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Bevezetés

Az anterograd jelatviteli itvonalaktol eltérden a kémiai szinapszisok visszacsatolas elvén
alapuld szabalyozéasaban szerepet jatszo retrograd jelatviteli ttvonalakrol kevesbé
részletes tudas all rendelkezésiinkre. Az elmult masfél évtizedben kideriilt, hogy 1étezik
egy sokkal daltalanosabb élettani szerepet jatszd retrograd jelatvitel utvonal 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
talnyomo tobbségében alapvetd fontossagu szerepet tolt be az anterograd ingeriiletatvivo
anyagok felszabadulasanak aktivitas-fiiggd szabalyozéasaban (Castillo et al., 2012; Ohno-
Shosaku ¢és Kano, 2014). Mai tudasunk szerint a szinaptikus endokannabinoid jelpalya
elsddlegesen negativ visszacsatolasként mitkddik és ezzel kulcsszerepet jatszik a kémiai
szinapszisok rovid tavu, hossza tava vagy tonusos depresszidjaban (Castillo et al., 2012).
Mai tudasunk szerint az endokannabinoidok élettani és korélettani jelentGsége nagyrészt

ezen a miikddési elven alapszik.

Az endokannabinoid rendszer molekularis és anatomia felépitése
Az endokannabinoid rendszer milkddésében résztvevd legfontosabb molekularis

alkotoelemek hadrom nagyobb csoportjat kiillonboztetjiik meg:

1. G-protein kapcsolt fehérjék csoportjaba tartozd (klasszikusan CBi1 és CBp)
kannabinoid receptorok: A fitokannabinoid THC pszichoaktiv hatasanak és az
endokannabinoidok fiziologiai hatdsainak kdzvetitésében 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). Mai tuddsunk szerint ez a receptor fordul eld a legnagyobb
mennyiségben a kozponti idegrendszerben. A CB1 receptorok elsdsorban Gijo-kapcsoltak.
Megjegyzendd, hogy a klasszikus kannabinoid receptorokon kiviil tobb mas olyan
receptor is van, amelyeket egyes irodalmi adatok szerint a fitokannabinoidok vagy az

endokannabinoidok aktivalni képesek.

2. Endokannabinoidok: Az anandamid és a 2-AG, a legalaposabban vizsgalt molekulak
ezeket klasszikus endokannabinoid molekulaknak neveziink. Mindkettd lipidszarmazék

¢s mindkettd az idegsejtek sejtmembranjdban taldlhat6 prekurzor foszfolipidekbdl



keletkezik tobb enzimatikus Iépésben. Az elmult tiz év kutatasi eredményei egyértelmiien
arra utalnak, hogy az ismert endokannabinoid molekulak koéziil a 2-AG viselkedik
»klasszikus” szinaptikus endokannabinoidként. Farmakologiai, valamint genetikai
bizonyitékok alapjan a CB1 kannabinoid receptor-medialta retrograd endokannabinoid
hatasért is nagy valosziniiséggel ez a molekula felelds (Ohno-Shosaku és Kano, 2014). A
dolgozatomban bemutatott munkaban is ezen molekula altal kozvetitett retrograd

endokannabinoid jelpalya felépitésének pontosabb megismerése volt a cél.

3. Metabolikus enzimek: Biokémiai kisérletek alapjan szdmos enzim ismert, amelyek
potencialisan részt vehetnek a 2-AG ¢€s az anandamid szintézisében ¢€s lebontasaban. A
legfontosabb szintézisutvonalat tekintve a 2-AG a membranalkotd foszfolipidbdl
foszfolipaz CPB (PLCP) enzim aktivacidja altal (Stella et al., 1997; Hashimotodani et al.,
2005) keletkezett DAG-bol (1,2-diacil-glicerin) keletkezik egy membranlokalizalt, négy
transzmembran fehérjével rendelkez6 sn-1-specifikus diacil-glicerin lipaz (DGL) enzim
segitségével. Ennek az enzimnek két izoforméaja fordul eld az agyban (DGL-a és DGL-
B) de a génkititott (KO) egerekkel végzett kisérletek feltartak, hogy a 2-AG szintéziséért
az agyban elsOsorban az o izoforma felelés (Gao et al., 2010; Tanimura et al. 2010,
Yoshino et al., 2011). A 2-AG lebontasaban leggyakrabban a hidrolizisnek lehet szerepe,
melyben szerepet jatszo enzimek koziil az MGL (monoacil-glicerin lipaz) a legfontosabb
¢s az agyban taldlhatdo 2-AG koriilbelil 85%-anak hidrolizisét ez az enzim végzi

(Blankman et al. 2007).
A szinaptikus endokannabinoid jelpalya miikodése

Amikor a doktori munkdmban bemutatott kutatasokat elkezdtiik 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 szabalyozhatjdk a szinaptikus endokannabinoidok szintjét. Azdta a
szakteriilet fejlddése elvezetett egy altalanosan elfogadott miikodési modellhez, amely
részben integralja az Eredmények fejezetben bemutatott kisérleti megfigyeléseinket is.
Ezért a kovetkezOkben a kronoldgiai sorrendet némiképpen megtdrve roviden ezt a
modellt fogom bemutatni, hogy az olvaso szamara minél naprakészebb legyen a dolgozat

¢s min¢l jobban tiikr6zze mai tudasunkat.



