Nanoszkdpias képalkotasi eljarasok alkalmazasa az
idegrendszer molekularis plaszticitasanak
vizsgalataban

Csaponé Miczan Vivien
A PhD disszertacio tézisei

Témavezetok:
Prof. Katona Istvan
Dr. Horvath Andras

PAZMANY PETER KATOLIKUS EGYETEM
INFORMACIOS TECHNOLOGIAI ES BIONIKAI KAR
ROSKA TAMAS MUSZAKI ES

TERMESZETTUDOMANYI DOKTORI ISKOLA

Budapest, 2020.



1 Kivonat

Az agy mikodésének  megértése, sejtjeinek  bonyolult
kapcsolatrendszere, diverzitasa, a szinapszisok sokfélesége és
valtozékonysaga, és az ezen funkciék mogdtt meghlzédo fehérjék
valtozatossaga miatt egy hihetetleniil kockazatos vallalkozasnak
igérkezik. Azonban korunkban egyre tobb és tobb 0j, hatékony
modszer all rendelkezésiinkre, hogy vizsgalni tudjuk ezt a rendkiviili
komplexitast. Csoportunkban korabbi munkank  soran
kifejlesztettink egy olyan mikroszképias modszert, mellyel
egyszerre  vagyunk  képesek egyedi  sejttipusok, sejtek,
sejtszervecskék jeldlésére, és azokon belill tudjuk vizsgalni egy-egy
kivélasztott fehérje mennyiségét, nanoskalaju elhelyezkedését. Az
igy megvaldsitott  korreldlt konfokalis és szuper-rezollcids
mikroszkopia tehat arra ad eszk6zt a keziinkbe, hogy ezen
molekularis adatok alapjan kovetkeztethessiink a vizsgalt fehérjék
sejten belll betdltott szerepére. Dolgozatomban két olyan
tudomanyos kutatast mutatok be, ahol kihasznaltuk ennek a korrelalt
modszernek az eldnyeit.

Az elsé munkaban az egér hippokampusz, a bazolateralis
amygdala és a szomatoszenzoros kéreg terlletén talalhatd, a
kannabinoid receptor 1-es tipusat (CBi1) kifejez6 gatlo idegsejt
osztaly karakterisztikus kalciumko6td fehérjéit kerestiik. Abban
biztunk, hogy hasonléan a tobbi interneuron tipushoz ezzel egy
széles korben hasznalhaté markerre tesziink szert, valamint ezen
fehérjék ismeretével kozelebb kerllhetlink annak a megértéséhez,

hogy hogyan alakulnak ki a CBsi-es interneuronok kilénleges



glettani  tulajdonsagai, mely alapjan betoltik nélkilozhetetlen
haldzati szerepiiket. Egy szamitogépes egysejt-mRNS szekvenalasi
adatbazisbol indultunk ki, és azt talaltuk, hogy az N-terminalis EF-
kéz kalciumkot6 fehérje 1-es és 2-es tipusa (NECABL és NECAB2)
j6 jeldltek lehetnek a tovabbi kutatdsokhoz. A tovabbiakban az
adatbazis alapjan nyert informéaciokat kisérletesen is megerésitettiik,
eldsz6r mRNS-szinten, majd fehérje szinten populacios és egyedi
sejtes vizsgalatokkal. Ezutan pedig nanoskalaju  méréseket
végeztiink korrelalt konfokdlis és szuper-rezoliciés mikroszkdpia
segitségével, melynek soran kimutattuk a két fehérje mennyiségi és
eloszléasbeli killénbségeit az idegsejtek kiilonbozé részeiben.

A maésodik kutatasi témaban A°-tetrahidrokannabinollal
(THC) kezelt patkany anyak utédjaiban vizsgaltuk a vegyiilet
hatasat a dopaminerg jutalmazé rendszerre. Megmutattuk, hogy a
ventrdlis tegmentalis teriileten (VTA) a kezelés nem okoz a
dopaminerg sejtek szdméban eltérést, és a CB; receptorok szama
sem valtozik, azonban a dopaminerg sejtek bemenetein szinapszis-
specifikus  atrendez6dés torténik. Megvaltozik a  serkentd
szinapszisok szama ¢és erOssége, valamint a gatld szinapszisok
eréssége is, melyet szintén a korrelalt mikroszkdpiaval mutattunk
meg. Ezutdn kollaboratoraink kozremiikddésével feltartuk ennek
elektrofiziologiai és viselkedésbeli okait és kévetkezményeit, majd
egy lehetséges kezelési mddszert is teszteltink a valtozasok
kivédésére.



