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1. Bevezetés

Az idegsejtek kozott végbemend neurotranszmisszid egy preciz
€s Osszetett molekularis szervezddés eredménye. A folyamatot
szabalyozo kiilonb6z6 fehérjék térben és idoben is nanoskalan mérhetd
Osszehangolt munkaval képesek kivitelezni az informéciotovabbitast
serkentd ¢és gatld szinapszisokndl egyarant. Ennek a sokrétli
Osszetettségnek koszonhetd, hogy szamos modon befolyasolhaté a
neurotranszmitter felszabadulas valoszinlisége, vagyis a szinapszisok
erdssége. A molekularis szervezddési logika kvantitativ megértése az
utébbi idében jelentdsen eldrehaladt az anterograd szinaptikus
transzmisszio esetében. A neurotranszmitter felszabadulast azonban
szamottevOen befolyasoljak retrograd visszacsatolasi szabalyzo
folyamatok is a posztszinaptikus célsejt feldl, melynek a preciz
szervezOdési elveirdl még keveset tudunk.

Az l-es tipusu kannabinoid receptor (CBi1) az egyik
legelterjedtebb G-fehérje kapcsolt receptor az agyban, melyen keresztiil
a retrograd endokannabinoid (eCB) jelatvitel kulcsfontossagu szerepet
jatszik a szinaptikus kommunikaci6 finomhangoldsaban, nem csupan
fazisos, de tonusos formdban is. A tonusos kannabinoid jelatvitel
sejttipus- ¢és sejt-aktivitds specifikusan jatszik jelentds szerepet a
szinaptikus erdsség bedllitdsaban. A jelpalya sériilése szamos neurologiai
betegséggel hozhatd 0sszefiiggésbe. Fontos szerepe ellenére azonban a

pontos szervezddési logikaja és molekularis komponensek, melyek a



szinaptikus kannabinoid ténus mikodéséért felelosek, mindmaig
ismeretlenek. Bizonytalan példaul, hogy az eCB ligandok koziil a diacil-
glicerin lipaz-a (DAGL«) altal szintetizalt 2-arachidonoil-glicerin (2-
AG), vagy a N-acil-foszfatidil-etanolamin-hidrolizalo foszfolipaz D
(NAPE-PLD) altal eléallitott anandamid (AEA) jatszik-e szerepet a
kannabinoid tonus kialakitasaban.

A CB:1 receptort kifejezd kosarsejtek idegvégzodései, melyek a
végzOdnek olyan molekularis tutvonalakkal rendelkeznek, melyek
lehetdveé teszik mind a fazisos, mind a tonusos eCB jelatvitelt. Ezen
kosarsejtek fontos szerepet jatszanak a memorianyomok kialakitasaban,
ezért a kosarsejtek és piramissejtek kozotti szinaptikus transzmisszio
folyamatos finomhangolasa a kannabinoid ténus 4altal jelentds
kovetkezménnyel jarhat ezen folyamatokra nézve sejt-, és halozati
szinten is. Ezen feliil, a A°-tetrahidrokannabinol (THC) rovid- és
hosszutavl alkalmazésa is tobbek kozt a CBi receptort kifejezé gatld
idegsejteken keresztiil fejti ki negativ hatdsat a memoriafolyamatokra.
Ebbdl kifolyolag a szinaptikus jelatvitelt célzo valtozatos kannabinoid-
fliggd szabalyoz6 folyamatok pontos feltdrasa ezen szinapszisoknal
esszencialis a patofiziologia megértéséhez.

Ezek alapjan, a tanulmanyban sejttipus- sejtkompartment- és
nanodomén-specifikus modon vizsgaltuk a ténusos kannabinoid
jelatvitelben szerepet jatszo6 molekuldkat a CBi receptort kifejezd
kosérsejtek és piramissejtek kozti szinapszisokban.
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2. Célkitilizések

Jelen tanulmanyban a célkitlizéseink a kdvetkezok:

1) A CBq receptort kifejez6 kosarsejtek és CAl piramissejtek kozt jelen
1év6 szinapszisok fébb meghatarozd sajatsagainak anatomiai és
fiziologiai vizsgalata.

