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Roviditések jegyzéke

2-AG 2-arachidonoil-glicerin

2-AG-3P 2-arachidonoil-glicerin-3-foszfat
ABDH4 o/B-hidrolaz 4

ABHD6 a/B-hidrolaz 6

ABHD12  o/B-hidrolaz 12

AC adenilat-ciklaz

ACC anterior cingularis kereg

ACEA arachidonil-2-kloroetilamid

ACPA arachidonil-ciklopropilamid

AEA N-arachidonoil-etanolamin, anandamid
Akt RAC-alfa szerin/treonin-protein kinéz

ANOVA varianciaanalizis (analysis of variance)

BLA bazolateralis amigdala

cAMP ciklikus adenozin-monofoszfat

CaN kalcineurin

CB1R egyes tipust kannabinoid receptor
CB:R kettes tipusi kannabinoid receptor
CCK kolecisztokinin

CCP N-ciklohexan-karbonil-pentadecilamin
CeA centralis amigdala

COX-2 ciklooxigenaz-2
Cyt P450 citokrom P450

dACC dorzélis anterior cingularis kéreg

DAG diacil-glicerol

DAGL-a diacil-glicerol lipaz-a

dHC dorzélis hippokampusz

DSE depolarizacio indukalta serkentés csokkenés (depolarization-induced

suppression of excitation)
DSI depolarizacio indukalta gatlas csokkenés (depolarisation-induced supression
of inhibition)
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ECL
EETs-EA
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GABA
GDE1
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GPR 18
GPR 55
GPCR
HAEA
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IP3
Lizo-PlI
lizo-PLD
LOX
LTD
MAFP
MAGL
MAPK
mGIlu5
mPFC
NAAA
NAE
NAEp
NAPE
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endokannabinoid

extracellularis hurok

epoxi-eikozatrién-etanolamid

zsirsav-amid-hidrolaz

gamma-amino-vajsav

glicero-foszfodiészter foszfodiészteraz 1

glutamat

G-fehérje kapcsolt receptor 18

G-fehérje kapcsolt receptor 55

G-fehérje kapcsolt receptor
hidroxi-N-arachidonoil-etanolamin, hidroxi-anandamid
hidroxi-eikozatetraénsav-glicerinészter, hidroxi-arachidonsav-glicerinészter
egyes csoportba tartozé metabotrép glutamat receptor
intracellularis hurok

infralimbikus kéreg

Ca?* fiiggetlen N-acil transzferaz

intraperitoneélis

inozitol-1,4,5-trifoszfat

lizo-foszfatidil-inozitol

lizo-foszfolipaz-D

lipoxigenaz

hossztavu szinaptikus depresszio (long term depression)
metil-arachidonil-fluor-foszfonat
monoacil-glicerol-lipaz

mitogén-aktivalt protein kinaz

5-0s tipusu metabotrép glutamatreceptor

medialis prefrontalis kéreg
N-acil-etanolaminsav-amidaz

N-acil-etanolamin

N-acil-etanolamin plazmalogén

N-acil-foszfatidil-etanolamin

NAPE-PLD NAPE specifikus foszfolipaz-D
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NArPE N-arachidonoil-fosztatidil-etanolamin

NAT N-acil-transzferéaz

N-term N-terminalis

PG-G prosztaglandin-glicerinészter

Pl4K foszfatidil-inozitol-4-kinéz

PIP; fosztatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat

PKA protein kinzaz-A

PLA; foszfolipaz-Al

PLA2 foszfolipaz-A2

PLC foszfolipaz-C

PLC-p foszfolipdz-C enzim B izoforma

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid

PrL prelimbikus kéreg

PTPN22 nem receptorialis protein tirozin foszfataz 22

Ref. referencia, hivatkozas az irodalomjegyzékre
SPLA2 szekretalt foszfolipaz-A2

TRPV1 tranziens receptor potencial vanilloid-1 ioncsatorna
VGCC fesziiltségfiiggd Ca?* csatorna (voltage gated calcium channel)
vHC ventralis hippokampusz

vmPFC ventromedialis prefrontalis kéreg

A-THC (—)-transz-Al-tetrahidrokannabinol
A%-THC (—)-transz-A%-tetrahidrokannabinol
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|. Bevezetés

1.1. Az endokannabinoid rendszer

1.1.1. Az endokannabinoidok felfedezése

A XX. szazad masodik felében folytatott és az U évezredben zajlo, az exogén és az
endogen kannabinoidok altal kivaltott élettani hatdsokat vizsgald kutatasok torténetileg
egy 54 évvel ezel6tt publikalt kozleményre vezethetéek vissza. 1964-ben Yehiel Gaoni
és Raphael Mechoulam kromatogréafias eljarassal izolaltak és magneses magrezonancia
spektroszkopiaval feltartdk a hasis fo pszichoaktiv komponensének, a (—)-transz-A°-
tetrahidrokannabinolnak (A%-THC) a kémiai szerkezetét, melyet ekkor még Al-3,4-
transz-tetrahidrokannabinol néven jegyeztek (1). Harom évvel késébb publikaltak a
molekula szintézisének modszerét és abszollt konfiguraciojat (2, 3). 2005-ig kozel 70, a
kannabisz novény (Cannabis sativa, L.) altal szintetizalt fitokannabinoidot azonositottak
(4). A A°-THC kémiai szerkezetének meghatirozasa elétt mar megindult a kannabisz
bioldgiai hatasainak tudomanyos vizsgalata, azonban a Gaoni és Mechoulam munkaja Uj
lendiiletet adott e kutatasoknak (1. &bra) (5, 6). A kezdeti idészakban allatmodelleken
végzett vizsgalatok eredményei szerint az alkalmazott dozis és a vizsgalt faj
fiiggvényében AS-THC hatdsara szimptomak széles spektruma jelentkezett, igymint
motoros zavarok, euforikus és diszférikus &llapot, szedacio, hipotermia, csokkent
memoria (7-13). Azonban az elsé bizonyitékot, hogy valoban a AS-THC felelés humén
alanyok esetén is a hasis altal kivaltott pszichotrop és egyéb élettani hatasokért Harris
Isbell szolgaltatta 1967-ben (14). A hatasmechanizmus ekkor azonban még ismeretlen
volt. Az elsé hipotézisek szerint a A>-THC lipofil természete miatt a sejtmembrannal
Iéphet interakcioba befolyasolva a membran fluiditasat és szerkezetét, ezaltal kivaltva
élettani hatasat (15, 16). A kezdd 1épést a valds hatasmechanizmus felderitése felé Allyn
Howlett laboratériumaban tették meg, ahol elsdként ismerték fel, hogy a A>-THC gatolja
a ciklikus adenozin-monofoszfat (CAMP) akkumulacidjat G; altipusi G-fehérje kapcsolt
receptoron keresztil (17-19) és emellett specifikus koétéhellyel is rendelkezik patkany
agyszovetben (20). Ekkorra valt kijelenthetévé, hogy legalabb egyféle kannabinoid
receptornak jelen kell lennie a kozponti idegrendszerben. A receptor szerkezetének

leirasa, klonozédsa human ¢és patkany mintakbdl roviddel ezt kdvetden megtortént, mely
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az egyes tipust kannabinoid receptor (CB1R) elnevezést kapta (21-23). Egy évvel késébb,
1991-ben autoradiografiai modszerrel sikerilt a receptor jelenlétét lathatova tenni
patkany kozponti idegrendszerben, mely jelent0s denzitast mutatott, igy makroszkoposan
is jol megfigyelhet6 volt (24). Ezt kovetéen Sean Munro cambridge-i laboratériumaban
felfedezték egy tovabbi kannabinoid receptor jelenéltét (kettes tipusu kannabinoid
receptor, CB2R) makrofagokon a lép marginalis zonajaban és ekkorra mar bizonyossa
valt, hogy mindkét receptor a 7 transzmembran doménnel rendelkezé G-fehérje kapcsolt
receptorok csaladjaba tartozik (25). A kannabinoid receptorok felfedezését kovetben a
kutatdsok fokuszpontja a lehetséges endogén receptor agonistak keresése felé fordult.
Valoszinttlennek tiint ugyanis, hogy a felfedezett receptorok bioldgiai funkciot kizardlag
az exogén kannabinoidokkal szemben mutatnak. Az els6 bizonyitékok, ilyen az eml6s
szervezet altal szintetizalt endogén kannabinoidok, vagyis az endokannabinoidok
létezésére a Mechoulam vezette laboratorium szolgaltatta: a sertés agyszovetbol izolalt
N-arachidonoil-etanolamin, az els6 ismert endokannabinoid, a CB1R parcialis agonistéja,
az anandamid (AEA) nevet kapta (26). Roviddel ezt kovetden, 1995-ben két egymastol
fuggetlen laboratorium leirt egy teljes CB:R agonista endokannabinoidot, a 2-
arachidonoil-glicerint (2-AG) (27, 28).
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1. Abra Az 1950 és 2017 k6tott megjelent kannabinoid témaju kozlemények szama. Z6ld haromszog
szimboélummal jeldlve a kannabinoid kutatas , mérfoldkovei”: 1964 — a A>-THC kémiai szerkezetének
leirdsa; 1990 — a CB1R kldnozésa; 1992 — az AEA felfedezése; 1993 — a CB2R kimutatasa a lépben; 1995 —
a 2-AG felfedezése. Felhasznalt adatbazis: MEDLINE (PubMed), keresési targysz6 (Medical Subject
Headings, MeSH): cannabinoids, keresés ideje: 2018.aprilis 12.
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E roviden dsszefoglalt harom évtizedes kutatomunka képezi a kiindulépontjat a ma
is zajlo endokannabinoid kutatdsoknak és a lipid természetli neurotranszmitterek
vizsgalatainak. Az emlitett Kkutatdsok eredményei mara megkérdéjelezhetetleniil
hozzajarultak az idegi milkodés szabalyozasaban fundamentalis szerepet betoltd
endokannabinoid rendszer megismeréséhez, valamint a retrograd szinaptikus

neurotranszmisszion alapuld szabalyozasi lehetdségének feltéréképezeséhez.

1.1.2. Az endokannabinoid rendszer elemei a kbzponti idegrendszerben

A kozponti idegrendszerben az endokannabinoid rendszert mai felfogasunk szerint
az endokannabinoid receptorok (CBiR, CB2R) és az ezeken biologiai hatast kifejtd

endogen ligandok alkotjak, kiegészillve az endokannabinoidok szintéziséhez és

= sz

1.1.2.1. Az endokannabinoid receptorok

A CB:1R a 7 a-helikalis transzmembran doménnel rendelkezé G-fehérje kapcsolt
receptorok (GPCR) szupercsaladjaba, azon bellil a rodopszin-szerii receptorok osztalyaba
tartozik (2. abra). A kozponti idegrendszerben nagy mennyiségben, szinte valamennyi
agyterlleten (Isd. részletesen az 1.1.3-as fejezetben) megtalalhatdé GPCR, jelenleg két
splice variansa ismert (30, 31). A receptort 472 aminosav épiti fel, 116 aminosavbdl all6
N-terminalisa extracellularisan lokalizalédik, melynek alapveté szerepe van a receptor
biogenezisében, valamint a sejtmembanba val6 régzilésében (32). A CB1R-t kddold
CNR1 gén evolucidsan konzervalt, gerinces és egyes gerinctelen fajokban is megtalalhato
(33-35). A vandorpatkany (Rattus norvegicus) és a hazi egér (Mus musculus) CB1R-t
kodolo génjének terméke 97-97%-0s aminosav szekvencia homoldgiat mutat a human
CB1R gén termekével, de mindkét ragcsalé faj esetén a receptor teljes aminosav szama
473 (33, 36). A kannabinoid receptorok evolucios eredetiiket tekintve feltételezhetden az
ujszajuak (deuterostomata) kladjaban jelentek meg els6ként, ugyanis ortolog kodolo
szekvenciaik még nincsenek jelen az 6sszajuak (protostomata) kozé tartozo ecetmuslica
(Drosphila melanogaster), ill. a fonalféreg Caenorhabditis elegans genomjaban (34),
azonban mar megtalalhatéak a Ciona intestinalis Ujszaju, gerinchuros aszcidia fajban

(37). A CB1R képes homodimerek kialakitasara és heterodimereket képezni D2 dopamin
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receptorokkal, opioid receptorral, azonban e receptor komplexek funkcioi részleteiben
nem ismertek (38, 39).

2. Abra A human CBiR szerkezete komplexben az antagonista AM6538-cal a receptor
kotéhelyén. A receptor 7 a-helikdlis transzmembran doménjét (I-V11) 3-3 extracelluléris (ECL) és
intracelluléris (ICL) hurok kot éssze, a receptort emellett egy tovabbi amfipatikus helix alkotja (V1I1).
ECL2/3: extracellularis hurok 2 és 3; ICL1/2: intracellularis hurok 1 és 2; N-term: N-terminalis; romai
szamok: a-hélix domének. Az &brazolds modja miatt az ICL3 és az ECL1 nincsen jel6lve. Forras: Tian
Hua és munkatarsai. Crystal structure of the human cannabinoid receptor CB 1. Cell, 2016, 167.3: 750-
762.

A CB:2R szintén a 7 a-helikalis transzmembran doménnel rendelkezé GPCR-ek
szupercsaladjaba tartozik, a CNR2 gén kddolja, 360 aminosavbél épul fel és 68%-0s
aminosav szekvencia homoldgiat mutat a CBiR transzmembran doménjeihez
viszonyitva, ill. 44 %-os homoldgiét a teljes CB1R aminosav szekvenciara vonatkoztatva
(25, 40). A CB:2R nagy szamban expresszalodik az immunrendszer sejtes elemein, mint
pl. B- és T-limfocitdkon, NK-sejteken, makrofagokon, illetve monocitakon (40, 41). A
kdzponti idegrendszeren kivil megtaldlhatd szamos sejttipuson, Ugymint az erek
simaizom sejtjein, majban a Kuppfer-sejteken, az enteralis idegeken, csontszévetben
oszteoklaszokon ¢és a boOrszovetben is (42). A receptor expresszidja a kozponti
idegrendszerben hosszi idon at kérdéses volt, elséként jelenlétét az idegszdovetre
specifikus makrofagokon, a mikroglia sejteken sikerilt igazolni (43). A megfelel antitest
hianyaban az immunhisztokémiai eljarasok megbizhatdésaga a receptor neuronalis
jelenlétét illetéen évekig bizonytalan maradt (44). Jelenlegi ismereteink szerint ugyan a

CB1R-nél joval kisebb mennyiségben, de jelen van a CB2R neuronokon a ventralis
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tegmentalis area-ban, az agytdrzsben, a hippokampuszban, a kéregben, a stridtumban és
az amigdalaban (45). A szakirodalom a CB2R-t alapvetden az immunrendszer
receptoraként tartja szamon, és noha mara jelenléte a kozponti idegrendszerben biztosnak
tekinthetd, jelen disszertacido nem részletezi tovabb neuronalis funkcioit, mert az ehhez
szukséges szakirodalmi konszenzus egyelére hianyzik, e teriilet ma is intenziv kutatas
alatt &ll. Ezzel szemben a CB1R szerepe az idegi folyamatokban behat6an ismert és a
disszertacio szempontjdbol a CB1R magatartas neurobioldgiai szerepe tekinthetd

relevansnak.

1.1.2.2. Az endogén CB:R ligandok: az anandamid és a 2-arachidonoil-glicerin

Az AEA és a 2-AG egyarant lipid természetii, arachidonsav tartalmd molekulak,
elébbi az N-acil-etanolaminok, utébbi a monoacil-glicerinek csoportjaba tartozik (3.
abra). Az AEA a CB:R parciélis agonistaja, mennyisége a kdzponti idegrendszerben
nagysagrendileg ezredrésze a teljes CB:R agonista 2-AG-nak (46). Mindkét
endokannabinoid  szintézisének  kezdOpontjat a  sejtmembranban  taldlhato
glicerofoszfolipidek adjak, de szintetikus Utjuk és a szintézisbe bevont enzimek eltéréek.
A szintézis helye, vagyis a sejtmembran kozvetlen kdrnyezete azért nagy jelentdségii mert
az endokannabinoidok un. ,,on demand” maoddon, vagyis sziikség szerint, akkor és ott
jonnek létre mikor a posztszinaptikus idegsejt a szintézist inicializal6 elektromos és
kémiai szignalokat a szinapszisban megkapja (47). Az endokannabinoid kutatasokban az
,,on demand” szintézis egyfajta dogmava valt azonban a legujabb eredmények szerint az
anandamid képes lipidcseppeknek (adiposome, mas néven lipid droplet) nevezett
intracellularis kompartmentekben akkumulalodni ill. specifikus AEA kot fehérjék
kozremuikodésével a sejten beliil szallitodni (48-50). Feltételezik tovabba, hogy a 2-AG
szintézise sem kizarolag ,,on demand” torténhet, ugyanis a szintézishez szikseges diacil-

glicerol-lipaz-a (DAGL-a) enzim intracellularis lokalizacioja heterogén (51-53).
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ANANDAMID 2-ARACHIDONOIL-GLICERIN

CH,

(@]

3. Abra Az anandamid (balra) és a 2-arachidonoil-glicerin (jobbra) 2D-s szerkezeti rajza.

Forras: http://www.guidetopharmacology.org

1.1.2.2.1. Az anandamid szintézise és lebontasa

Az anandamid szintézise tobb kozos lépést mutat mas, szintén az N-acil-
etanolaminok (NAE) csaladjaba tartoz6 molekulakkal pl. a palmitoil-etanolamid és az
oleoil-etanolamid bioszintetikus Gtjdval. Utobbiak azonban nem fejtenek ki az
endokannabinoidokra jellemz6 élettani hatast. A NAE-k szintézisének modjat Schmid és
munkatarsai irtak le, mely két f6 enzimatikus 1épésébdl all (4. abra) (54). Els6 1épésben a
foszfatidil-etanolamin N-acilacéja torténik az N-acil transzferdz (NAT) enzim Aaltal,
létrehozva N-acil-foszfatidil-etanolamint (NAPE) termékként. Mésodik 1épésben NAPE-
t hidrolizélja az erre a molekulara specifikus foszfolipaz-D (NAPE-PLD), mely NAE-t
ad termekil (55). Di Marzo bizonyitotta, hogy az anandamid szintézise is ezen az
utvonalon halad, prekurzor molekulaként az N-arachidonoil-fosztatidil-etanolamin
(NArPE) kerult meghatarozasra (56). NArPE a sejtmembranban lokalizalodo
arachidonsav tartalmu foszfolipidekbdl jon 1étre, mely folyamatot a membranhoz kotott,
Ca?* szignal fliggé NAT enzim katalizal (57). A NAPE szintézis emellett megval6sulhat
egy masik, Ca®* fiiggetlen mddon aktivalddé NAT enzim révén (57, 58). A legjobban
ismert és legfontosabbnak tartott NAPE-PLD enzimatikus ut mellett tovabbi négy,
NAPE-PLD fuggetlen modja ismert az AEA szintézisének: 1.) NAPE-bol kiindulva
ABDH4 enzim altal termelt glicerin-foszfo-AEA-b6l a GDE1 foszfodiészteraz
aktivitasaval AEA keletkezik (59); 2.) NArPE foszfolipdz-C fiiggé modon foszfo-AEA-
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da alakul, melyet a PTPN22 tirozin fosztataz enzim AEA-da hidrolizél (60); 3.) PLA2
enzimatikus aktivitasa &ltal lizo-NAPE jon létre NArPE-bol, melyet lizo-foszfolipaz-D
(lizo-PLD) AEA-da hidrolizal (61); 4.) keletkezhet anandamid NAPE-PLD fiiggd és
flggetlen mddon is N-acil-etanolamin plazmalogénbél (NAEp) (62). Az ismert
szintetikus utak egy része in vitro kerult megfigyelésre, azonban NAPE-PLD és GDE1
génkiutott egerekben a két enzim hianya nem eredményez teljes AEA hianyt, tehat
feltételezhetéen miikddnek az in vivo egyelére nem bizonyitott szintetikus Gtvonalak is
(59).

Szintézis ABHD4 — Oxidacia
m S Cyt PASO
N
ABHD4 izo-PLD GOE! J /
COX-2
S

PTPNZ2 Hidrolizis
AL \izuFLB
foszfo-AEA FAAH-1 arachidonsav
E FAAH-7 + gtanolamin
NAPE-PLD NAAA
m ABHD4

JIntracelluldris tér sPLAZ

4. Abra Az anandamid szintézisének (z6ld héttéren) és lebontasanak (sarga és kék héttéren)
ismert Gtvonalai. AEA: anandamid; NAT/INAT: Ca?* fliggd/fiiggetlen N-acil transzferaz;
NAPE: N-acil-fosztafidil-etanolamin; NArPE: N-arachidonoil-fosztatidil-etanolamin; NAPE-
PLD: NAPE specifikus foszfolipdz-D; PLC: foszfolipaz-C; PTPN22: nem receptoridlis protein
tirozin foszfataz 22; PLA2: foszfolipaz-A2; ABHD4: o/B-hidrolaz 4; lizo-PLD: lizo-foszfolipaz-
D; GDELZ: glicero-foszfodiészter foszfodiészteraz 1; NAEp: N-acil-etanolamin plazmalogén;
SPLAZ2: szekretalt foszfolipdz-A2; Cyt P450: citokrom P450; COX-2: ciklooxigenaz-2; LOX:
lipooxigendz; EETs-EA: epoxi-eikozatrién-etanolamid; HAEA: hidroxi-anadamid; FAAH-1/-2:
zsirsav-amid-hidrolaz 1/2; NAAA: NAE-sav-amidaz.

Az AEA lebontdsa torténhet hidrolizissel arachidonsavra és etanolaminra ill.
oxidacioval kilonféle termékekre (4. bra). A hidrolizisért a kozponti idegrendszerben a

zsirsav-amid-hidrolaz (fatty acid amid hydrolase, FAAH) enzim egyes izoformaja felel
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(FAAH-1), mig a kettes izoforma (FAAH-2) szamottevé mennyiségben a periférian van
jelen, de ragcsalé fajokban utobbi nem expresszalodik (63-66). Ehhez hasonldan a NAE-
sav-amidaz (NAAA) enzim szintén hidrolizélja az AEA-t, de a tiidében, 1épben,
pajzsmirigyben expresszalddik (67). Lipooxigenazok (LOX), a ciklooxigenaz-2 (COX-
2) valamint a citokrom Paso szupercsalad egyes tagjai (pl.: CYP3A4, CYP4F2) képesek
kiilonboz6 biologiailag aktiv molekulakka oxidalni AEA-t (68, 69). Az AEA kétféle
lebontasi Gtvonala kdzott visszacsatolasi mechanizmus miikodik: a lipooxigenazok altal
AEA-bdl létrehozott kilonféle hidroxi-anandamid (HAEA) molekuladk a FAAH
kompetitiv inhibitorai, ill. egyik tipusuk a 15-HAEA a NAPE-PLD aktivatora (70).
Farmakologiai megkozelitésbdl az AEA szintézisének gatlasa a parhuzamosan mik6dé
szintetikus utak miatt nehezen megoldhat6. Ezzel szemben a fokozott AEA tdnus

kialakitasa a FAAH enzim gatlasan keresztul hatékonyan megvalésithato (71).

