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Kivonat

Az agy miikodésének megértése, sejtjeinek bonyolult kapcsolatrendszere, diverzitasa, a
szinapszisok sokfélesége és valtozékonysaga, €s az ezen funkciok mogott meghuzodo fehérjék
valtozatossdga miatt egy hihetetleniill kockazatos vallalkozasnak igérkezik. Azonban
korunkban egyre tobb és tobb 11j, hatékony moddszer all rendelkezésiinkre, hogy vizsgalni
tudjuk ezt a rendkiviili komplexitast. Csoportunkban korabbi munkéank soran kifejlesztettiink
egy olyan mikroszkdpias modszert, mellyel egyszerre vagyunk képesek egyedi sejttipusok,
sejtek, sejtszervecskék jelolésére, és azokon beliil tudjuk vizsgélni egy-egy kivalasztott fehérje
mennyiségét, nanoskalaju elhelyezkedését. Az igy megvalodsitott korrelalt konfokalis és
szuper-rezoluciés mikroszkopia tehat arra ad eszkozt a keziinkbe, hogy ezen molekularis
adatok alapjan kovetkeztethessiink a vizsgalt fehérjék sejten beliil betoltott szerepére.
Dolgozatomban két olyan tudomanyos kutatdst mutatok be, ahol kihasznaltuk ennek a
korrelalt modszernek az elonyeit.

Az els6 munkaban az egér hippokampusz, a bazolateralis amygdala és a
szomatoszenzoros kéreg teriiletén talalhatd, a kannabinoid receptor 1-es tipusat (CB) kifejezo
gatld idegsejt csoport karakterisztikus kalciumkdotd fehérjéit kerestiik. Abban biztunk, hogy
hasonldan a tébbi interneuron tipushoz, ezzel egy széles kdrben hasznalhato markerre tesziink
szert, valamint ezen fehérjék ismeretével kozelebb keriilhetiink annak a megértéséhez, hogy
hogyan alakulnak ki a CB;-es interneuronok kiilonleges élettani tulajdonsagai, mely alapjan
betdltik nélkiildzhetetlen halozati szerepiiket. Egy szamitogépes egysejt-mRNS szekvenalasi
adatbazisbol indultunk ki, és azt talaltuk, hogy az N-terminalis EF-kéz kalciumkotd fehérje 1-
es és 2-es tipusa (NECABI1 és NECAB2) jo jeloltek lehetnek a tovabbi kutatasokhoz. A
tovabbiakban az adatbazis alapjan nyert informacidkat kisérletesen is megerdsitettiik, eldszor
mRNS-szinten, majd fehérje szinten populacids és egyedi sejtes vizsgalatokkal. Ezutan pedig
nanoskalaju méréseket végeztiink korrelalt konfokalis és szuper-rezolicidos mikroszkopia
segitségével, melynek soran kimutattuk a két fehérje mennyiségi és eloszlasbeli kiillonbségeit
az idegsejtek kiilonbdzo részeiben.

A masodik kutatdsi témaban A’-tetrahidrokannabinollal (THC) kezelt patkany anyak
utddjaiban vizsgaltuk a vegyiilet hatasat a dopaminerg jutalmazé rendszerre. Megmutattuk,
hogy a ventralis tegmentalis teriileten (VTA) a kezelés nem okoz a dopaminerg sejtek
szamaban eltérést, és a CB; receptorok szama sem valtozik, azonban a dopaminerg sejtek
bemenetein szinapszis-specifikus atrendezédés torténik. Megvaltozik a serkentd szinapszisok
szama és eréssége, valamint a gatld szinapszisok erdssége is, melyet szintén a korrelalt
mikroszkopiaval mutattunk meg. Ezutan kollaboratoraink kézremiikodésével feltartuk ennek
elektrofiziologiai és viselkedésbeli okait és kdvetkezményeit, majd egy lehetséges kezelési

modszert is teszteltiink a valtozasok kivédésére.
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Osszességében tehat sikeresen haszndltuk fel az altalunk kifejlesztett mikroszkopos
modszer lehetOségeit, és megmutattuk, hogy hogyan tud segiteni az idegtudoméany fontos

kérdéseinek megvalaszolasaban.
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Abstract

Understanding the diverse functions of the brain is hindered by its complex
connectivity, the diversity and plasticity of its synapses and the thousands of proteins behind
these actions. In our era neuroscientists are equipped with more and more effective tools to be
able to observe this vast complexity. We have developed a method, which enables us to stain
different cell types, individual cells, and even subcellular compartments, and investigate the
abundance and nanoscale distribution of proteins of interest within. Correlated confocal and
super-resolution microscopy thus provides means of inferring from this molecular information
the function of the investigated proteins within the cell or compartment. In my dissertation, |
would like to present two different scientific research projects, where we have taken advantage
of this correlated method.

In the first project we were looking for the characteristic calcium binding proteins of
cannabinoid receptor (CB;) positive GABAergic neurons of the hippocampus, basolateral
amygdala, and somatosensory cortex for a better understanding on the specific physiological
properties of these cells. After thorough investigation of a single-cell in silico mRNA
sequencing database we found two candidates: N-terminal EF-hand Calcium Binding Protein
1 and 2 (NECABI1 and NECAB?2). Next, we performed different experiments to corroborate
this finding on the mRNA level, then on the protein level with population and single-cell
measurements, and lastly nanoscale investigation took place with correlated confocal and
super-resolution microscopy to uncover a subcellular compartment-specific difference of
protein abundance and distribution between NECAB1 and NECAB2.

In the second research project we investigated the effect of A’-tetrahydrocannabinol
(THC) treatment of rat dams on the dopaminergic reward system of their offspring. We
showed that prenatal cannabis exposure does not cause a difference in dopaminergic cell
numbers or CB; receptor levels in the ventral tegmental area (VTA). Interestingly, a synapse-
specific redistribution takes place in the inputs of dopaminergic cells: the number of excitatory
syanpses as well as the strength of excitatory and inhibitory synapses have both changed upon
treatment which was shown with correlated confocal and super-resolution microscopy. Then,
with the help of our collaborators we uncovered the reasons and consequences of these
changes and proposed a possible treatment for preventing the pathological signs.

In summary, we have successfully utilized the capabilities of the correlated method and

have shown how it can answer important questions in neuroscience.



10.15774/PPKE.ITK.2021.001

Tartalomjegyzék
1 BEVEZEES ...ttt et 9
1.1 A korrelalt konfokalis és szuperrezolucidos mikroszkopia..........ccccevververnennnen. 9
[.1.1 A modszer megvalOSItasa .......c.eevveeriienieiiiiieeieee et 12

1.2 A szuperrezolicios mikroszkopia felhasznalési lehetdségei, esettanulmanyok 15

1.2.1 A CBi-pozitiv interneuronok kalciumkotd fehérjéinek vizsgalata............ 16
1.2.2 A prenatalis THC kezelés hatdsdnak vizsgalata ............ccccceevveivenennnennne. 18

2 Anyagok €S MOASZETEK .......cecuiiiiiiiiiiiiiie et 23
2.1 A CBi-pozitiv interneuronok kalciumkotéd fehérjéinek vizsgalata.................... 23
2.1.1  Szamitogépes egysejt mRNS adatbazis elemzés ...........cceevvveviveriereenennnns 23
2.1.2  SZOVELCIOKESZILES ..ottt 23
2.1.3 A biocytinnel toltott sejtek morfologiai elemzEése.........cvvveeviveriiereenenns 24
2.1.4  Fluoreszcens in situ hibridiZACIO ........coouveiieiieiiiiiieeee e 25
2.1.5  IMMUNTESIES.....uiiiieiieieieiie ettt ettt ettt ettt este e ree s 27
2.1.6  Konfokalis mikroszkopia és képelemzes..........cccoeveviirieniiviieenienieeeens 28
2.1.7  Korrelalt konfokalis és STORM mikroszkodpia, képelemzés.................... 29
2.1.8  Statisztikai elemzés €s Abrak@szités..........ccoevirviiriiriiniiieieeeeeeeeeeeee 30
2.2 A prenatalis THC kezelés hatasainak vizsgalata ...........ccccceeeveevieeveeneennennenns 31
221 ALALOK cvoooiieeeeereeseiseesteses ettt 31
2.2.2  Viselkedési analizZis ..........cecceeieierieieieiieeee e 31
2.2.3  Agyl MIKIOIAIZIS ....eocvviivieeiiiciecieeciecte ettt et saae v e 32
2.2.4  Elektrofizioldgiai €lVeZetes .........ccevvveriieciieciieiieiierie et 33
2.2.5  IMMUNTESIES. ....eeiiriiiiiiiiitietee ettt 35
2.2.6  Konfokalis képalkotas €s képanalizis ...........ccccoceevenerieniniencnenienieneene 37
2.2.7  Korrelalt konfokalis é&s STORM képalkotas..........cccoevereuercrreneeniennennnnns 37
2.2.8  Korrelalt konfokalis é&s STORM képelemzeés .........ccccevevercreerieenienieennnnns 38
2.2.9  Statisztikai lemZEs.........cceeiirieieieieeeee e 38
2.3 Egyéni NOZZAJATUIAS .......cceiiviieiiciiecieecee ettt et ba e 39
3 Eredmények I: A CB,-pozitiv interneuronok kalciumkotd fehérjéinek vizsgalata40

7



10.15774/PPKE.ITK.2021.001

3.1 Insilico egysejt mRNS-szekvendlasi adatbazisok elemzése............cccecueennenee. 40
3.2 Az RNAscope in situ hibridizacios technika alkalmazasa...............ccccccuveennen. 43
3.3 Immunfestések populacios SZINLEN ........cceeveerririeerieerieesieenie e ere e eeeenens 46
34 A NECABI és NECAB2 fehérjék sejten beliili eloszlasa........c.cccveevveveennennee. 49
4 Eredmények II: A prenatalis THC kezelés hatasanak vizsgalata..............cc..c....... 54
4.1 A VTA-beli dopaminerg sejtek szamanak vizsgalata.............ccoccevenervencnnenne. 54
4.2 CBj receptor szintek mérése a VTA dopaminerg sejtek bemenetein ............... 55
4.3 A dopaminerg sejtek bemeneteinek VAltOZAsa..........ccceveevieriieiiieiieenieniees 56
5 OSSZEIOGIALAS ......ecvoveeeeee e 61
5.1 Uj tudomanyos eredmMENYek ............ooovuiveiveiveveeeeeeseeeeeeeeeeeeeesesee e 61
6 Diszkusszi6 és az eredmények alkalmazasi lehet0ségei.........cooevveveenieriereennnen. 64
6.1 1. CBi-pozitiv interneuronok kalciumkoto fehérjéinek vizsgalata.................... 64
6.2 1I. A prenatalis THC kezelés hatasanak vizsgalata............ccccceeeveeriecriecreennnenne. 65

6.2.1 A publikacio tarsszerzoi altal a Cagliari Egyetemen végzett kisérletek

POVIA 0SSZETOZIALASA. ... ..veivieiiiciiecie ettt es 65
6.2.2  Osszefoglalas és az eredmények alkalmazasi lehetdségei........................ 76

7 A SZEIZO PUDIIKACION ...e.vvievieeiieiieiie ettt be v e e et e e taestbesebessneas 78
8 [rodalomiEZYZEK .....ccueeeeieeieeee e 81
9 FUGEEIEK ...ttt ettt enteenee s 95
10 ROVIAIESJEZYZEK ..ottt et 96



10.15774/PPKE.ITK.2021.001

1 Bevezetés

1.1 A Kkorrelalt konfokalis és szuperrezoliciés mikroszkopia

Az emberi test vitathatatlanul legdsszetettebb szerve az agy, mely molekularisan,
morfologiailag és funkcionalisan kiilonb6z6 sejttipusok szazaibdl all Ossze, valtozatos agyi
régiokat alkotva [1]-[4]. Az idegsejtek foképp kémiai szinapszisok utjdn kommunikalnak, és
ezen kapcsoloallomasok erdsségének pontos, aktivitasfiiggd szabélyozasa elengedhetetlen az
agyi halozatok helyes miikddéséhez; ennek érdekében az egyes szinapszisok molekularis
gépezetekbe rendezett fehérjék ezreit hasznaljak fel [5], [6].

Az idegtudomany egyik kozponti kérdése a szinaptikus jelatvitel pontos molekularis
szabalyozasanak megismerése, viszont az idegrendszer bamulatos szerkezeti komplexitasa és a
szinapszisok molekularis sokfélesége komoly gatat jelent a kutatok szamara. Azonban
megismerésiik kiemelkedden fontos lenne, hiszen a fiziologias és patofiziologias folyamatok
mogott allé molekularis valtozasok sokszor torténnek kizardlag egyes sejttipusok specifikus
szinapszisaiban [7], [8]. Korabban viszont nem allt rendelkezésre olyan modszer, amely
egyedileg jelolt idegsejtek szinapszisaiban tette volna lehetové kiilonbozé fehérjék
molekularis eloszlasanak kvantitativ megfigyelését.

Evtizedeken keresztiil az immunarany elektron mikroszképia (EM) volt az
¢lettudomanyokban az elsd szamu modszer a fehérjék nanoskalaju helyzetének
meghatarozasara [9], [10]. Habar az EM rendelkezik a kelld felbontassal ahhoz, hogy
kiilonbozo sejtszervecskékhez képest hatarozza meg kiilonbozd célfehérjék helyzetét, kisfoka
kisérleti rugalmassaggal rendelkezik, hiszen a mintdkat vizteleniteni kell, gyantdba kell
agyazni, ami egyrészt a mintdk zsugorodasat idézi eld, masrészt csokkenti a modszer
szenzitivitasat és a hasznalhat6 antitestek csoportjat, igy tobb fehérje egyiittes megjelenitése is
igencsak nehézkessé valik. Tovabba nem valdsithatdo meg vele €16 képalkotas, igy nem képes
lekovetni a rendszerek dinamikéjat. A fluoreszcens mikroszkopia ezzel szemben tobbféle
kisérleti elrendezést enged meg, példaul genetikusan és virdlisan bejuttatott jeloldanyagok,
sejttipus-specifikus promoterek, kompartment-specifikus festékek, biokémiai szenzorok,
antitestek akar egyiittes hasznalata révén, €16 vagy fixalt szovetekben. A molekularis
helymeghatarozasnak viszont a fluoreszcens mikroszkopiaban a diffrakcios limit (1. egyenlet)
szab hatart, igy felbontasa joval elmarad az elektronmikroszkopétol (2-300 nm lateralisan,

5-600 nm axialis iranyban).
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1. egyenlet Az Abbe-elv alapjan meghatarozott legkisebb feloldhato tavolsag

A a képalkotashoz haszndlt fény hullamhossza, n: a kiozeg refraktiv indexe, 0: az objektiv félnyilasszége.
Az nsinf tagot az objektiv numerikus aperturdjanak is nevezziik. Jo objektivek esetén ez a kozeg térésmutatojahoz
kozeli erték, iivegben ~0,5. A lathato fénnyel végzett vizsgalatokhoz minimum 400 nm-es hullamhosszot tudunk
hasznalni, igy a legkisebb feloldhato tavolsag elviekben sem haladhatia meg a 200-250 nanométert.

A klasszikus fluoreszcens mikroszkopidval elérhetd jel-zaj arany novelésére tobbféle modszer
is létezik, példdul a kész képek dekonvolucidja, melynek soran a mikroszkdp pontvalasz
fiiggvényének ismeretében vagy becslésével (PSF: Point Spread Function - egy pontszeri
fényforras képe) probaljak visszafejteni az eredeti képen talalhat6 informéciokat. A konfokalis
mikroszkopia pedig azt hasznalja ki, hogy egy fokuszalt 1ézer fut végig a minta pontjain, és az
elméleti fokuszon kiviilrdl érkezd fotonok sziirésére egy lyukdiafragmat alkalmaznak, ezaltal
javul a felbontas, de a diffrakcios limit nem legy6zhetd.

A kozelmultban tobbféle modszer is napvilagot latott annak érdekében, hogy ez a
felbontasi hatar legy6zhet6 legyen [11]-[16], és megkdzelithetd legyen az EM nagy felbontésa
a fluoreszcens mikroszkopia rugalmas lehetdségeinek megtartasaval [17]. Ezeket
szuperrezolicios modszereknek nevezziik, €s jelentdségiiket az is tiikrozi, hogy a 2014-es
kémiai Nobel-dijat ezen eljarasok alapjainak kidolgozasaért itélték oda. A leggyakrabban
hasznalt eszkdzok két csoportra oszthatok: vagy a megvilagitas valamilyen strukturaltsagat
hasznaljak ki a PSF csokkentéséhez, igy a felbontds noveléséhez, mint példaul a SIM
(Structured Illumination Microscopy) [18] vagy a STED (Stimulated Emission Depletion
Microscopy) [19], vagy pedig egyedi molekula lokalizacion alapulnak (SMLM: Single
Molecure Localization Microscopy), ilyen példaul a fluoreszcens fehérjéket hasznalo PALM
(Photoactivated Localization Microscopy) [11] vagy a szerves festékekre épiilé STORM
(Stochastic Optical Reconstruction Microscopy) [13].

Az egyedi molekula lokalizacids mikroszkopia azon alapul, hogy abban az esetben nagy
pontossaggal meg lehet allapitani az egyedi fényforrasok helyét, ha kelléen kevés van azokbol
egyszerre bekapcsolt allapotban egy képalkotasi ciklusban, igy azok olyan tavol esnek
egymastol, hogy képiik nem olvad 0ssze [20]. Az altalunk haszndlt SMLM modszer, a
STORM [13] ugy éri el ezt az allapotot, hogy bizonyos szerves festékek azon tulajdonsagat
hasznalja ki, hogy kiilonb6z6 fotokémiai reakciok kovetkeztében ki-be kapcsolhatoak, igy
képesek vagyunk egyszerre kevés festéket felvillantani, és a képalkotas ismétlésével

meghatarozni a festékekhez kotott antitestekkel megjelolt célfehérjék helyét (1. abra).
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Diffrakciolimitalt képalkotas

® (B, Receptor

a eredeti struktira projekcié diffrakciélimitalt kép

Egyedi molekula lokalizacio

: 9
—_— 2 = 00
(GH®)
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pontvalasz fliggvény PSF képe EMCCD-n Gauss-eloszlds illesztése  szuperrezollci6s lokalizécid

b (PSF)

STORM (Sztochasztikus Optikai Rekonstrukcios Mikroszkopia)

+ CB; Receptor
O d n
00° — 00 0O —
(e OO ety
O
fluoroférok sotét allapotban minden képalkotasi ciklusban csupan a fluoroférok a szuperrezol(icids kép |
C kis részhalmaza aktivalodik rekonstrukcicja

1. dbra A STORM szuperrezolucios mikroszkopia miikodésének elvi alapjai egy preszinaptikus membrdn
receptor, a CB; példdajan bemutatva (dbra: Dr. Barna Laszlo)

a) Ahhoz, hogy meg tudjuk jeleniteni a célfehérjéinket, azokhoz tobb lépcsés immunfestés segitségével szerves
festékekhez kotott antitesteket kapcsolunk. Azonban, ha ezekbol sok talalhato egymas mellett, és egyszerre
vilagitanak, az egyes pontvalasz fiiggvények osszeolvadnak, és egy diffrakciolimitalt képet kapunk.

b) Ha azonban el tudjuk érni megfelelé hullamhosszu lézerfény segitségével és ki-be kapcsolhato fluoroforok
alkalmazasaval, hogy egyszerre csak kevés fényforras legyen bekapcsolt allapotban, akkor az egyes fényforrasok
egy szenzitiv kamera detektoran, példaul EMCCD-n (Electron Multiplying Charge Coupled Device) megjelend
intenzitas képeire Gauss-eloszlast illesztve nagy pontossaggal meghatdrozhato azok helyzete.

¢) A képalkotds ismétlésével rekonstrudlhato a teljes struktura, és akar néhany nm-es laterdlis, valamint
30-40 nm-es axialis felbontds is elérhetd.

Felmeriilt az igény tobb csatornds detekciora is, hogy tobb fehérje egymashoz
viszonyitott helyzete is mérhetd legyen, viszont jelenleg a tobbcsatornas STORM képek
készitése egymashoz kozeli sejtalkotokban és szovetben egyelore nem maradéktalanul
megoldott. Az egycsatornas STORM kisérletek hatranya, hogy a sejtes és szubcellularis
kornyezet nélkiil biztositanak szamunkra molekularis informaciét, ami az adatok funkcionalis
értelmezését igencsak megneheziti. Ezért egy masik mikroszkopids technikaval tandcsos
Otvozni, hogy a mnanoskaldju helymeghatarozasnak sejtspecifikus kontextust tudjunk

biztositani, ezaltal eldsegitsiik a kvantitativ molekularis kutatdsokat. Ennek érdekében
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fejlesztettiink ki egy 1) moddszert, melyben a sztochasztikus optikai rekonstrukcios
mikroszkopiat kombindltuk a konfokalis mikroszképidval, és ezt kiilonboz6 idegsejt-
tipusokban alkalmaztuk az egéragyban létrej6v6 molekuléris valtozasok megfigyelésére [21].
A konfokalis detekcio elénye, hogy a felhasznalhato festékek kore igen széles, és kidolgozott

modszerek allnak rendelkezésre a pixel alapt képek elemzésére is.

1.1.1 A médszer megvaldsitasa

A korrelalt STORM és konfokalis mikroszkopias modszeriinkkel a kivalasztott fehérjék
molekularis elhelyezkedésének vizsgalatara nyilik tehat lehetéség adott kdrnyezetben, tobbek
kozt elektrofizioldgiai elvezetés soran biocytinnel toltott egyedi sejtek jeldlésével (2. abra)
[21]-[24]. Egy, fixalt agyi mintdk STORM mikroszkopias vizsgalatara alkalmas modszerbol
indultunk ki [25], és gy modositottuk azt, hogy maximalizaljuk az antitest kotés specificitasat
¢s szenzitivitasat. Képesek voltunk elérni, hogy ugyanazon latotérrél eldszor konfokalis képet
alkossunk (hogy vizualizaljuk az egyedi jeldlést), majd STORM mikroszkopiaval nanoskalaju
molekularis eloszlas adatokat vegyiink fel egy kereskedelmileg elérhetd mikroszkop
segitségével. Ezaltal egér agyszeletben 5 um-es mélységében 6 nm-es lokalizacids
pontossdgot tudtunk elérni a laterdlis, és 41 nm-t az axialis dimenzidoban . Azt is
bebizonyitottuk, hogy a STORM lokalizacios pontok szama jol jellemzi a fehérjék egymashoz

viszonyitott mennyiségét.
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2. dbra Az egyedileg jelolt sejtek és a molekuldris informdcio egyiittes vizsgdalatara alkalmas modszer technikai
megvalositasa (abra: Dr. Barna Ldszlo)

a) Egéragy eltavolitasa a koponyabdl fixdlas nélkiil.

b-c) Vibratom segitségével 300 pm-es agymetszetek készitése, a vizsgalni kivant régio kivalasztasa.

d) Egyedi sejtek biocytinnel valo téltése elektrofiziologiai elvezetés kozben, DIC (Differential Interference
Contrast) optika segitségével.

e) Az egyedi jelolés elchivisa Alexa488-kapcsolt sztreptavidinnel.

f) Konfokalis képalkotas a jelolt sejtekrdl, azok rekonstrukcioja, a sejttipus megdllapitdsa.

g) A minta ujrametszése 10-20 um vastag szeletekre vibratom segitségével.

h) Immunfestés kivitelezése a célfehérjék fluoreszcens jeldlése érdekében.

i) A minta fedélemezre valo kirakdsa és szaritdsa.

J) A minta lefedése kozvetleniil a képalkotas elétt specidlis STORM képalkoto kdzeggel.

k) Korrelalt konfokalis és STORM képalkotas.

Elkészitettiik a képparok korrelalt analizisé¢hez sziikséges els6 szoftvert is (3. dbra), amit
VividSTORM-nak neveztiink el. Ez egy grafikus felhasznaloi feliilettel rendelkezd, 6nalloan
telepithetd program, mellyel megnyithatunk, vizualizalhatunk és analizalhatunk egymdashoz
tartoz6 konvencionalis pixel alapti mikroszkopos képeket és a fluorofor molekulak
koordinatainak listait. Kivalaszthatoak az egyes jeldlt sejthez vagy sejtszervecskéhez tartozo
lokalizacioés pontok, ezeken tovabbi kvantitativ mérések végezhetoek, példaul a szamuk, a
stiriiségiik, a tavolsageloszlasuk, a 3D feliileten vett stirliségiik, klaszterez6dési tulajdonsagaik
¢s internalizacidjuk vizsgalhatdé [26]. A szoftver szabadon hasznalhato Python

programnyelvben irodott konyvtarak felhasznalasaval késziilt, és nyilt forraskodt kodként

elérhetévé tettiikk, igy masok szamara is lehet6ség nyilik arra, hogy hozzaadjanak 1j
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vizualizacios vagy analizis eszkozoket. Eddig tobb, mint hatszdzan toltotték le a projekt

oldalarol (https://sourceforge.net/projects/vividstorm/ , 2020.02.23.)

