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. ROVIDITESEK JEGYZEKE

2-AG
5-HT3
AA
ABHDA4
ABHD6
AC-PKA
AEA
AMPA
basal-RER
BSA
C57BL/6H
C57BL/6J
CA

CA1-CA3

Ca-assisted RER

CaER

CB:

CB:2
CCK
CD1
cDNS
COX-2
D1/D2

DAB

2-arachidonil-glicerin

harmas tipusu 5-hidroxi-triptamin receptor
arachidonsav

o/B-hidrolaz 4

o/B-hidrolaz 6

adenilat-ciklaz/protein-kinaz titvonal
N-arachidonil-etanolamin (anandamid)
2-amino-3-(5-metil-3-0xo0-1,2-0xazol-4-il)propansav
receptor-iranyitott endokannabinoid felszabadulas
bovine serum albumin

egertorzs

egertorzs

Ammon-szarv (Cornu Ammonis)

Hippokampusz régioi

kalcium-iranyitott endokannabinoid felszabadulas

1-es tipust kannabinoid receptor

2-es tipusu kannabinoid receptor
kolecisztokinin

egertorzs

komplementer dezoxi-ribonukleinsav
ciklooxigenaz -2 enzim

1-es/2-es tipust dopamin receptor

3,3’-diaminobenzidin

kalcium-segitett endokannabinoid felszabadulas



DAG
DEPC
DG
DGL-a
DGL-B
DH5a
EPSC
FA
FAAH

GABA

GDE1
GLU
GPR55
INT/C42/L.26
I-LTD
IP3

IPSC

KO

LTD
lyso-PI
mAChR
MGL
mGIuR
mGIuR1
mGluR1a

mGIuR5
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1,2-diacil-glicerin

dietil-pirokarbonat

gyrus dentatus (hippokampusz régio)

diacil-glicerin lipaz alfa

diacil-glicerin lipaz béta

baktériumtorzs

serkentd posztszinaptikus aram (excitatory postsynaptic current)
zsirsav (fatty acid)

zsirsavamid-hidrolaz (fatty acid amide hydrolase)

gamma- amino-vajsav (gamma-amino-butyric acid)

glicerofoszfodiészteraz-1

glutamat

55-0s tipusu G-fehérje kapcsolt receptor

DGL-a antitestek

gatlas hosszu tava depresszidja (long-term depression of inhibition)
inozitol-1,4,5-triszfoszfat

gatlo posztszinaptikus dram (inhibitory postsynaptic current)
»knock-out” génkiiitott (egér torzs)

hosszl tavl szinaptikus depresszio (long term depression)
lizo-foszfatidil-inozitol

M1/M3 muszkarinikus acetilkolin receptor
monoacil-glicerin lipaz

metabotrop glutamat receptor

1-es tipusu metabotrop glutamat receptor

metabotrop glutamat receptor la

5-0s tipust metabotrop glutamat receptor
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MRNS hirvivé (messenger) ribonukleinsav
MSN medium spiny neuron

NAE N-acil-etanolamin

NAPE N-acil-foszfatidil-etanolamin

NAPE-PLD N-acil-foszfatidil-etanolamin foszfolipaz D

NAT N-acil-transzferaz

NGS normal kecske szérum

NMDA N-metil-D-aszparaginsav

O-LM oriens-lacunosum-moleculare interneuron
ORF nyitott leolvasasi keret (open reading frame)
PA foszfatidsav (phosphatidic acid)

PB foszfat puffer

PC foszfatidil-kolin

PCR polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)
PE foszfatidil-etanolamin

PIP, foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat

PLA: foszfatidil-inozitol foszfolipaz Al

PLCP foszfolipaz CB

PSD posztszinaptikus denzitas

PSM periszinaptikus masinéria

PV parvalbumin

SD standard deviéacio

SOM szomatosztatin

STD rovid tavu szinaptikus depresszid (short term depression)
TBS trisz-pufferelt s6oldat

TH tirozin-hidroxilaz



THC

TRPV1
VGCC
VGLUT3
VIP
VTA

WT
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A°-tetrahidro-kannabinol

1-es tipusu tranziens receptor potencial vanilloid tipust ioncsatorna
fesziiltség-fiiggd kalcium csatorna

vezikularis glutamat transzporter 3-as receptor

vazoaktiv intesztinalis polipeptid

ventralis tegmentalis area

vad tipusu allat
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Il. BEVEZETES

A kémiai szinapszisok klasszikus anterograd jelatviteli folyamatait és aktivitas-fiiggd
plaszticitasat a tobb évtizedes intenziv kutatdsoknak koszonhetéen mar meglehetdsen jol
ismerjiik molekularis szinten (Granger és Nicoll, 2013; Siidhof, 2013; Fritschy és
Panzanelli, 2014). Ezzel szemben a kémiai szinapszisok visszacsatolas elvén alapuld
szabalyozasaban szerepet jatszo retrograd jelatviteli utvonalakrol sokkal kevesbé
részletes tudas all rendelkezésiinkre. Habar tobb olyan jelmolekula is ismert, példaul
egyes gazok (nitrogén-monoxid), peptidek (dinorfin), és aminosav neurotranszmitterek
keletkezhetnek és a preszinaptikus idegsejtek axonterminalisain fejthetik ki hatasukat, de
ezek a retrograd mediatorok mai tudasunk szerint viszonylag kevés szinapszis- és
sejttipusban fordulnak eld, valamint csak meghatarozott ¢élettani folyamatokban vesznek
részt (Regehr et al., 2009). Ezzel szemben az elmult masfél évtizedben kideriilt, hogy
1étezik egy sokkal altalanosabb élettani szerepet jatszo retrograd jelatvitel atvonal is, az
ugynevezett endokannabinoid jelpalya (Kreitzer és Regehr, 2001; Ohno-Shosaku et al.,
2001; Wilson és Nicoll, 2001), amely a gerincvel6tol az agykéregig a kémiai szinapszisok
tulnyomo tobbségében alapvetd fontossagu szerepet tolt be az anterograd ingeriiletatvivo
anyagok felszabadulasanak aktivitas-fiiggd szabalyozasaban (Castillo et al., 2012; Ohno-
Shosaku és Kano, 2014).

Minden bioldgiai informacidatviteli rendszernek sziiksége van pozitiv és negativ
visszacsatolasi lehet6ségekre (erdsitokre és fékekre) amelyekkel az alulmiikodés vagy a
talmiikodés ellen védekezni tud (Freeman, 2000; Mitrophanov és Groisman, 2008). A
kémiai szinapszisok esetében ez azt jelenti, hogy a posztszinaptikus idegsejt képes kell
legyen a preszinaptikus sejt feldl érkezd jel mértékének szabalyozasara. Habar specialis
esetekben a szinaptikus potenciacioban is fontos lehet (Navarette és Araque, 2010; Cui et
al., 2015), mai tudasunk szerint a szinaptikus endokannabinoid jelpalya elsédlegesen
negativ visszacsatolasként mikodik és ezzel kulcsszerepet jatszik a kémiai szinapszisok
rovid tava, hossz tavi vagy tonusos depresszidjaban (Castillo et al., 2012). Az
endokannabinoidok élettani és korélettani jelentésége is ezen alapszik. Jol ismert példaul
a szinaptikus endokannabinoid jelpalya fontos feladata a negativ emléknyomok
kitorlésében (Marsicano et al., 2002; Gunduz-Cinar et al., 2016) és ezen keresztiil a

szorongas €s a poszt-traumatikus stresszbetegség féken tartasaban (Ruehle et al., 2012;
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Papini et al., 2015). Szintén kozismert az endokannabinoid jelpalya szerepe a koros
szinaptikus tanulasi folyamatokban, amelyek alapjaul szolgalnak olyan betegségeknek,
mint a kronikus fajdalom és a fiigg6ség (Maldonado et al., 2006; Rani Sagar et al., 2012).
Végiil a szinaptikus depresszio hatékonysaganak csokkenése kulcsfontossagu lehet a
neuronhaldzatok tulzott excitabilitasaval jellemezhetd idegrendszeri betegségekben, mint
példaul epilepsziaban és ischemiaban, amelyekben mar bizonyitott az endokannabinoid
rendszer alulmiikodése (Katona és Freund, 2008).

Ahhoz, hogy egy szinaptikus jelatviteli rendszer miikkodését igazan megérthessiik,
ismerniink kell az adott jelpalya molekularis alkotoelemeit és azok pontos eléfordulasi
helyét a szinapszisokban és a neuronhdlozatok adott sejttipusaiban. Doktori munkam
kezdetén a szinaptikus endokannabinoid jelpalya 1étezése mar ismert volt, de még nem
volt vildgos, hogy pontosan melyik endokannabinoid és mely szintetizaldo enzimek
vesznek részt benne. Habar a CB1 kannabinoid receptorok preszinaptikus jelenlétét az
idegvégzodéseken mar 1999-ben sikertilt elektronmikroszkoppal igazolni (Katona et al.,
1999), de az endokannabinoid-szintetizald enzimek pontos szinaptikus eloszlasa még
nem volt feltarva. Ezért az is kérdéses volt, hogy a szinaptikus endokannabinoid
jelmolekulak vajon kozvetlen retrograd Uton vagy inkabb kozvetett preszinaptikus
autokrin  folyamat elemeként vesznek-e részt az ingeriiletatvivd anyagok
felszabadulasanak szabalyozasaban. Figyelembe véve az endokannabinoid rendszer
kulcsszerepét a szinaptikus plaszticitds szamos formajaban, ezt az alapkérdést eldszor a
hippokampusz teriiletén kiséreltiik megvalaszolni, amely a sejtszintli tanulasi, illetve
szinaptikus plaszticitasi folyamatok egyik leggyakrabban vizsgalt modellteriilete.
Kisérleti munkank soran eldszor a hippokampalis principalis sejteket 6sszekotd serkentd
szinapszisokat tanulmanyoztuk, majd a kapott eredményeket kiterjesztettilk a GABAerg
interneuronokra érkezd serkent6 szinapszisokra is, mivel kideriilt, hogy a korabbi nézettel
(McBain et al., 1999) ellentétben ezekben a szinapszisokban is tapasztalhatdé a hosszl
tavl szinaptikus plaszticitas szamos formdja (Kullmann és Lamsa, 2007). Végiil
megvizsgaltunk egy masodik agyteriiletet, a kozépagyi ventralis tegmentalis areat is,
amely az agyi jutalmazorendszerben és a fliggségekben az egyik legfontosabb szerepet
betdlté régio, hogy felderitsiik vajon mennyire tekinthetéek altalanosnak a szinaptikus

endokannabinoid jelpalya szervezddési alapelveli.

10
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1. Az endokannabinoid rendszer megismerésének rovid torténete

A kendert (Cannabis sativa) mar az oOkorban gydgynovényként hasznaltak, irasos
bizonyitékok alapjan a kinai gyogyitok koriilbeliil 4500 évvel ezeldtt ismerték és
hasznaltak példaul fajdalomcsillapitasra (Mechoulam, 1986). A hatismechanizmusanak
megértéséhez sziikséges elsé mérfoldkovet a modern orvostudomany szamara a kender
pszichoaktiv hatdsaért nagyrészt felelés A°-tetrahidro-kannabinol (THC, Gaoni és
Mechoulam, 1964) felfedezése jelentette. A kdvetkez6 mérfoldkd joval késébb annak a
receptornak molekularis azonositasa volt, amely szervezetiinkben elsddleges kozvetitdje
a THC hatasanak (Devane et al., 1988; Matsuda et al., 1990). Ezt a G-fehérje kapcsolt
receptorok csalddjaba tartozé fehérjét egyes tipusu kannabinoid receptornak nevezték el
(CB1 kannabinoid receptor, Matsuda et al., 1990), kicsivel késdbb egy kdzvetlen rokonat,
a CB; kannabinoid receptort is sikeriilt megklonozni (Munro et al., 1993). Ekkor meriilt
fel az a fontos kérdés, hogy ha a szervezetiinkben megtalalhatoak a kannabinoid
receptorok, akkor vajon milyen molekulak lehetnek az endogén ligandjaik? Ezért az
endokanabinoidok kutatasaban a harmadik jelentds tudomanyos mérfoldkovet az
elséként felfedezett endogén kannabinoid molekula, az anandamid felfedezése jelenti (N-
arachidonil-etanolamin, Devane et al., 1992). Kicsivel késébb egy masodik
endokannabinoidot, a 2-arachidonil-glicerint (2-AG) is sikeriilt azonositani (Mechoulam
etal., 1995; Sugiura et al., 1995; Stella et al., 1997). A 2-AG a kdzponti idegrendszerben
az anandamidnal egy nagysagrenddel nagyobb mennyiségben fordul e¢l6 (nmol/g, illetve
pmol/g szoveti koncentracidban) (Stella et al., 1997), és farmakologiai szempontbol
mindkét kannabinoid receptoron teljes agonistaként viselkedik, mikdzben az anandamid
parcialis agonista (Gonsiorek et al., 2000). Ezzel parhuzamosan a 2-AG
metabolizmusardl manapsag mar sokkal tobbet tudunk, mikézben még mindig nem
teljesen tisztazott részleteiben, hogy hogyan szintetizaljak az idegsejtek az anandamidot,
milyen fizioldgiai folyamatok hatasara keletkezik és mi a pontos hatdsmechanizmusa
(Piomelli, 2013). A kovetkezé mérfoldkovet azoknak az enzimeknek, elsésorban szerin-
hidrolazoknak a felfedezése jelentette, amelyek ezeknek a sejtmembranok hossza
szénlancu zsirsav alkot6ibdl keletkezd lipidmolekulaknak a metabolizmusaért felelnek
(Cravatt et al., 1996, Dinh et al., 2002; Bisogno et al., 2003; Okamoto et al., 2004; Simon
and Cravatt, 2006 ¢és 2008; részletesen lasd késébb). Ezek a mérfoldkovek egyiitt

11
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kulcsfontossagiinak bizonyultak az endokannabinoid jelpalya élettani és korélettani

jelentdségének feltarasahoz (6sszefoglalasként lasd Mechoulam et al., 2014).
2. Az endokannabinoid rendszer molekularis és anatomiai felépitése

Az endokannabinoid rendszer mikodésében résztvevd legfontosabb molekularis

alkotoelemeket legalabb harom nagyobb csoportba lehet sorolni:

1. Kannabinoid receptorok: Elsésorban a G-protein kapcsolt receptorok csaladjaba

tartozo két klasszikus receptorfehérje, a CBj, illetve a CB; kannabinoid receptor tartozik
ide. Ujabb eredmények alapjan léteznek azonban mas olyan receptorok is, amelyek
kapcsolatba hozhatoak logikailag az endokannabinoid rendszerrel, mert a THC vagy az

endokannabinoidok molekularis célpontjaiként szolgalhatnak.

2. Endokannabinoidok: A legalaposabban vizsgalt molekulak a 2-AG és az anandamid.

Az elmult években azonban maés lipidek ¢€s peptidek is felmeriiltek, mint potencialis

endogén ligandjai vagy allosztérikus modulatorai a két kannabinoid receptornak.

3. Metabolikus enzimek: Biokémiai kisérletek alapjan szamos enzim ismert, amelyek

potencialisan részt vehetnek a 2-AG és az anandamid szintézisében és lebontasaban.
Némelyik enzim esetében bizonyitott, hogy fontos alkotéeleme a szinaptikus
endokannabinoid jelpalyanak, masok esetében még hianyzik a kisérleti bizonyiték €s
elképzelhetd, hogy inkabb mas, a szinapszisoktol fiiggetlen élettani folyamat fontos

résztvevoi lehetnek.

A fenti harom csoporton kiviil, amelyeket a Bevezetésben részletesen is
bemutatok (lasd alabb) valosziniileg fontos alkotéelemei az endokannabinoid
rendszernek az intracellularis és intercellularis transzporterek. Mivel az anandamid és a
2-AG alapvetéen hidrofob molekulak, példaul a lipofilitasukat jelz6é logP értékiik az
anandamid esetében 5,1; a 2-AG esetében 5,39 (Maccarrone, 2008), ezért valdszinii, hogy
specialis karriermechanizmusok is sziikségesek sejten beliili és sejtkdzotti mozgasukhoz.
Habar az elmult években tobb lehetséges transzportmechanizmus is eldtérbe keriilt, de az
igéretes kisérleti eredmények ellenére még nincsen konszenzus az endokannabinoid
rendszer kutatéi kozott, hogy a szinaptikus endokannabinoid jelpalyaban milyen

mechanizmusok lehetnek fontosak (Nicolussi és Gertsch, 2015). A legizgalmasabbak
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lehetdségek kozé tartozik az intercellularis transzport megvalositasaban az exoszomak
feltételezett szerepe (Gabrielli et al., 2015), az intracellularis folyamatokban pedig az
FABP5 és FABP7 fehérjék, valamint a FAAH enzim egy rovid izoformaja a FLAT
lehetnek fontos szereplok (Kaczocha et al., 2009; Fu et al., 2011).

2.1  Kannabinoid receptorok a kozponti idegrendszerben

Szelektiv receptor antagonistakat és genetikailag modositott allatmodelleket hasznalo
preklinikai és klinikai kisérletek eredményeire alapozva ma mar altalanosan elfogadott
tény, hogy a fitokannabinoid THC pszichoaktiv hatasanak és az endokannabinoidok
fiziologiai hatasainak kozvetitésében a kozponti idegrendszerben a CB: kannabinoid
receptor jatssza a legfontosabb szerepet ragcsalokban és emberben egyarant (Ledent et
al., 1999; Zimmer et al., 1999; Huestis et al., 2001; Monory et al., 2007, Kano et al.,
2009). A CB; receptor fehérje szekvenciaja nagyon konzervativ, emldsfajok receptorai
kozott példaul 97-99%-0s azonossag all fenn az aminosav sorrend alapjan. Mai tudasunk
szerint ez a receptor fordul eld a legnagyobb mennyiségben a kdzponti idegrendszerben,
stirlisége vetekszik az anterogradd szinaptikus transzmisszidban kulcsszerepet jatszo
ionotrép glutamat és GABA receptorokkal (Herkenham et al.,1990). Ez a tény
Osszhangban all azzal, hogy ez az altalaban preszinaptikusan lokalizalt receptor a
retrograd szinaptikus jelatviteli folyamatok alapvetd molekularis szerepléje. A CB1
receptorok a hét transzmembran domént tartalmazé G-fehérje kapcsolt receptorok
rodopszin-tipusu A13-as alcsaladjaba tartoznak. Elsdsorban Gi-kapcsoltak, effektoraik
az idegvégzddéseken nagyrészt a fesziiltségfliggd kalcium csatorndk, mint példaul a
Cav2.2 N-tipusu kalcium csatorna (Wilson et al., 2001; Szabd et al., 2014), amely
altalaban a rovid tavu szinaptikus depresszioban fontos, de a CB; tartds aktivacioja az
adenilat-ciklaz gatlasat is eredményezheti és ezzel a preszinaptikus cAMP szint
csokkenéséhez vezet, ami pedig a hosszt tavu szinaptikus depresszidban alapvetd
jelentéségii (Chevaleyre et al., 2007). Fontos megjegyezni, hogy legtjabb eredmények
receptor, ahol ¢lettani feladata a sejtek excitabilitdsanak szabalyozdsa a HCNI1

ioncsatornakon keresztiil (Maroso et al., 2016).

A CB: receptorral 44%-0s homoldgiat mutatd CB: receptort szoktak az

immunrendszer kannabinoid receptoranak nevezni és legnagyobb mennyiségben a 1épben
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fordul el6 (Munro et al., 1993). F6 ¢€lettani szerepe, hogy gatolja az immunsejtek tobb
tipusanak a vandorlasat (6sszefoglalasként lasd Cabral et al.,, 2015). A koézponti
idegrendszerben csak nagyon kis mennyiségben van jelen, de legijabb eredmények
szerint példaul a natrium-bikarbonat kotranszporter aktivalasaval a hippokampalis

piramissejtek hossza tavh hiperpolarizaciojat szabalyozhatja (Stempel et al., 2016).

A klasszikus kannabinoid receptorokon kiviil tobb mas olyan receptor is van,
amelyeket egyes irodalmi adatok szerint a fitokannabinoidok vagy az endokannabinoidok
képesek aktivalni. Ezek koziil kiemelkedik a TRPV1 (1l-es tipusu tranziens receptor
potencial vanilloid tipusu ioncsatorna), amelynek mind az anandamid, mind a 2-AG
lehetséges endogén ligandja (Zygmunt et al., 1999, 2013). Erdekes médon a CB:
receptorral ellentétben a TRPV1 elsdsorban posztszinaptikusan fordul elé a kdzponti
idegrendszer szinapszisaiban (Lee et al., 2015; Puente et al., 2015), ahol intracellularis
aktivalasa anandamiddal szerepet jatszik a glutamaterg és GABAerg szinapszisok hosszu
tavil szinaptikus depresszidjaban, valamint a tonusos retrograd 2-AG jelpalya
szabalyozasaban (Chavez et al., 2010; 2014; Grueter et al., 2010; Lee et al., 2015). Az
endokannabinoidok molekularis célpontjai potencialisan lehetnek még mas ligand-
vezérelt ioncsatornak, mint példaul az 5-HT3 (harmas tipust 5-hidroxi-triptamin)
receptorok, a glicinerg receptorok és a nikotinos acetilkolin receptorok, fesziiltség-fiiggd
ioncsatornak, mint példaul a T-tipusu kalcium csatorna, €s tovabbi metabotrop G-fehérje
kapcsolt receptorok, mint példaul a GPR55, azonban endokannabinoid-medialta szerepiik
a szinaptikus jelatviteli folyamatokban még nem tisztazott (Osszefoglalasként lasd
Pertwee et al., 2010).

2.2 Az endokannabinoid molekulak és metabolizmusuk

Mindkét klasszikus endokannabinoid molekula, az anandamid ¢és a 2-AG is
lipidszarmazék, egész pontosan egy esszencidlis zsirsavnak, az arachidonsavnak a
glicerinnel képzett észtere (2-AG), illetve az etanolaminnal képzett amidja (anandamid).
Mindkét endokannabinoid az idegsejtek sejtmembranjaban talalhaté prekurzor
foszfolipidekbdl keletkezik tobb enzimatikus 1épésben (lasd alabb részleteiben). Az
utobbi idoben mas molekulakat is azonositottak, amelyek kotédhetnek a kannabinoid
receptorokhoz, illetve az endokannabinoidokkal kémiailag rokon vegyiiletek (Fezza et
al., 2014). Koziiliik jelentéségében kiemelkedik a szteroid hormonok korabban inertnek
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gondolt altalanos eléanyaga a pregnenolon, amely CB:1 receptor antagonistaként
viselkedik (Vallee et al., 2014), valamint a lipoxin A4, egy gyulladascsokkentd hatast
lipid, amelyrél nemrég kideriilt, hogy pozitiv allosztérikus moduldtora a CB:
receptoroknak (Pamplona et al., 2012). A jovOben érdekes kutatasi témat jelenthetnek a
peptidkannabinoidok is, amelyek koziil a hemoglobin hasitasi termékérdl a
hemopresszinrél feltételezik, hogy endogén negativ allosztérikus CB1 modulator lehet
(Bauer et al., 2012).

2.2.1 A 2-AG szintézise és lebontasa

A 2-AG, mint kannabinoid receptor ligand lehetséges szintézis-titvonalait el6szor 1997-
ben irtak le (Stella et al., 1997, Bisogno et al., 1997). Habar tobbféle titvonalon is
keletkezhet, kiindulési anyagai mindig a sejtmembrant alkotd foszfolipidek (Sugiura et
al., 2006). Egyes feltételezések szerint elképzelhetd, hogy létezhetnek 2-AG raktarak a
szinapszisok plazmamembranjaban. A napjainkban legelfogadottabb nézet szerint
azonban a 2-AG nem raktarozodik, mint példaul hagyomanyos modon az anterograd
hirvivé molekuldk a szinaptikus vezikuldkban, hanem aktivitas-fliggden, ugynevezett
»on-demand” modon keletkezik. Ez azt jelenti, hogy egy specifikus élettani jel sziikséges
a szintézisben részt vevo biokémiai kaszkad elinditasara, amely a 2-AG szintéziséhez ¢s

felszabadulasahoz vezet (Alger és Kim, 2011; Hashimotodani et al., 2013).

A legfontosabb szintézis-utvonalat a kovetkezékben ismertetem (1A. abra). Egy
adott specifikus élettani szignalt kdvetden (részletesen lasd késobb) a 2-AG szintézisének
els6 1épése a membranalkotd foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP2) bontasa a
foszfolipaz CPB (PLCP) enzim altal (Stella et al., 1997; Hashimotodani et al., 2005). A
reakcio termékeként 1,2-diacil-glicerin (DAG) ¢és inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IPs)

crer

crcr

az sn-1-specifikus diacil-glicerin lipaz (DGL) enzim végez (Stella et al., 1997; Bisogno
et al., 2003). Az sn-1-specifikus diacil glicerin lipaznak két izoformajat irtak le, a DGL-
a-at és a DGL-B-at. (Bisogno et al., 2003). A DGL-a enzim kodolo szekvenciaja hosszabb
€s 1042 aminosavbol all, mely a DGL-J esetében pedig rovidebb €s csupan 672 aminosav

alkotja. Filogenetikailag kozeli rokonok, mindkét enzim a szerin-hidrolazok csoportjaba
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tartozik, aminosav sorrendjiik 33%-ban megegyezik (Bisogno et al., 2003). Mindkét
enzim membranokban lokalizalt, ami a négy transzmembran régiéjuknak kdszonheto.
Miikodésiihoz Ca?*-ion és glutation sziikséges (Bisogno et al., 2003). Bar mindkét
izoforma jelen van a koézponti idegrendszerben, de a DGL-a és DGL- génkiiitott (KO)
egerekkel végzett kisérletek feltartak, hogy a 2-AG szintéziséért az agyban elsésorban az
o izoforma felelés (Gao et al.,, 2010; Tanimura et al. 2010, Yoshino et al., 2011).
Ugyanakkor a DGL-B fontos szerepet jatszik a 2-AG szintézisében mas szdvetekben,
példaul a gyulladasos folyamatokat szabalyozza a peritonealis makrofagokban (Hsu et
al., 2012).

Ismertek DAG fiiggetlen szintézis-Gtvonalak is. Az egyik ilyen alternativ
utvonalban a foszfolipaz A1 (PLAy) segitségével foszfatidil-inozitolbol lizo-foszfatidil-
inozitol (lyso-Pl) keletkezik, amelyet a foszfolipiz C bont tovabb 2-AG
endokannabinoidda (Tsutsumi et al., 1994). Ennek a homogenizalt biokémiai
preparatumokban leirt itvonalnak a jelentdsége €10 sejtekben és rendszerekben még nem
tisztazott. A 2-AG ezen kiviil sejtvonalakon elvégzett in vitro kisérletek alapjan bizonyos
sejttipusokban akar foszfatidsav enzimatikus hidrolizisével is keletkezhet (Bisogno et al.,
1999), habar a lehetséges in vivo szerepe ennek az utvonalnak szintén nem ismert még.
Végiil fontos megjegyezni azt is, hogy elképzelhetd, hogy a DGL-a és DGL-B enzimek
szerepe a sejtekben nemcsak a 2-AG szintézise. Fontos jelentésége lehet annak is, hogy
ezek az enzimek prekurzorként DAG-ot hasznalnak, amely szamos intracellularis
jelatviteli utvonalnak alapveté masodlagos hirvivé molekulaja. A DGL-a és DGL-f ezért
alkalmas lehet a DAG inaktivalasaval ezeknek az utvonalaknak a leallitasaban (Leung et

al., 2008; Katona és Freund, 2012).

