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BEVEZETES

Ma mar Aaltalanosan elfogadott az a tény, hogy a kozponti idegrendszer az
egyedfejlodés soran kiilonbozd plasztikus valtozasokon megy at. Tobb mint 100 évvel ezelott
Ramoén y Cajal mar feltételezte, hogy a felndtt allatok neuronalis Osszekottetései az
idegrendszer miikodése soran valtozhatnak. Széles korben ismert, hogy a neuronalis
kapcsolatok f6 forméja a kémiai szinapszis, amelynek valtozasa és valtozékonysiga a
magasabb rendii fajok idegrendszerének jellemzdje. Ezért vizsgalatuk mind az idegrendszer
mukodése, mind betegségeinek megértése szempontjabol alapvetd fontossagu.

Az ezen irdnyelvek mentén elvégzett vizsgalataink hatteréiill az aldbbiakban
Osszefoglalom a munkam szempontjabol alapvetd fontossagu jelenlegi ismereteinket az
agykéregrol ¢és az agykéreg sejtes szervezOdésérdl, a szinaptikus kapcsolatokrol, a
hippokampusz depresszidban betoltdtt szerepérél és a terhesség utani (posztpartum)

depressziorol.

Az agykéreg

Az agykéreg a sejtes szervezddés egyik legkomplexebb strukturdja. A kozponti
idegrendszer sejtes felépitését és az idegsejtek szinaptikus kapcsoltsagat a XIX. szazad végén
fedezte fel Ramon y Cajal, Golgi-féle festési eljarasanak koszonhetéen (Ramon y Cajal, 1904,
1911). Az emberi agykérget 10" szamu idegsejt és ugyanennyi gliasejt alkotja (Bartheld et
al., 2016), ami az egész agy sejtes felépitésének a 90%-a. Az emberi agykéregben az
idegsejtek kozotti kapesolatok szama 10'% és 10" kozott van, nemtél, kortél és egészségi
allapottol fiiggéen (Mountcastle, 1997; Tang ef al., 2001). Az agykéreg az alapvetd motoros
és ¢érzO funkciokon kiviil a memoriaért, a tanulasért, az érzelmek kialakulasaért, illetve
szamos magasabb rendii funkciokért is felel, mint amilyen a beszéd létrehozésa és megértése,
a tudat és szamos egy¢b kognitiv folyamat. Ezekért a funkciokért kiilonbozd agyi teriiletek
felelnek, amit a lokalizalt, szelektiv sériiléseket kovetd funkcidvesztéses esetekbdl ismeriink
mar a XIX. szdzad eleje o6ta (Shepherd, 2004).

A Nissl altal kifejlesztett festési eljarasnak koszonhetden tudjuk, hogy az idegsejtek
eloszlasa az ember €s mas emldsfajok agykérgében rétegesen szervezddott. Brodmann ismerte

fel, hogy ez a réteges szervezddés fajspecifikus modon teriileti kiilonbségeket mutat az
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emlosok agykérgében. Ezek alapjan Brodmann az emberi agykérget tobb mint 40
citoarchitektonikailag kiilonb6z6 teriiletre osztotta, amelyekrdl a késdbbiekben kidertilt, hogy
azok funkciondlisan is jol koriilirhato régiokat alkotnak (Brodmann, 1909; Shepherd, 2004).
Az emldsok kozott a féemlosok rendelkeznek a legnagyobb aggyal a testtomegiikhoz
képest. Az emberi agy pedig még ezeken is taltesz (Herculano-Houzel, 2009; DeFelipe,
2011), aminek hatterében nagyrészt a magasabb rendii kognitiv funkciok miikodésében
szerepet jatsz6 asszociacios €s prefrontalis agykérgi teriiletek relativ stilyanak novekedése all
(Shepherd, 2004). A human ¢és a nem human fajok kozott fennallo, az agykéreg felépitésére
vonatkozé kiilonbségek nemcsak az eltérd funkcidju teriiletek relativ stilyaban nyilvanulnak
meg, hanem az agykérget alkotd idegsejtek stirtiségében és szinaptikus kapcsoltsagukban is. A
human agykéreg egységnyi térfogatdban kevesebb idegsejt talalhatd, mint az alacsonyabb
rendli emlds fajokéban, viszont az egy idegsejtre érkezd atlagos szinapszisszam, kiilondsen a
kognitiv mitkédésekben szerepet jatszé teriileteken, magasabb, mint méas emlds fajokban
(Cragg, 1967; DeFelipe et al., 2002; Elston, 2003). Habar a huméan és nem human fajok
kognitiv képességei kozott tapasztalt kiilonbségeket leginkabb az emberi neokortex, azon
beliil is, foként a prefrontalis kéreg fejlettségének és egyediségének tulajdonitjuk, az
anatomiai és méretbeli kiilonbségek ellenére a humén agykérget alkoté egyedi idegsejtek és

idegsejthalozatok miitkodésérdl keveset tudunk.

Az agykéreg sejtes felépitése

A kozponti idegrendszer sejtes felépitését €s az idegsejtek szinaptikus kapcsoltsagat a
XIX. szazad végén fogadtik el Ramon y Cajal, Golgi-féle festési eljarasainak koszonhetden
(Ramén y Cajal, 1904, 1911), amivel megdontotte Gerlach elméletét, miszerint az
idegrendszert alkotd idegrostok folytonosak, vagyis egy végtelen, szincicialis rendszert
alkotnak. Cajal, az eziist impregnacios technikaval szamos idegsejttipust tanulméanyozott és
nevezett el. Annak ellenére, hogy szamos, az agykérget érintd korai anatdmiai megfigyelést
emberi agykérgen végeztek, az agykérgi sejthalozatok felépitésére és miikodésére vonatkozo
pontosabb ismereteink talnyomorészt mas emldsfajokon, foként ragcesalokon végzett
kisérletekbdl szarmaznak.

Az agykérgi idegsejtek két f6 csoportba sorolhatéak a neurotranszmitteriik alapjan. A

nagyobb csoportot alkotd piramissejtek serkentd hatast, glutamat neurotranszmittert



termelnek. Ez a csoport az idegsejtek koriilbeliill 80%-at teszi ki. A masik csoportot az
idegsejtek  20%-at kitevd GABAerg interneuronok valtozatos tipusai alkotjak, amelyeket
hagyomdnyosan gatld sejteknek tekintiink (Sloper et al, 1979; Winfield et al., 1980;
Kawaguchi, 1993; Somogyi et al., 1998; Markram et al., 2004).

A piramissejtek jellegzetes morfologiajuak, ami a szembetiing, egységesen tiiskézett
dendritfardl és a kéreg felszine felé, arra merdlegesen futd, majd a termindlis régidoban
elagazodo vastag apikalis dendritrél ismerhetd fel. Az apikalis dendrit mellet szamos dendrit
ered a sejttest bazalis részérdl. A piramissejtek masik szembetlind tulajdonsdga, hogy a
piramis alakt sejttestiik bazalis teriiletérdl eredd axonjuk fodga a kéreg alatt elhelyezkedd
fehérallomany felé veszi az iranyt, amely oda kilépve mas kérgi valamint kéreg alatti
teriiletekre jut el, és azok idegsejtjeivel létesit szinaptikus kapcsolatot. Ezzel szemben a
fodgrol még a fehérdllomanyba valo kilépés elott levaldo oldalagak helyi idegsejtekkel
l1étesitenek szinaptikus kapcsolatokat.

A GABAerg interneuronok kis szamuk ellenére igen heterogén csoportot alkotnak.
Neurotranszmitterik a gamma-amino-vajsav (GABA), ezért hagyomanyosan gatld
idegsejteknek tekintjiik Oket. Azonban az utdbbi években kideriilt, hogy az e sejtek kis
hanyadat képezd axo-axonikus sejtek akar serkentd hatdsuak is lehetnek (Szabadics ef al.,
2006). Egyes GABAerg sejtek szinaptikus kapcsolatrendszerei, valamint morfoldgiai,
elektrofiziologiai és molekularis jellemzdik jol korrelalnak, igy ezek alapjan osztalyokba
rendezhetéek (Kawaguchi & Kubota, 1993, 1996, 1997). Alakjuk valtozatos, nincs kitlintetett
apikalis dendritjiik, axonjuk pedig jellemzden ugyanabban a kérgi régidoban szinaptizal,
amelyben a sejttest €s a dendritek is talalhatok. A GABAerg sejtek legnagyobb szazalékat a
Ramoén y Cajal éltal elnevezett kosarsejtek alkotjak (Markram et al., 2004). A kosarsejtek
sima, tiiskézetlen dendriti heterogén sejtpopulaciot alkotnak, melyek jellemzden a
piramissejtek sejttestét (szoma) €és proximalis dendritjeit idegzik be (Somogyi et al., 1983;
Kisvarday et al, 1993; Freund & Katona, 2007). Gyors membran-idéalland6juknak
koszonhetden, a rajuk érkezd serkentd bemenetek gyorsan és viszonylag nagy precizitassal
kelthetnek akcios potencialt benniik (Fricker & Miles, 2000; Galarreta & Hestrin, 2001).
Egymassal kolcsonds rés- és szinaptikus kapcsolatokat alkotva a kosarsejtek hatékonyan
szinkronizaljak egymast, és milliszekundumos pontossaggal idézitik posztszinaptikus sejtjeik

mukodését (Galarreta & Hestrin, 1999, 2001; Gibson ef al., 1999; Tamas et al., 2000, 2004).



Az idegsejtek kozti szinaptikus kapcsolatok

Agyunk f6 feladata, hogy a kiilsd és belsé kornyezetbdl érkezd, folyamatosan valtozé
¢s hatalmas mennyiségli informaciot feldolgozza, tarolja és arra megfeleld valaszt adjon. Ezen
feladatok ellatasat az idegsejtek és a koztiik 1évo szinaptikus kapcsolatok valtozatossaga és
plaszticitasa teszi lehetové. Az agykérgi idegsejteken 5000 - 60 000 szinapszis is lehet (Cragg,
1967; DeFelipe & Farinas, 1992). Ezeket a kapcsolatokat eldszor Held és Auerbach
anilinfeséssel mutatta ki, amit Sherrington szinapszisnak nevezett el, ¢s definidlta, mint azt a
struktirat, ahol az idegimpulzus az egyik sejtrél a masikra terjed. A szinapszison keresztiili
jelatvitelt Castillo és Katz tanulmanyozta és irta le mint a szinaptikus transzmisszié ma mar
széles korben elfogadott kvantalis modelljét (del Castillo & Katz, 1954), melynek azota az
anatomiai  hatterére is fény deriilt. A neurotranszmitter a preszinaptikus sejt
axonterminalisaiban vezikulumokban raktarozddik. A szinaptikus transzmisszié folyaman
ezek a vezikulumok szabaditjak fel a benniik 1évé neurotranszmittert, ami a szinaptikus résbe
iriilve a posztszinaptikus sejten fejti ki hatasat. A felszabaditasra vard vezikulumok a
preszinaptikus aktiv zondhoz (AZ) horgonyzddnak (dokkolt vezikuldk), és az akcids potencial
hataséara exocitozissal iiriilhetnek. Ezek a vezikularis neurotranszmitter-csomagok okozzak a
szinaptikus transzmisszio kvantalis természetét.

Az agykérgi piramissejtek glutamaterg szinapszisaikkal serkentik a helyi gatlo
sejteket. A legszélesebb korben alkalmazott ragecsalo-modellallatokon mar tobb tanulmany is
késziilt ezen kapcsolatok miikodésérdl (Ali et al., 1998; Holmgren et al., 2003; Brecht, 2012).
Ezek a szinaptikus kapcsolatok atlagosan 1-4 mV amplituddjuak, melyek altalaban egyediil
nem képesek a posztszinaptikus interneuronon akcids potencialt kivaltani. Ezzel ellentétben,
az emberi agykéregben ugyanezen szinapszisok joval hatékonyabbak is lehetnek: egy
piramissejt egyetlen akcids potencialja képes lehet a kornyezd gyorsan tiizeld interneuronokat
nyugalmi membranpotencialjukrél kiiszob folé depolarizadlni és akcidés potenciadlba vinni
(Molnér et al., 2008). A hatékony serkentés hatasara poliszinaptikus haldzatok aktivalodnak,
amelyek a Hebb-féle haldzatok alapjaul szolgalhatnak (Hebb, 1949; Molnar et al., 2008).



A depresszio és a hippokampusz

A major depresszié sulyos mentalis betegség (Belmaker, 2008), amely minden 6todik
ember ¢letében legalabb egyszer eldfordul (Kessler er al., 1994). A Vilagegészségiigyi
Szervezet (WHO) szerint a depresszid fokozatosan a masodik legnagyobb népegészségiigyi
probléméava valik a fejlett vildgban. Mindamellett, hogy kiilonféle tarsbetegségek
(kardiovaszkularis betegségek (Carney et al, 2002), demencia (Kanner, 2005))
kialakulasdnak gyakorisagat ndveli, a depresszios betegek 15%-a ongyilkossagba menekiil.
Az is bizonyitott, hogy az ongyilkossdgok 70%-at kezeletlen vagy nem megfeleléen kezelt
depresszios allapotban kovetik el.

A betegség kialakulasat leggyakrabban valamilyen élethelyzeti stresszhatas valtja ki
(Kendler et al., 1999; McEwen, 2003). A depresszidhoz vezetd neurobioldgiai folyamatok
részletei viszont mindmaig tisztazatlanok, akarcsak az antidepresszansok pontos terapias
hatasmechanizmusai. A ma elérheté antidepresszans gyogyszerek (Trivedi et al., 2006)
farmakologiai hatdsa szinte kizarolag a 60 éves monoamin hipotézisre épiil (Loomer et al.,
1957). Ennek értelmében a depresszié tlineteiért a szerotonin-, az adrenalin/noradrenalin- és a
dopamin rendszerek miikddési zavarai, illetve ezen neurotranszmitterek elégtelen mennyisége
a szinaptikus jelatviteli folyamatokban a felelds. Ez a tedria azonban nem ad magyarazatot
arra az iddeltolodasra, ami a farmakologiai és a terdpids valasz kozott telik el, mivel az
antidepresszansok a monoaminok szintjét azonnal megemelik, viszont a hangulat
stabilizadlodasa csupan hetekkel késObb tapasztalhatd. Ezen megfigyelések hatasara az elmult
években szamos alternativ hipotézis sziiletett a depresszid kivaltd okaval kapcsolatban,
melyekben tobbek kozott felmeriilt az NMDA receptorok €s a glutamaterg transzmisszid
lehetséges szerepe (Palucha & Pilc, 2005). Az agyi képalkotd vizsgélatok, valamint a
postmortem szdvettani elemzések arra utalnak, hogy az érzelmekért felelds agyteriiletekhez
kothetd a depresszid kialakuldsa. A depresszios betegek szdmos kognitiv- és memoriatiinetet
mutatnak, foként a szelektiv figyelem €s az explicit memoria terén. A hippokampusz az egyik
legfontosabb kdézpont a memoria szervezddésében, mivel az informacidfeldolgozés és az
érzelmek, illetve a deklarativ memoridt szabalyoz6 neuronalis kor része. A depresszids
egyénekben csokkent volumenii hippokampuszt irtak le (Manji et al., 2001; Price & Drevets,
2010).

