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2. Roviditésjegyzék

2-AG

5-HT1, -2 és -7

ACEA
aCSF
AEA

Al

AM
AMPA
ATP
BAPTA-1
cAMP
CatCh

CBl1, -2
ChAT
ChR2
CPCCOEt
A’-THC
D-AP5
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DSI
EAAT
EEG
EGTA
EPSC
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2-arachidonoilglicerol

5-hidroxitriptamin receptor receptorcsalad altipusai
(52,82,112,147)-N-(2-kloroetil )ikoza-5,8,11,14-tetraenamid
mesterséges agyfolyadék (artificial cerebrospinal fluid)
arachidonoyl ethanolamide

adaptacios index

acetoxi metilészter
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav
adenozin-5'-trifoszfat
1,2-bis(o-aminofenoxi)etan-N,N,N',N'-tetraecetsav
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channelrhodopsin)

1-es és 2-es tipusu kannabinoid receptor

kolin acetiltranszferaz (choline acetyltransferase)
channelrhodopsin-2
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A’-tetrahidrokannabinol

D-2-amino-5-foszfopentanoat

diacilglicerol

non-syndromic sensorineural deafness type 2
depolarization-induced suppression of excitatory
depolarization-induced suppression of inhibition

serkentd aminosav transzporter (excitatory amino acid transporter)
elektroenkefalografia

etilén glikol tetraecetsav (ethylene glycol tetraacetic acid)
excitatorikus posztszinaptikus dram (excitatory postsynaptic current)
gyors utéhiperpolarizacié (fast afterhyperpolarization)
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locus coeruleus
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luteinizalé hormon-releasing hormon

fényaktivalhato glutamat receptor mutans

hosszu tavu depresszid (long-term depression)

hosszl tavu potencirozas (long-term potentiation)

kozepes utohiperpolarizacié (medium afterhyperpolarization)

I-es csoportii metabotrop glutamat receptor
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PBS
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PKA
PKC
PLC
PPN
PPR
RAS
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3. Bevezetés és irodalmi attekintés

3.1. A nucleus pedunculopontinus

A nucleus pedunculopontinus (PPN) a kdzépagyban, a mezopontin tegmentumban elhelyezkedd
kolinerg struktiira. A magcsoport a kozépagyban pedunculus cerebellaris superiortol lateralisan
¢s a lemniscus lateralistol medialis irdnyban helyezkedik el. Rostralisan a substantia nigra
posterolateralis része hatarolja (Garcia-Rill és Skinner, 1991), mig dorsalisan a nucleus
cuneiformis és a subcuneiformis. A kdzépagyban ez a magcsoport alkotja az egyik {6 kolinerg
sejtcsoportosulast a nucleus laterodorsalis tegmentalis (LDT) mellett (1. abra). A PPN nem
homogén, ugyanis kiillonb6z6 méretli szoémaval, dendritfaval és tobbféle neurokémiai
fenotipussal rendelkezd neuronok taldlhatok benne. A PPN-t klasszikusan két részre osztjak a
kolinerg neuronok stirisége alapjan, ez a két rész a pars dissipata €s a pars compacta (Olszewski
¢s Baxter, 1982). Késobbi tanulméanyok sagittalis iranyt metszetekben probaltak topografiailag
meghatarozni a PPN-en beliil elhelyezkedd kiilonbozo tipust neuronok helyzetét, amely korrelalt
a korabbi, csak a kolinerg sejtek stirliségét figyelembe vevd felosztassal (Martinez-Gonzalez és

mtsai., 2011).

A PPN-t a retikularis aktivacios rendszer (RAS) részeként tartjak szamon.

1. abra. A PPN elhelyezkedése
coronalis sikban. A PPN hatarait

piros szin jeloli. CnF= nucleus
cuneiformis; LDTg= nucleus
laterodorsalis ~ tegmentalis, ll=

lemniscus lateralis, scp=

pedunculus cerebellaris  superior

(Franklin és Paxinos, 2007).

°[ Interaural -1.




3.1.1.A retikularis aktivacios rendszer

A RAS az emldsokben az éberség és a figyelem szervezésében, irdnyitasdban jatszik fontos
szerepet. Ez egy agytorzsben elhelyezkedd diffuz, haldzatos rendszer, mely a szenzoros
receptorok feldl kap bemenetet és az agykéreg felé kiild felszallo rostokat. Tobb agytdrzsi mag
tartozik a rendszerhez, mint példaul a nucleus parabrachialis, nucleus laterodorsalis tegmentalis
(LDT), a PPN, locus coeruleus, a raphe magvak és a ventralis tegmentalis area (VTA). Ezeken
kiviil még a bazalis eldagyi kolinerg ¢és egyes hypothalamikus magvak is hozza tartoznak. A
rendszer szamos bemenettel rendelkezik, tobbek kozott a gerincveldbdl felszalld szenzoros
palyak feldl (fajdalom-, tapintasi-, hdingerek), a szembdl érkezd vizualis ingerek, impulzusok a
hallopalya fel6l. A RAS aktivaldodasa a thalamuson keresztiil a kéreg miikodését befolyasolja, de
egyuttal aktivalhat leszalld palyéakat is. Parancsot kozvetithet a testtartas megvaltoztatasara (pl. a
startle reflexen keresztiil), és az izomtdnus szabalyozéasaban is szerepet kap. A RAS a cortexet
két {6 utvonalon éri el, van egy dorzélis és egy ventralis utvonala (Steriade és McCarley, 2003).
A dorzélis utvonal részeiként tartjak szdmon a kdzépagy, a hid, a medullaris formatio reticularis
glutamaterg magjait (Cornwall és Philipson, 1988; Newman ¢és Ginsberg, 1994.; Steriade és
Glenn, 1982; Steriade és mtsai, 1988), illetve a nucleus laterodorsalis tegmentalis (LDT) ¢és a
PPN kolinerg projekcidit a thalamus felé (Hallanger és mtsai., 1987; Steriade és mtsai., 1988).
Ezek a magok a thalamuson keresztiil egymast atfedve érik el a neocortex teriileteit (Jasper,
1949; Jones ¢és Leavitt, 1974; Lorente de No, 1938; Papez, 1956; Starzl és Magoun, 1951). Attol
figgden, hogy a cortex mely teriiletére mennyi rostot kiildenek, az egyes magcsoportok
projekcidinak szama eltér (Van der Werf és mtsai, 2002). A RAS ventralis Gitvonaldhoz tartozo
magvak kapcsolatot 1étesitenek a hypothalamus hatso részének €s a bazalis eldagy neuronjaival,
ezeken keresztiil érve el a cortexet.  Ezen rendszerek szinapszist alkotnak lateralis
hypothalamusban talalhaté glutamaterg, hisztaminerg és orexinerg neuronokkal. A bazalis
eldagy kolinerg, GABAerg és glutamaterg sejtjeire is torténik atkapcsolodds, ahonnan az
agykéreg aktivacidja torténik. A rendszer egyik aga a rostralis bazalis eldagyi részt idegzi be.

(Détari és mtsai, 1999; Dringenberg és Vanderwolf 1998; Jones 2003; Semba, 2000)



3.1.2. A kozépagy és a bazalis eloagy kolinerg struktirai

A PPN-t a RAS egyik kolinerg magjaként tartjadk szdmon, de emellett a magcsoport mellett mas
kolinerg strukturdk is léteznek. A nem motoros kolinerg magcsoportok a bazalis eléagyban €s az
agytorzs felsd részében helyezkednek el, innen projicidlnak mas agyi kézpontok felé. Szokdasos
az agytorzsi €s eldagyi kolinerg strukturdkat Ch1-Cho6 jeldléssel is illetni (Mesulam és mtsai.,

1983).

parietal

visual

retrosplenial

frontal

olfactory

vestibular n?

cranial
nerve n.

reticular
n.

pontine raphe
reticular n. magnus

pons

2. abra. Bazdlis eldagyi és agytorzsi kolinerg magcsoportok. A bazalis eléagyi kolinerg magcsoportokat
lila szinnel jelolték (ms: nucleus septalis medialis, vdb: nucleus striae diagonalis verticalis; hdb: nucleus
striae diagonalis horizontalis, si: substantia innominata). Zold szinnel a kozépagyi kolinerg strukturakat
jeloltek (ppt: nucleus pedunculopontinus, Idt: nucleus laterodorsalis tegmentalis; cranial nerve n.: V.,

VII. és a XII. agyideg motoros magvai, nucleus spinalis n. V.; Woolf és Butcher, 2011).

A Chl és Ch2 csoportba tartozik a nucleus septalis medialis €s a nucleus striae diagonalis
verticalis, ezek a hippocampus legfontosabb kolinerg beidegzd teriileteit képezik. A septum
kolinerg magvai a Chl-et, mig a nucleus striae diagonalis verticalis f64gabdl kiindul6 ttvonal a
Ch2-t alkotja, melyek a hippocampus kolinerg beidegzéséért felelések. A Ch3-ba tartozik a
nucleus striae diagonalis horizontalis foaganak lateralis része, a bulbus olfactorius legfébb

kolinerg bemeneteként tartjak szamon. A Ch4-es utvonal a cortexet és az amygdalat latja el



kolinerg beidegzéssel, mely a nucleus basalis magnocellularis kolinerg magjaibol indul
(Johnston és mtsai., 1981). A patkdny Ch4 utvonala egyéb magokbol is szarmazik a nucleus
basalis mellett, melyek a substantia innominata (Bigl és mtsai 1982; Lehmann 1980; Wenk és
mtsai, 1980; Henderson, 1981 ), nucleus striae diagonalis, nucleus ansa lenticularis (Bigl és

mtsai 1982) és a nucleus preopticus magnocellularis magjaibdl all.

A Ch5-0s a PPN-t jeloli, amely a pontomesencephalicus formatio reticularisban helyezkedik el,
¢s a Ch6 pedig a periventrikuldris area nucleus laterodorsalis tegmentalisat (LDT) foglalja
magaba. Ezek a kolinerg ttvonalak a thalamus 6 kolinerg bemenetét képezik (2. dbra; Woolf és

Butcher, 2011).

3.1.4. A PPN anatémidja, kapcsolatai

A PPN-t, mint magot a kolinerg neuronok kimutatdsaval azonositottdk. Ezek a tanulméanyok
immunhisztokémiaval, kolin-acetiltranszferaz enzim ellen termeltetett monoklonalis antitest
segitségével mutattdk meg szelektiven a kolinerg neuronok elhelyezkedését (Eckstein és
Sofroniew, 1986; Mesulam és mtsai, 1984; Satoh és Fibiger, 1986, Vincent és Reiner, 1987). A
kolinerg sejtek ezen a teriileten 40%-kal nagyobbnak mutatkoztak, mint a kolin-acetiltranszferaz
immunonegativ sejtek (Rye és mtsai, 1987; Honda és Semba, 1995). Ujabb kisérletek alapjan
megallapitottdk, hogy a PPN-en beliil kiilonbozik a kolinerg sejtek eloszlasa rostralis iranybol
caudalis irany felé haladva. A kolinerg sejtek szdma ¢és aranya ndvekszik a PPN caudalis része

felé¢ (Mena-Segovia és mtsai, 2009).

Felszallo projekcioit tobb modszerrel is kutattdk, igy a PPN-nek egyre tobb struktiraval valo
kapcsolatara deriilt fény. A PPN-be tricialt aminosavakat injektalva anterograd jeldlést kapott
szamos rostralisan elhelyezkedd struktira, mint példaul a substantia nigra, globus pallidus,
hypothalamus lateralis része, bazalis eldagy, frontalis cortex (Lavoie and Parent, 1994b, 1994c
Saper és Loewy, 1982 Sugimoto ¢és Hattori, 1984). Mas kutatasokban buzacsira agglutinin-torma
peroxidazt injektaltak a PPN teriiletére, amely szintén anterograd mddon jelolt meg még tobb

struktarat az elébbieket kiegészitve, példaul a gerincveld koztes lamindit cervicalis és thoracalis
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szinteken (Canteras és mtsai., 1990; Goldsmith és van der Kooy, 1988; Jackson és Crossman,

1981, 1983; Redgrave és mtsai., 1987).

A PPN fontos kapcsolatainak egyike a bazélis ganglionokkal valo reciprok kommunikacio
(Jackson és Crossman, 1983; Moon Edley és Graybiel, 1983; Nauta és Mehler, 1969; Sugimoto
¢és Hattori, 1984). Kiilonb6z6 funkcidjii PPN neuronok idegzik be a bazalis ganglionokat, és a
bazalis ganglionok rostokat kiildenek a PPN-be, ahol egy masik neuronpopuléciot latnak el
bemenettel (Pahapill és Lozano, 2000; Mena-Segovia és mtsai, 2004); ez a tény egyben példat is

szolgaltat a PPN heterogenitasara.

A substantia nigra és a PPN kozott 1évo reciprok kapcsolatot anatdmiai és elektrofizioldgiai
vizsgalatokkal tanasztottak ald, (Beninato és Spencer, 1987; Clarke ¢és mtsai., 1987) illetve
elektronmikroszkopos megfigyeléssel kimutattdk a substantia nigra fel6l érkezd szinaptikus

végzddéseket néhany PPN neuron dendritjein (Spann és Grofova,1990).

A két f6 mezopontin kolinerg mag -a PPN és a LDT- szdmos részen atfed projekcidikban, de az
LDT inkabb a kozépvonal illetve a limbikus struktirdk felé¢ projicial, mig a PPN a lateralisan
elhelyezkedd motoros strukturak (mint pl. a substantia nigra €s a dorsomedialis striatum) és a
colliculus superior felé (Woolf és Butcher, 1986). A leszallo ttvonalak végpontjaiként tartjak
szamon a mély cerebellaris magvakat (Dellovade és mtsai.,1988; Newman ¢és Ginsberg, 1992), a
pontomedullaris formatio reticularis magvait (Mitani €s mtsai., 1988; Rye és mtsai., 1988), a
medioventralis medulla oblongatat (Garcia- Rill és Skinner, 1987a, b; Rye és mtsai., 1987;
Spann és Grofova, 1989), és a gerincveld felé is tart néhany kisebb Utvonal, amit patkdnyban
figyeltek meg (Goldsmith és van der Kooy, 1988; Spann és Grofova, 1989). A PPN ¢és az LDT
anatomiailag részleges atfedést mutat néhany mas magcsoporttal, a substantia nigraval (SN) és a
locus coeruleussal (LC; Beckstead és mtsai., 1979; Moore és Bloom,1979). Kimutattdk, hogy
egyes projekcioik is egymassal parhuzamosan futnak. Ezek a kolinerg és katekolaminerg (LC-ra
jellemz0) beidegzések egyensulyban vannak egyes teriiletek szabalyozasanal (DeFeudis, 1974),
ilyenek a striatum (Barbeau, 1962), a mezopontin régié (Hobson és mtsai., 1986) €s a gerincveld
(Jones és mtsai., 1986) felé torténd projekciok. A kolinerg és kolinoceptiv strukturak kozott oda-

vissza kommunikacid, beidegzés 1étezik. Ehhez hasonld, reciprok irdnyt kommunikaci6 ismert
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még a szerotoninerg raphe magvak esetén is (Jackson €s Grossman, 1981; Moon-Edley és
Graybiel, 1983; Sugimoto és Hattori, 1984; Pickel és mtsai., 1977; Baraban és Aghajanian,1981;
Phillipson, 1979; Jones és Yang, 1985; Nauta, 1958; Sakai és mtsai., 1977; Leonard és Llinas,
1990; Jones, 1989; Reiner €s Vincent, 1987).

A PPN leszallo kapcsolatai kozé tartozik a tractus reticulospinalis, és ennek aktivaciojan
keresztiil a PPN ismétl6do aktivacioja képes a motoros aktivitast befolyasolni. Leszallo kolinerg
(és feltehetden glutamaterg) rostok innervaljak a nucleus pontis oralist és nucleus pontis
caudalist; valamint a nucleus gigantocellularist és a gerincvel6t (Mena-Segovia és mtsai, 2008;
Martinez-Gonzalez ¢s mtsai, 2014; Spann és Grofova, 1989). A PPN részt vesz startle reflexben
¢s annak Un. prepulzus gatldsaban (Mori €s mtsai 1989). A mozgést szdmos mas idegi utvonal
képes befolyasolni, igy azt a PPN 1ézioja nem képes teljesen megsziintetni (Swerdlow és Koob,
1987). FErdekes megfigyelés, hogy a PPN-be kolinerg agonistat injektalva szintén csokkent a
motoros aktivitas. Ez egy gatld, valdszinlileg muszkarinos kolinerg receptor 1étezését feltételezi
a PPN-ben (Brudzynski és mtsai., 1988), ¢és egy kolinerg feedback gatld rendszer jelenlétét

valoszinUsiti.

3.1.5. A PPN sejttipusai, markerei

3.1.5.1. Morfologiai markerek
Ahogy mar feljebb emlitésre keriilt, a PPN-t kiilonb6z0 méretii, eltéré neurokémiai

fenotipussal és kiilonb6z6 kapcsolati rendszerrel biré neuronok alkotjdk. A kolinerg neuronok
mellett GABAerg és glutamaterg neuronok fordulnak el nagy szamban, melyek rostro-caudalis
stirisége eltéré (Mena-Segovia és mtsai 2009; Wang és Morales, 2009). Parasagittalis iranyban,
a kolinerg és a glutamaterg neuronokhoz képest a GABAerg neuronok stirlibben helyezkednek el
a PPN rostralis részén, és aranyuk csokken a PPN caudalis része fel¢ (Mena-Segovia és mtsai
2009). Ezzel szemben a glutamaterg sejtek nagy szdmban taldlhatok a PPN caudalis részén
(Wang ¢és Morales, 2009). Ezt a harom 6 sejttipust talaltdk a PPN-ben; de mas neurokémiai
markerek alapjan kiilonb6zd alpopulaciok definidlhatdéak ezeken a neuroncsoportokon beliil is. A
PPN-ben tobbféle kalciumkotd fehérje 1étezésérdl szamoltak be (Fortin és Parent, 1999; Dun és

mtsai., 1995). A patkany PPN-ben a calbindin és calretinin kalciumkdotd fehérjét nagyszamu
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neuron fejezi ki, mig parvalbumin csak elvétve fordul eld (Martinez-Gonzalez és mtsai., 2009).
Leginkdbb GABAerg ¢és glutamaterg sejtekben mutattdk ki ezen fehérjéket, mig a kolinerg
sejteken beliil a calretinin ritkan, a calbindin soha nem fordul eld. A GABAerg sejtek, melyek a
kalciumkoto fehérjéket kifejezik, nagyobb szamban talalhatok meg a PPN rostralis részében, mig
a calbindin és calretinin fehérjéket expresszalo glutamaterg sejtek leginkdbb a PPN caudalis
részén figyelhetok meg (Martinez-Gonzalez és mtsai., 2012).

A PPN neuronok széméjanak mérete 15-80 um kozotti, alakjuk valtozatos (orséd alaku,
sokszogl, haromszog alak, de ritkdn ovalis vagy kerek). 2-5 dendrittel rendelkeznek, amelyek
gyaktran tilnyulnak a mag hatarain talra, a szomszédos strukturadkba (Id. Reese és mtsai, 1995).
A kolinerg és nem-kolinerg neuronok kozott jelentds kiilonbséget nem mutattak ki a széma és a
dendritek mérete szerint. Sajat, nem kozolt adataink alapjan a kolinerg neuronok egy része
rendelkezik dendrittiiskékkel, mig a glutamaterg neuronok koziil valamennyi rendelkezik
morfoldgiailag valtozatos dendrittiiskékkel. A kolinerg és nem-kolinerg neuronok kozt jelentds
kiilonbség van azonban az axonjaik lefutasdban és projekcidikban. A kolinerg neuronok axonjai
atlagosan 5 kollateralissal rendelkeznek, amelyek egy része a dorsalis, mas része a ventralis
felszallo palyat koveti (a thalamus tobb magjaig, valamint a hypothalamushoz és bazélis
eldagyhoz).  Emellett ugyanazon neuron gyakran rendelkezik egy vagy tobb leszallo
axonkollateralissal is. = Ezzel szemben, a nem-kolinerg neuronok axonhélozata sokkal
egyszerlibb, kevésbé kiterjedt, és zommel a substantia nigrat, ventralis tegmentalis areat és a
hypothalamust innervaljdk. A magon beliil a kolinerg neuronok axonjai szamos varikozitast
alkotnak, mig a nem-kolinerg neuronok esetében ritkabban lehet lokalis kollateralisokat talalni

(Mena-Segovia és mtsai, 2008; Mena-Segovia és Bolam, 2017).

3.1.5.2. Membrantulajdonsagok és tiizelési mintdzat

A PPN-ben membrantulajdonsagaik alapjan a klasszikus leirasok szerint haromféle
neurontipust talaltak. Kang és Kitai (1990) alapjan, az alabbi hdrom neurontipus kiilonithet6 el
membrantulajdonsagaik alapjadn: az A-drammal (tranziens kifelé iranyuld &ram, amely egy
hiperpolarizald6 impulzus utan a kiinduldsi membranpotencidlra torténd visszatérést késlelteti)

rendelkezd 1. tipus, az alacsony kiiszobli kalciumtiiskékkel biré II. tipus, és a két csoportba
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egyértelmiien nem beoszthato III. csoport, amely egyik jellemzdvel sem rendelkezett (Kang és
Kitai, 1990; Saitoh és mtsai, 2003). A membransajatsagok szerint felallitott csoportok nem
feleltethetéek meg hatarozottan egy neurokémiai tulajdonsaggal bird sejtcsoportnak sem: az I. és
III. csoportban nem talaltak kolinerg (ChAT-pozitiv) neuronokat, mig a II. csoport 50%-a
kolinergnek bizonyult (Kang és Kitai, 1990). Leonard és Llinas (1994) az 1. csoportban 3%, a II.
csoportban 75%, a IIl.-ban 22% kolinerg neuront talalt.

Leonard és Llinas (1988) szintén haromféle sejtcsoportot azonositott a PPN-en beliil
elektrofizioldgiai tulajdonsagaik alapjan. Az els6 PPN neuron osztalyra az volt jellemz6, hogy
nem volt képes Onalléan spontan tiizelni, viszont depolarizalé dramimpulzusok hatasara hossza
akcidés potencial sorozatot volt képes Iétrehozni. Ugyanezen neuronokon eldzetes
hiperpolarizacidt kovetd depolarizacio TTX-rezisztens kalciumkonduktanciat aktivalt, kalcium
altal 1étrehozott tetrodotoxin-szenzitiv konduktancidval rendelkeztek elegend6 mértékii
hiperpolarizacié hatdsara, ami alacsony kiiszobii kalciumtiiskéket €és burst tlizelési mintazatot
hozott 1étre. Ezek a neuronok gatlo bemenetet igényelnek ahhoz, hogy ,,burst” tipust tiizelést
mutassanak. Ehhez hasonlo, alacsony kiiszobti kalciumtiiskékkel rendelkezd neurontipust irtak le
a nucleus laterodorsalisban is (Wilcox és mtsai, 1987). A madsodik osztalyban taldlhato
neuronokra szintén jellemz6 az alacsony kiiszobli kalciumtiiskék megléte, valamint A-drammal
is rendelkeznek. Ez az 4ram a felelés azért, hogy nem alakul ki visszacsapd ("rebound")
aktivacio ezeken a sejteken. A harmadik osztalyba olyan neuronok tartoznak, melyeknek van A-
aramuk, de nem mutatnak alacsony kiiszobli kalciumtiiskéket. Ezek a sejtek szintén késObb
keriilnek alapéllapotba egy hiperpolarizaldé impulzus utan, és rendelkeznek araminjekciok
hatésara kialakul6 ismétlddo tlizeléssel. Az A-aram inaktivalodik a nyugalmi potencidl alatt és az
akcids potencial utdhiperpolarizacidé szakasza alatt aktivalodik, igy ez egy aranylag lassu de
tonusos ismétlodo tiizelési mintazatot hoz 1étre, mig az elsé két tipusra jellemz6 a burst tipusu
tiizelési mintazat (Steriade and McCarley, 1990). Leonard és Llinas (1994) az altaluk felallitott
I. csoportban 3%, a II. csoportban 75%, a III.-ban 22% kolinerg neuront talalt.
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3.1.5.3. In vivo sajatsagok, kapcsolatok a kérgi oszcillaciokkal

A PPN kolinerg és nem-kolinerg neuronjait in vivo tlizelési tulajdonsagaik szerint is
csoportosithatjuk. Altatott patkanyon, a fiziologids lassu hullama aktivitasra hasonlito
szinkronizalt kérgi aktivitas alatt a PPN kolinerg sejtjei kétféle tiizelési mintdzatot mutattak. A
nagyobb populécidt a lassan tiizeld kolinerg neuronok alkottdk, melyek a kérgi lasst oszcillaciok
alatt az oszcillaciok aktiv, "up state" fazisaval szinkron mitkddnek. Létezett emellett egy kisebb
csoport: a gyorsan tiizeld kolinerg neuronok, melyek a lassu oszcillaciok alatt a passziv "down
state" allapotaval egy iddben voltak aktivak (Mena-Segovia ¢és mtsai, 2008). Ezeknél a
neuronokndl nem talaltak neurokémiai markert, ami alapjan szét lehetne valasztani dket. Egyes
nem-kolinerg neuronok, melyek valosziniileg glutamaterg neuronok, szintén két csoportba
sorolhatok: az egyik csoport neuronjai gyorsan tiizelnek és a kérgi lasst oszcillaciok "down
state" allapotaval szinkronitdst mutatnak (Mena-Segovia és mtsai, 2008); a masik neuroncsoport
vagy lassan (vagy nem) tiizel6 neuronokbol all, melyek tiizelése fiiggetlen az agykéreg lassu
oszcillacioitol (Ros ¢és mtsai, 2010). Felfedeztek egyéb nem-kolinerg, ténusosan vagy
szabalytalanul tlizel0 neuronokat is a PPN-ben, viszont ezeket nem valasztottdk kiilon
neurokémiai markereik alapjan (ti. hogy melyik a GABAerg és melyik a glutamaterg neuron;

Ros és mtsai., 2010).

A PPN nemcsak a kortikalis oszcillacios aktivitdst szabalyozza, hanem maga is mérhetd
extracellularis oszcillaciokat produkal (Brown, 2003). A PPN-ben fizioldgiai fontossagii a nagy
amplitadoju alfa oszcillaciok (8-13 Hz) jelenléte. Ezeknek az oszcillacioknak az amplitidoja
csokken Parkinson-kor kialakuldsa esetén (Thevathasan €s mtsai, 2012). Az alfa oszcillaciok
foképp a PPN caudalis részén voltak jelen. Béta oszcillacidkat (14-30 Hz) is mértek a PPN
sejtjein, melyek foképpen a PPN rostralis részén jelentek meg. A béta oszcillacidk talsulyba
keriilése egylitt jelentkezett a Parkinson-korban megfigyelt akinesidval (Thevathasan és mtsai,

2012; 1d. Li és Zhang, 2015).

Egy in vitro megkozelitést alkalmazo tanulmany kimutatta, hogy majdnem minden PPN neuron
képes gamma frekvenciaji membranpotencial-oszcillacidkat 1étrehozni, ha depolarizéljuk dket.
A cikk szerzdinek feltételezése alapjan az oszcillaciok a maximalis tlizelési frekvenciat allitjak

be (Simon ¢és mtsai, 2010). Ez a maximalis tiizelési frekvencia P/Q kalcium csatornak jelenléte
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miatt marad adott mértékii, mely igy megallitja a tiizelési frekvencia tovabbi emelkedését a
gamma frekvencia tartomanyban. Ezen a 40-60 Hz-es frekvencian ingerelve a PPN-t, mozgas

valasz valthato ki decerebralt allatban (Garcia-Rill és mtsai, 2011).

A PPN esetében (csaktigy, mint a RAS mas magjaindl) a REM alvéssal szinkronban megfigyelt
tiizelési aktivitds szerint lehetséges még csoportositani a neuronokat. Ennek alapjan
elkiilonithetéek a tiizelési frekvencidjukat a REM alvas alatt emeld (tin. REM-on) vagy azt

csokkentd (in. REM-off) neuronok (Steriade és mtsai, 1990a,b; 1d. Garcia-Rill, 1991).

3.1.6. A PPN szerepe az alvas-ébrenlét szabalyozasaban

A PPN, mint a RAS egyik kolinerg magja, részt vesz az alvas-ébrenlét ciklusok szabalyozasaban
(Moruzzi és Magoun, 1949; Steriade ¢és mtsai, 1991). A klasszikus leiras szerint a PPN neuronok
novelik tiizelési frekvencidjukat a REM (gyors szemmozgésokkal jar6d alvas — "rapid eye
movement") alvas és ébrenlét alatt, viszont csokkentik tiizelési frekvencidjukat a lasst hullamu

alvas alatt (Sakai és mtsai, 1990; Steriade ¢és mtsai, 1990a,b; 1991; Datta és Siwek 2002).

