Pohyb kanabinoidnich receptort na povrchu kortikalnich neurona
in vitro

ABSTRAKT

Presynaptické kanabinoidni receptory (CB1R) jsou hlavni mediatory retrogradni synaptické
plasticity na excitacnich i inhibiénich synapsich a u¢astni se mnoha fyziologickych procesu.
Zda presynaptické receptory, jako je napfiklad CB1R, maiji schopnost funkéné relevantnich
pohyblu na povrchu membrany neuront, neni doposud znamo. Analyzovali jsme lateralni
pohyb nativnich CB1R na povrchu kortikalnich neurond s pouzitim vysoko-rozliSovaci
mikroskopie a nanocastic (Q-dots) = single quantum dot imaging. Zjistili jsme, Zze CB1R jsou
vysoce mobilni a rychle difundujici receptory dovnitf a vné presynaptickych oblasti.
Agonistou vyvolana desenzibilizace sniZila pocet povrchovych CB1R a zarovern dramaticky
zpomalila lateralni pohyb CB1R na povrchu neuronl. Desenzibilizace specificky odstranila
CB1R ze synapsi a zvySil poCet imobilnich receptorl v extrasynaptickém prostoru.

NasSe vysledky ukazuji, Ze snizeni lateralni mobility a odstranéni receptori ze synapsi maze
byt jednim z hlavnich mechanismu desenzitizace CB1R — nejc¢astégji se vyskytujiciho GPCR
(receptor spfazeny s G proteinem) v mozku.

METODIKA
Sledovani jednotlivych receptord a vypocet povrchové difuze: Pro specifické trekovani

povrchovych CB1 receptorl v realném c¢ase jsme pouzili polyklonalni protilatky proti
extracelularni N-koncové doméné CB1R vazané se sekundarni protilatkou konjugovanou s
nanocastici 655 nm (Qdots). Synapse byly vizualizovany pomoci fluorescenéniho markeru
aktivnich mitochondrii, MitoTrackerGreen, ktery kolokalizuje s presynaptickymi klastry
synaptotagminu. Real-time videa pohybd CB1R-Qdots byly nata&eny na povrchu kortikalnich
neurond starych 9 az 10 dnd in-vitro (32°C). Koeficient okamzité difuze (D), procento
mobilnich receptorl, doba setrvani na synapsi, procento synaptickych receptoru, a
prostorova difuze (mean square displacement - MSD) byly vypocitavany z rekonstruovanych
CB1R-Qdot trajektorii.

ZAVER

NasSe data poprvé popisuji dynamické chovani nativnich presynaptickych CB1R a naznaduji,
Ze jemné regulace mobility hraji dalezitou roli v komplexni molekulové kaskadé agonistou
indukované desenzibilizace CB1R. VySe popsany mechanismus ma vyznamné dusledky pro

studium mechanismu desenzitizace (tolerance) dalSich presynaptickych GPCRs.
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