1.1.2.2.2. A 2-AG szintézise és lebontasa

A 2-AG képzddés legjobban ismert és elsddlegesnek tekintett bioszintetikus utja
elvalaszthatatlan a posztszinaptikus idegsejt depolarizacidjatol. Posztszinaptikusan a
periszinaptikus gytriiben elhelyezkedd Ggqui1 jelatviteli utat inicializdl6 metabotrép
glutamatreceptorok (pl. mGluS) aktivalodasanak hatdsara azok o alegysége miikdodésbe
hozza a foszfolipaz-C enzim P izoformajat (PLC-B), mely az arachidonsav tartalmu
foszfatidil-inozitol molekulakat (elsdsorban a fosztatidil-inozitol-4,5-biszfoszfatot
(PIP2)) inozitol-1,4,5-trifoszfatta (IP3) és diacil-glicerolla (DAG) hidrolizélja (5. abra)
(57, 72-74). A 2-AG szintézisét DAG-bAI a diacil-glicerol lipdz (DAGL) enzim végzi,
mely szintén jelen van a posztszinaptikus denzitasban (75). E makromolekularis komplex
Iétrehozasahoz a posztszinaptikus strukturfehérje, a Homerz, elengedhetetlendil sziikséges
(76). A PLC-B izoformai koziil a hippokampalis idegsejtekben PLC-B1, a kisagy Purkinje
sejtjeiben PLC-B2 van jelen (77, 78). Emellett DAG képzddhet foszfatidilsavbol
foszfohidrolaz enzimaktivitas eredményeként (79). DAGL-nek szintén két izoforméja
ismert, melyek térben szegregéltan helyezkezdnek el: a DAGL-a legnagyobb
mennyiségben a plazmamembranhoz kotétten, mig a DAGL-p intacellularis membranok
mentén van jelen (75, 80). A két izoforma koziil a retrograd jelatvitelért felelés 2-AG-t a
DAGL-a szolgaltatja, melyet nem csak térbeli elhelyezkedése igazol, de DAGL-a KO
egerek 2-AG termelésenek 80 %-kal valo visszaesése is (81). 2-AG létrejohet DAG-t0l
fuggetlen modon, mely esetben foszfatidil-inozitolbdl foszfolipdz-Al (PLA:) lizo-
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foszfatidil-inozitolt (Lizo-PI) képez. Utdbbibdl a PLC 2-AG-t ad termékul (82). Egy
tovabbi szintetikus utat Nakane és munkatarsai irtak le, mely esteben 2-arachidonoil-
glicerin-3-foszfatbol (2-AG-3P) foszfatdz enzimaktivitassal jon 1étre 2-AG (83).

[xidacia

- COX-2
LOX m
(D

\Hidrnll’zis
% MAGL arachidonsav
ABHDG + glicerin

ABHDIZ

2 Intracelluléris tér

5. Abra A 2-AG szintézisének (zéld hattéren) és lebontasanak (sarga és kék hattéren) ismert
Utvonalai. PLA;: foszfolipaz-Al; Lizo-Pl: lizo-foszfatidil-inozitol; PLC: foszfolipaz-C; PLC-f:
foszfolipdz-C B izoforma; DAG: diacil-glicerol; DAGL: diacil-glicerol-lipdz; 2-AG-3P: 2-
arachidonoil-glicerin-3-foszfat; COX-2: ciklooxigenaz-2; PG-G: prosztaglandin-glicerinészter;
LOX: lipooxigendz; HETE-G: hidroxi-eikozatetraénsav-glicerinészter (masnéven: hidroxi-
arachidonsav-glicerinészter); MAGL: monoacil-glicerol-lipdz; ABHD6/12: o/B-hidrolaz 6/12.

A 2-AG lebontasa az AEA-hoz hasonldan torténhet hidrolizissel és oxidacidval (5.
abra). A kozponti idegrendszerben a 2-AG arachidonsavra és glicerinre térténd bontasat
hidrolizissel elsddlegesen a monoacil-glicerol-lipdz (MAGL) enzim végzi (84). Az
MAGL a 2-AG mintegy 85%-anak lebontasaért felelds, mig a fennmaradé mennyiség
MAGL fuggetlen hidrolizisét az ABHD12 (o/B-hidrolaz 12; ~9%), ABHD6 (o/B-hidrolaz
6; ~4%) és FAAH (~2%) enzimek végzik (85). A FAAH enzim 2-AG lebontasbhan
betoltott csekély szerepét tdmasztja ala, hogy FAAH KO egerek 2-AG szintje valtozatlan
marad a kdzponti idegrendszerben (86). A 2-AG oxidativ lebontasat LOX és COX-2
enzimek végzik (87, 88). A COX-2 altal a 2-AG-bdl létrehozott prosztaglandin
glicerinészter a 2-AG-val ellentétes hatast kifejtve fokozza hosszutavd szinaptikus
potenciaciot (89). A 2-AG szintézise gatolhato tetrahidrolipsztatinnal, mig lebontasanak

géatlasa leghatékonyabban a MAGL enzim inhibiciojaval valosithaté meg (90, 91).
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1.1.3. ACB:R, a FAAH és a MAGL anatomia lokalizacioja az agyban

A CB:1R a kdzponti idegrendszerben nagy denzitasban expresszalodé fehérje ezért
a konnyebb attekinthetdség érdekében tablazatos formaban foglalom 0Ossze az eltérd
felbontoképességii deskriptiv neuroanatomiai modszerekkel (autoradiografia, in situ
hibridiz&cid, antitest alapu immunhisztokémiai jelolések) feltérképezett CBiR-t
expresszalé agyterileteket és sejttipusokat, melyek esetén nem kizarolag Herkenham
autoradiografiai munkaja all rendelkezésunkre (24). Emellett, ahol a megfeleld irodalmi
adat rendelkezésre allt feltlintettem az anandamid és a 2-AG lebontasaért felelds két

legfontosabb enzim, a FAAH és MAGL anatomiai lokalizaciojat is (1. tAblazat).

Az 1. tablazatban felsoroltakbdl lathatd, hogy kivétel nélkil, az agy mindegyik
elé6fordul principalis neuronokon és GABAerg interneuron tipusokon is, de a kéregben
kizardlag CCK-pozitiv, mig a bazélis ganglionokban parvalbumin pozitiv
interneuronokon van jelen. A principalis sejtek ugyan gyengébb intenzitasi expressziot
mutatnak, de szamuk a kozponti idegrendszerben egy nagysagrenddel nagyobb az
interneuronokénal. A szinaptikus transzmisszidban funkciondlisan aktiv CBiR
szubcellularisan az  axonterminalisok  plazmamembranjdban  preszinaptikusan
helyezkedik el (75, 124). Az anandamid hidrolizisét végz6 FAAH posztszinaptikusan
lokalizalodik, mig a 2-AG hidrolizisért felelds enzimek koziil a MAGL preszinaptikusan,
az ABHDG6 posztszinaptikusan, mig az ABDH12 mikroglian mutat expressziot (64-66,
133).
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1. Tablazat A CB; receptor, a FAAH és a MAGL enzimek lokalizacioja a kézponti idegrendszerben.

Az eCB rendszer funkcionalis egységet alkot, igy a CB1R jelenléte feltételezi az eCB bontd enzimek

expresszidjat is, noha utébbiak nem minden itt felsorolt agyteriileten keriiltek meghatarozasra.

CB1R FAAH és MAGL
Alrégio es/vagy Alrégio és/vagy Ref
Regio o Ref. o '
sejttipus sejttipus
area postema, vagus
dorzélis motoros
o FAAH és MAGL:
magjai, nucleus tractus . .
o nuclei  vestibulares, | (gg)
Myelencephalon | Nyultveld solitarius  (subnucleus | (92-95) . ]
i ) nuclei olivares
gelatinosus és L
o . inferiores
medialis), dorzalis
cochleéris mag
FAAH: Purkinje
. ) sejtek, szemcsesejtek,
kisagy kéreg stratum . .
kisagyi magok
moleculare,  stratum (65
MAGL: stratum '
) granulosum,  parallel 102-
Metencephalon | Kisagy . (97-101) moleculare-ban
rostok (granula sejtek 106)
o o végz6do axon
axonjai), kosarsejtek, o
o terminalisokban,
kaszorostok ) f s
parallel  és  kuszo
rostok terminalisai
pars  reticulata, de
vitatott, valdsziniileg az
Substantia nigra | ide érkez8 kozepesen | (99, 105, | FAAH:  mérsékelt | (10p)
tliskés neuronok | 107-109) | jel616dés
axontermindlisai adjak
a jelolédést
preszinaptikusan
Ventralis GABAerg és
. (110)
Mesencephalon | tegmentalis area | glutamaterg
axonterminalisokon
Periakveduktdlis | elsésorban a dorzélis
L (100, 111)
sziirkeallomany régidban
Formatio
. . (101)
reticularis
(101, 111, | FAAH: median és
Raphe magok _ (105)
112) dorzalis raphe magok
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1. Tablazat méasodik része A CB; receptor, a FAAH és a MAGL enzimek lokalizaciéja a kdzponti

idegrendszerben.

CBiR

FAAH és MAGL

Régi6

Alrégio es/vagy

sejttipus

Ref.

Alrégio eés/vagy

sejttipus

Ref.

Hipotalamusz

Diencephalon

n. arcuatus, n.
paraventricularis, n.
ventromedialis, n.
dorsomedialis,
eminencia mediana
extrernalis  zonaja,
lateralis
hipotalamikus area

(113,
114)

Talamusz

nucleus habenularis

lateralis, anterior
dorzélis talamikus

mag, retikularis mag

(100,
109, 114)

FAAH: szdmos (~13)
talamikus magban
MAGL: nuclei anteriores

thalami

(84,
99,

105,
106)

Dorzélis

striatum

nucleus caudatus,

putamen, globus
pallidus, kdzepesen
tuskés neuronok,
parvalbumin pozitiv
interneuronok,
serkentd
kortikostriatalis

afferensek,

(99, 100,
115-118)

FAAH: oligodendrocitak

(105)

Ventralis

Telencephalon | striatum

nucleus accumbens,

kdzepesen tliskés
neuronok,
parvalbumin pozitiv

interneuronok

(117,
119)

MAGL: n. accumbens

(84)

Medialis

striatum

bazélis és medialis
szeptum, nucleus of
band,
pallidum,

the diagonal
ventralis
substantia
innominata,
szeptohippokampalis

kolinerg sejtek

(109,
114, 115,
120, 121)

FAAH: bazalis el6agy
kolinerg sejtjei, lateralis
szeptum, triangular septal

nucleus

(105,
120)
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1. Tablazat harmadik része A CB; receptor, a FAAH és a MAGL enzimek lokalizacidja a kdzponti

idegrendszerben.

CBiR

FAAH és MAGL

Alrégid
Régid és/vagy

sejttipus

Ref.

Alrégio és/vagy sejttipus

Ref.

CCK-pozitiv
GABA-erg
interneuronok,
glutamaterg
principalis
neuronok,
CB:R

expresszio

Amigdala

mindegyik
magban, de
eltéré

mennyiségben

(114,
122-
124)

FAAH: lateralis, bazolateralis,
bazomedialis magok
MAGL: preszinaptikusan  CCK-
pozitiv GABA-erg interneuronokban a
bazolateralis magban

(105,
108,
123)

CCK-pozitiv
koséarsejtek és
Schaffer
kollaterélis
asszocialt
Telencephalon interneuronok
a
hippokampusz
piramis
sejtjeinek
Hippokampalis rétegébe? -és :
formaci molekuléris
rétegben, ill. a
gyrus
dentatusban a
granula sejtek
rétegének
alapjanal,
piramissejtek a
CAl és CA3
rétegidkban,
gyrus dentatus

mohasejtjei

(47,
75,
99,
114,
125-
129)

FAAH: piramissejtek szomaja és
proximdlis dendritjei, gyrus dentatus
granula sejtjei (utdbbi csak egérben)

MAGL: granula sejtek és
piramissejtek axonterminalisai a CA3

régidban

(65,
84,

104-
106)
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1. Tablazat negyedik része A CB; receptor, a FAAH és a MAGL enzimek lokalizaciéja a kézponti

idegrendszerben.
CBiR FAAH és MAGL
Alrégio és/vagy Alrégio és/vagy
Régi6 g Ref. g Ref.
sejttipus sejttipus
neocortex egész teriiletén,
] ) | (99- | FAAH: neocortex 1-es
de kiemelten: cingularis ]
) 101, | rétegének kivételével
kéreg, homloklebeny, ) (84
. 109, | minden rétegben, legtdbb '
szomatoszenzoros  Kéreg, ) 105
Agykéreg ) 114, | az 5. rétegben; '
motoros  kéreg, CCK- 106)

B o 115, | piramissejtek
pozitiv  kosarsejtek, a

. 130- | MAGL: neocortex 4, 5, 6-
glutamaterg piramissejtek

Telencephalon 132) | os rétegeiben
~49 szazaléka

Bulbus bulbus olfactorius: granula FAAH: bulbus
olfactorius, sejtek rétege, plexiform | (99, olfactorius, nervus (105,
olfaktoros réteg; nucleus olfactorius | 100) | olfacotorius, mitralis 106)
magok anterior sejtek, piriform kéreg

1.1.4. A CB1R-hoz kotott szinaptikus jelatvitel

A Gijo GPCR-ek csaladjaba tartoz6 CB1R aktivacidjanak hatasara az adenilat-ciklaz
(AC) miikodése gatlas ala keriil, igy csokken a CAMP termelddése (13, 134). A csokkent
cAMP mennyiség kdvetkeztében a cAMP-fiiggé protein kinaz-A (PKA) miikodése
mérséklddik. Ennek kovetkeztében K* csatornak defoszforilalodnak (aktivalédnak) és az
axonterminalis hiperpolarizalodik, mely membranpotencial valtozas meggatolja a
preszinaptikus neurotranszmitter felszabadulast (135, 136). Egyes esetekben a receptor
aktivacio azonban a cAMP szintjének emelkedésével jarhat, melynek oka lehet eltéréd AC
izoformdk vagy D2 dopamin receptor jelenléte (137, 138). Kannabinoid receptor
aktivacio hatasara dsszességében preszinaptikusan 1.) zardédnak az N-, R- és P/Q-tipusl
fesziiltségfiiggd Ca?* csatornak (139, 140); 2.) a fent ismertetett modon nyilnak a GPCR
kapcsolt befelé egyeniranyit6 K™ csatornak (141); 3.) aktivalddik a mitogén-aktivalta
protein kinaz (MAPK) (142); illetve 4.) a PI4K/Akt jelatviteli 0t (143). A receptor

deszenzitizacioja B-arresztinhez kototten zajlik (144).
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Az endokannabinoidok un. retrograd jelatvitelt valositanak meg, mely értelmében
a posztszinaptikusan felszabadulé endokannabinoidok a preszinaptikus membranban
elhelyezked6 CBiR-on fejtik ki biologiai hatdsukat meginditva a bemutatott
szignalizacids utakat. A neuronok kozo6tti kommunikacio e formajat akkor ismerték fel,
mikor a posztszinaptikus idegsejten kivaltott depolarizacié csokkentette a
preszinaptikusan felszabaduld neurotranszmitter mennyiségét (145, 146). A jelenség
gatlo6 (depolarisation-induced supression of inhibition, DSI) és serkent6 (depolarization-
induced suppression of excitation, DSE) szinapszisokban is megfigyelheté volt és az
endokannabinoidok szerepét e folyamatban sikerllt bizonyitani (98, 147, 148). E
retrograd modulatoros hatas révén a neuronok képesek a sajat bemeneteiket szabalyozni,
csokkenteni a szinaptikus résbe keriild6 GABA és glutamat mennyiségét. Az eCB jelatvitel
jelentdségét tovabb novelték azok a bizonyitékok, mely szerint ezen endokannabinoid
alapu szignalizacionak alapveté szerepe van rovid- és hosszutavu, valamint a tuzelés
id6zitésétdl fiiggd szinaptikus depresszid kivaltdsaban, ezaltal a szinaptikus plaszticitas

szabalyozasaban hetero — és homoszinaptikusan egyarant (6. és 7. Abra) (149-151).

Preszinaptikus neuron 6.  AbraEndokannabinoid  altal
medidlt rovid tava szinaptikus
depresszio
Posztszinaptikus membran

depolarizacié, fesziiltségfiiggd Ca?*
csatornan (VGCC) at Ca?* bearamlas
torténik. A megemelkedett Ca?* szint
hatdsara megindul a 2-AG szintézis
diacil-glicerol-lipaz  alfa (DAGL-q)
enzim Altal. 2-AG szintézist kivalthat
tovabbé 1. csoportba tartozé metabotrop
glutamét receptor (I mGIuR) aktivacio
is, foszfolipdz-C béta (PLC-B) enzim
kozremitkodésével. A felszabaduld 2-
AG a preszinaptikusan elhelyezkedd

CB1R-on fejti ki hatasat, mely G-fehérje
VGCC I mG|UR 2_AG medialt modon gatolja a VGCC nyitast,
ezaltal Ca** hianyaban a
neurotranszmitter  tartalmd  vezikula
Urdlése nem megy végbe. (Az abra
eredetije: Pablo E. Castillo és

munkatarsai., Neuron. 2012 Oct 4;
76(1): 70-81.)

Posztszinaptikus neuron
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A B

Homoszinaptikus Heteroszinaptikus
LTD LTD

Preszinaptikus
axonterminalis

| mMGIuR

Posztszinaptikus
neuron

7. Abra Endokannabinoid &ltal medialt hossz( tavu szinaptikus depresszio

(A) Preszinaptikus depolarizacié hatasara glutamat (Glu) Gril a szinaptikus résbe, mely
posztszinaptikusan |. csoportba tartozé metabotrop glutamat receptoron (I mGIuR) hatva 2-AG szintézist
eredményez foszfolipdz-C béta (PLC-B) és diacil-glicerol-lipaz alfa (DAGL-a) enzimaktivitason
keresztil. 2-AG a homoszinaptikus glutamaterg terminalison hatva G-fehérje kapcsolt médon gatolja az
adenilat-ciklaz (AC) mitkodését, ezaltal a protein-kinaz A (PKA) aktivitdsa gatlodik és glutaméat (Glu)
neurotranszmitter felszabadulds csokken. (B) Preszinaptikus CB1R aktivacio gatolja az adenilat-ciklaz
(AC) milkddését, ezaltal a protein-kinaz A (PKA) aktivitasa gatlodik. Ezzel egyiddben a Ca?* szenzitiv
foszfatdz kalcineurin (CaN) aktivalodik es egy eziddig nem meghatarozott célmolekula (T)
aktivalodasaval gatlas ald keril a gamma-amino-vajsav (GABA) neurotranszmitter felszabadulds. A
folyamatban Rab3B és RIM1a, a preszinaptikus aktivzona fehérjéi is részt vesznek. (Az &bra eredetije:
Pablo E. Castillo és munkatarsai., Neuron. 2012 Oct 4; 76(1): 70-81.)

1.2. Farmakoldgiai manipulécidk tipusai az endokannabinoid jelatvitel

funkcidinak felderitésére

A CB1R és endogén ligandjainak bizonyitott jelenléte a kdzponti idegrendszerben
valtottak ki az igényt a megfeleld farmakologiai dgensek 1étrehozasara annak érdekében,
hogy az endokannabinoid rendszer élettani szerepe részleteiben felderithetévé valjon.
Farmakologiai megkdzelitésbdl az endokannabinoid jelatvitel befolydsolasa két f6
maodon torténhet: a kannabinoid receptor aktivaciojanak szabalyozasa (pl.: receptor
agonista, antagonosita, allosztérikus modulator) vagy az endogen ligandok

metabolizmusanak (szintézis, degradacio, transzport) manipuléalasa révén. E két tipusba
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sorolhaté farmakologiai manipuldciok eltérd hatést fejtenek ki, ezaltal eltérdé funkciok
felderitésére alkalmasak. A receptor aktivalodasanak kivaltasaval vagy géatlasaval
megismerhetéek a CBiR-ra jellemz6é specifikus hatdsok. Ezzel szemben az
endokannabinoidok metabolizmusanak manipulalasaval, pl. az AEA, a 2-AG
lebontésdnak géatlasaval vagy az AEA visszavétel gatlasaval az endokannabinoidokra
jellemz6, nem feltétlenul CB1R-on megvaldsulo ligand specifikus hatasok derithet6ek fel.

A két megkozelitési mod legfontosabb képvisel6i az aldbbiak:

1.2.1. CB:R specifikus manipulaciok

A nem szelektiv, eltérd tipusu kannabinoid receptorokon is bioldgiai hatést kifejto
molekulakat a klasszikus kannabinoidok, nem klasszikus kannabinoidok, aminoalkil-
indolok és eikoszanoidok csoportjaiba soroljuk (13). Klasszikus kannabinoidoknak
nevezziik a Cannabis sativa-bol izolalt n6vényi eredetti ill. az anal6g molekulaszerkezetii
szintetikusan eléallitott dibenzo-piran tartalmu vegyiileteket (13). Ide soroljuk a A>-THC-
t és a HU-210-et. A>-THC a CB:R-nak és CB;R-nak egyarant parcialis agonistaja, de
elébbihez nagyobb affinitassal kot (152). A HU-210 CB1R és CB:R teljes agonistgja, a
AS-THC-nal potensebb hatast valt ki (153). Nem klasszikus kannabinoidoknak nevezziik
A®-THC jellemzden piran gyiirti nélkiili biciklikus analogjait (13). A legszélesebb korben
hasznalt nem klasszikus kannabinoid a CB1R és CB2R teljes agonista CP 55,940 (153).
A triciummal jel6lt CP55940-nel sikeriilt els6ként bizonyitani a kannabinoid receptor
jelenlétét a patkany idegrendszerben (20). Az aminoalkil-indolok csoportjaba tartozik a
teljes CB1 és CB: receptor agonista WIN55212-2, mely a HU-210-t61 és CP 55,940-t61
eltér6 moédon kotddik CBiR-hoz (154). Az eikoszanoidok kozé soroljuk az
endokannabinoidokat, mint az AEA, a 2-AG, noladinéter, virodhamin és az N-
arachidonoil-dopamin (155). Az AEA a kannabinoid receptorok mellett agonistaja a
tranziens receptor potencial vanilloid-1 ioncsatorna (TRPV1), GPR55, GPR18 (G-feheérje
kapcsolt receptor 55 és 18) receptoroknak, valamint a 2-AG agonistaként még a GPR55
receptoron fejt ki hatast (156-158).

Az egyes kannabinoid receptor tipusok specifikus élettani funkcidinak

megismeresehez elengedhetetlenil szlikséges volt receptor szelektiv ligandok

szintetizalasa. Ezzel a céllal olyan szelektiv CB1R agonistékat hoztak létre, mint az AEA
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analdg arachidonil-2-kloroetilamid (ACEA) és a arachidonil-ciklopropilamid (ACPA)
(159). A legismertebb, rendkivil potens CB1R antagonistat a rimonabantot (SR141716A)
1994-ben szintetizaltak (160). Emellett CB:R inverz agonista rimonabant analdégokat
hoztak létre, mint az AM251, AM-281, MK-0364 (161-163). Neutralis antagonistakat
fejlesztettek, melyek gétoljak az agonistdk receptorba torténd bekotddését, de nem
befolyasoljak a receptor spontén aktivitasat. llyenek molekuldk példaul az O-2554, O-
2050, LH-21, AM4113 és a NESS0327 (164-168). Mas megkozelitést alkalmaznak az
allosztérikus modulatorok, mint amilyen az Org 29647, Org 27759 és PSNCBAM-1 (169,
170). E molekuldk a primer (ortoszterikus) kot6helytol eltéréen, az allosztérikus

kotéhelyen kotédnek CB1R-hoz és a receptor konformaciojanak megvaltozasat valtjak ki.

