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ROVIDITESEK JEGYZEKE

2-AG — 2-arachidonoilglicerol

6-OHDA — 6-hidroxidopamin

7-OH-DPAT - 7-hidroxi-N,N-dipropil-2-aminotetralin
delta(9)-THC — delta(9)-tetrahidrokannabinol

AADC - aromas l-aminosav dekarboxilaz

ACEA — arachidonil-2-kloroetilamid

AD — Alzheimer’s disease

AEA - anandamide vagy N-arachidonoiletanolamid
AMPA receptor — a-amino-3-hidroxi-5-methil-4-isoxazolpropionsav recptor
APP — amiloid prekurzor protein

BDNF — agyi eredeti neurotréf faktor

BSA — marha szérumalbumin

CAMP - ciklikus adenozin-monofoszfat

CB:R — cannabinoid 1-es tipusu receptor

CB2R — cannabinoid 2-es tipusu receptor

CCK - kolecisztokinin

DAT — dopamin transzporter

DPM/mm?— bomlas per perc per négyzetmilliméter

DSE - serkentés depolarizaciéval kivaltott csokkeése (depolarization-induced
suppression of excitation)

DSI — gatlas depolarizacidval kivaltott csokkentégdepolarization-induced suppression
of inhibition)

DTT — DlI-ditiotreitol
eCB-LTD - endocannabinoid-medialt hosszutava depregio
EGTA — etilén glikol tetraecetsav

EPSP — serkend posztszinaptikus potencialok



ERK — extracellularis szignal-regulalt kinaz

GABA — gamma-amino-vajsav

GDP - guanozin-difoszfat

GPCR - G-proteinnel kapcsolt receptor

GPe — globus pallidus externus

GPi — globus pallidus internus

GTP — guanozin-trifoszfat

GTPyS — guanozin 5'-O-[gamma-tio]trifoszfat

HEPES - 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav

I-LTD — gatlast gatldé hosszu tava depresszié (inhitory long-term depression)
KIR — k6zponti idegrendszer

KRH - Krebs-Ringer-HEPES

L-DOPA - levodopa

LTD — serkentés hosszutavu depresszidja (long-terdepression)
LTP — hosszutavu potenciacio (long-term potentiatio)

MAPK — mitogén-aktivalt protein-kinaz

MGIuUR — metabotrop glutaméat receptor

MPTP — 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin

MR — magneses rezonancia

MRNS - hirvivé ribonukleinsav

NMDA receptor — N-metil-D-aszpartat receptor

NPI — Neuropszichiatriai Kérdéiv (Neuropsychiatric Inventory)
PD — Parkinson’s disease

PET — pozitron emisszios tomogréfia

PK — Parkinson-kor

PKA — protein-kinaz A

PSM — periszinaptikus szignalizaciés rendszer



SAPPu — szolubilis amiloid prekurzor protein alfa

SCH23390 — 7-kloro-3-metil-1-fenil-1,2,4,5-tetrahitb-3-benzazepin-8-ol
SNc - substantia nigra pars compacta

SNr — substantia nigra pars reticulata

SPECT - egyfoton-kibocsatasos szamitdgépes metsebtétel

THC - tetrahidrocannabinol

TRIS — Trisz(hidroximetil)-aminometan

VTA - ventralis tegmentalis area



TARTALOMJEGYZEK

ROVIDITESEK JEGYZEKE 2
TARTALOMJEGYZEK 5
1. BEVEZETES 9
2. IRODALMI ATTEKINTES 15
2.1. Dopamin R receptorsriiség és jelatvitel Parkinson-kdérban 15
2.1.1. Parkinson-kor 15
2.1.2. Parkinson-kor és a1@s dopamin receptor kapcsolata 16
2.2. Cannabinoid 1-es tipusu receptor és dopamned2ptor Parkinson-kérban 19
2.2.1. A cannabinoid 1-es tipusu receptor 19
2.2.2. Dopamin és cannabinoid rendszer kdzottikislbatasok 22
2.2.2.1. Indirekt kapcsolat a basalis ganglionotgEn 25
2.2.2.2. Direkt intraszinaptikus kapcsolat a stmialban 27
2.2.2.3. Direkt intraszinaptikus kapcsolat a friateortexben 28
2.2.2.4. Lehetséges intracellularis kapcsolat:ptreneteromerizacio 29
2.2.3. Cannabinoid 1-es tipusu receptor Parkingwhahn: korabbi vizsgalatok 31
2.3. A cannabinoid 1-es tipusu receptor a prefiisntartexben Alzheimer kérban 32

2.3.1. Alzheimer-kor 32



2.3.2. Cannabinoid 1-es tipusu receptor a preflisrtartexben 34

2.3.3. Cannabinoid 1-es tipusu receptor és Alzhekbtekapcsolata 35
2.3.3.1. CBR és a glutamaterg mechanizmusok kapcsolata 35
2.3.3.2. CBR és a cholinerg rendszer kapcsolata 38
2.3.3.3. Cannabinoid neuroprotekcio 39
2.3.3.4. CBR Alzheimer-koérban: korabbi vizsgalatok 40
3. CELKIT UZESEK 42
4. ANYAG ES MODSZER 45
4.1.Agymintak 45
4.2. Dopamin /D3 receptor autoradiografia 48
4.3. Dopamin altal stimulalt receptot>$]GTP/S kodési autoradiografia 49
4.4. CBR autoradiogréfia 50
5. EREDMENYEK 53

5.1. Dopamin YD3 receptor §riiség €s dopamin altal stimulalt
receptor-1°S]GTR/S kotdés 53
5.1.1. Dopamin BD3 receptorériiség Parkinson-korban 53
5.1.2. Dopamin altal stimulalt receptor—[35S]GBo6dés Parkinson-kérban 55
5.1.3. Dopamin BD3 receptorsériiség és dopamin altal stimulalt

receptor-°S]GTR/S kotidés 6sszevetése 59



5.2. Dopamin /D3 receptor és CHR denzitas Parkinson-korban 60
5.3. CBR denzitas Alzheimer-korban 67
6. MEGBESZELES 71
6.1. A dopamin /D3 receptor—G-protein jelatvitel vizsgalatéredhaladott
Parkinson-korban 71

6.1.1. A dopamin BID; receptor—G-protein jelatvitel a nucleus caudatosba 72

6.1.2. A dopamin RID3 receptor—G-protein jelatvitel a frontalis corterbe 73
6.1.3. A dopamin RD3 receptor—G-protein jelatvitel a gyrus cinguliban 74

6.2. Cannabinoid 1-es tipusu receptordenzitas &lata Parkinson-kdrban 75
6.2.1. CBR és D/D3; dopamin receptordenzitas a striatumban 76
6.2.2. CBR és D/D3; dopamin receptordenzitas a frontalis cortexben 79

6.3. Cannabinoid 1-es tipusu receptordenzitas &latm Alzheimer-koros
human prefrontalis cortex mintakon 79
6.3.1. A CBR up-regulécié lehetséges mechanizmusai korai Adetrekérban 80

6.3.2. A CBR denzitas valtozasa és ennek klinikai jeleage progrediald

Alzheimer-korban 84
6.3.3. Uj irany az Alzheimer-kor Braak I-1l-es st@manak vizsgalataban 86
7. OSSZEFOGLALAS 88
8. SUMMARY 89



9. HIVATKOZASOK

10. ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK

11. TOVABBI KOZLEMENYEK LISTAJA

12. TARGYSZAVAK

13. SAJAT MUNKA

14. KOSZONETNYILVANITAS

15. FUGGELEK

90

129

130

131

132

132

134



1. BEVEZETES

A kodzponti idegrendszer morfoldgiai és funkciondéiérképezésében kulcsszerepet
jatszik az informécidatvitelben résztwevreceptorok azonositasa, az egyes tipusok
eloszlasanak kvalitativ és kvantitativ jellemzéseeceptor vizsgalatok eredményei mind az

agykutatas, mind a klinikai orvostudomany szamgea ifontosak.

A neuroreceptorok vizsgalhatéak vivo és in vitro moédszerekkel. Azin vivo
technikdk, mint a PET (pozitron emissziés tomogiafiSPECT (egyfoton-kibocsatasos
szamitogépes metszetfelvétel) forradalmi valtozasokhoztak a diagnosztika, a
gyogyszerfejlesztés és a farmakoldgia tertleteinly&, 1997). Mindazonaltal a receptor-
eloszlas megallapitasara leggyakrabban alkalmaaotitro modszerek (autoradiografia
situ hibridizacio, immunhisztokémia) nagyobb felbontdsgs adott esetben finomabb

kvantitativ érzékenységgel rendelkezinekivo tarsaiknal.

Az kutatasaink soran alkalmazott vizsgalati médszeautoradiografia volt, melynek
alapja, azin vivo (PET, SPECT) képalkotashoz hasonléan a kiléhbtigandok
radioizotopokkal tortéhjeldlése. Ez a technika a szilard targethe#dtt radioaktivan jelolt
molekuldk filmmel vagy fotoemulzidval torténdetektaldsat jelenti. Egyik formaja az
idegtudomanyokban széleskdrben hasznalt receptpr nealioligand autoradiografia, mellyel
a radioaktivan jel6lt receptor ligandok &@dési helye tuntethétfel &llati vagy emberi
agymintakonIn vitro modszerként éhyei a nagy felbontés, kvalitativ és kvantitatialéis,
konnyi farmakoldgiai elemzés lelistege, j6 receptor diszkriminacié. A receptor
autoradiografia segitségével specifikusan, igeny nagntossaggal leirhatd és méthet
receptorok denzitdsa kulonkibzagyi régidkban (Bjorklund és Lindvall, 1984). Tdnéa
alkalmas a gyoégyszerjeloltek koraitiszsére, elemezhietegészséges és koros kortlmények

kozott Uj radioligandok viselkedése is, mely alapvieforméaciokat szolgéltat a radioligand



validaladsahoz, kébbi in vivo felhasznalasdhoz. Maésik formja a funkcionalis
autoradiografia, vagy pontosabb kifejezéssel éIVE°R]GTP/S kotdési autoradiogréfia,
melynek segitségével a G-proteinhez kapcsolt recgpfelenitheitk meg. A hagyomanyos
autoradiografidval szemben utébbi mddszerrel cstnglegesen G-proteinnel kdlcsdnhatd,
tehat funkcioképes receptorokat lehet detektalnimddszer alapja, hogy a receptorokhoz
kotédé agonistdk hatadsara a G-proteinek guanin-nuklecsidréje felgyorsul, a receptor
aktivacié konformacio valtozast indukal a G-prob&in, melynek hatasara a G-protéiraz
addig hozzakapcsolt GDP disszocial és helyette Gd@Bdik. A [*°S]GTP/S koBdési
autoradiografia esetében a GTES|GTP/S-sel van helyettesitve, mely nem hidrolizalhato,
igy stabilan kdidik a G-proteinhez (S6vagdé és mtsai, 2001). Vizggalk soran
hagyomanyos receptor autoradiografiat alkalmaztudkpamin BYD; receptorok és a GBR
denzitds vizsgalatara, illetve®$]GTPS funkciondlis autoradiografiat a dopamin/[

receptor—G-protein kdz6tti jelatvitel vizsgalatara.

A dopamin receptorrendszer szerepet jatszik a nsskgardinacioban, a motoros
funkciok kivitelezésében és egyre tobb eredménynyitja szerepét bizonyos magasabb
rendi agyi funkciok szabalyozasaban (proceduralis tamutAunkamemoria, célorientalt
cselekvésszervezés, exekutiv funkciok) (Grahn éssaimt2008). A dopaminerg
neurotranszmisszio megvaltozasa jalsrszerepet jatszik a Parkinson-kér patogenézisében.
Klinikai jelentssége miatt a dopaminerg rendszer az idegtudomangtds kdzponti témaja,
szamos kérdés azonban jelenleg is megvalaszolattan.tisztazott példaul, hogy Parkinson-
kérban a dopamin receptéiriség csokkenése (Alexander és mtsai, 1993; Ant@simmtsai,
1994, 1997; Blanchet és mtsai, 1995; Elsworth é&aimi998; Guttman, 1992; Kaasinen és
mtsai 2000; Kassiou és mtsai, 2009; Lee és mt8@B;1Linazasoro és mtsai, 1999; Reches és
mtsai, 1984; Rinne és mtsai, 1983, 1995; Scheglemtsai, 2006; Wenning €s mtsai, 1998)

tényleges szignalatvitel médosulassal jar-e, ilethiogy receptorszam-csokkenés esetén a
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megmaradd receptorok funkcionalis szempontbd6l kaorn@leak-e. Elfogadott, hogy a
striatalis struktarak kozul a putamen corticalipésolataival egyitt a motoros szabalyozasért
(végrehajtasért) felés, mig a nucleus caudatus jetentfrontalis dsszekottetései révén
elsssorban kognitiv, exekutiv funkciokban vesz résatamint koaktivaciot mutat cingularis
terlletekkel is (Grahn és mtsai, 2008). Human ada-kérban a fenti agyteriletek
dopaminerg jelatvitelét illéen ismereteink hianyosak. Ennek megismerése ébkiekben
segitséget nyujthat a kronikus dopaminerg kezelégnikiora kifejtett hatdsainak és

mellékhatasainak megértésében Parkinson-kérosdietél

A cannabinoid rendszer pontos megismerése a hudegmeindszeri kutatdsok egyik
aktudlis kérdése. A cannabinoidokdelleges szerepe a kdzponti idegrendszerben ;&R©B
keresztlli retrograd neuromoduldcié, mely A&ltal Okilo® neurotranszmitterek
felszabadulasadt szabalyozzak (Freund és mtsai, )20@fogadott, hogy az
endocannabinoidok az inhibitoros és excitatorikusnapszisokban retrograd jelatéiv
molekulaként funkcionalnak a kulénkbzagyteruletekben (pl. neocortex, prefrontalis és
limbikus kéreg, hippocampus, kdzépagy és striatlin)a CBR-kdzvetitett endocannabinoid
hatas lehet atmeneti vagy hosszantarté. Ennek te&gfe az okozott hatas lehet a serkentés
depolarizacioval kivaltott csokkentése (DSE), a dl@pzacio-indukalt gatlas csokkentése
(DSI), illetve a serkentés hosszu tavu depressfloj®) vagy a gatlast gatlé hosszu tavu
depresszio (I-LTD). Az endocannabinoidokdssisrban a jelatvitel retrograd gatlasaban (LTD)
jatszanak szerepet, de indirekt modon a sebkedegsejteken veé@ro inhibitoros
termindlisokon okozott DSI vagy I-LTD révén 6skgitik a glutamaterg hosszutavu
potenciaciot (LTP) is (Chevaleyre és Castillo, 2004 és mtsai, 2011; Tseng és O'Donnell,
2004; Zhu és Lovinger, 2007).

Szamos kutatas igazolta a dopamin és cannabinoidszer kozétti funkcionalis

kapcsolat létezését (Chen és mtsai, 1990; Frenamtgai, 1997; Gessa és mtsai, 1998a;
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Guiffrida és mtsai, 1999; #alvi és mtsai, 2005; Kreitzer és Malenka, 200Tiajués mtsai,
2003; Meschler és Howlett, 2001; Ong és Mackie 91®hnudo-Pena és mtsai, 1998; Szabo
€és mtsai, 1999; Valjent és mtsai, 2001). A corticaalis neuroplaszticitas legjeléstbb
formdja a striatumban a kdzepes tlskés neuronokgmdé glutamaterg és GABAerg
jelatvitel endocannabinoid-medialt hosszutavu degmiéja (eCB-LTD). A folyamathoz
sziikséges a kuloénbdzglutamat receptorok stimulacidja (Adermark és bhger, 2007,
Adermark és mtsai, 2009; Gerdeman és mtsai, 20023 @osztszinaptikus ;Ddopamin
receptorok aktivalodasa (Kreitzer és Malenka 2QI¥)7; Lopez de Maturana és Sanchez-
Pernaute, 2010; Tang és mtsai, 2001) &ltal kialpmtsztszinaptikus endocannabinoid
felszabadulasln vivo Parkinson-koros allatmodelleken végzett kiséttesasiran Kreitzer és
Malenka (2007) azt talaltdk, hogy az indirekt s#éfia Gtvonalon dopamin deplécidban az
endocannabinoid-medialt hosszu tava depresszio {eB nem kovetkezett be, azonban
dopamin D receptor agonistak és endocannabinoid degraddlbkgggylttes adasa mellett
kivalthat6 maradt az eCB-LTD és csokkent a Parkifigiros motoros deficit. Az indirekt
striatalis Utvonalon a GBR — D, dopamin receptor egydttttkodésével |étrejay eCB-LTD
fontos szerepet jatszhat az extrapyramidalis maezgagezésben, illetve a Parkinson-kor
koexpresszalt Pes dopamin receptornak szintén jefesnszerepe van az I-LTD kivaltasaban.
Chiu és mtsai (2010) kimutattak, hogy mind a kéeptor tipust kilon-kulon stimulalva kissé
csokken a GABA felszabadulas a cortex V. rétegéhgyyanakkor a két receptor egylittes
ingerlése dlsegiti az eCB-LTD-t. Arra kovetkeztettek, hogy @fpwntalis cortexben a D
dopamin receptor mintegy megkonnyiti az eCB-LTDdttét, vagyis a BCB;R kodzotti
direkt interakcié a corticalis inhibitoros tonustabalyozza. Ennek fényében a dopamin-
modulalt neuronalis aktivitas a prefrontalis kér@tpl vezéreltin vivo mikddések egyik

lényeges mechanizmusa lehet (Chiu és mtsai, 2010).
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A két receptorrendszer human Partkinson-kérban \mtkéz egyideji
elvdltozasainak tanulmanyozdsa jelenleg is kutatasgyat képezi. A folyamat
megismerésében alapéejelentsédi a D, dopamin receptor és GB diriség egyiddj
vizsgalata, vagyis annak kideritése, hogy a Paokik®rban bekovetkéz dopamin B
receptorgriiség-cstkkenés tarsul-e gBdenzitasvaltozassal.

Kilonbdz szerdk igazoltdk a kognitiv paraméterek javuladsat Alnei-koros
allatmodelleknél cannabinoid agonistak, illetveagioistak adasakor (Terranova és mtsai,
1996; Walther és mtsai, 2006; Aso és mtsai, 2013rtintMoreno és mtsai, 2012). A
tanuldshoz és memdria folyamatokhoz nélkilézhetedleholinerg és glutamaterg jelatvitel
zavartalan rikddése a hippocampusban és a prefrontalis cortefBmssers és mtsai, 2010;
Kamenetz és mtsai, 2003; Li és mtsai, 2009; Shaggantsai, 2008; Walsh és mtsai, 2002).
Ezen agyteriiletekben a preszinaptikus Bk kozrenikodésével az endocannabinoid
rendszer fontos szerepet tolt be a glutamaterg, A48 és nagy valdsziiséggel a cholinerg
jelatvitel szabalyozasaban, s ezaltal a szinaptikaszticitas modulacidjdban (Abraham és
mtsai, 2007; Katona és Freund, 2008, 2012; Lafaleré@s mtsai, 2007; Mayadevi és mtsai,
2012; Ondrejcak és mtsai, 2010; Puzzo és mtsai8)208lzheimer-kérban a szinaptikus
plaszticitas mar ap-amiloid depozitumok megjelenéseétel karosodik, mely tovabb
sulyosbodik a neuropatolégiai eltérések progregdzad parhuzamosan (Bossers és mtsai,
2010; Carter és Lippa 2001; Cavallucci és mtsal,220uvone és mtsai, 2004; Li és mtsai,
2009). Emellett az endocannabinoidok neuroprotdidibasat is tobb szérteirta mar (Aso és
mtsai, 2012; Galve-Roperth és mtsai, 2002; Karagsmtsai, 2005; Marsicano és mtsai,
2003; Massi és mtsai, 2000; Noonan és mtsai, 2@h0ang és mtsai, 2005). A fentiek
alapjan feltételezhét hogy az endocannabinoid rendszer reagal a sioaptlaszticitdsban
bekovetke# valtozasokra, illetve a neurodegenerativ folyakr@omely a CBR denzitas

modosulasaiban is megnyilvanulhat. Az endocannabimmdszer feltarasa az Alzheimer-kor
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kulénbo® stadiumaiban fontos idegtudomanyi kérdés, melynesdee a CHR denzitas
vizsgalata is. A hasznalatba kerilj, nagyobb specificitasi GR ligandumok Kitiné
lehethiséget biztositanak a betegség korai stadiumaibdivbtked receptordenzitas-
eltérések detektalasara. A gBpopulacio reaktiv eltéréseinek kimutatasa az#rtok, mert
nem ismert, hogy az Alzheimer-kor korai szakaszabazinaptikus plaszticitds kdrosodasa
egyltt jar-e a CB1Risiiség valtozasaval, illetve a betegség progresshidggan érinti a
CB;R expressziét. Ezen kérdések tanulmanyozasa csan adgyi régio vizsgalataval
lehetséges, amely a betegség korai stadiumabaropataldgiailag még érintetlen (pl.
prefrontalis cortex) (Braak és Braak, 1991; Nelssnmtsai, 2009). A specifikus B
denzitaseltérések azonositasa segithet a beteépatkdtd modszerekkel tori@mmielsbbi
diagnosztizdlasaban, feltarhatja az Alzheimer-katomechanizmusanak eddig ismeretlen
részleteit, tovabba az agykutatasban egyétieimteheti, hogy a Braak I-Il stadiumu
Alzheimer-kéros agyakbdl szarmazo6, neuropatoléagpiimég megkimélt agyterileteket

minden esetben a kontrollcsoporttdl kilén kell-&gatani.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Dopamin D receptordiriiség és jelatvitel Parkinson-korban
2.1.1. Parkinson-koér

A Parkinson-kér primer vagy idiopathias korkép, aasadik leggyakoribb
neurodegenerativ megbetegedés. Prevalenciaja 65kéviean 1%, 85 éves korra eléri a 4-
5%-ot. Napjainkban Magyarorszagon korulbeltl 20 G§@én beteg van. A korfolyamat
donben sporadikus, pontos koroka nem ismert, geneiikadrok hatasa mellett a kérnyezeti

tényedk szerepe is valdszinithet (Davie, 2008).

