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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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gamma-amino-vajsav, gamma-aminobutyric acid

G-proteinhez kotott receptor 55, G protein-coupled receptor 55
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OF nyilt-tér teszt, open-field

PIP; foszfo-inozitol-biszfoszfat

PTSD poszttraumatikus stresszzavar, posttraumatic stress disorder
PVN hypothalamus paraventricularis nucleus

RIA radioimmunoassay

SAP fesziilt figyelmi testhelyzet, strefched attend posture

SE standard hiba, standard error

SR141716A rimonabant
THC tetrahidrokannabinol

TRPV, 1-es tipusu vanilloid receptor, transient receptor potential vanilloid 1
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2. BEVEZETES

Az endokannabinoid rendszer elemeinek, a kannabinoid receptoroknak,
ligandoknak ¢és ezen ligandokat metabolizalé enzimeknek, illetve a retrograd
endokannabinoid jelatviteli Gtnak a leirasa az idegrendszer muikddésének egy fontos 1j
mechanizmusat tarta fel a XX. szdzad végén. Az endokannabinoid jelatvitel
megismerése Uj tavlatokat nyitott a kozponti idegrendszer finom miikodésének
megértésében, illetve — mivel az endokannabinoid rendszer rendkiviil fontos eleme az
emocionalis magatartas neuronalis szabalyozasanak — hosszu tdvon hozzajarulhat olyan
pszichiatriai zavarok terapidjahoz is, amelyek komoly egészségiigyi terhet rénak a
tarsadalomra. Emiatt jelentés figyelem irdnyul a rendszer milkodésének tovabbi

részletes feltarasara.

Az utobbi években az endokannabinoid kutatdsok {6 iranyvonala az
endokannabinoid rendszer receptor agonistakkal, illetve antagonistakkal valo
manipulalasa feldl egyre inkdbb a specifikusabb vizsgalatokat lehetévé tévo kozvetett
modulacidk (az endokannabinoid-visszavétel, illetve -lebontas gétlasa) irdnyaba tolodott
el. Az eddigi vizsgalatok alapjan gy tlinik, az endokannabinoid rendszer
befolyasolasanak magatartdsi hatasai rendkiviill erésen fliggenek a kisérleti
koriilményektol, a kannabinoidok magatartasi hatasainak jellegét jelen pillanatban még

nem értjiik jol, feltételezhetden a hatdsmechanizmusok 9sszetettsége miatt.

Jelen tanulmanyban a kordbban leirt ellentmondasok tisztdzasanak céljabol egy
uj megkozelitésbol vizsgaltuk a kannabinoidok magatartasra kifejtett hatasait. Az
endokannabinoid  metabolizmus  gatlasaval  indirekt modon  fokoztuk az
endokannabinoid jelatvitelt, majd ennek vizsgéaltuk hatésait arra, hogy a kisérleti
alanyok miként reagédlnak eltérd kisérleti koriilményekre, illetve a manipuldlt
endokannabinoid jelatvitel befolyasolja-e a stratégiat, magatartasi mintazatot, amit az
alanyok a kornyezeti kihivasokkal valo megkiizdés soran mutatnak. Emellett vizsgaltuk
azt is, hogy az endokannabinoid jelatvitel befolyasolja-e a stresszvalasz kialakitasaért
felelds, illetve a megkiizdési stratégidk szabéalyozasaban is részt vevd hypothalamus-
hypophysis-mellékvesekéreg-tengely  (HPA-tengely)  mukodését, és  ezaltal
masodlagosan eltéré magatartasi hatasokat okoz-e a HPA-tengelyt eltéré6 mértékben

aktivalo kornyezetben.
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3. IRODALMI HATTER

3.1. A kannabinoidok és az endokannabinoid rendszer

Az indiai kender (Cannabis indica, Lamarck, 1785) a kenderfélék csaladjaba
(Cannabaceae) tartozd, Kozép- és Dél-Azsidban 6shonos novény. Kiilonbszd
szarmazékait, pl. a marijuanat és hashisht, az Okor 6ta ismert pszichoaktiv hatasai miatt
az asszir, hindu, illetve kinai kulturdkban elterjedten hasznaltak élvezeti, ritudlis, illetve
gyogyaszati célokra. Eurdpaba a Napdleoni haborik soran az Egyiptombdl hazatérd
francia, illetve az Indiabol hazatéré brit katonak hoztak be az 1800-as évek elején.
Fogyasztasénak veszélyeit felismerve, az Amerikai Egyesiilt Allamokban a vilag egyik
els6 drogellenes torvényével 1906-ban kriminalizaltdk birtoklasat, fogyasztasat és
kereskedelmét. Ezt kovetéen fokozatosan a vilag egyre tobb orszagaban illegalissa
tették a kannabisz rekreacids célu felhasznalasat. 1925-ben Hagaban a Nemzetko6zi
Opium Konvencion betiltottak az indiai kender exportjat minden olyan orszagba, amely
tilja fogyasztdsat, nemzetk6zi kereskedelmét pedig szigord szabdlyokhoz kdotve

kizardlag tudomanyos és klinikai célokra tették lehetdvé.

A XX. szazadban erofeszitéseket tettek a kannabisz pszichoaktiv hatdsaiért
felel6s kannabinoid vegyiiletek izolacidjara, azonban a marijuana €s hashish t6bb mint
60 hasonlo jellegli vegyiiletet tartalmaz, ezért az aktiv hatéanyagok elkiilonitése csak az
¢vszazad masodik felében valt lehetévé. A kannabisz tudatmodositd hatdsaiért
leginkabb felelds A’-tetrahidrokannabinol (A°-THC) szerkezetét 1964-re sikeriilt
megfejteni (Gaoni és Mechoulam, 1964), majd 1967-ben szintetikus eldallitdsa is
megvalosult (Mechoulam ¢s mtsai., 1967) (la. &bra). A A’-THC utdn masodik
legjelentésebb novényi kannabinoid, a nem-pszichoaktiv hatasi kannabidiol (CBD)
szerkezetét valamivel korabban, 1963-ban tartak fel (Michoulam és Shvo, 1963). A két
fenti kannabinoid mellett, melyek a névényben elsdsorban egy nem-pszichoaktiv hatasu
karboxil prekurzor formaban fordulnak eld, még egy jelent6és kannabinoid vegytilet
talalhaté a vadkenderben, a A'-, illetve A®-THC metabolitja, a kannabinol (CBN). Ez a
vegylilet elsésorban a THC levegé és fény hatasara bekdvetkezé bomlasakor jon létre,
szerkezete 1975-ben valt ismertt¢ (McCallum és mtsai.,, 1975). A kiilonb6zo

kenderfajok, alfajok, valtozatok pszichoaktiv hatéanyagtartalma jelentdsen eltérhet. A
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Cannabis sativa A’-THC tartalma joval 1% alatt van, mig a Cannabis indicdé 5% folott,

egyes tenyésztett fajtak azonban 15%-nal tobb A’-THC-t is tartalmazhatnak.

Ad-tetrahidrokannabinol (A°-THC) Anandamid (AEA)
a b

2-arachidonoil-glicerol (2-AG) CP55,940
c d

HO

Rimonabant (SR141716A)

e 1. 4bra. Természetes és  szintetikus
kannabinoid vegyiiletek kémiai szerkezete.
(0]

— A’-tetrahidrokannabinol (A’-THC) (a);
N‘-p{ N—'NQ Anandamid (AEA) (b); 2-arachidonoil-glicerol

H
g\ (2-AG) (c); CP55,940 (d); Rimonabant
(SR141716A) (e).

A pszichoaktiv névényi kannabinoidvegyiiletek szerkezetének megismerésével a
kannabinoidkutatasok az 1980-90-es években egyre inkdbb az agyi kannabinoidhatdsok
helyszineinek, illetve hatdsmddjanak felderitésére 6sszpontositottak. 1986-ban vedddott
fel a specifikus kannabinoid receptorok létének lehetdsége, amikor bizonyitast nyert,
hogy kannabinoidkezelés hatasara egy G-proteinekhez kot6tt mechanizmuson keresztiil
gatlédik az adenilét-ciklaz aktivitdsa (Howlett és mtsai., 1986). Roviddel ezutan
bizonyossa valt a kannabinoid receptorok 1éte az agyban (Devane és mtsai., 1988), majd
az 1990-es évek elején leirtak az eddig ismert két receptor szerkezetét. A kozponti
idegrendszerbdl izolaltdk az 1-es, illetve a 1épbdl a 2-es tipust kannabinoid receptort
(CBJR, illetve CB,R) (Matsuda és mtsai., 1990; Munro €s mtsai., 1993). A két receptor

aminosavsorredje 48%-ban megegyezik. Mindketté a 7 transzmembran fehérjét

10
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tartalmazd, G-proteinhez kotott receptorok szupercsaladjaba tartozik, a G-proteineken
keresztiil adenilat-ciklazhoz, illetve mitogén-aktivalt protein-kindzhoz kotddnek. A
CB\R az agyban fordul el leggyakrabban, elsdsorban az amygdaléban, cerebellumban,
basalis ganglionokban, hippocampusban, hypothalamicus és thalamicus teriileteken,
illetve a substantia nigraban. Expresszalodik emellett az érzd, illetve motoros kéregben
is, az agytorzsben azonban nem taldlhaté meg (Herkenham és mtsai., 1990; Howlett és
mtsai., 2002). A receptor eloszldsa az agyban a korral valtozik, fiatalabb korban
nagyobb mértékben expresszalodik a fehérallomanyban, mint késébb (Romero és
mtsai., 1997). A CBjR-t elsésorban a GABAerg és glutamaterg interneuronok
expresszaljak az agyban (Auclair és mtsai., 2000; Hajos és mtsai., 2001; Katona és
mtsai., 1999; Marsicano és Lutz, 1999). A GABAerg interneuronok koziil egész
pontosan a kolecisztokinint expresszaldo idegsejtek felszinén taldlhatoak meg a
receptorok a basolateralis amygdaldban (Katona és mtsai., 2001; Marsicano ¢s Lutz,
1999), hippocampusban (Katona és mtsai., 1999; Marsicano és Lutz, 1999), illetve a
neocortexben (Marsicano és Lutz, 1999). A GABAerg és glutamaterg interneuronok
mellett a dopaminerg, noradrenerg €s szerotonerg neuronok is expresszaljak a receptort
(Lau és Schloss, 2008; Vizi és mtsai., 2001). A szem, elsdsorban a retina is expresszalja
a receptort, ezt tobb allatfaj utan (Porcella és mtsai., 1998; Straiker és mtsai., 1999a)
emberben is kimutattdk (Straiker és mtsai., 1999b). Az idegrendszer mellett egyes
neuroendokrin szervekben is kimutathaté a CB;R expreszidja, elsésorban a
hypophysisben (Herkenham és mtsai., 1991), illetve a mellékvesekéregben (Galiegue és
mtsai., 1995). A receptor szdmos mas periférids szovetben is expresszalodik.
Megtalalhato a herében (Gerard és mitsai., 1991), ahol elsésorban a Leydig-sejtek
expresszaljak (Wenger és mtsai., 2001), a Sertoli-sejtek nem (Maccarrone ¢€s mtsai.,
2003). Emellett bizonyos, hogy a spermiumok is expresszaljak a receptort (Rossato és
mtsai., 2005). Kimutathaté a CB;R egyes néi reprodukcios szovetekben is, az
ovariumban (Galiegue és mtsai., 1995), ahol elsésorban a granulosa sejtek expresszaljak
(Das és mtsai., 1995), illetve a myometriumban (Dennedy és mtsai., 2004). A CB,;R
elsdsorban a periférian fordul el6, nagy mennyiségben expresszaljdk az
immunrendszerben, els6sorban a 1épben, mandulédkban, illetve a thymusban talalhat6
monocytak, macrophagok, B-, illetve T-lymphocytdk (Galiegue és mtsai., 1995). Ugyan

a CB,R-t eldszor a 1€pbol mutattak ki, €s sokaig elterjedt nézet volt, hogy ez a receptor

11
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csak az immunrendszerben fordul eld, bebizonyosodott, hogy kis mennyiségben a
kozponti idegrendszerben is megtalalhato (Ashton és mtsai., 2006; Van Sickle és mtsai.,
2005), elsésorban a microglia sejteken (Nunez és mtsai., 2004). Az immun- és
idegrendszeren kiviil a gastrointestinalis rendszerben is expresszalédik a CBR
(Pertwee, 2001). A mér emlitett phytokannabinoid vegyiiletek koziil a A’-THC erésen
kotddik a CBjR-hoz, illetve valamivel gyengébben a CB,R-hoz (Lutz, 2002). A CBD
erés antagonistdja, mig a CBN gyenge agonistaja a CB;R-nak (Mechoulam és mtsai.,
2007; Petitet és mtsai., 1998). Ugyan egyelére csak a fent targyalt két kannabinoid
receptor ismert, egyes bizonyitékok mas, eddig ismeretlen kannabinoid receptorok
1étére is engednek kovetkeztetni. Az 1990-es évek végén irtdk le a G-proteinhez kotott
receptor 55 (GPRS5S5) receptor génjét (Sawzdargo és mtsai., 1999), mely receptor
szerkezetileg a CBj, illetve CB;R-hoz hasonlit (Petitet és mtsai., 2006). Ugyan a
receptor ligandprofilja valamelyest eltér a két ismert receptortipustdl, azt egyes
szintetikus (Petitet és mtsai., 2006; Ryberg és mtsai., 2007), illetve endogén
kannabinoidok is aktivaljak (Sharir és mtsai., 2012). Az eddig ismeretlen szerekezetii
kannabinoid receptorok szamos élettani folyamat szabalyozasaban részt vesznek,
példaul egyes, a mesentericus artéridk endothel rétegén taldlhato, nem-CB;, nem-CB,
receptor jellegli, de CB; és CB, receptor antagonistadkra érzékeny receptorok
szabalyozhatjdk a periférias artéridk vasodilatatidjat (Jarai és mtsai., 1999; Wagner ¢€s
mtsai., 1999), de a szopas szabalyozasaban is szerepet jatszhatnak ujsziildttekben (Fride
¢s mtsai., 2003). Az élettani folyamatok melett a nem-CB; tipusu, kannabinoid-
érzékeny receptorok szerepet jatszhatnak a magatartds, példdul a szorongas

szabalyozasaban is (Haller és mtsai., 2002).

Az endogén kannabinoid receptorok leirasa utan megkezdddott a feltételezett
endogén kannabinoid ligandok felkutatasa is, melyeket az 1990-es évek elején sikertilt
azonositani. EI6bb az arachidonoil-etanol-amint irtak le, mely a szanszkrit ananda, azaz
Llegfelsobb 6rom™ sz6 utdn az anandamid (AEA) nevet kapta (Devane €s mtsai.,
1992b). Roviddel ezutan felfedeztek egy ujabb endokannabinoid ligandot, a 2-
arachidonoil-glicerolt (2-AG) is (Mechoulam ¢&s mtsai.,, 1995). Ugyan a két
endokannabinoid vegyiilet kémiai szerkezete jelentdsen eltér a f6 novényi kannabinoid
A’-THC-ét6] (1b-c. abra), farmakoldgiai jellemzéik hasonléak. Mindketté agonistaja a
CB;R-nak, habar az AEA csak parcialis, a 2-AG teljes agonista (Mackie és mtsai.,

12
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1993; Sugiura és mtsai., 1999). Affinitasat tekintve az AEA korilbelil harom
nagysagrenddel er6sebben kotodik a CB|R-hoz, mint a 2-AG (Devane és mtsai., 1992a;
Sugiura és mtsai., 1999). A kisebb affinitas ellenére egyes nézetek szerint a 2-AG
CB;R-medialt neurobiologiai folyamatokban betoltott szerepe nagyobb az AEA-énal,
ezt sugallhatja az a megfigyelés is, hogy nagysdgrendekkel nagyobb mennyiségben
fordul elé az agyban, mint az AEA (Sugiura és Waku, 2000). A két ismert
endokannabinoid mellett feltételezhetben egy harmadik vegyiilet, a 2-arachidonoil-
gliceril-éter, mas néven a noladin-éter is hat az endokannabinoid rendeszeren keresztiil,

az ugyanis nagy affinitassal k6t6dik a CB;R-hoz (Hanus és mtsai., 2001).

Az endokannabinoidok metabolizmusanak jellegzetessége, hogy mas
neurotranszmitterekkel szemben, az idegsejtekben nem vezikuldkban tarolédnak a
szintetizalt molekulak, hanem csak akkor keriil sor szintézisiikre, amikor a neuron le is
adja Oket az endokannabinoid jelatvitel lezajlasakor. Ezt a szintézismddot hivjuk un. on-
demand (,,sziikség szerinti”) szintézisnek. Alapvetden az endokannabinoidok kiil6nb6zd
membranlipidekbdl  szintetizalodnak,  specifikus  szintetizdld  enzimgarnitira
segitségével. Az AEA prekurzora egy sejtmembranban taldlhaté arachidonsav
szdrmazék, az N-arachidonoil-foszfatidil-etanol-amin (NArPE), melybdl tobb alternativ
uton keletkezhet AEA. Az egyik ut szerint a prekurzorbol egy N-acil-transzferaz enzim
katalizacidja mellett N-acil-foszfatidil-etanol-amin (NAPE) keletkezik, melybdl egy
NAPE-specifikus foszfolipdz D enzim hozza Iétre a végterméket (Okamoto és mtsai.,
2004). A NArPE-bdl emellett egy foszfolipaz A, enzim katalizaciojat igénybe vevod
folyamat soran 2-lizo-NAPE is keletkezhet, melybdl lizofoszfolipaz alakit ki AEA-ot
(Sun és mtsai., 2004). A harmadik ut szerint a NArPE-bol foszfolipaz C alakit ki foszfo-
AEA-ot, melybdl a PTPN22 protein-tirozin-foszfataz allit el6 AEA-ot (Liu és mtsai.,
2006). Végiil egy negyedik metabolikus uton keresztiil a NArPE prekurzorbol az a/b
hidroléz 4 allit eld glicero-foszfo-AEA-ot, melybdl foszfodiészteraz alakit ki AEA-ot
(Simon és Cravatt, 2006). Felhasznildsa utan az AEA hidrolizisét a zsirsav-amid-
hidrolaz (FAAH, fatty acid amide hydrolase) végzi, a végtermék arachidonsav, illetve
etanol-amin (Cravatt és mtsai., 1996). Fontos megjegyezni, hogy a FAAH nem AEA-
szelektiv enzim, szamos nem CB;R-on hatdé hossza lancu zsirsav-amid (pl. N-acil-

aminosavak, illetve N-acil-taurinok) hidrolizisét is ez az enzim végzi (Saghatelian és
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mtsai., 2004). Ennek tobbek kozott az endokannabinoid jelatvitel FAAH aktivitdson

keresztiil torténé farmakologiai manipulacidi kapcsan van jelentdsége.

A 2-AG szintézise két uton lehetséges. Az egyik uton prekurzorként a foszfo-
inozitol-biszfoszfat (PIP,) szolgal, ebbdl a vegyiiletbdl egy PIP,-szelektiv foszfolipaz C
allit elé diacil-glicerolt (DAG), melybdl a DAG-lipaz a, illetve b allitja elé a 2-AG-t
(Bisogno ¢és mtsai., 2003; Stella és mtsai., 1997). Foszfatidsav prekurzorbdl is 1étrejohet
2-AG, ebben az esetben a prekurzorbol egy foszfatidsav-szelektiv foszfohidrolaz allit
el6 DAG-t, melybdl az el6z6 uthoz hasonléan DAG-lipaz a, illetve b alakitja ki a
végterméket (Bisogno és mtsai., 2003; Bisogno és mtsai., 1999). A 2-AG-t a monoacil-
glicerol-lipdz (MAGL) bontja le arachidonsavra, illetve glicerinre (Saghatelian és

mtsai., 2004).

Az endogén kannabinoid ligandok szerkezetének felkutatasaval parhuzamosan
megkezdddott a szintetikus kannabinoid receptor ligandok kifejlesztése is. Az egyik
legels6 CB R agonista szintetikus vegyiilet a CP55,940 volt, mely nagy affinitdssal
kotddik a CBjR-hoz, illetve a CB;R-nak is agonistdja (Rinaldi-Carmona és mtsai.,
1996) (1d. abra). Hasonl6 agonista vegylilet még a WIN55,212-2 (Compton és mtsai.,
1992), mely koriilbeliil olyan affinitassal kétédik a CBR-hoz, mint a A’-THC (Kuster
¢s mtsai., 1993; Rinaldi-Carmona és mtsai., 1996). Nagy affinitdsu CB;R agonista a
HU-210 (Mechoulam és mtsai., 1990), mely koriilbeliil két nagysagrenddel erésebben
kotddik a receptorhoz a THC-nal (Devane €s mtsai., 1992a). A CB,R aktivalasara joval
kevesebb szintetikus vegyiilet all rendelkezésiinkre, mint a CB;R-ére, az egyik elsé
ilyen CB,R-szelektiv vegyiilet a HU-308 volt (Hanus és mtsai., 1999), illetve a mar
emlitett WIN55,212-2 is agonistdja a CB,R-nak, ehhez a receptortipushoz erésebben
kotddik, mint a CB{R-hoz (Felder és mtsai., 1995; Song és mtsai., 1999). A kannabinoid
receptor agonistak mellett szdmos antagonistat is fejlesztettek. Az egyik legjelentdsebb,
¢s tudomanyos kutatdsban az egyik legelterjedtebben hasznalt ilyen vegyiilet a
rimonabant (SR141716A) CB|R antagonista (Rinaldi-Carmona és mtsai., 1996) (le.
abra). A vegylilet kiemelkedéen nagy affinitassal kotddik a receptorhoz (Rinaldi-
Carmona és mtsai., 1996), illetve feltételezhetéen egy eddig ismeretlen kannabinoid
receptorhoz is kotddhet (Haller és mtsai.,, 2002). A vegyiilet emellett nem csak
antagonistaja a CB|R-nak, hanem inverz agonistdja is (Landsman és mtsai., 1997). A

rimonabantot a tudomanyos célok mellett klinikai célokra is alkalmaztak, 2006-t6] valt
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elérhetévé a koros obezitds terapidjara, azonban 2008-ban a felmeriild pszichiatriai
mellékhatdsai miatt (szorongds, depresszid) kivontdk a forgalombol (Moreira és Crippa,
2009). A kozelmultban felmeriilt egy kérdés, miszerint a CB|R, illetve az SHTTLPR
szerotonin transzporter gén egyes polimorfizmusai fogékonyabba teszik a pacienseket a
rimonabant pszichiatriai mellékhatdsaira, igy egyes pdaciensek terdpidjaba ujra be
lehetne vonni a rimonabantot, a hajlamositd génpolimorfizmusok el6zetes szlirése utdn
(Lazary ¢s mtsai., 2011). A rimonabant mellett az AM251 nevli CB|R antagonista
hasznalata is elterjedt a tudoméanyos kutatdsokban (Gatley és mtsai., 1996). Ennek a
vegyliletnek a kémiai szerkezete a rimonabantra hasonlit, azonban farmakoldgiai
tulajdonsagai eltéréek, mind szelektivitdsa, mind affinitdsa feliilmutlja a rimonabantét
(Lan és mtsai., 1999). A receptor agonistak, illetve antagonistdk hasznalata mellett az
elmualt idokben egyre inkabb teret nyert a kannabinoid metabolizmus gatlasa az
endokannabinoid rendszer manipuléldsanak mddszerei kozott (Gobbi és mtsai., 2005;
Kathuria ¢és mtsai., 2003; Piomelli és mtsai., 2006). Ezzel a modszerrel az
endokannabinoid jelatvitel indirekt fokozhaté, mégpedig — az endokannabinoid
ligandok korabban ismertetett, un. on-demand szintézise révén — csakis azokon az
agyteriileteken, ahol az adott pillanatban endokannabinoid jelatvitel zajlik. igy
specifikusabban vizsgalhatdak egyes endokannabinoid-mechanizmusok, ugyanis az épp
zajlo kannabinoid jelatvitelt fokozzuk, nem pedig globalisan idézziik el6 az agyban,
ahol csak a kannabinoid receptor expresszalodik. Az AEA jelatvitel indirekt fokozhat6 a
FAAH enzim gatlasaval, erre a legeleterjedtebben hasznalt metabolizmusgatld az
URB597 (Kathuria és mtsai., 2003). Mod van emellett a 2-AG-t bont6 MAGL gatlasara
is a JZL184 nevi vegyiilet hasznalataval (Long €s mtsai., 2009a). Hasonlé okokbol
specifikus endokannabinoid-manipulaciés modszer az endokannabinoid visszavétel
gatlasa is, melyre az egyik legelterjedtebben hasznalt vegyiilet a paracetamol egy aktiv
metabolitja, az N-arachidonoil-aminofenol, azaz az AM404. A vegyiilet hatdsainak
specificitasaval kapcsolatban azonban tobb kérdés is felmeriilt, ugyanis az AM404
agonistaja az 1-es tipusu vanilloid receptornak (TRPV,) (Hogestatt és mtsai., 2005),
illetve feltételezhetéen FAAH inhibitor hatdsa is van, egy tanulmany egyenesen a
kannabinoid transzporterek létét is megkérddjelezi és az AM404 hatasait a FAAH-
aktivitas gatlasanak tulajdonitjak (Glaser és mtsai., 2003).
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Miutan a 2000-es évekig leirtdk az endokannabinoid rendszer kiilonbozd
komponenseit, a figyelem egyre inkdbb a rendszer mikddésére, funkcidjara irdnyult.
Révén a kozponti idegrendszerben megtalalhaté kannabinoid receptorokat elsésorban
interneuronok expresszaljak, felmeriilt, hogy a rendszer a neurondlis halozatok
aktivitdsanak szabalyozasdban fontos szerepet tolthet be. Az endokannabionid rendszer
komponenseinek sejtszintli eléforduldsat vizsgalva megfigyelték, hogy a CBR, illetve a
2-AG lebontasdhoz sziikkséges MAGL tulnyomorészt preszinaptikusan (Egertova és
Elphick, 2000; Gulyas ¢és mtsai., 2004; Herkenham ¢s mtsai., 1990; Matsuda és mtsai.,
1990; Tsou ¢s mtsai.,, 1998), mig a ligand szintéziséhez sziikséges DAG-lipaz
posztszinaptikusan fordul el6 (Yoshida és mtsai., 2011). Ez alapjan felvetddott a kérdés,
miszerint az endokannabinoid, kiilonosképpen a 2-AG jelatvitel retrograd iranyban
zajlik le, azaz a posztszinaptikus neurontdl a preszinaptikus neuron felé iranyulva.
Roviddel az ezredforduldt kdvetden be is bizonyosodott, hogy a neuronok aktivitasuktol
figgben egy retrograd endokannabinoid szigndllal befolyéasoljdk szinaptikus
bemenetiiket mind serkentdé (Kreitzer és Regehr, 2001), mind gatlo szinapszisok
esetében (Ohno-Shosaku és mtsai., 2001; Wilson és Nicoll, 2001). A retrograd
jelatvitelt a depolarizalodott posztszinaptikus neuronban 1étrejévé intracellularis Ca*'-
ion koncentracié ndvekedése valtja ki, melyet fesziiltségfiiggd Ca**-ioncsatornak, illetve
intracellularis Ca®’-raktarak nyildsa alakit ki. Ennek a koncentracionovekedésnek
kovetkeztében indul be az endokannabinodok Ca?*-fiiggd bioszintézise, majd leadasa. A
szinaptikus térbe iriilt endokannabinoidok a preszinaptikus neuronon kannabinoid
receptorokhoz kotddve fejtik ki hatdsaikat, melyek befolydsoljak a preszinaptikus sejt
tiizelését. Egyrészt kozvetleniil gatoljak az N- és P/Q-tipusi Ca®’-ioncsatorndkat, igy
csokkentve a Ca**-ionok bearamlésat a neuronba (Kreitzer és Regehr, 2001; Mackie és
Hille, 1992; Twitchell és mtsai., 1997). Masrészt a kannabinoid receptor aktivacié egy
G-proteinekhez kotott folyamaton keresztiil is  blokkolja az N-tipusi Ca*'-
ioncsatorndkat (Lenz és mtsai., 1998), illetve nyitja a G-proteinhez kapcsolt befelé
egyeniranyitdé K'-csatorndkat (Guo és Ikeda, 2004; Mackie és mtsai., 1995). A
kannabinoid receptoron kifejtett hatasa utan az AEA és a 2-AG egy ko6zos specifikus
kannabinoid transzporterrel a preszinaptikus neuronba jut (Beltramo ¢s Piomelli, 2000;
Bisogno ¢és mtsai., 2001). Egyes elméletek szerint, mivel a sejtbe bejutott

endokannabinoidokat rendkiviil gyorsan lebontja a sejt, feltételezhetd, hogy a
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kannabinoid hidrolizis fliggvényében valtozhat a kannabinoid transzport mértéke is. Ezt
az elméletet kisérletesen bizonyitottdk is (Day és mtsai., 2001), bar tobb mas tanulmany
ezt nem tudta reprodukalni (Beltramo és mtsai., 1997a; Beltramo és mtsai., 1997b;
Giuffrida és mtsai., 2001), igy a kannabinoid hidrolizis és transzport kapcsolata
egyelére még nem mondhatd tisztdzottnak. A retrograd endokannabinoid jelatvitel

mukodését a 2. dbra mutatja be.
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2. abra. A retrograd endokannabinoid jelatviteli ut. A posztszinaptikus neuron depolarizacidja soran
nyilnak a fesziiltségfiiggé Ca*'-ioncsatornak, illetve intracellularis Ca**-raktérak, mely hatisara megné az
intracellularis Ca”"-ionkoncentracio. Ca®‘-ionkoncentracio névekedése beinditja a plazmamembranban
talalhato lipid prekurzorokbdl az AEA, illetve 2-AG szintézise. Az AEA és 2-AG egy transzporteren
keresztiil retrograd uton a preszinaptikus sejt felé vandorol, majd CBR-hoz kétdédve gatolja a neuron

Ca’"-ioncsatornainak nyilasat, igy a preszinaptikus neuron tiizelése megsziinik.

