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BEVEZETES

Pedanius Dioscorides, a gordg orvos, farmakologus és botanikus i.e. 50 és 70 kozott
irta meg De Materia Medica cimi 6tkotetes konyvét, melyben tobb mint 500 gydégyndovény
felhasznalasat irta le kiilonb6z6é betegségek kezelésére. Ez a gyiijtemény tébb mint 19
évszazadon keresztill a felfedezésre vard hatéanyagok kimerithetetlen forrdsa volt, és a mai
napig szamos gyogynovényt tartalmaz, melynek hatdanyaga vagy hatdsmechanizmusa nem

ismert.

A jeruzsalemi Hebrew University fiatal munkatarsa, Raphael Mechoulam 1962-ben
Dioscorides herbariumabdl valasztott egy igéretes novényt a kisérleteihez: a Cannabis sativat,
azaz a vilagszerte jol ismert és kabitoszerként alkalmazott kendert, melynek pszichoaktiv
hatdéanyagat, a delta-9-tetrahidrokannabinolt (THC) két éven belill sikeriilt azonositani.
Rovidesen kideriilt, hogy a THC alapvetden kiilonbozik mas ndvényi hatéanyagoktol, ugyanis
hidrofob természete miatt apoldros oldoszerekben és lipidekben oldddik. Emiatt feltételezték
eleinte, hogy a THC nem specifikus receptorhoz kotddve, hanem a sejtmembran biofizikai

tulajdonsagainak modositasan keresztiil hat.

Tobb mint 20 évvel késébb, szelektiv THC analdgokkal végzett kisérletek deritettek
fényt arra, hogy a THC fobb farmakologiai hatasai mind enantioszelektivek, és a cAMP
felhalmozodas gatlasan keresztiil valosulnak meg. Ezek a kisérletek azt sugalltadk, hogy
léteznek kannabinoid-koté receptorok, melyeket 1990-ben Matsuda €s munkatéarsainak
sikeriilt els6 izben klonozni. A kannabinoid-1 receptor (CB1-R) felfedezése ugyan segitett
megmagyarazni a THC farmakoldgiai hatasait, ugyanakkor felvette egy endogén kannabinoid
ligand 1étezésének kérdését is. A legnagyobb meglepetésre nem egy, hanem kettd
kannabimimetikus vegyliletet sikeriilt izoladlni a ’90-es évek elején: az anandamidot
(arachidonoil-etanolamid) és a 2-arachidonoil-glicerolt (2-AG). Az elmult 20 évben az
anandamid és a 2-AG bioszintetikus és katabolikus utvonalait katalizalo enzimeket, illetve
tovabbi kannabinoid-szenzitiv receptorokat is sikeriilt leirni. Az endogén kannabinoid
ligandok, a szintézisiikben és lebontasukban szerepet jatszo enzimek, illetve a kannabinoid-

szenzitiv receptorokat egylittesen endokannabinoid rendszernek nevezték el.

Habar a Cannabis évszazadokon keresztiill foként élvezeti szerként, illetve
kabitoszerként volt ismert, orvosi eldirds alapjan fajdalom és gorcsok enyhitésére is

alkalmaztdk. Az orvosbioldgiai kutatdsok azonban csak mostanaban kezdtek érdemben



foglalkozni a Cannabisban rejlé terdpias lehetdségekkel, illetve az endokannabinoidok
meglepden erdteljes €lettani hatdsaival, a rak és az epilepszia befolyasolasatol a fertilitasban
¢s az eclhizasban jatszott szerepéig. Az egyik legérdekesebb, mesterséges és endogén
kannabinoid ligandokkal kapcsolatos megfigyelés, hogy mindannyian olyan erdsen
csillapitjadk a fajdalmat, hogy hatasossaguk ¢és hatékonysaguk a morfinéval vetekszik.
Ismeretes, hogy az endokannabinoid rendszer molekularis komponensei, elsddlegesen a CB1-
R megtaladlhaté szamos, a fajdalom kozvetitésében és feldolgozasdban szerepet jatszo

idegrendszeri teriileten, periférias, gerincveldi €s szupraspinalis szinten egyarant.

Wall és Melzack fajdalomfeldolgozasra vonatkozo kapu-kontroll elmélete alapjan a
gerincveld hatsé szarvaban taldlhatd neuronhaldzatok jelentik a kozponti idegrendszer
elsddleges fajdalomfeldolgozo teriiletét. Immunhisztokémiai és in situ hibridizacios kisérletek
alapjan a CBI-R er6teljesen expresszalodik a gerincveld feliiletes hats6 szarvaban. Az erre
vonatkoz6 molekuléris anatdmiai adatok nagyban hozzajarultak az intratekalisan alkalmazott
kannabinoid ligandok antinociceptiv hatasanak megértéséhez. Azonban a CB1-R laminaris és
cellularis megoszlasa a gerincveld I-II. lamindiban, melyek a fajdalomfeldolgozo

neuronhaldzatot tartalmazzak, tovabbra is ellentmondasos.

A gerincveldi endokannabinoid rendszer miitkodésének megértését tovabb neheziti,
hogy meglepden kevés adat all rendelkezésre az endokannabinoid mobilizdcié molekularis
anatomiai hatterérél a gerincveld szintjén. Habar a 2-AG szintetizdld enzimének, a
diacilglicerol-lipaz alfanak (DGL-a) az ultrastrukturalis lokalizaciojat meggy6z6 kisérletes
eredmények alapjan ismerjiikk, sSemmit sem tudni a DGL-a megoszlasardl a gerincveld sejtes

elemei kozott.

Az anandamid bioszintézisének morfologiai vizsgalata okozza talan a legtobb
nehézséget, ugyanis legalabb 6t, egymastol részben fliggetlen biokémiai utvonal érintett az
anandamid mobilizacidjaban. Ezek koziil talan a legfontosabbnak az utolsod 1épését az N-
acilfoszfatidil-etanolamin-specifikus foszfolipizz D (NAPE-PLD) Kkatalizalja. Korabbi
tanulmanyok alapjan a  NAPE-PLD  axonalis  kalciumraktdrak  intracellularis
membranciszternaihoz kapcsoltan expresszalodik, azonban a NAPE-PLD szomatodendritikus

crer

kisérleteink kezdetekor semmilyen irodalmi adat nem &llt rendelkezésre.



CELKITUZESEK

Habar irodalmi adatok alapjan a kannabinoid-medidlt szabalyoz6 mechanizmusok
kiemelt szerepet jatszanak a gerincveldi fajdalomfeldolgozas modulalasaban, a gerincveld
feliiletes hats6 szarvi endokannabinoid szignalizacids apparatus molekuléris architekturajat
sokkal kevésbé tanulmanyoztdk eddig, mint pl. az agykéreg vagy a hippocampusformaciod
kannabinoid rendszerét. Kisérleteink célja az endokannabinoid rendszer molekularis
szervezOdésének részletes molekularis anatomiai leirdsa volt ragesalok gerincveldjének

feliiletes hatso szarvéban.
Vizsgéalatainkban célul tliztiik ki

- a CB1-R megoszlasanak leirasat cellularis és szubcelluldris szinten egyarant a
gerincveld feliiletes hatso szarvaban

- a DGL-a és NAPE-PLD sejtszintli és ultrastrukturalis lokalizacidjanak részletes
leirasat a gerincveld I-1I. laminaiban

- aCB1-R, DGL-a és NAPE-PLD expresszidjanak vizsgalatat a gerincvel? feliiletes

hats6 szarvaba talalhato gliasejteken.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Kiserleti allatok és a szovetmetszetek elokeszitése

