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1. Bevezetés 

A környezeti és belső ingerekre adott stresszválasz célja a homeosztázis 

fenntartása, a szervezetet megóvása a negatív ingerektől és a hasonló jövőbeli 

behatások hatékonyabb elkerülése, kompenzációja. A krónikusan megjelenő stressz 

olyan, a fiziológiástól eltérő elváltozásokat okozhat különböző szervrendszerekben – 

így a központi idegrendszerben is – melyek számos mentális zavar kialakulásában 

játszhatnak szerepet. 

A krónikus stressz több genetikai tényezővel közrejátszva hozzájárul a 

globálisan jelentős szociális, gazdasági és egészségügyi terhet jelentő major 

depresszió (Major Depressive Disorder, MDD) kialakulásához (Flint & Kendler, 2014; 

Shadrina et al., 2018). Ismert, hogy MDD-s betegek egyes agyi régióinak – köztük a 

prefrontális kéreg (prerfontal cortex, PFC) és a hippocampus (HC) – elváltozása 

közrejátszik a betegség kialakulásában (Duman & Aghajanian, 2012b; Phillips et al., 

2015). A krónikus stressz a HPA-tengelyen (hipotalamusz-hipofízis-mellékvesekéreg 

tengely) is zavart okoz, mely szintén hozzájárulhat az MDD kialakulásához (Jacobson, 

2014; Ross et al., 2017). 

Bizonyos agyterületek hangsúlyosabb szerepet kapnak a stressz- és 

érzelemszabályozásban – többek közt a prefrontális kéreg, amygdala és hippocampus, 

melyekben a stressz funkcionális és morfológiai elváltozásokat okoz (Leuner & Shors, 

2013). Krónikus enyhe stressz (chronic mild stress, CMS) hatására megváltozik 

többek közt a PFC citoarchitektúrája, csökken a dendritfa komplexitása és ezáltal a 

szinaptikus kapcsolatrendszer is redukálódik (Kolb & Gibb, 2015). A HC bizonyos 

GABAerg periszomatikus gátló interneuron-populációinak (parvalbumin pozitív 

kosársejtek, PV+) denzitása is lecsökken CMS-t követően (Czéh et al., 2005, 2015). 

Az MDD egyik legjobban validált állatmodellje, a CMS hatására a HPA-

tengelyen szisztémás stressz-válasz keletkezik (Willner, 2017). A stressznek kitett és 

arra érzékeny kísérleti állatok esetében könnyen számszerűsíthető az MDD-ben is fő 

tünetként jelentkező anhedónia erőssége, mely a jutalomra és örömszerzésre adott 

csökkent reakció (Willner, 2017). CMS során a folyamatosan variált mikrostresszorok 

által a HPA-tengely aktivitása és a stresszre adott válaszreakció erőssége fenntartható 

(Radley & Sawchenko, 2015). 
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A környezettel összehangolt fiziológiás és kognitív működést, a zsigeri 

folyamatok viselkedési mechanizmusokkal való összehangolását szabályozó régiók 

összefoglaló neve a limbikus rendszer (Mesulam, 2000). A limbikus rendszer legfőbb 

projekciós célpontja a prefrontális kéreg, a hipotalamusz, a hippocampus és azon 

kortikális régiók, melyek a viselkedés és motoros válaszreakciók irányításában 

játszanak szerepet (Herman et al., 2005). 

A PFC szoros kapcsolatban áll más az érzelmeket, memóriát és kognitív 

folyamatokat vezérlő agyi központokkal is. Az infralimbikus kéreg (mPFC IL) egyik 

legfontosabb feladata a krónikus stresszre adott válaszok koordinálása (Flak et al., 

2012). Az mPFC neuronok arborizációja stressz hatására redukálódik (Cook & 

Wellman, 2004; Liston et al., 2006; Liu & Aghajanian, 2008; Radley et al., 2004, 

2006), így a dendritfa átrendeződés alapján a régióban található szinapszisok 

számának elváltozása is várható. 

A hippocampus a téri tájékozódásban, tanulásban és kognitív működésben 

nélkülözhetetlen agyi képlet (Sigurdsson & Duvarci, 2016), melyre a stressz is negatív 

hatással van (Lucassen et al., 2014; McEwen et al., 2015). A CMS a neuronális 

működés és struktúra malformációját okozza, mely leginkább a HC neuronok 

dendritfájának zsugorodásában, az arborizáció komplexitásának csökkenésében és a 

teljes HC térfogatcsökkenésében mutatkozik (Bessa et al., 2009). Immunhisztokémiai 

vizsgálatok által ismert, hogy a HC piramissejtek szómáján létrejövő szinaptikus 

kapcsolatok kizárólag GABAerg axo-szomatikus gátlást közvetítenek (Megías et al., 

2001). A GABAerg inhibíció kritikus szerepet tölt be a HC piramissejtek tüzelési 

mintázatának szabályozásában (Buzsáki & Wang, 2012; Wang, 2010), melynek 

jelentős részét a HC parvalbumin pozitív (PV+) GABAerg interneuronjai biztosítják 

(Freund & Buzsáki, 1996; Markram et al., 2004; Ribak et al., 1990). A krónikus stressz 

képes befolyásolni a GABAerg interneuronok működését és az általuk képzett 

neuronális gátlást, így megváltoztatva a limbikus rendszer, főként a hippocampus 

rendszerszintű működését. 