A hippokampusz, ahogy az egész agykéreg is, lamindris szervezddésii. A principalis

sejtjei két morfologiai csoportot alkotnak. A gyrus dentatus (DG) stratum granulosum
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rétegében talalhatéak az ugynevezett szemcsesejtek sejttestei, amelyek ahogyan a
piramissejtek is, stirlin tiiskézett dendrittel és glutamat neurotranszmitterrel rendelkeznek. A
masik f6 serkent0 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 (Andersen et al., 1971). Ennek els6
tagja az ugynevezett perforans palya, ahol az entorhinalis kéregbdl érkezd serkentd rostok a
szemcsesejtek gyrus dentatus stratum moleculare-ba (DGsm) nyuld tiiskézett dendritjein
végzddnek (Blackstad, 1958; Witter, 1993). Ezt az informacidét a szemcsesejtek axonjai
tovabbitjak a CA3 piramissejtjeinek a stratum lucidum (CA3sl) rétegben 1év0 specialis
dendrittiiskéire (Claiborne et al., 1986), majd innen a piramissejtek Schaffer-kollateralisain
keresztiil az informécido a CAl piramissejtjeinek stratum radiatum (CAlsr) teriiletén 1évo
dendrittiiskéire érkezik, és végiil ezen sejtek axonjain keresztiil jut ki a hippokampuszbol.

A major depresszid patomechanizmusanak egyik f6 komponense a hippokampusz
miikodésének rendellenessége (Nestler ef al., 2002). A rendellenes miikddéssel egyiitt jar a
hippokampusz térfogatanak csokkenése, a hippokampalis neurogenezis hanyatlasa és a fent
emlitett triszinaptikus kort alkotd tiiskeszinapszisok szdmanak csokkenése, amelyek hatékony
antidepresszans-kezelésekkel visszafordithatoak vagy megakadéalyozhatéak (Sheline et al.,
2003; Duman & Monteggia, 2006; Hajszan et al., 2009). Habar a legutobbi kutatasi
eredmények beszamolnak a hippokampusz anyai stressz indukalta strukturalis valtozasairdl
(Green & Galea, 2008; Pawluski et al., 2016), kozvetlen elektronmikroszkdpos bizonyitéka a
hippokampusz szinaptikus valtozdsainak posztpartum depresszioban jelenleg nem ismert.
Figyelembe véve a major depresszioban mdar jol ismert szinaptikus elvaltozasokat, a
posztpartum depresszid kinalkozd lehetdséget biztositott, hogy szinaptikus vizsgalatainkat

kiterjessziik azok klinikai aspektusaira is.

A terhesség utani (posztpartum) depresszio

Szamos tanulmany szamolt be arrdl, hogy a tartds stressz a terhesség alatti idészakban
szorongasos viselkedést okoz a sziilést kovetden (Darnaudéry et al., 2004; Smith et al., 2004;
O’Mahony et al., 2006; Brummelte & Galea, 2010; Hillerer et al., 2011). A terhesség alatti

stresszel ellentétben, a terhesség utani kézvetlen stressz hatasat kevésbé vizsgaltdk, holott a
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sziilés utani 1d6szakban az 0jsziilott sziikségleteinek a kielégitése komoly stresszforras lehet
az anya szamara. Kutatocsoportunk korabbi eredményei azt mutattdk, hogy mar a petefészek
eltavolitasaval, vagyis a nemi hormonok megvondsaval is enyhe depressziv magatartas
kovetkezhet be (Hajszan et al., 2010). Ezért kivancsiak voltunk, hogy a stressz és a nemi
hormonok milyen kapcsolatban allhatnak, és azok hogyan hatnak egy terhességi/posztpartum
modellben.

A depresszid €s a szorongds a terhesség utani idészak gyakori szovodménye. A sziilést
kovetd elsé harom honapban az anydk 15% -a szenved a terhesség utani depresszidban (PPD)
(American Psychiatric Association, 2000; Gavin et al., 2005; O’Hara & Wisner, 2014). A
tiinetek tObbsége megegyezik a major depresszio tlineteivel. Ilyenek tobbek kozott az érzelmi
ingadozasok, a kognitiv funkciok karosodasa, a gyakori biintudat és az elégedetlenség érzése
(Melges, 1968; Pitt, 1968; Laura J. Miller, 2002; Crawley et al., 2003; O’Hara & Wisner,
2014). Extrém esetekben ez a megbetegedés az anya ongyilkossdgahoz vagy akar a gyermek
meggyilkolasahoz vezet (Pariser et al, 1997; Spinelli, 2004). Ez a legextrémebb
megnyilvanuldsa annak a ténynek, hogy a PPD az egész csaladot érint6 betegség, ami a
kognitiv és a pszichoszocidlis deficiteken keresztiil az utdodok fejlédésére is hatdssal van
(Grace et al., 2003; Nomura et al., 2006; Letourneau et al., 2012; Verbeek et al., 2012).

Hasonloan a major depresszibhoz (McEwen, 2003) epidemiologiai kutatasok
kimutattak, hogy a PPD {6 kockazati tényezdje a stressz (Lancaster et al., 2010; Davey et al.,
2011; Stewart, 2011; Hillerer et al., 2012). Human felmérések (Moses-Kolko et al., 2014) és
ragcsalokon végzett kisérletek (Gemmel et al., 2016; Haim et al., 2016; Pawluski et al., 2016)
is bizonyitjadk azt a tényt, hogy a stressznek idegrendszert befolydsolod hatasa van a terhesség
alatti idészakban, ugyanis a terhesség alatti folyamatos stressz szorongéasos viselkedést és a
sziilé1 gondoskodas hidnyat eredményezte a terhesség utan (Darnaudéry et al., 2004; Smith et
al., 2004; Brummelte & Galea, 2010). Ez a megfigyelés a depresszid szinaptogenikus
hipotézisével 6sszhangban allhat (Hajszan ef al., 2010), miszerint a terhesség alatti stressz az
idegsejtek specifikus strukturalis valtozéasat valthatja ki az anya kdézponti idegrendszerében,
hozzajarulva a sziilést kovetd megvaltozott kedélyallapothoz (Pawluski er al., 2016). E
hipotézis tesztelésére sziikségszerli egy olyan vizsgélat, amellyel jobban megértenénk, hogy
az idegsejtek plaszticitaisa milyen mértékben érintheti a stressz okozta anyai
hangulatvaltozast.

A terhesség utani id6szak egyik mérhetd sajatossdga a n6éi nemi hormonok ingadozasa.
A terhesség alatt a 17B-Osztradiol €és a progeszteron szérumkoncentracidja fokozatosan

emelkedik, és a menstruacios ciklus szintjének a szazszorosat (17p-0sztradiol), illetve a
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tizszeresét (progeszteron) érik el (Hendrick et al, 1998). Sziilés utdn viszont ez a
megemelkedett hormonkoncentracié rovid idon beliil drasztikusan lecsokken, és igy a sziilés
utdni idészakot a ndéi nemi hormonok gyakorlatilag hypogonadalisnak mindsiilo
koncentracioja jellemzi (McNeilly, 2001). Korabbi munkankban megvizsgaltuk, hogy a 17-
Osztradiol képes-e segiteni a szervezetnek a stresszel szemben (Hajszan et al., 2010). Az
eredményeink azt mutattdk, hogy azokban az allatokban nem mutatkozott depressziv
magatartds, amelyek részestiltek a hormonkezelésben. Figyelembe véve azt a tényt, hogy a n6i
nemi hormonok erdsen befolyasoljak a szervezet valaszait stresszel szemben (Woolley &
McEwen, 1992; Brunton et al., 2009), fennall annak a lehet0sége, hogy a stressz
szinaptolitikus hatdsat és/vagy a szinapszisok szamanak Osszefliggését a depressziv
viselkedéssel a nemi hormonok jelentdsen megvaltoztatjak. gy a terhesség és a sziilés utani
idészak kihivast jelentett a depresszi6 szinaptogenikus hipotézisének érvényessége
szempontjabol.

A ndi nemi hormonok ingadozasa alatt a ndk gyakran szamolnak be depresszids
tiinetek megjelenésérol, illetve ezen tlinetek feler6sddésérdl (Bloch et al., 2003; Rubinow &
Schmidt, 2006; Schmidt & Rubinow, 2009), ami a hormonok kritikus szerepére utalhat a
hangulati rendellenességek patomechanizmusaban (Galea ef al., 2001; Studd & Panay, 2004;
Hajszan et al, 2010). Ezen megallapitdsok alapjan a terhesség utani depresszid egy
hormonmegvont allapottal jar egyiitt, ami feltételezi, hogy a néi nemi hormonok drasztikus
csokkenése all a sziilés utani idszak depresszids tiineteinek hétterében (Parry et al., 2003;
Steiner et al., 2003; Douma et al., 2005). Ezt a megallapitast human vizsgalatokban (Bloch et
al., 2000, 2003) és allatmodelleken (Galea et al., 2001; Stoffel & Craft, 2004; Suda et al.,
2008) is igazoltak. Erdekes modon tobb klinikai vizsgalat eredményei is azt sugalltak, hogy a
hormonalis valtozdsok csak az arra érzékeny ndknél idéztek elé depresszios tiineteket

(Heidrich et al., 1994; Klier et al., 2007).

A posztpartum modell

A hormonmegvont allapot kovetkezményének vizsgalatahoz Galea és munkatarsai
elsoként modellezték allatokon a terhesség utdni depresszid hormondlis aspektusait. A

vizsgélataikban hasznalt patkdnyokon az ovarium eltavolitasdval, majd a nemi hormonok

crer
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hormonkezelés megsziintetésével imitaltdk a sziilés utani idészakot (Galea et al., 2001). A
hormonmegvont patkdnyok ebben a modellben tobb ideig voltak mozdulatlanok a forced
swim viselkedéstani tesztben, mint a kontrollcsoport, amelynek egyedei folyamatosan a kiutat
keresték. Ezekben a posztpartum modellezett allatokban a hippokampalis neurogenezis
csokkent, amit addig valdsziniileg az 6sztrogén magasabb koncentracidja tartotta fenn (Galea
et al., 2001; Stoffel & Craft, 2004; Green & Galea, 2008), viszont szorongasos viselkedés,
ami kapcsolodik a posztpartum depressziohoz is, ebben a modellben nem mutatkozott (Stoffel
& Craft, 2004). Ezen modell alapjan képesek lehetiink megérteni az egyes hormonok hatasat a
posztpartum depresszioban tapasztalhato viselkedési és plaszticitasi valtozasokra.

Suda és munkatarsai tovabbgondoltdk a posztpartum depresszié hormonmegvonasos
modelljét (Suda et al., 2008), és a progeszteron hatasara helyezték a hangsulyt. Ez a 1épés
kritikus lehet egy megfelel6 PPD-modell kialakitdsdhoz, mivel a progeszteron hatdssal van
mind a stresszvalaszra, mind az idegsejtek serkenthetdségére (Bitran & Dowd, 1996; Brunton
et al., 2009). Galea és munkatarsai modelljében a ,terhesség” egésze alatt az allatok
Osztrogénkezelést kaptak, mig a progeszteronkezelést csak a ,.terhesség” 16. napjaig. Ennek
eredményeképpen a posztpartum periddus kezdetén csak az Osztrogén keriilt hirtelen
megvonasra (Galea ef al., 2001). Ez a hormonalis véltozas a ragcsalok terhességére jellemzo,
ahol a progeszteron szintje a terhesség masodik fele alatt folyamatosan csokken (Grota & Eik-
Nes, 1967; Pepe & Rothchild, 1974). Ezzel ellentétben ember esetében mind az 6sztrogén,
mind a progeszteron szintje folyamatosan ndvekszik a terhesség folyaman (Hendrick et al.,
1998). Az emberre jellemzd hormonalis valtozdsok modellezése érdekében Suda és
munkatarsai modelljiikben az Osztrogénnel egylitt a progeszteront is hirtelen megvontak a
»terhesség” végén. Ebben a modellben a hormonmegvonasi iddszak alatt az allatok
posztpartum depresszidra jellemzd tiineteket produkaltak, gy, mint a szorongés, az

aggresszio €s a depressziv viselkedés.
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CELKITUZES

Kutatocsoportunk a kézelmultban kimutatta, hogy a szinaptikus kapcsolatok rendkiviil
hatékonyan mitkddhetnek az emberi agykéregben: egy piramissejt egyetlen akcios potenciallal
képes lehet egyes interneuronokat nyugalmi membranpotencialjukrol kiiszob f6lé
depolarizalni és akcids potencialba vinni, mig ragcsalok esetében ugyanezen sejtek csupan
kiisz6b alatti depolarizaciot érnek el (Molnar et al., 2008). Disszertaciom elso fele az agykérgi
szinapszisok fajok kozott megfigyelt kiillonbségét vizsgalja fény- és elektronmikroszkdpos

technikakkal. A kovetkez0 kérdésre kerestiik a valaszt:

1. Mi az anatdmiai hattere annak, hogy az emberi agykérgi kosarsejtekre érkezd helyi
serkentdé bemenetek hatékonysaga jelentdsen nagyobb, mint a ragcsalok

agykérgében?

Csoportunk korabbi tanulmanyabol az is kideriilt, hogy a depressziv viselkedés
kialakulasdban szerepet jatszhat a hippokampalis tliskeszinapszisok mennyiségének
csOkkenése (Hajszan et al., 2009). Felmérésekbdl arra is fény deriilt, hogy a nék a sziilés utani
iddszakban depressziv magatartdst mutatnak. Kutatocsoportunk korabbi eredményei azt
mutattak, hogy a nemi hormonok megvonaséaval is enyhe depressziv magatartas kovetkezhet
be (Hajszan et al., 2010), ezért kivancsiak voltunk arra, hogy a stressz €és a nemi hormonok
milyen kapcsolatban éllhatnak €s hogyan hatnak egy terhességi/posztpartum modellben. A

kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

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

tiiskeszinapszisszam kozott ebben a modellben?
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KOZREMUKODESEK

A disszertaciom elsé feléhez tartozd elektrofizioldgiai vizsgdlatok tervezését és
kivitelezését Molnar Gabor, R6zsa Marton, Nusser Zoltan és Tamds Gabor végezték. Az
elektronmikroszkopos vizsgalatok tervezését négyen végeztiik, jomagam, Holderith Noémi,
Nusser Zoltan és Tamas Gabor. A 20 nm vastagsagu sorozatmetszeteket €s rekonstrukcioit
jomagam végeztem, az elektronmikroszkopos tomogrammok készitését pedig Holderith
Noémi. A vezikuldk szamolasat mind a 20 nm vastagsagrol késziilt sorozatfelvételeken, mind
a tomogrammokon Holderith Noémi ¢és jomagam végeztilk. A human mintdkat Dr. Barzo Pal
biztositotta szamunkra. A hisztologiai munkakat Toth Eva végezte, a sejtek haromdimenzios

rekonstrukcidit Abrahdm-Toth Nelli készitette.

A disszertaciom masodik feléhez tartoz6 magatartas- €s ultrastrukturalis vizsgalatok
tervezését Leranth Csaba, Neil J. Maclusky, Siklos Laszlo, Ronald S. Duman és Hajszan
Tibor végezte. A magatartasteszt vizsgalatait Huzian Orsolyaval, az elektronmikroszkopos
vizsgalatokat pedig Csakvari Eszterrel végeztik. A szérum hormonvizsgalatot Dobos
Nikoletta végezte. A tiiskeszinapszisszdm meghatdrozéas, valamint a statisztikai analizis

Hajszan Tibor munkéja.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Kosdrsejtekre érkezo aszimmetrikus szinapszisok oOsszehasonlito

vizsgdlata human és patkany agykéregben

Agyszeletkészités

Minden vizsgalat a Helszinki Nyilatkozat értelmében €s a Szegedi Tudomanyegyetem

Etikai Bizottsaganak engedélyével tortént.