2 Uj tudomanyos eredmények

Tézis la: In silico egysejt mMRNS-szekvenalasi adatbazisok
vizsgalata alapjan azt talaltam, hogy az egér hippokampusz
kéregnek a CBi+ interneuronjai expresszaljdk a NECAB1 és
NECAB2 kalciumkoto fehérjék mRNS-eit. Ezt megerdsitettem
kisérletes eredményekkel populacids szinten mRNS és fehérje
szinten is a hippokampuszban, szomatoszenzoros kéregben és a
bazolateralis amygdalaban.

Kapcsolodo publikaciok: [J4], [C8], [C9]

Régota érdekli az interneuron-kutatokat, hogy vajon melyek
lehetnek a CBi+ interneuronoknak a konszenzus kalciumkotd
fehérjéi, amelyek j6 populaciés markerként szolgélhatnak, és akér
felelosek lehetnek a sejtcsoport specifikus tiizelésmintazataért és az
agyi halézatokban betoltott szerepéért. Az egysejt mMRNS
szekvenalas technikajanak fejlodésével lehetségiink nyilt arra, hogy
egy atfogd hippokampalis és szomatoszenzoros kéregbeli
adatbazisban ezen lehetséges kalciumkotd fehérjék utan kutassunk.
Elemzéseink utdn a NECABL1 és NECAB?2 fehérjét emeltiik ki, mint
jelolteket, és a tovabbiakban kisérletes munkaval bizonyitottuk az
adatbazis alapjan feléllitott hipotézisiinket. Ez egy j6 példa arra,
hogyan lehet felhaszndlni a napjainkban egyre nagyobb
mennyiségben termel6d6é adatot egy-egy kérdés megvalaszolasara,

majd kisérletekkel validalni azt.
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1. &bra A hippokampalis és kortikalis CB1+ interneuronok kifejezik a
Necabl és Necab2 mRNS-eket in silico adatok alapjan (4bra: Miczan és
mtsai., modositva)

a, b) Zeisel és munkatarsai [1] egyedi sejt mRNS szekvenalasi
adatbazisanak in silico elemzése alapjan a CBi+ interneuronok
kalciumkotd fehérje expresszios profilja.

A klasszikus kalciumkots fehérjék (calbindin — Calbl, calretinin — Calb2,
parvalbumin — Pvalb és secretagogin — Scgn) alacsony szinten, és csak a
CBi1+ interneuronok bizonyos alcsoportjaiban expresszaldédnak, de a
Necabl és Necab2 mRNS-ek majdnem mindegyik CBi+ sejtben
kimutathatéak a) a hippokampuszban (n=61 sejt) b) a szomaszoszenzoros
kéregben (n=84 sejt).

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



Tézis _1b: Egyedileg azonositott sejteken korrelalt
konfokalis és STORM  szuperrezollciés mikroszkopia
segitségével megmutattam, hogy a NECAB1 és NECAB2
fehérjék  szubcellularis eloszlasa kulonbozik az  egér
hippokampusz CA1 régidjaban: a NECAB1 fehérje nagyobb
stiriiségben fordul elé a szomatodendritikus kompartmentben,
mig a NECAB2 fehérje inkabb az axon terminéalisokban
stirtisodik be.

Kapcsolddo publikéciok: [J4], [C8], [C9]

A NECAB1 és NECAB2 fehérjek kozott nagy a
szekvenciabeli hasonldsag, és felmerilt a kérdés, miért van sziiksége
ugyanazon sejttipusnak két ilyen hasonlé proteinre. Egyedi sejtes
kisérleteinkben  azt  vizsgaltuk, hogy van-e valamilyen
elhelyezkedésbeli kiilonbség a kétféle fehérje kozott. Mig konfokalis
mikroszkdpidval a NECAB1-et nem sikerult detektalnunk az
axonterminalisokban, viszont a NECAB?2 itt fordult el6 nagyobb
mennyiségben, addig a korreldlt konfokalis és STORM
kisérletekben megmutatkozott a szuper-rezolucios modszer elénye,
hiszen a magasabb szenzitivitdisénak  koszonhetben — az
axonterminalisokban is detektalni tudtuk a NECAB1-et, viszont
sokkal kisebb siiriiségben, mint a NECAB2-t. Ez a strlségbeli
eltérés jelenthet funkcidbeli killénbségeket is a két protein kdzott.
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2. ara A NECABl1 és a NECAB2 fehérjék szubcellularis
stiriiségkiilonbsége CB1+ hippokampdlis kosarsejtekben (&bra: Miczan és
mtsai., modositva)