A korrelaciés moddszer altaldnosithatd: igy az egyedi sejt jeldlésen tul genetikailag
kédolt fluoreszcens probak, virdlis vektorok injektdlasa vagy in utero elektroporaci6 [27] is
alkalmazhato a sejttipus- vagy régio-specifikus jelolésre, és a konfokalis mikroszkopia mellett
strukturdlt megvilagitason alapulé mikroszkopia (SIM) [18] vagy stimuldlt emisszios
depléciés (STED) [19] mikroszkopia is hasznalhatd. Az immunfestésen til a molekularis
jelolés elérhetd genetikailag kodolt fluoreszcens cimkével, SNAP-taggel vagy intrabody-val
is, a detekcio pedig a hagyomanyos STORM mellett mas egyedi molekula lokalizacios
modszer is lehet, példaul fotoaktivalt lokalizaciés mikroszkopia (PALM) [11], fluoreszcens
PALM (fPALM) [12] vagy direkt STORM (dSTORM) is [28].

A STORM modszer alkalmas tobbcsatornas képalkotasra [29], [30], akar ¢16 sejtekben
jelolt fehérjék detektalasara [31], [32], membran festésre [33] és fluoreszcens fehérjék
lattatasara is [34], ezen kiviil a STORM ¢és a PALM is alkalmazhat6 sejtkultiraban [35]-[37].
A STORM kombinalhato EM-val [38] is, igy mind a korrelalt modszer, mind pedig a szoftver
alkalmazasi teriilete kiterjeszthetd, ezért hasznosnak mutatkozhat a jovében tobb kutatocsoport

szamara is.
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3. abra A VividSTORM program lehetdségeinek osszefoglalasa (abra: Barna és mtsai.[26], mddositva)

a) A program elinditasaval harom ablak nyilik meg. A molekula listakat a ,, STORM images”, a pixel alapu képeket
a ,,Confocal images” ablakba tudjuk betélteni. A ,,Plot” ablak jeleniti meg a kivdlasztott csatorndk egymadsra
vetitett képeit. A felhaszndlo mozgatni, kézeliteni és tavolitani tudja a megjelenitett képet, ki tudja vdlasztani a
kivant csatorndkat, és szint is tud hozzdjuk vdlasztani.

b) A molekula lista szinte barmilyen tabulatorral elvalasztott fajlbol készitheté a STORM képek ,,Config” ablaka
segitségevel.

¢) A konfokalis képek ,,Config” ablaka segitségével megvalaszthato a pixelek kozotti interpolacio modja és a
konfokalis kép kalibracidja is.

d) A STORM lokalizacios pontok kiilonbozé feltételek (z-pozicio, érzékelt fotonok szama, helyi siiriiség) szerint valo
szirésére van lehetéség a , Filtering” ablakban. Csak azok a lokalizacios pontok jelennek meg késébb az
analizisben, melyek minden sziirési feltételnek megfeleltek.

e) A STORM és konfokdlis csatorndk megjelenésének intenzitdsa valtoztathato a ,, LUT” ablakban.

f) Lehetség van arra, hogy az aktiv kontur alapu szelekcios eszkéz [39] automatikusan kériilhatdroljon jelolt
részleteket a konfokdlis képen, igy azok a lokalizdacios pontok szerepeljenek csak a tovabbi analizisben, melyen erre
a teriiletre esnek.

1.2 A szuperrezoluciés mikroszképia felhasznalasi lehetdségei,
esettanulmanyok
A disszertaciom tovabbi részében szeretnék bemutatni két olyan tudomanyos kutatasi
projektet, melyben sikeresen alkalmaztuk az altalunk kidolgozott korrelalt konfokalis és
szuper-rezolucidos mikroszkop modszert. Az érthetdség jegyében nem csupan az ezzel a
modszerrel tortént méréseket, hanem mas logikai lépéseket is szeretnék részletesen leirni,
hiszen ezek szolgaljak a mélyebb megértést, de hangsilyozom, hogy a szuperrezolucios

modszer alkalmazéasa milyen értékes plusz felfedezésekhez juttatott minket.
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1.2.1 A CBj-pozitiv interneuronok kalciumkoto fehérjéinek vizsgalata

A gatlo idegsejtek sokfélesége mar hosszu évtizedek Ota foglalkoztatja a kutatokat.
Fejlodésbioldgiai eredetiik, elektrofizioldgiai tulajdonsdgaik, bemend és kimend kapcsolataik,
morfologidjuk és eltér6 mRNS, valamint fehérje mintazatuk alapjdn legaldbb 21 féle
interneuron (IN) tipust azonositottak csak a hippokampuszban (4. &bra) [4], [40]-[43], mely
réteges szerkezete és viszonylag egyszerli haldzati viszonyai miatt az egyik legintenzivebben
kutatott agyteriilet. Az egyedi sejt mRNS szekvenalas segitségével nemrégiben lehetdség nyilt
majdnem 50 hippokampalis IN osztaly leirdsara [44]. Habar a hippokampalis sejtpopulacionak
csupan 7-10%-at jelentik az interneuronok [40], olyan sejtkompartment-specifikus és agyi
allapotfiiggd ritmikus serkenthetdség valtozasokat generalnak, melyek a halozati mikodés
hatékony befolyasolasat teszik Ilehetévé [42]. Az interneuronok ezen funkcidihoz
elengedhetetlen, hogy precizen szabalyozzak a sejten beliili kalcium jelatvivo koncentraciojat,
mely féleg a kalcium csatorndkon, a mitokondrium, az endoplazmatikus retikulum és
kiilonb6z6 kalciumkotd fehérjék (calcium binding protein, CaBP-k) koézremiikodésével
valosul meg [45]-[48]. Vannak olyan kalciumkotd fehérjék, melyek annyira fontos szerepet
jatszanak a sejtek molekuldris hovatartozdsanak ¢és szerepének meghatarozasaban, hogy
kiilonb6z6 neurontipusok markereivé valtak (példaul a parvalbumin, a calbindin, a calretinin

€s a secretagogin) [49]-[51].
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4. abra A hippokampusz CAl régiojanak gdtlo interneuron tipusai (dbra: Klausberger és Somogyi,
modositva [4])
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A CB; kannabinoid receptort és kolecisztokinint (CCK) egyarant tartalmaz6 interneuron
csoport a hippokampusz gatlosejtjeinek 13,9%-at teszi ki [40], és fontos szerepet jatszik a
halozati ritmus finomhangolaséban. Erdekes modon viszont mindeziddig nem irtak le ezekben
a sejtekben specifikus kalciumko6td fehérjét, amely megmagyaraznd a tobbi tipustdl eltérd
elektrofizioldgiai tulajdonsdgaikat, és altalanos markerként szolgéalhatna a sejttipus szamara.
Ugyanis mind a CB;, mind a CCK kifejezddése alacsony a sejtek szomdjadban, mely
megneheziti az azonositasukat; valamint mindkettdé megtalalhatd kis mennyiségben az
agyteriiletek principalis sejtjeiben is, igy akadalyozza olyan génmoddositott allattdrzsek
létrehozasat, melyekben specifikusan jelolt a CB;/CCK interneuron csoport. Ezen sejttipus
molekularis tulajdonsagainak mélyebb megértésére viszont nagy sziikség volna, hiszen olyan
fiziologias és patofizioldgias mechanizmusokban érintettek, mint példaul az epilepszias
kérképek [7]. Ezért az volt a célunk, hogy azonositsuk a CCK/CB; interneuron populaci6 altal
kifejezett kalciumkotd fehérjéket.

Egy egyedi sejt mRNS-szekvenalasi adatbazisbol indultunk ki, melynek vizsgalata
soran azt talaltuk, hogy az N-terminalis EF-kéz kalciumkotd fehérje 1-es és 2-es forméja
(NECABI ¢és NECAB2) megtalalhat6 a hippokampalis és kortikalis CBi/CCK+ interneuron
csoportban. Majd ezt az in silico predikciot erésitettiik meg kisérletes eszkozokkel mRNS és
fehérje szinten populacios és egyedi sejtes, sejtkompartment-specifikus mérésekkel, ezek
részletezésére az Eredmények fejezetben térek majd ki.

A NECAB fehérjék az EF-kéz kalciumkotd fehérje csaladba tartoznak, és mind az egér
mind az emberi fehérje egy darab EF-kéz kalciumkotdé motivumot tartalmaz az
N-termindlisan. A szekvencia kozépsd részén egy NECAB homoldgia domént talalunk, a
C-termindlisan pedig egy valosziniisithetden antibiotikum bioszintézisért felelds
monooxigendz domént [52], [53]. A NECABI fehérjét a preszinaptikus kalciumérzékeldként
mikodé synaptotagmin-1 kolcsonhatd parjaként fedezték fel, de kés6bb megmutattak, hogy
fiziologias koriilmények kozott ez valdsziniileg nem egy valds kolcsonhatas [52], mig a
Necab?2 gént az eml6s retinalis primordium fejlodésében szerepet jatszo PAX6 célpontjaként
mutattak meg [54]. Maga a NECAB?2 fehérje kdlcsonhat az adenozin A, receptorral [55] és a
metabotrop glutamat receptor 5-0s tipusaval [56]. Korabbi adatok alapjan tudhato, hogy a
fehérjéknek egyedi expresszios mintazata van, és a NECAB1 és a NECAB2 nem feltétleniil
ugyanazokban a sejtekben fejez6édnek ki, mind az egér hippokampuszban, mind a
gerincveldben [57]-[59]. Leirtak 6ket CCK+ szeptalis idegsejtekben is [60].

Célunk wvolt tehat ezen fehérjék kifejezOdésének vizsgalata CB;+ eldagyi
interneuronokban, ¢és a molekularis eloszlasuk vizsgdlataval szerettiink volna kozelebb jutni

azok funkcidjanak megértéséhez.
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1.2.2 A prenatalis THC kezelés hatiasanak vizsgalata

A szinaptikus endokannabinoid jelpdlya az egyik legfontosabb retrograd jelatviteli
utvonal, mely szabdlyozza a szinapszisok aktivitdsat az agy kiilonb6zd teriiletein, és koros
preszinaptikus talmiikodés esetén megvédi a posztszinaptikus idegsejtet a tulzott serkentéstol
(5. abra) [61]. Olyan patoldgias valtozasokban is szerepet jatszik, mint a stressz-indukdlta
analgézia [62], az epilepszia [7], illetve mas pszichidtriai és neuroldgiai korképek (Parkinson-
kér, Huntington-kor, kronikus neuropatias fajdalom, sclerosis multiplex) [63]. Szamos terapias
lehetdség latszik a betegségek kezelésére az endokannabinoid rendszerbe valod beavatkozas
altal, és egyes orszdgokban mar meg is kezdddott a CB; receptorra hatd szerek (pl. THC,
CBD: kannabidiol) kontrollalt formaban torténdé gyogyaszati célu alkalmazasa is, emellett
pedig novekszik az ezeket tartalmazo kannabisz ndvény rekreacidos célu felhasznalasa és
legalizacioja is. Fontos tehat a rendszer kiterjedt vizsgalata, hiszen a kannabisz legfobb
pszichoaktiv hatéanyaga, a THC hosszu tavon toleranciat és bizonyos kognitiv funkcidok

hanyatlasat okozhatja [64].
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nanocolumna

Retrograd Endokannabinoid Jelpalya

5. dbra Az endokannabinoid jelpdlya miikodése (abra: Barti Benjamin)

A preszinaptikus sejt ingeriiletbe jotte utan azon akcios potencial érkezik, mely hatasara megnyilnak a
fesziiltségfiiggo kalciumcsatorndk. A bearamlo kalcium elbsegiti a neurotranszmitterrel telt szinaptikus vezikulak
uriilését a szinaptikus résbe, melyek a posztszinaptikus oldalon a posztszinaptikus denzitasban (PSD) talalhato
ionotrdp receptoraikhoz kapcsolodnak (pl. glutamat az AMPA receptorokhoz). Ha tul sok ingeriilet érkezik a
preszinaptikus sejtre, akkor tobb vezikula iiriilése figyelheté meg, és a neurotranszmitter kidiffundal a szinaptikus
résbdl, és a periszinaptikusan megtalalhaté metabotrop receptordhoz kotodik (példaul glutamat esetén az mGIuRS-
hoz). Itt egy dsszetett jelatviteli utvonal indul be, a foszfolipaz-C-f (PLC-p) foszfatidilinozitol-biszfoszfatot (PIP2)
hasit inozitol-triszfoszfatta (IP3) és diacilglicerolla (DAG), mely késébb a diacilglicerol-lipaz-a (DGL-) enzim
segitseégével 2-arachidonoilglicerolla (2-AG) alakul, amely egy fontos endokannabinoid molekula. Ez a
posztszinaptikus sejtbdl atkeriil a preszinaptikus sejthez egyelére nem maradéktalanul tisztazott modon, ahol
kotddik a kannabinoid receptor 1-es tipusihoz (CBi), és azt aktivalva Gi fehérje kozbeiktatasaval bezarodnak a
fesziiltségfiiggo kalciumcesatorndk, igy csokken a szinaptikus jelatvitel intenzitisa. A jelatviteli rendszert a
posztszinaptikus oldalon elhelyezkedé monoacil-glicerol-lipaz (MGL) enzim terminalja, mely arachidonsavra és
glicerinre bontja a 2-AG-t.

Egy korabbi kutatasban csoportunk korrelalt konfokalis és szuper-rezolucios
mikroszkopidval vizsgélta a THC hatasat felnott ragesald agyban, és arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy adagolasa dézisfiiggd mdodon csokkenti a CB; receptorok szamat a hippokampalis
gatld interneuronok axonterminalisaiban a receptor internalizacidjan keresztiil, és ez a hatas

akar tobb hétig is fennmarad (6. abra) [21].
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Vehikulum A%-THC (10 mg/kg)
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6. abra A kronikus THC-kezelés dozisfiiggé modon hosszu tava CBi receptorszam-csékkenést okoz a
hippokampalis gatlo axontermindlisok membranjaban (abra: Dudok, Barna és mtsai. [21], modositva)

a, d) Periszomatikus interneuronok axontermindlisainak dekonvolvalt konfokalis képe vehikulummal vagy 6,5 napig
napi két intraperitoneadlis THC injekcioval kezelt allatbol.

b, e) A STORM képalkotdssal fény deriilt a CB1 receptorok szamanak THC-okozta csokkenésére.

¢, f) A CBi receptorok 3 dimenzios megjelenitése azt mutatta, hogy a THC-kezelt allatokban t6bb lokalizacios pont
taldalhato az axontermindlisok belsejében.

g) Kronikus 10 mg/kg THC bevitelt kovetéen a CBi lokalizacios pontok (NLP= number of localization points)
74%-kal csokkentek (n=185 és 117 axonterminalis N=3 és 2 allatbol, Mann—Whitney U-teszt). 11,5 nap THC
nélkiili periodus utan a CB| receptorok 53%-a visszatért, de az NLP-kiilonbség még szignifikans volt (n=283 és 113
axonterminalis N=3 és 3 allatbol, Mann—Whitney U-teszt). Hat hét utan viszont mar nem talaltunk kiilonbséget a
CBi receptorok szamaban (n=113 és 92 axontermindlis, N=2 és 3 dllatbol, Mann—Whitney U-teszt). Kisebb
meértékii, 1 mg/kg-os THC dozissal végzett kezelés hatdsdara kisebb NLP-csékkenés volt megfigyelhetd (n=129 és
153 axontermindlis, N=2 és 3 dllatbol, Mann—Whitney U-teszt).

h) A megmarado CB; lokalizdcios pontok az axontermindlis kizepe felé mozdultak el magas dozisu THC-kezelés
hatasara (parositatlan t-proba), am 11,5 nap, illetve 6 hét THC nélkiili periodus utan vagy alacsony dozisu THC-
kezelést kovetéen nem talaltunk ilyen valtozast.

Az adatok medianja bordé vonallal, a 25-75%-os tartomany sziirke téglalappal van jelélve az abrakon.

Szerettiink volna a kutatasainkban tovabblépni, és nem csak felnétt, hanem fejlédé agyon is
tanulmanyozni a THC kezelés hatasat.

A kannabiszt hasznald varandos anyék aranya egyre novekszik, akar 3-16% prevalencia
aranyt is elérhet a nyugati tarsadalmakban [65]-[68]. Annak kovetkeztében, hogy a szer egyre

szélesebb korben ismert, és altaldnosan biztonsdgosnak gondoljak az emberek, gyakran

20



10.15774/PPKE.ITK.2021.001

ajanljak varandos néknek a ,reggeli rosszulléteik™ csillapitasara [69]. Habar az Amerikai
Egyesiilt Allamok tobb tagéllamaban elismert az orvosi kannabisz hanyinger és hanyas
kezelésére, terhesség alatti hasznalatara nincs figyelmeztetés vagy kiilon jogi kitétel [70], és
maguk az orvosok, valamint az egyéb egészségligyi személyzet is ritkan tér ki a varandossag
alatti kannabiszhasznalat kockazataira a varandésgondozas soran [71], [72].

A kannabisz {8 pszichoaktiv hatdanyaga, a A’-tetrahidrokannabinol hat az
endokannabinoid rendszerre, mely a fejlodo agyban nagy szerepet jatszik a progenitor sejtek
szinapszisok keletkezésében ¢és eltavolitasaban [67], [72]-[74]. Igy nem meglepd, hogy tobb,
egymastdl fliggetlen hosszl tava klinikai vizsgalat is megmutatta, hogy a perinatalis kannabisz
hasznalat (PCE: perinatal cannabis exposure) viselkedési és kognitiv karosodasok széles
skalajat okozhatja, mint a hiperaktivitds, a megndvekedett impulzivitds, a hosszan tartd
figyelem hianya, a kabitoszerekre valé megnovekedett fogékonysag [75]-[77] és a fokozott
hajlam a pszichozisra [78]. Ezekben a neuropszichiatriai rendellenességekben a hatasok nagy
része a dopaminerg jelpalya hibas miikodésére vezethetd vissza [79], [80]. Mig a felndtt és
serdiilékori akut vagy kronikus kannabiszfogyasztas kovetkezménye tobb korabbi
vizsgalatnak is targya volt [81]-[83], a prenatilis kannabiszfogyasztas hatdsa a ventralis
tegmentalis teriilet (VTA) dopamint tartalmazé idegsejtjeire — melyek kulcsszereploi a
motivacionak, a jutalmazorendszernek és a megismerésnek [84] — még nem tisztazott.

A pszichiatriai betegségeket olyan modellel szoktdk magyarazni, mely feltételez egy
,»elsO hatdst”, igy, mint rendellenes genetikai hatteret vagy egy negativ kornyezeti behatast,
mely olyan irdnyba tereli az agy fejlodését, hogy fogékonnya valjon egy késobbi ,,masodik
behatasra”, amely eldidézi a pszichiatriai tlineteket. Ezek az els6é hatasok vezethetnek
endofenotipusok kialakuldsdhoz, mint példaul viselkedési problémakhoz [85], [86], és ezek
karakterizalasa segithet abban, hogy az agyi haldzatok fejlodésének megvaltozott utjait
nyomon kovethessiik, kiilonds tekintettel azokra, melyek novelik a fogékonysagot késébbi
inzultusokra [86], [87]. Ezek ismeretében lehetdség nyilna a neuropszichiatria betegségek egy
részének megeldzésére is. A kozelmultban tobb tanulmanyban megmutattak, hogy a PCE
,els0 hatasként” jatszhat szerepet az endokannabinoid rendszer fejlodéstani funkcidinak
megvaltoztatasaban [67], [73], [87], igy kiilondsen aktualisnak igérkezik a téma.

A hosszi tavh vizsgalatok azt mutattadk, hogy a PCE-nek olyan, mar korai
csecsembkorban kimutathatd viselkedési hatdsai vannak, melyek emelkedett impulzivitast
mutatnak, magasabb kockazatvallalast, a pszichoézisra valdé fokozott hajlamot és késGbbi
¢letkorban a kabitoszerekre vald fokozott fogékonysagot [75], [76], [78]. Ezen tul sejtheto,
hogy a prenatalis THC altal okozott endofenotipussal €16 gyermekek aranya valoszintileg még
magasabb lehet a tarsadalomban, mint azt a felmérések igazoljak [88], [89], de az emberi

populacidban el6fordulo kontrollalhatatlan genetikai, kdrnyezeti €s szociodkonomiai faktorok
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jocskan megnehezitik az ok-okozati Osszefliggés kimutatdsat. Ez a tény kiemeli az
allatkisérletes modellek eldnyeit, melyek specifikus genetikai és kornyezeti tényezdket
biztositanak.

A kutatds sordn azt a hipotézist teszteltiik, hogy a PCE molekularis és szinaptikus
valtozasokat okoz-e a ventralis tegmentalis teriileten, mely zavart eredményez-e a dopaminerg
sejtaktivitasban, és ez tovabbi viselkedési valtozdsokhoz vezet-e. A kutatas soran kiemelt
figyelmet forditottunk a nanoskalaju adatok gytjtésére, és szinapszis-specifikusan vizsgaltuk a
CBi-receptorok, illetve egy szinaptikus allvanyfehérje (synaptic scaffolding protein), a
bassoon molekularis mennyiségét €s eloszlasat, ezaltal kihasznaltuk a korrelalt konfokalis és

szuperrezolicios mikroszkopia altal nyujtott lehetdségeket.
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2  Anyagok ¢és modszerek

2.1 A CBi-pozitiv interneuronok kalciumkoté fehérjéinek vizsgalata

2.1.1 Szamitégépes egysejt mRNS adatbazis elemzés

Egy szabadon hozzaférhetd egysejt mRNS adatbazist [2] hasznaltunk, hogy
elhelyezkedd CBi-pozitiv gatlé neuronok kalciumkotd fehérjéit. Els6 1€pésben kivalogattuk az
interneuronokat az adatkészletbdl a szerzdk éltal megadott annotacios cimkeék alapjan, majd az
egyes mRNS tipusok darabszamait normalizaltuk az adott sejtben megtalalt 6sszes mRNS
szdmra, hogy ezaltal elkeriiljik az egyes elemek kozotti kiillonb6zé mindségli mRNS-
detekciobol adodo kiilonbségeket. Azokat a sejteket tekintettiik CBi-pozitivnak, melyekben a
Cnrl mRNS tartalom (a Cnrl a CB; fehérjét kodolo génrdl atirddd mRNS neve) meghaladta
az agyteriiletenkénti maximalis Cnrl-tartalmu sejt 10%-at, hogy ezaltal elkeriiljiikk a hamis
pozitiv elemeket, melyek Ohatatlanul is eléfordulnak egy ilyen mRNS szekvenalasi
adatbazisban a modszer jellegébdl addoddan. Ezutan megvizsgaltuk ezekben a kivalasztott
sejtekben a kalciumkotd fehérjék mRNS-einek kifejez6dését. Ebben a 1épésben minden olyan
gént figyelembe vettiink, amely a Gene Ontology (GO) [90]-[92] adatbazis alapjan
kalciumkotéssel Osszefiiggésbe hozhatd (az adatbazis 2017.02.23-i allapota szerint).

Az elemzésben részt vett: Csaponé Miczan Vivien.

2.1.2  Szovetelokészités

Az allatkisérleteket a Magyar Allatorvosi Kamara Etikai Bizottsiga engedélyezte
(engedélyszam: MAB 2018/1), és az Allatkisérletek végzésérdl szold 243/1998. (XII. 31.)
kormanyrendeletnek megfelelden zajlottak. A lehetd legkevesebb szamu allatot aldoztuk fel,

¢s torekedtlink fajdalmaik minimalizalasara.

2.1.2.1 Transzkardialis perfiizio

Felnétt (50-60 napos) him C57BL/6 egereket (N=3) fixaltunk transzkardidlis perfuzios
modszerrel. Rovid izofluranos (Aesica Queenborough Ltd, B506) boditas utan 0,4-0,8 mL
1,25%-0s Avertint (2,2,2-tribrom-etanol, Sigma, T48402; 2-metil-2-butanol, Sigma, 152463
vizes oldata) fecskendeztlink be intraperitonealisan a mély altatas elérése érdekében, majd
el6szor 2 percig 0,9%-o0s sooldattal (NaCl, Molar Chemicals, 07220-101-190), majd 20 percig
foszfat pufferben (PB, pH=7,4; Na,HPO,, Sigma, 71500 és NaH,PO., Sigma, 71500 vizes
oldata) oldott 4%-os paraformaldehid (PFA, TAAB, P001) oldattal, megkdzelitleg
5 mL/perces pumpasebességgel mostuk at az ereiket. Ezutan Ovatosan eltavolitottuk az

agyakat a koponyabol, és 2 oran keresztiil 4%-os PFA oldatban utéfixaltuk, majd PB oldatban
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50 pm vastag korondlis szeleteket vagtunk beldliik egy Leica VT-1000S vibratom segitségével
a fluoreszcens immunfestések kivitelezéséhez.

A kisérletben részt vett: Csaponé Miczan Vivien, Kelemen Krisztina és Glavinics Judit.