Kisérleteinket 17 felnétt (250-300g) patkanyon, 4 vad tipusu egéren, 2 CB1 génkiiitott
¢s 1 NAPE-PLD génkiiitott egéren végeztiik. A kisérleti allatok koziil 14-et mély altatdsban
(50 mg / ttkg Na-pentobarbital, intraperitonealisan) transzkardialisan perfundaltunk elGszor
Tyrode oldattal (melyet 95% Oz és 5% CO:2 keverékével oxigenizaltunk), majd a kovetkezd

fixaloszerek egyikével:

(1) 4% paraformaldehid (3 patkany és az 0sszes egér, peroxidaz alapu és kettds fluoreszcens

immunfestésekhez),

(2) 4% paraformaldehid és 0.1% glutaraldehid (3 patkdny, elektronmikroszkdpra széant
preembedding immunfestéshez DGL-a ¢s NAPE-PLD esetében), vagy

(3) 2.5% paraformaldehid ¢és 0.5% glutaraldehid (peroxiddz és nanogold alapu

immunhisztokémiai vizsgalatokhoz CB1-R esetében).
A fixaloszereket 0.1 M foszfat pufferben (PB) oldottuk fel.

Tovébbi 3 patkany esetén a transzkardialis perfuziot megel6z6en 2 héttel dorzalis rizotomiat
végeztiink, azaz sorozat-laminektomiat kdvetden feltartuk a lumbalis gerincvel6t, és az L2-S1

gerincveldi idegek hats6 gyokerét az egyik oldalon atvagtuk.

A transzkardialis perfuziot kovetéen a gerincvelok L3-L5 szegmentumait
eltavolitottuk, utéfixaltuk a megfeleld fixaloszerrel 4 6ran keresztiil, majd elészor 0.1 M PB-
ben oldott 10%-os, azutan 20%-0s szachar6z oldatba helyeztiikk 6ket, amig lesiillyedtek. Az
pillanatszertien lefagyasztottuk, majd szobahdmérsékletii PB-rel felolvasztottuk. Vibrotom
segitségével 50 um vastag metszeteket készitettiink, melyeket alaposan atmostuk 0.1 M PB-

rel.

Immunhisztokémia



Egyszeres immunfestéseket végeztiink a CB1-R, DGL-a és NAPE-PLD laminaris
megoszlasanak vizsgalatara. Az uszo metszeteket 10%-os kecske szérumban 50 percig tartd
blokkolas utan elészor (1) nyulban termeltetett CB1-R elleni antitesttel (1:5,000), (2) nyalban
termeltetett DGL-a elleni antitesttel (1:1,000) vagy (3) tengerimalacban termeltetett NAPE-
PLD elleni antitesttel (1:200) inkubaltuk 48 6ran keresztiil 4 °C-on. Ezutan alapos mosast
kovetden a metszeteket biotinilalt, kecskében termeltetett nytl elleni IgG-vel vagy kecskében
termeltetett tengerimalac elleni 19G-vel (1:200) kezeltiik 12 6ran at 4 °C-on. Ezt kdvetéen a
metszeteket avidin biotinilalt tormaperoxidazkomplex-szel (1:100) inkubaltuk 5 6ran at
szobahdn, végiil a reakcidt 3,3’-diaminobenzidin (DAB) kromogén reakcidval tettiik
lathatova. A metszeteket zselatinozott targylemezre szedtiik fel, majd felszallo alkoholsorban

viztelenitettiik, és Permount feddanyaggal fedtiik le.

A CB1-R, DGL-a ¢és NAPE-PLD immunreaktivitas, illetve a nociceptiv primer
afferensek, glutamaterg és GABAerg gerincveldi interneuron axontermindlisok, tovabba
asztrocitak és mikroglia sejtek kolokalizacidjanak vizsgalatara kettés immunfestéseket
végeztiink. Usz6 metszeteket eldszor primer antitestek keverékével inkubaltuk 2 éjszakén at 4
°C-on, amely a nyul anti-CB1-R (1:5,000), nyul anti- DGL-a. (1:1,000) vagy tengerimalac
anti-NAPE-PLD antitest (1:200) mellett a kovetkezé antitestek egyikét tartalmazta: (1)
tengerimalac anti-kalcitonin gén-relacios peptid (CGRP; 1:2,000), (2) nytl anti-kalcitonin
gén-relacios peptid (CGRP; 1:10,000), (3) biotinilalt izolektin B4 (IB4; 1:2,000), (4)
tengerimalac anti-vezikularis glutamat transzporter-2 (VGLUT2; 1:2,000), (5) egér anti-
vezikularis glutamat transzporter-2 (1:10,000), (6) egér anti-glutaminsav dekarboxilaz 65 és
67 keveréke (GADG5 és GADG67; 1:1,000), (7) egér anti-glialis fibrillaris savas protein
(GFAP; 1:1,000) és (8) egér anti-CD11b (1:500).

A metszeteket ezt kovetden szekunder antitestek megfeleld keverékével 2 oran at kezeltiik,
melyeket a kovetkezok koziil valasztottunk ki: (1) kecske anti-nyul IgG Alexa Fluor 555-tel
konjugalva (1:1,000), (2) kecske anti-tengerimalac IgG Alexa Fluor 488-cal konjugalva
(1:1,000), (3) kecske anti-egér IgG Alexa Fluor 488-cal kombinalva (1:1,000), (4) kecske
anti-tengerimalac IgG Alexa Fluor 555-tel konjugalva (1:1,000), (5) kecske anti-nyul IgG
Alexa Fluor 488-cal konjugalva (1:1,000) és (6) streptavidin Alexa Fluor 488-cal konjugalva
(1:1,000).

Tobbszori mosast kovetden a metszeteket targylemezre szedtiik fel és Vectashield

feddanyaggal fedtiik le.



Konfokalis mikroszkopia és képelemzés

Olympus FV1000 konfokalis mikroszkop segitségével 1 um vastagsagi optikai
szeletek sorozatardl készitettiink felvételeket a z tengely mentén 0.3 pm-es eltoldssal. A
felvételek készitéséhez 60-szoros nagyitasu olajimmerzids objektivet (NA:1.4) hasznaltunk. A
fényképezés soran a konfokalis mikroszkdp beallitdsai minden metszet esetében azonosak
voltak, és kiemelt figyelmet forditottunk arra, hogy a markereinket jelz6 pixelek ne legyenek

telitettek. Az elkésziilt felvételeket Adobe Photoshop CS5 szoftver segitségével elemeztiik.