1.2.2. Endokannabinoid metabolizmuson keresztili és ligand specifikus manipulaciok

A ligand specifikus endokannabinoid manipulécidok egyik modja az AEA
citoplazméba torténé transzportjanak gatlasa. Magat a transzport folyamatot az teszi
szlikségessé, hogy az endokannabinoidok inaktivacidja hidrolizissel és oxidacidval
intracellularisan torténik (171, 172). Az els6 AEA felvételt gatld molekula, az
acetaminofen (paracetamol) aktiv metabolitja az AM404-volt, mely nem fejt ki kozvetlen
hatast kannabinoid receptorokra (172, 173). Kés6bb azonban kideriilt, hogy az AM404 a
FAAH szubsztratja is, mely az AEA lebontaséért felel6s enzim, igy kompeticioba keriilve
az AEA-val csokkenti annak hidrolizisét, emellett TRPV1 receptor agonistaként is hat
(174, 175). AEA felvétel gatldk tovabba az UCM-707, VDM11, OMDM-2, AM1172,
azonban specifikussaguk az AM404-hez hasonléan nem teljeskori, eltérd intenzitassal,
de gatoljak FAAH enzim mtkodését (175-177).

A Dbiologiailag aktiv AEA mennyisége névelheté a lebontasaért felelés FAAH
enzim gatlasa révén. Az els6 FAAH gatlok fejlesztése a *90-es évek elején kezdddtek
meg, azonban e molekuldk FAAH-specificitasa nem volt kielégitd, mert a MAGL enzim
mitkodését is csokkentették. Ebbe a csoportba tartozik a protedz inhibitor fenil-metil-
szulfonil-fluorid (PMSF), a metil-arachidonil-fluor-foszfonat (MAFP), az AM347 (178-
180). Az elsé potens és szeletiv FAAH gatloszerek az OL-92 és PL-135 voltak, melyek
kompetitiv FAAH inhibitorok és in vivo analgetikus hatast fejtenek ki (181, 182). A
FAAH gatldszerek kozil a legszélesebb kdrben ismert és hasznélt szer az URB597 vagy
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méasnéven KDS-4103 (8. &bra). Az URB597 karbamilacio révén irreverzibilisen gatolja
FAAH enzim miik6dését nanomolos koncentracié mellett és nem szorit le ligandokat
CB:R-rol, tovabbé in vivo nem valt ki sem katalepsziat, sem hipotermiat (71, 183-187).
Potens FAAH-szelektiv gatloszerek meég emellett a PF750, JNJ40355003 és a PF-
04457845 (188-190). Az AEA lebontdsénak gatldsa torténhet a NAAA enzim
inhibiciojan keresztiil CCP-vel (N-ciklohexan-karbonil-pentadecilamin), azonban ennek
elsGsorban a periférias szovetekben van jelent0sége (67). Az AEA mellett legjobban
ismert masik eCB, a 2-AG szintje is novelhetd a lebontasaért elsédlegesen felelds enzim,
a MAGL miikddésének gatlasaval. Az els6 MAGL gatloszerek a nem specifikus szerin-
hidroldz inhibitor MAFP, PMSF voltak (191). A MAGL aktivitast gatolja tovabba az
RCH-80267 és tetrahidrolipsztatin is, azonban DAGL enzimen Kifejtett hatasuk miatt
nem tekinthetdk specifikusnak (90). Az els6 specifikus MAGL gatlo molekulaa URB602
volt, azonban mara szelektivitasa megkérddjelezodott (192, 193). Jelenleg az elfogadott
MAGL szelektiv inhibitorok a JZL184, JJKK 048 és a KML29 (8. abra) (91, 194).

-:/\‘ 0

8. Abra A URB597 (bal) és a JZL184 (jobb) 2D-s szerkezeti képe. Forras:
http://www.guidetopharmacology.org

A lehetséges farmakologiai beavatkozasok egy tovabbi médja az eCB-ok
keletkezésének géatlasa, azonban az eCB-ok nem egy kizarolagos biokémiai Uton
szintetizalodnak, igy e megkozelitési mod nem garantal teljes eCB hianyt. Feltehetéen
ezen okokbol kifolyolag igen kevés eszkoz all rendelkezéstinkre: az AEA szintézise

gatolhaté az egyben AEA visszavételt is gatld VDM-11-gyel NAPE-PLD inhibicion
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keresztlil, mig a 2-AG szintéziséért feleldés DAGL enzim miikodése gatolhatd
tetrahidrolipsztatinnal és O-3841-gyel (90, 195).

I.3. Az embdciok és a hozzajuk kotédé magatartasi  valaszok

endokannabinoidok altali szabalyozasa

A CB1R jelentds expressziot mutat olyan kortikalis és szubkortikalis agyteriileteken
egyarant (Isd. 1. tablazat), melyek az eméciok felismeréséért, az emociondlis valaszok,
az emocionalis magatartas kialakitasaért felelosek. A legfontosabb ilyen agyteriletek a
prefrontalis kéreg ventromedidlis, ventrolateralis és orbitofrontalis része, az anterior
cingularis kéreg, az amigdala, a hippokampusz, az anterior talamikus mag, a
hipotalamusz és a periakveduktalis szlrkedllomany (196-198). A jelentés emocionalis
komponenssel bir6 mentdlis zavarokban ezen agyteriiletek malfunkcidja figyelheté meg
(199-202). Ebbol kifolyolag, az endokannabinoid rendszer jelenléte a mentalis
zavarokkal Osszefliggésbe hozott agyteriileteken mar egy évtizeddel ezeldtt felvetette
lehet6ségként az endokannabinoid jelatvitel manipulalasat, mint potencialis terapias
megkozelitést e zavarok kezelésére, elsddlegesen a szorongisos zavarokkal ¢és
depresszidval kapcsolatban (203, 204). A fent felsorolt, az emocionalis magatartast
szabalyoz6 agyteriletekkel evoliciésan homoldg régidk azonosithatdak a ragcsalok
kdzponti idegrendszerében (205), ezért a lehetséges transzlacios értéket szem el6tt tartva
valaszokra a ragcsalékon végzett kisérletek szolgaltattak Kiterjedten vizsgélva a

szorongas-szerii magatartast, a megkiizdési stratégiat és a félelmi memoriat.
1.3.1. Endokannabinoid jelatvitel a szorongas-szer(i magatartas szabalyozasaban

A szorongas-szerii magatartast vizsgalo kisérletek eredményei szerint a CB1R gén
delécidja szorongd fenotipus megjelenését eredményezi (206-213). Erdekes madon a
CB1R-hoz kotott szignalizacio hianyanak e szorongds-szerii magatartast fokozo
(anxiogenikus) hatas bizonyos esetekben a kisérleti korilmények averzivitasatdl (pl.
fényerdsség) fliggben jelentkezett (213, 214). A CBiR antagonista rimonabant

crer

ki (213, 215-221). Azonban a rimonabant meglepé modon, alacsonyabb dozisban tortént
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alkalmazéasat kovetéen a szorongas-szerli magatartast csokkentette, anxiolitikus
hatasunak mutatkozott (222-225). A hatésok sokféleségét tovabb arnyalja, hogy ezen
bifazikus jelleg bizonyos esetekben nem jelentkezett és a rimonabant nem fejtett ki
semmilyen iranyu hatast a szorongas-szerii magatartasra (226-228). A szakirodalomban
olvashaté ellentmondésokkal kapcsolatban felmerilt, hogy a CB1R antagonizmus altal
kifejtett magatartdsi hatds nem Kkizéarolag az alkalmazott dozistol, de a Kkisérleti
koriilményektdl is fiigghet. Ezt a lehetséges magyarazatot tamasztjak ald egyéb CB1R
antagonistakkal végzett vizsgalatok, melyek kozel azonos dézisban, de a kisérleti
koriilményektdl fliggben anxiogenikus ill. anxiolitikus hatast is ki tudtak fejteni (208,
211, 229-232). Az ¢CB manipulaciok dozis és kisérleti kontextus fliggd hatasait a
szorongas-szerii magatartas szabalyozasaban a CB1R agonistakkal (pl.: A%-THC, AEA,
WIN55,212-2, HU-210, CP 55,940, AM 411) végzett vizsgalatok is alatamasztjak. E
kezelések alacsony dozis mellett anxiolitikus (208, 220, 229, 233-245), mig magas dézis
esetén anxiogenikus hatast fejtettek ki (215, 225, 237, 238, 241, 246-256). Az AEA
lebontasaért felelés FAAH enzim génjének delécidja vagy miikddésének gatlasa
csokkentette a szorongés-szerii magatartast, mely esetben a jelatvitelt csak ott és akkor
fokozza a kezelés az agyban, ahol az éppen zajlik és nem altalanosan aktival vagy gatol
minden elérhet6 CB1R-t a receptor agonistdk és antagonistak hatdsmechanizmuséaval
ellentétben (186, 187, 220, 244, 247, 255, 257-262). Azonos farmakoldgiai
megkdzelitéssel, a MAGL enzim gétlasa révén fokozott 2-AG jelatvitel az AEA-hoz
hasonloan anxiolitikus hatast fejtett ki (259, 263-265). Azonban az enzimgatlas altal
fokozott eCB jelatvitel esetén e magatartasi hatdsok a CB:iR agonistakhoz és
antagonistakhoz hasonloan egyes esetekben a kisérleti koriilményektdl, elsésorban azok
averzivitasatol fliggden jelentkeztek (264, 266-269). A szorongas szerii magatartas CB1R
és eCB-ok altali szabalyozasaval foglalkoz6 szakirodalomban tehat szamos
ellentmondasos eredmény talalhatd, melyek értelmezéset a felhasznalt dozisok
kiilonbozdseége, az eltérd kisérleti koriilmények (pl. a tesztkérnyezet averzivitasa) és a
vizsgalt fajok mellett tovabb neheziti, hogy az emocionalis, pl. a szorongas-szerii
magatartast is szabalyozo, de eltéré funkcidval biro agyteriileteken a CB1R GABAerg és
glutamaterg szinapszisokban egyarant jelen van (114, 214, 233, 266, 270-272).
Altalanossagban azonban kijelenthetd, hogy viselkedés farmakologiai tesztekben averziv

kortlmények kozott az eCB jelatvitel anxiolitikus hatasu. A fent bemutatott, a
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kannabinoid rendszer szerepet vizsgalo kutatdsokban felmerdlt ellentmondésok vezettek
el arra a hipotézisre, hogy az endokannabinoid rendszer nem specifikus magatartasformak
megjelenéséért felelds, sokkal inkabb kontextus fliggd modon a kornyezeti ingerek
interpretaciojat befolyasolja, valamint a kiilvilagbol érkezo kihivasokra adott magatartasi
vélaszok jellegét modulélja (214, 273, 274). E felvetésre a megkizdesi stratégidk
endokannabinoidok  &ltali  szabalyozottsagat  vizsgalé  kisérletek  szolgélnak

bizonyitékokkal.

1.3.2. Endokannabinoid jelatvitel a megkuzdési stratégiak szabalyozasaban

A kornyezeti kihivasokra adott magatartasi valaszok 0sszességét a kihivasokkal
szemben mutatott megklzdési stratégiaként értelmezhetjik, mely stratégia két jol
karakterizalhato, egyedre specifikusan jellemz6 és idében allando tipusba sorolhaté (275,
276). Az Un. proaktiv (mas néven aktiv) startégiat mutaté egyedek magatartasa rutin altal
vezérelt és probléma orientalt. A magatartési valasz ebben az esetben autoném, kevéshé
flexibilis. A reaktiv (méas néven passziv) megkiizdési stratégiara jellemz6, hogy dontéen
a kornyezet stimulusaira adott valaszok vezérlik, az egyed inaktivitast, csokkent elkeriild
magatartast mutat. E kétféle megkiizdési stratégia esetén az eltérd magatartasi valaszok
mellett eltérd ¢€lettani jellegek is felismerhetdek. A proaktiv stratégiat mutatd egyedek
hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengelyének (stressz-tengely) stressz altal
kivaltott aktivitasa alacsony, fokozott szimpatikus tulstulyt mutatnak és magas nyugalmi
tesztoszteron szintet. Ezzel szemben a reaktiv megkuizdési stratégiat gyakorld egyedek
stressz-tengelyének reaktivitdsa magas, paraszimpatikus tulsuly jellemz6 és nyugalmi
tesztoszteron szintjiik alacsony. E stratégidk huméan megfeleldit ,,A” (proaktiv) és ,,C”
(reaktiv) tipusu stratégiaknak nevezziik, mely stratégiaknak az életmindséget befolyasold
szerepiik van, ezéltal a proaktiv megkulzdési stratégia propagaldsa terapias potencialt
hordoz magéban (277-280).

A kannabinoid rendszer szabalyoz6 szerepét a megkiizdési stratégia kialakitasaban
bizonyitja, hogy a CB1R gén delécioja averziv kornyezetben a reaktiv megkilizdési
stratégia felé tolja el az egerek magatartasat (214). Eltér6 tipust, de szintén megkiizdési
stratégiat vizsgald tesztben, szocidlis kihivas esetén a CB1R inverz agonista kezelés

szintén reaktiv megkuzdesi stratégia felé tolta el az egyedek magatartasat (211). A
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kondicionalt félelem tesztben, mely soran az egyed egy feltételes ingert pl.: kdrnyezetet
vagy hangot, asszocial a félelmi vélaszt kivaltd elektromos sokkal (feltétlen inger), a
kialakulé magatartasi valasz jellege egyarant értelmezheté megkiizdési stratégiaként.
Ebben az esetben reaktiv stratégianak tekintjik a dermedt viselkedést, mig a menekiilési
kisérleteket, fokozod6 lokomaociot proaktiv stratégianak (281, 282). A CB1R génkiutott
egyedek fokozott dermedt viselkedést mutatnak a kondicionalt félelem tesztben a
kondicionalas soran hasznélt hang lejatszasa soran, tehat reaktiv megkilizdési stratégiat
mutatnak (283). Szintén reaktiv stratégia jelentkezik, ha a CB1R specifikusan a kortikalis
glutamaterg sejtekrdl hianyzik, mig proaktiv stratégia mutatkozik meg ha a deléci6 az
eléagyi GABAerg sejteket érinti (283). A megkiizdési stratégiat a AS-THC félelmi
kondicionalasban dozis fiiggd modon befolyasolja: alacsony dézisban proaktiv, mig
magas ddzisban a reaktiv megkuzdési stratégia felé tolta el az allatok magatartasat (283).
A FAAH gatlészer URB597 alkalmazésa averziv korilmények kozott az egyedek
magatartasi valaszat a proaktiv stratégia felé tolja el, melyben fontos szerepe van a
274, 284). A kornyezet averzivitasatol fliggd, proaktiv stratégiat kivaltd hatas a MAGL
gatlo JZL184-gyel is kivalthat6 volt (269).

A kétféle megkuzdési stratégia a felsorolt magatartasi és élettani jellegek mellett az
agressziv magatartast tekintve is elkiilonithetd egymastol: a proaktiv stratégiat mutatod
egyedek fokozott territorialis agressziot mutatnak, mig a reaktiv stratégiat alkalmazokra
mérsékelt agresszivitas jellemz6 (275, 285). A proaktiv stratégiat gyakorldé egyedek
fontos jellemzdje fokozott agressziv magatartasukkal 0sszefiiggésben a megemelkedett
striatadlis dopamin szint, csokkent szerotonin neurotranszmisszié ill. a magas

szomatodendritikus 5-HT1a autoreceptor expresszio (276).

A kannabinoid rendszer szerepének vizsgalata az agresszié szabalyozasaban mar a
CB1R azonositasa eldtt megkezdédott. Miczek és munkatérsai a AS-THC fajtarsak kozotti
agressziot csdkkenté hatasarol szamoltak be (286). E hatast AL-THC is képes volt kifejteni
(287). Azonban a kannabinoid rendszer egyes elemeinek szerepérél az agresszid
szabalyozasaban a mai napig keveset tudunk. CB1R génkiutott egerek fokozott offenziv
agressziot mutatnak, azonban CB:R agonista ACEA kezelés hatasara az agresszio
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csokken (288). A FAAH enzim aktivitdsa ugyan befolyasolja a szocialis magatartast, de
agressziora gyakorolt hatdsa nem ismert (218, 289-291). A 2-AG agresszi6 csokkentd
szerepérd elséként kutatdcsoportunk szamolt be, mely e disszertacio témaja is (292). Ezen
eredmények a késdbbiekben részletesen kifejtésre keriilnek. A 2-AG agressziot csokkentd

hatasat emellett egy, a kdzelmultban megjelent tanulméany is alatdmasztja (293).

Jelen fejezetben bemutatott eredményeknek koszonhetéen egyre inkabb
elfogadottabba valt a tudomanyos kozosségben azt a nézet, mely szerint az
endokannabinoid jelatvitel valéban nem specifikus magatartdsformak megjelenéséért
felel6s, sokkal inkébb kontextus-fiiggd modon a kornyezeti ingerek interpretacidjat
befolyasolja. A kiilvilagbol érkezé kihivasok azonban sokfélék lehetnek, tovabba az
egyes endokannabinoidok specifikus hatasokat is kifejthetnek. Ezért tartottuk
indokoltnak és szilkségesnek megvizsgalni az anandamid jelatvitel szerepét egy korébban
még az endokannabinoid jelatvitellel dsszefliiggésben nem tanulméanyozott, megkizdési
stratégat vizsgald teszben és a félelmi valasz szabalyozasaban, valamint a 2-AG szerepét

az agressziv interakcio szabalyozasaban.

1.3.3. Endokannabinoid jelatvitel a félelmi valasz szabalyozasaban

Az endokannabinoid rendszer elemei jelentds expressziot mutatnak (Isd. 1. tablazat)
a félelmi valaszokat, félelmi memoriat szabélyozo, az emldsok kozott jelentds evolicids
homoldgiat mutatd agyteriileteken, mint az amigdala, a hippokampusz, a prefrontalis
kéreg, a periakveduktalis szirkeallomany (9. abra) (205). Human vizsgalatokbdl ismert,
hogy a rendkiviil intenziv érzelmi trauma atélését kovetden egyes esetekben kialakulod
poszttraumatikus stressz szindromaban az endokannabinoid rendszer elemeinek
mennyiségi valtozasa figyelheté meg: megvaltozik a vérben keringé endokannabinoidok
szintje és a CB1R expresszio a kbzponti idegrendszerben, azonban a valtozas iranyaban a
tanulmanyok kozott eltérések mutatkoznak (294-297). A fent emlitett agyteruleteken
mitk6d6 endokannabinoid rendszer jelenléte és elemeinek mennyiségi valtozasa érzelmi
trauma hatdsara feltételezik az endokannabinoid rendszer lehetséges funkcionalis

relevanciajat a félelmi valaszok szabalyozasaban.
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9. Abra A félelmi valasz akvizicidjaban ill. expresszidjaban (6sszekottetések voros nyillal) és a félelmi
valasz gatlasaban (6sszekottetések kék nyillal) részt vevd evoluciosan homoldg régiok human és
ragcsald agyban. Roviditések: PFC — prefrontalis kéreg; HC — hippokampusz; dHC — dorzalis
hippokampusz; vHC — ventrdalis hippokampusz; PAG - periakveduktalis sziirkeallomany; dACC —
dorzalis anterior cingularis kéreg; vmPFC — ventromedialis prefrontalis kéreg; PL — prelimbikus kéreg;
ACC - anterior cingularis kéreg; IL — infralimbikus kéreg; BLA — bazolateralis amigdala; CeA/CEA —
amigdala centralis magja; MeA — amigdala mediélis magja. Abra forrasa: Dejean, Cyril és munkatérsai.
"Neuronal circuits for fear expression and recovery: recent advances and potential therapeutic
strategies.” Biological Psychiatry 78.5 (2015): 298-306.

A félelmi vélaszok szabalyozésanak hatterében &ll6 idegrendszeri folyamatok
megismerésének egyik eszkdze a kondicionalt félelem paradigma hasznélata, mely
segitségével a traumatikus életesemény atélését kovetden kialakuld mentalis zavar, a
poszttraumatikus stressz szindroma ragcsalokban modellezhet6 (298). E paradigméaban
az egyed egy feltételes ingert pl. kontextust (kdrnyezetet) vagy hangot asszocial a félelmi
valaszt kivalto, a traumatikus életeseményt jelentd elektromos sokkal (feltétlen inger). Az
asszociativ tanulds eredményeként a félelem-specifikus magatartasi valasz (dermedés,
freezing) kivaltasahoz elegendé az egyedet a traumara emlékeztetd kornyezetbe
visszahelyezni vagy eltérd kornyezetben a kondiciondlds folyaman hasznalt hangot
lejatszani. Az asszociativ tanulasi folyamat soran memarianyom, un. engram alakul ki,
mely létrejottének elsd 1épése a memorianyom kddolddasa, azaz akvizicidja. Ezt az
engram konszolidacidja (memdria rogzilése), majd a memoria felidézése esetén annak
rekonszolidacioja vagy kioltodasa (extinkcidja) kovetik (299-301). Az emlitett

paradigmaban a félelmi valasz kioltodasa abban az esetben figyelheté meg, ha az allatot
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tobb alkalommal ismételten visszahelyezzik a kondicionalasra hasznalt kdrnyezetébe
és/vagy lejatsszuk a kondicionalaskor hasznalt hangot, de az allat ezzel egy idében mar
nem szenvedi el az elektromos sokkot. Ekkor, szintén asszociativ tanulasi folyamatok
révén az egyed felismeri, hogy az adott kornyezet vagy hang nem averziv tobbé. A
megfelelé id6ben alkalmazott farmakologiai beavatkozas megvalasztasaval specifikusan
befolyasolhatd és tanulmanyozhat6 az akvizicid, a konszolidacio, a rekonszolidacio, ill.
az extinkcié (302).

A kondicionalt félelemi valasz akvizici6ja sordn, a kondicionalt stimulusra
vonatkozo szenzoros informacid kortikalis feldolgozasat kovetéen, a medidlis
prefrontalis kéreg (mPFC) prelimbikus (PrL) régidjabol serkentd beidegzést kap az
amigdala bazolateralis magja (BLA), mely a centralis amigdalaba (CeA) projicial (303).
A kondicionalt félelmi valaszt innen, a centralis amigdalabol az agytdrzsbe vetitd
idegsejtek aktivacioja valtja ki (304). A kondicionalt félelem konszolidécidja soran a
kondicionalt stimulus a BLA fokozott aktivaciojat valtja ki, amely a félelmi valasz
kialakitasaért felelds neuronalis halozat ismételt aktivaciojdhoz, ezaltal a félelmi valasz
megjelenéséhez (expresszidjahoz) vezet (305). A kondicionalt félelem kioltodasa a
medidlis prefrontalis kéreg infralimbikus régiojanak (IL) aktivitdsdhoz kotott folyamat,
mely serkenté bemenetet ad a BLA-ba. Az IL altal beidegzett, a BLA-ban lokalizal6dé
sejtek gatoljak a CeA-bol kilépd, félelmi valaszt kivalto idegsejtek aktivitasat (303). Az
amigdalanak tehat szerepe van a félelmi valasz kialakitasaban és annak kioltodasaban is,
melyet a mPFC két eltérd régiojabol érkezd szigndlok szabalyoznak. E folyamatot az
amigdala mikrohalozatainak plasztikussaga teszi lehetévé (306, 307). A
kondicionalashoz kotott kontextus eltarolasa az IL, PrL kérgi teriiletekkel és az amigdala
bazolatrealis magjaval reciprok dsszekottetésben allo ventralis hippokampuszhoz (VHC)
kotott folyamat (308). A vHC a komplex Osszekottetési révén egyarant részt vesz a
kondicionalt félelem akvizicidjaban, expressziojaban es kioltddasaban is (308-312).

