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Vilasz Prof. Dr. Dénes Adam

Pal Balazs ,, loncsatornakon és gliasejteken érvényesiilo neuromoduldcios mechanizmusok

hatasa az idegrendszeri excitabilitasra” cimit MTA doktori értekezésének

biralatara

Tisztelt Prof. Dr. Dénes Adam!

Eldszor is szeretném megkdszonni a részletes, preciz birdlatot €s a kérdéseket, biralati
pontokat, amelyek segitettek nekem egy kicsit mas szempontbol szemlélni eddigi munkamat.
Hiszem, hogy mindezek a jovObeli kutatdsi iranyok meghatirozdsdhoz, eredményesebbé

tételéhez is hozzajarulnak.

Az értekezés szerkezete, a vizsgalt struktarakon végzett tanulmanyok
szertedgazdak. Ennek egyrészt az az oka, hogy a PhD védésem ota, posztdoktorként végzett
munkamat, projektjeimet is szerettem volna megmutatni. Az egyik ilyen munkdm az
ANO2/TMEMI16B knockout egér elsd elektrofizioldgiai vizsgalata volt, amit Prof. Thomas
Jentsch laboratériumdban (MDC/FMP, Berlin, Németorszdg). A bemutatott, szaglbhamon
végzett vizsgalatok mellett eldkisérletes adatokat nyertem a retinarol is. A kozponti
idegrendszeri vonatkozasokat itt nem vizsgaltam, pedig ez is relevans volna az idegrendszeri
excitabilitas szabalyozasanak megismeréséhez. A hippocampusban és a septum lateralisban is
kimutattdk, hogy ez az ioncsatorna az akciospotencial-tiizelést és a serkentd szinaptikus
neurotranszmissziot is szabalyozza (Huang és mtsai, 2012; Wang és mtsai, 2019; Lee ¢és mtsai,
2023). A hallopalya vizsgalata a debreceni, Prof. Sziics Géza és Dr. Ruszndk Zoltan altal
iranyitott laboratorium kutatasi témdja volt. Az én hozzijarulasom ehhez, €és egyéni
volt. A kolinerg és tovabbi mas neuromodulécios hatdsok vizsgélatat, immar sajat profilként

egy olyan, ugyancsak agytorzsi strukturan folytattam, ami szdmos neurologiai,
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neuropszichiatriai megbetegedés esetén relevansabb. Ez a retikularis aktivacios rendszer €s az
ezen beliil is fokozott figyelmet kapott struktura, a nucleus pedunculopontinus volt. Az egyik
fobb megallapitasunk az volt a struktira neuromodulécios szabalyozasaval kapcsolatban, hogy
annak egy jelentds része asztrocita-fliggd. Ez vezetett arra, hogy az asztrocita-neuron
kommunikécio elektrofiziologia mddszerekkel tetten érhetd részének altalanos vizsgalataval

folytassam a munkamat, efelé irdnyitsam a laboratorium {6 profiljat.

A Bevezetés birdlataban emlitett, az extraszinaptikus aramok sajatsagait bemutatd abrat alabb

potolom.
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l.4bra. Az extraszinaptikus glutamatfelszabadulas 4altal Kkeltett neuronalis
aramok/potencialvaltozasok vazlatos rajza. Az elsé bemutatott aram/potencial minden panel
esetében az EPSC/EPSP; 6sszehasonlitas végett. A. Burst tiizelés utani EPSC. B. Lassu inward
aram (SIC). C. Toénusos befelé/kifelé iranyuld aram. D. Dendritikus NMDA tiiske. E.
Dendritikus platopotencial. F. Ischaemias aram (Id. Pal, 2018).
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2.abra. A SIC-ek lehetséges szerepei. A. Az egy asztrocita-doménen beliili neuronok szinkronizacioja
(sarga: asztrocita, szaggatott kor: asztrocita domén, z6ld: a doménen beliili neuronok, fekete gorbék:
SIC-ek). B. Egy neuron tartozhat tobb asztrocita doménhez is (lila: két doménhez tartozo neuron, sarga,
piros: asztrocitak, kék, zold: csak az egyik asztrocita doménhez tartozé neuronok, zo1d/kék gorbék: csak
az egyik doménhez tartozo neuronok altal produkalt SIC-ek; lila: mindkét doménhez tartozo neuronok
altal produkalt SIC). C. A SIC-ek létrehozhatnak id6zitésfiiggd szinaptikus plaszticitast (sarga:
asztrocita, z61d: neuron, piros: szinaptikus bemenet, lila gorbék: EPSC a SIC ¢l6tt, piros gorbék: EPSC
a SIC utan, fekete gorbék: SIC-ek és EPSC-k, eltér6 id6zitéssel; Pal, 2024).