A neuronok egymás közötti kommunikációjának dedikált zónája a szinapszis. A 

csökkent szinaptikus plaszticitás hozzájárulhat funkcionális zavarokhoz, valamint 

depresszióban a hangulat és az érzelmek normális kontrolljának elváltozásához (Liang 

et al., 2019). Elektronmikroszkópos vizsgálatokkal igazolt, hogy a krónikus stressz a 

szinapszisok számbeli csökkenéséhez, átrendeződéséhez és felépítésének 

elváltozásához vezethet a hippocampusban (Magariños et al., 1997). 
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Újabb elméletek szerint a stresszválasz kulcsfontosságú szereplői a 

mitokondriumok (MIT), melyek szerkezete és hálózata egyaránt sérül a krónikus 

stressz hatására (Allen et al., 2021; Picard et al., 2018). A mitokondriumok zavarai 

károsan befolyásolhatják a szinaptikus kommunikációt, a plaszticitást és a túlélést, és 

szerepet játszanak neurodegeneratív folyamatokban (Fischer et al., 2018). 

Feltételezhető, hogy a krónikus stresszben és MDD-ben megjelenő viselkedésbeli 

elváltozások megjelenésében a MIT ultrastrukturális elváltozásai is szerepet játszanak. 

2. Célkitűzések 

Kutatásaink során a CMS-re érzékeny agyi régiók (HC CA1, mPFC IL) 

elváltozásainak elektronmikroszkópos igazolása volt. A szinaptikus kapcsolatok 

feltételezett denzitás-, és struktúrabeli változásait vizsgáltuk és eredményeinket 

összevetettük az eddigi tanulmányok megfigyeléseivel. Célunk volt továbbá az mPFC 

IL neuronjaiban található mitokondriumok számának és morfológiájának analízise 

CMS-t követően. 

A kontroll és kezelt csoportok összehasonlítása mellett továbbá szándékunkban 

állt kontroll adatok közlése, melyek új információkat szolgáltathatnak az egészséges 

patkány agy anatómiájának részletesebb megértéséhez. 

Részletes céljaink az alábbiak voltak: 

1. Meghatároztuk, hogy CMS hatására, az mPFC IL areájában bekövetkező 

strukturális elváltozások ultrastrukturálisan, a szinapszisok számában is 

tapasztalhatók-e. 

2. CMS kezelést követően vizsgáltuk a kontroll, és anhedóniás csoportok 

közt feltételezhető különbséget az mPFC IL neuropil axo-spinózus 

szinapszisainak morfológiájában. 

3. Megvizsgáltuk, hogy a CMS okoz-e elváltozást a mitokondriumok 

számában és morfológiájában az mPFC IL kéreg neuropiljében. 

4. Vizsgáltuk, hogy a CMS hatására mutatkozó PV+ neuronszám csökkenést 

a HC CA1 piramissejtjein képzett periszomatikus gátló szinapszisok 

számbeli csökkenése is követi-e. 

5. Megvizsgáltuk, hogy a CMS-nek kitett csoport HC CA1 PV+ sejtszám 

csökkenését a terminálisok és szinapszisok morfológiájának elváltozása is 

követi-e. 
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3. Anyag és módszer 

3.1 Állatok 

A CMS-paradigma kivitelezése és az állatok agyának kivétele a dániai Aarhus 

Egyetemen, Prof. Ove Wiborg munkacsoportja által történt. A vizsgálatainkhoz felnőtt 

hím Wistar patkányokat (Taconic, Dánia) használtunk fel. A kontrollcsoportban n = 5 

patkány, míg a stresszelt csoportban n = 4 állat szerepelt. Az állatok ad libitum 

hozzáférhető tápját és vízét, és a cirkadián ritmust csak a stressznek kitett csoport 

esetében változtattuk a CMS protokollnak megfelelően. 

3.2 Depresszió állatmodell  

A CMS protokoll során a kezelt, stresszre érzékeny patkányokban anhedóniás 

állapot alakul ki. Az állatokat két homológ csoportba osztották baseline 

szacharózfelvételük alapján, majd a kezelt patkányokat 9 héten át mikrostresszoroknak 

tették ki. A kontroll csoport egyedeit zavartalanul, standard körülmények között 

tartották. A stressz procedúra hét különböző stresszort tartalmazott: egy periódus 

váltakozó világítás, stroboszkóp, páros elhelyezés, táp-, vagy vízmegvonás, két 

periódus nedves alom és három periódus 45º-ban megdöntött ketrec. 

Az állatok viselkedését szacharóz fogyasztási teszttel (sucrose consumption test, 

SCT) kategorizálták. A CMS-re érzékeny állatok szacharózfelvétele csökkent a 

baseline-hoz képest, amely a depresszióhoz hasonló anhedóniás viselkedésre utal. 

Kutatásunkhoz a kontroll állatok mellett erősen anhedóniás állatokat alkalmaztunk. 

