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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

2-AG - 2-arachidonil-glicerin

1-AG - 1(3)-arachidonil-glicerin

AA - arachidonsav

ABHD4 - o/B-hidrolaz 4

BAPTA - 1,2-bisz(0-aminofenoxi)etan-N,N,N’,N’-tetraecetsav
bazalis RER - bazalis receptor-asszisztalt endokannabinoid felszabaditas
CaER - Ca?"-asszisztalt endokannabinoid felszabaditas
CAMP - ciklikus adenozin monofoszfat

CB: - 1-es tipusu kannabinoid receptor

CB: - 2-es tipust kannabinoid receptor

CD11b - differenciacios klaszter molekula 11b

CGREP - kalcitonin gén-relacios peptid

COX — ciklooxigenaz

DAB - 3, 3’-diaminobenzidin

DGLa - diacilglicerin-lipaz o

DSE - a serkentés depolarizacidval kivaltott csokkenése

DSI - depolarizacio-indukalt gatlascsokkenés

eCB-LTD - endokannabinoid-medialt hosszl tava depresszid
eCB-STD - endokannabinoid-medialt rovid szinaptikus gatlas
EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

EGTA - bis-aminoetil-glikoléter-tetraecetsav

EPSC- serkentd posztszinaptikus d&ram

FAAH - zsirsavamid-hidrolaz

GC/MS - gazkromatografia-tomegspektroszkopia

GDEL1 - glicerofoszfodiészter foszfodiészteraz 1

GFAP - glidlis fibrillaris savas fehérje

GIRK - G-protein kapcsolt befelé egyeniranyité K* csatorna
GPCR - G-protein kapcsolt receptor

HBSS - Hank-féle sdoldat



IB4 - izolektin B4

IPSC - gatlo posztszinaptikus aram

LC-MS - folyadékkromatografia-tomegspektrometria
lizo-PI - 2-arachidonil-lizofoszfatidil-inozitol
lizo-PLC - lizofoszfatidil-inozitol szelektiv foszfolipaz C
MAChHR - muszkarin tipusu acetilkolin receptor
MAPK - mitogén-aktivalt protein kinéz

MGL - monoacilglicerol-lipaz

MGIUR - metabotrop glutamat receptor

NAE - N-aciletanolamin

NAPE - N-acil-foszfatidil-etanolamin

NAPE-PLD - NAPE-szelektiv foszfolipaz D

NarPE - N-arachidonil-foszfatidiletanolamin

PB - foszfat puffer

PGD>-G - prosztaglandin D> glicerin észter
PGE2-EA - prosztaglandin E> etanolamid

PGE-G - prosztaglandin E> glicerin észter

PGG: - prosztaglandin endoperoxid

PGH: - prosztaglandin H»

PGH»-G - prosztaglandin H> glicerin észter

PLAI - foszfolipaz-Al

PLAZ2 - foszfolipaz-A2

PLC - foszfolipaz C

PLCP - foszfolipaz

PMSF - fenilmetilszulfonil fluorid

PPARa - peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor
PTPN22 - nem-receptor 22 tipusu protein tirozin foszfataz
PVDF - polivinilidén-fluorid

RFP - piros fluoreszcens fehérje

SDS - natrium dodecil szulfat

SDS - PAGE - natrium dodecil szulfat — poliakrilamid - gél elektroforézis



SHIP1 - Src homologia 2 domént tartalmazo inozitol-5-foszfataz 1
SRM - szelektalt reakcidé monitorozas

TFA - trifluorecetsav

TPBS - trisz-foszfat pufferelt izotonias sooldat

TRIS - trisz-(hidroximetil)-amino-metan

TRPV1 - tranziens receptor potencial vanilloid-1 ioncsatorna
VGAT - vezikularis GABA transzporter

VGLUT2 - vezikularis glutamat transzporter 2

WIN - WINS55,212-2

A9-THC - delta-9-tetrahidrokannabinol



3. BEVEZETO

,»Egy novény segitségével, amely évezredek Ota elbttiink hevert, egy felbecsiilhetetlen
jelentdségli 11 €lettani rendszert fedeztiink fel.” Az idézet Raphael Mechoulamtol szarmazik, aki
1964-ben felfedezte a kiilonb6z6 Cannabis fajok pszichoaktiv hatasaiért felel6s delta-9-
tetrahidrokannabinolt (A9-THC), s akinek uttér6 munkassaga nyoman a kannabinoidokkal
foglalkoz6 kutatdsok az idegtudomanyok egyik legviragzobb teriiletévé valtak.

A THC-rél nagyon koran kideriilt, hogy hidrofob természete miatt vizben szinte
oldhatatlan, lipidekben azonban kivaldan oldodik, ezért sokaig ugy hitték, hogy a hatasat nem
specifikus moédon, azaz nem valamilyen receptorhoz kotdédve fejti ki, hanem csupan a
sejtmembranba beoldddva, és annak fluiditasat modositva idéz eld bioldgiai hatast (Lawrence és
mtsa., 1975). A THC receptorat végiil 1990-ben Matsuda és mtsai. klonoztak sikeresen, és 1. tipusu
kannabinoid receptornak (CB1) nevezték el (Matsuda és mtsai., 1990). A receptor azonositasatol
kezdve valdszinlsitették, hogy az emldsokben taldlhatdé CBi els6sorban nem a ndvényi
kannabinoidok hatasat hivatott kozvetiteni, majd ezek utdn szamos kutatécsoport kezdte a
fitokannabinoidok endogén megfeleldjét keresni. Az elsdként azonositott endokannabinoid
ligandot, melynek izoldlasara 1992-ben keriilt sor, leir6i a szanszkrit ,,ananda” - vagyis bels6
gyonyor - sz6 alapjan anandamidnak neveztek el (Devane és mtsai., 1992). Ezt kovette 1995-ben
a 2-arachidonil-glicerin (2-AG), mely mai ismereteink szerint az anandamid mellett a masik
legfontosabb endogén kannabinoid ligand (Mechoulam és mtsai., 1995). Az elmult csaknem 30 év
endokannabinoid kutatdsainak eredményeként mdra nemcsak az endokannabinoidok altal
kozvetitett intercellularis kommunikacié molekularis eszkoztarat ismerhettiik meg egyre jobban,
hanem az endokannabinoid rendszer kulcsfontossagu szerepét is a legkiilonb6zobb életfolyamatok
szabalyozasaban, illetve szamtalan betegség patogenezisében. Ezért, bar a marijuana (a hippi-
mozgalomnak koszonhetden) elsésorban rekredcios drogként valt altalanosan ismertté, a
kannabinoidok lassan elfoglaltdk a helyiiket a gydgyaszatban, mint példaul a megemelkedett
intraokularis nyomas (Nucci és mtsai., 2007), az atopias dermatitis (Birdé és mtsai., 2009) és
modszerekkel sikeriilt azt is bizonyitani, hogy a fiziologias és patologias fajdalomfeldolgozas is
endokannabinoidfiiggd, periférias, gerincveldi és szupraspinalis szinten egyarant (Agarwal és

mtsai., 2007; Drew és mtsai., 2008; Herkenham és mtsai., 1991; Pertwee 2001).
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A gerincveldi szintli nociceptiv informaciofeldolgozas kannabinoidfiiggd modulalasanak
hatterében feltételezhetden egy meglehetdsen dsszetett mechanizmus huzéodik: ugyanis a CB1 bar
valtozo mértékben, de a gerincveldi fajdalomfeldolgozasban elsddlegesen szerepet jatszo feliiletes
hatso szarv serkentd és gatlé axontermindlisain éppugy, mint asztrocitain és mikroglia sejtjein
kimutathaté (Hegyi és mtsai., 2009). Az anandamid és 2-AG szintézisében részt vevo két
legfontosabb enzim, a NAPE-szelektiv foszfolipaz D (NAPE-PLD) és a diacilglicerin-lipaz-a
(DGLa) ugyancsak jelen van nem csak dendriteken, de gliasejteken is (Hegyi és mtsai., 2012). A
CB: aktivacigjat, és igy a kannabinoid rendszer hatasanak erdsségét ugyanakkor 6nmagaban nem
az endokannabinoidok mobilizdldsa hatdrozza meg, hanem az endogén kannabinoidok
szintézisének és lebontasanak egymashoz valo aranya allitja be. Kisérleteink kezdetekor azonban
az irodalomban semmilyen adat nem allt rendelkezésre az endokannabinoidok lebontasat végzo

crer

szinti fijdalomfeldolgozds szabalyozasaban, jelen értekezés témajaul két, a 2-AG

crcr

lebontasaért elsdsorban felelés enzim, a monoglicerol-lipdz (MGL) gerincveldi expressziojanak
leirasa mellett vizsgaltuk a 2-AG régdta ismert spontan molekularis atrendez8désének szerepét a

2-AG-fliggd jelatvitelben.
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4. ELMELETI ATTEKINTES

4.1 Az endokannabinoid rendszer a kozponti idegrendszer egyes teriiletein és a
periférian

Az endokannabinoid rendszer egy meglepOen Osszetett, ligandjait, receptorait és a ligandok

metabolizmusaban részt vevo enzimeket tekintve egyarant diverz, lipid alapt jelatviteli apparatus,

amely szamos fiziologids €és patofizioldgias folyamat szabalyozdsdban meghatarozé szerepet

jatszik (Gertsch és mtsai., 2010). A dolgozat az alabbiakban csupan az endokannabinoid rendszer

legfontosabb, idegrendszeri modulécios folyamatokban részt vevd molekuldris Gsszetevdinek

rovid bemutatdsara vallalkozik a jelenleg rendelkezésre 4ll6 irodalmi adatok alapjan.

