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Rövidítésjegyzék 
 

2-AG  2-arachidonoilglicerol 

5-HT2  5-hidroxitriptamin 

AC  adenilát-cikláz 

ACEA  (5Z,8Z,11Z,14Z)-N-(2-kloroetil)ikoza-5,8,11,14-tetraenamid 

aCSF  mesterséges agyfolyadék (artificial cerebrospinal fluid) 

AM  acetoxi metilészter 

AMPA  α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav 

ANT  anadamid membrántranszporter 

ATP  adenozin-5'-trifoszfát 

BAPTA 1,2-bis(o-aminofenoxi)etán-N,N,N',N'-tetraecetsav 

BDNF  "brain derived neurotrophic factor" 

cAMP  ciklikus adenozin monofoszfát 

ChAT  kolin acetiltranszferáz (choline acetyltransferase) 

CPCCOEt 7-(hidroxi-imino) ciklopropa[b]króm-n-1a-karboxilát-etil-észter 

D-AP5  D-2-amino-5-foszfopentanoát 

DB  Broca-féle diagonális szalag 

DGLα  diacilglicerol lipáz α 

DMSO  dimetil szulfoxid (dimethyl sulfoxide) 

DSE  depolarization-induced suppression of excitatory 

DSI  depolarization-induced suppression of inhibition 

EAAT  serkentő aminosav transzporter (excitatory amino acid transporter) 

eCB  endocannabinoid 

EGTA  etilén glikol tetraecetsav (ethylene glycol tetraacetic acid) 

EPSC  excitatórikus posztszinaptikus áram (excitatory postsynaptic current) 

FAAH  zsírsav-amid hidroláz (fatty acid amidohydrolase) 

GABA  gamma-amino-vajsav 

GAD  glutamát dekarboxiláz (glutamic acid decarboxylase) 

GIRK G-fehérje kapcsolt befelé egyenirányító K+ csatorna (G protein-coupled 

inwardly-rectifying potassium channel) 

GFAP  "glial fibrillary acidic protein" 

GLAST-1 L-glutamát/aszpartát transzporter 

GLT-1  gliális L-glutamát transzporter 

https://en.wikipedia.org/wiki/Amine
https://en.wikipedia.org/wiki/Amine
https://en.wikipedia.org/wiki/Ethane
https://www.google.hu/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCAQFjAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FG_protein-coupled_inwardly-rectifying_potassium_channel&ei=KjKIVcPTNqb9yQPh-IFw&usg=AFQjCNFkrI71lnas3uFY0u_QfxYMFKkUzg&sig2=oZJl4_Ldr-lwVjJtJZTdAA&bvm=bv.96339352,d.bGQ
https://www.google.hu/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCAQFjAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FG_protein-coupled_inwardly-rectifying_potassium_channel&ei=KjKIVcPTNqb9yQPh-IFw&usg=AFQjCNFkrI71lnas3uFY0u_QfxYMFKkUzg&sig2=oZJl4_Ldr-lwVjJtJZTdAA&bvm=bv.96339352,d.bGQ
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GPCR (GPR) G-fehérje kapcsolt receptor (G protein –coupled receptor) 

GPi  globus pallidus pars interna 

HEPES 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetánszulfonsav,(4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid) 

IL-1  interleukin 1 

IP3  inozitol 1,4,5-trifoszfát 

IPSC  inhibitorikus posztszinaptikus áram (inhibitory postsynaptic current) 

LDT  nucleus laterodorsalis tegmentalis (laterodorsal tegmental nucleus) 

LTD  hosszú távú depresszió (long-term depression) 

LTP  hosszú távú potencírozás (long-term potentiation) 

MAP  mitogén aktivált protein 

MGL  monoacilglicerol-lipáz 

mGluR I I-es csoportú metabotróp glutamát receptor 

mGluR II II-es csoportú metabotróp glutamát receptor 

mIPSC  miniatür inhibitorikus posztszinaptikus áram (inhibitory postsynaptic current) 

MPEP  2-metil-6-(feniletinil)piridin 

MS  mediális septum 

nAChr  nikotinos actilkolin receptor 

NAPE  N-arachidonil-foszfatidiletanolamin 

NAPE PLD N-acil-foszfatidiletanolamin- hidrolizáló foszfolipáz-D 

NAT  N-aciltranszferáz 

nBM  nucleus bazális magnocelluláris 

NBQX 2,3-  dihidroxi-6-nitro -7-szulfamoil-benzo[f]kinoxalin-2,3-dion, (2,3-

dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl benzo[f]quinoxaline-2,3dione) 

NMDA N-metil-D-aspartát 

OGB  Oregon Green BAPTA-1 AM 

P2X  purinerg 2-es típusú receptor 

PBS  foszfát puffer só (phosphate-buffered saline) 

PFA  paraformaldehid (paraformaldehyde) 

PE  foszfatidiletanolamin 

PIP2  foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfát 

PLC  foszfolipáz C 

PPN  nucleus pedunculopontinus (pedunculopontine nucleus) 

PPNc  nucleus pedunculopontinus (pedunculopontine nucleus) pars compacta 
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PPNd  nucleus pedunculopontinus (pedunculopontine nucleus) pars dissipatus 

RAS  retikuláris aktivációs rendszer (reticular activating system) 

REM  gyors szemmozgás (rapid eye movement) 

RMP  nyugalmi membránpotenciál (resting membrane potential) 

ROI  ”region of interest” 

SERCA szarko/endoplazmatikus retikulum Ca
2+

 ATPáz (sarco/endoplasmic reticulum 

Ca
2+

-ATPase) 

SIC  lassú befelé irányuló áram (slow inward current) 

SN  substantia nigra 

SNr  substantia nigra pars reticulata 

SOC  lassú kifelé irányuló áram (slow outward current) 

STN  nucleus subthalamicus (subthalamic nucleus) 

TASK „TWIK (two pore domain weak inward rectifying potassium channel) related 

acid sensitive potassium channel” 

TBS  tris puffer só 

TNFα  tumor nekrózis faktor α 

TRPV1 1-es típusú tranziens receptor potential vanilloid csatorna 

TTX  tetrodotoxin 

VGCC  feszültségfüggő Ca
2+

 csatorna (voltage-gated Ca
2+

 channels) 

VSOR térfogat érzékeny kifelé irányuló anioncsatorna (volume-sensitive outwardly 

rectifying) 

VTA  ventralis tegmentális area 

WIN55,212-2 (R)-(+)-[2,3-dihidro-5-metil-3[(4-morfolinil)metil]pyrrolo 

[1,2,3-de]-1,4-benzoxazinil]-(1-naftalenil)methanone mesylat  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Sarcoplasmic_reticulum
https://en.wikipedia.org/wiki/Endoplasmic_reticulum
https://en.wikipedia.org/wiki/Calcium
https://en.wikipedia.org/wiki/ATPase
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Bevezetés 

1. A központi idegrendszer kolinerg területei 
 

 Az emlősök kolinerg rendszere több régiót is magába foglal, amelyek a Ch1-Ch6-os 

csoportokba sorolhatók be.  A bazális előagy kolinerg projekciós neuronjai a Ch1-Ch4 

régiókat alkotják, melyek a mediális septumban, a Broca-magban, a nucleus basalisban 

(Meynert-féle mag) helyezkednek el, és ezek a kérgi és hippocampalis területek fő kolinerg 

forrásai.  A nucleus pedunculopontinus (PPN) projekciós neuronjaival (Ch5) együtt a nucleus 

laterodorsalis tegmentalis neuronjai (Ch6) főként a thalamus, a formatio reticularis, valamint a 

ventralis tegmentalis area (VTA) és a substantia nigra területét látják el kolinerg 

projekciókkal (Mesulam és mtsai., 1983), melyet az 1. ábrán szemléltettünk.  A nucleus 

laterodorsalis tegmentalis a PPN számára is biztosít kolinerg bemenetet. 

A kolinerg neuromoduláció több központi idegrendszeri működésben tölt be fontos 

szerepet: az alvás-ébrenlét, a tanulás és figyelem folyamatának szabályozásához járul hozzá 

(ld. Woolf és Butcher 2011).  A továbbiakban a kolinerg magvak közül a nucleus 

pedunculopontinussal kívánok részletesebben foglalkozni. 

 

1. ábra. A főbb kolinerg projekciók hálózata a központi idegrendszerben. A kolinerg magvakat 2 

fő csoportra osztjuk: bazális előagyi kolinerg rendszer és az agytörzsi kolinerg rendszer. A bazális 

előagyi kolinerg rendszer magába foglalja a mediális septumot (MS), a diagonalis szalag (DB)  

vertikális és horizontális ágait (Broca-mag) valamint a nucleus basalis magnocellularis-t (nBM).  A 

DB és az nBM horizontális ága gazdagon projiciál az agykéreg, bazolaterális amygdala és a bulbus 

olfactorius területeire. Az MS és a DB vertikális része a hippocampust ill. az entorhinális kérget látják 

el kolinerg bemenetekkel. Az agytörzsi kolinerg rendszer magába foglalja a nucleus 

pedunculopontinust (PPN) és a nucleus laterodorsalis tegmentalist (LDT), melyek főként 

szubkortikális struktúrákba projiciálnak (Newman és mtsai., 2012 alapján). 
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2. A nucleus pedunculopontinus (PPN) morfológiai és funkcionális 

sajátságai 
  

A PPN a pontomesenchephalicus tegmentumban található, és anatómiai 

elhelyezkedését tekintve caudalisan a nucleus parabrachialis, mediálisan a pedunculus 

cerebellaris superior, laterálisan a lemniscus lateralis, dorzálisan pedig a substantia nigra, 

nucleus cuneiformis és subcuneiformis határolja (2. ábra; Benarroch, 2013).  

 

 

2. ábra. A nucleus pedunculopontinus pozíciója 

emberi agytörzsben. RN = nucleus ruber, PPN = 

nucleus pedunculopontinus, LDT = nucleus 

laterodorsalis tegmentalis (Jenkinson és mtsai., 

2009; módosítva). 

 

 

 

A PPN-nek szerepe van szenzoros, motoros és kognitív funkciók kialakításában; fő 

funkciói közé sorolható a mozgásszabályozás, ezen kívül az alvás-ébrenlét fázisának 

szabályozása, és a startle reflex prepulzus gátlásában való részvétel (ld. Garcia-Rill, 1991, 

2011; Reese és mtsai., 1995; Janzen és mtsai., 2012).  

A PPN érintettségét számos kórélettani folyamatban is kimutatták.  Mind a PPN teljes 

pusztulása, mind a neuronok számának a csökkenése összefüggésben állhat bizonyos 

neurológiai, neuropszichiátriai megbetegedésekkel, mint pl. peduncularis hallucinózis, 

skizofrénia, valamint a vizuális hallucinációkkal járó Parkinson-kór (Benke, 2000; Garcia-

Rill, 1991; 2011; Janzen és mtsai., 2012).  A Parkinson-kór terápiájaként végzett végzett 

mély agyi stimuláció egyik lehetséges célpontjaként is felmerült a PPN (Pereira és mtsai., 

2012).  

A PPN kolinerg és nem-kolinerg (GABAerg, glutamaterg) neuronokból épül fel 

(Benarroch, 2013; Martinez-Gonzalez és mtsai., 2011).  A PPN kolinerg és nem-kolinerg 

neuronjainak aránya a magon belül változik, mely nagyban függ azok rostrocaudalis 

pozíciójától (3. ábra).  A PPN alapvetően két fő részre osztható, az egyik a pars compacta 

(PPNc), a másik a pars dissipata (PPNd).  A PPNc caudalisan található és többnyire nagy 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benarroch%20EE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23509047
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sejtekből épül fel, amelyek sűrűn fordulnak elő a mag dorso-lateralis részén.  A PPNd a mag 

rostrocaudalis tengelye mentén rostralisabban helyezkedik el, és főként kisebb és közepes 

sejtekből épül fel, a brachium conjuctivum rostjai és a centralis tegmentalis tractus régiója 

között.  A humán PPNc magban található neuronok 80-90%-a kolin acetiltranszferáz (ChAT) 

pozitivitást mutat.  Ezzel szemben a PPNd neuronjainak kisebb százaléka ChAT-pozitív, itt 

25-75% között volt a kolinerg sejtek száma (3. ábra; Olszewski és Baxter, 1982; Mena-

Segovia és mtsai., 2009; ld. Jenkinson és mtsai., 2009; Martinez-Gonzalez és mtsai., 

2011).  

 

3. ábra. A különböző típusú neuronok 

eloszlása a PPN-ben. A GABAerg neuronok 

főként a PPN rostralis részén lokalizálódnak, míg 

a kolinerg neuronok elsősorban a PPN caudalis 

régiójában fordulnak elő nagyobb arányban. A 

calbindin és calretinin kalciumkötő fehérjék 

megoszlása is rostrocaudalis gradienst mutat.  A 

GABAerg sejtek aránya a mag rostralis részén 

jelentősen megnő. Mint ahogy az ábrán is látszik, 

a PPN rostralis része mutatja a legnagyobb 

sejtdenzitást. SN=substantia nigra (Martinez-

Gonzalez és mtsai., 2011). 

 

 

A PPN-ben megtalálható kolinerg sejtek morfológiáját több fajban (patkányban, 

macskában, majomban és emberben) is vizsgálták.  Kimutatták, hogy a kolinerg sejtek 

szómájának mérete inkább közepes (kb. 20-30 µm), de előfordulnak kifejezetten nagy 

méretűek is (60-80 µm); attól függően, hogy mely régióban helyezkednek el. A szómák alakja 

szerint előfordul multipoláris, háromszögű, ovális és kerek sejt is.  A régión kívül eső sejtek 

szómája jóval kerekebb, mint a PPN-ben megtalálható sejtek.  Megfigyeltek mind mielinizált, 

mind pedig mielinizálatlan axonnal rendelkező neuronokat is, bár a nem mielinizált axonok 

ritkábban fordultak elő (ld. Reese és mtsai., 1995).  

A PPN neuronjai hosszú, elágazó axonokkal rendelkeznek, melyek az agy számos 

részével képeznek kapcsolatot. Így a PPN számos leszálló és felszálló projekció révén 

kapcsolatban áll a központi idegrendszerben számos agyterülettel. A PPN felszálló projekciói 

közé a colliculus superiorba, a substantia nigrába, a nucleus subthalamicusba, a lateralis 

hypothalamusba, a zona incertába, a globus pallidusba, a nucleus entopeduncularisba, a 

thalamusba, bazális előagyba és a frontális kéregbe küldött rostok tartoznak. A PPN-ből 

http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fnana.2011.00022/full#B80
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küldött leszálló projekciók célpontjai közé tartozik a periaqueductalis szürkeállomány, a 

nucleus reticularis, nucleus raphe dorsalis, nucleus raphe intermedius, nucleus raphe magnus, 

a ventralis tegmentalis area és a gerincvelő (főleg a cervicalis szegmentumok; ld. Garcia-

Rill, 1991; Reese és mtsai., 1995; Steriade és mtsai., 1988; ld. Winn és mtsai., 2006).  A 

PPN kapcsolatainak jó része reciprok összeköttetés.   

A PPN kapcsolatait a 4. ábra foglalja össze. 

 

4. ábra. A PPN kapcsolatai más agyterületekkel (PPN = piros terület).  

 Afferens rostok (fekete nyilak): A PPN glutamaterg bemenetet a nucleus subthalamicusből és 

a kisagykéregből, GABAerg bemenetet a globus pallidusból és a substantia nigrából, valamint 

szenzoros bemeneteket a gerincvelőből kap. A substantia nigra és a globus pallidus rostjai főként a 

PPNd glutamaterg neuronjait látják el, míg a gerincvelő főként a PPNc kolinerg sejtjeit.  

 Efferens rostok (piros nyilak): a substantia nigrát, globus pallidust, agykérget, thalamust, 

nucleus caudatus/putament, gerincvelőt és agytörzset látják el bemenetekkel. A gerincvelőbe projiciáló 

neuronok főként a PPNd glutamaterg neuronjaitól származik. A thalamusba és agytörzsbe projiciáló 

rostok a PPN kolinerg neuronjaitól erednek.  

 

A PPN sejtjeinek membránsajátságait tekintve a klasszikus leírás szerint 3 féle 

csoportot alkotnak (Kang és Kitai, 1990; Leonard és Llinas, 1990, 1994; ld. Steriade and 

McCarley, 2005).  Az I-es típusú sejtek spontán aktivitást nem mutatnak, de depolarizáló 

áramlépcsők hatására hosszú akcióspotenciál-sorozatot tüzelnek.  Előzetes hiperpolarizációt 

követő depolarizáció hatására kalcium-mediált, TTX-re nem érzékeny konduktancia 

aktiválódik, és "burst" típusú tüzelés alakul ki.  Ezen neuronok között nem fordult elő 

kolinerg neuron; valamennyien nem-kolinergnek (glutamaterg, GABAerg) bizonyultak (ld. 

Jenkinson és mtsai., 2009; Reese és mtsai., 1995).  Az I-es típusú neuronok között találunk 

kisebb, ill. közepes nagyságú sejteket is, alakjukat tekintve pedig vannak orsó, és háromszög 

alakú sejtek is.  A dendritek száma ezeknél a sejteknél 3-5 között van (ld. Jenkinson és 
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mtsai., 2009; Reese és mtsai., 1995).  A II-es típusú sejtek tranziens K
+ 

árammal (A-

árammal) és a lassú kalciumárammal rendelkeznek.  Egyes szerzők szerint viszont a II-es 

típusú sejtek egy alcsoportja csupán A-árammal rendelkezik, és az akciós potenciál tüzelésben 

nem játszik szerepet lassú kalciumáram (Takakusaki és mtsai., 1996; ld. Jenkinson és 

mtsai., 2009; Steriade és McCarley, 2005).  A II-es csoportú sejtek csak A-árammal 

rendelkező alcsoportját egyes szerzők III-as típusú sejtként írják le (Kang és Kitai, 1990), 

míg mások nem is tesznek említést a III-as típusú sejtekről (Zitella és mtsai., 2013).  A II-es 

típusú neuronok főként a PPN rostralis és középső részén találhatóak, spontánul is tüzelnek, 

és a „burst” típusú tüzelési mintázat mellett szabályos tüzelési mintázatot is mutathatnak. 

Hiperpolarizáló impulzus adása után a membránpotenciáljuk lassabban tér vissza a kiindulási 

értékre. Nagy amplitúdójú és széles akciós potenciáljaik vannak, lassú utóhiperpolarizációval; 

továbbá küszöb alatti membránpotenciál-oszcillációkkal.  Ezen neuronok 50-92 %-a kolinerg 

sejt.  A sejtek morfológiáját tekintve megfigyeltek közöttük közepes, ill. nagyméretű sejteket 

is, alakjukat tekintve pedig többnyire poligonális alakúak, 5-7 dendrittel körülvéve.  Mind az 

I-es és II-es típusú sejtek között találunk kisebb (<20 µm) és nagyobb (35 µm feletti) méretű 

sejteket (ld. Jenkinson és mtsai., 2009; ld. Reese és mtsai., 1995; Kang és Kitai, 1990; 

Leonard és Llinas, 1990, 1994; ld. Steriade és McCarley, 2005; 5. ábra)  A III-as típusú 

sejtek jelentős része ChAT negatív (közel 60%), bár sok kolinerg neuron is ide sorolható 

(Leonard és Llinas, 1994; ld. Steriade és McCarley, 2005). 

 

5. ábra. A PPN neuronjainak membránsajátságai. A. I-es típusú sejt hiperpolarizáló áram impulzus 

hatására „burst” típusú tüzelést mutat. B. A II-es típusú sejtre jellemző hiperpolarizáció hatására 

kialakuló szabályos tüzelési mintázat, ami a depolarizáló impulzus kezdetéhez képest késéssel jelenik 

meg (nyíl).  A késésben fontos szerepe van az A-áramnak. C. A II-es típusú sejtek másik csoportjára 
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jellemző mintázat melynek kialakításában az A-áram mellett szerepe van a kalcium áramnak is (l. 

nyilak; Takakusaki és mtsai., 1996). 

 

Az egyes sejttípusok tüzelési mintázatának a kortikális EEG-vel mutatott korrelációi 

alapján is csoportosíthatóak a PPN neuronjai (6. ábra; Mena-Segovia és mtsai., 2008; Ros 

és mtsai., 2010).  A kortikális lassú hullámú aktivitás aktív szakaszai alatt és a gamma-

aktivitás alatt tüzel a kolinerg neuronok zöme.  Egy kisebb populációjuk magas 

akcióspotenciál-tüzelési frekvenciát mutat (kb. 30 Hz), a lassú hullámú aktivitás passzív 

szakaszainak második felében tüzelnek és a gamma-oszcillációktól nem függ a tüzelési 

aktivitásuk.  A nem-kolinerg (glutamaterg és GABAerg) neuronok ugyancsak több 

funkcionális csoportba oszthatóak az in vivo tüzelési aktivitásuk alapján: a "csendes" 

(spontánul nem vagy alig tüzelő), a tónusosan tüzelő és az irregulárisan tüzelő neuronokra.  A 

"csendes" neuronok lassú hullámú kortikális aktivitás alatt nem vagy alig tüzelnek, míg a 

gamma-aktivitás alatt megemelkedik a tüzelési frekvenciájuk.  A tónusos tüzelési mintázatot 

mutató neuronok aktivitása nem függ a kortikális aktivitástól, míg az irregulárisan tüzelő 

neuronok csökkenthetik vagy növelhetik is a tüzelési frekvenciájukat a kortikális gamma-

aktivitással párhuzamosan (Ros és mtsai., 2010). 