2.1.2.2  Egyedi sejt toltés és immerzios fixalas

Az egyedi sejtes kisérletekhez felnott (28-35 napos) him egereket (N=24) dekapitaltunk
izofluranos altatas alatt, majd az agyakat gyorsan eltavolitottuk a koponyabol, és jéghideg,
szachar6zos mesterséges agy-gerincveldi folyadékban (szacharoz-ACSF: 75 mM NaCl,
75 mM szacharéz (Sigma, S7903), 2,5 mM KCI (Sigma, P3911), 25 mM gliikéz (Sigma,
G8270), 1,25 mM NaH,POs4, 4 mM MgCl, (Sigma, M2670), 0,5 mM CacCl, (Sigma, 223506),
24 mM NaHCOs; (Sigma, S5761)) 300 um-es szeleteket vagtunk egy Leica VT-1000S
vibratom segitségével. Ezutan a szeleteket 1 6raig 34 °C-on szachar6z tartalmu ACSF-ben
eléinkubaltuk, miel6tt egy hagyomanyos ACSF oldatot (2,5 mM KCI, 10 mM gliikoz,
126 mM NaCl, 1,25 mM NaH,;PO4, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 26 mM NaHCO3) tartalmazé
mér6kamraba helyeztik volna azokat, ekdzben 95%-0s 0O, ¢és 5% CO, elegyét
buborékoltattunk at az oldaton a sejtek oxigénellatdsanak biztositasara. Az elektrofiziologiai
mérések 33 °C-on torténtek, a szeleteket infravoros differencial interferencia kontraszt
optikdval (DIC) felszerelt Nikon Eclipse FN1 mikroszkoppal figyeltiik meg. Boroszilikat
iivegkapillaris segitségével (3-4 Q) teljes sejt patch-clamp elvezetés tortént a hippokampusz
intracellularis oldattal: 126 mM K-gliikonat (Sigma, G4500), 4 mM KCIl, 10 mM HEPES
(Sigma, H4034), 4 mM MgATP (Sigma, A9187), 0,3 mM Na,GTP (Sigma, 51120), 10 mM
PO-kreatinin (Sigma, P7936) és 0,2% biocytin (Sigma, B4261); pH 7,2; 270-290 mOsm.
Minden kivalasztott sejt akkomodald, regularis tiizelési mintazattal és multipolaris
morfologiaval rendelkezett, ami CB;+ interneuron fenotipusra enged kovetkeztetni [93]. Az
elvezetéshez MultiClamp 700B (Molecular Devices) erdsitOket hasznaltunk, a jelet 3 kHz-es
Bessel-szlir6vel szirtiik, és 10 kHz-en digitalizaltuk egy Digidata analog-digitalis atalakito
(Molecular Devices) segitségével. Az analizishez Clampfit 10 (Molecular Devices) programot
hasznaltunk. Koriilbeliil 30 perces elvezetés utan a szeleteket 4%-os PFA oldatban fixaltuk 24
oran keresztiil 4 °C-on.

A kisérletben részt vett: Barti Benjamin, Kenesei Kata és Kisfali Maté.

2.1.3 A biocytinnel toltott sejtek morfologiai elemzése

A Dbiocytinnel toltott sejteket tartalmazod szeleteket tobbszor alaposan atmostuk PB
oldattal, majd 30 percig 0,5%-o0s Triton X-100 (Sigma, T98787) PB-oldatban inkubaltuk ket
a sejtmembranok atjarhatosdganak ndvelése érdekében, ezutdn a biocytin toltést Alexa-488

fluoroférral kapcsolt sztreptavidinnel (50 uL/mL, Jackson, 016-540-08) hivtuk el. Tobb
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mosasi 1épés utan a szeleteket liveg targylemezre tettiik ki, majd Vectashield (Vector
Laboratories, H-1000-10) mikroszkdpos oldat hasznalataval fed6lemezzel fedtiik le, ezutan azt
koromlakkal rogzitettilk. Ezt kovetéen konfokalis képeket alkottunk roluk, hogy
meghatarozhassuk a morfoldgiai sejttipusukat.

Konfokalis z-tdomboket vettiink fel (2048 x 2048 x 150 voxel, voxel méret:
0,3x0,3x1pum) egy NIKON-C2 mikroszkép segitségével 488 nm hulldmhosszl
megyvilagitassal, majd maximalis intenzitas projekciot (MIP) készitettiink, hogy megjelenitsiik
az axonfelho eloszlasat. A bouton eloszlas index (BDI) szamértéket a korabbiakhoz hasonloan
[21] (2. egyenlet) szamoltuk ki: a BDI>1 értékkel rendelkezd sejteket periszomatikus
sejteknek, a BDI<0,5 sejteket dendritikus sejteknek kategorizaltuk. Ezen csoportok kézott az a
morfologiai kiilonbség, hogy mig az elobbi tipus axonfelhdje inkabb a CAl régid
piramisrétegében helyezkedik el, és a piramissejtek sejttesteinek beidegezésében jatszik
szerepet, addig az utobbi a radiatum és oriens rétegben talalhatdo dendriteken ad szinaptikus
kapcsolatokat. A 0,5<BDI<I sejteket az egyértelmiiség kedvéért kizartuk az analizisbol.

A sejttipus meghatarozasa utdan a 300 um vastag szeleteket tObbszori PB mosas
kdvetden 2%-os agardzba (Sigma, A9539) agyaztuk, és 10, 20 um (a STORM kisérletekhez)
vagy 50 um (a kizarélag konfokalis mikroszkopos kisérletekhez) vastagsagura metszettiik Gjra
kozben.

A kisérletben részt vett: Csaponé Miczan Vivien, Kelemen Krisztina és Glavinics Judit.

05
IMI(Q3 - Q1)

2. egyenlet A bouton eloszldsi index magyarazata.

A sejtek egyes axontermindlisainak relativ tavolsagat szamoljuk ki a piramisréteg kozepéhez képest, ahol a réteg
kozepének mérészama 0, széleinek pedig 1. M ezen értékeknek a modusza, Q3 - QI pedig az eloszlas interkvartilis
terjedelme.

BDI

2.1.4 Fluoreszcens in situ hibridizacio

Az mRNS-ek kimutatdsara az RNAscope tobbcsatornas in sifu  hibridizacios
technologiat alkalmaztuk, mely egyediilalldo jelerdsitést tesz lehetdvé a hattérjelek
csendesitésével kiegészitve, igy akar egy-egy mRNS molekulat is tudunk azonositani a szoveti
kornyezet megdrzése mellett.

Felnott (60-70 napos) C57BL/6 egereket dekapitaltunk, ezutdn a koponyabol eltavolitott
agyakat rovid idén belill jégen elmetszettiik, majd szarazjég felett izopentanban (Sigma,
277258) fagyasztottuk le 20 masodpercig. OCT (Optimal Cutting Temperature, Tissue-Tek,
4583) gélben kriosztatba (Thermo Scientific, Microm GmbH, HMS550) helyeztiik, ahol

16 um-es koronalis metszeteket készitettiink -20 °C-on. A szeleteket Superfrost Ultra Plus
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targylemezekre (ThermoFisher, J4A88AMNZ) fixaltuk 10%-os pufferelt formalin oldattal, majd
vizmentesitési 1épések sorozatat hajtottuk végre rajtuk 50%-os, 70%-o0s és 100%-os etanol
(Molar Chemicals, 02910-101-340) segitségével. A szeletek egymastol vald elvélasztasat a
kisebb reakciotérfogat érdekében viztaszitd tollal (ImmEdger Hydrophobic Barrier, Vector
Laboratories) biztositottuk. Ezutan a szeleteket az RNAscope elokészitd oldattal kezeltiik,
hogy atjarhatova tegyiik a sejtmembranokat, €s elérhetové tegyiik a cél mRNS-eket, majd 2
oras 40 °C-os kezelés kovetkezett 150 mL térfogatu specifikus RNAscope probaval
(1. tablazat) egy HybEZ hibridizacios inkubatorban (ACDBio0). Az egyes 1épések kozott 1x-es
moso pufferes mosasok torténtek. 150 mL detekcios reagenst hasznaltunk (AMP1, AMP2,
AMP3, AMP4), hogy felerdsitsiik a jelet, majd 30 perces 1:1000 koncentracioju DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol dihidroklorid, Calbiochem, 508741) TBS oldataval (Tris-buffered
saline, pH=7,4; Trizma hidroklorid, Sigma, T3253, Trizma bazis, Sigma, T1503 és NaCl)
kezeltiik a szeleteket, hogy megjeldljik a sejtmagokat. A mintdkat Hardset Vectashield
(Vector Laboratories, H-1400-10) mikroszkdpias oldattal fedtiik le, és kdromlakkal rogzitettiik

a fed6lemezt.

1. tablazat. A dolgozatban haszndlt RNAscope probak

Cél mRNS | Katalogusszam | Fluoreszcens erdsités

Necabl 428541 Alexa 488
Necab? 467381-C3 Atto 647
Cnrl 420721-C2 Atto 550

Egyes esetekben az RNAscope fluoreszcens in situ hibridizaciot fluoreszcens
immunfestéssel tarsitottuk, hogy ellendrizhessiik az antitestek festédési mintazatait. igy az
RNAscope 1épéseinek befejezése utdn a szeleteket 4% PFA oldatban fixaltuk 10 percig, majd
Triton X-100 0,1%-os TBS-oldatdban tovabb noveltiik a membranok atjarhatdosagat az
antitestek szamara, majd a nem specifikus kotohelyeket 5%-0s normal szamar szérum (NDS,
Sigma, D9663) TBS oldataval kotottiik le. Ezutan a szeleteket az elsGdleges antitestek
(2. tdblazat) és DAPI TBS-oldataban aztattuk egy éjszakan keresztiil 4 °C-on, majd a
kovetkez0 nap TBS mosasok utdn 1 o6ras inkubacio kovetkezett a fluoreszcens masodlagos
antitestek TBS oldatéban (2. tablazat). Ujabb mosasi 1épések utin Hardset Vectashield oldattal
fedtiik le a szeleteket, és a fed6lemezt koromlakkal rogzitettiik.

A kisérletben részt vett: Kelemen Krisztina, Laszl6 Zsofia és Csaponé Miczan Vivien.
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NECABI1 RNAscope +
immunfestés

NECAB2 RNAscope +
immunfestés

Specifikus RNAscope
probak

Elsodleges antitestek

Az RNAscope csatorna
fluoreszcens
amplifikacidja

Szekunder antitest

Necabl - 428541

Nyl anti-NECABI1
1:500, Atlas Antibodies,
HPA023629

Alexa 488

Szamér anti-nyul
Alexa-597, 1:400,
Jackson, 711-585-152

Necab? - 467381-C3

Nyul anti-NECAB2
1:500, Atlas Antibodies,
HPAO013998

Atto 647

Szamaér anti-nyul
Alexa-488 1:400,
Jackson, 711-545-152

2.1.5 Immunfestés

Fluoreszcens immunfestéseket hasznaltunk az egyes fehérjék agyszeleten beliili
eloszlasanak a felderitésére. A kisérletek menete hasonld volt a korabbiakhoz [26]. A szeletek
a reakciok alatt szabadon usztak 24-lyuku sejttenyészté edényekben (Greiner Bio-One
CELLSTAR edény szuszpenzids kultardhoz, 662 102), 500 pL-es reakciotérfogatban
folyamatos razatas kozben (Biosan OS-10 razogép). Az edényeket TBS-ben oldott 1%-o0s
szarvasmarha szérum albuminnal (BSA, Sigma-Aldrich, A2153) elokezeltik, hogy
megakadalyozzuk a szeletek letapadasat. PB-ben és TBS-ben valé mosasok utan a szeleteket
5%-0s NDS és 0,1%-os Triton X-100 TBS oldataban kezeltiik 45 percig, hogy lekossiik a nem
specifikus kotohelyeket, és noveljik a membranok atjarhatosagat az antitestek szamara.
Ezutan a szeleteket egy éjszakara az els6dleges antitestek (3. tablazat) TBS oldataba helyeztiik
szobahémérsékleten. A kovetkez6 nap a TBS mosasi 1épések utan a fluoreszcensen jeldlt
masodlagos antitestek (3. tablazat) TBS oldataban torténd 4 oOras inkubacioja kovetkezett.
Végiil ujabb TBS és PB mosasok utan a STORM mikroszkopiaval vizsgalando szeleteket 10
percig 4% pufferelt PFA oldatban utéfixaltuk, majd fedlemezre szaritva taroltuk, mig a
konfokalis mikroszkopidra szant szeleteket DAPI-val kevert Vectashield mikroszkdpos
oldatban (Vector Laboratories, H-1200-10) fedtiikk le, és a feddlemezeket koromlakkal
rogzitettiik.

A kisérletben részt vett: Csaponé Miczan Vivien, Kelemen Krisztina és Glavinics Judit.
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3. tablazat. A kisérletekhez haszndlt elsodleges és mdsodlagos antitestek

Antitest
Cél Faj Koncentracio Forras
tipus
Anti-CB; Tengerimalac 1:2000 [94]
ot
2
3 . , . Atlas Antibodies,
= Anti-NECABI1 Nyul 1:300 HPA023629
<
g
k) . Nyul ) Atlas Antibodies,
=§ Anti-NECAB2 1:500 HPAO13998
=
Anti-CCK Egér 1:3000 CURE, 39161
Anti-tengerimalac, . . Jackson, 706-545-
Alexa 488-konjugalt Szamdr 1:400 148
Anti-nyul Jackson, 711-585-
=< yul, 4 . 5
= Alexa 597- konjugalt Szamdr 1:400 152
Y
E Anti-egé Jack 715-545
s nti-egér, , . ackson, 715-545-
g Alexa 488- konjugalt Szamdr 1:400 150
]
E
N4 Anti-tengerimalac, . . Jackson, 706-585-
s Alexa-597-konjugalt =~ OZAmar 1:400 148
Anti-nyul, Szamér 1:400 Jackson, 711-605-

Alexa 647-konjugalt

2.1.6 Konfokalis mikroszkopia és képelemzés

2.1.6.1 Az in situ hibridizacios mintak képalkotdsa és képelemzése

152

Egy 60x-0s nagyitasi olaj-immerzios objektivvel felszerelt NIKON-AIR konfokalis

mikroszkopot hasznaltunk a fluoreszcens in situ hibridizacios mintdk fotézasahoz, igy nagy

felbontasu (80 nm/pixel) képeket készithettliink a hippokampuszrol (HC), a szomatoszenzoros
kéregrdl (SS-CTX) és a bazolateralis amygdalar6l (BLA). NIS Elements AR analizis szoftver

segitségével kézi kijeloléssel valasztottuk ki a kivant ROI-kat (region of interest=kivalasztott

régio, jelen esetben a vizsgalt sejtekre illeszthet6 teriilet) a Cnrl RNAscope és a DAPI jel

alapjan; majd a ROI-kban talalhato jelintenzitasokat normalizaltuk a hattér (sejtmentes tertiilet)

atlag konfokalis intenzitdsara képenként, igy az egyes sejtek hattérhez viszonyitott relativ

jeldasulasat kaptuk meg. Az egyes sejteket ezutan ,,er6s-CB;” és ,,gyenge-CB,” kategoriakba

soroltuk a relativ jeldusulas értékek ecloszlasa mentén megallapitott kiiszobérték alapjan.
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A jeldusulas adatok kiiszobértékei agyteriiletenként a kovetkezOknek adodtak: HC-CAL1: 2,
HC-CA3: 4,5, HC-DG: 3, SS-CTX: 3, BLA: 5. Az egyes agyteriiletek topoldgiai informacioit
is figyelembe véve arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az ..erds-CBi” sejtek nagy
valoszinliséggel a lehetséges gatlod interneuronok, mig a ,,gyenge-CB,” sejtek az agyteriiletek
principalis sejtjei koziil keriilnek ki. Példdul a hippokampuszban a principalis sejtek
viszonylag tomott sejtsorokban helyezkednek el, igy azonositasuk ez alapjan is megtorténhet.
A piramisrétegben elhelyezkedd egyéb sejtek altalaban szignifikans morfologiai eltéréseket
mutatnak a piramissejtektol. A Necabl és Necab2 jeldusulasi értékeket is kiszamoltuk a
vizsgalt sejteknél, és a Necabl, valamint a Necab? tartalom szerint kategorizalva jelenitettiik
meg a grafikonokon, hogy képet kapjunk arrol, hogy a CB+ sejtek hany szazaléka fejezi ki a
Necabl-et és a Necab2-t.

A kisérletben részt vett: Kelemen Krisztina és Csaponé Miczan Vivien.

2.1.6.2 A fluoreszcens immunfestések képalkotdsa és képelemzése

Egy 20x-0s és 60%-0s nagyitasu objektivekkel felszerelt NIKON A1R mikroszkopot
hasznaltunk, hogy nagy felbontasi z-tomboket készitsink a hippokampuszban, a
szomatoszenzoros kéregben, illetve a bazolaterdlis amygdalaban késziilt fluoreszcens
immunfestésekrdl a perfundalt allatokban. A képeken ezutin a CBi+ sejttesteket az
immunfestés alapjan manudlisan valasztottuk ki, és benniik vizsgaltuk a NECABI ¢és
NECAB2 immunjelet.

A biocytinnel toltott egyedi sejteken kiilon szeleteken vizsgaltuk a CB, tartalmat az
axontermindlisokban, majd a NECAB1 és NECAB2 fehérjé¢k elhelyezkedését elemeztiik a
szomatikus, dendritikus és axonalis sejtrészekben.

A kisérletben részt vett: Csaponé Miczan Vivien, Kelemen Krisztina és Glavinics Judit.

2.1.7 Korrelilt konfokalis és STORM mikroszkopia, képelemzés

A fed6lemezre szaritott 10 um vastag mintakat a szuperrezolicios képalkotas elott
25 uL specialis képalkotd oldattal fedtiik le (Abbelight Smart Buffer), majd kéromlakkal a
targylemezhez rogzitettiik. A képalkotashoz NIKON Ti-E invertalt mikroszkdpot hasznaltunk,
melyhez NIKON N-STORM rendszer, C2 szkennerfej és egy Andor iXon Ultra 897 EMCCD
kamera csatlakozott. A képeket egy Apo TIRF 100%-os nagyitasu, 1,49-es numerikus
aperturaju objektivvel készitettiik. A képalkotast egy N-STORM modullal kiegészitett NIKON
NIS-Elements AR szoftver vezérelte. A STORM-hoz sziikséges megvilagitast egy 300 nW-os
(VFL-P-300-647, MPB Communications), valamint egy Melles Griot S6RCS/S2780 lézer
biztositotta. A feldolgozni kivant teriileteket (a biocytinnel toltdtt sejtek axonterminalisait és
dendritjeit) 488 nm-es megvilagitassal jeloltik ki az ¢16 képen, majd konfokalis z-tombdket

(512 x 512 x 15 voxel, 80 x80 x 150 nm voxelméret) készitettiink 488 nm-es és 647 nm-es
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megvilagitassal. Ezutan a NECAB1 és NECAB2 festésekrdl direkt STORM képalkotassal
készitettiink képeket 5000 megvilagitasi cikluson keresztiil 30 ms-os expozicios id6vel egy
STORM (far-red, long pass) filterkocka segitségével. A latdtér sziikséges ferde megvilagitasat
egy teljes visszaverddésen alapuld fluoreszcens vilagitoeszkoz (TIRF) biztositotta. A harom
dimenzidos STORM képeket egy hengeres lencse segitségével értiik el [95], illetve a képalkotas
stabilitasat egy Perfect Focus System (PFS) biztositotta.

A konfokalis z-tombdoket a Huygens 4.2.1 program (SVI, Hollandia) alkalmazasaval
dekonvolvaltuk, melyhez klasszikus maximum likelihood becslé (CMLE) algoritmust és
elméleti pontvalasz fiiggvényt (PSF) hasznaltunk 100 iteracioval. A képelemzést a z-tomb
harom ko6zépso elemébdl 1étrehozott maximalis intenzitas projekcios képein végeztiik, hogy
ezaltal biztositsuk a STORM képalkotasi térfogattal megegyez6 régiot.

A nyers STORM képekbol a NIS-Elements AR program N-STORM modulja
segitségével generaltunk molekularis koordinatdkat a 3D-DAOSTORM csucsdetektald
algoritmus segitségével [96], [97].

A korrelalt konfokalis és STORM képanalizist az altalunk készitett VividSTORM
program segitségével végeztilk [26]. El6szor manualisan illesztettiik a konfokalis képeket a
STORM koordinatdk egymdsnak megfeleld csatorniira (NECABI, illetve NECAB2), majd
objektiv mdédon kivalasztottuk a tovabbi analizishez hasznalni kivant régiokat az élnélkiili
morfologiai aktiv kontir (MACWE) [39] algoritmus segitségével. Ezutan kivalasztottuk csak
azokat a STORM pontokat, amelyek a sejttoltés konfokalis képe alapjan a kivant régioba
tartoztak, majd a STORM pontok stirliségét szdrmaztattuk a pontok szdma (NLP=Number of
Localization Points) és a kivalasztott teriiletek nagysaganak hanyadosébol. A régiok STORM
NLP értékeit normalizaltuk a képenkénti atlagos lokalizacios pont striiségre, hogy ezaltal
elkeriiljiik a STORM képalkotasi valtozékonysagbol fakado hibakat.

A Ripley L fliggvények kiszamitasat egy altalunk R programnyelvben irt kodrészlettel
kiviteleztiik. A rendelkezésre allo spatstat konyvtar [98] Lest fliggvényét hasznaltuk izotropias
hatarkorrekcioval, és 1000 nm maximalis sugarral. A korabban kivalasztott NECABI-
axonterminalis/NECAB1-dendrit/ NECAB2-axonterminalis/NECAB2-dendrit  teriileteket a
maximalis sugar tavolsagan kiviil helyeztik el egymadstol, és igy szamitottuk ki a Lest
fliggvény értékét, hogy egyiitt tudjuk elemezni az egyes kategoriak adatait.

A kisérletben részt vett: Csaponé Miczan Vivien és Glavinics Judit.

2.1.8 Statisztikai elemzés és abrakészités

Az adatok statisztikai elemzése a STATISTICA 13.4 szoftverrel (TIBCO Data Science)
tortént. A sziikséges elemszamokat korabbi kisérletes tapasztalatok alapjan hatdroztuk meg, és
megfelelnek a kutatasi teriileten altalanosan hasznalt iranyelveknek. Az adatok eloszlasanak

normalitasat Kolmogorov—Smirnov teszttel végeztiik, ahol nem talaltuk normalis eloszlasunak
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az adatokat, ott nem paraméteres teszteket végeztiink. Az egy csoportba tartozé kiilonb6zo
kisérleti allatokhoz tartozd adatokat a Kruskal-Wallis teszttel ellendriztilk, hogy
szignifikansan kiilénboznek-e egymadstdl, ha igen, akkor az allatok atlag értékeit vizsgaltuk, ha
nem, akkor 0sszevontuk 6ket, és az egyedi adatpontokat jelenitettiik meg. Az egyes csoportok
kozotti  kiilonbséget Mann—Whitney U-teszttel vizsgéltuk. Az adatok minden esetben
megfeleltek az alkalmazott statisztikai modszer kritériumainak. Az dbrdkat Photoshop CS5
(Adobe Systems) program segitségével készitettiik el. Az egy abran talalhat6 kiilonb6zo
mintakbol szarmaz6é képeken csakis azonos modositasokat hajtottunk végre az
Osszehasonlithatosag megtartasanak érdekében.

A statisztikai analizisben és abrakészitésben részt vett: Csaponé Miczan Vivien, Kelemen

Krisztina és Glavinics Judit.

2.2 A prenatilis THC Kkezelés hatasainak vizsgilata

2.2.1 Allatok

Az éllatkisérletes mintdk ebben a kutatasi projektben a Cagliari Egyetemrol
(Olaszorszag) szarmaztak, és minden kisérletet jovahagyott az egyetem allatetikai bizottsaga,
valamint az olasz Egészségiigyi Minisztérium (engedélyszam: 659/2015-PR és 725/2019-PR),
¢s megfeleltek az Europai Unio 2010/63-as iranyelveinek. Torekedtiink az allatok szamanak és
fajdalmuknak minimalizalasara.

El6szor sziild nostény Sprague Dawley (Envigo) patkanyokat normal himekkel
paroztattunk, és a vemhesség soran egyediil tartottunk. Az 5. gesztacios naptol (GD) a 20.
napig napi 1 darab A°- tetrahidrokannabinol (2 mg/kg) vagy vehikulum szubkutén injekciot
kaptak az anyak. Az utodokat a sziiletésiik utani 21. nap kornyékén valasztottuk el, €s
hagyomanyos koriilmények kozott tartottuk (21 °C, 60%-os paratartalom, normal 12 o6rés
fény / sotétség ciklus és ad libitum hozzaférés az ételhez és a vizhez). Egy alombdl maximum
2 himet hasznaltunk fel egy-egy kisérlethez, hogy kikiiszobdljiik a minta torzitasat.

A kisérletben részt vett: Claudia Sagheddu, Valeria Serra és Sonia Aroni.

2.2.2  Viselkedési analizis
2.2.2.1 A megriadasi reflex és pre-pulzus gatlas merése

A megriadasi reflexet és a szenzorimotoros gatlast (PPI: pre-pulse inhibition) a
korabban leirtakhoz hasonloan mértiik [99], vagyis a mérési Osszeallitas (Med Associates)
négy hagyomanyos ketrecbdl allt, amelyeket hangszigetelt helyiségben helyeztiink el,
ventilatoros levegoztetéssel. Minden ketrec magaban foglalt egy plexilivegbdl késziilt, 5 cm
atmér6ji hengert, mely egy piezoelektromos gyorsulasméréhoz ¢és egy analog-digitalis
atalakitohoz csatlakozott. Két kiillonb6z6 hangszorobol hattérzaj és éles hanghatasok (acoustic

bursts) szolaltak meg, és ezeket ugy allitottuk be, hogy a ketrec minden pontjan legfeljebb
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1 dB-es szorast mutassanak. Mind a hangszoérokat, mind a ketreceket O0sszekotottik egy
szamitogéppel, mely egy specialis szoftver segitségével rogzitette az adatokat. Minden kisérlet
el6tt kalibraltuk az akusztikus stimulusokat és a mechanikus visszajelzéseket a Med
Associates altal biztositott eszkozokkel.