A mikroszkopia és a hisztologiai technikak részletesebb leirasat ott alkalmaztam,
ahol a laboratérium sajat méréseit mutattam be. Tobb mas esetben kollaboracios partnereink
hozzajarulasa volt az immunhisztokémia (Dr. Sziics Péter, DE AOK Anatomiai Intézet; Dr.
Guillermo Spitzmaul, Bahia Blanca, Argentina). A szovegben emlitettem a hozzajarulasukat

¢s csak a kisérletek alapvetd megértéséhez sziikséges mértékben mutattam be a protokollokat.

Egyetértek a Biraloval az optogenetikai asztrocita aktivacid és a CB1 receptor
medialt hatasok neurokémiai fenotipust bemutat6 vizsgalatokkal kapcsolatban. Ezt bizonyos

tanulmanyokban megtettiik (Kdészeghy és mtsai, 2015; Kovacs és Pal, 2017), mig mas
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tanulmanyban nem (Kovécs és mtsai, 2017). Itt az eredeti cikkben a korabbi munkdkra
hivatkoztunk (1d. fent). Ennek a technikai oka az volt, hogy egy eredetileg nagyobb tanulmanyt
két kiilon kéziratra ,,vagtunk™ az elsd biraldi javaslatoknak megfeleléen (Kdszeghy és mtsai,

2015; Kovécs és mtsai, 2017), majd az utdbbit néhany tovabbi méréssel egészitettiink ki.

A PPN asztrocitak in vivo kemo- és optogenetikai aktivacidjaval végzett
kisérletek folyamatban vannak. Itt azt talaltuk, hogy a szenzoros kapuzéast, motoros
szabalyozast és a cirkadian ritmust kisebb mértékben, de kimutathatdan és szignifikansan érinti

a PPN asztrocitainak stimulécidja.

A Biral6 kérdéseire az alabbiakban kivanok valaszolni.

1. A jelilt a bevezetésben emliti, hogy a Gq kapcsolt muszkarinos acetilkolin receptorok
aktivacioja mellett mas G protein kapcsolt receptorok (mint a P2Y purinerg, a GPR55
kannabinoid, az SHTC2 szerotoninerg, az 1-es tipusu angiotenzin vagy a 2-es tipusiu
bradikinin receptorok) is képesek az M-aramot gdtolni. Az agyi parenchymdaban a
P2Y12 és P2YI3 receptorok kifejezetten a mikroglia sejteken fejezodnek ki.
Elképzelheto, hogy a mikroglia, amely moduldlja a neuronadlis excitabilitdst szerepet
jatszhat az M-dram szabdlyozdsdaban is? Amennyiben ezt korabban nem vizsgaltik

agyszeleteken vagy in vivo, érdemes lenne ilyen téemaju kisérleteket végezni.

Direkt megfigyelések nincsenek az irodalomban a mikroglia M-dramanak ¢és a
purinerg receptorok aktivacidjanak osszefiiggéseir6l, de a kevés rendelkezésre allo adat alapjan
elképzelhetd, hogy ez egy fontos szabalyozo6 utvonal. A mikroglia rendelkezik M-drammal,
aminek ismert funkciondlis jelentdsége is van. Patkany primer mikroglia tenyészetben leirtak
az M-dram jelenlétét mind morfologiai, mind funkciondlis modszerekkel. Az M-dram

farmakologiai gatldsa a nyugvo mikroglia migracids kapacitasat gatolta (Vay €s mtsai, 2020).
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A purinerg receptorok, a mikroglia és az M-aram indirekt Osszefliggéseirdl is
ismert adat. Hippocampalis in vitro neuroinflammacié modellben a mikroglia aktivacio €s a
kovetkezményes ATP felszabadulds az asztrocitdkra P2Y1 receptoron keresztiil hat. Az
asztrocitakbol glutamat szabadul fel, ami neuronalis mGIuRS aktivacion keresztiil gatolja a
hippocampalis piramissejtek M-aramat, és fokozza azok excitabilitasat (Tzour és mtsai, 2017).
Ezzel a kozleménnyel kapcsolatban szeretném megjegyezni, hogy tobb eltérdé projektemet is
érint azaltal, hogy dsszekapcsolja az M-aramon keresztiili neuromoduléciot az extraszinaptikus

glutamattal.