 

6. ábra. A PPN kolinerg sejtjei megnövelik 

aktivitásukat a kérgi lassú hullámú aktivitás 

és gamma oszcillációk alatt.  
A-B. Neurobiotinnel jelölt és ChAT 

pozitivitást mutató sejt képe. C. A kolinerg 

sejtek tüzelési mintázata a lassú hullámú 

aktivitás aktív komponensével és a gamma 

oszcillációkkal szinkronban történik 

(fekete=elektrokortikogramm; szürke = gamma 

oszcilláció; piros = kolinerg sejt tüzelése). D-

E. Neurobiotinnel jelölt és ChAT 

immunpozitivitást nem mutató nem-kolinerg 

sejtek képe. F. A nem-kolinerg sejtek a lassú 

hullámú aktivitás passzív komponense alatt 

tüzelnek és tüzelési aktivitásuk a gamma 

oszcillációkkal nem mutat minden esetben 

összefüggést (fekete=elektrokortikogramm; 

szürke=gamma oszcilláció; kék=nem-kolinerg 

sejt tüzelése). Kalibrációs egyenes: 50 µm 

(Mena-Segovia és mtsai., 2008).  G. A PPN 

nem-kolinerg neuronjainak tüzelési mintázata a 

lassú hullámú aktivitás és szenzoros stimuláció 

hatásárabekövetkező deszinkronizáció alatt 

(Ros és mtsai., 2010). 
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A PPN-ben található sejtekből különféle neurotranszmitter, neuropeptid szabadulhat 

fel az acetilkolinon, glutamáton és GABÁ-n kívül, így például urotenzin II, opioidok, 

noradrenalin, szerotonin és dopamin.  A kolinerg neuronok képesek több transzmittert 

koexpresszálni, mint a glutamát, GABA, nitrogén-monoxid, valamint neuropeptideket mint a 

P-anyag (ld. Jenkinson és mtsai., 2009).  A PPN sejtjeire jellemző membránreceptorok 

között leírták az NMDA (n-metil-d-aszpartát), az M2, M3 és M4-es muszkarin típusú 

receptorokat mind a PPN, mind pedig az LDT neuronjain. Kimutatták a szerotoninerg, 5-

hidroxitriptamin 2-es (5HT2), hisztaminerg, GABAerg valamint a noradrenerg receptorokat is 

a kolinerg neuronokon (ld. Reese és mtsai., 1995).  Bár az endokannabinoid rendszer 

elemeinek morfológiai jelenlétét legjobb tudomásunk szerint a magban célzottan nem 

vizsgálták, számos funkcionális adat utal rá, hogy endokannabinoidok is termelődhetnek és 

CB1 receptor-függő módon fejthetik ki hatásukat (ld. Murillo-Rodriguez, 2008). 

 

3.  A kannabinoid szignalizáció 

3. 1. A kannabinoidok típusai, receptorai, hatásmechanizmusai 
 

Bár a Cannabis sativa származékának (azon belül is a legjobban ismert Δ
9
-

tetrahidrokannabinolnak) a pszichoaktív hatása ősidők óta ismert, viszonylag újonnan 

fedezték fel a receptorokat, amelyeken keresztül ez a hatóanyag kifejti a hatását.  Az első 

ilyen receptor (ami a CB1 nevet kapta), a kilencvenes évek elejére került leírásra (Devane és 

mtsai., 1988; Matsuda és mtsai., 1990).  Még később került felismerésre, hogy ezt a 

receptort endogén ligandok is képesek aktiválni, amely molekulák az endokannabinoidok 

néven váltak ismertté (szemben az exogén kannabinoidokkal, például a kannabisz 

származékaival; ld. Di Marzo és mtsai., 1998).  Számos ilyen lipidtermészetű vegyületet 

azonosítottak; elsőként az anandamidot.  Neve a szanszkrit "ananda" (belső öröm) szóból 

származik (Devane és mtsai., 1992).  A prototípusos anandamid mellett számos más 

endokannabinoid is létezik, mint pl. a 2-arachidonoil-glicerol (2-AG), az oleamid, a 

virodhamin, a noladin éter vagy az N-arachidonildopamin (ld. Murillo-Rodriguez, 2008; 

Freund és mtsai., 2003).   

 Az endokannabinoidoknak a CB1 receptoron kívül további receptorai is ismertek.  

Elsősorban, de nem kizárólag perifériás lokalizációban (tipikusan az immunrendszerben) 

található meg a CB2 receptor (Munro és mtsai., 1993), valamint több, ún. nem-CB1, és nem-

CB2 receptor.  Ide tartoznak a G-fehérje kapcsolt receptorok, a GPR55 (ld. Brown, 2007; 
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Drmota és mtsai., 2004) és a GPR119 (Overton és mtsai., 2006).  A fenti receptorokon 

kívül azonban az endokannabinoidok képesek direkt módon aktiválni más receptorokat és 

membránfehérjéket is (mint pl. az 1-es típusú tranziens receptor potenciál vanilloid csatorna 

(TRPV1), az 5-HT3 receptor, a nikotin típusú acetilkolin (nACh) receptor, az NMDA 

receptor, az opioid receptorok, a T-típusú kalciumcsatorna, a két pórus doménnel rendelkező 

TASK-1 kálium csatorna (TASK=„TWIK-related acid sensitive potassium channel”) csatorna 

vagy feszültségfüggő nátriumcsatorna; ld. Demuth és Molleman, 2006).  

Az endokannabinoidok szintézise és degradációja számos lépést magába foglal.  A 2-

AG szintézise során a feszültségfüggő kalciumcsatornákon történő kalciumbelépés vagy I-es 

csoportú metabotróp glutamátreceptor (mGluR I) aktiváció a foszfolipáz Cβ (PLCβ) enzimet 

aktiválja, ami a foszfatidilinozitol hidrolízisével diacilglicerolt hoz létre.  A diacilglicerolt a 

diacilglicerol lipáz α (DGLα) alakítja tovább 2-AG-vá (Katona és mtsai., 2006; ld. Katona 

és Freund., 2012; Castillo és mtsai., 2012). Az anandamid szintézisét ugyancsak a 

posztszinaptikus neuron depolarizációja és az intracelluláris kalciumszint emelkedése indítja 

el.  Szintézisében az N-acil-foszfatidiletanolamin-hidrolizáló foszfolipáz-D (NAPE-PLD) 

enzim játszik fontos szerepet (Okamoto és mtsai., 2007; ld. Di Marzo, 2011; ld. Castillo és 

mtsai., 2012). A 2-AG degradációjában a monoacilglicerol-lipáz (MGL) játszik kiemelkedő 

szerepet.  Ez az enzim képes a 2-AG hatásainak nagyságát és időtartamát is kontrollálni 

(Blankman és mtsai., 2007; Hashimotodani és mtsai., 2007; ld. Castillo és mtsai., 2012).  

Az anadamidot degradáló fő enzim a zsírsavamid-hidroláz ("fatty acid amide hydrolase", 

FAAH; Gulyás és mtsai., 2004), melynek gátlása (például UCM707-el) fokozza az anadamid 

felszaporodását a szinaptikus résben. Az endokannabinoidok szintézisét és degradációját az 7. 

ábra foglalja össze. 

 

7. ábra. Az endokannabinoidok szintézisének és degradációjának összefoglalása 
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 A CB1 receptor a G-fehérje kapcsolt receptorok közé tartozik.  A legtöbb forrás 

szerint Gi/o kapcsolt receptorként ismert, de Gs fehérjével is képes interakcióra (Bonhaus és 

mtsai., 1998; Maneuf és Brotchie, 1997; ld. Demuth és Molleman, 2006).  A CB1 receptor 

stimuláció legrégebben megismert és legrészletesebben jellemzett hatása az adenilát cikláz 

gátlása, melyet részletesebben a 8. ábrán demonstrálunk (Howlett és Fleming, 1984; ld. 

Demuth és Molleman, 2006).  Az endokannabinoid szignalizáció komplex voltát mutatja 

azonban, hogy az ellenkezőjét, a ciklikus adenozin monofoszfát (cAMP) szint emelkedését is 

leírták (Glass és Felder, 1997, Busch és mtsai., 2004; ld. Demuth és Molleman, 2006).  

Emellett a CB1 receptor stimuláció a mitogén-aktivált protein kináz-t (MAP kináz) is képes 

aktiválni (Bouaboula és mtsai., 1995; Galve-Roperh és mtsai., 2002).  Ismert továbbá, hogy 

CB1 receptor stimuláció inozitol 1,4,5-trifoszfát (IP3) érzékeny raktárakból képes Ca
2+

-ot 

mobilizálni és ezáltal emelni az intracelluláris kalciumkoncentrációt (Sugiura és mtsai., 

1997).  Az endokannabinoidok direkt módon és CB1 receptor függő úton is képesek 

ioncsatornákat modulálni.  A P/Q-, N- és L-típusú kalciumcsatornákat gátolja a CB1 receptor 

aktiváció (Mackie és mtsai., 1995; Mackie és Hille, 1992; Demuth és Molleman, 2006).  A 

receptor több káliumcsatorna nyitását képes stimulálni (G-fehérje kapcsolt befelé 

egyenirányító kálium csatorna (GIRK), A-áram; Mackie és mtsai., 1995; Deadwyler és 

mtsai., 1995), ugyanakkor a D-típusú (Mu és mtsai., 1999) és M-típusú káliumáramokat 

(Schweitzer, 2000) gátolja. 

 

8. ábra. A CB1 receptor gátolja a P, Q 

és N típusú Ca
2+

 csatornákat és 

aktiválja a K
+ 

csatornákat. Az exogén 

és endogén kannabinoidok gátolják az 

adenilát-ciklázt és csökkentik a cAMP 

szintjét, valamint aktiválják a 

foszfolipáz C-t és a K
+
 csatornát. 

Rövidítések: AC = adenilát-cikláz; 

AMPc = cAMP; CB1 = 1-es típusú 

kannabinoid receptor; PGi = Gi kapcsolt 

fehérje; PLC = foszfolipáz C (Murillo-

Rodriguez 2008). 

 

3.2. Az endokannabinoidok élettani szerepe a központi idegrendszerben 
 

Az endokannabinoid rendszer hatásainak fent vázolt komplexitása alapján nem meglepő, hogy 

a központi idegrendszerben számos hatás tulajdonítható ezen rendszer aktiválódásának és 
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azon belül is a CB1 receptor stimulációnak.  Az alábbiakban vázlatosan kívánok foglalkozni a 

CB1 receptor stimuláció preszinaptikus és asztrocitákon érvényesülő hatásaival. 

3. 2. 1. Preszinaptikus hatások 
 

 Az utóbbi másfél évtizedben számos tanulmány támasztotta alá, hogy a neuronális 

elemek CB1 receptorai zömmel preszinaptikus lokalizációban fordulnak elő (Katona és 

mtsai., 1999; 2006), és jól ismertek a szinaptikus neurotranszmissziót befolyásoló rövid, 

valamint hosszú távú hatásaik is. Az endokannabinoidok által megvalósuló retrográd 

szignalizáció a rövid távú szinaptikus szabályozást a gátló és serkentő szinapszisok 

depolarizáció által indukált szuppresszióján keresztül valósítja meg. A retrográd 

neurotranszmisszió által triggerelt rövid távú szinaptikus plaszticitásnak a példája a gátló 

szinapszisok depolarizáció által indukált szuppressziója ("depolarization-induced suppression 

of inhibition", DSI), valamint a serkentő szinapszisokon érvényesülő ugyanezen hatás 

("depolarization-induced suppression of excitation", DSE)(Ohno-Shosaku és mtsai., 2001; 

Wilson és Nicoll, 2001; Kreitzer és Regehr, 2001). A posztszinaptikus neuron 

depolarizációja (vagy posztszinaptikus mGluR aktiváció, G-fehérje-mediált folyamatokon 

keresztül) endokannabinoid felszabaduláshoz vezet.  Az endokannabinoidok a preszinaptikus 

CB1 receptorhoz kötődnek, és ott G-fehérje függő módon feszültségfüggő kalciumcsatornákat 

gátolnak; ezáltal mérsékelve a neurotranszmitter felszabadulást (Brown és mtsai., 2003; 

Kreitzer és Regehr, 2001; Wilson és Nicoll, 2001; ld. Castillo és mtsai., 2012).  Ennek 

folyamatát a 9. ábra mutatja be. 

9. ábra.A preszinaptikus endokannabinoid 

által mediált szinaptikus depresszió 

folyamatát ábrázoló sematikus rajz. A 2-

AG, aktiválva a preszinaptikus sejt CB1 

receptorát, mely Gi fehérjén keresztül gátolja 

a feszültségfüggő Ca
2+

csatornákat és 

aktiválja a K
+
 csatornákat. A K

+
 csatornák 

aktivációja hiperpolarizálja a preszinaptikus 

membránt, gátolja a Ca
2+

 belépést és a 

glutamát felszabadulást. Az extracelluláris 

kannabinoidok az MG lipáz által katalizált 2-

AG termelésen valósul meg, amely 

kulcsfontosságú a DSE/I kialakulásában 

(Lovinger, 2008 alapján). 

A rövid távú plaszticitás mellett a hosszú távú plaszticitásban is szerepet kapnak az 

endokannabinoidok és a CB1 receptor; az endokannabinoid mediált hosszú távú depressziót 

kialakítva (eCB-LTD; Gerdeman és mtsai., 2002; Robbe és mtsai., 2002).  Itt elsősorban az 
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adenilát cikláz gátlásán és a cAMP csökkenésén keresztül jön létre a hatás.  A eCB-LTD 

inputspecifikussága is ismert, a preszinaptikus CB1 receptor aktiváció mellett a szinapszis 

aktív volta is szükséges a hatás létrejöttéhez (Heifets és mtsai., 2008; Singla és mtsai., 2007; 

ld. Castillo és mtsai., 2012).  A teljesség kedvéért érdemes megjegyezni, hogy a CB1 

receptor nem feltétlenül szükséges ahhoz, hogy az anandamid LTD-t hozzon létre.  Ismert 

ugyanis az LTD egy TRPV1 receptoron keresztül megvalósuló, posztszinaptikus formája is.  

Itt az mGluR I (azon belül is az mGluR5) és intracelluláris kalciumkoncentráció-emelkedés 

vezet az anandamid szintéziséhez és a TRPV1 aktivációjához (10. ábra; Van der Stelt és 

mtsai., 2005).  

 

10. ábra. Az endokannabinoidok által kiváltott rövid ill. hosszú távú szinaptikus plaszticitás 

mechanizmusa. a, Az endokannabinoidok által kiváltott rövid távú szinaptikus depresszió (eCB-STD) 

során a depolarizáció hatására aktiválódó AMPA receptor aktivációjakor, a Ca
2+

 beáramlás a 

feszültségfüggő Ca
2+

 csatornákon (VGCC) keresztül megy végbe, melynek során aktiválódik a DGLα. 

Az mGluR1-es vagy mGluR5-ös receptor aktivációjakor Gq/11 fehérjén keresztül aktiválódik a 

foszfolipáz-Cβ. A 2-AG, miután felszabadult a posztszinaptikus sejtből, bekötődhet egy gátló vagy 

egy serkentő axon terminálison elhelyezkedő CB1 receptorhoz. A CB1 receptorhoz kötődve gátolja a 

neurotranszmitter felszabadulást, majd ezt követően lebomlik arachidonsavra, monoacil-glicerol lipáz 

hatására. A serkentő szinapszisban felszabaduló glutamát Ca
2+

 beáramlást vált ki az AMPA típusú 

glutamát receptoron (AMPAR) keresztüli depolarizáción és a feszültségfüggő kalciumcsatornák 

(VGCC) megnyílásán keresztül.  Az mGluR1-es és 5-ös receptor aktivációjával további 2-AG 

felszabadulást vált ki a posztszinaptikus sejtből. Az így felszabadult 2-AG pedig bekötődhet egyrészt 

ugyanazon terminális (homoszinaptikus), avagy más  környező gátló vagy serkentő terminálisok 

(heteroszinaptikus) CB1 receptorához. b, A hosszú távú szinaptikus depresszió (eCB-LTD) az afferens 

stimuláció révén kiváltott 2-AG felszabadulás mechanizmusa ugyanezen mechanizmusok révén 

játszódik le, mint az a. panelen. A felszabadult 2-AG aktiválja az axon terminálison elhelyezkedő CB1 

receptort. A CB1 receptor aktivációja mellett a preszinaptikus elektromos aktiváció, a feszültségfüggő 

Ca
2+

 csatornákon történő Ca
2+

 beáramlás, illetve az NMDA receptorokon keresztül lezajló Ca
2+

 

beáramlás összehangolt működése együttesen járul hozzá az endokannabinoidok által kiváltott hosszú 

távú szinaptikus depresszió (eCB LTD) létrejöttéhez (Soltész és mtsai., 2015).  
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3. 2. 2. Az alvás és a kannabinoidok 
 

 Régóta ismert, hogy a kannabinoidok hatással vannak az alvás-ébrenlét ciklusokra. 

Már korai tanulmányok kimutatták, hogy mind a REM - (gyors szemmozgással járó =„rapid 

eye movement”) alvás időtartama, mind a szemmozgások mértéke csökkent marijuana 

fogyasztását követően (Feinberg és mtsai., 1975). A REM alvás időtartamának 

csökkenésével párhuzamosan a lassú hullámú alvás időtartama megemelkedik (Pivik és 

mtsai., 1972). Ezen kívül, alvásmegvonás során megemelkedik a liquorban az anandamid és 

oleamid koncentrációja (Murillo-Rodriguez, 2008; Murillo-Rodriguez és mtsai., 2008; 

Mendelson és Basile, 1999).  Ismert továbbá, hogy az endokannabinoidok termelődése és 

hatásai is cirkadián változásokat mutatnak, és részt vesznek az alvás-ébrenlét ciklusainak 

szabályozásában. Az inaktív periódus alatt a CB1 receptor denzitása 5%-kal megnövekszik a 

hídban és a hippocampusban is, míg az aktív periódusra tehető az anandamid szintjének a 

megemelkedése (Martinez-Vargas és mtsai., 2003; Rueda-Orozco és mtsai., 2008; ld. 

Vaughn és mtsai., 2010).  Mivel az anandamid koncentrációja és a CB1 receptor denzitása 

nincs fázisban egymással, így valószínűsíthető, hogy az endokannabinoid hatékonysága is 

változik a cirkadián ritmusnak megfelelően (ld. Vaughn és mtsai., 2010). 

In vivo állatkísérletekben, közvetlenül a PPN-be vagy agykamrákba injektált 

anadamid képes volt mind a lassú hullámú, mind a REM-alvás időtartamát megnyújtani.  A 

hatást CB1 receptor antagonisták alkalmazásával ki lehetett védeni, így valószínűsíthető, hogy 

a kannabinoidok ezen hatása CB1 receptoron keresztül megy végbe (Murillo-Rodriguez, 

2008; Murillo-Rodriguez és mtsai., 2008; Herrera-Solís és mtsai., 2010). 

3. 2. 3. Az asztrociták CB1 receptorai 
 

A neuronális elemeken preszinaptikus lokalizációban előforduló CB1 receptorokon túl ismert, 

hogy az asztrociták is rendelkeznek ezzel a receptortípussal (Molina-Holgado és mtsai., 

2003; ld. Stella, 2004; Walter és Stella, 2003; Rodriguez és mtsai., 2001; Moldrich és 

Wenger, 2000; Salio és mtsai., 2002; Hegyi és mtsai., 2009).  Az asztrociták CB1 

receptorának aktiválása effektíven képes neuronális funkciókat is befolyásolni. Leírásra 

került, hogy a hippocampalis piramissejtek depolarizációja során felszabaduló 

endokannabinoidok aktiválják az asztrociták CB1 receptorait, amelyek kalciumhullámokat 

produkálnak és glutamátot szabadítanak fel.  Ez a glutamát képes egyrészt extraszinaptikus 

NMDA receptorok aktiválásán keresztül lassú befelé irányuló áramokat (slow inward current, 
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SIC) létrehozni a szomszédos piramissejteken, másrészt preszinaptikus metabotróp glutamát 

receptorokon (mGluR) potencírozni a serkentő neurotranszmissziót (Navarrete és Araque, 

2008; 2010).  A rövid távú hatásokon túl az asztrociták CB1 receptorának aktivációja is képes 

LTD-t indukálni a neocortexben.  Az asztrociták itt is glutamátot szabadítanak fel a CB1 

receptor stimuláció hatására, ami preszinaptikus NMDA receptorokat aktiválva hozza létre az 

LTD-t (Min és Nevian, 2012). 

 Egyre több bizonyíték van arra vonatkozóan is, hogy az asztrociták nemcsak reagálnak 

a felszabaduló endokannabinoidokra, hanem maguk is képesek felszabadítani 

endokannabinoidokat.  Az asztrociták rendelkeznek az ehhez szükséges enzimekkel (Hegyi és 

mtsai., 2012), és a sejtkultúrában fenntartott asztrociták 2-AG- és anandamid-

felszabadításáról is létezik adat (ld. Stella, 2009). 