A human agykérgi szeletek olyan kéreg alatti tumorban szenvedd betegek akut
biopszias szoveteibdl késziiltek, akiknél a tumor sebészeti megkozelitéséhez sziikségszer
volt eltavolitani a frontélis, parietdlis vagy temporalis kérgi teriiletek egy részét. A betegek
(ndk, n =15, 53 £ 13 év; férfiak, n =11, 43 + 24 év) a miitét eldtt a szovetmintdk ilyen jellegii
kutatasra valo felhasznalasat irasban engedélyezték. A mitétek a Szegedi Tudoméanyegyetem
Idegsebészeti Klinikdjan torténtek. Az altatds midazolam (0,03 mg/kg) és fentanil (1-2 pg/kg)
intravénas adasaval, valamint intravénds bolusban adott propofollal (1-2 mg/kg) tortént. Az
endotrachedlis intubacido konnyitésére a paciensek rocuronimot (0,5 mg/kg) kaptak. Az
intubéacid 120 madasodperccel ezt kdvetden tortént és a pacienst O, és NoO 1 : 2 ardnya
elegyével I¢legeztették. Az altatas megfeleld szinten tartisa szevoflurannal tortént. A
sebészileg eltavolitott szovetblokkokat a miitében azonnal jéghideg (3-8 °C) magas szachar6z
tartalmt mesterséges agy-gerincveld folyadékba helyeztiik (85 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 1,25
mM NaH,POy, 25 mM NaHCOs, 0,5 mM CaCl,, 4 mM MgSOy, 25 mM d(+)-gliikoéz, 75 mM
szachardz, 95% O;-t és 5% CO,-t tartalmazo gézeleggyel telitve) és a metszés végéig ebben

tartottuk.

Patkany agyszeletek készitésénél Wistar torzset hasznaltunk (P 18-28; him és ndstény
egyarant). Halotan altatds alatt (2-bromo-2chloro-1,1,1-trifluoroetén) dekapitaltuk az
allatokat, majd a kipreparalt agyszovetiiket jéghideg (3-8 °C), magas szachar6z tartalmu,
mesterséges agy-gerincveld folyadékba helyeztiik (az Osszetételét lasd fentebb), és metszés

végéig ebben tartottuk.
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A human vagy a patkany agyszdveteket vibraldo pengéjii mikrotommal (Microm HM
650 V) 350 um vastag szeletekre metszettiik. A patkany mintaknal a szeletek koronalis sikban
késziiltek az agy szomatoszenzoros részébdl. A szeleteket a metszés sordn hasznalt
mesterséges agy-gerincveld folyadékban hagytuk, amit mar 36 °C-ra felfitottiink. 30 perc
inkubaci6 utan ezt a folyadékot fokozatosan lecseréltiik alacsony kalciumtartalma elvezetd
oldatra (130 mM NacCl, 3,5 mM KCI, 1 mM NaH,;PO,4, 24 mM NaHCO3, ]| mM CaCl,, 3 mM
MgSO0,, 10 mM d(+)-gliikdz, 95% Oa-t és 5% CO,-t tartalmazo gazeleggyel telitve). Ujabb 30
perc utan a homérsékletet lecsokkentettiik 16 °C-ra. A szeleteket tovabbi felhasznalasukig

ebben az oldatban taroltuk.

Elektrofiziologia

Az elektrofizioldgiai vizsgalatokhoz a szeleteket 36 °C-os elvezetd kamraba
helyeztiik, amelyen keresztiil mesterséges agy-gerincveld folyadékot aramoltattunk 2-3
ml/perc sebességgel. Az elektrofizioldgiai elvezetés soran hasznalt mesterséges agy-
gerincveld folyadék annyiban kiilonbozott a taroldshoz hasznélt oldattol, hogy az 3 mM
CaCly-ot és 1,5 mM MgSOs-ot tartalmazott. Az elektrofizioldgiai elvezetéseket whole cell
patch clamp technikdval végeztiik egyszerre legfeljebb kettd II/III. rétegbeli idegsejtbol. A
sejteket infravords differencidl interferencia kontraszt (DIC) videomikroszképia (Zeiss
Axioskop FS mikroszkop, Hamamatsu C2400 CCD kamera, Luigs & Neumann Infrapatch
SM1 manipulatorrendszer, illetve Olympus BX61WI mikroszkop, PCO CCD kamera, Luigs
& Neumann Infrapatch SM5 manipuléatorrendszer) segitségével vizualizaltuk 60-130 um-re a
szelet felszinétdl 40x vizimmerzids objektivvel. A piramissejtekbdl torténd elvezetéshez
haromszog (piramis) alaku sejteket kerestiink, melyek vastag apikalis dendritje jol kivehetd
volt a szeletben. A kosarsejtek célzott keresésekor az eldbbiektdl kiilonbozd, foként kisebb,
kerek, hosszukas sejteket kerestlink, melyeknél nem volt apikalis dendrit jelenlétére utalo jel.

A mikropipettdkat (4-6 MOhm) alacsony kloridion tartalmu intracelluldris oldattal
toltottiik meg (pH 7,25, 300 mOsm), hogy a GABAerg ¢és glutamaterg események kdnnyen
elkiilonithetdek legyenek. Az elvezetésekhez a kovetkezd Osszetételll intracellularis oldatot
hasznaltuk: 126 mM K-gliikonat, 4 mM KCI, 4 mM ATP-Mg, 0,3 mM GTP-Na,, 10 mM
HEPES, 10 mM kreatin-foszfat és 8 mM biocitin. Az elektrofiziologiai elvezetések folyaman

a preszinaptikus piramissejtet dramzar lizemmodban, mig a posztszinaptikus interneuront
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fesziiltségzar izemmodban tartottuk (HEKA EPC 9/2, HEKA EPC 10 patch-clamp erdsitok),
a mért elektromos jeleket 8 kHz-en sziirtilk, 50 kHz-en digitalizaltuk, és a PatchMaster
(HEKA, Lambrech/Pfalz, Németorszag) szoftver segitségével mértiik, majd analizaltuk.

A sejtek passziv elektromos tulajdonsagait €s tlizelési mintazatukat a bevett gyakorlat
szerint a sejtek nyugalmi membran potencidljan mértiikk aramzar iizemmodban, 2
masodpercenként 800 ms-os négyszdgimpulzust injektalva a sejtbe. A négyszogimpulzusok
-100 pA-t8l kezddédtek és 20 pA-el novekedtek minden egyes ismétléskor. Szinaptikus
kapcsolatok vizsgalata soran a preszinaptikus sejteket rovid 2-8 ms-os, 600-950 pA-es

araminjekcioval stimulaltuk, hogy akcids potencialt valtsunk ki benniik.

Hisztologia

A hisztologiai eljaras célja az elektrofizioldgiai elvezetések soran biocitinnel feltoltott
idegsejtek fény- ¢és elektronmikroszkopos vizsgalatokra torténd elokészitése volt. Az
elektrofiziologiai kisérleteket kovetden a szeleteket szlirOpapirok kozé (Millipore) helyeztiik a
deformaci6 elkeriilése érdekében, majd legalabb 12, de legfeljebb 72 6ran keresztiil fixaltuk
4% paraformaldehidet, 1,25% glutaraldehidet ¢és 15% pikrinsavat tartalmazo 0,1 M
foszfatpufteroldatban (pH: 7,4). A fixalé oldatot 0,1 M foszfatpufferoldattal torténd tobbszori
atmosassal eltavolitottuk a szeletrdl. A mintdkat 10%, majd 20% szachardzt tartalmazo 0,1 M
foszfatpufferoldattal elOkészitettilk a fagyasztassal torténd sejtfeltarasra, amit folyékony
nitrogénnel végeztiink. Ezt kdvetden 10%-os zselatinba agyazva a mintakat 70 pm-es
metszeteket készitettiink Leica VT 1000S mikrotommal. A metszeteket ezt kovetden
trispufferoldatban (pH: 7,4) 1 : 100 aranyban oldott avidin-biotin-tormaperoxidaz-
komplexben (ABC, Vector Labs) inkubéltuk 4 °C-on egy éjszakan at. Az enzimreakciohoz
kromogénként 0,05%-0s 3’3-diaminobenzidine (DAB) tetrahidrokloridot, oxidaloszerként
pedig 0,01%-0s H,O,-ot hasznaltunk. A reakcid végeztével a DAB sotétbarna csapadékként
csapodott ki a biocitint tartalmazé sejtekben. A metszeteket 0,1 M foszfatpufferoldatban
feloldott 1%-o0s OsOs-val utofixaltuk, majd desztillalt vizes mosds utan 1%-os uranil-acetattal
kontrasztositast végeztiink. Végezetiil a szeleteket gyors felszallo alkoholsorral dehidratéltuk,
majd epoxigyantaba (Durcupan, Fluka) dgyaztuk targylemezre helyezve, amit 48 oran at 56

°C-on polimerizéltattunk.
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A sejtek azonositas és haromdimenzios rekonstrukcioja

A hisztologiai eljaras soran lathatova tett sejteket jellegzetes morfologiajuk alapjan
azonositottuk (Komlosi et al., 2012). Kosarsejteknek tekintettiik azokat az interneuronokat,
amelyek fénymikroszkopos vizsgalat alapjan potencidlis szinapszist formaltak mas sejtek
szémajaval, illetve periszomatikus régioival. A biocitinnel feltoltott sejtek haromdimenzids
rekonstrukcidjat a Neurolucida rendszer (MicroBrightField, Colchester, USA) ¢és a BX-60F
(Olympus, Tokyo, Japan) fénymikroszkop segitségével végeztiik, 100x olajimmerzios

objektivvel. A rekonstrukciok soran rekonstrualtuk a sejtek sejttestét, dendritfajat és axonjat.

Elektronmikroszkopia

A fénymikroszkoppal és elektrofiziologiai mérésekkel azonositott kosarsejtek (n = 3
human sejt, harom kiilonb6zd betegbdl; n = 3 patkany sejt, hdrom kiilonboz6 egyedbdl)
dendritszakaszait (human: 150 pum tavolsagban a sejttesttdl; patkany: 50 um tavolsagban a
sejttesttdl) kivagtuk a metszetiikbdl, és atdgyaztuk epoxigyanta blokkokba. A kivagott
metszetbdl ultramikrotémmal (RMC MTXL, Boeckler Instruments, Tucson, Arizona; Ultra
45°, Diatome) 20 nm vastagsdgl sorozatmetszeteket készitettiink, melyeket hartyasitott
(Formvar, TAAB), egylyuku rézgridekre emeltiink. Az ultravékony metszeteket FEI/Philips
CM10 elektronmikroszkoppal vizsgaltuk 120 kV fesziiltségen, 64000x nagyitason, és digitalis
képeket készitettiink roluk MegaView G2 kameraval. A dendritekrdl és a preszinaptikus
axonterminalisokrol hiaromdimenzios rekonstrukcido késziilt a Reconstruct program

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

Elektronmikroszkopos tomografia

Az elektronmikroszkopiara atagyazott mintdkbol 200 nm vékony metszeteket
készitettlink ultramikrotémmal (RMC MTXL, Boeckler Instruments, Tucson, Arizona; Ultra
45°, Diatome), amiket hartyasitott (Formvar, TAAB), egylyukt rézgridekre emeltiink. A

metszetek pontos vastagsaganak meghatarozasara 3 : 1 aranyu, kétszeresen desztillalt vizes
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oldatban protein A-ra (ProtA) konjugalt 10 nm atmérdjii aranyszemcsékkel jeloltiik a gridek
mindkét oldalat (Cytodiagnostics — Absource Diagnostics GmbH, Munich, Germany).
Kétszeresen desztillalt vizes mosds és szaritds utdn a mintak készen alltak a tomografiara,
amit FEI Tecnai G2 Spirit BioTWIN transzmisszios elektronmikroszképpal 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 nagyitason. Az IMOD-
programcsomag segitségével készitettiik el a tomogrammokat a folyamatosan dontott

sorozatképekbdl.

Statisztikai analizis

Eredményeinkben valamennyi értéknek az atlagat és szordsat (= SD) adtuk meg,
feltlintetve a kiértékelésbe belevett mintak szamat (n) és az eredmények szignifikanciaszintjét.

Szignifikansnak tekintettiink egy eredményt p < 0,05 esetén.

2. A terhesség utani stressz vigsgdlata posztpartum modellen

A vizsgalt allatcsoportok

Kisérleteinkben kozel azonos koru (60-70 posztnatalis nap) és tomegl (200-250 g)
feln6tt ndstény Sprague-Dawley patkanyokat (Charles-River Laboratories, Vac,
Magyarorszag) hasznaltunk. Az allatokat normal koriilmények kozott tartottuk 12 Oras
fény/sotétség ciklusban, 24 °C-os hdmérsékleten, folyamatosan elérhetd ivovizet és tapot
biztositva. A kisérleteink sordn az allatok gondozasa és laboratoriumi felhasznéaldsa a Magyar
Egészségiigyi Bizottsag altal elfogadott allatgondozasi protokoll (1998) és az Eurodpai
Ko6zosségek Tanacsanak rendelete alapjan (86/609/EEC) tortént.
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csoportok

Nincs stressz Szinapszis-
Ovarium (n=3) szamlalas
Kontroll- eltavolitasa, Uj placebo- Szinapszis-
Stressz (n=3)
csoport placebo- kapszula szamlalas
(Veh, n=20) kapszula behelyezése Active escape teszt
behelyezése Stressz (n=14) Szérumhormonszint
mérés
Nincs stressz Szinapszis-
Ovarium (n=3) szamlalas
Terhesség eltavolitasa, Placebo- Szinapszis-
. Stressz (n=3)
utani csoport hormon- kapszulara szadmlalas
(PpD, n=20) kapszula valtas Active escape teszt
behelyezése Stressz (n=14) Szérumhormonszint
mérés
Osztrogén- és
progeszteron- Szinapszis-
injekcid + Nincs szamlalas
stressz (n=3)
Ovarium 3mg/kg és -
" . Osztrogén- és
Proosztrusz eltavolitasa, Uj placebo- 4mg/kg ) ]
) progeszteron- Szinapszis-
csoport placebo- kapszula Osztradiol- =
injekcid + Stressz szamlalas
(ProE, n=16) kapszula behelyezése benzoat (=3)
n:
behelyezése injekcio _
Osztrogén- és )
Active escape teszt
progeszteron- )
o Szérumhormonszint
injekcid + Stressz
mérés
(n=10)
Nincs stressz Szinapszis-
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. eltavolitasa, Uj hormon- Szinapszis-
utani kezelt Stressz (n=3)
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Horm, n=20 . .
( ’ ) behelyezése Stressz (n=14) Szérumhormonszint
mérés
1. tablazat. Az allatcsoportok és kezelésiik
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Minden allatot a kisérlet els6 napjan ovariektomizaltunk. Az ovarium eltavolitasaval kivédtiik
a ciklusbeli hormonvaltozasokat, amelyek igy nem befolyasoltdk az eredményeinket. Az
ovariektomiat altatds alatt végeztiikk fiziologias sooldatban elkevert ketamine alapa
altatoszerrel (25 mg/ml ketamine, 1,2 mg/ml xylazine, 0,03 mg/ml acepromazine) izomba
injektalva (3 ml/kg dézisban).