A kisérletek alatt 70 dB-es hattérzajt hasznaltunk 5 percen keresztiil a hozzaszoktatasi
periddusban, majd harom teszt fazis kovetkezett. Az elsd és a harmadik teszt fdzisban 6t, csak
egy jelbol allo proba soran 115 dB-es hangot mutattunk a patkanyoknak, mig a masodik
fazisban 50 proba pszeudo random sora kdvetkezett, mely 12 csak jelb6l, 10-10 olyan jelbdl,
melyet megeldzott egy 74, 78 vagy 86 db-es megeldz6 hang és 8 stimulus nélkiili probabol
allt, melynek soran csak a hattérzaj szolt. A probak kozotti intervallum 10 és 15 masodperc
kozott random valtozott. A prepulzus gatlas (PPI) %-os értékét a kovetkezo képlet alapjan

szamoltuk ki:

100 [(a megriadas atlagos amplitudobja a megel6z6 hangos prébakban ) 100]
—_ *
a megriadas atlagos amplituddja a csak jelbbl all6 prébakban

A kiilonb6z6 hangerejii megel6z6 hangos probak eredményeit dsszevontuk, mert nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget koztiik.
A kisérletekben részt vett: Roberto Frau, Francesco Traccis, Valeria Serra, Silvia Fanni

¢s Mauro Congiu.

2.2.2.2 Lokomotoros aktivitas

A Kkisérletben résztvevd Sprague Dawley patkanyokat egy szamukra ismeretlen nyilt
terep (42 x 42 x 30 cm) kozepére helyeztiik, és 40 percig figyeltiik a tevékenységiiket, melyet
Omnitech Digiscan rendszer segitségével elemeztiink. Ez magaban foglalta a teljes megtett
uthosszt (cm), és azt, hogy mennyi iddt toltottek az allatok a teriilet kozepén (egy 20 x 20 cm-
es négyzet alaku teriileten k6zépen) és sz€lén (a falaktol 20 centiméteres savban).

A kisérletekben részt vett: Roberto Frau, Francesco Traccis, Valeria Serra, Silvia Fanni

¢s Mauro Congiu.

2.2.3  Agyi mikrodializis

A patkanyokat Equithesin segitségével altattuk, majd egy Kopf sztereotaxias
késziilékben rogzitettiik, ezutan egyedileg tervezett vertikalis mikrodializis probakat (AN 69-
HF membran, Hopal-Dasco; 40.000 Dalton, 3 mm dializald6 membran hossz) iiltettiink a
nucleus accumbens shell részébe (AP: +1,5, L: +/-0,7, V: -7,0 a bregmatdl szamitva
sztereotaxias atlasz koordinatakat [100] hasznalva), empirikus korrekcioval. A patkanyok
antibiotikus kezelést kaptak (enrofloxacin, Bayer HealthCare), és a sajat ketreciikben

labadoztak a tesztelés idejéig. A proba beiiltetése utani napon egy CMA /100-as
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mikroinjekcids pumpa (Carnegie Medicine) segitségével mesterséges agy-gerincveldi
folyadékot (ACSF: 147 mM NaCl, 4 mM KCI, 1,5mM CaCl,, 1 mM MgCl,, pH 6-6,5)
pumpaltunk a dializis proban keresztiil 1,1 pL/perces alland6 sebességgel. 20 percenként
vettink mintat, és azonnal mértik a dopamin szinteket egy nagyhatékonysagl
folyadékkromatograf (HPLC) segitségével elektrokémiai detekcié alkalmazasaval a korabban
leirtak szerint [101]. Stabil alapszint elérése utdn (harom egymast kdvetd minta 15%-nal
kisebb szorassal rendelkezett) intraperitonealisan THC-t adtunk az allatoknak (2,5 mg/kg,
2 mL/kg), és tovabbi két oran keresztiil folytattuk a mintagyQjtést. Az adatgyiijtés utan a
patkanyokat Equithesinnel talaltattuk, majd az agyak eltavolitasa utan azokat Leica CM3050
tipusu kriosztat segitségével 40 um vastag szeletekre vagtuk, hogy validaljuk a dializis probak
anatomiai elhelyezkedését.

A kisérletekben részt vett: Pierluigi Saba és Paola Devoto.

2.2.4 Elektrofiziologiai elvezetés

Az izoflurdnnal mélyen elaltatott him patkdnyok agyanak gyors eltavolitdsa utan
azokbol 300 um-es horizontalis szeleteket készitettiink egy Leica vibratdom segitségével
jéghideg alacsony Ca?" tartalmi oldatban, mely a kdvetkezd anyagokat tartalmazta (mM-ban):
126 NaCl, 1,6 KCI, 1,2 NaH,PO4, 1,2 MgCl,, 0,625 CaCl,, 18 NaHCOs és 11 glikéz. A
szeleteket ezutan 37 °C-os ACSF-et tartalmazo, 95% O, és 5% CO elegyével telitett kamraba
helyeztiik, mely a kovetkez6 oldatot tartalmazta (mM-ban): 126 NaCl, 1,6 KCl, 1,2 NaH,POs,
1,2 MgCl,, 2,4 CaCl,, 18 NaHCO:s és 11 gliikoz. Itt a szeletek minimum egy orat tartdzkodtak,
miel6tt a méré kamraba helyeztiik volna dket, melyben 95% O,, 5% CO, elegyével telitett
ACSF-et keringtettiink. A sejteket egy infravorés megvilagitasa Zeiss Axioskop FS 2 plus
mikroszkop segitségével vizualizaltuk, €s a teljes sejtes patch-clamp elvezetést egy Axiopatch
200B er6sité (Molecular Devices) segitségével oldottuk meg. Az elvezetés a VTA lateralis
részebdl tortént.

A kivaltott gatld posztszinaptikus dramok (IPSC) voltage-clamp elvezetéséhez és a
current-clamp elvezetésekhez olyan elektrodokat hasznaltunk, melyek a kovetkezo oldattal
toltottiink meg (mM-ban): 144 KCl, 10 HEPES, 3,45 BAPTA, 1 CaCl,, 2,5 MgATP, 0,25
Mg,GTP, pH=7,2-7,4, 275-285 mOsm ozmolaritdss. A GABAa IPSC-ket 2-amino-5-
foszfopentansav (AP5, 100 uM), 6-ciano-2,3-dihidroxi-7-nitro-quinoxalin (10 uM), sztrichnin
(1 uM) és eticlopride (100 nM) jelenlétében vettiik fel, hogy kikiiszobodljiik az NMDA,
AMPA, glicin és dopamin D, receptorok altal kdzvetitett aramokat. A current-clamp kisérletek
a farmakolodgiai gatldészerek hasznalata nélkiil torténtek. A kisérleteket csak az utan kezdtiik el,
hogy az ellenallas stabilizalodott (Rs, 10-30 MQ), amit egy 10 masodpercenként adott 4 mV-
os hiperpolarizal6 pulzus segitségével ellendriztiink. Az adatokat kizartuk az analizisbdl, ha az

ellenallas 20%-ot meghalad6 mértékben valtozott.
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A kivaltott serkentdé dramok (EPSC-k) voltage-clamp méréseit a kovetkezd oldattal
toltott elektrodakkal vizsgaltuk (mM-ban): 117 Cs metanszulfonsav, 20 HEPES, 0,4 EGTA,
2,8 NaCl, 5 TEA-CI, 0,1 spermine, 2,5 Mg,ATP, 0,25 Mg,GTP, pH=7,2-7,4, 275-285 mOsm.
Az ACSF-hez pikrotoxint adtunk, hogy blokkoljuk a GABA receptor kozvetitette aramokat.
Ezen kiviil a kisérletek egy részében az elektroda oldatdhoz 0,2% biocytint adtunk, hogy

késdbb rekonstrualni tudjuk a sejteket, és meghatarozzuk, hogy tartalmaznak-e tirozin-

hidroxilazt, ami a dopaminerg sejtek egyik ismérve [102] (7. abra).
a 8

7. abra Patkany horizontdlis agyszeletben biocytinnel toltott idegsejtek sejttipusanak meghatdarozdasa

a) Tirozin-hidroxildz immunfestés patkany horizontalis agyszeleten, b) benne biocytinnel toltott sejttel.

¢, d) Az a) dabran kijeldlt teriilet kinagyitva, egy TH+ biocytinnel toltott sejt sejtteste.

e, f) Példa elvezetések a biocytinnel tltott sejtbil. Az e) abran nagy h-aram lathato (piros jelalak, kalibracio: 200
pA, 20 ms), az f) abran széles akcios potencidl figyelheto meg (kalibracio: 10 pA, 10 ms).

Ezzel szemben a g, h) abran egy TH- biocytinnel toltott sejt lathato, melynél i) nem figyelheté meg a h-aram
(kalibracio 200 pA, 20 ms), és j), és keskenyebb akcios potencidl jellemzo ra (kalibracio: 10 pA, 10 ms), ez az
agyteriiletrol szerzett korabbi ismereteink alapjan feltehetéen egy GABAerg sejt.

A kisérletek soran n=15 TH+ sejtet azonositottunk és n=2 TH- sejtet.

A soros és bemeneti ellenallast folyamatosan vizsgaltuk egy 5 mV-os depolarizald
impulzussal (25 ms). Az adatokat 2 kHz-en sziirtiik, 10 kHz-en digitalizaltuk, és pClamp 10.2
(Molecular Devices) szoftverrel rogzitettiik. A posterior VTA lateralis részében biocytinnel
toltott dopaminerg neuronokat morfoldgiajuk és anatomiai elhelyezkedésiik (medidlisan a
kiegészitd latopalya medialis terminalis magjatol), lassi pacemaker-szerd tlizelési mintajuk
(<5 Hz), széles akcids potencialjuk (>2 ms) és egy nagy h-aram (>150 pA) jelenléte [103]
alapjan azonositottuk. A h-aramot rogton a kisérlet kezdetén, 13 darab ndvekvé 10 mV-os
hiperpolarizaldo négyszdgjel (250 ms) segitségével, -70 mV-os tartd potencidlon mértik. A
valdszintsithetéen GABAerg neuronokat a morfologiajuk, a h-dram hidnya, a keskeny akcios
potencialjuk (<2 ms) és a TH-festés hianya alapjan azonositottuk.

A stimulaciot is igényl6é mérésekhez egy bipolaris rozsdamentes acél elektrodat (FHC)
hasznaltunk, melyet ~100-200 pum-rel rostralisan helyeztiink el a masik elektrodatol, és

0,1 Hz-es stimulaciot végeztiink vele. A parositott stimulusokat 50 ms kiilonbséggel adtuk, a
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masodik és az elsd posztszinaptikus dram (PSC) ardnyat (PSC, / PSC)) is kiszdmoltuk, és az
5 perces alapszintre atlagoltuk. Az NMDA EPSC-k kivéltasahoz a sejteket +40 mV-on
tartottuk. Az AMPA EPSC-ket NMDA-antagonista (D-APS5, 100 uM) alkalmazéasa soran
izolaltuk. Az NMDA EPSC-k értékeit ugy kaptuk meg, hogy a teljes EPSC-bél kivontuk az
AMPA aramokat. Az AMPA / NMDA aranyt valdsziniileg alabecsiiltiik, mivel a kisérletek
soran spermine-t tartalmazott a pipetta. A spontan mini EPSC-k (mEPSC) és IPSC-k (mIPSC)
mérését lidokain (500 uM) vagy TTX (1 uM) jelenlétében végeztik, és a csoportonként
120 darab, 1 masodperces jelsorozatbol allo jelet Mini Analysis program (Synaptosoft)
segitségével elemeztiik. A minik amplitidéjanak helyes megallapitdsdhoz csak a 8 pA-nél
nagyobb eseményeket vettiik figyelembe (felfutasi id6 <1 ms, lecsengési id6 <3 ms), erre a
magas jel-zaj-arany eléréséhez volt sziikkség. Minden eseményt manualisan is megvizsgaltunk,
hogy kizérjuk az analizisbdl a zajok lehetséges hatasait. A kisérleteket a kezelési csoportokra
vakon végeztiik.

A kisérletekben részt vett: Miriam Melis.

2.2.5 Immunfestés

A patkany agyakat 4% (m/V) PFA oldattal valo transzkardialis perfuzidval vagy egy
¢jszakan at tarté 4% PFA inkubacioval fixaltuk, majd a felhasznaldstol fliggben 20, 40 vagy
50 um-es szeleteket készitettiink a kozépagybol egy Leica VT-1000S vibratom segitségével
PB-ben. A szeletek az immunfestés kdzben szabadon mozogtak a folyadékban. PB-ben és
0,05 M TBS-ben (pH=7,4) vald tobbszori mosas utan a membranokat atjarhatova tettiik az
antitestek szamara, és blokkoltuk a nem specifikus kdtéhelyeket 0,3% (V/V) Triton X-100 és
5% NDS TBS-oldataval 45 percig, majd az elsddleges antitestek TBS oldataban (4. tablazat)
hagytuk éjszakara folyamatos razatas kozben. Ezutan a szeleteket TBS-ben mostuk, és a
megfelel6 masodlagos antitestekkel inkubaltuk Oket (4. tablazat). Egyes esetekben DAPI-t is
alkalmaztunk 1:1000 koncentracidban a sejtmagok megjeldlésére, majd TBS és PB mosasok
kovetkeztek.

A kisérletekben részt vett: Csaponé Miczan Viven.
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2.2.6 Konfokalis képalkotas és képanalizis

A konfokdlis képalkotashoz a szeleteket Vectashield mikroszképias oldattal vagy
Prolong Diamond (Invitrogen) mikroszkdpias oldattal fedtiik le targylemezen, majd a
fed6lemezt koromlakkal rogzitettiik. Ezutdn konfokdlis képeket vagy z-tomboket készitettiink
roluk egy NIKON A 1R mikroszkop segitségével.

A dopaminerg sejtek strliségét ugy vizsgaltuk, hogy egységnyi teriileten megszamoltuk
a TH pozitiv sejteket. Csak olyan sejteket vettiink figyelembe, amelyek a ventralis tegmentalis
teriilet kijelolt részén voltak, és latszott a jelolt sejtmagjuk, valamint jol kiveheté TH festést
mutattak a sejttestiikben. Ezeken a teriileteken meghatdroztuk a konfokalis TH
immunfluoreszcencia intenzitasat is.

A dopaminerg sejtek vGIuT1 és VIAAT tartalmt bemeneteit gy hataroztuk meg, hogy
a biocytin toltés alapjan rekonstrualtuk a sejteket, majd a sejttest és a dendritek 1 um sugart
kornyezetében a transzporter csatornak képein kiiszobolést hajtottunk végre, és megszamoltuk
az olyan objektumok szamat, amelyek 0,02 um*-nal nagyobbak voltak, ezek voltak a
potencialis axonterminalisok. Az ennél kisebbeket zajnak tekintettiik, és kihagytuk az
analizisbol.

A kisérletekben részt vett: Csaponé Miczan Viven.

2.2.7 Korrelilt konfokalis és STORM képalkotas

A STORM képalkotashoz a szeleteket 4%-0s PFA oldatban utéfixaltuk 10 percig, majd
PB mosasok kovetkeztek. A mintakat ezutan acetonnal megtisztitott #1,5-6s boroszilikat
fed6lemezekre szaritottuk, és a képalkotasig szarazon taroltuk.

Kozvetleniil a képalkotas eldtt a mintakat frissen készitett STORM képalkotasi
folyadékkal [25] fedtiik le, mely a kovetkez6 anyagok oldatat tartalmazta: 0,1 M ciszteamin,
5% (m/V) gliikoz, 1 mg/mL gliikoéz-oxidaz és katalaz (2,5 uL/mL vizes oldat, kb. 1.500 U/mL
végkoncentracio, Sigma) Dulbecco-féle PBS-ben (Sigma). A feddlemezeket koromlakkal
rogzitettiikk a targylemezekre, majd 10 perces szaradds utan a képalkotast maximum 3 ora
iddtartamban folytattuk. A képeket Nikon Ti-E invertalt mikroszkoppal készitettiik, melyhez
Nikon N-STORM rendszer, CFI Apo TIRF 100x objektiv (NA 1,49), Nikon C2 konfokalis
szkennerfej és Andor iXon Ultra 897 EMCCD tartozott. A 3 dimenziés STORM képalkotast
hengeres lencse biztositotta [95], és N-STORM modullal kiegészitett Nikon NIS-Elements AR
szoftver iranyitotta a képalkotési folyamatot. Egy 300 mW-os lézer (VFL-P-300-647, MPB
Communications) segitette a STORM képalkotast, a kivant teriiletet az ¢16 EMCCD kép
alapjan kerestiik meg 488 nm-es megvilagitassal. Olyan axontermindlisokat valasztottunk ki,
amelyek TH+ sejtek szomatodendritikus kompartmentjéhez csatlakoztak. Ezutan
tobbcsatornas konfokalis z-tombot készitettiink (512 x 512 x 15 voxel, 78 x 78 x 150 nm

felbontas) 488, 561 és 647 nm-es gerjesztés segitségével. Pillanatszer(i fakitasi 1épéssel
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elértiik, hogy a jel ne menjen telitésbe a képalkotas kezdetén sem, majd direkt STORM
képalkotasra keriilt sor 10.000 cikluson keresztiil, 30 ms expoziciés iddvel, folyamatos
alacsony szintii aktivator 1ézer (405 nm) €s maximalis reporter 1ézer (647 nm) megvilagitassal
STORM filterkockat (Nikon) és az EMCCD kamerat hasznalva.

A kisérletekben részt vett: Csaponé Miczan Viven.

2.2.8 Korrelalt konfokalis és STORM képelemzés

A konfokalis tomboket klasszikus maximum likelihood becslé algoritmus segitségével
100 iteracioval, elméleti pontvalasz fiiggvénnyel dekonvolvaltuk, melyhez a Huygens (SVI)
szoftvert hasznaltuk. A STORM képanalizist a NIS-Elements AR N-STORM moduljaval
végeztik. A csucsdetektalasi kiiszobot 1000 sziirkearnyalatra allitottuk. A korrelalt konfokalis
¢s STORM képanalizis az altalunk fejlesztett VividSTORM [26] program segitségével tortént.
A két kiilonbozo képalkotasi modszerrel nyert képeket kézzel illesztettilk egymasra, ehhez
minden esetben rendelkezésre alltak korrelalt konfokalis és STORM csatornak. Képenként egy
axonterminalist valasztottunk ki a felvételek kdzepérol, ugyanis itt a legkisebb a képalkotas és
az illesztés torzitdsa. Az axonterminalisok, valamint az aktiv zoéna hatarat élnélkiili
morfologiai aktiv kontur algoritmus [39] segitségével jeldltiik ki objektiv modon, a megfeleld
konfokalis csatorna felhasznaldsaval. Meghataroztuk azoknak a STORM lokalizacios
pontoknak a szdmat, amelyek a kivant teriilethez tartoztak, majd ezt az értéket normalizaltuk
az adott kép teljes lokalizacios pont stlriiségére, hogy ezzel elkeriiljik az esetlegesen a
képalkotds eltér6 mindségébol adddod  variabilitast. Meghatdroztuk a  kijelolt
axonterminalisok/aktiv zonak teriiletét, és erre vonatkozodan is kiszamoltuk a lokalizacios
pontok stirtiségét, ezen kiviil a konfokalis csatornak kumulalt és atlagos pixelintenzitasat is
mértiik a kivalasztott teriileteken.

Az abrékat Photoshop CS5 segitségével készitettiik, és minden esetben tligyeltiink arra,
hogy a kiilonbozé kezelési csoportok képeit wugyanugy valtoztassuk, ezaltal
Osszehasonlithatoak legyenek a festések.

A kisérletekben részt vett: Csaponé Miczan Viven.

2.2.9 Statisztikai elemzés

Nem hasznaltunk statisztikai mdodszert az elemszamok elézetes meghatarozasara, azokat
az korabbi ismereteink, elokisérletek és irodalmi adatok [21], [102], [104] alapjan becsiiltiik.
Az allatokat véletlenszeriien osztottuk be a kezelési csoportokba. A statisztikai elemzés
GraphPad Prism 6 és STATISTICA 13.4 programok hasznalataval tortént. A kiszord pontokat
Grubb-féle teszt (0=0,05) alapjan azonositottuk, és kizartuk az analizisbol. Az adatszettek
eloszlasanak normalitasvizsgalata Kolmogorov—Smirnov teszttel tortént, és az egy csoporton

beliili allatok adatainak eloszlasanak azonossagat Kruskal-Wallis probaval vizsgaltuk, hogy
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megallapithassuk a megfeleld statisztikai modszert. A STORM analizishez az éllatonként
szdmolt atlag értékeket hasznéltuk fel, a csoportok kozotti kiillonbséget Mann—Whitney U-
teszttel allapitottuk meg. Az adatok minden esetben megfeleltek a hasznalt statisztikai probak
feltételeinek. Az elektrofiziologiai adatokat ANOVA moddszerrel vizsgaltuk (kétutas vagy
egyutas, a feltételeknek megfelelden), vagy Student-féle t-probéaval, Sidak-, Dunnett- vagy
Bonferroni-féle post hoc teszttel kiegészitve. A viselkedési kisérleteket egyutas vagy tobbutas
ANOVA segitségével analizaltuk, Tukey- vagy Fischer-féle LSD (least significant difference)
teszttel a post hoc 0Osszehasonlitdshoz. A korrelacids analizis Pearson-féle korrelacios
koefficiens szamitasaval tortént. A szignifikancia szintet 0,05-nél allitottuk be. Az adatgyijtés
¢s analizis a kezelési csoportokra vakon tortént.

A kisérletekben részt vett: Miriam Melis, Roberto Frau és Csaponé Miczan Viven.

2.3 Egyéni hozzajarulas

A dolgozatban bemutatott kisérleti modszerek koziil az alabbiakat végeztem el:

A CBi-pozitiv interneuronok kalciumkotd fehérjéinek vizsgalata cimli projektben én
végeztem a szamitdgépes egysejt mRNS adatbazis elemzését, az allatok transzkardidlis
konfokalis mikroszkopiat és képelemzést, a korrelalt konfokalis és STORM mikroszkopiat és
képelemzést, a statisztikai elemzést és abrakészitést, ezen 1épések nagy részében tudomanyos
diakkori hallgatéim, Dr. Kelemen Krisztina és Glavinics Judit is segitségemre voltak. A
fluoreszcens in situ hibridizacios kisérletet Laszlo Zsofia és Kelemen Krisztina végezte el, az
adatok elemzését Kelemen Krisztinaval kdzosen végeztiikk A biocytinnel toltott sejteket Barti

Benjamin, Dr. Kenesei Kata és Dr. Kisfali Maté bocsatotta rendelkezésemre.

A prenatalis THC kezelés hatasainak vizsgalata cimii projektben az immunfestéseket, a
konfokalis és STORM képalkotast és képanalizist, valamint az ehhez kapcsolodd statisztikai
elemzést és abrakészitést végeztem el. Az elektrofiziologiai elvezetéseket és sejttoltéseket
Miriam Melis végezte. Roberto Frau, Francesco Traccis, Valeria Serra, Silvia Fanni és Mauro
Congiu a viselkedési kisérletekben, Pierluigi Saba ¢és Paola Devoto az agyi mikrodializis
mérésekben, Claudia Sagheddu, Valeria Serra és Sonia Aroni a kisérleti allatok kezelésében,

Sonia Aroni és Joseph F. Cheer a DREADD kisérletekben vettek részt.
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3 Eredmények I: A CBi-pozitiv interneuronok Kkalciumkoto

fehérjéinek vizsgalata

3.1 Insilico egysejt mRNS-szekvenalasi adatbazisok elemzése

Az elmult években az egysejt mRNS szekvenalds megjelenésével és folyamatos
fejlédésével megnyilt a lehet6ség arra, hogy kiilonb6zo agyteriiletek sejttipusait azok mRNS
tartalma alapjan osztalyozzuk. Ennek hatasara tobbféle igen hasznos adatbazis latott
napvilagot [1], [2], [44], [105]-[111], melyek segitségével vizsgalhaté az mRNS-ck
egymashoz képest valdo mindségi és mennyiségi kifejezodése az egyes sejttipusokban. Annak
érdekében, hogy meghatarozzuk, mely potencidlis kalciumkotd fehérjék mRNS-ei talalhatoak
meg a CB;+ hippokampalis és kortikalis interneuronokban, eldszor Zeisel és munkatarsai [2]
in silico egysejt mRNS adatbdzisanak vizsgalata mellett dontdttiink, mivel ez tobb szaz sejtet
tartalmazott mindkét vizsgalni kivant agyteriiletrdl (hippokampusz, szomatoszenzoros kéreg)
jol osztalyozott modon.

El6szor lesziirtiik az adatbazisbol annak sajat annotacidja alapjan a gatld neuronokat,
majd azokat Cnrl (a CB,; fehérje mRNS-e) tartalmuk alapjan osztalyoztuk. Ezutan a CB;+
sejtekben minden olyan gén kifejezddését vizsgaltuk, melyek a Gene Ontology adatbazis [90]-
[92] alapjan Osszefiiggésbe hozhatdak kalcium kotéssel (n=660 gén).

Azt talaltuk, hogy varakozasainknak megfeleléen a leggyakrabban eldforduld
kalciumkoté fehérje markerek (Calbl/calbindin, Calb2/calretinin, Pvalb/parvalbumin,
Scgn/secretagogin) a CB+ interneuronok nagy részébol hianyoztak (8. abra). Az is ismert
volt, hogy a calbindin jelen van a ragcsalok CB;+ interneuronjainak egy részében [112], amit
megerdsitett az adatbazis vizsgalata, de ez sem szolgal altalanos markerként. Talaltunk viszont
két érdekes jeloltet a viszonylag magas és stabil mRNS expressziojuk alapjan, mégpedig az
N-terminalis EF-kéz kalciumkét6 fehérje 1-es és 2-es tipusat (Necabl és Necab?2) (8. abra). A
fehérjecsalad harmadik tagja, a Necab3 csak kis mennyiségben fejez6dott ki a kivalogatott
sejtjeinkben, igy ennek a vizsgalatat nem folytattuk a tovabbiakban.

