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BEVEZETES

A nucleus pedunculopontinus és a retikularis aktivacios rendszer

A nucleus pedunculopontinus (PPN) a kozépagyban, annak
tegmentum nevii teriiletén elhelyezkedd, Kolinerg stuktaraként ismert
mag. A PPN a pedunculus cerebellaris superiortdl lateralisan, a
lemniscus lateralistol pedig medialis iranyban talalhato. A substantia
nigra posterolateralis része hatarolja rostralisan, a nucleus cuneiformis
¢s a subcuneiformis pedig dorsalis iranybol szegélyezi. A nucleus
laterodorsalis mellett a PPN alkotja a kodzépagy egyik f6 kolinerg
magcsoportjat. A PPN nem homogén struktiura, mivel kiilonbdzo
neurokémiai markerekkel rendelkezé sejtek alkotjak, valamint az itt
elhelyezkedd sejtek szomdjuk ¢és dendritfijuk méretében is
kiilonboznek. A nucleus pedunculopontinus a retikularis aktivacios
rendszer része; legjobban ismert szerepe az alvas-ébrenlét és a mozgas

szabalyozasaban valo részvétel.

A retikularis aktivacios rendszert (RAS) az irodalombol ugy
ismerjiik, mint egy olyan struktirat, mely az éberség és figyelem
szervezésében jatszik fontos szerepet. A RAS egy diffuz, haldzatos

rendszer, ami az agykéreg felé kiild felszallo rostokat, mig bemenetei
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zOmmel szenzorosak. TObb agytdrzsi mag is része ennek a haldzatnak a
PPN mellett, mint példaul a nucleus laterodorsalis tegmentalis, a locus
coeruleus, a nucleus parabrachialis, a raphe magvak, a ventralis
tegmentalis area, ¢s funkcionalisan ide tartoznak a hypothalamus egyes
terliletei és a bazalis eldagyi kolinerg magvak. Bemeneteit képzik a
fajdalom-, tapintasi-, h6-, vizualis és hangingerek. Két f6 tvonalon
keresztiil éri el az agykérget, melyek a dorsalis, thalamuson keresztiili

¢s a ventralis, bazalis eldagyon és hypothalamuson keresztiili utvonalak.

A PPN-en kiviil az agyban mas kolinerg struktarak is 1éteznek.
A nem motoros kolinerg magcsoportok a bazalis eldagyban és az
agytorzs felsd részében helyezkednek el, innen projicidlnak mas agyi
kozpontok felé. Ezeket az agytdrzsi és eldagyi kolinerg struktirdkat
Ch1-Ch6 jeloléssel illetik. A Chl és Ch2 csoportba tartozik a nucleus
septalis medialis €s a nucleus striae diagonalis verticalis, ezek a
hippocampus legfontosabb kolinerg beidegzé teriileteit képezik. A
septum kolinerg magvai a Chl-et alkotjak. A nucleus striac diagonalis
verticalis féagabol kiindulo utvonal a Ch2-t alkotja, melyek a
hippocampus kolinerg beidegzéséért felelések. A Ch3-ba tartozik a
nucleus striae diagonalis horizontalis foéaganak lateralis része, mely a
bulbus olfactorius legfobb kolinerg bemenete. A Ch4-es tutvonal a
cortexet és az amygdalat latja el kolinerg beidegzéssel, ez a nucleus

basalis magnocellularis kolinerg magjaibol indul. A Ch5-6s a nucleus
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pedunculopontinust jeloli, amely a pontomesencephalicus formatio
reticularisban helyezkedik el, és a Ch6 pedig a periventrikularis area
nucleus laterodorsalis tegmentalisat (LDT) foglalja magaba. Ezek a

kolinerg Gtvonalak a thalamus f6 kolinerg bementetét képezik.
A PPN morfoldgiai jellemzoi és kapcsolatai

A PPN-t, mint magot a kolinerg neuronok kimutatasaval szokas
azonositani. Ezek a tanulmanyok immunhisztokémiaval, kolin-
acetiltranszferaz enzim ellen termeltetett monoklonalis antitest
segitségével mutattdk meg szelektiven a kolinerg neuronok
elhelyezkedését. A kolinerg sejtek ezen a teriileten 40%-kal
nagyobbnak mutatkoztak, mint a kolin-acetiltranszferaz immunonegativ
sejtek. Ujabb kisérletek alapjan megallapitottak, hogy a PPN-en beliil
kiilonbozik a kolinerg sejtek eloszlasa rostralis iranybol caudalis irany
fel¢ haladva, mégpedig a kolinerg sejtek szama és aranya novekszik a

PPN caudalis része felé.

A PPN-nek egyre tobb struktaraval valo kapcsolatara deriilt
fény, példaul a gerincveld, pontomedullaris formatio reticularis,
cerebellum, substantia nigra, globus pallidus, hypothalamus lateralis
része, bazélis eldagy tartozik kozéjik. A leszalld utvonalak
végpontjaiként tartjdk szdmon a mély cerebellaris magvakat, a

pontomedullaris formatio reticularis magvait, a medioventralis medulla
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oblongatat és a gerincveld felé is tart néhany kisebb utvonal, amit

patkanyban figyeltek meg.

A PPN ¢s a LDT szamos részen atfed projekcidikban, de az
LDT inkabb a kozépvonal illetve a limbikus strukturak felé projicial,
mig a PPN a lateralis motoros magvak felé. A PPN ¢és az LDT
anatomiailag részleges atfedést mutat néhany maés magcsoporttal, a
substantia nigraval (SN) és a locus coeruleussal (LC). Kimutattak, hogy
egyes projekcidik is egymassal padrhuzamosan futnak. A kolinerg és
kolinoceptiv struktirak kozott oda-vissza kommunikacio, beidegzés

létezik.

A PPN sejttipusai és elektrofiziologiai markerei

A PPN nem homogén struktara, hanem kiilonb6z6 neurokémiai
markerekkel rendelkezd sejtek alkotjak. A kolinerg neuronok mellett
GABAerg ¢és glutamaterg neuronok fordulnak elé nagy szamban,
melyek  rostro-caudalis iranyban eltéré  stiriséget mutatnak.
Parasagittalis iranyban, a kolinerg €s a glutamaterg neuronokhoz képest
a GABAerg neuronok sfirlibben helyezkednek el a nucleus
pedunculopontinus rostralis részén. Ezzel szemben, a glutamaterg sejtek
nagy szamban talalhatok a PPN caudalis részén. Ezen a harom

csoporton beliill még tovabbi morfoldgiai alcsoportok kiilénithetdk el;



példaul a PPN-ben taldlhatdo sejtek eltérhetnek a benniik talalhato

kalciumkoto fehérjék tipusaban és aranyaiban is.

A PPN sejtjeit membrantulajdonsagaik alapjan is kiilonb6zo
csoportokba osztottak. Kang és Kitai alapjan haromféle csoport 1étezik,
igy az alabbi harom neurontipus kiilonitheté el membrantulajdonsagaik
alapjan: az A-arammal (tranziens kifelé iranyuld aram, amely egy
hiperpolarizal6 impulzus utan a kiindulasi membranpotencialra torténd
visszatérést késlelteti) rendelkezé 1. tipus, az alacsony-kiiszobii
kalciumtiiskékkel bird II. tipus, és a két csoportba egyértelmiien nem
beoszthato III. csoport, amely egyik jellemzdével sem rendelkezett.
Leonard ¢és Llinas ugyancsak harom neurontipust allapitott meg
elektrofiziologiai markereik alapjan. Az els6 PPN neuroncsoporton
elézetes  hiperpolarizaciét kovetd depolarizacidé TTX-rezisztens
kalciumkonduktanciat aktival, ami burst tiizelési mintazatot hoz 1étre. A
masodik csoportban talalhatdo neuronokra szintén jellemz6 az alacsony
kiiszobli kalciumtiiskék megléte, valamint A-arammal is rendelkeznek.
A harmadik csoportba olyan neuronok tartoznak, melyeknek van A-

aramuk, de nem mutatnak alacsony kiiszobii kalciumtiiskéket.

