt vezikuldk mennyisége 4,2 + 2,2,
mig a patkany esetében (n = 18) ez 1,3 + 0,8. Az aktiv zondk teriilete és a hozzajuk tartozé
dokkolt vezikuldk szama kozott pozitiv korrelaciot talaltunk mindkét faj esetén (Spearman-
féle korrelacio; rho human = 0,71; rho patkany = 0,54). Az aktiv zonak mellett a humén
mintakban 1év6 boutonok térfogata is nagyobb volt (n = 20; 0,14 + 0,09 pm®), mint a patkany
mintakban (n=17; 0,05 + 0,02 um®) (p < 0,01; MW U-teszt).



Hogy validaljuk a 20 nm vastagsagu sorozatmetszetek megbizhatosagat, a beagyazott
mintdinkbol 200 nm vastagsagli metszeteket is készitettiink, és azokat elektromikroszkopos-
tomografiaval vizsgaltuk meg. Mivel a vizsgalt szinapszisok axialis mérete meghaladja az
elektronmikroszkopos-tomografiaval vizsgalt metszeteink vastagsagat, ezzel az eljarassal nem
tudtuk meghatdrozni a szinapszisokban jelen levd dokkolt vezikuldk abszolut szamat, csak a
dokkolt vezikuldk striiségét. Hogy a két elektronmikroszkopos moddszert 6sszehasonlitsuk,
mindkét eljarassal megmértik a dokkolt vezikuldk stiriiségét. A 20 nm vastagsagu
sorozatmetszeteken mért eredmények azt mutatjak, hogy lényeges kiilonbség van a human
(58,5 + 24,6 / pm*; n = 21 AZ) és a patkany (32,5 + 199 / pum%; n = 18 AZ) mintékban (p =
0,002; t-teszt). Ugyanezt a kiilonbséget kaptuk (p < 0,001; MW U-teszt) az
elektronmikroszkdpos-tomografidra hasznalt mintakbdl is (human: 49,5 + 23,8 / umz; n=33
AZ; patkény: 24,3 + 16,0 / pm2; n =31 AZ). A két technikdbdl szarmazo6 eredmények kozott
nincs lényegi kiilonbség.

Az elektronmikroszképos vizsgalatok kiértékelése alapjan elmondhatjuk, hogy
fajspecifikus kiilonbséget talaltunk a serkentd preszinaptikus bemenetekben. A kiilonbség
megmutatkozik mind az aktiv zéna méretében, mind a jelatvitelben részt vevd dokkolt
vezikuldk szamdban, valamint a boutonok térfogataban. Az aktiv zonak atlagos mérete human
mintdkban kétszer nagyobb, mint a patkdny mintadkban mérteké. Tovabba a dokkolt vezikulak
strliségeben 1s kétszeres kiilonbség lathatd a két faj kozott, igy Osszességében
szinapszisonként atlagosan négyszer tobb dokkolt vezikula talalhatd egy kosarsejtre érkezd
serkentd boutonban emberben, mint ugyanez patkdnyban. Az aktiv zona mérete és a hozzajuk
tartozo dokkolt vezikuldk mennyisége pozitivan korrelalnak egymdassal mindkét fajban.
Tovabba a human mintdkban mért boutonok térfagata is nagyobb (haromszor), mint a patkany
mintadkban mért serkentd axonterminalisoké.

A kapott eredményekbdl azt lathatjuk, hogy amig egy patkany kosarsejtre érkezd
serkentd szinapszisaban atlagosan csak egy dokkolt vezikula vesz részt, addig a human
mintakban mért serkentd szinapszisokban a dokkolt vezikuldk atlagos szama négy. Ebbdl a
négyszeres kiillonbségbdl és a hozzajuk tartozo aktiv zona teriiletb6l meghatarozhatd az egy
dokkolt vezikulara esdé aktiv zona teriilet, mely a human mintadkban koriilbeliil fele akkora
(0,012 um2), mint a patkdny mintadkban (0,025 umz). Tudomadsunk szerint a mi munkank ad
eldszor becslést a Katz-féle funkciondlis szinaptikus felszabadulasi helyek teriiletére az
emberi agykéregben és ad lehetdséget a ragesalokkal vald 6sszehasonlitisara. Osszehasonlitd
munkank érdekes kérdést vet fel: vajon miért igényel kisebb helyet az emberi agyban az egy

vezikula felszabaditasaért felelés molekularis gépezet? Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara



ezen aktiv zonak tovabbi ultrastrukturalis vizsgélata sziikséges. Erdekes lenne megvizsgalni,
hogy ez a fajspecifikus kiilonbség érvényes-e minden kozponti idegrendszeri

sejtkapcsolatban, vagy esetleg ez csak az agykérgi mikrohdlozatok egyedi jellemzdje.

