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Bevezetés

A nucleus pedunculopontinus (PPN) morfologiai és funkcionalis sajatsagai

A PPN a pontomesenchephalicus tegmentumban talalhatd, ¢és anatomiai
elhelyezkedését tekintve caudalisan a nucleus parabrachialis, medialisan a pedunculus
cerebellaris superior, lateralisan a lemniscus lateralis, dorsalisan pedig a substantia nigra,
nucleus cuneiformis €s subcuneiformis hatarolja. A PPN kolinerg és nem-kolinerg
(GABAerg, glutamaterg) neuronokbdl épiil fel.

A PPN kolinerg neuronjai hosszu elagazé axonokkal rendelkeznek, melyek az agy
szamos részével képeznek kapcsolatot, igy tehat a PPN szdmos leszallo és felszallo
projekcioval rendelkezik, ¢és kapcsolatban 4ll szdmos agyteriilettel a kozponti
idegrendszerben. A PPN felszallé projekcioi kozé a thalamusba, colliculus superiorba, a
substantia nigraba, a nucleus subthalamicusba, a lateralis hypothalamusba, a zona incertéba, a
globus pallidusba, a nucleus entopeduncularisba, a bazélis eldagyba és a frontélis kéregbe
kiildott rostok tartoznak. A PPN leszalld projekcioi kozé tartozik a periaqueductalis
sziirkeallomany, a nucleus reticularis, nucleus raphe dorsalis, nucleus raphe intermedius,
nucleus raphe magnus, és a ventralis tegmentalis area.

Kimutattak, hogy a kolinerg neuronok képesek tobb transzmittert koexpresszalni, mint
a glutamat, GABA, nitrogén-monoxid, valamint neuropeptideket mint a P-anyag. A PPN
sejtjeire jellemzé membran receptorokat is vizsgaltdk, melyek koziil leirtdk az NMDA (N-
metil-d-aszpartat), az M2, M3 és M4-es muszkarin tipusu receptorokat mind a PPN, mind
pedig az LDT neuronjain. A szerotoninerg 5HT2-es, hisztaminerg, GABAerg, valamint a
noradrenerg receptorokat is kimutattdk a kolinerg neuronokon.

A PPN f6 funkciodi kozé sorolhatd a mozgasszabalyozas, ezen kiviil az alvas-¢brenlét
fazisanak szabalyozasa, és a startle reflex prepulzus gatlasaban valo részvétel. A magnak
szerepe van szenzoros, motoros ¢és kognitiv funkcidk kialakitdsaban. A PPN érintettségét
szamos korélettani folyamatban is kimutattdk. Akar a PPN teljes pusztuldsa, akar a neuronok
szamanak a csOkkenése Osszefiiggésben allhat bizonyos neurologiai, neuropszichiatriai
megbetegedésekkel, mint pl. peduncularis hallucinézis, skizofrénia vagy vizualis
hallucinaciokkal jaro Parkinson-kor. A Parkinson-kor terapiajaként végzett végzett mély agyi

stimulécio egyik lehetséges célpontjaként is felmeriilt a PPN.



A kannabinoid és kolinerg jelatvitel a nucleus pedunculopontinusban

A PPN-ben mind a neuronok, mind az asztrocitik reagalnak kannabinoid-1 (CB1)
receptor-, valamint muszkarin tipust acetilkolin receptor agonistdkra. Bar a Cannabis sativa
szdrmazékanak (azon beliil is a legjobban ismert A’-tetrahidrokannabinolnak) a pszichoaktiv
hatasa 6sid6k Ota ismert, viszonylag Gjonnan fedezték fel azon receptorokat, amin keresztiil ez
a hatéanyag kifejti a hatasat. Az elsé ilyen receptor (ami a CB1 nevet kapta), a kilencvenes
évek elejére kertiilt leirasra. Még késobb keriilt felismerésre, hogy ezt a receptort endogén
ligandok is képesek aktivalni, amely molekuldk az endokannabinoidok néven véltak ismertté
(szemben az exogén kannabinoidokkal, a kannabisz szdrmazékaival. Szamos ilyen
lipidtermészetli vegyliletet azonositottak; elséként az anandamidot. =~ A prototipusos
anandamid mellett szamos mas endokannabinoid is l1étezik, mint pl. a 2-arachidonoil-glicerol
(2-AG), az oleamid, a virodhamin, a noladin éter vagy az N-arachidonildopamin.

Az endokannabinoidoknak a CB1 receptoron kiviil tovabbi receptorai is ismertek.
Elsdsorban, de nem kizarélag periférids lokalizacidban (tipikusan az immunrendszerben)
talalhato meg a CB2 receptor valamint tobb, un. nem CB1, és nem CB2 receptor. Ide tartozik
a GPRS55 és a GPR119. A fenti receptorokon kiviil azonban az endokannabinoidok képesek
direkt modon aktivalni mas receptorokat és membranfehérjéket is (mint pl. a TRPV1 receptor,
az 5-HT3 receptor, a nACh receptor, az NMDA receptor, opioid receptorok, a T-tipusu
kalciumcsatorna, a TASK-1 csatorna vagy fesziiltségfiiggd natriumcsatorna. A CB1 receptor
stimuldcio legrégebben megismert €s legrészletesebben jellemzett hatdsa az adenilat ciklaz
gatlasa. Az endokannabinoid szignalizdcid komplex voltat mutatja azonban, hogy az
ellenkezdjét, a cAMP szint emelkedését is leirtdk. Emellett a CB1 receptor stimulacié a MAP
kinazt (mitogén-aktivalt protein kindz) is képes aktivalni. Ismert tovabba, hogy CBI receptor
stimuldcio IP3-érzékeny raktarakbol képes Ca’**-ot mobilizalni és eziltal emelni az
intracellularis kalciumkoncentracidt. Az endokannabinoidok direkt modon és CB1 receptor
fliggd uton is képesek ioncsatorndkat moduldlni. A P/Q-, N- és L-tipusu kalciumcsatornakat
gatolja a CBI1 receptor aktivacid. A receptor tobb kaliumcsatorna nyitasat képes stimulalni,

ugyanakkor a D-tipusu és M-tipust kaliumaramokat gatolja.