3.3 Perfúzió, Agyszövet Preparáció és Immunhisztokémiai Jelölés 

Az állatok túlalatatása nátrium pentobarbitállal (200 mg/ml feloldva 10%-os 

etanolban) történt, ezt követően jéghideg 0.9%-os fiziológiás sóoldattal, majd 0.1 M 

foszfátpufferben (PB, pH 7.4) oldott 0.2% glutáraldehidet tartalmazó 4%-os 

paraformaldehiddel (PFA) transzkardiális perfúziót hajtottunk végre. Az agyakat egy 

éjszakán át posztfixáltuk 4°C-on glutáraldehid nélküli PFA-ban. A szepto-temporális 

tengely mentén az egész PFC-ből és hippocampális formációból 80 µm vastag 

koronális sorozatmetszeteket készítettünk vibratóm használatával. Minden állatból két 

IL-t tartalmazó metszetet választottunk ki a Bregma 3.20 és 2.20 közötti 

sorozatmetszetek közül, majd ozmifikációt (1% OsO4 oldva PB-ben 30 percig) 

követően felszálló alkoholsorban víztelenítettük azokat (a 70%-os etanol 1% uranil-
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acetátot tartalmazott). A teljes dehidratációt követően a metszeteket propilén-oxidban, 

majd propilén-oxid és Durcupan gyanta keverékében inkubáltuk, a kiválasztott 

metszeteket „flat-embedding” eljárással Durcupan gyantába ágyaztuk (Fluka-Sigma-

Aldrich, Magyarország). A polimerizálódott (56°C-on, 48 órán át) mintákat 

fénymikroszkóp alatt ellenőriztük, majd a vizsgálat szempontjából releváns areákat 

(region of interest, ROI) kiválasztottuk újra-beágyazáshoz és az azt követő 

ultravékony metszetek készítéséhez. Az IL régiók azonosítását toluidine-vel festett 

félvékony (500 nm) metszeteken végeztük. Az ultravékony (60 nm) metszeteket Leica 

Ultracut UCT mikrotómmal készítettük, majd Formvar-bevonatú egylyukú réz 

gridekre gyűjtöttük őket. A minták kontrasztosítását uranil-acetáttal (Electron 

Microscopy Sciences, USA) és ólom-citráttal (Fluka-Sigma-Aldrich, Magyarország) 

végeztük. 

A HC metszeteken anti-PV immunhisztokémiai jelölést alkalmaztunk (Czéh et 

al., 2015). A protokoll összefoglalva: endogén peroxidáz gátlás 1% H2O2 

előkezeléssel; aspecifikus kötőhely blokkolás 5% normál kecske szérummal (Vector 

Laboratories); egy éjszakán át tartó inkubáció monoklonális anti-parvalbumin 

antitesttel (1:10 000, Swant, Cat #: 235). Az antigén-antitest reakciót biotinilált anti-

egér másodlagos antitesttel történő inkubációval (1:200; Vector Laboratories), majd 

azt követő avidin-biotin-torma peroxidáz (1:200; Vectastaine Elite ABC Kit, Vector) 

és DAB (1:200; DAB Peroxidase Substrate Kit, Vector) kromogén segítségével 

végeztük. Az anhedóniás és kontrollcsoportból származó metszeteket párhuzamosan 

inkubáltuk, kiküszöbölve a procedúra és a vizualizáció során esetlegesen fellépő fals 

eltérések lehetőségét. 

Az elektronmikroszkópos minták esetében a Triton X-100 használatát „freeze-

thaw” technikával helyettesítettük, mert előbbi használata az ultrastruktúra erős 

degradálódásához vezetne. Az immunjelölést követően a feljebb ismertetett általános 

EM mintaelőkészítés és beágyazás után a releváns CA1 régiókat kiválasztottuk, majd 

az ismertetett módon metszettük és kontrasztosítottuk. A képalkotást egy JEOL 1200 

EX-II transzmissziós elektronmikroszkóp (TEM) segítségével végeztük. 

3.4 A Neuronok, és Neuronális Struktúrák Kvantifikációja 

A mintákat random kóddal láttunk el a vizsgálói elfogultság kiküszöbölése 

érdekében. Az mPFC IL és a HC CA1 esetén összesen közel 8000 nagyfelbontású 

felvételt, 1000 piramissejtet, 25000 szinaptikus terminálist és 65000 mitokondriumot 



 
6 

elemeztünk számszerűsítés és morfológiai analízis céljából. 

A PV+ interneuronok denzitását a HC-ban random szisztémás 

fénymikroszkópos vizsgálatokkal határoztuk meg. A teljes dorzális hippocampust 

lefedő 80 µm vastagságú metszeteket tartalmazó sorozatból kiválasztott ~400 µm 

távolságra lévő metszeteket (n = 8-10) anti-PV immunhisztokémiával jelöltük. A PV+ 

interneuronok számolása minden HC alrégió (gyrus dentatus, CA1-3) esetében külön 

történt. A sejtek vizsgálata és kvantifikációja 200× nagyításon történt, az alrégiók 

kontúrjainak és rétegeinek manuális kijelölését követően. 

A HC CA1 dorzális régiójában található periszomatikus gátló szinapszisokat 

vizsgáltuk, kizárólag a stratum piramidale-ben. Kb. 20000× nagyításon identifikáltuk 

a régió axo-szomatikus szinapszisait. A kvantifikációhoz 5000×-50000× nagyítású 

felvételeket értékeltünk ki. Meghatároztuk a szómák kerületét, a szinaptikus 

membránhosszt, az aktív zónák számát és az axo-szomatikus terminálisok 

sejtmembránnal érintkező hosszát. 

Az mPFC IL régió esetében az agy metszése, és az EM felvételek készítése során 

random szisztémás mintavételt alkalmaztunk. Az ultravékony metszetekből minden 

állat esetében legalább 5-5 egyenlően elosztott, egymástól 5-6 µm-es távolságra lévő 

metszetet választottunk ki további analízisre. Minden állatból 10 ultravékony 

metszetet elemeztünk TEM segítségével melyekből mindegyik kortikális réteg 

esetében legalább tíz nem átfedő EM felvételt készítettünk. Így összesen 400-500 EM 

képet analizáltunk. A vizsgált régió kortikális rétegeit (I-VI) Gabbott és munkatársai 

(1997) anatómiai tanulmánya alapján határoztuk meg. 