Négy csoportot hoztunk 1étre. Az elsé csoport az abszolut kontrollcsoport (Veh, n =
20), amelynek allatai a kisérlet folyaman semmiféle hormonkezelésben nem részesiiltek, csak
hormonmentes placebokapszulat kaptak a boriik alad az 1. és a 21. napon. A mésodik csoport a
»terhesség utani”, vagyis a posztpartum csoport (PpD, n = 20), mely egyedeinek az
ovariektomizalas napjan 0sztrogén és progeszteron tartalmu kapszulat (0,5 mg 17B-6sztradiol,
50 mg progeszteron, Innovative Research of America, Sarasota, Florida) iiltettiink a bdriik ala,
melybdl a hormonok a vizsgélat 21 napja sordn folyamatosan szabadultak fel. A 21. napon a
hormonkapszulakat eltavolitottuk, és hormonmentes placebokapszulakat tettiink a helyére. A
harmadik csoport a ,,prodsztrusz” csoport (ProE, n = 16), amellyel az Osztrusz ciklus
prodsztrusz fazisara jellemz6 hormonszintek hatdsat vizsgaltuk. Ezek az allatok
hormonmentes placebokapszulat kaptak a boriik ald az 1. és a 21. napon. A 26. napon 3 mg/kg
Osztradiol-benzoatot injektaltunk (szezamolajban feloldva, szubkutan) reggel, majd este
megismételve 4 mg/kg-ot. A 27. napon 2 d6raval a stressznek kitevés (vagy stressznek ki nem
tevés) elott ismételten 3 mg/kg 17B-0sztradiolt adagoltunk illetve ezen a napon még 2 mg/kg
progeszteront is bejuttattunk (szezdmolajban feloldva, szubkutan) 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 beiiltetésre keriiltek a harom
hétig adagolo hormonkapszuldk, amiket a 21. napon ugyanolyan hormontartalmu kapszuldkra
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 és a stressznek nem Kkitett
allatokat elektronmikroszkopos analizisre hasznaltuk fel. A megmaradt 4llatokon
magatartastesztet (aktiv menekiilési teszt - AE) végeztink és szérumhormonszinteket
mértiink.

Ezen moédszerek menetét és modjat a Magatartdasvizsgalat részben részletesen

kifejtjiik. A kisérlet sematikus menetét az 1. tablazatban vazoltuk.
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Magatartasvizsgalat

Mivel a depresszidnak a stressz az egyik legerdsebb rizikofaktora (Sousa et al., 2000),
a laboratoriumunkban is alkalmazott learned helplessness (LH) platform a major depresszio
egyik legmegbizhatobb allatmodellje (Hajszan et al, 2009). Ebben a modellben a kezdeti
elkeriilhetetlen stressz (IS) megzavarja az 4allat tanuldsi képességét, és ugyanabban a
kornyezetben késObb mar nem lesz képes elmenekiilni a mar elkeriilhetd stressz eldl, ami
depresszios magatartasnak tekinthetd, €s az IS-t kdvetden 24 oran beliil kialakul (Hajszan et
al., 2009). Az LH-kisérletek egy kiilon erre a célra kialakitott ketrecben, az un. shuttle boxban
torténnek (Med Associates, St Albans, Vermont, USA) (1. abra). Ezek a ketrecek
patkanyokra méretezettek és egy szamitdgépesen vezérelt guillotine-ajtoval két egyforma
részre vannak felosztva. Az IS kivitelezése az allatok talpara adott dramiités forméajaban
torténik a ketrec aljan 1évé fémracsozaton keresztiil. Az elsé napon az allatok IS
kondicionalast kapnak, ami a shuttle boxok egyik felében torténik 0,85 mA aramerdsségen. A
guillotine-ajtd a kondicionalds teljes id6tartama alatt zarva marad. Az IS-kondicionalas 60
aramiitésbol all. Egy daramiités atlagosan 15 s idOtartamt valtakozo aramimpulzust és
atlagosan 45 s sziinetet jelent. A patkanyok ,,helpless” viselkedésének sulyossagat az un. 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 tarté 0,65 mA-os aramimpulzus. Minden egyes aramiités
kezdetével egy idében a guillotine-ajto kinyilik, és az allat a ketrec masik oldaldra atszaladva
elmenekiilhet a stresszhatas elol. Az elsd 5 proban az allatoknak a guillotine-ajton kell
atmenniiik ahhoz, hogy megsziinjon az aram, azonban az ezt kovetd 25 proban egy oda-vissza
ut sziikséges. A sikeres menekiiléshez sziikséges i1d6t mérjiikk (menekiilési latencia) és
rogzitjiik. Amennyiben az allat 35 s alatt nem teljesiti a menekiilési kritériumot, akkor az
hibanak mindsiil (menekiilési hiba).

A stressznek ki nem tett allatok is ugyanabban az idében, ugyanannyi iddt toltottek a
shuttle boxokban, mint a stressznek kitett allatok, azzal a kiilonbséggel, hogy dket nem érte

aramiités (NS).
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1. abra. A Med Associates shuttle box rendszer

Hisztoldgia, elektronmikroszkopia és a tiiskeszinapszisok szamanak

meghatarozasa

A stresszt kovetd depresszid bizonyitottan hippokampalis szinapszisvesztéssel jar
(Hajszan et al., 2009). Ezért a csoportokban 1évo allatok egyes hippokampalis régidit (CAlsr,
CA3sl/sr és DGsm) elektronmikroszkdpiaval vizsgaltuk meg.

Az allatokat ketamine alapu altatas alatt (25 mg/ml ketamine, 1,2 mg/ml xylazine,
0,03 mg/ml acepromazine keveréket izomba adagolva 3 ml/kg doézisban) transzkardidlisan
4%-os paraformaldehid és 0,1%-os glutaraldehid fixaldé oldattal perfundaltuk, majd a
kipreparalt agyakon 24 oOrds utofixalast végeztiink 4 °C-on 4%-os paraformaldehiddel. A
fixalt agyszovetekbdl kipreparaltuk a hippokampusz régiot. Ezekbél 100 pm-es koronalis
metszeteket készitettiink. A metszés folyaman a metszeteket 10 csoportba rendeztiik,
csoportonként kb. 10 db metszettel (az egymast kovetd metszeteket, egymast kovetd
csoportba helyeztiik) és 0.1 M-os foszfatpufferoldatban (pH 7,4) taroltuk beagyazasig.
Véletlenszerlien valasztottunk egy csoportot, melynek metszeteit 0,1 M-os foszfatpufferben
feloldott 1%-0s OsOgs-val utofixaltuk. Ezt kovetden tobbszords 0,1 M-os foszfatpufferes
mosas utin a metszeteket felszalld alkoholsorral dehidraltuk, kozbeiktatva a 70%-os
etanolban feloldott 1%-0s uranil-acetatos kontrasztositist. Végezetiil epoxigyantaba
(Durcupan, Fluka) tettiik a szeleteket, majd targylemezen a gyantdba agyazott mintakat 48

oran at 56 °C-on polimerizaltattuk.
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A gyantaba agyazott metszetek a hippokampusz 10 egymastol egyenld tdvolsagra 1évo
korondlis metszete. A beagyazott metszetekbdl kivagtuk a hippokampusz CAlsr, CA3sl/sr és
DGsm régidit, majd ezeket gyantablokkokra ragasztottuk. A kivagott metszetekbdl
ultramikrotommal (Ultracut UCT, Leica) 70 nm-es sorozatmetszeteket készitettliink, melyeket
hartyasitott (Formvar, TAAB), egylyuku rézgridekre emeltiink. Az ultravékony metszeteket
elektronmikroszkdppal (Zeiss CEM 902) vizsgaltuk 11000x nagyitdson, majd a
szinapszisokrél, az egymast kovetd metszeteken digitalis képeket készitettiink. A
tiiskeszinapszisok szamlalasat az Gn. diszektor modszerrel végeztiikk (Sterio, 1984). Minden
mért régiorol 20 diszektor teriileten (10 par) szamoltunk aszimmetrikus tliskeszinapszisokat
allatonként (6sszesen 60 diszektor teriilet/allat). A szinapszisokat a posztszinaptikus denzitas

¢s a preszinaptikus aktiv zoénaban a vezikulak egyiittes jelenlétével azonositottuk.

Szérumhormonszint-mérés

Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk az allatoknak adagolt nemi hormonok megfeleld
vérszintjér6l €s a stresszvalasz nagysagar6l, vérmintdkat gyljtottiink Ossze rogton a
menekiilési teszt végeztével, ketamine alapt altatdszerrel (lasd fentebb) altatott allatokbol
dekapitalas utdn. A vérmintakbodl centrifugéalassal elvalasztottuk a szérumot, amit -20 °C-on
taroltunk a vizsgalatig. A szérumok, 17-B-0sztradiol, progeszteron és kortikoszteron teljes

crer

Minden minta esetében két pArhuzamos mérést végeztiink.

Statisztikai analizis

Eredményeinkben valamennyi értéknek az atlagat, szordsat (SD — szinapszisszdmolas) és
atlag standard hibdjat (SEM — menekiilési teszt és szérumhormon-koncentracid) tiintettiik fel,
jelezve a kiértékelésbe belevett mintak szamat (n) és az eredmények szignifikanciaszintjét.
Szignifikansnak tekintettiink egy eredményt p < 0,05 esetén. A szinapszisszamolasnal
tobbszempontos varianciaanalizist hasznéltunk (three-way ANOVA), aminél szempont volt a
stressz, a hormonkezelés és allaton beliili 1smétlddé szempontként a vizsgalt agyteriilet. A

varianciaanalizist Tukey-Kramer posthoc teszt kovette, hogy 6sszehasonlitsuk a csoportokat.
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A csoportok menekiilési tesztjének latenciaeredményeinél ¢€s a szérumhormonszint-
koncentracié Osszehasonlitdsainal egyszempontos varianciaanalizist (one-way ANOVA) ¢és
Tukey-Kramer posthoc tesztet hasznaltunk. A csoportok menekiilési teszt hibaszamainal
nemparametrikus Kruskal-Wallis egyszempontos varianciaanalizist (one-way ANOVA on the

ranks) alkalmaztunk Mann-Whitney U-teszttel.
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EREDMENYEK

1. Kosdrsejtekre érkezo aszimmetrikus szinapszisok oOsszehasonlito

vizsgdlata human és patkany agykéregben

Azonositott piramissejtek és kosarsejtek kapcsoltsaganak

fénymikroszkopos vizsgalata

Hogy jellemezhessiik a human és a ragesald agykérgi kosarsejtekre érkezd helyi
serkent6 bemeneteket, whole cell patch clamp technikdval végeztiink szimultan
elektrofiziologiai elvezetéseket II/III. rétegbeli piramissejt-kosarsejt parokbol. A sejteket
biocitinnel toltottiik fel, hogy lathatokka tehessiik a fény- ¢és elektronmikroszkdpos
technikakhoz. Fénymikroszkop segitségével haromdimenzids anatomiai rekonstrukciot
készitettiink hét human (2. abra, B), valamint 15 patkény (3. abra, B) agykérgi agyszelet
preparatumban elvezetett monoszinaptikusan kapcsolt piramis-kosarsejt parrdl. A paros
elvezetésekbdl kideriilt, hogy a human mintdkban mérhetdé EPSC-k atlagosan nagyobb
amplitadojiak (258,8 = 272,8 pA; 2. abra, A), mint a patkdny mintakban mérteké (75,8 +
58,7 pA; 3. abra, A) (p <0,001; MW U-teszt). Annak eldontésére, hogy a human mintdkban
eléfordulé nagy amplitidoji EPSC-k 0Osszefiiggésben allnak-e a szinapszisok szémaval,
fenymikroszkop segitségével meghataroztuk mindkét fajban a piramissejtek axonjai és a
kosarsejtek dendritjei kozott 1étesitett potencidlis szinaptikus kapcsolatok szadmat. A human
piramissejtek atlagosan 3,3 + 1,5 fénymikroszkoposan azonositott szinapszist létesitettek a
veliik szinaptikusan kapcsolt kosarsejtek dendritjeire (2. abra, C), ami nem kiillonbozott
szignifikdnsan a patkany piramissejtek esetében mért értekektél (2,9 + 1.5
fénymikroszkoposan azonositott kapcsolat; p = 0,35; MW U-teszt) (3. abra, C). A
szinapszisok szdméanak hasonloésdga a két fajban arra utal, hogy az elektrofiziologiai
mérésekben tapasztalt fajspecifikus kiilonbség a szinapszisokon beliil keresendd, ezért a
kosarsejtekre érkezd serkentd bemeneteket elektronmikroszképos technikakkal tovabb

vizsgaltuk.
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2. abra. Human agykérgi piramissejtek és kosarsejtek kozotti szinaptikus kapcsoltsag vizsgalata
Az A panel bal oldalsd6 abrajan sematikusan mutatjuk be a szimultin elektrofiziologiai elvezetést egy
szinaptikusan kapcsolt piramissejtbdl (fekete haromszog) és egy kosarsejtbdl (kék kor). Az A panel kdzépséd
abrajan egy human agykérgi piramissejt (fekete), illetve egy human agykérgi kosarsejt (kék) tiizelési mintazatat
abrazoltuk. Az A panel jobb oldals6 abrajan, a piramissejten kivaltott akcids potencial (fekete) hatasara a
kosarsejten mérhetd posztszinaptikus aram (kék) lathat6. A B panelen egy human agykérgi piramissejt (szoma,
dendrit: fekete; axon: zdld) és egy kosarsejt (szoma, dendrit: kék; axon: vilagoskék) fénymikroszkopos
rekonstrukcidjat lathatjuk. A sejtek egymashoz képest fedésben voltak, ezért az egymashoz viszonyitott
helyzetiiket a masik sejt szomdjanak feltlintetésével (piramissejt szoma: fekete; kosarsejt szoma: kék) dbrazoltuk
mindkét rekonstrukcion. A C panelen a piramissejt (szoma: fekete; axon: z6ld) és a kosarsejt (szoma, dendrit:

kék) kapcsoltsaganak fénymikroszkdpos azonositasa lathatd nyilakkal jeldlve.