A 2-AG jelpalya terminalasa szintén tobbféle modon torténhet. A 2-AG
atalakulhat a glicerinvaz acilalodasaval vagy foszforilalodasaval, illetve az arachidonsav
rész oxidaciojaval is. Példaul ismert, hogy a COX-2 (ciklooxigenaz-2) enzim
oxigenalhatja a 2-AG-t (Kozak et al., 2000) és ennek az inaktivaciés mechanizmusnak
fontos szinaptikus szerepe ¢€s jelentdsége van (6sszefoglalasként ldsd Hermanson et al.,
2014). Leggyakrabban azonban a hidrolizisnek lehet szerepe, amely soran a 2-AG
arachidonsavra és glicerinre bomlik (1A. abra). A hidrolizisben szerepet jatszo enzimek

lehetnek a MGL (monoacil-glicerin lipaz), ABHD6/ABHD12 (6-0s illetve 12-es tipusu
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o/p hidrolaz fehérjék) illetve a FAAH (zsirsav-amid hidrolaz) (Blankman et al. 2007;
Murataeva et al. 2013).
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1. abra: A 2-AG (A) és az anandamid (B) szintézisének és lebontasanak fobb tvonalai. (A) A 2-
AG szintézise két egymast kdvetd enzimatikus 1€pésbol all. A PLCP (foszfolipaz CB) enzim a
membranalkoto foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP,) bontasabol allitja eld az 1,2-diacil-
glicerint (DAG) és tovabbi termékként inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP3) is keletkezik. A DAG-ot
egy diacil-glicerin lipdz enzim (pl. DGL-a) alakitja at 2-arachidonil-glicerinné (2-AG) és
zsirsavva (FA). A 2-AG lebontasat a monoacil-glicerin-lipaz (MGL) végzi, a reakciotermék a
glicerin és az arachidonsav. (B) Az anandamid szintézisének elsé 1épésében a foszfatidil-
etanolamin (PE) lipidre a foszfatidil-kolin (PC) arachidonsavcsoportja keriil az N-acil-transzferaz
(NAT) enzim segitségével. A folyamat soran keletkezik az N-acil-etanolamin (NAPE) és a lizo-
foszfatidil-kolin (Lyso-PC). Ezutan az N-acil-foszfatidil-etanolamin foszfolipaz D (NAPE-PLD)
enzim hasitja el a NAPE-t anandamidda (AEA) és foszfatidsavva (PA). Az anandamid bontasat a
zsirsavamid-hidrolaz végzi és végtermékként etanolamin (EA) és arachidonsav (AA) keletkezik.

Az in vivo proteomikai kisérletek arra utalnak, hogy a fent emlitett emzimek koziil
az MGL a legfontosabb és az agyban talalhat6 2-AG koriilbeliil 85%-anak hidrolizisét ez
az enzim végzi (Blankman et al. 2007). Az MGL szintén a szerin-hidrolazok csaladjaba
tartozik és szubsztratként a kettés kotésekkel is rendelkez6 monoacil-glicerineket
preferalja. Az MGL fehérje 303 aminosavbol all és mind a ragcsalok, mind az ember
idegrendszerében elsdsorban preszinaptikusan talalhaté (Gulyas et al., 2004; Ludanyi et

al., 2011), ami idealis lokalizaci6 egy retrograd szinaptikus jelpalya lezarasahoz.
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Erdekesség, hogy az MGL nemcsak a CB; receptort tartalmazo idegvégzddésekben
fordul el6, hanem példaul a gyrus dentatusban asztrocitakban is megfigyelték, ahol
szerepe lehet a szinapszisbdl kicsorgd 2-AG nem-specifikus heteroszinaptikus hatdsanak

kontrollalasaban (Uchigasima et al., 2011).

2.2.2. Az anandamid szintézise és lebontasa

Az anandamid (pontos kémiai nevén N-arachidonil-etanolamin) az endogén
kannabinoidok kozil elséként felfedezett molekula (Devane et al., 1992). Szerkezete

alapjan a N-acil-etanolaminok (NAE) koz¢ tartozik és az acilcsoportja egy arachidonsav.

A NAE lipidek és igy az anandamid szintézise is a 2-AG-hoz hasonloan egy
membranalkot6 foszfolipidbdl indul ki (1B. abra). Jelen esetben ez a membranalkotd az
N-acil-foszfatidil-etanolamin (NAPE). A NAPE-kat egy maig nem azonositott, Ca?*-
fliggé (NAT) vagy Ca?*-fliggetlen (iNAT) N-acil-transzferdz enzim hozza létre, az
agyban inkabb a Ca?*-fiiggd forma fordul eld (Tsuboi et al., 2013). A NAPE lipideket a
NAT enzimek altaldban a sejtmembranokban nagy mennyiségben el6forduld
foszfatidilkolinbdl az sn-l-es pozicidban taldlhatd zsirsav-észter acil-csoportjanak
foszfatidil-etanolaminok amino-csoportjara torténé athelyezésével hozzak 1étre (Fezza et
al. 2014). Az ezt kovetd szintézisutak meglehetésen szertedgazoak lehetnek
(0sszefoglalasként lasd Liu et al., 2008). Jelen fejezetben csak a legfontosabbat

ismertetem roviden a szinaptikus jelent6sége miatt (Nyilas et al., 2008).

A Kkeletkezett NAPE-molekuldkat az N-acil-etanolamin foszfolipdiz D enzim
(NAPE-PLD) (Okamoto et. al. 2004) bontja tovabb foszfatidsavra és N-acil-
etanolaminokra (NAE). A NAE-k az adott acil-csoportban kiilonbéznek egymastol. Az
ananamidban (AEA) ez az acilcsoport az arachidonsav. A NAPE-PLD enzim az
emldsoket tekintve nagyon konzervativ fehérje. Az egérben 396 aminosavbol all és
szekvenciaja 89-90%-ban megegyezik az emberben talalhato NAPE-PLD fehérje
aminosav sorrendjével (Okamoto et al., 2004). Miikodési mechanizmusat tekintve a
NAPE-PLD enzim a metallohidrolaz szupercsalad béta-laktamaz domént tartalmazd
alcsaladjanak a tagja. Miikodése cink és kalcium ion-fiiggé. Kollégaimmal egyiitt 2008-
ban kimutattuk (Nyilas et al., 2008), hogy a NAPE-PLD legnagyobb mennyiségben a

gyrus dentatus szemcsesejtjeiben expresszalodik a kozponti idegrendszerben, de jelen van
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alacsonyabb szinten példaul a CA3 piramissejtjeiben is. Elektronmikroszkdpos
vizsgalatokkal pedig bizonyitottuk, hogy a NAPE-PLD a serkent6 idegvégzodésekben
talalhato intracellularis membranciszternakhoz asszocialtan fordul el6 (Nyilas et al.,
2008). Ez arra utal, hogy a NAPE-PLD enzim részt vehet a szinaptikus transzmisszid
szabalyozasaban, ugyanakkor a preszinaptikus eléfordulésa alapjan nem varhato, hogy a
retrograd szinaptikus endokannabinoid jelpalya kiindulasi enzime legyen. Azonban ezek
az eredmények még nem zarjak ki, hogy az anandamid részt vehet a retrograd szinaptikus
jelatviteli folyamatokban, f6leg mivel kideriilt, hogy a NAPE-PLD génkiiitott allatokban
nem valtozik az anandamid szintje alapallapotban (Leung et al., 2006). Ez utobbi varatlan
megfigyelés arra utal, hogy alternativ anandamid szintézis-utvonalaknak is 1éteznek az
agyban (Di Marzo, 2011). Ilyen lehet példaul az a szintézis-utvonal amelyben az o,p-
hidrolaz-4 (ABHD4) és glicerofoszfodiészteraz-1 (GDE1) enzimek tobb IépcsGben
katalizaljak a NAPE atalakulasat NAE lipidekké (Simon és Cravatt, 2006; 2008).

Végiill az anandamid valdszinlileg legfontosabb lebont6 enzime az
idegrendszerben a zsirsavamid-hidrolaz enzim (FAAH), amely a NAE-kat etanolaminra
¢s megfeleld zsirsavszarmazékra hidrolizalja (Cravatt et al. 1996). Anatémiai
megfigyelések szerint a FAAH hidnyzik az idegvégzddésekbdl ¢és kizardlag
szomatodendritikusan fordul el6 (Gulyas et al., 2004).

3. A szinaptikus endokannabinoid jelpalya miikodése

Amikor a doktori munkdmban bemutatott kutatasokat elkezdtilk még nem volt ismert,
hogy melyik endokannabinoid molekula jatssza a foszerepet a szinaptikus
endokannabinoid jelpalyaban, mint hirvivé anyag és az is részben ismeretlen volt, hogy
milyen enzimek szabalyozhatjak a szinaptikus endokannabinoidok szintjét. Azota a
szakteriilet fejlodése elvezetett egy altalanosan elfogadott miikodési modellhez, amely
részben integralja az Eredmények fejezetben bemutatott kisérleti megfigyeléseinket is.
Ezért a kovetkezd bekezdésekben a kronologiai sorrendet némiképpen megtdrve ezt a
modellt fogom bemutatni, hogy az olvaso szamara minél naprakészebb legyen a dolgozat

¢s min¢l jobban tiikr6zze mai tudasunkat.

Az elmult tiz év kutatasi eredményei egyértelmiien arra utalnak, hogy az ismert
endokannabinoid molekulak koziil a 2-AG viselkedik ,klasszikus” szinaptikus

endokannabinoidként. Farmakologiai, valamint genetikai bizonyitékok alapjan a CB:
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kannabinoid receptor-medialta retrograd endokannabinoid hatdsért is nagy
valoszintiséggel ez a molekula felelés (Ohno-Shosaku és Kano, 2014). A szinaptikus
hirvive szerepére az is alkalmassa teszi, hogy a CB1 kannabinoid receptor elsédleges
ligandja, amely a receptor aktivacidja soran teljes agonistaként viselkedik. Az egyik
szintetizal6 enzime, a DGL-a posztszinaptikusan fordul eld (lasd késdbb az Eredmények
fejezetben), molekularis célpontja a CB1 receptor, valamint lebonté enzime az MGL
pedig preszinaptikusan az axonterminalisokon talalhato (Katona et al., 1999; Dinh et al.,
2002; Gulyas et al., 2004). Ez a szinaptikus molekularis anatomiai szervezddés is
Osszhangban van a 2-AG, mint retrograd szinaptikus jelmolekula modelljével.
Farmakolégiai eszk6zok, példaul specifikus enziminhibitorok segitségével kideriilt, hogy
a posztszinaptikus 2-AG szintetizdld DGL enzimek gatlasa megsziinteti az
endokannabinoid-medialta rovid tava és a hossza tavu szinaptikus depressziot (Edwards
et al., 2006; Hashimotodani et al., 2013). Ezzel 6sszhangban a preszinaptikus 2-AG
lebontd6 MGL enzim gatlasa pedig erdsiti és id6ében elnyujtja az endokannabinoid-
medialta szinaptikus depresszio tobb formajat (Melis et al., 2004; Hashimotodani et al.,
2007; Pan et al., 2009; Lee et al., 2015). Hasonloképpen a DGL-o génkiiitott allatokban
hianyzik az endokannabinoid-medialta szinaptikus plaszticitds minden formaja (Gao et
al. 2010; Tanimura et al. 2010; Yoshino et al. 2011), az MGL génkiiitott allatokban pedig
fokozottan miikddik (Pan et al., 2011). Ezért az endokannabinoid rendszer szinaptikus

miikodését a 2-AG jelpalyara fokuszalva mutatom be részletesen.
3.1 A 2-AG-kozvetitette endokannabinoid jelatvitel
3.1.1 A 2-AG felszabadulast kivalto élettani hatasok

Az ¢l6z6 alfejezetekben bemutattam, hogy milyen enzimatikus Iépésekben keletkezhet a
sejtekben 2-AG, amely nem konvencionalis modon tarolddik szinaptikus vezikulakban,
hanem aktivitas-fliggd (,,on-demand”) moddon szintetizadlodik ¢és mobilizalodik
(Hashimotodani et al., 2013). A kovetkezé fontos kérdés, hogy mik lehetnek azok a
specifikus élettani hatasok, amelyek a 2-AG felszabadulasat egy adott sejtben és
szinapszisban kivaltjak? Mai tudasunk szerint, amely a Kkiterjedt elektrofiziologiai
vizsgalatok eredményein alapul, koncepcionalis szempontbol két f6 mechanizmus, az
idegsejtek kelld mértékli depolarizacioja és a plazmamembranban elhelyezkedd Gt

tipusu G-fehérjét tartalmazd G-fehérje kapcsolt metabotrop receptorok aktivacidja,
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valamint ezek kombinacidja vezethet 2-AG felszabadulashoz (2. abra; Ohno-Shosaku és
Kano, 2014):

Presynaptic

0 o 0
2-AG /agonist

VGCC tsa al1r
f_DGLa } LI

> DG+ PIP, ) mGIuR/mAChR
=
Ca2+____j

~

Depolarization Postsynaptic

2. abra: A 2-AG felszabadulas mechanizmusai: 1. Ca-ER A diacilglicerin (DG) keletkezését (ma még
feltaratlan mechanizmus alapjan) egyrészt a fesziiltség-fiiggd kalcium csatornak (VGCC) depolarizacid
hatédsara torténd aktivacidja miatti intracellularis kalcium szint emelkedése indukalhatja (a folyamat piros
nyilakkal jel6lve). 2. Basal-RER Gg11-fehérje kapcsolt receptor pl. mGIluR1-es tipust metabotrop glutamat
receptor vagy mAChR M1/M3 muszkarinikus acetilkolin receptor erés aktivacidja, melynek kovetkeztében
beindul a PLCB-enzimen (foszfolipaz CP) keresztiil egy kaszkad, amely soran a PIP2-bél (foszfatidil-
inozitol biszfoszfat) DG keletkezik (a folyamat kék nyilakkal jelolve). 3. Ca-assisted RER A gyenge Gg1-
receptor aktivici6 idében szinkronizilt egy kis mértékii intracellularis Ca?*-ion koncentraci6 emelkedéssel.
Ezek a jelek 6Gnmagukban nem lennének elegendéek ahhoz, hogy beinditsak a 2-AG termelést, de a receptor
aktivalasaval egyidében a PLCP enzimet a depolarizicio soran keletkezett Ca?* aktivélja és ez 2-AG
termeléshez vezet. A 2-AG a posztszinaptikus sejtb6l kijutva a preszinaptikus CB; receptorhoz kot (lasd
kovetkezo alfejezet). A 2-AG bontasaért nagyrészt a preszinaptikusan elhelyezkedé MGL felelés. A
degradacio soran arachidonsav (AA) keletkezik. Forras: Ohno-Shosaku és Kano, 2014, médositva.

1. CaER - Kalcium iranyitott endokannabinoid felszabadulds: Ebben a mechanizmusban

a 2-AG a megnovekedett intracellularis kalcium koncentraci6 hatasara szintetizalodik. A
kalcium szint novekedés a depolarizaci6 hatdsara megnyilo fesziiltség-fiiggd kalcium

csatornakon keresztil torténik.

2. Basal-RER - Receptor iranyitott endokannabinoid felszabadulas: A metabotrép Gg1

crer

felszabadulas. A metabotrop receptor aktivalasanak hatisara elindulé biokémiai
kaszkadban keletkez6 DAG a 2-AG prekurzoraként szolgal, a masik végtermék az IP3

pedig az intracellularis kalcium raktarakbol szabaditja fel a sziikséges kalcium ionokat.
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3. Ca-assisted RER — kalcium-segitett endokannabinoid felszabadulas: Az eldzo két

folyamat kombinacidja. Mai tudasunk szerint fiziologiai szempontbol ez lehet a
legrealisabb mechanizmus. Ennek egyik oka, hogy nem sziikséges hozza tartds
depolarizacio. Mar egy rovid akcids potencial sorozat is elegendd kalcium koncentracio
novekedést tud elérni, hogy a kis mennyiségben keletkez6 DAG-bdl a DGL-a enzim 2-
AG-t szintetizaljon. Masik oka, hogy amint a fenti abrabol is latszik, a metabotrop
glutamat receptorok vagy a muszkarinikus acetilkolin receptorok serkentése aktivalja a
PLCp enzim miikodését, amely szintén kalcium altal szabalyozott (Hashimotodani et al.,
2005). A PCL-B és DGL-a enzimek tehat koincidencia detektorként miikodhetnek, ami
azt jelenti, hogy kis mértékii glutamat vagy acetilkolin jel és a posztszinaptikus
depolarizacio idében egyiittes hatasara nagyobb lesz az endokannabinoid felszabadulas
mértéke, mintha a két hatas altal kiilon-kiilon felszabaditott 2-AG mennyiségét
Osszeadnank (Ohno-Shosaku és Kano, 2014).

Az els6é megfigyelések a Gqi11 —fehérjékkel kapcsolt GPCR receptorok koziil az
MGIUR: és mMGIuRs metabotrop glutamat receptorokrdl irtak le, hogy posztszinaptikus
aktivaciojuk a kisagyi Purkinje sejtekben és a hippokampalis piramissejtekben 2-AG
felszabadulast valthat ki (Maejima et. al, 2001, Varma et al. 2001). Mai tudasunk szerint
a DGL-a enzim valdsziniileg minden klasszikus Gg11 —kapcesolt receptor altal elinditott
masodlagos hirvivé utvonalban szerepet jatszhat, mint a DAG jel féken tartoja. Ezzel
Osszhangban mar legkevesebb 16 neurotranszmitterrél és hormonrol (ilyenek példaul az
angiotenzin, noradrenalin, szerotonin, oxitocin, vazopresszin) sikeriilt kimutatni, hogy
képes Ggi-fehérje aktivacion keresztiil a PLCB/DGL-a utvonalon a 2-AG szintézisének

beinditasara (6sszefoglalasként lasd Katona és Freund, 2012).

3.1.2 A periszinaptikus domén és a 2-AG jelatviteli szerepe a szinaptikus biztositék

modellben

Egy elektronmikroszkopos felvételen a serkentd szinapszisok tobbsége kiilonbozd
neurokémiai markerek hasznalata nélkiil is jol felismerhetd az 1gynevezett
posztszinaptikus denzitas (PSD) alapjan. A PSD egy tobbszaz fehérjébdl allo osszetett

struktura, amely kulcsszerepet jatszik az anterograd szinaptikus jelatvitelben (Sheng és
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Hoogenraad, 2007). Kvantitativ neuroanatomiai vizsgalatok alapjan, amelyek a 2-AG
szintézis-utvonaldnak molekuléris alkotéelemeit vizsgaltdk, fény deriilt arra, hogy az
MGIURY/MGIuRs receptorok, a Ggu1 fehérjék és a PLCPB enzim szubszinaptikus
lokalizacioja jellegzetes eloszlast mutat. Ezek a fehérjék intraszinaptikusan a PSD
teriiletérdl hidnyoznak, ezzel szemben szelektiv bedusulasuk tapasztalhato a PSD szélén
az Gigynevezett periszinaptikus zonaban (Baude et al., 1993; Lujan et al., 1996; Tanaka et
al., 2000; Uchigashima et al., 2007; Fukaya et al. 2008). Ezzel parhuzamosan pedig sajat
kisérleti eredményeink feltartdk, hogy a DGL-a a serkentd szinapszisok szélén szintén
egy periszinaptikus gytirliben koncentralodik (részletesen lasd késobb az Eredmények
fejezetben), amelyet masok is megerdsitettek (Yoshida et al., 2006). A 2-AG
szintézisében részt vevé makromolekularis komplex periszinaptikus Osszetartasara a
Homer allvanyzatfehérjék szolgalnak (Brakeman et al., 1997; Jung et al., 2007; Tang és
Alger, 2015). A 2-AG szintézisében szerepet jatszé fehérjekomplex a periszinaptikus
masina (PSM) elnevezést kapta, hogy elkiilonithetd legyen a funkcionalisan eltérd
feladatt PSD fehérjekomplext6l (Katona és Freund, 2008).

Mi lehet a szinaptikus ¢élettani feladata a PSM-nek? Ez a kiilonleges
periszinaptikus eloszlas arra enged kovetkeztetni, hogy ez a rendszer fordithatja le az
anterograd transzmisszio mértékét egy retrograd visszacsatolasi jellé (3. abra). Példaul a
preszinaptikus sejt fokozott aktivitasa esetén a felszabaduld glutamat nemcsak az
intraszinaptikus AMPA ¢és NMDA ionotrop receptorokat fogja aktivalni, hanem a
szinapszis sz€lén ,tulcsordulva” a PSM teriiletén taldlhatdé metabotrép glutamat
receptorokon keresztiil beinditja a 2-AG termelddéséért felelds kaszkadot. Ez a folyamat
ugy miikodik, mint egy ,,szinaptikus biztositék™, mert a serkentd szinapszis talzott
miikodése esetén a posztszinaptikus sejt a negativ visszacsatolas segitségével védheti
magat. A PSM elemeinek hibas miikodése pedig Osszefliggésbe hozhaté olyan
betegségekkel, amelyek soran tulzott neuronhdlozati aktivitds fordul eld, mint példaul

epilepsziaban (Kim et al., 1997; Wettschureck et al., 2006, Tang és Alger, 2015).
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3. dbra: A periszinaptikus masina (PSM) miikddése és a szinaptikus biztositék modell. (A) Az alapszintii
serkentd aktivitas sordn az akcids potencidl hatasara a preszinaptikus sejtb6l a bearamld kalciumionok
hatédsara glutamat (GLU) {iriil és a posztszinaptikus denzitas részét képezd ionotrop glutamat receptorokhoz
(ilyen példaul az abran lathato AMPA receptor, de az itt nem abrazolt NMDA receptor is) kot. (B)
Megndvekedett preszinaptikus aktivitas és a sejtbe a fesziiltségfiiggd kalcium csatorndkon bearamld nagy
mennyiségii kalcium ion hatasara a preszinaptikus sejtbdl felszabadul6 glutamat (GLU) a szinapszis szélén
tulcsordulva eljut a periszinaptikus masina tertiletén 1év6 metabotrop glutamat receptorokhoz (jelen esetben
MGIuRs). (C) A PSM biokémiai kaszkadjaban az elsé 1épésben a glutamat kotédik az mGIuRs
receptorokhoz. A Ggqu1 szignalutvonalon aktivalodik a foszfolipaz Cp (PLCP) enzim, amely a foszfatidil-
inozitol-biszfoszfatbol (PIP2) diacil-glicerint (DAG) és inozitol-triszfoszfatot (IP3) allit elé. Az igy
keletkezett DAG-ot a diacil-glicerin lipaz-a enzim (DGL-a) 2-arachodonil-glicerinné (2-AG) hidrolizalja.
Az mGIuRs receptor és a DGL-a enzim is rendelkezik Homer kotohellyel, ez az allvanyzatfehérje a PSM
alkotoit egymassal osszekapcsolodva tartja. (D) Az el6z6 abran bemutatott 1épésekben keletkezé 2-AG
retrograd utvonalon haladva, a preszinaptikus sejben talalhato CB; receptorhoz kotédik. A G-fehérje
kapcsolt CB; receptor aktivalasa kovetkeztében a G-fehérje By alegységének hatasara a fesziiltség-fliggd
kalcium csatornak miikddése gatlodik. Ennek hatasara tobb kalcium nem tud bejutni az idegvégzdodésbe €s
megszlinik a glutamat talzott felszabadulasa. Forras: Katona és Freund, 2008, modositva.

3.2. Endokannabinoidok altal szabalyozott szinaptikus plaszticitas a CB1 receptor

ere s

A posztszinaptikusan felszabadulo 2-AG a preszinaptikus CB1 receptorokhoz kotédve
altalaban olyan molekularis folyamatokat indit el, amelyek a szinaptikus atvitel

depresszidjat okozzak. Ha a preszinaptikus sejtb6l szarmazod ingeriiletatvivé anyag
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felszabadulasanak gatlasa rovid tava, akkor rovid tava szinaptikus depressziordl (short-
term depression, STD), ha pedig hosszu tavu, akkor hossza tava szinaptikus depressziorol
(long-term depression, LTD) beszéliink. Egy szinapszis elcsendesitése idébeliségét
tekintve lehet rovid tava vagy hosszu tava és a szinaptikus plaszticitasnak ezek a formai
egyarant el6fordulhatnak serkent6 és gatld szinapszisok esetében (6sszefoglalasként lasd
Castillo et al., 2012). A szinapszis elcsendesitéséhez mindkét esetben sziikséges a CB1
receptor aktivacioja, egymastol abban kiilonboznek, hogy az aktivacié hatdsara milyen
masodlagos jelatviteli kaszkddok indulnak be. A révid tavu hatdsnal, amikor a receptorok
csak rovid ideig aktivalodnak, valdsziniileg a CB1 receptor aktivacidja a G-fehérje Py
alegységének kozvetitésével gatolja a fesziiltség-fiiggd kalcium csatornak miikodését és
igy a kalcium ionok bearamlasat az idegvégzddésbe (Mackie és Hille, 1992; Herlitze et
al., 1996). Eldszor a hippokampalis Kkolecisztokinin (CCK)-pozitiv GABAerg
interneuronok szinapszisaiban és a kisagyi szemcsesejtek parallel rostjainak glutamaterg
szinapszisaiban fedezték fel a endokannabinoid-medilta rovid tava szinaptikus
depressziot (Kreitzer és Regehr, 2001 Ohno-Shosaku et al., 2001; Wilson és Nicoll,
2001). A posztszinaptikus sejt depolarizaciojaval kivaltott gatlas csokkenés
(depolarization-induced suppression of excitation or inhibition, DSE; DSI) altalaban
kevesebb mint egy percig tart. A hippokampalis GABAerg terminalisokon specifikusan
N-tipust fesziiltség-fliggd kalcium csatornak gatlasa sziikséges a DSI-hez (Wilson et al.,
2001; Szabd et al., 2014). Ezzel szemben a kisagyi parallel rostokon az N, a P/Q és az R-

tipusu kalcium csatornak gatlasa egyarant hozzajarul a DSE-hez (Brown et al., 2004).