- Kalcium-kot6 fehérjék azonositasa, melyek a kosarsejtek sajatsagos

- A szinaptikus variabilitds vizsgdlata elektrofiziologiai és anatomiai
modszerekkel.
2) A fobb endokannabinoid szintetizalé molekulak tonikus kannabinoid
jelatvitelben betoltott szerepének vizsgalata a fent emlitett szinapszisok
esetében.
- Transzgenikus allattérzsek (DAGLo és NAPE-PLD génkiiitott egerek)

alkalmazasa és elektrofiziologiai vizsgalatok kivitelezése, hogy azonositsuk a 2-

AG ¢és az AEA szerepét.
3) Egy olyan moédszer kidolgozasa, amely lehetové teszi a fehérjék
nanoskdldju  eloszldsanak  vizsgalatat  egyedileg  azonositott
szinapszisokban a komplex agyszoveten beliil.
- Invitro paros patch-clamp elektrofiziologia alkalmazasa és kombinalasa egyedi
molekula detekciora alkalmas szuper-rezolucios képalkotassal egyedi

szinapszisok vizsgalatdhoz.

- CBi receptor perturbacios modellek vizsgalata



3. Méodszerek

3.1. Kisérleti allatok

Mind az elektrofiziologiai, anatomiai és mind az analitikai
kisérletekhez him posztnatalis (27-45 nap kozotti) C5S7Bl/6J egereket
hasznaltunk. Egyes kisérletekben genetikailag moddositott egértdrzsek
keriiltek felhasznalasra: CB1 KO (A. Zimmertl), DAGLo KO (K.
Sakimuratol), NAPE-PLD KO (B. Cravatt-tol). Ezekben az esetekben a
kontroll mintat mindig az adott tdrzsben sziiletd vad-tipusu alomtars
allatok szolgaltattdk. A kronikus kezeléses modellben him (22-31 nap
kozotti) C57BI/6) egerek napi kétszer lettek intraperitonealisan
injekcidzva vagy hordozé anyaggal (1% etanol, 2% Tween &80,

fiziologias sdoldat) vagy THC-vel 6.5 napig.

3.2. Elektrofizioldgiai kisérletek

Minden elektrofiziolégiai mérés az interneuronokrdl és a
piramissejt parokrol egy alameritett elektrofiziologiai kadban késziiltek,
ahol a hdmérséklet 33°C volt, a mintdkon pedig folyamatosan oxigéndus
mesterséges cerebrospinalis folyadék (ACSF) keringett. A patch-clamp
elvezetésekhez 3-4 MQ ellenallasu livegkapillarisokat hasznaltunk. Az
interneuronok elektrofizioldgiai tulajdonsagainak mérése, valamint a
posztszinaptikus gatlé aramok elvezetése a piramissejtekrél whole-cell
konfiguracidoban tortént. Az elvezetések kozben a gatlo sejtek 0.2%

biocytinnel lettek megjeldlve, amellyel az iivegkapillarison keresztiil
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mostuk at a sejtet. Néhany kisérletben emellett a piramissejtek iS meg
lettek jelolve Cascade Blue jeloléanyaggal, melyet késobb
fluoreszcensen lathatova tehettiink. A farmakoldgiai kisérletekben
AM251-et hasznaltunk a CB;: receptorok blokkolasara, hogy a tonusos
kannabinoid jelet mérhessiik. A hatds méréséhez az alapvonal 5-10
perces felvétele utan az ACSF le lett cserélve AM251-et tartalmazé
ACSF-re (10 uM AM251 koncentracioval), a hatast az oldatcserét kdvetd
10-12. percben mértiik.