ai, bi, c1, di) Biocytinnel toltott (fehér), morfolégiailag karakterizalt
koséarsejt (a1, b1 — axonterminalis kompartment, ci, di — dendritikus
kompartment). Aktiv kontur algoritmus [2] segitségével kijeldlt ROI-k (fehér
vonal).

az, C2) Kiilonbozo siiriiségii NECAB1 STORM jel axon terminalisban és
dendritben. A STORM koordindtdkat sziirtiik a ROI alapjan.

b2, d2) Kiilonbozé siiriiségli NECAB2 STORM jel axon termindlisban és
dendritben. A STORM koordinatdkat sziirtiik a ROI alapjan.

e) A NECABL1 lokalizacids pontok siiriisége magasabb a dendritekben az
axon terminalisokhoz képest (N=6 és 5 dllat, 43 és 28 ROI, Mann—Whitney
U-teszt, p=0,0095).

f) A NECAB2 lokalizaciés pontok siriisége magasabb az
axonterminalisokban, 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 lokalizaciés pontok aranya eltér a
NECAB1 és a NECAB2 esetében. A NECAB1 a dendritikus
kompartmentben, mig a NECAB2 az axonterminalisokban van jelen
nagyobb siiriiségben (N=5 és 6 dllat, Mann—Whitney U-teszt, p=0,008).
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h) A Ripley L-fuggvény vizualizacidja NECAB1+ dendritekre (cian) és axon
terminalisokra (kék), mely azt mutatja, hogy a NECAB1l festés
klaszterezettebb az axonterminalisokban, mint a dendritekben (N=6 és 5
allat, n=51 és 40 ROI). A fekete szaggatott vonalak a Poisson-eloszlast
mutatjak (random).

i) A Ripley L-fliggvény vizualizaciéja NECAB2+ dendritekre (vilagos z&ld)
és axon terminalisokra (sotét zold), mely azt mutatja, hogy a NECAB2 festés
klaszterezettebb a dendritekben, mint az axonterminalisokban (N=6 és 6
allat, n=31 és 37 ROI). A fekete szaggatott vonalak a Poisson-eloszlast
mutatjak (random).

Tézis 2a: Konfokalis, valamint korrelalt konfokalis és
STORM mikroszképids vizsgélatok segitségével azt taldltam,
hogy him patkanyokban prenatalis kannabisz kezelés hatisara
nincs kulénbség a VTA dopaminerg sejtjeinek szamaban és az
azok vGluT1+ és VIAAT+ bemenetein talalhaté CB: receptorok
mennyiségében.

Kapcsolodo publikacio: [J3]

A kannabisz egyre nagyobb mértékli rekreacios célu és
orvosi alkalmazasinak ndvekedésével péarhuzamosan nodvekszik
vilagszerte a kannabisz hasznal6é varandds nék szama, akik sokszor
nincsenek tisztdban azzal, hogy &rthatnak is magzatuknak. Fontos
tehat vizsgalni az utédokban bekovetkezd, a kannabisz aktiv
hatéanyagai, példaul a THC-okozta valtozasokat. Kutatdsunkban a
jutalmazd rendszerre fokuszaltunk, hiszen a drogok nagy része itt
fejti ki hatasat. Egy patkany allatmodellt hasznaltunk, melyben az
anyéknak adagoltunk THC-t a gesztacios idészak alatt. Bar a THC
kdztudottan hat a CB; receptorokon, amelyek a magzati élet soran
aktivan befolyasoljak az agyfejlédést, nem talaltunk kiilonbséget a

kezelt és kezeletlen patkdnyok ventréalis tegmentalis terliletén a
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dopamint tartalmazo sejtek szamaban, illetve az azokra érkezé
serkent6 (vGluT1+) és gatldé (VIAAT+) bemenecteken a CB;
receptorok szdmaban. A kisérletek soran kihasznaltuk a korrelalt
konfokalis és STORM mikroszkdpia elényeit, hiszen a CBi
receptorok kis szdma miatt konvencionalis mikroszkoépiaval nem lett
volna lehetséges a vizsgalat, sziikség volt a STORM nagyobb
érzékenységére, valamint, hogy azonositani tudjuk a bemeneteket