A hosszu tavi endokannabinoid-LTD-t el6szor a striatum és a nucleus accumbens
serkentd szinapszisaiban irtdk le (Gerdeman et al., 2002; Robbe et al., 2002), majd a
hippokampalis gatld szinapszisokban is bizonyitottak (Chevaleyre és Castillo, 2003). A
hosszu tava depresszidhoz a CB1 receptor hosszabb idejii aktivalasa sziikséges, amely a
G fehérjék airo alegységén keresztiil gatolja az adenilat-ciklaz/protein-kinaz A (AC-PKA)
utvonalat (Chevaleyre et al., 2007). Ez a folyamat a vezikulaiiriilés hosszl tava gatlasat
eredményezi a szinaptikus aktiv zonaban talalhatdé RIM-la fehérje feltételezett
defoszforilacidjan keresztiil, amelyért a calcineurin foszfataz felelés hippokampalis
GABAerg szinapszisokban (Chevaleyre et al., 2007; Heifets et al., 2008). Meglep6
modon sokdig nem sikeriilt a hippokampalis serkentd szinapszisokban bizonyitani az

endokannabinoid-LTD jelenségét (Rouach és Nicoll, 2003; Nosyreva és Huber, 2005;
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Lante et al., 2006), de az Eredmények fejezetben bemutatott anatomiai kisérleteink
feltartak a sziikséges molekularis apparatus jelenlétét és késobb élettani kisérletekben is

igazoltuk l1étezését a glutamaterg szinapszisokban (részletesen lasd alabb).
4. A dolgozatomban vizsgalt kozponti idegrendszeri teriiletek rovid bemutatasa

Kisérleteink f6 célja a szinaptikus endokannabinoid jelpélya szervezddésének feltarasa
volt. Ennek a kérdésnek a vizsgalatara két olyan agyteriiletet, az eléagyi hippokampuszt
és a kOzépagyi ventralis tegmentalis areat (VTA) valasztottuk modellként, amelyekrél
kozismert volt, hogy a kannabisz viselkedési hatasanak kozvetitésében kiemelt szerepet
jatszanak és az endokannabinoid rendszer €lettani és korélettani szerepének megértéséhez
is segitséget nyutjthatnak. A hippokampusz a szinaptikus plaszticitas vizsgalatanak
szempontjabol kulcsfontossagu teriilet a hossza tava szinaptikus potenciacié (LTP)
felfedezése ota (Bliss és Lomo, 1973), és a tanulasi folyamatok vizsgalataban is
kiemelked6 szerepe van H.M. hires esete ota, amelyben kideriilt, hogy a hippokampusz
eltavolitasa anterograd amnéziat okoz (Scoville és Millner, 1957). Ezzel parhuzamosan
a CB1 receptorok mennyisége radioligand kotédési vizsgalatok alapjan -a kisagy mellett-
a hippokampuszban a legnagyobb a kozponti idegrendszerben (Herkenham et al., 1990),
¢és napjainkra mar altalanosan elfogadott az is, hogy az alkalmi kannabiszhasznalat akut
tanulasi problémakhoz vezet, rendszeres fogyasztasa pedig kronikus zavarokat okoz a

kognitiv folyamatokban (0sszefoglaldsként 1asd Broyd et al., 2016).

A VTA-ban helyezkednek el az agyi jutalmazorendszerben és motivacios
folyamatokban kulcsszerepet jatszo dopamintermeld sejtek (Dahlstroem és Fuxe, 1964),
és az elmult évtizedben az is kideriilt, hogy a dopaminerg neuronok afferens
szinapszisaink plaszticitasa alapvetden fontos a kabitoszerek altal kivaltott addikcio
kialakulasaban (Liischer és Malenka, 2011). A drog-indukalta szinaptikus plaszticitas
tovabb tart az agyban, mint a kémiai anyag akut jelenléte és tartosan atrendezi a
mezokortikolimbikus neuronhalozatok miikodését, ami végiil a szenvedélybetegségek
viselkedési tiineteiben fog tiikkr6zodni. Az endokannabinoid jelpalya szamos szinaptikus
plaszticitasi folyamatban részt vesz a VTA dopaminerg neuronok afferens
szinapszisaiban (Wang és Lupica, 2014). A kannabisz hatéanyaga a THC ugyanakkor
jelentdsen fokozza a dopamin felszabaduldst a nucleus accumbensben (Tanda et al.,

1997), a rendszeres kannabiszhasznalat pedig dozistol és gyakorisagtol fliggéen
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hozzaszokashoz vezet (Budney et al., 1999; Tanda et al., 2000). Legujabb eredmények
kimutattak azt is, hogy a kannabiszfliggdk koztiagyaban joval kevesebb dopamin

szabadul fel, mint a kontroll absztinens populacidéban (van de Giessen et al., 2016).
4.1 A hippokampusz
4.1.1. A hippokampusz altalanos anatomiai felépitése

A hippokampusz az agykéreg fejlddéstanilag legdsibb agytertiletéhez, az archikortexhez
tartozik és a neocortex temporalis lebenye alatt helyezkedik el. Makroszkopos felépitése
legkdnyebben tigy irhat6 le, ha két egymasba fordulo ,,C” alakként képzeljiik el. Az egyik
C alakot az Ammon-szarv képezi, a masik pedig latinul a gyrus dentatus (magyar neve a
ritkan hasznalt fogas tekervény). Az Ammon-szarv ragcsalokban harom f6 régiobol all:
CAl, CA2 és CA3 (ahol a ,,CA” rovidités az Ammon-szarv latin nevének a ,,cornu
ammonis”-nak a roviditésébdl adodik). A gyrus dentatussal hataros hilus részét egyes
szerzOk CA4-nek nevezik, ennek a nomenklatiranak a hasznalata az emberi
hippokampusz esetén gyakoribb, a ragcsalok esetében ritka, mert a hilusban talalhato
GABAerg interneuronokat €s glutamaterg mohasejteket afferens és efferens kapcsolataik

elsdsorban a gyrus dentatus szemcsesejtjeihez kotik (Amaral, 1978).

A hippokampusz finomabb szerkezete rétegzett, ami az anatoémiai és élettani
kisérletekben segiti a célzott vizsgalatokat, nagyrészt ezért is lett a szinaptikus
plaszticitassal kapcsolatos kutatdsok egyik fontos agyteriilete. Az egyes rétegek jol
elkiilonithetéek egymastol. Ennek oka, hogy a neocortextdl eltéréen a hippokampusz f6
principalis sejttipusainak sejttestjei egy siriin tomott sejtrétegben helyezkednek el.
Ezek a principalis sejtek glutamaterg projekcios sejtek, melyek un. piramissejtek a
stratum pyramidale-ban az Ammon-szarv teriiletén, iletve un. szemcsesejtek a gyrus
dentatusban a stratum granulosum-ban. A rétegek tovabbi felosztasa a principalis sejtekre
érkezé serkentd bemenetek térbeni elkiiloniilésén és az ehhez alkalmazkodo
karakterisztikus dendritarborizacios mintazatokon alapszik. Az Ammon-szarv rétegei a
kovetkezok: alveus (egy fehérallomany, ami nagyrészt a hippokampusz efferens rostjait
tartalmazza), stratum oriens (amelyben a piramissejtek bazalis dendritjei fordulnak el6),
stratum pyramidale (a sejttestek rétege), stratum lucidum (csak a CA3 régidoban a

proximalis dendritekre ¢érkez6 moharostokat tartalmazza), stratum radiatum (itt
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arborizalnak a piramissejtek elsédleges apikalis és oblique dendritjei), stratum
lacunosum-moleculare (itt talalhatoak a terminalis dendritagak, amelyeket az entorhinalis
kéregbdl eredd perforans palya rostjai innervalnak). A gyrus dentatus rétegei a
kovetkezOk: stratum moleculare (ide szintén a perforans palya érkezik a szemcsesejtek
dendritfajara), stratum granulosum (szemcsesejtek sejtteste alkotja), hilus (itt
interneuronok ¢és mohasejtek talalhatdéak, amelyeken a szemcsesejtek moharostjai

formalnak serkentd szinapszisokat).
4.1.2 A hippokampusz f6bb sejttipusai és kapcsolatrendszeriik

Hippokampusz f6 sejttipusai a glutamaterg ¢s a GABAerg sejtek. Korabbi felosztasuk,
mely elsédlegesen az axon arborizacio alapjan tortént (projekcios serkentd hatast sejtek
¢és lokalisan arborizal6d gatld hatasa interneuronok) ma mar részben idejét mult (Freund
¢s Buzséki, 1996). Egyrészt a hilaris glutamaterg mohasejtek fontos szerepet jatszanak a
gyrus dentatus lokalis mikrokdreiben (Jinde et al., 2013), masrészt meglepden nagyszamu
GABAerg sejttipusrol deriilt ki, hogy tavoli agyteriiletekre vetitenek (6sszefoglalasként
lasd Jinno, 2009; Caputi et al., 2013) és elképzelhetd, hogy a lokalis GABAerg
interneuronok sem minden esetben gatoljak posztszinaptikus partneriiket (Szabadics et
al., 2006).

Az elmult évtizedekben a hippokampalis sejttipusok témakdrében Osszegytilt
hatalmas ismeretanyag az interneten szabadon elérhet6 a hippocampome.org
adatbazisban (Wheeler et al., 2015). Az alabbiakban csak a fobb hippokampalis
idegsejttipusokat mutatom be, elsdsorban a dolgozatomban bemutatott kisérletekben

szerepld sejttipusokra fokuszalva.

A hippokampusz glutamaterg sejtjei az Ammon-Szarv piramissejtjei, a gyrus
dentatus szemcsesejtjei, valamint a hilusban talalhaté mohasejtek. A fébb régiokban
megtalalhatd serkentd sejtek kapcsolatrendszere adja a hippokampusz jol definialt
triszinaptikus-hurok alapszerkezetét (4. abra). A gyrus dentatus az entorhinalis kéreg
masodik rétegébdl kapja f& bemenetét a perforans palyan keresztil, amely a
szemcsesejtek dendritjein végzodik. A gyrus dentatus szemcesesejtjeinek axonjai alkotjak
a moharostokat, melyek a CA3 piramissejtek proximalis dendritjein szinaptizalnak a

stratum lucidum teriiletén. A CA3 piramissejtek vetitenek az ellenoldali
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hippokampuszba, szinaptizalnak mas CA3 piramissejtekkel rekurrens kollateralisokon
keresztiil és a CA1 piramissejtekkel a Schaffer-kollateralisokon keresztiil. Végiil a CA1
réteg piramissejtjei az entorhinalis kéreg felé tovabbitanak informéciot. Természetesen
ez az alapszerkezet sokkal Osszetettebb. Az entorhinalis kéregbdl példaul érkezik
kozvetlen serkenté bemenet a CA3 és a CAl piramissejtek disztalis dendritjeire is a

stratum lacunosum-moleculare teriiletén, amelynek jol elkiilonithetd élettani szerepe van

......

IIl. Réteg PP

EC
) ,
LS 1. Reteg PP
\ 4 \ 4 A 4
Mf S
DG CA3 < CA1 \
Rc

4. abra Sematikus abra a triszinaptikus-hurok felépitésérél. A hippokampusz f6 bemenetét az entorhinalis

kéreg (EC) masodik-harmadik rétegébdl kiinduld perforens palya (PP) adja, amely egyrészt a gyrus
dentatus (DG) szemcsesejtjeinek dendritjein, masrészt a CA3 és CAl réteg piramissejtjein szinaptizal. A
szemcsesejtek axonjai képzik a moharostokat (Mf), melyek a CA3 réteg piramissejtjeinek dendritjein
végzédnek. A CA3 piramissejtjei egyrészt mas CA3 piramissejteket idegeznek be rekurrens
kollateralisaikkal (Rc), masrészt a Schaffer-kollateralisokat (Sc) alkotva a CA1 piramissejtjeire érkeznek.
Végiil a CAl piramissejtjei az entorhinalis kéregben kapcsolddnak at és igy biztositjak a feldolgozott
informacio6 visszajutasat a kérgi teriiletekre.

A hippokampusz ¢s tagabb értelemben az agykéreg GABAerg interneuronjainak
elképeszté molekularis, anatomiai és élettani sokfélesége intenziv kutatdsok targya
évtizedek ota (0sszefoglalasként lasd Freund és Buzsaki, 1996; DeFelipe et al., 2013).
GABAerg interneuronoknak eredeti meghatarozas szerint azokat az idegsejttipusokat
nevezziik, amelyek (és neviik is erre utal) nyalvanyai arra az agyteriiletre korlatozédnak,
amelyben sejttestjiik talalhato, igy a helyi neuronhalozatok szabalyozasaban vesznek
részt. Legfébb feladatuk a principélis sejtek gatlasa ¢és milkodésiik iddbeli

Osszehangoldsa. Ma mar tudjuk, hogy vannak vetitd interneuronok is, melyek nyulvanyai
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mas agyteriiletekre is vetitenek. Az elsd ilyen interneurontipus a medidlis szeptumba
vetité interneuronok voltak (Toth és Freund, 1992), ezekrdl a sejtekrdl késébb meglepd
modon kidertiilt, hogy lokdlisan a hippokampusz teriiletén szelektiven mas
interneuronokat innervalnak (Gulyas et al., 2003). Mig a kozponti idegrendszerben a
principalis sejtek nagy része serkentdé hatasu és glutamat a legfébb ingeriiletatvivo
anyaga, addig az interneuronok nagy része gamma-amino-vajsavat (GABA) hasznal,
amellyel altalaban hiperpolarizalja és ezzel gatolja az altala beidegzett sejtet. Bar
kivételek ebbdl a szempontbol is 1éteznek, példaul egyes kosarsejtek tartalmazzak a
vGIuT3 vezikularis glutamat transzportert, ami arra utal, hogy ma még nem ismert
koriilmények kozott de ezek a sejtek is szabadithatnak fel glutamatot (Somogyi et al.,
2004). Bar a GABA a legelterjedtebb gatld ingeriiletatvivé anyag, de egyes
interneuronttipusok neuropeptideket is hasznalnak (pl. kolecisztokinin, szomatosztatin
stb.) masodlagos modulatorokként (Gsszefoglalként lasd Freund és Kali, 2008,
www.scholarpedia.org).

A hippokampadlis interneuronoknak a ma legaltalanosabban elfogadott felosztasa
szerint legalabb 21 tipusa ismert (5. abra; Klausberger és Somogyi, 2008). Ezek a
felosztasok elsdsorban az egyes interneuronok kimeneti tulajdonsagain alapulnak azaz
azon, hogy milyen més sejteket innervalnak és azokat a szomatodendritikus régié melyik
doménjében. Ez alapjan a célelem-specificitas alapjan négy fobb populacid 1étezik,
(periszomatikus, dendritikus, interneuron-specifikus, vetitd). Neurokémiai markerek
segitségével (peptid neulomodulatorok, receptorok ill. kalcium-koté fehérje tartalom
alapjan) szintén tobb populaci®é azonosithatd, ezek a markerek raadasul

immunhisztokémiai reakciokban segitik az egyes interneuron tipusok vizualizaciojat.

crer

markereit a kovetkez6 oldalon talalhato 1. tablazat mutatja be. Az elmult évek forradalmi
elérelépései az egyedi sejtekbdl kinyerhetd teljes mRNS transzkriptomok vizsgalataban
hamarosan véarhatoéan tovabb finomitjak a mai képet, példaul az Allen Intézet a latokéreg
GABAerg interneuronjait teljes génexpresszios profiljuk alapjan 23 tipusba sorolja (Tasic
et al., 2016). Sejtélettani tulajdonsagok alapjan (példaul tiizelési mintazat, bemend
ellenallas), vagy akar in vivo iddbeli aktivitdsmintazat alapjan (a lokalis EEG ritmusokkal

hogyan asszocialt idében a tiizelése az adott sejtnek) szintén lehet osztalyozni az
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interneuronokat. Valosziniileg a legteljesebb képet a teljes kombinalt molekularis,

morfologiai és fiziologiai karakterizacié egyiittes alkalmazasa fogja eredményezni.
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5. abra: GABAerg gatlosejtek a hippokampusz CAl teriiletén. Az dbran a CAl régié eddig ismert
interneuronjai €s ezeknek a piramissejtekkel valod kapcsolatrendszere lathatd. Az abra bal szélén lathatoak
a hippokampusz rétegei, valamint négy hippokampuszba érkez6 serkentd bemenet. A kékkel jeldlt sejtek a
piramissejtek, melyek a lilaval jel6lt interneuron axonokon levd citromsarga terminalisok innervalnak. Az
abra jol mutatja az interneuronok és azok boutonjainak térbeli elhelyezkedési sokféleségét. Roviditések:
PV, parvalbumin; CCK, cholecystokinin; VIP, vasoactive intestinal polipeptid; VGLUT3, vezikularis
glutamat tramszporter 3-as receptor; O-LM, oriens-lacunosum moleculare. Forras: Klausberger és
Somogyi, 2008.

A szinaptikus endokannabinoid jelpalya molekularis szervezodését vizsgald
kisérleteinkben (részletesen lasd az Eredmények fejezetben) két {6 GABAerg
interneurontipusra koncentraltunk, amelyeket az elérheté neurokémiai markerek és a
dendritjeik tiiskeboritottsaga (tliskétlen vagy tiiskék dendritjeik vannak) alapjan
valasztottunk ki. Ez a neurokémiai markerekkel jelolhet6 két interneuronpopulacio, a
parvalbumint, illetve szomatosztatint tartalmazo6 interneuronok. A parvalbumin egy Kis
molekulatomegii (9-11 kDa) kalcium-koté fehérje. A hippokampuszban a parvalbumin-
tartalma interneuronokbol van a legtobb (Freund and Kali, 2008), raadasul a

parvalbumin-immunpozitiv sejtek kozott (célelem-eloszlast tekintve) eléfordulhat
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periszomatikus kosarsejt, periszomatikus axo-axonikus sejt és dendritikus kétrétegli
(bistratified) sejt is. Vitatott, hogy esetleg az O-LM (oriens-lacunosum-moleculare)
sejtekben is lehet kis mennyiségben parvalbumin (Klausberger et al., 2003), de az
elektron mikroszképos mintavételezés soran a stratum radiatumra korlatoztuk az
analizisiinket, az O-LM sejteknek azonban nincsen dendritjiik ebben a rétegben. Az in
vitro koriilmények kozott tapasztalt élettani tulajdonsadgok alapjan mindharom sejttipus
alapvetéen gyors tiizelésii és kis bemeneti ellenallassal rendelkezé sejt. Erdekes modon
in vivo tlizelési mintazatuk eltéré. Példaul a periszomatikus parvalbumin-pozitiv
kosarsejtek az allatok REM fazist alvasakor megfigyelhetd theta hullamok leszallo dgan
tiizelnek, az axo-axonikus sejtek pedig kozvetlen az theta hullamok cstcsa utan
(Klausberger et al., 2003). Ezzel szemben a kétrétegii és az O-LM sejtek elsdsorban az
egyedi szinuszhullamok aljan tiizelnek theta aktivitas alatt altatott 4llatban (Klausberger
et al., 2003; 2004), ami eltéré neuronhaldzati funkciora utal.

1. tablazat: A CA1 régioban el6fordulod interneuronok f6 neurokémiai markerei. A tablazat tartalmazza az
adott neurokémiai marker roviditését és nevét. Forrds: Bezaire és Soltesz, 2013.

Neurokémiai marker roviditése Név
CB Calbindin
CBiR Cannabinoid receptor 1
CCK Cholecystokinin
CR Calretinin
COUP-TFII COUP transcription factor 2
M2R muscarinic acetylcholine receptor 2
mGluR1a metabotropic glutamate receptor la
mGIuR8 metabotropic glutamate receptor type8

Neurokéemiai marker roviditése

Név

nNOS neuronal nitric oxide synthase
NPY neuropeptide Y

PV Parvalbumin
SOM Somatostatin

VIP vasoactive intestinal polypeptide

A szomatosztatin egy peptidhormon, amely az endokrin rendszer szabalyozasa

mellett a neuronalis kommunikacioban is szerepet jatszik G-fehérje kapcsolt receptorain
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keresztiil. A stratum oriensben nagy mennyiségben talalhatéak szomatosztatin-pozitiv
interneuronok (Somogyi et al., 1984; Katona et al., 1999). Ezek célelem-eloszlasukat
tekintve O-LM vagy kétrétegii sejtek (Maccaferri et al., 2000), esetleg hippokampo-
szeptalis interneuronok (Gulyas et al., 2003). A szomatosztatin az interneuronok
idegvégzddéseiben koncentralodik, felszabadulasa gatolja a szomszédos serkentd
terminalisokat (Boehm és Betz, 1997). Jellemz6 rajuk a nagyon siirli glutamaterg bemenet
is, amely dendritjeikb6l kinyuld tiiskeszerti nyalvanyaikra érkezik. Ezeknek a serkentd
szinapszisoknak a szélén nagy koncentracioban talalhatdé mGluR 1o receptor (Baude et

al., 1993), amely vizualizalasa segiti az O-LM sejtek dendritfajanak megjelenitését.
5. A ventralis tegmentalis area altalanos anatomiai felépitése és kapcsolatrendszere

A ventralis tegmentalis area (VTA) a kdzépagy része és a dopaminerg sejtek révén fontos
részét képezi a katekolaminerg felszallo rendszereknek. Ezeknek a felszallo palyakat
alkoto sejteknek a sejttestei kis magcsoportokba tomoriilnek a fejlodéstorténetileg Gsibb
agyteriileteken, ugyanakkor az ingeriiletatvivé anyagaikat térfogati transzmisszioval
juttatjdk el a fogad6 idegsejtekhez, igy sokszor egyszerre tobb teriilet miikodését is
befolyasoljak (6sszefoglalasként lasd Vizi et al., 2004). Az agyban viszonylag kevés
dopaminerg sejt talalhato, amelyek minddssze néhany és viszonylag kicsi agyteriiletre
korlatozodnak. Ezek koziil a sejtcsoportok koziil az ugynevezett A10-es sejtcsoport
talalhato a VTA-ban, illetve a kdzvetlen kézelében szintén jelentds a substantia nigra pars
compacta részén koncentralodo A9-es dopaminerg sejtcsoport (Oades és Halliday, 1987).
A VTA sejtjeinek tobbsége (~70%) dopaminerg, de kisebb részben tartalmaz GABAerg
(~30%) és glutamaterg (~2-3 %) neuronokat is. A VTA-ban talalhaté dopaminerg sejtek
rostjaikkal nagyrészt a nucleus accumbens vagy masnéven ventralis striatum teriiletére
(mesolimbikus utvonal), masrészt a prefrontalis kéregbe (mezokortikalis utvonal)
vetitenek. A VTA-val szomszédos substantia nigra teriiletén talalhaté dopaminerg sejtek
pedig a nucleus accumbens felett talalhato dorzalis striatumba kiildik axonjaikat
(nigrostriatalis utvonal). Ezeken a célteriileteken a dopamin hatasat a G-fehérje kapcsolt
receptorok csaladjaba tartozé dopamin receptorok kozvetitik, amelyeknek 5 tipusat
ismerjiik, de a legtobbet az 1-es (D1) és a 2-es (D2) tipust dopamin receptorokrél tudunk.
Ezek a receptorok elsésorban a hozzajuk kapcsolodo G-fehérje o alegységének tipusaban

kiilonboznek, példaul a D; receptorok Gs, vagy Goir, mig a D2 receptorok Gi, alegység
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tartalmt G fehérjét aktivalnak. Fontos kiemelni, hogy a nucleus accumbens és a striatum
teriiletén talalhato specialis tiiskés neuronok (in. medium spiny neuronok), amelyek a
dopaminerg innervacid egyik legfontosabb célelemét jelentik szintén két csoportra
oszthatoak. Ezek a sejtek Di vagy D2 dopamin receptor-tartalmuak és mindkét
agyteriileten eltérd efferens extrastriatalis kapcsolatrendszerben vesznek részt (Calabresi

etal., 2014), valamint eltérd szerepiik van az addikci6 kialakulasaban (Yager et al., 2015).

Habar a dopaminerg sejteket morfologiai és élettani szerepiik alapjan évtizedekig
homogén csoportként kezelték, az elmult néhany évben kideriilt, hogy
kapcsolatrendszeriik és az egyes viselkedési feladatokban példaul a jutalmazassal vagy a
biintetéssel kapcsolatos attraktiv vagy averziv viselkedésben jatszott szerepiik alapjan
tobb altipusra oszthatéak mind a VTA, mind a substantia nigra teriiletén (Lammel et al.,
2008; Henny et al., 2012; sszfoglalasként 1asd Roeper, 2013). A dopaminerg sejtek nem
vart heterogenitdsa az afferens szinaptikus bemeneteik specificitisaban ¢és
plasziticitasaban is megmutatkozik. Példaul a kokain altal kivaltott szinaptikus
plaszticitas kizarolag azokban a dopaminerg neuronokban volt megfigyelhetd, amelyek a
altal kivaltott szinaptikus plaszititds a medialis prefrontalis kéregbe vetitd dopaminerg
sejtekben volt tapasztalhaté (Lammel et al., 2011). A jutalom kdzvetitésében gy tlinik a
laterodorzalis tegmentumbol érkez6 serkentd bemeneteknek van szerepe, az averzioért
felelos input pedig a lateralis habenulabol érkezett (Lammel et al., 2012). Ezek az (j
¢s varhatd, hogy az eltérd dopaminerg sejtek kiilonboz6 szinaptikus plaszticitasi
folyamatokat fognak hasznalni adott viselkedési feladatokban (6sszefoglalasként lasd
Pignatelli és Bonci, 2015). Ennek felderitése nélkiilozhetetlen lesz példaul annak
megértésében, hogy az egyes fliggdséget kivaltdé kémiai szerek, mint példaul a THC
hogyan és mikor fognak fokozott dopaminfelszabadulast okozni a dopaminerg sejtekre
érkez6 szinaptikus bemenetek hatékonysaganak megvaltoztatdsaval, ami pedig alahuzza
a megfelelden részletes molekuldris anatomiai vizsgalatok sziikségességét az

endokannabinoid jelpalya szervezédésérdl a dopaminerg sejtek afferens szinapszisaiban.
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I1l. CELKITUZESEK

A szinaptikus endokannabinoid rendszer altalanos mikodési elvének megértéséhez
részletes ismeretek sziikségesek a jelpalya molekularis alkotoelemeinek pontos cellularis

¢és szubcellularis eloszlasarol. Ezért kutatomunkam soran elso f6 célul tiztiik ki, hogy:

I. Feltarjuk a 2-AG egyik szintetizalo enzimének a DGL-a-nak és a 2-AG
molekularis célpontjanak a CB: kannabinoid receptornak preciz cellularis és

szubcellularis lokalizacidjat a hippokampusz principalis sejtjeiben.
Vizsgalataink soran a kovetkezo specifikus kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Megtalalhato-e a hippokampalis glutamaterg sejttipusokban a DGL-a. mRNS és
az enzimfehérje?

2. Azokban a principalis sejtekben, amelyekben megtalalhatdo a DGL-a enzim, vajon
milyen az enzimfehérje szubcellularis lokalizacidja, milyen szinapszistipusokban
talalhat6 meg?

3. Milyen tipusu glutamaterg sejtekben talalhaté meg a CB;1 recepor és mi a preciz
szubcellularis lokalizaci6ja?

4. A DGL-a enzim és a CB:1 receptor megtaldlhato-e egymds kozelében, a 2-AG

jelpalya két alkotoeleme kolokalizal-e egy adott serkentd szinapszisban?

Régota ismert volt, hogy az endokannabinoidok a szinaptikus plaszticitas sok formajaban,
mint példaul a hossza tavua szinaptikus depresszio alapvetd Szerepet jatszanak a kdzponti
idegrendszer legtobb vizsgalt sejttipusaban. Meglepd modon néhany korabbi tanulmany
azt sugallta, hogy a hippokampalis interneuronokra érkez6 serkentd szinapszisokban
nincsen endokannabinoid-LTD. Ezért kutatdomunkam soran masodik f6 célként tiiztiik ki

annak vizsgalatat, hogy:

Il. A hippokampalis interneuronokra érkez6 serkentd szinapszisokban —vajon
megtalalhatoak-e az endokannabinoid szignalrendszer elemei, amelyek molekularis
platformot  jelenthetnek endokannabinoid-LTD jelenségéhez a GABAerg

interneuronok afferens glutamaterg szinapszisaiban?
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Vizsgalataink soran a kovetkez6 specifikus kérdésekre kerestiik a valaszt:

5.