2. A bevezetésben szo esik az aszrocitak dltal szabalyozott fazisos és tonusos aramokrol,
amelyek szamos agyteriileten megfigyelhetok. Az idézett irodalom jelentds része
ugyanakkor joval a modern kemogenetikus / optogenetikus modszerek és
kondicionalis KO egér modellek elterjedése elotti kutatasokbdl szarmazik, mikozben
még jelenleg is komoly kihivast okoz az asztrocitik élettani folyamatainak szelektiv
farmakolégiai moduldciéja. Erdekelne a jelolt véleménye, hogy a kordbban
alkalmazott modszerek koziil melyek voltak alkalmasak asztrocita-specifikus hatdsok
igazolasdra és mennyiben modosult a korabbi szemlélet a fent emlitett uij modszerek

megjelenését kovetden.

A kemo-/optogenetika és mas transzgén technikak elterjedése el6tt az asztrocita
funkciok szelektiv manipulaldsa farmakoldgiai modszerekkel (pl. nagyrészt asztrocita aktivacio
ATP-vel vagy t-ACPD-vel, asztrocita gatlas fluorocitrattal és —acetattal, neuronok gatlasa TTX
alkalmazaséaval, vezikula felszabadulds gatlasa bafilomycin Al-gyel, glutamat transzporter
gatlasa) vagy mechanikai modszerekkel (hipoozmotikus mérdoldat, egyetlen asztrocita
mechanikai ingerlése) keriilt kivitelezésre. A nagyobb és precizitdsra torekvo tanulmanyok
ezeket a modszereket kalcium képalkotassal kombinalva hasznaltak (Fellin és mtsai, 2004;
Angulo ¢és mtsai, 2004; Kozlov és mtsai, 2006; Shigetomi és mtsai, 2008; Nie és mtsai, 2010;
1d. Pal, 2024). A transzgén technikak el6tti valoszinlileg még szelektivebb asztrocita stimulacid

volt az egyetlen asztrocita mikroperfiizioja NP-EGTA-val és az ezt kovetd kalcium uncaging,
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vagy szintén egyetlen sejtet célzo mikroperfuzio 1P3-mal vagy BAPTA-val (Tian és mtsai,
2005; Parri és mtsai, 2010).

Az opto- és kemogenetika latszolag egy csapasra oldotta meg a szelektivitasi
problémékat, de valdjaban ez még mindig nem teljesiilt. Eldszor, az 4ltalanosan hasznalt cre-
lox rendszerek és a GFAP promoter hasznalata bizonyos torzseknél (B6.Cg-Tg(Gfap-
cre)73.12Mvs/J) azzal jar, hogy neuronalis cre expresszid van bizonyos agyteriileteken
(nagyrészt a gyrus dentatusban és a zona subventricularisban, de hippocampalis
piramissejtekben és cerebellaris szemcsesejtekben, valamint sporadikusan a koézépagyban;
Garcia ¢és mtsai, 2004). Masodszor, a prototipusos channelrhodopsin-2 egy olyan
kationcsatorna, amelyen keresztiil a sejtbél K* 1ép ki és H' a sejt belsejébe (pl. Nagel és mtsai,
2005). Az el6bbi a neuronok kornyezetében megemeli az extracellularis K* koncentraciot és
ezaltal miitermékként neuronalis depolarizaciot okoz (Octeau és mtsai, 2019). A sejtbe torténd
nettd kation bearamlas sejtduzzadashoz vezet. A halorhodopsin, ami a neuronalis excitabilitas
ugyancsak prototipusos gatlo hatast optogenetikai aktuatora, asztrocitak gatlasara nem elterjedt
(mind6ssze egyetlen tanulmanyban szerepel eddig; Kc és mtsai, 2023). A G-protein kapcsolt
opto- és kemogenetikai aktuatorok (OptoXR, melanopsin, hM3D) a fiziologiashoz kozelibb
asztrocita stimulaciot tesznek lehetévé, ugyanakkor, figyelemre mélté modon az asztrocitakon
jelen levé hM4D stimulécioja a neuroinflammatorikus valaszt gatolja (Mederos és mtsai, 2019;
Adamsky és mtsai, 2018; Kim és mtsai, 2021). Tovabba, az asztrocitak egységes populacioként
kezelése ¢és tomeges aktivacidja egyre kevésbé tekintheté a fizioldgids koriilményeket
modellezé6 modszernek, mivel szamos, markerek alapjan és funkcionalisan is elkiiloniild
asztrocita alpopulacio ismert (De Cegila és mtsai, 2023; pl. Huber és mtsai, 2024). Az
asztrocitak aktivacidja ugyancsak messze nem egységes, nem lehet azt mechanisztikusan egy