A PPN kolinerg és nem-kolinerg neuronjait in vivo tiizelési
tulajdonsagaik szerint is csoportosithatjuk. Altatott patkdnyon, a

fiziologias lasst hullamt aktivitdsra hasonlitdo szinkronizalt kérgi



aktivitds alatt a PPN kolinerg sejtjei kétféle tiizelési mintazatot
mutattak. A nagyobb populaciot a lassan tiizel6 kolinerg neuronok
alkottak, melyek a kérgi lassti oszcillaciok alatt az oszcillaciok aktiv,
"up state" fazisaval szinkron miikodnek. Létezett emellett egy kisebb
csoport: a gyorsan tiizeld6 kolinerg neuronok, melyek a lassu
oszcillacidk alatt a passziv "down state" allapotaval egy idében voltak
aktivak. Egyes nem-kolinerg neuronok, melyek valdsziniileg nagyrészt
glutamaterg neuronok, szintén két csoportba sorolhatok: az egyik
csoport neuronjai gyorsan tiizelnek €s a kérgi lassu oszcillaciok "down
state" allapotaval szinkronitast mutatnak, a masik neuroncsoport vagy
lassan (vagy nem) tiizeld neuronokbdl all, melyek tiizelése fiiggetlen az

agykéreg lasst oszcillacioitol.

A PPN mérhetd extracelluléris oszcillaciokat produkal. A PPN-
ben fizioldgiai fontossaghh a nagy amplitadoju alfa oszcillaciok (8-13
Hz) jelenléte. Ezeknek az oszcillacioknak az amplitiddja csokken
Parkinson-kor kialakulasa esetén. Egy in vitro megkdzelitést alkalmazo
tanulmany kimutatta, hogy majdnem minden PPN neuron képes gamma
frekvenciaju membranpotencial-oszcillaciokat 1étrehozni, ha

depolarizaljuk dket.

A PPN szerepe és neuromodulacios szabalyozasa



A PPN, mint a RAS egyik kolinerg magja, részt vesz az alvés-
¢brenlét ciklusok szabalyozasaban. Az irodalom szerint a PPN
neuronok novelik tiizelési  frekvencidjukat a REM  (gyors
szemmozgasokkal jard alvas — "rapid eye movement") alvas és ébrenlét
alatt, viszont csOkkentik tiizelési frekvenciajukat a lasstt hulldmu alvéas
alatt. A kolinerg neuronokhoz hasonloan, egyes GABAerg és
glutamaterg neuronok ébrenlét és REM alvas alatt ugyancsak nagyobb

frekvenciaval tiizelnek.

A PPN, mint a kdzépagy egyik legfébb kolinerg magja, nemcsak
szamos agyteriiletet lat el bemenettel, viszont 6 maga is szamos

neuromodulacidés mechanizmus célpontja.

In vivo vizsgélatokkal kimutattdk, hogy ha glutamétot
injektalnak a PPN teriiletére, az ndveli a paradox alvas idejét és
ébrenlétet produkdl. Az NMDA beinjektalasa az ébrenlétet fokozza a
kisérleti allatban. Kainat receptor agonista injektalasa viszont csak a
paradox alvas idejét noveli. Ha az altatasban 1évo allat PPN-jébe az
acetilkolin receptor agonista karbakolt injektaltak, az allatrol elvezetett

kérgi EEG regisztratumon gamma oszcillacidk alakultak ki.

A medialis €s a dorsalis raphe magvak kapcsolatban allnak a
PPN-el, illetve szamos egyéb magcsoportot szerotoninerg beidegzéssel

latnak el. A szerotonin az 5-HT1, 5-HT2 ¢és az 5-HT7 receptor
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altipusokon keresztiil képes modositani a PPN neuronok aktivitasat. A
szerotonin receptor stimulacio az ébrenlétet fokozza, mig a REM alvast
gatolja, posztszinaptikus tdmadasponton keresztiill géatolja a PPN

neuronok REM-on neuronjainak, azaz a kolinerg sejtjeinek aktivitasat.

Az orexin, ami a taplalékfelvétel szabalyozasaban is fontos
szerepet tOlt be, szintén hatdssal van a PPN sejtjeire, azokon az orexin
receptor mindkét altipusa megtalalhato. Az orexin képes gatolni mind a
REM, mind a non-REM alvast, az ébrenlétet tamogatd hatasa van. A
ghrelin is képes hatni a PPN kolinerg neuronjaira, ugyanazon neuronok

depolarizalodnak hatasara, melyek orexin hatdsara is.
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Az M-aram

Az M-dram egy fesziiltségfiiggd, alacsony kiiszobili, lassan
aktival6do, nem inaktivalodd kaliumaram mely képes szabalyozni a
neuronok ingerelhetdségét. Tobbféle metabotrdp receptor aktivacidja
képes gatolni, ilyenek tobbek kozott a muszkarinos acetilkolin,
angiotenzin, P-anyag, purinerg, szerotonin, ¢s metabotrop glutamat
receptorok. Az M-aramért felelés csatorna a KCNQ-, mas
nomenklataraval Kv7 alegységcsalad elemeibdl all, melyeket KCNQ1-
5 (Kv7.1-5) nevekkel illettek. Mivel szamos receptor aktivacioja képes
az M-csatorna zarasat eldidézni, igy ehhez egy vagy tobb kozos
masodlagos hirvivé molekula kézbenjarasa sziikséges. Az M-csatornat
gatld receptorok foképp G fehérjéhez kapcsolt receptorok, melyek a
Ggu1 fehérjét képesek aktivalni. Az M-dram aktivalhatosagahoz
sziikséges egy bizonyos PIP, szint a sejtben. A legjobban ismert az az
utvonal, ahol a Gq protein aktivacioval kivéltott PIP, hidrolizise valtja
ki az M-aram gatlasat. Mivel az M-aram gatlasaval novekszik a
neuronok ingerelhetdsége, igy ez akar epilepszia kialakuldsdhoz jarulhat

hozza.
Az endokannabinoid rendszer

Az endokannabinoidok a neurotranszmisszio fontos szabalyozoi;

a klasszikus leirds szerint az 1-es tipusti kannabinoid (CB1) receptor a
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neuronokon preszinaptikusan helyezkedik el, emiatt fontos szerepet
jatszik a szinapszisok mikodésében. Az  endokannabinoidok
receptorhoz valo kotédésekor Gijj, fehérje aktivalodik, ami masodlagos
hirvivé molekuldkon keresztlil kiilonb6zé hatdsokat kozvetit. Az
endokannabinoidok szerkezetileg membranlipid szarmazékok, és a
nevilket onnan kaptak, hogy ugyanahhoz a G-fehérje kapcsolt
receptorhoz képes kotédni a Cannabis sativa nevii ndvény egyik
hatéanyaga a A’-tetrahidrocannabinol (A°-THC) is. Az agyban és a
periférian az arachidonoil etanolamide (AEA vagy mas néven
anandamid) és a  2-arachidonoil  glicerol  (2-AG) nevi

endokannabinoidok ismertek leginkabb.