A kettdsen immunfestett metszetek alapjan elvégeztik a CB1-R, DGL-a és NAPE-
PLD, illetve a vizsgalt markerek kolokalizacidjanak kvantitativ elemzését. Ehhez a
felvételeknek a gerincveld I-1I. lamindit reprezentdld teriileteire 10x10-es optikai racsot
helyeztiink, melynek mérete 40 um x 40 um volt. A kolokalizaciés vizsgalatokhoz az optikai
racsot gerincveld legfeliiletesebb 150 pum szélességli teriiletére illesztettiik, amely kelld
pontossaggal hatarozza meg a gerincveld I-II. laminait az L3-L5 szegmentumok
magassagaban. A kvantitativ elemzésnél azokat a CBI-R, DGL-a és NAPE-PLD
immunreaktiv foltokat vettiik figyelembe, amelyek érintették a korabban meghatarozott grid
racsvonalait az I-1I. lamindk medialis €s lateralis részeiben. Az igy kivalasztott profilokat ezt
kovetden egyesével megvizsgaltuk, hogy mutatnak-e immunreaktivitdst az alkalmazott
axonalis vagy glialis markerre is. Mivel a kisérleteinkhez felhasznalt CB1-R, DGL-a ¢és
NAPE-PLD antitestek a fehérjék intracellularis doménjeit ismerik fel, ezért kolokalizacio
meghatarozasanal csak azokat a CBI1-R, DGL-a és NAPE-PLD immunreaktiv foltokat
tekintettiik kolokalizalonak, amelyek teljes mértékben a vizsgéalt marker hatarain beliil
helyezkedtek el. A kolokalizdciot minden marker esetén harom éllatbol szdrmaz6é mintdkon
elemeztiik. A kvantitativ elemzést minden allatbol véletlenszertien kivalasztott 3-3 metszeten
végeztiik el. fgy a kvantitativ adatokat, atlagokat és mérések standard hibait (standard error of

mean, SEM) minden marker esetén 9 metszet alapjan hataroztuk meg.

Preembedding immunfestés DAB kromogén reakcioval elektronmikroszkopos vizsgalatokra



A preembedding immunfestést az egyszeres immunhisztokémiai protokollhoz
hasonldan végeztilk a DGL-a és NAPE-PLD cellularis megoszlasanak ultrastrukturalis
vizsgalatara. A metszeteket 0.1 M PB-rel alaposan atmostuk, majd 1% natrium-borohidrid
oldattal kezeltiik 30 percig. Ezt kovetden a metszeteket elészor nyul anti-DGL-a (1:1,000) vagy
tengerimalac anti-NAPE-PLD antitesttel (1:200) 48 oran at 4 °C-on, majd biotinilalt kecske anti-nyul
1gG-vel vagy kecske anti-tengerimalac 1gG-vel (1:200) 12 6ran at 4 °C-on inkubaltuk. Végiil a

metszeteket avidin biotinilalt tormaperoxidaz komplex-szel (1:100) inkubaltuk 5 6ran at

szobahdmérsékleten. Az immunreakciot 3,3’-diaminobenzidin kromogén reakcidval tettiik lathatova.

Az immunfestett metszeteket 0.5% ozmium-tetroxiddal kezeltiik 45 percig, majd felszallo
alkoholsorban és propilén-oxidban viztelenitettiik, Durcupan ACM miigyantaba agyaztuk,
végiil targylemezre helyeztiik és a miigyantaval lefedtiik. A legszebb jelolést mutatod
metszetekbdl kivagtuk a hatsé szarvat, amelyet milanyag kapszuldban ujra bedgyaztunk
Durcupan ACM miigyantaba. A miigyanta polimerizacidja utdn az ujradgyazott metszetekbol
ultravékony (60 nm) sorozatmetszeteket készitettiink, amelyeket Formvar-hartyaval fedett,
nikkel ,,slot” grid-ekre szedtiink fel és uranil-acetattal, illetve 6lom-nitrattal kontrasztoztunk

meg.

Preembedding nanogold immunhisztokémiai vizsgalatok

A CB1-R, DGL-a and NAPE-PLD ultrastrukturalis megoszlasanak vizsgalatara
preembedding nanogold immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink. A lumbalis
gerincvel8kbdl szarmazd 50 um-es Usz6 metszeteket eldszor 0,1 M-os foszfat pufferrel (PB)
atmostuk, majd 1%-os natrium-borohidrid oldattal kezeltiik 30 percig. Ezutan a metszeteket
nyal anti-CB1-R (1:2,500), nyul anti-DGL-o. (1:1,000) vagy tengerimalac anti-NAPE-PLD
antitesttel (1:200) inkubaltuk 2 napig 4 °C-on, majd 1 nm-es aranyszemcséhez Kotott,
kecskében termelt anti-nyal vagy anti-tengerimalac 1gG-t kapcsoltunk a primer antitesthez.
2,5%-0s glutaraldehiddel torténd utofixalast kovetden a metszeteket tobbszor atmostuk, majd
a szekunder antitesthez konjugalt aranyszemcséket eziist intenzifikdld reagenssel tettiik
lathatova. Ezt kovetden a metszeteket 1%-0S ozmium-tetroxiddal 45 percig kezeltiik, majd
felszallo alkoholsorban ¢és propilén-oxidban viztelenitettiik, Durcupan ACM miigyantidba
agyaztuk, végiil targylemezre helyeztiik és a miigyantaval lefedtiik. A legszebb jeldlést mutatd
metszetekbOl kivagtuk a hatsdé szarvat, amelyet miianyag kapszuldban tjra beagyaztunk

Durcupan ACM miigyantaba. A miigyanta polimerizacioja utdn az Gjradgyazott metszetekbol



ultravékony (60 nm) sorozatmetszeteket készitettiink, amelyeket Formvar-hartyaval fedett,
nikkel ,,slot” grid-ekre szedtiink fel és uranil-acetéttal, illetve 6lom-nitrattal kontrasztoztunk

meg.

Kontrollok

A CBI1-R ellen termeltetett antitest specificitasanak ellenérzésére CB1-R génkiiitott
egér és vad tipusu egér gerincveldi metszetein végeztiik el az immunfestést a kordbban leirt
egyszeres immunfestési protokollnak megfeleléen. A CB1-R génkiiitott allat gerincveldi
metszetei semmilyen immunfestédést nem mutattak, mig a vad tipust egér gerincveldjében a
patkdny gerincveldben tapasztalhat6 CBI1-R immunreakcioval azonos immunfestést

figyeltiink meg.

Az alnegativ immunreakcio kizarasara megismételtilk a CB1-R és CGRP kettds immunfestést
ugy, hogy az eredetileg 1:5,000-ben higitott CBI1-R antitestet 1:1,000-ben higitva
alkalmaztuk. A CB1-R és CGRP kozotti kolokalizaciéo kvantitativ elemzését a korabban
megadott kritériumok alapjan végeztiik. Nem talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbseget
a kolokalizacids értékekben higabban illetve toményebben alkalmazott CB1-R antitest

esetében.

A DGL-a ellen termeltetett antitest specificitasanak tesztelésére gerincveldi
metszeteket kettdsen festettiink a vizsgalataink soran alkalmazott anti-DGL-a antitesttel
(epitop:790-908 aminosav), illetve egy masik anti-DGL-a antitesttel, melyet a DGL-o fehérje
masik epitdpja ellen termeltettek (epitop: 1001-1042 aminosav). A két antitest teljesen

megegyez0 immunfestést mutatott.

Az anti-NAPE-PLD antitest specificitasanak tesztelésére NAPE-PLD génkiiitott
illetve vad tipust egerek gerincveldi metszetein végeztiink DAB alapti immunfestést a
korabban leirt egyszeres immunhisztokémiai protokollnak megfeleléen. A NAPE-PLD
génkilitott egér gerincveldi metszetein nem tapasztaltunk immunfestést, mig a vad tipust egér
gerincveldje a patkdny gerincvelon megfigyelheté NAPE-PLD immunreaktivitassal

megegyez0 mintdzatot mutatott.



