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1. Osszefoglalas

Onallé kutatasaim targyaul a neuromodulacids hatasok agytorzsi struktardkon betdltott
¢lettani és korélettani szerepét valasztottam; ez a téma valt a vezetésem alatt allo laboratérium
uj, altalam megalapozott iranyvonaldva. A jelen munkdban a neuromodulacids hatasok
ioncsatornakon és gliasejteken keresztiili hatasat egér, patkany és human tilélo agyszeleteken
torténd elektrofizioldgiai mérési modszerekkel, opto- ¢és kemogenetikdval, morfoldgiai

modszerekkel és viselkedési tesztekkel vizsgaltuk.

A kisérletekhez hasznalt modszerek jelentds részét (kivaltott szinaptikus aramok, flash
fotolizis, opto- és kemogenetika, sztereotaxids operaciok, morfometriai analizis, human mintak

vizsgalata, viselkedési tesztek) én vezettem be a laboratériumban.

Megallapitottuk, hogy az ANO2 kloridcsatorna kdzvetlen szerepet nem tolt be a szaglasi
folyamatban. Ezzel szemben a muszkarinos kolinerg hatasok a hallopalya és a retikularis
aktivacios rendszer tobb elemén is pre- és posztszinaptikus tamadaspontokon —sok esetben az
M-aramon- keresztiil, sejttipusfiiggd modon befolyasoljak a tiizelési mintazatot és a neuronalis

szinkronizaciot.

Az endokannabinoid, muszkarinos, szerotoninerg és orexinerg neuromodulacids
hatasok vizsgalatakor megallapitottuk, hogy létezik egy nem-specifikus, asztrocitafiiggd
komponense, amit 'gliomodulacionak' hivhatunk. Itt az asztrocita aktivacié az extraszinaptikus
glutamatkoncentracid6 novekedésén keresztiil metabotrop glutamat receptorokon keresztiil
okozott tonusos depolarizaciot €s hiperpolarizaciot, valamint N-metil-D-aszpartat (NMDA)
receptorokon keresztiil fazisos depolarizaciot hozott Iétre. Mig az elébbi hatds a
mesencephalonban az alvés-ébrenlét ciklusok, a szenzoros kapuzas és a mozgésszabalyozas
kialakitasara volt alkalmas. Mindezek a folyamatok egérben gyenge, emberben szoros

¢letkorfiiggést mutattak.
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2. Bevezetés

2.1.A vizsgalt strukturak

2.1.1.A szagléham

Az orriiregben elhelyezkedd f6 szagloham mellett a szaglast egérben tobb jarulékos
szaglészerv, mint a vomeronasalis szerv szolgdlja. A receptorsejtek ezen szervekben a
szagloham neuronok, amelyek a tdmaszto- €s mirigysejtek mellett helyezkednek el a
szaglohamban (Menco és Morrison, 2003; Kleene, 2008). Ezek a sejtek bipolarisak. Egyik
nyulvanyuk egy elagazodas nélkiili axon, amelyik a bulbus olfactoriusban képez szinapszist.
Masik, ellenpodlusrél kiinduld nyulvanyuk egy rovid dendrit, ami a felszini mucusrétegben egy
végbunkdban végzodik. Az utobbibol atlagosan 17, 15-50 um hosszasagu cilium ered, amelyek

ugyancsak a mucusban talalhatoak (Menco és Morrison, 2003; 1. abra).

Sagrecao, 1. 4abra. A szagloham
receptorok aktivacios
kaszkadja.

2 Ca¥-fiigg CI csatorna A receptoraram

létrejotte  szempontjabol

jelentés ioncsatorndk a

ciliumok  membranjaban
talalhatoak. A tobb, mint 1100-féle szagreceptor G-protein kapcsolt (Dorrego-Rivas és Grubb,
2022). A mucusba oldodott szaganyag a receptort aktivalja, ami a Goir fehérjén keresztiil a III.
tipust adenilat ciklazt aktivalja (Touhara, 2007; Malnic, 2007; Jones és Reed, 1989; Bakalyar
¢és Reed, 1990). A cAMP koncentraci6 ciliumon beliili megemelkedése a ciklikus nukleotid
kapuzott (CNG) csatornat nyitja. Ez a csatorna kationokra, tobbek kozott kalciumra
permeabilis. A csatorna nyitdsan keresztiil 1étrejové depolarizécion til, ha az intracellularis
kalcium koncentracio emelkedése elég nagy, kalciumaktivalt kloridcsatornak nyitasat okozza
(Dhallan és mtsai, 1990; Reisert és mtsai, 2003). A klorid magas intracellularis és alacsonyabb
extracellularis koncentracioja miatt (54 és 55 mmol/l; Reuter és mtsai, 1998) ezen csatornak
nyitdsa a klorid kidramlasat, igy depolarizaciot eredményez. Emldsokben a kloridcsatorna
nyitasat jelentds erdsitd 1épésnek gondoltdk, ami a receptor aram 80-90%-4ért felelds (Reisert

¢és mtsai, 2003; Nickell és mtsai, 2006; Boccaccio és Menini, 2007; 1. abra).
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A receptoraram lecsengéséért szintén szamos mechanizmus felelds. Ilyenek a Goit
inaktivacidja, a cAMP és kalcium eldiffundélasa, eltavolitdsa a csatorndk kornyezetébdl és a
cAMP hidrolizise foszfodieszterazok altal. A megemelkedett intracellularis kalciumszint
kozvetleniil és kalmodulinon keresztiil csokkentheti a ciklikus nukleotid kapuzott (CNG)
csatornak cAMP érzékenységét. Korlatozott hatékonysaggal kalciumaktivalt kaliumcsatornak
is hozzéajaruhatnak a neuronok depolarizaciojahoz (Kleene, 2009; Delgado ¢és Bacigalupo,

2004).

A szagléham kalciumaktivalt kloridcsatorndjanak identitasat és jelentoségét kivantuk
megismerni posztdoktori kutatasaim alatt. A kalciumaktivalt kloridcsatornat a Jentsch labor
kutatdsai az ANO2 csatornaként azonositottdk ¢és kiemelkedd szerepét megkérddjelezték,

tovabbi kutatdsok 1ényegesnek, de nem elengedhetetlennek mutattak be.

2.1.2. Az agytorzsi hallopalya

A kozponti hallopalya a hangnak, a levegd longitudindlis rezgéseinek a frekvencidjat,
intenzitasat és iranyat érzékeli nagy idobeli felbontassal. A halldépalya nagyfoku Osszetettsége
sziikséges ahhoz, hogy egyszerre torténjen meg mindezen modalitasok érzékelése. A
rendszerben jelen van a konvergencia és divergencia, a széli gatlas, integrativ miikddések és
mas szenzoros (szomatoszenzoros, vestibularis) bemenetek hatdsa. A hallopalya hangingerek
altal kivaltott reflexek (pl. allatokban a fiil hegyezése vagy az akusztikus startle reflex) is részt
vesz (Pickles, 2015). A hallopalya egy f6 rendezdelve a tonotopia, ami szamos struktira
felépitésében tetten érheté. Ez azt jelenti, hogy egyes sejtcsoportok felelosek egyes
frekvenciatartomanyok érzékeléséért, a szomszédos frekvenciatartomanyok detektalasa az agyi
struktarak szomszédos teriiletein torténik. A halldpalya legtobb tagja binauralis, azaz mindkét
fiilbdl szarmaz6 bemenetet kap; ez aldl csak annak az elsd tagja, a nucleus cochlearis a kivétel,
ami monauralis, csak az egyik oldalrol szarmazdé bemenetet kap (Pickles, 2015; Sziics és

Rusznak, 2002).

A nervus acusticusban futé rostok az agytdrzsbe belépéskor egy anterior és egy posterior
agra oszlanak. Az anterior 4g a ventralis, nucleus cochlearis anteroventralissal (AVCN)
kezd6do, hangforrast lokalizald palyanak ad bemenetet, a posterior 4g a dorsalis palyanak. Az
utobbi a nucleus cochlearis dorsalissal (DCN) és posteroventralissal (PVCN) veszi kezdetét,

amelyek a hanginger tovabbi, dsszetett elemzésében kapnak szerepet (Pickles, 2015).

10
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Az AVCN 16 sejttipusai a szferikalis és globularis borzas ('bushy’) sejtek. A sejttestiikon
a nervus acusticus rostjaival formalt 1-4 dridsszinapszis, a Held-féle végzodés talalhato. A
szferikalis borzas sejteken egyetlen preszinaptikus rost aktivacidja létre tud akcids potencialt
hozni 1:1 ardnyban, nagy idobeli hiiséggel. A globularis borzas sejteken tobb konvergencia és
atlagold mukodés figyelheté meg (Kopp-Steinpflug és mtsai, 2002; Joris és mtsai, 1994). A
szferikalis borzas sejtek a stria acustica ventralison keresztiil az oliva superior complex egyik
tagjaba, a nucleus olivaris superior medialisba (MSO), valamint az ellenoldali nucleus
medianus corporis trapezoideibe (MNTB) vetit mindkét oldalon. Az MNTB az ellenoldali
nucleus olivaris superior lateralist (LSO) latja el rostokkal. A szferikalis borzas sejtek az

azonos oldali LSO-ba projicialnak.

2. A hallopalya felépitése. Zold, fekete nyilak: egyik oldali cochlea

feldl érkezé rostok. (NLL: a lemniscus lateralis magjai)

Az MSO neuronokat f6leg az ellenoldali

hangforras aktivalja, mig az LSO neuronokat az azonos

oldali ingeriiletek aktivaljak, az ellenoldaliak gatoljak
(Grothe és mtsai, 2010; Golding és Oertel, 2012). Mind
az MSO, mind az LSO direkt rostokat kiild a colliculus

Colliculus
inferior

Colliculus
inferior

Nucleus
cochlearis

inferiorba. Mig ezen MSO rostok nagy része az azonos

superior

atkeresztezett palya éri el (Pickles, 2015).

oldalon marad, addig az LSO rostok atkeresztezddnek.

Mivel az MSO bemenetei nagyrészt az ellenoldalrol

szarmaznak, a colliculus inferiort mindkét esetben

A colliculus inferiort a felszallo rostok a lemniscus lateralison keresztiil érik el. A
lemniscus lateralis magjai a nucleus dorsalis, intermedius és ventralis lemnisci lateralis (DNLL,
INLL, VNLL). A DNLL az azonos oldali MSO-bol, mindkét oldali LSO-bdl és az ellenoldali
nucleus cochlearisbol kap bemenetet (Pecka és mtsai, 2010). A DNLL rostjai nagyrészt gatlok,
amelyek mindkét oldali colliculus inferiort és az ellenoldali DNLL-t érik el. A VNLL {6
bemenetét az ellenoldali nucleus cochlearis ventralis és az azonos oldali MNTB adja (Kelly és
mtsai, 2009). Szemben a DNLL bemeneteivel, ez a mag az oliva superior komplexbdl nem kap

bemenetet, igy a hangforras lokalizacidban nem vesz részt (Malmierca €s mtsai, 1998).

A nervus acusticus rostok posterior 4ga a komplex hanginger elemzésért és a verticalis

sikt hangforras lokalizacioért felelds.

11
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A nucleus cochlearis posteroventralis {6 sejttipusa az octopus sejt, amelyek 60 feletti
nervus acusticus végzddést fogadnak, emiatt a nagy szdmban egyszerre érkezd serkentd
stimulusok fogjék csak aktivalni. Az octopus sejtek jelentosége a hangerdsség ingadozasanak
érzékelésében van (McGinley €s Oertel, 2006; Golding és Oertel, 2012). Az octopus sejtek az
ellenoldali VNLL-be projicialnak.

A nucleus cochlearis dorsalis (DCN) nemcsak a nervus acusticus fel6li, hanem
szomatoszenzoros ¢és vestibularis bemeneteket is kapnak (Oertel és Young, 2004). Elettani
szerepe a hangforras lokalizacioval Osszefliggd reflexekben van (pl. a fiil hegyezésében
allatoknal; Sutherland és mtsai, 1998; vagy az akusztikus startle reflexben; Koch, 1999).
Kiemelkedd korélettani szerepe van a magnak a tinnitus kialakulasaban (Kaltenbach, 2011). A
DCN-b6l ered az un. nem-lemniscalis hallopalya, aminek elemei a colliculus inferiorban, a
corpus geniculatum medialéban ¢és a hallokéregben is megtaldlhatoak. A hangingerek

multimodalis feldolgozasaért és a reflexek szervezéséért felelés (Pickles és mtsai, 2015).

A DCN koncentrikus szervezddésli rétegekbdl tevddik ossze. A legkiilsébb a
molekularis réteg, ahol a szemcsesejtek axonjai futnak. A kovetkezd a piramis- vagy fusiform
sejtek rétege. Itt a névado sejttipuson tul a szemcse-, kocsikerék- (’cartwheel’) és csillag
(’stellate’) sejtek szomai taldlhatdak. A két mélyebb rétegben a piramissejtek basalis dendritjei,
valamint az oridssejtek és multipolaris sejtek szomai helyezkednek el (Oertel és Wu, 1989). A
szemcse-, piramis- és oriassejtek glutamaterg serkent6 neuronok, mig a csillag-, kocsikerék- és

multipolaris sejtek GABAerg és glicinerg neuronok.

A nervus acusticus L. tipust ganglion spirale sejtekbdl eredd axonjai a szemcsesejteket
¢s a piramissejtek basalis dendritfajat, mig a II. tipusu sejtek rostjai a kocsikerék- és
csillagsejteket latjak el serkentd bemenettel. Az utdbbiak a piramissejtekkel formalnak gatlo
szinapszisokat (Zhang és Oertel, 1993).

A DCN strukturajadban ¢€s funkciojaban a cerebellummal mutat rokonsagot; valamint

fejlédéstani kapcsolat is felfedezhetd a két struktara kézott (Devor, 2000; Bell, 2002).

A hallopalya legnagyobb mesencephalicus magja a colliculus inferior. A magban
konvergal a hallopalya dorsalis és ventralis 4ga. A mag serkentd és gatlé bemenetei a DNLL-
b6l, VNLL-b6I és a nucleus cochlearisbol szarmaznak (Pickles, 2012). A colliculus inferioron
beliili legnagyobb struktura a centralis mag. Jellegzetesen laminaris szervezddésii, egy lamina
egy karakterisztikus frekvencia érzékelésére hivatott (Alkhatib és mtsai, 2006; LeBeau és mtsai,

2001). A centralis mag neuronjait nagyrészt az ellenoldali stimulusok aktivaljak, de az azonos
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oldali stimulusok finom hangoljak ¢és erésitik az ellenoldaliakat (Kuwada és mtsai, 2011). A
kiilsé mag és a dorsalis cortex a colliculus inferior tovabbi fontos teriiletei. A kiilsé mag
bementei az ellenoldali nucleus cochlearisbol, a centralis magbol és szomatoszenzoros
bemenetekbdl szarmaznak, mig a dorsalis cortex nem kap kozvetlen felszalld6 bemenetet a
hallopalyabol, csak az ellenoldali colliculus inferiorbol (Irvine, 1986). A dorsalis cortex
neuronjait széles frekvenciatartomanyok ingerlik és gyorsan habitualoédnak; a stimulus elején
mutatnak nagy amplitidoju valaszokat. A struktira szerepe az 0j hangforrasok felismerésében
lehet (Pickles, 2015; Lumani és Zhang, 2010). A kiils6é mag a szomatoszenzoros és akusztikus

bemeneteket integralja, az azok altal kivaltott reflexek szervezésében lehet szerepe (Jain és

Shore, 2006; 2. abra).

Tudomdnyos munkassdgom egy része az agytorzsi hallopalya muszkarinos

crer

2.1.3. A retikularis aktivacios rendszer

A retikularis aktivaciés rendszer (RAS) a pons és mesencephalon teriiletén elhelyezked6
magcsoport, amelynek kritikus szerepe van a deszinkronizalt kérgi aktivitds és az ébrenléti
allapot fenntartasaban. Mindehhez a mesopontin strukturakkal eléagyi (mint a basalis eléagy
kolinerg magjai) és hypothalamicus struktarak (mint a lateralis hypothalamus és a nucleus
tuberomammillaris) is hozzajarulnak.

3. dbra. A retikuldris aktivicios rendszer magjai. A 6
neurotranszmittereket szines korvok jelolik (zold: acetilkolin,

piros: noradrenalin, sdrga: szerotonin, kék: dopamin, lila:
hisztamin, barna: orexin, MCH)

A RAS magjainak egy fontos jellegzetessége,
hogy jellegzetes neurotranszmitterekkel rendelkez6

neuronokat is tartalmaznak. llyen a locus coeruleus,

ahol noradrenerg, a raphe magvak, ahol szerotonerg,
az area tegmentalis ventralis, ahol dopaminerg, a
nucleus laterodorsalis tegmentalis és nucleus pedunculopontinus, ahol kolinerg projekcios
neuronok fordulnak elé. Hasonlo, diencephalicus és eldagyi strukturdk az orexinerg neuronokat
tartalmazo lateralis hypothalamicus area, a hisztaminerg neuronokat magaba foglaldé nucleus

tuberomammillaris és a kolinerg basalis eléagyi magvak (mint a nucleus basalis Meynerti, a
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septalis magvak, a horizontalis és ventralis diagonalis szalag és a substantia innominata).
Erdemes azonban megjegyezni, hogy mindezen magvak nemcsak ritkdbban eléforduld
neurotranszmitterrel bird neuronokat tartalmaznak, hanem ezek glutamaterg és GABAerg
neuronokkal egyiitt fordulnak el6 és alkotnak lokalis halozatot. A RAS-nak van csak
glutamaterg felszallo projekcioval rendelkezd tagja is, mint a nucleus parabrachialis. Leirtak
tovabba glicinerg felszallo rostokat is, amelyek nagyrészt a nucleus raphe magnusboél veszik
eredetiiket (Giber ¢s mtsai, 2015; Bardoczi és mitsai, 2017). A RAS magjaiban
kotranszmitterként szamos neuropeptid (mint az urotenzin vagy galanin) is eléfordul (Steriade
¢s McCarley, 2003; Cornwall és Philipson, 1988; Newman ¢és Ginsberg, 1994.; Steriade és
Glenn, 1982; Steriade és mtsai, 1988; Bardoczi és mtsai, 2017; 3. abra)

A RAS {6 bemeneteit a gerincveldi felszallo szenzoros rostokbol, a hallo- és latopalya
fel6l nyeri, emellett reciprok kapcsolatban van szamos, rostralisabban elhelyezkedd
agyteriilettel. A RAS projekcidi két f6 utvonalat kovetnek: a dorsalis utvonal a thalamuson
keresztiil befolyasolja a cortex aktivitasat, mig a ventralis itvonal a hypothalamuson és basalis
eldagyon keresztiil. Egyes, ujabb forrdsok szerint a ventralis utvonal a f6 utvonal, a dorsalis

pedig modulalja az el6bbi funkcidjat (Steriade ¢s McCarley, 2003).

A RAS f6 élettani szerepe az ¢ébrenlét fenntartdsa €s stabilizdlasa. Az ébrenlét
kialakitasan tal a gyors szemmozgassal jar6 (REM)- és lass hullamu alvas kozotti atmenet
kialakitasaban is szerepet kapnak a RAS magjai. Nagy vonalakban, a nucleus
pedunculopontinus (PPN), nucleus laterodorsalis tegmentalis (LDT) és az area tegmentalis
ventralis (VTA) az ébrenlét és a REM alvas alatt aktivabb, mig a raphe magvak és a locus
coeruleus az ¢ébrenlét és a lassi hullamu alvas alatt. A fenti klasszikus képet arnyalja
ugyanakkor, hogy csaknem minden magban taldltak olyan neuronokat, amelyek a REM alvas,
a lassu hullamu alvas, vagy az ébrenlét alatt a legaktivabbak; igy egy jellegzetes aktivitasi
mintazat alakul ki az egyes alvas-ébrenléti fazisokban (Garcia-Rill, 1990; Mena-Segovia és
Bolam, 2017).

Tobb RAS struktara szerepet jatszik a mozgasszabalyozasban. Ide tartoznak a raphe
magvak, a VTA ¢és a PPN (ut6bbi a nucleus cuneiformissal alkotja a mesencephalicus locomotor
régiot). A raphe magvak és a VTA érzelmekben betoltott szerepe is ismert, a raphe magvak és
a PPN a startle reflexben kozvetlen szerepet is kapnak, valamint annak szabalyozasaval a
szenzoros kapuzasban is részt vesznek (Garcia-Rill, 1990; Mena-Segovia és Bolam, 2017,
Monti, 2011).
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Az agytorzsi és a basalis elGagyi kolinerg strukturakat Ch1-Ché6 jel6léssel szokas
csoportositani (Mesulam és mtsai, 1983). A Chl a nucleus septalis medialist, a Ch2 a nucleus
striae diagonalis verticalist jeloli. Ezek a strukturdk a hippocampusba kiildenek rostokat. A
Ch3 a nucleus striae diagonalis horizontalisnak, a Ch4 a nucleus basalis magnocellularisnak és
substantia innominatanak felel meg. Az el6bbi a bulbus olfactoriusba, utobbi a cortexbe és az
amygdalaba vetit (Bigl és mtsai, 1982; Wenk és mtsai, 1980; Henderson, 1981). A Ch5 a PPN-
t, a Ch6 az LDT-t jeloli. Ezek a magok szamos egyéb agyteriileten kiviil a thalamusba adnak
kolinerg bemenetet (Woolf és Butcher, 2011).

Kisebb kolinerg neuroncsoportok eléfordulnak még a medialis habenuldban, a

striatumban, a bulbus olfactoriusban ¢s a Cajella complexben (Woolf és Butcher, 2011).

2.1.3.1. A PPN dltalanos leirasa
A jelen disszertacio alapjaul szolgalo vizsgalatok szamottevo része a PPN megismerését

célozta. Ez a mag a kozépagyi tegmentumban helyezkedik el, a pedunculus cerebellaris
superiortol lateralisan és a lemniscus lateralistol medialisan. A rostrocaudalis tengelyen a
substantia nigra és a nucleus parabrachialis kozott talalhaté. Toéle dorsalisan a nucleus
cuneiformis és precuneiformis talalhatd, amelyekkel a mesencephalicus locomotor kdzpontot
alkotjak (Mena-Segovia és Bolam, 2017). A mag hatdrai szamos esetben nem pontosan
kortilhatarolhatéak, a PPN neuronok dendritjei sokszor méas magok teriiletére is atnyulnak.
Funkcionalis atfedés is megfigyelhetd a PPN €s a nucleus cuneiformis neuronok k6zott (Dautan

¢és mtsai, 2021).

A PPN szinaptikus kapcsolatai kiterjedtek. A felszallo szenzoros bemeneteken tul a
substantia nigra, a nucleus subthalamicus és a cortex feldl érkezd leszallo rostok birnak
kiemelkedd jelentdséggel (Garcia-Rill, 1990; Reese és mtsai, 1995). A PPN neuronok &ltal
beidegzett teriiletek jelentdsen kiillonboznek a kolinerg és nem-kolinerg neuronok esetében. A
kolinerg neuronok axonjai tobb (atlagosan 5), felszallo és leszallo kollateralissal rendelkeznek.
A felszallo kollateralisok a colliculus inferiorban €s superiorban, a substantia nigraban és
nucleus subthalamicusban, a thalamusban, a lateralis hypothalamusban, a ventralis
pallidumban, a mediolateralis septumban végzddnek (Bevan és Bolam, 1995; Saper és Loewy,
1982; Dautan és mtsai, 2016a; 2016b; Woolf és Butcher, 1986; Motts és Schofield, 2009;
Steriade és mtsai, 1988). A leszallo rostok a startle reflexben is szerepet kapd nucleus pontis

caudalist és gigantocellularist, valamint a nucleus pontis oralist, de egyes szerzok szerint a
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gerincvel6t is ellatjak kolinerg rostokkal (Mena-Segovia és mtsai, 2008; Spann és Grofova,
1989; Rye és mtsai, 1988). A nem-kolinerg (glutamaterg és GABAerg) neuronok axonjai
kevesebb, atlagosan két kollateralissal rendelkeznek, az agytorzson kivil a basalis
ganglionokat, a thalamust és a hypothalamust idegzik be (Mena-Segovia és mtsai, 2008; Ros

¢s mtsai, 2010; Barroso-Chinea és mtsai, 2011; Ford és mtsai, 1995).

A PPN egyik legjobban dokumentalt élettani szerepe az alvas-ébrenlét szabalyozasa. A
PPN kolinerg neuronok az ébrenlét és a REM alvas alatt és kozvetleniil elétte magasabb
frekvenciaval tiizelnek, mint a lass hullamt alvéas alatt. A kolinerg neuronok tiizelési
frekvencidja az ébrenlétbe vagy REM alvasba torténd atmenet alatt emelkedik meg jelentdsen,
utana alacsonyabb frekvenciara esik vissza és optogenetikai stimulaciojuk REM alvast indukal
(Boucetta és mtsai, 2014; Petzold és mtsai, 2015; Grace és mtsai, 2014). A nem-kolinerg
neuronok ugyancsak részt vesznek az ébrenlét és REM alvas szabalyozasaban: a glutamaterg
populacié szelektiv kemogenetikai aktivacidja meghosszabbitja az ébrenlét idejét (Boucetta €s

mtsai, 2014; Kroeger ¢és mtsai, 2017; CoX és mtsai, 2016).

A PPN a nucleus cuneiformissal egyiitt a mesencephalicus locomotor régié része. A
nucleus cuneiformis egészének elektromos stimulécidja az izomténus fokozodaséhoz és
komplex mozgdsmintazathoz vezetett, mig a PPN nem szelektiv stimulacidja atoniat idézett eld
(Takakusaki és mtsai, 2016; Mena-Segovia ¢és Bolam, 2017). A nucleus cuneiformis
glutamaterg neuronjainak szelektiv optogenetikai stimuldcidja az allat stimulacios
frekvenciaval egyenes aranyban gyorsuld mozgasat, a PPN glutamaterg neuronoké az éllat

lassu, fiirkész6 mozgésat alakitja ki (Dautan és mtsai, 2021).

A PPN a szenzoros kapuzasban, annak egy jol vizsgalhat6 és szamszerisithetd
reflexében, a startle reflexben €s annak prepulzus gatldsaban is szerepet kap. A startle reflex
egy intenziv és hirtelen, potencidlisan artalmas stimulusra adott gyors, védekezd jellegii
motoros reakcio. A kivaltd stimulus szerint 1étezik akusztikus, vestibularis és taktilis startle;
tovabba ismert a halak olfactorius ¢s a féemldsok vizudlis startle reflexe (Koch, 1999; Yeomans
¢s mtsai, 2006). A mag egészének elektromos stimuldcioja a reflexet magat nem, de annak
prepulzus gatlasat modulalta. A PPN kolinerg neuronok szelektiv optogenetikai ingerlése
azonban maganak a startle reflexnek novelte meg az amplitidojat (Koch és mtsai, 1993;

Azzopardi és mtsai, 2018).

A PPN korélettani jelentdséggel is bir. A régid szelektiv 1ézidja a peduncularis

hallucinosis nevii betegséget hozza létre, ami a skizofrénia pozitiv tlineteire emlékeztetd
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hanghallucinaciokkal jar (Benke, 2006). Parkinson-korban és skizofréniaban is megfigyelték a
PPN kolinerg neuronok szamanak a csokkenését (Garcia-Rill, 1990). A Parkinson-korra
emlékeztetd mozgasi tlinetekkel, csokkent startle reflexszel és demenciaval jard progressziv

crcr

(MacLaren és mtsai, 2018).

1.3.2. A PPN neuronok csoportositdsa
A PPN neuronok morfologiajukat és funkciojukat tekintve is valtozatosak, emiatt

tobbféle megkdzelités szerint csoportositottak dket.

Neurokémiai tulajdonséagaik szerint a legalapvetobb csoportositas a neuronok kolinerg
¢s nem-kolinerg csoportokra osztasa. A kolinerg neuronok a caudalis pars compacta teriiletén
nagyobb aranyban vannak jelen, mint a rostralis pars dissipataban (Mena-Segovia és mtsai,
2009; Wang és Morales, 2009). A kolinerg és nem-kolinerg neuronok a szoma alakja és méretei
alapjan nem kiilonithet6ek el élesen, de egyes szerzok szerint a kolinerg neuronok szomajanak

atmérodje szignifikansan nagyobb (Reese és mtsai, 1995; Garcia-Rill, 1990).

A kolinerg neuronok neurokémiai azonositdsa a kolin acetiltranszferaz (ChAT),
NADPH diaphoraz és neurondlis nitrogén monoxid szintetdz immunhisztokémiai jelolésével
torténik (Takakusaki és mtsai, 1996; Saitoh és mtsai, 2003; Veleanu és mtsai, 2016). A nem-
kolinerg neuronok glutamatergek ¢s GABAergek lehetnek. Létezik tovabba egy kis populécio,
ami egyszerre kolinerg és glutamaterg (Wang és Morales, 2009). Funkcionalis tulajdonsagaik

alapjan ezek a neuronok jol illeszkednek a kolinerg neuronok k6z¢ (Dautan és mtsai, 2021).

Mas fehérjék immunjeldlésével tovabbi morfologiai alcsoportok definialhatok.
Kalciumkoto fehérjék, mint a calbindin, calretinin és parvalbumin is hasznalhatok a PPN
neuronok csoportositasara. Parvalbumin pozitiv neuronok csak elvétve fordulnak eld. A
calbindin nem talalhat6 kolinerg neuronokban, a calretinin néhany esetben jelen van benniik.
A calbindin és calretinin a GABAerg €s glutamaterg neuronokban eltérd ardnyban van jelen és
rostrocaudalis gradienst is mutat az immunopozitivitasuk (Martinez-Gonzalez és mtsai, 2009;
2012). Tovabbi lehetséges markerek a galanin és urotenzin II nevii neuropeptidek. Az eldbbi
megjelenése ugyancsak rostrocaudalis gradienst mutat (Huitron-Resendiz és mtsai, 2005; Elson
¢és mtsai, 2018).

A PPN neuronokat szokas két membransajatsaguk, az A-dram €s az alacsony kiiszobli

kalciumtiiskék megléte vagy hidnya szerint csoportositani. Az eredeti leirds (Leonard és Llinas,
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1988) szerint az I-es tipusu neuron kalciumtiiskékkel rendelkezik. A II-es tipusunak A-arama
van, de kalciumtiiskéi nem; mig a IlI-as tipuson mindkét membransajatsag jelen van. Kang és
Kitai (1990) elkiilonit egy tovabbi, altaluk is I1I-asnak nevezett tipust, amelyiken egyik jelenség
sem tetten érhetd. A tovabbi leirdsok tobbé-kevésbé a fenti két szerzdparos leirasat kovetik
(Takakusaki és mtsai, 1996; Ye és mtsai, 2010). Az elektrofiziologiai sejttipusok a neurokémiai
sejttipusokkal némi Osszefiiggést mutatott: az I. csoportban a kolinerg neuronok aranya 0-3%,

a 1. csoportban 54-75% volt (Leonard és Llinas, 1988; Takakusaki és mtsai, 1996).

A PPN neuronokat in vivo tiizelési tulajdonsagaik alapjan is csoportositottak. Altatott
patkanyon végzett kisérletek alapjan a kolinerg neuronok zomét az alacsony frekvencidval
tlizel6 neuronok tették ki. Ezek a neuronok a kérgi lasst hullamu aktivitas aktiv fazisaiban és
a gamma aktivitas alatt fokoztdk a tiizelési frekvencidjukat. A magas frekvencidval tlizeld
neuronok egy kis alpopuléciot tettek ki, amelyek a lasst hulldmu aktivitas passziv fazisaban
tiizeltek €s a gamma aktivitassal nem mutatott korrelaciot a tiizelésiik (Mena-Segovia és mtsai,
2008). A nem-kolinerg neuronok ko6zott haromféle tiizelési mintazatot talaltak. A "csendes"
neuronok a corticalis szinkronizacié alatt nem tiizeltek, csak a deszinkronizaci6é alatt. A
"tonusosan tiizel6" neuronok viszonylag allandé és a corticalis aktivitastol fiiggetlen
frekvenciaval tiizelnek. A "szabalytalanul tiizelok" a tiizelési frekvenciajukat vagy novelték,

vagy csokkentették a corticalis deszinkronizacio soran (Ros és mtsai, 2010).

A PPN neuronokat az aktivitasi ciklusok alatti viselkedésiik alapjan is csoportositottak.
Elkiilonitettek ébrenlét és REM alvas alatt aktiv, csak REM alvas alatt aktiv és csak ébrenlét
alatt aktiv neuronokat. Az elsé csoportba tartoztak a kolinerg neuronok, de GABAerg ¢és
glutamaterg neuronok is voltak a csoportban. A masodik csoport GABAerg és glutamaterg, mig

a harmadik csoport kizarolag glutamaterg neuronokat tartalmazott (Boucetta és mtsai, 2014).

2.1.4. A raphe magvak

A raphe magvak az agytorzs szerotonerg rendszerét képezik, amelyek projekcioik
szerint rendezett topografiai szervezddést mutatnak. A caudalis szerotonerg magvak -a nucleus
raphe magnus, obscurus és pallidus- a gerincveld és agytorzs felé vetitenek, mig a rostralis
struktirdk, mint a nucleus raphe medianus (MR) és a nucleus raphe dorsalis (DR) eléagyi
teriiletek felé (Dorocic és mtsai, 2014; Hornung, 2003; Lowry, 2002). A MR a hypothalamust,

nucleus accumbenst, a septumot €s a hippocampust, mig a DR a fenticken kiviil a
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frontoparietalis kérget €és az amygdalat latja el szerotonerg rostokkal (Soiza-Reilly és Kathryn,
2014; Dorocic és mtsai, 2014). A rostralis raphe magvak projekcioi a dorsoventralis tengely

mentén szervezddo topografiai eloszlast kovetnek (Hale és Lowry, 2011; Ren és mtsai, 2018).

elektrofiziologiai sajatsagaik és morfologiai jegyeik alapjan (Andrade és Haj-Dahmane, 2013).

A DR és MR a RAS részei, igy reszt vesznek az alvas-ébrenlét szabalyozasaban.
Ebrenlét és non-REM alvas alatt a DR aktiv, mig REM alvas alatt aktivitasa csokken (Monti,
2011). A raphe magvak a mozgés és az affektiv allapotok szabalyozéasaban is szerepet kapnak
(Maier és Watkins, 2005; Ohmura és mtsai, 2020). A DR rostralis része szerepet jatszik a
mozgasfliggd stressz tolerancidban (Greenwood és mtsai, 2003), mig az MR a kronikus

pszichoszocidlis stresszhez torténd adaptaciohoz jarul hozza (Graeff és mtsai, 1996).

2.2. Az altalunk vizsgalt neuronalis ioncsatornak elektrofiziologiai és in vivo
szerepeik

2.2.1. Az ANO2/TMEM16B csatorna

Az ANO?2 csatorna a kalciumaktivalt kloridcsatorndk koz¢ tartozik, ami szdmos fajban
eléfordul a gerinctelenektdl az emldsokig. A csatorndt kodold elsé megismert gén a
TMEM16A/ANO1 volt, amelyr6l késébb feltételezték, hogy 8 transzmembran doménnel
rendelkezd fehérjét kodol (Caputo €s mtsai, 2008; Schroeder és mtsai, 2008; Yang és mtsai,
2008). Az el6szor felfedezett ANO1 mellett tovabbi 9 ANO gént (ANO2-ANO10; TMEM16B-
TMEM16K) irtak le (Oh és Jung, 2016).

A kalciumaktivalt kloridcsatorndkon kalciummentes intracellularis tér esetén nem
folyik aram. Alacsony intracellularis kalciumkoncentracio esetén kifelé egyeniranyitd dram
folyik keresztiil rajtuk, mig magasabb kalciumkoncentracio esetén az egyeniranyitas eltlinik

(Kuruma és Hartzell, 1999; 2000).

A kalciumaktivalt kloridcsatorna szerkezetét egy gomba, a Nectria haematococca
TMEM16 proteinjének, a nhTMEM16-nak a leirasabol ismerjiik (Yang és mtsai, 2008). A
funkcionalis N(hTMEM16 egy dimer, aminek alegységei egyenként 8 helyett 10 transzmembran
doménnel rendelkeznek. Az alegységek lateralis oldalan egy sziik rés talalhatd, aminek egy

hidrofil zsebe szolgal kalciumkotd helyként. A rés nyildsa koriil 4 bazisos aminosav oldallanc
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foglal helyet, amibdl feltételezték, ez szolgal szelektivitasi sziir6ként, tovabba hogy a lateralisan

elhelyezkedé rés szolgal porusként a kloridionok szamara (Peters és mtsai, 2015).

A legrészletesebben leirt kalciumaktivalt kloridcsatorna az ANO1, ami szamos helyen
fellelhetd. Tobbek kozott az epithelialis kloridszekrécioért felelds, de a vascularis és 1éguti
simaizomsejteken is jelen van, valamint a hats6 gyoki ganglionban a nocicepciot szolgalja (Oh

¢és Jung, 2016). Funkcionalis ANO2-t a szagléhamon kiviil a hippocampusban is talaltak, ahol

crcr

2.2.2. Az M-aram

Az M-aram egy alacsony kiiszobi fesziiltségfiiggd kaliumaram, ami lassan aktivalddik
¢és nem inaktivalodik (Brown, 1988; Marrion, 1997). A nevében az M arra utal, hogy a Gq
kapcsolt muszkarinos acetilkolin receptorok (M1, M3, M5) aktivacidja képes az d&ramot gatolni.
Mas, G protein kapcsolt receptorok (mint a P2Y purinerg, a GPR55 kannabinoid, az SHTC2
szerotoninerg, az l-es tipusi angiotenzin vagy a 2-es tipusu bradikinin receptorok) is
ugyanilyen hatast fejtenek ki (Brown, 1988; Charpak és mtsai, 1990; Moore és mtsai, 1994).
Ennek a gatlasnak a leginkébb elfogadott mechanizmusa, hogy az M-aramért felelds csatorna
nyitasahoz a foszfatidilinozitol-biszfoszfat (PIP2) megfeleléen magas koncentracidoban kell
jelen legyen a membranban. Ha a Gq protein a foszfolipaz C enzimet aktivalja, a PIP2
hidrolizisével annak szintje lecsokken és a csatorna gatlds ala keriil (Suh és Hille, 2002).
Emellett mas mechanizmusok is ismertek (kalcium-kalmodulin koélcsonhatason keresztiil,

Gamper ¢s Shapiro, 2003; protein kinaz C altali csatorna foszforilacio, Hoshi és mtsai, 2003).

Az M-dramért felelds ioncsatorna KCNQ, vagy mas nomenklatira szerint Kv7
alegységekbol épiil fel. A KCNQI1 alegység a kozponti idegrendszerben nem fordul eld, csak
a KCNQ2-5 alegységek. Homo- és heterotetramer csatorndk egyarant el6fordulnak. A
leggyakoribb heterotetramer a KCNQ2/3, de KCNQ4/5 heterotetramer is 1étezik (Wang és
mtsai, 1998; Cooper és mtsai, 2001; Roche és mtsai, 2002; Pan és mtsai, 2006).

A KCNQ alegységek altal formalt csatornak a szomatodendritikus région tul az
axondombon ¢€s az axon terminalison is el6fordulnak (Devaux és mtsai, 2004; Martire és mtsai,

2004; Huang és Trussell, 2011).

Az M-dram a neuronalis ingerlékenységet képes hatékonyan szabdlyozni és a

neuromodulaciés hatasok gyakran ennek az éaramnak a gatlasan keresztiil fokozzdk az
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excitabilitast. Az egyes akcids potencialok és akcidspotencial-sorozatok jellegzetességeit is
szabalyozza: fele6s az utohiperpolarizacido kozepes és késOi szakaszanak kialakitasaért,
valamint a tiizelési frekvencia adaptacio jelenségéért. Az utdbbi alatt az akcidspotencidl-
sorozat alatti fokozatos tiizelési frekvenciacsOkkenést értjiilk (Tzingounis és mtsai, 2010;
Mateos-Aparicio ¢és mtsai, 2014; Koyama ¢és Appel, 2006; Navarro-Lopez és mtsai, 2009;
Tzingounis és Nicoll, 2008; Nigro és mtsai, 2014). Preszinaptikus lokalizacidban az M-aram a

neurotranszmitter felszabadulast szabalyozza (Huang és Trussell, 2011).

D 4 4. dabra. KCNQ4 pozitiv agyteriiletek az agytorzsben,
o ,“ .. coronalis metszeteken (Kharkovets és mtsai ; 2000). A-B.
™ ) " In situ hibridizacié. C-G. Immunhisztokémia.  Pozitiv
E o i 4 3 i«'(“'c" prs D teriiletek: CIC = colliculus inferior, nucl. centralis; DCN =
o JW i v o nucleus cochlearis dorsalis; DR = nucleus raphe dorsalis;
E F G DLL, ILL, VLL = nuclus lemnisci lateralis dorsalis,
. . 4 intermedier, ventralis; Sp5, Pr5 = nucleus trigeminalis
fonv - N " spinalis és principalis; SOC = oliva superior complex; SnC
e Ry v - o’ = substantia nigra, pars compacta; VTA = area
S - tegmentalis ventralis.

A c

PVCN

,ai

DCN

A KCNQ2, 3 és 5 alegységek a kozponti idegrendszer szamos teriiletén megtalalhatodak,
de a KCNQ4 alegység eléfordulasa az agytorzsi hallopalyéra, a nervus trigeminus magjaira €s
aRAS egyes elemeire korlatozodik (Kharkovets és mtsai, 2000; 4. dbra). A periféridn a KCNQ4
alegység a cochlea kiils6 szorsejtjein, a Merkel- és Pacini-testeken és a hatsogyoki ganglionban

fordul elé (Kharkovets és mtsai, 2000; 2006; Heidenreich és mtsai, 2011).

Emberben a KCNQ4 alegység dominans negativ mutdcidja okozza a DFNA2 nem-
szindromas 2-es tipusu halldscsokkenést. Itt a kiils6 (és ennek kovetkezményeként a belso)
szOrsejtek degeneracigja az életkorral el6re halado, a folyamat végén 60 dB-es hallascsokkenés
jon létre (Kharkovets és mtsai, 2006; Carignano ¢és mtsai, 2019). A halladscsokkenés nem-
szindromas voltat Heidenreich és mtsai (2011) eredményei kérddjelezték meg eldszor, amikor

a tapintasérzet érzé¢kenyebbé valasat mutattak be ezeken a betegeken €s egérmodellen egyarant.