A Parkinson-kor, illetve Parkinson-szindroma jefletgs tlneteit az extrapyramidalis
mozgatérendszer karosodasa okozza. Az extrapyrésidaozgatorendszer mindazon
kozpontokat és palyakat foglalja magaba, amelyelanpiramispélya mellett szerepiik van a
mozgasok szervezésében. Részei: kérgi kbzpontellibganglionok és agytorzsi kdzpontok

(nucleus ruber, substantia nigra, formatio retigs)gHidasi, 2010).

A klasszikus értelmezés szerint a Parkinson-kéropaiologiai hatterét a substantia
nigra és a striatum degeneracidja, valamint ezekoskdmikédése jelenti, melynek
eredményeként megjelennek a betegség jellegzetestetii rigor, tremor, hypo-, illetve
bradykinesis és a posturalis instabilitas (Mich2lp4; Braak, 2002; Hidasi, 2010). A bazalis
ganglionok & feladata a motorositkodések szabalyozasa, illetve szervezése. Ebbpvedia
szerepet jatszik a direkt, striato-pallidalis ésratirekt, striato-subthalamico-pallidalis palya.
Ismert, hogy a dopamin a direkt palyan ad3 receptorokon at ingérhatast, az indirekt
palyan a D-es receptorokon keresztil gatld hatast fejt kia@ini és mtsai, 2000). A
Parkinson-korban a substantia nigra pars compactihéps dopaminerg neurodegeneracio

striatalis dopaminhianyt okoz, mely a globus palidnternus és a nucleus subthalamicus
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neuronjainak fokozott aktivitasahoz vezet (Bergmésm Deuschl, 2002; Wichmann és

DelLong, 2003).

A Parkinson-kér modern, Braak-féle neuropatolégiéelmezésének alapja az, hogy a
kozponti idegrendszer egyre kiterjedtebliikidészavara felés a betegség tiineteiért. A
sejtekben Lewy-testek, azaz eozinofilen ddét citoplazmatikus fehérje aggregatumok
jelennek meg, ami koéros itkbdést eredményez (Braak és mtsai, 2002). A tocxddu
bonyolult kapcsolatrendszeren keresztiul vannak edsgtetésben egyméssal, illetve az
agykéreggel. A frontalis cortex, thalamus és basgdinglionok kozoétti kapcsolatot |étésit
idegpalyakban (fronto-striatalis kor) jelentkedopaminhidny szerepet jatszik az exekutiv
funkcidk romlasaban Parkinson-kéros betegeknél t(an, 1992; Kovari és mtsai, 2009;

Owen 2004).

2.1.2. Parkinson-kor és a Pes dopamin receptor kapcsolata

A dopamin a kilénbdz dopamin receptorokhoz kapcsolddva fejti ki hataselytsl
két 6 tipust kulonbodztetiink meg (Hyman, 1992), ads tipustakat (Dés ) és a D-es
tipustakat (B, D; és ). A dopamin receptorok hét transzmembran-domérsradelked
sejtmembranba integralddott fehérjék, melyek secnadsengerként G-proteineket hasznalva
fejtik ki hatasukat (Birnbaumer és Birnbaumer, 9%z egyik legbbb szerepik, hogy a
CAMP aktivitasat szabalyozzak, ezenkivil a fospii C, illetve a proteinkinaz C
mikodésére is hatnak. A.Des [ receptorok emelik a CAMP szintjét Gs-proteinekeén a
hatva, mig a B D; és a IQ receptorok csokkentik azt, Gi/o proteint hasznaeaond

messengerként (Gingrich és Caron, 1993; Neve és,N&937).

A Parkinson-kor tiinetei akkor jelentkeznek, amiaatriatalis dopamin 70%-a, illetve

a substantia nigra dopaminerg neuronjainak megkéleg 50%-a elpusztul. Mindez
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kompenzatorikus mechanizmusok jelenlétéirulkodik (Hornykiewicz, 1993; Dunnett és
Bjorklund, 1999). Preszinaptikusan megjelennek dggsejtnyulvanyok, tirozin-hidroxilaz
immunreaktiv hipertrofids rostok, melyek a striaharhatolva Uj szinapszisokat képeznek.
Tovabba csokken a dopamin transzporter (DAT) szin§js valOsziisithe egyéb
receptorokat (példaul GR) érint reaktiv elvaltozasok jelentkezése is (Batchelomésai,
1999; Blanchard és mtsai, 1995; Cheng és mtsaid;18@rnykiewicz, 1993; Kassiou és
mtsai, 2009; Lastres-Becker és mtsai, 2001; Lawtéai, 2008; Sossi és mtsai, 2009; Troiano

és mtsai, 2009).

In vivo (PET és SPECT) vizsgélatok, valamint vitro kisérletek igazoltak, hogy
levodopa (L-DOPA) kezelés elkezdésestela dopamin B és D/Ds receptorok up-
regulalédnak Parkinson-kéros betegek, illetve wditadellek esetében (Alexander és
mtsai,1993; Antonini és mtsai, 1994, 1997; Blandseintsai, 1995; Elsworth és mtsai, 1998;
Guttman, 1992; Kaasinen és mtsai 2000; Kassiou &si/m2009; Lee és mtsai, 1978;
Linazasoro és mtsai, 1999; Reches és mtsai, 198#eFs mtsai, 1983, 1995; Scherfler és
mtsai, 2006; Wenning és mtsai, 1998). A striatdligpaminerg denervaciora bekévetkez
posztszinaptikus Preceptor up-regulacio, a szinaptikus dopaminhi@ragott kompenzacios
reakcio. Igazoltdk azonban, hogy Parkinson-kordedek dopamin szubsztiticios kezelése
normalizalja/csokkenti a striatalis;[dopamin receptordenzitast (Alexander és mtsai, ;1993
Linazasoro és mtsai, 1999; Thanvi és Lo, 2004; df®Bs mtsai, 2004; Scherfler és mtsai,
2006). Fontos kiemelni, hogy a; dopamin receptort ériéitelvaltozasok ellentmondasosak
(Alexander és mtsai, 1993; Graham és mtsai, 199893)] valamint a Breceptor specifikus
[*H]7-OH-DPAT ligandum Bmax értékei mindéssze enybekkenést mutattak a krénikus L-
DOPA kezelés mellett (Hurley és mtsai, 1996). Eakdpjan valosziin, hogy a dopamin P
receptor sokkal érzékenyebben reagal a dopamiucitdefiilletve szubsztiticiéra (Alexander

és mtsai, 1993; Graham és mtsai, 1990; 1993; Hédantsai, 1996).
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Parkinson-koros allatmodelleken kulonbdaodszerekkel tanulmanyoztak a dopamin
receptorok szenzitivitdsanak (receptor—G-protel@tyéel) valtozasait. Az allatok kilonbéz
dozist dopamin agonistara adott motoros valasaaitppamin agonisték altal kivaltott Fos
protein immunreaktivitast és a receptor—G-proteapdsolédast vizsgaltak. A dopaminerg
neuronokat tirozin-hidroxilazzal jel6lték. LabandeGarcia és mtsai (1996) 6-
hidroxidopamin modellen apomorphin (s D receptor agonista) beadasat kdeet
immmunhisztokémiai médszerrel tanulmanyoztak aatstlis neuronokban bekdvetkeEos
proteinszint valtozasokat. A dopaminerg termindisnegfogyatkozasa mellett kevesebb
agonistara volt szikség a kontrollsfiftos immunreaktivitas kivaltdsdhoz. Bblb dopamin
receptorok fokozott szenzitivitAsara kovetkeztették degeneracio étehaladtaval a Fos
immunreaktivitds csokkent. Lopez és mtsai (2001)rkiRson-koros &llatmodellen
serotoninerg denervaciét végeztek, majd a motodlasgt és a fenti immunhisztokémiai
reakciot vizsgaltdk exogén L-DOPA adasara. Kimatathogy 30 mg/kg L-DOPA adasa
hatdstalan, azonban 100 mg/kg L-DOPA striatalis Exgressziot és megfetelmotoros
valaszt eredményez. Arra kdvetkeztettek, hogydelgpaminerg striatalis denervacié esetén,
a serotoninerg neuronokon Kkivil is léteznek aromaminosav dekarboxilazt (AADC)
tartalmazo struktarak, melyek elvégzik az exogéDQPA konverzidjat és az igy keletkez
kis mennyisédy dopamin elegerid a hiperszenzitiv posztszinaptikus dopamin recejtor
ingerléséhez (Lopez és mtsai, 2001). LaHoste éshdli (1992) haloperidol adagolassal,
rezerpin injekciokkal, illetve 6-hydroxidopamin d@lelbidézett striatonigralis degeneracioval
kilénb6a stadiumu parkinsonizmust idézteks gdatkanyoknal. Ezt kovéen kontrollaltak a
D; és D receptordenzitdsokat, majd quinpirole-t, (Bgonista) adtak és az &llatok motoros
valaszait rogzitették. Megfigyeltek egyerkorai dopamin receptor hiperszenzitivitast, mely
megebzte a receptordenzitas-eltéréseket, ugyanakkadakedgy kési gyengébb szenzitivitas

fokozédast, mely a Preceptorok up-regulacidéja mellett alakult ki. Gz mtsai (2002)
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patkdny modellen kimutattdk, hogy a posztszinagtikdopamin [ receptorériség
novekedése és a receptorProtein kapcsolddas fokozédasa parhuzamosan ntkrté
ugyanakkor valtozatlan denzitds mellett fokozodkopamin 3 receptorok aktivitasa is. Azt
a kovetkeztetést vontdk le, hogy a, Beceptor hiperszenzitivitAs az up-regulélodott
posztszinaptikus Preceptor populacio és a fokozots E2ceptor—-G-protein kétiés egytittes

eredménye.

2.2. Cannabinoid 1-es tipusu receptor €s dopaminDeceptor Parkinson-kérban

2.2.1. A cannabinoid 1-es tipusu receptor

Az endocannabinoid rendszer felépitése: (1) €B CB receptorok, (2) endogén
ligandok, ezek az endocannabinoidok (anandamidg Magrachidonoiletanolamid, AEA és
2-arachidonoilglicerol, 2-AG), (3) specifikus uptakmechanizmusok, (4) inaktivacios

enzimek.

A CB;R hét transzmembran-doménnel rendetkea sejtmembranba integraldédott
fehérje (Matsuda és mtsai, 1990; Piomelli, 200&uRd és mtsai, 2003). d&slz6r 1990-ben
azonositottak patkany agyban (Matsuda és mtsaf))199CB,R elsisorban a Gi/o-fehérjeéhez
kapcsolodik és intracellularisan gatolja az ademwildaz enzimet, igy a sejtben meérsékli a
foszforilacios folyamatokat (Huang és mtsai, 200¥ilson és mtsai, 2001). Bizonyos
esetekben a GB Gs-proteinekkel is kapcsoldédhat (Glass és Fel®&7; Mackie, 2005;
Hudson és mtsai, 2010), tovabba szabalyozza ku#nlglazmamembran proteinek,
ioncsatornak riikddését (Cannich és mtsai, 2004; Eljaschewitscmtdai, 2006; Huang és

mtsai, 2001; Micale és mtsai, 2007).
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A CB;R endogén ligandumai az endocannabinoidok. A remmdsigidleges funkcioja
a kulonbos preszinaptikus sejtekb torténd neurotranszmitter felszabadulds szabalyozasa
azéltal, hogy az endocannabinoidok retrograd mdé&dlsminaptikus résbe diffundalnak, majd
kapcsolodnak a preszinaptikus membranot [€B,R-hoz (Auclair és mtsai, 2000; Wilson és
Nicoll, 2002; Hashimotodani és mtsai, 2007). Adti idegrendszerben a GABAerg gatlo
neuronok expresszaljak a legtébb €&, ugyanakkor a glutamaterg ¢®B expresszi6 is
jelents. Bizonyos adatok szerint a GABAerg {FBexpresszié a glutamaterg expresszié 3-
10-szerese (Kawamura és mtsai, 2006; Uchigashimantéai, 2007). Ennek ellenére a
GABAerg CBR inaktivacido nem befolyasolta, mig a glutamateiyF inaktivacié novelte
az epilepszias roham jelentkezését egerekben, yitzana glutamaterg GB populacio
fontossagat (Monory és mtsai, 2006). Az endocamoadok a GABAerg és a glutamaterg
neurotranszmisszid szabdalyozasat a retrograd mansamitter felszabadulas modulacidja
révén valdsitjak meg. &bbi esetében depolarizacio-indukalt gatlascsokkéhg®SI -
depolarization-induced suppression of inhibitio®hfo-Shosaku és mtsai, 2001; Wilson és
Nicoll 2001), mig utébbinal a serkentés depolaiipéal kivaltott csokkenésér (DSE —
depolarization-induced suppression of excitaticegzeliink (Auclair és mtsai, 2000; Kreitzer
€s Regehr 2001). A szinaptikus plaszticitasblel révid idstartamu formai mellett a GR
fontos szerepet jatszik a gatlast, illetve a sadsngatld hosszu tavu depresszidban is (I-
LTD, illetve LTD). Ennek jellegzetes form4ja a netnanszmisszié endocannabinoid-mediélt
hosszu tavu depresszidjaként ismert (eCB-LTD) (An@s mtsai, 2000; Gerdeman és mtsai,
2002; Katona és Freund, 2008, 2012; Lafourcade téain2007; Marsicano és mtsai 2002;
Robbe és mtsai, 2002). Az eCB-LTD létezését glutargaés GABAerg szinapszisokban
egyértelniien igazoltdk. A folyamatban nélkilozhetetlen a foko glutamaterg stimulacié
mely, az intraszinaptikusan, illetve a periszinagiszignalizacios rendszerben (PSM) helyet

foglal6 mGIuR-okon és/vagy ionotrépikus NMDA receqkon hatva valt ki
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endocannabinoid felszabadulast (Abraham és mt88ai7;2zumi és Zorumski 2012; Jew és
mtsai, 2013; Katona és Freund, 2008, 2012; Lafalerass mtsai, 2007;Li és mtsai, 2009;
Mayadevi és mtsai, 2012; Ohno-Shosaku és mtsai/;2DAdrejcak és mtsai 2010; Palop és
Mucke 2010; Robbe és mtsai, 2002). Az eCB-LTD-t reZamos kdzponti idegrendszeri
struktaraban megfigyelték, beleértve az altalunkirmsgalt agyi régidkat, a striatumot és a
prefrontalis cortexet is (Jew és mtsai, 2013; Katés Freund, 2008; Kreitzer és Malenka

2007; Lafourcade és mtsai, 2007; Uchigashima éain#807).

Allatmodelleken és human eseteken végzett meghgedl alapjan az
endocannabinoidok bioldgiai hatasat az alabbide@é foglalhatjuk dssze: rigid immobilitas
(katalepszia), csOkkent motoros tevékenység, atilalge és hipotermias hatas. Az
elébbiekhez 6tddikként hozzasoroltdk a cannabinoidagnkiv funkciokra (révidtava
memoria, figyelem) gyakorolt hatasat is (Comptonmésai, 1993; Hampson és Deadwyler
1998). A CBR a felr6tt emlbsok kozponti idegrendszerének legelterjedtebb Geproel
kapcsolt receptorajigisége vetekszik a neocortex GABA és glutamat recelptdirisegevel
(Herkenham és mtsai, 1990; Nyiri és mtsai, 2006mili 2003). A CBR diriiséget illeten
patkany agymintakon kiléndésen magas 1RBdenzitasrol szamoltak be a basalis
ganglionokban, elssorban a substantia nigra pars reticulataban (8blra globus pallidus
internaban (Herkenham és mtsai, 1991a,b; Mailleu¥@nderhaeghen, 1992; Tsou és mtsai,
1998). Majom agyakban immunhisztokémiai, elektrdmoszkopos, illetve PET modszerrel
vizsgaltdk a CER eloszlast. Nagyusiséget talaltak a frontalis, temporalis, parietass
occipitalis cortexben, hippocampusban, amygdalalabstantia nigraban, cerebellumban,
illetve striatumban (Burns és mtsai, 2007; Hamdl matsai, 2009; Ong és Mackie 1999).
Huméan PET kisérletek magas {EBdenzitast mutattak a frontalis és cingularis exqrt
striatum, illetve kissé alacsonyabbat a cerebelszmtjén (Burns és mtsai, 2007). A

cannabionidok motoros tevékenységet befolyasoltessggét a basalis ganglionokban és
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cerebellumban l&y jelents CBR populaci6 magyarazza, mig a neocorticalisFCB

populacié a kognitiv funkciok befolyasolasaeért fése

2.2.2. Dopamin és cannabinoid rendszer kdzotti kadénhatasok

A kozponti idegrendszer dopaminerg sejtjeinek nagyge a substantia nigraban és a
ventralis tegmentalis areaban (VTA) foglal helytojekcidik altal biztositjak tobbek kozott
a nigrostriatalis (caudatum—putamen), illetve mesitmolimbicus (nucleus
accumbens/prefrontalis cortex) Utvonalak dopaminmengrvaciéjat. A CBR és B dopamin
receptor expressziot, illetve koexpressziot a lmgainglionok szintjén az 1. dbra (Benarroch
2007), a prefrontalis cortex szinjén a 2. abradtjalossze (Fitzgerald és mtsai; 2012; Trettel
€és mtsai, 2003, 2004; Tseng 2007). Lathato, hogpmaminerg neuronok célstruktiraiban
(pl. striatum vagy prefrontalis cortex) pre- és zisginaptikus CHR-k is expresszalodnak,
azonban maguk a dopaminerg sejtek nem tartaima@BaR mMRNS-t és nem expresszalnak
CB;R-t (Julian és mtsai, 2003; Matyas és mtsai, 2808&houry és mtsai, 2012; Fitzgerald és

mtsai 2012).

Mindemellett szamos kutatas kimutatta a dopaminegdocannabinoid rendszer
kozotti funkcionalis kapcsolat [étezését. [BBagonistak adasa névelte a dopamin turnovert €s
felszabadulast a nucleus accumbensben (Chen és h#88; Gessa és mtsai, 1998a), illetve
stimulélta a ventralis tegmentalis area és suliatagra dopaminerg neuronjait (French és
mtsai, 1997). Cannabinoid agonistak kifejezettaikksntettek a Pagonistak altal kivaltott
rotaciés mozgasokat patkanynal, ezzel ellentétbe,areceptor agonizmust kevésbhé
befolyasoltak (Anderson és mtsai, 1995). Maneuhtsi (1997) CER agonistaval rontottak
a D,, illetve Di/D, receptorok egyittes stimuladlasanak akinesisrgt&ifgotékony hatasat,

mely azonban nem befolyasolta a feceptor altal kozvetitett mozgasjavulast. Ugyanala
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dopamin receptor stimulacié hianyaban mind aRCBgonista, mind az antagonista hatastalan
volt a mozgasteljesitményre. Eredményeik hatterébestriatumot a basalis ganglionok
kimeneti struktardival 0sszekit indirekt Gtvonal cannabinoidok altali modulaciojat
feltételezték. Sanudo-Pena és mtsai (1998) Pankikéms patkanyok striatumaba,
palliduméaba, valamint substantia nigrajaba jutkattannabinoidokat. A substantia nigra pars
reticulata esetében a beteg allatok motoros regkdényegesen ésebbnek bizonyult
egészseéges tarsaikéndl. Ezt a hatast az indiréy géabthalamonigralis rostjaibdl érkez
glutamaterg stimulacio cannabinoid altali géatlagaralajdonitottak. Mas szefk is
megebsitették, hogy a CHR agonistak szignifikdns glutamat és GABA szint késMést
okozhatnak, azonban a cannabinoidok direkt retcbgnddon nem befolyasoljak a dopamin

felszabadulast (falvi €s mtsai, 2005; Szabo és mtsai, 1999).
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1. abra. A CB; és dopamin receptor ([&s ) expresszid a basalis ganglionokban a direkt és
indirekt striatalis Gtvonalon Benarroch (2007) &brélapjan. A striatumban pre- és
posztszinaptikus dopamin és Ciceptorok vannak. A globus pallidus internusb@ri} és
externusban (GPe), valamint a substantia nigrangéiczilataban (SNr) preszinaptikus {£8

ok figyelhebk meg. A substantia nigra pars compacta (SNc) dopam sejtjei nem

expresszalnak GBeceptorokat. STN: nucleus subthalamicus.
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2. abra. A CB; és D dopamin (DA) receptor expresszido a prefrontalisteco szintjén
(Fitzgerald és mtsai; 2012; Tseng 2007). A doparaageptorok a piramissejtek somajan és
dendritjein expresszallédnak. A piramissejtekenzédg glutamaterg (Glu+) terminalisokon
preszinaptikus CHR-ok talalhatok. A piramissejteket gatlé GABAergteimeuronok
axontemindlisain CHBR és dopamin receptor koexpresszié van. A dopagpiteeminalisokon
nincsenek CER-ok. Trettel és mtsai (2003, 2004) igazoltak alidkeog és CB1 receptorok
kozotti kapcsolat 1étezését, melynek kdzponti gdéje a GABAerg interneuron. ACH:

acetilkolin.