A ,klasszikus” szinaptikus endokannabinoid 2-AG-t a szinaptikus hirvivd
szerepére az is alkalmassa teszi, hogy a CB1 kannabinoid receptor elsddleges ligandja,
amely a receptor aktivacioja soran teljes agonistaként viselkedik. A szintetizal6 enzime,
a DGL-a posztszinaptikusan fordul el6, molekularis célpontja a CB1 receptor, valamint
lebont6 enzime az MGL pedig preszinaptikusan az axontermindlisokon talalhaté (Katona
etal., 1999; Dinh et al., 2002; Gulyas et al., 2004). Ez a szinaptikus molekularis anatomiai
szervez6dés is Osszhangban van a 2-AG, mint retrograd szinaptikus jelmolekula
modelljével, melyet farmakologiai kisérletek is alatimasztanak. Ezen meggondolasbol az
endokannabinoid rendszer szinaptikus miikodését a 2-AG jelpalyara fokuszalva

részletezem par mondatban.

Mai tudasunk szerint, amely a kiterjedt elektrofiziologiai vizsgalatok eredményein alapul,
koncepciondlis szempontbdl két f6 mechanizmus, az idegsejtek kell6 mértéki
depolarizaciodja és a plazmamembranban elhelyezkedd Gg1 tipustt G-fehérjét tartalmazo
G-fehérje kapcsolt metabotrop receptorok (ilyenek példaul az mGluR: és mGluRs)
aktivacioja, valamint ezek kombindcidja vezethet 2-AG felszabadulashoz (Ohno-
Shosaku ¢és Kano, 2014). Kvantitativ neuroanatomiai vizsgalatok alapjan, amelyek a 2-
AG szintézis-utvonalanak molekularis alkotoelemeit vizsgaltak, fény deriilt arra, hogy az
MGIURY/MGIuURs receptorok, a Ggu1 fehérjék és a PLCPB enzim szubszinaptikus
lokalizacioja jellegzetes eloszlast mutat. Ezek a fehérjék intraszinaptikusan a serkentd
szinapszisokra jellemz6é posztszinaptikus denzitas (PSD) teriiletérél hianyoznak, ezzel
szemben szelektiv bedusuldsuk tapasztalhato a PSD szélén az tUgynevezett
periszinaptikus zondban (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 gylrliben koncentradlodik (részletesen lasd késdbb az Eredmények
fejezetben), amelyet masok is megerdsitettek (Yoshida et al., 2006). A 2-AG
szintézisében részt vevd makromolekuladris komplex periszinaptikus Osszetartdsara 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 funkciondlisan eltérd
feladata PSD fehérjekomplextdl (Katona és Freund, 2008). A rendszer feladata, hogy

leforditsa az anterograd transzmisszié mértékét egy retrograd visszacsatolasi jellé. A



preszinaptikus sejt talzott aktivitasa esetén a PSM teriiletén talalhato metabotrop glutamat
receptorok aktivacidja beinditja a 2-AG termelddését és igy a retrograd szinaptikus valasz
képes lecsendesiteni a preszinaptikus sejt miikodését (szinaptikus biztositék modell). A
posztszinaptikusan felszabadul6 2-AG a preszinaptikus CB1 receptorokhoz koétédve
altalaban olyan molekularis folyamatokat indit el, amelyek a szinaptikus atvitel
depresszidjat okozzak. Egy szinapszis elcsendesitése idobeliségét tekintve lehet rovid
vagy hosszu tavu és a szinaptikus plaszticitasnak ezek a formai egyarant el6fordulhatnak
serkentd és gatlod szinapszisok esetében (0sszefoglalasként lasd Castillo et al., 2012). Ezek
egymastol abban kiillonboznek, hogy az aktivacié hatasara milyen méasodlagos jelatviteli
kaszkadok indulnak be. A rovid tava hatasndl, amikor a receptorok csak rovid ideig
aktivalodnak, valdszinlileg a CB1 receptor aktivacioja a G-fehérje Py alegységének
kozvetitésével gatolja a fesziiltség-fliggd kalcium csatorndk miikodését és igy a kalcium
ionok bearamlasat az idegvégzodésbe (Mackie és Hille, 1992; Herlitze et al., 1996). A
receptor tartds aktivacidja (G fehérjék aio alegységén keresztiil) az adenilat-ciklaz
gatlasat is eredményezheti és ezzel a preszinaptikus cAMP szint csokkenéséhez vezet,

ami pedig a hosszu tava szinaptikus depresszidban alapvetd jelentdségli (Chevaleyre et

al., 2007).

Az altalam vizsgalt két agyteriilet koziil az egyik a hippokampusz, mely a szinaptikus
plaszticitas vizsgalatanak szempontjabol kulcsfontossagu tertilet €s a tanulasi folyamatok
vizsgalataban is kiemelkedo szerepe van, illetve a VTA (ventralis tegmentalis area), ahol
az agyi jutalmazoérendszerben ¢és motivacios folyamatokban kulcsszerepet jatszo

dopamintermeld sejtek helyezkednek el.



Célkitiizések

A szinaptikus endokannabinoid rendszer altalanos miikodési elvének megértéséhez
részletes ismeretek sziikségesek a jelpalya molekuléris alkotoelemeinek pontos cellularis

¢és szubcellularis eloszlasarol. Ezért kutatomunkam soran elso f6 célul thiztiik 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 lokalizaciojat a hippokampusz principalis sejtjeiben.
Vizsgalataink soran a kovetkez6 specifikus kérdésekre kerestiik a valaszt:

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

2. Azokban a principalis sejtekben, amelyekben megtalalhato a DGL-o enzim, vajon
milyen az enzimfehérje szubcelluldris lokalizécidja, milyen szinapszistipusokban
talalhat6 meg?