29



A patkany

T\
| 40 mV 100 pA

Lzoo ms 2ms

[l

\

100 pm 50 ym

3. abra. Patkany agykérgi piramissejtek és kosarsejtek kozotti kapcsoltsag vizsgalata
Az A panel bal elsé abrajan sematikusan mutatjuk be a szimultan elektrofiziologiai elvezetést egy szinaptikusan
kapcsolt piramissejtb6] (fekete haromszog) és egy kosarsejtbol (piros kor). Az A panel kozépsO abrajan egy
patkany agykérgi piramissejt (fekete), illetve egy patkdny agykérgi kosarsejt (piros) tiizelési mintazatat
abrazoltuk. Az A panel jobb oldals6 abrajan, a piramissejten kivaltott akcidés potenciadl (fekete) hatasara a
kosarsejten mérhetd posztszinaptikus aram (piros) lathato. A B panelen egy patkany agykérgi piramisse;jt
(szoéma, dendrit: fekete; axon: zold) és egy kosarsejt (szoma, dendrit: piros; axon: rézsaszin) fénymikroszkopos
rekonstrukcidgjat lathatjuk. A sejtek egymashoz képest fedésben voltak, ezért az egymashoz viszonyitott
helyzetiilket a masik sejt szomdajanak feltiintetésével (piramissejt szoma: fekete; kosarsejt szoéma: piros)
abrazoltuk mindkét rekonstrukcion. A C panelen a piramissejt (szoma: fekete; axon: zold) és a kosarsejt (szoma,

dendrit: piros) kapcsoltsdganak fénymikroszkopos azonositasa lathaté nyilakkal jelolve.
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4. abra. Human agykérgi kosarsejtekre érkezé serkento bemenetek elektronmikroszkopos vizsgalata

A, B: 20 nm vastag sorozatmetszetrél késziilt elektronmikroszkopos felvétel egy biocitinnel toltdtt human
kosarsejt dendritjérdl (sotét csapadék) és a ra érkezd, aszimmetrikus szinapszist formald serkentd bemenetekrdl
(b: bouton). A B abra egy kozelebbi felvétel az egyik bouton aktiv zonajaban levé dokkolt vezikulardl (csillag).
A C ébran lathato a B abran 1évé bouton haromdimenzids rekonstrukcioja: bouton (sziirke), aktiv zona (kék),
dokkolt vezikuldk (sziirke gombok). D—G: Elektronmikroszkopos-tomografias felvétel egy biocitinnel toltott
kosarsejt dendritjérol (s6tét csapadék) és a ra érkezd, aszimmetrikus szinapszist formald serkentd bemenetekrdl

(b: bouton). Az E, F és G kép egy kozelebbi felvétel a boutonok aktiv zonairdl és a benniik 1évé dokkolt
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vezikulakrol (csillag) vagy egy még nem dokkolt vezikulardl (amelynek a tdvolsdga a membrantdl kevesebb,
mint 5 nm: nyilak). A 1épték mérete az A és D felvételen 200 nm, a B, E, F és G képen 100 nm, valamint a C

abran a kocka éle 200 nm.

A Kkosarsejtekre érkezo serkenté bemenetek elektronmikroszkopos

vizsgalata

Az agykérgi idegsejtek axontermindlisai (bouton) szdmos vezikulumot tartalmaznak.
Ezek kozil csak néhany helyezkedik el kozvetleniil a preszinaptikus aktiv zona
membranjanal, érintkezve azzal (dokkolt vezikulak). Valosziniileg ezek a dokkolt vezikuldk
azok, amelyek az axonterminalisba érkez6 akcids potencidl hatdsara tartalmukat a szinaptikus
résbe Tlrithetik, és igy szinaptikus potencialt alakithatnak ki a posztszinaptikus sejten. A
vezikuldk gomb alaktiak és atlagosan 40 nm atmérdjiek (Zhang et al., 1998), ezért, hogy a
kosarsejtekre  érkez0 serkentd bemenetek dokkolt vezikuldinak a pontos szamat
meghatarozhassuk, 20 nm vastagsagl sorozatmetszetek készitésére volt sziikségiink. Ezeket a
vizsgalatokat harom human és harom patkany agykeérgi, II/III. rétegbeli kosarsejtekre érkezd
aszimmetrikus szinapszist formalo axonterminalisokon végeztiik el (4. és 5. abra, A-C). A
biocitinnel to6ltott, elektrofiziologiailag azonositott sejtparok szinaptikus kapcsolatainak a
vizsgalatat ellehetetlenitette az axonterminalisokban 1évé DAB-csapadék, ezért ezeket a
vizsgalatokat biocitinnel toltott kosarsejtek dendritszakaszaira érkezd jeloletlen aszimmetrikus
szinapszisokon végeztiik. A két fajban a kosarsejtekre érkezé azonositott serkenté bemenetek
a fénymikroszkopos vizsgéalatok alapjan human mintdkban atlagosan 149,01 + 137,42 um,
mig patkany mintakban 47,6 + 25,88 um tavolsagra érkeztek a kosarsejtek szomajatol. gy az
elektronmikroszkopos vizsgélatokat a sejttestektdl ilyen tdvolsdgokban végeztiik.

A 20 nm vastagsagu sorozatmetszetekbdl készitett haromdimenzids rekonstrukciok
alapjan eldszor a serkentd bemenetek aktiv zona (AZ) teriiletét, majd az egyes aktiv zoéndkra
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 huméan mintdkban
mért aktiv zonak (n = 22; 0,077 £ 0,051 pm?) szignifikansan nagyobbak, mint a patkany
mintidkban mértek (n = 19; 0,041 + 0,017 pm?) (p = 0,002; MW U-teszt; 6. abra, A).
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5. abra. Patkany agykérgi kosarsejtekre érkezé serkentd bemenetek elektronmikroszkopos vizsgdlata

A, B: 20 nm vastag sorozatmetszetrdl késziilt elektronmikroszkopos felvétel egy biocitinnel toltott patkany
kosarsejt dendritjérdl (sotét csapadék) €s a ra érkezd, aszimmetrikus szinapszist formald serkentd bemenetekrdl
(b: bouton). A B abra egy kozelebbi felvétel az egyik bouton aktiv zoénajaban levé dokkolt vezikularél (csillag).
A C ébran lathat6é a B abran 1évé bouton haromdimenzids rekonstrukcidja: bouton (sziirke), aktiv zona (piros),
dokkolt vezikuldk (sziirke gombok). D-H: Elektronmikroszkopos-tomografias felvétel egy biocitinnel toltott

kosarsejt dendritjérol (s6tét csapadék) és a ra érkezd, aszimmetrikus szinapszist formald serkenté bemenetekrdl
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(b: bouton). Az E, G és H kép egy kozelebbi felvétel a boutonok aktiv zéndirdl és a benniik 1évé dokkolt
vezikulakrol (csillag) vagy egy még nem dokkolt vezikulardl (amelynek a tavolsdga a membrantdl kevesebb,
mint 5 nm: nyilak). A 1épték mérete az A, D és E felvételen 200 nm, a B, F, G és H képen 100 nm, valamint a C

abran a kocka éle 200 nm.

Mig az aktiv zoéna teriiletek esetében kétszeres kiilonbséget talaltunk, addig a dokkolt
vezikulak szamaban négyszeres kiilonbséget allapitottunk meg a két faj 6sszehasonlitasanal (p
< 0,001; MW U-teszt; 6. abra, B). A human aktiv zondkban (n = 21) szdmlalt dokkolt
vezikuldk mennyisége 4,2 = 2,2, mig a patkany esetében (n = 18) ez 1,3 = 0,8. Az aktiv zoénak
terlilete és a hozzajuk tartozd dokkolt vezikuldk szdma kozott pozitiv korrelaciot talaltunk
mindkét faj esetén (Spearman-féle korrelacid; rho human = 0,71; rho patkdny = 0,54; 6. abra,
D). Az aktiv zonak mellett a human mintdkban 1év6 boutonok térfogata is nagyobb volt (n =
20; 0,14 + 0,09 um3), mint a patkany mintakban (n = 17; 0,05 £ 0,02 um3) (p <0,01; MW U-
teszt).

Hogy validéaljuk a 20 nm vastagsagli sorozatmetszetek megbizhatdsagat, a bedgyazott
mintainkbol 200 nm vastagsagu metszeteket is készitettiink, és azokat elektromikroszkopos-
tomografiaval vizsgaltuk meg. Mivel a vizsgalt szinapszisok axidlis mérete meghaladja az
elektronmikroszkopos-tomografidval vizsgalt metszeteink vastagsagat, ezzel az eljarassal nem
tudtuk meghatarozni a szinapszisokban jelen levé dokkolt vezikulak abszolut szamat, csak a
dokkolt vezikuladk stirliségét. Hogy a két elektronmikroszkopos mddszert osszehasonlitsuk,
mindkét eljarassal megmeértiik a dokkolt vezikulak stirtiségét (4. abra, D-G; S. abra, D-H). A
20 nm vastagsagl sorozatmetszeteken mért eredmények azt mutatjdk, hogy Iényeges
kiilonbség van a human (58,5 + 24,6 / um*; n =21 AZ) és a patkany (32,5 + 199 / um*; n = 18
AZ) mintdkban (p = 0,002; t-teszt). Ugyanezt a kiilonbséget kaptuk (p < 0,001; MW U-teszt)
az elektronmikroszkopos-tomografiara hasznalt mintakbol is (human: 49,5 + 23,8 / umz; n=
33 AZ; patkany: 24,3 £ 16,0 / pmz; n = 31 AZ). A két technikédbdl szdrmazo eredmények
kozott nincs 1ényegi kiilonbség (6. abra, C).
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6. abra. Human és patkany kosarsejtekre érkezo serkenté bemenetek elektronmikroszkopos vizsgalatainak
osszehasonlito eredményei

Az A panelen jol lathatd, hogy a 20 nm vastagsagu sorozatmetszetekb6l Osszerakott haromdimenzids
rekonstrukciokon mért aktiv zona (AZ) teriiletek kétszer nagyobbak a human mintakban (0,077 £ 0,051 um?; n =
22 AZ; 3 human minta), mint a patkany mintikban (0,041 + 0,017 pm?; n = 19 AZ; 3 patkany minta) (p = 0,002;
MW U-teszt). A B panelen a 20 nm vastagsagl sorozatmetszeteken, a teljes aktiv zonakban szamlalt dokkolt
vezikulak szamat abrazoltuk. A human mintakban a dokkolt vezikula mennyiség négyszer tobb volt (4,2 £2,2; n
= 21 AZ), mint a patkany mintdkban (1,3 £ 0,8; n = 18 AZ) (p < 0,001; MW U-teszt). A C panelen
Osszehasonlitottuk a 20 nm vastagsdgu sorozatmetszetekbdl kapott dokkolt vezikula siirliség eredményét
(humén: 58,5 = 24,6 / um’ n = 21 AZ; patkény: 32,5 £ 199 / um’; n = 18 AZ) az elektronmikroszkopos-
tomografiabol szarmazé eredményekkel (humén: 49,5 + 23,8 / um?*; n = 33 AZ; patkany: 24,3 = 16,0 / pm*; n =
31 AZ). A két technikabol szarmazo eredmények k6zott nincs kiilonbség. Jol lathatd, hogy a dokkolt vezikula
stiriség szignifikans kiilonbséget mutat a két faj kozott (EM 20 nm: p = 0,002; t-teszt; Tomografia: p < 0,001;
MW U-teszt). A D panelen a 20 nm vastagsagl sorozatmetszeteken mért mintdknal pozitiv korrelaciét latunk a
dokkolt vezikula szdm és az aktiv zona tertilet kozott mindkét fajban (Spearman-féle korrelacio; rho human =
0,71; rtho patkdny = 0,54). Az E hisztogramon a két fajban a 20 nm vastagsagu sorozatmetszeteken mért
boutonok térfogatat dbrazoltuk. A huméan mintdkban a boutonok térfogata nagyobb (0,14 £ 0,09 um’; n = 20
bouton), mint a patkany mintakban (0,05 £ 0,02 pm3; n =17 bouton) (p <0,01; MW U-teszt).
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2. A terhesség utani stressz vizsgdlata posztpartum modellen

Kisérleteinkben négy csoportot alakitottunk ki, melyek mind ovariektomian estek at.
Az els6 csoport a kontrollcsoportunk, amely eredményéhez viszonyitottuk a tobbit. Az ebbe a
csoportba esd allatok semmilyen hormonpo6tld kezelésben nem részesiiltek (Veh csoport). A
masodik csoportnal a hormonkezelést megszakitottuk, hogy a posztpartum iddészakot
modellezziik (PpD csoport). A harmadik csoport esetében csak a vizsgalat eldtt kezeltiik az
allatokat hormoninjekcidval (ProE csoport), modellezve a prodsztrusz fazist, mig a negyedik
csoportndl a terhesség allapotat vizsgalva folyamatos hormonkezelésben részesitettiik az
allatokat (Horm csoport). A csoportok sematikus kisérletmenetét az 1. tablazatban

abrazoltuk.

A stressz és a megvaltozott hormonszintek hatasa a magatartasra

Az aktiv menekiilési teszt Osszesitett eredményeib6l a varianciaanalizis
alkalmazéséaval az deriilt ki, hogy a hormonszintek megvaltoztatdsanak szignifikans hatésa
van a menekiilési latencidra (Fsz43 = 6,66; p < 0,001; egyszempontos ANOVA-teszt) és a
menekiilési hibaszamra (H = 18,665; df = 3; p < 0,001; nem parametrikus Kruskal-Wallis
egyszempontos ANOV A-teszt).

Kontrollcsoport (Veh): A kontrollcsoportnal (n = 14) az ovarium eltavolitasaval
megsziintettik a nemi hormonok (O8sztrogén és progeszteron) stresszel szemben vald
befolyasat a szervezetre. A nemi hormonok megvonasa kovetkeztében az elkeriilhetetlen
stressz (IS) erds berogzddést hagyott ezekben az allatokban. A 7. abra A és B paneljén
lathato, hogy a menekiilési latencia atlaga a csoportban 22,89 + 1,87 s, mig a menekiilési hiba

13,04 + 2,37. A menekiilési latencia ciklusonkénti lefutasat a 8. abran tiintettiik fel.

Terhesség utani csoport (PpD): Sziilés utdn az anya szervezetében dramaian
lecsokken a nemi hormonok mennyisége. Ezért ennek a jelenségnek a modellezésére ennél a
csoportnal (n = 14) a harom hétig folyamatosan adagolé hormonkapszuldkat a 21. napon
placebo-, hormonmentes kapszulara cseréltiikk. Hasonldéan a kontrollcsoporthoz, a hormonok

megvonasa ¢s a stressz hatasa itt is jol lathatd, vagyis az elkeriilhetetlen stressz jelentds
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teljesitményeséshez vezetett. A menekiilési teszt menekiilési latencia atlaga a csoportban
22,16 = 1,97 s, mig a menekiilési hiba 12,75 + 1,99 (7. abra, A, B). Ez az eredmény a
kontrollcsoport eredményétdl nem kiilonbozik szignifikdnsan sem latencidban (p = 0,989;
TK-teszt), sem hibaszamban (p = 0,482; MW U-teszt). A menekiilési latencia ciklusonkénti
lefutasat a 8. abran tilintettiik fel, amin szintén jol lathato, hogy a PpD csoport ciklusonkénti

latencidban sem tért el a kontrollcsoporttol.

Proosztrusz csoport (ProE): A szervezet az Osztrogén vérszint maximumat a
prodsztruszban €s az Gsztrusz reggelén éri el. Ezért ez a csoport (n = 10) az elkeriilhetetlen
stresszt megel6z6 napon €s a stressszhatas napjan magas dozist Osztrogéninjekciot kapott. A
7. abra A és B panelén lathato, hogy a csoport menekiilési teszt eredménye ugyan javult a
kontrollcsoportéhoz képest, mégsem szignifikansan (menekiilési latencidban p = 0,367; TK-
teszt; menekiilési hibaszdmban 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 menekiilési latencia

ciklusonkénti lefutasat a 8. abran tintettiik fel.