2.2.2.1. Indirekt kapcsolat a basalis ganglionok gzjén

A basalis ganglionok szintjen GB mRNS elésorban a striatalis GABAerg kozepes
tuskés neuronokban és a nucleus subthalamicuswitéeg idegsejtjeiben talalhato (Mailleux
és Vanderhaeghen,1992; Matsuda és mtsai, 1993; yiloéd® mtsai, 2007; Tsou és
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mtsai,1998). A basalis ganglionok két kimeneti ldiiitAjaban (GPi, SNr) a GBR mRNS
expresszid kifejezetten alacsony (Mailleux és Vandeghen, 1992; Westlake és mtsai,
1994). Ezekben a struktirdkban azonban jése@B,R populacid talalhatd, mely bizonyitja,
hogy a CBR expresszido a striatopallidalis, striatonigralSN¢), subthalamonigralis és
subthalamopallidalis terminalisokon torténik (Hetkam és mtsai,1991a,b; Mailleux és
Vanderhaeghen,1992; Tsou és mtsai,1998). Juliamidsi (2003) kimutattak, hogy a
striatumban szintetizalt GB protein az efferens GABAerg rostokban tirozinrbidlaz
pozitiv dopaminerg rostok mentén haladva a subatanigraba szallitodik. Tovabba,
lokdlisan adott cannabinoid agonista fokozta a @Nmronok spontan aktivitaséat, feltebest a
GABAerg gatlas aldl tortéhfelszabaditas révén, mely funkcionalis szempontadlasztja
ala a striatonigralis termindlisokon expresszaltyCBontossdgat (Miller és Walker 1995;
Tersigni és Rosenberg 1996). A substantia nigrédandopaminerg neuronok aktivitdsanak
szabélyozdsaban tehat fontos szerepet jatszanakBa&g €s glutamaterg terminélisokon
expresszalt preszinaptikus ¢Bok (Fernandez-Ruiz és mtsai, 2010; Gerdeman és
Fernandez-Ruiz, 2008; Gerdeman és Lovinger, 20@kgM-Herreras és mtsai, 2008; Szabo
€s mtsai, 2000; Wallmichrath és Szabo, 2002). Mingigyanakkor az efferens dopaminerg
innervacié révén hatassal van a striatalis neuromtkodésére. Kfalvi és mtsai (2005)
kisérleteik soran azt talaltdk, hogy a lokalisastiis CBR aktivaci6 nem befolydsolja a
dopamin felszabadulast. A fentiek alapjan tehatésptl megallapithatjuk, hogy a dopamin-
cannabinoid rendszer kozo6tt indirekt, glutamat-GaBA-kozvetitett funkciondlis kapcsolat

létezik.
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2.2.2.2. Direkt intraszinaptikus kapcsolat a strialimban

A nigralis és pallidalis output célteriiletek mdllatCBR denzitas a striatumban is
jelents, habar nem éri el SNr-ban vagy a GPi-ban expiisszintet (Herkenham és mtsai,
1990). Elektronmikroszképos és immunhisztokémiaksgalatokkal igazoltdk, hogy a
striatalis CBR-kat preszinaptikusan a corticostriatalis glutarmttermindlisok (Fitzgerald
€s mtsai, 2012; Gerdeman és Lovinger, 200dfaki és mtsai, 2005; Szabo és mtsai, 2000;
Uchigashima és mtsai, 2007), a helyi GABAerg tedtigok és cholinerg interneuronok
(Kofalvi és mtsai, 2005; Ong és Mackie, 1999), migzsmnaptikusan a GABAerg kdzepes
tiskés neuronok expresszaljak (Fitzgerald és m2€di2; Pickel és mtsai, 2006; Rodriguez
€s mtsai, 2001). A striatalis dopaminerg termimdiis viszont nincsenek GR-ok (Julian és
mtsai, 2003; Matyas és mtsai, 2006; ElI Khoury ésamt2012; Fitzgerald és mtsai 2012).
Fontos kiemelni azonban, hogy a kodzepes tluskéssédjtegen (posztszinaptikus) és a
corticostriatalis glutamaterg terminalisokon (preaptikus) dopamin receptor és (8B
koexpresszié van (Fitzgerald és mtsai, 2012; Géss&elder, 1997; Kearn és mtsai, 2005;
Matyas és mtsai, 2006; Rodriguez és mtsai, 200hiddshima és mtsai, 2007; Wang és

Pickel, 2002).

A dopamin és cannabinoid jelatviteli Utvonal sejiten tortéw kozvetlen
konvergalasat bizonyitja, hogy a dopamindgonistak striatumba juttatasa endocannabinoid
felszabadulast idéz &(Centonze és mtsai, 2004; Guiffrida és mtsai, 1%99 és Lovinger,
2006). Ez a dopaminerg hatas indirekt médon — sepé&z tiskés neuronok D2 dopamin
receptorainak aktivalasa altal — posztszinaptikuoeannabinoid felszabadulast okoz, mely a
corticostriatalis glutamaterg terminalisokat celmZAndré és mtsai, 2010; Bamford és mtsai,

2004; Grueter és mtsai, 2010; Shen és mtsai, 2008y 2013).
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Kreitzer és Malenka (2005, 2007) kisérleteik sogadirekt és indirekt striatalis
jelatviteli atvonalon vizsgéltak az eCB-LTD-t. Ardkt (D, receptor) és indirekt (Dreceptor)
striatalis Utvonal és a corticostriatalis rostolalt@zasanal helyet foglald kdzepes tiskés
neuronokban enyhe membran depolariziciét hoztate. Ié imutattak, hogy ebben az
elektrofiziolégiai &llapotban a mGIuR | receptoroagta adasa csak az indirekt Gtvonal
sejtieiben eredményez massziv eCB-LTD-t, mig a kdirétvonalon csak minimalis,
reverzibilis depresszio volt. Megfigyelték azt ispgy mGIuR | receptor agonista adasa
onmagdban nem indukdl eCB-LTD-t, azonban egyuttaadquinpirole-lal ( dopamin
receptor agonista) striatalis eCB-LTD kovetkezik Megallapitottak, hogy az eCB-LTD
kivaltdsahoz nélkiuldzhetetlen g Bopaminerg stimulacid, melyet tovabbi vizsgalatdkis
igazoltak. Azt taléltdk, hogy az eCB-LTD gatolhaBB;R, illetve dopamin B receptor
antagonistaval és dopamin deplécié esetében azLdOBnem valthaté ki. Ugyanakkor
dopaminhiany esetén ;Dreceptor agonista és endocannabinoid degradakikgatyyittes
adasaval az eCB-LTD kivalthatd maradt, klinikailpgdig csokkent a Parkinson-koros
motoros deficit. A fentiek alapjan, valamint annigkneretében, hogy a striatumban a D
dopamin receptor stimulédcié endocannabinoid feladalast okoz (Centonze és mtsai, 2004;
Guiffrida és mtsai, 1999; Yin és Lovinger, 2006)aaktvetkeztettek, hogy a corticostriatalis
glutamaterg eCB-LTD-t szelektiven és nagy érzékémysl az indirekt Utvonal Ddopamin
receptort tartalmazo kdzepes tiiskés neuronjai dghlk (Kreitzer és Malenka 2005, 2007).
Mindezzel 6sszhangban vannak azon korabbi megégeg&l is, melyek szerint dopamin D
receptor, illetve CER knockout egerekben nincsen striatalis LTD (Calabés mtsai, 1997;

Gerdeman és mtsai, 2002; Tang és mtsai, 2001).

A striatalis endocannabinoid-medialt szinaptikuprdeszio megfelél kivaltasahoz
tehat a glutamat és dopamin, Beceptorok szinergikus aktivitasa szikséges (Keeiés

Malenka 2007, Yin és mtsai, 2006). Osszességébademiazt sugallja, hogy az indirekt
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striatalis Utvonalon kivalthatd eCB-LTD kiemelt szpet jatszik a mozgasszervezésben,
vagyis a basalis ganglionok normalisikiidésében. Az indirekt striatalis Utvonalon az eCB-

LTD kiesése fontos szeréjpt lehet a Parkinson-kor komplex patomechanizmusana

2.2.2.3. Direkt intraszinaptikus kapcsolat a frontdis cortexben

Dopaminerg terminalisok a prefrontalis cortexbenélgylutamaterg sejtekhez is
projektalnak (Carr és mtsai, 1999). Az V. cortisalietegben a glutamaterg neuronok
dendritjein, valamint az ezekkel szinapszist KEGABAerg interneuronok axonterminalisain
a CBR mellett  dopamin receptorok is expresszalddnak (Chiu ésim2§10). Chiu és
mtsai (2010) igazoltak a GR-D, receptor altal medialt I-LTD létezését egér ékdnay
prefrontalis cortexében. Ugyanakkor a dopampré&xeptor a striatumhoz hasonléan (André
eés mtsai, 2010; Bamford és mtsai, 2004; Centonzemt8ai, 2004; Shen és mtsai, 2008;
Kreitzer és Malenka 2005, 2007; Wong 2013) fontagrepet jatszhat az eCB-LTD
kivaltdsaban a corticalis glutamaterg terminalisok® Nem ismert azonban, hogy a frontalis
cortexben helyet foglalo GB illetve D, dopamin receptorokiisisége valtozik-e human
Parkinson-korban.

A CBiR és D dopamin receptor expressziot, illetve koexpressaigrefrontalis

cortexben a 2. abra foglalja 6ssze (lasd 24. oldal)

2.2.2.4. Lehetseéges intracellularis kapcsolat: reptor heteromerizacio

Szamos kutatds igazolta, hogy a striatalis kozepgéskés idegsejteken
(posztszinaptikus) é€s a corticostriatalis glutamgaterminalisokon (preszinaptikus) dopamin
receptor és CHR koexpresszio van (Fitzgerald és mtsai, 2012; S5éassFelder, 1997; Kearn

€s mtsai, 2005; Matyas és mtsai, 2006; Rodriguemtdsi, 2001; Uchigashima és mtsai,
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2007; Wang és Pickel, 2002). A ¢Bnak a dopamin Dés D receptorokkal vald direkt
interakcigjarél tobben beszamoltak (Martin és mt&4i08; Meschler és Howlett, 2001;
Valjent és mtsai, 2001; Wong 2013). Glass és Fdlti@®7) kulon-kilon stimulalva a GB
illetve dopamin D receptorokat meggatoltdk a cAMP felszaporodasdd, ankét receptor
tipus egyuttes aktivadlasa cAMP felszaporodast eéegerett. Jarrahian és mtsai (2004)
ugyanakkor kimutattak, hogy fliggetlenil a-& dopamin receptor aktivitasi allapotatol,
dopamin 3 és CBR koexpresszid esetén cannabinoid agonista haad€® R—Gs-protein
kapcsolddas jon létre, mig koexpresszid hianyab&odrotein kapcsolddik a receptorral.
Valjent és mtsai (2001) dopamin; Deceptor, valamint kisebb mértékben Beceptor
antagonistaval meggatoltak a cannabinoid altal katustriatalis mitogén-aktivalt protein-
kindz, valamint az extracellularis szignal-regulaitaz (MAPK/ERK) aktivitasat (Valjent és
mtsai, 2001). Wong (2013) kimutatta, hogy a posatgzikus mellett a preszinaptikus, D
dopamin receptor is fontos szerepet jatszik azrahkdi striatalis Gtvonal glutamaterg

jelatvitelének modulalasaban.

Az ugyanazon neuronon expresszalt G-proteinnel dapcreceptorok (GPCR)
esetében a receptorok kozotti direkt interakcidkiledegvaloszitibb mechanizmusa a
receptor komplexek képdése. Ezen receptor komplexek képzésében részine&h@zonos
tipusu receptorok (homodimeér), és két vagy toblbmdidd tipusu receptor (heterodimér,
illetve oligomér). A dimér, oligomér allapot szap@thatja a receptor(ok) internalizaciojat
(So és mtsai, 2005), befolyasolhatja az alkot6 mureken haté agonista vagy antagonista
hatas efsségét, tovabba a heteromér stimulalasa az alkegptorok monomérként torien
stimuladlasadhoz képest eldeG-protein aktivalast is eredményezhet. A RB(Navarro és
mtsai, 2008; Rozenfeld és mtsai, 2011, 2012),viled kilénb6& dopamin receptorok
(Albizu és mtsai, 2010; Canals és mtsai, 2003; Kea mtsai, 2005; Marcellino és mtsai,

2008; Maggio és mtsai, 2003; Soriano €és mtsai, RO&eromerizaciés képessége
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bizonyitott. Raadasul a heteromerizaciot mar a aapaD, és CBR kozott is igazoltak

(Hudson és mtsai, 2010; Navarro és mtsai, 2008).

2.2.3. Cannabinoid 1-es tipusu receptor Parkinsonékban: korabbi vizsgalatok

A cannabinoid rendszert széles korben tanulmankozt®arkinson-kéros
allatmodelleken, valamint Parkinson-koros embeginsigtakon is. Parkinson-koros patkany
modellek striatumaban (rezerpin vagy 6-OHDA modeli®i Marzo és mtsai, 2000; Ferrer
és mtsai, 2003; Gubellini és mtsai, 2002; Maccarés mtsai, 2003), illetve 16 kezeletlen
Parkinson-kéros beteg agygerindiieffolyadékaban (Pisani és mtsai, 2005) emelkedett

endocannabinoid szinteket talaltak.

A CBsR populécié érintettsége Parkinson-kérban ellenthsas. Kilonbdz szerdk
a CBIR mRNS szignifikans valtozasait kdzoltek Parkinkomes éallati és emberi agymintak
esetében (Hurley és mtsai, 2003; Romero és mt€MlQ;2Silverdale és mtsai, 2001).
Parkinson-koros allatmodellen striatum, globusigali és substantia nigra mintdkban nem
taladltak érdemi eltérést a @B denzitast, receptor—G-protein jelatvitelt, valamCBR
MRNS szintet illeien (Romero és mtsai, 2000; Zeng és mtsai, 1999%ekHelteltével
azonban Romero és mtsai (2000) a striatalissRCBnRNS szint atmeneti szignifikans
novekedeését észlelték, receptordenzitas vagy jehtvaltozas nélkil, mig Zeng és mtsai
(1999) L-DOPA kezelés mellett figyeltek meg a BmRNS szint emelkedését. Utdbbiak
arra kovetkeztettek, hogy a dopaminerg stimula@flgasolja a CBR gén expresszidjat.
Mas szerék rezerpin-kezelt Parkinson-koros allatmodell stmiaabanin situ hibridizacioval
CB1;R mRNS csokkenést talaltak (Silverdale és mtsa1p0Garcia-Arencibia és mtsai
(2009) Parkinson-koros egér mutans modelleken a hbBaposnal fiatalabb allatok

striatumaban szintén GB mMRNS csokkenést figyeltek meg, emellett a sulistaigraban és
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a globus pallidusban is GB denzitascsokkenést irtak le. 12 honaposriieibb egereknél
viszont a vizsgalt paraméterek up-regulaciojatedst. Arra kovetkeztettek, hogy Parkinson-

kérban a CBR-t érin valtozasok két szakaszban jatszodnak le.

Postmortem human Parkinson-kéros agymintakon Hugkeymtsai (2003) csokkent
CB;R mRNS mennyiséget igazoltak a striatumban, illéateralis globus pallidusban, viszont
a nucleus accumbensben és a substantia nigrabanatewaltozas. Lastres-Becker és mtsai
(2001) postmortem humén Parkinson-koros agymintakorkcionalis autoradiografiaval
CB;R—G-protein kaidés fokozodasat észlelték a striatumban, lateghdlsus pallidusban és a
substantia nigraban, azonban;BBup-regulaciéval ez csak a striatumban tarsultyéiembe
véve, hogy a human mintak kronikusan kezelt betéyeszarmaztak, a fenti paramétereket
megvizsgaltak MPTP-kezelt (1-metil-4-fenil-1,2,3¢drahidropiridin) allatmodelleken is
kronikus L-DOPA kezelés mellett, valamint ennek nlyigban. Eredményeikben arrol
szamoltak be, hogy a kezelést mégéén emelkedett striatalis GB denzitas és
transzcellularis jelatvitel, a L-DOPA kezelés hataslecstkkent. A human és allatmodellek
kozotti  diszkrepancia hatterében azt feltételeztdkpgy emberben disorban a
neurodegeneracié hatasa érvényesilt és nem amalkatt L-DOPA kezelésé. Valos#in
hogy nagyobb dézisu L-DOPA kezelés mellett aRRBirtiség hasonld csokenését észlelnénk

a human Parkinson-kéros mintéakon is.

Osszefoglalva, az eddigi vizsgalatok egyik résza atal, hogy Parkinson-kérban a
striatumban a CHR denzitas nem valtozik (Romero és mtsai, 2000kiknd&sze viszont a
CB;R-ok up-regulacigjat irta le, mely L-DOPA kezelegdsara csokkent (Lastres-Becker és
mtsai, 2001). Az eddigi eredmeényeéklegyertelnii kovetkeztetések tehat nem vonhatok le.
Megallapithato viszont, hogy a dopaminerg hatan|éte vagy hianya befolyasolja a {£8
expressziot és denzitast, mely alatamasztja g&RQi®pulacio érintettségét Parkinson-kérban a
basalis ganglionok szintjén.
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2.3. A cannabinoid 1-es tipusu receptor a prefrontas cortexben Alzheimer korban

2.3.1. Alzheimer-kor

A demencia a 65 év feletti lakossag 5%-at, a 80fedettieknek 20%-at érinti,
prevalencidja az atlagéletkorral egyitt emelkedik. Alzheimer-kér a neurodegenerativ
korfolyamatok csoportjaba tartozo, progressziviemel leépuléssel jaré betegség, mely az
0sszes demenciak kétharmadat okozza (Szirmai, 200&dori és mtsai, 2007).
Megkulonboztetjik sporadikus és lényegesen ritkaohiliaris formajat. A demencia éls
jelei hosszu tiinetmentes szakasz utan alakulnak kietegség korai szakaszanak tinetei a
zavartsag, a rovidtava memoria, a figyelem éslaeteorientacio zavara, hangulatvaltozasok
és nyelvi nehézségek. A betegség progresszidjanaiedek egyre sulyosbodnak, a demencia
egyre kifejezettebb lesz, végul a betegek jaraskémé valnak, egyedil nem taplalkoznak,
nem képesek a vizelet- és székletirités szabalgazas betegseg pontos etiologiaja ma sem
ismert; szerepet tulajdonitanak genetikai, virdlidgtve kornyezeti faktoroknak is. A
patogenézist illéen is kilonb6é hipotézisek |éteznek: amiloid precursor proteifPPA —p-
amiloid hipotézis, tau-hipotézis, sejtosztdodasiluskhipotézis, vascularis hattér vagy a

microglia és gyulladasos folyamatok aktivalédasdeaktsége.

Neuropatologiailag az extracellularisan elhelye#kaaniloid (szenilis vagy neurit)
plakkok, illetve az intracellularisan elhelyezkedeurofibrillaris kotegek jelentik a
legjelentsebb diagnosztikus markereket. A szdvettani elzakok azonban tobb évtizeddel a
klinikai tinetek megjelenésedtt elkezaddnek. A neurofibrillaris kdtegek az agy kulonBoz
régidiban meghatérozott sorrendben alakulnak kiezZek képezik az alapjat a Braak-féle
neuropatolégiai stadiumbeosztasnak (Braak és Bl ; Nelson és mtsai, 2009). A Braak
I-es stadiumban a transentorhinalis régio érinteétlyet az entorhinalis cortex kdvet a Braak

ll-es stadiumban. Ebben a szakaszban csak leghitlggetben észlelidt a kognitiv
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hanyatlas tiinetei. A Braak lll és IV stadiumban eunofibrillaris kétegek megjelennek a
hippocampusban is, de a folyamat nem haladja mémlakus rendszert. Klinikailag az
enyhe kognitiv hanyatlas és személyiségvaltozddviedtia mar a figyelmet az Alzheimer-
kor kezdetére. A Braak V stadium egybeesik az Atnbe-kér klinikai diagndzisaval (Newell
és mtsai, 1999). A végstadiumokban (V-VI), kitetjedeocorticalis neuropatoldgiai

erintettséggel a kifejezett kognitiv zavar uraljeiaikai képet (Nelson és mtsai, 2009).

