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Tartalmi osszefoglalo
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funkcionalis alapjait a komplex gondolkodas ¢és viselkedés kialakulasanak. Ez az agyi expanzi6 gyakran
tortént a meglévo neurondlis mikrohalézatokhoz Gjabb, azokhoz hasonld strukturdk hozzaadodasaval. A
ko6z06s 6slinktd] orokolt alapvetd strukturalis terv ellenére az eltérd kornyezeti €s szelekcids nyomasokhoz
valo alkalmazkodés, génaramlas és a véletlen vezérelte genetikai sodrodas a recens fajok kozott
fundamentalis és jelentds kognitiv képesség-, és viselkedésbeli kiilonbségek kialakuldsdhoz vezetett

(DeFelipe, 2011).

Az idegrendszer egy meghatarozo tulajdonsaga, a plaszticitas, azaz az idegsejtek kozott 1évo kapcsolatok
képessége a dinamikus valtozasra. Az idegsejtek kozotti, informacid tovabbitasaért felelds strukturdk, a
szinapszisok megerdsodhetnek, illetve gyengiilhetnek kiillonbozé idoéskalakon, Osszekdtve egyes
neuroncsoportokat vagy éppen megbontva azokat. Ezek a folyamatok, melyek tobbek kozott lefektetik a
tanulés, felejtés és memoria alapjait valtozatos formaikkal szétvalasztjak az egyes fajokat kognitiv
kapacitasuk alapjan. A szinaptikus kapcsolatok erdsségének modulacioja szélesen tanulmanyozott,
azonban tudasunk dontd része modell-allatokra tdimaszkodik, azokon beliil is elsésorban ragcsalokra.
Felmertil a kérdés, hogy ezek a modell allatokban kapott eredmények mennyire megbizhatéan adnak
magyarazatot a mi agymiikodésiinkkel kapcsolatban, illetve milyen mértékben értelmezhetdek és
felhasznalhatdak emberben. A ragcsalok és emberek kozotti evolucids szakadékot athidalva mi
kisérleteink sordn nem-patologids humdan agyszeletekeben vizsgéaltuk egy metabotrop receptor
szinaptikus erdsség moduldlo hatasat. Az OsszevethetOség érdekében a kisérleteket Wistar patkdnyok

agykérgében is elvégeztiik.

Az kozponti idegrendszerben megtaldlhaté 1-es tipusii metabotrop glutamat receptorok szamos
szignalizacios és szinaptikus plaszticitast kivalto folyamatban jatszanak szerepet. [gy tobbek kozott részt
vesznek az agykéreg tanuldssal és memoridval asszocialt plaszticitdsaban. Tovabba ismert, és potencialis
terapias célpontok szamos neurologiai megbetegedésben. Ennek ellenére emberi agykéregben kivaltott
hatasukra fokuszalo kutatdsok szdma kevés, ezért tliztiik ki célul a serkentd szinapszisokban

megtalalhatd mGlu receptorok aktivacidjanak vizsgélatat.

Kisérleteinkben szimultan teljes-sejt konfiguracids patch-clamp elvezetéseket végeztiink huméan 2/3
rétegi pirams sejt €s GABAerg interneuron szinaptikusan kapcsolt sejtparokon, hogy megvizsgéljuk az
1-es tipust metabotrop glutamat receptorok (mGluR) agykérgi neuronhaldzati aktivaciora és szinaptikus
serkentésre gyakorolt hatdsait. Azt talaltuk, hogy a szelektiv 1-es tipust mGIluR receptor agonista, (S)-

3,5-dihydroxyphenylglycine (DHPG), a kivaltott poliszinaptikus események eléforduldsat képes volt



modositani, tovabba a posztszinaptikus interneuron tipusatol fliggéen befolyasolta a szinaptikus
erdsséget. A nem gyorsan-tiizeld, adaptalé tiizelésii interneuronokon foként depressziot figyeltiink meg
a mGluR1/5 farmakoldgiai aktivacigjat kovetden, mig a gyorsan-tiizeld kosarsejtek és axo-axonikus
sejtekre érkezd serkentd szinaptikus bemenetek elsOsorban potencirozoédast mutattak. A kisérleteket
Wistar patkany szomatoszenzoros agykéregben megismételve DHPG medialt potencirozodast figyeltiink
a glutamaterg szinaptikus transzmisszioban. Az eredményeink az 1-es tipusii metabotrop glutamat
receptor posztszinaptikus sejttipus fiiggd hatdsadt mutatja be a szinaptikus serkentés modulacidjaban

emberi €s ragesald neokortikalis idegsejtekben.
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Bevezetés

Az agykéreg és evollcioja és felépitése

Az agykéreg azon belill is a neokortex a kdzponti idegrendszer legfiatalabb filogenetikai Gjitasa, ami
meghatarozo szerepet jatszik a szenzoros ingerek feldolgozasaban, a komplex gondolkodas, memoria
illetve a motoros kimenetek kialakitasaban. E struktara felépitése a viselkedés- €s kognitiv képességben
1év6 kiilonbségek forrdsa az ember és més gerinces fajok kozott. Altalanos trendként a komplexitas és a
diverzitas novekedését fedezhetjiik fel az emldsokkel kozos Oslinktdl legkordbban levalt filogenetikai ag

mai képvisel6itél a homo sapiens sapienshez kozelitve.

Kiilonb6z6 fajok neokortexét vizsgalva megfigyelhetd egy altalanos szervezddés, mely alapjan
feloszthatjuk az agykérget funkciondlisan specializalt teriiletekre, mint példaul elsddleges szenzoros
régiok, amelyek a vizudlis, hallassal és tapintassal kapcsolatos ingerek feldolgozasat végzik, asszociacids
tertiletek, amelyek szétterjedt projekcidikkal magasabb rendli idegi funkciokat latnak el, ¢és
motorosrégiokra, melyek a centralis €s periférias idegrendszer integralt ingereinek kimenetét adjak a
motoros mitkddések tervezésével, kontrolljaval €s kivitelezésével. Ezek a homolog teriiletek hasonld
kiindul6 és célteriileteiben, illetve a régiok hierarchikus rendezédésében (Krubitzer és Seelke, 2012).
Azonban a kozos 6sbol divergalodo fajok a rajuk hatd eltérd szelekcidos nyomdsok hatasara és eltérd
adaptacios stratégiaknak koszonhetden a neokortikalis modifikaciok széles valasztékara tettek szert.
Mind az egész kortex, mind az egyes teriileteinek abszolut és relativ méretében szamos valtozas tortént.
Az emberek rendelkeznek a legnagyobb aggyal a testtomegiikhoz viszonyitva a szarazfoldi allatok
kozott. A féemldsoknél megjelenik az agy tekervényezettsége is, novelve a kortex feliiletét, tovabba
megfigyelhetd ndluk a neokortex tobbi agyi struktirdhoz mérten egyenldtleniil nagy megndvekedése,
amihez elsOsorban az asszocidcios és prefontalis régiok kiterjedése jarult hozza, kiilondsen az
emberekben. Az egyes régiok elhelyezkedésében, azok szamaban, méretében és kapcsoltsagaban szamos
modosulés jott 1éte, mint példaul a vizualis kortex redukcidja a fold alatt vagy sotétben €16 allatok
esetében, illetve a hallo és latokéreg megnovekedése a szaglokéreg teriiletének csokkenésével

parhuzamosan emberben (DeFelipe, 2011; Shepherd, 2004).

Egy tovabbi emlitése méltod strukturdlis szinapomorfia a megkozelitéleg 200 millio éve megjelent
hatrétegli neokortex (Northcutt és Kaas), melynek vastagsdga meglepden allando a fajok kozott, a
szembetlinden nagy agy- testtdmeg aranyban tapasztalt szoras ellenére. Példaul a torpecickanyok kortexe
0.4 mm, mig a naluk tobb ezerszer nagyobb aggyal rendelkezd balnak agykérge csak annak 6tszorose, 2
mm. Az egy egyeden beliill megfigyelhetd kiillonbozd agyrégidihoz tartozd kortex vastagsagok

kiilonbségei hasonloak a fajok kozott mérhetd varianciaval (DeFelipe, 2011).



A j6l konzervalt kortikalis rétegezettségen beliil is megannyi citoarchitektiralis apomorfia jelent meg.
Megfigyelhetd példaul, hogy emberbdl és ragcsalobol szarmazéd agykérgi metszeteket 0sszehasonlitva,
az intuitiv megérzésnek ellentmonddan, a ragcsalokban sokkal siirtiben helyezkednek el a sejtek,
azonban ezt mintegy ellenstlyozva, az egy sejtre érkezd szinapszisok szama Iényegesen magasabb az
ember agykérgében (DeFelipe és mtsai.,, 2002). Egyes interneuronok ¢és piramissejtek nagyobb
szomajuak, a féemldsok kortexében, €s hosszabb, tobb dendrittel rendelkeznek, tovabba az utobbiakban
dendrittiiskék striisége ¢és feliilete is megndvekedett a ragcsalokhoz képest, ami a sejtre érkezd

bemenetek hatékonyabb feldolgozasat sugallja (DeFelipe, 2011, Ascoli 2008).

A strukturalis valtozasok mellett kompozicidbeli valtozasokat is végig kovethetiink a neokortex
vagy az adott tipuson belill megvaltozott expresszios, igy molekularis €s cellularis tulajdonsagaibol.
Tovabba bizonyos neurontipusok reallokalodhatnak; megjelenhetnek, vagy éppen eltlinhetnek egyes
agyi régiokbol, illetve teljesen el is veszhetnek és 0j fajspecifikus idegsejtek is kialakulhatnak (Krienen
¢s mtsai., 2020). Az utdbbira példa a humanspecifikus 1. rétegi csipkebogyd sejt, ami a kortikalis
agykérgében nem fordul eld (Boldog és mitsai., 2018). Homolog sejttipusok a génexpesszidban
bekovetkezd valtozasokkal egy-egy fajra jellemzd specifikus tulajdonsdgokat nyerhetnek.
Transzkriptomikai vizsgalatokkal vilagitottak ra példaul, egy neurogliaform karakterisztikussagokkal
rendelkez6 — egér hippokampuszban felfedezett, borostyan sejtnek nevezett — interneuron elterjedtté
valasara a makakok, selyemmajmok és emberek kortexében, ahol tobb transzkriptomikai altipusra is
szétvaltak. Egy adott sejttipus gén expresszioja idoben és térben is eltérhet, azonban altalanossagban
elmondhatd, hogy a fejlettebb allatokban szélesebb a génexpresszids valtozatossag (Krienen és mtsai.,

2020).

