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Roviditések

aCSF — arteficialis cerebrospinalis folyadék

AgRP - Agouti-related protein

AMPA - 2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-0xazol-4-il)propansav
ARC — nucleus arcuatus

ASX — astaxanthin

ATP - adenozin-trifoszfat

AP1-42 - amiloid B1-42

CaMK-II - Ca?*/calmodulin-fiiggd protein kindz II
CART - kokain ¢és amfetamin-kapcsolt transzkriptum
CB1R - endocannabinoid receptor 1

ChR2 - channelrhodopsin 2

CNO - clozapin-N-oxid

EAAT - excitatorikus aminosav transzporter

eCB - endocannabinoidok

EPSC — excitatorikus posztszinaptikus aram
GAD2 — 2-es tipusu glutamatdekarboxilaz

GFAP - gliafibrillaris savas fehérje

HFS — nagy frekvencias stimulalas

IP3 - Inozitol-1,4,5-triszfoszfat

JAK2 — Janus kinaz 2

KATP csatorna — ATP-érzékeny kéalium csatorna
L-AA - L-a-aminoadipat

L-AP4 - L-2-amino-4-foszfonovajsav



L-CCG-I - (25,198,29S5)-2-(karboxiciklopropil) glicin
LFS - alacsony frekvencias stimulalas

LTD — hosszu tavu depresszio

LTP — hossza tavl potencirozas

MAPK — mitogén-aktivalt protein kindz

MFI — atlagos fluoreszcencia-intenzitas
MGIUR — metabotrop glutamat receptor
NMDA - N-metil-D-aszparaginsav

NMDAR - N-metil-D-aszparaginsav receptor
NPY — neuropeptid Y

PAR1 — proteaz-asszocialt recepor 1

PGE2 — prosztaglandin E2

PI3K - foszfoinozitid 3-kinaz

PIP2 - foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat
PIP3 - foszfatidil-inozitol-3,4,5-trifoszfat
PKC — proteinkinaz-C

PLC — foszfolipaz-C

POMC — proopiomelanokortin

PP1 — protein foszfataz 1

ROI - vizsgalt teriilet — region of interest
SIC — lasst inward aramok (slow inward currents)
STDP — spike timing- dependent plasticity
TBS — theta-burst stimulalas

TBS - Tris pufferelt s6oldat



t-LTD — id6zitésfiiggé LTD

t-LTP — id6zitésfiiggd LTP

TNFa - tumor nektozis faktor o

VGAT2 — 2-¢s tipust vezikularis gamma-amino-vajsav transzporter
VGCC - fesziiltségfiiggd Ca®* csatorna

VGLUT - vezikulésir glutamat transzporter



Bevezetés

A lasst inward aramok (slow inward currents - SIC) mar néhany évtizede ismert
jelenségek az agy tobb teriiletén is. E16z6 kisérleteinkben mar mi is igazoltuk jelenlétét a
nucleus pedunculopontinusban, de kimutattak mar hippocampusban, thalamusban, nucleus
accumbensben, bulbus olfactoriusban, vizualis cortexben és a gerincvelében. A SIC-ek
funkciojat és fizioldgiai jelentdségét ennek ellenére még nem ismerjiik. Egyes elméletek
szerint egy asztrocita doménen beliil 6sszehangolja a neuronok miitkodését. Ez viszont a sajat
eredményeink alapjan nem valoszinii, mivel a hippocampusban és a nucleus accumbensben
talalt eredményekkel ellentétben az agytdrzsben nem taldltunk erre bizonyitékot. Az
epilepszia-modellekben is megjelennek a SIC-¢k, a magnézium mentes kornyezet megnoveli
ezen aramok frekvenciajat, de a SIC-ek gatlasaval az epilepszia nem gatolhato. Modellezési
és kisérleti kutatasok is felvetették annak a lehetéségét, hogy a SIC-eknek neuromodulacios
hatasaik vannak. Az NMDA receptorok, valamint az asztrocitdk nagymértékben
befolyasoljadk a hosszatavd potencirozast (LTP), depressziot (LTD) és az iddzitésfiiggd
’spike timing dependent plasticity’-t (STDP). Annak fényében, hogy a SIC-ek
Kialakulasaban Kkulcs szerepet jatszik az asztrocitak altal felszabaditott glutamat és a
neuronalis, GluN2B alegységet tartalmazo extraszinaptikus NMDA receptorok, érdemesnek
tartottuk megvizsgalni annak a lehetdségét, hogy a SIC-ek hatéssal lehetnek a szinaptikus
plaszticitasra egér és human mintdkban egyarant. Ezek mellett vizsgaltuk, hogy az dregedés

hogyan hat a SIC-ekre és illetve az altaluk befolyasolt folyamatokra.

Az astaxanthin lipofil szerkezete lehetévé teszi, hogy atdiffundéljon a sejtmembranon,
vagy akar a vér-agy gaton. Rengeteg pozitiv hatdsat bizonyitottdk mar, tobbek kozott
rendkiviil erds antioxidans szer, gyulladascsokkentd, immunstimulald, €és neuroprotektiv.
Jotékony hatassal van a tanulasra, a memoriara. Neurodegenerativ korképekben, Alzheimer
¢s Parkinson-korban is vizsgaljak az astaxanthin hatasait. Az utobbi években antidiabetikus
¢s diétas hatasait is elkezdték vizsgalni. Mivel az astaxanthin étrendkiegészitOként
forgalomban van az USA-ban, Japanban és az Eurdpai Unidban, szerettiik volna
megvizsgalni a hypothalamus étvagyat iranyité kdzpontjara, a nucleus arcuatusra gyakorolt

hatasat.



Irodalmi attekintés

Az asztrocitak

Habar a neuronokat mar évszazadok ota ismerték és kutattdk, Cajal volt az elsd, aki
elséként tulajdonitott az asztrocitdknak nagyobb jelentOséget, mint egyszeri térkitoltok: ,,Az
a feltételezés, hogy a neuroglia rostjai kozotti kapcsolat és a neuronsejtek kozotti kapcsolat
hasonld a kotészovet és az izom- vagy mirigysejtek kozotti kapcsolathoz, vagyis passziv
szovet, pusztan toltéanyag és tamaszték (a legjobb esetben is a taplalo nedvek felvételét
segitd szovet), jelenti a legfébb akadalyt, amit6l a kutatonak meg kell szabadulni ahhoz,

hogy racionalis elképzelést kapjon a neuroglia tevékenységérol” (1)

Az asztrocitak a kozponti idegrendszer egy kis részét halozzak be nytlvanyaikkal és
tartjak ellendrzésiik alatt. Ezt a teriiletet asztrocita doménnek nevezziik. Egy asztrocita
nyulvanyai egy térhalds, haromdimenzids funkcionalis szerkezetet hoznak 1étre, amik nem
fednek at mas asztrocitak doménjével. Minden domén megkdozelitéleg 300-600 dendritet, és
10° szinapszist foglal magaba (2,3). Humdn asztrocitik esetében ezen szamok
nagysagrendekkel nagyobban lehetnek (4). Az asztrocitik nem csak érintkeznek a
szinapszisokkal, hanem konkrét hatassal lehet a szinapszisok szamara is (5). Az asztrocitak
egymas kozott és mas gliasejtekkel gap junction-0n keresztiill kommunikalnak, ezaltal

haldzatot 1étrehozva, amit egyfajta asztrocita ,,szinciciumnak” is tekinthetiink (6).

Ugyan elektromosan nem ingerelheté sejtek, mint a neuronok, de szamos agyi
folyamatban részt vesznek, mint a neuronok metabolikus tamogatasa, a neuronok
talélésének, és differencialodasanak segitése €s a szinaptogenezis, ion-, és vizhomeosztazis
fenntartasa, a neurotranszmitterek termelése és eltavolitasa, valamint lebontasa és a vér-agy
gat kialakitasa. Részt vesznek tovabba a kiilonféle agyi funkciokban, ide értve a tanulast,

memoriat, alvast és ébrenlétet, és a neuroendokrin szabalyozast (7-9).

Attol fliggetleniil, hogy nem-excitabilis sejtek, az asztrocitdk membranjaban
elhelyezkednek fesziiltség-, és ligandfiiggd csatornak egyarant (10). Bizonyos értelemben az
asztrocitdkat mégis tekinthetjiik excitabilis sejteknek; mig a neuronokndl a membran
elektromos valtozasair6l beszéliink, addig az asztrocitdknal az intracellularis kalcium
pillanatnyi megemelkedésével az asztrocitak kalcium hullamokkal vagy oszcillacidval
kommunikilnak a kornyezd sejtekkel (12). Ez a fajta ,,Ca?* excitabilitas” létrejohet

valamilyen eseményre valaszul, mint a neuronok neurotranszmitter kibocsatasa, vagy akar
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spontan is (13). Human hippocampus és corticalis mintakban szintén megfigyelheték az
asztrocitak spontan és ingerlésre valaszul adott kalciumjel (14). A kalcium hullamhoz
sziikséges kalcium nem csak az extracellularis térb6l aramlik be a sejtekbe, hanem f6leg a
belsé raktarakbol szabadul fel. Az asztrocitdk membranjaban sok G-protein kapcsolt
neurotranszmitter receptor helyezkedik el, amik a ligandot kotve aktivaljak a foszfolipaz C-
t és az inozitol-1,4,5-triszfoszfat képzédését, ami az IP3 receptorokkal rendelkezé Ca®*
(16). A kalciumjel nem csak intracellularisan, de intercellularisan is jelként szolgalhat a

sejtek kozott, azaz a kalciumjel tovabb terjedhet egyik sejtrl a masikra (17).

Az asztrocitdk nem csak reagalnak a kornyezetiikben torténtekre, hanem aktiv szerepldi
a kozponti idegrendszernek. Az asztrocitak kalciumjel-fliggé modon képesek neuroaktiv
anyagokat kibocsatani, amit gliotranszmissziénak neveziink. Ezen neuroaktiv anyagok kozé

tartozik a glutamat, ATP, D-szerin, és a tumor nekrézis faktor o (TNFa) (18-22).
Az asztrocitdk és a kalcium

Az asztrocitdk nyulvanyai a pre- és posztszinaptikus sejtet egyarant korbeolelik, szoros
kapcsolatot kialakitva a harom sejt kozott (23,24), ez pedig lehetdséget biztosit szamos
interakciora a sejtek kozott. Neuron-asztrocita kokultraban a neuronok szinaptikus
aktivitisaval szinkronban az asztrocitdkban Ca?* hulldmokat tapasztaltak (25), és hasonlot
talaltak patkany hippocampusban is (26), ami arra engedett kovetkeztetni, hogy az
asztrocitak valamiképpen részt vesznek a szinaptikus aktivitasban. Az idegrost ingerlésének
hatasara az asztrocitakban kalciumjelek keletkeztek. Ezt a kalciumjelet glutamat-
transzporter gatloszerével nem lehetett blokkolni, viszont az acetilkolin receptorok
gatlasaval a kalciumjel is eltiint. Masrészt acetilkolin hatasara aktivalodtak az asztrocitak
glutamat transzporterei is (15). Az asztrocitak kifejeznek a membranjukban ionotrop és
metabotrop  glutamat receptorokat egyarant, amelyek aktivalasa az ic. Ca?
metil-3-0x0-1,2-0xazol-4-il)propansav (AMPA) és az N-metil-D-aszparaginsav (NMDA)
(27), mig a metabotrop receptorok koriil a mGluRS altipus a leggyakoribb, ami az IP3

utvonalon keresztiil szabadit fel kalciumot (28).

Sejttenyészetben, €16 szoveten, s6t In vivo az asztrocitdkat mechanikusan vagy
elektromosan stimulalva a Ca?* hullam nem csak egyetlen asztrocitan jelenik meg, hanem

ez a hullam végigterjedhet akar tobb szaz sejten kb. 5-20 um/s sebességgel (29-31).



Kulonféle szenzoros stimulacidt hasznald kisérletekben in vivo kalcium oszcillaciokat
mutattak ki, amik a neuronalis aktivitas kovetkeztében jottek 1étre; nem altatott, szabadon
mozgd allatokban is megfigyelték, hogy futas kdzben hatalmas, ismétlodé kalciumjeleket

adnak le az asztrocitak, és akar egymastol 100 um-re 1év6 sejtek is aktivalodtak (32—34).

Kalcium hulldmok viszont nem csak stimuldldsra, vagy valamilyen szinaptikus
eseményre valaszul johet 1étre, hanem spontan is eléfordulnak (35). Az intracellularis Ca?*
koncentraci6 ilyenkor a nyugalmi 50-250 nmol/I-rél akar 1-2 umol/l-ig is emelkedhet és ez
a valtozas akar 10 masodpercig is tarthat. Ezek a hulldmok egy-egy sejtben elkiiloniilve is
eléfordulhatnak, de leggyakrabban szinkronizalva torténnek (36,37). Schummers és mtsai
ezt gy magyaraztak, hogy nem a Ca?" valaszok terjednek az asztrocitdkon a gap junction-
kon keresztiil, hanem a neuronok koriil 1évo asztrocitak valaszolnak a neuronok aktivitasara

onalldan, de 6sszhangban (38).
Az asztrocitdk és a glutamat

A glutamat nagy szerepet jatszik az asztrocitak esetében. Nem csak a neuronok altal
kibocsatott glutamat felvételét és ujrahasznositasat biztositjak (39), de maguk is képesek

gliotranszmitterként glutamatot felszabaditani (40,41).

Az asztrocitak egyik f6 feladata, hogy a szinaptikus résbol kidiffundalodoé glutamatot az
extracellularis térbdl transzportereken keresztiil eltavolitsa. Ehhez specifikus glutamat
transzportereket fejeznek ki a plazmamembranjukon. Az 6t altipus koziil a legnagyobb
jelentdséggel az 1l-es tipusu excitatorikus aminosav transzporter (excitatory amino acid
transporterl- EAAT1 vagy mas néven L-glutamat/L-aszpartat transzporter) és a 2-es tipusu
excitatorikus aminosav transzporter (EAAT2) rendelkezik (42). Ezek arra hivatottak, hogy
megakadalyozzdk a glutamat receptorok tal hosszu aktivacidjat és a glutamat
felhalmozodasat, ezaltal megvédve a neuronokat a citotoxikus sejthalaltol (43). A
transzporterek azaltal is segitenek, hogy a neurotranszmitterek szinaptikus szorodasat
szabalyozzak (44). Meghatarozzak, hogy mennyi glutamat jusson el az extraszinaptikus
receptorokhoz (45), valamint befolyassal vannak a posztszinaptikus aktivitas idétartamara

és intenzitasara is (46).

A traszporter egy glutamatot juttat az intracellularis térbe egy natrium és egy hidrogénion
mellett, €s ezzel szemben egy kaliumiont juttat ki az extracellularis térbe (47,48). A felvétel
utdn a glutamatot a glutamin szintetaz atalakitja és az igy keletkezett glutamin el6szor az

extracellularis térbe jut, majd egy neuron felvéve azt ismét glutamatta alakitva ujra
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hasznalhatja. Masik lehetdségként a glutamint az asztrocitdk metabolizalhatjdk sajat

hasznositasra (49,50).

A neurondlis glutamat hatasara az asztrocitakban a kalcium intracellularis koncetracidja
megndtt (15). A kalciumjelre pedig az asztrocita maga is felszabadithat glutamatot (19,51)
vezikulak révén (18,52), forditott transzporttal a glutamat transzporteren keresztiil (53,54),
sejtduzzadas kovetkeztében anioncsatornak megnyilasaval (55,56), purinerg receptoron (57)
vagy hemichannel-eken keresztiil (58), és cisztin-glutamat antiporter segitségével (59,60)
(1. &bra).

Caz*fiiggo
csatornalvezikula

A

Glutamat
transzporter

3 Nat + H*

Glutamat

_.
Fesziilés-érzékeny
anion csatornak

Sejtduzzadas

1. abra A glutamat-transzport lehetséges mechanizmusai A asztrocitakb6l a glutamat-
felszabaditds tobb mechanizmus segitségével torténhet. Az intracellularis Ca?* megnovekedésének
koszonhetéen a glutamatot tartalmazo vezikuldk felszabadulnak, ezaltal az extracellularis térbe
juttatva a glutamatot. Masik lehetdségként a glutamat transzportereken keresztilk pumpalja ki a sejt
a glutamatot. Ennek egyik formaja, amikor forditott transzport torténik és a glutamattal egyiitt Na*
és H* ionok hagyjak el a sejtet és egy K* megy be a sejtbe. A masik madd, a cisztin-glutamat antiporter.
A sejtek duzzanata esetén a fesziilés-érzékeny anion csatornak nyildsaval jelentés mennyiségii
glutamat is tavozhat a sejtbol (61).

A leggyakoribb glutamat felszabaditasi forma mégis a vezikuldk utjan torténik. A
glutamatot vezikularis glutamat transzporterek (VGLUT) segitségével juttatja be a sejt a
vezikula belsejébe a H* koncentracié gradiensét felhasznalva (V-ATP4z). Az asztrocitdkban
a VGLUT mindharom izoformaja (VLUT 1, 2 és 3) megtalalhatdé (62,63). Gatolva a
VGLUT-ot vagy a V-ATPazt, a glutamat felszabadulast mérsékelhetjiik (63,64). A vezikula
felszabadulasaért felelés szinaptobrevin 2, a szinaptoszoéma-asszocialt fehérje 23 kDa-0s

izoformaja (SNAP-23), a szintaxin, és a SNARE komplex, valamint a Ca?*szenzorként

11



mikodé szinaptotagmin 4 is megtalalhatd az asztrocitakban (65-67), amik segitségével a
vezikula vagy csak egy kis részen fuzional a membrannal és azon keresztiil engedi ki a

glutamatot, vagy pedig teljesen beleolvad a plazmamembranba (18,62,68).

Glutamadt receptorok

Mig a glutamat koncentracidja a vezikulakon beliil majdnem eléri a mol/l-es
koncentraciot (~0.1 mol/l) addig ez a szinaptikus résbe diffundalva mar csak 6-7 mmol/l. Ez
az extracellularis térben tovabb diffundalva kb. 0,18-2,12 pmol/l-re (mérési modszertdl

cres

(70).
Az NMDA receptorok

Az NMDA receptorok ligandvezérelt, heteromer ioncsatornak, amiket a glutamat, és
koaktivatorként a D-szerin €s a glicin képes aktivalni. A ligand kotodése utan a csatorna
permeabilissé valik natriumra, kaliumra ¢és kalciumra. Fiziologids koriilmények kozott,
Onmagaban a ligand kotédése nem hoz létre iondramot, szilkség van a membran
depolarizalodasahoz is (71). Az NMDA receptorok mindegyikét eltorlaszolja egy Mg?* és a
csatorna atjarhatosaganak egyik feltétele, hogy ez a gatlas megsziinjon (72,73). A receptor a
magnézium gatlas alol depolarizacié hatasara szabadul fel, aminek hatasara szabad utat
enged a natriumnak, kaliumnak és kalciumnak (74). Az évek alatt tobb hipotézis is
napvilagot latott, azzal kapcsolatban, hogy pontosan milyen mechanizmus allhat a Mg?*
gatlas megsziinése mogott. Ezek kozil az egyik, hogy a glutamat mellett D-Szerin is
felszabadul, ami az NMDA receptor glicin kotohelyéhez kotddik és azon keresztiil aktivalja
a receptort, ezaltal segitve a csatorna megnyilasat (75). Egy masik elmélet szerint az
asztrocitakbol felszabaduld ATP nyoman depolarizalodik a membran (76). Az asztrocitakbol
felszabadulod glutamat viszont nem csak az NMDA receptorokat képes aktivalni, hanem a

metabotrop receptorokat is. Az mGIluR1 aktivalodasa szintén depolarizaciot okozhat (51).

A heteromer csatorndkat GluN1, GIuN2A-D, GIUN3A-B alegységek alkotjak (régi
nevezéktan szerint NR1, NR2 és NR3), di- vagy triheteromer formacioban. A csatornak
felépitésében mindig részt vesz egy GIuN1 alegység, ami elengedhetetlen a csatorna
miikodéséhez (77). A GIuN2A alegység jellemzéen a szinapszisokban 1év6 NMDA
receptorok egyik dsszetevdje, mig a GluN2B leginkabb extraszinaptikusan helyezkedik el.
Ez azonban nem torvényszert, mivel a GluN2B alegységek el6fordulnak a szinapszisokban

is (78,79). A GIuN2C ¢és GIuN3A altalanosan eléforduld alegység a kozponti
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idegrendszerben, szinaptikusan és extraszinaptikusan egyarant megjelenik. A GIuN2D
kizardlag extraszinaptikus alegység (80). Ez viszont nem szabalyszer(i, hiszen az
extraszinaptikus ¢és szinaptikus NMDA receptorok kozott szabad atjaras lehet (81). Az
NMDA receptorok nem egyenletesen helyezkednek el a membranban, hanem Kklaszterekbe
tomoriilnek. Ezek a dendritek mentén és a periszinaptikus régidkban helyezkednek el (82).
Az NMDAR-ok nem csak ioncsatornaként, hanem metabotrop receptorként is miikodhetnek

(83).

Az NMDA receptorokrol leirtak mar, hogy fesziilésérzékenyek €s ezen tulajdonsagat a
GluN2B alegységnek kdszonheti. Ugyanennek az alegységnek a megléte miatt lassabbak az
extraszinaptikus receptorok a szinaptikus NMDA receptorokhoz képest, viszont a glutamat
affinitasuk nagyobb (84). A GIUN2B expresszidja az els6 posztnatalis héten meghaladja a
GIluN2A szintjét, de ez az arany az id6 elérehaladtaval megfordul (85). Ezt jol mutatja az is,
hogy a corticalis és hippocampalis szinapszisokban ¢és a vizualis cortexben 1évé NMDA
receptorok GIUN2B specifikus ifenprodil érzékenysége az életkor elérehaladtaval csokken,
vagyis a GIUN2A veszi at a helyét, mint f6 alegység (79,86,87). Ehhez a valtozashoz viszont
nem csak az NMDA rececptorok aktivitdsara van sziikség, hanem a mGluR5-re is, ami a
foszfolipaz-C (PLC) utvonalanak aktivalasan keresztiil a proteinkinaz-C-t (PKC) aktivalva

hat erre a mechanizmusra (88).

Az extraszinaptikus NMDAR aktivalodasat az a glutamat okozza, ami a szinaptikus
résbol elszabadulva tovabb diffundal (89). A masik aktivalasi lehet6ség az asztrocitakbol
vagy mikrogliakbol gliotranszmitterként felszabadulod glutamat, esetleg az a glutamat, amit
sem a neuronok, sem az asztrocitak nem vettek fel, igy szoveti (vagyis extraszinaptikus)

glutamatként jelen van az extracellularis térben (90).
Metabotrdp glutamat receptorok

A metabotrép glutamat receptoroknak harom csoportjat kiilonboztetjiik meg. A mGluRI
alcsoportba tartozik a mGIuR1 és mGIluRS5, és peri-, valamint extraszinaptikusan
helyezkednek el. Ezek G4 proteinhez kapcsolt receptorok, amik a foszfoinozitol -biszfoszfat
utvonalat aktivaljak (91,92), és érzékenyek a kviszkalsavra (93). A II. csoportba tartozik az
mGluR2 és mGIuR3, de ezen receptorok inkabb extraszinaptikusan helyezkednek el, bar
kimutattak mar 6ket periszinaptikusan is (91,94). A IlI-as csoport tagjai (mGIluR4, 6, 7, 8) a
periszinaptikus régioban, Gi-fehérjékhez kapcsoltan csokkentik az adenilat-ciklaz

mennyiségét (91,95,96). A mGluR III-as csoport tagjainak a glutamatnal nagyobb affinitasa
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van a (25,195,295)-2-(karboxiciklopropil) glicinhez (L-CCG-I) (97) és az L-2-amino-4-
foszfonovajsavhoz (L-AP4) (98). Az asztrocitak szabalyozhatjak az mGluR-okon keresztiil
a szinaptikus transzmissziot. Az asztrocitakbol felszabadul6 glutamat aktivalja az mGluR-
okat, aminek kovetkeztében csokken a szinaptikus transzmisszio, ezaltal csOkkennek a
serkentd és gatld szinaptikus aramok (99,100) (2. abra). Erre egy példat hozva: A
aramok (EPSC) frekvencidja megndtt, azaltal, hogy az asztrocitabol szarmazo glutamat
aktivalta a mGluRI-et és ezzel a preszinaptikus sejtb6l konnyebben felszabadulhatott a
glutamat (101). Ezeket az eredményeket késobb megerdsitették: az asztrocitak spontan
glutamat felszabaditdsa hozzajarul a vezikulak felszabaditasi valdszinliségének noveléséhez,

¢és igy a szinaptikus plaszticitashoz (102).