Preszinaptikus CB1 receptorok

Az utobbi masfél évtizedben szamos tanulmany tdmasztotta ala, hogy a neuronélis
elemek CB1 receptorai zommel preszinaptikus lokalizacioban fordulnak ¢l6, és a szinaptikus
neurotranszmissziot befolydsold rovid, valamint hosszii tavl hatasaik jol ismertek. Az
endokannabinoidok &ltal megvaldsuld retrogrdd szignalizacid a rovid tava szinaptikus
szabalyozast a gatld és serkentd szinapszisok depolarizacid altal indukalt szuppresszidjan
keresztiil valositja meg. A gatlo szinapszisok depolarizacio altal indukalt szuppresszioja
("depolarization-induced suppression of inhibition", DSI), valamint a serkent6 szinapszisokon
érvényesiilé ugyanezen hatas ("depolarization-induced suppression of excitation”, DSE) a
retrograd neurotranszmisszio6 altal triggerelt rovid tavu szinaptikus plaszticitasnak a példaja.
A posztszinaptikus neuron depolarizdcidja (vagy mGIluR aktivacid) endokannabinoid-
felszabadulashoz vezet, ami a preszinaptikus CB1 receptorhoz kotddik, és ott G-protein fliggd
modon fesziiltségfiiggd kalciumcsatornakat gatol; ezaltal mérsékelve a neurotranszmitter-
felszabadulast. A rovid tavh plaszticitds mellett a hosszu tava plaszticitasban is szerepet
kapnak az endokannabinoidok és a CB1 receptor; az endokannabinoid-medialt hossza tava
depressziot kialakitva. Itt elsésorban az adenilat ciklaz gatldsan és a cAMP csokkenésén
keresztiil jon létre a hatas. A eCB-LTD input-specifikus volta is ismert, a preszinaptikus CB1
receptor aktivacid mellett a szinapszis aktiv volta is sziikséges a hatés 1étrejottéhez.

A neurondlis elemeken preszinaptikus lokalizacioban eléforduldo CB1 receptorokon til
ismert, hogy az asztrocitdk is rendelkeznek ezzel a receptortipussal. Az asztrocitdk CBI1
receptoranak aktivalasa effektiven képes neuronalis funkciokat is befolyasolni. Leirasra
keriilt, hogy a hippocampalis piramissejtek depolarizacidja sordn felszabadulo
endokannabinoidok aktivaljak az asztrocitdk CB1 receptorait, amelyek kalciumhulldmokat
produkalnak és glutamdatot szabaditanak fel. Ez a glutamat képes egyrészt extraszinaptikus
NMDA receptorok aktivalasan keresztiil lassu befelé irdnyuld aramokat (slow inward current,
SIC) 1étrehozni a szomszédos piramissejteken, masrészt preszinaptikus metabotrép glutamat
receptorokon (mGluR) potencirozni a serkentd neurotranszmissziot. A rovid tdva hatdsokon
tul az asztrocitak CB1 receptoranak aktivacidja képes LTD-t indukalni a neocortexben.

Egyre tobb bizonyiték van arra vonatkozoan is, hogy az asztrocitdk nemcsak reagalnak
a felszabadulo endokannabinoidokra, hanem maguk is képesek felszabaditani
endokannabinoidokat. Az asztrocitdk rendelkeznek az ehhez sziikséges enzimekkel és a

sejtkulturaban fenntartott asztrocitdk 2-AG- és anandamid-felszabaditasarodl is 1étezik adat.



Az asztrocitak fiziologiaja

Az asztrocitdk elektromosan nem excitabilisak, melynek egyik oka az, hogy nem
rendelkeznek olyan denzitasban fesziiltségfiiggd ioncsatorndkkal, mint a neuronok. Az
asztrocitdk membranjaban is talalhatdak kalium- és natriumcsatorndk, viszont ezeken a
sejteken nem alakul ki akcids potencial. Masrészrol viszont, az asztrocitak képesek mind
spontanul, mind stimulacié hatasara az intracellularis Ca** koncentracidjukat megvéltoztatni,
amit szokéas "kalcium excitabilitdsnak" 1is nevezni. Az asztrocitadkra jellemz6 Ca®*
oszcillacidkat, mar szamos helyen kimutattak, példaul a ventrobasalis thalamus, hippocampus,
cerebellum €s a neocortex teriiletén.

A Ca* jelatvitel mechanizmusa kiilonbozik az excitabilis sejtekben (példaul
neuronokban, izomsejtekben) ill. a nem-excitabilis sejtekben (endotélsejtek, limfocitak). Az
excitabilis sejtekben a citoplazmatikus Ca?* jel kialakulasakor, a Ca?* belépés egyarant
szarmazhat a fesziiltség/ligandfiiggd Ca®* csatornakbol, valamint az intracellularis
raktarakbol. A nem-excitébilis sejtekben, a Ca®* felszabadulds a belsd raktarakbol valosul
meg. Az asztrocitak szdmos tipusu kalciumjelet képesek produkalni attol fiiggden, hogy a sejt
nyulvanyait, szomajat vagy az egész sejtet érintik; tovabba hogy tovabbterjednek-e a
kornyezd asztrocitdkra. A kalciumjelek kialakuldsat az asztrocitdk szdmos metabotrop
receptoranak aktivacidja valtja ki, ami inozitol 1,4,5-trifoszfat (IP3) képz6déséhez és az
intracellularis kalciumraktarakbol torténd IP3-indukalt kalciumfelszabadulashoz vezet. A
kalciumjelek blokkolhatéoak a SERCA pumpa gatlasaval (pl. thapsigarginnal) vagy az IP3
receptor gatlasaval intracellularisan alkalmazott heparinnal. Az IP3 és a kalcium diffazioja
gap junction-okon keresztiil asztrocitak kozott terjedd kalciumhullamokat képes kialakitani; a
gap junction gatlasa megakadalyozza a kalciumjel tovabbterjedését.

A gliotranszmitterek a gliasejtekben termelddnek, felszabaduldsukat pedig fizioldgiai
vagy patofiziologiai mechanizmusok szabalyozzdk. A gliotranszmittereket 3 f& csoportba
soroljuk. Az els6 csoportba az aminosavak (pl.: glutamat, D-szerin), a masodikba a
nukleotidok (pl.: ATP), a harmadik csoportba pedig a peptidek tartoznak (pl.: atridlis
natriuretikus peptid, BDNF).

Az asztrocitdk a szinaptikus neurotranszmisszid szabalyozasaban a neuronok aktiv
partnerei. Szemben a szinapszisok klasszikus leirasaval, ahol a résztvevo két partner a pre- és
a posztszinaptikus neuron ("bipartite synapse"), a szinapszisokhoz kozeli asztrocitak -
harmadik partnerként- specifikusan reagalnak neurotranszmitterekre €s gliotranszmitterek
révén maguk is befolyasoljdk a szinaptikus neurotranszmissziot ("tripartite synapse"). A

neuron-asztrocita kommunikacié fontos voltat jelzi, hogy az asztrocitdkon megtalalhatoak



neurotranszmitter receptorok. Az asztrocitdk nagyszamu (elsésorban metabotrop) receptort
expresszalnak, szamos neurotranszmitter szamara (pl.: glutamat, adenozin, norepinephrin,
GABA, hisztamin, acetilkolin stb.). Az asztrocitak receptorainak aktivacidja kalciumhulldmok
1étrejottéhez vezet, és ennek kovetkeztében szamos gliotranszmitter szabadulhat fel, mint

példaul a glutamat, GABA, acetil-kolin, noradrenalin, nitrogén-monoxid.