A serkentd és gatld neuronok ardnya kritikus az egy agy altal kivitelezhetd operaciok mennyisége €s
precizsége szempontjabol, tovabba elengedhetetlen a fiziologias, egészséges agymiikdodéshez. Az
interneuronok aranya névekvoé tendenciat mutat; a ragesalok agykérgi neuronjainak mintegy 15-20%-at
alkotjak az interneuronok, ami a féemldsok €s ember asszociacids régidiban 20-29%-ra emelkedik, egyes

terlileteken akar a 34-44%-kot is elérve (DeFelipe, 2011; DZaja és mtsai., 2014; Krienen és mtsai., 2020).

Azonban mind a fiziolégids agymiikodés megertésében mind a patologias elvaltozasok
feltérképezésében a legmeghatarozobb kiilonbségek, a tobbek kozott a fent emlitett eltérésekbdl adodo
funkcidbeli eltérések. Egy kiemelkedd kiilonbség, hogy mig ragesalokban egy kortikalis piramissejtrol
interneuronra adott glutamaterg szinapszis csak kiiszob alatti serkentést tud kivaltani a posztszinaptikus
neuronon, addig az ember neokortexében egyetlen piramissejtrél érkezd egyediilalld akcids potencial

elegendd lehet kiiszob feletti valasz kivaltasdban egy azzal kozvetleniil kapcsolatban 1évé6 GABAerg



sejten, igy komplex di- és poliszinaptikus eseményeket idézve elé (Molnar és mtsai., 2008), ami az
¢és Yuste, 2008). A jelenség hatterében a nagyobb hatékonysagu serkentd szinaptikus transzmisszi6 all,
ami a preszinaptikus axonterminalisokban megtalalhatdé nagyobb méretii aktiv zondkon és az atlagosan

négyszer nagyobb szamu dokkolt vezikuldkon keresztiil valosul meg (Molnar és mtsai., 2016).

Egyre nd az ezeket a celluldris, szinaptikus és haldzati kiillonbséget feltard tanulmanyok szadma, azonban
eddigi tudasunk az agy miikodésérdl, és rengeteg napjainkban foly6 kutatds is modell allatokban
megfigyelt eredményekre tdmaszkodik. Egyértelmiien kirajzolodik, hogy az emberi agy
mechanizmusainak feltardsdhoz elengedhetetlen a human idegsejteknek, azok kapcsolatainak,

halézatainak tanulmanyozasa.

Interneuronok

Mig a neuronok dontd tobbségét kitevo serkentd sejtek az informacio tovabbitasaért feleldsek, addig a
kisebbségben 1év6, de fiziologiailag és morfologiailag diverzebb interneuronok az idegrendszeri
halézatok iddben és térben preciz és hatékony miikddést teszik lehetdvé. Az interneuronok mind
projekcids mind lokalis piramis sejtek axon kollateralisairdl kapnak serkentd bemenetet és feedforward
¢s feedback gétlas operaciokkal jarulnak hozza a kortikalis neuronhal6zatok finomhangolasdhoz (Bartos

és mtsai., 2011).

A kiilonbozd sejttipusok esszencialis és alapvetd épitdelemei az idegrendszernek, azonban a
csoportositasuk gyakran {litkézik problémakba, kiillondsen a ragcsaloknal jelentésen diverzebb human
interneuron populacio esetében. Egy evolucios megkdzelités szerint egy csoportba sorolhatjuk azokat a
sejteket melyek egyiitt valtoztak az evoluci6 sordn (Arendt és mtsai., 2016) és igy hasonlé morfoldgiai,
elektrofiziologiai és transzkriptomikai tulajdonsagokra tettek szert. Ennek a harom paraméternek az

egylittes vizsgalata teszi lehetdvé az idegsejtek legmegbizhatobb besorolasat (Gouwens €s mtsai., 2020).

A neuronok legkorabban megfigyelhetd tulajdonsdga azok morfoldgidja volt. Szamos sejt leirdsat
koszonhetjilk Ramon y Cajal munkassdganak a 19 sz. végén, aki ezilist impregnacio segitségével

vizsgalta az emberi agyat alkoto idegsejteket (Cajal 1899). Az interneuronok rendkiviili valtozatossagot

crer

--------

célsejtjeikben (Bartos és mtsai., 2011), sokat elarulva a sejt halozatban betdltott szerepérdl is. Ez alapjan
az interneuronok anatomiailag jol karakterizdlhatoak annak fliggvényében, hogy posztszinaptikus
partnereik mely szubcellularis alegységét célozzak. Példaul az axo-axonikus sejt, a piramis sejtek axon
inicidlis szegmentjére adva bemenetet, az axon eltérd ioncsatorna expresszidjabol és nyugalmi

membranpotencialjabol kifolyolag egyedi médon képes depolarizaciot is kivaltani a posztszinaptikus



neuronon (Szabadics, 2006). A kosarsejtek axonjaikkal a piramissejtek szoémajat korbe Olelve a
periszomatikus gatlasért felelosek és a posztszinaptikus sejt aktvitasara gyakorolnak hatédst. Tehat az
egyes interneuronokra jellemzé morfoldgia nem csak azok beazonositasaban €s besoroldsaban segit,

hanem a neuron funkcionalis feladataikkal kapcsolatban is informativ.

Az idegsejtekben lejatsz6do, ion-koncentracié gradiens vezérelte elektromos jelenségek
felismerésesével és az ezeknek a mérését lehetévé tevo patch-clamp technika elterjedésével lehetvé valt
a sejtek membranjanak passziv és aktiv biofizikai tulajdonsagainak mérése. Az egyes neuron csoportok
eltérd ioncsatorna kompozicioi egyedi elektrofizioldgiai jellemzoket eredményeznek, melyek szintén

egyfajta csoportositast tesznek lehetove.

Passziv tulajdonsagok a membran azon tulajdonsagai, amik nyugalmi allapotban, illetve kiiszob alatti
ingerlés hatdsdra mérhetdek (1. dbra). llyen példdul a membran idéallandoja (Tau), ami a hiperpolarizalo
aramlépcsOvel kivaltott fesziiltségvalasz kezdetétdl, annak amplitiddjanak 63%-anak eléréséig eltelt 1d6
[ms], vagy a sag amplitaidd, ami hiperpolarizacidé aktivalta depolarizdlo kationdram medialta

fesziiltségvaltozas (Ascoli és mtsai., 2008).
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1. dbra: Passziv elektrofiziologiai paraméterek aram-zar konfiguracioban hiperpolarizalo aramlépcsd
hatasara. A, nyugalmi membranpotencial vagy konstans tarto arammal fenntartott membran potencial,
[mV] B, a hiperpolarizalo aram lépcsovel kivaltott fesziiltségvaltozas amplitudoja (A és C kiilonbsége),
[mV] C, B minimum értéke, [mV] D, egyensulyi dallapot (steady-state), [mV] E, sag amplitudo, D és C
kiilonbsége [mV] F, a hiperpolarizacio kikapcsolasaval kivaltott fesziiltségvaltozas amplitudoja G, F

maximum értéke, [mV] H, rebound aplitudo, G és A kiilonbségének abszolutértéke



Az egyes neuronokat a spontdn tlizelésiik, illetve stimuldcié hatdsara kivaltott akcios potencialjaik
kinetikajaval is jellemezhetiink, ezeket a paramétereket nevezziik aktiv tulajdonsagoknak (2. abra). Ilyen
példaul az AP amplitadoja, félszélessége, frekvencidja illetve a frekvencidnak az adaptacioja (Ascoli €s
mtsai., 2008). A kisérleteink soran mi is aramlépcsd stimulussal kivaltott tiizelési mintadzataik alapjan
azonositottuk az elvezetett ideg sejteket. Gyorsan tiizeld interneuronok nevezziik azokat a neuronokat,
melyek a beinjektalt aramlépcsé hatdsara magas frekvencian képesek akcids potencidlokat generalni,
akar 450 Hz-el az asszociacios kortexben (Wang €s mtsai., 2016), kdzéjiik tartoznak a kosarsejtek és az
axo-axonikus sejtek. A neurogliaform sejtekre jellemzd a késoi tiizelés, mely nem akkomodal és az
akcios potencialokat jellegzetes utohiperpolarizacid koveti. Egy adaptalédo frekvenciaja sejttipusra
példa a Martinotti sejt, mely esetében az dramimpulzus kezdetén egy magasabb frekvencidju burst-
aktvitast is megfigyelhetiink. A kiilonb6zd elektrofizioldgiai csoportokhoz tartozo neuronokra érkezo és
altaluk adott szinapszisok is eltéré kinetikajuak lehetnek és a preszinaptikus sejtjeik aktivitdsara,
neurotranszmitterek és neuromodulatorok jelenlétére is eltéréen modulalédnak, diverz és dinamikus

halozati operaciokat képezve.