Az in silico adatbazis elemzés soran a modszer megbizhatosaganak ellendrzésére a
kalmodulin kalciumkoté fehérje csaladot hasznaltuk, mintegy pozitiv kontrollként, hiszen ezek
széles korben expresszalodnak az eukariota sejtekben, amit megfigyeltink a kivalasztott
CBi-es sejtjeinkben mind a hippokampuszban, mind pedig a szomatoszenzoros kéregben
(8. abra).
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8. abra A hippokampalis és kortikalis CB1+ interneuronok kifejezik a Necabl és Necab2 mRNS-eket in silico
adatok alapjan (dbra: Miczan és mtsai., modositva)

a, b) Zeisel és munkatarsai [2] egyedi sejt mRNS szekvendlasi adatbazisanak in silico elemzése alapjan a CBi+
interneuronok kalciumkoto fehérje expresszios profilja.

A Klasszikus kalciumkotd fehérjék (calbindin — Calbl, calretinin — Calb2, parvalbumin — Pvalb és secretagogin —
Scgn) alacsony szinten, és csak a CBi+ interneuronok bizonyos alcsoportjaiban expresszalodnak, de a Necabl és
Necab2 mRNS-ek majdnem mindegyik CBi+ sejtben kimutathatoak a) a hippokampuszban (n=61 sejt) b) a
szomaszoszenzoros kéregben (n=84 sejt).

A kalmodulin kalciumkétd fehérjék mRNS-ei jelen vannak a CBi+ interneuronokban is a) a hippokampuszban, b) a
szomatoszenzoros kéregben, és pozitiv kontrollként szolgalnak a modszer validalasahoz.

Annak érdekében, hogy lassuk, hogy a Necabl és a Necab2 kizarolagos markerei-e a
CBi/CCK gatlo idegsejt csoportnak, kiszamoltuk a Spearman-korrelacio értékiiket a
hagyomanyos interneuron marker génekkel (9. abra, 1. fiiggelék abra) az adatbazisbol lesziirt
Osszes interneuronban. Azt talaltuk, hogy a Necabl és Necab2 pozitivan korrelal a Cnrl
(CB1), Cck (cholecystokinin) és Nr2f2 (COUP-TFII) génekkel, de mas interneuron markerrel
¢s az altalanosan hasznalt kalciumkoto fehérjékkel nem. Ez azt sugallja, hogy foként a CBi-es
gatlo idegsejt populacioban fordulhatnak el6. Korabbi adatok alapjan a COUP-TFII-t kifejez6

hippokampalis gatlé neuronok részben atfednek a CB;,CCK populacioval, valamint ezen tal a
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calbindint tartalmaz6 interneuronokkal, interneuron szelektiv interneuronokkal, borostyan
sejtekkel, neurogliaform sejtekkel, radiatum-retrohippokampalis vetité sejtekkel, de a
parvalbumint €s szomatosztatint kifejez6 interneuron populacidoval nem [113]. A Necab-ok
korrelaltak még kis mértékben az Sic/7a8-cal is, ami a vezikularis glutamat transzporter 3-as
tipusanak (vGluT3) mRNS-e. Korabban leirtak errdl a fehérjérdl, hogy a hippokampalis CB+
interneuronok egy alcsoportjaban fordul el6 [114].

Mindezek alapjan azt a hipotézist allitottuk fel, hogy a NECABI és a NECAB2 a

hippokampalis és kortikalis CB;+ interneuronok kalciumkdto fehérjéi.
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9. dabra A Necab gének korrelacioja hagyomdnyos interneuron markerekkel az adatbazis ésszes gatlo
idegsejtjében (n=126) [2] (abra: Miczdn és mtsai., modositva)

Mind a Necabl, mind a Necab?2 erds korrelaciot mutat a Cck és Cnrl génekkel, ezen kiviil még az Nr2f2 és Slcl7a8
emlithetéek meg, melyek irodalmi adatok alapjan valosziniisithetéen egy-egy alcsoport markerei, mig mds
konvencionalis interneuron markerek és kalciumkoté fehérjék nem mutatnak jelentos korrelaciot a Necabokkal.

Ami még érdekesebbé teszi a Necabl és a Necab? géneket az adatbazis alapjan, hogy
felfedeztiink korrelaciot olyan génekkel, amelyek a szinaptikus funkcid szabalyozasdban
vesznek részt (10. abra, 1. fliggelék abra) példaul a Calcium-dependent secretion activator 2
(Cadps2), Synaptotagmin 6 (Syt6), Piccolo (Pclo), Contactin-associated protein-like 2
(Cntnap?2), Neurexin-3-alpha (Nrx3), Potassium channel tetramerization domain containing 12
(Kctd12), Neuropillin and tolloid-like 1 (Netol), Cadherin-2 (Cdh2) és a Copine 5 (Cpne5). Ez
azt vetiti elére, hogy a Necabok az idegsejtek szinaptikus funkcidja szempontjabol fontos

szerepet betoltd gének lehetnek.
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10. abra A Necabl és Necab2 gének expresszioja korrelal bizonyos szinaptikus funkciot betolto gének
expresszidjaval (abra: Miczdn és mtsai., modositva)
n=126 sejt alapjan [2]

3.2 Az RNAscope in situ hibridizaciés technika alkalmazisa

A kovetkezOkben szerettilkk volna tesztelni az in silico elemzés alapjan felallitott
hipotézisiinket, ehhez pedig egy megfeleléen érzékeny kisérletes modszerre volt sziikséglink:
igy esett a valasztdsunk a nemrégiben kifejlesztett tobbcsatornas fluoreszcens in situ
hibridizacios technikara, az RNAscope-ra [115]. A Cnrl, a Necabl és a Necab? mRNS-ek
korrelalt expresszidjanak mértékére voltunk kivancsiak, els6 1épésben az egér
hippokampuszban (11. abra/a, d). Korabbi irodalmi adatok alatdmasztjak azt a megfigyelést,
miszerint mind a hippokampalis interneuronok, mind pedig ezen agyteriilet principalis sejtjei
expresszaljak a CB; receptor mRNS-ét, am eltér6 mennyiségben [116], [117]. Mig a
piramissejtekben kevés ilyen receptor van, addig bizonyos interneuron tipusok rengeteg CB;
fehérjét tartalmaznak, foként az axonalis kompartmentben. A Cnrl expresszid mértéke €s
topologiai informaciok alapjan tehat a CBi-es sejteket két csoportba soroltuk: ,,eré6s CBi-es”,
illetve ,,gyenge CBj-es”. Az ,er6s CBj-es” kategoria tagjai valosziniisithetben az
interneuronok, mig a masik csoportba a principalis sejtek tartoznak. Ezutan megvizsgaltuk
ezekben a sejtekben a Necabl és a Necab2 expressziot. Azt talaltuk, hogy a CAl-es régidban a
CB;-es interneuronok 92%-a tartalmaz Necabl és 100%-a Necab? mRNS-t (n=194 sejt, N=3
allat), mig minden CB;+ interneuron Necabl és Necab2 pozitiv volt a CA2/CA3 régidban
(n=93 sejt, N=3 allat). A gyrus dentatusban az ,,er6s CBi-es” sejtek 97%-ban volt a Necabl
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megtaldlhatd, mig az 6sszes expresszalta a Necab? mRNS-t (n=105 sejt, N=3 4llat). Az lathato
volt, hogy mind a CAl, mind a CA2/CA3 piramissejtek gyengébben expresszaljak a
Necab1-et, mint az interneuronok, és a CA1 piramissejtek a Necabl-et alacsony szinten, am a
Necab2-t magas szinten fejezik ki (n=141 és n=123 sejt teriiletenként, N=3 allat)
(11. &bra/ays, e, f), ezaltal megerdsitve a korabbi adatokat a két kalciumkdtd fehérje
differencialt expresszidjara vonatkozoan [59]. A gyrus dentatus ,,gyenge CBi-es” sejtjei 80%,
illetve 97%-ban tartalmaztak Necabl-et, illetve Necab2-t (n=74 sejt, N=3 allat).

Teszteltiik tovabba, hogy vajon altalanosithatéak-e a megfigyeléseink az eldagy mas
teriileteire is, igy kiterjesztettiik a kisérleteinket a szomatoszenzoros kéregre (SS-CTX, 11.
abra/b) és a bazolateralis amygdalara (BLA, 11. abra/c) is. Azt talaltuk, hogy a kéregben 97%,
illetve 100%-ban tartalmaztak az ,,er6s CBi-es” sejtek Necabl-et, illetve Necab2-t (n=156 sejt,
N=3 allat), mig a ,,gyenge CBi-es” sejteknek 85%, illetve 99%-a expresszalta a Necabl-et €s a
Necab2-t (n=143 sejt, N=3 allat). A BLA-ban minden CB;+ sejtben kimutattuk mindkét
kalciumkoté fehérje mRNS-ét. Erdekes modon a Necabl expresszié mértéke is hasonld volt a
két kategoriat dsszehasonlitva, mig a vélhetden interneuronok magasabb expressziot mutattak
a Necab2-bdl a principalis sejteknél (n=189 ,.erds CB; sejt”, n=119 ,,gyenge CB;” sejt, N=3
allat).
kizarélagos markerei-e CB+ interneuron populacionak, igy a kalciumkotd fehérjék iranyabol
is megismételtiik az analizislinket. Azt talaltuk, hogy a Necabl+ sejtek csupan 1%-a, a
Necab2+ sejtek 10%-a volt CBi-negativ (n=3 és 25 CBj-negativ sejt markerenként), és
ugyanezt az aranyt talaltuk a CA2/CA3 régiora is (n=6 Cnrl-Necabl+, n=12 Cnrl-Necab2+
sejt). A mintavétel (egy sejtbol egy optikai metszetet vizsgalunk), illetve a modszer jellegébol
adododan inkabb fals negativ, mint fals pozitiv sejtek megfigyelésére ad mddot. Ezek alapjan
azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a hippokampusz CA1l ill. CA2/CA3 régidjaban a

Necabl, illetve a Necab2+ interneuronok tobbsége CBi-pozitiv.
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11. dbra Az RNAscope tobbcsatornds fluoreszcens in situ hibridizdcios analizis alapjin a CBi-pozitiv sejtek
expresszdlnak Necabl és Necab2 mRNS-t (abra: Miczdn és mtsai, modositva)

Reprezentativ abrak RNAscope fluoreszcens in situ hibridizaciorol CB; (Cnrl, sarga), Necabl (cidn) és Necab?2
(zéld) csatorndakrol egér a) hippokampuszban (HC), b) szomatoszenzoros kéregben (SS-CTX), ¢) bazolateralis
amygdaldaban (BLA). A sejtmagok minden abran DAPI (fehér) jel6lével vannak megfestve.

d) A Cnrl mRNS-t expresszalo sejtek klasszifikacioja erds (S) és gyenge (W) csoportba a relativ CB; in situ
hibridizacios jel alapjan a HC CAl, CA2/3, gyrus dentatus (DG), SS-CTX és BLA régiokban (S-HC-CAIl n=194,
W-HC-CAI n=141, S-HC-CA3 n=93, W-HC-CA3 n=123, S-HC-DG n=105, W-HC-DG n=74, S-SS-CTX n=156,
W-SS-CTX n=143, S-BLA n=189, W-BLA n=119 sejt, N=3 dllat).

e) Relativ Necabl in situ jel a Necabl+ Cnrl+ (cidan) és Necabl- Cnrl+ (sdarga) sejtekben. A Necabl+ Cnrl+
sejtek szazalékos aranya a grafikon felett talalhato.

f) Relativ Necab? in situ jel a Necab2+ Cnrl+ (zdld) és Necab2- Cnrl+ (sarga) sejtekben. A Necab2+ Cnrl+
sejtek szazalékos aranya a grafikon felett talalhato.

3.3 Immunfestések populacios szinten

o

Miutan mRNS szinten megerésitettiik az in silico adatbazis vizsgalattal felallitott
hipotézisiinket, szerettiink volna tovabblépni, és fehérje szinten is megismételni ezt, melyhez a
fluoreszcens immunfestés modszerét valasztottuk. Az antitestek érzékeny és hathatos
eszk6zok a biologiai kutatdsokban, am rendkiviil fontos annak ellendrzése, hogy valdban a
kivant célpontot jeldlik-e. fgy elsé 1épésként validaltuk a rendelkezésre 4ll6 NECABI és
NECAB2 antitesteket, méghozza a fluoreszcens immunfestés (IF) és az in situ hibridizéacio
(ISH) kombinalasaval. A célunk az volt, hogy lassuk, hogy az immunfestéssel jelolt
NECABI1+, illetve NECAB2+ sejttestek valdban tartalmaznak-e Necabl, illetve Necab?2
mRNS-t, illetve, hogy lassuk, hogy az ISH- sejtek nem IF+-ak. Az eredmények fényében
elmondhatd, hogy az in situ jel és az immunjel korrelaltak egymassal, hiszen a vizsgalt 61
NECABI IF+ sejtb6l 61 volt Necabl ISH+ (N=3 allat), és 82 NECAB2 IF+ sejtb6l 82
bizonyult Necab? ISH+-nak (N=3 allat) (12. abra). A masik iranybol nem kvantifikaltuk a
kolokalizacio aranyat, mivel az immunfestés hatékonysaga az in situ hiridizaciohoz sziikséges
mintaelOkészités hatasara csokkent, igy az immunpozitivitds hidnya alapjan nem tudtuk

kijelenteni a sejtrdl, hogy az valoban nem tartalmaz NECAB fehérjét.
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12. dbra A NECABI és NECAB2 immunfluoreszcens jel szelektiven kolokalizal a Necabl, illetve a Necab2
RNAscope in situ hibridizdcios csatorndkkal (abra: Miczdn és mtsai.)
a) RNAscope fluoreszcens in situ hibridizdacio (ISH) a Necabl mRNS (cidn) ellen, és anti-NECABI immunfestés

b) Necabl mRNS-t tartalmazo sejt az a) dabran fehér négyzettel kiemelt teriiletrél. 61-bél 61 NECABI IF+ sejt
tartalmazott Necabl mRNS-t (N=3 dllat).
¢) RNAscope fluoreszcens in situ hibridizdcio a Necab2 mRNS (zdld) ellen, és anti-NECAB2 immunfestés (piros)

ey

b) Necab2 mRNS-t tartalmazo sejt a c) dbran fehér négyzettel kiemelt teriiletrél. 82-b6l 82 NECAB2 IF+ sejt
tartalmazott Necab2 mRNS-t (N=3 dllat).

Az igy validalt antitestekkel végzett kétcsatornds CB1/NECABI, illetve CB//NECAB2
immunfestések alapjan azt talaltuk, hogy minden CBi+ sejttest NECABl+-nak bizonyult
(n=221 sejt a HC-CA1, n=237 sejt a HC-CA2/CA3, n=154 sejt a HC-DG, n=153 sejt a SS-
CTX ¢és n=151 sejt a BLA régiokbol N=3 allatbol), és ugyanilyen ardnyban voltak a CB+
sejtek NECAB2 pozitivak is populacids szinten (n=97 sejt a HC-CA1, n=50 a HC-CA2/CA3,
n=96 sejt a HC-DG, n=132 sejt a SS-CTX és n=114 sejt a BLA régiokbol N=3 allatbol)
(13.4bra).

A NECABI immunfestésre multipolaris sejtek erds szomatodendritikus jeldlodése volt
jellemzé minden vizsgalt agyteriileten, ezen kiviil ez kiegésziilt feltételezhetéen principalis
sejt jeloléssel a szomatoszenzoros kéregben és a bazolateralis amygdalaban. A NECAB?2
esetében a szomatodendritikus festédés kiegészilt sirii axontermindlis mintazattal és

principalis sejt festédéssel minden agyteriileten.
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13.abra Populdciés szinten minden CBi+ interneuron tartalmaz NECABI, illetve NECAB2 fehérjét
(abra: Miczdn és mtsai., modositva)

Reprezentativ képek anti-NECABI immunfestésrél egér a) HC-CAI, e) SS-CTX, i) BLA agyteriileteirdl.
Reprezentativ képek anti-NECAB?2 immunfestésrél egéer ¢) HC-CAI, g) SS-CTX, k) BLA agyteriileteirdl.

b, f, j) CBi+ NECABI+ sejttestek az a, e, illetve i) abrakrol a fehér négyzetes teriiletekrol.

d, h, |) CB1+ NECAB2+ sejttestek a c, g, illetve a k) abrakrol a fehér négyzetes teriiletekrol.

m) A populdacios immunfestés kisérlet szamszerisitése. A CBit+ sejttestek 100%-a bizonyult NECABI
vagy NECAB?2 pozitivnak (N=3 dllat).

A CB; receptort és a kolecisztokinin (CCK) nevli neuropeptidet tartalmazo
interneuronok a hippokampusz nagy mértékben atfed6 populéaciojat alkotjak [116]-[118]. Mi
is megmutattuk kisérletes eszkozokkel, hogy a CCK és a CB; immunjel nagy mértékben
kolokalizadl mind a NECABI1, mind a NECAB2 fehérjével a hippokampusz CAl régidjaban
(14. abra), ezért allithatjuk, hogy a NECAB1 és a NECAB2 a CCK/CBj-es interneuron
populacié markerei, amely megkonnyiti az eredmények elhelyezését az interneuronkutatés

teriiletén.

NECAB1

14. abra A NECABI és a NECAB?2 fehérjék a hippokampus; CCK+/CBi+ interneuronjainak a markerei
(abra: Miczdan és mtsai.)

a) Reprezentativ konfokdlis kép egy sejtrél, mely CBi, CCK, NECABI tripla pozitivitast mutat
(n=32/32 CCK+ sejt volt NECABI+).

b) Reprezentativ konfokdlis kép egy sejtrél, mely CBi, CCK, NECAB2 tripla pozitivitist mutat
(n=30/34 CCK+ sejt volt NECAB2+).

3.4 A NECABI és NECAB2 fehérjék sejten beliili eloszlasa

Az eddigi kisérletek eredményei alapjan az az ujabb kérdés mertilt fel, hogy vajon miért
van sziiksége egy adott sejttipusba tartozd sejtnek két, egymashoz filogenetikailag ennyire
kozel allo kalciumkotd fehérjére. Igy a populaciés immunfestések tanulsagaibol kiindulva a
kovetkezOkben azt a hipotézist teszteltiik, miszerint a két NECAB fehérje egy adott sejtben
kiilonb6zo sejten belilli kompartmentben talalhatd meg, ami funkcionalis kiillonbségek
meglétét vetné fel. Egyedi sejt szinten szerettiik volna ezattal kivitelezni a kisérleteinket, igy a

hippokampusz CA1 régiojaban sejteket toltottiink biocytinnel elektrofiziologiai elvezetés
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kozben. A nagy multipolaris sejttestek a radiatum régidoban helyezkedtek el, tiizelésiik
akkomodalé6 mintdzatot mutatott, ami CB;+ fenotipusra utal, ezt a késdbbiekben
immunfestéssel meg is erdsitettilk. A biocytinnel toltott sejteket fluoreszcens molekuldhoz
kapcsolt sztreptavidinnel el6hivtuk, konfokalis mikroszkoppal z-tdmbdoket készitettiink roluk,
majd ezek alapjan rekonstruéltuk oket. Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a CA1 radiatum
(mas néven periszomatikus sejtek) és a dendritikus sejtek [21], [22], [119], ezeket foként az
axonfelh6jiik elhelyezkedése alapjan tudjuk elkiiloniteni: a kosarsejtek a piramissejtek
sejttestére adnak foként bemeneteket, ezaltal legtobb axonterminalisuk a piramisrétegben
helyezkedik el. Ezzel szemben a dendritikus sejtek boutonjai inkabb elkeriilik ezt a réteget, és
a radiatumban, valamint az oriensben talalhatdo piramissejt dendriteket célozzak meg.
Kisérleteinken mindkét morfologiai tipust vizsgaltuk (15. abra/a, 1).

Eloszor validaltuk a sejtek CBi-es fenotipusat axonterminalisaik anti-CB;
immunfestésével (15. abra/b, j), majd mas szeleteken NECAB1 (15. abra/c, e, g, k, m, 0),
illetve NECAB2 (15. abra/d, f, h, I, n, p) immunfestést hajtottunk végre. Mivel a NECABI és
a NECAB2 antitestek ugyanazon fajbol szarmaznak, ezért nem hasznélhattuk 6ket egyiitt, igy
ahhoz, hogy egy adott sejt sejttestét mindkét antitesttel megfessiik, arra volt sziikség, hogy
kiilondsen vékony szeleteket metssziink le a sejtbdl (10 um), és a sejttest egyik felét az egyik
reakcioban, a mésikat a masikban hasznaljuk fel.

A NECABI1 immunfestés eredményeként azt talaltuk, hogy az antitest erdsen jeloli a
sejttestet és a dendriteket, &m a konfokalis mikroszkopiaval kimutathaté hatar alatt van az
axonterminalisokban mind a kosar-, mind a dendritikus sejtekben (n=6 és n=6 sejt). Ezzel
szemben a NECAB2 koncentraltan volt kimutathatd az axonterminalisokban és a
szomatodendritikus kompartmentben is. A sejttipusok kozott ebben az esetben sem volt

kvalitativ kiilonbség (n=6 és n=6 sejt).
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15. abra A NECABI és a NECAB2 fehérjék szubcellularis eloszlasa CBi+ kosar- és dendritikus sejtekben
(abra: Miczan és mtsai., modositva)

a, i) Egyedi, biocytinnel toltott sejtek morfologiai rekonstrukcidja (a - kosarsejt, b --dendritikus sejt).

b, j) Az a), illetve az i) abran mutatott sejtek axonterminalisai CB-pozitivitast mutatnak (sarga).

¢, d) Az a) abran mutatott biocytinnel toltott kosarsejt sejtteste félbevigva NECABI (cian) és NECAB2 (zold)
pozitiv.

e, f) Az a) abran mutatott biocytinnel toltott kosarsejt dendritiei NECABI és NECAB2 pozitivak.

g, h) Az a) dabran mutatott biocytinnel t6ltott kosarsejt axontermindlisai NECAB2 pozitivak, de a NECABI a
konfokalis mikroszkopidaval elérhetd detekcios hatar alatt van.

k, 1) Az i) abran mutatott biocytinnel t6ltétt dendritikus sejt sejtteste félbevagva NECABI és NECAB?2 pozitiv.

m, n) Az i) abran mutatott biocytinnel toltott dendritikus sejt dendritjei NECABI és NECAB? pozitivak.

0, p) Az i) abran mutatott biocytinnel toltott dendritikus axontermindlisai NECAB2 pozitivak, de a NECABI a
konfokalis mikroszkopiaval elérheté detekcios hatar alatt van.

Reprezentativ sejtek, a kisérleteket n=6, illetve n=6 kosar-illetve dendritikus sejten ismételtiik meg.

A két NECAB fehérje szubcellularis elhelyezkedésében megtalalt kiilonbség arra
utalhat, hogy van valamiféle funkcionalis munkamegosztas a két protein kozott. igy kovetkezo
1épésként kvantifikalni szerettiik volna ezt a stiriiségkiilonbséget a szomatodendritikus és az
axonalis kompartmentek kozott, hogy jobban megérthessiik a fehérjék eloszlasat. Ehhez a
STORM szuperrezolicios mikroszkopiat valasztottuk eszkoziil, hiszen érzékenyebb a
hagyomanyos konfokalis mikroszkopoknal, és nagyobb, molekularis felbontas érhet6 el vele.