A szinapszisok és mitokondriumok számolása és mérése 40000× nagyításon, 

~15 µm2 (3.87 ×3.87 µm) területű, „unbiased” számolási keretben történt. Az IL 

régióban az aszimmetrikus (I-es típusú) mellett a szimmetrikus (II-es típusú) 

szinapszisokat is elkülönítve számoltuk és mértük. 

Minden szinapszis azonosítása és tipizálása azok szinaptikus denzitásának 

formája, a szinaptikus vezikulák morfológiája és a szinaptikus rés alapján történt. 

Meghatároztuk továbbá az összekapcsolódó membrándenzitások által kialakított 

szinaptikus denzitás, és a hozzá kapcsolódó terminális membrán hosszát is. 

A mitokondriumok morfológiai vizsgálatát minden ötödik EM felvételen 

végeztük el. A MIT keresztmetszetek kontúrjából a kiértékelő szoftver segítségével 

számos morfológiai paramétert vizsgáltunk.  

Meghatároztuk továbbá a mielinizált axonok teljes számát és denzitását is a 
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különböző kortikális rétegek esetében. A vizsgálat során kapott számadatokat 

denzitásként, és a teljes régió volumenére vonatkoztatott szinapszis-, és 

mitokondriumszámban (térfogat × denzitás = teljes struktúraszám) határoztuk meg. 

Vizsgálataink során a CMS-el kezelt állatok hippocampusában és prefrontális 

régiójában egyaránt kerestük a neuronális degeneráció vagy sejthalál nyomaira utaló 

jeleket, mint pl. a kromatin állomány kondenzációja és a sejtmag fragmentációja, vagy 

a mitokondriumok megduzzadása és szétesése. 

3.5 Térfogatmérés 

Az infralimbikus régiók térfogatát a Cavalieri elv alapján határoztuk meg 

(Gundersen et al., 1988). A teljes IL kérget magába foglaló régióból koronális, 80 µm 

vastagságú szeleteket gyűjtöttünk. Minden harmadik (n=5-6) metszetben szoftveresen 

jelöltük a teljes IL kérget, és elkülönítve az I, II és III-VI-os kortikális rétegek 

keresztmetszeti areáját Gabbott és munkatársai (1997) közleménye alapján. Mivel 

makroszkóposan nem különíthetőek el elég pontosan a mélyebb (III-VI.) rétegek, így 

ezeket a térfogatmérések során egy csoportba vettük. A térfogatot a megmért régiók 

keresztmetszeti területe és a metszetvastagság szorzatából határoztuk meg. 

3.6 Statisztikai analízis, alkalmazott szoftverek 

A HC CA1 piramissejtek szómájának kerületét és a szinapszisok morfológiai 

paramétereit az Olympus iTEM szoftver használatával, manuális méréssel nyertük. 

Az mPFC IL régióban végzett szám- és morfológiabeli méréseket szintén 

manuálisan, a Neurolucida szoftver (Verzió 11.08.2, MicroBrightField, Williston, VT, 

USA) segítségével végeztük el. 

Az adatok statisztikai elemzését és az eredmények grafikai megjelenítését a 

GraphPad Prism v7.00 és Microsoft® 365 Word és Excel szoftverek segítségével 

végeztük. A szacharózfogyasztási adatokat kétutas varianciaanalízissel (ANOVA, 

stressz × idő) és azt követően Bonferroni post hoc teszttel elemeztük és értékeltük ki. 

A mérési adatok csoportszintű összehasonlítását kétoldali kétmintás t-próbával 

végeztük. A szinaptikus profilok és mitokondriumok csoportszintű paramétereinek 

összehasonlítását kétoldali kétmintás Student t-próbával végeztük, a struktúrák 

kortikális réteg-szerinti eloszlását kétutas varianciaanalízissel (ANOVA, stressz × 

kortikális réteg) és azt követően Sidak post hoc teszttel vizsgáltuk. A kapott 

eredményeket átlag ± S.E.M. (standard error of the mean) értékként ábrázoltuk. A 
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szignifikáns különbségeket p ≤ 0.05 valószínűség esetén * szimbólummal, p ≤ 0.01 

valószínűség esetén ** szimbólumokkal jelöltük. 

4. Eredmények 

4.1 A Krónikus Enyhe Stressz hatása a kísérleti patkányok viselkedésére 

A CMS hatására megjelenő anhedónia kvantifikációjára a szacharóz fogyasztási 

tesztet alkalmaztuk. A kilenc hétig tartó CMS szignifikánsan csökkentette az állatok 

szacharózfogyasztását, már a teljes protokoll befejezését megelőző hetekben is. 

4.2 Az IL kéreg szinapszisainak kvantitatív EM meghatározása és a 

szinapszisok kortikális megoszlása 

A két csoport átlagos értékeit és az összehasonlítások eredményeit az 1. táblázat 

mutatja. 

1. táblázat: Az mPFC IL kvantitatív EM analízis csoportátlagai 

 Kontrollcsoport (n = 4) Stressz csoport (n = 4) Statisztika eredménye 

A vizsgált areák teljes száma 1859 1672 - 

A vizsgált axonterminálisok teljes 

száma 
11755 8897 - 

A teljes szinaptikus denzitás (n/µm3) 5.97 ± 0.27 5.91 ± 0.26 n.s. 

Az aszimmetrikus szinapszisok teljes 

száma 
(1.15 ± 0.04) × 109 (0.98 ± 0.04) × 109 t = 2.84, P < 0.05 

Aszimmetrikus szinaptikus denzitás 

(n/µm3) 
5.46 ± 0.22 5.44 ± 0.25 n.s. 