A kannabinoidok klasszikusan kétféle receptoron képesek hatni,
ezek a kannabinoid-1 (CB1) és a kannabinoid-2 (CB2) tipust
receptorok. A klasszikus receptorok mellett "novel™ receptorok (mint a
GPRS55 és a GPR119) is ismertek.

Az endokannabinoidok prekurzor forméjukban a
plazmamembranban tarolodnak, igy innen szintetizalédnak, majd

szabadulnak fel a felszabadulasukhoz sziikséges stimulacié hatdsara.

Az endokannabinoidok fontos funkcionalis szereppel birnak a
szinapszisok miikddésén keresztiil 1étrejovo retrograd szabalyozo

mechanizmusokban. A kannabinoid receptorok a preszinaptikus
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membranban helyezkednek el, igy a posztszinaptikus depolarizacio
hatasara felszabadulé endokannabinoidok az extracellularis térben a
preszinaptikus neuron receptorain kotddve, annak neurotranszmitter
felszabadulasat gatoljak. Ez a gatlas lehet rovid tdva (short-term
depression — STD), illetve lehet hosszu tava is (long-term depression —
LTD), igy a révid tava és a hossza tavu szinaptikus plaszticitasban is
szerepiik van. A gatlds érvényesiilhet a gatlo (DSI: a gatlas
depolarizacio-indukalt csokkentése) és a serkentd (DSE: a serkentés

depolarizacio-indukalt csokkentése) szinapszisokon.

Ujabb kutatisok bizonyitottdk, hogy a neuronok mellett az

asztrocitak is rendelkeznek funkcionalis CB1 receptorral.
Asztrocita-neuron kommunikaci6

Az utobbi idében nagy figyelem Ovezi az gliasejtek valodi
szerepét a neuronok szdmos milkddésének szabdlyozasaban. A
gliasejteken beliil elkiilonithetiink kiilonb6z6 tipusokat. A kdzponti
idegrendszerben makroglia, mint asztrocitdk, oligodendrocitdk és
ependyma sejtek, valamint mikroglia 1éteznek, mig a periférian talaljuk
még a Schwann-sejteket és a szatellita sejteket. Az 6nalldo csoportot
képezd asztrocitdk is kiilonboznek egymadstol, attdl fliggéen, hogy
milyen szerepet latnak el, vagy éppen hol helyezkednek el az

idegrendszeren beliil. Az asztrocitdk szerepet jatszanak a szinapszisok
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morfologiai felépitésében, és azok megfeleld mikodésében. Ezen tal
homeosztatikus hatasokat kozvetitenek, példaul az extracellularis tér
iondsszetételének és a neurotranszmitterek szintjének szabalyozésa. A
szinapszisokban ugynevezett haromoldali szinapszist (,.tripartite
synapse”) képez a pre- és posztszinaptikus sejtekkel, melyekkel aktiv
feedback kapcsolatot tart. Kimutattak, hogy az asztrocitdkon szamos
neurotranszmitter receptor helyezkedik el, példaul ionotrép ¢és
metabotrop  glutamat, CBI, GABAg, ¢és egyéb metabotrop

neurotranszmitter receptorok.

Az asztrocitak elektromosan nem excitabilisak, nem képesek
akcios potencialt 1étrehozni, de jellemzd rdjuk egy intrinsic celluldris
ingerelhetdség, melyet a Ca®* koncentracié intracellularis véltozasa
jellemez (az Gn. kalcium excitdbilitas). A Ca® hullamok kialakulasa
gliotranszmitterek (pl. glutamat) felszabadulasat teszik lehet6vé,
melyek  kiilonb6z6 ~moddon  befolyasolhatjadk az  asztrocitdk

kornyezetében talalhato szinapszisok miikddését.
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Az asztrocitak optogenetikai aktivacioja

Az optogenetika Uj, gyorsan fejlodo kutatasi technika, ami a
tavolabbi jovében akar terapias lehetdségként is szoba johet. A technika
lényege, hogy fény altal kapuzott, eredetileg algaban vagy
baktériumokban talalt ioncsatornakat vagy —transzportereket egyes
sejtvonalakkal szelektiven fejeztetnek ki ¢és igy fény Aaltal
befolyasolhatova valik az ezt a proteint kifejez6 sejt ingerlékenysége. A
legszélesebb korben hasznalt ilyen ioncsatorna a channelrhodopsin-2
(ChR2), melyet az asztrocitak fényaktivacidjaban alkalmaztunk. Ezt a
csatornat a Chlamydomonas reinhardtii alga fejezi ki eredetileg, és 470
nm-es kék fénnyel aktivalhat6. A ChR2 egy kationcsatorna, mely kék
fény hatasara nyilik, Na*, K, Ca®" és H' ionokra permeabilis. Ezt a
kationcsatornat  aktivdlva a neuronok depolarizalodnak, ami
akciospotencial-tiizeléshez vezet. Az asztrocitak aktivacidja részben a
depolarizacio, részben a kalciumbeédramlés €s az intracelluldris aciddzis

(valamint feltehetden az asztrocitak duzzadéasa) révén valosul meg.
Az asztrocitak altal aktivalt neuronalis aramok
Az asztrocitdk az  extraszinaptikus  neurotranszmitterek

crcr

ingerlékenységét. Az asztrocitak altal keltett extraszinaptikus aramokat

megfigyelték a kozponti idegrendszerben, melyek nagysaguk,
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kinetikajuk, iranyuk, az oket kivaltdé neurotranszmitterek illetve
gliotranszmitterek tipusa és azok receptorai szerint csoportosithatoak.
Az extraszinaptikus 4ramokat iranyuk ¢és iddtartamuk szerint
csoportositva elkiilonithetlink fazisos lassu kifelé és befelé iranyulo, és

tonusos serkentd €és gatld aramokat.

A fazisos lassu befelé iranyul6 aramokat (slow inward current”,
SIC) jol el tudjuk kiiloniteni a serkentd posztszinaptikus aramoktol
(EPSC), mert a SIC-ek kiilonboznek az aram nagysagaban ¢és
kinetikdjaban is.  Nagyobb amplitidoval, lassabb felszall6- ¢és
leszalloszarral jellemezhetOk. Kialakulasukban bizonyitottan részt vesz
extraszinaptikus NMDA receptorok glutamét és az NMDA receptor

koaktivator D-szerin altali aktivacioja.

A lassu kifelé iranyulé aramok ("slow outward current", SOC)
ritkdbb események a kozponti idegrendszerben, mint a SIC-ek. A gatlod
posztszinaptikus  aramoktol (IPSC) nehezebben kiilonithetd el
Kimutattak, hogy a SOC-okat a GABAA receptorok aktivacioja valtja
ki.

Tonusos serkentd aramokat is kimutattak tobb agyi struktiraban
is. Asztrocita eredetiik nem olyan kizarolagos, mint a SIC-ek esetén,
mivel a szinapszisokbol szorodd vagy volumentranszmisszidval

felszabaditott neurotranszmitterek is részt vesznek kialakitasukban. A
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tonusos serkentd aramok az extraszinaptikus glutamét és az NMDA
receptor koaktivator glicin hatdsara alakulnak ki. A tonusos gatld
aramok extraszinaptikusan elhelyezkedd GABAA receptorok aktivacio
eredményeképpen jonnek létre. A GABA-n kiviil a glicin is 1étrehozhat

tonusos gatlo aramokat.
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CELKITUZESEK

Munkank soran kivancsiak voltunk arra, hogy milyen mechanizmusok
vesznek részt a PPN neuromodulécios szabalyozasaban; léteznek-e a
kozvetleniil neuronokat érintd szabalyozo hatdsok mellett asztrocitan

keresztiil érvényesiild mechanizmusok is.
A kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Van-e a PPN neuronokon M-tipusu kaliumaram? Fiigg-e az M-aram

jelenléte sejttipusoktol?