konfokalis mikroszkdpia segitségével.
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3. &bra A prenatalis kannabisz kezelés nem véaltoztatja meg a dopaminerg
sejtek szaméat a VTA-ban (Frau, Miczan és mtsai., modositva)

a) Anti-TH immunfestés (zold) konfokalis képe kontroll kezelésen atesett
patkany agymetszeten. A sejtmagok DAPI festéssel vannak jel6lve (kék).

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

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

d) A c) panelen lévé fehér négyzettel jelolt régio kinagyitva.

n=12 képet készitettlink allatonként, a paneleken reprezentativ képek
lathatoak.

e) Az atlagos TH+ sejtsiirtiség 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 kijel6lt teriiletén nem tér el a kezelési
csoportok kozott (N=4 és 4 dllat, p=0,885, Mann—Whitney U-teszt).
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Tézis 2b: Konfokalis, valamint korrelalt konfokalis és
STORM mikroszkopids vizsgélatok segitségével azt taldltam,
hogy a prenatalis kannabisz kezelés komplex szinaptikus
valtozasokat okoz a him patkdnyok VTA-beli dopaminerg
sejtjeinek serkentd és gatldé bemeneteinek anatémidjaban:
kevesebb, am serkenthetébb vGluT1+ szinapszis lesz, a VIAAT+
szinapszisok gyengulnek, viszont szamuk nem valtozik.

Kapcsolodo publikacio: [J3]

Egyedileg  toltétt  VTA-beli  dopaminerg  sejteken
tobbcsatornas fluoreszcens immunfestést végeztink a vGIuT1
serkenté és a VIAAT gatldo szinaptikus markerek ellen, és
nagyfelbontasu konfokalis képalkotds és komplex képfeldolgozasi
Iépések utdn azt taldltuk, hogy a dopaminerg sejtek bemeneteinek
szama eltéré modon valtozik prenatalis kannabisz kezelés hatasara.
A szinapszisok molekularis elrendez6dése is valtozik, ebben az
esetben a korrelalt mikroszkopia el6nyeit ott tudtuk Kihasznalni,
hogy szinapszis-specifikusan vizsgaltuk a bassoon allvanyfehérje
beslirlisodését: mig a kezelt allatokban a serkentd szinapszisokban
csokkent az allvanyfehérje siirlisége, a gatlokban nétt. Ez arra utal,
hogy a serkent6 szinapszisok erdssége nd, a gatloké csokken, hiszen
a szinaptikus fehérjesiiriség befolyasolja a fesziiltségfiiggd
kalciumcsatorndk szdmat az aktiv zonaban. Ezen kivil a valtozatlan
szdm0 CB; receptornak eltéré mennyiségli kalciumcsatornat kell
szabalyoznia, ami szintén hozzajarulhat a valtoz&sokhoz. Az
anatomiai megfigyeléseinket kollaboratoraink elektrofizioldgiai
mérésekkel tamasztottak ala, és viselkedésbeli fenotipus kiilonbséget
is talaltak a kezelt és kezeletlen allatok kdzott. Tovabba sikerilt egy,
mar kordbban més indikacidra forgalomba keriilt szerrel meggéatolni
a valtozdsokat a kezelt allatokban, ami igéretes gyogymaddot
jelenthet a jovOben azon gyermekek szamara, akik in utero
talalkoztak a kannabisz hatanyagaival.
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4. &bra A PCE-kezelés hatisdira csokken a dopaminerg sejtekre érkezd
serkentd bemenetek szdama, mig a gdtlo inputok siiriisége nem viltozik
(Frau, Miczan és mtsai., modositva)

Toltott VTA-beli dopaminerg sejtek 3D rekonstrukciéja (magenta) a, d)
kontroll, b, e) PCE-kezelt allatokbdl,
a, b) vGIuT1+ d, e) VIAAT+ szinaptikus bemenetek (cian) feltlintetésével.

¢) A VvGIuT1l+ bemenetek siriiségének szamszerisitése a biocytin
objektumok felszinére normalizalva (p=0,0004, Mann—Whitney U-teszt
n=31 és 26 kép alapjan).

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