A szimmetrikus szinapszisok teljes 

száma 
(1.06 ± 0.11) × 108 (0.83 ± 0.06) × 108 t = 1.77, P = 0.06 

Szimmetrikus szinaptikus denzitás 
(n/µm3) 

0.50 ± 0.06 0.46 ± 0.04 n.s. 

Terminális membránhossz (nm) 488.68 ± 11.20 482.07 ± 12.55 n.s. 

Szinaptikus membránhossz (nm) 207.17 ± 1.74 212.21 ± 3.40 n.s. 

Teljes mielinizált axonszám (1.00 ± 0.10) × 108 (0.68 ± 0.04) × 108 t = 2.63, P < 0.05 

Mielinizált axon denzitás (n/µm3) 0.47 ± 0.05 0.38 ± 0.03 n.s. 

Az adatok az átlag ± S.E.M. értéket mutatják.  

n.s.: Nem-szignifikáns különbség 
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A kortikális rétegek I. típusú szinaptikus denzitása a mélyebb rétegek felé 

csökkent, de szignifikáns különbség nem mutatkozott a csoportok között (1. ábra). 

1. ábra: A kortikális rétegek szerinti I. 

típusú szinaptikus denzitásértékek. 

Mindkét csoport esetében a mélyebb 

rétegek felé szignifikáns, 10-20%-os 

csökkenés látható (kétutas ANOVA, F(4,30) 

= 5.29, P < 0.005). 

 

A gátló szinapszisok denzitásértéke ezzel szemben mindegyik rétegben 

homogén eloszlást mutatott (2. ábra). 

2. ábra: A szimmetrikus szinapszisok 

kortikális eloszlása. A rétegek és 

csoportok között érdemi különbség nem 

mutatkozik a kétutas ANOVA alapján. 

 

 

 

A kontroll patkányok mPFC IL kérgi szinaptikus terminálisok 

membránhosszának átlaga 488.7 ± 13.5 nm (3. ábra), a szinaptikus kontaktusok hossza 

207.2 ± 1.8 nm volt. A stressznek kitett állatok esetén a terminálisokon képzett 

szinaptikus denzitások minden réteg esetén nagyobbnak mutatkoztak (4. ábra). 

3. ábra: Az axonterminálisok átlagos 

membránhosszának megoszlása 

homogén az egyes kortikális 

rétegekben. A kétutas ANOVA nem 

talált különbséget a kérgi rétegek és a 

két csoport között. 
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4. ábra: A szinaptikus denzitások 

membránhosszának megoszlása eltér 

az egyes kortikális rétegekben (kétutas 

ANOVA, F(4,30) = 3.51, P < 0.05) és 

szignifikáns különbség mutatkozik a 

csoportok között (kétutas ANOVA, 

F(1,30) = 4.32, P < 0.05). 

A membránhosszokhoz viszonyított szinaptikus denzitások aránya 52.7 ± 0.9 % 

volt, és 100 axonterminálison átlagosan 116.3 ± 2.0 szinapszist számoltunk. A kapott 

értékek a kezelt csoportban sem különböztek. 

A mielinizált axonok denzitása a mélyebb rétegekben volt a legmagasabb, 

különösen a VI-os rétegben, ahol az átlagos 0.47 ± 0.05 / µm3 érték háromszorosát 

mutatta (5. ábra). 

5. ábra: A mielinizált axonok 

denzitásának megoszlása az egyes 

kortikális rétegekben a kétutas ANOVA 

alapján szignifikánsan eltérő (F(4,30) = 

97,1, P < 0.0001), míg a csoportok között 

nincs különbség. 

 

4.3 A CMS hatása az IL térfogatára 

Az infralimbikus régió térfogata az anhedóniás állatok esetében szignifikánsan 

kisebb értéket mutatott (6. ábra).  

6. ábra: Az mPFC IL régió teljes 

volumenének csoportátlagai. (t próba, t 

= 3.57, ** P < 0.01). 

 

 

 

 

A kérgi rétegek térfogata a stressz és a kérgi rétegek esetében is elváltozott. A 
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stressz hatására leginkább a mélyebb (III-VI.) rétegek volumene redukálódott (7. 

ábra). 

7. ábra: Az mPFC IL térfogatának 

csoportátlagai kortikális rétegek szerint. 

A kétutas ANOVA szignifikáns 

különbséget mutatott a csoportok (F(1,18) 

= 17.75, P < 0.001; post hoc analízis, * 

P < 0.001) és rétegek (F(2,18) = 575.6, P 

< 0.001) között. 

4.4 A stressz hatása az IL kéreg szinapszisainak számára 

Meghatároztuk a régió szinapszisainak teljes számát, mely a krónikus stressz 

hatására szignifikánsan csökkent (8. ábra). 

8. ábra: Az I-es típusú serkentő 

szinapszisok IL-kéregben kalkulált 

száma. (t próba: t = 2.84, * P < 0.05). 

 

 

 

A szimmetrikus szinapszisok esetén a statisztikai analízis alapján nem tekinthető 

szignifikánsnak a csökkenés (9. ábra).  

9. ábra: A II-es típusú gátló 

kontaktusok IL-kéregben kalkulált 

teljes száma. (t próba: t = 1.77, P = 

0.06). 