(a) Preszinaptikus (b) Preszinaptikus
végzédeés végzédés

Asztrocita Asztrocita

Posztszinaptikus .NMDAR T mGIUR % D-szerin Posztszinaptikus
végzodes 1 AVPAR T A1R o0 ATP végzodés
D P2x Glutamat %’ Adenozin

Current Opinion in Neurobiology

2. abra A haromrészes (tripartite) szinapszisok. (a) 4 glutamdt hatisa a hdromrészes
szinapszisokra A preszinaptikus végbdl felszabaduld neurotranszmitter (1) nyoman az asztrocitakban
megnd a Ca®*" szint (2) és az asztrocitakbol gliotranszmitterként glutamat szabadul fel, ami
befolyasolhatja a pre- és a posztszinaptikus sejtet egyarant (3). Az asztrocitakbol felszabaduld
glutamat az NMDA receptoron keresztiil hatassal lehet a posztszinaptikus sejtre, ezaltal befolyasolva
a szinaptikus plaszticitast (4). A preszinaptikus sejten 1évé mGluR-ok is reagalhatnak a glutamatra,
aktivalodasukkal megnéhet a transzmitterek felszabadulasi valoszintisége (Pr). (b) Mads
gliotranszmitterek hatdsa a hdromrészes szinapszisokra A preszinaptikus sejtbél felszabaduld
glutamat (1) aktivélja az asztrocitikat, amikben megné a Ca?* szint (2). Ennek hatéséra az asztrocitak
D-szerint szabaditanak fel (3), amik aktivalva a posztszinaptikus sejteken 1évé NMDA receptorokat
(4) befolyasoljak a szinaptikus plaszticitast. ATP is felszabadulhat az asztrocitakbol (5), ami a
purinerg P2X receptort aktivalva (6) negativ visszacsatolassal csokkentheti a tiizelési frekvenciat a
posztszinaptikus sejtben (szinaptikus scaling). Az ATP adenozinna alakulva (7) a preszinaptikus
AR receptort kitve (8) csokkentheti a glutamat felszabadulasi valoszintiségét (Pr) (46).
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A szinaptikus plaszticitds

A szinapszisok aktivitasanak csokkenése vagy novekedése hatassal van a szinaptikus
valaszok erGsségére. A szinaptikus transzmisszio ezen aktivitasfiiggd valtozasait szinaptikus
plaszticitasnak nevezziilk. A nemzetkézi tudomanyos kozosség a plaszticitas elmélet
atyjanak a kanadai szarmazasi Donald Hebb-et tartja. 1949-es munkajaban igy irta le el6szor
a jelenséget: ,,Ha az A sejt ismételten vagy folyamatosan részt vesz a B sejt aktivalasaban,
bizonyos novekedési folyamatok vagy metabolikus valtozasok torténnek az egyik vagy
mindkét sejten, aminek kovetkeztében az A effektivitdisa a B sejt aktivalasaban
megnovekedik.” (103). KésObb az ezen elmélet alapjan sziiletett kutatasokban ezt a fajta
plaszticitast Hebb-féle plaszticitasnak nevezték. A szinaptikus plaszticitas klasszikus tipusai
a hosszu tava potencirozas (long-term potentiation- LTP) és a hossza tava depresszio (long-

term depression- LTD).

A mechanizmus id6tartalmatol fliggden 3 kategoriat kiilonithetiink el: a rovid tava
plaszticitast, a hosszl tavu plaszticitast és a homeosztatikus plaszticitast (104). A rovid tava
plaszticitas az ezredmasodperct6l (101) akar percig tartd valtozas (105), ami megndvelheti,
vagy lecsokkentheti a neurotranszmitterek felszabadulasanak valoszintiségét (106). A
hosszl tavl plaszticitas a tobb Oran at tartd valtozastol kezdve akéar honapokig vagy évekig
is fennmaradhat (107). A homeosztatikus plaszticitas egy szinaptikus hal6zatban modulalja
a szinaptikus erdsséget, beleértve az egy preszinaptikus €s egy posztszinaptikus sejt kozotti
koordinaciot (108,109). A rovid- és hosszu tava plaszticitas egyarant lehet homo-, vagy
heteroszinaptikus (110). A homoszinaptikus plaszticitas (masnéven input specifikus, vagy
asszociativ plaszticitas) esetében sziikség van a preszinaptikus sejt aktivacidjara is, mig a
heteroszinaptikus plaszticitas kialakulasahoz egy szinapszison kiviili neuron, vagy palya

aktivitasanak megvaltozasara van sziikség (111).
A hosszu tavi potencirozas (LTP)

Hebb megallapitasai utan csak 1973-ban irtak le részletesen az LTP jelenségét (112).
Ebben a munkaban kimutattak, hogy rovid ideig tarto, de nagy frekvenciaval (~100 Hz) valo
stimuldlas (high frequency stimulation- HFS) megnovelte a szinaptikus potencialok
amplitadojat, altatott allatokban ez a véltozas orakig, szabadon mozgd tarsaikban viszont
honapokig, illetve a hosszh tavu kisérletek végéig tartott (112). A HFS-es protokollok soran
a legelterjedtebb az 1 masodpercig alkalmazott 50-100 Hz-es impulzus (112,113). Hasonlo
eredményeket értek el az ugynevezett theta-burst stimulalassal (TBS). A TBS-nal 200 ms-
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onként tobb impulzussorozatot alkalmaztak, ahol egy sorozat 100 Hz-es volt. (114,115). Az
LTP nem csak stimulalassal, de kémiai uton is kivalthatoak: az mGIluR-ok és NMDAR-ok
aktivalasa egyarant okozhat LTP-t (116). Szamos kisérlet kimutatta, hogy az asztrocitak
glutamat felszabaditasa kovetkeztében a preszinaptikus metabotrép glutamat receptorok €s
a preszinaptikus NMDA receptorok aktivalasa révén a neurotranszmitterek
felszabadulasanak valdszinilisége akar orakra megndhet (117), vagy lecsokkenhet (118).
Ahhoz, hogy ilyen sokaig fennmaradjon a potencirozas, sziikség van a preszinaptikus mellett

posztszinaptikus és asztrocita stimulaciora is (100).

Az LTP-hez tobb, latszolag véletlenszerii eseménynek kell bekovetkeznie: mikozben a
preszinaptikus és posztszinaptikus sejtek idében szinkronizdlva aktivalédnak, a
preszinaptikus sejt felszabaditja a glutamatot, mikézben a posztszinaptikus sejt
depolarizalodik, az NMDA receptorok felszabadulnak a magnézium gatlas aldl és
megnyilnak (74). Az NMDA receptorok aktivalodasa nyoman a posztszinaptikus sejtben
megné az intracellularis Ca?* koncentraciéja, ami aktivalja a PKC-t (119), a
Ca?*/kalmodulin-fiiggé protein kinaz II-t (CaMK-II) (120) és a mitogén-aktivalt protein
kinazt (MAPK) (121,122). Az aktivalt kinazok foszforilalni fogjak az AMPA receptorokat
(123). Végeredményként tovabbi AMPA receptorok helyezédnek ki a membranba és a
receptorok ion konduktanciaja tartosan megnd, vagyis LTP alakul ki (124,125). Az AMPA
receptorok kihelyezéséért a SNARE-proteinek lehetnek a felelések (126). Az NMDA
receptorok részleges ¢és teljes gatlasa az LTP-t teljesen megsziintette, vagyis az LTP-nek
elengedhetetlen része az NMDA receptorok jelenléte és aktivacioja (127). Az NMDA
receptorok osszetétele szintén fontos az LTP kialakulasanal. Az LTP-t a GluN1, GIuN2A és
GluN2B alegységekbol allo triheteromer, és a diheteromer GIUN1/GIUN2A keveréke
alkotja, de tobbségében a triheteromerek dominalnak (128). A GIuN2A és GIluN2B
alegységek ardnya is kiemelkedden fontos: a kiilonboz6 teriileteken, kiilonb6zé aranyban
vesz részt ez a két alegység az LTP kifejezésében (129-133). Az életkorral ez az arany
szintén valtozik, fiatalabb éallatokban leginkdbb a GluN2B dominal az LTP kialakuladsdban
(134,135). Az NMDA-fiiggé LTP sokszor nem csak az NMDAR aktivaciojatol fiigg, hanem
egyidejiileg az mGIuR5-t61 is (136). Az mGluR-ok aktivalasa elinditja a PLC-PIP2-DAG—

PKC kaszkadot, aminek kdvetkeztében az intracellularis Ca** megnd (137).

A Ca?" szintén elengedhetetlen az LTP-hez. Amennyiben a posztszinaptikus neuronba
kalcium-kelatort (EGTA vagy BAPTA) injektalunk, ezaltal megakadalyozva a kalciumjel
kialakulast, nem formalodik LTP (138,139).
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Hosszu-tavu depresszio (LTD)

A hosszu tavua depressziot a legtobb kutato az alacsony frekvencias stimulacidval (LFS)
valtja ki (140). A protokollok szerint 0,5 és 5 Hz k6zotti stimulacio 5-15 percen keresztiili
alkalmazasa a leghatdsosabb, de ezeket nagyban befolyasolja a sejt aktivitdsa ¢és a
szinaptikus torténések (141). Ahogyan az LTP-nél, itt is lehet kémiai Gton is kivaltani LTD-
t. Ehhez az mGIuR-0k és/vagy az NMDA receptorok aktivacidjara van sziikség (110,142).

srer

van az LTD-nek. Az egyik az NMDA receptorok aktivaciojatol fiigg, a masik az mGIluR-
oktol (143). Ezzel szemben egy masik kutatocsapat ugyanabban a régidban az talalta, hogy
az mGluR-ok aktivacigja LTD-t valtott ki, mig ez mGluR-okkal egyideji NMDAR
aktivacioja 4ltal kivaltott LTP elnyomta az LTD-t. Ebben a kisérletben LTD esetében Ca?*
aramlést sem tapasztaltak. Vagyis attol fiigg, hogy LTP vagy LTD formalodik, hogy melyik
receptor aktivalodik (144). Egy masik elmélet szerint attol fiigg, hogy LTP vagy LTD alakul-
e ki, hogy az NMDA receptorok milyen aranyban nyilnak meg, és mekkora a Ca?
akkor LTD alakul ki, ha nagy és tranziens, akkor LTP (110). Az LTD-nél szintén fontos az
NMDA receptorok Osszetétele. Fiatal allatokban a GluN2B alegység dominal, de a
GIuN2C/GIuN2D sem ritka (145,146). Ugyan a GluN2B fontos szerepet tolt be az LTD
kialakulasaban, de nem egyeduralkodo (147).

Ahogy az LTP kialakulasdhoz, az LTD-nél is vizsgaltak mGIuR fiiggést. Mind a
neocortexben, a hippocampusban ¢és a cerebellumban is az mGluR 1. csoportja jatssza a
legnagyobb szerepet az LTD kialakitasaban (148,149). Az asztrocitdkban az mGluR1
aktivacidja nyoman megemelkedik a Ca?* intracelluléris szintje. Eza SNARE-n keresztiil az
ATP - mint gliotranszmitter — iritéséhez vezet. Az ATP aktivalja a posztszinaptikus sejtek
P2X receptorait, ami végill az AMPA receptorok a membranbol vald eltavolitasat

eredményezi (149).

Az LTD kialakulasa kapcsolatban all a PKC és PKA szubsztratok foszforilaciojaval, de
nem a CaMKII szubsztratjaival (150-152). Emellett a protein foszfataz 1 (PP1) is
kapcsolodik  ugyanehhez a mechanizmushoz (153). Végeredményben az LTD
kialakulasakor az AMPA receptorok foszforilacioi mellett azok a szinapszisokbol dynamin-

fiiggd endocitozissal (clathrinnal boritott vezikulak) vald eltavolitasuk is részt vesz (3. abra)

(154).
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3. abra Posztszinaptikus valtozasok LTP-ben és LTD-ben. A preszinaptikus sejt kisebb aktivitasa
miatt a depolarizacio is kisebb lesz, ezaltal az NMDA receptorokon keresztiil kevesebb Ca?* aramlik
a posztszinaptikus sejtbe. A foszfatazok aktivalédnak és defoszforilaljak az AMPA receptorokat,
amiket a sejt endocitozissal visszavesz a membranbol (az abra bal oldala). Az erds preszinaptikus
aktivitds erds valaszt valt ki a posztszinaptikus sejtbol, aminek kovetkeztében a CaMKII
kozvetitésével a receptorok exocitdzissal kihelyez6dnek a membran felszinére (az abra jobb oldala)
(74).

Az idozitésfiiggo szinaptikus plaszticitds

Az idozitésfiiggd szinaptikus plaszticitas (Spike timing-dependent plasticity-STDP) a
hosszutavi Hebb-féle plaszticitas része, ahol kulcsszerepet kap az iddzités. McNaughton és
mtsai az 1978-ban megjelent kutatasukban valosziniileg els6ként ismerték fel, hogy a pre-
¢és posztszinaptikus akcios potenciadlok (spikes- tiiskék) 1ddzitése és sorrendje egymashoz
képest befolyasolhatja a szinaptikus plaszticitast (155). Itt a HFS és a posztszinaptikus tiiske
kozotti id6intervallumot még 25 milliszekundumban hataroztak meg, de par évvel késébb

Baranyi és Fehér mar ugyanezt 100 milliszekundumban mérte (156).

A Hebb-féle klasszikus STDP-ben, ha a posztszinaptikus tiiskét kb. 0-20 ms-al megel6zi
a preszinaptikus aktivitas, akkor LTP alakul ki. Ha a posztszinaptikus tiiske jon el6szor, és
utana a preszinaptikus, nagyjabol 0 és 20-100 ms kozott, akkor LTD alakul ki. Ez igen
elterjedt, tobbek kozott a neocortexben €s a hippocampusban is (157,158). Az STDP

esetében a hippocampusban ugyanazok a jelatviteli utvonalak felelések az LTP-ért és az
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LTD-ért. Az LTP és LTD esetében is NMDA-fiiggo jelenségrol beszélhetiink, azon beliil is
a GIuN2B alegységet tartalmazd6 NMDA receptorokrol (159). A corticalis sejtekben a pre-
és posztszinaptikus oldalon blokkolt NMDA receptorok alapjan az id6zitésfiiggé LTP-hez
(t-LTP) a posztszinaptikus NMDA receptorok sziikségesek, mig az id6zitésfiiggd LTD-hez
(t-LTD) a preszinaptikusak (160).

A preszinaptikus sejtb6l felszabaduld transzmitterek aktivaljak a posztszinaptikus sejt
NMDA receptorait, ami megnyilik és Ca®* aramlik a sejtbe (161,162). Az, hogy LTP vagy
LTD alakul-e ki, a klasszikus formahoz hasonléan a bedramlott Ca?" mennyisége fogja
meghatarozni (163). A masik lehetdség az NMDA receptorok mellett az mGIuR- fiiggd
LTD. Itt is a mGluR-ok 1. csoportja a résztvevd, amik a PLC és az endokannabinoidok
kozvetitésével van hatassal a preszinaptikus transzmitter felszabaditisra és a

posztszinaptikus Ca?* bedramlasra (164) (4.4bra).

Az STDP nem hangolja Ossze a neuronokat, hanem egy kiegyensulyozott, mégis
irregularis tlizelési allapothoz vezet, ahol a pre- és posztszinaptikus akcios potencialok ok-
okozati Osszefliggésben vannak (165). A pre- és posztszinaptikus aktivitasok és azok
id6zitésének detektalasdban fontos szerepet jatszik a tliskék koincidencia kodolasa.
Klasszikusan az ugynevezett koindicencia detektoraként a posztszinaptikus NMDA
receptorokat tekintjiik (157,166), de az mGluR-ok szintén jol miikodnek detektorként (167).
Ezen a logika mentén tovabb haladva az mGIuR-fesziiltségfiiggd Ca®*-csatorna (VGCC)-
IP3 utvonal is kitiné koincidencia detektor, ahogy a PLC és az IP3 receptorok is (157,168).

Az STDP az ¢letkorral valtozhat. Mig fiatal ragcsalokban a t-LTD az els6 ¢s masodik
posztnatalis héten jelen volt, felnéttkorra eltlint, ellentétben a t-LTP-vel (169). Emellett fiatal
allatokban még Hebb-féle t-LTD van jelen, felnéttkorra ez mar anti-Hebb-féle t-LTD-vé
alakul (170). Fiatal feln6tt (21-38 éves) emberekben is bizonyitottak mind a Hebb-féle, mind
az anti-Hebb-féle STDP meglétét (171).

Human, 20-66 éves koru paciensekbdl gy(jtott miitéti hippocampus mintakban is
megfigyelték mar az STDP-t. Ellentétben a fent leirt, ragcsalora vonatkozé résszel, human
mintakban az id6zitésnek nem kell szorosan 0 ms koriil lennie. Ahhoz, hogy t-LTP j6jjon
1étre, elég volt, ha a tiiskék id6zitése 80 ms-on beliil volt, mig az t-LTD-hez 80-130 ms kozé
kellett esniiik az akcios potencialoknak (172).

19



A B C
Preszinaptikus sejt Preszinaptikus sejt ; | Preszinaptikus sejt

At<0 (P35-42)

j At<0 (P13-21) Preszinaptikus

At>0 (P13-21) | | Preszinaptikus

, Posztszinaptikus . +LTD ‘ t-LTP
t-LTP
o3 \ )
° y, ‘ N
w0 - -) %\ ® M % \\
; .. Ca2y // ..‘4 N(:) ‘\\ y © ° °
; )
) B 5 \
" TN ° - |‘. sa o i A . _,_& ° Y fCaQ
E “(+) ° ® ¢ e —54’/?

*-(

o) | "
Caz‘ “1 £
1 ) Cat
\ N/ I

1 .

\.-

Posztszinaptikus sejt

Posztszinaptikus sejt Posztszinaptikus sejt
" NMDAR T[m mGIluR @ Glutamat D-szerin
a e r;b e P,
avear [l cBR  aecBs & 16

Y P TIi[LmR s ﬁg‘:ﬁwzin V) Ltipusi vece

4. abra Az mGluRI szerepe az STDP-ben. A koincidencia detektalasanak 3 f6 formaja: A; A
preszinaptikus sejtbdl felszabaduld glutamat aktivalja az NMDA, AMPA és mGluR receptorokat.
Az NMDA és AMPA receptorokon keresztiil bearamlo Ca®" aktivalja a fesziiltség fiiggd Ca®*
csatornakat (VGCC) is, ami hozzajarul a kalcium jel emelkedéséhez. Az mGIuR-ok aktivalodasa
utdn a belsdé raktarakbol az IP3 receptorokon keresztiil szintén Ca®" fog felszabadulni. B; Az
asztrocitakbol felszabaduld glutamat és D-szerin aktivalja a preszinaptikus NMDA receptorokat,
ezzel pedig megnd az ic. Ca?* szintje. A kalcium-jelre a preszinaptikus sejt felszabaditja a glutamatot
a szinaptikus résbe. A glutamat aktivalja az NMDA, AMPA és mGIuR receptorokat. Az ionotrop
glutamat receptorokon keresztiil bearamlé Ca®* aktivalja a VGCC-Kat is, ami hozzajarul a kalcium
jel emelkedéséhez. A metabotrép receptorok aktivalodasa utan a belsé raktarakbol az IP3
receptorokon keresztiil szintén Ca?* fog felszabadulni. Ennek a kalcium jelnek segitségével fognak
felszabadulni az endokannabinoidok (eCB), amik aktivaljak az endocannabinoid receptor 1-et
(CB1R) mind az asztrocitan, mind a preszinaptikus sejten. Ennek kovetkeztében mindkét sejtben
megndvekedik az ic. Ca?*. C; Az asztrocitikbol felszabaduld glutamat és ATP aktivalja a
preszinaptikus sejten a mGluR-okat és az adenozin receptorokat. Amikor a preszinaptikus sejt
glutamatot szabadit fel, a posztszinaptikus sejtben megnyilnak az NMDA és az AMPA receptorok
és a Ca?* koncentracidja megemelkedik. Ennek hatéaséara a posztszinaptikus sejtbd] nitrogén-monoxid
(NO) szabadul fel, ami a sejtmembranon atjutva hatassal van az asztrocita kalciumjelére és a glutamat
felszabaditasara. (169)

A lassu inward aramok

Ahogy az el6z6 fejezetekbdl lathatjuk, a haromrészes szinapszisok rendkiviil szerteagazo

folyamatban vesznek részt és nem csak részt vehetnek, de modulalhatjak is azokat. Ezért is
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volt olyan kiemelkedd, amikor néhany kutaté Osszekdtotte az események ok-okozati
Osszefiiggéseit. Elséként Alfonso Araque és mtsai irtak le a lassi inward dramok jelenségét
(slow inward current- SIC), és mar 1998-ban megallapitottak, hogy a SIC-ek kialakulasahoz
sziikség van kalciumjelre az asztrocitakban, illetve az asztrocitakbol felszabaduld glutamatra
(99). Ebben a publikacidban hippocampusbdl szarmazoé tenyésztett sejteket vizsgaltak, ahol
elektromosan és mechanikailag is stimuldltdk az asztrocitdkat, aminek hatdsara megndtt
benniik az ic. Ca®* koncentracid, és a neuronon végzett patch-clamp mérésekkel lassti inward
aramokat figyeltek meg, glutamat-fiiggd modon. Felmeriilhet a kérdés, hogy nem csak
nagyra ndtt EPSC-ket figyeltek-e meg. A SIC egyértelmiien elkiilonithetd a paramétereit és
eredetét tekintve az EPSC-t6l. A SIC-ek amplitadoja ugyan hasonlithat az EPSC-kére, de a
rise time, vagyis a felszallo szar ideje és a decay tau, vagyis a leszalld szar id6allanddja
egyértelmiien kiilonboz6, tehat egymastol tokéletesen elkiilonithetéek (51,173,174), és mar
ebbdl is arra lehet kovetkeztetni, hogy nem a szinapszisokbol szarmazo transzmitterek
kovetkezményeként jonnek I1étre a SIC-ek (175). A SIC-ek sebességét és alakjat tobb tényezo
alakithatja ki: Az asztrocitak transzmitter felszabaditasa nagy valdsziniiséggel lassabban
torténik, mint a neuronoknal, valamint az asztrocita-neuron tavolsag nagyobb, mint a
neuron-neuron szinapszisok tavolsaga, illetve a glutamat diffuzids egyiitthatoja Kisebb
(175). Ehhez még hozzajarul, hogy a GluN2B tartalmt extraszinaptikus NMDA receptorok
lassabban aktivalodnak (84).