Ismét biocytinnel toltott egyedi sejteket vizsgaltunk, és mivel az el6zé kisérletben nem
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taldltunk a sejttipusok kozott kiilonbséget, ezért csak a kosarsejteken folytattuk
vizsgalatainkat.
A STORM nagyobb érzékenységének koszonhetden képesek voltunk kimutatni a kis
mennyiségli NECAB1-et is az axonterminalisokban (16. 4bra/a, e), habar szignifikdnsan tobb
fehérje talalhaté a szomatodendritikus kompartmentben (16. dbra/c, e, N= 6 és 5 allat, 43 és 28
ROI, Mann—Whitney U-teszt, p=0,0095). Ezzel szemben a NECAB2 fehérje inkdbb az
axonterminalisokban volt nagyobb siiriségben megtalalhaté (16. abra/b, f), mint a
dendritekben (16. abra/d, f, N=6 és 6 allat, 36 és 34 ROI, Mann—Whitney U-teszt, p<0,0001).
Az axonterminalis/dendrit siiriségarany kvantifikacidja soran feltiing kiilonbség mutatkozott a
NECABI1 és a NECAB2 festés kozott (16. abra/g, N=5 és 6 allat, Mann—Whitney U-teszt,
p=0,008), mely megerdsitette korabbi, konfokalis mikroszkopias megfigyeléseinket.
Vizsgaltuk a STORM lokalizacidos pontok klaszterezédését is a  kiillonbozo
kompartmentekben a Ripley L-fliggvény segitségével (ami leegyszeriisitve azt mutatja meg,
hogy az eloszlas mely mérettartomanyban tér el a randomtol, tehat hol klaszterezett), és azt
talaltuk, hogy a NECABI esetében az axonterminalisokban talalhaté LP-k klaszterezettebbek,
mint a dendritekben 1évék, viszont ennek az ellenkezdje igaz a NECAB2 festésre: a
dendritekben megtalalhaté LP-k rendezddnek inkabb csoportokba. Ezek a molekularis
stirliség- ¢és klaszterezettségi adatok a kétféle NECAB fehérje funkcionalis kiilonbozoségét

sejtetik, mely tovabbi vizsgalatok targya lehet.
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16. dbra A NECABI és a NECAB2  fehérjék szubcellularis stiriiségkiilonbsége
CBi+ hippokampalis kosarsejtekben (abra: Miczdn és mtsai., modositva)

ai, bi, ci1, di) Biocytinnel toltott (fehér), morfologiailag karakterizalt kosdrsejt (ai, bi — axontermindlis
kompartment, ci, di — dendritikus kompartment). Aktiv kontur algoritmus [39] segitségével kijelolt ROI-k (fehér
vonal).

az, c2) Kiilonbozo siiriiségii NECAB1 STORM jel axon termindlisban és dendritben. A STORM koordinatikat
sziirtiik a ROI alapjan.

bs, ds) Kiilonbozé siiriiségli NECAB2 STORM jel axon terminalisban és dendritben. A STORM koordinatakat
sziirtiik a ROI alapjan.

e) A NECABI lokalizacios pontok siiriisége magasabb a dendritekben az axon termindlisokhoz képest (N=6 és 5
dllat, 43 és 28 ROI, Mann—Whitney U-teszt, p=0,0095).

f) A NECAB?2 lokalizacios pontok siiriisége magasabb az axontermindlisokban, mint a dendritekben (N=6 és 6
allat, 36 és 34 ROI, Mann—Whitney U-teszt, p<0,0001).

g) Az axonalis és dendritikus STORM lokalizacios pontok aranya eltér a NECABI és a NECAB2 esetében. A
NECABI a dendritikus kompartmentben, mig a NECAB2 az axonterminalisokban van jelen nagyobb siiriiségben
(N=5 és 6 allat, Mann—Whitney U-teszt, p=0,008).

h) A Ripley L-fiiggvény vizualizacioja NECABI+ dendritekre (cian) és axon terminalisokra (kék), mely azt mutatja,
hogy a NECABI festés klaszterezettebb az axonterminalisokban, mint a dendritekben (N=6 és 5 allat, n=51 és 40
ROI). A fekete szaggatott vonalak a Poisson-eloszldst mutatjak (random).

i) A Ripley L-fiiggvény vizualizacioja NECAB2+ dendritekre (vilagos zéld) és axon termindlisokra (sétét zdld),
mely azt mutatja, hogy a NECAB?2 festés klaszterezettebb a dendritekben, mint az axontermindlisokban (N=6 és 6
allat, n=31 és 37 ROI). A fekete szaggatott vonalak a Poisson-eloszlast mutatjak (random).
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4 Eredmények II: A prenatalis THC kezelés hatasanak vizsgalata

A csoportunk felnott ragesalokon végzett korabbi kutatasai alapjan szerettiink volna
tovabblépni, és azt vizsgalni, hogyan hat az utédokra az anyai szervezetbe adagolt THC, azon
beliil is milyen molekularis, szinaptikus véaltozasokat eredményez ez a beavatkozas a
kdzépagyi jutalmazoé rendszerben.

Ehhez a kovetkezd allatkisérletes modellt alkalmaztuk: el8szor vemhes patkany
anyaknak napi egyszer 2 mg/kg THC-t adagoltunk szubkutdn a megtermékenytilést kovetd 5.
¢és 20. nap kozott. Ez alacsony ddézisnak szamit, hiszen az igy kezelt allatok nem mutatjak a
klasszikus kannabinoid tetrad teszt eleimet (a testhomérséklet csokkenése, a fajdalomérzet
tompulésa, a spontan helyvaltoztatd mozgés visszaesése €s a katalepszia, mely az izomténus
egyfajta elvesztésével jar), és nem alakitanak ki tolerancidt sem ismételt adagolas esetén [120].
Ezen viszonylag kis mértékli inzultustél nem véarhato, hogy direkt modon befolyasolja a
patkanyok anyai viselkedését. Ha parhuzamot akarunk teremteni az emberi szerhaszndlattal, ez
az adagolt mennyiség egy gyengébb élvezeti szerként fogyasztott THC-tartalmu (,,fiives™)
cigarettanak felel meg (~5% THC tartalommal) a mai viszonylatok kozt, hiszen az elmult két
évtizedben az illegalis kannabisz termékek THC tartalma ~4%-r61 12%-ra nétt [121]. A
kezelést a tovabbiakban PCE-ként roviditjiikk (prenatal cannabis exposure, azaz prenatalis

kannabisz kezelés).

4.1 A VTA-beli dopaminerg sejtek szamanak vizsgalata

Mivel a THC legfébb molekularis célpontjai az 1-es €s 2-es tipustu kannabinoid receptor
(CB; ¢és CBy), ¢s ezek a fehérjek a fejlodé agyban hatdssal vannak a progenitor sejtek
osztodasara [72], ezért elsd 1épésben azt vizsgaltuk meg, hogy a prenatalis kannabisz kezelés
vajon megvaltoztatja-e a dopaminerg sejtek szamat a ventralis tegmentalis teriileten, a
jutalmazasi rendszer egyik kozpontjaban. Ennek felderitésére az egyik dopamin szintézishez
nélkiilozhetetlen enzim, a tirozin-hidroxildz (TH) elleni fluoreszcens immunfestést
alkalmaztuk. Ez a fehérje a VTA-ban a dopaminerg sejtek megbizhato jeloléje. Majd
konfokalis mikroszkopiaval vizsgaltuk a teriiletet, melynek sordn nem tapasztaltunk
kiilonbséget a PCE-kezelésen atesett és a kontroll (CTRL) allatokban a TH+ dopaminerg
sejtek szamaban (17. abra/a-e). Ezen feliil a TH-festés intenzitasiban sem talaltunk
kiilonbséget (17. abra/f), ami arra utal, hogy a kezelés nem valtoztatia meg a

dopaminszintézist katalizalo enzim szintjét.
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17. abra A prenatdlis kannabisz kezelés nem vdltoztatia meg a dopaminerg sejtek szamat a VTA-ban
(Frau, Miczdn és mtsai.[122], modositva)

a) Anti-TH immunfestés (zold) konfokalis képe kontroll kezelésen dtesett patkany agymetszeten. A sejtmagok DAPI

festéssel vannak jelolve (kék).

b) Az a) panelen lévo fehér négyzettel jelolt teriilet kinagyitva.

¢) Anti-TH immunfestés konfokalis képe PCE kezelésen atesett patkany agymetszeten.

d) A ¢) panelen [évé fehér négyzettel jelolt régio kinagyitva.

n=12 képet készitettiink dallatonként, a paneleken reprezentativ képek lathatoak.

e) Az atlagos TH+ sejtsiiriiség a VTA kijelolt teriiletén nem tér el a kezelési csoportok kozott (N=4 és 4 dllat,

p=0,665, Mann—Whitney U-teszt).

f) Az atlagos TH pixelintenzitas a VTA kijelolt teriiletén nem tér el a kezelési csoportok kozott (N=4 és 4 allat,

p=0,885, Mann—Whitney U-teszt)

4.2 CBi receptor szintek mérése a VTA dopaminerg sejtek bemenetein

A CB, receptor az egyik legnagyobb mértékben kifejez6dé metabotrop receptor az
agyban, és a fesziltségfliiggd kalciumcsatornak gatlasan keresztiil hatékonyan gatolja az
ingeriilet-atvivé anyagok felszabadulast az idegrendszerben, méghozza a retrograd
endokannabinoid  jelatviteli  rendszer  kulcsszerepldjeként  [123].  Anatomiai  és
elektrofiziologiai kisérletek bizonyitjak, hogy a CB; receptor aktivacio csokkenti a GABA
gatld neurotranszmitter felszabadulast, ezaltal befolyasolja a dopaminerg sejtek aktivitasat a
ventralis tegmentalis teriileten [102], [124]. Kézenfekvd tehat tesztelni, hogy valtozik-e a
prenatalis kannabisz kezelés hatasdra a VTA dopaminerg sejtjeire érkezd bemenetek CB;

szintje.
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Ehhez korrelalt konfokalis és STORM szuper-rezolucios mikroszkopiat alkalmaztunk.
A dopaminerg sejteket anti-tirozin-hidroxilaz fluoreszcens immunfestéssel jeldltik, és a
sejttestjeikre, valamint dendritjeikre érkezd serkentd bemeneteket anti-vezikularis glutamat
transzporter 1 (vGluT1), mig a gatlé bemeneteket anti-vezikularis gatlo aminosav transzporter
immunfestéssel (VIAAT) tettiik 1athatéva. A STORM rendszer nagy érzékenysége ellenére is
csupan kis szamban volt megfigyelhetd a CB; fehérje a dopaminerg sejtek ezen bemenetein
(18. abra/a-b, d-e), és a PCE kezelés kovetkeztében nem figyeltiink meg valtozast sem a

serkentd (18. abra/c), sem pedig a gatlo (18. abra/f) axonterminalisok teriiletén.
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18. abra Nincs kiilonbség a CBi fehérje mennyiségében PCE-kezelés utin a VTA dopaminerg sejtjeinek
serkentd és gdtlo bemenetein

a, b, d, e) Patkany VTA teriiletéen TH+ (z6ld) szomatodendritikus nyilvanyokra érkezé a, b) vGluTI+, illetve d, e)
VIAAT+ bemeneteken (cian) talalhato CB fehérje elleni immunfestés konfokalis (magenta) és STORM (sarga)
képe. Nincs szignifikans kiilonbség a normalizalt CB lokalizacios pontok szamadban

¢) sem a serkentd (p=0,999, Mann—Whitney U-teszt, N=3 dllat csoportonként, n=20 kép allatonként),

d) sem a gatlo (p=0,662, Mann—Whitney U-teszt, N=3 dllat csoportonként, n=20 kép dllatonként) bemeneteken.

4.3 A dopaminerg sejtek bemeneteinek valtozasa

Miutdn megmutattuk, hogy PCE-kezelés hatasara nem valtozik sem a VTA dopaminerg
sejtjeinek a szama, sem pedig a rajuk érkezé bemeneteken a CB; receptorok mennyisége, a
kovetkezo kérdésiink az volt, vajon valtozik-e a dopaminerg sejtekre érkezo serkentd vagy

gatld bemenetek szama, esetleg mas szinaptikus tulajdonsagaik.
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Ehhez a VTA-ban biocytinnel t6ltétt dopaminerg sejteket tartalmazd agyszeleteken
végeztiink fluoreszcens immunfestést a vezikularis glutamat transzporter 1-es tipusa (vGluT1),
mint serkentd és a vezikuldris gatldé aminosav transzporter (VIAAT), mint a gatld
axontermindlisok markere ellen. A konfokalis mikroszképidval felvett z-tombokben
kiiszoboléssel rekonstrudltuk a biocytinnel t6ltott sejteket és az azokra érkezd serkentd,
valamint gatld6 bemeneteket (19.4bra/a,b,d,e). Ez azt jelenti, hogy egy bizonyos
pixelintenzitas érték felett tekintettiik az Osszefiiggd voxeleket a vizsgalt objektumok
részének. A kvantifikacid soran azt talaltuk, hogy szignifikdnsan csokkent a dopaminerg
sejtekre érkezd serkentd bemenetek szama a PCE-kezelt utodokban (19. abra/c), mig a gatld
bemenetek szama nem valtozott (19. abra/f). A serkentd bemenetek ilyen mértéki csdkkenése
arra utal, hogy a PCE-kezelés megzavarja a VTA dopaminerg jelatvitel szinaptikus

kapcsolatrendszereinek fejlodését.
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19. dbra A PCE-kezelés hatdasdara csokken a dopaminerg sejtekre érkezd serkentd bemenetek szama, mig a gatlo
inputok siiriisége nem viltozik (Frau, Miczan és mtsai. [122], modositva)

Biocytinnel toltétt VIA-beli dopaminerg sejtek 3D rekonstrukcioja (magenta) a, d) kontroll, b, e) PCE-kezelt
dllatokbdl,

a, b) vGluT1+ d, e) VIAAT+ szinaptikus bemenetek (cian) feltiintetésével.

¢) A vGluT1+ bemenetek siiriiségének szamszeriisitése a biocytin objektumok felszinére normalizalva (p=0,0004,
Mann—Whitney U-teszt n=31 és 26 kép alapjan,).

f) A VIAAT+ bemenetek siiriiségének szamszeriisitése, a biocytin objektumok felszinére normalizdalva (p=0,365,
Mann—Whitney U-teszt n=31 és 26 kép alapjan).

Nemrégiben megmutattak korrelalt elektrofiziologiai €s szuperrezolicios mikroszkopiai
vizsgalatok segitségével, hogy a bassoon nevii preszinaptikus allvanyfehérje csoportosuldsa a
preszinaptikus aktiv zonaban negativan korrelal a neurotranszmitterek felszabadulasi

valdszinliségével (release probability) [125]: a nagyobb bassoon siirliség megakadalyozza a
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fesziiltségfiiggd kalciumcsatornak toborzasat az aktiv zoénaba, amelyek nélkiilozhetetlenek az
akcids potencial fiiggd vezikula iiriiléshez [125].

Szerettiik volna tesztelni, hogy létezik-e ilyen tipusu kiilonbség a PCE-kezelésen atesett,
illetve a kontroll allatok VTA-beli dopaminerg idegsejtjeire érkezd szinapszisok kozott, igy
korrelalt konfokalis és szuperrezoluciés mikroszkopiat alkalmaztunk ennek felderitésére. A
kétféle csoportban az anti-TH immunfestéssel jeldlt dopaminerg sejtek szomatodendritikus
kompartmentjére érkez6 immunfestéssel jelolt serkenté (vGluT1 pozitiv) és gatlo
(VIAAT pozitiv) axonterminalisok teriiletén vizsgaltuk a bassoon allvanyfehérje mennyiségét
¢s suriiségét (20. abra/a-d). Nem volt kiilonbség a PCE és CTRL allatokban sem a serkentd,
sem a gatld bemenetek esetében az axonterminalisok teriiletében (20. abra/e, g), sem pedig a
vezikularis transzportfehérjék Osszes konfokalis pixelintenzitas alapjan mért értékeiben
(20. abra/f, h). Ez azt jelenti, hogy az esetleges szambeli valtozasokat nem az okozza, hogy
nehezebb detektalni ezeket a bemeneteket.

Ezzel szemben a bassoon fehérje STORM lokalizacios pontjainak szama csokkent a
PCE-kezelés hatasara a serkentd terminalisokban (20. abra/i), mig ezzel ellentétesen valtozott
a gatlo axonterminalisokban (20. abra/l). Mivel a bassoon konfokalis képe alapjan mért aktiv
zona teriilete nem modosult egyik tipusu idegvégzodésben sem (20. abra/j, m), ezért azt tudjuk
megallapitani, hogy a bassoon fehérje ritkdsabban helyezkedik el a PCE-kezelt serkentd
terminalisokban (20. abra/k), mig stiribben a gatlo végzddésekben (20. abra/n). Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a kezelés hatasara szinaptikus valtozasok lépnek fel, és az ismert
Osszefiiggés alapjan a serkent6 bemenetekben magasabb, mig a gatlokban alacsonyabb
vezikula-felszabadulasi valoszintiségekre szdmithatunk a PCE-kezelt utdédokban a kontrollhoz
képest.

Mindent Osszevetve azt lathatjuk az anatémiai adatok alapjan, hogy a prenatalis
kannabisz kezelés specifikus és ellentétes valtozasokat indit el a VTA dopaminerg
neuronjainak  szinaptikus nanoarchitekturajaban, és az allvanyfehérje molekulak

stiriiségvaltozasa miatt megvaltozott vezikula-felszabadulasra szamithatunk.

58



10.15774/PPKE.ITK.2021.001

b Bassoon STORM c d Bassoon STORM
vGIuT1, TH vGIuT1,TH VIAAT, TH VIAAT, TH

L ]
.
-

-

vGIuT1 terminalisok VIAAT terminalisok

o
=

e f
1 ’6 p=0,885 1 ,6 p=0,885 1 '6 p=0,665 1 !6 p=0,312

(@)
55
) .

1,2 1.2

! ©
0,8

0.4

(anZ)

0g B W

o
oo

Q

g

— Median
O 25%-75%

0,8

o
~

04

Norm. intenzitas
ROI teriilet (um?)
Norm. intenzitas

ROI teriulet

2

O——— 00—/ —_ 0.0—0/0—
CTRL PCE CTRL PCE CTRL PCE CTRL PCE

=
[=)

=

3
o
S

S

120, p=0,030 041 p=088s5 800, p=0,030 240)  p=0,030 p=0,112 900 p=0,030
* b t * *

=
w
L
w

4

600" o {
160/ I

e

cmo

Aktiv zona tertlet (um?)

0,2

Bassoon NLP
e
o Il °

o
=N
e}

Bassoon s(iriiség (NLP/um?)
3
(=]
Sl
Bassoon NLP
[+
Aktiv zona teriilet (um?)
o o
- N
&
Bassoon s(irliség (NLPIpmz)
Sl

o
o

L & o oob——— 0 O 0 - 0————
B L ToE " CTRL PCE CTRL PCE CTRL PCE CTRL PCE CTRL PCE

20. abra A serkenté és gatlo szinapszisokban ellentétesen valtozik a bassoon dllvanyfehérje siiriisége
a PCE kezelés hatdasara (Frau, Miczdn és mtsai. [122], modositva)

a, b, ¢, d) Patkany VTA teriiletén TH+ (zold) szomatodendritikus nyulvanyokra érkezo a, b) vGluTI+, illetve c, d)
VIAAT+ bemenetek (cian) teriiletén taldlhato bassoon szinaptikus dllvanyfehérje elleni immunfestés konfokdlis
(magenta) és STORM (sarga) képe.

e) A serkentd axon termindlisok mérete nem valtozott (p=0,885 Mann—Whitney U-teszt, N=4 és 4 allat, dallatonként
n=20 keép).

f) A serkentS axon termindlisokban a transzporter fehérjék dsszeadott pixelintenzitisa dallando maradt (p=0,885
Mann—Whitney U-teszt, N=4 allat, allatonként n=20 kép).

g) A gatlo axon terminalisok mérete is allando maradt (p=0,665 Mann—Whitney U-teszt, N=4 allat, allatonként
n=20 kép).

h) A gatlo idegvégzddésekben nem valtozott a transzporter Osszintenzitasa (p=0,312 Mann—Whitney U-teszt, N=4
adllat, dallatonként n=20 kép).

i) A serkentd terminalisok teriiletén talalhato bassoon allvanyfehérje mennyisége csékkent a PCE-kezelés hatasara
(p=0,030 Mann—Whitney U-teszt, N=4 dllat, allatonként n=20 kép).

J) A szinaptikus aktiv zona mérete valtozatlan maradt a serkentd terminalisokban (p=0,885 Mann—Whitney U-teszt,
N=4 adllat, allatonként n=20 kép).

k) Az aktiv zéna teriiletére normalizalt bassoon fehérje siiriiségében névekedést tapasztalhattunk a serkentd
terminalisok esetében (p=0,030 Mann—Whitney U-teszt, N=4 allat, allatonként n=20 kép)

1) A gatlo terminalisokban nétt az allvanyfehérje mennyisége (p=0,03 Mann—Whitney U-teszt, N=4 allat,
dllatonkeént n=20 kép).

m) A gatlo aktiv zona mérete nem valtozott (p=0,112 Mann—Whitney U-teszt, N=4 allat, allatonként n=20 kép).

n) A gatlo terminalisokban csékkent az aktiv zona teriiletére normalizalt bassoon fehérje siiriisége (p=0,030 Mann—
Whitney U-teszt, N=4 dllat, dllatonként n=20 kép).
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A gatld szinapszisok szama véltozatlan maradt, viszont stirtibb allvanyfehérje
mintazatot tapasztaltunk, ami az irodalmi adatok alapjan csokkent vezikula-felszabaduléssal
jéarhat egyiitt [125], igy azt a joslatot tehetjiik, hogy a VTA gatlé bemenetei gyengiilni fognak
PCE-kezelés hatasara. Ezzel szemben a serkentd bemenetek szama csokkent, viszont az
allvanyfehérje stirtiségében is csdkkenés volt tapasztalhatd, ami arra utalhat, hogy a kevesebb
megmaradd serkentd bemenet valamilyen kompenzacids mechanizmus révén probal legalabb
ugyanolyan serkentést kifejteni. A VTA dopaminerg neuronjaira érkezd serkentés és a gatlas
aranya ezek alapjan eltolodhat, és ez megjelenhet a dopaminerg sejtek serkenthetdségében és
tiizelési tulajdonsagaiban, végsé soron a kimenetén is, azaz tobb vagy kevesebb dopamin
felszabaduldsa varhatdé ezen sejtek célpontjaban, a nucleus accumbens shell részében. A
mezolimbikus dopaminrendszer egyensulyanak felborulasa pedig az allatok viselkedésének
megvaltozasaval is jarhat, hiszen a jelpalya zavara Osszefiiggésbe hozhato tobb pszichiatriai
betegséggel is, melyek markans tiineteit allatmodellekben is lehetséges vizsgalni.

Ezen predikciok teszteléséhez komplex élettani mérésekre és viselkedési paradigmak
beallitasara volt sziikség, amelyek nem alltak a laborunk rendelkezésére, igy kiilfoldi
kollaboratoraink végezték a kisérleteket a szardiniai Cagliari Egyetemen. Az altaluk készitett
eredményeket a Diszkusszid fejezetben mutatom be réviden, melyek az anatomiai kisérleteket

kiegészitve tarselsdszerzds publikaciom részét képezték.
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5 Osszefoglalas

5.1 Uj tudoményos eredmények

Tézis 1a: In silico egysejt mRNS-szekvenalasi adatbazisok vizsgalata alapjan azt
talaltam, hogy az egér hippokampusz CAl és CA2/CA3 régiéjanak, valamint a
szomatoszenzoros kéregnek a CB;+ interneuronjai expresszaljak a NECAB1 és NECAB2
kalciumkoté fehérjék mRNS-eit. Ezt megerdsitettem kisérletes eredményekkel
populéciés szinten mRNS és fehérje szinten is a hippokampuszban, szomatoszenzoros
kéregben és a bazolateralis amygdalaban.

Kapcsolédé publikaciék: [J4], [C8], [C9]

Régota érdekli az interneuron-kutatokat, hogy vajon melyek lehetnek a CBi+
interneuronoknak a konszenzus kalciumkotd fehérjéi, amelyek jo populacios markerként
szolgalhatnak, és akar felelosek lehetnek a sejtcsoport specifikus tiizelésmintazataért és az
agyi halozatokban betoltott szerepéért. Az egysejt mRNS szekvenalds technikajanak
fejlédésével lehetdségilink nyilt arra, hogy egy atfogd hippokampalis és szomatoszenzoros
kéregbeli adatbazisban ezen lehetséges kalciumkotd fehérjék utan kutassunk. Elemzéseink
utan a NECAB1 és NECAB?2 fehérjét emeltiik ki, mint jelolteket, és a tovabbiakban kisérletes
munkaval bizonyitottuk az adatbazis alapjan felallitott hipotézisiinket. Ez egy jo példa arra,
hogyan lehet felhasznalni a napjainkban az egyre nagyobb mennyiségben termel6dd adatot

egy-egy kérdés megvalaszolasara, majd kisérletekkel validalni azt.

Tézis 1b: Egyedileg azonositott sejteken Kkorrelalt konfokailis és STORM
szuperrezolicios mikroszkopia segitségével megmutattam, hogy a NECABI1 és NECAB2
fehérjék szubcellularis eloszlasa kiilonbozik az egér hippokampusz CAl régiéjaban: a
NECAB1 fehérje nagyobb siiriiségben fordul elé6 a szomatodendritikus
kompartmentben, mig a NECAB2 fehérje inkabb az axon terminalisokban siiriisodik be.

Kapcsolodé publikaciok: [J4], [C8], [CI]

A NECABI és NECAB2 fehérjék kozott nagy a szekvenciabeli hasonlosag, és felmertilt
a kérdés, miért van sziiksége ugyanazon sejttipusnak két ilyen hasonlo proteinre. Egyedi sejtes
kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy van-e valamilyen elhelyezkedésbeli kiilonbség a kétféle
fehérje kozott. Mig konfokalis mikroszkopidval a NECABI1-et nem sikeriilt detektalnunk az
axonterminalisokban, viszont a NECAB2 itt fordult el nagyobb mennyiségben, addig a
korrelalt konfokalis és STORM kisérletekben megmutatkozott a szuper-rezoluciés mddszer

elénye, hiszen a magasabb szenzitivitasanak koszonhetéen az axonterminalisokban is
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detektalni tudtuk a NECABI-et, viszont sokkal kisebb stirtiségben, mint a NECAB2-t. Ez a

stiriségbeli eltérés jelenthet funkciobeli kiilonbségeket is a két protein kozott.

Tézis 2a: Konfokalis, valamint Kkorrelalt konfokalis és STORM mikroszképias
vizsgalatok segitségével azt talialtam, hogy him patkdnyokban prenatalis kannabisz
kezelés hatasara nincs kiilonbség a VTA dopaminerg sejtjeinek szamaban és az azok
vGluT1+ és VIAAT+ bemenetein talalhaté CB; receptorok mennyiségében .