A RAS ¢és a PPN funkcioit leird klasszikus megfigyeléseket részben tamogattak, részben
arnyaltak az Gjabb, kombinalt elektrofiziologia, képalkotd és opto-, kemogenetikai megkdzelitést
alkalmaz6 jabb tanulmanyok (Id. Mena-Segovia és Bolam, 2017). Az éber patkdny PPN-jébdl
torténd elvezetések megerdsitették, hogy az ébrenlét és a REM alvds alatt a kolinerg neuronok
tiizelési frekvencidja megnd (aktiv ébrenlét alatt 2, nyugodt ébrenlét alatt 1 Hz-re; Boucetta €s
mtsai, 2014; Cox ¢és mtsai, 2016). Fontos azonban megjegyezni, hogy a kolinerg neuronok
aktivacigja atmenetinek bizonyult; a kortikalis deszinkronizacidé elején megnétt a tiizelési
frekvencidjuk, de ezt a frekvencia visszaesése kovette akkor is, ha a kortikalis deszinkronizéacio
fennmaradt (3. abra). Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a kolinerg neuronok aktivitasa a
kérgi aktivitds atmeneteivel egyidOben érhetdek tetten (Boucetta és mtsai, 2014; Petzold és
mtsai, 2015). REM alvas alatt ugyancsak emelkedik a kolinerg neuronok tiizelési frekvenciaja (3
Hz koriili értékre; Boucetta és mtsai, 2014). Bar a REM alvéas spontan kialakulasahoz nem
feltétleniil sziikségesek kolinerg neuronok (Grace ¢és mtsai, 2014), a mar alvd allatban a PPN
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kolinerg neuronok optogenetikai aktivacidja REM alvast indukalt (Van Dort és mtsai, 2015).
Mas tanulmanyban, hasonlé stimulacié a kortikalis gamma oszcillaciok rovid ideji kialakulasa

volt megfigyelhetd (Furman és mtsai, 2015).

A kolinerg neuronokhoz hasonldéan, a GABAerg és glutamaterg neuronok ébrenlét és REM alvas
alatt ugyancsak nagyobb frekvenciaval tiizelnek. A kolinerg neuronokkal szemben azonban ez a
frekvenciaemelkedés tartosan fennall (Boucetta és mtsai, 2014; Cox ¢és mtsai, 2016). A PPN
glutamaterg neuronok kemogenetikai aktivacioja az ébren toltott id6 meghosszabbodasahoz

vezet (Kroeger és mtsai, 2017).
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3. dabra. A PPN kolinerg neuronok fazisos, a nem-kolinerg neuronok toénusos valtozdisokat
mutatnak szomatoszenzoros stimuldcio hatdisdira. A. A szomatoszenzoros stimulacio (sziirke) a
kolinerg neuronok relativ tiizelési frekvencidajat az impulzus elején emelik, amely a stimuldcio
veégen teljesen lecseng. B-C. A nem-kolinerg (glutamaterg vagy GABAerg) neuronok a stimulusra
a tiizelesi frekvencia emelkedésével (B) vagy csékkenésével (C) reagalnak, és a tapasztalt valtozas

tartosan fennmarad (Petzold és mtsai, 2015).

3.1.7. A PPN-t befolydsolé neuromoduliciés hatasok

A PPN, mint a kozépagy egyik legfobb kolinerg magja, nemcsak szamos agyteriiletet lat el
bemenettel, viszont 6 maga is szamos neuromodulaciés mechanizmus célpontja. A retikularis
aktivacios rendszer tagjaként, a rendszer mas magjaitol nagyszamu bemenetet kap, emellett még
egyéb neuromodulacidos faktorok is hatnak r4, melyeknek az alvas homeosztatikus

szabalyozéasaban van fontos szereplik.
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In vivo vizsgalatok kimutattadk, hogy ha glutamatot injektdlnak a PPN teriiletére, az noveli a
paradox alvas idejét és ébrenlétet produkal (Datta é¢s mtsai 2001a). Az NMDA beinjektalasa az
¢brenlétet fokozza a kisérleti allatban (Datta és mtsai, 2001b). Ha kaindt receptor agonistat
inkejtalnak a PPN-be, az viszont csak a paradox alvas idejét noveli (Datta és mtsai, 2002). Ha az
altatasban 1évd allat PPN-jébe az acetilkolin receptor agonista karbakolt injektaltak, aminek
hatdsara az allatrol elvezetett kérgi EEG regisztratumon gamma oszcillaciok alakultak ki
(Kinney és mtsai, 1998; Mena-Segovia és mtsai, 2008). Ismert tovabba, hogy a hippocampusban
¢brenlét és REM alvas alatt tigynevezett theta hullamok generaldodnak (4-7 Hz; Bland és mtsai,
1994; Brazhnik és mtsai, 1985; McNaughton és Sedgwick, 1978; Nowacka és mtsai, 2002;
Vertes, 1980; Vertes, 1981), amelyeknek a kialakulasat serkenti a PPN NMDA és GABAj
receptorainak blokkolasa (Nowacka és Trojniar, 2000 ), mig a procain nevii helyi érzéstelenitd
beinjektalasa a PPN-be blokkolja a theta hullamok kialakulasat (Nowacka és mtsai, 2002), igy a
PPN bizonyitottan kapcsolatban all a hippocampalis theta hullamok 1étrejottével.

A medialis és a dorsalis raphe magvak kapcsolatban allnak a PPN-el, illetve szdmos egyéb
magcsoport szerotoninerg beidegzéssel latnak el. A szerotonin az 5-HT1, 5-HT2 és az 5-HT7
receptor altipusokon keresztiil képes modositani a PPN neuronok aktivitasat (Fay és Kubin,
2000; Fay és Kubin, 2001; Morilak ¢és Ciaranello, 1993; Tohyama és Takatsuji, 1998 ). A
szerotonin receptor stimulacid az ébrenlétet fokozza, mig a REM alvast gatolja, posztszinaptikus
tamadasponton keresztiil gatolja a PPN neuronok REM-on neuronjainak, azaz a kolinerg
sejtjeinek aktivitasat (Monti, 2011). In vitro kisérletekkel kimutattdk, hogy a szerotonin
agonistakkal vald receptor aktivacid hiperpolarizalja a PPN kolinerg neuronokat és csokkenti
aktivitasukat (Leonard és Llinas, 1990; Leonard ¢és Llinas, 1994). Egyéb kisérletek is kimutattak,
hogy az egyik 5-HT receptor agonista a PPN neuronjainak nagy részét hiperpolarizalja, és ezek a
neuronok feltehetden kolinerg neuronok, mivel kolinerg sejtekre jellemzd elektrofiziologiai

sajatsagokat sikeriilt kimutatni rajtuk (Kobayashi és mtsai, 2003).

Az orexin nevi neuropeptid, ami a taplalékfelvétel szabalyozéasaban is fontos szerepet tolt be,
szintén hatassal van a PPN sejtjeire, mivel azokon az orexin receptor mindkét altipusa
megtalalhatd. Az orexinrdl kimutattak, hogy képes gatolni mind a REM, mind a NREM alvast,

emellett az ébrenlétet timogato hatdsa van (Mieda és mtsai, 2011).
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Az orexin-A PPN-be torténd injekcidja a REM alvés id6tartamat €és az izom atdnia kialakulasat
gatoltdk. A PPN GABAerg neuronjai a kolinerg neuronok gatlasan keresztiil a REM alvas alatti
izom atdnia kialakulasat védték ki (Takakusaki és mtsai, 2005). Az orexin ugyanakkor a REM és
non-REM alvés id6tartamat csokkenti az ébrenlét rovasara; aktivalja a kolinerg neuronok egyik
csoportjat, azt amelyik az ébrenlét és a REM alvasért felelos. A hatasért mind OX1, mind OX2
receptorok feleldsek; az eldbbiek a kolinerg, utobbial a GABAerg neuronokon helyezkednek el
(Mieda és mtsai, 2011).

A taplalkozasban szintén fontos szerepet betoltd ghrelin is képes hatni a PPN kolinerg
neuronjaira, mégpedig ugyanazon neuronok depolarizalodnak hatésara, melyek orexin hatdséra is
aktivalodnak (Kim ¢és mtsai., 2009a,b). Az in vitro elektrofizioldgiai kisérletek azt mutattak,
hogy a depolarizici6 a K" konduktancia csokkenése és nem-szelektiv kationcsatorna

konduktanciajanak novekedésének eredménye (Kim €s mtsai., 2009a,b).

3.2. Az M-aram

A PPN nemcsak forrasa a kolinerg rostoknak, de rajta is jelentds kolinerg hatasok érvényesiilnek
(Kezunovic és mtsai, 2013; Semba ¢és Fibiger, 1992). Ezek egyik feltételezhetd hatasa az M-adram
aktivalodo, nem inaktivalodo kaliumaram. Ez az dram képes szabalyozni a kiilonb6z6 kdzponti
régiokban és a periférian elhelyezkedd neuronok ingerelhetdségét (Brown, 1988; Marrion, 1997).
Fontos tulajdonsdga, hogy tobbféle receptor aktivacidja képes gatolni, melyek szubsztratja
példaul az acetilkolin, egyes peptidek, mint LHRH hormon, az angiotenzin, a bradikinin és a P-
anyag (Brown, 1988). A béta-adrenerg, a purinerg, a szerotoninerg (Colino és Halliwell, 1987),
az opioid (Moore és mtsai, 1994) és a metabotrop glutamat receptorok (Charpak és mtsai, 1990)
aktivacioja is gatolja az M-aramot. Ha példaul acetilkolin szabadul fel egy kolinerg végzddésbdl,
az M-aram gatlas alé keriil és ez lassu depolarizaciot eredményez, mely alatt megnovekszik az
AP tiizelés esélye (Adams és Brown, 1982; Brown és Selyanko, 1985). Az aram a nevét onnan
kapta, hogy a felfedezésekor a kecskebéka szimpatikus idegeiben torténd kisérletek alatt a
muszkarinos receptor aktivacidja gatolta ezt az &ramot.
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Az M-éramért felelds csatorna (M-csatorna) a KCNQ vagy mas nomenklatiraval Kv7 kalium
csatorna csalad alegységeibdl all (Wang €s mtsai, 1998; Selyanko és mtsai, 2002; Jentsch, 2000).
Kv7.1-Kv7.5 elnevezéssel illették a Kv7 csatorna csalad 5 tagjat. A Kv7.1-en kiviil mindegyik
kimutathat6 az idegrendszerben (Shah és mtsai, 2002; Yus-Najera és mtsai, 2003), illetve a hatso
gyoki ganglionjaiban is kimutathatok (Passmore és mtsai, 2003). Régebbi feltételezések szerint a
Kv7 csatornk csupan a szomato-dendritikus régioban voltak kimutathatok. Ujabb adatok szerint
ezek a csatorndk a szomato-dendritikus région kivill megtalalhatok az axon inicidlis
szegmensénél, axondombon ¢és az axonterminalisokon is (Devaux és mtsai, 2004; Martire €s

mtsai, 2004).

Mivel szamos receptor aktivacioja képes az M-csatorna zarasat eldidézni, igy ehhez egy vagy
tobb kozos masodlagos hirvivd molekula kozbenjarasa sziikséges. Az M-csatornat gatld
receptorok foképp G fehérjéhez kapcsolt receptorok, melyek a Gy fehérjét képesek aktivalni
(Pfaffinger, 1988; Brown és mtsai, 1989; Lopez és Adams, 1989). A Gq proteinnek az o-
alegysége domindns szerepet jatszik ebben a folyamatban (Caulfield és mtsai, 1994; Haley és

mtsai, 1998, 2000).

A Gq protein aktivalja a membranhoz kotott foszfolipaz CP enzimet, amely a foszfatidilinozitol-
4,5-biszfoszfat (PIP,) hidroliziséhez vezet. Ezek az inozitol-1,4,5-trifoszfat (IP;), és a
diacilglicerol (DAG), amelyek intracellularis Ca®" koncentracié novekedéséhez és a protein

kindz C enzim aktivacidjahoz vezetnek.

Az M-éram aktivalhatosagahoz sziikséges egy bizonyos PIP, szint a membranban (Suh és Hille,
2002). A Gq protein aktivacioval kivaltott PIP, hidrolizise maga az a mechanizmus, amely
kivaltja az M-4ram gatlasat, és nem pedig masodlagos hirvive utvonalak aktivacidja miatt
torténik meg a gatlas. Ez aldl kivételt jelent, hogy példdul az M-aram gatlasat eldidézo -
adrenerg receptor aktivacié esetén mas G fehérje szerepel masodlagos hirvivoként (Akasu,
hogy gyors és azonnali PIP, deplécidt okoz a muszkarinos acetil-kolin receptor aktivéacioja. Ez
mintegy 90-95%-ban csokkenti a PIP, szintet, és igy vezet az M-dram gatlasdhoz (Zhang és
mtsai, 2003a,b; Suh és mtsai, 2004; 4. abra).
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A PIP;, deplécion kiviil annak hidolizisével elinditott folyamat altal aktivalt és képzddott hirvivo
anyagok is hatnak az M-csatornara. A G4 receptor aktivacidja altal az intracellularis kalciumszint
megndvekszik, mivel a PIP, hidrolizise altal keletkezett IP; az intracellularis kalcium raktarakbol
felszabaditja a kalciumot. A Ca®" is az M-csatorna zarddasahoz jérul hozza (Marrion, 1997),
mint az egyik legfontosabb mésodlagos hirvivé anyag, amely gétolja az M-aramot. A Ca®’
indirekt modon, ATP felhasznalas nélkiil képes gatolni az M-csatorna nyitasat. Ehhez a gatlashoz
clegendé egy kismértékii Ca’" koncentracié névekedés is (Selyanko és Brown, 1996). A
kalciumnak a sejtben taldlhatdé endogén kalmodulinnal valé interakcidnak van szerepe a

gatlasban (Gamper és Saphiro, 2003).

A protein kindz C (PKC) is befolyasolja az M-aramot. A PKC-t a Kv csatorndkhoz kapcsolodo
AKAP 150 kinaz A horgonyzo fehérje koti meg, és ez eldsegiti a PKC Aaltali Kv7.2
csatornafehérjék foszforilacigjat, amely igy a szimpatikus neuronokban megfigyelt M-aram
muszkarinos acetilkolin receptoron torténd gatlasahoz jarul hozza (Hoshi €s mtsai., 2003). Ez a

jelenség azon alapul, hogy a PKC noveli a muszkarinos M-aram gétlas érzékenységét.

Az M-dram nyitdsatol vagy gatlasatol a neuronok kiilonb6zd elektrofiziologiai sajatsagai
megvaltozhatnak: a bemend ellendllds és a nyugalmi membranpotencial valtoztatdsa miatt az M-
aram képes jelentdsen szabalyozni az ingerelhetdséget. A neuronok depolarizalé impulzusok
hatésara kialakitott tiizelési frekvencidjat is meghatarozza, illetve hozzajarul az akciospotencial-
tiizelési frekvencia adaptacié jelenségéhez, és az utdhiperpolarizacid kozepes ¢€s késoi
szakaszanak alakuldséban is szerepe van (Koyama ¢és Appel,2006; Tzingounis és Nicoll, 2008;
Navarro-Lopez és mtsai, 2009; Tzingounis és mtsai, 2010; Mateos-Aparicio €s mtsai, 2014;
Nigro ¢és mtsai, 2014). Az M-aramnak preszinaptikus szerepe is van, a cortex és az agytorzs
szinapszisaiban is képes szabalyozni a neurotanszmitter felszabadulast (Luisi és mtsai, 2009;

Huang ¢és Trussell, 2011).
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4. dbra. Az M-dram szabdlyozdsdnak utvonalai. A szabalyozds egyik modja (balra), hogy a
foszfolipaz CB (PLCPp) aktivacidja a PIP, szint csokkenésén keresztiil zarja az M-aramot. A mdsik
lehetoség, hogy a PLCP aktivacioja az intracellularis kalciumkoncentracio emelkedéséhez vezet
(jobbra). A kalcium részben kalmodulinhoz (CaM) kétodik, ami az M-aramot gatolja. A kalcium
tovabbi része a "neuronal Ca’*-sensor-1" (NCS-1) fehérjéhet kitédik. Az NCS-1 a PI4-kindz (PI4-
K) aktivacion keresztiil a PIP, szintet stabilizalja a membranban a PLCP aktivitasaval szemben

(Hernandez és mtsai, 2008).

Mivel az M-dram gatlasdval novekszik a neuronok ingerelhetosége, igy ez epilepszia
kialakulasahoz hozzajarulhat. Ennek orvoslasara sziikségessé valhat egy M-aram serkentését
elosegitd farmakon alkalmazéasa, mely igy az excitabilitds csokkentését célozza meg. Ezt a hatéast
sikeriilt elérni a retigabin nevi gydgyszer alkalmazasaval. A retigabin f6 hatasa az, hogy képes
eltolni az aram-fesziiltség gorbét balra, ami azt jelenti, hogy a csatorndk mar egy
hiperpolarizaltabb membranpotencialon képesek megnyilni, viszont ezzel egylitt né a maximalis
nyitas valdszinlisége is (Tatulian és mtsai, 2001; Tatulian és Brown, 2003; Wuttke €s mtsai,

2005; Schenzer és mtsai, 2005). A retigabinon kiviil a szomatosztatin, a kortikosztatin és a
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dynorphin is képes serkenteni az M-aramot a hippocampus neuronjain (Moore és mtsai., 1988;

Madamba ¢s mtsai., 1999; de Lecea és mtsai.,1996).
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5. abra. A KCNQ4 alegység eloszlasa az agytorzsben. A-B. In situ hibridizacio. PVCN: nucleus
cochlearis posteroventralis, Sp5: nucleus trigeminalis spinalis, CIC: colliculus inferior centralis magja,
INLL: nucleus intermedius lemnisci lateralis, VNLL: nucleus ventralis lemnisci lateralis. C-G
Immunhisztokémia. DCN: nucleus cochlearis dorsalis, AVCN: nucleus cochlearis anteroventralis, SOC:
oliva superior complex, Pr5: nucleus trigeminalis principalis, DRI, DRD, DRV: raphe dorsalis
intermedius, dorsalis és ventralis, MnR: median raphe, RPO: rostralis periolivaris régio, VTA: ventralis
tegmentalis area, RLi: nucleus raphe rostralis linearis, IPDL: nucleus interpeduncularis, dorsalis

subnucleus, RRF: retrorubralis area, SNC: substantia nigra, pars compacta.

Az M-dramért felelds csatorndk a kordbbiakban emlitettek szerint tobbféle alegységbdl all, és az
alegységek alkothatnak homo- vagy heterotetramereket. Az idegrendszerben f6képpen Kv7.2/7.3
heteromerek alkotjdk az M-csatorndkat, és valamivel kisebb valdszinliséggel a Kv7.4/7.5
heteromerek is léteznek (Wang és mtsai., 1998; Cooper és mtsai., 2001; Roche és mtsai., 2002;

Pan és mtsai.,2000).

Az egyik M-csatorna alegységet, a KCNQ4-et az egér cochlea kiils¢ szdrsejtjeinek bazalis
membranjaban mutattak ki, igy ezen sejtek excitabilitdsanak alakitdsdban fontos szereppel bir.
Az alegységet kodold génben eléforduld defektus egy autoszomalis domindns progressziv

hallasromlassal jar6é korképet okoz emberben (DFNA2; nem-szindromas 2-es tipusti szenzoros
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siikketség; Kharkovets és mtsai, 2006). A cochlean kiviil még a kozponti hallopalya egyéb
teriiletein is kimutathato a KCNQ4 alegység, példaul a lemniscus lateralisban és a colliculus
inferiorban (Kubisch és mtsai, 1999; Coucke ¢és mtsai, 1999), a nucleus cochlearisban, az oliva
superior complexben; tovabba a retikularis aktivacios rendszer egyes elemeiben (raphe magvak
¢és a ventralis tegmentalis area; Kharkovets és mtsai, 2000; 5. dbra). A KCNQ4-es alegység
funkcionalis szerepét kimutattak a kozépagy dopaminerg sejtjeiben, mely sejtek tobbféle tiizelési
mintazattal rendelkeznek, mint a tonusos pacemaker, a szabalytalan, vagy burst-tipusu tiizelés
(Hansen ¢és mtsai., 2006). In vivo és in vitro kisérletekkel is megerdsitették, hogy az M-aram
szerepet jatszik a dopaminerg sejtek burst-tipusu tiizelési mintdzatdnak megvaltoztatdsaban,
mindezt oly mddon, hogy a rajuk jellemz6 alacsony frekvencidjii pacemaker tiizelést nem

befolyasolja (Drion és mtsai., 2010).

3.3. Az endokannabinoid rendszer
Az endokannabinoidok szerepe az alvas-ébrenlét szabalyozasdban jol ismert. A CBI

receptor kiillonb6z6 agonistainak és antagonistainak a hatasa jol ismert in vivo Kkisérletekbol.
Alvasmegvonas alatt a liquor endokannabinoid (anadamid, oleamid) koncentracioja megemelkedik. Akar
intrathecalisan, akar lokalisan a PPN-be adva CB1 receptor agonistakat, mind a REM-alvas, mind a non-
REM-alvas id6tartama megnd az ébrenlét rovasara (Murillo-Rodriguez és mtsai, 2001; 2008; Herrera-

Solis és mtsai, 2010; Bolla és mtsai, 2008; Feinberg és mtsai, 1975).

Az utobbi évtizedekben nagy figyelem fordult az agyban el6forduld endokannabinoidok,
mint a neurotranszmisszid fontos regulatorait felé. Az endokannabinoidok G fehérjéhez kotott
receptorokon keresztiil fejtik ki a hatdsukat. A klasszikus leirds szerint az 1-es tipust
kannabinoid (CBl) receptor a neuronokon preszinaptikusan helyezkedik el. Az
endokannabinoidok receptorhoz vald kotodésekor Gy, fehérje aktivalodik, ami mdsodlagos
hirvivé molekulakon keresztiil kiilonb6z6 hatasokat kdzvetit (Howlett és mtsai., 1986; Matsuda
¢s mtsai., 1990). A Gi/o fehérje a szinaptikus neurotranszmisszié gatlasat az adenilat-ciklaz
a kaliumcsatornak nyitadsan keresztiil segiti el (Clapham és Neer, 1997; Freund és mtsai., 2003;

Davis és mtsai., 2003; Wartmann és mtsai., 1995).
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Az endokannabinoidok szerkezetileg membranlipid szdrmazékok, €s a neviiket onnan kaptak,
hogy ugyanahhoz a G-fehérje kapcsolt receptorhoz képes kétddni a Cannabis sativa nevii ndvény
egyik hatéanyaga, a A’-tetrahidrocannabinol (A’-THC) is. Az agyban és a periféridn az
arachidonoil etanolamide (AEA vagy mas néven anandamid) és a 2-arachidonoilglicerol (2-AG)
nevll endokannabinoid taldlhaté leginkabb (Mechoulam és mtsai., 1995; Sugiura és mitsai.,
1995). Az anandamid volt a legelsd leirt endokannabinoid (Devane és mtsai., 1992), amely képes
a szinaptikus neurotranszmisszio szabalyozasara (DiMarzo és mtsai., 1994; Giuffrida és mtsai.,

1999; Chevaleyre és mtsai., 2006; Ralevic, 2003).

A kannabinoidok klasszikusan kétféle receptoron képesek hatni, ezek a kannabinoid-1 (CB1) és
a kannabinoid-2 (CB2) tipusu receptorok. A klasszikus receptorok mellett "novel" receptorok
(mint a GPR55 és a GPR119) is ismertek (Id. Brown, 2007). Az endokannabinoidok az
idegrendszerben foképpen a CBI1 receptor aktivacio altal fejtik ki hatasukat (Freund és mtsai.,
2003; Mackie, 2005; Matsuda és mtsai., 1990), de az utdbbi években bizonyitast nyert, hogy az
endokannabinoid hatdsok kozvetitésében a CB2 receptorok is kimutathatok gliasejteken és
néhany agyteriilet neuronjain (Gong és mtsai., 2006; Van Sickle és mtsai., 2005). A CB2
receptorok gyakorisagukat tekintve leginkdbb a periférian fordulnak el6. Eldszor az
immunsejtekben mutattdk ki 6ket (Munro és mtsai.,, 1993). A CBI1 receptorok foképpen a
neuronok preszinaptikus végzddésein taldlhatok a kdzponti idegrendszerben (Freund és mitsai.,
2003; Mackie, 2006), viszont egyes agyi teriileteken ritkdn eléfordulhatnak posztszinaptikus
CBI1 receptorok is (Tsou és mtsai., 1997; Bacci és mtsai., 2004). A receptorok aktivacidja altal
létrehozott legfébb valtozasok magukba foglaljak a legfontosabb neurotranszmitterek
(acetilkolin, glutamat, GABA, noradrenalin) felszabaditasanak gatlasat a kdzponti és a periférias

idegrendszerben (Alger, 2002; Mackie, 2006; Szabo és Schlicker, 2005).

A legtdbb neurotranszmitter vezikuldkba csomagolva varja a felszabadulast okozo jelet, viszont
az endokannabinoidok nem taroldodnak vezikulakban, emiatt nem vezikularis mechanizmussal
kertilnek az extracellularis térbe. Ehelyett prekurzor formdjukban a plazmamembranban
tarolddnak, igy itt szintetizalédnak, majd szabadulnak fel (Piomelli és mtsai., 2007). A 2-AG

felszabadulasanak klasszikus utvonala az I-es csoportt mGluR, foszfolipaz C-f ¢s diacilglicerol
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lipaz-a  aktivacion  keresztiil. Az anandamid szintézisében az N-arachidonoil-

foszfatidiletanolamin (NAPE) jatszik kulcsszerepet (Wang és Ueda, 2009).

Az endokannabinoidok fontos funkcionalis szereppel birnak, a szinapszisok miikodésén keresztiil
létrejovo retrograd szabalyozd mechanizmusokban. A kannabinoid receptorok elsésorban a
preszinaptikus neuronokon helyezkednek el. A posztszinaptikus depolarizacid hatasara
felszabaduld endokannabinoidok az extracellularis térben a preszinaptikus neuron receptorain
kotédve, annak neurotranszmitter felszabaduldsat gatoljak (Ohno-Shosaku és mtsai., 2001;
Wilson ¢és Nicoll, 2001; Kano és mtsai.,, 2009). Ez a gatlds lehet rovid tava (short-term
depression — STD), illetve lehet hossza tavu is (long-term depression — LTD), igy a rovid tava és
a hosszl tava szinaptikus plaszticitdsban is szerepiik van. A gatlas érvényesiilhet a gatlo (DSI: a
gatlas depolarizacio-indukalt csokkentése) €és a serkentd (DSE: a serkentés depolarizacio-
indukalt csokkentése) szinapszisokon. Az egyik mechanizmus az ugynevezett Ca’" vezérelt
endokannabinoid felszabadulas (Kano ¢és mtsai., 2009; Ohno-Shosaku ¢és mtsai., 2001). Ez a
mechanizmus Ggy okozza a DSI és DSE jelenségét, hogy a sejtben megné a Ca®" koncentracié az
NMDA receptorok és fesziiltségfiiggd Ca’" csatornak megnyildsa miatt (Kreitzer és Regehr,
2001; Ohno-Shosaku és mtsai., 2001; Ohno-Shosaku és mtsai., 2007). A kalcium szint kozvetlen
megemelkedése mellett még egyes receptorok aktivacidja is képes eléidézni endokannabinoid
felszabadulast, amely posztszinaptikus Ca2+ felszabadulds nélkiil is végbe megy. Ilyen
receptorok példaul az M1 és M3 muszkarinos, az orexin, az oxitocin, illetve 5-HT2 szerotonin,
¢és egyéb Gq/11 protein kapcsolt receptorok (Kano és mtsai, 2009;0hno-Shosaku és mtsai., 2003;
Ohno-Shosaku és mtsai.,, 2012; Katona és Freund, 2012). Egy harmadik, endokannabinoid
felszabadulast el8idéz6 mechanizmus az elébbi kettd 6tvozete: egy gyenge Ca’" koncentracié
novekedés és kismértekit Gg/11 fehérje kapcsolt receptor ezzel egyidejii aktivacidja okozza a
felszabadulast (Kim és mtsai., 2002; Safo ¢s Regehr, 2005; Hashimotodani és mtsai., 2007).
mGluR-fiiggd mechanizmusok is képesek endokannabinoid felszabadulast okozni. Egy serkentd
szinapszisban ismétlodé stimulusok altal felszabadult glutamat képes posztszinaptikus
depolarizaciét 1étrehozni az AMPA receptorok aktivalasaval igy a Ca’" koncentracio
novekedésével, és ezzel egyiddben metabotrop glutamat receptorok aktivalasaval, igy ezek a
mechanizmusok vezetnek az endokannabinoid felszabadulashoz (Ohno-Shosaku és mtsai, 2002).