3.3. Immunfestések

A tanulmény sordn végig immunfluoreszcens jelolést
alkalmaztunk annak érdekében, hogy lathatéva tegyiik az egyedileg
toltott sejteket és az egyes fehérjék eloszlasat az agyban. A mintak
szabadon Usz6 technikaval voltak festve 24 lyuka mintatartd lemezeken.
A kovetkezd elsddleges antitesteket hasznaltuk adott koncentracidokban:
Bassoon (egér, 1:2000, Abcam), AF-405/Cascade Blue (nyul, 1:1000,
Thermo Fisher Scientific), CB1 (tengerimalac, 1:2000, M. Watanabetol
kapott ajandék), CB1 (nyul, 1:2000, ImmunoGenes), NECABI1 (nyul,
1:300, Atlas Antibodies), NECAB2 (nyul, 1:500, Atlas Antibodies),
Parvalbumin (kecske, 1:4000, Swant). A fluorescens masodlagos
ellenanyagok a Jackson ImmunoResearch cégtdl keriiltek megrendelésre.
Az elektrofiziologiai elvezetést és a szeletek fixalasat kovetden a
mintakat haromszor 10 percig mostuk 0.1 M foszfat pufferben (PB), ezt
kovetéen pedig 30 percen at 0.5%-0s Triton X-100 oldattal
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permeabilizaltuk a szoveteket, melyek 0.1 M-os foszfat puffer és 10%
normal szamar szérum oldataban (NDS) voltak elvegyitve. A mintak ez
utan  streptavidin-konjugalt DyLight-488 komponenssel voltak
inkubalva, hogy a biocytint lathatova tehessiik. Harom 10 perces 0.1 M
PB mosast kovetden a szeletek iiveg targylemezre lettek kirakva, majd
Vectashield lefedé oldattal lettek lefedve. A fedélemezt koromlakkal
utan az agyszeletek Gjra 0.1 M PB oldatba keriiltek hdrom 10 perces
mosas erejéig. A mosasok utan a mintakat 2%-os agardz gélbe agyaztuk,
majd a 300 pum vastag szeleteket Leica VT-1000S vibratommal
ujrametszettiik 10 — 20 um-re. Az igy kapott vékony szeleteken folytak a
tovabbi immunjeldlések. A szeleteket 5% NDS és 0.1%-0s Triton X-100-
at tartalmazo tris puffer-so oldatba (TBS) tettiik 45 percre, majd az
elsddleges ellenanyagot tartalmaz6 TBS oldatban a szeletek egy éjszakan
keresztiil inkubalodtak szobahdmérsékleten. A kovetkezd napon bd
mosasokat kdvetden a mintadkat masodlagos ellenanyagokkal inkubéltuk
TBS-ben szobahdmérsékleten 4 o6ra hosszan. Végiil a mintdk elszor
TBS-ben, majd PB-ben voltak mosva 3-3-szor 10 percig, majd lefedtiik
Oket: konfokalis képalkotas esetében targylemezre az eldzdekben
ismertetett modon Vectashieldben, vagy képalkotdé médiumba (5%
gliikéz, 0.1 M 2-Merkaptoetilamin, 1 mg/ml gliikéz oxidaz és 1500 U/ml
katalaz Dulbecco-foszfat pufferben), hogy szuper-rezoliicios képalkotast

végezgessiink rajtuk.