Célkitiizések

Kisérletes tevékenységem céljai az alabbiak:

1. A PPN neuronjainak CBL1 receptor agonistak hatasara bekovetkezé membranpotencial- és
akcios potencial tiizelési frekvencia valtozasanak vizsgalata patch-clamp technikaval, vad
tipust és CB1 receptor knockout allatokon.

2. A CBI receptor stimuldcid neuronalis hatdsainak farmakologiai jellemzése, az abban
szerepet jatszo egyéb receptorok feltérképezése.

3. A neurondlis szubpopulaciok és a CBI1 receptor stimuldcié hatdsa kozotti korrelaciok
vizsgalata.

4. Az asztrocitak kannabinoid stimul4cio éltal torténd aktivacidjanak és az ezzel parhuzamos
neuronalis hatasok Osszefiiggéseinek vizsgalata.

5. A CB;j receptor lokalizaciojanak meghatarozasa immunhisztokémiai méodszerrel.

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

Osszehasonlitasa.

Anyagok és mddszerek
Oldatok

A funkcionalis mérésekhez, az altalunk készitett mesterséges agy-gerincveldi
folyadékot (aCSF) hasznaltunk. A preparalas soran egy modositott, alacsony natriumtartalmu
aCSF-et (low Na aCSF) hasznaltunk.

Egyes funkcionalis mérések soran a normal aCSF extracellularis oldatot lecseréltiik
glutamaterg, glicinerg, és GABAerg neurotranszmissziot blokkolo oldatra. A glutamaterg
ingeriiletattevodést NBQX ¢és D-APS alkalmazdsaval, a glicinerg neurotranszmissziot
sztrichninnel, a GABAerg szinapszisokat pedig bikukullinnal blokkoltuk.

A kalciumkoncentracio-mérések az Oregon Green 488 BAPTA-1 fluoreszcens

kalciumindikator-festék (OGB) acetoxi-metilészter (AM) forméjanak alkalmazasaval tortént.



Az immunhisztokémiai jel6lésekhez szokasos Osszetételti foszfat-puffert (PB), valamint
foszfat- (PBS) és tris-pufferelt sooldatot (TBS) alkalmaztunk (pH=7,4), A fixaldshoz 4%-0s
paraformaldehid oldatot (PFA) hasznaltunk.

Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez 8-15 nap kozotti C3H egereket hasznaltunk, tovabba tdTomato
fluoreszcens fehérjét expresszalé GAD?2 illetve ChAT egereket mindkét nembdl. Szdmos
esetben hasznaltunk fel kisérleteinkhez CB1 receptor knockout egereket illetve vad tipusa

alomtarsaikat.

Tulélé agyszelet preparalasa

Miutan dekapitaltuk az allatot, eltavolitottuk az agyat, majd pedig vibratom
segitségével 200 pm-es korondlis kdzépagyi szeletet vagtunk, melynek prepardldsa mindvégig
alacsony natrium tartalmi aCSF-ben tortént. A szeleteket végiil nACSF-fel feltoltott
kamraban, 37°C-on inkubaltuk 1 éran keresztiil, majd pedig szobahdmérsékletiire hiitottiik.
Az inkubacios oldatot karbogén gazkeverékkel (95% O,; 5% CO,) buborékoltattuk, ezzel

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

Elektrofiziologia

A mérések soran az agyszeleteket 40x-es nagyitasti vizimmerzids objektivvel és
Nomarski optikaval felszerelt, Zeiss Axioskop mikroszkdp hasznélataval tettiik lathatéva. A
mérés alatt a szeleteket karbogénnel buborékoltatott, NACSF-fel aramoltattuk at. A
mikroelektrodakat boroszilikat iivegkapillarisbol, vertikalis huazoval készitettiik. A
mérésekhez 5 MQ ellenallast patch pipettakat készitettiink, melyet belsd oldattal toltottiik
meg. A teljes sejtes patch clamp vizsgalatokhoz Axopatch 200A erdsit6t hasznaltunk. Az
Osszes mérés szobahOmérsékleten lett elvégezve.  Patch-clamp technika teljes sejtes
elrendezésében, aram-clamp lizemmodban, kiilsé ingerlés nélkiil, folyamatosan mértiik a
neuronok membranpotencialjat. Az elemzéshez két, 120 s hosszisagh mérési szakasz keriilt
kivalasztasra: az egyik szakaszt a kontroll periddusbol, a masikat pedig a szer hozzaadasat
kovetd 3 perc utani idGszakbol valasztottuk ki. A membranpotencial e periddusainak
értekeibol hisztogramokat készitettiink, és azt a fesziiltségértéket tekintettiik a nyugalmi
membranpotencidlnak, amelyikhez a legtobb adatpont tartozott. Hiperpolarizacionak vagy

depolarizacionak a 2 mV-ot meghaladd membranpotencial-valtozasokat tekintettiik, mert a



hasonld koriilmények kozott, de szerek alkalmazasa nélkiill megfigyelt membranpotencial-
valtozasok atlagos értéke 2 + 0,52 mV volt. Ehhez hasonldan, az akcidspotencial-tiizelési
frekvencia spontan fluktuacidja 0,52 + 0,19 Hz-nek bizonyult; és ennek alapjan a 0,5 Hz

feletti értékeket tekintettik a tizelési frekvencia valtozasanak.