Az endokannabinoidok altal okozott rovid tdva gatlas (STD) idejét meghatdrozza az, hogy
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milyen gyorsan bomlik le az adott endokannabinoid a szinaptikus végzddés helyén. A 2-AG
lebontasat a monoacilglicerol lipaz enzim végzi, mely arachidonsavra és glicerolra bontja le azt.
Ennek az enzimnek a jelenléte fontos egyes szinaptikus végzddésekben, mashol viszont nincs
jelen. Ezt az enzimet asztrocitdkban is kimutattdk (Blankman és mitsai., 2007; Tanimura és
mtsai., 2012). Az anandamid lebontasat a zsirsavamid-hidrolaz ("fatty acid amide hydrolase")

végzi, limitalva annak idébeli jelenlétét (Gaetani és mtsai, 2009).

Ujabb kutatasok bizonyitottak, hogy a neuronok mellett az asztrocitdk is rendelkeznek
funkcionalis CB1 receptorral. Nemcsak asztrocita tenyészeteken (Molina-Holgado és mtsai,
2003; Stella, 2004), hanem szdmos agyteriileten (nucleus accumbens, gyrus cinguli, medialis
eldagyi koteg, amygdala, hippocampus, gerincveld (Rodriguez €s mtsai, 2001; Moldrich és
Wenger, 2000; Salio és mtsai, 2002; Navarrete €s Araque, 2008; Hegyi €s mtsai, 2009) el6fordul
CBI receptor az asztrocitdkon. A hippocampus €s a barrel cortex esetén bemutatasra keriilt ezen
receptorok szerepe a hosszu tavu szinaptikus plaszticitdsban (Navarrete és Araque 2008, 2010;
Min és Nevian 2012; Han és mtsai, 2012; Coiret és mtsai, 2012; Castillo és mtsai, 2012). A
hetero- vagy homoszinaptikus hosszu tdva depresszio a legismertebb jelenség (Min és Nevian
2012; Castillo és mtsai, 2012), de a hippocampusban leirdsra keriilt a serkentd szinapszisok
heteroszinaptikus stimulacidja (Navarrete és Araque, 2010). Munkacsoportunk szintén felvetette
az asztrocitdk CBI1 receptoranak a szerepét a PPN endokannabinoid szignalizacioban (Kdszeghy

¢s mtsai, 2015).

3.4. Asztrocita-neuron kommunikacio

3.4.1. Altalanos megfontolisok

Az utobbi idében nagy tudomanyos figyelem 6vezi az eddig sokdig mell6zott gliasejtek valodi
szerepét az idegrendszerben. Az elsé leirdsok alapjan feltételezték, hogy ezek a sejtek csupan
térkitolté szerepet toltenek be a neuronok kozott, illetve, hogy a gliasejtek formaljak az
idegsejtek altal elfoglalt teret és Osszetartjak dket. Cajal volt az, aki az els6k kozott tulajdonitott

fontosabb szerepet a gliasejteknek (Cajal, 1913; Garcia-Marin és mtsai., 2007). Ezek a sejtek
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rendkiviil sokréti modon, aktiv résztvevOoként szerepelnek neurondlis folyamatban, illetve

viselkedési mintazatokban.

A gliasejteken beliill elkiilonithetiink kiilonboz6é tipusokat. A kozponti idegrendszerben
makroglia, mint asztrocitak, oligodendrocitak és ependyma sejtek, valamint mikroglia 1éteznek,

mig a periférian talaljuk még a Schwann-sejteket és a szatellita sejteket.

Az oligodendrocitdk ¢és a Schwann-sejtek az axonok koriil myelinréteget hoznak létre, mely
gyorsabb ingeriiletterjedést tesz lehetévé az axon hosszan keresztiil annak elektromos szigetelése
altal. A szigeteld tulajdonsdgukon kiviil rendelkeznek neurotranszmitter receptorokkal,

melyekkel érzékelik kornyezetiik valtozéasat.

Az asztrocitdk a neuronok megfeleld mitkodéséhez elengedhetetlenek. Homeosztatikus hatasokat
kozvetitenek, mint az extracellularis folyadéktér dsszetételének és mennyiségének szabalyozésa.
Az extracellularis tér szabalyozasan beliill az asztrocitdk fontos szerepet toltenek be az ionok,

crer

de az endokannabinoidok) felvételében €s eliminalasaban.

Az asztrocitak a kdzponti idegrendszer miikodésében a szinapszisokon keresztiil is fontos
regulator hatdsokat érvényesitenek. A szinapszisok kialakitasaban is szerepet jatszanak. Azok
erdsségét is befolyasoljak, igy a szinaptikus plaszticitdsban szerepet kapnak. Részt vesznek a
szinapszisok miikddésében, igynevezett haromoldalu szinapszist ("tripartite synapse") alkotnak a
pre- és posztszinaptikus neuronnal (Araque és mtsai., 1999). Kimutattdk, hogy az asztrocitak
szinapsziskozeli nylalvanyain szdmos neurotranszmitter receptor taldlhatd (Kettenman €s mtsai.,
1984; Verkhratsky és Steinhauser, 2000), igy érzékelni, illetve szabalyozni tudja a szinapszisban
foly6 eseményeket, igy gyors reguldldo szerepet lat el a szinapszis aktiv miikodésének
pillanatdban is. A szinapszisban résztvevd neuronokkal aktiv feedback kapcsolatban all, dket
szabalyozo gliotranszmittereket szabadit fel, vagy éppen neurotranszmittereket vesz fel a
szinaptikus résbdl (Volterra és Meldolesi, 2005; Pankratov és mtsai., 2006; Tzingounis és
Wadiche, 2007).
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A haromoldalu szinapszis miikddésében fontos szerepet jatszik a sejtek egymastol valo tavolsaga
is. A szinapszisban résztvevO preszinaptikus neuron altal felszabaditott neurotranszmitter a
szinaptikus résben hamar eléri a posztszinaptikus neuronon 1évé receptorokat. Ahhoz azonban,
hogy eljusson az asztrocitan talalhatd receptorokhoz, nagyobb tavolsadgot kell megtennie, igy a
neurotranszmitter koncentracié az asztrocita felé kozelitve egyre csokken a nagyobb tavolsag
miatt. Kimutattdk, hogy az asztrocitdkon nagy affinitdsi neurotranszmitter receptorok
helyezkednek el (példaul CBI1, metabotrop glutamat receptorok, GABAgp, muszkarinos
receptorok), melyek lassan deszenzitizdlédnak, igy a periszinaptikusan létrejott alacsony
neurotranszmitter koncentracié elegendd ezek aktivalasahoz (Rusakov ¢és Kullmann, 1998;

Araque €s mtsai., 2002; Panatier és mtsai., 2011) .

Az asztrocitdk elektromosan nem excitabilisak, nem képesek akcids potencialt 1étrehozni, de
jellemzé rajuk egy intrinsic cellularis ingerelhetéség, melyet a Ca®* koncentracié intracellulris
valtozasa jellemez (az Un. kalcium excitabilitas). Az asztrocitdk kozott a jelatvitel Ca®™ hullam
formaban torténhet, mely egy spontan intracellularis Ca®" koncentraciovaltozas (Verkhratsky és
Kettenman, 1996; Verkhratsky és mtsai., 1998; Cornell Bell és mtsai.,, 1990). A kalcium
hulldmok valaszképpen jelennek meg a szinaptikus torténések jellege szerint. Nem csupan a jel
meglétét érzékelik az asztrocitdk, hanem a neurotranszmitterek altal hordozott jelek mintazatat és
kinetikdjat is, illetve a beérkezd jelek frekvencidja is fontos informdacidval birhat az adott
szinaptikus rendszer miitkodésében, igy a Ca®" jelek, amelyek megjelennek az asztrocitaban,
neuronalis informaciokat képesek érzékenyen kodolni (Pasti €és mtsai., 1997; Perea és Araque,

2005).

A Ca®*" hullamok kialakulasa gliotranszmitterek (pl. glutamat) felszabadulasat teszik lehetové,
melyek kiilonb6z6 mddon befolyasolhatjak az asztrocitdk kornyezetében talalhatd szinapszisok
mikodését (Verkhratsky és Kettenman, 1996; Verkhratsky és mtsai., 1998; Cornell Bell ¢és
mtsai., 1990). A gliotranszmitterek asztrocita-medialt szinaptikus jelatvitelét kiilonbozd
megfontoldsok szerint jellemezhetjiik. Egy gliotranszmitter képes kiilonbdz6 receptorokon hatni.
Példaul a glutamat preszinaptikus NMDA vagy kainat receptorokat is képes aktivalni, illetve
metabotrop glutamat receptorokat is, mellyel serkentd hatast képes létrehozni (Navarrete és

Araque, 2010; Navarrete ¢és mtsai, 2012; Perea és Araque, 2007). Egy asztrocita képes kiilonb6zo
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gliotranszmittereket is felszabaditani. A legjellemzébb gliotranszmitterek a glutamat mellett a
GABA, a taurin, az adenozin, illetve még adenozin-trifoszfatot (ATP) és D-szerint is
felszabadithatnak (Zhang és mtsai., 2003a,b; Henneberger és mtsai., 2010), valamint még tumor
nekrézis faktor a-t, (TNFa) prosztaglandinokat és interleukin-1-et (IL-1) is képesek
felszabaditani, igy egyszerre tobb hatast is képesek kifejteni. Neuronhaldzatok és tobb szinapszis
mitkodését is képesek modositani az asztrocitdk. Magas frekvenciaju szinaptikus aktivitds és
tobb kornyezd szinapszis egylittes aktivacioja esetén a Ca*" jelek képesek tovabbitddni a
kialakuldsuk helyétol. A jel képes az asztrocita tavolabbi nyulvanyaiba eljutni, és egymastol
tavolabb esd részeken szabadulhatnak fel gliotranszmitterek. Ezzel akar tobb haldzat és
szinapszis milkodésébe képes beleszolni egy asztrocita. A neuronok altal felszabaditott
endokannabinoidok altal aktivalt asztrocitdk képesek olyan tavoli szinapszisok miikddését
befolyasolni, amelyek akar tobb tiz mikrométeres tdvolsagban vannak az endokannabinoid jel
forrasatol. Az asztrocitdk endokannabinoidok altali aktivaldsdval glutamatot szabaditanak fel,
ami a neurondlis metabotrop glutamatreceptorokon hatva serkenti azok miikodését. Ez a
mechanizmus az asztrocitdk kozbeiktatasaval egy endokannabinoidok altali kdzvetett aktivaciot
1déz eld, ellentétben azok kozvetlen hatasaval (Navarrete és Araque, 2010). A hippocampusban a
hosszil tava potencirozas (LTP) egyik forméjat posztszinaptikus aktivitds és az asztrocitak
emelkedett Ca®" szintje miatti glutamat felszabaditisa okozza, igy az LTP ezen formaja
preszinaptikus metabotrop glutamat receptor aktivaciot igényel (Perea és Araque, 2007). Egy
masik hatast is megfigyeltek, melynek alapja az a tény, hogy egy gliotranszmitter képes tobbféle
hatast kialakitani egy neuronhaldzatban attdl fliggden, hogy milyen tipusuak a hatasban részt
vevo receptorok és ezeknek milyen az elhelyezkedése. A neocortexben figyelték meg azt, hogy a
stimulalt asztrocitakbol felszabaduld glutamat a serkentd jelatvitelben szabalyozza a hosszu tavi
depresszidt (LTD) a preszinaptikusan elhelyezkedé NMDA receptorok aktivacigja altal (Min és
Nevian, 2012).

Viselkedésre és agyi aktivitasra vonatkozd in vivo eredményeket is taldlunk az in vitro
tanulmanyok mellett. Tanulméanyoztdk az asztrocitdk alvasban és az agykérgi lassi hullamu
oszcillaciok alakulasédban valo szerepét. Kimutattak, hogy a gliotranszmisszid gatlasaval csokken
mind a lasst hullamu aktivitas, mind az alvés idGtartama, igy ezzel romlanak a kognitiv funkciok

is (Fellin és mtsai., 2009; Halassa és mtsai., 2009; Yoo ¢és mtsai., 2007). Az asztrocitak fontos
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szerepet jatszanak az agyi mikrocirkuldcioban is, azzal, hogy képesek elimindlni a neuronalis
mitkodés altal létrehozott melléktermékeket. Ez a folyadékcsere fokozottabb alvds soran

(Iadecola és Nedergaard, 2007; Xie és mtsai., 2013).

A glutamat felvételét kiilonbozd serkentd aminosav transzporter (EAATI1-3) végzi. A glutamat
felszabadulasat a felvétel blokkolasaval is elérhetjiik. Ilyen blokkoloszer a TBOA, mely
specifikusan blokkolja ezeket az aminosav transzportereket, igy befelé iranyuld dramok johetnek
létre (Angulo és mtsai, 2004; Jabaudon ¢és mtsai, 1999; Le Meur és mtsai, 2007). Az
extraszinaptikus glutamat a GluN2B alegységet tartalmazd, extraszinaptikusan elhelyezkedd
NMDA receptorokat is képes aktivalni (Kozlov és mtsai, 2006; Angulo és mtsai, 2004;
D’Ascenso és mtsai, 2007; Fellin és mtsai, 2004).

A tonusos kifelé irdnyuld 4ramokra is hatdssal van az asztrocita aktivacio, illetve képes is
kivaltani: taurin és GABA-medialt tonusos klorid d&ramot mar irtak le (Belluzzi és mtsai, 2004;
Lee és mtsai, 2010). Hasonl6 esetet irtak le a nucleus laterodorsalis tegmentalisban is, ahol a
WINS55,212-2 kifelé irdnyul6 aramot hozott 1étre, melyhez hasonlot mi is megfigyeltiink (Soni és
mtsai, 2014).

3.4.2. Az asztrocitak optogenetikai aktivacidja

Uj felfedezésnek szamit az utobbi évtizedben kifejlesztett technika, az optogenetika. A kisérleti
megkozelités 1ényege, hogy fény altal kapuzott ioncsatorndkat vagy —transzportereket egyes
sejtvonalakkal szelektiven fejeztetnek ki. Az asztrocitdk optogenetikai aktivacigjaban a
channelrhodopsin-2 (ChR2) prototipusos fényaktivalt ioncsatornat hasznaljak a legszélesebb
korben. Ezt a csatornat a Chlamydomonas reinhardtii alga fejezi ki eredetileg, és 470 nm-es kék
fénnyel aktivalhatd. A ChR2 egy kationcsatorna, mely kék fény hatasara nyilik, Na*, K¥, Ca®" és
H' ionokra permedbilis. Ezt a kationcsatornat aktivilva a neuronok depolarizalodnak, ami
akciospotencial-tiizeléshez vezet. Emellett ismert jelenség az aktivalt sejtek intracellularis pH-
janak a csokkenése is (Bang és mtsai, 2016; Boyden és mtsai, 2005; Hegemann és Nagel, 2013).

Az asztrocitdk aktivacidja részben a depolarizacio, részben a kalciumbearamlds és az
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intracelluléris acidozis (valamint feltehetden az asztrocitdk duzzadasa) révén valosul meg (Beppu
¢és mtsai, 2014). A kalciumhullamok kialakulasat és a gliotranszmitterek felszabadulasat a ChR2
aktivacioja feltehetden nagyrészt csak triggereli. A kalciumbearamlds tovabbi intracellularis
kalciumfelszabaduldst hoz létre, valamint a szomszédos asztrocitdk egymast képesek aktivalni
gliotranszmitterek ~ felszabaditasaval. A Na'-bearamlas a Na'-Ca’™ cseremechanizmus
megforduldsaval tovabbi kalciumszint-emelkedéshez vezet (Figueiredo és mtsai, 2014). Az
optogenetika segitségével szelektiven tudjuk fény segitségével stimulalni az asztrocitdkat, igy az
aktivacio kovetkezményeit kontrollalt koriilmények kozott kozvetlenil tudjuk vizsgélni
(Deisseroth és mtsai, 2006; Gourine és mtsai, 2010; Fenno és mtsai., 2011; Sasaki és mtsai.,
2012; Chen ¢és mtsai., 2012, 2013; Perea ¢s mtsai., 2014; Tang €s mtsai., 2014). Az elsd in situ
asztrocita optogenetikai kisérletet az agytdrzsi centralis kemoreceptor aredban végezték el. Azt
talaltak, hogy az asztrocitak szelektiv aktivacidja ATP-n keresztiil képes aktivalni a kornyezd
asztrocitdkat ¢és neuronokat (Gourine ¢és mtsai, 2010). A cerebellaris Bergmann-glia
depresszidt indukalt (Sasaki és mtsai, 2012). Perea és munkatarsai (2014) ChR2-t fejeztettek ki
az asztrocitakkal a latokéregben. Az asztrocitdk aktivacioja sordan glutamét szabadult fel, és a
preszinaptikus metabotrop glutamét receptorok aktivacidja altal az asztrocitdk képesek voltak
szabalyozni a gatld és serkentd transzmisszidt. Egyes neuronok depolarizalodtak, mig masok

depolarizaciét vagy hiperpolarizaciot egyarant mutattak.

Erdemes megemliteni, hogy ChR2 mellett tovabbi optogenetikai aktivatorokat is hasznaltak
asztrocitak aktivalasdhoz. Ilyen a CatCh, ami a ChR2 fokozott kalciumpermeabilitdsu varidnsa
(Li és mtsai, 2012; Figueiredo és mtsai, 2014; 1d.Bang ¢s mtsai, 2016), a LiGluR, ami egy

n z

ionotrép glutamatreceptor mutans (a ligandja egy fényérzékeny maleimid-azobenzén "karon" at a
fehérjéhez horgonyzott glutamat; Figueiredo és mtsai, 2014), vagy az optoXR fényaktivalhat6 G-
protein kapcsolt receptor, ami az al vagy a2 adrenerg receptor €s az emlds rodopszin fuzidjaval

lett eldallitva (6. abra; Bang és mtsai, 2016)
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Optogenetics

6. dabra. Az asztrocitik optogenetikai
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aktivaciojanak lehetdségei. (ChR2:
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.3 & asztrocitakbol torténd glutamat
iOFtnXRs
E@mm felszabadulasat gatolja;, Beppu és mtsai,

2014, Bang és mtsai, 2016)

3.4.3. Asztrocitak altal aktivalt neuronalis aramok

Az asztrocitak altal keltett neurondlis extraszinaptikus dramok nagysaguk, kinetikdjuk, iranyuk,
az Oket kivaltdé neurotranszmitterek illetve gliotranszmitterek tipusa és azok receptorai szerint
csoportosithatdak. Az extraszinaptikus dramokat iranyuk és iddtartamuk szerint csoportositva

elkiilonithetiink lassu kifelé és befelé iranyulo, tonusos serkentd és gatldo aramokat (7. abra).

A lassu befelé iranyuld aramok ("slow inward current", SIC) fazisos befel¢ irdnyuld aramok,
melyeket jol el tudunk kiiloniteni a serkentd posztszinaptikus aramoktol (EPSC), mert a SIC-ek
kiilonboznek az aram nagysagaban ¢€s kinetikdjaban is. Nagyobb amplitidoval, lassabb felszallo-
¢s leszalloszarral jellemezhetok. (Fellin és mtsai., 2004; Shigetomi és mtsai., 2008; Bardoni és
mtsai., 2010; Reyes-Haro és mtsai., 2010). Kialakulasukban bizonyitottan részt vesz
extraszinaptikus NMDA receptorok aktivacidja, glutamat és az NMDA receptor koaktivator D-
szerin altal (Angulo és mtsai., 2004; Fellin és mtsai.,, 2004; Nie és mtsai.,, 2010 ). A
vezikulafuzi6 és akciospotencial-tiizelés blokkolasa nem okozta a SIC-ek frekvenciacsokkenését
(Fellin és mtsai., 2004). Tobb kdzponti idegrendszeri teriileten is kimutattak jelenlétiiket, tobbek

kozott a gerincveld dorzalis szarvaban, a szaglokdzpontban, a hippocampusban és latokéregben
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(Bardoni és mtsai., 2010; Fellin és mtsai., 2004; Kozlov és mtsai., 2011; 1d. Pal, 2015). A SIC-

ek valdszintisithetd szerepe egy adott asztrocita-doménen beliil levé neuronok szinkronizécioja.

A lassu kifelé iranyuld aramok ("slow outward current", SOC) ritkdbb események a kdzponti
idegrendszerben, mint a SIC-ek. A gatld posztszinaptikus aramoktoél (IPSC) nehezebben
kiilonitheto el. Kimutattak, hogy a SOC-okat a GABA, receptorok aktivacidja valtja ki (Kozlov
¢s mtsai.,, 2006; Le Meur és mtsai., 2012; Pirttimaki és mtsai., 2013). Szintén nem védte ki
megjelenésiiket a vezikulaiiriilés és a neurondlis aktivitds blokkolasa. A lassu kifelé iranyulo
aramokat a hippocampusban ¢és a bulbus olfactoriusban mutattak ki; egyes sejteken a SIC-ekkel

egyiitt is el6fordult (Le Meur és mtsai., 2012; Kozlov és mtsai., 2006).

Tonusos serkentd aramokat is kimutattak tobb agyi strukturaban is (nucleus supraopticus,
Fleming ¢és mtsai, 2011; hippocampus, Papouin és mtsai, 2012; cerebellum, Sasaki és mtsai,
2012; PPN, Kdszeghy ¢és mtsai, 2015; gerincveld hatsé szarva, Nie és mtsai, 2010). Asztrocita
eredetiik nem olyan kizarélagos, mint a SIC-ek esetén; hiszen neuronalis forrasokbdl szarmazo
glutamat éppen gy okozhat tonusos serkentd aramokat. Az asztrocitdk hozzéajarulasat ehhez a
neuronalis aramhoz az asztrocitdk optogenetikai aktivacidjaval bizonyitottak (1d. fent, Sasaki és
mtsai, 2012; Beppu és mtsai, 2014; Figueiredo €s mtsai, 2011; Perea és mtsai, 2014). A tonusos
serkentd aramok az extraszinaptikus glutamat és az NMDA receptor koaktivator glicin hatasara
alakulnak ki (Le Meur és mtsai., 2007). A glutamat eredhet a szinaptikus résbdl torténd
sz6rodasbol, illetve asztrocita eredetii is lehet. A glutamat szintjét az EAAT ("excitatory amino
acid transporter") transzporterek képesek csokkenteni: az asztrocitdkra az EAATI1 és EAAT2
glutamat transzporterek, a neuronokra az EAAT3 ¢és 4 jellemz6 foként (Zhou és Danbolt, 2013).
Az aramokhoz legfoképpen NMDA receptorok aktivalasa jarul hozzé (Angulo és mtsai., 2004;
Fellin és mtsai., 2006; Le Meur és mtsai., 2007; Fleming ¢és mtsai., 2011; Papouin és mtsai.,
2012) de AMPA receptorok ¢és Il-es csoporti metabotrop glutamat receptorok is részt vesznek
kialakitasukban (Sasaki €s mtsai., 2012; Beppu és mtsai., 2014; Kdszeghy és mtsai., 2015). A
tonusos serkentd aramok a glutamattranszporterek blokkolasanak hatdsara a SIC-ekkel egytitt
jelennek meg. Az Oket kivaltd transzmitterek és az aktivalt receptorok atfedést mutatnak, az

iddbeli lefutasukban levd kiilonbség feltehetden a glutaméat felszabadulasanak és hatasanak helye
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kozti tavolsag €s az eltérd difftzids sajatsdgok szamldjara irhatd (Jabaudon és mtsai, 1999;

Angulo és mtsai, 2004).

A tonusos gatld aramok extraszinaptikusan elhelyezked6 GABA, receptorok aktivacio
eredményeképpen jonnek létre (Semyanov és mtsai., 2004; Cellot €s Cherubini, 2013; Connelly
¢s mtsai., 2013). Tobb agyteriiletben is kimutattak, példaul a thalamusban, a kisagyban,
agytorzsben, agykéregben és a hippocampusban is. Valoszinlileg mas alegységet tartalmazo
GABA receptor aktivacidja felelds ezért a tonusos aramért, mint amely az IPSC-t alakitja ki: az
extraszinaptikus GABA, receptor y és 0 alegységeket tartalmaz. A GABA nemcsak asztrocita
eredeti lehet, hanem szarmazhat a szinaptikus résbdl torténd szorodasbol €s volumen
transzmissziobol is. A GABA-n kiviil a glicin is létrehozhat tonusos gatldo aramokat (Bradaia és
mtsai., 2004). A tonusos kifel¢ irdnyuld aram funkcioi kozott szerepel sejtproliferacio és -
migracid szabalyozasaban valo részvétel. Hozzdjarul tovabba a neuronhalozatok oszcillacidinak
kialakitasahoz, illetve a neuronok ingerelhetdségének beallitasdhoz (Semyanov et al., 2004;

Connelly és mtsai., 2013; Lee és Maguire, 2014).
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7. dbra. Asztrocita-aktivdalt neurondlis dramok tipusai. A. Lassu inward dram. ("slow inward current", SIC). 1.
Glutamat- és D-szerin release az asztrocitakbol (gliotranszmitter-tartalmu vezikulakbol, volumenregulalt
anioincsatornakon (VRAC) keresztiil, az EAATI és -2 transzporterek reverz miikodésén keresztiil, szerves
aniontranszportereken at, connexon hemichannel-en keresztiil, ionotrop purinoreceptorokon at vagy a
glutamattraszporterek gatlasan at. 2. A glutamat (és a D-szerin) egy kozeli neuronhoz diffundal és extraszinaptikus
NMDA-receptorhoz kétédik. Ezen receptor aktivacioja SIC-et alakit ki. A neuronalis EAAT-2 gatldsa szintén
hozzajarulhat SIC kialakuldsahoz. B. Tonusos serkentd dram. 3. Glutamat (és D-szerin) felszabadulas (1. 2. pont).
4. A szinaptikus résbdl torténd glutamatfelszabadulds és a volumentranszmisszio szintén emeli az extraszinaptikus
glutamat koncentracidjat. 5. A SIC-eket kialakito glutamdtfelszabadulds tavolabbi receptorokon tonusos inward
daramot aktivalhat. 6. Az extraszinaptikus NMDA, AMPA vagy Il-es csoportu metabotrop glutamatreceptorok
(mGluR, 7.) tonusos serkentéaramok kialakulasdhoz vezet. C. Tonusos gatlo aram. 8. Mdas mGluR-okon hatva a
glutamat toénusos gatlo dramot is kialakithat. 9. GABA felszabadulis a GABA transzporterek reverz modu
miikodesével vagy a normal mod gatlasaval, VRAC-on vagy szerves anion transzportereken keresztiil. Az ATP
connexon hemichannel-en keresztiil szabadulhat fel. 10. Az extraszinaptikus glutamat koncentracidjanak novekedése
a glutamatfelvételt és a kovetkezményes GABA felszabadulast facilitalja. 11. Az asztrocitakbol felszabadulo,
volumentranszmisszioval vagy szinaptikus szorodassal a neuronokbol szarmazo GABA extraszinaptikus GABAy
receptorokat aktival. 12. Az ATP altal aktivalt P2X, receptor a GABA, receptorok szamdt csékkenti. D. Lassu
outward aram ("slow outward current”, SOC). 13. GABA, ATP vagy adenozin felszabadulds (1. 9. pont). 14. Az
extraszinaptikus GABAA receptor aktivacio SOC-okat hoz létre.15. SOC-szerii hiperpolarizalo eseményeket Al

adenozin receptor aktivacio is létre tud hozni. Az adenozin eredete valosziniileg nem neurondlis (Id. Pal, 2015).
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4. Célkituzések

A jelen PhD disszertaci6 arra a kérdésre keres valaszt, hogy milyen, egymastol fiiggetlen vagy
egymassal 0sszefliggd mechanizmusok vesznek részt a PPN neuromodulaciés szabalyozasaban;
léteznek-e a kozvetleniil neuronokat érintd szabalyoz6 hatdsok mellett asztrocitan keresztiil

érvényesiilé mechanizmusok is.

A kovetkez6 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 elektrofiziologiai tulajdonsagaira?

3. A PPN neuronok CB1 receptor stimuldcio hatdsara bekdvetkezd tonusos serkentésében vagy

gatlasdban milyen szerep jut az asztrocitdknak és a metabotrdp glutamatreceptoroknak?

4. A preszinaptikus CB1 receptor aktivacidé kifejt-e gatlo hatdst a PPN szinaptikus

neurotranszmissziojara? Modositjdk-e asztrocita-fliggd hatasok a preszinaptikus CB1 receptor

crer
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5. Eszkozok és modszerek

5.1. Oldatok

A kisérleteinkhez mesterséges agy-gerincveldi folyadékot (,,arteficial cerebrospinal fluid”;
aCSF) hasznaltunk, melyet a kdvetkezd dsszetételben készitettiink: 125 mmol/l NaCl; 2,5 mmol/l
KCI; 26 mmol/l NaHCOs3; 10 mmol/l gliikoz; 1,25 mmol/l NaH,POy4; 2 mmol/l CaCly; 1 mmol/l
MgCly; 3 mmol/l myo-inositol; 0,5 mmol/l aszkorbinsav; 2 mmol/l natrium piruvat. A preparalas
alatt az agyszeletek készitéséhez jéghideg alacsony natrium tartalmi mesterséges agy-
gerincveldi folyadékot (low Na aCSF) hasznaltunk, melyben 100 mmol/l NaCl-ot lecseréltiink
130 mmol/l szacharézra és 60 mmol/l glicerolra. Az oldat ozmolaritdsa 290 mOsm/l; pH-ja 7,4
volt. Az oldatokhoz a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) vegyszereit hasznaltuk; kivéve

azoknal az eseteknél, ahol a forras kiilon emlitésre keriil.