Terhesség utani kezelt csoport (Horm): Terhesség alatt az anya szervezetében megnd a
nemi hormonok termelddése. Ez a csoport (n = 14) négy héten at tartd, folyamatos magas
dozisti 0sztrogén- €s progeszteronkezelés alatt 4llt, aminek hatdsa jol lathatd a menekiilési
teszt eredményeiben. A rovidebb menekiilési latencia (7. abra, A; 13,56 = 1,39 s) és a kisebb
hibaszam (7. abra, B; 3,71 £ 0,83) egyértelmiien azt mutatja, hogy a néi nemi hormonok
kivédik a stressz depressziv viselkedést kivaltdo hatasat. Az eredmények szignifikdnsan
kiilonboznek a tobbi csoport eredményeitdl mind a menekiilési latenciaban (p < 0,01; TK-
teszt) (7. abra, A), mind a menekiilési hiba szaméban (p < 0,002; MW U-teszt) (7. abra, B).
Egyediill a proosztrusz csoporttal valdo 0Osszehasonlitasndl nem taldltunk szignifikdns
kiilonbséget a menekiilési latencidban (p = 0,196; TK-teszt). A menekiilési latencia

ciklusonkénti lefutasat a 8. abran tuntettiik fel.
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7. abra. A megvaltozott hormonszintek stresszre valo hatdsanak vizsgadlata aktiv menekiilési viselkedési
teszttel

Az A panelen a csoportok 30 menekiilési ciklusban teljesitett atlagidejét abrazoltuk (= SEM). Jol lathatd, hogy a
pirossal abrazolt terhesség utani kezelt csoport (Horm) szignifikansan jobban teljesitett a kontroll- (Veh; sziirke)
¢és a terhesség utani (PpD; sarga) csoport atlagidejénél (p < 0,001, TK-teszt). A B panelen az aktiv menekiilési
tesztben a csoportok menekiilési hibaszdmanak atlagat tiintettiik fel (= SEM). A pirossal abrazolt terhesség utani
kezelt csoport (Horm) szignifikansan jobban teljesitett a kontroll- (Veh; sziirke), a terhesség utani (PpD; sarga)
¢és a prodsztrusz (ProE; kék) csoportok atlagidejénél (p < 0,002; MW U-teszt).
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8. abra. 4 csoportok menekiilési tesztben elért menekiilési latencidjanak ciklusonkénti lefutdsa
A diagramon a csoportok atlagos menekiilési latenciajat (:SEM) abrazoltuk 5-5 ciklus dsszevonasaval (6sszesen
30 ciklus). Az abran jol kdvetheté a menekiilési teszt 6. ciklusatol induld nehezitett feladat megoldasanak
megnovekedett idéigénye. A pirossal abrazolt terhesség utani kezelt csoport (Horm) lathatéan gyorsabban
teljesitette a ciklusokat, mint a tdbbi csoport. Az is leolvashatd, hogy a kontroll- (Veh; sziirke) és a terhesség

utani (PpD; sarga) csoportok latenciagdrbéje szinte teljesen megegyezo.
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A stressz és a megvaltozott hormonszintek hatasa a hippokampalis

tiiskeszinapszisokra

A tiiskeszinapszisok szamanak meghatarozasanal tobbszempontos varianciaanalizis
alkalmazasadval az deriilt ki, hogy a hippokampalis tiiskeszinapszisok mennyiségére
szignifikans hatdsa van az alkalmazott elkeriilhetetlen stressznek (F; 16 = 635,357; p < 0,001;
tobbszempontos ANOVA-teszt), a hormonkezelésnek (Fsj;6 = 194,998; p < 0,001;
tobbszempontos ANOVA-teszt) és az allaton beliili ismétlodé szempontként vizsgalt
agyteriileteknek (F»3, = 305,073; p < 0,001; tobbszempontos ANOVA-teszt). Kiilon-kiilon
Osszehasonlitva a tliskeszinapszisok szamat befolyasolo tényezoket, azt az eredményt kaptuk,
hogy a hormonkezelés €s a stressz (F316 = 109,665; p < 0,001; tobbszempontos ANOVA-
teszt), a stressz €és az agyteriiletek (F,3,=13,346; p < 0,001; tobbszempontos ANOVA-teszt)
valamint az agyteriiletek és a hormonkezelés (Fs3, = 15,978; p < 0,001; tobbszempontos
ANOV A-teszt) kozott is kapesolat all fenn. Tanulmanyunk szempontjabol a leglényegesebb,
hogy a hormonkezelés befolyasolja a stresszre vald érzékenységet, ami a hippokampalis
tiiskeszinapszisok szamanak eltérésével all dsszhangban ¢és ezek a hatdsok agyteriiletenként

kiillonbozhetnek.

Kontrollcsoport (Veh): A stressznek kitett allatoknal (Veh-IS; n = 3) szignifikansan
kevesebb tliskeszinapszist talaltunk, mint a stressznek ki nem tett allatoknal (Veh-NS; n = 3)
minden vizsgalt hippokampalis régioban (p < 0,04; TK-teszt; a szinapszisszamok atlaga és
szorasa a 2. tablazatban lathato, illetve a 10. abra, A paneljén). Ez azt mutatja, hogy az
elkeriilhetetlen stressz hatasara lecsokken a tliskeszinapszisok szdma a CAlsr, CA3sl/sr és a

DGsm régiokban.

Terhesség utani csoport (PpD): A stressznek kitett allatok (PpD-IS; n = 3) CAlsr,
CA3sl/sr és a DGsm tiiskeszinapszisszama szignifikdnsan kisebb volt a csoportban 1évo
stressznek ki nem tett allatok (PpD-NS; n = 3) ugyanazon régidi szinapszisai szamanal (p <
0,01; TK-teszt; a szinapszisszdmok atlaga és szorasa a 2. tablazatban lathato, illetve a 10.
abra B paneljén). Osszehasonlitva a Veh-NS allatait a PpD-NS 4éllataival, 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
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hormonkezelésnek majd hormonmegvonédsnak nem volt hatasa sem az alap, sem a stressz utan

mérhet6 tiiskeszinapszis mennyiségre.

Proosztrusz csoport (ProE): A stressznek kitett allatok (ProE-IS; n = 3) ¢és a
stressznek ki nem tett allatok (ProE-NS; n = 3) tiiskeszinapszisszamai a CAlsr, a CA3sl/sr és
a DGsm régidkban szignifikansan kiilonboztek egymastol (p < 0,01; TK-teszt; a
szinapszisszamok atlaga ¢és szoérdsa a 2. tablazatban lathato, illetve a 10. abra C paneljén).
Minden vizsgalt régidban kevesebb tiiskeszinapszist szamlaltunk a stressznek Kkitett allatok
esetében, mint a stressznek ki nem tett allatoknal. Osszehasonlitva a Veh-NS allatokat a ProE-
NS allatokkal, minden vizsgalt teriileten szignifikans kiilonbséget lathatunk (p < 0,02; TK-
teszt), mig a Veh-IS és a ProE-IS dllatok tliskeszinapszisainak szama csak a CA3sl/sr
régidban mutatott szignifikans kiilonbséget (p < 0,001; CAlsr régidban p = 0,054; DGsm
régioban p = 0,063; TK-teszt). Mindkét esetben a ProE 4llatok nagyobb

szinapszismennyiséggel rendelkeztek az adott agyteriileten.

Terhesség utani kezelt csoport (Horm): A stressznek kitett (Horm-IS; n = 3) ¢és a
stressznek ki nem tett allatok (Horm-NS; n = 3) szinapszisszdma a hippokampalis régiok
koziil egyikben sem mutat kiilonbséget (p > 0,15; TK-teszt; a szinapszisszamok atlaga €s
szorasa a 2. tablazatban lathato, illetve a 10. abra D paneljén). Ez azt jelenti, hogy a
folyamatosan magas szinti néi nemi hormonok jelenléte védelmet biztositott a stresszel
szemben, ugyanis megakadalyozta a tliskeszinapszisok szdmanak csokkenését.
Osszehasonlitva a Veh-IS és Horm-IS csoportokat, szignifikdns kiilonbség lathat a CA3sl/sr
¢s a DGsm régiokban (p < 0,01; TK-teszt), mig a CAlsr régioban az eredményeink szerint
nincs kiilonbség (p = 0,412; TK-teszt). A Veh-NS és Horm-NS 6sszehasonlitasnal a CA3sl/sr
¢s a DGsm régiokban szignifikans kiilonbséget nem kaptunk (p > 0,6; TK-teszt). A CAlsr
régioban kiilonbséget talaltunk a két csoportnal, mivel a Horm-NS csoportnal kevesebb
szinapszist szamlaltunk, mint a Veh-NS csoportndl (p < 0,02; TK-teszt). Ez a kevesebb
szinapszisszam kozel azonos volt a Veh-IS allatainal mért szinapszisszdmmal (p = 0,647; TK-

teszt).
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szinapszisszam

x 10°
(atlag = SD)
CAl 1,945 3,015 1,784 2,950 2,428 4,879 2,120 2,031
sr
+0,167 + 0,065 +0,118 +0,239 + 0,260 +0,377 +0,277 +0,247
2,363 4,879 2,382 4938 4,374 6,947 5,011 5,048 +
CA3sl/sr
+0,253 +0,477 + 0,069 +0,207 +0,148 +0,290 +0,619 0,173
DG 2,252 3,015 2,061 3,288 2,745 6,590 3,280 3,106
sm
+0,019 +0,249 +0,246 +0,213 +0,227 +0,233 +0,094 +0,147

2. tablazat. Az adott csoportokon beliil, a stressznek kitett (IS) és a stressznek ki nem tett (NS) allatokon szamlalt

teljes hippokampuszra eso tiiskeszinapszisok szamanak atlaga és szordsa (= SD)

9. abra. Elektronmikroszkopos felvétel egy stressznek ki nem tett, terhesség utani csoportba tartozo allat (PpD-

NS) CAlsr régiojabol

A felvételen nyilakkal abrazoltuk a dendrittiiskékre érkezd aszimmetrikus szinapszisokat. A 1épték mérete 500

nm.
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10. abra. 4 stressznek kitett (IS) és a stressznek ki nem tett (NS) dllatok hippokampalis tiiskeszinapszisszamainak
osszehasonlitasa

A diagramokon a csoportokban mért tiiskékre érkezd szinapszisok teljes hippokampuszra esé szamanak atlagat

és szorasat (= SD) tiintettiik fel. Az A panelen jol lathatd, hogy a kontrollcsoport (Veh) stressznek kitett allatai

(teli sziirke) szignifikansan kevesebb tiiskeszinapszissal rendelkeztek, mint az ugyanezen csoport stressznek ki

nem tett allatai (csikos sziirke) mindharom mért hippokampalis régioban (*p < 0,04; TK-teszt). A B panelen az
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A panelen lathatéakhoz hasonlé modon a terhesség utani csoport (PpD) stressznek kitett allataindl (teli sarga)
szignifikdnsan kevesebb tiiskeszinapszist szamlaltunk, mint az ugyanezen csoport stressznek ki nem tett
allatainal (csikos sarga), mindharom mért hippokampalis régiéban (*p < 0,01; TK-teszt). A C panelen a
prodsztrusz csoport (ProE) stressznek kitett (teli kék) és ki nem tett (csikos kék) allataiban szamolt
tiiskeszinapszisok mennyiségét abrazoltuk. A két alcsoport kozotti kiilonbség itt is jol lathaté mindharom mért
hippokampalis régioban (*p < 0,01; TK-teszt). Azt is megfigyelhetjiik, hogy a ProE-NS allatok szinapszisszama
mindharom mért régidban szignifikdnsan magasabb, mint a Veh-NS allatoké (++p < 0,02; TK-teszt). Kiilonbség
lathaté még a ProE-IS CA3sl/sr régioban kapott szinapszisszamnal, dsszehasonlitva azt a Veh-IS CA3sl/sr
régidban kapott szinapszisszamokkal (+p < 0,001; TK-teszt). A D panelen a terhesség utani kezelt csoport
(Horm) stressznek kitett (teli piros) és ki nem tett (csikos piros) allataiban mért hippokampalis tiiskeszinapszisok
szamat abrazoltuk. Jol lathat6, hogy a két alcsoport kozott nem kaptunk szignifikdns kiilonbséget egyik
hippokampalis teriileten sem, ezért a CA3sl/sr és DGsm teriileteken a Horm-IS allatok szinapszisszama

magasabb volt, mint ugyanezen teriiletek Veh-IS szinapszisszama (+p < 0,01; TK-teszt). Kevesebb szinapszist

........

<0,02; TK-teszt).

Hormonszintek vizsgalata

A szérumhormonszint-mérés eredményeibdl a varianciaanalizis alkalmazasaval az
deriilt ki, hogy a hormonkezelés hatdssal volt a menekiilési teszt utani kortikoszteron szintekre

(F325=11,340; p < 0,001; egyszempontos ANOV A-teszt).

Kontrollcsoport (Veh): A kontrollcsoport (n = 8) menekiilési teszt utan vett
vérmintaibol kidertiilt, hogy a kortikoszteron szérumkoncentracidja 345,15 + 36,40 ng/ml, ami
magasnak szamit, €s erds stresszhatds alkalmaval mérhetd (Brummelte ef al., 2006) (11.
abra). A gonadalis szteroidok szérumszintje az alkalmazott mérési modszer érzékenysége

alatt volt.

Terhesség utani csoport (PpD): A terhesség utani csoport (n = 8) kortikoszteron
szérumkoncentracidja a menekiilési teszt utdn 366,29 + 26,22 ng/ml volt (11. abra), ami nem
kiilonbozott szignifikansan a kontrollcsoportban mért kortikoszteron koncentraciotol (p =
0,993; TK-teszt). Az ovarialis hormonok szérumszintje az alkalmazott mérési moddszer

érzékenysége alatt volt.
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Proosztrusz csoport (ProE): A prodsztrusz csoportnal (n = 5) a szérum kortikoszteron
koncentracidja 259,94 + 25,46 ng/ml, ami nem kiilonbozott szignifikdnsan egyik csoport
kortikoszteron szintjétél sem (p > 0,05; TK-teszt) (11. abra). A 17-B-0sztradiol
szérumkoncentracioja 11,24 + 1,12 pg/ml, mig a progeszteron koncentracidja 3,99 + 0,54
ng/ml volt. Ezek a koncentraciok megfelelnek az 0Osztrusz fazisban mérhetd
hormonkoncentracionak (Bridges, 1984), ugyanis a 27. napra iddzitett prodsztrusz szintek a

28. napra lecsokkentek.

Terhesseg utani kezelt csoport (Horm): A terhesség utani kezelt csoportnal (n = 8) a
17-B-0sztradiol szintje 323,13 + 76,90 pg/ml, a progeszteron szintje pedig 5,10 + 1,53 ng/ml.
A kortikoszteron mért koncentracidja azonban 140,21 £+ 34,51 ng/ml, ami szignifikansan
alacsonyabb, mint a kontroll- vagy a terhesség utani csoportban mért koncentraciok (p <
0,001; TK-teszt) (11. abra). Ez az érték parhuzamban a menekiilési teszt eredményeivel azt
mutatja, hogy a folyamatos magas dozisti hormonkezelés megvédte a szervezetet az erds
stresszhatas ellen. Osszehasonlitva a prodsztrusz csoportban mért kortikoszteronszinttel, a két

csoport kozott nem volt szignifikans kiilonbség (p = 0,104; TK-teszt).