Amig az EPSC neuronalis események kovetkezménye, addig a SIC kialakitasaban az
asztrocitak is kiveszik a résziiket. Az asztrocitdk aktivitdsanak kovetkezményeként a Ca?
koncentraci6 megemelkedik a sejtekben. Ha a kalciumjelet kelatokkal blokkoljuk az
asztrocitakban, akkor SIC-eket sem figyelhetink meg (99). Ezzel szemben, ha az
asztrocitdkban a Ca?" koncentraciot mesterségesen, uncaging technikaval felszabaditva
megnovelték, akkor a SIC-ek frekvenciaja megnovekedett (51). Hasonlo tortént, amikor
mGIuR5 agonistat (176), muszkarinos acetilkolin receptor agonistat (177), ATP-t (178),
prosztaglandin E2-t (PGE2) (179), és optogenetikai aktivaciot hasznaltak az asztrocitakon
(105), vagy ozmotikus 6démat valtottak ki (180). A neuronalis szinaptikus események nem
vesznek részt a SIC-ek kialakulasaban, mivel az akcids potencidlokat gatolva is mérhetdek
SIC-ek a neuronokon, vagyis TTX-re nem érzékenyek (99). Ebbdl kovetkezik, hogy a SIC-
eket az asztrocita valtja ki valamilyen gliotranszmittert kibocsatva. Az asztrocita
kalciumjelére SNARE-fiiggé modon a vezikulakbol felszabadul a glutamat, ami mar képes

a SIC-ek kivaltasara (181). A neuronalis oldalon a glutamat hatasara az extraszinaptikus
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NMDA receptorok aktivalédnak (51,182). Az NMDA receptor alegységei koziil is a
GluN2B alegységnek van nagy szerepe, azt szelektiv antagonistaval blokkolva a SIC-ek is
megsziintek (51). Ahogy mar emlitettem az NMDA receptorok fejezetben, az NMDAR-0k
Mg?* gatlas alatt allnak. Ahhoz, hogy az asztrocitak altal kibocsatott glutamat képes legyen
aktivalni a receptorokat, a Mg?*-gatlisnak meg kell sziinnie. Ha az arteficialis
cerebrospinalis folyadékbol (aCSF) kihagyjuk a magnéziumot, a SIC-ek frekvenciaja megnd
(183,184). Amennyiben Mg?*-ot adunk az oldathoz, a SIC-ek frekvenciaja drasztikusan
lecsokken, viszont nem tlnik el teljesen. A SIC-ek fiziologias koriilmények kozott is

megjelennek, csak sokkal kisebb frekvenciaval (~0.16 SICs/perc) (51).

A SIC-eket mar tobb agyteriileten is megfigyelték, ugy mint hippocampus (51,175,182),
thalamus (185), nucleus accumbens (176), bulbus olfactorius (186), visualis cortex
(105,177), gerincveld (179), a nucleus medialis corporis trapezoidei (174), és a nucleus
pedunculopontinus (183). Habar a SIC-eket széleskortien vizsgaltak és talaltak bizonyitékot
a meglétére, fiziologids szerepét még a mai napig is homadly fedi. Egyes elméletek szerint
egy asztrocita doménen beliil szinkronizaljak a neuronokat (51,176,182), de ez nem
egyetemes, mivel egyes agyteriileteken ez nem kdvetkezik be, példaul az agytorzsben
(174,183). Mivel az epilepszia vizsgalatakor az asztrocitdk Ca?*-oszcillaciéi és ennek
kovetkeztében a SIC frekvenciaja is megndvekedett, igy gondoltdk, hogy az epilepszia
kialakulasanak hatterében a SIC-ek allnak (187). Ezen elmélettel ellentétben Fellin és mtsai
azt talaltak, hogy az asztrocitak glutamat felszabaditasa és a SIC-ek nem vesznek részt az
epileptikus folyamatok kialakulasaban (188). Az évek soran felmeriilt az is, hogy a GluN2B
tartalmtt NMDA receptorok aktivalasaval sejthalalt generaldé folyamatokat is elindithat
(175). Modellezési és kisérleti kutatasok felvetették annak lehetdségét, hogy talan az LTP
vagy STDP modulalasaban van szerepe (102,189,190).

Osszefoglalva tehat a lassu inward aramok fézisos depolarizalé aramok, aminek
kialakulasaért az asztrocitdk glutamat felszabaditasa €s az extraszinaptikus NMDA 4ramok

a felelosek.

Hypothalamus

A hypothalamus 3 nagy régiora bonthat6d: parasagitalisan beszéliink eliilsé (anterior),
kozépsé €s hatso (posterior) hypothalamusrél, mig coronalis sikban paraventricularis,
medialis €s lateralis régiokbol épiil fel (191). Ez a kis agyteriilet szamos funkciot 1at el,

tobbek kozott az autondm idegrendszer feliigyeletét, endokrin szabalyozast,
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neuroszekrécidt, szabalyozza a testhOmérsékletet, a taplalék- és vizfelvételt, a cirkadian
ritmust, és az érzelmek és magatartas kialakitasaban is fontos szerepe van (191). Mivel a
hypothalamus szamos maggal rendelkezik és még annal is tobb funkciot 1at el, a konnyebb
érthetéség kedvéért a tovabbiakban a nucleus arcuatusra és a taplalék felvételére fogunk

koncentralni.
A taplalék- felvétel és a nucleus arcuatus

A nucleus arcuatus (ARC) a hypothalamus periventricularis zonajaban talalhato, a
harmadik agykamra ventralis oldala koriil (192). Fizioldgias koriilmények kozott a nucleus
arcuatus szabalyozza a taplalék- és energiafelvételt. A hypothalamus ARC magjaban
termelddnek és szekretalodnak az orexigén és anorexigén neuropeptidek. Az orexigén
peptidek az Agouti-related protein (AGRP) és a neuropeptid Y (NPY), az anorexigének
pedig a proopiomelanokortin (POMC) és a kokain és amfetamin-kapcsolt transzkriptum
(CART). Az orexigén peptidek novelik a taplalék felvételt és csokkentik az
energiafelhasznalast, mig az anorexigén peptidek forditva viselkednek — csokkentik a
taplalék felvételt és novelik az energiafelhasznalast. Ezen neuropeptidek szintézise és
szekrécidja negativ feedback utjan szabalyozhatok, és ezen mechanizmusok felboruldsa
anyagcsere-zavarokat és étkezési zavarokat okozhatnak (193-195). A taplalékfelvételt
rovid- és hosszutava szabalyozassal tartja megfeleld keretek kozott a szervezet. A rovidtavi
szabalyozas az étkezés elejére és végére korlatozodik, mig a hosszutdva az energia tarolasat
és fogyasztasat befolyasolja (196). Az ARC ezt segit szabalyozni, amiben a két
neuronpopuléacio, az orexigén és anorexigén peptideket szintetizald sejtek egyarant részt
vesznek (197).

A hasnyalmirigy inzulinja és a zsirszovet leptinje is befolyasolja az ARC neuropeptid
POMC-ot serkentik (198). A leptin az ARC-ban a leptin receptor hossza izoformajan
keresztiil aktivalja a Janus kinaz 2-t (JAK2). A JAK2 egy jelatviteli kaszkadot indit el, ami
végiil a POMC transzkripcidjahoz, és a NPY és AGRP inhibicidjahoz vezet (199,200). Az
€s a receptorhoz kapcsolddo inzulinreceptor szubsztrat 1 és 2 foszforilalodik. Egy jelatviteli
kaszkadon keresztiil a POMC transzkripcioja és szekretalasa gatlas ala keriil (201). Szintén
a hasnyalmirigy P sejtjeibdl felszabadulo amilin is befolyasolja az energiabevitelt, az ARC

POMC-pozitiv sejtjein keresztiil csokkenti a taplalék bevitelt (202). A ghrelin egy orexigén
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peptidhormon, ami szintén hatassal van a hypothalamus energia-homeosztazist befolyasolo
sejtjeire (203). Ghrelin hatasara az AGRP sejtekben megnd a transzmitter felszabadulas, mig
a POMC sejtekben a ghrelin gatolja azt (5. abra). Emellett megnovelte az ARC dopaminerg
sejtjeinek tlizelési aktivitasat (204), vagyis étvagynovelé és csokkenti az energia és

oxigénfelhasznalast (205).

Mashonnan is kaphat modulalé bemenetet az ARC. A kozépagyi raphe-magok
szerotoninerg sejtjei 0sszekottetésben vannak a hypothalamus-szal (206). A POMC-pozitiv
sejteken tobb szerotonin-receptor is megtalalhatd (207), és szerotonint felszabaditva a
POMC sejteket depolarizalja (208).

Erdekes kisérletben bizonyitottdk, hogy az ARC energia-homeosztazisat iranyito
sejtjeinek nem sziikségesek az étel fogyasztasanak hatasara felszabadulé hormonok ahhoz,
hogy megvaltozzon az aktivitdsuk. Eber, szabadon mozgd egereknek mar maga az étel
jelenléte is elég volt ahhoz, hogy az AGRP szintje lecsokkenjen és a POMC szintje
megemelkedjen. Ehhez még az els6 falat el6tt elég volt csak latniuk az ételt, és masodpercek

alatt beallt a valtozas (209).
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5. abra A nucleus arcuatus taplalékfelvételt és energiahaztartast szabalyozé sejtjei és az azokat
befolyasol6 hormonok A pancreasbol szarmazd inzulin és a zsirszovetbdl szarmazé leptin gatoljak
az NPY és AgRP-pozitiv sejteket, valamint aktivaljak a melanokortin-pozitiv sejteket. Az
NPY/AQRP sejtek mas neuronokon keresztiil novelik a taplalék felvételt, mig a melanokortinnak
ellentétes, étvagycsokkentd hatasa van. Negativ feedback-en keresztiil a NPY/AgRP-pozitiv sejtek
gatoljak a melanokrotin sejteket. A gyomor altal termelt hormon, a ghrelin étvagyserkentd hatésu,
aktivalja az NPY/AgRP-pozitiv sejteket. A vastagbélben termelédd és onnan felszabaduld PY Y336
étvagycsokkent6 hatasu, gatolja az NPY/AgRP -pozitiv sejteket (210).

Az astaxanthin

Az astaxanthin (3,30-dihidroxi-4,40-diketo-karotin, ASX) egy lipofil, tengeri xantofill
karotinoid, amit tengeri algafajok termelnek. Példaul a Haematococcus pluvialis (211) és a
Chlorella zofingiensis (212) is ilyen alga, de termelhetik még baktériumok, mint a
Agrobacterium aurantiacum ¢€s Bacillus circulans (213) vagy az élesztdgombak koziil a
Phaffia rhodozyma (214). Ezeket aprobb rakok elfogyasztjak, mint pl. Euphausia superba
(212). Azon fajoknak, amik ilyen algakat vagy rakokat fogyasztanak, az astaxanthin

rozsaszinl szinezetet ad (pl. flamingo). Attol fiiggden, hogy a rakokbol kinyert krill olajat
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milyen médszerrel dolgozzak fel, a krill-olaj astaxanthin tartalma 0,1-1,5 mg/ml k6zé tehet
(215,216).

Szerkezetét tekintve az ASX szimmetrikus molekula, két kiralis szénatommal 3 és 3’

pozicidban, amelyekhez hidroxil csoportok kapcsolddnak (217).

6. abra Az astaxanthin kémiai szerkezete

Az ASX hidrofob szerkezete konjugélt poliénbdl és terminalis polaris csoportokbol all,
¢s ez teszi lehet6vé, hogy az ASX konnyedén atdiffundalhat a sejtmembranon (218), sét a
mitokondrium membranjan is (219). Ez a képessége hozzasegiti, hogy nagyszer(i védelmet
nyujtson az oxidativ stressz ellen- a reaktiv oxigén €s a szabadgyokok ellen is egyarant- a
sejtmembran mindkét oldalan. Tizszer hatékonyabb a szabad oxigén gyokok
hatastalanitasaban, mint a tobbi karotinoid (220) és ezerszer hatékonyabb a Q10 koenzimnél
(221). A Haematococcus pluvialis algabol kinyert astaxanthint hasznaljak a lazac-, garnéla-
illetve pisztrangtenyésztésben taplalék kiegészitoként, mivel ezek husanak a szinét
hasonlova teszi a természetben €16 tarsaik husahoz (222). Az ASX-t étrendkiegészitoként

emberi fogyasztasra is forgalmazzak az USA-ban, Japanban és az Europai Unioban (223).

Az ASX bevitele, mint étrendkiegészitd javitotta a véraramlast (224) és jotékony hatassal
volt az eritrocitakra (225,226), de a kutatok biztatd eredményeket talaltak a
gyulladascsokkent6 (227), immunstimulald (228), antioxidans (229), rakellenes (230) és
antidiabetikus (231), sziv- ¢és érrendszeri (232), szem- és boér (233,234), valamint

neuroprotektiv (235) hatasairol.

Az ASX lipofil jellege miatt képes atjutni a vér-agy gaton is, igy sokat vizsgaltak a hatasat
kiilonb6z6 neurodegenerativ betegségekben (236). Segit a tanulasban, javitja a memoriat és
csokkenti a memoriazavarokat (237,238). Emellett az ASX kezelés hatasara a

hippocampusban megndvekedett a piramis sejtek szdma, valamint a sériilt sejteknél

crer

crer
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novelésében tud segiteni az ASX, hanem a sejtek megtartasdban. Anti-apoptotikus hatdsanak

koszonhetden a kevesebb sejt pusztult el in vitro koriillmények kozott (241).

Human kisérletekben bizonyitottdk, hogy az ASX id0s embereknél csokkentette a
demenciaban felhalmozodo foszfolipid-hidroperoxid szintjét, ami altal az ASX felkeriilhet
a demencia kezelésének lehetséges hatdanyagai k6zé (242), de Alzheimer és Parkinson-kor
kezelésének lehet6ségét is vizsgaljak (243,244). Nem csak a neurodegenerativ
betegségekben meriilt fel az astaxanthin hasznalata, hanem az utdbbi években elkezdték

vizsgélni a testsulykontrollban és diétdkban a jotékony hatasait.
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Célkitiizések
A fent olvasottak alapjan ezen értekezésben céljaink kozé tartozott megvizsgalni az

alabbiakat:

1. Milyen kozos és eltérd paramétereik vannak a SIC-eknek egér és human
neocorticalis piramissejtekben?

2. Hogyan befolyésoljak a SIC-ek a szinaptikus plaszticitast?

3. Hogyan hat az oregedés a SIC-ekre ¢és az altaluk befolyésolt szinaptikus
plaszticitasra?

4. Hogyan befolyasolja az astaxanthin kronikus bevitele a nucleus arcuatus
neuronjainak excitabilitasat és szinaptikus aramait?

5. Hogyan befolyasolja az akut astaxanthin kezelés nucleus arcuatus neuronjainak

excitabilitasat és szinaptikus aramait?
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Anyagok és modszerek

Oldatok és vegyszerek

Kisérleteinkben altalanos pufferként, illetve a patch-clamp és kalcium-imaging
mérésekhez arteficialis cerebrospinalis folyadékot (aCSF) hasznaltunk, ami a kovetkezékbol
all: 120 mmol/l NaCl, 2,5 mmol/l KCI, 26 mmol/l NaHCO3, 10 mmol/l gliikéz, 1,25 mmol/I
NaH2POs, 3 mmol/l myo-inozitol, 0,5 mmol/l aszkorbinsav, 2 mmol/l natrium-piruvat, 2
mmol/l CaClz, 1 mmol/l MgClz, pH 7,4 (520 mmol/l NaHCOs oldattal beallitva),
ozmolaritas: 320 mOsm/kg. Ezt bizonyos esetekben moddositottuk. Az agyszeletek
preparalasahoz alacsony natrium tartalmi aCSF-t hasznaltunk, ahol a NaCl-ot (95 mmol/l)
glicerinnel (60 mmol/l) és szachardzzal (130 mmol/l) helyettesitettilk. Azokban a
kisérletekben, ahol SIC-eket mértiink az aCSF készitésekor kihagytuk a magnézium-
kloridot, hogy a szdvetek szdmara igymond magnéziummentes kozeget biztositsunk. A
vegyszereket altalaban a Sigma-Aldrich cégtél vasaroltunk. Amennyiben mashonnan

vasaroltunk vegyszert, kiilon feltiintetjiik.

Human mintak

A humdn szovetek gyljtése ¢és felhaszndldsa a magyarorszdgi és nemzetkozi
iranyelveknek megfelelden tortént. A mintavételre és a kisérletekre vonatkoz6 protokollokat
az Allami Kozegészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgalat (DE KK RKEB/IKEB 4259-2014)
hagyta jova.

A kisérletekben 13 betegbdl szdrmazd mintat vizsgaltunk. A betegek 38 és 74 év kozotti
nok (6) és férfiak (7) voltak. Mindegyik beteg valamilyen neocortexet érintd rosszindulati
daganatos betegségben szenvedett (5 glioblastoma multiform, 8 carcinoma metastasis) (1.
tablazat). A tumor megkozelitése soran, a herniacié elkertilése érdekében, illetve a daganat
kigjulasanak megel6zésének érdekében a betegekbdl ép corticalis szdvet is eltavolitasra
kertilt, amik t0lél6 agyszeletek prepardldsara lettek felhasznalva. Azokat a mintékat kizartuk
a kisérletbdl és az adatelemzésbdl, amelyek tumoros infiltraciora utald jeleket mutattak.
Ilyen jel lehetett a tumorsejtek, vagy limfocitak jelenléte, vagy a neuronalis akcios potencial

amplitaddjanak vagy tiizelési frekvencidjanak csokkenése.

A mintakat egy erre a célra kifejlesztett specifikus kamraban szallitottuk az Elettani
Intézetbe, egyenesen a miit6bdl. A kamraban jéghideg (~ 0 - -2 °C), oxigenizalt, alacsony

Na*-tartalmi aCSF biztositotta a megfelelé koriilményeket. A mintavételtél a
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laboratoriumba érkezésig 10 perc telt el. A szovetet a mintafeldolgozés soran 200 um vastag,
az agyfelszinre merdleges szeleteket prepardltunk (1asd késébb). A szeletelési és mérési

protokollok a human és egér mintak esetében azonosak voltak.

Eletkor | Nem | Mintavétel helye Diagnozis

1 38 Q jobb parietalis cortex Glioblastoma multiforme

2 45 Q jobb temporalis c. Glioblastoma multiforme

3 59 Q jobb occipitalis c. Carcinoma metastasis (emld)
4 59 3 bal frontalis c. Carcinoma metastasis (prosztata)
5 59 3 parietalis c. Glioblastoma multiforme

6 61 Q jobb frontalis c. Carcinoma metastasis (Kis sejtes

neuroendokrin tiidod)

7 63 Q jobb frontalis c. Carcinoma metastasis (tiid6)

8 66 3 jobb temporoparietalis c. Glioblastoma multiforme

9 67 3 jobb temporalis c. Carcinoma metastasis (emlG)
10 68 Q temporalis c. Glioblastoma multiforme

11 69 3 bal frontalis c. Glioblastoma multiforme

12 70 3 jobb frontalis C. Carcinoma metastasis (gyomor)
13 74 3 jobb frontalis c. Carcinoma metastasis (tiido)

1. tablazat A kisérletben résztvevo betegek adatai

Allatok

Az éllatkisérleteket a megfelel6 magyarorszagi és nemzetkozi (az allatkisérletekrdl szolo
2010/63/EU iranyelv), valamint a kutatasi allatok gondozasara vonatkozo intézményi
iranyelvek és jogszabalyok (5/2015/DEMAB; 19/2019/DEMAB; 3-1/2019/DEMAB)

szerint végeztiik.

A SIC-es kisérletsorozathoz 9-585 napos egereket hasznaltunk mindkét nembdl, amik
koziil voltak kontroll egerek (lox-tdTomato; n = 71), illetve amelyek gliafibrillaris savas

fehérje (GFAP) fiiggd mddon expresszaltdk a tdTomato fluoreszcens fehérjét (n = 12). A
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GFAP-tdTomato egerek létrehozasahoz a Jackson Laboratories-tol (Bar Harbor, ME, USA)
vésérolt homozigota floxed-stop-tdTomato (B6;129S6-Gt( ROSA)26Sortm(CAG-tdTomato) Hzel 3.
Jax egerek csatlakozasi szama: 007905) és GFAP-cre (B6.Cg-Tg( Gfap-cre) 73.12Mvs/J;

Jax-egérszam: 012886) torzseket kereszteztiink a sajat allathazunkban.

Fiatal feln6tt (9-12 hetes allatok, mindkét nembdl) lox-tdTomato egerekbe sztereotaxias
injekcioval hasznalatra kész virusokat juttattunk be, amelyek a hM3D(Gq) kemogenetikai
aktivatort és a GFAP promoter alatt expresszalt mCherry fluoreszcens markert kodolo
plazmidokat hordoztak (pAAV GFAP- hM3D(Gq)-mCherry (AAVS5); Bryan Roth ajandéka;
Addgene plazmid # 50478; http://n2t. net/addge ne:50478; RRID:Addgene_50478, n = 13;
titer: 2 x 1013 GC/ml) vagy kizar6lag mCherry markert kontrollként (pAAV-GFAP104-
mCherry (AAVS5), Edward Boyden ajandéka; Addgene plazmid # 58909;
http://n2t.net/addge ne:58909; RRID:Addgene 58909, (105), n = 10; titer: 1,7 x 1013
GC/ml). Az egereket ketamin (100 mg/kg) és xilazin (10 mg/kg) intraperitonealis
injekcigjaval altattuk, és a miitét soran egy modositott lemezmelegitével (Linkam CO102;
Linkam Scientific Instruments Ltd.) melegitettiik, abbol a célbol, hogy a testhémérsékletét
37 °C-on tartsuk. A szem kiszaradasat fiziologias soéoldat cseppekkel akadalyoztuk meg. Az
altatott egér fejét sztereotaxias keretbe (RWD Life Science Co., LTD) rogzitettiik. A bor
szOrtelenitése és felnyitasa utan a koponyat egy mikrofuréval (RWD Life Science Co., LTD)
1,5 mm-re a kozépvonaltol és 1 mm-re caudalisan a bregmatdl trepanaltuk. A fent leirt
virusokbdl Hamilton fecskenddvel és mikroinjektorral 100-100 nl-t injektaltunk a kéreg
felszinére, valamint a parietalis kéreg 200 és 400 pm mélységébe (RWD Life Science Co.,
LTD). A miitét utan a koponyat csontviasszal fedtiik le, és a bort 6sszevarrtuk (5-0 Vicryl,
Ethicon). Az érzéstelenités elmultaval és a kovetkezd 2 posztoperativ napon az egerek
ibuprofent kaptak fajdalomesillapitas gyanant (30 mg/kg; Nurofen Baby, Reckitt Benckiser
Ltd.). Ezeket az egereket a mutét utdn 7-10 napig egyénileg szelloztetett ketrecekben

tartottuk. Ezt kovetden az egereket felaldoztuk, és til€l6 agyszeleteket preparaltunk.

Az astaxanthinos kisérletsorozatnal a kronikus, 4 hetes ASX-taplalasi kisérletekben fiatal
felnott (3 honapos) vad tipusi C57BL6 egereket (n = 16) hasznaltunk (8-at ASX-
kiegészitéssel ellatott tappal, 8-at pedig normdl ragcsalotappal etettiink). A specialis
takarmanyt 4 g/kg AstaReal A1010 (100%-os etanolban feloldva) hozzaadasaval készitették
a standard ragcsald pellethez (fehérje 20%, szénhidrat 70%, zsirok 4%, rostok 5%,
vitaminok, mikro- és makrotapanyagok), aminek igy a ASX végkoncentracidja 0,02%-0s
volt (245,246). Az egerek szabadon hozzaférhettek a vizhez és a taplalékhoz. A szoba
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megvilagitasat automatikus 12 ora sotét - 12 oras vilagos ciklusra allitottunk be. Az akut
kisérletekben a tdTomato fluoreszcens fehérjét proopiomelanocortin (POMC) vagy 2-es
tipusu glutamatdekarboxildaz (GAD2) fiiggd modon expresszalo egereket (n = 8 mindkét
csoportban), valamint a GCaMP6f genetikailag kodolt kalcium-indikatort a 2-es tipust
vezikularis gamma-amino-vajsav transzporter (VGAT?2) fiiggd modon expresszalo egereket

(n = 3) hasznaltunk mindkét nembdl.