3.2. ,Klasszikus” kannabinoid magatartasi és élettani hatasok

A kannabiszfogyasztas kiilonbozd élettani és hangulati, magatartasi hatdsait mar
az okor dta ismeri az emberiség, €s a hatdsokat gydgyaszati €s élvezti célokra tobbé-
kevésbé alkalmazza is. A kannabinoidok és az endokannabinoid rendszer XX.
szazadban vald folyamatos megismerésével egyiitt irtdk le a A’-THC Aaltalanos
farmakologiai profiljat is. A A’-THC ugynevezett ,klasszikus” hatasai koz¢ tartozik a
spontan aktivitds csokkenése (csokkent lokomotoros aktivitas), a fijdalomcsillapités,

illetve a hypothermia, mely hatasokat a A’-THC-n kiviil egyes szintetikus
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kannabinoidokkal is el¢ lehet idézni (Martin €s mtsai., 1991). A hatdsok alapvetden
CBR-fiigg6 moddon jelennek meg, ugyanis receptorantagonistdval kivédhetdek
(Compton és mtsai., 1996). Feltehetoleg ilyen jellegli hatasokat nem minden esetben
okoz a CB|R endogén aktivaldodasa, ugyanis FAAH-gatlas altal indukalt fokozott AEA
jelatvitellel , klasszikus™ A’-THC hatasok nem valthatoak ki (Lichtman és mtsai., 2004).
Ezzel szemben a MAGL-aktivitas gatlasaval serkentett 2-AG jelatvitel kivalt egyes
,.klasszikus™ kannabinoid hatasokat (Long €s mtsai., 2009a), azonban egyértelmiien a
fokozott 2-AG jelatvitel sem felelés az 0Osszes ilyen jellegli hatasért, példaul a
lokomotoros aktivitasra €s katalepsziara kifejtett hatdsok részben ellentmonddak, akar
még egy kutatécsoport munkdin beliil is: Long és munkatirsai egy munkajukban
kataleptikus hatast tapasztaltak MAGL-inhibici6 utan (Long és mtsai., 2009a), azonban
egy késobbi publikacidjukban csupan lokomotoros aktivitasbeli csokkenés volt lathato
hasonlo kezelés utan (Long €s mtsai., 2009b). Egy harmadik munkdajukban pedig csak a
FAAH ¢és a MAGL egyidejli gatlasaval tudtak kataleptikus hatast el6idézni (Long és
mtsai., 2009c). Emellett a MAGL-gatlas lokomotoros hatasait kérdésessé teszi az a tény
is, hogy egyelére a fenti hatasokat mas kutatécsoportok nem tudtdk reprodukalni
(Busquets-Garcia és mtsai., 2011; Schlosburg és mtsai., 2009; Sciolino és mtsai., 2011).
A ,klasszikus” hatasokon kiviil az endokannabinoid jelatvitel szamos élettani folyamat
szabalyozasaban vesz részt, melyek kozil az egyik legjelentdésebb talan az étvagy
szabalyozasaban betoltott szerepe (Williams és Kirkham, 1999; Williams és mitsai.,
1998), mely miatt a rendszer manipuldcidja terapias potencidlt is hordoz magaban.
Emellett kiilonb6z6 neuroendokrin hatésai is vannak az endokannabinoid jelatvitelnek,
melyek koziil talan az egyik legfontosabb a stresszvalasz szabalyozasédban betdltott

funkcio (l1asd 3.3).

3.3. Az endokannabinoid jelatvitel szerepe a stresszreaktivitas

szabalyozasaban

Mivel a CB;R a neuroendokrin stresszvalasz kialakitasaért felelds
hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg tengely (HPA, hypothalamus-pituitary-

adrenal) t6bb pontjan is expresszalodik (Herkenham ¢és mtsai., 1991), felvetdédott a
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kérdés, befolyasolhatja-e az endokannabinoid rendszer a stressztengely mikodését, a

stresszreaktivitast.

CB|R gént nem expresszald un. génkiitétt (CB; KO, knockout) egereket
vizsgalva t6bb tanulmany is a HPA-tengely aktivitdsanak megvaltozasarol szamol be. A
CB; KO allatok a vad tipusu egerekhez képest eltéré cirkadian kortikoszteron-
oszcialliot mutatnak, illetve hypothalamusuk paraventricularis nucleusdban (PVN)
magasabb a kortikotrop-felszabadulast serkenté hormon (CRH, corticotrop releasing
hormone) mRNS szintje (Cota és mtsai., 2007). Emellett a CB; KO egerek bazalis
plazma adrenokortikotrop hormon- (ACTH, adrenocorticotrop hormone) és
kortikoszteronszintje is magasabbnak bizonyul a vad tipusu allatokénal (Barna és
mtsai., 2004; Cota és mtsai., 2007; Haller és mtsai., 2004a). A CB;R farmakoldgiai
gatlasa is fokozza a stressztengely miikodését, Patel és munkatarsai tanulmanyaban
rimonabantkezeléssel hasonlé mértéki kortikoszteronszint emelkedés volt kivalthato,
mint bezartsagstresszel; a hatas CB|R agonistdval (CP55,940), kannabinoid
visszavételgatlassal (AM404), illetve FAAH-inhibicioval (URB597) tompithato volt
(Patel és Hillard, 2006).

Az endokannabinoid jelatvitel farmakologiai serkentése feltételezhetden
bifazikus hatdst gyakorol a HPA-tengely miikodésére. A CB|R agonistai, akar ndvényi
(THC, CBD, CBN), endo- (AEA) vagy szintetikus kannabinoidokrol (CP55,940,
HU210, illetve WINS55,212-2) legyen sz6, akutan nodvelik a kortikoszteron alapszintet
(Barna és mtsai., 2009; Johnson és mtsai., 1978; Martin-Calderon és mtsai., 1998;
Romero ¢s mtsai., 2002; Weidenfeld és mtsai., 1994; Zuardi és mtsai., 1984). A FAAH
farmakologiai gétlasaval fokozott AEA jelatvitel is hasonld hatdst okozott (Saber-
Tehrani és mtsai., 2010), azonban ezt a hatast mas tanulmanyok nem erdsitették meg
(Hill és mtsai., 2010; Kerr és mtsai., 2012). Emellett az is kérdéses, hogy az AEA a
CBR-on keresztiil befolyasolja-e a HPA-tengely aktivitasat (Wenger és mtsai., 2003).
A HPA-tengely bazalis aktivitasara kifejtett hatassal szemben az eddigi tapasztalatok azt
sugalljak, a CB;R farmakoldgiai aktivalasa, illetve a FAAH-inhibici6é altal fokozott
AEA jelatvitel tompitja az endokrin stresszreaktivitast akut stresszben (Ganon-Elazar és
Akirav, 2009; Hill és mtsai., 2010; Hill és mtsai., 2009; Patel és mtsai., 2004). A 2-AG
jelatvitelnek a HPA-tengely mukodésére kifejtett hatdsairdl sajat ezirdnyth munkank

el6tt nem allt rendelkezésre informacio.
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A genetikai és farmakoldgiai kannabinoid-manipuldciok stresszreaktivitasra
gyakorolt hatasanak megfigyelései utdn Di és munkatarsai részletesen leirtdk a
mechanizmust, amelyen keresztiil — legalabbis részben — az endokannabinoid jelatvitel
részt vesz a HPA-tengely muiikddésének szabalyozasaban (Di és mtsai., 2003; Di és
mtsai., 2005). In vitro megfigyeléseik szerint, a kortikoszteron a PVN-ben egy G-
proteinhez kapcsolt membranreceptorhoz kotédik a CRH-t termeld neuronokon,
amelyek a kotédés hatdsara endokannabinoidokat szintetizalnak ¢s adnak le. Az
endokannabinoid molekuldk retrograd iranyban a CRH neuronokat beidegz6
glutamaterg sejtek CB;R-athoz kotddve tompitjdk a CRH neuronokat serkentd
glutamaterg szinaptikus bemeneteket, igy csokkentve a CRH-teremlédést. Lathato tehat,
hogy a kortikoszteron egy gyors, nem-genomialis mechanizmuson keresztiil, retrograd
endokannabinoid jelatvitel segitségével csokkenti a CRH-szekréciot. A CB;R-ok
hypophysealis expresszidja (Herkenham és mtsai., 1991) kapcsan felmeriilt, hogy az
endokannabinoid jelatvitel akar hypophysealis szinten is befolyasolhatja a HPA-tengely
muikddését, azonban Barna és munkatarsai ezt a feltétlezést megcafoltak, ugyanis egy in
vitro infizids rendszerben hypophysis preparatumok CRH-indukalt ACTH-kibocsatasat
vizsgalva, azt sem a szintetikus kortikoszteron anal6g dexametazon, sem a CB;R

agonista WINS55,212-2 nem befolyasolta (Barna és mtsai., 2004).

Amellett, hogy az endokannabinoid jelatvitel befolyasolja a HPA-tengely
alapszintd, illetve stresszindukalt aktivitasat, tobb tanulmany kodzvetlen kapcsolatot is
leirt a kannabinoid manipulacidk altal megvaltoztatott stresszreaktivitas s a magatartas
kozott. A CB; KO egerek példaul megemelkedett kortikoszteronszint mellett szorong6
fenotipust mutattak t6bb tanulmanyban (Barna €s mtsai., 2004; Cota és mtsai., 2007;
Haller és mtsai., 2004a). Feltételezhetéen az endokannabinoid jelatvitel a HPA-tengely
aktivitasat, illetve a magatartdst befolyasold hatdsa alacsonyabb rendli gerinces
taxonokban is jelen van. Coddington és munkatarsai tanulmanya szerint az érdesborti
g6tékben (Taricha granulosa), egy Eszak-Amerikaban honos szalamandrafélében
(Salamandridae), melyben jol karakterizalt a CB;R-ok agyi expresszidos mintazata
(Hollis és mtsai., 2006), a himek parzasi viselkedése, illetve a viselkedésforma
szabalyozasaban részt vevo agyteriiletek aktivitasa akut stressz, illetve kortikoszteron-

kezelés hatasara gatlodik, mely hatds CB;R antagonistaval kivédheté (Coddington és
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mtsai., 2007). Feltételezhetd tehat, hogy az endokannabinoid rendszer részt vesz a

szexualis viselkedés HPA-tengely altali kontrolljaban.

3.4. Az endokannabinoid jelatvitel hatasai az emocionalis magatartasra

A kiilonb6z6 kannabiszszarmazékok humén rekredcios célu felhasznalasabol
ered6 évezredes tapasztalatok arra engedtek kovetkeztetni, hogy az endokannabinoid
jelatvitel fontos eleme az emocionalis magatartas szabalyozasanak. Ezt a feltételezést az
a tény is erdsiti, hogy a kannabinoid receptorok nagy mennyiségben expresszalédnak az
ilyen magatartasformékat és dallapotokat szabalyozd agyteriileteken (Herkenham és
mtsai., 1990), illetve hogy az endokannabinoid jelatvitel a fent ismertetett mdédon
bizonyitottan befolyasolja az emocionalis magatartassal is 6sszefiiggdé HPA-tengely

mikodését (lasd 3.3.).

A 2000-es évek elején szamos tanulméanyban vizsgaltdk CB; KO egerek
magatartasi profiljat. A vizsgalatok alapjan altalanosan elmondhatd, hogy ezek az
allatok fokozott szorongast mutattak a legtobb szorongastesztben, mint pl. a megemelt
keresztpallo (Haller és mtsai., 2002; Haller és mtsai., 2004a; Haller és mtsai., 2004b;
Hill és mtsai., 2011; Mikics és mtsai., 2009; Uriguen és mtsai., 2004), a nyilt-tér
(Maccarrone és mtsai., 2002), illetve a fény-sotét doboz tesztben (Maccarrone €s mtsai.,
2002; Martin és mtsai., 2002). Urigiien ¢s munkatarsai kimutattak tovabba, hogy egyes
szorongasoldo vegyiiletek, mint a benzodiazepin bromazepam vagy az 5-HTs
szerotonin receptor parcidlis agonista buspiron kisebb hatékonysaggal miikodnek CB,
KO allatokban (Uriguen ¢és mtsai., 2004). Erdsebb emellett ilyen allatokban a
kondicionalt félelem reakcid is (Jacob és mtsai., 2012), illetve a CB; KO egerek egy
depresszidhoz hasonlo fenotipust is mutatnak (Fride és mtsai., 2005). A CB;R gén
kititésének hatdsara megvaltozik a szocidlis magatartds is, az agresszidé mértéke nd, mig
a szocialis interakci6 csokken (Haller és mtsai., 2004a). Hill és munkatarsai
feltételezései alapjan a receptor génjének Kkilitése soran a kronikus stressz allapotahoz
hasonld magatartasi €s neurobioldgiai valtozasok jonnek létre ezekben az egerekben

(Hill és mtsai., 2011).
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A génkititott allatoknal tapasztaltakkal 6sszhangban, ha receptor antagonistakkal
(pl. rimonabant vagy AM251) csokkentjiik az endokannabinoid aktivitast, anxiogén
hatas tapasztalhatd (Arevalo és mtsai., 2001; Haller és mtsai., 2004b; Kupferschmidt és
mtsai., 2012; Moise és mtsai., 2008; Navarro és mtsai., 1997; Patel és Hillard, 2006;
Sink és mtsai., 2010). A szorongaskelté hatds nem csupan az antagonistdk szisztémas
adagolasakor jelentkezett, hanem a bazolaterdlis amygdalaba valé lokalis
injektalasukkor is (Dono és Currie, 2012). Kondicionalt félelem esetében a CB;R
antagonistak csokkentik az extinkcié mértékét (Marsicano €s mtsai., 2002b; Niyuhire és
mtsai., 2007). A CB;R-ok farmakologiai gatldsa depresszids allapotot idéz eld tobb
modellben is (pl. kényszeritett Gszas teszt, cukorpreferencia teszt), akar akut (Steiner és
mtsai., 2008), akar krénikus kezelésnek vetették ala az alanyokat (Beyer és mtsai.,
2010). A CBR antagonizmus szorongasfokozo, illetve depressziv hatdsait bizonyitjak a
rimonabant klinikai alkalmazasa soran tapasztalt pszichiatriai mellékhatasok is, melyek
miatt az étvagycsokkentd gyogyszert 2008-ban kivontdk a forgalombdl (Moreira és

Crippa, 2009).

A CB|R genetikai, illetve farmakologiai gatlasakor tapasztaltakkal szemben, ha
agonistakkal aktivaljuk az agyban a CBR-okat, alapvetden anxiolitikus hatas alakul ki.
Ez phytokannabinoidokkal (Braida és mtsai., 2007), illetve szintetikus kannabinoid
ligandokkal valo kezlések esetén egyarant tapasztalhatoé volt (Haller és mtsai., 2004b;
Hill és Gorzalka, 2004; Patel és Hillard, 2006). A hatasok a CB;R-ok antagonistakkal
vald gatlasaval egyes esetekben kivédhetok (Haller és mtsai., 2004b). Kondicionalt
félelem modellekben novényi, endogén és szintetikus kannabinoidok is eldsegitik a
félelmi memoria extinkciodjat, illetve csokkentik magat a kondicionalt félelem-reakciot
(Bitencourt és mtsai., 2008; Pamplona és mtsai., 2008; Resstel és mtsai., 2008). Ez a
jelenség laboratoriumi ragesaldkon kiviill human modellben is kimutathaté volt
(Rabinak ¢és mtsai., 2013). Depressziés modellekben a phyto- és szintetikus
kannabinoidok is antidepresszansként hatnak (Bambico és mtsai., 2012; El-Alfy és
mtsai., 2010; Hill és Gorzalka, 2005), a hatasok szisztémas kezelés mellett lokalis, a
hippocampusba adott injekcio esetén is jelentkeznek (McLaughlin és mtsai., 2007),
illetve CB|R-fiiggd modon alakultak ki, ugyanis receptor antagonistaval kivédhetének

bizonyulnak (Hill és Gorzalka, 2005).
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Az endokannabinoid-visszavétel, illetve metabolizmusgatldas emociondlis
magatartasra kifejtett hatdsairol egyelére kevesebb adat all rendelkezésre, mint az
endokannabinoid receptorok manipulacidinak hasonlo hatasair6l. Elmondhato, hogy az
endokannabinoid transzport gatlasa szorongasoldé hatassal bir (Bortolato ¢s mtsai.,
2006; Naderi és mtsai., 2008), serkenti a félelmi memoria extinkcidjat (Bitencourt és
mtsai., 2008; Chhatwal és mtsai., 2005; Lin €s mtsai., 2006; Pamplona és mtsai., 2008),
illetve csokkenti a kondicionalt félelmi valaszt is egy feltétlezhetéen a medialis
prefrontalis kéregben lezajldé mechanizmuson keresztiil (Resstel és mtsai., 2008).
Emellett az endokannabinoid transzport gatlasa antidepresszans hatdsunak is bizonyult

(Adamczyk és mtsai., 2008).

Az AEA-ot bontd6 FAAH enzim génjét nem expresszald, fokozott AEA
jelatviteli egerek egy kevésbé szorongo fenotipust mutatnak (Cassano és mtsai., 2011),
mig félelmi memoridjuk extinkcidja gyorsabb vad tipusu fajtarsaikénal (Varvel és
mtsai., 2007). Ehhez hasonl6an a FAAH enzim farmakolégiai gétlasa is tobb modellben
szorongasoldo hatasu, pl. a megemelt keresztpallo (Bambico ¢€s mtsai., 2012; Moise és
mtsai., 2008; Moreira és mtsai., 2008; Patel ¢és Hillard, 2006; Rubino és mtsai., 2008b),
a fény-sotét doboz (Scherma és mtsai., 2008), a 0-pallé (Kathuria és mtsai., 2003;
Piomelli és mtsai., 2006), illetve a Vogel-konfliktus tesztekben (Lisboa és mtsai., 2008).
A szorongasoldd hatdsok feltételezhetden a prefrontdlis kéreghez, illetve a
periaqueductalis  sziirkeallomanyhoz kothetdek (Lisboa ¢és mtsai., 2008). A
farmakologiai FAAH-gatlas ezen kiviil antidepresszans hatasu is a kényszeritett iszas
(Adamczyk és mtsai., 2008; Bambico és mtsai., 2012; Gobbi és mtsai., 2005; Piomelli
¢s mtsai., 2006) €s a szukroz preferencia tesztben (Realini és mtsai., 2011), illetve a
kronikus enyhe stressz modellben (Bortolato és mtsai., 2007). Utdbbi hatas akkor is
tapasztalhatd, ha az allatok szisztémas kezelés helyett lokalisan a hippocampusukba

vagy a gyrus dentatusukba kapnak FAAH-inhibitort (McLaughlin és mtsai., 2007).

A 2-AG-t hidrolizdld6 MAGL-enzim gatlasara csak a kozelmultban fejlesztettek
ki specifikus, hatékony farmakologiai agenst (Long és mtsai., 2009a), igy ennek az
endokannabinoid manipuldcionak a magatartdsi hatdsai egyelore kevésbé ismertek.
Egyes tanulmanyokban a MAGL-inhibici6 csokkentette az 4ltalanos szorongasi

allapotot (Busquets-Garcia és mtsai., 2011; Kinsey és mtsai., 2011), illetve a kronikus
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stresszel kivaltott szorongéast (Sumislawski és mtsai., 2011). A kezelés egyéb

emocionalis magatartdsformdkra kifejtett hatdsai egyelére nem ismertek.

3.5. Ellentmondasok az emocionalis magatartas endokannabinoid

szabalyozasaban

A kiilonb6z6 endokannabinoid-manipulacidk emociondlis magatartasra kifejtett
hatésai alapjan megallapithatd, hogy az endokannabinoid jelatvitel fokozésa alapvetden
csokkenti, mig az endokannabinoid jelatvitel gatlasa alapvetden serkenti a szorongasos,
illetve depresszios allapotok kialakulasat. Az endokannabinoid jelatvitel emocionalis
magatartds szabalyozasaban betolttt szerepe azonban kordntsem ennyire egyértelmdi,
szamos, a fenti kapcsolattal ellentmondd hatast irtak le, a hatdsok tobb esetben
rendkiviil erésen fiiggnek a kisérleti koriilményektol. Feltehetéen a szabalyozast t6bb

komplex, egymassal 6sszefiiggé mechanizmus alakitja ki.

Tobb esetben az endokannabinoid aktivitds farmakologiai stimulacidja az
alkalmazott farmakoldgiai dgens dézisatdl fiiggd modon bifazikus hatast gyakorol az
emocionalis magatartasra. CB;R agonistak példaul kis dozisban alkalmazva
anxiolitikus, mig nagy dézisban alkalmazva anxiogén hatast fejtenek ki (Fogaca és
mtsai., 2012; Moreira és Wotjak, 2010). A hatas egy feltételezheté6 magyarazata, hogy a
CB)R agonistak kis dozisban a CB R aktivacioja altal fejtik ki szorongdsoldd hatasukat,
mig nagy dozisban a TRPV-et aktivalva fokozzak a szorongast (Casarotto és mtsai.,
2012; Rubino ¢és mtsai., 2008b). A FAAH-aktivitas inhibicioja is egyes esetekben
hasonlo bifazikus hatast gyakorol a szorongasra (Rubino és mtsai., 2008b), a jelenség
ebben az esetben is a nagy dozisban a TRPV-et aktivalo AEA-val fligghet Ossze.
Gyakran akar az alkalmazott dozistdl fiiggetlenill is egyes CB;R-aktivitast manipulald
farmakologiai agensek altalanos hatasaiktol eltérden befolydsoljak a magatartast. Egyes
esetekben példaul a CB|R gatldsa nem befolyasolta (Moreira és mtsai., 2007; Thiemann
¢s mtsai., 2009; Zarrindast és mtsai., 2008) vagy csokkentette a szorongast (Griebel és
mtsai., 2005; Roohbakhsh és mtsai., 2007), a kondicionalt félelmi valaszt (Mikics és
mtsai., 20006), illetve a depressziot (Lee és mtsai., 2009). Tobbszor a CB|R aktivalasa
ezzel szemben pedig szorongasfokozd hatast okozott (Giuliani és mtsai., 2000;

Roohbakhsh és mtsai., 2009). Bizonyos esetekben a fentiekhez hasonlé ellentmondo
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magatartdsi hatdsok magyardzhatéak az egyes fajok, torzsek, illetve akar egyedek
kozotti CBR expresszios mintazatokkal az emocionalis magatartds szabalyozasanak
szempontjabol relevans agyteriileteken. Haller és kollégai munkdjaban példaul CB;R
agonistak, illetve antagonistdk ellentétes hatast valtottak ki egerekben, illetve
patkdnyokban, mely jelenség feltételezhetben a szorongds szabalyozasdban ellentétes
szerepet betoltd glutamaterg és GABAerg rendszer fajfliggd relativ kannabinnoid
érzékenységével magyarazhatdo (Haller és mitsai.,, 2007). Elképzelhetéen tobb
ellentmond6 magatartasi kannabinoid hatés is hasonl6 receptor expresszidés mintazatbeli
kuilonbségekkel magyarazhato, legaldbbis részben. Emellett feltételezhetd egyes, eddig
ismeretlen kannabinoid receptorok léte, illetve részvétele az emociondlis magatartds
szabalyozasaban, melyeknek aktivacidja ellentétes hatast okoz, mint a CBjR
aktivacioja. Rodgers és munkatarsai példaul indirekt uton kimutattdk egy rimonabantra-
érzékeny kannabinoid receptor 1étét, melynek gatlasa oldja a szorongast (Rodgers és
mtsai., 2005; Rodgers €s mtsai., 2003). Szintén egy hasonld receptor 1étét sugallja, hogy
Haller és munkatarsai tanulmanydban a rimonabant hasonloképpen szorongasoldo
hatast fejtett ki, mely CB; KO egerekben is tapasztalhato volt (Haller és mtsai., 2002),
tehat CBR-fliggetlen hatés volt.