Alkamazott szerek

CB1 receptor agonistaként ACEA-t alkalmaztunk 5 umol/l koncentracidban és
WIN55,212-2-t 1 umol/l koncentracioban hasznaltuk. Az UCM707-et (anandamid membran
transzport inhibitor) 10 umol/l-es koncentracioban alkalmaztuk. Bizonyos kisérletekben a
szeleteket folyamatosan perfundaltuk 10 pmol/l (NBQX), 50 pmol/l DAP5, 1 pmol/l
sztrichninnel, valamint 10 umol/l bikukullinnal, hogy blokkoljuk az ionotrép glutamat-,
glicin- és GABA-receptorokat. A tovabbi kisérletekben 100 pmol/l CPCCOEt és 10 pmol/l
MPEP-et alkalmaztunk az 1-es és 5-0s tipusa metabotrop glutamat receptorok (mGIuR I-es
csoport) blokkolasara, mig az mGluR II-es csoportba tartozd receptorok blokkolasara 10
umol/l LY341495 hasznaltunk. A spontan akciospotencial-tiizelést 1 pmol/l TTX-el
blokkoltuk. Mas kisérletekben, a szeleteket 50 nmol/l ACEA-val 5-7 percig eléinkubaltuk,
miel6tt az 5 umol/l ACEA-t alkalmaztuk. A muszkarinos agonista karbakolt 50 umol/l-es

koncentracidban hasznaltuk.

y e 2+ y o7 y
Intracellularis Ca“" koncentracio mérése

Az intracellularis Ca?* koncentracid méréshez, ,calcium imaging” technikat
hasznaltunk. Kisérletiink soran OGB-AM-et tartalmazo festékkel inkubaltuk be a szeleteket.
Ennek sordn a szeleteket egy NACSF-et tartalmaz6 Millicell CM sejttenyészté edénykébe
illesztheté kamraba helyeztiilk. Ezt kdvetden a szeleteket eldinkubaltuk OGB-vel, a sejtek
festékkel valo megtoltddésének céljabol. Az inkubalas alatt a sejtek felvették a Ca* érzékeny
festéket. A szeleteket Zeiss Axioskop mikroszkoppal tettiik 1athatova. A szeleteket a mérés
soran NACSF-fel folyamatosan perfundaltuk. A mikroszkdp egy olyan fluoreszcens képalkotd
rendszerrel volt felszerelve, amely lehetévé tette a fluoreszcens jelek detektalasat és a
fluoreszcencia intenzitas idObeli valtozasanak rogzitését. A fluoreszcens festék gerjesztése
488 nm hullamhosszusagu fénnyel tortént.

Ezzel parhuzamosan patch-clamp kisérleteket is végeztiink. Annak érdekében, hogy
bizonyitsuk a lassi kalcium hullamok glia eredetét, teljes-sejt patch-clamp méréseket is

végeztiink mind aram-, mind fesziiltség-clamp tizemmodban. Ezeket a sejteket Alexa Fluor



594 fluoreszcens festékkel is megtoltottiik a morfologiai azonositds érdekében. Tovabba,
loose-patch iizemmodban vezettiink el a lasst kalciumhullamokat produkalo sejtekrdl, hogy
bizonyitsuk, hogy a lassi hullamok nem kapcsolodnak akcidspotencial-tiizeléshez. Bizonyos
kisérletekben, a metszeteket eldinkubaltuk thapsigarginnal 45 percen keresztiil, hogy gatoljuk
az asztrocitdak Kalcium hullamait. A fluoreszcens kalciumkoncentraciok eredményét
képsorozatok formajaban exportaltuk a Till Vision nevli programbol. A képsorozatok
kiértékelése az egyedi sejtek azonisitisaval és kijelolésével kezdddott (,region of
interest”/ROI). A kovetkezd 1épésben szamszerlsitettik a ROI-k atlagos

fluoreszcenciaintenzitasainak valtozasat.
A jelolt neuron lathatova tétele

Az elektrofiziologiai mérések soran a neuronok biocitinnel lettek megtdltve. A
szeleteket ezt kdvetden paraformaldehiddel foszfat-pufferben 4°C-on fixaltuk egy éjszakan at.
A permeabilizalast Tris-pufferolt s6oldattal sikeriilt elérni, amely 0,1% Triton X-100-al és
10% szarvasmarha-szérummal volt kiegészitve. A szeleteket ezt kovetden streptavidin-
konjugalt Alexa 488-at tartalmazo foszfat-pufferben inkubaltuk 90 percig. Azokban a
mintakban, melyekben nem volt tdTomato expresszid, azokon kolin acetiltranszferaz (ChAT)
immunhisztokémiat végeztiink el. A sejteket Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszkoppal tettiik

lathatova.

Immunhisztokémia

Kisérleteink soran harom egeret hasznaltunk a tdTomato-t ChAT fiiggd modon
expresszalo torzsbdl, illetve harom egeret a C3H vad tipust egerekbdl. Az allatokat natrium
pentobarbitallal talaltattuk, majd pedig Tyrode oldatot &ramoltattunk at az allaton
transzkardialis perfuzid segitségével, melyet a fixalds céljabol lecseréltiink 4%-0s
paraformaldehidre. A fixalast kvetden a mesencephalont eltavolitottuk, majd utéfixaltuk 4
oran keresztiil, utana pedig 10 és 20%-os szukroz oldatot tartalmaz6 0,1 M-0s PB oldatba
helyeztiik, mig le nem siillyedt. Annak érdekében, hogy fokozzuk a penetraciot, az eltavolitott
mesencephalont lefagyasztottuk. Ezt kdvetden 50 pm-es vastagsdgu vékony transzverzialis
szeleteket vagtunk vibratom segitségével, majd pedig a szeleteket atmostuk PB-vel.

Az egyszeres immunhisztokémiai protokoll alkalmas a CB1 receptor eloszlasanak
tanulmanyozasara a PPN-ben. A kisérlet soran, a szabadon sz6 szeleteket eldinkubaltuk nyul
anti-CB1 antitesttel 48 6ran at 4°C-on, majd ezt kovetden nyul ellen termeltetett 1I9G Alexa

Fluor 647-tel konjugalt antitestet adtunk hozza. Miel6tt az antitest kezelés megtortént volna,



azel6tt 10%-os normal kecskeszérumban tartottuk 50 percen keresztiil. Az ellenanyagokat
TBS-ben higitottuk, amely 1%-os normal kecskeszérumot is tartalmazott. Végiil a szeleteket
targylemezre helyeztiik és Vectashielddel lefedtiik.

Kettés immunhisztokémiai jel61és soran, a CB1 receptor és az asztrocitak jellegzetes
markerének a GFAP-nek a kolokalizacidjat tanulmanyoztuk. A szabadon 0szo szeleteket
elészor egy kevert antitestet, nyal anti-CB1 receptort és egér anti-GFAP-t tartalmazé oldattal
inkubaltuk. A szeletek elsédleges antitesttel torténd beinkubalasa, 2 napon keresztiil 4°C-on
tortént, majd pedig a masodlagos antitestek, a nyul ellen termeltetett kecske 1gG Alexa Fluor
647 konjugalt antitest, valamint az egér ellen termeltetett kecske 1gG Alexa Fluor 488
konjugélt antitest 1 éjszakan keresztil inkubdlodtak a szeleteken. Mieldtt a szeletek
megkaptak az antitest kezelést, eldinkubaltuk oéket 50 percen keresztiil 10%-o0s normal
kecskeszérummal. Az antitesteket PBS-ben higitottunk, amely 1%-os normal kecskeszérumot
is tartalmazott. Végiil a szeleteket targylemezre helyeztiik és Vectashielddel lefedtiik.