Homozigota floxed-stop-tdTomato (B6;129S6-Gt(ROSA)26Sortm9(CAG tdTomato)
Hze/J; JAX egerek csatlakozasi szama 007905) és GAD2-cre vonalak (STOCK
Gad2tm2(cre)Zjh/J; JAX szam: 010802), valamint a heterozigbta POMC-cre vonalat
(STOCK Tg(Pomcl-cre)l6Lowl/]; JAX-szam: 005965M) a Jackson Laboratories-tol
vasaroltuk és az Elettani Intézet allathazaban kereszteztik. A VGAT2-GCaMP6 egereket
nagylelkiien Dr. Sziics Péter (Debreceni Egyetem, AOK, Anatomiai Intézet) bocsatotta
rendelkezésiinkre, és homozigota floxed-stop-GCaMP6f (B6;129S-Gt(ROSA)26Sortm95.1
(CAG GCaMPo6f)Hze/J; JAX szam: 024105) és VGAT2- cre egereket (STOCK
Slc32altm2(cre)Lowl/J; JAX szdm: 016962) szintén a Jackson Laboratories-tol vasaroltak,

és az Anatomiai Intézet allathazaban keresztezték.

A mintak prepardldsa

A szeletek a 200 um vastagsagban késziiltek korondlis sikban a parietalis kéreg szintjén és
a hypothalamus-t is tartalmazo teriiletrél. A preparalas jéghideg (kb. 0 - —2 °C), alacsony
Na* -tartalmi aCSF-ben Microm HM 650 V vibratom segitségével (Microm International
GmbH) tortént. A kisérlet megkezdése el6tt a szeleteket normal aCSF-ben inkubaltuk 1 6ran
at 37°C-on.

Elektrofiziologia

A llI-IV. rétegben 1év6 neocorticalis piramis sejteken és a hypothalamus nucleus arcuatus
magjanak POMC- és GAD-pozitiv sejtjein patch-clamp méréseket végeztiink. A patch-
pipettak ellenallasa 6-8 MQ volt. A bels6 oldat dsszetevoi a kdvetkezok voltak: 120 mmol/l
K-gliikonat; 5 mmol/l NaCl; 10 mmol/l 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav
(HEPES); 10 mmol/l Naz-foszfokreatinin; 2 mmol/l etilénglikol-bisz( -aminoetiléter)-N,
N,N,N’,N'-tetraecetsav (EGTA); 0,1 mmol/l CaCly; 5 mmol/l Mg-ATP; 0,3 mmol/l Nas-
GTP; 8 mmol/l biocitin; és pH 7,3 (1 mol/l KOH oldattal beallitva), ozmolaritas: 280
mOsm/kg. A whole cell patch clamp kisérleteket szobahdmérsékleten (24-26 °C) végeztiik
Axopatch 200A er6sitével és Axon CNS Digidata 1440A digitalizaloval (Molecular
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Devices). A mérésekhez hasznalt mikroelektrodakat PP-830 mikroelektroda huzdval
(Narishige) készitettiik. Minden adatot a Clampex 10.0 szoftverrel (Molecular Devices)
rogzitettiink, az adatelemzéshez pedig a Clampfit 10.0 (Molecular Devices), Synaptosoft
MiniAnalysis (Synaptosoft) szoftvereket hasznaltuk. Csak azokat a fesziiltség-, és aram-
clamp méréseket vettiik figyelembe, ahol a soros ellenallas 20 MQ alatt, mig a valtozas 10%-
nal kisebb volt. Emellett csak a stabil, minimalis leak arammal rendelkez6 méréseket lettek

a statisztikai adatokban feldolgozva.

Az aram-clamp kisérletekben 1 s hosszasagt, -30 pA-tol +120 pA-ig terjedd, 10 pA
nagysagu aramlépcsokkel dramimpulzusokat alkalmaztunk humdan piramis neuronokon,
hogy ellendrizziik a neuronok életképességét, és kizarjuk azokat a neuronokat, amelyeknél
a tumoros infiltracié befolyasolhatja az ingerlékenységet. Az ASX kisérletsorozatunk
esetében ugyanezt a protokollt hasznaltuk az akcids potencidlok regisztralasdhoz. A
nyugalmi membranpotencialt -60 mV-ra allitottuk be. A spontan tiizelési frekvencia
rogzitése aram-clamp modban tortént. A neuronokat sajat nyugalmi membranpotencialjukon
tartottuk, és nem injektaltunk be dramot. Otven masodperces felvételeket értékeltiink ki

minden egyes neuron ¢s kisérlet esetében.

A SIC-ek, tonusos aramok, spontan EPSC-ek és IPSC-k mérésére szolgald gap-free
felvételeket -60 mV-os tartopotencidlon fesziiltség-clamp konfigurdcidban meértiik. Az
altalunk kivaltott EPSC-ket szintén fesziiltség-clamp konfiguracidoban rogzitettiik. Ezekben
a kisérletekben a vizsgalt neuront innervald preszinaptikus rostokat egy volfram bipolaris
elektrédaval stimulaltuk, nagyjabol 50-100 pm-re a neuron szémajatol. A stimuldlo
elektrodat egy BioStim STC-7a (Supertech) stimulatorhoz csatlakoztattuk. Az ingerek
amplitadojat olyan értékre allitottuk be, ahol az EPSC kimaradasok (failure) gyakorlatilag
eltintek. Az egyes ingereket 20 masodpercenként adtuk le. A tonusos aramokat ugy
értékeltiik, hogy hisztogramokat készitettiink a felvétel utolsd percébdl rogzitett aramok
értékébdl és a hisztogram csucsanal 1évo aramot tekintettiik tonusos dram amplitaddjanak.
A tartd aram spontdn valtozasait a kontrollfelvétel elsé és utolso perce kozotti kiilonbségként

szamoltuk ki.

A méréseket normal aCSF-ben és magnéziummentes aCSF-ben végeztiik. Az NMDA
receptorok alegység-Osszetételét vizsgald kisérletekben 500 nmol/l PPPA-t ((2R*,45*)-4-
(3-foszfonopropil)-2-piperidin-karbonsav; GIuN2A-specifikus inhibitor; Tocris Cookson
Ltd., (247-249)), 5 upmol/l ifenprodilt ((1R*,2S5*)-eritro-2-(4-Benzilpiperidino)-1-(4-
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hidroxifenil)-1-propanol hemi-(DL)-tartarat; GIuN2B-specifikus inhibitor, Tocris Cookson
Ltd., (88,250,251)) és 10 pmol/l D-AP5-6t (D-(-)-2-Amino-5-foszfonopentansav; nem
specifikus NMDAR inhibitor, Tocris Cookson Ltd., (252)) hasznaltunk. Mas kisérletekben
gatoltuk az EAAT1 ¢és 2 glutamat transzporterek miikodését. Az EAATI specifikus
gatloszerét, az UCPH101-et (2-Amino-5,6,7,8-tetrahidro-4-(4-metoxifenil)-7-(naftalin-1-
il)-5-0x0-4H-krém-3-karbonitril; Tocris Cookson Ltd.) 10 és 25 umol/l-ben (253,254), az
EAAT2 specifikus gatloszerét a WAY213613-t (N-[4-[4-(2-Brém-4,5-
difluorofenoxi)fenil]-L-aszpargin; Tocris Cookson Ltd.) 10 és 100 umol/I-ben (253-255),
mig a nem specifikus EAAT-gatlo DL-TBOA-t (DL-treo-p-Benziloxi aszparginsav) 100
umol/l-ben (256,257) hasznaltuk.

Az elektromos stimuldciot az asztrocitdk kemogenetikai aktivalasdval kombinaltuk.
Ezekben a kisérletekben az egerekbe a fent leirt plazmidokat hordoz6 virusvektorokat
injektaltuk. A kontroll mérések utan 10 pmol/l clozapin-N-oxidot (CNO; Tocris Cookson
Ltd.) hasznaltunk. A kontrollkisérleteket naCSF-ben ¢és 0,1%-0s DMSO-ban végeztiik
(mivel a CNO toérzsoldatot DMSO-ban oldottuk), valamint 1 pumol/l sztrichninnel és 10
umol/l  bicucullinnal egészitettiik ki, amiket a gatld szinaptikus neurotranszmisszio
blokkolasa érdekében hasznaltunk. Csak azokat a méréseket vettiik figyelembe, ahol a
spontan, de kemogenetikus aktivaciobol fakado SIC-ek 1 s-on beliil alakultak ki az kivaltott
EPSC-k csucsdhoz képest.

Egy masik kisérleti elrendezésben 30 pmol/l MNI-caged glutamatot (4-Metoxi-7-
nitroindolinil-caged-L-glutamat; Tocris Cookson Ltd.) adtunk a mér6kamrahoz és az egész
kamrat Rapp villandldmpa (Rapp OptoElectronic GmbH) segitségével UV és UV kozeli
(395 nm alatti hullamhosszusagu) fénnyel megvilagitottuk, igy felszabaditva a glutamatot.
A kovetkezo kisérletsorozatban a preszinaptikus elektromos ingerléssel egyiitt a SIC-et, mint
fesziiltségparancsot alkalmaztuk. Ezt a SIC-et korabban egy egér neocorticalis piramis
neuronjan meértiik. A fent leirt két kisérletben a preszinaptikus ingerlés és a glutamat
felszabaditas, illetve a mesterséges SIC kozotti id6zitést kiilonbozo értékekre allitottuk. Csak
azokat a mérési eredményeket vettiik figyelembe, ahol a SIC (vagy glutamataram)
toltésaramlasa nagyobb volt 1 pC-nal. A genetikailag kodolt fluoreszcens marker (td-
Tomato) vizualizaciojat egy fluoreszcens képalkotd rendszer (Till Photonics GmbH)
segitségével végeztiik, amely egy xenon izz6 alapu Polychrome V fényforrassal, egy CCD-
kameraval (SensiCam, PCO AG), egy képalkotod vezérldegységgel (ICU) és a Till Vision

szoftverrel (4.0.1.3 verzid) volt felszerelve.
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Az astaxanthint (ASX) vizsgalo kisérletsorozatunkhoz 2,5 pmol/l ASX-t oldottunk 0,1%
etanol tartalmi nACSF-ben. A spontan EPSC-kre és IPSC-kre vonatkozd el6zetes
kisérletekben nem talaltunk szignifikans valtozasokat a 0,1% etanolt tartalmaz6 aCSF ¢és az

etanolmentes nACSF ko6zott, ezért kontrollmérést csak naCSF-ben végeztiink.

Minden mérés utolsd 1épése egy gatldo koktél alkalmazasa volt. A koktél 10 pmol/l
NBQX-t  (2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,3,4-tetrahidrobenzo[f]kinoxalin-7-szulfonamid), 10
umol/l D-AP5-t, 1 umol/l sztrichnint és 10 wmol/l bicucullint tartalmazott. Ez meggatolta a
SIC-aktivitast és a gyors szinaptikus neurotranszmissziot, és igy ki tudtuk zarni a vizsgalt
neuron kozvetlen ingerlésébdl szarmazéd artefaktumot vagy a szinaptikus eseményekre

hasonlit6 vératlan zajt.

Kalcium imaging

A kalcium-imaging mérésekhez a mintakat az elektrofiziologiai kisérleteknél leirtakkal
megegyezOen preparaltuk. Ezeket a kisérleteket az ASX-t vizsgalo kisérletsorozatunkhoz
kapcsolodoan VGAT2-GCaMP6 egerek agyszeletein végeztiik. Ehhez egy Zeiss Axioscope
mikroszkopot (Carl Zeiss AG) hasznaltunk, amely a fent leirt fluoreszcens képalkotd
rendszerrel volt felszerelve. A fluoreszcens szlirOkészlet egy emisszids sziirét (LP 515, Till
Photonics) és egy dikroikus tiikrot (Omega XF2031 S50SDRLPXR; Omega Drive,
Brattleboro, VT, USA) tartalmazott. A 344 x 260 pixel felbontast képkockakat 10 Hz-es
képkockasebességgel készitettiik.

Morfologiai és immunhisztokémiai vizsgalatok

Az elektrofizioldgiai kisérletek soran a neuronokat feltoltottiik biocitinnel, és a mérések
utan az agyszeleteket fixaltuk (4%-os paraformaldehid 0,1 mol/I foszfat puffer; pH 7,4; 4°C),
majd késdbb ezeket a neuronok morfoldgiai azonositdsdhoz hasznaltuk. A permeabilizélas
Tris pufferelt s6oldattal (TBS) tortént, aminek Osszetétele 8 mmol/l Tris bazis, 42 mmol/I
Trisma HCI, 150 mmol/l NaCl, és pH 7,4 volt, kiegészitve. 0,1% Triton X-100-zal és 10%
szarvasmarha-szérummal (60 perc). Ezt kovetden 90 percig streptavidin-konjugalt Alexa488
(1:300; Molecular Probes Inc.) tartalmt foszfatpuffert alkalmaztunk. A neuronokat és az
asztrocitdk altal- a virus befecskendezését kovetden- expresszalt mCherry markert
konfokalis mikroszkopban (Zeiss LSM 510; Carl Zeiss AG) vizualizaltuk; a tile scan képeket
40x% objektivvel és 1 um-es z stackkel készitettiik.
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4%-o0s paraformaldehiddel fixalt agyszeleteken immunhisztokémiai vizsgalatokat
végeztiink, ahol 8-30 napos fiatal, 90-200 napos felndtt és 1 évnél id6sebb oreg egereket,
valamint koézépkorti és idos (38 ¢és 69 éves) betegekbdl szarmazdé human mintakat
hasznaltuk. A fixalt mintakat TBS-ben mostuk, majd 50 pum vastagsagu szeleteket
készitettiink vibral6 mikrotom (Campden Instruments) segitségével. A  kettOs
immunfluoreszcens jelolést usz6 agyszeleteken végeztiik. A blokkolési és permeabilizacios
1épéseket 0,1% Triton X-100-zal és 10% normal szamarszérummal kiegészitett TBS-ben
alkalmaztuk (60 perc). Ezutan els6dleges antitestekkel inkubaltuk a mintakat (nyul anti-
GIluN2B [Cell Signaling Technology, 1:100], egér anti-GFAP [Synaptic Systems, 1:1000],
egér anti-szinaptofizin [Sigma-Aldrich, 1:200].). A mintakat az elsédleges antitestekkel 48
oran keresztiil kezeltiik 4°C-on, amiket 1% normal szamarszérumot és 0,1% Triton X-100-
at tartalmaz6 TBS-ben higitottunk. A masodlagos antitestekkel valo kezelés el6tt a mintakat
mostuk TBS-sel. A mintakat nyul ellen termeltetett kecske Cy3 [Life Technologies, 1:1000],
egér ellen termeltetett szamar Alexa 488 [Sigma-Aldrich, 1:1000] fluoreszcens masodlagos
antitestekkel inkubaltuk, és emellett parhuzamosan Nissl festést is végeztiink (Molecular
Probes, 1:200). Végiil a mintdkat DAPI (4’,6 diamidino- 2- fenilindol) tartalmt fedd
médiummal (Vector Laboratories) fedtiik le. Minden immunhisztokémiai festésrdl legalabb
harom képet készitettiink (Ium-es rétegfelvételek, 40X objektivet hasznalva) Zeiss
lézerpéasztazo konfokalis mikroszkoppal (Zeiss LSM880 Airyscan; Zeiss). Minden képen
harom ROI-t (Vizsgalt teriilet - Region of Interest) valasztottunk ki, és az Imagel
programmal (National Institute of Health) megmértiik az atlagos fluoreszcencia-intenzitéast
(MFI). Itt szeretnénk felhivni a figyelmet, hogy a human mintdk az elektrofiziologiai

kisérletekbdl szarmaztak, ezért szuboptimalis koriilmények kozott lettek fixalva.

Minden adatot atlag + SEM értékben abrazoltunk. Az adatsorok normal eloszlasanak
meghatarozasara normalitas tesztet alkalmaztunk. Két adatsor statisztikai sszehasonlitasat
kétmintds Student t-teszttel értékeltiikk, mig a tObbszords Osszehasonlitdsokat Tukey
tobbszords Osszehasonlitds tesztjével végeztik. A valtozasokat akkor tekintettiik
szignifikansnak, ha p < 0,05 volt. A Pearson-féle korrelacios egytitthatét (r) alkalmaztuk a
paraméterek kozotti korrelaciok értékelésére a paraméterek egymashoz viszonyitott
abrazolasaval és az adatsorok linedris illesztésével. A grafikonok és a statisztikai elemzések
elkészitéséhez GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)

programot hasznaltunk.
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Eredmények

A SIC-ek asztrocita- és GIuN2B alegységet tartalmaz6 NMDAR-fiiggd események egér

mintakban

Fellin és mtsai (51), illetve Perea és mtsai (105) munkéjanak nyoman szerettiik volna
bizonyitani, hogy az altalunk vizsgalt esemény egy €s ugyanaz, mint az eddigi irodalmi
adatok bemutattak. Ebben segitségiinkre volt, hogy a SIC-ek kinetikdja ¢és eredete
egyértelmiien kiilonbozik az EPSC paramétereitél (173,174): A SIC-ek az asztrocitak
aktivaciojanak és a GIUN2B alegységet tartalmaz6 NMDA receptorok megnyilasanak

kovetkezménye.

Egér neocorticalis piramis sejteken fesziiltség-clamp lizemmodban gap-free felvételeket
készitettiink. A tartopotencial -60 mV volt. A kontroll felvételeket normal aCSF oldatban
vettilk fel, amit késébb magnéziummentes aCSF-re cseréltiink. Ugyan a SIC-ek kontroll
koriilmények kozott is jelen vannak, a magnéziummentes oldat szignifikansan megnovelte a
SIC-ek percenkénti toltésaramlasat (pC; a SIC aktivitasat). Magnéziummentes kdrnyezetben
nem csak a SIC-ek aktivitasat noveltiik, hanem az EPSC-k amplitidoja, rise time-ja és decay
time-ja is megnovekedett, igy az EPSC-k toltésaramlasa is megnott (7. abra). Erre elzetesen
szamitottunk. A SIC-ek amplitidoja, rise €s decay time-ja és a toltésaramlasa (SIC
Hteriilete”) 1s szignifikdnsan nagyobb volt, mint az EPSC-k ugyanezen paraméterei (2.
tablazat, 8. dbra A és B panel, n=140 neuron). A rise time megfeleld cutoff-értékként szolgalt
a SIC-ek és EPSC-k elkiilonitésében, huméan és egér mintdk esetében is ezt 20 ms-ban

hataroztuk meg.

Egér
Paraméter SIC EPSC
Atlag+tSEM | Tartomany | Atlag+SEM Tartoméany
Amplitudo (pA) | 88,17 + 8,15 9,23 - 11,59 + 7,02 -42,88
2662,11 0,13
Rise time (ms) 206,28 + 21,33 - 6,1 £0,11 1,5-16
12,28 1563,86
Decay time 753,99 + 25 - 50596 24,42 + 3,8-40,1
(ms) 143,85 0,41
SIC teriilete 39,162 + 0,635 — 0,151+ 0,032 -0,914
(pC) 3,453 724,807 0,003

2. tablazat Egér EPSC és SIC paramétereinek dsszehasonlitasa magnéziummentes kornyezetben. A
SIC-ek és EPSC-k minden paramétere statisztikailag kiilonb6zott (n=140; p < 0,0001).
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7. abra A magnéziummentes aCSF szignifikansan novelte a SIC-ek aktivitasat és az EPSC-k
paramétereit egér neocorticalis piramis sejteken A; A SIC-aktivitas (a SIC-ek t6ltésaramlasa egy
perc alatt) statisztikai 6sszehasonlitasa egér mintak esetében 1 mmol/l Mg?* (naCSF) és nomindlisan
magnéziummentes aCSF jelenlétében (bal oldali oszlopok: atlag + SEM; jobb oldali, sziirke pontok:
egyedi mérési adatok). Normal aCSF-ben: 10,36 + 3,05 pC/perc; magnéziummentes oldatban: 71,59
+ 25,46 pC/perc; p = 0,015; n = 140 neuron. B; A sEPSC paraméterek statisztikai 6sszehasonlitasa
az A panelen lathatd koriilmények kozott (oszlopok: atlag = SEM, sziirke pontok: egyedi mérési
adatok) TItt fel szeretnénk hivni a figyelmet, hogy az SEPSC-k amplitudoja, rise time-ja, decay time-
ja és toltésaramlasa is jelentésen megndvekedett magnéziummentes kdzegben. *: p<0,05; **:
p<0,01; ***: p<0,001

A SIC-ek kialakulasaban fontos szerepet jatszo NMDA receptorok Osszetételét vizsgalva
GIuN2A, GIluN2B alegység inhibitort, valamint nem szelektivnz NMDAR gatlot
alkalmaztunk. A kisérletein soran a kontrollhoz képest a SIC-aktivitas (28,32 + 5,01
pC/perc) 500 nmol/l PPPA (GIuN2A alegység gatlo) hatasara nem valtozott (36,97 + 10,79;
p=0,746; n= 14), viszont 5 umol/l ifenprodil (GIUN2B alegység gatlo) hatasara a SIC
aktivitasa szignifikansan csokkent (5,21 + 2,46; aCSF vs. ifenprodil p=0,046, PPPA vs.
ifenprodil p=0,003; n=14), 10 umol/l D-APS5 (nem szelektiv NMDAR-gatlo) pedig teljesen
megsziintette a SIC-eket (8. abra C és D panel; n= 14).
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8. abra A lassi inward aramok olyan lassu neuronalis események, amik az asztrocitak és
NMDA receptorok aktivaciéjanak kovetkeztében jonnek létre A; A SIC-ek és az EPSC-k
egyértelmilen megkiilonboztethetéek az elektrofiziologiai paramétereik alapjan. Bal oldalon egy
SIC, jobb oldalon EPSC-k reprezentativ gap-free felvételeit abrazoltuk (tartopotencial -60 mv volt).
B; Statisztikai 6sszehasonlitasa a SIC-ek amplitidojanak, rise és decay time-janak, valamint a SIC-
ek toltésaramlasanak (oszlopok: atlag = SEM, sziirke pontok: egyedi mérési adatok). C; A SIC-ek
kialakulasahoz a GIuN2B alegységet tartalmaz6 NMDA receptorok sziikségesek. Reprezentativ
felvételeket abrazoltunk kontroll koriilmények kdzott (magnéziummentes aCSF, tartopotencial: — 60
mV), 500 nmol/l PPPA jelenlétében (az NMDAR GluN2A alegységének specifikus inhibitora; n=
14), 5 umol/l ifenprodillal (az NMDAR GluN2B alegység inhibitor; n= 14) és 10 umol/l D-AP5
jelenlétében (az NMDAR nem specifikus inhibitora; n= 14). D; Az el6z6 pontban bemutatott
inhibitorok jelenlétében el6fordulé SIC-ek aktivitasanak (egy perc alatti toltésaramlas) statisztikai
Osszehasonlitasa (oszlopok: atlag + SEM, sziirke pontok: egyedi mérési adatok). *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001.

Az asztrocitdkat kemogenetikai tuton aktivaltuk. Ehhez vektort tartalmazd virust
injektaltunk egerekbe, igy az asztrocitadk hM3D kemogenetikai aktuatort expresszaltak. Az
aCSF kontrollhoz képest 0,1 %-0s DMSO kontrollt is alkalmaztunk, mivel a CNO —a ligand,
amit a kemogenetikai aktivalashoz hasznaltunk - DMSO-ban oldoédott. A CNO hatéséra a
SIC-ek aktivitasa szignifikdnsan megnétt (a SIC aktivitasa kontroll esetében: 5,79 + 2,81
pC/perc; 0,1% DMSO: 6,22 + 2,66 pC/perc; 10 uM CNO: 35,43 + 11,1 pC/perc; aCSF vs
CNO, DMSO vs. CNO p=0,011; n=13). Ezen valtozasok nem voltak megfigyelhetdek,
amikor az asztrocitdk csak mCherry fluoreszcens markert expresszaltak hM3D

kemogenetikai aktuator nélkiil (SIC aktivitas aCSF kontrollban: 0,82+0,53 pC/perc;
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0,1%DMSO: 3,5+1,88 pC/perc; CNO: 3,5+2,63 pC/perc; aCSF vs CNO, DMSO vs CNO p=
0,58; n=13) (9.abra).