4.1.1. Kannabinoidok és kannabimimetikus vegyiiletek

Definici6 szerint a kannabinoidok a Cannabis sativa L. terpenofenolos vegyiiletei, melyek
képesek kotddni a kannabinoid receptorokhoz. Sok éven keresztiil a THC volt az egyetlen ismert
novényi eredetli kannabinoid, mely képes volt a CB1 kozvetlen aktivalasara. Késobb kideriilt, hogy
szamos, nem a Cannabis nemzetségbe tartozo novénybdl izolalt vegyiilet is képes a CB1-gyel
interakcioba 1épni. Ezeket a vegyiileteket fitokannabinoid néven foglaljuk Ossze,
megkiilonboztetendd az allati szdvetekben fiziologidsan is jelen levd endokannabinoidoktol,
melyek kozds vonasa, hogy szintén képesek aktivalni a CBi-et. A természetben eléfordulod
kannabimimetikus vegyiiletek mellett szamos mesterségesen, kémiai uton eldallitott molekula
képes a kannabinoid receptorok aktivaldsara. A szintetikus kannabinoidok taldn legismertebb
képviseldje a CB1 agonista WIN55,212-2 (WIN).

A CB; felfedezése (Matsuda és mtsai., 1990) megnyitotta az utat a kannabinoid receptorok
endogén ligandjainak azonositasat célzo kisérletek eldtt. A feltételezett ligand azonositdshoz az
egyik kiinduldépont az volt, hogy mas neurotranszmitterekhez hasonloan valosziniileg az endogén
kannabinoid is Ca?*-fiiggd modon szabadul fel. Ezt a premisszat kdvetve Howlett és mtsai. 1992-
ben kimutattak, hogy egy, az A23187 Ca?* ionofor hatasara felszabaduld vegyiilet, a [3H] CP-
55940 radiojelolt ligand CB1-r6l vald disszociaciojat idézi eld (Evans és mtsai., 1992). Ezzel a
felfedezéssel egyidejlileg Raphael Mechoulam és munkacsoportja mésféle stratégiat véalasztott az
endokannabinoid ligand azonositasara. Feltételezték, hogy a keresett ligand, hasonléképpen a

THC-hez, hidrofob jellegii, ezért disznd agybol izolalt mintakbol szerves oldoszerekkel kioldottak
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az 0Osszes lipidtermészetli molekulat, és az igy kinyert zsirokat kromatografias modszerekkel
vizsgaltak. Ezzel sikeriilt izolalni egy vegyiiletet, amelyet a tomegspektrometrias mérések alapjan
az arachidonsav etanolamidjaként azonositottak, és amely nagyon alacsony koncentracidban is
képes volt aktivalni a CB1-et. Ezt a vegyiiletet anandamidnak nevezték el (Devane és mtsai., 1992).

Az anandamidot a kozponti idegrendszer szinte valamennyi teriiletén sikertilt kimutatni
valamennyi vizsgalt emldsben (Felder és mtsai., 1996). A 90-es évek kozepére tobb, egymastol
fiiggetlen munkacsoport is feltételezte, hogy az anandamid nem az egyetlen endokannabinoid
ligand, hiszen szamos mas, szerkezetileg nagyon hasonl¢ arachidonsav szdrmazék fordul el6 az
emlds szervezetben, amelyek szerkezeti hasonlosagukbol kiindulva szintén kotddhetnek a
kannabinoid receptorokhoz (Freund és mtsai., 2003). Végiil az egyik ilyen rokonvegyiiletrél, a 2-
AG-16l kideriilt, hogy az agyban a koncentracidja magasabb, mint az anandamid¢, és a CB1-en
kiviil a masik kannabinoid receptorhoz, a CB2-h6z is koriilbeliil azonos affinitassal kotodik,
raadasul, az anandamiddal ellentétben, a 2-AG a CBq teljes agonistaja (Freund és mtsai., 2003;
Sugiura és mtsai., 1995). A 2-AG jelenlétét az anandamidhoz hasonldéan a kozponti
idegrendszernek tulajdonképpen valamennyi vizsgalt teriiletén sikeriilt kimutatni (Stella és mtsai.,
1997; Sugiura és mtsai., 1995). A 2-AG mellett, annak nagyon kozeli, szerkezetileg csaknem
azonos rokon vegyiiletét, az 1(3)-arachidonil-glicerint (1-AG) is mindig sikeriilt azonositani az
idegszovetben (Kondo és mtsai., 1998).

A 2-AG és az anandamid mellett szamos tovabbi endokannabinoid ligandot azonositottak,
példaul az oleoil-etanolamidot, a palmitoil-etanolamidot, a virodhamint, az N-arachidonil-
dopamint vagy a noladin-étert. Ezek mindegyike képes aktivalni a kannabinoid receptorokat, és
egyre tobb kisérletes eredmény tdmasztja ald ezeknek a ligandoknak a szerepét kiilonbozd
fiziologids €s patoldgids folyamat hatterében. Az elérhetd irodalmi adatok alapjan jelentdségiik

mégis eltorpiil az anandamidé és a 2-AG-¢ mellett (Di Marzo és mtsai., 1998).

4.1.2. Az endokannabinoid ligandok metabolizmusa

A két legalaposabban tanulmanyozott endokannabinoid ligand, az anandamid és a 2-AG
bioszintetikus Utvonala tobb hasonldsagot is mutat egymassal: mindkettd membran foszfolipid
prekurzorbol keletkezik enzimatikus hasitas illetve hidrolizis altal (Schmid és mtsai., 1990, 1996),
¢s az inaktivalasukért elsddlegesen hidrolitikus enzimek feleldsek. Habar a két ligand metabolikus

utvonalai kozott el6fordulnak atfedések, mind a szintézisiikért, mind pedig a lebontasukért felelds
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els6dleges enzimek kiilonbozéek. Ebbol adoddan egymastdl fliggetleniil is termelédhetnek, igy a
mennyiségilk a szervezetben egymastol fliggetleniil valtozhat (Pertwee 2004). Két kozos
tulajdonsdgon azonban osztozik a 2-AG ¢és az anandamid. Egyrészt, a klasszikus
neurotranszmitterekkel ellentétben egyik ligand sem tarolddik szinaptikus vezikuldkban, hanem
megfeleld stimulus hatasara ,,on demand”, vagyis sziikség szerint termelédik (Di Marzo és mtsai.,
1998), masrészt a metabotrép glutamat receptorok aktivacioja 6nalloan, vagy intracellularis Ca?*
koncentraci6 novekedésével egybekotve mindkét endokannabinoid szintézisét indukalja

(Brenowitz és mtsa., 2003; Kim és mtsai., 2002).

41.2.1. Az anandamid szintézise

Az anandamid az N-aciletanolaminok (NAE) csaladjaba tartozik, s mar az azonositasat
megelézéen Schmid és mts. kideritették, hogy a szintézise foszfolipid-fiiggd modon, az N-acil-
foszfatidil-etanolaminok (NAPE) enzimatikus hidrolizisével torténik (1. abra) (Schmid és mtsai.,
1990, 1996). A reakcid terminalis 1épését katalizaldo enzim a NAPE-PLD, amelyet tobb
tulajdonsaga is megkiilonboztet a tobbi PLD-t6l: hidnyzik a transzfoszfatidilacios képessége
(Petersen és mtsa., 1999), a miikddése Ca?*-fiiggd (Ueda és mtsai., 2001), és az aktivitdsat
fokozzak a poliaminok (Liu és mtsai., 2002). Az enzim klonozasat kovetden raadasul az is kideriilt,
hogy a cink-metallohidrolaz szupercsalad béta-laktamaz domént tartalmazo tagja (Okamoto és
mtsai., 2004). Azt, hogy a NAPE-PLD az anandamid szintézisében meghatarozo szerepet jatszhat,
els6ként az az eredmény sugallta, hogy az enzim expresszids mintazata a kozponti idegrendszerben
nagyon hasonld az anandamid prekurzoranak, az N-arachidonil-foszfatidil-etanolaminnak
(NArPE), illetve maganak az anandamidnak az el6fordulasdhoz a legtobb agyteriileten
(Berrendero és mtsai., 1999). A NAPE-PLD ¢és az anandamid kapcsolatabol kiindulva, az
anandamid-medialt kannabinoid jelatvitel vizsgalata soran az enzim expresszidjat a kozponti
idegrendszer szamos teriiletén kimutattak, példaul a torzsdicokban, és az agykéregben is (Hegyi
¢s mtsai., 2012; Morishita és mtsai., 2005; Nyilas és mtsai., 2008; Reguero és mtsai., 2014).