2.2.3. A PPN neuronok esetében jelentés mas membransajatsagok

A PPN neuronok elektrofizioldgiai csoportositasaban jelentds szerepet jatszik az A-
aram megléte vagy hidnya. Az A-aram egy tranziens fesziiltségfiiggd kaliumaram, amit a gyors
aktivacio és inaktivacido jellemez. A vizsgalatahoz jellegzetesen egy eldimpulzussal

crer

utal az elsé akcios potencidlnak a depolarizald impulzus kezdetéhez képest megfigyelt késése
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vagy az elsé két akcids potencial kozotti idointervallum megnyuldsa. Az A-aramhoz hasonldan
markans, de annal lassabb inaktivaciét mutatd kaliumaram a dendrotoxin-érzékeny
kaliumaram. Az A-dramért felelds ioncsatornat a Kv1.4, 3.4, 4.2 és 4.3 alegységek épitik fel.
A dendrotoxin-érzékeny aramért felelés ioncsatornat a Kvl.1, 1.2 és 1.6 alegységek alkotjak
(Coetzee és mtsai, 1999).

A PPN neuronok jellegzetes, de nem kizardlag rajuk jellemzd jelensége a magas
kiiszobli membranpotencial oszcillacio. Ezt nagy amplitddoju depolarizalé impulzusok valtjak
ki, a jelenség kiiszobe -20 és +10 mV koriil van. Az oszcillaciok amplitudojat (és a jelenség
detektalhatdsagat) noveli, ha nem négyszog, hanem rdmpa alakt depolarizalé impulzussal
valtjak ki azokat. Az oszcillaciok frekvencidja az alfatol a gamma tartomanyig huz6dé széles
savban talalhato. Az oszcillacidk hatterében elsésorban P/Q, valamint kisebb részben N tipust
kalciumaramok aktivécioja all, de megjelenésiikhoz elengedhetetlen a kaliumaramok jelenléte
is. Az oszcillacioknak az akciospotencial-tiizelés frekvencidjanak maximalizalasaban
tulajdonitanak szerepet (Kezunovic és mtsai, 2013). Jelen munkaban ezen oszcillaciok kritikai

vizsgalatat végeztiik el.

2.3. Az asztrocitak hatasai

2.3.1. Az asztrocitak élettani és korélettani szerepe

Az asztrocitdk a gliasejtek egy, a kozponti idegrendszerben elterjedt tipusa.
Alcsoportjaikként megkiilonboztetlink protoplazmas és fibrozus asztrocitakat. A ragcsalokban
¢s az emberben az asztrocita-neuron arany eltéré: az agykéregben egérben ez 0,36, mig
emberben 1,48. Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy ez az arany szorosabb korrelaciot,
forditott ardnyossdgot mutat a neuronok denzitasaval (és végsé soron az agy méretével;
Herculano-Houzel, 2014). Ez nem az egyetlen kiilonbség, mert hominidakban ezen tipusokon
kiviil szdmos mas alcsoportot ismeriink, mint a varikozus projekcidos és interlaminaris
asztrocitakat. A fibrozus és protoplazmas asztrocitdk az egérben leirtaktdl a méretiikkben és
kalciumhullamaik terjedési sebességében is kiilonboznek (Oberheim és mtsai, 2009). A human

asztrocitak eltérd sajatsagai a tanulasi folyamatokat is eldsegithetik (Han €s mtsai, 2013).

Bar az asztrocitdkat nem-ingerlékeny sejtekként ismerjiik, specidlis "ingerlékenysége"

az un. "kalcium-excitdbilitas", ami azt jelenti, hogy spontanul és kiilonbozd hatdsokra is
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képesek az intracellularis kalcium koncentracidjukat hulldmszerlien megvaltoztatni
(Verkhratsky és mtsai, 2012). A neuronok neurotranszmittereihez hasonldan, az asztrocitak is
szabaditanak fel Uin. gliotranszmittereket. Ilyen gliotranszmitterek a glutamat, ATP, adenozin,
GABA, D-szerin, taurin, II-1, TNF-a, neurotrofinok és prosztaglandinok (Frank, 2013). A
neurotranszmitterekkel szemben, nemcsak kalciumfiiggd exocitozissal (Parpura és mtsai, 1994,
Bezzi és mtsai, 2004; Martineau €s mtsai, 2013), hanem t6bb mas mdédon, mint transzportereken
(cisztin-glutamat antiport; Warr és mtsai, 1999), connexon/pannexon hemichannel-en (Cotrina
¢s mtsai, 1998; Ye és mtsai, 2003), ionotrop purinoreceptoron (Duan ¢és mtsai, 2003), reverz
modu glutamat- vagy GABA transzporteren (Szatkowski és mtsai, 1990; Gallo és mtsai, 1991),
volumen regulalt anioncsatornan (VRAC-0n) és szerves anion transzporteren (Rosenberg és

mtsai, 1994; Wang és mtsai, 2002) keresztiil is felszabadulnak.

Az asztrocitdk ¢lettani funkcidi Osszetettek. Az extracelluldris tér ion- ¢és
neurotranszmitter koncentracidjat €s a szinaptikus plaszticitast szabalyozzak, neuromodulécios
hatdsokban vesznek részt és az agyi metabolizmusban is Osszetett szerepet kapnak. A
neuronhéldzatok szinkronizalasaban és szenzoros funkciokban is kozremitkddnek (Gourine és
mtsai, 2010; Halassa és Haydon, 2010; Henneberger és mtsai, 2010; Poskanzer és Yuste, 2011;
Navarrete és mtsai, 2012; Frank, 2013). Kiterjedt korélettani szerepeik is ismertek: a teljesség
igénye nélkiil neurodegenerativ megbetegedésekben, stroke-ban és epilepsziaban, Alzheimer-,
Huntington- és Parkinson-kérban, amyotrophias lateralsclerosisban, frontotemporalis
demenciaban és primer cerebellaris atrophiaban is leirtak szerepiiket (Tian és mtsai, 2005;
Halassa ¢s Haydon, 2010; Han és mtsai, 2012; Shan és mtsai, 2012; Orr és mtsai, 2015; Sica,
2015; Zimmer €s mtsai, 2015).

2.3.2. Az extraszinaptikus glutamaterg szignalizacio jelentésége (Pal, 2018)

Az extraszinaptikus glutamaterg szignalizdcid6 szamos élettani ¢és korélettani
folyamatban jatszik kiemelkedd szerepet. Az ¢lettani folyamatok koziil a neuronalis
ingerlékenységet, azok nyugalmi membranpotencidljat hatdrozza meg (Pal, 2015),
neuroendokrin szekrécids mechanizmusokban t6lt be komplex feladatokat (Pai és mtsai, 2016;
Stern és mtsai, 2016; Zhang és mtsai, 2017), az alvas-ébrenlét ciklusok szabalyozasanak egy
fontos faktora (Oikonomou és mtsai, 2015; Dash és mtsai, 2009; Milojkovic és mtsai, 2005;
Poskanzer és Yuste, 2016), a homeosztatikus szinaptikus plaszticitast €és hossza tavu

depressziot (LTD) képes meghatarozni (Armbruster és mtsai, 2016; Soares és mtsai, 2013;
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Kollen és mtsai, 2008; Papouin és mtsai, 2012). Szamos neurologiai, pszichiatriai
megbetegedésben ismert a koroki szerepe vagy hozzajarulasa a betegség sulyosbodasahoz
(Alzheimer-kor, Huang és mtsai, 2018; Hoshi és mtsai, 2018; stroke és traumas agysériilés;
Rossi €s mtsai, 2000; Soria és mtsai, 2014; epilepszia, Petr és mtsai, 2005; skizofrénia, Javitt,
2010; addikcid, Li és mtsai, 2018; sclerosis multiplex, Bernstein és mtsai, 2015; Huntington-
kér, Ben Haim és mtsai, 2015; amyotrophias lateralsclerosis, Van Den Bosch és mtsai, 2006;

glioma, de Groot és Sontheimer, 1999).

Az extraszinaptikus glutamat forrasai lehetnek a neuronok, asztrocitak, a mikroglia és
oligodendroglia. A neuronok esetében az egyik 6 forras a szinaptikus szo6rodés. Ez a jelenség
nem véletlenszerli glutamat kidramlés, hanem az asztrocitdk és az extracellularis matrix altal
szabalyozott folyamat. A szinaptikus glutamat az asztrocitak metabotrop glutamat receptorait
(mGIuR) aktivalva azok glutamat felszabaditasat és —felvételét megvaltoztatja, igy tovabbi,
felerOsitett glutamat szordédashoz vezet (Nie és Weng, 2009; Shen és mtsai, 2014; Rimmele és
mtsai, 2017; Marcol és mtsai, 2015; Sykova és Vargova, 2008; Wild és mtsai, 2015). Patoldgias
koriilmények kozott a neuronok non-szinaptikusan, a glutamat transzporterek reverz
miikddésén keresztill is képesek glutamatot felszabaditani (Rossi és mtsai, 2000; La Bella és

mtsai, 2007; Soria és mtsai, 2016; Wendt és mtsai, 2016).

Az asztrocitdk a glutamatot mint gliotranszmittert valtozatos modokon képesek
felszabaditani, ahogy az fentebb leirasra keriilt. Rajtuk kiviil a mikroglia is képes glutamatot
felszabaditani. Az elébbi az asztrocitakhoz hasonléan szdmos mechanizmussal képes ezt
megtenni, mint gap junction hemichannel (Maezawa ¢és Jin, 2010), reverz moda glutamat
transzporter (Noda és mtsai, 2000) vagy sejtduzzadas altal aktivalt glutamat permeabilis

kloridcsatorna (Schlichter és mtsai, 2011).

A glutaméat koncentracidja a szinaptikus vezikuldkban a legnagyobb, 100 mmol/l kortili,
mig a szinaptikus résben 6-7 mmol/l-es. Ezzel szemben, az extraszinaptikus glutamat
koncentracioja joval alacsonyabb; mérési modszertdl is fiiggden 0,18 - 45 umol/l-nek adodott
(van der Zeyden ¢és mtsai, 2008; Moghaddam, 1993; Lerma ¢és mtsai, 1986). A glutamat
utvonal kanyarulatossaga, az extracellularis matrix Osszetétele és az extracellularis tér mérete
is meghatarozza. Az utobbi az alvas-ébrenlét ciklusokkal is valtozik: ébrenlét alatt az
extracellularis tér a cortex 13-15%-at teszi ki, ami alvas alatt a 24%-ot is elérheti (Sykova, 2004;

Xie és mtsai, 2013; Marcoli és mtsai, 2015; Sykova ésVargova, 2008).

24



pal . bal azs 80 23

Az extraszinaptikus glutamat receptorok koziil a leginkdbb ismert a neuronalis
extraszinaptikus NMDA receptor. Az NMDA receptor tetramer szerkezetli, ami di- vagy
triheteromer formaban fordul eld. A GIuNl1 alegység mellett a GIuN2A alegységet inkabb a
szinaptikus, mig a GIuN2B alegységet inkabb az extraszinaptikus NMDA receptor jellegzetes
alegységének tartjdk. Ez a szabaly azonban nem minden esetben érvényes, mert a GluN2B
alegység szamos agyteriileten a szinapszisokban is megtalalhaté (Papouin és Oliet, 2014;
Paoletti és mtsai, 2013). A GIluN2C alegység szinaptikusan és extraszinaptikusan egyarant
eléfordul, a GIuN2D kizarolag extraszinaptikus, mig a GluN3A fejlodéstani jelentOségii
(Petralia, 2012). Az extraszinaptikus NMDA receptorok a dendriteken és a periszinaptikus
régioban az asztrocita végtalpakkal szemben ’cluster’-eket formalnak (Papouin és Oliet, 2014).
Funkcionalis NMDA receptorok az asztrocitdkon ¢és az oligodendroglian is talalhatoak, de
hianyoznak az in situ mikrogliarol (Gundersen és mtsai, 2015; Verkhratsky és Kirchhoff, 2007;
Dzamba és mtsai, 2015; Wendt és mtsai, 2016).

Egyes agyteriileteken (mint a hippocampus gyrus dentatusa, a cerebellum, a nucleus tractus
solitarii és a gerincveld; Matott és mtsai, 2017; Kopach és Voitenko, 2013) extraszinaptikus
AMPA receptorokat is talalni. Az asztrocitdkon, a Bergmann glian és a mikroglian ugyancsak
van funkcionalis AMPA receptor (Hoft és mtsai, 2014; Cervetto és mtsai, 2015; Beppu és mtsai,
2013).

Az extraszinaptikus glutamat receptorok egy tovabbi fontos tipusa az mGIluR. A
neuronokon nemcsak axonalis és preszinaptikus lokalizacidja ismert, hanem peri- és
extraszinaptikusan is jelen van. Mind az 1., mind a II. csoportba tartoz6 mGluR-ok ismertek
ezekben a lokalizacidokban (Ferraguti és Shigemoto, 2006; Nicoletti és mtsai, 2011; Lujan és

mtsai, 1997; Tamaru €és mtsai, 2001).

Az asztrocitak szintén rendelkeznek mGluR-ral, amelyek koziil az mGluR3 és -5 a
legismertebb. Az mGIluRS5 2 hetesnél fiatalabb allatokban talalhaté meg nagy denzitasban. Az
mGIluR3 minden életkorban jelen van, de felndtt korban valik a {6 mGluR tipussa (Aronica és
mtsai, 2003; Petralia és mtsai, 1996; Nicoletti és mtsai, 2011). Az oligodendroglia és a
mikroglia is rendelkezik mGluR-ral. A mikroglia glutamat- és citokin felszabaditasat az 1.
csoport mGluR aktivacio gatolja, mig a II. csoportu serkenti a citokin felszabadulast (Farso és

mtsai, 2009; Piers és mtsai, 2011; Kim és Na, 2016; Kaushal ¢és Schlichter, 2008).
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5. abra. Az extraszinaptikus glutamdt
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felszabadulast
szabalyozza. 4. Neurondlis glutamat
felvéetel  glutamat  transzportereken
keresztiil. 5. Periszinaptikus AMPA- és

’Nem-szinaptikus
glutamat felszabadulds  NMDA receptorok. 6. Extraszinaptikus
NMDA-, AMPA- és mGluR. 7. A
szinaptikus és extraszinaptikus receptorkészletek kozti kozlekedeés. 8. Asztrocita NMDA- és mGluR. 9. Asztrocita
glutamat felvétel glutamat transzporterekkel. 10. Asztrocita glutamat felszabadulds vezikula exocitozissal és
sokféle mas mechanizmussal. 11. Mikroglia AMPA- és mGluR. 12. Mikroglia glutamat felszabadulas. 13.
Heteroszinaptikus aktivicio glutamdt szorédason keresztiil. 14. Az extracellularis matrix (ECM) és az asztrocita
végnyulvanyok lassitjak a glutamat diffuziot.

Az extraszinaptikus glutamat eltavolitasat nagyrészt, de nem kizarélag az asztrocitak
végzik. Az asztrocitak a felvett glutamatot a glutamin szintetdz nevii enzimmel glutaminna
alakitjak, majd az extracellularis térbe juttatjak. A glutamint a neuronok felveszik ¢és
visszaalakitjak glutaminnd; ezt a korforgast hivjak glutamin-glutamat ciklusnak (Rose és mtsai,
2013; Rodriguez és mtsai, 2013). Ennek a lebonté mikddésnek a kovetkezményeként az
asztrocitak intracellularis glutaméat koncentracidja mintegy hatoda a neuronokénak (0,5 és 3,1

mmol/l).

A glutamat transzporterek a kozponti idegrendszerben olyan gyakoriak, hogy az 6sszes
protein mintegy 1%-at teszik ki. Ezeket a transzportereket az EAAT ("excitatory amino acid
transporter") néven szoktdk illetni. 5 altipusuk van. Az EAATI1-et ragcsalokban GLAST-ként
("glutamate-aspartate transporter™), az EAAT2-t GLT-1-ként ("type 1 glutamate transporter")
ismerik. Ezek a transzporterek a glutamatot (vagy aszpartatot) 3 Na* és egy H' ionnal
kotranszportban és egy K* ionnal antiportban szallitjak (Milton és Smith, 2018).

Az EAATI ¢és EAAT2 z6mmel asztrocitakon taldlhato, az utobbi az eléagyban kiilondsen
nagy denzitasban van jelen és a glutamat felvétel 90%-aért felel. Bar asztrocitdkra specifikus
transzporternek ismerik, az EAAT?2 a hippocampusban neuronokon is eléfordul preszinaptikus
Az EAAT3 és EAAT4 neuronokra jellemzd
transzporter (Furness és mtsai, 2008; Holmseth és mtsai, 2012), az EAATS a retinabol ismert

(Vandenberg és Ryan, 2013; 5. abra).

lokalizécioban (Furness és mitsai, 2008).
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Bar az extraszinaptikus glutamaterg szignalizacié szamos olyan sajatsaggal rendelkezik,
amiért kiilonallo szignalizacios rendszernek lehetne tekinteni, szervesen 0sszefiigg a neuronalis
szinaptikus, halozati aktivitassal. Eppen ezért a szinaptikus és extraszinaptikus glutamaterg

szignalizaciot érdemes egymassal 6sszefiiggésben vizsgalni, megfontolni.

2.3.3. Az asztrocitak altal szabalyozott neuronalis extraszinaptikus aramok
(Pal, 2015)

A kozponti idegrendszer szamos teriiletén leirt neuronalis extraszinaptikus aramok nagy
valtozatossagot mutatnak kinetikdjukban ¢és iranyukban, valamint az értikk felelds
neuro/gliotranszmitterben és annak receptoraban. Létrejottiikért nem kizardlag asztrocita-
aktivitds, hanem sok esetben az extraszinaptikus neurotranszmitter koncentraciok valtozasai
felelések. Az extraszinaptikus neurotranszmitter koncentraciot azonban, ha nem is

kizardlagosan, de nagyrészt az asztrocitdk szabalyozzak.

Az extraszinaptikus aramok koziil az egyik legrészletesebben leirt jelenség a lassu
befel¢ iranyuldé aram ("slow inward current", SIC). Az excitatorikus posztszinaptikus
aramoktol (EPSC) elkiiloniil szamos paraméterében. A SIC-ek amplituddja 18-477 pA kozotti,
¢s lassu 'rise time' (13-332 ms) jellemzi. Az aram leszalld szara egy exponencialis tagot
tartalmazo fiiggvénnyel illeszthetd (decay tau = 72-1630 ms). Ezzel szemben, a miniatiir
EPSC-k amplitidoja 19-40 pA kozotti, a 'rise time' 1-6 ms-os, a leszalloszar pedig két
exponencialis tagot tartalmazo fliggvénnyel illeszthetd (11 = 6,6 - 27,6 ms, 12 = 83-146 ms;
Fellin és mtsai, 2004; Shigetomi €s mtsai, 2008; Bardoni és mtsai, 2010; Reyes-Haro és mtsai,
2010). A SIC-ek paraméterei ugyanakkor nagy variabilitast mutatnak. A glutamat diffuzios
utja a felszabaduldas helye és a receptor kozott éppugy meghatdrozza azt, mint az
extraszinaptikus glutamat koncentracié valtozadsdnak nagysaga.  Mindkét paraméter
novekedése megnytjtja a SIC-ek iddtartamat (Angulo és mtsai, 2004; Fellin és mtsai, 2004;
Carmignoto ¢és Fellin, 2006).

A SIC-ek GluN2B alegységet tartalmazd NMDA receptor aktivacio kovetkezményei és
az asztrocita aktivacio jol kimutathatd szerepet jatszik l1étrejottiikben (Araque €s mtsai, 1998;
Angulo és mtsai, 2004; Fellin és mtsai, 2004; Perea és Araque, 2005; D' Ascenso és mtsai, 2007;

Bardoni és mtsai, 2010; Pirttimaki és mtsai, 2011; Chen és mtsai, 2012; Perea és mtsai, 2014).
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A SIC-ek ¢lettani szerepét az egy asztrocita doménbe esdé szomszédos neuronok
excitabilitasanak szinkronizalasaban lattak, bar az eléagybodl szarmazo adatokat az irodalomban
egyetlen agytdrzsbodl szarmazd tanulméany nem tudta alatdmasztani (Angulo és mtsai, 2004,
Fellin és mtsai, 2004; D'Ascenso és mtsai, 2007; Pirttimaki és mtsai, 2011; Reyes-Haro ¢és
mtsai, 2010).

A jelenséget szamos agyteriileten megfigyelték (hippocampus, Carmignoto és Fellin,
2006; latokéreg, Perea és mtsai, 2014; bulbus olfactorius, Kozlov és mtsai, 2006; nucleus
accumbens, D'Ascenso és mtsai, 2007; thalamus, Parri és mtsai, 2001; nucleus medianus

corporis trapezoidei, MNTB, Reyes-Haro és mtsai, 2010; gerincveld, Bardoni és mtsai, 2010).

A SIC-ek mellett azok gatlo "parja", a lassu kifelé iranyul6 dram ('slow outward
current’, SOC) is ismert. Ez az extraszinaptikus GABAA receptorok aktivaciojahoz kothetd
jelenség azonban csak néhany agyteriileten kertiilt leirasra (ventrobasalis thalamus, Jiménez-
Gonzalez és mtsai, 2011; bulbus olfactorius, Kozlov és mtsai, 2006; hippocampus, Le Meur és

mtsai, 2012).

A fazisos excitatorikus aramok mellett tonusos befelé iranyuld neuronalis dramok is
ismertek. Ezekért is a glutamét (valamint az NMDA receptor koaktivator glicin) felszabadulas
felelds. A receptoraik elsdsorban ugyancsak az extraszinaptikus NMDA receptorok feleldsek
(Jabaudon és mtsai, 1999; Angulo és mtsai, 2004; Fellin és mtsai, 2004; Le Meur és mtsai,
2007; Papouin €s mtsai, 2012; Petralia, 2012; Papouin ¢és Oliet, 2014), bar a cerebellumban az
extraszinaptikus AMPA receptorok aktivacidja hozza Oket 1étre (Sasaki és mtsai, 2012; Beppu

¢s mtsai, 2014).

A SIC-ekhez hasonléan a jelenség kialakuldsdhoz az asztrocitdk jelentdsen
hozzéjarulnak (Jabaudon és mtsai, 1999; Angulo és mtsai, 2004; Fellin és mtsai, 2004; Le Meur
¢és mtsai, 2007; Fleming és mtsai, 2011). A tonusos befelé iranyuldé aramok és a SIC-ek
kialakulasa Osszefiigghet egymadssal: a glutamat felszabadulasi helyéhez kozeli NMDA
receptorok aktivacioja SIC-eket, mig az attdl tavoli receptorok aktivacidja tonusos dramokat

hoz 1étre (Jabaudon és mtsai, 1999; Angulo és mtsai, 2004).

A tonusos befelé irdnyuld aramoknak szerepet tulajdonitanak tanulasi folyamatokban.
Az EAAT2 glutamat transzporter protein expressziojanak csokkenése egyes tanulasi

folyamatokat gyorsitotta, mig masokat lassitotta (Kiryk és mtsai, 2008).
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Ezek az aramok ugyancsak szamos agyteriileten ismertek (hippocampus, Jabaudon ¢és
mtsai, 1999; Angulo és mtsai, 2004; Fellin és mtsai, 2004; Le Meur és mtsai, 2007; Papouin és
mtsai, 2012; nucleus supraopticus, Fleming és mtsai, 2011; gerincveld, Nie €s mtsai, 2010;

cerebellum, Sasaki és mtsai, 2012).

Az elébbi dram gatlo parja, a tonusos kifelé iranyul6 &ram ugyancsak ismert. Ezt GABA
vagy glicin felszabadulasa és extraszinaptikus GABAA ¢és glicin receptorokhoz kotddése valtja
Ki. Szamos agyteriileten ismert (cortex, striatum, hippocampus, cerebellum, thalamus, agytorzs;
Semyanov ¢s mtsai, 2004; Connelly és mtsai, 2013; Lee és Maguire, 2014). A tonusos kifelé
iranyul6 aram nem kizardlag asztrocita aktivacid kovetkezménye, hanem a gatld
szinapszisokbol torténé GABA szorodas is eredményezheti. Az asztrocitak is képesek GABA
felszabaditasdra tobb mechanizmussal, esetenként glutamat felvételével egyidejlien, azt

mintegy GABA-ra cserélve (Lee és mtsai, 2010; Angulo és mtsai, 2008; Héja és mtsai, 2012).

A jelenségnek szerepe van a neurondlis ingerlékenység szabalyozasdban, a haldzati
oszcillaciokban ¢és fejlddéstani folyamatokban (mint a sejtosztodéas gatladsa és a sejtmigracio
serkentése; Semyanov és mtsai, 2004; Park és mtsai, 2009; Connelly és mtsai, 2013; Lee ¢és

Maguire, 2014).

A fizioldgias koriilmények kozott jelen levd dramok mellett korélettani koriilmények
kozott megfigyelhetd aramok is ismertek. Ennek egy fontos példaja az ischaemia altal kivaltott
befelé¢ iranyul6d aram. Ez nagy, nanoamperes nagysagrendbe esé amplitid6ji aram, ami egy
gyors €s egy 'steady state' komponenssel rendelkezik. A tobbi befelé iranyuld adramhoz
hasonléan ez is GIuN2B alegységet tartalmaz6 extraszinaptikus NMDA receptor aktivacid
kovetkezménye. Feltételezett szerepe a kérgi kiiszo depolarizacioé 1étrejéttében lehet. Ez az
utobbi egy ischaemiis vagy traumds agysériilés kovetkeztében létrejovo, az agykérgen
tovaterjedd jelenség, ami stilyosbithatja az eredeti sériilést (Rossi €s mtsai, 2000; Soria és mtsai,

2016; Wendt és mtsai, 2016).

2.4. A RAS kolinerg agara haté neuromodulicios hatasok

2.4.1. Muszkarinos hatasok

A muszkarinos acetilkolin receptorok (M1-5) G protein kapcsolt metabotrop receptorok.

Az M1, -3 és -5 Gq kapcsolt és az intracellularis kalciumszint emelésén keresztiil fejti ki a
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hatasat, mig az M2 és -4 Gj kapcsolt és az adenilat ciklaz gatlasan keresztiil hat (Delmas és

Brown, 2005; Brown és Passmore, 2009).

A mAChR-okat aktivalé acetilkolin az agytorzsnek és mar subcorticalis strukturaknak
kolinerg bemenetet biztosito6 PPN-bdl és LDT-bdl, valamint az oliva superior complexbdl
szarmazik (Woolf és Butcher, 2011; Chen és mtsai, 1994). A DCN-t és az attol caudalisan
elhelyezkedd struktirakat az oliva superiorbol eredo rostok, a pons nagy részét és a kozépagyat
a PPN és LDT latja el kolinerg rostokkal. A PPN az ellenoldali PPN-bél, az LDT-b6l és a
magon beliili kollateralisokbol kap kolinerg rostokat (Ye és mtsai, 2010; Mena-Segovia ¢és
mtsai, 2008). Egyes szerzok szerint atfedés van a DCN kolinerg rostokkal torténd ellatasaban

a mesopontin kolinerg strukturak és az olivocohlearis nyalab kozott (Woolf €s Butcher, 2011).

Korabbi irodalmi adatok alapjan ismert volt a DCN-ben az M2 és M4 receptorok
jelenléte (Chen és mtsai, 1994; 1999). A muszkarinos stimulacié a magban tonusosan serkentd
jellegti, a kocsikerék- és piramissejtek tlizelési frekvencidjat ndveli (Chen és mtsai, 1994; Zhang
¢s Kaltenbach, 2000). A muszkarinos hatasok fiziologids koriilmények kozott erdsitd funkeiot
lathatnak el, mig korélettani szerepiiket az mutatja, hogy a cochlea sériilése esetén a
muszkarinos rendszer tobb tagja felregulalodik €s a sériiléssel ellenkezd oldalon levd nucleus

cochlearis aktivitdsa fokozddik (Kaltenbach és Zhang, 2007; Bledsoe és mtsai, 2009).

A PPN-ben M1, M2 és M4 receptorok jelenléte ismert. Az M1 receptor ingerlése befelé
iranyul6 aramot aktivalt, az M2 és M4 receptorok stimulécigja befelé egyeniranyitd kaliumaram
nyitdsan keresztiil hiperpolarizalta a neuronokat, mig néhany neuron bifazisos,
depolarizacioval, majd hiperpolarizacidval jaro valaszt mutatott (Ye és mtsai, 2010; Leonard és

Llinas, 1994).

2.4.2. Endokannabinoid hatasok

Az endokannabinoidok lipid természetli anyagok, mint a prototipusos anandamid ¢és 2-
arachidonoil-glicerol (2-AG), az oleamid, a virodhamin, a noladin éter vagy az N-
arachidonildopamin (Devane és mtsai, 1992, Murillo-Rodriguez, 2008; Freund és mtsai, 2003).
A kannabinoidok receptorai koziil elsdként, még az endogén ligandjaik megismerése eldtt az 1-
es tipust kannabinoid receptort (CB1) irtdk le (Devane és mtsai, 1988; Matsuda és mtsai, 1990).
Tovabbi receptorai a 2-es tipusu kannabinoid (CB2) receptor, a GPR55 és a GPR119 (Munro
€s mtsai, 1993; Brown, 2007; Drmota és mtsai, 2004; Overton és mtsai, 2006).
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A neuronokban az endokannabinoidok szintézisének elsé 1épése a neuronalis
depolarizaci6 és az intracellularis kalciumszint ndvekedése vagy I-es csoporti mGIuR
aktivacio. A 2-AG szintézise a foszfolipaz CP (PLCP) enzim altal foszfatidilinozitolbdl térténd
diacilglicerol szintézisével indul, amit a diacilglicerol lipaz a (DGLa) alakit végiil 2-AG-va.
Az anadamid szintézisének kulcsenzime a N-acil-foszfatidiletanolamin-hidrolizalé foszfolipaz-
D (NAPE-PLD; (Katona és mtsai, 2006; Katona és Freund, 2012; Castillo és mtsai, 2012; Di
Marzo, 2011). A 2-AG lebontasanak legfontosabb résztvevéje a monoacilglicerol-lipaz
(MGL), az anandamidnal a zsirsavamid-hidrolaz ("fatty acid amide hydrolase”, FAAH). Ezek
az enzimek az endokannabinoidok hatasanak a hosszat is kontrollaljak (Castillo és mtsai, 2012;

Gulyas és mtsai, 2004).

A CB1 receptor Gip kapcsolt receptorként irtdk le, de ismert a Gs fehérjét is képes
aktivalni (Demuth és Molleman, 2006). Ennek megfelelden az adenilat cikldz gatlasat és
aktivaciojat is leirtak az esetében (Demuth és Molleman, 2006), csaktigy, mint az intracellularis
A P/Q-, L- és N-tipust kalciumaramokat, a D- és M-tipusu kaliumaramokat gatolja, mig G-
fehérje kapcsolt befelé egyeniranyitd kalium csatorndk (GIRK) aramait és az A-aramot

stimulalja (Demuth és Molleman, 2006; Mackie, 1995; Mu és mtsai, 1999; Schweitzer, 2000).

Az endokannabinoidok legismertebb kozponti idegrendszeri hatasa a preszinaptikus
CB1 receptorokon keresztiil valosul meg. A posztszinaptikus neuron depolarizacidja
endokannabinoidok felszabadulasahoz vezet, amelyek retrograd neurotranszmitterként a
preszinaptikus CB1 receptort aktivaljak €s a neurotranszmitter felszabadulast gatoljadk. Ezt a
hatast, a szinapszis gatldé vagy serkentd mivolta szerint mint a gatlds vagy serkentés
depolarizacio-indukalt szuppresszidjat ("depolarization-induced suppression of inhibition",
DSI; ("depolarization-induced suppression of excitation", DSE) ismerik (Katona és mtsai,
2006; Ohno-Shosaku és mtsai, 2001; Wilson és Nicoll, 2001; Kreitzer és Regehr, 2001). A
hosszu tavl szinaptikus plaszticitdsra gyakorolt endokannabinoid hatds is ismert; az
endokannabinoidok CB1 receptor aktivacion keresztiil hossza tava depresszidt hoznak létre

(Gerdeman ¢és mtsai, 2002; Robbe és mtsai, 2002).

A neuronok mellett az asztrocitak is rendelkeznek CB1 receptorral. A hippocampalis
piramissejtek depolarizacidjaval parhuzamosan felszabaduld endokannabinoidok a kdrnyezd
asztrocitdkat CB1 receptoron keresztiil aktivaljak, amelyek a neurondlis excitabilitast és
szinaptikus aktivitast osszetett modon (pl. SIC-eken keresztiil) szabalyozzak (Navarrete és
Araque, 2008; 2010). Az asztrocitdk CB1 receptoranak aktivacidja a neocortexben glutamat
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felszabadulason és preszinaptikus NMDA receptor aktivacion keresztiil képes LTD-t indukalni

(Min és Nevian, 2012).

Az asztrocitdk nemcsak reagéalnak az endokannabinoidokra, hanem maguk is képesek

azokat szintetizalni és felszabaditani (Hegyi és mtsai, 2012; 2018; Stella, 2009).

Egyes tanulmanyok az asztrocita CB1 receptornak mint mitokondrialis receptornak

tulajdonitanak fontos szerepet (Serrat és mtsai, 2021).

Az alvas és a kannabinoidok kapcsolata évtizedek ota ismert. Exogén kannabinoidok
emberben a REM alvas id6tartamat csokkentették, mig a lassi hullamt alvas hosszat
megnyujtottak (Feinberg és mtsai, 1975; Pivik és mtsai, 1972). Allatkisérletekben mind a
REM-, mind a lassi hullamu alvas idGtartama megnétt (Murillo-Rodriguez, 2008; Murillo-
Rodriguez és mtsai, 2008; Herrera-Solis és mtsai, 2010). Az endokannabinoidok termelddése
és hatdsa is cirkadian valtozasokat mutat. Ebrenlét és alvasmegvonas alatt a pons és a
hippocampus teriiletén megemelkedik az endokannabinoidok szintje (Martinez-Vargas és

mtsai, 2003; Rueda-Orozco és mtsai, 2008; Vaughn és mtsai, 2010).

2.4.3. Szerotonerg hatasok

A nucleus raphe medialis és dorsalis biztositja a PPN és a RAS tobb mas tagja szamara
a szerotonerg bemenetet. A szerotonin receptorai 7 osztalyba sorolhatok (5-HT1.7). Az 5SHT1a
¢s 5-HT1p az adenilat ciklaz gatlasan keresztiil, az 5-HT2a, 5-HT2g és 5-HT2c receptorok a
foszfolipaz C aktivacidjan keresztiil, az 5-HT3s receptor kationcsatorna aktivacion keresztiil,

mig az 5-HTe és 5-HT7 az adenilat ciklaz serkentésén keresztiil hat (Monti, 2011).

A PPN neuronokon az 5-HTz1, 5-HT2 és 5HT7 receptorok jelenléte ismert (Fay és Kubin,
2000; Fay és Kubin, 2001; Morilak és Ciaranello, 1993; Tohyama és Takatsuji, 1998). A
szerotoninrdl ismert, hogy az ébrenlétet €s a lassu hullamu alvast serkenti, mig a REM alvéast
gatolja (Monti, 2011; Garcia-Rill, 1990). A PPN "REM-on" kolinerg neuronjaira a
posztszinaptikus szerotonin receptorok aktivacidja gatld hatasa; azokat hiperpolarizalja és
csOkkenti a tiizelési frekvencidjukat (Leonard €s Llinas, 1990; Leonard és Llinas, 1994;
Kobayashi és mtsai, 2003). A PPN neuronok gétlasa hozzajarul a szerotonin REM alvast gatlo

hatasahoz.
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2.4.4. Orexinerg hatasok

A hypocretin néven is ismert orexin a lateralis hypothalamusban termel6dik prepro-
orexinként, amibdl két tipusa, az orexin-A ¢és -B alakul ki. Az orexinerg neuronok a cortexbe,
diencephalicus és agytorzsi struktirakba is projicialnak; az utdbbiak kozil ismert a PPN-be
adott bemenetiik (Tsujino és Sakurai, 2009; Inutsuka és Yamanaka, 2013). Két Gg-kapcsolt
receptoruk ismert, az 1-es és 2-es tipusu orexin receptor (OXR1 és 2). A két receptor affinitasa
kiilonb6z6 orexin-A-ra és B-re, és mindkettd megtalalhatd szdmos agyteriileten (Bourgin és
mtsai., 2000; Cluderay mtsai., 2002; Greco és Shiromani, 2001; Hervieu mtsai., 2001; Marcus
mtsai., 2001; Suzuki mtsai., 2002; Trivedi mtsai., 1998).

Az orexin szerepet kap a taplalékfelvétel és az energia homeosztazis szabalyozasaban.
Orexin receptor knockout egerekben hypophagia és kés6i kezdetii obesitas alakul ki. Ezzel
Osszhangban, az orexinerg rendszer sériilt muikodésével jard narkolepszidban csokken a
kaloriabevitelt és a beteg testtomeg indexe megnd (Hara és mtsai, 2001; Schuld és mtsai, 2000).
Az orexinerg rendszer a jutalmazasban is részt vesz. Az area tegmentalis ventralis dopaminerg
neuronjait az orexin stimulalja; in vivo kisérletben az ide injektalt orexin az allat
jutalommotivalt viselkedését facilitalja (Borgland és mtsai, 2006; Korotkova és mtsai, 2003;

Harris és mtsai, 2005).

Az orexinerg rendszer az alvas-€brenlét szabalyozasban is részt vesz. A RAS elemein (mint
a locus coeruleus, a raphe magvak, a PPN és LDT, valamint a nucleus tuberomammillaris és a
basalis eléagy) depolarizaciot okoz és a tiizelési frekvenciat fokozza (Hagan és mtsai, 1999;
Brown ¢s mtsai, 2002; Yamanaka és mtsai, 2002; Eggermann ¢s mtsai, 2001; Burlet ¢s mtsai,
2002). Az orexinerg neuromodulécio célteriileteire injektalt orexin-A, valamint az orexinerg
neuronok szelektiv opto- és kemogenetikai stimuladcidja az ébrenlétben toltott 1dot novelte a
REM- és a lassu hullamu alvas rovasara (Adamantidis és mtsai, 2007; Sasaki ¢s mtsai, 2011;

Xi és mtsai, 2001).

Az ébrenlét és az energia homeosztazis szabalyozasa mutat Osszefiiggéseket: az €hes
allatban orexin szabadul fel, ami ébren tartja, Iehetévé téve neki a taplalék felkutatasat (Tsujino

¢és Sakurai, 2009).

Az orexinerg rendszer sériilése esetén a narkolepszia nevii betegség alakul ki. A beteg
nappali almossagtol és az ébrenlét stabilitdsdnak megszlinésétdl, tovabba az izomtonus
elvesztésétdl (kataplexiatol) szenved. Az orexinerg rendszer sériilését human megbetegedés

esetén az orexinerg neuronok nagy aranyu (80% feletti) pusztulasaval és az orexin-A szint
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jelent6s csokkenése jelenti (Peyron és mtsai, 2000; Mignot és mtsai, 2002; Tsujino és Sakurai,
2009). Allatmodellekben a prepro-orexin gén vagy az OX2R elvesztésével lehetett modellezni
a betegséget (Chemelli és mtsai, 1999; Lin és mtsai, 1999).

3. Célkitizések

1. Meg kivantuk ismerni a szagloham kalciumaktivalt kloridcsatornajanak identitasat és
jelentdségét a primer szenzoros neuron aktivacioban (Billig és mtsai, 2011)

2. A nucleus cochlearis dorsalis és a colliculus inferior muszkarinos kolinerg
kivantuk feltérképezni (Pdl és mtsai, 2009, tovabbi nem kézolt adatok).

3. Az M-aramnak a PPN-ben betoltott szerepét, az érte felelés csatorna alegység
Osszetételét terveztiik megfigyelni (Bordas és mtsai, 2015; Bayasgalan és mtsai, 2021a;
Maamrah és mtsai, 2023).

4. Az M-aram jelenlétének az MR és DR szerotonerg neuronok kozotti megoszlasat, annak
esetleges topografiai mintazatat kivantuk megismerni (Bayasgalan és mtsai, 2021b).

5. A PPN-en érvényesiilé neuromodulaciés hatasok atfedéseinek hatterét, annak eredetét
terveztilk megérteni (Kdszeghy és mtsai, 2015, Kovdcs és mtsai, 2015, 2017; Kovdcs és
Pal, 2017; Kovacs és mtsai, 2019).

6. A fazisos asztrocita-fliggd befelé iranyuld dramok fiziologids és patologias szerepét,
annak életkorfiiggését kivantuk egérben és emberben megismerni (Kovdcs és Pal, 2017;

Csemer és mtsai, 2023).

4. Az alkalmazott technikak

A DE AOK Neurobiologiai Laboratoriuma, ahol PhD hallgatoként, majd
posztdoktorként dolgoztam, f6 profiljat tekintve a hallopalya egyes elemein végzett sejt- és
szelet elektrofiziologiai, kalcium imaging és immunhisztokémiai kutatasokat. Thomas Jentsch
laboratoriumaban volt alkalmam bepillantani a transzgén technikakba.  Posztdoktori
tevékenységem soran, majd késébb a laboratorium vezetdjeként tovabbi technikdkat vezettem
be. A szelet-elektrofiziologiat kiegészitettem kivaltott posztszinaptikus aramok vizsgalataval,

flash fotolizissel, opto- és kemogenetikéaval, transzgén egértdrzsek hasznalataval és operacidbol
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szarmaz6 taléld akut human agyszeletekkel. Részben kollaboracids partnerek segitségével,
részben sajat tervezésli mérémodszerekkel viselkedési tesztekkel egészitettem ki a kisérleti
modszertanunkat. Sztereotaxias mitétekre alkalmas egér miit6t hoztam létre. Dr. Sziics Péterrel
folytatott egylittmiikodéslinkon keresztiil agy blokkprepardtumon végzett elektrofiziologiai

méréseket végeztem, tovabba morfometriai modszereket is alkalmaztam.

4.1.Felhasznalt allatok

A disszertacidban szerepld kisérleteket az érvényes nemzeti és nemzetkdzi torvényi
szabalyozassal 6sszhangban végeztiik (2010/63/EU sz. EU direktiva az allatkisérletekrol). A
kisérleti protokollokat a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérletes Bizottsdga hagyta jova
(6/2011/DEMAB, 5/2015/DEMAB, 19/2019/DEMAB, 2/2012/DEMARB).