3. Milyen tipusu glutamaterg sejtekben talalhaté meg a CB1 recepor és mi a preciz
szubcellularis lokalizaci6ja?

4. A DGL-a enzim és a CB1 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 formdjaban,
mint példaul a hosszl tavu szinaptikus depresszid alapvetd szerepet jatszanak a kézponti
idegrendszer legtobb vizsgalt sejttipusaban. Meglepd modon néhany korabbi tanulmany
azt sugallta, hogy a hippokampdlis interneuronokra érkezd serkentd szinapszisokban
nincsen endokannabinoid-LTD. Ezért kutatdomunkam soran masodik 6 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?



Vizsgalataink sordn a kovetkezo specifikus kérdésekre kerestiik a valaszt:

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

6. A parvalbumint ¢és szomatosztatint tartalmazd interneurontipusokban
megfigyelheto-e a DGL-a enzimfehérje jelenléte?

7. A fent emlitett neurokémiai markerekkel jelolhetd interneurontipusokban milyen

a DGL-a enzim szubcellularis lokalizacidja?

A ventralis tegmentalis area (VTA) az agyi jutalmazo- és motivacios rendszerek egyik
kozponti teriilete és kozismert, hogy a VT A dopaminerg neuronjainak fokozott miikddése
fontos szerepet jatszik a kiilonb6z6 fiiggdségek kialakulasaban. A kannabisz 6nmagaban
is fiiggdséget okoz és az endokannabinoid rendszer sziikséges a fliggdséget okozd drogok

addikcidt kivaltd hatasdhoz. Ezért kutatomunkam soran harmadik f6 célul tiztiik ki, hogy:

1. Felderitsiik az endokannabinoid jelpalya molekularis ¢és anatomiai
szervez6dését a VTA teriiletén és teszteljiik a hipotézis, hogy a szinaptikus 2-
AG jelpalya hippokampuszban feltart szerkezete altaldnosan kiterjeszthetd a

kozponti idegrendszer més agyteriileteire is
Vizsgalataink sordn az alabbi specifikus kérdésekre kerestiik a véalaszt:

8. Termelik-e a VTA teriiletén talalhat6 neuronok a DGL-a gén mRNS-¢t?

9. Megtalalhat6-e a dopaminerg sejtekben a 2-AG-t termel6 DGL-a enzimfehérje?

10. Milyen a DGL-a enzim pontos szubcellularis lokalizacios eloszlasi mintazata
kiilonos tekintettel a dopamintermeld sejtekre?

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

12. Milyen a CBi1 receptor szubcellularis eloszlasa a VTA kiilonb6z6 tipust
GABAerg és glutamaterg szinapszisaiban?

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



Modszerek
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.
1. Szovetelokeszités anatomiai kisérletekhez

Kisérleteinket vad tipusa C57BL/6H, C57BL/6] valamint CDI1 vad tipusa és CBI1
génkiiitott (KO, Ledent et al. 1999) egereken végeztiik. Az allatokat az in situ
hibridizacios és immunhisztokémiai anatomiai vizsgalatokhoz pentobarbitalt tartalmazo
Equithesin keverékaltaté intraperitonealis beadasaval altattuk, perfundaltuk, majd a fixalt
szOovetekbdl készitett 40 illetve 50 um vastagsagii metszeteket hasznaltuk. Az in situ
hibridizaciora szant metszetek esetében dietil-pirokarbonattal (DEPC-cel) kezelt puffert

hasznaltunk és a metszés RN4z mentes koriilmények kozott tortént.
2. Szoveteldkészités molekularis bioldogiai kisérletekhez

Az in situ hibridizaciohoz sziikséges riboprobakat egér (C56BL/6H) hippokampalis
kéregbdl készitett teljes cDNS mintdkbol nyertiikk. Az izoflurannal altatott allatokat
dekapitaltuk, majd a megfeleld agyteriilet szarazjég feletti gyors izolalasat kovetden a
fixalatlan szovetekbdl jégen torténd ultrahangos homogenizalas utan teljes RN'S mintakat

izolaltunk, majd ezekbdl teljes cDNS mintékat irtunk at.
3. In situ hibridizacio

Az in situ hibridizacios probak eldallitasa a kovetkezé modon tortént. A DGL-a enzim
kodolo régioja alapjan a két, egyméssal nem atfedd szekvencidju DNS szakasz atirdsa
teljes ¢cDNS mintdbol csupaszvégii terméket eldallito Pfu enzimmel végzett PCR-
segitségével tortént, amelyhez a probakat a Primer3 szoftverrel terveztiik meg (Rozen and
Skaletsky, 2000). A kapott amplikonok a pBluescript Il SK™ vector Smal helyére lettek
beillesztve. Ezutan a kapott plazmidokat baktériumokba transzformaltuk és a megfeleld
szelekcios, amplifikacios és szekvenalasi 1épések utan kinyertiik a nekiink kelld