A NAPE-PLD génkiiitott egereken végzett tanulmanyok ugyanakkor nagyban
megvaltoztattak az anandamid szintézisével kapcsolatos elméleteket. Cravatt és mtsai. a NAPE ill.
NAE mennyiségét mérték NAPE-PLD génkiiitott allatokbol szdrmazod mintakon ¢és azt
tapasztaltak, hogy csak a telitett, illetve egyszeresen telitetlen NAPE-k ¢s NAE-k mennyisége
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mutat szignifikans csokkenést, viszont sem a tobbszordsen telitetlen NAPE-K, sem NAE-k, mint
pl. az anandamid mennyisége nem valtozott dramaian (Leung és mtsai., 2006). Ezek az
eredmények meggy6zden demonstraltdk, hogy az anandamid szintézisének tobb alternativ
utvonala is 1étezik, amelyek részt vehetnek akar az elsddlegesen a NAPE-PLD altal szintetizalt
anandamid mennyiségének kiegészitésében, akar az anandamid szintézis potlasara a NAPE-PLD
hianyaban vagy miikodésének zavaraban. Az egyik ilyen utvonal mentén a NAPE prekurzorbol
lizo-NAPE keletkezik a foszfolipaz-Az2 (PLA2) vagy o/f-hidrolaz 4 (ABHD4) szerin hidrolaz
enzimek révén, amelyb6él az ABHD4 ¢és a glicerofoszfodiészteraz (GDE1) enzim
kozremitkodésével tobb 1épésben Kkeletkezik anandamid (Parsons és mtsa., 2015). Erdemes
azonban megjegyezni, hogy sem a GDEI génkilitott allatokban, sem pedig NAPE-PLD-GDE1
kettds génkititott allatokban nem mutatkozik szignifikans csokkenés a NAE mennyiségében
(Simon és mtsa., 2010), ami azt jelzi, hogy tovabbi biokémiai utvonalak is részt vehetnek az
anandamid szintézisében, és kompenzalhatjak e két szintetizdlo enzim miikodésének hidnyat. Az
egyik lehetséges mechanizmus az a tobb 1€pésbdl 4llo enzimatikus Utvonal lehet, amelyben a
NAPE prekurzorbdl tobb 1épésben a nem-receptor 22 tipust protein-tirozin-foszfataz (PTPN22)
vagy az Src-homologia 2 domént tartalmazo inozitol-5-foszfatdz 1 (SHIP1) defoszforilaciojaval
keletkezik anandamid (Di Marzo és mtsa., 2015) (1. abra).

41.2.2. Az anandamid lebontasa

A 80-as évek kozepén sikeriilt eldszor azonositani egy enzimet patkdnyok mikroszoma
frakciojaban, amely a NAE-kat etanolaminna és zsirsavva bontja (Schmid és mtsai., 1985). Az
enzimet zsirsavamid-hidrolaznak (FAAH) nevezték el, és enzimatikus tulajdonsagai koziil a
legfontosabb, hogy a telitett- és telitetlen zsirsavakat, tovabba a révid €s hossza szénlancu NAE-
kat hidrolizalja ugy, hogy az egyszeresen, illetve tobbszordsen telitetlen zsirsavakat részesiti
elényben (1. abra) (Cravatt és mtsai., 1996).

A FAAH cDNS-ének klonozasaval kideriilt, hogy az egér és patkany FAAH
aminosavszekvencidja 91%-os homologiat mutat, illetve hogy ez a szekvencia 80%-ban
megegyezik a humdn FAAH szekvencidjaval. Ennek megfelelden a humén és a ragesalok altal
expresszalt FAAH mind szubsztratspecificitdsat, mind pedig az enzim inhibitoraira vald
érzékenységét illetden nagy hasonlosagot mutat (Giang és mtsa., 1997). In situ hibridizacios

kisérletek jelentés szamu FAAH-t expresszald sejtet azonositottak a neocortexben, a
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hippocampusformacioban, az amygdalaban és a kisagy teriiletén (Thomas és mtsai., 1997), de a
tid6ben, vesében, majban és a gonadokban is (Pertwee 2004). A kozponti idegrendszerben a
FAAH els6sorban posztszinaptikusan, a neuronok szomatodendritikus kompartmentjén
expresszalodik (Gulyas és mtsai., 2004).

A FAAH aktivitasanak ¢és az endokannabinoid szignalizaciéban betoltott szerepének
tisztazasat nagyban eldsegitette a szintetikus FAAH inhibitorok felfedezése, melyek koziil az
URB-597 bizonyult az egyik legpotensebb, szelektiv gatloszernek (Fegley és mtsai., 2005).
Adagolasa patkdnyokon végzett kisérletek soran a kozponti idegrendszer szdmos teriiletén
jelentésen megemelte az anandamid mennyiségét (Kathuria és mtsai., 2003). A FAAH gatlas
kovetkeztében megemelkedd anandamid koncentracid6 CBi-medialt analgetikus hatasat

gyulladasos fajdalom modellekben is igazoltak (Jayamanne és mtsai., 2006).
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1. abra: Az anandamid metabolizmusa. Az anandamid szintézise és lebontasa szamos
bonyolult utvonalon keresztiil torténhet. (Fezza és mtsai., 2014) PLC - foszfolipaz-C,
PLA; - foszfolipaz A2, NAPE-PLD - NAPE-szelektiv foszfolipaz D, GDELl -
glicerofoszfodiészterdz, 12-LOX — 12-lipoxigenaz, COX2 - ciklooxigenaz 2, NArPE - N-
arachidonil-foszfatidiletanolamin, PTPN22 - nem-receptor 22 tipusu protein tirozin
foszfataz, FAAH-1/2 - zsirsavamid-hidrolaz 1/2, AEA — anandamid, 12-HAEA - 12-
hidroxianandamid, EtNH2 — etilamin
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4.1.2.3. A 2-AG szintézise

Az arachidonil-glicerinek termelését €16 szervezetben mar a 80-as évek elején felfedezték
trombin stimulalt trombocitakban (Prescott és mtsa., 1983), majd késébb tobb kutatdcsoportnak is
sikeriilt ezt kimutatni trombocita eredeti novekedési faktorral kezelt Swiss 3T3, illetve bradikinin-
stimulalt hatso gyoki ganglionsejtekben (Gammon és mtsai., 1989; Hasegawa-Sasaki, 1985).
Ebben az idoben azonban még nem sejtették, hogy ez a molekula szdmos receptor endogén
ligandjanak szerepét tolti be. A 2-AG, mint endokannabinoid ligand termelddését elészor a '90-es
évek végén sikeriilt kimutatni ionomicin stimulalt N18TG2A sejtekben (Bisogno és mtsai., 1997).
Nem sokkal ezt kdvetden az is kideriilt, hogy a 2-AG termelését az intracellularis Ca?*

koncentracid novekedése fokozza (Kondo és mtsai., 1998).