100 ms

B2 e

2. dbra: Aktiv elektrofiziologiai paraméterek aram-zar konfiguracioban depolarizdalo daramlépcso
hatasara. A, reobazikus aram: az minimalis dram mennyiség, ami mar képes akcios potencialt
kialakitani, [pA] B, kiiszobpotencial: az idegsejt membranjanak kritikus fesziiltség értéke, melynél
nagyobb depolarizacio akcios potencidal kialakulasahoz vezet, [mV] C, Onset ido: a kiiszobpotencial

elérésének idopontjia D, AP csucs: az akcios potencial maximalis fesziiltségértéke, [mV] E, AP



amplitudo: a kiiszobpotencial és AP csucs fesziiltségének kiilonbsége F, akcios potencidl félszélesség: az
akcios potencial felszallo és leszallo aga kozott eltelt idé az AP amplitudodojanak felénél mérve, [ms]
G, utohiperpolarizdacio (AHP): az akcios potencial repolarizacios fazisanak tullovése, amikor

membranpotencial atmenetileg a nyugalmi membranpotencial ala siillyed, [mV]

A szekvenald technikdk fejlodésével, azon beliil is az egy-sejt RNS szekvenalo technologiaval egy 0j
fejezetet nyilt az idegsejtek csoportositdsdban. A modszer segitségével lehetd valt egy sejt teljes
molekularis profiljadnak a meghatdrozasa (Boldog és mtsai., 2018; Gouwens és mtsai., 2020). Az
interneuronok miikddésének megértésében fontos molekuldk; mint a transzkripcios faktorok,
neurotranszmitterek, enzimek, receptorok, neuropeptidek, Ca®" kété fehérjék, strukturalis proteinek, ion
csatorndk vagy membran transzporterek eloszldsanak vizsgalataval az egyes interneuron csoportok
kozotti kiilonbségekrol is egy 1j, tobb dimenzids képet kaphatunk. Az interneuronok génexpresszioja
alapjan azokat nagyobb nem atfedd csoportokba lehet sorolni, ebbdl a két legelterjedtebb a parvalbumin
pozitiv (PV+) és szomatosztatin pozitiv (SST+) neuronok melyek a kortikalis gatld sejtek kozel 70%-at
teszik ki. A maradék 30%-ot a vazoaktiv intestinalis peptidet (VIP+), a kalretinint (CR+) és a reelint

expresszalod neuronok teszik ki (Takada és mtsai., 2014).

A transzkriptomikai hasonldésagok szoros Osszefiiggést mutattak az egyéb modalitdsokban 1évo
hasonlésagokkal, példaul a PV+ sejtek a gyorsan tiizeld, anatdmia alapjan kosar és axo-axonikus sejtként
azonositott neuronokkal vannak atfedésben (Gouwens és mtsai., 2020). Az interneuronok rendszerezése
azonban nem egyszerli feladat. Az egyes sejtek morfologiai, elektrofizioldgiai és transzkriptomikai
paraméterei diszkrét és folytonos értékeket is felvehetnek, a kiilonb6zd csoportok egyes tulajdonsagai
kozott atfedések lehetnek. Kiilonos kihivast okoz az emberi agy neuronjainak rendkiviili diverzitdsa.

(Ascoli és mtsai., 2008).

Szinapszisok és plaszticitas

Az idegrendszer felépitésének alapegységei a neuronok. A dendritek az idegsejt bemeneti egységei, ezek
felelOsek a ra érkezd jelek begytijtéséért. A neuron szomajaban torténik az integracid, a gatlo és serkentd
potencialok idében és térben valé szummalddasa, majd az axon inicialis szegmentumon elddl, hogy
keletkezik-e tovaterjedd akcids potencidl. Az axon pedig, mint kimeneti alegység, tovabb juttattja a
célsejtekhez a szoma és dendritek altal integralt informaciot. Ha neuronokat tekintjiik az idegrendszer

strukturalis épitokoveinek, a szinapszisokat értelmezhetjiik, mint annak az alapvetd funkcionalis
egysegei.

A szinapszisok képzik azokat a fundamentélis funkciondlis és strukturdlis kapcsolddasi egységeket,

melyek lehetové teszik az idegsejtek kozotti jeltovabbitast. Ezeknek az interakcidknak a komplex



lancolata alkotja az agyi neuronhdlézatokat, melyek létrehozzak és szabalyozzédk a funkciondlis
miuveleteket. A fogalom tagabb értelmezésében szinapszisnak neveziink minden kontaktot a neuronok
kozott, melyen keresztiil transzmisszio torténik. A sziikebb, strukturalis definicid szerint a szinapszis egy
egyediilallo, specializalt kontakt, aminek van pre- és posztszinaptikus elektrondenzitasa és specializalt

jelatvitelt megvalosito struktarai.

A szinapszisok a jelatvitel moddjat tekintve két csoportra oszthatoak; elektromos és kémiai
szinapszisokra. A dolgozatom témaéja a kémiai szinapszisokkal foglalkozik, azon beliil is egy metabotrdop
glutamat receptor hatdsara a szinapszisok erdsségében, igy a tovabbiakban ezekre szeretnék
részletesebben kitérni. A kémiai szinapszist felfoghatjuk mint jelatalakitot, mely egy elektromos jelet, a
preszinaptikus sejt AP-ja, atalakit kémiai jellé, ezek a neurotranszmitterek, majd visszakonvertalja
elektromos jellé, amit, mint a posztszinaptikus sejt aram valaszai mérhetiink. A legtobb kémia szinapszis
egy preszinaptikus és egy posztszinaptikus sejt egymassal szemben all6 membranjabol és a koztiik 1évo
résbol all. A szinapszisok rendelkeznek egy iranyultsaggal is, amit a membrénon 1évé vagy azzal
asszocialt fehérjék hatdroznak meg. A preszinaptikus denzitést kialakito fehérjék a neurotranszmitterek
és egyéb jelmolekuldk felszabaditasat teszik lehetévé, mig a posztszinaptikus denzitas ezeknek a
fogadésara specializalt molekulakbol épiil fel. A pre- és posztszinaptikus sejt azonban relativ fogalom,
csak egy szinapszis kontextusaban értelmezhetd, 1évén, hogy egy idegsejt szinapszisok ezreit képezi és

fogadja.

Miikddésének elsd 1épése a preszinaptikus sejt axonjan végighalado akcids potencial, ami a membran
depolarizacidjaval nyitja a szinapszis kdrnyékén 1évé fesziiltség fiiggd Ca’* csatornakat. Ez a Ca** influx
a citoplazmaban 1év6 vezikulumok membranjaba integralt Ca®* érzékeny molekuldk aktivalasihoz vezet,
amelyek segitségével a neurotranszmittert tartalmazd vezikuldk dokkolodnak, majd fuzionalnak a
membrannal felszabaditva tartalmukat. Ezek a molekuldk a szinaptikus résben difftizioval jutnak el a
posztszinaptikus sejten 1év0 receptoraikhoz, amikhez kotdédve direkt vagy indirekt modon az
ioncsatorndkra hatva valtozast hoznak létre a posztszinaptikus sejt membranpotencialjaban,

depolarizalva vagy hiperpolarizalva azt.

Egy szinapszis erdssége alatt a preszinaptikus sejt altal kivaltott, posztszinaptikus aram vagy fesziiltség
valasz relativ amplitidojat értjiik. A szinaptikus kapcsolat erdssége iddben nem allando, modulélhato, a
neuronok aktivitasatol fliggden, pre- és posztszinaptikus mechanizmusok gyengithetik, illetve
megerdsithetik azokat. Ezeket a folyamatokat nevezziik szinaptikus plaszticitdsnak. Az individualis
neuronok az egyedfejlédés soran szert tesznek anatdmiai és elektrofizioldgiai tulajdonsagaik egy jelentds
részére, azonban a kornyezet kihivasaira reagalva folyamatos alkalmazkodédsra van lehetdség a
szinaptikus hatékonysag és erdsség rugalmas modulaldsaval (Atwood és Karunanithi, 2002). Két neuron

kozotti szinaptikus kapcsolat erdsségét meghatarozo modell a kvantalis modell, mely szerint a pre- és



posztszinaptikus sejt kozotti kommunikéacid hatékonysaga fligg a funkcionalis felszabaduldsi helyek
szamatol (N), az itt torténd neurotranszmitter felszabadulds valdszintiségétdl (P), és az egy szinaptikus
vezikulumbdl felszabaduld neurotranszmitter mennyiségétdl, amit kvantumnak neveziink (q) (Brock ¢€s

mtsai., 2020; Korn és Faber, 1991).

A szinaptikus plaszticitasnak két legfontosabb paramétere a szinaptikus erdsségben torténd valtozas
iranya, erds0dés esetében potencirozodasrol vagy facilitaciordl, gyengiilés soran szinaptikus
depressziordl beszéliink. E valtozas hossza, tartdssaga, ami alapjan a folyamatokat rovid- és hosszu ideig
tartd plaszticitasra osztjuk. A két plaszticitasnak nincsen élesen megszabott idéablaka, azonban altalaban
milliszekundumoktdl az 1-2 percig tart6 valtozasokat révid, mig az orakig, napokig, évekig fennmaradé

depressziot vagy potencirozodast a hosszan tartd plaszticitdsokhoz soroljuk.

A rovid idejli, short term (ST) plaszticitas direkt és azonnali hatdssal van a neuronhal6zat aktivitasara,
mivel dinamikéja egy iddskalara esik a stimulusok érkezésével, igy folyamatos és preciz szabalyozast
megvalositva. Hatterében szamos, legtobbszor preszinaptikus eredetli mechanizmus allhat. Depressziot
okozhat, a vezikula kimertiilés, amikor is a vezikulak neurotranszmitterrel vald feltdltésénél gyorsabban
torténik azok exocitézisa. A faciliticionak egy lehetséges hattérmechanizmusa a rezidualis Ca**
akkumulacidja a preszinaptikus terminalban, ami a vezikuldk emelkedett felszabadulési
valészinliségéhez vezet. Ezek a valtozdsok reverzibilisek, idovel a kapcsolat erdssége magatol,

homeosztatikus folyamatok révén visszaall a kiindulési értékére (Hennig, 2013).

