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BEVEZETES

A makndvény opidt hatdéanyagai és az indiai kenderbdl
szarmazd kannabinoidok sok mas novényi eredetii szedativum,
narkotikum, euforikum, hallucinogén ¢és stimulans mellett mar
évezredek oOta ismert €s hasznalt élvezeti szerek.  Hatasaikat
specifikus receptorokon keresztiil fejtik ki (p-, 8- és « -opioid
valamint CB; és CB, kannabinoid), amelyek a G-protein kapcsolt
receptor nagycsaladba  sorolhatdk. Ezen receptorok hét
transzmembran régioval rendelkezé6 membranfehérjék (7TM-GPCR)
melyek kozos sajatsaga, hogy a hatéanyag kotd egység (a receptor)
¢és az effektor egység kozotti funkciondlis kapcsolatot a heterotrimer
G-fehérje teremti meg. Koztudott tény, hogy az opioid receptorok az
endogén ¢€s exogén ligandumaikkal egyiitt kulcsfontossdgu szerepet
toltenek be a fajdalomérzet sejt- és molekularis szinti
szabalyozasaban. Az utobbi években szamos tudomanyos publikacio
jelent meg a kannabinoidok lehetséges fajdalomcsillapitoé hatasairol
is. Uj kisérletes modszereknek és a kiilonbdzé receptor- vagy enzim-
hianyos ,.knockout” allatdrzsek 1étrehozasanak kdszonhetéen ma mar
jelentds mennyiségli informacié all rendelkezésiinkre a fajdalomérzet
valamint a tolerancia és a  dependencia  molekularis

mechanizmusaival kapcsolatban.

CB, kannabinoid receptorok
Az els6 tanulmanyok a kannabinoid receptorok felfedezését

kovetden (CB;, 1990; CB,, 1993) megallapitottadk, hogy az un.



»heuronalis” CB; kannabinoid receptorok elsOsorban az
idegrendszerben vannak jelen, ezzel ellentétben a ,,periférias” CB,
kannabinoid receptorok szinte kizardlag az immunrendszer sejtjeiben
fordulnak elé. Az utobbi években azonban tobb olyan publikacio
latott napvilagot melyben neuronalis lokalizacioju CB, receptorokat
irtak le a kozponti idegrendszerben. Az érintett teriiletek jelentds
részében - mint példaul az eldagyi kéreg, a thalamikus magvak, a
periaqueduktalis sziirkeallomany és egyéb agytorzsi régiok - p-
opioid receptorok is nagy szamban fordulnak el6. A CB;
kannabinoid ¢és a p-opioid receptorok kolokalizacidjat és
dimerizacidjat szamos tudomanyos kozlemény tdmasztja ala,
azonban a CB, receptorok neurondlis szerepér6l ¢és mas
rendszerekkel (mint példaul az opioid) vald kolcsonhatasairol még

keveset tudunk.

CELKITUZESEK

Munkank soran célul tliztiikk ki a CB, kannabinoid ¢s a p-
opioid receptor kozotti lehetséges kdlcsonhatasok feltarasat az agy
kiilonbdzé régioiban.  Vizsgalatainkat az alabbi pontok alapjan
terveztiik:

1. Vad tipust valamint CB; receptor hianyos egerek
egyszeri intraperitonedlis (i.p.) kezelése endogén kannabisz
agonistaval (noladin éter, NE) 6dnmagéaban, valamint CB, receptor

specifikus antagonistaval (SR144528) egyiitt adva.



2. Ezen in vivo kezeléseket kovetden a p-opioid receptorok
mRNS expressziojanak vizsgalata Quantitative Real-Time PCR
(QRT-PCR) technikaval mind a vad tipust mind pedig a CB;
.knockout” egerek eléagyi és agytorzsi régidiban.

3. Funkcionalis [°S]GTPyS kotési tesztekkel a p-opioid
receptorok G-fehérje aktivacidjanak meghatarozasa az in vivo
kezeléseket kdvetdéen a vad tipusu és a CB; ,knockout” egerek
eléagyaban és agytorzsében.

4. p-Opioid receptor specifikus radioligandummal
(PH]DAMGO) és kompetitiv leszoritasi kisérletek alkalmazasaval az
a NE és az SR144528 kannabinoidoknak a p-opioid receptorhoz vald
affinitasainak vizsgalata vad tipusu és CB; receptor hidnyos egér
eldagyban és agytorzsben.

