EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

Az endokannabinoid és kolinerg neuromodulacios
mechanizmusok vizsgalata az egér nucleus

pedunculopontinus neuronjain és asztrocitain

Kovacs Adrienn

Témavezeto: Dr. Pal Balazs Zoltan

DEBRECENI EGYETEM

Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola

Debrecen, 2015



Tartalomjegyzék

ROVIAIEESIEEYZEK ...ttt e e e te e e et e e e e et e e e e bae e e eeateeeeenabeeeeennteeeeennrenas -4 -
KUICSSZAVAK ...t ettt et e st e e ae e e st e e e bt e e s bt e e s ab e e sabeesbeeesbeeenanes -7-
BOVEZETES. ... ettt ettt et e bt e e b et e s bt e e h bt e et et e hte e s be e e eabeesbeeebeeesbeeennns -8-
1. A kozponti idegrendszer kolinerg terlletei......ucuuiiieciieeiiiiiie e -8-

2. A nucleus pedunculopontinus (PPN) morfoldgiai és funkcionalis sajatsagai.......ccccceeeevveeennnnenn. -9-

3. Akannabinoid SZiGNAlIZACIO .......ccccuviiiiciee e e e e e e -14 -
3. 1. A kannabinoidok tipusai, receptorai, hatdasmechanizmusai........ccccceeecveeeeecciieecccciee e, -14 -

3.2. Az endokannabinoidok élettani szerepe a kdzponti idegrendszerben ........cccccoeevvevennenn. -16-

4. Az asztrocitdk f6bb sajatsdgai €s fUNKCION ......cuuvieieiiiiiiciie e -20-
4. 1. Az asztrocitdk fizioldgids folyamatokban bet6ltott szerepe.....ooocveeeeciieeicccee e, -21-

4. 2. Az asztrocitak Ca** szignalizacidja és ,,excitabilitdsa” ........ccooeeeecee i, -23-

4. 3. GlIOTraNSZMISSZIO .euveieeiriieiieitt ettt ettt sbe e sttt e b e sbe e sae e satesabeenbe e beens -25-
CAIKITUZESEK ...ttt sttt ettt b e s bt e s bt et e e be e s be e sbeesatesabeeabeebeenes -28-
ANYAZOK S MOUSZENEK ..eeiiieiiiei ittt ceeee ettt et e e e st re e e st ee e e e sbee e e ssabeeeeesabeeeesnabeeesennseeeesnnsenas -29-
1L O0AALOK .t r e eesane e -29-

2. KISEIIETT AlIATOK ..c.uveenreeiieeeete ettt st -29-

3. TUIEIG agyszelet PrePardlasa .......cccueeeiciiiee ettt e et e e e e ate e e e e tre e e e sbeeeeeenreeaeeanes -30-
O e o v ATo] o4 T- [P -30-
5. AIKAMAZOLE SZEIEK .. e -31-

6. Intracelluldris Ca™ KONCENLIACIO MEIESE ........c.cvveeveceerecieeeseieeee st -32-

7.  Ajelolt neuron [AthatOva tELEle .....coeviii i e -33-

8. IMMUNNISZEOKEMIA ...ttt et ettt st be e s -34-

0. StatisztiKai @NAlIZIS......eeeeeeeeiee e bbb -36-
Er@AMENYEK ..ottt e e et e e e s e bt e e e e ebae e e eebaeeeeebaeeeeebtaeeeebtaeaeasreeaeanes -37-
1. A CB1 receptor aktivacidja heterogén valaszt valtott ki a PPN neuronjaibdl..............cocc...... -37-

2. A CB1 receptor aktivacidja megvaltoztatja az asztrocitak Ca** hullam frekvencidjat................ -41 -

3. A neuronadlis membrdanpotencial-valtozdsokért az asztrocitdk CB1 receptoron keresztiili

AKEIVACIO)A TRIRIGS ...ttt ettt e e et e e e e e bt e e e e e bbaeeeebteeeeebbeeaeesraeaeannes -44 -
4. A CB1 agonistak hatdsa fligg a neuronok és asztrocitdk nyugalmi aktivitasatol....................... -47 -
5. A kolinerg és endokannabinoid hatasok atfednek a PPN neuronjain ........cccccceeeeeciveeeecveeeeenns -51-
YT od o 1oLy 4= [ TSP PRPROt -56-

1. Az asztrocitdk CB1 receptoranak aktivaciéja moduldlja a PPN neuronjainak tevékenységét...- 56 -

-2-



2. Az mGluR-ok szerepe a neuron-glia jelatvitelben ..........ccoooieiiiciiii e,

3. A kolinerg és kannabinoid agonistak hatdsainak atfedése a PPN neuronjain...........cccccevveeeaes

3. 1. A neuronalis depolarizacid lehetséges OKai .......ccceeecieieiiciiieccec e

3. 2. A neuronok valaszhidnydnak hAttere ........ccueiieciiie i e

3. 3. Aneuronalis hiperpolarizaci® hAttere .......ccuevveciiiiic e

4. A PPN endokannabinoid modulacidja és az alvas-ébrenlét szabdlyozdsa.........cccccevvveeerinnennn.

Osszefoglalas...........
Summary ...............

Irodalomjegyzék .....

Kozlemények listdja

Kdszonetnyilvanitas



Roviditésjegyzék

2-AG 2-arachidonoilglicerol

5-HT2 5-hidroxitriptamin

AC adenilat-ciklaz

ACEA (52,82,11Z,147)-N-(2-kloroetil)ikoza-5,8,11,14-tetraenamid

aCSF mesterséges agyfolyadék (artificial cerebrospinal fluid)

AM acetoxi metilészter

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

ANT anadamid membrantranszporter

ATP adenozin-5'-trifoszfat

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

BDNF "brain derived neurotrophic factor"

cAMP ciklikus adenozin monofoszfat

ChAT kolin acetiltranszferaz (choline acetyltransferase)

CPCCOEt  7-(hidroxi-imino) ciklopropa[b]krom-n-la-karboxilat-etil-észter
D-AP5 D-2-amino-5-foszfopentanoat

DB Broca-féle diagonalis szalag

DGLa diacilglicerol lipaz o

DMSO dimetil szulfoxid (dimethyl sulfoxide)

DSE depolarization-induced suppression of excitatory

DSI depolarization-induced suppression of inhibition

EAAT serkentd aminosav transzporter (excitatory amino acid transporter)
eCB endocannabinoid

EGTA etilén glikol tetraecetsav (ethylene glycol tetraacetic acid)

EPSC excitatorikus posztszinaptikus aram (excitatory postsynaptic current)
FAAH zsirsav-amid hidrolaz (fatty acid amidohydrolase)

GABA gamma-amino-vajsav

GAD glutamat dekarboxiléz (glutamic acid decarboxylase)

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

inwardly-rectifying potassium channel)
GFAP "glial fibrillary acidic protein”
GLAST-1 L-glutamat/aszpartat transzporter
GLT-1 glialis L-glutamat transzporter
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GPCR (GPR) G-fehérje kapcsolt receptor (G protein —coupled receptor)

GPi
HEPES

IL-1

IP3

IPSC
LDT
LTD
LTP
MAP
MGL
mGIuR |
MGIuR 11
mIPSC
MPEP
MS
nAChr
NAPE
NAPE PLD
NAT
nBM
NBQX

NMDA
OGB
pP2X
PBS
PFA
PE
PIP2
PLC
PPN
PPNc

globus pallidus pars interna
4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav,(4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid)

interleukin 1

inozitol 1,4,5-trifoszfat

inhibitorikus posztszinaptikus dram (inhibitory postsynaptic current)
nucleus laterodorsalis tegmentalis (laterodorsal tegmental nucleus)
hosszu tava depresszié (long-term depression)

hosszu tava potencirozas (long-term potentiation)

mitogén aktivalt protein

monoacilglicerol-lipaz

I-es csoporti metabotrop glutamat receptor

I1-es csoporti metabotrdp glutaméat receptor

miniatiir inhibitorikus posztszinaptikus aram (inhibitory postsynaptic current)
2-metil-6-(feniletinil)piridin

medialis septum

nikotinos actilkolin receptor

N-arachidonil-foszfatidiletanolamin

N-acil-foszfatidiletanolamin- hidrolizal6 foszfolipaz-D
N-aciltranszferaz

nucleus bazalis magnocellularis

2,3-

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

dihidroxi-6-nitro  -7-szulfamoil-benzo[f]kinoxalin-2,3-dion, (2,3-
N-metil-D-aspartat

Oregon Green BAPTA-1 AM

purinerg 2-es tipusu receptor

foszfat puffer s6 (phosphate-buffered saline)

paraformaldehid (paraformaldehyde)

foszfatidiletanolamin

foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfat

foszfolipaz C

nucleus pedunculopontinus (pedunculopontine nucleus)

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

RAS retikularis aktivacios rendszer (reticular activating system)

REM gyors szemmozgas (rapid eye movement)

RMP nyugalmi membranpotencial (resting membrane potential)

ROI ’region of interest”

SERCA szarko/endoplazmatikus retikulum Ca®* ATPaz (sarco/endoplasmic reticulum

Ca®*-ATPase)

SIC lassu befelé iranyul6 aram (slow inward current)

SN substantia nigra

SNr substantia nigra pars reticulata

SOC lassu kifelé iranyul6 aram (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 so

TNFa tumor nekrozis faktor o

TRPV1 1-es tipusu tranziens receptor potential vanilloid csatorna

TTX tetrodotoxin

VGCC fesziiltségfiiggd Ca?* csatorna (voltage-gated Ca®* channels)

VSOR térfogat érzékeny kifelé iranyuld anioncsatorna (volume-sensitive outwardly
rectifying)

VTA ventralis tegmentalis 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 kozponti idegrendszer Kolinerg teriiletei

Az emlésok kolinerg rendszere tobb régiot is magaba foglal, amelyek a Ch1-Ch6-0s
csoportokba sorolhatok be. A bazalis eléagy kolinerg projekcidos neuronjai a Chl-Ch4
régiokat alkotjak, melyek a medialis septumban, a Broca-magban, a nucleus basalisban
(Meynert-féle mag) helyezkednek el, és ezek a kérgi és hippocampalis teriiletek f6 kolinerg
forrasai. A nucleus pedunculopontinus (PPN) projekcids neuronjaival (Ch5) egyiitt a nucleus
laterodorsalis tegmentalis neuronjai (Ch6) féként a thalamus, a formatio reticularis, valamint a
ventralis tegmentalis area (VTA) és a substantia nigra teriiletét latjak el kolinerg
projekciokkal (Mesulam és mtsai., 1983), melyet az 1. abran szemléltettiink. A nucleus

laterodorsalis tegmentalis a PPN szamadra is biztosit kolinerg bemenetet.

A kolinerg neuromodulécio tobb kdzponti idegrendszeri mikddésben tolt be fontos
szerepet: az alvas-¢brenlét, a tanulés és figyelem folyamatanak szabalyozasahoz jarul hozza
(Id. Woolf és Butcher 2011). A tovabbiakban a kolinerg magvak koziil a nucleus

pedunculopontinussal kivanok részletesebben foglalkozni.

Agykéreg

Bazalis el6agyi
kolinerg rendszer

Thalamus
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1. abra. A f6bb kolinerg projekciok halézata a kozponti idegrendszerben. A kolinerg magvakat 2
f6 csoportra osztjuk: bazalis eldagyi kolinerg rendszer és az agytorzsi kolinerg rendszer. A bazalis
eléagyi kolinerg rendszer magaba foglalja a medialis septumot (MS), a diagonalis szalag (DB)
vertikalis és horizontalis agait (Broca-mag) valamint a nucleus basalis magnocellularis-t (nBM). A
DB ¢s az nBM horizontalis aga gazdagon projicial az agykéreg, bazolateralis amygdala és a bulbus
olfactorius teriileteire. Az MS és a DB vertikalis része a hippocampust ill. az entorhinalis kérget latjak
el kolinerg bemenetekkel. Az agytorzsi kolinerg rendszer magaba foglalja a nucleus
pedunculopontinust (PPN) ¢és a nucleus laterodorsalis tegmentalist (LDT), melyek foként
szubkortikalis struktirakba projicialnak (Newman és mtsai., 2012 alapjan).



2. A nucleus pedunculopontinus (PPN) morfologiai és funkcionalis
sajatsagai

A PPN a pontomesenchephalicus tegmentumban talalhatd, ¢€s anatomiai
elhelyezkedését tekintve caudalisan a nucleus parabrachialis, medialisan a pedunculus

cerebellaris superior, lateralisan a lemniscus lateralis, dorzalisan pedig a substantia nigra,

nucleus cuneiformis és subcuneiformis hatarolja (2. abra; Benarroch, 2013).

2. abra. A nucleus pedunculopontinus poziciéja
emberi agytorzsben. RN = nucleus ruber, PPN =
nucleus pedunculopontinus, LDT = nucleus
laterodorsalis tegmentalis (Jenkinson és mtsai.,
2009; modositva).

A PPN-nek szerepe van szenzoros, motoros €s kognitiv funkciok kialakitasaban; {6
funkcidi kozé sorolhatd a mozgéasszabalyozas, ezen kiviil az alvas-ébrenlét fazisanak
szabalyozasa, és a startle reflex prepulzus gatlasaban valo részvétel (Id. Garcia-Rill, 1991,
2011; Reese és mtsai., 1995; Janzen és mtsai., 2012).

A PPN érintettségét szamos korélettani folyamatban is kimutattdk. Mind a PPN teljes
pusztulasa, mind a neuronok szamanak a csokkenése Osszefiiggésben allhat bizonyos
neuroldgiai, neuropszichiatriai megbetegedésekkel, mint pl. peduncularis hallucinozis,
skizofrénia, valamint a vizualis hallucinaciokkal jard Parkinson-koér (Benke, 2000; Garcia-
Rill, 1991; 2011; Janzen és mtsai., 2012). A Parkinson-kor terapiajaként végzett végzett
mély agyi stimulacid egyik lehetséges célpontjaként is felmeriilt a PPN (Pereira és mtsai.,

2012).

A PPN kolinerg és nem-kolinerg (GABAerg, glutamaterg) neuronokbodl épiil fel
(Benarroch, 2013; Martinez-Gonzalez és mtsai., 2011). A PPN kolinerg és nem-kolinerg
neuronjainak aranya a magon belill valtozik, mely nagyban fiigg azok rostrocaudalis
pozicigjatol (3. dbra). A PPN alapvetden két f6 részre oszthatd, az egyik a pars compacta

(PPNc), a masik a pars dissipata (PPNd). A PPNc caudalisan talalhat6 és tobbnyire nagy
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sejtekbdl épiil fel, amelyek siiriin fordulnak el6 a mag dorso-lateralis részén. A PPNd a mag
rostrocaudalis tengelye mentén rostralisabban helyezkedik el, és foként kisebb és kdzepes
sejtekbol épiil fel, a brachium conjuctivum rostjai és a centralis tegmentalis tractus régioja
kozott. A human PPNc¢ magban talalhato neuronok 80-90%-a kolin acetiltranszferaz (ChAT)
pozitivitast mutat. Ezzel szemben a PPNd neuronjainak kisebb szazaléka ChAT-pozitiv, itt
25-75% kozott volt a kolinerg sejtek szama (3. abra; Olszewski és Baxter, 1982; Mena-
Segovia és mtsai., 2009; Id. Jenkinson és mtsai.,, 2009; Martinez-Gonzalez és mtsai.,
2011).

3. dbra. A Kiilonb6zoé tipusi neuronok

-
o

I Cholinergic

N GABAergic eloszlasa a PPN-ben. A GABAerg neuronok
I Calbindin foként a PPN rostralis részén lokalizalddnak, mig
8- I Calretinin

a kolinerg neuronok elsésorban a PPN caudalis

srer

(]

calbindin és calretinin kalciumkotd fehérjek
megoszlasa is rostrocaudalis gradienst mutat. A
GABAerg sejtek ardnya a mag rostralis részén
jelentésen megnd. Mint ahogy az abran is latszik,

a PPN rostralis része mutatja a legnagyobb
] sejtdenzitast. SN=substantia nigra (Martinez-
Gonzalez és mtsai., 2011).
5 Rostral Caudal

300 pm

Cell density x10° per mm?
E=S

Distance from SN

crer

macskaban, majomban és emberben) is vizsgaltdk. Kimutattdk, hogy a kolinerg sejtek
szomajanak mérete inkabb koézepes (kb. 20-30 um), de el6fordulnak kifejezetten nagy
méretiiek is (60-80 um); attdl fiiggden, hogy mely régioban helyezkednek el. A szomak alakja
szerint el6fordul multipolaris, haromszogl, ovalis €s kerek sejt is. A région kiviil esé sejtek
szomaja joval kerekebb, mint a PPN-ben megtalalhato sejtek. Megfigyeltek mind mielinizalt,
mind pedig mielinizalatlan axonnal rendelkezd neuronokat is, bar a nem mielinizalt axonok
ritkabban fordultak el6 (Id. Reese és mtsai., 1995).

A PPN neuronjai hosszu, elagazd axonokkal rendelkeznek, melyek az agy szamos
részével képeznek kapcsolatot. Igy a PPN szamos leszallo és felszallo projekcio révén
kapcsolatban 4ll a kdzponti idegrendszerben szamos agyteriilettel. A PPN felszallo projekcioi
kozé a colliculus superiorba, a substantia nigraba, a nucleus subthalamicusba, a lateralis
hypothalamusba, a zona incertdba, a globus pallidusba, a nucleus entopeduncularisba, a

thalamusba, bazalis eldagyba és a frontalis kéregbe kiildott rostok tartoznak. A PPN-bol
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kiildott leszdllo projekciok célpontjai kozé tartozik a periaqueductalis sziirkeallomany, a
nucleus reticularis, nucleus raphe dorsalis, nucleus raphe intermedius, nucleus raphe magnus,
a ventralis tegmentalis area és a gerincveld (féleg a cervicalis szegmentumok; Id. Garcia-
Rill, 1991; Reese és mtsai., 1995; Steriade és mtsai., 1988; Id. Winn és mtsai., 2006). A
PPN kapcsolatainak jo része reciprok 0sszekottetés.

A PPN kapcsolatait a 4. abra foglalja 6ssze.

caudate/
putamen
agykéreg

substantia
pars dissipata

substantia
nigra

pars reticulata

nigra
pars compacta

globus
pallidus
intera

pars compacta

.
nucleus

Qbihalcmikuy-

-~

gerincvelé

4. abra. A PPN kapcsolatai mas agyteriiletekkel (PPN = piros teriilet).

Afferens rostok (fekete nyilak): A PPN glutamaterg bemenetet a nucleus subthalamicusbdl és
a kisagykéregbdl, GABAerg bemenetet a globus pallidusbdl és a substantia nigrabol, valamint
szenzoros bemeneteket a gerincvel6bdl kap. A substantia nigra és a globus pallidus rostjai foként a
PPNd glutamaterg neuronjait latjak el, mig a gerincvel6 foként a PPNc kolinerg sejtjeit.

Efferens rostok (piros nyilak): a substantia nigrat, globus pallidust, agykérget, thalamust,
nucleus caudatus/putament, gerincvel6t és agytorzset latjak el bemenetekkel. A gerincveldbe projicialo
neuronok foként a PPNd glutamaterg neuronjaitdl szarmazik. A thalamusba és agytorzsbe projicialo
rostok a PPN kolinerg neuronjait6l erednek.

A PPN sejtjeinek membrdansajdatsdgait tekintve a klasszikus leiras szerint 3 féle
csoportot alkotnak (Kang és Kitai, 1990; Leonard és Llinas, 1990, 1994; |d. Steriade and
McCarley, 2005). Az l-es tipusiu sejtek spontan aktivitast nem mutatnak, de depolarizald
aramlépcsok hatdsara hosszu akciospotencidl-sorozatot tiizelnek. Eldzetes hiperpolarizaciot
kovetd depolarizaci6 hatdsara kalcium-medidlt, TTX-re nem érzékeny konduktancia
aktivalodik, és "burst" tipusu tiizelés alakul ki. Ezen neuronok kozott nem fordult eld
kolinerg neuron; valamennyien nem-kolinergnek (glutamaterg, GABAerg) bizonyultak (Id.
Jenkinson és mtsai., 2009; Reese és mtsai., 1995). Az l-es tipust neuronok kozott talalunk
kisebb, ill. kdzepes nagysagu sejteket is, alakjukat tekintve pedig vannak orsd, és haromszog

alakt sejtek is. A dendritek szdma ezeknél a sejteknél 3-5 kozott van (Id. Jenkinson és
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mtsai., 2009; Reese és mtsai., 1995). A ll-es tipusi sejtek tranziens K* arammal (A-
arammal) és a lassu kalciumarammal rendelkeznek. Egyes szerzok szerint viszont a ll-es
tipusu sejtek egy alcsoportja csupan A-arammal rendelkezik, és az akcids potencial tiizelésben
nem jatszik szerepet lassi kalciumaram (Takakusaki és mtsai., 1996; Id. Jenkinson és
mtsai., 2009; Steriade és McCarley, 2005). A Il-es csoporti sejtek csak A-arammal
rendelkezd alcsoportjat egyes szerzok lll-as tipusu sejtként irjak le (Kang és Kitai, 1990),
mig masok nem is tesznek emlitést a Ill-as tipusu sejtekrdl (Zitella és mtsai., 2013). A ll-es
tipusu neuronok foként a PPN rostralis €s kdzépsO részén talalhatoak, spontanul is tiizelnek,
¢és a ,,burst” tipusu tiizelési mintazat mellett szabalyos tiizelési mintazatot is mutathatnak.
Hiperpolarizaldé impulzus adasa utdn a membranpotencialjuk lassabban tér vissza a kiindulasi
értékre. Nagy amplitidoju és széles akcids potencialjaik vannak, lasst utohiperpolarizacioval;
tovabba kiiszob alatti membranpotencial-oszcillaciokkal. Ezen neuronok 50-92 %-a kolinerg
is, alakjukat tekintve pedig tobbnyire poligonalis alaktak, 5-7 dendrittel koriilvéve. Mind az
I-es és Il-es tipusu sejtek kozott talalunk kisebb (<20 um) és nagyobb (35 um feletti) méret
sejteket (Id. Jenkinson és mtsai., 2009; |d. Reese és mtsai., 1995; Kang és Kitai, 1990;
Leonard és Llinas, 1990, 1994; Id. Steriade és McCarley, 2005; 5. abra) A lll-as tipusu
sejtek jelentds része ChAT negativ (kdzel 60%), bar sok kolinerg neuron is ide sorolhato

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

0 nA B

C _ 0 nA
[ | R
} ! [0.5nA
| } ~ |eomv
Somy .| H"“‘“\ 100 ms

5. abra. A PPN neuronjainak membransajatsagai. A. |-es tipust sejt hiperpolarizalé aram impulzus
hataséara ,,burst” tipust tiizelést mutat. B. A ll-es tipust sejtre jellemzd hiperpolarizacié hatasara
kialakulé szabalyos tiizelési mintazat, ami a depolarizaldé impulzus kezdetéhez képest késéssel jelenik
meg (nyil). A késésben fontos szerepe van az A-aramnak. C. A Il-es tipusu sejtek masik csoportjara
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jellemzé mintazat melynek kialakitasaban az A-aram mellett szerepe van a kalcium aramnak is (I.
nyilak; Takakusaki és mtsai., 1996).