Kisérleteinkhez 4-14 napos vad tipusu Wistar patkanyokat (Pal és mtsai, 2009),
valamint 8-22 napos, felnétt (2-6 honapos) vagy id6s (12 honap feletti) egereket hasznaltunk.
Az altalunk alkalmazott vad tipusu egerek a C3H ¢és Bl6 torzsekbe tartoztak. Konstitucionalis
knockout egértérzsek koziil Thomas Jentsch laboratoriumban (MDC/FMP, Berlin,
Németorszag) létrehozott, C3H alapi KCNQ4 knockout egértorzset (Kharkovets és mitsai,
2006) és az ugyancsak ebben a laboratoriumban Bl6 alapa ANO2 knockout egértorzset (Billig
¢s mtsai, 2011) hasznaltuk. Mindkét egértorzset heterozigota tenyészparok létrehozasaval
tartottuk fenn. Az utddokat genotipizaltuk, a homozigdta egyedeket (knockout, vad tipusu
alomtars) hasznaltuk fel a kisérletekhez. A CB1 receptor knockout egerek Andreas Zimmer
laboratériumébdl (Bonn, Németorszag) szdrmaztak; itt is knockout egyedeket €és vad tipusu

alomtarsakat hasznaltunk a kisérletekhez (Zimmer és mtsai, 1999).

A cre-lox rendszer felhasznalasaval, kiillonb6z6, a Jackson Laboratories-t6] beszerzett
homozigéta transzgén allatok keresztezésével (1-3. tablazat) is hoztunk Iétre transzgén
egereket. Ezek az egerek bizonyos sejtjeikben fejeztek ki fluoreszcens markereket, genetikailag

kodolt kalciumindikatort, valamint optogenetikai aktuatort.

A cre-lox rendszer részleges helyettesitése ¢és a fluoreszcens markerek, opto- és
kemogenetikai aktuatorok, valamint kalcium- €s neurotranszmitter indikatorok agyteriiletekre
¢s sejttipusokra egyarant specifikus expresszaltatasa céljabol sztereotaxias célzoberendezéssel
egyes agyteriiletekre (neocortex, PPN, nucleus pontis caudalis) adeno-asszocialt virusvektorral

juttattuk be a megfeleld plazmidot. A felhasznalt virusok, az azok altal hordozott plazmidok
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altal kodolt fehérjék és a kisérleti felhasznaldsuk a 4. tdblazatban lathatéak (Addgene, MA,
USA).

Elnevezés Jax szam Teljes név Cre expresszio helye

ChAT-cre 006410 B6;129S6-Chatm2(cre)lowl/] kolinerg neuronok

GAD2-cre 010802 Gad2tm2(re)zih/ g GAD2 (GAD65) pozitiv GABAerg

neuronok

Vglut2-cre 028863 B6J.129S6(FVB)- Vglut2-expresszalé (glutamaterg)
Slc17agtm2cre)lowl/Mwar] neuronok

Sert-cre 014554 B6.129(Cg)-Slc6a4tmi(cre)Xzj3 | szerotonerg neuronok

GFAP-cre 012886 B6.Cg-Tg(Gfap-cre)73.12Mvs/J kozponti  idegrendszeri  asztrocitdik,

neurondlis Gssejtek, egyes neuronok

1. tablazat. A munkdinkban hasznalt driver torzsek

Elnevezés Jax szam Teljes név Expresszalt fehérje

lox-tdTomato 007905 B6;129S6- voros fluoreszcens marker
Gt(ROSA)26S0rtmI(CAG-
thomato)Hze/J

lox-ChR2 012569 B6;129S- channelrhodopsin 2 optogenetikai
Gt(ROSA)26S0rtm32(CAG- L
COP4*H134RIEYFP)Hze ] aktudtor és sdrga fluoreszcens marker

(EYFP)

lox-GCaMP6f 028866 B6J.Cg-Gt(ROSA)26S0rmo6(CAG- GCaMPof genetikailag kodolt zold

GCaMPes)Hze [\ warJ kalciumindikator

2. tablazat. A munkdinkban haszndlt riporter torzsek
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Elnevezés Driver Riporter Expresszio Sajat referenciak
torzs torzs
ChAT- ChAT- lox- voros  fluoreszcens marker | Készeghy és mitsai, 2015; Bordds
tdTomato cre tdTomato kolinerg neuronokban és mtsai, 2015; Petzold és mtsai,
2015; Kovacs és Pal, 2017; Baksa
és mtsai, 2019; Kovdcs és mtsai,
2019; Dautan és mtsai, 2021;
Bayasgalan és mtsai, 2021b
GAD2- GAD2- lox- vords  fluoreszcens marker | Kdszeghy és mtsai, 2015; Bordds
tdTomato cre tdTomato GABAerg (GADG6S5 pozitiv) | és mtsai, 2015, Petzold és mtsai,
kolinerg neuronokban 2015; Kovics és Pdl, 2017,
Dautan és mitsai, 2021;
Bayasgalan és mtsai, 2021b
Sert- Sert-cre | lox- voros  fluoreszcens marker | Bayasgalan és mtsai, 2021a
tdTomato tdTomato szerotoninerg neuronokban
Vglut2- Vglut2- lox- voros  fluoreszcens marker | Baksa és mtsai, 2019, Dautan és
tdTomato cre tdTomato glutamaterg (Vglut2 pozitiv) | mtsai, 2021, Bayasgalan és mtsai,
neuronokban 2021b
GFAP- GFAP- lox- vords  fluoreszcens marker | Kovdcs és Pal, 2017; Kovdcs és
tdTomato cre tdTomato asztrocitakban, a  gyrus | mtsai, 2019
dentatus neuronjaiban, elvétve
neocorticalis neuronokban
ChAT-ChR2 | ChAT- lox-ChR2 channelrhodopsin 2 | Bayasgalan és mtsai, 2021b
cre optogenetikai aktuator
kolinerg neuronokban
GFAP- GFAP- lox-ChR2 channelrhodopsin 2 | Kovacs és mtsai, 2017; Kovdcs és
ChR2 cre optogenetikai aktudtor | Pal, 2017
asztrocitdakban, a gyrus
dentatus neuronjaiban, elvétve
neocorticalis neuronokban
GFAP- GFAP- lox- CGaMPof kalciumindikator, a | nem publikalt adatok
GCaMPé6f cre GCaMPe6f gyrus dentatus neuronjaiban,

elvétve neocorticalis

neuronokban

3. tablazat. A cre-lox rendszer haszndlatdval létrehozott transzgén egerek dttekintése
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Pontos megnevezés, tipus Kifejezodés célpontja Kifejezodott fehérje
hM3D kemogenetikai
pAAV-GFAP-hM3D(Gq)-mCherry (AAV5) asztrocitak aktuator és mCherry
marker
AAV-GFAP104-mCherry (AAV5) asztrocitdk mCherry marker
P y z (kontroll)
DAAV-EF1a-double floxed-hChR2(H134R)-mCherry- Combindzt kifejes6 sejtek C: th tkemogegzt'ka'
WPRE-HGHpA (AAV9) cre rekombindzt kifejezd sejte aktudator és mCherry
marker
pZac2.1 gfaABC1D-Ick-GCaMP6f (AAV5) cre rekombindzt kifejezd sejtek GCaMP6f

neuronok a bejuttatas helyén és | hM3D kemogenetikai
pAAV-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-mCherry (AAV Retrograde) az injekcio helyére projicialo aktudtor és mCherry
strukturdakban marker

neuronok a bejuttatas helyén és
J 4 mCherry marker

PAAV-hSyn-DIO- mCherry (AAV Retrograde) az injekcio helyére projicialo (kontroll)
strukturakban
PAAV.hSyn.iGluSnFr.WPRE.SV40 neuronok iGluSnFr glutamat
szenzor

4. tablazat. Az dltalunk haszndlt virusok és plazmidok dttekinté tablazata

4.2. Szelet elektrofiziologia

4.2.1. Vékonyszelet preparatum készitése

A vékonyszelet preparatumokhoz alacsony natrium tartalmu arteficialis cerebrospinalis
folyadékot (aCSF) hasznaltunk, az alabbi 6sszetétellel (mmol/l-ben): szachardz, 130; glicerol,
60; NaCl, 25; KCI 2,5; NaHCOs, 26; gliikoz, 10; NaH2POs, 1,25; CaCly, 2; MgCls, 1; myo-
inozitol, 3; aszkorbinsav, 0,5; natrium piruvat, 2. Az oldat pH-ja 7,4 volt. A preparalashoz az
oldatot jéghidegen (0- -2°C) hasznaltuk. Egyes esetekben a NaCl teljesen hianyzott €s kizarolag
szachardzzal keriilt helyettesitésre (250 mmol/l), a pH pedig 7,2 volt (Pal és mtsai, 2009). A
szagloham €s a vomeronasalis szerv preparalasahoz normdl Ringer oldatot hasznéltunk az
alabbi Osszetétellel (mmol/I-ben): NaCl, 140; KCl, 5; gliikdz, 10; natrium piruvat, 1; HEPES,
10; CaCly, 2; MgCl, 1. A pH NaOH felhasznalasaval 7,4-re lett beallitva.

A kisérleti allatokat 12 napos kor alatt dekapitacioval, 12 napos kor felett cervicalis
diszlokacioval és ezt kovetd dekapitacioval aldoztuk fel. A nucleus cochlearisbol parasagittalis,
a PPN-t tartalmazd agytorzsbdl és a neocortexbdl coronalis szeleteket készitettiink. A

szaglohambol és a vomeronasalis szervbdl azok 4% alacsony olvadaspontu agardzba (Biozym
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Phor Agarose, Biozym Scientific GmbH, Németorszag) torténd beagyazasat kovetben a
felszinre vagy a hossztengelyre meréleges szeleteket készitettiink. A preparalashoz a Jentsch
laboratoriumban Leica VT1200S vibratomot, a tobbi esetben Microm HM 650V (Microm
International GmbH, Walldorf, Németorszag) hasznaltunk. Altaldban 200 pm vastagsagu
szeleteket preparaltunk. Ennél vastagabb, 500 pm-es szeletet az LDT optogenetikai aktivacioja
¢s a PPN kolinerg neuronokon torténé mérés soran készitettiink. Az oldatot folyamatosan
buborékoltattuk karbogén gazkeverékkel (95% Oz, 5% CO»).

A szeletek kipreparalasa utdn 1 6ran at 37°C-on, normal NaCl-tartalmu aCSF-ben
inkubaltuk 6ket. A normal aCSF 0sszetétele az alabbi volt (mmol/l); NaCl, 120; KCI 2,5;
NaHCOg, 26; gliikkoz, 10; NaH2POs, 1,25; CaCly, 2; MgCl,, 1; myo-inozitol, 3; aszkorbinsav,
0,5; natrium piruvat, 2. Az oldat pH-jat 7,4-re allitottuk be és folyamatosan buborékoltattuk
karbogén gazkeverékkel. A nominalisan magnéziummentes naCSF alkalmazasanak kivételével

minden esetben ezt az oldatot hasznaltuk kisérleteinkben.

4.2.2. Szelet elektrofiziologia

A szelet elektrofiziologiai vizsgalatokhoz hasznalt debreceni mérdrendszer Zeiss
Axioskop mikroszkoppal (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag) és 2 db Axopatch 200A
erdsitdvel (Molecular Devices, Union City, CA, USA) volt felszerelve. Az adatok rogzitése
Clampex 10.0 szoftverrel (Molecular Devices, Union City, CA, USA) tortént, mig az
elemzésiikhoz Clampfit 10.0 (Molecular Devices, Union City, CA, USA) és MiniAnalysis
(Synaptosoft, Decatur, GA, USA) szoftvereket hasznaltunk. A fluoreszcens jelek lathatova
tételéhez, fluoreszcens képalkotason alapuld mérésekhez és egyes esetekben az optogenetikai
stimulaciéhoz a Till Photonics rendszerét (Till Photonics GmbH, Grifeling, Németorszag)
hasznaltuk. A rendszer xenon izzoval szerelt Polychrome V fényforrasbol, CCD kamerabdl
(SensiCam, PCO AG, Kelheim, Németorszag), képalkotasi kontroll egységbdl (imaging control
unit; ICU) és Till Vision szoftverbdl (4.0.1.3) allt. Egyes kisérletekben a preszinaptikus rostok
elektrodat (Microprobe Inc., Gaithersburg, USA) és BioStim STC-7a elektromos stimulatort
(Supertech, Pécs) hasznaltunk. Az optogenetikai stimulacidhoz a Thorlabs Starter Kit LED
fényforrasat (470 nm, Thorlabs, Newton, NJ, USA) hasznaltuk. A mérbérendszer a flash
fotolizis kisérletekhez fel volt szerelve UV villanélampaval (JML-C2, Rapp OptoElectronic

GmbH, Wedel, Németorszag), amivel az egész latoteret vilagitottuk meg.
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A patch clamp kisérletekhez 5-8 MQ ellenallast boroszilikat elektrodakat készitettiink,
amelyeket az alabbi Osszetételll belsé oldattal toltottiink meg (mmol/l): kalium gliikonat, 120;
NaCl, 5; 4-(hidroxietil)-1-piperazinetan-szulfonsav (HEPES), 10; Na-foszfokreatinin, 10;
EGTA, 2; CaCly, 0,1; Mg-ATP, 5; Nas-GTP, 0,3; biocytin, 8; pH7,3. A méréseket az esetek
nagy részében a neuron szomajan végeztiik. Egyes esetekben két szomszédos széman, valamint

a neuronalis szoman ¢és annak proximalis dendritjén végzett paros mérésre keriilt sor.

A szagléham és vomeronasalis szerv neuronok szémajan végzett méréshez 5, a dendrit
végbunkon 8-10 MQ ellenallast pipettaval mértiink. A szaglohamon és a vomeronasalis
szerven torténo méréshez az alabbi belsé oldatot hasznaltuk (mmol/l): CsCl, 140; HEPES, 4;
EGTA, 1; Mg-ATP, 2. A pH-t 7,2-re allitottuk CsOH segitségével. A szabad kalciumszintet a
Maxchelator program (http://maxchelator.stanford.edu/) segitségével 0; 1,5 és 13 pmol/l

koncentraciodra allitottuk be.

Csak azok a mérések keriiltek eredményként feldolgozésra, ahol a szivargd aram
minimalis volt és a soros ellenéllas stabilan 20 MQ alatti volt fesziiltség- és 30 MQ alatti &ram-
clamp elrendezésben. Az elektrofiziologiai mérések fesziiltség- és aram-clamp elrendezésben,
szobahon (kb. 25°C-on) torténtek. A mérésekhez hasznalt fesziiltség- és aram-clamp

protokollokat a 6. és 7. abra szemlélteti.
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A —_— B omV——%mw 6. dbra. A dolgozat kisérleteihez hasznalt
10 mvV—+10mv L T somv fesziiltség-clamp protokollok. A-B. A-dram méréséhez

-8omy, 100ms , , g
\ 200 ms hasznalt  protokollok. A. -80 mV tartopotencialrol
\\b N alkalmazott, 100 ms hosszusagu, -10, +10 és +30 mV
N L 250 pA amplitudoju depolarizalo fesziiltséglépcsok (fent) és az

N, 10 mV

alkalmazasukkal meért aramgorbék (lent). B. -60 mV-0s
tartopotencialrol indulo, 200 ms hosszusagu, -120 mV-os és
EBea=10mv 0 mV-os elblépesSket alkalmazd, 1 s hosszusagii, +20 mV
aa amplitidoju fesziiltséglépesé (fent) és a hatdsara kialakulo
% aramok (fekete: -120 mV-os el6lépcsd, sziirke: 0 mV-0S

i elélépesd). C-D. M-dram méréséhez haszndlt protokollok.
. = C. -60 mV-rol indulo, 500 ms hosszusagu, -100 mV-rol +40
. >
E &Sﬁ:‘l ﬁérés 12852 mV-ig 10 mV-onként emelkedd fesziiltséglépcsdk (fent) és a

hatasukra kialakulo aram (lent). D. M-dram relaxacios
‘ protokoll.  -20 mV-os tartdpotencidalrol alkalmazott, 1 s

?ﬁf J\l‘J ‘ l\k NJ i\J hosszusagi repolarizalo fesziiltséglépcsok -30 és -60 mV
_.,k/\\ | \INININ NN N

kozott, 10 mV-onként (fent) és az alkalmazdsuk alatt mért

F ' Wiw aram (lent). E. Stimulacios protokollok. A preszinaptikus
L | ig EA rostokat naCSF-fel toltott patch elektrodat magadba foglalo

monopolaris  elektrédaval  vagy  wolfram  bipolaris
elektrodaval stimulaltuk és a keletkezé posztszinaptikus

__+100mV__
G omvia=tiomv | —
-00mV 100 ms

Ca?*felszabadita , ) ) . . .
i e aramokat a posztszinaptikus sejten mértiik. IPSC mérésekor
[P e mm—————— ” . .7
—_— ;(\M--.M.AJSO mv a serkenté neurotranszmissziot 50 umol/l NBOX (AMPA
- 50mv t itloszer) és 10 I/l D-AP5 (NMDA receptor
7 \ - receptor gatloszer) és mo -
200 pA / /Jp_: cepior & A  recep
200ms | 100 ms gatloszer) alkalmazasaval gatoltuk. EPSC mérésekor a

gatlo neurotranszmissziot 10 umol/l bikukullin (GABAa
receptor gatloszer) és 1 umol/l sztrichnin (glicin receptor gatloszer) alkalmazasaval blokkoltuk. A mérések végén
NBQX-et, D-AP5-dt, sztrichnint és bikukullint a fenti koncentraciokban tartalmazo blokkolo koktéllal is végeztiink
meéreéseket annak igazolasdra, hogy a mért aram valoban posztszinaptikus dram volt. Az dbran 2 és 9 pulzust
tartalmazo, 50 Hz-es stimulalo protokollt és an hatdsara keletkezé IPSC-ket latjuk. A stimulalo aram erdsségét
az adott kisérletekben dllitottuk be az optimalis posztszinaptikus dramamplitudo és kimaradas szam érdekében; 2
és 85 uAd kozotti értékkel. F. Gapfree protokoll, -60 mV-os tartopotencialrol mérve. A mérés fesziiltséglépcsik
nélkiil folyamatosan, 2 és 35 perc kozotti idotartammal zajlott. G. Kalciumaktivalt kloridaram méréséhez hasznalt
protokoll. 0 mV-os tartépotencidalrol alkalmaztunk 700 ms hosszusdagu, -100 és +100 mV kozétt 10 mV-0S
lépcsokkel emelkedd fesziiltségprotokollt, amit 100 ms hosszisagu, -100 mV-os utolépcsé kévetett. H.
Intracellularis kalcium felszabaditasi protokoll. A tartopotencialt -50, 0 és +50 mV-on tartottuk, mikézben UV
villandlampadval (Rapp OptoElektronik GmbH, Kronskamp, Németorszag) szabaditottuk fel a belsé oldatbél és az
intracellularis téerbdl a kalciumot.
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A 7. abra. A dolgozat kisérleteihez haszndlt dram-clamp
protokollok. A. Spontin akcidspotencidl-tiizelés mérése dram-
clamp tizemmodban, gapfree protokollal (folyamatos mérés 5-80
perc  hosszusdggal). B.  Aramlépcsék  dltal  kivaltott
RN fesziiltségvalaszok és akciospotencidal-sorozatok mérése. -30
E mV-t6l +120 mV-ig, 10 mV-os lépésekkel alkalmaztunk 1 s

hosszusagu aramlépcsoket (két példa a lépcsckre kozépen). A
bemend ellenalldast -30 mV-os dramlépcsével, a kezdeti és a

steady state hiperpolarizacio kiilonbségébdl hataroztuk meg
(lent, ld. sziirke szaggatott vonalak). Az dtlagos tiizelési
5280";:’5 frekvenciat a 100 pA amplitudoju, 1 s idétartamu daramlépcsé

A== {R/r) hatdsara 1étrejové akcids potencidlok szamaként, a maximdlis
tiizelési frekvenciat a ket, egymdshoz legkozelebb esé akcios

. % @ e~ potencidlt (az esetek tulnyomé részében az elsd kettdt) figyelembe

M véve hatdroztuk meg (fent, Id. sziirke szaggatott vonalak). C. Az
20V

akcios  potencial — utohiperpolarizacio — paramétereinek

_ meghatarozasa (a. korai utdhiperpolarizacio, b. kozepes
| reobazis aram -gomv___ 50ms o o e o .
H 700 pA utohiperpolarizacio, c. késdi utohiperpolarizacio; ld. sziirke
vonalak). D. Az elsé akcids potencidl késésének mérése. A
50 pA AV

10 mv[200 ms AT nyugalmi membranpotencialt -60 és -80 mV-ra dllitottuk és 100
/\/UUU\ pA dramlépesét alkalmaztunk. E. Az adaptacios index (Al)

meghatarozasa. It is 100 pA nagysagu depolarizalo
araminjekciot alkalmaztunk. Fi: kezdeti tiizelési frekvencia, az
elsd 3, akciés potencidlok kozotti iddintervallum figyelembe
vételével. F\: az impulzus végén megfigyelt tiizelési frekvencia, az utolso 2, akcids potencidlok kézotti
idéintervallum alapjan. F-G. A magas kiiszobii membranpotencial-oszcillaciok mérése. F. A magas kiiszobii

Power amplitadé ()
)
g

5 10 15 20 25 30 35 40 “-60 mV
Frekvencia (Hz)

membranpotencial-oszcillaciokat 1 umol/l TTX jelenlétében meértiik, 0-tol 800 pA-ig emelkedd, 2 s idétartamu
rampa protokollal. G. A rampa protokoll teljes hosszdt figyelembe véve végeztiik el a mért adatok power analizisét.
H. Lassii befelé irdnyulé dramok (slow inward current, SIC) dltal kivaltott depolarizdicié vizsgdalata. Aram-
protokollkeént hasznalt SIC-ek (fent, sziirke) és a hatasukra keletkezé akciospotencial-tiizelés.

4.2.3. Elektroolfaktogramm (EOG)

A szagléhdmon torténd extracellularis mérésekhez az egeret dekapitiltuk és az
arckoponyat sagittalis iranyban megfeleztiik, a f6 szaglohamot szabadda tettiik. A mérésekhez
normal Ringer (NR) oldatot hasznaltunk (6sszetétel mmol/l-ben: NaCl, 140; KCI, 5; gliikoz,
10; natrium piruvat, 1; HEPES, 10; CaCly, 2; MgClz, 1; pH = 7.4 NaOH-dal beallitva; az
ozmolalitas 321 mOsm/kg volt). A preparatum 0,5% agarozban volt beagyazva. A
fesziiltségmérésre NR oldattal toltott pipettaval keriilt sor. A szaganyagokat feloldva,
folyadékfazisban; vagy egy 15 ml-es palackban levé 2 ml oldat felél a karbogén gazkeverékbe
beoldodva alkalmaztuk picospritzer (Toohey Spritzer, Toohey Company, Fairfield, NJ, USA)
alkalmazaséaval. Szaganyagok alkalmazasa esetén egy pulzus 200 ms idtartamu, mig forskolin

alkalmazasakor 2 s hosszlisagu volt.
Az alabbi szaganyagokat alkalmaztuk:
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e "Mix1" izopentil-acetat, hexanal, eucalyptol, limonén, 2-heptanon, mentilacetat
mentaolaj, eugenol, etil valerat, etilbutirat, etiltiglat, alliltiglat, octanal, izobutil
propionat, acetal, hexanonsav, 2-hexanén (valamennyi 100 umol/l koncentracioban)

e "Mix2": d-carvon, 1-heptanol, 2-metilbutirat, geraniol, izopentilamin, 2-hexanon,
acetofenon, 1-octanal (valamennyi 100 umol/l koncentracidoban)

e Kiilon alkalmazva: izopentil-acetat, etilvalerat, geraniol egyenként, 1 mmol/l
koncentracioban

e Forskolin, 30 umol/l

e Szintetikus prérifarkas vizelet, 1:20 higitasban

Valamennyi szaganyagot 0,5% DMSO-t tartalmaz6 NR oldatban oldottuk fel (8. abra)

A levegéfazisu EOG B folyadékfazisu EOG
95% O,/5% CO, Picospritzer
m— <—— Picospritzer =
| ™
‘ [ bR L
pérésité [ £

méréelektréda

P folyadékfilm
N "
«

o AT

szaganyag Szaganyag | || |NR it
g

NR ]
mérdelektroda R

8. dbra. Levegd- és folyadékfazisu elektroolfaktogramm (EOG) vdzlatos rajza. A. Levegofazisu EOG
(Cygnar és mtsai, 2010 alapjan). B. Folyadékfazisit EOG (Nickell és mtsai, 2006 alapjan).

3.3.In vitro kalcium- és glutamat képalkotds
A kalcium- és glutamat képalkotast 200 um vastagsagu agyszeleteken végeztik.

Az intracellularis kalciumkoncentracié valtozasainak vizualizalasahoz Oregon Green
488 BAPTA 1 acetoxi-metilésztert (OGB, Invitrogen-Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA)
hasznaltunk. A 25-45 perces, 37°C-on végzett inkubacid soran 33 umol/l-es koncentracidoban
hasznaltuk a festéket. A szeletek inkubaciojat egy, Dr. Készeghy Aron altal tervezett
tulnyomasos kamraban, karbogénnal (95% O2/5% CO>) kivitelezett tilnyomasos oxigenizaciod
mellett végeztiik el.  Egyes esetekben GCaMPo6f genetikailag kodolt fluoreszcens
kalciumindikatort hasznaltunk ugyanerre a célra, amit vagy a cre-lox rendszerben torténd
keresztezéssel, vagy virusvektorral bejuttatott plazmid segitségével fejeztettiink ki (I1d. fent). A
szeletek lathatova tételéhez és az optikai méréshez Zeiss Axioskop mikroszkopot (Carl Zeiss

AGQG) hasznaltunk. A mikroszkop a Till Photonics fluoreszcens képalkotd rendszerével (Till
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Photonics GmbH, Grifeling, Németorszag) volt felszerelve, ami xenon izzoval felszerelt
Polychrome V fényforrast, képalkotasi kontroll egységet ("imaging control unit", ICU) és a Till
Vision szoftver 4.0.1.3 valtozatat foglalta magaba. A gerjeszté hullamhossz 488 nm volt, a
szlirokészlet egy dikroikus tiikkrot (Omega XF2031 S05SDRLPXR; Omega Drive, Brattleboro,
VT, USA) és egy emisszios sziir6t (LP 515, Till Photonics) tartalmazott. A képalkotas soran
10 Hz frekvenciaval és 344x260 pixel felbontassal készitettiink képeket. Egyes esetekben az
inkubacio 20 umol/l Rhod-2 AM (Invitrogen-Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA)
fluoreszcens festékkel tortént. Ebben az esetben a gerjeszté hullamhossz 550 nm volt és egy
masik sziir6készletet hasznaltunk. Ez a sziir6készlet Omega XF2019 590DRLP dikroikus
tiikrot €s Omega 3RDS5S90LP emisszios szlir6t tartalmazott (Omega Drive, Brattleboro, VT,
USA).

4.4.0pto-és kemogenetika
Optogenetikai vizsgalatainkat szelet-elektrofiziologiaval egyiitt végeztik. Az

optogenetikai aktuator minden esetben ChR2 volt, amit a cre-lox torzsek keresztezésével
fejeztettiink ki asztrocitdkban, kolinerg vagy glutamaterg neuronokban (1-3. tablazat). A
megvilagitas modja az asztrocitdk optogenetikai stimulacidja esetén epifluoreszcens volt. A
fent leirt fluoreszcens képalkotd rendszer segitségével a teljes latoteret 480 nm
hullamhosszisaghh fénnyel vildgitottuk meg folyamatosan 1 percen at, vagy 10 Hz
frekvenciaval alkalmazott 10 ms hosszusagl pulzusokat hasznaltunk. Mas esetekben egy kiilso,
470 nm hullamhosszusagu LED-del (Thorlabs, Newton, NJ, USA) vilagitottuk meg a szelet egy

megvilagitasi ciklusokat alkalmazva.

Kemogenetikai vizsgalataink soran hM3D receptort alkalmaztunk aktuatorként, amit
clozapine N-oxid (CNO) segitségével aktivaltunk. Az aktuatort kodold plazmidot minden
esetben virusvektorral juttattuk be. A PPN asztrocitiiba mindkét oldalon alkalmazott
sztereotaxias injekcioval juttattunk be asztrocita-fliggd modon kifejez6dd plazmidot (pAAV-
GFAP-hM3D(Gq)-mCherry (AAVS)), mig a nucleus pontis caudalisba retrograd modon
terjedd adeno-asszocialt virussal, mint vektorral juttattunk neuronokban kifejez6d6 plazmidot
(PAAV-hSyn-DIO-hM3D(Gqg)-mCherry (AAV Retrograde)). Mindegyik esetben mCherry
jeloloéfehérje is kifejezddott az aktuatorral egyiitt. Kontrollként a megfeleld, csak mCherry
jeloléfehérjét kifejez6 plazmidot hordozo virusokat hasznaltunk (pAAV-GFAP104-mCherry
(AAVS5), pAAV-hSyn-DIO- mCherry (AAV Retrograde); 4. tablazat).
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A kemogenetikat felhaszndlo szelet-elektrofiziologiai vizsgalatok soran 10 pmol/l
CNO-val aktivaltuk az aktuatort. A viselkedési tesztek soran a CNO-t vagy ivovizzel vette fel
az egér, vagy intraperitonealis (ip.) injekcié formajaban (1 mg/kg). Az utobbi esetben a kontroll

kisérleteket fiziologias sooldat ip. injekcidjaval végeztiik el.

4.5.In vivo imaging, sztereotaxias moédszerek
Az in vivo imaging-hez GCaMP6f genetikailag kodolt fluoreszcens indikatort

kiilonb6z6 sejtvonalakban (Vglut2, GAD2, GFAP promoter alatt) kifejezd egértorzseket
hasznaltunk. A miitét soran 2 mm atmér6jii furéheggyel craniotomiat végeztiink, a célteriilet és
a craniotomia kozotti teriileten levé agyszovetet szivoval tavolitottuk el. A koponyacsont
vérzéscsillapitasahoz csontviaszt, az agyallomanyi vérzés csillapitdsdhoz fiziologias so6oldattal
atitatott vattaheggyel végzett Ovatos kompressziot hasznaltunk. A gradient index (GRIN)
lencsét a vizsgalt agyteriiletbe (neocortex, mesencephalon; GRINTECH GmbH, Jéna,
Németorszag) ezt kovetden iiltettiink, amit fogcementtel rogzitettiink (Pentron, Jicin, Cseh
Koztarsasag). A masodik iilésben az in vivo fluoreszcens mikroszkép (Miniscope, Labmaker
UG, Berlin, Németorszag) tartokeretét rogzitettiik, ugyancsak fogcementtel. A kisérleti allat a
beiiltetett GRIN lencsét €s a keretet viselte allandoan, a mikroszkop az imaging idétartamara

keriilt az egér fején rogzitésre (9. dbra).

A virusok bejuttatasa a célteriiletekre (nucleus pontis caudalis -PnC, PPN, neocortex)
sztereotaxias célzoberendezés (RWD, Shenzhen, Kina) segitségével, a Paxinos atlasz (Franklin

¢s Paxinos, 2013) koordinatait felhasznalva tortént. A koordinatakat az 5. tdblazat tartalmazza.
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9. dbra. A GRIN lencse beiiltetés lépései. A. Az
eger fejének rogzitése a sztereotaxias berendezésben;
szortelenités. B. A fejbor megnyitasa, a koponya
felszinének feltarasa. C. Craniotomia furoval. D. A furt
craniotomias nyilas, vérzéscsillapitast kévetéen. E. A
felett
szivoberendezéssel. F. A GRIN lencse pozicionadldsa. G.

célteriilet levé  agyszévet  eltavolitisa
A beiiltetett GRIN lencse és rogzitése fogcementtel. H.
A kamera tartokeretének régzitése. 1. A kamera
rogzitése. J. A Kamera és a kiolvaso egység (data

acquisition unit, DAQ).

A mitétek alatt az allatok ip.
alkalmazott ketamin-xylazin anesztéziaban
részesiiltek (100 mg/kg ketamin, 10 mg/kg
alatt

xylazin). Az allatokat az altatas

fitépaddal  melegitettiik. A mitéteket
kovetden az allatok 3-5 napon at per os

ibuprofen fajdalomesillapitasban részesiiltek.

Célteriilet Bregmété'l m-ért tdvolsg Kozépvonaltol — mert | Mélység Injektalt
(negativ  szam: caudalis | tavolsdag (mm) (calvariatol meérve, | térfogat (nl)
irdny, mm) mm)

PPN -4,6 1,05 2,75 200

PnC -6 0,6 5 200

Neocortex -2 15 0;02;0,4 3x200

5. tablazat. A virusinjekcio soran hasznalt koordindtdk.

4.6.Viselkedési tesztek

A viselkedési tesztek soran a cirkadian ritmust és a mozgasteljesitményt (activity wheel

test-tel) és az akusztikus startle reflex amplitidojat vizsgaltuk kontroll koriilmények kozott,

KCNQ4 knockout allatokon és akut vagy kronikus kemogenetikai kisérletekben.
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10. abra. A kisérleti allat az activity wheel test kiozben.

Az activity wheel test sordn a kisérleti berendezés
(Campden Instruments Ltd, Loughborough, Egyesiilt
Kiralysag) egy ketrecet és egy mokuskereket tartalmazott,
amit a kisérlet id6tartama alatt egyediil tartott egér

onkéntesen hasznalt (10. 4&bra). A  mokuskerék

. e ’_'_' % 4 Wy atfordulasainak szamat 10 perces idintervallumokban
ésszegézve mértﬁk. 6-6 éfés fény-sotétség ciklusokat €s teljes sotétséget, vagy 12-12 oras fény-
sotétség ciklusokat alkalmaztunk. Az igy nyert adatokbdl az egerek napi vagy aktiv
idészakokban megfigyelt futasteljesitményét vagy aktivitdsuk periddus idejét hataroztuk meg.
Az utébbihoz a Lomb-Scargle periodogrammot (www.circadian.org) hasznaltuk. Az activity
wheel test-et KCNQ4 knockout allatokon és vad tipusu alomtarsaikon 6-6 oras fény-sotétség
ciklusokkal ¢és teljes sotétségben hasznaltuk. A 24 6ras helyett 12 6ras ciklusokat azért
hasznaltuk, hogy kizarjuk, hogy a C3H alapu torzsben az eredményeinket esetleg befolyasolo
vaksag fordul el6. A C3H vonal esetében leirtak, hogy az allat 6regedésével eléfordulhat

vaksag (Gormann ¢és Elliott, 2003; Harrison és mtsai, 2016).

Az akusztikus startle reflex méréséhez egy sajat magunk altal tervezett és épitett
rendszert hasznaltunk. Ez az Elettani Intézet gyakorlati termében elérhetd kontrakcios erd
mérésére szolgald mérorendszert vette alapul. Ez a mérérendszer egy erdmérd transzducert, egy
er6sitot (Experimetria Kft, Budapest), egy analog-digitalis jelatalakitot (N1-PCI-6221; National
Instruments, Debrecen, Hungary) és egy ehhez a rendszerhez fejlesztett szoftvert (Dr. Szentesi
Péter) tartalmaz. A mérést egy hungarocell dobozban tortént annak érdekében, hogy az egeret
minél jobban izolaljuk a kornyezeti hatasoktol. Az egér a doboz aljatol 2-3 mm-re elemelkedd,
az erdmérd rendszerre felfiiggesztett 8x3,5x5,5 cm-es (hossz, mélység, magassag), a tetején
nyitott és a rovidebb lapjain perforalt plexi dobozban foglalt helyet. A dobozban helyet kapott
egy folyamatosan 60 dB fehér zajt jatszd hangszord, egy 105 dB hangerdsséget produkalo
riasztosziréna és egy, a plexi dobozra iranyuld webkamera (11. abra). Miutan az egér
megnyugodott az altala korabban megszokott plexi dobozban (azaz legalabb 2 percig stabil
alapvonal volt az erdmérdvel mérhetd és a kamera a nyugodtan elhelyezkedett egeret mutatta).
Ezt kdvetden 2 percenként 1 s hosszusag 105 dB erdsségli zajnak (startle stimulusnak) tettiik
ki az egeret és az erOmérd altal kimért Osszerezzenést detektaltuk. A startle stimulust 2
percenként, 5-szOr alkalmaztuk. Habitudciot vagy prepulzus gatlast nem figyeltiink meg az 5

stimulus alkalmazasa sordn (11. &bra).
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Az akusztikus startle reflexet 2 honapos KCNQ4 knockout allatokon ¢€s vad tipusu
alomtarsaikon, valamint az akusztikus startle reflexért
felelés neuronalis halozat kemogenetikai aktivacidja
soran vizsgaltuk. Az utobbi esetben kontrollként ip.
fiziologias sooldatot, egy tijabb kisérleti napon ip. CNO-
t alkalmaztunk (1 mg/kg).

11. dbra. Az akusztikus startle reflex vizsgdlata. a-e. A
mérdrendszer részei. a. Transzducer. b-e. A nyillal jelolt doboz
belseje: b. riasztosziréna, c. hangszoro, d. kamera, e. felfiiggesztett
plexi doboz az egérrel. T. 5 egymds utani akusztikus startle reflex
amplitudoja és 5 eset statisztikai értékelése (az elsé startle
amplitudora normalizdlva, datlag + SEM). A fényképen a
témavezetésem alatt dolgozo PhD hallgato, Baneen Maamrah végzi
a kisérletet.

5. Eredmények

5.1. Ioncsatornakon keresztiil érvényesiilo neuronalis neuromodulacios
mechanizmusok

5.1.1. Szagléham primer neuronok modulacidja kalcium-aktivalt
kloridcsatornakon keresztiil

Az alabbi eredmények a kovetkezé publikacioban szerepelnek: Billig és mtsai, 201 1.

Az el0szor bemutatott kisérletsorozatot berlini tanulmanyutam soran, Thomas Jentsch
laboratoriumaban, az 6 szakmai iranyitasa alatt végeztem. A transzgén egértorzs létrehozésa,
valamint az immunhisztokémiai és viselkedési tesztek Gwendolyn Billig PhD hallgaté munkai.
A kisérletsorozatom 6 kérdése az volt, hogy a szagloham ANO2 (TMEM16B) kalciumaktivalt
kloridcsatornaja hogyan modulalja a szagldham membransajatsagait és milyen aktiv szerepet

jatszik a szaganyagok érzékelésében.

A primer szaglohambol késziilt szeleteken a szenzoros neuronok szoméjan végeztem
patch clamp kisérleteket teljes sejtes elrendezésben, a kation d&ramok lehetdség szerinti teljes
gatlasa mellett. Vad tipusu allaton, nominalisan kalciummentes intracellularis oldatot
hasznalva nem volt mérhetd aram, 1,5 umol/l-es szabad kalciumkoncentracié mellett kifelé

egyeniranyito aram jelent meg, mig 13 umol/l-es szabad kalciumkoncentracional megsziint az
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egyeniranyitas (12. abra, A-L). A megfigyelt aram hasonlo volt a heterolég expresszios

rendszerben mért ANO1 és ANO2 aramokkal, valamint a kétéltiicken mért kloridaramokkal

(Schroeder és mtsai, 2008; Stephan és mtsai, 2009; Stohr és mtsai, 2009; Pifferi és mtsai, 2009;

Sagheddu és mtsai, 2010). Ezek az aramok nem voltak jelen az ANO2 knockout egérbdl

szarmazé mintakon (12. abra, A-L).

A vomeronasalis szerv szenzoros neuronjainak

végbunkoin kalciummentes belsd oldatot haszndlva mind a vad tipusu, mind a knockout

mintdkon jelen volt egy kis amplitidoju hattér dram.

1,5 pmol/l-es intracellularis kalcium

koncentracié esetén a vad tipusi mintdkon kifelé¢ egyeniranyitd aram jelent meg, ami a

knockout mintarol hianyzott (12. abra, M-T).

f6 szaglbham

D Ano2™* E Ano2 F

G 200{ W+
MOE < Bsge
£ 100
0pmol Ca” N — -pesss— — sovesesdd
+100 mv -80 —40 40 80
omv omv 20094 ool VW)
-100 mV 200 ms
G H I < 200
o
——— = 100
|
1.5 pmolA Ca?* T E— evfiosssss
Z W 40 80
-100 V(mV)
200 pA
K 200 ms
I
—_—
=
13 pmot1 Ca®* e
I 500 pA
=
200 ms -200

vomeronasalis szerv

Ano2™"

c
<
W +/+,15Ca™ 601 ¢
o -/-,15Ca* X

R S 100 pA ® ++,0Ca> 40

P —— 200 ms 0 —/~,0Ca*
1.5 pmolt Ca®* W | P - eeese—
g bl
( -40

12.
neuronok sejttestén és a vomeronasalis
szerv szenzoros neuronok dendritikus
végbunkojan is megtalilhato az; ANO?2
ioncsatorna kalcium aktivalt kloriddarama.
A-C. Egy patch clamp kisérletbe bevont és
Jjelolt szenzoros neuron a szaglohambol. D-
L. A f6 szagloham neuron kalciumaktivalt
kloridarama, amely hianyzik az ANO2

dbra. A fo szaglohim szenzoros

knockout dllatbol szarmazo preparatumbol.
D-F. Kalciummentes belsd oldattal mért
iondaram vad tipusii egéren (ANO2 +/+), a
fesziiltsegprotokoll az aramgérbe alatt (D),
ANO?2 knockout egéren (ANO2-/-; E) és a
két csoporton mért aramok daram denzitas-
fesziiltség (fekete
négyszog: vad tipusu, tires hdaromszog:
knockout,; atlag = SEM). G-1. 1,5 umol/l
kalcium tartalmu belsé oldattal tortént
darammeérések, a D-F. panelekkel azonos
J-L. 13 umol/l kalcium
tartalmu belsé oldattal tortént
drammérések, a D-F. panelekkel azonos
elrendezésben. M-0O. A vomeronasalis szerv
keresztmetszete dtnézeti képen (M), a
szagléhamja nagy nagyitissal (N) és egy
Alexa488 fluoreszcens festékkel jelolt, a
dendritikus vegbunkorol
SZenzoros

karakterisztikdja

elrendezésben.

elvezetett
képe. P-Q.
Kalciummentes belsé oldattal mért iondaram
vad tipusu egéren (ANO2 +/+; P) es ANO2
knockout egéren (ANO2-/-; Q). R-S. 1,5
umol/l kalcium tartalmu belsé oldattal

neuron

tortént drammérések, a P-Q. panelekkel azonos elrendezésben. T. Aramdenzitis-fesziiltség karakterisztika (iires
négyszog: vad tipusu, 0 kalcium, iires kor: knockout, 0 kalcium, fekete négyszog: vad tipusu, 1,5 umol/l kalcium,

fekete kor: knockout, 1,5 umol/l kalcium; atlag + SEM).
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Annak érdekében, hogy kizarjuk egy esetlegesen fennmarado tranziens kalciumaktivalt
kloridcsatorna jelenlétét a knockout mintakon, az intracelluldris kalciumszintet ,,caged”
kalcium flash fotolizisével noveltiik és ugyancsak flash fotolizissel szabaditottunk fel ,,caged”
8-Br-cAMP-t (membranpermeabilis cAMP analogot). Mindkét esetben nagy amplitadoju,
gyorsan aktivalodo tranziens aramok keletkeztek, amelyek a klorid reverzalpotencialjanal
fordultak meg. A knockout egéren egy sokkal kisebb (a vad tipusu 10%-anal kevesebb)

amplitadoju és a kalium reverzalpotencialjanal megforduld dramot lehetett mérni (13. dbra).