A hosszan tarto, long term (LT) plaszticitasi formak kritikus szerepet jatszanak az egyed fejlédés soran
az agyl mintazatok kialakitasaban és elengedhetetlenek a tanulds és memoria folyamataiban. Az ST
plaszticitassal szemben sokkal tartosabb €s ellenalobb, gyakran jar a transzkripcié megvaltozasaval vagy
akdr a sejt anatomidjanak modosulasaval. A morfologiai moddosulasok magukba foglaljadk a
megnovekedett aktiv zonat, posztszinaptikus denzitast, novekedést a preszinaptikus sejt altal a
posztszinaptikus neuronra adott szinapszisok szamaban. Tovabba farmakologiai vizsgalatok egyre tobb
receptor €s az altaluk indukalt hozzajuk kapcsolt folyamatok szerepét tarjak fel az egyes hosszan tartod
plaszticitds indukcidjdban és fenntartasaval, mint példaul NMDA, AMPA ionotrdp és kiilonbozd

metabotrop receptorok (Kullmann és Lamsa, 2011a).

mGlu receptorok

A kozponti idegrendszer f6 serkentd neurotranszmittere a glutamat, egy nem esszencialis aminosav.
Hatasat ionotrép €és metabotrop receptorokat aktivalva is ki tudja fejteni. Az ionotrdp receptorok
ligandvezérelt ioncsatorndk, melyek ligandjukat kotve konformacios valtozdson mennek keresztiil és

kinyilnak, atjarast biztositva egyes ionoknak a koncentraci6é gradiensiik csokkentésének iranyaba. A



metabotrop receptorokhoz ezzel szemben kozvetetten, metabolikus reakciok lancolataval- G fehérjéken

¢s citoplazmalis masodlagos hirvivokon, keresztiil fejtik ki hatasukat (Ferraguti €s Shigemoto, 2006).

A felosztasuk ligandjaik alapjan torténik. A metabotrdp glutamat receptorok (mGluR) aktivacidjukkal
képesek modositani a szinapszisok erdsséget, ezaltal 1étrehozva kiillonbozé révid €s hosszan tartd
plaszticitast és befolyasolni az altaluk iranyitott fiziologias és patologias folyamatokat. A nyolc ismert
mGlu receptort (mGIuR1-8) harom alcsoportra lehet tovabb bontani aminosavszekvenciajuk
homologidja, farmakoldgiai tulajdonsdgaik és szignal transzdukcidjuk alapjan. Az I-es tipusu
receptorokhoz tartozik az mGluR1 és mGIuRS. A Il-es tipusut mGluR-okat a mGIluR2 és mGIluR3
receptorok alkotjak, mig IlI-as tipust mGluR-ok amGluR4, mGluR6, mGIuR7, ¢s mGluR8 (Crupi és
mtsai., 2019).

A leginkabb tanulményozott és egyben dolgozatom témajat ado receptorok 1-es tipust mGluR-ok. Ezek
areceptorok a serkentd szinapszisok posztszinaptikus denzitasdnak periféridjan helyezkednek el €s Gog/11
heterotrimer G fehérjékhez kapcsoldodnak. Tipikusan a sejtek intenziv tlizelése soran inditanak el
foszfolipaz C (PLC) és inozitol (IP3) ¢és diacilglicerol (DAG) fliggd folyamatokat. ElsGsorban
glutamaterg szinapszisokban valo tartds depresszidt (Long Term Depression, LTD) kivalté hatasuk
ismert (Fitzjohn és mtsai., 1999), mely agyrégiotol és posztszinaptikus sejttipustdl fiiggden eltérd

mechanizmusu lehet (Liischer ¢s Huber, 2010).

Két alosztalya, az mGluR1 és mGluRS, az agy nagy részén eltéréen expresszalodnak, és a szinapszisok
2001). Az mGluR1 magasan expresszalt példaul a szaglogumd mitralis sejtjeiben €s a kisagy Purkinje
sejtjeiben, mig az mGluR5-ok jellemzdek a nagyagykéregben €s a hippokampuszban, de a két receptor

altipus egyiitt az agy nagy részét lefedi.

Az 1-es tipustt mGluR-ok szignalizacids és plaszticitasi folyamatok széles skalajat medidljak az agyban
¢s mint potencidlis terdpids célpontjai egyes neuropszichiatriai ¢és fejlddésneurologiai
megbetegedéseknek, egyre nagyobb jelentdséggel birnak (Crupi és mtsai., 2019; Liischer és Huber,
2010). Azonban ezeknek a receptoroknak a miikédési mechanizmusarol szerzett tudasunk szinte
kizardlagosan ragesalokbol szarmazik. Ezért a munkakban szeretnénk ezeknek az mGluR receptoroknak

az ember agykérgi halozataiban betoltott szerepérdl nagyobb felbontasu képet kapni.



Célok

Célom volt az I-es tipusu mGlu receptorok szerepének vizsgalata az emberi agykéreg kivaltott
neuronhaldzati aktivitdsaban, di- és poliszinaptikus események el6fordulasdban, és szinaptikusan

kapcsolt kortikalis 2/3-ik rétegi piramis sejtrdl azonositott interneuronra érkez6 serkentd szinapszisokon.

Illetve megvizsgalni, hogy amennyiben talalunk szinaptikus erdsség moduldld hatast az fligg-e a

posztszinaptikus sejt tipusatol.

Tovabbi célom volt ragcsald agykérgi, szinaptikusan kapcsolt kortikalis 2/3-ik rétegi piramis sejtrol

crer

vizsgalata, illetve az emberben €s ragcsaloban kapott eredmények 0sszevetése.



Anyagok és modszerek

Tulélo agyszelet készités

Minden kisérlet a Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen és a Szegedi Tudomanyegyetem Etikai
Bizottsaganak engedélyével tortént. A human mintak nem-patologids agykérgi biopszidkbol szarmaztak,
melyek eltdvolitasara mélyagyi tumorok, epilepszia, hidrocephalia kezelése érdekében volt sziikség. A
szovetmintak, azok kisérletes felhasznaldsat mutét eldtt irasban engedélyezd paciensekbdl szarmaztak.
A humén mintak (n=36) 4-t61 73 éves férfi és ndi paciensek frontalis, temporalis, parietalis és occipitalis
lebenyébdl lettek eltavolitva. A ragesald agykéreg vizsgalatdhoz 18-30 napos Wistar patkanyokat
aldoztunk fel (n=24 ). Him és ndstény egyedeket egyarant hasznaltunk, minthogy a human mintak is

mindkét nembdl szarmaztak.

A human mintdk esetében; mitéti eltavolitast kovetden a szovetmintdk mesterséges agy-gerincveldi
folyadékban, ACSF-ben (artificial cerebro spinal fluid) voltak széllitva 95% Oz és 5% CO»-vel telitve.
Az ACSF 6sszetétele mM-ban: 85 NacCl, 2,5 KCl, 1,25 NaH2POs4, 25 NaHCOs, 0,5 CaCl,, 4 MgSOs, 25
d(+)-gliikéz, 75 szachardz. A szdvetblokkbol, azt egy magnes korongra felragasztva, Microm HM 650
V vibral6 pengéjii mikrotom segitségével a kortikalis rétegekre merdlegesen 320 upM vastag szeleteket
készitettiink. A szeletek 36 °C-n inkubalodtak fél orat ACSF-ben majd ezt az oldatot fokozatosan
lecseréltiink egy az elvezetésekhez hasznalt oldathoz hasonld (130 NaCl, 3.5 KCl, 1 NaH,POq4, 24
NaHCO;3, 3 CaCly, 1,5 MgSOa, 10 d(+)-gliikoz), de alacsonyabb Ca?" tartalmi ACSF-re (1 CaCly, 3
MgS0O4, 10 d(+)-gliikoz) és ebben taroltuk az agyszeleteket 17 °C -n a felhasznalasig (<18 Ora)
folyamatos 5% O és 95% CO» buborékoltatisa mellett. Az alacsony Ca** szint a Ca*" altal indukalt
exocitiotoxicitas, és a sejtek tulaktivalasanak kivédését szolgalja az alacsonyabb hdmérséklettel egyiitt,
melynek kdszonhetden az idegsejtek és a kapcsolataik alkotta mikrohdlozatok még orakon keresztiil
vizsgalhatoak. A kisérletekhez az inkubald kamrabol mérd kamraba helyezett szeleteken 36°C-os
oxigenaltatott mesterséges agy-gerincveldi folyadékot aramoltatunk folyamatosan 2-3 ml/perc

sebességgel (Soukup és mtsai., 2002).

Az éallatokat eldszor halotannal (2-bromo-2-kloro-1,1,1-trifluoretan) altattuk, majd dekapitaltuk. A
kipreparalt agy szomatoszenzoros kortexbdl 320 um vastag korondlis agyszeletek készitettlink Microm
HM 650 V segitségével. A ragesalo agyszeleteket innentdl kezdve a human mintédkkal egyez6 modon
inkubaltuk €és hasznaltuk fel, azzal a kiilonbséggel, hogy a patkdnybol szdrmaz6 agyszeletek a human

mintaknal rovidebb ideig voltak kisérletezésre alkalmas allapotban tarthatoak (6-8 ora).



Elektrofizioldgia

Az agyszeleteket ¢s a benniik 1€v6 sejteket differencidl-interferencia kontraszt videomikroszkdppal
(DIC) és viz immerzids 40x objektivvel vizualizaltuk. A potencidlisan egymassal szinaptikusan kapcsolt
piramissejteket és interneuronokat a DIC kamerdn keresztiill megfigyelhetd szomajuk alapjan
valasztottunk ki a 2/3-ik rétegben. A szimultan patch clamp elvezetésekhez Luigs & Neumann
Infranpatch manipulator rendszert hasznaltunk ¢és DMZ-Universal Puller-el {iireges iiveg
filamentumokbol huzott 3.5-5 MQ-os ellendllast iiveg mikropipettakkal alakitottunk ki teljes sejt (whole
cell patch clamp) konfiguracidt. Az elvezetésekhez két csatornas HEKA EPCI10 erdsit6t hasznaltunk
100kHz mintavételi frekvenciaval. A mikropipettakat kétféle intracellularis oldattal toltottiik; a
preszinaptikus piramisbol elvezetd mikropipetta hegyébe normal intracellularis oldatot, NIC-et (normal
intracellular solution) tettiink, melynek Osszetétele mM-ban: 126 K-gliikonat, 4 KCI, 4 ATP-Mg, 0.3
GTP-Nay, 10 HEPES, 10 foszfo-kreatin, és 8 biocytin (pH 7.20; 300 mOsm), majd erre glutaminsav
tartalmu intracelluldris oldatot rétegeztiink rd, aminek az dsszetétele mM-ben:116 K-gliikkonat, 10 L-
glutaminsav, 4 KCI, 4 ATP-Mg, 0.3 GTP-Na2, 10 HEPES, 10 foszfo-kreatin, and 8 biocytin (pH 7.20;
300 mOsm). A hozzdadott glutaminsav azt a célt szolgalja, hogy a kisérleti protokoll alatti sokszori
stimulacid, és az intracellularis tér, ebben a konfiguracioban el6forduld kihiguldsa soran ne csokkenjen
a sejt glutaminsav tartalma (Molnar és mtsai., 2016). A szdvetbe hatolaskor a pipettara enyhe pozitiv
nyomast adunk, annak eltomddésének kivédésére, ennek hatasara abbol kis mennyiségli oldat tdvozik az
extracellularis térbe, igy a kornyezd sejtek glutamattal valo serkentésének elkeriilésének érdekében
tettlink NIC-t a pipetta hegyébe. Az intracellularis oldatokba tett biocytin a késébbi anatomiai
rekonstrukcidhoz sziikséges. A mérések sordn a soros ellenallast (Rs), azaz azoknak az ellenédllasoknak

Osszegét, amik nem a sejt biofizikai tulajdonsagaibdl eredtek, végig monitoroztuk,.