Szamos tanulményban az endokannabinoid rendszer magatartasi hatasait eltérd
kisérleti kortilmények kozott vizsgaltdk, hogy fényt deritsenek a humén
kannabiszfogyasztasnal is tapasztalhaté jelenség hatterére, miszerint sok esetben a
kannabinoidok eltéré médon modulaljak a magatartast (D'Souza és mtsai., 2004; Hall és
Solowij, 1998), mely tapasztalatok szerint az eltéré kornyezeti koriilményekkel allhat
Osszefliggésben. Emellett a kordbban emlitett interakcié az endokannabinoid jelatvitel
¢s a HPA-tengely miik6dése kozott is befolydsolhatja a kannabinoidok magatartési
hatasait, révén a HPA-tengely eltéréd kornyezetben eltérd mértékben aktivalodik. CB;
KO egereket vizsgalva érdekes modon a kisérleti apparatus megvilagitottsiga tobb
esetben befolyasolta a magatartdst. Haller és munkatarsai szerint a CB; KO éllatok a
szamukra averziv, intenziv megviladgitasban szorongd fenotipust mutattak, mig az
allatok szamara kevésbé averziv, gyenge megvilagitdsban a KO allatok magatartasa
nem kiilonbozott a vad tipusu allatokétdl (Haller €s mtsai., 2004a). Ugyanebben a
tanulmanyban a CB; KO 4allatok szocialis magatartasa is a koriilményektdl fliggden

valtozott, mig az ismert kérnyezetben végrehajtott rezidens-betolakodé tesztben nétt a
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territorialis agresszio mértéke a CB;R gén kilitésének hatasara, addig egy masik
szocialis tesztben, a szocidlis interakcidban az ismeretlen kérnyezet hatasara csokkent
CB; KO allatok szocialis interakcidval toltott ideje a vad tipusu egerekhez képest
(Haller és mtsai., 2004a). Egy masik tanulmanyban a CB; KO egerek csak abban az
esetben mutattak emelkedett szorongast, ha a tesztprocedura lehetdvé tette az allatok
szdmara averzivabb, erdsebben megvilagitott teriiletek elkeriilését. Ezzel szemben ha a
proceddra ezt nem tette lehetévé, a génkilitott egerek csak averziv megvilagitas alatt
mutattak a fenti fenotipust, kevésbé averziv koriilmények kozott nem (Jacob és mtsai.,
2009). Erdekes médon a CB; KO egerek — ellentétben a CBR gén kiiitésének 4ltaldnos
szorongasfokozo hatasaival — a shock probe tesztben csokkent szorongast mutatnak,
mely jelenség szintén a kisérleti kontextustdl valé fiiggésként magyarazhato, az averziv
kornyezeti stimulusra megvaltozott valaszt adnak a CB; KO egerek (Degroot és
Nomikos, 2004). Elmondhat6 tehat, hogy a CB|R gén kitiitésének szorongaskeltd hatasai
alapvetdn inkabb averziv kornyezetben mutatkoznak meg, kevésbé averziv kérnyezetre
az allatok a vad tipusu allatokhoz hasonléan reagéalnak. Az endokannabinoid jelatvitel
farmakologiai manipulacidi is gyakran a kisérleti kontextus fliggvényében befolyasoljak
a magatartast. A CB|R rimonabanttal valo gatlasa példaul Rodgers és munkatarsai
tanulméanyaban teszt-naiv allatok esetében nem befolyéasolta a szorongdst a megemelt
keresztpall6 tesztben, azonban ha az éllatokat ujra alavetették a tesztnek, a rimonabant
oldotta a szorongast (Rodgers és mtsai., 2003). A rimonabant példdjahoz hasonldan, a
HU210 CB|R agonista is altalanos szorongdsoldd hatasaival ellentétesen hat bizonyos
kortilmények kozott: az agens, kronikus stressz utan adagolva fokozza a szorongést
(Hill és Gorzalka, 2004). Az endokannabinoid metabolizmus gatlasa is gyakran csak
bizonyos koriilmények kozott fejt ki hatast az emociondlis magatartasra. Naidu és
kollégai példaul csak akkor tapasztaltak anxiolitikus hatast a FAAH-aktivitds gatlasa
utan, ha a megemelt keresztpalld nyilt és zart karjai kozotti megvilagitottsagbeli
kontrasztot novelték (Naidu €s mtsai., 2007). Hasonloképpen kutatécsoportunk is
kimutatta, hogy a FAAH inhibicidja eltéré6 mértékben averziv koriilmények kozott nem
csupan eltéré mértékl, de akar eltérd iranyu magatartasi hatast is okozhat: averziv
kortilmények kozott a fokozott AEA jelatvitel csokkenti a szorongést, mig enyhébben
averziv kortilmények kozott novelte azt (Haller és mtsai., 2009). A FAAH gatlasaval

fokozott AEA jelatvitel hatasaihoz hasonléan a JZI.184-indukalt MAGL-inhibicidval
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fokozott 2-AG jelatvitel szorongasoldo hatdsa is egy tanulmany szerint csak averziv
kornyezetben mutatkozott meg (Sciolino és mtsai., 2011). Erdekesség emellett, hogy
bar a MAGL inhibitorkezelés utan a 2-AG szint kb. 30 perccel jelentdsen
megemelkedik (Long és mtsai., 2009a), magatartasi hatdsokat csak valamivel késobb,
kb. 120 perccel a kezelés utan irtak le (Kinsey és mtsai., 2011; Long és mtsai., 2009a;
Long és mitsai., 2009b; Long ¢s mtsai., 2009c), mely azt sugallja, a MAGL
inhibitorkezelés magatartasi hatasai joval késobb alakulnak ki biokémiai hatdsainal.
Tobb esetben annak ellenére, hogy a kisérleti koriilmények megegyeztek a kiilonb6z6
vizsgalatok soran, a késobbi tanulmanyokban nem tudtdk reprodukdlni egyes
kannabinoid manipuléciok magatartasi hatésait. Példaul a FAAH gatlasdval Moreira és
munkatarsai csokkentették a szorongast a megemelt keresztpalld tesztben (Moreira és
mtsai., 2008), mig egy késobbi tanulmanyban ez a hatds nem volt kimutathat6 (Scherma
¢s mtsai., 2008). Mas esetekben a kordbban tapasztalt hatast csak a FAAH-inhibitor
URB597 nagyobb doézisban vald adagolasaval lehetett elérni (Micale és mtsai., 2009).
Moise és kutatocsoportja pedig csak egyes tesztekben volt képes reprodukalni a FAAH
gatlas anxiolitikus hatdsait, mig mas tesztekben a kezelés nem befolyasolta a szorongast
(Moise €s mtsai., 2008). Feltételezhetéen az endokannabinoid jelatvitel érzékeny az
egészen apro, sok esetben kontrollalhatatlan kornyezeti véltozdsokra, melyek
befolyasolhatjdk a hatasokat. A kornyezeti stimulusok ilyen mértékli hatdsa a
magatartds endokannabinoid kontrolljara arra enged kovetkeztetni, hogy az
endokannabinoid jelatvitel inkdbb egy finomhangolo szerepet t6lthet be az emocionalis
magatartds  szabdlyozdsdban, mintsem specifikus hatdsai lennének egyes

magatartdsformakra, magatartési allapotokra.

3.6. Az endokannabinoid rendszer szerepe a kornyezeti kihivasokra

adott valaszreakciok szabalyozasaban

A fenti megfigyelések, illetve az endokannabinoid jelatvitel neurokémiai
funkcidi alapjan feltételezhetd, hogy a rendszer valdjaban a koérnyezeti ingerekre adott
tulzott valaszadast tompitja, igy példaul az endokannabinoid jelatvitel fokozasa csak
averzivabb korilmények kozott csokkenti a szorongast vagy a depresszidt, ahogy a

CBR-aktivitds genetikai vagy farmakologiai gatldsa is csak bizonyos kortilmények
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kozott noveli azt. A fenti feltevés alapjan az endokannabinoid-funkcié befolyasolhatja a
kihivasokkal valé megkiizdés stratégiait. Ezt a feltevést alatdmaszthatja az a
megfigyelés is, hogy averziv kornyezeti ingerek hatasara on-demand moddon
endokannabinoidok szintetizalédnak (Marsicano és mtsai., 2002a; Walker és mitsai.,
1999), illetve egy visszacsatold mechanizmuson keresztiil csokkentik a kihivasok altal
eloidézett neurondlis aktivacidt (Gerdeman és Lovinger, 2001; Hohmann és mtsai.,
2005). Tovabba bizonyos, hogy a FAAH-aktivitas gatlasa altal fokozott AEA jelatvitel a
kényszeritett uszas tesztben fokozza az aktiv valaszadast (Gszas) a passziv valaszadas
(lebegés) ellenében (McLaughlin és mtsai., 2012; Realini és mtsai., 2011). Ugyanakkor
ugyanez a kezelés csokkenti a passziv megkiizdési stratégia egyik jellemz6 tlinetét, a
magatartasi flexibilitast is (Sokolic €s mtsai., 2011). Mindezek alapjan feltételezhetd,
hogy a fokozott endokannabinoid jelatvitel hatadsara a kihivassal szembesiilé egyedek
inkabb aktiv stratégiat mutatva kiizdenek meg a szituacioval. A fent bemutatott elszort
adatok, illetve kozvetett bizonyitékok alapjan  feltételezhetd, hogy az
endokannabionnoid jelatvitel befolyasolja a kornyezeti kihivasokkal valdo megkiizdés
stratégiait, azonban errdl egyeldre kevés adat all rendelkezésre, ilyen irdnyu vizsgalatok

elvégézése sziikséges lehet a jovoben.

3.7. Megkiizdési (coping) stratégiak

Az endokannabinoid jelatvitel manpulacidinak emociondlis magatartisra
gyakorolt hatasai alapjan feltételezhet6, hogy a kannabinoidok befolyasoljak azokat az
un. megkiizdési stratégiakat, melyeket az allatok a kornyezeti kihivasoknak wvald
megfeleléskor kdvetnek. Ha egy egyed kornyezeti kihivasokkal szembesiil, egészsége
megOrzése érdekében meg kell kiilzdenie a kihivassal. E megkiizdés hatékonysaga
nagyban befolyasolja, hogy az egyes averziv kornyezeti ingerek mekkora hatést
gyakorolnak az egyed életére (Ursin, 1998). Egyes allatfajok kornyezeti kihivasokkal
valé megkiizdését vizsgalva azt a jelenséget figyelték meg, hogy az egyedek jol
karakterizalhato, egymastol elkiiloniilé fenotipusokat mutatnak a kihivasoknak valo
megfelelés soran. Ha ragcsalokat territoridlis agresszidjuk alapjan egy alacsonyabb,
illetve egy magasabb tdmadasi latenciju csoportba sorolunk, megfigyelhetd, hogy az

igy kialakitott csoportok egyéb magatartasi sajatossagok alapjan is jol elkiiloniilnek
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egymastol (Benus és mtsai., 1989; Bohus és mtsai., 1987; Sluyter és mtsai., 1996; van
Oortmerssen és Bakker, 1981). Ezeket a jdl elkiilonithetd, kornyezeti kihivasokkal
szemben mutatott mintazatokat nevezik megkiizdési stratégidknak (Koolhaas ¢s mtsai.,
2007; Koolhaas és mtsai., 1999). Tradicionalisan két alapvetdé megkiizdési stratéga
kiilonithetd el, mely idében konzisztens mddon, alapvetden jellemz6 az adott egyedre.
Az Un. aktiv (proaktiv) stratégia esetében a kihivasokkal valé szembesiilés esetén
mutatott magatartas elsdésorban beliils6 motivaciok, rutin altal vezérelt, probléma-
orientalt, az egyedek kornyezeti kihivasra adott magatartasi valasza kevésbé a kornyezet
valtozasaira reagal, kevésbé flexibilis. Mig ezzel szemben a mésik, Un. passziv (reaktiv)
stratégiat a kornyezet stimulusaira adott valaszok vezérlik, és leginkabb az inaktivitas,
az elkeriild magatartas jellemzd ra. A magatartasi elkiiloniilés mellett a két stratégia
¢lettani karaktereit tekintve is élesen elkiiloniil egymastol. Mig az aktiv stratégiara
jellemz6é a HPA-tengely mérsékelt bazdlis és stresszindukalt aktivitdsa, illetve a
fokozott szimpatikus tulstly és tesztoszteron aktivitas, addig a passziv stratégia HPA-
tengelye fokozottan aktivalodik stressz esetén €s elsdsorban paraszimpatikus talstllyal
jellemezhetd (de Ruiter és mtsai., 1992; Hessing €s mtsai., 1994; Korte és mtsai., 1997;

Korte €s mtsai., 1996; Ruis és mtsai., 2000).

Allatokban a megkiizdési stratégiak fontosak a kihivasokkal vald hatékony
megbirkozas tekintetében (Koolhaas és mtsai., 2007; Koolhaas és mtsai., 1999), mig
ember esetében az aktiv (A-tipust), illetve passziv (C-tipusi) stratégidk az egyes
betegségekre, zavarokra vald fogékonysagban jatszhatnak szerepet (Temoshok, 2000).
Az aktiv stratégia kialakitdsa, mely nagyobb valoszinliséggel jar egyilitt a betegségekkel
szemben val6 ellendllassal, komoly terdpids lehetdséget jelentene tobb pszichiatriai
zavar klinikai kezelésében is (Cooke és mtsai., 2007; Westerhuis €s mtsai., 2011). Ezt
belatva az aktiv megkiizdési stratégiat eldtérbe helyezd fokozott endokannabinoid
jelatvitel rendkiviil fontos eszkoz lehet terdpids szempontokbol, jovdbeli vizsgalata

szlikséges ebbdl a megkdzelitésbol.
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4. CELKITUZESEK

A fentiekben bemutattuk, hogy az endokannabinoid jelatvitel emocionalis
magatartdsra gyakorolt hatasai er6sen fliggenek a kornyezeti koriilményektol,
feltehetleg a hatasokat komplex mechanizmusok interakcidi alakitjadk ki. A hatasok
kornyezeti  kontextustél valé fiiggése arra enged kovetkeztetni, hogy az
endokannabinoid rendszer valdjaban nem gyakorol specifikus hatdsokat meghatarozott
magatartdsformakra, magatartdsi 4allapotokra, inkdbb a kornyezeti valtozasok
magatartasra gyakorolt hatdsait szabalyozza. Ez a hatas elképzelhetden annak lehet a
kovetkezménye, hogy az endokannabinoid jelatvitel magat a stratégiat befolyasolja,
mely szerint az egyes egyedek kiizdenek meg a kornyezeti kihivasokkal. Munkank
soran az endokannabinoid jelatvitel magatartdsi hatdsait ebbdl a megkozelitésbol

vizsgaltuk.

Munkank elsé felében, az endokannabinoid anandamid (AEA) lebontasat végzo
zsirsavamid-hidroldaz (FAAH) enzim fokoztuk az AEA jelatvitelt, €s ennek a fokozott
jelatvitelnek vizsgaltuk a hatdsait a magatartasi véalaszra melyeket az alanyok eltérden
averziv kornyezeti koriilményekre adtak. Emellett vizsgaltuk a kiilonb6z6 megkiizdési
stratégidkra gyakorolt AEA-hatast is, a stratégidkat kozvetlentl vizsgald

magatartastesztek alkalmazasaval.

Vizsgélataink végzése kozben valt elérhetévé a monoacil-glicerol-lipaz
(MAGL), a masik endokannabinoid, a 2-arachidonoil-glicerol (2-AG) bontéenzimének
specfikus inhibitora, a JZLL184 (Long és mtsai., 2009a), melynek alkalmazasaval
lehetéséglink nyilt a 2-AG jelatvitel szerepének tanulmanyozasdra a magatartas
szabalyozasban. Az ilyen jellegli vizsgélatok elsd 1épéseként tanulmanyoztuk i.) a
MAGL-gétlds magatartasi hatasait eltéréen averziv kornyezeti kortilmények kozott,
illetve ii.) a magatartasi hatasok stresszvalasszal valo Osszefiiggéseit. Utobbi vizsgalat
elozménye egyrészt az volt, hogy eldzetes eredményeink szerint a MAGL gatlasa
befolyasolta a magatartast, illetve a mar ismert interakcidk az endokannabinoid
jelatvitel és a HPA-tengely aktivitdsa kozott (lasd 3.3.). Tovabba a gliikkokortikoid
stresszvalasz fontos szerepet jatszik a megkiizdési stratégidk szabalyozasaban is (Sgoifo

¢s mtsai.,, 1996). A magatartavizsgalatok mellett tobb ¢lettani paramétert is
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megfigyeltiink, pl. a testhdmérséklet valtozasait, illetve a vérplazma kortikoszteron

koncentraciojat.

Az egyes vizsgalataink kérdései részletesen az alabbiakban olvashatdak:

4.1. A FAAH-gatlas hatasa a kornyezeti valtozasokra adott magatartasi reakciokra

és megkiizdési stratégiakra patkanyokban

1. Megvaltoztatja-e a FAAH-enzim gatlasa a megemelt keresztpalld tesztben a
megkiizdési stratégidk egy fontos komponensét, a kornyezeti ingerekre adott

magatartasi valaszreakcio jellegét?

2. Befolyéasolja-e a FAAH-aktivitds gatldsa a magatartdsi mintdzatokat egy
specifikusan a megkiizdési stratégidkat specifikusan vizsgald farokcsipés

tesztben?

3. I-es tipusu kannabinoid receptoron (CBI1R) keresztiil zajlanak-e le a FAAH-

gatlas megkiizdési stratégidkra gyakorolt hatdsai?

4. Elképzelheté-e, hogy a FAAH-gatlas megkiizdési stratégiakra kifejtett hatasa

valdjaban a kezelés szorongéasoldd hatasanak masodlagos hatasa?

5. Megvaltoztatjdk-e a megkiizdési stratégidk, illetve a FAAH enzim gatldsa a
fajdalomkiiszobot, és ez befolyasolhatja-e a megkiizdési stratégidkat vizsgald

farokcsipés teszt soran mutatott magatartast?

6. Befolyasolja-e a FAAH-aktivitds gatldsa a a vizhomérséklet hatasat a
magatartdsra a kényszeritett Uszas tesztben egerek esetében, azaz egy Uj
modellallatban, illetve vizsgélati paradigméaban, mely egy Ujabb érzékszervei

modalitast vesz idénybe?

7. Megvaltoztatja-e a FAAH enzim gatlasa egerek magatartasi stratégidit a

hatraforditas tesztben?
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4.2. A FAAH-gatlas hatasa a kornyezeti valtozasokra adott magatartasi reakciokra

és megkiizdési stratégiakra egerekben

1. Befolyasolja-e a FAAH-aktivitds gatldsa a kornyezeti ingerekre adott
magatartasi valaszreakcid jellegét egy Uj modellallatban, illetve vizsgalati

paradigmaban?

2. Megvaltoztatja-e a FAAH enzim gatldsa a magatartdsi stratégidkat egy
specifikusan a megkiizdési stratégiakat vizsgald tesztben egy j modellallatban,

illetve vizsgalati paradigmaban?

4.3. A MAGL gatlis magatartasi hatasainak idédinamikaja eltéré mértékben

averziv kornyezetben egerekben

3. Az alanyok szamara averzivabbnak tekinthet, ismeretlen kornyezetben
befolyasolja-e a MAGL gatlasa a lokomotoros aktivitast, illetve a szorongast, és

ezek a hatasok a kezelés utdn mennyi idével jelentkeznek?
4. A fenti hatasok fiiggnek-e az alkalmazott modellallattorzstol?

5. Befolyasolja-e a MAGL-gatlas a lokomotoros aktivitast, illetve a
testhomérsékletet kevésbé averzivnak tekinthetd, ismert kornyezetben, illetve

milyen idédinamikéval jelentkeznek a MAGL-inhibici¢ ilyen jellegti hatasai?

4.4. A MAGL-gatlas hatasa a HPA-tengely miikodésére és a HPA-tengelyfiiggo

magatartasi hatasokra egerekben

6. Befolyésolja-e a MAGL-aktivitds gatlasa a bazdlis, illetve stresszindukalt

kortikoszteron-szintet, illetve a hatdsok milyen idédinamikaval alakulnak ki?

7. A MAGL gatlasanak korabban kimutatott hatasai a lokomotoros aktivitidsra,

illetve a szorongasra HP A-tengelyfiiggé modon alakulnak-e ki?
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5. ANYAG ES MODSZEREK

5.1. Kisérleti alanyok

A kisérleti alanyok 2-3 hoénapos, 300-350 g tomegli him Wistar patkanyok,
illetve 30-35 g tomegli him CDI1 és C57BL/6J egerek voltak (Charles River
Laboratories, Budapest). Az allattart6 €s kisérleti szobakban a hémérséklet egységesen
23+£2°C, a relativ pératartalom 60+£10% volt. Az allatokat 12:12 o6rds fény-sotét
ciklusban tartottuk, a lampak 07:00-kor kapcsolddtak fel. Csapviz és ragesalo taplalék
(Sniff Spezialdidten GmbH, Soest, Németorszag) ad libitum elérhetd volt. Az alanyok a
kisérletek eldtt minimum egy héten at akklimatizalodhattak az allattartasi
kortilményekhez. A patkanyokat 4 egyedbdl allo csoportokban 1354G Eurostandard
Type IV ketrecekben (595 x 380 x 200 mm), mig az egereket izolaltan, 1284L
Eurostandard Type II L ketrecekben (365 x 207 x 140 mm) tartottuk. Erre azért volt
szlikség, mert mig a patkényok szocidlis életmodot folytatnak, az egér ezzel ellentétben
szoliter allatfaj (Arndt és mtsai., 2009; Benton és Brain, 1981; Capanna és mtsai.,
1984). Tovabba az egerek csoportban vald tartaskor erdteljes szocialis hierarchiat
alakitanak ki, mely befolyasolhatja a késoébbi magatartasvizsgalatok eredményeit
(Capanna ¢és mtsai., 1984; Poshivalov, 1980). A szocidlisan tartott patkanyokat
magatartasi teszteléskor a tesztnap eldtt 3 napra 1291H Eurostandard Type III H
ketrecekben (425 x 266 x 185 mm) izolaltuk, igy egyrészt elkeriilhetd volt, hogy a
kozvetleniil a teszt eldtti kezelés (allattarté doboz kinyitasa, kezelend6 allat eltavolitasa,
injekcio) megzavarja a dobozban a tobbi, még tesztelés eldtt allo allatot, masrészt hogy
az allatok teszt eldtt mutatott szocidlis interakcioi befolyasoljak a kisérleti alanyok teszt
soran mutatott magatartasat. Kisérleti alanyaink kisérleteink eldtt drogkezelésen nem
estek at, kisérletben nem vettek részt, minden egyes alanyt csak egy kisérletben
hasznaltunk fel. A kisérletek az Eurdpai K6zosség Tudomanyos Bizottsaganak eldirasai
szerint (86/609/EEC) és az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatéintézet Allatjoléti

Bizottsaganak jovahagyasaval zajlottak le.
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5.2. Drogok és dozisok

Mind a FAAH-inhibitor URB597-et  (|3-(3-karbamoil-fenil)-fenil]-N-
ciklohexilkarbamat; Sigma Aldrich Chemical Company Inc., Milwaukee, WI, USA),
mind a MAGL-inhibitor JZL184-et (4-nitrofenil-4-[bisz-(1,3-benzodioxol-5-il)-
(hydroxi)-metil]-piperidin-1-karboxilat; Cayman Chemical Company Inc., Ann Arbor,
MI, USA) dimetil-szulfoxidban, majd 0,4% metilcellulézt tartalmazd fizioldgias
sooldatban oldottuk fol ugy, hogy a dézisok az URB597 esetében 0 (vivéanyag), 0,1,
illetve 0,3 mg/kg-nak, mig a JZ1.184 esetében 0 (vivoanyag), 4, 8, illetve 16 mg/kg-nak
adodjanak. Az alkalmazott dozisokat mindkét drog esetében korabbi irodalmi adatok
alapjan valasztottuk ki (Haller és mtsai., 2009; Kathuria és mtsai., 2003; Long és mtsai.,
2009a; Sciolino ¢s mtsai., 2011). Egerek esetében az allatok 10 ml/kg, mig patkanyok
esetében 1 ml/kg térfogati folyadékot kaptak intraperitonedlis (i.p.) injekcid
form4jaban. Az URB597-et minden kisérletiinkben 40 perccel a magatartasteszt elott
adtuk be a kisérleti alanyoknak, a JZI.184 beadasat az adott kisérlettdl fliggden 40, 80,
120 vagy 240 perccel kovette a magatartasteszt, illetve vérvétel. A kortikoszteron-
szintézis inhibitor metyrapont (2-metil-1,2-di-3-piridil-1-propanon; Sigma Aldrich
Chemical Company Inc., Milwaukee, WI, USA) 5% Tween80-at tartalmazé fiziologias
sooldatban oldottuk fel, és 0 (vivoanyag), illetve 30 mg/kg-os dozisban, 5 ml/kg
térfogatban i.p. adagoltuk a magatartasteszt, illetve vérvétel elott 40 perccel. Az
alkalmazott dozist korabbi irodalmi adatok (Mikics €s mtsai., 2004) és egy eldkisérlés

mtsaiapjan allapitottuk meg (lasd 6.2.4. fejezet).

5.3. Magatartastesztek és elemzésiik

Magatartastesztjeinket a vilagos periddus elsé 3 ordjaban végeztiik egy erre a
célra elkiilonitett kisérleti szobaban 400 Ix fényerdsségii megvilagitas mellett (kivéve,
ha a kisérlet eltérd erdsségli megvilagitast kovetelt meg, lasd: 5.6.1.1. fejezet). A tesztek
soran a kisérleti alanyok magatartdsat egy Sony DCR-SR75 (Sony Electronics, San
Diego, CA, USA) digitalis videokameraval rogzitettiik. A videofelvételek utdlagos
elemzését a H77 eseményrekorder szoftverrel végeztiik (Haller Jozsef, MTA Kisérleti

Orvostudomanyi Kutatdintézet, Budapest). A szoftver miikddési elve szerint az egyes
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vizsgalt magatartasi paramétereknek a szamitégép klaviatirajan megfeleltetiink egy-egy
billenty(it, majd a videofelvételt és az elemzdszoftver szamlaldjat egyszerre elinditva, az
elemzé a megfeleld billentyli lenyomdasaval regisztralja a videofelvételen latott
magatartasi paramétert. Ezaltal megallapithatd az egyes paraméterek el6fordulasa
(frekvencia), latencidja, illetve az adott magatartassal toltott id6 mértéke. Egy kisérletet
minden esetben kizarolag egy elemzd, a kisérleti csoportok ismerete nélkiil elemzett. Az

egy elemzon beliili elemzési eltérés kevesebb volt, mint 5%.