Kontroll pAAV-GFAP-hM3D(Gq)-mCherry C
s Y cangipfiy N
A o WA 5 1201
0,1% DMSO | §1oo-
e % 80
50 pA ’ ] 8 604 x .
5s 2 £ e
10 pmol/l CNO — £ 40l .
‘ RN lr'] L4 'r'T ‘ % 20- °
0-4 - 047 O’l/
D Eoo o 20
Kortroll PAAV-GFAP- mCherry — 1200 7
Ty —————— o 100
e o
5 801
0 e
0,1% DMSO @ 60
mmwwmmmé 4]
©
10 pmol/l CNO L5_ o 209 -
‘ Y plekobos
o”/ 476‘0 4/0

9. abra Az asztrocitak kemogenetikai aktivacioja A; A patch-clamp mérések soran a neuronokat
feltoltottiik biocitinnel. A konfokalis rétegfelvétel képeken (méretarany: 50 pm) z6ld szinnel egy
altalunk mért neocorticalis piramissejt lathatd, mig piros szinnel az mCherry fluoreszcens markert
expresszalo asztrocitak lathatdak. B; Reprezentativ gap-free felvételek kontroll aCSF és 0,1%-os
DMSO-val, valamint 10 pumol/l CNO-val, ami az asztrocitak altal a GFAP promoter alatt expresszalt
hM3D(Gq) kemogenetikai aktuatort aktivalta (tartopotencial: -60 mV). C; A SIC aktivitas
statisztikai 0sszehasonlitdsa a B panelen lathato koriilmények kozott (oszlopok: atlag = SEM, sziirke
pontok: egyedi mérési adatok; n=13). D; Reprezentativ gap-free felvételek, ahol az asztrocitak csak
az mCherry fluoreszcens markert fejezték ki a hM3D(Gq) kemogenetikai aktudtor nélkiil. A
kisérletet elvégeztik kontroll aCSF és 0,1 % DMSO-ban, valamint 10 pmol/l CNO-val
(tartopotencial: -60 mV). E; A SIC-aktivitas statisztikai Osszehasonlitasa a C panelen lathato
koriilmények kozott (oszlopok: atlag = SEM, sziirke pontok: egyedi mérési adatok; n=13). *p < 0,05;
*Ep <0,01; ***p <0,001.

Human mintakban a SIC-ek asztrocita- és GIuN2B alegységet tartalmaz6 NMDAR-fiiggd
események

Lasst inward aramokat korabban is megfigyeltek human neuronokon (14). Human
neocorticalis piramis sejteken fesziiltség clamp tizemmodban gap-free felvételeket
készitettiink. A tartd potencial -60 mV volt. A kontroll felvételeket normél aCSF oldatban
vettik fel, amit késébb magnéziummentes aCSF-re cseréltiink. Magnéziummentes
kornyezetben nem csak a SIC-ek aktivitasat, hanem az EPSC-k amplitudoja, rise time-ja €s
decay time-ja is megnovekedett (n= 25 neuron; 10. abra), akarcsak az egér mintak esetében.

A SIC-ek amplitidoja, rise és decay time-ja €és a toltésaramlasa (SIC ,teriilete”)
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szignifikansan nagyobb volt, mint az EPSC-k ugyanezen paraméterei, illetve itt is lassabb
eseményrdl beszélhetlink (3. tdblazat, 11. &bra), tehat human mintdkban is kénnyedén

megkiilonboztethetéek voltak egymastol a SIC-ek és az EPSC-k.

Human
Paraméter SIC EPSC p
Atlag+SEM | Tartomany | AtlagtSEM | Tartomany
Amplitido 51,58 + 13 -324 12,56 + 6,7 — 38,6 0,13
(pA) 13,6 0,35
Rise time (ms) 170,1 £ 429-1304 | 569+0,28 | 0,4-156 0,25
68,18
Decay time 765,73 + 39,94 - 9002 15,39 + 1,3-40,1 0,49
(ms) 461,65 0,72
Teriilet (pC) 101,89 + 634,4 — 125,08 + 8,33-1041 | <0,0001
34,13 2007,36 8,86

3. tablazat Human EPSC és SIC paramétereinek 6sszehasonlitasa magnéziummentes kornyezetben.
A SIC-ek és EPSC-k minden paramétere statisztikailag kiilonbozott (n = 25 neuron).
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10. abra A magnéziummentes aCSF szignifikansan novelte a SIC-ek aktivitasast és az EPSC-k
paramétereit human neocorticalis piramis sejteken A; SIC-aktivitas (a SIC-ek t6ltésaramléasa egy
perc alatt) statisztikai Osszehasonlitisa humén mintak esetében 1 mmol/l Mg? (naCSF) és
nominalisan magnéziummentes aCSF jelenlétében (bal oldali oszlopok: atlag + SEM; jobb oldali,
sziirke pontok: egyedi mérési adatok B; A sEPSC paraméterek statisztikai Osszehasonlitasa az A
panelen lathato koriilmények kozott (oszlopok: atlag = SEM, sziirke pontok: egyedi mérési adatok)
SIC aktivitas: 136,9 & 90,8 pC/perc naCSF-ben; 41,93 + 17,58 pC/perc magnéziummentes oldatban;
p = 0,01; n = 25 neuron. SEPSC amplitadoé: 13,06 = 0,54 pA naCSF-ben; 15,97 = 0,19 pA
magnéziummentes oldatban; p = 0,0009. sEPSC rise time: 5,35 = 0,5 ms naCSF-ben; 5,31 + 0,1 ms
magnéziummentes oldatban. sEPSC decay time: 11,41 + 1,33 ms naCSF-ben; 13,95 + 0,27 ms
magnéziummentes oldatban; p = 0,03. SEPSC toltésaramlasa: 0,096 + 0,014 pC naCSF-ben; 0,126 +
0,0028 pC magnéziummentes oldatban; p = 0,017; n = 1426 esemény. *: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,001
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11. abra Human SIC és EPSC o6sszehasonlitasa A; Egy human SIC (fent) és egy EPSC (lent)
reprezentativ gap-free felvételei magnéziummentes kornyezetben (tartopotencial: -60 mV). B; A
human SIC és EPSC amplitadok, rise time-ok, decay time-ok és toltésaramlasok statisztikai
Osszehasonlitasa (oszlopok: atlag = SEM, sziirke pontok: egyedi adatok) ***p < 0.001.

Human mintdk esetében is megvizsgaltuk az NMDA receptorok Osszetételét. A SIC
aktivitast a kontrollhoz képest (41,93 + 17,59 pC/perc) a GluN2B alegység gatloszere, 5
umol/l ifenprodil (1,55 = 1,13 pC/perc) és az NMDAR nem specifikus gatloszere, 10 pumol/l
D-AP5 (0,71 + 0,71) egyarant szinte teljesen megsziintette (aCSF vs. ifenprodil: p=0,02;
aCSF vs. D-AP5: p=0,018; ifenprodil vs. D-AP5: p=0,99; n=12;12. abra).
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12. abra Az NMDA receptor-alegységek vizsgalata human mintakban A; Reprezentativ gap-
free felvételek kontroll koriilmények kozott, S umol/l ifenprodil (GIuN2B alegység gatlo) és 10
umol/l D-APS (nem specifikus NMDAR gatlo) jelenlétében (tartopotencial: -60 mV). B;
Statisztikai dsszefoglald a human sejtek NMDA receptor Osszetételérdl. Az ifenprodil és a D-AP5S
szinte teljesen eltlintette a SIC aktivitasat (n= 12; oszlopok: atlag + SEM, sziirke pontok: egyedi
mérési adatok). *p < 0.05
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A human mintak esetében nem volt lehetéség kemo-vagy optogenetikai vizsgélatokra.
Ennek helyettesitése céljabol, hogy megvizsgaljuk az asztrocitdk  glutamat
felszabadulasanak hatasat a SIC-ekre WAY2131613-at (EAAT2 specifikus glutamat-
transzporter gatld) alkalmaztunk. 100 umol/l WAY szignifikdnsan ndvelte a SIC-aktivitast
(kontroll: 0,26 + 1,52 pC/perc; WAY: 74,35 + 31,23 pCl/perc; p=0,02; n=7; 13. abra) human

sejtekben.
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13. abra A human sejtek asztrocita glutamat felszabaditasanak modellezése WAY2131613-al
A; Reprezentativ gap-free felvételek kontroll korillmények kozott, illetve 100 umol/l WAY-2131613
(EAAT2 glutamat-traszporter gatld) jelenlétében (tartopotencial: -60 mV). B; Statisztikai
Osszefoglald az A panelen lathato koriilmények kozott. A WAY szignifikdnsan megnovelte a SIC
aktivitast (n= 7; oszlopok: atlag + SEM, sziirke pontok: egyedi mérési adatok). *p < 0.05

Az EAATI gatlasanak a SIC-k megjelenésére gyakorolt hatdsanak vizsgalatara a nem
specifikus DL-TBOA-t alkalmaztuk mind a human, mind az egér mintakon. A TBOA
hozzdadasa a WAY213613-hoz (SIC aktivitas WAY utan p= 0,05 és TBOA utan p=0,038;
n = 4) vagy kiilon-kiilon toérténd alkalmazasa (WAY: p = 0,02; TBOA: p = 0,025)
statisztikailag nem eredményezte a SIC-aktivitas eltérését (14. abra). Amikor az EAATI1

specifikus gatlasara az UCPH101-et alkalmaztuk egérmintdkon, nem tapasztaltuk a SIC-

aktivitads novekedését (n=12; 14. abra).
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14. abra Az EAAT2-specifikus glutamat-transzporter gatlé WAY213613 ugyanugy hat a SIC-
aktivitasra, mint a nem specifikus EAAT-giatlo DL-TBOA. A; a WAY2131613 és DL-TBOA
egymas utani (n=4; a panel bal oldala) és kiilon-kiilon (n=7 és 11, kozépsé és jobb oldal)
alkalmazasanak hatasai a human sejteken. Mind a harom esetben a SIC-ek aktivitdsa megndtt a
kontrollhoz képest. B; Az EAAT1-specifikus inhibitor UCPH-101 statisztikai 6sszehasonlitasa a
SIC-aktivitasra kiillonb6z6 koncentracidokban és a WAY, illetve a TBOA hatasaval egér mintakban.
Az UCPH nem hatott a SIC-aktivitasra (n=12, oszlopok: atlag = SEM, sziirke pontok: egyedi mérési
adatok) *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.

Az altalunk mért eredmények a human ¢és egér mintdban Osszhangban vannak a

szakirodalomban leirtakkal (51,105,177,182).

A human és egér SIC dsszehasonlitisa

Amikor Osszehasonlitottuk az egér és human SIC-ek paramétereit, talaltunk néhany
érdekes kiilonbséget. Bar a kiilonbségek nem voltak szignifikdnsak, tendenciaszerii
kiilonbséget mutattak. A humén SIC kisebb amplitidoval rendelkezett, ami részben
magyarazhaté a human szovetmintak vételével és szallitasaval. Ezen kiviil a toltésaramlas

szignifikdnsan nagyobb volt human, mint egér mintaban (2. és 3. tdblazat, 15.4bra).

A human sic B 700 ¢ 1600 o 91 ° 750 :
soo- 1400+ ‘ 1 700 "
g - 5 650
5001 - 1200+ : ASZ * geno
3,400“ £1000+ . % 4] ggso:’ 2 &
;o - o Q) ® 1 l
egér SIC 3 - « £ 800- e g - s g 300 1 :
5 300 ‘o I >3 5 250 .
QBOO : 9 B © ' [%2] 4 e
E ] $ .9 600 8 ] Somal 88
% - 8 21 2 5 ] B
t 400 - ] 1 ris0f -3
20 pA 1 ] 100
s00ms 1007 3 200 1 I: 1 ! H |
PP Ly 0=F 0:.,§q}
@é\ » @é\ » @6\ » ng S

15. abra A human és egér SIC-ek Gsszehasonlitasa A; Egy-egy reprezentativ gap-free felvétel
human (fent) és egér (lent) SIC-ekrdl (tartopotencial: -60 mV). B; Statisztikai sszefoglalo a SIC-ek
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két faj kozotti kiilonbségeirdl. A SIC-ek amplitudoja tendenciaszerlien, de nem szignifikdnsan
kisebbek voltak, mint egér mintdk esetében. A t6ltésaramlas human neuronokban szignifikansan
nagyobb volt (oszlopok: atlag + SEM, sziirke pontok: egyedi mérési adatok). *p < 0,05; ***p <
0,001.

A SIC-ek elektromos szigndlként miikodnek az idozitésfiiggd szinaptikus plaszticitds
(STDP) kivaltasakor

Mivel széles korben elfogadott, hogy az asztrocitak kivalthatjak vagy befolyasolhatjak a
szinaptikus plaszticitast (102,167,258,259) és a SIC-ek befolyasolhatjak a neuronalis
excitabilitast (51,105,177,182), ezért feltételeztiik, hogy a SIC-ek kdzvetleniil hathatnak a

szinaptikus plaszticitasra.

Spontan EPSC ¢és SIC aktivitasrol gap-free felvételeket készitettiink -60 mV
tartopotencidlon. A felvételeket normal aCSF-ben kezdtik, majd ezt lecseréltiik
magnéziummentes aCSF-re. Az egyik kritériuma az adatelemzésnek az EPSC-k
paramétereinek stabilitdsa volt magnéziummentes koriilmények kozott, még mieldtt az elsd
SIC megjelent volna (7. abra). Csak az 1 pC-nal nagyobb toltésaramlassal rendelkez6 SIC-
ek keriiltek be az adatelemzésbe. A spontdin EPSC-k amplitidojat és frekvenciajat
hasonlitottuk 6ssze az els6 SIC megjelenése eldtt és utan. Néhany esetben mind a frekvencia,
mind az amplitidé megnétt (34,6% a frekvencia és 23% az amplitudo esetében), mig mas
mérések alkalméval csokkenést tapasztaltunk (27% mind a frekvencia, mind az amplitado
esetében). Voltak olyan esetek, ahol nem tapasztaltunk valtozast (38,4% a frekvencia és 50%
az amplitudo esetében, n =26 eset, 715 esemény). A SIC-ek nélkiili kontroll koriilményeknél
tapasztalt valtozasokat figyelembe véve az EPSC amplitidot és frekvenciat 5%-0S
valtozason beliil valtozatlannak tekintettiik (16. 4abra). Ezek alapjan a SIC-ek
megvaltoztathatjak az EPSC-k aktivitasat, ami arra utal, hogy a SIC-ek egyfajta szinaptikus

plaszticitast valtanak ki.
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16. abra A lassu inward aramok (SIC) képesek befolyasolni a spontin EPSC-ket A;
Reprezentativ gap-free mérések egér piramis sejtekrdl (tartopotencial: -60 mV). Bal oldalon az els6
spontan SIC-ek el6tti gap-free felvételeket, jobb oldalon az elsé spontan SIC utani felvételeket
abrazoltuk. Ko6zépen lila szinnel az elsé spontan SIC-eket tiintettiik fel. (Z61d: megnovekedett EPSC
frekvencia és amplitddo. Kék: csokkent EPSC frekvencia és amplitudo. Fekete: az EPSC
frekvenciaban és amplitidoban nem tortént valtozas.) B; Az EPSC-k amplitadodja és frekvencidja az
els6 SIC eldtt és utan kapott adatokra normalizalva. A pontok az Osszes egyedi mérési adatokat
abréazolja. (Z6ld: megndvekedett EPSC frekvencia és amplitudo. Kék: csokkent EPSC frekvencia és
amplitudo. Fekete: az EPSC frekvencidban és amplitidoban nem tortént valtozas; n= 27 eset.
Szaggatott vonalak: a spontan fluktuacio hatarai (5%).)

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a SIC-ek szinaptikus plaszticitast befolyasold szerepének
lehetdségét, hM3D kemogenetikai aktuatort hasznaltunk. A hM3D aktuatort expresszald
asztrocitakat az aktuator ligandjaval, CNO-val aktivaltuk. Ezzel egy idoben a piramis sejtek
excitatorikus szinaptikus bemenetét elektromosan stimulaltuk. Ha a SIC és az elektromos
stimulacidval kivaltott EPSC csucsa 1 masodpercen beliil volt, megfigyeltik az EPSC
amplitdddjanak valtozasat. Az esetek felében az EPSC-k amplitiddja hosszatavon
megvaltozott (n = 18). Ha SIC megel6zte a kivaltott EPSC csucsat (negativ shift), vagy azzal
egy id6ben tortént (zero shift), az EPSC amplitud6 21-137%-o0s novekedését tapasztaltuk
(n=15). Amennyiben a SIC az EPSC-t kovetve alakult ki (pozitiv shift), az EPSC-k
amplitaddjadban 22-33%-o0s csokkenést lattunk (n = 3). Ezen véltozasok a teljes mérési idd
alatt fennmaradtak (40 perc). Az esetek masik felében az EPSC-k amplitidojanak valtozasa
16%-nél kisebb volt, ami gyakorlatilag megfelel a spontan fluktuacionak (17.4bra).
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17. abra A kemogenetikai asztrocita-aktivaciéval kivaltott SIC-ek hatasa az EPSC-k
valtozasara idézitésfiiggé A; Reprezentativ gap-free felvételek az asztrocitdk kemogenetikai
aktivacioja révén létrejott SIC-ekrdl, illetve az EPSC-krdl a SIC-ek eldtt és utan, amik a piramissejtek
excitatorikus bemenetét stimulalva jottek 1étre (tartopotencil: -60 mV). Fekete szinnel abrazoltuk
(bal oldalon) a SIC-¢k el6tti 10 EPSC-k atlagait. Lila szinnel (kdzépen) lathato az altalunk hasznalt
EPSC-k és SIC-ek kozatti idozités (pos: A SIC kdveti az EPSC-t; zero: az EPSC és SIC csticsai egy
id6ben jelentek meg; neg: a SIC megeldzi az EPSC-t). Piros szinnel a SIC-ek utani 10 EPSC atlagat
abrazoltuk (jobb oldalon). B; A SIC-ek utdn megvaltozott EPSC amplitidok egyedi mérési
adatpontjai, amiket a SIC el6tti amplitadokhoz normalizélva abrazoltunk az EPSC és SIC kozott mért
idobeli kiilonbség fliggvényében (zO6ld: ndvekedés, kék: csokkenés, fekete: nincs valtozas).
Szaggatott vonallal jel6ltik a spontan fluktuacié hatarértékét (100% =+ 16%). C; Az EPSC
amplitddok statisztikai 6sszehasonlitasa, ahol a SIC az EPSC-t megelézi (neg), koveti azt (poz), vagy
egy idoben torténik vele (zero). (n=18; oszlopok: atlag £SEM) **p < 0,01; ***p < 0,001.

Az 6sszes adatot Osszevetve a SIC és EPSC kozotti negativ, illetve zero shift az EPSC-k
amplitaddjanak hosszutavi megnovekedéséhez, mig a pozitiv shift csokkenéshez vezetett.
Ezen eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az asztrocitdk

kemogenetikai aktivaciojaval kivaltott SIC i1ddzitésfiiggd modon befolyésolja a plaszticitast.

Mivel az asztrocitak aktivacidjaval nem csak glutamat szabadul fel, vagy nem csak a
glutamat felvétele valtozik meg, az EPSC-kben bekdvetkezd valtozasok az asztrocita
aktivacionak tobb kiilonbozd kovetkezményeként is létrejohet. Annak érdekében, hogy
kizérhassuk mas tényezok befolyasat és bizonyossagot szerezziink, hogy az asztrocitdk
glutamat felszabaduldsa a valtozasok okozoja, villanofényes fotolizissel MNI-caged
glutamatot szabaditottunk fel. A piramissejt excitatorikus bemenetét stimulalva EPSC-ket
valtottunk ki és a villan6fény altali glutamat felszabadulast a fentiekben leirtak szerint
idozitettiik. Az esetek tobb, mint felében (58%) megfigyelhetd volt az EPSC-K hosszutava
valtozasa (n = 17). Ha a glutamat felszabadulas indukalta aram megelézte az EPSC-t
(negativ shift), vagy azzal egy idében jelent meg (zero shift), az amplitadd 17-116%-kal
megnétt. Amikor a glutamat-indukalt aram az EPSC utan jelent meg (pozitiv shift), akkor
az EPSC-k amplitaddja csokkent (21-26%). Az el6z6 kisérlethez hasonléan a SIC gyenge
STDP-t valtott ki (18. abra).
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A SIC és EPSC kozotti idéeltolodas (ms)

18. abra A 30 pM MNI-caged glutamat felszabadulasaval kivaltott SIC-szerii események
idozitéstol fiiggden befolyasoljak a plaszticitast A; Reprezentativ gap-free felvételek az EPSC-
krél és a glutamat aramokrol (tartopotencial: -60 mV). Fekete szinnel abrazoltuk (bal oldalon) a
glutamat aramok el6tti 10 EPSC-k atlagait. S6tét sarga szinnel az elektromos stimulacioval kivaltott
EPSC-ket abrdzoltuk. Lila szinnel (kozépen) lathaté a glutamét dram és nyilakkal, valamint
szaggatott vonalakkal jelolt az altalunk hasznalt EPSC-k és glutamat aramok kozoti id6zitést (poz:
A glutamat aram koveti az EPSC-t; zero: az EPSC és a glutamat aram cstcsai egy idoben jelentek
meg; neg: a glutamat aram megel6zi az EPSC-t). Piros szinnel a glutamat dramok utani 10 EPSC
atlagat abrazoltuk (jobb oldalon). B; A glutaméat aramok utan megvaltozott EPSC amplitidok egyedi
mérési adatpontjai, amiket a glutamat aram el6tti amplitidokhoz normalizalva abrazoltunk az EPSC
és glutamat dram kozott mért idobeli kiilonbség fiiggvényében (zO6ld: novekedés, kék: csokkenés,
fekete: nincs valtozas). Szaggatott vonallal jeldltiik a spontan fluktuacio hatarértékét (100%+16%).
C; Az EPSC amplitidok statisztikai Osszehasonlitasa, ahol a glutamat aram az EPSC-t megel6zi
(neg), koveti azt (poz), vagy egy id6ben torténik vele (zero). (n=17; oszlopok: atlag +SEM) *p <
0,05

Annak vizsgélatara, hogy a SIC-ek posztszinaptikus elektromos jelekként
megvaltoztatjdk-e a  szinaptikus  erOsséget, egy kordbban rdgzitett SIC-et
fesziiltségparanccsa alakitottunk at és a fent leirtakhoz hasonlo id6zitéssel alkalmaztuk. Ezek
a mesterséges SIC-ek gyenge STDP-szerii plaszticitast idéztek eld, ahogyan azt a korabbi
manipulaciokkal is lattuk (17. és 18. abra). Az esetek 44%-ban valtoztak meg az EPSC
amplitddok a SIC-parancsok hatasara (n = 36). A SIC-parancs és az elektromos stimuléacio
hatasara kivaltott EPSC kozotti negativ és zero shift az esetek 35%-ban okozott 27-177%-
0s EPSC amplitudé novekedést, és az esetek 10 %-ban okozott 26-30%-os csokkenést. A
pozitiv shift hatasara az EPSC amplitudo 28-45%-os csokkenést mutatott. Itt nem talaltunk

novekedést.
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19. abra A SIC-re, mint fesziiltségparancsra kivaltott depolarizaciéra valaszul az elektromos
stimulacioval kivaltott EPSC-K idézitésfiiggoen valtoztak A; Reprezentativ gap-free felvételek az
EPSC-kr6l és a SIC-ekrél (tartopotencial: -60 mV). Fekete szinnel abrazoltuk (bal oldalon) a SIC-ek
elétti 10 EPSC-k atlagait. Sotét sarga szinnel az elektromos stimulacioval kivaltott EPSC-ket
abrazoltuk. Lila szinnel (k6zépen) lathato a fesziiltségparancsként adott SIC, és nyilakkal, valamint
szaggatott vonalakkal jeloltiik az altalunk hasznalt EPSC-k és SIC-ek kozotti id6zitést (poz: A SIC
koveti az EPSC-t; zero: az EPSC és a SIC csticsai egy idoben jelentek meg; neg: a SIC megeldzi az
EPSC-t). Piros szinnel a SIC-ek utani 10 EPSC atlagat abrazoltuk (jobb oldalon). B; A SIC-ek utan
megvaltozott EPSC amplitddok egyedi mérési adatpontjai, amiket a SIC el6tti amplitidokhoz
normalizalva abrazoltunk az EPSC és SIC kozott mért idobeli kiilonbség fliggvényében (zold:
novekedés, kék: csokkenés, fekete: nincs valtozas). Szaggatott vonallal jeldltiik a spontan fluktuacio
hatarértékét (100%+16%). C; Az EPSC amplitadok statisztikai Osszehasonlitasa, ahol a SIC az
EPSC-t megel6zi (neg), koveti azt (poz), vagy egy id6ben torténik vele (zero). (n=36; oszlopok: atlag
+SEM) *p < 0,05

Osszefoglalvan az alabbi tablazatba gyiijtottiik dssze a fejezetben leirt valtozasokat.