3.4. Mikroszkdpia

A sejtek morfologiai vizsgalatdhoz a mintakr6l konfokalis z-
optikai sorozatfelvételeket készitettiink (1 um-es z-1épéskozzel) 20x
objektivvel (numerikus apertara/ NA : 0.75) egy A1R tipusu konfokalis
mikroszkoppal (Nikon). Azokban a kisérletekben, melyekben sziikséges
volt a sejtparok kozotti anatdmiai appoziciok beazonositasa és vizsgalata
60x objektivvel (CFI Plan Apo VC 60X Oil; NA: 1.4) készitettiink
sorozatfelvtételeket a piramissejtek periszomatikus régidjarol, majd
Nyquist mintavételezés alkalmazasaval (pixel méret = 0.14 pum/px, z-
iranyu 1épéskéz = 0.125 um) nagy felbontasu felvételt készitettiink az
anatémiai appoziciokrol. A szuper rezolucids sztochasztikus optikai
rekonstrukcid mikroszkopidhoz (STORM) Nikon Ti-E invertalt
mikroszkopot hasznaltunk, amely egy Nikon N-STORM rendszerrel volt
felszerelve, valamint egy C2 konfokalis rendszerrel és egy a CFI Apo
TIRF 100x objektivvel (NA 1.49). A képalkotas Andor iXon Ultra 897
EMCCD kameraval tortént. STORM konfiguracidban 7 db optikai
szeletben 3D-STORM felvételt készitettiink, mely nagymértékben
homogén mintagytijtést tett lehetdvé 1000 nm-es teriileten a metszetben.
A korreldlt konfokalis és STORM képek minden axon terminalis
esetében a konfokalis és a STORM jel el6szor kézzel lett igazitva, majd
az adott axon termindlishoz tartoz6 CB1 lokalizaciok keriiltek elemzésre

VividSTORM szoftver segitségével.



3.5. Adatelemzés, statisztikai analizis és abrakészités

A kisérletekbdl kinyert adatokat statisztikai moddszerekkel
kiértékeltiik, majd grafikusan adbrazoltuk, melyekhez a GraphPad Prism-
10 szoftvert hasznaltuk. A mintaszdm a korabbi tapasztalataink ¢s a
tudomanyteriileten korabban publikalt munkak alapjan lett megbecsiilve.
Az éabrak elkészitéséhez Adobe Photoshop ¢és Illusztrator programokat

hasznaltunk.



4. Eredmények

4.1. Célseit figgd variabilitas a kosarsejt — piramissejt kozti szinapszisok

erésségében.

A kosarsejtek és piramissejtek kozti szinapszisok jelentds
variabilitdst mutatnak a kapcsolatok szamaban, a gatld 4aramok
amplitidojaban (IPSC) ¢és a sikeres posztszinaptikus gatlo események
szamaban is. A kapcsolatok szama a két sejt kozott atlagosan 2.7 = 1.5
volt, de el6fordultak parok egy-, illetve kilenc 6sszekotd szinapszissal is.
Meglepd mddon a kapcsolatok szama csupan kismértékben josolta meg
megbizhatéan az IPSC-k méretét vagy a sikeres események szamat a
parok kozott (n = 55 par, IPSC amplitado: r = 0.25, pns = 0.06, sikeres
események: r = 0.33, *p = 0.01, Spearman korrelacio). Ez a paraméterek
olyan varianciabol fakad, amely mar azon parok kozott is megfigyelheto,
akik azonos szamu kapcsolattal vannak 0sszekdtve. Annak érdekében,
hogy eldontsiikk, hogy ezt a varianciat foként a pre- vagy a
posztszinaptikus sejt allitja be, szekvencialis parelvezetéseket végeztiink,
vagyis egy interneuronhoz tart6zd tobb posztszinaptikus sejtparbol is
vezettlink el gatlo dramokat. Ezen mérések hasonld eredményt hoztak,
mint a parelvezetések esetében (n = 22 par, IPSC amplitado: r = 0.002,
pns = 0.99, sikeres események: r = 0.02, pns = 0.91, Spearman korrelacio).
Ezen eredmények ravilagitanak, hogy a vizsgalt szinapszisok

posztszinaptikus sejt-specifikus variabilitast mutatnak erdsségiikben.



Az intracellularis Ca?*-puffer fehérjék szintén befolyasolhatjak a
sejtek elektrofiziologiai tulajdonsagait. In silico adatbanyaszat soran
azonositottuk az N-terminalis EF-kéz kalcium-kotd fehérje 1 és 2
(NECABL1/2). fehérjéket, melyek erds expressziot mutattak a CB1 pozitiv
kosarsejtekben. Ezt kdvetden tanulmanyoztuk a fehérjék sejten beliili
eloszlasat. Eredményeink alapjan a két fehérje eltéré interneuron
kompartmentekben fejezddik ki: mig a NECABI foként a
szomatodendritikus régidban fordul eld, a NECAB2 el6forduldsa az axon
termindlisokban is megfigyelhetdé volt. A két fehérje ezaltal
kompartment-specifikusan befolyasolhatja a sejten beliili Ca?*-jelatviteli

dinamikat.