A 2-AG szintézisének ,klasszikus” tGtvonala a foszfolipaz C (PLC), ill. a diacilglicerin-
lipaz (DGL) enzimek konszekutiv aktivitdsat foglalja magaba, melynek soran membran
foszfolipidekbdl PLC altali hidrolizissel el6szor diacilglicerin keletkezik, melyet az sn-1-szelektiv
DGL hasit 2-AG-va (2. dbra). A DGL membran asszocialt enzim, melynek két izoformaja ismert,
a DGL-a és a DGL-B. Mindkét izoforma Ca®*-fiiggd és a szerin hidrolazokra jellemz6 katalitikus
tridddal rendelkezik. A B-izoforma az a-nak trunkalt paraldgja, ennek ellenére mindkét enzim egy
rovid intracellularis N-terminussal és négy transzmembran doménnel rendelkezik. A DGL
szubsztratspecificitdsa maig sem teljesen ismert, annyi azonban bizonyos, hogy mig a B-izoforma
az egyszeresen telitetlen zsirsavakat részesiti elonyben, addig az a-izoforma minden zsirsavat
ugyanolyan affinitassal hidrolizal (Bisogno és mtsai., 2003). Az enzim két izoformaja sejten beliil
kiilonb6zo lokalizaciot mutat: az a-izoforma plazma membrannal asszocialt mig a p-izoforma
lipidcseppekben taladlhat6. Mindkét izoformdrdl kimutattdk a neuritfejlddésben betoltott
szerepliket, azonban lokalizaciojuk kiilonb6z6ségebdl addddan minden bizonnyal két kiilonbdzo
utvonalon keresztiil: a DGL-a a 2-AG-medialt endokannabinoid szignalizacié révén, mig a DGL-
B egy egyelére még ismeretlen Gtvonalon keresztiil jarul hozz4 a neurit fejlddéshez. Ezt tdmasztja
ala, hogy az enzim mindkét izoformajanak csendesitése a neurit novekedését gatolja (Jung és
mtsai., 2005). A DGL-B 2-AG termelésben betdltott szerepérdl felndttkorban keveset tudunk.
Tanimura és mtsai. @ 2-AG mennyiségében, illetve a kannabinoid-medialt retrograd szinaptikus

gatlasban torténd valtozasokat vizsgaltdk DGL-a és DGL- génkilitott egerekben. Azt talaltak,
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hogy a DGL-a génkiiitott egerek agyaban mind a bazalis 2-AG mennyisége mind a stimulus-fiiggd
modon felszabadulé 2-AG mennyisége jelentésen csokkent. Az endokannabinoid-medialt
szinaptikus gatlas is teljesen hianyzott a kisagy, hippocampus és a striatum teriiletén. Ugyanez a
DGL-B génkiiitott egerekben nem volt megfigyelheté (Tanimura és mtsai., 2010). Purkinje
sejtekben kimutattak, hogy a DGL-a-val ellentétben a DGL- expresszioja felnott korban a sejtek
szémajaban figyelhet6 meg, nagyon alacsony azonban a dendritekben (Suarez és mtsai., 2008).
Ugyanakkor Zhao és mtsi. a nucleus cochlearis dorsalisban mindkét izoforma kifejez6dését
kimutattak (Zhao és mtsai., 2009). Ez arra utalhat, hogy a f-izoforma szerepe a 2-AG termelésében

bizonyos agyteriiletekre korlatozodik.
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2. abra: 2-AG szintézisének és lebontasanak sémas abraja. A 2-AG termelése tobb egymastol
filggetlen mechanizmussal is torténhet, melyek koziil legfontosabb a DGL altal katalizalt
utvonal. (Fezza és mtsai., 2014). PLCP - foszfolipaz-Cp, PLA;1 - foszfolipaz Al, DAGL -
diacilglicerin lipaz, MGL - monoacilglicerin lipaz, LOX - lipoxigenaz, COX2 - ciklooxigenaz 2,
AA - arachidonsav, 12-HETE-G - 12-hidroxieikozatetraenoilsav, PGE2-G - prosztaglandin E2-
glicerinészter

A 2-AG szintézisének egy alternativ Gitvonalan a foszfatidil-inozitolt preferald foszfolipaz
Al (PLA1) révén 2-arachidonil-lizofoszfatidil-inozitol (lizo-PI) koztes termék keletkezik, melyet
a lizofoszfatidil-inozitol szelektiv foszfolipaz C (lizo-PLC) alakit at 2-AG-va (2. abra). Ennek az

17



utvonalnak a relevancidja az endokannabinoid szintézisben vitatott, hiszen mind a DAG, mind
pedig a 2-AG t6bb metabolikus Gtvonalnak is a koztes terméke, igy nem torvényszerii, hogy
minden bioszintetikus utvonal, ami 2-AG termeléshez vezet, egyuttal része a fiziologids

kannabinoid szignalizacionak is (Muccioli, 2010).

4.12.4. 2-AG legfontosabb hidrolitikus lebonté titvonala

Tobb évvel az endokannabinoid rendszer elemeinek azonositasa elott fedezték fel a lipidek
metabolizmusanak egyik kulcsenzimét, a monoacil-glicerol lipazt, melyr6l mar a kezdeti
kisérletek kimutattdk az egy acilcsoporttal konjugalt glicerinszarmazékokkal szembeni
preferenciajat (Tornqvist és mtsa., 1976). Jelenlegi ismereteink szerint az MGL altal katalizalt
hidrolizis a 2-AG lebontasanak legaltalanosabb moddja (2. abra), s ezzel egyidejlileg az
endokannabinoid szignalizacid moduldldsanak legfontosabb szerepldje. Az MGL miikodését
fiziologias és patologids folyamatokban egyarant vizsgaltdk. A hirnevét annak kdszonheti, hogy
farmakologiai gatlasa a fajdalomérzékelés erételjes csokkenéséhez vezet (Mulvihill és mtsa.,

2013).

Az MGL dltaldnos jellemzése. Az MGL egy 303 aminosavbol 4llo, a szerin-hidrolazok csaladjaba
tartoz6 enzim, melynek katalitikus triadjat a konzervalt Ser-122, Asp-239 és His-269 aminosavak
alkotjak (Karlsson és mtsai., 1997). Az MGL-t kodolo gén szekvenciaja erdteljes fajok kozotti
homoldgiat mutat: a human MGL cDNS-e 84% illetve 85%-ban homolog az egér, valamint a
patkany MGL c¢DNS-ével (Karlsson és mtsai., 2001).

Az MGL expresszioja. Az MGL mRNS-ének vizsgalatakor megallapitottak, hogy tobb agyi
tertileten is expresszalodik, kivaltképpen azokon a teriileteken, ahol a CB1 is erdteljes expressziot
mutat, igy példaul a hippocampusban, az agykéregben vagy a kisagyban (Dinh és mtsai., 20023,
2002b). Erételjes MGL expresszi6 figyelheté meg a kdzponti idegrendszer mellett tobb periférias
szervben 1is, igy példaul a vesében vagy a herékben, majban, szivben vagy az ovariumban
(Karlsson ¢s mtsai., 1997). Az MGL szubcellularis megoszlasa és aktivitasa szovettipustol
fiiggden valtozd. Mig az agyban és a zsirszovetben az MGL aktivitasa megegyezik citoszolikus és
membranfrakciokban (Bisogno és mtsai., 1997; Goparaju és mtsai., 1999; Sakurada és mtsa.,

1981), addig vordsvértestekben vagy a pancreas sejtjeiben az MGL aktivitas elsdsorban a
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plazmamembrannal gazdagitott frakciokban figyelheté meg (Konrad és mtsai., 1994; Somma-
Delpéro és mtsai., 1995). Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az MGL membran assszocialt
formaban is jelen lehet, de nem integrans membranfehérje, melyet alatamaszt az MGL
transzmembran doménjeinek hianya is (Pertwee 2004).

Az MGL farmakologiai sajatossdagai. Az MGL 2-AG lebontasdban betoltott szerepének
megismeréséhez az MGL gatlok felfedezésével keriiltiink kézelebb. Az MGL potens és szelektiv
gatlgjanak, a JZL184-nek az adagolasat kovetden az MGL aktivitasa 85%-kal csokkent, a 2-AG
nem tortént. Ezért a JZL alkalmazésaval lehetdség nyilik az MGL 2-AG lebontasaban betoltott

szerepének szelektiv vizsgalatara (Long és mtsai., 2009).

4.1.25. A 2-AG tovabbi hidrolitikus lebonté utvonalai

Annak ellenére, hogy a 2-AG lebontasanak meghataroz6 részét az MGL végzi, a 2-AG
tovabbi bontd enzimek szubsztratja is lehet (2. abra). Az ABHD6 az o/B-hidrolazok csaladjaba
tartoz6 membran protein, melyeknek katalitikus triadjat a konzervalt S246-D333-H372 aminosav
szekvencidk alkotjak. Kimutattak, hogy neurontenyészetben az ABHD6 mind mRNS, mind
fehérje szinten jelen van, és posztszinaptikusan helyezkedik el. Jelenlétét glutamaterg és GABAerg
neuronok dendritjén egyarant igazoltak (Marrs és mtsai., 2010), méghozza az aktiv centrumaval
az intracellularis tér felé¢ iranyultan. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy az ABHD6 a 2-AG
szintézisének helyén hivatott az intracellularis 2-AG mennyiségét szabalyozni (Navia-Paldanius
¢és mtsai., 2012). A 2-AG lebontasaban részt vevo, szintén az o/B-hidrolazok csaladjaba tartozo
ABHDI12 érdekessége, hogy erdteljes expresszidjat a mikroglidban, makrofagokban és
oszteoklaszt sejtekben mutattdk ki. Mivel a kozponti idegrendszerben a mikroglia sejtek
kannabinoid receptora a CBa, feltételezik, hogy az ABHD12 a CB-medialt kannabinoid
szignalizaciot feliigyeli mikrogliaban (Pertwee 2004).