2. Milyen hatast gyakorol az M-aram a neuronok elektrofizioldgiai

tulajdonsagaira?

3. A PPN neuronok CBI1 receptor stimulacié hatasara bekovetkezd
tonusos serkentésében vagy gatlasdban milyen szerep jut az

asztrocitdknak €s a metabotrop glutamatreceptoroknak?

4. A preszinaptikus CB1 receptor aktivacio kifejt-e gatlo hatast a PPN
szinaptikus neurotranszmisszidjara?  Modositjak-e asztrocita-fiiggd

hatasok a preszinaptikus CB1 receptor aktivacidjanak hatdsat?
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ESZKOZOK ES MODSZEREK
Oldatok

Kisérleteinkhez mesterséges agy-gerincveldi folyadékot (aCSF)
hasznaltunk. A preparalashoz egy moddositott Osszetételli (alacsony Na-
tartalmtl) agy-gerincveldi folyadékot hasznaltunk, melyben a NaCl egy

részét lecseréltiik szachardzra és glicerolra.

Az elektrofiziologiai méréseknél K-gliikonat tartalmi belsé oldatot
hasznaltunk a pipettdban, melynek ozmolaritdsa megegyezett a sejt
belsejében 1évé ozmolaritassal. A belsd oldat biocytint is tartalmazott,

melyet kdzvetleniil a mérés elétt mértiink bele.

A kalcium koncentracio6 mérése Oregon Green 488 1,2-bis(o-
aminofenoxi)etan-N,N,N’,N’-tetraecetsav (BAPTA-1) acetoxi-
metilészter (AM) forméjanak, ezéltal sejtbe bejutd fluoreszcens

indikatorfesték hasznalataval tortént.
Allatok és preparalas

Kisérleteinkhez 9-16 napos egereket hasznaltunk fel, mindkét
nembdl. Egyes kisérletekhez olyan torzseket alkalmaztunk, amelyek
GAD?2- (glutamat dekarboxilaz 2) vagy ChAT- (kolin acetil-transzferaz)

fliggd modon fejeztek ki egy tdTomato nevii fluoreszcens fehérjét. Ezen
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egerek tenyésztéséhez a cre-lox rendszert hasznaltuk, ahol az egyik
sziild promoter-specifikusan fejezi ki a cre rekombinazt, a masik sziilo
genomjaban megtalalhat6 a kifejeztetni kivant fehérje génje, de annak
atirodasat egy lox-P site-okkal hatarolt stop kodon akadalyozza meg.
Tovabbi kisérleteinkhez channelrhodopsin-2-t (ChR2) glialis fibrillaris
savas fehérje (,glial fibrillary acidic protein”; GFAP)-fliggd modon
kifejezd egérre volt sziikséglink. Néhany kisérletben konstitucionalis
CBI receptor knockout egereket is felhasznaltunk. Bizonyos esetekben
9-16 napos C3H (n=7) és C57Bl6 (B6) egereket (n=5) is hasznaltunk,

melyek sordn mindkét nembdl hasznaltunk fel allatokat.

Az allatokat dekapitaltuk és a kozépagyat kipreparalva abbdl
200 mikrométeres szeleteket készitettiink vibratom segitségével. A
szeleteket 37 °C-on, normal aCSF-ben tartottuk 60 percen 4t a mérés
kezdetéig, mindekdzben folyamatosan karbogénnel buborékoltattuk a

szeleteket tartalmazo kamrat.
Elektrofiziologiai mérések

Mérérendszeriink magaba foglal egy Zeiss Axioskop
mikroszképot, melyhez egy fluoreszcens képalkotd6 rendszert
kapcsoltunk, amely magaban foglal egy xenonég6 alapu Polychrome V-
0s fényforrast, egy CCD kamerat, egy képalkotoszabalyozo egységet

(,,imaging control unit”; ICU), és a Till Vision szoftvert (Till
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Photonics). Ez a rendszer lehet6vé teszi a fluoreszcencia intenzitas
idében vald valtozasanak megfigyelését. A teljes sejtes elrendezésii
patch-clamp mérésekhez Axopatch 200A erdsitét hasznaltunk mind
fesziiltség-clamp, mind aram-clamp lizemmodban. Az adatok felvételét,

feldolgozasat Clampex 10.0 szoftverrel végeztiik (Axon Instruments).

A méréseket szobahdmérsékleten végeztik. A mérés soran
folyamatosan oxigenizaltuk a szeleteket. Az 5-6 MQ e¢llenallasta patch
pipettakat boroszilikat {ivegkapillarisokbol készitettiik Narishige PC-10
pipettahuzé segitségével. Az M-aram mérésekor a neuronokat 1 pumol/l
tetrodotoxinnal kezeltiik, és -20 mV tartofesziiltségen tartottuk, majd 1
masodperces repolarizalé 1épcesoket alkalmaztunk -60-t61 -30 mV-ig. Az
M-dram farmakologiai elkiilonités¢hez 20 pmol/l XE991-et
hasznaltunk, ami az M-aram specifikus blokkoloszere. Az aram-clamp
méréseket 1 s hosszisagu, -30 - +120 pA nagysagu hiper- ¢és
depolarizalo Iépcsok alkalmazasaval végeztiik, majd a kapott adatokbodl
adaptacios indexet (Al) szamoltunk. A membranpotencial-oszcillaciok
mérésére egy 2 masodperc hosszii Ugynevezett rampa protokollt
alkalmaztunk, mely egy linearisan emelkedd nagysagu araminjekciot
jelent és melynek maximalis aramérteke 800 pA volt. Ezeket a
méréseket TTX jelenlétében végeztiik. Tonusos aramok, spontan és
miniatlir EPSC-k és IPSC-k mérésekor, fesziiltség-clamp tizemmodban

a tartd potencialt -60 mV-ra Aallitottuk. Néhany kisérlet esetében
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elektromosan stimulaltuk a vizsgalt neuront beidegz6é preszinaptikus
rostokat, melyhez monopolaris elektrodot hasznaltunk, amit a szomatol
50-100 pum-re helyeztiikk el. A stimuldlo elektrodot BioStim STC-7a
stimulator késziilékhez csatlakoztattuk (Supertech). Optogenetikai
stimuléciot végeztiink GFAP-ChR2 egérbdl szarmazd mintakon, a teljes

crer

alapti Polychrome V-6s fényforrast és a Till Vision szoftvert hasznélva.

Egyes kisérleteknél CB1 receptor agonista WINS55,212-2-t 1
umol/l koncentracioban alkalmaztuk, mig a szintén CBI1 receptor
agonista ACEA-t 5 umol/l koncentracidban. Néhany kisérlethez 10
pmol/l NBQX-et, 50 umol/l D-AP5-6t, 1 umol/l sztrichnint, és 10
pmol/l1 bikukullint hasznaltunk a gyors szinaptikus neurotranszmisszid
gatlasara. Metabotrop glutamatreceptorok blokkolasara CPCCOEt-¢t,
MPEP-et és L'Y341495-et hasznaltunk.