G-proteinnel ki-bekapcsolhatonak tekinteni (pl. Huber és mtsai, 2024).

A fentiek alapjan, tovabbra is tobb mddszer kombinaci6jabol lehet pontosabb
kovetkeztetéseket levonni. Ugyanakkor a valoszintileg legszelektivebb mddszer az asztrocitdk
fiziologias (és kortani) funkcidinak megértésére azok (vagy aktivaciojuk kovetkezményeinek)
szelektiv megfigyelése, funkcioik megvaltoztatdsanak szdndéka nélkiil. Erre lehetOséget
nyujtanak genetikailag kodolt kalcium- és glutamat indikatorok (mint pl. a GCaMP és iGluSnFr
fehérjék, pl. Zhang és Looger, 2024; Liang ¢s mtsai, 2015).
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3. Az elvégzett kemogenetikai kisérletek soran az hM3D receptort clozapine N-oxid
(CNO) segitségével aktivaltak. Ismert, hogy a CNO spontdan hidrolizise miatt beadasat
clozapine felszabadulas kiséri, amely a megfigyelések szerint zavarhatia mind az in
vivo, mind az in vitro kisérletek értelmezését. A jelolt a kolinerg rendszert kiemelten
vizsgalta, mely esetben ez a probléma mindenképpen komoly megfontolast igényel.
Tapasztaltak CNO hatast a kontroll mérések soran hM3D receptort nem kifejezo
sejtekben? Probaltak esetleg mas, kevésbé bomlékony hM3D agonistikat a CNO

mellett?

A CNO ¢és az abbdl felszabadulo clozapine valoban befolyasol bizonyos in vivo paramétereket,
potencialisan torzitva a kapott eredményeket. Kisérleteinkben éppen ezért kontroll csoportként
olyan allatokat hasznalunk, amelyeket ugyanigy operalunk és kezelink CNO-val, mint a
vizsgalt f6 populaciot. A kontroll csoportban azonban ugyanazon promoter alatt kizarolag a
fluoreszcens jelolé molekulat (esetiinkben mCherry-t) fejeztetiink ki kemogenetikai aktudtor
nélkiil. Szdmunkra a legzavarobb ,,mellékhatas™ az akusztikus startle reflex CNO/clozapine
altali gatlasa DREADD nélkiil is (MacLaren és mtsai, 2016). Eppen ezért, a PnC neuronok
kemogenetikai stimuldcioja soran latott startle amplitidd novekedést valoszintileg
valamennyire alulbecsiiltiik. Ezt a gyanut a relevans cikk diszkusszidjaban megjelenitettiik

(Maamrah és mtsai, 2023).

4. Az M-dramrol a jelolt leirja, hogy a kolinerg sejtek jellemzije és GABAerg
neuronokban nem fordul eld, mikozben a glutamaterg sejteknek csak kis
szazalékaban figyelheté meg. Az M-aram gatloszerének, az XE991-nek hatdsdra a
kolinerg neuronok tiizelési frekvenciaja megnivekedett. Emellett, a magas kiiszobii
membranpotencial-oszcillacio is kolinerg neuronokban fordult elo, és glutamaterg
sejtekben csak egy, acetilkolin kotranszmitterrel rendelkezd kis alpopuldcioban

figyelték meg. Ezen osszehasonlitasok hatterében alapvetéen a kiilonbozo
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sejtpopuldciok eltéré ioncsatorndi, morfologiai jellemzoi és szamos sejtélettani
kiilonbség is sejtheto. Vannak funkciondlis vizsgdalatok arra, hogy az M-dram
kialakuldasa és a magas kiisz0bii membranpotencial-oszcillacio mennyiben igényli az
acetilkolin jelenlétét, vagy meghatdrozo szerepét a kolinerg sejtek fenotipusdinak
kialakitasaban? Vizsgaltik esetleg, hogy kolin acetiltranszferaz (ChAT) KO
egerekben hogyan valtozik meg a KCNQ alegységek eloszlisa és a csatorna

miikodeése?