Az egyes sejttipusok tiizelési mintazatanak a kortikalis EEG-vel mutatott korrelacioi
alapjan is csoportosithatdak a PPN neuronjai (6. abra; Mena-Segovia és mtsai., 2008; Ros
és mtsai., 2010). A kortikalis lassu hullamt aktivitas aktiv szakaszai alatt és a gamma-
aktivitds alatt tlizel a kolinerg neuronok zdme. Egy kisebb populacidjuk magas
akcidspotencial-tiizelési frekvenciat mutat (kb. 30 Hz), a lassu hulldmu aktivitas passziv
szakaszainak masodik felében tiizelnek €és a gamma-oszcillacioktél nem fiigg a tlizelési
aktivitaisuk. A nem-kolinerg (glutamaterg és GABAerg) neuronok ugyancsak tobb
funkcionalis csoportba oszthatéak az in vivo tiizelési aktivitasuk alapjan: a "csendes”
(spontanul nem vagy alig tiizeld), a tdnusosan tiizel6 és az irregularisan tiizel neuronokra. A
"csendes" neuronok lassu hulldmu kortikalis aktivitds alatt nem vagy alig tiizelnek, mig a
gamma-aktivitas alatt megemelkedik a tiizelési frekvenciajuk. A tonusos tiizelési mintazatot
mutatd neuronok aktivitdsa nem fiigg a kortikalis aktivitastol, mig az irreguldrisan tiizeld
neuronok csdkkenthetik vagy ndvelhetik is a tiizelési frekvencidjukat a kortikélis gamma-

aktivitassal parhuzamosan (Ros és mtsai., 2010).

C Kolinerg neuron 1s

hUN v/\ A e ™
/ ' b |

ECoG / \

6. abra. A PPN kolinerg sejtjei megnovelik
aktivitasukat a kérgi lassti hullami aktivitas
és gamma oszcillaciok alatt.
een [l - A-B. Neurobiotinnel  jelolt ¢és ChAT
I pozitivitdst mutatd sejt képe. C. A kolinerg
sejtek tlizelési mintazata a lassi hullami
aktivitdas aktiv komponensével és a gamma
Vs oszcillacidkkal szinkronban torténik
AN ML WA N fekete=elektrokortikogramm; sziirke = gamma
Eoao S o Lo R (()szcilléci('); piros = k(;glinerg sejt tﬁzeléfsge). D-
loosmv  E, Neurobiotinnel  jeldlt és  ChAT
immunpozitivitdst nem mutaté nem-kolinerg
sejtek képe. F. A nem-kolinerg sejtek a lassu
hulldmu aktivitds passziv komponense alatt

\.J \/ VARV S \.|o.5mv

|o.05 mv

F Nem-kolinerg neuron

'1mv

G - tiizelnek és tiizelési aktivitaisuk a gamma
Szenzoros stimulacio s ., .
ECoG . oszcillacidkkal nem mutat minden esetben
Mo b B M T Osszefliggést (fekete=elektrokortikogramm;
i Mo "\‘ il Wl T AN om0 Mg N

sziirke=gamma oszcillacié; kék=nem-kolinerg
sejt tiizelése). Kalibracids egyenes: 50 pum
(Mena-Segovia és mtsai., 2008). G. A PPN
nem-kolinerg neuronjainak tiizelési mintazata a
6nusosan tlizel6 neuron lasst hullamu aktivitas és szenzoros stimulacio
BR——— N hatasarabekovetkezé deszinkronizacié alatt
irregularisan tiizelé neuron (ROS és mtsai., 2010)

0.5 mVv

“csendes” neuron
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A PPN-ben talalhato sejtekbdl kiilonféle neurotranszmitter, neuropeptid szabadulhat
fel az acetilkolinon, glutamaton és GABA-n kiviil, igy példaul urotenzin II, opioidok,
noradrenalin, szerotonin és dopamin. A kolinerg neuronok képesek tobb transzmittert
koexpresszalni, mint a glutamat, GABA, nitrogén-monoxid, valamint neuropeptideket mint a
P-anyag (Id. Jenkinson és mtsai., 2009). A PPN sejtjeire jellemzé membranreceptorok
kozott leirtak az NMDA (n-metil-d-aszpartat), az M2, M3 és M4-es muszkarin tipusu
receptorokat mind a PPN, mind pedig az LDT neuronjain. Kimutattak a Szerotoninerg, 5-
hidroxitriptamin 2-es (5HT2), hisztaminerg, GABAerg valamint a noradrenerg receptorokat is
a kolinerg neuronokon (Id. Reese és mtsai.,, 1995). Bar az endokannabinoid rendszer
elemeinek morfologiai jelenlétét legjobb tudomasunk szerint a magban célzottan nem
vizsgaltak, szamos funkcionalis adat utal ra, hogy endokannabinoidok is termelédhetnek ¢€s

CB1 receptor-fiiggé modon fejthetik ki hatasukat (Id. Murillo-Rodriguez, 2008).

3. A kannabinoid szignalizacio

3. 1. A kannabinoidok tipusai, receptorai, hatasmechanizmusai

Bar a Cannabis sativa szdrmazékdnak (azon belill is a legjobban ismert A®-
tetrahidrokannabinolnak) a pszichoaktiv hatdsa 0OsidOk ota ismert, viszonylag ujonnan
fedezték fel a receptorokat, amelyeken keresztiil ez a hatébanyag kifejti a hatasat. Az elsd
ilyen receptor (ami a CB1 nevet kapta), a kilencvenes évek elejére kertilt leirdsra (Devane és
mtsai., 1988; Matsuda és mtsai., 1990). Még késébb keriilt felismerésre, hogy ezt a
receptort endogén ligandok is képesek aktivalni, amely molekuldk az endokannabinoidok
néven valtak ismertté (szemben az exogén kannabinoidokkal, példaul a kannabisz
szarmazékaival; |d. Di Marzo és mtsai., 1998). Szamos ilyen lipidtermészetii vegyiiletet
azonositottak; els6ként az anandamidot. Neve a szanszkrit "ananda" (belsé 6rom) szobol
szarmazik (Devane és mtsai.,, 1992). A prototipusos anandamid mellett szamos mas
endokannabinoid is létezik, mint pl. a 2-arachidonoil-glicerol (2-AG), az oleamid, a
virodhamin, a noladin éter vagy az N-arachidonildopamin (Id. Murillo-Rodriguez, 2008;
Freund és mtsai., 2003).

Az endokannabinoidoknak a CBI1 receptoron kiviil tovabbi receptorai is ismertek.
Elsésorban, de nem kizardlag periférids lokalizacioban (tipikusan az immunrendszerben)
talalhatdo meg a CB2 receptor (Munro és mtsai., 1993), valamint tobb, tn. nem-CB1, és nem-
CB2 receptor. Ide tartoznak a G-fehérje kapcsolt receptorok, a GPR55 (Id. Brown, 2007;
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Drmota és mtsai., 2004) és a GPR119 (Overton és mtsai., 2006). A fenti receptorokon
kiviil azonban az endokannabinoidok képesek direkt modon aktivalni mas receptorokat és
membranfehérjéket is (mint pl. az 1-es tipusu tranziens receptor potencial vanilloid csatorna
(TRPV1), az 5-HT3 receptor, a nikotin tipusu acetilkolin (nACh) receptor, az NMDA
receptor, az opioid receptorok, a T-tipusu kalciumcsatorna, a két porus doménnel rendelkez6
TASK-1 kalium csatorna (TASK=,, TWIK-related acid sensitive potassium channel”) csatorna
vagy fesziiltségfiiggd natriumcsatorna; 1d. Demuth és Molleman, 2006).

Az endokannabinoidok szintézise és degradacioja szamos 1épést magaba foglal. A 2-
AG szintézise soran a fesziiltségfiiggd kalciumcsatorndkon torténd kalciumbelépés vagy I-es
csoportil metabotrop glutamatreceptor (mGluR 1) aktivacié a foszfolipaz Cp (PLCP) enzimet
aktivalja, ami a foszfatidilinozitol hidrolizisével diacilglicerolt hoz létre. A diacilglicerolt a
diacilglicerol lipaz a (DGL«) alakitja tovabb 2-AG-va (Katona és mtsai., 2006; ld. Katona
és Freund., 2012; Castillo és mtsai.,, 2012). Az anandamid szintézisét ugyancsak a
posztszinaptikus neuron depolarizacidja €s az intracellularis kalciumszint emelkedése inditja
el. Szintézisében az N-acil-foszfatidiletanolamin-hidrolizalé foszfolipaz-D (NAPE-PLD)
enzim jatszik fontos szerepet (Okamoto és mtsai., 2007; Id. Di Marzo, 2011; Id. Castillo és
mtsai., 2012). A 2-AG degradaciojaban a monoacilglicerol-lipaz (MGL) jatszik kiemelkedd
szerepet. Ez az enzim képes a 2-AG hatdsainak nagysagat és idOtartamat is kontrollalni
(Blankman és mtsai., 2007; Hashimotodani és mtsai., 2007; Id. Castillo és mtsai., 2012).
Az anadamidot degradalé f6 enzim a zsirsavamid-hidrolaz ("fatty acid amide hydrolase",
FAAH; Gulyas és mtsai., 2004), melynek gatlasa (példaul UCM707-el) fokozza az anadamid

crer

abra foglalja Ossze.

Foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfat (PIP2) Foszfatidiletanolamin (PE)
Foszfolipaz-C (PLC) l l N-aciltranszferdz (NAT)
Diacilglicerol NAPE
Diacilglicerollipaz N-acil-foszfatidiletanolamin foszfo
(DAG lipaz) l lipaz-D (NAPE-PLD)

Anandamid
2-Arachidonoilglicerol nandarmi

Zsirsavamid-hidrolaz
Monoacilglicerollipaz ! \ I \ sirsavamid-hidroléz

arachidonsav glicerol arachidonsav etanolamin

7. abra. Az endokannabinoidok szintézisének és degradaciéjanak osszefoglalasa
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A CB1 receptor a G-fehérje kapcsolt receptorok kozé tartozik. A legtobb forras
szerint Gjj, kapcsolt receptorként ismert, de Gs fehérjével is képes interakciora (Bonhaus és
mtsai., 1998; Maneuf és Brotchie, 1997; |d. Demuth és Molleman, 2006). A CB1 receptor
stimuldcio legrégebben megismert €s legrészletesebben jellemzett hatdsa az adenilat ciklaz
gatlasa, melyet részletesebben a 8. dbran demonstralunk (Howlett és Fleming, 1984; Id.
Demuth és Molleman, 2006). Az endokannabinoid szignalizidcid6 komplex voltdt mutatja
azonban, hogy az ellenkezdjét, a ciklikus adenozin monofoszfat (CAMP) szint emelkedését is
leirtak (Glass és Felder, 1997, Busch és mtsai., 2004; |d. Demuth és Molleman, 2006).
Emellett a CBI1 receptor stimulécié a mitogén-aktivalt protein kindz-t (MAP kinéz) is képes
aktivalni (Bouaboula és mtsai., 1995; Galve-Roperh és mtsai., 2002). Ismert tovabba, hogy
CB1 receptor stimulacié inozitol 1,4,5-trifoszfat (IP3) érzékeny raktarakbol képes Ca®*-ot
mobilizalni és ezaltal emelni az intracellularis kalciumkoncentraciot (Sugiura és mtsai.,
1997). Az endokannabinoidok direkt modon és CB1 receptor fiiggd uton is képesek
ioncsatornakat modulalni. A P/Q-, N- és L-tipusu kalciumcsatornakat gatolja a CB1 receptor
aktivacidé (Mackie és mtsai., 1995; Mackie és Hille, 1992; Demuth és Molleman, 2006). A
receptor tobb kaliumcsatorna nyitasat képes stimuldlni (G-fehérje kapcsolt befelé
egyeniranyito kalium csatorna (GIRK), A-aram; Mackie és mtsai., 1995; Deadwyler és
mtsai., 1995), ugyanakkor a D-tipusti (Mu és mtsai., 1999) és M-tipusti kaliumaramokat
(Schweitzer, 2000) gatolja.

/ 8. dabra. A CB1 receptor gatolja a P, Q

és N tipusi Ca®" csatornikat és

—— / aktivalja a K' csatornakat. Az exogén
» :\)): ) ¢és endogén kannabinoidok gatoljak az
i{]l H adenilat-ciklazt és csokkentik a cAMP
r | N - /) szintjét, valamint  aktivaljak  a

foszfolipaz C-t és a K' csatornat.

ki Réviditések: AC =  adenilat-ciklaz;
AMPc = cAMP; CB1 = 1-es tipusu

3 kannabinoid receptor; PGi = Gi kapcsolt

AMPe fehérje; PLC = foszfolipaz C (Murillo-
Rodriguez 2008).

3.2. Az endokannabinoidok élettani szerepe a kdozponti idegrendszerben

Az endokannabinoid rendszer hatdsainak fent vazolt komplexitasa alapjan nem meglepd, hogy

a kozponti idegrendszerben szdmos hatds tulajdonithatdo ezen rendszer aktivaloddsanak és



azon beliil is a CB1 receptor stimulacionak. Az aldbbiakban vazlatosan kivanok foglalkozni a

CBI1 receptor stimulécio preszinaptikus €s asztrocitakon érvényesiild hatasaival.

3. 2. 1. Preszinaptikus hatdsok

Az utdébbi masfél évtizedben szamos tanulmany tamasztotta ald, hogy a neuronalis
elemek CB1 receptorai zommel preszinaptikus lokalizacidban fordulnak elé (Katona és
mtsai., 1999; 2006), és jol ismertek a szinaptikus neurotranszmisszidt befolyasold rovid,
valamint hossz(i tava hatasaik iS. Az endokannabinoidok altal megvalosuld retrograd
szignalizdci6 a rovid tavli szinaptikus szabalyozast a gatld ¢és serkentd szinapszisok
depolarizaci6 altal indukalt szuppresszidjan keresztiil valositja meg. A retrograd
neurotranszmisszid altal triggerelt rovid tava szinaptikus plaszticitasnak a példdja a gatld
szinapszisok depolarizacio altal indukalt szuppresszidja ("depolarization-induced suppression
of inhibition", DSI), valamint a serkentd szinapszisokon érvényesiild ugyanezen hatés
("depolarization-induced suppression of excitation”, DSE)(Ohno-Shosaku és mtsai., 2001;
Wilson és Nicoll, 2001; Kreitzer és Regehr, 2001). A posztszinaptikus neuron
depolarizacidja (vagy posztszinaptikus mGluR aktivacio, G-fehérje-medialt folyamatokon
keresztiil) endokannabinoid felszabadulashoz vezet. Az endokannabinoidok a preszinaptikus
CBI1 receptorhoz kotédnek, és ott G-fehérje fliggd modon fesziiltségfiiggd kalciumcsatornakat
gatolnak; ezaltal mérsékelve a neurotranszmitter felszabadulast (Brown és mtsai., 2003;
Kreitzer és Regehr, 2001; Wilson és Nicoll, 2001; Id. Castillo és mtsai., 2012). Ennek
folyamatat a 9. abra mutatja be.

9. dabra.A preszinaptikus endokannabinoid
altal medialt szinaptikus depresszio
folyamatat abrazolé sematikus rajz. A 2-
AG, aktivalva a preszinaptikus sejt CB1
receptorat, mely Gj fehérjén keresztiil gatolja
a fesziltségfiiggd Ca*’csatorndkat  és
aktivalja a K* csatorndkat. A K csatornak
aktivacioja hiperpolarizalja a preszinaptikus
membrant, gatolja a Ca®* belépést és a
glutamat felszabadulast. Az extracellularis
s kannabinoidok az MG lipaz 4ltal katalizalt 2-
246 Caze ltamat AG termelésen valoésul meg, amely
kulcsfontossagn a DSE/I kialakulasaban
(Lovinger, 2008 alapjan).

A rovid tava plaszticitas mellett a hossza tava plaszticitasban is szerepet kapnak az
endokannabinoidok és a CB1 receptor; az endokannabinoid medialt hosszl tava depressziot

kialakitva (¢CB-LTD; Gerdeman és mtsai., 2002; Robbe és mtsai., 2002). Itt elsdsorban az
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adenilat ciklaz gatlasan és a cAMP csokkenésén keresztiil jon Iétre a hatds. A eCB-LTD
inputspecifikussaga is ismert, a preszinaptikus CB1 receptor aktivacié mellett a szinapszis
aktiv volta is sziikséges a hatas 1étrejottéhez (Heifets és mtsai., 2008; Singla és mtsai., 2007;
Id. Castillo és mtsai., 2012). A teljesség kedvéért érdemes megjegyezni, hogy a CBI
receptor nem feltétleniil sziikséges ahhoz, hogy az anandamid LTD-t hozzon létre. Ismert
ugyanis az LTD egy TRPV1 receptoron keresztiil megvalosuld, posztszinaptikus formaja is.
Itt az mGIuR I (azon beliil is az mGIluRS5) és intracelluléris kalciumkoncentracio-emelkedés
vezet az anandamid szintéziséhez és a TRPV1 aktivaciojahoz (10. abra; Van der Stelt és
mtsai., 2005).

a eCB-STD b eCB-LTD
A A
Inhibitory Excitatory Presynaptic Excitatory
] i electrical activity -
—

@

Clutamate
— @

PLCB.. '” o_@n-AMPAR
DAGL« //.' mGluR1

or

g §@® o
l?ABA = «k \ Depolarization
o¥ (Y —’?',',_("lcm

oS Tes vccc—’
iGABAAR * Postsynaptic neuron

‘.—calb

10. dbra. Az endokannabinoidok altal kivaltott rovid ill. hossza tava szinaptikus plaszticitas
mechanizmusa. a, Az endokannabinoidok altal kivaltott rovid tava szinaptikus depresszié (eCB-STD)
sordan a depolarizicié hatasira aktivalodd6 AMPA receptor aktivacidjakor, a Ca®* bearamlas a
fesziiltségfiiggd Ca®* csatornakon (VGCC) keresztiil megy végbe, melynek soran aktivalodik a DGLa.
Az mGluR1-es vagy mGIuR5-6s receptor aktivacidjakor G fehérjén keresztiil aktivalodik a
foszfolipaz-Cp. A 2-AG, miutan felszabadult a posztszinaptikus sejtbdl, bekotodhet egy gatlo vagy
egy serkent$ axon terminalison elhelyezkedd CB1 receptorhoz. A CB1 receptorhoz kétddve gatolja a
neurotranszmitter felszabadulast, majd ezt kovetden lebomlik arachidonsavra, monoacil-glicerol lipaz
hatdsara. A serkentd szinapszisban felszabadulé glutamat Ca®* bearamléast valt ki az AMPA tipusi
glutamat receptoron (AMPAR) keresztiili depolarizacion és a fesziiltségfiiggd kalciumcsatornak
(VGCC) megnyilasan keresztil. Az mGluR1-es és 5-0s receptor aktivaciojaval tovabbi 2-AG
felszabadulast valt ki a posztszinaptikus sejtbél. Az igy felszabadult 2-AG pedig bekdtddhet egyrészt
ugyanazon terminalis (homoszinaptikus), avagy mas kornyezé gatld vagy serkentd terminalisok
(heteroszinaptikus) CB1 receptorahoz. b, A hossza tavh szinaptikus depresszié (eCB-LTD) az afferens
stimulacié révén kivaltott 2-AG felszabadulds mechanizmusa ugyanezen mechanizmusok révén
jatszodik le, mint az a. panelen. A felszabadult 2-AG aktivalja az axon terminalison elhelyezkedé CB1
receptort. A CB1 receptor aktivacidja mellett a preszinaptikus elektromos aktivacio, a fesziiltségfliggd
Ca® csatornakon tortén Ca®" bearamlas, illetve az NMDA receptorokon keresztiil lezajlo Ca®*
bearamlas 0sszehangolt mitkodése egyiittesen jarul hozza az endokannabinoidok 4ltal kivaltott hossza
tava szinaptikus depresszio (eCB LTD) létrejottéhez (Soltész és mtsai., 2015).
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3. 2. 2. Az alvas és a kannabinoidok

Régota ismert, hogy a kannabinoidok hatdssal vannak az alvas-ébrenlét ciklusokra.
Mar korai tanulmanyok kimutattak, hogy mind a REM - (gyors szemmozgassal jaré =,rapid
eye movement”) alvas idOtartama, mind a szemmozgasok mértéke csokkent marijuana
fogyasztasat kovetden (Feinberg ¢és mtsai., 1975). A REM alvds id6tartamanak
csOkkenésével parhuzamosan a lassti hullamu alvas iddtartama megemelkedik (Pivik és
mtsai., 1972). Ezen kiviil, alvasmegvonas soran megemelkedik a liquorban az anandamid és
oleamid koncentracioja (Murillo-Rodriguez, 2008; Murillo-Rodriguez és mtsai., 2008;
Mendelson és Basile, 1999). Ismert tovabba, hogy az endokannabinoidok termelddése ¢€s
hatasai is cirkadian valtozasokat mutatnak, és részt vesznek az alvas-ébrenlét ciklusainak
szabalyozasaban. Az inaktiv periddus alatt a CB1 receptor denzitasa 5%-kal megnovekszik a
hidban és a hippocampusban is, mig az aktiv peridodusra tehetd az anandamid szintjének a
megemelkedése (Martinez-Vargas és mtsai., 2003; Rueda-Orozco és mtsai., 2008; Id.
Vaughn és mtsai., 2010). Mivel az anandamid koncentracioja és a CB1 receptor denzitasa
nincs fazisban egymadssal, igy valosziniisithetd, hogy az endokannabinoid hatékonysédga is

valtozik a cirkadian ritmusnak megfeleléen (Id. Vaughn és mtsai., 2010).