2. A terhesség utani stressz vizsgalata posztpartum modellen

Kontrollcsoport (Veh): A kontrollcsoportnal az ovarium eltavolitdsaval megsziintettiik
a nemi hormonok (0sztrogén és progeszteron) stresszel szemben valo befolyasat a szervezetre.
A nemi hormonok megvonasa kovetkeztében az elkeriilhetetlen stressz (IS) erés berdgzodést
hagyott ezekben az allatokban. A menekiilési latencia atlaga a csoportban 22,89 + 1,87 s, mig
a menekiilési hiba 13,04 + 2,37. A stressznek kitett allatoknal (Veh-IS) szignifikansan
kevesebb tiiskeszinapszist talaltunk, mint a stressznek ki nem tett allatoknal (Veh-NS) minden
vizsgalt hippokampalis régidban (p < 0,04; TK-teszt). Ez azt mutatja, hogy az elkeriilhetetlen
stressz hatdsara lecsokken a tiiskeszinapszisok szama a CAlsr, CA3sl/sr és a DGsm
régiokban.

Terhesség utani csoport (PpD): Sziilés utdn az anya szervezetében dramaian
lecsokken a nemi hormonok mennyisége. Ezért ennek a jelenségnek a modellezésére ennél a
csoportnal a harom hétig folyamatosan adagolé hormonkapszulédkat a 21. napon placebo-,
hormonmentes kapszuldra cseréltiik. Hasonloan a kontrollcsoporthoz, a hormonok megvonasa
¢s a stressz hatdsa itt is jol lathatd, vagyis az elkeriilhetetlen stressz jelentOs
teljesitményeséshez vezetett. A menekiilési teszt menekiilési latencia atlaga a csoportban
22,16 £ 1,97 s, mig a menekiilési hiba 12,75 + 1,99. Ez az eredmény a kontrollcsoport
eredményétdl nem kiillonbozik szignifikdnsan sem latencidban (p = 0,989; TK-teszt), sem
hibaszamban (p = 0,482; MW U-teszt). A stressznek kitett allatok (PpD-IS) CAlsr, CA3sl/sr
¢s a DGsm tiiskeszinapszisszdma szignifikansan kisebb volt a csoportban 1évd stressznek ki
nem tett allatok (PpD-NS) ugyanazon régioi szinapszisai szdmanal (p < 0,01; TK-teszt).
Osszehasonlitva a Veh-NS 4llatait a PpD-NS allataival, nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget (p > 0,2; TK-teszt), ugyaniigy, mint a Veh-IS allatai és a PpD-IS allatai kozott
sem (p > 0,25; TK-teszt). Vagyis a PpD csoportban alkalmazott hormonkezelésnek majd
hormonmegvonasnak nem volt hatdsa sem az alap, sem a stressz utan mérhet6 tiiskeszinapszis
mennyiségre.

Proésztrusz csoport (ProE): A szervezet az 0Osztrogén szint maximumat a

prodsztruszban €s az Osztrusz reggelén éri el. Ezért ez a csoport az elkeriilhetetlen stresszt



megel6zd napon €s a stressszhatas napjan magas dozist 0sztrogéninjekciot kapott. A csoport
menekiilési teszt eredménye ugyan javult a kontrollcsoportéhoz képest, mégsem
szignifikansan (menekiilési latencidban p = 0,367; TK-teszt; menekiilési hibaszamban p =
0,43; MW U-teszt). A menekiilési latencia atlaga a csoportban 18,71 £ 1,21 s, mig a
menekiilési hiba 12,00 + 1,16. A stressznek kitett allatok (ProE-IS) és a stressznek ki nem tett
allatok (ProE-NS) tiiskeszinapszisszdmai a CAlsr, a CA3sl/sr és a DGsm régiokban
szignifikansan kiilonboztek egymastdél (p < 0,01; TK-teszt). Minden vizsgalt régidoban
kevesebb tiiskeszinapszist szamlaltunk a stressznek kitett allatok esetében, mint a stressznek
ki nem tett allatoknal. Osszehasonlitva a Veh-NS allatokat a ProE-NS allatokkal, minden
vizsgalt terilileten szignifikans kiilonbséget lathatunk (p < 0,02; TK-teszt), mig a Veh-IS és a
ProE-IS allatok tiiskeszinapszisainak szama csak a CA3sl/sr régidban mutatott szignifikdns
kiilonbséget (p < 0,001; CAlsr régidban p = 0,054; DGsm régidoban p = 0,063; TK-teszt).
Mindkét esetben a ProE 4llatok nagyobb szinapszismennyiséggel rendelkeztek az adott
agyteriileteken.