A fentiek alapjan arra lehetett kovetkeztetni, hogy a f6 szagloham és a vomeronasalis
szerv szenzoros neuronok 6 kalciumaktivalt kloridaramat az ANO2 csatornak medialjak.

A ' Ca®* Uncaging B  &-BrcAMPUncaging C  Ano2*™* 13.  dabra. Intracellularis

Ano2** ' Ano2** A Ano2™ kalcium- és  8-Br-cAMP
50 mV -50mv felszabadulds hatasara mért
e omVv

_50 mV daramok vad tipusii és ANO2
* knockout dllaton. A. Flash
ﬁ 100 pAL 200 pAI\ &5 30 fotolizissel torténd
2l A 4]%52“‘“9 ) kalciumfelszabaditds
e Gl hatdsdra létrejové  dramok
kiilonbozd tartopotencidalokon vad tipusi (ANO2 +/+, fent) és ANO2 knockout (-/-; lent) allatokbdl szarmazo f6
szagloham prepardatumokon (nyil: flash fotolizis idépontja). B. Flash fotolizissel torténd 8-Br-cAMP felszabaditds
hatdasara létrejovd aramok -50 mV tartépotencidlon vad tipusi (ANO2 +/+, fent) és ANO2 knockout (-/-; lent)
dllatokbol szarmazo f6 szagloham preparatumokon. C. Az A panelen bemutatott mérések dram-fesziiltség
karakterisztikdja (fekete négyszog: vad tipusi, iires haromszog: ANO2 -/-; dtlag + SEM).

B
o
o

Aram (pA)
n
8

A kovetkezO kisérletben a teljes szaglohdmot tartalmazé ex vivo preparatumon
elektroolfaktogrammra (EOG) segitségével vizsgaltuk egyes szaganyagok hatdsat.
Folyadékfazist EOG mérésekor a szagloham felszinét Ringer oldattal mostuk folyamatosan és
oldott szaganyagokat alkalmaztunk. A moso oldat nifluminsavat (NFA, Kkalciumaktivalt
kloridcsatorna gatloszer, Yang €és mtsai, 2008; Schroeder és mtsai, 2008; Stephan és mitsai,
2009; Pifferi és mtsai, 2009) tartalmazé oldatra volt cserélhetd. A szaganyagokra adott valasz
mintegy 40%-kal csokkent a knockout egérbdl szarmazo mintakon a vad tipusu alomtarsak
mintaihoz képest. Hasonld megfigyeléseket tettiink forskolin alkalmazasaval (az adenilat
ciklaz direkt aktivalasaval). Az NFA alkalmazéasa mind vad tipust, mind knockout mintakon
csokkentette az EOG amplitadojat. A vad tipust és knockout mintdk NFA gatlasanak
Osszehasonlitasabol kovetkeztethetd, hogy az NFA hat4sanak csak mintegy 60%-a az Ano2
gatlasa (14. abra, A-F).

A kovetkez6 1épésben leveg6fazisi EOG-ot mértiink, mert ennek az alkalmazasa soran
a szaglohdmot borit6é nyak ionkoncentracioi a fiziologias értékekhez kozelebbiek maradnak. A

folyadékfazisi EOG-gal ellentétben, itt nem lattunk kiilonbséget a vad tipust és knockout
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mintak kozott (14. éabra, G). Ezt a megfigyelést tamogatja, hogy kloridérzékeny
mikroelektrodaval végzett mérésekkel igazoltuk, hogy nincs szignifikans kiilonbség a vad
tipusu és knockout mintéak felszini kloridkoncentracidiban (+/+: 84 + 11,8 mmol/l; -/-: 84,4 £ 9

mmol/l; n=6¢s 11).

A fenti mérések ¢és a viselkedési tesztek alapjan (Billig és mtsai, 2011) azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a kalciumaktivalt kloridcsatornak szerepe kisebb a

szaglasban, mint eddig gondoltak.

B D 14. dbra. A folyadékfazisu EOG
Mix1/kontroll ~ Ano2*™* Mix1/kontroll  Ano2™" FSK/kontroll ~ Ano2"" FSK/kontroll  Ano2™" . e . . , o
= - —_— — amplitudoja szignifikansan csokken,
TN e
de nem tinik el ANO2 knockout
/Jv,_ \/ dllatban. A.  Reprezentativ
sow| oouv| Jfolyadékfazisu EOG kontroll oldattal
NR 500 ms i 1s (fent) és az 1. szamu szaganyag
E 450y Folyadékfazis F 300 Folyadékfazis G 50 Levegbfazis keverckkel (lent; mix 1: izopentil-
400 acetat, hexanal, eucalyptol, limonén,
250 . ’
§35° . 4001 2-heptanon, mentilacetat, borsmenta
3 300 200 . . , . .,
= * 300 olaj, eugenol, etilvalerat, etilbutirat,
g 250 Y g
2 150 s T, , T , . .
£ 200 ol W~ etiltiglat, alliltiglat, octanal, isobutil-
£ 150 100 iond . h 2-
g propiondt, acetal, hexanonsav,
1004 , . .
50 % ) hexanén, 100 pmol/l mindegyik),
4 14| 3] O il 9| ER [ORks] (11 Ril 9 , X
ANO2 +lr e tleml ANOZ tamie tleml e~ altm-  ANOZ - i ih—i- o~ NOIMAI Ringer oldatban (NR, fekete
3 g X N} N\ N\ N
it Forskolin & & & & & S S yonal,  kontroll  és kimosds)  és
(0.1 mmoll) (30 pmoll) N N O AP X .
& ¢ ¢ AR nifluminsav  (NFA)  jelenlétében

(sziirke vonal), vad tipusu dallaton
(ANO2 +/+). B. EOG az A panelhez hasonlo elrendezésben, ANO2 knockout (-/-) egéren. C. EOG kontroll oldattal
(fent) és 30 mmol/l forskolin jelenlétében, normdl Ringer (fekete vonal) és NFA alkalmazasaval (sziirke vonal),
vad tipusu dallaton (ANO2 +/+). D. EOG ANO?2 knockout dllaton (-I-), a C panelhez hasonlo elrendezéssel. E. Az
EOG amplitudok statisztikai 6sszehasonlitasa kontroll kériilmények kozt (iires oszlop) és NFA jelenlétében (sziirke
oszlop), vad tipusu (+/+) és knockout dllatokon (-I-) az 1. szagkeverék (Mix 1) alkalmazdsakor. Vad tipusii (+/+,
tires oszlop) és knockout dllatokbol (-1-, fekete oszlop) szdrmazé adatok forskolin alkalmazdsakor (jobbra).
Oszlopok: dtlag £ SEM, az esetszamok az oszlopra irva talalhatéak. F. Folyadékfazisu EOG amplitudok
statisztikai 0sszehasonlitasa vad tipusii (+/+, tires oszlop) és knockout dllatok (-I-, fekete oszlop) esetén, kiilonbozd
szaganyagokkal. G. Levegdfizisu EOG amplitudok statisztikai dsszehasonlitdsa vad tipusi (+/+, tires oszlop) és
knockout dllatok (-I-, fekete oszlop) esetén, szaganyagokkal és szaganyag-keverékekkel (Mix 2: d-carvon, 1-
heptanol, 2-metilbutirat, geraniol, isopentilamin, 2-hexanon, acetofenon, 1-octanal). *: p < 0,05; **: p < 0,01;
***:p<0,001
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5.2. A hallopalya kolinerg modulicidja az M-aramon és mas muszkarinos acetilkolin
receptorhoz kotott hatasokon keresztiil

Az alabbi eredmények a kovetkezd publikdacioban szerepelnek: Pdl és mtsai, 2009; nem

kozolt eldkisérletes adatok a colliculus inferior vizsgalatarol

crer

oriassejtek a DCN mély rétegében kapnak helyet €s a mag egyik f6 projekcios neurontipusat
képezik a kiilon réteget képezd fusiform sejtek mellett (amelyekrdl az driassejtekhez hasonlo
eredményeket kaptunk, de az alacsony esetszdm miatt nem keriilt publikdlasra). Az
oriassejteket a patch clamp mérések soran biocitinnel jeloltiik €s a mérést kdvetden, korabbi
irodalmi adatok alapjan azonositottuk (Ryugo és Willard, 1985; Zhang és Oertel, 1993;
Alibardi, 1999). Az oriassejtek nagyméretii (30-50 um atmérdjii) tobbszogli szémaval
rendelkeznek, amibdl 4 vagy tobb {6 dendrit ered. A dendritek a DCN minden rétegében
megtalalhatoak, a felszini rétegbe nyulod dendrit eldgazddasa kiillondsen gazdag (15. dbra, A).

A projektbe 184 oridssejtet vontunk be, mig tovabbi 110 egyéb sejtet kizartunk.

A B 15. dbra. A DCN oridssejtek tiizelési
frekvencidjat a kolinerg stimuldcio néveli. A. Egy
biocitinnel jeldlt oriassejt. A nyilak az apicalis és
basalis dendritfat jelélik. B. FEgy oridssejt
membranpotencidal- és akcios potencial tiizelés
valtozasa 50 umol/l karbakol alkalmazasa alatt.
C. A tizelési frekvencia valtozasa karbakol
hatasara (1: kontroll; 2: karbakol alkalmazasa

Karbakol

C, Karbakol 51)) , ‘ alatt; 3: karbakol jelenlétében, a kiinduldsi
7] @9 . P /{/ A d A dAd s J p ’J J J ,J v, €rtékre visszaallitott membranpotencidllal, 4:
s \.\. kimosas). D. A CI panel szammal jel6lt részeihez
% 7 i tartozo reprezentativ mérések (szaggatott vonal: 0
Zo ' \\ w & UJ! s )) M/) '/w J/JJ'WJ mV). E. Reprezentativ akcidspotencidl tiizelés 100
2] @ W T arnC TG umol/l neostigmin hatdsara.
? S W UML),
N T O, Aram-clamp  elrendezésben 36
e L ')/‘]”i/) e Oriassejten  mértink. A nyugalmi
2 b :dé l(i'l)erlc,) I 0 1 I 1 \ (l 500 ms.

Kool membranpotencial -51 + 2 mV-nak
€0S! gmln
E

adodott. 3 neuron 24 + 0,5 Hz-es

tiizelést mutatott. 50 pmol/l karbakol (muszkarinos acetilkolin receptor agonista) hatasara a

frekvenciaji  spontan akcidspotencial-

neuronok depolarizalodtak -45 + 1 mV-ra, és valamennyi neuron akcidspotencial-sorozatot
tiizelt 7,3 £ 1,3 Hz frekvenciaval (15. abra, B). Amikor karbakol alkalmazasa kdzben a

membranpotencialt az eredeti nyugalmi membranpotencial értékre allitottuk vissza folyamatos
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hiperpolarizald araminjekcidval, az akciospotencidl-tiizelés frekvencidja 4,5 + 2 Hz-re
mérséklodott, de nem szlint meg vagy tért vissza a kiindulasi értékre. Ez arra utal, hogy a latott
akciospotencial-tiizelés nem kizarolag a kozvetlen depolarizacié eredménye, hanem halozati
hatasoknak is kovetkezménye. A kimosast kovetéen a membranpotencial -52 + 3 mV-ra tért
vissza, mig 3 eset kivételével megszlint az akcidspotencial-tiizelés. A fennmarado6 3 esetben a

tiizelési frekvencia 2,6 = 0,5 Hz volt (15. abra, C-D).

Egy kovetkezd kisérletben a szeletben jelen levd acetilkolinnak az oriassejtekre
gyakorolt hatasat kivantuk megfigyelni az acetilkolin észteraz gatld neostigmin (50 umol/l)
alkalmazaséval. A neostigmin hatdsa lassabban kezdddott és csengett le, mint a karbakolé, de
8,5 £ 2,7 mV depolarizaciot okozott és 5,49 Hz akciospotencial-tiizelést az amigy nem tiizeld

5 db oriassejten (15. abra, E).

A kovetkezd kisérletben a feliiletes €s mély rétegekbdl szarmazéd gatld szinaptikus
neurotranszmisszidra gyakorolt muszkarinos hatast vizsgaltuk. A feliiletes és mély rétegek
gatlo rostjainak 50 Hz-es elektromos sorozat stimulacidja soran az elsé IPSC-k amplituddja
nem kiilonbozott egymastol szignifikansan (138 £ 9 és 120 £ 18 pA, n = 8; p = 0,218). A
feliiletes réteg tovabbi IPSC-inek amplitaddjat jelentdsen csokkentette a rovid tavia depresszio,
mig a mély réteg esetén ez a jelenség sokkal gyengébbnek bizonyult. A 2. és az 1. [PSC
amplituddinak ardnya (a ,,paired pulse ratio”, PPR) a feliiletes réteg esetén 0,5 + 0,1, mig a mély

rétegben 0,95 + 0,2 volt (16. abra, A-B).

A rovid tava plaszticitasban megfigyelt kiilonbségek mellett az IPSC-ken érvényesiild
muszkarinos hatasok is kiilonboztek. A feliiletes rétegre nem gyakorolt a karbakol gatlo hatast,
mig a mély rétegben az els6 IPSC amplitadoja 32 + 11 pA-re csokkent (a kontroll 26 + 9%-4ra;
n=8; p=0,000154; 16. abra, C-D).

A hatasért felelés muszkarinos receptor tipusokat 1 pmol/l koncentracidban alkalmazott
specifikus antagonistakkal torténd elokezeléssel vizsgaltuk. A karbakol gatld hatasat (74 + 9%
gatlas) a nem specifikus atropin (10 pmol/l) majdnem teljesen kivédte (5% gatlas, n=7; p =
0,000845). A specifikus gatloszerek koziil az M1 receptor specifikus pirenzepin, az M2
specifikus AF-DX116 és az M4 specifikus tropicamid hatastalannak bizonyult (n = 7 mindegyik
esetben), de az M3 specifikus 4-DAMP az atropin gatlo hatasara emlékeztet6 gatlast gyakorolt
(8 = 7%, n=6; p=10,000225).
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16. dabra. Az oridssejtek IPSC-inek muszkarinos

A
moduldcioja. A. A feliiletes réteg (S) 50 Hz-es
s elektromos stimuldacidjaval kivaltott IPSC-K. B. A mély
20 pA réteg (D) elektromos stimuldcidjaval kivaltott IPSC-K.

B l10me
JWMM /\VW/\J/\A C-D. 50 umol/l karbakol (sziirke vonal) jelenlétében
D mért IPSC-k feliiletes (C, S) és mély (D, D)
stimuldcioval kivaltva (szaggatott vonal: kimosas).
C X D 'l "\ 20pA
s [ ANA <

ingerlésével, a gatld szinaptikus neurotranszmissziot felfliggesztd sztrichnin és bikukullin

Az EPSC-ket a feliiletes és mély rétegek

crer

10 pA volt, mig gyenge rovid tdva depresszidt figyeltiink meg (PPR = 0,72 + 0,09; n = 8).
Karbakolt alkalmazva az elsé amplitid6 csokkent (32 + 12 pA-re, p = 0,049) és a PPR
emelkedett (1,02 +0,05; p=0,035; 17. abra, A-B). A variacios koefficiens (CV) szamitasakor
azt allapitottuk meg, hogy az 1/CV? érték szignifikansan csdkkent (p = 0,007; 17. 4bra, C).

Mindez preszinaptikus hatsra utal.

crer

bizonyult (99 £+ 6 pA, n = 6), mig a révid tavu szinaptikus depresszid gyengébb volt (PPR =
0,82 + 0,07). Karbakol jelenlétében, a feliiletes rétegben latottakhoz hasonldéan, az amplitudd
csokkent, mig a PPR ndvekedett (57 + 7 pA; p = 0,049 és 1,01 £ 0,05; p = 0,0026). Az 1/CV?
értek szignifikansan csokkent (p = 0,0036; 17. abra, D-F), ami ugyancsak szignifikans hatdsra
utalt.

Az IPSC-khez hasonléan itt is megvizsgaltuk, hogy a karbakol altal kivaltott hatasokat
milyen szelektiv muszkarinos antagonistdkkal tudjuk kivédeni. A feliiletes réteg esetében a
nem szelektiv atropin hatdsa az M3 receptor specifikus 4-DAMP-hez bizonyult hasonlonak,
mig a mély réteg esetén az AF-DX116 (M2 szelektiv), a 4-DAMP (M3 szelektiv) és a
tropicamid (M4 szelektiv) egyarant hatékonynak bizonyult.
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A 17. dabra. Karbakol hatdsa a feliiletes és mély rétegekbil
kivdltott EPSC-kre. A. Reprezentativ aramgorbék kontroll

koriilmények kozott (fekete) és karbakol jelenlétében

&2 (sziirke) a feliiletes réteg stimuldciojaval kivaltva. B. Az

B C els6 EPSC-re normalizalt EPSC amplitudok kontroll

1.2 - esetben (fekete) és karbakol alkalmazasakor (sziirke). C. Az
1.04

o
™

150

Normalizalt amplitadé
o
(=]

200 EPSC-k varidacios koefficiensének (CV) valtozasa karbakol
’ hatasara (fekete: kontroll, sziirke: karbakol). D-F.

0’ 13,(.(, Karbakol hatasa a mély réteg (D) stimulaciojaval kivaltott

4

02 50 EPSC-kre, az A-C. panelekkel azonos elrendezésben. **: p
0'0 <0,01

1 2 3 4 8 6 7 8 9 £
Stim. szam kontroll  karbakol . ’ , .

D A karbakol el6kezelés nélkiil alkalmazva, -
_ 60 mV tartopotencialon torténd mérés soran 129
B A~ + 27 pA-os befelé iranyul6 tonusos aramot keltett.

p
E F |20_ms Tetraetil-ammonium  alkalmazasaval — hasonld

karbakol altal keltett tonusos aram létrejottét az

Normalizalt amplitadé

aram jott 1étre 146 + 44 pA amplitadéval, amit
' karbakol hozzaadasa mar nem novelt tovabb. A

atropin, 4-DAMP (M3) és tropicamid (M4)

1. 2 3 465 8 7 8 9
Stim. szam

kontroll  karbakol

elokezelés kivédte. A mért ténusos aram

hatterében egy depolarizacio-aktivalt kadliuméaram, valdsziniileg az M-aram allt.

A DCN oridssejtek axonjainak fO célpontja a colliculus inferior. Vizsgalataink
kovetkez0 targya ez a mag volt. A colliculus inferior centrdlis magjanak neuronjain az esetek
mintegy felében mértiink 40 pA feletti amplitidojo M-aramot. Itt az M-aramot relaxacios
protokoll segitségével mértiik (-20 mV tartdpotencialrol alkalmazott -40 mV-os repolarizald
1épcsdvel), €s az M-dram specifikus blokkoloszerére, az XE991-re érzékeny komponensként
hataroztuk meg. Az M-aramért felelds és egyes agytdrzsi magvakra specifikus alegység, a
KCNQ4 génjének kilitése az M-aram amplitdddjat tendenciaszerlien csokkentette, de a
kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak. Ezzel szemben a KCNQ4 knockout egér colliculus
inferior neuronjain csaknem teljesen eltiintek a sIPSC-k, mig a sEPSC-k frekvencidja és
amplitudodja is valtozatlan maradt. A colliculus inferior vizsgalataval sziiletett adatok nem

keriiltek publikaciora.

A fenti eredményekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a hallopalya kolinerg modulacidja
mind pre-, mind posztszinaptikus tamadasponti. A neuronalis excitabilitas és a szinaptikus

neurotranszmisszi6 szabalyozasahoz jelentésen hozzdjarul az M-aram.
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5.3. A retikularis aktivacios rendszer egyes tagjainak kolinerg modulacidja az M-

aramon Kkeresztiil
Az alabbi eredmények a kévetkezd publikaciokban szerepelnek: Bordas és mtsai, 2015;

Bayasgalan és mtsai, 2021a; Bayasgalan és mtsai, 2021b; Maamrah és mtsai, 2023

Az M-dram kutatdsat célzd vizsgalataink kovetkezd helye a retikuléris aktivacios
rendszer, azon beliil is a PPN és a DR, MR voltak. A PPN-t mint olyan kolinerg magot
vizsgaltuk, ami nemcsak a kolinerg bemenetet biztositja az agytorzsi hallopalya és mas
subcorticalis strukturak szamara, hanem maga is célpontja a kolinerg neuromodulaciénak. A
DR ¢és MR a korabbrol ismert KCNQ4 pozitivitdsa miatt lett vizsgéalataink targya (Kharkovets
¢és mtsai, 2000).

Els6 1épésként azt vizsgéltuk, hogy a PPN sejttipusai rendelkeznek-e a szoé6marodl
elvezethet6 M-arammal. Ehhez a projekthez tdTomato fluoreszcens proteint kolin
acetiltranszferaz- (ChAT) és 2-es tipusu glutamat dekarboxilaz (GAD2) promoter alatt
expresszalo egereket hasznaltunk a kolinerg és GABAerg neuronok lathatova tételére (18. abra,
A-C ¢és 1-K; Bordas és mtsai, 2015). Késdbb 2-es tipust vezikularis glutamat transzporter
(\Vglut2) promoter alatt tdTomato-t expresszalo egereket is hasznaltunk a glutamaterg neuronok

azonositasara (Bayasgalan és mtsai, 2021a; Dautan és mtsai, 2021).

Az M-aram méréséhez az M-aram relaxacios protokollt hasznaltuk és az M-aram
amplitiddjat mint a repolarizacids 1épcsd alatti azonnali és steady state aramok kiilonbségét
vagy mint a -20 mV tartopotencialon XE991 hatasara mért tartbaram csokkenést vettiik
figyelembe. A két érték nem kiilonbozott szignifikansan egymastol. Kolinerg neuronokon
mérve, 21 esetben mértink M-dramot és 2 tovabbi esetben nem. A -40 mV-on mért
repolarizacios lépcsO atlagos nagysaga -49,7 £ 5,1 pA volt (az M-aram nélkiili két neuront
kivéve a statisztikabol -53,9 + 4,8 pA). XE991 hatasara a -20 mV-on mért tartéaram 39,7 + 7,5
pA-t csokkent (18. abra, D-H). GABAerg neuronokon nem volt M-aram mérhet6 (n = 13; 18.
abra, L-P), glutamaterg neuronokon 32 esetbdl 2 alkalommal taldltunk M-4ramot (azonban
elofordulnak egyszerre Kkolinerg és glutamaterg neuronok is a PPN-ben, ezek ebbe a

populécioba tartoztak; Wang és Morales, 2009; Bayasgalan és mtsai, 2021).
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18. dbra. A PPN Kkolinerg neuronjai

rendelkeznek  M-drammal, mig a

GABAerg neuronok nem. A-C. Egy

PPN  kolinerg neuron képe tobb

egymdsra vetitett konfokalis

'Zj"mv — rétegfelvételen (A, piros: ChAT-fiiggo

(ﬂ' oy tdTomato expresszio, B, zdld: biocitin;

200ms |206me C: a piros és zdld felvételek egymasra

o “‘ r""" vetitése). D. Reprezentativ M-dram

oph felvétel  (lent) M-dram  relaxdcios

F o - Sesziiltség protokollal (fent). E. -40 mV-

g /*%\é g os repolarizacios lépcsonél mert M-

B /é § 4 daram (piros: az M-dram relaxdcio egy

2 =’ °/4’\‘§’”‘% exponencialis tagot tartalmazo
-60 -50 -40 -30 -60 -50 -40 -30 . , . o . r

Feszilltség (mV) Feszilltség (mV) fiiggvénnyel torténo illesztése;

kontroll P szaggatott vonalak: az azonnali és

-60 mV

100 pA
200 ms

kontroll H
Jzo5me steady  state  dramok,  amelyek

MMW kiilonbségeként hataroztuk meg az M-
aramot). F. Az M-dram dtlagos

20 pA
200 ms

XE991

amplituddja a repolarizdacios
fesziiltseglépcsck nagysaganak fiiggvényében. G. -40 mV-os repolarizacios fesziiltséglépcsdvel mért reprezentativ
dramgorbék kontroll koriilmények kozott (fekete) és XE991 jelenlétében (piros). H. A G panel fekete és piros
daramgorbéinek kiilonbsége, az XE991-érzékeny aramkomponens. 1-P. Felvételek és M-aram mérések egy GADG65-
pozitiv, GABAerg PPN neuronrdl az A-H. panelekkel megegyezé elrendezésben. A neuronnak nem volt M-arama.

Ahogy korabbi irodalmi adatokbdl is ismert, az M-dram a neuron tiizelési sajatsagait
befolyasolja (Madison és Nicoll, 1984; Nigro és mtsai, 2014; Koyama és Appel, 2006). A
vizsgalt sajatsagok a tlizelési frekvencia, a tiizelési frekvencia adaptacidé és az
utohiperpolarizacio voltak. Ezeket a paramétereket hasonlitottuk Ossze az M-arammal

rendelkezd kolinerg és az azzal nem rendelkez6 GABAerg neuronok esetén.

A tiizelési frekvencia 50 és 100 pA depolarizaldo araminjekcid esetén kolinerg
neuronokon 7,1 + 0,83 és 12,89 + 1,28 Hz, a GABAerg neuronokon szignifikansan nagyobb,
10,28 £ 0,95 és 20,81 = 1,89 Hz volt (p = 0,01 és 0,001; 19. abra, A-D). A tiizelési frekvencia
adaptacio szamszerlsitésére az adaptacios indexet (AI) hasznaltuk. A kolinerg neuronok
nagyobb adaptacidt mutattak: adaptaciés indexiik magas, 0,4 £+ 0,02; mig a GABAerg
neuronoké szignifikdnsan alacsonyabb volt (0,23 + 0,03; p = 0,0002; 19. ébra, E).

A gyors, kozepes és lasst utdhiperpolarizacio amplitidoja is szignifikansan lassabb volt

a kolinerg neuronokon, mint a GABAerg neuronokon (19. abra, F-G).

Mivel a két neuronpopulacio kozotti kiillonbség szamos mas ioncsatorna és a méretbeli,
morfologiai kiillonbségek szdmlajara irhatd, azt is vizsgaltuk, hogy a kolinerg neuronok az M-
aram gatlasaval mennyire lehetnek a GABAerg neuronokhoz hasonlédak a fenti sajatsagaikban.

Az M-dram gatloszerének, az XE991-nek a jelenlétében a kolinerg neuronok tiizelési
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frekvenciaja szignifikdnsan megnovekedett (9,2 = 1,6 Hz-rél 13,5 £ 1,6 Hz-re 100 pA-es
depolarizalo aramlépcsoével, p = 0,04; 19. dbra, H-K). Az Al markans csokkenést mutatott (0,37
+ 0,07-r61 0,2 £ 0,04-re; p = 0,033; 19. dbra, L). Az utéhiperpolarizacié harom komponense

koziil egyediil a kdzepes utdhiperpolarizacio mutatott szignifikans csokkenést (19. abra, M-N).

19. dabra. Az M-dram (vagy annak

A H ;
hidnya) tovabbi

M\/IM membrdntulajdonsdgokat is

@s ﬁﬂs meghatdroz a PPN neuronokon.

B I A-G.  kolinerg és GABAerg
MMM MM neuronok  membrdansajatsagainak

osszevetése. A. Egy kolinerg neuron

C oo E o 8 Lo akciospotencial-sorozat  tiizelése,
F RS F §os 100 pA amplitiddjii és 1 s hosszii
; T e - + i IS depolarizalé draminjekciéval

; A g B 02 3 & t § 20 © & kivdliva. B. Egy GABAerg neuron
2 . S 6 oo ’ 00 akcidspotencidl-sorozat tiizelése. C-
Aramlépcs6 (PA)  ChAT GAD2 ChAT GAD2 Aramiépcsé (pA)  Kontroll XE991 ~ Kontroll XE991 £, Kolinerg Ofekete’ ChAT) és

F Gs® j M GABAerg neuronok (z6ld, GAD2)

o

50 és 100 pA-es depolarizalo

S

daramlépcsdk hatdasara mért tiizelési

7

o

frekvencidja (C), elsé ’interspike’
intervalluma (D, 1.1SI, az elsé és 2.
akcios potencial kozti idokiilonbség)
és adaptdcios indexe (E, oszlopok, négyzetek: atlag £ SEM; iires kérok: egyedi adatok). F. Egy kolinerg (fekete)
és egy GABAerg neuron (zold) utohiperpolarizacioja (szaggatott vonalak balrol jobbra: gyors, kozepes és lassu

S
E
2
)
@
N
B
3
°
e
@
e
£
2
-

Utéhiperpolarizacié (mV)

10mv
100 ms

o
Gyors Kozepes Lassu

Gyors Kozepes Lass(

utohiperpolarizacio meghatarozasi helye). G. A gyors, kozepes és lassu utohiperpolarizacio amplitudojanak
asszehasonlitasa (fekete: kolinerg, zéld: GABAerg). H-N. Az M-dram gatldsanak hatasa kolinerg neuronok
membransajatsagaira. H-1. Egy kolinerg neuron akciospotencial-sorozat tiizelése kontroll esetben (fekete, H) és
XE991 jelenlétében (piros, I). J-L. Egy kolinerg neuron 50 és 100 pA-es depolarizalo aramlépcsdk hatasara mért
tiizelési frekvencidja (J), elsé ’interspike’ intervalluma (K) és adaptdcios indexe (L) kontroll koriilmények kézott
(fekete) és XE991 jelenlétében (piros). M. Egy kolinerg neuron utéhiperpolarizdcioja kontroll kériilmények kozaott
(fekete) és XE991 jelenlétében (piros). N. A gyors, kizepes és lassu utohiperpolarizacio amplituddjanak
asszehasonlitdsa (fekete: kontroll, piros: XE991). *: p < 0,05; **: p <0,01; ***: p < 0,001

A PPN neuronok egy fontos sajatsaga a magas kiisz6bli membranpotencial-oszcillacio,
amit P/Q- és N tipust kalciumaramok és kaliumaramok medialnak és rampa alak( depolarizalo
impulzussal nagyobb amplitid6ju oszcillacidkat lehet kivaltani (Kezunovic és mtsai, 2011;
2013). Az oszcillaciokat az akcidspotencial-tiizelés részben elfedi, ezért TTX jelenlétében lehet
teljesen mérhetové tenni (20. abra, A-B). Az oszcillaciok frekvencidja a 10-45 Hz kozotti
tartomanyba esik. Megfigyeléseink alapjan, a Garcia-Rill munkacsoport megéllapitasaival éles
kontrasztban (Kezunovic és mtsai, 2011; 2013) ezeket az oszcillaciokat csak kolinerg
neuronokon lattunk és csaknem teljesen hianyoztak a GABAerg neuronokon (n = 17 kolinerg

¢s 11 GABAerg neuron). Eldkisérletes adatok alapjan, a glutamaterg neuronokrol is nagyrészt
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hianyoztak, eltekintve a glutamat és acetilkolin kotranszmitterrel rendelkezd kis alpopuléaciotol

(20. abra, C-H).

A tlizelési sajatsagok vizsgalatdhoz hasonléan, az M-aram membranpotencial-
oszcillaciokban  betdltott szerepét XE991 segitségével vizsgaltuk. Az XE991 a
membranpotencidl  oszcillaciokat ~ nagyrészt  blokkolta, de  még  bizonyos
frekvenciatartomanyokban igy is szignifikansan nagyobb power amplitidoval rendelkezett a
kolinerg neuronok XE991-rezisztens oszcillacidja, mint a GABAerg sejteken kontroll
koriilmények kozott mért aktivitas (20. abra, I-M). Ez alol a 20 Hz koriili frekvenciasav volt

kivétel, ahol az XE991 teljesen gatolta az oszcillacios aktivitast (n = 17; 20. abra, N).

Nem publikalt adataink vannak az M-aram nyitoszerek oszcillaciokra gyakorolt
hatasardl. Az oszcillacio kiiszobét a nyitdszerek még magasabba tették, mig az oszcillaciok

power amplituddjat minden frekvenciatartomanyban csokkentették.

A fentieket Osszefoglalva, a PPN fobb neurontipusai koziil csak a kolinerg neuronok
rendelkeznek M-arammal, ami jelentds mértékben felelds a kolinerg neuronok mas
neurontipusoktol eltérd tlizelési frekvenciajanak és mintazatanak kialakitasaért. Az M-dram,
mint a kdliumaramok egyike, a magas kiisz6bli membranpotencial-oszcillaciok kialakitdsdhoz
is hozzajarul.

Az M-aramért felelés ioncsatornak egyik alegysége a KCNQ4. Bar a PPN-t Kharkovets
¢s mtsai (2000) nem emlitették, mint az alegységet tartalmazo agytorzsi teriiletet, kozepes
intenzitasu jelolés a kozleményabrajukon is lathatd volt és a Jentsch munkacsoporttol kapott

KCNQ4 elleni primer antitesttel elékisérletként végzett jelolés a PPN teriiletén

immunopozitivitast mutatott.
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20. dabra. A magas kiiszobii

i ““ membranpotencial-oszcillaciok a

20 mvV
200 ms.

kolinerg neuronok jellemzdi. A-B. A

—JJJJW ‘_/MW membrdanpotencidl-oszcillaciok
vizsgdlatinak protokollja. A. Rdimpa

Kolinerg GABAerg Kolinerg, kontroll Kolinerg, XE991 alaku  depolarizalé daram  protokoll

(fent) és a hatasara mért reprezentativ
g / - fesziiltseggorbe. B. A fesziiltséeggorbe
lzooms &mrxs TTX jelenlétében, ahol az akcios

potencialok  nem  fedik el a

10 UJO

. S membranpotencidl-oszcillaciot. C. Egy
= 8 ;c 0,08 T N Fote .
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Frekvencia (Hz) Frekvencia (Hz) Frekvencia (Hz) Frekvencia (Hz) membrdnpotencidl—oszcilldcio’ nélkul
G H M (z61d). Szaggatott vonal: 0 mV. E-F. A
B (mmp— g 3 . ——- . . . .
g° t ;Z :: Te C-D. paneleken bemutatott oszcillaciok
= 3 % 8 .
z 3 iy ° E; power spektruma (E., fekete, kolinerg
5 2 8 . 8
i y 5 LS g2 neuron; F., z6ld, GABAerg neuron). G-
o g Olamedesesoes 0

Il B
0,0 N r
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5 10 15 20 25 30 35 40 45 20,25 30 5 10 15 20 25 30 35 40 45 EEEEE H. A4 kolinerg (fekete) és GABAerg

F
rekvencia (Hz) a “power maximum’-nal (Hz) Frekvencia (Hz)

neuronok (zold) power spektrumanak
statisztikai 6sszehasonlitisa (atlag + SEM). A vizszintes vonal azt az adattartomanyt jeloli, ahol szignifikans
kiilonbség taldalhato. 1-J. Egy kolinerg neuron membrdnpotencidl-oszcillacioja kontroll koriilmények kozott (1) és
az M-aram gatloszer XE991 jelenlétében (szaggatott vonal: 0 mV). K-L. Az |-J. panelek oszcillacioinak power
spektruma (K., fekete, kontroll; L piros, XE991 jelenlétében). M. A kolinerg neuronokon kontroll kériilmények
kozott (fekete) és XE991 jelenlétében (piros) kapott power spektrumok statisztikai osszehasonlitasa (atlag + SEM).
N. A kolinerg neuronokon XE991 jelenlétében mért power spektrum datlagok (piros) Osszevetése a GABAerg
sejteken mértekkel (zold). A vizszintes vonalak azt az adattartomanyt jelolik, ahol szignifikans kiilonbség talalhato.

Mivel a PPN (mas RAS magvakkal, mint az erés pozitivitdst mutatoé raphe magvakkal
egylitt) a cirkadian ritmus €s a mozgas szabalyozasaban is részt vesz, az elso kisérletlink annak
a feltérképezésére iranyult, hogy a KCNQ4 alegység hianya befolyasolja-e ezeket a funkciokat.
Kisérletiinkhez "activity wheel test"-et hasznaltunk, 6-6 oOras fény-sotétség valtakozasokkal
(LDLD). A 12-12 6ras periodusok helyett azért valasztottuk ezt, a 7 nap adaptaciot sziikségessé
tevé modellt, hogy kizarjuk a torzs alapjaul szolgdlo C3H egértorzsben eléforduld vaksag
jelenlétét, ami jelentdsen zavarna a kisérletet (Gorman és Elliott, 2003; Harrison és mtsai,
2016). Az adaptaciot kovetd 5 nap utdn tovabbi 5 napig az egereket teljes sotétségben tartottuk.
Az elemzéshez az 5 napos periddusok utolsé 3 napjat hasznaltuk (21.abra, A-B). Az LDLD
periodusok alatt sem a periddusidOben, sem a futasi tavolsagban nem volt kiilonbség a knockout
egerek és vad tipust alomtérsaik kozott. Teljes sotétségben (DD) a vad tipusu allatokban kis
mértékben, de szignifikdnsan csokkent a periddusidd, mig knockout allatokban nétt. A sotétség
alatti, kontrollra normalizalt periodusidd szignifikansan kiilonbozott a vad tipusu és knockout
allatokban (21.abra, C-D). A knockout egerek futasi tdvolsaga (a numerikusan alacsonyabb

kontroll futasi tavolsaghoz képest szignifikdns novekedést mutatott sotétben. Ez a
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szignifikdnsan nagyobb novekedés latszott akkor is, amikor a kontrollra normalizaltuk a

sOtétben megtett tavot (21.abra, E-F).

A kisérletbdl megallapitottuk, hogy valtakozd fény-sotétség viszonyok mellett a
KCNQ4 alegység hianya nincs hatassal az allat cirkadian ritmusdra vagy mozgasara, de a
sététséghez torténd adaptacioban j elentc'is kiilonbségeket okoz.

Keng4* - 4 - 3,0 .

LD'—D h J l‘ HI ﬁ m M 35 ® 9 25 | 21. dbra. A KCNQ4

rommin | Bl — g3 | U 200 ° 3 ioncsatorna alegység
“oh o : g1

Gh m 25 , . .7 .
elvesztése a cirkadian ritmus

220 o
M “‘I‘ I “ ll m l[ ” “5"[?‘1# “'!" . adaptacidjat érinti. A. Egy
20 rn/mln|

vad tipusu (Kcng4+/+) eger

TJ*

DD/L
D] e ok
o O O,

t
-ﬂ:—;—:-

1

1

Normalizalt periédusidé D

o =

7 T . ,
B Kengs E LDLD DD LDLD DD +’: = activity wheel test
690 F - : haszndlatdval mért
LDLD 3 5000 8 2 & steliesitmé 6
10 mimin| £ 4000 3.5 mozgasteljesitménye

&2 3000 * / g5 orankent valtakozo

°Q 3 1 w,r,
& 2000 £, é megvilagitds-sotétség

z . r
10m/m|n|J|J l lﬂ l h 1 l l ln I 1000 . R ; “§-¢~- peridodusokkal (LDLD) és
LDLD ‘0o LoLb oD - teljes sotétségben (DD). A

fekete oszlopok a 10 perces iddintervallumokban megtett tavolsagot mutatjak. B. Egy KCNQ4 knockout egér
mozgasteljesitménye, az A panelhez hasonlo elrendezésben. C. A periodusidé valtozasa teljes sététség hatasara
vad tipusu (zold, +/+) és knockout egér esetén (piros, -I-). Szaggatott vonal: 12 ora; négyzetek: dtlag + SEM;
sziirke pontok: egyedi adatok. D. Az LDLD periodus alatti mérésre normalizalt DD periodusidé adatok, a C.
panelhez hasonlo elrendezéssel. E. A napi futdsteljesitmény valtozasa teljes sotétség (DD) bekovetkeztével, a C.
panelhez hasonlo elrendezéssel. F. Az LDLD periodus alatti mérésre normalizalt DD futasteljesitmény adatok, a
D. panellel megegyezé elrendezéssel. *: p < (0,05

Kollaboracidos partneriink, Guillermo Spitzmaul (Bahia Blanca, Argentina)
immunhisztokémiai és PCR eredményei azt mutattak, hogy nem a KCNQ4 az egyetlen M-dram
alegység a PPN neuronjain, hanem a KCNQ3 ¢és 5 is jelen van a neuronok szoméjan. a KCNQ?2
a neuronokhoz futé rostokon (Bayasgalan és mtsai, 2021a). Ezen kisérletek nyoméan meg
kivantuk vizsgalni a KCNQ4 alegység sejtszintli funkciondlis jelenlétét a PPN neuronokon.
Ehhez az egyik stratégia a vad tipust alomtarsak és a KCNQ4 knockout egerek kiilonb6zé PPN
neuronjain mérhetd M-aramok Osszehasonlitdsa volt. A kolinerg neuronok esetében a vad
tipust mintak 7,7%-arol hianyzott az M-aram, mig a knockout mintak 62,5%-4r6l (n = 13 vad
tipusu és 8 knockout). A -40 mV-os repolarizalé 1épcsénél mért atlagos M-aram amplitid6 vad
tipust mintan 175,97 + 27,67 pA, knockout mintan 66,95 + 19,8 pA volt (p = 0,006). A nem-
kolinerg neuronokon, a genotipustdl fiiggetleniil, itt sem volt M-aram (22. abra, A-F). A
kolinerg neuronok adaptécios indexe a vad tipust mintakhoz képest szignifikansan csdkkent a
knockout mintdkon (vad tipus: 0,34 £+ 0,02, knockout: 0,23 = 0,04; p=0,039; n=9 és 6). Ahogy
vartuk, a vad tipust mintdk nem-kolinerg neuronjainak adaptacids indexe szignifikdnsan

alacsonyabb volt a kolinerg neuronokénal (0,28 + 0,06; p = 0,04).
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22. dabra. A kolinerg neuronok egy nagyobb populdcidja
eseten a KCNQ4 alegység elvesigtése az M-dram
hidnyahoz vezet. A. Egy kolinerg neuron képe (bal panel,

g 50 . . . . e .