Az 1 pum optikai vastagsagu szeleteket konfokalis mikroszkoppal szkenneltiik. A
beolvasott képek elemzésé¢hez Adobe Photoshop CS6 szoftvert hasznaltunk.

Az elsédleges antitest, a CB1l receptorral szembeni antitest specificitasanak
megerdsitése érdekében eldzetesen CB1 knockout egereken is elvégezték a kisérletet. A
specificitas ellenérzésére a szabadon sz szeletekre a protokoll szerint alkalmaztak antitestet.
Mas esetekben vad tipusi mintdt alkalmazva az antitestet lecserélték 1%-0s normal
kecskeszérumra. Egyik esetben sem volt megfigyelheté CB1 immunpozitivitas.

A kvantitativ analizis céljabol elvégeztik a CB1 receptor és GFAP receptor
immunpozitivitdsanak a vizsgalatat, melynek soran a szabadon usz6 szeleteket nyul anti-CB1
receptor-, kecske anti-ChAT-, és egér anti-GFAP- antitesttel inkubaltuk. A szeleteket az
elsédleges antitesttel 2 napon keresztiil 4°C-on kezeltiik, melyet azt kovetden lecseréltiink
masodlagos antitestre, méghozza szamar anti-nytl IgG Alexa Fluor 555 konjugalt, kecske
ellen termeltetett szamar IgG Alexa Fluor 488 konjugalt, és egér ellen termeltetett szamar 1gG
Alexa Fluor 647 konjugalt antitestre.

A CBLl receptor és az asztrocita-marker kolokalizaci6 vizsgalatat tobb festett
metszeten elemeztiik. A CB1 receptor vizsgéalatakor tobb szabvanyos racs keriilt kivalasztasra

¢s vizsgaltuk az axonok, illetve a gliasejtek markereit.



Statisztikai analizis

Minden adatot atlag + standard hiba (SEM) forméajaban tiintettiink fel. Két fliggetlen
adathalmaz kozponti tendenciainak (atlag, vagy median) Osszehasonlitasara t-probat vagy
Mann—Whitney féle U probat hasznaltunk. Amikor a karbakolra ¢s ACEA-ra bekdvetkezo
membranpotencidl- és tlizelésifrekvencia- valtozasokat hasonlitottuk Ossze, a neuronokat a
valaszaik (depolarizacid, hiperpolarizacid, valaszhidny) szerint csoportositottuk 2 mV-o0s
kiiszobértéket hasznalva; és Fisher-féle probat hasznaltuk a p értékek Bonferroni
korrekcidjaval. A szignifikancia kiiszobének a p = 0,05-0s értéket tekintettiik. A szdmitasok
elvégzésére SigmaPlot 12 és GraphPad Prism 6 programot hasznaltunk. A karbakolra és az
ACEA-ra kialakuld6 membranpotencial valtozdsok elemzéséhez ¢és feltiintetéséhez az

OriginPro 8-as szoftvert hasznaltuk.

Eredmények

A CBL1 receptor aktivacidja heterogén valaszt valtott ki a PPN neuronjaibol

Teljes sejtes elrendezésben, aram-clamp iizemmodban végzett patch-clamp méréseink
soran a CB1 receptor stimulicigjanak hatdsat vizsgaltuk a PPN neuronjainak
membranpotencidljara és tiizelési mintazatara. A sejtek elhelyezkedésének és
morfoldgidjanak azonositdsahoz biocitin jeldlést hasznaltunk. Egyes esetekben ChAT és
GADG65 fliggd moédon tdTomato fluoreszcens fehérjét expresszald idegsejteken végeztiink
méréseket. A neuronok 54%-anal spontan akcids potencial tiizelés volt megfigyelhetd,
melynek atlagos frekvencigja 1,85 = 0,35 Hz volt. A sejtek 5 pmol/l ACEA hatasara
kiilonb6z6é moddon reagaltak: egyesek depolarizalodtak és megnovelték az akcidspotencidl-
tiizelési frekvencidjukat, masok pedig hiperpolarizalodtak és csokkent a tiizelési frekvenciajuk
vagy teljesen meg is sziint a spontan aktivitasuk. Ezen kiviil voltak olyan sejtek, amelyek
nem reagaltak ACEA-ra. A CB1 receptor deficiens egerek neuronjain csak nagyon Kkis
mértékil, a vad tipusti mintakon mért valtozasoknal szignifikansan kisebb membranpotencial-
és tlizelési frekvencia valtozasokat lattunk. Egy masik kannabinoid receptor agonista, a
WIN5S5,212-2, és az anandamid membran transzporter inhibitor UCM707 is hasonl6 hatasokat

valtott ki.



A tovabbi kisérletek sordn megvizsgaltuk, hogy a megfigyelt heterogén
membranpotencidl-valtozasok hatterében milyen receptorok, hatasok allnak. A megfigyelt
heterogén valasz potencialisan fligghet az adott neuron tipusatdl. A kiilonbségek vizsgalata
céljabol mértiink tdTomato-t kifejezd kolinerg ¢s GABAerg neuronokon is. Mindkét
sejtcsoport esetében ugyantigy haromféle valaszt tapasztaltunk ACEA hatasara. A kolinerg
sejtek azonos aranyban depolarizalodtak, hiperpolarizalodtak vagy pedig nem reagaltak
ACEA hatasara, a GABAerg neuronok esetében viszont a sejtek foként depolarizalodtak. A
tovabbiakban arra kerestiink valaszt, hogy a neuronalis aktivitas blokkolasa befolyasolja-e a
CBI1 receptor stimulacidra latott valaszokat, azaz a neurondlis hal6zaton érvényesiild hatést
vagy kozvetlen poszt/extraszinaptikus hatast latunk. TTX alkalmazasakor vagy a gyors
szinaptikus neurotranszmisszi6 gatlasakor hasznalt koktél alkalmazasakor nem tapasztaltunk
valtozast az ACEA altal kivéltott membranpotencial-valtozasban. A kovetkezd
kisérletsorozatban a szeleteket az I-es vagy a ll-es csoportii metabotrop glutamatreceptorok
(mGIuR) antagonistaival kezeltiik. Az mGIuR | blokkolokkal kezelt neuronok
depolarizalodtak vagy pedig nem reagaltak ACEA hatasara, de mGIuR 1l-es blokkol6 hatasara
az ACEA néhany esetben hiperpolarizaciot okozott, de a depolarizacido gyakorlatilag
elmaradt. A gyors szinaptikus neurotranszmissziot blokkold koktélt és az mGIuR I-es és 1I-es
antagonistakat egyiitt alkalmazva az ACEA nem eredményezett szignifikans valtozast a

nyugalmi potencialban és tiizelési frekvenciaban.
A CB1 receptor aktivacioja megvaltoztatja az asztrocitak Ca” hullam frekvenciajat