5.3.1. Megemelt keresztpallé teszt egereken és patkanyokon (EPM, elevated plus-

maze)

A  megemelt keresztpalld teszt (Pellow ¢&s mtsai., 1985) az egyik
legelterjedtebben alkalmazott magatartasteszt laboratériumi ragcsalok szorongasanak
vizsgalatara orvosbioldgiai kutatdsokban. A teszt alapja a ragcsalok ismeretlen
kornyezetben vald exploraciés motivacioja és a nyilt, kitett helyektdl valo félelme
kozotti csereviszony. A tesztappardtus feketére festett aluminimubdl késziilt, két zart
karbol (patkanyok esetében hasznalt apparatus: 50 x 17 cm, 30 cm magas fallal
kortilvéve; egerek esetében hasznalt apparatus: 30 x 7 cm, 30 cm magas fallal
kortilvéve) €s két nyilt karbol all (50 x 17 cm patkanyok, illetve 30 x 7 cm egerek
esetében), melyet egy centrum platform kot 6ssze (patkanyok esetében 17 x 17 cm, mig
egereknél 7 x 7 cm). Az apparatus a f6ldt6] 80 cm-re magasan helyezkedik el (3. dbra).
A teszt soran a kisérleti alanyt orraval az egyik zart kar felé forditva a centrum
platformra helyeztiik, majd magatartasat 5 percen at az apparatus f6lott 2 méterrel, a
mennyezeten rogzitett digitalis videokameraval rogzitettiik. A tesztapparatust két teszt

kozott csapvizzel alaposan lemostuk €s papirvattaval szérazra toroltiik.

A megemelt keresztpalld teszt sordn mutatott magatartast az utolagos
elemzéskor két nagy csoportba sorolt paraméterek szerint vizsgaltuk. Elsoként
vizsgaltuk az Un. spaciotemporalis paramétereket. Itt meghataroztuk, hogy az alany az
apparatus egyes kompartmentjeibe hanyszor 1ép be és mennyi id6t tolt ott. Belépésként
konvencionalisan azt definidltuk, ha az allat az apparatus adott kompartmentjébe
legalabb 3 labaval belépett. Ez alapjan meghataroztuk a szorongas mértékével forditott
aranyban allo nyilt kari belépések szadmat, a nyilt kari belépések az Osszes kari

belépésekhez viszonyitott aranyat (Nyilt kari belépések %), illetve a nyilt karban toltott
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id6 aranyat (Nyilt kar idé %). A lokomotoros aktivitds és szorongas jellegli
magatartdsok interferencidjanak kizérasa miatt vizsgaltuk a zart kari belépések szamat,
mint a szorongastdl fiiggetlen lokomotoros aktivitds mértékét. A spaciotemporalis
paraméterek mellett un. etoldgiai paraméterekként egerekben vizsgaltuk az alanyok
kockazatbecsld magatartasat is (Cole és Rodgers, 1993). Két {6 indikatort vizsgaltunk, a
lenézést (HD, head dipping; exploracios mozgas, melynek soran az alany feje az
apparatus szélén tulnyulik), illetve a fesziilt figyelmi testhelyzetet (SAP, stretched
attend posture; exploracios mozgds, melynek soran a test elére nyulik, majd
visszahuzddik az eredeti pozicioba eldre iranyuld helyvaltoztaté mozgas nélkiil). A két
magatartasi paraméter el6fordulasat (frekvencia) és idéaranyat (id6 %) is mértiik. Mivel
az apparatus un. védett teriiletein (centrum platform, zart karok) mutatott SAP korabbi
tanulmanyok szerint negativ korrelacidt mutat a nyilt kari exploraciéval, mig a nyilt kari
SAP pozitivan korreldl a zart kari belépésekkel (Cole és Rodgers, 1993; Fernandez
Espejo, 1997; Rodgers és Johnson, 1995), a védett teriileteken latott SAP-beli
novekedés a szorongas mértékének novekedését jelezheti. Hasonldképpen a védett
terlileteken mutatott HD pozitivan, mig a nyilt karban mutatott HD negativan korrelal a
szorongassal (Cruz és mtsai., 1994; Fernandez Espejo, 1997; Rodgers és Johnson,
1995). Mindezek alapjan a megemelt keresztpalld védett teriiletein mutatott SAP-ot és
HD-t a szorongés etoldgiai indikatoraiként vizsgaltuk, tobb korabbi tanulményhoz
hasonloan (Bradley ¢s mtsai., 2007; Cruz és mtsai., 1994; Navarro ¢s mtsai., 2006;

Rodgers és Cole, 1993, 1994; Rodgers és mtsai., 1992; Wall és mtsai., 2003).

3. abra. A megemelt keresztpall6 teszt (EPM)
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5.3.2. Nyilt-tér teszt egereken (porond teszt, OF, open-field)

A nyilt-tér teszt (Hall, 1932) az egyik legszélesebb korben alkalmazott teszt a
laboratériumi ragesalok lokomotoros aktivitdsanak mérésére. A procedaraval emellett
az ujdonsaggal kapcsolatos szorongas is tanulmanyozhatd, bar a nyilt-tér teszt
érzékenysége a szorongasoldd vegyiiletekre elmarad a megemelt keresztpallo tesztétdl
(Prut és Belzung, 2003). A megemelt keresztpalld teszthez hasonléan ennek a
a nyilt teriiletektol valo félelem csereviszonya ragesaldkban. A nyilt-tér apparatus egy
45 x 45 x 25 cm méretli fehér milanyag doboz, atlatszo plexilapokkal (Deodesign
Werbetechnik, Frankenthal, Germany) lefedve (4. abra). A kisérleti alanyt az apparatus
egyik sarkaba helyeztiik, majd 5 percen keresztiil rogzitettiik viselkedését egy, a
menyezetre erdsitett digitalis videokameraval. A tesztapparatust két teszt kozott

csapvizzel alaposan lemostuk és papirvattaval szarazra toroltiik.

4. abra. A nyilt-tér teszt (OF)

A rogzitett videofelvétel elemzésekor az apparatus teriiletére utdlagosan egy
4x4-es négyzetracsot vetitiink, a lokomotoros aktivitds indikitora az egyes
négyzetracsvonalak atlépéseinek szama. Atlépésként azt definialtuk, ha az alany mind a
négy labaval atlépte a négyzetracs adott vonalat. Emellett a szorongds mértékét a
kozépsd 2x2-es centrum teriileten vald exploracidé idéaranyaval (Centrum ido %)

jellemeztiik, az itt mutatott exploracid forditottan aranyos a szorongassal.
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5.3.3. Kényszeritett uszas teszt egereken (FST, forced swimming)

A kényszeritett Gszas teszt (Porsolt €s mtsai., 1977) egy széles korben elterjedt
proceddra laboratoriumi ragesalok depresszidjellegli magatartasainak vizsgalatara. A
teszthez hasznalt apparatus egy csapvizzel feltoltott tiveghenger (atmérd: 12 cm;
magassag: 18 cm, vizszint: 12 cm) (5. 4dbra). Jelen tanulmanyban a tesztet az eredeti
proceduratdl (mely szerint az allatok elsé nap egy 15, illetve mésnap egy 5 perces
teszten esnek at) eltéréen alkalmazva, nem a kezelés depressziora gyakorolt hatasat
vizsgaltuk, hanem azt, hogy eltéré koriilmények kozott (eltéréd hémérsékletii viz, lasd
5.6.1.3. fejezet) eltérd magatartast mutatnak-e a kisérleti alanyok, és ez a kornyezeti
eltérésekre adott valasz befolyasolhato-e a FAAH enzim gatlasaval. Ennek érdekében
alanyainkat csak egyszer vizsgaltuk a kényszeritett uszas paradigmaban. Az alanyt a
vizbe helyeztiik, és magatartasat 6 percen at rogzitettiik. A tesztapparatus vizét két teszt
kozott kiontottiik, az aparatust csapvizzel atoblitettiik, majd a kovetkezd kisérleti alany

szédmara tiszta csapvizet toltottiink a hengerbe.

5. abra. A kényszeritett uszas teszt (FST)

A felvételek elemzésekor harom magatartasi paraméter iddaranyat (id6 %)
vizsgaltuk: a lebegést (az allat nem mutat mozgast azon kiviil, ami sziikséges a test
vizszint folott valo tartdsahoz), a kiizdést (erételjes végtagmozgds, a mellsd végtagok
megtorik a vizfelszint, az alany megkisérli a henger falan vald felmaszast), illetve az
uszast (koordinalt, mind a négy végtagot igénybevevd helyvaltoztatd mozgas, a

végtagok nem torik meg a vizfelszint).
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Egyes vizsgélataink sordn a kényszeritett Gszast nem magatartastesztként, hanem
stresszorként alkalmaztuk (lasd 5.6.2.3. fejezet). A procedura sordn mutatott magatartast
ebben az esetben is megvizsgaltuk, de a fo cél ebben az esetben a stressz kivaltasa volt,
6 perc kényszeritett Gszas utan az alanyt eltavolitottuk a hengerb6l, majd vérmintat

vettlink tdle (lasd 5.5. fejezet).

5.3.4. Farokesipés teszt patkianyokon (zail pinch test)

Patkanyok megkiizdési stratégidinak vizsgalatara a farokcsipés tesztet (Giorgi €s
mtsai., 2003) alkalmaztuk. A teszt soran az alany farkara egy binder csipeszt (sz¢lesség:
2 cm, oldalhossz: 1, 0,7, illetve 1 cm) helyeztiink. A csipesz az allat farkara 1,47+0,16
Pa nyomast fejtett ki, ezt az alapjan hataroztuk meg, hogy mekkora erére volt sziikség
ahhoz, hogy a csipeszt a patkany farkanak vastagsagara kinyissuk. Ez a nyomads a
patkanyok szamara nem tekinthetd fajdalmasnak, a kisérleti alanyok 30-40%-a a csipesz
eltdvolitasara iranyuld probalkozas nélkiil exploralta kornyezetét. Ugyanakkor a nyomas
elegendd volt ahhoz, hogy a teszt alatt az allatok a csipeszt ne tudjak farkukrol
eltavolitani. A teszt soran a csipeszt az allat farkara csiptettiik majd magatartasat

rogzitettiik 5 percen keresztiil. A tesztprocedurat a 6. abra szemlélteti.

6. abra. A farokcsipés teszt.

A videofelvételek elemzésekor részletes etoldgiai elemzést végeztiink, mely
soran 9 kiilonbdz6 magatartasi valtozot figyeltink meg: Asds (4sas az alomban),
Exploracio/lokomocio (helyvaltoztatas vagy a talajra, a ketrecfalra, illetve a levegdbe
iranyuld szaglas); Rdgds (a csipesz harapdalasa, ragcsaldsa); Mosakodds (mellsd

labakkal valé mosakodas, illetve hatulsé labakkal valo vakar6zas), Mozdulatlansdg
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(apr6 mozgasokon kiviil nincs mozgés); Ugrds (szokési kisérletek); Csipeszhiizds
(csipesz huzasa foggal); Pihenés (fekvo vagy allo helyzet mozgés nélkiil, kivéve apro
helyzetvaltoztatd, illetve fejmozgasokat); Forgolodds (a csipesz korbe forogva vald
,uldozése™). A valtozok koziil csupan az Explordcio/lokomocio, illetve a Rdgds jelent
meg konzisztens modon, a tobbi valtozé csupan szérvanyosan (1. tdblazat). Az ezzel a
két valtozoval eltsltott id6 toltotte ki a teszt 85%-at, emellett a valtozok kozostt erds
negativ korrelaciéo allt fent, amely jelezte, hogy egyiitt kevésbé fordultak eld
(Ragas*Exploracio, 1. Vivéanyag nap: Spearman R= -0,890; p< 0,01;
Ragas*Exploracio, 2. Vivoanyag nap: R= -0,886; p< 0,01). A teszt idejének 10%-at
kitevd mozdulatlansag esetében hasonld korreldciét nem tapasztaltunk. A fenti
megfigyelések alapjan feltételezhetéen a farokcsipés tesztben adott f6 magatartasi
valasz a csipesz ragasa, illetve a kornyezetorientalt exploracio, mely két valtozo
kolcsonosen kizarja egymast. Mivel eldbbi paraméter ,,probléma-orientalt” vagy aktiv
valasznak, mig a masik paraméter ,problémat mell6z6” vagy passziv, elkeriild
valasznak tekinthetd, vizsgalataink soran ezt a két paramétert vettiikk figyelembe, és az
allatokat az alapjan soroltuk els6dlegesen aktiv, illetve elsédlegesen passziv megkiizdési
stratégiat mutatd csoportokba, hogy a két magatartdsi paraméterrel toltdtt idé milyen

aranyban allt egymassal (lasd 5.6.1.2.).

1. tablazat. Magatartasi valtozok a 2. Kisérletben.

Viltozé Frekvencia 1dé %

Asas 3381057  0,82%023

Explordcié/lokomocié 25,40+1,41 32,19+2,63

Ragas 19,28+1,41 52,22+43,02
Mosakodds 0,03+0,03 0,01+0,01
Mozdulatlansag 12,78+0,93 11,97+1,02
Ugrads 1,28+1,08 0,19+0,15
Csipeszhiizas 3,45+1,25 0,16+0,06
Pihenés 0,98+0,27 1,17+0,42
Forgolodas 0,83+0,18 0,07+0,02

5.3.5. Hatraforditas teszt egereken (back test)

A héraforditas tesztet eredetileg malacokra fejlesztették ki (Ruis és mitsai.,
2001), majd késébb kezdték alkalmazni laboratériumi ragesalokon (Hawley €s mtsai.,

2010; Lambert és mtsai., 2006). A teszt soran az alanyokat 1 percig manualisan a
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hatukra forditva tartottuk, majd magatartasukat rogzitettiik. A tesztprocedurat a 7. abra

szemlélteti.

7. abra. A hatraforditas teszt

Vizsgalataink sordan 4tfogd elemzést végeztink a teszt alatt mutatott
magatartasrol, mely szerint az alanyok 4 magatartaformajat tudtuk megkiilonboztetni.
Az 1d6 legjavaban az allatok a hatukra forditott helyzetbdl valo szokési kisérleteket
mutattak, melyet heves test €s végtagmozgassal definidltunk. A fennmaradd idében az
allatok mozdulatlanok voltak, azaz 1égz6- és apro fejmozgason kiviil nem mutattak
mozgast. Ezen a két magatartason kiviil rovid ideig az allatok testének elcsavarodasa,
illetve a kisérletezd keze felé iranyuld harapasok is megfigyelhetéek voltak. Utobbi
ritkan fordult eld, az 1., 2., illetve harmadik napon a megfigyelt harapasok szama
csupan 2,2+0,6, 0,33+0,14, illetve 0,44+0,15 volt. A test elcsavardsa rendkiviil gyors
magatartads volt, rovidebb ideig tartott, mint egy masodperc, azonban gyakrabban
elofordult, az 1., 2., illetve 3. kisérleti napon 8,8+1,9, 6,3£1,3, illetve 10,1+1,5
alkalommal fordult el6. A napok kozti eltérések margindlis szignifikanciat mutattak
(F(2,34)= 2,73; p< 0,08). Az 1. és 2. napon a test elcsavarasa korreldlt (Spearman
R=0,521; P< 0,03), a 3. napon mért érték azonban egyik korabbi alkalommal mért
értékkel sem mutatott 6sszefiiggést (Spearman R=0,308, P> 0,2, illetve R=0,267, P> 0,2
az 1., illetve a 2. nap esetében). Mivel a test elcsavarasa €s a harapasok pontszerii
viselkedésformak voltak, illetve a szokési kisérletek és a mozdulatlansag idétartama
kiegészitette egymast a teszt teljes ideje alatt, a megkiizdési stratégidk

meghatarozasakor a két utdbbi valtozo aranyat vettiik figyelembe (lasd 5.6.1.4.).
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5.3.6. Forré lap teszt patkanyokon (hoft plate test)

A forré lap teszt (Eddy és Leimbach, 1953) egy széles korben alkalmazott
magatartasi teszt az allatok fajdalomkiiszobének vizsgalatara. A teszt soran a kisérleti
alanyt egy melegithetd lapra helyeztiik, melyet egy atlatszatlan plexibol késziilt doboz
vesz koriil (IITC Life Science, Woodland Hills, CA, USA). Az éllatok 3 percen at
habitualodhattak a dobozhoz, majd a lap melegedni kezdett. A lap kiindulo
hémérséklete 30°C, mely 6°C/perc sebességgel 55°C homérsékletig melegedett. Amint
az allat megnyalta valamelyik hatulso végtagjat, a melegités abbamarad, és a

hémérsékletérték rogzitésre kertil.

5.4. In vivo biotelemetrias vizsgalatok egerekben

Egerek testhdmérsékletének és sajat ketreciikben valé mozgésaktivitdsdnak
mérésére in vivo biotelemetrias e-mittereket (HR E-Mitter, PDT-4000; Mini Mitter
Company, Bend, OR, USA) implantaltunk a kisérleti alanyokba.

5.4.1. In vivo biotelemetrias e-mitter implantacio egerekbe

Az alanyokat a bemetszés helyén a hason ketamine—xylazine—pipolphen
anesthesia (50—10-5 mg/kg i.p. injekcidé 10ml/kg térfogatban) alatt megborotvaltuk. A
tertilet fertdtlenitése utan 1-2 cm hosszl, a test hosszanti vonaldaval parhuzamos
medialis bemetszést ejtettiink a processus xyphoideustol caudalisan. A bemetszésen at a
hastiregbe behatolva az e-mittert a hasiiregbe juttattuk, a hasfalat 2-3 felszivodo oltéssel,
a bort 3-4 nem felszivodd oltéssel Osszevarrtuk. Az 4allatok minimum 7 napos
posztoperativ gyogyulas utan estek at a kisérleteken, a gydgyulas alatt allapotukat

folyamatosan monitoroztuk.

5.4.2. In vivo biotelemetrias mérések

Az in vivo biotelemetrids e-mitter altal tovabbitott testhdmérséklet és
mozgasaktivitasi adatokat az alanyok ketrece alatt talalhatd jelvevd detektalta és
tovabbitotta egy szamitogépre, amelyen a VitalView Data Acquisition System szoftver
(Mini Mitter Company, Bend, OR, USA) regisztralta. A testhomérsékletet és a

mozgasaktivitast a tesztnapokon a kezelés eldtt 120, a kezelés utan 240 percen at
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monitoroztuk. A kezelést megeldz6 20 perces periodus atlaga alapjan megallapitottunk
egy bazdlis szintet mindkét vizsgalt paraméterbdl, a kezelés utan az ettél valo eltérést
regisztraltuk 10 perces periddusokra. A mozgasaktivitas mértékegysége a VitalView
System ,konvencionalis egysége” volt, a testhOmérsékletvaltozasé °C. A
mozgésaktivitas alapszintjétol valo eltérés mellett vizsgaltuk az alanyok mozgasanak
finom mintdzatat is. Meghataroztuk, hogy a vizsgalt 10 perces periddusokban hany
olyan fél perces periodus volt (a mozgasaktivitds esetében a legnagyobb hasznalt
idoéfelbontasi egység), ahol az allatok immobilisek voltak (mozgasuk 0 konvencionalis
egység volt). Ezeket a periddusokat Osszegeztiik és idéaranyban (id6%) fejeztiik ki az
adott 10 perces periddusra. Hasonloképp megallapitottuk a ,,gyors mozgassal” toltott
id6 aranyat is, melyet a fenti médon szamoltunk ki azok alapjan a 30 masodperces
periddusok alapjan, ahol az alanyok minimum 10 konvencionalis egységnyi mozgast

mutattak.

5.5. Vérvétel és hormonmérések

Farokbdl vett vérminta esetében az allatokat egy plasztik csdbe huztuk, melyben
nem voltak képesek hely- és helyzetvaltoztatd mozgasra €s melybdl csak a farkuk logott
ki. Az alanyok farkan szikével ferde bemetszést ejtve etilén-diamin-tetraecetsavat
tartalmazd kapillarisokban fogtuk fel a vért. A torzsvérbol szarmazd vérminta esetében
az allatokat mitéti olloval dekapitaltuk, a torzsvért etilén-diamin-tetraecetsavat
tartalmazd 2 ml térfogatd Eppendorf csdvekben fogtuk fel. A vérmintdkat 4°C-on

lecentrifugéltuk, majd a a vérplazmat hormonmérésig -20°C-on taroltunk.

A plazma Kkortikoszteronszintjét radioimmunoassay (RIA) modszerrel mértiik
meg (Gomez-Sanchez és mtsai., 1977), minden vizsgélatot kétszer végeztiink el. A
mérés el6tt a kortikoszteront alacsony pH-n elvélasztottuk a kortikoszteron-kotd
globulint6l. Az antiszérumot nyulban allitottak elé kortikoszteron-karboximetiloxim
bovine serum albumin ellen (MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézet, Budapest).
Jeloléanyagként B jelslt kortikoszteron-karboximetiloxim-tirozin-metil
észterszarmazékot hasznaltunk. A kortikoszteron antitest mas természetes szteroidokkal
valé keresztreaktivitdsa 0,05% alatt volt, kivéve a deoxikortikoszteront (1,5%) és a

progeszteront (2,3%). A mérés érzékenysége 1 pmol/ml volt. A mérésen beliili ~10%,
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illetve a mérések kozti varianciakoefficiens ~15% volt (a mérés id6pontjatol fliggden
ettol enyhén eltérhetetett). Egy kisérlet minden mintajat mindig ugyanabban az RIA-ban

mértik meg.

5.6. Kisérleti elrendezés

5.6.1. A FAAH-gitlas hatasa a kornyezeti valtozasokra adott magatartasi

reakciokra és megkiizdési stratégiakra

5.6.1.1. A FAAH-gitlas hatasa Wistar patkinyok kornyezeti valtozasokra adott

magatartasi reakcidira a megemelt keresztpallé tesztben

Az 1. Kisérlethen a FAAH gatlasanak magatartasi reaktivitdsra gyakorolt
hatasait tanulmanyoztuk eltéréen averziv koriilmények kozott, Wistar patkanyokban. A
procedurat egy korabbi tanulmanyban leirtakhoz hasonldéan hajtottuk végre (Haller és
mtsai., 2009). Az alanyokat a kisérlet elétt napi 2-3 percen at kézhez szoktattuk. A
patkanyok egy csoportjat a tesztek elétt 2 oOrara sajat ketrecében a kisérleti szobaba
szallitottuk habitudcié céljabol, mig a nem-habitualt allatok a tesztig az allattartd
szobaban maradtak. A kisérleti szobat 4 db fehér neoncsdvel (a fényintenzitas 300 1x
folott volt a tesztapparatus szintjén), illetve 1 db vords neoncsével (<5 Ix) vildgitottuk
meg. Az allatokat a tesztkoriilmények alapjan a kovetkezd csoportokban vizsgaltuk: (1)
habitualt allatok gyenge megvilagitasi szobaban (a legkevésbé averziv tesztelési
eljaras); (2) habitualt allatok intenziv megvilagitasu szobaban; (3) nem-habitudlt allatok
intenziv megvilagitasi szobdban (a legaverzivabb tesztelési eljaras). Az alanyok 40
perccel a tesztelés eldtt intraperitonedlis (i.p.) injekcié formdjaban 0, 0,1, illetve 0,3
mg/kg URB597-kezelésen estek at, majd 5 perc megemelt keresztpalld tesztnek vetettiik

ala oket. A kisérletben a mintaelemszam csoportonként 10-12 volt.
5.6.1.2. A FAAH-gatlas hatisa Wistar patkianyok megkiizdési stratégidira a

farokcsipés tesztben

A 2. Kisérlethen Wistar patkanyokon vizsgaltuk, hogy a FAAH enzim milyen
hatassal van a megkiizdési stratégidk alakulasara. A kisérlet soran Osszesen 40 éllatot

hasznaltunk fel.
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40 perccel a kezelés utan (kezelési csoportok: 0, 0,1, illetve 0,3 mg/kg URB597
a 2a. Kisérletben; 0, illetve 1 mg/kg rimonabant, 0,3 mg/kg URB597, illetve 1 mg/kg
rimonabant ¢s 0,3 mg/kg URB597 kombinalva a 2b. Kisérletben; 0, 5, illetve 10 mg/kg
klérdiazepoxid a 2c. Kisérletben) az allatokat farokesipés tesztnek vetettiik ald. A tesztet
egy allaton haromszor hajtottuk végre, a tesztek kozott 3-4 napot kihagyva. Minden
allat legalabb két kezelést kapott a fentiek koziil, de kiilonbdzd napokon. Az elso
vivoanyagkezelési napon megallapitott ragas/exploracié-arany alapjan harom csoportot
kiilonitettiink el. Az els6 csoportba azokat az alanyokat soroltuk, melyek az id6 legalabb
60%-at a csipesz ragasaval toltotték, és kevesebb mint 40%-at a kornyzet
exploraciojaval, igy ebben a csoportban a ragas/exploracio-arany 1,5-nél magasabb volt,
a csoport tagjait aktiv megkiizdési stratégiat mutatdé allatoknak tekintettiik. Ezzel
szemben a masik csoportban 1évé allatok csupan az id6 40%-at t6ltotték ragassal, mig
minimum 60%-at exploracioval. Ebben a csoportban a ragas/exploracid-arany kevesebb
volt, mint 0,66, a csoport tagjait passziv megkiizdési stratégiat mutatdé egyedeknek
tekintettiik. Az 6sszes kisérleti alanyt tekintve az allatok 75%-a egyértelmien inkabb a
csipesz ragasaval (aktiv) vagy exploracioval (passziv) toltotte idejét. A tobbi allat
esetében a ragas/exploracio-arany 0.66 és 1.5 kozé esett, ezeket az egyedeket kevert
megkiizdési stratégidjunak tekintettiik. A tovabbiakban a megkiizdés konzisztenciajat
vizsgaltuk az igy felallitott kategoriak megfigyelésével. A kezelések sorrendjét a
tesztnapok kozott kiegyensulyoztuk, pl. az allatok fele, melyet 0,3 mg/kg URB597-vel
kezeltiink az el6z6 alkalommal vivoanyagot kapott, mig az allatok masik fele URB597-

t. Minden kezelésre ugyanezt az elrendezés alkalmaztuk.