Szovet- €s sejttipustol fliggden a kiillonbozd bontd enzimek megoszlasa €s részvétele a 2-
AG lebontéasaban valtozo. Mig a kozponti idegrendszerben az MGL felel6s az 6sszes (nem csupan
a szinaptikusan felszabadulé) 2-AG 85%-nak a hidroliziséért, addig a makrofagokban ez
els6dlegesen az ABHD12 feladata (Fiskerstrand és mtsai., 2010; Savinainen és mtsai., 2012). Az
ABHDG6 neuronokban posztszinaptikusan, a CBi-gyel szemben helyezkedik el, és a 2-AG
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mennyiségét még a ligand felszabadulasa el6tt szabalyozza. Emiatt, bar az agyban az ABHDG6 a 2-
AG lebontasanak minddssze 4%-aért felelds, szerepet jatszik a 2-AG felhalmozodésanak, és igy a
ligand hatékonysagdnak szabalyozasaban (Marrs 2010). Szelektiv gatlasa ennek megfelelden a

CB1-fiiggd hosszt tava depresszio (LTD) kialakulasat facilitalja (Savinainen és mtsai., 2012).

4,1.2.6. A 2-AG inaktivalasanak oxidativ atvonalai

A ciklooxigendzok. Az endokannabinoidok hidrolitikus lebontasa mellett tovabbi
mechanizmusok is részt vesznek a 2-AG eltavolitasaban. Ezek koziil talan a legfontosabb a 2-AG
oxidacidja a ciklooxigendzok aktivitdsa révén (2. abra). A ciklooxigenazoknak (COX) harom
formaja ismert: a leggyakrabban eléfordulo6 COX-1, tovabba kiilonbozé faktorok, igy példaul
pirogének, novekedési hormonok vagy citokinek altal indukalhatdé COX-2, valamint a COX-1
splice variansanak tartott COX-3. A COX-1 konstitutiv expresszidja tobb szdvetben is
megfigyelhetd és szerepe van szdmos fiziologids folyamatban, példdul az emésztdtraktus
a COX-1-et haztartasi enzimként tartjak szamon (O’Neill és mtsa., 1993). Ezzel szemben a COX-
2 bazalis expresszidja néhany kivételtdl eltekintve (vese, gerincveld, agykéreg, hypothalamus,
hippocampus) nagyon alacsony, viszont szimos patologias folyamat hatdsara megfigyelhetd az
enzim megnovekedett aktivitasa (Hinz és mtsa., 2002; Vandevoorde és mtsa., 2007).

A kb. 600 aminosavbol allo COX izozimek egymassal 60%-o0s szekvencia azonossagot
mutatnak, és mindkét enzimben fellelhetd ugyanaz a négy funkcionalis domén: egy amino-
terminalis, egy dimerizacids, egy membran-koto és egy katalitikus domén (Bayly és mtsai., 1999;
Kurumbail és mtsai., 1996). Az enzimek katalitikus doménje kb. 480 aminosav hosszu és két aktiv
hellyel rendelkezik: egy endoperoxidaz és egy COX aktiv hellyel. Mindkét enzim elsédleges
szubsztratja az arachidonsav, melynek C(15)-0s atomjahoz a COX aktiv hely két O-atomot kot,
amivel els6 1épésben prosztaglandin endoperoxid (PGG2), majd az enzim peroxidaz aktivitasa
révén prosztaglandin Ho (PGH>) keletkezik (Vandevoorde és mtsa.,2007).

A COX enzimek jellegzetessége, hogy az arachidonsavon kiviil mas zsirsavszarmazeékok
oxidaciojara is képesek. Ismert ugyanis, hogy COX-2 jelenlétében anandamidbodl és 2-AG-bdl is
prosztaglandinok keletkeznek, anandamidbol prosztaglandin E2 etanolamid (PGE2-EA), mig a 2-
AG-bol elsésorban prosztaglandin E; glicerin észter (PGE2-G), tovabba prosztaglandin H> glicerin
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észter (PGH2-G) és prosztaglandin D glicerin észter (PGD2-G) keletkezik. Az anandamid és 2-
AG COX-2 altal katalizalt oxidacioja soran keletkez0 kiilonbozé metabolitok sejt- és
szovetspecifikus ardnyban termelddnek, igy a kiilonb6zdé prosztaglandin receptorok eltérd
hatékonysagu aktivaldsa kovetkeztében sajat biologiai aktivitasprofillal rendelkeznek

(Vandevoorde és mtsa., 2007).

A lipoxigendzok. A lipoxigenazok (LOX) a monomer ferroprotein csaldd tagjai, melyek a
tobbszorosen telitetlen zsirsavak hidroperoxidokka torténd régio- és sztereospecifikus atalakitasat
katalizaljak. Ezek az enzimek novényi €s emlds szervezetekben is kimutathatok, azonban a
novényekben betoltott hasznos szerepével szemben (ndvekedés szabdlyozasa, patogénekkel
szembeni védekezés, sebgyodgyulds) a human LOX enzimeket szdmos betegség, tobbek kozott a
diabetes mellitus, szamos kardiovaszkularis korkép és kronikus gyulladas kialakulasaval hoztak
Osszefiiggésbe (Dobrian és mtsai., 2011). Az emberi szervezetben 6 LOX altipust azonositottak:
ezek az 5-LOX, e-LOX-3, trombocita-tipust 12-LOX, 12(R)-LOX, 15-LOX-1 és 15-LOX-2
(Boyington és mtsai., 1993; Sigal és mtsai., 1988; Yoshimoto és mtsa., 2002).

A LOX enzimek szubsztratja, a COX-hoz hasonldéan nem csak az arachidonsav, hanem
annak szarmazékai, tobbek kozott a két legfontosabb endokannabinoid ligand is lehet (Rouzer és
mtsa., 2011). A reakcioban részt vevé LOX izoenzimektdl fliggden kiilonbozo bioaktiv lipidek,
igy leukotriének, lipoxinok vagy hidroperoxieikoza-tetraenoilsav (HPETEA) szarmazékok
keletkeznek. A leukotriének kozismert gyulladdsos mediatorok, melyek hatdsait részben egy
specifikus G-fehérje kapcsolt receptorcsalad, a leukotrién receptorok, részben a peroxiszoma
proliferator-aktivalt receptor (PPAR«) kozvetiti (Vandevoorde és mtsa., 2007). A gyulladasos és
allergias reakcidk, kardiovaszkularis €s bizonyos neuropszichiatriai korképek mellett a
leukotriének elsésorban az asztma patogenezisében jatszott kiemelkedd szereplik miatt
érdemelnek emlitést (Back és mtsai., 2014). Ezzel szemben a lipoxinok a gyulladas természetes
eliminalasaért felelések (Chandrasekharan és mtsa., 2015). Erdemes megemliteni, hogy mig a 15-
LOX esetében a 2-AG ¢és az arachidonsav (AA) azonos affinitdssal képes az enzimhez kotédni,
addig a 12-LOX az AA-t preferalja a 2-AG-val szemben (Kozak és mtsai., 2002; Moody és mtsai.,
2001; van Zadelhoff és mtsai., 1998).
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412.7. A2-AG izomerizacidja

A 2-AG enzimatikus inaktivalasa mellett egy viszonylag egyszerli kémiai jelenség is
monoglicerolokra altalanosan jellemz06 termodinamikai instabilitas, melynek kovetkeztében a 2-
AG vizes kozegben hajlamos spontan molekuldris atrendezddésre: a molekula arachidonil
csoportja a glicerin 2. szénatomjardl az 1. szénre vandorol. Ez az acilvandorlasként is ismert
folyamat egy termodinamikailag stabilabb 0j molekula, az 1-AG létrejottét eredményezi, és a 2-
AG mennyisége az 1-AG-hoz viszonyitva 1:9 aranynal stabilizalédik (Martin, 1953). Habar az
altalanosan elfogadott, hogy a 2-AG altal medialt jelatvitel termindlasat enzimatikus folyamatok
végzik (Muccioli, 2010; Savinainen ¢s mtsai., 2012). A 2-AG lebontasat végz6 enzimek
expresszioja azonban erdteljesen sejt- és szovetspecifikus. A kdzponti idegrendszerben példaul a
2-AG dontd hanyadat az MGL hidrolizalja, mikozben a makrofagokban a ligand bontésat szinte
kizarolag az ABHDI12 végzi (Fiskerstrand és mtsai.,, 2010; Muccioli, 2010). A hidrolazok
szubsztrat specificitasa raadasul eltérd: mig az MGL kozel azonos affinitassal rendelkezik az 1-
AG és 2-AG irant, addig az ABHD6 és ABHD12 az 1-AG-t preferalja a 2-AG-val szemben (Navia-
Paldanius és mtsai., 2012). Mindezek kovetkeztében a 2-AG eltavolitasanak sebességét az
enzimatikus lebontds és az izomerizacid feltehetden egyilittesen hatdrozza meg. A kozponti
rendelkezésre adat a CB1 és a 2-AG-t bontd enzimek egymashoz viszonyitott elhelyezkedésérol.
fgy pédaul semmit sem tudunk arrél, hogy az MGL megjelenik-e egyaltalan a gerincveld feliiletes
¢s mtsai., 2000; Hegyi és mtsai., 2009).