A hippokampusz GABAerg gatlosejtjeiben a DGL-a-t kddold gén be van-e
kapcsolva avagy ezek az interneuronok termelik-e a DGL-a mRNS-t?

A parvalbumint ¢és szomatosztatint tartalmazo interneurontipusokban
megfigyelheto-e a DGL-a enzimfehérje jelenléte?

A fent emlitett neurokémiai markerekkel jelolhetd interneurontipusokban milyen

a DGL-a enzim szubcellularis lokalizacidja?

A ventralis tegmentalis area (VTA) az agyi jutalmaz6- és motivacios rendszerek egyik

kozponti teriilete és kozismert, hogy a VT A dopaminerg neuronjainak fokozott miikodése

fontos szerepet jatszik a kiilonb6z6 fliiggdségek kialakulasaban. A kannabisz 6nmagaban

is fiiggdséget okoz és az endokannabinoid rendszer sziikséges a fliggdséget okozo drogok

addikciot kivaltd hatdsdhoz. Ezért kutatomunkam soran harmadik {6 célul tiiztiik ki, hogy:

Felderitsiik az endokannabinoid jelpalya molekularis ¢és anatomiai
szervezddését a VTA terliletén és teszteljiik a hipotézis, hogy a szinaptikus 2-
AG jelpalya hippokampuszban feltart szerkezete altaldnosan kiterjeszthetd a

kozponti idegrendszer mas agyteriileteire is

Vizsgalataink soran az alabbi specifikus kérdésekre kerestiik a valaszt:

8.
9.

10.

11.
12.

13.

Termelik-e a VTA teriiletén talalhato neuronok a DGL-a gén mRNS-ét?
Megtalalhat6-e a dopaminerg sejtekben a 2-AG-t termelé DGL-a enzimfehérje?
Milyen a DGL-a enzim pontos szubcellularis lokalizacids eloszlasi mintazata
kiilonos tekintettel a dopamintermeld sejtekre?

Megtalalhato-e a CB;1 kannabinoid receptor is a VTA teriiletén?

Milyen a CB: receptor szubcellularis eloszlasa a VTA kiilonb6z6 tipusu
GABAerg és glutamaterg szinapszisaiban?

A DGL-a enzim és a CB1 receptor kolokalizal-e a szinapszisokban?
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IV. MODSZEREK

1. Mintaelékészités a molekularis biologiai és az anatomiai Kisérletekhez

A doktori disszertacioban bemutatott kisérleteinket az MTA KOKI Allatkisérleti Etikai
Bizottsaga és a Budapest Févarosi Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellenérzé Allomas
allatkisérleti engedélyével az ,Allatok védelmérdl és kiméletérdl” szo6ld 1998. évi
XXVIIL torvény (243/1998) 32.§ alapjan végeztiik. A kisérleteket a 3R (replacement,

reduction, refinement) alapelv szellemében terveztiik.

A hippokampusz glutamaterg sejtjeiben a DGL-o és CBi receptorok
kimutatasahoz sziikséges in situ hibridizacios és az immunhisztokémiai kisérleteket 12
példany C57BL/6H (61 + 13 napos him) egéren végeztiik. A CB1 receptor ellen késziilt
antitest specificitasat 3-3 példany CD1 t6rzsbe tartozo vad tipust és CB1 génkititott (KO)
57 napos egéren ellendriztiik, amelyeket Catherine Ledent professzorasszony bocsatott
rendelkezésiinkre (Ledent et al. 1999). A DGL-a antitestek specificitasat pedig egy
fiiggetlen, itt nem részletezett tanulmanyban kollégaim igazoltak, a kisérletekhez a vad
tipust ¢s DGL-a KO egerek testvérparjait Kenji Sakimura professzort6l kaptuk (Ludanyi
etal., 2011).

A hippokampusz GABAerg sejtjeiben a DGL-o sejttipus-specifikus
vizualizalasahoz sziikséges in situ hibridiz4cios, immunhisztokémiai és kombinalt in situ
hibridizacié/immunhisztokémiai kisérleteket 13 példany vad tipusa C57BL/6H him
egéren végeztiik. Az egerek 60-80 naposak voltak, a felhasznalt allatok szama az alabbi
volt az egyes kisérletekben: n=3 az egyszeres in situ hibridizacios kisérletben, n=4 a
kombindlt in situ hibridizacié/immunhisztokémia kisérletben és n=6 az egyszeres és

kétszeres immunhisztokémiai kisérletekben.

A VTA sejtjeiben a DGL-a és a CBi1 expresszidjanak és lokalizaciojanak
vizsgélatahoz sziikséges in situ hibridizacios és immuncitokémiai kisérleteket 8 példany
vad tipusu C57BL/6H (50 £ 13 napos him) egéren végeztiik. A munka keretében a CB1
receptor eloszlasi mintazatanak és a CB1 receptor ellen késziilt antitest specificitasanak
validalasat 3-3 példany (C57BL6/J, (186+/- 15napos him) egéren végeztiik, amelyeket
Andreas Zimmer professzortol kaptunk (Zimmer et al. 1999).
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Az in situ hibridizacios és immunhisztokémiai anatomiai vizsgalatokhoz
szlikséges perfuzio eldtt a kisérleti egereket pentobarbitalt (9,72 mg/ml) tartalmazé 0,2
ml Equithesin keverékaltatd intraperitonealis beadasaval altattuk. Az érrendszer mély
narkozisban torténd, fiziologias sooldattal (0,9% NaCl, 2 perc) vald atmosasat kovetéen
a szovetek fixalasa céljabol a sziven keresztiil 4%-0s paraformaldehid-tartalmt 0,1 M-0s
foszfat-puferrel (PB, pH=7,4) perfundaltuk 20 percen keresztiil (100 ml/egér). A VTA
kisérletek esetében a fixalo 0,05 %-os glutaraldehidet (EMS) is tartalmazott és a fixalas
30 percig tortént. Perfuzido utan a koponyabodl kivett agyat blokkokra vagtuk és a
szovetekbdl Leica VTS-1000 vibratommal (Vibratome, St. Louis, MO, USA) 0,1 M PB-
ben in situ hibridizdcidhoz 40 um, immunhisztokémiahoz 50 um vastag koronalis iranyu

metszeteket vagtunk.
2. In situ hibridizacio
2.1. Az in situ hibridizacios probak eloallitasa

Az in situ hibridizacidhoz sziikséges riboprobakat egér (C5S6BL/6H) hippokampalis
kéregbol készitett teljes cDNS mintakbol nyertiik. Az izoflurannal (Florane, Abbott,
USA) altatott allatokat dekapitaltuk, majd a megfeleld agyteriilet szarazjég feletti gyors
izolalasat kovetden a fixdlatlan szovetekbdl jégen torténd ultrahangos homogenizalas
(UH-50 homogenizatorral, SMT, Japan) utan RNAqueous 4PCR-kittel (Ambion, Austin,
USA) teljes RNS mintakat izolaltunk. Ezutan tortént a teljes RNS-bdl (1 pg) a teljes
cDNS minta atirasa RevertAid H Minus M-MuLV reverz transzkriptdz enzim (3 pl,
Fermentas, Vilnius, Litvania) segitségével. A reakcioelegy 0,1 % DEPC-cel (dietil-
pirokarbonattal) kezelt desztillalt vizet (30 pl), M-MuLV RT puffert (9ul), oligo-dT
primert (10 pmol/ pl, 2 pl), RNaz inhibitort (1 ul RNasin; Promega, Madison, W1, USA)
valamint dNTP mixet (1,5 pl; Fermentas) tartalmazott. A reverz transzkripcio menete a
kovetkezd volt: 42°C 1 ora, 95 °C 5 perc, 4 °C 5 perc. A mintakat -70°C-on taroltuk. A
kromoszémalis DNS c¢DNS-mintdkban valé el6fordulasdnak kizarasahoz reverz

transzkriptaz nélkili kontroll reakciot végeztiink (R T-negativ kontroll).

Az in situ hibridizacios probak eléallitasa a kovetkezé modon tortént. A DGL-a
enzim kodold régidja alapjan a két, egymdssal nem atfedé szekvenciaji DNS szakasz

atirasa teljes cDNS mintabol csupaszvégii terméket eldallitdé Pfu enzimmel végzett PCR-
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segitségével tortént, amelyhez a probakat a Primer3 szoftverrel terveztiik meg (Rozen and
Skaletsky, 2000). A primerek hosszisaga és szekvencidja a kdvetkezd volt (az adott
nukleotid szdmozasa a nyilt leolvasasi keret elejétél kezdédik): Probel: 598 bp hosszu
1184-1782 szakasz (forward primer 5’- TCA TGG AGG GGC TCA ATA AG, reverse
primer 5’- CTA GCG TGC CGA GAT GAC CA); Probe2: 1169 bp hosszt 1967-3135
szakasz (forward primer 5’- TCA GTA TCC GGG GAA CAC TG, reverse primer 5’-
AGG GCG ATG GTC AAA TCA CT). A kapott amplikonok a pBluescript 11 SK™ vector
Smal helyére lettek beillesztve T4 DNS Ligaz enzim (Fermentas) segitségével. Ezutan
kovetkezett az adott DGL-a szekvenciat tartalmazdé plazmidok transzformacidja
baktériumokba (E.coli DH5a kompetens torzs). Az adott fragmentet tartalmazo
baktériumklonokat kék-fehér szelekcidval valasztottuk ki, majd a fehér klonokbol mintat
vettlink és folyadék-minikultara segitségével felszaporitottuk. A baktériumokbol a
plazmid kinyerése ¢és tisztitasa utan ellendriztiik, hogy az adott plazmid a megfelel6
fragmentet tartalmazza-e. Ezt egyrészt restrikcios endonukleazokkal valdo emésztéssel,
majd a kapott termékek méretének agaroz gélen torténd ellendrzésével tettiik. Masrészt a
kapott klonokbol késziilt tisztitott plazmidot szekvenaltattuk, és a kapott szekvenciat az
esetleges mutaciok kimutatasa érdekében az internetes NCBI Blast adatbazisban talalt
szekvenciakkal vetettiik 0ssze. Ha az adott klonban a fragment szekvenciaja hibatlannak
bizonyult, akkor folyadékminikulturakbol Gigynevezett maxikulturat készitettiink és azt
Kitisztitva (Qiagen Plasmid Purification Maxi Kit, Qiagen, Hilden, Németorszag)

nagyobb mennyiségben hozzajutottunk a riboprobakat kodold plazmidokhoz.

Az in situ hibridizacios proba készitéséhez a vektorokat az 1-es riboproba esetén
BamHI (antisense proba-értelmes szadl) és Eco32l (sense proba-értelmetlen szal)
restrikcios endonukleaz enzimekkel linearizaltuk. A vektorokat a 2-es riboproba esetén
EcoRI (antisense proba) és BamHI (sense proba) enzimekkel linearizaltuk. Preparativ gél
segitségével tisztitottuk a linearizalt DNS-t, majd tisztitds utan in vitro transzkripciot
végeztiink T3 és T7 RNS polimeraz enzimek segitségével (Roche Molecular Digoxigenin
KIT, Mannheim, Németorszag). Az in vitro transzkripciot 37°C-on két oraig végeztiik. A
keletkezett digoxigenin-jeldlt riboprobakat DNaz-zal kezeltiik, majd tisztitas (RNeasy
MinElute Cleanup Kit, Qiagen, Németorszag) utan koncentracidjukat és integritasukat

spektrofotometria és gélelektroforézis segitségével ellendriztiik.
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2.2 Az in situ hibridizacio

Az in situ hibridizdcidhoz felhasznalt metszetek vastagsaga 40 um volt. Az in situ
hibridizacidhoz hasznalt oldatok kozvetleniil az RNaz enzimet inaktivalo DEPC-cel
lettek kezelve és utana autoklavozva, vagy olyan vizzel késziiltek, amelyet elézetesen
szintén DEPC kezelésnek vetettiink ala. Igy probaltuk a mintakban levé RNS ribonukledz
enzim altali lebontasat elkeriilni. A szabadon usz6 agymetszetek inkubacidja steril
mianyag kultiraedényekben tortént. A metszeteket eldszor DEPC-es PB-vel (pH=7,4)
alaposan atmostuk. Az interneuronokban talalhato alacsony mennyiségii DGL-a enzim
kimutatasanak érdekében a metszeteket posztfixaltuk 4 o6ran keresztiil, DEPC-es vizzel
késziilt 4% PFA-t (paraformaldehidet) tartalmaz6 PB pufferben. A metszeteket ezutan 3
X 20 percig mostuk a penetracio elésegitését szolgald 0,1 %-0s Tween-20-t tartalmazo
foszfat pufferben (PBT) (pH=7,4), majd kovetkezett a hibridizacids 1épés. A riboprobakat
tartalmazé hibridizaciés oldatban az agymetszeteket allandé hémérsékletet és keverést
biztositd hibridizacids szovetkamraban inkubdltuk. A hibridizacids oldat Osszetétele a
kovetkezo volt: 50% formamid, 5x SSC, 1% SDS, 50 ug/ml éleszt6 tRNS, és 50 pg/ml
heparin DEPC-kezelt desztillalt vizben oldva. A riboprobaval torténd hibridizaciot
szOvetkamraban altalaban egy éjszakan at végeztiik 65°C-on. Azonban ahhoz, hogy a
hippokampusz interneuronjaiban is ki tudjuk mutatni az alacsonyabb mennyiségti DGL-
a enzim jelenlétét, optimalizacios kisérletek utan kideriilt, hogy a ribopréba hibridizéaciot
alacsonyabb homérsékleten (60°C-on) €és hosszabb inkubacids iddvel (24 6ra) sziikséges
elvégezni. A hibridizacios 1épés utan a nem-specifikusan kotédott riboprobakat lemostuk.
A mosas oldatai: 1. mosdoldat (50% formamid, 5 x SSC, 1% SDS in DEPC-kezelt vizben
oldva) 30 percig, majd ezt a 2. mosooldattal vald mosas kovette (50% formamid, 2 x SSC
in DEPC-kezelt vizben oldva) 2x45 percig. A mosas homérséklete megegyezett a
hibridizacié homérsékletével és szintén a hibridizaciés kamraban folyamatos kevertetés
mellett tortént. Az inkubacios lépések utan a metszeteket 0,1 % Tween-20-at tartalmazo
0,05 M Trisz-pufferelt sdéoldatban (TBST, pH=7,6) mostuk, majd ebben az oldatban
oldott normal kecske szérumot tartalmazo6 blokkoloban (TBSTN) inkubaltuk egy 6ran at.
Az alkalikus-foszfataz enzimmel konjugalt kecske anti-digoxigenin Fab fragment
antitestet TBSTN-ben oldottuk fel, majd ebben az oldatban inkubaltuk a metszeteket egy
¢jszakan at 4°C-on. Mésnap az inkubéciot kovetd TBST mosasi 1€pés utan a reakciodt 5-

bromo-4-kloro-3-indolil-foszfat  (BCIP) és  nitrokék-tetrazoniumklorid  (NBT)
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kromogének elegyével hivtuk el6. A kromogén puffer Osszetétele mM-0s
koncentracioban kifejezve a kovetkezo volt: NaCl, 100; Tris-Cl, 100, pH: 9.5; MgCl_, 50;
(-)tetramisole hydrochloride, 2; és 0.1% Tween-20. A reakcid el6hivasa s6tétben tortént,
a keletkezett lila csapadék mennyiségének és mindségének kis nagyitasu szovettani
mikroszkoppal torténd idonkénti ellenérzése mellett. A hivasi 1épés atlagosan 4-6 orat
vett igénybe, az interneuronok esetében pedig legalabb 12 orat. A reakcio leallitasa és
alapos 0,1 M-os (pH=7,4) PB-vel tortént mosas utan a metszeteket targylemezre
helyeztiik és a kombinalt in situ hibridizacids-immunhisztokémiai kisérletek kivételével
minden tovabbi esetben Vectashield fedéanyagba bedgyazva fedélemezzel fedtiik le. A
kombinalt festési eljaras esetében a nem-vizes bazisi Vectamount feddanyagot
hasznaltunk az immunfestéshez hasznalt szines csapadékok kimosodasanak elkeriilésére.
Az elkésziilt in situ hibridizacios reakcok kiértékelését ZEISS Axioplan 2 mikroszkoppal
végeztiik, a hippokampusz és a VTA metszetekrél Olympus DP70 digitalis kameraval
készitettiink fénymikroszkopos képeket.

3. Immunhisztokémia

Immunhisztokémiai kisérleteinkben 50 um vastag eléagyi metszeteket hasznaltunk. A
metszeteket a metszés utan alaposan atmostuk 0,1 M-os (pH=7,4) PB pufferben. Az
négyszer ismételt folyékony nitrogén feletti gyorsfagyasztds és gyors felolvasztas
valtogatott 1épéseivel noveltiik meg, amely olyan apro toréseket eredményez a
plazmamembranban, amelyek elegendéen nagyok ahhoz, hogy az antitestek IgG
molekulai atférjenek rajta, de a kémiai detergensek hasznalatdhoz képest jobb
ultrastruktiralis megdrzottséget eredményez.

Immunhisztokémiai kisérleteinket harom alapvetd modszerrel: egyszeres
peroxidaz alapu immunjeloléssel, egyszeres immunarany jeloléssel, illetve kombinalt,
kétszeres peroxiddz-immunarany jeloléssel végeztiik az adott célfehérjével kapcsolatos
anatomiai kérdéseink fiiggvényében. A peroxiddz enzim alapi immunjeldlés esetében
elészor blokkoltuk az endogén szoveti peroxidaz aktivitast a metszetekhez adott 1%-0s
H20- oldattal 10 percig. A metszeteket ezutan alaposan atmostuk 0,1M-0s (pH=7,4) PB-
pufferoldattal. A kovetkezo reakcidlépések mar minden esetben 0,05 M-os trisz-pufferelt

(TBS) oldatban (pH=7,4) torténtek. A metszeteket 5%-os normal kecske szérummal
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(NGS) blokkoltuk 1 oran keresztiil, majd a megfeleld elsédleges antitestekkel inkubaltuk
4°C-on 48 oran keresztiil. A kdvetkezd elsddleges antitesteket hasznaltuk kisérleteinkben
az Eredmények fejezeteinek sorrendjében: 1. fejezet: poliklonalis nyul anti-DGL-a 1gG
(1:1000-1:3000, ~0,3-1 pg/ml, ,,INT” antitest, Katona et al., 2006); poliklonalis nyul anti-
DGL-o IgG (1:1000-1:3000, ~0,3-1 pg/ml, ,L26” antitest, Katona et al., 2006);
tengerimalac anti-CB; 1gG (~1 pg/ml, Fukudome et al., 2004). Az antitestek
specifikussagara az immunjel6lés hianyabol lehet kovetkeztetni a CB1 KO egerek
hippokampuszaban, DGL-a antitestek esetében a két fliggetlen epitop ellen termeltetett
antitest teljesen ugyanazt az immunjeldlési mintazatot adta. 2. fejezet: poliklonalis nyul
anti-DGL-a 1gG (1:3000, 1 pg/ml, ,,INT” antitest, Katona et al., 2006); monoklonalis
egér anti-parvalbumin 1gG (1:5000, Swant); monoklonalis patkany anti-szomatosztatin
IgG (Millipore; 1:200); monoklonalis egér anti-mGluR1a IgG (Dr. Gorcs Tamas ajandéka,
1:30, Kiss et al., 1996). Az antitestek specifikussaganak ellenérzése DGL-0 KO
egerekben (amelyek az els6 kisérletsorozat idején még nem alltak rendelkezésre) lett
megerésitve egy fliggetlen tanulmanyban (Ludanyi et al., 2011). Az interneuronok
neurokémiai markereit vizualizdld6 monoklonalis antitestek specificitasat szamos
fiiggetlen laboratorium korabban megerdsitette. A kisérleti koriilményeink kozott pedig
az antitestek és az immunfestés az irodalombdl mar jol ismert tiiskétlen parvalbumin-
tartalma interneuronokat €s a somatostatin/mGluR1a-pozitiv, filopodialis tiiskékkel
rendelkezé interneuron populaciokat vizualizalta (Ouimet et al., 2003). 3. fejezet:
poliklonalis nyul anti-DGL-a 19G (0,3 pg/ml, ,,INT” antitest, Katona et al., 2006);
polikonalis tengerimalac anti-DGL-a 1gG (1pg/ml, ,,C-42” antitest, Yoshida et al., 2006),
amely a DGL-a fehérje C-terminusanak utolsé 42 aminosavjat ismeri fel; tengerimalac
anti-CB: 19G (~1 pg/ml, Fukudome et al., 2004); monoklonalis egér anti-tirozin-
hidroxilaz (TH) 1gG (1:8000, Immunostar). A CB: antitest és immunfestés
specifikussagat CB1 KO egerekben ellenériztiik (Zimmer et al., 1999). A DGL-a elleni
fiiggetlen epitopok ellen késziilt antitestekkel végzett immunfestések megegyez6
immunjeldlési mintazatot eredményeztek. A kereskedelmi forgalomban kaphaté TH
antitest pedig jol felismerhetéen a katekolaminerg neuronokat jelolte a kozépagy é€s az

agytorzs teriiletén.

Az elsédleges antitesttel vald inkubécio és az alapos mosasok utani kovetkezo

1épésben masodlagos ellenanyagokkal inkubaltuk a metszeteket. Az immunfestés céljatol
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és el6hivasi modjatol fliggéen biotinilalt szekundereket (Vector Laboratories,
Burlingame, USA) vagy arany-konjugalt szekundereket hasznaltunk (Aurion,
Wageningen, Hollandia). A kombinalt immunarany-immunperoxidaz reakcioknal pedig
a két kiilonboz6 fajban késziilt primer antitesteket egyszerre inkubaltuk a metszeteken,
majd a masodlagos antitestektél kezdve szétvaltak a két reakcio 1épései, elobb az
immunarany eljaras kdvetkezett, majd alapos mosasi 1épések utan az immunperoxidaz

immunfestést hivtuk elo.

Az immunperoxidaz reakcidhoz hasznalt biotinilalt szekunder antitestek a
kovetkezOk voltak: 1. fejezet: biotinilalt kecske anti-nyul 1gG (1:300); biotinilalt kecske
anti-tengerimalac 1gG (1:300). 2. fejezet: biotinilalt 16 anti-egér 1gG (1:500). 3. fejezet:
biotinilalt kecske anti-nyul 1gG (1:300); biotinilalt kecske anti-tengerimalac 19G (1:300);
biotinilat 16 anti-egér IgG (1:300). A metszeteket a TBS-ben oldott megfeleld biotinilalt
masodlagos ellenanyagokkal két oran keresztiil szobahémérsékleten inkubaltuk, majd
TBS pufferes mosasok utdn avidin-biotinilalt tormaperoxidaz enzim komplex
segitségével erdsitettiilk tovabb az immunjelet (1:500, Elite-ABC,Vector Laboratories,
1,5 ora, TBS-ben oldva). Végil a tormaperoxidaz szubsztratjait 0,01 %-0s
hidrogénperoxidot és 3,3’-diaminobenzidint (DAB, TB-ben oldva, pH=7,6) adva a
metszetekhez a keletkez6 barna csapadék segitségével tettiik lathatova altalunk vizsgalt

fehérje pontos lokalizacios helyét az idegsejtekben €s nyulvanyaikban.