Az anti-CB1-R, anti-DGL-a és anti-NAPE-PLD antitestek altalanos jellemzésére
Western blot elemzést végeztiink. A patkdnyokat natrium-pentobarbitallal altattuk, és
eltavolitottuk a gerincvel$ L3-L5 szegmentumait. A lumbalis gerincvel6k hatso szarvait
eldszor proteaz inhibitorral (EDTA, EGTA, PMSF, benzamidin, pepstatin A, leupeptin,
aprotinin) kiegészitett 20 mM TRIS-ben (pH 7,4) ultrahangos modszerrel feltartuk, majd a
sejttormeléket centrifugélassal eltavolitottuk. Ezutdn a feliiluszot ledntve, az iiledéket 2%
Triton-X 100-at tartalmazo lizis pufferben (20 mM TRIS, 137 mM NaCl, pH 7,4) feloldottuk,
majd 12000 g-n 4 °C-on 20 percig centrifugaltuk. A feliiluszot redukald mintapufferben
feloldottuk és savonként 35 ng fehérjét vittiink fel, amit 10%-0s SDS-poliakrilamid gélen
megfuttattunk (a Laemmli-modszer szerint). Az elvalasztott fehérjéket elektroforetikusan
vittiik &t PVDF membranra, €s az egyszeres immunfestési protokollban leirtaknak
megfelelden végeztiik el az immunreakciot. Az immunfestés mindharom antitest esetén egy-
egy immunreaktiv sdvot mutatott 53, 115 és 46 kDa magassagéaban, ami megfelel a CB1-R,
DGL-a és NAPE-PLD moltomegének.

Tekintettel arra, hogy kisérleteinkben az IB4-t hasznaltuk a nem-peptiderg primer
afferensek axonterminalisainak markeréiil, fontos megjegyezni, hogy néhany korabbi
kozleményben az asztrocitak és mikroglia sejtek B4 kotését is leirtak. Ezekkel a leirasokkal
szemben, mi sosem tapasztaltunk 1B4 kotddést gliasejtekhez.

Az immunfestési protokollunk megbizhatdsadganak tesztelésére tszo metszeteket
inkubdltunk az egyszeres immunfestési eljarasnak megfeleléen ugy, hogy a primer antitestet
1%-o0s normal kecske szérummal helyettesitettiik. Ezeken a metszeteken nem tapasztaltunk

semmilyen immunfestddést.



EREDMENYEK

A CB1-R immunreaktivitasanak megoszildasa a gerincveld feliiletes hatso szarvaban

A peroxidaz alapu egyszeres immunfestés erételjes CB1-R immunreaktivitast mutatott
a lumbalis gerincvel6ben, amely egy jellegzetes kettds sav formdjaban dontden az 1. laminara
¢s a II. lamina belsé részére (Ili) korlatozodott. A két erdteljesen immunfestett savot egy
gyengébb immunreakcidt mutato teriilet valasztotta el, amely megfelelt a II. lamina kiilsé
részének (Ilo). Mind az erételjesen, mind a gyengébben immunfestett laminakban az
immunfestdédés pontszerii profilok formajaban jelentkezett, de sosem tapasztaltunk sejttest

vagy dendrit festédést.

Az immunfestddés jellegzetes mintazata az I-1I. lamindkban a lumbalis gerincveld
teljes rosztrokaudalis kiterjedésében megfigyelhetd volt, kivéve az L4-es szegmentumot és az
ezzel szomszédos, L3 illetve LS szegmentumokhoz tartoz¢ teriileteket. Ebben a magassagban,
amely a hats6 végtag talpi felszinérdl fogadja a primer afferens bemeneteket, a Ili lamina
erdteljes immunfestddése csupan lateralisan volt megfigyelhetd, mikdzben a Ili lamina
medialis részében tapasztalhato immunreaktivitas intenzitsa a Ilo lamina immunfestddésével

mutatott hasonldsagot.

A CB1-R immunreaktivitdas kolokalizdcioja nociceptiv primer afferensek markereivel

Altalanosan elfogadott, hogy a nociceptiv primer afferensek egy részébél a szinaptikus
transzmisszid kapcsan kizardlag glutamat szabadul fel, mig masok a glutamat mellett
neuropeptideket is felszabaditanak. A peptiderg primer afferensek dontd tobbsége CGRP-t
tartalmaz, mig a nem-peptiderg primer afferensek termindlisai nagy affinitassal kotik az IB4-t.
Ezért a CB1-R expresszidjat a primer afferensek termindlisain a CB1-R immunreaktivitdsanak

a CGRP immunfestddéssel, illetve az IB4-kotéssel valo kolokalizacidja alapjan vizsgaltuk.

Korabbi tanulmanyoknak megfeleléen erdteljes CGRP immunfestddést tapasztaltunk a
gerincveld I-Ilo laminaiban. A CB1-R és CGRP immunreaktivitds kolokalizaciojanak
elemzésével azt talaltuk, hogy a CB1-R immunreaktiv foltok 16.74 + 1.55 és 18.15 £ 0.84%-a
(az anti-CB1-R antitest 1:5,000 higitasakor), illetve 17.62 + 0.77 és 17.49 + 0.87%-a (az anti-
CB1-R antitest 1:1,000 higitasakor) mutatott CGRP immunreaktivitast is, mikozben a CGRP
immunreaktiv foltok 46.36 + 2.54 és 49.10 + 0.80%-a (az anti-CB1-R antitest 1:5,000



higitasakor), illetve 44.35 + 2.31 and 47.51 + 0.68%-a (az anti-CB1-R antitest 1:1,000

higitasakor) mutatott CB1-R immunreakciot is a hatso szarv medialis és lateralis részében.

Korabbi leirasoknak megfeleldoen az IB4 kotédés nagy szamban jeldlt
axonterminalisokat a Ili lamindban. Habar a CB1-R immunfestddés intenzitdsa jelentOs
kiilonbséget mutatott a Ili lamina mediéalis és lateralis részeiben, a CB1-R immunreaktivitas és
az IB4 kotddés kolokalizacioja meglepden hasonlonak adodott medialisan €s lateralisan: a
CB1-R immunreaktiv foltok 21.56 £ 1.48 és 18.55 + 0.92%-a mutatott IB4 kotddést is, mig az
IB4-k6t6 axonterminalisok 20.94 + 1.72 és 21.66 + 1.56%-a bizonyult CBI1-R

immunreaktivnak is hatsé szarv medialis és lateralis részében.

A CB1-R immunreaktivitis kolokalizacioja glutamaterg és GABAerg gerincveldi

interneuronok axonterminalisainak markereivel

Korabbi kisérletes eredmények alapjan a VGLUT2 nagy biztonsaggal jeloli a serkentd
gerincveldi interneuronok axontermindlisait. Ismert ugyanakkor, hogy a GABAerg neuronok
a GABA szintézisét GAD segitségével végzik. A gerincveldi GABAerg neuronok a GAD
mindkét izoformajat (GAD65 és GADG67) tartalmazzak, jollehet valtozd aranyban. Ezért a
CB1-R expresszidjat a glutamaterg és GABAerg gerincveldi interneuronok axonterminalisain
a CB1-R immunreaktivitas, illetve a VGLUT2 vagy GAD65/67 immunfestés kolokalizacioja

alapjan vizsgaltuk.

Irodalmi adatokkal megegyezOen, kisérleteinkben a VGLUT2-immunreaktiv
axonterminalisok homogén megoszlasat tapasztaltuk az I-II. lamindkban. A CBI1-R
immunreaktivitas I-II. lamindkban medialisan és lateralisan tapasztalhato jelentds kiillonbsége
ellenére a CB1-R és VGLUT2 immunreaktivitas kolokalizacigjat csaknem azonos mértékiinek
talaltuk a gerincveld feliiletes hatso szarvanak teljes mediolaterdlis kiterjedésében.
Eredményeink alapjan a CB1-R immunreaktiv foltok 28.93 + 0.70 és 28.71 = 1.19%-a
festodott VGLUT2-re is, mig a VGLUT2 pozitiv profilok 33.60 + 1.34 és 36.28 + 0.96%-a
mutatott CB1-R immunreakcidt is a hatso szarv medialis és lateralis részében.