 

 

Az I-es típusú szinapszisok kérgi megoszlása a stressz és a rétegek esetében is 

változott. A csökkenés a III-VI. kortikális rétegekben volt a legmarkánsabb (10. ábra). 
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10. ábra: Az aszimmetrikus 

szinapszisok száma különbözik a 

csoportok között (kétutas ANOVA, 

F(1,18) = 11.63, P < 0.01; post hoc 

analízis, * P < 0.05) és az egyes 

kortikális rétegekben (kétutas ANOVA, 

F(2,18) = 252.6, P < 0.0001). 

A II-es típusú szinapszisok száma a stressz és a kortikális rétegek esetében is 

változott (11. ábra). 

11. ábra: A II-es típusú gátló 

szinapszisok száma eltér a két csoport 

között (kétutas ANOVA, F(1,18) = 5.82, 

P < 0.05) és az egyes kortikális 

rétegekben (kétutas ANOVA, (F(2,18) = 

49.5, P < 0.0001). 

 

4.5 A CMS hatása az IL kéreg mitokondriumaira 

Az mPFC IL mitokondriumok számbeli és morfológia tulajdonságait a 2. 

táblázat mutatja (2. táblázat). A mitokondriumok teljes száma a stressz hatására 

szignifikánsan csökkent (12. ábra). 

12. ábra: Az IL régió mitokondrium 

száma szignifikánsan csökkent CMS 

hatására a kontroll csoporthoz képest 

(t próba t = 2.49, * P < 0.05).  

 

 

 

A mitokondriumok sűrűsége homogén a rétegek között, csupán gyenge 

tendenciózus csökkenés látható (13. ábra). A teljes mitokondriumszámok 

összehasonlításakor azonban markáns különbséget igazoltunk (14. ábra). 
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2. táblázat: Az mPFC IL mitokondriális EM analízis csoportos eredményei 

 Kontrollcsoport (n = 4) Stressz csoport (n = 4) Statisztika eredménye 

Denzitás (n/µm3) 16.43 ± 0.89 14.31 ± 1.55 n.s. 

Teljes szám (#) (3.47 ± 0.19) × 109 (2.70 ± 0.24) × 109 t = 2.50, P < 0.05 

Kerület (nm) 929.70 ± 31.17 977.90 ± 31.49 n.s. 

Terület (µm3) 0.06 ± 0.01 0.07 ± 0.01 n.s. 

Feret Min 186.30 ± 8.21 203.80 ± 17.90 n.s. 

Feret Max 352.80 ± 10.03 365.00 ± 15.39 n.s. 

Lapítottság 1.89 ± 0.02 1.83 ± 0.07 n.s. 

Kompaktság 0.75 0.76 ± 0.01 n.s. 

Forma faktor 0.83 0.85 ± 0.01 n.s. 

Konvexitás 0.998 0.999 n.s. 

Az adatok az átlag ± S.E.M. értéket mutatják. 

n.s.: Nem-szignifikáns különbség 

 

13. ábra: A mitokondriális denzitás kérgi 

rétegekre vonatkoztatott értékei. Csupán 

trendszerű, elenyésző csökkenés látható a 

stresszelt csoport esetében. 

 

 

 

14. ábra: Az mPFC IL régió 

mitokondriumainak teljes száma külön 

kortikális rétegekre vetítve. Különbség 

mutatkozik a rétegek (kétutas ANOVA, 

F(4,30) = 40.23, P < 0.0001) és a csoportok 

között (kétutas ANOVA, F(1,30) = 25.59, P 

< 0.0001; post hoc analízis, * P < 0,005).  
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4.6 A CMS hatása az IL kéreg mielinizált axonjaira 

A mielinizált axonok száma CMS hatására szignifikánsan csökkent (15. ábra). 

15. ábra: A stressz szignifikánsan, 30%-

al csökkentette a mielinizált axonok 

számát az IL kéregben (t próba, t = 2.63 

* P < 0.05). 

 

 

A különböző kortikális rétegekre vetített mielinizált axonszám a stressz és a 

rétegek esetében is eltér a két csoport között, főként a mélyebb (III-VI.) rétegekben 

csökken (16. ábra). 

16. ábra: A mielinizált axonok 

száma különbözik a csoportokban 

(kétutas ANOVA, F(1,18) = 6.71, P = 

0.01) és a különböző kortikális 

rétegekben (kétutas ANOVA, F(2,18) 

= 147.6, P < 0.0001; post hoc analízis 

* P < 0.05). 

4.7 A hippocampus CA1 parvalbumin-pozitív sejtjeinek 

fénymikroszkópos analízise 

Igazoltuk, hogy CMS hatására a dorzális HC mindegyik alrégiójában 

szignifikánsan csökkent a PV+ interneuronok száma (17. ábra). 

17. ábra: A PV+ interneuronok 

számának változása az egyes 

hippocampális alrégiókban. (t 

próba, * P < 0.05, ** P < 0.01).  
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4.8 A hippocampus CA1 axo-szomatikus szinapszisainak EM analízise 

A CMS protokoll nem okozott szignifikáns változást a kezelt csoport szinaptikus 

paramétereiben. A kontroll értékek, és a stresszelt csoport adatai a 3. táblázatban 

olvashatók. 