A kondicionalt félelemi valasznak az endokannabinoid rendszer valamely elemén

crer

A CB1R szisztémas aktivacioja ill. gatlasa receptor agonistakkal, ill. antagonistakkal

megmutatta, hogy a CB1R aktivacidhoz kotott jelatvitel a kondicionalt félelmi valasz
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kioltodasat eldsegiti (313-320). Azonban az ehhez hasonlo, szisztémas kezeléseken
alapuld vizsgalatok a CB1R-hoz kotott jelatvitel szerepét a félelmi valasz akvizicidjaban
és expresszidjaban nem tudtak egyértelmiien meghatarozni (313, 317, 320-329). A
felmeriilt ellentmondasokat az endokannabinoid jelatvitel szerepét illetden a kondicionalt
felelmi véalaszokra az anatomiai specificitassal végzett farmakoldgiai kezelések részben
tisztaztak. Ezen vizsgélatok alapjan tudjuk, hogy egyes agyteriletek, mint a prefrontalis
kéreg, a hippokampusz dorzalis és ventralis részei, valamint az amigdala magjai mas-mas
maodon szolnak bele a kondicionalt félelemi valasz szabalyozasaba: az endokannabinoid
jelatvitel 1.) a BLA-ban fokozza a félelmi vélasz akvizicidjat (325, 330); 2.) az IL-ben,
dHC-ban és a dorzolateralis periakveduktalis szlrkeallomanyban csokkenti a félelmi
valasz expresszidjat (327, 331-333); ill. 3.) a dHC-ban fokozza a félelmi vélasz
kioltodasat (334). Fenti kutatdsok minden esetben a CB1R aktivacidjahoz vagy gatlasahoz
kototten vizsgaltdk az endokannabinoid jelatvitel szerepét a félelmi valasz
szabalyozéséban, azonban a kis szamban ismert endokannabinoid specifikus vizsgélatok
arra utalnak, hogy a 2-AG és az AEA eltér6 modon szabalyozzak a félelmi valaszokat. A
szisztémasan és lokalisan az IL-ben fokozott AEA jelatvitel csokkentette a kondicionalt
félelmi vélasz expresszidjat, ezzel szemben a szisztémasan fokozott 2-AG jelatvitel a
félelmi valasz expressziojat fokozta (332, 335). A szisztéméasan vagy a dHC-ban fokozott
AEA jelatvitel gyorsitotta a félelmi valasz kioltodaséat, mig a fokozott 2-AG jelatvitel
szisztémasan és lokalisan a BLA-ban gatolta a kioltodast (319, 334, 336).

Tehat a kondiciondlt félelmi valasz akviziciojat, expresszidjat és kioltodasat a
kozponti idegrendszer tobb, egymastol eltérd funkcidji egysége szabalyozza. E
neuronalis halézatban az egyes agyterlleteken a félelmi valaszra az endokannabinoid
jelatvitel eltér6 és ligand specifikus hatasokat fejt ki. Az AEA-hoz és a 2-AG-hez kothetd
specifikus hatasokrdl a felelmi valasz expresszidjaban és kioltédasaban rendelkezlink
informéacidval azonban a félelmi valasz akviziciojaban betoltott szerepuk vizsgalataink
elvégzésének idopontjaig ismeretlenek voltak. Tovabbé az endokannabinoidok hatdsukat
feltételezhetden egymassal interakcioban fejtik ki. Ezen interakciora mutattak
bizonyitéekot Lee és munkatarsai. Eredményeik szerint egér hippokampusz CAl
régidjanak piramissejtjein a periszomatikusan és dendritikusan lokalizalod6 GABAerg
szinapszisokban az AEA jelatvitel képes a tonikus 2-AG felszabadulast gatolni TRPV1
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receptor aktivacioja révén (337). Azonban a magatartas szintjén a lehetséges interakciot
az AEA és 2-AG jelatvitel kozott a félelmi memoria akviziciojaban mi vizsgéltuk meg

elsdként.

Az emdciodk és a hozzajuk kotédé magatartasi valaszok endokannabinoidok altali
szabalyozasardl dsszegzéskent elmondhatd, hogy az endokannabinoid rendszer elemei
jelen vannak az emocionalis magatartds szabalyozasaért felelds agyteriileteken és az
emocionalis valaszok kialakitasaban betoltott szereplk kulcsfontossagu, de egyben
sokrétli is. A sokrétliség forrasa a CBiR jelentds denzitdsi expresszidja szamos
agyteruleten és egyidejii jelenléte serkent6 és gatld szinapszisokban egyarant, melyek az
emocionalis magatartas szabalyozasaban eltéré funkcioval és eltéré mértékben vesznek
részt. Altalanossagban kijelenthetd, hogy viselkedés farmakologiai tesztekben averziv
korulmények kozott az CB1R aktivacidja anxiolitikus hatast, de az irodalomban tobb
egymasnak ellentmond6 eredmény taldlhatd. Ezen ellentmondasok feloldasara
szolgalnak azon megfigyelések, melyek szerint az endokannabinoid jelatvitel nem egy
specifikus magatartds kivaltasaért vagy gatlasaért felelds, sokkal inkdbb a kornyezeti
kihivasokra adott magatartasi valasz jellegét modulalja (274, 338). Tehat kontextus fliggd
egyebek mellett a megklizdési stratégia, az agressziv interakcié és a félelmi tanulas
szabalyozdsdban egyarant. Jelen ismeretinek dont6 tobbsége a CBiR-hoz kotott
jelatvitelnek a receptor agonistak ill. antagonistak altal kivaltott magatartasi hatasaira
terjednek ki, mig a két endokannabinoid, az AEA és a 2-AG specifikus szerepérdl,
lehetséges interakciojarol csekély ismeretekkel rendelkeziink. Munkank soran ezért az
AEA-ra és 2-AG-re specifikus magatartasi hatasokat, lehetséges interakciokat kivantuk
felderiteni, vizsgalva a megkuizdési stratégiat, a territorialis agressziot és az akut és hosszu

tavon fennmaradd6 félelmi vélaszt.
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Il. Célkitiizések

Munkank soran az endokannabinoidok lebontasaért felelos két f6 enzim, a FAAH
és a MAGL farmakologiai géatlasaval kivantuk felderiteni az AEA-ra és 2-AG-re
specifikus magatartasi hatasokat, lehetséges interakcidikat. Doktori munkadm soran

vizsgélatainkkal az alabbi kérdéseket kivantuk célzottan megvalaszolni:

1. A szisztéméasan fokozott anandamid jelatvitel hatasdsa a megktzdési
stratégiara es a félelmi valaszra egereken

1.1. A FAAH enzim szisztémas gatlasaval fokozott anandamid jelatvitel mddositja-
e a megklzdési stratégiat a hatraforditas tesztben?

1.2. A FAAH enzim szisztémas gatlasaval fokozott anandamid jelatvitel
befolyasolja-e az akut vagy a hosszu tavon fennmaradd kondicionalt félelmi
valaszt?

2. A szisztémasan fokozott 2-AG jelatvitel hatdsa a magatartasi valaszra agressziv
interakcioban egereken

2.1. A MAGL enzim szisztémas gatlasa altal fokozott 2-AG jelatvitel befolyasolja-e
a territorialis agressziét, valamint a stressztengely aktivalodasat agressziv
konfliktus soran?

2.2. A MAGL enzim szisztémas gatlasa altal fokozott 2-AG jelatvitel befolyasolja-e
a fajtars territériumara betolakodd egyed agresszidjat és a stressztengely
aktivalodasat agressziv konfliktus soran?

2.3. A MAGL enzim szisztémas gatladsa altal fokozott 2-AG jelatvitelnek az
agressziora gyakorolt hatdsa a fajtars territoriuméara betolakodé egyedekben a
kortikoszteron szint emelkedésével 6sszefliggésben alakult ki?

2.4. A MAGL enzim sziszttmas gatlasa &ltal fokozott 2-AG jelatvitelnek az
agressziora gyakorolt hatasa a rezidens egyedekben az egyes tipusu kannabinoid
receptor aktivalddasaval dsszefliggésben valosul meg?

3. A szisztémasan és lokdlisan fokozott anandamid és 2-AG jelatvitel, ill.
interakciojuk hatasa az akut félelmi vélaszra és a traumatikus emlék

akviziciojara patkanyokon
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A FAAH és MAGL enzimek szisztémas gatlasa altal kivaltott fokozott
anandamid és 2-AG jelatvitel, ill. interakciojuk befolyésolja-e az akut félelmi
valaszt és a traumatikus emlék akviziciojat?

A FAAH és MAGL enzimek szisztémas gatlasa altal kivaltott fokozott
anandamid és 2-AG jelatvitel, ill. interakciojuk kivalt-e analgézikus hatast?

A FAAH és MAGL enzimek gétlasa altal kivaltott fokozott anandamid és 2-AG
jelatvitel, ill. interakciojuk lokalisan a prelimbikus kéregben befolyasolja-e az
akut félelmi valaszt és a traumatikus emlék akvizicidjat?

A FAAH és MAGL enzimek gatlésa altal kivaltott fokozott anandamid és 2-AG
jelatvitel, ill. interakciojuk lokalisan a ventralis hippokampuszban befolyasolja-
e az akut félelmi valaszt és a traumatikus emlék akvizicidjat?

A FAAH és MAGL enzimek gatléasa altal kivaltott fokozott anandamid és 2-AG
jelatvitel, ill. interakcidjuk lokalisan a bazolateralis amigdaldban befolyasolja-e

az akut félelmi valaszt és a traumatikus emlék akviziciojat?

A szisztéemasan fokozott anandamid és 2-AG jeltavitel hatasa a traumatikus

emlék kioltédasara patkdnyokon

4.1.

A FAAH és a MAGL enzimek szisztémas gatlasa altal kivaltott fokozott
anandamid és 2-AG jelatvitel, ill. interakcidjuk befolyasolja-e a traumatikus
emlék kioltodasat?
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I11. Modszerek

I11.1. Kisérleti alanyok

Kiseérleti alanyainak 2-3 hdnapos, 30-35 g tomegii him CD1 egerek (Charles River
Laboratories, Magyarorszag) valamint 3 honapos, atlagosan 250 g tomegli him Wistar
patkanyok (Toxi-Coop Zrt., Magyarorszag) voltak. Az allatok szdmaéra taplalék és viz ad
libitum elérheté volt a tartds teljes ideje alatt. A hémérséklet 22 + 2°C, a relativ
paratartalom 60 + 10% volt az allattartd és Kisérleti szobakban egyarant. Kisérleti
alanyainkat egymastdl izolaltan egyesével, kilénallé ketrecekben, 12:12 6ras fény-sotét
ciklusban tartottuk, a ldampak reggel 7:00-kor kapcsolodtak fel. Az egerek esetében az
izolalt tartas szlikségességét a territorialitas kialakitasa indokolja valamint az, hogy e faj
szoliter életmodot folytat (339-341) és csoportos tartas esetén erds szocialis hierarchiat
alakitanak ki, mely dominanciaviszony potencidlisan  befolyasolhatja a
magatartasvizsgélatok eredményeit (341, 342). Patkdnyok esetén az izolalt tartas
megakadalyozta, hogy a kisérlet eldtti kezelés stressznek tegye ki a dobozban a tobbi még
tesztelésre var6 allatot tovabba, hogy a szocialis interakciok ne befolyasoljak a kisérlet
alatt mutatott magatartasi valaszt. Emellett a patkanyok koponyéjaba beiiltetett vezetd
kaniil sériilésmentes fennmaradasat és a mutéti seb gyodgyuldsat is az izolalt tartas
biztositotta. Az egereket ezért legalabb 2 héttel, a patkanyokat egy héttel az elsé kisérletet
megeldzden izolaltuk, igy akklimatizalodhattak az allattartasi koriilményekhez. Minden
kisérletinkhoz teszt- és drognaiv egyedeket hasznaltunk fel, egy egyedet kizardlag
egyetlen kisérletben alkalmaztunk. A kisérleteket az Eurdpai Kozdsség Tudomanyos
Tanacsanak eldirasai szerint (86/609/EEC), a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet
Munkahelyi Allatjoléti Bizottsdganak jovahagyasaval, az allatkisérletekre vonatkozo

engedélyek birtokaban végeztink el.

[11.2. Farmakonok, dozisok és agyterulet specifikus kezelések

A MAGL inhibitor JZL184 (egérkisérletek: Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml,
USA, illetve patkanykiserletek Tocris Biosciences, Bristol, UK), a CB:R antagonista
AM251 (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) és a FAAH inhibitor URB597
(egérkisérletek: Sigma, Budapest, Magyarorszag, illetve patkanykisérletek: Tocris
Biosciences, Bristol, UK) 1,5 % dimetil-szulfoxid (DMSO) és 0,4 % metil-celluléz
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tartalmu fiziol6gias séoldatban kerilt feloldasra. Amennyiben kisérleti alanyaink egerek
voltak, az URB597-et 0 (vivéanyag), 0,3 mg/kg, a JZL184-et 0 (vivbanyag), 8 és 16
mg/kg, az AM251-et 0 (vivéanyag), 0,5 és 1 mg/kg dozisokban, 10 ml/kg térfogatban
intraperitonedlisan (i.p.) adtuk be 40 perccel a kisérletet megel6zéen. Szintén egér
Kisérletekben a kortikoszteron szintézis galtd metirapont (Sigma Aldrich, Saint Louis,
MO) 5 % Tween 80-at tartlamazo6 fizoldgias s6oldatban oldottuk fel majd i.p. adtuk be 0
ill. 30 mg/kg ddzisban, 5 ml/kg térfogatban 40 perccel a kisérletet megel6z6en. Patkanyok
esetében az URB597-et 0,3 mg/kg, a JZL184-et 16 mg/kg ddzisban, 1 ml/kg térfogatban
1.p. adtuk be 40 perccel a kisérletet megel6zden szisztémas kezelések esetén. Lokalis,
agyterulet specifikus adagolas sordn a 1,5 % DMSO tartalm( fizioldgias sooldatban
feloldott URB597-et 1 ng/0,5 ul, és a JZL184-et pedig 1 pg/0,5 ul koncentracioban, 0,5
pl térfogatban, 30 perccel a kisérletet megel6z6en Hamilton mikrofecskenddvel
bilaterdlisan juttattuk a célteriiletre. A Hamilton mikrofecskend6t egy beadd kaniilben
végzOdo polietilén cs6hoz csatlakoztattuk, melyet a vezetd kaniilbe helyeztiink, majd a
farmakoldgiai agenseket 20 masodperc alatt egyenletes sebességgel injektalva juttattuk a
ceélteruletekre. A visszaaramlés elkertlése és a diffuzié maximalizlasa érdekében a
beadd kaniilt tovabbi 100 méasodpercig a vezetd kaniilben fixen tartottuk. Egerek és
patkanyok felhasznalasa esetén is, amennyiben tobb farmakoldgiai agenssel kezeltik az
egyedet a kezeléseket kiilon fecskenddvel, ill. beadd kaniillel, gyors egymasutanban
adtuk be. Minden esetben a JZL184, URB597, metirapon €és AM251 kezelések dozisai
koradbbi tanulmanyokra alapulva kertltek kivalasztasra (186, 187, 233, 264, 268, 269,
274, 343-346).

I11.3. Magatartastesztek es elemzésuk

Minden magatartas tesztet a 12:12 dras fény-sotét ciklus vilagos periédusanak elsé
4 Orajdban végeztiik, az allattartd helyiségtol elkiilonitett szobaban, 400 lux megvilagitas
mellett. A tesztek soran videokameraval rogzitettiik az allatok magatartasat, majd a
videofelvételeket a H77 eseményrogzitd szoftverrel (Haller Jozsef, MTA Kisérleti
Orvostudomanyi Kutatointézet, Budapest) manudlisan, illetve az EthoVision XT
10.1.856 (Noldus, Wageningen, Hollandia) viselkedéskovetd szoftver segitségével

automatizaltan elemeztilk. Manuélis elemzés esetében a viselkedés analizisét minden
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mintdn egyazon személy végezte. A kiértékelést végzd személy nem ismerte az allatok

Kisérleti csoportok szerinti beosztasat.

111.3.1. Héatraforditas teszt CD1 egereken

A hatraforditas teszt az aktiv es passziv megkizdési stratégiak vizsgalatara
alkalmas mddszer ragcsalokban (347, 348). Egyedi szinten a kétféle megkiizdési stratégia
koziil az egyik valik domindnssd ¢és az idoben allando6 marad, a kevert fenotipus
altalanosan nem jellemz6 (285, 347-349). A teszt folyaman az alanyokat kézzel a hatukra
forditottuk és egy percig ebben a pozicioban fixen tartottuk. A teszt soran az allatok
magatartasat videofelvételen rogzitettilkk, majd a H77 eseményrogzitd szoftverrel
elemeztiik. Elemzésiink soran négy f6 magatartasi format kiilonitettik el: inaktiv
megadas (az allat csak 1égzOmozgésokat, kismértékii fejmozgast mutat), menekiilési
kisérlet (a test és a végtagok erdteljes mozgatasa, egyértelmil szabadulasi kisérlet), a test
megcsavarasa, valamint harapasok a kisérletet végz6 személy kezére. Utdbbi két
magatartasforma rendkivil roviden, és ritkdn jelentkezett vizsgalatunkban (a test
megcsavarasanak idétartama kevesebb mint 1 s, harapasok szama 1-2), az allatok a teszt
soran dontéen passziv megadast tanusitottak vagy menekilési kisérleteket hajtottak
végre. E két paraméter Iényegében kiegészitette egymast a teszt teljes idejét tekintve,
ezért a megkUlzdési stratégiat ezzel a két magatartasi formaval jellemeztik. A menekdlési
kisérleteket tekintettilk az aktiv, mig az inaktiv megadast a passziv megklizdési stratégia

megjelenésének.

I11.3.2. Félelmi kondicionalas és kontextualis emlékeztetd CD1 egereken

Félelmi kondicionalas soran az egereket egy plexitiveg ketrecbe (30 X 30 X 30 cm)
helyeztlik, majd a ketrec acélracsos padléjan keresztiil 5 perc alatt 10 alkalommal 100 V
fesziiltségli 3 mA aramerdsségii, 1 masodperc idétartamua (0,01 s hosszu sokk, 0,02 s
szlinetekkel) elektromos sokk-sorozatot kaptak 30 masodperces idokozonként. Két egyed
kozott a ketrecet etanollal tisztitottuk meg. A kontextualis emlékezeteté folyaman az
egyedek a félelmi kondicionélasra hasznalt ketrecbe keriiltek vissza a sokkot kdvetden 14
nappal, egy alkalommal tovabbi 5 percre. Az allatok magatartasat a ketrec folott 1,5 m
magassagban elhelyezett videokameraval rogzitettiik. Virtualisan felosztottuk a ketrec

aljat képezd racsot 10 négyzetcentiméteres teriiletekre, szamoltuk a mind a négy
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végtaggal torténd vonalatlépéseket, igy mérve a lokomodciot a H77 szoftver segitségével.
A sokk altal kivaltott mozgast es a sokkok kozotti lokomociot kilon értékeltuk. Tovabba
mértlik a racs irdnyaba torténd exploracios magatartast €s a dermedt viselkedéssel (teljes
immobilitds, a 1égzémozgast nem szamitva) toltott id6t. A dermedt viselkedés a
ragcsalokra jellemz6 félelem specifikus magatartasi valasz, mely a passziv megkulzdeési
stratégiara jellemz6. A dermedt viselkedéssel toltott id6 mennyisége jelzi a félelmi vélasz

intenzitasat.

111.3.3. Rezidens-betolakodd teszt CD1 egereken

Az egereket a kisérletet megel6zGen izolaltan tartottuk annak érdekében, hogy
territorialitasuk kialakuljon, majd a rezidens betolakodé tesztben egy kisebb méretii un.
betolakodd egyedet helyeztiink 10 percre a rezidens egyed sajat ketrecébe a territorialis
agresszio vizsgalatanak celjabol. Az egyedek magatartasat videokameraval rogzitettik és
manuélisan megszamoltuk a rezidens és a betolakodd egyed altal adott és kapott
harapasok szamat, tovabba a H77 programmal megmeértiik az alabbi magatartasformakkal
toltott id6 mértékeét: agressziv kurkaszas (ellenfél lenyomva tartasa, mikdzben az allat all
vagy menekiilni porbal, egyidejlileg az ellenfél borének és a bundajanak ragcsalasaval),
farokrazas (farok gyors razésa az ellenféllel szembe fordulva), birkdzas (birk6zo
mozdulatok gyakran harapassal kisérve), védekezé hatralas (az ellenfél tavoltartasa a
mellsd végtagokkal, a hats6 végtagokra agaskodva), elkeriilés (kitérés a kdzeledo ellenfél
eldl), menekiilés (elfut a kozeled6 ellenfél el6l). Tamadd magatartasi formaként
Osszegeztik az agressziv Kkurkészast, a farokrdzast és birkozast, mig védekezo

magatartasként osszegeztiik a védekezd hatralast, az elkeriilést és a menekiilést.

I11.3.4. Félelmi kondicionalas és kontextualis emlékeztetd Wistar patkanyokon

A teszt soran a patkanyokat egy plexiliveg ketrecbe helyeztik (40 X 40 X 40 cm),
majd 3 perc habituaciot kvetden a ketrec acélracsos padldjan keresztiil 3 alkalommal 2,4
mA aramer6sségii, 2 masodperc hosszusagu elektromos sokk-sorozatot kaptak (0.01 s
hosszu sokk, 0.02 s sziinetekkel) 30 mésodperces 1d6kozonként. Az utolsé elektromos
sokkot kovetden az allatok tovabbi 60 masodpercig az apparatusban maradtak, majd
visszakerlltek sajat ketreciikbe. A lokomotoros aktivitds meghatarozadsdhoz a
videofelvételek elemzése soran egy 2 X 4-es racsvonalat vetitettlink a sokkolasra hasznalt
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ketrec padlojara, és a kondicionalas els6 3 percében (az els6é sokkot megelézéen) a H77
szoftver segitségével dsszegeztilk a vonalatlépések szamat. A sokkolas soran mutatott
dermedt viselkedéssel toltott id6t az akut félelmi valasz vizsgalatahoz az elsé sokktol
kezd6déen a kondicionalas végéig a H77 szoftver segitségevel mértik. A kontextualis
emlékeztetOk sordn az elektromos sokk napjat kdveten, egy héten at naponta 5 perc
idGtartamra visszahelyeztiik az egyedeket a sokkolasra hasznalt apparatusba. Valamint 28
nappal az elektromos sokk utan ismét visszahelyeztiik az allatokat a kondicionald
ketrecbe. A mentéalis zavarok diagnosztikai és statisztikai kézikonyvének (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders) kritériumrendszere alapjan amennyiben 1
honappal egy traumatikus életesemény atélést kovetden a trauma emlékei akaratlanul
visszatérnek mar a trauma hossz( tavu hatéasairdl beszélhetiink és (tovabbi szimptémak
egyidejii jelenléte esetén) a poszttraumatikus stressz szindroma diagnosztizalhat6 (350).
A 28 nappal késoébbi visszahelyezés a sokk kornyezetébe ragesaléd esetén lehetové teszi e
hosszutavl hatasok vizsgalatat. Tekintetbe véve a patkanyok gyorsabb anyagcseréjét és
rovidebb ¢lettartamat a traumat kovetd 4. héten fennallé félelmi valasz a human
diagnosztikai kritériumal hosszabb idészaknak feleltethetd meg. A traumat kdzvetlenul
kovetd 7 kontextualis emlékeztet6 alatt a kondicionalt félelmi valasz expresszidjat és
kioltodasat, a 28. napi emlékeztetd soran a félelmi valasz spontan visszatérését vizsgaltuk.
A mért valtozo ekkor is a félelem specikifus dermedt viselkedéssel t6ltott id6 volt, melyet

az EthoVision XT szoftver aktivitasvizsgald funkcidjaval allapitottunk meg.