Kordbbi kozleményekkel egybehangzéan homogén GAD65/67 immunreaktivitast
tapasztaltunk a gerincveld feliiletes hatsdo szarvaban. A CB1-R és GAD65/67
immunreaktivitas kolokalizacidjadnak vizsgalatakor a CB1-R immunreaktiv foltok 9.22 + 1.01

¢és 10.88 + 1.08%-a bizonyult GAD65 /67 immunreaktivnak is, mikdzben a GAD65/67 pozitiv



axonterminalisok 22.22 + 1.79 és 17.2 + 0.89%-a mutatott CB1-R immunfestddést is a hatso

szarv medialis és lateralis részében.

A CB1-R immunreaktivitas kolokalizacioja asztrocita és mikroglia sejtek markereivel

Az utobbi években tobb kozlemény szolgaltatott kozvetlen kisérletes bizonyitékot a
neuronok ¢s gliasejtek kozott megvalosuld kétiranytt kommunikaciora. Kisérletes adatok
bizonyitjadk a CB1-R expressziojat mikrogliasejteken az agykéregben, illetve asztrocitdkon a
hippocampusban, nucleus caudatusban és a gerincveldben is. Bizonyitast nyert az is, hogy a
neuronok altal felszabaditott endogén kannabinoid ligandok aktivalhatjak az asztrocitdk CB1
receptorait, ¢s ennek kovetkezményeként az asztrocitdk glutamatot szabaditanak fel, amely a
neuronok NMDA receptorait aktivaljak. Mivel ez a mechanizmus lehetdséget teremt arra,
hogy a gliasejtek részt vegyenek a hatsé szarvi neuronhdlézatok miikddésének
modulalasaban, részletesen vizsgaltuk a CBI-R expresszigjat asztrocitdkon és

mikrogliasejteken, melyeket GFAP illetve CD11b immunreaktivitasuk alapjan azonositottuk.

Mind a GFAP, mind a CDI11b esetében erdteljes immunfestést tapasztaltunk a
gerincveld feliiletes hatsé szarvaban, amely megegyezett a korabbi irodalmi adatokkal. A
CB1-R ¢és GFAP immunreaktivitds kolokalizaciojanak vizsgalatakor ugy talaltuk, hogy a
CB1-R immunreaktiv foltok 7.98 + 0.57 és 9.66 + 0.71%-a mutatott GFAP immunfestddést
is, mig a GFAP pozitiv profilok 45.61 + 2.66 és 47.87 + 1.42%-aban tapasztaltunk CBI1-R
immunfestédést is a hatsd szarv medialis és lateralis részében. Jelentds kolokalizaciot
talaltunk a CB1-R és CD11b immunreaktivitas kozott is. A CB1-R immunreaktiv foltok 10.42
+ 0.78 és 12.66 £ 1.27%-a festédott CD11b-vel is, mikézben a CD11b pozitiv profilok 70.27
+ 0.64 és 78.79 + 1.23%-a mutatott CB1-R immunreaktivitast a feliiletes hatso szarv medialis

és lateralis részében.

A CBIl receptorok megoszlasa preszinaptikus axonterminalisok és glianyulvanyok

membranjan

Miutéan jelentds kolokalizaciot tapasztaltunk a CBI1-R, illetve a kiilonbdzd axonalis és
glidlis markerek kozott, szubcellularis szinten is megvizsgaltuk a CBI1-R lokalizaciojat
axonterminalisokon ¢és glianyulvanyokon a preembedding nanogold médszerrel immunfestett

ultravékony metszeteken. A CB1-R-t jel6lo eziistszemcséket kizardlag axonterminalisokon és



glianyulvanyokon sikeriilt azonositani, dendriten vagy sejttesten nem tapasztaltunk
immunfestést. A CBI1-R immunreaktiv axonterminalisok mind aszimmetrikus, mind
szimmetrikus szinaptikus kapcsolatok kialakitdsdban részt vettek. A CB1 immunfestddést
mutatd, aszimmetrikus szinaptikus kontaktust kialakitd axonterminalisok egy része csak
szferoid, mas része a szferoid mellett dense core vezikulakat is tartalmazott, mikdzben a
szimmetrikus szinaptikus kontaktust kialakito axontermindlisok pleomorf vezikuldkat
tartalmaztak. Igen gyakran sikeriilt immunfestett glianyalvanyokat megfigyelni. Sok esetben
az immunfestett glianyulvanyok CB1-R immunreaktiv axonterminalisok és posztszinaptikus
dendritek kozotti  szinaptikus  kapcsolat kozvetlen kozelében helyezkedtek el. Az
eziistszemcsék minden esetben a plazmamembranhoz szorosan kapcsolddtak, fliggetleniil
attol, hogy a jelolt struktira axontermindlishoz vagy gliasejthez tartozott. Az
plazmamembréanhoz kapcsolddo eziist partikulumok extraszinaptikus
membrankompartmenteket jeldltek, szinaptikus appoziciokhoz kozel vagy tavolabb egyarant,

azonban sosem talaltunk immunfestést a szinaptikus appozicidban.

A DGL-a és NAPE-PLD immunreaktivitas megoszldsa a gerincveld feliiletes hatso szarvaban

A DGL-a immunreaktivitds megoszlasanak vizsgalatat a gerincveld I-11. lamindiban a
korabban leirt egyszeres immunfestési eljaras segitségeével vizsgaltuk. Mind a peroxidaz
alapu, mind a fluoreszcens immunfestés erdteljes DGL-o immunreaktivitast mutatott a
gerincveld feliiletes hats6 szarvaban. A II. lamina erbteljesen festett savként jelent meg a
gerincveld keresztmetszetén, mig az I. és a mélyebb lamindk gyengébb immunfestddést
mutattak. Az immunfestett elemek pontszerli profilokként jelentek meg mind az erésebben,
mind a gyengébben festett teriileteken. A pontszerli immunfestddés mellett mind a sziirke-,
mind a fehérallomanyban nagyobb méretli immunreaktiv foltok is jelentkeztek, melyek

feltehetden neuronok vagy gliasejtek sejttesteit jelolték.

A NAPE-PLD immunreaktivitds megoszlasanak vizsgalatara egyszeres immunfestést
végeztiink gerincveléi metszeteken a korabban leirt egyszeres immunhisztokémiai
protokollnak megfeleléen. A peroxidaz alapu és a fluoreszcens immunfestések egyarant
pontszeri mintdzatot mutattak, melynek denzitdsa a gerincveld teljes keresztmetszetén,
beleértve az I-11. laminakat, tobbé-kevésbé azonosnak mutatkozott. A DGL-a-hoz hasonloan,
a NAPE-PLD immunfestés esetében is megfigyelhetok voltak immunreaktiv neuronalis vagy

glialis sejttestek.



A DGL-a ¢és NAPE-PLD immunreaktivitas kolokalizacioja nociceptiv primer afferensek

markereivel

A korabban leirtaknak megfelelen, a peptiderg nociceptiv primer afferensek CGRP-t
expresszalnak, mig a nem peptiderg primer afferensek axonterminalisainak sejtmembranja
nagy affinitassal koti az IB4-t. Ezért a DGL-a és NAPE-PLD expresszigjat a peptiderg és
nem peptiderg primer afferensek centralis axontermindlisain az enzimek és a CGRP

immunreaktivités, illetve az IB4 kotés kolokalizacidja alapjan vizsgaltuk.