A centrélis szinapszisok miikodésének szabalyozasaban betoltott kdzponti szerepe, illetve
az intercellularis kommunikacioban jatszott szerepe miatt a 2-AG szdveti mennyiségét szamos
kutatécsoport tanulméanyozta korabban. A 2-AG kvantitativ analizise sordn kapott adatokat
azonban nem csak az adott sejt vagy szovet tipusa, hanem a kisérletes modszerek ¢€s a
mintaeldkészités, st az adatok interpretdcidja is nagyban befolyasolja. Szdmos kozlemény
ugyanis a 2-AG mennyiségét a 2-AG ¢és az 1-AG mennyiségeinek 0sszegeként adja meg amiatt,
hogy a monoglicerolszarmazékok izomerizaciojat egyes kisérletek soran mintaeldkészitési

mitermékként azonositottak (Ferrer és mtsai., 2003; Hohmann ¢és mtsa., 2006; Van Sickle és
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mtsai., 2005). Mindezek magyarazatként szolgalhatnak arra, hogy a kdzponti idegrendszerben,
még adott agyteriileten beliil is, a 2-AG-nak a kiilonboz6 kutatocsoportok altal meghatarozott
koncentracioja akar 2 nagysagrenddel is kiilonbozhet (Hohmann és mtsa., 2006).

A 2-AG izomerizacidjanak jelent6ségét mutatja, hogy tobb kutatdcsoport is kimutatta az
1-AG biologiai aktivitdsat. Irodalmi adatok alapjan az 1-AG a CBsi-en keresztiil hatva az
intracellularis Ca®* koncentracio novekedéséhez vezet (Sugiura és mtsai., 1999), de az 1-AG képes
a TRPV1 aktivalasara is (Zygmunt és mtsai., 2013). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a 2-
AG izomerizaciojaval egy 0j bioldgiailag aktiv molekula keletkezik, mely képes ugyanazokat a

receptorokat aktivalni, mint a sajat prekurzora.

4.1.3. Kannabinoid receptorok

Az 1980-as évek végeig tartotta magat a THC nem specifikus hatdsmechanizmusainak
elmélete, miszerint a THC zsiroldékonysaganak kovetkeztében képes beoldddni a sejtmembranba,
ezaltal befolyasolva annak biofizikai tulajdonsagait. A szintetikus THC analogok, illetve
triciklikus és biciklikus kannabinoid szarmazékok eldallitasa, illetve ezeknek a vegyiileteknek a
bioldgiai aktivitasprofilja vezetett arra a felismerésre, hogy a kannabinoidok valamilyen
receptorhoz kotédve, specifikus modon valtjak ki a hatasaikat (Devane és mtsai., 1988; Melvin és
mtsa., 1987). Roviddel ezutan autoradiografias vizsgalatok segitségével Herkenham és mitsai.
kimutattak, hogy a kannabinoid k&td receptorok szama megkozeliti a GABA ¢és a glutamat kotod
receptorok szamat az agyban (Herkenham és mtsai., 1990). Mara azonban nem csupan az dertilt
ki, hogy a CB1 a kozponti idegrendszer egyik legelterjedtebb G-protein kapcsolt receptora (Katona
mtsa., 2008), hanem az is, hogy a kannabinoidok tovabbi receptorokat is képesek aktivalni, tobbek
kozott a GPRS5 vagy a TRPV1 receptort (Pacher és mtsai., 2006), ami nagyban hozzajarul a

kannabinoidok aktivitasprofiljanak szélesitéséhez.

4.1.3.1. CBa receptor

A kannabinoidok kozponti idegrendszeri hatisainak kozvetitésében a CB1 jatssza a
legfontosabb szerepet, amit tobbek kozott az is bizonyit, hogy a CBi-et kddold gén kiiitésével a

kannabinoidok alkalmazasat kdvetden jellemzden kialakuld reakciok, pl. a kannabinoid indukalt
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csokkent motoros aktivitas vagy antinocicepcio, szinte teljesen eltiinnek (Ledent és mtsai., 1999;
Zimmer ¢és mtsai., 1999).

Az els6 autoradiografids vizsgalatok a kannabinoid kotéhelyeket els6sorban a substantia
nigra pars reticulatdban, a corpus striatumban, a gyrus dentatusban, tovabba a gyrus cinguli
teriiletén azonositottak (Herkenham ¢és mtsai., 1990). Késébb a nagyobb feloldasu,
immunhisztokémiai modszereken alapuld morfologiai vizsgalatok azt mutattak, hogy a kozponti
idegrendszer teriiletén a CB; feltlinden heterogén expresszios mintazatot mutat, amely azonban
egybevadg a kannabinoidok szenzoros, motoros ¢és kognitiv mitkddésekre gyakorolt hatasait
kozvetito teriiletekkel. Ennek megfelelden erdteljes CB1 expresszidt irtak le az agykéreg szamos
teriiletén, a hippocampusban, a térzsdicokban, a kisagyban és a gerincveld fajdalomfeldolgozassal
kapcsolatos teriiletein is (Egertova és mtsa., 2000; Hegyi és mtsai., 2009; Katona és mtsai., 1999;
Tsou és mtsai., 1998; 2004), ugyanakkor roppant alacsony szintli expresszi6 figyelhetd meg a
kardiovaszkuléris ¢és respiratorikus rendszerek miikddését szabalyozd agytorzsi teriileteken
(Herkenham és mtsai., 1991; Mailleux and Vanderhaeghen, 1992). Minden vizsgalt idegrendszeri
struktiraban - az agykéregtdl a kisagyon at - a neuronok axonterminalisain, azaz preszinaptikusan
talaltak (Herkenham és mtsai.,, 1990; Katona és mtsai.,, 2000; Kawamura és mtsai., 2006;
Marsicano és mtsa., 1999).

A CB: G-fehérje kapcsolt receptor, melynek jelatvitele a G-fehérje tipusatol és
alegységeitdl fiiggden tobbféle Utvonalon keresztiil megvaldsulhat. A kapcsolt G fehérjétdl

fliggben a CB1 aktivalasa a kovetkezd hatdsokban nyilvanulhat meg.

Az adenilat ciklaz aktivitasanak moduldlasa. Neuroblasztoma sejteken, majd késébb szdmos
sejttipusban, 1s kimutattak, hogy CB: aktivacio az adenilat-ciklaz aktivitdsanak gatldsadhoz vezet
(Howlett and Fleming, 1984). melynek hatterében a Gip proteinek érintettsége igazolddott
(Howlett és mtsai., 1986). Pertussis toxinnal kezelt sejtekben azonban azt is kimutattak, hogy a
CB: aktivalasa az adenilat cikldz aktivitasanak fokozodasat idézheti eld, ami arra utal, hogy
bizonyos korlilmények kozott a CB1 Gs fehérjéhez kapcsolodik, melynek kovetkezménye a
ciklikus adenozin monofoszfat (CAMP) mennyiségének novekedése (Felder és mtsa., 1998; Kearn
¢s mtsai., 2005). Ez arra utal, hogy a CB1 Gijo- és Gs-koto kettds természete az adenilat-ciklaz
aktivitasat kiilonbozoképpen modosithatja, elsdsorban az adott sejtre jellemzd adenilat-ciklaz

izotipustol fiiggden (Furuyama és mtsai., 1993; Maneuf és mtsa., 1997; Rhee ¢és mtsai., 1998).