A KCNQ alegységek eloszlasa a KCNQ4 alegység hidnya esetén kimutathatéan
megvaltozik (Bayasgalan és mtsai, 2021). Mig a KCNQ2 és KCNQ5 alegységek expresszidja
valtozatlan maradt, addig a KCNQ3 alegység expresszidja mintegy 30-szoros ndvekedést
mutatott (G. Spitzmaul laboratérium hozzajarulasa a cikkiinkh6z). Mindez jogosan veti fel a
gyanujat annak, hogy ChAT KO egerekben is valtozhat a KCNQ alegységek expresszidja. A
full knockout egerek sziiletéskor azonban elpusztulnak a 1égzésdeficit miatt (Lin és mtsai,
2024), igy informacidt kondicionalis knockout egerekbdl nyerhetiink. A ChAT csokkent
egerekben (Rett szindroma modell, basalis eldagyi kolinerg neuronok érintettek) a ChAT
expresszio szignifikdnsan csokkent. Ez azzal jart, hogy a neuronok akciospotencial-tiizelési
frekvenciaja jelentésen megnétt (Zhang és mtsai, 2016). Mivel (1) eldkisérletes adataink
alapjan a basalis eldagyi kolinerg neuronoknak is van membranpotencial-oszcillacioja (dbra?)
¢s (2) az oszcillaciok gatlasa a tiizelési frekvencia emelkedését okozza (Baksa €s mtsai, 2019),
¢s az M-dram tulaktivacidja az oszcillacios frekvencia (és igy a tiizelési frekvencia)
novekedését okozza (ld. alabb); igy feltételezhetjiik, hogy az oszcillaciok optimalis
frekvenciajanak fenntartasahoz sziikséges az M-aram optimalis aktivacidja. Fontos azonban
hozzatenni, hogy mas kolinerg hatasok (hangsulyozva a publikdcidinkban csak marginalisan
érintett nikotinos hatasokat) haldzati hatdsokon vagy mas sejtszintli hatdsokon keresztiil

ugyancsak képesek robosztus moduléciés hatdsokat 1étrehozni.
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A magas kiiszobli membranpotencidl oszcillacidkat kritikusan befolyasolja
barmilyen, kaliumcsatorndkat érintd manipulacio. Az eredeti megfigyelések szerint a
dendrotoxin alkalmazésa gatolta az oszcillacidkat (Kezunovic és mtsai, 2011). A karbakol akut
alkalmazasa (Kezunovic és mtsai, 2013), csakiugy, mint az altalunk alkalmazott M-aram
gatloszer (XE991) gatolta az oszcillaciokat. Fontos megjegyezni, hogy az XE991 alkalmazasa
utdn nemcsak drasztikus amplitidocsokkenést lattunk, hanem a megmarad6 oszcillacio
frekvenciaja eltolodott a 15-20 Hz koriili savbél a 10-15 Hz koriilibe. Erdekes modon a
retigabin (KCNQ csatorna nyitdszer) ugyancsak csokkentette az oszcillaciok amplitadojat (bar

messze nem olyan drasztikusan, mint az XE991), és az oszcillacios frekvenciat a magasabb

A

-20 mvV

60 mv W
IggopA | 3.abra. Az M-4ram nyitészer retigabin befolyasolja a magas
kiiszobli membranpotencial-oszcilliciok amplitidéjat és
opA

tartomanyba tolta el (3. abra).

frekvenciajat. A-B. Reprezentativ M-aram gorbék kontroll

koriilmények kozott (fekete) és retigabin jelenlétében (piros). C-
o D. Membranpotencial-oszcillaciok kontroll koriilmények kozott
(fekete) és retigabin jelenlétében (piros). E. Valamennyi mérés
D oy power spektrumanak atlagolt gorbéje (fekete: kontroll, piros:
retigabin; atlag = SEM).