3. táblázat: A HC CA1 kvantitatív EM analízis csoportos eredményei 

 Kontrollcsoport (n = 5) Stressz csoport (n = 4) 

Az analizált piramissejtek száma 118 ± 14.74 (Σ 591) 128 ± 11.17 (Σ 510) 

Analizált terminálisok száma 507 ± 94.87 (Σ 2536) 577 ± 72.22 (Σ 2307) 

Terminális / szóma keresztmetszet (#) 4.19 ± 0.21 4.49 ± 0.20 

Terminális / 100 µm sejtmembrán (#) 10.12 ± 0.51 10.54 ± 0.29 

Terminális / szóma felszín (#) 56.61 ± 4.31 62.29 ± 6.84 

Átlagos szóma kerület (µm) 41.76 ± 1.86 42.80 ± 2.88 

Szinapszis / terminális arány (%) 32.13 ± 0.71 33.56 ± 1.68 

Szinapszis / 100 terminális (#) 119.57 ± 2.16 119.48 ± 2.82 

Átlagos terminális membránhossz (nm) 920.13 ± 24.50 898.35 ± 33.59 

Az adatok az átlag ± S.E.M. értéket reprezentálják. 

4.9 Neuronális degeneráció és sejthalál vizsgálata 

Az elektronmikroszkópos analízis során figyeltük az esetlegesen előforduló 

neuronális degenerációra és/vagy sejthalálra utaló szöveti elváltozásokat, melyek 

mindegyike könnyedén azonosítható akár kis nagyítású EM felvételeken is. Az mPFC 

IL régiójában és HC CA1 piramissejtrétegében vizsgált idegszövet egészségesnek 

mutatkozott, sem neuronális degenerációnak, sem pedig sejthalálnak nem találtuk 

jelét. 

5. Megbeszélés 

Kutatásainkat összefoglalva, elsőként igazoltuk a CMS által kiváltott szinapszis- 

és mitokondriumszám csökkenést patkányok mediális prefrontális kérgében. Más 

tanulmányokkal összhangban, az IL kéreg II-III-as rétegében található piramissejtek 

stressz által kiváltott dendritikus atrófiájára utaló indirekt jeleket találtunk (Goldwater 

et al., 2009; Izquierdo et al., 2006; Martin & Wellman, 2011; Perez-Cruz et al., 2007, 

2009; Radley et al., 2004). A neuropilben lévő szinapszisok számának csökkenése 

egyúttal jelezheti az axonok redukcióját is és a degeneráció által funkcionális zavar is 

jelentkezhet (Menon, 2011). 
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Az egészséges, és kóros agy pathomechanizmusának megértéséhez szükséges a 

szinapszisok morfológiájának és számának felmérése. Stresszelt állatok 

hippocampusában újra rendeződik az excitátoros szinapszisok kapcsolatrendszere 

(Donohue et al., 2006; Hajszan et al., 2009; Magariños et al., 1997; Sandi et al., 2003; 

Stewart et al., 2005) és a prefrontális kéregben is hasonló változás feltételezhető 

(Musazzi et al., 2015). 

Az általunk talált morfológiai elváltozások hátterében lehetnek olyan 

molekuláris folyamatok, melyek a jelátvitel elváltozását okozzák a stressznek kitett 

állatok prefrontális kérgében. Az AMPA és NMDA receptorok által mediált 

szinaptikus jelátvitel alulműködése által a glutamát-receptorok expressziója is csökken 

stressznek kitett állatok mPFC-jében, így előidézve kognitív zavarokat (Yuen et al., 

2012). Az MDD kórélettanában résztvevő faktorok közül – az MDD neuroplaszticitás-

alapú elmélete szerint - az egyik legjelentősebb az excitátoros szinapszisok strukturális 

és funkcionális elváltozása (Duman, 2014; Duman et al., 2016; Duman & Aghajanian, 

2012a; Licznerski & Duman, 2013; Popoli et al., 2011; Thompson et al., 2015; 

Timmermans et al., 2013). Ezáltal feltételezhető, hogy a szinaptikus rendszer 

elváltozása a limbikus rendszert negatívan befolyásolva a depresszióra jellemző 

kognitív zavarokhoz vezet. 

Az anhedóniás patkányok mPFC IL régiójában a teljes szinapszsisszám 

szignifikánsan csökkent. Szignifikáns növekedést találtunk a CMS-t elszenvedő 

állatok szinaptikus membránhossza esetén is. A megfigyelt elváltozás feltételezhetően, 

a szinapszisszám csökkenés hatásait ellensúlyozó kompenzációs mechanizmus. 

A mélyrétegek a teljes kortikális térfogat 65%-át tették ki, így bár a stressz 

hatására mindegyik kortikális réteg zsugorodott, ez leginkább a III-VI. rétegek 

kombinált csoportjában jelentkezett. A CMS 15-20%-os csökkenést okozott az 

anhedóniás állatok IL kérgi szinapszisainak számában, leginkább a III-VI-os rétegi 

aszimmetrikus szinapszisok esetén. A mielinizált axonok száma is csökkent a mélyebb 

rétegekben. Megfigyeléseink a CMS által az mPFC mélyrétegekben kiváltott 

szinapszisszám csökkenésről összhangban állnak korábbi kutatások eredményeivel, 

melyek a régióban található neuronok dendritfájának atrófiáját igazolták (Perez-Cruz 

et al., 2007; Shansky et al., 2009) is. 