Mivel a gyors szinaptikus ingeriiletatvitel és akcids potencialis tiizelés gatlasa nem
sziintette meg a kannabinoid-indukalt neuronalis membranpotencial valtozast; megvizsgaltuk,
hogy az asztrocitak CB1 receptoron keresztiili aktivacioja, hatassal van-e a neuronalis
aktivitasra. A szeleteket OGB kalciumérzékeny festékkel inkubaltuk, és mértik a
fluoreszcens festékkel toltottiik meg a sejteket. Az akcids potencidlokat nem tiizeld, passziv
membransajatsagokkal €s asztrocitdkra jellemzd morfologiaval rendelkezd sejtek spontan
lasstt kalciumhullamokat produkaltak, amelyek TTX jelenlétében is kimutathatok voltak,

viszont eltiintek thapsigargin alkalmazasa soran.

Az ezt kovetd kisérletekben, a neurondlis €s glidlis aktivitast egyszerre kovettiik
nyomon: az OGB-vel eldinkubalt szeletben current-clamp konfiguracioban mértiink egy

neuronon, illetve ezzel parhuzamosan a neuron szémajanak 50 pm-es kornyezetében, 5-21



toltott sejten mértiik a kalciumhullamok frekvenciavaltozasait. A neuronon kialakuld 2 mV-
ot meghalad6 depolarizaciot a kalciumhullamok frekvencianovekedése elézte meg és kovette
a kornyezd asztrocitakon. A kornyezd asztrocitikban ezekben az esetekben a kezdeti Kis
frekvenciaja spontan tevékenység ACEA alkalmazasat kovetden a kétszeresére emelkedett
koriilbeliil 4 percen at, majd fokozatosan visszatért az eredeti értékre. A hiperpolarizal6do
neuronok kozelében elhelyezkedd asztrocitdk viszont ACEA hatasara folyamatos
kalciumhulldm-frekvencianovekedést mutattak. Az ACEA alkalmazisara nem reagald
neuronok koriili asztrocitdk a szer alkalmazasa el6tt is magas kalciumhullam-frekvenciat

mutattak, ami nem valtozott szignifikdnsan a CB1 receptor agonista alkalmazasa alatt sem.

A neuronalis membranpotencial valtozasokért az asztrocitak CB1 receptorainak
aktivacidja felelés

A CBL1 receptorok jelenlétét a PPN asztrocitdiban immunhisztokémiai modszerrel
bizonyitottuk, ahol a CB1 receptor és az asztrocitak specifikus markerének, a GFAP-nak a
kolokalizacigjat mutattuk ki. Azt talaltuk, hogy a GFAP-pozitiv nyllvanyok a CB1 receptor
immunpozitivitassal kolokalizdlodnak, azaz az asztrocitdk egy jelentds része CB1
immunpozitivitast mutatott. Annak érdekében, hogy funkcionalis bizonyitékot talaljunk arra,
hogy a CB1 receptor agonistak az asztrocitakon elhelyezkedd CB1 receptorokat aktivalja,
megismételtiik a kisérletet CB1 knockout egereken is, kombinalt Ca2+-imaging és patch-
clamp méréseket alkalmazva. Osszehasonlitva a vad tipust 4llatok mérési adataival, az
asztrocitak spontan kalciumhullamai 1ényegesen alacsonyabb frekvenciat mutattak kontroll
koriilmények kozott a CB1 knockout egerek esetében.

Az asztrocitakon megfigyelt valtozasok annak is lehetnek a kovetkezményei, hogy a
neuronalis aktivitas valtozasa miatt azok is megvaltoztatjak az aktivitasukat. Ennek a
lehet6ségnek a megvizsgalasara vad tipusu egereken alkalmaztuk TTX-et annak érdekében,
hogy gatoljuk a neurondlis akciospotencial-tiizelést. Az ACEA alkalmazasat megel6zden,
TTX jelenlétében szignifikdnsan alacsonyabb volt az asztrocitdk kalciumhullam-frekvenciaja,
mint a kontroll koriilmények kozott. Azonban amikor ACEA-t alkalmaztunk, szignifikansan
megndvekedett a kalciumhullam-frekvencia TTX jelenlétében.

Ez utan azt vizsgaltuk, hogy az asztrocitak gatlasa megakadalyozza-e a neuronok CB1
receptor agonistdk hatdsara kialakuld membranpotencial valtozésat. Ehhez a vad tipust
egerekbdl szarmazd szeleteket 45 percig thapsigarginnal inkubaltuk, amely kiliritette az

intracellularis kalciumraktarakat, majd az ezt kovetd 10 percen beliil végeztiink méréseket.



Mint az varhato volt, miutan thapsigarginnal eldinkubdltuk a szeleteket, nem tapasztaltunk
lassi kalciumhulldmokat.  Ezzel parhuzamosan, az ACEA-ra bekovetkezd neuronalis
membranpotencial- ¢€s tiizelési frekvencia-valtozasok is elhanyagolhatéak voltak; az
eldinkubalas nélkiili valasztol szignifikansan kiilonboztek. A neurondlis valasz hidnya nem a
neuronok thapsigarginnal valdé gatlasanak a kovetkezménye volt, mivel a glutamat

alkalmazasa depolarizaciot és tiizelésifrekvencia-novekedést eredményezett.

A kolinerg és endokannabinoid stimulicié hatisa nagyrészt megegyezik a PPN
neuronjain

Kisérleteink tovabbi részében arra a kérdésre kerestiink vélaszt, hogy a kolinerg
neuromodulacid hatasai mennyire fednek 4t a korabban megfigyelt kannabinoid hatassal. 22
PPN neuronon végeztiink méréseket patch-clamp technika teljes-sejtes elrendezésében, aram-
clamp tizemmoédban. Mind a kolinerg, mind pedig a nem-kolinerg neuronok esetében,
karbakol hatasara heterogén valaszt figyeltiink meg, ami depolarizaciobol, hiperpolarizaciobol
¢és valaszhianybol allt. A heterogén valasz karbakol hatasara nem tér el 1ényegesen a korabbi
méréseinkben alkalmazott ACEA hatasatol.