Az acetilkolin oszcillaciokra gyakorolt hatasara a

karbakol mar ismert hatdsabol lehet kovetkeztetni. A

karbakol az oszcillacidkat akut alkalmazas esetén gatolja,

o ”‘mi«..,.” R tobb tiz perces alkalmazasakor azonban magasabb
frekvenciaval visszatérnek az oszcillaciok (Kezunovic €s mtsai, 2013). Az utobbi megallapitas
egy részét (az oszcillaciok visszatértét) mi is meg tudtuk eldkisérletes adatokkal erdsiteni (4.
abra). Ennek az idében valtozo hatasnak a hatterében feltehetéen a kezdeti, M-aramra

gyakorolt hatas utan a lokalis halézati hatasok allhatnak.
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4.abra. A karbakol hatasa

A D 5

control fiigg az alkalmazasanak az
18
o idétartamatél. A-C. Magas
14 kiiszobli ~ membranpotencial-

oszcillaciok kontroll

=3
N

koriilmények — kozott (A,

fekete), karbakol 2 perces

alkalmazasat kovetdoen (B,

carbachol 10 min

Power amplitude (mV*/Hz)
>

piros) és karbakol 10 perces

o N A O

alkalmazasat kovetoen (C, lila).

5 10 15 20 25 30 35 40 D. Az A-C. paneleken latott
Frequency (Hz)

reprezentativ aramgorbék

power spektruma (fekete: kontroll, piros: karbakol 2 perc utan, bordoé: karbakol 10 perc utan).

5. Az asztrocita moduldcios hatdsok vizsgdlata sordn a jelolt megdllapitotta, hogy a PPN
neuronok membranpotencidljara gyakorolt kannabinoid hatds asztrocita aktivdcio
kovetkezménye. Itt ugyanakkor szamos vizsgdlat korrelativ marad, mikozben az
asztrocita-specifikus optogenetikai stimuldcios kisérletekbél nem vilagos, mi
pontesan a CB1 hatas helye. Tamogato megfigyelés, hogy a CB1 knockout egér
asztrocitiin a kalcium hullamok frekvencianovekedése elmarad, de ebben a
modellben nem kiiloniil el az asztrocita CB1 hatds a neurondlis CB1 hatasoktol.
Lenne esetleg értelme egy GFAP-ChR2 / CB1 KO egérvonal, vagy egy asztrocita-
specifikus (kondiciondlis) CB1 KO egér létrehozdsanak tovabbi funkciondlis

vizsgalatok elvégzése érdekében?

A vizsgalatok végzésekor nem Alltak rendelkezésiinkre az emlitett
transzgén/kondicionalis knockout allatok. Egyetértve a Biraloval, ezen egérvonalak hasznalata
szolgaltathatta volna a legerdsebb bizonyitékot az asztrocitan keresztiili kozvetlen CB1 receptor
hatdsra. Bar a meglevd adatok egyike sem mutatja be egymagaban minden kétséget kizadroan

az asztrocitdkon keresztiili CB1 receptor hatdst, mindegyik esetben egy irdnyba mutatnak az
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eredmények. Az érveim ennek aldtdmasztdsira az aldbbiak: (1) Immunhisztokémiai
vizsgalatok kimutattdk az asztrocitakon a CBI1 receptor jelenlétét (2) CB1KO egereken az
asztrocitak kalciumhulldm-frekvencidjat nem ndvelte a CB1 receptor agonista. (3) TTX
jelenlétében a CB1 receptor agonista szignifikansan novelte az asztrocitdk kalciumhulldmainak
frekvencidjat. (4) thapsigargin eldinkubacioval is teljesen megsziint a CB1 receptor agonistara
adott valasz. (5) A neuronok stimulacidja a vad tipusu allatban a szomszédos asztrocitak
kalciumhulldmainak frekvencidjat novelik, a CB1 knockout &llatban ez a kalciumhulldm-
frekvencia novekedés elmarad. (6) Az asztrocitak szelektiv optogenetikai ingerlése hasonld
hatast valtott ki, mint a CBI receptor agonista (bizonyos kiilonbségekkel, ami a ChR2
sajatsagaibol fakad, 1d. fent).