A 2d. Kisérlethen a forrd lap tesztben vizsgaltuk, hogy a 2a., illetve 2b.
Kisérletben tapasztalt FAAH-gatlasindukalt magatartasi hatasok nem a kezelés, illetve a
megkiizdési stratégidkbeli kiilonbségek altal okozott, fajdalomkiiszob-beli eltérések
miatt jelentek-e meg. Az alanyok 0 (vivéanyag), illetve 0,3 mg/kg URB597-kezelést
kaptak, majd 40 perc mulva forré lap teszten estek at. A késdbbiekben a fent
ismertetettekkel megegyezé modon megallapitottuk az allatok megkiizdési stratégiait,

majd 3 nap mulva az allatok wjabb forrd lap teszten estek at.
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5.6.1.3. A FAAH-gatlas hatisa CD1 egerek kornyezeti valtozasokra adott

magatartasi reakcioira a kényszeritett uszas tesztben

A 3. Kisérletben a FAAH-inhibici6 magatartasi €s endokrin hatasait vizsgaltuk
CD1 egerekben, eltéré koriilmények kozott. A kisérletben a mintaelemszam

csoportonként 10-12 volt.

A 3a. Kisérletben az alanyokat fiziologias sooldattal kezeltiik, majd 40 perccel
késobb 6 perc kényszeritett iszasnak vetettiik 0kés mtsaia kiilonb6z6 hémérsékletii
vizben (15£1°C, 25+1°C, illetve 35+1°C). A teszt utan az allatokat dekapitaltuk,
torzsvériikbol  pedig mintat vettiink melybdl RIA-val megéllapitottuk a

kortikoszteronszintet.

A 3b. Kisérletben az alanyokat 0 (vivoanyag), 0,1, illetve 0,3 mg/kg URB597-tel
kezeltiink, majd teszteltiink a fent ismeretetett modon 25, illetve 35 °C hémérsékletli

vizben.

A 3c. Kisérletben a 3b. Kisérlethez hasonldan jartunk el, kivéve, hogy ez esetben

a viz hémérséklete 15 °C-ra volt beallitva.

5.6.1.4. A FAAH-gatlas hatasa CD1 egerek megkiizdési stratégidira a hatraforditas

tesztben

A 4. Kisérletben CD1 egereken vizsgaltuk a FAAH-gatlas hatasait a megkiizdési
stratégidkra. A kisérletben 40 egeret hasznaltunk fel.

A 4a. Kisérletben a hatraforditas teszt ismételhetdségét vizsgaltuk. Az alanyokat
7 napon at naponta egyszer teszteltiik, teszt el6tt 40 perccel minden allat vivoanyag-
injekciot kapott (N=18). Az 1. tesztet a tesztkornyezethez, illetve -procedurdhoz vald
habitudcionak tekintettilk. A 2. teszt utdn az alanyok viselkedését kielemeztiik, majd a
szokési kisérletekkel, illetve mozdulatlansaggal t61t6tt id6 alapjan azokat kategorizaltuk.
A farokcsipés teszttel ellentétben, ahol a vizsgalt passziv, illetve aktiv magatartasi
valtozd aranya megkozelitdleg egyenld volt (az Osszesitett aranyuk kb. 1 wvolt), a
hatraforditas tesztnek aldvetett egerek az id6 60-70%-at szokési kisérletekkel toltotték.
Ez alapjan azokat az egereket, amelyek szokési kisérlet/mozdulatlansag aranya 1,5 alatt
volt, passzivnak, mig azokat, melyek esetében az arany 3 folott volt aktivnak

tekintettiik. Azokat az alanyokat, amelyeknél az arany az 1,5 és 3 kozotti tartomanyba
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esett, kevert megkiizdési allatként kategorizaltuk. A 3. tesztnapon a megkiizdés

stabilitasat vizsgaltuk a 2. tesztnapon felallitott kategdridk megfigyelésével.

A 4b. Kisérlet a fentiekben leirtak szerint zajlott, azzal a kiilonbséggel, hogy itt
az allatok fele URB597-kezelést kapott 0,3 mg/kg dozisban a harmadik teszt el6tt, mig

az allatok masik felét ismét vivoanyaggal kezeltiik.

5.6.2. A MAGL-gaitlas hatasai a magatartasi és endokrin stresszvalaszra

5.6.2.1. A MAGL-gitlas magatartasi hatasainak idédinamikaja averziv

kornyezetben CD1 és C57BL/6J egerekben

Az 5. Kisérletben a MAGL-gatlas lokomotoros aktivitdsra és szorongasra
gyakorolt hatdsait és ezek idédinamikajat vizsgaltuk ismeretlen kortilmények kozott
CD1 és C57BL/6J egerekben. A kisérletben a mintaelemszam csoportonként 7-10 volt.
A kisérlet protokolljat a 2. tablazat foglalja 6ssze.

Az alany CD1 egerek JZ1.184-kezelést kaptak (0, 4, 8, illetve 16 mg/kg dozisban
i.p.), majd 40, 80, illetve 120 perccel kés6bb 5 perc nyilt-tér, majd kozvetleniil utdna 5
perc megemelt keresztpalld teszten estek at (5a., 5b., illetve Sc. Kisérlet). Minden

dézishoz és eldkezelési id6h6z mas-mas alanyt hasznaltunk.

Elézetes eredmények alapjan a kisérletet hasonld koriilmények kozott 120 perces
elokezelési idovel megismételtik C57BL/6J egerekben is a hatasok egértorzsfiiggését
vizsgélva (5d. Kisérlet).

2. tablazat. Az 5. Kisérlet kisérleti protokollja

Kezelés 40, 80, illetve 120 perc el6kezelési id6 utin  Rogton az OF utan
Vivbanyag
4 mg/kg JZL184
5 perc OF 5 perc EPM
8 mg/kg JZL184
16 mg/kg JZL184
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5.6.2.2. A MAGL-gatlas magatartasi hatasainak idédinamikaja kevésbé averziv

kornyezetben CD1 egerekben

A 6. Kisérletben az CD1 egerekben vizsgaltuk a MAGL-gatlas magatartasi
hatasait és ezek idodinamikéajat kevésbé averziv koriilmények kozott. A kisérlet soran a

mintaelemszam csoportonként 7 volt.

A 6a. Kisérletben az alanyokat az in vivo biotelemetrias e-mitterek implatacidja
¢s a posztoperativ felépiilés utan 3 kezelésnek és tesztnek vetettiik ala sajat ketreciikben,
a kezelések kozott 3 nap sziinettel. Tesztnapokon az allatokat 0, 8, illetve 16 mg/kg
JZ1.184-el kezeltiink, olyan elrendezésben, hogy minden &llat mindhdrom kezelést
kapott, de sorrendben mdas-més napokon. Az agy 2-AG-szintje 24 oraval a JZ1.184-
kezelés utan visszatér a bazalis értékre (Long ¢€s mtsai., 2009a) a kezelés tovabba nem
befolyasolja a CBR ligandkotési képességét (Long és mtsai., 2009a), és habar
bizonyos, hogy CB;R agonistdk receptorinternalizacidt idéznek eld, ezek a hatasok
gyorsan lecsengenek (Hsieh ¢és mtsai., 1999; Wu ¢és mtsai.,, 2008), igy

valésziniisithetoen az ismételt kezelések nem befolyasoljak egymast.

A 6b. Kisérletben szintén kevésbé averzivnek tekinthetd, olyan idegen
kornyezetben vizsgaltuk a MAGL-inhibicio hatdsait a magatartasra, melyhez az
allatokat elézetesen hozzaszoktattuk. Habitudcio céljabol 4 napon at, napi 30 percre a
nyilt-tér apparatusra helyeztiik az alanyokat, majd az 6todik napon 0, 8, illetve 16 mg/kg
JZ1.184-kezelés utan 120 perccel vizsgaltuk magatartasukat egy 30 perces nyilt-tér

tesztben.

5.6.2.3. A MAGL-gitlas hatisa a HPA-tengely bazalis és stressz-indukalt
aktivitasara CD1 egerekben

A 7. Kisérletben a MAGL gatlas hatasait vizsgaltuk a bazalis €s stresszindukalt
kortikoszteronszintre CD1 egerekben. Az alanyok 0, 8, illetve 16 mg/kg JZ1.184-
kezelést kaptak, majd 40, 120, illetve 240 perccel késébb (7a., 7b., illetve 7c. Kisérlet)
farokvéndjukbol vérmintat vettiink. Ezutan 6 perc kényszeritett Gszasnak vetettiik ala
Oket, majd dekapitacidé utdn ujabb vérmintat vettlink a  stresszindukalt
kortikoszteronszint méréséhez. A kisérletek soran minden alanytol vettiink bazalis és

posztstressz vérmintdt is, azonban minden doézishoz és eldkezelési id6hoz kiilon
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allatokat hasznaltunk. A kisérletben a mintaelemszam csoportonkén 6-9 volt. A 7.

Kisérlet protokolljat a 3. tablazat foglalja 6ssze.

3. tablazat. A 7. Kisérlet kisérleti protokollja

40 (7.a.), 120 (7.b.), illetve 240 (7.c.) perc

Kezelés elékezelési id6 utan Rogton a vérvétel utin Rogton az FST utan
VivOanyag
8 mg/kg JZL184 Vérvétel farokbol 6 perc FST Vérvétel torzsvérbol
16 mg/kg JZ1.184

5.6.2.4. A MAGL-gatlas HPA-tengelyfiiggé magatartasi hatasai CD1 egerekben

A 8 Kisérletben a MAGL-gatldas korabban leirt magatartdsi hatasainak
kortikoszteron-fiiggését  tanulmanyoztuk CD1 egerekben. Ennek vizsgalatara
alanyainkat kombinaltan kezeltik a MAGL-inhibitor JZI.184-el és a kortikoszteron-
szintézis gatldo metyraponnal. A kisérlet sordn a mintaeclemszadm kezelési csoportonként

8-10 volt.

A 8a. Kisérletben meghataroztuk az alkalmazanddé metyrapon dézist. Ehhez
CD1 egereket 0 (vivéanyag), 30, 50 illetve 70 mg/kg metyraponnal kezeltiink (a
dézisokat kordbbi irodalmi eredmények alapjan valasztottuk) (Mikics €és mtsai., 2004),
majd 20 perccel késébb 5 perc nyilt-tér tesztnek vetettiik ala oket. A teszt utan az
alanyokat dekapitaltuk, vérmintat vettiink torzsvériikbol, melybdl megallapitottuk a
kortikoszteronszintet. A metyrapon minden ddzisa jelentésen csokkentette a vérplazma
kortikoszteronszintjét, a lokomotoros aktivitast egyik dézis sem befolyasolta (lasd 6.2.4.
fejezet), ez alapjan tovabbi vizsgalatainkban a metyrapont a legkisebb hatékony, 30

mg/kg-os dozisban alkalmaztuk a drogbevitel minimalizalasanak érdekében.

A 8b. Kisérletben megvizsgaltuk, hogy a kortikoszteron-szintézis gatlasa
tompitja-e a MAGL-inhibicié bazalis kortikoszteron-ndveld¢ hatasat, melyet a 7.
Kisérletben tapasztaltunk. Ehhez az allatok 0, 8, illetve 16 mg/kg JZ1184-kezelésen
estek at, mellyel kombinalva 0, illetve 30 mg/kg ddzisban kortikoszteron-szintézist
gatld metyraponnal is kezeltiik 6ket, majd 40 perccel késébb dekapitacido utdn
vérmintakat gyljtottiink a kortikoszteronszint meghatarozasahoz. Az elokezelési idot a

7. Kisérlet eredményei alapjan valasztottuk, ahol 40 perc utan a JZL.184-kezelés novelte
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a bazdlis kortikoszteront, jelen kisérletiinkben ezt a hatast akartuk kivédeni a

metyraponnal.

A 8c. Kisérletben az alanyok a 8b. Kisérletben leirtakkal megegyez6 kezelést
kaptak, azonban az el6kezelési id6 utan itt 5 perc nyilt-tér, majd 5 perc megemelt
keresztpallo teszten estek at az 4allatok. A magatartastesztek utdn az 4llatokat
dekapitaltuk, majd vérmintdkat gy(jtottiink a kortikoszteronszint megéllapitasdhoz. A

8c. Kisérlet protokolljat a 4. tablazat foglalja 6ssze.

4. tablazat. A Sc. Kisérlet kisérleti protokollja

Kezelés 40 perc el6kezelési id6 utan Rogton az OF utin Rogton az EPM utian
Vivbanyag
8 mg/kg JZ1.184 5 perc OF 5 perc EPM Vérvétel torzsvérbol
16 mg/kg JZL184

5.7. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + SE-ként abrazoltuk. A magatartds adatokat, illetve a
kortikoszteronszintet ~ varianciaanalizissel (ANOVA) vizsgadltuk. Az ANOVA
kritériumainak teljesiilését Levenne-teszttel ellendriztiik, amennyiben arra sziikség volt,
a kritériumok teljesiilésének érdekében az adatokat négyzetgyok-transzformaltuk.
Kétfaktoros ANOVA-t alkalmaztunk olyan esetekben, ahol az allatok kombinalt
kezeléseket kaptak (2b., 8b., illetve 8c. Kisérlet), illetve amikor egy adott kezelés és a
megkiizdési stratégidk hatdsai kozotti interakciokat vizsgaltuk (2., illetve 4. Kisérlet).
Ezekben az esetben a két vizsgalt faktor a két kiilonbozd kezelés, illetve a megkiizdési
stratégia és a kezelés volt. Mivel a 7. Kisérletben a bazélis és stresszindukalt
kortikoszteronszint megallapitdsdhoz a vérmintdkat ugyanazokbol az allatokbol vettiik,
az adatsort ismételt méréses (repeated measures) ANOVA-val elemeztiik, az ismételt
mérési faktor az uszasstressz, a nem ismételt faktor a kezelés volt. Az in vivo
biotelemetrias vizsgalatoknal (6a. Kisérlet) szintén ismételt méréses ANOVA-t
alkalmaztunk a testhémérséklet és a lokomocid adatainak elemzésére, az ismételt mérési
faktor ez esetben az id6 volt, a nem ismételt faktor a kezelés. Ha az ANOVA
szignifikdns kezelési hatdst mutatott, post-hoc Duncan tesztés mtsaikalmaztunk a
csoportok paros Osszehasonlitasara. Két valtozo kozotti korrelaciot minden esetben a

Spearman-féle korrelacios teszttel, mig az eloszlasuk kozotti kiilonbségeket a y*—
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probaval vizsgaltuk. A valtozok eloszldsa kozotti kiilonbségeket, kozottik fenalld
korrelacidkat, a kezelések hatdsat, illetve a csoportok kozotti kiillonbségeket minden
esetben akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a p-érték 0,05-nél alacsonyabb volt. A
statisztikai vizsgalatokat a Satistica 11 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) szoftverrel

végeztik.
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6. EREDMENYEK

6.1. A FAAH-aktivitas gatlasanak szerepe a kornyezetre adott

magatartasi reaktivitas és a megkiizdési stratégiak szabalyozasaban

6.1.1. A FAAH-gatlas hatasa Wistar patkanyok kornyezeti valtozasokra adott

magatartasi reakcidira a megemelt keresztpallo tesztben

Az 1. Kisérletben a FAAH-aktivitds gatlasaval fokozott AEA jelatvitel
csokkentette a patkdnyok magatartasi reaktivitdsadt, melyet a kisérleti kornyezet
averzivitdsdnak valtozésaival szemben mutattak. A zart kari belépések szamat a
megemelt keresztpalld tesztben egyediill a kisérleti koriilmények befolyasoltak
statisztikailag szignifikdns modon (Fuissrleti korimeny (2,110)= 12,95; p< 0,01) (8a. abra).
Ezzel szemben a nyilt kari exploraciot szignifikdnsan befolyasolta az URB597-kezelés
¢s a kisérleti koriilmények interakcidja (Nyilt kari belépések %: Furpso7+Kiserieti korilmenyek
(4,110)= 3,71; p< 0,01; Nyilt kari id6 %: Furssor*Kiséricti koraimenyek (4,110)= 3.,59; p<
0,01) (8b-c. abra). Korabbi megfigyeléseknek megfeleloen az URB597 nem
befolyasolta a szorongast kozepesen averziv koriilmények kozott (habitudlt allatok,
intenziv megyvilagitas), azonban csdkkentette erdsen averziv koriilmények kozott (nem
habitualt allatok, intenziv megvilagitas). Meglepé6 mdédon az URB597 anxiogén hatést
fejtett ki a kevésbé averziv kontextusban (habitualt allatok, gyenge megvilagitas). Ez a
meglepd megfigyelés akar ahhoz a kovetkeztetéshez is vezethet, hogy a fokozott AEA
jelatvitel anxiogén, illetve anxiolitikus hatasokat is okozhat a kornyezeti koriilmények
fuggvényében. Megfigyelheté azonban, hogy az URB597-tel kezelt allatok mindharom
kisérleti kontextusban hasonlé mértékli szorongast mutattak, mig a vivOanyagkezelt
allatok szorongasa a kdzepesen és erdsen averziv koriilmények kozott magasabb volt
lehetdséget, miszerint a vivoanyagkezelt dallatok a kornyezet averzivitdsanak
novekedésére fokozott szorongassal reagaltak, mig az URB597-kezelés ezt a
valaszreakciot tompitotta. Az URBS597 ezen hatasa valoszintsithetden nem abbol ered,
hogy a kezelés csokkenti a kornyezet informdcioira vald érzékenységet, ugyanis a
harom kisérleti csoportban hasonléan alakultak a kontextusindukalt lokomotoros

aktivitasbeli valtozasok (8d. abra).

52



DOI: 10.14753/SE.2013.1883

[ vivéanyag [ 0.1 [l 0.3 mg/kg URB597

a 15 - d - 5
X
Xx c:
[ o:
3 E)
2 10 A LA-h
‘0 [0
° «Q
o) Q
= N
s o
x 54 -5 o
v o
«© g
N =]
<
3
0 = ol '10 «Q
10 <.
40 - o
b e g
o g
X
g 30 .k A-h g‘:
- * * |
5 =
) i 10 ®
8 20 &
P -
© c
x S
= b - -
2 10 4 20 =
z g
=]
<
0+ --30 @
o2
c 30 1 f 10 g
=]
3
o
2 =3
o 20 1 *F A-h g‘
T 2
=
2 S
o —_—
S, 10 - 10 P
=z =
0 - - -20
Megvilagitas alacsony intenziv  intenziv alacsony intenziv intenziv
Habituacio igen igen nem igen igen nem

8. abra. Az URB597-kezelés hatisa a magatartisra az EPM-en, eltéréen averziv koriilmények
kozott. A bal oldalon a zart kari belépések szamat (a), a nyilt kari belépések aranyat (Nyilt kari belépések
%, nyilt kari belépések/osszes kari belépés) (b), illetve a nyilt karban toltott id6 aranyat (Nyilt kari idé %)
(c) abrazoltuk az EPM-en kiilonbozéen averziv koriilmények kozott. A jobb oldalon az egyes magatartési
véltozokban talalt kiilonbségek lathatéak az adott valtozo alacsony megyvilagitottsagu, habitualt
kontextusban (A-h) mért értékétdl (d-e). A sziirke vizszintes savok az A-h kontextusban mért atlag
standard hiba tartomanyat jelolik. *, szignifikans kiilonbség a vivoanyagkezelt csoporttol (p< 0,05); #,
szignifikans kiilonbség a kiillonbozdéen averziv koriilményekben vizsgalt csoportok kozott (p< 0,05). A

statisztikai elemzéseket a nyers adatokon végeztiik, a d-e abrak csak az eredmények megértését segitik.

6.1.2. A FAAH-gatlis hatasa Wistar patkianyok megkiizdési stratégiaira a

farokcsipés tesztben

A 2. Kisérlethen a FAAH-inhibicio oly modon befolyasolta a patkanyok

megkiizdési stratégidinak alakuldsat, hogy a passziv megkiizdési stratégiat mutatd
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allatok kevert, mig a kevert stratégidt mutatd allatok aktiv stratégiadt mutattak, azaz

Osszességében az aktivabb stratégidk kertiltek eldtérbe.

A 2a. Kisérletben legeldszor a megkiizdési stratégidkat karakterizal6 magatartasi
paraméterek idobeli stabilitasat tanulmanyoztuk, megvizsgalva a ragas és az exploracid
vivoanyagkezelést kovetden, a masodik teszt 3 nappal kovette az elsét. Mindkét
valtozot tekintve erds korrelacid volt felfedezhetd (ragas: Vivéanyag 1*Vivoanyag 2:
Spearman R= 0,57, p< 0,01; exploracio: Vivoanyag 1*Vivoéanyag 2: R= 0,60, p< 0,01).
A valtozok egyes tesztnapokon mért értékei kozott a 2b., illetve 2c. Kiséret soran is
szignifikans korreldciot taldltunk vivéanyagkezelést kovetéen (2b. Kisérlet: ragas: R=
0,92; p< 0,01; exploracié: R= 0,85; p< 0,01; 2c. Kisérlet: ragas: R= 0,61, p< 0,01;
exploracio: R= 0,40; p< 0,04). A fenti eredmények alapjan kijelenthet6, hogy a
patkdnyok magatartdsa idoében stabil volt (a 2a., 2b., illetve 2¢. Kisérletek soran soran

végzett korrelacids vizsgalatok eredményeit a 9. dbra foglalja 6ssze).

Csipesz ragasa id6 % Exploracié/lokomécio idé % Mozdulatlansag id6 %
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9. abra. A magatartasi valtozok korrelacioi vivbanyagkezelés utan a 2a., 2b., illetve 2c. Kisérletben.
A kisérletek eredményeit a 3a., 3b., illetve 3d. Abrak mutatjak be.

A 2a. Kisérletben statisztikailag szignifikans interakcié volt kimutathaté az
URB597-kezelés és a megkiizdési stratégidk hatdsai k6zott (Fumegkizdési stratégia*URB597
(2,70)= 8,00; p< 0,01). Ismételt vivoanyagkezelés esetében az egyes egyedek
magatartasi profilja alland6 volt ismétel teszteléskor (10a. abra). Ezzel szemben az
URBS597 dézisfiiggd valtozast idézett eld a megkiizdési stratégidk eloszldsdban, a
passziv, kevert és aktiv stratégiak kozti kiilonbségek elttintek (10a. abra). Az URB597

altalanosan eltolta a passziv és kevert megkiizdoket egy aktivabb stratégia felé, mig az
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aktiv megkiizd6k aktivak maradtak, habar a rdgas/exploracid-arany gyenge, nem

szignifikans csokkenést mutatott.

A 2b. Kisérletben a CBR antagonista/inverz agonista rimonabant eltérolte az
URB597 megkiizdési stratégidkra kifejtett hatdsait, ha olyan dozisban adagoltuk,
melynek dnmagéban nem volt hatdsa (Fumegkizdesi stratégia*Rimonabant (2,68)= 5,68; p< 0,01)
(10b. abra). Ujbol kimutattuk, hogy egy ismételt vivéanyagkezelés nem befolyésolja az
elsd vivoanyagkezelésénél kialakitott megkiizdési stratéga csoportokat, mig a 0,3
mg/kg-os URB597-dozis az aktiv stratégia felé tolta azoknak az allatoknak a
megkiizdési stratégidjat, akik az elsdé kezeléskor passziv, illetve kevert stratégiat
mutattak. Az aktivan megkiizd6 egyedek kozott a ragas/exploracid-arany ebben a
kisérletben is csokkent, habar ez a csékkenés a 2a. Kisérletben tapasztaltnal is enyhébb
volt, illetve nem volt statisztikailag szignifikans. A rimonabant 6nmagaban nem hatott a
megkiizdési stratégidkra, de eltorolte az URB597-kezelés hatdsait. Habar az aktiv
megkiizdés iranyaba egy gyenge tendencia volt felfedezhetd a kevert és passziv
megkiizdési stratégiat mutatd csoportoknal a rimonabantkezelés utan, a stratégiak kozti

kiilonbségek statisztikailag szignifikansak maradtak.

Az URB597-kezelés a megkiizdési stratégak eloszlasara gyakorolt hatdsait a 2a.,
illetve 2b. Kisérletek soran egy kozos analizisben vizsgaltuk. Az URB597-kezelés
hatsara a megkiizdési stratégidk eloszlasa az aktiv stratégia felé tolodott (y*= 11,16; p=

0,04) (10c. &bra).

A 2c. Kisérletben a benzodiazepin szorongasoldé vegyiilet klordiazepoxid nem
befolyasolta a megkiizdési stratégidkat (Furpser (2,71)= 0,24; p = 0,78; Fumegkizdesi
stratégia*URB597 (4,71)= 0,41; p= 0,78), illetve a stratégidk kozti kiilonbségek ismételt
teszteléskor sem valtoztak (Fuiegkizdesi strategia (2,71)= 55,94; p<0,01) (10d. abra).
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10. abra. Az URB597-kezelés hatasa a megkiizdési stratégiakra a farokesipés tesztben. A vivéanyag-
, 0,1, illetve 0,3 mg/kg URB597-kezelés hatdsa a ragas/exploracié aranyara passziv, kevert, illetve aktiv
megkiizdési stratégidju patkanyokban (a); az URB597, a CB;R antagonista rimonabant, illetve a
rimonabant és az URB597 kombinalt kezelés hatdsa a megkiizdési stratégidkra (b); a megkiizdési
stratégidk eloszlasa vivoanyag-, illetve 3 mg/kg URB597-kezelést kovetden (c); a benzodiazepin
szorongasoldo klordiazepoxid hatdsa a megkiizdési stratégidkra (d); a megkiizdési stratégidk, illetve az
URBS597-kezelés hatasa a fajdalomkiiszobre a forrd lap tesztben (a). A pontozott vonalak a kiil6nb6z6
megkiizdési stratégidkat elkiilonitd ragas/exploracio-aranyokat jelzik. Viv, vivéanyag; rim, rimonabant;
CDP, klérdiazepoxid; I,szignifikans kiilonbség mindharom megkiizdési stratégia kozott (p< 0,05); T,
szignifikéns kiilonbség az aktiv és a passziv megkiizdési stratégia kozott (p< 0,05); ns, nincs szignifikans

kiilonbség a megkiizdési stratégiak kozott; *, szignitkans kiilonbség az eloszlasok kozott (p< 0,05).

A 2d. Kisérlet eredményei szerint sem a megkiizdési stratégia, sem az URB597-
kezelés nem befolyasolta a fajdalomkiiszobot (Fuvegkizdssi stratcgia (2,37)= 0,92; p> 0.4;
illetve Fyrpso7 (1,18)= 0,26; p> 0,6), azaz feltételezhetden a 2a., illetve 2b. Kisérletben
latott hatasok nem a csipesz altal okozott diszkomfortra valo érzékenység

megvaltozasanak masodlagos hatésai voltak (10e. abra).
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6.1.3. A FAAH-giatlais hatiasa CD1 egerek kornyezeti valtozasokra adott

magatartasi reakcioira a kényszeritett uszas tesztben

A 3. Kisérletben a FAAH-aktivitds gatlasa tompitotta az egerek magatartasi

reakcioit, melyet a kisérleti koriilmények valtozasaival szemben mutattak.