111.3.5. Forr6 lap teszt Wistar patkanyokon

A kezelések esetleges fajdalomkiiszébre gyakorolt hatasat a forrd lap teszt (hot
plate test) alkalmazasaval vizsgaltuk. Az allatokat az 1ITC Hot Plate Analgesia Meter
apparatus (IITC Life Science, Woodland Hills, CA, USA) 30 °C homérsékletli acél
lapjara helyeztlk, majd egy plexitiveg buraval letakartuk, ahol 3 percig szokhattak hozza
a tesztkdrnyezethez. Az acél lap a hozzaszoktatast kdvetden egyenletesen, 6 °C/perc
sebességgel melegedett fel 55 °C maximalis hdmérsékletig. A kisérletet végzd személy
mindveégig felligyelte a tesztet és amint az allat barmely végtagjat megnyalta vagy a
legenyhébb fajdalomra utal0 magatartast (barmely végtag hirtelen felemelése, szérzet
felborzolasa) mutatta az apparatus hevitése azonnal befejez6dott, és az aktualis

hémérséklet, mint a fajdalomkiiszob indikatora feljegyzésre kertilt.
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111.4. VVérvétel és kortikoszteron szint mérés

A Kkortikoszteron hormon szintjének mennyisége a torzsvérb6l Kkeriilt
meghatarozasra. A Vvért etilén-diamin-tetraecetsav tartalmi csévekbe fogtuk fel
kdzvetlenll a rezidens-betolakodd tesztet kovetéen. A mintavétel utan a vérvételi
csoveket jégen taroltuk majd 4 °C-on lecentrifugéltuk és a plazmat a késobbi elemzés
céljabol -20 °C-on fagyasztva taroltuk. A Kkortikoszteron szintet 10 pl plazmabodl
hataroztuk meg radioimmunoesszé mddszerrel. Méreseink sordn nyulban a
kortikoszteron-3-karboximetiloxim-bovin szérum albumin ellen termeltetett specifikus
ellenanyagot alkalmaztuk. NyomjelzSként (tracer) a I'2-jelélt karboximetiloxim-tirozin-
metil észtert hasznaltuk. A plazma transzkortin reaktivitasat alacsony pH alkalmazéasaval
kliszoboltik ki. A kortikoszteron mérés szenzitivitasa 1 pmol, a mérésen belili és
mérések kozotti varianciakoefficiens rendre 10% és 25% volt. Egy adott kisérlet minden

mintajat mindig ugyanabban az radioimmunoesszében meértik meg.

[11.5. Kanul implantécio agyterilet specifikus beadashoz

Ketamin-xylazin-pipolfen anesztéziat kovetéen (50—-10-5 mg/Kkg; i.p.) a patkanyok
fejét sztereotaxias keretben fixaltuk (David Kopf Instruments), majd két rozsdamentes
acél vezet kaniilt (21G atmérd) bilateralisan implantaltuk a célzott agyteriletek, a vHC
(antero-posterior: -5,8 mm; medio-lateralis: £5 mm; dorso-ventralis: -7,1 mm), a PrL
(antero-posterior: 2,4 mm; medio-lateralis: 1 mm; dorso-ventralis: -3,5 mm), illetve a
BLA (antero-posterior: -3 mm; medio-lateralis: £5,2 mm; dorso-ventralis: -7 mm) fole.
A bregmatol szamitott koordinatakat Paxinos és Watson patkany agyatlaszat felhasznalva
valasztottuk meg (351). A kanult mikrocsavarok és fogaszati cement segitsegével
rogzitettiik a koponyafelszinhez. Miitét utan az allatok visszakerlltek ketrectikbe, majd
0,5 ml i.p. fiziol6gids sooldat, illetve 1 mg/kg Gentamicine (1 ml/kg térfogatban)
kezelésben részesiiltek, hogy elkertiljiik a posztoperativ kiszaradast és fertézéseket. A
miitétet kovetd 3 napban, naponta egyszer, ismételten minden allat 1 mg/kg Gentamicine-
t kapott (1 ml/kg térfogatban). A miitét utan legalabb 7 nap telt el az els6 kisérleti napig,

hogy biztositsuk az allatok posztoperativ feléplilését.
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I11.6. Perfuziod €s a kaniil lokalizaciojanak ellendrzése

A magatartasteszteket kovetéen az allatokat transzkardialisan perfundaltuk a
felszallé aortan keresztul 100 ml 0,1 M foszfatpufferelt fizioldgias sdoldattal, majd 200
ml 4%-os paraformaldehid oldattal. Az agyat kiemeltik a koponyabdl majd a
tovabbiakban 3 oran at fixaltuk 4%-os paraformaldehid oldatban és ezt kovetéen 4 °C-on
két éjszakara 20%-0s cukros, natrium-azidos foszfatpufferelt fizioldgias sooldatba
helyeztiik. Az agyakat fagyasztast kovetden szankamikrotom segitségével 30 um vastag
szeletekre metszettilk és 4 °C-on téroltuk. A metszeteket targylemezre haztuk fel, majd
fenymikroszkop segitségével meghataroztuk a kantlok hegyének anatomiai koordinatait.
Azokat az allatokat, melyek esetén a két kanul kdzil barmelyik pozicioja nem a céltertlet

felett helyezkedett el kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl.
I11.7. Kisérleti elrendezések

I11.7.1. A szisztémasan fokozott anandamid jelatvitel hatdsa a megkulizdési stratégiara €s

a félelmi valaszra egereken

I11.7.1.1. A FAAH enzim szisztémas gatlasaval fokozott anandamid jelatvitel hatasa a

hatraforditas tesztben CD1 egerek megkuzdési stratégiaira

Az 1. kisérletben vizsgaltuk a szisztémas FAAH gatlds hatasat a megklzdési
stratégiara. Az allatokat 3 alkalommal vetettiik ala a hatraforditas tesztnek egy hetes
1dokiilonbséggel a tesztnapok kozott. A vivoanyag (fizioldgias sooldat) kezelést az 1-3
tesztnapok soran a teszt elé6tt 40 perccel i.p. adtuk be, ill. az egerek fele a 3. tesztnapon
szintén 40 perccel a tesztet megel6zden i.p. URB597 kezelést kapott 0,3 mg/kg dozisban
(N=40). A 3 tesztnap koziil az elsét a kisérleti procedirahoz valé hozzaszoktatasnak
tekintettlk, ezért az URB597 kezelés lehetséges hatasat a 2. €s a 3 tesztnapon mutatott
magatartas 0sszevetésével vizsgaltuk. A masodik tesztnapot kovetden az allatok
magatartasat kielemeztiilk és a megkiizdési stratégiat jol jellemzO két paraméter
(menekilési kisérlet és inaktiv megadas) alapjan harom kategoridba soroltuk az
egyedeket. Vizsgalatunkban azon egyedeket soroltuk a ’passziv’ kategoriaba, amelyek
menekulési kisérlet/inaktiv megadas aranya 1,5 alatti volt. A 1,5 és 3 kdzotti aranyszamot

produkal6o egyedeket kevert megkiizdesi stratégiat mutatd allatoknak tekintettik. A 3
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feletti aranyt mutatd allatokat az aktiv megkiizdési stratégiaval rendelkezd csoportként
definialtuk. A 2. tesztnapot kovetd elemzésre és kategorizalasra azért volt sziikség, hogy
a 3. tesztnapon az URB597-tel és vivoanyaggal kezelt kisérleti csoportokban ugyanolyan
aranyban legyenek jelen a passziv, kevert és az aktiv megkdzdési stratégiat mutatd

egyedek.

111.7.1.2. A FAAH enzim szisztémas gatlasaval fokozott anandamid jelatvitel hatésa a
kondicionalt félelem tesztben CD1 egerek akut és hossz( tavon fennmaradd félelmi

valaszara

A 2. kisérletben a kondicionalt félelem tesztben tanulmanyoztuk a FAAH enzim
gatlasanak hatasat az akut és hosszutava félelmi valaszra CD1 egereken. A tesztet
megeldzden 40 perccel 0,3 mg/kg URB597-tel vagy vivoanyaggal kezeltiik az egereket
majd behelyeztilk az egyedeket a sokkolasra hasznalt apparatusba 5 percre. Az azonos
hosszUsagu kontextudlis emlékeztetére 14 nappal a sokkolast kovetéen keriilt sor, de
ekkor sem elektromos sokkot, sem farmakoldgiai kezelést nem kaptak az egerek. A

csoportonkénti elemszam 7 volt.

A tesztet megel6zden egy héttel elektroenkefalografias (EEG) és elektromiografias
(EMG) méréelektrodak keriltek beliltetésre az egerekbe azzal a céllal, hogy a sokk, ill. a
kezelés altal kivaltott alvasi mintazat-valtozasokat rogziteni lehessen. Fronto-parietalis
elektroenkefalogram rogzitéséhez epiduralisan a homlok (1,5 mm-re laterlisan és 1 mm-
re anterior a bregmatdl) és a falcsonti lebeny (1,5 mm-re lateralisan és 1 mm-re anterior
a lambdatol) fole, a bal agyféltekére rozsdamentes acél csavar elektroda kertlt
beliltetésre. A referencia elektroda (fold) a kisagy folé kertilt elhelyezésre. Az EMG jelek
rogzitéséhez a nyak izomzatabol tortént az elvezetés rozsdamentes acél vezeték
segitségével. A kondicionalt félelem tesztben az allatok a miitétet kovetden 1 héttel vettek
részt, de a kondicionalas és a kontextualis emlékeztetd soran sem EEG, sem EMG jel
elvezetés nem tortént. Az allatok szabadon mozogtak, nem voltak Osszekapcsolva
mérdmiiszerekkel. Jelen disszertacid nem targyalja az EEG mérések eredményeit, mert
azok nem a doktorjeldlt sajat eredményei. Az érdekl6dé olvasé szamara ezen eredmények
megtalalhatéak az alabbi publikacioban: Haller, J., Aliczki, M., Pelczer, K. G., Spitzer,
K., Balogh, Z., & Kantor, S. (2014). Effects of the fatty acid amide hydrolase inhibitor
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URB597 on coping behavior under challenging conditions in mice. Psychopharmacology,
231(3), 593-601.

I11.7.2. A szisztémasan fokozott 2-AG jelatvitel hatdsa a magatartasi valaszra agressziv
interakcidban egereken

I11.7.2.1. A MAGL enzim szisztéméas gatlasa altal fokozott 2-AG jelatvitel hatasa a
rezidens-betolakodd tesztben a rezidens CD1 egerek territorialis agresszidjara és a

stressztengely aktivitasara

A 3. kisérletben a rezidens-betolakod6 tesztben vizsgaltuk a MAGL enzim
szisztémas gatlasdnak hatdsat a rezidens allatok agresszidjara és szocialis stressz
indukalta kortikoszteron szint valtozasra. A rezidens egereket kezeltiik 0 (vivoanyag), 8
vagy 16 mg/kg JZL184-gyel. 40 perccel a kezelést kdvetden a rezidens allat sajat
ketrecébe egy nem kezelt, kisebb, him fajtarsat helyeztiink 10 perc idotartamra. A tesztet
kovetden kozvetleniil a rezidens allatokat dekapitaltuk és a torzsvért begyljtottik a

késobbi kortikoszteron szint mérés céljabol. Az elemszam kezelési csoportonként 10 volt.

111.7.2.2. A MAGL enzim szisztémas gatlasa altal fokozott 2-AG jelatvitel hatasa a
rezidens-betolakodd tesztben a fajtars territoriumara betolakodd CD1 egerek

agresszidjara és stressztengely aktivitasara

A 4. kisérletben a rezidens-betolakodd tesztben vizsgaltuk a MAGL enzim
szisztémas gatlasanak hatésat a betolakodd allatok agresszidjara és szocialis stressz
indukalta kortikoszteron szint valtozasra. A kisérleti elrendezés mindenben megegyezett
a 3. kisérletben leirtakkal, azzal a kilonbséggel, hogy a betolakod6 egyedek részesiiltek
JZL.184 kezelésben, mig a rezidens allatok nem. Az elemszam a vivéanyag kezelt csoport

esetében 10 volt, ill. 9-9 a 8 mg/kg és 16 mg/kg JZL184-gyel kezelt csoportok esetén.

111.7.2.3. A MAGL enzim és a kortikoszteron szintézis egyidejli szisztémas gatlasanak
hatdsa a rezidens-betolakodo6 tesztben a fajtars territoriumara betolakodé CD1 egerek

agressziojara €s stressztengely aktivitasara

Az 5. kisérletben a rezindes-betolakodd tesztben vizsgaltuk a MAGL enzim
miikddésének ¢€s a kortikoszteron szintézis szisztémas gatldsanak hatasat a betolakodo

allatok agresszdjara. A kisérleti elrendezés mindenben megegyezett a 3. kisérletben
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leirtakkal, azzal a kilénbséggel, hogy a betolakod6 egyedek részesiltek 0 (vivéanyag),
16 mg/kg JZL184 és/vagy 0 (vivoanyag), 30 mg/kg metirapon kezelésben, mig a rezidens

allatok nem. A csoportonkénti elemszam 10 volt.

111.7.2.4. A MAGL enzim miikddésének ¢s a CB1R egyidejii szisztémas gatlasanak hatasa
a rezidens-betolakodo6 tesztben a rezidens CD1 egerek agresszidjara és stressztengely
aktivitasara

Az 6. kisérletben a rezidens-betolakodd tesztben vizsgaltuk a MAGL enzim és a
CB1R egyidejii szisztémas gatlasanak hatasat a rezidens allatok agresszidjara és szocidlis
stressz indukalta kortikoszteron szint valtozasra. A kisérleti elrendezés mindenben
megegyezett a 3. kisérletben leirtakkal, azzal az eltéréssel, hogy a rezidens allatok esetén
alkalmazott d6zisok 0 (vivéanyag), 16 mg/kg JZL184 és 0 (vivéanyag), 0,5 (6b. kisérlet)
és 1 mg/kg (6a. kisérlet) AM251 voltak. A csoportonkenti elemszam 9-10 volt.

I11.7.3. A szisztéméasan és lokalisan fokozott anandamid és 2-AG jelatvitel, ill.
interakcidjuk hatdsa az akut félelmi valaszra és a traumatikus emlék akviziciojara

patkanyokon

111.7.3.1. A FAAH és MAGL enzimek szisztémas gatlasa altal Kkivaltott fokozott
anandamid és 2-AG jelatvitel, ill. interakcidjuk hatasa az akut félelmi valaszra és a

traumatikus emlék akviziciojara a kondicionalt félelem tesztben Wistar patkanyokon

A 7. kisérletben szisztémasan gatoltuk a FAAH és az MAGL enzimek mitkodését
és vizsgaltuk az enzimgéatlas hataséat az akut félelmi valaszokra és a traumatikus emlék
akvizicigjara a kondicionalt félelem tesztben és a kondiciondlast kovetd kontextualis
emlékeztetOkben. A kisérleti csoportokat, a kezelés modjat, idejét, tipusat és az

elemszamokat az 2. tablazat foglalja dssze.
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2. Tablazat A 7. kisérlet csoportjai, elemszamok, a kezelés ideje, mddja és tipusa

Kisérleti csoport Elektromos Kezelés
sokk
Név Elemszam Ideje Mddja Tipusa
Nem sokkolt .
kontroll 9 Nem Vivbéanyag
Sokkolt kontroll 10 A Vivéanyag
kondicionalast i
URB597 9 megeldzéen 40 -p- URB597 (0,3 mg/kg)
JZL184 9 Igen perccel JZL184 (16 mg/kg)
URB597 (0,3 mg/kg) +
URB597+JZL.184 11 171184 (16 mg/kg)

Kisérleti alanyainkat a csoportbeosztasnak megfeleléen vivoanyaggal, URB597-tel
és/vagy JZL184-gyel kezeltiik a kondicionalast megelézéen 40 perccel. A nem sokkolt
kontroll egyedek nem kaptak elektromos sokkot, de a tobbi kezelési csoport allataihoz
hasonloan 5 perc id6tartamra behelyeztiikk ket a tesztapparatusba. A kondicionalast
kovetd hét napban minden egyedet naponta egy alkalommal és 28 nappal késdbb, még
tovabbi egy alkalommal visszahelyeztink a kondicionalasra hasznalt apparatusba szintén
5 percre, de ekkor sem elektromos sokkot, sem farmakoldgiai kezelést nem kaptak (10.
abra).

elektromos
sokk kontextualis emlékeztetSk (5 perc/nap)

L
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kezelés a kondicionalast
megel&z6en 40 perccel

10. Abra A 7. kisérletben alkalmazott kisérleti elrendezés
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111.7.3.2. A FAAH és MAGL enzimek szisztémas gatldsa altal Kkivaltott fokozott
anandamid és 2-AG jelatvitel, ill. interakciojuk hatasa a fajdalomkiszdbre a forrd lap

tesztben Wistar patkanyokon

A 8. kisérletben vizsgaltuk a szisztemas FAAH és MAGL gatlds esetleges
fajdalomcsillapitd hatasat a forrd lap tesztben (3. tablazat). A fajdalomkiszob
alapértékének megallapitasahoz az allatokat vivoanyaggal kezeltiik és 40 perccel késébb
elvégeztik a forrd lap tesztet. Ezt kovetéen 24 oraval megismételtik a tesztet
ugyanazokon az egyedeken, de itt az alanyaink 40 perccel kordbban JZL184 és/vagy
URB597 kezelésben részestltek.

3. Tablazat A 8. kisérlet csoportjai, elemszamok, a kezelés ideje, mddja és tipusai

Kisérleti csoport Kezeles
Tipusa
1.
) . Ideje Mddja Fajdalomkiiszéb 2. FAAH és MAGL
Név Elemszam PN, Y
bazalis értékének gatlés
meghatarozasa
URB597 8 URB597 (0,3 mg/kg)
JzL184 8 A tesztet _ . JZL184 (16 mglkg)
megeldzden i.p. Vivbanyag
40 perccel URB597 (0,3 mg/k
URB597+JZL184 6 (0.3 mgrkg)

+JZL184 (16 mg/kg)

111.7.3.3. A FAAH és MAGL enzimek gatlasa altal kivaltott fokozott anandamid és 2-AG
jelatvitel, ill. interakcidjuk hatésa lokélisan a prelimbikus kéregben az akut félelmi
valaszra és a traumatikus emlék akvizicidjara a kondicionalt félelem tesztben Wistar

patkanyokon

A 9. kisérletben lokalisan, bilateralisan a prelimbikus kéregben gatoltuk a FAAH
és az MAGL enzimek mikodését és vizsgaltuk az enzimgatlas hatasat az akut félelmi
valaszokra és a traumatikus emlék akviziciojara a kondicionalt félelem tesztben és a
kondicionalast kovetd kontextualis emlékeztetOkben. A kisérleti csoportokat, a kezelés

maodjat, idejét, tipusat és az elemszamokat a 4. tablazat foglalja 6ssze.
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4. Tablazat A 9. kisérlet csoportjai, elemszamok, a kezelés ideje, mddja és tipusai

Kisérleti csoport Elektromos Kezelés
sokk . .- .
Név Elemszam Ideje Moddja Tipusa
Ne|$ nst? Igll(lolt 6 Nem Vivéanyag
Sokkolt kontroll 6 A o Viv6anyag
kondicionalast LOT?“E?Q a
URB597 5 megeléz6en 30 P MOIKUS T YRBEY7 (1 ng/0,5 pl)
Igen perccel kéregben
JZL184 7 JZL184 (1 pg/0,5 pl)

URB597 (1 ng/0,5 pl) +

URB597+)Z1.184 7 JZ1.184 (1 pg/0,5 pl)

Kiserleti elrendezés a 7. kisérletnél bemutatottal azonos volt, azzal az eltéréssel,
hogy a kezelést 30 perccel a kondicionalast megel6zen ¢és lokalisan, bilaterdlisan, a
prelimbikus kéregbe juttattuk be. A lokalis beadashoz sziikséges vezetd kaniilt a kezelést

megelézéen 7 nappal iltettiik be (11. abra).

elektromos

kanil implantscié sokk kontextualis emlékeztet6k (5 perc/nap)

kezelés a kondicionaldst
megel6z6en 30 perccel

11. Abra A 9., 10. és 11. kisérletekben hasznalt kisérleti elrendezés

111.7.3.4. A FAAH és MAGL enzimek gatlasa altal kivaltott fokozott anandamid és 2-AG
jelatvitel, ill. interakciojuk hatasa lokalisan a ventralis hippokampuszban az akut félelmi
valaszra és a traumatikus emlék akvizicidjara a kondicionalt félelem tesztben Wistar

patkanyokon

A 10. kisérletben lokalisan, a ventralis hippokampuszban bilateralisan gatoltuk a
FAAH ¢és az MAGL enzimek mikodését és vizsgaltuk az enzimgatlas hatdsat az akut

félelmi valaszokra és a traumatikus emlék akvizicidjara a kondicionalt félelem tesztben
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¢s a kondiciondlast kovetd kontextualis emlékeztetokben. A kisérleti csoportokat, a
kezelés modjét, idejét, tipusat és az elemszamokat az 5. tablazat foglalja 6ssze. Kisérleti
elrendezés a 9. kiserletnél ismertetettel megegyez6 volt, azzal az eltéréssel, hogy a
kezelést lokalisan, bilateralisan a ventralis hippokampuszba juttattuk be. A lokalis

beadashoz sziikséges vezetd kaniilt a kezelést megeléz6en 7 nappal Ultettik be (11. &bra).

5. Tablazat A 10. kisérlet kezelési csoportjai, elemszamok, a kezelés ideje, mddja és tipusai

Kisérleti Kezelé
isérleti csoport Elektromos ezelés
sokk . L .
Név Elemszam Ideje Mddja Tipusa
Nem sokkolt .y
kontroll 4 Nem VivOanyag
Sokkolt kontroll 7 VivOanyag
URB597 (1
URB597 4 A -
kondicionalast legﬁilrzma ng/0.,5 ul)
megeldzéen . JZL.184 (1 pg/0,5
JZL184 6 Igen 30 perccel  MPPokampuszban u(l) HO™,
URB597 (1
URB597+JZL 184 5 JZC%%%”BJO 5
)

111.7.3.5. AFAAH és MAGL enzimek gatlasa altal kivaltott fokozott anandamid és 2-AG
jelatvitel, ill. interakciojuk hatasa lokalisan a bazolateralis amigdalaban az akut félelmi
valaszra és a traumatikus emlék akvizicidjara a kondicionalt félelem tesztben Wistar

patkanyokon

A 11. kisérletben lokalisan, a bazolateralis amigdalaban bilateralisan gatoltuk a
FAAH és az MAGL enzimek miikodését és vizsgaltuk az enzimgatlas hatasat az akut
félelmi valaszokra és a traumatikus emlék akvizicidjara a kondicionalt félelem tesztben
¢s a kondicionalast kovetd kontextudlis emlékeztetOkben. A kisérleti csoportokat, a
kezelés madjat, idejét, tipusat és az elemszamokat a 6. tblazat foglalja dssze. Kisérleti
elrendezés a 9. kisérletnél ismertetettel megegyez6 volt, azzal az eltéréssel, hogy a
kezelést lokalisan, bilaterdlisan a bazolateralis amigdalaba juttattuk be. A lokalis

beadashoz sziikséges vezeto kaniilt a kezelést megel6z6en 7 nappal iiltettiik be (11. abra).
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6. Tablazat A 11. kisérlet csoportjai, elemszamok, a kezelés ideje, mddja és tipusai

Kisérleti csoport Elektromos Kezelés
Név Elemszam sokk Ideje Modja Tipusa
Nem sokkolt oy
kontroll 5 Nem Vivbanyag
Sokkolt kontroll 5 A Vivoanyag
kondicionlast | -okalisana
URB597 4 o bazolateralis URB597 (1 ng/0,5 pl)
megel6zden 30 - )
amigdalaban
Igen perccel
JzL184 6 JZL184 (1 pug/0,5 pl)
URB597 (1 ng/0,5 ul)
URB597+JZL184 5 +JZL.184 (1 ng/0,5
pl)

I11.7.4. A szisztémasan fokozott anandamid és 2-AG jeltavitel hatdsa a traumatikus emlék

kioltodasara patkanyokon

I1.7.4.1. A FAAH és MAGL enzimek szisztémas gatlasa altal Kkivaltott fokozott
anandamid és 2-AG jelatvitel, ill. interakciojuk hatdsa traumatikus emlék kioltddasara a

kondicionalt félelem tesztben Wistar patkanyokon

A 12. kisérletben szisztémasan gatoltuk a FAAH és az MAGL enzimek miikodését
és vizsgaltuk az enzimgétlas hatasat a traumatikus emlékek kioltddasara a kondicionalt
félelem tesztet kovetd kontextualis emlékeztetokben. Kisérleti elrendezésilink
megegyezett a 7. kisérletnél bemutatottal, azzal az eltéréssel, hogy a kezelést kisérleti
alanyaink a kondicionalast kovetd napon, az elsé kontextualis emlé¢keztetét megelézden
40 perccel kaptadk. A Kisérleti csoportokat, a kezelés mddjat, idejét, tipusat és az

elemszamokat a 7. tablazat foglalja 0ssze.
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7. Tablazat A 12. kisérlet kezelési csoportjai, elemszamok, a kezelés ideje, mddja és tipusai

Kisérleti csoport Elektromos Kezelés
Név Elemszam sokk Ideje Madja Tipusa
Nem sokkolt .
kontroll 9 Nem Vivbéanyag
Sokkolt kontroll 10 koﬁigﬁgns Vivéanyag
emlékeztet6t  i.p.
URB597 9 | megeléz6en URB597 (0,3 mg/kg)
gen 40 perccel
JZL184 10 JZL184 (16 mg/kg)
URB597 (0,3 mg/kg) +
URB597+J)ZL.184 9 JZL184 (16 mg/kg)

111.8. Statisztikai analizis

Az adatokat minden esetben atlag * standard hibaként abrazoltuk.