4. Az asztrociták főbb sajátságai és funkciói 
 

A gliasejtek alapvetően két nagy csoportra oszthatóak. Az egyik nagy csoportot a makroglia 

sejtek alkotják, amelybe a Schwann-sejtek, oligodendrocyták és az asztrociták tartoznak, a 

másik nagy csoport pedig a mikroglia (ld. Ndubaku és Bellard 2008; Fields és Stevens-

Graham 2002).  Az asztrocitáknak, előfordulásuk szerint több, különböző névvel jelölt 

változata van, így például a retinában elhelyezkedő asztrocitákat Müller-sejtnek, a cerebellum 

asztrocitáit pedig Bergmann-gliának nevezzük. Ezen kívül a szürkeállomány és a 

fehérállomány asztrocitáit is megkülönböztetjük egymástól: a szürkeállomány asztrocitáit 

protoplazmás, míg a fehérállomány asztrocitáit fibrózus asztrocitáknak nevezzük. A 

protoplazmás asztrociták főként a neuronok sejttestjével vannak kapcsolatban, míg a fibrózus 

asztrociták a neuronok axonjával képeznek közvetlen kapcsolatot (Allen és Barres, 2009).  A 

gliasejtek, funkcióik alapján talán a legsokoldalúbb sejtek az emlős szervezetben, mivel 

szerepük van a sejtek vándorlásában, a neuronok védelmében és proliferációjában, valamint a 

trofikus hatásokban, mint az idegsejtek táplálása (Ndubaku és Bellard 2008). A klasszikusan 

asztrocitáknak tulajdonított homeosztatikus funkciók mellett azonban egyre több adat ismert a 

szinaptikus neurotranszmisszióban (pl. "tripartite synapse" koncepciója) és a neuronális 

excitábilitás általános szabályozásában betöltött szerepükről. 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ndubaku%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18068219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ndubaku%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18068219
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4. 1. Az asztrociták fiziológiás folyamatokban betöltött szerepe 
 

Az asztrociták fontos szerepet játszanak a fejlődés szabályozásában, a véráramlás 

szabályozásában (prosztaglandin, nitrogén-monoxid, valamint arachidonsav felszabaduláson 

keresztül vannak hatással az érátmérőre), valamint a folyadék-, ion-, pH-, és neurotranszmitter 

homeosztázis folyamataiban is részt vesznek. Az asztrociták egyik fontos funkciója az 

extracelluláris térből történő K
+
 felvétel.  Az asztrociták kemoszenzitív szerepe is ismert 

(Gourine és mtsai., 2010).  Ezen kívül a szinaptikus neurotranszmissziót is szabályozzák; 

számos transzportert expresszálnak a glutamát, GABA és glicin számára.  Mindezek mellett, 

nagyon fontos szerepük van a központi idegrendszer metabolikus folyamataiban, mivel 

felveszik a vérben megtalálható glükózt, továbbá a központi idegrendszer fontos glikogén 

raktárai, a hipoglikémiás állapotokban ők segítenek fenntartani a neuronok aktivitását (ld. 

Verkhratsky és mtsai., 2012; Sofroniew és Vinters 2010).  Mivel az asztrociták fontos 

gliotranszmittere az adenozin, ami az alvásban közismert szerepet játszik, így joggal 

feltételezhető hogy az asztrociták szerepet játszanak az alvás szabályozásában. Habár az 

asztrociták elektromosan nem excitábilisak, mégis a metabotróp receptorok aktiválásakor 

Ca
2+

 szabadul fel az asztrocitákból, mely pedig számos transzmitter felszabadulásához vezet 

(Halassa és mtsai., 2009). 

 Az asztrociták a szinaptikus neurotranszmisszió szabályozásában a neuronok aktív 

partnerei.  Szemben a szinapszisok klasszikus leírásával, ahol a résztvevő két partner a pre- és 

a posztszinaptikus neuron ("bipartite synapse"), a szinapszisokhoz közeli asztrociták -

harmadik partnerként- specifikusan reagálnak neurotranszmitterekre és gliotranszmitterek 

révén maguk is befolyásolják a szinaptikus neurotranszmissziót ("tripartite synapse").  A 

neuron-asztrocita kommunikáció fontos voltát jelzi, hogy az asztrocitákon találhatóak 

neurotranszmitter receptorok.  Az asztrociták nagyszámú (elsősorban metabotróp) receptort 

expresszálnak számos neurotranszmitter számára (pl.: glutamát, adenozin, norepinephrin, 

GABA, hisztamin, acetilkolin stb.). Az asztrociták receptorainak aktivációja kalciumhullámok 

létrejöttéhez vezet, és ennek következtében számos gliotranszmitter szabadulhat fel, mint 

például a glutamát, GABA, acetil-kolin, noradrenalin, nitrogén-monoxid (Perea és Araque 

2005).  Ahelyett, hogy az asztrociták egyformán és lineárisan reagálnának a 

neurotranszmitterek felszabadulására, számos jel utal arra, hogy képesek integrálni és 

befolyásolni a szinaptikus funkciókat.  Különböző neurotranszmitterekre (Perea és Araque, 

2005) és eltérő szinaptikus bemenetek stimulációjára (Parri és mtsai., 2004; Schipke és 
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mtsai., 2008) eltérően képesek reagálni.  Az asztrociták reakciója nem lineáris az őket 

aktiváló bemenetek aktivitásával vagy a neurotranszmitterek exogén alkalmazásával (Perea 

és Araque, 2005). A neuronok és gliasejtek közötti kommunikációt a 11. ábrán szemléltetjük. 

 

11. ábra. A neuron-glia jelátvitel összefoglaló ábrája. A neuronokat sárga, az asztrocitákat pedig 

rózsaszín jelöli. A kommunikáció legáltalánosabb formája, mikor 2 neuron között jön létre szinapszis 

(1), valamint a gliasejtek között kialakult elektromos szinapszis/gap junction (2). Viszont létrejöhet 

kémiai szinapszis egy preszinaptikus neuron, és egy posztszinaptikus gliasejt között is (3), valamint 

gap junction-ok alakulhatnak ki a gliasejtek és a neuronok között (4). A szinaptikus transzmisszió a 

neuronok között is aktiválhatja a preszinaptikus gliasejteket, mivel a neurotranszmitterek kikerülve a 

szinaptikus résbe, megfelelő koncentrációban hozzákötődhetnek a gliasejtek plazmamembránján 

elhelyezkedő receptoraikhoz (5). A gliasejtek aktivációját követően, gliotranszmitterek szabadulnak 

fel és aktiválják a szomszédos neuronokat (6). A gliasejtek hatással lehetnek a környező gliasejtekre 

is, mivel fokozhatják a környező gliasejtekből történő transzmitter felszabadulást (7) (ld. Bezzi és 

Volterra 2001). 

 Az asztrociták aktivációja mind a rövid-, mind a hosszú távú szinaptikus plaszticitás 

mechanizmusaihoz hozzájárul.  A hippocampalis inhibitorikus posztszinaptikus áramok 

(inhibitory postsynaptic current-IPSC) és serkentő posztszinaptikus áramok (excitatory 

postsynaptic current-EPSC) frekvenciáját képesek fokozni (Araque és mtsai., 1998; 

Jourdain és mtsai., 2007; Liu és mtsai., 2004), vagy a szinaptikus neurotranszmissziót 

gátolni (Liu és mtsai., 2004; Araque és mtsai., 1998). A hosszú távú potencírozás ("long 

term potentiation", LTP) mechanizmusának modulációjában is szerepet kapnak: képesek azt 

glutamátfelszabadítás és preszinaptikus mGluR aktiváció által indukálni (Perea és Araque, 

2007), vagy a szinapszisok és asztrociták kapcsolatainak változtatásával képesek az NMDA 

receptor aktiváció szabályozására (Panatier és mtsai., 2006). A szinaptikus funkciók 
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szabályozásán túl az asztrociták lényeges szerepet töltenek be a neuronok excitábilitásának 

beállításában az extracelluláris neurotranszmitterek koncentrációjának szabályozása révén.   

4. 2. Az asztrociták Ca2+ szignalizációja és „excitábilitása” 

 

Az asztrociták elektromosan nem excitábilisak, melynek egyik oka az, hogy nem 

rendelkeznek feszültségfüggő ioncsatornákkal olyan denzitásban, mint ami a neuronok 

membránjában megfigyelhető.  Bár az asztrociták membránjában is találhatóak kálium- és 

nátriumcsatornák, ezeken a sejteken nem alakul ki akciós potenciál.  Másrészről viszont, az 

asztrociták képesek mind spontánul, mind stimuláció hatására az intracelluláris Ca
2+

 

koncentrációjukat megváltoztatni, amit az irodalom "kalcium excitábilitás"-ként említ (Perea 

és Araque, 2005). Az asztrocitákra jellemző Ca
2+

 oszcillációkat már számos agyterületen 

kimutatták, mint például a ventrobasalis thalamus, hippocampus, cerebellum és a neocortex 

(ld. Parri és mtsai., 2002; Araque és mtsai., 2002).  A Ca
2+

 jelátvitel mechanizmusa 

különbözik az excitábilis sejtekben (például neuronokban) ill. a központi idegrendszer nem-

excitábilis sejtjeiben (gliasejtek).  Az excitábilis sejtekben a citoplazmatikus Ca
2+

 jel 

kialakulásakor, a Ca
2+

 belépés egyaránt származhat a feszültség- vagy ligandfüggő Ca
2+

 

csatornákból, valamint az intracelluláris raktárakból.  A nem-excitábilis sejtekben a Ca
2+

 

felszabadulás a belső raktárakból valósul meg.  Mindkét esetben az eredmény a 

megemelkedett intracelluláris Ca
2+

 koncentráció (ld. Verkhratsky és Kettenmann 1996).  

Az asztrociták változatos kalciumjeleit több csoportba lehet osztani aszerint, hogy a 

sejt nyúlványait, szómáját vagy az egész sejtet érintik; továbbá hogy továbbterjednek-e a 

környező asztrocitákra.  A kalciumjelek alapja az asztrociták számos metabotróp receptorának 

aktivációja, ami inozitol 1,4,5-trifoszfát (IP3) képződéséhez és az intracelluláris 

kalciumraktárakból történő IP3-indukált kalciumfelszabaduláshoz vezet (Hamilton és mtsai., 

2008; Kirischuk és mtsai., 1996; ld. Verkhratsky és mtsai., 2012).  A kalciumjelek 

blokkolhatóak a szarko/endoplazmatikus retikulum Ca
2+

 ATPáz (SERCA) pumpa gátlásával 

(pl. thapsigarginnal) vagy az IP3 receptor gátlásával (pl. intracellulárisan alkalmazott 

heparinnal; Kirischuk és mtsai., 1995; ld. Verkhratsky és mtsai., 2012).  Az asztrociták 

között terjedő kalciumhullámok hátterében az IP3 és a kalcium diffúziója áll, mely gap 

junction-okon megy végbe; emiatt a gap junction gátlása megakadályozza a kalciumjel 

továbbterjedését (Kuga és mtsai., 2011).  Mindezek mellett az aktivált asztrocitákból történő 

ATP felszabadulás aktiválja a környező asztrociták purinerg receptorát, és ezzel további 

extracelluláris szignált hoz létre (Guthrie és mtsai., 1999). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verkhratsky%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25149565
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fernyhough%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25149565
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Az asztrociták fő IP3 receptora a 2-es típusú IP3 receptor (Petravicz és mtsai., 2008; 

Sheppard és mtsai., 1997; ld. Verkhratsky és mtsai., 2012), ami legnagyobb sűrűségben az 

asztrociták disztális nyúlványaiban fordul elő, ahol a metabotróp receptorok aktivációját 

követő kalciumhullámok keletkeznek (Holtzclaw és mtsai., 2002; ld. Verkhratsky és mtsai., 

2012).  A ryanodin receptorok kalciumhullámokban játszott szerepét egyes tanulmányok 

felvetik a thalamusban (Parri és Crunelli, 2003; Matyash és mtsai., 2002), de mindez nincs 

alátámasztva a hippocampalis asztrocitákon (Beck és mtsai., 2004; ld. Verkhratsky és 

mtsai., 2012). 

A metabotróp receptorok aktivációján túl a kalciumhullámok generálásában ionotróp 

receptorok (mint AMPA- és NMDA-típusú glutamátreceptorok vagy P2X purinoceptorok) is 

részt vehetnek. Az AMPA-receptorok közül a GluR2-t nem expresszáló és így 

kalciumpermeabilis receptorok kapnak ebben szerepet (Burnashev és mtsai., 1992).  Az 

asztrocitákon levő NMDA receptornak is vannak speciális jellemzői, mint pl. a gyenge Mg
2+

-

blokád, az alacsonyabb kalcium permeabilitás és a jellegzetes alegység-összetétel (NR1, 

NR2C/D és NR3 alegységek; Palygin és mtsai., 2010; 2011). Az asztrociták a Na
+
/Ca

2+
 

antiporterek számos típusát expresszálják (NCX1, NCX2, NCX3), amelyek mindkét irányba 

képesek működni, így szerepet kapnak mind a kalcium-eltávolításban, valamint a 

kalciumjelek kialakításában (Minelli és mtsai., 2007; Goldman és mtsai., 1994; Takuma és 

mtsai., 1994; Kirischuk és mtsai., 1997). A cseremechanizmus reverz működéséhez 

elengedhetetlen az intracelluláris nátriumkoncentráció megemelkedése, ami vagy az ionotróp 

receptorok aktivációjának, vagy a glutamáttranszporterek működésének lehet a 

következménye. Mindezeken túl a membrán kisebb mértékű depolarizációja is indukálhatja a 

reverz módú működést (Kirischuk és mtsai., 2007; Paluzzi és mtsai., 2007; Rojas és mtsai., 

2007). 

Az asztrocitákon kimutatták a feszültségfüggő kalciumcsatornák expresszióját is (L, 

N, P/Q, R, T-típusúakat; Parpura és mtsai., 2011; Araque és mtsai., 2002; Pasti és mtsai., 

1997; ld. Agulhon és mtsai., 2008).  Ezen csatornák funkcionális jelentősége azonban nem 

egységesen bizonyított: egyesek leírták a feszültségfüggő kalciumáramok jelenlétét (Akopian 

és mtsai., 1996), míg mások nem támasztották alá (ld. Carmignoto és mtsai., 1998).  Eddig 

mindössze a ventrobasalis thalamusban mutatták ki ezen csatornák szerepét az asztrociták 

kalciumhullámainak generálásában.  Itt a spontán kalciumhullámokért az intracelluláris 

kalciumraktárakból történő kalciumfelszabaduláson túl a feszültségfüggő, nifedipinnel 

gátolható kalciumcsatornák voltak a felelősek (Parri és Crunelli, 2003; Parri és mtsai., 
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2001). Az asztrociták kalciumhullámait lehetséges triggerelni optogenetikai módszerekkel is.  

Az asztrociták által szelektíven kifejezett channelrhodopsin-2 kék fénnyel történő aktivációja 

kalciumbelépéshez és ATP felszabaduláshoz vezet (Figueiredo és mtsai., 2011; Gourine és 

mtsai., 2010; Chen és mtsai., 2012).  Az asztrociták Ca
2+

 szignalizációját a 12. ábrán 

mutatjuk be. 

 

12. ábra. Jelátviteli útvonal az asztrocitákban. Amikor a 2-es típusú purinerg receptor (P2Y) vagy 

mGluR G-fehérje kapcsolt (GPCRs) receptor, ATP-n vagy glutamáton keresztül aktiválódik, a G-

fehérje aktiválódik és szabaddá válik a Gα alegység. Ezt követően aktiválódik a foszfolipáz-C, amely 

fokozza a foszfatidilionozitol 4,5-biszfoszfátból történő diacil-glicerol és IP3 képződést. Az IP3 ezt 

követően bekötődve az endoplazmatikus retikulum IP3 receptorához fokozza a Ca
2+

 felszabadulást, 

amely pedig kiváltja a Ca
2+

 aktivált Ca
2+

 felszabadulást. Az asztrociták elsődlegesen IP3R2-es altípust, 

míg a neuronok elsősorban az IP3R 1-es és 3-as altípusát expresszálják. Az intracelluláris Ca
2+

 

koncentráció növekedése ATP felszabadulást hoz létre. A Ca
2+

 visszavételezését az endoplazmatikus 

retikulumba a SERCA pumpa végzi, az ATP lebontását pedig az ATPázok végzik (MacDonald és 

Silva 2013).  

 

4. 3. Gliotranszmisszió 
 

A gliotranszmitterek képesek fázisos és tónusos serkentő és gátló áramokat létrehozni a 

közelükben levő neuronokon. A gliotranszmittereket 3 fő csoportba soroljuk. Az első 

csoportba az aminosavak (pl.: glutamát, D-szerin), a másodikba a nukleotidok (pl.: ATP), a 

harmadik csoportba pedig a peptidek tartoznak (pl.: atriális natriuretikus peptid, BDNF). A 
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gliasejtekből történő transzmitter felszabadulás 3 fő mechanizmuson mehet végbe. 

Végbemehet csatornákon keresztül (anion csatornán, connexonokon, purinerg receptoron 

keresztül), transzportereken keresztül (excitatórikus aminosav transzportereken, cisztein-

glutamát antiporteren keresztül), valamint Ca
2+

 függő exocitózis útján (pl. glutamát).  A 

gliotranszmitterek, mint a glutamát, D-szerin, tumor nekrózis faktor α (TNFα) és az ATP 

felszabadulása intracelluláris Ca
2+

 felszabaduláshoz kötött.  

Az asztrocitákból történő glutamát felszabadulás 6 fő mechanizmuson keresztül valósulhat 

meg. Az egyik fő mechanizmus a glutamát transzporterek reverz módú működése révén 

valósul meg. Ezen kívül végbemehet anioncsatorna-indukált mechanizmuson keresztül, Ca
2+

 

függő exocitózis révén, cisztein-glutamát cseremechanizmuson keresztül, ionotróp purinerg 

receptorokon keresztül, vagy pedig connexonokon keresztül. A Ca
2+

 függő exocitózis során, 

az intracelluláris Ca
2+

 megemelkedés szükséges a glutamát felszabaduláshoz. (Parpura és 

mtsai., 1994).  

A glutamát transzporterek reverz módú működése a glutamát felszabadulás másik fő 

mechanizmusa. Az asztrociták több glutamát transzporterrel rendelkeznek, mint pl. a L-

glutamát/aszpartát transzporter és az 1-es típusú serkentő aminosav transzporterek (GLAST-1; 

EAAT-1) és a gliális L-glutamát transzporter valamint a 2-es típusú serkentő aminosav 

transzporterek (GLT-1; EAAT-2) (Parpura és mtsai., 1994).   

A cisztein/glutamát antiporter a plazmamembrán Na
+
 függő antiportere; cisztein/glutamát 

cserélő blokkolókat alkalmazva 60%-kal csökkent az extracelluláris glutamátkoncentráció a 

striatum területén. Kimutatták továbbá, hogy a cisztein alkalmazásakor emelkedett az 

extracelluláris glutamátkoncentráció és csökkent a szinaptikus aktivitás. Ennek 

bizonyításakor, ezek a hatások blokkolhatóak voltak mGluR II receptor antagonistával 

(LY341495; Warr és mtsai., 1999).  

A P2X7 receptor ATP által nyitott kation szelektív ioncsatorna, amely szintén mediálhatja 

a glutamátfelszabadulást az asztrocitákból (Duan és mtsai., 2003.).  

Az anioncsatornákon keresztül felszabaduló glutamát 2 féle csatornán keresztül 

szabadulhat fel.  Az egyik az ún. térfogatérzékeny kifelé egyenirányító anioncsatorna 

(volume-sensitive outwardly rectifying-VSOR) kloridcsatorna, és a „maxi”-anion csatorna. 

Kimutatták hogy ezen csatornák átjárhatóak inorganikus illetve kisebb organikus anionok, 
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aminosavak számára  (mint taurin, aszpartát és glutamát).  Hipoozmotikus körülmények 

között (ami ischaemia esetében is megfigyelhető) a sejtek (így az asztrociták is) 

megduzzadnak.  Ezt a duzzadást a VSOR csatornák nyitása kompenzálja.  Mivel ez a csatorna 

glutamátra is permeábilis, ez a folyamat glutamátfelszabadulást okoz az asztrocitákból (ld. 

Malarkey és Parpura 2007). 

A connexonoknak vagy gap junction-oknek számos típusát leírták már.  Az 

asztrocitákban főként a Cx43 csatornát mutatták ki, melyen keresztül glutamát szabadulhat fel 

(Ye és mtsai., 2003; ld. Malarkey és Parpura 2007). 

Számos kortikális és szubkortikális struktúrán kimutatták a neuronális lassú befelé 

irányuló áramok ("slow inward current"; SIC) jelenlétét.  Ezek az asztrocitákból történő 

glutamátfelszabadulás és neuronális extraszinaptikus, NR2B alegységet tartalmazó NMDA 

receptorok aktiválódásának a következményei. Amplitúdójukban és kinetikai paramétereikben 

jelentősen különböznek a szinaptikus aktivitásból származó EPSC-ktől, mivel azoknál 

nagyobbak és jelentősen lassabbak (Angulo és mtsai., 2004; ld. Perea és Araque, 2005; 

Carmignoto és Fellin, 2006; Perea és mtsai., 2014; ld. Fellin, 2009).  Bár kevesebb 

struktúrában (csak a hippocampusban, thalamusban és bulbus olfactoriusban), de leírták a 

neuronális lassú kifelé irányuló áramok ("slow outward current", SOC) létezését is.  Ezek az 

áramok az asztrocitákból történő GABA vagy ATP felszabadulásának a következményei, és 

neuronális A1 adenozin- vagy extraszinaptikus GABAA receptor aktiváció következményei 

(Le Meur és mtsai., 2012; Pirttimaki és mtsai., 2013; Kozlov és mtsai., 2006; Lőrincz és 

mtsai., 2009). 