Intracellularis kalciummeérés

A mérés elott a szeleteket 45 percig 33 pmol/l Oregon Green
488 BAPTA-1 AM (OGB)-ben inkubaltuk, illetve 20 umol/l Rhod-2
AM-et is hasznaltunk egyes kisérleteinkhez. A kalciumjeleket a kalcium
indikatorral feltoltott sejt szomajarol vettiik fel. A fluoreszcencia
valtozasat a CCD kameraval rogzitettiik, majd a Till Vision szoftverrel

elemeztiik.
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A biocitinnel jelolt sejtek lathatova tétele

A pipettaoldattal a sejtbe juttatott biocitinhez kapcsolodo
streptavidin molekulat hasznaltuk a sejtek lathatova tételéhez, mely
Alexa488 fluoreszcens festékkel volt konjugalva. Paraformaldehides
fixalast kovetden a feltarast Tris pufferelt sdoldatban végeztik 60
percig, melyet Triton-X-el és szarvasmarha szérummal egészitettiink ki,

majd Streptavidin-Alexa 488-al inkubaltuk 90 percen keresztiil.

Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai kisérletek az Anatomiai, SzOvet- és
Fejlodéstani Intézettel kollaboracioban késziiltek. A kisérletekhez
harom vad tipusu B6 egeret hasznaltunk fel. Az allatokat transzkardialis
fixalassal fixaltuk, majd ezutan az agy eltavolitasa kovetkezett, ezt
utofixaltuk, majd szeleteket készitettiink beldle. A szeleteket eldszor az
elsddleges antitest oldatokkal inkubaltuk 2 napon keresztiil 4 °C-on,
majd ezt egy a megfeleld masodlagos antitestek keverékével valo

inkubalas kovette.
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EREDMENYEK

Csak a kolinerg neuronok rendelkeznek M-arammal

Kisérleteink elsé felében a PPN neuronjain érvényesiilé direkt

neuromodulacids hatasok egyikét, az in. M-aramot vizsgaltuk.

A PPN-ben az M-dram kimutatasat célzo kisérleteinkhez egy
tdTomato nevili fluoreszcens fehérjét GAD2- vagy ChAT-promoter-
fiiggd modon kifejezd egértdrzseket hasznaltunk fel. Az M-aramot az
un. M-aram relaxacids protokoll segitségével mértiik, illetve az aram
specifikus blokkold szerét, az XE991-et hasznalva mutattuk ki az arra
érzékeny aramot. Az M-aram relaxécios protokoll alkalmazaséval -20
mV tartopotencialrol -60 és -30 mV kozotti fesziiltségértékekre
Iéptettiik a membranpotencialt, €s ennek hatasara tortént az M-aramért
felelds csatorndk lassu zarddasa. A kolinerg neuronokon valod
méréseknél, a -40 mV-os fesziiltséglépcsd alkalmazasakor az M-aram
atlagos amplitidoja -53,9 £ 4,8 pA volt. Az M-daram egy masik
modszerrel 1s meghatarozhatd, mégpedig szelektiv blokkoldszere, az
XE991 segitségével, amelyet 20 pmol/l koncentracidban alkalmaztunk
a mérések soran. A kontroll és az XE991-rezisztens aramok
kiilonbségének meghatdrozadsaval lathatdé az M-dram jelenléte.
Ellentétben a kolinerg sejtekkel, a PPN GABAerg sejtjei nem

rendelkeztek az M-aramhoz hasonlé arammal (n = 36).
25



Az M-aram meghatiarozza a kolinerg és a GABAerg neuronok

kozotti elektrofiziologiai kiillonbségeket

Vizsgaltuk, hogy az M-aram jelenléte vagy hianya okoz-e
barmilyen elektrofiziologiai kiilonbséget a nucleus pedunculopontinus
kolinerg illetve a GABAerg sejtjei kozott. Az aram-clamp mérések
soran 1 masodperces négyszog aramimpulzusokat alkalmaztunk 50
illetve 100 pA-es amplitddoval, mikézben a membranpotencialt
manudlisan -60 mV-ra allitottuk. A két sejttipus kozott szignifikdns
frekvenciakiilonbséget figyeltink meg a I1étrejott akcidspotencial-
sorozatban. Az adaptacids index (Al) egy olyan jellemzd, melybdl az
deriil ki, hogy milyen mértékben csokken az akcids potencidlok
frekvencidja egy akcidspotencial-sorozaton beliil. A Kkolinerg
neuronokndl nagy mértékli adaptaciot lattunk, mig a GABAerg sejtek
joval kisebb Al értékkel rendelkeztek. Az utdhiperpolarizacidé kozepes
¢s lassi szakaszair6l ngy tartjak, hogy az M-aram hatassal van
nagysagukra. Az utéhiperpolarizaciok minden esetben szignifikdnsan
nagyobbak voltak a kolinerg sejteken, mint a GABAerg sejteken.
Annak érdekében, hogy kideritsiik, hogy a szoban forgd sejttipusok
kozotti eltéréseknek az M-dram az okozdja, az M-dram specifikus
gatloszerét, az XE991-et alkalmaztuk. Ez a kolinerg neuronokon a
tiizelési frekvencia, az Al és az utdhiperpolarizaciok amplitudojanak a

csOkkenését okozta. A vizsgalt elektrofizioldgiai paramétereket tekintve
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az XE991 alkalmazasa nem okozott szignifikans valtozast a GABAerg
sejteken. A kapott adatok azt mutatjak, hogy a kolinerg neuronok M-

aramanak jelenléte fontos szerepet jatszik a kolinerg és GABAerg

crer

A magas Kkiiszobi membranpotencial-oszcillaciokat modulalja az

M-aram

A kovetkezd  kisérletsorozatban a  magas  kiiszobi
membranpotencial-oszcillacidkat vizsgaltuk. Irodalmi adatok alapjan
ezek a membranpotencial valtozasok TTX-rezisztensek,
kialakulasukban P/Q- és N-tipust kalciumcsatornak és kaliumcsatornak
jatszanak szerepet. 1 s hosszisagli rampa araminjekcidt alkalmaztunk
800 pA-es aramerdsség maximummal. A mérések soran azt lattuk, hogy
a kolinerg neuronok nagy része rendelkezett magas kiiszobu
membranpotencidl oszcillaciokkal, mig a GABAerg neuronok esetében
egyiknél sem tapasztaltunk nagy amplitaddji oszcillacidkat. Az XE991

hatasara az oszcillaciok power-je nagymértékben csokkent.

A PPN neuronjain 1lévé CB1 receptorok stimulaciéjanak

szinaptikus és extraszinaptikus hatasai
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Kisérleteink masodik felében kimutattuk, hogy a direkt
neuronalis hatasok mellett a neuromodulacios mechanizmusok egy
asztrocita-fiiggé komponenssel is rendelkeznek. Azt tapasztaltuk, hogy
az asztrocitdk aktivacidja képes a PPN neuronokon metabotrop
glutamatreceptor (MGIUR)-fliggdé depolarizaciot és hiperpolarizaciot is

kivaltani.