Az 1. kisérletben (hatraforditas teszt) a 2. és 3. tesztnapon mutatott magatartasok
kozotti korrelacid kiszamitasahoz linearis regressziot alkalmaztunk (magyaraz6 valtozo:
magatartas a 2. tesztnapon; fliggé valtoz6: magatartas a 3. tesztnapon). A magatartasi
adatokat ismételt méréses varianciaanalizissel (ANOVA) vizsgaltuk (1. faktor: kezelés;
2. faktor: megkiizdési stratégia; 3. ismételt meréses faktor: tesztnap). Ha a 3 faktor kozotti
interakcid szignifikans volt egy kulon faktorialis ANOVA-t futtattunk le a kezelési

csoportokra (1. faktor: megkizdési stratégia; 2. faktor: tesztnap).

A 2. kisérletben a félelmi kondicionalas és a kontextualis emlékeztet6 alatt mutatott
magatartasi valtozokat ismételt méréses ANOVA-val értékeltik (1. faktor: kezelés; 2.
ismételt méréses faktor: idd). Szignifikdns kezelési hatas esetén a csoportok paros
Osszehasonlitasara post-hoc a Fisher-féle LSD (legkisebb szignifikans eltéres, least
significant difference) tesztet alkalmaztuk. Tobbszords Gsszehasonlitasok esetén a p-

értékeken Bonferroni-Holm korrekciot végzetiink.
A 3., 4., 5. és 6. kisérlet adatainak kiértékelésekor egyutas, faktorialis, illetve

ismételt méréses ANOVA-t alkalmaztunk. Az ANOVA kritériumainak teljestlését

Levenne-teszttel ellendriztiik, sziikség esetén, a kritériumok teljesiilésének érdekében az
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adatokat négyzetgyok-transzformaltuk. Ha a varianciaelemzés szignifikans hatést
mutatott ki a csoportok post-hoc paronkénti 6sszehasonlitdsdhoz Duncan-tesztet
alkalmaztuk. A 3. Kkisérletben két ismételt méreses ANOVA-t végzetiink. Az elsé
varianciaelemzésben a harapasok szamat vizsgaltuk, a rezidens allatoknak adott JZL184
dozis (1. faktor: 0, 8, 16 mg/kg) és a harapésok iranyultsaganak figgvényében (2. ismételt
méréses faktor: adott harapasok az elszenvedett harapasokkal szemben). A méasodik
ANOVA-ban a regisztralt magatartasi valasz jellegét vizsgaltuk, a rezidens egyednek
adott JZL.184 ddzis (1. faktor: kezelés) és a magatartas természetének (2. ismételt méréses
faktor: offenziv magatartas a defenzivvel szemben) fliggvényében. A 4. kisérletben a 3.
kisérlet kiértékelésére haszndlt statisztikai modszert alkalmaztuk, de ebben az esetben a

kezelést a betolakodo egyedek kapték.

Az 5. kisérletben az adatok értékelésére ismételt méréses ANOVA-t végeztiink a
harapasok szdméanak és a magatartas termeészetének (offenziv, defenziv) kiértékelésére (1.
faktor: JZL184 kezelés; 2. faktor: metirapon kezelés; 3. ismételt meéréses faktor:
magatartas tipusa). Az 6. kisérletben az adatok értékelésére ismételt méréses ANOVA-t
végeztiink a harapasok szdmanak és a magatartas természetének (offenziv, defenziv)
kiértékelésére (1. faktor: JZL184 kezelés; 2. faktor: AM251 kezelés; 3. ismételt méréses
faktor: magatartas tipusa). A 3., 4., 5. és 6. kisérletben a kortikoszteron szint valtozasokat

egyutas ANOVA-val értékeltik (1. faktor: kezelési csoport).

A 7. kisérletben a vonalatlépések szamat a kondicionalas els6 3 percében
egyfaktoros varianciaanalizissel értékeltik (1. faktor: kezelési csoport). A dermedt
viselkedéssel toltott id6 mennyiségét a kondicionalas alatt, ill. a kontextualis
emlékeztetdk soran ismételt méréses ANOVA-val értékeltik (ismételt méréses faktor:
napok; 2. faktor: kezelési csoport) a 7., 9-12. kisérletekben. A 8. kiserletben a
kezeléseknek a fajdalomkiiszobre gyakorolt hatasat szintén ismételt meréses ANOVA-
val értékeltik (1. faktor: kezelési csoport; 2. ismételt méréses faktor: napok). Az ANOVA
Kritériumainak teljestilését Levenne-teszttel ellendriztiik, sziikség esetén, a kritériumok
teljestilésének  érdekében az adatokat négyzetgyok-transzforméltuk. Ha a

varianciaelemzés szignifikans hatdst mutatott ki a csoportok paronkeénti
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Osszehasonlitdsdhoz a  post-hoc  Duncan-tesztet  alkalmaztuk.  Tobbszords
0sszehasonlitasok esetén Bonferoni-Holm korrekcidt végzetink.

Minden elvégzett statisztikai szamitds esetéen a valtozok kozottuk fennalld
korrelacidkat, eloszlasuk kozotti kilonbségeket, ill. a kezelések hatdsat és a csoportok
kozotti kilonbségeket kizardlag abban az esetben tekintettiik szignifikansnak, ha a p-
értek 0,05-nél kisebb volt. A végrehajtott statisztikai vizsgalatokat a Statistica 13
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) szoftverrel végeztik.
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V. Eredmények

IV.1. A szisztéméasan fokozott anandamid jelatvitel hatdsa a megkulzdési

stratégiara és a félelmi valaszra egereken

IV.1.1. A FAAH enzim szisztémas gatladsaval fokozott anandamid jelatvitel hatésa a
hatraforditas tesztben CD1 egerek megkuzdési stratégiaira

Az 1. kisérletben a vivéanyag kezelt egyedek menekulési kisérlettel toltott ideje a
2. és 3. tesztnapok kozott statisztikailag szignifikans korrelaciot mutatott (R=0,479;
p=0,03) (12A. abra), mig a 3. tesztnapon a tesztet megel6zden tortént URB597 kezelés
esetén e korrelacié nem jelentkezett (R=0,128; p=0,59) (12B. abra). Altalanossagban az
URBS597 kezelés nem fejtett ki hatdst a menekiilési kisérletekkel toltott idore. Ezt
kovetden az egyedeket megkiizdési stratégidik szerint csoportositottuk (Isd.: Kisérleti
elrendezések, 111.7.1. rész), mely elemzésiink szerint az egyedek 39,5 %-a passziv, 34,2
%-a aktiv, mig 26,3 %-a kevert megkuzdési stratégiat mutatott. Mivel a kezelés (1.
faktor), a megkiizdési stratégia (2. faktor) és a tesztnap (ismételt méréses faktor) kozott
szignifikdns interakcio allt fenn (Wilk’s lambda=0,174; Finterakcis(4, 66)=22,97;
p<0,0001), lehetdséglink volt tovabbi elemzésben a kezelési csoportokon beliili
magatartasi valtozast vizsgalni. A 2. és 3. tesztnapon a vivOanyaggal kezelt egyedek
magatartdsat a megklzdési stratégia hatarozta meg (Fmegkizdesi stratégia(2, 32)=9,41,
p=0,0006; Fresztnap(1, 32)=0,75, p=0,39; Finterakcis (2, 32)=0,66, p=0,52). Mindharom
megkiizdési stratégiat mutatd vivéanyag kezelt csoport esetén a 2. és 3. tesztnapot
Osszevetve a menekiilési kisérletekkel to1tott idé nem kilonbozétt szignifikansan (p>0,5)
(12C. abra). Ezzel szemben a 3. tesztnapon URB597 kezelt egyedek magatartasara a
kezelés szignifikans hatast fejtett Ki (Fmegkuzdési stratégiartesztnap(2, 32)=8,63, p= 0,001) (12D.
abra). A 2. tesztnapon passziv stratégiat mutatd egyedek esetén, a 3. tesztnapon URB597
kezelést kovetéen az aktiv megkiizdési stratégia dominalt (p=0,02). A megkiizdési
stratégiat befolyasol6 URB597 hatas a 2. tesztnapon a kevert és az aktiv megkuzdési
stratégiat mutatd egyedek esetén nem jelentkezett. Az URB597 kezelés hatasara azon
egyedek, amelyekre a passziv megkiizdési stratégia volt jellemzd, aktiv megkiizdési

stratégiat mutattak (12D. abra).
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12. Abra A FAAH enzim szisztémas gétlasanak hatasa a megkiizdési stratégiara a hatrafordités tesztben
egereken. A Korrelacié a 2. és 3. tesztnapon vivOanyag kezelést kovetéen mutatott menekiilési
kisérletekkel toltott id6 kozott. B Korrelacido a 2. tesztnapon vivdanyag, a 3. tesztnapon URB597
kezelést kovetd menekiilési kisérletekkel toltott idé kozott. C Menekiilési kisérletekkel toltott id6 az
eltéré megkiizdési stratégiakat mutatd csoportok kozott a 2. és 3. tesztnapon vivéanyagkezelés esetén.
D Menekiilési kisérletekkel toltott id6 az eltéré megkiizdési stratégiakat mutatd csoportok kozott a 2.
tesztnapon vivéanyag, ill. a 3. tesztnapon URB597 kezelést kovetden. *: szignifikans kiilonbség a 2. és
a 3. tesztnap kdzott (p<0,05).

IV.1.2. A FAAH enzim szisztéméas gatlasaval fokozott anandamid jelatvitel hatasa a
kondicionalt felelem tesztben CD1 egerek akut es hossz( tdvon fennmaradd félelmi

valaszara

A 2. kisérletben a félelmi kondicionalast megel6zéen adott URB597 kezelés a
kondicionalas alatt nem volt hatassal az elektromos sokk altal kivaltott lokomotoros
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aktivitasra (Frezetes(1, 12)=0,15; p<0,2) (13A. abra). Ezzel szemben az elektromos sokkok
kozotti 30 masodperces intervallumokban az URB597 kezelt egyedek lokomotoros
aktivitasa szignifikans mértékben novekedett (Frezeies(1, 12)=7,07; p<0,03), tovabba a
félelemspecifikus, dermedt viselkedéssel toltott id6 szignifikdnsan alacsonyabb volt
(Frezeles(1,12)=5,32; p<0,05) (13B-C. abra). A kondicionalasra hasznélt ketrec aljat
képezd fémracsot az URB597 kezelt egyedek szignifikansabban tobbet exploraltak
(Frezetes(1, 12)=4,77; p<0,05) (13D. abra). A kondicionalast kovetéen 14 nappal a
kontextudlis emlékeztetd folyaman mindkét kezelési csoportba tartozé egyedek dermedt
viselkedést mutattak. Az URB597 kezelt csoport a dermedt viselkedéssel toltott idot
tekintve csupan marginalisan kiilonbozott a vivéanyag kezelt csoporttdl (Frezeies(1,
12)=3,37; 0,1>p>0,05) (13E. abra). Tehat a 2. kisérletben az URB597 kezelés hatdsara a
félelmi valasz csokkent mértékben jelentkezett a félelmi kondicionalas soran, mig a

félelmi valasz hosszu tava fennmaradasat az egyszeri kezelés nem befolyasolta.
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vivOanyag kezelt csoporttol (p<0,05).
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IV.2. A szisztémasan fokozott 2-AG jelatvitel hatdsa a magatartasi valaszra

agressziv interakcidban egereken

IV.2.1. A MAGL enzim szisztémas gatlasa altal fokozott 2-AG jelatvitel hatdsa a
rezidens-betolakodd tesztben a rezidens CD1 egerek territorialis agresszidjara és a

stressztengely aktivitasara

A 3. kisérletben a rezidens-betolakodd tesztben a rezidens egerek JZL.184 kezelése
szignifikans hatast fejtett ki a kezelt egyedek harapasszamara (Fiezelés*harapés iranyultsaga(2,
27)=5,94; p=0,007) (14A. abra). A JZL184 kezelés 16 mg/kg dozisban szignifikansan
csokkentette a betolakodd egyedet célz6 harapasok szamat, mig az elszenvedett
harapasok szama megnétt. A rezidens egyedek altal mutatott magatartasi valasz jellege is
megvaltozott a JZL184 kezelés hatasara (Fkezelés*magatartas természete(2, 27)=3,41; p=0,047)
(14B. abra). Az offenziv magatartassal t6ltott id6 szignifikdnsan csokkent 16 mg/kg
dozisu JZL184 kezelés hatdsara, azonban a defenziv magatartasra a kezelésnek nem volt
hatdsa. A vivéanyag kezelt kontroll egyedek szignifikdnsan tobb id6t toltottek offenziv,
mint defenziv magatartdssal. Ezen iddtartambéli eltérés az offenziv és defenziv
magatartas kozott a JZL184 kezelés hatasara megszint. A JZL184 kezelésnek nem volt
szignifikans hatésa a kortikoszteron szint mértékére (Fiezelss(2,27)=2,93; p>0,07) (14C.

abra).
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IV.2.2. A MAGL enzim szisztémas gatlasa altal fokozott 2-AG jelatvitel hatdsa a
rezidens-betolakodd tesztben a fajtars territoriumara betolakodd CD1 egerek

agresszidjara és stressztengely aktivitasara

A 4. Kisérletben a JZL184-gyel kezelt betolakod6 egyedek harapasszamara a
rezidens-betolakodd tesztben a kezelés szignifikdns hatést fejtett Ki (Fkezelestharapas
iranyultsaga(2,25)=4,29; p=0,025) (15A. &bra). Tovabba a JZL184 kezelés a betolakodd
egyedek magatartasi valaszanak jellegét is szignifikdnsan befolyasolta (Fiezel¢s*magatartss
természete(2,27)=3,41; p=0,047) (15B. abra). A JZL184-kezelt betolakodd egyedek
szignifikdnsan tobb harapast szenvedtek el és defenziv magatartassal toltott 1d6 is
szignifikansan megnétt esetiikben. A betolakodd egerek kortikoszteron szintje JZL184
kezelés hatasara szignifikdnsan megnoétt az agressziv konfliktus soran a vivéanyagkezelt

csoporthoz hasonlitva (Frezeies(2, 24)=4,51; p=0,02) (15C. abra), mely hatas a rezidens
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egyedek esetén nem jelentkezett (Isd. 3. kisérlet). A kezelés hatasara a betolakodo

egyedek magatartasa egyértelmiien defenziv iranyba tolddott.
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adott és elszenvedett harapdsok szama,
offenziv és defenziv magatartassal toltott id6)
(p<0,05).

Kezelési csoportok

IV.2.3. A MAGL enzim ¢és a kortikoszteron szintézis egyidejli szisztémas gatlasanak
hatasa a rezidens-betolakodo tesztben a fajtars territoriumara betolakod6 CD1 egerek

agressziojara €s stressztengely aktivitasara

Az 5. kisérletben a 30 mg/kg dézisban alkalmazott metirapon kezelés 6Gnmagaban és 16
mg/kg dozisban adott JZL184 kezeléssel egyittesen egyarant szignifikansan csokkentette
a vérplazma kortikoszteron szintjét a vivéanyag kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva
(adatok és statisztika a 8. tAblazatban). A metirapon, a JZL 184 kezelés és kombinacidjuk
egyarant szignifikansan csokkentették az adott harapasok szamat és e kezelési

csoportokban nétt az elszenvedett harapasok szama. Tovabba mindharom kezelési
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csoportban szignifikdnsan csokkent az offenziv magatartassal toltott id6 mennyisége.
Erdekes modon a defenzivitast a metirapon és a JZL184 kezelés 6Snmagaban fokozta, e

hatas azonban a kombinalt kezelés esetén nem jelentkezett.

8. Tablazat A metrirapon és a JZL184 kezelés hatasa a fajtars territoriumara betolakod6 egyedek
magatartasi valaszara a rezidens-betolakod6 tesztben egereken. Varianciaanalizis: 1. faktor: JZL184
kezelés; 2. faktor: metirapon kezelés; 3. ismételt méréses faktor: magatartas tipusa. *: szignifikans
eltérés a kontrolltél (vivéanyag + vivéanyag kezelt csoport); #: szignifikans eltérés az adott és az
elszenvedett harapasok szama, ill. az offenziv és defenziv magatartassal toltott id6 kozott (p<0,05).

Magatartasi valasz Kortikoszteron

Kezeles Harapasok (db) jellege (id6%) szint (nmol/l)
1. 2. Adott Elszenvedett | Offenziv Defenziv
. - 6,602,
Vivéanyag | Vivbanyag 91 9,70+2,77 6,11+2,65 | 3,54+1,55 783,9+144,5
. Metirapon 1,10*x0 " 0,66*+0,6 | 9,60%+3,0
+ *4
Vivbéanyag 30 mg/kg 62 18,307+2,95 6 0 438,0*+32,5
JZ1L.184 . 0,33*+0 " 0,52*+0,5 | 10,20%+4,
" + *+
16 mg/kg Vivbéanyag 33 23,787+8,18 0 04 1670,5*+258,3
JZL184 Metirapon 0,30*+0 " 0,00*+0,0
+ + *4
16 mg/kg 30 mg/kg 21 14,907+4,97 0 4,71+2,21 446,2*+33,9
Finterakci[’) (1,35) 5,09 6,41 10,07
p 0,03 0,015 0,003

IV.2.4. A MAGL enzim mitkodésének és a CB1R egyidejii szisztémas gatlasanak hatasa
a rezidens-betolakodé tesztben a rezidens CD1 egerek agresszidjara és stressztengely
aktivitasara

Az 6a. kisérletben a CB1R antagonista AM251 1mg/kg dozisban a rezidens egyedek
agressziv magatartasat dnmagaban szignifikansan befolyasolta: csokkentette a harapasok
szamat és az offenziv magatartassal toltott idot. Ezen agresszio csokkentd hatas JZ1.184
onallo ill. AM251-gyel egyiitt torténd beadasakor is jelentkezett (adatok és statisztika a
9. tablazatban).
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9. Tablazat A JZL184 és az AM251 (1 mg/kg) kezelés hatasa a rezidensek magatartasi valaszara a
rezidens-betolakodé tesztben egereken. Varianciaanalizis: 1. faktor: JZL184 kezelés; 2. faktor: AM251
kezelés; 3. ismételt méréses faktor: magatartas tipusa. *: szignifikéns eltérés a kontrolltdl (vivoanyag
+ vivbanyag kezelt csoport); #: szignifikans eltérés az adott és az elszenvedett harapasok szama, ill. az
offenziv és defenziv magatartassal toltott id6 kozott (p<0,05).