In vivo allatkisérletekben, kozvetleniill a PPN-be vagy agykamrikba injektalt
anadamid képes volt mind a lasst hullami, mind a REM-alvas idtartamat megnyujtani. A
hatast CB1 receptor antagonistak alkalmazasaval ki lehetett védeni, igy valdsziniisithetd, hogy
a kannabinoidok ezen hatasa CBI1 receptoron keresztiill megy végbe (Murillo-Rodriguez,
2008; Murillo-Rodriguez és mtsai., 2008; Herrera-Solis és mtsai., 2010).

3. 2. 3. Az asztrocitak CB1 receptorai

A neurondlis elemeken preszinaptikus lokalizacioban el6forduldé CB1 receptorokon til ismert,
hogy az asztrocitak is rendelkeznek ezzel a receptortipussal (Molina-Holgado és mtsai.,
2003; Id. Stella, 2004; Walter és Stella, 2003; Rodriguez és mtsai., 2001; Moldrich és
Wenger, 2000; Salio és mtsai., 2002; Hegyi és mtsai., 2009). Az asztrocitdk CBI1
receptoranak aktivalasa effektiven képes neuronalis funkciokat is befolydsolni. Leirasra
keriilt, hogy a hippocampalis piramissejtek depolarizacidja soran felszabaduld
endokannabinoidok aktivaljak az asztrocitdk CB1 receptorait, amelyek kalciumhulldmokat
produkalnak és glutamatot szabaditanak fel. Ez a glutamat képes egyrészt extraszinaptikus

NMDA receptorok aktivalasan keresztiil lassu befelé irdnyuld aramokat (slow inward current,
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SIC) létrehozni a szomszédos piramissejteken, masrészt preszinaptikus metabotrép glutamat
receptorokon (mGIluR) potencirozni a serkentd neurotranszmissziét (Navarrete és Araque,
2008; 2010). A rovid tavua hatasokon tal az asztrocitak CB1 receptoranak aktivacioja is képes
LTD-t indukalni a neocortexben. Az asztrocitak itt is glutamatot szabaditanak fel a CB1
receptor stimulacié hatasara, ami preszinaptikus NMDA receptorokat aktivalva hozza létre az

LTD-t (Min és Nevian, 2012).

Egyre tobb bizonyiték van arra vonatkozoan is, hogy az asztrocitadk nemcsak reagalnak
a felszabadul6 endokannabinoidokra, hanem maguk is képesek felszabaditani
endokannabinoidokat. Az asztrocitak rendelkeznek az ehhez sziikséges enzimekkel (Hegyi és
mtsai., 2012), és a sejtkultiraban fenntartott asztrocitdk 2-AG- és anandamid-
felszabaditasarol is 1étezik adat (1d. Stella, 2009).

4. Az asztrocitak fobb sajatsagai és funkcioi

A gliasejtek alapvet6en két nagy csoportra oszthatdéak. Az egyik nagy csoportot a makroglia
sejtek alkotjak, amelybe a Schwann-sejtek, oligodendrocytik és az asztrocitak tartoznak, a
masik nagy csoport pedig a mikroglia (Id. Ndubaku és Bellard 2008; Fields és Stevens-
Graham 2002). Az asztrocitaknak, el6fordulasuk szerint tobb, kiillonb6z6 névvel jelolt
valtozata van, igy példaul a retinaban elhelyezked6 asztrocitakat Miiller-sejtnek, a cerebellum
asztrocitait pedig Bergmann-glianak nevezziikk. Ezen kiviil a sziirkedllomény ¢és a
fehérallomany asztrocitait is megkiilonboztetjiik egymastol: a sziirkedllomany asztrocitait
protoplazmas, mig a fehérallomany asztrocitdit fibrozus asztrocitdknak nevezziik. A
protoplazmas asztrocitdk foként a neuronok sejttestjével vannak kapcsolatban, mig a fibrozus
asztrocitak a neuronok axonjaval képeznek kozvetlen kapcsolatot (Allen és Barres, 2009). A
gliasejtek, funkcioik alapjan talan a legsokoldalubb sejtek az emlés szervezetben, mivel
trofikus hatasokban, mint az idegsejtek taplalasa (Ndubaku és Bellard 2008). A klasszikusan
asztrocitaknak tulajdonitott homeosztatikus funkciok mellett azonban egyre tobb adat ismert a
szinaptikus neurotranszmisszioban (pl. "tripartite synapse" koncepcidja) és a neuronalis

excitabilitas altalanos szabalyozasaban betoltott szerepiikrdl.
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4. 1. Az asztrocitak fizioldgias folyamatokban betoltott szerepe

Az asztrocitdk fontos szerepet jatszanak a fejlddés szabdlyozasaban, a véraramlas
szabalyozasaban (prosztaglandin, nitrogén-monoxid, valamint arachidonsav felszabadulason
keresztiil vannak hatassal az ératmérore), valamint a folyadék-, ion-, pH-, és neurotranszmitter
homeosztazis folyamataiban is részt vesznek. Az asztrocitdk egyik fontos funkcidja az
extracellularis térbdl torténd K* felvétel. Az asztrocitdk kemoszenzitiv szerepe is ismert
(Gourine és mtsai., 2010). Ezen kiviil a szinaptikus neurotranszmissziot is szabalyozzak;
szamos transzportert expresszalnak a glutamat, GABA és glicin szamara. Mindezek mellett,
nagyon fontos szerepiik van a kdzponti idegrendszer metabolikus folyamataiban, mivel
felveszik a vérben megtalalhato gliikdzt, tovabba a kozponti idegrendszer fontos glikogén
raktarai, a hipoglikémias allapotokban 6k segitenck fenntartani a neuronok aktivitasat (ld.
Verkhratsky és mtsai., 2012; Sofroniew és Vinters 2010). Mivel az asztrocitdk fontos
gliotranszmittere az adenozin, ami az alvasban kozismert szerepet jatszik, igy joggal
feltételezhetd hogy az asztrocitdk szerepet jatszanak az alvas szabalyozasaban. Habar az
asztrocitdk elektromosan nem excitabilisak, mégis a metabotrop receptorok aktivalasakor
Ca’* szabadul fel az asztrocitakbol, mely pedig szamos transzmitter felszabaduldsdhoz vezet

(Halassa és mtsai., 2009).

Az asztrocitdk a szinaptikus neurotranszmisszid szabalyozasaban a neuronok aktiv
partnerei. Szemben a szinapszisok klasszikus leirdsaval, ahol a résztvevd két partner a pre- és
a posztszinaptikus neuron ("bipartite synapse"), a szinapszisokhoz kozeli asztrocitdk -
harmadik partnerként- specifikusan reagalnak neurotranszmitterekre €s gliotranszmitterek
révén maguk is befolyasoljdk a szinaptikus neurotranszmissziot ("tripartite synapse"). A
neuron-asztrocita kommunikacié fontos voltat jelzi, hogy az asztrocitdkon talalhatoak
neurotranszmitter receptorok. Az asztrocitak nagyszamu (elsésorban metabotrop) receptort
expresszalnak szamos neurotranszmitter szamdra (pl.: glutamat, adenozin, norepinephrin,
GABA, hisztamin, acetilkolin stb.). Az asztrocitak receptorainak aktivacioja kalciumhulldmok
1étrejottéhez vezet, és ennek kovetkeztében szdmos gliotranszmitter szabadulhat fel, mint
példaul a glutamat, GABA, acetil-kolin, noradrenalin, nitrogén-monoxid (Perea és Araque
2005). Ahelyett, hogy az asztrocitdk egyforman ¢s linearisan reagalnanak a
neurotranszmitterek felszabadulasara, szamos jel utal arra, hogy képesek integralni és

befolyasolni a szinaptikus funkciokat. Kiilonb6zd neurotranszmitterekre (Perea és Araque,

crer
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mtsai., 2008) eltér6en képesek reagalni. Az asztrocitdk reakcidja nem linearis az Oket

aktivalé bemenetek aktivitdsaval vagy a neurotranszmitterek exogén alkalmazasaval (Perea

és Araque, 2005). A neuronok és gliasejtek kozotti kommunikaciot a 11. dbran szemléltetjiik.

i SRR P

11. abra. A neuron-glia jelatvitel 6sszefoglalé abraja. A neuronokat sarga, az asztrocitakat pedig
rozsaszin jeloli. A kommunikacio legaltalanosabb formaja, mikor 2 neuron k6z6tt jon létre szinapszis
(1), valamint a gliasejtek kozott kialakult elektromos szinapszis/gap junction (2). Viszont létrejohet
kémiai szinapszis egy preszinaptikus neuron, és egy posztszinaptikus gliasejt kozott is (3), valamint
gap junction-ok alakulhatnak ki a gliasejtek és a neuronok ko6zott (4). A szinaptikus transzmisszié a
neuronok kozott is aktivalhatja a preszinaptikus gliasejteket, mivel a neurotranszmitterek kikeriilve a
szinaptikus résbe, megfeleld koncentracioban hozzakotédhetnek a gliasejtek plazmamembranjan
elhelyezkedd receptoraikhoz (5). A gliasejtek aktivacidjat kovetden, gliotranszmitterek szabadulnak
fel és aktivaljak a szomszédos neuronokat (6). A gliasejtek hatassal lehetnek a kdrnyezo gliasejtekre
is, mivel fokozhatjak a kornyez6 gliasejtekbdl torténd transzmitter felszabadulast (7) (Id. Bezzi és
Volterra 2001).

Az asztrocitak aktivacidja mind a rovid-, mind a hosszl tavu szinaptikus plaszticitas
mechanizmusaihoz hozzdjarul. A hippocampalis inhibitorikus posztszinaptikus aramok
(inhibitory postsynaptic current-IPSC) és serkentd posztszinaptikus aramok (excitatory
postsynaptic current-EPSC) frekvenciajat képesek fokozni (Araque és mtsai., 1998;
Jourdain és mtsai., 2007; Liu és mtsai., 2004), vagy a szinaptikus neurotranszmissziot
gatolni (Liu és mtsai., 2004; Araque és mtsai., 1998). A hosszu tava potencirozas (*'long
glutamatfelszabaditas és preszinaptikus mGluR aktivacié éltal indukalni (Perea és Araque,
2007), vagy a szinapszisok ¢és asztrocitak kapcsolatainak valtoztatasaval képesek az NMDA

receptor aktivacid szabdlyozdsira (Panatier és mtsai., 2006). A szinaptikus funkciok
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szabalyozasan til az asztrocitdk lényeges szerepet toltenek be a neuronok excitabilitasanak

crer

4. 2. Az asztrocitak Ca2+ szignalizacidja és , excitabilitasa”

Az asztrocitdk elektromosan nem excitabilisak, melynek egyik oka az, hogy nem
rendelkeznek fesziiltségfiiggd ioncsatornakkal olyan denzitisban, mint ami a neuronok
membranjaban megfigyelhetd. Bar az asztrocitdk membranjaban is taldlhatoak kalium- és
natriumcsatornak, ezeken a sejteken nem alakul ki akcios potencidl. Masrészrdl viszont, az
asztrocitak képesek mind spontinul, mind stimulici6 hatdsara az intracellularis Ca®*
koncentracidjukat megvaltoztatni, amit az irodalom "kalcium excitabilitas"-ként emlit (Perea
és Araque, 2005). Az asztrocitdkra jellemzd Ca®" oszcillaciokat mar szamos agyteriileten
kimutattak, mint példaul a ventrobasalis thalamus, hippocampus, cerebellum €s a neocortex
(Id. Parri és mtsai., 2002; Araque és mtsai., 2002). A Ca’* jelatvitel mechanizmusa
kiilonbozik az excitabilis sejtekben (példaul neuronokban) ill. a kdzponti idegrendszer nem-
excitabilis sejtjeiben (gliasejtek). Az excitabilis sejtekben a citoplazmatikus Ca®* jel
kialakuldsakor, a Ca®" belépés egyarant szarmazhat a fesziiltség- vagy ligandfiiggd Ca®*
csatornakbol, valamint az intracellularis raktarakbol. A nem-excitabilis sejtekben a Ca?*
felszabadulds a belsé raktarakbol valosul meg. Mindkét esetben az eredmény a
megemelkedett intracellularis Ca®* koncentracié (Id. Verkhratsky és Kettenmann 1996).

Az asztrocitak valtozatos kalciumjeleit tobb csoportba lehet osztani aszerint, hogy a
sejt nyalvanyait, szomajat vagy az egész sejtet €rintik; tovabba hogy tovabbterjednek-e a
kornyez0 asztrocitdkra. A kalciumjelek alapja az asztrocitdk szamos metabotrop receptoranak
aktivacidja, ami inozitol 1,4,5-trifoszfat (IP3) képzédéséhez és az intracellularis
kalciumraktarakbol torténd IP3-indukalt kalciumfelszabadulashoz vezet (Hamilton és mtsai.,
2008; Kirischuk és mtsai., 1996; |d. Verkhratsky és mtsai.,, 2012). A kalciumjelek
blokkolhatoak a szarko/endoplazmatikus retikulum Ca?* ATP4z (SERCA) pumpa gatlasaval
(pl. thapsigarginnal) vagy az IP3 receptor gatlasaval (pl. intracellularisan alkalmazott
heparinnal; Kirischuk és mtsai., 1995; Id. Verkhratsky és mtsai., 2012). Az asztrocitak
kozott terjedé kalciumhullamok hatterében az IP3 és a kalcium diffuzidja all, mely gap
junction-okon megy végbe; emiatt a gap junction gatlasa megakadalyozza a kalciumjel
tovabbterjedését (Kuga és mtsai., 2011). Mindezek mellett az aktivalt asztrocitakbol torténd
ATP felszabadulas aktivalja a kornyezd asztrocitdk purinerg receptorat, és ezzel tovabbi

extracellularis szignalt hoz létre (Guthrie és mtsai., 1999).
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Az asztrocitak f6 IP3 receptora a 2-es tipusu IP3 receptor (Petravicz és mtsai., 2008;
Sheppard és mtsai., 1997; Id. Verkhratsky és mtsai., 2012), ami legnagyobb siiriiségben az
asztrocitadk disztalis nytlvanyaiban fordul eld, ahol a metabotrdp receptorok aktivaciojat
kovet6 kalciumhullamok keletkeznek (Holtzclaw és mtsai., 2002; Id. Verkhratsky és mtsai.,
2012). A ryanodin receptorok kalciumhullamokban jatszott szerepét egyes tanulmanyok
felvetik a thalamusban (Parri és Crunelli, 2003; Matyash és mtsai., 2002), de mindez nincs
alatamasztva a hippocampalis asztrocitakon (Beck és mtsai., 2004; Id. Verkhratsky és
mtsai., 2012).

A metabotrop receptorok aktivaciojan tul a kalciumhullamok generalasdban ionotrop
receptorok (mint AMPA- és NMDA-tipust glutamatreceptorok vagy P2X purinoceptorok) is
részt vehetnek. Az AMPA-receptorok kozil a GluR2-t nem expresszald és igy
kalciumpermeabilis receptorok kapnak ebben szerepet (Burnashev és mtsai., 1992). Az
asztrocitdkon levéd NMDA receptornak is vannak specidlis jellemzdi, mint pl. a gyenge Mg2+-
blokad, az alacsonyabb kalcium permeabilitds és a jellegzetes alegység-Osszetétel (NRI,
NR2C/D és NR3 alegységek; Palygin és mtsai., 2010; 2011). Az asztrocitik a Na“/Ca®
antiporterek szamos tipusat expresszaljak (NCX1, NCX2, NCX3), amelyek mindkét irdnyba
képesek miikddni, igy szerepet kapnak mind a kalcium-eltavolitasban, valamint a
kalciumjelek kialakitasaban (Minelli és mtsai., 2007; Goldman és mtsai., 1994; Takuma és
mtsai., 1994; Kirischuk és mtsai., 1997). A cseremechanizmus reverz miikodéséhez
elengedhetetlen az intracellularis natriumkoncentracié6 megemelkedése, ami vagy az ionotrop
receptorok  aktivacigjanak, vagy a glutamattranszporterek mikodésének lehet a
kovetkezménye. Mindezeken til a membran kisebb mértékli depolarizacidja is indukélhatja a
reverz modu miikodést (Kirischuk és mtsai., 2007; Paluzzi és mtsai., 2007; Rojas és mtsai.,

2007).

Az asztrocitdkon kimutattdk a fesziiltségfliggd kalciumcsatorndk expresszigjat is (L,
N, P/Q, R, T-tipusuakat; Parpura és mtsai., 2011; Araque és mtsai., 2002; Pasti és mtsai.,
1997; Id. Agulhon és mtsai., 2008). Ezen csatornak funkcionalis jelent6sége azonban nem
egységesen bizonyitott: egyesek leirtak a fesziiltségfiiggd kalciumaramok jelenlétét (Akopian
és mtsai., 1996), mig masok nem tamasztottak ala (Id. Carmignoto és mtsai., 1998). Eddig
minddssze a ventrobasalis thalamusban mutattak ki ezen csatornak szerepét az asztrocitak
kalciumhulldmainak generalasaban. Itt a spontan kalciumhullamokért az intracelluléris
kalciumraktarakbol torténd kalciumfelszabadulason tal a fesziiltségfiiggd, nifedipinnel

gatolhato kalciumcsatorndk voltak a felelések (Parri és Crunelli, 2003; Parri és mtsai.,
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2001). Az asztrocitak kalciumhullamait lehetséges triggerelni optogenetikai modszerekkel is.
Az asztrocitak altal szelektiven kifejezett channelrhodopsin-2 kék fénnyel torténd aktivacidja
kalciumbelépéshez és ATP felszabadulashoz vezet (Figueiredo és mtsai., 2011; Gourine és
mtsai., 2010; Chen és mtsai., 2012). Az asztrocitak Ca®* szignalizaciojat a 12. abran

mutatjuk be.

(16l )

(rcaze))

Ca?* leak

12. abra. Jelatviteli utvonal az asztrocitikban. Amikor a 2-es tipusu purinerg receptor (P2Y) vagy
MGIUR G-fehérje kapcsolt (GPCRs) receptor, ATP-n vagy glutamaton keresztiil aktivalodik, a G-
fehérje aktivalodik és szabadda valik a Ga alegység. Ezt kovetden aktivalodik a foszfolipaz-C, amely
fokozza a foszfatidilionozitol 4,5-biszfoszfatbol torténé diacil-glicerol és IP3 képzddést. Az IP3 ezt
kévetden bekotddve az endoplazmatikus retikulum IP3 receptorahoz fokozza a Ca?* felszabadulést,
amely pedig kivaltja a Ca®" aktivalt Ca®* felszabadulast. Az asztrocitak elsédlegesen IP3R2-es altipust,
mig a neuronok elsésorban az IP3R 1-es és 3-as altipusat expresszaljak. Az intracellularis Ca®
koncentracié novekedése ATP felszabadulast hoz létre. A Ca®* visszavételezését az endoplazmatikus
retikulumba a SERCA pumpa végzi, az ATP lebontasat pedig az ATPazok végzik (MacDonald és
Silva 2013).

4, 3. Gliotranszmisszio

A gliotranszmitterek képesek fazisos €s tonusos serkentd és gatld dramokat létrehozni a
kozeliikkben levé neuronokon. A gliotranszmittereket 3 {6 csoportba soroljuk. Az elsd
csoportba az aminosavak (pl.: glutamat, D-szerin), a masodikba a nukleotidok (pl.: ATP), a

harmadik csoportba pedig a peptidek tartoznak (pl.: atrialis natriuretikus peptid, BDNF). A
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gliasejtekbdl torténd transzmitter felszabadulds 3 f6 mechanizmuson mehet végbe.
Végbemehet csatorndkon keresztiil (anion csatornan, connexonokon, purinerg receptoron
keresztiil), transzportereken keresztiil (excitatérikus aminosav transzportereken, cisztein-
glutamat antiporteren keresztiil), valamint Ca® fiiggd exocitozis utjan (pl. glutamat). A
gliotranszmitterek, mint a glutamat, D-szerin, tumor nekrozis faktor a (TNFa) és az ATP

felszabaduldsa intracellularis Ca®* felszabadulashoz kotott.