A 3a. Kisérletben korabbi megfigyelésinkkel 0Osszhangban az alanyok
szignifikansan kevesebbet lebegtek melegebb (35°C), mint hidegebb (15 vagy 25°C)
vizben (F (2,27) = 30,16; p= 0,0001) (11a. abra). Ezzel parhuzamosan melegebb vizben
a kortikoszteron-valasz is enyhébb volt (F (2,27)= 4,54; p< 0,02), mely szintén azt jelzi,

hogy az egerek kényelmesebben érezték magukat a melegebb vizben (11b. dbra).

A 3b. Kisérletben az URB597-kezelés 25°C-os vizben nem befolyasolta az
alanyok magatartasat, azonban ndvelte a lebegés, illetve csokkentette a kiizdés
idéaranyat 35°C-on (Fyiz nsmerseklet*UrBs97 = 4,11; p< 0,03) (11c-e. dbra). Feltételezhetd
azonban, hogy az irodalomban antidepresszans hatasiként leirt URB597-kezelés utan
tapasztalt depressziv hatas csak a viz homérsékletére valo érzékenység csokkenésének
masodlagos hatasa. Mig a vivOanyagkezelt egerek erdsen reagaltak a meleg vizre, az

URB597-kezelés tompitotta ezt a reakcidt (11f-h. abra).

A 3c. Kisérletben a 25 és 35°C-ban valo vizsgalatok utan az URB597-kezelés
15°C-o0s vizben kifejtett hatéasait is vizsgaltuk, azonban nem talaltunk statisztikailag

szignifikdns magatartési hatasokat (5. tablazat).
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11. abra. Az URBS597-Kezelés magatartisi hatasai az FST-ben eltéré vizhémérsékleten. A
vizhdmérséklet hatasa a lebegéssel toltott idore (a); a vizhdmérséklet hatasa a kortikoszteronszintre (b);
az URB597-kezelés magatartasi hatasai 25, illetve 35°C-os vizben (c-e); a magatartasi valtozasok 35°C-
os vizben a 25°C-o0s vizben tapasztaltakhoz viszonyitva (f-h). A sziirke vizszintes savok az atlag standard
hiba tartomanyat jelolik 25°C-os vizben. T, szignifikans kiilonbség a 15°C-on mért értékt6l (p< 0,05); *,
szignifikans kiilonbség a vivoanyagkezelt csoporttdl (p< 0,05); #, szignifikans kiilonbség a 25°C-os
vizben vizsgalt csoporttdl. A statisztikai elemzéseket a nyers adatokon végeztiik, az f-h abrak csak az

eredmények megértését segitik.

5. tablazat. Magatartasi valtozok a 3c. Kisérletben.

Viltozé6 Vivéanyag 0.1 mg/kg URBS97 0.3 mg/kg URBS97 ANOVA F- és p-érték
Lebegés ido % 70,75+4.72  64,96+3,67 75,8542,72 F(2,32)=2,19; p=0,13
Kiizdés idé % 14,9243 44 19,3442,95 11,44+1,55 F(2,32)=2,17, p=0,13

Uszas idé % 11,85+1,57 13,18+1,58 10,65+1,39 F(2,32)=0,72; p= 0,49
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6.1.4. A FAAH-gitlas hatasa CD1 egerek megkiizdési stratégidira a hatraforditas

tesztben

A 4. Kisérletben a FAAH-inhibicid hatasara azok az alanyok, amelyek
alapvetden passziv megkiizdési stratégiat mutattak, aktiv stratégia szerint kiizdottek meg

a teszt kihivasaival.

[ passziv [ kevert [l aktiv megkiizdési stratégia
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12. abra. Az URB597-kezelés hatasa a megkiizdési stratégiakra a hatraforditas tesztben. Korrelacios
abra a szokési kisérletekre a 2. €s 3., egy hét idokiilonbséggel elvégzett, vivoanyagkezelést kovetd teszt
soran (a). A szokési kisérletek alakuldsa vivoanyagkezelés utani ismételt tesztelés soran (b). A vivoanyag-
, illetve URBS597-kezelés hatasa a megkiizdési stratégidkra (c-d). *, szignifikans kiilonbség a passziv
stratégiat mutat6 alanyokhoz képest (p< 0,05).

A 4a. Kisérletben az ismételt vivoanyagkezelés utan végrehajtott tesztelés soran
az egyes alanyok szokési kisérletekkel toltott ideje konzisztensnek bizonyult. Ezt a
konzisztenciat egyrészt a 2., illetve 3. teszt soran a szokési kisérletekkel toltott id6
esetében latott korrelacio (Spearman R> 0,6; p< 0,01) (12a. abra), illetve a megkiizdési
stratégidk stabilitdsa is mutatta (Fyegkizdesi strategisk (2,30)= 16.87; p< 0.01) a tesztnap,

illetve a tesztnap és a megkiizdési stratégdk kozotti interakcid hatdsa nem volt
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szignifikans (12b. 4bra). Ez alapjan kijelenthetd, hogy a hatraforditas teszt, akarcsak a
patkdnyokon alkalmazott farokcsipés teszt, alkalmas a megkiizdési stratégidk

vizsgalatara.

A 4b. Kisérletben korabbi tapasztalatainkhoz hasonloan az ismételt vivoanyag-
kezelés utani tesztelés sordan a megkiizdési stratégidk konzisztensek maradtak (12c.
abra), ha azonban az allatokat a masodik tesztelés elott URB597-tel kezeltiik, azok az
egyedek, melyek az elso teszt vivoanyag-kezelése utan passzivan kiizdottek meg a teszt
kihivasaval, aktiv stratégiat valasztottak (Fumegkizdesi stratégia*UrBso7 (2,18)= 3,42; p= 0,04)

(12d. abra).

6.2. A MAGL-gatlas hatasai a magatartasi és endokrin stresszvalaszra

6.2.1. A MAGL-gatlais magatartasi hatasainak idédinamikaja averziv

kornyezetben CD1 és CS7BL/6J egerekben

Az 5. Kisérletben a MAGL-aktivitas gatlasaval fokozott 2-AG jelatvitel
ismeretlen kdrnyezetben hosszabb eldkezelési idé utan ndvelte a lokomotoros aktivitast,

illetve oldotta a szorongast. A hatasok fliggetlenek voltak az alkalmazott egértorzstol.

A kisérlet soran a JZL.184 40 perccel a kezelés utan nem befolyasolta a
lokomotoros aktivitast (F (3,22)= 0,24; p= 0,86), de 80, illetve 120 perces elokezelési
id6 utan szignifikans ndvekedést okozott (80 perc: F (3,35)= 3,14; p=0,03; 120 perc: F
(3,35)= 4,21 p= 0,01) (13a. 4dbra). A centrum teriiletre val6 belépések szdma a kezelés
utdn nem mutatott szignifikéns valtozast (40 perc: F (3,22)= 1,64; p= 0,21; 80 perc: F
(3,35)=0,59; p= 0,62; 120 perc: F (3,35)= 1,01; p= 0,4) (13b. abra). Hasonloképpen a
centrum teriileten t6ltott id6 sem valtozott a kezelések hatasara (40 perc: F (3,22)=1,95;
p= 0,15; 80 perc: F (3,35)= 0,92; p= 0.,44; 120 perc: F (3,35)= 1,22; p= 0,31). A CD1
egerekben tapasztalt lokomotoros aktivitasbeli valtozasok C57BL/6J egerekben is
lathatéak voltak, a JZL184-kezelés novelte a nyilt-tér teszt soran mutatott
vonalkeresztezések szamat (F (3,22)= 2,76; p< 0,06), ugyan a hatas csak marginalis volt
(131a. abra). Ebben a torzsben a centrumba valo belépések szama is novekedett (F
(3,23)= 3,26; p= 0,04) (13b. abra), a centrumban toltott id6 ardnya azonban nem
valtozott (F (3,23)= 1,22; p=0,33).
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13. abra. A JZL184-kezelés hatasai a lokomotoros aktivitasra (a) és a szorongasra (b) az OF-en. *,

szignifikans kiilonbség a vivoanyag kezelt csoporttol (p< 0,05).

A JZ1.184-kezelés nem befolydsolta a zart kari belépések szamat az EPM-en,
mely alapjan valoszintileg a kezelés nem befolyéasolja a lokomdcidt ebben a tesztben (40
perc: F (3,18)= 0,36; p= 0,78; 80 perc: F (3,34)= 0,32; p= 0,81; 120 perc: F (3,33)=
0,75; p= 0,52) (14a. abra). A nyilt karban t61tott id6t a kezelések nem befolyasoltak
40perces elokezelési id6 utan (F (3,18)= 0,84; p= 0,49). 80, illetve 120 perc esetében
azonban egy tendencia mutatkozott a kezelés hatasaban (F (3,34)= 2,36; p= 0.9, illetve
F (3,33)= 2.49; p= 0.8), a post-hoc 0sszehasonlitds soran lathatéva valt, hogy a JZ1.184
legmagasabb dézisa novelte a nyilt karban tolt6tt id6 aranyat (p<0.02) (14b. abra). A
nyilt karban t61t6tt id6 aranyéaval szemben a zart karban t6ltott id6 ardnya szignifikansan
csokkent 80 és 120 perc eldkezelési id6 utan, 40 perc utdn azonban nem valtozott (40

perc: F (3,18)= 1,13; p= 0,36; 80 perc: F (3,34)= 4,26; p= 0,01; 120 perc: F (3,33)=
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3,55; p= 0,02) (14c. abra). A zart karban 51ttt idé aranyanak csokkenése a centrum
platformon t61tott idé6 aranyanak nodvekedésével jart egyiitt 80, illetve 120 perces
elokezelési 1d6 esetében (40 perc: F (3,18)= 1,65; p= 0,21; 80 perc: F (3,34)= 3,69; p=
0,02; 120 perc: F (3,33)= 6,42; p< 0,01) (14d. abra). A C57BL/6J egértorzsben a
JZ1.184 hasonld valtozasokat idézett el6 120 perces el6kezelési id6 esetében. A zart kari
belépések, a nyilt, illetve zart kari exploracioval toltott idé aranya statisztikailag
szignifikans modon nem valtozott, a centrum platformon t61ttt id6 aranyat a 4, illetve 8
mg/kg ddzisban adagolt JZLL184 csokkentette (Zart kari belépések: F (3,23)= 1,2; p=
0,33; Nyilt kari id6é %: F (3,23)= 1,22; p= 0,32; Zart kari idé %: F (3,23)= 0,83; p=
0,49; Centrum platform idé %: F (3.23)= 3,69; p= 0,02) (14a-d. abra). A megemelt
keresztpallo védett teriiletein mutatott kockazatbecsld magatartds 40 és 80 perces
elokezelési 1d6 utan nem valtozott (Frekvencia: 40 perc: SAP: F (3,18)= 1,62; p= 0,22;
HD: F (3,18)=1,65; p=0,21; 80 perc: SAP: F (3,34)= 0,4; p=0,75; HD: F (3,34)= 0,94;
p=0,43; 1dd %: 40 perc: SAP: F (3,18)=1,07; p= 0,39; HD: F (3,18)= 1,27; p= 0,32; 80
perc: SAP: F (3,34)= 0,54; p= 0,66; HD: F (3,34)= 1,67; p= 0,19) (15. éabra). 120
perccel a kezelés utdn azonban a JZ1.184 szignifikansan csokkentette a SAP-pal toltott
id6 aranyat (F (3,33)= 4.,39; p= 0,01) (15. abra). A HD-val tolt6tt id6 ardnya ezzel
szemben nem valtozott (F (3,33)= 1,42; p= 0,25) (15. abra). 120 perces eldkezelési 1d6
esetében a SAP frekvencidja marginalis csokkenést mutatott a JZ1.184-kezelés hatasara
(F (3,33)=2.83; p=0,5), a HD frekvencigja azonban nem valtozott (F (3,33)= 2,17; p=
0,11) (15. abra). C57BL/6J egerekben a kockéazatbecsld magatartasi valtozok
frekvencidja és idGaranya nem valtozott a kezelés utan (Frekvencia: SAP: F (3,23)=
0,68 ; p=0,57; HD: F (3,23)= 0,71 ; p= 0,56; 1d6 %: SAP: F (3,23)= 1,48 ; p=0,24; HD:

F (3,23)=2,29; p= 0,10) (15. &bra).
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14. abra. A JZL184-kezelés hatdsai a spaciotemporalis magatartasi valtozokra az EPM-en. Nyilt kar
id6 %, a nyilt karban toltott id6 aranya; Zdrt kar idd %, a zéart karban toltott id6 aranya; Centrum platform
id6é %, a centrum platformon toltott idd ardnya; *, szignifikans kiilonbség a vivdanyagkezelt csoporttol

(p< 0,05).
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15. abra. A JZL184-kezelés hatasa a kockazatbecslo magatartasra az EPM-en. SAP, fesziilt figyelmi
testhelyzet; HD, lenézés; SAP idd %, fesziilt figyelmi testhelyzetben toltott id6 aranya; HD idé %,
lenézéssel toltott idd aranya; *, szignifikans kiilonbség a vivoanyagkezelt csoporttol (p< 0,05); +,

szignifikéns kiilonbség a vivdanyagkezelt csoporttdl, marginalis kezelési hatas esetén (p< 0,05).

64



DOI: 10.14753/SE.2013.1883

6.2.2. A MAGL-gatlais magatartasi hatisainak idédinamikaja kevésbé averziv

kornyezetben CD1 egerekben

A 6. Kisérletben a MAGL inhibicioja ismert kornyezetben rovid id6 alatt
tompitotta az injekcio-indukalt testhomérséklet novekedés, illetve eltiintette az injekcio

altal kivaltott valtozasokat a mozgdsmintazatokban.

A 6. Kisérletben az els6, masodik és harmadik kisérleti napokon mért bazélis
testhomérséklet-értékek  statisztikailag  szignifikdns moddon nem  kiilonboztek
(36,3+0,23, 36,1+0,23, illetve 36,1+0,22°C; Fiserteti napok (2,21)= 0,2; p= 0,81). Ez
alapjan valdszintsithetéen a kiilonb6z6 kezelések az adott napokon nem hatottak a
kovetkezd napi vizsgalatokra. A kezelések utdn, a JZL184-kezelés hatdsa és a mérés
soran eltelt id0 hatasa kozott szignifikdns interakciot talaltunk (Fjzpigasas (22,165)=
2,02; p= 0,007), mely azt mutatta, hogy a JZL.184-kezelés hatasai id6fiiggdek voltak. A
kisérleti nap (azaz a kezelések sorrendje) Onmagdban nem befolyasolta a
testhomérsékletet (Fiissrleti napok (1,15) = 0,566; p= 0,4). Emellett sem a JZL184-kezelést,
sem a JZL.184-kezelés és a mérés soran eltelt id6 kozotti interakcidt nem befolyasolta a
kisérleti nap (Fiissrleti napriziigs (2,15)= 0,203; p= 0.8 , illetve Friserteti nap*zi184+1ds
(22,165)= 0,897; p= 0,6). Maga a kezelés soran kapott injekci6 koriilbeliil 1,3 °C-al
novelte a testhOmérsékletet, ezt a hatast a JZL184 tompitotta (16a. abra). A

késobbiekben a csoportok kdzott nem volt lathatd kiilonbség.
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16. abra. Testhémérséklet (a), illetve lokomotoros aktivitasbeli valtozasok (b) JZL184-kezelést
kovetéen. Az adatokat az alapszinttél vald eltérésként abrazoltuk. *, szignifikans kiilonbség a
vivoanyagkezelt csoporttdl (p< 0,05)

A sajat ketrecben mért bazalis lokomotoros aktivitds értékek kozott nem volt
kiilonbség a kiilonbozé kisérleti napokon (5,3£1,17, 6,3+£1.73, illetve 6,7+2,04
konvencionalis egység az elsd, masodik, illetve harmadik kisérleti napokon; Fiis¢rieti napok
(2,21)= 0.1; p= 0.9). A vizsgalt idészakban a lokomotoros aktivitas szignifikdnsan
valtozott (Figs (11,198)= 2,24; p= 0,014), azonban a JZL.184 ezeket a valtozasokat
sziginfikansan nem befolyasolta (Fjzp184 (2,18)= 0,013; p= 0,98; Fz1 1844145 (22,198)=
0,81; p= 0,7) (16b. abra). Hogy a sajat ketrecben, illetve a nyilt-tér tesztben mért
lokomotoros aktivitas adatok 6sszeevethetdek legyenek, egy kiilon elemzést végeztiink
a 40 és 45, a 80 és 85, illetve a 120 és 125 perces iddszakokban, azaz azokban az

intervallumokban, melyekben a nyilt-tért tesztben vizsgaltuk a lokomotoros aktivitas
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hatasait (5. Kisérlet). A JZ1.184-kezelés nem befolyasolta a mozgasaktivitast ezekben a
periddusokban (40-45 perc: F (2,21)= 0,03; p= 0,98; 80-85 perc: F (2,21)= 0,46; p=

0,79; 120-125 perc: F (2,21)=0,31; p= 0,85).

Az immobilis, illetve gyors mozgassal t61tott periddusokat vizsgalva azt talaltuk,
hogy a vivoanyaginjekciok hatdsara a mozgasaktivitas nott a gyors mozgassal toltott
idészakok aranyanak novekedésével, illetve az immobilis id6szakok aranyanak
csokkenésével (Fuozgss tipustids (0,84)= 2,90; p= 0,013; 17a. abra). Ez a valtozas 8 mg/kg
JZL184-el valo kezelés utan nem volt lathaté (Figs (6,84)= 0,31; p= 0,9; Fmozgss tipus
(1,84)= 1,13; p= 0,29; Fnozgas tipus1ds (6,84)= 0,82; p= 0,6; 17b. abra). 16 mg/kg JZL.184-
kezelés utan, a két faktor kozotti interakcid statisztikailag szignifikdns volt (Fuozeas
tipus*1ds (6,84)= 2,23; p= 0,04), igy a kezelési csoportokat paronként dsszehasonlitottuk.
Az 6sszehasonlitasok alapjan lathatova valt, hogy a vizsgalt periodus végén a 16 mg/kg
JZ1.184-kezelés novelte az immobilisan t61tdtt periddusok aranyat, mig csokkentette a
gyors mozgassal toltott iddszakok aranyat (17c. abra). Megvizsgaltuk tovabba a kezelési
sorrend hatdsait is, azonban statisztikailag szignifikans hatdst nem tapasztaltunk (az
ANOVA F-értékei az ,Id6” faktor tekintetében 0,19 és 0,96, mig a p-értékek 0,45 és
0,97 kozott valtoztak; a ,,Kezelési sorrend” tekintetében az F-értékek 0,02 és 1,11, a p-
értékek 0,29 és 0,88 kozott alakultak; a két faktor interakcidja esetében, az F- és p-

értékek 0,11 €s 0,49, illetve 0,81 és 0,99 kozott valtoztak).
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17. abra. A lokomotoros aktivitds nélkiili (immobilitas), illetve a 10 konvencionalis egységet
meghalad6 (gyors mozgas) periodusok mértéke a 6a. Kisérlethen. Az immobilitast, illetve a gyors
mozgast 10 perces iddintervallumonként 6sszegezve adtuk meg az x-tengelyen. BL, bazalis szint; korok,
immobilitassal toltott idészakok Osszege az adott iddintervallumban; négyzetek, gyors mozgassal toltott
idészakok osszege az adott iddintervallumban; *, szignifikdns kiilonbség a gyors mozgashoz képest (p<
0,05).

A 6b. Kisérletben lokomotoros aktivitast a JZL184-kezelés nem befolyasolta (F
(2,30)= 2,25; p= 0,32) (18a. abra). Ellenben, a teljes vizsgalt id6szak 5 perces
periddusokban valo elemzése soran lathatova valt, hogy a JZL184 a teszt elsd 5

percében novelte a lokomotoros aktivitast (Figs«zris4 (10,135)= 2,16; p= 0,02) (18b.
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abra). A szorongast indikald valtozok a kezelés utan nem mutattak statisztikailag
szignifikans valtozast (Teljes teszt idészak: Centrum belépések: F (2,30)= 1,98; p=0,37;
Centrum i1d6 %: F (2,30)= 0,59; p= 0,74); 5 perces szakaszok elemzése: Centrum
belépések: Fyzri84 (2,27)= 1,38; p= 0,26; Fyz1184%146 (10,135)= 1,22; p= 0,28; Centrum

id6 %: Fiziga (2,27)= 0,73; p= 0,48; Fizi1gae1as (10,135)= 1,29; p= 0,24) (18c-d. &bra).
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18. abra. A JZL184-Kkezelés magatartasi hatdsai az OF-en 4 napos habituiciéot kovetden. A
lokomotoros aktivitds valtozasa a teszt teljes ideje alatt (a). A lokomotoros aktivitds valtozasa a teszt
soran 5 perces periddusokra lebontva (b). A szorongés a teszt teljes ideje alatt (¢). A szorongas a teszt
soran 5 perces periddusokra lebontva (d). Centrum idd %, a centrumban toltott id6 aranya; *, szignifikans

kiilonbség a vivdanyagkezelt csoporttdl (p< 0,05).

6.2.3. A MAGL-gaitlas hatasa a bazalis és stressz-indukalt HPA-tengely aktivitasra
CD1 egerekben

A 7. Kisérletben a MAGL-aktivitas gatlasa rovid idé alatt novelte a bazalis

kortikoszteronszintet, a stressz-indukalt szintet ellenben nem befolyasolta.
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A 7a. Kisérletben statisztikailag szignifikdns interakci6 volt lathato a JZL1.184-
kezelés és az Uszas stressz hatdsa kozott (Fizpisassiessz (2,45)= 4,71; p= 0,013). A
JZ1.184 legmagasabb dozisa 40 perccel a kezelés utan novelte a bazalis
kortikoszteronszintet, ezzel szemben a stressz-indukalt szintet szignifikdnsan nem
befolyésolta annak ellenére, hogy gyenge névekedés volt lathato a kezelés hatasara (19.
abra). A 7b., illetve a 7c. Kisérletben a JZ1.184-kezelés nem befolyédsolta a
kortikoszteron alapszintet (120 perc. Fizi184 (2,16)= 0,76; p= 0,48; Fiz1184%Stressz (2,16)=
1,30; p= 0,29; 240 perc: Fizii84 (2,20)= 0,43; p= 0,65; Fizp184%stressz (2,20)= 0,58; p=
0,56). Az uszas stressz minden eldkezelési id6 esetében novelte a kortikoszteronszintet
(40 perc: Fsyessz (1,45)= 227.21; p< 0,01; 120 perc: Fsyess; (1,16)= 118,35; p< 0,01; 240
perc: Fpee (1,20)=117,53; p< 0,01) (19. abra). A kényszeritett Giszas alatti magatartast a
J7Z1.184-kezelés nem befolyésolta (6. tablazat).

[ vivéanyag [l] ¢ [l 16 mg/kg JZL184
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Kezelés utan eltelt id6 (perc)

19. abra. A JZ1.184-kezelés hatasai a bazalis és stresszindukalt kortikoszteronszintre 40, 120, illetve

240 perccel a kezelés utan. *, szignifikans kiilonbség a vivbanyagkezelt csoporttol (p< 0,05).

6. tablazat. Magatartasi valtozok a 7. Kisérletben.

Elékezelési ido Viltozé Vivéanyag 8 mg/kg JZL184 16 mg/kg JZ1.184 ANOVA F- és p-érték
Lebegés id6 % 60,21+6,52 68,54+4 34 54.11=10,14 F(2,21)= 0,85, p= 0,44

40 min Kiizdés idé % 12,56+2,86 10,242,41 12,58+4,11 F(2,21)=0,16; p= 0,84
Uszas idé % 22,57+4,66 17,2242.21 28,36+7,01 F(2,21)= 1,07, p= 0,35

Lebegés id6 % 72.3655,12 64,91%5,07 57,55£10,55 F(2,16)= 0,90; p= 0,42

120 min Kiizdés idé % 7,48+1,7 9,08+1,61 10,2543,58 F(2,16)=0,28; p= 0,75
Uszas idé % 16,8+3,62 21,5143,96 27,72+6,48 F(2,16)= 1,19; p= 0,32

Lebegés id6 % 83,88+1,72 73,913 84 80,443 41 F(2,18)= 1,04; p= 0,37

240 min Kiizdés idé % 4,8240,68 10,1342,57 5,7741,59 F(2,18)=0,11; p= 0,89
Uszas idé % 8,57+1,02 12,38+1,87 10,871,67 F(2,18)= 1,28; p= 0,30
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6.2.4. A MAGL-gitlas HPA-tengely fiiggé magatartasi hatasai CD1 egerekben

A 8. Kisérletben a MAGL-gatlas novelte a bazalis kortikoszteron szintet. A
kortikoszteronszint-ndvelé hatds masodlagosan szorongasoldé hatdst okozott. A
MAGL-gatlas emellett novelte a lokomdciot, illetve csokkentette a kockazatbecsld
magatartast, ezek a hatdsok azonban fiiggetlenek voltak a kortikoszteronszintre

gyakorolt hatastol.

A 8a. Kisérletben a metyrapon az Osszes alkalmazott dozisban jelentdsen
csOkkentette a vérplazma kortikoszteronszintjét (F (3,20)= 44,62; p< 0,01), mig a
lokomotoros aktivitdst nem befolyasolta (F (3,20)= 0,145; p= 0,26) (20. &bra).
Tapasztalataink alapjan tovabbi kisérleteinkhez a drogbevitel minimalizdsanak
érdekében a metyrapont a legkisebb dézisban (30 mg/kg) alkalmaztuk, mely még képes

a kortikoszteronszint hatékony csékkentésére.
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20. 4abra. A metyrapon-indukalt Kortikoszteron-szintézis gatldas hatidsa a  bazalis
kortikoszteronszintre, illetve a lokomotoros aktivitisra az OF-en. * szignifikans kiilonbség a
vivoanyagkezelt csoporthoz képest (p< 0,05).

A 8b. Kisérletben a JZ1.184-kezelés 40 perccel az injekcid utdn novelte a
kortikoszteron alapszintet (Fjzpis4 (2,52)= 13,38; p< 0,01). Ezzel szemben a
metyraponkezelés minden kezelési csoportban csokkentette a kortikoszteronszintet
(FMetyrapon (1,52)=  32.67; p< 0.01). A JZL184 ¢és a metyraponkezelés kozott hatasa
kozott statisztikailag szignifikans interakcio volt (Fiziis4+Metyrapon (2,52)= 4.44; p= 0.01),
ugyanis a metyraponkezelés képes volt kivédeni a JZL.184-kezelés kortikoszteron-
noveld hatdsat (21a. abra). A stressz-indukalt kortikoszteronszintet a JZL184 nem

befolyasolta, azokat csak a metyraponkezelés csokkentette (Fyzpig4 (2,50)= 0,73; p=

71



DOI: 10.14753/SE.2013.1883

0,48; Fumetyrapone (1,50)= 75,73; p< 0,01; FyzL184*Metyrapon (2,50)= 0,19; p= 0,82) (21b.

abra).