A teljes sejt konfiguracio kialakitdsa utan a sejteket current-clamp, azaz aram-zar modban (CC), azaz
ndvekvo beinjektalt &ramlépesd stimulus hatasara mutatott tiizelési mintazatuk alapjan azonositottuk. A
sikeres tiizelési minta felvételt kovetden paros pulzus protokoll (PPP) segitségével teszteltiik, a két
megszurt sejt szinaptikus kapcsoltsagat. A CC-ben tartott preszinaptikus piramissejtben két akcios
potencialt (AP) valtottunk ki, 3-8 ms hossziisagi 800 pA-es arampulzus injektaltalasdval egymastol
60ms-ra, majd egy -10pA hiperpolarizal6 1épcsét az Rs ellenérzésének céljabol. Mindekozben figyeltiik
a voltage-clamp, azaz fesziltség-zar moddban (VC) -60mV tartopotencidlon posztszinaptikus
interneuronok a preszinaptikus sejt tiizelése altal kivaltott serkentd posztszinaptikus aramok (EPSC)
megjelenését. Kapcsolat detektalasa esetén 10 masodperces intervallumokban ismételtiik a paros pulzus
protokollt folyamatosan monitorozva az interneuron aramvalaszait. A PPP plaszticitds szempontjabol

semleges stimulus a szinaptikus erésségben nem okoz valtozast.



A teljes sejt elvezetés stabil elektromos hozzaférést ad a mért sejthez, azonban képes kihigitani a sejt
intracellularis terét, igy potencidlisan az ott talalhato transzkripcios faktorokat, hirvivd molekulékat és
egyeéb, az mGIuR receptorok altal indukalt hatdst kozvetitd molekuldkat. Ennek elkeriiléséért az
interneuron membranjanak beszakitdsat kovetéen 5 percen beliil applikaltuk az mGlurl/5 agonistat
(DHPG 50 uM) a folyamatosan aramoltatott méré ACSF-be. Elozetes kisérleteinkben azt talaltuk, hogy
hosszabb kontroll peridodus utdn mar nem sikeriilt valtozasokat indukalni a szinaptikus erdsségben az

mGluR-ok aktivalasaval.

Annak vizsgalatdhoz, hogy mGIluR1/5 agonista jelenléte szlikséges-e az altala kivaltott hatas
fenntartasahoz kétféle kimosast alkalmaztunk; a kisérletek egy részében a DHPG-t tartalmazé ACSF-et
lecseréltiik az eredeti méré oldatra, mig a madasodik esetben 1-es tipusi mGIluR antagonistakat
alkalmaztunk; MPEP-et (25uM), ami egy erds, szelektiv, nem kompetitiv mGluR5 antagonista, és LY-
367385 -6t (10 uM), ami pedig szelektiv mGluR1 antagonista.

Hisztologia

Az elektrofiziologiai mérések utan az agyszeleteket 4% paraformaldehid, 1,25% glutaraldehid és 0,2%
pikrinsav tartalmt 0,1 M foszfatpuffer oldatban (PB) fixaltuk, két Wathman celluléz-nitrat sziirépapir
kozott, a deformdcio elkeriiléséért, 4 °C-on, minimum 24, de maximum 72 6rdig. A fixalo6 oldat lemoséasa
utan natrium-azidos 0,1 M-os PB-ben voltak tarolva a szeletek a tovabbi feldolgozasig. Az el6zdlegesen
10%-0s majd 20%-o0s szukrozoldattal kezelt szeletekben a sejteket folyékony nitrogénes fagyasztassal,
tartuk fel majd 10%-os zselatinba 4gyazva azokat Leica VT 1000S vibratdbmmal 70 um vastagsagura
metszettilk. A visszametszett szeletek 1:1000 avidin-biotin-tormaperoxidaz-komplex tartalmi
trispufferoldatban (TBS) voltak egy €jszakan at inkubalva 4 °C-on. Az elvezetések soran biocytinnnel
toltott sejtek lathatova tétele 0,05%-os 3,3’-diaminobenzidine tetrahidrokloriddal (DAB) tortént, ami
oxidaloszer; 0,01% H20O, jelenlétében a biocytinnel toltott sejtekben sotétbarna csapadékot képez. A
reakci6 utan a metszetek 1% OsOq tartalmt 0,1 M-os PB-ben utofixalodtak majd 1%-os uranil-acetattal
kontrasztositast végeztiink. Végiil a felszallo alkoholsorral dehidratalt szeleteket négykomponensii
epoxigyantaba (Durcupan, Fluka) agyaztuk és 48 6raig 60 °C-n polimerizaltuk azokat a targylemezen.
Ezek utan az agyszeletekben a kisérletek sordn elvezetett idegsejtek morfologidja fénymikroszkoppal

vizsgalhato.

3D rekonstrukcio

A hisztologiai eljards sordn lathatova tett biocytinnel feltoltott sejtek morfologidja Neurolucida
rendszerrel (MicroBrightField, Colchester, USA) ¢s BX-60F (Olympus, Tokyo, Japan) fénymikroszkop
segitségével 100x-os olajimmerzios objektivvel. A rekonstrukciok sordn rekonstrudltuk a sejtek

szomajat, dendritfajat és axon arborizaciojat.



Analizis és statisztika

Az elektrofiziologiai kisérletek analiziséhez FitMaster (HEKA) és Origin 9.0 (OriginLab) és Real
Statistics Data Analysis Tools szoftvereket hasznaltunk. EPSC amplitidokat a posztszinaptikus
interneuron -60 mV-on tartdsdhoz sziikséges tartdaram és az dramvalasz minimumanak kiilonbségeként

szamoltuk a FitMaster Analysis eszkoze segitségével.

A di- és poliszinaptikus események frekvencidjat és latenciajat a preszinaptikus sejten kivaltott, komplex
eseményeket elindito akcids potencidlt kovetd 60 ms-os idéablakban mértiik. A latencia iddt az akcios

potencial csucsatol a szinaptikus események onset ideje kozotti intervallumként hataroztuk meg.

A statisztikai teszteket az egyes kisérletek paramétereinek megfelelden hataroztuk meg. A normalitas
tesztet (Shapiro-Wilk teszt, Lilliefors proba) kovetden a nem normalis eloszlasi mintdkon nem
parametrikus teszteket (Mann-Whitney teszt, Wilcoxon Signed Ranked teszt) hasznaltunk. A

szignifikancia szintet P <0,05-nak hatdroztuk meg.



Eredmények

mGluR aktivacid befolyasolhatja a diszinaptikus IPSC-k el6fordulasat human
agykéregben

Egyediilallo jelenség a human kortexben a piramis sejteknek azon képessége, hogy egyetlen akcios
potenciallal akar tobb tiz milliszekundumig tartd komplex eseményeket tudnak inicidlni, egész
mikrohal6zatokat aktivalva (Molnar és mtsai., 2008). Ezek a mono-, di-, €s poliszinaptikus események
serkentd és vagy gatlé események sorozataibol allnak. Ezért az I-es tipusu mGluR receptorok halozati
miukodésre gyakorolt hatasanak a vizsgéalatahoz kortikalis sejtparokbol végeztiink elvezetéseket, és di-,
¢s poliszinaptikus eseményeket valtottunk ki, féleg piramissejtek, intracelluléris stimulalasaval, majd 1-
es tipustt mGluR agonista, (S)-3,5- dihidroxifenilglicint (DHPG, 50 uM) applikalasat kovetden tovabb
monitoroztuk a haldzati eseményeket. A szinaptikus események frekvenciajat €s onset idejét a kivaltott
akcids potencialt kovetd 60 ms-os iddablakban analizaltuk az agonista hidnyaban illetve jelenlétében, és
valtozatos hatasokat tapasztaltunk (n= 7). Néhany kisérlet soran a vizsgalt paraméterek valtozatlanok
maradtak, azonban talaltunk facilitalodast (n=3), és depressziot (n= 1) a komplex események
megjelenésében. Facilitacid esetében a DHPG applikacidja utan latenciak, azaz a kivaltott AP-t6l a
posztszinaptikus aramok onset-jéig tartd idok, rovidiiltek (3. dbra, A), mig az mGluR1/5 medialta
depresszio sordn a diszinaptikus IPSC-k (gatlo posztszinaptikus aram) frekvencidja lecsokkent (3. abra,