Az asztrocitakbol torténd glutamat felszabadulas 6 f6 mechanizmuson keresztiil valdsulhat
meg. Az egyik f0 mechanizmus a glutamat transzporterek reverz moédu miikddése révén
valésul meg. Ezen kiviil végbemehet anioncsatorna-indukalt mechanizmuson keresztiil, Ca®*
fiiggd exocitdzis révén, cisztein-glutamat cseremechanizmuson keresztiil, ionotrép purinerg
receptorokon keresztiil, vagy pedig connexonokon keresztiil. A Ca* fiiggd exocitozis soran,
az intracellularis Ca®* megemelkedés sziikséges a glutamat felszabadulashoz. (Parpura és

mtsai., 1994).

A glutamat transzporterek reverz modu mitkkodése a glutamat felszabadulas masik f6
mechanizmusa. Az asztrocitdk tobb glutamat transzporterrel rendelkeznek, mint pl. a L-
glutamat/aszpartat transzporter és az 1-es tipusu serkenté aminosav transzporterek (GLAST-1,;
EAAT-1) és a glialis L-glutamat transzporter valamint a 2-es tipusti serkentd aminosav
transzporterek (GLT-1; EAAT-2) (Parpura és mtsai., 1994).

A cisztein/glutamat antiporter a plazmamembran Na' fiiggd antiportere; cisztein/glutamat
cseréld blokkolokat alkalmazva 60%-kal csokkent az extracellularis glutamatkoncentracio a
striatum terliletén. Kimutattdk tovabba, hogy a cisztein alkalmazasakor emelkedett az
extracellularis  glutamatkoncentraci6 és csokkent a szinaptikus aktivitas. Ennek
bizonyitasakor, ezek a hatdsok blokkolhatoak voltak mGluR II receptor antagonistaval

(LY341495; Warr és mtsai., 1999).

A P2X7 receptor ATP altal nyitott kation szelektiv ioncsatorna, amely szintén medialhatja

a glutamatfelszabadulast az asztrocitakbol (Duan és mtsai., 2003.).

Az anioncsatorndkon keresztiil felszabaduld glutamat 2 féle csatornan keresztiil
szabadulhat fel. Az egyik az un. térfogatérzékeny kifelé egyeniranyitdo anioncsatorna
(volume-sensitive outwardly rectifying-VSOR) kloridcsatorna, és a ,,maxi”-anion csatorna.

Kimutattdk hogy ezen csatornak atjarhatéak inorganikus illetve kisebb organikus anionok,
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aminosavak szamara (mint taurin, aszpartat és glutamat). Hipoozmotikus koriilmények
kozott (ami ischaemia esetében is megfigyelhetd) a sejtek (igy az asztrocitdk is)
megduzzadnak. Ezt a duzzadéast a VSOR csatorndk nyitasa kompenzalja. Mivel ez a csatorna
glutamatra is permeabilis, ez a folyamat glutamatfelszabadulast okoz az asztrocitakbol (Id.

Malarkey és Parpura 2007).

A connexonoknak vagy gap junction-oknek szamos tipusat leirtdk mar. Az

asztrocitakban foként a Cx43 csatornat mutattak ki, melyen keresztiil glutamat szabadulhat fel

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

Szamos kortikalis és szubkortikalis strukturan kimutattdk a neuronalis lassi befelé
iranyuld 4ramok ("slow inward current"; SIC) jelenlétét. Ezek az asztrocitdkbol torténd
glutamatfelszabadulas és neurondlis extraszinaptikus, NR2B alegységet tartalmaz6 NMDA
receptorok aktivalédasanak a kovetkezményei. Amplitiddjukban és kinetikai paramétereikben
jelentdsen kiilonboznek a szinaptikus aktivitasbol szarmazo EPSC-ktdl, mivel azoknal
nagyobbak és jelentdsen lassabbak (Angulo és mtsai., 2004; Id. Perea és Araque, 2005;
Carmignoto és Fellin, 2006; Perea és mtsai., 2014; Id. Fellin, 2009). Bar kevesebb
struktaraban (csak a hippocampusban, thalamusban €s bulbus olfactoriusban), de leirtak a
neuronalis lassu kifelé¢ irdnyuld aramok ("slow outward current", SOC) 1étezését is. Ezek az
aramok az asztrocitakbol torténd GABA vagy ATP felszabaduldsanak a kdvetkezményei, és
neuronalis Al adenozin- vagy extraszinaptikus GABAAa receptor aktivacio kovetkezményei
(Le Meur és mtsai., 2012; Pirttimaki és mtsai., 2013; Kozlov és mtsai., 2006; Lérincz és
mtsai., 2009).

Az asztrocitak miikddése sordn kialakuld neuronalis tonusos serkentd vagy gatld
aramok ugyancsak GABA, glutamat vagy ATP felszabadulds kovetkeztében jonnek létre.
Ezen aramok kialakuldsa nagymértékben fligg az extracelluldris tér neurotranszmitter- vagy
gliotranszmitter-koncentraciojatol, mely arra utal, hogy nem csupan az asztrocitak jarulhatnak
hozza kialakulasukhoz, hanem a szinapszisokbol szétszérodd és a "volume transmission"
soran felszabadul6 neurotranszmitterek is (Id. Capogna és Pearce, 2011). T6bb esetben az
asztrocita-aktivaciot kovetd neuronalis aramok fazisos vagy tonusos természete a

crer

helyzetétdl fiiggenek (Angulo és mtsai., 2004; Jabaudon és mtsai., 1999).
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Célkitiizések

Kisérleteink soran a PPN neuronjain érvényesiillé neuromodulécios hatasokat, azok

mechanizmusait, célpontjait és atfedéseit vizsgaltuk, az alabbi pontok szerint.

1. A PPN neuronjainak CB1 receptor agonistak hatasara bekdvetkezé membranpotencial- és
akcios potencial tiizelési frekvencia valtozasanak vizsgalata patch-clamp technikaval, vad
tipusu és CB1 receptor knockout allatokon.

2. A CBI receptor stimuldcié neurondlis hatidsainak farmakoldgiai jellemzése, az abban
szerepet jatszo egyéb receptorok feltérképezése.

3. A neuronalis szubpopuldcidk és a CBI1 receptor stimulacio hatasa kozotti korrelaciok
vizsgalata.

4. Az asztrocitdk kannabinoid stimulacié altal torténd aktivacidjanak és az ezzel parhuzamos
neuronalis hatasok Osszefiiggéseinek vizsgalata.

5. A CB1 receptor lokalizacidjanak meghatarozasa immunhisztokémiai modszerrel.

6. A kolinerg ¢és kannabinoid stimulaci6 PPN neuronokra gyakorolt hatasainak

dsszehasonlitasa.
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Anyagok és modszerek

1. Oldatok

A funkciondlis mérésekhez, az altalunk készitett mesterséges agy-gerincveldi
folyadékot (aCSF) hasznaltunk, amely a kovetkez6 komponenseket tartalmazta: 120 mmol/I
NaCl; 2,5 mmol/l KCI; 26 mmol/l NaHCO3; 10 mmol/l glikéz; 1,24 mmol/l NaH,PQO,; 2
mmol/l CaCl,; 1 mmol/l MgCl,; 3 mmol/l mio-inozitol; 0,5 mmol/l aszkorbinsav és 2 mmol/I
Na* piruvat; pH 7,3. A preparalds soran egy moédositott, alacsony natriumtartalmt aCSF-et
(low Na aCSF) hasznaltunk, ahol a 95 mmol/l NaCl-ot lecseréltiik 130 mmol/l szachardzra és
60 mmol/l glicerolra. Az 6sszes vegyszer a Sigma Kft.-t61 (St. Louis, Missouri, USA) lett
megvasarolva; kivéve, ahol az alabbiakban a forras emlitésre keriil.

Egyes funkcionalis mérések soran a normal aCSF extracellularis oldatot kiegészitettiik
glutamaterg, glicinerg, és GABAerg neurotranszmissziot blokkolod oldatra. A glutamaterg
ingeriiletattevodést 10 pmol/l  2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl benzo[f]quinoxaline-
2,3dione-al (NBQX), 50 umol/l D-2-amino-5-foszfopentanoattal (D-AP5); a glicinerg
neurotranszmisszidt 1 umol/l sztrichninnel, a GABAerg szinapszisokat pedig 10 pmol/l
bikukullinnal blokkoltuk.

A kalciumkoncentracio-mérések az Oregon Green 488 1,2-bis(o-aminofenoxi)etan-
N,N,N',N'-tetraecetsav (BAPTA-1) fluoreszcens kalciumindikator-festék (OGB) acetoxi-
metilészter (AM) formajanak (Invitrogen Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA)
alkalmazasaval tortént. A kalciumindikator festéknek 50 pg-nyi mennyiségét 40 ul dimetil-
készitettiink. A torzsoldatot ezt kdvetden -20°C-on, 4 ul-es mennyiségek formajaban taroltuk.
A torzsoldat készitéséhez felhasznalt DMSO-t, ezen kiviil kiegészitettiik 0,5% pluronsavval és
0,1% Cremophor EL-lel. Az immunhisztokémiai jelolésekhez a megfelelé Gsszetételi foszfat-
puffert (PB), valamint foszfat- (PBS) és tris-pufferelt sooldatot (TBS) alkalmaztunk (pH=7,4),
végiil pedig a fixalashoz 4%-0s paraformaldehid oldatot (PFA) hasznaltunk.

2. Kisérleti allatok

Az allatkisérleteket a nemzetk6zi és magyar térvényi szabalyozassal 6sszhangban a
Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga jovahagyasaval végeztiik (40/2013. Il
14. Kormanyrendelet az allatkisérletekrol:

http://net.jogtar.hu/jr/gen/hjegy_doc.cgi?docid=A1300040.KOR).
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Kisérleteinkhez 8-15 nap kozotti C3H egereket hasznaltunk (n=58), tovabba tdTomato
fluoreszcens fehérjét expresszald glutamat dekarboxilaz (glutamic acid decarboxylase-GAD2)
(n=12) illetve kolin acetiltranszferaz (choline acetyltransferase—ChAT) (n=17) egereket
mindkét nembdl. 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 torzset a Jackson Laboratories-t] vasaroltuk meg (Bar Harbor, ME, USA) és az Elettani
Intézet allathdzaban kereszteztiilk dket. Szamos esetben hasznaltunk fel kisérleteinkhez CB1
receptor knockout egereket (n = 9) illetve vad tipusti alomtarsaikat (n = 5), melyeket A.

Zimmertdl kaptunk (Bonn, Németorszag; Zimmer és mtsai., 1999).
3. Tulélo agyszelet preparalasa

Miutan dekapitaltuk az allatot, eltavolitottuk az agyat, majd pedig Microm HM 650 V
vibratom (Microm International GmbH, Walldorf, Németorszag) segitségével 200 pm-es
koronalis kozépagyi szeletet vagtunk, melynek preparalasa mindvégig alacsony natrium
tartalmi aCSF-ben tortént. A szeleteket végiil normal natrium tartalmti aCSF-fel feltoltott
kamraban, 37°C-on inkubdltuk 1 éran keresztiil, majd pedig szobahdmérsékletiire hiitottiik.
Az inkubacios oldatot karbogén gazkeverékkel (95% O,; 5% CO;) buborékoltattuk, ezzel

biztositva az oldat megfeleld O, tartalméat és pH-jat.

4. Elektrofiziologia

A mérések soran az agyszeleteket 40x-es nagyitasu vizimmerzids objektivvel és
Nomarski optikdval felszerelt, Zeiss Axioskop mikroszkop (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Németorszag) hasznalataval tettiik lathatova. A mérés alatt a szeleteket karbogénnel
buborékoltatott, normal aCSF-fel aramoltattuk at (kb. Iml/perc aramlasi sebességgel). A
méréshez hasznalt mikroelektrodakat boroszilikat tivegkapillarisbol (GC150TF-10, Harvard
Apparatus Ltd, Holliston, MA, USA), vertikalis huzdval készitettiik (P-830, Narishige, Tokio,
Japan). A mérésekhez 5 MQ ellendllastu patch pipettakat készitettiink, melyet az alabbi
anyagokat tartalmazo belsé oldattal toltottik meg: 120 mmol/l K-glukonat; 5 mmol/l NaCl,
10 mmol/l 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav (HEPES); 2 mmol/l etilén glikol
tetraecetsav (ethylene glycol tetraacetic acid-EGTA); 0,1 mmol/l CaCl,; 5 mmol/l Mg-ATP;
0,3 mmol/l Nas-GTP; 10 mmol/l Nap-foszfokreatinin; 8 mmol/l biocitin; pH 7,3. A teljes
sejtes patch clamp vizsgalatokhoz Axopatch 200A erdsitét hasznaltunk (Molecular Devices,

Union City, CA, USA). Az Osszes mérés szobahOmérsékleten lett elvégezve. A mérések
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elemzéséhez a Clampex 10.0 szoftvert hasznaltuk (Molecular Devices, Union City, CA,
USA), mig a mérések kielemzéséhez a Clampfit 10.0 (Molecular Devices) ¢s a MiniAnalysis
(Synaptosoft, Decatur, Georgia, USA) szoftvereket hasznaltuk.

Patch-clamp technika teljes sejtes elrendezésében, aram-clamp ilizemmoddban, kiilsé
ingerlés nélkiil, folyamatosan rogzitettiik a neuronok membranpotencidljat. Az elemzéshez
két, 120 s hosszusagu mérési szakasz keriilt kivalasztasra: az egyik Szakaszt a kontroll
periodusbol, a masikat pedig a szer hozzaadasat koveté 3 perc utani idészakbol valasztottuk
ki. A membranpotencial e periddusainak értékeib6l hisztogramokat készitettiink, és azt a
fesziiltségértéket tekintettik a nyugalmi membranpotencidlnak, amelyikhez a legtobb
adatpont tartozott. Hiperpolarizacionak vagy depolarizacionak a 2 mV-ot meghaladd
membranpotencial-valtozasokat tekintettiikk, mert a hasonld koriilmények kozott, de szerek
alkalmazasa nélkiil megfigyelt membranpotencial-valtozasok atlagos értéke 2 + 0,52 mV volt
(n = 4). Ehhez hasonldéan, az akcidspotencial-tiizelési frekvencia spontan valtozasanak
atlagos értéke 0,52 + 0,19 Hz-nek bizonyult; és ennek alapjan a 0,5 Hz feletti értékeket

tekintettiik a tizelési frekvencia valtozasanak.

5. Alkamazott szerek

A CB1 receptorok aktivalasara, arachidonoil-2-chloroethylamide-t (ACEA)
alkalmaztunk, 5 pmol/l koncentracioban, mig a WINS55,212-2 1 pmol/l koncentracioban
keriilt alkalmalmazasra. Az UCM707 (anandamid membran transzport inhibitor) hatasat 10
pmol/l-es koncentracidban vizsgaltuk. Bizonyos kisérletekben a szeleteket folyamatosan
perfundaltuk 10 pmol/l NBQX-et és 50 pumol/l DAP5-et tartalmazé nACSF-fel; (Tocris
Cookson Ltd., Bristol, UK), 1 umol/l sztrichninnel, valamint 10 pmol/l bikukullinnal, hogy
blokkoljuk az ionotrop glutamat-, glicin- és GABA- receptorokat. A tovabbi kisérletekben
100 umol/1 7-(hidroxi-imino) ciklopropa[b]krom-n-la-karboxilat-etil-észter-t (CPCCOE) és
10 umol/l 2-metil-6-(fenil-etinil)-piridin-hidroklorid (MPEP)-et alkalmaztunk az 1-es és 5-0s
tipusii metabotrop glutamat receptorok (mGluR I-es csoport) blokkolasara, mig az mGIuR 11-
es receptor blokkolasara 10 umol/l LY341495 hasznaltunk. A spontan akcidspotencial-
tiizelést 1 umol/l tetrodotoxinnal (TTX) blokkoltuk. Mas kisérletekben, a szeleteket 50 nmol/l
ACEA-val 5-7 percig eldinkubaltuk, miel6tt az 5 umol/l ACEA-t alkalmaztuk. Végiil pedig, a
muszkarinos agonista karbamilkolin-kloridot (karbakol) 50 pmol/l-es koncentraciéban

hasznaltuk.
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6. Intracellularis Ca2+ koncentracio mérése

Az intracellularis Ca®* koncentraci6 méréshez, ,.calcium imaging” technikat
hasznaltunk. Kisérletiink soran OGB-AM-et (Invitrogen-Molecular Probes, Carlsbad, CA,
USA) tartalmazo festékkel inkubaltuk a szeleteket. Ennek sordn a szeleteket egy normal
aCSF-et tartalmazo Millicell CM sejttenyésztd edénykébe illeszthetd kamraba helyeztiik
(Millipore Billerica, MA, USA). Ezt kovetden a szeleteket eldinkubaltuk 120 ul mennyiségi,
33 umol/l OGB-vel 25 percen keresztiil (37°C, 95% O,, 5% COy), a sejtek festékkel valo
megtoltddésének céljabol. A sejtplazmaba jutott festékrdl, a sejt észterazai eltavolitottak az
acetoxi metilészter (AM) csoportokat, igy a festék polarisabba valt és felhalmozodott a sejten
beliil. A sejt altal fel nem vett festék eltavolitasanak céljabol a szeleteket visszahelyeztiik a
normal aCSF-et tartalmaz6 kamraba.

A szeleteket Zeiss Axioskop mikroszkoppal, 40x-es objektivvel (Carl Zeiss AG) tettiik
lathatova. A szeleteket a mérés soran normal aCSF-fel folyamatosan perfundaltuk (1 ml/perc).
A mikroszkop egy olyan fluoreszcens képalkotd rendszerrel volt felszerelve, amely lehetové
tette a fluoreszcens jelek detektalasat és a fluoreszcencia intenzitds iddbeli valtozasanak
rogzitését (Till Photonics GmbH, Grifeling, Németorszag). A fluoreszcens jelek detektalasat
egy CCD kamera (Sensi-Cam, PCO AG, Kelheim, Németorszag), a megfelel6 fény
kibocsatasat pedig egy xenon izzot tartalmazd Polychrome V-0s fényforras végezte (Till
Photonics). A fluoreszcens festék gerjesztése 488 nm hullamhosszusagl fénnyel tortént. A
fluoreszcens jelek elkiilonitését €s lathatova tételét Omega SOSDRLPXR dikroikus tiikor
(Omega Optical Inc. Brattleboro, VT, USA) és egy emisszios filter biztositotta (LP 515; Till
Photonics). A kalciumkoncentracio-valtozasok rogzitése alatt, 1,4 megapixeles kamerat 8x8-
as pixelkapcsolassal (binning) hasznaltuk, mely 344x260 pixel felbontasti képeket
eredményezett. A mintavételi frekvencia 10 Hz volt. Az adatrogzités vizsgalt paramétereit a
Till Vision szoftverrel (4.0.1.3) vizsgaltuk, amely egy képalkoto szabalyozoegységgel (ICU),
volt dsszekottetésben.

Ezzel parhuzamosan patch-clamp kisérleteket is végeztiink. Annak érdekében, hogy
bizonyitsuk a lassu kalcium hullamok glia eredetét, teljes-sejt patch-clamp felvételeket is
készitettiink mind aram-, mind fesziiltség-clamp izemmodban. Ezeket a sejteket Alexa Fluor
594 (Invitrogen-Molecular Probes) is megtoltottiik a morfologiai azonositas érdekében (n=4).
Tovabba, loose-patch tizemmodban végeztiink méréseket, melynek soran bizonyitottuk, hogy

a lasst hullamok nem kapcsolodnak akcidspotencial-tiizeléshez (n=8). Bizonyos kisérletekben
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a metszeteket eléinkubaltuk 1 umol/l thapsigarginnal 45 percen keresztiil, hogy gatoljuk az

asztrocitak kalciumhullamait.

A fluoreszcens kalciumkoncentraciok eredményét 16 bites TIF képsorozatok
formajaban exportaltuk a Till Vision nevii programbol. A képsorozatok kiértékelése, az
egyedi sejtek azonositasaval és kijelolésével kezdddott (,region of interest”/ROI). A
kovetkez0 1épésben szamszerusitettik a ROI-k atlagos fluoreszcenciaintenzitasainak
valtozasat. A nyugalmi fluoreszcencia értékének meghatarozasa mindig minimum 25 ciklus
hosszu aktivitismentes periddus fluoreszcenciaértékeinek atlagolasaval ment végbe. A
disszertacid6 ezen mérésekhez kapcsolodd abrain bemutatott gorbék esetében, minden
fluoreszcens adatpontot ezen nyugalmi fluoreszcenciaértékhez (Fo) hasonlitottuk, és azt
szazalékos formaban is megadtuk. A kalciumhullamok frekvenciajat az individualis hullamok
manudlis értékelésével végeztiik. Individualis kalciumhulldmként definidltuk azon
fluoreszcenciaintenzitas-valtozasokat amelyek a nyugalmi fluoreszcencia 2%-anal nagyobb
pozitiv kitérések voltak (2% AF/Fg) és a cstcsuk elérése utan legaldbb a nyugalmi

fluoreszcencia 1%-at meghalado csokkenést (1% AF/Fp) mutattak.