Az immunarany jel6lési eljaras soran a hippokampalis és kdzépagyi metszeteket
az elsddleges ellenanyaggal torténd inkubalas utan elészor alaposan atmostuk TBS, majd
0,1 M-os PB pufferekben. Ezutan a blokkolasi 1épésben 0,8 %-0s szarvasmarha szérum
albumint (bovine serum albumin, BSA) és halbdr-zselatint (cold water fish skin gelatin,
CWES) tartalmaz6 masodlagos blokkolo oldatban tartottuk 6ket 30 percig. A masodlagos
antitestet ebben a blokkol6 oldatban oldottuk fel és adtuk a metszetekhez, majd ebben
tortént az inkubalas 4 fokon egy éjszakan at. A kolloidalis immunarany jeldléshez
hasznalt, 0,8 nm atmérdjii aranyszemcsével konjugalt szekunder antitestek (valamennyi
esetben 1:50-ben higitva) a kovetkezok voltak: 1. fejezet: kecske anti-nyul 1gG (DGL-a
felismerésére), illetve kecske anti-tengerimalac 1gG (CB1 megjelenitésére). 2. fejezet:
kecske anti-nyul 1gG. 3. fejezet: kecske anti-nyul IgG; kecske anti-tengerimalac 1gG. A

masodlagos ellenanyagok utdn két mosasi 1épés kovetkezett TBS pufferben, majd 1%
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glutaraldehidet tartalmaz6 TBS oldatban 10 percig tart6 utoéfixalas utan alapos tobbszori
mosasi lépéseket végeztiink (2 x TBS puffer, 3 x PB puffer). Végiil a kolloidalis
aranyszemcsék eziist intenzifikalasat az Aurion R-GENT SE-EM Kit segitségével

végeztiik el a kit leirasaban talalhaté protokollt kovetve.
4. In situ hibridizacioval kombinalt immunhisztokémia

A kombinalt in situ hibridizacié-immunhisztokémiai jel6lés esetén a metszeteken elGszor
az in situ hibridizacié protokolljat végeztiik el, mert ez a reakcido a célpont mMRNS
molekuldk gyors lebomlasa miatt sokkal érzékenyebb. A DGL-a enzimet kodold6 mRNS
jelenlétét a korabbi alfejezetben leirt kisérleti 1épésekben teszteltiik. Az utolso 1épésben a
riboprobaba beépitett digoxigenin-cimke els6dleges ellenanyagahoz kotott alkalikus
foszfataz enzim altal katalizalt szinreakcio jelezte egy adott sejtben a DGL-a mMRNS
lokalizaciojat. A szinreakcio leallitasa utan alapos mosas kovetkezett 0,1 M PB pufferben.
Ezutan az adott interneurontipus (parvalbumin-pozitiv sejtek és szomatosztatin-pozitiv
sejtek) beazonositiasa érdekében az adott interneuron neurokémiai markerét felismerd
antitestekkel egy masodik immunreakciot végeztiink el a hippokampusz metszeteken. A
metszeteket alaposan atmostuk PB-vel, majd ezutan a tobbi reakciolépés 0,05 M-0s TBS
pufferoldatban (pH=7,4) tortént. A metszeteket 5%-0s normal kecske szérummal
blokkoltuk 1 éran keresztiil, majd az adott neurokémiai markert felismeré elsddleges
antitesttel inkubaltuk 4°C-on 48 oran keresztiil. Az alabbi primer antitesteket hasznaltuk:
monoklonalis egér anti-parvalbumin IgG (1:2000, Swant), illetve monoklonalis patkany
anti-somatostatin 1gG (Millipore; 1:200). A immunreakciok sikerességét alatamasztotta,
hogy a kapott immunfestésben latott interneuronok hippokampdlis rétegek kozotti
eloszlasa (részletesen lasd az Eredmények fejezetben) megegyezett a szakirodalombol jol
ismert jellegzetes eloszlasi mintazatokkal (Freund and Buzsaki, 1996). Az immunreakcio
folyamatanak a specifikussadgat pedig az igazolta, hogy az elsddleges antitestet nem
tartalmazo kontroll kisérleti reakcioban késziilt hippokampusz metszeteken nem voltak
mosasi 1épés kovette TBS pufferben, majd a metszeteket a szekunder antitestekkel
inkubaltuk szobahdmérsékleten 2 6ran keresztiil. A masodlagos ellenanyagok az alabbiak
voltak: biotinilalt 16 anti-egér 1gG (1:300), illetve biotinilalt 16 anti-patkany 1gG (1:500,

Vector). Ezutan ismét mosasok TBS pufferben, majd az avidin-biotinilalt tormaperoxidaz
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enzim komplex inkubacidja kovetkezett (1:500, Elite-ABC, 1,5 oran at). Végiil Gjabb
Intenziv mosasi 1épések utan a szinreakcid eléhivasat a Vector NovaRED Peroxidase
Substrate Kit-tel végeztiik, amelynek eredményeként a peroxidaz reakcid végterméke egy
vorosesbarna szinli csapadék lett. Mivel ez a csapadék vizben oldodik, ezért a metszetek

lefedésére egy nem-vizes fazisu lefedé6 médiumot (VectaMount, Vector) hasznaltunk.
5. Elektronmikroszkopia

Az elektronmikroszkdpos vizsgalatokra szant immunperoxidaz és immunarany eljarassal
készitett hippokampusz és VTA metszeteket epoxi miigyantaba (Durcupan, ACM, Fluka,
Svajc) agyaztuk be. Az immunjel el6hivasat kovetden a metszeteket 0,1 M PB-ben oldott
0,5-1%-0s ozmium tetroxiddal (OsOs) kezeltik 15-20 percig, ezutan felszallo
alkoholsorban, majd acetonitrillel dehidraltuk, végiil egy frissen elkészitett folyékony
epoxi migyantakeverékbe (Durcupan, ACM, Fluka, Svijc) helyeztiik. A dehidraléds soran
a metszetek egy 20 perces 70%-o0s etanolban oldott 1%-0s uranil-acetattal valo kezelésen
is atestek. A metszeteket egy ¢jszakan keresztiil tartottuk Durcupanban
szobahdmérsékleten, majd targylemezre helyeztiik és feddlemezzel lefedtiik. Ezutdn a
metszetekbe penetralt Durcupan-t 56°C-on polimerizaltattuk 48 o6ran keresztiil.
Bedgyazas utan fénymikroszkopban kivalasztottuk az elektronmikroszkoppal késdbb
altalunk vizsgéalni kivant célteriileteket és azokat egy ultramikrotdmos metszésre
optimalizalt alak(i Durcupan-blokkba atdgyaztuk. Az atdgyazott metszetekbdl Leica
Reichert ultramikrotémmal 60 nm vékony sorozatmetszeteket készitettiink. Az
elektronmikroszkopos analizisre alkalmas ultravékony metszeteinket Formvar hartyaval
boritott rézgridekre vettiik fel, olom-citrattal kontrasztoztuk és végiil a mintdkat egy

Hitachi 7100 elektronmikroszkopban (Tokyo, Japan) Kielemeztiik.
6. DGL-a enzim eloszlasanak kvantitativ analizise

Ahhoz, hogy megallapitsuk a DGL-a enzim szinapszisokhoz viszonyitott sejten beliili
elhelyezkedését a piramissejtek tiiskéiben, mennyiségi analizist végeztlink harom éllatbol

szdrmazo, Osszesen 300 immunarany-jelolt dendrittiiske vizsgalata alapjan. Az

crcr

crer

hatékonysaga a metszet belseje felé csokken, ezért mindig a felsé 5-10 um-rdl szarmazo
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ultramikrotomos metszetekbdl végeztilk az analizist. Annak érdekében, hogy Ossze
tudjuk hasonlitani a DGL-a eloszlasat a plazmamembran mentén a dendrittiiskék fejében
a metabotrop glutamat receptor 5-0s altipusanak (MGIURs) korabban mar publikalt
eloszlasaval, Lujan €s kollégainak modszerét kovettiik (Lujan et al., 1996, 1997). El6szor
lemértiik a dendrittiiskékben talalhato és a DGL-o enzim pozicidjat jelzé aranyszemcsék
tavolsadgat az adott tiiskére érkezd serkentd szinapszis posztszinaptikus denzitdsanak
sz¢léhez viszonyitva. Az eziist-intenzifikalt aranyszemcsék mérete valtozo, ezért a
szemcse kozepének a tavolsagat a szinapszis szélétdl (0. pozicid) mértik a
plazmamembran mentén haladva, majd a kapott tavolsagértékeket 60 nm-es egységekre
bontva abrazoltuk. A harom allatbdl szarmaz6 mintakbol mért adatokat Kruskal-Wallis
nem-parametrikus statisztikai eljarassal hasonlitottuk 6ssze és az adatokat a tapasztalati
szorassal (standard deviation, SD) egyiitt dbrazoltuk. Mivel a harom allatbdl szarmazo
mintak szignifikdnsan nem kiilonboztek egymastol, ezért az adatokat 6sszevontuk és ugy
abrazoltuk, hogy az adott egységben levé aranyszemcsék szazalékat az Osszes
aranyszemcséhez viszonyitottuk. Az intraszinaptikus régiot szintén 60 nm-es binekre
bontottuk és a szinapszis sz€lét jelzd 0. pozicidhoz képesti negativ értékekkel jeloltiik.
Mivel a szinapszisok altalaban a dendrittiiskék fejének kozepén helyezkednek el €s mivel
a PSD jelenlétét hasznaltuk a szinapszis azonositasara, ezért a véletlenszertien elmetszett
dendrittiiske profilokban a szinapszis ¢és a kornyékén 1évé membranszakaszok
feliilreprezentaltak lesznek. Ennek kikiiszobolésére egy fliggetlen kontroll elemzésben
lemértiik 100-100 véletlenszerlien kivalasztott dendrittiiske teljes membranszakaszanak
hosszlisagat harom allatban. Ezzel a méréssel kiszamoltuk, hogy egy adott 60 nm-es bin
egység mekkora valoszinliséggel talalhaté meg a mintankban és valoban kidertilt, hogy a
szinapszis kozeli membranszakasz egységek feliilreprezentaltak. Ezért egy masodik
analizisben az aranyszemcsék adott binekre jellemz6 el6fordulési gyakorisaganak értékeit

normalizaltuk az adott membréanszakasz binjének az eléfordulasi valoszintiségi értékére.

Ahhoz, hogy megallapitsuk a DGL-a enzim szinapszishoz viszonyitott sejten
beliili elhelyezkedését a GABAerg interneuronokban a tiiskétlen dendritagakra, illetve a
hossztkas filopodialis tiiskékre érkezé aszimmetrikus szinapszisok esetében szintén
Lujan és kollégdi modszerét kdvetve mennyiségi analizist végeztiink a kettds jelolt
metszeteken a fent leirt mdédon. Az immunarany jelet a parvalbumin-tartalmi

interneuronok esetében a CA1 régid stratum radiatum rétegében, az mGluR1a-tartalmu
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interneuronok esetében pedig a CA1 régid stratum oriens rétegében kerestiik. Két allatbol
vettik a mintakat. Mivel a keresett interneuron profilok ritkak, a DGL-a szintje
interneuronokban nagyon alacsony és az aranyszemcsék célelem jelolési valosziniisége
kettOs festésekben szuboptimalis, ezért 25-25 aranyszemcsét szamoltunk le, amelyek 214
dendritag, illetve 182 filopodialis tiiske profilokbol szarmaztak. Az analizishez az
elektronmikroszkopos felvételek 50,000 X-es nagyitasban késziiltek. A tavolsagmérések

elemzésére az Analysis és Statistica szoftvereket hasznaltuk (Olympus, Tokyo, Japan).
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V.EREDMENYEK

1. Az endokannabinoid rendszer vizsgalata a hippokampusz serkenté sejtjeiben
1.1 A DGL-a enzim expresszidja és fehérje szintii eloszlasa a hippokampuszban

Az idegrendszerben a 2-AG a legnagyobb mennyiségben el6forduld endokannabinoid. A
kutatéasi programunk kezdetekor a sok potencidlis jelolt kozott a DGL-a szerin-hidrolaz
is felmeriilt, mint az egyik lehetséges 2-AG szintetizaldé enzim (Bisogno et al., 2003).
Ezért els6 1épésként kivancsiak voltunk, hogy vajon a DGL-0 enzimet kodold dagla gén
az idegrendszerben milyen sejtekben van bekapcsolva. A DGL-a expresszidjanak
megallapitasara szabadon isz6 hippokampusz metszeteken in situ hibridizacios technikat
alkalmaztunk. A hibridizacios reakciot a DGL-a mRNS cellularis lokalizaciojanak
vizsgalatara két, egymassal nem atfedd, 598 bazispar, illetve 1169 bazispar hosszisagi
szakasza ellen tervezett digoxigeninnel jelolt riboprobaval végeztiik és nem-radioaktiv,
alkalikus foszfataz-alapu szinreakcioval tettiik lathatova (6A. abra). A két fliggetlen
riboproba az egér eldéagy €s ezen beliill a hippokampusz teriiletén teljes mértékben
megegyez6 eloszlasi mintazatott mutatott (6B,C. abra). Ezzel szemben a komplementer
szekvencia ellen tervezett negativ kontroll probaval (sense riboproba) végzett in situ

hibridizacio nem adott jel6lést, bizonyitva az eljaras specifikussagat (6D,E. abra).

A leger6sebb DGL-a expresszid a hippokampuszban volt megfigyelhetd, ahol a
principalis sejtek sejttestjei jelolodtek (6B,C. abra). A piramissejtek sejttestjei a CAl és
CA3 régioban mindig erdteljesebb szinreakciét mutattak a gyrus dentatus
szemcsesejtjeinél. A hilusban is megfigyelheté volt néhany gyengébben jelolt sejt,
amelyek feltételezéseink szerint mohasejtek lehetnek, mivel a GABAerg interneuronok
¢és a gliasejtek mas rétegekben ¢és régiokban ebben az elsd kisérletben nem bizonyultak
DGL-a pozitivnak. Itt kell azonban megjegyeznem azt, hogy az in situ hibridizacios jel
erdsségét nagyon sokféle tényezo befolyasolja példaul a hibridizacios hémérséklet, illetve
a hibridizacio id6tartama. A kisérletek soran ugy valasztottuk meg a fent emlitett
paramétercket, hogy a hattérjelolddés mértéke minél kisebb legyen, ami viszont
lecsokkentette a jelolés érzékenységét. A kisérletek alapjan azt azonban mindenképpen
kijelenthetjiik, hogy a DGL-a mMRNS expresszids szintje a serkentd glutamaterg

principalis sejtekben nagyon magas.
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6. abra: A hippokampuszban a DGL-o mRNS-t a principalis sejtek termelik a legnagyobb mértékben. (A)
A két antisense riboproba kotési helyének sematikus abraja az egér DGL-a enzim mRNS szekvencidjan. A
DGL-a enzim mRNS nyitott leolvasasi keretének (Open Reading Frame-ORF) hosszisaga 3135 bazispar.
Az ATG a leolvasas kezdetét jelz6 un. start kodont, a TGA pedig a leolvasas végét jelent6 in. stop kodont
jeloli. A digoxigeninnel jel6lt riboprobak hossza az 1. riboproba esetén (probel): 598 bazispar, a 2.
ribopréba esetén (probe2) 1169 bazispar. Az abran lathatd, hogy a riboprobak ko6zott nincsenek egymassal
atfed6 szakaszok. (B, C) A két antisense (pozitiv) riboprobaval végzett in situ hibridizaciot kovetéen a
hippokampuszrol késziilt fénymikroszkopos felvételeken jol latszik a principalis sejtek erételjes jelolodése.
A B abran lathato festés az 1-es riboprobaval, mig a C abran lathato a 2-es riboprobaval késziilt. Az enzim
MRNS-ének expresszios szintje nagyon erds a hippokampusz CA1 és CA3 piramissejtjeiben, valamivel
gyengébben jeloltek a gyrus detatus szemcsesejtjei. Fontos megjegyezni, hogy mindkét riboprobaval
végzett kisérlet ugyanazt a festési mintazatot eredményezte. (D, E) Az in situ hibridizacios reakcio
specificitasat jol mutatja, hogy a kontroll (sense) probaval végzett festés nem adott jelolést. Skala: 200 pm
(B-E).

1.2 A DGL-a enzim posztszinaptikusan helyezkedik el a principalis sejtek

dendrittiiskéire érkezé serkento szinapszisokban

A kovetkezo6 kisérletekben célul tliztiik ki, hogy feltarjuk a DGL-a enzimfehérje pontos
szubcellularis eloszlasat a hippokampalis principalis sejtekben. Mivel ekkor még nem allt
rendelkezésre DGL-a knockout egér az immunfestések validalasara, ezért két, fliggetlen
epitopok ellen termeltett antitesttel (ab-INT és ab-L26) végeztiik az immunfestést, az
immunreakciot pedig DAB csapadékkal tettiikk lathatova. A DGL-o enzim négy
transzmembran régioval rendelkez6 fehérje (Bisogno et al., 2003). Az antitestek az enzim
C-terminalisanak két, egymassal nem atfedd, intracellularisan elhelyezked6 része ellen
késziiltek. Az ab-INT antitest a DGL-o enzim egy hosszabb intramolekularis részét, mig

az .26 antitest az enzim utolsé 26 aminosavbol all6 részét ismerte fel (7A. abra).
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7. abra: A DGL-a fehérje eloszlasa az egér hippokampuszban. (A) A DGL-a enzim sematikus szerkezete.
A rajzon jol lathato, hogy az enzim négy transzmembran régiot tartalmaz. Az enzim N-terminalisa és a
hosszi C-terminalisa is a sejten belill (intracell-IC) helyezkedik el és az utobbi egy, az enzimaktivitasért
felelds lipaz3 (Lipase3) régiot tartalmaz. Az Y alaka rajzok a C-terminalis két, egymassal nem atfedd
szakaszat felismerd antitesteket reprezentaljak. Az INT antitest epitopja 118 aminosav hosszisagu, az L.26
antitest a C-terminalis utols6 26 aminosavjahoz k6tédik. (B) A DGL-a immunfestés térbeli elhelyezkedése
jol mutatja a hippokampusz serkentd palyakkal Osszefiiggésben allo réteges szerkezetét. A legerésebb
jelolés a gyrus dentatus régié molekularis rétegének (s.m.) belsé harmadaban figyelheté meg. A jel6lés
stirlisége a stratum radiatumban (s.r.) és oriensben (5.0.) is er6teljes, mig a stratum lacunosum moleculare
(s.I-m.) sokkal gyengébb jelolédést mutat. A piramissejtek sejttestjeinek rétege (s.p.) és a szemcsesejtek
rétege gyengén jeldlt. (C,D) Az L26-0s antitesttel késziilt immunfestés hasonlo szemcsés jeldlési mintazatot
mutat, mint az INT-antitesttel késziilt, csak gyengéb az immunjel erdssége. Nagyobb nagyitason jol lathatd
az immunfestés hianya a piramissejtek dendritagaiban és a szemcsés jelolés a dendritek kozott, ami a fehérje
szelektiv felhalmozddasara utal egy szubcellularis kompartmentumban . Skéla: 50 pm (B,C); 20 um (D,E).

A két antitesttel kapott immunjeldlés mintazata nagyon hasonl6 volt, bar az ab-
INT antitesttel végzett immunreakcid erésebb jelolési intenzitast eredményezett (7B-D.
abra). Az immunfestés kis nagyitason a hippokampusz rétegzett szerkezetének megfeleld
mintazatot adott. Ez a mintazat tiikrozi a glutamaterg rostok eloszlasat és 6sszhangban
van az in situ hibridizacios eredményekkel, amelyek feltartak a DGL-0 magas expresszios

szintjét a principalis sejtekben. Kiilondsen erds volt a DGL-o immunjel a stratum oriens
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¢s stratum radiatum rétegekben ¢€s a stratum moleculare belsé harmadéban a mohasejtek

termindcios zoénajaban.

Az immunfestés karakterisztikus mintdzata nagyobb nagyitdsban valt lathatova
(7C,D. abra). A DGL-o-immunreaktivitas jol lathatéan gyenge volt vagy teljesen
hianyzott a sejttestekb6l és a fobb dendritagakbol. Ezzel szemben a dendritek kozotti
neuropilben jellegzetes siirti, szemcsés immunjelet lehetett megfigyelni. A DGL-a-
immunreaktivitas hasonlé mintazatot mutatott a szomszédos agykérgi teriileteken is. Ez
a kiilonleges kompartmentalizalt immunfestési mintadzat, amely raadasul
makroszkoposan kovette a glutamaterg palyak lefutdsat arra utalt, hogy a DGL-a
feltehet6en szelektiven koncentralodik a serkentd szinapszisok kornyékén. Mivel az
DGL-a mRNS-t a glutamaterg sejtekben figyeltiik meg, ezért a szinapszisok mellett
talalhato asztrocita végtalpak valoszintileg kizarhatdéak magyardzatként, ugyanakkor a
fénymikroszkopos felbontds nem volt elegendé annak a kérdésnek az eldontésére, hogy

a DGL-a preszinaptikus vagy posztszinaptikus enzim.

Mivel a kisérletek idején mar ismert volt, hogy a DGL-a a 2-AG
endokannabinoidot  szintetizalhatja, ugyanakkor vita volt arrdl, hogy az
endokannabinoidok kozvetlen retrograd szinaptikus hirvivok vagy pedig kozvetett
modon az idegvégzddésekben autokrin modon szabédlyozzdk a neurotranszmitter
felszabadulast, ezért kovetkez6 célunk az volt, hogy megallapitsuk DGL-a pontos Sejten
beliili lokalizacigjat elektronmikroszkopos analizis segitségével (8. abra). Ez a kisérlet
egy nagyon érdekes megfigyelést eredményezett. Mar az elsé felvételeken jol latszott,
dendrittiiskéiben talalhato a hippokampusz CA1 stratum oriens rétegébdl vett mintdkban
(8A. abra). Habar a diffuzibilis DAB csapadék a nanoskalaju eloszlasi vizsgalatokra nem
alkalmas, de a fobb szubcellularis mikrodomének elkiilonitését lehetévé teszi. Azokon a
nagy nagyitasu elektronmikroszkopos felvételeken, amelyeken a metszés sikjaban egy
dendritag, a bel6le kinyulo tiiskenyak és tiiskefej egyarant benne volt, jol latszott, hogy
hogy a DAB jel a dendritagakra nem terjed ki, hanem az enzim a tiiskék fejében
posztszinaptikusan koncentralodik (8B,C. abra). A DGL-o enzimet tartalmazo tiiskéken

DGL-o immunnegativ aszimmetrikus szinapszist formalé axonterminalisok végzddtek.
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Ez a megfigyelés arra utalt, hogy a DGL-a lehet a szinaptikus endokannabinoid kiindulasi

pontja és az altala termelt 2-AG retrograd tton éri el a preszinaptikus CB1 receptorokat.

8. abra A DGL-o immunjel a hippokampuszbol vett mintdkban a dendrittiiskék fejében koncentralodik.
(A-C). A DGL-a immunfestésrdl készitett nagy nagyitast elektronmikroszkopos felvételeken jol latszik,
hogy az immunperoxidaz-reakciéo végterméke, a DAB altal lathatova tett DGL-o posztszinaptikusan
helyezkedik el a dendrittiiskék fejében (spine, s). Ezek a dendrittiiskék jeloletlen idegvégzddésektol
(bouton, b) kaptak aszimmetrikus szinapszisokat. (B-C). A tangencialis tiiskemetszetekrol késziilt
felvételeken a tiiskefej mellett a tiiskenyak és a hozzatartozé dendrit (d) is jol lathatd. Ezeken az abrakon
megfigyelhetd, hogy a DGL-a immunjel a tiiskék fejében koncentralodik. Ezek a tiiskék is kapnak
aszimmetrikus szinapszisokat olyan idegvégzédésektdl (b), amelyek az immunjelet nem tartalmazzak. A
két kiilonbozé antitest jelolési mintazata nagyon hasonld, megerGsitve ezzel az immunfestések
specificitasat. Skala: 0,2 um (A-C).

DGL-o-immunreaktivitdst a posztszinaptikus dendrittiiskékben mind a két
fiiggetlen antitest segitségével megfigyeltiink. Ugyanakkor szamos optimalizalasi 1€pés
ellenére mégsem lattunk az Gsszes tiiskében jelolést. Elektronmikroszkopos vizsgalataink
alapjan a stratum oriensbdl, illetve a stratum radiatumbodl véletlenszeriien vett mintak
mindegyikében az immunjeldlt tiiskék ardnya mindkét antitest esetében valamivel 50%

felett volt. Elképzelhetd, hogy egyes tiiskék nem tartalmaznak DGL-a enzimet, de az is
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lehet, hogy a DGL-a-negativ tiiskékben az enzim koncentracioja az adott antitesttel a

kimutatasi hatar alatt volt.

1.3 A DGL-a enzim periszinaptikus elhelyezkedése a principalis sejtek

dendrittiiskéiben levo posztszinaptikus denzitas koriil

A dendrittiiskék kis méretiik ellenére meglepden Osszetett szerkezetiiek. A tiiskefejen
belil a mikrodomének kiilonbéznek molekularis felépitésiikben ¢és funkcionalis
jelentéségiikben példaul a szinaptikus atvitelben és plaszticitasban jatszott szerepiikben
(6sszefoglalasként lasd Racz és Weinberg, 2013). Annak megéllapitasara, hogy az enzim
az adott dendrittiiskén beliil pontosan hol helyezkedik el, bedgyazas eldtti immunarany
technikat alkalmaztunk. Az immunarany technika is megerdsitette azt a megfigyelést,
hogy a DGL-a enzim kizarolag a dendrittiiskék fejében talalhato (9. abra). Az
aranyszemcsék a tiiskefejben mindig beliilr6l kapcsolodtak a plazmamembranhoz. Ez a
mintazat 6sszhangban van azzal, hogy a DGL-a enzim egy transzmembran fehérje és C-
terminalis része, amelyen az antitestek epitopjai talalhatoak mindig intracellularisan, a

plazmamembranon beliil helyezkedik el (9A. abra).

9. dbra A DGL-a enzim szubcellularis
lokalizaci6ja. (A-C) Az immunarany jelolés a
DGL-a  jelenlétét  mutatja. = Mindhdrom
elektronmikroszkopos felvételen jol lathatoak a
dendrittiiskékben (s) posztszinaptikusan
elhelyezkedé aranyszemcsék (nyilak) és az
immunjelet tartalmazo tiiskékkel aszimmetrikus
szinapszist formald idegvégzddések (b) is. A
felvételek a hippokampusz CAl stratum
radiatum rétegébdl vett mintakon késziiltek. Az
aranyszemcsék a plazmamembranhoz beliilrdl
kapcsolédnak, utalva ezzel az enzim
sejten belilli elhelyezkedésére. Skala: 200 pm
(A-C).
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A DGL-a enzim szubcellularis elhelyezkedésének kvantitativ jellemzésére
megmértiik a dendrittiiskékben taldlhaté aranyszemcsék tavolsagat az adott tiiskére
érkezd serkentd szinapszistol, pontosabban a posztszinaptikus denzitas szélétdl a CAl

stratum radiatum teriiletérél véletlenszeriien valasztott mintakban (10. abra).

30 10. abra A DGL-a enzim eloszlasa a
— tiiskefejekben. (A,B) Az aranyszemcsék térbeli

25+ . elhelyezkedése megmutatia a DGL-o enzim
Hippocampus pozicidjat a CAL piramissejtek tiiskefejeiben a

M il pyramicalcells stratum radiatum rétegében. Az aranyszemcse

szinapszis szélét6l (0. hely) vald tavolsaganak
mérését a plazmamembran mentén végeztiik el és
- a tavolsagadatokat 60 nm-es egységekre
osztottuk  fel. A diagram az adott
5 membranszakaszban levé immunarany szemcsék
l— eléfordulasi gyakorisagat abrazolja, az adott

7 7 T . e s gy g g e mintaban a tiiskékben talalt 6sszes aranyszemcse
Dlstiiize s B (6im) szamahoz viszonyitva (A) és a
A membranszakaszok eléfordulasi valdszintiségére

normalizalva (B). A negativ értékek az

intraszinaptikus régiot jelentik. JOI latszik, hogy

it a DGL-a legnagyobb mennyiségben a

Hippocampus szinapszist koriilvevd periszinaptikus gytiriiben
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Mivel a serkentd szinapszisokban a 2-AG szintézisét az mGluRs receptor inditja
be, ezért méréseink soran ugyanazokat a kiértékelési elveket hasznaltuk (részletesen lasd
10. abra alairasa), amelyek a mGIuRs receptor tiiskékben levd elhelyezkedésének
vizsgalataban Lujan és munkatarsai (Lujan et al. 1996, 1997). Ez az analizis nagyon
érdekes eredményre vezetett. Kideriilt, hogy az aranyszemcsék legnagyobb siirliségben a
szinapszis szélétdl szamitott els6 60 nm-es egységben voltak megtaldlhatoak. Az
aranyszemcsék mennyisége a szinapszis szélét6l tavolodva egyre csokkent, a DGL-a
enzim nagy része a szinapszis sz¢létdl szamitott 300 nm-en beliil volt. Nagyon kevés
aranyszemcsét talaltunk a szinapszison beliil. Ez a periszinaptikus eloszlasi mintazat
tokéletesen megegyezik az mGIURs szubcellularis eloszlasi mintazataval (Lujan et al.

1996, 1997). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a retrograd szinaptikus
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endokannabinoid jelpalya meginditasaért felels, a 2-AG szintézisében Kkulcsszerepet
jatsz6 molekularis alkotoelemek a szinapszis koriil 1évé periszinaptikus gyliriiben
fordulnak ¢l6 és felvetddik a lehetdsége, hogy ezek a fehérjék egy makromolekularis

komplex, az Gn. perszinaptikus masina (PSM) részeiként 6sszehangoltan miikodhetnek.

1.4 A CBa1 receptor preszinaptikus elhelyezkedése a principalis sejtekre érkezé a

glutamaterg axonterminalisokban

Mivel a 2-AG legfébb szintetizalé enzime a DGL-a, ezért logikus volt azt feltételezni,
hogy az enzimet tartalmazo dendrittiiskékre érkez6 serkentd szinapszisokban vagy ezek
kornyékén megtalalhaté a CB1 receptor is, mint a 2-AG {6 receptora. Azonban szamos
korabbi tanulméany, amelyben az els6é generacios CBi ellen késziilt antitesteket
hasznaltak, kizarolag a GABAerg idegvégzddéseken tapasztalta a receptor jelenlétét
(példaul lasd Katona et al., 1999). Ezért a kovetkezd kisérleteinkben egy olyan
poliklonalis antitestet teszteltiink, hogy alkalmas-e alacsonyabb kopiaszamban eléforduld
CB: receptorok felismerésére mas idegvégzodéseken is, amely a receptor C-
terminalisanak egy joval hosszabb szakaszat ismerte fel és raadasul tengerimalacban

késziilt, amelyben gyakran konnyebb magasabb titert elérni (Fukudome et al., 2004).