4.2. A tonusos kannabinoid jelatvitel finomhangolja a periszomatikus

gatld szinapszisokat.

Fiziologias koriilmények kozott a tonusos kannabinoid jelatvitel
folyamatosan szabalyozza a kosarsejt — piramissejt kapcsolatokat, ami
befolyésolhatja a neurotranszmitter felszabaduléas valdsziniiségét. Ennek
pontos vizsgalatara parelvezetéseket végeztink CBi vad tipust és
génkiiitott (KO) egerekbdl szarmazo mintakban, ahol a CB1 receptorok
aktivitasait AM251-el gatoltuk, hogy mérhessiik a kannabinoid tonus
mértékét. A varakozasoknak megfelelden a vad-tipusii mintdkban az
AM251 alkalmazésa novelte az IPSC amplitadot és a sikeres események

szamat, mig a KO mintdk esetében nem valtoztatta meg a vizsgalt
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paramétereket (CB: vad-tipus: n = 11 par, amplitado: **p = 0.006,
sikeres események: ***p=0.0003, CB1 KO: n = 12 par, amplitado: pns =
0.86; sikeres események: pns = 0.25, Két-utas ANOVA). A KO
mintadkban emellett alapallapotban is megfigyelhetd volt egy csokkenés
az IPSC amplitadok varianciajaban (variacios egyiitthato, CV) a vad-
tipushoz képest (*p = 0.03), amely alapjan feltételezhetjiik, hogy a
tonusos kannabinoid jeldtvitel a szinaptikus variancia 33.6 = 10.7%-ért

felelOs.

4.3. DAGLa-, NAPE-PLD-fiiggetlen tonusos kannabinoid jelatvitel

szabalyozza a kosarsejt — piramissejt szinapszisokat.

Kovetkezd kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a két f6 eCB lipid
koziil melyik vesz részt a téonusos kannabinoid jelatvitel
szabalyozasaban. Ennek eldontésére  genetikailag  moddositott
egértorzseket hasznaltunk fel, melyekben vagy a DAGLa, vagy a NAPE-
PLD enzim volt kiiitve, és igy a 2-AG vagy az AEA szintézis volt
gatolva. Erdekes médon, paros elvezetések mindkét egértorzsnél intakt
tonusos kannabinoid jelatvitelt mutattak: az AM251 minden esetben a
vad-tipust kontrollhoz hasonléan novelte az IPSC amplitudokat és a
sikeres események szamat (DAGLa KO: n = 12 par, amplitadé: *p =
0.03, sikeres események: *p = 0.004; NAPE-PLD KO: n = 7 par,
amplitadé: *p = 0.04, sikeres események: **p = 0.003, Két-utas

ANOVA). Ezen mérések alapjan megallapithatjuk, hogy a vizsgalt
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szinapszisokban DAGLa- és NAPE-PLD-fiiggetlen tonusos kannabinoid

jelatvitel mikodik.

4.4. A nanoskdldjlt CB: receptor/effektor sztochiometria

hatarozza meg a ténusos kannabinoid jelatvitel mértékét.

Mivel sem a 2-AG sem pedig az AEA deplécio nem valtoztatta
meg a kannabinoid tonus mértékét, a kovetkezOkben a CB1 receptor
eloszlasat vizsgaltuk meg. A CB: receptorok ugyanis konstitutivan is
aktivak lehetnek ligandok hidnyaban. Amennyiben pedig a konstitutiv
receptor aktivitds hatdrozza meg a toénus mértékét, ugy a receptorok
eloszlasa a szinapszis teriiletén meghatdrozonak kell lennie. Annak
érdekében, hogy kozvetleniil teszteljiik ezt a hipotézist, kifejlesztettiink
egy munkafolyamatot, melyekben amellett, hogy az egyedi szinapszisok
elektrofiziologiai tulajdonsagait mérhetjiik, korreladlt morfologiai,
anatomiai €és nanoskaldji molekularis receptor eloszlasok vizsgalatara is

van lehetéség komplex agyszoveten beliil (1. abra).