A mérésekhez hasznalt mikropipetta oldat (bels6 oldat), mely a mérés soran a sejtet
intracellularisan dializélja, a kovetkezdket tartalmazta: 120 mmol/l kélium-gliikonat; 5 mmol/l
NaCl; 10 mmol/l 4-(2-hidroxietil)-1-piperzeinetan-szulfonsav (HEPES); 2 mmol/l EGTA; 0,1
mmol/l CaCl,; 5 mmol/l Mg-ATP; 0,3 mmol/l Na;-GTP; 10 mmol/l Na,-foszfokreatinin; és 8
mmol/l biocytin, melyet kozvetleniil a mérések el6tt mértiink az oldatba. Az oldat ozmolaritasa

280-290 mOsm/1; pH-ja 7,3 volt.

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

indikatorfesték hasznalataval tortént (Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

5.2. Allatok, preparalas

Az allatkisérletek elvégzése a nemzetkdzi, magyar és intézményi térvények, protokollok altal

meghatdrozott médon tortént. Az altalunk hasznalt kisérleti protokollokat a Debreceni Egyetem
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Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga jovahagyta, és engedélyezte (6/2011/DEMAB és
5/2015/DEMAB szamokon)

Kisérleteinkhez 9-16 napos egereket hasznaltunk fel, mindkét nembdl. Egyes kisérletekhez
olyan torzseket alkalmaztunk, amelyek GAD2- (glutamat dekarboxildz) vagy ChAT- (kolin
acetil-transzferdz) fliggd modon fejeztek ki egy tdTomato nevii fluoreszcens fehérjét (mely 554
nm excitaciés maximummal és 581 nm emisszids maximummal rendelkezik). Ezen egerek
tenyésztéséhez a cre-lox rendszert hasznaltuk, ahol az egyik sziilé promoter-specifikusan fejezi
ki a cre rekombindzt, a masik sziilé genomjaban megtalalhaté a kifejeztetni kivant fehérje génje,
de annak atir6dasat egy lox-P site-okkal hatarolt stop kodon akaddlyozza meg. Az utéodokat
keresztezve, a stop kodon kihasitdsa megtorténik és a kifejeztetni kivant fehérje promoter-
specifikusan jelenik meg. A homozigdta lox-tdTomato (Madisen és mtsai., 2010; JAX mice
azonosité szam: 007905), a GAD2-cre (Taniguchi és mtsai., 2011; JAX azonositd: 010802) és a
ChAT-cre (http://informatics.jax.org/reference/J:114556; JAX azonositd: 006410) egereket a
Jackson Laboratories-t6l szereztiik be (Bar Harbor, ME, USA), melyek keresztezését az Elettani
Intézet allathazaban végeztiik. A homozigota torzsek keresztez€sébdl szarmazo utdédok mindkét
génre heterozigotak voltak, igy a tdTomato fluoreszcens protein atirodhatott GAD2- vagy ChAT-
fliggd modon.

Masrészt tovabbi kisérleteinkhez channelrhodopsin-2-t (ChR2) glialis fibrillaris savas fehérje
(,,glial fibrillary acidic protein”; GFAP)-fliggd modon kifejezé egérre volt sziikségiink. A
homozigota lox-channelrhodopsin2 (B6; 129S-Gt(ROSA)26Sortm32 (“A¢-
COPATHISHIMREYEPHze 1) 65 a GFAP-cre (B6.Cg-Tg(Gfap-cre)73.12Mvs/)) torzseket szintén a
Jackson Laboratories-t0l vasaroltuk. Ezen torzsek keresztezését a fent leirtakhoz hasonldoan
szintén az Elettani Intézet allathizaban végeztik. Néhany kisérletben konstitucionalis CB1
receptor knockout egereket is felhasznaltunk, melyeket Andreas Zimmert6l kaptunk (Bonn,

Németorszag; Zimmer és mtsai. 1999).

Bizonyos esetekben 9-16 napos C3H (n=7) ¢és C57BIl6 (B6) egereket (n=5) is hasznaltunk,
melyek sordn mindkét nembdl hasznaltunk fel allatokat. Szintén ezeket az allatokat hasznaltuk a
vad tipusu egereket igényld kisérleteinknél. A két egértorzs kozott nem taldltunk kiilonbséget az

endokannabinoid hatasok 1étrejottében (KOszeghy és mtsai, 2015).
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Az allatokat dekapitaltuk, majd az agyat Ovatosan eltdvolitottuk a koponyatetd koriiltekintd
korbevagasa utan. A kozépagyat minél gyorsabban kiprepardlva abbol 200 mikrométeres
coronalis szeleteket készitettlink alacsony natrium tartalmu jéghideg mesterséges agy-gerincvel6i
folyadékban; Microm HM 650V tipusi vibratom (Microm International GmbH, Walldorf,
Németorszag) segitségével, mikozben folyamatosan oxigenizéltattuk 95% O, és 5% CO,
keverékével (karbogén gazkeverék). A szeleteket 37 °C-on, normal aCSF-ben tartottuk 60
percen 4t a mérés kezdetéig, mindekdzben folyamatosan karbogénnel buborékoltattuk a

szeleteket tartalmazo kamrat.

5.3. Elektrofiziologiai mérések

A mérérendszeriink része egy Zeiss Axioskop mikroszkép (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Németorszdg) melyet a szeletek lathatova tételéhez hasznaltunk. A mikroszképhoz egy
fluoreszcens képalkotd rendszert kapcsoltunk (Till Photonics GmbH, Grafeling, Németorszag),
amely magaban foglal egy xenonégd alapu Polychrome V-0s fényforrast (Till Photonics GmbH,
Grafeling, Németorszag), egy CCD kamerat (SensiCam, PCO AG, Kelheim, Németorszag), egy
képalkotdszabalyozd egységet (,,imaging control unit”; ICU), és a Till Vision szoftvert (4.0.1.3.
verzid). Ez a rendszer lehetévé teszi a fluoreszcencia intenzitds iddben vald valtozasanak
megfigyelését. A teljes sejtes elrendezésli patch-clamp mérésekhez Axopatch 200A erdsitot
(Molecular Devices, Union City, CA, USA) hasznaltunk mind fesziiltség-clamp, mind aram-
clamp lizemmodban. Az adatok feldolgozasat, felvételét Clampex 10.0 szoftverrel végeztiik
(Molecular Devices, Union City, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok), mig az adatok elemzését a
Clampfit 10.0 (Molecular Devices) programmal.

A méréseket szobahOmérsekleten végeztiik. A szeleteket a mérés soran folyamatosan oxigenizalt
normal aCSF-el perfundaltattuk 1 ml/perc sebességgel, Gilson Minipuls 3 perisztaltikus pumpa
segitségével (Gilson Inc., Middleton, WI, USA)

Az 5-6 MQ rezisztenciaju patch pipettakat boroszilikat tivegkapillarisokbol készitettiik Narishige
PC-10 pipettahuzo segitségével (Narishige Group, Tokyo, Japan), melyet az ,,Oldatok”

alpontban részletezett, kalium-glilkonat alapu bels6é oldattal toltottiink meg. Az M-dram
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mérésekor a neuronokat 1 umol/l tetrodotoxinnal kezeltiik, és -20 mV tartofesziiltségen tartottuk,
majd 1 masodperces repolarizalo 1épcsdket alkalmaztunk -60-t6l -30 mV-ig (Brown és Adams,
1980). Az M-aram farmakologiai elkiilonitésé¢hez XE991-et (10,10-bis(4-piridinilmetil)-9(10H)-
anthracenon dihidroklorid; Tocris Cookson Ltd., Bristol, UK) hasznaltunk, ami az M-aram

specifikus blokkoldszere.

Az aram-clamp méréseket 1 s hosszusagu, -30 - +120 pA nagysagi hiper- és depolarizalod
1épcsdk alkalmazasaval végeztiik. A felvételekbdl, amelyek legalabb 8 darab akcios potencialt
tartalmaztak a kovetkezd képlet alapjan igynevezett adaptacios indexet (Al) szdmoltunk: Al=1-
(Futorss/Feiss), ahol az Fylse az utolsd két akcios potencial frekvenciajat, az F.s pedig az elsd
(fAHP) az akcids potencidl kiiszobértéke utan 50 ms-on beliil mért maximalis negativ
potencialvaltozasként hatdroztuk meg, a kdzepes utohiperpolarizacié (mAHP) a csticstol 100 ms-
ra mért amplitado, a lassu utdhiperpolarizacid (sAHP) pedig a cstcstol 300 ms-ra mért fesziiltség
amplitidoja (1d. Koyama és Appel, 2006). Az oszcillacios aktivitdas mérésére egy 2 masodperc
hosszil ugynevezett rampa protokollt alkalmaztunk, mely egy linedrisan emelkedd nagysagu
araminjekciot jelent és melynek maximalis aramértéke 800 pA volt. Ezeket a méréseket TTX
jelenlétében végeztiik, annak érdekében, hogy az akcids potencidlok jelenléte ne fedje el az

oszcillacids aktivitast a fesziiltségfelvételen.

Toénusos aramok, spontan €s miniatlir excitatorikus posztszinaptikus aramok (EPSC-k) és
inhibitorikus posztszinaptikus aramok (IPSC-k) mérésekor, voltage-clamp {izemmodban a tartod
potencialt -60 mV-ra allitottuk, a szerhatas illetve az optogenetikai stimulacio el6tt és utan is.
Mindegyik allapotot 5 percig tartottuk fenn. A posztszinaptikus aramok méréséhez a Synaptosoft
MiniAnalysis szoftvert (Synaptosoft Inc., Fort Lee, NJ, USA) hasznaltuk. Az elébbi mérésekhez
hasznalt pipetta oldaton kiviil még egy modositott dsszetételli pipetta oldatot is felhasznaltunk,
melyben a kalium-gliikonatot lecseréltiik kalium-kloridra. Ezt az oldatot spontan IPSC-k (sIPSC-
k) és miniatlir IPSC-k (mIPSC-k) mérésekor hasznaltuk.

A tonusos aram valtozasat hisztogram szerkesztésével hataroztuk meg, melynek készitésekor a
felvétel utolsd percében mért aramértékeket hasznaltuk fel. A kontroll és a szerhatas alatt mért

felvételekbdl készitett hisztogram csucsértékeinek kiilonbségébdl allapitottuk meg a kiilonbozo
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hatdsok altal kivaltott tonusos aram nagysagat. 10 perces felvételt készitettiink kontroll
koriilmények kozott a tartd dram spontdn valtozdsanak meghatdrozasara, melyet az elébbi
protokollok hasznélatdval elemeztiink ki, annak az elsé és utolsd percében késziilt méréseket

felhasznalva.

Neéhany kisérlet esetében elektromosan stimuldltuk a vizsgalt neuront beidegzd szinaptikus
rostokat, melyhez monopolaris elektrodot haszndltunk, amit a szomatol 50-100 um-re helyeztiik
el. A stimulalo elektrodot BioStim STC-7a stimulator késziilékhez csatlakoztattuk (Supertech,
Pécs, Magyarorszag). Miutan elhelyeztilk a stimuldlo elektrodot, olyan értékre allitottuk a
stimulust, amelyen nem maradtak ki posztszinaptikus aramok a stimuléaciot kdvetdéen (nem voltak
"failure"-0k; a stimulacié amplitaddja koriilbeliil 1,5-sz6r volt nagyobb a minimalis
stimuldcional). A paros stimulusok 50 Hz-es frekvencidval rendelkeztek, €s az egymast kovetd
kisérletek kozott 10 masodperc telt el. A tartofesziiltség 10 masodpercig tartd, 0 mV-ra vald

valtoztatasaval a neuronok posztszinaptikus depolarizacidjat hoztuk 1étre

Optogenetikai stimuldciot végeztiink GFAP-ChR2 egérbdl szdrmazd mintédkon, a teljes latotér
(Till Photonics GmbH, Griéfeling, Németorszag) ¢s a Till Vision szoftvert (4.0.1.3. verzid)
haszndlva. Egy 1 perc hosszl folyamatos stimulacid, vagy 10 ms-os megvilagitasi periodusokbol
allo 10 Hz frekvenciaval pulzaldo 1 percen at tartd6 stimuldciot alkalmaztunk ezeknél a

kisérleteknél.

5.4. Farmakologia

Egyes kisérletekhez sziikségiink volt tetrodotoxinra (TTX; Alomone Labs, Jeruzsalem, Izrael),
melyet a fesziiltség-fliggd Na-csatorndk blokkolasara, illetve az akcids potencial tiizelés gatldsara
hasznaltunk 1 pmol/l koncentrdcioban. Az M-aram specifikus gatloszerét, az XE991-et 20

umol/l koncentracidban alkalmaztuk, melyet az d&ram farmakoldgiai elkiilonitésére hasznaltunk.

Tovébbi kisérleteinkhez az 1-es tipusu kannabinoid (CB1) receptor agonista WINS55,212-2-t 1

umol/l koncentracidban alkalmaztuk, mig a szintén CB1 receptor agonista arachidonil-2’-
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kloroethilamidot (ACEA) 5 umol/l koncentracioban. Néhany kisérlethez 10 pmol/l 2,3-
dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo[f]kinoxalin-2,3-diont (NBQX), 50 upmol/l D-2-amino-5-
fosfonopentanoatot (D-APS), 1 pmol/l sztrichnint, és 10 umol/l bikukullint hasznaltunk az
ionotrop glutamat-, glicin- és GABA-receptorok gatlasara. A spontan akcids potencidlokat 1

umol/l TTX-el gatoltuk.

Egyes kisérleteknél 1 pmol/l thapsigarginban inkubaltuk a szeleteket 45 percig, hogy ezaltal

csokkentsiik az asztrocitak aktivitasat (Kdszeghy és mtsai. 2015).

Az 1-es és 5-0s tipusii metabotrop glutamat receptorokat (I-es csoportt mGluR receptorok) 100
umol/l  7-(hydroxiimino)cyclopropal[b]krém-n-1a-karbboxilat etilésztert (CPCCOEt) és 10
pmol/l 2-metil-6-(feniletinill)piridin hidrokloridot (MPEP) hasznaltunk. A II-es csoporta
metabotrop glutamat receptorokat (mGluR II) pedig 10 umol/l LY341495-¢el (Tocris Cookson
Ltd., Bristol, UK) blokkoltuk.

5.5. Intracellularis Ca>* koncentracié mérése

Ahhoz, hogy a GFAP-ChR2 egérben torténd optogenetikai stimulacid esetén bekovetkezd
asztrocita aktivaciot megerdsitsiik, ,,calcium imaging”-et végeztiink. A mérés eldtt a szeleteket
45 percig 33 umol/l Oregon Green 488 BAPTA-1 AM (OGB)-ben inkubaltuk, illetve 20 pmol/l
Rhod-2 AM-et is hasznaltunk egyes kisérleteinkhez (Invitrogen-Molecular Probes, Carlsbad,
CA, USA). Akarcsak a feljebb részletezett kisérletek esetén; itt is ugyanazt a fluoreszcens
képalkotd rendszert hasznaltuk. Az OGB excitaciés hullamhosszat 480 nm-re allitottuk a
rendszerben a mérések idejére. A fluoreszcens sziird készlet dikroikus tiikorbél (Omega XF2031
505DRLPXR; Omega Drive, Battleboro, VT, USA) ¢és egy emisszios szlirobol (LP 515, Till
Photonics) all. A méréseket 344 x 260 pixeles felbontasban és 10 Hz-es mintavételi
frekvenciaval végeztiik. Az altalunk hasznalt OGB excitacios hullamhossz egyarant stimulalja a
ChR2 megnyilast, a GFAP-ChR2 egérbdl szarmazo adatokat 6ssze tudtuk hasonlitani a vad

tipusu egerekbdl szarmazo adatokkal.
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A Rhod-2 festéket alkalmazd képalkotéast hasonloképp végeztiik, mint ahogyan az OGB-vel, de
annyiban kiilonb6zott, hogy az excitacids hullamhosszat 550 nm hossziisagura allitottuk és mas
szlird készletet hasznaltunk (dikroikus tiikor: Omega XF2019 590DRLP, emisszios sziird:
Omega 3RD590LP; Omega Drive, Battleboro, VT, USA). Ezeknél a kisérleteknél a ChR2

USA) végeztiik 470 nm-es hullamhosszon.

A kalcium jeleket a kalcium indikatorral feltdltott sejt szomajabol vettiik fel. A fluoreszcencia
valtozasat a CCD kameraval rogzitettiilk, majd a Till Vision szoftverrel elemeztiik a felvett
jeleket. A kalcium hullamok teriileteit az azonos iddtartamhoz tartozd adatpontok numerikus

integralasaval szamoltuk ki.

5.6. A biocitinnel jelolt neuronok lathatova tétele

A pipettaoldatba biocitint (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), tettiink, mely a mérés soran a
sejt belsejébe jutott. A mérés utan a szeleteket fixaltuk egy éjszakéan keresztiil 4 °C-on, amelyhez
4%-o0s paraformaldehid oldatot hasznaltunk (0,1 mol/l foszfat pufferben; pH 7,4). Ezutan a
feltarast 60 percen keresztiil Tris-pufferolt sooldattal végeztiik (8 mmol/l Tris bazis, 42 mmol/l
Trizma HCI, 150 mmol/l NaCl, pH 7,4), melyet 0,1% Triton-X-el és 10% szarvasmarha
szérummal egészitettiink ki. Ezutdn a szeleteket Alexa 488 konjugalt streptavidinnel (1:300;
Molecular Probes Inc, Eugene, OR, USA) foszfat pufferben inkubaltuk 90 percen keresztiil.
Azokban a szeletekben, melyben nem volt tdTomato fluoreszcens jelolés (vad tipusu C3H és B6
egerek), kolin acetiltranszferaz (ChAT) immunjeldlést végeztiink erre specifikus kecske
antitesttel (1:75 aranyban; Millipore, Temecula, CA, USA) és 1:1000 aranyban hasznélt Texas
Red-del jelolt nyulban termeltetett anti-kecske méasodlagos antitesttel (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA). A sejtekrdl Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszkép (Carl Zeiss AG)

segitségével készitettlink felvételeket azok rekonstrudlasa és dokumentalasa miatt.
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5.7. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai kisérletek az Anatomiai, Szovet. ¢és Fejlodéstani Intézettel
kollaboracidban késziiltek. A kisérleteinkhez harom vad tipusi B6 egeret hasznaltunk fel. Az
allatokat talaltattuk natrium pentobarbitallal (50 mg/kg, intraperitonedlisan), majd transzkardialis
perefiziot hajtottunk végre Tyrode oldattal (melyet karbogénnel oxigenizaltunk), melyet 4%-o0s
paraformaldehides (0,1 mol/l foszfat pufferben oldva, pH 7,4) fixalas kovetett. A transzkardialis
fixalds utan a mesencephalont eltavolitottuk, utofixaltuk 4%-os paraformaldehidben 4 oOrén
keresztiil, majd 10 illetve 20%-os szacharozba (0,1 mol/l foszfat pufferben oldva) tettiik, mig le
nem siillyedt. Az immunreagensek bejutdsdnak fokozéasara a mesencephalont fagyasztottuk majd
felolvasztottuk. 50 pm-es vastagsagl transzverzalis szeleteket készitettiink vibratdbmmal, majd a

szeleteket alaposan mostuk 0,1 mol/l-es foszfat pufferben (PB).

A szabadon Usz6 szeleteket elszor egy antitestkeverékkel inkubdltuk, amely tartalmazott egy
nyul anti-CB1-receptor (1:2000 higitasban, Cayman Chemical), egy kecske anti-ChAT (1:500
higitasban, Millipore) antitestet és egyet a kdvetkezd antitestekbdl: tengerimalac anti-VGLUT2
(1:2000 higitasban, Millipore), tengerimalac anti-VGAT (1:500 higitasban, Synaptic Systems)
vagy egér anti-GFAP (1:1000 higitasban, Millipore). A szeleteket eldszor az elsddleges antitest
oldatokkal inkubaltuk 2 napon keresztil 4 °C-on, majd ezt egy a megfeleld6 masodlagos
antitestek keverékével vald inkubalas kovette, ami tartalmazott szamarban termeltetett nyul
elleni IgG antitestet Alexa Fluor 555-el konjugalva (1:1000 higitasban; Invitrogen, Eugene, OR,
USA), szamarban termeltetett kecske elleni IgG-t Alexa Fluor 488-al konjugalva (1:1000
higitasban; Invitrogen, Eugene, OR, USA), szamarban termeltetett tengerimalac elleni IgG-t
Alexa Fluor 647-el konjugalva (1:1000 higitasban; Invitrogen, Eugene, OR, USA) és szamarban
termeltetett egér elleni IgG-t Alexa Fluor 647-el konjugdlva (1:1000 higitasban; Invitrogen,
Eugene, OR, USA). A CB1 receptor immunreaktiv pontjaival val6 kolokalizaciét a glutamaterg
(VGLUT2-IR), vagy GABAerg (VGAT-IR) axontermindlisokra és az asztrocita-markerre
(GFAP-IR) nézve kvantitativ analizist hajtottunk végre ezeken a tObbszordsen megfestett
szeleteken. Az antitesteket PBS-ben higitottuk (pH 7,4), mely 1% normal kecske szérumot
(Vector Labs, Burlingame, CA, USA) tartalmazott. A szeleteket iiveg targylemezekre teritettiik,
majd Vectashield lefedéanyaggal (Vector Labs, Burlingame, CA, USA) fedtiik le.
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Az altalunk alkalmazott CB1 receptor ellen termeltetett elsddleges antitest (Cayman Chemical,
Ann Arbor, MI, USA) specificitasa el6zetesen meghatarozasra keriilt (Hegyi és mtsai., 2009). Az
immunfestés protokoll specificitasanak ellendrzésére a szabadon Uszé szeleteket az el6bb leirt
protokoll szerint inkubdltak, de az elsOdleges antitestet kihagytak, vagy azt lecserélték 1%

normal kecske szérumra. Nem figyeltek meg immunpozitivitast ezekben a mintadkban.

Kollaboracios partnereink Olympus FV1000 konfokalis mikroszkop segitségével z tengely
iranyban 500 nm-nyi tavolsagra egymastol 1 um-es optikai szeleteket készitettek a mintakrol. A
szkenneléshez 60x-os PlanApo N olajimmerzids mikroszkop objektivet (NA: 1,42) és az
Olympus FV10-ASW szoftverét hasznaltak. A szkennelt képek feldolgozasat Adobe Photoshop
CS6 szoftver segitségével végeztiik. A mikroszkop bedllitdsa (konfokalis apertira, 1ézer erdsség,
erdsités, offset, pixelméret) azonos volt minden minta felvételekor. A feliilateresztd sziird
kiiszobértékeket azonos modon allitottuk be a hattérfestés kisziirés¢hez mind a CB1 receptorra

mind a tobbi jeldléshez.

A kvantitativ analizishez egy szabvanyos 10 x 10-es beosztast négyzetracsos halét helyeztiink a
konfokalis képeinken szerepld PPN teriiletére. A racs 50 um x 50 um méretii volt, és benne egy
négyzet 5 um nagysagu. Ezzel a szabvanyos raccsal jeloltiik ki illetve ebben vizsgaltuk a CB1
receptor immunpozitivitdsat és ennek egybefedését az axonok és gliasejtek markereivel. A
kvantitativ analizis soran harom 4allatbol véletlenszerlien valasztott harom-harom metszetbdl
dolgoztunk. A mennyiségi analizis alatt szamolt atlagértékek és standard eltérések (SEM)

Osszesen kilenc metszetbdl szarmaznak.

5.8. Statisztikai analizis

Az adatokat az 4tlag + SEM formdban tiintettiik fel. A statisztikai szignifikanciat altaldban a

Student-féle kétmintas t-proba segitségével hataroztuk meg. A szignifikancia szintje p < 0,05.
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6. Eredmények
6.1. Direkt neuronalis neuromodulaciés mechanizmusok vizsgalata

Kisérleteink elsé felében a PPN neuronjain érvényesiild direkt neurondlis mechanizmusok
egyikét, az in. M-aramot vizsgaltuk. A vizsgalatok soran valaszt kerestiink az M-aram sejttipus-
specifikus jelenlétének a kérdésére. Azt is megvizsgaltuk, hogy milyen elektrofizioldgiai
sajatsagokat befolyasol az M-aram jelenléte vagy hidnya. Azt taldltuk, hogy az M-aram a PPN
kolinerg neuronjain van jelen, ¢és hidnyzik a nem-kolinerg, beleértve a GABAerg
neuronpopulaciok esetében. Az M-aram a kdzepes utdhiperpolarizacio €s a tiizelési frekvencia
adaptacio kialakitdsdban jatszik szerepet, valamint a magas kiiszobli membranpotencial

oszcillaciokat modulélja (Bordas és mtsai, 2015).

A b B fesziitseg-clamp C aram-clamp [  aram-clamp
B 20mV  A=10mV +120 pA
A =10 pA
ChAT-tdTomato -0 mV B - 0 pA 800 pA
GAD2-tdTomato -30 pA

E Frezdet F 1si G

Al = 1- (Futols¢/Fkezdeti)

8. dbra. Az M-dram vizsgdlatinak kisérleti elrendezése. A. A kisérletek genetikailag azonositott kolinerg
(ChAT-tdTomato) és GABAerg (GADZ2-tdTomato) neuronokon, teljes sejtes patch-clamp elrendezésben
torténtek. B. M-daram relaxdcios protokoll. Fesziiltség-clamp iizemmodban, -20 mV-os tartopotencialrol
10 mV-os lépcsokkel -60 és -30 mV kozotti, 1 s hosszusdgu repolarizalo lépcsoket alkalmaztunk. C. Az
akciospotencial-tiizelést aram-clamp tizemmodban, -30 és +120 pA kozétti, 1 s hosszusagu aramlépcsok
alkalmazasaval vizsgaltuk. D. Az oszcillaciokat aram-clamp tizemmodban, 2 s hosszisagu, maximalisan
800 pA nagysagu daraminjekcioval valtottuk ki. E. Az adaptacios index (Al) meghatarozasa. F. Az elsé
"interspike interval” meghatdrozasa. G. Az utohiperpolarizacio amplitudoja: (a) korai
utohiperpolarizaicio, (b) kézepes utohiperpolarizacio (100 ms-mal az akcios potencidl csucsa utan), (c)

késdi utohiperpolarizacio (300 ms-mal az akcids potencial utan).
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6.1.1. A kolinerg neuronok rendelkeznek M-arammal, mig a GABAerg neuronok nem

A PPN-ben az M-aram kimutatisat célzé kisérleteinkhez egy tdTomato nevii fluoreszcens
fehérjét GAD2- vagy ChAT-promoter-fiiggd modon kifejezd egértorzseket hasznaltunk fel. Az
elobbi esetekben a GABAerg, mig az utdbbiakban a kolinerg neuronok szelektiven fejezték ki a
fluoreszcens markert. A tdTomato-t kifejezd neuronokba a mérés sordn a patch pipettaval
biocytint juttattunk be, majd ezutan elShivtuk Oket Alexa488 fluoreszcens fehérjével konjugalt
streptavidinnel, mely képes kapcsolddni a biocytinnel. Konfokalis mikroszkoppal felvételeket
készitettiink, hogy megallapitsuk a mérésben résztvevd neuronok elhelyezkedését az
agyszeletben, és hogy ezek GAD2- vagy ChAT-pozitivitdsa dokumentélva legyen (8. abra, A; 9.
abra, A-C, I-K).

Az M-aramot az un. M-dram relaxécios protokoll segitségével mértiik, illetve az aram specifikus
blokkolo szerét, az XE991-et hasznalva mutattuk ki az arra érzékeny éaramot. Az M-4ram
relaxacids protokoll alkalmazasdval -20 mV-rol -30 és -60 mV kozotti, egyre negativabb
fesziiltségértékekre 1éptettilk a membranpotencidlt és ennek hatasara tortént az M-aramért felelds
csatorndk zaroddsa. Az M-dram nagysagat az 1 s hosszisagu repolarizalo 1épcsdk elején mért
azonnali és a fesziiltséglépcsd végén kialakult steady-state aramok kozotti kiilonbségeként
hatdroztuk meg (8. abra, B; 9. abra, E). A genetikailag azonositott kolinerg neuronokon valo
méréseknél, a fesziiltséget -20 mV-rol egyre negativabb értékek felé 1éptetve, kiilonbdzé M-aram
amplitidokat kaptunk (9. abra, D, F). Egy¢b agyi strukturdkon is megfigyelhetd volt ez a
jelenség (Brown és Adams, 1980; Shah és mtsai, 2002; Koyama és Appel, 2006). A fesziiltséget
-40 mV-ra léptetve mértiik az M-dram legnagyobb amplitiddjat, amely -49,7 + 5,1 pA volt
(n=23). A szamolt amplitadok atlagat csokkentette az, hogy talaltunk két sejtet, amelyeknél nem
lattunk M-aramot. E két neuront leszamitva, az M-aram atlagos amplitaddja -53,9 + 4,8 pA volt.
Az M-aramok amplitiddja -25 pA-tdl egészen -160 pA-ig terjedt. A relaxaciot egy exponencialis
tagot tartalmazo fiiggvénnyel illesztettiink meg (9. abra, E). A -40 mV-os fesziiltséglépcsonél az
M-aram relaxacidja 162,8 £ 19,2 ms-os csokkenési idéallandot ("decay tau') mutatott. Ez az
1d6éallandé kevésbé fiiggott az alkalmazott repolarizald fesziiltséglépcsd nagysagatol. A -60 mV-

nal mért csokkenési idéallando ("decay tau") atlagértéke 150,8 + 26,3 ms volt, de ez az értek
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alacsonyabb repolarizald fesziiltséglépcsok alkalmazasaval egyre nagyobb volt (161,1 + 14,8 -50
mV-nal és 162,7 £ 17 ms -30 mV-nal).