2.3.2. Cannabinoid 1-es tipusu receptor a prefronte cortexben

In situ hibridizaciés és immuncitokémiai vizsgalatok igial, hogy a nucleus
olfactorius anteriorban, hippocambusban, neocodexlamygdalaban kifejezetten magas
CB1R denzitas taldlhaté (Hajos és mtsai, 2000; Katetsai, 1999, 2000, 2001; Mailleux
és Vanderhaeghen,1992; Marsicano és Lutz 1999; ésaoutsai,1998). Human funkcionalis
magneses rezonancias (MR) és PET vizsgalatok kitAkiahogy a marijuana és a THC
(tetrahidrocannabinol) befolyasolja a prefrontalistex, valamint a dopaminerg subcorticalis
régiok aktivitasat (Martin-Santos és mtsai, 2010).

Corticalisan a CER-kat el$sorban a kolecisztokinin (CCK) pozitiv gatlo GABAer
interneuronok expresszaljak, emellett kisebliiriségben a serkeht glutamaterg
piramissejteken is talalhatd @B (Bodor és mtsai, 2005; Hill és mtsai, 2007; Lafawdle és
mtsai, 2007; Marsicano és Lutz 1999). Ismert, h@gyGABAerg interneuronok gatld
szinapszist képeznek a serkenglutamaterg piramissejtekkel. Azonban a GABAerg
interneuronokon lay CB;R-0k stimulacidjaval ez a gatld hatas felfliggedsthenely a
glutamaterg aktivitas fokozodaséat eredményezi (é8limtsai, 2011; Lin és mtsai, 2011). A
piramissejteken expresszalt FBok stimulacioja viszont a glutamaterg aktivitddkkenését

okozza (Fortin és Levine, 2007) (2. abra, 24. Jld@lsszességében elfogadott, hogy a
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serkend és gatld idegi impulzusok dinamikus egyensulyanfilja és optimalizalja a KIR-i
exekutiv ntikddéseket (Ali, 2009). Az endocannabinoidokéstsban a LTD kivaltdsaban
jatszanak szerepet, de indirekt modon a sebkedegsejteken vé@do inhibitoros
termindlisokon okozott DSI vagy I|-LTD révén 6skgitik a glutamaterg hosszutavu
potenciaciot (LTP) is (Chevaleyre és Castillo, 2004eng és O'Donnell, 2004; Zhu és
Lovinger, 2007). Korabban Ferraro és mtsai (200Q1lmikrodializises kisérletek soran azt
figyelték meg, hogy alacsony doézisban adagoltRCBgonistaval fokozodik a prefrontalis
glutamaterg efflux mig a dézis emelésével @blgil novekedés elmarad. Ennek magyarazata
egyrészél a corticalis GABAerg interneuronokon talalhatogpabb CBR expresszio,
masrésil ezen receptor populacionak a glutamaterg sejtéikthaté CBR-kal szembeni
funkcionalis dominanciaja (pl. nagyobb szenzitisjtéehet (Fortin és Levine, 2007; Hill és
mtsai, 2011). A corticalis GABAerg interneuronokyeggsze tehat az altaluk expresszalt
CB;R-ok &ltal dominansan modulalja és formalja a ghaterg plaszticitast, és ezaltal a
corticalis ntikodéseket (Ali, 2009). A szinaptikus plaszticitdsTP, LTD) normélis
modulaciéja nélkulozhetetlen a memoéria és tanuidgamatokhoz (Cyril és Garcia 2002,
Laroche és mtsai, 2000). Ezen kognitiv folyamat@kokodasa képezi az Alzheimer-kér

klinikuménak az alapjat.

2.3.3. Cannabinoid 1-es tipusu receptor és Alzheimkor kapcsolata

2.3.3.1. CBR és a glutamaterg mechanizmusok kapcsolata

A LTP és LTD normalis rilkddése, vagyis a szinaptikus plaszticitds épsége
nélkilézhetetlen a tanulas és memoéria folyamatabadamint a megfelél kognitiv
mikodésekhez (Brigman és mtsai, 2010; Collingridgenésai, 2010; Mayadevi €és mitsai,
2012). Kulénbo# szerdk igazoltak a hippocampalis és corticalis glutamate TP

karosodasat és az LTD fokozodasat Alzheimer kéftrami és Zorumski 2012; Li és mtsai,
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2009; Ohno-Shosaku és mtsai, 2007; Ondrejcak ési&l0; Palop és Mucke 2010).
Raadasul a hippocampalis és prefrontalis szinaptitaszticitas kdrosodasa map-amiloid
depozitumok megjelenése 6l bekovetkezik (Bossers és mtsai, 2010; Li és intsa
2009;Shankar és Walsh 2009), melyetfaamiloid plakkok jelenléte egyértelran tovabb
sulyosbit.

Alzheimer-kérban ap-amiloid proteinek megjelenése cholinerg deficit llete
glutamaterg talsulyt eredményez (Bales és mtsdip2@omara és mtsai, 1992; Schliebs és
Arendt 2011). A LTP kivaltdsaban kulcsszerepetzjitaz ionotropikus (AMPA, NMDA) és
metabotropikus glutamat receptorok (MGIUR) megbelstinti glutamaterg stimulacidja
(Collingridge és mtsai, 2010; Mayadevi és mtsail20 Ugyanakkor egy fokozottabb
glutamaterg stimulacié LTD-t idézhetellzumi és Zorumski 2012; Katona és Freund, 2008,
2012; Ondrejcak és mtsai 2010). A hum@hamiloid protein kisérleti allatok
hippocampuséban gatolta az LTP kivaltaséat viszokaAott LTD-t eredményezett (Kamenetz
€s mtsai,2003; Li és mtsai, 2009; Shankar és m2€di8; Walsh és mtsai, 2002). Ennek
hatterében valoszinek tartjak, hogy Alzheimer-kérban a fokoz6do ghigderg jelatvitel
(Mayadevi és mtsai, 2012; Ondrejcak €és mtsai, 20FMuzzo és mtsai, 2008)
intraszinaptikusan glutamat receptor deszenzititaanig periszinaptikusan hiperstimulaciot
okoz. Mig ebbbi megakadalyozza az LTP-t, addig utébbi az LTRofmdasat valthatja ki
(Izumi és Zorumski 2012; Katona és Freund, 2008220Qi és mtsai, 2009; Ohno-Shosaku és
mtsai, 2007; Ondrejcak és mtsai 2010; Palop és @O 0). Tehat az excitatorikus tulsuly a
betegség korai szakaszaban a szinaptikus plaasgtizdvarat eredményezi, mig &éls a
glutamaterg excitotoxicitast okozza (Mayadevi ésant2012; Ondrejcak és mtsai, 2010).

A glutamaterg jelatvitel modulaldsanak fontos egekba posztszinaptikusan
felszabadulé endocannabinoidok, melyek a presziepiCBR-kon at fejtik ki hatasukat.

Eddigi ismereteink szerint az NMDA és a mGlu reoepk fokozott stimulacidja
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endocannabinoid felszabadulast valt ki, mely eCBiTeredményezve gatolja a tovabbi
preszinaptikus neurotranszmitter felszabaduléast.alg eCB-LTD fontos szerepet jatszik a
szinaptikus plaszticitas szabalyozasaban (lzundckamski 2012; Katona és Freund, 2008,
2012; Li és mtsai, 2009; Ohno-Shosaku és mtsai7;200drejcak és mtsai 2010; Palop és
Mucke 2010). A fentiek ismeretében valoszimogy Alzheimer-kérban a glutamaterg
jelatvitel zavara, illetve a szinaptikus plaszésitkdrosodasa egyutt jar az endocannabinoid
rendszer rikddésének valtozasaval, mely aBBiriséget is érintheti.

Masrészél a tulzott glutamat felszabadulas hiperexcitahdlités végil a neuronok
pusztulasat okozza, ez a glutamaterg excitotosi¢@éng és mtsai, 2009; Williams és Dexter
2013; Mehta és mtsai, 2013). Ezt a jelenséget Adadrekdrban is leirtak (Dong és mtsai,
2009; Esposito és mtsai, 2013; Mehta és mtsai, ;2PdBara és mtsai, 1992). A glutamaterg
hiperexcitabilitas kévetkeztében felborul az inglhdaris C&* homeosztazis, felszaporodnak
a lizoszomalis és mitokondridlis enzimek, reakthalmdgyokok keletkeznek, mely végs
soron neurodegeneracidhoz és apoptézishoz vezeig(Bs mtsai, 2009, Fogarty és mtsai,
2010; Mehta és mtsai, 2013; Mirnikjoo és mtsai, 209ang és mtsai, 1998). A jelenlegi
allaspont szerint, e folyamat kdzponti szetfphz intracellularis CA talzott felszaporodéasa
az intra- és extracellularis raktarakbol a fokozglitamaterg stimulacié hatasara, mely
elsssorban NMDA receptor altal kozvetitett. Az NMDA egtor antagonista memantin az
Alzheimer-kor kezelésének egyik alappillére, medingn alatamasztja a glutamaterg talsaly
koroki szerepét (Anand és mtsai, 2014; Espositomésai, 2013). Ismert, hogy az
endocannabinoidok a GBR-on hatva preszinaptikusan gatoljdk a glutamé&zédadulast
(Marsicano és mtsai, 2003; Liu és mtsai 2009; Zhuas mtsai, 2005). Elképzellieehat,
hogy a corticalis (prefrontalis) glutamaterg newkon végads excitatoros terminalisokon
expresszalt CER-okrévén (Ferraro és mtsai, 2001b; Ferreira égimP912; Fitzgerald és

mtsai, 2012; Lafourcade és mtsai, 2007) az endatanoidok részt vesznek a glutamaterg
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excitotoxicitas elleni védekezésben. Ugyanakkor mdoo és mtsai (2010) kisérleteikben,
corticalis neuron kultiran bebizonyitottak, hogy 8B agonistaval stabilizalhaté a
lizoszomalis membran permeabilitasa, ezaltal niehel a lizoszomalis Ca citoszolba
jutasa, valamint az idegsejt pusztulasa. Ez alapjélvetsdik a CBR agonistak

posztszinaptikus neuroprotektiv hatasa is.

2.3.3.2. CBR és a cholinerg rendszer kapcsolata

CB1R agonistak és antagonistak adasaval modulalhbtppmcampalis és corticalis
cholinerg neurotranszmisszié (Kathmann és mtsa1R0Acquas és mtsai (2000, 2001)
kisérleti allatokon azt talaltdk, hogy cannabinajgbnista szisztémas adasa az acetilkolin szint
emelkedését eredményezi a hippocampusban és amadis cortexben. Korabban Gessa és
mtsai (1998b) hasonld kisérleti korilmények kozatgyanezen régidokban cannabinoid
agonistaval ezzel ellentétes hatast figyeltek nmagg a cannabinoid antagonistdk adasa
megemelte az acetilkolin szintet. Human és egércoréioalis szovet preparatumokon
Steffens és mtsai (2003) is utdbbiakkal megedyaivetkeztetésekre jutottak. Tzavara és
mtsai (2003a) cannabinoid antagonista adasa utarészacetilkolinszint névekedést talaltak
patkany prefrontalis cortexben. Degroot és mts@DG2 szisztémasan és lokalisan adagolt
CB;R antagonista hatasait tanulmanyoztak egerek é&ampaik hippocampusaban.
Megfigyeléseik szerint mind a szisztémasan, minkbkalisan adott CHER antagonista az
acetilkolin szint emelkedését okozta. UgyanakkorRCBnockout allatokon az acetilkolin
szint emelkedése elmaradt, mely annak bizonyitékgy a hatds CHR altal kozvetitett
(Degroot és mtsai, 2006). Ezek az eredmények angngtcannabinoid direkt kapcsolatra
utalnak, ahol az acetilkolin szint modulalasénalcima@izmusa a cholinerg terminalisokon
expresszalt CBR-ok direkt stimulacidja vagy gatlasa lehet. Raalas cholinerg hatas

kozvetlenll befolyasolja a glutamaterg piramissgte tortéiéd excitatérikus jelatvitelt,
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szabalyozva a szinaptikus plaszticitast (Amici éxd3 2007; Ge és Dani 2005). Fontos
azonban kiemelni, hogy eddig egyértéli@B;R expressziot frontalis cholinerg terminalison
még nem mutattak ki.

A cholinerg és cannabinoid rendszer kapcsolatattélrés mtsai (2003, 2004) is
mélyrehatdéan tanulmanyoztak. Kimutattak, hogy dgemenzoros cortexében a piramissejtek
endocannabinoidok segitségével retrograd utonjglatak inhibitoros GABAerg interneuron
terminalisokat (Trettel és Levine 2003). Ezt kdest el$ Iépésként igazoltdk Kawaguchi
(1997) megfigyeléseit, miszerint a frontalis colder a muscarin tipusu acetilkolin receptorok
stimulalasa a CCK pozitiv GABAerg interneuronokapdlarizalja, mely a piramissejtek
gatlasat eredményezi. Ismert, hogy corticalisatiseldban a CCK pozitiv GABAerg neruonok
expresszalnak GR-t (Bodor és mtsai, 2005; Marsicano és Lutz 19%Pekre alapozva
Trettel és mtsai (2004) kimutattdk, hogy a CCK pwziGABAerg neuronok cholinerg
stimul&cidja altal kivaltott inhibitoros hatas c&@éktheb, ha ezeket a neuronokat egyideg
CB;R agonistaval inkubdljak. Kisérleteikkel bizonyiét a cholinerg-cannabinoid
neurotranszmisszid indirekt corticalis talalkozasaelynek 0Osszhatdsa a glutamaterg

piramissejtken érvényesil (Trettel és Levine 2008ttel és mtsai, 2004) (2. abra, 25. oldal).

2.3.3.3. Cannabinoid neuroprotekcio

Alzheimer-kérban a cholinerg, illetve glutamateetajvitel modulaciéjan kivil egyéb
cannabinoid-medialt mechanizmusok jelenléte is éeiitt. llyen példaul a neuroprotekci,
mely lehet CB és/vagy CB receptor altal kdzvetitett antiinflammatoérikus dsat A
cannabinoid receptorokat tébbek kozoétt a patogebéni résztvel neuronok, mikroglia
sejtek, makrofagok és leukocitak is expresszal@duéboula és mtsai, 1995; Galiégue és

mtsai, 1995; Hegyi és mtsai, 2009, 2012; Molinagdolo és mtsai, 2002; Sanchez és mtsai,
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1998; Waksman és mtsai, 1999; Walter és mtsai, )2008 eddigi kutatasok arra utalnak,
hogy Alzheimer-kérban a cannabinoid immunmoduld@#sorban — de nem kizarolagosan —
a CBR-on keresztil torténik (Galiegue és mtsai, 199%0mnan és mtsai, 2007; Ramirez és
mtsai, 2012). Ramirez és mtsai (2005) igazoltakyyhdlzheimer-k6ros mintdk szenilis
plakkjai foként CBR-kat tartalmaznak csokkent @B mennyiség mellett, azonban nem
szelektiv, illetve CBR- és CBR-szelektiv cannabinoidokkal is neuroprotektiv baéitek el.
Mas szerék is igazoltak CBR-kOzvetitett immunsejt regulaciét (Massi és mt2abo0).
Emellett, ACEA (arachidonil-2-kloroetilamid — GB agonista) adasaval Aso és mtsai (2012)
a reaktiv asztrocitdk szamat csokkentették sikared&zheimer-koros egér modellen.
Eredményeiket a foszforilalt glikogén szintaz ki&@#zinaktivitdlasaval hoztédk kapcsolatba.
A fentieken kivil Marsicano és mtsai (2003) kimtékt hogy a neuronok szémajan dev
CB;R-ok stimulécidja fokozza az ERK (extracellularizigpal-regulélt kinaz) aktivitast,
ezaltal BDNF (agyi eredeétneurotrof faktor) expressziot indukdl, mely a cabinoid

idegsejtvédelem masik fontos mechanizmusa lehet.

2.3.3.4. CBR Alzheimer-kérban: korabbi vizsgalatok

Az Alzheimer-korban tortéh CB;R elvaltozdsokr6l az eddigi adatok
ellentmondasosak. Westlake és mtsai (1994) végstadi Alzheimer-koros betegéikt
szarmaz6 agymintdkon csokkent BB diriiséget talaltak az entorhinalis cortexben,
hippocampusban, nucleus caudatusban, medialis glphailidusban és SNc-ban, mig az
insularis és temporalis cortexben nem volt eltddégianakkor nem igazolodott 6sszefliggés a
CB1R denzitas és az Alzheimer-kérban jellegzetes mpatoddgiai eltérések eloszlasa kozott,
ezért arra kovetkeztettek, hogy a {BBcsokkenés a normdlis 6regedés kdvetkezménye lehet

mely kiterjedt neuron pusztuldssal, illetve szizégisk csokkenésével jar. Ramirez és mtsai
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(2005) immunhisztokémiai modszerrel igazoltak j&lerCBR protein expresszié csokkenést
Alzheimer-koros betegek frontalis cortexében. Mager®k nem taldltak CHR
siiriségvaltozast Alzheimer-kéros agymintakban, beleéat entorhinalis cortexet (Benito és
mtsai, 2003), ellscingularis cortexet, hippocampust és a nucleudataist is (Lee és mtsai,
2010a). Utdbbi tanulmanyban 17 Alzheimer-kéros dpetgyat dolgoztak fel, ezek kozul 15
esetet a Braak V és VI, mig két mintat a BraakaHlneuropatoldgiai stadiumba soroltak.

Fontos kiemelni, hogy Braak | és Il stadiumu bekegéntait eddig még nem vizsgaltak.
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3.CELKIT UZESEK

Vizsgélataink sordn hagyomanyos receptor autoradfidg alkalmaztunk a dopamin
D./Ds; receptorok és a GR denzitds vizsgalatara, illetve®*$]GTRS funkcionalis

autoradiografiat a dopaminid; receptor—G-protein kozotti jelatvitel vizsgalatara

3.1. Parkinson-koros betegek és allatmodellek esetébgawoitak, hogy a
dopaminhiany a striatalis dopamin receptorok upH@&gojat eredmeényezi, emellett a
transzcellularis szignalatvitel is megvaltozik. &y hogy a Parkinson-kor kezdeti
stadiumaban dopamin agonistakkal jefsrdllapotjavulas érhéiel és a dopaminerg kezelés a
Parkinson-kor élrehaladtaval is hatékony marad, ugyanakkor kiféfereellékhatasok is
jelentkezhetnek. Korabbi vizsgalatok igazoltak, ynagkronikus dopaminerg terapia dopamin
receptor down-regulaciot idézoée(Alexander és mtsai, 1993; Linazasoro és mtsa®9:19
Thanvi és Lo, 2004; Thobois és mtsai, 2004). Azantaman Parkinson-kéros agymintakon
meég sosem vizsgaltak az agonista altal stimulalpadon DB/Ds receptor—G-protein
kapcsolodast a betegség &északaszaban. Az allatmodelleken végzett kutatésldie
megtervezett korulmeények kozott torténnek, és niéknorik tokéletesen a Parkinson-koros
betegek hosszutavi dopaminerg kezelésének recepmitéisra és aktivitasra Kkifejtett
hatasait. A jelen tanulmanyban feldolgozott Pamxmkoros agymintak olyan betegékt
szarmaztak, akik hosszas betegséguk alatt rendsggégyszeres antiparkinson terapiaban
részesiltek, igy a dopamin/D3; receptordenzitast és jelatvitelt kozvetlentl szioseinten
vizsgalhattuk kronikus dopaminerg kezelést kégatCélunk a striatalis és corticalis B/D3
dopamin receptor—G-protein jelatvitel tanulmanyozas volt a D,/D3; receptordenzitas-
valtozas fuggvényében azzal a kozponti kérdésselody hosszasan kezelt human
Parkinson-kdrban fennéllhat-e a dopaminhianyt komp@zalé intracellularis jelatviteli

mechanizmus.
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3.2. Ismert, hogy Parkinson-korban nemcsak a dopaminnerha egyéb
neurotranszmitter rendszerek (cholinerg, glutangateserotoninerg, adrenerg, opiat és
GABAerg) miukodése is karosodik, beleértve a cammathi rendszert is (Freund és mtsai,
2003; Lambert és Fowler 2005). A dopamin és camuédbirendszer kozotti kapcsolatot
szamos Parkinson-koéros allatmodellen, illetve nghBarkinson-kéros betsiit szarmazé
postmortem agymintan végzett Kkisérlet is igazol#. striatumban a CBr-kat
preszinaptikusan a corticostriatalis glutamatemgniealisok, helyi GABAerg és cholinerg
végddések, mig posztszinaptikusan a GABAerg kdzepekésiimeuronok expresszaljak.
Dopamin és CBreceptor koexpresszidé pedig a corticostriataligaghaterg terminalisokon
(preszinaptikus) és nagy valosiseggel a striatalis kozepes tlskés idegsejteken
(posztszinaptikus) talalhaté. A prefrontalis cobex a glutamaterg piramissejtekkel
szinapszist képéz GABAerg interneuronok és glutamaterg neuronok temmnalisai
expresszaljdk a két receptortipust. Funkcionalesmgontbol Kreitzer és Malenka (2005,
2007) azt talaltdk, hogy a dopamin, Deceptor fontos szerepet jatzsik az eCB-LTD

kivaltdsaban (részletes attekintés a 2.2.2.2. édpen).