Akut szelet Pén’)s ?IektmﬁZiOIé,gi? i. Rekon§ trgkcié é.s Ujrametszés 3D STORM képalkotas
készités meres.es farrr}akologlal egyedi szmﬁpsms és immunfestés és adatelemzés
kezelés azonositas

8 ¥ X%

1. abra: Korrelalt elektrofiziologiai, anatomiai és nanoskalaju molekularis
analizis egyedileg azonositott kosarsejt — piramissejt szinapszisokban.
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Eloszor elektrofizioldgiai elvezetéseket végeztiink kosarsejt —
piramissejt parokban, mely soran rogzitettiik a mért IPSC amplitudok és
sikeres események aranyat AM251 alkalmazasa eldtt és utdn, hogy
mérjik a kannabinoid ténus mértékét. Mindkét sejtet feltoltottiik
fluoreszcens jeloldanyagokkal, melyek segitségével rekonstrualhattuk a
morfologiajukat. Ezt kovetden nagy nagyitason meghataroztuk a sejtek
kozott 1évé anatdmiai appoziciok szamat, bassoon immunfestéssel
(amely fehérje kijelolte a szinaptikus aktiv zonat) pedig igazoltuk, hogy
az appoziciok funkcionalis szinapszisok. A tovabbiakban szirtiik a
mintainkat azokra a parokra, melyek kozott csupan egy szinapszis volt, a
szinapszison beliill pedig egy konfokalis mikroszkopidval feloldhato
aktiv zona, amely a posztszinaptikus sejt fele nézett. Ezek a megkotések
lehetévé  tették, hogy a szinapszisoknal megbecsiiljik a
vezikulafelszabaduldsi valosziniiséget, valamint elvégezhetd volt a
szinapszisok STORM képalkotassal torténd vizsgalata is. Az
ujrametszett 10 um vastag agyszeletekben 3-dimenzids z-optikali
metszetet készitettliink az egész axon terminalisrdl és a rajta 1évé CB1
receptorokrol. A vezikulafelszabaduldsi valosziniiség korrelativ mérése
az aktiv zona méretével vagy az axon terminalis egész felszinén 1évé CB1
receptorszammal nem mutatott 6sszefliggést (n = 9 par, teljes terminalis
CBy receptor szam: r = 0.05, pns = 0.90, bassoon voxelek szama: r = 0.05,
pns = 0.90, Spearman korrelacidé). Azonban, amikor a nanoskalaji
sztochiometriai aranyt szamoltuk ki az intra/periszinaptikus CB1
receptorok szamabol, és a bassoon voxelek szamabol a becsiilt
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vezikulafelszabaduldsi valoszintiséggel egy szembetiind negativ
korralaciot tapasztaltunk. (r = -0.74, *p = 0.03). Ez az 6sszefiiggés CB1
fiiggd volt, hiszen AM251 jelenlétében ugyanazok a szinapszisok mar
nem mutattak ezt a korrelaciot (r = -0.05 pns = 0.90). A becsiilt
vezikulafelszabaduldsi valdszinliség tovabba szoros Osszefiiggést
mutatott az AM251 hatas mértékével (r = -0.8, *p = 0.01). Ezekbdl az
eredmények azt mutatjak, hogy minél tobb intra/periszinaptikus CB1
receptor taldlhatd az aktiv zondhoz kozel, a kannabinoid tonus annal

nagyobb hatast fejt ki a szinaptikus transzmissziora.

4.5. Az extraszinaptikus CB1 receptorok szelektiv csokkenése nem

befolyasolja a tdbnusos kannabinoid jelatvitelt.