5. NE és SR144528 kannabinoidok in vitro alkalmazasat
kovetéen a p-opioid receptorok G-fehérje aktivaciojanak
meghatarozasa funkcionalis [**S]GTPyS kotési tesztekkel eléagyban

¢és agytorzsben CB; és CB, ,.knockout” egereken.



MODSZEREK

Allatok és kezelések

A vad tipust és a CB, kannabisz receptor hianyos egercket
(forras: Dr. K. Ledent, Brussels, Belgium) a Human Morfologiai és
Fejlédésbiologiai Inztézetben, SOTE, Budapest egyszeri alkalommal,
intraperitonedlisan (i.p.) endogén kannabisz agonistaval (noladin
ether, NE) (1mg/kg) kezeltik. A kombinalt kezelés esetében CB,
(SR144528) kannabisz receptor antagonistat (0.1mg/kg) injektaltunk
30 perccel a noladin ether kezelés elott. A kezeléseket kovetéen az
egerek agyat kipreparaluk és harom részre osztottuk (eldagy, kisagy
és agytorzs). A CB, ,knockout” egéragyak Dr. A. Zimmer

laboratoriumabol szarmaznak (Bonn, Németorszag).

Quantitative Real-Time PCR vizsgalatok

Kezeletlen vad tipust és CB, knockout, kezelt vad tipusu
illetve kezelt CB; knockout egerek eldagyabdl és agytorzsébdl RNS-t
preparaltunk. Az RNS mintat Revertaid H-Minus Kit segitségével
cDNE-¢ irtuk at. Az igy nyert cDNS-ben kvantitativ real-time PCR-
el vizsgaltuk a p-opioid receptorok expresszids szintjét. Az
expresszios ratakat Pfaffl szerint elemeztiik. A statisztikai analizist

GraphPad InStat 3.06 software programmal végeztiik.

Radioligand-receptor kitési viszgalatok
Radioligand kotési kisérleteket vad tipusu valamint CB,;

receptor ,.knockout” eldagyi és agytdrzsi membranokon végeztik. A



leszoritasos vizsgalatokhoz p-opioid receptor specifikus agonistat
(PH]IDAMGO) ¢és jeloletlen ligandokat (DAMGO, noladin éter,
SR144528) hasznaltunk. A reakciét minden esetben a membran
frakcio hozzaadasaval inditottuk. A receptor-ligand komplex
radiaktivitasat folyadék scintillacidés szamlaldban mértiik. A nem
specifikus kotést jeldletlen naloxon jelenlétében hataroztuk meg.
Eredményeinket GraphPad Prism 3.0 software programmal
értékeltiik. A statisztikai analizist GrahpPad InStat 3.06 software

programmal végeztik.

[P’S]GTP)S kétési vizsgalatok

A vad tipusu valamint a CB; és a CB, receptor hianyos
allatok el6agyabodl és agytorzsébdl késziilt membranfrakciokat 60
percen at inkubaltuk 30 °C-on Tris-EGTA pufferben (pH 7,4). A
puffer tartalmazott 20 MBg/0,05 cm® [*°S]GTPyS-t (0,05 nM), 30
uM GDP-t ¢és az in vivo kisérletekben DAMGO-t ndévekvé
koncentracioban (10" — 10™ M), az in vitro kisérletekben DAMGO-t
névekvd koncentracioban (10" — 10° M) valamint noladin éter
és/vagy SR144528-at 10° M koncentracioban. A nem-specifikus
kotést 10 uM  GTPyS-el meghataroztuk majd kivontuk. A
[3SS]GTPyS radioaktivitasat folyadék scintillaciés szamlaloban
meértiik. Eredményeinket GraphPad Prism 3.0 software programmal
értékeltiik. A statisztikai analizist GrahpPad InStat 3.06 software

programmal végeztiik.



EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Eldagy

1. Vizsgalataink soran bizonyitottuk, hogy vad tipust és
CB, receptor hianyos egér eléagyban akut i.p. noladin éter kezelést
kovetden csokken a p-opioid receptorok gén expresszidja és G-
fehérje aktivacigja. Ez a gatlas CB, kannabisz antagonista
(SR144528) elokezeléssel felfiiggeszthetd.