szekvenciat tartalmazo plazmidokat. A megfeleld restrikcids endonukledzzal



linearizaltuk a plazmidot, majd a hibridizacios probat RNS polimerazokkal (T3 és T7) in
vitro transzkripcioval irtuk at az adott cDNS szakaszrol. Az in situ hibridizacios
kisérletekben a DGL-alfa kodolo szekvenciaja ellen készitett riboprobakat digoxigeninnel
jeloltiik. Az in situ hibridizacidhoz felhasznalt metszetek vastagsdga 40 um volt. A
szabadon Usz6 metszeteket el6szor DEPC-es PB-vel (pH=7,4) alaposan atmostuk. Az
interneuronokban talalhaté alacsony mennyiségli DGL-a enzim kimutatasanak érdekében
a metszeteket posztfixaltuk 4 oran keresztiil, DEPC-es vizzel késziilt 4% PFA-t
(paraformaldehidet) tartalmazé PB pufferben. A metszeteket ezutan 3 x 20 percig mostuk
a penetracid eldsegitését szolgaldo 0,1 %-0s Tween-20-t tartalmazéd foszfat pufferben
(PBT) (pH=7,4), majd kovetkezett a hibridizacios 1épés. A riboprobakat tartalmazo
hibridizacids oldatban az agymetszeteket allandé homérsékletet és keverést biztositd
hibridizacios szovetkamraban inkubaltuk egy éjszakan at 65°C-on. Azonban ahhoz, hogy
a hippokampusz interneuronjaiban is ki tudjuk mutatni az alacsonyabb mennyiségiit DGL-
a enzim jelenlétét, optimalizacios kisérletek utan kidertilt, hogy a ribopréba hibridizaciot
alacsonyabb hémérsékleten (60°C-on) és hosszabb inkubacids idovel (24 6ra) sziikséges
elvégezni. A hibridizacios 1épés utdn a nem-specifikusan k6tddott riboprobakat lemostuk.
Az alkalikus-foszfataz enzimmel konjugalt kecske anti-digoxigenin Fab fragment
antitestet TBSTN-ben oldottuk fel, majd ebben az oldatban inkubaltuk a metszeteket egy
¢jszakén at 4°C-on. Mésnap az inkubaciot kovetd TBST mosasi 1€pés utan a reakciodt 5-
bromo-4-kloro-3-indolil-foszfat  (BCIP) és  nitrokék-tetrazoniumklorid  (NBT)
kromogének elegyével hivtuk eld. A hivasi [épés atlagosan 4-6 oOrat vett igénybe, az
interneuronok esetében pedig legalabb 12 orat. A reakcio leallitasa és alapos 0,1 M-0s
(pH=7,4) PB-vel tortént mosas utan a metszeteket targylemezre helyeztiik és a kombinalt
in situ hibridizacios-immunhisztokémiai kisérletek kivételével minden tovabbi esetben
Vectashield fedéanyagba bedgyazva fedélemezzel fedtiik le. A kombinalt festési eljaras
esetében a nem-vizes bazisit Vectamount fedéanyagot hasznaltunk az immunfestéshez
hasznalt szines csapadékok kimosodasanak elkeriilésére. Az elkésziilt in situ hibridizacios
reakcok kiértékelését ZEISS Axioplan 2 mikroszkdppal végeztiik, a hippokampusz és a
VTA metszetekrél Olympus DP70 digitalis kameraval készitettiink fénymikroszkopos
képeket.



4. Immunhisztokemia

Immunhisztokémiai kisérleteinkben 50 um vastag eléagyi metszeteket hasznaltunk. Az
négyszer ismételt folyékony nitrogén feletti gyorsfagyasztds és gyors felolvasztas
valtogatott 1épéseivel noveltik 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 moddszerrel: egyszeres
peroxidaz alapti immunjeldléssel, egyszeres immunarany jeloléssel, illetve kombinalt,
kétszeres peroxidaz-immunarany jeloléssel végeztiik az adott célfehérjével kapcsolatos
anatomiai kérdéseink fiiggvényében. A peroxidaz enzim alapii immunjel6lés esetében
elészor blokkoltuk az endogén szoveti peroxidaz aktivitast a metszetekhez adott 1%-0s
H-O> oldattal 10 percig. A metszeteket 5%-os normal kecske szérummal (NGS)
blokkoltuk 1 6ran keresztiil, majd a megfeleld elsédleges antitestekkel inkubaltuk 4°C-
on 48 oran keresztiil. Az antitestek specifikussdgara az immunjel6lés hianyabol lehet
kovetkeztetni a CB1 KO egerek hippokampuszaban, DGL-a antitestek esetében a két
fiiggetlen epitop ellen termeltetett antitest teljesen ugyanazt az immunjel6lési mintazatot
adta. Az els6dleges antitesttel vald inkubacio és az alapos mosasok utani kovetkezo
1épésben masodlagos ellenanyagokkal inkubaltuk a metszeteket. Az immunfestés céljatol
¢s eldhivasi modjatol fiiggden 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 antitestekt6l kezdve szétvaltak a két reakcio 1épései, elébb az
immunarany eljaras kovetkezett, majd alapos mosasi 1épések utan az immunperoxidaz

immunfestést hivtuk eld.
5. Elektronmikroszkopia

Az elektronmikroszkopos vizsgalatokra szant immunperoxidaz €s immunarany eljarassal
készitett hippokampusz és VTA metszeteket felszallo alkoholsorban torténd dehidralas

utdn epoxi miigyantaba (Durcupan, ACM, Fluka, Svajc) agyaztuk be. Bedgyazas utan
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fénymikroszkopban kivélasztottuk az elektronmikroszkoppal késébb altalunk vizsgélni
kivant célteriileteket és azokat egy ultramikrotomos metszésre optimalizalt alakt
Durcupan-blokkba atagyaztuk. Az atagyazott metszetekb6l Leica Reichert
ultramikrotommal 60 nm  vékony sorozatmetszeteket — készitettlink. Az
elektronmikroszkopos analizisre alkalmas ultravékony metszeteinket Formvar hartyaval
boritott rézgridekre vettiik fel, 6olom-citrattal kontrasztoztuk és végiil a mintakat egy