 Az asztrociták működése során kialakuló neuronális tónusos serkentő vagy gátló 

áramok ugyancsak GABA, glutamát vagy ATP felszabadulás következtében jönnek létre.  

Ezen áramok kialakulása nagymértékben függ az extracelluláris tér neurotranszmitter- vagy 

gliotranszmitter-koncentrációjától, mely arra utal, hogy nem csupán az asztrociták járulhatnak 

hozzá kialakulásukhoz, hanem a szinapszisokból szétszóródó és a "volume transmission" 

során felszabaduló neurotranszmitterek is (ld. Capogna és Pearce, 2011). Több esetben az 

asztrocita-aktivációt követő neuronális áramok fázisos vagy tónusos természete a 

gliotranszmitter diffúziójának lehetőségeitől, a neuron és az asztrocita egymáshoz viszonyított 

helyzetétől függenek (Angulo és mtsai., 2004; Jabaudon és mtsai., 1999). 
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Célkitűzések 
 

Kísérleteink során a PPN neuronjain érvényesülő neuromodulációs hatásokat, azok 

mechanizmusait, célpontjait és átfedéseit vizsgáltuk, az alábbi pontok szerint. 

1. A PPN neuronjainak CB1 receptor agonisták hatására bekövetkező membránpotenciál- és 

akciós potenciál tüzelési frekvencia változásának vizsgálata patch-clamp technikával, vad 

típusú és CB1 receptor knockout állatokon. 

2. A CB1 receptor stimuláció neuronális hatásainak farmakológiai jellemzése, az abban 

szerepet játszó egyéb receptorok feltérképezése. 

3. A neuronális szubpopulációk és a CB1 receptor stimuláció hatása közötti korrelációk 

vizsgálata. 

4. Az asztrociták kannabinoid stimuláció által történő aktivációjának és az ezzel párhuzamos 

neuronális hatások összefüggéseinek vizsgálata. 

5. A CB1 receptor lokalizációjának meghatározása immunhisztokémiai módszerrel.  

6. A kolinerg és kannabinoid stimuláció PPN neuronokra gyakorolt hatásainak 

összehasonlítása. 
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Anyagok és módszerek 

1. Oldatok 
 

A funkcionális mérésekhez, az általunk készített mesterséges agy-gerincvelői 

folyadékot (aCSF) használtunk, amely a következő komponenseket tartalmazta: 120 mmol/l 

NaCl; 2,5 mmol/l KCl; 26 mmol/l NaHCO3; 10 mmol/l glükóz; 1,24 mmol/l NaH2PO4; 2 

mmol/l CaCl2; 1 mmol/l MgCl2; 3 mmol/l mio-inozitol; 0,5 mmol/l aszkorbinsav és 2 mmol/l 

Na
+
 piruvát; pH 7,3. A preparálás során egy módosított, alacsony nátriumtartalmú aCSF-et 

(low Na aCSF) használtunk, ahol a 95 mmol/l NaCl-ot lecseréltük 130 mmol/l szacharózra és 

60 mmol/l glicerolra. Az összes vegyszer a Sigma Kft.-től (St. Louis, Missouri, USA) lett 

megvásárolva; kivéve, ahol az alábbiakban a forrás említésre kerül.  

Egyes funkcionális mérések során a normál aCSF extracelluláris oldatot kiegészítettük 

glutamaterg, glicinerg, és GABAerg neurotranszmissziót blokkoló oldatra. A glutamaterg 

ingerületáttevődést 10 µmol/l 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl benzo[f]quinoxaline-

2,3dione-al (NBQX), 50 µmol/l D-2-amino-5-foszfopentanoáttal (D-AP5); a glicinerg 

neurotranszmissziót 1 µmol/l sztrichninnel, a GABAerg szinapszisokat pedig 10 µmol/l 

bikukullinnal blokkoltuk. 

A kalciumkoncentráció-mérések az Oregon Green 488 1,2-bis(o-aminofenoxi)etán-

N,N,N',N'-tetraecetsav (BAPTA-1) fluoreszcens kalciumindikátor-festék (OGB) acetoxi-

metilészter (AM) formájának (Invitrogen Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) 

alkalmazásával történt. A kalciumindikátor festéknek 50 µg-nyi mennyiségét 40 µl dimetil-

szulfoxid-ban (DMSO) oldottuk fel, amelyből 1 mmol/l koncentrációjú törzsoldatot 

készítettünk. A törzsoldatot ezt követően -20
o
C-on, 4 µl-es mennyiségek formájában tároltuk. 

A törzsoldat készítéséhez felhasznált DMSO-t, ezen kívül kiegészítettük 0,5% pluronsavval és 

0,1% Cremophor EL-lel. Az immunhisztokémiai jelölésekhez a megfelelő összetételű foszfát-

puffert (PB), valamint foszfát- (PBS) és tris-pufferelt sóoldatot (TBS) alkalmaztunk (pH=7,4), 

végül pedig a fixáláshoz 4%-os paraformaldehid oldatot (PFA) használtunk. 

 

2. Kísérleti állatok  
 

Az állatkísérleteket a nemzetközi és magyar törvényi szabályozással összhangban a 

Debreceni Egyetem Munkahelyi Állatjóléti Bizottsága jóváhagyásával végeztük (40/2013. II. 

14. Kormányrendelet az állatkísérletekről: 

http://net.jogtar.hu/jr/gen/hjegy_doc.cgi?docid=A1300040.KOR). 

https://en.wikipedia.org/wiki/Amine
https://en.wikipedia.org/wiki/Amine
https://en.wikipedia.org/wiki/Ethane
http://net.jogtar.hu/jr/gen/hjegy_doc.cgi?docid=A1300040.KOR


- 30 - 
 

Kísérleteinkhez 8-15 nap közötti C3H egereket használtunk (n=58), továbbá tdTomato 

fluoreszcens fehérjét expresszáló glutamát dekarboxiláz (glutamic acid decarboxylase-GAD2) 

(n=12) illetve kolin acetiltranszferáz (choline acetyltransferase–ChAT) (n=17) egereket 

mindkét nemből. A floxed-stop-tdTomato (Madisen és mtsai., 2010; JAX Mice accesion 

number 007905), GAD-cre (Taniguchi és mtsai., 2011; JAX number: 010802) és a ChAT-cre 

egér törzset a Jackson Laboratories-től vásároltuk meg (Bar Harbor, ME, USA) és az Élettani 

Intézet állatházában kereszteztük őket. Számos esetben használtunk fel kísérleteinkhez CB1 

receptor knockout egereket (n = 9) illetve vad típusú alomtársaikat (n = 5), melyeket A. 

Zimmertől kaptunk (Bonn, Németország; Zimmer és mtsai., 1999). 

3. Túlélő agyszelet preparálása 
 

Miután dekapitáltuk az állatot, eltávolítottuk az agyat, majd pedig Microm HM 650 V 

vibratóm (Microm International GmbH, Walldorf, Németország) segítségével 200 μm-es 

koronális középagyi szeletet vágtunk, melynek preparálása mindvégig alacsony nátrium 

tartalmú aCSF-ben történt. A szeleteket végül normál nátrium tartalmú aCSF-fel feltöltött 

kamrában, 37
o
C-on inkubáltuk 1 órán keresztül, majd pedig szobahőmérsékletűre hűtöttük. 

Az inkubációs oldatot karbogén gázkeverékkel (95% O2; 5% CO2) buborékoltattuk, ezzel 

biztosítva az oldat megfelelő O2 tartalmát és pH-ját. 

4. Elektrofiziológia 
 

A mérések során az agyszeleteket 40x-es nagyítású vízimmerziós objektívvel és 

Nomarski optikával felszerelt, Zeiss Axioskop mikroszkóp (Carl Zeiss AG, Oberkochen, 

Németország) használatával tettük láthatóvá.  A mérés alatt a szeleteket karbogénnel 

buborékoltatott, normál aCSF-fel áramoltattuk át (kb. 1ml/perc áramlási sebességgel). A 

méréshez használt mikroelektródákat boroszilikát üvegkapillárisból (GC150TF-10, Harvard 

Apparatus Ltd, Holliston, MA, USA), vertikális húzóval készítettük (P-830, Narishige, Tokio, 

Japán).  A mérésekhez 5 MΩ ellenállású patch pipettákat készítettünk, melyet az alábbi 

anyagokat tartalmazó belső oldattal töltöttük meg: 120 mmol/l K-glukonát; 5 mmol/l NaCl; 

10 mmol/l 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetánszulfonsav (HEPES); 2 mmol/l etilén glikol 

tetraecetsav (ethylene glycol tetraacetic acid-EGTA); 0,1 mmol/l CaCl2; 5 mmol/l Mg-ATP; 

0,3 mmol/l Na3-GTP; 10 mmol/l Na2-foszfokreatinin; 8 mmol/l biocitin; pH 7,3.  A teljes 

sejtes patch clamp vizsgálatokhoz Axopatch 200A erősítőt használtunk (Molecular Devices, 

Union City, CA, USA). Az összes mérés szobahőmérsékleten lett elvégezve. A mérések 
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elemzéséhez a Clampex 10.0 szoftvert használtuk (Molecular Devices, Union City, CA, 

USA), míg a mérések kielemzéséhez a Clampfit 10.0 (Molecular Devices) és a MiniAnalysis 

(Synaptosoft, Decatur, Georgia, USA) szoftvereket használtuk.  

Patch-clamp technika teljes sejtes elrendezésében, áram-clamp üzemmódban, külső 

ingerlés nélkül, folyamatosan rögzítettük a neuronok membránpotenciálját.  Az elemzéshez 

két, 120 s hosszúságú mérési szakasz került kiválasztásra: az egyik szakaszt a kontroll 

periódusból, a másikat pedig a szer hozzáadását követő 3 perc utáni időszakból választottuk 

ki.  A membránpotenciál e periódusainak értékeiből hisztogramokat készítettünk, és azt a 

feszültségértéket tekintettük a nyugalmi membránpotenciálnak, amelyikhez a legtöbb 

adatpont tartozott.  Hiperpolarizációnak vagy depolarizációnak a 2 mV-ot meghaladó 

membránpotenciál-változásokat tekintettük, mert a hasonló körülmények között, de szerek 

alkalmazása nélkül megfigyelt membránpotenciál-változások átlagos értéke 2 ± 0,52 mV volt 

(n = 4).  Ehhez hasonlóan, az akcióspotenciál-tüzelési frekvencia spontán változásának 

átlagos értéke 0,52 ± 0,19 Hz-nek bizonyult; és ennek alapján a 0,5 Hz feletti értékeket 

tekintettük a tüzelési frekvencia változásának.   

5. Alkamazott szerek 
 

A CB1 receptorok aktiválására, arachidonoil-2-chloroethylamide-t (ACEA) 

alkalmaztunk, 5 µmol/l koncentrációban, míg a WIN55,212-2 1 µmol/l koncentrációban 

került alkalmalmazásra. Az UCM707 (anandamid membrán transzport inhibitor) hatását 10 

µmol/l-es koncentrációban vizsgáltuk. Bizonyos kísérletekben a szeleteket folyamatosan 

perfundáltuk 10 µmol/l NBQX-et és 50 µmol/l DAP5-et tartalmazó nACSF-fel; (Tocris 

Cookson Ltd., Bristol, UK), 1 µmol/l sztrichninnel, valamint 10 µmol/l bikukullinnal, hogy 

blokkoljuk az ionotróp glutamát-, glicin- és GABA- receptorokat. A további kísérletekben 

100 µmol/l 7-(hidroxi-imino) ciklopropa[b]króm-n-1a-karboxilát-etil-észter-t (CPCCOEt) és 

10 µmol/l 2-metil-6-(fenil-etinil)-piridin-hidroklorid (MPEP)-et alkalmaztunk az 1-es és 5-ös 

típusú metabotróp glutamát receptorok (mGluR I-es csoport) blokkolására, míg az mGluR II-

es receptor blokkolására 10 µmol/l LY341495 használtunk. A spontán akcióspotenciál-

tüzelést 1 µmol/l tetrodotoxinnal (TTX) blokkoltuk. Más kísérletekben, a szeleteket 50 nmol/l 

ACEA-val 5-7 percig előinkubáltuk, mielőtt az 5 µmol/l ACEA-t alkalmaztuk. Végül pedig, a 

muszkarinos agonista karbamilkolin-kloridot (karbakol) 50 µmol/l-es koncentrációban 

használtuk. 
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6. Intracelluláris Ca2+ koncentráció mérése 
 

Az intracelluláris Ca
2+ 

koncentráció méréshez, „calcium imaging” technikát 

használtunk. Kísérletünk során OGB-AM-et (Invitrogen-Molecular Probes, Carlsbad, CA, 

USA) tartalmazó festékkel inkubáltuk a szeleteket. Ennek során a szeleteket egy normál 

aCSF-et tartalmazó Millicell CM sejttenyésztő edénykébe illeszthető kamrába helyeztük 

(Millipore Billerica, MA, USA). Ezt követően a szeleteket előinkubáltuk 120 µl mennyiségű, 

33 µmol/l OGB-vel 25 percen keresztül (37
o
C, 95% O2, 5% CO2), a sejtek festékkel való 

megtöltődésének céljából.  A sejtplazmába jutott festékről, a sejt észterázai eltávolították az 

acetoxi metilészter (AM) csoportokat, így a festék polárisabbá vált és felhalmozódott a sejten 

belül. A sejt által fel nem vett festék eltávolításának céljából a szeleteket visszahelyeztük a 

normál aCSF-et tartalmazó kamrába. 

A szeleteket Zeiss Axioskop mikroszkóppal, 40x-es objektívvel (Carl Zeiss AG) tettük 

láthatóvá. A szeleteket a mérés során normál aCSF-fel folyamatosan perfundáltuk (1 ml/perc). 

A mikroszkóp egy olyan fluoreszcens képalkotó rendszerrel volt felszerelve, amely lehetővé 

tette a fluoreszcens jelek detektálását és a fluoreszcencia intenzitás időbeli változásának 

rögzítését (Till Photonics GmbH, Gräfeling, Németország). A fluoreszcens jelek detektálását 

egy CCD kamera (Sensi-Cam, PCO AG, Kelheim, Németország), a megfelelő fény 

kibocsátását pedig egy xenon izzót tartalmazó Polychrome V-ös fényforrás végezte (Till 

Photonics). A fluoreszcens festék gerjesztése 488 nm hullámhosszúságú fénnyel történt. A 

fluoreszcens jelek elkülönítését és láthatóvá tételét Omega 505DRLPXR dikroikus tükör 

(Omega Optical Inc. Brattleboro, VT, USA) és egy emissziós filter biztosította (LP 515; Till 

Photonics). A kalciumkoncentráció-változások rögzítése alatt, 1,4 megapixeles kamerát 8x8-

as pixelkapcsolással (binning) használtuk, mely 344x260 pixel felbontású képeket 

eredményezett. A mintavételi frekvencia 10 Hz volt. Az adatrögzítés vizsgált paramétereit a 

Till Vision szoftverrel (4.0.1.3) vizsgáltuk, amely egy képalkotó szabályozóegységgel (ICU), 

volt összeköttetésben.  

Ezzel párhuzamosan patch-clamp kísérleteket is végeztünk. Annak érdekében, hogy 

bizonyítsuk a lassú kalcium hullámok glia eredetét, teljes-sejt patch-clamp felvételeket is 

készítettünk mind áram-, mind feszültség-clamp üzemmódban. Ezeket a sejteket Alexa Fluor 

594 (Invitrogen-Molecular Probes) is megtöltöttük a morfológiai azonosítás érdekében (n=4). 

Továbbá, loose-patch üzemmódban végeztünk méréseket, melynek során bizonyítottuk, hogy 

a lassú hullámok nem kapcsolódnak akcióspotenciál-tüzeléshez (n=8). Bizonyos kísérletekben 
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a metszeteket előinkubáltuk 1 µmol/l thapsigarginnal 45 percen keresztül, hogy gátoljuk az 

asztrociták kalciumhullámait. 

A fluoreszcens kalciumkoncentrációk eredményét 16 bites TIF képsorozatok 

formájában exportáltuk a Till Vision nevű programból. A képsorozatok kiértékelése, az 

egyedi sejtek azonosításával és kijelölésével kezdődött („region of interest”/ROI).  A 

következő lépésben számszerűsítettük a ROI-k átlagos fluoreszcenciaintenzitásainak 

változását. A nyugalmi fluoreszcencia értékének meghatározása mindig minimum 25 ciklus 

hosszú aktivitásmentes periódus fluoreszcenciaértékeinek átlagolásával ment végbe. A 

disszertáció ezen mérésekhez kapcsolódó ábráin bemutatott görbék esetében, minden 

fluoreszcens adatpontot ezen nyugalmi fluoreszcenciaértékhez (F0) hasonlítottuk, és azt 

százalékos formában is megadtuk.  A kalciumhullámok frekvenciáját az individuális hullámok 

manuális értékelésével végeztük.  Individuális kalciumhullámként definiáltuk azon 

fluoreszcenciaintenzitás-változásokat amelyek a nyugalmi fluoreszcencia 2%-ánál nagyobb 

pozitív kitérések voltak (2% ΔF/F0) és a csúcsuk elérése után legalább a nyugalmi 

fluoreszcencia 1%-át meghaladó csökkenést (1% ΔF/F0) mutattak. 

  

7. A jelölt neuron láthatóvá tétele 

Az elektrofiziológiai mérések során a neuronok biocitinnel lettek megtöltve. A 

szeleteket ezt követően 4% -os paraformaldehiddel 0,1 mol foszfát-pufferben (pH = 7,4) 4
o
C-

on fixáltuk egy éjszakán át. A penetrációt Tris-pufferolt sóoldattal (8 mmol/l Tris bázis; 42 

mmol/l Trizma-HCl; 150 mmol/l NaCl; pH =7,4) sikerült elérni, amely 0,1% Triton X-100-al 

és 10% szarvasmarha-szérummal (60 perc) volt kiegészítve. A szeleteket ezt követően 

streptavidin-konjugált Alexa 488-at tartalmazó foszfát-pufferben (1:300; Molecular Probes 

Inc., Eugene, Oregon, USA) inkubáltuk 90 percig. Azokban a mintákban, melyekben nem 

volt tdTomato expresszió, azokon kolin acetiltranszferáz (ChAT) immunhisztokémiát 

végeztünk el, a biocitin előhívás során kecske anti-ChAT (1:75 arányban; Millipore, 

Temecula, California, USA); és Texas Red nyúl-anti-kecske másodlagos antitestet alkalmazva 

(1:1000 hígításban; Vector Laboratories Inc., Burlingame, California, USA). A sejteket Zeiss 

LSM 510 konfokális mikroszkóppal tettük láthatóvá (Carl Zeiss AG). 
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8. Immunhisztokémia 

Kísérleteink során három egeret használtunk a tdTomato fluoreszcens fehérjét ChAT 

függő módon expresszáló törzsből, illetve három egeret a C3H vad típusú egerekből.  Az 

állatokat nátrium pentobarbitállal (50 mg/kg i.p.) túlaltattuk, majd pedig Tyrode oldatot 

(kevert oxigenizáltságú 95% O2 és 5% CO2) áramoltattunk át az állaton transzkardiális 

perfúzió segítségével; melyet a fixálás céljából lecseréltünk 4%-os paraformaldehidre (melyet 

0,1 M-os foszfát pufferben hígítottunk-PB pH 7.4).  A fixálást követően a mesencephalont 

eltávolítottuk, majd utófixáltuk 4 órán keresztül, utána pedig 10 és 20%-os szukróz oldatot 

tartalmazó 0,1 molos PB oldatba helyeztük, míg le nem süllyedt.  Annak érdekében, hogy 

fokozzuk az immunreagensek penetrációját, az eltávolított mesencephalont lefagyasztottuk. 

Ezt követően 50 μm-es vastagságú transzverziális szeleteket vágtunk vibratóm segítségével, 

végül pedig a szeleteket átmostuk PB-vel.  

Az egyszeres immunhisztokémiai protokoll alkalmas a CB1 receptor eloszlásának 

tanulmányozására a PPN-ben. A kísérlet során, a szabadon úszó szeleteket előinkubáltuk nyúl 

anti-CB1 antitesttel (1:5000 hígításban, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) 48 órán át 

4
o
C-on, majd ezt követően nyúl ellen termeltetett kecske IgG Alexa Fluor 647-tel (1:1000 

hígításban, Invitrogen, Eugene, OR, USA) konjugált antitestet adtunk hozzá.  Mielőtt az 

antitestet hozzáadtuk volna, azelőtt 10%-os normál kecskeszérumban (Vector Labs., 

Burlingame, CA, USA) tartottuk 50 percen keresztül. Az ellenanyagokat 10 mmol/l - TBS-

ben (pH=7,4) hígítottuk, amely 1%-os normál kecskeszérumot (VectorLabs., Burlingame, 

CA, USA) is tartalmazott. Végül a szeleteket tárgylemezre helyeztük és Vectashielddel 

(Vector Labs., Burlingame, CA, USA) lefedtük. 