24



Az intracellularis Ca®* koncentracié szabdlyozdsa. Asztrocitikban a neuronokboél felszabaduld
endokannabinoidok hatdsara aktivalodé CB: az intracellularis Ca?* koncentracié novekedését is
indukalja, amely egy specidlis neuron-asztrocita kommunikacidhoz teremti meg a hatteret, hiszen
a gliotranszmisszié feltételezések szerint minden ismert gliotranszmitter esetében Ca®*- fiiggd
(Navarrete és mtsa., 2008). A gliotranszmisszié Ca®*-fiiggd mivoltat cafoldo eredményektdl
fiiggetlentil (McCarthy és mtsai 2018) ez a folyamat Gq fehérjén keresztiil aktivalt PLC miikodése
révén valdsul meg. Ezt a mechanizmust CBi-gyel transzfektalt HEK293 sejtek (Braioliu 2011)

mellett asztrocitdkon (Navarrete €s mtsa., 2008) is leirtak.

loncsatornak miikodésének modositasa. A CB1 aktivacidja Gijo utvonalon keresztiil idézi el6 a G-
protein kapcsolt, befelé egyeniranyité K* csatornak (GIRK) aktivitiasanak fokozodasat (Mackie és
mtsai., 1995). A 90-es évek végén Straiker és mtsai. retina bipolaris sejtjeiben kimutattak, hogy
CB; aktivaciot kovetden csdkken az L-tipusu fesziiltségfiiggd Ca®" csatorndk aktivitdsa (Straiker
¢s mtsai., 1999). CA1 hippokampalis neuronokban kimutattak, hogy szintetikus CB1 agonista
adagolasa az M-aram gatlasahoz vezet (Schweitzer és mtsai., 2000). Ezzel parhuzamosan tobb
munkacsoport is bebizonyitotta, hogy a kannabinoid aktivacido az N-tipusu és a P/Q-tipust
csatornakra is hasonlo6 hatassal van (Azad és mtsai., 2008; Brown és mtsai., 2004; Mackie és mtsa.,
1992; Mackie és mtsai., 1995; Pan és mtsai., 1996; Twitchell és mtsai., 1997). Ennek megfelelden
a neuronokban elsOként leirt preszinaptikus gatlas hatterében a CB1 rovid ideig tartd aktivalasa
huzédik, amely a fesziiltségfiiggd Ca®" csatorna miikodésének gatlasaval éri el a
neurotranszmisszid atmeneti csokkenését (Henry és mtsa., 1995; Mackie és mtsa., 1992; Mackie
¢s mtsai.,, 1995). A THC altal kivaltott, illetve az endokannabinoidokhoz kdéthetd kognitiv,
szenzoros €s motoros hatasok tobbsége valdszinlileg a preszinaptikus gatlas ilyen formdjan

keresztiil valosulnak meg (Huestis és mtsai., 2001).

A mitogén-aktivalt protein kindaz utvonal aktivalasa.A CBi1 perceken vagy akar orakon at tartod
aktivacidja szamos sejttipus, tobbek kozott a neuronok génexpresszids profiljanak valtozasahoz
vezethet (Marsicano és mtsai., 2003). A G-protein kapcsolt receptorok aktivacidjat gyakran koveti
a mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) kaszkad utvonalak aktivalédasa. Ennek kovetkezménye

lehet szamos kinaz, példaul az ERK1/2, c-Jun N-terminalis kinaz, a p38 MAPK vagy az ERKS5
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aktivalodasa. Ezeken révén a sejtek proliferacidja és differencialodasa egyarant szabalyozhatd

(Turu és mtsa., 2010).

4.1.3.2. CBa2receptor

A CB2 egy 360 aminosavbol allo G-protein kapcsolt receptor, melynek aminosav
szekvenciaja 44%-ban egyezik meg a CB: aminosav szekvencidjaval. A CB2 megoszlasat és
funkciojat tekintve korantsem olyan nagy az egyetértés, mint az volt 30 évvel ezelott. Eleinte, mint
periférian expresszalodo receptort mutattak ki makrofagokon (Munro és mtsai., 1993), majd RT-
PCR, in situ hibridizacids €s immunhisztokémiai vizsgalatok egyarant igazoltdk a jelenlétét a
kozponti idegrendszer teriiletén is, elsésorban mikroglia sejteken (Gong és mtsai., 2006; 2004).
Ma mar ismert, hogy nem csupan az immunrendszer sejtjeire korlatozodik a CB: jelenléte, hanem
neuronokon is expresszalodik (Gong és mtsai., 2006).

A CBi-hez hasonléan a CB: is képes az adenilat cikldz és a MAP kinaz aktivitas
modositasara. CBz-vel transzfektalt sejtvonalon végzett kisérletekben kimutattak, hogy CB:
pertussis toxin érzékenysége a Gijo jelatviteli utvonal érintettségét mutatja (Bayewitch és mtsai.,
1995; Slipetz és mtsai., 1995). Egyes sejttipusokon, tobbek kozott tiidé endotél sejtekben az
intracellularis Ca?" koncentracio ndvekedését figyelték meg CB; aktivalodasat kdvetéen (Zoratti
¢s mtsai., 2003). A CBi-gyel ellentétben azonban a CB2 nem kotédik Gs fehérjéhez (Felder és
mtsa., 1998). A MAPK szignaltranszdukcios kaszkad harom f6 itvonalan keresztiil hathatnak: az
ERK, a JNK és a p38 Gtvonalakat is aktivalhatjak (Howlett és mtsai., 2002). A CB: aktivacidjanak
anti-inflammatorikus hatasat is kimutattak, neuroinflammaci6 soran a CB aktivacidja csokkentette

a nitrogén monoxid és TNFa produkciot (Ehrhart és mtsai., 2005).

4133. TRPV1
A TRPV1, vagy vanilloid receptor-1 a tranziens receptor potencial vanilloid alcsalad tagja,
melyet 1997-ben klénoztak elészor (Caterina és mtsai., 1997). A TRPV1 egy Ca?* permeabilis,
nem szelektiv kation csatorna, melyet elsdsorban a 42°C feletti hdmérséklet, protonok illetve az
endokannabinoid ligandok koziil az anandamid is aktivalhat. Korabban leirtak, hogy a kapszaicin-

érzékeny primer szenzoros neuronokon, melyek a CB1-et és a TRPV 1-et egyiittesen fejezik ki, az
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anandamid hatésa kettds lehet: a CB1-en keresztiil gatlo, mig TRPV1-en keresztiil serkentd hatas
kifejtésére képes. Fiziologias koriilmények kozott a TRPV1 aktivacidja Nat és Ca®* bearamlasat,
és K* kiaramlasat idézi el6 primer szenzoros neuronokban. Ezek az aramok depolarizaljak a
TRPV1-et expresszald neuronokat aktivalva ezzel a fesziiltség-fiiggd ion csatorndkat, mely
megnoveli az akcids potencialok kialakulasanak esélyét, Ca®* bearamlasat, illetve a Ca?*-fiiggd
transzmitter felszabadulas lehet6ségét (Eun és mtsai., 2001, Marshall és mtsai., 2003, Karai és
mtsai., 2004).

JelentOségét mindenekeldtt a szoveti kdrosodasbol fakado fajdalmas ingerek érzékelésében, illetve
a termalis hiperalgézia kialakulasaban jatszott meghatarozo szerepe adja (Caterina és mtsa., 2001;
Caterina és mtsai., 2000). Fontos azonban megjegyezni, hogy a TRPV1 a kdzponti idegrendszer
szamos teriiletén, tobbek kozott a gerincveld hatsd szarvaban is expresszalodik (Guo és mtsai.,
1999), ahol a hémérséklet novekedése vagy a savas pH fiziologias koriilmények kozott nem
aktivalhatja, ami a receptor tovabbi, endogén ligandjainak, az endovanilloiodoknak a jelentdségét
emeli ki. Az endovanilloid ligandok kozott tartjuk szamon az N-arachidonil-dopamin mellett az
anadamidot is, amely — a CB1 és a TRPVI1 ligandjaként - kiemelt szerepet jatszik az
endokannabinoid és az endovanilloid rendszer miikodésének integraldsaban, hiszen elsédlegesen

mindkét receptor az intracellularis Ca?* koncentraciot szabalyozza. (Starowicz és mtsai., 2007).