B Keng4+” Keng4 ?40 é s Piros, ChAT: kolin acetiltranszferaz immunjelolés; kozépso
% a0| 3 panel, zold: biocitin jelolés, jobb panel: a két elozé panel
5

50 pA
ISOO ms

ChAT
neg.

-

ChAT poz +/+

i
62.5%

egymdsra vetitett képe). B. Reprezentativ M-dram mérések
-40 mV-os repolarizacios fesziiltséglépcsé  protokollal,
kolinerg neuronokon egy vad tipusii egyedbdl (fekete,
Keng4 +/+) és egy KCNQ4 knockout dllatbol (-I-;
magenta). C. Egy nem-kolinerg neuron képe az A panellel

D Keng4** I Keng4 50 pA \ azonos elrendezéssel. Reprezentativ M-dram mérések egy
|—500 = Kengt ChAT - vad tipusu egyedbdl (fekete, Kcng4 +/+) és egy KCNQ4
G Kenga++ ChAT poz.  Kengd I 05+ o knockout dllatbél (-I-; magenta). D. Reprezentativ M-dram
T . meérések nem-kolinerg neuronokbol a B panellel azonos
20 mv J l ' O ° elrendezésben. E. -40 mV-os repolarizacio alatt kolinerg
200 ms| ||| |||[]]] 03 , . Y P
) A LW 31 8 neuronokon mért M-daram  amplitudok  statisztikai
L “— " (o)

H Kenga+ ChAT neg. p— 02 ﬂ‘] osszehasonlitasa vad tipusi (+/+) és knockout (-I-)
I < .4 ° mintakon (z6ld pont: egyedi adat, ahol van M-aram; piros

A A ' . . , ) ’ I3
‘ }| ' } o pont: egyedi adat, ahol nincs M-dram; fehér négyzet: dtlag
_ LM“”UHH (Z:_ht\/; o C;QT -~ + SEM). F. Az M-drammal nem rendelkezé neuronok

/‘ - poz neg.

aranya (piros, 62,5%) kolinerg sejteken, knockout mintan
kordiagrammal szemléltetve. G. 100 pA depolarizacios dramlépesével kivaltott akcidspotencial-sorozat kolinerg
neuronokon vad tipusu (fekete, Kcng4+/+) és knockout egyedekbdl (magenta, Kcng4-1-) szdrmazé mintdakrol
(szaggatott vonal: 0 mV). H. Nem-kolinerg neuronokon a G panellel megegyezd modon mért és azonos
elrendezésben bemutatott akciospotencidl-sorozatok. 1. A kiilonbozd koriilmények kozott mért akcidspotencial-
sorozatok adaptacios indexének (Al) statisztikai 6sszehasonlitasa (fehér négyzet: dtlag £ SEM, sziirke pontok:
egyedi adatok). *: p < 0,05; **: p< 0,01

Meglepben, a knockout mintdk nem-kolinerg neuronjainak ezen értéke szignifikansan
alacsonyabb volt, mint a vad tipusii mintakon latott értékek (0,11 = 0,11; p = 0,0094; n = 5-5;
22. abra, G-I).

A KCNQ4 alegység funkciondlis jelentOségét szelektiv M-aram nyitdszerekkel is
vizsgaltuk. A -20 mV-on mért tartdbaram nyitdszer hatasara pozitivabb értékeket vett fel a nem
specifikus retigabin (20 pmol/l) esetében 100%-ban, a KCNQ2-4 specifikus ML213 (20
pmol/l) jelenlétében 62,9%-ban, a KCNQ2-3 specifikus ICA27243 (20 umol/l) jelenlétében
42,86%-ban. Retigabin esetében a tartéaram 95,25 + 11,96 pA-r6l 140,23 + 12,24 pA-re nott
(n=11), ML213 esetén az atlagos kifelé iranyuld aramndvekedés 25,61 + 5,94 pA volt (n =
13), mig ICA27243 esetében 19 + 8,6 pA (n = 7; 23. dbra, A-E). Az Al valtozassal hasonlo
megfigyeléseket tettiink. A retigabin az esetek 88,9%-aban novelte az Al-t (atlagosan 0,33 +
0,035-r61 0,755 + 0,19-re, p = 0,0005, n = 9), az ML213 az esetek 44,4%-aban (0,357 + 0,066-
rol 0,608 £ 0,131-re, p=0,067, n=10), mig az ICA27243 minddssze 20%-ban (0,392 + 0,025-
rél 0,439 + 0,098-ra, n = 10). A fenti adatok és az immunhisztokémiai eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy a PPN neuronok mintegy felében a KCNQ4 meghataroz6 M-

aramért felelds ioncsatorna alegység (23. abra F-J).
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23. Nem specifikus
alegységspecifikus M-daram  nyitoszerek
hatisa PPN kolinerg neuronokra. A-C.
Reprezentativ dramgorbeék (fekete: kontroll,
kék: nyitészer hatdsa, szaggatott vonal: -

mV-on mért kontroll tartoaram). D. A

dbra. és

nyitoszerre reagdlo neuronok szazalékos
aranya kordiagrammon (zéld: nyitoszerre
reagalo neuronok, piros: nem reagadlo
neuronok). E. A4 nyitdszerek dltal aktivalt
tartoaramok statisztikai dsszehasonlitasa (R:
retigabin; M: ML213; I: ICA27243; feheér
négyzetek: atlag + SEM, zold pontok:
nyitoszerre reagadlo neuronok egyedi adatai,
piros pontok: nyitdszerre nem reagalo
neuronok egyedi adatai). F-H. Reprezentativ
akciéspotencial-sorozatok az A-C.
panelekhez hasonlo elrendezéssel (szaggatott
vonal: 0 mV). I. 4 nyitészerre Al novekedést
mutaté  neuronok  szdzalékos — ardanya
kérdiagrammon (zold: nyitoszerre reagadlo
neuronok, piros: nem reagadlo neuronok). J.
Az adaptacios (Al)  nyitoszerrel
megfigyelt valtozdasai (zold: nyitoszerre Al
novekedest mutato neuronok, piros:

reagalo neuronok; fehér négyzetek: datlag +

index

nem

crer

vizsgalta. Itt 500 pm vastag blokkprepardtumokat hoztunk Iétre ChAT-ChR2 egér agytorzsébol,

ami a ChR2 optogenetikai aktuatort kolinerg neuronokban fejezi ki. A kolinerg LDT-t

ingereltiik 1 Hz frekvencidji, 470 nm-es fénnyel torténd megvilagitassal és a PPN kolinerg

neuronjain mértiikk az M-aramot. Az LDT optogenetikai ingerlése alatt az M-aram amplitadoja

szignifikansan csokkent, amit az ingerlés megsziinése utan regeneracio kovetett (n = 7; 24.

abra). Az azonos oldali LDT-bdl felszabadulo acetilkolin elegendének bizonyult a PPN M-

aramanak részleges gatlasara.
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LDT optogenetikai ingeriése 24. dabra. A nucleus laterodorsalis

tegmentalis (LDT) optogenetikai
G ingerlése gatolja az M-dramot. A. A
mérés semds rajza. Az 500 um vastag

kozépagyi blokkon az LDT-be optikai
szalat helyeztiink és megvilagitottuk 470
nm-es fénnyel, 2 Hz frekvenciaval (b),
mig a PPN-ben patch clamp mérést
végeztiink (c). B. Az LDT optogenetikai
ingerlésével  latott  akciospotencial-
tiizelés az LDT neuronokon (kék savok:

PPN M-aram mérés

" kehtroll opto. o6 -60 -50 -40 30  optogenetikai ingerlés). C. Reprezentativ
Fesziltség (mV)

M-dram meérés a PPN-bol (fekete:
megvildagitds eldtt, kék: megvilagitds alatt, szaggatott vonal: kontroll tartédaram -20 mV-on). D. A -20 mV-on mért
tartodaramok statisztikai osszehasonlitdsa (fehér négyzet és sziirke pontok: kontroll atlag = SEM és egyedi adatok;
kék négyzet és kék pontok: optogenetikai ingerlés, fehér négyzet és fekete pontok: regeneraciot kovets mérés). E.
Az M-dram amplitudok statisztikai sszehasonlitasa (fehér négyzet és fekete pontok: kontroll atlag = SEM és egyedi
adatok; kék négyzet és kék pontok: optogenetikai ingerlés, fehér négyzet és sziirke pontok: regenerdciot kovetd
meres; fekete csillagok: kontroll és megvilagitas alatti adatok 6sszehasonlitdsa; sziirke csillagok: regenerdciot
koveté és megvilagitas alatti adatok 6sszehasonlitasa). *: p < 0,05; **: p < 0,01

Az M-éram szerepét a neurondlis szinkronizacioban két szomszédos PPN kolinerg
neuronon egyidejlien végzett akcidspotencidl-méréssel mutattuk meg. Mindkét neuron egyidejii
100 pA depolarizal6 draminjekciot kapott, aminek hatdsara akcidspotencial-sorozatot tiizeltek.
Az els6 5 akcids potencial egymdastol mért idokiilonbségeit hasonlitottuk &ssze kontroll
kortilmények kozott és az M-aram gatloszer XE991 alkalmazasaval. Azt talaltuk, hogy a
kontroll korilmények kozotti szinkronizacié az M-aram gatlasaval szignifikansan kisebb
mértékii lesz (az eloszlasi hisztogramok decay tau-ja -0,022 + 0,01 r6l -0,007 + 0,008-ra
csokkent; n = 6; p = 0,03; 25. 4bra).

25. dbra. Az M-dram gdtlasa a
szomszédos neuronok
tiizelésének

deszinkronizdcidjahoz vezet. A-
C. Mérés soran jeldlt kolinerg

neuronok. A, zold: biocitin; B,
kolin acetiltranszferaz promoter
alatti tdTomato (piros)
expresszio;, C, egymdsra vetitett
kép. D-E. Az A panelen lathato
0,01 ; neuronokon 100 pA depolarizalo

0,000
100 200 300 : , Y
AP-k kézti abszolut késés (ms) kontoll XESOT Graminjekciéval egyszerre

Decay tau (ms)

kivaltott 10-10 akciospotencial-sorozat (piros: piros csillaggal jelolt neuron tiizelése, fekete: feher csillaggal jelolt
neuron tiizelése, egyenes vonal: 0 mV) kontroll kériilmények kozott (D) és XE991 hatasdra (E). F-G. Az elsé ot
akcios potencial k6zotti késés mérése a két neuron kézott kontroll esetben (F) és XE991 hatasa alatt (G). Szaggatott
vonal: 0 mV. H. Az akciés potencidlok kozotti késések hisztogramja (fekete: kontroll atlag + SEM; piros: XE991
atlag + SEM; sziirke mezo: kontroll egyedi adatok tartomanya, rozsaszin mezé: XE991 jelenlétében mért egyedi
adatok tartomanya). 1. Az egyedi hisztogramok egy exponencidlis tagot tartalmazo illesztésével kapott decay tau
statisztikai osszehasonlitasa. *: p < 0,05
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A KCNQ4 alegység hianya egy tovabbi viselkedési tesztben is eltéréshez vezetett. Az
altalunk épitett mérérendszer segitségével vizsgaltuk az akusztikus startle reflex amplitadojat
¢és habituaciojat, 6t, egymast percenként kovetd hanginger segitségével (26. abra). Az els6
amplitidok a kétféle genotipus esetén szignifikansan kiilonboztek egymastol (23,22 + 3,74 mN
a vad tipusu és 49,96 + 7,15 mN a knockout allatok esetén, n = 8 vad tipusu és 14 knockout; p
= 0,007), csakugy, mint az 6t amplitado atlaga (19,76 + 2,14 mN a vad tipust és 41,27 + 4,97
mN a knockout allat esetén, p = 0,0025). A startle amplitidok habitudciét nem mutattak
(26.4bra).

~J‘\,~ jfi 26. dbra. Az akusztikus startle reflex
' ) amplitudoja jelentésen nagyobb KCNQ4
knockout dllatokban, mint a vad tipusu
alomtarsakban. A. Vad tipusu egér

elmozdulisa  akusztikus  startle  stimulus
hatasara (fehér kérvonal: nyugalomban, piros

) ) korvonal: akusztikus stimulus alatt). B. Ot, 1

: " . p erces idointervallumokkal egymdst kévetd
E 1o, A ) déintervallumokkal egymast kovet
° ©
£ 100 . £15 startle vdlasz és atlaguk vad tipusu eger
§ .80 b & ——— H esetén. C-D. KCNQ4 knockout egér akusztikus
e Ll i s OO KOG
% 40 }\é_z_i\’ §- o5 startle reflexének vizsgalata, az A-B paneleken
% 20 ?_3—, —t— s £ latott elrendezésben. E. Az ot egymast kovetd
» 0l 5 . Z 00/ o aras , ,

12 3 4 5 afag 12 3 4 5 alag startle reflex amplitudojanak és az atlagos

Stimulus Stimulus

valasznak az atlagai vad tipusu (atlag = SEM;
fekete szimbolumok) és KCNQ knockout egerek (piros szimbolumok) esetén (sziirke pontok: individualis vad tipusu
adatok, rozsaszin pontok: individuadlis knockout adatok). F. Az elsé startle amplitudora normalizalt tovabbi
amplitudok megjelenitése (Id. E panel). A startle amplitudo révid tavii habitudciot nem mutat. *: p < 0,05; **: p
<0,01

A startle amplitido novekedés hatterében a kismértékii cochlea karosodas és az
agytorzsi hiperexcitabilitds is allhat. A két alapvetd ok elkiilonitésére egy tisztdn agytorzsi
A nucleus pontis caudalis és az abba projiciald struktirak neuronjaiban expresszaltattunk
hM3D kemogenetikai aktuatort €s mCherry piros jelold proteint 5 esetben. Masik 5 esetben,
kontroll csoportként ugyanott egyediil mCherry-t expresszaltattunk. A kemogenetikai aktuatort
intraperitonealis CNO-val aktivalva az els6 startle amplitidok szignifikinsan nagyobbak
voltak, mint a kontroll csoportban (17,47 + 6,29 mN a kontroll csoportban és 42,05 £ 9,26 mN
a hM3D expresszal6 csoportban (27.abra, A-H). A kiilonb6zé genotipusu allatokon végzett
el6z0 kisérlettel szemben, a kemogenetikai modszerrel kivaltott agytorzsi hiperexcitabilitas az

elso startle amplitudo novekedés mellett erés habituaciot is okozott (27.abra, I).
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27. dabra. Az agytirzsi

hiperexcitabilitdas azg
akusztikus startle reflex
amplitudojat és

habitudciojat is novelte.

B moneny oo F 2.0 G ?00 . A. mCherry expresszio'-(éf
kontroll ) S a hM3D kemogenetikai
fk it K ﬂ K A K e Jk A sz g jz '}\é : _ aktudtor) az c.zgytc'irzsb.en a

£ 2] 4 \*/i ; £ ) 1 \iég:g g nucleus pontis caudalisba
hM3D CNO o 0 e Ut am torténd retrogrdd médon
rontrel Hze smle | ¥ s terjedé  virus  vektor

S

P
S 5 3
P
7
/

Startle reflex amplitidd (mN)

e
T,
»—oj—-—o—-
0
CNO/kontroll arany
- N W B D~

ek } injekciojanak
: LI g kovetkezménye. (LDT:
k A ,k J\ k JK J\ b=~ & nucleus laterodorsalis
A T35 I F kg TrETe i 5 e tegmentalis, VC: nucleus
cochlearis ventralis, Pr5:
nucleus principalis trigemini , PnC: nucleus pontis caudalis, SOC: oliva superior complex, DR: nucleus raphe
dorsalis, PnR: nucleus raphe pontis, I1C: colliculus inferior, ILL: nucleus intermedius lemnisci lateralis, DLL:
nucleus dorsalis lemnisci lateralis, SPTG: nucleus tegmentalis subpeduncularis; kalibracios egyenes: 1 mm). B-
C. Startle valaszok csak mCherry fluoreszcens proteint kifejezé egerek esetén kontroll kériilmények kozott (B,
fekete) és CNO intraperitonealis injekcioja utan (C, kék). D-E. Startle valaszok hM3D kemogenetikai aktuatort is
kifejezo egerek esetén kontroll koriilmények kézott (D, fekete) és CNO intraperitonealis injekcioja utan (E, piros).
F. Az ot egymast koveto startle reflex amplitudojanak és az atlagos valasznak az atlagai mCherry-t kifejezé
egérben kontroll koriilmények kozott (atlag £ SEM; sziirke szimbolumok) és CNO adasat kovetéen (kék
szimbolumok) esetén (sziirke pontok: individualis kontroll adatok, vilagoskék pontok: individualis CNO adatok).
G. Az ot egymast koveto startle reflex amplitudojanak és az atlagos valasznak az atlagai hM3D-t kifejezo egérben
kontroll kériilmények kézott (atlag + SEM; fekete szimbolumok) és CNO adasat kévetéen (piros szimbolumok)
eseten (sziirke pontok: individudlis kontroll adatok, rozsaszin pontok: individualis CNO adatok). H. CNO
alkalmazasa esetén megfigyelt startle amplitudo dtlagok mCherry kontroll (kék) és hM3D expresszié (piros)
eseten. 1. A CNO nélkiili kontrollra normalizalt CNO kezelés alatti startle amplitudo dtlagok mCherry kontroll
(kék) és hM3D expresszio (piros) esetén. *: p < 0,05; **: p < 0,01

A KCNQ4 immunjel6lés a RAS magjai koziil a legintenzivebb a DR-ben és MR-ben,
ezért tovabbi vizsgalatunk targya ez a két struktura volt. A két mag szerotonerg neuronjait két
alpopuléciora tudtuk az M-aram megléte vagy hianya alapjan osztani. Akarcsak a PPN-ben, az
M-aram meghatarozza az Al-t és az utdhiperpolarizacido amplituddjat, de a bemend ellenallas
¢s az egyes neuronokon itt is jelen levd magas kiiszobli membranpotencial-oszcillacidk

amplitaddja és frekvencidja fliggetlen tdle.
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28. dbra. Az M-drammal rendelkezd és M-
daram nélkiili szerotonerg neuronok térbeli
elhelyezkedése az MR-ben és a DR-ben. A-
C. M arammal rendelkezo (piros) és nem

rendelkezo  (fehér)  szomak  térbeli
elhelyezkedése  az  agytérzs  hdarom
kiilonbozo orientdcioju metszetén

bemutatva (zdldeskék: agytorzsi kontur,
piros: aqueductus kontur, kék: nucleus
raphe dorsalis kontir, zéld: nucleus raphe

Z
D + I an F G H =0 | medialis kontur. D-E. Az M-drammal nem
’ & y ! =06 ” , ”
&P r| 538 ggz o S48 5 rendelkezd (M-, fekete) és azzal rendelkezd
85 o4 28 25 05] 22 28 220 ) .
gEoo| QB E23s S804l 0 S§ES% oo ;g:j i’ =804 (M+, piros) neuronok rostrocaudalis (D),
8845| B0 8834] 00 B "1 8840 Of 224 28 . , -
54 o 820 W §322 £e o¥ éga.z 0 §%gz , dorsoventralis (E) és parasagittalis (F)
cg46] OBE ' 108 §=0 S £46{ 00 8 . & o . .
TE 5 “€30108 gy +§ 1544 SEaolom T g, ig koordindtdinak statisztikai
4,4 28 = S¢& / 381 8 Toold® . , . , ,
e o e — s YRR Gsszehasonlitisa a DR esetén (négyzetek:
DR DR DR MR MR MR

atlag + SEM; sziirke kordk: egyedi adatok).

G-1. AD-E. panelek elrendezésével megegyezo osszehasonlitas az MR esetén. *: p < 0,05; **: p < 0,01

Az M-drammal rendelkez6 és azzal nem rendelkezd szerotonerg neuronok az MR és DR
teriiletén jellegzetes topografiai eloszlast mutatnak. A DR esetében az M-arammal rendelkezd
neuronok rostralisabban helyezkednek el: a szoma atlagosan 4,74 + 0,05 mm-re caudalisan volt
a bregmatol az M-arammal rendelkez6, mig 4,9 + 0,05 mm-re az M-arammal nem rendelkez6k
esetén (p = 0,02; 28. abra, A-F). Az MR-en belill az M-arammal rendelkez6 neuronok
dorsalisabban, mig az azzal nem rendelkezOk ventralisabban taldhatéak (3,99 + 0,07 mm a
dorsalis felszintdl ventralis irdnyban az M-arammal rendelkezdk, mig 4,36 + 0,09 mm az M-

arammal nem rendelkez6k esetén, p = 0,007; 28. abra, A-C, G-I).

5.4. A PPN neuronok membransajatsagai és az azokért felelés ionaramok
Az alabbi eredmények a kévetkezo publikacioban szerepelnek: Baksa és mtsai, 2019

A PPN kolinerg neuronjai membransajatsdgaikat tekintve nem képeznek homogén
populaciot. A klasszikus leirasok szerint (Kang és Kitai, 1991; Leonard és Llinas, 1995) az A-
aram ¢és a kalciumtiliskék megléte vagy hianya szerint 3 vagy 4 csoportba osztottdk ezeket a
neuronokat. Az Gijabb technikak felhasznalasaval és az azota ismertté valt és a korabban leirt
elektrofiziologiai sajatsagok kozotti korrelaciok keresésével kivantuk a régi csoportositas

fenntarthat6sagat megvizsgalni és kiegésziteni ijabb megfigyelésekkel.
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L 29. dbra. A PPN kolinerg neuronok
azonosithatoak  ChAT  promoter  alatti

@ tdTomato expresszioval. A. A PPN-t magaba

Mlongo aima foglalo kozépagyi régio coronalis metszete
szomék (PAG: periaquaeductalis sziirkeallomany, R:
raphe, scp: pedunculus cerebellaris superior).
A kolin acetiltranszferaz immunhisztokémiai
jelolésének  (zdld) és a  tdTomato

1)
@ @ 2
CI
%-a
2 =

3
Az bsszes szoma

expressziojanak (piros) egymasra vetitett képe.
; A fehér négyzettel jelolt teriilet van kinagyitva a
perie: s et g panelen.  B. Kolin  acetiltranszferdz
immunhisztokémiai jelolés (zold, balra) dtfedése a ChAT-fiiggo tdTomato expresszioval (tdTomato: kézépen,
piros, egymdsra vetitett kép: jobbra). C. (balra) A tdTomato pozitiv szomdk ChAT immunopozitivitisinak (sdrga)
aranya kordiagrammon. A piros teriilet a ChAT negativ szomak aranyat jeloli. (jobbra) A tdTomato- és ChAT
immunopozitiv (sarga), a csak tdTomato (piros) és csak ChAT immunopozitiv (z6ld) szomadk aranya a teljes
(valamilyen jelolést mutato) populdcioban. D. A C panel kérdiagrammjan lathatoak statisztikai értékelése (3
onallo immunhisztokémiai kisérlet atlaga + SEM).

8

A tdTomato poz, szémak %-
©

o

A PPN neuronok jel6lésére az utobbi évtizedig kizdrdlagosan, de nativ mintak esetében
a mai napig a post hoc ChAT immunhisztokémiat alkalmazzak. Az emellett altalunk is gyakori
modszer a neurontipusok genetikai azonositds, amihez mi ebben az esetben a ChAT fliggden

kifejez6d6 tdTomato piros fluoreszcens fehérjét hasznaltuk.

Megvizsgaltuk, hogy a ChAT immunopozitiv és tdTomato-t kifejez6 populaciok
mekkora aranyban fednek at. Ehhez 3 ChAT-tdTomato egér 12 metszetében megszamolt 379
neuront vizsgaltunk. Ha kizarélag a tdTomato pozitiv szomékra korlatoztuk a vizsgalatunkat,
azt allapitottuk meg, hogy minddssze 2 £ 1%-uk bizonyult ChAT immunhisztokémidval
negativnak. Ezek a szomak a mag sz€li teriiletein helyezkedtek el. A valamilyen mdédon
jelolodott  Osszes kolinerg neuront figyelembe véve, 86,8 + 3,5% mind ChAT
immunopozitivitdst, mind tdTomato expressziot mutatott. 11,9 + 3,3% csak ChAT
immunjeldlést, mig 1,76 + 0,9% csak tdTomato-t expresszalt (29. abra). Osszességében a
tdTomato expresszid a kolinerg neuronok j6 markerének tlnik, kiilonosen akkor, ha a mag

sz¢lén elszort tdTomato pozitiv szomakat nem emeljiik be a vizsgélatba.

A kovetkezd kisérletben a klasszikus elektrofiziologiai csoportokba esé neuronok
sajatsagait €s topografiai eloszlasat vizsgaltuk. Az 1. csoportba a kalciumédramok jelenléte miatt
kialakul6 kalciumtiiskékkel (mint az alacsony kiiszobli tiiske €s a visszacsapodasi tiiske)
rendelkezd, de A-arammal (tranziens kdliumérammal) nem rendelkezd neuronokat soroltuk
(30. abra, A-D). A 1. csoportba a csak A-arammal, a III. csoportba a mind A-arammal, mind
kalciumtiiskékkel rendelkez6 neuronokat, mig a IIIK. csoportba az egyik sajatsaggal sem
rendelkezd neuronokat soroltuk. A 'K' jelolés az elsé elektrofiziologiai leirds szerzoi

kezddbetlijébdl szarmazik, mert 0k definidltdk igy a III. csoportot (Kang és Kitai, 1991). A
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vizsgalt 91 neuronbdl 12 tartozott az 1. csoportba (13,18%), 44 a IlI. csoportba (48,35%), 19 a
III. csoportba (20,88%) és 16 a IIIK. csoportba (17,58%).

A pars compactaban (a mag caudalis részén) a Il. tipus volt a domindans sejttipus, 69,2%
tartozott ide. A IIIK. tipus 15,38%-kal, az 1. és a IIl. 7,69-7,69%-kal képviseltette magat. A
rostralisan elhelyezkedd pars dissipataban 15% volt L. tipusu, 30-30% II. és III., mig 25%
tartozott a IIIK. tipusba (30. abra, E-F). Az alacsony kiiszobii kalciumtiiskékkel rendelkez6
neuronok (1. és III. tipus) inkabb a rostralis PPN-ben helyezkedtek el (30. abra, G) és tipusosan
bipolaris neuronok voltak. A kalciumtiiskékkel nem rendelkezok (II. és IIIK.) jellemzden a
caudalis PPN multipolaris sejtjei voltak.

30. dbra. A PPN Kkolinerg neuronok

elektrofiziologiai sejttipusai eltéré aranyban
vannak jelen a pars compacta és pars

A 1. tipus II. tipus 111, tipus K. tipus

20 mV

R bty dissipata  teriiletén. A. Az egyes
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" M elektrofiziolégiai  sejttipusokba  tartozé
- neuronokrol elvezetett membranpotencidl-
sl L o f\_’\\_ valtozasok (I: okker; II: zold; 1II: piros; IIK:
- i g kék) +100, +50, +20 és -30 pA nagysagu
B C D £ m,nd 1] dramlépcsdkkel (szaggatott vonal: 0 mV). B.
. el " ‘b v‘Q “lK Az elsd akcios potencidl késésének statisztikai
3% °° Eo T pers értékelése  (atlag + SEM) az egyes

€500 e g compacta g e 5 Tl
§eon 5. £ elektrofiziologiai sejttipusok esetén (szinkodot
%zz 8 &S § E ; ars ld. A panel; halvany szinii oszlopok: +50 pA
2 - é o 8 0 ¢ Z s 5 d'SS'pata draminjekcio, élénk szin: +100 pA). C. Az elsé
| W MK mind | 0 NNK 1 WK T IR akcios potencial késés egyedi adatai +100 pA

daramlépcsé  esetéen. D. A kalcium
depolarizacio  és  kalcium  visszacsapads
amplitudojanak statisztikai értékelése (atlag +
SEM) az egyes elektrofiziologiai sejttipusok
esetén (szinkodot ld. A panel). E. Az egyes
sejttipusok ardnya kordiagramon a PPN két
részeben (pars dissipata, pars compacta). F. A
kiilonbozé  elektrofiziologiai  sejttipusokba
tartozo neuronok szomdinak elhelyezkedése
haromdimenzios agytérzs modellen (szinkodot
Id. A panel). G. Alacsony kiiszobii
kalciumtiiskékkel ('low threshold spike', LTS)
rendelkezé (LTS+) és azok nélkiili (LTS-)
neuronok szomdinak elhelyezkedése haromdimenzios agytorzs modellen (szinkddot Id. A panel). *: p < 0,05; **:
p <0,01; ***: p < 0,001

ol @K

A 1I. és III. tipusu sejtek rendelkeznek A-arammal vagy -80 mV-os nyugalmi
membranpotencidl értéken az elsé akcids potencial késik a depolarizald 1€épcsé kezdetéhez
képest. Az elsd akcios potencidl késése az ezen két csoportba esé neuronokon atlagosan 174,57

+ 24,7 ms volt (57,3 és 718,9 ms kozott). Az A-aram decay tau-ja (egy exponencialis tagot
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tartalmazoé fliiggvénnyel illesztve) 75 + 17,5 ms volt (14,3 és 477,4 ms kozott; 31. abra, A-B).
Az els6 akcios potencial késési ideje egyenesen aranyos volt a tranziens kifel¢ irdnyuld aram
decay tau-javal (a linedris illesztés R? értéke 0,673 volt; n = 18; 31. abra, C). A hosszi
akcidspotencial-késéssel rendelkezd neuronok jellegzetesen a pars compactaban helyezkedtek

el, atlagosan 205,3 + 59 ms késéssel. A pars dissipata neuronok késési ideje szignifikansan

kevesebb, 71,4 £ 15,5 s volt (p = 0,0033; 31. abra, D-E).

- C = 31. dbra. Az elsé akcios

o .7 roror . g
g 7 potencidl késésének iddtartama
g jol  korreldil az A-dram
250 pA 20mv ) 1 8

soms lzsom lecsengésének idddllandojdval.

m:
a
3
3

(

g

1.AP kcscs(ms)
A-aram decay ta
~
8
8

2
3

A. Reprezentativ dram- és

100 200 300 400 500 600 700
1. AP késés (ms)

8
[Sisss  S¥e)
Decay
xiipo

fesziiltséggorbek két neuronrol.

By s (balra) -120 (fekete) és -20 mV-

. 0s (piros) prepulzusok utdn
€0 alkalmazott +20 mV-os
; 150 fesziiltseglépcsdvel meért
=10 daramok.  (jobbra) -80 mV

tartopotencialrol, +100 pA

o b draminjekcioval kivaltott

akcidspotencial-sorozatok

(szaggatott vonal: 0 mV). B. 4z elsé akcios potencial késésének és a decay tau-nak a statisztikai értékelése (fekete

négyzet: atlag + SEM; iires korok: egyedi adatok). C. Az A-dram lecsengésének idballanddja az elsé akcios

potencial késésének fiiggvényében (fekete pontok: egyedi adatok, piros vonal: linearis illesztés). D. Kiilonbozo

akcidspotencial-késéssel rendelkezd szomak térbeli elhelyezkedése a PPN-ben. E. Az elsé akcios potencial késések
osszehasonlitdsa a pars compacta és pars reticulata esetén (atlag + SEM). *: p < 0,05

A magas kiiszobli membranpotencial-oszcillacié a PPN kolinerg neuronokra jellemzd,
fent mar bemutatott jelenség (20. dbra). Ez a jelenség is rostrocaudalis kiilonbségeket mutat. A
pars compactaban mért oszcillaciok kis amplitidojtiak és magas frekvenciajak (6,59 + 3,8
mV?/Hz power amplitidohoz 23,07 + 4,9 Hz frekvencia tarsult), mig a pars dissipata
oszcillacioi alacsony frekvencidjuak és nagy amplitidéjuak (18,85 + 5,08 mV2/Hz power
amplitado, 12,08 + 2,01 Hz frekvencia; 32. abra, A-C).

A power maximumnal mért oszcillacids frekvenciat korreldltattuk a 120 pA
depolarizalo 1épcsonél mért atlagos akcidspotencidl-tiizeléssel €s erds linedris Osszefiiggést
talaltunk (R? = 0,573, meredekség = 0,702; 32. abra, D-E). 50 pumol/l CdCl-vel teljesen
gatoltuk a membranpotencial-oszcillaciokat. Ezzel parhuzamosan az akcios potencial tiizelés
frekvencidja 120 pA depolarizal6 aramlépcsonél szignifikansan emelkedett (6,71 + 1,04 Hz-r6l
15,83 £ 1,42 Hz-re; n =7; p = 0,0006; 32. abra, F-G).
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A - ®a 32. dbra. A magas kiiszobii
3 o 813 Hz membrdanpotencidl-oszcillaciok
o

Power maximum (mV*/Hz)
Frekvencia a
r maximum®-nal (Hz)
5

2 er . s . . , .
2 8 sajatsdagai  jellegzetes  térbeli
3 ‘% " 1a30Hz  eloszldst kovetnek és
g - 5 20 - r
s Y 1065 .y meghatdrozzak a neuron
"eome a5 0

0 A )
gekv;:cla az'(iaowezrsma)amum'-nal (Hz) t:i ot tiizelését. A A power maximum a
D m ME hozza tartozo frekvencia
tsoms o H l W s T fliggvényében (atlag + SEM)
v,\wra"h’.\'MHM ‘W‘ I / v < = 12 , 1 g e,
b /f’/ Y g £ 10 reprezentativ fesziiltséggorbékkel
. ‘ ‘ £ e (szaggatott vonal: 0 mV). B. Az
Lot | UUU/L L ) : oszcillaciok sajatsagainak egyedi
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adatpontjainak fiiggése a szoma
C. Kiilonb6zo oszcillacios frekvencidkkal rendelkezo szomak térbeli elhelyezkedésének
haromdimenzios térképe (a.: zold, p: sarga, y: piros). D. Két reprezentativ neuron membranpotencial-oszcillacioja
(fent) és 100 pA araminjekcioval mért akciospotencial-tiizelése (szaggatott vonal: 0 mV). E. Az atlagos
akciospotencial-tiizelési frekvencia a power maximumhoz tartozo oszcillacios frekvencia fiiggvényében (pontok:
egyedi adatpontok; piros egyenes: linearis illesztés). F. Reprezentativ oszcilldcios fesziiltseggorbék (fent) és
akciospotencidal-sorozatok kontroll kériilmények kozott (fekete) és CdCly jelenlétében (piros). G. A tizelési
frekvencia dsszehasonlitasa kontroll esetben (ires oszlop) és CdCls jelenlétében (piros oszlop, datlag £ SEM). ***:
p < 0,001

Oszcillacié max. frekvencia (Hz)

térbeli poziciojatol.

Szimultan szoma-dendrit paros méréseket végezve azt lattuk, hogy mig az oszcillacios
frekvencia a szoman ¢és a proximalis dendriteken csaknem megegyezik (a dendriten mért
frekvencia a szoman mért 102 + 11%-a), addig a power amplitid6 a dendriten a szdmaénak
csak 39,7 + 12%-a (n = 10; 33. abra). Ez az arany megfelel a szoman kivaltott depolarizacionak

a dendritre torténd dekrement terjedésével ahol a szomatikus fesziiltségvalasz 42,4 + 4%-at

lehetett mérni.
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33. dabra. A szoma membranpotencidl-oszcillicioinak az amplitidoja nagyobb, mint a proximadlis dendrité. A.
Meresi helyek egy kolinerg neuronon. (balra) tdTomato fluoreszcencia a patch mikroszkop alatt, két kiilonbézo
optikai sikban (piros csillag: mérési hely a dendriten, fekete csillag: mérési hely a szoman). Kalibrdcios egyenes:
20 um. (jobbra, fentrol le) Biocitin jelolés (z6ld), tdTomato expresszio (piros), egymasra vetitett képek (lent).
Kalibrdacios egyenes: 50 um. B. A szomatikus és dendritikus mérési helyek megjelenitése az A panelen is lathato
rekonstrualt neuronon. Kalibrdcios egyenes: 50 um. C. Az A-B. panelen ldthato neuron szomdjarol (fekete) és
proximdlis dendritjérdl (piros) elvezetett membranpotencial-oszcillaciok (szaggatott vonal: 0 mV) és a hozzdjuk
tartozo power spektrumok. D. A dendriten és szoman mért power amplitudo aranya a dendriten és szoman mért
oszcillacios frekvencia aranyanak fiiggvényében (piros négyzet: atlag + SEM; fekete pontok: egyedi adatok;
szaggatott vonalak: 1). E. 4 power maximum a hozzd tartozo frekvencia fiiggvényében (szoma: fekete; dendrit:
piros,; dtlag + SEM).
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5.5. Gliasejteken keresztiil érvényesiilé neuromodulacios hatasok

5.5.1. A nucleus pedunculopontinus neuronok asztrocitakon keresztiili
modulacidja

5.5.1.1. Tonusos, mGluR-medialt aramokon keresztiili neuromodulacio

Az alabbi eredmények a kovetkezé publikaciokban szerepelnek: Kdszeghy és mtsai, 2015; Kovacs és

mtsai, 2017; Kovacs és mtsai, 2015

A PPN-re hatd szdmos neuromodulédcios hatas koziil elészor az (endo)kannabinoid
hatéast vizsgaltuk. PPN neuronok nyugalmi membranpotencial- és spontan akcidspotencial-
tiizelését vizsgaltuk kontroll koriilmények kozott és 5 umol/l ACEA jelenlétében. A neuronok
egy része depolarizalodott és novelte tiizelési frekvencidjat, egy tovabbi alpopulécio
hiperpolarizaloédott és csokkentette vagy megsziintette a spontan tiizelést, egy harmadik

neuroncsoport pedig nem valaszolt az ACEA alkalmazasara (n = 43; 34. abra, A).

A AGEA 34. dbra. A CB1 receptor agonista ACEA egyes PPN

R neuronokat depolarizdal, mdsokat hiperpolarizal és egy
harmadik csoportra nem hat. A. Hdrom reprezentativ
spontdan akciospotencial-tiizelési aktivitas, a neuron sajat
"""""" Hl T membranpotencidljan mérve  (also szaggatott  vonal:

kiindulasi membranpotencidl, felsé szaggatott vonal: 0 mV).
B. A tizelési frekvencia valtozasa (AFreq) a
membranpotencial valtozasanak (ARMP) fiiggvényében vad
tipusi (fekete pontok) és CB1 knockout egérbdl szarmazé PPN
neuronokon (piros pontok).

A megfigyelt haromféle valasz a
membranpotencial és a tiizelési frekvencia spontan
fluktuéciojatol szignifikdnsan kiillonbozott (1,031 +
0,183 mV spontan fluktuacio 4,322 + 0.477 mV
° P ACEA hatasara bekovetkez6 valtozas, p < 0,001),

csakugy, mint a CB1 knockout egérbdl szdrmazd prepardtumokon tortént mérések
eredményétdl (0,838 £ 0,243 mV; n = 13; p < 0,0001 a vad tipusu éallaton ACEA mellett
megfigyeltekkel és p > 0,9999 a spontan fluktuacioval szemben; 34. abra, B). Egy masik CB1
receptor agonista, a WIN55,212-2 (1 umol/l, n = 16) és az anandamid membran transzport gatld
UCM707 (10 umol/l, n = 13) hasonl6 hatast fejtett ki, mint az ACEA (p =0,7308 és 0,6611).

A CB1 receptor agonista WIN55,212-2 és ACEA tonusos befelé vagy kifelé iranyulo

aramokat keltett egyes neuronpopuldciokon, mig hatistalan marad mas neuronokon. Az
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altalunk vizsgalt 17-bdl 7 neuronon tonusos befelé iranyuld, masik 3 neuronon tonusos kifelé
iranyul6 aram, a tovabbi 7 neuronon semmilyen tonusos aram nem keletkezett. CB1 knockout
egérbdl szarmazo mintan vagy thapsigarginnal tortént inkubécio utan nem keletkeztek tonusos

aramok.

A spontdan EPSC-k esetében frekvenciandvekedést, a spontdn IPSC-k esetében
frekvenciacsokkenést lattunk eldinkubacid nélkiill a CBI1 receptor agonista hatésara.
Thapsigargin  elGinkubaci6 utdin mind az EPSC-k, mind az IPSC-k esectében
frekvenciacsokkenést okozott a WINS5,212-2.

4 4 4 4 °
% 23 B T C Sy NDBQX D-AP5, &3 °
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52 GADB5 52 . TIX 52 sztrichnin, $2{ 0 ®.®
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. o
35.dbra. A tonusos membrdanpotencial valaszok jellemzése. A-B. A membrdnpotencial vilaszok csak kis
mértékben fiiggenek a sejttipustol. A. A tiizelési frekvencia valtozdsa (Afrek) a membranpotencial valtozasanak
(ARMP) ACEA hatasara az osszes kontroll esetben (sziirke pontok) és kolinerg neuronok (ChAT) esetében (fekete).

A tovabbi panelek elrendezése az A panelhez hasonlo. B. GABAerg neuronok tonusos membranpotencial valtozasa

(fekete). C-D. Az akcidspotencidl-tiizelés és a gyors szinaptikus neurotranszmisszié gdtldisa nem eldzte meg a
membranpotencidl-valtozasokat. C. TTX eldkezeléssel mért membranpotencidal-valtozdasok (fekete). D. A gyors
szinaptikus neurotranszmissziot gatlo szerekkel (NBQX, D-APS, sztrichnin, bikukullin) elékezelt neuronokon
tortént merések. E. Az I. csoportu mGluR-ok gatlasa (MPEP, CPCCOEt) megelozte az ACEA hatdsdra
bekovetkezd hiperpolarizdaciotr. F. A 1l csoporti mGluR-ok gatlisa (LY341495) megelézte az ACEA hatdsdra
bekovetkezo depolarizaciot. G. A gyors szinaptikus neurotranszmissziot gatlo szereket az I. és I1. csoportu mGluR-
ok gatloszereivel kiegészitve az ACEA membrdnpotencidlra gyakorolt hatasa eltiinik.