Kettős immunhisztokémiai jelölés során, a CB1 receptor és az asztrociták jellegzetes 

markerének a GFAP-nek (glial fibrillary acidic protein) a kolokalizációját tanulmányoztuk.  A 

szabadon úszó szeleteket először beinkubáltuk egy kevert antitestet, nyúl anti-CB1 receptort 

(1:2000 hígításban, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) és egér anti-GFAP-t (1:1000 

hígításban, Millipore, Temecula, CA, USA) tartalmazó oldattal.  A szeletek elsődleges 

antitesttel történő beinkubálása, 2 napon keresztül 4
o
C-on történt, majd pedig a másodlagos 

antitestek, a nyúl ellen termeltetett kecske IgG Alexa Fluor 647 (1:1000 hígításban, 

Invitrogen, Eugene, OR, USA) konjugált antitest, valamint az egér ellen termeltetett kecske 

IgG Alexa Fluor 488 konjugált antitest (1:1000 hígításban, Invitrogen, Eugene, OR, USA) 1 

éjszakán keresztül inkubálódtak a szeleteken.  Mielőtt a szeletek megkapták az antitest 
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kezelést, előinkubáltuk őket 50 percen keresztül 10%-os normál kecskeszérummal (Vector 

Labs., Burlingame, CA, USA).  Az antitesteket PBS-ben hígítottunk (pH=7,4), amely 1%-os 

normál kecskeszérumot (VectorLabs., Burlingame, CA, USA) is tartalmazott.  Végül a 

szeleteket tárgylemezre helyeztük és Vectashielddel (Vector Labs., Burlingame, CA, USA) 

lefedtük.  

Az 1 µm optikai vastagságú szeleteket Olympus FV1000 konfokális mikroszkóppal 

szkenneltük.  A scanneléshez 60x-os PlanApo N olajimmerziós objektívet (NA. 1.42) és a 

FV10-ASW szoftvert (Olympus) használtuk.  A beolvasott képek elemzéséhez Adobe 

Photoshop CS6 szoftvert használtunk.  Minden egyes konfokális felvétel ugyanazon a 

konfokális beállításon lett elvégezve, beleértve a lézer erősséget, a pinhole-t, az erősítést és a 

pixelméretet.  

Az elsődleges antitest, a CB1 receptorral szembeni antitest (Cayman Chemical, Ann 

Arbor, MI, USA) specificitásának megerősítése érdekében előzetesen CB1 knockout egereken 

(Hegyi és mtsai., 2009) is elvégezték a kísérletet.  A specificitás ellenőrzésére a szabadon 

úszó szeletekre a protokoll szerint alkalmaztak antitestet.  Más esetekben vad típusú mintát 

alkalmazva az antitestet lecserélték 1%-os normál kecskeszérumra. Egyik esetben sem volt 

megfigyelhető CB1 immunpozitivitás.  

A CB1 receptor és az asztrocita-marker (GFAP-IR) kolokalizáció vizsgálatát több 

festett metszeten elemeztük.  A kvantitatív elemzés során 3 különböző állatból, állatonként 3 

metszetre egy 10x10-es szabványú rácshálót helyeztünk, amelyben egy rács 50x50 µm 

nagyságú volt, és egy négyzet egységesen 5 µm-nek felelt meg.  Ennek során vizsgáltuk az 

axonok, illetve a gliasejtek markereit.  A kvantitatív analízishez összesen 9 rácshálón belül 

elhelyezkedő immunopozitivitások kolokalizációját számoltuk össze és értékeltük 

statisztikailag. A mennyiségi adatok kiszámítása átlagértékek, és a standard eltérések (SEM) 

kiszámításán alapult a vizsgált kilenc szakaszból.  
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9. Statisztikai analízis 
 

Minden adatot átlag ± standard hiba (SEM) formájában tüntettünk fel.  Két független 

adathalmaz központi tendenciáinak (átlag vagy medián) összehasonlítására t-próbát vagy 

Mann–Whitney féle U próbát használtunk.  Több adathalmaz összehasonlítására ANOVA-

tesztet vagy Kruskal–Wallis ANOVA on Ranks tesztet használtunk, amit egy post hoc teszt 

követett (Tukey- vagy Dunn- teszt) a páronkénti különbségek vizsgálatára.  A kezelések előtti 

és utáni értékek összehasonlítására kétmintás t-próbát hasznátunk. A nyugalmi 

membránpotenciál vagy a tüzelési frekvencia normális eloszlást nem mutató adatainak 

elemzéséhez nem parametrikus próbát használtunk.  Ezekben az esetekben a paraméterek 

változásának abszolút értékeivel számoltunk.  Amikor a karbakolra és ACEA-ra bekövetkező 

membránpotenciál- és tüzelésifrekvencia-változásokat hasonlítottuk össze, a neuronokat a 

válaszaik (depolarizáció, hiperpolarizáció, válaszhiány) szerint csoportosítottuk 2 mV-os 

küszöbértéket használva; és Fisher-féle próbát használtunk a p értékek Bonferroni 

korrekciójával. Az egyes adatpárok összehasonlításának elvégzéséhez a Bonferroni korrekciót 

és a p értéket együttesen használtuk. Hasonló megközelítést használtak a 

frekvenciaváltozásokra 0,5 Hz-es küszöbértékkel. Az adathalmazok közti általános korreláció 

vizsgálatára a Spearman-féle koefficienst használtuk (S). A szignifikancia küszöbének a 

p=0,05-ös értéket tekintettük.  A számítások elvégzésére SigmaPlot 12 (Systat Software, San 

Jose, CA, USA) és GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) programot 

használtunk. A karbakolra és az ACEA-ra kialakuló membránpotenciál változások 

elemzéséhez és feltüntetéséhez az OriginPro 8-as szoftvert (OriginLab Corporations, 

Northampton, Massachusetts, USA) használtuk. 
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Eredmények 

1. A CB1 receptor aktivációja heterogén választ váltott ki a PPN 

neuronjaiból 
 

A CB1 receptor stimulációjának hatását a PPN neuronjainak membránpotenciáljára és 

tüzelési mintázatára teljes sejtes elrendezésben, áram-clamp üzemmódban végzett patch-

clamp mérésekkel vizsgáltuk (n=46).  A sejtek elhelyezkedésének és morfológiájának 

azonosításához biocitin jelölést használtunk.  A vizsgált sejtek a pedunculus cerebellaris 

superiortól dorsalisan (100 µm-en belül) és a lemniscus lateralistól mediálisan helyezkedtek 

el; mind a pars compacta, mind a pars dissipata területéről (13. ábra, A-I).  Egyes esetekben 

ChAT- és GAD65-függő módon tdTomato fluoreszcens fehérjét expresszáló idegsejteken 

végeztünk méréseket (13. ábra, D-I).  Az idegsejtek átlagos nyugalmi membránpotenciál 

értéke -57,4 ± 1,3 mV volt.  A neuronok 54%-ánál spontán akcióspotenciál-tüzelés volt 

megfigyelhető, melynek átlagos frekvenciája 1,85 ± 0,35 Hz volt. Ezen sejtek nyugalmi 

membránpotenciálja -53,6 ± 1,75 mV volt (n =25). A sejtek 5 µmol/l ACEA hatására 

különböző módon reagáltak: egyesek depolarizálódtak és megnövelték az akcióspotenciál-

tüzelési frekvenciájukat, mások pedig hiperpolarizáltak és csökkent a tüzelési frekvenciájuk 

vagy teljesen meg is szűnt a spontán aktivitásuk (13. ábra, J,K).  Ezenkívül voltak olyan 

sejtek, amelyek nem reagáltak ACEA-ra.  A CB1 receptor deficiens egerek PPN neuronjain 

csak nagyon kis mértékű, a vad típusú mintákon mért változásoknál szignifikánsan kisebb 

membránpotenciál- és tüzelési frekvencia változásokat láttunk (n=13; 13.ábra, K).   



- 38 - 
 

 

 

13. ábra: A CB1 receptor agonista ACEA heterogén válaszokat vált ki a PPN neuronjain. 

A. sematikus rajz egy coronalis középagyi szeletről (Paxinos és Franklin, 2004 alapján). A fekete 

négyzettel jelölt területet a B ábrán tüntettük fel.  PPN-nucleus pedunculopontinus, LDTg-nucleus 

laterodorsalis tegmentalis, LDTgV-nucleus laterodorsalis tegmentalis, ventrális rész. B. A PPN 

régióját is tartalmazó coronalis középagyi metszet.  A tdTomato-t expresszáló kolinerg neuronokat 

nyílhegy jelzi.  Kalibrációs egyenes: 500 μm. C: Egy biocitinnel jelölt PPN neuron rajza, mely a 

pedunculus cerebellaris superior dorsalis részén helyezkedik el (pedunculus cerebellaris 

superior=SCP, szaggatott vonal). Kalibrációs egyenes: 100 μm. D-F. Azonosított kolinerg neuron. D. 

Biocitin jelölés.  E. ChAT-függő tdTomato expresszió F. Egymásra vetített kép. G-I. Azonosított 

GABAerg neuron. G: Biocitin jelölés. H. ChAT-függő tdTomato expresszió I. Egymásra vetített kép, 

a kalibrációs egyenes D-I: 20 μm. J. A CB1 receptor agonista ACEA hatására a PPN neuronjai eltérő 

módon reagáltak: depolarizáció és tüzelési frekvencia növekedés (fent), hiperpolarizáció és tüzelési 

frekvencia csökkenés (középen), valamint a válasz hiánya (lent). K. Az össszes adat összefoglalása a 

vad típusú egereken (fekete pontok; n=46), illetve a CB1 receptor knockout egereken (piros pontok; 

n=13) történt mérés alapján. Az ACEA hatására történő nyugalmi membránpotenciál változás az x 

tengelyen, míg a tüzelési frekvencia változása az y tengelyen lett feltüntetve.  

Annak érdekében, hogy kizárjuk azt a lehetőséget, hogy a látott membránpotenciál-

változások csak spontán fluktuáció eredményei, 13 olyan neuronon mértünk legalább 7 percen 

keresztül naCSF-ben, egyéb szer alkalmazása nélkül. Ezekben az esetekben, a 

membránpotenciál és a tüzelési frekvencia értékeket úgy határoztuk meg, hogy az utolsó 2 

perc értékeit viszonyítottuk az első 2 perc értékéhez. A spontán nyugalmi membránpotenciál 

ingadozásának nagysága szignifikánsan kisebbnek bizonyult (1,031±0,183 mV), mint az 

ACEA hatására megfigyelt (4,322±0,477 mV; p<0,001; 14. ábra, A).  A CB1 knockout 

egerek neuronjain végzett mérések során szintén kisebb volt a nyugalmi membránpotenciál-

Kontroll 

CB1-KO 
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változás mértéke, mint a vad típusú egyedek esetén (0.838±0.243 mV, p<0,0001 vs. vad típus, 

ACEA; p>0,999 vs. vad, típus, kezelés nélkül).  Négy további esetben a membránpotenciál és 

az akcióspotenciál-tüzelés változásait kontroll körülmények között, 10 percen keresztül 

regisztráltuk, és a membránpotenciál és tüzelési frekvencia értékeit hasonlítottuk össze az első 

és az utolsó percben. A nyugalmi membránpotenciál átlagos változása 2±0,52 mV, míg 

tüzelési frekvencia átlagos változása 0,52±0,19 Hz volt. Egy másik kannabinoid receptor 

agonista, a WIN55,212-2 (1 µmol/l; n=16), és az anandamid membrán transzporter inhibitor 

UCM707 (10 µmol/l; n=13) alkalmazása is hasonló hatásokat váltott ki.  Az UCM707 egy 

anandamid membrántranszporter (ANT) gátló, amely a zsírsavamid hidroláz (FAAH) enzimet 

is gátolja. Ez az enzim elengedhetetlen az endokannabinoidok lebontásához. A zsírsavamid 

hidroláz (FAAH) végzi az anandamid lebontását arachidonsavra és etanolaminra, így mivel 

nem történik meg az anandamid lebontása, az anadamid felszaporodik az extracelluláris 

térben. Az anandamid membrántranszporter (ANT) egy feltételezett, jelenleg még nem ismert 

fehérje, ami az anandamid facilitált diffúziójáért lehet felelős.  Jelenleg mindössze indirekt 

kísérletes bizonyítékok alapján ismert (Chicca és mtsai., 2012). Az alkalmazott szerek 

hatásai között nem tapasztaltunk szignifikáns különbséget a nyugalmi membránpotenciál 

(p=0,7308), illetve a tüzelési frekvencia változásban (p=0,6611; 14. ábra, B, C).  

További feszültség-clamp mérések során (n=28) a membránpotenciált -60 mV-os 

tartófeszültségen tartva, 5 µmol/l ACEA alkalmazását követően 11 esetben aktiválódtak a 

befelé irányuló áramok (-24,5±4,4 pA), 7 esetben pedig a kifelé irányuló áramok aktiválódtak 

(19±1,9 pA), viszont további 10 esetben a tartóáram nem változott.  

 

 

14. ábra. A spontán változások és más CB1 receptor agonisták (piros szimbólumok) 

összehasonlítása az ACEA által kiváltott változásokkal (fekete szimbólumok).  A. A spontán 

membránpotenciál- és tüzelési frekvencia változásai (piros) és az ACEA által okozott változások 

(fekete).  B. 1 µmol/l WIN55,212-2 által létrehozott membránpotenciál- és tüzelési frekvencia 

változásai (piros) és az ACEA által okozott változások (kontroll). C. 10 µmol/l UCM707 (ananadamid 

membrán transzport gátlószer) által okozott membránpotenciál- és tüzelési frekvencia változásai 

(piros) és az ACEA hatására létrejövő változások (fekete). 

Kontroll 

naCSF 

 

Kontroll 

WIN55,212-2 

 

Kontroll 

UCM707 
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A további kísérletek során megvizsgáltuk, hogy a megfigyelt heterogén 

membránpotenciál-változások hátterében milyen receptorok, hatások állnak. A megfigyelt 

heterogén válasz potenciálisan függhet az adott neuron típusától. A különbségek vizsgálata 

céljából mértünk tdTomato-t kifejező kolinerg és GABAerg neuronokon is. Mindkét 

sejtcsoport esetében ugyanúgy háromféle választ tapasztaltunk ACEA hatására; azonban az 

arányok a megfigyelt válaszok tekintetében különbözőek voltak. A kolinerg sejtek azonos 

arányban depolarizáltak, hiperpolarizáltak vagy pedig nem reagáltak ACEA hatására, a 

GABAerg neuronok esetében viszont a sejtek főként depolarizálódtak (15. ábra, A, B). 

Kilenc kolinerg neuronból négynél depolarizációt, két neuronnál hiperpolarizációt láttunk, 

míg három további esetben nem tapasztaltunk membránpotenciál változást. A tíz GABAerg 

neuronból hétnél depolarizációt, háromnál pedig, hiperpolarizációt tapasztaltunk.  

A továbbiakban arra kerestünk választ, hogy a neuronális aktivitás blokkolása 

befolyásolja-e a CB1 receptor stimulációra látott válaszokat, azaz neuronális hálózaton 

érvényesülő hatást vagy közvetlen poszt/extraszinaptikus hatást látunk. 1 µmol/l TTX 

alkalmazásakor vagy a gyors szinaptikus neurotranszmisszió gátlásakor használt koktél (10 

µmol/l NBQX; 50 µmol/l D-AP5; 1 µmol/l sztrichnin; 10 µmol/l bikukullin) alkalmazásakor 

nem tapasztaltunk változást az ACEA által kiváltott membránpotenciál-változásban (15. ábra, 

C, D).   

A következő kísérletsorozatban a szeleteket az I-es vagy a II-es csoportú metabotróp 

glutamátreceptorok (mGluR) antagonistáival kezeltük (10 µmol/l 2-metil-6-(feniletinil)piridin 

(MPEP) és 100 µmol/l 7-(hidroxi-imino)ciklopropa[b]króm-n-1a-karboxilát-etil-észter-t 

(CPCCOEt), vagy 10 µmol/l LY341495-t alkalmazva).  Az I-es típusú mGluR blokkolókkal 

kezelt neuronok depolarizálódtak vagy pedig nem reagáltak ACEA hatására (15. ábra, E), de 

a II-es típusú mGluR blokkoló hatására az ACEA néhány esetben hiperpolarizációt okozott, 

és a depolarizáció gyakorlatilag elmaradt (15. ábra, F). A gyors szinaptikus 

neurotranszmissziót blokkoló koktélt (l. fent) és az mGluR I-es és II-es antagonistákat együtt 

alkalmazva az ACEA nem eredményezett szignifikáns változást a nyugalmi potenciálban és 

tüzelési frekvenciában (15. ábra, G). 
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15. ábra. A PPN neuronjain kiváltott kannabinoid hatás sejttípus-specifikus különbségei és 

farmakológiai sajátságai. A fekete pontok jelölik a neuronok CB1 receptor agonisták hatására adott 

válaszát kontroll körülmények között, míg a piros pontok a sejtek egy adott típusú farmakon 

alkalmazása melletti vagy egy definiált populáció válaszát jelölik. Az x tengely jelzi a 

membránpotenciál-változást, az y tengely pedig a tüzelésifrekvencia-változást. A. A CB1 receptor 

agonista ACEA hatása a kolin-acetiltranszferáz (ChAT) pozitív (kolinerg; n=12) és a B panelen 

látható GAD65 pozitív (GABAerg; n=9) neuronokra. C. 1 µmol/l tetrodotoxin (TTX) vagy a D 

panelen látható gyors szinaptikus neurotranszmisszió blokkolók (10 µmol/l NBQX, 50 µmol/D-AP5, 1 

µmol/l sztrichnin, 10 µmol/l bikukullin) hatása az ACEA által okozott változásokra (n=13; p=0,603; 

n=24). E. Az I-es típusú metabotróp glutamát receptor antagonistákkal (100 µmol/l CPCCOEt, 10 

µmol/l MPEP) történő előinkubálás során, ACEA hatására bekövetkezett változások (n=12). F: A II-es 

típusú metabotróp glutamát receptor antagonista (10 µmol/l LY341495) hatása az ACEA által 

kialakított változásokra (n=10). G. A gyors szinaptikus neurotranszmisszió és mGluR blokkolók 

hatása az ACEA által előidézett változásokra.  

 

2. A CB1 receptor aktivációja megváltoztatja az asztrociták Ca2+ hullám 

frekvenciáját 
 

Mivel a gyors szinaptikus ingerületátvitel és akciós potenciális tüzelés gátlása nem 

szüntette meg a kannabinoid-indukált neuronális membránpotenciál változást; megvizsgáltuk, 

hogy az asztrociták CB1 receptoron keresztüli aktivációja, hatással van-e a neuronális 

aktivitásra. A szeleteket OGB kalciumérzékeny festékkel inkubáltuk, és mértük a 

fluoreszcenciaintenzitás-változást. Először is, azt szerettük volna bizonyítani, hogy a lassú 

kalciumhullámot produkáló sejtek a PPN-ben is gliasejteknek bizonyulnak, mint azt korábbi 

eredmények a nucleus cochlearisban (Kőszeghy és mtsai., 2012), és a cortexben 

(Nimmerjahn és mtsai., 2004) már bizonyították.  Amikor teljes sejtes (n=4), vagy loose-

Kontroll 

ChAT 

Kontroll 

GAD65 

Kontroll 

TTX 

Kontroll 

NBQX; D-AP5; 

sztrichnin; bikukullin 

Kontroll 

mGluRI gátló 

Kontroll 

mGluRII gátló 

Kontroll 

NBQX; D-AP5; sztrichnin; 

bikukullin; mGluRI és 

mGluRII gátló 



- 42 - 
 

patch (n=8) elrendezésben mértünk a lassú kalciumhullámokat mutató sejtekről, akciós 

potenciál egyik esetben sem volt megfigyelhető (16. ábra).  A sejtek morfológiájának 

meghatározásához Alexa 594 fluoreszcens festékkel töltöttük meg a sejteket (17. ábra, A-D).  

Továbbá, a lassú kalcium hullámok TTX jelenlétében is kimutathatók voltak, viszont eltűntek 

thapsigargin alkalmazása során (lásd 18. ábra, E, F).  A gyors kalciumjelek minden esetben 

akciós áramokkal egy időben jelentek meg (16. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

16. ábra. Gyors és lassú kalcium jelek a PPN-ben.  A. A PPN OGB-töltést követő fluoreszcens 

mikroszkópos képe. Ilyen körülmények között lassú kinetikájú és gyors kalcium jeleket is mértünk a 

magban (lásd jobb oldal). B. Egy gyors típusú kalciumjelet adó sejt intracelluláris 

kalciumkoncentráció-változásainak és tüzelési mintázatának szimultán nyomonkövetése.  A tüzelési 

mintázatot loose patch üzemmódban követtük nyomon.  Látható, hogy minden gyors típusú jel egy 

akciós árammal egy időben figyelhető meg (a pirossal kiemelt akciós áram nagy időbeli felbontással is 

látható). C. Egy lassú típusú kalciumjelet adó sejt elektromos aktivitásának és IC kalcium 

koncentráció változásának nyomonkövetése. Figyeljük meg, hogy a lassú kalciumhullámokkal 

egyidőben és ezen sejteken egyáltalán nem lehetett akciós áramot detektálni. 