2. Eléagyban a noladin éter in vitro is csokkenti a p-opioid
receptor agonista DAMGO hatasfokat a [S]GTPyS kotési
tesztekben ¢és ez a csokkenés SR144528 jelenlétében gatolhato.

Mivel a vad tipus és a CB; knockout kozott semmilyen
kiilonbséget nem tapasztaltunk sem in vivo sem pedig in vitro,
kizarhatjuk a CB, receptorok szerepét ezen hatasok kialakitasaban.

3. A leszoritasos kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a
noladin éter nagyon kis affitinassal kotddik a p-receptorokhoz a
jeloletlen DAMGO affinitasahoz képest.

Eredményeink azt mutatjak, hogy egér eldagyban az i.p.
injektalt endogén kannabinoid noladin éter gatolja a p-receptorok
génexpressziojat és G-fehérje aktivaciojat. Valdszintsithetjiik, hogy
a megfigyelt gatlasok a CB, kannabinoid receptorokon keresztiil

mennek végbe.



Agytorzs

4. Vad tipusu és CB, receptor hianyos egér agytdrzsben nem
mértiink valtozast sem a p-receptorok génexpresszidjaban sem pedig
a G-fehérje aktivaciojaban akut i.p. noladin éter kezelést kdveten.
In vitro noladin éter kezelés utdn sem tapasztaltunk statisztikailag
relevans eltérést a kontrollhoz képest a [*>S]GTPyS kotési tesztekben.

Ezen megfigyelésekbdl valdsziniisithetd, hogy a noladin
éternek a p-opiod receptor aktivacidjara kifejtett hatdsa a vizsgalt
régiotdl fiiggden valtozik.

Kombinalt NE kisérleteink soran szignifikans gatlast
tapasztaltunk az SR144528 elékezelést kovetden mind in vivo mind
pedig in vitro. Felmeriilt tehat a kannabinoid antagonista 6nnalld
hatasa is. A CB, antagonista p-opioid receptorokra kifejtett gatld
hatasanak kimutatatasa egyszeri i.p. kezeléseket végeztiink a vad
tipusu és a CB; receptor hianyos allatokon SR144528-al dnmagéban.

5. CB, antagonista SR144528 egyszeri i.p. kezelése utan
szignifikans gatlast tapasztaltunk mind a génexpresszios, mind pedig
a [°S]GTPyS kotési tesztek soran a p-opioid receptorokon a vad
tipusu és a CB; receptor knockout egér agytorzsben.

6. Ezt a gatlast CB, vad tipusu egér agytdrzsben in vitro is
megfigyeltiik, azonban a CB, knockout agytérzsben semmilyen
valtozast nem lattunk a kontrollhoz képest.

7. Kompeticios kisérletekkel igazoltuk, hogy az SR144528
hatasa a p-opioid receptorok aktivitasara nem a p-opioid receptor

altal medialt folyamat.



Vizsgalatainkbol 6sszegzésképpen elmondhatjuk, hogy egér
agytorzsben a CB, receptor antagonista SR144528 a CB,
receptorokon keresztiil gatld hatast fejt ki a p-opioid receptorok

génexpressziojara és G-fehérje aktivaciojara.

Ma mar kdztudott tény, hogy az opioid és a kannabinoid
rendszer szoros kolcsonhatasban all egymassal és ezen interakciokat
részben receptoraik aktivitasainak modositasaval érik el. Munkank
soran bebizonyitottuk, hogy az agy kiilonb6z6 régidiban erre a
kapcsolatra nem csak a CB; tipust kannabinoid receptorok képesek,
hanem a korabban ,,perifériasnak” hitt CB, kannabinoid receptorok
is. Ezzel egy 1épéssel kozelebb kertiltiink e két komplex rendszer
kozos miikodésének pontosabb megismeréséhez. Mivel mindkét
rendszernek szerepe van a fajdalom percepcié modositasaban eddigi
ismereteink  Osszessége  lehetdvé  teheti 1Uj, eldnydsebb
tulajdonsagokkal rendelkezd fajdalomcesillapitok tervezését. Fontos
megjegyezni azonban, hogy e két rendszer kozotti kdlcsonhatasok
sokfélesége valamint a receptor és/vagy régio fiiggd valaszok

sokasaga mindenképpen ovatossagra int.
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