7. Ajelolt neuron lathatova tétele

Az elektrofiziologiai mérések soran a neuronok biocitinnel lettek megtdltve. A
szeleteket ezt kovetden 4% -os paraformaldehiddel 0,1 mol foszfat-pufferben (pH = 7,4) 4°C-
on fixaltuk egy éjszakan at. A penetraciot Tris-pufferolt sdoldattal (8 mmol/l Tris bazis; 42
mmol/l Trizma-HCI; 150 mmol/l NaCl; pH =7,4) sikertilt elérni, amely 0,1% Triton X-100-al
¢s 10% szarvasmarha-szérummal (60 perc) volt kiegészitve. A szeleteket ezt kovetden
streptavidin-konjugalt Alexa 488-at tartalmazé foszfat-pufferben (1:300; Molecular Probes
Inc., Eugene, Oregon, USA) inkubaltuk 90 percig. Azokban a mintakban, melyekben nem
volt tdTomato expresszid, azokon kolin acetiltranszferaz (ChAT) immunhisztokémiat
végeztiink el, a biocitin eldhivas soran kecske anti-ChAT (1:75 aranyban; Millipore,
Temecula, California, USA); és Texas Red nyul-anti-kecske masodlagos antitestet alkalmazva
(1:1000 higitasban; Vector Laboratories Inc., Burlingame, California, USA). A sejteket Zeiss
LSM 510 konfokalis mikroszkoppal tettiik lathatova (Carl Zeiss AG).
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8. Immunhisztokémia

Kisérleteink soran harom egeret hasznaltunk a tdTomato fluoreszcens fehérjét ChAT
fliggd moédon expresszald torzsbol, illetve harom egeret a C3H vad tipust egerekbdl. Az
allatokat natrium pentobarbitallal (50 mg/kg i.p.) tulaltattuk, majd pedig Tyrode oldatot
(kevert oxigenizaltsagu 95% O, és 5% CO;) aramoltattunk at az allaton transzkardialis
perfuzid segitségével; melyet a fixalas céljabol lecseréltiink 4%-0s paraformaldehidre (melyet
0,1 M-os foszfat pufferben higitottunk-PB pH 7.4). A fixalast kovetéen a mesencephalont
eltavolitottuk, majd utofixaltuk 4 oran keresztiil, utana pedig 10 és 20%-0s szukrdz oldatot
tartalmazé 0,1 molos PB oldatba helyeztiik, mig le nem siillyedt. Annak érdekében, hogy
Ezt kovetéen 50 um-es vastagsagl transzverzialis szeleteket vagtunk vibratom segitségével,

végiil pedig a szeleteket atmostuk PB-vel.

Az egyszeres immunhisztokémiai protokoll alkalmas a CB; receptor eloszlasanak
tanulmanyozéasara a PPN-ben. A kisérlet soran, a szabadon sz6 szeleteket eldinkubaltuk nyul
anti-CB1 antitesttel (1:5000 higitasban, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) 48 6ran at
4°C-on, majd ezt kovetden nyul ellen termeltetett kecske 1gG Alexa Fluor 647-tel (1:1000
higitasban, Invitrogen, Eugene, OR, USA) konjugalt antitestet adtunk hozza. Mieldtt az
antitestet hozzaadtuk volna, azel6tt 10%-os normal kecskeszérumban (Vector Labs.,
Burlingame, CA, USA) tartottuk 50 percen keresztiil. Az ellenanyagokat 10 mmol/l - TBS-
ben (pH=7,4) higitottuk, amely 1%-os normal kecskeszérumot (VectorLabs., Burlingame,
CA, USA) is tartalmazott. Végiil a szeleteket targylemezre helyeztik és Vectashielddel
(Vector Labs., Burlingame, CA, USA) lefedtiik.

Kettés immunhisztokémiai jel61és soran, a CB1 receptor és az asztrocitak jellegzetes
markerének a GFAP-nek (glial fibrillary acidic protein) a kolokalizaciojat tanulmanyoztuk. A
szabadon 1sz6 szeleteket el0szor beinkubaltuk egy kevert antitestet, nyul anti-CB1 receptort
(1:2000 higitasban, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) és egér anti-GFAP-t (1:1000
higitasban, Millipore, Temecula, CA, USA) tartalmazo oldattal. A szeletek elsédleges
antitesttel torténd beinkubalasa, 2 napon keresztiil 4°C-on tortént, majd pedig a masodlagos
antitestek, a nytl ellen termeltetett kecske IgG Alexa Fluor 647 (1:1000 higitasban,
Invitrogen, Eugene, OR, USA) konjugalt antitest, valamint az egér ellen termeltetett kecske
IgG Alexa Fluor 488 konjugalt antitest (1:1000 higitasban, Invitrogen, Eugene, OR, USA) 1

¢jszakan keresztiil inkubdlodtak a szeleteken. Mieldtt a szeletek megkaptak az antitest
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kezelést, eldinkubaltuk Oket 50 percen keresztiill 10%-0S normal kecskeszérummal (Vector
Labs., Burlingame, CA, USA). Az antitesteket PBS-ben higitottunk (pH=7,4), amely 1%-0s
normal kecskeszérumot (VectorLabs., Burlingame, CA, USA) is tartalmazott. Végil a
szeleteket targylemezre helyeztiik és Vectashielddel (Vector Labs., Burlingame, CA, USA)
lefedtiik.

Az 1 um optikai vastagsagl szeleteket Olympus FV1000 konfokalis mikroszkoppal
szkenneltiik. A scanneléshez 60x-os PlanApo N olajimmerzids objektivet (NA. 1.42) és a
FV10-ASW szoftvert (Olympus) hasznaltuk. A beolvasott képek elemzéséhez Adobe
Photoshop CS6 szoftvert haszndltunk. Minden egyes konfokalis felvétel ugyanazon a
konfokalis beallitason lett elvégezve, beleértve a 1ézer erdsséget, a pinhole-t, az erdsitést és a
pixelméretet.

Az elsddleges antitest, a CB1 receptorral szembeni antitest (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA) specificitasanak megerdsitése érdekében elézetesen CB1 knockout egereken
(Hegyi és mtsai., 2009) is elvégezték a kisérletet. A specificitas ellendrzésére a szabadon
usz6 szeletekre a protokoll szerint alkalmaztak antitestet. Mas esetekben vad tipust mintat
alkalmazva az antitestet lecserélték 1%-os normal kecskeszérumra. Egyik esetben sem volt
megfigyelheté CB1 immunpozitivitas.

A CB1 receptor és az asztrocita-marker (GFAP-IR) kolokalizacié vizsgalatat tobb
festett metszeten elemeztilk. A kvantitativ elemzés soran 3 kiilonb6z6 allatbol, allatonként 3
metszetre egy 10x10-es szabvany( racshaldt helyeztiink, amelyben egy racs 50x50 pm
nagysagu volt, és egy négyzet egységesen 5 um-nek felelt meg. Ennek soran vizsgaltuk az
axonok, illetve a gliasejtek markereit. A kvantitativ analizishez Gsszesen 9 racshalon beliil
elhelyezkedd immunopozitivitaisok kolokalizacidjat szamoltuk 0Ossze ¢€s értekeltiik
statisztikailag. A mennyiségi adatok kiszamitasa atlagértékek, és a standard eltérések (SEM)

kiszamitasan alapult a vizsgalt kilenc szakaszbol.
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9. Statisztikai analizis

Minden adatot atlag + standard hiba (SEM) formajaban tiintettiink fel. Két fiiggetlen
adathalmaz kozponti tendencidinak (atlag vagy median) Osszehasonlitasara t-probat vagy
Mann—Whitney féle U probat hasznaltunk. Tobb adathalmaz 6sszehasonlitisara ANOVA-
tesztet vagy Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks tesztet hasznaltunk, amit egy post hoc teszt
kovetett (Tukey- vagy Dunn- teszt) a paronkénti kiillonbségek vizsgalatara. A kezelések elotti
¢s utani értékek Osszehasonlitdsara kétmintds t-probat hasznatunk. A nyugalmi
membranpotencial vagy a tiizelési frekvencia normalis eloszlast nem mutaté adatainak
elemzéséhez nem parametrikus probat hasznaltunk. Ezekben az esetekben a paraméterek
valtozasanak abszolut értékeivel szamoltunk. Amikor a karbakolra és ACEA-ra bekovetkez6
membranpotencidl- és tiizelésifrekvencia-valtozasokat hasonlitottuk Ossze, a neuronokat a
valaszaik (depolarizacid, hiperpolarizacid, valaszhidny) szerint csoportositottuk 2 mV-0s
kiiszObértéket hasznalva; és Fisher-féle probat hasznaltunk a p értékek Bonferroni
korrekciojaval. Az egyes adatparok Osszehasonlitdsanak elvégzéséhez a Bonferroni korrekciot
¢s a p érteket egylittesen hasznaltuk. Hasonld —megkozelitést hasznaltak a
frekvenciavaltozasokra 0,5 Hz-es kiiszobértékkel. Az adathalmazok kozti altalanos korrelacio
vizsgalatara a Spearman-féle koefficienst hasznaltuk (S). A szignifikancia kiiszobének a
p=0,05-0s értéket tekintettiik. A szamitasok elvégzésére SigmaPlot 12 (Systat Software, San
Jose, CA, USA) ¢és GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) programot
hasznaltunk. A karbakolra és az ACEA-ra kialakuld6 membranpotencial valtozasok
elemzéséhez ¢és feltiintetéséhez az OriginPro 8-as szoftvert (OriginLab Corporations,

Northampton, Massachusetts, USA) hasznaltuk.
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Eredmények

1. A CB1 receptor aktivacioja heterogén valaszt valtott ki a PPN
neuronjaibol

crer

crer

azonositasahoz biocitin jelolést hasznaltunk. A vizsgalt sejtek a pedunculus cerebellaris
superiortol dorsalisan (100 um-en beliil) és a lemniscus lateralistél medialisan helyezkedtek
el; mind a pars compacta, mind a pars dissipata teriiletérél (13. abra, A-1). Egyes esetekben
ChAT- és GADO65-fiiggé modon tdTomato fluoreszcens fehérjét expresszald idegsejteken
végeztiink méréseket (13. abra, D-1). Az idegsejtek atlagos nyugalmi membranpotencial
értéke -57,4 £ 1,3 mV volt. A neuronok 54%-anal spontan akciospotencial-tiizelés volt
megfigyelhetd, melynek atlagos frekvenciaja 1,85 + 0,35 Hz volt. Ezen sejtek nyugalmi
membranpotencialja -53,6 + 1,75 mV volt (n =25). A sejtek 5 umol/l ACEA hatasara
kiilonb6z6é modon reagaltak: egyesek depolarizalodtak és megnovelték az akciospotencial-
tiizelési frekvenciajukat, masok pedig hiperpolarizaltak és csokkent a tiizelési frekvenciajuk
vagy teljesen meg is sziint a spontan aktivitasuk (13. abra, J,K). Ezenkiviil voltak olyan
sejtek, amelyek nem reagaltak ACEA-ra. A CB1 receptor deficiens egerek PPN neuronjain
csak nagyon kis mértékii, a vad tipusu mintakon mért valtozasoknal szignifikdnsan kisebb

membranpotencial- és tiizelési frekvencia valtozasokat lattunk (n=13; 13.abra, K).
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13. dbra: A CB1 receptor agonista ACEA heterogén valaszokat valt ki a PPN neuronjain.
A. sematikus rajz egy coronalis kozépagyi szeletr6l (Paxinos és Franklin, 2004 alapjan). A fekete
négyzettel jelolt teriiletet a B abran tiintettiik fel. PPN-nucleus pedunculopontinus, LDTg-nucleus
laterodorsalis tegmentalis, LDTgV-nucleus laterodorsalis tegmentalis, ventralis rész. B. A PPN
nyilhegy jelzi. Kalibracids egyenes: 500 pm. C: Egy biocitinnel jelolt PPN neuron rajza, mely a
pedunculus cerebellaris superior dorsalis részén helyezkedik el (pedunculus cerebellaris
superior=SCP, szaggatott vonal). Kalibraciés egyenes: 100 um. D-F. Azonositott kolinerg neuron. D.
Biocitin jelolés. E. ChAT-fiiggd tdTomato expresszid F. Egymasra vetitett kép. G-l. Azonositott
GABAerg neuron. G: Biocitin jelolés. H. ChAT-fiigg6é tdTomato expresszio |. Egymasra vetitett kép,
a kalibracios egyenes D-1: 20 pm. J. A CB1 receptor agonista ACEA hatasara a PPN neuronjai eltérd
moédon reagaltak: depolarizacid és tiizelési frekvencia novekedés (fent), hiperpolarizaciod és tiizelési
frekvencia csokkenés (kozépen), valamint a valasz hianya (lent). K. Az 6ssszes adat 6sszefoglalasa a
vad tipusu egereken (fekete pontok; n=46), illetve a CB1 receptor knockout egereken (piros pontok;
n=13) tortént mérés alapjan. Az ACEA hatésara torténé nyugalmi membranpotencial valtozas az x
tengelyen, mig a tlizelési frekvencia valtozasa az y tengelyen lett feltiintetve.

Annak érdekében, hogy kizarjuk azt a lehetdséget, hogy a latott membranpotencial-
valtozasok csak spontan fluktuacio eredményei, 13 olyan neuronon mértiink legalabb 7 percen
keresztil naCSF-ben, egyéb szer alkalmazdsa nélkiil. Ezekben az esetekben, a
membranpotencial és a tiizelési frekvencia értékeket ugy hataroztuk meg, hogy az utolso 2
perc értékeit viszonyitottuk az elsd 2 perc értékéhez. A spontan nyugalmi membranpotencial
ingadozasanak nagysaga szignifikansan kisebbnek bizonyult (1,031+£0,183 mV), mint az
ACEA hatasara megfigyelt (4,322+0,477 mV; p<0,001; 14. abra, A). A CB1 knockout

egerek neuronjain végzett mérések soran szintén Kisebb volt a nyugalmi membranpotencial-
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valtozas mértéke, mint a vad tipusu egyedek esetén (0.838+0.243 mV, p<0,0001 vs. vad tipus,
ACEA; p>0,999 vs. vad, tipus, kezelés nélkiil). Négy tovabbi esetben a membranpotencial és
az akciospotencidl-tiizelés valtozasait kontroll koriilmények kozott, 10 percen keresztiil
regisztraltuk, és a membranpotencial és tiizelési frekvencia értékeit hasonlitottuk 6ssze az elsé
¢s az utolsd percben. A nyugalmi membranpotencial atlagos valtozasa 2+0,52 mV, mig
tiizelési frekvencia atlagos valtozasa 0,52+0,19 Hz volt. Egy masik kannabinoid receptor
agonista, a WIN55,212-2 (1 umol/l; n=16), és az anandamid membran transzporter inhibitor
UCM707 (10 umol/l; n=13) alkalmazasa is hasonlo hatasokat valtott ki. Az UCM707 egy
anandamid membrantranszporter (ANT) gatlo, amely a zsirsavamid hidroldz (FAAH) enzimet
is gatolja. Ez az enzim elengedhetetlen az endokannabinoidok lebontasahoz. A zsirsavamid
hidroldz (FAAH) végzi az anandamid lebontasat arachidonsavra és etanolaminra, igy mivel
nem torténik meg az anandamid lebontasa, az anadamid felszaporodik az extracellularis
térben. Az anandamid membrantranszporter (ANT) egy feltételezett, jelenleg még nem ismert
kisérletes bizonyitékok alapjan ismert (Chicca és mtsai., 2012). Az alkalmazott szerek
hatasai kozott nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a nyugalmi membranpotencial
(p=0,7308), illetve a tiizelési frekvencia valtozasban (p=0,6611; 14. abra, B, C).

Tovabbi fesziiltség-clamp mérések soran (n=28) a membranpotencialt -60 mV-0s
tartofesziiltségen tartva, 5 umol/l ACEA alkalmazasat kovetden 11 esetben aktivalodtak a
befelé iranyuld dramok (-24,5+4,4 pA), 7 esetben pedig a kifelé iranyuld aramok aktivalodtak

(19+1,9 pA), viszont tovabbi 10 esetben a tartoaram nem valtozott.
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14. abra. A spontan valtozasok és mas CB1 receptor agonistaik (piros szimbolumok)
osszehasonlitisa az ACEA altal Kivaltott valtozasokkal (fekete szimbolumok). A. A spontan
membranpotencial- és tiizelési frekvencia valtozasai (piros) és az ACEA altal okozott valtozasok
(fekete). B. 1 pmol/l WINS5,212-2 altal létrehozott membranpotencial- és tiizelési frekvencia
valtozasai (piros) és az ACEA altal okozott valtozasok (kontroll). C. 10 umol/l UCM707 (ananadamid
membran transzport gatloszer) altal okozott membranpotencial- és tiizelési frekvencia valtozasali
(piros) és az ACEA hatasara létrejovo valtozasok (fekete).
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A tovabbi kisérletek sordn megvizsgaltuk, hogy a megfigyelt heterogén
membranpotencial-valtozasok hatterében milyen receptorok, hatasok allnak. A megfigyelt
heterogén valasz potencidlisan fiigghet az adott neuron tipusatol. A kiilonbségek vizsgalata
céljabol mértiink tdTomato-t kifejez6 kolinerg és GABAerg neuronokon is. Mindkét
sejtcsoport esetében ugyantigy haromféle valaszt tapasztaltunk ACEA hataséara; azonban az
aranyok a megfigyelt valaszok tekintetében kiillonbozoéek voltak. A kolinerg sejtek azonos
aranyban depolarizaltak, hiperpolarizaltak vagy pedig nem reagaltak ACEA hatdsara, a
GABAerg neuronok esetében viszont a sejtek foként depolarizalodtak (15. abra, A, B).
Kilenc kolinerg neuronbdl négynél depolarizaciot, két neuronnal hiperpolarizaciét lattunk,
mig harom tovabbi esetben nem tapasztaltunk membranpotencial valtozast. A tiz GABAerg
neuronbdl hétnél depolarizacidt, haromnal pedig, hiperpolarizaciot tapasztaltunk.

A tovabbiakban arra kerestiink valaszt, hogy a neurondlis aktivitds blokkolasa
befolyasolja-e a CBI1 receptor stimuldciora latott valaszokat, azaz neurondlis héalézaton
érvényesiilé hatast vagy kozvetlen poszt/extraszinaptikus hatast latunk. 1 umol/l TTX
alkalmazasakor vagy a gyors szinaptikus neurotranszmisszio gatlasakor hasznalt koktél (10
umol/l NBQX; 50 umol/l D-AP5; 1 umol/1 sztrichnin; 10 umol/l bikukullin) alkalmazasakor
nem tapasztaltunk valtozast az ACEA altal kivaltott membranpotencial-valtozasban (15. abra,
C, D).

A kovetkez0 kisérletsorozatban a szeleteket az I-es vagy a ll-es csoportii metabotrop
glutamatreceptorok (mGluR) antagonistaival kezeltiik (10 pmol/l 2-metil-6-(feniletinil)piridin
(MPEP) ¢és 100 umol/l 7-(hidroxi-imino)ciklopropa[b]krom-n-la-karboxilat-etil-észter-t
(CPCCOEL), vagy 10 umol/l LY341495-t alkalmazva). Az l-es tipusi mGIluR blokkolokkal
kezelt neuronok depolarizalodtak vagy pedig nem reagaltak ACEA hatasara (15. abra, E), de
a ll-es tipust MGIUR blokkol6 hatasara az ACEA néhany esetben hiperpolarizaciot okozott,
¢s a depolarizacio gyakorlatilag elmaradt (15. abra, F). A gyors szinaptikus
neurotranszmissziot blokkold koktélt (1. fent) és az mGluR I-es és I1-es antagonistakat egylitt
alkalmazva az ACEA nem eredményezett szignifikans valtozast a nyugalmi potencialban és

tiizelési frekvenciaban (15. abra, G).
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15. abra. A PPN neuronjain kivaltott kannabinoid hatas sejttipus-specifikus kiilonbségei és
farmakologiai sajatsagai. A fekete pontok jelolik a neuronok CB1 receptor agonistak hatasara adott
valaszat kontroll koriilmények ko6zott, mig a piros pontok a sejtek egy adott tipusi farmakon
alkalmazasa melletti vagy egy definialt populacio valaszat jelolik. Az x tengely jelzi a
membranpotencidl-valtozast, az y tengely pedig a tiizelésifrekvencia-valtozast. A. A CB1 receptor
agonista ACEA hatasa a kolin-acetiltranszferaz (ChAT) pozitiv (kolinerg; n=12) ¢és a B panelen
lathatdo GADG65 pozitiv (GABAerg; n=9) neuronokra. C. 1 pumol/l tetrodotoxin (TTX) vagy a D
panelen lathat6 gyors szinaptikus neurotranszmisszio blokkolok (10 umol/l NBQX, 50 umol/D-AP5, 1
pmol/l sztrichnin, 10 pmol/l bikukullin) hatasa az ACEA altal okozott valtozasokra (n=13; p=0,603;
n=24). E. Az l-es tipusii metabotrop glutamat receptor antagonistdkkal (100 umol/l CPCCOEt, 10
pmol/l MPEP) torténd eldinkubalas soran, ACEA hatasara bekovetkezett valtozasok (n=12). F: A ll-es
tipusu metabotrop glutamat receptor antagonista (10 umol/l LY341495) hatasa az ACEA altal

kialakitott valtozasokra (n=10). G. A gyors szinaptikus neurotranszmisszié és mGluR blokkolok
hatasa az ACEA 4ltal el6idézett valtozasokra.