A 

B 

C 
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Az ezt követő kísérletekben, a neuronális és gliális aktivitást egyszerre követtük 

nyomon: az OGB-vel előinkubált szeletben current-clamp konfigurációban mértünk egy 

neuronon, illetve ezzel párhuzamosan a neuron szómájának 50 µm-es környezetében, 5-21 

töltött sejten mértük a kalciumhullámok frekvenciaváltozásait.  A neuronon kialakuló 2 mV-

ot meghaladó depolarizációt a kalciumhullámok frekvencianövekedése előzte meg és követte 

a környező asztrocitákon (17. ábra, E, F).  A környező asztrocitákban ezekben az esetekben a 

kezdeti kis frekvenciájú spontán tevékenység ACEA alkalmazását követően a kétszeresére 

emelkedett körülbelül 4 percen át, majd fokozatosan visszatért az eredeti értékre (17. ábra, 

F).  A hiperpolarizálódó neuronok közelében elhelyezkedő asztrociták viszont ACEA hatására 

folyamatos kalciumhullám-frekvencianövekedést mutattak (17. ábra, G, H).  Az ACEA 

alkalmazására nem reagáló neuronok körüli asztrociták a szer alkalmazása előtt is magas 

kalciumhullám-frekvenciát mutattak, ami nem változott szignifikánsan a CB1 receptor 

agonista alkalmazása alatt sem (17. ábra, I, J).  

17. ábra. A jelmagyarázatot l. a túloldalon. 
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17. ábra. Az ACEA hatására bekövetkező neuronális változásokat megelőzően és azzal 

párhuzamosan a környező asztrociták kalciumhullám-frekvenciája is változik. A. OGB-vel 

előinkubált PPN szelet átnézeti képe. B. Az A panelen csillaggal jelölt sejt lassú kalciumhullámai. C. 

A csillaggal jelölt sejt áraminjekció-lépcsők (felső ábra) hatására kialakuló membránpotenciál 

változásai (alsó ábra). A sejt nem tüzelt akciós potenciálokat. D. A mért sejt morfológiája 

asztrocitának felel meg. E. A neuronon ACEA hatására kialakuló depolarizáció és tüzelésifrekvencia-

növekedés (felső ábra), mellyel párhuzamosan a környező asztrociták kalciumhullám-frekvenciája is 

fokozódott (alsó ábra). F. Az idő függvényében végbemenő neuronális membránpotenciál- (felső) és 

az ezzel párhuzamos asztrocita kalciumhullám-frekvencia (alsó) változások. Minden egyes adatpont 

30 s átlagának felel meg. A szaggatott vonalak jelzik az ACEA alkalmazása előtt mért adatok átlagát. 

Az asztrocita kalciumhullám-növekedése jelentősen megelőzte a neuronális membrándepolarizációt, 

amely 1-2 perc után tetőzött, és körülbelül 4 percig maradt fenn. Az asztrocita kalciumhullámok 

maximális frekvenciája az ACEA alkalmazása alatt 0,93±0,27/perc (n=7) volt. G, H. Az ACEA-ra 

hiperpolarizálódott neuronok közelében levő asztrociták kalciumhullám-frekvenciája is 

megnövekedett, amely párhuzamosan ment végbe a neuronális membránpotenciál-változással. A 

depolarizálódó neuronok környezetében levő asztrociták kalciumhullám-frekvencia növekedése 

robusztusabb volt (1,5±0,14/perc; n=5), és nem mutatott csökkenést. I, J. Az ACEA-ra nem reagáló 

neuronok közelében elhelyezkedő asztrocitákon viszonylag magas kezdeti kalciumhullám-frekvenciát 

lehetett megfigyelni (1,22±0,08/perc), mely nem változott szignifikánsan a szer alkalmazását követően 

(1,16±0,1/perc; n = 4) sem. Az alsó görbén látható szaggatott vonalak a depolarizálódó (a; l. F panel) 

és hiperpolarizálódó (b; l. H panel) neuronok közelében elhelyezkedő asztrociták kalciumhullám-

frekvenciáinak átlagait jelzik. 

 

3. A neuronális membránpotenciál-változásokért az asztrociták CB1 

receptoron keresztüli aktivációja felelős 
 

A CB1 receptorok jelenlétét a PPN asztrocitáiban immunhisztokémiai módszerrel 

bizonyítottuk, ahol a CB1 receptor és az asztrociták specifikus markerének, a GFAP-nak 

("glial fibrillary acidic protein") a kolokalizációját mutattuk ki. Azt találtuk, hogy a GFAP-

pozitív nyúlványok a CB1 receptor immunpozitivitással kolokalizálódnak, azaz az asztrociták 

egy jelentős része CB1 immunpozitivitást mutatott (18. ábra, A-C). Annak érdekében, hogy 

funkcionális bizonyítékot találjuk arra, hogy a CB1 receptor agonisták az asztrocitákon 

elhelyezkedő CB1 receptorokat aktiválják, megismételtük a kísérletet CB1 knockout egereken 

is, kombinált Ca
2+

-imaging és patch-clamp méréseket alkalmazva. Összehasonlítva a vad 

típusú állatok mérési adataival, az asztrociták spontán kalciumhullámai lényegesen 

alacsonyabb frekvenciát mutattak kontroll körülmények között a CB1 knockout egerek 

esetében. ACEA alkalmazását követően a frekvencia nem nőtt meg szignifikánsan (18. ábra, 

D, H). Ezekben az állatokban az alkalmazott ACEA a neuronokon sem váltott ki szignifikáns 

membránpotenciál-változást (n=13; lásd 13. ábra, K).   
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Az asztrocitákon megfigyelt változások annak is lehetnek a következményei, hogy a 

neuronális aktivitás változása miatt azok is megváltoztatják az aktivitásukat.  Ennek a 

lehetőségnek a megvizsgálására vad típusú egereken alkalmaztuk TTX-et annak érdekében, 

hogy gátoljuk a neuronális akcióspotenciál-tüzelést. Az ACEA alkalmazását megelőzően, 

TTX jelenlétében szignifikánsan alacsonyabb volt az asztrociták kalciumhullám-frekvenciája, 

mint a kontroll körülmények között (18. ábra, E, H).  Ennek az állhat a hátterében, hogy a 

neuronális aktiváció gátlásának egyik következménye, hogy a neuronokból történő 

aktivitásfüggő neurotranszmitter-felszabadulás jelentősen csökken, és ezáltal az asztrociták 

neurotranszmitter-receptorai sem aktiválódnak. Azonban amikor ACEA-t alkalmaztunk, 

szignifikánsan megnövekedett a kalciumhullám-frekvencia TTX jelenlétében (18. ábra, E, 

H).  

Ezután azt vizsgáltuk, hogy az asztrociták gátlása megakadályozza-e a neuronok CB1 

receptor agonisták hatására kialakuló membránpotenciál változását. Ehhez a vad típusú 

egerekből származó szeleteket 45 percig thapsigarginnal inkubáltuk (1 µmol/l), amely 

kiürítette a sejten belüli kalciumraktárakat (Navarrete és Araque 2008, 2010), majd az ezt 

követő 10 percen belül végeztünk méréseket.  Mint az várható volt, miután thapsigarginnal 

előinkubáltuk a szeleteket, nem tapasztaltunk lassú kalciumhullámokat (n=58; 18. ábra, F, 

H).  Ezzel párhuzamosan, az ACEA-ra bekövetkező neuronális membránpotenciál- és tüzelési 

frekvencia-változások is elhanyagolhatóak voltak; az előinkubálás nélküli választól 

szignifikánsan különböztek (n=7; 18. ábra, G).  A neuronális válasz hiánya nem a neuronok 

thapsigarginnal való gátlásának a következménye volt, mivel 10 µmol/l glutamát alkalmazása 

9,43 ± 4,9 mV depolarizációt és 1,64 ± 1,05 Hz tüzelésifrekvencia-növekedést eredményezett 

(n=4). 
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18. ábra. Az asztrociták CB1 receptorai felelősek az ACEA-ra bekövetkező neuronális 

membránpotenciál-változásokért. A-C: 1 µm optikai vastagságú felvétel a PPN területéről, mely az 

asztrocitán elhelyezkedő GFAP (A) és a CB1 receptor (B) közötti kolokalizációt mutatja. A kettős 

jelölést mutató összesített képen (C) a nyílhegyek jelölik a kolokalizációt. A CB1 pozitív területek 

21,28±1,91%-a esett egybe GFAP-pozitív területekkel (624 képpont 3 állatból). Kalibrációs egyenes: 

5 µm. D. CB1 knockout egerekben megfigyelt lassú kalciumhullámok. A CB1 receptor agonista 

ACEA (5 µmol/l) nem változtatta meg az asztrociták kalciumhullámainak gyakoriságát a CB1 receptor 

knockout egerekben. E. A tetrodotoxin nem akadályozta az asztrociták kalciumhullámainak 

frekvencianövekedését ACEA alkalmazást követően. F. A thapsigarginnal való előinkubálás csökkenti 

a kontroll körülmények között tapasztalt kalciumhullámok frekvenciáját és megakadályozza az ACEA 

alkalmazására kialakuló frekvencianövekedést.  G A thapsigarginnal történő előinkubáció jelentősen 

csökkenti az idegsejtek membrán potenciál változását (p=0,0066; n=7; RMP nyugalmi potenciál, Freq 

tüzelési frekvencia, fekete pontok: előinkubálás nélküli minta, piros pont: thapsigargin előinkubálás). 

H. Az asztrociták kalciumhullámainak frekvenciaváltozása kontroll körülmények között (üres 

oszlopok) és ACEA alkalmazást követően (fekete oszlopok). A vad típusú állatokban az ACEA 

nagymértékű kalciumhullám-frekvencia növekedést váltott ki (0,57±0,07/percről 0,91±0,09/ percig; 

p=0,001). A CB1 KO egerekben mért kalciumhullám-frekvencia szignifikánsan alacsonyabb volt, 

mint a vad típusú egerekben (0,24±0,09/perc; p=0,0064, n=73), és az ACEA hatására bekövetkező 

frekvencianövekedés sem volt szignifikáns (0,27±0,08/perc; p=0,39). TTX jelenlétében, a vad típusú 

állatokban a kalciumhullámok frekvenciája kontroll körülmények között alacsonyabb volt 

(0,09±0,03/perc; p=0,0004 a kontroll naCSF-hez képest; n=53), de ACEA hatására nagymértékű 

frekvencianövekedést tapasztaltunk (0,56±0,12/perc; p=0,0001). A thapsigargin csökkentette mind a 

kontroll körülmények között kialakuló, mind az ACEA hatására kialakuló kalciumhullám-frekvenciát 

(n=58). 

Kontroll 

Thapsigargin 
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4. A CB1 agonisták hatása függ a neuronok és asztrociták nyugalmi 

aktivitásától 
 

A következő kísérletsorozatban azt vizsgáltuk, hogy, egyes neuronok miért nem 

regálnak az ACEA alkalmazására (lásd 13. ábra, J).   

Azt találtuk, hogy az ACEA-ra adott membránpotenciál-változás nagysága fordítottan 

arányos volt a kontroll körülmények között megfigyelt tüzelési frekvenciával: alacsonyabb 

kiindulási frekvenciával rendelkező neuronokon az ACEA kifejezettebb membránpotenciál-

változásokat hozott létre, míg azon sejtek membránpotenciálját, melyek nagy kezdeti tüzelési 

frekvenciával rendelkeztek, szinte egyáltalán nem változtatta meg az ACEA (19. ábra, A).  

Ezzel összhangban, az alacsony frekvenciájú kalciumhullámokat produkáló sejtek jelentősebb 

kalciumhullám-frekvencianövekedést produkáltak ACEA hatására (19. ábra, B).  A jelenség 

egy lehetséges magyarázata az, hogy az aktívabb neuronok és asztrociták egy tónusos 

endokannabinoid hatásnak köszönhetik fokozott aktivitásukat.  Ezt a feltevést úgy 

ellenőriztük, hogy a szeleteket alacsonyabb koncentrációjú ACEA-t tartalmazó oldatban (50 

nmol/l) 5-7 percig előinkubáltuk, majd nagyobb koncentrációjú (5 µmol/l) ACEA került 

alkalmazásra. Előinkubált mintákon a neuronális membránpotenciál-változások 

szignifikánsan csökkentek az előinkubáció nélküli esetekhez képest (n=15; 19. ábra, C-E). 

Ehhez hasonlóan, az előinkubáció hatására aktívabb, nagyobb frekvenciájú 

kalciumhullámokat produkáló asztrociták a magasabb koncentrációjú ACEA alkalmazására 

egyáltalán nem növelték meg a kalciumhullám-frekvenciát.   
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19. ábra. A jelmagyarázatot l. a túloldalon. 
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19. ábra. A fokozott kannabinoid tónus meggátolja a neuronális membránpotenciál-változásokat 

és az asztrociták kalciumhullámainak frekvencianövekedését. A. A neuronok kontroll 

körülmények között megfigyelt tüzelési frekvenciája (n=46) fordítottan arányos az ACEA által 

kiváltott membránpotenciál változással (S=-0,8046, p=0,019). B. Az asztrociták kalciumhullámainak 

frekvenciaváltozása is fordítottan arányos a kiindulási frekvenciával (S=-0,8545, P=0,0015). C. Egy, 

az alacsony koncentrációjú ACEA (50 nmol/l) hatására aktiválódott neuron (felső görbe) és a 

környező nagy bazális aktivitást mutató asztrociták (3 lentebbi görbe) nem mutatnak szignifikáns 

változást 5 µmol/l ACEA hatására.  D. Átlagos neuronális membránpotenciál változások (felső görbe) 

és az asztrociták kalciumhullám-frekvenciájának változásai (alsó görbe). Minden egyes adatpont 

átlagosan a 30 s alatt mért összes adatpont átlagát mutatják. Az 50 nM ACEA-val előinkubált 

asztrociták kalciumhullám-frekvenciája szignifikánsan magasabb volt (0,62±0,08/perc; p=0,0001; 

n=120), mint az ACEA-ra depolarizáló (b), vagy hiperpolarizáló (c) neuronok szomszédságában 

elhelyezkedő asztrociták esetében, de lényegesen kisebb, mint azon asztrociták kalciumhullám-

frekvenciája, melyek az ACEA-ra nem reagáló neuronok szomszédságában helyezkednek el (a) (n=48, 

p=0,0001). 5 μmol/l ACEA alkalmazása nem váltott ki jelentős kalciumhullám-frekvenciaváltozást 

(0,66±0,1/perc). E. 5 μmol/l ACEA hatására bekövetkező neuronális membránpotenciál- (ΔRMP) és 

tüzelési frekvencia (ΔFreq.) változások ACEA-előinkubáció nélkül (fekete pontok) és 50 nM-os 

ACEA-val történő előinkubálást követően (piros pontok). Az alacsony dózisú ACEA-val történő 

előinkubálás jelentősen csökkentette, de nem szüntette meg a neuronális válaszokat (p = 0,021; n = 

15). 

 

 

A következő kísérletben azt vizsgáltuk meg, hogy a neuronok depolarizációja képes-e 

CB1 receptoron keresztül aktiválni a környező asztrocitákat, hasonlóan az általunk korábban 

alkalmazott exogén kannabinoidok hatásához. Ennek vizsgálatához egy 10 mV-os 

depolarizációt kialakító áramlépcsőt alkalmaztunk a vad típusú állatokból származó szeletek 

neuronjain (n=3), és azt tapasztaltuk, hogy a szóma 50 µm-es környezetében található 

asztrocitákban mintegy megkétszereződött a kalciumhullámok frekvenciája (20. ábra, A-C). 

A CB1 receptor knockout állatokból származó méréseknél (n=4), ez a kalciumhullám-változás 

szignifikánsan kisebb volt (20. ábra, D-F). Az, hogy a CB1 knockout egerekben 

szignifikánsan kisebb mértékben ugyan, de láttunk Ca
2+

 hullám frekvencianövekedést, annak 

tulajdonítható, hogy a neuronok depolarizációja és akcióspotenciál-tüzelése során 

felszabaduló neurotranszmitterek és az asztrociták neurotranszmitter-receptorának aktivációja 

is fokozhatja az asztrociták kalciumhullámainak frekvenciáját a CB1 knockout egérben.  

Mindezek mellett annak a lehetősége sem zárható ki teljesen, hogy az endogén kannabinoidok 

nem csak CB1 receptorokat, hanem más egyéb receptorokat is aktiválnak a mi 

preparátumunkban is, mint például CB2, GPR55 vagy TRPV1 receptor.   
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20. ábra. A küszöb feletti (10 mV-os) neuronális depolarizáció által a szomszédos asztrocitákban 

CB1 receptor-függő úton váltható ki kalciumhullám-frekvencianövekedés. A: Egy vad típusú 

egérből származó PPN szeletben mért neuron (csillag) és OGB-vel töltött asztrociták képe. B; C. A 

csillaggal jelölt neuron áraminjekcióval kiváltott 10 mV–os depolarizációjának hatására kialakuló 

akcióspotenciál-tüzelés (felső görbe) és az intracelluláris kalciumkoncentráció-változások átlagai a hét 

szomszédos asztrocitában (alsó görbe). A vízszintes szaggatott vonalak a depolarizáló áraminjekció 

időtartamát jelzik. D. Az asztrociták kalciumhullám-frekvenciájának időbeli változásai. Minden 

adatpont 30 s átlagának felel meg. A frekvencia sziginifikánsan megemelkedik a neuronális 

depolarizáció alatt (p=0,004). E-H. Ugyanez a depolarizáció egy CB1 knock-out állatból származó 

neuronon csak kisebb mértékű kalciumhullám-frekvenciaemelkedést váltott ki a szomszédos 

asztrocitákból (p=0,058). 
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5. A kolinerg és endokannabinoid hatások átfednek a PPN neuronjain  
 

Kísérleteink további részében arra a kérdésre kerestünk választ, hogy a kolinerg 

neuromoduláció hatásai mennyire fednek át a korábban megfigyelt kannabinoid hatással.  

Irodalmi adatokból ismert, hogy a muszkarinos acetilkolin-receptor agonista karbakol a PPN 

neuronjainak egy részét depolarizálta, más részét hiperpolarizálta, míg egy kisebb hányadukra 

nem hatott (Ye és mtsai., 2010).  Az irodalmi adatok alapján ismert hatást nekünk is sikerült 

reprodukálni. 22 PPN neuronon végeztünk méréseket patch-clamp technika teljes-sejtes 

elrendezésében, áram-clamp üzemmódban. A neuronok többsége (22-ből 19) spontánul tüzelt, 

átlagosan 3,4±0,6 Hz frekvenciával. A sejtek 50 µmol/l karbakolra különböző módon 

válaszoltak: 10 (45%) depolarizálódott és megnőtt az akciós potenciál tüzelési frekvencia 

gyakorisága, 7 (32%) hiperpolarizálódott és csökkent vagy teljesen megszűnt a spontán 

aktivitásuk. A többi sejt (5 db; 23%) nem válaszolt karbakolra (21. ábra, A-F).  E változások 

nagysága szignifikánsan meghaladta a spontán változások nagyságát (p=0,0005 a nyugalmi 

membránpotenciál, p=0,0064 a tüzelési frekvencia esetén; Fisher-teszt; 21. ábra, G). A 

neuronok helyét és morfológiáját biocitin-jelöléssel és utólagos kolin-acetiltranszferáz 

immunjelöléssel végeztük. Mind a kolinerg, mind pedig a nem-kolinerg neuronok esetében, 

karbakol hatására heterogén választ figyeltünk meg, ami depolarizációból, válaszhiányból és 

hiperpolarizációból állt. A heterogén válasz karbakol hatására nem tér el lényegesen a korábbi 

méréseinkben alkalmazott ACEA hatásától (p=0,885 a nyugalmi membránpotenciál és a 

p=0,11 a tüzelési frekvencia esetén; Fisher-teszt; 21. ábra, H).  Az átlagos depolarizáció 

karbakol hatására 4,7±0,45 mV-nak bizonyult, mely együtt járt 1,55±0,39 Hz nagyságú 

tüzelési frekvencianövekedéssel. Az átlagos hiperpolarizáció -6,58±1,2 mV, a tüzelés 

frekvencia csökkenése pedig -2,8±1,14 Hz volt. 
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21. ábra. 50 µM karbakol hatása a PPN neuronjainak membránpotenciáljára és akciós potenciál 

tüzelésére. A. Reprezentatív membránpotenciál-mérés egy olyan neuronról, ahol a karbakol 

depolarizációt és a tüzelési frekvencia növekedést eredményezett.  B. Az A panelen látható méréshez 

tartozó hisztogramok, a kontroll körülmények között végzett (fekete) és karbakol alkalmazása alatt 

felvett szakaszokról (szürke). A hisztogramon levő legmagasabb csúcsot tekintettük a nyugalmi 

membránpotenciálnak. C, D. Reprezentatív membránpotenciál-mérés és hisztogram egy olyan 

neuronról, ahol a karbakol nem okozott változást a membránpotenciálban és a tüzelési frekvenciában. 

E, F. Reprezentatív membránpotenciál-mérés egy olyan neuronról, ahol a karbakol hiperpolarizációt 

és a spontán aktivitás megszűnését eredményezte.  G. A karbakol (fekete pontok) által okozott 

membránpotenciál- és tüzelésifrekvencia-változások összehasonlítása a szerek bemosása nélkül mért 

spontán ingadozásokkal (piros pontok).  Az x tengelyen a membránpotenciál (ΔRMP), az y tengelyen 

az akcióspotenciál-tüzelés változásait (ΔFreq) tüntettük fel. H. A karbakol (fekete) és az ACEA 

(narancssárga) által okozott membránpotenciál- és tüzelésifrekvencia-változások összehasonlítása két 

külön neuronális populáción. 