Az M-dram egy masik modszerrel is meghatirozhatd, mégpedig szelektiv blokkold szere, az
XE991 segitségével, amelyet 20 pmol/l koncentracidban alkalmaztunk a mérések soran. A
kontroll és az XE99I-rezisztens aramok kiilonbségének meghatarozasaval egy alternativ,
farmakologiai modszerét alkalmaztuk az M-dram kimutatdsanak (n = 11). Amikor a szeleteket
ezzel a szerrel mostuk at, a -20 mV-on mért tartdodram és a fesziiltséglépcsdk alkalmazasaval
kapott azonnali és steady-state dramok kozotti kiilonbség egyarant csokkent. A -20 mV-nal
jelentkezd tartdaram csokkenése atlagosan -39,7 £ 7,5 pA volt a kolinerg sejteken. A kapott
értekek -19 pA ¢€s -65 pA kozott mozogtak (9. abra, G, H).

Ellentétben a kolinerg sejtekkel, a PPN GABAerg sejtjei nem rendelkeztek az M-aramhoz
hasonlé arammal (9. abra L, M). Ugyanazokat a kisérleti modszereket alkalmaztuk az M-aram
mérésére, mint a kolinerg sejteknél, de csakis egészen alacsony amplitidokat mértink a
GABAerg neuronokrél minden egyes esetben (-1,27 + 1,29 pA-t -40 mV-nal; +8 pA-tdl -7 pA-
ig; n = 13; 9. abra, N). Az XE991 alkalmazdsaval a GABAerg neuronoknal nem lattunk
valtozast a felvett &ramokban. A -20 mV fesziiltség hatasara kialakult tartoaram atlagos valtozasa

csupan -3,33 £+ 1,8 pA volt (0-t6l -6 pA-ig, n = §; 9. abra, O, P).

Annak kideritésére, hogy akad-e barmi kiilonbség az egértorzsek kozott, illetve azért, hogy
kizarjuk annak a lehetdség, hogy a tdTomato vagy a cre-rekombiniz tehetd felelossé a
megfigyelt jelenségek 1étrejottében, vad tipusi C3H és B6 egereken is végrehajtottunk ezeket a
kisérleteket. Ezeknél a méréseknél a vizsgalt neuronok kolinerg mivoltat post hoc kolin-
acetiltranszferaz immunhisztokémidval deritettiik ki. A B6 egértdrzs esetében azokndl a
sejteknél, melyek kolinergnek bizonyultak, az azonnali és a steady-state dramkomponensek
kozotti kiilonbségbdl meghatarozott M-aram amplituddja -40 mV-on 64,7 + 17,6 pA volt. Az
XE991-érzékeny arambol szamolt M-aram aplituddja pedig -20 mV tartofesziiltségen 60,3 +
14,8 pA volt (n = 4). A nem-kolinerg neuronok &ramai, az elézdek szerint szamitva 4.06 + 2,64
pA illetve 2,8 = 1,65 pA volt (n = 5). Hasonlboan a B6 egértorzson végrehajtott kisérletekhez, a
C3H egerek ChAT-pozitiv sejtjein is lattunk M-aramot 48,8 + 10,1 pA amplitidoval -40 mV-on,
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illetve az XE991-érzékeny arambol szamolva 37,75 + 0,8 pA volt az M-dram amplitidojanak
mértéke -20 mV-os tartofesziiltségen. A nem-kolinerg sejteken a vad tipust allatokndl sem
jelentkezett M-aram (1,66 + 0,8 pA -40 mV-on; -0,2 + 0,48 pA -20 mV-on, az XE991-érzékeny
OsszetevOt tekintve; n = 7). Szintén nem talaltunk statisztikailag szignifikdns kiilonbséget a
transzgénikus és a vad tipust torzsek kozott, illetve a nem-kolinerg és a GABAerg sejtek kozott

sem volt szignifikans kiilonbség a mért adatok tekintetében.

Kisérleteink azt mutattdk, hogy a PPN genetikailag azonositott kolinerg ChAT-tdTomato
neuronjainak tobbségén (23-bol 21 db sejt) mérhetd M-dram, mig egyik GABAerg neuron sem
rendelkezik vele (n = 13).

6.1.2. Az M-aram jeleléte vagy hianya hozzajarul a kolinerg és a GABAerg neuronok kozotti
elektrofiziolégiai kiilonbségekhez

Kovetkezd kisérleteinkben arra kerestlink bizonyitékot, hogy az M-aram jelenléte vagy hidnya
okoz-e barmilyen elektrofiziologiai kiilonbséget a PPN kolinerg illetve a GABAerg sejtjei

kozott.

Ennek vizsgalatdra szintén a genetikailag moddositott egértorzseinket hasznaltuk (GAD2-,
ChAT-tdTomato). A kisérletek végrehajtdsdhoz 28 kolinerg ¢é¢s 17 GABAerg neuronon
végeztiink patch clamp kisérletet, és rajtuk olyan paramétereket vizsgaltunk, melyek az M-
aramtol fiiggenek, mint példdul a neuronok tiizelési frekvencidja, az elsé két akcios potencial
kozti iddintervallum, az akciospotencial-sorozat adaptacids indexe, illetve az utdhiperpolarizacio
gyors, kozepes és lassu szakaszanak amplitaddi. Aram-clamp iizemmodot és teljes sejtes
elrendezést hasznaltunk ezek méréséhez. A mérések soran 1 masodperces négyszog
aramimpulzusokat alkalmaztunk 50 illetve 100 pA-es amplitidoval, mikozben a
membranpotencialt manualisan -60 mV-ra allitottuk (8. abra, C; 10. abra, A, B). A
méréseinkbdl az deriilt ki, hogy az 50 vagy 100 pA-es araminjekcié 7,1 + 0,83 Hz és 12,89 +
1,28 Hz frekvenciaju akcidspotencidl-sorozatot valtott ki a kolinerg neuronokban, mig a
GABAerg neuronokban 10,28 + 0,95 Hz ¢s 20,81 + 1,89 Hz frekvenciaju akciods potencial

sorozatot lattunk.
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9. abra A kolinerg neuronok rendelkeznek M-drammal, mig a GABAerg neuronok nem. A-C. Egy
azonositott kolinerg neuron. Kalibracios egyenes = 50 um. A. ChAT fiiggd tdTomato expresszio (piros).
B. Biocytin jelolt sejt (zold). C. Egyesitett kép. D. Aramfelvétel egy kolinerg neuronrél, az alkalmazott
fesziiltség protokoll a panel felsé részén lathato. E. Aramfelvétel -40 mV repolarizdlé 1épcsé hatasdra. A
pontozott vonalak az azonnali (felsé pontozott vonal) és a steady state (also pontozott vonal) dram
komponenseket mutatjak. Az M-aramot ezen daramkomponensek kiilonbségébdl allapitottuk meg. A
pirossal jelzett felvétel az aram illesztett csékkend fazisat mutatia. F. Az M-aram amplitudo
fesziiltségfiiggése (X tengely: a repolarizalo aramlépcsok amplitudoja) G. Az M-aram farmakologiai
meghatarozasa. (fekete=kontroll; piros = 20 uM XE991). H. Az XE991-érzékeny aram,; amit a kontroll és
az XE991 jelenlétében mert aram kivondsaval szamithato ki. I-K. Egy azonositott GABAerg neuron. 1.
GAD2-fiiggd tdTomato expresszio (piros). J. Biocytin jelolt neuron (zdld). K. Egyesitett kép. L.
Aramfelvételek egy GABAerg sejtrél, mely a D panelen bemutatott fesziiltségprotokoll hatdsdra alakult ki.
M. Aramfelvétel -40 mV-os repolarizdlé 1épesé hatdsdara. Itt csak minimalis kiilonbség fedezhetd fel az
azonnali és steady state aramok kozott. N. Nem lathato M-aram egyik repolarizalo lépcsé hatdasara sem.
0. A GABAerg sejteken mért aramok nem voltak érzékenyek az XE991-re. P. Kontroll és XE991 mellett
meért aramgorbék kiilonbsége.
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A két sejttipus kozott megfigyelt frekvenciakiilonbség szignifikdns (p = 0,01 és 0,001; 10. abra,
C). A mért adatokat megerdsiti az, hogy a 100 pA-es araminjekcido hatdsara kialakult
akciospotencial-sorozatokban mért elsé két akcids potencial kozti idéintervallum értéke szintén
szignifikans kiilonbséget mutatott a kolinerg és a GABAerg sejtek kozott, miszerint az
intervallum ideje a kolinerg sejteknél 55,2 + 4,2 ms, mig a GABAerg sejteknél 39,4 + 3,8 ms
volt (p = 0,007; 10. abra, D). Az adaptacios index (Al) egy olyan jellemzd, melybdl az deriil ki,
hogy milyen mértékben csokken az akcids potencidlok frekvencidja egy akcios potencial
sorozaton beliil, a sejt hogyan adaptalodik egy depolarizal6 stimulus hatdsara. Ez a funkcionalis
jellemzd szintén az M-aram jelenlétével fiigg Ossze a szakirodalom szerint (Madison és Nicoll,
1984; Nigro és mtsai., 2014). A kolinerg neuronoknal nagy mértékii adaptaciot lattunk, az
adaptacios index értéke 0,4 + 0,02 (mely 0,15-t61 0,68-ig tartd tartomanybdl kapott atlag), mig a
GABAerg neuronok szignifikdnsan kisebb Al értékkel rendelkeznek (0,23 + 0,03; 0,05-t6l 0,52-
ig; p=0,0002; 8. abra, E-F; 10. abra, E).

Az utdhiperpolarizacid kozepes €s lassu szakaszairdl ugy tartjdk, hogy az M-aram hatédssal van
nagysagukra (Madison és Nicoll, 1984; Storm, 1989; Koyama ¢és Appel, 2006; Tzingounis ¢és
Nicoll, 2008; Mateos-Aparicio ¢és mtsai., 2014). Mivel az irodalom nem egységes a gyors,
kozepes ¢€s lassu utohiperpolarizdcidé meghatdrozadsi modjaban, mi ugy adtuk meg az
utdhiperpolarizdciok maximalis amplitddoit, hogy az akcids potencidl cstcsatol 50 ms-on beliil
1évé amplitddd a gyors utdhiperpolarizaciot (FAHP), a csucstol 100 ms-ra mért amplitddo a
kozepes utodhiperpolarizaciot (mAHP), a csticstél 300 ms-ra 1évé amplitddd pedig a lassu
utohiperpolarizaciot (sAHP) jelentette. Az amplitidokat az akcids potencial kiiszobértéke és az
el6zoleg meghatarozott pontok kozotti kiillonbségbdl kaptuk meg (8. abra G, 10. abra, F). A
mért eredményekbdl azt lattuk, hogy az utohiperpolarizdciok minden esetben szignifikdnsan
nagyobbak voltak a kolinerg sejteken, mint a GABAerg sejteken. Szdmszerlisitve; a gyors
utohiperpolarizacio a kolinerg sejteken -18,5 = 0,8 mV, a GABAerg sejteken -12, 7+ 0,8 mV (p
= 0,0002), a kdzepes utodhiperpolarizaci6 -10,4 + 1 és -3,6 = 1,1 mV (p = 0,0001), mig a lassu
utohiperpolarizacio -3,52 £ 0,7 és -1,34 £ 0,68 mV (p = 0,016) volt (10. abra, G).

A kolinerg és GABAerg sejtek nyugalmi menbranpotencialjat is dsszehasonlitottuk, de ebben
nem talaltunk statisztikailag szignifikdns kiillonbséget a két sejttipus kozott. A nyugalmi
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membranpotencial -56,48 = 1 mV volt a kolinerg neuronokon, -56,72 + 0,83 mV volt a

GABAerg neuronokon (p = 0,44).

Annak érdekében, hogy kideritsiik, hogy a szdban forgod sejttipusok kozotti eltéréseknek az M-
aram az okozdja, az M-aram specifikus gatloszerét, az XE991-et alkalmaztuk 7 kolinerg és 5
GABAerg sejten, az elobbi paramétereket mérve (10. abra, H, I). A kolinerg neuronokon az M-
aram blokkoldsa az akciospotencidl-tiizelési frekvencia csOkkenését okozta az azonos
araminjekciok hatdsara. 50 pA araminjekci6 hatasara kontroll kériilmények kozott 5,1 + 1,3 Hz,
XE991 hozzaadasaval pedig 8,2 + 1,3 Hz-re ndvekedett a tiizelési frekvencia. 100 pA
araminjekcid hatasara konroll koriilmények kozott 9,2 + 1,6 Hz-r6l 13,5 + 1,6 Hz-re ndvekedett

XE991 hozzaadasaval (p = 0,05 és 0,04; 10. abra, J).

Osszehasonlitottuk a kontroll koriilmények kozott és az XE991 jelenlétében mért
id6intervallumot az elsé két akcids potencidl kozott. Ez a paraméter csokkend tendenciat
mutatott XE991 hatdsara, viszont ez a csdkkenés nem volt statisztikailag szignifikdns. Az
intervallum 75,6 £ 17,7 ms volt kontroll koériilmények kozott és 65,4 £ 14,4 ms volt XE991
jelenlétében (p = 0,31; 10. abra, K). Az adaptaciés index viszont jol lathatd csokkenést mutatott
az XE991 hatasara. Kontroll koriilmények kozott az Al értéke 0,37 £+ 0,07 volt, XE991
hozzéaadasa utan ez az érték lecsokkent 0,2 + 0,04-re (p = 0,033; 10. abra, L).

Az M-aram blokkoldsaval valamennyi utohiperpolarizaciés amplituiddé csokkent, viszont
statisztikailag szignifikdnsnak csak a kozepes utdhiperpolarizacié amplitidocsokkenése
mutatkozott. Kontroll koriilmények kozott -18 + 2,4 mV-ot, XE991 hatasara -10,9 + 2,1 mV-ot
mértiink (p = 0,035; 10. abra, M, N).

Bar a nyugalmi membranpotencial szamszeri kiilonbséget mutatott XE991 hatasara, viszont ez a
kiilonbség nem volt szignifikans (-56,71 + 2,68 mV kontroll kdriilmények kozott, -52,18 + 3,7
mV XE991 hozzaadasa utan; p = 0,17).

A vizsgdlt elektrofiziologiai paramétereket tekintve az XE991 alkalmazasa nem okozott
szignifikdns kiilonbségeket a GABAerg sejteken (n = 5). Az elsd két akcios potencidl kozti

id6intervallum ebben a GABAerg sejtpopulacioban 39,1 + 8,3 ms volt kontroll koriilmények
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kozott és 41,5 + 8,4 ms-ra valtozott XE991 hozzaadésaval, ami nem jelentett szignifikdns
valtozast. Az adaptacios index, amely kontroll koriilmények kozott 0,18 + 0,04 volt, XE991
hatasara 0,17 & 0,05-re csokkent. Szintén nem lattunk valtozast az utdhiperpolarizéacio kiillonb6zo
szakaszainak amplitudoiban sem (fAHP: 13,4 + 3 mV kontroll kérilmények kozott, 12,8 + 2,5
mV XE991 jelenlétében; mAHP: 8,2 £ 2.2 mV és 8§ £ 2 mV; sAHP: 2,2 £ 1,2 mV és 3 + 0,8
mV). A nyugalmi membranpotencial sem valtozott (-58,1 = 1,5 mV kontroll esetben, -57,6 + 1,8
mV XE991 mellett).

Annak érdekében, hogy felderitsiik az M-aram szerepét a kolinerg és GABAerg neuronok kozott
1évd elektrofiziologiai kiilonbségek létrejottében, a kontroll koriilmények kozott vizsgalt
GABAerg sejtekrdl és a XE991-kezelt kolinerg sejtekrdl kapott olyan paramétereket
hasonlitottiik 6ssze, mint a tiizelési frekvencia 50 és 100 pA araminjekcid hatasara, adaptacios
index és az utdhiperpolarizaciok amplitudodja. Erdekes modon, amikor a kolinerg neuronok M-
aramat blokkoltuk, az adaptacios index és az 50 pA-es depolarizald araminjekcié hatasara
1étrejott akcids potencial sorozat frekvenciaja nem kiilonbozott szignifikansan a két csoport
kozott, mig az XE991 hozzédadésa eldtt ezek a paraméterek szignifikans kiilonbséget mutattak.
Azonban a 100 pA araminjekcié hatdsara létrejott akcids potencial sorozat frekvencidja és a
gyors, kdzepes és lassi utdhiperpolarizaciod szignifikansan kiilonbozott az XE991 hozzaadasa

utan is.

A kapott adatok azt mutatjak, hogy a kolinerg neuronok M-dramanak jelenléte fontos szerepet

jatszik a kolinerg és GABAerg neuronok kozott a tiizelési frekvencidban illetve ennek

ISP

alakuldsdhoz, nem ez az egyetlen 4ramtipus, amely meghatdrozza az altalunk megfigyelt

kiilonbségeket a két neuroncsoportban.
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10. abra Az M-daram jelenléte vagy hianya elektrofiziologiai kiilonbségeket okoz a kolinerg
és GABAerg neuronok kizt. A. Akcios potencidal sorozat felvétel egy kolinerg neuronrol,
100 pA araminjekcio hatasara (fekete). B. Akcios potencial sorozat felvétel egy GABAerg
neuronrol, ugyanazon stimulus hatdsara (zold). C-E. Kolinerg (fekete) és GABAerg (zold)
neuronok elektrofiziologiai sajatsagainak statisztikai osszehasonlitisa. C. Az araminjekciok
hazasara a GABAerg sejteknek nagyobb az akcios potencial frekvenciaja. D. Az elso és
masodik AP kozotti intervallum (az abran ISI réviditéssel szerepel) sejttipus fiiggeése (iires
karikak: egyedi adatpontok; fekete négyzetek: atlag + SEM). E. Az adaptacios index
sejttipus-fiiggo valtozdsa (lires karikak: egyedi adatpontok; fekete négyzetek: atlag = SEM).
F-G. Az utohiperpolarizacio sejttipus-fiiggese. F. Fesziiltség felvételek kolinerg (fekete) és

55



GABAerg (z6ld) neuronok esetében. A szaggatott vonalak jelolik a gyors, kozepes és lassu
utohiperpolarizaciot. G. A gyors (fAHP), a kézepes (mAHP) és a lassu (sAHP)
utohiperpolarizaciok statisztikai oOsszehasonlitisa. Fekete: kolinerg; zéld: GABAerg. H.
Akciospotencial-sorozat felvétel egy masik kolinerg neuronrol, kontroll kériilmények kozott
(fekete). 1. Akciospotencial-sorozat a kolinerg neuronrol, 20 uM XE991 jelenlétében (piros).
J-L. Kolinerg neuronok kontroll (fekete) és 20 uM XE991 jelenlétében (piros) mért
elektrofiziologiai paraméterek statisztikai dsszehasonlitasa. J. XE991 jelenlétében megnd az
50 és 100 pA nagysagu araminjekciok hatisara kialakulo akciospotencial-tiizelés
frekvenciaja. K. Az elsé és mdsodik AP koézotti intervallumban mért valtozasok XE991
hatasara (iires karikak: egyedi adatpontok; fekete négyzetek: atlag + SEM). L. XE991
hatdsara tortént valtozasok az adaptacios indexben (iires karikak: egyedi adatpontok; fekete
négyzetek: datlag = SEM). M-N. A XE991 hatasa az utohiperpolarizaciok amplitudojara. M.
Fesziiltség felvételek egy kolinerg neuronrol kontroll kériilmények (fekete) és XE991
jelenlétében (piros). A szaggatott vonalak jelolik a gyors, kozepes és lassu
utohiperpolarizaciot. N. A gyors (fAHP), a kézepes (mAHP) és a lassu (sAHP)

utohiperpolarizaciok statisztikai osszehasonlitdsa. Fekete: kolinerg, piros: XE991.

6.1.3. A magas kiisz6bii membranpotencial oszcilliciékra hatassal van az M-dram jelenléte

A kovetkezd kisérletsorozatban a magas kiiszObli membranpotencial oszcillaciokat vizsgaltuk.
Irodalmi adatok alapjan ezek a membranpotencial valtozasok TTX-rezisztensek, kialakulasukban
P/Q- és N-tipusu kalcium csatorndk €s kalium csatorndk jatszanak szerepet. Ha tgynevezett
rampa aramimpulzusokat alkalmaztunk a négyzet impulzusok helyett, nagyobb amplitadoju
oszcillaciokat mértiink (Kezunovic és mtsai., 2011, 2013; Garcia-Rill és mtsai., 2014). Ahhoz,
hogy létrehozzuk az oszcillaciokat, 1 s hossziisaglh rampa draminjekciot alkalmaztunk 800 pA-es
aramerdsség maximummal (8. dbra, D; 11. abra, A). Az oszcillaciokat elfedd akcios
potencidlok gatlasa miatt a rendszerhez 1 pmol/l TTX-et adtunk, igy csak a TTX-rezisztens
magas kiiszobii oszcillaciok latszottak a felvételeken (11. abra, B). Az oszcillaciok 10-45 Hz-es

frekvenciaval rendelkeztek.

A mérések soran azt lattuk, hogy a kolinerg neuronok nagy része rendelkezett magas kiiszobii
membranpotencidl oszcillaciokkal, mig a GABAerg neuronok esetében egyiknél sem

tapasztaltunk nagy amplitidoju oszcillaciokat (11. abra, C-F). Felvettilk a GABAerg és kolinerg
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sejtek oszcillacios aktivitdsanak power spektrumat, melyekbdl azt lattuk, hogy a 13 és 38 Hz
kozé eso oszcillaciokat tekintve szignifikansan kiillonbozott a két sejttipus (p = 0,05 — 0,0001; 11.
abra, G). Az oszcillaciok power csucsa 0,5 mV?*/Hz alatt volt 17-b6l 4 kolinerg neuronrol
szarmazo felvételbdl, mig ezt az értéket nem haladta meg a 11 GABAerg neuronrdl szarmazo
adatok koziil egyik sem. A kolinerg neuronok atlagos power csucsa 8,97 + 2,17 mV?/Hz volt,
melyhez képest szignifikansan kisebb volt a GABAerg neuronok atlagos power csucsa (0,06 £
0,02 mV*/Hz volt ;p = 0,001). A kolinerg sejtek oszcillacidinak frekvencidja a power maximum
értekénél 19,9 + 1,07 Hz volt (12,2-t61 31,1 Hz-ig), a GABAerg sejtek oszcillacios frekvenciaja
pedig 23,93 + 3,49 Hz volt (9,1- tdl 39,6 Hz-ig; p = 0,06; 11. abra, H).

A kolinerg neuronok oszcillacios aktivitdsat az M-aramot blokkold6 XE991 jelenléte alatt is
vizsgaltuk, melyet 20 umol/l koncentracioban alkalmaztunk. A szer hatdsara az oszcillaciok
power-je nagymértékben csokkent (11. abra, I-L). A power spektrum szdmos pontja
szignifikans kiilonbségeket mutatott a 18-23, 28-32 és 37-40 Hz frekvencidknal kontroll
koriilmények és az XE991 kezelés kozott (p = 0,05 —0,01; 11. abra, M).

Habar az XE991 az oszcillaciokat szignifikdnsan csokkentette, a blokkolod szer alkalmazasa
mellett kapott power spektrum nem fed egybe a GABAerg neuronok power spektrumaval. Az M-
aram blokkolasa utan a kolinerg sejteken mért oszcillacio power-je szignifikdnsan nagyobb a 6-
19 és 21-24 Hz frekvenciaknal. Erdemes viszont megemliteni, hogy a GABAerg sejteknél
hidnyz6, 20 Hz-nél 1év6 oszcillacidkat majdnem teljesen eltiintette az M-aram blokkold XE991 a

kolinerg neuronokrol (11. abra, N).
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11. abra A magas kiisz0bii membranpotencidal oszcillaciora hatdassal van az M-daram. A.

Egy reprezentativ fesziiltség felvétel egy kolinerg sejtrél emelkedo ampitudoju araminjekcio

hatasara, kontroll koriilmények kozott. B. Fesziiltség felvétel ugyanarrol a neuronrol TTX

jelenlétében. C. Kolinerg neuronrol késziilt magas kiiszobui oszcillacio felvétele TTX

jelenlétében. D. GABAerg neuronrol késziilt magas kiisz6bii oszcillacio felvétele TTX

jelenlétében. E. A C. panelen lathato kolinerg neuron oszcillacios aktivitasanak power

spektruma. F. A D panelen lathato GABAerg neuron oszcillacios aktivitasanak power

spektruma. G. Az dsszes neuron power spektrumdnak statisztikai osszegzése (atlag = SEM).

Fekete: kolinerg, zold: GABAerg. A fekete vonal azt a frekvenciatartomanyt jelzi, ahol
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szignifikans volt a kiilonbség. H. A power csucsok lathatok a power maximum frekvenciak
fiiggvényében (fekete: kolinerg, zold: GABAerg neuronok). I. Egy mdasik neuron magas
kiiszobii oszcillacioja TTX jelenlétében. J. Ugyanezen neuron felvétele 20 uM XE991
jelenlétében. K. Az I panelen lathato neuron oszcillacios aktivitasanak power spektruma. L.
A J panelen lathato XE991 mellett latott oszcillacios aktivitdas power spektruma. M. Az
osszes kolinerg neuron kontroll kériilmények kozott (fekete) és XE991 mellett (piros, dtlag =
SEM) mért power spektrumok statisztikai osszegzése. N. GABAerg neuronok (z6ld; atlag +
SEM) és kolinerg neuronok XE991 mellett (piros) lathaté power spektrumdnak
osszehasonlitasa. Az M és N panelek fekete vonalai azokat a frekvenciatartomanyokat jelzik

melyek statisztikailag kiilonboztek a két vizsgalt adatpopulacioban.

6.2. A PPN neuronokon érvényesiilé indirekt, asztrocita-fiiggéo neuromodulacios
hatasok vizsgalata

A direkt neurondlis hatdsok mellett a neuromodulaciés mechanizmusok -korabbi kisérleteink
alapjan- feltehetéen egy asztrocita-fliggd komponenssel is rendelkeznek. A CBI1 receptoron
érvényesiilé kannabinoid hatdsok asztrocita-fiiggd komponenst részben egy korabbi munkaban
irtuk le (Kdszeghy és mtsai, 2015), majd a jelen munkéban azokra a kérdésekre kerestiik a
valaszt, hogy milyen részben neuronalis, milyen részben asztrocita-fiiggd a megfigyelt hatas

(Kovéacs és mtsai, 2017).