‘negativ ‘zero shift’ ‘pozitiv p n
shift’ shift’
kemogenetikai 1,12+0,7 1,96 +0,39 | 0,93+0,08 | negativ vs. 18
aktivacioval zero: 0,0015
kivaltott SIC Zero vs.
pozitiv
0,0002
Glutamat 1,21 +£0,12 | 1,19+0,01 | 0,79+ 0,04 negativ vs. 17
uncaging pozitiv:
0,038
SIC, mint 1,L12+0,11 | 1,22+0,14 | 0,88 +0,06 | pozitiv vs. 36
posztszinaptikus zero: 0,041
elektromos
szigndl

4, tablazat A SIC-ek hatasara az EPSC amplitudok valtozasai a kiilonboz6 idozitések soran. Az
EPSC-ket a SIC-ek megjelenése eldtti amplitadokra normalizaltuk.

Osszegezvén a fejezetben leirtakat, a SIC-ek elektromos jelként a posztszinaptikus neuronon

hatva képesek a szinaptikus er6sséget hosszabb ideig megvaltoztatni.
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A SIC-ek hatdsa a szinaptikus plaszticitasra humdan mintakban

Mivel az el6z6 fejezetben leirt kisérleteket egereken végeztiik, szerettiik volna megvizsgalni
a lehet6ségét, hogy hasonlé mechanizmusok az emberekben is vannak-e. A gap-free
felvételeket az egér-kisérleteknél leirt kritériumok szerint végeztiikk, magnéziummentes
oldatban. Azt talaltuk, hogy az EPSC-k amplitudéja és frekvenciaja az elsé SIC utan megndtt
¢s idOben hosszantartd valtozasnak bizonyult. A spontdn fluktuiciot 5%-ban allapitottuk
meg, azokat a mérési adatokat, amik ez alatt voltak, nem vettiik be a statisztikaba. Az EPSC
amplitudok az esetek 83%-aban 10-42%-os ndvekedést mutattak (n=10). 66%-ban az EPSC-
k frekvenciaja is megnovekedett. Habar az egerek esetében volt példa csokkenésre, itt nem

talaltunk ilyen esetet (20.4bra, 5.tablazat).
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20. abra A human lassi inward aramok (SIC) az egerekhez hasonloan szinaptikus plaszticitast
valtanak ki A; Reprezentativ gap-free felvétel egy human neocorticalis piramis sejtrol
(tartopotencial: -60 mV). B; A spontan EPSC-k atlaga az elsé SIC el6tt és utan. Bal oldalon feketével
jeloltik a 32 egyedi mérésekbodl szarmazd spontan EPSC-k atlagat SIC elott, sziirke szinnel 5
reprezentativ spontdn EPSC-t tiintettiink fel. K6zépen piros szinnel jeloltiik az 51 egyedi mérésbol
szarmazo spontan EPSC-k atlagat a SIC utan, sziirke szinnel 5 reprezentativ spontan EPSC-t
tiintettlink fel. Jobb oldalon a SIC elétti (fekete) és SIC utani (piros) EPSC-k atlagat vetitettiik
egymasra. C; A spontan EPSC-k amplitiddjanak statisztikai 6sszefoglaloja az elsé SIC el6tt és utan
(bal oldalon) és a SIC-ek utani EPSC -k amplitudéja a kontrollhoz normalizalva (jobb oldalon). A
SEPSC- frekvenciajanak statisztikai 6sszegzése, az €l6z6 panelen megegyez6 elrendezéssel. (N=10;
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oszlopok: atlag + SEM, sziirke pontok és vonalak: egyedi mérési adatok; szaggatott vonalak: 100%
+ 5%-o0s ingadozasi hatér; *p <0,05.)

Az elsé SIC Az elsé SIC Normalizalt p
elott utan paraméter
(utan/el6tt)
SEPSC 12,13+ 1,1 151+1,3 1,25 +0,07 0,05
amplitudo (pA)
SEPSC 0,08 £0,02 0,16 £0,05 1,97 £ 0,33 0,08
frekvencia (Hz)

5. tablazat Az EPSC-k paramétereiben bekovetkez6 valtozasok az elsé SIC el6tt és utan

Az egér és human SIC-ek oregedése és azok hatdsa a szinaptikus plaszticitisra

Szerettiik volna megvizsgalni, hogy az 6regedés hogyan befolyasolja a SIC-eket és azok
hogyan hatnak a szinaptikus plaszticitasra. 9-547 napos egerek mérési adataiban vizsgaltuk
a SIC-eket, ahol azt talaltuk, hogy a toltésaramlas nem valtozott az életkorral, viszont az
amplitadod, a rise time és decay time az ¢letkorral egyiitt ingadozott. Ezek mellett egér
mintakban a SIC-ek frekvenciaja életkorfiiggd modon szignifikansan csokkent, és emiatt a

SIC-ek aktivitasa is mutatott némi csokkenést (n=62; 21. és 22. abra, 6. tiblazat).
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21. abra A lassi inward aramok (SIC) korfiiggése egér mintakban A; A t6ltésaramlast (a SIC
teriilete”) abrazoltuk az életkor fiiggvényében. Kiilonb6zo életkora egerekbdl szarmazoé SIC-ekrdl
reprezentativ gap-free felvételeket emeltiink ki kék, lila és sziirke szinekkel (a grafikonon ugyanazon
szinnel jeloltiik a felvételekhez tartozo adatpontot). B; A SIC-ek toltésaramlasanak statisztikai
Osszefoglaldja kiilonbozo életkori tartomanyban (n=62; oszlopok: atlag + SEM, sziirke pontok:
egyedi mérési adatok). C; A SIC aktivitasa az életkor fliiggvényében (fekete pontok: egyedi mérési
adatok; piros vonal: linearis illesztés; z6ld vonal: exponencialis illesztés). D; A SIC-ek aktivitasanak
statisztikai 0sszefoglaldja kiilonbozo életkori tartomanyban (n=62; oszlopok: atlag + SEM, sziirke
pontok: egyedi mérési adatok; **p < 0,01)
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22. abra Az életkorral bekovetkezd valtozasok a SIC-ek paramétereiben egér mintakban Az
¢letkor eldrehaladtaval (Fiatal: 8-30 napos; K&zépkoru: 90-200 napos; 1dds: 1 évnél iddsebb) a SIC-
ek amplituddjaban szignifikans valtozast talaltunk a fiatal és kdzépkort példanyok kozott. A fiatal
csoportban az amplitddé 85,25 £ 9,05 pA volt, kozépkoruban 112,634+23,2 pA és az id6sben
105,9+16,26 pA volt (fiatal vs kozépkora p=0,0027). A rise time a fiatal csoportban 190,32 + 13,58
ms volt, kdzépkortiakban 130,66 + 19,03 ms, iddsben 164,9 + 15,8 ms, (fiatal vs. kézépkoru p =
0,0008). A decay time a fiatal csoportban 613,45 + 42,06 ms volt, kozépkortban 481,5 + 47,5 ms,
idésben 606,9 + 52,76 ms volt. A frekvencia a fiatal csoportban 1,13 + 0,27/min volt, kozépkorban
0,95 £ 0,28/min, id6ésben 0,29 + 0,05/min volt (fiatal vs id6s p=0,021; kdzépkort vs id6s p=0,002).
(n=62; Oszlopok: atlag = SEM. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001)

Fiatal Kozépkoru Idés Illesztési p
paraméterek
Egér (n = 395 SIC 62 allatbol)
Egyedi SIC | 39,1+£3,95 | 33,13+4,5 | 40,27+5,6 | r>=-0,0024;
toltésaramlas meredekség:
(pC) 5,3 fC/nap
SIC aktivitas 36,34 + 17,63 £5,39 | 12,16 + 3,6 | exponencialis: fiatal vs.
(pC/perc) 6,81 r’=021,t= idés:
29,33 0,0011
linearis: r? =
0,206,
meredekség: -
58,4
fC/min/nap

6. tablazat Tablazatos Osszefoglald az életkorral bekovetkezd valtozasokrol a SIC-ek
paramétereiben egér mintakban Eletkori kategoriak: fiatal: 8-30 napos, kozépkora: 90-200 napos,
id6s: 1 évnél iddsebb.

Az egereknél tapasztalt eredményekkel ellentétben a human SIC-ek toltésaramlasaban és

aktivitdsaban drasztikus csokkenést tapasztaltunk az életkor elérehaladtaval. A
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legérdekesebb kiilonbség, hogy a human mintdknal 70 év felett a SIC-ek teljesen eltiintek.
A toltésaramlas csokkenésének kiillonbozoé okai lehetnek, ezek koziil az egyik, hogy idds
korban a SIC-cknek gyorsabb a kinetikaja és csokkent a frekvencija (n=29; 23. és 24.abra,
7. tablazat).
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23. abra A lassu inward aramok (SIC) korfiiggése human mintakban A; A toltésaramlast (a SIC
Hteriilete”) abrazoltuk az életkor fliggvényében. Kiilonb6z6 életkortn betegek mintaibdl szarmazo
SIC-ekrél reprezentativ gap-free felvételeket emeltiink ki kék, lila és sziirke szinekkel (a grafikonon
ugyanazon szinnel jeloltiik a felvételekhez tartoz6 adatpontot). B; A SIC-ek toltésaramlasanak
statisztikai 6sszefoglaldja kiilonbozo életkori tartomanyban (n=29; oszlopok: atlag = SEM, sziirke
pontok: egyedi mérési adatok). C; A SIC aktivitasa az életkor fiiggvényében (fekete pontok: egyedi
mérési adatok; piros vonal: linearis illesztés; zold vonal: exponencialis illesztés). D; A SIC-ek
aktivitasanak statisztikai 0sszefoglaldja kiillonb6zo életkori tartomanyban (n=29; oszlopok: atlag +
SEM, sziirke pontok: egyedi mérési adatok; ***p < 0,001.)

Kozépkoru Idés Illesztési p
paraméterek
Human mintak (n =29 SIC 12 betegbdl)
Egyedi SIC | 273,9+74,1 | 159+8,6 =0,36;
toltésaramlas meredekség:
(pC) -9203,1 fC/év
SIC aktivitas | 136,6 +43,4 | 4,03 £1,42 | exponencidlis: | kozépkora
(pClperc) =0,484; 1= vs 1d0s:
13,34, <0,0001
linearis: 1% =
0,467;
meredekseég:
-3389,4
fC/min/év

7. tablazat Tablazatos Osszefoglald az életkorral bekovetkezd valtozasokrol a SIC-ek
paramétereiben human mintdkban Eletkori kategoridk: kdzépkora: 38-45 éves, idds: 59-74 éves
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24. abra Az életkorral bekovetkez6 valtozasok a SIC-ek paramétereiben human mintikban Az
életkor eldrehaladtaval (Kozépkora: 38-45 éves; 1dds: 59-74 éves) az SIC-ek amplitidoja kozépkora
betegek mintaiban 35,15 + 12,27 pA, id6s betegek mintaiban 59,8 + 19,41 pA volt. A rise time
kozépkoru betegek mintaiban 273,8 + 104,1 ms, idés betegek mintaiban 173,8 £ 16,62 ms volt. A
decay time kozépkoru betegek mintaiban 1413,9 + 1087 ms, id6s betegek mintaiban 294,3 + 89,11
ms volt. A SIC-ek frekvencidja kozépkoru betegek mintaiban 0,38 + 0,2/min, id6s betegek mintaiban
0,17 + 0,05/min volt. Egyik valtozas sem mutatkozott szignifikdnsnak. (n=29; Oszlopok: atlag +
SEM.)

A két faj kozotti kiilonbségeket megfigyelve €és a kozépkoru populécidkat dsszevetve a
humén mintdkban a SIC-ek amplitudoja szignifikansan kisebb volt, ellenben a decay time és
a toltésaramlas szignifikansan nagyobbnak bizonyult (22. és 24. abra). Ezek alapjan
elmondhatjuk, hogy a human mintakban a SIC-ek lassabb kinetikaval rendelkeztek, ami (a
kisebb amplitudé ellenére) magyarazatot adhat, hogy az egér mintadkhoz képes a human

mintdkban szignifikdnsan nagyobb toltésaramlast talaltunk.

Megvizsgaltuk, hogy a két fajban a SIC-ek szinaptikus plaszticitasra gyakorolt hatasa
kiilonbozik-e. Egerek esetében az EPSC frekvencia €s amplitudo valtozasanak szazalékban
kifejezett aranya az életkorral csokkent (25. abra). Az EPSC frekvencia és amplitudo
abszolut valtozasai a kiilonb6z6 korcsoportokban csokkend tendenciat mutattak, de egyik

adathalmaz sem mutatott szignifikans kiilonbséget (25. abra A-B és D-E).
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25. abra A lassu inward aramok (SIC) szinaptikus plaszticitasra gyakorolt hatasa kiilonb6z6
korcsoportokban egér mintakban A; Az els6 SIC utani EPSC-frekvencia aranyat normalizaltuk az
elso SIC eldtti EPSC-k aranyaval, és az életkor fiiggvényében abrazoltuk. Fekete pontokkal jeloltiik
az egyedi mérési adatokat, szaggatott vonallal pedig a fluktuaciot (100% + 25%). B; A frekvencia
valtozasanak abszolit érteke (az egésztél szamitott normalizalt EPSC frekvencia abszolut
kiilonbsége) kiilonbozo életkori tartomanyokban (oszlopok: atlag + SEM, sziirke pontok: egyedi
mérési adatok). Szaggatott vonal jeldltiik a fluktuacié hatarat a kontrollban (25%) C; A ,B’ panelen
szerepld 0,25-nél nagyobb adatpontok aranya a kiilonboz6 életkori csoportokban. D; Az elsé SIC
utani EPSC-amplitidé aranyat normalizaltuk az elsé SIC elétti EPSC-k aranyaval, és az életkor
fliggvényében abrazoltuk. Fekete pontokkal jeloltiik az egyedi mérési adatokat, szaggatott vonallal
pedig a fluktudciot (100% + 25%). E; Az amplitudd valtozasanak abszolit érteke (az egésztol
szamitott normalizalt EPSC amplitido abszolut kiilonbsége) kiilonbozo életkori tartomanyokban
(oszlopok: atlag + SEM, sziirke pontok: egyedi mérési adatok). Szaggatott vonal jeldltiik a fluktuacio
hatarat a kontrollban (6%). F; Az ,E’ panelen szereplé adatpontok aranya a kiilonboz6 életkori
csoportokban.

Ennek a csokkend tendencidnak az aranya az EPSC frekvencia esetén a fiatal
korcsoportban 0,8 volt, kozépkoru csoportban 0,75, mig 1dds egereknél 0,5 (25.abra C). Az
EPSC amplitad6 ardnya fiatal allatokban 0,53, kézépkort csoportban 0,5, €s 1dds allatokban
0,25 volt (25. abra F).

A human mintédkban csak az EPSC frekvencia valtozasanak aranyaban lehetett csokkenést
megfigyelni, az amplitdidonal nem talaltunk valtozast. Ezt az eredményt sajnos
befolyasolhatja a tény, hogy 70 éves kor felett a SIC-ek eltiintek, igy az EPSC-k

paramétereire gyakorolt hatasait sem tudtuk széleskorien megvizsgalni (n=6; 26.abra).
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26. abra A lassu inward aramok (SIC) szinaptikus plaszticitasra gyakorolt hatasa kiilonb6z6
korcsoportokban human mintakban A; Az elsé SIC utani EPSC-frekvenciakat normalizaltuk az
els6 SIC eldtti EPSC-kkel, és az életkor fiiggvényében abrazoltuk. Fekete pontok: egyéni mérési- és
betegadatok, piros vonalak: linearis illesztés. B; Statisztikai Osszefoglalé a normalizalt EPSC-
frekvenciarol kiilonb6z6 korcsoportokban (oszlopok: atlag + SEM, sziirke pontok: egyéni adatok).
A szaggatott vonalak 100%=+25% spontan fluktuacié hatarat jelzik. C; Az elsé SIC utani EPSC-
amplitudokat normalizaltuk az els6 SIC elétti EPSC-kkel, és az életkor fliggvényében abrazoltuk.
Fekete pontok: egyéni mérési- és betegadatok, piros vonalak: linearis illesztés. D; Statisztikai
Osszefoglalo a normalizalt EPSC-amplitadorol kiilonb6z6 korcsoportokban (oszlopok: atlag + SEM,
szlirke pontok: egyéni adatok) A szaggatott vonalak 100%+6% spontan fluktuaciot jelzik. *p<0,05

Amikor az elsé SIC utdni EPSC-frekvencidkat normalizaltuk a SIC el6ttikehez, az
¢letkor-csoportok kozott egyértelmi csokkenést tapasztaltunk (26. abra A-B). A normalizalt

EPSC-amplitudok esetében a két korcsoport kozott nem volt szignifikans kiilonbség (26.
abra C-D).

Kozépkoru 1dos p, illesztési
(38-45 év) (59-74 év) paraméterek

Abszolut valtozds az EPSC - 2,59 +0,22 1,34 + 0,32 r’ = 0,634;
frekvenciaban a SIC utdn meredekség:

-0,057/év
p= 0,015

Abszoliit viltozds az EPSC- 1,18 £0,12 1,33 +0,08 r?=0,11 and
amplitudoban a SIC utdin meredekség:

0,008/év
p=0,16

8. tablazat A SIC-ek szinaptikus plaszticitast kivalto képességének korfliggése human mintdkban

A SIC aktivitds és a SIC-ek szinaptikus plaszticitdst befolyasold képességében
bekovetkezd valtozasok részben a GIuN2B alegység expresszidjanak megvaltozasaban
keresendd. A kozépkort €s 1dds korcsoportba tartozd human és egér mintakon elvégzett
szinaptofizin, és GFAP-val kolonizalt GluN2B immunfestés soran az idds korcsoportban a

fluoreszcencia intenzitdsanak csokkenését tapasztaltuk (n=2 paciens, 6 egér; 27. abra).
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27. abra A GluN2B alegység expresszidjanak valtozasa a szinapszisokban és az asztrocitak
kozelében az életkor elorehaladtaval. A-C; Fiatal (14 napos), kozépkora (90 napos) és idds (585
napos) egerek neocortexének GFAP festéssel egymasra vetitett immunhisztokémiai képei (Zold:
GFAP, piros: GIuN2B, kék: Nissl és DAPI) D-E; Kozépkoru (38 éves) és idds (69 éves) human
neocortexen végzett GFAP festéssel késziilt immunhisztokémiai &sszevont képek (Zold: GFAP,
piros: GIuN2B, kék: Nissl és DAPI). F-H; Fiatal (14 napos), kézépkort (90 napos) és idos (585
napos) egerek neocortexének szinaptofizin festéssel tortént, egymasra vetitett képei (zold:
szinaptofizin, piros:GluN2B, kék: Nissl és DAPI) 1-J; Kozépkort (38 éves) €s idds (69 éves) human
neocorticalis mintdn végzett GFAP festéssel egymasra vetitett immunhisztokémiai képei (z6ld:
szinaptofizin, piros:GluN2B, kék: Nissl és DAPI) K; Statisztikai 6sszefoglalé a GFAP és GluN2B
zold-piros kolokalizacids fluoreszcens jelének fluoreszcencia-intenzitasardl egér mintakban,
kiiléonb6z6 korcsoportban L; Statisztikai Gsszefoglald a szinaptofizin és GIluN2B zo6ld-piros
kolokalizacios fluoreszcens jelének fluoreszcencia-intenzitasar6l egér mintakban, kiilonb6zo
korcsoportban M; Statisztikai 6sszefoglalo az 6sszes GIuN2B fluoreszcens jelének fluoreszcencia-
intenzitasar6l egér mintakban, kiilonb6zé korcsoportban (oszlopok: atlag + SEM, sziirke pontok:
egyedi mintak) N; Statisztikai Osszefoglald a GFAP és GluN2B zold-piros kolokalizacios
fluoreszcens jelének fluoreszcencia-intenzitasarél human mintakban, kiilonb6z6é korcsoportban O;
Statisztikai 0sszefoglald a szinaptofizin és GluN2B zdld-piros kolokalizacios fluoreszcens jelének
fluoreszcencia-intenzitasarél human mintakban, kiilénbozé korcsoportban P;  Statisztikai
Osszefoglalo az 6sszes GIuN2B fluoreszcens jelének fluoreszcencia-intenzitdsardl human mintakban,
kiilonb6z6 korcsoportban (oszlopok: atlag + SEM, sziirke pontok: egyedi mintdk) Méretarany
minden kép esetében: 20 pm

Osszefoglalvan, egerekben az egyes SIC-ek paraméterei nem véltoznak az életkor
eldrehaladtaval, de a human mintdkban a toltésaramlasban jelentds csokkenést figyelhettiink
meg. Egerekben az alacsonyabb SIC-frekvencia miatt a SIC-ek aktivitasa csokkenést
mutatott. Ez a csokkenés sokkal 1atvanyosabb volt a huméan mintdkban, de ezt torzithatta az
a tény, hogy egy bizonyos kor folott a SIC-ek teljesen eltiintek. Mindkét fajban
megfigyelhettiik, ahogy a SIC-ek szinaptikus plaszticitast befolyasolo képessége csokkent,
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de nem azonos modon. Az egerekben az Oregedés a SIC-ekre vald reakcioképességet

befolyasolta, mig human mintdkban a SIC aktivitasa bizonyult korfiiggének.

Az astaxanthin hypothalamusra gyakorolt hatisa hosszutavii bevitel esetén

Az astaxanthinnal kevert tappal etetett allatoknal megndvekedett a taplalék felvétele,
ezért felmeriilt a gondolat, hogy az ASX hatassal lehet azon agyi teriiletekre, amik a
taplalékfelvételt szabalyozzak. A hypothalamicus nucleus arcuatusra eset a valasztasunk,
hiszen ez a mag kulcsszerepet jatszik a taplalékfelvétel szabalyozasaban. A hypothalamusbol
anucleus arcuatus-t belefoglalo agyszeleteket preparaltunk és patch clamp mérést végeztiink
17 kontroll és 15 ASX-nal etetett egérbdl.

Elészor az excitabilitas valtozasait vizsgaltuk meg (28. abra A-B). A bementei
ellenallasban nem talaltunk jelentds valtozast (kontroll: 1065+200 MQ; ASX etetett egér:
1163+87 MQ; p=0,36; 28. abra C). A maximalis akcids potencial tiizelési frekvenciaja
szignifikansan nagyobb volt a kontrollnal (kontroll: 46 + 8 Hz; ASX utan: 106 + 18 Hz;
p=0,003; 28. abra D). Az atlagos tiizelési frekvencia szintén névekvo tendenciat mutatott az
ASX-nal valo etetés utan (50 pA depolarizacios 1épcsénél kontroll: 11,6 + 2,5 Hz; ASX:
24,3 £+ 4,4 Hz; p = 0,01; 100 pA depolarizacids 1épcsonél kontroll: 13,4 + 4 Hz, ASX: 32 +
13 Hz; p = 0,0037; 28. abra E).