Mindazonaltal korabban sosem vizsgaltak @D és a CB receptorgriséget
kronikusan dopamin szubsztitualt Parkinson-kérdedi#@ szarmazé postmortem agymintan.
Vizsgalatainkat a két receptor tipus kozott fernabyérteln funkciondalis kapcsolatra,
valamint a glutamaterg és GABAerg neuronokon jellend CB; és D receptor
koexpresszidra alapoztukalaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy a Parkinsoikérban
jol ismert striatalis dopamin D, receptordenzitas-csokkenés human agymintakon egyut

jar-e a CB; receptordiriiség valtozasaval.

3.3. Szamos kutatasban igazoltdk mar az Alzheimer-k6€BgR populacié kozott
fennallé kapcsolatot. Alzheimer-korban a kognitlyamatokert feldls agyterileteken @b

a tanulasért és memoriaért fékelszinaptikus plaszticitas karosodik, majd megjeddna
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neuropatolégiai elvaltozasok is. Neurokémiai szemtipdl a cholinerg és glutamaterg
CB;R. Raadasul cannabinoidok altal kozvetitett anéimmatoérikus, illetve neuroprotektiv
hatasokat is megfigyeltek neurodegeneracié somdsel@tes attekintés a 2.3.3. fejezetben).
Jelen tanulméanyban, éorban a glutamaterg szinaptikus plaszticitas,ReBzvetitett
modulécidjara alapozva kivantuk vizsgalni a;RBlenzitas Alzheimer-kérban bekoévetkez
esetleges eltéréseit. Olyan agyi régiot kerestamelyben a kezdeti stadiumokban (Braak |-l
stadium) neuropatoldgiai érintettség nincs, deiragzikus plaszticitds mar karosodott, illetve
amelyben Braak IlI-IV stadiumban megjelennek a oéhbrillaris kotegek, amiloid plakkok
és végstadiumban (Braak V-VI) pedig kifejezett degativ elvaltozasok észlellbkt
Valasztasunk a prefrontalis cortexre esett, mely@®R autoradiografidt vegeztink.
Vizsgalatainkkal két kérdésre kerestink valaszt. Egik, hogy a betegség Kkorai
szakaszaban a neuropatoldgiai érintettség megjelese ebtt észlelhet-e a szinaptikus
plaszticitds karosodasaval egyidéj CB;R denzitas eltérés. Masik, hogy az Alzheimer-
kor kulonbdzé neuropatoldgiailag elkilonithet stadiumaiban van-e a CBR siriiséget
érinté jellegzetes elvaltozasAz endocannabinoid rendszernek a glutamaterglinghg,
GABAerg kapcsolatai, szinaptikus plaszticitasbatbb@tt és neuroprotekcidoban felmesil

szerepe révén a GB diriiségvaltozasa varhato lenne.
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4. ANYAG ES MODSZER

A [**S]GTPS ([**S]guanozin 5y-tiotrifoszfat, specifikus radioaktivitas 12504Ginol
= 46250 GBg/mmol),valamint aH]raclopride ligandumokat (specifikus radioaktigit87
Ci/mmol = 3219 GBg/mmol), a PerkinElmer Life Scieadnc. forgalmaz6tdl (Boston, USA)

vasaroltuk.

A CB;R autoradiografia sordn a nemrégiben kifejleszgtfl]SD7015 nevi
(Donohue, 2008; Donohue és mtsai, 2009) (specifizd®aktivitasa 2175 Ci/mmol = 80475
GBg/mmol) CBR agonista ligandumot hasznaltuk, melyet a Karklnsintézeidl

(Stockholm, Svédorszag) kaptunk tarsséekzdonaciojaként.

A guanozin 5difoszfat (GDP), pargyline hidroklorid (szelekt®AO-B inhibitor),
EGTA, Dl-ditiotreitol (DTT), HEPES vegyszereket, &Bilmfixalo és ebhivdé csomagot a
Sigma-Aldricht forgalmazo6tol (Budapest, Magyaroggzaa CBR receptor antagonista
rimonabant-ot a Cayman Chemicals-tol (Michigan, Y8asaroltuk. Kisérleteinket analitikali

tisztasagu vegyszerekkel végeztilk, melyeket kededie forrasokbdl szereztiink be.

4.1. Agymintak

Kisérleteinket fagyasztott agymintdkon végeztikfefdolgozott nucleus caudatus,
cingularis és frontalis cortex mintédkat az Amszaend Agybanktdl (Netherlands Brain Bank
Netherlands Institute for Neuroscience Amsterdamgjept number: 2009/578) mig az
Alzheimer-kéros betege#tt illetve kontrollszemélyekdl szarmazd prefrontalis cortex
mintédkat a Budapesti Semmelweis Egyetem, Anatoimaaiszékének Agybankjatél kaptuk
szerdtarsunk kozreriikddése altal. Az agybankok rendelkezésiinkre boitékta klinikai és
neuropatolégiai adatokat is. A betegek irasos bgkmesiiket adtadk, hogy halaluk utan

agykoponydjuk boncolasa elvégezhetés agymintaik, Kklinikai adataikkal egydtt
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felhasznalhatéak kutatasi céllal. VizsgalatainkatDabreceni Egyetem Etikai Tanacsa

jovahagyta (protokoll szam: DEOEC RKEB/IKEB M2547@06).

Kutatasunklss részZben hat Parkinson-kéros betidgtés hat neuroldgiai és
pszichiatriai betegségben nem szenvedett kontestigtyttl szdrmazé nucleus caudatus,
gyrus frontalis medialis és gyrus cinguli mintainizsgaltuk a dopamin D3
receptorgriiséget, illetve receptor—G-protein jelatviteltfasodik résben a dopamin £D3
receptor és a GR denzitdsat vizsgaltuk és hasonlitottuk 6ssze nhdRarkinson-koros
betegél, valamint harom kontrollszemétjt szarmazd nucleus caudatus és frontalis cortex
mintan. A betegek antiparkinson kezelésre vonatkozé adatagkaptuk. A hat Parkinson-
koéros betegll 6t dopamin (L-DOPA) szubsztitlcios kezelésberzeéilt atlagban 7,25+2,21
éven at (atlag +SEM). Egy esetben az antiparkinsereléssl nem volt informécié. A
Parkinson-koros betegeékt szarmazé agymintdk, a neuropatoldgiai vizsgalasaerint
szovettanilag diffaz Lewy-testes patoldgiat mutatilyos neocorticalis érintettséggel, mely

a Braak alfa-szinuklein V. vagy VI. staddiumnak fetaeg.

1. tAblazat. Parkinson-kéros betegékiés kontrollszemélyekt szarmazé mintak adatai

Kontroll Parkinson-kor
n=6 n=6

Eletkor (év) 84,16 + 1,40 75,33 + 2,66
Betegség idtartama (év) - 14,66 + 2,76
Nem (férfi:na) 6:0 5:1
!_-E)OPA kez,eles 725+2.21
idétartama (év)
P(_)stmortem |do, (Qra) a <10 <10
minta fagyasztasaig
Térolasi idé (év) 3,00+0,44 533+0,42

Ertékek: atlag + SEM, n: kontroll, illetve Alzheimkoros személyek szama, akika mintak
szarmaztak.
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Kutatdsunkharmadik részében a CER denzitdst vizsgaltuk tizenegy Alzheimer-
kéros betedil és 6t kontrollszemél§it szarmazod prefrontalis cortex (Brodmann area 10)
mintan. Az Alzheimer-koros mintdk neuropatologi@atait és Braak-féle kritériumoknak
megfeleb besorolasukat (Braak és Braak, 1991) az agybaonkaboita rendelkezéstinkre. A
kontroll prefrontalis cortexek neuroldgiai, illetyeszichiatriai betegségben nem szenvedett
személyelkdl szarmaztak €s nem mutattdk neurodegeneraciot jeleikorszovettani
vizsgalaton. A 11 Alzheimer-kéros mintat a Braaleféeuropatoldgiai stadium beosztasnak
megfeleben harom csoportba osztottuk. igy a Braak |-l csbplkorai, tiinetmentes,
stadiumok — neuropatolégiailag ép prefrontalis edrtharom mintat, a Braak Ill-IV csoport
(enyhe kognitiv hanyatlas — kexb prefrontalis érintettség) négy mintat és a BraakIV

csoport (végstadium, demencia — sulyos prefrontalimtettség) szintén négy mintéat

tartalmazott.

2.tablazat. Alzheimer-koros betegelités kontrollszemélyekt szarmazo mintak adatai

Alzheimer-kor
Kontroll Bra,ak_ I-11 Braa,k !II-IV Braqk_V-VI
n=6 stadium stadium stadium
n=3 n=4 n=4
Eletkor (év) 45,5 + 15,4 77,8+11,3 74,8 +9,2 87 +5,4
Postmortem id6 (Ora) a 58 +2.8 45+27 40+21 53+1,0
minta fagyasztasaig

Erték: atlag + SEM, n: kontroll, illetve Alzheim&bros személyek szama, akika mintak

szarmaztak.

A fagyasztott mintdkat cryomicrotom segitségéved) <Z-on 20um vastagsagura

metszettik és zselatinnal fedett targylemezekng@kvitel, leve@n szaritottuk és -20 °C-on

taroltuk a ké8bbi felhasznalasig. Technikai okok miatt a dopanin/Ds; receptor
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autoradiografia soran, valamint gyrus frontalis raksl esetében a dopamin-stimulalt
[**S]IGTR/S kotdési autoradiografia soran is csak ot kontroll &®a@rkinson-kéros mintat

vizsgalhattunk.

4.2. Dopamin /D3 receptor autoradiografia

A [*H]raclopride-dal végzett dopaminiD; receptor autoradiogréfiat a Hall és mtsai
(1998,2000) altal leirtaknak megfélen végeztik. A metszeteket 30 percig
szobaldmérsékleten preinkubaltuk TRIS puffer oldatban m20y mM HEPES-t, 118 mM
NaCl-t, 4,8 mM KCI-t, 2,5 mM CagGit, 1,2 mM MgSQ-ot és 10 mM NaOH-ot tartalmazott,
pH-ja 7,4 volt. Ezutan a metszetek inkubécidja kikeeett 15 percen at KRH (Krebs-Ringer-
HEPES) puffer oldatban, melyhez 0,05 mg/mL szansabm szérumalbumint és 1 nM
[*H]raclopride-t adtunk. A nem specifikus receptotdkiist 10uM ,hideg” (izotéppal nem
jelolt) raclopride jelenlétében hataroztuk meg. Baivethen a radioizotoppal jelolt
metszeteket 20 percen at jéghideg (& TRIS pufferrel mostuk, majd rovid ideig jéghideg
desztilalt vizbe mosattuk a sok eltavolitasa vedsigil a metszeteket megszaritottuk hideg

levegvel.

A radioizotoppal jelolt mintakat triciumszenzitingsphorimager plate-re (Fujifilm
Plate BAS-TR2025) exponaltuk 90 percig, melyek basdsa Fujiflm BAS-500
phosphorimager-rel (Fujiflm, Tokyo) tortént. Majkiantitativ denzitometrias méréseket
végeztink Multi Gauge 3.2 phosphorimager szoftVelfeujiflm, Tokyo). A jeldlt
metszetekkel egyitt autoradiografias célra kifejiets *H-mikroskalakat is (RPA510, Batch
18, Amersham) helyeztiink a platekre a radioaksvitértékének kvantifikalasa céljabol. A
skala egységein mért optikai denzitasertékeket ehdigttik az egységek ismert radioaktiv

koncentraciéinak (nCi/mg standard), majd ezt afsdétak [*H] nCi/mg szovetté (Geary és
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mtsai, 1985) és végiifHl] fmol/gramm szovet koncentraciéva. A skalak oatilenzitas és a
megfeleb fmol/gramm szoévet értékeinek felhasznélasaval thetjak a kvantifikalashoz

szlikseéges grafikont, illetve atalakitasi képletet.

Mintanként két parhuzamos mérést végeztink, azoazbatedil szarmazo totalis és
nem-specifikus kddéseket atlagoltuk. A kapott értékek kozoétti  kulsédpel
szamszdisitettik a ligandum specifikus Kdtesének mértekét. Végul a kulonbdzetegek,
illetve kontrollszemélyek megegyez agyi régidibol szarmazd specifikus &dések

atlagértékeit szamoltuk ki és ezek alapjan elenkeztédmenyeinket.

Néhany minta esetében a specifikusskést az Adobe Photoshop CS2 program RGB
modjat hasznalva is szemléltetjiik. Az ugyanazorndbidl szarmazé metszeteknek a totalis és
nem-specifikus kdidést abrazoldo képét egymasra illesztve a nem-spesifkbéBdest

~Kivontuk” a totalisbdl, majd a kapott képet vorébs sulyoztuk (10. abra).

4.3. Dopamin &ltal stimulalt receptor—f°S]GTPyS kotdési autoradiografia

A bazalis és dopamin &ltal stimul&t$]GTP/S kotdési autoradiografiat a S6vago és
mtsai (2005) altal leirt moédszer minimalis atalagétval végeztik. Az optimalis kisérleti
koérilmények az alabbiak voltak: a metszeteket 50-0sMHEPES puffer oldatba pre-
inkubaltuk (150 mM NacCl, 75 mM KCI, 3 mM Mg&l10.2 mM EGTA, 1 mM DTT és 2 mM
GDP) 30 percig 37 €on. Ezt kbveien a mintakat ugyanebbe az oldatba inkubaltuk 8€ige
37 C-on 50 pM f°S]GTP/S hozzaadasaval (dopamin nélkiil), hogy megfigyedjligandum
bazalis kosdését. A dopamin altal stimulaf®S]GTRS kotdés vizsgalatahoz a fent emlitett
oldathoz dopamint (1 mM) és pargyline-t (10M) adtunk. Inkubacié utan a metszeteket
hideg HEPES pufferben mosattuk kétszer 10 perciglyeh egy révid hidegvizes fudd

kovetett. Ezutan a metszeteket melgégélcan megszaritottuk gssugarzas detektalasara
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alkalmas specidlis filmekre (Kodak BiomaxMR, Sigilarich, Budapest, Magyarorszag)
exponéltuk négy napon at. Az expondl&] kalibraciés mikroskalakkal egyitt tortént a
késsbbi kvantifikadlas érdekében (American Radiolabell@demicals Inc, St Louis, MO,
USA). A filmek ebhivasa utdn az autoradiogramok digitalizdlasa Wk@zettt, melyet
nagyfelbontasu szkennerrel (Epson Perfection VA5 Wegeztiink, tovabba a denzitometrias

meérések az Adobe Photoshop CS2inexamitogépes programmal torténtek.

A [*S]GTR/S koétdés kvantifikdlasahoz @b a '“C-mikroskalak egységein mért
optikai  denzitasértékeket megfeleltettik az egységgyartdé altal megadott
radioaktivitasainak, nCi/mg-ban kifejezve. Ezt kidem, figyelembe véve a*B]GTH/S
specifikus aktivitasat a“C-mikroskéala nCi/mg értékeit atalakitottuR®$] nCi/mg szovet
koncentraciova (Miller 1991). Végil skalank egységé®S] fmollgramm szovet
mennyiségben fejeztik ki, melyeket a megfelebtikai denzitasokkal egyutt grafikonon
abradzolva, megkaptuk az agymintdkon mért optikanzdésok fmol/gramm szdvetté

alakitdsdhoz szikséges képletet.

Mintanként két parhuzamos meérést vegeztink. Az mn@g@n mintan végzett
parhuzamos méréseket atlagoltuk, majd a kulohbiéetegek, illetve kontrollszemélyek

megegyeé agyi régidibol szarmazo méréseket is atlagolvekéitiik eredményeinket.

4.4. CBR autoradiografia

A CB; receptorokat a nemrégiben kifejlesztett ;RBspecifikus }*]SD7015 nevt
agonista ligandummal jeloltik. A ligandum gBinhibitoros konstans (Ki) értéke (3,4 nM)
kozelit a jol ismert CER antagonista rimonabant Ki értékéhez (1,38 nM)lyme
[**]SD7015 ligandum CER iranti magas affinitasat bizonyitja. Kimutattélagy a SD7015

CB;R szelektivitasa jeletisen felilmulja a rimonabant-ét. Majom agyakon végze
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autoradiografias kisérleteken szemléltették, ho{7¥SD7015 jelents kotdést mutatott a
nagyobb CBR denzitasu agyi régidkban, mely ,hideg” (radioa#tti nem jel6lt) rimonabant-
tal meggéatolhat6 volt (Donohue, 2008; Donohue ésaim®?009). Mathé és mtsai (2013) a
CB;R knockout egereken végzett SPECT és autoradidgrafzsgélataik soran nem talaltak
corticalis [?%]SD7015 bekaidést, mig a CB1R-ral rendellkéekontroll allatok agymintain jol
lathatbva valt a nagyobb recepimiséggel rendelkéz szlrkeallomany. Mindez
egyértelntien igazolja, hogy a'f1]SD7015 alkalmas a GR-ok jeldlésére autoradiogréfias,
illetve SPECT vizsgalatok esetében, azonban adigaiot kordbban még sosem hasznaltak
emberi Parkinson-koros vagy Alzheimer-koros postamr agymintan autoradiogréafias

kisérletekben.

A Parkinson-koros és kontroll nucleus caudatusygégsgfrontalis medialis mintakon
két-két parhuzamos mérés, mig az Alzheimer kéroska@sroll mintaknal négy-négy
parhuzamos mérés tortént egymast kdvaetszeteken. Kisérleteinket a Donohue és mtsai
(2009) altal kifejlesztett médszer alapjan végekékes valtoztatassal. A metszeteket 40 pM
[**]SD7015 koncentraciéji 50 mM-os TRIS puffer oldatimkubaltuk (pH 7,4, NaCl 120
mM, KCI 5 mM, CaC} 2 mM, MgCk 1 mM, aszkorbin sav 0,1% wl/v, pargyline 10 uM,
marha szérumalbumin (BSA 0,1%)) 60 percen at. A -spetifikus kobddést 10 uM
rimonabant adasaval hataroztuk megt koveben a metszeteket ugyanebben az oldatban
mosattuk haromszor 30 percig, melyet minden alkelaihegy révid jéghideg desztillalt vizes
moséas kovetett. A radioliganddal jel6lt metszeteRéE] kalibraciés skalakkal (American
Radiolabelled Chemicals Inc, St Louis, MO, USA) iy exponaltuk B-sugarzas
detektalasara alkalmas specidlis filmekre 24 érarjKédak BiomaxMR, Sigma-Aldrich,
Budapest, Magyarorszdg). A filmek 6blvasa utan az autoradiogramok digitalizélasa

kovetkezett, melyet nagyfelbontastu szkennerrel ggpBerfection V750 Pro) végeztink,
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tovadbba a denzitometrias mérések az Adobe PhotdSB@pneu szamitdgépes programmal

torténtek.

A CB;R denzitds kvantifikalasara Baskin és Wimpy (19&%nl leirt modszert
alkalmaztuk. Ennek alapjan *AC-mikroskaléak egységeinek gyarté altal megadothdsted
radioaktivitasat atalakitottuk ekvivalens szévelfa] koncentraciokka, melyet a4l
egységnyi szoveti terlleten, egységnyis i@l perc) alatt bekdvetkéz hasadasainak
mennyiségével (DPM/m- disintegrations per minute per Mnfiejeztiink ki. Az atalakitas

az alabbi képlet szerint tortént:

Y([**1] DPM/mm?) = —=26,798 + 104,261X— 1,295xXahol , X" a [-*C] radioaktivitasa
nCi/grammban. igy megkaptuk ¥€] kalibraciés skalanak megfetel**1]DPM/mm? skalat,

mely alapjan kvantifikalhattuk a szévetekben metilkai denzitasértékeket.

Az azonos betegt szarmazd parhuzamos totalis és nem-specifikugdiseket
atlagoltuk. A kapott értékek kozotti kiulonbséggemszeisitettiik a ligandum specifikus
kotodésenek mértekét. Vegul a kulonbdretegek illetve kontrollszemélyek megegyeqyi
régioibdl szarmazo specifikus kKitesek atlagértékét szamoltuk ki és ezek alapjanedtik

eredmeényeinket.