[ vivéanyag [l 8 |l 16 mg/kg JZL184

a 2500 b :g 2500 -
c = '@ *
2 E 2000- N B
ﬁ g * % é:
2 £ 1500 - 3 SE 15004
= .0 £ =
£ = T C 0
) N o
££ 1000 2§ E 100
2 c » N —
© [ # - 0
g g N m -g N rl
m S £
* o
X
0 - 0
vivéanyag metyrapon vivéanyag metyrapon

21. abra. A JZL184-, illetve metyraponkezelés hatasai a bazdilis (a) és a stressz-indukalt
kortikoszteronszintre (b). *, szignifikans kiilonbség a vivéanyag kezelt csoporttél (p<0.05)

A 8c. Kisérletben a JZ1.184-kezelés szignifikdnsan megndvelte a lokomotoros
aktivitast a nyilt-tért tesztben (Fyzpi84 (2,48)= 4,09; p= 0,02). A hatas kortikoszteron-
szintézistdl fliggetlen modon zajlott le, ugyanis a metyraponkezelés nem befolyasolta a
J71.184 hatdsat (Fuetyrapon (1,48)= 0,14; p= 0,70; Fyz1184*Metyrapon (2,48)= 0,21; p= 0,80)
(21b. abra). A megemelt keresztpallo tesztben sem a JZL.184, sem a metyraponkezelés
nem befolyésolta a zart kari belépések szamat (Fjzi134 (2,48)= 1,04; p= 0,35; Fumetyrapon
(1,48)= 0,08; p= 0,75; Fyz1.184*Metyrapon (2,48)= 0,09; p= 0,91) (21c. abra). A legnagyobb
alkalmazott ddézisban a JZL.184 mind a nyilt kari belépések aranyat (Fjzpis4 (2,48)=
3,29; p= 0,04) (21d. abra), mind a nyilt karban toltott idé aranyat novelte (Fyzpigs
(2,48)= 3,81; p= 0,02) (21e. abra). A hatasok Kkortikoszteron-szintézis fiiggének
bizonyultak, ugyanis a metyraponnal kezelt csoportok esetében ezek a valtozadsok nem
voltak lathatéak (Nyilt kari belépések %: Fizrisasmetyrapon (2,48)= 3.27; p= 0,04; Nyilt
kari id6 %: Fjzii84*Metyrapon (2,48)= 4,04; p= 0,02). (21d-e. abra). A JZL184-kezelés
emellett cs6kkentette a megemelt keresztpallo védett teriiletein mutatott kockazatbecslod
magatartast is (SAP id6 %: Fizpi184 (2,48)= 3.55; p= 0,03; HD id6 %: Fjz1184 (2,48)=
2,62; p= 0,08, margindlis tendencia), ezek a valtozasok azonban fliggetlenek voltak a
kortikoszteron-szintézistdl (SAP: Fjzrisa*metyrapon  (2,30)= 1,30; p= 0,28; HD:
Fiz1.184*Metyrapon (2,30)= 0,14; p= 0,86) (21f. abra). A 8c. Kisérletben vizsgalt valtozok

kezelési csoportonkénti értékeit az 7. tablazat foglalja 6ssze.
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22. abra. A JZL184-, illetve metyraponkezelés hatasai a magatartasra az OF-en (a-b) és az EPM-en

(c-f). Centrum idd %, centrumban toltott ido aranya; Nyilt kari belépések %, nyilt kari belépések aranya

(nyilt kari belépések/osszes kari belépés); Nyilt kar idé %, nyilt karban toltott i+d6 aranya; SAP idd %,

fesziilt figyelmi testhelyzet idéaranya. Minden panelen a bal oldali harom oszlop a harom vivéanyag-,

mig a jobboldali harom oszlop a harom 30 mg/kg metyraponkezelt csoportot jeloli. *, szignifikans

kiilonbség a vivoanyag kezelt csoporttol (p<0.05); #, szignifikans kiilonbség a metyrapon vivéanyagaval

és a 16 mg/kg-os JZL184 dozissal kombinaltan kezelt csoporttol (p<0,05).
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7. tablazat. Valtozok csoportonkénti értékei a 8c. Kisérletben. A statisztikailag szignifikans kezelési hatast félkovéren szedett szoveg jelzi

Vivéanyag- Vivéanyag - Vivianyag - Metyrapon- Metyrapon- Metyrapon- PR
Vivéanyag JZL184 8 mg/kg  JZL184 16 mg/kg Vivéanyag JZL184 8 mg/kg  JZL184 16 mg/kg ANOVA F és p érték
Kortikoszteron alapszint 475.37£19.29 617.44+23.27 1445.05+37.39 267.47+14.81 153.03+11.66 465.2+£21.25 Fiz1.184(2,54)= 17.43; p< 0.01
Futetyrapone(1,54)= 31.08; p< 0.01
Fizi184Metyrapon(2,52)= 4.44; p=0.01
Stressz-indukalt kortikoszteron 1374.95£175.4 1206.76+87.62 1348.87+164.14 464.91452.79 439.76+48.15 542.31+£64.02 Fiz1184(2,50)= 0.73; p=0.48
Futetyrapone(1,50)= 75.73; p< 0.01
Fziisametyrapon(2,50)= 0.19; p=0.82
Vonalkeresztezések 154+22.03 223.8+30.17 209.75£13.1 167.77+16.01 242.6+30.89 231.55+36.66 Fiz1184(2,48)= 4.09; p=0.02
Futetyraponc(1,48)= 0.14; p=0.70
Fiz11s4mMetyrapon(2,48)= 0.21; p= 0.80
Zart kari belépések 13.757.91 11.8£1.38 1342.54 14.11=1.61 10.541.84 12.55+2.41 FizL54(2,48)= 1.04; p=0.35
Futetyrapone(1,48)= 0.08; p=0.75
FizL184Metyrapon(2,48)= 0.09; p=0.91
Zirt kar idé % 73.53+5.99 72.29+6.29 56.43+7.33 52.81+8.83 54.64+7.82 69.9+5.61 Fi71.184(2,50)= 3.08; p=0.05
Futetyrapone(1,50)= 0.15; p=0.69
Fuziisametyrapon(2,50)= 1.26; p=0.29
Centrum platform belépések 16.25+2 16.88+2.2 15.4£1.73 14.742.49 21.1+£2.04 15.88+3.1 Fiz1184(2,48)= 1.15; p= 0.32
Futetyrapone(1,48)= 1.35; p=0.25
Frziisametyrapon(2,48)= 0.79; p= 0.45
Centrum platform idd % 16.68+4.49 17.16+7.06 33.01+6.74 33.1549.17 21.17+4.26 18.05+4.56 Fi71184(2,48)= 3.21; p=0.04
Futetyrapone(1,48)= 0.14; p=0.71
FizL184*Metyrapon(2,48)= 0.03; p= 0.96
Nyilt kari belépések 2.25+0.79 3.240.91 7.5+1.7 2.66+0.94 4£1.22 3+0.95 Fiz1184(2,48)=2.26; p=0.11
Futetyrapone(1,48)= 0.81; p=0.37
Fiz11s4mMetyrapon(2,48)= 1.68; p=0.19
Nyilt kar idé % 9.18+2.51 10.013.2 26.5:4.27 9.33:3.78 13.48+3.44 11.46£3.41 Fyzi12,48)= 3.81; p= 0.02
Futetyrapone(1,48)= 0.87; p= 035
Fiz1184Metyrapon(2,48)= 4.04; p= 0.02
Nyilt kari belépések % 0.140.04 0.2+0.04 0.39£0.08 0.13+0.04 0.27+0.07 0.18£0.04 Frzi12,48)= 3.29; p=0.04
Futetyrapone(1,50)= 0.64; p=0.42
Fiz1184*Metyrapon(2,48)= 3.27; p= 0.04
Védett SAP 1325432 15.77+2.61 16.143.39 11.3£2.06 9.1£12 10.78+2.12 FizLisa(2,48)= 1.73; p=0.18
Futetyrapone(1,48)< 0.01; p=0.99
Fiz11s4muetsrapon(2,48)= 1.23; p= 0.29
Védett SAP idd % 5.86£1.29 5.58+1.47 2.83+0.69 8.05+1.54 4.03+1.14 4.28+1.01 Fiz1184(2,48)= 3.55; p=0.03
Futetyrapone(1,48)= 0.31; p= 0.57
FizL184Metyrapon(2,30)= 1.30; p=0.28
Védett HD 15.372.45 14.55+3 86 11.2+2.64 10.4+1.77 8.941.66 12334255 Fiz14(2,48)= 1.78; p=0.18
Futetyrapone(1,48)= 0.05; p=0.82
Fuziisametyrapon(2,48)= 0.54; p=0.58
Védett HD idé % 4.66£0.7 3.07+0.66 2.67+0.54 425087 3.3340.78 2.98+0.71 Fiisi(2,48)= 2.62; p=0.08
Futetyrapone(1,48)< 0.01; p=0.97
Fizr1sarMetyrapon(2,30)= 0.14; p=0.86
Nyilt kari SAP 054038 0332033 0.240.13 1.6:1.08 0703 0.89:0 56 FuzL154(2,48)= 0.64; p= 0.53
Futetyrapone(1,48)= 0.25; p=0.61
FizL184*Metyrapon(2,48)= 1.08; p=0.34
Nyilt kari SAP idG % 0.12+0.08 0.11£0.11 00 0.48+0.29 0.16£0.09 0.13£0.07 FizL154(2,48)= 0.19; p=0.82
Futetyrapone(1,48)= 0.93; p=0.33
Fiz11s4metyrapon(2,48)= 2.16; p= 0.12
Nyilt kari HD 437£1.59 44155 6.842.22 7.742.52 992,03 5332185 Fiz14(2,48)= 1.63; p= 0.2
Futetyrapone(1,48)= 0.69; p= 0.41
Fziisametyrapon(2,48)= 0.74; p=0.48
Nyilt kari HD % 0.95:0.34 0.85£0.42 1.37+0.42 1224036 2.06+0.51 132053 Fiz14(2,48)= 1.57; p=0.21
Futetyrapone(1,48)= 0.98; p=0.32
Fiziss (2,48)=0.31; p=0.73

Viltozé
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7. MEGVITATAS

7.1. A FAAH-gatlas hatasa a kornyezeti valtozasokra adott

magatartasi reakciokra és megkiizdési stratégiakra

A kornyezet averzivitasanak fokozasa a megemelt keresztpalld tesztben
csokkentette a nyilt kari exploracié mértékét patkanyokban. Az averziv koriilményekre
adott ilyen jellegli magatartasi valaszt a FAAH-aktivitas gatlasaval fokozott AEA
jelatvitel tompitotta. Ez a tompitott magatartasi reaktivitds elképzelhetéen az aktiv
megkiizdési stratégia megerdsodésének lehet a jele, ugyanis erre a stratégiara jellemzo a
kornyezet altal csekély mértékben befolyasolt autondém magatartds (Koolhaas és mtsai.,
2007; Koolhaas ¢és mtsai., 1999). Ezt a feltevést bizonyitottak megfigyeléseink a
megkiizdést vizsgdlo farokesipés tesztben, miszerint a FAAH-aktivitds gatlasa novelte
az alanyok kozott az aktiv megkiizdés aranyat. Kimutattuk tovabbd, hogy a FAAH
enzim gatlasanak megkiizdési stratégidkra kifejtett hatdsai patkanyokban a CB;R-on
keresztiil zajlanak le, illetve nem a kezelés altal kivaltott szorongasoldas masodlagos
hatdsai. A hatasok a fajdalomkiiszob valtozasaihoz sem kothetdek, ugyanis azt sem a
megkiizdési stratégidk, sem a FAAH-aktivitas gatlasa nem befolyésolta. A patkanyok
esetében tapasztaltakhoz az egerek a kornyezeti koriilményekhez igazitottak
magatartasukat az kényszeritett Uszas tesztben. Feltételezéseink szerint, akarcsak
patkanyoknal, ezek a valtozasok az aktiv megkiizdés erdsodésével magyarazhatoak. A
FAAH-aktivitas gatlasa ezeket a véltozasokat tompitotta. Ez a feltevés bebizonyosodott
a hatraforditas tesztben, ahol a FAAH inhibicioja novelte az aktiv megkiizdési stratégia

aranyat.

Eredményeink alapjan tobb az irodalomban leirt, ellentmondo és kontextusfiiggd
kannabinoidhatés is magyarazhat6. Naidu és kollégai példaul csak averziv koriilmények
kozott talaltak szorongdsoldo hatast fokozott AEA jeltavitel esetében (Naidu és mitsai.,
2007), illetve kutatocsoportunk is leirta egy korabbi munkdjaban, hogy a FAAH-
aktivitas gatlasa eltérdéen averziv tesztkoriilmények kozott eltérd iranyban befolyasolja a
szorongast (Haller és mtsai., 2009). Jelen munkénk szerint is hasonlé a FAAH-inhibicid
EPM-en mutatott magatartasra kifejtett hatdsa, kevésbé averziv kortilmények kozott a

kezelés anxiogén hatdsi, mig averzivabb kontextusban ezzel ellentétesen, oldja a
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szorongast.  Valoészinlileg azonban a kezelés hatdsai csak latszolagosan
ellentmondasosak: a FAAH-aktivitds gatlasa valdjaban nem specifikusan a szorongas
mértékét befolyasolta, hanem azt egy koztes szintre allitotta be, fliggetleniil a kdrnyezeti
kortilményektol. Masképp fogalmazva a kezelés tompitotta a magatartdsi valaszt,
amelyet az allatok a kornyezet averzivitdsanak véltozasaira adtak, és ez a hatds —
tévesen — a szorongasra kifejtett ellentmond6 hatasokként is detektalhatd. A hatast
egerekben is kimutattuk, az kényszeritett uszas paradigmaban az alanyok kevésbé
reagaltak a kornyezet averzivitdsara FAAH-inhibicio esetén. A hatds ez alapjan
feltehetdleg tobbé-kevésbé altalanos, ugyanis eltérd ragesalomodellekben is jelentkezik.
Ez kiilonosen annak a fényében érdekes tapasztalat, hogy az egerek és patkanyok
emocionalis magatartdsat, elsdsorban szorongasat szabalyozo agyteriiletek kannabinoid
érzékenysége fajfliggd moddon eltérd, mely megegyez6 kannabinoidkezelést kovetden
ellentmond6é hatasokhoz vezethet a két faj kozott (Haller és mtsai., 2007). A FAAH
inhibicioja altal indukalt, tompult kérnyezeti reaktivitasért feltehetdleg nem az érzékek
tompultsaga felel. Ez egyrészt az alapjan feltételezhetd, hogy az megemelt keresztpallon
a lokomotoros aktivitast nem befolyasolta a fokozott AEA jelatvitel, illetve azt a
kornyezeti averzivitas valtozéasa a kezelési csoporttdl fliggetleniil enyhén csokkentette.
Tovabba az egereken végzett vizsgalat esetében a kornyezet valtozésait az alanyok egy
masik érzékszerviikkel tudtdk detektalni, mint a kordbbi, patkanyokon végzett
kisérletben (latasuk helyett hoéérzékelésiikkel), a hatas pedig ebben az esetben is
fennallt. Mindez alapjan valoszind, hogy a FAAH-aktivitas gatlasa a kisérletekben nem
egyes érzékeket befolyasolt, €s nem ez altal tompitotta a kontextus valtozésaira adott

magatartasi valaszt.

Figyelembe véve az endokannabinoid jelatvitel neurobioldgiai funkcidjat, azaz
az egyes neuronok tulzott aktivacidjanak tompitasat (Wilson és Nicoll, 2001), akar az is
feltételezhetd, hogy az endokannabinoid rendszer nagyobb léptékben tekintett funkcidja
a kornyezeti stimulusok altal kivaltott talzott reakciok tompitésa lehet, azaz a kdrnyezeti
reaktivitds csOkkentése, mely hatdsara inkabb beliilrdl vezérelt mechanizmusok
keriilnek elétérbe az egyed magatartasanak kialakitdsa soran. Ezt a feltevést egyes
korabbi vizsgalatok is erdsithetik, melyek szerint az endokannabinoid jelatvitel

hozzéjarul az emocionalis homeosztazishoz (Marco és Viveros, 2009), illetve egyfajta
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emociondlis pufferrendszerként funkciondl, ami biztositja az averziv kornyezeti

ingereknek megfelel6 valaszadast (Ruehle és mtsai., 2012).

A kornyezeti stimulusokra adott valaszok intenzitasaban kialakult csokkenés, a
valaszok kialakitasakor a beliilrdl vezérelt folyamatok jelentdségének novekedése
elképzelhetd, hogy a megkiizdési stratégidkban bekovetkezett valtozasokkal
magyarazhat6, ugyanis az aktiv megkiizdési stratégia egyik fontos jellemzéje a csokkent
magatartasi flexibilitas, illetve hogy a magatartasi valaszt rutin vezérli, a koérnyezet
pedig kevésbé befolyasolja (Bohus és mtsai., 1987; Koolhaas és mtsai., 2007; Koolhaas
¢s mtsai., 1999). Elképzelhetd tehat, hogy a fokzott AEA jelatvitel aktiv megkiizdési
stratégiat alakit ki. Egyes kordbbi tanulmanyok indirekt bizonyitékai alapjan is
feltételezhetjiik, hogy a fokozott endokannabinoid-funkcio az aktiv stratégia felé tolja a
magatartasi valaszt. Példaul a gatolt endokannabinoid jelatvitelii CB; KO egerek
képtelenek a félelmi kondicionalds soran a passziv valaszmintazatrdl atallni az aktiv
mintédzatra, mely 4atallds az endokannabinoid-funkcio A’-THC-kezeléssel torténd
fokozasaval el6idézheté (Metna-Laurent és mtsai., 2012). Tovabba McLaughlin és
munkatarsai vizsgalatai szerint a FAAH-aktivitds gatlasdnak hatasara az aktiv
magatartasi valasz er0sodik a kényszeritett tiszas tesztben (McLaughlin és mtsai., 2012).
Vizsgdlataink is a fenti feltevést igazoltdk, ugyanis a FAAH inhibicidja a kornyezeti
valtozasokra adott magatartdsi valasz tompitadsa mellett problémaorientalt megkiizdést
alakitott ki, ha az alany kihivassal szembesiilt. Ezek a hatasok mind az jelzik, a FAAH
aktivitas gatlasaval fokozott AEA jelatvitel hatdsara a ragcsalok elsdsorban aktiv
megkiizdési stratégiat valasztva felelnek meg a kornyezeti kihivasoknak. A hatdsok
feltehetdleg valoban specifikusan a megkiizdési stratégidkra iranyulnak, ugyanis
vizsgalatainkban azok nem a fijdalomérzet valtozasaival fiiggtek Ossze, még ha a
FAAH-aktivitas befolyasolja is a fajdalomkiisz6b6t egyes tanulmanyok szerint
(Jayamanne ¢és mtsai., 2006; Maione és mtsai., 2006). Hasonloképpen a hatasok
specificitasat sugallja az a megfigyelés is, hogy bar a FAAH-aktivitas gatlasa
anxiolitikus hatast is kifejthet (Bambico és mtsai., 2012; Kathuria és mtsai., 2003;
Lisboa és mtsai., 2008; Moise és mtsai., 2008; Moreira és mtsai., 2008; Patel és Hillard,
2006; Piomelli és mtsai., 2006; Rubino és mtsai., 2008b; Scherma és mtsai., 2008),
vizsgalatainkban az aktiv stratégia nem a kezelés masodlagos hatdsaként, a szorongas

mértékének csokkenése miatt er6sddott. A hatdsok tovabba nem csak a megkiizdési
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stratégiara vald specificitdsat bizonyitottdak be, hanem azt is, hogy azok a CB;R

aktivalddasan keresztiil valosulnak meg.

Alapkutatasi jelentdségiik mellett jelen eredményeink felhivjak a figyelmet az
AEA metabolizmus gatlasanak j terapids lehetdségeire is. Az egyedek kihivasokkal
valé megkiizdése sordn mutatott stratégidinak szdmos gyogydszati vonatkozasa lehet,
elsdsorban a pszichiatria teriiletén (Kessler és mtsai., 1985; Koolhaas, 2008). Toébb
pszichiatriai zavar esetében az aktiv megkiizdési stratégia elétérbe helyezése fontos
eleme a terapianak (Cooke ¢€s mtsai., 2007; Westerhuis €s mtsai., 2011). Ilyen zavarok
példaul egyes, passziv megkiizdéssel karakterizdlhaté rendellenességek, mint a
depresszio, illetve olyan zavarok, ahol a kornyezeti ingerekre adott tulzott, inadekvat
valaszok jelentik a betegség kulcsat. Ilyen rendellenességek példaul a szorongasos
zavarok egyes formai, mint a fobidk vagy poszttraumatikus stresszzavar (PTSD). Az
AEA metabolizmus gétlasanak sikeres felhasznélésa a tarsadalmat jelent6s teherrel sajtd
PTSD terapiajaban jelenthetne kiilonosen nagy eldrelépést (Breslau, 2009; Kessler és
mtsai., 2005), ugyanis ennek a zavarnak a kezelése a mai napig nem megoldott, a
jelenleg alkalmazott terapias modszerek mellett tovabbra is sziikség van alternativ

terapias utak kifejlesztésére (Bastien, 2010; Cukor €s mtsai., 2009).

7.2. A MAGL-gatlas hatasai a magatartasi és endokrin stresszvalaszra

Eredményeink szerint a MAGL-aktivitas inhibicidja ismeretlen kérnyezetben (az
OF, illetve EPM tesztekben) novelte a lokomotoros aktivitést, illetve csokkentette a
szorongas mértékét. Ezek a hatasok 80 perccel a kezelés utan jelentkeztek, joval a
kezelés irodalmi adatok alapjan feltételezett biokémiai hatdsai utan (pl. agyi 2-AG szint
fokozasa). A hatasok feltételezhetden tobbé-kevésbé altaldnosak egerekre nézve,
ugyanis azok mindkét vizsgalt egértorzsben kimutathatdak voltak. Ezzel szemben ismert
kornyezetben (az alanyok sajat ketrecében) a MAGL gatlasanak hatasai a kezelés utan
joval hamarabb alakultak ki. Itt a kezelés tompitotta az injekcio altal kivaltott, a kezelés
utan koriilbeliil 20 perccel jelentkezd testhomérséklet-novekedést, mig megkozelitdleg
ugyanebben az idépontban eltiintette a szintén az injekcio altal kivaltott valtozasokat a
lokomotoros aktivitds mintazataiban. Emellett a kezelés utan koriilbeliil 120 perccel, a

MAGL inhibicidja ndvelte az immobilitasban t61tott idé aranyat, szemben az ismeretlen
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kornyezetben tapasztaltakkal, ahol ebben az idépontban a kezelés fokozta a lokomociét.
Kimutattuk tovabba, hogy a MAGL aktivitds gatldsa roviddel az injekcid utdn
idélegesen megnovelte a bazalis kortikoszteronszintet. A stresszindukalt
kortikoszteronszintet a kezelés nem befolyasolta. A MAGL-gatlas magatartasi és
endokrin hatasainak Osszefliggéseit vizsgalva megallapitottuk, hogy a kezelés
lokomotoros aktivitdsra gyakorolt stimulalé hatadsa fliggetlen a kortikoszteron-
szintézistol, mig szorongasoldo hatasaiért részben a MAGL inhibicio altal megnovelt
kortikoszteron alapszint lehet felelds, ugyanis ezek a hatasok a kortikoszteron-szintézis

gatlasakor nem jelentkeztek.