 

Karbakol 

Spontán ingadozás 

Karbakol 

ACEA 
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A következőkben azt vizsgáltuk, hogy a kolinerg és kannabinoid stimulációra adott 

válaszok ugyanazon neuronon megegyeznek-e, vagy az individuális neuronok különbözően 

reagálnak-e az egyes szerekre.  Ennek meghatározásához, teljes-sejtes patch-clamp kísérletet 

végeztünk áram-clamp üzemmódban 16 PPN neuronon, ahol először a karbakolt alkalmaztuk, 

majd miután megfelelően kimostuk a karbakolt, 5 µmol/l CB1 receptor agonista ACEA-t 

mostunk be.  A karbakol hatása általában 2-4 perc alatt volt teljesen kimosható, de a biztos 

kimosás érdekében 5 percig tartó (1ml/perc), normál aCSF-et tartalmazó oldattal történő 

perfundálást végeztünk.  Mivel az ACEA hatása nem, vagy csak részlegesen mosható ki, ezért 

alkalmaztuk elsőként a jól kimosható karbakolt, majd utána az ACEA-t (Himpens és mtsai., 

1991; Park és mtsai., 2004). 

Hét esetben a karbakol depolarizációt váltott ki. Ezeken a neuronokon az ACEA 

alkalmazása ugyancsak depolarizációt váltott ki (5±0,6 mV karbakolra és 3,8±0,38 mV 

ACEA-ra). Nem volt szignifikáns különbség a két szer által kiváltott depolarizáció 

nagyságában (p=0,053).  Négy esetben a karbakol nem okozott semmilyen változást; ezeken a 

sejteken az ACEA alkalmazása sem eredményezett változást. Öt neuronon hiperpolarizációt 

váltott ki a karbakol. Ezeken a sejteken az ACEA alkalmazása nem mutatott olyan szoros 

összefüggést a karbakol hatásával, mint az előző esetekben: az 5 neuronból egy esetben 

depolarizációt, egy esetben válaszhiányt, és 3 sejten hiperpolarizációt tapasztaltunk ACEA 

hatására (átlagosan -7,7±1.9 mV karbakol hatására, 0,48±2,1 mV ACEA hatására). A szerek 

hatása közötti különbség szignifikáns volt ebben a populációban (p=0,009) (22. ábra, A-C). 

A két hatás összehasonlítása érdekében az ugyanazon sejtpopuláción karbakol hatására 

kialakuló membránpotenciál-változást az ACEA-ra kialakuló membránpotenciál-változás 

függvényében tüntettük fel.  Feltételeztük, hogy a lineáris illesztést lehet a legjobban 

alkalmazni a két alkalmazott szer által kiváltott hatás egyezésének vagy különbözőségének 

összevetésére.  Amikor az összes adatpontra egyenest illesztettük, az illesztés korrektségét 

jelző R
2
 értékre 0,086-ot kaptunk. Azonban amikor azokat az értékeket eltávolítottuk az 

adatsorból, ahol a karbakol hiperpolarizációt okozott, az ACEA pedig depolarizációt vagy 

egyáltalán nem váltott ki választ, az R
2
 értéke jelentősen nőtt (0,801) (22. ábra, D). Ez azt 

jelzi, hogy azokban az esetekben eltérés figyelhető meg a karbakol és az ACEA hatása között, 

amikor az előbbi szer hiperpolarizációt okozott. A tüzelési frekvencia változása is hasonló 

tendenciát mutatott.  Azon sejtek, amelyek tüzelésifrekvencia-növekedést mutattak, hasonlóan 

reagáltak karbakolra és ACEA-ra (1,24±0,26 Hz változás karbakolra, 0,91±0,4 Hz változás 

ACEA-ra) egyaránt. Azon sejtek, melyek csökkentették a tüzelési frekvenciát karbakol 

hatására, eltérő módon reagáltak ACEA-ra (-2,17±1,3 Hz változás karbakolra, és -0,066±0,6 
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Hz változás ACEA-ra; 22. ábra, A-D, 1. táblázat).  Mikor a tüzelési frekvencia változások 

adatpontjait ugyanolyan lineáris illesztéssel határoztuk meg, mint a nyugalmi 

membránpotenciál változás értékét, az R
2
 értéke -0,07 volt, míg ha ugyanazon neuronok 

adatait távolítottuk el az értékelésből, mint az előző számítás esetén, az R
2
 értéke 0.416-ra 

nőtt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

22. ábra. A karbakol és az ACEA egymás utáni alkalmazásának hatása ugyanazokon a 

neuronokon. A. Egy neuronról elvezetett reprezentatív membránpotenciál-görbék, ahol a karbakol 

ugyanolyan depolarizációt és tüzelésifrekvencia-emelkedést váltott ki, mint az ACEA. B. Egy másik 

neuronról felvett görbék, amely hiperpolarizálódott karbakol hatására és depolarizálódott ACEA 

hatására. C. Egy harmadik neuronról származó mérési eredmények, amely hiperpolarizálódott mindkét 

agonista hatására (szaggatott vonalak: -60 mV; folyamatos vonalak: számított nyugalmi 

membránpotenciál) D. A karbakol és az azt követő ACEA alkalmazásának hatására kialakuló 

nyugalmi membránpotenciál változások statisztikai összehasonlítása. ACEA: arachidonyl-2-

chloroethylamide; CCh: karbakol; RMP: nyugalmi membrán potenciál. 
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Paraméterek Depolarizált sejt  

(n = 7) 

Hiperpolarizált sejt  

(n = 5) 

Nem válaszoló sejt 

(n = 4) 

Nyugalmi membránpotenciál 

változás (RMP) karbakol 

hatására (mV) 

 

5 ± 0.6 -7.7 ± 1.9 0.4 ± 0.2 

RMP változás ACEA hatására 

(mV) 

 

3.8 ± 0.4 0.5 ± 2.1 0.75 ± 0.6 

Tüzelési frekvencia változás 

karbakol hatására (Hz) 

 

1.2 ± 0.3 -2.2 ± 1.3 0.15 ± 0.1 

Tüzelési frekvencia változás 

ACEA hatására (Hz) 

0.9 ± 0.4 -0.1 ± 0.6 -0.15 ± 0.5 

 

1. táblázat. A karbakol és ACEA hatásainak összehasonlítása. A változást a kontroll körülmények 

között történt mérésekhez viszonyítottuk.   
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Megbeszélés 
 

 A jelen munkában megmutattuk, hogy a nucleus pedunculopontinus neuronjai 

többféleképpen reagáltak CB1 receptor agonistákra: egyesek depolarizálódtak, mások 

hiperpolarizálódtak, míg a neuronok egy kisebb része nem reagált.  A megfigyelt változások 

csak kismértékben függtek a neurontípustól, és a neuronális hálózatokra gyakorolt hatás 

feltehetően nem játszott jelentős szerepet az általunk megfigyelt membránpotenciál-

változásokban.  A PPN asztrocitáinak aktivációja a neuronokon megfigyelt változások előtt 

kezdődött el; az asztrociták aktivitásának és a metabotróp glutamátreceptorok gátlása 

megakadályozta a PPN neuronokon kialakuló kannabinoid hatásokat.  A nem reagáló 

neuronok és asztrociták tónusos endokannabinoid hatás alatt állhatnak; a depolarizált 

neuronok a környezetükben levő asztrocitákat zömmel CB1 receptoron keresztül aktiválták.   

 A kannabinoidok neuronális hatásai jelentős, de nem teljes átfedést mutattak a 

muszkarinos kolinerg neuromoduláció hatásaival a PPN neuronjain: ugyanazon neuronok 

depolarizálódtak vagy nem reagáltak ACEA és karbakol alkalmazására, viszont a karbakolra 

hiperpolarizálódó neuronok depolarizálódtak, hiperpolarizálódtak vagy nem reagáltak ACEA 

alkalmazására.  

1. Az asztrociták CB1 receptorának aktivációja modulálja a PPN 

neuronjainak tevékenységét 
 

Széles körben elfogadott az a tény, hogy az asztrociták hatékonyan képesek 

befolyásolni a neuronális funkciókat (ld. Perea és mtsai., 2009; Frank 2013).  Számos 

neurotranszmitter-receptorral rendelkeznek, amelyeket aktiválva nagyszámú gliotranszmittert 

szabadíthatnak fel, mint a glutamát, ATP, adenozin, TNFα, D-szerin és peptidek (Volterra és 

Bezzi, 2002).  Az asztrociták jelentősen hozzájárulnak az alvás homeosztázisához (ld. Frank, 

2013) az interleukin-1 (IL-1), TNFα, neurotrofinok és prosztaglandinok felszabadításán 

keresztül.  Az egyik legalaposabban vizsgált gliotranszmitter a glutamát, amely az 

asztrocitákból többféle módon szabadulhat fel: a kalciumfüggő exocitózis mellett (Parpura 

és mtsai., 1994; Bezzi és mtsai., 2004) a plazmamembrán glutamát transzporterek reverz 

működésén keresztül (Szatkowski és mtsai., 1990), de cisztein-glutamát antiporttal (Warr és 

mtsai., 1999), connexin/pannexin ''hemichannel''-eken (Cotrina és mtsai., 1998; Ye és 

mtsai., 2003), ionotróp purinerg receptorokon keresztül (Duan és mtsai., 2003), szerves 

anion transzportereken (Rosenberg és mtsai., 1994) és sejtduzzadás által nyitott 
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anioncsatornákon keresztül történő glutamátfelszabadulásról is beszámoltak (Pasantes 

Morales és Schousboe, 1988). 

Számos tanulmány kimutatta, hogy mind asztrocita sejtkultúrában (Molina-Holgado 

és mtsai., 2003; ld. Stella 2004; Walter és Stella, 2003), mind pedig az agy bizonyos 

területein, mint a nucleus accumbens, cinguláris kéreg, mediális előagyi köteg, amygdala, a 

gerincvelő és a hippocampus (Rodriguez és mtsai., 2001; Moldrich és Wenger, 2000; Salio 

és mtsai., 2002; Navarrete és Araque, 2008; Hegyi és mtsai., 2009), az asztrociták 

rendelkeznek CB1 receptorral, melyek kannabinoidok által aktiválva képesek azokon 

kalciumhullámokat kelteni (Navarrete és Araque, 2008). A CB1 receptorok mellett a 

funkcionális CB2 receptorok ugyancsak kimutathatóak az asztrocitákon (pl. Fernàndez-Ruiz 

és mtsai., 2008), de e receptor jelentősége az általunk megfigyelt hatásokban nem valószínű.  

Ennek két oka lehet: az egyik, hogy az ACEA szelektív CB1 receptor agonista (Hillard és 

mtsai., 1999), valamint hogy az ACEA és a WIN55,212-2 hatása szinte teljesen hiányzik a 

CB1 receptor knockout egerekből.  

Az asztrociták kannabinoid jelátvitelben betöltött szerepét részletesen tanulmányozták 

a hippocampus és a cortex területén (Navarrete és Araque 2008, 2010; Min és Nevian, 

2012; Han és mtsai., 2012; ld. Castillo és mtsai., 2012).  Ezekben a régiókban a neuronok 

aktivitásának fokozódása endokannabinoid felszabaduláshoz vezet, amely aktiválja az 

asztrocitákat.  Az asztrocita-aktiváció glutamátfelszabadulást okoz, ami potencírozhatja a 

glutamaterg szinapszisokat vagy hosszú távú depressziót indukálhat NMDA receptorokon 

vagy a preszinaptikus mGluR-okon keresztül.  A jelen munkában megmutattuk, hogy 

alapjaiban hasonló, bár nem teljesen azonos mechanizmus jelen van szubkortikálisan is, a 

RAS egy magjában is.  Kimutattuk továbbá, hogy - hasonlóan, a kérgi struktúrákhoz 

(Navarrete és Araque, 2008, 2010; ld. Castillo és mtsai., 2012) - a neuronok 

depolarizációja az asztrociták zömmel CB1 receptoron keresztüli aktiválásához vezet.  Az 

aktivált asztrociták feltehetően vagy felszabadítanak glutamátot, vagy mérséklik 

glutamátfelvevő tevékenységüket, így feltehetően szabályozzák a glutamát mennyiségét. Ez a 

glutamát metabotróp glutamátreceptorokon keresztül fejti ki az általunk megfigyelt neuronális 

hatást.  Érdekes módon azonban a neuronok tónusos stimulációjában vagy gátlásában a 

szinaptikus aktivitás közvetlen, preszinaptikus CB1 receptoron keresztüli gátlása vagy a 

preszinaptikus mGluR-okon keresztüli aktiválása nem játszott fontos szerepet, mert a gyors 

szinaptikus neurotranszmisszió gátlása nem befolyásolta a tónusos neuronális kannabinoid 
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hatásokat.  Mindezek látszólagos ellentmondásban vannak azzal a régóta elfogadott és 

szélesen bizonyított ténnyel, hogy a kannabinoid hatások nagy része preszinaptikus CB1 

receptoron keresztül, a szinaptikus neurotranszmisszió gátlása révén valósul meg (ld. 

Lovinger, 2008; Diana és Marty, 2004; Katona és Freund, 2012). Mindezen 

ellentmondások feloldása egyrészt későbbi kutatási feladat, másrészt figyelembe kell venni a 

kísérleti modell nyújtotta korlátokat: a vékonyszelet-preparátumon végzett mérések során a 

PPN-t megfosztjuk fontos kapcsolataitól, így a kísérleteink során nem a teljes kannabinoid 

hatást, hanem csak annak lokális részét figyelhettük meg. 

2. Az mGluR-ok szerepe a neuron-glia jelátvitelben 
 

A kísérleteink során használt mGluR I és mGluR II gátlószerek alkalmazásával megmutattuk, 

hogy a neuronális hiperpolarizáció mGluR I aktivációján keresztül megy végbe, míg a 

depolarizáció mGluR II függő. Újabb tanulmányok demonstrálták az I-es és II-es típusú 

mGluR-ok funkcióját és jelenlétét középagyi régiókban (Wilson-Poe és mtsai., 2013; 

Kohlmeier és mtsai., 2013), valamint hogy az asztrociták aktivációja preszinaptikus mGluR-

ok aktivációjához vezet, és szerepük van a hosszú távú potencírozás folyamatában a 

hippocampus területén (Navarrete és mtsai., 2012). Kísérleteink során nem vizsgáltuk ezen 

csatornák identitását. Mindezek mellett, tudomásom szerint a jelen munka az első arra 

vonatkozó bizonyíték, hogy mGluR típustól függően tónusos neuronális aktiváció vagy gátlás 

megy végbe egy középagyi területen.   

Az mGluR-ok széles körben megtalálhatóak a központi idegrendszer területén mind 

pre-, mind posztszinaptikus lokalizációban (ld. Ferraguti és Shigemoto, 2006; Niswender és 

Conn, 2010).  Számos tanulmány leírta az I-es és II-es csoportba tartozó mGluR-ok jelenlétét 

asztrocitákon (Petralia és mtsai., 1996; Schools és Kimelberg, 1999; Zur Nieden és 

Deitmer, 2006; D’Ascenzo és mtsai., 2007; Pirttimaki és Parri, 2012; ld. Ferraguti és 

Shigemoto, 2006; Schoepp, 2001; ld. D’Antoni és mtsai., 2008), melyek képesek az 

extracelluláris glutamátkoncentráció változásaira reagálni (Zur Nieden és Deitmer, 2006).  A 

glutamát és az mGluR I és II agonisták a hippocampális asztrocitákon kalciumhullámokat 

keltenek, amelyek ‘‘glutamát-indukált glutamátfelszabadulást’’ váltanak ki (Bezzi és mtsai., 

2004; Zur Nieden és Deitmer, 2006; Pirttimaki és mtsai., 2011; D’Ascenzo és mtsai., 

2007). Más eredmények szerint azonban mGluR I és II antagonisták nem változtatták meg a 

hippocampalis asztrociták kalciumjeleit (Nett és mtsai., 2002).  
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Számos megfigyelés igazolta, hogy a posztszinaptikus mGluR I és II aktiváció 

neuronális membránpotenciál-változásokhoz vezetett. Több tanulmány szerint a 

posztszinaptikus mGluR I aktivációja depolarizációt, míg az mGluR II aktivációja 

hiperpolarizációt okoz (ld. Sherman, 2014).  Az mGluR I aktiváció során neuronokban 

végbemenő depolarizáció (Libri és mtsai., 1997; Partridge és mtsai., 2014) egyrészt L-

típusú kalciumcsatornákon keresztül valósul meg a hippocampus CA1 piramissejteken (Kato 

és mtsai., 2012) és a gyrus cinguliban (Zhang és Séguéla 2010), másrészt nem-szelektív 

kationcsatornákon keresztül megy végbe a bulbus olfactorius szemcsesejtjeiben (Smith és 

mtsai., 2009).  Az mGluR II aktivációja vagy az L-típusú kalciumcsatornák gátlásán (Chavis 

és mtsai., 1994, 1995), vagy a káliumcsatornák aktivációján keresztül fejti ki hatását 

(Knoflach és Kemp, 1998; Irie és mtsai., 2006; Hermes és Renaud, 2011), ezzel 

hiperpolarizálva az ezeket a receptorokat expresszáló neuronokat.  Az ezzel ellentétes hatások 

is ismertek.  Kérgi és szubkortikális struktúrákban (hippocampus, amygdala, bulbus 

olfactorius, pallidum, nucleus laterodorsalis tegmentalis) a posztszinaptikus mGluR5 

stimulációja (ami egy mGluR I-be tartozó receptor) a K
+
 csatornák aktivációjához vezet (Jian 

és mtsai., 2010; Mannaioni és mtsai., 2001; Poisik és mtsai., 2003; Rainnie és mtsai., 

1994; Harata és mtsai., 1996; Kohlmeier és mtsai., 2013), ezzel hiperpolarizálva az ezeket 

a receptorokat expresszáló neuronokat.  A szomatodendritikus lokalizációjú mGluR II 

aktivációja posztszinaptikus serkentő választ vált ki a hippocampus CA3 piramissejtjeiben, 

kationcsatornák aktiválásával és a K
+
 csatornák gátlásával (Ster és mtsai., 2011). 

Megfigyeléseink alapján az mGluR I antagonisták kivédték az ACEA által kiváltott 

hiperpolarizációt és az mGluR II blokkolók gátolták a depolarizáció létrejöttét.  Az ionotróp 

glutamátreceptor-blokkolók nem védték ki az ACEA nyugalmi membránpotenciálra gyakorolt 

hatását, míg a glutamát képes volt neuronális depolarizációt kiváltani thapsigargin 

jelenlétében. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a CB1 receptoron keresztül megvalósuló 

asztrocita-aktiválás glutamátfelszabadulás révén különböző metabotróp glutamát 

receptorokon keresztül váltja ki a neuronális válaszokat.   

Az eredményeink alapján felállítható legegyszerűbb modellben a neuronokból 

felszabaduló endokannabinoidok az asztrocitákat CB1 receptoron keresztül aktiválják. Az 

asztrocitákból glutamát szabadul fel, amely depolarizálja vagy hiperpolarizálja a környező 

neuronokat aszerint, hogy rajtuk milyen metabotróp glutamátreceptorok találhatóak (23. 

ábra). 
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23. ábra. A PPN-ben endokannabinoid jelátvitel áttekintő modellje. 1. Az aktív PPN neuronok 

endokannabinoidokat (eCB) szabadítanak fel. 2. A felszabaduló endokannabinoidok aktiválják az 

asztrociták CB1 receptorait. 3. Az asztrocitákban ennek hatására megnövekszik a kalciumhullámok 

frekvenciája, ami gliotranszmitter-felszabaduláshoz vezet.  A gliotranszmitterként felszabaduló (vagy 

felvételre nem kerülő) glutamát a szomszédos neuronokon levő mGluR I aktiválása útján 

hiperpolarizációt (4a), vagy mGluR II-n keresztül depolarizációt vált ki (4b). A glutamát mindezek 

mellett aktiválhatja az asztrociták glutamátreceptorait is (üres piros nyilak). Ezek az asztrocitákon levő 

mGluR-ok más, általunk nem vizsgált gliotranszmitterek felszabadulásához vagy annak gátlásához 

vezethetnek, így hozzájárulva a megfigyelt hatáshoz (piros kérdőjelek; részleteket lásd a 

''Megbeszélés'' fejezetben). 

 

Ugyanakkor a fent leírt modell túlságosan leegyszerűsítheti a helyzetet, hiszen az 

asztrociták közismerten expresszálnak különböző mGluR-okat (Zur Nieden és Deitmer, 

2006), és az egyes mGluR-ok jelenléte vagy hiánya felelős lehet az asztrociták funkcionális 

különbségeiért (Parri és mtsai., 2010).  

Az ACEA-ra adott asztrocita-válasz nagysága és időbeli lefutása eltérőnek bizonyult a 

depolarizált és hiperpolarizált neuronok közelében (16. ábra. F, H). Ez arra utalhat, hogy 

egyes asztrocitákban különböző mGluR-ok fordulhatnak elő, amelyek a glutamát elhúzódó 

felszabadulását és a ''glutamát által kiváltott glutamát felszabadulás'' jelenségét (D'Ascenzo és 
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mtsai., 2007), a tónusos glutamátfelszabadulás csökkenését vagy növekedését (Xi és mtsai., 

2002; Zur Nieden és Deitmer 2006) vagy a glutamáttal együtt felszabaduló egyéb 

gliotranszmitterek felszabadulását idézhetik elő (Shibasaki és mtsai., 2014).   