B).
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3. abra, I-es tipusu mGluR aktivacio hatasa a poliszinaptikus eseményekre. A, Egy 2/3 rétegi piramis
AP-je dltal inicializalt komplex szinaptikus események facilitacioja mGIuR1/5 applikacidjat kovetden.
Az abra bal oldalan lathatjuk feliil, a piramis sejt tiizelési mintdzatat, alatta pedig a vele indirekt
kapcsolatban 1évo interneuron tiizelési mintazatat. Jobb oldalt a legfelso sorban a piramis sejt AP-jét
latjuk, az AP csucsa halvany sziirkével behuzva a kévetkezo sorokban is latszik. A kovetkezo sorokban
az interneuronrol elvezetett, egyediildllo, egymdast kéveto, piramis sejt tiizeltetésével kivaltott szinaptikus
fesziiltségvalaszokat mutatja. A szinaptikus valaszok onset-jét kontroll periodus alatt kék pontok, mig
DHPG applikdciot kovetéen piros pontok jelzik. Az also, idé-latencia fiiggvényen lathatjuk, hogy a
DHPG hatasara csokken a szinaptikus események latencidja. B, Egy 2/3 rétegi piramis AP-je dltal
inicializalt komplex szinaptikus események depresszioja mGluR1/5 applikdciojat kovetden. Bal oldalt itt
is a halozati eseményeket inicializalo piramissejt (feliil) és az elvezetett interneuron (alul) tiizelési
mintdzata latszik. Jobbra a piramissejt két stimulacioval kivaltott AP-je, majd alatta az interneuronbol
elvezetett szinaptikus események. Ezeknek az eseményeknek gyakorisaganak a csékkenését figyelhetjiik
meg az mGIluR1/5 aktivacio hatasara az individualis aram zar modban torténo elvezetések soraiban és

az alattuk lévé ido-latencia fiiggvényen is.

mGluR aktivacio hatasa azonositott sejttipusokon emberi agykéregben

mutatott. Feltételeztiik, hogy a valtozasért a poliszinaptikus eseményeket kivaltdo neuronalis halozatban
1évé koztes interneuronokra érkezd serkentd bemenetek moduldcidja a felelds, ezért szinaptikusan
kapcsolt piramis interneuron sejtparok vizsgalatat tliztiik ki célul. Ehhez szimultan teljes-sejt elvezetést

végeztiink kortikalis 2/3 rétegi sejtparokbol, ahol a piramis sejt monoszinaptikus serkentd kapcsolatot ad



az elvezetett posztszinaptikus interneuronra. Az elmult évek emberi agykérgen elvégzett egysejt RNS-
szekvenalasi kutatasai szerint az emberi agykéreg 45 interneuron altipussal rendelkezik (Hodge és
mtsai.). Ezen altipusok teljes jellemzése azonban egyelére hidnyzik, tehat pontos elektrofiziologiai és
morfologiai jellemz6éik nem ismertek. Célunk volt, hogy a sejt specifikus (Liischer és Huber, 2010;
Meredith, 2019) mGIluR1/5 medialt szinaptikus valtozasok megfigyelését kiilonb6z6 alosztalyokba
tartozo interneuronokon végezziik el. A laborunkban kozel 20 éve folytatnak emberi agykérgi
elvezetéseket, az eddigi tapasztalatok alapjan az elvezetett interneuronokat 4 6 csoportba soroltuk az
elektrofiziologiai elvezetéseken mérhetd, az idegsejtekre jellemz6 paramétereik és morfologiai jegyeik
alapjan. Ezek a kosar sejtek, axo-axonikus sejtek, tlizelési rata adaptalddo sejtek (ISI adaptald sejtek) és
az Osszes tobbi egyéb a harom sejtcsoporttdl kiillonbézd neuronok. Ez utdbbi csoport, tobb egyéb
elektrofiziologiai tulajdonsagaik alapjan az elsé harom tipustol eltéro altipusba sorolhat6 sejtbdl all 6ssze

melyekbdl egyenként csak alacsony szamu elvezetés szarmazott.

& ® kosar sejt
> ® adaptal6 tizelés sejt
QS @ axo-axonikus sejt

4. abra: Kortikalis interneuron tipusok elektrofiziologiai elkiiloniilése. A 3D-s abran a kosar sejtek
(sziirke), axo-axonikus sejtek (kék), és adaptalo sejtek (piros) vannak feltiintetve harom elektrofiziologiai
paraméteriik- az inter spike intervallum adaptacio, a reobazikus aram és az AP inaktivacios sebesség-
alapjan. Az AP inaktivdcios sebesség az akcios potencial leszallo aganak fesziiltseg-ido fliggvényének a

derivaltjia. Megfigyelhetjiik, hogy az egy csoportba tartozo sejtek egymas kozelébe rendezddnek,



paraméterei egymdashoz kozeli értékeket vesznek fel. Az ISI adaptdlo sejtek kivalnak a magasabb IS
adaptacio értékeikkel mig a gyorsan tiizelo kosar és axo-axonikus sejtek elektrofiziologiailag nem

szétvalaszthatoak.

s

AP-t valtottunk paros pulzus protokollal, mikdzben mértiik a posztszinaptikus sejt aramvalaszait (5. dbra,
C). A kontrol periddus idejét az interneuron membranjanak beszakitasatol mért 6t percnek hataroztuk
meg, azt kovetden beleoldottuk a szelektiv 1-es tipust mGluR agonistat (DHPG, 50uM) a méré ACSF-
be a PPP ledllitdsa nélkiil. Az mGluR1/5 szinaptikus erdsség modulalé hatasat az interneuronrol
elvezetett serkentd posztszinaptikus &ram (EPSC) amplitidoinak mérésével tudtuk megfigyelni (5. abra,
D). Az egy kisérletben, kontrol és farmakoldgiai receptor aktivaci6 periddusdban mért amplitidokat két
fiiggetlen mintas Mann-Whitney teszttel hasonlitottuk 6ssze. A DHPG indukalta szinaptikus erdsség

valtozast a bemosastol eltelt 2-3 perc milva 200 masodperces idéablakban mértiik.
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5. abra: Reprezentativ kisérlet; mGluR 1/5 aktivacio indukalt potencirozodas kosar sejtre érkezo serkento
szinapszison emberi agykéregben. A, Anatomiai rekonstrukcio a kisérlet soran elvezetett sejtparbol. A
preszinaptikus piramis sejt dendritjei rozsaszinnel, axonjai bordoval jelolve. A posztszinaptikus axo-
axonikus sejten a dendritek vilagoskékkel, az axonok sotét kékkel vannak jelolve. B, Preszinaptikus
piramis sejt tiizelési mintazata (feliil), posztszinaptikus kosar sejt tiizelési mintazata (alul). C,
Elektrofiziologiai kisérleti protokoll. Elsé két sorban a preszinaptikus sejtbe injektalt aram (fekete) és az
igy kivaltott akcios potencialok (narancssarga) vannak adbrazolva. Alatta a posztszinaptikus

interneuronbol elvezetett individudlis aramvalaszok (fekete), majd azok atlaga kontrol periodus alatt



(kék) és DHPG applikaciot kovetéen (piros). D, Az EPSC amplitudok valtozasa az ido fiiggvényében
DHPG bemosas hatasara. E, EPSC amplitudok kontrol és agonista applikacio alatt. Az egyes
koriilmények kozott mért EPSC amplitudok atlaga (kis négyzet a boksz belsejében), medianja (boksz
kozépso vonala), 25,75% percentilis (also és felso keret), SD (bajusz). Lathatjuk, hogy az agonista az

EPSC amplitudok novekedését, a szinaptikus kapcsolat erdosodését eredményezte.

Az els6 csoport a kosar sejtek csoportja, melyek a ragesalo kéregben az alacsony bemend ellenallas, a
nem adaptalddo akeids potencial sorozat, rovid akcios potencial félszélesség €s a nagyfrekvencias tlizelés
jellemzi leginkabb. Emberi kosarsejtben ezeken a jellemzokon til még a megszakitasos tiizelési minta
jellemz6é. Meg kell jegyezni azonban, hogy ezekre az irdnyadd paraméterckre gyakran jellemzé a
heterogén megjelenés, azaz a csoport nem minden neuronjan megfigyelhetd az Osszes jellemzd jegy
megléte. A teljes sejt elvezetés soran a sejteket biocytinnel toltjiik fol, igy azok processzalast kdvetden
idegsejt szomaira adott szinapszisainak klasszikus kosarszert elhelyezkedése vagy dendritcélz6 axon
végzOdés vagy en passant kapcsoltsag jellemezte. Kosarsejteknél (n=15) az agonista applikacdja

valtozatos hatast gyakorolt a szinaptikus erdsségre, legjellemzdébben potencirozta azt (n=7) vagy nem
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6. abra: Reprezentativ kisérlet; mGluR1/5 aktivacio indukadlt potencirozoddas axo-axonikus
interneuronra érkezo serkento szinapszison emberi agykéregben. A, Anatomiai rekonstrukcio a kisérlet

soran elvezetett sejtparbol. A preszinaptikus piramis sejt dendritjei halvany rozsaszinnel, axonjai



bordoval vannak jelélve. A posztszinaptikus axo-axonikus sejten a dendritek vilagoskékkel, az axonok
sotet kékkel vannak rajzolva. Az axonon megfigyelhetok az az erre a sejttipusra jellemzo gyongyszerii
megvastagodasok. B, Preszinaptikus piramis sejt tiizelési mintazata (feliil), posztszinaptikus axo-
axonikus sejt tiizelési mintdzata (alul). C, Elektrofiziologiai kisérleti protokoll. A preszinaptikus sejtbe
injektalt aram (fekete) az elsé sorban, alatta az ezzel kivaltott akcios potencialok (narancssarga) majd
a posztszinaptikus interneuronbol elvezetett individualis aramvalaszok (fekete) és azok atlaga kontrol
periodus alatt (kek) és DHPG applikaciot kovetoen (piros). D, Az EPSC amplitudok valtozasa az ido
fliggvenyében DHPG bemosas hatasara. E, EPSC amplitudok kontrol és agonista applikacio alatt. Az
egyes koriilmények kozott mért EPSC amplitudok atlaga (kis négyzet), medidanja (vizszintes vonal),
25,75% percentilis (also és felsé keret), SD (bajusz).