Azt tapasztaltuk, hogy az asztrocitdk aktivacidja képes a PPN neuronokon mGluR-fliggd
depolarizaciot és hiperpolarizaciot is kivaltani; igy megerdsitést nyert korabbi elméletiink, hogy
a CBI1 receptor agonistak az asztrocitdk aktivacidjan keresztiil képesek a neuronalis excitdbilitast
befolyasolni. Kimutattuk tovabba, hogy a mas struktirdkon jol ismert, CB1 receptor fiiggd

preszinaptikus gatlas is 1étezik a PPN szinaptikus kapcsolatain (Kovacs €s mtsai, 2017)
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12. dbra Az indirekt, asztrocitafiiggd neuromoduldcios mechanizmusok vizsgdalatanak kisérleti
elrendezése. A. Tartoaram vizsgalata CB1 receptor agonista hatasdara. Neuronon torténd teljes-sejtes
patch clamp mérés. B. GFAP-ChR2 egér asztrocitdin veégzett optogenetikai aktivicio. Az asztrocitakon
teljes sejtes patch-clamp mérések és kalcium imaging tortéent. C. Az asztrocita-aktivdcio neurondlis
kovetkezményeinek vizsgdlata. Az asztrocitak optogenetikai aktivacioja mellett neuronokon tértént patch-
clamp mérés. D. A kivaltott EPSC-k vizsgalata. A preszinaptikus rostok stimulacioja 50 Hz frekvencidju
kettos stimuldciot 10 s-onként ismétlé protokollal tértént. E. Az asztrocita-aktivacio preszinaptikus

hatasainak vizsgalata. A D. panel elrendezése mellett tortént optogenetikai asztrocita-aktivacio.

srer

hatasai

Munkacsoportunk egyik korabbi munkajaban a neuronok extraszinaptikus aramaira kifejtett
kannabinoid hatdsokat mutatta be (Kdészeghy és mtsai, 2015). A CBI receptor agonistak
hatasara a neuronok tobbféle modon reagaltak: egyes neuronok depolarizaldédtak, masok
hiperpolarizalodtak, mig voltak, amelyek nem reagaltak. Ugy tiinik, hogy ezek a hatisok nem
fiiggenek neurondlis halozati aktivitastol, mert a gyors szinaptikus neurotranszmisszio
blokkolasa, vagy a tetrodotoxin alkalmazéasa sem fejtett ki hatast ezekre a membranpotencial
valtozasokra (Kdszeghy és mtsai., 2015). Ez az eredmény latszolag cafolja azt a széles korben
elfogadott tényt, miszerint a CBI receptorok foképp preszinaptikus hatasokat fejtenek ki
(Lovinger, 2008; Kano, 2014; Katona és Freund, 2012). Hogy megvilagitsuk, ez valoban igy

van-e, jelen munkaban célunk volt a kannabinoid receptor stimuldcio posztszinaptikus aramokra
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¢€s a tonusos aramokra kifejtett hatasat is megfigyelni, hogy kiilon tudjuk valasztani a kiilonb6zo
kannabinoid hatdsokat. 17 neuronon végeztiink drammérést fesziiltség-clamp tizemmodban, -60
mV-os tartd fesziiltségen. A CB1 agonista WINS55,212-2-t (I pmol/l) adva a rendszerhez,
tonusos aramok keletkeztek + 22 és - 22 pA kdzotti aramerdsséggel (12. dbra, A; 13. abra, A-F).
Hét esetben azt lattuk, hogy a befelé iranyulé aram értéke meghaladja a -3,5 pA-t, mig harom
neuronon +3,5 pA-t meghaladd kifelé irdnyuld aramot jelentkezett. A tobbi hét esetben a
tartdaram valtozasa nem haladta meg a 3,5 pA-t (13. abra, I). Ezek a tartoaram valtozasok csak
kismértékben korrelalnak azzal, hogy a sejttestek hol helyezkednek el a rostro-caudalis irdnyu
tengely mentén. Ahhoz, hogy kideritsiik, hogy a WIN55,212-2-nek mas tamadaspontjai is
lehetnek-e a CB1 receptoron kiviil, a kisérleteket CB1 receptor knockout egerek PPN neuronjain
is végrehajtottuk. Ezen mérések eredményeképpen 9 sejt adatait Osszegeztiik (13. abra, G-I).
Azt mutattak a kisérletek, hogy a WIN55,212-2 alkalmazaséaval a tartoaram valtozdsa 8 esetben
nem haladta meg a 3,5 pA-t, és ezen tul mindossze egy esetben alakult ki -4 pA-nyi befelé
iranyuld aram. A tartdaram valtozasanak atlagos abszolut értéke szignifikansan magasabb volt a
vad tipust mintakban, mint a CB1 knockout mintakban (7,54 + 1,8 pA a vad tipustban, a CB1
knockoutban pedig 1,49 + 0,37 pA volt; p = 0,01; 4. é&bra, ). Ezeket az adatokat
Osszehasonlitottuk a tartédramnak a vad tipusu allat esetében megfigyelt spontan fluktudcioival
is. A fluktuaciok abszolut értéke 1,41 + 0,25 pA volt, mely nem kiilonb6zott szignifikdnsan a
CB1 knockout egérnél megfigyelt valtozasoktél (n = 18; p = 0,41), mig a WINS55,212-2
szignifikdnsan nagyobb valtozasokat okozott a vad-tipust allatokban. A fluktudciok maximalis

érteke -2,8 és + 3,2 pA volt (n = 18; p =0,002; 13. abra, I).

A kovetkez6 kisérletiinkben megprobaltuk elkiiloniteni a CB1 receptor stimuldcio altal 1étrejott
direkt neurondlis hatdsokat az indirekt, asztrocita-fliiggd mechanizmusoktdl. A szeleteket 45
percen keresztiil eldinkubéltuk 1 pumol/l thapsigarginnal a mérésekig, hogy a belsé kalcium
raktarak kitiriljenek addigra. Ez az eljaras leginkabb az asztrocitdk aktivitasat képes gatolni, és a
neuronalis miikodéseket kevésbé érinti (Navarrete és Araque, 2008, 2010; Perea és mtsai., 2014;
Kdészeghy és mitsai., 2015). A thapsigargin kezelés utdn a tartédram spontdn fluktuicidja
szignifikdnsan megndtt (n = 8) a kezeletlen mintdkhoz hasonlitva (5,24 + 1,32 pA
thapsigarginnal és 1,41 + 0,25 pA kontroll esetben; p = 0,0001; 13. abra, I, M, piros szini
szimbolumai ¢és oszlopai). Amikor a WIN55,212-2-t alkalmaztuk a thapsigarginnal kezelt
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mintakon, a neuronoknak ténusos dramai nem kiilonboznek szignifikdnsan a tartoaram spontan

fluktudcioitol (5,81 £ 1,02 pA; p =0,25; 13. abra, K-M).

A 17 PPN neuronrol felvett mérésbol 3 esetnél a CBI1 receptor agonista hozzaadasakor lassu
befelé iranyul6 aramot lattunk ("slow inward current", SIC; 13. dbra, E, J). Ezek az &ramok nem
voltak jelen kontroll koriilmények kozott, de a WINS5,212-2 hozziadasara 0,23 + 0,17/perces
frekvencidval megjelentek. Ezek atlagos amplituddja (35,6 = 11,4 pA), felszalloszaranak
iddtartama (69,8 + 18,3 ms), decay tau-ja (201 + 39 ms; egy exponencidlis tagot tartalmazo
fiiggvénnyel illesztve) tisztan elkiilonithetévé teszi Oket a SEPSC-ktdl (melyek amplitidoja 13,04
+ 0,54 pA; felszall6szaranak iddtartama 5,35 + 0, 72 ms; decay tau 1, = 6,93 £ 1,06 ms; 1= 15,5
+ 3,19 ms; két exponencidlis tagot tartalmazd fiiggvénnyel illesztve; p = 0,0001 minden
szamadatra). Mindezek az adatok tdmogatjak korabbi megfigyeléseinket (Kdszeghy €s mtsai,

2015).

Kisérleteink tovabbi részében a posztszinaptikus dramokra gyakorolt kannabinoid hatdsokat
figyeltiilk meg. A tartopotencialt -60 mV-ra allitottuk be az aramok mérése kdzben. A mérés
soran mind sEPSC-ket, mind sIPSC-ket is lattunk. Az sEPSC-k atlagos frekvencidja kontroll
kortilmények kozott 0,18 + 0,04 Hz volt, 13,04 +£0,54 pA-es atlagos amplitudoval. A frekvencia
0,25 + 0,06 Hz-re, az amplitdtd6 pedig 12,22 + 0,47 pA-re valtozott a WINS55,212-2
hozzéadasara. Ezen valtozasok egyike sem szignifikdns a kontroll koriilmények kozott mért
értékekhez képest az adatok nagy variabilitdsa miatt, viszont ha a kontoll értékekre normalizaltuk
a CB1 receptor agonista mellett mért értékeket, akkor 59 + 23%-os frekvenciandvekedést és 5,6
+ 2,1 %-os amplitudocsokkenést lattunk (n = 17; 13. abra, N). 17-b6l 5 neuronrol szarmazo
felvételen lattunk spontan IPSC-ket. Az IPSC-k csupan 0,05 + 0,02 Hz-es frekvenciaval
jelentkeztek, és 10,5 = 1,67 pA-es amplitidoval. CB1 receptor agonista hozzdadasaval ez a
frekvencia tovabb csokkent 0,02 +0,01 Hz-re (ez 37,6 + 8 %-os csdkkenés a kontrollhoz képest;
p <0,001), az atlagos amplitado pedig 8,1 + 0,15 pA volt (ez 19 + 7 %-os csokkenést jelent; p =
0,07; 13. abra, N).

A thapsigarginnal vald el6inkubaci6 befolyasolta a sEPSC-k frekvencidjanak valtozasat

kannabinoid agonistdk hatdsara. A sEPSC-k frekvencidjanak ndvekedése helyett szignifikans
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csokkenést lattunk (0,17 + 0,04 Hz a WIN55,212-2 alkalmazasa elétt, és 0,12 + 0,04 Hz a CBI1
receptor agonista alkalmazasa mellett; p = 0,045; 62,6 £9,7 %-a a kontrollnak; 13. abra, O). A
sEPSC-k amplitiddja nem mutatott szignifikans véltozast a kontrollhoz képest (15,22 + 0,86 pA
a kontroll és 15,05 £ 1,13 pA a WINS55,212-2 alkalmazasa mellett; 99 + 0,04 %-a a kontroll
értékeknek; 13. abra, O). Egyes thapsigarginnal kezelt neuronokon sIPSC-k is mérhetdek voltak
(8-bol 3 sejten). [Ezek a neuronok hasonld frekvenciavaltozdst mutattak, mint amilyet
WINS55,212-2 alkalmazésa mellett lattunk thapsigargin eldinkubécioé nélkiil (0,1 + 0,001 Hz
kontroll esetben és 0,038 + 0,002 Hz a CBI1 receptor agonista jelenlétében; p = 0,013; 38,2 + 1,8
%-a a kontrollnak). A sIPSC-k amplitadoi, hasonldéan a thapsigarginos eldinkubélas nélkiil
latottakhoz, nem wvaltoztak (11 #0,2 pA kontroll esetben, 11 + 1,01 pA WIN55,212-2

alkalmazasaval; 100 = 7 %-a a kontroll esetnek; 13. abra, O).

Eredményeink alapjan feltételezhetjilk, hogy a szinaptikus eseményeket érint6 kannabinoid
hatasok egy CB1 receptoron keresztiil 1étrejott direkt preszinaptikus gatlo hatas és egy serkentd

neurotranszmissziot fokozo indirekt asztrocita hatas keveréke.
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13. dbra A PPN neuronjain lévéd CB1 receptorok idsszetett hatdasai. A-F. A CBI receptor
agonista WIN55,212-2 (1 umol/l) tonusos befelé és kifelé iranyulo aramokat hoz létre a PPN
neuronokon. A. Egy tonusos befelé iranyulo daram kialakuldsanak reprezentativ felvétele. A
szaggatott vonalak a kontroll koriilmények kozott és a szerhatds alatt mért tartodaramot
jelolik. B. A kontroll felvételek (fekete) és a WIN hozzdadasaval mért tartoaram felvételeinek
(kék) hisztogramjai. A WINS55,212-2-t egyiddben alkalmaztuk az A, C és E panelen lathato

felvétellel. C,D. Aram felvétel és hisztogram egy olyan neuronrdl melynek tarté dramdn nem
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fejtett ki hatdst a CBI receptor agonista. E,F. Aram felvétel és hisztogram egy olyan
neuronrol melyen tonusos kifelé iranyulo daramot hozott létre a WIN. A csillaggal jelolt
szakaszon lassu befelé iranyulo aramok (SIC) is lathatok a felvételen. G,H. Reprezentativ
dram felvétel és hisztogram egy CBI knockout egérbél szarmazo mintarol. I. A WIN dltal
okozott esetenkénti valtozasok (iires karikdk) statisztikai Osszegzése, és az dram
valtozasainak (oszlopok) abszolut értékeinek atlaga = SEM a vad tipusu mintakbol (W,
fekete), a tarto aram spontan fluktudcioja (S, piros), a tarto aram valtozasai CBI1 knockout
egér mintaibol WIN jelenlétében (-/-, zold). J. Az E panelen lathato SIC (b) és egy EPSC-rél
(a) késziilt felvétel felnagyitva. K.,L. Aram felvétel és hisztogram egy thapsigarginnal
elGinkubalt mintarol, melyen lathato, hogy bar a spontan fluktudacio megndtt de a WIN
alkalmazasa nem valtott ki tonusos aramokat. M. A WIN dltal okozott esetenkénti tarto aram
valtozasok statisztikai Osszegzése és atlag + SEM értéke az aram valtozasoknak (oszlopok)
thapsigarginnal eléinkubalt vad tipusi egérbol szarmazo mintakbol (W, fekete) és ugyanazon
mintak tarto aramanak spontin fluktuacioja (S, piros). N. A sEPSC-k és sIPSC-k
valtozasainak statisztikai 6sszegzése kontroll koriilmények kozott (C, fekete), WIN
jelenlétében (W, kék) és a kontrollra normalizalt adatok (iires). Az EPSC-k frekvencidja
kismértékben névekedett, mig az IPSC-k frekvencidja csékkent. O. Az sEPSC-k és sIPSC-k
paramétereinek WIN hatasdra torténd valtozdasanak statisztikai 6sszegzése thapsigarginnal

elGinkubalt mintakon. A sSEPSC-k és a sIPSC-k frekvencidja csokkent.

6.2.2. Az asztrocitak optogenetikai aktivaciojanak hatasa a PPN neuronjain

Az asztrocita-fliggd hatdsokat a direkt neurondlis CB1 receptor stimuldciotél vald jobb
elkiilonités érdekében optogenetikai eljarast alkalmaztunk, amellyel szelektiven tudtuk aktivalni
a PPN asztrocitdit. Ezekhez a kisérletekhez homozigéta cre rekombinazt glialis fibrillaris savas
fehérje ("glial fibrillary acidic protein", GFAP)-fiiggé modon kifejezd egereket kereszteztlink
lox-channelrhodopsin-2 (ChR2) egértorzzsel. Az utdbbi torzs esetében a channelrhodopsin-2-t
kédold gén elott két lox-P hasitasi hellyel hatarolt stop kodon helyezkedett el. A két torzs
keresztezésének eredményeként olyan egerek jottek I1étre, melyek a ChR2 fényaktivalt

ioncsatornat GFAP-fliggé modon fejezték ki.

Kontroll kisérletként kétféle kalcium imaging kisérletsorozatot hajtottunk végre ahhoz, hogy

kideritsiik, hogy az asztrocitdkat tudjuk-e aktivalni fotostimulaciéval (470-480 nm-es

65



tartomanyban). Eldszor is vad tipust ¢és GFAP-ChR2 egerekbdl készitettiink
szeletpreparatumokat, melyeket azutdn Oregon Green BAPTA I AM (OGB) fluoreszcens
kalciumfestékkel inkubaltunk. Azokrdl a sejtekrdl készitettiink felvételt, amelyek lassu kalcium
hulldmokkal rendelkeztek, ismerve azt a tényt, hogy az asztrocitdknak nincsenek gyors kalcium
hulldmai (Nimmerjahn és mtsai., 2004; Kdszeghy és mtsai., 2012; 2015). Azokat a sejteket
szintén kizartuk az értékelésbol, melyek nem rendelkeztek spontan kalcium hullamokkal. Mivel
az OGB excitacios hulldmhossza egyben a ChR2-t is nyitja, igy a vad tipust és a GFAP-ChR2
mintakon mért kalcium hulldmok teriileteinek Osszehasonlitdsa igazolta, hogy a kalcium
imaginghez hasznélt pulzdl6 fény a GFAP-ChR2 egér asztrocitdit stimulalta (10 ms-os
megvilagitds 10 Hz-es frekvenciaval), mig a vad tipust egér asztrocitdin nem hatott (14,2 + 2,2
%%*s a vad tipusban és 44,93 + 8,2 %*s a GFAP-ChR2 egérben; p = 0,0028; n =17 és 20, 4 ¢és 3
egérbodl; 12. abra, B; 14. abra, A-C). Ahhoz, hogy kiilonvélasszuk az asztrocitdk stimulaciojhoz
¢s a kalcium imaginghez hasznalt megvilagitast, a kovetkezd kisérletekben Rhod2 fluorofor
kalcium indikétor festéket hasznaltunk, melynek az excitacids hullamhossza tavol esik a ChR2
excitacios hullamhosszatol. Ezekben a kisérletekben, el0szor felvettilk a kalcium hullamokat
kontroll koriilmények kozott, majd utdna az egész latdteret megvilagitottuk folyamatos 470 nm
hullamhosszusagn kék fénnyel 1 percen keresztiil egy LED fényforrast hasznalva (14. abra, D).
Ebben a kisérletben a kalcium események teriilete szignifikdnsan megnétt a megvilagitas ideje
alatt (15,5 £ 3,6 %*s el6tte majd 93,5 + 30,3 %*s a fotostimulacio ideje alatt; p = 0,012; n = 16,
3 egér mint4jabol; 14. abra, E). Annak bizonyitasara, hogy keletkezett fotoaram az asztrocitdban
a ChR2 megnyitasadnak hatdsara, a lassi hullamu kalcium hullamokkal rendelkezd sejteken patch
clamp kisérletet végeztiink, és -80 mV-os tartdfesziiltségen mértiikk a kialakuld aramokat. A
vartaknak megfelelden a megvilagitas hatasara befelé iranyulo aram keletkezett 65,7 + 2,6 pA-es
amplitudoval, majd el is tlint a megvilagitas végeztével (n = 4; 14. abra, F). A kovetkezd kisérlet
soran a neuronok asztrocita-stimuldciora adott valaszat figyeltiikk meg. Teljes-sejtes patch clamp
méréseket végeztlink a neuronokon, mig az azonos latomezében 1évd asztrocitdkat
epifluoreszcens megvilagitassal aktivaltuk 40x-es objektiven at, 480 nm-es hullamhosszal 1

percen at.
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30s
0 teriileteinek statisztikai Osszesitése
kontroll 470 nm
(zold oszlop: vad tipusu mintakrol,
kék oszlop: GFAP-ChR2 mintdkrol szarmazo adatok). D. Rhod-2 kalcium indikator festékkel feltoltott
GFAP-ChR2 mintdk kalciumhullamai, 1 percig tarto 470 nm-es hullamhosszu folyamatos fénnyel valo
megvilagitas elott, kézben és utan. E. Rhod-2 hasznalataval megfigyelt kalciumhullamok teriileteinek
statisztikai Osszesitése (fekete: kontroll GFAP-ChR2 mintak megvilagitas elotti adatai, piros: 470 nm-es
folyamatos megvilagitas alatt kapott adatok ugyanazon mintakrol). F. -80 mV-os tartofesziiltségen mért

fotéaram, a D panelen kézépen lathato kalciumhullamot ado sejtrol.

Aram-clamp iizemmodban mérve 9-b6l 8 esetben a neuronok depolarizalodtak, és
kovetkezményesen megndvelték az akcids potencidl tiizelési frekvencidjukat (12. abra, C; 15.
abra, A). A tiizelési frekvencia novekedése 1,42 + 0,54 Hz volt, az atlagos depolarizacio pedig

5,07 = 1,4 mV (15. abra, A-C). Hiperpolarizaciot egy esetben lattunk.

A fesziiltség-clamp lizemmodban végzett kisérletekben, 1 perces folyamatos megvilagitast
hasznalva tonusos aramok jottek 1étre majdnem minden neuronban. Az esetek tobbségében ez a
tonusos aram befel¢ irdnyuld volt (n = 9 esetnél a 12-bdl), mig kifel¢ irdnyuld aramot csak egy
esetben lattunk, valamint a maradék két esetben nem lattunk tonusos aramokat. A toénusos

aramok abszolut valtozasa 11,45 + 3,39 pA volt (15. abra, D-F).
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Az asztrocitak pulzalo fénnyel (10 Hz frekvencidju, 10 ms-os megvilagitasok) valé optogenetikai
stimulécioja hasonld valtozasokat okozott a neuronok tartd aramaban, mégpedig 5 esetnél befelé
irdanyulo, 1 esetnél kifelé irdnyuld aram jott létre, és a maradék két esetben nem hozott létre
aramot. A tartd dram abszolut valtozasa 7,86 + 2,36 pA volt. Nem volt szignifikans a valtozas a

tartd aram valtozasaban a pulzalo és a folytonos fotostimulacio kozott (p = 0,19; 15. abra, E-F).

Munkacsoportunk elézdleg kimutatta (Kdszeghy és mtsai., 2015), hogy a neuronok asztrocitak
altal okozott tonusos arama a metabotrop glutamat receptorok (mGIluR) aktivéaciojatol fiigg.
Hogy ezt a tényt megerdsitsiik, az asztrocitak optogenetikai aktivaciojat megelézden és az alatt a
szeleteket a mérés soran folyamatosan 100 pmol/l CPCCOEt-el és 10 umol/l MPEP-el (I-es
csoportll metabotrop glutamat receptor blokkolok; n = 6) vagy 10 umol/l LY341495-el (II-es
csoportli metabotrop glutamat receptor blokkolo; n = 7) kezeltik. Az I-es csoporti mGluR
blokkoldszerei nem voltak hatdssal az optogenetikai asztrocita-aktivacioval kivaltott tonusos
aram abszolut amplitaddjara (12,8 + 4,67 pA; p = 0,35; 15. abra, E-F), bar kifelé¢ iranyulo
aramot nem lattunk. A Il-es csoporti mGluR-ok blokkol4dsa csokkentette a befelé iranyuld
aramok nagysagat. A tartodramban bekovetkezett valtozas mértéke 3,66 + 1,9 pA volt, mely

szignifikdnsan kiilonbozik a kontroll koriillmények kozott 1atottaktol (p = 0,04).

Az asztroctdk optogenetikai stimuldcidja a spontdn szinaptikus eseményekre is hatott. A
neuronokon mért SEPSC-k amplitiddja megndvekedett a folytonos megvilagitas hatasara 14,6 +
1,2 pA-r6l 15,18 = 0,79 pA-re (117 + 10 %-a a kontrollnak; p = 0,049), és jelentdsen megemelte
a sEPSC-k frekvenciajat is 0,13 + 0,02 Hz-rdl 0,25 + 0,64 Hz-re (320 + 116 %-a a kontrollnak; n
= 8). A pulzalé megvilagitds hasonloan novelte a sSEPSC-k frekvenciajat 0,13 + 0,02 Hz-r6l 0,27
+ 0,07 Hz-re (224 + 28 %-a a kontrollnak). A CPCCOEt ¢és az MPEP I-es tipusi mGIluR
blokkolok jelenléte kevésbé gatolta meg a frekvencia valtozasokat (0,18 £ 0,02-rdl 0,29 + 0,08
Hz-re emelkedett a megvilagitas alatt, mely 189 + 30 %-a a kontrollnak; n = 6). A Il-es tipusu
mGIuR blokkoloszer LY341495 viszont majdnem teljesen kivédte az asztrocia aktivacidval
kivaltott sSEPSC-k frekvenciavaltozasat (0,22 + 0,04-r61 0,26 + 0,04 Hz-re novekedett; csupan
104 + 6 %-a a kontrollnak; n = 7; 15. abra, G). A sIPSC-k kisebb frekvenciaval jelentek meg a
felvételeken és nem mutattak szignifikans valtozast sem amplitiddjukban, sem frekvencidjukban

a fotoaktivacio ideje alatt. Az amplitaddé 11,25 + 1,24 pA-r6l 13,5 £ 3,1 pA-re valtozott a
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megvilagitas alatt, ami 118 + 14 %-a a kontrollnak (p = 0,16), a frekvencia pedig 0,175 + 0,075
Hz-r61 0,11 £ 0,01 Hz-re valtozott, ami 74 + 26 %-a a kontrollnak (p = 0,21; n = 3).

Amikor az asztrocitdkat aktivaltuk, a megvilagitas alatt 7 neuronbdl 4-nél lasst befelé iranyulo
aramot (SIC) figyeltiink meg (15. abra, D; csillaggal jelolve a felvételen). Ezek nem jelentek
meg kontroll koriilmények kozott, viszont a megvilagitas alatt igen. Ezek frekvenciaja 0,93 +

0,28/perc volt.

A kontroll kisérleteket GFAP-cre allatokon végeztiik el ugyanolyan koriilmények kézott, mint a
GFAP-ChR?2 allatok esetében, viszont a megvilagitas ezekre a mintdkra nem gyakorolt hatdst. A
tartoaram abszolut valtozéasa 1,36 + 0,45 pA volt, amely érték nem kiillonbozik szignifikansan a
nem lattunk véltozast a posztszinaptikus aramok frekvencigjaban illetve amplitiddjaban ¢és a
lassu befelé iranyuld aramok megjelenésében. A sEPSC-knek 0,53 + 0,12 Hz volt a frekvenciaja
és 14,8 = 0,65 pA volt az amplitidéja a megvilagitast megeldzéen, 0,56 + 0,12 Hz volt a
frekvencigja illetve 14, 6 £ 0,87 pA volt az amplituddja a fénystimuléacid alatt. 3 neuronon jelent
meg sIPSC a GFAP-cre mintdkban. Ezek frekvencidja 0,07 +0,04 Hz, az amplitudojuk pedig
13,5 + 3,5 pA volt. A megvilagitas alatt a frekvencia 0,04 = 0,002 Hz-re valtozott, az amplitudo
pedig 14, 56 = 1,8 pA-re. A GFAP-cre mintakrol nem sikeriilt lassi befelé¢ iranyuld aramot

felvenni.

6.2.3. A CBI1 receptor stimulacio altal kivaltott direkt szinaptikus hatasok

A kovetkezd kisérletsorozatban a preszinaptikusan elhelyezkedé CB1 receptor aktivacio hatasat
vizsgaltuk a serkentd posztszinaptikus aramokra (EPSC). Ehhez péros pulzust alkalmazo, 50 Hz-
es frekvenciaju stimulacioval ingereltiik a magon beliili preszinaptikus rostokat. A kisérlet soran
a stimulacios elektrodat koriilbeliil 50-100 um-re helyeztiik el a vizsgalt neuron szomajatol (10.
abra, D; 16. abra, A, B). Az els¢ EPSC atlagos amplitidoja 46,28 + 1,54 pA ¢és a masodik és az
elsé EPSC ardnya ("paired pulse ratio"; PPR) kismértékii facilitaciot mutatott (1,17 + 0,04).
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15. dabra. Az asztrocitak optogenetikai aktivacidja valtozdsokat idéz el a neuronok
tartodaramadban és a sEPSC-k frekvencidjaban Il-es csoportii mGluR fiiggé modon. A.
Reprezentativ aram clamp felvétel egy GFAP-ChR2 mintabol szarmazo neuronrol. A kék
négyzet jeloli a 480 nm-es fénnyel valo megvilagitas idétartamat, a szaggatott vonal a
megvilagitast megel6zéen és kozben mért membranpotencialt jelolik. B. A G panelen lathato
dram clamp felvételrol kesziilt hisztogram (a fekete a kontroll, a kék a fotostimulacioval
kapott adatokat jelzi). C. A nyugalmi membranpotencial (ARMP) és a tiizelési frekvencia
(4Freq) valtozasai a fotostimulacio utan. D. A GFAP-ChR2 mintakbol és a GFAP-cre (ami
nem fejez ki ChR2-t) mintakbol szarmazo neuronok tartéo daramanak valtozasa. Befelé
iranyulo tonusos daramok, kifelé iranyulo tonusos aramok és a SIC-ek (lassu befelé iranyulo
dramok, csillaggal jelolve) jelentek meg a fotostimulacio alatt. A panel jobb oldalan lathatok
a reprezentativ aramfelvételekrol készitett hisztogramok (a fekete jeloli a kontrollt, a kék
pedig a fotostimulaciot). E. A GFAP-ChR mintakbol szarmazo neuronok tarto aramdanak
egyedi valtozasai a fotostimuldcio ideje alatt. (cont = folyamatos 1 percig tarto
fotostimulacio, puls = pulzalo fotostimulacio, mely 10 ms-os idétartammal, 10 Hz-en
torténik, spont = spontan membrdanpotencial valtozasok;, Cre = GFAP-cre minta, mint
negativ kontroll, C + M = 100 umol/l CPCCOEt és 10 umol/l MPEP - mGluR 1
antagonistak, Ly = 10 umol/l LY341495 - mGIuR Il antagonista). F. A tartoaram-valtozasok
abszolut értékeinek statisztikai osszehasonlitasa kiilonbozé kériilmények kozott (lasd a J

panelt). G. A spontan EPSC-k frekvenciajanak valtozasa a fotostimulacio ideje alatt (a C
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Jjelii fekete oszlopok a kontrollt, az I jelii kék oszlopok a 480 nm-es fénnyel valo megvilagitast
jelolik, az iires oszlopok pedig az adatok normalizalt értékei a kontrollhoz képest). A bal
oldali oszlopok a blokkoloszerek haszndlata el6tti adatokat jelolik, a kézépsok az mGluR 1
blokkolok, a CPCCOEt és az MPEP hasznalataval kapott, mig a jobb oldali oszlopok az
mGluR I blokkolo LY341495 hasznalataval kapott adatokat.