Kezelés Harapasok (db) Magatartasi vélasz jellege (id6%)
1 2. Adott Elszenvedett Offenziv Defenziv

Vivé Vive 6,75 0,62% 13,62 0,1#

foailyag fvoanyag +1,71 +0,49 +3,63 +0,1
Vive AM251 1,00* 2,44 461* 0,98

voanyag 1 mg/kg 0,60 +1,65 +2,05 +1,30
JZL.184 Vivéanva 0,75* 0.0 1,31* 0,03
16 mg/kg vag 0,49 0,00 +0,75 +0,03
JZ1.184 AM251 1,00* 0,00 2,37* 0,01
16 mg/kg 1 mg/kg +0,78 +0,00 11,64 +0,01
Finterakcit’) (1, 33) 7,79 5,92
p 0,009 0,02

Az 6b. kisérletben az AM251 0,5 mg/kg doézisban sem 6nmagaban (harapasok
szdma: Fama2s1(1, 34)=0,1; p>0,9); magatartasi valasz jellege: Famzs1(1, 34); p>0,9)) sem
mas faktorokkal interakcioban (harapasok szama: Famzsi*jziisa(1,34)=1,95; p=0,17;
magatartasi valasz jellege: Famzsixiziisa(1,34)=1,35; p>0,25; harapasok iranyultsaga:
FAM251%1zL184%harapas  iranyultsaga(1,34)=0,26;  p=0,61; magatartasi  valasz tipusa:
FAM251%17L184*magatartasi valasz jellege(1,34)=0,51; p>0,47) nem befolyasolta az egyedek
magatartdsat (16. abra). Azonban szignifikans interakcio figyelhetd meg a JZL184
kezelés és a harapasok iranyultsaga (FizLisa*harapas iranyultsaga(1,34)=14,32; p=0,005)
valamint a magatartasi valasz jellege kozott (Fiziisa*magatartssi termeszete(1,34)=15,35;
p>0,0004) (16A. és 16B. abra). A post-hoc analizisek szerint a JZL184 kezelés hatasara
a rezidens egyedek altal adott harapasok szama és az offenziv magatartassal toltott id6
szignifikdnsan csokkent, mig az elszenvedett harapasok szama és a defenziv
magatartassal toltott id6 mennyisége nott. Az 6a. és 6b. kisérletekben a 0,5 mg/kg
(Famzs1(1, 34)=4,57; p<0,04) ill. 1 mg/kg AM251 kezelés (Famzs1(1, 30)=11,10; p<0,003)

egyarant szignifikansan megemelte a kortikoszteron szintet (16C. abra).
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16. Abra A JZL184 (16 mg/kg) és az AM251 (0,5 és 1 mg/kg) kezelés 6nall6 és egyiittes hatasa a
rezidens-betolakodd tesztben a rezidens egyedek magatartasi valaszara és stresszhormon szintjére
egereken. Kezelési csoportonként: A Rezidens egyedek altal adott és a betolakodd egyedektdl
elszenvedett harapasok szama; B A magatartasi valasz jellegének (offenziv és defenziv) valtozasa a teszt
teljes id6tartamanak szazalékaban; C A rezidens egyedek kortikoszteron szintjének mértéke kdzvetlenil
a rezidens-betolakodd tesztet kovetéen az 6a. és 6b. kisérletekben. *: szignifikans eltérés a viv6anyag
kezelt kontrolltél (p<0,05).
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IV.3. A szisztémasan és lokalisan fokozott anandamid és 2-AG jelatvitel, ill.
interakcidjuk hatdsa az akut félelmi vélaszra és a traumatikus emlék

akviziciojara patkanyokon

IV.3.1. AFAAH és MAGL enzimek szisztémaés gatlasa altal kivaltott fokozott anandamid
és 2-AG jelatvitel, ill. interakciojuk hatasa az akut félelmi valaszra és a traumatikus emlék

akvizicidjara a kondicionalt félelem tesztben Wistar patkanyokon

A 7. kisérletben a szisztémasan, a kondicionalast megelézéen adott FAAH gatld
URB597 és az MAGL gatlo JZLL184 a teszt elsé 3 percében, az elsé sokkot megel6z6
habituaciés idészakban, nem volt hatassal a vonaltalépések szamara (F(4,43)=1,82;
p=0,14), tehat nem befolyasolta az allatok lokomotoros aktivitasat (17A. abra). A dermedt
viselkedéssel toltott id6 mennyiségére mind a kondiciondlds, mind a kontextualis
emlékeztetOk soran a kezelés szignifikans hatast fejtett ki (Fiezeles(4, 38)=10,55; p<0,01;
Frapok(8, 302)=64,7178; p<0,01; Frezelési csoport*napok(32, 304)=6,91; p<0,01). A nem sokkolt
kontrollokhoz viszonyitva minden kisérleti csoport szignifikansan tobb 1d6t toltott
dermedt viselkedéssel a kondicionalds soran, azonban a JZL184 Kkezelt csoport
szignifikansan csokkent akut félelmi vélaszt mutatott a sokkolt kontroll csoporthoz
viszonyitva (17B. &bra). A JZL184 e hatésa az egyidejuleg adott URB597 kezelés mellett
nem jott 1étre. A dermedt viselkedéssel toltott id6 az elsé kontextudlis emlékeztetd soran
minden Kisérleti csoportban szignifikansan magasabb volt a nem sokkolt kontrollokhoz
viszonyitva, mely esetben egyik farmakoldgiai kezelés nem fejtett ki szignifikans hatést
(17C. abra). A 7. kontextualis emlékeztetdre minden kezelési csoport dermedt
viselkedeéssel toltott ideje a nem sokkolt kontroll egyedek altal mutatott szintre tért vissza.
A kondicionalast kovetd 28. napon tortént kontextudlis emlékezettd soran az URB597 és
az URB597+JZL184 kezelt csoport a nem sokkolt kontroll csoporthoz viszonyitva
szignifikansan tobb id6t toltott dermedt viselkedéssel. E hatas azonban nem jelentkezett

a sokkolt kontroll egyedekkel 6sszehasonlitasban (17C. abra).
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17. Abra A FAAH és MAGL enzimek szisztémas gatlasanak hatasa az akut félelmi valaszra és a
traumatikus emlék akviziciojara a kondicionalt félelem tesztben. A Vonalatlépések szama a
kondicionélas napjan a habituacids idészakban; B Dermedt viselkedéssel toltott id6 a kondicionalas
sordn; C Dermedt viselkedéssel toltott id6 az 1., a 7. és a 28. napi kontextualis emlékeztet6k soran. *:
szignifikans eltérés a nem sokkolt kontrolltdl; #: szignifikans eltérés a sokkolt kontrolltdl (p<0,05)

IV.3.2. AFAAH és MAGL enzimek szisztémas gatlasa altal kivaltott fokozott anandamid
és 2-AG jelatvitel, ill. interakcidjuk hatasa a fajdalomkiszdbre a forro lap tesztben Wistar

patkanyokon

A 8. kiserletben a fajdalomkiiszob a 2. kisérleti napra kis mértékben nétt az 1.
naphoz képest (Fnapok(1, 19)=8.38; p<0,01), de a farmakoldgiai kezelések nem fejtettek Ki
szignifikans hatast a fajdalomkiiszébre (Fkezelesi csoport(2, 19) = 0,08; p=0,92; Fuezelési
csoport=napok(2, 19) = 2,1; p=0,15), nem birtak fajdalomcsillapito hatdssal (18. &bra).
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18. Abra A FAAH és MAGL enzimek szisztémas gatlasanak hatasa a fajdalomkiiszobre a forré lap
tesztben. A Kisérleti elrendezés; B fajdalomkiiszob a forrd lap tesztben vivéanyag, URB597 és JZL184
kezelések esetén.
IV.3.3. A FAAH és MAGL enzimek géatlasa altal kivaltott fokozott anandamid és 2-AG
jelatvitel, ill. interakciojuk hatdsa lokalisan a prelimbikus kéregben az akut félelmi
valaszra és a traumatikus emlék akviziciojara a kondicionalt félelem tesztben Wistar

patkanyokon

A 9. kisérletben lokalisan, bilateralisan, a kondicionalast megel6z6en a PrL-be
beadott JZL184 és URB597 kezelés a dermedt viselkedéssel toltott idot a kondicionalas
és a kontextualis emlékeztetok soran szignifikansan befolyasolta (Fiezeies(4, 26)=6,44;
p<0,01; Fnapok(8, 208)=46,29; p<0,01; Frkezelési csoport*napok(32, 208)=5,72; p<0,01). A
kondicionalas alatt a sokk hatasara minden kezelési csoport dermedt viselkedéssel toltott
ideje szignifikdnsan magasabb volt a nem sokkolt kontroll csoporttal ¢sszehasonlitva
(19B. abra). A kezelések nem fejtettek ki hatast a kondicionalas soran a dermedt
magatartasra. Az els@ kontextualis emlékeztetd folyamdn a nem sokkolt kontrollhoz
viszonyitva minden kezelési csoport szignifikdnsan tobb id6t toltott dermedt
viselkedeéssel, de a farmakoldgiai kezelés ebben az esetben sem volt hatassal a félelem
specifikus magatartasi valaszra (19C. abra). A 7. kontextualis emlékeztetd soran az
URB597 kezelesen atesett csoport a nem sokkolt és a sokkolt kontroll csoportokhoz
viszonyitva egyarant tobb i1ddt toltott dermedt viselkedéssel, a JZL184 Onmagaban
adagolva ilyen hatast nem mutatott, mig szimultan kezelés esetén eltorolte az URB597
hatasat (19C. abra). A dermedt viselkedéssel toltott id6 szignifikansan magasabb maradt
a 28. napi kontextualis emlékeztetd soran is az URB597-kezelt csoportban a nem sokkolt

és sokkolt kontroll csoporthoz viszonyitva. Szignifikans hatas mas kezelési csoportokban
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nem jelentkezett a 28. napon, de érdekes médon a URB597 hatésa a JZL184-gyel torténd

egyideji kezelés esetén ekkor sem jelentkezett. (19C. dbra).

IV.3.4. A FAAH és MAGL enzimek géatlasa altal kivaltott fokozott anandamid és 2-AG
jelatvitel, ill. interakciojuk hatésa lokélisan a ventralis hippokampuszban az akut félelmi
valaszra és a traumatikus emlék akviziciojara a kondiciondlt félelem tesztben Wistar

patkanyokon

A 10. kisérletben lokalisan, bilateralisan, a kondicionalast megel6z6en a vHC-ba
adott JZL184 és URB597 kezelés a dermedt viselkedéssel toltott idore a kondicionalas és
a kontextualis emlékeztetOk soran szignifikans hatast fejtett ki (Fiezeles(4, 20)=5,33;
p<0,01; Fnapok(8, 160)=14,34; p<0,01; Frkezelési csoportnapok(32, 160)=4,34; p<0,01). A
kondicionalds soran minden kezelési csoportban szignifikansan megnétt a dermedt
viselkedéssel t61tott id6 a nem sokkolt kontrollokhoz viszonyitva. Azonban az URB597
kezelés hatasara az akut félelmi valasz a sokkolt kontrollal dsszevetve szignifikdnsan
csokkent (19E. ébra). Az URB597 ilyen jellegli hatasat kombinalt kezelés esetén a
JZL184 eltorolte, mely énmagaban nem gyakorolt hatast a dermedt viselkedésre a
kondicionalas soran. Az els6 kontextualis emlékeztetd soran minden kezelési csoport
szignifikdnsan tobb id6t toltott dermedt viselkedéssel, mint a nem sokkolt kontroll
csoport, de a farmakologiai kezelések egyike sem mutatott hatast a félelmi valaszra ebben
az idépontban (19F. abra). A 7. kontextualis emlékeztetd folyaman az URB597-tel kezelt
csoport Kivételével egyik kezelési csoport sem mutatott szignifikans kilénbséget a nem
sokkolt kontroll csoporthoz viszonyitva. Az URB597 kezelésen atesett csoport a nem
sokkolt kontroll csoport mellett, a sokkolt kontroll csoporttdl is szignifikansan
kiilonbdzott. Erdekes modon, kombinalt kezelés esetén a JZL184 meggatolta az URB597
ezirany hatasat (19F. abra). A dermedt viselkedéssel toltott id6 az URB597-kezelt
csoportban 28 nappal a kondicionalast kovetden is fokozottan jelentkezett, ezen allatok
szignifikansan tbb ideig mutattak félelmi valaszt, mint a nem sokkolt és a sokkolt kontoll
egyedek (19F. abra). A kondicionalast megeldzden adott URB597 hatdsat a szimultan
adott JZL184 ebben az esetben is elmosta.
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IV.3.5. A FAAH és MAGL enzimek gétlasa altal kivaltott fokozott anandamid és 2-AG
jelatvitel, ill. interakcidjuk hatdsa lokalisan a bazolateralis amigdalédban az akut félelmi
valaszra és a traumatikus emlék akvizicidjara a kondicionalt félelem tesztben Wistar

patkanyokon

A 11. kisérletben lokalisan, bilateralisan, a kondicionalast megel6z6en a BLA-ba
adott JZL.184 és URB597 kezelés a dermedt viselkedéssel toltott idore a kondicionalas és
a kontextualis emlékeztetOk soran szignifikans hatast fejtett ki (Fiezeles(4, 22)=6,23;
P<0,01; Fnapok(8, 176)=9,95; p<0,01; Frkezelssi csoportnapok(32, 176)=1,73; p=0,01). A post-
hoc dsszehasonlitasok szerint a kondicionalas és az els6 kontextualis emlékeztetd soran
minden kezelési csoport szignifikansan tobbet tolttt dermedt viselkedéssel a teszt
folyaman, mint a nem sokkolt kontroll csoport (19H. abra). Az elektromos sokkot kovetd
7. és a 28. napokon tortént kontextualis emlékeztetd soran mar egyetlen csoport sem
kuldnbozott szignifikansan a nem sokkolt kontroll csoporttdl (191. &bra). A farmakologiai
kezeléseknek sem kondicionalas, sem a kontextudlis emlékeztetok folyaman nem volt
szignifikans hatasa a félelmi véalaszra a sokkolt kontroll csoporthoz viszonyitva (19I.

abra).
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19. Abra A FAAH és MAGL enzimek lokalis gatlasanak hatasa a prelimbikus kéregben, a ventralis
hippokampuszban és a bazolaterlis amigdaldban az akut félelmi vélaszra és a traumatikus emlék
akvizicidjara a kondicionalt félelem tesztben. Agyteriiletenként: A, D, G Lokalis beadasok referencia
koordinatéai: AP, antero-posterior a bregméatél; ML, medio-lateralisan a szagittalis koponyavarrattol;
DV, dorzo-ventralisan a koponyacsont felszinétl; B, E, H Dermedt viselkedéssel toltott id6 a
kondicionalas soran; C, F, | Dermedt viselkedéssel toltott id6 a kontextualis emlékeztetok 1., 7. és 28.
napjan. *: szignifikans kiilonbség a nem sokkolt kontroll csoporthoz viszonyitva; #: szignifikans
kilénbség a sokkolt kontroll csoporthoz viszonyitva (p<0,05).
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IV.4. A szisztémasan fokozott anandamid és 2-AG jeltavitel hatdsa a

traumatikus emlék kioltodasara patkanyokon

IV.4.1. AFAAH és MAGL enzimek szisztémaés gatlasa altal kivaltott fokozott anandamid
és 2-AG jelatvitel, ill. interakciojuk hatasa traumatikus emlék kioltodasara a kondicionalt

félelem tesztben Wistar patkanyokon

A 12. kisérletben szisztémasan, az els6 kontextualis emlékeztetét megel6z6en adott
JZ1.184 ¢és URB597 kezelés szignifikdns hatassal volt a kontextualis emlékeztetok soran
mutatott dermedt viselkedésre (Fiezeles(4, 42)=7,57; p<0,01; Fnapok(8, 336)=23,35; p<0,01;
Frezelés*napok(32, 336)=4,94; p<0,01). A félelmi kondicionalas minden kezelési csoportban
szignifikdnsan megndvelte a dermedt viselkedéssel toltott idot az elsdé kontextudlis
emlékeztetd napjan a nem sokkolt kontrollhoz viszonyitva. Tovabba e tesztnap folyaman
a JZL.184-gyel kezelt csoport szignifikdnsan kevesebb félelmi valaszt mutatott a sokkolt
csoporttal 6sszehasonlitva (20. abra). A sokkolt kontrolltol valé szignifikans eltérés nem
jelentkezett sem az URB597 kezelés hatasara, sem a kombinalt kezelés esetén. Tehat az
URBS597 kezelés meggatolta a JZL184 kezelés félelmi valaszt csokkentd hatasat az elsd
kontextualis emlékeztetd soran. A sokkolt kontroll csoport dermedt viselkedéssel toltott
ideje a 6. kontextudlis emlékeztetd napjan mar nem kiilonbozott szignifikdnsan a nem
sokkolt kontroll csoporttol. A JZL184 és az URB597 kezelt csoportok esetén a
szignifikans kiilonbség a nem sokkolt kontroll csoporthoz viszonyitva mar a 4., kombinalt
kezelés esetén a 3. kontextualis emlékeztetd soran megsziint. Tehat mindharom kezelési
csoport esetén a traumatikus emlék kioltddasa gyorsabban végbement. Hét és 28 nappal
a kondicionalast kovet6en egyik kezelési csoport sem mutatott szignifikans kiilonbséget
a felelmi valasz tekintetében sem a nem sokkolt, sem a sokkolt kontroll csoportokkal
6sszehasonlitasban (20. abra).
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- - Nem sokkolt kontroll

[ ] Sokkolt kontroll

[] JzL184 16 mg/kg

[l URB597 0,3 mglkg

B URB597 0,3 mg/kg + JZL184 16 mg/kg

123456 728 napok

20. Abra A FAAH és MAGL enzimek szisztémas gatlasanak hatasa traumatikus memoria kioltodasara
a kondicionalt félelem tesztben *: szignifikans kilénbség a nem sokkolt kontroll csoporthoz
viszonyitva; #: szignifikans kilonbség a sokkolt kontroll csoporthoz viszonyitva (p<0,05).
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V. Megbeszélés

V.1. A szisztéméasan fokozott anandamid jelatvitel hatdsa a megkulzdési

stratégiara és a félelmi valaszra egereken

Munkank els6 szakaszaban egereken tanulmanyoztuk a hatraforditas tesztben az
URB597 altal fokozott AEA jelatvitel szerepét a megkiizdési stratégiak szabalyozasaban.
Az els6é és a masodik tesztnapok kozott, egyedi szinten a megkiizdési stratégidk
konzisztensen jelentek meg, melyet a vivoanyag kezelés nem befolyasolt és az
irodalomban is bemutatott bimodalis eloszlast mutattak (275, 285). A 2. tesztnapon
passziv megklizdési stratégiat mutatd egyedek a 3. tesztnapon az URB597 kezelés altal
kivaltott fokozott AEA jelatvitel hatasara aktiv megkizdési stratégiat mutattak, mig a
kezelés a kevert, illetve aktiv megkuzdési stratégiat mutatd egyedek magatartdsat nem
befolyasolta. Egy averzivabb kdrnyezeti kihivas, az elektromos sokk esetében az
URB597 kezelés a sokkok kozti intervallumokban csokkentette a ragcsaldkra specifikus
félelmi valaszt, a dermedt viselkedéssel tOltott id6 hosszat, illetve fokozta a racs
megkizdési strategia megjelenésének tekinthet6. A kondicionalast 14 nappal kovetd

kontextudlis emlékeztetd soran a félelmi valaszt a kezelés nem befolyasolta.

Eredményeink alapjan mindkét teszt esetén a fokozott AEA jelatvitel az aktiv
(proaktiv) megklzdési stratégia megjelenését eredményezte: novelte a menekulési
kisérletekkel toltott idot a hatraforditas tesztben, illetve csOkkentette a dermedt
viselkedéssel toltott id6t az elektromos sokkok kozotti idéintervallumokban a félelmi
kondicionalds soran. A hatraforditds tesztben e hatas kizarolag a korabban passziv
(reaktiv) stratégiat gyakorlo egyedek esetén jelentkezett. Ezzel szemben a kondicionalas
soran mutatott akut félelmi valasz minden URB597 kezelésen atesett egyed esetén
altalanosan csokkent. E jelenségeért a ket teszt eltérd intenzitasu averzivitasa lehet felelds:
mig a hatraforditas teszt 1 perc id6tartamu és nem jar fajdalommal (az alanyokat fixen
tartjuk, de fajdalmat nem okozunk), addig a félelmi kondicionalas 6tszor ilyen hosszu és
a 3 mA aramerdsségli sokk fajdalmat okoz. Hasonld, a kdrnyezet averzivitdsatol fiiggd

endokannabinoid jelatvitelhez kotott hatasra az irodalomban t6bb példat is talalunk (266,
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267). Eredmeényeink, melyek szerint a fokozott AEA jelatvitel az aktiv megkuzdési
stratégia felé tolja el az egyedek magatartasat, egybevagnak csoportunk korabbi, sajat
eredményeivel, valamint mas csoportok altal publikalt megfigyelésekkel (267, 274, 284,
291, 352). Vizsgalatunk nem terjedt ki arra, hogy a fokozott AEA jelatvitel hatasara
kialakul6 proaktiv megkiizdési stratégia, mely receptor(ok) szignalizécidjdhoz kototten
jon létre, azonban csoportunk egy korabbi vizsgéalatdban a URB597 megkiizdési
stratégiara gyakorolt hatdsa CB:R antagonistaval gatolhatdo volt (274). Ezért a
vizsgalatunkban mért hatasok nagy valdszintiséggel elsddlegesen a CB1R-on keresztil
val6sultak meg. Ugyanakkor szlikséges megemliteni, hogy az AEA a CB1R mellett a
CB2R, TRPVI1, GPR55, GPRI18 receptoroknak egyarant agonistdja, ezért a jovobeni
vizsgalatokat ezt szem el6tt tartva sziikséges megtervezni (153, 156-158). Vizsgalataink
ebben az esetben nem terjedtek ki az AEA hatadsanak anatomiai lokalizalasara, azonban
irodalmi adatok arra engednek koévetkeztetni, hogy a vmPFC-ben, a CeA-ban ill a BLA-
ban zajlo AEA jelatvitelnek lehet elsddleges szerepe a proaktiv megkiizdési stratégia
kialakitasaban (283, 284, 353-355).

Eredményeink megerdsitik, hogy az endokannabinoid jelatvitel nem egy specifikus
magatartds megjelenéséert felel, sokkal inkdbb a kornyezetbdl érkezd ingerekre adott
valaszok jellegét befolyasolja: averziv kdrnyezeti kondiciok esetén az AEA jelatvitel az
aktiv (proaktiv) megkiizdési stratégia kivaltasaért felelds, de a stratégidnak minden

egyedre kiterjedd, altalanos megvaltozasa az averziv kornyezeti inger intenzitasatol is

fugg.

V.2. A szisztémasan fokozott 2-AG jelatvitel hatdsa a magatartasi valaszra

agressziv interakcidban egereken

A territoridlis agressziot vizsgalo rezidens-betolakodo tesztben a JZL184 kezelés
altal fokozott 2-AG jelatvitel mind a rezidens, mind a betolakodd egyedek esetén
drasztikusan csdkkentette az agressziv magatartast. A JZL184 kezelt csoport altal adott
harapésok szdma ¢és az offenziv magatartassal toltott ideje, a tesztben betoltott szerepétdl
(rezidens vagy betolakodo) fuggetlenul csokkent, mig az elszenvedett harapasok szama
nétt. A fokozott 2-AG jelatvitel a rezidens egyedek defenziv magatartassal toltott idejére

nem volt hatassal, de a betolakodo egyedek esetén a defenzivitas fokozodott. A rezidens
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egyedek kortikoszteron szintje a kezelés hatasara nem novekedett, mig a betolakodo
egyedek stressztengely aktivitasa szignifikdnsan fokozodott. A metirapon, a JZL184
kezelés és ezek kombinacioja a betolakodd egyedekben egyarant csokkentették az adott
harapéasok szamat ¢és az offenziv magatartassal toltott idot. Tovabba a defenzivitast a
metirapon és a JZL184 kezeles nmagéban fokozta, de a kombinalt kezelés esetén e hatés
nem jelentkezett. A CB1R antagonista AM251 6nmagaban kizéarélag 1 mg/kg dozisban
valtott ki agresszid csokkentd hatast a rezidens alanyokban, mig a JZL184 6nalldan, ill.
mindkét dozisban alkalmazott AM251 mellett egyarant csokkentette a rezidensek
agresszidjat. A CB1R antagonista kezelés mindkeét alkalmazott d6zisban a kortikoszteron
szint emelkedését valtotta ki. Eredményeink alapjan a JZL184 kezelés hataséara
fokozodott 2-AG jelatvitel feltehetéleg nem CBiR-on keresztil fejti ki agresszid

csokkent6 hatasat.

Az irodalomban rendelkezésiinkre all6 csekély informacio alapjan a A®- és AL-THC
egyarant csokkenti az agressziot, mig a CB:1R gen kititése fokozott offenziv agressziot
eredményez (286-288). Eredményeink szerint az endokannabinoid rendszer aktivalddasat
kovetd csokkent agresszivitas kialakitasaért a két eCB koziil a 2-AG felelds, melyet
megerdsitenek az AEA szerepét a szocialis magatartas szabalyozasaban igazolo, de az
agresszid szabalyozasaban cafol6 kozlemények (218, 289, 290). A fokozott 2-AG
jelatvitel magatartasi hatasai irodalmi adatok és laboratériumunk sajat eredményi alapjan
kontextus fiiggd modon jelentkeztek nem szocialis tesztekben (263, 268, 269). A
rezidens-betolakodo teszt a territoriumukat védo rezidensek ill. a betolakod6 egyedek
perspektivajabdl nézve eltérd kontextust jelent. Ezért kiemelten fontos, hogy a rezidens-
betolakodd tesztben a JZL184 kezelés, mind a rezidensek, mint a betolakodok
agressziojat csokkentette. Egy, a kbzelmultban megjelent kdzlemény szintén a fokozott
2-AG jelatvitel agressziot csokkentd hatasat tamasztja ala (293): az MIN110-zel kivaltott
MAGL enzim gatlas hatasara a szocialis interakcio tesztben, az anyatol valo elvalasztast
kovet6en szocidlisan izolaltan tartott egyedek fokozott agresszidja a szociélisan tartott

egyedek szintjére csokkent.