A DGL-a és CGRP immunreaktivitds kolokalizacidjanak elemzéséhez 703 CGRP-
pozitiv és 1,224 DGL-o immunreaktiv profilt vizsgaltunk meg, a DGL-o immunreaktiv
foltoknak csupan 1.96+0.78%-a volt CGRP pozitiv, mikézben a CGRP immunreaktiv
terminalisoknak csak 3.41£1.11%-a bizonyult DGL-a pozitivnak a hatso szarv I-ll.
lamindiban. Ha lehet, a kolokalizacids értékek a NAPE-PLD esetén még alacsonyabbnak
bizonyultak. 760 CGRP pozitiv és 1,304 NAPE-PLD immunreaktiv profil alapos
vizsgalataval ugy talaltuk, hogy a NAPE-PLD immunreaktiv foltoknak minddssze az
1.694+0.91%-a festodott NAPE-PLD-re is, illetve a CGRP immunreaktiv axonterminalisoknak
1.97+0.76%-a mutatott NAPE-PLD pozitivitast a gerincveld feliiletes hatsé szarvaban.

A DGL-o immunreaktivitas és az IB4 kotés jelentds laminaris atfedése ellenére igen alacsony
mértékli kolokalizaciot talaltunk a DGL-a illetve NAPE-PLD immunreaktivitas, és az IB4-
kotd axontermindlisok kozott. Osszesen 660 1B4-koté és 1,490 DGL-o immunfestett profil
vizsgalata azt mutatta, hogy a DGL-o immunreaktiv profiloknak 2.48+0.99%-a kotott 1B4-t,
illetve az IB4-kot6 axonterminalisoknak 1.06£0.79%-a fest6dott DGL-a-val is. Hasonlo képet
kaptunk a NAPE-PLD esetében is, hiszen 737 1B4-kot6 és 1,355 NAPE-PLD immunreaktiv
profil alapos elemzésével a NAPE-PLD pozitiv profiloknak a 1.92+0.88%-a kotott IB4-t is, és
az 1B4-koté boutonoknak 2.434+0.91%-a mutatott pozitivitdst NAPE-PLD-re is a gerincveld

feliiletes hatso szarvaban.

A DGL-a és NAPE-PLD immunreaktivitas kolokalizacioja glutamaterg és GABAerg

gerincveldi interneuronok axonterminalisaival



A korabbi leirasnak megfeleléen a VGLUT2 a serkentd gerincveldi interneuronok
axontermindlisainak, mig a GAD két izoformdja a GABAerg interneuronok
axonterminalisainak specifikus markereként alkalmazhato. Ezért a DGL-a és NAPE-PLD
expressziojat a glutamaterg és GABAerg gerincveldi interneuronok axontermindlisain az
enzimek ¢s a VGLUT2, illetve GAD65/67 immunreaktivitds kolokalizacidja alapjan

vizsgaltuk.

Az enzimek és a VGLUT2 immunreaktivitds kozotti kolokalizacié mértéke igen
alacsonynak bizonyult, bar kiss¢ magasabbnak, mint a primer afferens axonterminalisainak
esetében tapasztaltuk. Minddsszesen 725 VGLUT2 ¢és 1,508 DGL-a immunreaktiv profil
tanulmanyozasaval a DGL-a pozitiv profiloknak 3.78+0.59%-a festédott VGLUT2-vel is, €s

a VGLUT2 pozitiv axonterminalisoknak 6.76+0.47%-a mutatott DGL-o immunreaktivitést.

A NAPE-PLD esetében a kolokalizacio mértéke még alacsonyabbnak bizonyult. A gerincveld
I-II. laminaiban 681 VGLUT?2 és 1,526 NAPE-PLD immunreaktiv folt elemzése utan a
NAPE-PLD immunreaktiv profiloknak 2.234+1.67%-a mutatott VGLUT2 pozitivitast is,
illetve a VGLUT2 pozitiv axonterminalisoknak 3.96+1.31%-a fest6dott NAPE-PLD-re is.

A DGL-a ¢és a GAD65/67 immunreaktivitds kolokalizaciojanak elemzéséhez 641
GADG65/67 és 1,388 DGL-o immunreaktiv profilt gyiijtottiink dssze. Eredményeink alapjan a
DGL-a immunreaktiv profiloknak 2.16+043%-a mutatott GAD67/67 pozitivitast, és a

GAD65/67 immunreaktiv axonterminalisoknak 3.124+0.93%-a volt DGL-o immunreaktiv.

Hasonl6 képet lattunk a NAPE-PLD esetében is. Az 0sszeszamolt 707 GAD65/67 és 1,431
NAPE-PLD immunreaktiv folt vizsgalatakor a NAPE-PLD immunreaktiv profiloknak
0.91£0.7%-a festéddott GAD65/67-tel is, mig a GAD65/67 pozitiv profiloknak 2.11+£1.06%-a

bizonyult NAPE-PLD immunreaktivnak a hatso6 szarv I-II. laminaiban.

A DGL-a és NAPE-PLD immunreaktivitas kolokalizacioja asztrocitak és mikroglia sejtek

markereivel

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy mind az asztrocitak, mind a mikroglia sejtek
képesek anadamidot ¢és 2-AG-t felszabaditani in vitro. Tekintettel arra, hogy az

endokannabinoid ligandok szerepet jatszhatnak a gerincveldi szintli fajdalomfeldolgozasban,



részletesen vizsgaltuk a DGL-a ¢és NAPE-PLD expresszidjat asztrocitdkon ¢€s

mikrogliasejteken, melyeket GFAP illetve CD11b immunreaktivitasuk alapjan azonositottuk.

A DGL-a ¢s a GFAP immunreaktivitds kolokalizaciojanak vizsgalatdhoz 216 GFAP
¢s 1,321 DGL-a immunreaktiv profilt gyiijtottiink 6ssze. Eredményeink alapjan a DGL-a
immunreaktiv foltoknak 9.39+1.96%-a mutatott GFAP pozitivitast, mig a GFAP pozitiv
profiloknak 33.33+2.06%-a volt DGL-o immunreaktiv. Jelent6s mértékii kolokalizaciot
talaltunk a DGL-a. és a CD11b immunreaktivitas kolokalizacidjanak vizsgalatakor. Osszesen
207 CDI11b ¢és 1,297 DGL-a pozitiv profil elemzése utan tgy talaltuk, hogy a DGL-a
immunreaktiv foltoknak 29.53+1.19%-a mutatott CDI11b pozitivitast, illetve a CDI11b

immunreaktiv profiloknak 67.15+2.21%-a mutatott DGL-o immunfestodést.

A NAPE-PLD ¢s a glidlis markerek kozotti kolokalizacios értékek esetében jelzetten
magasabb expresszios szinteket talaltunk, mint a DGL-a és a megfeleld glialis marker
vonatkozasdban. A megvizsgalt 241 GFAP ¢és 1,406 NAPE-PLD pozitiv profil alapjan a
NAPE-PLD immunreaktiv foltoknak 12.52+2.15%-a mutatott GFAP pozitivitast is, mig a
GFAP pozitiv profiloknak 54.77+1.98%-a mutatott NAPE-PLD immunfestddést. Vizsgaltunk
tovabba 223 CDI11b ¢és 1,501 NAPE-PLD immunreaktiv profilt, és tgy talaltuk, hogy a
NAPE-PLD immunfestett foltoknak 32.11+2.30%-a mutatott CD11b festddést is, illetve a
CD11b pozitiv profiloknak a 75.34+2.60%-a bizonyult NAPE-PLD immunreaktivnak is a

gerincveld feliiletes hatsd szarvaban.