2. A CB1 receptor aktivacidja megvaltoztatja az asztrocitak Caz+ hullam
frekvenciajat

Mivel a gyors szinaptikus ingeriiletatvitel és akcids potencialis tiizelés gatlasa nem
sziintette meg a kannabinoid-indukalt neuronalis membranpotencial valtozast, megvizsgaltuk,
hogy az asztrocitak CB1 receptoron keresztiili aktivacidja, hatassal van-e a neuronalis
aktivitasra. A szeleteket OGB kalciumérzékeny festékkel inkubaltuk, és mértik a
fluoreszcenciaintenzitas-valtozast. El0szor is, azt szerettiik volna bizonyitani, hogy a lassu
kalciumhullamot produkalé sejtek a PPN-ben is gliasejteknek bizonyulnak, mint azt korabbi
eredmények a nucleus cochlearisban (Készeghy és mtsai.,, 2012), és a cortexben

(Nimmerjahn és mtsai., 2004) mar bizonyitottak. Amikor teljes sejtes (n=4), vagy loose-
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patch (n=8) elrendezésben mértiink a lassi kalciumhullamokat mutatd sejtekrél, akcios
potencial egyik esetben sem volt megfigyelheté (16. abra). A sejtek morfologidjanak
meghatarozasahoz Alexa 594 fluoreszcens festékkel toltottiik meg a sejteket (17. abra, A-D).
Tovabba, a lasst kalcium hullamok TTX jelenlétében is kimutathatok voltak, viszont eltiintek
thapsigargin alkalmazasa soran (lasd 18. abra, E, F). A gyors kalciumjelek minden esetben

akcios aramokkal egy idOben jelentek meg (16. abra).
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16. abra. Gyors és lassu kalcium jelek a PPN-ben. A. A PPN OGB-toltést kovetd fluoreszcens
mikroszkopos képe. Ilyen koriilmények kozott lassu kinetikaju és gyors kalcium jeleket is mértiink a
magban (lasd jobb oldal). B. Egy gyors tipusu kalciumjelet adod sejt intracellularis
kalciumkoncentracio-valtozasainak és tiizelési mintazatanak szimultin nyomonkovetése. A tiizelési
mintazatot loose patch tizemmodban kovettiik nyomon. Lathato, hogy minden gyors tipusu jel egy
akcios arammal egy id6ben figyelheté meg (a pirossal kiemelt akcios aram nagy iddbeli felbontassal is
lathatd). C. Egy lassu tipusi kalciumjelet ado sejt elektromos aktivitasanak és IC kalcium
koncentracié valtozasanak nyomonkovetése. Figyeljiik meg, hogy a lassu kalciumhullamokkal
egyidében és ezen sejteken egyaltalan nem lehetett akcios aramot detektalni.
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Az ezt kovetd kisérletekben, a neuronalis ¢és glialis aktivitast egyszerre kovettiik
nyomon: az OGB-vel eldinkubalt szeletben current-clamp konfiguracioban mértiink egy
neuronon, illetve ezzel parhuzamosan a neuron szoémdjanak 50 pm-es kornyezetében, 5-21
toltott sejten mértiik a kalciumhullamok frekvenciavaltozasait. A neuronon kialakuld 2 mV-
ot meghalad6 depolarizaciot a kalciumhullamok frekvenciandvekedése el6zte meg és kovette
a kornyez6 asztrocitakon (17. abra, E, F). A kornyez6 asztrocitakban ezekben az esetekben a
kezdeti kis frekvenciaju spontan tevékenység ACEA alkalmazasat kovetéen a kétszeresére
emelkedett koriilbeliil 4 percen at, majd fokozatosan visszatért az eredeti értékre (17. abra,
F). A hiperpolarizalddo neuronok kozelében elhelyezkedd asztrocitak viszont ACEA hatasara
folyamatos kalciumhullam-frekvencianovekedést mutattak (17. abra, G, H). Az ACEA
alkalmazésara nem reagdld neuronok koriili asztrocitak a szer alkalmazasa eldtt is magas
kalciumhulldm-frekvenciat mutattak, ami nem valtozott szignifikdnsan a CBI receptor

agonista alkalmazasa alatt sem (17. abra, I, J).
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17. abra. A jelmagyarazatot I. a tuloldalon.
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17. abra. Az ACEA hatisira bekovetkezé neuronalis valtozasokat megel6zoen és azzal
parhuzamosan a kornyezo asztrocitak kalciumhullam-frekvenciaja is valtozik. A. OGB-vel
eléinkubalt PPN szelet atnézeti képe. B. Az A panelen csillaggal jel6lt sejt lassu kalciumhullamai. C.
A csillaggal jelolt sejt araminjekcio-lépesék (felsd abra) hatasara kialakuldé membranpotencial
valtozasai (als6 abra). A sejt nem tiizelt akcidés potencidlokat. D. A mért sejt morfologidja
asztrocitanak felel meg. E. A neuronon ACEA hatasara kialakuld depolarizaci6 és tiizelésifrekvencia-
novekedés (felsé abra), mellyel parhuzamosan a kdrnyezd asztrocitdk kalciumhullam-frekvenciaja is
fokozodott (also abra). F. Az id6 fiiggvényében végbemend neuronalis membranpotencial- (felsd) és
az ezzel parhuzamos asztrocita kalciumhullam-frekvencia (alsé) valtozasok. Minden egyes adatpont
30 s atlaganak felel meg. A szaggatott vonalak jelzik az ACEA alkalmazasa elott mért adatok atlagat.
Az asztrocita kalciumhullam-novekedése jelentésen megel6zte a neuronalis membrandepolarizaciot,
amely 1-2 perc utan tet6zott, és koriilbeliil 4 percig maradt fenn. Az asztrocita kalciumhullamok
maximalis frekvencidja az ACEA alkalmazasa alatt 0,93+0,27/perc (n=7) volt. G, H. Az ACEA-ra
hiperpolarizalédott neuronok koézelében levé asztrocitak  kalciumhullam-frekvencidja  is
megndvekedett, amely parhuzamosan ment végbe a neuronalis membranpotencial-valtozassal. A
depolarizal6dé neuronok kornyezetében levé asztrocitak kalciumhullam-frekvencia ndvekedése
robusztusabb volt (1,5+0,14/perc; n=5), és nem mutatott csokkenést. 1, J. Az ACEA-ra nem reagald
neuronok kozelében elhelyezkedé asztrocitakon viszonylag magas kezdeti kalciumhullam-frekvenciat
lehetett megfigyelni (1,22+0,08/perc), mely nem valtozott szignifikansan a szer alkalmazasat kovetden
(1,16+0,1/perc; n = 4) sem. Az als6 gorbén lathato szaggatott vonalak a depolarizalodé (a; 1. F panel)
és hiperpolarizal6dé (b; I. H panel) neuronok koézelében elhelyezkedd asztrocitdk kalciumhullam-
frekvenciainak atlagait jelzik.

3. A neuronalis membranpotencial-valtozasokért az asztrocitak CB1
receptoron Keresztiili aktivacioja felel6s

A CB1 receptorok jelenlétét a PPN asztrocitaiiban immunhisztokémiai modszerrel
bizonyitottuk, ahol a CB1 receptor és az asztrocitak specifikus markerének, a GFAP-nak
("glial fibrillary acidic protein™) a kolokalizacidjat mutattuk ki. Azt talaltuk, hogy a GFAP-
pozitiv nyulvanyok a CB1 receptor immunpozitivitassal kolokalizadlodnak, azaz az asztrocitak
egy jelentds része CB1 immunpozitivitast mutatott (18. abra, A-C). Annak érdekében, hogy
funkcionalis bizonyitékot taldljuk arra, hogy a CB1 receptor agonistdk az asztrocitdkon
elhelyezked6 CB1 receptorokat aktivaljak, megismételtiik a kisérletet CB1 knockout egereken
is, kombinalt Ca’*-imaging és patch-clamp méréseket alkalmazva. Osszehasonlitva a vad
tipustt allatok mérési adataival, az asztrocitdk spontan kalciumhullamai 1ényegesen
alacsonyabb frekvenciat mutattak kontroll koriilmények kozott a CB1 knockout egerek
esetében. ACEA alkalmazasat kdvetden a frekvencia nem nétt meg szignifikansan (18. abra,
D, H). Ezekben az allatokban az alkalmazott ACEA a neuronokon sem valtott ki szignifikans

membranpotencial-valtozast (n=13; lasd 13. abra, K).
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Az asztrocitdkon megfigyelt valtozasok annak is lehetnek a kovetkezményei, hogy a
neuronalis aktivitas valtozasa miatt azok is megvaltoztatjdk az aktivitasukat. Ennek a
lehetéségnek a megvizsgalasara vad tipust egereken alkalmaztuk TTX-et annak érdekében,
hogy gatoljuk a neurondlis akciospotencial-tiizelést. Az ACEA alkalmazasat megeldzden,
TTX jelenlétében szignifikansan alacsonyabb volt az asztrocitak kalciumhullam-frekvenciaja,
mint a kontroll koriilmények kozott (18. abra, E, H). Enneck az allhat a hatterében, hogy a
neuronalis aktivacio gatlasdnak egyik kovetkezménye, hogy a neuronokbdl torténd
aktivitasfiiggd neurotranszmitter-felszabadulas jelentdsen csokken, €s ezaltal az asztrocitdk
neurotranszmitter-receptorai sem aktivalodnak. Azonban amikor ACEA-t alkalmaztunk,
szignifikdnsan megndvekedett a kalciumhullam-frekvencia TTX jelenlétében (18. abra, E,
H).

Ezutan azt vizsgaltuk, hogy az asztrocitak gatlasa megakadalyozza-e a neuronok CB1
receptor agonistdk hatdsara kialakuld6 membranpotencidl valtozasat. Ehhez a vad tipust
egerekbdl szarmazd szeleteket 45 percig thapsigarginnal inkubaltuk (1 pmol/l), amely
kitiritette a sejten beliili kalciumraktarakat (Navarrete és Araque 2008, 2010), majd az ezt
kovetd 10 percen beliil végeztiink méréseket. Mint az varhatd volt, miutan thapsigarginnal
eldinkubaltuk a szeleteket, nem tapasztaltunk lassu kalciumhullamokat (n=58; 18. abra, F,
H). Ezzel parhuzamosan, az ACEA-ra bekovetkez6 neuronalis membranpotencial- és tiizelési
frekvencia-valtozasok is elhanyagolhatoak voltak; az elGinkubalas nélkiili valasztol
szignifikansan kiilonboztek (n=7; 18. abra, G). A neuronalis valasz hianya nem a neuronok
thapsigarginnal valo gatlasanak a kovetkezménye volt, mivel 10 umol/l glutamat alkalmazasa
9,43 + 4,9 mV depolarizaciot és 1,64 + 1,05 Hz tiizelésifrekvencia-novekedést eredményezett
(n=4).
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18. dbra. Az asztrocitak CB1 receptorai felelosek az ACEA-ra bekovetkezé neuronalis
membranpotencial-valtozasokért. A-C: 1 um optikai vastagsagu felvétel a PPN teriiletér6l, mely az
asztrocitan elhelyezkedd GFAP (A) és a CB1 receptor (B) kozotti kolokalizaciot mutatja. A kettds
jelolést mutatd Osszesitett képen (C) a nyilhegyek jelolik a kolokalizaciot. A CB1 pozitiv teriiletek
21,28+1,91%-a esett egybe GFAP-pozitiv teriiletekkel (624 képpont 3 allatbol). Kalibracios egyenes:
5 um. D. CBI1 knockout egerekben megfigyelt lassu kalciumhullamok. A CB1 receptor agonista
ACEA (5 umol/l) nem valtoztatta meg az asztrocitak kalciumhullamainak gyakorisagat a CB1 receptor
knockout egerekben. E. A tetrodotoxin nem akadalyozta az asztrocitdk kalciumhullamainak
frekvenciandvekedését ACEA alkalmazast kovetden. F. A thapsigarginnal valo el6inkubalas csokkenti
a kontroll koriilmények kozott tapasztalt kalciumhullamok frekvenciajat és megakadalyozza az ACEA
alkalmazasara kialakuld frekvenciandvekedést. G A thapsigarginnal torténd eldinkubacid jelentdsen
csokkenti az idegsejtek membran potencial valtozasat (p=0,0066; n=7; RMP nyugalmi potencial, Freq
tiizelési frekvencia, fekete pontok: eldinkubalas nélkiili minta, piros pont: thapsigargin eléinkubalas).
H. Az asztrocitak kalciumhullamainak frekvenciavaltozasa kontroll koriilmények kozott (lires
oszlopok) és ACEA alkalmazast kovetéen (fekete oszlopok). A vad tipusu allatokban az ACEA
nagymértékli kalciumhullam-frekvencia novekedést valtott ki (0,57+0,07/percrél 0,91+0,09/ percig;
p=0,001). A CB1 KO egerekben mért kalciumhullam-frekvencia szignifikansan alacsonyabb volt,
mint a vad tipusu egerekben (0,24+0,09/perc; p=0,0064, n=73), és az ACEA hatasara bekovetkezd
frekvencianvekedés sem volt szignifikans (0,27+0,08/perc; p=0,39). TTX jelenlétében, a vad tipust
allatokban a kalciumhullamok frekvencidja kontroll koriilmények kozott alacsonyabb volt
(0,09+0,03/perc; p=0,0004 a kontroll naCSF-hez képest; n=53), de ACEA hatasara nagymértékii
frekvenciandvekedést tapasztaltunk (0,56+0,12/perc; p=0,0001). A thapsigargin csokkentette mind a
kontroll koriilmények kozott kialakuld, mind az ACEA hatasara kialakul6 kalciumhullam-frekvenciat
(n=58).
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4. A CB1 agonistak hatasa fiigg a neuronok és asztrocitak nyugalmi
aktivitasatol

A kovetkez6 kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy, egyes neuronok miért nem
regalnak az ACEA alkalmazasara (lasd 13. abra, J).

Azt talaltuk, hogy az ACEA-ra adott membranpotencial-valtozas nagysaga forditottan
aranyos volt a kontroll koriilmények kozott megfigyelt tiizelési frekvenciaval: alacsonyabb
kiindulasi frekvenciaval rendelkezd neuronokon az ACEA kifejezettebb membranpotencial-
valtozasokat hozott 1étre, mig azon sejtek membranpotencialjat, melyek nagy kezdeti tlizelési
frekvenciaval rendelkeztek, szinte egyaltalan nem valtoztatta meg az ACEA (19. abra, A).
Ezzel 6sszhangban, az alacsony frekvencidji kalciumhullamokat produkal6 sejtek jelentdsebb
kalciumhullam-frekvenciandvekedést produkaltak ACEA hatasara (19. abra, B). A jelenség
egy lehetséges magyarazata az, hogy az aktivabb neuronok és asztrocitdk egy tonusos

endokannabinoid hatasnak koszonhetik fokozott aktivitdsukat.  Ezt a feltevést ugy

crer

crer

alkalmazasra.  El6inkubalt mintdkon a neurondlis membranpotencial-valtozasok
szignifikansan csokkentek az eldinkubacio nélkiili esetekhez képest (n=15; 19. abra, C-E).

Ehhez hasonléan, az eldinkubacié hatdsdra aktivabb, nagyobb frekvencidju

crer

egyaltalan nem novelték meg a kalciumhullam-frekvenciat.
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19. abra. A fokozott kannabinoid tonus meggatolja a neuronalis membranpotencial-valtozasokat
és az asztrocitak Kkalciumhullaimainak frekvencianovekedését. A. A neuronok kontroll
koriilmények kozott megfigyelt tiizelési frekvencidja (n=46) forditottan aranyos az ACEA altal
kivaltott membranpotencial valtozassal (S=-0,8046, p=0,019). B. Az asztrocitik kalciumhullamainak
frekvenciavaltozasa is forditottan aranyos a kiindulasi frekvenciaval (S=-0,8545, P=0,0015). C. Egy,

crcr

kornyezé nagy bazalis aktivitast mutatd asztrocitdk (3 lentebbi gorbe) nem mutatnak szignifikdns
valtozast 5 pmol/l ACEA hatésara. D. Atlagos neuronalis membranpotencial valtozasok (felsé gorbe)
¢és az asztrocitak kalciumhullam-frekvenciajanak valtozasai (alsé gorbe). Minden egyes adatpont
atlagosan a 30 s alatt mért Osszes adatpont atlagat mutatjadk. Az 50 nM ACEA-val eldinkubalt
asztrocitak kalciumhullam-frekvenciaja szignifikansan magasabb volt (0,62+0,08/perc; p=0,0001;
n=120), mint az ACEA-ra depolarizal6 (b), vagy hiperpolarizal6 (c¢) neuronok szomszédsagaban
elhelyezkedd asztrocitak esetében, de lényegesen kisebb, mint azon asztrocitdk kalciumhullam-
frekvenciaja, melyek az ACEA-ra nem reagald neuronok szomszédsagaban helyezkednek el (a) (n=48,
p=0,0001). 5 umol/l ACEA alkalmazasa nem valtott ki jelentds kalciumhullam-frekvenciavaltozast
(0,66+0,1/perc). E. 5 pumol/l ACEA hatasara bekovetkezé neuronalis membranpotencial- (ARMP) és
tiizelési frekvencia (AFreq.) valtozasok ACEA-elinkubacio nélkiil (fekete pontok) és 50 nM-0s
ACEA-val torténd eléinkubalast kovetéen (piros pontok). Az alacsony dézist ACEA-val torténéd
eléinkubalas jelentésen csokkentette, de nem sziintette meg a neurondlis valaszokat (p = 0,021; n =
15).

A kovetkezo kisérletben azt vizsgaltuk meg, hogy a neuronok depolarizacidja képes-e
CBI1 receptoron keresztiil aktivalni a kdrnyezd asztrocitédkat, hasonléan az altalunk koradbban
alkalmazott exogén kannabinoidok hatasahoz. Ennek vizsgalatdhoz egy 10 mV-os
depolarizaciot kialakitd aramlépcsot alkalmaztunk a vad tipusu allatokbol szarmazo szeletek
neuronjain (n=3), és azt tapasztaltuk, hogy a szoma 50 pm-es kornyezetében talalhato
asztrocitakban mintegy megkétszerez6dott a kalciumhullamok frekvenciaja (20. abra, A-C).
A CBL1 receptor knockout allatokbol szarmazo méréseknél (n=4), ez a kalciumhullam-valtozas
szignifikansan kisebb volt (20. abra, D-F). Az, hogy a CB1 knockout egerekben
szignifikansan kisebb mértékben ugyan, de lattunk Ca®* hullam frekvencianovekedést, annak
tulajdonithato, hogy a neuronok depolarizacigja ¢és akcidspotencidl-tiizelése soran
felszabaduld neurotranszmitterek és az asztrocitak neurotranszmitter-receptoranak aktivacioja
is fokozhatja az asztrocitdk kalciumhullamainak frekvencidjat a CB1 knockout egérben.
Mindezek mellett annak a lehetdsége sem zarhato ki teljesen, hogy az endogén kannabinoidok
nem csak CBIl receptorokat, hanem mas egyéb receptorokat is aktivilnak a mi

preparatumunkban is, mint példaul CB2, GPR55 vagy TRPV1 receptor.
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20. abra. A Kkiiszob feletti (10 mV-0s) neuronalis depolarizacié altal a szomszédos asztrocitikban
CB1 receptor-fiiggé uton valthaté ki kalciumhullam-frekvencianovekedés. A: Egy vad tipust
egérbdl szarmazo PPN szeletben mért neuron (csillag) és OGB-vel toltott asztrocitak képe. B; C. A
csillaggal jelolt neuron araminjekcioval kivaltott 10 mV—0s depolarizacidjanak hatasara kialakuld
akciospotencial-tiizelés (felsé gorbe) és az intracellularis kalciumkoncentracié-valtozasok atlagai a hét
szomszédos asztrocitaban (also gorbe). A vizszintes szaggatott vonalak a depolarizalé araminjekciod
idotartamat jelzik. D. Az asztrocitak kalciumhullam-frekvenciajanak id6beli valtozasai. Minden
adatpont 30 s atlaganak felel meg. A frekvencia sziginifikdnsan megemelkedik a neuronalis
depolarizacié alatt (p=0,004). E-H. Ugyanez a depolarizacié egy CB1 knock-out allatbdl szarmazo
neuronon csak kisebb mértéki kalciumhullam-frekvenciaemelkedést valtott ki a szomszédos
asztrocitakbol (p=0,058).