Csoportunk korabbi eredményei alapjan a JZL184 kezelés hatasara fokozodik a

kortikoszteron szekrécid, mely 6nmagaban is képes befolyasolni az agressziv magatartast
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(268, 356). Kisérletlinkben a JZL184 kezelés kizéardlag a betolakodd egyedek esetén
eredményezett megemelkedett kortikoszteron szintet. A betolakodd egyedek altal adott
és elszenvedett harapasok szama és offenziv magatartassal toltott ideje JZL184 és
kortikoszteron szintézis gatlé metirapon kezelést kovetden, ill. a kettd kombinalt adasa
esetén is szignifikansan csokkent. Erdekes moédon a defenzivitasra a kombinalt
kezelésnek nem volt hatasa, de Ondlléan a JZL184 és a metirapon a defenziv
magatartassal toltott id6 mennyiségét fokozta. Fentiekbdl kovetkezéen minden kisérleti
csoport esetén a JZL.184 kezelés hatasara megvaltozott harapasszam és csokkent offenziv
magatartds a kortikoszteron szint valtozastol fuggetlenul johetett Iétre. Egyrészt e
valtozésok iranya a rezidens és betolakodd egyedek esetén azonos iranydak voltak, mig
a kortikoszteron szint csak a betolakodd egyedekben emelkedett meg. Masrészt a
kombinalt JZL.184 és metirapon kezelés egyarant ebbe az iranyba tolta el a betolakodok
magatartdsat a harapasszamok és az offenzivitds tekintetében. Ezzel szemben a
betolakodd egyedek defenziv magatartassal toltott ideje legaldbbis részben a
megemelkedett kortikoszteron szint eredményeként johetett létre. Ezt alatamasztja, hogy
a rezidens egyedek defenziv magtartassal toltott idejére a JZL184 kezelés nem volt
hatassal és a kortikoszteron szint sem emelkedett e kezelési csoportban, tovabba a
betolakodd egyedek defenziv magatartassal toltott idejére a kombinalt JZL184 és
metirapon kezelés nem volt hatasa, de a két kezelési tipus per se fokozta a defenzivitast.
A JZL184 és a metirapon kezelések hatterében allé molekularis interakciok, melyek

magyarazatul szolgalhatnanak e jelenségre jelenleg nem ismertek.

A JZL184 kezelés hatdsara fokozodott 2-AG jelatvitel feltehetéleg nem CB1R-on
keresztil fejti ki agressziot csokkenté hatasat a rezidens egyedekben. E feltételezést
alatamasztja, hogy a kisebb dozisban alkalmazott CB1R antagonista AM251 per se nem
befolyasolta az agressziot, sem a JZL184 agresszid csokkentd hatasat, de a kortikoszteron
szintet megemelte, tehat biologiai hatast ekkora dézis alkalmazésa is kepes volt kivaltani.
Ugyanakkor a nagyobb dozisban alkalmazott AM251 6nalloan agresszi6 csokkentd hatdst
valtott ki, azonban e hatas egyidejii AM251 ¢és JZL184 kezelés esetén is 1étrejott. A
JZL184 éltal kivaltott fokozott 2-AG jelatvitelnek az agressziv interakciot befolyasolo
hatasa tehat nem CB1R-hoz kototten valosul meg. A 2-AG bioldgiai hatast a CB2R,
TRPV1 és GPR55 receptorokon egyarant képes kifejteni (27, 156, 357), ezért a pontos,
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az agressziv magatartds csokkentéséért felelés mechanizmus feltérképezése érdekében a
vizsgalatokat e receptorokra is ki kell terjeszteni a jovoben. Fontos tovabba megemliteni,
hogy az AM251 kezelés a kézponti idegrendszerben az 6sszes elérheté CB1R-on kifejti
antagonista hatasat, mig a JZL184 kezelés hatasara csak ott és akkor fokozdodik a 2-AG
jelatvitel mikor az a megfeleld biologiai szignalok hatdsara szintetizalasra keriil. Ezen
farmakoldgiai kezelések jellege miatt, a CB1R szerepe nem zarhat6 ki teljes mértékben a

2-AG éltal kivaltott agresszi6 csokkentd hatast illetden.

Jelen eredményeink pontosabb képet festenek az eCB rendszer territorialis
agresszio szabalyozasaban betoltott szerepérdl, melyek szerint a két eCB kozil a 2-AG
jelatvitel fokozdsaval robusztus agresszidcsokkentd hatas valthatdé ki az agressziv
interakcidban részt vevé mindkét fél esetén a rezidens-betolakodo tesztben. A fokozott
2-AG jelatvital a rezidens és betolakod6 egyedekben egyarant csokkenti az offenzivitast,
azonban a betolakod6 egyedek defeznivitdsanak novekedése részben a megemelkedett
kortikoszteron szint kovetkeztében johet 1étre. Az agressziot csokkenté 2-AG hatés

azonban feltehetéleg nem a CB1R-hoz kotott szignalizacio révén jon létre.

V.3. A szisztémasan és lokalisan fokozott anandamid és 2-AG jelatvitel, ill.
interakcidjuk hatdsa az akut félelmi vélaszra és a traumatikus emlék

akviziciojara patkanyokon

A kondicionalast megel6zOen szisztémasan adott JZL184 &ltal fokozott 2-AG
jelatvitel a félelmi kondicionalas soran csokkentette az akut félelmi valaszt, mely hatés
az egyidejileg URBS597-tel fokozott AEA jelatvitel mellett nem jelentkezett. Az
agyterllet specifikus kezelések esetén az akut félelmi valaszt a vHC-ban az URB597 altal
fokozott AEA jelatvitel csokkentette, mely hatas az egyidejii JZL184 kezelés altal
fokozott 2-AG jeltavitel mellett nem jott 1étre. Az akut félelmi valaszra a PrL-ben és a
BLA-ban egyik kezelésnek sem volt hatasa. A traumatikus memodria akvizicidjat
befolyasolo kezelések hosszu tavu hatasaira a kontextualis emlékeztet6k soran mutatott
félelmi valasz alapjan kovetkeztettiink. Tehat ez esetben a fokozott dermedt viselkedéssel
toltott id6 a félelmi valasz robusztusabb akviziciojat jelzi. A kondicionalast megel6z6
szisztémas kezelést kovetden az els6 kontextualis emlékeztetd soran egyik kezelési tipus

sem befolyasolta a félelmi valaszt. Tovabba egyetlen kezelési tipus hosszu tavu hatasai
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sem jelentkeztek 7 nappal a kondicionalast kdvetden, de fokozott félelmi valasz jott létre
28 nappal késébb az URB597, illetve a kombinalt URB597 és JZL.184 kezelt csoportok
esetén. Az agyteriilet specifikus kezelések esetén a traumatikus emlék akviziciojat a PrL-
ben és a VHC-ban az URB597 kezelés fokozta. E hatas egy nappal a kondicionalast
kovetden nem volt detektalhatd, de 7 €s 28 nappal a kondicionalast kovetden a félelmi
valasz tovabbra is fennmaradt, mig a tobbi elektromos sokkon atesett kezelési csoportban
kioltddott. E két agyteriileten az URB597 altal fokozott AEA jelatvitel hosszu tavd
hatasat a szimultan, JZL184 kezelés révén fokozott, 2-AG jelatvitel eltérolte. A BLA-ba
adott kezelések nem fejtettek ki hatdst a traumatikus memoria akvizicidjara. A szisztémas

kezelések egyike sem fejtett ki motoros vagy fajdalomcsillapito hatast.

A disszertacioban korabban bemutatott eredmények alapjan a szisztémas URB597
kezelés &ltal fokozott AEA jelatvitel csokkenti a CD1 egerek akut félelmi valaszat (Isd.:
Eredmények IV.1.2. rész) a félelmi kondicionalas soran (358). llyen, akut félelmi valaszt
csokkentd hatds patkanyok és eltérd kondicionalasi protokoll felhasznaldsa esetén a
szisztémasan fokozott 2-AG jelatvitel hatasara, mig lokalisan a vHC-ban a fokozott AEA
jelatvitel hatasara jott létre. Erdekes modon a szisztémasan, a kondicionalast megel6zden
fokozott 2-AG jelétvitelnek nem volt hossz( tavu hatasa a félelmi véalasz fennmaradasara,
mig a vHC-ban megmutatkozd akut félelmi valasz csokkenés ellenére a fokozott
anandamid jelatvitel hatdsara a traumatikus memoria robusztusan és hosszU tavon
fennmaradt. Tovabba mindkét esetben a két endokannabinoid jelatvitelének egydttes
fokozasa kioltotta az akut félelmi valaszra gyakorolt 2-AG ill. anandamid hatést.
Eredményeink els6ként mutatjak be a szisztémasan fokozott 2-AG és a lokalisan a vHC-
ban fokozott anandamid jelatvitel ilyen jellegli specifikus hatdsait az akut félelmi
valaszra. Az irodalomban e jelenséget vizsgald kdzlemények jelenleg nem talalhatoak
ezért az idegrendszeri folyamatok feltardsa tovabbi Kisérletek elvégzését teszi

szlikségessé.

Az AEA Kkisérletinkben bemutatott akvizicidé fokoz6 hatasa 6sszhangban van az
irodalmi adatokkal. E hatas URB597 kezelés ill. FAAH génkiltott egyedek eseteén is
detektalhato volt averziv koriilmények kozott a Barnes-labirintus valamint a passziv

elkertlés tesztben (359, 360). Az irodalomban ismert memoria konszolidaciot fokozd, a
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prefrontalis kéreghez és hippokampuszhoz kotott AEA jelatvitelnek eredményeink
szerint az akvizicioban is szerepe van, ill. a szubrégiok kozil a PrL és a vHC érintettek
(361). A fokozott 2-AG jelatvitel irodalmi adatok szerint nincs hatassal az akviziciora, de
fokozza a kondicionalt félelem expressziojat és csokkenti a félelmi valasz kioltodasat
(335, 336). Esetiinkben a memoria akviziciojara a fokozott 2-AG jelatvitel Gnmagaban
nem volt hatdssal sem a PrL-ben, sem a vHC-ban, azonban a 2-AG a fokozott AEA
jelatvitel hatasat eltérolte. A BLA-ban az akvizicidra nem volt hatassal egyik kezelési
tipus sem, azonban irodalmi adatok szerint az AEA jelatvitelnek ezen agyterileten
szerepe van az averziv memoria kialakitasaban (361). Az egyes eCB-k szerepét lokalisan
a BLA-ban a traumatikus memoria akvizicidjaban feltételezhetéen azért nem sikertilt
tisztaznunk, mert a BLA-ban egyarant lokalizalédnak specifikusan a félelmi vélasz
expressziojéért és gatlasaert felelds idegsejtek (362-365). Az altalunk alkalmazott
farmakologiai kezelés eltér6 funkcidju neuron-populéciokat egyarant elérhetett. Az eCB
irodalomban: lokalisan a BLA-ba jutatott kezelések a szorongas-szerli magatartas

vizsgalataban anxiogenikus és anxiolitikus hatasokat egyarant kivaltottak (346, 366, 367).

Munkank soran nem vizsgaltuk, hogy a fokozott AEA és 2-AG jelatvitel, ill.
interakcidik pontosan, mely receptor(ok)on keresztiil érvényesulnek. Jelen ismereteink
szerint, ahogy az a diszkusszidban korabban emlitésre keriilt az AEA és a 2-AG bioldgiai
hatasat CB1R mellett CB2R, TRPV1, GPR55, GPR18 receptorokon is képes kivaltani.
Lee és munkatarsainak munkaja alapjan ismerjik, hogy az endokannabinoid és
endovanilloid jelatvitel egér hippokampusz CA1l régidjanak piramissejtjein a
periszomatikusan és dendritikusan lokalizalo6d6 GABAerg szinapszisokban egymassal
interakcidban zajlik. Megfigyeléseik szerint a tonikus 2-AG jelatvitel hatékonysagat a
preszinaptikus MAGL aktivitas mellett a posztszinaptikus TRPV1 receptor és FAAH
enzim aktivitdsa is szabalyozza: az AEA jelatvitel a TRPV1 receptor aktivacioja révén
képes a tonikus 2-AG felszabadulast gatolni (337). CBiR pozitiv periszomatikus
interneuronok a hippokampusz mellett megtalalhatéak a PFC-ben és az amigdalaban is
(368, 369), ezért az AEA és 2-AG kozotti interakciok vizsgalatat a jovoben érdemes a
TRPV1 receptor bevonasaval végezni. A felsorolt receptorok kdzott kandidans lehet még

a CB2R, mely expresszalodik a hippokampuszban és részt vesz a félelmi memoria
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szabalyozésban (370-374). Az endokannabinoidok interakcidjanak megeértését tovabb
neheziti, hogy a CB1R megtalalhat6 glutamaterg és GABAerg szinapszisokban egyaréant,

mely sejtspecifikus manipulaciok eltéré magatartasi valaszt eredményeznek (241, 335).

Osszességében eredményeink szerint az akut félelmi valaszt a szisztémasan
fokozott 2-AG és a vHC-ban zajlé fokozott AEA jelatvitel csokkentette, azonban a
szisztémasan, a PrL-ben és vHC-ban fokozott AEA jelatvitel hatasara a félelmi valasz
még 28 nappal a kondicionalast kovetden is fennmaradt, tehat fokozta a traumatikus
emlék akviziciojat. Vizsgalataink egyik legjelentdsebb eredménye, hogy a magatartas
szintjén tudtuk detektalni a két eCB kozotti interakcidt: a kondicionalast megel6zden
fokozott AEA jelatvitel hatdsat 6sszesen 3 vizsgalt iddpontban tordlte el az egyidejlileg
fokozott 2-AG jelatvitel: 1.) lokalisan a vHC-ban a kondicionalas soran, 2.) a PrL-ben és
a 3.) VHC-ban 7 és 28 nappal a kondicionalast kovetden. Emellett szisztémasan szintén
eltorolte a fokozott AEA jelatvitel a 2-AG akut félelmi valaszt csokkent hatasat.
Tudomasunk szerint a két eCB interakcidjat a magatartas szintjén mas kutatécsoport nem

irta még le.

V.4. A szisztémasan fokozott anandamid és 2-AG jeltavitel hatasa a

traumatikus emlék kioltodasara patkanyokon

Az elsé kontextualis emlékezetet6t megel6zéen szisztémasan fokozott 2-AG
jelatvitel az els6 kontextualis emlékeztetd soran csokkentette a félelmi valaszt, mely hatés
kialakulasat a szimultan fokozott AEA jelatvitel meggatolta. A JZL184, URB597 és a
kombinacidban adott kezelés esetén a traumatikus emlék kioltddasa gyorsabban
végbement, mint a sokkolt kontroll csoport esetén. Hét és 28 nappal a kondicionalast
kovetden egyik kezelési csoport sem mutatott szignifikans kiilonbséget a félelmi valasz

tekintetében sem a nem sokkolt, sem a sokkolt kontroll csoportokkal 6sszehasonlitasban.

Kisérletiinkben a JZL184 kezelés hatasara az elsé kontextualis emlékeztetében
csokkent félelmi valasz ellentmondasban van irodalmi adatokkal, melyek szerint a
JZ1.184 kezelés szisztémasan és lokalisan a BLA-ba adva is fokozza a félelmi valasz
expresszidjat (335, 336). Irodalmi adatok alapjan a kisérletiinkben jelentkezé JZL184

kezelés hatasat a fokozott AEA jelatviteltdl varnank, ugyanis a félelmi valasz

81



DOI:10.14753/SE.2019.2281

expresszidjat az elsé kontextudlis emlékeztetd folyaman egyarant csokkentette a vimPFC-
be és a dHC-ba beadott AEA, ill. a szisztémasan beadott URB597 (332, 334, 335). E hatas
az altalunk veégzett kisérletben szisztémas URB597 kezelés esetén nem jelentkezett.
Kisérletiinkben az els6 kontextualis emlékeztetd sordn a szimultdn fokozott AEA
jelatvitel a 2-AG félelmi valaszt csokkent6 hatasat eltorolte. A félelmi memoria
akvizicigjat vizsgalo kisérleteinkben ilyen jellegli interakcio a szisztémas kezelést kovetd
akut félelmi valaszban jelentkezett (Isd.: Eredmények 1V.3.1.). A fokozott AEA és 2-AG
jelatvitelnek a traumatikus emlék kioltdédasat fokozé hatasa részben egybevag az irodalmi
adatokkal: a szisztémasan vagy a dHC-ban fokozott AEA jelatvitel gyorsitotta a félelmi
valasz kioltédasat, mig a fokozott 2-AG jelatvitel szisztéméasan és lokalisan a BLA-ban
gatolta a kioltodast (319, 334, 336). Erdekes modon a kombinalt kezelés esetén a két
endokannabinoid szinergisztikusan, egymds hatasat erdsitve gyorsabb extinkciot
eredményezett. Tehat a két endokannabinoid koz6tti interakcié a magatartas szintjén nem
kizarolag a mésik hatasanak gatlasa révén jelentkezhet, mint ahogy azt a félelmi memoria

akvizicidjat vizsgald kisérleteinkben lattuk.
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V1. Kovetkeztetések

Doktori munkam soran az endokannabinoidok lebontasaért felelds két f6 enzim, a
FAAH és a MAGL farmakologiai gatlasaval kivantam felderiteni az AEA-ra és 2-AG-re
specifikus magatartasi hatasokat, lehetséges interakcioikat. A disszertacioban bemutatott

eredmények alapjan az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

1. A fokozott AEA jelatvitel a proaktiv megkuzdési stratégia megjelenését propagalja,

mely a kornyezetbdl érkezd averziv ingerek intenzitasatol fiiggd modon jelentkezik.

2. A fokozott 2-AG jelatvitel felelés specifikusan a territorialis agressziot csokkentd
endokannabinoid hatasokért. Azonban a 2-AG agresszié csokkentd hatisa nem a
CB:1R-hoz kotott szignalizacid révén jon létre és a fokozott defenzivitast részben a

megemelkedett kortikoszteron szint eredményezi a betolakod6 egerekben.

3. Az akut félelmi valasz és félelmi memodria kialakitasdban a fokozott AEA és 2-AG

jelatvitel eltér6 szerepet tolt be és egymaéssal interakcidban fejtik ki élettani hatasukat.

3.1. Az akut félelmi valasz csokkenéseért szisztémasan specifikusan a 2-AG, mig a
VHC-ban az AEA jelatvitel a felelds.

3.2. Az akut félelmi valaszra kifejtett szisztémas 2-AG hatast az AEA, mig a lokalis
AEA hatast a VHC-ban a 2-AG képes eltordlni.

3.3. A fokozott AEA jelatvitel a PrL-ben és a VHC-ban el6ésegiti a robusztus, hosszan
fennmaradd félelmi memdria létrejottét.

3.4. Az AEA jelatvitel hatasat a traumatikus memaria hosszUtavu fennmaradasara a
PrL-ben és a vHC-ban a 2-AG képes eltér6lni, azonban ©6nmagaban e
jelenségekre a két agyteriileten nem fejt ki hatast.

4. A traumatikus emlék kioltédasat a 2-AG, az AEA és a két endokannabinoid

egyuttesen is fokozza. A félelmi valasz expressziojat az els6 kontextualis emlékeztetd

soran a 2-AG jelatvitel csokkenti, mely hatast az AEA képes megsziintetni.
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V1. Osszefoglalas

Az endokannabinoid (eCB) rendszer elemei — a kannabinoid receptorok, a két eCB,
az anandamid (AEA) és a 2-archidonoil-glicerin (2-AG) — jelentds mennyisegben vannak
jelen az emocionalis magatartas szabalyozasaért felelds agyteriileteken. Jelen ismereteink
szerint az eCB jelatvitel a kdrnyezeti ingerekre adott magatartasi valasz jellegét modulalja
és nem egy specifikus magatartasi valasz kivaltaséért vagy gatlaséért felel. Doktori
munkam ceélja az AEA és a 2-AG specifikus szerepének, lehetséges interakcidjanak
vizsgalata volt eltérd kornyezeti kihivasokat reprezentdld tesztekben, vizsgidlva a
megkizdési stratégidt, az agressziv interakciot, valamint a traumatikus memoria
a lebontasukert specifikusan felelés enzimek, a zsirsav-amid-hidrolaz és a monoacil-
glicerol-lipaz géatlasa révén. A fokozott AEA jelatvitel hatasara CD1 egerek proaktiv
megkuzdési stratégiat mutattak a hatraforditas és kondicionalt félelem tesztekben. Mig a
hatraforditas tesztben a korabban reaktiv megkiizdési stratégiat mutatd egerek stratégiajat
modositotta proaktivra a kezelés, addig a félelmi kondicionalas soran a proaktiv stratégia
altalanos megjelenése volt megfigyelhetd. A territorialis agressziot CD1 egereken
vizsgalo rezidens-betolakod6 tesztben a fokozott 2-AG jelatvitel a rezidensek és a
betolakoddk agresszidjat egyarant robusztusan csokkentette. Wistar patkanyokon a
kondicionalt félelem tesztben az akut félelmi vélaszt a szisztéméasan fokozott 2-AG
jelatvitel és a lok&lisan a ventralis hippokampuszban (vHC) fokozott AEA jelatvitel
csokkentette. Az akut félelmi valaszt csokkent hatasa ellenére az AEA jelatvitel
fokozésa lokalisan a vHC-ban és a prelimbikus kéregben is permanens félelmi
emléknyom kialakulasat eredményezte. A 2-AG-nek 6nmagaban e jelenségekre nem volt
hatdsa, de az AEA altal kivaltott hatasokat képes volt eltérdlni. A traumatikus emlék
kioltédasat a 2-AG, az AEA és a két endokannabinoid egyittesen is fokozza.
Osszefoglalva, sikeriilt bebizonyitanunk, hogy a két eCB specifikusan, bizonyos
esetekben egymassal interakcioban befolyadsolja az eltéré kornyezeti kihivasokat
modellezd tesztekben megjelend magatartdsforméakat. Az AEA a proaktiv megkiizdési
stratégia kialakitasaban, mig a 2-AG az agresszié csokkentésében jatszik szerepet,
tovabba az akut félelmi véalaszt, a hosszu tavon fennmaradd félelmi meméria létrejottét

és kioltodasat e két eCB egyiittesen szabalyozza.
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VIIl. Summary

Components of the endocannabinoid (eCB) system — the cannabinoid receptors,
the two eCBs, anandamide (AEA) and 2-arachidonoylglycerol (2-AG) — are present in
significant amounts in brain areas responsible for the regulation of emotional behavior.
According to our knowledge, eCB signaling modifies the nature of the behavioral
response to environmental stimuli and is not responsible for the induction or inhibition of
a specific behavioral response. The aim of my doctoral thesis was to investigate the
specific role and possible interaction of AEA and 2-AG in different environmental
challenges, studying coping strategies, aggressive interaction, and acquisition and
extinction of traumatic memory. In our studies, the signaling of eCB AEA and 2-AG was
enhanced by the inhibition of specific enzymes responsible for their degradation: fatty
acid amide hydrolase and monoacylglycerol lipase, respectively. As a result of enhanced
AEA signaling, CD1 mice showed a proactive coping strategy in the back test and
conditioned fear test. Mice that showed previously reactive coping strategy after the
treatment behaved proactively in the back test, but during fear conditioning the proactive
strategy was observed comprehensively. In the resident-intruder test of territorial
aggression enhanced 2-AG signaling drastically reduced the aggression of resident and
intruder CD1 mice. In Wistar rats the acute fear response in the conditioned fear test was
reduced by systemically enhanced 2-AG signaling and by locally enhanced AEA
signaling in the ventral hippocampus (vHC). Despite the effect of reduced acute fear
response, enhanced AEA signaling locally in vHC and in the prelimbic cortex resulted
the formation of permanent fear memory. 2-AG alone had no effect on these phenomena
but was able to abolish the effects induced by AEA. Extinction of traumatic memory is
enhanced by 2-AG, AEA and the two eCBs together. In summary, we provided evidence
that the two eCBs have a specific, in some cases interacting role in the modulation of
behavioral responses given to tests modeling different environmental challenges. AEA is
involved in the formation of a proactive coping strategy, while 2-AG plays a role in
reducing aggression and the two eCB jointly regulate the acute fear response, the

development and extinction of long-term fear memory.
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