A DGL-a és NAPE-PLD immunreaktivitas ultrastrukturdlis lokalizacidja

A DGL-a és a NAPE-PLD szubcellularis megoszlasat preembedding peroxidaz alapt
¢s nanogold mddszerrel immunfestett ultravékony metszeteken vizsgaltuk. A korabban
bemutatott minimalis atfedést a DGL-a és a NAPE-PLD, illetve az axonalis markerek kozott,
illetve a jelentds kolokalizaciot az enzimek ¢és a glidlis markerek kozott sikeriilt megerdsiteni
az ultrastrukturdlis vizsgalatok segitségével. Mivel azonban a DGL-a ¢és NAPE-PLD
immunreaktiv foltoknak nagyjabol a felét sikeriilt az axonalis és glialis markerek segitségével
azonositani, az elektronmikroszkopos vizsgalatokban kiemelt figyelmet forditottunk az
enzimek  immunreaktivitdsdnak  azonositdsara a  neuronok  szomatodendritikus

kompartmentjében.



A kolokalizacios vizsgalataink eredményeivel 6sszhangban, a DGL-a és NAPE-PLD
lokalizaciojat jelz0 peroxidaz reakcido végtermékét, illetve eziistszemcséket elsddlegesen
dendriteken ¢és gliasejteken sikeriilt azonositani, mig axonalis immunreakcido -elvétve

mutatkozott az altalunk vizsgalt ultravékony metszetekben.

A DGL-o immunjeldlést kizardlag a plazmamembrannal szoros kapcsolatban tudtuk
azonositani fiiggetleniil attol, hogy a jelolt membrankompartment dendrithez, axonhoz vagy
gliasejthez tartozott. A dendritekben a DGL-o. immunreaktivitast jelz6 immunprecipitatum
illetve nanogold partikulum szinte kizarolag ott volt megfigyelhetd, ahol a dendritek

szinaptikus bemeneteket fogadtak kiilonb6z6 morfoldgiaju axontermindlisoktol.

A preszinaptikus axonterminalis morfoldgiajatol fiiggetleniil a DGL-o immunjeldlés
minden esetben a szinaptikus appozicid kozvetlen kozelében helyezkedett el. Nanogold
jeloléseink  segitségével a  DGL-o  aszimmetrikus  szinaptikus  kontaktusokban

periszinaptikusan sikeriilt azonositani.

A DGL-a-hoz hasonléan, a NAPE-PLD immunreaktivitasat jelzé precipititum a
neuronok dendritikus kompartmentjében, a membran belsd felszinén volt azonosithato. A
NAPE-PLD pozitiv membranszakaszok azonban jellemzden nem a szinaptikus appoziciok
kozelében helyezkedtek el, jollehet ezen megfigyelés megbizhatosagat korlatozza, hogy

megfigyeléseinket nem sorozatmetszetek, hanem egyedi metszeteket vizsgalatara alapoztuk.

Axonterminalisokban  elvétve  sikeriilt akar DGL-a, akar NAPE-PLD
immunreaktivitast kimutatni. Az esetek egy részében a jelolt axonszegmentum szinaptikus
appozicié kozelében helyezkedett el, mas esetekben azonban nem sikeriilt a kdrnyéken

szinaptikus kontaktust azonositani.

Glianyulvanyok esetében mind a DGL-a, mind a NAPE-PLD erételjes immunfestést
mutatott. Altalanosan megfigyelhetd volt, hogy a glianyalvanyok membranjanak csak
bizonyos szakaszai mutattak immunreaktivitas, mikdzben az ugyanazon nytlvanyhoz tartozo
szomszédos memnrankompartment semmiféle jeldlést nem mutatott. A glianyalvanyokon
megfigyelheté DGL-o immunreakcidé a legtobb esetben axontermindlisok és a hozzajuk
tartoz6 DGL-a immunreaktiv posztszinaptikus dendritek kozvetlen kozelében lokalizalodott.
Ezzel szemben a NAPE-PLD immunreaktiv glidlis membrankompartmentek kozelében

jellemzden olyan dendritszakaszok voltak megfigyelhetok, melyek nem jelolédtek NAPE-



PLD-vel. NAPE-PLD pozitiv glianyalvanyokat néhany esetben sikeriilt a szinaptikus

appoziciok kozelében kimutatni.



MEGBESZELES

CB1-R expresszioja nociceptiv primer afferensek centralis axonterminalisain

A CB1-R lokalizacidja a nociceptiv informaciéfeldolgozéasban szerepet jatszo centralis
¢s periférias neuronokon arra enged kovetkeztetni, hogy az endokannabinoid rendszer egyik
fontos funkcidja lehet a fajdalomfeldolgozas modulédldsa. Ezzel 6sszhangban kisérletes
eredmények bizonyitjak, hogy a kannabinoidok képesek mérsékelni a a fajdalmas ingerekre
adott magatartasi valaszreakcidkat, tovabba elektrofiziologiai €s neurokémiai kisérletek
bizonyitjak, hogy a kannabinoidok antinociceptiv hatasaiért a gerincvel6i neuronok fajdalmas
stimulussal kivaltott aktivitdsdnak kannabinoid-mediélt csdokkentése felelds, melyet legalabb

részben a C és Ad nociceptiv afferenseken expresszalodé CB1-R aktivalasa okoz.

Funkciondlis CB1-R jelenlétét gerincveldi interneuronok ¢és primer afferensek
terminalisain irodalmi adatok tdmasztjak ald, azonban a CB1-R expresszid6 mértékét ezen
axontermindlisokon az egymasnak ellentmond6 irodalmi adatok alapjan nem konnyl
megitélni. Kisérletes eredmények bizonyitjdk, hogy dorzélis rizotomiat kovetéen a CB1-R
immunreaktivitas jelzett csOkkenése figyelheté meg csupan a gerincveld feliiletes hatso
szarvaban, mas kozlemények azonban dorzalis rizotomiat kdvetden a kannabinoid ligandok
kotddésnek 50%-os csokkenésérdl szadmolnak be. Elektrofiziologiai eredmények szintén arra
utalnak, hogy a primer afferensek jelentds része reagal endokannabinoid felszabadulédsra a

gerincveldben.