A kontroll B astaxanthinnal etetett 28. abra Az astaxanthin
taplalékkal valé bevitelének
hosszitavia hatasa a
20 mV
250 ms hypothalamus n_uc_leus
arcuatus neuronjainak
excitabilitasara A-B;
C D Reprezentativ (120 pA
1 120 E depolarizalé  araminjekcioval
c ~~ R ., , e
2 1000 £100 +40 . * kivaltott) aram-clamp felvételek
8 < 8o L3 w3 ] 4 e-9-9- a n. arcuatus mag
: g 2 i) -
S < 60 2 20 /+/+ véletlenszertien kivalasztott
o) [ ..
= = 40 £ - /i é—'H‘*‘*’*‘*’ - neuronjain kontrollban (A panel;
< = 2 & ’ r -
g ] <>:§' 20/ Y %z fekete szinnel) és astaxanthinnal
[}
@ ) = ol S 60 80 100 120 dusitott (0,02 %) tappal etetett
K ASX K ASX Araminjekcio6 (pA) 4llatokban (B panel; p| ros

szinnel). C-E;  Statisztikai
Osszefoglalo a bemeneti ellenallas (C panel), a maximalis akcids potencial tiizelési sebességének (D
panel) és az atlagos akcios potencial tiizelési sebességének valtozasairdl (E panel). Fekete szinnel
jeloltiik a kontrollt (n=5), mig piros szinnel az astaxanthinnal etetett allatokat (n=5) (oszlopok: atlag
+ SEM; *p<0,05, **p<0,01).
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A kisérlet kovetkezd 1épéseként a spontan excitatorikus és inhibitérikus posztszinaptikus
aramokat (EPSC ¢és IPSC) vizsgaltuk meg. Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy az
ASX nem valtoztatta meg az EPSC-k frekvencidjat és amplitudojat. Erdekes modon az
IPSC-k paramétereinek vizsgalatakor azt talaltuk, hogy az ASX-nal etetett populaciéban az
IPSC frekvencidja szignifikansan megnoétt, viszont az amplitiddé nem tért el a két csoportban

(29. abra). Az adatokat a 9. tablazat foglalja Gssze.

EPSC EPSC IPSC IPSC
frekvencia amplitado frekvencia amplitado
Kontroll | 0,95+ 0,23 16,24 +2,02 | 0,0017 +0,0007 | 12,9 + 2.4 pA
Hz pA Hz
ASX 1,09 + 0,66 15,74 £ 1,67 0,036 +0,014 9,53 +0,98
etetett Hz pA Hz pA
p 0,41 0,42 0,003 0,099

9. tablazat Tablazatos Gsszefoglald az astaxanthinnal (ASX) etetett allatok szinaptikus aramainak
valtozasarol

A kontroll 5 pAl2s B astaxanthinnal etetett
- -» -» = e o - =S - -

-» =» = ’-w" - ,. -o - -0“ - :
C.’ - -, = = - »
C 2,0 20 DO " 16
3 < N <14
=15 15 £ 0,05 &40
0 0 © o}
g So04 £ 10
% 1,0 E.‘IO j>: 0,03 ?E;_ 8
o 7 £0,02 5 9
305 2 5 0 O 4
o o D 0.01 2
w w a v a 2
0,0 0 0,00 0
K ASX K ASX K ASX K ASX

29. abra Az astaxanthin taplalékkal valé bevitelének hosszutava hatisa a hypothalamus
nucleus arcuatus neuronjainak szinaptikus aramaira A-B; Reprezentativ gap-free felvételek a
kontrollrél (A panel, fekete szinii; n=5) és az astaxanthinnal (0,02%) dusitott tappal etetett allatokrol
(B panel, piros szinli; n=10). Az excitatorikus posztszinaptikus aramokat (EPSC) fekete nyillal, az
inhibitorikus posztszinaptikus aramokat (IPSC) sziirke nyillal jeldltiik (tartopotencial: -60 mV). C;
Statisztikai 6sszefoglalo az EPSC frekvencia és amplitudo valtozasarol. D; Statisztikai 6sszefoglalo
az IPSC frekvencia és amplitud6 valtozasarél (C és D paneleken fekete oszlopok a kontrollt, a piros
oszlopok az astaxanthinnal etetett populaciot jelolték; oszlopok: atlag + SEM; ** p < 0,01).
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Osszefoglalva a fejezetben megfogalmazottakat, az ASX hosszatava taplalékkal vald
bevitele fokozta a nucleus arcuatus neuronjainak excitabilitasat €s novelte a gatlo szinaptikus

aramok frekvenciajat.

Az astaxanthin akut hatdsa a hypothalamus neuronjain

A kovetkez6 kisérletekben az ASX-ra adott akut valaszokat vizsgaltuk a n. arcuatus
kiilonb6z6 neuronjain. Megvizsgaltuk a proopiomelanokortin-pozitiv neuronok (POMC
neuronok) excitabilitasat és szinaptikus aramait (n=8). A bemeneti ellenallas, a maximalis
¢s atlagos tiizelési sebesség sem kiilonbozott szignifikdnsan a kontroll és az ASX

alkalmazasa kozott (10. tablazat, 30.abra).

Bemeneti | Max. AP | Atlagos AP frekvencia | Atlagos AP frekvencia
ellenallas | frekvencia | (50 pA depol. lépcsd; | (100 pA depol. 1épcsé;
MQ) (Hz) Hz) Hz)
kontroll | 515,5+ 42,68 + 9,8 +2.25 11,8+£5,18
59,74 9,63
ASX 667,33+ | 42,85+ 11,5+2,46 10,25+ 4,07
112,2 10,69
p 0,12 0,45 0,31 0,41

10. tablazat Tablazatos Osszefoglalo az astaxanthin POMC neuronok excitabilitasara gyakorolt
hatasardl (n=8 neuron)

POMC-tdTomato
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30. abra Az astaxanthin akut alkalmazasanak hatasai a nucleus arcuatus POMC neuronjainak
excitabilitasara A; A neuronalis tipusok megkiilonboztetése. Felsé kép: POMC-pozitiv sejtek altal
expresszalt tdTomato fluoreszcens marker (piros). Kozépsé kép: a patch-clamp mérés soran
biocitinnel feltoltott neuron (zold). Alsé kép: a felso és kozépso képek egymasra vetitett felvétele.
Mindharom kép ugyanazon 1 pm vastag konfokalis rétegfelvétel lathaté (Méretarany: 50 um). B;
Reprezentativ aram-clamp mérések POMC neuronokon kontroll koriilmények kozott (fekete) és 2,5
uM ASX alkalmazasa utan (piros). C; Az atlagos tiizelési sebesség Osszehasonlitasa kiilonb6zo
depolarizacios 1épések alkalmazasaval kontroll koriilmények kozott (fekete; n=8) és ASX kezelés
soran (piros; n=8).
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Az ASX hatasdra kialakuld tonusos 4aramokat is megvizsgaltuk. -60 mV-0s
tartopotencidlon a tartéaram spontdn fluktuicioja -0,6 + 1,35 pA volt, mig az ASX
alkalmazasa -0,8 = 1,19 pA ténusos aramot valtott ki (p=0,46), de ez nem bizonyult
szignifikansnak (31.abra A-C).

Hasonl6an a hosszutavu etetéses kisérlethez megvizsgaltuk az ASX akut kezelésének
hatasat a szinaptikus aramok valtozasara (n=18). Az EPSC-k frekvenciaja és amplitudoja
nem valtozott, viszont az IPSC-k frekvenciaja az ASX kezelés hatdsara megnétt, viszont
nem volt szignifikans. Ennek legvaldsziniibb oka az lehetett, hogy egy esetben nem jelent
meg [PSC a kontrollban, viszont ASX hatasara 0,402 Hz-es frekvenciaval IPSC-k jelentek
meg. Masik 4 esetben enyhébb emelkedés volt megfigyelhetd, és talaltunk 3 olyan gap-free
felvételt, ahol sem kontrollban, sem ASX hatasara nem jelentek meg IPSC-k. A hatas
erdsségének ezen ingadozasa miatt csak emelkedd tendencia rajzolodott ki, de nem volt
szignifikans. ASX hatasara az IPSC-k amplitidéja nem valtozott szignifikansan (11.
tablazat, 31. abra D-E).

EPSC EPSC IPSC IPSC
frekvencia amplitado frekvencia amplitado
(Hz) (PA) (Hz) (PA)
kontroll 0,55+0,21 13,07+ 1,57 | (0,001 &+ 0,0006 15,55+ 6,45
ASX 0,58 0,27 12,46 £ 1,05 0,086 + 0,079 10,45+ 1,19
p 0,46 0,37 0,158 0,19

11. tablazat Tablazatos Osszefoglaldo az astaxanthin POMC neuronok szinaptikus aramainak
valtozasara gyakorolt akut hatasarol a nucleus arcuatusban (n=18).
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31. abra Az astaxanthin akut alkalmazasanak hatasai a nucleus arcuatus POMC neuronjainak
szinaptikus és tonusos aramaira A; Reprezentativ gap-free felvételek 2,5umol/l astaxanthin akut
hatasarol (kontroll: fent, fekete; n=18; ASX: lent, piros; n=18). Az excitatorikus posztszinaptikus
aramokat (EPSC) fekete nyilakkal, mig az inhibitorikus, posztszinaptikus aramokat (IPSC) sziirke
szinll nyilakkal jeloltiik mindkét felvételen (tartopotencial: -60 mV). B; Az A panelen feltiintetett
reprezentativ felvételek tartoaramarol késziilt hisztogram elemzés (szinjelolés az A panelen leirtak
szerint). C; A tartdaram spontan fluktuacioja kontroll koriilmények kozott (fekete) és ASX hatasara
(piros) (iireges korok: egyedi mérési adatok, kitoltott négyzetek: atlag =+ SEM). D; Statisztikai
osszefoglalo az ASX IPSC frekvenciajara (bal) és amplitidojara (jobb) gyakorolt hatasarol
(szinjel6lés az A panelen leirtak szerint). E; Statisztikai dsszefoglalo az ASX EPSC frekvenciajara
(bal) és amplitadojara (jobb) gyakorolt hatasardl (szinjelolés az A panelen leirtak szerint; 0szlopok:
atlag + SEM).

Ezt a kisérletsorozatot folytatva az ASX GABAerg neuronokra és szinapszisokra
gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. VGAT2-GCaMP6f (lasd anyagok és modszerek fejezet)
kalciumindukatort expresszalo sejteket felhasznalva 6sszesen 22 olyan ROI-t talaltunk, amik
kalcium tranzienseket mutatott. Az ASX akut alkalmazasa a ROI-k 77,3 %-aban megnovelte
a kalcium tranziensek gyakorisagat, vagy kivaltotta a tranzienseket. 9,1 %-ban nem
befolyasolta a sejtek aktivitasat, és a maradék 13,6%-ban csokkentette, vagy megsziintette a

kalcium tranzienseket (32.abra).
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32. abra A nucleus arcuatus GABAerg neuronjainak kalcium tranziensei és az azokban
bekovetkezé valtozasok A-B; Reprezentativ atlagos kalcium imaging felvételek négy GABAerg
neuron szémajarol és axon terminalisardl kontroll koriilmények kozott és 2,5 umol/l astaxanthin
alkalmazasakor. C; Statisztikai 0sszefoglalo a GABAerg neuronok széomajanak kalcium tranziens

srcr

akut alkalmazasa a neuronok 77,3 %-aban megndvelte a kalcium tranziensek gyakorisagat (bal oldal,
** p<0,01), vagy kivaltotta a tranzienseket. 9,1 %-ban nem befolyasolta a sejtek aktivitasat
(kdzépen), és a maradék 13,6%-ban csokkentette, vagy megsziintette a kalcium tranzienseket
(jobbra).

Ehhez kapcsolodéan a kisebb ROI-k (valoszinileg a GABAerg neuronok axon
terminalisai) is hasonl6 valaszt adtak ASX alkalmazasakor. A kalcium-tranziens aktivitasa
a 8 vizsgalt régiobol 3 régioban csokkent, vagy teljesen megsziint. A tovabbi 5 ROI-ban a
kalcium-tranziens aktivitasa novekvé tendenciat mutatott. Az atlagos kalcium-tranziens
frekvencidja 2,42 + 0,78 Hz volt, ami ASX alkalmazdsanak hatasara 3,73 = 0,75 Hz-re nétt
(ez Osszességében 3, 27 + 1,57 szeres novekedés). A kalcium-tranziens frekvenciajanak
csokkenése miatt azonban egy kisebb populacidban a kalcium-tranziens frekvencidja nem

mutatott szignifikans novekedést ASX adasa utan (p=0,11; 32. abra C).

A GABAerg neuronok spontan akcios potencialok tiizelési sebessége 0,57 + 0,13 Hz volt,
ami ASX hatasara 1,12 + 0,24 Hz-re nétt (ez 2,55 + 0,67-szeres ndovekedés; p=0,036; n=10;
33. abra A-C). A szinaptikus aramokat és azok valtozasait is elemeztiik, és nem talaltunk

szignifikans kiilonbséget a GABAerg neuronok EPSC-frekvencia és amplitudo valtozasaban
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(12. tablazat, 33.abra D-E). Harom esetben az EPSC frekvenciaja 1,62,3-szoros novekedést
mutatott, de az EPSC amplitado valtozasa csak 1,21- & 0,28-szoros volt (33. abra E).

EPSC frekvencia (Hz) EPSC amplitudé (pA)
kontroll 0,19 + 0,06 12,54 £ 1,45
astaxanthin 0,18 £0,05 13,12+ 1,55
p 0,44 0,38

12. tablazat Tablazatos Osszefoglalo a GABAerg neuronok szinaptikus aramainak valtozasarol
astaxanthin hatdsara (n=10)

. 33. abra A nucleus
A kontroll astaxaninin arcuatus GABAerg

"""""""""""""" 20mV neuronjainak  spontan

|500 ms tiizelési frekvencidja és a

szinaptikus  aramainak

C 18 * o D < 0.30 E valtozasai. A-B;

14 g 35 i 025 - 25 (6} Reprezentativ  aram-clamp

gy 12 839 | 2o o 20 felvételek a  GABAerg
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&5 06 515 2010 221008 aktivitasarol kontroll

£z 04 =1,04{- O g5 korilmények  kozott (A

22 02 g 2 0,05 5 05 e

Q= = ‘T Wi Zz . panel, fekete) és 2,5umol/l
0,0 €00 0,00 0,0 ‘o

K ASX S K ASX ASX hatasara (B panel,

piros). C;  Statisztikai
Osszefoglalo a spontan és normalizalt tiizelési frekvencianak kontrollban (fekete) és ASX mellett
(piros) (n=10). D; A GABAerg neuronok EPSC-frekvenciajanak statisztikai dsszefoglaldja kontroll
koriilmények kozott (fekete) és ASX alkalmazasakor (piros). E; Az EPSC-frekvencia atlagos
valtozasa (fekete négyzet) és az egyes frekvencia-valtozasok (zold: novekedés; piros: csokkenés;
sarga: nincs valtozas; *p<0,05).

A fenti eredmények alapjan feltételezhetjiilk, hogy az ASX kozvetleniil a nucleus
arcuatusban lévd GABAerg neuronok excitabilitdsat noveli, azonban az sem kizarhato

lehet6ség, hogy valojaban a GABAerg neuronok excitatorikus hatdsa novekszik meg.

Osszefoglalva az ebben a fejezetben leirtakat, a POMC neuronok szuppresszidja és a
GABAerg neuronok megnovekedett aktivitasa Osszhangban van arra nézve, hogy

megnovekedett a taplalékfelvétel astaxanthin hatasara.
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Megbeszélés

Ezen doktori értekezésben leirtakkal bizonyitottuk, hogy az eddigi, egér agyban talalt
eredményekhez hasonloan, a SIC-ek jelen vannak az emberi agyban is. Bemutattuk, hogy
ezen események kiilonboznek az egér mintakban talalhatd SIC-ektél. Az egerekkel
ellentétben a human SIC-ek t6ltésaramlasa nagyobb, ami foként a kozépkoru populacioban
volt megfigyelhetd, mivel itt voltak a legnagyobb eltérések a kinetikai paraméterekben a két
faj kozott. A kisérleteinkben az talaltuk, hogy a SIC-ek az esetek nagyjabol felében képesek
1d6zitésfiiggd modon befolyasolni az serkentd szinapszisok erdsségét. Ez az egér mintakban
éppugy megvan, mint human mintak esetében, sot életkorfliggést is mutatnak. Az egerekben
a SIC-ek nagysaga és kinetikaja nem csokken az életkorral, ezzel szemben a frekvenciajuk
¢és a szinaptikus erdsséget befolyasold hatdsuk iddsebb korban csokken. Emberekben az
¢letkorral a SIC-ek teriilete és kinetikaja, valamint a frekvencidjuk is csokken. A

legérdekesebb, hogy 70 éves kor felett a SIC-ek teljesen eltiintek.

A human és egér SIC-ek kiilonboznek

Az emberi SIC-ekben - 6sszehasonlitva az egérben mérhetékkel — jelentésen nagyobb a
toltésaramlas, de az amplitado jellemzéen Kisebb, mint egér mintakban. A human mintakban
a SIC paraméterek erds korfliggést mutattak, ezért a kozépkora egér és humén populacidkat
Osszehasonlitd elemzésnek vetettiik ald, és mig az egereknél a SIC-ek lassabb kinetikat
mutattak, addig a human mintaknal a SIC-ek amplitudoja jelentdsen kisebbnek bizonyult.
Nincs kizarva annak a lehetésége, hogy az eltéré szovetszallitas és kezelés miatt talaltuk a
human mintakban a SIC-ek amplitidojat Kisebbnek, de a kinetikai paraméterek

egyértelmiien faji kiilonbozdséget mutattak.

Ezekért a kiilonbségekért nagy valoszinliseéggel az asztrocitdk glutamat felszabadulasa és
az extraszinaptikus NMDA-receptorokhoz vald diffuziojuk a felelés. A glutamat
glutamat diffaziéo megvaltoztathatja az &ramok kinetikai tulajdonsagait, sot a ragcsalokban a
SIC-ek tonusos aramokka is modosulhatnak (51,175). A glutamat diffuzidja - a szoveti
geometria és annak Osszetettsége miatt - szintén eltérd lehet egérben és human mintakban.
A human asztrocitaknak morfologiailag tobb tipusa kiilonbdztethetd meg, és emiatt a

folyamatok 1ényegesen Gsszetettebbek és szerteagazobbak (4,260-262).
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A SIC-ek szinaptikus erdsséget befolydsolo képessége

Fiatal ragcsalok hippocampusaban, amikor a posztszinaptikus tiiskét rovid idon beliil (kb.
0-20 ms) megeldzi a preszinaptikus aktivitas, akkor LTP alakul ki. Ha a posztszinaptikus
tiiske jon elészor, és utana a preszinaptikus (kb. 0-100 ms), akkor LTD alakul ki (157,263).
Feln6tt, human hippocampusban az LTD-LTP mintézat idébelisége viszont érdekes mddon
eltér, eltolodik ettdl. Ha a posztszinaptikus tiiske €s a preszinaptikus ingerlés kozotti
idokiilonbség nagyobb volt, mint 80 s, akkor LTD alakult ki, ett6l kisebb id6kiilonbség
esetén LTP formalddott (172). A fiatal ragesalok hippocampusat és az emberi temporalis
cortexet 6sszehasonlitva, a human mintakban forditott kapcsolatot talaltak a preszinaptikus
ingerlés és a posztszinaptikus tiiskék iddzitése €és iddbeli csuszésa kozott. Amikor a
posztszinaptikus tiiskék megelézték a preszinaptikus jelet, akkor LTP alakult ki, mig LTD
esetében ez forditva tortént (263,264).

Az LTP ¢és LTD kialakuldsénak koriilményeit szabalyozé tényezdk hatterében
valoszintileg az intracellularis kalcium jelek allhatnak, pontosabban azok iddbeli hossza és
id6zitése mas eseményekhez képest. Az, hogy az ic. kalcium hogyan valtozik tobb
mechanizmustol fiigg: befolyéssal van rd a metabotrop glutamat és az NMDA receptorok

aktivitasa, valamint a fesziiltségvezérelt kalcium csatornak mitkodése (157,164,265,266).

Egyre jobban elfogadott és egyre szélesebb korben elterjedt az elmélet, miszerint az
asztrocitak képesek befolyasolni a hosszatavil szinaptikus plaszticitast (267). Fiatal
egereknél a hippocampus mintakban az LDT-t indukalo protokoll— a posztszinaptikus akcios
potencial megeldzi a preszinaptikus tiiskét — felndtt egerekben mar LTP-t valt ki. Ezért a
valtozaseért, valamint a felndtt egerekben kialakuldo LTP-kért az NMDA receptorok a
felel6sek, viszont ugyanugy szerepe van az mGluR-ok aktivacidjanak is. Az asztrocita
oldalarol sziikség volt az LTP-hez az aktivaciobol kovetkezd adenozin és glutamat
felszabadulasara (268). A fiatal egyedekben eléfordulo LTD-t egy honapos életkor utan az
asztrocitak aktivacioja soran felszabadult adenozin gatolni fogja. Ezzel egyiitt a felndtt
egerekben a glutamat receptorokon keresztiil (NMDA és mGluR) az asztrocitdk LTP-t
valtanak ki (167).

A gliasejtek funkcidjanak gatlasaval egyiitt a hosszll tavu szinaptikus plaszticitds is
megvaltozhat. Az egér hippocampus mintak HFS-el kivaltott LTP mértéke csokkent L-a-
aminoadipat (L-AA) hatasara. Ezen gliotoxin hatasa visszafordithaté volt D-szerint
alkalmazasaval (269). Amig hippocampusban HFS-val LTP-t, addig LFS-val LTD-t lehet
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kivaltani. Az L-AA az LTP mellett képes volt csokkenteni az LTD-t, bar kisebb mértékben.
Az L-AA-hoz hasonldéan az amiloid B1-42 (APi-42) IS csokkentette az LTP mértékét, és
hatasara az LTD-t kivalto stimulacios protokoll végén LTD helyett LTP alakult ki. AB1-42 és
az L-AA egyilittes alkalmazasakor az L-AA mar nem tudta tovabb csokkenteni az LTP
mértékét, de az APi1-42 hatdsara az LTP-vé alakult LTD visszaalakult (270). Osszefoglalva a
fent leirtakat, a gliasejtek kémiai uton torténd gatlasa befolyassal lehet a hosszatava
szinaptikus plaszticitasra, tehat a gliasejtek (azon beliil az asztrocitdk) fontos szerepet

jatszanak a szinaptikus plaszticitas kialakitasaban.

Az asztrocitak szerepét vizsgalva kisérletben bizonyitottak, hogy az asztrocitak kozotti
gap junction kapcsolatokat megszakitva a kivaltott LTP is szignifikansan csokkent (271). Az
egerek szomatoszenzoros kérgében az asztrocitdk altal szabalyozott LTP ¢és az asztrocitdk
kalcium-jelatvitele csokkenést mutatott az Alzheimer modellben (272). A kognitiv hanyatlas
viszont megakadalyozhato idésebb egerekben, az IP3 knock-out egereknél az asztrocitak
kalcium-jelatvitele megvaltozott, valamint az asztrocitak aranya és dendritek szama is eltért
a vad tipusu egerekhez képest. Az IP3KO egerek ezaltal sokkal jobban teljesitettek a
kognitiv feladatokban, mint vad tipusu tarsaik (273).

Az NMDA-fiiggé LTD-t mddosithatja az asztrocitak glutamat felvételének valtozasa egér
hippocampusban (274). Az asztrocitik modulalhatjak az LTP-t glutamat felszabaditasa
révén, illetve a GluN2A alegységet tartalmazdo NMDA receptorok aktivalasaval (275). Egér
striatumban az EAAT?2 glutamat transzporter gatlasa a kivaltott STDP-ben valtozast okozott,
a plaszticitds mintazata szabalytalanna valt, ami az extraszinaptikus NMDA receptorok

aktivalasa miatt valt rendellenessé (276).