Kapcsolodo publikacio: [J3]

A kannabisz egyre nagyobb mértékii rekreacios céli €s orvosi alkalmazasanak
novekedésével parhuzamosan novekszik vilagszerte a kannabisz hasznalé varandos nok
szama, akik sokszor nincsenek tisztaban azzal, hogy arthatnak is magzatuknak. Fontos tehat
vizsgalni az utdodokban bekovetkezd, a kannabisz aktiv hatéanyagai, példaul a THC-okozta
valtozasokat. Kutatasunkban a jutalmazo rendszerre fokuszaltunk, hiszen a drogok nagy része
itt fejti ki hatasat. Egy patkany allatmodellt hasznaltunk, melyben az anyaknak adagoltunk
THC-t a gesztacios idGszak alatt. Bar a THC koztudottan hat a CB; receptorokon, amelyek a
magzati élet soran aktivan befolyasoljak az agyfejlédést, nem talaltunk kiilonbséget a kezelt és
kezeletlen patkanyok ventralis tegmentalis teriiletén a dopamint tartalmazo sejtek szadmaban,
illetve az azokra érkezd serkentdé (vGluTl1+) és gatldo (VIAAT+) bemeneteken a CB,
receptorok szaméban. A kisérletek soran kihasznaltuk a korreldlt konfokalis és STORM
mikroszkopia eldnyeit, hiszen a CB; receptorok kis szama miatt konvencionalis
mikroszkopidval nem lett volna lehetséges a vizsgalat, sziikség volt a STORM nagyobb
érzékenységére, valamint, hogy azonositani tudjuk a bemeneteket konfokalis mikroszkopia

segitségével.

Tézis 2b: Konfokilis, valamint korreldlt konfokalis és STORM mikroszkopias
vizsgalatok segitségével azt taldltam, hogy a prenatilis kannabisz kezelés komplex
szinaptikus valtozasokat okoz a him patkinyok VTA-beli dopaminerg sejtjeinek
serkent6é és gatlo bemeneteinek anatomiadjaban: kevesebb, Aam serkenthetébb vGluT1+
szinapszis lesz, a VIAAT+ szinapszisok gyengiilnek, viszont szamuk nem valtozik.

Kapcsolodé publikacio: [J3]

Egyedileg, biocytinnel t51tott VTA-beli dopaminerg sejteken tdbbesatornas fluoreszcens
immunfestést végeztiink a vGIuT1 serkent6 és a VIAAT gatld szinaptikus markerek ellen, és
nagyfelbontasti konfokalis képalkotas és komplex képfeldolgozasi 1épések utan azt talaltuk,
hogy a dopaminerg sejtek bemeneteinek szama eltér6 modon valtozik prenatalis kannabisz
kezelés hatasara. A szinapszisok molekularis elrendez6dése is valtozik, ebben az esetben a

korrelalt mikroszkdpia elényeit ott tudtuk kihasznalni, hogy szinapszis-specifikusan vizsgaltuk
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a bassoon allvanyfehérje bestirisddését: mig a kezelt allatokban a serkentd szinapszisokban
csokkent az allvanyfehérje stirtisége, a gatldkban nétt. Ez arra utal, hogy a serkentd
szinapszisok erdssége no, a gatloké csokken, hiszen a szinaptikus fehérjesiiriség befolyasolja
a fesziiltségfiiggd kalciumcsatornak szamat az aktiv zondban. Ezen kiviil a valtozatlan szamu
CB; receptornak eltér6 mennyiségii kalciumcsatornat kell szabilyoznia, ami szintén
hozzajarulhat a valtozdsokhoz. Az anatdmiai megfigyeléseinket kollaboratoraink
elektrofiziologiai mérésekkel tamasztottak ala, és viselkedésbeli fenotipus kiilonbséget is
talaltak a kezelt és kezeletlen allatok kozott. Tovabba sikeriilt egy, mar korabban mas
indikéciora forgalomba keriilt szerrel meggatolni a valtozasokat a kezelt allatokban, ami
igéretes gyogymodot jelenthet a jovoben azon gyermekek szamara, akik in utero talalkoztak a

kannabisz hatéanyagaival.
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6 Diszkusszio és az eredmények alkalmazasi lehetoségei

6.1 1. CBi-pozitiv interneuronok kalciumkotd fehérjéinek vizsgalata

crer

azzal, hogy ez az ion milyen sokféle specifikus funkciot tolt be az idegsejtekben, példaul a
neurotranszmitter-felszabadulasban, a szinaptikus plaszticitasban, a neuroszenzoros
jelatvitelben, valamint az aktivitasfiiggd génatirodasban. Ezeknek a folyamatoknak a
szabalyozasaban részt vehetnek kalciumkotd fehérjék [45]-[48]. Ezen kivil a CaBP-k
fontosak a taxonomiai megkdzelitésekben is, hiszen sok esetben egyedi markerként szolgalnak
egy-egy idegsejtpopulacio azonositasaban [42].

Erre egy példa a parvalbumin nevii kalciumkotd fehérje, mely régota ismert kalcium
jol ismert szelektiv jeloloje [4], [41]. A PV+ interneuronok akcids potencialjai rovidek
(~0,5ms), és gyorsan terjednek. Ezek a sejtek magas frekvencian tlizelnek, gyors és

megbizhatd neurotranszmisszio jellemzi Oket, igy ezek az IN-ok fontos szerepet jatszanak a

srer

crer

[126]-[128], am Gjabb bizonyitékok jelentek meg arra vonatkozoan, hogy bizonyos fizioldgias
koriilmények kozott magas koncentracidban képes gyors kinetikaju kalcium pufferként is
mikoddni, ami a szabalyozas még szélesebb repertoarjat biztositja [129], [130].

A CCK/CB; tartalmu interneuronok a parvalbuminosoktdl igen eltérd tulajdonsagokat
mutatnak a jelatvitel terliletén, melyre inkdbb a kevésbé szigorii csatolas €s aszinkron
neurotranszmitter-felszabadulas jellemzd. Ezen kiviil a CCK-s sejteknek hosszabb akcids
potencialjuk van (>0,5 ms), ami az ismétlodo aktivacid soran tovabb nohet, igy ezek a sejtek
elhuzodobb gatlo kontrollban tarthatjak posztszinaptikus partnereiket [42]. A CCK/CBi-es
sejtek ezen tulajdonsagai mas jellegli kalciumpuffer rendszert sejtetnek, mint amit a PV-os
sejtekben taldlunk, bar érdekes modon korabban nem irtak le benniik specifikus EF-kéz
kalciumkoto fehérjéket.

Erre iranyuld kutatasaink soran sikeriilt talalnunk két ilyen kalciumkotd fehérjét a
CCK/CB+ interneuron populacidban a hippokampuszban, a szomatoszenzoros kéregben és a
bazolateralis amygdala teriiletén, amit mRNS és fehérje szinten bizonyitottunk populacios és
egyedi sejtes mérésekkel egyarant, valamint megmutattuk a két fehérje szubcellularis
stiriségkiilonbségét.

A cellularis taxonomidban megfigyelhetd kiemelt fontossagukon tul az interneuronok
kalciumkotd fehérjéinek tanulméanyozésa az orvosi kutatdsokban is egyre inkabb el6térbe

keriil, hiszen ezek a fehérjék elengedhetetlen szerepet jatszanak a sejtek kalcium
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homeosztazisanak szabalyozasaban, mely folyamat gyakran sériil kiilonb6z6 neurobiologiai és
pszichiatriai betegségek kapcsdn, ugy mint az epilepszia, a Parkinson-kor, illetve az
Alzheimer-kor [131], [132]. Habér jelenleg kevés informacionk van a NECAB1 és a NECAB2
kalciumkotd fehérjékrél, de néhany orvosi implikdciét mar esetiikben is felfedeztek: a
NECABI egy variansat nemrégiben egy beszédfejlddési rendellenességhez kotottek [133],
mig a NECAB2 0sszefliggésbe hoztdk a Parkinson-kdrral és a kalcium-kozvetitette
neurotoxicitassal [134], az autizmus spektrum zavarral [135] és a gyulladasos fajdalom-
hiperszenzitivitassal [136], ezen til biomarkerként és lehetséges gyogyszercélpontként jeloltek
meg iziileti gyulladasos korképekben és sclerosis multiplexben is [136]-[138].

Mivel a kalcium homeosztazis felborulasa az idegsejtek eltéro tiizeléséhez vezethet, és
hosszu tavon neurotoxicitashoz €s sejthalalhoz, a NECAB1 és NECAB2 kalciumkotd fehérjék

vizsgalata tovabbi érdekes ¢s fontos kutatasok targya lehet.
6.2 1I. A prenatalis THC Kkezelés hatidsianak vizsgalata

6.2.1 A publikacié tarsszerzéi altal a Cagliari Egyetemen végzett kisérletek rovid

osszefoglalasa

6.2.1.1 A dopaminerg idegsejtek serkenthetisége

Els6 1épésként azt szerettiik volna kollaboratoraink segitségével tesztelni, hogy a PCE-
kezelés hatdsara a dopaminerg sejtek bemenetében tapasztalhaté anatdémiai €s molekularis
valtozasok milyen élettani kiilonbségeket eredményeznek a VTA dopaminerg sejtjeiben.
horizontdlis VTA szeletekben. Current clamp modban vezettiink el a VTA lateralis részén
talalhat6 sejtekbdl, ahol a nucleus accumbens shell részébe vetité dopaminerg sejttestek nagy
része talalhato [139]-[141]. A biocytinnel toltott sejtek dopaminerg tulajdonsagat fluoreszcens
anti-tirozin-hidroxilaz festéssel és konfokalis mikroszkopiaval erdsitettiilk meg (7. abra).

A PCE-kezelt allatokbol szarmazoé dopaminerg neuronok jelentdsen eltértek a
kontrolltol elektrofiziologiai paramétereik alapjan: spontan magasabb frekvencian tiizeltek, és
depolarizaltabb nyugalmi membranpotenciallal rendelkeztek (21. abra/a-c). Ezen kiviil a PCE
dopaminerg neuronok magasabb serkenthet0séget mutattak, és a sejttestiikbe fecskendezett
aramok hatasara magasabb frekvencian tiizeltek, mint a CTRL allatokbol szarmazo sejtek
(21. abra/d). Hamarabb kialakultak az akcios potencialok a legkisebb injektalt aram hatasara,
¢s a dopaminerg sejtek nagyobb hanyadaban figyeltiink meg akcids potencialt (16/20, azaz
80% a PCE, és 5/21, azaz 23% a CTRL sejtek esetében) (21. abra/e). Ez egybecseng a

depolarizald aramok hatasara 1étrejovo akcios potencialok alacsonyabb kiiszobértékével is
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(21. &bra/f). A hiperpolarizaci6 utani periodus hosszéban ¢és fesziiltségértékében viszont nem
talaltunk kiilonbséget a csoportok kozott (21. abra/g, h).

Osszességében tehat konnyebben gerjeszthetdbbnek, aktivabbnak mutatkoztak a
prenatalis THC-kezelésen atesett allatok dopaminerg sejtjei, ami arra utal, hogy a kezelés ugy
valtoztatjia meg a dopamin rendszer sejtjeinek belsd tulajdonsagait, hogy azokat egy
hiperserkenthetd fenotipussal ruhdzza fel, ami tobbféle pszichiatriai betegség klinikai

megjelenésével mutat hasonlosagot [80], [84].
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21. dbra A PCE-kezelés noveli a VTA dopaminerg sejtjeinek aktivitasat
(Frau, Miczdn és mtsai. [122], modositva)

a) Dopaminerg sejtek spontan aktivitisanak reprezentativ jelalakjai akut VTA szeletb6l (N=20 és 21 kisérlet,
kalibrdcio: 100 ms, 20 mV).

b) A PCE-kezelt dallatok sejtjei magasabb spontan aktivitast mutatnak (p=0,001, kétmintas t-teszt, Welch-féle
korrekcio, N=10).

¢) A PCE-kezelt allatokbdl szarmazo sejteknek alacsonyabb a nyugalmi membran potencidlja (p=0,01, kétmintas t-
teszt, N=10).

d) A PCE-kezelt dopaminerg sejtek jobban gerjeszthetéek a sejttestbe injektalt aram hatasara (p=0,0001, kétutas
RM-ANOVA Bonferroni-korrekcioval a csoportok kozott, N=10). A jelalakok reprezentativ kivaltott akcios
potencialokat mutatnak a maximalis injektalt aram hatasara, kalibracio: 400 ms, 100 mV).

e) A legkisebb injektalt aram hatasara megjelend elsé AP megjelenésének ideje rovidebb a PCE-kezelt utod
esetében, és tobb sejt reagal AP-lal az daraminjekciora (p<0,001, kétmintds t-teszt, N=5 és 8). A kérdiagram az
50 pA-es dram hatasara tiizel6 sejtek aranyat mutatja (CTRL: lila, PCE: kék). Reprezentativ jelalakok a minimalis
injektalt aram hatasadra (kalibracio: 100 ms, 50 mV).

1) A PCE-kezelt allatokbol szdarmazo dopaminerg sejtek alacsonyabb kiiszobfesziiltséggel rendelkeznek (p=0,015,
kétmintas t-teszt, N=10).

g) A PCE-kezelés nem befolydsolja a hiperpolarizacio utani periodus (AHP) amplitudojat (p=0,47) és az

h) AHP idejét (p=0,14, kétmintas t-teszt, N=10).
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6.2.1.2 A dopaminerg sejtekre érkezé serkento és gatlo szinaptikus bemenetek

Miutan megismertiik, hogy valtoznak a PCE-kezelés hatdsara a dopaminerg sejtek belsd
elektrofizioldgiai tulajdonsagai, a kdvetkezd 1épés az volt, hogy vizsgaljuk a dopaminerg
sejtek szinaptikus tulajdonsagait.

El6szor is a serkentés és a gatlas aranyanak robosztus megvaltozasat tapasztaltuk a
PCE-kezelt allatokban, méghozzd a serkenthetdség javara (22.4bra/a). Ez részben azzal
magyarazhatd, hogy a PCE-kezelt patkanyokban kisebb szinaptikus gatlas érkezik a
dopaminerg idegsejtekre (22. abra/b). Annak megitélésére, hogy ez a valtozas preszinaptikus
mechanizmus eredménye-e¢, kiszamoltuk az 1/CV? értéket (a varidcios egyiitthatd négyzetének
inverze) [142]. A PCE-kezelés csokkentette a gatld posztszinaptikus dramok (IPSC-k) 1/CV?
értékét az alacsonyabb stimulus intenzitasoknal, amely a gatld szinapszisok alacsonyabb
vezikula-felszabadulasi valdszinliségére (release probability) utal (22. abra/c).

Azt is szerettiik volna tesztelni, hogy a csokkent gatlo szinaptikus aktivitast okozhatja-e
fokozott endokannabinoid receptor miikodés. A CB1/CB; vegyes receptor agonista WIN (WIN
55,212-2) nagyobb és gyorsabb hatast gyakorolt az IPSC-k amplitaddjara a PCE-kezelt allatok
dopaminerg sejtjeiben (22. dbra/d-f). Kordbban a STORM mikroszkdpias vizsgalataink soran
azt tapasztaltuk, hogy a CB, receptorok szimaban nincsen kiilonbség a PCE és a CTRL allatok
dopaminerg neuronjainak gatlé afferensein (18. abra), ugyanakkor tobb bassoon
allvanyfehérje figyelhet6 meg ezekben a szinapszisokban, ami aranyossidgban all a
fesziiltségfiiggd kalcium csatornak, azaz a CB; receptor célmolekuldinak szaméval [143], igy
feltételezhetd, hogy ugyanannyi CB; receptornak tobb fesziiltségfiiggd kalciumcsatorna
csendesitésérol kell gondoskodnia, ami megmagyarazhatja a csokkend hatékonysagot az
allvanyfehérje stirisodésének csendesit hatasa mellett is. Ezt tAmasztja ald az a tény is, hogy
a CB; agonista WIN szatural6 adagjanak alkalmazasa ugyanazt a hatast valtja ki a GABAa
IPSC-k amplitadéjara (22. dbra/e, f) mindkét kezelési csoportban. Osszességében ezek az
adatok azt tamasztjak ald, hogy a PCE-kezelés az aktiv zona molekularis Gjraszervezdését
okozza a gatlo szinapszisokban, amely megndvekedett kannabinoid kontrollhoz és csékkent

GABAerg gatlashoz vezet.

68



10.15774/PPKE.ITK.2021.001

a — Median b y
PC 0 O 25%.75% pap— Q : étlag
s m 1,0 « A + standard hiba
CTRL | ™~ CTRL, e 800
T esciomy B p=0,002 i - WRGE
- = i
(70 mv) 5 ek i £ 6004 p=0,0004
@ I .
8 0,5 I % i
& | & 400+ X
= | 2]
M IPSC (O mV) % £
PCE | _ & 2004
T o
o | o .
EPSC (-70 mV) 1]
0,0 R v — 0 7 ¥ T
CTRL PCE 0 25 50 75 100
stimulus intenzitas (uA)
c d e
3 CTRL
™1 @crRL e
5 @ rce lf S
= 10 V | = 0
Q £ 0.1 1 10
%] o o) ' . 5 WIN Koncentracié (M)
a @
o ol 5 f - - . P82
g o @ p=00002 PCE £ 002%%g, i
Q 2 3 50 “.0:....
\ /,,/;.»:vu" 0] ..“:m
0 v v x 7 " ¥/
0 25 50 75 100 \ 0d
stimulus intenzitas (nA) 0 10 20

idé (perc)

22. abra A PCE-kezelés csokkenti a  dopaminerg neuronokra érkezd  szinaptikus  gadtlast
(Frau, Miczdn és mtsai. [122], modositva)

a) Ugyanazon dopaminerg sejtbdl kivaltott EPSC és IPSC jelalakja és kvantifikacioja (p=0,002, kétmintas t-teszt,
N=10). A PCE kezelést kovetéen csokkent a sejtekre érkezé gatlas.

b) A PCE-kezelt allatokbol szarmazo dopaminerg sejtekben eltolodik az input-output osszefiiggés (p=0,0004, N=4
és 5, kétutas RM-ANOVA Bonferroni-korrekcioval), a bal oldalon reprezentativ IPSC jelalakok lathatoak
(kalibracio: 5 ms, 100 pA).

¢) A PCE hatisa a korrelaciés koefficiens inverzére (1/CV? p=0,0002, kétutas RM-ANOVA Bonferroni-
korrekcioval, N=4 és 5).

d) WIN 55.212-2 (WIN, 0,1 uM) kezelés eldtti és utani (sziirke)reprezentativ jelalakok (kalibrdcio: 5 ms, 100 pA).

A WIN kezelés dozis-hatas gorbéje nagyobb e) (p=0,01) és gyorsabb f) (p=0,02) hatdst mutat a PCE csoportban
(N=6, kétutas RM-ANOVA Bonferroni-korrekcioval).

A PCE-kezelés serkentd szinapszisokra kifejtett hatasara is kivancsiak voltunk, igy
el6szor felvettiik a kiilonbozo stimulus intenzitdsokhoz tartozd valaszok bemenet-kimenet
(input-output) gorbéit. Azt talaltuk, hogy nagyobb stimulus intenzitas sziikséges ugyanakkora
szinaptikus serkentés kivaltasdhoz a PCE utodokban, igy valoszinlsithetéen a kezelés
csokkenti a dopaminerg sejtekre érkez6 serkentd inputok szamat és/vagy erdsségét
(23. abra/a), ahogy ezt a konfokalis mikroszkopos vizsgélatokban is tapasztalhattuk
(19. abra/a-c). Ezzel egyiitt megfigyeltiik, hogy hosszabb lett a posztszinaptikus AMPA
aramok lecsengése (23. abra/b), ami arra utal, hogy a PCE-kezelés a dopaminerg neuronok
serkentd afferenseinek posztszinaptikus valaszkészségét is novelte. Ehhez hasonléan a PCE
utodokban magasabb AMPA/NMDA aranyt figyelhettiink meg, és ennek a siirliség-eloszlas
fliggvénye jobbra toldodott a dopaminerg sejtekben (23. abra/c-e). Figyelemre méltd
megjegyezni, hogy hasonl6 AMPA/NMDA arany névekedést tapasztaltak kordbban in utero
kokainnak ¢és alkoholnak kitett utodok VTA dopaminerg sejtjeiben is [144], [145].

A dopaminerg neuronokra érkez6 csokkent er0sségii gatlas és a serkenté bemenetekre

vald nagyobb valaszkészség eltolhatja a szinaptikus plaszticitas kiiszobértékeit is. A kontroll
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allatokban alacsony frekvencidju preszinaptikus stimuldciot (LFS, 1 Hz) posztszinaptikus
membran depolarizacidval (-40 mV) pérositva megfigyelhetd volt a serkentd szinapszisok vart
hosszl tavll depresszioja (LTD) [146]. Ezzel szemben a PCE-kezelt éallatokban ugyanez a
stimulus protokoll a szinapszisok hosszii tavll potencirozdédasdhoz vezetett (LTP)
(23. abra/f-g), ami az éretlen glutamaterg szinapszisok egyik ismertetd jegye. A szinapszisok
plaszticitdsanak ilyen szintli megvaltozdsa eldrevetitheti késObbi pszichiatriai korképek

kialakulasanak nagyobb valoszintiségét.
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23. dbra A PCE-kezelés megviltoztatia a VTA dopaminerg neuronjaira érkezo serkentd szinaptikus bemenetek
tulajdonsagait (Frau, Miczan és mtsai.[122], modositva)

a) A PCE-kezelés megvaltoztatia az input-output dsszefiiggést (p<0,0001, kétutas RM-ANOVA, N=5 és 7). A bal
oldalon reprezentativ AMPA EPSC jelalakok lathatoak (kalibracio 10 ms, 50 pA).

b) Az AMPA EPSC lecsengési ideje meghosszabbodik PCE kezelés hatasara (p=0,0004, kétmintas t-teszt, N=5 és
7). A példa AMPA EPSC jelalakokat 70 mV-on régzitettiik (kalibracio 10 ms, 50 pA).

¢) AMPA és NMDA EPSC jelalakok, melyeket +40 mV-on tartott dopaminerg neuronokbol régzitettiink (kalibracio
10 ms, 50 pA).

d) A PCE-kezelés befolyasolja az AMPA/NMDA aranyt (p<0,0001, kétmintds t-proba, N=5 és 7).

e) Az AMPA/NMDA arany értékek kumulativ siiriiségeloszlas fiiggvénye (p=0,0002, Kolmogorov—Smirnov teszt,
N=6és7).

f) AMPA EPSC jelalakok, melyeket -70 mV-on vettiink fel posztszinaptikus membrdan depolarizacio (-40 mV) és
alacsony frekvencias preszinptikus stimulacio (LFS, 1 Hz) egyiittes alkalmazasa elétt és utan (kalibrdacio 5 ms,
100 pA).

g) Az alacsony frekvencias stimulacio (1 Hz, kezddpontia nyillal jelolve) hosszii tavi potencirozodast (LTP) okoz a
PCE-kezelt utodokban, mig a CTRL patkanyok DA neuronjaiban hosszu tavi depresszio (LTD) figyelhetd meg
(p<0,0001, kétutas RM-ANOVA, N=5 és 4).
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6.2.1.3 Specialis viselkedési endofenotipus

A kozépagyi dopaminerg jelatvitel prenatdlis kannabisz adagolds hatdsara torténd
megvaltozédsa a fejlodés folyaman tiikrozodhet a ragesalok eltérd viselkedési mintazataiban,
melyek akar alapallapotban, akar valamilyen beavatkozas hatsara létrejohetnek. fgy a PCE-
kezelt utodokat tobbféle viselkedési tesztnek vetettiik ald, vagy ,.kdrnyezeti inzultusként” akut
szubkutdan THC (2,5 mg/kg) adagolast valasztottunk az emberi pre-pubertasnak megfeleld
idészakban (a 15. és 28. életnap kozott), vagy pedig csupan a hordozészert adagoltuk a THC
hatéanyag nélkiil (VEH: vehikulum). Azért ezt az idészakot valasztottuk, mert emberben a
pszichiatriai betegségek, allapotok els6 jelei, az un. ,,szubklinikus tiinetek” még a serdiilokor
¢s a fiatal felndtt kor eldtt jelentkezhetnek [147], és egy fontos kutatasi cél, hogy minél
hamarabb, mar ebben a fazisban azonosithatoéak legyenek az elvaltozasok, az tigynevezett
endofenotipusok, azaz olyan mérhetd, nem feltétleniil patologias jellemzok, amelyek
utalhatnak egy késobbi koros allapot kialakulasara [86].

Egészséges felnétt kannabiszfogyasztd emberekben megfigyelték, hogy a szer olyan
tiinetek széles skalajat is kivalthatja, melyek hasonlitanak a skizofrénia-spektrum zavar
megnyilvanulasaira [83], [148]. Igy els6ként egy ilyen tipikus skizofrénia tiinet allatmodelljét
teszteltilk PCE-kezelt patkanyokon: azt szerettiik volna megallapitani, hogy épek-e az allatok
szenzorimotoros kapuzé funkcidi. Ezt tigy lehet vizsgélni, hogy mérjiik, hogy az allatok
mennyire riadnak meg egy bizonyos hangingertdl annak fiiggvényében, hogy elétte hallanak-e
egy figyelmeztetd hangot vagy sem. Ezt prepulzus gatlasnak (pre-pulse inhibtion, PPI)
nevezziik, és ennek karosoddsa sok pszichotikus rendellenességgel kiizd6 betegen is
megfigyelheto [149].

A Kkisérletek soran azt talaltuk, hogy onmagaban a PCE-kezelés nem modositja a
prepulzus gatlast, de akut THC-kezelés hatasara a PCE-csoportban a PPI érték karosodott, mig
ez nem befolyasolta a kontroll allatokat (24. abra/a). A jelenség hatterében valdsziniisithetéen
a mezolimbikus dopaminszintek megvaltozasa allhat, hiszen a tirozin-hidroxilaz gatlé AMPT
(alfa-metil-para-tirozin) alkalmazasaval elkeriilhetéek voltak a PPI-ben megfigyelhetd
rendellenességek a PCE allatokban (24. abra/b).