Amennyiben valoban a receptorok nanodomén szintli eloszlasa
allitta be a kanabinoid tonust, 0gy az intra/periszinaptikus és
extraszinaptikus receptorok perturbacidja mashogy kell, hogy hasson a
jelenségre. Ezért a kovetkezokben perturbacios modellekkel vizsgaltuk,
hogyan befolydsolja a receptoreloszlas a kannabinoid toénust. CBi
heterozigota (HET) mintdkban a CB:1 fehérje szintje felére csokken a
kérgi régiokban western-blot kisérletek alapjan (n = 3 allat/genotipus, *p
= 0.04 egy-utas ANOVA). Ezzel parhuzamosan, a periszomatikus axon
termindlisokon is jelentds csokkenést mutat a receptorszdm szuper-
rezolucios képalkotassal vizsgalva (***p < 0.0001, Mann-Whitney U

teszt). Azonban a receptorok mennyisége az aktiv zona kozvetlen
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kozelében megegyezik a vad-tipusu mintakkal (0-200 nm: pns = 0.08,
Mann-Whitney U teszt). Paros elektrofiziologiai mérésekben szintén
nem talaltunk kiilonbséget a vad-tipusu és a CB1 HET mintak kozott a
tonus mértékében, az AM251 kezelés ugyan ugy ndvelte az amplitidok
¢s a sikeres események aranyat (HET: n =9 par, amplitadok: **p = 0.003,
sikeres események: *** p < 0.0001, két-utas ANOVA). Tehat, az
extraszinaptikus receptorok csokkenése nem befolyésolta a kannabinoid

tonus mértékét.

4.6. Az in vivo THC adminisztrici6 megrongélja az intra/

periszinaptikus nanoskalaju receptor sztochiometriat és tonkreteszi a

kannabinoid tonust.

Korabbi tanulméanyokbdl ismert, hogy a THC, a marihuana
pszichoaktiv hatéanyaga csokkenti a CBi1i receptorok szamat a
periszomatikus gatlo axon terminalisokon. Eredményeink azonban
ravilagitanak, hogy a mikrodomén szintii valtozdsoknak nem feltétleniil
van funkcionalis kovetkezménye, hiszen a CB1 HET mintakban a jelentds
receptorszam csokkenés nem jart szinaptikus valtozasokkal. Ha viszont
a THC adminisztracié nem csupan az extra- de az intra/periszinaptikus
receptorok szamat is megvaltoztatja, az funkciondlis kovetkezményeket
is vonhat maga utdn a kannabinoid toénusra nézve. Ennek vizsgélata
érdekében in vivo THC kezelést alkalmaztunk egereken, majd ezt

kovetden akut szeletpreparatumokat készitettiink, melyekben anatomiai
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méréseket és paros elektrofizioldgiai elvezetéseket végeztiink korrelalt
szuper-rezolucios képalkotassal. Kisérleteink alapjan a THC kezelés
hatasara az axon termindlisok és az aktiv zondk mérete nem mutatott
valtozast, azonban a CB1 receptorok szamanak csokkenése kiterjedt az
aktiv zona koriili intra/periszinaptikus receptorpopulaciora is (0-200 nm:
**p = 0.002, Mann-Whitney U teszt). Ezzel parhuzamosan, paros patch-
clamp elvezetések a kannabinoid tonus hidnyat mutattdk a THC kezelt
allatokbol szarmazé mintdkban a csak hordozdanyaggal injektalt
allatokhoz képest (hordozdanyag: n = 11 par, amplitadok: ***p = 0.0004,
sikeres események: ***p < 0.0001; THC: n = 11 par, amplitadok: pns =
0.18, sikeres események: pns = 0.74, Két-utas ANOVA). Ezen felill a
THC kezelés csokkentette az IPSC amplitadok alapallapoti varianciajat
is (**p = 0.004). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a THC
adminisztracié megzavarja a preciz nanodomén specifikus CB1 receptor
elrendezddést, ezaltal pedig csokkenti a kosarsejtek szinaptikus
variancidjat. Tovabba, méréseink arra is rdmutatnak, hogy a gyodgyszer
hatdsmechanizmusok fizioldgiai ¢és patofiziologiai megértéséhez

elengedhetetlen a célfehérjék nanodomén specifikus vizsgalata.
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5. Kovetkeztetések