Néhany minta esetében a specifikusskést az Adobe Photoshop CS2 program RGB
modjat hasznalva is szemléltetjik. Az ugyanazontabidl szarmazé metszetek totalis és
nem-specifikus k@idésének szkennelt képét egymasra illesztve a nenifikps kotdest

~Kivontuk” a totalisbdl, majd a kapott képet vorébs sulyoztuk (11. és 13. abra).
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5. EREDMENYEK

Kutatdsaink explorativ jellégk voltak. A kilonb6& mintacsoportokban vizsgalt
viszonylag alacsony darabszamok miatt eredményediaqtjan definitiv kovetkeztetések nem
vonhatdék le. Ezekre valé tekintettel adataink swdikai elemzését eltekintettlink.
Mindazonaltal a B'D3; receptor8riiség és jelatvitel, valamint a @B diriiség allapotara
vonatkoz6é megfigyeléseink reményeink szerint irdnytatnak, alapot adnak a Parkinson- és
Alzheimer-kér tovabbi kutatasaiban. Ez végmon elvezethet a fenti betegségek
patomechanizmusanak pontos megismeréséhez, esgttetapiak, diagnosztikus eljarasok

kifejlesztésehez.

5.1. Dopamin D/Ds receptor diriiség és dopamin &ltal stimulalt receptor=fS]GTPyS

kotédés
5.1.1. Dopamin B/D3 receptorgiriiség Parkinson-kérban

A D,/D3 receptorériiséget a /D3 receptor antagonista, triciummal jeldlt raclopride
ligandummal vizsgaltuk nucleus caudatus, gyrus t&i® medialis és gyrus cinguli
mintdkban. A kontroll nucleus caudatus mintdkbanD#D3; dopamin receptofisiiség
jelentbsen nagyobb volt, mint ugyanezen agyi régié Padkifigros betegebt szarmazo
mintacsoportjaban (24,08 + 2,06 fmol/g sztvet é43& 2,82 fmol/g szovet (atlag + SEM))
(3. 4bra). A dopamin D3 receptordenzitas sem a gyrus frontalis mediabs) & gyrus
cinguli esetében nem mutatott érdemi kilénbségkordroll, valamint a Parkinson-koros

csoport k6zott. Az eredményeket a 3. tablazat fagtssze.
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3. tablazat. Dopamin D/Ds; receptor kdidés fmol/gramm szOvetben kifejezve emberi

nucleus caudatus, gyrus frontalis medialis és ggingguli mintakon.

Parkinson-kor
(fmol/g:)e:rtnrg:lszdvet) n (fmsozlggvr:tr)nm "
Juceus 24,08 + 2,06 5 18,43 + 2,82 5
Gyrus omtalis | 4,01.+0,39 5 3,36 £ 0,26 5
Gyrus cinguli 4,32+0,19 5 4,19 £ 0,19 S

Ertékek: atlag + SEM. n: kontroll, illetve Parkims&éros személyek szama, akika mintak
szarmaztak.
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3. abra. [*H]raclopride dopamin BDs receptor autoradiogréfidH] radioaktivitasi standard
skalaval, kontrollszemélyek (félsor) és Parkinson-kéros betegek (alsé sor) nudaudatus

(c) mintain. p: putamen; i: capsula interna. Méstéda 10 mm-nek felel meg.
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5.1.2. Dopamin &ltal stimulalt receptor—{°S]GTPyS ko6tdés Parkinson-kérban

A kontrollcsoporton belll a vizsgélt agyi régiokban dopamin altal stimulalt
[*°*S]GTR/S kétdés a legnagyobb aktivitast a nucleus caudatushaatta (6. abra), melyet a
frontalis régié kovetett. A stimulaci6 a cingulargortexben volt a legalacsonyabb. A
Parkinson-kéros mintadk esetében a stimuldfS]GTP/S kotdés az alabbi tendenciat

mutatta: gyrus frontalis medialis >nucleus caustaglyrus cinguli (5. abra; 4.tablazat).

Osszehasonlitottuk a kontroll és Parkinson-kérepadok ugyanazon agyi régidiban
kapott eredményeket is. A bazélis (stimulacié h#oan tortéd) [*°S]GTRS kotdést
illetéen a kontroll és Parkinson-kéros nucleus caudatotaknkézel azonos sziini(199 + 17
fmol/g és 198 + 21 fmol/g), mig a frontalis és ailagis régioknal a Parkinson-koros mintak
atlagértékei megkozetieg 15%-kal magasabb bekdest mutattak. A dopamin altal
stimulalt F°S]GTP/S bekobdés atlagolt értéke valamennyi vizsgalt agyteréktén enyhe

ndvekedést mutatott Parkinson-korban a kontrolposthhoz képest.

Osszességében tehat a nucleus caudatusban kapetibedpazalis 1°S]GTP/S
bekotdésen kivil, a Parkinson-koros mintakon mind a llgzaind a stimulélt k@dés kissé
emelkedett. Fontos kiemelni, hogy ezek a novekédésen jelents mértékiek, kivéve a
Parkinson-koros nucleus caudatusban. Utébbi régiGdandvekedés jelefgnek szamit,
ugyanis kifejezett BD3; dopamin receptordenzitds-csokkenés mellett figtéllmeg. Az

eredmények dsszefoglalasa a 4. tablazatban, &z54 abran lathato.
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4. tablazat. Dopamin altal stimulalt receptor>8]GTR/S kotdés human nucleus caudatus,
gyrus frontalis medialis és gyrus cinguli mintakban dopamin altal stimulalt receptor—
[**S]IGTR/S kotdés enyhén emelkedett volt minden Parkinson-kérigamesetében, de a

nucleus caudatusban jeléstD,/D3; dopamin receptordenzitas-csokkenés mellett figgtélh

meg.
Dopamin &ltal stimulalt [**S]GTPyS kotédés
Bazalis kowdés (fmol/g) Stimulalt kdtdés (fmol/g)
Kontroll Parkipson- n Kontroll Parkipson- n
kor kor
Nucleus 199+17 198+21 | 6 210+15 215425 B
caudatus
Gyrus frontalis | 194,59 223429 | 5 198+16 235+28| b
medialis
Gyrus cinguli 177+16 201+21 6 181+15 211427 5

Ertékek: atlag + SEM. n: kontroll, illetve Parkims&ros személyek szama, akika mintak
szarmaztak.
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4. abra. A nucleus caudatus, gyrus frontalis medialis ésig\cinguli mintakon létrejott
bazalis (dopamine stimulacié nélkilF$]GTR/S kotdés [fmol/g] 6sszehasonlitasa kontroll
és Parkinson-kéros mintacsoportok esetében. ADP receptor—-G-protein kapcsolédas
minimalis ndvekedést mutat a Parkinson-kéros mgaportokban, de lényegi kilénbség a
kontrollokhoz képest nem lathatd. Az egyes dobagdimokban (box-plot) a dobozban dev
vizszintes vonal a mintacsoporton belili mediaekéat jeldli. A doboz az als6 és a fels

kvartilis érték altal hatarolt tartomanyt szemlélti
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5. dbra. A nucleus caudatus, gyrus frontalis medialis ggig cinguli mintakon Iétrejott
dopamin altal stimulalt receptor>B]GTP/S kétdés [fmol/g] 6sszehasonlitasa kontroll és
Parkinson-kéros mintacsoportok esetében. A/DP receptor—G-protein kapcsolddas
minimalis ndvekedést mutat a Parkinson-koros mgdportokban, de lényegi kilénbség a
kontrollokhoz képest nem lathatd. Fontos kiemekordan, hogy a nucleus caudatusban a
D./D3; dopamin receptordenzitas-cstkkenés jéentolt. Az egyes dobozdiagramok (box-
plot) a mintacsoporton bellli alsé és tekzél$seéges értekeket (pontok), illetve a median
ertéket (dobozban léwizszintes vonal) mutatjak. A doboz az also éslsb kvartilis érték

altal hatarolt tartomanyt szemlélti.
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Kontroll Parkinson-kor

Bazalis kotodés

Stimulalt kotédés

Radioaktivitasi
standard skala
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6. abra. Dopamin &ltal stimulalt receptor®8]GTP/S kotdési autoradiografia emberi
nucleus caudatus (c) mintakofh'Q] radioaktivitasi standard skalaval. A-D: bazdtispamin
stimulacio nélkuli) kaidés; E-H: stimulalt (dopamin stimulacié mellettdtédés. i: capsula

interna, ahol nincs radioligand Kdtes; p: putamen. Mértékskala 10 mm-nek felel meg.

5.1.3. Dopamin D/Ds receptorsiriiség és dopamin altal stimulalt receptor=fS]GTPyS

kotodés Osszevetése

A Parkinson-koros betegékt szarmazé nucleus caudatus mintakban lényegesen
csokkent a BDs; receptorok #riisége a kontrollokhoz képest (3. abra; 3. tablazat),
ugyanakkor a dopamin altal stimulalt recept®iS[GTR/S kotdés hasonlé szinten volt a
kontroll és Parkinson-kéros csoportokban (5. éslfia; 4. tdbldzat). Ez arra utal, hogy

Parkinson-kérban a nucleus caudatusban a csokkgbl; Peceptor populécié esetében a

59



receptor—G-protein jelatvitel fokozodik, mely végsoron azt sugallja, hogy a csokkent

receptorériiség mellett a jelatvitel kontroll szinten marad.

A gyrus frontalis medialisban és gyrus cingulibanérm D,/D; dopamin
receptordenzitist és jelatvitelt illeh a Parkinson-kéros mintacsoportok kissé magasabb
atlagértékei nem tekinthik jelents kilonbségnek, részben az alacsony mintaszanhemtsz

az adatok nagy szorasa miatt (4. és 5. abra; kazt).

5.2. Dopamin /D3 receptor és CBR denzitas Parkinson-korban

A CB;R diriséget harom kontroll és harom Parkinson-kéros sbgéhészarmazéd
nucleus caudatus és gyrus frontalis medialis martdéhnulmanyoztuk azf1]SD7015, CBR

specifikus ligandummal.

A tanulmanyozott régidkban 6sszehasonlitottuk amngzon mintakon mért dopamin
D./D3 receptor- és CHR diriiséget a kontroll és Parkinson-koros csoportok beatéAmig a
Parkinson-koros nucleus caudatusban a dopanibDsDeceptordenzitas 1ényeges csokkenését
eszleltik a kontrollhoz képest (12,84 + 5,49 fmoillgtve 30,26 + 2,48 fmol/g, atlagtSEM)
(7. és 10. &bra), addig a @B diriiség valtozatlannak bizonyult (16,66 + 2,69 DPM/mm
illetve 18,30 + 3,60 DPM/mf) (8. és 11. &bra). Eredményeink azt sugalljak, yhog
elérehaladott, kronikusan kezelt Parkinson-korbangadun B/D3 receptor populacié down-
regulacioja mellett a CfR diriség kontroll szinten marad. A kontroll és Parkinkoros
gyrus frontalis medialis mintak esetében a vizsggdeptorok denzitdsa kbdzel azonos szintet

mutatott (6, 7, 8 és 11. abra). Eredményeinket galflazat és a 9. abra foglalja 6ssze.
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5. tdblazat. Human nucleus caudatus és gyrus frontalis medmiigak CBR denzitasa a

[**]SD7015 ligandum specifikus kédésével

kifejezve,

receptordenzitasa aH]raclopride specifikus kétésével kifejezve.

valamint /D3 dopamin

Kontroll Parkinson-kor
['*1]SD701¢ [*H]raclopride ['*1]SD7015 [*H]raclopride
specifikus kowdés | specifikus kowdes | n| specifikus kdwdés | specifikus koibdés
(DPM/mn) (fmol/gramm) (DPM/mn) (fmol/gramm)
Nucleus |16 66 4+ 2 69 30,26 +2,48 |3| 18,30 3,60 12,84 + 5,49
caudatus
Gyrus
frontalis 25,74 £ 7,02 3,29+250ns |3 27,97 +4,37 4,33+1,45
medialis

Ertékek: atlag + SEM. n: kontroll, illetve Parkims&éros személyek szama, akika mintak
szarmaznak.
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7. &bra. A nucleus caudatus és gyrus frontalis medialistékion létrejott {H]raclopride
specifikus kdbdés [fmol/g] Osszehasonlitdsa kontroll és Parkifdgnos mintacsoportok
esetében. A nucleus caudatusban a Parkinson-kdrdédkan kapott BYD3 receptorsriiség
Iényegesen alacsonyabb volt, mint a kontrollok ése. Gyrus frontalis medialis esetében
erdemi kulénbség nem lathato a recepidiseget illeben. Az egyes dobozdiagramok (box-
plot) a mintacsoporton bellli als6 és telszéléseges értékeket (pontok), illetve median
ertéket (dobozban léwizszintes vonal) mutatjak. A doboz az also éslsb kvartilis érték

altal hatarolt tartoményt szemilélti.
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8. &bra. A nucleus caudatus és gyrus frontalis medialistakion |étrejott 19)SD7015
specifikus katdés [DPM/mmn] 6sszehasonlitasa kontroll és Parkinson-kérosauosuportok
esetében. Erdemi kiilonbség nem lathatd az dsszehiagasoportok CER denzitasa kdzott.
Az egyes dobozdiagramok (box-plot) a mintacsoporbetili alsé és fels szél$séges
értékeket (pontok), illetve median értéket (doboeleat vizszintes vonal) mutatjak. A doboz

az also és a falkvartilis érték altal hatarolt tartomanyt szemlélt
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9. abra. Azonos mintakon kapott GR [DPM/mnf] és D/Ds [fmol/g szbvet] receptor
denzitds értekekib képezett arAnyparok abrazoldsa. A kontroll éskiRson-koros nucleus
caudatus esetében jol latszik, hogy aiRRiriiség értékei kbzel azonos szinten vannak, mig
a dopamin /D3 receptordenzitas értékek Parkinson-kérban Iényggedacsonyabbak. A
gyrus frontalis medialis esetében a kontroll éskiRaon-kéros mintakon mért denzitasok

hasonlo eloszlast mutatnak a két receptortipuetéih.
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Totalis Nem-specif. @ Specifikus Specifikus
kotodes kotodes kotodes kotodes

Nucleus caudatus

.
ik 5

Radioaktivitasi . - . . 10 mm
standard skala . —

oa .A

o7
4

e

Gyrus frontalis medialis
o 4

D

10. &bra. Dopamin DB/D3 receptor autoradiografia kontroll (A,C) és Parkim&oros (B,D)
nucleus caudatus (fekete nyilhegy) és gyrus frintaledialis (pontozott fekete nyil)
mintakon, fH] radioaktivitasi standard skalaval. Vérés nyéipsula interna; pontozott voros
nyil: fehérallomany. A specifikus kédés a totalis kédés és nem-specifikus kdtddés kozotti
kuldnbséget jeldli, eredeti (3. oszlop) és voroselyozott (4. oszlop) képeken. Mértékskala

10 mm-nek felel meg.
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Totalis Nem-specif. Specifikus Specifikus
kotodés kotodés kotodés kotodés

Nucleus caudate

Radioaktivitasi : i . . 40 i
standard skala - & E - ——
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11. abra. CB,R autoradiografia kontroll (A,C) és Parkinson-ko(@&D) nucleus caudatus
(fekete nyilhegy) és gyrus frontalis medialis (mautt fekete nyil) mintakon, *{C]
radioaktivitasi standard skalaval. Vords nyil: a#ps interna; pontozott vords nyil:
fehérallomany. A specifikus kédés a totalis kédés és nem-specifikus Kdtes kozotti
kilénbséget jeldli, eredeti (3. oszlop) és voroselyozott (4. oszlop) képeken. Mértékskala

10 mm-nek felel meg.
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5.3. CBIR denzitas Alzheimer-kérban

Az Alzheimer-koros betegeltt illetve kontroll személyeki szarmazo6 prefrontalis
cortex mintakban a GR-ok jeldlésére szintén &*fl]SD7015 ligandumot hasznaltuk (13.
abra). Az azonos szeméitszarmazd parhuzamos méréseket atlagoltuk. Az bggkat
kontroll, valamint Alzheimer-kér Braak I-Il, lll-IVés V-VI csoportokba osztottuk. A
kulénb6® mintacsoportokban kapott GB specifikus kdidéseket 6sszehasonlitottuk,
eredményeinket diagramon is abrazoltuk (6. tabl&matl2. abra). Megfigyelhit hogy a
CB;R denzitas atlagérteke az Alzheimer-kér Braak Esoportban magasabb, majd a
betegség progresszidja soran aRRiriiség lassu, folyamatos csokkenése lathatd, azonban a
CB;R denzitas a betegség végstadiumaiban (Braak Vs€ih kerllt kontroll szint ala.
Eredményeink egyrésirazt sugalljak, hogy az Alzheimer-kor teljes pregpzioja alatt a
prefrontalis CBR denzitds legaldbb kontroll szinten marad. Maséé$antos kiemelni, hogy
a Braak I-Il csoportban talaltuk a legmagasabhRCBirtiséget. Ez kilondsen érdekes annak
fényében, hogy ezekben a stadiumokban a prefrentalitex neuropatologiai szempontbol

még érintetlen.

Korabbi kutatasokban az Alzheimer-kéros Braak sthdiumu agyakbol szarmazo,
neuropatoldgiailag meég érintetlen mintdkat a kdltsoportba soroltak, ezért mi is
egyesitettik az Alzheimer-kér Braak I-Il csoportotkontrollokkal és dsszehasonlitdsokat
végeztink. Az igy kapott GB denzitas atlagérték kozelitett a Braak llI-IV,W-és az
Osszesitett Braak IlI-VI csoport értékeihez. Ez amitatja, hogy a Braak I-1l mintak
kontrollcsoportba sorolasa elfedhet lényeges kidégbket a tényleges kontroll és
Alzheimer-koros mintak kozott. Masréskzra korai szakaszban bekodvetkeelvaltozasok
rejtettek maradhatnak. Eredményeink arra utalnaigyha Braak I-ll-es Alzheimer-kéros
agyakbol szarmazo mintakat a kontrollcsoporttolokikell vizsgalni a késbi kutatasok

soran. Adatainkat a 6. tablazatban foglaltuk 6ssze.
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6. tablazat. [**1]SD7015 ligandum CB receptorokhoz valé specifikus Kdgsének

atlagértékei human Alzheimer-kéros prefrontalis teor mintakon. A CBR denzitas

atlagértékei a kovetkézxsokkew tendenciat mutattak Braak I-11 > Braaklll-1V > Bxa V-VI

> kontroll, a legnagyobb kilonbség a Braak I-llesport és a kontrollcsoport kdz6tt volt.

Alzk. | Azk | Azk | Alzk. *El”-l:’ Alz.k.
Kontroll Braak Braak Braak Braak Brg'a k Braak

111 H-IvV - | V-Vi -V " H1-VI

[**1]SD7015
Specif. kobdés | 19,70 2604 | 24,78 | 2225 | 2436 | 22,87 | 23551
(bPM/mm?) + 3,48 +528 | £+835| +762| +6,83 | +496 | +7,52
+ SEM
n 6 3 4 4 11 9 8

A [**3]SD7015 ligandum CHBR-hoz valé specifikus kétését DPM/mrfben fejeztik ki

“atlagt SEM” formaban. n: kontroll, illetve Alzheenkdéros személyek szama, akika

mintak szarmaznak.
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12. &bra. A prefrontalis cortex mintakon létrejott'f]SD7015 specifikus kdidés
[DPM/mnr] dsszehasonlitadsa a kontrollcsoport és a kiléhtRiaak stadiuma Alzheimer-
kéros kombinalt mintacsoportok esetében. Ha a kirgyakorlatnak megfeléen ugyanazon
csoportba soroljuk a kontroll és Braak I-1I-es rélnadatait (6. dobozdiagram), ez éppen a két
legeltéBbbb csoport egyesitését jelenti, mely a valédi é#ék elfedését eredményezi. Az
egyes dobozdiagramok (box-plot) a mintacsoportdiilibagsé és fel§ szél$séges értékeket
(pontok), illetve median értéket (dobozbandevzszintes vonal) mutatjak. A doboz az alsé és

a fel$ kvartilis érték altal hatarolt tartomanyt szemlélt
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[11]

Radioak_tivit_e'isi oy 10 mm

standard skala b L

13. Abra. [**¥]SD7015 CBR autoradiografia prefrontalis cortex mintakon*C]
radioaktivitasi standard skalaval. A specifikus kiits a totélis és nem-specifikus dads
kozotti kulonbséget jeldli, eredeti (3. oszlop)\ésdsen sulyozott (4. oszlop) képeken. Fekete

nyil: frontalis cortex; vords nyil: fehérallomanyliértékskala 10 mm-nek felel meg.
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6. MEGBESZELES

6.1. A dopamin B/D3 receptor—G-protein jelatvitel vizsgalata eérehaladott Parkinson-

korban

Sovago és mtsai (2005) igazoltak, hogy a raclopmadeat D,/D; receptor antagonista
meggatolta, ugyanakkor az SCH23390 ligandumi-ddpamin receptor antagonista — nem
befolyasolta az agonista altal stimuldtgJGTR/S koBdését human agymintakon. Ezaltal
bizonyitottdk, hogy az agonista altal stimula°S|GTP/S koétdési autoradiogréfia
postmortem emberi agymintakon is alkalmas moédszelogamin B/D; receptor—Gi/Go
protein kapcsolddas vizsgalatara. Mindazonaltakleazmodszerrel a receptor—-Gs protein
kozotti funkcionalis kapcsolat nem tanulmanyozhdtédalmi adatok szerint az altalunk
vizsgalt agyi régiokban a Fas tipusu dopamin receptor igen kismértékben ezpédt,
ugyanakkor a B receptor altal kézvetitett second messenger effekbzismerten gyenge,
kulonosképpen a dopamin, Deceptoréhoz képest (Hall és mtsai, 1996; Landwvelier és
mtsai, 1993; Murray és mtsai, 1994; Piggott és mts899; Robinson és Caron, 1997).
Megallapithatjuk tehat, hogy vizsgalatainkban @D dopamin receptor tekintetében nem
szelektiv fH]raclopride-del kapott receptor denzitas éstyban a dopamin Dreceptor
siiriséget mutatja, ugyanakkor funkciondlis autoradib@saeredmeényeink isoként a D

receptor—G-protein kdzotti kapcsolodast tikrozik.