Els6 Iépésben CB1 KO egereken teszteltilk az 0j antitest specificitdsat. A CB1
pontos lokalizacidjanak megallapitdsara immunfestést végeztiink és az immunreakciot
DAB csapadékkal tettiik lathatova (11. abra). Vad tipusu egerekben a tengerimalacban
késziilt elsédleges CB1 ellenanyag az altalunk hasznalt minden eddigi antitest kozott a
legerdsebb és legkarakterisztikusabb festési mintazatot mutatta, amelynek az eloszlasa jol
kovette a serkentd palyak térbeli elrendez6dését (11A. abra). Ha a vad tipusu és a KO
allatokbol késziilt metszeteken végzett immunfestést sszehasonlitjuk, jol lathatd, hogy a
KO allatban hianyzik ez a rétegzett CBi-immunreaktivitasi mintazat (11A,B. abra),

amely alatamasztja a CB; antitest specificitasat.

A legerGsebb jelolés a gyrus dentatus bels6 molekularis rétegében volt lathato
(11A,E. abra). Itt végzédnek a glutamaterg mohasejtek axonjai és a supramammilaris

palya vGluTz-pozitiv axonterminalisai (Halasy et al., 2004). Szintén erds CBi-

crer

radiatum és stratum oriens rétegeiben, ahol a nagy GABAerg rostok mellett a neuropilben
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stirl szemcsés mintazat volt megfigyelhetdé (11A,D. abra). Szembet(iné volt ennek a
szemcsés iImmunjelnek a hianya a CA3 régid stratum lucidum rétegében (11C. abra).
Nagyobb nagyitasban néhany CBi-immunpozitiv GABAerg interneuron sejttestje is
lathato volt, amelyeknek jellegzetes kosar-szerii axonfelhdje a CA3 és CAl régiok

piramisrétegében arborizalt (11C, D. abra).

11. abra A peroxidaz-alapti immunhisztokémiai reakciorol késziilt fénymikroszkopos felvételek erés CBi1-
immunjeldlést mutatnak a vad tipusu egér hippokampuszaban, mig ez a jeldlési mintazat a KO allatbol
szarmaz6 mintaban teljesen hianyzik. (A) A CBi-immunjel vad tipust allatban (WT) megfigyelt eloszlasa
jol koveti a hippokampusz serkent$ palyainak térbeli elrendezddését. (B) A CBi1-génkiiitott allatban (KO)
hianyzik az immunjel, ami megerdsiti az altalunk hasznalt antitest specificitasat. (C) A CA3 régiorol késziilt
nagyobb nagyitast felvételen jol latszik az er8s neuropil jel6lés a stratum radiatum (s.r.) és stratum oriens
(s.0.) rétegekben és ez erés kontrasztot képez a stratum lucidum (s.1.) réteggel (s.1.), ahol a gyrus dentatus
szemcsesejtjeinek terminalisai végzodnek. Ezen a nagyitason jol megfigyelhetd a piramisrétegben
arborizald (s.p.) néhany CBi-pozitiv interneuron is. (D) A CAl régiérdl késziilt nagyobb nagyitasa
felvételen gyengébb neuropil jelolés lathatd néhany, CBi-pozitiv interneuronnal egyiitt. (E) A gyrus
dentatusban (DG) a legerésebb jelolés a molekularis réteg (s.m.) belsé egyharmadaban figyelheté meg,
ahova els6sorban a hilaris mohasejtek és a supramammilaris palya axonjai vetitenek. Skala: 300 pm (A-B);
50 um (C); 75 um (D, E).

A serkentd palyak lefutdsat kovetd fénymikroszkopos mintazat felvetette a
lehetdségét, hogy a CB:1 receptorok a glutamaterg idegvégzddéseken is jelen vannak,
ezért a hippokampuszmintakon elektromikroszkopos vizsgalatot is végeztiink (12. abra).
A gyrus dentatus molekularis rétegének belsé harmadabol szarmazo6 mintakon jol lathato
volt az aszimmetrikus szinapszist képz6 axonterminalisokban nagy mennyiségben

felhalmoz6ddé DAB csapadék. A serkentd szinapszisok mellett megfigyelhetdek
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szimmetrikus szinapszist képzo6, gatlo terminalisok is (12A. abra). Hogy megallapitsuk
a CB1pontos szubcellularis lokalizacidjat immunarany jelolést is végeztiink, amelyben az
aranyszemcsék talnyomd tobbsége (~90%) plazmamembran belsé feliiletéhez
kapcsolodott (12B. abra) A CA3 és CAl régiokban is sok glutamaterg és GABAerg
idegvégzddésen talaltunk preszinaptikus CB1 receptorokat (12C,D. abra).

12. abra A CB: receptor preszinaptikus elhelyezkedése a hippokampusz glutamaterg és GABAerg
axonterminalisain. (A) Erés CBi-immunpozitiv jelolés figyelheté meg a gyrus dentatus molekularis
rétegének belsé harmadabodl szarmazoé mintak elektronmikroszkdpos felvételén. Az abran két tipust, CB1
receptort tartalmazé axontermindlis is jOl megfigyelhetd. Serkentd axonterminalisok, amelyek
aszimmetrikus szinapszist képeznek (nyilhegyek jelolik) és egy gatld, szimmetrikus szinapszist képz6
axonterminalis (nyil jel6lik). Az abran lathatdo még egy CBi-immunnegativ gatld terminalis is (kettds nyil
jeloli). (B-D) A nagy érzékenységii immunarany jel6lés jol mutatja, hogy a CB: receptor az
axonterminalisokban (b, bl-b3) preszinaptikusan helyezkedik el. Az aranyszemcsék membrankotott és
sejten beliili helyzete az antitest C-termindlis epitopjanak helyzetével Osszhangban van. Az
elektronmikroszkopos felvételek a CA3 molekularis rétegébdl (B1, B2- sorozatmetszetek), a CA3 stratum
oriens rétegébdl (C) és a CAl stratum radiatum rétegéb6l vett mintakon (D) késziiltek. A vastag nyilak az
immunarany szemcséket jelolik, a nyilfejek a serkentd szinapszisokra, mig a vékony nyilak a gatld
szinapszisokra mutatnak. Skala: A, 0,5 pm; B-D, 0,2 um.

1.5 A posztszinaptikus DGL-a enzim és a preszinaptikus CB1 receptor egyiittes

eléfordulasa a serkent6 szinapszisokban

Mivel sem a DGL-0-, sem a CBi-immunfestés nem jeldlte az Osszes glutamaterg
szinapszist az elektronmikroszkopos mintakban, ezért az egyszeres immunjeldlésbol nem
volt megallapithatd, hogy a 2-AG jelpalya molekuléris szervezédése homoszinaptikus

vagy heteroszinaptikus jelatviteli folyamatokat tdmogat-e. Ezért kettds immunjelolést
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alkalmaztunk, amelyben a DGL-a enzimet immunarany technikaval tettiikk lathatova, a
CB: receptor lokalizaciojat pedig immunperoxidaz technikaval vizsgaltuk. A
bizonyitotta, hogy megtalalhaté ugyanabban a serkent6 szinapszisban a DGL-o enzim
posztszinaptikusan, a CB1 receptor pedig preszinaptikusan (13. abra).

13. abra Posztszinaptikus DGL-0 enzim és
preszinaptikus CB: receptor  egyiittes

el6fordulasa glutamaterg serkentd
szinapszisokban. (A-C) Nagy nagyitast
elektronmikroszkdpos felvételeken jol

megfigyelhetd, hogy a 2-AG endokannabinoidot
szintetizal6 DGL-a enzim és a CB; kannabinoid
receptor ugyanabban a serkentd szinapszisban,
de a szinapszis két ellentétes oldalan talalhatéak
meg. A tiiskefejekre érkezé aszimmetrikus
szinapszisokat formalo serkentd
axonterminalisokat nyilfejek jelolik. A nyilakkal
jelolt aranyszemcse a posztszinaptikus DGL-a
enzim sejten beliili elhelyezkedését, mig a denz
DAB-csapadék a boutonokban (b) a CB; receptor
preszinaptikus jelenlétét mutatja. Skala: 0,2 pm
(A-B).

2. Az endokannabinoid rendszer vizsgalata a hippokampusz GABAerg sejtjeiben
2.1 A DGL-a enzim eloszlasa a hippokampusz gatlé interneuronjaiban

Az el6z6 fejezetben bemutatott kisérletekben csak a principalis sejtekre érkezo
glutamaterg szinapszisokban vizsgaltuk célzottan a 2-AG jelpalya molekukaris
alkotdelemeit. Ennek egyik oka az volt, hogy az in situ hibridizécios kisérleteinkben nem
tapasztaltunk olyan jelolési mintazatot, amely a DGL-a jelenlétére utalt volna
hippokampalis GABAerg interneuronokban. Ugyanakkor tisztaban voltunk vele, hogy az
mRNS jel hidnya a gatlosejtekben a detekcios érzekénységiink limitaciojat is jelentheti és
nem lehet kizarni, hogy a DGL-a enzim alacsonyabb mennyiségben ugyan, de az
interneuronokban is megtalalhatd. Ez két szempontbdl 1ényeges kérdés. Egyrészt fontos
tisztazni, hogy vajon a 2-AG jelpalya szelektiven a hippokampalis neuronhaldézatoknak

csak bizonyos cellularis elemeiben jatszik-e szerepet a szinaptikus plaszticitdsban vagy
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pedig az altalunk leirt molekularis szervezddés egy altalanos tulajdonsaga a glutamaterg
szinapszisoknak? Masrészt az alacsonyabb mRNS szint utalhat arra is, hogy a
neuronhaldzatok sejttipus-specifikus modon optimalizaljak a
2-AG jelpalya indukcios kiiszobét €s hatékonysagat a jelmolekuldk mennyiségének

szabalyozasaval.

Ezért, hogy megvizsgaljuk, vajon a glutamaterg sejtek mellett a hippokampusz
GABAerg sejtjei is tartalmazhatnak-e DGL-a enzimet, a kdvetkezo kisérleteinkben tobb
eljarast is kiprobaltunk az in situ hibridizacios technika detekcios érzékenységének
novelésére. Szamos kisérleti paraméter, példaul a hibridizacios 1épés homérsékletének
emelése, a mosasi 1épések roviditése és a szinreakcid idejének elnyujtasa jelentdsen
javithatja a in situ hibridizacios jelolés érzékenységét. Ezeknek a paramétereknek a
megvaltoztatasaval sikeriilt kimutatnunk, hogy a hippokampuszban a GABAerg
interneuronok is termelnek alacsony mennyiségben DGL-a enzimet (14. abra). A
modositott in  situ hibridizaciés kisérletekben az aldbbi fénymikroszkopos
megfigyeléseket tettiik. Korabbi eredményeinkkel megegyezéen a DGL-o. MRNS
expresszios szintje a CA1 és a CA3 régio principalis sejtjeiben, valamint a subiculumban
volt a legmagasabb (14A,C,D. abra). Valamivel kisebb volt a jelolés intenzitasa a CA2
réteg piramissejtjeiben és a gyrus dentatus szemcsesejtjeiben (14A,E. abra). A hilusban
is taladlhatoak erdsebben jelolodott sejtek, amik a nagy méretli sejttestjeik,
elhelyezkedésiik és jelolodési intenzitasuk alapjan elsésorban valdsziniileg mohasejtek.
(14E. abra). A reakci6 érzékenységének novelésével ugyanakkor tobb, gyengén jelolt,
valoszintisithetben GABAerg interneuron is lathatova valt. Ezek az elszortan
elhelyezkedo, halvanyan DGL-a-pozitiv sejtek legnagyobb mennyiségben a CA3 stratum
radiatum rétegében fordultak el (14D. abra), de megfigyeltiik ezeket a sejteket a CAl
¢s CA3 régio stratum oriens rétegében is, illetve a stratum lacunosum-moleculare réteg
hataran egyarant (14C,D. abra). Valoszintileg a gyrus dentatus hilusaban a mohasejtek
mellett DGL-a-pozitiv interneuronok is talalhatoak (14E. abra). Ugyanakkor fontos
megjegyezni, hogy mind a hilus teriiletén, mind a cornu ammonis teriiletén szamos olyan
sejt volt megfigyelhetd, amelyek még igy sem bizonyultak DGL-a-pozitivnak. A
reakciokoriilmények specifikussagat teszteld ellenérzd kisérletekben a negativ kontroll

probaval (sense proba) nem tapasztaltunk hattérjelo16dést (14B. abra). A fenti kisérletek
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14. abra A DGL-o enzim mRNS expresszios szintjének kiilonbsége a hippokampusz glutamaterg
principalis sejtjeiben és a GABAerg interneuronjaiban. (A) Az antisense (pozitiv) DGL-a ellen tervezett
riboprobaval végzett in situ hibridizaco hippokampuszrdl késziilt kis nagyitast fénymikroszkopos felvétele.
Az antisense proba jol lathatoéan erbteljes jelolést mutat a principalis sejtek rétegében, utalva arra, hogy
ezek a sejtek nagy mennyiségben tartalmazzak az enzimet. A szemcsesejtek és a CA2 régio piramissejtjei
némileg gyengébb jell6dést mutatnak. Ebben a nagyitasban is jol latszanak a gyengébben jelolt, principalis
rétegen kiviil elszortan elhelyezked6 DGL-a-pozitiv sejtek. (B) A modszer kontrolljaként hasznalt sense
riboproba nem eredményezett jelolt sejteket, bizonyitva ezzel az in situ hibridizacios eljaras
specifikussagat. (C) A hippokampusz CA1 régidjarol késziilt nagyobb nagyitast felvételen gyengébben
jelolt, valosziniisithetden GABAerg sejtek figyelhetdek meg (nyilhegyekkel jelolve) a stratum oriens és
stratum radiatum rétegekben, valamint a strata radiatum-lacunosum moleculare rétegek hataran. Bizonyos
sejtek nem jel6lddtek (nyillal jelolve), amelyet eredményezhet a kimutatasi hatarnal alacsonyabb DGL-a
expresszios szint, de az is lehetséges, hogy ezek a sejtek egyaltalan nem tartalmazzak az enzimet. (D) Sok
DGL-a pozitiv interneuron (nyilfejjel jelolve) figyelhetd meg a CA3 régio stratum radiatum rétegében is,
de itt is megfigyelhetdek jeloletlen sejtek (nyillal jelolve). (E) A hilusban talalhato jelolt sejtek lehetnek
GABAerg interneuronok, illetve glutamaterg mohasejtek is. A nyilhegyek a DGL-a pozitiv sejteket, mig a
nyilak a DGL-a negativ sejteket jelolik. Skala: 500 um (A-B); 50 um (C-E).
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alapjan tehat levonhat6 az a kdvetkeztetés, hogy a principalis sejteken kiviil mas sejtek is
tartalmazzak a DGL-o enzim mRNS-ét, de sokkal kisebb koncentraciéban, valamint
felhivjak a figyelmet, hogy adott reakciokoriilmények kozott a jelolddés hidnya nem
feltétlentl jelenti a vizsgalt célelemnek a valos hianyat.

2.2 A DGL-o mRNS expresszioja hippokampalis parvalbumin-pozitiv és

szomatosztatin-pozitiv GABAerg interneuronokban

Az elszortan elhelyezkedé DGL-a-pozitiv sejtek a kapott eloszlasi mintazat alapjan
feltételezhetoen GABAerg interneuronok, de fontos volt kdzvetlen bizonyitékokkal is
alatamasztani ezt a feltételezést. Ezért a kovetkezd kisérletekben az in situ hibridizécios
technikat immunfestéssel kombinaltuk, amely egyben lehetdséget adott arra is, hogy

néhany sejtet beazonositsunk, hogy milyen interneurontipusba tartoznak.

A GABAerg interneuronoknak sokféle tipusa van ¢és az osztilyozasukra
hasznalhaté neurokémiai markerek szdma is magas. Korabbi kisérleteinkben igazoltuk,
hogy a DGL-a a fésejtek dendrittiiskéire érkez6 serkentd szinapszisokban talalhato. Ezért
ebbdl kiindulva két interneuron populaciot véalasztottunk ki a tovabbi vizsgélatokhoz. Az
egyik interneuron tipust azért vizsgaltuk, mert nincsenek dendrittiiskéi, de ennek ellenére
mégis ennek a sejttipusnak a dendritfajara érkezik a hippokampusz interneuronjai koziil
az egyik legtobb serkenté bemenet (Gulyas et al., 1999). Ezeknek az interneuronoknak a
neurokémiai markere a parvalbumin. A masik kivéalasztott populécio is nagy mennyiségii
serkentd Szinapszist kap, raadasul ezek a bemenetek a sejtek dendritjeibdl kinyulod
tiiskeszer(i nyulvanyaikra érkeznek. Ez a tiiskés sejtpopulacio nagy mennyiségben termel
szomatosztatint (Maccaferri et al. 2000; Klausberger és Somogyi, 2008). A parvalbumin-
immunreaktiv sejtek sejttestjei nagyrészt a principalis sejtek rétegében voltak
megfigyelhetéek, de kisebb szamban el6fordultak a stratum oriens és stratum radiatum
rétegekben is (15A,B. abra). Szomatosztatin-immunreaktiv sejteket a gyrus dentatus
hilusaban, valamint a CA3 stratum lucidum és CA3/CA 1 régiok stratum oriens rétegeiben
talaltunk a korabbi irodalmi adatokkal 6sszhangban (Freund és Buzsaki, 1996) (15C,D.
abra). Figyelemre mélté moédon a hippokampusz teljes teriiletén magas volt a DGL-a-t
tartalmazd interneuronok aranya. Két allatban a CAl régid teriiletén vizsgalt 58
parvalbumin-pozitiv sejttest minden esetben expresszalt DGL-oo mRNS-t. A vizsgalt 59

szomatosztatin-immunreaktiv interneuronbol pedig 58 esetében érte el DGL-a
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expresszidjat igazold in situ hibridizacios jelolés a detekcids kiiszobot. A kontroll
reakciokban, amelyek soran nem adtunk a metszetekhez antitestet vagy hibridizacios
riboprobat, értelemszertien nem lattunk kolokalizaciét sem. Bar az interneurontipusok
nagyon heterogének, de ezek a kisérletek igazoltak, hogy legalabb a fenti két neurokémiai
markerrel jelolhetdo GABAerg sejttipusokban termelddik DGL-a mMRNS-e.

‘@h’ pyramidale

T

15. abra A hippokampusz parvalbumin-pozitiv és szomatosztatin-pozitiv sejtjei termelik a DGL-a enzimet
kodolo mRNS-t. (A-E) Két festési eljaras, az in situ hibridizacioé és az immunhisztokémia kombinalasaval
kimutathatd, hogy az altalunk kivalasztott neurokémiai markereket tartalmazo interneuronok expresszaljak
a DGL-a enzimet. Az immunperoxidaz reakcid vorosesbarna végterméke (NovaRED) az adott markerre
pozitiv interneuronokat, a kék alkalikus foszfataz reakcid végterméke pedig a DGL-a-pozitiv sejteket jeldli.
A nyilfejek a kolokalizalt sejteket mutatjak, nyilakkal pedig azokat a sejteket jeloltik amelyek kettOs
negativak mind az adott interneuron markerre, mind a DGL-a-ra. (A-B) A neurokémiai marker a
parvalbumin (PV) volt. A nagyobb nagyitist felvételek a CA1 piramis és az oriens réteg hatararol (A)
illetve a CA3 oriens rétegébdl szarmaznak. Bar itt csak a hippokampusz egy kis részlete latszik, szinte az
Osszes interneuron kolokalizalt DGL-a-val. (C-D) A neurokémiai marker a szomatosztatin (SOM) volt. A
nagyobb nagyitasu felvételek a CA1 oriens rétegébdl (C), illetve a CA3 oriens rétegéb6l szarmaznak. Skala:
20 um (A-D).
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2.3 A DGL-a enzim periszinaptikusan helyezkedik el az interneuronok afferens

serkenté szinapszisaiban

Annak érdekében, hogy megallapithassuk a DGL-a enzimfehérje jelenlétét és pontos
szubcellularis lokalizacidjat az adott interneuron tipusokban, kettdés immunjeldlést
alkalmaztunk. Az adott interneuron marker elleni antitest beazonositasara az
immunreakciot DAB csapadékkal tettiik lathatova. A DGL-a enzim elleni antitest
esetében immunarany technikat alkalmaztunk. Mivel a szomatosztatin csak a sejttesteket
és az axonfelh6t jeloli, ezért helyette egy masik markert, a szomatodendritikusan
el6forduld az mGIuR1s-t valasztottuk. Ez a receptor szintén megtalalhatd ebben az
tiiskéket tartalmazd interneuron populdcidban. A szomatosztatinnal ellentétben ez egy
transzmembran fehérje, igy immunjele a plazmamembranok mentén varhatd és nagy
mennyiségben megtalalhato a tiiskékben is (Baude et al., 1993). Mindkét interneuron
tipus esetében jol lathatdo, hogy a DGL-a enzim helyét jelold aranyszemcse a
plazmamembran mentén intracelluldrisan helyezkedik el, jol mutatva az antitest
epitopjanak sejten beliili elhelyezkedését (16. abra). A hippokampalis piramissejteknél
megfigyeltekhez hasonloan az enzim az interneuronokban is altalaban periszinaptikusan
helyezkedett el (16. abra). Az elektrondenz DAB csapadék igazolta, hogy a vizsgalt
dendritetk a CAl régi6 stratum radiatum rétegében a parvalbumin-pozitiv
interneuronokhoz tartoztak. Ezek az idegsejtek nagy stiriségben kapnak glutamaterg
serkentd bemeneteket a tiiskétlen dendritagaikra, amelyek a jellegzetes aszimmetrikus
szinapszisokrol konnyen felismerhetéek voltak (16A. abra). Az mGluRze-pozitiv,
fénymikroszkoppal is jol lathatoan sok tiiskével rendelkezé dendritek pedig a CA1 régio
oriens rétegében voltak nagy szamban megfigyelhetéek (16C,D. abra).
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parvalbumin kolokalizacidjat mutatjdk. Az
immunarany jel a DGL-o enzim helyét jeloli
(nyilakkal jelolve) az adott dendritben (d). Jol
lathatd az enzim sejten beliili és membranhoz
kotott elhelyezkedése. Megfigyelhetd, hogy az
aranyszemcse periszinaptikusan helyezkedik el.
Az immunperoxidaz reakcio fekete csapadéka
(DAB) a parvalbumin-tartalmu interneuronokat
jeloli. A mintdk, amelyeken az immunfestések
radiatum rétegéb6l szarmaznak (Al és A2,
valamint B1 és B2 sorozatmetszetek). (C-D) A
nagy felbontasu elektronmikroszképos képek a
DGL-a enzim és az mGluRi1a kolokalizaciojat
mutatjak a tliskékkel rendelkezd interneuron
populacioban. A DGL-o. enzim az adott
dendritagbol(d) kinyald dendrittiiskében(s) is
megtalalhaté volt. Az immunperoxidaz reakcio
fekete csapadéka (DAB) az mGluRja-tartalmu
interneuron profilokat jel6li. Az aranyszemcsék
elhelyezkedése jol mutatja, hogy az enzim a
dendrittiiskékben, a sejten beliil membranhoz
kototten és periszinaptikusan helyezkedik el. A
mintak, amelyeken az immunfestések késziiltek,

srer

szarmaznak. Skala: 200 nm (A-D).

16. abra A DGL-a enzim posztszinaptikus
elhelyezkedése az interneuron dendritekre és
tiiskékre érkez6é serkentd szinapszisok mentén.
(A-B) Nagy felbontasu elektronmikroszkopos
felvételek amelyek a DGL-0 enzim és a

Annak érdekében, hogy minél pontosabban leirjuk a DGL-a enzim szubcellularis
lokalizacigjat elészor az immunarany technikdval jeldlt metszeteken lemértiik az
aranyszemcséknek a serkentd szinapszis posztszinaptikus denzitdsdnak széléhez
viszonyitott tavolsagat (17. abra). A mérések és a kiértékelések soran az el6z6 fejezetben
bemutatott, principalis sejteknél hasonldan elvégzett eljarast vettiik alapul. Az
aranyszemcsék tavolsagat a szinapszis szélétdl (0. pozicid) mértiik a plazmamembran
mentén haladva és a mért tavolsdgokat 60 nm-es egységekre bontva abrazoltuk. Az
abrazolt mennyiség az adott egységben levé aranyszemcsék szazaléka az Osszes
aranyszemcséhez viszonyitva. Az eredmények megegyeztek a principalis sejteken
végzett mérések eredményével. Az aranyszemcsék az interneurokra érkezd afferens
szinapszisokban is leggyakrabban a szinapszis szélét6l szamitott 60 nm-es
membranszakaszon koncentralddtak és az aranyszemcsék stirlisége a szinapszis szélétol
tavolodva egyre csokkent. Mindkét interneuron tipus esetében az aranyszemcsék 60%-a

az els6 120 nm-es periszinaptikus régidban volt megtalalhato (17. abra).
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17. abra A DGL-o enzim el6fordulasa az
interneuron denritekre és tiiskékre érkezd
koriilvevo
periszinaptikus gytriiben (A-B) A DGL-a
enzimet jelolé aranyszemcsék térbeli eloszlasa a
parvalbumint (A), illetve szomatosztatint (B)

serkentd szinapszisokat

tartalmazd interneuronokra érkezé serkentd
szinapszisok mentén.  Osszességében az
elektronmikroszkopos analizisek azt mutatjak,
hogy a parvalbumin-tartalmu tiiske nélkiili
interneuronokra,  valamint a  mMGIuR
/szomatosztatint tartalmazo tliskés
interneuronokra érkez6 serkenté szinapszisok
posztszinaptikus denzitasa koriil egy
periszinaptikus gytriiben koncentraloédik a DGL-
a. Az aranyszemcse tavolsagat a
posztszinaptikus denzitas szélét6l (,,0” pozicid az
X-tengelyen, nyillal jelolve) mértik a
plazmamembran mentén haladva. A mért
tavolsagot a ,,0” poziciotdl kezdve 60 nm-es
egységekre osztottuk fel. A posztszinaptikus
denzitas szélét6l mérve a negativ értékek az
intraszinaptikus régi6 felé es6 tavolsagot, mig a
pozitiv értékek a plazmamembran mentén az
ellentétes iranyban elhelyezked6 aranyszemcsék
tavolsagat adjak meg. A diagramon az adott
egységben mért aranyszemecsék mennyiségének
szazalékat abrazoltuk az adott profilban talalt
Osszes aranyszemcse mennyiségéhez viszonyitva
(n=25-25; két allat). A mintak a hippokampusz
CA1 régidjanak radiatum rétegébdl (A), és oriens
rétegébdl (B) szarmaznak. A mérések hasonld
eredményt adtak mindkét interneuron tipus
esetében. Az enzim leginkabb a szinapszis
mentén  egy  periszinaptikus  gyliriben
koncentralodott, intraszinaptikusan ritkan fordult
eld.