Munkacsoportunk egy korabbi munkéban kimutatta, hogy az 1-
es tipusu kannabinoid (CB1) receptor agonistak hatasara a neuronok
tobbféle modon reagaltak: egyes neuronok depolarizalédtak, masok
hiperpolarizalédtak, mig voltak, amelyek nem reagaltak. Jelen
munkaban célunk volt a kannabinoid receptor stimulacio
posztszinaptikus 4dramokra és a tonusos aramokra kifejtett hatdsat is
megfigyelni, hogy kiilon tudjuk valasztani a kiilonb6z6 kannabinoid
hatasokat. Arammérést végeztiink fesziiltség-clamp tizemmodban, -60
mV-os tartd fesziiltségen. A CB1 agonista WINS55,212-2-t (1 pumol/l)
adva a rendszerhez, tonusos dramok keletkeztek + 22 és - 22 pA kozotti
aramerdsséggel (N = 17). Néhany esetnél a CBI1 receptor agonista
hozzaadasaval lasst befelé irdnyuld aramokat lattunk (SIC). A CB1
knockout mintdkban minimalis, a vad tipusi mintdkban mértnél
szignifikdnsan kisebb tartédram-valtozast lattunk. A kdvetkezd
kisérletiinkben megprobaltuk elkiiloniteni a CB1 receptor stimulacid

altal létrejott direkt neurondlis hatasokat az indirekt, asztrocita-fliggd
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mechanizmusoktél. A szeleteket  el6inkubaltuk 1  umol/l
thapsigarginnal, hogy az asztrocitak kalcium-excitabilitasat gatoljuk. A
thapsigargin  kezelés utdn a tartéaram spontan fluktudcidja
szignifikdnsan megnott a kezeletlen mintakhoz hasonlitva, de a CB1
receptor agonista nem valtott ki tovabbi tartoaram valtozasokat (n = 8).
Kisérleteink tovabbi részében a posztszinaptikus aramokra gyakorolt
kannabinoid hatdsokat figyeltiik meg. A tartopotencidlt -60 mV-ra
allitottuk be az aramok mérése kdzben. A mérés soran mind spontan
excitatorikus posztszinaptikus aramokat (SEPSC-ket), mind spontan
inhibitorikus posztszinaptikus aramokat (SIPSC-ket) is lattunk. A
WIN55,212-2 hozzaadasara a SEPSC-k frekvenciaja novekedést, a
SIPSC-k frekvencidja csokkenést mutatott, mig amplitdidojuk nem
valtozott. A thapsigarginnal val6 eléinkubaci6 befolyasolta a SEPSC-k
frekvenciajanak valtozasat kannabinoid agonistak hatasara. A sEPSC-k
frekvenciajanak novekedése helyett szignifikdns csokkenést lattunk, a
SIPSC-k pedig a thapsigargin nélkiili CB1 receptor agonista hatasara
latottaktol nem mutattak eltérést. Feltételezhetjiik, hogy a szinaptikus
eseményeket érintd kannabinoid hatds egy CB1 receptoron keresztiil
létrejott  direkt preszinaptikus gatld hatds ¢és egy serkentd

neurotranszmissziot fokozo indirekt asztrocita hatas keveréke.

Az asztrocitak optogenetikai aktivaciojanak hatasa a PPN

neuronjain
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Az asztrocita-fliggd hatasokat a direkt neuronalis CB1 receptor
stimuléciotol vald jobb elkiilonités érdekében optogenetikai eljarast
alkalmaztunk, amellyel szelektiven tudtuk aktivalni a PPN asztrocitait.
Elészor is vad tipusu és a channelrhodopsin-2 (ChR2) fényaktivalt
ioncsatornat asztrocitafiiggd modon kifejez6 GFAP-ChR2 egerekbdl
készitettiink szeletpreparatumokat, aminek segitségével a neuronok
asztrocita-stimulaciora adott valaszat figyeltik meg. A latoteret
megvilagitottuk és neuronokrol teljes-sejtes elrendezésben aram-clamp
moédban felvételt készitettiink. A megvildgitds hatdsdra a neuronok
depolarizalodtak és novekedett a tiizelési frekvenciajuk; fesziiltség-
clamp modban tonusos aramok alakultak ki. Kevés esetben
hiperpolarizacidt vagy valaszhianyt is lattunk. mGIluR gatloszereket
alkalmazva azt is megallapitottuk, hogy a ll-es csoportit mGluR-ok
blokkoladsa csokkentette a befelé irdnyuld aramok nagysagit és a
tartbaramban bekovetkezett valtozas szignifikdnsan kiilonbozik a
kontroll koriilmények kozott latottaktol. A megvilagitds hatasara az
EPSC-k amplitdddja és frekvencidgja is ndvekedett. Il-es csoportl
mGIuR  blokkolé  haszndlata majdnem teljesen kivédte a
frekvencianovekedést (n = 12). A kontroll kisérleteket GFAP-cre
allatokon végeztiik el ugyanolyan koriilmények kozott, mint a GFAP-
ChR2 éallatok esetében, viszont a megvilagitis ezekre a mintdkra nem

gyakorolt hatast.
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A CBI1 receptor stimulacio altal kivaltott direkt szinaptikus hatasok

A kovetkez6 kisérletsorozatban a preszinaptikusan elhelyezked6
CBI receptor aktivacid hatasat vizsgaltuk a serkentd posztszinaptikus
aramokra (EPSC). Ehhez paros pulzust 50 Hz-es frekvenciaval
alkalmazo6 stimuldcioval ingereltik a magon beliili preszinaptikus
rostokat. A masodik és elsd kivaltott EPSC egymashoz képest mért
aranyat figyeltiik ("paired pulse ratio”, PPR) a mérés alatt. Az EPSC-ket
folyamatosan detektaltuk, hogy kideritsiik, 1étezik-e a PPN-ben az
excitacid depolarizacio altal kivaltott csokkentése ("depolarization-
induced suppression of excitation”; DSE), mikdzben a posztszinaptikus
neuront depolarizaltuk. A posztszinaptikus depolarizacié és a
WINDS55,212-2-t alkalmazasa is hasonld valtozast okozott: az EPSC
amplitddo csokkenését, illetve a PPR novekedését. Ezek a kannabinoid
hatasok hianyoztak a CB1 knockout allatokban (n = 17). Az amplitado
csokkenése a PPR novekedésével preszinaptikus gatlas 1étezését sejteti.
Amikor a preszinaptikus rostok stimuldciojat az asztrocitak
optogenetikai aktivacigjaval egyiitt végeztiik el, a kivaltott EPSC-ken

nem figyeltiink meg szignifikans valtozast (n = 7).

A kivaltott EPSC-k vizsgalata utan, az IPSP-ken érvényesiild
direkt és indirekt endokannabinoid hatasokra voltunk kivancsiak:

miniattir IPSC-ket (MIPSC-ket) vizsgaltunk, KCl-tartalma belsé oldat,
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tetrodotoxin (TTX), és ionotrop glutamat receptorok blokkoldszerek
(D-AP5 és NBQX) hasznalataval. A  posztszinaptikus — sejt
depolarizacioja és a WIN alkalmazasa is csokkentette a frekvenciat, de

az amplitudora nem volt hatassal (n = 5).

Az el6bbi funkcionalis kisérleteink szerint a CB1 receptoroknak
van egy indirekt, asztrocitan keresztiili és egy direkt preszinaptikus
hatasa is. Ahhoz, hogy ezeket az eredményeket megerdsitsiik, a CB1
receptor  elhelyezkedését  asztrocitan  illetve  preszinaptikusan
kollaboracios partnereink segitségével immunhisztokémiaval deritettiik
fel. A CBI receptor immunpozitivitas mutatott kolokalizaciot a GFAP-
vel, VGLUT2-vel és VGAT-tal, de alig lattunk kolokalizaciot a ChAT-
tal.

MEGBESZELES

A nucleus pedunculopontinuson -mint az alvas-ébrenlétet
szabalyoz6 agytorzsi magvak egyikén- jelentds neuromoduldcios
szabalyoz6 mechanizmusok érvényesiilnek. Ezek a mechanizmusok
bizonyos esetekben jol ismerten, mas esetekben valdsziniisithetden
hozzdjarulnak a homeosztatikus alvéasszabalyozashoz. A fenti

eredményeink alapjan valosziniinek latszik, hogy a neuromodulécios
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mechanizmusok hatdsainak csak egy része érvényesiil kozvetleniil a

neuronokon, mas résziik asztrocita-aktivacion keresztiil fejti ki hatasat.
Az M-aram a PPN Kkolinerg neuronok egy funkcionalis markere

Munkam elsé felében a neuronokon kozvetleniil érvényesiild
neuromodulacidés mechanizmusok egyik célpontjaval, az ugynevezett
M-arammal foglalkoztam. A PPN kolinerg sejtjein kimutattuk az M-
aram jelenlétét, mig a vizsgalt GABAerg sejtekrél hidnyzott ez a

kaliumaram.