A masodik csoportba a morfoldgiailag is azonositott axo-axonikus sejtek kertiltek, melyek kizarélag a
piramissejtek inicialis szegmentumat szinaptizaljak, és az axonjaik gyongysorszeri varikozitasai alapjan
konnyen felismerhetéek. Tiizelési mintazatukra a nagy frekvenciaji akcids potenciadlok és a pozitiv
aramaktivaciora kialakul6 korai akcios potencial majd az azt kovetd hosszabb-rovidebb sziinet jellemzi
Piramis sejt €s axo-axonikus sejtparok (n=2) esetében az mGluR receptorok aktivacidja az EPSC

amplitidok novekedését, azaz potecirozodasat okozta (n=2). (6. abra, 8. dbra).
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7. abra: Reprezentativ kisérlet: mGIluR1/5 aktivacio indukalt potencirozodas 1SI adaptalo interneuronra

érkezo serkento szinapszison emberi agykéregben. A, A kisérlet soran biocytinnel feltoltott sejtek



anatomiai rekonstrukcioja. A preszinaptikus piramis sejt dendritjei halvany rozsaszinnel, axonjai
bordoval vannak jelélve. B, Preszinaptikus piramis sejt tiizelési mintazata (feliil), posztszinaptikus ISI
adaptalo inerneuron tiizelési mintazata (alul), amin megfigyelhetjiik tiizelés frekvenciajanak
csokkenését. C, Elektrofiziologiai kisérleti protokoll. Elso két sorban a preszinaptikus sejtbe injektalt
aram (fekete) és az igy kivaltott akcios potencialok (narancssarga) latszanak. Alatta a posztszinaptikus
interneuronbol elvezetett individualis aramvalaszok (fekete), majd azok atlaga kontroll periodus alatt
(kek) és DHPG applikaciot kévetoen (piros). D, Az EPSC amplitudok valtozdsa az ido fiiggvényében
DHPG bemosas hatasara. E, EPSC amplitudok kontroll és az agonista applikacio alatt. Az egyes
koriilmények kozott mért EPSC amplitudok dtlaga (kis négyzet), medianja (vizszintes vonal), 25,75%
percentilis (also és felso keret), SD (bajusz). A mGluR agonista bemosdsa utin az EPSC amplitudok

csokkenese kovetkezett be.

A harmadik csoportba azokat az interneuronokat soroltuk melyeknek a kiiszobpotencial feletti konstans
aram injektalasa soran az AP-k kozott mért intervallum fokozatosa megnd, azaz tiizelésiik frekvenciaja
csokkent a stimulus soran. Ezeket a (tovabbiakban ) ISI (infer spike intervallum) adaptalodo sejteknek
nevezzik (7.abra, B). Az ISI adaptal6dd sejtekre (n=1), a gyorsan tiizel sejtekkel ellentétben, a

szinaptikus kapcsolat depresszioja volt a legjellemzébb (n=3). (7. ébra, 8. abra)

A negyedik csoportba soroltunk minden egyéb sejttipust melyeknek az elektrofizioldgiai paramétereit
nagy heterogenitas jellemezte, e csoport tagjait olyan sejttipusok alkotjak melyekbdl csak kis szamu
elvezetés késziilt. Ilyenek voltak példaul az erdsen akcids potencidl amplitadd adaptaloddé Martinotti
sejtek, neurogliaform sejtek, vagy szabdlyosan tiizeld interneuronok. A negyedik csoportban mért
serkentd szinaptikus erdsségét alapvetden az mGIluR receptorok aktivacidja nem moddositotta

szignifikansan, szinaptikus eltérés csak n=2 esetben talaltunk n=10 vizsgalt sejtbol.
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8. abra, mGluR1/5 aktivacio hatasa kiilonbozo interneuronokra érkezo serkento szinapszisokon emberi
agykéregben. Az dbra egy oszlopa egy interneuron csoportot képvisel. A legfelso sorban az egyes
csoportokhoz tartozo sejtek jellemzo tiizelési mintdzata latszik. Az utolso oszlop egy heterogén csoportot
takar, mely sejtjeire valtozatos elektrofiziologiai paraméterek jellemzoek, itt egy a kiserleteink soran
elvezetett interneuron (Martinotti-sejt) lathato. A kovetkezo sorban az interneuronokra érkezé serkento
szinapszisok mGluR1/5 medialta valtozasainak eloszlasa van feltiintetve az egyes csoportokban. NS:
nincs szignifikans valtozas, Pot.: potencirozodas, Dep.: depresszio a szinapszis erdsségében. A szamok
a roviditések alatt az elemszamot jelentik. Az also sor grafikonjai a kontrol és DHPG applikacio alatt
meért atlagolt EPSC amplitudokat mutatjak, az individualis kisérletekhez tartozo értékek egy vonallal
vannak osszekotve. A hosszu vizszintes vonal az altlagolt EPSC amplitudok atlagat mutatja a két kondicio

alatt.

Kisérleteink soran azt lattuk, hogy az 1-es tipusi mGluR-ok aktivalasa kiilonb6z6 valtozas kivaltasara

képes egyes sejttipusok kozott és azokon beliil is. (8. abra) A kivaltott szinapszis modulaciok mogott



szamos molekularis folyamat htizédhat, ezért szerettiik volna megvizsgalni, hogy az mGluR1/5 altal
indukalt hatas fenntartasahoz sziikséges-e az agonista receptorokhoz val6 kotddése, ami utalhat arra hogy
a ligand receptorhoz vald kotédése milyen molekularis folyamatokhoz kapcsolddik, befolyasolja-e a
transzkripcidt, fehérje szintézist. Ehhez az agonistat kimostuk az eredeti méré ACSF-fel vagy mGluR1
¢s mGluRS5 antagonistdkat (10 uM LY-367385, 25uM MPEP) aramoltattunk az agyszeletekre szintén
DHPG mentes ACSF-be oldva, mikdzben folyamatosan mértiik a posztszinaptikus sejten az EPSC-ket.
Meéréseink soran azt figyeltiik meg, hogy a kiilonb6z6 irdnyt plaszticitasbeli valtozasok idobelisége is
eltéré, az agonista kotddésének megsziinésére mashogyan reagaltak. A potencirozodd sejtek EPSC
amplitidoi a kimosas hatasara visszatértek vagy megkozelitették a kontrollban mért értékeiket, vagyis
az mGIuR receptorok folyamatos aktivacioja sziikséges a szinaptikus hatékonysag novekedésének
fenntartasahoz. A depresszald sejtparok esetében a legyengiilt kapcsolat nem allt vissza a kiindulési
allapotra és a hatés perzisztalt, ami utalhat arra, hogy a DHPG ezekben a kortikalis interneuronokban is
aktivalni tudta az endocannabinoid jelutvonalat (Heifets és Castillo, 2009) és retrograd molekulakkal a
preszinaptikus sejt neurotranszmitter felszabaditis valdszinliségére hatva képes kivaltani hosszan tart6
depressziot (LTD). Azok a kapcsolatok, ahol az mGIluR receptorok farmakologiai aktivacidja nem

okozott valtozast az EPSC amplitidokban, az antagonistak jelenlétében is ugyanolyan erések maradtak.

mGluR aktivacio hatasa gyorsan tiizel6 interneuronokon ragcsalé agykéregben

Az mGluR1/5 aktivaci6 hatdsat Wistar patkanyok agykéregben is megvizsgaltuk gyorsan tiizeld (fast
teljesiilnie mint, hogy a mért neuronok toltddjenek fel megfelelen biocytinnel, illetve a kornyezd sejtek
ne vegyek fel azt, €s az elvezetett idegsejtek ne legyenek tl kozel egyméashoz megnehezitve vagy éppen
ellehetetlenitve a kiilonboz6 sejtektdl szarmazd axonok és dendritek elkiilonitését. Ammenyiben
valamely feltétel nem teljesiil nem, vagy csak részlegesen tudunk morfologiai elemzést végezni.
Patkanyokban az elvezetett sejtek (n=19) csupan 37 %-at tudtuk anatomia alapjan egyértelmiien
azonositani, melyek koziil n=1 axo-axonikus sejt €s n=6 kosarsejt volt. Ezért a modell allatokban végzett
kisérleteink soran a gyorsan tiizel6 interneuronokat és az axo-axonikus sejteket egy csoportként kezeltiik
mivel a kett6t kizardlag elektrofizioldgiai paramétereik alapjan nem lehet szétvalasztani (Szabadics,

2006).
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9. abra, mGluR1/5 aktivacio indukalt potencirozodas kosar sejtre érkezo serkento szinapszison ragcsalo
agykeregben. A, A kisérlet soran biocytinnel feltoltott sejtek fény mikroszkopos képe (nyil: piramis,
nyilhegy: kosarsejt) B, Preszinaptikus piramis sejt (feliil) és a posztszinaptikus kosdrsejt tiizelési
mintazata (alul). C, Elektrofiziologiai kisérleti protokoll. Preszinaptikus sejtbe injektalt aram (fekete) és
az ezzel kivaltott akcios potencidlok (narancssarga). Alatta a posztszinaptikus interneuronbol elvezetett
individualis aramvalaszok (fekete), majd azok atlaga kontroll periodus alatt (kék) és DHPG applikaciot
kovetoen (piros). D, Az EPSC amplitudok valtozasa az idé fiiggvényében DHPG bemosas hatasara. Az
egyes koriilmények kozott mért EPSC amplitudok atlaga (kis négyzet a boksz belsejében), medidanja
(boksz kozépsé vonala), 25,75% percentilis (also és felso keret), SD (bajusz). E, EPSC amplituddk
kontroll és agonista applikacio alatt. Az egyes kériilmeények kozott mért EPSC amplitudok atlaga (kis
négyzet a boksz belsejében), medianja (boksz kézépso vonala), 25,75% percentilis (also és felso keret),
SD (bajusz). Az agonista aktivacio hatasara az EPSC amplitudok megnovekedését figyelhetjiik meg.