Az mPFC IL mitokondriumai esetén szintén azt találtuk, hogy az organellumok 

teljes száma szignifikánsan csökkent (12. ábra) a CMS hatására. Bár az anhedóniás 

állatok MIT denzitása homogén (13. ábra), a stressz-indukálta számbeli csökkenés az 
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I-es rétegben a legerősebb (14. ábra). A MIT morfológiában nem volt különbség a 

csoportok között. A megfigyelt eltérések egyik oka lehet a neuronok pusztulásából 

következő térfogatredukció, mely végeredményben a mitokondriumok számának 

csökkenését idézi elő. A stresszválaszban is szerepet játszó glükokortikoid hormonok 

MIT glükokortikoid receptorokon kötődve apoptózist is kiválthatnak (Sionov et al., 

2006). Li és kutatócsoportja azt találták, hogy a stressz-expozíció a mitokondriumok 

morfológiai elváltozását okozza (Li et al., 2010). Egy másik elmélet szerint neuronok 

dendritfája zsugorodik és komplexitása csökken, és ez végeredményben a neuropil 

zsugorodásához vezet. A mitokondriumok számának markáns csökkenése az I. 

kortikális rétegben az apikális dendritfa stressz általi zsugorodásának és az axonok 

elvesztésének következménye lehet (Perez-Cruz et al., 2009; Wellman et al., 2020). 

Elmondhatjuk tehát, hogy a CMS okozta dendritfa redukció, és az axonok 

degenerációja együttesen térfogatcsökkenést okoznak a kortikális rétegekben, és 

feltételezhetően ennek hatására csökken az IL régióban az aszimmetrikus 

szinapszisok, mielinizált axonok és mitokondriumok száma. Az elváltozás így anélkül 

vezethet különböző kognitív funkciók zavarához, hogy a frontális kéreg neuronjai 

apoptotikus folyamatokat szenvednének el. 

A HC CA1 stratum piramidale piramissejtekre projektáló periszomatikus 

szinapszisok száma és morfológiája esetén sem találtunk különbséget a csoportok 

között annak ellenére, hogy CMS hatására a PV+ interneuronok denzitása csökkent a 

stresszelt állatok hippocampusában (17. ábra). Eredményeink egyik lehetséges 

magyarázata, hogy az axo-szomatikus szinapszisok a plasztikusabb axo-spinózus 

szinapszisokkal összehasonlítva konzerváltabb struktúrák, így átrendeződésük nem, 

vagy lassabban történik. 

A stressznek kitett patkányok HC PV+ interneuronok számbeli csökkenésének 

magyarázata lehet, egyfelől a stressz által okozott neurotoxikus környezet, vagy a 

neuronok által expresszált intracelluláris PV csökkenése, a detektálható koncentráció 

alá. Mivel a kontroll- és stresszelt csoport esetén is hasonlóságot mutattak a vizsgált 

paraméterek, arra következtethetünk, hogy a PV+ interneuronok pusztulása helyett az 

általuk expresszált fehérjék – köztük a parvalbumin – koncentrációja változik meg a 

kezelt csoportban. A PV-tartalom csökkenését más, a központi idegrendszert érintő 

betegségben is leírták, pl. az epilepszia állatmodelljében a kosársejtek PV-pozitivitása 

teljesen eltűnhet a HC CA1-ben (Scotti et al., 1997a, 1997b). Ismert, hogy krónikus 

stressz során a PV+ interneuronok túlzott excitációja megzavarja azok normál kalcium 
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puffer rendszerét (Hu et al., 2010). Valószínűsíthető, hogy a stressz hatására kialakuló, 

tartósan emelkedett Ca2+-koncentráció károsítja a PV+ neuronokat, ezáltal azok 

integritása, szerkezete és funkciója is elváltozik. A PV+ kosársejtek zavara a GABA 

által szabályozott ritmikus oszcillációkat is negatívan befolyásolhatja a 

hippocampusban. 

Dokumentáltuk továbbá az axo-szomatikus terminálisok és szinapszisok számát 

és morfológiai paramétereit a kontroll patkányok HC CA1 régiójában. Adataink 

összhangban vannak a kutatásokkal, melyek a rágcsáló hippocampusban 

számszerűsítik az inhibitoros szinapszisokat (Megías et al., 2001; Takács et al., 2015). 

Vizsgálataink során nem találtuk semmilyen nyomát neuronális degenerációnak 

és neuronpusztulásnak sem a stresszelt állatok m PFC IL kérgében, sem pedig a HC 

CA1 régiójában. Meg kell azonban említenünk azt is, hogy a hisztopathológiai 

kiértékelés az állatok feláldozása után történt, így a krónikus stressz protokoll során 

esetlegesen lezajló sejthalál nyom nélkül következhetett be, mivel az apoptotikus 

folyamatok rövid idő alatt lezajlanak. 

6. Az új eredmények összefoglalása 

A disszertáció alapjául szolgáló kutatásaink új eredményei az alábbiak: 

1. Bizonyítottuk, hogy CMS hatására a patkányok mediális prefrontális kérgi 

infralimbikus régiójában csökken az axo-spinózus szinapszisok száma. 

2. Kimutattuk, hogy a CMS-t követően a kezelt csoportban növekedik az axo-

spinózus szinapszisok aktív zónájának hossza. 

3. Dokumentáltuk, hogy a CMS-expozíció csökkenést okoz az infralimbikus 

régió mitokondriumainak számában, melyek morfológiája ezzel szemben 

változatlan marad.  

4. Leírtuk, hogy a CMS-t követően az anhedóniás patkányok hippocampusában 

a CA1 régió piramissejtjein képzett periszomatikus gátló szinapszisok 

denzitása nem változik. 

5. Kimutattuk, hogy a kezelt csoport hippocampus CA1 régiójában tapasztalt 

változások a terminálisok és szinaptikus kapcsolatok morfológiájában sem 

mutatkoznak. 

6. Végül olyan ultrastrukturális szinaptikus és mitokondriális kontroll adatokat 

dokumentáltunk az mPFC IL és HC CA1 esetén, melyek a jövőbeni 

transzlációs kutatások kivitelezését segíthetik. 
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