A kontroll EPSC méréseket kovetden a posztszinaptikus sejtet 0 mV-ra depolarizaltuk 10
masodpercre és az EPSC-ket folyamatosan detektaltuk, hogy kideritsiik, hogy létezik-e a PPN-
ben az excitacio depolarizacid altal kivaltott csokkentése ("depolarization-induced suppression of
excitation"; DSE) (Ohno-Shosaku és mtsai., 2002). A depolarizacidt kdvetd 60 masodperces
idészakban az els6 EPSC amplitaddja szignifikansan csokkent 30,83 £+ 1,69 pA-re (p = 0,0001),
¢s a PPR is novekedett 1,49 = 0,08-ra (p < 0,001). 4 perc elteltével az els6 EPSC amplitado
kozelitett az eredeti értékhez (44,63 + 1,36 pA), illetve a PPR értéke (1,17 £ 0,03) is visszatért
az eredetihez (n = 11). Ezutan WINS55,212-2-t adtunk a rendszerhez 1 pmol/l-es
koncentraciéban. Ez a CBI1 receptor agonista hasonl6d valtozast okozott, mint el6zdleg: az
amplitido csokkenését (31 = 1,56 pA), illetve a PPR novekedését (1,42 + 0,05) valtotta ki (n =
11; p <0,001 mindkét paraméterre; 16. abra, A, B). Egy masik CB1 receptor agonista, az ACEA
5 umol/l-es koncentracidban vald alkalmazasaval is hasonld véltozas jott 1étre, az amplitudo
csokkent 33,6 + 1,85 pA-re, igy a PPR 1,48 £ 0,17 lett (n = 6; p = 0,002 az amplitudora, és 0,03 a
PPR-re).

Ezek a kannabinoid hatasok hianyoztak a CB1 knockout allatokban (n = 6). Kontroll
koriilmények kozott az elsé EPSC amplitaddja 56 + 1,17 pA volt, 1,23 + 0,04 PPR értékkel. A
posztszinaptikus depolarizacio utan az elsé EPSC amplitadoja 55,6 + 3,5 pA-re valtozott, 1,4 +
0,12 PPR értékkel. A WINS5,212-2 alkalmazasaval az els6 amplitadé 58,6 + 1,2 pA, 1,29 + 0,05
PPR értékkel. Ezek a valtozdsok nem mutatnak szignifikanciat (16. abra, C, D).
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16. abra A posztszinaptikus depolarizdcio és a CBI1 receptor agonista WIN55,212-2
egyardnt képesek a kivaltott EPSC-k preszinaptikus gdtlasdara CB1 receptor fiiggd modon.
A. Preszinaptikus rostok 50 Hz-es paros stimulalasaval kapott reprezentativ EPSC
dramfelvételek kontroll kériilmények kozétt, a neuron 10 s ideig torténd 0 mV-ra valo
depolarizalasaval (posztszinaptikus depolarizacio, PD), a posztszinaptikus depolarizdcio
utani regenerdalodas WIN55-212,2 és két ionotrop glutamatreceptor-blokkolo, az NBOX és a
D-AP5 hasznalata mellett. A tartoaramot nullahoz igazitottuk és minden aramfelvétel 10

egymas utdni felvétel dtlagakent szerepel. A stimuldcios artefaktumokat eltavolitottuk a
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felvételek jobb lathatosaganak érdekében. B. Az elsé EPSC (S1) amplitudojanak valtozdsai
és a PPR a posztszinaptikus depolarizacio és a WIN55,212-2 hatasara. C., D. CB1 knockout

mintarol szarmazo felvétel, amelyet az A és B panelen lathato elrendezésben mértiink.

Az amplitadd csokkenése a PPR novekedésével preszinaptikus gatlas 1étezését sejteti (lasd pl.
Zucker és Regehr, 2002). Ez a megfigyelés 6sszhangban van a spontdn EPSC-krdl thapsigargin
jelenlétében kapott, korabban részletezett adatainkkal (13. abra, O), de ellentétben van a kontroll
koriilmények kozott spontdn EPSC-ken végzett kisérleteinkbdl kapott adatainkkal, ahol azt
lattuk, hogy ezen események frekvencidja megnovekedett (13. abra, N). Ez az eredmény azt a
lehetdséget vetette fel, miszerint az asztrocitdk aktivacidja facilitdlja a serkentd szinaptikus
transzmisszidt. Ezen lehetdséget korbejarva a kovetkezd kisérletsorozatunkban azt vizsgaltuk,
hogy 1étezik-e a PPN-ben egy asztrocita-fliggd indirekt preszinaptikus kannabinoid hatas. Ehhez
GFAP-ChR2 egerekbdl preparaltunk agyszeletet hasznaltunk, majd OGB-vel inkubaltuk. A
neuronokrol teljes-sejtes elrendezésben mértiink (n = 7), mindekdzben a serkentd bemenetet 50
Hz-es frekvenciaji paros pulzussal stimulaltuk (12. abra, E; 17. abra, A). A kialakult EPSC-ket
felvettiik kontroll koriilmények kozott, a pulzalé megvilagitas ideje alatt (ekdzben a kornyezd
asztrocitdkon kialakult lasst kalcium hullamokrdl is készitettiink felvételt) és a fotostimulacio
hatasanak lecsengését kovetden (17. abra, B, C). Némileg varatlanul, sem az els6 EPSC-ben,
sem a PPR-ben nem tapasztaltunk valtozast. Az amplitid6é 37,3 + 9,4 pA volt a megvilagitas
elott, kozben pedig 36,4 + 9,8 pA, mig a PPR 1,48 £ 0,3 a megvilagitas elott, az asztrocita
fotostimulaci6 kozben pedig 1,59 + 0,33 (p = 0,47 és 0,41). Az egyetlen valtozas, amit
megfigyeltiink az asztrocitdk fotostimulacidjakor, hogy tonusos befelé irdnyuld aram jelent meg
(-11,14 +4,8 pA) 6 esetben, egy esetben pedig ezt nem lattuk (17. abra, C, D). A kivaltott EPSC-
k vizsgélata utan, az IPSP-ken érvényesiild direkt és indirekt endokannabinoid hatasokra voltunk
kivancsiak. A 17 esetbdl, mikor a kivaltott posztszinaptikus potencialokat vizsgaltuk, csupan
egy esetben lattunk IPSP-t. Ahhoz, hogy a kisérletet hatékonyabba tegylik, mIPSC vizsgaltunk,
KCl-tartalmu bels6 oldat, tetrodotoxin (TTX), és ionotrop glutamat receptorok blokkoloszerek
(D-AP5 és NBQX) hasznalataval (18. abra, A-F, M). Ezekkel a kisérletekkel a sIPSC-kkel
kapcsolatos eredményeket sikeriilt megerdsiteni, miszerint a posztszinaptikus neuron 10 s-on
keresztiili 0 mV-ra valé depolarizalasa ¢s a WINS55,212-2 alkalmazasa csokkentette a mIPSC-k

frekvencidjat, mig az amplitidora nem volt hatdssal (13. abra, N, O).
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17. dbra Az asztrocitak optogenetikai aktivacioja nem hat a kivaltott EPSC-k
amplitudojara és PPR-jiikre. A. Az dltalunk hasznalt kisérleti elrendezés. A GFAP-ChR2
egerekbdl szarmazo szeleteket Oregon Green BAPTA I AM fluoreszcens festékkel téltottiik
meg (1-5. szamozasu vilagos foltok, piros vonallal kontirozva), egy neuronon patch clamp
kisérletet végeztiink (rec), a stimuldlo elektrodat (stim) pedig a szomatol koriilbeliil 100 um-
re helyeztiik el. B. Az A panelen lathato szamozott teriiletekrdl szarmazo kalcium hullamok
fotostimuldcio alatt. C. 50 Hz-es paros stimuldcio dltal kivaltott EPSC felvételek kontroll
koriilmények kozott, a fotostimulacios megvilagitas alatt (kékkel jelélve), és a fotostimulacio

hatasanak elmultaval ionotrop glutamat receptor antagonistak, az NBOX és D-APS5 mellett
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meért felvétel. A bemutatott aramgérbék 10 egymast koveto felvétel atlagai, a tartodram az
eredeti értéken lathato. D. A tartéaram, az elso kivaltott EPSC amplitudo és a PPR valtozasa
a fotostimulacio eldtt, kozben és utan. Befelé iranyulo aram alakult ki a megvilagitas alatt az

EPSC paramétereinek valtozasa nélkiil. Az adatok az atlag £ SEM-keént szerepelnek.

A mIPSC-k frekvenciaja 0,249 + 0,075 Hz volt kontroll koriilmények kozott, majd lecsokkent
0,188 £ 0,089 Hz-re (a kontroll 64,5 + 2,2 %-a; p = 0,02) a posztszinaptikus depolarizacié utan
¢s 0,128 0,059 Hz-re (a kontroll 46,7 + 7,8 %-a; p = 0,004) a CB1 receptor agonista hatasara (n
= 7). CBI receptor knockout egereken ezek a hatasok elmaradtak (n = 5). Kontroll kériillmények
kozott a mIPSC-k frekvencidja 0,27 + 0,09 Hz volt, mely 0,26 £+ 0,06 Hz (a kontroll 107 + 36 %-
a; p = 0,43) lett a posztszinaptikus depolarizacid utan és 0,27 £+ 0,15 Hz (a kontroll 89 + 20 %-a;
p = 0,49) lett WINS55,212-2 hatasara. A CB1 receptor agonista hatasara €s a posztszinaptikus
depolarizacié utan a mIPSC-k amplituddja nem valtozott szignifikdnsan. Az amplitddo 20,35 +
1,8 pA volt kontroll koriilmények kozott a vad tipust allatban, 18,3 + 2,9 pA (91 £5 %; p =
0,09) volt a posztszinaptikus depolarizacio utan €s 19,99 + 2,2 pA volt (a kontroll 99,1 £ 9,5 %-
a; p = 0,13) a WIN55,212-2 hatasara (18. abra, F). A CB1 receptor knockout egérben az
amplitdd6 sem valtozott (21,5 + 1,8 pA kontroll koriilmények kozott, 17,9 + 0,3 pA
posztszinaptikus depolarizacio utan és 18,5 £ 3 pA WINS55,212-2 alkalmazasara; n = 5; 18. abra,
L).

6.2.4. A CBI1 receptor preszinaptikus és asztrocitian valé elhelyezkedése

Az el6bbi funkciondlis kisérleteink szerint a CB1 receptoroknak van egy indirekt asztrocitan
keresztiili és egy direkt preszinaptikus hatdsa is. Ahhoz, hogy ezeket az eredményeket
megerdsitsiik, a CB1 receptor elhelyezkedését asztrocitan illetve preszinaptikusan; kollaboracios
partnereink segitségével (Prof. Antal Miklos, Dr. Hegyi Zoltan), immunhisztokémia segitségével
deritettiik fel (19. abra). A CB1 receptort és a kolin-acetiltranszferazt jeloltiink meg GFAP
(asztrocita marker) és VGLUT2-vel (glutamaterg végzddések), illetve VGAT-tal (GABAerg

veégzddések) alkalmazott tobbszoros jeldléssel.
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18. abra A WINS55,212-2 alkalmazdsa és a posztszinaptikus depolarizdcio csokkenti a
miniatiir IPSC-k frekvencidjit. A-D. Aramfelvételek egy vad tipusii egérbdl szdrmazo
mintarol kontroll kériilmények kozott (A), a neuron 10 masodpercig tarto 0 mV-ra valo
depolarizaciojakor (B), a posztszinaptikus depolarizdacio utdni regenerdciorol (C) és

WIN55,212-2 jelenlétekor (D). E. A reprezentativ aramfelvételeken (A-D) mért események

idéintervallum  kumulativ  hisztogramja kontroll ~koriilmények kozott  (fekete),
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posztszinaptikus depolarizdcio utan (narancssdarga), regenerdacio utan (kék) és WIN55,212-2
jelenétében (piros). F. Az amplitudok kumulativ hisztogramja, az E panelen részletezett

szinkodot hasznalva. G-J. CB1 knockout egérbdl szarmazo mintdkrol szarmazo reprezentativ



dramfelvételek. A kisérleti elrendezés megegyezik az A-D paneleken lathatoval. K-L. A G-J
paneleken lathato aramfelvételekrol késziilt kumulativ hisztogramok az események kozti
idéintervallumokrol és az amplitudokrol. A szinkodok a feljebb szereplé panelekével
megegyeznek. M. A miniatiir IPSC-k frekvenciajaban talalt valtozdsok statisztikai 0sszegzése
kontroll koriilmények kozott (C, fekete), posztszinaptikus depolarizacio (PD, narancssarga)
és WIN55,212-2 jelenlétében (W, piros). A jobb oldalon lévé panel adatait a kontrollra
normalizaltuk. N. A miniatiir EPSC-k frekvencidinak statisztikai Osszegzése, mely CBI

knockout mintajabol szarmazik. Az elrendezés az M panelen szerepléével megegyezik.

A CBI1 receptor immunpozitivitds mutatott kolokalizaciot a GFAP-vel, VGLUT2-vel és VGAT-
tal, de alig lattunk kolokalizaciot a ChAT-tal. Osszességében a 624 CB1 receptor pozitiv pont
21,28 + 1,91 %-a kolokalizalt a GFAP-jeldléssel, mig 684 CB1 receptor pozitiv pont 33,18 +
1,88 %-a kolokalizalt a VGLUT?2 jeloléssel. A CB1 receptor pozitiv foltok 13,49 + 0,82 %-a a
kolokalizalt a VGAT-pozitiv pontokkal (n = 614).
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19. abra A CBI1 receptor immunpozitivitis kolokalizdciot mutat a GFAP, VGLUT?2 és

VGAT-immunjelolésekkel. A-D. A GFAP és a CBIl receptor immunjelolésének
kolokalizacioja. A. A GFAP (zold), a CB1 receptor (piros) és a ChAT (kék) immunjelolés

dtneézeti képe. A szamozott teriiletek a B-D paneleken szereplé négyzetekben lathatok
kinagyitva. A kalibracios egyenes 10 um. B. Az A panel GFAP-pozitiv teriiletei. C. CB1
receptor immunopozitivitist mutaté teriiletek. D. Atnézeti képek. A kalibrdciés egyenes a
kinagyitott teriileteken 1 um. E-H. A VGLUT2 (z6ld) és CBIl receptor (piros)
immunopozitivitasanak kolokalizacioja a ChAT (kék) immunjeloléssel. E. VGLUT2 (zold),
CBI1 receptor (piros) es a ChAT (kék) immunopozitivitasa. A szamozott teriiletek az F-G
paneleken szereplé négyzeteken lathatok kinagyitva. A kalibrdcios egyenes itt is 10 um. F.
Az E panelen szerepld szamozott teriiletek VGLUT2 immunopozitivitasa. G. Ugyanazon
teriiletek CBI receptor immunopozitivitasa. H. Az F és G panelek atnézeti képe. Ezeken a
nagyitott paneleken a kalibracios egyenes 1 um. I-L. A VGAT (z6ld), a CB1 receptor (piros)
és a ChAT (kék) immunoporzitivitasu teriiletek kolokalizacidja. I. A VGAT (zold), a CBI
receptor (piros) és a ChAT (kék) immunpozitivitas. A szamozott teriiletek a J-L paneleken
lathatok kinagyitva. A kalibracios egyenes 10 um. J. Az I panelen lathato szamozott teriiletek
VGAT immunopozitivitasa. K. Ugyanezen teriiletek CB1 receptor immunopozitivitisa. L. A J

és K panelek atnézeti képe. A kalibracios egyenes 1 um.
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7. Megbeszélés

A PPN-en, mint az alvéas-€brenlétet szabalyozd agytorzsi magvak egyikén, jelentOs
neuromodulécios szabalyozé mechanizmusok érvényesiilnek. Ezek a mechanizmusok tudottan
vagy valoszinlisithetéen hozzdjarulnak a homeosztatikus alvadsszabdlyozashoz. A fenti
eredményeink alapjan valoszintinek latszik, hogy a neuromodulacios mechanizmusok hatdsainak
csak egy része érvényesiil kozvetleniil a neuronokon, mas résziik asztrocita-aktivacion keresztiil

fejti ki hatasat.
7.1. A neuromodulacios hatasok egyik neuronalis extraszinaptikus komponense

Munkam els6 felében a neuronokon kozvetleniil érvényesiilé neuromodulacidés mechanizmusok
egyik célpontjdval, az ugynevezett M-drammal foglalkoztam. @A PPN kolinerg sejtjein
kimutattuk az M-aram jelenlétét, mely sejttipusfiiggd tulajdonsdg ebben a magban, mivel a
vizsgalt GABAerg sejtekrdl hidnyzott ez a kdliumaram. Azt lattuk, hogy a kolinerg sejteken 1évo
M-aramnak szerepe volt a kolinerg és GABAerg sejtek kozotti funkciondlis kiillonbségek
kialakitasaban (mint a tiizelési frekvencia, a tlizelési frekvencia adaptacio, illetve a kozepes ¢€s
késOi utdhiperpolarizacid). Mindezek mellett a kolinerg neuronok spontan magas kiiszobii
oszcillaciok amplitadojat csokkenti, illetve a 20 Hz-es frekvenciaji oszcillacidkat teljesen

megsziinteti.

7.1.1. Az M-4aram mint a PPN neuronok egy funkcionilis markere

A PPN a retikularis aktivacids rendszer kolinerg agaként ismert, de a PPN-t GABAerg és
glutamaterg neuronok is alkotjak (Garcia-Rill, 1991; Reese et al., 1995; Maloney et al., 1999;
Jenkinson et al., 2009; Garcia-Rill et al., 2011). A PPN neuronjai tobbféle szempontbdl is
heterogenitast mutatnak, igy csoportosithatok morfoldgiai, neurokémiai tulajdonsagaik szerint, a
sejtekre jellemz6 elektrofiziologiai tulajdonsagok illetve a globalis agyi allapotokban betoltott
szerepiik alapjan (Kang and Kitai, 1990; Garcia-Rill, 1991; Leonard és Llinas, 1994; Datta ¢és
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Siwek, 2002; Steriade és McCarley, 2005; Mena-Segovia €és mtsai., 2008, 2009; Ros €és mtsai.,
2010; Garcia-Rill és mtsai., 2011, 2014; Martinez-Gonzalez és mtsai., 2011).

Jelen munkaval hozzédjarultunk a kolinerg é¢s GABAerg/nem-kolinerg neuronok elkiilonitését
segitd funkcionalis markerek megismeréséhez. Kimutattuk, hogy a kolinerg sejtek az M-aram
jelenléte vagy hidnya alapjan nagy valdszinliséggel azonosithatok, mivel a kolinerg sejtek 91%-
an sikeriilt kimutatni az M-dramot. A GAD65 pozitiv GABAerg neuronokon egyaltalan nem
lattunk M-aramot. A magas kiiszobii oszcillaciokat tekintve a 0,3 mV?*/Hz power-rel rendelkezé
oszcillaciokrol kisérleteink azt mutattdk, hogy ez a tulajdonsag szintén a kolinerg neuronok
egyik funkcionalis markerének tekinthetd, mivel a kolinerg neuronok 82%-éban sikertilt

kimutatnunk, mig ilyen amplitid6ja oszcillacidokat nem lattunk GABAerg sejteken.

Glutamaterg PPN neuronokat nem vizsgaltuk, mivel a vizsgalat idépontjadban nem rendelkeztiink
olyan allatmodellel, amely, hasonléan a GADG65- ¢és ChAT-tdTomato torzsekhez, azonnal
felismerhetdvé tette volna a glutamaterg sejteket a mérés sordn. Korabbi kisérleteinkben a
kolinerg sejteket post hoc kolin-acetiltranszferaz immunhisztokémidval azonositottuk, és azok a
sejtek, melyek nem mutattak ChAT-pozitivitast, nem rendelkeztek sem M-arammal, sem magas
kiiszobli membranpotencial oszcillaciokkal. Ennek alapjan valosziniisitettiik, hogy a glutamaterg
neuronok sem rendelkeznek M-arammal és magas kiiszobli oszcillaciokkal. Tovabba, egy
jelenleg folyamatban levé munkaban megtortént a glutamaterg neuronok elektrofiziologiai
karakterizaldsa, amely eddig megerdsiteni latszik az M-aram kolinerg neuronokra vald

specificitasat.

7.1.2. Az M-aram hatdsa a PPN kolinerg neuronok tiizelési mintazatara

Az M-aramot az agy szamos teriiletén kimutattak, az agytorzsben is megtalalhaté (Kharkovets és
mtsai, 2000; Koyama ¢s Appel, 2006; Hansen és mtsai, 2008; Navarro-Lopez és mtsai, 2009).
Az M-aram nagyobb amplitidoval rendelkezik az agykéreg és a hippocampus sejtjeiben, mely
igy eléri a 100-200 pA-t is (Shah és mtsai, 2002; Nigro és mtsai, 2014), mig a PPN 54 pA-es
amplitad6ju M-draméhoz hasonld amplitid6ji M-dramot mértek a ventralis tegmentalis area
(VTA) dopaminerg sejtjein (az &ram amplitiddja 65 pA volt a VTA sejtjein; Koyama és Appel,
2006).
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Kisérleteink sordn azt lattuk, hogy ugyanakkora amplituddju draminjekcid hatdsara kiilonbozo
frekvenciaval tiizeltek a GABAerg és a kolinerg neuronok. A kétféle sejttipusnak statisztikailag
kiilonb6z0 az elsé két akcids potencial kozti iddintervalluma, a tlizelési frekvencia adaptacidja és
az utéhiperpolarizacid kozepes €s késdi szakaszanak amplitiddja. Mivel az M-aram tudottan
hozzéjarul ezen paraméterek meghatarozasdhoz, a szelektiv blokkoldszerének, az XE991-nek
segitségével aldtdmasztottuk, hogy az M-aram jelentdsen hozzéjarul a vizsgalt sejttipusok kozotti
kiilonbségekhez. A mérésekbdl kideriilt, hogy az M-aram valdban szerepet kap a tiizelési
frekvencia csokkenésében ¢és adaptaciojaban, valamint a kozepes utdhiperpolarizacio
amplitudojanak kialakitdsdban. A GABAerg sejtek adatait és a kolinerg sejtekrol XE991 mellett
mért adatokat 6sszehasonlitva azt kaptuk, hogy az adaptacids indexben, az alacsony frekvencian
torténd tlizelésben nem lathatd szignifikdns kiilonbség, viszont a magasabb depolarizalo
fesziiltséglépcs6k hatasara 1étrejove tiizelési frekvencidban és az utdhiperpolarizaciod
amplitadojaban szignifikans kiilonbséget talaltunk. Ez az eredmény azt jelzi, hogy az M-aramnak
a PPN kolinerg neuronjain a tiizelési frekvencia adaptacioban fontos szerepe van, viszont a
tiizelési frekvencia €s az utohiperpolarizacio alakuldsanak tekintetében csak részben jarul hozza
ezek megvaltozdsahoz az M-dram megléte vagy hidnya. Ez Osszhangban van azzal a
megfigyeléssel, hogy mdés aramok (kalciumaramok, A-dram) is befolydssal vannak a PPN
sejttipusai kozott megfigyelt elektrofiziologiai kiilonbségek 1étrejottére (Kang és Kitai, 1990;
Leonard és Llinas, 1994).

Mas irodalmi forrasok is azt kozlik, hogy az M-aram mas agyi struktirdkban is szerepet jatszik
az adaptacios index, az elsd két akcids potencial kozti idéintervalluma, a tiizelési frekvencia és
az utohiperpolarizaciéo alakulasaban (Koyama és Appel, 2006; Tzingounis és Nicoll, 2008;
Navarro-Lopez €s mtsai, 2009; Mateos-Aparicio és mtsai, 2014; Nigro és mtsai, 2014).

7.1.3. Az M-aram hatasa a PPN kolinerg neuronok tiizelési mintazatara

A hippocampus neuronjainak M-arama azok rezonancia aktivitasahoz is hozzdjarul. A

sinusfiiggvény  alakd, emelked6  frekvencidji  4draminjekci®é  hatdsdra  létrejovo
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fesziiltségrezonancia amplitiddjanak maximuma a theta frekvenciatartomanyban volt.

Bizonyitottak, hogy ezek kialakulasa fiigg az M-dram meglététdl (Hu és mtsai, 2012).

A PPN sejtjein fiziologidsan jelenlévo oszcillacios aktivitds mérhetd. Egyes szerzOk szerint ez az
aktivitds béta-gamma tartomanyu frekvencian torténik (Kezunovic és mtsai, 2011; Urbano és
mtsai, 2012), mig in vivo human adatok az alfa-béta frekvenciatartomanyt tdmasztottak ala (1d.
Li és Zhang, 2015). A jelenségért kalium, P/Q és N tipust kalcium csatorndk a feleldsek
(Kezunovic és mtsai, 2011; Urbano és mtsai, 2012). Az oszcillaciok fontos szerepet jatszanak a
kolinerg neuromodulécioban, mint annak egyik célpontja (Kezunovic €s mtsai, 2011; 2013). Az
oszcillaciok jelenlétét sikertiilt nekiink is bizonyitani, a PPN kolinerg neuronjain kimutathat6 volt
a TTX-rezisztens, magas kiiszobii oszcillacios aktivitas. A GABAerg sejteken csak egészen kis
amplitadoval jelentek meg az oszcillaciok vagy nem voltak kimutathatok. Az ezzel kapcsolatos
kisérleti eredményeink csak részben hasonlitanak Kezunovic és mtsai (2011, 2013) altal végzett
kisérletek eredményeihez. Ehhez hozzajarulhat, hogy kiilonboz6 kisérleti elrendezést hasznaltak,
melyben a modell allat patkdny volt €s a méréseket 37 °C-on végezték, mig mi egéren ¢€s

szobahdmérsékleten.

Kisérleteinkkel bemutattuk, hogy a magas kiiszobli oszcillacidk a kolinerg neuronokra jellemzd
sajatsag, melyre nagy befolydssal van az M-aram jelenléte. Az XE991-et, az M-dram
blokkoloszerét hasznalva a kolinerg sejtek oszcillacids aktivitasat szignifikansan csokkentette. A
csokkent amplitidoju oszcillaciok még mindig nagyobbak voltak a GABAerg sejteken mért
oszcillaciok amplitadojanal. Erdekes tény az, hogy a legmagasabb amplitadoju oszcillaciok 20
Hz-es frekvenciajuak voltak kontroll esetben, és az M-aram blokkoldsdnak kdvetkezményeként

ezek az oszcillaciok teljesen eltlintek.

Az XE991 egy egyszerli, egy komponensii gatlast okozott az oszcillacios aktivitdsra nézve. A
karbakol hatasa ettdl kiillonbozik: a kezdeti gatlast regeneracid és az oszcillacids frekvencia

emelkedése jellemezte hosszan tartod karbakol alkalmazés alatt (Kezunovic €s mtsai, 2013).

Az eredményeink és a karbakol irodalombdl ismert, oszcillaciot gatldo hatdsa megerdsiti azt a
megfigyelést, miszerint a muszkarinos neuromodulacionak tdbb célpontja van, az M-aram

csupan egy elemet alkot ezek koziil (Picciotto és mtsai, 2012). A karbakol alkalmazasa az M2
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receptoron keresztiil blokkolja az oszcillaciot, és ebben a jelenségben az M1 receptor nem jatszik
szerepet (Kezunovic ¢és mtsai, 2013). Emiatt valoszinli, hogy az altalunk megfigyelt
jelenségekben csupan kis szerepe van az M1 receptor aktivacio altal kivaltott M-aram gatlasnak.
Ugy tiinik, hogy a megfigyelt M-dram fiiggd oszcillacié szabalyozasi mechanizmusban mas, G,
fehérjéhez kotott receptorok is részt vehetnek. Ilyenek lehetnek az M3, mGluR 1, vagy mGluRS,
al adrenerg vagy HI hisztamin receptor. Ezek jelenléte ismert a PPN sejtjeiben
immunhisztokémidval, mRNS szintjén vagy funkcionalis mérésekkel (Khateb és mtsai, 1990;
Vilar6 és mtsai, 1994; Zaika és mtsai, 2006; Kdszeghy és mtsai, 2015). Az M-dramot rajtuk
kivill még az angiotenzin II, szerotonin és egyéb peptid receptorok is képesek az M-adram
gatlasara (Brown és Passmore, 2009; Oldfield és mtsai, 2009; Filippov és Brown, 2013). Az
irodalom szerint az intracelluléris kalcium szint emelkedése is gatld hatdssal van az M-4dramra,
igy minden olyan hatés, ami az intracellularis kalcium szintjére barmiféle hatassal van, az az M-
aramra is hatéast gyakorol (Marrion, 1997; Hernandez és mtsai, 2008; Brown és Passmore, 2009).
Az M-aram érzékeny az intracellularis kalciumszint valtozasara, egy kis valtozas is képes
jelentdsen szabalyozni az M-csatorna vezetdképességét. Egyéb szignalizaciés tutvonalak is
befolyasolhatjak az M-aramot. Kimutattdk, hogy a cAMP intracelluléris szintjének emelkedése
az M-aramot serkenti, illetve a PKA aktivacio is serkentd hatassal van ra (Selyanko és Brown,

1996; Gamper ¢s Shapiro, 2003; Chambard és Ashmore, 2005; Linley és mtsai, 2012).