A MAGL-aktivitds gatlasa tanulmanyainkban novelte a lokomotoros aktivitast
az OF tesztben, ha a tesztkdrnyezethez eldzetesen nem szoktattuk hozza az alanyokat.
Elézetes hozzaszoktatas esetében bar a kezelés nem befolyasolta a mozgasaktivitast, a
teszt korai szakaszaban rovid ideig tartd6 emelkedést okozott a lokomdcioban. Nagy
valészinliség szerint a tapasztalt lokomotoros hatasok altalanosnak tekinthetdk
egerekben, ugyanis mindkét vizsgalt egértérzsben, mind a CD1, mind a C57BL/6J
torzsekben kialakultak. Az OF-en tapasztalt lokomotoros hatdsok némiképp
ellentmondanak egyes irodalmi adatoknak, miszerint a MAGL-aktivitids inhibicioja
hypolokomécids hatast okoz (Long és mtsai., 2009a; Long €s mtsai., 2009b; Long és
mtsai., 2009¢). Long és munkatarsai tobb tanulmanyukban is tapasztaltdk ezt a hatést a
MAGL enzim inhibicigjat kovetden, mely mellett a fajdalomcesillapité és a
hypothermikus hatast is kimutattak, mint ,,klasszikus™ kannabinoid hatasokat (Long és
mtsai., 2009a). A kezelés lokomotoros hatidsai azonban korantsem egyértelmuek
tanulmanyaikban: mig az emlitett vizsgdlatban a JZL.184 16 mg/kg-os dozisa 4ltal
indukalt MAGL-gatlas hatasara az egerek a tesztelés idejének mintegy 50%-at
mozdulatlanul t6ltotték, addig ugyanennek a kutatocsoportnak egy késObbi
publikacidjdban a kezelés mar hasonld kataleptikus hatdst nem valtott ki, a
hipolokomdcidés hatds csupan a nyilt-tér teszt vonalkeresztezéseinek szamaban
bekovetkezett csokkenésként volt tetten érheté (Long és mtsai., 2009b). Ugyanennek a
kutatocsoportnak egy harmadik vizsgalataban a kezelés altal kivaltott kataleptikus hatast
mar csak a MAGL és a FAAH enzimek kozos gatlasaval lehetett elérni, JZI1.184-
indukélt MAGL-inhibiciéval nem (Long és mtsai., 2009c¢). Lathato tehat, hogy akar egy

laboratériumon beliil végzett vizsgalatok esetében is csak iranyukban konzisztensek a
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hatasok, ugyanannak a kezelésnek a lokomotoros aktivitasra gyakorolt hatésait illetden
eltéré megfigyelések sziilethetnek. Arnyalja a MAGL-inhibicié lokomotoros hatésait az
a tény is, hogy a hipolokomocids hatasokat egyeldre csupan egy tanulmanyban tudtak
reprodukalni, ahol a JZL.184 egy relative magas, 40 mg/kg-os dozisban immobilitast
indukélt a gyongytemetés tesztben, &m a tanulmanyainkban hasznélt legmagasabb, 16
mg/kg-os JZ1.184 dozis hatastalannak bizonyult a mozgasaktivitasra (Kinsey és mtsai.,
2011). Tovabbi vizsgalatok egyeldre nem erdsitették meg a fenti hipolokomocids
hatasokat (Busquets-Garcia és mtsai., 2011; Sciolino és mtsai., 2011), illetve nem
tudtak kimutatni kataleptikus hatést a rotarod tesztben sem (Schlosburg és mtsai., 2009).
Tovabbda a MAGL genetikai, illetve farmakoldgiai gatldsa nem mutatott
kereszttoleranciat a CB|R agonista WINS55,212-2 kataleptikus hatasaival, mig annak
fajdalomesillapité és hypothermikus hatasaival igen (Schlosburg ¢és mtsai., 2009).
Meéginkabb megkérddjelezhetéek a JZL184-indukalt MAGL-gétlas hipolokomotoros
hatisai az alapjan, hogy maga a A’-THC, mely koztudottan csokkenti a
mozgasaktivitast (Johnson €s mtsai., 1984), egyes tanulmanyokban nemfiiggdé mddon
hyperlokomécids hatasokat fejt ki vagy trifazikus hatast gyakorol a lokomotoros
aktivitasra (Sanudo-Pena ¢s mtsai., 2000; Wiley, 2003). A lokomotoros hatasokat
kevésbé averziv kornyezetben, az alanyok sajat ketrecében vizsgalva hasonldan érdekes
jelenséget tapasztaltunk. Mig a MAGL-aktivitas gatlasa a vizsgalt idéintervallum alatt
nem befolyasolta a teljes mozgasaktivitast, tompitotta az injekcid altal kivaltott, rovid
id6 alatt jelentkezd lokomotoros aktivacidt, mig a vizsgalt iddszak végén katalepsziara
emlékeztetd hatasokat okozott. Utobbi hatds koriilbeliil abban az iddpontban
jelentkezett, melyben korabbi tanulmanyok is irtak le hasonldé hatdsokat a MAGL
inhibiciojat kovetéen (Long és mitsai., 2009a; Long és mtsai., 2009b). A JZ1184-
kezelés ilyen jellegi hatasa kontextusfiiggének tekinthetd abban az értelemben, hogy
vizsgalataink soran ugyanebben az iddintervallumban nézve ismeretlen kornyezetben,
az OF tesztben a kezelés ezzel ellentétesen fokozta a mozgasaktivitast. Habar a JZ1.184-
kezelés a vizsgalt idoszak végén kataleptikus hatasokat okozott, a MAGL-aktivitasban
gatolt alanyok altalanos mozgasaktivitdsa feltehetdleg azért nem tért el a
vivoanyagkezelt allatokétol, mert a MAGL-gatlas hatdsara az  egerek valamivel
intenzivebben mozogtak azokban az idészakokban, amikor nem voltak immobilisak

(6,41£1,52, illetve 9,60+£2,71 konvencionalis egység a vivéanyag-, illetve 16 mg/kg
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JZL184-kezelt alanyoknal). Erdekes kérdéseket vet fel a lokomotoros hatasok
idédinamik4ja is. Mig eredményeink szerint ismert kornyezetben a MAGL-aktivitds
gatlasa rovid id6 alatt tompitja a stressz altal indukalt, mozgdsmintazatokban
bekovetkezett valtozasokat, addig ismeretlen, averzivabb kdrnyezetben a lokomotoros
hatasok csak joval késobb jelentkeztek. Mindezzel szemben, késdbbi vizsgéalatunkban,
ahol a MAGL-inhibici6 magatartdsi hatdsainak HPA-tengelymtkodéssel valo
interakcidit tanulmanyoztuk, ezt a hatast nem sikeriilt reprodukalnunk, a kezelés altal
kivaltott hiperlokomociés hatdsok ismeretlen kdrnyezetben is rovid id6 alatt kialakultak.
Ezt a jelenséget jelen pillanatban nehéz magyarazni. Elképzelhetd, hogy a 2-AG
jelatvitel olyan finoman hangolja a kornyezet altal kivaltott magatartasi valaszt, hogy
egyes apro, Kkontrollalhatatlan koriilmények is befolyasolhatjdk a hatasok
idédinamikajat. Megjegyzendd, egy laboratoriumon beliil mas kutatdécsoportok is
tapasztaltak eltéréseket a MAGL-aktivitas géatlasanak lokomotoros hatisaiban, ahogy
azt a fentiekben részletesebben is olvashaté (Long €s mtsai., 2009a; Long ¢s mtsai.,
2009b; Long ¢s mitsai., 2009¢). A MAGL inhibiciojanak lokomotoros hatasai tehat
egyelére még nem teljesen tisztazottak, a jovOben tobb ilyen irdnyu vizsgalatra lesz
szitkség a 2-AG jelatvitel mozgasaktivitas-szabalyozasban betoltott szerepének teljes

megértésére.

Vizsgalataink sordn a MAGL-aktivitas gatldsa oldotta a szorongast az EPM
tesztben, mely hatas 6sszhangban 4ll korabbi tanulmanyok tapasztalataival (Busquets-
Garcia ¢és mtsai., 2011; Kinsey és mtsai., 2011; Sciolino és mtsai., 2011). A hatas
azonban nem teljesen egyértelmi. Ugyan 80 perccel a kezelés utdn a MAGL-inhibicio
novelte a nyilt kari exploracidval toltott id6 aranyat, ezt a hatast 2 6réval a kezelés utan
nem tudtuk kimutatni. Ennél az idépontnal, csak a centrum platformon tolt6tt ido
aranyanak novekedését tapasztaltuk, mellyel parhuzamosan csékkent a nyilt karban
toltott idé aranya. Utdbbi hatast 80 perc eldkezelési id6 utan is tapasztaltuk. Egyes
tanulmanyok szerint a centrum teriilet averzivabbnak tekinthet6 a zart karndl, igy az itt
toltott id6 novekedése is a szorongas mértékének csokkenését indikalhatja (Espejo,
1997; Faria és mtsai., 2006; Haller és mtsai., 2007). Ebbdl kifolyolag feltételezhetd,
hogy a kezelés centrumban t6ltdtt idére gyakorolt hatdsa is szorongédsoldo hatasként
foghat6 fel, még ha enyhébb hatasrol is lehet szd, mint a rovidebb eldkezelési 1d6

esetében, ahol a nyilt kari aktivitdas mértéke is megemelkedett. A kockazatbecsld
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magatarts vizsgalata erdsiti ezt a feltételezést, ugyanis a 2 6ras elokezelési idonél, ahol
a nyilt kari aktivitds nem, csak a centrum platformon mutatott exploracié mértéke
novekedett, csokkent egyes kockazatbecsld paraméterek mértéke, mely szintén egy
szorongasoldo hatas indikatora. Akarcsak a MAGL-aktivitas gatldsanak lokomotoros
hatasai, a szorongasra kifejtett hatasok is altalanos hatasok lehetnek eltérd egértorzsek
kozott, ugyanis a CDI1 torzsbe tartozo alanyaink mellett a C57BL/6J egerek
kockazatbecsld magatartasanak mértéke is csokkent a JZ1.184-kezelés hatasara, habar a
nyilt kari, illetve centrum platformon mutatott exploracié mértéke ebben a térzsben a
kezelés utan véltozatlan maradt. Mindezen tapasztalatok alapjan feltételezhetd, hogy a
MAGL aktivitasa csokkenti az egrek szorongdsat az EPM tesztben, bar ez a hatas egyes
esetekben enyhe volt és nem volt kimutathaté a szorongéas 6sszes vizsgalt paraméterét
tekintve. Sciolino és munkatarsai tanulmanya alapjan, melyben a MAGL-aktivitas
gatlasa csak abban az esetben fejtett ki szorongdsoldd hatast, ha a tesztkdrnyezet
averzivitdsat intenziv megvilagitdsaval novelték, feltételezhetd, hogy a vizsgalataink
soran ¢szlelt hatasok erdteljesebbé valnanak, ha vizsgalatainkat az alanyok szdmara
averziv korilmények kozott végeznénk el (Sciolino és mtsai., 2011). A MAGL
inhibicioja 4altal fokozott 2-AG jelatvitel szorongédsra gyakorolt hatasai hasonlo
idédinamikaval jelentkeztek, mint lokomotoros hatdsai, a kezelés utdn meglehetdsen
késon alakultak ki, de hosszantartoak voltak. Meglepd mdédon mésodik vizsgélatunkban,
ahol a hatasok HPA-tengelyfiiggését vizsgaltuk, a szorongasoldas ettdl -eltérd
idédinamikaval, eldbb jelentkezett. Feltételezhetdéen ennek a jelenségnek is olyan apro,
kisérleti koriilmények kozti kiilonbségek allhatnak a  hatterében, melyek
befolyasolhatjdk a kezelés szorongasra gyakorolt hatésait, de jelen pillanatban nem

tudjuk kortilhatarolni oket.

A testhdmérséklettel kapcsolatosan tapasztalt hatasok kis eltéréssel, de
alapvetden Osszhangban vannak az irodalomban leirtakkal. A JZL184-kezelés a
,klasszikus” kannabinoidhatdsok koziil a hypothermiét is eldidézte az altalunk jelen
tanulmanyban is alkalmazott d6zisban (16 mg/kg JZ1.84) (Long és mtsai., 2009a; Long
¢s mtsai., 2009b). A mi vizsgalatainkban ugyan a bazalis testhomérsékletet nem
csOkkentette a JZL184-indukalt MAGL-inhibicidé, azonban in vivo biotelemetrias
méréseink sordn tompitotta az injkecio 4ltal okzott stressz testhdmérsékletnoveld

hatasat. Feltételezhet6 akar az is, hogy a Long és munkatarsai altal leirt hatdsok nem is
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feltétlentil a bazalis testhomérséklet valtozasai voltak, hanem az igen averziv rektalis
hémérsékletmérés altal eldidézett homérséklet-novekedést tompité hatdsok, melyet a
szerzO6k hypothermikus hatasként irtak le (Long és mtsai., 2009a; Long ¢és mitsai.,
2009b). Ebben az esetben az altalunk leirt hatas teljes 6sszhangban van a korabbi

megfigyelésekkel.

Az irodalomban els6ként mutattuk be, hogy a MAGL-aktivitas gatlasa noveli a
kortikoszteron alapszintet. Ez a hatas 6sszhangban all t6bb eddigi irodalmi adattal is,
mely szerint a CB,R kiilonboz8 agonistakkal (A’-THC) valo aktivalasa, illetve a FAAH
enzim gatldsaval indukalt fokozott AEA jelatvitel bazalis korlmények kozott megemeli
a kortikoszteronszintet (Johnson és mtsai., 1978; Weidenfeld €s mtsai., 1994; Wenger és
mtsai., 1997; Wenger ¢s mtsai., 2003; Zuardi és mtsai., 1984). Ezzel szemben a MAGL-
inhibici6 nem befolyasolta a stresszreaktivitast, a kortikoszteronszint nem valtozott
uszésstressz, illetve az OF és az EPM tesztek utdn. Figyelembe véve, hogy a
stresszvalaszt egyes vizsgalatokban CB1R agonistadk fokoztdk (Sano és mtsai., 2009),
illetve a fokozott AEA jelatvitel tompitotta (Hill és mtsai., 2010; Hill és mtsai., 2009),
megfigyelésiink alapjan feltételezhetd, hogy a 2-AG jelatvitel Osszességében eltérd
moddon befolyésolja a stresszvalaszt, mint az AEA jelatvitel vagy a CB;R-ok globdlis
aktivalasa, ugyanis a bazalis HPA-tengely miikodését ugy befolyésolja, mint az utobbi
manipulaciok, mig a stresszindukalt szintet mindkét tipusii manipuldciotol eltérd
moédon. A HPA-tengely alapszinti miik6désének MAGL-inhibicioé altal eléidézett
fokozasa felelhet a korabban kimutatott szorongasoldé hatasokért, ugyanis a
kortikoszteron szintézis farmakologiai gatldsaval a MAGL-gétlas anxiolitikus hatasai
részben gatolhatéak voltak. Eredményeink alapjan az EPM tesztben a szorongds egy
fontos indikatorara, a nyilt kari exploraciora gyakorolt 2-AG hatas a fokozott 2-AG
jelatvitel masodlagos, a HPA-tengely fokozott alapszinti mukddésén keresztiil
megvalosulé hatdsa. Ezzel szemben a kockazatbecslé magatartast a MAGL-aktivitas
gatlasa a HPA-tengely miikodésétol fiiggetlentil csokkentette, igy feltehet6leg ez a hatés
egy kozvetlen 2-AG mechanizmuson at zajlik le. Ez a tapaztalat kiilonosen érdekes
annak a fényében, hogy kutatocsoportunk egy korabbi munkéjaban, patkanyokban
éppen a kockazatbecsld magatartds €s HPA-tengely aktivitdsa kozott mutatott ki
hasonld interakciot, mig a nyilt kari aktivitds esetében nem (Mikics és mtsai., 2005).

Ennek ellenére a MAGL-aktivitas gatldsanak HPA-tengelyen keresztiil kialakuld
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szorongasoldo hatasai 6sszhangban allnak egyes korabbi megfigyelésekkel, miszerint az
akut stressz a kihivasokkal wvalé azonnali megkiizdést segiti eld, az akut
kortikoszteronszint-ndvekedés a szorongas mértékének csokkenéséhez vezet, ezzel
szemben a kronikus stressz fokozza a szorongast (Haller és mtsai., 1998). A
lokomotoros aktivitds a szorongasnal tapasztaltakkal szemben kortikoszteronfiiggetlen
mddon  valtozott a MAGL-aktivitds inhibiciojanak hatdsdra. Megtigyelésiink
Osszhangban all kutatocsoportunk egy korabbi vizsgalataban tapasztaltakkal, miszerint
az akut kortikoszteronszintnovekedés nem befolyasolta a mozgasaktivitast

patkdnyokban (Mikics és mtsai., 2005).

Eredményeink alapjan feltételezheté, hogy a MAGL-aktivitds gatlasaval
indukalt fokozott 2-AG jelatvitel rovid id6 alatt tompitja a stressz altal kivaltott
mozgasmintazatbeli valtozast, illetve testhomérsékletnovekedést. Elképzelhetden
kevésbé averziv koriilmények kozott fazikus, gyors, rovid idé alatt lecsengd hatést
gyakorol az egyes magatartdsi és ¢lettani paraméterekre. Ezzel szemben ismeretlen,
averziv koriilmények kozott a MAGL inhibicidja inkabb lassan kialakuld, hosszab ideig
tarto, tonikus modon csokkenti a szorongast és noveli a mozgasaktivitast. Ismeretlen
kornyezetben részben ellentmondasos hatasokat tapasztaltunk vizsgdlataink sordan az
idédinamikaval kapcsolatban, elképzelhetéen a 2-AG jelatvitel olyan finom mddon
szabalyozza a kornyezeti stimulusok agyi interpretidcidjat és az ez altal kialakuld
magatartasi valaszokat, hogy egész aprd, nem kontrollalhato kisérleti koriilmények is
befolyasoljak a MAGL-inhibicié hatasait. Ennek a jelenségnek feltétleniil sziikséges
jovObeni vizsgédlata a hattérben 4all6 mechanizmusok tisztdzasanak érdekében.
Vizsgalataink tisztaztdk, hogy a 2-AG jelatvitel fokozasa serkenti a HPA-tengely
alapszinti mtikodését. Feltételezhetoen ez a fokozott miikodés felel azért, hogy eltérod
mértékben averziv kérnyezeti kontextusokban, melyekben amugy is eltéré mértékben
aktivalodik a stressztengely, kiilonb6z6 modon, eltérd iddédinamikaval valtozik a
magatartds a MAGL aktivitas gatlasanak hatdsara. A jelenség hatterében feltehetdleg
tobb kisebb mechanizmus komplex interakcidja allhat, ugyanis az endokannabinoid
jelatvitel bizonyitottan t6bb, az emocionalis magatartast szabalyozd agyteriilet
(McLaughlin és mtsai., 2007; Rubino és mtsai., 2008a; Rubino és mtsai., 2008b;
Zarrindast és mtsai., 2008), illetve a HPA-tengely tobb pontjdnak miikodését is
befolyasolja (Cota és mtsai., 2007; Di és mtsai., 2003; Di és mtsai., 2005). A MAGL-
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inhibici6 éaltal befolyasolt egyes mechanizmusok részleteit, kapcsolatait, kiilonos
képpen a hatdsok CB;R-t6l vald filiggését a jovoben sziikséges lesz vizsgalni.
Feltételezhetd azonban, hogy a kortikoszteronszintézistdl fiiggetlen magatartasi hatasok

egyes neuralis folyamatokon lezajlé direkt 2-AG hatasok eredményeként jonnek 1étre.

7.3. Osszegzés

Vizsgélataink soran a FAAH gatlasaval fokozott AEA jelatvitel hatdsara
fokozodott az aktiv megkiizdési stratégia kornyezeti kihivassal valo szembesiiléskor.
Ezzel a mechanizmussal szamos korabbi, az irodalomban, illetve altalunk leirt
ellentmondds magyardzhatova valt. A MAGL-aktivitds specifikus farmakoldgiai
gatlasara csak az utdbbi idokben adodott lehetdség, ezaltal a 2-AG jelatvitel kihivasokra
adott valaszadasra gyakorolt hatésait teljes részleteiben még nem volt mdédunk feltarni.
Ennek ellenére demonstraltuk, hogy a kornyezet averzivitasa eltéré iranyban
befolyasolja a lokomotoros aktivitasra kifejtett 2-AG hatasokat, tovabba a magatartési
hatasok id6dinamikdja is nagyban fiigg a kornyezeti kortilményektdl. Kutatocsoportunk
egy korabbi munkajan alapulva egy koézelmultban megjelent tanulmany szerint a
MAGL gatlasa tompitja az averziv koriilmények szorongaskeltd hatasait. Latva, hogy a
kornyezeti valtozasok a MAGL inhibiciéja esetén a FAAH-aktivitas gatlasakor
tapasztaltakhoz hasonléan befolyéasoljak a magatartasi reakciokat, elképzelhetd, hogy a
2-AG jelatvitel is részt vehet a megkiizdési stratégidk szabdlyozasadban. Ezt a feltevést
erésiti az a megfigyelésiink is, hogy a MAGL-aktivitas gatlasakor megvaltozott a
megkiizdési stratégidkkal szorosan osszefiiggdé HPA-tengely miik6dése is. Mindezek
alapjan fontos lehet a MAGL gétlas magatartasi hatdsainak kornyezeti averzivitassal
valé kapcsolatanak vizsgdlata, hasonld6 mddon, mint ahogy azt az AEA jelatvitel
hatasait illetéen tettiik. Ugyan még kevés tudas all rendelkezésiinkre a MAGL
gatlasanak hatasairdl, azonban az eddigi eredmények arra utalnak, hogy az AEA
jelatvitelhez hasonldéan ez az endokannabinoid is fontos lehet a kihivasokra adott
valaszok szabalyozdsdban. Ebben a témdban mindenféleképpen sziikséges a jovoben

célzott vizsgalatokat végezni.
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Osszefoglalva kijelenthetd, hogy vizsgalatainkban az endokannabinoid jelatvitel
fokozéasa nem specifikus magatartdsi hatasokat fejtett ki, hanem a kornyezeti ingerekre,
kihivasokra adott valaszadast befolyasolta. Az AEA jelatvitel serkentése munkankban
bizonyitottan fokozta az aktiv megkiizdést, mely hatas feltehetdleg altalanosnak
mondhato, az ugyanis mindkét vizsgalt allatfajban, illetve tobb paradigméban is
megjelent. Ugyan a fokozott 2-AG jelatvitel vizsgalatira még csak a kézelmultban nyilt
mod, jelen eredményeink szerint feltételezhetd, hogy ez az endokannabinoid is részt
vesz a megkiizdés AEA jelatvitelhez hasonld szabalyozasaban, melyet mind magatartési

eredményeink, mind a 2-AG endokrin hatésai is sugallnak.
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8. KOVETKEZTETESEK

Vizsgélataink alapjan az aldbbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

1. A FAAH-aktivitas gatlasa 4ltal fokozott AEA jelatvitel aktiv megkiizdési

stratégiat alakit ki.

a.

A FAAH-aktivitds gatlasanak hatasara tompul a kornyezet valtozasaira

adott reaktivitds, mely az aktiv megkiizdési stratégia egy jellemzdje.

A fokozott AEA jelatvitel kozvetleniil is el6térbe helyezi az aktiv

megkiizdést.

A hatasok nem a fajdalomérzékelésben, illetve a szorongasban
bekovetkezett valtozasok masodlagos hatdsai voltak, hanem a fokozott
AEA jelatvitel kozvetleniil a megkiizdési stratégidkat befolyasold, CB;R-

on keresztiil lezajlo hatasai.

A fenti hatasok tobbé-kevésbé altalanosak, ugyanis kiilonb6z6

modellallatokban és eltér6 tesztparadigmékban is tapasztalhatéak voltak.

2. A MAGL inhibicidja altal fokozott 2-AG jelatvitel eltéréen averziv

kornyezetben eltérd magatartasi hatdsokat okoz, részben a stresszvalasz

befolyasolasan keresztiil.

a.

A fokozott 2-AG jelatvitel noveli a lokomotoros aktivitast és oldja a
szorongast, illetve tompitja az averziv stimulus altal kivaltott

mozgasmintazatokat és testhomérséklet-novekedést.

120 perccel a kezelés utan a MAGL-aktivitas gatlasa ellentétes iranyban

befolyasolja a lokomotoros aktivitast ismert és ismeretlen kdrnyezetben.

A hatasok ismeretlen kornyezetben lassab, ténikus, mig ismert
kornyezetben gyorsabb, fazikus idédinamikaval jelentkeztek, illetve azok

tobbé-kevésbé fliggetlenek voltak a vizsgalt torzstol.

A MAGL gatlasa fokozta a HPA-tengely alapmikodését, mig a

stresszvalaszt nem befolyésolta.
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e. A HPA-tengely bazalis miikodésére gyakorolt hatas részben felelés a
fokozott 2-AG jelatvitel szorongédsoldd hatasaiért, mig a manipulacid

lokomotoros hatésai ettdl fiiggetlenek.
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9. OSSZEFOGLALAS

Az endokannabinoid jelatvitel kulcsfontossagu szerepet jatszik az emocionalis
magatartds szabalyozdsaban. Ez a szerep azonban nem teljesen egyértelmii, szamos
tanulmanyban a kannabinoid manipuldciok emocionalis hatdsai erdsen fiiggtek a
kornyezeti kontextus averzivitasatol. Jelen tanulmany célja a kannabinoidok
kontextusfiiggd  emociondlis  hatdsaival  kapcsolatos  kérdések  tisztdzasa.
Vizsgéalatainkban az endokannabinoid metabolizmus gatlasaval fokoztuk az
endokannabinoid jelatvitelt, és ennek vizsgaltuk magatartasi és élettani hatasait eltérden

averziv kontextusokban.

Eredményeink szerint a zsirsav-amid-hidroldz inhibiciojaval fokozott anandamid
jelatvitel tompitja a kornyezet averzivitasanak valtozdsai altal kivaltott magatartasi
valaszreakciokat, illetve kornyezeti kihivasok esetén problémaorientalt megkiizdési
mintazatokat indukalt. A hatasok feltételezhetben arra utalnak, hogy a fokozott
anandamid jelatvitel erdsiti az aktiv megkiizdési stratégiat, ennek a stratéganak ugyanis
jellemzoéje, hogy az egyedek magatartasi valasza kihivasok esetén problémaorientalt,

rutin altal befolyasol, illetve a kérnyezeti ingerek kevéssé befolyasoljak.

Tanulmanyunk masodik felében egy ujonnan kifejlesztett agenssel a monoacil-
glicerol-lipaz aktivitasat gatoltuk, fokozva a 2-arachidonoil-glicerol (2-AG) jelatvitelt,
majd ennek vizsgaltuk magatartasi hatdsait eltérdé kontextusokban. A kezelés averziv
kornyezetben oldotta a szorongast €s fokozta a mozgasaktivitast, illetve kevésbé averziv
kontextusban tompitotta a stresszindukalt lokomotoros és testhomérséklet-valtozasokat.
Erdekes modon a hatasok idédinamikéja kontextusfiiggd volt, ugyanis a kezelés hatdsai
kevésbé averziv kornyezetben gyors, fazikus modon jelentkeztek, mig averziv
kontextusban lassan, tonikus médon alakultak ki. A fokozott 2-AG jelatvitel emellett
novelte a HPA-tengely alapmiikodését is, mely részben felelés volt az averziv

kontextusban tapasztalt szorongdsoldd hatasokért.

Osszefoglalva, az endokannabinoid jelatvitel nem fejt ki specifikus hatést egyes
emociondlis allapotokra, ehelyett inkdbb a kornyezeti ingerek agyi interpretaciojat
szabalyozza, illetve az ingerekre adott magatartasi valaszokat hangolja. Ez a
szabalyozas egyrészt az aktiv megkiizdési stratégia erdsodésén, masrészt a

stresszvalasszal val6 interakciokon keresztiil valosul meg.
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10. SUMMARY

Endocannabinoid signaling plays a crucial role in the modulation of emotional
behavior. This role is, however, still unclear, as the emotional effects of cannabinoid
manipulations depend on the aversivity of the environmental context in a number of
reports. The aim of this study was to clarify the context-dependency of cannabinoid
effects on emotional behavior. We enhanced endocannabinoid signaling by the
inhibition of endocannabinoid catabolism and investigated its behavioral and

physiological effects in differentially aversive contexts.

Enhanced anandamide signaling by the blockade of fatty acid amide hydrolase
dampened behavioral reactivity to changes in environmental aversiveness and also
promoted problem-oriented coping patterns when the individual faced environmental
challenges. These changes are reminiscent of an active coping strategy, as the
behavioral response to challenges is problem-oriented, based on routines and weakly

influenced by environmental stimuli in active copers.

In the second part of our study, we used a newly developed pharmacological
compound to enhance 2-arachidonoylglycerol (2-AG) signaling by the inhibition of
monoacilglycerol lipase activity, and then we studied the behavioral effects of this
treatment in different testing contexts. The treatment decreased anxiety and increased
locomotion in aversive environments, but dampened stress-induced changes in
locomotion and body temperature in a less aversive contexts. Intriguingly, the temporal-
dynamics of these effects were context-dependent, as in less aversive environments they
occurred in a rapid, phasic manner, while they developed in a rather slow, tonic manner
in aversive context. In addition, we showed that enhanced 2-AG signaling increased

basal HPA-axis activity, which was partly responsible for the anxiolytic actions.

Taken together, endocannabinoid signaling modulates the neural interpretation
of environmental stimuli and the behavioral response rather than specifically affecting
emotions. This regulatory role is mediated through the promotion of active coping

strategy and interactions with the stress response.
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