A kovetkezd kisérletsorozatban a CB1 receptor aktivaciora bekdvetkezd haromféle
neuronalis valasz sajatsagait vizsgaltuk: a kolinerg és a GABAerg populaciok valaszait
hasonlitottuk dssze a teljes populaciééval. A de-vagy hiperpolarizaciéo nem volt kizardlagosan
jellemz6é egy neurokémiai sejttipusra, bar az aranyuk eltéré volt. 9 kolinerg neuronbol 4
depolarizalodott, 2 hiperpolarizalodott és 3 nem vélaszolt. 10 GABAerg neuronbol 7
depolarizalodott és 3 hiperpolarizalodott (35.abra, A-B). Az akcidspotencial-tiizelés gatlasa
tetrodotoxinnal (1 umol/l; n = 13) vagy a gyors szinaptikus neurotranszmisszié gatlasa (10
umol/l NBQX, 50 umol/l D-APS, 1 pmol/l sztrichnin, 10 umol/l bikukullin tartalmu koktéllal;
n = 24; p = 0,603 a membranpotencial esetén) nem okozott a kontroll elrendezéshez képest

szignifikdns valtozdst a membranpotencidl valtozasaiban (természetesen a TTX az
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akcidspotencial-tiizelést, a gatlo koktél a posztszinaptikus potencidlokat teljesen gatolta;

35.abra, C-D).

Az 1. csoportt mGluR antagonista koktél (10 umol/l MPEP, 100 umol/l CPCCOEt) a
hiperpolarizaciot, mig a II. csoportt mGluR antagonista (10 pumol/1 LY341495) a depolarizaciot
gatolta (n = 21; p = 0,021 és n = 10; p = 0,0111; 35.4bra, E-F). Az mGIuR gatloszerekkel
kiegészitett neurotranszmisszid blokkold koktél (NBQX, D-AP5, sztrichnin, bikukullin, MPEP,
CPCCOELt, LY341495) valamennyi membranpotencial valtozast elmosta (n = 7; 35. abra, G).

Az intracellularis kalciumszint valtozasait méré elOkisérleteinkben gyakran
tapasztaltuk, hogy egyes, OGB-jelolt sejtek lasst kalciumhullamok produkalasaval reagalnak
ACEA bemosasara. Ezek a sejtek elektrofiziologiai és morfologiai modszerekkel vizsgalva
nem-ingerlékeny sejteknek, azokon beliil asztrocitaknak bizonyultak (n =4 patch clamp, n =8

loose patch mérés).

Az asztrocitdk szerepét az ACEA hatasara kialakuld depolarizdcioban ugy kivantuk
vizsgalni, hogy parhuzamosan végeztiink patch clamp kisérletet egy neuronon és fluoreszcens
kalciummérést az 50 pm-en belil 1évé 5-21 jeldlt asztrocitdn. 7 neuron esetében az ACEA
depolarizaciot okozott. A depolarizacié kezdetével egy iddben, vagy azt megel6zden az
asztrocitak kalciumhullam-frekvenciaja megemelkedett, elért egy mintegy 3 percig tarté platot,
utana csokkent. A platonal mért atlagos legmagasabb frekvencia 0,93 + 0,27/perc volt (36.
abra, A-B). Tovabbi 5 esetben a neuront hiperpolarizalta az ACEA alkalmazéasa. A neuronalis
véalasszal egyiitt vagy azel6tt az asztrocita kalciumhullamok frekvencidja a mérés alatt
folyamatosan nétt (1,5 = 0,14/perces maximalis frekvenciaig; 36. abra, C-D). Masik 4 esetben
a neuron membranpotencidlja valtozatlan maradt. Itt az asztrocitak mar a kontroll mérés alatt
magas kalciumhullam-frekvenciat mutattak, ami nem nétt tovabb szignifikansan (1,16 =+

0,1/percrél 1,22 + 0,08/percre; 36. abra, E-F).

Az ACEA kezelésre elmarad6 neuronalis valaszt jol modelleztiik 50 nmol/l ACEA-val
végzett elOkezeléssel. Itt mar az eldkezelés alatt magas volt az akcidspotencial-frekvencia €s
az asztrocita kalciumhullam-frekvencia, amit 5 pmol/l ACEA alkalmazasa mar nem ndvelt

tovabb.
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36.dbra. A PPN neuronok membranpotencidaljara gyakorolt kannabinoid hatds asztrocita aktivdcio
kovetkezménye. A-F. Az asztrocita aktivacio megeldzi a neurondlis membranpotencial valtozasat. A. EQy ACEA
hatasara depolarizalodo neuronrol elvezetett spontan akciospotencial-tiizelés és harom szomszédos asztrocita
parhuzamosan mért kalciumhullamai. B. A neurondlis membranpotencial valtozasai (ARMP; azon esetek atlaga,
ahol depolarizacio tortént) és az asztrocitak kalciumhullamainak frekvencidja ugyanazon idéskdalan (atlag +
SEM). A szaggatott vonalak a kiindulasi értékeket jelolik. C-D. Egy ACEA hatdsara hiperpolarizalodo neuronrol
és a kornyezo asztrocitakrol torténd reprezentativ mérések és a hasonlo mérések statisztikai értékelése, az E-F.
panelekkel megegyezi elrendezésben. E-F. Egy ACEA hatasara valtozdst nem mutato neuronrol és a kérnyezd
asztrocitakrol torténd reprezentativ mérések és a hasonloé mérések statisztikai értékelése, az E-F. panelekkel
megegyezd elrendezésben. G-L. Az asztrocitak optogenetikai aktivicioja hasonlo membranpotencial-valtozdasokat
okoz, mint amilyet a CB1 receptor agonista valtott ki. G. Egy Rhod2 kalciumfestékkel téltott, GFAP-ChR2 egérbdl
szarmazo mintdan torténd kalciummeérés kontroll esetben és 470 nm-es fénnyel torténd megvilagitas alatt (kék
négyzet). H. A megvilagitas elotti (fekete) és alatti (piros) kalciumhullam integraljanak statisztikai értékelése. 1.
Egy GFAP-ChR2 egérbol szarmazo asztrocita fényarama (megvilagitas: kék négyzet). J. Egy neuronon torténd
membranpotencial mérés az asztrocitak optogenetikai aktivacioja elott és azzal egy idoben (kék négyzet).
Szaggatott vonalak: a megvilagitas elotti és alatti nyugalmi membranpotencialok. K. A Q panelen lathato mérés
adatpontjainak hisztogramja (fekete: megvilagitas eldtt, kék: megvilagitas alatt). L. A tartoaram (Adram)
valtozasa folyamatos (fekete, ,,cont”) és pulzatilis (50 Hz, 10 ms; kék; ,,puls”) megvilagitis alatt, megvilagitis
nélkiil (piros; ,,spont”), GFAP-cre egéren megvilagitassal (zold, ,,cre”), az I. csoportu mGluR gatlo CPCCOEt
és MPEP (vilagoskeék, ,,c+m”), és a II. csoportu mGluR gatlo LY341495 (magenta, ,,Ly”) jelenlétében.

Immunhisztokémiai és funkcionalis kisérletekkel megallapitottuk, hogy a PPN
asztrocitdk rendelkeznek CBI receptorral, aminek aktivacigja megnoveli a kalciumhulldmaik
frekvencidjat. Az immunhisztokémiai kisérleteket Prof. Antal Miklos laboratdériumaban Dr.
Hegyi Zoltin végezte (DE AOK Anatomiai Intézet). CB1 knockout egér asztrocitdin a
kalctumhullamok frekvenciandvekedése elmarad. Thapsigargin eldinkubaci®6 nemcsak az

asztrocitak kalciumvalaszat gatolta, hanem a neuronok membranpotencial-valtozasait is.
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Az a feltételezés, hogy az asztrocitdkon keresztiil torténik a neuronalis depolarizacio és
hiperpolarizacid, kozvetett megfigyeléseken alapult. Iddbeli egyezés volt az asztrocita
aktivacio és a neurondlis valasz kozott, a CBI1 receptor jelen volt az asztrocitdkon és az
asztrocita kalcium szignalizdcidé nem szelektiv gatlasa a neurondlis membranpotencial
valtozasokat kivédte. A kovetkezd kisérlettel a feltételezésiinket kozvetleniil alatamasztod
adatot szerettiink volna bemutatni. Az asztrocitak kozvetlen és szelektiv aktivacidjat GFAP
promoter alatt kifejeztetett ChR2 optogenetikai aktuatorral és 470 nm hullamhossz fénnyel
torténd megvilagitassal kivantuk megvaldsitani. Piros fluoreszcens kalciumfestékkel (Rhod2)
toltottiink fel szeleteket €s a kiils6 LED megvilagitas elotti €s utdni méréseket hasonlitottuk
Ossze (15,5 + 3,6 és 93,5 + 30,3 AF/Fo *s, n = 16; p = 0,012; 36.abra, G-H). A ChR2-t kifejezd
asztrocitdkon végzett patch clamp mérések -80 mV-os tartopotencidlon 65,7 + 2,6 pA

megvilagitas alatti befelé iranyuld aramot, Gn. fényaramot hoztak 1étre (n = 4; 36.4bra, I).

A szelet megvilagitasaval €s az asztrocitak optogenetikai aktivacidjaval parhuzamosan
patch clamp méréseket végeztiink neuronokon. Fesziiltség-clamp elrendezésben, -60 mV-0s
tartopotencidlon 12 esetbdl 9 esetben befelé iranyuld aram, 1 esetben kifelé iranyuld aram, a
tovabbi 2 esetben semmilyen dram nem keletkezett az asztrocitdk optogenetikai aktivacidjanak
hatasara (a tonusos aram abszolut valtozasa 11,45 + 3,39 pA volt; 36.abra, J-L). A folyamatos
megvilagitassal megegyezé hatasa volt a pulzatilis (10 ms hosszasagh 10 Hz-es)
megvilagitasnak (5 befelé, 1 kifel¢ iranyul6 dram, 2 esetben nem keletkezett tonusos aram). Az
mGluR antagonistakkal ugyantigy lehetett kivédeni a 1étrejovd dramokat, mint az ACEA ¢és
WIN5S5,212-2 alkalmazasaval kivaltott tdbnusos membranpotencial-valtozasokat: a CPCCOEt
¢s MPEP (mGluR I gatlo) a kifelé, az LY341495 (mGluR II gatlo) a befelé iranyuld dramok
kialakuldsat elézte meg. A SEPSC frekvencia megvilagitds hatdsara szignifikdnsan
megnovekedett (0,13 + 0,02 Hz-r6l 0,27 = 0,07 Hz-re, a kontroll 224 + 28%-4ra; n = §; p =
0,049); amit az L'Y341495 elokezelés kiveédett (104 = 6% ndvekedés maradt a kontrollhoz
képest, n = 7).

A posztszinaptikus neuron depolarizacioja és a WINS55,212-2 egyarant a kivaltott
EPSC-k ¢és miniatiir IPSC-k amplitadojanak csokkenéséhez vezetett az excitatorikus és
inhibitérikus neurotranszmisszid depolarizacidé indukalt szuppresszidjan (,,depolarization-

induced suppression of excitation/inhibition”’; DSE/DSI) keresztiil.

Az asztrocita aktivacid szerepét ebben a folyamatban optogenetikai asztrocita
stimuldcioval, asztrocita kalciumhulldmok mérésével és két, 50 Hz-es frekvenciaju kivaltott
EPSC rogzitésével végeztiikk. Az asztrocitdk optogenetikai ingerlése 7 esetbdl 6 alkalommal
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befelé irdnyulo6 tonusos aram kialakuldsahoz vezetett, mig egy esetben nem alakult ki tonusos
aram (atlagosan 11,14 + 4,8 pA tonusos aram alakult ki). Az els¢ EPSC amplitadoja (37,3 +
9,4 pA kontroll koriilmények kozott és 36,4 + 9,8 pA megvilagitas alatt) és a két EPSC
amplitidoinak hanyadosa (PPR) véltozatlan maradt (1,48 & 0,3 kontroll koriilmények kozott és
1,59 + 0,33 megvilagitas alatt).

A kontroll  karbakol ~ kimosas  ACEA D 38. dbra. Az egymdst kévetden

alkalmazott karbakol és ACEA a
neuronok nagy részének
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d s WAL AN 5 2% 1 AP AP A A ) depolarizalt. C. Reprezentativ

- - - °o 3 membranpotencial valtozdasok egy olyan

" esetben, aho/  mindkét  agonista

hiperpolarizaciot okozott. D. Az ACEA dltal okozott nyugalmi membrdnpotencidl valtozds (ARMP, ACEA) a

karbakol adltal okozott membranpotencial valtozasanak (ARMP, karbakol) fiiggvényében. Fekete pontok: egyedi

adatok. E. 4 D panelen lathato adatpontok sejttipus szerinti bontasban. Kitoltott fekete kor: kolinerg neuron, tires
fekete kér: nem-kolinerg neuron, iires sziirke kér: nem azonositott neuron.

Az egy neuromodulacids hatdsra adott haromféle neurondlis valaszt (depolarizacio,
hiperpolarizacid, valtozatlan membranpotencidl) nemcsak CB1 receptor agonistdk esetén
lattuk, hanem karbakol és szerotonin (1d. alabb) alkalmazasa esetén. 22 PPN neuront vizsgélva,
10 depolarizalodott és novelte tiizelési frekvencidjat 50 umol/l karbakol hatasara (45%), 7
(32%) hiperpolarizalddott és csokkentette tiizelési frekvencidjat vagy teljesen megsziint a
spontan aktivitasa, tovabbi 5 (23%) nem valaszolt. Az ACEA altal okozott hasonld hatastol

nem talaltunk szignifikéns eltérést (p = 0,885 a membranpotencial-valtozasra és p = 0,11 a

tiizelési frekvencia valtozasra).

Az ACEA ¢és a karbakol hatasainak atfedéseit vizsgalva, a gyorsan és teljesen kimoshat6
karbakolt alkalmaztuk el6szor. Miutan megfigyeltiik és visszaforditottuk az altala okozott
membranpotencial valtozasokat, ACEA bemosasaval folytattuk a kisérletet (n = 17; 38. abra,
A-C). Hat esetben a karbakol depolarizaciot okozott (5 + 0,6 mV). Ezekben az esetekben az
ACEA is depolarizalt (3,8 £ 0,38 mV), a két hatas kozti szignifikans kiilonbség nélkiil ( p =
0,053). 7 neuront hiperpolarizalt a karbakol (-7,7 £ 1,9 mV atlagosan), amelyek koziil két
esetben nem hatott, két esetben hiperpolarizaciot, masik 4 esetben depolarizaciot okozott az

ACEA (atlagosan 0,48 + 2,1 mV membranpotencial valtozas, ami szignifikdnsan kiilonbozik a
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karbakol hatasatol, p = 0,009; 38. abra, D-E). Osszességében a 17 esetbdl 12 atfedést sikeriilt

megfigyelni, ahol a depolarizal6 hatasoknal teljes volt az atfedés.

5.5.1.2. Fazisos, NMDAR-medialt aramokon keresztiili neuromoduldcio

Az alabbi eredmények a kovetkezd publikaciokban szerepelnek: Kovacs és Pal, 2017; Kovdcs és mtsai,

2019

A fazisos, NMDAR-medialt un. lassu befelé iranyuld aramok (,,slow inward current”,
SIC) asztrocita fliggé neuromodulacios hatasokban betoltott szerepét is vizsgaltuk. A SIC-ek
a PPN neuronokon is jelen vannak és jol elkiilonithetdek az EPSC-ktél. 1 mmol/l Mg?*-tartalm
mérdoldatban a neuronok 40%-an voltak jelen (frekvencia: 0,09 + 0,05/perc; amplitado: 43,3 +
10 pA; rise time: 220,1 + 33,1 ms; decay tau: 706 + 131 ms; toltésmozgas: 25,4 + 13,1 pC; n=
15). Nominalisan magnéziummentes oldatban (az NMDA receptor magnéziumblokadjanak az
elmozditasadval) a neuronok 55.8%-a produkélt SIC-eket (frekvencia: 0,23 + 0,06/perc;
amplitudo: 95,5 + 7,2 pA; rise time: 88,7 + 8,4 ms; decay tau: 285,3 £+ 24,7 ms; toltésmozgas:
25,4+ 13,1 pC; n=52; p=0,01 a kétféle koriilmény kozt mért amplitudo kozott).

A nominalisan magnéziummentes oldatban a SIC-ek és EPSC-k szamos paramétere
(frekvencia, amplitdd6, rise time, decay tau) szignifikdnsan kiilonbozott (p < 0,001),
ugyanakkor a frekvencia és az amplitado esetén a SIC-ek és EPSC-k sz¢Is6 értékeiben talaltunk
atfedéseket, mig a rise time és decay tau esetén az individudlis adatok sem mutattak atfedést

(rise time: EPSC: 0,7-7,9 ms; SIC: 13,8-522 ms; decay tau: EPSC: 1,2-41,8; SIC: 48-1356 ms).

A SIC-ek a PPN-ben is asztrocita-aktivacido kovetkeztében torténd glutamat
felszabadulas és GIuN2B alegységet tartalmaz6 neurondlis extraszinaptikus NMDA receptor
aktivacio kovetkezményei. A neuronalis akciospotencial-tiizelést teljesen gatlo TTX a SIC-ek
frekvenciajat és felszallo szaranak kinetikajat nem valtoztatta meg, de az amplitadot
szignifikansan csokkentette (57,9 £ 5,7; p = 0,004) és a decay tau-t megnytjtotta (428,4 + 41,7
ms; p = 0,002). A nem specifikus NMDAR gatlé D-AP5 és a GluN2B alegység specifikus
antagonista ifenprodil a SIC aktivitast csaknem teljesen gatolta. Az asztrocitak optogenetikai
aktivacioja a SIC frekvenciat nagymértékben, szignifikansan ndvelte, azonban az igy kivaltott
SIC ek kinetikdja jelentdsen lassabb volt, mint a spontanul 1étrejovoé eseményeké (rise time:

334 + 92 ms; decay tau: 960 + 291 ms, p < 0,001 mindkét esetben).
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A SIC-ek jelenléte vagy hianya nem fiiggdtt a neurokémiai sejttipustol: a kolinerg és
GABAerg neuronokon mért SIC-ek frekvenciaja, amplitudoja és kinetikai paraméterei nem

kiilonboztek szignifikansan.
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39. dabra. A SIC-ek megjelenése egy neuronon fiigg a legkozelebb esd asztrocita szoma tdvolsdagdatol. A. Egy
asztrocita rekonstrudlt rajza. Fekete kor: a legmesszebbi asztrocita végnyulvany dtlagos tavolsaga, sziirke kor:
SEM. B. Egy rekonstrualt neuron (zold) és az azt koriilvevo asztrocita sejttestek (piros pontok). I. okker egyenes
és sziirke kor: a neuronalis szomatol mért 70 um sugaru kor, I1. A neurondlis szomahoz legkézelebb esé asztrocita
szoma. C-E. Egy biocitinnel jelolt neuron (C, zold) és GFAP promoter alatti tdTomato expresszié (D, piros) és a
keét panel egymasra vetitett képe (E). A nyil a neuronhoz legkozelebbi asztrocita szomdat jeloli. F. A fenti neuron
(zdld) és asztrocita szomak rekonstrukcios rajza (piros pontok). Sziirke kér: 70 um sugaru kér a szoma kézéppontja
Koriil, okker egyenes: a neurondlis szomdhoz legkézelebbi neuron tavolsaga. G. A C-F paneleken bemutatott
neuronon mért reprezentativ aramgorbe, SIC nélkiil. H-L. Egy masik neuron morfologiai rekonstrukcicja és a
rajta végzett arammérés SIC-eK megjelenésével a C-G panelekkel megegyezd elrendezésben. M-N. A SIC
frekvencia (M) és a SIC-ek dltali toltésmozgas (N) a legkiozelebbi asztrocita és a vizsgdlt neuron szomdi kozti
tavolsag fiiggvényében (fekete pontok: egyedi adatok, piros vonal: linedris illesztés). O-P. A SIC frekvencia (O)
és a SIC-ek altali toltésmozgas (P) a vizsgalt neuron szomajatol 70 um-en beliil esé asztrocitik szamanak
fliggvényében (fekete pontok: egyedi adatok, piros vonal: linedris illesztés).

Arra is valaszt kerestlink, hogy milyen, neuronok és asztrocitdk kozotti topografiai
viszonnyal hozhat6 a magas vagy alacsony SIC aktivitas 0sszefiiggésbe. Post hoc morfologiai
analizissel meghataroztuk a neuron szomajahoz legkozelebbi asztrocita tavolsagat €s a neuron
szomajatol 70 pm-en beliili asztrocitdk szamat. Azért valasztottuk a 70 um-es tavolsagot, mert
a neuronok szomdjanak atlagos legnagyobb atmérdje 24,1 + 2,1 um, mig a legtavolabbi
asztrocita végtalp asztrocita szomatol mért atlagos tavolsaga 54,1 = 6,6 um volt (39.abra, A-L).
A szoméhoz legkdzelebb esd asztrocita tdvolsaga forditottan ardnyos volt a SIC frekvenciaval
(r? =-0,803) és a SIC aktivitassal (az egy perc alatt mért SIC-ek altali toltéstranszferrel; r? = -
0,621; 39.abra, M-N). A 70 pm-en beliili asztrocitak szama nem korrelalt a SIC frekvenciaval
(r? =-0,074) és gyenge forditott ardnyossagot mutatott a SIC aktivitassal (r? = -0,306; 39.4bra,
O-P).
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A*\/— BV~ "\ _ " 40. dbra. A szomszédos PPN neuronokon nem jelennel
i '_ 4] meg egyidejii SIC-ek. A. Egy dtlagos SIC (fent, piros), amit

' _J‘_\ L J/L /\qu\ parancsjelként hasznalva a PPN neuronok 12,5%-dban

L depolarizaciot, 65%-aban 1 akcios potencialt, 15 és 7,5%-

aban 2 vagy 3 akcios potencialt lehetett kivaltani (fekete
fesziiltséggorbék, szaggatott vonalak: 0 és -60 mV). B. Egy

© atlagos és egy nagy toltésmozgassal jaro SIC (piros gorbék,

. < feliil), amiket parancsjelként haszndalva 2 és 6 akcios

- ( potencialbol allo sorozatokat (fekete fesziiltseggorbek)

_T - lehetett kivaltani. C-D. EQy-egy reprezentativ rekonstrualt

] r fm"t: "\ W 1 neuronpdr a PPN-b6l. A fekete aramgorbék a fekete, a

- J%A M o S : piros dramgorbék a piros neuronrdl lettek egyidejiien

W elvezetve.

. " A SIC-ekrol korabban feltételezték, hogy a

. (‘) f6 funkciojuk az egy asztrocita doménbe es

PR il 5 dbmak  szinkronizdciéja azok  tranziens
'*'/'ﬂ’” “LM w’m.,)u. Szoma.

depolarizacioja altal (Pirttimaki és mtsai, 2011).

Ennek a lehetdségnek a vizsgalatdhoz elészor
annak a lehetdségét vizsgaltuk meg, hogy egy SIC képes-e akcids potencidlt vagy
akciospotencial-sorozatot kivaltani. Egy atlagos SIC, parancsjelként hasznalva -a neuronalis
membransajatsagok eltérdsége miatt 0-3 akcios potencidlt, mig egy lassabb kinetikaja ¢és
nagyobb amplitidoju SIC mindig akcidspotencial-sorozatot valtott ki (40. abra, A-B). Amikor
két szomszédos, egymastdl 20 pm-en beliil elhelyezkedd neuron szoémajarél mértiink
parhuzamosan, azt tapasztaltuk, hogy a két kozeli neuron szomajan egyszerre soha nem
jelentkezett SIC (32 SIC, 9 neuronparrdl; 40. dbra, A-B), igy az eredeti munkahipotézis a PPN

neuronokra nézve nem bizonyult igazolhatonak.

Kiilonb6z6 neuromoduldcids hatasok (kannabinoid, muszkarinos, szerotonerg,
orexinerg) képesek a neuronalis ingerlékenységet tonusosan megvaltoztatni és a SIC aktivitasra
is hatnak. A kovetkezd kisérletsorozatban arra kerestlink valaszt, hogy a fazisos és tonusos
glutamaterg hatdsok kozott van-e Osszefliggés, valamint hogy a SIC aktivitds modulacidja
milyen faktoroktol fligg. E16szor WINS55,212-2 hatasat vizsgaltuk a tonusos aramokra és SIC-
ekre fesziiltség-clamp elrendezésben, -60 mV-os tartopotencidlon. 14 neuron koziil 3 nem
vélaszolt (a 3,5 pA-nél kisebb valtozas megegyezett a spontan tartoaram fluktuaciéo mértékével,
igy csak az efeletti értékeket tekintettiik valasznak), 7 neuron tonusos kifelé iranyuld, 3 neuron
tonusos befelé iranyuld dramot mutatott (az atlagos abszolut valtozas 11,5 + 2,34 pA volt). A
SIC aktivitas valtozasa a kontroll koriilmények kozott mért SIC aktivitastol fiiggott: kis
kiindulasi SIC aktivitasnal (3 pC/perc alatt) a SIC aktivitads novekedett, mig ennél nagyobb SIC
aktivitds esetén azt gatolta vagy teljesen elmosta a WIN55,212-2 (r2 = -0,36). A SIC aktivitds
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valtozasa a tartoaram valtozdssal nem, de annak abszolut értékével gyenge egyenes

aranyossagot mutatott (r> = 0,45; 41.4bra, A-D). A karbakol esetében hasonlé megfigyeléseket

tettiink. 11 vizsgalt neuronbol 7 ténusos kifelé iranyuld és 3 befelé irdnyuld tonusos aram

1étrejottét rogzitettiik, mig egy esetben a karbakol hatastalan maradt. A tonusos aramvaltozas

atlagos abszolut értéke 18,9 + 3,42 pA volt. A WIN55,212-2-vel tett megfigyelésekhez

hasonloan itt is a kiinduldsi SIC aktivitastol fiiggott a SIC aktivitas karbakol hatdséara
2 —

bekovetkezd valtozasa (r° = -0,46), és a SIC aktivitds egyenesen aranyos volt a tonusos

tartdbaram valtozas abszolut értékével (r2 =0,32; 41.4bra, E-H).

A kontroll WINS5.2122 B * CEe D. {.. 41. dbra. A SIC-ekre
| < - e ® £ 3 r r o7
o ol e %w §§j§ szdmos neuromoduldcios
E . B2 sic - ) ;
% :gﬁ g" ' ocmin - mechanizmus egységesen
" 0 g ° - 141 B - b r r r r
P = ég sTTals = . és a tonusos dramoktol
E = GE H w nagyrészt fiiggetleniil hat.
F .‘0 E . - ‘3,\25 5 7
kontroll karbakol o é e ggn A.  Két  reprezentativ
£ 5 @ 15 @15 4 .
T : 2 r 7 7
[Tl § oo P SIC dsmozgés 33‘2 B a"al.".ﬂgor be o konyt oll
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o1 6 2, A S WIS RO AZ 2 % .
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J 9 o KEn L WINS5, 212-2 jelenlétében.
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% o1fo 820 18234 5 6 7 8 40 -30 20 -10 -1; 10 20 30 kontroll esetben (elSO
( * - Q.o g4 L g ) ® RE B
— r— g % :} - gg POntsor, spontan
-10. 8 r . r r
' % N 22 Sfluktudcic) és WIN55,212-2
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8 € .
TP o S egyedi  adatok, fekete
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Q Z o ° 2 kitoltott korok: a valtozas
= -~ 0 o
2 01%0—r e S o 204 § 1t Srtéke / ;
% 2 ™ AR RENE IR g abszolut értékének datlagai +
g 4 Se i 10{5 SEM. C. ASIC-ek dltali egy
26 ° °
o ° (€] ® < &) . . wy,r ,
2_;2 S - - ol ’ 3 o ° perc alatti  téltesmozgas
4 =40 0 O st 9 49 WIN55,212-2 hatdsdra
1§ 10 @ AAram (pA)
16 5 bekovetkezd  vdltozdsai a
-20

kontroll kériilmények
kozotti SIC téltesmozgas fliggvényében (fekete pontok: egyedi adatok, piros egyenes: linearis illesztés). D. A SIC-
ek altali téltéesmozgas WINSS5,212-2 hatdasara bekovetkezé valtozasai a tonusos aramvaltozdsok fiiggvényében
(fekete pontok: egyedi adatok, piros egyenes: linedris illesztés). E-H. Karbakol hatasa a SIC aktivitasra, az A-D
panelekhez hasonlo elrendezésben. Piros szin: karbakol alkalmazasaval mért aramgorbék (E), a valtozads abszolut
értékének datlagai + SEM (F), egyedi adatok (G-H). I-L. Szerotonin hatdsa a SIC aktivitdsra, az A-D panelekhez
hasonlo elrendezésben. Zold szin: karbakol alkalmazasaval mert aramgorbék (1), a valtozas abszolut értékének
atlagai = SEM (J), egyedi adatok (K-L). M. A SIC-ek dltali egy perc alatti téltésmozgas neuromoduldcios
hatasokra bekovetkezo valtozasai a kontroll kériilmények kozotti SIC toltésmozgas fiiggvényében (fekete pontok:
WINS5,212-2, piros pontok: karbakol; zold pontok: szerotonin jelenlétében rogzitett egyedi adatok). N. A SIC-ek
altali toltésmozgas neuromoduldacios hatdasokra bekévetkezo valtozdsai a tonusos dramvaltozasok fiiggvényében
(fekete pontok: WINS5,212-2, piros pontok: karbakol; zéld pontok: szerotonin jelenlétében rogzitett egyedi
adatok). ***:p < 0,001

Szerotonin (10 pumol/l) bemosasdra 12 neuronbol 4 mutatott tonusos kifelé, mig 6
tonusos befel¢ irdnyuld aramot, 2 nem valaszolt. Itt is a kiindulasi SIC aktivitassal volt
forditottan aranyos a SIC aktivitds szerotoninnal latott novekedése (r> = -0,997), de a tobbi
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neuromodulacids hatastol eltéréen a SIC aktivitas valtozas a ténusos aramvaltozas abszolut

értékével gyenge korrelaciot, forditott ardnyossagot mutatott (r> = -0,305; 41.4bra, I-L).

Orexin-A (200 nmol/l) bemosasa esetén, a tobbi neuromodulaciods hatastol eltéréen, 21
esetbdl egy esetben lattunk tonusos kifelé iranyul6 dramot, egy esetben maradt el a hatés, és 19
esetben tonusos befelé iranyuld dramot figyeltiink meg (atlagosan -17,32 + 3,11 pA
amplitddoval). A tobbi neuromodulécids hatassal megegyezden, az alacsony (2 pC/perc alatti)
kiindulasi SIC aktivitas esetén az orexin a SIC aktivitast ndvelte, mig magas SIC aktivitas
esetén csokkentette. A kiindulédsi SIC aktivitas €s annak orexin hatdséra latott valtozéasa erds
linearis sszefiiggést, forditott aranyossdgot mutatott (r? = -0,918). A tonusos aramvaltozas
abszolut értéke és a SIC aktivitas valtozdsa nagyon gyenge forditott aranyossigot mutatott (r

=-0,11).

Valamennyi neuromodulacioés hatast figyelembe véve, a SIC aktivitds hatasukra
bekovetkezd valtozdsa nagyon hasonld minden esetben és nem a neuromodulacidos hatas
természetétdl, hanem a kiindulasi SIC aktivitastol fligg. Az ingerlékenység tonusos valtozasa

¢s a SIC aktivitas valtozasa gyenge és ellentmondasos korrelaciot mutat (41.abra, M-N).

A fentiek alapjan feltételeztiik, hogy a SIC-eken latott neuromodulacids hatdsok az
extraszinaptikus glutamatkoncentraciotol és az NMDA receptor aktivacio €és deszenzitizacid
egyensulyatol fiiggnek. A SIC-hez vezetd glutamat felszabadulds modellezésére az elsésorban,
de nem szelektiven az asztrocitak glutamat felvételét gatlo DL-TBOA (100 nmol/l)
bemosasaval végeztiink kisérletet. A TBOA 102,25 + 47,66 pA befelé iranyul6 dramot hozott
létre és a SIC aktivitasra ugyanugy hatott, mint a neuromodulécios hatasok: 3 pC/perc kiindulasi
SIC aktivitas alatt serkentette, felette gatolta (r> = -0,59; n = 9; 42. dbra, A-C). A tonusos dram

amplitadoja és a SIC aktivitas kdzott nem volt korrelacié (r? = -0,005).

A TBOA hasznalataval kapott eredmények felvetik annak a lehetségét, hogy a magas
kiindulasi SIC aktivitds esetén megfigyelt emelkedd glutamatszint miatti gatlas NMDA
receptor inaktivacio vagy deszenzitizacido kovetkezménye. Az emelkedd glutamatszintnek az
NMDA receptorokra kifejtett hatdsat 100 pmol/l MNI-caged glutamat flash fotolizisével
vizsgaltuk 10 pmol/l NBQX (AMPA receptor gatloszer) jelenlétében. A fotolizist 5
alkalommal, 0,1 Hz frekvenciaval ismételtiik (42. abra, D), majd megallitott perfuzié mellett 2
perc varakozas utan egyszer Gjra megismételtiik (n = 10). Mindegyik alkalommal egy tranziens
befelé iranyul6 aramot kaptunk, aminek kinetikai paraméterei mindegyik esetben megegyeztek,

de az 5 egymast kdvetd fotolizis alatt fokozatosan, szignifikansan csokkentek (42. abra, E-H).
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A megallitott perflziéval 2 perc utdn megismételt fotolizis altal keltett aram amplitidoja
megegyezett az elsd fotolizis &raméanak amplitudojaval, igy az MNI-caged glutamat deplécigjat
ki tudtuk zarni (42. abra, I-J). A fenti kisérletek alapjan az emelkedd extracellularis glutamat

koncentracio NMDA receptor inaktivaciot okozott.
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42. abra. A glutamat transzporter gdatlo DL-TBOA és a
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o +\ £a e +\ kontroll esetben mért SIC aktivitas fiiggvényében (fekete
+\+\ \+/+\+/ +\+\ +\ + pontok: egyedi adatok, piros egyenes: linearis illesztés). D.

5 egymast koveté glutamadt uncaging (iires négyzetek)

£ (s) 82 1. ingerés tdn le)azt ngorésutin  t(9)az1.ingereswan  eredményét bemutaté reprezentativ dramgiorbe. A mérés

' 5 Zpercregsericio . ” NBQX (AMPA receptor gatloszer) jelenlétében tortént. E.
V‘- %w Az elsé (fekete) és otodik (piros) glutamat dram az

il illesztett képe. F-H. Az 5 egymdst kévetd glutamdt dram

paramétereinek (amplitudo, F; decay tau, G; téltésmozgas,

H) statisztikai ésszehasonlitasa (atlag + SEM). |. Az elso, 6todik és megallitott perfiizioval 2 perccel az 6todik

utan mért regeneralodott glutamat aram. J. Az elsé (1.) és a 2 perc regenerdcio utan mért glutamat aram (R)
paramétereinek dsszehasonlitasa (atlag = SEM). *: p <0,05; **: p <0,01

Amplitadé (pA)

S s
250

/

s
ecay tau
g§883d
e oy

——
SIC toltésmozg:

82EBEE

o
] I

PR

NE2ISRE2E

amplitudok egymdshoz igazitisat kovetéen egymdasra

Decay tau (ms)
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1. R

A PPN-en asztrocitakon keresztiil érvényesiilé6 neuromodulécios hatasok robusztusnak
latszottak, de mivel ex vivo koriilmények kozott tortént a mérés, valodi jelentdségiiket in vivo
rendszerben is szeretnénk megismerni. Folyamatban levd kisérleteinkben az asztrocitdk
asztrocitak kronikus aktivacidja a cirkadian ritmust, az izomtonus szabalyozast €s az akusztikus

startle reflexet érinti.

5.5.2.2. A lassu inward aramok korfiiggése és hatasa a szinaptikus plaszticitasra
Az alabbi eredmények a kovetkezd forrasbol szarmaznak: Csemer és mtsai, 2023 (birdlat alatti kézirat)

A kovetkezd kisérletsorozatban a SIC-ek altaldnos szerepét és annak a normal
oregedéssel megfigyelhetd Osszefiiggéseit kivantuk feltarni. Ehhez az eddig hasznalt egér
modellen kiviil human neocorticalis mintakat is hasznaltuk, amelyeket agyi tumorok

eltavolitasakor ugyancsak eltavolitott ép kéregrészekbdl preparaltunk (43. ébra).
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43. dbra. A humdn szelet
elektrofiziologiai vizsgalatokhoz
haszndlt prepardtum. A. Tumor
lokalizacio  rétegfelvételeken. B. A
tumor feldl eltavolitott ép agydarab. C.

D A E s0pa

Patch clamp kisérlet soran biocitinnel
jelolt neocorticalis piramissejt (zéld:

biocitin, kék: DAPI). D. Biocitinnel
toltott piramissejt rekonstrukcioja. E-F.

~|-Bomv -
@ ms Két piramissejtrél elvezetett
fesziiltseggorbék +50 (piros) és -30 pA

(fekete) negyszég alaku draminjekcio

alatt.

Az els6 1épésben azt mutattuk meg, hogy mind az egér, mind a human temporalis (és
parietalis, humén esetén) neocortex piramissejtjein mért SIC-ek elkiilonithetéek az EPSC-ktdl,
¢s GluN2B alegységet tartalmazé6 NMDA receptor alegységek ¢€s asztrocitak aktivacidjanak
kovetkezményei. Az utobbi feltételezést egér esetében mCherry fluoreszcens fehérjét és hM3D
kemogenetikai aktudtort asztrocita specifikusan kifejezé kisérleti mintdk hasznélatdval
igazoltuk. Mig a kontroll allatok asztrocitainak kalciumhullam aktivitasa nem nétt (kontroll:
0,21 £ 0,15 AF/Fo/s; CNO: 0,25 + 0,13 AF/Fo/s; n = 8 minta), addig a hM3D-t kifejez6
csoportban szignifikans novekedést lattunk (kontroll: 0,125 + 0,094 AF/Fo/s; CNO: 2,78 £ 1,29
AF/Fols; n = 8 minta; p = 0,032; 44. abra, A-C).

Az asztrocitdk kemogenetikai aktivacidja a SIC aktivitds nagymértékli novekedéséhez
vezetett, ami a csak mCherry-t kifejez6 kontroll mintakban elmaradt (hM3D: aCSF: 5,79 + 2,81
pC/min; DMSO: 6,22 + 2,66 pC/min; CNO: 35,43 + 11,1 pC/min; n = 10; p = 0,011; mCherry:
aCSF: 0,82 £ 0,53 pC/min; DMSO: 3,5 + 1,88 pC/min; CNO: 3,5 + 2,63 pC/min; n = 6; p =
0,58; 44. ébra, D-G).

A humén és egér egyedi SIC-ek paraméterei eltérnek egymastol: a kozépkort
populacidkat Osszehasonlitva az amplitidé humanban kisebb volt (human: 31,2 £ 11,5 pA;
egeér: 107,8 £ 8,25 pA; p = 0,0065), viszont a rise time (human: 239,6 = 154 ms; egér: 153,8 +
20,4 ms; p < 0,0001), decay tau (human: 1,26 + 0,97 s; egér: 0,47 + 0,053 s; p = 0,0042) és
toltéstranszfer nagyobb (human: 246,51 + 71,75 ms; egér: 31,03 = 4,5 ms; p < 0,0001; n=9
human és 95 egér SIC; 45. dbra). A human SIC kisebb amplitiddjdhoz hozzajarulhattak a minta
szallitasi koriilményei, mert a hasonldan szallitott egér mintak esetében kozel szignifikans
amplitddo csokkenést lattunk (kontroll inkubécié: 88,16 + 8,14 pA; humdnhoz hasonlo
szallitas: 55,02 + 4,74 pA; p = 0,054).
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PAAV-GFAP-mCherry B pAAV-GFAP-iM3D(Gq)-mCherry C 4s 44.4bra. Az egér neocorticalis piramissejtek

_10 ymol/I CNO _ 10 pmol/I CNO

e s lassu inward dramai (SIC-¢ei)
M /ﬂ% :23 asztrocitafiiggdek. A. OGB-vel toltott,

kizarolag ~ mCherry-t  kifejez6  asztrocitak

gg kalciumhullamai kontroll esetben és CNO
M kontroll CNO _ kontroll CNO , e L,

moery w0 kezelés alatt. B. hM3D-t kifejezé asztrocitdk

AAV-GFAP-hM3D(Gq)-mCh . ’ . ’
kontroll P . F kalciumhullaimai az A. panelhez hasonlo
"120 e e r e ee . ’

0,1% DMSO Eoo koriilmények kozott. C. A kalciumhullamok
) i o~ 'l"["& 80 . r”r 4 . . ryer . . .
o ool NG BoPATY & el —— idéegység alatti integrdljanak  statisztikai
umo } % 40 ~ e . ,y H
"’V" rw T S ) : osszehasonlitasa. D-G. A SIC-ek asztrocita-

ol=x s ey . ’ .

‘ oo, %% aktivacié  kovetkezményei. D.  mCherry
G Kontroll v . .
. [FATBHARIR g fluoreszcens protein (és hM3D kemogenetikai

e s & ' L T o
IS i aktudtor, piros) expresszidja és egy biocitinnel
i i sopa | & ¥ jelolt  piramissejt  (zold) két  konfokalis

10 pmoll GNO |55 ? 2 . o , , ., .,
P Y T—————" 0l_eso réfegfelvételen. E. Reprezentativ drammérések

©

A
e kontroll koériilmények kozott, 0,1% DMSO-val
és CNO-val (szelektiv asztrocita aktivacio). F. Az F panelen bemutatott mérési koriilmények SIC aktivitaisanak
(Gsszes percenkénti toltésmozgds) dsszehasonlitisa. G-H. Kontroll dllatokon (kizarolag mCherry expresszio)
torténd mérések az F-G panelekkel azonos elrendezésben. (Oszlopok: atlag + SEM; sziirke pontok: egyedi
adatpontok; *: p < 0.05; **: p < 0.01; *** p< 0.001)

A SIC-ek bar fiziologidsan ritkdn jelentkezd események, feltehetden nem funkciod
nélkiiliek. Azt a feltételezést vizsgaltuk meg a tovdbbiakban, hogy a szinaptikus plaszticitasban
szerepet jatszanak-e. Ennek vizsgalatdhoz eldszor -60 mV-os tartdpotencidlon regisztraltunk
szinaptikus eseményeket és SIC-eket normal aCSF-ben, majd magnéziummentes aCSF-et
mostunk be. Az EPSC-k amplitaddjanak stabilizalodasa utan jelentkez6 elsé SIC el6tti és utani
EPSC amplitadét és frekvenciat elemeztiik. Azt talaltuk, hogy az esetek 34,6%-aban
emelkedett a frekvencia és 23%-ban az amplitido, tovabbi 27%-ban csokkent mind a
frekvencia, mind az amplitido; ugyanakkor a frekvencia tovabbi 38,4%-ban, az amplitido

50%-ban valtozatlan maradt (n = 26; 46. abra A-B).