3. Az endokannabinoid rendszer vizsgalata a ventral tegmental area (VTA) serkenté

és gatlo szinapszisaiban

3.1 A DGL-a enzim mRNS expresszidja és fehérje szintii kimutatasa a VT A-ben

A 2-AG a kozépagyban a legnagyobb mennyiségben eléfordulé endokannabinoid

molekula (Bisogno et al., 1999). Mi arra voltunk kivancsiak, hogy a kozépagyi teriiletek

kozil a VTA-ben, ahol a fliggségben is kulcsszerepet jatszo dopaminerg sejtek nagy

része talalhatdé milyen a 2-AG-t szintetizald DGL-a enzim el6forduldsi mintazata.

Masodsorban azt is szerettilk volna felderiteni, hogy vajon a hippokampusz teriiletén

megfigyelt szervezddési alapelvek kiterjeszthetdek-e egy masik agyteriiletre is. Az enzim

expressziojanak és fehérje szintli eloszlasanak a megéllapitasdra egérbdl szarmazo
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agytorzs metszeteken szabadon Uszé in situ hibridizdciés €és immunhisztokémiai
technikakat alkalmaztunk. Az in situ hibridizacios kisérlet fobb paraméterei
megegyeznek az elsé fejezetben részletesen leirtakkal. Az in situ hibridizacios kisérlet
viszonylag gyengébb erdsségli, de a kozépagybol késziilt metszeteken nagy teriiletre
kiterjedd jelolést eredményezett (18. abra). Jol lathatéan azokon a teriileteken volt
legsiiriibb a jelolés (VTA, substantis nigra pars compacta), ahol a dopaminerg sejtek
sejttestjei legnagyobb stirliségben taldlhatoak meg. A VTA erdsségében nem egységes,
de stirti jelol6dést mutatott (18C. abra). DGL-a termeld sejtek a kdzépagy mas teriiletein

is eléfordultak, de altalaban gyengébben jelolddtek (18A,C. abra).
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18. abra A VTA-ben talalhato idegsejtek nagy része termel DGL-a mRNS-t. (A,B) A DGL-a enzim
MRNS-hez kotddo antisense (AS) riboprobaval végzett in situ hibridizacios reakcié utan a kdzépagy sok
idegsejtje mutatott jelolédést. JOI megfigyelheté az enzim magasabb expresszids szintje a ventralis
kozépagy teriiletén (substantia nigra pars compacta, SNC), ventral tegmental area, VTA), ahol a
dopamintermel$ sejtek talalhatoak. A negativ kontrollként alkalmazott sense (S) riboproba nem adott
jelolést, igazolva ezzel a reakcid specifikussagat (B). (C,D) Az AB abrakon bekeretezett teriiletekrol
készilt nagy nagyitasu felvételeken jol latszik, hogy a sejtek tobbsége DGL-a- pozitiv.. Roviditések: Aq,
aqueduct; cp, cerebral penduncle, bazalis régio; EW, Edinger-Westphal mag; IP, interpeduncular nuclei;
MGN, medial geniculate nucleus; ml, lemniscus medialis; PAG, periaqueductal gray nucleus; RN, red
nucleus. Skala: 500 pm (A, B); 100 um (C, D).
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3.2 A DGL-a enzim posztszinaptikusan helyezkedik el a GABAerg és glutamaterg
szinapszisok kozelében

Annak érdekében, hogy megallapitsuk a VTA teriiletén a DGL-a pontos cellularis és
szubcellularis elhelyezkedését immunhisztokémiai festéseket végeztiink. Két fiiggetlen,
az enzimfehérje eltérd epitopjait felismerd antitestet hasznaltunk (19A,B,D,E. abra). Az
egyik antitest megegyezik az el6z0 két fejezetben ismertetett kisérletekben hasznalt
»INT” antitesttel, a masik pedig az enzimfehérje C-terminusanak utolsé 42
aminosavjahoz kotédik (Yoshida et al., 2006). VTA O6nmagaban viszonylag nehezen
koriilhatarolhato agyteriilet, ezért a szomszédos metszeteken tirozin-hidroxilaz (TH) ellen
immunperoxidaz reakciot hajtottunk végre (19C. abra). A TH a dopamin szintézisének
nélkiilozhetetlen enzimje, ezért ez a reakciot a dopaminerg sejteket tartalmazoé teriiletek

feltérképezésére alkalmas.

=

T Ry e o

19. abra A DGL-a fehérje elhelyezkedése egér VTA-ban (A,B) A kisérleteket a DGL-0 enzim két
kiilonb6z6, egymassal nem atfedd szakasza ellen termeltetett antitesttel végeztiik. Az egyik az ,INT”
antitest, melynek neve arra utal, hogy az antitest az enzim egy nagyobb intracellularis szakaszat ismeri fel
(A,D). A masik antitest (C42) a fehérje C-terminusanak utols6 42 aminosavjat ismeri fel (B,E). A VTA
agyteriilet elhelyezkedését a szomszédos metszeteken tirozin-hidroxilaz (TH) festéssel tettiik lathatova (C).
A kisebb nagyitasi metszeteken a bekeretezett részekrdl késziiltek a nagyobb nagyitasu felvételek (D, E).
A jellegzetes pottyos festési mintdzat csak nagyobb nagyitason volt jol 1athat6. Jol 1athato, hogy a sejttestek
(s) nem jelolédtek. Az, hogy mindkét antitest hasonld festési mintazatot mutatott, utal a reakcio
specificitasara is. Roviditések: IP, interpeduncular nuclei; ml, lemniscus medialis; SN, substantia nigra;
VTA, vental tegmental area. Skala: 200um (A, C); 20 um (D, E).
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Az immunreakciokat DAB csapadékkal tettiik lathatova. A hippokampuszban
megfigyelt mintazathoz hasonléan a DGL-a enzim esetében mindkét antitesttel végzett
immunfestés itt is (kisebb nagyitasban ugyan halvany) sirii szemcsés immunjelolést
eredményezett (19A,B. abra), amely azonban nagyobb nagyitasban jol kivehet6 (19D,E.
abra). A hippokampuszhoz hasonléan ezért feltételeztik, hogy a VTA-ban is

kompartmentalizalt a DGL-a szubcellularis eloszlasa.

A dopaminerg sejtek tiiskékkel nem rendelkeznek, ezért serkentd bemeneteik a
dendritagakra érkeznek. Amint korabban (lasd Eredmények 2. fejezet) kimutattuk, a
tiiskétlen parvalbumin-immunreaktiv hippokampalis interneuronok esetében a DGL-a
enzim ¢és igy az immunjel is a plazmamembranhoz kototten, periszinaptikusan
helyezkedett el. Ahhoz, hogy megallapitsuk az enzim sejten beliili lokalizaciojat, az
immunfestések utan elektronmikroszkopos analizist végeztiink az adott VTA mintdkon
(20A-C. abra). Az elektronmikroszkopos elemzéseket ebben a kutatasi projektben Dr.
Matyas Ferenc kollégam végezte, €s itt azért mutatom be a kapott eredményeket, mert
koncepcionalisan szervesen 0sszefliggenek a dolgozat tobbi részében bemutatott sajat

eredményeimmel.

A DGL-a sejten beliili eloszlasaval kapcsolatban az elektronmikroszkopos
vizsgalat az el6z6 fejezetekben ismertetett hippokampalis festési mintazathoz hasonld
eredményt mutatott. Erdekes modon a DGL-o membrankotottségével dsszhangban még
a DAB csapadék is (ami pedig konnyen diffundal) a sejtmembran kozelében és a
szimmetrikus, illetve aszimmetrikus szinapszisok szomszédsagaban volt megtalalhato.
Mivel az eziist intenzifikdldssal kombinalt bedgyazas eldtti immunarany technika
pontosabban megmutatja az antigén sejten beliili pontosabb elhelyezkedését, a mintakat
immunarany modszerrel is megvizsgaltuk (20D-G. abra). Az aranyszemcsék a
plazmamembran belsé felszinén helyezkedtek el, az epitop josolt helyzetével

Osszhangban.
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Azok a szinapszisok, amelyek kozelében posztszinaptikus DGL-a enzimet figyeltiink

meg, morfoldgiai jellemzoik alapjan harom f6 tipusba voltak oszthatoak:

I. Kicsi, vagy kozepes méretli axonterminalisok, benniik sok kicsi és kerek vezikulaval
szinaptizaltak vékonyabb dendritagakon, a posztszinaptikus denzitas pedig kifejezetten
erds volt (20A,C,D,F. abra). Ezeket a szinapszisokat feltételezhetéen a VTA kérgi és
kéreg alatti glutamaterg serkentd afferensei formaljak (Sesack and Pickel, 1992; Carr and
Sesack, 2000; Omelchenko and Sesack, 2007).

Il. Jellemzden nagy axonterminalisok formaljak, benniik sok kicsi, kor alaku, illetve
gyakran ovalis vezikula fordul eld, de gyakran talalhatoak benniik peptid tartalmu,
sotétmagva (dense core) vezikulék is. Altaliban vastag dendritagakon szinaptizalnak. A
posztszinaptikus denzitas szabalytalan alaka és vékony vastagsagu (20B,G. abra). Ezek
az idegvégzodések altalaban GABA-pozitivak, de el6fordul, hogy nem tartalmaznak
GABA-t. Feltételezhetjiik, hogy ezek a nucleus accumbensben taldlhatd enkefalin- és
dinorfin tartalmi GABAerg medium spiny neuronok axonvégzddései (Pickel et al., 1993,
Sesack and Pickl, 1992, 1995).

II1. Szamos bouton szimmetrikus szinapszisokat képzett sejttesteken vagy dendriteken,
sok kicsi és lapos vezikulat tartalmaztak, de nagy dense core vezikulat sosem, a
posztszinaptikus denzitdsuk kevéssé lathato. Ezek az idegvégzddések valoszinilileg a
lokalis GABA-pozitiv interneuronokhoz tartoznak, de szamos kiilsé forrasuk is lehet

(Bayer and Pickel, 1991).
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20. abra A DGL-a enzim jelenléte posztszinaptikusan a szimmetrikus és aszimmetrikus szinapszisokhoz
kozeli plazmamembranon. (A-C) Az elektrondenz DAB csapadék jelzi a DGL-a jelenlétét mind a vékony
(A, C) mind a vastag (B) dendritekben (d) a VTA-b6l szarmazd mintdkban. A DAB csapadék jol lathatoan
membranhoz kotott és a szinapszisokhoz kozel helyezkedik el. Az aszimmetrikus szinapszisok (A, C) kettds
nyilfejjel, a szimmetrikus szinapszisok pedig kettés nyillal (B, C) jeldltek. Az idegvégzddések
immunnegativak és morfologiajukat tekintve nagyon valtozatosak. Az abran a kiilonb6z6 morfologiaju
boutonokra harom példa lathato. (A) Kicsi, valoszinilleg glutamaterg axonterminalis (b) kevés, kerek
vezikulaval és nagyon kifejezett posztszinaptikus denzitassal. (B) Nagy idegvégz6édés (b) tele kicsi
vezikulakkal, amely s6tétmagvi (dense core) vezikulat is tartalmaz (egy példa iires nyillal jellve). (C) A
képen a felsé bouton hasonld az (A) abran talalhatohoz, kiterjedt posztszinaptikus denzitassal rendelkezik
(kett6s nyilfejjel jelolve). Az also axonterminalis (b) csak kevés vezikulat tartalmaz, amelyek inkabb
laposak, nincs benne sotétmagvi vezikula és szimmetrikus szinapszist képez. (D-G) Nagy felbontast
immunarany technikaval mutattuk ki a DGL-a pontos sejten beliili elhelyezkedését. Az aranyszemcsék
(nyillal jelolve) mindig a sejten beliil a plazmamebranon, az aszimmetrikus (D) és a szimmetrikus (E-G)
szinapszisok kozelében voltak megtalalhatoak, az altalunk megfigyelt és fent leirt mindharom
idegvégz6dés tipus esetében: 1. (D) Kicsi axonterminalis sok kicsi és kerek vezikulaval és kiterjedt
posztszinaptikus denzitassal (kettés nyilfej a glutamaterg szinapszist jeloli); 2. (E) Axonterminalis lapos
vezikulakkal , jol lathaté szimmetrikus szinapszist képezve (kett6s nyil); 3. (F, G) Axonterminalis sok
vezikulaval és s6tétmagvu vezikulakkal (ires nyil), nagyon vékony posztszinaptikus denzitassal. A kettGs
nyil egy feltehet6leg GABAerg szinapszist jelol. Skala: 0,5 um (A-G).
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3.3 A dopaminerg és nem-dopaminerg sejtek is expresszalnak DGL -0 enzimet

Annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy a VTA dopaminerg sejtjei termelik-e a
DGL-a enzimfehérjét, kettds immunfestést alkalmaztunk. A DGL-a enzimet imunarany
technikaval, mig a VTA-ban talalhatd6 dopaminerg sejtekre jellemzé tirozin-hidroxilaz
(TH) jelenlétét immunperoxidaz (DAB) technikaval tettiik lathatova (21. abra). Az
elektronmikrozkopos vizsgalat a DGL-a sejten beliili elhelyezkedésére vonatkozodan az
eddigi vizsgalatokhoz hasonlé eredményt adott. Az enzim a feltételezett GABAerg,
illetve glutamaterg szinapszisok kozelében egyarant megtalalhato volt, bar a diffazibilis
DAB csapadék sokszor megnehezitette a szinapszisok pontos behatarolasat. A
mintainkban gyakran el6fordultak TH-immunnegativ, de DGL-a pozitiv sejtek is. Ennek
az is lehet a magyarazata, hogy a dopaminerg neuronokban a TH expresszidja valtozhat
az idében és igy az, hogy van-e kimutathatdé mennyiségli hidroxilaz enzim ezekben a
neuronokban, nem feltétleniil megbizhatd informécio a dopaminerg sejtek beazonositasa

szempontjabol. (Bjorklund és Dunnet, 2007).

21. abra Az egér VTA-ban talalhatdo dopaminerg neuronok termelnek DGL-a enzimet. (A) A tirozin-
hidroxilazzal (TH) jelolt dopaminerg neuronok (drn) sejtmembranhoz kotdtten tartalmaznak DGL-a
enzimet, ahogy azt az eziist intenzifikalassal kombinalt immunarany technika segitségével sikertilt
kimutatnunk. Az immunarany szemcsék (nyillal jeldlve) nagyrészt a szinapszisokat (nyilfejjel jelolve)
koriilvevd periszinaptikus gyiiriiben fordulnak eld, az immunnegativ axonterminalisokkal szemben (b). (B,
C) A DGL-a enzim (nyillal jelolve) megtalalhato a kisebb atmérdjii TH-pozitiv dendritekben is (dt),
amelyek a jeloletlen axonterminalisokkal (b) szinaptizalnak (szinapszis nyilfejjel jelolve). Skala: 0,5 pm
(A-C).
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3.4 A preszinaptikus CBi1 receptor jelenléte a VTA GABAerg és glutamaterg

axonterminalisain

A DGL-a enzim posztszinaptikus jelenléte és az eldzetes kutatasok alapjan felmertilt a
kérdés, hogy a VTA-ban a CBi: kannabinoid receptor vajon megtalalhato-e
preszinaptikusan a glutamaterg, illetve a GABAerg szinapszisokban. Meglepé modon a
korabbi anatomiai kutatasok a VTA-ban azt mutattak, hogy a CB1 receptor nagyon kis
mennyiségben vagy egyaltalan nem volt jelen ezen az agyteriileten (Herkenham et al.
1991b; Mailleux and Vanderhaeghen, 1992; Tsou et al., 1998). Ezért ennek a kérdésnek
a megvalaszolasara a masok altal korabbi kisérletekben hasznalt antitesteknél sokkal
nagyobb érzékenységii antitestet hasznaltuk (részletesen lasd Eredmények 1. fejezet;
Fukudome et al., 2004). Ez az antitest a vad tipusu allatokban stirli neuropil jel6lést adott
(22A-C. abra), ami a CB1-génkititott allatokbol szarmazod kdzépagyi mintakban teljesen
hianyzott (22D. abra). Fénymikroszkdpban nagyobb nagyitason szemcsés jelolés volt
lathat6 a vad tipusu allatokbol szarmaz6 mintakban (22B. abra). Ezek a feltételezett
axonvarikozitdsok nagyrészt a CBi-immunnegativ sejttestek koriil és a f6 dendritagak
koriil voltak lathatdak, kisebb szemcsék pedig a neuropil teriiletén mindenhol

el6fordultak (22B. abra).
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22. abra A CB; kannabinoid receptor eloszlasa a VTA-ban. (A) Kozepesen siirti CB1-immunfestés lathatd
a VTA teriiletén. A kézépagyban ezen a teriileten kiviil talalunk még dopaminerg sejteket a substantia nigra
pars compacta (SNC) teriiletén is. Ezzel 6sszhangban a fénymikroszkopos felvételen latszik, hogy az SNC-
ben is van CBs-immunjel. Erdekes modon a substantia nigra parc nigra (SNR) teriiletén, ahol elsdsorban
GABAerg neuronok vannak sokkal erésebb az immunfestés, mint a VTA-ban, valdsziniileg a striatumbol
érkez6 CBi-pozitiv GABAerg innervacid miatt. (B) Az (A) abran bekeretezett teriilet nagyobb nagyitasu
képén latszik a CB; festés szemcsés mintizata. Ennek mintazata nem homogén, hanem vannak nagyobb
varikozitasok (nyillal jelolve) és ezek nagyrészt a CBi-immunnegativ sejttestek (s) koriil csoportosulnak,
mig a kisebb feltételezett axonterminalisok (nyilfejjel jelolve) a neuropilben oszlanak el. (C, D) A CB;
antitest specificitasanak vizsgalata ugyanabbol az alombdl szarmazé vad tipusu (WT) és génkiiitott (KO)
allatbol vett mintakban. CB;-immunfestés csak a vad tipusu allatokbdl vett mintakban lathat6 (C), mig a
génkiiitott alatokbol vett mintakban teljesen hianyzik (D), bizonyitva az antitest specificitasat. Roviditések:
APT, anterior pretectal nucleus; cp, cerebral penduncle, basal part; fr, fasciculus retroflexus; MGN, medial
geniculate nucleus; ml, lemniscus medialis; RN, red nucleus. Skéla: 500pm (A); 20 pm (B); 200 um (C,
D).

Ahhoz, hogy megallapitsuk a CBi receptorok sejten beliili lokalizaciojat, az
immunfestések utan elektronmikroszkopos analizist végeztiink az adott VTA mintakon
(23. és 24. abra). Az immunarany ¢és immunperoxidaz reakcido eredménye hasonld
mintazatot mutatott. A CBi-immunjel az axontermindlisokra korlatozodott és az
immunarany jelolés azt is megmutatta, hogy a receptor az idegvégzddés

plazmamembranjahoz kototten helyezkedik el nagyrészt extraszinaptikus pozicidban.
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Mivel az antitest epitopja a receptorfehérje sejten beliil elhelyezkedd C-terminalisan
talalhato, az adott jel6lési mintdzat egyben utal a reakcio specifikussagara is. Mindhdrom
axonterminalis tipus (1asd Eredmények 3.2 fejezet), amelyeknél posztszinaptikusan DGL-
a enzim volt megtalalhatd, szintén tartalmazott preszinaptikusan CB; receptorokat (23-
24. abra).

23. abra A CB; kannabinoid receptor preszinaptikus elhelyezkedése a VTA glutamaterg szinapszisaiban.
(A,B) A 22. abran megfigyelt fénymikroszkdpban jol lathatd szemesés CBi—pozitiv immunjel6lést részben
azok a boutonok adjak (bcsi), amelyek aszimmetrikus szinapszisokat (dupla nyilfejjel jeldlve) képeznek
mind nagyobb (d (A)) mind kisebb (d (B)) atméréjii, CB1-immunnegativ dendritekkel. (C-E2) Gyenge, de
egyértelmit CBi-immunarany jel6lés (nyillal jelolve) is 1athatd az axonterminalisokon (bcgy). (D és E1, E2)
A (C) abran lathato két, immunarany szemcsét (nyillal jelolve) tartalmazd CBi-pozitiv axonterminalisrol
(bcey) késziilt nagyobb nagyitast felvételek. Ezek a boutonok aszimmetrikus szinapszist képeznek az
immunnegativ dendriteken (d) és jellemz6 rajuk a jol kifejezett posztszinaptikus denzitas (dupla nyilfejjel
jelolve). (E1,E2) A (C) abran talalhato alsé szinapszisrdl és ugyanennek a szinapszisnak a szomszédos
metszetér6l késziilt nagyobb nagyitasu felvétel (bee: (E1,E2)). Az elekton- mikroszkopos felvételeken jol
latszik, hogy az immunarany szemcsék a receptor epitopjanak megfeleld helyzetben, intracellularisan, a
plazmamembranhoz kotédve helyezkednek el. Skala: 0,2 um (A-E2).
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24. abra A CB; kannabinoid receptor preszinaptikus elhelyezkedése a VTA GABAerg szinapszisaiban. (A,
B) A DAB csapadék mutatja, hogy a CBi1 receptor megtalalhato olyan axonterminalisokban is (bcg1),
amelyek szimmetrikus szinapszist (kett6s nyillal jelolve) képeznek, jelen esetben egy vastag immunnegativ
proximalis dendriten (d). Ez az elrendez6dés magyarazza valdsziniileg a 22. abran megfigyelhetd szemcsés
jelolési mintazat nagyobbik részét. (C1, C2) Két szomszédos szubcellularis profilrdl késziilt felvételen a
CB; receptorok helyét jel6ld aranyszemcsék (nyillal jelolve) preszinaptikusan helyezkednek el egy
szimmetrikus szinapszist (kett6s nyillal jelolve) képz6 GABAerg terminalis koriil (bcga). (D) Az abran egy
masik, CBi-pozitiv (bcs1), szimmetrikus szinapszist képz6 idegvégzddés is lathato (d-dendrit). Ez az
axonterminalis kiilonbdzik a C1 és C2 abran lathatd axonterminalistol, mert jol lathato s6tétmagva (dense
core) vezikulat is tartalmaz (iires nyillal jelolve) a sok, gyakran lapos vezikula mellett. Skala: 0,2 um (A-
D).

3.5 Posztszinaptikus DGL-a és preszinaptikus CBi1 receptorok kolokalizacioja a

VTA glutamaterg és GABAerg szinapszisaiban

A szinaptikus jelatvitel endokannabinoid-medialt, CB:1 receptor-fliggé rovid tavu
depresszidja (STD) a VTA glutamaterg, illetve GABAerg szinapszisaiban egyarant jol
ismert és korabbi kisérleti eredmények alapjan nagy valoszintliség szerint a 2-AG felelds
ezért a hatasért (Riegel and Lupica, 2004; Melis et al., 2004). A homoszinaptikus
depressziohoz sziikséges molekularis alkotoelemek jelenlétének bizonyitasara DGL-a és

CB: kettés festést végeztink a VTA-t tartalmazd kozépagy metszeteken.
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A festések igazoltak, hogy a CBi-pozitiv axonterminalisokkal szemben, mind a
szimmetrikus, mind az aszimmetrikus szinapszisok esetében megtalalhaté a DGL-a
enzim (25. abra). Ez a molekularis szervezddés kozvetlen bizonyitékot jelent a retrograd
2-AG endokannabinoid jelpalya jelenlétére és a hippokampuszban talalt eredményeinkkel
Osszhangban arra utal, hogy ez a jelpalya altalanos alkotoeleme lehet a kozponti

idegrendszer sok szinapszistipusanak.

25. abra A posztszinaptikusan elhelyezkedd DGL-o enzim és a preszinaptikusan elhelyezked6 CB:
receptor kolokalizacidja a glutamaterg és GABAerg szinapszisokban. (A, B) Az elektronmikroszkopos
felvételeken jol lathato, hogy a 2-AG-t szintetizaldo DGL-a enzim és a CB; receptor ugyanabban a
szinapszisban talalhatd, de a szinapszis két ellentétes oldalan. A DGL-a esetében beagyazas eldtti
immunarany technikat alkalmaztunk (az enzim helyzete nyillal jelolve), mig a CB; receptor preszinaptikus
eléfordulasat a DAB csapadék mutatja (bes1). Az endokannabinoid rendszer hasonlé szinaptikus felépitése
mind a glutamaterg aszimmetrikus szinapszisok esetében (A), mind a GABAerg szimmetrikus szinapszisok
esetében megfigyelhetd (B). Az aszimmetrikus szinapszisok dupla nyilfejjel, a szimmetrikus szinapszisok
dupla nyillal jelolve (b, immunnegativ bouton) lathatoak. Skala: 0,2 pm (A-B).
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VI. MEGBESZELES

Dolgozatomban az endokannabinoid jelpalya elemeinek eléfordulasat és szinaptikus
elrendezddését tanulmanyoztuk a kdzponti idegrendszer szinapszisaiban. Az éltalunk
vizsgalt egyik agyteriilet a hippokampusz volt, amely a szinaptikus plaszticitas és a
tanulasi folyamatok vizsgalatanak egyik legfontosabb teriilete. A masodik vizsgalt
agyteriilet pedig a ventralis tegmentalis area volt, amely olyan koros tanulasi folyamatok,

mint amilyen példaul a fiiggdség kialakulasaban jatszik fontos szerepet.

1. Az endokannabinoid rendszer felépitése a hippokampusz principalis sejtjeire

érkezo serkento szinapszisaiban

Ezen munka keretében eldszor sikeriilt anatomiai modszerekkel megmutatnunk a
hippokampusz glutamaterg szinapszisaiban a retrograd jelatvitelben résztvevd
endokannabinoid rendszer egyes molekuldris elemeinek a jelenlétét és a sejten beliili

elhelyezkedését.
1.1 A 2-AG termel6 DGL-a enzim posztszinaptikus elhelyezkedése

A DGL-a enzim elhelyezkedését vizsgald anatdmiai kisérletek legfontosabb eredménye
az, hogy ez az enzim posztszinaptikusan, a principalis sejtek dendrittiiskéinek fejében
talalhatd meg. Az alabbiakban azokat a kisérleti 1épéseket sorolom fel, amelyeket
megtettiink az eredmények minél nagyobb megbizhatosaga érdekében. Az in situ
hibridizacios kisérletek soran a nagyobb specificitas elérésének érdekében két, egymassal
nem atfedd szekvenciaji riboprobat hasznaltunk, a hattérjelolddést negativ proba
alkalmazasaval zartuk ki. Igy sikeriilt kimutatnunk, hogy a DGL-a enzimet nagy
mennyiségben termeli a hippokampuszban eléforduld két tipust, dendrittiiskékkel
rendelkezd principalis sejt: a gyrus dentatus szemcsesejtjei illetve a (CAl és CA3
régioban vizsgalt) piramissejtek. Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran két, a DGL-a
fliggetlen epitopjai ellen termeltetett antitestet hasznaltunk ¢€s a festések sordn mindig
végeztiink negativ (antitestet nem tartalmazo) kontroll kisérleteket is. A festések
specifikussdgat az is jol mutatta, hogy a nagy felbontasti immunarany kisérletekben az
elektronmikroszkopos felvételeken jol lathatoan a DGL-a enzimet jel616 aranyszemcse a
plazmamembran intracellularis felszinéhez kapcsolodott. Ez az eredmény 6sszhangban

all azzal, hogy a DGL-a enzim szerkezete alapjan négy transzmembran régiot tartalmaz.
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A denrittiiskék nagyon valtozékony struktardk, tulajdonképpen a tanulés
sejtszintli modelljeinek tekinthetdek. Az dket érd hatasoktol fiiggden atalakulnak annak
megfelelden, vagy ingerek hianyaban meg is szlinhetnek. A dendrittiiskék fejéhez
altalaban egy serkentd axonterminalis, az arra jellemzé aszimmetrikus szinapszissal és
posztszinaptikus denzitassal kapcsolodik. A vékony tiiskenyak amolyan gatként
viselkedik, amely elhatarolja az adott tiiskefejet a sejt tobbi részétdl, megteremtve ezzel
a legtobb szignalutvonal szdmara, hogy a plaszticitasi mechanizmusok csak az adott
szinapszisra specifikusan jatszodjanak le. A kutatdsok arra utalnak, hogy az
endokannabinoidok részt vesznek a serkentd szinapszisokon kialakuldé hosszutavu
plaszticitasi folyamatokban. Az, hogy a DGL-a enzim a tiiskefejekben talalhato, beleillik
ebbe az elképzelésbe. Az enzim anatomiai modszerekkel tortént kimutatasa
posztszinaptikusan a glutamaterg szinapszisokban részben alatdmasztja az ezt megel6z6
elektrofiziologiai eredményeket. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a hippokampusz
szinaptikus plaszticitdsi folyamataiban (mind a GABAerg illetve a glutamaterg

szinapszisokat tekintve) a 2-AG-nek van a legfontosabb szerepe.