A kovetkezokben azt vizsgaltuk, hogy a kolinerg €és kannabinoid stimulacidra adott
valaszok ugyanazon neuronon megegyeznek-e, vagy az individualis neuronok kiilonbozéen
reagalnak-e az egyes szerekre. Ennek meghatarozasahoz, teljes-sejtes patch-clamp kisérletet
végeztiink aram-clamp lizemmodban PPN neuronon, ahol eldszor a karbakolt alkalmaztuk,
majd miutan megfeleléen kimostuk a karbakolt, CB1 receptor agonista ACEA-t mostunk be.

Hét esetben a karbakol depolarizaciot valtott ki. Ezeken a neuronokon az ACEA
alkalmazédsa ugyancsak depolarizaciot valtott ki. Négy esetben a karbakol nem okozott
semmilyen valtozast; ezeken a sejteken az ACEA alkalmazéisa sem eredményezett valtozast.
Ot neuronon hiperpolarizaciét valtott ki a karbakol. Ezeken a sejteken, az ACEA alkalmazisa
nem mutatott olyan szoros Osszefiiggést a karbakol hatdséval, mint az el6z6 esetekben: egy
esetben depolarizaciot, egy esetben valaszhianyt, €s 3 sejten hiperpolarizaciot tapasztaltunk
ACEA hatasara.



Megbeszélés

Az asztrocitak CB1 receptoranak aktivacidja modulalja a PPN neuronjainak
tevékenységét

Széles korben elfogadott az a tény, hogy az asztrocitak hatékonyan képesek neuronélis
funkciokat befolyasolni. Szamos neurotranszmitter receptorral rendelkeznek, amelyeken
keresztiil aktivalodva nagyszamu gliotranszmitter szabadulhat fel, mint a glutamat, ATP,
adenozin, TNFa, D-szerin és peptidek. Az egyik legalaposabban vizsgalt gliotranszmitter a
glutamat, amely az asztrocitakbol tobbféle modon szabadulhat fel: a kalciumfiiggd exocitozis
mellett, a plazmamembran glutamat transzporterek reverz miikodésén keresztiil, de cisztein-
glutamat antiporttal, connexin/pannexin "hemichannel"-eken keresztiil, ionotrop purinerg
receptorokon keresztiil, Szerves anion transzportereken ¢és sejtduzzadas 4ltal nyitott
anioncsatornakon keresztiil torténd glutamatfelszabadulasrdl is beszamoltak.

Szamos tanulmany kimutatta, hogy mind asztrocita sejtkultaraban, mind pedig az agy
bizonyos teriiletein levd asztrocitdk rendelkeznek CB1 receptorral, melyek kannabinoidok
altal aktivalva képesek az asztrocitdkon kalciumhulldmokat aktivalni. A CB1 receptorok
mellett a funkcionalis CB2 receptorok ugyancsak kimutathatéak az asztrocitakon, de e
receptor jelentdsége az altalunk megfigyelt hatdsokban nem valdszinti.

Az asztrocita aktivacid glutamatfelszabaduldshoz vezet, ami potencirozhatja a
glutamaterg szinapszisokat vagy hosszl tava depressziot indukalhat NMDA receptorokon
vagy a preszinaptikus mGIluR-okon keresztiil. Kimutattuk, hogy a neuronok aktivalasa az
asztrocitdk zommel CB1 receptoron keresztiili aktivalasdhoz vezet. Az aktivalt asztrocitdk
feltehetéen vagy felszabaditanak  glutamdatot, vagy mérséklik glutamatfelvelvo
tevékenyseégiiket, igy a szoveti glutamat mennyiségét megemelik. Ez a glutamat metabotrop

glutamatreceptorokon keresztiil fejti ki az altalunk megfigyelt neuronalis hatést.

Az mGluR-ok szerepe a neuron-glia jelatvitelben

A kisérleteink soran hasznalt mGIuR I és mGIuR Il gatlészerek alkalmazasaval
mig a depolarizaci6 mGluR 1l fiiggé. Ujabb tanulméanyok demonstraltik az I-es és II-es
tipusu mGluR-0k funkcidjat és jelenlétét kozépagyi régiokban, valamint hogy az asztrocitak
aktivacioja preszinaptikus mGluR-ok aktivacigjahoz vezet, és szerepiik van a hosszi tava

potencirozas folyamatdban a hippocampus teriiletén. Mindezek mellett, tudomasom szerint a



jelen munka az elsé arra vonatkozd bizonyiték, hogy tonusos neuronalis aktivacié vagy gatlas
megy végbe egy kdzépagyi teriileten attdl fiiggden, hogy milyen tipusit mGluR aktivalodott.

Az mGIluR-ok széles korben jelen vannak a kozponti idegrendszer teriiletén mind pre-,
mind posztszinaptikus lokalizacidban. Szamosan tanulmany leirta az I-es és II-es csoportba
tartozO MGIUR-ok jelenlétét asztrocitakon, melyek képesek reagalni az extracellularis
glutamatkoncentracio valtozasaira. A glutamat és az mGluR I és II agonistak a hippocampalis
asztrocitakon kalciumhullamokat keltenek, amely‘‘glutamat-indukalt glutamatfelszabadulast’’
valt ki. Szamos megfigyelés igazolta, hogy a posztszinaptikus mGIuR T és II aktivaciod
neuronalis membranpotencial valtozasokhoz vezetett. Az mGIUR | aktivacid sordn
neuronokban végbemend depolarizacié egyrészt L-tipust kalciumcsatornakon keresztiil
valosul meg, masrészt nem-szelektiv kationcsatornakon keresztiil megy végbe. Az mGIuR Il
aktivacioja vagy az L-tipust kalciumcsatornak gatlasan, vagy a kalium csatornak aktivaciojan
keresztiil fejti ki hatasat, ezzel hiperpolarizalva az ezeket a receptorokat expresszald
neuronokat. Kisérleteink soran az mGIuR | antagonistak kivédték az ACEA altal kivaltott
hiperpolarizaciot és az mGIUuR 11 blokkolok gatoltak a depolarizacidt. Az ionotrop glutamat
receptor blokkolok nem védték ki az ACEA a nyugalmi membranpotencidlra gyakorolt
hatdsat, mig a glutamat képes volt neurondlis depolarizaciot kivaltani thapsigargin
jelenlétében. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a CB1 receptoron keresztiil megvaldsuld
asztrocita aktivalds neuronalis valaszokat valt ki glutamatfelszabadulas révén kiillonb6zo
metabotrop glutamét receptorokon keresztiil.