6. A jelolt felveti, hogy a humdn szeletprepardtumokon végzett mérések sordan a slow
inward current (SIC) kisebb amplitidojahoz hozzdjarulhattak a minta szallitasi
koriilményei, mert a hasonloan szdllitott egér mintik esetében kozel szignifikdans
amplitudo csokkenés volt lathato. Van informdcio arra, hogy milyen idifiiggd
valtozdasokat mutatnak az asztrocitak (morfologia, membranpotencidl, réskapcsolatok
miikodése, stb) a szeletprepardtumokban az idé elore haladtival és milyen
postmortem és inkubdcios idon beliil tekintheté megfelelonek az asztrocitik dllapota
a mérések kivitelezéséhez? Ezen feliil a mikroglia sejtekrol ismert, hogy érzékenyen
reagdlnak a szeletprepardcio okozta szoveti sériilésre és madr rovid idon beliil
nagymértékii fenotipus vdaltozdson mennek dt. Szerepet jdatszhat az asztrocita-
mikroglia interakciok révén a mikroglidalis transzformdcio az asztrocita hatdsok

idofiiggo valtozasaiban a szeletek inkubdcidja sordan?

A SIC-ek amplituddjat esetleg érinthették a szallitasi koriilmények, mert kozel-
szignifikdns amplitid6 csokkenést tapasztaltunk hasonldo koriilményeknek kitett egér
szeleteken. Amit viszont emellett a megfigyelés mellett ugyancsak fontosnak tartok kiemelni,
hogy a tobbi paraméter (frekvencia, rise time, decay tau, toltésmozgas) nem valtozott a szallitasi

koriilmények miatt. Feltételezziik, hogy ha van ilyen ,,szallitasi” amplitadé csokkenés, az
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inkabb a neurondlis oldalra hathat. Ezt az elméletet alatamasztja az a tapasztalat, hogy ha egy
rossz vitalitasu szeletben a neuronok pusztulasnak indulnak, a gliasejtek szama nem valtozik
lényegesen. Elképzelhetd, hogy a neuronok sériilése tonusos extraszinaptikus glutamat
felszabadulassal jar, és ez részleges NMDA receptor deszenzitizacidt/inaktivaciot okoz

(Vyklicky, 1993; Kovacs és Pal, 2017).

A human akut szeletpreparatumban mért asztrocitakrol ilyen jellegli informacid
nem all rendelkezésiinkre; tudtommal csak egyetlen masik publikacié all rendelkezésre a

témaban (Navarrete és mtsai, 2013), 0k ezt nem vizsgaltak.

Ismét egyetértve a Biraloval, valdsziniileg valtozast lehet a fiziologiashoz képest
megfigyelni a mikroglia aktivacioban, de feltehetden az asztrocita funkcidkban is. Ennek csak
az egyik oka a mintavételezés modja. A masik, talan lényegesebb ok az alapbetegség.
Altalaban miitét sordn nyert peritumoralis mintdkat alkalmazunk, amelyek egyes esetekben
lymphocita infiltraciot mutatnak. Ezekben az esetekben a szelet elektrofizioldgiai célokra
egyértelmiien haszndlhatatlan; a neuronokon ilyenkor tapasztalt valtozasok jol modellezhetdek

II-1B alkalmazasaval (5. abra).
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5.abra. A peritumoralis, lymphocyta-infiltralt teriileten mért human neocorticalis piramissejtek
membransajatsagai jellegzetes valtozasokat mutatnak. A. 100 pA amplitudoja, 1 s hosszusaga
aramimpulzussal kivaltott fesziiltségvalaszok nem infiltralt teriiletr6l (bal) és infiltralt peritumoralis
teriiletr6l (jobb) szarmazoé piramissejtekrol (szaggatott vonal: 0 mV). B. -30, +50 és +100 pA
amplitddoji  dramimpulzusokkal kivaltott fesziiltségvalaszok infiltralt teriiletrdl szarmazé
piramissejtrél. C. Reprezentativ aramgorbék infiltralt peritumoralis teriiletrdl szarmazo piramissejtrol
(piros: depolarizalo eldimpulzus, fekete: hiperpolarizalo eléimpulzus). D. Az infiltralt és nem infiltralt
teriiletekrdl szarmazo mérések statisztikai dsszehasonlitasa (oszlopok: atlag + SEM, sziirke pontok:
individualis adatok, *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p <0,001). A bemen¢ ellenallas nagyobb volt, az
akciospotencial-sorozat helyét egyetlen, hosszl idétartam1 és kis amplitadoju tiiske vette at, az A-dram

amplitudoja megnott.
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Végezetiil ismételten szeretném megkoszonni a Biralo értékes idejét, amit
dolgozatom attekintésére ¢és birdlatara szant, értékes és érdekes tudoméanyos problémakat

elétérbe helyezd kérdéseit és pozitiv véleményét.
Tisztelettel,

Pal Balazs

Debrecen, 2024. 09. 03.
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