Itt jegyezném meg, hogy kisérleteinkben a szimmetrikus gatlé GABAerg
szinapszisokban nem volt kimutathatdo a DGL-a enzim jelenléte. Ezt alatdmasztjak azok
az elektrofiziologiai kisérletek, melyek azt mutattdk, hogy a GABAerg szinapszisok
endokannabinoid fiiggd depolarizacid-indukalta gatlascsokkenése (DSI) nem DGL-
enzim fiiggd. Ezzel ellentétben a 2-AG lebontod enzim (MGL) gétlasanak hatasara a DSI
idStartama megndtt, ami pedig azt jelenti, hogy a 2-AG szerepet jatszik ezekben a
folyamatokban. Azt, hogy mi nem taldltuk meg mégsem a DGL-alfat ezekben a
szinapszisokban, tobbféle oka lehet. Eredményezheti ezt az is, hogy az enzim mennyisége
a kisérleteinkben a kimutatési hatar alatt volt. Ezen kiviil a 2-AG esetében 1éteznek DAG-

fliggetlen szintézisttvonalak is.

1.2 A posztszinaptikusan elhelyezkedé DGL-o enzim és a mGluR5 receptorok

funkcionalis kapcsolata és a heteroszinaptikus plaszticitas

Sok vizsgalat tamasztja ala, hogy az endokannabinoid rendszer nem csak homo- hanem
heteroszinaptikus plaszticitasban is szerepet jatszik. A legjobb példa erre a CAl
piramissejtek esetében megfigyelhetd gatlds hosszi tava depresszioja (long-term

depression of inhibition, I-LTD). A gatlas a preszinaptikus GABAerg axonterminalisokra
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hat de a posztszinaptikus oldalrol indul ki, mégpedig a glutamaterg Schaffer-
kollateralisok serkentése nyoman. A folyamatban a posztszinaptikus I-es tipusu
metabotrop glutamat receptorok aktivacioja jatszik szerepet. A CAl piramissejtek
nagyrészt az I-es tipusu mGluR-ok koziil az 5-6s altipust (mGluRY) tartalmazzak, mig
az 1-es altipus (mGluR 1) egyes interneuron tipusokban fordul eld. Az analizis, amit azért
végeztiink, hogy megallapitsuk a CA1 piramissejtekben az mGIuRS5 receptor sejten beliili
eloszlasat, érdekes eredményt hozott. Az analizis megmutatta, hogy a receptor eloszlasa
nagyrészt egy bizonyos periszinaptikus térrészre korlatozodik, amely a dendrittiiskék
fejében levd posztszinaptikus denzitas koriil helyezkedik el (sosem a szinapszisban).
Lujan ¢és kollégai altal az mGIuRS5 receptor eloszlasanal figyelembe vett kritériumokat
alkalmazva, a DGL-a enzim esetében hasonlo periszinaptikus eloszlast figyeltiink meg.
Az enzim legnagyobb mennyiségben (az mGluRS5 receptorhoz hasonléan) a szinapszis
sz€1étdl szamitott 60nm-es tavolsagban volt megfigyelhetd €s a szinapszistdl tavolodva
mennyisége hasonld mértékben csokkent. Azért is végeztiik el ezt a szamitast, mert azt
tudtuk, hogy a 2-AG szintézisében ennek a receptornak fontos szerepe van. Ez a receptor
képes aktivalni a PLCP enzimet, mely eléallitja azt a DAG prekurzort, melybdl a 2-AG
keletkezik. Ezt az is bizonyitja, hogy a receptor farmakoldgiai mddszerekkel vald
aktivacioja striatalis és hippokampalis kultara kisérletekben mérhetd mennyiségii 2-AG
keletkezését valtotta ki és ez a folyamat blokkolhatd volt PLCB és DAG inhibitorokkal.
Az, hogy DGL inhibitorokkal az I-LTD gétolhato, valamint a DGL-a és az mGIuRS
periszinaptikus kolokaliz4cidja arra utal, hogy az mGluRS5 receptor és a DGL-a enzim
egylittes milkddeésével keletkezik a 2-AG a glutamaterg szinapszisokban a
heteroszinaptikus I-LTD soran. Az is figyelemreméltod, hogy az I-es tipusu glutamat
receptor aktivacid hozzajarul még mas, endokannabinoid- és DGL-fliggd, rovidtava
szinaptikus plaszticitdsi folyamatok Iétrejottéhez is hippokampalis glutamaterg
szinapszisokban. Ezzel szemben az mGIluR-ok a DSI 1étrejottében nem jatszanak
szerepet. Ezt az bizonyitja, hogy a DSI DGL inhibitorokkal nem blokkolhat6 és PLCp
génkilitott  allatokban is kivalthatd. Ez a heterogenitds, ami a biokémiai
arra utal, hogy a 2-AG iranyitotta endokannabinoid jelatvitel eltérhet a kiilonb6z6
szinapszistipusokban ¢és szerepe lehet a homo- illetve heteroszinaptikus plaszticitas

1étrejottében.
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1.3 A glutamaterg szinapszisokban a CB1 receptor preszinaptikus elhelyezkedése

A kannabinoid receptorok azonositasa a hippokampusz glutamaterg szinapszisaiban vita
targyat képezte azota, amiodta a serkentd ingeriiletatvitelre hatd kannabinoid hatést el6szor
leirtdk (Shen et al., 1996). A mi kutatdcsoportunkbol keriiltek ki kordbban azok az
eredmények melyek leirtdk mas forrasokbol szdrmazo6 adatokkal megegyezden, hogy a
hippokampuszban talalhato GABAerg idegvégzddések nagy mennyiségben tartalmaznak
CB: receptort (Katona et al., 1999; Tsou et al., 1999; Egertova and Elphick, 2000;
Fukudome et al., 2004), ezzel szemben az eredmények a glutamaterg szinapszisokat CB1
negativnak mutattdk. Az itt bemutatott munka soran egy nagy érzékenységii CB1
antitestet hasznaltunk ¢és segitségével sikeriilt a glutamaterg terminalisokban is
kimutatnunk a receptor jelenlétét. Azota sok vizsgalat kimutatta, hogy a hippokampusz
CAl régidjaban a glutamat felszabadulas gatlasaban a CBi receptornak szerepe van,
alatdmasztva ezzel akkori eredményeinket. Hogy mi okozhatta azt, hogy eldzetesen a
glutamaterg szinapszisok CB: negativnak tlintek? Egyik oka lehet ennek az, hogy a
principalis sejtek sokkal kevesebb receptort tartalmaznak mint az interneuronok és az
el6zbleg hasznalt antitest nem volt elég érzékeny ennek a kimutatdsdhoz. A masik
technikai oka ennek egy CB: receptor interaktiv fehérje lehet, mely a receptor C-
termindlisanak utolsé 9 aminosavjdhoz kotédik. Ezt a fehérjét szelektiven csak a
principalis sejtek termelik. Az immunhisztokémiai vizsgalatok sordn hasznalt egyes
antitestek lehetséges, hogy ¢ miatt a fehérje miatt nem voltak képesek jol a CBy

receptorhoz hozzako6tddni (Niehaus et al., 2004).

2. Az endokannabinoid jelpalya jelenléte a hippokampusz iterneuronjaira és
principalis sejtjeire érkezo serkentdé szinapszisaiban és endokannabinoid-fiiggé

hosszi tava depresszio (E-LTD)

E munka keretében kimutattuk, hogy az interneuronokra érkezd serkentd szinapszisokban
is jelen van a DGL-fiiggd 2-AG szintézis és a kollaboratorokkal ko6zos munkéaban az
ezekre illetve a principalis sejtekre érkezo serkentd szinapszisokra is jellemz6 a serkentés

endokannabinoid fiiggd hosszu tavh gatlésa.
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2.1 A 2-AG-t szintetizalo DGL-a enzim jelenléte a hippokampalis interneuronokban

Az eldz6 fejezetben ismertetett kisérletek soran (€s azota sok kisérlet alatdmasztotta ezt a
megfigyelést) is igazoltuk, hogy a hippokampusz principalis sejtjeire érkezd serkentd
szinapszisokra jellemz0 a retrograd endokannabinoid szignalizacios rendszer jelenléte.
Ennek ellenére az eddigi elektrofizioldgiai vizsgalatok arra utaltak, hogy az ezekben a
szinapszisokban megfigyelheté6 mGluR-fliggd LTD kialakuldsaban az endokannabinoid
rendszer nem jatszik szerepet (Rouach and Nicoll, 2003; Nosyreva and Huber, 2005;
Lanté et al., 2006). Ehhez hasonléan a hippokampadlis interneuronok esetében is
megfigyelheté az LTD jelensége, de eddig ezekben a sejtekben sem sikeriilt a DGL-a
enzimet anatomiai modszerekkel kimutatni és a farmakologiai kisérletek is arra utaltak,
hogy ezek a folyamatok is endokannabinoid-fiiggetlenek. Annak bizonyitasara, hogy az
interneuronok tartalmaznak-e DGL-o enzimet els6 Iépésben in situ hibridizaciot
végeztiink. A kordbban elvégzett in situ hibridizacids kisérletekben nem sikeriilt az
interneuronokban az enzimet kimutatnunk. Annak magyarazata, hogy most lattuk az
interneuronok halvany jelolddését az lehet, hogy egy optimalizalt in situ hibridizacios
reakciot végeztiink el. A sejtek igy is a principalis sejtekhez képest halvanyan jelolodtek,
mely 0Osszefliggésben all azzal, hogy sokkal kisebb mennyiségben tartalmazzdk az
enzimet. Immunhisztokémiai modszerrel kettd, a parvalbumin vagy szomatosztatin
neurokémiai markerekkel jelolhetd (illetve a szomatosztatin mellett mGluR1a receptor
alegységet tartalmazd) DGL-a pozitiv interneuron populécidt sikeriilt azonositanunk. Az
immunhisztokémiai és elektronmikroszkopids vizsgalatok megmutattdk, hogy a DGL-a
enzim az interneuronokra érkezd serkentd szinapszisokban is poszt- €s periszinaptikusan
volt megtalalhato. Igaz volt ez a tiiskékkel rendelkezd szomatosztatin pozitiv, illetve a
tiskékkel nem rendelkezd, a serkentd szinapszist a dendritre kap6 parvalbumin pozitiv

interneuronokra is.
2.2 Endokannabinoid-fiiggé LTD a hippokampusz piramissejtjeiben

Az ezzel kapcsolatos megfigyelések azt timasztjak ala, hogy a hossza tava depresszio
kivaltasa és folyamatai nagyon sokrétiiek és sok kiilonbozé molekularis kaszkad jatszhat
benniik szerepet. Egy ezek koziil az endokannabinoidokat hasznélja, melyek retrograd
modon képesek a preszinaptikus sejt aktivitasat lecsendesiteni, de sok mas forméja van

még az LTD-nek, melyek endokannabinoid fiiggetlenek (Collingridge et al., 2010). A
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rendszerek bonyolultsagidt még az is fokozza, hogy ezek fliggnek a sejttipustol €s a

kiilonbség van a fejlodési fazisok kdzott is.

3. Az endokannabinoid rendszer szinaptikus elemeinek jelenléte a ventralis

tegmentalis area glutamaterg és GABAerg szinapszisaiban

Az endokannabinoid rendszer mivel sok fliggdséget okoz6 drog jutalmazo hatasat
befolyasolja, kdzponti szerepet jatszik a szerfliggdségek kialakuldsaban. A legtobb
kabitoszer megnoveli a ventralis tegmentalis aredban talalhatdé dopaminerg neuronok
tiizelési aktivitasat. Ezért nagyon fontos megérteni, hogy a VTA-ba sokféle teriiletrdl
befutd idegrostok és a VTA dopaminerg idegsejtjei kozotti kapcsolatok mitkddését az
endokannabinoid rendszer milyen modon és mértékben befolyasolja. Ennek megértése
valaszt adhat az endokannabinoid rendszer kiilonb6zd fiiggdségekkel kapcsolatos

folyamatokban jatszott szerepére.

3.1 Nagy szamu dopaminerg és nem dopaminerg sejt termel DGL-a enzimet a VT A-

ban

A mi eddigi megfigyeléseinket az eldzetes kutatasok eredményeivel Osszevetve
megallapithatjuk, hogy a DGL-a enzim az agyban sok teriileten expresszalodik. Az in situ
hibridizacios kisérletek azt mutattdk, hogy a VTA teriiletén szinte az Gsszes idegsejt
termeli ezt az enzimet, bar kisebb koncentracidban, mint ahogy azt a principalis sejteknél
megfigyelhettiik. A VTA koriilbeliil 55%-at alkotjak a dopaminerg sejtek (Margolis et
al., 2006). Az altalunk végzett kettds immunfestések eredményei is arra utalnak, hogy a
DGL-a jelen van mind a tirozin-hidroxilaz pozitiv (dopaminerg) és negativ (nem
dopaminerg) sejtekben egyarant. A DGL-a szubcellularis elhelyezkedése a kozponti
idegrendszerben jol lathatdan egy altalanos torvényszeriiséget kovet, amit megerdsitenek
a hippokampuszban végzett vizsgalataink is. A VTA-ban taldlhaté idegsejteknek
altalaban nincsenek dendrittiiskéi (hasonldan az el6zd fejezetben leirt interneuronokhoz)
¢és csak kevés tliske szerll nyulvannyal (spinula) rendelkeznek (Grace and Ohn, 1989;
Steffensen et al., 1998). Ennek ellenére a DGL-a jelolés fénymikroszkopos képe itt is
aprd pettyezettséget mutat, mint a dendrittiiskés principalis sejteket tartalmazo
hippokampuszban. A pettyezett mintazatot itt is a DGL-a (dolgozatomban a

hippokampuszban mar korabban ismertetett) szubcellularis eloszldsa eredményezi,
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miszerint az enzim a szinapszis koriili periszinaptikus gytirtiben fordul el6 a legnagyobb

mértékben.

3.2 A dopaminerg és nem-dopaminerg sejtek DGL-a-t tartalmaz6 szinapszisaiban a

CB1 receptor preszinaptikus elhelyezkedése

A CB: receptor megtalalhatd volt mind a valosziniileg kiilsé forrasbol szarmazo
glutamaterg- ¢s GABAerg, valamint a bels6 forrasbol szarmaz6 GABAerg afferenseken,
megerdsitve sok ezt megeldzo elektrofiziologiai vizsgalat eredményét. A CBy receptor,
mely a kdzponti idegrendszerben preszinaptikus elhelyezkedésili, sok olyan szinapszis
ingeriiletatvitelét befolyasolja, melyeket egyrészt helyi GABAerg interneuronok (Cheer
etal., 2000; Szabo et al., 2002), masrészt kiils6 forrasbol szarmazé GABAerg (Riegel and
Lupica, 2004) illetve glutamaterg afferensek (Melis et al. 2004) képeznek. A nagy szam
preszinaptikus lokalizaciéo mellett, a CB1 immunfestés nem éri el a kimutatési hatart a
szomatikus ¢és dendritikus régioban. Mivel a dopaminerg sejtek mas agyteriiletekre
vetitenek, ez nem zarja ki annak lehetdségét (amirdl egyébként nagyon ellentmondésos
eredmények vannak) hogy a nucleus accumbensbe vagy a prefrontalis agykéregbe vetitd
axonjuk terminalis része tartalmazhatja a receptort (Wenger et al., 2003; Herkenham et
al., 1991; Szabé et al., 1999; Kofalvi et al., 2005).

3.3 Az endokannabinoid rendszernek a drogaddikciéval, valamint a droghasznalat

agyi jutalmazorendszerével valo kapcsolata

Az endokannabinoid jelpélya elemeinek nagy szama a VTA szinapszisaiban arra utal,
hogy az agyi jutalmazoérendszer mitkddésében ez a jelpalya nagyon fontos szerepet
jatszik. A jelpalya heterogén eléforduldasa miatt nehezen értelmehetdek a farmakologiai
vizsgalatok azon eredményei, melyek mellett nem allnak az adott hatashoz kapcsolhatd
sejtszintll vizsgalatok. Ezért nagyon nehéz annak a pontos meghatarozasa, hogy az
endokannabinoid rendszernek mi a szerepe az addikcios és a jutalmazd rendszerrel
kapcsolatos folyamatokban. A folyamatok megértésében az elektrofiziologia nyujthat
szamunkra segitséget. A kutatasok arra utalnak, hogy a dopaminerg neuronok 4altal
képzett meghatarozott szinapszisokban (€¢s nem mindegyikben) adott koriilmények kozott
szabadulnak fel endokannabinoidok (Melis et al., 2004a, b; Riegel and Lupica, 2004).

Tehat a helyett, hogy a dopaminerg neuronok atlagos aktivitas esetén a felszabaditott
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endokannabinoidokkal egyarant befolydsolndk a GABAerg és glutamaterg bemeneteket,
ugy tlinik, hogy egy szinapszis specifikus aktivacidja sziikséges a felszabaduldsukhoz
ami Osszefiiggésbe hozhat6 a bejovo szinaptikus jellel. Ez a modell keretet adhat ahhoz,
hogy megmagyarazzuk a kannabinoidok hatasat a dopaminerg neuronok aktivitasara és
ennek az addikcidban jatszott szerepét. Erre a modellre alapozva, Lupica és Riegel (2005)
azt vetették fel, hogy kiilondsen azok a dopaminerg neuronok, amelyek az erds jutalmazo
hatassal kapcsolt kiilvilagbol érkezo jeleket kodoljak, ugy valtoztatjak meg a sajat tiizelési
mintdzatukat, hogy ,,megszoknek” a tonikus GABA géatlas aldl az endokannabinoid

rendszer segitségével.
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VIl. KOVETKEZTETESEK

Munkam sordn a kdzponti idegrendszer két kiillonbozo teriiletén, a hippokampuszban és
a VTA-ban vizsgaltuk a 2-AG kozvetitette endokannabinoid szignalrendszer két
elemének eloszlasat. A vizsgalt szinapszisokban az egyik elem, a 2-AG eléallitasaért
felel6s enzim a DGL-a mindig posztszinaptikusan a szinapszisok szélén helyezkedik el.
A 2-AG jelfogd receptora a CBi1 pedig a szinapszis masik oldaldn, a preszinaptikus
idegsejt idegvégzddésén. Mivel az Osszes altalunk vizsgalt szinapszistipusban ¢és
agyteriileten ezt az elhelyezkedést talaltuk, ez egyrészt utal arra, hogy az altalunk vizsgalt
rendszer alkotdinak szubcellularis eloszldsa egy altalanos érvényu torvényszertiséget
kovet, illetve alatamasztja a korabbi élettani megfigyeléseket, amelyek szerint a 2-AG

egy retrograd jelatviteli molekula.

Az endokannabinoid rendszernek a szinaptikus plaszticitasi folyamatokban
kiemelkedd szerepe van. A hippokampuszban végzett vizsgalataink soran arra is fény
deriilt, hogy mind az interneuronokra, mind pedig a principalis sejtekre érkezd serkentd
szinapszisokban megtaldlhatd6 az endokannabinoid szignalrendszer ¢és ezen
szinapszisokban indukalhaté az endokannabinoid-fiiggé LTD. Az LTD kivaltasahoz
sejttipus specifikus indukcid sziikséges, ami abban nyilvanul meg, hogy a serkentd
szinapszisokban kisebb indukcio kell az adott gatlas kivaltasahoz. Ennek olyan élettani
vagy korélettani folyamatokban lehet szerepe neuronhalézati szinten, amikor bizonyos
kortilmények kozott kialakulo talzott serkentés hatasara endokannabinoidok szabadulnak
fel és ezek a serkentd sejtek szinapszisainak a mitkodését lecsendesitik, mikozben a gatlo
sejtek szinapszisai még tovabb mitkddhetnek segitve ezzel az esetleges patologias allapot

elkertilését.

A VTA az agyi bels6 jutalmazorendszer kozpontja, a dopamintermeld sejtek nagy
része itt talalhatd. A Kkabitoszerek egyik legfontosabb hatdsa, hogy a dopamin
felszabadulast fokozzak. Ezt az is bizonyitja, hogy a dopaminerg rendszer blokkolasaval
kivédhetd a legtobb anyag jutalmazo hatdsa. Az addikcio tulajdonképpen egy koros
tanulasi forma. A mi eredményeink azt mutattak, hogy tobbféle tipusu, helyi vagy kiilsé
forrasbol szarmazo6 GABAerg, illetve helyi glutamaterg a dopaminerg sejtekre érkezo
szinapszisban megtalalhatéak az endokannabinoid jelpalya elemei, igy ez a rendszer

fontos szerepet jatszhat a dopaminfelszabadulas szabalyozasaban.
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VII. OSSZEFOGLALAS

Korabbi kutatasokbol feltételezhetd volt, hogy a 2-AG endokannabinoid fontos szerepet
jatszhat a retrograd szinaptikus jelatvitelben a preszinaptikus CB1 kannabinoid receptorok
aktivalasan keresztiil. Az eldzetes kutatasok azt is feltartak, hogy ez a jelpalya a kézponti
idegrendszer szamos teriiletén jelen lehet és ennek kovetkeztében sok ¢lettani és
korélettani folyamatban, mint példaul epilepsziaban és a fliggdségekben is fontos szerepe
lehet. Azért, hogy a 2-AG jelpalya egyes idegrendszeri folyamatokban jatszott szerepét
min¢l jobban megértsiik, sziikség van a jelpalya molekularis alkotéelemeinek és azok
eloszlasanak pontosabb ismeretére. Doktori munkdm soran in situ hibridizacids és
immunhisztokémiai modszerekkel, valamint fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatok
segitségével a kdvetkezd fobb megallapitasokat tettem: 1) A hippokampalis principalis
sejtek és a GABAerg interneuronok, valamint a kozépagyi ventralis tegmentalis area
(VTA) sejtjei termelik a 2-AG egyik feltételezett szintetizaldé enzimének a DGL-a szerin-
hidrolaznak az mRNS-ét; 2) A hippokampalis glutamaterg és GABAerg sejtekre,
valamint a VTA dopaminerg sejtjeire érkezé serkentd szinapszisokban egyarant
megtaldlhato a DGL-a a posztszinaptikus oldalon fordult eld, egész pontosan a
posztszinaptikus denzitas sz¢lén periszinaptikus pozicioban koncentralodott. Molekularis
célpontja a CB1 receptor pedig mindig preszinaptikusan fordult el6. Ez a molekularis és
anatomia szervezOdés arra utal, hogy a DGL-a a kiindul6 pontja a retrograd szinaptikus
jelatvitelnek, amelyben a 2-AG endokannabinoid kulcsszerepet jatszik, mint retrograd
jelmolekula, amely a preszinaptikus CB1 receptorokon keresztiil képes gatolni a
neurotranszmitter felszabadulast a kozponti idegrendszer serkentd szinapszisaiban. Ez a
mechanizmus egy negativ visszacsatolasként fontos szerepet jatszhat a neuronhalozatok
féken tartasaban. A kisérleteim eredményeibdl tovabbi kdvetkeztetésként az is levonhatd,
hogy a GABAerg interneuronokban valoszintileg késobb kapcsol be ez a ,,Szinaptikus
biztositék™, amely igy az esetleges tulserkentés és annak negativ kdvetkezményei ellen
jobban képes megvédeni a rendszert tovabb engedve a GABAerg interneuronok fokozott
serkentését. Ennek elsdsorban az epilepszias rohamok soran lehet szerepe. Tovabbi
eredményeim alapjan pedig a 2-AG-nek fontos szerepe van a dopaminerg sejtek
aktivitasanak szabalyozasaban is, aminek az agyi jutalmazérendszer mitkddésében és a

szenvedélybetegségek kialakitdsaban lehet szerepe.
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IX. SUMMARY

Prior physiological studies proposed that the endocannabinoid molecule 2-AG may play
an important role in retrograde synaptic transmission via the activation of presynaptic
CB: receptors. These earlier research findings have also uncovered that this signaling
pathway is present in many regions of the central nervous system and hence may have a
crucial function in several physiological and pathophysiological processes, such as
epilepsy and addiction. To better understand the functional role of the 2-AG signaling
pathway in the brain, it is necessary to identify its molecular components and to describe
their cellular and subcellular distribution. In my thesis work, | have employed in situ
hybridization and immunohistochemistry approaches together with light and electron
microscopic investigations and made the following observations: 1) mRNA of a candidate
2-AG synthesizing enzyme DGL-a is expressed by hippocampal principal cells and
GABAEergic interneuron as well as by midbrain ventral tegmental area neurons; 2) DGL-
a is present postsynaptically at the afferent excitatory synapses of hippocampal principal
cells, GABAergic interneurons and midbrain VTA dopaminergic neurons, where the
enzyme exhibits a perisynaptic accumulation at the edge of the postsynaptic density. In
contrast, CB1 cannabinoid receptors, the predominant molecular targets of 2-Ag were
always found presynaptically. This molecular and anatomical organization suggest that
DGL-a is the starting point retrograde synaptic transmission, in which 2-AG indeed plays
a key role as the retrograde messenger molecule, and then by activating presynaptic CB:
receptors it inhibits neurotransmitter release at the excitatory synapses. This mechanism
functions as a negative feedback pathway and may be instrumental in keeping neuronal
network activity under control. An interesting aspect of the present experimental findings
indicate that this ,,synaptic circuit-breaker” is turned on later at excitatory synapses
targeting hippocampal GABAergic interneurons providing further protection against
excess excitability and its negative consequences by allowing excitatory stimulation of
inhibitory neurons. This phenomenon may be important during epileptic seizures.
Additional findings in the thesis support the notion that 2-AG plays also a role in the
regulation of the activity of dopaminergic neurons, which may be important in controlling

the brain’s reward pathway and addiction.
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