4.1.4. Az endokannabinoid rendszer szerepe a szinaptikus plaszticitas kiilonbozo
Jormadinak kialakitasaban

A szinaptikus plaszticitdsi folyamatoknak az iddébeli lefutasuk alapjan két formajat
kiilonboztetjiik meg: a révid tava (néhany 10 milliszekundumtol néhény percig tartd) és a hosszi
tavl (néhany perctdl par 6raig tartd) plaszticitast. A 2000-es évek elejére altalanosan elfogadotta
valt, hogy az endokannabinoidok altal medialt retrograd szinaptikus jelatvitel kiemelt szerepet
jatszik a szinaptikus plaszticitds szdmos forméjanak kialakitdsdban. Ennek felismerésében
mérfoldkének szamitott a retrograd jelatvitel egy egyediilallo, lasst, Ca®*-fiiggd modjanak
felfedezése, melyet a 90-es évek elején két kutatocsoportnak egymastol fliggetlentil sikertilt leirni.
Llano és mts. a kisagy Purkinje sejtjeiben, mig Pitler és Alger a hippocampus CAl sejtjeiben
figyelték meg, hogy elnyujtott posztszinaptikus depolarizaciot kovetden a posztszinaptikus IPSC-
k (gatl6 posztszinaptikus aram) kialakuldsa dtmenetileg csokken, melynek hatterében a GABAerg

neurotranszmisszié preszinaptikus gatlasa huzodott meg (Llano és mtsai., 1991; Pitler és mtsa.,
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1994). A rovid tava szinaptikus plaszticitasnak ezt a formajat depolarizacio-indukalt
gatlascsokkenésnek (DSI) nevezték el (Alger és mtsa., 1995). Mindkét esetben kimutattak, hogy a
sziikséges, mely egy retrograd jelatviteli molekula termeléséhez vezet, ami a preszinaptikus
terminalison hatva atmenetileg felfliggeszti a GABA felszabaditasat. Amig azonban az mGIluR
antagonista MCPG semmilyen hatassal sincs a DSI kialakulasara, addig az teljesen eltiinik a CB1
antagonista SR141716A, AM251 vagy AM281 adagolasat kovetéen (Wilson és mtsa., 2001),
bizonyitva, hogy a DSI hatterében egy endokannabinoid-medialt jelenség all. A DSI-t gerincveldi
glicinerg neuronok esetében is sikeriilt igazolni, mellyel a gatlas gatlasa, vagyis diszinhibicid
érhet6 el (Zeilhofer és mtsai 2009, Christie és mtsai 2001)

Kreitzer és mts. azt is kimutattdk, hogy a kisagyban a serkentd szinaptikus
neurotranszmisszio is retrograd szabalyozas alatt all. Kisérleteikben mind a parallel rostok, mind
pedig a kisz6 rostok altal kivaltott EPSC-k (serkentd posztszinaptikus d&ram) csokkenését figyelték
meg posztszinaptikus depolarizacidt kovetden. A kordbban mar leirt DSI-hez valé hasonlosaga
miatt a jelenséget a serkentés depolarizacidval kivaltott csokkenésének (DSE) nevezték el. A Ca?*
kelator BAPTA (1,2-bisz(0-aminofenoxi)etan-N,N,N’,N'-tetraccetsav) adagolasat kovetéen a DSE
gyakorlatilag teljesen eltiint, bizonyitva, hogy a DSE kialakulasahoz is megnovekedett CaZ*
koncentracio sziikséges (Kreitzer és mtsa., 2001). A DSE-t a gerincvel6ben is sikeriilt kimutatni
ahol a substantia gelatinosadban WIN ¢és anandamid adagolasat kovetden csokkentette a

glutaméaterg neuronok spontan szinaptikus aktivitdsanak frekvencidjat (Urban és mtsai 2001)

4.14.1. Azendokannabinoid-medialt rovid szinaptikus gatlas

Az eCB-STD-t szamos agyteriileten vizsgaltak, és tobb, egymastol részben vagy teljesen
fliggetlen mechanizmust is sikeriilt igazolni a hatterében. A DSI/DSE kialakuldsdhoz vezet a
posztszinaptikus Ca?* mikromolaris koncentraciora torténd novekedése. Ezt a folyamatot Ca®*-
asszisztalt endokannabinoid felszabaditasnak (CaER) hivjak, és a fesziiltségfiiggd Ca®" csatornak
vagy NMDA receptorok aktivalodasa vezet az intracellularis Ca?* koncentracio novekedéséhez.
Ennek kovetkeztében a DGL-a segitségével 2-AG termelédik, mely a preszinaptikus CB:
aktivalasan keresztiil fiiggeszti fel a neurotranszmitter felszabadulast (3. abra) (Kano és mtsai.,
2009).
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3. abra: CaER mechanizmusa. A posztszinaptikus dendrit erételjes depolarizaciojanak
hatasara Kinyilnak a fesziiltségfiiggd Ca?* csatornak, ami intracellularis Ca?* koncentracio
novekedéshez és 2-AG termeléshez vezet. (Kano és mtsai., 2009)

Az eCB-STD-nek egy masik formaja ugyanakkor rezisztens BAPTA adagolasra, azaz a
kialakuldsa nem feltételezi az intracellularis Ca?* koncenticié emelkedését. Ebben az esetben a
metabotrop glutamat receptorok (mGluR1/5), illetve a muszkarin tipust acetilkolin receptorok
(mAChR) szerepét bizonyitottak els6ként (Galante és mtsa., 2004). Mivel a G-protein kapcsolt
receptorok aktivalasa az intracellularis Ca?* koncentracié megemelkedése nélkiil is képes
endokannabinoid termelés kivaltasara, az eCB-STD ezen formdjat bazalis receptor-asszisztalt
endokannabinoid felszabaditasnak (bazalis RER) nevezték el (Kano és mtsai., 2009). A G-protein
kapcsolt receptorok koziil tobbek kozott az mGluR 1/5, az M1/M3 muszkarin tipusi ACh
receptorok, oxytocin receptorok €s az orexin receptorok képesek bazalis RER-t 1étrehozni. Ezen
receptorok mindegyike a foszfolipaz  (PLCP) aktivitasat fokozza a Gg11 Gtvonalon keresztiil,

mely a DGL-a aktivalasahoz és 2-AG termeléshez vezet (4. abra) (Kano és mtsai., 2009).
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4. abra: “Bazalis RER”. A Gg11 tipusi receptorok aktivalasa PLCP utvonalon keresztiil
képes a 2-AG termelés kivaltasara. (Kano és mtsai., 2009)

Az endokannabinoidok felszabaditasanak egy tovabbi moddja, amikor egy gyenge
posztszinaptikus Gy aktivacio és egy enyhe (szubmikromolaris) intracelluléris Ca?* koncentracio
novekedés egyszerre figyelhetd meg. Ebben az esetben a PLCJ egyfajta koincidencia detektorként
integrélja Ggi1 receptorok aktivalodasabol és az intracelluldris Ca?* koncentracio novekedésébol
szarmazo szignalokat, igy kivaltva a Ca?*-asszisztalt RER-nek nevezett plaszticitasi format (5.

abra) (Kano és mtsai., 2009).
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Ca*-asszisztalt RER

5. abra: Ca?*-asszisztalt RER. Enyhe intracellularis Ca?* koncentracio novekedés és a Gg11
tipusu receptor gyenge aktivalasa egyiittesen vezet 2-AG termeléshez. (Kano és mtsai., 2009)

A kisagyban a parallel rostok depolarizacidja, az mGluR1 receptorok aktivacioja és a
rostok elektromos stimulacidja mind képesek a kiszé rostokbol Purkinje sejtek iranyaba torténd
serkentd neurotranszmisszid csokkentésére, ezt a hatdst a CB1 antagonista gatolja (Maejima és
mtsai., 2001). Erdemes megjegyezni, hogy ebben az esetben a DSE heteroszinaptikus
mechanizmusarol beszEéliink. Azonban a parallel rostok elektromos ingerlése képes a parallel
rostokbol a Purkinje sejtek felé torténd serkentd neurotranszmisszid gatlasara is, mely a DSE
homoszinaptikus formdjat jelenti (Brown és mtsai., 2003). Tovabbi kisérletek azonban azt is
kimutattdk, hogy a parallel rostok elektromos stimulacidja képes a spontan IPSC-k tartds
csokkentésére a Purkinje sejtekben. Ennek a jelenségnek a hatterében is az mGIuR1 receptor
aktivaciojanak kovetkeztében termelodd 2-AG all, melybdl jol latszik, hogy a DSI szintén
heteroszinaptikus formaja az eCB-STD-nek, tehat a GABAerg axontermindlisok mikodésének
CBi-fiiggd modulédcidja ugyancsak serkentd posztszinaptikus neuron aktivacidjat feltételezi

(Galante és mtsai., 2004).
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4.1.4.2. Endokannabinoid-medialt hosszi tava depresszio

Az endokannabinoidok felszabadulasat kovetden kiilonboz6 molekuldris mechanizmusok
képesek a szinaptikus transzmisszié hosszantarté modulalasara (eCB-LTD) is. Habar az eCB-STD
kialakulasaban szerepet jatsz6 valamennyi mechanizmus szerepet jatszhat a szinapszisok
miikodésének hosszantarté modulalasaban is (Bender és mtsai., 2006; Ito, 2001; Kreitzer és mtsa.,
2005; Nevian és mtsa., 2006; Robbe ¢és mtsai., 2002), szamos olyan szignalutvonalrdl igazolodott,
hogy specifikusan az eCB-LTD kivaltasaban jatszik szerepet. Mi