Béar a PPN a retikularis aktivacids rendszer kolinerg agaként
ismert, de GABAerg és glutamaterg neuronok is alkotjak a magot. A
PPN neuronjai tobbféle szempontbdl is heterogenitast mutatnak, igy
csoportosithatok morfoldgiai, neurokémiai tulajdonsagaik szerint, a
sejtekre  jellemzd elektrofizioldgiai tulajdonsdgok és a  kérgi
oszcillaciokban betoltott szerepiik alapjan. Kimutattuk, hogy a kolinerg
sejtek az M-aram jelenléte vagy hianya alapjan nagy valdsziniiséggel
azonosithatok, mivel a kolinerg sejtek 91%-an sikertilt mérni M-aramot.
Ezzel szemben a GAD2-pozitiv GABAerg neuronokon egyaltalan nem
lattunk M-dramot. A tbb, mint 0,3 mV?/Hz power-rel rendelkezo
magas kiiszobli oszcillaciokrol kisérleteink azt mutattdk, hogy ez a

tulajdonsag szintén a kolinerg neuronok egyik funkcionalis markerének

33



tekinthetd, mivel a kolinerg neuronok 82%-aban sikertilt kimutatnunk,

mig ilyen amplitddoju oszcillaciokat nem lattunk GABAerg sejteken.

Az M-dramot az agy szamos teriiletén kimutattdk, az
agytorzsben is megtalalhato. Az M-aramért felelés ioncsatorna egy
lassan aktival6do, nem inaktivalodo fesziiltségfiiggd kaliumcsatorna. A
csatorna nyitasat tobb metabotrop receptor is szabalyozza. Az M-dram
nyitasatol vagy gatlasatél a neuronok kiilonb6z6 elektrofizioldgiai
sajatsagai megvaltozhatnak: a bemend ellendllds ¢és a nyugalmi
membranpotencial valtoztatdsa miatt az M-aram képes jelentdsen
szabalyozni az ingerelhetdséget. A neuronok depolarizalé impulzusok
hatasara kialakitott tlizelési frekvenciajat is meghatdrozza, illetve
hozz4jarul az  akcidspotencidl-tiizelési  frekvencia  adaptéacio
jelenségéhez, és az utdhiperpolarizacié kozepes és késoi szakaszanak
alakulasaban is szerepe van. Kisérleteink soran azt lattuk, hogy
ugyanakkora  amplitaidéja  araminjekcid  hatdsara  kiilonbozo
frekvencidval tlizeltek a GABAerg és a kolinerg neuronok. A
mérésekbdl kideriilt, hogy az M-aram valoban szerepet kap a tiizelési
utohiperpolarizacié amplitidojanak kialakitasaban. A GABAerg sejtek
adatait és a kolinerg sejtekrél XE991 alkalmazasaval mért adatokat
Osszehasonlitva azt kaptuk, hogy az adaptacids indexben, az alacsony

frekvencian torténd tlizelésben nem lathatd szignifikans kiilonbség,

34



viszont a magasabb depolarizald fesziiltséglépcsOk hatasara 1étrejovo
tiizelési frekvenciaban és az utohiperpolarizacié amplitidéjaban
szignifikans kiilonbséget talaltunk. Ez az eredmény azt jelzi, hogy az
M-aramnak a PPN kolinerg neuronjain a tiizelési frekvencia
adaptacidoban fontos szerepe van, viszont a tiizelési frekvencia és az
utéhiperpolarizacio alakulasanak tekintetében csak részben jarul hozza

ezek megvaltozadsahoz az M-aram megléte vagy hianya.

A PPN egyes neuronjain fiziologiasan jelenlévé magas kiiszobii
membranpotencidl-oszcillacio mérhetd. Egyes szerzok szerint ez az
aktivitas béta-gamma tartomanyt frekvencian torténik, mig az in vivo
extracellularisan mért human adatok az alfa-béta frekvenciatartomanyt
tamasztottdk ald. A jelenségért kalium- ¢és P/Q ¢és N tipusu
kalciumcsatornak a feleldsek. Kisérleteinkkel bemutattuk, hogy a magas
kiisz6bli oszcillaciok csak a kolinerg neuronokra jellemzd sajatsag,
melyre nagy befolyassal van az M-aram jelenléte. Az XE991-et, az M-
aram blokkoloszerét haszndlva a kolinerg sejtek oszcillacidinak
amplitddojat szignifikansan csokkentette. Az eredményeink ¢és a
karbakol irodalombdl ismert, oszcillaciokat csak révid tavon gatld
hatdsa megerdsiti azt a megfigyelést, miszerint a muszkarinos
neuromodulacionak tobb célpontja van, az M-dram csupan egy , bar

fontos elemet alkot ezek kozil.
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Az endokannabinoid hatasok preszinaptikus és asztrocita-fiiggé

komponenssel is rendelkeznek

Munkank masodik felében a PPN neuronokon érvényesiild
endokannabinoid hatasok neuronalis preszinaptikus €s asztrocita-fliggo
extraszinaptikus komponenseit valasztottuk ketté. A kannabinoid
jelatvitel részben direkt preszinaptikus részben indirekt, asztrocitan
keresztiili hatasokat kozvetit a nucleus pedunculopontinus neuronjain.
korabbi eredményeit sikeriilt igazolni, miszerint az asztrocita aktivacid
mGIuR-fiiggd, tonusos neuronalis depolarizaciot és hiperpolarizaciot
okoz. A CBI receptor aktivacionak enyhe serkentd hatasa van a
serkentd  neurotranszmisszidra, gatldé hatdsa van a  gatlo
neurotranszmissziora. Ez utobbi valdszinlileg a preszinaptikusan
elhelyezkedd CB1 receptorok aktivacioja miatt torténik, mig a serkentd
neurotranszmissziora torténd hatasban két tényezo szerepel: a serkentd
axonvégzddéseken  elhelyezkedd  CB1  receptorokon  torténd
preszinaptikus gatlds és a neuronok aktivitdsanak novekedése az

asztrocitak glutamat felszabaditasanak serkentése.

crer

Az asztrocitdk aktivacidjanak eredményeképpen ténusos
neurondlis befelé és kifelé iranyuld é4ramokat figyeltiink meg. A

munkacsoportunk korabbi eredményei szerint, a CB1 receptoron
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keresztiili asztrocita aktivacio altal kivaltott depolarizacié a II-es
csoportt. mGIluR receptorok blokkolasaval gatolhatdo, mig a
hiperpolarizaciot az I-es csoporti mGluR receptorok blokkolasaval
lehet gatolni. Ismert, hogy az asztrocitak vezikularis exocitozissal,
kiilonb6zo csatorndk és transzporterek segitségével szabaditjak fel a
glutamatot, ¢és képesek szabalyozni az extraszinaptikus glutamat
szintjét. Az asztrocitdk altal felszabaditott glutamat a kdrnyez6
neuronokon, azok kiilonb6zé mGluR, AMPA vagy NMDA receptorain
képes hatni. Az irodalomban leirtdk, hogy az extraszinaptikusan
taldlhatdé mGluR-k képesek a neuronok membranpotenciéljat és tonusos
aramaik  megvaltozasat  eléidézni.  Munkacsoportunk  korabbi
eredményeit sikeriilt megerdsiteniink a ténusos depolarizacidval és
hiperpolarizacidéval kapcsolatban, mégpedig azzal, hogy kimutattunk
kannabinoid hatdsokat a tonusos befelé irdnyuld és kifelé iranyulo

aramokra.