-50-



5. A kolinerg és endokannabinoid hatasok atfednek a PPN neuronjain

Kisérleteink tovabbi részében arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy a kolinerg
neuromodulacié hatdsai mennyire fednek at a korabban megfigyelt kannabinoid hatéssal.
Irodalmi adatokbol ismert, hogy a muszkarinos acetilkolin-receptor agonista karbakol a PPN
neuronjainak egy részét depolarizalta, mas részEt hiperpolarizalta, mig egy kisebb hanyadukra
nem hatott (Ye és mtsai., 2010). Az irodalmi adatok alapjan ismert hatast nekiink is sikeriilt
reprodukalni. 22 PPN neuronon végeztiink méréseket patch-clamp technika teljes-sejtes
elrendezésében, aram-clamp tizemmodban. A neuronok tobbsége (22-bdl 19) spontanul tiizelt,
atlagosan 3,4+0,6 Hz frekvenciaval. A sejtek 50 pumol/l karbakolra kiilonb6z6 modon
valaszoltak: 10 (45%) depolarizalodott és megnétt az akcids potencial tiizelési frekvencia
gyakorisadga, 7 (32%) hiperpolarizalodott és csokkent vagy teljesen megsziint a spontan
aktivitasuk. A tobbi sejt (5 db; 23%) nem valaszolt karbakolra (21. abra, A-F). E valtozasok
nagysaga szignifikansan meghaladta a spontan valtozasok nagysagat (p=0,0005 a nyugalmi
membranpotencial, p=0,0064 a tiizelési frekvencia esetén; Fisher-teszt; 21. abra, G). A
immunjeloléssel végeztiik. Mind a kolinerg, mind pedig a nem-kolinerg neuronok esetében,
karbakol hatasara heterogén valaszt figyeltiink meg, ami depolarizaciobol, valaszhianybol és
hiperpolarizaciobol allt. A heterogén valasz karbakol hatdsara nem tér el 1ényegesen a korabbi
méréseinkben alkalmazott ACEA hatésatol (p=0,885 a nyugalmi membranpotencial és a
p=0,11 a tiizelési frekvencia esetén; Fisher-teszt; 21. abra, H). Az atlagos depolarizacio
karbakol hatasara 4,7+0,45 mV-nak bizonyult, mely egyiitt jart 1,55+0,39 Hz nagysagu
tiizelési frekvenciandvekedéssel. Az atlagos hiperpolarizacid -6,58+1,2 mV, a tiizelés

frekvencia csokkenése pedig -2,8+1,14 Hz volt.
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21. abra. 50 pM karbakol hatiasa a PPN neuronjainak membranpotenciiljira és akciés potencial
tiizelésére. A. Reprezentativ membranpotencial-mérés egy olyan neuronrol, ahol a karbakol
depolarizéciot és a tlizelési frekvencia ndvekedést eredményezett. B. Az A panelen lathaté méréshez
tartozo hisztogramok, a kontroll koriilmények kozott végzett (fekete) és karbakol alkalmazasa alatt
felvett szakaszokrol (sziirke). A hisztogramon levé legmagasabb csucsot tekintettik a nyugalmi
membranpotencialnak. C, D. Reprezentativ membranpotencial-mérés és hisztogram egy olyan
neuronrdl, ahol a karbakol nem okozott valtozast a membranpotencidlban és a tiizelési frekvenciaban.
E, F. Reprezentativ membranpotencial-mérés egy olyan neuronrol, ahol a karbakol hiperpolarizaciot
és a spontan aktivitds megsziinését eredményezte. G. A karbakol (fekete pontok) altal okozott
membranpotencial- és tiizelésifrekvencia-valtozasok Osszehasonlitasa a szerek bemosasa nélkiil mért
spontan ingadozasokkal (piros pontok). Az x tengelyen a membranpotencial (ARMP), az y tengelyen
az akciospotencial-tiizelés valtozasait (AFreq) tintettiik fel. H. A karbakol (fekete) és az ACEA
(narancssarga) altal okozott membranpotencial- és tlizelésifrekvencia-valtozasok Osszehasonlitasa két
kiilén neuronalis populacion.
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A kovetkezékben azt vizsgaltuk, hogy a kolinerg és kannabinoid stimulaciora adott
valaszok ugyanazon neuronon megegyeznek-e, vagy az individualis neuronok kiilonbézéen
reagalnak-e az egyes szerekre. Ennek meghatarozasahoz, teljes-sejtes patch-clamp kisérletet
végeztiink aram-clamp tizemmodban 16 PPN neuronon, ahol el6szor a karbakolt alkalmaztuk,
majd miutan megfeleléen kimostuk a karbakolt, 5 umol/l CB; receptor agonista ACEA-t
mostunk be. A karbakol hatasa altalaban 2-4 perc alatt volt teljesen kimoshatd, de a biztos
kimosas érdekében 5 percig tarté (Iml/perc), normal aCSF-et tartalmazé oldattal torténd
perfundalast végeztiink. Mivel az ACEA hatasa nem, vagy csak részlegesen moshato ki, ezért
alkalmaztuk elsdként a jol kimoshat6 karbakolt, majd utdana az ACEA-t (Himpens és mtsai.,
1991; Park és mtsai., 2004).

Hét esetben a karbakol depolarizaciot valtott ki. Ezeken a neuronokon az ACEA
alkalmazasa ugyancsak depolarizaciot valtott ki (50,6 mV karbakolra és 3,8+0,38 mV
ACEA-ra). Nem volt szignifikans kiilonbség a két szer altal kivaltott depolarizacid
nagysagaban (p=0,053). Négy esetben a karbakol nem okozott semmilyen valtozast; ezeken a
sejteken az ACEA alkalmazasa sem eredményezett valtozast. Ot neuronon hiperpolarizaciot
valtott ki a karbakol. Ezeken a sejteken az ACEA alkalmazasa nem mutatott olyan szoros
Osszefiiggést a karbakol hatasaval, mint az el6z6 esetekben: az 5 neuronbdl egy esetben
depolarizaciot, egy esetben valaszhianyt, és 3 sejten hiperpolarizaciot tapasztaltunk ACEA
hatasara (atlagosan -7,7+1.9 mV karbakol hatasara, 0,48+2,1 mV ACEA hatésara). A szerek
hatasa kozotti kiilonbség szignifikans volt ebben a populacioban (p=0,009) (22. abra, A-C).
A két hatds Osszehasonlitdsa érdekében az ugyanazon sejtpopuldcion karbakol hatdsara
kialakul6 membranpotencidl-valtozast az ACEA-ra kialakuld6 membranpotencial-valtozas
figgvényében tiintettiik fel. Feltételeztiik, hogy a linearis illesztést lehet a legjobban
alkalmazni a két alkalmazott szer altal kivaltott hatas egyezésének vagy kiilonboz6ségének
Osszevetésére. Amikor az Osszes adatpontra egyenest illesztettiik, az illesztés korrektségét
jelzd R? értékre 0,086-ot kaptunk. Azonban amikor azokat az értékeket eltavolitottuk az
adatsorbol, ahol a karbakol hiperpolarizaciot okozott, az ACEA pedig depolarizaciot vagy
egyaltalan nem valtott ki valaszt, az R? értéke jelentésen nétt (0,801) (22. abra, D). Ez azt
jelzi, hogy azokban az esetekben eltérés figyelhetd meg a karbakol és az ACEA hatasa kozott,
amikor az el6bbi szer hiperpolarizaciot okozott. A tiizelési frekvencia valtozasa is hasonld
tendenciat mutatott. Azon sejtek, amelyek tiizelésifrekvencia-novekedést mutattak, hasonldéan
reagaltak karbakolra és ACEA-ra (1,24+0,26 Hz valtozas karbakolra, 0,91+0,4 Hz valtozas
ACEA-ra) egyarant. Azon sejtek, melyek csokkentették a tiizelési frekvenciat karbakol
hatasara, eltér6 modon reagaltak ACEA-ra (-2,17+1,3 Hz valtozas karbakolra, és -0,066+0,6
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Hz valtozas ACEA-ra; 22. abra, A-D, 1. tablazat). Mikor a tiizelési frekvencia valtozasok
adatpontjait ugyanolyan linearis illesztéssel hatdroztuk meg, mint a nyugalmi
membranpotencial valtozas értékét, az R® értéke -0,07 volt, mig ha ugyanazon neuronok
adatait tavolitottuk el az értékelésbol, mint az el6z0 szamitas esetén, az R? értéke 0.416-ra

nott.

A kontroll kimosas ACEA

w.“-l i W‘ 'ﬁm | #{ “'m H ’\I \'l"“}‘l‘“'i““’il'w

=y
(7]

l.‘I | | J ) 11 ’I | | A

f ‘, ,,, / i J LY
T ’ ’fm”f/'” iy 7
” ”“’/// WW,W ‘f N ‘Jf

ARMP, ACEA (Hz)

ARMP, CCh (mV)
e Vi o i 1 S e
_15.14.12-107(2 2 4 6 8 10
2
4]

22. dbra. A Kkarbakol és az ACEA egymdas utini alkalmazisanak hatisa ugyanazokon a
neuronokon. A. Egy neuronrdl elvezetett reprezentativ membranpotencial-gérbék, ahol a karbakol
ugyanolyan depolarizaciot és tiizelésifrekvencia-emelkedést valtott ki, mint az ACEA. B. Egy masik
neuronrol felvett gorbék, amely hiperpolarizalddott karbakol hatasara és depolarizalodott ACEA
hatasara. C. Egy harmadik neuronrdl szarmaz6 mérési eredmények, amely hiperpolarizalodott mindkét
agonista hatdsdra (szaggatott vonalak: -60 mV; folyamatos vonalak: szémitott nyugalmi
membranpotencial) D. A karbakol és az azt kovetd6 ACEA alkalmazasanak hatasara kialakulo
nyugalmi membranpotencial valtozasok statisztikai Osszehasonlitasa. ACEA: arachidonyl-2-
chloroethylamide; CCh: karbakol; RMP: nyugalmi membran potencial.
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Paraméterek

Depolarizalt sejt

Hiperpolarizalt sejt

Nem valaszolo sejt

(n=7) (n=5) (n=4)
Nyugalmi membranpotencial 5+0.6 717+£19 04+0.2
valtozas (RMP) karbakol
hatasara (mV)
RMP valtozas ACEA hatasara 3.8+04 05+21 0.75+0.6
(mV)
Tiizelési frekvencia valtozas 1.2+0.3 -22+1.3 0.15+0.1
karbakol hatasara (Hz)
Tiizelési frekvencia valtozas 09+04 -0.1+0.6 -0.15+0.5

ACEA hatasara (Hz)

1. tabldazat. A karbakol és ACEA hatasainak 6sszehasonlitasa. A valtozast a kontroll koriilmények
kozott tortént mérésekhez viszonyitottuk.
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Megbeszélés

A jelen munkdban megmutattuk, hogy a nucleus pedunculopontinus neuronjai
tobbféleképpen reagaltak CB1 receptor agonistakra: egyesek depolarizalodtak, masok
hiperpolarizalodtak, mig a neuronok egy kisebb része nem reagalt. A megfigyelt valtozasok
csak kismértékben fliggtek a neurontipustol, és a neuronalis halozatokra gyakorolt hatés
feltehetéen nem jatszott jelentds szerepet az altalunk megfigyelt membranpotencial-
valtozasokban. A PPN asztrocitainak aktivacioja a neuronokon megfigyelt valtozasok el6tt
kezdédott el; az asztrocitak aktivitasanak és a metabotrop glutamatreceptorok gatlasa
megakadalyozta a PPN neuronokon kialakulé kannabinoid hatasokat. A nem reagéld
neuronok és asztrocitdk tonusos endokannabinoid hatas alatt allhatnak; a depolarizalt

neuronok a kornyezetiikben levd asztrocitdkat zommel CB1 receptoron keresztiil aktivaltak.

A kannabinoidok neuronalis hatasai jelentés, de nem teljes atfedést mutattak a
muszkarinos kolinerg neuromodulacié hatasaival a PPN neuronjain: ugyanazon neuronok
depolarizalodtak vagy nem reagaltak ACEA ¢és karbakol alkalmazésara, viszont a karbakolra
hiperpolarizal6dé neuronok depolarizaldédtak, hiperpolarizalodtak vagy nem reagaltak ACEA

alkalmazasara.

1. Az asztrocitak CB1 receptoranak aktivaciéja moduldlja a PPN
neuronjainak tevékenységét

Széles korben elfogadott az a tény, hogy az asztrocitdk hatékonyan képesek
befolyasolni a neuronalis funkcidkat (Id. Perea és mtsai., 2009; Frank 2013). Szamos
neurotranszmitter-receptorral rendelkeznek, amelyeket aktivalva nagyszamu gliotranszmittert
szabadithatnak fel, mint a glutamat, ATP, adenozin, TNFa, D-szerin és peptidek (Volterra és
Bezzi, 2002). Az asztrocitak jelentdsen hozzajarulnak az alvas homeosztazisahoz (Id. Frank,
2013) az interleukin-1 (IL-1), TNFo, neurotrofinok és prosztaglandinok felszabaditasan
keresztiil. Az egyik legalaposabban vizsgalt gliotranszmitter a glutamat, amely az
asztrocitakbol tobbféle modon szabadulhat fel: a kalciumfiiggd exocitozis mellett (Parpura
és mtsai., 1994; Bezzi és mtsai., 2004) a plazmamembran glutamat transzporterek reverz
miikodésén keresztiil (Szatkowski és mtsai., 1990), de cisztein-glutamat antiporttal (Warr és
mtsai., 1999), connexin/pannexin "hemichannel"-eken (Cotrina és mtsai., 1998; Ye és
mtsai., 2003), ionotrop purinerg receptorokon keresztiil (Duan és mtsai., 2003), szerves

anion transzportereken (Rosenberg és mtsai.,, 1994) ¢és sejtduzzadas altal nyitott
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anioncsatornakon keresztiill torténé glutamatfelszabadulasrol is beszamoltak (Pasantes

Morales és Schousboe, 1988).

Szamos tanulmany kimutatta, hogy mind asztrocita sejtkultaraban (Molina-Holgado
és mtsai., 2003; Id. Stella 2004; Walter és Stella, 2003), mind pedig az agy bizonyos
teriiletein, mint a nucleus accumbens, cingularis kéreg, medialis eldagyi koteg, amygdala, a
gerincvel6 és a hippocampus (Rodriguez és mtsai., 2001; Moldrich és Wenger, 2000; Salio
és mtsai., 2002; Navarrete és Araque, 2008; Hegyi és mtsai., 2009), az asztrocitak
rendelkeznek CB1 receptorral, melyek kannabinoidok altal aktivalva képesek azokon
kalciumhullamokat kelteni (Navarrete és Araque, 2008). A CB1 receptorok mellett a
funkcionalis CB2 receptorok ugyancsak kimutathatoak az asztrocitakon (pl. Fernandez-Ruiz
és mtsai., 2008), de e receptor jelentdsége az altalunk megfigyelt hatasokban nem valoszint.
Ennek két oka lehet: az egyik, hogy az ACEA szelektiv CB1 receptor agonista (Hillard és
mtsai., 1999), valamint hogy az ACEA és a WINS55,212-2 hatasa szinte teljesen hianyzik a
CB1 receptor knockout egerekbdl.

Az asztrocitak kannabinoid jelatvitelben betoltott szerepét részletesen tanulmanyoztak
a hippocampus és a cortex teriiletén (Navarrete és Araque 2008, 2010; Min és Nevian,
2012; Han és mtsai., 2012; Id. Castillo és mtsai., 2012). Ezekben a régiokban a neuronok
aktivitasanak fokozodasa endokannabinoid felszabadulashoz vezet, amely aktivalja az
asztrocitakat. Az asztrocita-aktivacidé glutamatfelszabadulast okoz, ami potencirozhatja a
glutamaterg szinapszisokat vagy hossz tavi depressziot indukalhat NMDA receptorokon
vagy a preszinaptikus mGIluR-okon keresztil. A jelen munkédban megmutattuk, hogy
alapjaiban hasonlo, bar nem teljesen azonos mechanizmus jelen van szubkortikalisan is, a
RAS egy magjaban is. Kimutattuk tovabba, hogy - hasonldan, a kérgi struktirakhoz
(Navarrete és Araque, 2008, 2010; Id. Castillo és mtsai., 2012) - a neuronok
depolarizacioja az asztrocitdk zommel CBI1 receptoron keresztiili aktivalasahoz vezet. Az
aktivalt asztrocitdk feltehetben vagy felszabaditanak glutamatot, vagy mérséklik
glutamatfelvevd tevékenységiiket, igy feltehetden szabalyozzak a glutamat mennyiségét. Ez a
glutamat metabotrdp glutamatreceptorokon keresztiil fejti ki az altalunk megfigyelt neuronalis
hatast. FErdekes modon azonban a neuronok tonusos stimuldcidjaban vagy gatlasaban a
szinaptikus aktivitds kozvetlen, preszinaptikus CB1 receptoron keresztiili gatlasa vagy a
preszinaptikus mGIluR-okon keresztiili aktivalasa nem jatszott fontos szerepet, mert a gyors

szinaptikus neurotranszmisszid gatldsa nem befolydsolta a ténusos neuronalis kannabinoid
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hatasokat. Mindezek latszolagos ellentmondasban vannak azzal a régdta elfogadott és
szélesen bizonyitott ténnyel, hogy a kannabinoid hatdsok nagy része preszinaptikus CB1
receptoron keresztiil, a szinaptikus neurotranszmisszido gatlasa révén valosul meg (ld.
Lovinger, 2008; Diana és Marty, 2004; Katona és Freund, 2012). Mindezen
ellentmondasok feloldasa egyrészt késébbi kutatasi feladat, masrészt figyelembe kell venni a
kisérleti modell nyujtotta korlatokat: a vékonyszelet-prepardtumon végzett mérések soran a
PPN-t megfosztjuk fontos kapcsolataitol, igy a kisérleteink soran nem a teljes kannabinoid

hatast, hanem csak annak lokalis részét figyelhettiik meg.

2. Az mGluR-ok szerepe a neuron-glia jelatvitelben

A kisérleteink soran hasznalt mGluR I és mGIuR Il gatloszerek alkalmazasaval megmutattuk,
hogy a neurondlis hiperpolarizaci6 mGIuR | aktivaciojan keresztil megy végbe, mig a
depolarizaci6 mGIluR Il fiiggé. Ujabb tanulmanyok demonstraltik az I-es és Il-es tipusu
MGIuR-ok funkcidjat és jelenlétét kozépagyi régiokban (Wilson-Poe és mtsai.,, 2013;
Kohlmeier és mtsai., 2013), valamint hogy az asztrocitak aktivacioja preszinaptikus mGIuR-
ok aktivaciojahoz vezet, és szerepilkk van a hosszi tavll potencirozds folyamatdban a
hippocampus teriiletén (Navarrete és mtsai., 2012). Kisérleteink soran nem vizsgaltuk ezen
csatorndk identitasat. Mindezek mellett, tudomasom szerint a jelen munka az elsd arra
vonatkozé bizonyiték, hogy mGIluR tipustdl fiiggden tonusos neuronalis aktivacid vagy gatlas

megy végbe egy kdzépagyi teriileten.

Az mGIuR-ok széles korben megtalalhatdéak a kozponti idegrendszer teriiletén mind
pre-, mind posztszinaptikus lokalizacioban (Id. Ferraguti és Shigemoto, 2006; Niswender és
Conn, 2010). Szamos tanulmany leirta az I-es és II-es csoportba tartozo mGIUR-ok jelenlétét
asztrocitdkon (Petralia és mtsai., 1996; Schools és Kimelberg, 1999; Zur Nieden és
Deitmer, 2006; D’Ascenzo és mtsai., 2007; Pirttimaki és Parri, 2012; |d. Ferraguti és
Shigemoto, 2006; Schoepp, 2001; Id. D’Antoni és mtsai., 2008), melyek képesek az
extracellularis glutamatkoncentracio valtozasaira reagalni (Zur Nieden és Deitmer, 2006). A
glutamat és az mGIluR 1 és II agonistak a hippocampalis asztrocitakon kalciumhullamokat
keltenek, amelyek ‘‘glutamat-indukalt glutamatfelszabadulast’ valtanak ki (Bezzi és mtsai.,
2004; Zur Nieden és Deitmer, 2006; Pirttimaki és mtsai., 2011; D’Ascenzo és mtsai.,
2007). Mas eredmények szerint azonban mGluR I és II antagonistak nem valtoztattdk meg a

hippocampalis asztrocitak kalciumjeleit (Nett és mtsai., 2002).
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Szamos megfigyelés igazolta, hogy a posztszinaptikus mGIuR I és II aktivacio
neuronalis membranpotencidl-valtozasokhoz vezetett. Tobb tanulmény szerint a
posztszinaptikus mGIUR | aktivacioja depolarizaciot, mig az mGIUR Il aktivacidja
hiperpolarizaciot okoz (Id. Sherman, 2014). Az mGIuR | aktivacié soran neuronokban
végbemend depolarizacio (Libri és mtsai., 1997; Partridge és mtsai., 2014) egyrészt L-
tipusu kalciumcsatornakon keresztiil valosul meg a hippocampus CA1 piramissejteken (Kato
és mtsai., 2012) és a gyrus cinguliban (Zhang és Séguéla 2010), masrészt nem-szelektiv
kationcsatornakon keresztiil megy végbe a bulbus olfactorius szemcsesejtjeiben (Smith és
mtsai., 2009). Az mGIuR Il aktivacioja vagy az L-tipusu kalciumcsatornak gatlasan (Chavis
és mtsai., 1994, 1995), vagy a kaliumcsatornak aktivacidjan keresztiil fejti ki hatasat
(Knoflach és Kemp, 1998; Irie és mtsai., 2006; Hermes és Renaud, 2011), ezzel
hiperpolarizalva az ezeket a receptorokat expresszald neuronokat. Az ezzel ellentétes hatasok
is ismertek. Kérgi és szubkortikalis strukturakban (hippocampus, amygdala, bulbus
olfactorius, pallidum, nucleus laterodorsalis tegmentalis) a posztszinaptikus mMGIUR5
stimulacioja (ami egy mGIUR I-be tartozo receptor) a K* csatornék aktivacidjahoz 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 hiperpolarizalva az ezeket
a receptorokat expresszald neuronokat. A szomatodendritikus lokalizaciojG mGIuR I
aktivacioja posztszinaptikus serkent6 valaszt valt ki a hippocampus CA3 piramissejtjeiben,

kationcsatornak aktivalasaval és a K* csatornak gatlasaval (Ster és mtsai., 2011).

Megfigyeléseink alapjan az mGIuR | antagonistak kivédték az ACEA altal kivaltott
hiperpolarizaciot és az mGIuR 1l blokkolok gatoltak a depolarizacio 1étrejottét. Az ionotrop
glutamatreceptor-blokkolok nem védték ki az ACEA nyugalmi membranpotencidlra gyakorolt
hatasat, mig a glutamat képes volt neuronalis depolarizaciot kivaltani thapsigargin
jelenlétében. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a CB1 receptoron keresztiil megvalosulo
asztrocita-aktivalas  glutamatfelszabadulas révén  kiilonb6z6 metabotrép  glutamat
receptorokon keresztiil valtja ki a neuronalis valaszokat.