B Veh
PpD
ProE

ng/ml = Horm
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4004 1
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Kortikoszteron szérumkoncentracio

Q4

11. abra. 4 menekiilési teszt végeztével mért kortikoszteron szérumkoncentraciok

s

csoport (Horm; piros) kortikoszteronkoncentracidja szignifikansan alacsonyabb volt, mint a tobbi csoportnal (p <

0,001; TK-teszt).
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MEGBESZELES

Doktori munkdm folyaman az agykérgi szinapszisok fajok kozotti kiilonbségét és a
posztpartum depresszidban jatszott szerepét kutattuk elektronmikroszkdpos- és magatartast
vizsgalo technikakkal. Eredményeinkbdl kideriil, hogy az emberi agykéregben lejatszodo
hatékony szinaptikus serkentés hatterében a preszinaptikus terminalisokban taldlhaté nagyobb
szamu dokkolt vezikula a felelds, ugyanis mind a vezikuldk siirisége, mind a preszinaptikus
aktiv zondk teriilete az emberi agykéregben kétszerese a ragcsalokénak. Munkankbol az is
kideriil, hogy a ndéi nemi hormonok szintjének sziilést kovetd drasztikus csokkenése
stresszérzékenységet okozhat, igy a sziilés utdni stressz csokkent hippokampalis

tiiskeszinapszis-mennyiséget eredményez, ami a terhesség utani depresszio hatterében allhat.

A human kosarsejtekre érkezo helyi serkent6 szinaptikus bemeneteket

multivezikularis neurotranszmitter felszabadulas jellemzi

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

A kapott eredményekbdl azt lathatjuk, hogy amig egy patkény kosarsejtre érkezd
serkentd szinapszisaban atlagosan csak egy dokkolt vezikula vesz részt, addig a human
mintadkban mért serkentd szinapszisokban a dokkolt vezikulak atlagos szdma négy. Ebbdl a
négyszeres kiillonbségbdl és a hozzajuk tartozo aktiv zona teriiletb6l meghatarozhaté az egy

dokkolt vezikulara es6 aktiv zéna teriilet, mely a human mintakban koriilbeliil fele akkora
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(0,012 um?), mint a patkany mintikban (0,025 um?). Tudomésunk szerint a mi munkéank ad
eloszor becslést a Katz-féle funkcionalis szinaptikus felszabaduldsi helyek teriiletére az
emberi agykéregben (del Castillo & Katz, 1954) és ad lehetdséget a ragesalokkal vald
osszehasonlitisara. Osszehasonlitd6 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 zondk tovabbi ultrastrukturalis vizsgalata
sziikséges. Erdekes lenne megvizsgalni, hogy ez a fajspecifikus kiilonbség érvényes-e minden
kozponti idegrendszeri sejtkapcsolatban, vagy esetleg ez csak az agykérgi mikrohaldzatok
egyedi jellemzdje.

A munkank azon eredménye, miszerint egy patkany piramissejt aktiv zonajahoz
atlagosan egy dokkolt vezikula tartozik, Gsszhangban van a ragcsalokon végzett korabbi
eredményekkel (Gulyas et al, 1993; Silver, 2003; Bir6 et al., 2005), valamint azzal a
hipotézissel, miszerint egy aktiv zonabol egyszerre csak egy vezikula szabadulhat fel (Korn et
al., 1982). Ezzel szemben az emberi agykérgi méréseinkbdl szdrmazo adatok szerint ezekre a
szinapszisokra multivezikularis neurotranszmitter felszabadulas jellemzé (Rudolph et al.,
2015). Fontos megemliteniink, hogy eredményeink mindkét faj esetében nagy szorast
mutatnak, és az aktiv zondk teriilete pozitivan korrelal a rajtuk talalhatdé dokkolt vezikuldk
szamaval. gy a multivezikularis neurotranszmitter felszabaditds az agykéregben nem humaén
specifikus, hanem eléfordul a ragcsalok nagyobb teriileti aktiv zondiban is (Rudolph et al.,
2015).

Eredményeink részletes valaszt adnak arra a kérdésre, hogy milyen mechanizmuson
keresztiil alakulnak ki az emberi agykéregre jellemzd egy sejt aktivitdsa altal kivaltott
eseménysorozatok (Molndr et al., 2008; Komlosi et al., 2012; Szegedi et al., 2016), melyek a
Hebb-féle neuronhédlozatok kialakitdsdban kulcsszerepet jatszhatnak. A mechanizmus
mozgatdrugoja a piramissejtek €s az egyes posztszinaptikus interneuronok kozott kialakulo
hatékony kapcsolatok, melyek az emberi agykéreg funkciondlis felépitésére jellemzo
csomopontok (hub) kialakitasaért és fenntartasaért lehetnek felelések (Hagmann et al., 2008).
A hatékony helyi serkentd kimenetekkel rendelkezd piramissejtek ugyanilyen hatékonyak
lehetnek a projekcios agykérgi teriileteiken, ahol képesek Ilehetnek a tdliikk tavoli
inerneuronokon is hasonléan hatékony kiiszob feletti hatast kialakitani. A tavoli idegsejteken
valo hatékony serkentés jellemz6é az ugynevezett ,kis vildg” hélézatokra (Park & Friston,

2013), amely halozatok feleldsek lehetnek a komplex idegrendszeri mitkodésekért.
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Ujonnan kideriilt, hogy ezek az altalunk vizsgalt hatékony serkentd szinapszisok
hatékonysaga jelentdsen lecsokken a preszinaptikus sejt erds aktivitasa esetén (Szegedi et al.,
2016). Ennek a jelenségnek a hatterében az extracellularis glutamat megemelkedett
koncentracioja all, amely hasonl6 modon egyes betegségmodellekben a betegséggel egyiitt
jaro szinapszisvesztés okozoja (Segal, 1995; Wu et al., 2007). A szinaptikus kapcsolatok
pontos mitkddésének megértése €s a fajok kozotti kiilonbségek felfedése pontosabb képet ad
az idegrendszer és betegségeinek megértéséhez, és hosszutavon segitséget nyujthat ezen

betegségek kezelésében is.

A terhesség utani stressz szinapszisszam-csokkenést és depresszios

viselkedést eredményez

Jelen tanulmanyunkban bemutattuk, hogy a pszeudoterhesség utani id6szakban, a
hormonmegvont csoport (PpD) allatai hippokampalis szinapszisszam-csokkenéssel reagaltak
az elkeriilhetetlen stresszre. Ez az eredmény megegyezik egy kordbbi megfigyelésiinkkel,
ahol a depresszio kialakulasat vizsgaltuk ndstény patkdnyokon (Hajszan ef al., 2010). Ezen
korabbi tanulményunkban a kezeletlen kontrollcsoport teljesitett hasonléképpen a
magatartastesztben, mint a jelen tanulmany PpD csoportja. Ezek az adatok azt a
hipotézisiinket tdmasztjadk ala, miszerint a sziilés utdn bekdvetkezd stressz a hippokampusz
tiiskéire érkezd szinapszisok szamanak csokkenésével jar. Azt is bemutattuk kisérleteinkben,
hogy a stressz ellen a ndéi nemi hormonok magas szinten tartdsa védelmet biztositott a
hippokampadlis tliskeszinapszisoknak, vagyis a stressz nem okozott szinapszisszam-
csokkenést. Meg kell emliteniink, hogy a hippokampalis CAlsr régioban a stressznek ki nem
tett hormonkezelt csoport (Horm-NS) szinapszisainak szama megegyezett a kontrollcsoport
stressznek alavetett allatainak (Veh-IS) szinapszisszamaval. Ez az eredmény nem tamasztja
teljes mértékben ald a n61 nemi hormonok altal kozvetitett szinapszisvédd hatast. Tovabba, a
szérumkortikoszteron-koncentraciok alapjan 1wgy tinik, hogy a szinapszisvédd hatés,
legalabbis részben, a stresszvalasz mérséklésén keresztiil megy végbe. Munkénkban azt is
bemutattuk, hogy a nemi hormonok a prodsztrusz fazisra jellemzé koncentracioban nem
képesek kifejteni a stresszel szembeni szinapszisvédelmezd hatasukat.

A kisérleteinkben alkalmazott aktiv menekiilési teszt eredménye szépen korrelal a

stresszt kovetéen meghatarozott hippokampalis tiiskeszinapszisok szdmaval. Ebben a
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magatartasvizsgalatban a magasabb menekiilési latencia €s a tobb menekiilési hiba kevesebb
szinapszisszammal parosult (PpD és Veh csoportokban), a kisebb latencia és kevesebb
hibaszam tobb hippokampalis szinapszisszammal kapcsolddott 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 hippokampalis szinapszisszam-
csokkenés €s a depresszids magatartas kozott kapcsolat all fenn (Hajszan et al., 2010) és ez a
kapcsolat a terhess€g utani stressz esetén is kimutathat6.

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.

A stressz hatasa az anyai idegrendszerre

A sziilés utani depresszid egyik fo rizikofaktora a stressz (Lancaster et al., 2010;
Davey et al., 2011; Stewart, 2011; Hillerer et al., 2012). Szamos, ragcsalokon végzett
tanulmany szamol be arrol, hogy a terhesség alatti tartdos stressz a sziilést kdvetden
szorongasos viselkedést és a sziildi gondoskodasban valé deficitet okoz (Darnaudéry et al.,
2004; Smith et al., 2004; O’Mahony et al., 2006; Brummelte & Galea, 2010; Hillerer et al.,
2011). Human vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy a terhesség alatti iddszakban az erds stressz
(Pawluski et al., 2016), tovabba csokkenti a prefrontélis kéregben és a bazalis eldagyi nucleus
accumbens héj régidjaban 1év0é principalis sejtek dendrittiiskéinek szdmat és a
dendritarborizaciojuk stirtiségét (Leuner et al., 2014; Haim et al., 2016), mig noveli a gyrus
cinguli kérgi régidban a szinaptofizin szintjét és a bazolaterdlis amigdalaban a dendrittiiskek
szamat (Gemmel ef al., 2016; Haim et al., 2016). E valtozasok egy részét antidepresszéans-
kezelésekkel vissza lehetett forditani (Gemmel et al., 2016; Haim et al., 2016). A terhesség
utan ért stresszhatas ennél sokkal kevésbé kutatott és ismert. A szervezetben stressz hatasara
megnovekszik a kortikoszteron koncentracioja (Kant ef al., 1987), igy indirekt médon mar
vizsgaltak a stressz kimenetelét terhesség utdn, magas dozist kortikoszteronnal kezelt

allatcsoportokon, ahol csokkent hippokampalis neurogenezist (Brummelte et al., 2006) és
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csokkent dendrittiiske-stiriséget figyeltek meg (Hillerer et al., 2014). Tehat jelenlegi
megallapitasunk, miszerint a terhesség utan az anya szervezetét érd erds stressz kivalthatja a
depressziv viselkedést - valdszintisithetden a hippokampalis tliskeszinapszisok csokkent
széama altal - hianypo6tld ezen kutatési teriileten.

A hippokampalis tiiskeszinapszisok szdmanak stressz okozta csokkenése tobb
esemény lancolatanak az eredménye, melyek tobbek kozott glilkokortikoidok €s glutamat altal
medidltak. Az akut stressz gliikokortikoidok altal kdzvetitve nagymértékii hippokampalis
glutamat felszabadulast okoz (Lowy et al., 1993; Abraham et al., 1998). A nagymennyiségben
felszabaduld glutamat NMDA receptor aktivacion keresztiil végbemend excitotoxikus
dendrittiiske vesztéshez vezet (Segal, 1995; Wu et al., 2007), amely az altalunk tapasztalt
hippokampalis tliskeszinapszisszdm csokkenése mogott allhat. Ezt a mechanizmust tdmasztja
ala kutatdcsoportunk korabbi eredménye is, miszerint a magas dozisu kortikoszteron-kezelés
az elkeriilhetetlen stressz hatasat reprodukalva tliskeszinapszisszam vesztéshez €s depressziv
magatartas kialakulasahoz vezet (Hajszan et al., 2009).

A fentiekben leirt kutatasi eredmények fontos szerepet jatszanak a terhesség utani
depresszio kialakuldsanak megértésében. Sajnalatos modon a terhesség utan kialakult
depressziordl a jelenlegi ismereteink még nem elégségesek és eltdrpiilnek a major depresszid
kutatasanak eredményei mellett (Hajszan et al., 2010; Kang et al., 2012). A terhesség utani
depresszio alatt végbemend szinaptikus valtozasokrdl jelenleg nincsen direkt ultrastrukturalis
bizonyitékunk, igy remélhetleg a jelenlegi 4llatmodelles eredményeink segithetnek

megérteni ezt a feltérképezetlen teriiletet.

Az 0sztrogén és a progeszteron szerepe

A Galea és munkatarsai altal eldszor alkalmazott szimulalt terhességi allatmodellben
(Galea et al., 2001) a hormonmegvonas kihatassal volt a hippokampdalis neurogenezisre
(Green & Galea, 2008). Ezzel 0sszhangban a jelenlegi kisérleteink is azt mutatjak, hogy mar
egyediil a nemi hormonok megvonasa (PpD-NS és Veh-NS csoportok), stresszmentesen is, a
prodsztrusz szintekhez képest (ProE-NS csoport) cs6kkentik a hippokampalis kapcsolatok
szamat a terhesség utani idészakban. Ezt az eredményt mas kutatdsok is aldtamasztjak,
miszerint a petefészek eltavolitasaval az allatban hippokampalis szinapszisszadm-csokkenés

figyelheté meg, amit az dsztrogén potlasa visszafordit (Woolley & McEwen, 1992; Leranth et
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al., 2008). A hormonmegvonas viselkedésre gyakorolt hatasdt Onmagdban ebben a
kisérletsorozatban nem vizsgaltuk, mivel egy el6z6 munkankban az ovarium eltavolitdsa utdn
depressziv viselkedést figyeltiink meg, ami hippokampalis tiiskeszinapszis-vesztéssel parosult
(Hajszan et al., 2010).

Eredményeink azt mutatjak, hogy a sziilés utan a nemi hormonok terhességi szinten
tartdsdval (Horm csoport) az elkeriilhetetlen stressz okozta karosodds nem jelentkezik.
Megfigyelésiinket kiegészitik klinikai vizsgalatok is, amelyek igazoljak az Osztrogénkezelés
elonyeit a terhesség utani idészakban, amivel a posztpartum depresszid tiineteit sikeresen
enyhitették (Sichel et al, 1995; Gregoire et al., 1996; Studd & Panay, 2004). Az
allatmodelleken végzett kisérletek szintén azt mutattdk, hogy az Osztrogén csokkenti a
depressziv magatartast és potencirozza az antidepresszansok hatasat (Rachman et al., 1998;
Frye & Wawrzycki, 2003; Estrada-Camarena ef al., 2004). A terhességi hormonalis szintekkel
ellentétben, érdekes mddon, a nemi hormonok prodsztrusz szintje nem tudja kivédeni a
terhesség utdn ért stressz karos hatasat. Ez az eredmény Osszhangban van kordbbi
kutatasokkal, miszerint az akut stressz csokkenti vagy akar el is torli az Osztrogén ¢€s az
antidepresszansok hatdsat a hippokampalis tiiskeszinapszisokon (Frick ef al., 2004; Hajszan et
al., 2010). Ez az eltérés a terhességre €s a prodsztruszra jellemzd hormonszintek hatasa kozott
valdszinilileg a kisérletek kozotti kiilonbségekkel magyarazhatd, mint példaul az 6sztrogén
adagolasanak hossza €s dozisa, vagy az alkalmazott stressz mértéke.