Terhesség utani kezelt csoport (Horm): Terhesség alatt az anya szervezetében megnd a
nemi hormonok termelddése. Ez a csoport négy héten 4t tartd, folyamatos magas dozisu
Osztrogén- és progeszteronkezelés alatt allt, aminek hatdsa jol lathato a menekiilési teszt
eredményeiben. A révidebb menekiilési latencia (13,56 £+ 1,39 s) €s a kisebb hibaszdm (3,71 +
0,83) egyértelmiien azt mutatja, hogy a néi nemi hormonok kivédik a stressz depressziv
viselkedést kivaltd hatisat. Az eredmények szignifikansan kiilonboznek a tobbi csoport
eredményeitdél mind a menekiilési latencidban (p < 0,01; TK-teszt), mind a menekiilési hiba
szamaban (p < 0,002; MW U-teszt). Egyediil a prodsztrusz csoporttal vald 6sszehasonlitasnal
nem talaltunk szignifikédns kiilonbséget a menekiilési latencidban (p = 0,196; TK-teszt). A
stressznek kitett (Horm-IS) €s a stressznek ki nem tett 4llatok (Horm-NS) szinapszisszama a
hippokampalis régiok koziil egyikben sem mutat kiilonbséget (p > 0,15; TK-teszt). Ez azt
jelenti, hogy a folyamatosan magas szintli n61 nemi hormonok jelenléte védelmet biztositott a
stresszel szemben, ugyanis megakadalyozta a tliskeszinapszisok szaméanak csokkenését.
Osszehasonlitva a Veh-IS és Horm-IS csoportokat, szignifikans kiilonbség lathatd a CA3sl/sr
és a DGsm régiokban (p < 0,01; TK-teszt), mig a CAlsr régidban az eredményeink szerint
nincs kiilonbség (p = 0,412; TK-teszt). A Veh-NS és Horm-NS 6sszehasonlitasnal a CA3sl/sr
¢s a DGsm régiokban szignifikdns kiilonbséget nem kaptunk (p > 0,6; TK-teszt). A CAlsr
régioban kiilonbséget taldltunk a két csoportnal, mivel a Horm-NS csoportnal kevesebb

szinapszist szamlaltunk, mint a Veh-NS csoportnal (p < 0,02; TK-teszt). Ez a kevesebb



szinapszisszam kdzel azonos volt a Veh-IS allatainal mért szinapszisszammal (p = 0,647; TK-
teszt).

Jelen tanulmanyunkban bemutattuk, hogy a pszeudoterhesség utdni iddszakban, a
hormonmegvont csoport (PpD) allatai hippokampalis szinapszisszam-csOkkenéssel reagaltak
az elkeriilhetetlen stresszre. Ez az eredmény megegyezik egy korabbi eredménylinkkel, ahol a
depresszio kialakuldsat vizsgaltuk néstény patkdnyokon (Hajszan et al., 2010). Ezen korabbi
tanulmanyunkban a kezeletlen kontrollcsoport teljesitett hasonloképpen a magatartastesztben,
mint a jelen tanulméany PpD csoportja. Ezek az adatok azt a hipotézisiinket tdmasztjak ala,
miszerint a sziilés utan bekdvetkezd stressz a hippokampusz tiiskéire érkezd szinapszisok
szamanak csokkenésével jar. Azt is bemutattuk kisérleteinkben, hogy a stressz ellen a ndi
nemi hormonok magas szinten tartdsa védelmet biztositott a hippokampalis
tiiskeszinapszisoknak, vagyis a stressz nem okozott szinapszisszdm-csokkenést. Meg kell
emliteniink, hogy a hippokampélis CAlsr régidoban a stressznek ki nem tett hormonkezelt
csoport (Horm-NS) szinapszisainak szama megegyezett a kontrollcsoport stressznek alavetett
allatainak (Veh-IS) a szinapszisszdmaval. Ez az eredmény nem tdmasztja teljes mértékben ala
a n6i nemi hormonok altal kozvetitett szinapszisvédd hatast. Tovabba, a
szérumkortikoszteron-koncentraciok alapjan ugy tlinik, hogy a szinapszisvédd hatés,
legalabbis részben, a stresszvalasz mérséklésén keresztiil megy végbe. Munkankban azt is
bemutattuk, hogy a nemi hormonok a prodsztrusz fazisra jellemzd koncentracidoban nem
képes kifejteni a stresszel szembeni szinapszisvédelmezd hatdsat.

A kisérleteinkben alkalmazott aktiv menekiilési teszt eredménye szépen korreldl a
stresszt kovetd hippokampalis tiiskeszinapszisok szdmaval. Ebben a magatartasvizsgalatban a
magasabb menekiilési latencia és a tobb menekiilési hiba kevesebb szinapszisszammal
parosult (PpD és Veh csoportokban), a kisebb latencia és kevesebb hibaszam tobb
hippokampalis szinapszisszammal kapcsolodott 6ssze (Horm csoport a Veh csoporthoz
viszonyitva), mig egy kozepes teljesitmény is a magatartastesztben egy kozepes
szinapszismennyiséget mutatott (ProE csoport a Veh és a Horm csoporthoz viszonyitva). Ezek
az eredmények igazoljdk azt a hipotézisiinket, miszerint a hippokampdlis szinapszisszdm-
csokkenés €s a depresszios magatartas kozott kapcsolat all fenn és ez a kapcsolat a terhesség
utani stressz esetén is kimutathato.

Tehat elmondhatd, hogy az altalunk felvetett szinaptogenikus hipotézis mindkét
sarkalatos pontja igaznak bizonyul a posztpartum modelliinkben. Ez a két fontos aspektus a
stressz okozta szinapszisszdm-csokkenés valamint a szinapszisszdm-csokkenés ¢és a

depressziv viselkedés kozti korrelacio.
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