A kosar és axo-axonikus sejteket magaba (Kullmann és Lamsa, 2011a) foglal6é FS interneuronok DHPG
hatasara szignifikans potencirozddast (n=8) mutattak (10. abra), vagy nem befolyasolta az erdsségiiket
az mGluR1/5 receptorok aktivitasa (n=11). Voltak sejtparok, ahol bar lattunk valtozast a kapcsolat

erdsségében az agonista bemosas hatasara, az nem érte el a szignifikancia szintet. Egyiitt nézve az 0sszes



FS interneuronnak a két koriilmény, kontroll ¢s DHPG alatt mért EPSC amplitudoéik atlagat azt talaltuk,
hogy az mGluR1/5 aktivacio szignifikans potencirozodast (p=0.007448, Wilcoxon Signed-Rank teszt)

valt ki az interneuronokra érkezd serkent6 szinapszisokon (10. abra).
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10. dbra: mGluR1/5 aktivdacio hatdsa gyorsan tiizelo interneuronokra érkezd serkentd szinapszisokon
ragesalo agykéregben. A, bal felsé sarokban egy reprezentativ F'S tiizelési mintazatot lathatunk. Alatt a
kordiagram a potencirozodo (Pot.) és valtozatlan (NS) erdsségii szinaptikus kapcsolatok aranyat és
szamat mutatja. Jobb oldalt az individualis kisérletek farmakon applikacio elotti és utani atlagolt EPSC
amplitudoit mutatja. A hosszu vizszintes vonal a vonal a két kondicio alatt mért datlagolt EPSC

amplitudok atlaga.
A szinaptikus potencirozodas ragesaldo agykéregben is akutnak bizonyult, DHPG kimosas illetve

antagonistak alkalmazdsa esetén a kontroll értékhez csokkentek vissza az EPSC-k amplitadok.

Patkanyban is megfigyeltiik a negyedik elektrofiziologiai csoportba tartozo interneuronok serkentd

crer

spiker) sejtek. Ezeket a sejteket tobbnyire nem modositotta az mGluR-ok aktivalasa n=5-bdl egy darab

szignifikans potencirozodast talaltunk.



Kisérleteinkbdl kidertilt, hogy a ragcsalé agykéregben az 1-es tipust mGlu receptorok a gyorsan tiizeld
interneuronokra érkezo serkentd szinapszisok potencirozodasat medialjak, €s vannak ebben a csoportban

sejtek, melyek szinapszisai nem mennek keresztiil valtozason az agonista jelenlétében.

Disszkusszio

Amiodta 1894-ben Ramon y Cajal eldszor vetette fel a szinaptikus plaszticitas otletét, azzal a hipotézissel,
hogy a memoria kialakitdsa meglévod idegsejtek kozotti kapcsolatok megerdsodésével tud megvaldsulni
(Ramirez ¢és Arbuckle, 2017) a plaszticitas és annak kiilonb6z6 formai szadmos kutatas fokuszat képezte
¢s képezi tovabbra is, és megannyi jelentds felfedezés sziiletett beldle, nagyban hozzéjarulva a jelenlegi
tudasunkhoz és megértésiinkh6z az idegrendszerrel kapcsolatban. Azonban az interneuronok
plaszticitasanak feltarasa lemaradt a principalis sejteké mogott (Kullmann és Lamsa, 2011b, 2011a),
ennek egyik oka a GABAerg sejtek heterogenitasaban rejlik, illetve tovabbi akadalyt képez
vizsgalatukban, hogy a serkentd sejteket meghaladd diverzitdsuk mellett az agykéreg neuronjainak
csupan kisebb hdnyadat teszik ki, igy az egyes interneuron tipusoknak a kiilonallé vizsgalata idéigényes.
A mi célunk az volt, hogy kisérleteinkkel megfigyeljiik elektrofiziologiailag azonositott interneuronokra

aktivacidjanak hatasara.

Eredményeinket Osszefoglalva azt talaltuk, hogy az 1-es tipusi mGluR receptorok farmakoldgiai
aktivalasa ember agykéregben képes a komplex szinaptikus események facilitalasara a latenciak

csokkentésével és azok depresszaldsara azok frekvenciajanak csokkentésével.

A receptor aktivacid akut potencirozddas kivaltdsara képes human kortikalis 2 és 3-ik rétegi piramis
sejtekrdl interneuronokra; kosar sejtekre, axo-axonikus sejtekre érkezd szinapszisokon, mely hatds az
agonista kotddése nélkiill, DHPG kimosasa illetve antagonistak alkalmazasat kovetden, redukalodik,
vagy teljesen meg is szlinik. A hosszan tartd hatds hianyat eredményezheti, hogy a receptor aktivacio
nem vezet transzkripcids és fehérje szintézisbeli valtozdsokhoz, hanem membran-fiiggd modulald
mechanizmusok (Membrane-delimited Modulatory Mechanism) alakitjak ki a jelenséget, azaz a receptor
aktivaciot kovetden a G-fehérje egy alegysége diffundal a membranban és ott aktival vagy éppen gatol
mas ion- és metabotrop csatornakat. Egy tovabbi potencidlis mechanizmus az NMDA receptorok

medialta &ramok potencirozddasa (Mannaioni €s mtsai., 2001).

Tovabba megfigyeltiik, hogy az ISI adaptdlo sejteken jellemzden szinaptikus depresszid alakul ki,
melynek fenntartdsdhoz nem sziikséges az agonista jelenléte. E sejtek tiizelési mintdzatuk alapjan
leginkdbb a VIP-tartalmu idegsejtekre hasonlitanak melyekre a ragcsalo idegrendszerben is a gyors

interspike intervallum adaptécio a jellemz6 (Pronneke és mtsai., 2015). A hosszan tarté mGluR indukélta



depresszalo hatdsnak a hatterében allhat az endocannabinoid jelut aktivéacidja, ahol a preszinaptikus
sejtbdl felszabadulo retrograd transzmittermolekula egy preszinaptikus cannabinoid receptorhoz kotve
az ott 1évé Ca®" csatornakat gitolja és az ezaltal lecsokkent vezikula felszabadulds valosziniiségen
keresztiil gyengiti a kapcsolat erdsségét (Heifets €s Castillo, 2009; Liischer ¢s Huber, 2010). A jovében

crer

elhelyezkedd 1-es tipusu cannabinoid receptorok (CB1R) blokkoléasaval.

Wistar patkanyok agykérgében végzett vizsgalataink soran, a human kisérletekhez hasonldan, atmeneti
potencirozodast és valtozatlan erdsségli szinapszisokat figyeltiink meg az mGIluR1/5 aktivaciojat
kovetden a gyorsan tiizeld interneuronokon, azonban nem talaltunk depressziot mutatd kapcsolatokat.
Korabbi egér vizualis kéregben végzett vizsgalatok a kosarsejtek mGluRS -medialt LTP indukciojat
mutattak ki 4. rétegi extracellularis aktivacidval kivaltott serkentd potencialokon (Sarihi és mtsai., 2008).
Meéréseinkben azonban csak akut potencirozodas és nem hosszu tartd potencirozodas volt kivalthato. A

kiilonbség oka feltehetdleg az eltérd bemenetek kiilonbozdsége lehet.

Egyes sejtek nem voltak érzékenyek ezeknek a receptoroknak az aktivaciojara, amelyet feltételezhetdleg
az egyik vagy mindkét l-es tipust mGluR hidnya okoz. Ennek vizsgalatara érdemes lehet
immunhisztokémiai vizsgalatokat folytatni és ezeket a receptorokat a fluoreszcensen jeldlni, az elvezetett

sejtekbe toltott biocytinnel egyiitt majd kollokalizaciot keresni.

Az mGluR1-nek és mGluR5-nek kiilonboz6 plaszticitast befolyasold hatasat irtdk le (Mannaioni és

mtsai., 2001). A két receptor alosztaly individudlis blokkolasaval az egyes receptorok egyedi

crer

Az mGluR-ok mint féként periszinaptikus elhelyezkedésli receptorok a preszinaptikus sejt erds
aktivitasdnak hatasara aktivalodnak a szinaptikus résbdl kidiffundalo (spillover) glutamat hataséra.
Mikodésiik mogott szamos molekularis mechanizmus all, mint példaul a protein kinaz C medialt
folyamatok vagy az ioncsatornak kalcium filiggé modulédcidja. Hidnyukat, tGlmiikodésiiket és
diszregulacidjukat szamos kutatas hozta sszefiiggésbe kiilonbozo idegrendszeri megbetegedéssekkel.
Temporalis lebeny epilepsziaval kiizdd paciensekben ezeknek a receptoroknak a ttlzott hippokampalis
expresszigjat figyelték meg. tovabba hippokampalis agyszeletekben in vitro ndvelni tudtak az epileptikus
aktivitast a mGluR-ek aktivacidjaval (Meredith, 2019). A glutamat tilzott felszabadulasa, betegség vagy
trauma hatdsara, ismerten hozzajarul az exocitotoxicitashoz, ami neurodegradaciohoz vezethet. Ezekben
Ennek a neurotoxikus folyamatnak az indukéalasaval vagy medidlasaval részt vehetnek olyan korképek

kialakitdsaban, mint a Parkinson kér, Alzheimer kor és Huntington kor.



Azonban ezen receptorok a szamos neurotoxikus hatasuk mellett, neuroprotekciés folyamataikat iranyito
szerepiiket is bizonyitottak mind in vitro, mind in vivo modellekben. Mindezen okokbol kifolyolag az
mGluR receptorok igéretes targetjei a neurodegenerativ és neuropszichiatrids megbetegedések kezelését
illetve gyogyitasat célzd gyogyszerek és terdpidk fejlesztésének, melyhez elengedhetetlen ezen

receptorok miikodésének feltarasa, kiilondsen az emberi agyban.

Az neokortex dinamikusan valtozo haldzatai kritikus szerepet jatszanak a tudat és komplex gondolkodas
¢s magasabb kognitiv kapacitas kialakitadsaban, melyekrdl ugy tartjuk, hogy kiemelnek minket az
allatvilagbol. Azonban a nagy felbontasu kisérleti vagy vizsgalati technikdk gyakran invazivak ¢és igy
nem alkalmazhatdak €16 emberekben, mig a post mortem szdvetekben a fiziologias miikodés sériilt.
Kiilonb6z6 modellallatokra tdmaszkodva azok agykéregének strukturdlis és funkcionalis homologiai
révén is kdzelebb kerlilhetiink a sajat agyunk mitkodésének megértéséhez. Azonban biztos és klinikailag
relevans kovetkeztetéseket az emberi agy egészséges €s patologids folyamatairdl csak €16 human
szovetekbdl vonhatunk le. Ez volt a célunk nekiink is kisérleteinkben, ahol human agyszeletekben, in

vitro fizioldgias kdrnyezetben tudtuk vizsgalni az intaktan maradt kortikalis mikrohal6zatokat.
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