Néhany nemrégiben megjelent, in vivo egérmodelleket hasznalé tanulmanyban
kimutattdk, hogy az asztrocitdk egyediil is képesek hosszll tdvu szinaptikus plaszticitast
kivaltani. Az asztrocitak in vivo aktivalasaval kivaltott LTP hozzajarult a tanulashoz és az
emlékek felidézéséhez (258). Az asztrocitak optogenetikai modszerrel vald aktivalasa csak
a channelrhodopsin 2 (ChR2) ionotrdop csatorna nyilasaval tudott LTD-t kivaltani, mig LTP-
t a metabotrop Opto-alAR tudtak kivaltani (277). Egér striatumban az agykérgi HFS-vel
aktivalt asztrocitdkban megnovekedett a kalcium szintje, ami adenozin felszabadulashoz
vezetett. Ez az adenozin az A1R receptoron keresztiil képes LTD-t kivaltani. Az LTD ezen
formajahoz nem sziikséges neuronalis esemény, viszont ez az asztrocita-fiiggé LTD nem

nyomja el a neuronalis LTD kialakulasat (278).
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Ezen munkaban bebizonyitottuk, hogy a SIC-ek nagyjabol a szinapszisok felében
képesek STDP-t kivaltani, amik megfelelnek az anti-Hebb szabalynak. Valoszintileg az
eredményeink azért nem kovetik a klasszikus, Hebb-féle szabalyt (vagyis amikor a
preszinaptikus ingerlés megel6zi a posztszinaptikus akcios potencialt, akkor LTP alakul ki),
mert az altalunk hasznalt protokoll sem a hagyomanyos protokollok k6z¢ tartozik. Tipikusan
az STDP kisérletekben rovid, ismétlddé (10-300 alkalom) stimulusokat hasznalnak
(157,265,266). A SIC-ek, amiket mi posztszinaptikus jelnek tekintettiink, idében
elhuzodtak, ami miatt az akcids potencialnal joval nagyobb, 1-634 pC toltésaramlast
mértiink. A posztszinaptikus sejtekben az NMDA-receptorokon és fesziiltségfliggd
csatornakon keresztiil bearamlo kalcium és az igy megndvekedett intracellularis kalcium
koncentracidja nagy valoszinliséggel hatalmas szereppel bir az STDP-k kialakuldasaban
(265). Eppen ezért Gigy gondoljuk, hogy a preszinaptikus stimulacioval egy idében érkezd
SIC az intracellularis kalcium szintjének megnovekedésével jar, ami LTP kialakulasahoz
vezethet, amennyiben a SIC megel6zi, vagy egyszerre jelenik meg az EPSC-vel. Amikor az
SIC -ek a kivaltott EPSC utan alakultak ki, valosziniileg csak egy kezdeti kisebb és lassabban
formalodo kalciumszint emelkedés torténik az STDP idéablakéban. Ez az enyhe emelkedés

a kalcium koncentracioban LTD-hez vezetnek (265).

A human mintakon végzett kisérleteink alapjan felmeriil a gondolat, hogy a SIC-ek
emberekben is képesek szinaptikus plaszticitast kivaltani. Mivel spontan, azaz ép lokalis
halozatok mikodésének kovetkezményeiként 1étrejové eseményeket rogzitettiink és
elemeztiink, sajnos nem lehet kizarni annak a lehet6ségét, hogy a SIC-eknek nem a
monoszinaptikus hatasait figyelhettiik meg, hanem egy egész neuronpopuléciéra gyakorolt
halozati hatasat, ami az egész halozat excitabilitasat novelte. Ha feltételezziik, hogy a
kisérleteinkben a szinapszisokra gyakorolt hatast lattunk és nem halozati hatast, akkor azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a human SIC-ek szinaptikus plaszticitasra gyakorolt
hatasa eltér a ragcsalokban talaltaktol, mivel csak a frekvencia és amplitidd emelkedést
talaltunk, de szupressziot nem. Ennek egyik oka lehet az, hogy az egér és human STDP
ismerten kiilonboznek (263). Masik eshetéség, hogy a human SIC-eknek nagyobb és
hosszabb a toltésaramlasuk, mint egerekben. A human SIC-eknek nagyobb a toltésaramlasa,
de lassabb a kinetikaja, ami hatassal lehet a szinaptikus plaszticitast szabalyoz6 szerepiikre,
mivel idében hosszabb és lassabb ndvekedést okoznak a szomatodendritikus intracellularis
kalctum koncentracioban. A kiilonb6zé kalciumjelek differencialtan befolyasoljak az

idozitésfliggd plaszticitast (157,265,266). Ez megmagyarazhatja a plaszticitas dregedésével
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kapcsolatos eredményeinket: a SIC-ek életkorfiiggést mutattak egér és human mintakban,

illetve a két faj kozott is kiilonbségeket talaltunk (lasd késébb).

Az oregedés befolydsolja a SIC-eket és a szinaptikus erosség SIC-fiiggo valtozasait

Az asztrocitdk szdmos morfologiai és funkciondlis valtozason mennek keresztiil az
oregedésiik soran, viszont a kutatoknak nincs k6zos allaspontjuk arra vonatkozodan, hogy a
GFAP-pozitiv sejtek szama hogyan valtozik. Tobb kutatas azt taldlta, hogy az 6regedéssel
megnott az asztrocitak szama egér hippocampusban (279-283), neocortexben (281-284),
valamint emberi hippocampusban ¢és striatumban (280,283,284). Ezzel szemben mas
asztrocita markerek, mint a glutamin-szintetaz és az S100B alig mutatott valtozast az
oregedés soran az egerek hippocampusaban (285). Erdekes médon az asztrocitak
asztrocitak elagazasainak hossza és a végzodések komplexitasa fiatal korban nd, felndtt
korban eléri maximumat, majd idés korban csokken (286,287). Az asztrocitak elagazasainak

térben elfoglalt mérete csokken, igy az asztrocita domének is csokkentek az életkorral (287).

Az asztrocitak oregedésének funkcionalis valtozasaikor az egyedi kalcium oszcillaciok
paramétereiben nem taldltak csokkenést, de azon asztrocitdk szama csokkent, amik
oszcillacioval rendelkeztek (288). Az oregedéstdl fiiggetleniil az asztrocitak a neuronalis
ingerekre tovabbra is valaszolnak, mivel az egér hippocampusban és neocorticalis mintakban
kiilonb6z6 receptorok miikodésének kovetkeztésben az dreg asztrocitak aktivalodnak. Ezen
receptorok kozé tartoznak az ionotrop és metabotrop glutamat receptorok, P2X és P2Y
receptorok. Ezen feliil az 6reg asztrocitak aktivalodnak a proteaz-asszocialt recepor 1 (PAR-
1) agonista, acetilkolin, noradrenalin és kannabinoidok hatasara (288-290). Ugyanakkor az
mGIuRS 4ltal kozvetitett jelatvitel csokkent huméan és egér hippocampusban és
neocortexben, de ez valdszinilileg annak a kdvetkezménye, hogy az mGIuRS5 expresszio

altalanosan csokken id6s korban (288,291).

Az asztrocitaknak a szinaptikus funkciokat befolyasold képessége is valtozik az
¢letkorral. Az dregedés soran a SIC-eknél figyelembe kell venni néhany tényezét. llyen
szempont az a) kalcium-excitabilitas és azon asztrocitdk szama, amik rendelkeznek
kalciumhullamokkal, b) az asztrocitak glutamat felvétele és felszabaditasa, ¢) az asztrocitatol
a glutamat diffuzidja az extraszinaptikus NMDA receptorokhoz, és d) azon extraszinaptikus

NMDA receptorok szama, amiket aktivalni lehet.
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a)

b)

d)

Gomez-Gonzalo és mtsai kimutattak, hogy az asztrocitak kalcium excitabilitasa id6s
korban nem valtozik jelentds mértékben, de a reakcioképes asztrocitdk szama
csokken (288). Ez a mi eredményeinkkel egybehangzd lehet, hiszen a SIC-ek
frekvenciaja az életkorral csokkent. Ezt a valtozast okozhatja azon reakcioképes
asztrocitak szaménak csokkenése, amik képesek SIC-eket kivaltani.

Régcsalok hippocampusdban az EAATI és EAAT?2 glutamat transzporterek szama
is csokken az életkorral. Ezek az asztrocita-specifikus transzporterek sziikségesek
ahhoz, hogy a glutamatot felvéve csokkentsék az extracellularis glutamat
koncentraciot. Ennek lassuldsa a transzporterek csokkend szama miatt rontja a
szinaptikus transzmisszioét (292). Fiatal korban a glutamat transzporterek
expresszioja nd, felndttkorban eléri a maximumot, majd idés korban csdkkenés
tapasztalhato (293). Az életkorral egyiitt valtozd transzporterek szama hasonld
mintazatot kovet, mint egyes SIC paraméterek: a SIC aktivitasa az életkorral
csOkkent mind az egér, mind a humén mintakban.

A glutamat diffuzios tulajdonsdgai mar régota ismertek. Az extracellularis térben
diffundalé glutamat altal kivaltott neuronélis dramokra befolyéassal van a glutamat
altal megtett ut komplexitasa (261,262). Az életkorral egyiitt az asztrocitak altal
befolyasolt folyamatok Osszetettsége és az asztrocita domének mérete csokken, és ez
valdsziniileg hatassal van a diffuzidés palydkra is. A diffuzios palydk szoveti
komplexitasanak csokkenése valdsziniileg gyorsabb extraszinaptikus neuronalis
eseményeket eredményez, ami 6sszhangban van azzal az eredménytinkkel, miszerint
a SIC-ek idésebb korban gyorsabba valnak (286,287).

Az NMDA receptorok expresszidja, funkcioi és Osszetétele is valtozik az életkor
elérehaladtaval. 1dds korban a kognitiv funkcidk hanyatlasaval osszefliggésben az
NMDA receptorok alulmitkddését fedezték fel, valamint az NMDA receptorokon
keresztiil is csokken a kalcium bearamlasa a sejtekbe (294,295). Ragcsalokban az
¢letkorral az extraszinaptikus NMDA receptorok expresszioja megnovekedett (296),
ugyanakkor dsszetétele életkorfiiggéen valtozik (85). Az NMDA receporok alegység
Osszetételérdl tudjuk, hogy a GluN2B alegység ujsziilottekben domindl, majd az
¢letkorral az alegység mennyisége csokken és a GIuN2A alegység veszi at a helyét,
igy a GIuN2A/GIuN2B arany megné az életkorral ragcsalokban (297,298), és
emberekben (299).
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Nagyrészt megerdsitettiik az irodalomban az egér 6regedésrdl kozolt, eddig megjelend
korabbi adatokat, miszerint az egyedi SIC-eket nem befolyasolja az 6regedés, és habar a
SIC-ek ragcsalokban nem tiintek el az €letkorral, de a frekvencia csokkent, ami 6sszhangban
van az eddig kozoltekkel (288). Emberek esetében viszont a SIC-ek paraméterei nem kovetik
az egerekben talaltakat. A toltésaramlés és a kinetikai paraméterek jelentdsen csokkentek a
human mintdkban és a SIC-aktivitas 70 éves kor felett teljesen megsziint. Ennek egyik oka
lehet az asztrocitdk glutamattal kapcsolatos életkorfiiggd valtozéasai. A glutamat felvétel,
illetve a glutamat felszabaditasa, tovabba a neuronok extraszinaptikus NMDA receptorok
expressziojanak, funkcidjanak és Osszetételének megvaltozdsa mind feleldsek lehetnek a
SIC-ek eltiinéséért (292,293,297-299).

A szinaptikus plaszticitasra eltérd hatassal voltak a SIC-ek a két faj esetében. Egerekben
a szinaptikus plaszticitast életkorfiiggé modon befolyasoljak a SIC-ek. Ennek tobb
lehetséges oka is lehet, példaul az mGIluRS jelatvitelének csokkenése, vagy az NMDA-
receptorok életkorfiiggd valtozasai. Human mintak esetében viszont nem csak a szinaptikus
plaszticitas, de maga a SIC is érintett. Ebben tobb tényezd is kozrejatszhat, mint példaul
hogy az életkorral valtozik az asztrocitak glutamat felvétele, vagy felszabaditasa, valamint a
neuronalis NMDA-receptorok osszetételének életkorfliggd valtozasa. Kimutattuk, hogy a
GluN2B alegység slirlisége enyhén, de szignifikdnsan csokkent, ami hatdssal lehet a
szinaptikus plaszticitas SIC-ekre, illetve azok aktivitasara vald érzékenységére. A
visszafogott csokkenés miatt feltételezhetjiik, hogy més befolyasold tényezdk is befolyassal
lehetnek a SIC-ek altal modulalt szinaptikus plaszticitasra. Ezen megfigyeléseink a két faj

agyi oregedésének jelentds kiilonbségeit vetitik elére (34.4bra).
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34. abra A SIC-ek szinaptikus plaszticitasra gyakorolt hatisainak dsszefoglalisa (a) A lassi
inward aramok (SIC) kialakulasahoz sziikség van az asztrocitak altal felszabaditott glutamatra (1) és
a neuronok GIuN2B alegységet tartalmazé6 NMDA receptorok aktivacidjara (2). A SIC-ek
megfigyelhet6k mind egerekben (balra), mind emberekben (jobbra), de kinetikajukban kiilonbéznek
(3). (b) Fiatal és feln6tt egerekben (balra) a szinaptikus depresszid vagy facilitacio id6zitésfiiggden
jon létre. A szinaptikus plaszticitas milyensége attol fiigg, hogy az asztrocitak a szinapszistol milyen
messze szabaditottdk fel a glutamatot. Emberekben csak facilitaciot figyelhettiink meg, ami
Oregedéssel a SIC-ek szinaptikus plaszticitasa csokken. Egerekben a szinaptikus valaszkészség
valtozik az életkorral (balra), mig emberekben maga a SIC esik aldozatul az 6regedés folyamatanak

(jobbra).

A SIC-ek és kiilonbozd patologiai korképek
A SIC-ek fiziologids koriilmények kdzott is megjelennek, viszont igen kicsi, 0,1 Hz (vagy
az alatti) frekvenciaval. Ez az alacsony frekvencia felveti a kérdést, hogy vajon a SIC-ek

szinaptikus erdsséget szabalyozo képessége valoban olyan jelentds-e, mint ahogy gondoljuk,
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de mint homeosztatikus szabalyozo kiilonbozéképpen befolyasolhatja a szinapszisokat egy
asztrocita doménen beliil. A SIC-ek stimulaldo funkciot tolthetnek be azon neuronok
esetében, amik az asztrocitak glutamat felszabaditasahoz kozel helyezkednek el, mig attol
tavolabb 1évd neuronokban szuppresszidé alakulhat ki. Ha a SIC-eket fiziologias
eseményeknek tekintjiik, amik befolydsoljak a szinaptikus plaszticitast, akkor az iddskori

kognitiv képességek romlasdhoz hozzéjarulhat a SIC-aktivitas csokkenése.

Amennyiben a SIC-ekre patologias eseményként tekintiink, az eredeti elgondolashoz
képest nagyobb hatassal lehetnek a szinaptikus plaszticitasra. Patologids koriilmények kozott
(pl. epilepszia modell nominalisan magnéziummentes oldattal) nagyobb SIC-frekvenciat
mérhettiink, mint fiziologias koriilmények kozott. A random el6forduld nagy események
véletlenszeriien id6zitve a szinaptikus aktivitdas novekedését okozhatjak, vagy
megvaltoztathatjdk a szinaptikus erdsséget, ami jelentdsen hozzajarulhat a terjedd
depolarizaciohoz, vagy akar az excitotoxicitashoz. Patologias koriilmények kozott akar
elonyos is lehet a SIC-ek aktivitasanak csokkenése, mivel ez Osszefiiggésben lehet azzal,

hogy az életkorral csokken a kéreg depolarizacioval szembeni sebezhetsége (300).

Az astaxanthin hatdsa a hypothalamus neuronjaira

A hypothalamus részeként a nucleus arcuatus fontos szerepet jatszik a tapalékfelvételben.
Az itt megtalalhat6 két f6 neuroncsoport ellentétesen szabalyozzak az étvagyat €s a taplalék
felvételét: Az anorexigén tipushoz tartoz0 POMC sejtek csokkentik, mig az orexigén
csoporthoz tartozo NPY és az AgRP- pozitiv sejtek fokozzak a taplalék-felvételt (301-303).
A POMC sejtek stimulacidja a teststuly csokkenését eredményezi (304), mig a Sejtek
csOkkent aktivitasa elhizast okozhat (301,305).

A szervezet aktudlis energetikai allapotatol fliggden a GABAerg bemenetek képesek
befolyasolni a POMC sejtek mitkodését (306). A GABAerg gatlo bemenetek a hypothalamus
dorsomedialis részér6l érkeznek és az orexigén AgRP sejtekbdl (301,305,307,308). A
POMC neuronokat beidegz6 rostokon a spontan IPSC-k gyakorisaga kaloriadeficit soran
megn6 (301).

A gliikoz és zsirsav kozvetlentil hat a nucleus arcuatus sejtjeire, és azok aktivitasanak
szabalyozasaban részt vesznek, emellett vannak olyan olajsavakat érzékeld neuronok, amik
a gliikozzal is képesek kolcsonhatasba Iépni. Az extracellularis gliikoéz szint valtozasai
képesek bizonyos neuroncsoportokat stimulalni és gatolni. A gliikkozra érzékeny neuronok

az ATP-szenzitiv kalium-csatornakkal (KATP-csatornak) képesek a vér glikkoz szintjét
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megallapitani. Azok a neuronok, amiknek a miikodését a glikoz serkenti, a glikozszint
emelkedésével a KATP-csatornan keresztiili aram csokkent és az akcids potencialok

frekvenciaja nétt. A gliikkdz altal gatolt neuronokban a gliikoz hatasara klorid-csatornak

nyilnak meg (309-312).

Mendoza és munkatarsai a Krill olaj hatasat vizsgaltdk mozdulatlansagi stressz modellt
hasznalva, ami a hosszutavh, kronikus stresszt hivatott modellezni. A stressz modell
depresszio-szerii viselkedést, memoriazavart és szorongast okozott az egereknél, amit magas
okozta asztrocita-szam csokkenést, a depresszios viselkedést és az oxidativ stresszt, illetve

a kognitiv karosodasra is jotékony hatassal volt (313).

Mig az olajsavak tonusos aramot valtottak ki, addig a véarakozésainkkal ellentétben az
ASX ilyen mdédon nem hatott az ingerlékenységre. Azonban - hasonloan az éhezéses
allapothoz — a POMC neuronokban megnétt a spontan IPSC-k frekvencidja. Valdsziniileg
ez a frekvencia-novekedés a GABAerg neuronokon Kkifejtett pleiotrop hatasoknak
koszonhetd, mivel a spontan tiizelési frekvencia is megndtt. Ez részben az excitatorikus
bemenetek erdésddése miatt torténhetett. A GABAerg aktivitds inhibitérikus novekedése
elosegithette az astaxanthin tartalmu étel fokozott fogyasztasat egerekben, mivel a POMC
neuronok gatlasa noveli a taplalék felvételt (314). Habar az altalunk preparalt koronalis
szeletek tartalmaztak a nucleus arcuatust és a dorsomedialis hypothalamust, ami a GABAerg
bemenetek {6 forrasai, €s gatld szinapszisokkal befolyasoljak a POMC neuronokat, sajnos
az agyszeletek preparaldsa soran elveszhetnek bizonyos szinaptikus kapcsolatok, ezéltal

alabecstilhettiik a gatlo bemenetek IPSC-kre gyakorolt hatasat.
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Osszefoglalas

Ezen ¢értekezés soran szerettik volna megvizsgalni a SIC-ek eredetét, illetve
paraméterciben talalhatd kiilonbségeket egér és human corticalis mintakban. A SIC-ek
human és egér mintakban is elkiilonithetéek az EPSC-ktél, a SIC-ek amplitadoja, rise time-
ja, decay time-ja és toltésaramlasa is szignifikansan nagyobb volt, mint az EPSC-k
ugyanezen paraméterei, mindkét faj esetében. Az irodalmi adatoknak megfeleléen a GIUN2B
alegységet tartalmazo extraszinaptikus NMDA receptorok sziikségesek a SIC-ek
kialakuldsdhoz. Az asztrocitak aktivitdsanak és glutamat-felszabaditasanak szerepét a SIC-
ek kialakulasaban kemogenetikai aktuator segitségével vizsgaltuk egerekben. A hM3D
aktuator segitségével és annak asztrocita-specifikus aktivacigjaval a SIC-ek aktivitasa
szignifikans nodvekedést mutatott a kontrollhoz képest. A humdn mintdk esetében
(kemogenetikai vizsgalatok lehetdségének hianyaban) a glutamat felszabadulas
modellezésére WAY213613-at alkalmaztunk az EAAT?2 glutamat transzporter gatlasahoz.
A Kontrollhoz képest a WAY szignifikdnsan megemelte a SIC-ek aktivitasat. A két faj kozott
csak a toltésaramlasban talaltunk szignifikans kiilonbséget, a human mintak javara. A SIC-
ek szinaptikus plaszticitas befolyasolasat vizsgélo kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a SIC-
eket a kivaltott EPSC-khez képest id6ézitve, azon belill az asztrocitadkat kemogenetikailag
aktivalva, a glutamatot flash fotolizissel felszabaditva €s a SIC-et, mint fesziiltségparancsot
hasznalva, a SIC-ek 1ddzitésfliggden képesek voltak a szinaptikus plaszticitast hosszatavon
befolyasolni. A SIC-ek és az dregedés Osszefiiggését vizsgalva azt talaltuk, hogy az egér és
human mintak kozott nagyobb kiilonbségek vannak. Mig az egereknél a SIC-ek
toltésaramlasa az életkorral nem valtozik, addig az aktivitasuk szignifikansan csokkent.
Ezzel szemben human mintidknal a SIC aktivitis mellett a toltésaramlas is csokkent, s6t 70
éves kor felett teljesen eltiint. Ezek mellett az életkor befolyasolta a SIC-ek szinaptikus

plaszticitasra gyakorolt hatasdnak erdsségét.

Az astaxanthin hosszutdva etetése egerekben megndvelte a hypothalamus nucleus
arcuatus neuronjainak az excitabilitasat, valamint az IPSC-k frekvencigjat. A nucleus
arcuatus POMC-neuronjain akutan alkalmazott astaxanthin nem szignifikansan valtoztatta
meg az IPSC frekvenciat. Az astaxanthin a nucleus arcuatus GABAerg neuronjaiban

szignifikansan megndvelte a kalcium tranziens frekvenciajat és tiizelési frekvenciat.
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Summary

In this work we aimed to investigate the origin of SICs and the differences in their
parameters in mouse and human cortical samples. SICs were distinct from EPSCs, and the
amplitude, rise time, decay time and charge transfer of SICs were significantly greater than
the same parameters of EPSCs, in both species. According to the literature, GIUN2B-
containing extrasynaptic NMDA receptors are required for the generation of SICs. We also
investigated the role of astrocytic activation and glutamate release in the development of
SICs using a chemogenetic actuator in mice. Using the hM3D actuator and its astrocyte-
specific activation, SIC-activity showed a significant increase compared to the control. In
human samples (in the absence of the possibility to perform chemogenetic experiments),
WAY 213613 was used to inhibit the astrocyte specific EAAT2 glutamate transporter. WAY
significantly increased the activity of SICs. The only significant difference between the two
species was found in charge transfer, as it was greater in human. We also investigated the
influence of SICs on synaptic plasticity, and found that by chemogenetic activation of
astrocytes, releasing glutamate by flash photolysis or using SICs as a voltage command,
SICs were able to influence long term synaptic plasticity in a timing-dependent way.
Examining the relationship between SICs and aging, we found that there were greater
differences between mice and human samples. In mice, the charge transfer of SICs did not
change with age, their activity is significantly reduced. In contrast, in humans, SIC activity
and charge transfer were decreased, and SICs completely disappeared after the age of 70. In

addition, the impact of SICs on synaptic plasticity was declined by age in both species.

Long-term feeding of astaxanthin in mice increased the excitability of the hypothalamic
arcuate nucleus neurons and the frequency of IPSCs. Acute astaxanthin application on
POMC-positive neurons led to a non-significant increase in IPSC frequency. Astaxanthin,
however, significantly increased calcium transient frequency and firing rate in GABAergic

neurons of arcuate nucleus.
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