Az eredményeink alapjan feléllithaté legegyszerlibb modellben a neuronokbol
felszabaduld endokannabinoidok aktivaljak az asztrocitdkat CB1 receptoron keresztil. Az
asztrocitakbol glutamat szabadul fel, amely depolarizalja vagy hiperpolarizilja a kdrnyezo
neuronokat aszerint, hogy rajtuk milyen metabotrop glutamatreceptorok talalhatoak.
Ugyanakkor a fent leirt modell talsagosan leegyszerisitheti a helyzetet, hiszen az asztrocitak
kozismerten expresszalnak kiilonb6z6 mGIuR-okat, és az egyes mGIluR-ok jelenléte vagy
hianya felelds lehet az asztrocitak funkcionalis kiilonbségeiért.

Az ACEA-ra adott asztrocita-valasz nagysaga és idobeli lefutasa eltéronek bizonyult a
depolarizalt és hiperpolarizalt neuronok kozelében. Ez arra utalhat, hogy egyes asztrocitakban
kiilonb6z6 mGIuR-ok fordulhatnak eld, amelyek a glutamat elhtizodo felszabadulasat és a
"glutamat altal kivaltott glutamat felszabadulas" jelenségét, a tonusos glutamat felszabadulas
csokkenését vagy novekedését, vagy a glutamattal egyiitt felszabaduld egyéb
gliotranszmitterek felszabadulasat idézhetik el6.



Azt is kimutattuk, hogy a megemelkedett endokannabinoid tonus csokkentheti, vagy
teljesen meg is szlintetheti az ACEA-ra kialakul6 valaszt mind a neuronokban mind pedig az
asztrocitakban. Ugyanakkor mas aktivitasfiiggé illetve sejttipus-specifikus mechanizmusok is
felelosek lehetnek a késObbi jelenségért, mivel az alacsony dézisi ACEA-val torténéd
eldinkubacié nem teljesen modellezte a sejtek kontroll koériilmények kozotti aktivitasat €s a

valasz teljes hianyat, amelyet a nem valaszol6 sejtek esetében megfigyelhettiink.

A kolinerg és kannabinoid agonistak hatasainak atfedése a PPN neuronjain

Kisérleteink soran azt lattuk, hogy a PPN neuronjai karbakolra (muszkarinos
acetilkolin receptor agonista) és ACEA-ra (CB1 receptor agonista) hasonlé6 modon reagalnak.
A karbakol hatasahoz hasonldan, a PPN neuronjainak valasza ACEA-ra depolarizacid és
tiizelési frekvencia emelkedés, hiperpolarizacid és tiizelési frekvencia csokkenés, vagy
valaszhiany. Ezeken a sejteken a karbakol depolarizacidt valtott ki, az ACEA pedig
ugyancsak depolarizaciét okozott.

A két neuromodulaciés mechanizmus atfedéseire tobb lehetséges magyarazat l1étezik.
Kimutattak, hogy a karbakol posztszinaptikus serkentd hatasait a PPN thalamikus projekcios
neuronjaiban az M1 és nACh receptor stimulacidja kozvetiti. Ismert, hogy a nACh receptor
kozvetleniil gatolhaté endokannabinoidokkal, és kozvetetten a CB1 vagy CB2 receptorok
mind ACEA, mind karbakol hatasara valdsziniitlennek tinik. Az M1 receptor aktivacidja a
CBL1 receptorhoz hasonlo jelatviteli utvonalakat aktivalhat, és ez az atfedés magyarazhatja a
hasonld hatast. Hasonlo atfedés van az M3 és a CB1 receptor jelatviteli titvonalaiban, mivel
ezek a receptorok ugyantigy a rho-kinaz és a protein-kinaz C aktivacidjan keresztiil fejtik ki
hatasukat, amelyet mar leirtak musculus ciliarisban.

Az asztrocitdk CB1 receptoranak aktivacidja depolarizalta a PPN neuronokat az
asztrocitakbol torténd glutamatfelszabadulas révén, mely feltehetéen a neuronokon levd
mMGIuR I1lI-t aktivalja. Az M1 és a mGluR II receptorok aktivacioja egy kozos jelatviteli
utvonalat indithat el; hasonld konduktancidkat aktivalhatnak vagy gatolhatnak, és ez vezethet
ugyanazon neuronok depolarizaciojahoz. Tovabba, Purkinje-sejtekben €s hippocampusban is
leirtdk, hogy a muszkarinos acetilkolin receptorok aktivacioja fokozhatja az endokannabinoid
szintézist. Ha a PPN esetében is létezik hasonld6 mechanizmus, az M1 receptor aktivacidja
megnovelheti a kannabinoid szintézist a neuronokon, amely aztan aktivalja kornyezd

asztrocitakat, és igy a muszkarinos hatds endokannabinoidok kozvetitésével is végbemehet.



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

A karbakol hatasara bekovetkezd hiperpolarizacid nincs teljes atfedésben az ACEA
altal kivaltott hiperpolarizacioval, mivel a karbakolra hiperpolarizalodott sejtek
depolarizalodhattak vagy nem vélaszoltak ACEA hatdsara. Osszhangban az M1 medialt
endokannabinoid felszabadulas elméletével; feltételezhetjiik, hogy a karbakol altal indukalt
hiperpolarizaci6 M2 vagy M4 receptoron valdsul meg, és ezen receptorok aktivacidja
feliilirhatja az M1 receptor fiiggd utvonalon, endokannabinoid-felszabaduldson keresztiil
megvaldsuld heterogén vélaszt. Az is elképzelhetd tovabba, hogy a mésmilyen muszkarinos
receptorokat kifejez6 neuronok eltéré mGIuR-okat expresszalnak, és ez allhat a funkcionalis
kiilonbségek hatterében. Vonzod lehetdség feltételezni, hogy a PPN-ben tobb neuromodulécios
hatasnak van egy kozos "asztrocita-komponense", amit a neuronokon kdzvetleniil érvényesiild
hatasok minddssze modositanak. Ennek a feltevésnek a bizonyitdsa azonban tovabbi

kisérleteket igényel.

Osszefoglalva a fentieket, a fenti munkéban azt mutattuk be, hogy a PPN neuronok
CB1 receptor stimulacio hatasara heterogén modon képesek valtoztatni membran potencial és
akciospotencial-tiizelési frekvencidjukat. A neurondlis membranpotencidl valtozasa az
asztrocitak CB1 receptoranak aktivalasa utjan, glutamat felszabadulasa és mGluR-ok
aktivacidja révén valosul meg. Ez a kozvetett kannabinoid szabalyozas ugy tiinik, hogy
hatékonyan szabalyozza a PPN neuronok mikodését, és hozzajarul a PPN oszcillacios

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

asztrocita-aktivacion keresztiil valosul meg.
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