Azt is kimutattuk, hogy a megemelkedett endokannabinoid tónus csökkentheti, vagy 

teljesen meg is szüntetheti az ACEA-ra kialakuló választ mind a neuronokban, mind pedig az 

asztrocitákban. Ugyanakkor nemcsak az endokannabinoid tónus, hanem más aktivitásfüggő és 

sejttípus-specifikus mechanizmusok is szerephez juthatnak a CB1 receptor stimuláció során 

tapasztalt válaszhiányban, mivel az alacsony dózisú ACEA-val történő előinkubáció nem 

teljesen modellezte a sejtek kontroll körülmények közötti aktivitását és a válasz teljes hiányát, 

amelyet a nem válaszoló sejtek esetében megfigyelhettünk.  A CB1 receptor stimuláció során 

tapasztalt válaszhiány az aktív neuronok környezetében az endokannabinoidok mellett 

aktivitásfüggő módon felszabaduló egyéb anyagok (neurotranszmitterek, neuropeptidek) 

hatására is bekövetkezhet.  Egyes neuronok esetleg rendelkezhetnek olyan receptorokkal, 

amelyek ezeket a molekulákat érzékelik, mások nem; így az előbbieket stimulálja a 

felszabaduló anyag és okkluzív hatást fejt ki az általunk alkalmazott CB1 receptor agonistára, 

míg másoknak nincs ilyen receptora, és ezekre hat a CB1 receptor agonista. 

 

3. A kolinerg és kannabinoid agonisták hatásainak átfedése a PPN 

neuronjain 
 

Kísérleteink során azt láttuk, hogy a PPN neuronjai karbakolra (muszkarinos 

acetilkolin receptor agonista) és ACEA-ra (CB1 receptor agonista) hasonló módon reagálnak. 

Korábbi irodalmi adatokból ismert, hogy a kolinerg és kannabinoid hatások hasonlóan 

átfednek, mint az előzőleg leírt szerotoninerg és kolinerg neuromodulációk egyezései 

(Leonard és mtsai., 1994), vagy pedig az orexin és ghrelin egymással átfedő hatásai (Kim és 

mtsai., 2009); jelezve, hogy közös neuromodulációs útvonalak lehetnek a PPN-ben. Az 

általunk megfigyelt és mások által is leírt, a neuromodulációs rendszerek között megfigyelt 

átfedéseknek számos oka lehet. 

 3. 1. A neuronális depolarizáció lehetséges okai 

 

A karbakol hatásához hasonlóan, a PPN neuronjainak válasza ACEA-ra depolarizáció 

és tüzelési frekvencia emelkedés, hiperpolarizáció és tüzelési frekvencia csökkenés, vagy 

válaszhiány. Ezeken a sejteken a karbakol depolarizációt váltott ki, az ACEA pedig 
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ugyancsak depolarizációt okozott.  Kimutatták, hogy a karbakol posztszinaptikus serkentő 

hatásait az M1 és nACh receptor stimulációja közvetíti a PPN thalamikus projekciós 

neuronjaiban (Ye és mtsai., 2010).  Ismert továbbá, hogy a nACh receptor közvetlenül 

gátolható endokannabinoidokkal, és közvetetten a CB1 vagy CB2 receptorok aktivációjával 

(ld. Demuth és Molleman, 2006); így bár nAChR aktiváció elméletileg állhat a karbakol által 

okozott depolarizáció hátterében, a nAChR CB1 receptor agonista hatására bekövetkező 

gátlása semmiképpen sem okozhatott volna ugyancsak depolarizációt. Az M1 receptor 

aktivációja azonban a CB1 receptorhoz hasonló jelátviteli útvonalakat aktiválhat, így ez az 

átfedés magyarázhatja a hasonló hatást.  Hasonló átfedést írtak le a musculus ciliarisban az 

M3 és a CB1 receptor jelátviteli útvonalaiban, mivel ezek a receptorok ugyanúgy a rho-kináz 

és a protein-kináz C aktivációján keresztül fejtik ki hatásukat (Romano és Lograno, 2013). 

Az asztrociták CB1 receptorának aktivációja depolarizálta a PPN neuronokat az 

asztrocitákból történő glutamátfelszabadulás révén, mely feltehetően a neuronokon levő II-es 

típusú mGluR-t aktiválja. Az M1 és a mGluR II receptorok aktivációja egy közös jelátviteli 

útvonalat indíthat el; hasonló konduktanciákat aktiválhatnak vagy gátolhatnak, és ez 

ugyancsak vezethet ugyanazon neuronok depolarizációjához. Továbbá, Purkinje-sejtekben 

(Rinaldo és Hansel, 2013) és hippocampusban (Kim és mtsai., 2009) is leírták, hogy a 

muszkarinos acetilkolin receptorok aktivációja fokozhatja az endokannabinoid szintézist. Ha a 

PPN esetében is létezik hasonló mechanizmus, az M1 receptor aktivációja megnövelheti a 

kannabinoid szintézist a neuronokon, amely aztán aktiválja környező asztrocitákat, és így a 

muszkarinos hatás endokannabinoidok közvetítésével is végbemehet.  

3. 2. A neuronok válaszhiányának háttere 

 

Azon neuronok, melyek nem reagáltak karbakolra, nem válaszoltak ACEA-ra sem. 

Kimutattuk, hogy a nem válaszoló sejtek valószínűleg azért nem reagáltak, mert 

megnövekedett az endokannabinoid tónus körülöttük.  Ennek megfelelően a karbakolra nem 

reagáló sejtek körül vagy szintén a megemelkedett endokannabinoid tónus okozza a 

válaszhiányt, vagy a magas endokannabinoid tónussal egyidejűleg magas acetilkolin-tónus is 

kialakult körülöttük.   
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3. 3. A neuronális hiperpolarizáció háttere 

 

A karbakol hatására bekövetkező hiperpolarizáció nincs teljes átfedésben az ACEA 

által kiváltott hiperpolarizációval, mivel a karbakolra hiperpolarizálódott sejtek egyes 

esetekben depolarizálódtak vagy nem válaszoltak ACEA hatására. Összhangban az M1 

mediált endokannabinoid felszabadulás elméletével; feltételezhetjük, hogy a karbakol által 

indukált hiperpolarizáció M2 vagy M4 receptoron valósul meg, és ezen receptorok aktivációja 

felülírhatja az M1 receptor függő útvonalon, endokannabinoid-felszabaduláson keresztül 

megvalósuló heterogén választ.  Az is elképzelhető továbbá, hogy a másmilyen muszkarinos 

receptorokat kifejező neuronok eltérő mGluR-okat expresszálnak, és ez állhat a funkcionális 

különbségek hátterében. 

A muszkarinos és endokannabinoid hatások átfedéseinek további, ugyancsak még 

vizsgálatra szoruló oka lehet, hogy mindkét hatás legalább részben az asztrociták 

aktiválódásán keresztül valósul meg. Az asztrociták aktivációján keresztül megvalósuló 

kolinerg neuromodulációs hatások leírásra kerültek más struktúrákban (Navarrete és 

Araque, 2012; Chen és mtsai., 2012), és a fentiekben vázoltunk egy, az asztrocitákon 

keresztül megvalósuló, indirekt endokannabinoid hatást.  Vonzó lehetőség feltételezni, hogy a 

PPN-ben több neuromodulációs hatásnak van egy közös "asztrocita-komponense", amit a 

neuronokon közvetlenül érvényesülő hatások mindössze módosítanak.  Ennek a feltevésnek a 

bizonyítása azonban további kísérleteket igényel. 

 

4. A PPN endokannabinoid modulációja és az alvás-ébrenlét szabályozása 
 

A kannabinoid receptor agonistákról ismert, hogy fokozzák mind a REM alvás 

(Murillo-Rodríguez és mtsai., 1998, 2001, 2008; Murillo-Rodriguez, 2008; Herrera-Solís 

és mtsai., 2010), mind a nem-REM alvás időtartamát (Herrera-Solís és mtsai., 2010; ld. 

Bolla és mtsai., 2008).  Bár in vitro adatokat más rendszereken mért in vivo adatokkal 

korreláltatni spekulatív lehet; elképzelhető, hogy az egyes PPN neuronok CB1 receptoron 

keresztüli serkentése, valamint mások gátlása hozzájárulhat az alvás időtartamának 

megnyújtásához (Feinberg és mtsai., 1975; Murillo-Rodríguez és mtsai., 1998, 2001, 2008; 

Murillo Rodriguez, 2008; Herrera-Solís és mtsai., 2010).  Megfigyelték, hogy a kérgi lassú 

hullámú aktivitás alatt a kolinerg sejtek zöme az aktív, míg a nem-kolinerg sejtek inkább a 
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passzív fázisban aktívak.  A kérgi gamma aktivitás megjelenésekor a kolinerg neuronok zöme 

megnöveli akcióspotenciál-tüzelési frekvenciáját, míg a nem-kolinerg neuronok egy része 

növeli, más része csökkenti aktivitását, míg egy harmadik populáció nem reagál.  Mindezeken 

túl, a kolinerg neuronok egy kis csoportja a kérgi gamma aktivitástól függetlenül nagy 

frekvenciával tüzel (Mena-Segovia és mtsai., 2008; Ros és mtsai., 2010).  Összhangban a 

fent leírtakkal kimutattuk, hogy hasonló sejttípus-specifikus különbségek vannak a 

kannabinoid hatásban.  A kolinerg neuronok jelentős része (egyharmada) nem reagált a CB1 

receptor stimuláció hatására. Ezeknek a neuronoknak viszonylag magas kezdeti tüzelési 

frekvenciája volt (4-6 Hz), utalva arra, hogy a "gyors-tüzelésű kolinerg'' sejtekhez tartoznak 

(Mena-Segovia és mtsai., 2008), amelyek tüzelési frekvenciája nem emelkedik meg az 

agykérgi gamma aktivitás alatt.  Másrészről azonban, a depolarizáció a GABAerg sejtek 

között nagy arányban volt jelen (70%). Érdekes, hogy az in vivo megfigyelések alapján a 

"csendes" vagy irreguláris tüzelési mintázatot mutató nem-kolinerg neuronok a kérgi gamma 

oszcillációk alatt fokozták a tüzelési frekvenciájukat, míg a tónusosan tüzelő neuronok nem 

mutattak változást (Ros és mtsai., 2010). Feltehetően az általunk mért GABAerg sejtek nagy 

része ezekhez a "csendes" vagy irregulárisan tüzelő sejtekhez tartoznak (Ros és mtsai., 2010). 

Az általunk mért egyetlen nem reagáló GABAerg neuron tónusos aktivitást és magas tüzelési 

frekvenciát mutatott kontroll körülmények között.  

A nem-kolinerg neuronok egy, általunk külön nem vizsgált populációja, a glutamaterg 

sejtcsoport. Azt tapasztaltuk, hogy a nem-kolinerg neuronok ACEA alkalmazásakor 

megfigyelt reakciói nem különböztek a GABAerg neuronokon megfigyeltektől, így ennek 

alapján feltételezhetjük, hogy a glutamaterg neuronok is zömmel depolarizációval válaszolnak 

a CB1 receptor stimulációra. 

Az in vivo adatok alapján feltételezhetjük, hogy a kérgi deszinkronizációval járó REM 

alvás (ld. Pace-Schott, 2009; Steriade és mtsai., 1990) alatt a legtöbb kolinerg sejtnél és a 

GABAerg neuronok egy populációjában fokozódik a tüzelési frekvencia, míg más GABAerg 

neuronok csökkentik a tüzelési frekvenciájukat. Ezzel párhuzamosan, a gyorsan tüzelő 

kolinerg és a tónusosan tüzelő GABAerg neuronok nem változtatják aktivitásukat (Mena-

Segovia és mtsai., 2008; Ros és mtsai., 2010). Ezzel szemben a mi eredményeink azt 

mutatták, hogy a kolinerg neuronoknak csak egyharmada aktiválódott ACEA hatására, míg a 

másik kétharmada hiperpolarizálódott vagy nem reagált CB1 receptor stimuláció hatására. A 
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GABAerg neuronok többsége viszont aktiválódott ACEA hatására, és csak egy kisebb 

populáció hiperpolarizálódott vagy nem reagált. 

Ezt az ellentmondást többféleképpen is fel lehet oldani.  Egyes tanulmányok szerint 

(Murillo-Rodriguez és mtsai., 2001; Herrera-Solís és mtsai., 2010; ld. Bolla és mtsai., 

2008) a kannabinoidok egyaránt fokozzák a REM-alvás és a nem-REM alvás időtartamát; így 

elképzelhető, hogy a PPN neuronok válaszának aktuális mintázatától függően a 

kannabinoidok vagy a REM- vagy a nem-REM alvás időtartamát nyújtják meg.  Másodszor, 

közismert, hogy a REM alvás és a nem-REM alvás aránya az alvás teljes időtartama során 

változik: az életkor előrehaladtával csökken (Tarokh és Carskadon 2009). Patkányokban, 

körülbelül a 10. napon éri el maximumát, és fokozatos csökkenést mutat egészen a felnőttkor 

kezdetéig mely körülbelül a 30. napnak felel meg. Ezek a változások összhangban vannak a 

különböző receptorok (NMDA, kainát, M2, a GABAA és B, 5-HT1, stb.) ingerlésére kialakuló 

membránpotenciál-változások korfüggő eltéréseivel (Garcia-Rill és mtsai., 2008).  A CB1 

receptor és a metabotróp glutamát receptorok expressziója szintén változik más struktúrákban 

(Hubert, 2004; Díaz-Alonso és mtsai., 2014).  Ennek megfelelően, mivel fiatal egereket 

használtunk a kísérleteinkhez, az általunk leírt aktivitásmintázat a fiatalkori állapotnak felel 

meg, amikor a REM alvás időtartama megemelkedett.   

Végezetül, az általunk használt szelet-elektrofiziológiai megközelítésben a PPN-t 

annak bemeneteitől majdnem teljesen megfosztva vizsgáltuk.  Mindamellett, hogy a modell 

ideális volt a lokális kapcsolatok feltérképezésére, a kapcsolataitól megfosztott mag 

neuronjain végzett mérések az in vivo mérések során tapasztaltakhoz képest némileg 

különböző hatásokat tárhattak fel.  In vivo mérések során a PPN neuronok egymással és az 

ellenoldali kolinerg struktúrákkal, továbbá a szomatoszenzoros bemenetekkel és leszálló 

rostokkal való kapcsolata megtartott, míg a mi modellünkben (a szeletpreparátum lényegéből 

fakadóan) ezek a kapcsolatok elvesznek.  Mivel mi a lokális kapcsolatok és modulációs 

hatások megfigyelésére törekedtünk, a modell alkalmas volt ezek vizsgálatára; azonban a 

neuromodulációs hatásoknak csupán egy részét térképezte fel. 

Összefoglalva a fentieket, a fenti munkában azt mutattuk be, hogy a PPN neuronok 

CB1 receptor stimuláció hatására heterogén módon képesek változtatni 

membránpotenciáljukat és akcióspotenciál-tüzelési frekvenciájukat. A neuronális 

membránpotenciál változása az asztrociták CB1 receptorának aktiválása útján, glutamát 

felszabadulása és mGluR-ok aktivációja révén valósul meg.  Ez a közvetett kannabinoid 

szabályozás úgy tűnik, hogy hatékonyan szabályozza a PPN neuronok működését, és 
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hozzájárul a PPN oszcillációs aktivitásának modulációjához, ami a kérgi lassú hullámú 

aktivitás és deszinkronizáció kialakításában, azok átmeneteinek modulálásában játszik 

szerepet. 

A kannabinoid és muszkarinos hatások átfedést mutatnak a PPN neuronjain, ami 

szintén utalhat arra, hogy több neuromodulációs mechanizmus is hasonlóan végbemenő 

asztrocita-aktiváción keresztül valósul meg. 
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Összefoglalás 
 

 A nucleus pedunculopontinus (PPN) a retikuláris aktivációs rendszer (RAS) egyik kolinerg 

magja, ami számos központi idegrendszeri funkciót szabályoz: a mozgásszabályozásban betöltött 

szerepe mellett a lassú hullámú alvás REM alvásba és ébrenlétbe való átmeneteinek szabályozása 

köthető hozzá. Azon túl, hogy a szubkortikális struktúrák kolinerg neuromodulációját biztosítja, a PPN 

is célpontja több neuromodulációs mechanizmusnak.  A PPN-be injektált kannabinoidok képesek az 

alvás-ébrenlét ciklusokat modulálni, és a muszkarinos kolinerg, szerotoninerg, valamint az orexin és 

ghrelin által kialakított neuromodulációs hatások is ismertek.   

 Jelen munkában az endokannabinoid és a kolinerg neuromoduláció PPN neuronokra és 

asztrocitákra kifejtett hatását és az egyes hatások átfedéseit kívántam vizsgálni.  Kísérleteimhez 

középagyi coronalis szeleteket használtam, amelyeken patch-clamp technika teljes sejtes 

elrendezésében és calcium imaging segítségével végeztem méréseket.  A funkcionális eredményeken 

túl a sejtek morfológiai azonosítását és az 1-es típusú kannabinoid (CB1) receptor immunhisztokémiai 

módszerekkel végzett lokalizációját végeztem el.   

 A PPN-ben mind a neuronok, mind az asztrociták reagálnak CB1 receptor, valamint 

muszkarin típusú acetilkolin-receptor agonistákra. A reagáló neuronok esetében tónusos depolarizációt 

vagy hiperpolarizációt figyeltünk meg, és a CB1 receptor és a muszkarinos acetilkolin receptor 

agonisták jelenlétében kialakult hatások nagyrészt átfedtek egymással. A CB1 receptor agonistákra 

adott neuronális választ megelőzve és azzal párhuzamosan az asztrociták kalciumjeleinek frekvenciája 

jelentősen megemelkedett.  A gyors szinaptikus transzmisszió vagy a neuronális akciós potenciál 

gátlása nem befolyásolta a CB1 receptor agonisták hatását, viszont az asztrociták kalciumhullámainak 

kialakulását gátló thapsigargin alkalmazása kivédte a kannabinoid hatásokat.  Az I-es csoportú 

metabotróp glutamát receptorok (mGluR I) gátlása a hiperpolarizációt, míg a II-es csoportú mGluR 

(mGluR II) blokkolók a depolarizációt előzték meg.  Mindezen hatások hiányoztak a CB1 receptor 

deficiens egérből preparált mintákon.   

Mindent összevetve kijelenthetjük, hogy a muszkarinos acetilkolin és a CB1 receptorok 

stimulációja depolarizálhatja vagy hiperpolarizálhatja ugyanazon neuronokat. A CB1 receptor 

stimuláció esetében ennek hátterében az asztrociták aktivációja és az általuk történő glutamát 

felszabadítás áll.  Az asztrocitákból a kannabinoid hatásra glutamát szabadul fel, mely aktiválja a 

környező idegsejtek különböző metabotróp glutamát receptorait, ezzel módosítva a PPN neuronok 

aktivitását. 
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Summary 
 

The PPN is known as a cholinergic nucleus of the reticular activating system (RAS). 

This structure has an outstanding role in regulation of sleep-wake cycles and contributes to 

regulation of movement and sensory gating.  Injury of this nucleus was observed in different 

neurological or neuropsychiatical diseases as peduncular hallucinosis, schizophrenia or 

certain types of Parkinson's disease.PPN neurons do not form homogenous population, but 

several subgroups can be distinguished according to morphological and functional 

characteristics.  Although the nucleus is known as a cholinergic nucleus, several non-

cholinergic (glutamatergic, GABAergic) neurons are also located here. According to their 

relation to global brain states, more functional groups of cholinergic and non-cholinergic 

neurons can also be distinguished.  We would like to investigate the neuromodulation of the 

cholinergic and cannabinoid neuromodulation in the pedunculopontine nucleus. 8- to 15-day-

old C3H mice as well as mice-expressing tdTomato fluorescent proteins in a GAD2- or 

ChAT-dependent way were used from both sexes. After decapitation of the animal and 

removal of the brain, 200 µm thick coronal midbrain slices were cut with vibratome and were 

used patch-clamp experiments and calcium imaging techniques.  

 

Neurons and astrocytes activated by cholinergic and cannabinoid agonists. We 

experienced depolarization, and hiperpolarization, and these effects was overloop in the 

pedunculopontine nucleus. The cannabinoid agonists increased the calcium wave frequency of 

the astrocytes. Blocked of the fast synaptic neurotransmission and the neuronal activity didn’t 

affect to the CB1 receptor agonists effect, but the thapsigargin diminished these events. 

 

In this study, we shoved that cannabinoids and cholinergic agonist have an indirect 

heterogeneous effect on PPN neurons.  The mechanism requires the involvement of astrocytes 

with functional CB1 receptors.  Summarizing our results, we propose the following scheme of 

endocannabinoid modulation within the PPN. Active neurons synthesize and release 

endocannabinoids that stimulate neighboring astrocytes via CB1 receptors. This activation 

leads to consequential gliotransmitter release, which is glutamate in this particular case.  The 

released glutamate will depolarize PPN neurons with mGluR II receptors and hyperpolarize 

the ones that express mGluR I. 
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