Az alabbi tanulmanyban megmutattuk, hogy a retrograd
kannabinoid jelatvitel egy specialis formaja nélkiilozhetetlen a célsejt-
specifikus szinaptikus variancia beallitasaért a hippokampalis gatlo
szinapszisokban. A ténusos kannabinoid jelatvitel ezen formaja nem
fiigg a DAGLa és a NAPE-PLD enzimek aktivitasatol. Azaltal, hogy
kifejlesztettlink egy kisérleti munkafolyamatot, melyben korrelalt
elektrofiziologiai, anatdmiai és nanoskaldji molekularis vizsgalatokat
végezhettliink egyedi azonositott axon termindlisokon demonstraltuk,
hogy a CB: receptorok aktiv zona kdzeli nanoskalaju sztochiometriaja a
vezikulafelszabaduldst szabalyoz6 molekuldris masinéridval kozdsen
allitja be a vezikulafelszabadulés valosziniiségét. Ezzel egybefiiggden, a
szelektiv csokkenése az extraszinaptikus CBip receptoroknak nem
befolyasolja a szinaptikus transzmissziot, mig az in vivo THC kezelés
hatdsara megjelend csokkenés a receptorszamban nem csupan
megzavarja a receptorok nanoskaldju sztochiometrigjat, de tonkreteszi a
szinapszis-specifikus tonusos kannabinoid szabalyzast is. Eredményeink
alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a szinapszisokon beliil
egyedileg allitdédik be a szabdlyozd fehérjék ¢és receptorok
sztochiometrikus ardnya, mellyel szabdlyozhatdo a neurotranszmitter
felszabadulds. A feltart mechanizmus részben magyaradzhatja a
molekuléris tolerancia jelenségét, mely a kannabisz hasznalat

kovetkezményeként alakulhat ki.

17



6. Sajat publikaciok jegyzéke
A disszertaciohoz kapcsol6d6 kozlemények

Barti, B., Dudok, B., Kenesei, K., Z6ldi, M., Miczan, V., Balla, G. Y.,
Zala, D., Tasso, M., Sagheddu, C., Kisfali, M., Téth, B., Ledri, M.,
Vizi, E. S., Melis, M., Barna, L., Lenkei, Z., Soltész, 1., and Katona,

I. (2024). Presynaptic nanoscale components of retrograde synaptic
signaling. Sci. Adv., 10(22). https://doi.org/10.1126/sciadv.ado0077

Miczan, V., Kelemen, K., Glavinics, J. R., Laszlo, Z. 1., Barti, B.,
Kenesei, K., Kisfali, M., and Katona, I. (2021). Necabl and necab?2
are prevalent calcium-binding proteins of cb1/cck-positive gabaergic
interneurons. Cereb. Cortex, 31(3), 1786-1806.
https://doi.org/10.1093/cercor/bhaa326

Egyéb kozlemények

Kis, V., Barti, B., Lippai, M., & Sass, M. (2015). Specialized cortex glial cells

accumulate lipid droplets in Drosophila melanogaster. PloS one, 10(7).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0131250

Prokop, S., Abrényi—Balogh, P., Barti, B., Vamosi, M., Zoldi, M., Barna, L., Urban, G.
M., Toth, A. D., Dudok, B., Egyed, A., Deng, H., Leggio, G. M., Hunyady, L., van
der Stelt, M., Keserl, G. M., and Katona, I. (2021). PharmacoSTORM nanoscale

pharmacology reveals cariprazine binding on Islands of Calleja granule cells. Nat.
Commun., 12(1), 1-19. https://doi.org/10.1038/s41467-021-26757-z

18