Az M-dramot szamos G protein kapcsolt receptor aktivacidja képes szabalyozni kiillonb6zd
jelatviteli utvonalakon keresztlil, igy az M-dram szdmos neuromodulaciés hatashoz
hozzéjarulhat. A PPN-en szdmos neuromodulécios hatas atfedéseket mutat egymassal. Az orexin
¢és a ghrelin (Kim és mtsai, 2009a) vagy az endokannabinoid és kolinerg hatdsok ugyanazon
neuronpopulacion fejtenek ki depolarizaciot (Kovacs és mtsai, 2015). Az M-aramra gyakorolt
hasonlé szabalyozasi folyamatoknak szerepe lehet abban, hogy a PPN-en a neuromodulécios

hatasok atfedést mutatnak.
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7.1.4. Funkcionalis jelent6ség

Amellett, hogy a PPN kolinerg rostokat kiild szamos teriilet felé, 6 maga is kap kolinerg
beidegzést az ellenoldali PPN-bdl, illetve a nucleus laterodorsalis tegmentalis kolinerg sejtjeitdl
(Semba ¢és Fibiger, 1992). Ez a kolinerg hatds nagymértékben képes szabalyozni a magot, és igy
ezzel egylitt annak célpontjaira is hatassal van. Kimutattuk az M-aram jelenlétét a kolinerg
sejteken ¢és ennek hozzdjarulasat a kolinerg és GABAerg sejtek kozotti kiilonbségek
1étrejottében. A kolinerg és nem-kolinerg sejtek kozotti kiilonbségek lehetséges jelentdsége in
vivo abban rejlik, hogy kiilonb6z6 agyi allapotokban jatszanak szerepet ezek a sejtek. A PPN
kolinerg sejtjei a lasst hulldmu alvéas "up state" fazisdban tiizelnek illetve az agykérgi gamma
oszcillaciokkal novelik aktivitdsukat. A nem-kolinerg sejtek harom altipust alkotnak, igy
megkiilonboztetiink csendes neuronokat, melyek a kérgi aktivitassal parhuzamosan novelik a
tiizelési aktivitasukat; tonusos neuronokat, melyeknek aktivitdsa nem mutat korrelaciot a kérgi
aktivitassal; és a szabalytalanul tlizel6 neuronok melyek a kérgi deszinkronizacidval egyiitt
képesek novelni vagy csokkenteni a tiizelési frekvencidjukat (Mena-Segovia €s mtsai, 2008; Ros
¢és mtsai, 2010). A frekvencia adaptacio, a tiizelési frekvencia és oszcillacios aktivitas kolinerg
neuronokban kolinerg hatasra torténé megvaltozasa és GABAerg sejtek esetében megmarado
valtozatlansaga feltehetden hozzdjarul az agykéreg deszinkronizacidjdhoz és a REM alvasra
jellemzé EEG valaszok megjelenéséhez (Kinney és mtsai, 1998), tovabba a karbakol injekcid
hatésara létrejovo kérgi gamma oszcillaciok amplitiddjanak emelkedéséhez, és az alvasi orsok

amplitidojanak csokkenéséhez (Valencia és mtsai, 2013).

Mindent egybevetve az M-dram a PPN kolinerg sejtjeinek sajatos jellemzdjének tlinik, mely nem
mutathato ki a GABAerg sejteken. Az M-aram blokkolasaval a membran potencial oszcillaciok
csokkentek, mely igy egy a PPN kolinerg neuronjain érvényesiilé neuromodulacios hatasok egy

potencialis mechanizmusa; aminek jelentds hatasa lehet az alvas és az ébrenlét szabalyozasaban.

7.2. A neuromodulacids hatasok preszinaptikus és asztrocita-fiiggé komponensei

A neuromoduldcidés hatdsok -legalabbis részben- eredményeink alapjan asztrocitdk

kozvetitésével is létrejohetnek. Munkam maésodik felében a PPN neuronokon érvényesiild
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endokannabinoid hatasok neurondlis preszinaptikus ¢&s asztrocita-fliggd extraszinaptikus

komponenseit valasztottuk ketté.

A kannabinoid jelatvitel részben direkt preszinaptikus részben indirekt, asztrocitan keresztiili
hatasokat kozvetit a PPN neuronjain. Az asztrocitak specifikus optogenetikai aktivaciojaval
laboratériumunk korabbi eredményeit sikeriilt igazolni: az asztrocita aktivaci6 mGluR fliggd,
tonusos neuronalis depolarizacidt és hiperpolarizaciot okoz. A neuronok ingerlékenységében
tortént tonusos valtozasok mellett a CB1 receptor aktivacionak enyhe serkentd hatasa van a
serkentd neurotranszmisszidra, gatlo hatdsa van a gatld6 neurotranszmissziora. Ez utobbi
valoszintlileg a preszinaptikusan elhelyezkedd CB1 receptorok aktivacidja miatt torténik, mig a
serkentd neurotranszmissziéra torténd hatdsban két tényezd szerepel: a serkentd

axonvégzddéseken elhelyezkedd CB1 receptorokon torténd preszinaptikus gatlas, és a neuronok

aktivitasanak ndvekedése az asztrocitak glutamat felszabaditdsanak serkentése.

7.2.1. Asztrocitak aktivacidja altal kivaltott neuronalis tonusos dramok

crer

iranyuld aramokat figyeltiink meg. A munkacsoportunk korabbi eredményei szerint (Kdszeghy
¢s mtsai, 2015), a CBI1 receptoron keresztiili asztrocita aktivacio altal kivaltott depolarizéacio a I1-
es csoporti mGluR receptorok blokkoldsaval gatolhatd, mig a hiperpolarizaciot az I-es csoportu
mGIuR receptorok blokkoldsaval lehet gatolni. Az asztrocitak vezikularis exocitédzissal,
kiilonboz6 csatorndk és transzporterek segitségével szabaditjak fel a glutamatot, és képesek
szabalyozni az extraszinaptikus glutamat szintjét (Parpura €s mtsai, 1994; Szatkowski és mtsai,
1990; Warr és mtsai, 1999; Cotrina és mtsai, 1998; Ye és mtsai, 2003; Duan és mtsai, 2003;
Rosenberg ¢és mtsai, 1994; Pasantes Morales és Schousboe, 1988). Az asztrocitdk altal
felszabaditott glutamat a kornyezd neuronokon, azok kiilonb6z6 mGluR, AMPA vagy NMDA
receptorain képes hatni. Az irodalomban leirtdk, hogy az extraszinaptikusan talalhat6 mGIluR-k
képesek a neuronok membranpotencialjat és tonusos dramaik megvaltozasat eléidézni. Az I-es

crer

tipust kalciumdram vagy nem-szelektiv kationcsatorndk konduktancidjanak novekedése miatt
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jon létre (Libri és mtsai, 1997; Partridge és mtsai, 2014; Kato és mtsai, 2012; Smith és mtsai,
2009). A II-es csoporti mGluR stimuléci6 viszont gatolja az L-tipusii kalciumaramot vagy a
kaliumaramot aktivalja (Chavis és mtsai, 1994, 1995; Irie és mtsai, 2006; Hermes és Renaud,
2011). A mi megfigyeléseinkkel Osszhangban, az I-es és Il-es csoporti mGluR aktivacio
fentiekkel ellentétes hatasat is kimutattdk; mégpedig azt, hogy az I-es csoportt mGIluR
stimulacioja kalium aram aktivaciot okoz (Jian és mtsai, 2010; Rainnie és mtsai, 1994;
Kohlmeier és mtsai, 2013), és hogy a Il-es csoportt mGIluR aktivacié gatolja a kalium
konduktanciat és a kevert kation konduktanciat fokozza (Ster és mtsai, 2011). Ezen tal a ténusos
aramokat mas neurondlis célpontok aktivacidja és mas gliotranszmitterek felszabadulasa is

1étrehozhatja.

Munkacsoportunk korabbi eredményeit sikeriilt megerdsiteniink a ténusos depolarizacidval és
hiperpolarizacidéval kapcsolatban, mégpedig azzal, hogy kimutattunk kannabinoid hatasokat a

tonusos befelé iranyulo és kifelé irdnyul6 dramokra.

7.2.2. Az asztrocitak optogenetikai aktivaciéja

Az asztrocitdk optogenetikai aktivacigjaval kapcsolatos kisérletek aldtdmasztottdk azt az
elméletlinket, miszerint a PPN neuronok ingerlékenységének tonusos valtozasai asztrocita
eredetli folyamat kovetkezményei. Ezek az optogenetikai eredmények Osszhangban vannak a
munkacsoportunk altal a PPN neuronjain megfigyelt régebbi eredményekkel (Kdszeghy és mtsai,
2015) és ezen munka eredményeivel a CBI receptor agonistak hatdsaval kapcsolatosan. Az
optogenetikai aktivacid altal kivaltott hatdsok és az endokannabinoid hatasok hasonldsagot
mutatnak, igy ez a jelenség azt az elméletet erdsiti meg, miszerint az endokannabinoid
hatasoknak a PPN-ben van egy indirekt, asztrocia-fiiggd 0sszetevdje is. A depolarizaciot és
neuronalis tonusos befelé iranyuld aramot kivaltja mind a CB1 receptor agonistak alkalmazasa,
mind az asztrocitdk optogenetikai aktivacidja, ezek hasonlo jelentdségliek, és a hatas kivédhetd a

II-es csoporti mGIluR receptorok blokkolaséaval.
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Az asztrocitdk optogenetikai aktivacidjdnak neuronalis hatdsa ¢és az asztrocita-fiiggd
endokannabinoid hatdsok mutattak kiillonbozdséget is: az optogenetikai mddszerekkel kisebb
gyakorisaggal tudunk kivaltani tonusos kifelé iranyul6 dramot. Ez a jelenség felveti a lehetdségét
annak, hogy a tonusos kifelé irdnyuld aram létrejotte egy olyan Osszetett jelenség melyben
neuronalis jelenségek, haldzati kapcsolatok is szerepet jatszanak. Tovabba, az optogenetikai
asztrocita-aktivacid6 modjai feltehetéen nem-fiziologids asztrocita-aktivacidhoz vezetnek és a

gliotranszmitter-felszabadulas eltérhet a fiziologiastol.

7.2.3. A szinaptikus aramokra gyakorolt endokannabinoid és asztrocita-fiiggé szabalyozoé hatasok

Azon tul, hogy eldzetes adatainkat alatdmasztottuk az asztrocita-fiiggd tonusos aktivacioval és
gatlassal kapcsolatban a PPN neuronokon; megmutattuk, hogy a szinaptikus neurotranszmissziot

is direkt és indirekt endokannabinoid hatdsok moduléljadk a PPN-ben.

Kimutattuk, hogy a PPN-ben is eléfordul preszinaptikus és asztrocita- CB1 receptor. Jol ismert,
hogy a CBI1 receptorok preszinaptikusan helyezkednek el, mind serkentd, mind gétld
szinapszisokban (Katona ¢és mtsai, 1999; 2006; Kreitzer és Regehr, 2001; Katona ¢és Freund,
2012). Egyre tobb a bizonyiték arra is, hogy a CB1 receptor preszinaptikus elhelyezkedése
mellett az asztrocitdkon szintén megtaldlhatd a receptor a kiillonbozd agyteriileteken, mint
példdul a nucleus accumbens, gyrus cinguli, fasciculus medialis telencephali, amygdala,
gerincveld, hippocampus (Rodriguez ¢s mtsai, 2001; Moldrich és Wenger, 2000; Salio és mtsai,

2002; Navarrete ¢és Araque, 2008; Hegyi és mtsai, 2009).

A gatlo (Llano és mtsai, 1991; Katona és mtsai, 1999) és a serkentd (Ohno-Shosaku ¢és mtsai,
2002) neurotranszmisszié CB1 receptor altal torténd preszinaptikus gatlasat elészor a kisagyban
¢s a hippocampusban irtdk le, majd késobb egyéb struktirdkban, mint az agykéreg (Trettel és
Levine, 2003) és substantia nigra (Yanovsky és mtsai, 2003). Jelen munkaban elsdként 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 amplitiddjukat.
Ezzel szemben, a sEPSC-k frekvencidjat nem csokkentették a kannabinoidok; a sEPSC-k
frekvencidja novekedett a CB1 receptor agonista WINS55,212-2 alkalmazasara. A nucleus

laterodorsalis tegmentalisban hasonld jelenséget figyeltek meg a spontdn és a miniatiir IPSC-k
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esetében, amelyek frekvencidja csokkent, viszont az amplitidojuk nem valtozott. Az EPSC-k
frekvencidja viszont csak az esetek kis részében valtozott (Soni és mtsai, 2014; Soni és

Kohlmeier, 2015).

A preszinaptikus rostok stimulacioja altal kivaltott EPSC-k esetén, mind a posztszinaptikus
depolarizaci6, mind a CBI1 receptor agonistdk preszinaptikus gatlast okoztak az esetek
tobbségében. Ez a jelenség latszolag ellentétben all azzal a megfigyeléssel, miszerint a spontan
EPSC-knek kismértékben emelkedik a frekvencidja. Az EPSC-k preszinaptikus facilitaciojat a
hippocampus CA1 piramissejtjein megfigyelték, mely jelenséghez az asztrocitadk hozzajarulnak
(Navarrete és Araque, 2008; 2010; Han és mtsai, 2012; Coiret és mtsai, 2012; CAstillo és mtsai,
2012). Kimutattdk azt is, hogy a fokozott neurondlis aktivitas, mely endokannabinoid
felszabadulast eredményez, asztrocita-eredeti glutamat felszabaduldst okoz. Ez a glutamat, a
glutamaterg szinapszisokat képes facilitdlni, vagy NMDA receptoron keresztiil hosszii tavu
depressziot okozni. Nem csak a glutamat szerepel itt neurotranszmitterként, az ATP és a D-
szerin felszabadulas is képes hozzdjarulni a hosszu tavu szinaptikus plaszticitdshoz (Rasooli-

Nejad és mtsai, 2014).

Thapsigarginnal inkubalt szeleteken azt lattuk, hogy a CBI1 receptor agonista WINS5,212-2
hatasara a spontan EPSC-k frekvencidja csokkent. Munkacsoportunk kordbbi munkdjaban
kimutattuk, hogy a thapsigarginnal val6 eléinkubalas kivédte az asztrocita aktivaciot, de nem
gatolta a glutamat altal kivaltott neuronalis depolarizaciot (Készeghy és mtsai, 2015). Ugy tinik,
hogy az sEPSC-k asztrocita aktivacio altali frekvenciandvekedése és a direkt preszinaptikus
gatlas altali sSEPSC-k frekvenciacsokkenése egyiittesen jatszik szerepet az endokannabinoid hatas

kialakulasaban a PPN serkent6 neurotranszmisszids folyamataiban.

A serkentd neurotranszmisszidoval kapcsolatos asztrocita-fliggd serkentd hatdsok tovabbi
bizonyitékaként kimutattuk még hogy az asztrocitdk optogenetikai stimulécidja ndvelte az
sEPSC-k frekvencidjat a II-es csoporti mGluR receptorok aktivacidja altal, de nem volt hatassal

az sIPSC-kre.

Az akar optogenetikai, akar farmakologiai modszerekkel torténd asztrocita stimuldcid esetén az

asztrocitakbol felszabaduld glutamat a preszinaptikus I-es csoportt mGluR receptoron hat és
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serkenti a hippocampus CA3-CAl szinapszisait (Navarrete és Araque, 2010), mely LTP-t
indukal (Navarrete és mtsai, 2012), noveli a serkentd és a gatld neurotranszmisszidt a
latokéregben (Perea és mtsai, 2014), vagy LTP-t indukal a kisagyi parallel rost-Purkinje sejt
szinapszisokban (Sasaki és mtsai, 2012). Megfigyeltiik, hogy a PPN-ben létezik egy asztrocita-
fiiggd, EPSC-k frekvenciajat noveld hatas, és ez képes elfedni a preszinaptikus CB1 receptorok
gatlo hatasat. Tovabba, az asztrocitak optogenetikai aktivacidja novelte az sSEPSC-k frekvencidjat
II-es csoport mGluR receptorokon keresztiil. Ezek a megfigyelések felvetették azt a tényt, hogy
a preszinaptikus mGluR receptor-fiiggd jelenségek képesek szabalyozni a szinapszis er0sségét a
PPN-ben. Azonban, amikor a preszinaptikus serkentd rostok stimulalasaval EPSC-ket valtottunk
ki, és ezzel egyiddben optogenetikailag aktivaltuk az asztrocitdkat, csak egy befelé iranyulod
tonusos aram létrejottét tapasztaltuk, de a posztszinaptikus aramok nem valtoztak. Nem zarjuk ki
annak a lehetdségét, hogy a preszinaptikusan elhelyezked6 mGIuR receptorok is szerepet
jatszhatnak a PPN szinapszisainak szabalyozasdban, de jelen eredményeink arra a megallapitasra
vezettek, hogy az excitatorikus neurotranszmisszid serkentése a PPN-ben inkabb a serkentd
neuronok excitabilitas fokozddasanak, mintsem a szinaptikus vezikuldkra gyakorolt hatasnak a
kovetkezménye. Az, hogy az sEPSC-k frekvenciandvekedése a szeletpreparatumokban a
glutamaterg neuronok aktivéacioja miatt torténik, azt sugallja, hogy az asztrocita-fiiggd serkentd
mechanizmusok fontos célpontjai a PPN glutamaterg, nem-kolinerg neuronjai. Habar a sejteket
neurokémiai szempontbol (hogy kolinerg, GABAerg vagy glutamaterg sejtrdl volt-e sz6) nem
vizsgaltuk ebben a munkaban, munkacsoportunk korabbi eredményei a fenti hipotézist erdsitik
meg. A kordbbi tanulmanyokban munkacsoportunk kimutatta, hogy a nem-kolinerg sejtek
(GABAerg és glutamaterg sejtek) CB1 receptor agonistak hatdsdra depolarizalodnak, mig a
kolinerg sejtekre haromféle hatds jellemzO, mégpedig azok depolarizalodhatnak,
hiperpolarizadlédhatnak, vagy nem latunk véltozast a CB1 agonista hatasara (K&szeghy és mtsai,
2015). Az, hogy a gatld neurotranszmissziot nem serkentik az indirekt kannabinoid hatasok,
felveti a lehetdségét annak, hogy egy coronalis szeletprepardtumban a helyi GABAerg
kollateralisokbdl kevesebb van, mint a glutamaterg kollateralisokbol. Ezt a jelenséget
morfoldgiai megfigyelések is megerdsitik, miszerint a feltehetdleg glutamaterg neuronokon

lokalis axon kollateralisokat hoznak létre, mig a feltehetéleg GABAerg sejteknek nincsenek
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helyi varikozitasai, €s azt tartjak roluk, hogy ezek inkabb projekcids neuronokként funkciondlnak

a PPN-ben (Ros és mtsai, 2010).

7.2.4. Funkcionalis jelentoség

Jelen munka eredményei €s a munkacsoport korabbi eredményei megmutattak, hogy a PPN
neuronjain a kannabinoidok egy egyedi aktivacids mintazatot hoznak létre. A hiperpolarizacio, a
valaszhiany és a depolarizacio, és ezek hatterében 4allo befel¢ vagy kifelé¢ irdnyuld tdnusos
aramok, nem fliggetlenek a neuronok neurokémiai sajatossagaitol (Kdszeghy és mtsai, 2015), de

csak kismértékben fligg a sejttestek rostro-caudalis elhelyezkedésétol.

Kimutatték, hogy az exogén kannabinoidok novelik a lasst hullamt és a REM alvés id6tartamat
(Murillo-Rodriguez és mtsai, 2008; Herrera-Solis és mtsai, 2010), és az endokannabinoid
felszabaduldasnak fontos szerepe van az alvds homeosztatikus szabalyozdsdban (Murillo-
Rodriguez, 2008). Az ex vivo kisérleteinkben CB1 agonista alkalmazisaval megfigyelt
valtozasok hasonldak lehetnek, mint a PPN neuronok kannabinoid indukalt REM vagy lassu

hullamu alvas alatt megfigyelhetd aktivitasa.

Korabbi irodalmi adatok szerint a PPN neuronjai, neurokémiai tulajdonsaguktol fiiggetlenil, a
gamma tartomdnyban tiizelnek ¢és oszcilldlnak, ¢és ezzel az aktivitassal az aktiv allapotok
fenntartasdhoz jarulnak hozza, mint az ébrenlét ¢s REM alvas (Urbano és mtsai, 2012; Garcia-
Rill és mtsai, 2013). A jelen munka eredményei részben ellentétben allnak ezekkel az
eredményekkel, mivel azt mutattuk ki, hogy egy sejttipus-specifikus heterogenitds jellemz6 a
neuromodulacids hatasokra, és nem figyeltiink meg az Osszes neuronra egységesen jellemzd
valtozasokat. Ezen tul a PPN neuronokra jellemzé gamma tartomanya aktivitds, melyet a
serkentd bemenetek tartanak fenn, facilitdlhatjdk a depolarizacio-indukalt endokannabinoid
felszabadulast. A depolarizalt, gamma frekvenciatartomanyban tiizeld neuronok stimuldlo
bemeneteinek endokannabinoidok 4ltali szuppresszidja kivédheti a hosszu ideig magas

frekvencian torténd tiizelést.
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Ugyanakkor eredényeink csupéan a lokalis valtozasokat mutatjak be, mivel a PPN-t a preparacio
soran eltavolitjuk tavolabbi Osszekottetéseinek megszakitasaval, igy ez limitdlja az in vivo
eredmények ¢és sajat eredményeink dsszehasonlitasat. Ezen tul a kannabinoid szabalyozas kétféle
természetét mutattuk be, azaz a serkentd bemenetek preszinaptikus gatlasat ellenstlyozni tudja

az asztrocita-fliggd sEPSC frekvenciafokozodas.

A PPN neurondlis valaszainak heterogenitasa -akar neuromodulécids stimulusok hatasara, akar a
globalis agyi allapotok kozotti atmenetekkel parhuzamosan alakulnak ki- a mag altalanos
jellemzdjének tiinik. A PPN-en karbakol alkalmazasa heterogén valaszokat hoz létre: befelé
irdnyulo, kifelé iranyuld vagy kétfazisi dram jon létre, vagy nem latunk valtozast (Ye és mtsai,
2010). Ezen tal a legtobb PPN neuron aktivitdsa a cortex lassi hulldmu aktivitasahoz
szinkronizalt, de ez a kapcsolat csokken deszinkronizaci6 alatt. Az agykérgi lassu hullamu
aktivitas és a deszinkronizacid kozotti atmeneteket kolinerg és nem-kolinerg neuronok fazisos
serkentése, tonusos serkentése ¢és tonusos gatlasa kiséri (Petzold és mtsai, 2015). Habar
spekulativnak tlinhet a kiilonb6z6 kisérleti megkozelitések altal kapott adatok 6sszehasonlitasa,
az eredményeink a PPN neuronok aktivitdsmintazatanak ehhez hasonld valtozasat mutatjak be,

amely a kérgi aktivitds kannabinoid-indukalt atmenetei alatt lathaté PPN miikodésnek felel meg.
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7.2.5. A direkt és indirekt neuromodulicios hatasok sémas 6sszefoglalasa

Indirekt hiperpolarizacio

Direkt preszinaptikus

gatlas

Indirektdepolarizacio

17. abra Az dltalunk vizsgalt neuromoduldcios mechanizmusok dsszefoglalasa .

1. A depolarizalt neuronokbol (valosziniileg neurokémiai markerektol, sejttipusoktol fiiggetleniil)
endokannabinoidok szabadulnak fel.

2.Ezek az endokannabinoidok az asztrocitak CB1 receptorain keresztiil aktivaljak azokat.
3. Az aktivalt asztrocitakbol glutamat szabadul fel (vagy a glutamatfelvétel csokken).

4. A glutamat metabotrop glutamdatreceptorokon keresztiil fejti ki hatasat. I-es csoportit mGIluR aktivdcio
neurondlis hiperpolarizdaciohoz (4a), ll-es csoportu mGluR aktivdcio neurondlis depolarizdaciohoz vezet
(4b).

5. Az asztrocitak aktivacidjaval parhuzamosan az endokannabinoidok a preszinaptikus CB1 receptorok
aktivaciojan keresztiil mind a serkentd, mind a gatlo szinaptikus neurotranszmisszio gatlas ala keriil.

6. Az M-aram megléte a kolinerg neuronok sajatsiga, igy a kolinerg hatisok az M-daram gatldasan
keresztiil csak a kolinerg neuronokat depolarizaljdk.

92



8. Osszefoglalas

A nucleus pedunculopontinus (PPN) a retikuléris aktivacids rendszer egyik kolinerg magja, ami
a mezopontin régidban helyezkedik el, és fobb élettani funkcidi kozé¢ az alvas-ébrenlét és a
mozgds szabalyozasa tartozik. Az alvésszabalyozas homeosztatikus ¢és cirkadian
komponenseiként tobbféle neuromoduldcios hatas érvényesiil a PPN neuronjain; ismertek a
kolinerg, szerotoninerg, endokannabinoid, orexin- és ghrelin-medialt hatasok. Bar az in vivo és
az ex vivo, neuronokon érvényesiilé hatdsok ismertek a PPN neuronokon, a részletes
hatdsmechanizmusaik nincsenek teljesen feltérképezve. Vizsgalataink célja az volt, hogy a PPN
neuronokon érvényesiild kolinerg és endokannabinoid hatidsok kozvetleniil neuronokon vagy

kozvetve, asztrocita-aktivacion keresztiil megvalosul6 komponenseit egymastol szétvalasszuk.

Megallapitottuk, hogy a kolinerg hatasok egyik fontos, kozvetleniil a neuronokon érvényesiild
hatdsa az M-dram gatldsan keresztiil érvényesiil. Ezt az alacsony kiiszobii, lassan aktivalodo
kaliuméaramot csak a kolinerg neuronokon talaltuk meg, és a nem-kolinerg vagy az azonositott
GABAerg neuronok nem rendekeztek vele. Az M-aram felelésnek bizonyult a tiizelési
frekvencia adaptacid és a kozepes utohiperpolarizécio kialakitasaért, valamint effektiven

modulalta a kalciuméaram-fiiggd magas kiiszbli membranpotencial-oszcillaciokat.

Az endokannabinoid szignalizaci6 PPN-en érvényesiild direkt neuronalis €s indirekt, asztrocita-
fliggd komponenseit is vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a CB1 receptor aktivacidé soran
1étrejovo tonusos serkentd vagy gatld neurondlis dramokat asztrocita-aktivacid valtja ki,
metabotrop glutamatreceptor-fiiggd modon. A CBI1 receptor aktivacié hatasdhoz hasonlo
neuronalis hatdsokat lattunk az asztrocitak optogenetikai aktivacidjaval. Az asztrocita-aktivacion
keresztiil érvényesiilo, indirekt hatds mellett kdzvetleniil a serkentd és gatld szinapszisokon
megvalosuld preszinaptikus gatlast is lattunk, amit az asztrocita-fliggd mechanizmus csak

kozvetve, a glutamaterg neuronok altalanos serkentésén keresztiil modosit.

Targyszavak: nucleus pedunculopontinus, neuromodulacio, M-aram, acetilkolin, CB1 receptor,
asztrocita
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9. Summary

The pedunculopontine nucleus (PPN) is a cholinergic member of the reticular activating system.
It is located in the mesopontine region, and its main physiological functions are the regulation of
sleep-wakefulness cycles and movement. Several neuromodulatory actions target the PPN,
being parts of homeostatic and circadian sleep regulations. Cholinergic, serotonergic,
endocannabinoid, orexin- and ghrelin-mediated actions are known in the PPN. Although in vivo
and ex vivo actions of these substances are documented on PPN neurons, the mechanisms of
action are not known in details. The aim of our investigation was to separate direct neuronal and

indirect, astrocyte-mediated actions of neuromodulatory mechanisms.

We found that cholinergic neuromodulation partially influences the neurons via blockade of
neuronal M-current. This low-threshold-, slowly activating potassium current was only recorded
on cholinergic neurons and was not found on GABAergic or non-cholinergic ones. The M-
current was proved to be responsible for spike frequency adaptation and medium
afterhyperpolarization. Furthermore, it effectively modulated calcium current dependent high

threshold membrane potential oscillations.

Direct neuronal and indirect, astrocyte-dependent components of endocannabinoid signaling
were also investigated in the PPN. We found that the metabotropic glutamate receptor
dependent tonic excitatory or inhibitory currents elicited by CB1 receptor stimulation are
generated via astrocyte activation. Actions of the optogenetic astrocyte stimulation on neurons
resembled to neuronal actions elicited by CB1 receptor stimulation. Besides the astrocyte-
mediated tonic currents, presynaptic inhibition of excitatory and inhibitory synapses was also
demonstrated. This action was only influenced by astrocytic activity via the general increase of

excitability of glutamatergic neurons.

Keywords: pedunculopontine nucleus, neuromodulation, M-current, acetylcholine, CBI1

receptor, optogenetics, astrocyte
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