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

Ahhoz, hogy megallapitsuk a DGL-a enzim szinapszisokhoz viszonyitott sejten beliili
elhelyezkedését a piramissejtek tiiskéiben, mennyiségi analizist végeztiink harom allatbol
szdrmazo, Osszesen 300 immunarany-jelolt dendrittiiske vizsgélata alapjan a
dendrittiiskékben talalhat6 és a DGL-a enzim pozicidjat jelzd aranyszemcsék tavolsagat
az adott tiiskére érkezd serkentd szinapszis posztszinaptikus denzitdsanak széléhez
viszonyitva. Az eziist-intenzifikalt aranyszemcsék mérete valtozo, ezért a szemcse
kozepének a tavolsagat a szinapszis sz€létdl (0. pozicid) mértiikk a plazmamembran
mentén haladva, majd a kapott tavolsagértékeket 60 nm-es egységekre bontva abrazoltuk.
A harom allatbol szarmazé mintakbol mért adatokat Kruskal-Wallis nem-parametrikus
statisztikai eljarassal hasonlitottuk Ossze és az adatokat a tapasztalati szorassal (standard
deviation, SD) egyiitt abrazoltuk. Mivel a harom allatbdl szarmaz6 mintak szignifikansan
nem kiilonboztek egymastol, ezért az adatokat Gsszevontuk ¢és ugy abrazoltuk, hogy az
adott egységben levd aranyszemcsék szazalékdt az Osszes aranyszemcséhez
viszonyitottuk. Ahhoz, hogy megallapitsuk a DGL-a enzim szinapszishoz viszonyitott
sejten beliili elhelyezkedését a GABAerg interneuronokban a tiiskétlen dendritagakra,
illetve a hosszukas filopodialis tiiskékre érkez0 aszimmetrikus szinapszisok esetében
mennyiségi analizist végeztiink a kettds jelolt metszeteken a fent leirt modon. Az
immunarany jelet a parvalbumin-tartalmu interneuronok esetében a CA1 régid stratum
radiatum rétegében, az mGluR 1a-tartalmt interneuronok esetében pedig a CA1 régio
stratum oriens rétegében kerestiik. 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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Eredmények

1. Az endokannabinoid rendszer vizsgalata a hippokampusz serkenté sejtjeiben

Az idegrendszerben a 2-AG a legnagyobb mennyiségben el6forduld endokannabinoid. A
kutatasi programunk kezdetekor a sok potencialis 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-a enzimet kodol6 dagla gén
az idegrendszerben milyen sejtekben van bekapcsolva. A DGL-a expresszidjanak
megallapitasara szabadon isz6 hippokampusz metszeteken in situ hibridizacios technikat
alkalmaztunk. A legerdsebb DGL-a expresszid a hippokampuszban volt megfigyelhetd.
A piramissejtek sejttestjei a CA1 és CA3 régioban mindig erdteljesebb szinreakciot
mutattak a gyrus dentatus szemcsesejtjeinél. A hilusban is megfigyelhet6 volt néhany
gyengébben jelolt sejt, amelyek feltételezéseink szerint mohasejtek lehetnek, mivel a
GABAerg interneuronok ¢s a gliasejtek mas rétegekben ¢és régiokban ebben az els6
kisérletben nem bizonyultak DGL-a. pozitivnak. Itt kell azonban megjegyeznem azt, hogy
az in situ hibridizacios jel erdsségét nagyon sokféle tényezd befolyasolja példaul a
hibridizaciés hoémérséklet, illetve a hibridizacid iddtartama. A kisérletek soran tgy
valasztottuk meg a fent emlitett paramétereket, hogy a hattérjelolodés mértéke minél

kisebb legyen, ami viszont lecsokkentette a jel6lés érzékenységét.

A kovetkezo 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,
fiiggetlen epitopok ellen termeltett antitesttel (ab-INT és ab-L26) végeztik az
immunfestést, az immunreakciét pedig DAB csapadékkal tettiik lathatova. A két
antitesttel kapott immunjel6lés mintazata nagyon hasonld volt és kis nagyitason a
hippokampusz rétegzett szerkezetének megfeleld mintdzatot adott. Ez a mintazat tiikrozi
a glutamaterg rostok eloszlasat és Osszhangban van az in situ hibridizacios
eredményekkel. Nagyobb nagyitasban a DGL-o-immunreaktivitast jol lathatéan a
dendritek kozotti neuropilben, mint jellegzetes szemcsés immunjelet Ilehetett
megfigyelni. Ez a kiilonleges kompartmentalizalt immunfestési mintdzat, amely
makroszképosan kovette a glutamaterg palydk lefutasat arra utalt, hogy a DGL-a

feltehet6en szelektiven koncentralodik a serkentd szinapszisok kornyékén. Mivel a
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kisérletek idején mar ismert volt, hogy a DGL-a a 2-AG endokannabinoidot
szintetizalhatja, ugyanakkor vita volt arr6l, hogy az endokannabinoidok kozvetlen
retrograd szinaptikus hirvivok vagy pedig kozvetett modon az idegvégzodésekben
autokrin modon szabalyozzak a neurotranszmitter felszabadulast, ezért kovetkezd célunk
az volt, hogy megallapitsuk a DGL-a pontos sejten beliilli lokalizacidjat
kizar6lag a principalis sejtek dendrittiiskéiben volt megtalalhaté a hippokampusz CA1
stratum oriens rétegébdl vett mintdkban. A DGL-a enzimet tartalmazo6 tiiskéken DGL-a
Immunnegativ aszimmetrikus szinapszist formaloé axonterminalisok végzddtek. Ez a
megfigyelés arra utalt, hogy a DGL-a lehet a szinaptikus endokannabinoid kiindulasi