A kovetkezo viselkedési kisérletben az akut THC hatasat vizsgaltuk a spontan mozgasi
jelenségekre PCE-kezelt és kontroll allatokban. Ehhez egy ~40 x 40 cm-es négyzet alaku
terepen figyeltiik a patkanyok mozgasat. Az adott id6 alatt megtett tavolsag és az aktivitasi
események szama nem kiilonbozott alapallapotban a kontroll és a PCE-kezelésen atesett
allatok kozott, am akut THC adagolas hatasara a PCE-allatok hiperaktivitasat figyelhettiik meg
(24. abra/c, d). Ha megkiilonboztettik a kozépsd 20 x 20 cm-es részt a szélekhez kozeli
20 cm-es savtol, azt tapasztaltuk, hogy a THC-kezelés a PCE allatokban novelte a kozépsod

részen toltott id6 aranyat, ami ebben az allatmodellben ugy értelmezhetd, hogy ezek a
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patkanyok fajtarsaikhoz képest tobbszor tartdzkodtak a ,kockézatosabb™ nyilt teriileten
(24. abra/e).
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24. dbra A prenatilis kannabisz kezelés fogékonysagot okoz késobbi THC-adagolis utdn
kiilonbozo viselkedési paradigmakban (Frau, Miczan és mtsai.[122], modositva)

a) Akut szubkutan THC adagolas (2,5 mg/kg) szenzorimotoros kapuzasi rendellenességeket okoz PCE-kezelt him
patkanyokban, ezt csokkent PPl-index (pre-pulse inhibition, azaz egy eldzetes inger miatti csékkent valasz) jelzi.
(PCE-VEH vs. PCE THC: p=0,037; CTRL-VEH: n=14, PCE-VEH, PCE-THC: n=18; CTRL-THC: n=17).

b) A dopamin szintézis gatlasaval (AMPT: alfa-metil-para-tirozin, 200 mg/kg intraperitonedlisan) megelézhetoek
az akut THC-indukalta PPI kiilonbségek a PCE csoportban (p=0,0008, PCE-VEH-THC vs. PCE-AMPT-THC;
CTRL-VEH-THC, PCE-VEH-THC: n= 10, CTRL-AMPT-THC: n=9, PCE-AMPT-THC: n=13).

¢) Az akut THC megnovekedett mozgasi aktivitast okoz a PCE-kezelt utédokban (p=0,0008 PCE-VEH vs. PCE-
THC; CTRL-VEH, CTRL-THC: n=8, PCE-VEH: n=11, PCE-THC: n=10).

d) Az akut THC néveli a mozgasi eseményeket a PCE-kezelt utodokban (p=0,0024 PCE-VEH vs. PCE-THC, CTRL-
VEH, CTRL-THC: n=8, PCE-VEH: n=11, PCE-THC: n=10).

e) Az akut THC meghosszabbitja az aréna kozépsé részén toltott idot (p=0,005 PCE-VEH vs. PCE-THC, CTRL-
VEH és CTRL-THC: n=8, PCE-VEH: n=11, PCE-THC: n=10).

Az adatokat kétutats ANOVA modszerrel elemeztiik, amelyet Tukey-féle teszt kovetett.

6.2.1.4 Fokozott dopaminfelszabadulas

A kovetkezOkben azt szerettiik volna megvizsgalni, hogy a PCE csoport utédaiban a
VTA dopaminerg sejtjeinek fokozott serkenthetdsége egyiitt jar-e azok kimeneteinek
megndvekedett aktivitasaval, azaz tobb dopamin szabadul-e fel beldliik, mint a kontroll

csoport allataibol.
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Ehhez €16 allatok agydban mértiik a dopamin felszabadulasat, méghozza a ventralis
tegmentalis teriilet egyik f6 célpontjaban, a nucleus accumbens shell részében (NAcS)
(25. ébra/a-c). Célunk eléréséhez agyi mikrodializis alkalmazasdra volt sziikség, ami azt
jelenti, hogy az ¢él6 allatok agyabodl nagyon preciz mdédon mintdt tudunk venni korabban
beiiltetett elektroda segitségével, és ebben a mintaban tudjuk mérni a neurotranszmitterek,
esetiinkben a dopamin szintjét nagyhatékonysagt folyadékkromatografia segitségével.

A viselkedési kisérletekkel Osszhangban azt talaltuk, hogy habar alapallapotban az
extracellularis dopaminszintekben nincs kiilonbség a CTRL és PCE allatok nucleus
accumbensében (25. abra/d), de akut THC alkalmazasa soran a PCE csoport allatai nagyobb
dopaminszint-emelkedéssel reagaltak, mint a CTRL allatok. Ez arra utalhat, hogy az anyai
THC-adagolas kovetkeztében a PCE allatok mezolimbikus dopaminerg rendszere
deszenzitizalodhatott, igy csak magasabb dopaminszintekre képes reagalni. Ezen kiviil azt is
megfigyeltiik, hogy a prepulzus gatlas csokkenésének mértéke Osszefiigg a mért dopamin

szintekkel (25. abra/f) a PCE allatokban.
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25. dabra A PCE-kezelés fokozott dopaminfelszabadulast okoz a nucleus accumbensben akut THC hatdsdra
(Frau, Miczdn és mtsai. [122], modositva)

a) Reprezentativ abra a nucleus accumbens shell részében elhelyezett mikrodializis probarol. A nyil a proba hegyét
mutatja (N=7).

b) Sematikus abra a proba elhelyezkedésérdl az agyban (fiiggoleges vonal, nucleus accumbens shell, AP: +1,5, L:
+/- 0,7, V: -7.0 a bregmatol) — Paxinos és Watson 2007-es abraja alapjan.

¢) Az dltalunk végzett kisérletek probdinak valos helyzete. NAcSh: nucleus accumbens shell, NAcC: nucleus
accumbens core, CPu: caudate/putamen.

d) A THC adagolas elétti dopaminszintek megegyeznek (p=0,205, parositatlan t-teszt, N=7 csoportonként)

e) Az akut THC-adagolas nagyobb dopamin felszabadulast okoz a PCE-kezelt patkanyok nucleus accumbens shell
részében (p<0,05, Sidak-féle teszt).

f) A pre-pulse inhibition értéke inverz korrelaciot mutat a NAcSh dopaminszintjeivel a THC-kezelt PCE utodokban.
Az adatok illesztése linedris regressziéval tortént (r*=0,62, p=0,01; CTRL: n=11, PCE: n=9).

6.2.1.5 A pregnenolon szerepe a THC kezelés hatdsainak kivédésében

A PCE-nek kitett utodok fenotipusanak enyhitésére nem allnak jelenleg rendelkezésre
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megel6z6 stratégiak [71]. Az endofenotipus feltérképezése kiemelkedben fontos abbdl a
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szempontbdl, ha tesztelni szeretnénk olyan gyogymoédokat, amik alkalmazhatéak a hossza
tavon kialakul6 pszichiatriai betegségek korai, akdr még tiinetmentes stddiumaban [78], [147],
[150].

Az amerikai egyesiilt dllamokbeli FDA (Food and Drug Administration) szervezet altal
elfogadott pregnenolon (PREG) nevii neuroszteroid gatat szab tobb a skizofréniaval
kapcsolatos tiinetnek (mint példaul a pszichomotoros agitacié és a PPI zavarok [151]), ezen
kiviil az endokannabinoid rendszer negativ regulatora [152]. Ezen informéaciok birtokaban
feltételeztiik, hogy a PCE utddok rovid posztnatalis pregnenolon kezelése megfeleld lehet a
PCE okozta valtozasok visszaforditasara a VTA dopaminerg neuronjainak tekintetében. Ehhez
pregnenolont (6 mg/kg) vagy annak hordozdéanyagat adagoltuk szubkutan 9 napon keresztiil
napi egyszer a 15. és 23. életnap kozott, €s az elektrofizioldgiai teszteket 1 vagy 2 nappal az
utolsé beadas utan végeztiik el, amikor a szer mar kiiiriilt az agybol (26. abra/a).

A PREG kezelés visszaallitotta a hosszu tavi depressziot (LTD) a kontroll szintre a
dopaminerg sejtek serkentd szinapszisaiban (26. abra/b), anélkiil, hogy a kontroll allatok
szinaptikus transzmissziojat befolyasolna. Ezen til a PREG enyhitette a PCE-kezelés miatt
kialakult dopamin neuron tilserkenthetdséget, amit a nyugalmi membran potencial
(26. abra/c) és a spontan (26. abra/d), valamint a kivaltott (26. dbra/e, f) akcids potencidlok
megfigyelésével mutattunk meg. A pregnenolon szelektiven akadalyozta meg az akut THC
okozta magasabb dopaminszinteket a nucleus accumbens shell részében (26. abra/g, h), és a
PCE utdédok THC-indukalta szomatoszenzoros kapuzasi zavarait is helyreallitotta (26. abra/i).
Mindent egybevetve ezek az eredmények azt jelzik, hogy a pregnenolon enyhiteni tudja a
PCE-kezelés okozta hiperdopaminerg allapotot, és megeldzi az akut THC-kezelés negativ

hatéasait.
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26. abra A pregnenolon enyhiti a szinaptikus plaszticitasbeli, dopamin neuron aktivitasbeli és viselkedésbeli
kiilonbségeket a PCE-kezelt utodokban (Frau, Miczdn és mtsai.[122], modositva )

a) Pregnenolon kezelés: a 3-4. posztnatalis hétben, szubkutan 6 mg/kg.

b) Pregnenolon hatasa az alacsony frekvencias stimulacios kisérletben (LFS, 1 Hz, kezdete nyillal jelolve, p=0,02,
PCE-VEH vs. PCE-PREG, kétutas RM-ANOVA Sidak-féle teszttel, N=4). A vastag vonalak a 23. abra eredményeit
mutatjak. A példa jelalakok -70 mV-on felvett jeleket mutatnak LFS elétt (1) és utan (2) (kalibracio: 5 ms, 100 pA).
¢) A pregnenolon visszaallitia a PCE-kezelt utodban a CTRL értékére a nyugalmi membranpotencialt (p=0,00006,
PCE-VEH vs. PCE-PREG, p<0,01, PCE-VEH vs. CTRL-VEH, kétutas RM-ANOVA Sidak-féle teszttel, N=5
csoportonként).

d) A pregnenolon visszadllitia a dopaminerg sejtek spontan tiizelési frekvencidjat a PCE-kezelt utodban a CTRL
értékére (p<0,01, PCE-VEH vs. PCE-PREG, p=0,02, PCE-VEH vs. CTRL-VEH, kétutas RM-ANOVA Sidak-féle
teszttel, N=5 csoportonként).

e) Kivaltott tiizelés reprezentativ jelalakjai pregnenolon-kezelt utodokban (kalibracio: 400 ms, 100 mV).

/) A pregnenolon visszaallitja a kivaltott tiizelést a CTRL értékre (p<0,0001, PCE-VEH vs. PCE-PREG, kétutas
RM-ANOVA Sidak-féle teszttel, N=6 és 7).

g) A pregnenolon kezelés csokkenti a THC hatasat a nucleus accumbens dopamin szintjére (p=0,30 kétutas RM-
ANOVA Sidak-féle teszttel, N=7 és 6). A vastag vonalak a 25. abra adatait jelképezik.

h) Nincs kiilonbség az alap dopaminszintekben a pregnenolonnal kezelt CTRL és PCE allatok kozott (p=0,768,
kétmintas t-teszt, N=7 és 6).

i) A pregnenolon kivédi a THC-kezelés hatdsait a PPI-re a PCE-kezelt utéodokban (p=0,032, PCE-THC-VEH vs.
PCE-THC-PREG, p=0,0004, CTRL-THC-VEH vs. PCE-THC-VEH, Tukey-féle teszt, CTRL-THC-VEH: N=17,
CTRL-THC-PREG, PCE-THC-VEH, PCE-THC-PREG: N=16).
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6.2.2 Osszefoglalas és az eredmények alkalmazasi lehetéségei

A projekt keretén belill bebizonyitottuk, hogy az anyai THC-kezelés sokrétii
molekularis, cellularis és szinaptikus valtozast okoz, mely sériilt dopamin funkciéhoz vezet a
fiatal him patkanyokban. A VTA dopaminerg neuronjainak ilyen mértékben novekedett
serkenthetdségét mar felismerték, mint pszichiatriai betegségekhez vezetd idegrendszeri
fejlodési kockazati tényezot. Ez megnyilvanulhat rendellenes asszociativ tanulasban vagy a
jutalmazasi rendszer megvaltozott miikddésében, illetve a klinikai tanulmanyok szempontjabol
nézve olyan maladaptiv viselkedésekben, mint az affektiv diszregulacio, a pszichozis és a
fiiggdségekre valo fogékonysag [67], [75], [78]. Az is lehetséges, hogy a THC-t fogyasztd
anyak gyermekeinek amygdaldjdban és nucleus accumbensében mért csdkkent dopamin D2
receptor expresszio [153], [154] ennek a hiperdopaminerg modnak lehet az adaptiv
kovetkezménye, ¢és hozzajarulhat a pszichiatriai betegségekre valdo ndvekedett
sebezhetdséghez is [79].

Az eredmények alapjan az a véleményiink, hogy a hiperdopaminerg allapot és a
szinapszis-specifikus atalakulds fontos neurobioldgiai sarokkdvek, melyek eldsegithetik az
anyai kannabisz hasznalattal 6sszefliggd fogékonysagi endofenotipus kialakulasat. Ez azért
fontos, mert a preklinikai és klinikai vizsgalatok szintén mutattak jelentds oksagi dsszefliggést
a skizofrénia és a mezostriatalis dopamin diszfunkcié kozott, kiilondsen az emelkedett
dopamin szintézis és felszabadulas szempontjabol [80]. Ezen kiviil pozitron emisszids
tomografias tanulmanyok talaltak Osszefiiggést a THC-okozta megnovekedett dopamin-
felszabadulds és a THC-indukalta pszichoézis genetikai kockazata kozott [155], amely
nagyfoku csaladi halmozodast mutat [156]. Ez felveti annak lehetéségét, hogy a PCE-kezelt
utdédok a kannabisz felhasznaloknak egy olyan részét jelképezik, akik érzékenyek a THC-
indukalta pszichézisra [157], ezért a PCE lehet egy kockazati tényezé, mely mar
gyermekkortol nagyobb fogékonysagot okoz a pszichotikus epizdédokra [78]. Mivel a PCE-
indukalta dopamin diszregulacio akar THC-fiiggd téveszmékre ¢és hallucinaciokra is
hajlamosithat, a PCE relevans, befolyasolhaté prediktora lehet ezen tiinetek pszichiatriai
rendellenességgé valasahoz.

Az eredményeink Osszhangban vannak azzal, hogy korabban megmutattak a
pregnenolonrol, hogy az endokannabinoid rendszer negativ regulatoraként ragcsalokban
védelmet nyujt akut THC-mérgezéssel szemben [152] és a skizofrénia egy modelljében is
jotékony hatasunak bizonyult [151]. Mivel ez egy jol tolerdlhato, az FDA altal engedélyezett,
sulyos mellékhatasoktol mentes szer [152], kutatasunknak igéretes transzlacios lehetOségei
vannak a marihudnat hasznal6 kismamak gyermekeinek korében. Eredményeink jabb kutatasi

iranyokat nyitnak a PCE-kezelés hatasanak vizsgalatira mas anatomiailag és funkcionalisan
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heterogén, kiilonbozd axondlis vetitéssel bird dopamin alcsoportok felé, hiszen a mi
kutatdsunk a VTA lateralis részére fokuszalt, mely a nucleus accumbens shell lateralis részébe
vetit els6sorban [139].

Végiil fontos hangsulyozni, hogy a PCE-kezelt allatok dopaminerg neuronjainak
potencirozott allapota hasonlit az in ufero kokainnak vagy alkoholnak kitett utdédokban
megfigyeltekhez [144], [145]. Ezért mivel az orvosok altaldban felhivjak a varandds ndk
figyelmét arra, hogy ne fogyasszanak alkoholt vagy kokaint a terhességiik alatt, hiszen arthat a
magzatnak, a kisérleteink alapjan az is hangsilyozando, hogy tajékoztassak Oket a
kannabiszhasznalat kovetkezményeirdl is; annal is inkabb, mert sok féorumon alulbecslik az
anyai kannabiszfogyasztassal kapcsolatos idegrendszeri fejlodési karos hatasok kockazatat
[70], [71]. Mivel a kannabiszt legalizalni kivano torekvések vilagszerte terjednek, ezért
varhato, hogy egyre tobb gyermek sziiletik majd méhen beliili kannabisznak valo kitettséggel
a kovetkezd évtizedekben. Tehat a jelen kutatas azért is fontos, hogy kiemelje a kiterjedt
neurobioldgiai maladaptiv folyamatokat, melyek ndvelik az utédok fogékonysagat a

neuropszichiatriai rendellenességekre.
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10 Roviditésjegyzék

Révidités | Angol/latin elnevezés Magyar elnevezés

2-AG 2-Arachidonoylglycerol 2-arachidonoil-glicerol

ACSF Artificial Cerebrospinal Fluid mesterséges agy-gerincvelGi folyadék

AHP Afterhyperpolarization hiperpolarizacié utani

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4- 2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-oxazol-
isoxazolepropionic acid 4-il) propdansav

AP Action Potential akcios potencial

AMPT Alpha-methyl-para-tyrosine alfa-metil-para-tirozin

AP-5 2-amino-5-phosphonovaleric acid 2-amino-5-foszfopentansav

BAPTA 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane- 1,2-bis(o-aminofenoxi)etan-N,N,N’,N’-
N,N,N’,N’-tetraacetic acid tetraecetsav

BDI Bouton Distribution Index bouton (axonterminalis) eloszlas index

BLA Basolateral Amygdala bazolateralis amygdala

BSA Bovine Serum Albumin szarvasmarha szérum albumin

CA Cornu Ammonis Ammon-szarv, a hippokampusz része

CaBP Calcium Binding Protein kalciumkotd fehérje

CADP2 Calcium-Dependent Secretion kalciumfligg6 szekrécio aktivalod 2
Activator 2

CALB1 Calbindin calbindin

CALB2 Calretinin calretinin

CALM Calmodulin calmodulin

CBD Cannabidiol kannabidiol

CB1 Cannabinoid Receptor Type-1 1-es tipusu kannabinoid receptor

CCK Cholecystokinin kolecisztokinin

CMLE Classical Maximum Likelihood klasszikus maximum likelihood becslés
Estimation

CDH2 Cadherin-2 cadherin-2

CNTNAP2  Contactin-associated protein-like 2 | Contactin-asszocialt fehérje szert 2

CNR1 Cannabinoid Receptor 1 Cannabinoid receptor 1 génje

CPNE5 Copine 5 copine 5

CPu Caudate/Putamen farkasmag/putamen

CTRL control kontroll

cv Coefficient of Variation variacios egyltthatd

DAG Diacylglycerol diacilglicerol

DAPI 4,6-diamidino-2-phenylindole 4,6-diamino-2-fenilindol

DG Dentate Gyrus gyrus dentatus, "fogazott

agytekervény"

DGL-a Diacylglycerol Lipase-a diacilglicerol-lipaz-a

DIC Differential Interference Contrast differencial interferencia kontraszt

EGTA ethylene glycol-bis(B-aminoethyl etilén-glikol-bisz(B-aminoetil éter)-
ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid N,N,N’,N’-tetraecetsav

EM Electron Microscopy elektronmikroszkdpia

EMCCD Electron Multiplying Charge elektronsokszorozo toltés-csatolt

Coupled Device

eszkoz
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EPSC
EPSP
FDA

GABA
GD
GO
HC
HEPES

HPLC

IF

IN

IP3
IPSC
IPSP
ISH
KCTD12

LTD
LTP
LFS
LSD
MACWE

MGL
mGIuR5

MIP
mRNS
NAcC
NAcS
NECAB1

NECAB2

NETO1
NDS
NLP
NMDA
Nr2f2

NRX3
ocT
O-LM

10.15774/PPKE.ITK.2021.001

Excitatory Postsynaptic Current
Excitatory Postsynaptic Potential
Food and Drug Administration

Gamma-Aminobutyric Acid
Gestation Day

Gene Ontology

Hippocampus
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-
yllethanesulfonic acid

High Performance Liquid
Chromatography
Immunfluorescence

Interneuron

Inositol Trisphosphate
Inhibitory Postsynaptic Current
Inhibitory Postsynaptic Potential
In situ hybridization

Potassium channel tetramerization

domain containing 12
Long-term Depression
Long-term Potentiation
Low Frequency Stimulation
Least Significant Difference

Morphological Active Contours
Without Edges
Monoacylglycerol Lipase

Metabotrope Glutamate
Receptor 5

Maximal Intensity Projection
messenger Ribonucleic Acid
Nucleus Accumbens Core
Nucleus Accumbens Shell
N-terminal EF-hand Calcium
Binding Protein 1

N-terminal EF-hand Calcium
Binding Protein 2

Neuropillin and tolloid-like 1
Normal Donkey Serum
Number of Localization Points
N-methyl-D-aspartate
Nuclear Receptor Subfamily 2
Group F member 2 (COUP-TFII
gene)

Neurexin-3-alpha

Optimal Cutting Temperature
Oriens-Lacunosum Moleculare

serkent8 posztszinaptikus aram
serkent6 posztszinaptikus potencial

Elelmiszerbiztonsagi és
Gydgyszerészeti Hivatal
gamma-aminovajsav
gesztacids nap

gén ontoldgia
hippokampusz
2-[4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-
etanszulfonsav
nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia
fluoreszcens immunfestés

interneuron

inozitol-triszfoszfat

gatld posztszinaptikus dram

gatld posztszinaptikus potencidl

in situ hibridizacié

kaliumcsatorna teramerizalé6 domén
tartalmazo fehérje 12

hosszutavu depresszid

hosszutavu potenciacié

alacsony frekvencias stimulacié
legkisebb szignifikans differencia
élmentes morfoldgiai aktiv konturok

monoacilglicerol-lipaz
metabotrdp glutamat receptor 5

maximalis intenzitas projekcio
hirvivé ribonukleinsav

nucleus accumbens core
nucleus accumbens shell
N-terminalis EF-kéz kalciumkoté

fehérje 1
N-terminalis EF-kéz kalciumkot6
fehérje 2

Neuropillin és tolloid-szer( fehérje 1
normal szamar szérum

lokalizacids pontok szama
N-metil-D-aszpartat

magi receptor alcsalad 2, F csoport, 2-
es tagja (a COUP-TFII génje)

Neurexin-3-alfa
optimalis vagasi h6mérséklet
a stratum oriens/ lacunosum
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PALM

PB
PCE
PCLO
PFA
PFS
PIP2

PLC-B
PPI
PREG
PSD
PSF
PVALB
RM-
ANOVA
ROI

s.C.
SCGN
SIM
Slc17a8

SMLM

SS-CTX
STED

STORM

SYT6
TBS
TEA
TH
THC
TIRF

TTX
VEH
VGIuT1
VGIuT3
VIAAT

VTA
WIN
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Photoactivated Localization
Microscopy

Phosphate Buffer

Prenatal Cannabis Exposure
Piccolo

Paraformaldehyde

Perfect Focus System
Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate

Phospholipase C-B

Pre-Pulse Inhibition
Pregnenolone

Postsynaptic Density

Point Spread Function
Parvalbumin

Repeated Measures Analysis of
Variance

Region Of Interest

subcutaneous

Secretagogin

Structured lllumination Microscopy
solute carrier family 17 member 8
(the vGIuT3 gene)

Single Molecule Localization
Microscopy

Somatosensory Cortex
Stimulated Emission Depletion
Microscopy

STochastic Optical Reconstruction
Microscopy

Synaptotagmin 6

Tris-buffered Saline
Tetraethylammonium chloride
Tyrosin-Hydroxylase
Delta-9-Tetrahydrocannabinol
Total Internal Reflection
Fluorescence

Tetrodotoxin

Vehicle

Vesicular Glutamate Transporter 1
Vesicular Glutamate Transporter 3
Vesicular Inhibitory Amino Acid
Transporter

Ventral Tegmental Area
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molecularéban (elhelyezkedd IN)
fotoaktivacids lokalizaciés
mikroszkdpia

foszfat puffer

prenatdlis kannabisz kezelés
piccolo

paraformaldehid
fokuszstabilizald rendszer
foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat

foszfolipaz C-B

prepulzus gatlas

pregnenolon

posztszinaptikus denzitas
pontvalasz figgvény

parvalbumin

ismételt méréses varianciaanalizis

kivalasztott terilet
szubkutan
secretagogin

strukturalt megyvilagitds mikroszkopia

a vGluT3 fehérje génje

egyedi molekula lokalizacids
mikroszkopia
szomatoszenzoros kéreg
stimulalt emisszid deplécid
mikroszkdpia

sztochasztikus optikai rekonstrukcios
mikroszkdpia

synaptotagmin 6

Tris puffer fizioldgias sdval
tetraetil-ammadnium-klorid
tirozin-hidroxilaz
delta-9-tetrahidrokannabinol

teljes belsG visszaver6dés
fluoreszcencia
tetrodotoxin

hordozé anyag
vezikuldris glutamat transzporter 1
vezikuldris glutamat transzporter 3

vezikuldris gatlé aminosav
transzporter
ventrdlis tegmentalis teriilet

WIN 55,212-2
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