Ismereteink szerint jelen tanulméany vizsgaltdledst postmortem human Parkinson-
kéros nucleus caudatus, gyrus frontalis mediatigyy@us cinguli mintdkon a dopamin/D3

receptor—G-protein kapcsolddast a betegség keakaszaban.

71



6.1.1. A dopamin B/D3 receptor—G-protein jelatvitel a nucleus caudatusba

A Parkinson-kéros allatmodelleken és vitro postmortem huméan agymintakon
végzett korabbi kisérletek, valamiim vivo PET és SPECT kutatasok igazoltak, hogy a
dopaminerg denervacié a striatalis posztszinaptBuseceptorok up-regulacidéjahoz vezet,
mely nagy valészifséggel a dopaminerg jelatviteli deficitre adott k@mzatorikus reakcid
(Alexander és mtsai, 1993; Antonini és mtsai, 19918worth €s mtsai, 1998; Linazasoro és
mtsai, 1999; Reches és mtsai, 1984; Scherfler 6ain006). Masrésar MPTP-kezelt non-
humén entisékon végzett kisérletek felvetették a dopamin pxeaffinitds valtozasanak
lehetiségét Parkinson-korban, vagyis a dopamin+Eceptor kdidés fokozott affinitasa
szintén ellensulyozhatja a neurotranszmitter hi§Mihuzzi és Cumming, 2010; Seeman és
mtsai, 2005). Azonban a krénikusan emelkedett dapamint receptor deszenzitizacidhoz
vezet, ezdltal alacsony affinitasu allapot, ¥&gson a receptor sejtbe torééimternalizacidja
kovetkezik be (Barbier és mtsai, 1997; Borbely ésam 1999; Seneca és mtsai, 2006).
Kimutattdk, hogy Parkinson-koros betegeknél a doparg gydgyszeres kezelés
normalizalta, illetve cstkkentette a striatalis @opn D, receptor srisséget (Alexander és
mtsai, 1993; Linazasoro és mtsai, 1999; Thanviae2Q04; Thobois és mtsai, 2004; Scherfler
eés mtsai, 2006). Eredményeink a korabbi vizsgarekkmegfelglen azt mutatjak, hogy
Parkinson-korban a hosszas dopaminerg kezeléstimalldopamin BYD3 receptordenzitas
jelentbsen csokken. A folyamat hatterében a tartés L-DOKbXelés okozta receptor

deszenzitizacio és internalizacié allhat.

Az altalunk vizsgalt agymintak olyan betegdkszarmaztak, akik hosszas Parkinson
betegségik alatt rendszeres antiparkinsonos gyempszkezelésben részesliltek, tehat
eredményeink a krénikus dopaminerg kezelés utdapatiot tikrozik Parkinson-kor kés
staddiumaban. Emberi Parkinson-koros agymintakorbkeéts irtuk le, hogy a nucleus

caudatusban a csokkent dopamig/d receptor populacio kontroll szinten tartja a/Dy
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receptor—G-protein jelatvitelt. Eredményeink a magadt D/D; receptorok fokozott
szenzitivitasara és a Parkinson-kor teljes lefayakatt fennallé funkcionalis kompenzacio
jelenlétére utalnak. A dopamin ,D receptorok posztszinaptikus hiperszenzitivitdsa
allatmodelleken méar a Parkinson-kor korai stadivamaimegjelenik (LaHoste és mtsai, 1992,
Cai és mtsai, 2000; Lopez és mtsai, 2001). A kdogiamin receptor up-regulacio és fokozott
jelatvitel egyrészil magyarazhatja a L-DOPA kezelés kifejezett hat§kégat a Parkinson-
kor kezdeti szakaszaban. Masrésazonban a megtartott,[D; receptor szenzitivitas (vagyis
a maradék BD3 receptorok hiperszenzitivitasa) félsllehet a kronikus kezelés soran fedlép
mellékhatdsok, a diszkinézidk megjelenéséért. Emmefryardzata a dopamin szint normalis
szinaptikus szabalyozasanak kiesése lehet, melgggik oka a fogyatkozé dopaminerg
termindlisokkal egyitt csdkkéndopamin transzporter (DAT) mennyiségben kere$end
Ugyanakkor beindul a nem-dopaminerg idegw¥éigsekben tortén irregularis dopamin
szintézis és/vagy L-DOPA konverzio is, mely tarsutvDAT csokkenéssel tovabb fokozza a
szinaptikus dopamin szint kontrollalatlan oszciligét és a szabalytalan dopaminhatast (Carta
és mtsai, 2007; de laFuente-Fernandez és mtsal, Pd0ndin és mtsai, 1996; Lee és mtsai,

2008; Lopez és mtsai, 2001; Sossi €s mtsai, 20@aifo és mtsai, 2009).

6.1.2. A dopamin D/D3 receptor—G-protein jelatvitel a frontalis cortexben

A nigrostriatalis dopaminerg denervacié a frontatisrtex, basalis ganglionok,
valamint thalamus kozo6tti kapcsolatok diszfunkdi@a vezet (Alexander és Crutcher, 1990;
Féger,1997). Igazoltak, hogy Parkinson-kérban ankbg hanyatlds (folyékony beszéd,
munkamemo@ria, figyelem, exekutiv és vizuospacidizfunkciok) csokkent'fF]fluorodopa
felvétellel jar a nucleus caudatus és a frontabstex szintjén, a tertiletek dopaminerg

mikodészavarara utalva (Kassiou és mtsai, 2009; K@&samtsai, 2009; Thanvi és mtsai,
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2003). Kaasinen és mtsai (2000) a dorsolateralsfrgmtalis cortex B'Ds; dopamin
receptorgriiségének csotkkenését talaltak Parkinson-korban, sz&xk szerint a frontalis
cortexben a dopaminkédés nem valtozik meg a betegségben (Agid és nit88i7; Reisine
és mtsai, 1977). Kutatdsunk sordn nem talaltunlerdrdkilonbséget a dopamin,/iDs

receptordenzitasban a Parkinson-koéros és kontyalisgfrontalis medialis csoportok kdzott.

Playford és Brooks (1992) felvetették, hogy a dopameceptorsriiség aktivaciofligd, tehat
az aktiv neurotranszmisszié soran dopamin altabgkdft receptorok mennyiségének a
fliggvénye, vagyis a dopamin receptotséget nem passzivan az alapallapotban jelénlev
szinaptikus dopamin szint szabalyozza. UgyanakkoPaskinson-kér progesszidjaval a
kulénbo®d agyterileteken egyre fogyatkozd dopaminerg idegfaEsek mellett mas
neuronok is bekapcsolédnak az exogén L-DOPA dekdéwddjdba, melyek azonban nem
képesek az idedlis (sziikség szerinti) dopamin &xmbsitasara (Barbier és mtsai, 1997). Az
igy létrejovo nem optimalis dopaminerg stimulus ugyan eledelathet a dopamin D3
receptorrisség szinten tartasahoz, mivel azonban nem bizhosgfelet szinti jelatvitelt
enyhe hiperszenzitivitashoz vezethet. Ez magyatgelaa Parkinson-kéros gyrus frontalis
medialis mintainkban talalt kontroll szintlopamin B/D3 receptor 8riség és kissé fokozott

receptor—G-protein jelatvitel kozotti enyhe diszaaciat.

6.1.3. A dopamin B/D3 receptor—G-protein jelatvitel a gyrus cinguliban

Parkinson-kor esetében a gyrus cinguli dopamitbPreceptor denzitasarol kevés és
ellentmondasos adat all rendelkezésre. Kaasinemtgai (2000) élrehaladott Parkinson-
kérban a dopamin #D3; receptordenzitas cstkkenését talaltak az antgyinrs cinguliban.
Ezt a Parkinson-korban fellépkognitiv €s emocionalis deficittel hoztak kapctuda

Nakajima és mtsai (2003) szerint viszont nem vdlbkbség a kontroll és Parkinson-kéros
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csoport anterior cingularis cortexének i@ceptor grisségében. Sajat eredményeink az utébbi
véleményt tAmasztjak ala. Ugyanakkor ebben az @agydoban a B/Ds; receptor—G protein
jelatvitelt kordbban sosem vizsgaltak. Eredményeinikimalisan emelkedett D3 receptor—
G-protein aktivitdsra utalnak, melynek hatterébefnoatalis cortexnél részletezett elégtelen
aktiv dopaminerg jelatvitel &llhat. Bleent irtuk le, hogy kezelt Parkinson-kor &gés
staddiumaban a gyrus cinguliban a dopamiiDR receptordenzitds mellett a receptor—G-

protein jelatvitel is megyzott.

6.2. Cannabinoid 1-es tipusu receptordenzitas vizdkata Parkinson-kérban

A cannabinoid rendszert Parkinson-kéros allatmed#telh és human vizsgéalatok sorén
széles korben tanulmanyoztdk. Az Adllatkisérleteledm®nyei a Parkinson-korban
bekovetke# CB1R denzitas é€s szenzitivitds valtozésait,valamica@anabinoid és dopamin
rendszer kozotti kapcsolatokat iben inkongruensek. Allati és emberi agymintakbartdki
a CBIR mRNS szint kilonbdziranyu elvaltozasait (Hurley és mtsai, 2003; Rarés mtsai,
2000; Silverdale és mtsai, 2001; Zeng és mtsai9l9gyesek a striatalis GB denzitas
egyértelnii csokkenését allapitottak meg Parkinson-koros natldellen (Julian és mtsai,
2003; Walsh és mtsai, 2010; Silverdale és mtsd,1p0masok viszont postmortem human
Arencibia és mtsai, 2009; Lastres-Becker és m@@01; Orgado és mtsai, 2009). Ismét
méasok nem taléltak eltérést Parkinson-koros ésraéibragymintdk CBR dirisége kozott
(Herkenham és mtsai, 1991a; Maccarrone és mtsd; 6mero és mtsai, 2000; Zeng és
mtsai, 1999). A CER—G-protein kaéidést illeben Romero és mtsai (2000) striatalis, globus

pallidus és substantia nigra mintdkon nem talaéedemi eltérést, mig Lastres-Becker és
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mtsai (2001) a basalis ganglionok szintjén aRB5-protein jelatvitel érintettségét figyelték
meg postmortem human Parkinson-koros és MPTP-keadds agymintak esetében. Szamos
kutatasban kimutattdk a cannabinoid agonistakivéleantagonistdk motoros aktivitasra
gyakorolt hatasait is (Anderson és mtsai, 1995; &dées mtsai, 1997; Sanudo-Pena és mtsai,

1998; Kelsey és mtsai, 2009).

Kutatasaink masodik felében Parkinson-kéros betébekés egészséges
kontrollszemélyeldl szarmazd nuclues caudatus és gyrus frontalisatiednintakon a CBR

és D/D3; dopamin receptotisiiséget hasonlitottuk 6ssze.

6.2.1. CBR és /D3 dopamin receptordenzitas a striatumban

André és mtsai (2010) egér striatum metszeteketyel izolalt GABAerg kdzepes
glutamaterg jelatvitelre. Kisérleteiket arra alapézhogy a B receptort expresszald kbzepes
tiskés neuronok eisorban a direkt, mig a . Dreceptort expresszalokként az indirekt
striatalis Utvonal részét képezik. Megallapitotthkgy a O3 receptor stimulacié fokozza a
striatalis kbzepes tiiskés neuronokon a sebkeosztszinaptikus potencialokat (EPSP), vagyis
a glutamaterg stimulaciét, mig a,Dreceptor stimulacié csokkenti azt. Eredményeik
hatterében az endocannabinoid-dopaminerg kapcsclzerepét feltételezték ezért
megvizsgaltak cannabinoid agonista és antagonisisaamellett is az EPSP valtozasait. Azt
talaltak, hogy a direkt uUtvonalon a; Deceptor stimulacidja altal @&degitett glutamaterg
serkend potencialok frekvencia névekedését a;RBagonista adasa gatolta. A-Bedialt
EPSP frekvencia névekedés az endocannabionid keupthibitor adasa esetén is elmaradt.
Ugyanakkor az indirekt utvonalon a ¢ antagonista addsa meérsékelte a rBceptor

stimulacio altal kivaltott glutamaterg EPSP frekei@ncsokenést. Ezek alapjan felvetették,
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hogy a striatalis cannabionoid rendszer tonusoktia kehet és végul arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a dopamin Dreceptor stimulaciéja gatolja az endocannabineiszibadulast,
mely a glutamaterg excitatorikus jelatvitel fokoaédt eredményezi a direkt striatalis
atvonalon. Az indirekt Utvonalon viszont g Bopamin receptor stimulacidja az excitatorikus
jelatvitel csbkkenéséhez vezetett nagy valdsdggel a posztszinaptikusan felszabaduld és
retrograd médon a preszinaptikus corticostriatgligamaterg terminalisok GBeceptorain
hat6 endocannabinoidok révén. Mindezt alatamasztygs kutatok megfigyelései is
(Centonze és mtsai, 2004; Guiffrida és mtsai, 1999:és Lovinger, 2006; Bamford és mtsai,
2004; Kreitzer és Malenka 2005, 2007; Shen és m08; Wong 2013). Kreitzer és
Malenka (2007) egyérteliien igazoltak, hogy a corticostriatalis excitatoskarminalisokon
eCB-LTD csak az indirekt striatalis kdrben valth&idmelyhez szikséges a8s dopamin
receptor aktivacioja is. Megallapithatjuk tehatghaz indirekt és direkt striatalis Gtvonal

zavartalan rikddéséhez szilkséges mind a dopaminerg, mind almaoithrendszer épsége.

Ismert, hogy a CER elsisorban Go-proteinnel kapcsolt €és &BD, dopamin receptor
koaktivacio esetén a Gs-protein aktivalodik (Glasantsai, 1997; Mackie, 2005; Hudson és
mtsai, 2010; Wilson és mtsai, 2001). HosszasaBonizmus esetén viszont cannabinoid
hatasra a CER ebbb a Gs-, majd a Go-proteinnel kapcsolddik (Jaammtés mtsai, 2004),
felteheten a folyamatos dopamin ;Dreceptor stimulacio mellett bekovetkezeceptor
internalizacionak koszonhin (megsinik a D—CB;R koexpresszid). Ezen folyamatok
elképzelheik az altalunk vizsgalt agymintakon is, mivel ezekrikkusan dopaminerg kezelt
betegekil szarmaztak. Vizsgalataink soran tehat a Parkik€was nucleus caudatusban a
D./D3 receptorériseg jelenis csokkenését észleltiik, viszont a;RRBlenzitast illgien nem
talaltunk érdemi valtozast. A striatalis dopamineagnabinoid egyensuly felborulasa és a
szinaptikus plaszticitas (pl. eCB-LTD) megféledzabalyozasanak megsgse a Parkinson-

kor patofiziol6gidjanak fontos 6sszetg lehet.
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Eredményeink arra utalnak, hogy a kronikus L-DORxetés és hosszu korlefolyas
ellenére is a CHR populacié érintetlen marad, melynek tobbféle raagmata lehet.
Egyrészél ismert, hogy a CBR a kdzponti idegrendszer egyik legelterjedteblepaara,
azonban a nagy receptor populacionak csak kis lk@zaan aktiv allapotban (Herkenham és
mtsai, 1990; Sim és mtsai, 1996; Lutz, 2002). Hdamdyen oknal fogva (példaul
sejtpusztulas miatt) a GB-ok mennyisége csdkkenni kezd, nagy valdsaggel az inaktiv
(,tartalék™ CB;R-ok affinitasdban és szenzitivithsaban bekovétikaalakulasok elfedik az
esetleges receptdirsiség-csokkenést, fenntartva a normaliskédést. Masrésél viszont
valbsziriibb, hogy Parkinson-kdrban a receptort expressztiatadis GABAerg tlskés
neuronok, illetve corticostriatalis glutamatergntéralisok nem kéarosodnak széamotien,
igy az altaluk expresszalt @B populacié érintetlen marad. Tovabba gyanithatgyrexogén
dopaminerg terapiaval nem biztosithatd a normaliskddéshez optimalis D receptor
stimulacio, illetve az excitatérikus jelatvitel dmpin-cannabinoid ,szinergizmus” Aaltali
megfeleb modulacidja sem. Végs soron tehat eredményeink 0Osszefoglalasaként az
korvonalazédik, hogy Parkinson-kérban a down-re@diétt hiperszenzitiv dopamin,[jDs)
receptor populacié exogén stimulalasa feltéhetnem elégséges vagy nem alkalmas az eCB-
LTD optimalis kivaltasdhoz a corticostriatalis témdlisokon. Ugyanakkor a dopaminerg
kezelés altal biztositott dopamin szint a retrogradodulacié bizonyos foku
funkcionalitAsahoz, s ezaltal a B populacié szinten tartdsahoz eledgemehet. Tovabbi
kutatasok szikségesek ezen felvetések igazolasi@raglképzelhét egyéb, mindeddig
ismeretlen mechanizmusok jelenléte is. A cannadinoéndszernek a Parkinson-kor
patomechanizmusaban betoltott pontos szerepénelismmergse, valamint a cannabionoid
rendszert involvalo Uj terapias leiségek feltarasa a tovabbi kutatasok fontos iranghain

képezi.
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6.2.2. CBR és /D3 dopamin receptordenzitas a frontalis cortexben

Chiu és mtsai (2010) egér és patkany prefrontaliertegén végzett
immunelektronmikroszképos és elektrofiziologiai édstekkel kimutattak, hogy az V.
corticalis réteg piramissejtjeit gatl6 GABAerg imieuronok axontermindlisain G,
receptor koexpresszié van. Tovabba bizonyitottéigyhmind a CBR, mind a [ dopamin
receptor stimulaciéja egyenként csokkenti a GABA@latvitelt, egylttes stimulacidjuk
pedig I-LTD-t eredményez. Emellett a prefrontalistgmaterg neuronok posztszinaptikusan
is expresszalnak GBés dopamin B receptort. Elképzelhé&t hogy a posztszinaptikusan
expresszalt B dopamin receptorok stimulacibéja a striatumhoz hlson corticalisan is
endocannabinoid felszabadulast valt ki, és ezédtabgrad moédon modulédlja a glutamaterg
jelatvitelt. Eredményeink nem mutattak érdemi kilédget a kontroll és Parkinson-koros
személyeldl szarmazé frontalis cortex mintak kdzott egyiksgalt receptor esetében sem.
Azt feltételezzik, hogy Parkinson-kérban a kisebbrtékben kérosodott mesocorticalis
dopaminerg rendszer (Agid és mtsai, 1987; Reismenésai, 1977) és/vagy az exogen

dopamin szubsztitacié mellett a frontalis & D receptor denzitas normalis szinten marad.

6.3. Cannabinoid 1-es tipusu receptordenzitas viz8ta Alzheimer-k6ros human

prefrontalis cortex mintakon

A CB;R diriségre vonatkozo korabbi ellentmondasos eredményékzlétes
attekintést lasd az ,lrodalmi attekintés” ,2.3.3.€annabinoid 1-es tipusu receptor és
Alzheimer-kor kapcsolata” citnalfejezetben) egyik magyarazata az lehet, hogygedem
létezett megfelélen specifikus ligandum a GR jel6lésére. Kutatasaink harmadik részében

kontroll és Braak I-VI stadiuma Alzheimer-kéros agwptakon tanulmanyoztuk a GB
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sirliségét. A receptor jeldlésére szintér’d]SD7015 ligandumot hasznéltuk. Az Alzheimer-
kéros betegekt szarmazd mintakat a tau patoldgianak megielel harom csoportba
osztottuk: Braak I-ll, Braak IlI-IV és Braak V-Visoportokba. A CB receptorgriiségek
atlagértékei minden Alzheimer-kéros mintacsoportl@akontrollcsoport értékeihez képest
novekedést mutattak. A legjelésebb kilonbség a Braak |-l és kontrollcsoportawdht az
osszevont Braak I-VI és kontrollcsoport kozott v@lisszességében eredményeink REBp-
regulaciora utalnak az Alzheimer-kér korai staditbaa, melyet folyamatos receptéréség-
csokkenés kovet a betegség progresszidja sorarceéptordenzitas-csokkenés hatterében a
CB;R-kat expresszaldé idegsejteket 6&finkifejezett degenerativ, illetve gyulladasos
folyamatok allhatnak. Mindemellett a @B populacié még végstadiumban sem csokkent

kontroll szint ala.