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

A dendrittiiskék kis méretiilk ellenére meglepden Osszetett szerkezetiiek. A
tiskefejen beliil a mikrodomének kiilonboznek molekularis felépitésiikben és
funkcionalis jelentdségiikben példdul a szinaptikus atvitelben és plaszticitasban jatszott
szerepiikben (6sszefoglalasként lasd Racz és Weinberg, 2013). Annak megallapitasara,
hogy az enzim az adott dendrittiiskén beliil pontosan hol helyezkedik el, bedgyazas elotti
immunarany technikat alkalmaztunk. Az aranyszemcsék a tiiskefejben mindig beliilrdl
kapcsolodtak a plazmamembranhoz Osszhangban azzal, hogy a DGL-a enzim egy
transzmembran fehérje és C-terminalis része, amelyen az antitestek epitopjai talalhatoak
mindig intracellularisan, a plazmamembranon belill helyezkedik el. A DGL-o enzim
szubcellularis elhelyezkedésének kvantitativ jellemzésére megmértiik a dendrittiiskékben
talalhatd aranyszemcsék tavolsagat az adott tiiskére érkezd serkentd szinapszistol,
pontosabban a posztszinaptikus denzitas szélétdl a CAL stratum radiatum teriiletérdl
véletlenszerlien valasztott mintdkban. Az aranyszemcsék legnagyobb siirliségben a
szinapszis sz€létél szamitott elsé 60 nm-es egységben voltak megtalalhatoak,
mennyiségiik a szinapszis sz¢élét6l tavolodva egyre fokozatosan csokkent. Ez a
periszinaptikus eloszlasi mintazat tokéletesen megegyezik az mGIURs szubcellularis
eloszlasi mintazataval (Lujan et al. 1996, 1997), és arra utal, hogy a retrograd szinaptikus
endokannabinoid jelpalya meginditasaért felels, a 2-AG szintézisében Kkulcsszerepet
jatszo molekularis alkotéelemek a szinapszis koriil 1évé periszinaptikus gytiriiben

fordulnak el6 egy makromolekularis komplex részeiként.
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Mivel a 2-AG legfébb szintetizalo enzime a DGL-a, ezért logikus volt azt
feltételezni, hogy az enzimet tartalmazo dendrittiiskékre érkez6 serkentd szinapszisokban
vagy ezek kornyékén megtalalhatdé a CB; receptor is, mint a 2-AG {6 receptora. Ezért a
kovetkez6 kisérleteinkben egy 1j poliklonalis antitestet teszteltiink, amely alkalmas az
alacsonyabb kopiaszamban el6fordulé CB: receptorok felismerésére (Fukudome et al.,
2004). Elso 1épésben CB1 KO egereken teszteltiik az 0j antitest specificitasat. A CBx
pontos lokalizaciéjanak megallapitdsara immunfestést végeztiink és az immunreakciot
DAB csapadékkal tettiik lathatova. Vad tipust egerekben egy karakterisztikus festési
mintazatot tapasztaltunk, amelynek az eloszlasa jol kovette a serkentd palyak térbeli
elrendez6dését. A KO allatban hianyzott ez a rétegzett CB1-immunreaktivitasi mintazat,
ami alatamasztja a CB1 antitest specificitasat. A leger6sebb jelolés a gyrus dentatus belsé
molekularis rétegében volt 1athatd. Szintén er6s CBi-immunreaktivitast tapasztaltunk a
hippokampusz CA1 és CA3 régidjanak stratum radiatum és stratum oriens rétegeiben,
ahol a nagy GABAerg rostok mellett a neuropilben siirli szemcsés mintazat volt
megfigyelhetd. A serkentd palyak lefutasat kovetd fénymikroszkdpos mintdzat felvetette
a lehetdségét, hogy a CB1 receptorok a glutamaterg idegvégzddéseken is jelen vannak,
ezért a hippokampuszmintakon elektromikroszkopos vizsgalatot is végeztiink. A gyrus
dentatus molekularis rétegének belsé harmadabol szarmazo mintakon jol l1athat6 volt az
aszimmetrikus szinapszist képz0 axonterminalisokban nagy mennyiségben felhalmoz6do
DAB csapadék. A CA3 ¢és CA1l régiokban is sok glutamaterg és GABAerg

idegvégzbdésen talaltunk preszinaptikus CB1 receptorokat.

2.. Az endokannabinoid rendszer vizsgalata a hippokampusz GABAerg sejtjeiben

Az el6z0 fejezetben bemutatott kisérletekben az in situ hibridizécios kisérleteinkben nem
tapasztaltunk olyan jel6lési mintazatot, amely a DGL-o jelenlétére utalt volna
hippokampalis GABAerg interneuronokban. Ugyanakkor tisztaban voltunk vele, hogy az
mRNS jel hidnya a gatlosejtekben a detekcids érzekénységiink limitaciojat is jelentheti €s
nem lehet kizarni, hogy a DGL-o enzim alacsonyabb mennyiségben ugyan, de az
interneuronokban is megtalalhat6. Ez két szempontbol 1ényeges kérdés. Egyrészt fontos
tisztazni, hogy vajon a 2-AG jelpalya szelektiven a hippokampalis neuronhalézatoknak
csak bizonyos celluléris elemeiben jatszik-e szerepet a szinaptikus plaszticitisban vagy
pedig az altalunk leirt molekularis szervezddés egy altalanos tulajdonsaga a glutamaterg

szinapszisoknak? Masrészt az alacsonyabb mRNS szint utalhat arra is, hogy a
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neuronhalézatok sejttipus-specifikus modon optimalizaljadk a 2-AG jelpalya indukcios
kiiszobét és hatékonysagat a jelmolekuldk mennyiségének szabéalyozdsaval. Szamos
kisérleti paraméter, példaul a hibridizacidés 1épés homérsékletének csokkentése, az
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. A reakciokoriilmények specifikussagat teszteld

ellendrzo kisérletekben a negativ kontroll probaval nem tapasztaltunk hattérjelolédést.