Az eredményeink alapjan felallithaté legegyszerlibb modellben a neuronokbol
felszabaduld endokannabinoidok az asztrocitdkat CB1 receptoron keresztiil aktivaljak. Az
asztrocitakbol glutamat szabadul fel, amely depolarizalja vagy hiperpolarizalja a kdrnyezo
neuronokat aszerint, hogy rajtuk milyen metabotrop glutamatreceptorok talalhatoak (23.

abra).
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23. dbra. A PPN-ben endokannabinoid jelatvitel attekinté modellje. 1. Az aktiv PPN neuronok
endokannabinoidokat (eCB) szabaditanak fel. 2. A felszabadulé endokannabinoidok aktivaljak az
asztrocitak CB1 receptorait. 3. Az asztrocitakban ennek hatdsara megnovekszik a kalciumhullamok
frekvenciaja, ami gliotranszmitter-felszabadulashoz vezet. A gliotranszmitterként felszabaduld (vagy
felvételre nem keriil6) glutamat a szomszédos neuronokon levé MGIUR | aktivalasa utjan
hiperpolarizaciot (4a), vagy mGIuR ll-n keresztiil depolarizaciot valt ki (4b). A glutamat mindezek
mellett aktivalhatja az asztrocitak glutamatreceptorait is (iires piros nyilak). Ezek az asztrocitakon levo
MGIUR-0k mas, altalunk nem vizsgalt gliotranszmitterek felszabadulasahoz vagy annak gatlasahoz
vezethetnek, igy hozzajarulva a megfigyelt hatashoz (piros kérddjelek; részleteket lasd a
"Megbeszélés" fejezetben).

Ugyanakkor a fent leirt modell tulsagosan leegyszeriisitheti a helyzetet, hiszen az
asztrocitak kozismerten expresszalnak kiilonboz6 mGIluR-okat (Zur Nieden és Deitmer,
2006), ¢és az egyes mGIuR-ok jelenléte vagy hianya felelGs lehet az asztrocitak funkcionalis
kiilonbségeiért (Parri és mtsai., 2010).

Az ACEA-ra adott asztrocita-valasz nagysaga ¢s iddbeli lefutasa eltérének bizonyult a
depolarizalt és hiperpolarizalt neuronok kozelében (16. abra. F, H). Ez arra utalhat, hogy
egyes asztrocitakban kiilonboz6 mGluR-ok fordulhatnak eld, amelyek a glutamat elhaz6do

felszabadulasat és a "glutamat altal kivaltott glutamat felszabadulas" jelenségét (D'Ascenzo és
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mtsai., 2007), a tonusos glutamatfelszabadulas csokkenését vagy novekedését (Xi és mtsai.,
2002; Zur Nieden és Deitmer 2006) vagy a glutamattal egyiitt felszabaduld egyéb
gliotranszmitterek felszabadulasat idézhetik el6 (Shibasaki és mtsai., 2014).

Azt is kimutattuk, hogy a megemelkedett endokannabinoid tonus csokkentheti, vagy
teljesen meg is sziintetheti az ACEA-ra kialakuld valaszt mind a neuronokban, mind pedig az
asztrocitakban. Ugyanakkor nemcsak az endokannabinoid tonus, hanem mas aktivitasfiggo és
sejttipus-specifikus mechanizmusok is szerephez juthatnak a CB1 receptor stimulacié soran
tapasztalt valaszhianyban, mivel az alacsony dozisu ACEA-val torténd el6éinkubacié nem
teljesen modellezte a sejtek kontroll koriilmények kozotti aktivitasat és a valasz teljes hianyat,
amelyet a nem valaszolo sejtek esetében megfigyelhettiink. A CBI receptor stimuldci6 soran
tapasztalt valaszhiany az aktiv neuronok kornyezetében az endokannabinoidok mellett
aktivitasfiiggé modon felszabaduldo egyéb anyagok (neurotranszmitterek, neuropeptidek)
hatasara is bekdvetkezhet. Egyes neuronok esetleg rendelkezhetnek olyan receptorokkal,
amelyek ezeket a molekuldkat érzékelik, masok nem; igy az el6bbieket stimulalja a
felszabaduld anyag és okkluziv hatast fejt ki az altalunk alkalmazott CB1 receptor agonistara,

mig masoknak nincs ilyen receptora, és ezekre hat a CB1 receptor agonista.

3. A kolinerg és kannabinoid agonistak hatasainak atfedése a PPN
neuronjain

Kisérleteink soran azt lattuk, hogy a PPN neuronjai karbakolra (muszkarinos
acetilkolin receptor agonista) és ACEA-ra (CB1 receptor agonista) hasonlé modon reagalnak.
Korabbi irodalmi adatokbol ismert, hogy a kolinerg és kannabinoid hatdsok hasonldan
atfednek, mint az el6zdleg leirt szerotoninerg és kolinerg neuromodulaciok egyezései
(Leonard és mtsai., 1994), vagy pedig az orexin és ghrelin egymassal atfed6 hatasai (Kim és
mtsai., 2009); jelezve, hogy kozds neuromodulaciés ttvonalak lehetnek a PPN-ben. Az
altalunk megfigyelt és masok altal is leirt, a neuromodulacids rendszerek kozott megfigyelt

atfedéseknek szamos oka lehet.

3. 1. A neuronalis depolarizacio lehetséges okai

A karbakol hatdsahoz hasonloan, a PPN neuronjainak véalasza ACEA-ra depolarizacid
¢s tlizelési frekvencia emelkedés, hiperpolarizacio ¢€s tlizelési frekvencia csokkenés, vagy

véalaszhiany. Ezeken a sejteken a karbakol depolarizaciot valtott ki, az ACEA pedig
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ugyancsak depolarizaciot okozott. Kimutattak, hogy a karbakol posztszinaptikus serkentd
hatasait az M1 és nACh receptor stimulacidja kozvetiti a PPN thalamikus projekcios
neuronjaiban (Ye és mtsai.,, 2010). Ismert tovabba, hogy a nACh receptor kozvetleniil
gatolhatdo endokannabinoidokkal, és kozvetetten a CB1 vagy CB2 receptorok aktivaciojaval
(Id. Demuth és Molleman, 2006); igy bar nAChR aktivacié elméletileg allhat a karbakol altal
okozott depolarizaciéo hatterében, a nAChR CBI1 receptor agonista hatdsira bekdvetkezo
gatlasa semmiképpen sem okozhatott volna ugyancsak depolarizaciot. Az M1 receptor
aktivacioja azonban a CB1 receptorhoz hasonlo jelatviteli utvonalakat aktivalhat, igy ez az
atfedés magyarazhatja a hasonlo hatast. Hasonlo atfedést irtak le a musculus ciliarisban az
M3 és a CB1 receptor jelatviteli Gtvonalaiban, mivel ezek a receptorok ugyanugy a rho-kinaz
¢és a protein-kinaz C aktivacidjan keresztiil fejtik ki hatasukat (Romano és Lograno, 2013).
Az asztrocitak CB1 receptoranak aktivacioja depolarizalta a PPN neuronokat az
asztrocitakbol torténd glutamatfelszabadulas révén, mely feltehet6en a neuronokon levé 1l-es
tipusu mGluR-t aktivalja. Az M1 és a mGluR |l receptorok aktivacidja egy kozos jelatviteli
utvonalat indithat el; hasonld konduktanciakat aktivalhatnak vagy gatolhatnak, és ez
ugyancsak vezethet ugyanazon neuronok depolarizacidjahoz. Tovabba, Purkinje-sejtekben
(Rinaldo és Hansel, 2013) ¢és hippocampusban (Kim és mtsai., 2009) is leirtak, hogy a
muszkarinos acetilkolin receptorok aktivacioja fokozhatja az endokannabinoid szintézist. Ha a
PPN esetében is 1étezik hasonlé mechanizmus, az M1 receptor aktivacidja megnovelheti a
kannabinoid szintézist a neuronokon, amely aztan aktivalja kornyezd asztrocitakat, és igy a

muszkarinos hatas endokannabinoidok koézvetitésével is végbemehet.

3. 2. A neuronok valaszhianyanak hattere

Azon neuronok, melyek nem reagaltak karbakolra, nem valaszoltak ACEA-ra sem.
Kimutattuk, hogy a nem valaszolo sejtek valoszinlileg azért nem reagaltak, mert
megnovekedett az endokannabinoid tonus koriilottiik. Ennek megfelelden a karbakolra nem
reagdld sejtek koriil vagy szintén a megemelkedett endokannabinoid ténus okozza a
valaszhianyt, vagy a magas endokannabinoid tonussal egyidejlileg magas acetilkolin-tonus is

kialakult korulottik.
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3. 3. A neuronalis hiperpolarizacié hattere

A karbakol hatasara bekovetkezd hiperpolarizacio nincs teljes atfedésben az ACEA
altal kivaltott hiperpolarizacioval, mivel a karbakolra hiperpolarizalodott sejtek egyes
esetekben depolarizalodtak vagy nem valaszoltak ACEA hatisara. Osszhangban az M1
medialt endokannabinoid felszabadulas elméletével; feltételezhetjiik, hogy a karbakol altal
indukalt hiperpolarizacié M2 vagy M4 receptoron valdsul meg, €s ezen receptorok aktivacidja
feliilirhatja az M1 receptor fiiggd utvonalon, endokannabinoid-felszabadulason keresztiil
megvaldsulo heterogén valaszt. Az is elképzelhetd tovabba, hogy a mdsmilyen muszkarinos
receptorokat kifejezé neuronok eltéré mGIluR-okat expresszalnak, és ez allhat a funkcionalis

kiilonbségek hatterében.

A muszkarinos ¢s endokannabinoid hatdsok atfedéseinek tovabbi, ugyancsak még
vizsgalatra szoruld oka Ilehet, hogy mindkét hatds legalabb részben az asztrocitak
aktivalodasan keresztill valosul meg. Az asztrocitdk aktivaciojan keresztiill megvaldsuld
kolinerg neuromodulacids hatdsok leirdsra keriiltek mas struktirdkban (Navarrete és
Araque, 2012; Chen és mtsai., 2012), és a fentieckben vazoltunk egy, az asztrocitikon
keresztiil megvalosulo, indirekt endokannabinoid hatast. Vonzo lehetdseég feltételezni, hogy a
PPN-ben tobb neuromodulacios hatasnak van egy kozos "asztrocita-komponense”, amit a
neuronokon kozvetleniil érvényesiild hatdasok minddssze modositanak. Ennek a feltevésnek a

bizonyitasa azonban tovabbi kisérleteket igényel.

4. A PPN endokannabinoid modulacidja és az alvas-ébrenlét szabalyozasa

A kannabinoid receptor agonistakrol ismert, hogy fokozzak mind a REM alvas
(Murillo-Rodriguez és mtsai., 1998, 2001, 2008; Murillo-Rodriguez, 2008; Herrera-Solis
és mtsai., 2010), mind a nem-REM alvas iddtartamat (Herrera-Solis és mtsai., 2010; Id.
Bolla és mtsai., 2008). Bar in vitro adatokat mas rendszereken mért in vivo adatokkal
korrelaltatni spekulativ lehet; elképzelhetd, hogy az egyes PPN neuronok CBI1 receptoron
keresztiili serkentése, valamint maésok gatldsa hozzajarulhat az alvas idOtartamanak
megnyujtasahoz (Feinberg és mtsai., 1975; Murillo-Rodriguez és mtsai., 1998, 2001, 2008;
Murillo Rodriguez, 2008; Herrera-Solis és mtsai., 2010). Megfigyelték, hogy a kérgi lasst

hullamu aktivitas alatt a kolinerg sejtek zOme az aktiv, mig a nem-kolinerg sejtek inkabb a
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passziv fazisban aktivak. A kérgi gamma aktivitads megjelenésekor a kolinerg neuronok zoéme
megndveli akcidspotencidl-tiizelési frekvencidjat, mig a nem-kolinerg neuronok egy része
noveli, mas része csokkenti aktivitasat, mig egy harmadik populacié nem reagal. Mindezeken
tal, a kolinerg neuronok egy kis csoportja a kérgi gamma aktivitastol fiiggetleniil nagy
frekvenciaval tiizel (Mena-Segovia és mtsai., 2008; Ros és mtsai., 2010). Osszhangban a
fent leirtakkal kimutattuk, hogy hasonld sejttipus-specifikus kiilonbségek vannak a
kannabinoid hatasban. A kolinerg neuronok jelentds része (egyharmada) nem reagalt a CB1
receptor stimulacié hatasara. Ezeknek a neuronoknak viszonylag magas kezdeti tiizelési
frekvenciaja volt (4-6 Hz), utalva arra, hogy a "gyors-tiizelésii kolinerg" sejtekhez tartoznak
(Mena-Segovia és mtsai., 2008), amelyek tiizelési frekvencidja nem emelkedik meg az
agykérgi gamma aktivitds alatt. Masrészrdl azonban, a depolarizacidé a GABAerg sejtek
kozott nagy aranyban volt jelen (70%). Erdekes, hogy az in vivo megfigyelések alapjan a
"csendes™ vagy irregularis tiizelési mintazatot mutaté nem-kolinerg neuronok a kérgi gamma
oszcillaciok alatt fokoztak a tiizelési frekvenciajukat, mig a tonusosan tiizel6 neuronok nem
mutattak valtozast (Ros és mtsai., 2010). Feltehetéen az altalunk mért GABAerg sejtek nagy
része ezekhez a “csendes” vagy irregularisan tiizel6 sejtekhez tartoznak (Ros és mtsai., 2010).
Az altalunk mért egyetlen nem reagalo GABAerg neuron tonusos aktivitast és magas tiizelési

frekvenciat mutatott kontroll koriilmények kozott.

A nem-kolinerg neuronok egy, altalunk kiilon nem vizsgalt populacioja, a glutamaterg
sejtcsoport. Azt tapasztaltuk, hogy a nem-kolinerg neuronok ACEA alkalmazasakor
megfigyelt reakciéi nem kiillonboztek a GABAerg neuronokon megfigyeltektdl, igy ennek
alapjan feltételezhetjiik, hogy a glutamaterg neuronok is zémmel depolarizacioval valaszolnak

a CBI receptor stimulaciora.

Az in vivo adatok alapjan feltételezhetjiik, hogy a kérgi deszinkronizacioval jar6 REM
alvas (Id. Pace-Schott, 2009; Steriade és mtsai., 1990) alatt a legtobb kolinerg sejtnél és a
neuronok csokkentik a tiizelési frekvenciajukat. Ezzel parhuzamosan, a gyorsan tiizeld
kolinerg és a tonusosan tiizel6 GABAerg neuronok nem valtoztatjak aktivitasukat (Mena-
Segovia és mtsai., 2008; Ros és mtsai., 2010). Ezzel szemben a mi eredményeink azt
mutattak, hogy a kolinerg neuronoknak csak egyharmada aktivalodott ACEA hatasara, mig a

masik kétharmada hiperpolarizalédott vagy nem reagalt CB1 receptor stimulacio hatasara. A
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GABAerg neuronok tobbsége viszont aktivalodott ACEA hatasara, és csak egy kisebb

populacié hiperpolarizalédott vagy nem reagalt.

Ezt az ellentmondast tobbféleképpen is fel lehet oldani. Egyes tanulmanyok szerint
(Murillo-Rodriguez és mtsai., 2001; Herrera-Solis és mtsai., 2010; |d. Bolla és mtsai.,
2008) a kannabinoidok egyarant fokozzak a REM-alvas és a nem-REM alvas id6tartamat; igy
elképzelhetd, hogy a PPN neuronok valaszanak aktualis mintazatatol fliggéen a
kannabinoidok vagy a REM- vagy a nem-REM alvas id6tartamat nyujtjak meg. Masodszor,
kozismert, hogy a REM alvas és a nem-REM alvas aranya az alvas teljes id6tartama soran
valtozik: az életkor eldrehaladtaval csokken (Tarokh és Carskadon 2009). Patkdnyokban,
koriilbeliil a 10. napon éri el maximumat, és fokozatos csokkenést mutat egészen a felndttkor
kezdetéig mely kortilbeliil a 30. napnak felel meg. Ezek a valtozasok 0sszhangban vannak a
kiilonb6z6 receptorok (NMDA, kainat, M2, a GABAA, ¢és g, 5-HT1, stb.) ingerlésére kialakuld
membranpotencial-valtozasok korfliggd eltéréseivel (Garcia-Rill és mtsai., 2008). A CBl1
receptor és a metabotrop glutamat receptorok expresszidja szintén valtozik mas struktarakban
(Hubert, 2004; Diaz-Alonso és mtsai., 2014). Ennek megfelel6en, mivel fiatal egereket
hasznaltunk a kisérleteinkhez, az altalunk leirt aktivitdismintazat a fiatalkori allapotnak felel
meg, amikor a REM alvas id6tartama megemelkedett.

Végezetiil, az altalunk hasznalt szelet-elektrofizioldogiai megkdzelitésben a PPN-t
annak bemeneteitél majdnem teljesen megfosztva vizsgaltuk. Mindamellett, hogy a modell
idedlis volt a lokalis kapcsolatok feltérképezésére, a kapcsolataitdl megfosztott mag
neuronjain végzett mérések az in vivo mérések soran tapasztaltakhoz képest némileg
kiilonbozd hatasokat tarhattak fel. In vivo mérések sordn a PPN neuronok egymaéssal és az
ellenoldali kolinerg struktirdkkal, tovabbd a szomatoszenzoros bemenetekkel és leszalld
rostokkal valo kapcsolata megtartott, mig a mi modelliinkben (a szeletprepardtum Iényegébdl
fakadoan) ezek a kapcsolatok elvesznek. Mivel mi a lokalis kapcsolatok és modulacios
hatasok megfigyelésére torekedtiink, a modell alkalmas volt ezek vizsgalatara; azonban a
neuromodulacids hatdsoknak csupan egy részét térképezte fel.

Osszefoglalva a fentieket, a fenti munkaban azt mutattuk be, hogy a PPN neuronok
CBl1  receptor  stimulacid6  hatdsara  heterogén  moddon  képesek  valtoztatni
membranpotencialjukat  és  akcidspotencial-tiizelési  frekvenciajukat. A neuronalis
membranpotencidl valtozasa az asztrocitdk CB1 receptoranak aktivaldsa utjan, glutamat
felszabadulasa és mGluR-ok aktivacidja révén valdosul meg. Ez a kdzvetett kannabinoid

szabalyozas ugy tlinik, hogy hatékonyan szabalyozza a PPN neuronok miikodését, és
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crer

aktivitdas ¢és deszinkronizaci6é kialakitdsdban, azok atmeneteinek moduléldsdban jatszik
szerepet.

A kannabinoid és muszkarinos hatasok atfedést mutatnak a PPN neuronjain, ami
szintén utalhat arra, hogy tobb neuromodulaciés mechanizmus is hasonléan végbemend

asztrocita-aktivacion keresztiil valosul meg.
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Osszefoglalas

A nucleus pedunculopontinus (PPN) a retikuléris aktivacios rendszer (RAS) egyik kolinerg
magja, ami szamos kozponti idegrendszeri funkcidt szabalyoz: a mozgasszabalyozasban betdltott
szerepe mellett a lassu hullamt alvas REM alvasba és ébrenlétbe vald atmeneteinek szabalyozasa
is célpontja tobb neuromodulaciés mechanizmusnak. A PPN-be injektalt kannabinoidok képesek az
alvéas-ébrenlét ciklusokat modulalni, és a muszkarinos kolinerg, szerotoninerg, valamint az orexin és

ghrelin altal kialakitott neuromodulécios hatasok is ismertek.

Jelen munkaban az endokannabinoid és a kolinerg neuromodulédci6 PPN neuronokra és
asztrocitdkra kifejtett hatdsat és az egyes hatasok atfedéseit kivantam vizsgalni. Kisérleteimhez
kozépagyi coronalis szeleteket hasznaltam, amelyeken patch-clamp technika teljes sejtes
elrendezésében €s calcium imaging segitségével végeztem méréseket. A funkcionalis eredményeken
tul a sejtek morfoldgiai azonositasat és az 1-es tipust kannabinoid (CB1) receptor immunhisztokémiai

modszerekkel végzett lokalizacidjat végeztem el.

A PPN-ben mind a neuronok, mind az asztrocitdk reagalnak CB1 receptor, valamint
muszkarin tipusu acetilkolin-receptor agonistakra. A reagald neuronok esetében tonusos depolarizaciot
vagy hiperpolarizaciot figyeltiink meg, és a CBI receptor és a muszkarinos acetilkolin receptor
agonistak jelenlétében kialakult hatasok nagyrészt atfedtek egymassal. A CB1 receptor agonistakra
adott neuronalis valaszt megeldzve €s azzal parhuzamosan az asztrocitak kalciumjeleinek frekvenciaja
jelentésen megemelkedett. A gyors szinaptikus transzmisszié vagy a neuronalis akcids potencial
gatlasa nem befolyasolta a CB1 receptor agonistak hatasat, viszont az asztrocitak kalciumhullamainak
kialakulasat gatlo thapsigargin alkalmazasa kivédte a kannabinoid hatasokat. Az I-es csoporti
metabotrop glutamat receptorok (mGIuR I) gatlasa a hiperpolarizaciot, mig a Il-es csoportd mGluR
(mGluR 1II) blokkolok a depolarizaciot el6zték meg. Mindezen hatdsok hianyoztak a CB1 receptor

deficiens egérbdl preparalt mintakon.

Mindent Osszevetve kijelenthetjiik, hogy a muszkarinos acetilkolin és a CBI1 receptorok
stimulacidja depolarizalhatja vagy hiperpolarizalhatja ugyanazon neuronokat. A CBI1 receptor
stimulacio esetében ennek hatterében az asztrocitak aktivacidja és az altaluk torténd glutamat
felszabaditas all. Az asztrocitdkbdl a kannabinoid hatasra glutamat szabadul fel, mely aktivalja a
kornyez6 idegsejtek kiilonbozé metabotrop glutamat receptorait, ezzel modositva a PPN neuronok

aktivitasat.
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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 um 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 mGIuR 11 receptors and hyperpolarize

the ones that express mGIuR I.
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