A fenti kisérlet eredményei felvetették, hogy a SIC-ek onmagukban is képesek
szinaptikus plaszticitas kialakitasara. A kovetkezd 1épésben a SIC-eket az asztrocitak
kemogenetikai aktivaciojaval valtottuk ki, mikdzben a vizsgalt neuron serkentd szinaptikus
bemeneteit stimulalva EPSC-t valtottunk ki. Azokat az eseteket elemeztiik csak, ahol a SIC az
EPSC el6tt vagy utan 1 s-on beliil jelent meg. Az esetek 50%-aban lattunk véltozast (n = 18).
Ha a SIC elébb (negativ iddeltolodas) vagy az EPSC-vel egy idében jelent meg (nulla
1d6eltolodas), 21-137% amplitidondvekedést figyeltiink meg (normalizalt amplitadok: negativ
eltolodas: 1,12 = 0,7; nulla eltolodés: 1,96 = 0,39; p = 0,0015). Ha a SIC az EPSC utan
jelentkezett (pozitiv eltolodas), 22-33% csokkenést lattunk (0,93 + 0,08; nulla és pozitiv értékek
kozotti p = 0,0002). A valtozas a mérések 40 perces iddtartama alatt fennmaradt (46. abra C-

”o_r

E). Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy a SIC-ek iddzitésfiiggd plaszticitast képesek kivaltani.
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Anmansic B3°] 1400 90{ 6501 45. dbra. A humdn SIC-ek nagyobb
300+ ° 12004 i toltésmozgdssal jarnak, mint az eger SIC-
250+ ; 1000 228 e ek. A. Reprezentativ humdn és egér SIC
g o £ o daramgorbék. B. Humadn és eger SIC
o 200 = 800 s £204 , . .,
egérSIC S s . S paraméterek statisztikai osszehasonlitdsa.
é 150+ - .8 % 600 §1'5' (Oszlopok: datlag + SEM; sziirke pontok:
< 1004 ® 400{ ; 3 10 :  egyedi adatpontok; *: p < 0.05; **: p <
20 pA " - kkK N
|s00 ms 501 |‘I|| I 2004 ’JIL 0,54 I 0.01; p< 0.001)
: bl - i
human egér 0|'1uma'n egér 0humén egér Or_wumén egér A SIC ek az asztrocita

aktivacio jelei, amivel egyszerre nemcsak glutamat, hanem tobb mas gliotranszmitter is triil.
Ezek szerepét MNI-caged glutamat flash fotolizissel torténd felszabaditasaval kivantuk kizarni.
Az esetek 58%-aban id6zitésfliggd valtozast figyeltiink meg (n = 17). Ha a glutamat aram
megelézte az EPSC-t vagy azzal egyszerre kovetkezett be, 17-116% amplitddd novekedést
lattunk. Ha az EPSC eldbb érkezett, mint a glutamat aram, 21-26% amplitadé csokkenést
lattunk (negativ eltolodas: 1,21+ 0,12; nulla: 1,19+ 0,01; pozitiv: 0,79 + 0,04, negativ és pozitiv
kozti p=0,038; 46. abra F-H). Arra kovetkeztethetiink, hogy a glutamat felszabadulasa valtotta

ki a szinaptikus plaszticitast.

Mivel a glutamat nemcsak extraszinaptikus NMDA receptorokra hathat és nemcsak
SIC-eket okozhat, mas glutamat fliggd jelenségek kizarasara egy kordbban mért SIC-et
parancsjelként hasznaltunk. A fenti eredményekhez hasonldan, ha a SIC az EPSC el6tt vagy
azzal egyidejien érkezett, 27-177% EPSC amplitid6 novekedés kovetkezett be. Az EPSC utan
érkez6 SIC-ek 28-45% csokkenést okoztak (negativ: 1,12 £ 0,11; nulla: 1,22 + 0,14; pozitiv:
0,88 & 0,06; pozitiv és nulla kozti p = 0,041; 46. abra I-K).

A spontan SIC-ek EPSC-kre gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz (46.4bra, A-B) hasonlo
kisérletet végeztiink human mintan is. Ott azt lattuk, hogy az dsszes eset 83%-aban 10-42%
EPSC amplitadé- és 97-200%-os frekvenciandvekedés kovetkezett be az elsé SIC utan (n = 6;
amplitado: SIC eldtt: 12,13 £ 1,1 pA; SIC utan: 15,1 = 1,3 pA; p = 0,05; frekvencia: SIC el6tt:
0,08 = 0,02 Hz; SIC utan: 0,16 = 0,05 Hz, p = 0,08; 47.abra). Kisérleteink eredményeként
levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a SIC-ek képesek elektromos szignalként szinaptikus

plaszticitast kivaltani mind egéren, mind emberi mintakon.
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B 46. dbra. A SIC-ek
ity 184 . . . r
g ol g 6l onmagukban is képesek
g g g’ S s e g . .
L - e | idozitésfiiggo szinaptikus
2 SR R N o e 7 o sy, 1
2 100 ! g1 plaszticitis  kiviltasdra.
Bosst--§--- Ses] 3y AB. A4 spontinul
£ £ H . ”
Sosy 3 3% 3 megjelend  SIC-ek  az
. 04 . ’
x ol esetek mintegy felében a
E spontdan EPSC
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100 ms P é X :u ! , .,
,,,,,,,,,,, [200ms ... g 16 2 . o megvaltoztatjak. A
il 3 ’
" s 2™ Bive Reprezentativ
| 42 e , . -
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7P LE - . o Fos | detektalt spontan SIC-ek
Q
=
-

N‘-Tw E) o r.m i S it : _
| o : (lila), ahol az EPSC-k
-300 -200 -100 O 100 200 300 400 500 600 neg nulla  poz
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20 oA Mﬁ g 21 8 Glutamat uncaging o 14 —_— frekvencza]a megnott
2 18 - . . ’
~ . 00 ms ki 343 2 12 (zéld), csokkent (kék)
nulla | 3 12 % 1.0 ,
T" - S 9 o8 vagy nem valtozott
10 pA ui o Qe s Y S ey a
\/ |50 ms // L 5 o0 Fid ' Eel (fekete). B. Az EPSC
S NEe 5 - b 3 S e e e R e ey e e S e e e i E 4 .-, r ’ ’ .
-*-l//- 5 /}(ﬁ, — /‘ Eo * e 0q fo amplitudo és frekvencia
{ 00 80 80 40 20 6 20 40 60 8 - O g mila poz valtozasa SIC hatdsara, a
i SIC és EPSG kdzti iddeltolodas {ms) o .
J K SIC eldtti mérési
s *SIC mint parancsjel adatokra normalizadlva.
216 8 T 17
s : s (Pontok: individualis
< 14 a
4 £ . . ,
2 s - S22l 1 - adatok; zéld: novekedés,
el T G~ 2 10 , . ,
ol ogusses -‘! =8 - $__ b . kék: csokkenés, fekete:
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SIC és EPSC kzti idbeltolodas (ms) spontdan ﬂuktuaczo

nagysaga.). C E. Az asztrocitak kemogenetikai aktivicidja dltal létrehozott SIC-eK a kivaltott EPSC-K amplituddjat
idaozitesfiiggé modon valtoztatjak meg. C. Reprezentativ aramgorbék az EPSC-k és SIC-ek kiilonbozd idozitéseivel
(poz: pozitiv iddeltolodas, a SIC az EPSC utan érkezik, nulla: a SIC és az EPSC egy idében térteénik, neg: negativ
idéeltolodas, a SIC megelézi az EPSC-t; szaggatott vonalak: az események csucsai, nyilak: a két esemény kozti
idéeltolodas, lila gorbék: a kemogenetikai aktivacioval megjelené SIC-ek és kivaltott EPSC-k, fekete gorbék: 10
kivaltott EPSC atlaga a SIC elott, piros gorbék: 10 kivaltott EPSC atlaga a SIC utan). D. A kivaltott EPSC
amplitudojanak valtozasa a SIC és az EPSC kézti idointervallum fiiggvenyében (zold: amplitudo névekedeés, kék:
amplitudo csékkenés, fekete: valtozatlan amplitudo, szaggatott vonalak: a spontan amplitudo fluktudcio
tartomanya). E. Az EPSC valtozasok dtlaga pozitiv, nulla és negativ idéeltolodds esetén (ld. fent, oszlopok: dtlag
+ SEM). F-H. EPSC vdltozasok kiilonbozo idozitésii glutamat daramok esetén. F. Reprezentativ dramgorbék
(okker: reprezentativ EPSC gérbe, a tovdbbi elrendezést Ild. C panel). G. A kivaltott EPSC amplitudojanak
valtozasa a glutamat aram és az EPSC kozti idGintervallum fiiggvényében (az elrendezést ld. D panel). H. Az EPSC
valtozasok atlaga pozitiv, nulla és negativ idoeltolodas esetén. 1-K. EPSC valtozasok parancsjelként hasznalt,
kiilonbozo idozitessel kivaltott SIC-ek esetén. |. Reprezentativ aramgorbék (az elrendezést Id. C és F panelek). J.
A kivaltott EPSC amplitudojanak valtozasa a SIC parancsjel és az EPSC kozti iddintervallum fiiggvényében (az
elrendezést Id. D panel). K. Az EPSC valtozasok atlaga pozitiv, nulla és negativ idéeltolodas esetén. *: p < 0.05;
**:p <0.01; *** p< 0.001

A SIC-ek korfiiggése egéren részben ismert (Gomez-Gonzalo és mtsai, 2017), emberen
azonban eddig még nem volt ismert, ezért célunk volt mindkét fajban bemutatni és
Osszehasonlitani a SIC szignalizacio oregedését. Az egyedi SIC-ek altali toltésmozgas egéren

-a korabbi irodalmi adatokkal 6sszhangban- nem mutatott életkorfiiggést fiatal: 39,1 + 3,95 pC;
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kozépkoru: 33,13 + 4,5 p; idos: 40,27 £ 5,6 pC; -5,3 fC/nap csokkenés). A SIC aktivitas
(id6egység alatti toltésmozgas a SIC-ek altal) a SIC frekvencia életkorfiiggd csokkenése miatt
hanyatlast mutatott. A SIC aktivitas ugyan szignifikdnsan csokkent idés egyedekben, de nem
tint el (fiatal: 36,34 + 6,81 pC/perc; kozépkoru: 17,63 + 5,39 pC/perc; idds: 12,16 £ 3,6
pC/perc; -58,4 fC/nap csokkenés; fiatal és oreg kozti p = 0,0011; n = 395 SIC 62 mintabol,
48.abra, A-D).

47. dbra. A humdn EPSC-K hasonlo SIC-fiiggd plaszticitdst
1 mutatnak. A. Reprezentativ dramgirbe, amelyen spontin EPSC-k és
egy SIC lathato. B. Individualis EPSC-k (sziirke) és atlaguk a SIC eldtt

(fekete) és utan (piros). Az dabra jobb részén a SIC eldtti és utani
dtlagok egymdsra vetitett képe lathaté. C. A spontin EPSC-K
amplituddjanak valtozasai a SIC eldtt és utan. D. A spontin EPSC-K
amplitudojanak valtozasai a SIC elott és utan (oszlop: atlag + SEM,
sziirke pontok: individualis adatok; *: p < 0.05).

@

B ’WSIC elétt SIC utan

Erés kontrasztban az egéren megfigyeltekkel, emberben

@
o

az egyes SIC-ek toltésmozgasa az életkor elérehaladtaval

@

o

meredeken csokkent, majd 70 éves korra a SIC-ek eltiintek

(kozépkort: 273,9 = 74,1 pC; idos: 15,9 + 8,6 pC; -9,2

SEPSC amplitudé (pi)
°o w

BOo N h DD
Normalizalt SEPSC frekvencia

© °© 2 =2 NN

Coot SCun O e pC/év csokkenés). Ezzel 6sszhangban a SIC aktivitas is

erdteljesen csokkent, majd megsziint 70 éves korra (kdzépkoru: 136,6 + 43,4 pC/perc; idos:

4,03 £ 1,42 pC/perc; p < 0,0001; n =29 SIC 12 mintabol; 48.abra, E-H).

Nemcsak maguknak a SIC-eket, hanem az EPSC-kre gyakorolt hatasukat is kiillonb6z6
modon érinti az dregedés egéren és emberen. Egéren a korral elérehaladva csokken a SIC-ek
EPSC amplitidora ¢és frekvenciara kifejtett hatasa: fiatal életkorban az esetek 80, kdzépkoru
egyedeken az esetek 75, mig Oreg allatokon az esetek 50%-aban okozott a SIC valtozast az
EPSC frekvencidban; az amplitidoban 53, 50 és 25% volt az ardny (abszolut
frekvenciavaltozas: fiatal: 0,445 + 0,059; kozépkorua: 0,367 £ 0,15; 1d6s: 0,332 + 0,1; abszolut
amplitidovaltozas: fiatal: 0,063 + 0,01; kozépkoru: 0,062 + 0,02; idds: 0,047 + 0,015; n = 26).

Emberben csak a frekvencia esetén lattunk hasonld csokkenést (abszolit
frekvenciavaltozas: kozépkoru: 2,59 + 0,22, 1d6s: 1,34 + 0,32; p = 0,015) , de az amplitadora
gyakorolt hatasban nem (abszolut amplitddovaltozas: kozépkorua: 1,18 £0,12, 1d6s: 1,33 +0,08;
p = 0,16). Itt fontos megjegyezni, hogy az életkorral maguknak a SIC-eknek a toltésmozgasa is
csokkent (n = 6).
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48. dbra. Egér és humdn SIC-ek korfiiggd viltozasai. A-D. Az egér SIC-ek paraméterei az életkorral nem
valtoznak, de a SIC aktivitas idos allatban csokken. A. Individualis SIC-ek téltésmozgasa (fekete pont) az életkor
fiiggvényében. A piros egyenes az adatok linedris illesztése. A beillesztett gorbék reprezentativ SIC-ek, az
adatpontok szine a gérbékével azonos. B. Kiilonbozao életkori tartomdanyokban mért SIC téltésmozgasok statisztikai
asszehasonlitdasa (oszlop: datlag £ SEM, sziirke pontok: individudlis adatok). C. A SIC aktivitds (percenkénti 0ssz
toltésmozgas; fekete pont: individudlis mérések) az életkor fiiggvényében dabrazolva. (Piros egyenes: lineadris
illesztés, zold vonal: egy exponencidlis tagot tartalmazo illesztés). D. Kiilonbozd életkori tartomdanyokban mért
SIC aktivitasok statisztikai osszehasonlitasa (oszlop: atlag £ SEM, sziirke pontok: individudalis adatok). E-H. A
human SIC-ek toltésmozgdasa az életkorral csokken és 70 év felett nem mérheto SIC aktivitas. A panelek elrendezése
megegyezik az A-D panelekkel. **: p < 0.01; *** p< 0.001

6. Megbeszélés

6.1. Ioncsatornikon keresztiil érvényesiilo neuromodulacios hatasok

6.1.1. Ioncsatorniakon keresztiil érvényesiilé6 neuromodulaciés hatasok szenzoros
struktirakon

6.1.1.1. Az ANO2 nem elengedhetetlen a szaglasban, de egyes esetekben az
adaptaciot szolgalja
A szenzoros funkcidkat szabalyozd ioncsatornak egyike az ANO2 kalciumaktivalt

kloridcsatorna. A retinan és egyes tovabbi kozponti idegrendszeri el6fordulési helyeken kiviil
a szaglohamban fordul elé nagy denzitasban (Billig és mtsai, 2011). Edesvizi allatokban
nagyrészt a receptor neuronokbol torténd klorid kilépés felelds a receptor dram legnagyobb
részéért, mivel az ion gradiensek a monovalens kationok altali depolarizaciot nem teszik
lehetové (Kurahashi és Yau, 1993; Kleene és Pun, 1996). A szarazfoldi allatokban a 6

depolarizacioért a CNG csatorndk feleldsek, de a szaglohdm neuronok ingerlékenységével
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foglalkozo els6é leirasok szerint a klorid efflux jelentOsen erdsiti azok hatasat. Egyes
tanulmanyok szerint a receptoraram akar 80-90%-a¢ért is a klorid efflux a felelds (Kleene, 1993;

Kurahashi és Yau, 1993; Lowe és Gold, 1993; Reisert és mtsai, 2003).

A szagléham neuronok ciliumainak kalciumaktivalt kloridaramaért potencialisan két
ioncsatorna, a Bestrophin-2 (Best2, Pifferi és mtsai, 2006) és az ANO2 (Hengl és mtsai, 2010;
Stephan és mtsai, 2009) felelhet. Az elébbit a Best2 knockout egerek normal kloridaramainak
detektalasaval zartak ki (Pifferi és mtsai, 2009), az utdébbinak szerepét viszont Thomas Jentsch
laboratoriumaban a hozzédjarulassommal erdsitettik meg. Az ANO2 knockout egér f0
szaglohamjanak és vomeronasalis szervének neuronjain teljesen hianyzott a kalciumaktivalt

kloridaram.

A varakozasokkal ellentétben, Gwendolyn Billig munkatarsam ANO2 knockout
egereken végzett viselkedési tesztjei nem mutattak ki szaglasi deficitet. A folyadékfazisi EOG
amplitudok is —a véarhatd 80-90%-os csokkenés helyett (Reisert és mtsai, 2005; Nickell és mtsai,
2006; Boccaccio €s Menini, 2007)- mindossze 40%-os csokkenést mutattak. Ennek az
eltérésnek az lehet az oka, hogy a kloridcsatorna hozzajarulasat annak a nifluminsav altali
gatlasaval becsiilték meg, ami nem szelektiv az ANO2 altali aramra (Gribkoff és mtsai, 1996;
Vogalis ¢és mtsai, 2005; Nickell et al, 2006; Pinato és mtsai, 2008). Az altalam mért 40%-0S
csokkenés az NKCC1 knockout egér 39-57% os EOG amplitado csékkenéséhez all kozelebb.
Az NKCCI1 felelés azért az intracellularis klorid akkumulacioért, ami a depolarizald
kloridaramhoz sziikséges elektrokémiai gradienst létrehozza (Reisert és mtsai, 2005; Kaneko
¢s mtsai, 2004; Nickell és mtsai, 2006; Hengl és mtsai, 2010; Nickell és mtsai, 2007). A
levegdfazisa EOG amplitidok nagyrészt valtozatlanok voltak.

A nifluminsav nem szelektiv volta mellett a korabbi, 80-90% kloridaram hozzajarulést
mérd kisérletektdl valo eltéréshez a szagloham neuronok izolalasi médja is hozzéjarulhatott. A
ciliumokon levd ANO2 csatornak az izolalt neuronokon a tight junction kapcsolatok
megsziinése miatt a szoma membranjara diffundélnak, igy a szomardl torténd mérés esetén
jobban befolyasoljdk annak membranpotencial-valtozasait. A mucus és a Ringer(-szeril)
mérboldatok natrium- és kloridkoncentracioi, igy ezen ionok elektrokémiai gradiense kozott is
jelentds kiilonbségek lehetnek (55-85 mmol/l natrium- és 55-93 mmol/I kloridkoncentrécio a
mucusban; 140 mmol/l koncentraci6 a Ringer-oldatban; Reuter és mtsai, 1998; Chiu és mtsai,

1988).

90



pal . bal azs 80 23

A folyadékfazisi EOG 40%-o0s amplitidocsokkenésével jard, hasonld nagysagu tiizelési
frekvencia csokkenés nem olyan nagymértékii, hogy a viselkedési teszttel felderithetd legyen.
Ezzel a feltevéssel 6sszhangban van az a megfigyelés is, hogy a tobbek kozott az ANO2 gén

(Schneppenheim és mtsai, 2007).

Késobbi kutatasok feltartak, hogy az ANO2 knockout mintak szaglohdm neuronjainak
az alap akciospotencial-tiizelési frekvencidja alacsonyabb, de a szaganyagok alkalmazéasakor
megfigyelt tiizelési frekvencidja magasabb, mint a vad tipusuak esetében. A bulbus
olfactoriusban glomerulusszam-novekedést is lehetett 1atni a knockout mintakon. Bar az ismert
szaganyagok azonositasa a "buried food" tesztben ugyanolyan jol sikeriilt mindkét genotipus
esetén, bizonyos ismeretlen szaganyagok azonositdsdra valtdskor a teszt teljesitése

szignifikansan lassabban sikeriilt a knockout egérnek (Pietra és mtsai, 2016).

A fenti megallapitasok tiikrében elmondhatjuk, hogy az ANO2 nem egy
nélkiilozhetetlen eleme a szagléham receptor miikddésének, de nem is egy véletleniil

fennmaradt filogenetikai maradvany. A szerepe a szagloham neuronok tiizelésének

crer

6.1.1.2. A muszkarinos neuromodulacios hatasok a hallopalyan pleiotrop
tamadasponttal rendelkeznek
A hallopalya agytorzsi szakaszdnak szamos pontjan érvényesiil kolinerg

neuromodulacidé. Az alsobb szakaszokon (a cochlea és a nucleus cochlearis szintjén) az
olivocochlearis nyalab, a felsdbb szakaszokon (colliculus inferior) a PPN a kolinerg rostok {6

forrasa.

A nucleus cochlearisban a kolinerg beidegzés meglétére a kolin acetiltranszferaz- és
vezikularis acetilkolin transzporter pozitiv boutonok jelenléte utal (Happe és Morley, 1998).
Az M2, M3 és M4 muszkarinos acetilkolin receptorok magbeli eléfordulasa is ismert (Yao és
mtsai, 1996; Chen és mtsai, 1994; 1995; 1999). A munkacsoport Q-PCR adatai alapjan az M5
receptor jelentdsége a magban aldrendelt (Pap Pal, Pocsai Krisztina és Bakondi Gébor
munkdja). A muszkarinos acetilkolin receptorok silirlisége a szemcsesejtes rétegben a
legnagyobb ¢és a mélyebb, fusiform, molekuléris és mély rétegek felé fokozatosan csokken (Jin
¢és Godfrey, 2006). Azt talaltuk, hogy a szemcsesejtek parallel rostjai altal formalt serkentd

szinapszisokat M3, a mély réteg serkentd I-es tipust, nervus acusticusbol szarmazo rostjait M2,
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M3, és M4, a mély réteg tuberculoventralis és T-csillag ("T-stellate™) sejtjeinek gatlo rostjait
M3 receptor szabalyozza. A feliiletes réteg kocsikerék- (“cartwheel-") sejtjeinek gatld rostjain

nem érvényesiilt muszkarinos hatas.

A szoma ingerlékenységét M4 ¢és kisebb részben M3 receptorok szabéalyozzak
kaliumaramok gatlasan keresztiil. A karbakolérzékeny kaliumaramnak volt egy gyors, A-
aramra emlékezteto, €s egy lassu, nem inaktivalodé komponense. Az utdbbi megfeleltethetd

az M-aramnak (Kharkovets és mtsai, 2000; Brown és Adams, 1980; 49. 4bra.).

Az oriassejtek serkenté bemeneteinek modulacidja, azaz sorozatingerlés esetén az els6
valaszon érvényesiilo gatlas és a tovabbiakon megfigyelhetd enyhe serkentés €s enyhe gatlas
kozott levé valtozds a sorozat stimulusok esetén az oOridssejteken megfigyelheté valaszt
elodazzék, ezaltal megvaltoztatjdk a neuron ismétlddd stimulusra bekovetkezd tlizelési
mintazatat (Thomson, 2000). A mély réteg gatlé bemeneteinek gatldsa az ottani feedforward
gatlas felfiiggesztésével jar. Az M-dram gatlasa depolarizalja a neuront és fokozza annak
ingerlékenységét (Delmas és Brown, 2005; Brown és Passmore, 2009). Az M-aramért felelds
ioncsatorndk bizonyos agytorzsi magvakra specifikus KCNQ4 alegysége a nucleus

cochlearisban nagy stiriségben fordul elé (Kharkovets és mtsai, 2000).

A hallopélya kolinerg beidegzése mind fiziol6gids, mind kéros koriilmények kozott kap
szerepet. A hallopalya tonusos kolinerg beidegzés alatt all, mivel az atropin az auditiv kivaltott
potencialok amplitudojat in vivo rendszerben csokkentette (Ashkenazi és mtsai, 1999). Cochlea
kéarosodas esetén a DCN-en érvényesiil6 kolinerg serkentés korosan megerdsodott (Jin és mtsai,
2005; 2006; Jin és Godfrey, 2006; Kaltenbach és Zhang, 2007). A muszkarinos
neuromodulacid szerepe ennek megfelelden valosziniileg a DCN elemeinek €s szinaptikus

haldzatanak a hangingerek erdsségeéhez hangolasa.

Szomatoszenzoros rostok Felszini rete

Cartwheel (kocsikerék’) sejt 49. abra. A DCN oridssejtek szinaptikus bemenetei és az egyes
/:O lokalizdciok muszkarinos moduldcioi.

Parallel ostok A DCN halézatain megfigyelt pleiotrop

Orasseit tamadaspontll muszkarinos hatasok valdsziniileg a

hallopalya mas elemein, mint a colliculus inferior
Amag mély rétegébd| . ., .. . .
S2erias S uto centralis magjanak neuronjain is jelen vannak. Itt a

% hallopalyara jellemzé KCNQ4 alegység hidnya (azaz
M2, M3, M4

N. acusti;us (Il tipus)
Mély réteg

:. Glutamaterg szinapszis

mintha erre az alegységre szelektiven és folyamatosan

nescustcus (Ltpust)  hatna egy extrém erds muszkarinos hatds) a szomatikus

:O Glicinerg/GABAerg szinapszis
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M-éramot nem szignifikansan csokkentette és a gatld neurotranszmissziot gatolta.
Osszességében ez a hatas itt is valosziniileg képes a neuronélis ingerlékenység szomatikus és
preszinaptikus tdmadaspontokon keresztiili fokozasara és a DCN-ben latott erdsitd funkcio
betoltésére. Eredményeink emellett felvetik a lehetdségét preszinaptikusan funkcionald
KCNQ4 alegység jelenlétére a colliculus inferiorban, mint ahogyan ezt a DCN-ben kordbban
megmutattak (Huang és Trussell, 2011).

6.1.2. Ioncsatornakon érvényesiilé6 neuromodulacios hatasok a RAS-ban

6.1.2.1. A PPN és raphe neuronok iondaramai és ebbol kovetkezo
membrantulajdonsdgai alcsoportokat hataroznak meg
A PPN mint a RAS kolinerg magja, a raphe magvak mint szerotonerg magvak ismertek

(Garcia-Rill, 2000; Monti, 2011; Mena-Segovia és Bolam, 2017). Kevésbé kozismert, hogy
bar ezek a ritkdabban el6forduld neurotranszmitterek jellemzdek ezekre a magvakra, itt is
eléfordulnak GABAerg ¢és glutamaterg neuronok is. Ezen neurotranszmitterek mellett ko-
transzmitterként szamos neuropeptidet is megtalalunk itt (pl. urotenzin Il vagy galanin, Steriade
¢s McCarley, 2003; Cornwall és Phillipson, 1988; Newman és Ginsberg, 1994.; Steriade és
Glenn, 1982; Steriade ¢és mtsai, 1988). A neuronok szomatodendritikus morfologidja kevésbé
fligg a neurotranszmitter természetétdl, méretilkkben is csak csekély kiilonbségeket latni
(Garcia-Rill, 1990; Mena-Segovia és Bolam, 2017). Szokas ezen magvak neuronjait
projekcidik szerint is csoportositani. A PPN kolinerg neuronokra jellemzd, hogy axonjuk egy
fel- és egy leszallo kollateralissal mind a thalamust, mind a caudalis agytorzset ellatja (Mena-

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

A morfologiai, neurokémiai €s projekcids kiilonbségeken alapuld beosztds mellett
elektrofiziologiai csoportositas is l1étezik. Itt az A-aram (vagy az els6 akcios potencial -AP-
késése) és az alacsony kiiszobll kalciumtiiskék megléte vagy hidnya alapjan torténik a neuronok
csoportositasa (Kang és Kitai, 1990; Takakusaki és mtsai, 1996; Ye és mtsai, 2010; Leonard és
Llinas, 1988). Az I. csoportba tartoz6 neuronok esetében van alacsony kiiszobii kalciumtiiske,
de nincs A-aram. A I1. tipus esetén csak A-aram van, a IIl. tipusba tartozoknal mindkét jelenség
megfigyelhetd, az altalunk IIIK. csoportként nevezetteknél egyik sem lathato. A ,K” a
csoportot III. csoportként leird elsd szerzOparos, Kang és Kitai kezddbetlijére utal. Mas leirok
ugyanis a III. csoportot mindkét sajatsaggal rendelkez6é neuronokra alkalmaztak (Leonard és

Llinas, 1988).
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Mi két neurokémiailag elkiilonitheté populacioban, a ChAT-pozitiv kolinerg és a
Vglut2-pozitiv glutamaterg neuronok esetében vizsgaltuk az egyes elektrofiziologiai
sejttipusok aranyat (Baksa és mtsai, 2019; Dautan és mtsai, 2021). Az 1. tipus 13,18%-kal
képviseltette magat a kolinerg és 22,7%-kal a glutamaterg neuronok kozott. I1. tipusa volt a
kolinerg neuronok 48,35%-a és a glutamaterg neuronok 47,7%-a. A III. tipusba 20,88 és 9,1%-
uk esett, mig IIIK. besorolast 17,58 és 20,5%-uk kapott. Leegyszerlsitve a helyzetet, hasonld
aranyban fordultak elé a két populacioban az egyes tipusok: mind a kolinerg, mind a
glutamaterg neuronok tébbsége I1. tipusu volt. Az . tipus mintegy 10%-kal gyakoribb volt a

glutamaterg neuronok kozt, de a III. tipus ugyanennyivel ritkabb.

Adataink nagy vonalakban egyeznek a korabbi tanulményok megallapitasaival. A Il.
tipusi neuronokat tartja a leggyakoribbnak a legtobb tanulmany valamennyi PPN neuronon
beliil, 52,2-75%-o0s arannyal (Takakusaki és mtsai, 1996; Leonard és Llinas, 1994; Ye és mtsai,
2010). Kang és Kitai (1990) szerint viszont csupdn a neuronok harmada tartozott ebbe a
csoportba a PPN 0sszes neuronjat nézve. A kolinerg neuronokon beliil nem talaltak I-es
csoportba tartozot, 82%-uk a II. és 18%-uk a Ill. csoportba tartozott (Takakusaki és mitsai,
1996). Egy masik tanulmany szerint 3% az I, 75% a Il és 22% a III. csoportba tartozott
(Leonard és Llinas, 1994). A glutamaterg neuronok megoszlasat rajtunk kiviil nem vizsgaltak

(Dautan és mtsai, 2021), a GABAerg populaciorol nekiink sincsen adatunk.

A korabbi elektrofiziologiai csoportositasi lehetdségek mellett a PPN kolinerg neuronok
tranziens kaliumdrammal rendelkezd alcsoportjat (II-1II.) a ké&liumdram inaktivaciojanak
id6éallandoja és az ezzel egyenesen aranyos elsé AP késési 1d6 alapjan ,korai” és ,,késoi
tiizelésti” neuronokra lehet osztani, akarcsak a basalis eldagyi kolinerg neuronok esetében (Unal

€s mtsai, 2012; Bardéczi és mtsai, 2017).

A kolinerg neuronok tilnyomé része (91%) rendelkezik magas kiiszobii
membranpotencidl oszcillaciokkal. A jelenség P/Q- és N-tipusi kalciuméaramok és
kaliumaramok meglétéhez kotott, bizonyos oszcillacios aktivitdsok TTX-rezisztensek, masok
TTX-érz¢kenyek (Kezunovic ¢és mtsai, 2013; Bordds ¢és mtsai, 2015). Hasonlo
membranpotencial oszcillaciok mas agyteriileteken is ismertek (entorhinalis cortex, neocortex,
amygdala, thalamus, parabrachialis area; Llinds és mtsai, 1991; Alonso ¢s Llinds, 1989; Pape
¢s Driesang, 1998; Garcia-Rill és mtsai, 2013; Leonard és Llinds, 1990). Azt talaltuk, hogy a
PPN kolinerg neuronok egy csoportja kis amplituddju €és nagy frekvencidju, masok nagy
amplitidoju és kis frekvenciaja oszcillaciokkal rendelkezik. Az oszcillacidk frekvencigja jol
korrelalt a neuron tiizelési frekvencidjaval. Ha az oszcillacios aktivitast CdClz-vel gatoltuk, a
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neuronok szignifikansan novelték a tiizelési frekvenciajukat. Ennek alapjan feltételezhet;jiik,
hogy a membranpotencial-oszcillacidok szerepe a magasabb tiizelési frekvencidk ,,letiltasa”

lehet.

A szomardl és a proximalis dendritrdl egyszerre elvezetett oszcillacios aktivitdsok
azonos frekvenciaja és a szoman mért joval nagyobb amplitidd arra utalhat, hogy az
oszcillaciok foleg a szoman vannak jelen, a proximalis dendritre passzivan terjednek. Ez
véleményem szerint ellentmond annak a kisérletes eredményekkel kelloképpen meg nem
alapozott hipotézisnek, hogy az oszcillaciok keletkezési helyei a distalis dendritek, ahonnan a
proximalis dendritek és a széma felé terjednek (Kezunovic €s mtsai, 2013; Hyde és mtsai,

2013).

Bar egyes szerzok allitjdk a 1étezését (Kezunovic és mtsai, 2013), GABAerg
neuronokon semmilyen membranpotencidl-oszcillaciét nem tapasztaltunk (Bordas és mitsai,
2015), glutamaterg neuronokon pedig csaknem kizardlagosan kis amplitidoja, TTX-érzékeny,

lassu natriumaram-fiiggd oszcillaciokat figyeltiink meg (Dautan és mtsai, 2021).

A PPN membranpotencial oszcillacidi ugyanakkor az agy fizioldégias miikodése soran
nem fordulhatnak eld. Létrejottiikhéz ugyanis elhuz6dé (2 s hossziisagu), rampa alaku, a
neuront tartésan -30 - +10 mV felé¢ depolarizaldé impulzusok, lathatova tételiikhoz a tiizelés
gatlasa sziikséges. Ilyen kinetikdju és amplitiddju depolarizaciot példaul az excitotoxikus
neuronpusztulast kozvetleniil megel6z6 ischaemiis aramok képesek okozni (Pal, 2018),
amelyek semmiképpen nem tekinthetdek fiziologiasnak vagy a PPN miikodéséhez barhogyan
is hozzdjaruld eseményeknek. A membranpotencial-oszcillaciok igy akar artefaktumnak is
tekinthetéek. Mindazonaltal jelentdséggel biro ,,artefaktumok”, hiszen bizonyos szomatikus

kalcium- és kaliumaramok funkcionalis jelenlétérdl arulkodnak.

A kolinerg ¢és nem-kolinerg neuronok membransajatsagai kozott altalunk talalt
legélesebb kiilonbség az M-aram megléte a kolinerg neuronokon és annak hidnya a GABAerg
¢s glutamaterg populaciokon. Az M-dram —ahogy az a neuronalis M-aram mas struktarakat
vizsgald leirdsaibol ismert -a tlizelési frekvencia adaptaciot (azaz az egy akcidspotencial-
sorozaton beliili frekvenciacsokkenést) fokozza (Delmas és Brown, 2005; Brown és Passmore,
2009; Nigro €s mtsai, 2014), a kdzepes utdhiperpolarizacié amplituddjat noveli és a tiizelési
frekvenciat csokkenti (Koyama és Appel, 2006; Tzingounis és Nicoll, 2008; Tzingounis €s
mtsai, 2010). Ezek a jelenségek nemcsak a PPN kolinerg neuronjain, hanem az MR és DR

szerotonerg neuronjain is lathaté volt.
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Szamos elektrofiziologiai paraméter, mint az elektrofiziologiai sejttipusok és az azokat
meghataroz6 kalciumtiiskék és az A-dram, valamint az oszcillaiciok paraméterei egy

meghatarozott topografiai mintat kovet a PPN-ben.

A caudalis pars compacta f0 sejttipusa, a II. csoport 70%-kal, mig a I1I. mindossze 8%-
kal képviseltette magat. A rostralis pars dissipata teriiletén mindkét csoport 30-30%-ban volt
jelen. Az alacsony kiiszobti kalciumtiiskék a rostralis PPN —re jellemzoek inkéabb, a késoi

tiizelést, lasst kinetikaju tranziens kaliumaramok a caudalis teriiletre.

A magas kiiszobli membranpotencial oszcillaciok amplitidoja kisebb, frekvencidja
nagyobb (a B frekvenciasavban, 23 Hz koriili) a caudalis pars compacta neuronokon, mig a
rostralis pars dissipata teriiletén az amplitidd nagy ¢és a frekvencia kisebb (az a

frekvenciasavban, 12 Hz korl).

A DR ¢és MR szerotonerg neuronjain az M-aram jelenléte ugyancsak topografiai
eloszlast kovetett. A DR-ben az M-arammal rendelkezd neuronok rostralisabban, az MR-ben

dorsalisabban helyezkedtek el.

Az egyes elektrofizioldgiai paraméterek topografiai eloszldsa kutatastechnikai,
fiziologiai és patofiziologiai jelentdséggel bir. A PPN caudalis része a VTA-ba és a
dorsomedialis striatumba, mig a rostralis rész a substantia nigra pars compactaba és a
dorsolateralis striatumba kiild rostokat (Mena-Segovia és Bolam, 2017; Dautan és mtsai, 2014;
2016). A mag rostralis teriilete a mozgasszabalyozasban (Alderson és mtsai, 2008; Mena-
Segovia, 2016), mig a caudalis régiok a tanulasban és figyelemben toltenek be szerepet (Inglis
¢és mtsai, 2001; Wilson és mtsai, 2009). A rostralis PPN-be adott acetilkolin injekcio rovidebb
1don beliil és nagyobb valoszinliséggel valtott ki REM alvast, mint a caudalis magteriiletbe
injektalva (Baghdoyan és mtsai, 1987). Human vizsgéalatokban a dorsalis PPN volt aktivabb,
amikor az alanyok a sajat mozgasukat képzelték el, és a ventralis teriiletek, mikor targyakét
(Karachi és mtsai, 2012).

A PPN egyes részeinek kiilonbségei a Parkinson-korban alkalmazott mély agyi
stimulaciokor is tetten érhetéek: a rostralis PPN-t stimulalva a beteg mozgasi tiinetei

sulyosbodtak, mig a caudalis PPN stimulécio javitotta a mozgasi tliineteket (Gut és Winn, 2015).

Osszességében, a PPN egyes régidiban lathato elektrofiziologiai kiilonbségek ismerete

segit az in vivo kisérletek tervezésében ¢€s kiértékelésében, valamint hozzajarul a PPN egyes
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részeinek egymastol kiilonb6zo élettani funkcidithoz és potencidlisan segithet a PPN

érintettségével jard neurologiai betegségek kezelésében.

Az M-aramot ¢€s igy a neuronalis ingerlékenységet és tiizelési mintazatot a szerotonin
az 5HTac receptoron keresztiil képes modulalni (Roepke és mtsai, 2012), igy az M-aram része
lehet a raphe magvak szerotoninerg autoregulacidos mechanizmusainak. Mivel a DR rostralis
része a mozgassal Osszefliggd stressz toleranciaban kap szerepet (Greenwood és mtsai, 2003),
az MR pedig a kronikus pszichoszocialis stresszhez torténd adaptacioban (Graeff és mtsai,
1996), az M-aram neuromodulacios szabalyozasa a stressz adaptacioval fligghet 6ssze. Az M-

aram ennek megfeleléen az anxiolitikus terdpia potencialis célpontja lehet (Zhao és mitsai,
2017).

6.1.2.2. AKCNQ4 alegység lehetséges szerepe az agytorzsi
neuromodulacioban
A KCNQ4 alegységrdl ismert, hogy a kdzponti idegrendszeren beliil egyes szenzoros

magvakban (nucleus principalis €s spinalis nervi trigemini, agytorzsi hallopalya magvai) és a
RAS egyes elemeiben (raphe magvak, VTA) fordul el6 (Kharkovets és mtsai, 2000). Ennek az
alegységnek az ¢lettani és korélettani szerepét a korabbi, M-aramot és kolinerg
neuromodulacidt vizsgald kutatdsaink folytatdsaként kezdtiik el vizsgédlni. Mivel a PPN a
kozépagyban fontos kolinerg bemenetet biztosit szamos mas agytorzsi, KCNQ4 pozitiv
struktara szdmdra (mint a raphe magvak és az agytorzsi hallopalya szamos eleme a DCN-t6l a
colliculus inferiorig; Garcia-Rill, 1991; Mena-Segovia és Bolam, 2017), és elokisérletes
adataink alapjan ez a struktira is KCNQ4 pozitiv, vizsgalataink erre a magra irdnyultak. A
PPN tovabba nemcsak kiild kolinerg rostokat, hanem kolinoceptiv teriilet is. A lokalis kolinerg
kollateralisokon tal az ellenoldali PPN és a szomszédos kolinerg LDT is ide projicial (Honda
¢s Semba, 1995; Mena-Segovia és mtsai, 2008).

crer

neuronok M-aramat gatolni, tehat a kolinerg bemeneteknek az elektrofiziologiai paramétereket
érintd, valddi funkcionalis szerepe volt a mag miikodésében (Bayasgalan és mtsai, 2021). Ez a
szerep a PPN neuronalis tiizelés kolinerg hatdsra bekovetkezd deszinkronizacidja, ami a
kortikalis deszinkronizaciéval parhuzamosan torténik meg (Mena-Segovia és mtsai, 2008;
Boucetta ¢s mtsai, 2014; Petzold és mtsai, 2015). A PPN kolinerg hatasra bekovetkezd
deszinkronizacioja része a kolinerg autoreguldciés mechanizmusoknak, ami az egymassal

Osszekottetésben levd kolinerg magvak miikodésének dsszehangolasat szolgéalhatja.
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A KCNQ4 alegység PPN-ben betoltott szerepének kutatasa két kollaboraciora alapult.
A KCNQ4 knockout egértdrzset a torzset generald laboratorium vezetdje, Thomas Jentsch
(FMP/MDC, Berlin, Németorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre. A munkaban kozremiikodott
Guillermo Spitzmaul és a laboratériuméba tartozd6 munkatarsai (Leonardo Dionisio, Sofia
Stupniki; Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca, Argentina), akik qPCR-ral és

immunhisztokémiaval jarultak hozz4 a kisérletsorozathoz.