A kovetkezd kisérletekben az in situ hibridizacidés technikdt immunfestéssel
kombinaltuk, ami egyben lehetséget adott arra is, hogy néhany sejtet beazonositsunk,
hogy milyen interneurontipusba tartoznak. A GABAerg interneuronoknak sokféle tipusa
van, mi két interneuron populaciot valasztottunk ki a tovabbi vizsgalatokhoz. 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 dendritjeibél kinyuld
tiiskeszer(i nyulvanyaikra érkeznek. Ez a tiiskés sejtpopulacio nagy mennyiségben termel
szomatosztatint (Maccaferri et al. 2000; Klausberger és Somogyi, 2008). Figyelemre
mélto modon a hippokampusz teljes teriiletén magas volt a DGL-a-t tartalmazo
interneuronok aranya. Két allatban a CA1 régid teriiletén vizsgalt 58 parvalbumin-pozitiv
sejttest minden esetben expresszalt DGL-o mRNS-t. A vizsgalt 59 szomatosztatin-
immunreaktiv interneuronbdl pedig 58 esetében érte el DGL-a expresszidjat igazold in

situ hibridizacios jelolés a detekcids kiiszobot.

Annak érdekében, hogy megallapithassuk a DGL-a enzimfehérje jelenlétét és
pontos szubcellularis lokalizaciojat az adott interneuron tipusokban, kettds immunjeldlést
alkalmaztunk. Mivel a szomatosztatin csak a sejttesteket és az axonfelhét jeloli, ezért
helyette egy masik markert, a szomatodendritikusan el6éforduldo az MGIURze-t
valasztottuk. Mindkét interneuron tipus esetében jol lathatd volt, hogy a DGL-a enzim

helyét jelold aranyszemcse az interneuronokban is altalaban periszinaptikusan
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helyezkedett el. Az elektrondenz DAB csapadék igazolta, hogy a vizsgalt dendritek a
CA1 régio stratum radiatum rétegében a parvalbumin-pozitiv interneuronokhoz tartoztak.
Az mGluR1a-pozitiv, sok tiiskével rendelkez6 dendritek pedig a CA1 régié oriens
rétegében voltak nagy szamban megfigyelhetéek. Az aranyszemcsék az interneurokra
érkez6 afferens szinapszisokban is leggyakrabban a szinapszis sz¢&lét6l szamitott 60 nm-
es membranszakaszon koncentraldédtak és az aranyszemcsék stirlisége a szinapszis

sz¢létol tavolodva egyre csokkent mindkét interneuron tipus esetében.

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

A kovetkez6 kisérletekben arra voltunk kivancsiak, hogy a VT A-ban, ahol a fiiggségben
is kulcsszerepet jatszo dopaminerg sejtek nagy része talalhato, vajon milyen a 2-AG-t
szintetizdlo6 DGL-a enzim el6fordulasi mintdzata. Mésodsorban azt is szerettilk volna
felderiteni, hogy vajon a hippokampusz teriiletén megfigyelt szervezddési alapelvek
kiterjeszthetdek-e egy masik agyteriiletre is. Az in situ hibridizacios kisérlet viszonylag
gyengébb erdsségli, de a kozépagybol késziilt metszeteken nagy teriiletre kiterjedd
jelolést eredményezett. Jol lathatdéan azokon a teriileteken volt legstir(ibb a jelolés (VTA,
substantis nigra pars compacta), ahol a dopaminerg sejtek sejttestjei legnagyobb
stirliségben talalhatoak meg. Annak érdekében, hogy megdallapitsuk a VTA teriiletén a
DGL-a pontos celluldris €s szubcellularis elhelyezkedését immunhisztokémiai festéseket
végeztiink. Az immunreakciokat DAB csapadékkal tettiik 1athatova. A hippokampuszban
megfigyelt mintdzathoz hasonldan a DGL-a enzim esetében mindkét antitesttel végzett
immunfestés itt is slirll szemesés immunjeldlést eredményezett, ezért feltételeztiik, hogy
a VTA-ban is kompartmentalizalt a DGL-a szubcellularis eloszlasa. Erdekes modon a
DGL-o membrankotottségével 6sszhangban még a DAB csapadék is (ami pedig kdnnyen
diffundal) a sejtmembran kozelében ¢és a szimmetrikus, illetve aszimmetrikus
szinapszisok szomszédsagaban volt megtalalhat6. A mintdkat immunarany modszerrel is
megvizsgaltuk. Az aranyszemcsék a plazmamembran belsé felszinén helyezkedtek el, az
epitop josolt helyzetével 6sszhangban. Morfologiai bélyegek alapjan feltételezhetd, hogy
azok a szinapszisok, amelyek kozelében posztszinaptikus DGL-a enzimet figyeltiink meg
elsésorban a VTA kérgi és kéreg alatti glutamaterg serkent6 afferensei formaljak (Sesack
and Pickel, 1992; Carr and Sesack, 2000; Omelchenko and Sesack, 2007); illetve a
nucleus accumbensben talalhato enkefalin- és dinorfin tartalmi GABAerg medium spiny

neuronok axonvégzodéseitdl szarmaznak (Pickel et al., 1993, Sesack and Pickl, 1992,
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1995). Egyes idegvégzédések pedig valoszinileg a lokalis GABA-pozitiv
interneuronokhoz tartoznak (Bayer and Pickel, 1991).

Annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy a VTA dopaminerg sejtjei termelik-
e a DGL-a enzimfehérjét, kettés immunfestést alkalmaztunk. A DGL-o enzimet
imunarany technikaval, mig a VTA-ban talalhat6 dopaminerg sejtekre jellemzé tirozin-
hidroxilaz (TH) jelenlétét immunperoxidaz (DAB) technikaval tettiik lathatova. Az enzim
a feltételezett GABAerg, illetve glutamaterg szinapszisok kozelében egyarant
megtalalhato volt, bar a diffuzibilis DAB csapadék sokszor megnehezitette a szinapszisok
pontos behatarolasat. A mintainkban gyakran el6fordultak TH-immunnegativ, de DGL-a

pozitiv sejtek is.

A posztszinaptikus DGL-a enzim és az el6zetes kutatasok alapjan felmeriilt a
kérdés, hogy a CB: kannabinoid receptor vajon megtalalhato-e preszinaptikusan a
glutamaterg, illetve a GABAerg szinapszisokban a VTA-ban. A korabbi anatomiai
kutatasok azt mutattak, hogy a CB1 receptor nagyon kis mennyiségben fordul el6 a VTA-
ban (Herkenham et al. 1991b; Mailleux and Vanderhaeghen, 1992; Tsou et al., 1998).
Ezért ennek a kérdésnek a megvalaszolasara a nagy érzékenységii CB1 antitestet
hasznaltuk (Fukudome et al., 2004). Ez az antitest a vad tipusu allatokban stir(i neuropil
jelolést adott, ami a CBi-génkiiitott allatokbol szarmazo kozépagyi mintakban teljesen
hianyzott. Ahhoz, hogy megallapitsuk a CB; receptorok sejten beliili lokalizacidjat, az
immunfestések utan elektronmikroszkdpos analizist végeztiink az adott VT A mintakon.
A CB:-immunjel az axonterminalisokra korlatozddott és az immunarany jelolés azt is
megmutatta, hogy a receptor az idegvégzddés plazmamembranjdhoz kototten
helyezkedik el nagyrészt extraszinaptikus pozicidban. A homoszinaptikus depresszidhoz
sziikséges molekularis alkotoelemek jelenlétének bizonyitdsara DGL-a és CB1 kettds
festést végeztiink a VTA-t tartalmazo kozépagy metszeteken.
A festések igazoltak, hogy a CBi-pozitiv axonterminalisokkal szemben, mind a
szimmetrikus, mind az aszimmetrikus szinapszisok esetében megtalalhato a DGL-a
enzim. Ez a molekularis szervez6dés kozvetlen bizonyitékot jelent a retrograd 2-AG
endokannabinoid jelpalya jelenlétére és a hippokampuszban talalt eredményeinkkel
Osszhangban arra utal, hogy ez a jelpalya altalanos alkotéeleme lehet a kozponti

idegrendszer sok szinapszistipusanak.
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Kovetkeztetések

Munkam soran a kozponti idegrendszer két kiillonb6zo 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 eldallitdsaért
felelds enzim a DGL-a mindig posztszinaptikusan a szinapszisok szélén helyezkedik el.
A 2-AG jelfogd receptora a CB1 pedig a szinapszis masik oldalan, 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 alkotoinak szubcellularis eloszlasa egy altalanos érvényi térvényszerliséget
kovet, illetve aldtdmasztja 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 megtaldlhatd az endokannabinoid szignalrendszer ¢és ezen
szinapszisokban indukalhaté az endokannabinoid-fiiggd LTD. Az LTD kivaltasdhoz
sejttipus-specifikus indukcid sziikséges, ami abban nyilvanul meg, hogy a serkentd
szinapszisokban kisebb indukci6 kell az adott gatlas kivaltasahoz. Ennek olyan €lettani
vagy korélettani folyamatokban lehet szerepe neuronhélozati szinten, amikor bizonyos
koriilmények kozott kialakulo tulzott serkentés hatdsara endokannabinoidok szabadulnak
fel ¢és ezek a serkentd sejtek szinapszisainak a miikodését lecsendesitik, mikdzben a gatlo
sejtek szinapszisai még tovabb mitkodhetnek segitve ezzel az esetleges patoldgias allapot

elkertilését.

A VTA az agyi belsd jutalmazorendszer kdzpontja, a dopamintermeld sejtek nagy
része itt talalhato. A kabitdszerek egyik legfontosabb hatdsa, hogy a dopamin
felszabadulast fokozzak. Ezt az is bizonyitja, hogy a dopaminerg rendszer blokkolasaval
kivédhetd a legtobb anyag jutalmazo hatdsa. Az addikcié tulajdonképpen egy koros
tanulasi forma. A mi eredményeink azt mutattak, hogy tobbféle tipusu, helyi vagy kiilsd
forrasbol szarmazo GABAerg, illetve helyi glutamaterg a dopaminerg sejtekre érkezd
szinapszisban megtalalhatéak az endokannabinoid jelpéalya elemei, igy ez a rendszer

fontos szerepet jatszhat a dopaminfelszabadulas szabalyozasaban.
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