Az optogenetika hasznalata lehetévé teszi, hogy szelektiv
modon aktivaljunk vagy gatoljunk bizonyos sejtpopuldcidkat. Az
asztrocitdk szelektiven aktivalhatdak GFAP-fiiggé6 ChR2 expressziod €s
a ChR2-aktivaci6 segitségével. Az asztrocitdk optogenetikai
aktivaciojaval  kapcsolatos  kisérletek  alatamasztottdk azt az
elméletiinket, miszerint a PPN neuronok ingerlékenységének toénusos

valtozasai nagyrészt asztrocita eredetli folyamat kovetkezményei. Az
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asztrocitdk  optogenetikai  aktivacidja  neurondlis  struktarak
¢és az endokannabinoid hatasok hasonlosagot mutatnak. Adataink azt az
elméletet erdsitették meg, miszerint az endokannabinoid hatasoknak a
PPN-ben van egy indirekt, asztrocia-fiiggé Osszetevdje is. A
depolarizaciot és a neuronalis tonusos befelé iranyuld aramot kivaltja
mind a CB1 receptor agonistak alkalmazasa, mind az asztrocitak
optogenetikai aktivacioja, és a hatas kivédheto a II-es csoporti mGluR

receptorok blokkolasaval.

Azon tal, hogy eldzetes adatainkat aldtdmasztottuk az asztrocita-
fliggd tonusos aktivacioval és gatlassal kapcsolatban a PPN sejtjein
tobbféle modszerrel, azt is megmutattuk, hogy a szinaptikus
neurotranszmissziot is direkt és indirekt endokannabinoid hatdsok
modulaljak a PPN-ben. Jol ismert, hogy a CBI receptorok
tulnyomorészt preszinaptikusan helyezkednek el mind serkent6, mind
gatlo szinapszisokban. Egyre tobb a bizonyiték arra is, hogy a CBI
receptor preszinaptikus elhelyezkedése mellett az asztrocitdkon szintén
megtalalhato a receptor a kiillonb6z6 agyteriileteken. Kimutattuk, hogy a
PPN-ben is el6fordul preszinaptikus és asztrocita- CB1 receptor. A
gatld és a serkentd neurotranszmisszio CB1 receptor altal torténd
preszinaptikus gatldsa egy régota ismert jelenség, amit eldszor a

kisagyban és a hippocampusban irtak le. Jelen munkéban elséként
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mutattuk be, hogy a PPN-ben létezik a DSE és a DSI jelensége. A CB1
receptor agonistai minden esetben csokkentették a SIPSC-k és mIPSC-k
frekvencidjat, de nem valtoztattdk meg a amplitdddjukat. Ezzel
szemben, a SEPSC-k frekvenciaja ndvekedett a CB1 receptor agonista
WINS55,212-2 alkalmazasara. A preszinaptikus rostok stimulécidja altal
kivaltott EPSC-k esetén, mind a posztszinaptikus depolarizacid, mind a
CB1 receptor agonistdk preszinaptikus gatlast okoztak az esetek
tobbségében. Irodalmi adatokbol ismert, hogy a fokozott neuronalis
aktivitas, mely endokannabinoid termelédést eredményez, asztrocita
eredetli glutamatfelszabaduldst okoz. Ez a glutamat a glutamaterg
szinapszisokat képes facilitalni vagy NMDA receptoron keresztiil
hosszu tavl depressziot okozni. Megfigyeltiik, hogy a PPN-ben létezik
egy asztrocita-fiiggd, EPSC-k frekvenciajat noveld hatas, és ez képes
elfedni a preszinaptikus CBI1 receptorok gétld hatdsat. Tovabbd, az
asztrocitdk optogenetikai aktivacigja novelte az sEPSC-k frekvencidjat
Il-es csoportt mGIuR receptorokon keresztiil. Ezzel szemben, az
asztrocitak optogenetikai aktivacidja nem gyakorolt érdemi hatast a
kivaltott EPSC-kre. Ezek a megfigyelések felvetették annak a
lehet6ségét, hogy a direkt preszinaptikus asztrocita-fiiggd hatasok
helyett a glutamaterg neuronok asztrocitak altal, ll-es csoportit mGluR
receptorokon keresztiil fokozott ingerlékenysége fedi el a CBI1
receptoron érvényesiild preszinaptikus gatlast. Az, hogy a gatld

neurotranszmisszidt nem serkentik az indirekt kannabinoid hatasok,
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felveti a lehetdségét annak, hogy egy coronalis szeletpreparatumban a
helyi GABAerg kollateralisokbol kevesebb van, mint a glutamaterg
kollateralisokbol.

OSSZEFOGLALAS

A nucleus pedunculopontinus (PPN) a retikularis aktivacios
rendszer egyik kolinerg magja, ami a mezopontin régidoban helyezkedik
el, és fobb élettani funkcidi kozé az alvas-ébrenlét és a mozgas
szabalyozasa tartozik. Az alvasszabalyozas homeosztatikus ¢és
cirkadian komponenseiként tobbféle neuromodulacids hatas érvényesiil
a PPN neuronjain; ismertek a kolinerg, szerotoninerg, endokannabinoid,
orexin- és ghrelin-medialt hatasok. Bar az in vivo és az ex vivo,
neuronokon érvényesiild hatasok ismertek a PPN neuronokon, a
részletes hatdsmechanizmusaik nincsenek teljesen feltérképezve.
Vizsgalataink célja az volt, hogy a PPN neuronokon érvényesiild
kolinerg és endokannabinoid hatasok kozvetleniil neuronokon vagy
kozvetve, asztrocita-aktivacion keresztiil megvalosulé komponenseit

egymastol szétvalasszuk.

Megallapitottuk, hogy a kolinerg hatdsok egyik fontos, kozvetleniil a

neuronokon érvényesiild hatasa az M-dram gatlasan keresztiil
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érvényesiil. Ezt az alacsony kiiszobii, lassan aktivalédo kaliumaramot
csak a kolinerg neuronokon talaltuk meg, és a nem-kolinerg vagy az
azonositott GABAerg neuronok nem rendekeztek vele. Az M-aram
felelosnek bizonyult a tiizelési frekvencia adaptacid és a kozepes
utohiperpolarizacié kialakitasaért, valamint effektiven modulalta a

kalciumaram-fiiggd magas kiiszobli membranpotencial-oszcillaciokat.

Az endokannabinoid szignalizaci6 PPN-en érvényesiild direkt
neurondlis ¢és indirekt, asztrocita-fliggé komponenseit is vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy a CBI receptor aktivacio soran létrejovo tonusos
serkentd vagy gatldo neurondlis aramokat asztrocita-aktivacié valtja ki,
metabotrop glutamatreceptor-fliggd moédon. A CBI receptor aktivacid
hatasdhoz hasonld neurondlis hatdsokat lattunk az asztrocitdk
optogenetikai aktivacidjaval. Az asztrocita-aktivacion keresztiil
érvényesiild, indirekt hatds mellett kozvetleniil a serkentd és gatlo
szinapszisokon megvaldsuld preszinaptikus gatlast is lattunk, amit az

asztrocita-fiiggé mechanizmus csak kozvetve, a glutamaterg neuronok

altalanos serkentésén keresztiil modosit.
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