A terhesség utani idészak alatt a folyamatosan magas koncentracioban jelen levé nemi
hormonok (Horm csoport) a szinaptikus ¢és a viselkedésbeli hatdsokon tul a
szérumkortikoszteron-szintet is alacsonyan tartjak a sziilés utani stressz bekovetkezésének
ellenére. Ez az eredménylink parhuzamban van tobb korabbi tanulméannyal, melyek a ndi
reproduktiv rendszer és a stressz kozotti Osszefiiggést vizsgaltak (Chrousos et al., 1998).
Ezekbdl a tanulmanyokbol kideriil, hogy a néi nemi hormonok hatékonyan képesek
leszabélyozni a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese (HPA)-tengely aktivitasat (Douglas et al.,
1998; Wartella et al., 2003; Slattery & Neumann, 2008; Pawluski et al., 2015). A HPA-
tengely leszabalyzasaval kialakuld csokkent stresszérzékenység képes lehet a
gliikokortikoid/glutamat/excitotoxicitas lancreakcié mérséklésére, mely folyamat egyébként a
hippokampadlis tliskeszinapszisok szdmanak csokkenéséhez vezetne. Ez a mechanizmus,
legalabbis részben, magyarazhatja az altalunk tapasztalt szinapszisvédelmezd hatast. Erdekes
modon a ndéi nemi hormonok stresszvalaszt mérsékld hatdsa nagyon hasonlit egyes régota

alkalmazott antidepresszansokéra, melyek a kedélyallapot javitasat feltételezhetden a stresszre

51



valo érzékenység megfékezésével érik el (Barden et al., 1995; Nemeroff & Owens, 2004;
Pawluski et al., 2012).

Az eddigi kutatasok, amelyek a posztpartum depresszid6 hormondlis aspektusait
vizsgaltak, foleg az Osztrogénmegvonas hatdsara helyezték a hangsulyt (Galea et al., 2001;
Stoffel & Craft, 2004; Green & Galea, 2008). Ennek eredményeképpen a progeszteron
kikeriilt a kutatdsok homlokterébdl, holott hatékonyan képes befolyasolni a stresszre adott
véalaszokat és a neurondlis aktivitast. A progeszteron egyik metabolitja, az allopregnanolon
nevii neuroszteroid, példaul oOpioid dependens modon képes gatolni a terhesség alatti
stresszérzékenységet (Brunton et al., 2009). Egyéb progeszteron-szarmazék neuroszteroidok
pedig hatékonyan potenciroznak egyes GABA 4 receptorokat (Bitran & Dowd, 1996; Stell et
al., 2003; Oléh et al., 2009), ami az idegsejtek alacsonyabb aktivitdsdhoz, és igy alacsonyabb
glutamat felszabadulashoz vezet (Stell et al., 2003). Ezen mechanizmusok hib4ja a stresszre
vald érzékenységhez, és igy posztpartum depresszidhoz vezethet. Ezzel 6sszhangban azok a
transzgén egerek, amelyek GABA, receptorai képtelenek a neuroszteroid altali
potencirozodasra, depresszids magatartast €s szorongdsos viselkedést mutatnak, tovabba zavar

mutatkozik az anyai gondoskodasukban is (Maguire & Mody, 2008; Mostallino et al., 2009).
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OSSZEFOGLALAS

Az agykéreg a sejtes szervezOdés legkomplexebb struktirdja. 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, nemtdl, kortdl és egészségi allapottol fliggden. Agyunk f6 feladata, hogy a kiilsé €s belsd
kornyezetbdl érkezd, folyamatosan valtozo és hatalmas mennyiségli informéciot feldolgozza,
tarolja és arra megfeleld valaszt adjon. Ezen feladatok ellatasat az idegsejtek és a koztiik 1évo
szinaptikus kapcsolatok valtozatossaga és plaszticitasa teszi lehetové.

A szinapszison keresztiili jelatvitelt Castillo és Katz tanulmanyozta és irta le mint a
szinaptikus transzmisszié ma mar széles korben elfogadott kvantalis modelljét, melynek azota
az anatomiai hatterére is fény derlilt. A neurotranszmitter a preszinaptikus sejt
axontermindlisaiban vezikulumokban raktidrozodik. A szinaptikus transzmisszio folyaman
ezek a vezikulumok szabaditjdk fel a benniik 1évé neurotranszmittert, ami a szinaptikus résbe
iriilve a posztszinaptikus sejten fejti ki hatasat. A felszabaditasra vard vezikulumok a
preszinaptikus aktiv zonahoz (AZ) horgonyzodnak (dokkolt vezikulak), és az akcios potencial
hatasara exocitdzissal iirlilhetnek. Ezek a vezikuléris neurotranszmitter-csomagok okozzak a

szinaptikus transzmisszio kvantalis természetét.

Disszertaciom elso fele a fajok kozott megfigyelt agykérgi szinapszisok kiilonbségét
vizsgalja fény- és elektronmikroszkopos technikakkal.

Az agykérgi piramissejtek glutamaterg szinapszisaikkal serkentik a helyi gatlo
sejteket. A legszélesebb korben alkalmazott ragesalo-modellallatokon mar tobb tanulmany is
késziilt ezen kapcsolatok miikodésérdl. Ezek a szinaptikus kapcsolatok atlagosan 1-4 mV
amplitddojiak, melyek altaldban egyediil nem képesek a posztszinaptikus interneuronon
akcios potencialt kivaltani. Ezzel ellentétben, az emberi agykéregben ugyanezen szinapszisok
joval hatékonyabbak: egy piramissejt egyetlen akcids potencialja képes lehet a kornyezd
gyorsan tiizeld interneuronokat nyugalmi membranpotencialjukrol kiiszob f61¢ depolarizalni
¢s akcios potencidlba vinni. A hatékony serkentés hatdsara poliszinaptikus haloézatok
aktivalodnak, amelyek a Hebb-féle haldzatok alapjaul szolgalhatnak.

Az elektronmikroszkopos vizsgélataink kiértékelése alapjan fajspecifikus kiilonbséget
taladltunk a gyorsan tiizeld kosarsejtekre érkezé serkenté bemenetekben. A kiilonbség

megmutatkozik mind az aktiv zona méretében, mind a jelatvitelben részt vevd dokkolt
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vezikulak szamaban, valamint a boutonok térfogatdban. Az aktiv zonak atlagos mérete human
mintadkban kétszer nagyobb, mint a patkdny mintakban mérteké. Tovabba a dokkolt vezikuldk
striségében is kétszeres kiillonbség lathatdé a két faj kozott, igy Osszességében
szinapszisonként atlagosan négyszer tobb dokkolt vezikula talalhaté egy kosarsejtre érkezo
serkentd boutonban emberben, mint patkdnyban. Az aktiv zéna mérete €s a hozzajuk tartozo
dokkolt vezikuldk mennyisége pozitivan korreldlnak egymdssal mindkét fajban. Tovabba a
human mintakban mért boutonok térfagata is nagyobb (haromszor), mint a patkany mintdkban
meért serkentd axonterminalisoké.

A kapott eredményekbdl azt lathatjuk, hogy amig egy patkény kosarsejtre érkezd
serkentd szinapszisdban atlagosan csak egy dokkolt vezikula vesz részt, addig a human
mintakban mért serkentd szinapszisokban a dokkolt vezikulak atlagos szama négy. Ebbdl a
négyszeres kiilonbségbdl és a hozzajuk tartozo aktiv zdéna teriiletb6l meghatarozhatd az egy
dokkolt vezikuldra es6 aktiv zona teriilet, mely a human mintdkban koriilbeliil fele akkora
(0,012 um?), mint a patkany mintikban (0,025 um?). Tudomasunk szerint a mi munkéank ad
eloszor becslést a Katz-féle funkcionalis szinaptikus felszabaduldsi helyek teriiletére az

emberi agykéregben és ad lehetdséget a ragesalokkal valo dsszehasonlitasara.

Disszertaciom masodik felében a terhess€ég utani depresszid anatémiai hatterét
vizsgaltuk.

A major depresszid patomechanizmusanak egyik f6 komponense a hippokampusz
mitkddésének rendellenessége. A rendellenes miikodéssel egyiitt jar a hippokampusz
térfogatanak csokkenése, a hippokampalis neurogenezis hanyatldsa és a triszinaptikus kort
alkotd tiiskeszinapszisok szaménak csokkenése, amelyek hatékony antidepresszans-
kezelésekkel visszafordithatdak vagy megakadéalyozhatoak. Habar a legutobbi kutatasi
eredmények beszamolnak a hippokampusz anyai stressz indukalta strukturalis valtozasairol,
kozvetlen elektronmikroszkopos eredmény a hippokampusz szinaptikus valtozasairol
posztpartum depresszidban jelenleg nincs.

Korabbi kutatdsok alapjan a ndéi nemi hormonok megvondsa stresszre vald
érzékenységet eredményezett a sziilés utani idészakban. Mar a petefészek eltavolitdsaval
bizonyos fokii magatartas kovetkezik be, amit az elkeriilhetetlen stressz felerdsit. Ezzel a
megfigyeléssel 0sszhangban a jelenlegi kutatasunk bemutatja, hogy a sziilést kovetd stressz a
hormonmegvont pszeudoterhességi allatmodelliinkén 1is hasonlé kart okozott, azaz a
hippokampusz triszinaptikus szervezddésének minden szintjén az aszimmetrikus szinaptikus

kapcsolatok szaméanak csokkenéséhez vezetett, amely az informdaciddramlas és igy a
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hippokampusz diszfunkcidjat eredményezheti. A stressz hatassal van szamos agyteriiletre,
azonban a depressziv viselkedés kialakulasdban ezek koziil a hippokampusz jatszhat
kulcsszerepet, mivel az részt vesz a tanulds és memoria folyamatokban, a stresszvalasz
visszacsatolasaban ¢és a motivacidért felelds agyteriiletek modulaciojaban.  Tehat a
hippokampalis diszfunkcié hozzéajarulhat a kognitiv képesség hanyatlasahoz ¢és a
motivaciovesztéshez, amik a terhesség utani depresszio és a major depresszid gyakori tiinetei.

Jelen tanulmanyunk azt is megmutatta, hogy a ndéi nemi hormonok magas
koncentracidja (ami a terhesség alatt mérhetd) védelmet biztosit a stressz ellen a
hippokampalis tliskeszinapszisoknak. Fontos megemliteniink, hogy ez a szinapszis-védelmezd
hatas egyiitt jar a menekiilési teljesitmény javuldsaval a menekiilési tesztben, vagyis a
csOkkent depressziés magatartassal. Ezek az eredmények is alatdmasztjdk a major
depresszional felallitott hipotézisiinket, miszerint a szinapszisvesztés hozzéjarul a depressziv
tiinetek kialakuldsdhoz, igy a szinapszisok védelme elméletileg kedvezd terapids hatassal

jérhat.

55



SUMMARY

The cerebral cortex is one of the most complex cellular structures. The human cerebral
cortex consists of 10'° neurons and the same number of glial cells, which accounts for 90% of
all the cellular elements. The number of synaptic junctions connecting neurons ranges from
10" to 10" depending on gender, age, and health. The main task of our brains is to process,
store and respond to an ever-changing and vast amount of information from external and
internal environments. These tasks are put into effect by the variety and plasticity of the
neurons and their synaptic connections.

The widely accepted quantal model of the synaptic transmission was formulated by
Castillo and Katz and since then the anatomical backround of the synaptic transmission has
became clear. The neurotransmitter is stored in vesicles of the axon terminals of the
presynaptic cell. During synaptic transmission, these vesicles release their neurotransmitter
content into the synaptic cleft, exerting its effect upon the postsynaptic cell. The vesicles
anchored to the presynaptic active zone (docked vesicles) are waiting to be released by a
presynaptic action potential arriving to the axon terminal. The the quantum nature of synaptic
transmission are caused by these vesicle neurotransmitter packets.

The first part of my PhD thesis deals with the ultrastructural differences between rodent and
human cortical synapses using light- and electron microscopic techniques.

Pyramidal cells of the cerebral cortex excite local inhibitory interneurons via their
glutamatergic axon terminals. Over the past decades several studies were performed to
elucidate the workings of these connections in rodents, the most commonly used model
animals. The excitatory postsynaptic potentials evoked by these connections in the rodent
cortex have an average amplitude of 1 to 4 mV, which is hardly enough to drive the
postsynaptic interneuron to fire action potentials. As opposed to that, these connections are far
more efficient in the human cerebral cortex: a single action potential in the presynaptic
pyramidal cell is sufficient to depolarize the surrounding fast spiking axo-axonic and basket
cells above their firing threshold. Single action potentials of human neurons are sufficient to
recruit Hebbian-like neuronal assemblies that are proposed to participate in cognitive
processes.

Our high resolution EM analysis identified species-specific differences in the AZ area,
the number of docked vesicles and the volume of presynaptic excitatory boutons terminating

on supragranular basket cells. The human AZs were on average twice as large, furthermore,
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when we counted docked vesicles in these AZs using the 20 nm thin serial section approach
we found a significantly larger number in human (4.2 £ 2.2 / AZ) compared to rats (1.3 0.8 /
AZ), resulting in a twice as large docked vesicle density in human. Our data allowed us to
provide the first estimate of the size of Katz’s functional release site of cortical synapses;
approximately 0.012 pm”> AZ membrane area in human and 0.025 um? in rats. Thus, the space
that harbors a functional release site or a docking site seems to be substantially smaller in

human AZs.

The second part of my PhD thesis deals with the anatomical background of postpartum
depression.

The hippocampus participates in the stress response, and its compromised function is a
central component in the pathomechanism of major depression. Compromised hippocampal
function in major depression is correlated with reduced hippocampal volume, suppressed
adult hippocampal neurogenesis, and loss of spine synapses along the trisynaptic loop, and
these structural impairments are all prevented/reversed by effective antidepressant treatment.

Although recent studies have demonstrated hippocampal structural modifications that
are related to maternal stress and mood disorders, direct electron microscopic evidence of
synaptic remodeling along the trisynaptic circuit in PPD is presently not available.

Earlier research suggests that withdrawal of female reproductive hormones creates
vulnerability to stress during the postpartum period. In accordance with this theory, we have
previously shown in the rat learned helplessness paradigm that withdrawal of ovarian
hormones alone leads to hippocampal spine synapse loss and development of depressive
behavior, but these responses are only partial and become exacerbated after exposure to
inescapable stress. In line with these previous findings, the present study demonstrates that
‘postpartum’ stress in a hormone withdrawal model of PPD causes the loss of asymmetric
spine synapses along the hippocampal trisynaptic circuit, potentially disrupting signal flow
and leading to a dysfunctional hippocampus. Among several brain areas that are affected by
stress and mood disorders, the hippocampus plays an important role, as it is strongly involved
in learning and memory, in feed-back regulation of the stress response, and in modulating the
motivation circuitries. As a result, deteriorating hippocampal function may contribute to the
joint development of cognitive decline, loss of motivation, and derailed stress response, the
common symptoms of PPD and major depression. On the other hand, the present study also
indicates that pregnancy levels of gonadal steroids protect hippocampal spine synapses

against the detrimental effects of ‘postpartum’ stress. Importantly, this synaptoprotection is
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associated with improved escape performance, i.e., decreased depressive behavior. These
results, along with our synaptogenic hypothesis of depression, suggest that protecting spine
synapses by muting the stress response and/or by curbing neuronal excitability may be valid

therapeutic options for preventing and treating postpartum affective illness.
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