6.3.1. A CBR up-regulacio lehetséges mechanizmusai korai Alzimeer-kérban

Az Alzheimer-koér Braak I-1l stadiumban a prefromgatortex neuropatologiailag még
érintetlen (Braak és Braak, 1991; Nelson és m&#09). Ugyanakkor, ha elfogadjuk, hogy
mar a betegség korai szakaszaban glutamaterg ytiNs&id, akkor azt varnank, hogy a
stimulacié hatasara megemelkedett endocannabiaict szellett CBR down-regulécio
kovetkezzen be. Eredményeink a fentiek ismeretébegle@ek, ugyanis CER up-
regulaciora utalnak. A folyamat hatterében tobb féechanizmus felmerilhet, mint példaul a
glutamaterg, cholinerg, GABAerg jelatvitel zavaraeceptor heteromerizacidés vagy

neuroprotektiv folyamatok.

A tanulas és memadria mechanizmusaban kiemélkedtossagu a hippocampalis és
corticalis (pl. prefrontalis) LTP és LTD zavartalaniktédése (Bossers és mtsai, 2010;

Kamenetz és mtsai,2003; Li és mtsai, 2009; Shaékantsai, 2008; Walsh és mtsai, 2002).
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Alzheimer-korban a hippocampalis és prefrontalisaztikus plaszticitas érintettsége mar a
neuropatolégiai elvaltozasoksdl megjelenik (Bossers és mtsai, 2010; Li és m2aQ9), a
hippocampalis és corticalis glutamaterg LTP kérésbdés fokozott LTD-t mar tobben
kimutattak (Izumi és Zorumski 2012; Li és mtsai,020 Ohno-Shosaku és mtsai, 2007;
Ondrejcak és mtsai 2010; Palop és Mucke 2010). @a Bell és mtsai (2006, 2007)
részletes elemzések és vizsgalatok utdn megéli@hitchogy az Alzheimer-kor kezdetén
mind a cholinerg, mind a glutamaterg jelatvitel dakdik, gyarapszik a szinapszisok szama.
Ennek hétterében a szinaptogenezis fokozodasétdielttek, melyet az amiloid prekurzor
protein (APP) metabolizmusdnak zavara miatt medezdél szolubilis APR (SAPRy)
felszaporodas okozhat (Bell és mtsai, 2006).6KBsBossers és mtsai (2010) a szinaptikus
aktivitasért és plaszticitasért felel gének fokozott expresszigjat talaltak neuropaialtag
még érintetlen prefrontalis mintakon, melynek okdka szolubilisp-amiloid protein szint
korai megemelkedését valbsiasitették (Bossers és mtsai, 2010; Li és mtsai, 009
Valészini, hogy Alzheimer-kérban az ismert glutamaterg tismelletti tulzott excitacio
fokozott endocannabinoid felszabadulast és &égsron eCB-LTD-t eredményez a
glutamaterg terminalisokon (Katona és Freund, 2(8,2; Lafourcade és mtsai, 2007;
Mayadevi és mtsai, 2012; Ondrejcak és mtsai, 2P1i@zo és mtsai, 2008). Fontos kiemelni,
hogy demencia egér modellén megfigyelt LTP karosasketén szintén leirtak a FBup-
kapcsolatok keletkezésével parhuzamosan noévekszikpreszinaptikus glutamaterg
termindlisokon expresszalt @B-ok szama, mely szikséges lehet a fokozott ewrdikats
jelatvitel hatékonyabb moduldldsahoz, csokkentéséidindez a Braak |-l stadiuma
prefrontalis cortexben &ltalunk megfigyelt emelkedeB;R denzitdsnak egyik valos#in

magyarazata lehet.
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Ujabb vizsgélatok soran Alzheimer-korban kimutatték GABAerg rendszer
érintettségét és a hippocampalis GABAerg receptsmanzitivitAsanak cstkkenését (Krantic
€s mtsai, 2012; Limon és mtsai, 2012; Rissman éblé&f§o02011). Fokozott glutamaterg
jelatvitel esetén, epilepszias patkany modellbexzatjak, hogy a GABAerg terminalisokon
expresszalt CEBR mennyiség felszaporodik (Magléczky és mtsai, 20Hnnek pontos
szerepe jelenleg nem tisztazott, de hasonl6 menmasi elképzelhétAlzheimer-korban is a
fokozott glutamaterg stimulacié hatasara. A GABAeeuronok endocannabinoidok altali
retrograd modulacidja bizonyitott (Lee és mtsail®0Losonczy és mtsai, 2004; Hentges és
mtsai, 2005). Emellett ismert, hogy a retrogradogadnabinoid modulacioé lehet homo- és
heteroszinaptikus (Abraham és mtsai, 2007; Mayadsvimtsai, 2012), vagyis a glutamat
stimulacié hatasara felszabadul6 endocannabinadpkamissejteken (excitatoros) védé
GABAerg gatld terminalisokon expresszalt (B8kon is kifejtik hatasukat. Elképzellédtogy
a fokozott endocannabinoid felszabadulas LTD-t meatyez a GABAerg sejteken, vagyis a
glutamaterg sejtek6f gatldéin (Busche és mtsai, 2008). Hosszas hipei@ioéi esetén a
felszabadulé nagy mennyidégndocannabionid teljesen blokkolhatja a gatlaghégs#nik
a glutamaterg jelatvitel GABAerg kontrollja. A GARAg mikodések fenntartasa érdekében
CB;R up-regulaciéo kodvetkezhet be, melynek célja a zimeptikus CBR populacio
telitettségének csokkentése lenne, mely maga uténava GABAerg neuronok LTD-anak
megakadalyozasat. Az Aaltalunk észlelt prefrontdliB; receptorériiség-emelkedést az
Alzheimer-k6r Braak I-Il stadiumban ezen GABAerg jtaleet érind szinaptikus
plaszticitasbeli véaltozasok is magyarazhatndk. Aaimat tisztazdsara tovabbi kutatdsok

szikségesek.

Egy harmadik lehéség szerint a CfR denzitas a cholinerg idegvégZseken is up-
regulalédhatott, de erre vonatkozo egyérteinodalmi adat jelenleg nincs. Mindazonaltal a

betegség korai szakaszdban a cholinerg aktivitampkozatorikus fokozéodasardl és a
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cholinerg szinaptikus kapcsolatok gyarapodasaréinsitak be (Bell és mtsai, 2006, 2007),
mely a preszinaptikus GB szam noOvekedését is maga utdn vonhatja. Maskészr
elképzelhat a GABAerg rendszer esetében részletezett mechasignEszerint a fokozott
glutamaterg jelatvitel hatdsara novekszik a szikapt endocannabinoid szint, mely
heteroszinaptikusan (Abraham és mtsai, 2007; Maxagke mtsai, 2012), retrograd modon
gatoln& az acetilkolin felszabadulast. A cholinengninalisokon Iétrejé¥ esetleges CHR up-
regulacié altal azonban csokkenhetne a;FCBopulacié telitettsége, ezéltal a retrograd
modulacié hatékonysaga, és igy a cholinerg jeEtwitilamelyest javulna. Ezen lebség

tisztdzasa is tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az altalunk észlelt CBR up-regulécié hatterében a fentiekben részletézietttséges
mechanizmusok mellett a @B, valamint acetilkolin és/vagy metabotrép glutamedeptorok
kozotti heteromerizacié is elképzelbetKimutattak, hogy mind az acetilkolin, mind a
metabotrop glutamat receptorok képesek homodinméea (Alvarez-Curto és mtsai, 2010;
llien és mtsai, 2009; Kammermeier €s Yun, 2005heteromerizaciora is (Albizu és mtsai,
2010; Ferré és mtsai, 2007). Elméletileg lehetsépegy felborult acetilkolin/glutamat
egyensuly esetén egy GBcetilkolin heterodiméren haté endocannabinoicsegitheti” a
karosodott cholinerg jelatvitelt, vagy egy E8utamat heterodiméren tori&n
endocannabinoid kapcsolodas ,csillapithatja” adiilglutamat hatast, toxicitast. Azonban a
posztszinaptikus CR — acetilkolin/glutamat receptor heteromérek katéasga meg varat

magara (Birdsall 2011; Hudson és mtsai, 2010).

Szamos vizsgalat igazolta az endocannabinoid rendaszitotoxicitassal (Marsicano
€és mtsai, 2003), oxidativ stresszel (luvone és im&#4) és gyulladasos folyamatokkal
(Galiegue és mtsai, 1995, Massi és mtsai, 2000;6&8sotsai, 2012; Coopman és mtsai, 2007;
Ramirez és mtsai, 2012) szembeni neuroprotektivepgé Azonban a neuroprotekcio

mechanizmusanak megismereése jelenleg is kutatggataképezi. Az endocannbinoid@k
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amiloid toxicitdssal szembeni direkt protektiv sgEmek (luvone és mtsai, 2004; Milton,
2002; Van der Stelt és mtsai, 2006; Noonan és nm284di0) egyik valészinmechanizmusa a
cannabinoidok altali lizoszomalis membran stabdigélehet. Utdbbi révéen gatlodik B
amiloid indukalt membran destabilizacié és a citdisa keri C&* ionok apoptozist
indukalé hatasa. Mindemellett a neuroprotekciédnatien a kilonb&ézkindzok niikbdését
befolyasolé cannabinoid hatasok sem zarhaték kirgddano és mtsai, 2003; Galve-Roperth
€és mtsai, 2002; Karanian és mtsai, 2005). dEbd szemszogh a CBR populacio
novekedését eddig nem tisztazott mechanizmusfR@Bs involvald reaktiv neuroprotektiv

folyamatok is okozhatjak.

Osszességében megallapithatjuk, hogy az eredmé&ngial valdszifisithet CB;R
up-regulacio oka tobb féle mechanizmus lehet. Felhee glutamaterg, cholinerg, GABAerg
szinaptikus plaszticitds zavara, tovabba recepteterbmerizaciés vagy neuroprotektiv
folyamatok. Kutatasaink explorativ jellegének émében nem a pontos mechanizmus
megallapitasa volt a célunk, hanem, hogy ramut&ssu€BR populacio igen valdszin
erintettségére Alzheimer-kérban. Eredmeényeink remi@k szerint utat mutatnak eés

katalizalhatnak tovabbi kutatasokat.

6.3.2. A CBR denzitas valtozasa és ennek klinikai jelefisége progredialé Alzheimer-

korban

Prefrontalis cortexben az Azheimer-kér Braak llladsum esik egybe a
neuropatoldgiai érintettséggel, [Eamiloid depozitumok megjelenésével, mig az V-VI
stadium a sulyos degenerativ elvaltozasok, a tomdgéippeni klinikai demencia ddzakat
jelentik (Braak és Braak, 1991; Nelson és mtsad920Az Alzheimer-koros Braak IlI-IV és

V-VI stadiuma prefrontalis cortex mintacsoportokb@nedményeink a GBR denzitas
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fokozatos csokkenési tendencidjat mutatjak. Vahiiswk tinik, hogy egy kezdeti ndvekedést
kovetben a CBR populacio fogyatkozni kezd. A folyamat magyarazatneurodegenerativ
elvaltozasok sulyosbodasaban kere$enaiely az idegsejtek és szinapszisok szamanak
csokkenését eredményezi (Bossers és mtsai, 20H@r @a Lippa 2001; Cavallucci és mtsai,
2012; luvone és mtsai, 2004). Ez pedig sziksé@ismex CBR mennyiség vesztéséhez vezet.
A kozponti idegrendszeri tamasztosejtek, valaminhearodegeneracié sordn megjélen
gyulladasos sejtek is expresszalnak kisebb mergiyigeB;R-t (Aso és mtsai, 2012,
Bouaboula és mtsai, 1995; Galiegue és mtsai, 19@fyi és mtsai, 2009; Massi és mtsai
2000; Molina-Holgado és mtsai, 2002; Sanchez ésimi®98; Waksman és mtsai, 1999;
Walter és mtsai, 2003). Feltételezhehogy a neurodegeneracidban részévewmun- és
tamasztésejtek a neuronok pusztulasaval cs@kk@B;R populacié bizonyos foku
2Utdnpotldsat” biztositjdk. Részben ennek is lek@tzonheti, hogy a CBR diriiség az

Alzheimer-kor végstadiumaiban sem csokken kongzilht ala.

CB1R antagonistak adasakor Alzheimer-koros allatme#leh a memoaria teljesitmény
javulasat figyelték meg. Ennek hatterében az &oditil felszabadulas cannabinoid medialt
szabalyozasat feltételezték (Terranova és mts&@p)19Vise é€s mtsai (2009) rimonabant
hippocampusba juttatasaval védték ki a delta(9)-ThInoriakarositd hatasait. Ugyanakkor
CB;R agonistat adva Alzheimer-kéros egér modelleknekognitiv zavar csokkenéseét
eészelték, melynek hatterében cannabinoid-medialturamgflammacio  csokkenést
véleményeztek (Aso és mtsai, 2012; Martin-Morenanésai, 2012). Az eddigi kutatasok
tehat azt mutatjak, hogy mind a cannabinoid agékjsinind az antagonistak javitottak az
Alzheimer-koros allatmodellek kognitiv paraméter€lierranova és mtsai, 1996; Walther és
mtsai, 2006; Aso és mtsai, 2012; Martin-Moreno &am2012). Ennek hatterében egyrékzr
a cannabinoid rendszer neuroprotektiv hatdsai, éeaSr szinaptikus plaszticitast

(glutamaterg, GABAerg és cholinerg) modulalé hat&dbhatnak. Human vizsgalatokban
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elérehaladott demenciaban a dronabinol (cannabinadiatf) napi adagolasa javitott az 6ssz
NPI (Neuropszichiatriai Kékidv — Neuropsychiatric Inventory) pontszamon, a nglansag
és rendellenes motoros tevékenység részpontjainlti@yaés mtsai, 2006), tovabba
csokkentette a zavartsagot €s az anorexia tin@felicer és mtsai, 1997). Ugyanakkor
pozitiv kognitiv hatasr6l nem szamoltak be. A fektismeretében megallapithatjuk, hogy
eredmeényeink aldtdmasztjdk azon felvetéseket, Ikelgeerint Alzheimer-korban a
megmaradd neuronokon és mas sejteken expresszaR-@Ba késbbiekben lehetséges

terapias célpontot jelenthetnek (Cavallucci és ma€d 2).

6.3.3. Uj irany az Alzheimer-kor Braak I-1l-es stadumanak vizsgéalataban

Az Alzheimer-kéros Braak I-ll, illetve Braak IlI-I\étadiumu prefrontalis cortexben
taldlt eredményeink nem vethbikt 6ssze kozvetlenll a kordbbi kutatdsokban leighkk
Egyrészél azért, mert a szetk mas agyterileteket tanulmanyoztak (Benito ésin2683),
masres#il pedig Braak I-1l stadiumu Alzheimer-kéros mintaleddig kiulon még egyetlen
kutatasban sem vizsgaltak (Lee és mtsai, 2010; iRRands mtsai, 2005; Westlake és mtsai,
1994). Ennek magyarazata, hogy a betegség koraakBstadiumaiba (I és IlI) sorolt
Alzheimer-koros agyak neuropatoldgiailag érintetl&gioit korabban a kontrollcsoportba
soroltdk — részben azért is, mert ezek az agyakkkilag még tinetmentes személykt
szarmaztak. A Braak I-1l stadiumban még csak aprbmtalis cortex €s a hippocampus
tartalmaz neurofibrillaris kdtegeket, mely az Alaher-kér preklinikai allapotanak felel meg
(Braak és Braak, 1991; Nelson és mtsai, 2009). lkduak vizsgalt prefrontalis cortexet
Braak -1l stddiumban a degeneracid6 még nem éritinek ellenére az Alzheimer-koros
Braak I-1l csoport eredményei GB up-regulaciora utalnak, mely nagy valossigggel a
neurodegeneracié soran feldépzignalatviteli zavarokra (disorban cholinerg, glutamaterg)

adott funkcionalis valasz része. Mindez nyomatéjagdiogy a ké&sbbi kutatasok folyaman a
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korai Braak stadiumokba (l. és Il.) sorolt Alzhemk&ros agyak minden neuropatolégiailag
érintetlen régiojat a kontrollcsoporttdl kilén kelizsgalni. Ezaltal tanulmanyozhatdéak
lesznek az endocannabinoid rendszer, valamint mésptor rendszerek neurodegenerativ
folyamatokra adott, neurotranszmissziot, illetve unoprotekciot befolyasolé korai

valaszreakcioi.
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7. OSSZEFOGLALAS

1. Elssként irtuk le, hogy hosszu lefolydsu Parkinson-kéran, human nucleus
caudatusban a krénikus L-DOPA kezelés mellett a daggmin D,/D3 receptor—G-protein
jelatvitel kontroll szinten marad, mig a D,/D3 receptordenzitas jelenésen csokken.A
Parkinson-koros gyrus frontalis medialisban és gyiinguliban a dopamin D3 receptoron
tortérs jelatvitel lehetséges enyhe nodvekedése latszotD£ps; receptorriség mellett.
Mindez arra utal, hogy Parkinson-kérban a kulégbd@myi régiokban a dopaminerg
rendszerérintettsége eliésulyossagu. Vizsgalataink tovabbi részletekkellggdbatnak a

hosszutavu antiparkinson terapia soran félidigzkinéziak lehetséges mechanizmusarol is.

2. Emberi agymintakon eléként irtuk le, hogy Parkinson-kérban hosszutavu
dopaminerg kezelés mellett a CER siiriisége a nucleus caudatusban és a gyrus frontalis
medialisban valtozatlan marad A nucleurs caudatusban ugyanakkor a dopamifbD
receptor denzitas jeleigen lecstkkent. Eredményeink azt sugalljak, hogkiRson-korban a
dopamin rendszer karosodasa miatt a striatalis rdomag-eCB neurotranszmisszio
egyensulyan alapul6 eCB-medialt szinaptikus plegas zavart szenved. Uggnik azonban,

hogy ez nem tarsul a GR diriiséget érirtt reaktiv elvaltozassal.

3. Elsiként irtuk le human Alzheimer-kéros prefrontalis cortexben, hogy mar a
neuropatoldgiai elvaltozasok megjelenésedt a CB;R populacié up-reguléalodik, mely
az endocannabinoid rendszer korai érintettségét jel. Ennek magyarazata a betegségben
leghamarabb jelentkéz neurotranszmissziés zavar leh&lséként utalunk arra, hogy
Braak I-ll stadiuma Alzheimer-kéros agyak neuropatoldgiailag érintetlen tertletei a
kordbbi tanulmanyokkal ellentétben, a kontrollcsopaottdl kilon vizsgalandok. A
prefrontalis CB1R diriiség az Alzheimer-kor végstadiumaiban sem kerilt kdroll szint
ala. Az épnek latszé CHR populacié a széleskokdzponti idegrendszeri €s immunoldgiai

0sszekottetései réven a {iinen a betegseg kezelésének egyik célmolekulaja lehe
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8. SUMMARY

1. We report for the first time, that in PD caudate nucleus signal transduction
activity is not altered by long-term L-DOPA substitution therapy unlike dopamine D,/D3
receptor density. Our results show a possible mild increase of digrensduction of
dopamine /D3 receptors in medial frontal and cingulate gyrugetber with unaltered D3
receptor densities in advanced PD. These supgat,dopaminergic neurotransmission of
distinct PD brain regions is affected in differenttent. Finally, our results may provide us
with additional details about the mechanisms ofgigrm complications (e.g. dyskinesia)

caused by antiparkinsonian therapy.

2. To our knowledgeour study is the first to present on postmortem bran
samples of long-term L-DOPA treated PD patients, tat CB;R densities in caudate
nucleus and medial frontal gyrus remain unchangedAt the same time in PD patients
caudate nucleus dopaming/Ds; receptor density was clearly decreased. Our deygest that
in the caudate nucleus, during the progressionmftRe eCB-mediated synaptic plasticity,
which is based on dopaminergic-eCB functional bagarcould be altered by dopaminergic

degeneration. It seems, however, that no reactiB#RClensity changes takes place. .

3. This is the first study, to describe that the ugegulation of CB;R population
precedes the appearance of neuropathological modsétions in the prefrontal cortex of
AD Braak stage I-Il brains. The explanation could be the alteration of nearsmission, as
the earliest event in the pathophysiology of ADur results also support the idea that
neuropathologically intact brain areas of AD Braakstage I-Il brains should be studied
separately from controls, in contrast to previous sidies. Finally, CBR density even in
end-stages of the disease was not below contra@l.lda the future a preserved B
population could serve as a target molecule fatinent during the whole progression of AD,

due to CBR system’s wide connections in the central nengyssem and immune system.
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