Argentin kollaboracios partnereink kimutattak a KCNQ3, -4 ¢s -5 alegységek jelenlétét
a vad tipusu allatok PPN-jében. A KCNQ4 knockout allatokon nem az egyetlen eltérés volt a
KCNQ4 hianya, hanem a KCNQ3 mRNS mennyiségének a megemelkedése is lathato volt.

Nem az 0Osszes kolinerg neuron rendelkezik KCNQ4 alegységgel, csupan egy
alpopuléciojuk. Kiilonb6zé méddszerekkel mas-mas aranyban bizonyultak KCNQ4 pozitivnak.
Immunhisztokémiai modszerrel mutatta ki kollaboracios partneriink, hogy minddssze 9%-ukon
volt jelen az alegység, mig az alegységekre szelektiv nyitoszerekkel ez az arany 14-27%-0s
volt. A kiilonbség oka a nyitoszerek nem teljes szelektivitasa volt. Nem tudjuk kizarni, hogy
a KCNQ2- és KCNQ4-szelektiv ML213 a KCNQ5 alegységgel rendelkezé csatornakat is

nyitotta (Brueggemann és mtsai, 2014).

A KCNQ4 knockout és vad tipusu allatok dsszehasonlitasaval a funkciondlo KCNQ4
alegységgel rendelkez6 neuronok aranyat joval jelentdsebbnek, 62,5%-osnak becsiiltiik. Ennek
a jelentds eltérésnek az allhat a hatterében, hogy a KCNQ4 expressziojanak a hianya mas
KCNQ alegységek vagy egyéb ioncsatorna alegységek expressziojat, membranban
M-arammal nem rendelkez6 nem-kolinerg sejtek adaptacios indexe KCNQ4 knockout
allatokban szignifikdnsan csokkent. Ez azért lehetséges, mert mas, olyan ioncsatorna
alegységeket is érinthetett a KCNQ4 expresszio elvesztése, amelyek részt vesznek a tlizelési

frekvencia adaptacio kialakitdsdban (Ha és Cheong, 2017).

Az éltalunk a PPN-ben latottakkal Osszhangban, a KCNQ4 alegység a hatsogyoki
ganglion neuronokon, a Merkel- és Pacini-testeken és a DR-ben is csak bizonyos sejteken és

nem a teljes populacion van jelen (Heidenreich és mtsai, 2011; Zhao és mtsai, 2017).

A KCNQ4 alegység hianyanak fo tlinete a korral elérehaladd, mintegy 60 dB-es
hallascsokkenés. A halldscsokkenés hatterében az all, hogy az alegység jelentds siirtiségben
fordul el6 a cochlearis kiils6 szérsejtek membranjaban, igy az ioncsatorna hidnya excitotoxikus

sejtpusztulast okoz. Ez el0szor a kiilsd, majd a belsé szOrsejteket is érinti, apicobasalis
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kiilonbségeket mutatva (Carignano és munkatarsai, 2019). A KCNQ4 alegység dominans
negativ mutacidja okozza a human DFNA2 nem-szindrémas halladscsokkenést (Kharkovets és

mtsai, 2000; 2006).

A KCNQ4 hianya (aminek hatasa nagyban hasonlit a domindns negativ mutacidéra)
azonban nem kizardlag halldscsokkenést okoz. Kimutattdk a tapintas érzet erdsdodését mind
egérmodellen, mind DFNA?2 pacienseken (Heidenreich és mtsai, 2011). A DFNA2 szindroémas
voltat erdsitették az altalunk végzett viselkedési tesztek eredményei is. A cirkadian ritmus
kiilso fény-sotétség viszonyokhoz torténd adaptacidja az alegység hidnyaban zavart szenvedett.
Teljes sotétségre valtva a knockout allatok aktivitassal toltott ideje ndvekedett és nagyobb
tavolsadgokat tettek meg. Ennek a valtozdsnak a hatterében kevésbé allt a hallds és a tapintas
megvaltozasa, hiszen azokat a kiilsé fényviszonyok valtozasa kevéssé érinti. Feltételezhet;jiik,
hogy sokkal inkdbb a RAS KCNQ4 pozitivitassal rendelkezd magjai voltak érintettek, amelyek
mind az aktivitasi ciklusok, mind a mozgas szabalyozasaban részt vesznek. llyen magvak a
PPN, a raphe magvak és a VTA (Monti, 2011; Mena-Segovia és Bolam, 2017; Zhao és mtsai,
2017; MacLaren és mtsai, 2018; McGuier és mtsai, 2018; Jing és mtsai, 2019; Su és mtsai,
2019).

A jellegzetes agytdrzsi, szenzoros struktirdkhoz és RAS magvakhoz kotott KCNQ4
expresszi0 mar az elsd leirokban felvetette annak lehetdségét, hogy a KCNQ4 expresszios
mintazat és a startle reflex kozott lehet 6sszefliggés (50. abra; Koch, 1999; Kharkovets és mtsai,
2000). A startle reflex egy erds és potencialisan artalmas ingerekre bekdvetkezd hirtelen
motoros valasz. Ragcsalok esetében akusztikus, taktilis és vestibularis startle 1étezik, ami
féemldsoknél optikai, halaknal olfaktorius startle reflexekkel is kiegésziil (Koch, 1999; Zhang
és mtsai, 2022a). A reflex és modulacidja szdmos neurologiai betegségben érintett. A
skizofrénia egyik endofenotipusa a startle reflex prepulzus gatlasdnak a csokkenése (Zhang és
mtsai, 2022a). A progressziv szupranuklearis parézis a startle reflex deficitjével jar (MacLaren
¢s mtsai, 2018). Valtozatos okokbol kialakulé kis mértékii cochlea karosodas a reflex
fokozddasaval, mig nagy mértékii cochlea sériilés annak csokkenésével vagy eltlinésével jar
(Zhang ¢és mtsai, 2022b; Xiong és mtsai, 2017; Salloum ¢és mtsai, 2014; Chen és mtsai, 2013).
A hallépalya neuronjainak hiperexcitabilitasa €s a glicinerg gatlas kiesése hiperekplexidban a

startle amplitidot novelik (Bakker és mtsai, 2006; Dreissen, 2012; Xiong és mtsai, 2017).

Kisérleteinkkel igazoltuk azt a hipotézist, hogy a KCNQ4 alegység ¢€s a startle reflex
kozt van kapcsolat: a knockout egerekben a startle reflex amplitidoja jelentdsen
megndvekedett, s a novekedést nem érintette a reflex rovid tavl habitudcidja. Ezzel szemben,
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a tisztan az agytorzsi, startle reflexivben résztvevo magok kemogenetikai stimulacioval okozott
hiperexcitabilitdsa ugyan szintén szignifikdnsan novelte a startle amplitadot, de ez a kezdeti
novekedés az erds rovid tava habituacié aldozata lett. A kétféle startle amplitado ndvekedés
kozti kiilonbség hattere az lehet, hogy a knockout allatokban az agytdrzsi hiperexcitabilitas egy
éppen kifejlodo, kisfoku cochlea karosodassal egylitt jelentkezett, mig a cochlea ép volt a
kemogenetikai agytorzs stimulacio esetén. A masik lehetséges oka a kiilonbségnek a CNO
akusztikus startle reflexre naiv esetekben, kemogenikai aktuator nélkiil is kifejtett gatlasa, ami

az agytorzsi hiperexcitabilitas hatasait mérsékelheti (MacLaren és mtsai, 2018).

A fentiek Osszefoglalasaként elmondhatjuk, hogy a KCNQ4 alegység elvesztése az

eddig ismert tiineteken tal az aktivitasi ciklusok adaptaciojat megzavarja és az akusztikus startle
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6.2. Asztrocita aktivacion és az extraszinaptikus glutamat felszabadulison

keresztiil érvényesiiléo neuromodulacios hatasok
Az asztrocitak a neurondlis excitabilitas fontos szabalyozo6i. Nemcsak az extracelluldris

kaliumkoncentraciét  hivatottak  beallitani  kaliumfelvételen  keresztiil, hanem az
extraszinaptikus neurotranszmitter szintek alacsony szinten tartasaért felelosek (Perea és mtsai,
2009; Frank, 2013). Vizsgalatainkban az extraszinaptikus glutamat kapott kiemelkedd
szerepet, amit az asztrocitdk (és kisebb mértékben a neuronok) EAATI és EAAT2
transzportereken keresztiil szabalyoznak, valamint vezikula exocitozissal €s szdmos mas
modon (reverz moéddon mikddd glutamat transzporterek, cisztin-glutamat antiport,
connexon/pannexon hemichannel, ionotrdép purinerg receptor, VRAC) gliotranszmitterként
felszabaditanak (Parpura és mtsai, 1994; Bezzi és mtsai, 2004; Szatkowski és mtsai, 1990; Warr
¢s mtsai, 1999; Cotrina és mtsai, 1998; Ye és mtsai, 2003; Duan és mtsai, 2003; Rosenberg ¢s

mtsai, 1994; Pasantes Morales és Schousboe, 1988).
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Az asztrocita aktivacion €s az extraszinaptikus glutamatszint emelkedésén keresztiil
tobbféle neuromodulacidés hatds egymadssal atfeddé modon jarul hozzd a PPN neuronok
ingerlékenységének szabalyozdsdhoz. Ezt a hatast jelen munkaban ’gliomodulacioként’

emlegetjik.

Neuromodulacios
hatasok

51. abra. A PPN neuromoduldcios hatdsainak asztrocitafiiggd dtfedései.

Tobbféle altalunk vizsgalt neuromodulacids hatas (kannabinoid, kolinerg, szerotoninerg
¢s orexinerg) hasonléan hat a PPN-re. A sajat és irodalmi adatok alapjan feltételezziik, hogy
mind a neuronokra, mind az asztrocitakra kozvetleniil hatnak. A neuromodulacios hatasok altal
aktivalt neuronok és asztrocitdk kolcsOnhatasan keresztiil kétféle valasz jon létre: tonusos,
MGIuR-on keresztiili és fazisos, extraszinaptikus NMDA receptor fiiggé. A tonusos hatas, a
mGluR tipusatol fiiggden egyes sejteken depolarizacid, mashol hiperpolarizacio, a neuronok
harmadik csoportjan pedig valaszhidny. A fazisos hatds mindig depolarizal és fiigg a kiindulési
SIC aktivitastol, de nem fiigg a neuromodulécios hatés tipusatol (51. dbra). A tobbitdl részben
eliit az orexinerg hatés: bar a SIC-ekre az orexin ugyanugy hat, mint a tobbi neuromodulacids
hatas, a tonusos membranpotencial-valtozasok az esetek tulnyomo tobbségében depolarizaciot

jelentenek.

6.2.1. A neuronalis ingerlékenység asztrocitafiiggo, tonusos valtozasai

Az Aaltalunk legrészletesebben vizsgalt neuromodulacids hatds a CB1 receptoron
keresztiili (endo)kannabinoid szignalizacid volt. A CB1 receptor legjobban ismert lokaliz4cioja
preszinaptikus, a serkent6 és gatld szinapszisokon is eléfordul (Katona és mtsai, 1999; 2006;
Kreitzer és Regehr, 2001; Katona és Freund, 2012). Az asztrocitakon sejttenyészetben (Molina-
Holgado és mtsai, 2003; Stella, 2004; Walter ¢s Stella, 2003) és in situ is ismert a CB1 receptor
jelenléte szamos régidban, mint a nucleus accumbens, gyrus cinguli, medialis eldagyi koteg,
amygdala, gerincvel6 és hippocampus (Rodriguez és mtsai, 2001; Moldrich és Wenger, 2000;
Salio és mtsai, 2002; Navarrete és Araque, 2008; Hegyi €s mtsai, 2009). A CBI receptort
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kifejezd asztrocitdk kannabinoidokra kalciumhullamokkal reagalnak (Navarrete és Araque,
2008). A hippocampalis és a barrel cortex asztrocitak CB1 receptorainak aktivacioja a
neuronalis aktivitas kovetkezményeként felszabadulé endokannabinoidokon keresztiil valosul
meg. Az aktivalt asztrocitak glutamatot szabaditanak fel, amelyek mGluR-okon vagy NMDA
receptoron keresztiil hosszl tavu szinaptikus plaszticitast idéznek elé (Navarrete és Araque,
2008; 2010; Castillo és mtsai, 2012; Min és Nevian, 2012; Han és mtsai, 2012; Coiret és mtsai,
2012). Az éltalunk megfigyelt endokannabinoid hatds hasonlosagokat mutat ezzel a
megfigyeléssel, kivéve hogy a szinapszisokra gyakorolt hatas a tonusos de- és hiperpolarizacio
kialakitdsaban alarendelt szerepti. Mi a gyors szinaptikus neurotranszmisszi6 gatlasa mellett is

megfigyeltiik ugyanis a tonusos membranpotencial-valtozasokat.

A ténusos membranpotencial valtozasok kialakitasaban az mGIuR-oknak volt
kulcsszerepe. Az . csoporti mGluR-ok hiperpolarizaciot, a II. csoportiak depolarizaciot

okoztak.

Morfologiai és funkcionalis kisérletekbdl szarmazo adatok bizonyitjak az mGluR-ok

kozépagyi jelenlétét (Wilson-Poe és mtsai, 2013; Kohlmeier és mtsai, 2013).

Az mGIuR-ok preszinaptikusan, posztszinaptikusan és asztrocitakon is jelen vannak
(Ferraguti és Shigemoto, 2006; Niswender ¢és Conn, 2010). Az asztrocita aktivacid soran
felszabadult glutamat preszinaptikus mGluR-okon hatva hosszu tavu potencirozast okoz a
hippocampusban (Navarrete és mtsai, 2012). Az asztrocitakon is eléfordulnak az I. és II.
csoporti mGluR-ok (Petralia és mtsai, 1996; Schools és Kimelberg, 1999; Zur Nieden és
Deitmer, 2006; D’Ascenzo és mtsai, 2007; Pirttimaki és Parri, 2012; Ferraguti és Shigemoto,
2006; Schoepp, 2001; D’Antoni és mtsai, 2008). Aktivacidjukon keresztiil az asztrocitdk
képesek reagalni az extraszinaptikus glutamatszint valtozasaira (Zur Nieden és Deitmer, 2006),
az asztrocitak fokozzak kalciumhullam-aktivitasukat és tovabbi glutamatot szabaditanak fel
(,,glutaméat-indukalt glutamat felszabaditas”; Bezzi és mtsai, 2004; Zur Nieden és Deitmer,
2006; Pirttimaki és mtsai, 2011; D’Ascenzo és mtsai, 2007). Mas eredmények szerint
ugyanakkor az mGluR gatloszerek nem valtoztattdk meg az asztrocitdk kalciumhullam

aktivitasat (Nett és mtsai, 2002).

Szamos tanulmany irta le az mGluR-ok posztszinaptikus szerepét is. Az 1. csoportu
MGIuR aktivacio a CA1l piramissejteken és a gyrus cingulin L-tipusu kalciumaram aktivacion
(Libri és mtsai, 1997; Partridge és mtsai, 2014; Kato és mtsai, 2012; Zhang és Seguela, 2010)

vagy a bulbus olfactorius szemcsesejteken nem szelektiv kationdram aktivacion keresztiil
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depolarizaciot okozott (Smith és mtsai, 2009). A II. csoporti mGluR aktivacidja hiperpolarizal
az L-tipust kalciuméaram gatlasan (Chavis és mtsai, 1994; 1995) vagy kaliumcsatornak

aktivaciojan keresztiil (Knoflach és Kemp, 1998; Irie és mtsai, 2006; Hermes és Renaud, 2011).

A fentiekben leirt hatdsok ellenkezdjét is kimutattdk. Az 1. csoporti mGluRS
aktivacioja kaliumaramokat aktivalva okozott hiperpolarizaciét szdmos corticalis ¢és
subcorticalis struktiraban (hippocampus, amygdala, bulbus olfactorius, pallidum; Jian és mtsai,
2010; Mannaioni és mtsai, 2001; Poisik és mtsai, 2003; Rainnie és mtsai, 1994; Harata és mtsai,
1996), és a PPN szomszédjaban levé masik kolinerg struktiraban, az LDT-ben (Kohlmeier és
mtsai, 2013). A IL. tipust mGluR aktivacidja depolarizacidt okozott a hippocampalis CA3
piramissejteken egy kationdram aktivacidjan és egy kaliumaram gétldsan keresztiil (Ster és

mtsai, 2011).

Az altalunk megfigyelt hatdsok az utdbb leirt posztszinaptikus mGluR hatasokra
hasonlitottak. A preszinaptikus mGluR hatisokat azért zartuk ki, mert a gyors szinaptikus
neurotranszmisszid gatlasa mellett is fennmaradtak a tonusos hatdsok. A neurondlis
posztszinaptikus tdmadaspont mellett az asztrocitdk mGluR-jaira gyakorolt hatast sem tudtuk
teljesen kizarni. Ennek egyértelmii eldontéséhez az mGluR-ok alcsoportjainak jelenlétét

morfologiai modszerrel kell vizsgélni.

A neuronalis reakcio hidnyat a kontroll koriilmények kozott is fokozott kannabinoid
tonussal magyardztuk. Ez a magyarazat feltehetden tulegyszerlsiti a valosagot, mivel szdmos

mas aktivitasfliggd hatas is okozhatja.

Azt, hogy tonusos membranpotencial-valtozasokat asztrocita aktivacid kelti, tobb
megfigyelés tdmasztja ald. ElOszor, a thapsigarginnal el@inkubalt szeleteken eltlintek az
asztrocitak kalciumhullamai és a CB1 receptor stimulaciora adott valaszok is. A thapsigargin
jellemzden nagyobb hatassal van az asztrocitakra, mint a neuronokra, azonban a hatasai nem
szelektivek az asztrocitdkra. Masodszor, az asztrocita kalciumhullamok megjelenése ACEA

hataséara egy iddben tortént vagy megeldzte a neuronalis valtozasokat.

Mivel az eldbbi két érv ugyan valdszinlisiti, de nem bizonyitja az asztrocitak
meghatarozo szerepét a neuronalis excitabilitas tonusos valtozéasaiban, a szelektiv asztrocita
stimulacid6 PPN neuronokra gyakorolt hatasait szerettiik volna latni. Ehhez az asztrocitdk
optogenetikai aktivacidjat hivtuk segitségiil. Egy abban az idében ujnak szdmité modszert

hasznaltunk: ChR2 optogenetikai aktuatort fejeztettiink ki GFAP promoter alatt (Gourine és
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mtsai, 2010; Figueiredo és mtsai, 2011; Chen ¢és mtsai, 2012; Perea és mtsai, 2014). A ChR2
egy 470 nm-es megvilagitassal nyithaté nem szelektiv kationcsatorna, Na*-, H*-, K*- és Ca®" -
permeabilitassal (Ji és Wang, 2015; Gourine és mtsai, 2010; Figueiredo és mtsai, 2011; Chen
¢és mtsai, 2013). Az asztrocita hullamokat az optogenetikai ingerlés soran nemcsak a belépd
kalcium altal indukalt intracellularis kalciumfelszabadulas, hanem ATP felszabadulas és
autokrin aktivacié hozza létre (Figueiredo ¢€s mtsai, 2011). Az optogenetikai stimulacié a
gliotranszmitter felszabaduldst sem kizardlag az intracellularis kalciumszint emelkedésén,
hanem a membranpotencial depolarizacidjan és intracellularis acidozis kialakulasan, valamint
a sejtduzzadassal aktivalt VRAC csatorndkon keresztiil valtja ki (Abdullaev és mtsai, 2006;
Kozlov és mtsai, 2006; Ji és Wang, 2015; Gourine ¢és mtsai, 2010; Figueiredo €s mtsai, 2011;
Perea és mtsai, 2014; Beppu és mtsai, 2014). Az optogenetikai asztrocita aktivacié a nucleus
retrotrapezoideusban, a cerebellumban ¢és a vizualis cortexben is glutamat felszabadulast és a
neuronok excitabilitdsdnak fokozddasat eredményezte (Gourine és mtsai, 2010; Figueiredo és
mtsai, 2011; Sasaki és mtsai, 2012; Perea és mtsai, 2014). A mi kisérleti elrendezésiinkben az
asztrocitak optogenetikai aktivacioja mGIluR-fiiggd depolarizaciot és hiperpolarizaciot is valtott
ki, de joval nagyobb aranyban fordult el6 depolarizacio. Ennek az eltérésnek a hatterében a
ChR2 nyitasa utan bekovetkezd kalium kidramléas és a neuronok kornyezetében bekdvetkezd
extracellularis kaliumkoncentracié ndvekedés allhat. Az extracellularis kaliumkoncentracio
novekedése neurondlis depolarizaciot, okozhat, torzitva az asztrocita aktivacié mas hatésait
(Octeau és mtsai, 2019). Ennek a torzit6 hatasnak ellenére a fenti eredmények alapjan nagyon
valoszinii, hogy a megfigyelt neuronalis membranpotencial valtozasok hatterében asztrocita

aktivacio all.

Az asztrocita aktivacio nem az egyediili endokannabinoid hatds a PPN-ben. Akércsak
szamos mas szerzd, mi is megfigyeltiik, hogy a DSE és DSI jelensége a PPN szinaptikus
kapcsolatait is érinti. Thapsigargin jelenlétében a CB1 receptor stimulacié mind a serkentd,
mind a gatlé neurotranszmisszid erdsségét csokkentette, mig kontroll esetben a serkentd
neurotranszmisszi6 fokozodott, a gatld neurotranszmisszi6 erdssége csokkent. Kontroll esetben
a pre- és posztszinaptikus hatasok osszességét lattuk, mig thapsigarginnal csak a preszinaptikus
hatast. Az asztrocitadk optogenetikai aktivacidja a kivaltott EPSC-K paramétereit nem

valtoztatta meg, a pre- és posztszinaptikus hatdsok egymastol fiiggetlenek (52. bra).
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Kozvetett hiperpolarizacié 52, ghra, A PPN endokannabinoid moduldciéjanak sémas rajza.
(1) Neurondlis depolarizacio. (2) Endokannabinoid (eCB)
felszabadulas a kérnyezé asztrocitak aktivacioja. (3) Glutamat
felszabadulas (vagy csékkent visszavételezés) az asztrocita
aktivacio kovetkezményeként. (4a) A kornyezé neuronok I-es
csoportu mGluR-on keresztiili hiperpolarizacioja. (4b) A kornyezo

Kozvetlen
preszinaptikus gatlas

N

A
5 cB1R -3 neuronok ll-es csoporti mGluR-on keresztiili depolarizacidja. (5)
s A CB‘{ { A A serkentd és gatlo szinapszisok kézvetlen preszinaptikus gatlasa
P 2 (DSE, DSI).
\ Az endokannabinoid hatashoz hasonléan
ceiR &

depolarizacid, hiperpolarizaci6 és  hatastalansag
Kozvetett depolarizacio

crer

szerotonerg hatasok. A kolinerg és endokannabinoid hatdsok a depolarizacio esetében teljes, a
hiperpolarizacié és hatastalansag esetében részleges atfedést mutattak (Kovacs és mtsai, 2015).
Az orexin azonban kildgott a sorbol: az irodalmi adatokkal 6sszhangban, az esetek tilnyomo
tobbségében depolarizaciot okozott (Kovacs €és mtsai, 2019; Kim és mtsai, 2009; Kohlmeier és
mtsai, 2008; 2013). A kolinerg és szerotonerg hatasoknal feltételezziik, hogy itt is jelen lehet
egy hasonlo, asztrocita- és mGluR-fliggd hatds, de a kozvetlen neurondlis hatdsok a
kannabinoid hatdsokhoz képest eltéréseket okoznak. Ezzel szemben, ha az orexinerg
neuromodulacional esetleg jelen is lehet egy hasonld asztrocitafiiggd hatas, azt az erdsebb

kozvetlen neuronalis hatasok eltakarjk.

6.2.2. A SIC-ek szerepe a neuromoduliciés mechanizmusokban

Tobb atfedést talaltunk az egyes neuromodulacids hatasok eredményében egy masik,
asztrocita- és glutamatfiigg6 jelenségben, az NMDA receptor medialt tonusos befelé iranyuld

aramban.

A SIC-ek korabbi irodalmi adatokbol ismertek szamos kézponti idegrendszeri struktura
esetén. Ezek az események GluN2B alegységet tartalmazd neurondlis extraszinaptikus NMDA
receptorok aktivacidjanak kovetkezményei (Angulo €s mtsai, 2004; Fellin és mtsai, 2004;
Kozlov és mtsai, 2006; D'Ascenzo ¢és mtsai, 2007; Carmignoto ¢s Fellin, 2006; Lauderdale és
mtsai, 2015; Papouin és Oliet, 2014). Ezeket a receptorokat az asztrocita aktivacié hatasara
felszabadul6 glutamat aktivalja (Araque €s mtsai, 1998; Angulo és mtsai, 2004; Fellin és mtsai,

2004; Pirttimaki €s mtsai, 2011; Chen €és mtsai, 2012; Perea és mtsai, 2014).
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A SIC-ek a PPN neuronokrdl is elvezethetdek, jellegzetességeiket az 53. abran
foglaltam 6ssze. Az altalanos, eddig is ismert sajatsagokon til néhany tovabbi, a struktarara

jellemz6 megallapitast is tettiink.

53. dbra. A PPN SIC-einek
Jjellemzoi

A SIC-ek

4. A SIC-ek nem szinkronizaljak
a szomszédos neuronokat

3. A SIC-ek paraméterei
megegyeznek a kolinerg,
GABAerg és
neurokémiailag

nem azonositott
neuronokon

frekvenciaja és az altaluk

kolinerg neuron

megvalosuld  toltésmozgas
nem fliggétt a neurokémiai

sejttipustol, de fliggott a

2. A SIC-ek asztrocita

aktivacis kovetkezményei legkdzelebbi asztrocita

neuronalis szomatol (azaz a

5. A SIC-eket annal nagyobb
valészinliséggel jelennek meg,
minél kézelebb helyezkedik el

egy asztrocita a neuron sz6méjdhoz

1. A SIC-eket GIuN2B
alegységet tartalmazo

SIC mérési helyétdl) mért

tavolsagtol. Ez feltehetden a
szoma ¢€s azzal kapcsolatba keriild asztrocita végtalpak szama (és a széma kozelében kialakuld
extraszinaptikus glutamat koncentracio) kozotti 6sszefliggést is jelenti. A reaktiv gliosis esetén
ismert, hogy az asztrocita nytlvanyok meghosszabboddsa vagy visszahtizodasa képes

meghatarozni a neuronalis excitabilitast (Wang és Parpura, 2016).

A SIC-ek amplitadojat, kinetikai paramétereit tobb faktor is képes volt befolyasolni. Az
a fiziologidshoz kozelebbi koriilmények kozott 1étrejové SIC-ek. Ezek az események a
hipoozmotikus mérdoldatban megfigyelt SIC-ekre emlékeztettek kinetikai paramétereikben.
Az ilyenkor bekovetkezd asztrocita duzzadas nemcsak glutamat felszabadulashoz, hanem az
extraszinaptikus tér csokkenésén keresztiill a glutamat diffuzid valtozdsaihoz is vezet

(Lauderdale és mtsai, 2015).

A TTX alkalmazasa a SIC amplitddo csokkenéséhez és a decay tau megnyutlasahoz
vezetett, de az események frekvenciija nem valtozott. Ennek az oka egy esetlegesen a SIC-
ekre hatd halozati hatds elmaradasa vagy a PPN-ben is jelen levé TTX-érzékeny perzisztens

natriumaram gatlasa volt (Takakusaki ¢és Kitai, 1997; Dautan és mtsai, 2021).

A SIC-ek egyik feltételezett szerepe az egy asztrocita doménben levé neuronok
ingerlékenységének szinkronizdldsa. Tobb struktiraban ugyanis (thalamus, hippocampus,

nucleus accumbens) a szomszédos neuronokon egyszerre jelentek meg SIC-ek (Angulo és
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mtsai, 2004; Fellin és mtsai, 2004; D'Ascenso és mtsai, 2007; Pirttimaki és mtsai, 2011). Ahogy
az MNTB neuronok esetén ugyancsak leirtdk (Reyes-Haro és mtsai, 2010), ilyen
szinkronizacioét a PPN-ben nem sikeriilt megfigyelniink. Elképzelhetd, hogy a SIC-eknek a

rostralis strukturakban és az agytorzsben eltérd szerepiik lehet.

A SIC-ekre hatd neuromodulacids hatasok a PPN-ben egységesnek tlinnek. A
kannabinoid, muszkarinos kolinerg, szerotonerg és orexinerg hatasok a SIC aktivitast fokoztak,
ha kontroll koriilmények kozott az alacsony volt; de gatoltak, ha kontroll koriilmények kozott
magas volt. Ennek hatterében az all, hogy az alacsony kiindulési extraszinaptikus glutamat
koncentraci6 novekedése NMDA receptor aktivaciot, mig a magas kiinduldsi glutamat
koncentraci6é tovabbi ndvekedése NMDA receptor inaktivaciot okoz (Vyklicky, 1993; 54.
abra).

54. dabra. A SIC-ekre hato

{;)-L\_& WW ﬂfﬂ\é m W r' neuromoduldcios  hatdsok

/

kiindulastol fiiggd
eredményei

} A neuronalis
ingerlékenység tonusos
valtozasainak abszolut

NI értékével a SIC-ekre
b . -

gyakorolt kannabinoid,

kolinerg és
szerotoninerg hatasok kis mértékii korrelaciét mutattak, mig az orexinerg hatasok esetén
semmilyen Osszefliggést nem talaltunk. Feltételezhetd, hogy az elsé harom hatds esetén az
extraszinaptikus glutamat koncentracié novekedése mind mGluR, mind NMDA receptorokat
aktival és emellett a neuronokra gyakorolt direkt neuromodulacios hatas kisebb, mig az orexin
esetén a direkt neuronalis depolarizaci6 er@sebb, mint az asztrocita-fiiggd indirekt glutamaterg

hatas (Kim €s mtsai, 2009; Kohlmeier és mtsai, 2008; 2013).

6.2.3. A SIC-ek altalanos szerepei és életkorfiiggése

A SIC-ek kozponti idegrendszeri altalanos jelentdségét €s a jelenség életkorfiiggését
human és egér temporalis és parietalis neocortex mintakon vizsgaltuk. A jelentdségén til azért
esett erre az agyteriiletre a valasztasunk, mert a mitétbdl szarmaz6é huméan mintak talnyomo
tobbsége errdl az agyteriiletrdl szarmazott.
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A human neocortexben és hippocampusban egy kézlemény mar leirta a SIC-ek meglétét
(Navarrete és mtsai, 2013). Ezt a megfigyelést mi is meg tudtuk erdsiteni, valamint kiegésziteni
azzal, hogy a human SIC-ek amplitiddja kisebb, kinetikai paraméterei lassabbak és a SIC-ek
altali toltésmozgas nagyobb volt, mint egéren. Ezen paraméterek eltérésének hatterében
feltehetéen a glutamat diffuzidés utvonalanak kiilonbsége, igy a koncentracio iddbeli
valtozasanak az eltérései allnak (Carmignoto és Fellin, 2006; Fellin és mtsai, 2004). A human
asztrocitdk nyulvanyai hosszabbak ¢s tobb eldgazddasuk van, igy a diffuziés utvonalak
hosszabbak (Sykova, 2004; Sykova és Vargova, 2008; Oberheim és mtsai, 2009; 2012). Nem
tudjuk kizarni, hogy a human SIC-ek kisebb amplitiddja a minta szallitdsi modjanak a
kovetkezménye. A hasonléan kezelt egér mintdkon ugyanis kozel szignifikdns amplitudd

csOkkenést lattunk a szokdsos mddon preparalt egér agyszeletekhez képest.

A SIC-ek 1ddzitésfliggd szerepet jatszottak a szinaptikus plaszticitdsban egér mintdkon
¢s feltehetden a human mintak esetében is hasonld szerepet toltottek be. Ha a SIC a kivaltott
EPSC-t megeldzte vagy azzal egy iddben jelentkezett, a szinaptikus erésség fokozodott. Ha a

SIC kovette az EPSC-t, a szinapszis ereje gyengiilt.

Ez a jelenség hasonlit az iddzitésfiiggd szinaptikus plaszticitas ('spike timing dependent
plasticity', STDP) nevii jelenséghez. Ezt altalaban egyszerre, de egy iddablakon beliili
idokiilonbséggel, 10-300 egymast kovetd esetben alkalmazott preszinaptikus stimulécioval és
posztszinaptikus akciospotencidl-tiizeléssel valtjak ki (Inglebert és Debanne, 2021). Fiatal
ragcsalok hippocampusaban, ha a posztszinaptikus akcios potencial megeldzi a preszinaptikus
stimulaciot, LTD jon 1étre; mig forditott esetben LTP-t lehet megfigyelni (Mansvelder és mtsai,
2019). Ezzel ellentétben a felnétt human hippocampusban ha a posztszinaptikus akcios
potencial tobb, mint 80 ms-mal megeldzte a preszinaptikus stimulaciot, LTD alakult ki, de ennél
kisebb idokiilonbség esetén (ide értve az egyidejiien bekovetkezd pre- €s posztszinaptikus
ingerlést) LTP jott 1étre (Testa-Silva és mtsai, 2010). A human temporalis cortexben a fiatal
ragesalok hippocampusaban latott helyzet ellentéte jelent meg: ha a posztszinaptikus akcids
potencial jelentkezett el6szor, LTP jott létre, de ha a preszinaptikus stimuléacio volt eldszor,

akkor LTD-t lehetett megfigyelni (Verhoog és mtsai, 2013; Mansvelder és mtsai, 2019).

Kordbban is ismert volt az asztrocitdk hozzajaruldsa a hosszi tavu szinaptikus
plaszticitashoz. Az asztrocitak egyes szerzOk szerint modulaljak azt (Martinez-Gallego és
mtsai, 2022), masok kutatdsai alapjan az asztrocita aktivitas egymagaban is ki tud LTP-t valtani
(Adamsky és mtsai, 2018). A mi eredményeink ehhez képest abban szamitanak ujnak, hogy az
asztrocitak aktivitdsa altal kivaltott neuronalis depolarizécio mint elektromos jelenség is képes
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onmagaban hosszu tava szinaptikus plaszticitast kivaltani, az asztrocita aktivacio egyéb hatasai
(pl. mas gliotranszmitterek felszabaditasa, ionkoncentracié valtozasok, extraszinaptikus tér
térfogatanak valtozasai) nélkiil is.
55. dbra. A SIC-ek idozitésfiiggd szinaptikus plaszticitdst kelté
szerepe.

Feltételezéseink szerint az asztrocitdk altal
létrehozott 1d6zitésfliggd szinaptikus plaszticitas az

egy asztrocita doménen beliili szinapszisok erejét

képes azok pozicidja szerint  kiilonbozden
befolyasolni (55. dbra). Ha egy neuront aktival egy
mtsai, 2015). Az asztrocita glutamatot szabadit fel, ami a kornyezé neuronok extraszinaptikus
NMDA receptorait a diffizios Gtvonaltol fliggden aktivalja és kisebb vagy nagyobb késéssel
SIC-eket hoz rajtuk 1étre (55. dbra; zold és piros nyil). Ha ekdzben egy bemenet tobb serkentd
Szinapszisa stimuldlja ezeket a neuronokat, a neuron asztrocita doménen beliil elfoglalt helye

szerint LTP vagy LTD jon létre.

Az asztrocitak szamos morfologiai és funkcionalis paraméterét érinti az dregedés. 1dds
ragcsalokban az asztrocita nyulvanyok arborizacidja és a végnyulvanyok térfogata csokken
(Robillard és mtsai, 2016; Popov és mtsai, 2021). A kalciumhullamokat produkalé asztrocitdk
szama ¢és metabotrop receptorokra adott valaszaik is csokkentek az életkorral; kiilonos
tekintettel az mGIluRS stimulécidra adott gyengébb valaszra (Lalo és mtsai, 2011; 2018;
Gomez-Gonzalo és mtsai, 2017). A kontroll koriilmények kozott mért SIC frekvencia nem
véltozott az életkor eldrehaladtaval az egér mintakon, de az 1. csoporti mGluR stimulaciora

kisebb SIC frekvencianovekedés volt lathaté (Gomez-Gonzalo és mtsai, 2017).

Az irodalommal dsszhangban, egér mintakon nem lattunk valtozast az egyedi SIC-ek
paramétereiben. A SIC frekvencia az allat életkoraval ugyan csokkenést mutatott, de az 1 év
feletti egereknél sem tlint el a SIC aktivitds. Ezzel szemben, a humén egyedi SIC-ek altali
toltésmozgas ¢és a SIC frekvencia is erds csokkenést mutatott az €letkorral, és 70 éves korra
teljesen eltlint. Ha a SIC-eket a szinaptikus plaszticitas fiziologias szabdlyozé
mechanizmusanak tekintjlik, az idéskori kognitiv hanyatlds hatterében allhat ez a jelenség.

Nagyobb frekvencidban a SIC-ek patologias koriilmények kozott fordulnak eld. Ha a SIC
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aktivitas az ¢letkorral csokken, ez magyarazhatja azt a megfigyelést, hogy a cortex kuszo

depolarizacio altali sebezhetdsége az életkorral csokken (Hertelendy és mtsai, 2019).

Az oOregedés kiilonbozdéen érinti a human ¢és egér cortexben a SIC-ek hatdsat a
szinaptikus plaszticitdsra. Egérben az Oregedés a SIC-eknek a szinaptikus plaszticitasra

gyakorolt hatasat érinti, mig emberben az 6regedés foleg magukat a SIC-eket érinti.

Osszefoglalva a fentieket, a SIC-ek lehetnek az egy asztrocita doménen beliili
szinapszisok erdsségének szabalyozéi fiziologids koriilmények kozott. A patologias
koriilmények kozott nagy frekvenciaval és amplitidoval jelentkezé SIC-ek a szinaptikus
erosséget fokozhatjak vagy véletlenszeriibbé tehetik, hozzajarulva az excitotoxicitashoz, kérgi

ktsz6 depolarizacidhoz.

6.3. Tovabbi tudomanyos tervek

A fenti, neuromodulacios hatasok kozos, asztrocitafiiggé komponensét célzo kutatast in
vivo kisérletekkel szeretném folytatni. Agyszeleten kimutattunk egy jellegzetes asztrocita
aktivacio altal kivaltott neuronalis aktivitasi mintdzatot, ami lehet egy nagy szereppel bird
szabalyozd mechanizmus, de lehet akar a szinaptikus kapcsolataitél megfosztott
szeletpreparatum altal felnagyitott jelenség is.  Ennek tisztazasara in vivo opto-és
kemogenetikai asztrocita aktivaciot kombindlunk viselkedési tesztekkel. Az erre iranyuld
kisérletek jelenleg folyamatban vannak, €s valdsziniisitik, hogy az asztrocita aktivacio a PPN-

ben ¢érinti a cirkadian szabalyozast és a szenzoros kapuzast.

Metodikailag szeretnék az asztrocitdk tobbé-kevésbé szelektiv gatlasa vagy aktivacidja
iranyabol azok aktivitasanak a megfigyelése felé elmozdulni, ugyanis még a legszelektivebbnek
gondolt asztrocita aktivacio (pl. opto- €s kemogenetika) is hagy kétséget az aktivacio szelektiv
és fizioldgiashoz hasonlité volta felé. Az asztrocita miikodés szelektiv megfigyelését
genetikailag kodolt kalcium- és gliotranszmitter indikatorok, és in vivo fluoreszcens

mikroszkdpia hasznalataval tervezem elérni.

A laboratérium kutatési témainak hosszl tdvu irdnyat a fiziologias jelenségek leirasatol
szeretném az egyes konkrét neuroldgiai betegségek (mint a progressziv szupranuklearis

parézis) korélettani hatterének és terapids lehetdségeinek a megismerése felé vinni.
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7. A fobb megallapitasok 0sszegzése

1. A kalciumaktivalt kloridcsatornak nélkiilozhetok a szaglohdm neuronok
aktivaciojaban (Billig és mtsai, 2011).

2. A muszkarinos kolinerg neuromodulaci6 a halldpalya tobb szintjén fejt ki Gsszetett,
pre- és posztszinaptikus hatasokat. A posztszinaptikus hatasok egy részéért az M-
aram a felelOs (Pdl és mtsai, 2009; nem kozolt adatok).

3. Az M-aram a muszkarinos kolinerg neuromodulécidos hatdsok egyik fontos
kozvetitéje a PPN-ben. Az M-aram jelenléte a kolinerg neuronok funkcionalis
markere, ami hatékonyan modulalja azok tiizelési sajatsagait, a szomszédos
neuronok szinkronizdcidjat. A bizonyos agytdrzsi magvakban megtalalhato
KCNQ4 alegység delécidja mas ioncsatorna fehérjék jelenlétében és funkcidjaban,
membransajatsagokban, a cirkadian ritmus szabalyozéasaban és a startle reflexben
okoz valtozasokat (Bordas és mtsai, 2015, Bayasgalan és mtsai, 2021a; Maamrah
¢és mtsai, 2023).

4. Az M-iram az MR és DR szerotonerg neuronok kozott is alcsoportokat hataroz meg;
azok topografiailag elkiiloniilnek az M-arammal nem rendelkezd szerotonerg
neuronoktol (Bayasgalan és mtsai, 2021b).

5. A PPN-en érvényesiild neuromodulacidos hatdsok hatterének egy részében
asztrocita-aktivacio all. Az asztrocita-aktivacid tonusos excitabilitas-valtozasokat
és fazisos aktivaciot okoz. A tonusos hatasok tobbféle neuromodulacios
mechanizmus esetén nagy atfedéseket mutatnak, a fazisos aktivacié valtozésa a
neuromodulacids hatds eldtt jelen 1évd fazisos aktivacio mértékétdl fligg. A
neuromodulacids hatdsok asztrocitafiiggd komponense a hatdsoktol fliggetleniil
atfed (Készeghy és mtsai, 2015, Kovdcs és mtsai, 2015, 2017, Kovdcs és Pal, 2017,
Kovacs és mtsai, 2019).

6. A fazisos asztrocita-fliggd aktivacio tanuldsi folyamatokban jatszik szerepet, az
¢letkorral csokken az amplituddja, 70 év felett eltiinik (Csemer és mtsai, 2023-

biralat alatt).
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