Jelen eredményeink a CB1-R immunreaktiv foltok megoszlasdnak kvantitativ elemzése
kapcsan a gerincveld feliiletes hatsé szarvaban segithetnek tisztdzni az egymasnak
ellentmond6 irodalmi adatokat. Egyrészt a peptiderg primer afferens terminélisoknak kozel
felén, a nem peptiderg primer afferens boutonoknak pedig a negyedén sikeriilt CBI-R
immunreaktivitast kimutatnunk, ami j6 6sszhangban van az elektrofizioldgiai és a radioligand
jeldléses kisérletek eredményeivel. Masrészt azonban fontos megjegyezni, hogy nem sikeriilt
CB1-R immunfestést kimutatni a peptiderg primer afferens terminalisok felén, illetve a nem
peptiderg primer afferensek terminalisainak csaknem 80%-an jelezve, hogy a preszinaptikus
kannabinoid modulacié hatasfoka kiilonbozd primer afferens csoportok esetében széles skalan

mozoghat. Tovabbi vizsgalatok tisztazhatjdk, milyen tipusi primer afferensek allnak



kannabinoid modulacié alatt, és melyek azok, amelyek nem dallnak kannabinoid rendszer

ellendrzése alatt.
CB1-R expresszioja gerincveldi interneuronok axonterminalisain

Korabbi, neonatdlisan kapszaicinnel kezelt patkdnyokon végzett autoradiografids
vizsgalatok szerint a gerincveldi CBI1 receptoroknak csupan 16%-a talalhato C-rostok
centralis termindlisain, azaz a gerincveld feliiletes hatsd szarvaban expresszalodo CB1-R
valdsziniileg gerincveldi interneuronok axonterminalisain helyezkednek el. Ezt timasztja ala
az is, hogy funkcionalis vizsgalatokban a CB1-R medialt preszinaptikus mechanizmusok a
glutamaterg és GABAerg neurotranszmissziot egyarant gatoljak. Minezek az irodalmi adatok

alatdmasztjak jelen eredményeinket.

A CB1-R expresszidja gerincveldi interneuronokon altalanosan elfogadott, a CB1-R
megoszldsa a gerincveld hats6 szarvi neuronok szomatodendritikus és axonalis
kompartmentjében tovabbra sem tisztazott. A legtobb morfologiai kozlemény a CB1-R-t a
gerincveldi interneuronok szomajan és dendritikus kompartmentjében azonositja, mikézben
fiziologiai és farmakologiai kisérletek, melyekben kannabinoid ligandokat alkalmaznak
gerincveldi szeletpreparatumokon, rendre preszinaptikus CBI1-R medidlt mechanizmusokat
tamasztanak ald. Eredményeink megerdsitik a funkciondlis tanulméanyokbol kovetkezd
feltételezéseket, hiszen CB1-R immunreakciot egyaltalain nem sikeriilt a neuronok
szomatodendritikus kompartmentjében azonositani, azonban nagy szamban talaltunk CBI-
immunreaktiv serkentd ¢és gatld axontermindlist egyardnt. Azonban a primer afferensek
terminaliaihoz hasonléan a glutamaterg interneuronok axontermindlisainak 60%-4m, mig a
GABAerg interneuronok boutonjainak 80%-an nem sikeriilt CB1-R immunfestést kimutatni a
gerincveld felliletes hatsd szarvdban jelezve, hogy a kannabinoid mechanizmusok a
gerincveldi  interneuronok axonterminalisainak csupan kis hanyadat modulalhatjak.
Megjegyzendd, hogy a VGLUT2 immunreaktiv axonterminalisok kis része primer afferensek
axonterminalisait jelolheti, ami a serkentd interneuronok CB1-R expressziojat jellemzo

kolokaliz4cids adataink vonatkozasaban minimalis pontatlansagot eredményezhet.

CB1 receptorok expresszidja gliasejteken

Az utobbi években egyre inkdbb elfogadotta valt a neuronok ¢€s gliasejtek kozotti

kétiranyt kommunikacio, beleértve a neuron-asztrocita és neuron-mikroglia interakciokat is.



Kisérletes eredmények bizonyitjak, hogy hippocampalis asztrocitdk CB1-R-t expresszalnak,
melyek aktivicidja az asztrocitdkban PLC-fiiggd moédon Ca?* tranzienst valt ki. A
megndvekedett Ca?* koncentracié glutamét felszabdulast valt ki az asztrocitakbol, és a
felszabaduld glutamat a neuronok NMDA receptorait képes aktivalni. A mikrogliasejteken
expresszaloddo CB1-R-ok szintén Iényeges szerepet tolthetnek be a kozponti idegrendszerben
a citokinek és kemokinek felszabaditasanak szabalyozdsan keresztiil. A telencephalonon kiviil
a gerincveld feliiletes hatso szarvaban is leirtdk mar CB1 receptorokat expresszalo asztrocitak

jelenlétét.

Korabbi vizsgalatokkal 6sszhangban azt talaltuk, hogy az asztrocitdknak kozel a fele, a
mikroglia sejteknek pedig csaknem a 80%-a expresszal CB1-R-t a gerincvl6 I-11. laminaiban.
egyaltalan nem ismert, feltételezhetd, hogy az agykéregben leirt mechanizmushoz hasonldan a
gerincvelOben is kivalthatja a gliasejtekbdl citokinek, kemokinek vagy glutamat
felszabadulasat, ami hozzajarulhat a gerincvel6 hatsé szarvi fajdalomfeldolgozé

neuronhalozatok mukddésének modulalasahoz.

DGL-a and NAPE-PLD expresszidja axontermindlisokon

A DGL-a immunfestddést csak esetenként sikeriilt kimutatnunk a gerincveld feliiletes
hats6 szarvaban taldlhaté axonterminélisokban, azok eredetétdl fiiggelentil. Ez j6 6sszhangban
van korabbi kisérletes eredményekkel, melyek a DGL-a lokalizaciojat dontéen CB1-R-t

expresszalo axonterminalisokkal szemben taldlhaté posztszinaptikus dendritekben irtak le.

A NAPE-PLD ultrastrukturalis lokalizacidjara vonatkozd eredményeink azonban
kevésbé csengenek Ossze néhany korabbi leirdssal, melyekben a NAPE-PLD-t tilnyomodan
preszinaptikusan mutattdk ki, serkentd neuronok axontermindlisaiban taladlhato intracellularis
Ca?* raktirak membranjahoz asszocialtan. Tovabbi kisérletek igazoltdk a NAPE-PLD
expresszidjat hats6 gyoki ganglionsejtek sejttestjeiben. Ezzel szemben a mi eredményeink
meglepden alacsony axonalis NAPE-PLD expressziot mutattak a gerincveld feliiletes hatsé
szarvaban, ami az sugallja, hogy a NAPE-PLD transzportja a hatso gyoki ganglionsejtek
sejttestjeitdl, illetve a gerincveldi interneuronok perikaryonjaitél az axonterminalisok felé,
hogy az nem éri el az immunhisztokémiai modszerek érzékenységi kiiszobét. Eredményeink
egyuttal arra utalnak, hogy a gerincveld szintjén a NAPE-PLD axonalis expresszioja, s igy az

axonalis anandamid szintézis jelentésége valosziniileg alarendelt.



DGL-a and NAPE-PLD megoszidsa dendritekben

Az irodalomban 4altalanosan elfogadott, hogy az idegrendszerben a 2-AG-t a
posztszinaptikus neuronok aktivitasfliggd moddon mobilizaljadk. A felszabadulé 2-AG
retrograd modon hatva, eléri és aktivalja a preszinaptikus CBI1-R-t, amely csokkenti a
neurotranszmitter felszabadulas valdszinliségét a preszinaptikus terminalisbol. Ez az
alapmechanizmus felelds a kannabinoid-medialt révid és hossza tavh plaszticitasi folyamatok
kialakulasaért. Eredményeink, melyek a DGL-a periszinaptikus dendritikus megoszlasat

tamasztjak ald, tokéletesen illeszkednek a korabbi eredmények kozé.

Ellentétben a széles korben tanulmanyozott 2-AG jelpalya molekuléris anatomiai
hatterével, az anandamid mobilizalas hatterében all6 molekularis apparatus szervezddése
jorészt ismeretlen, jollehet az anandamid szerepét egy sor élettani folyamat szabalyozasaban
szamos kisérlet igazolja. A kisszdmu elérhetd irodalmi adat az anandamid szintézisének
morfologiai hatterérél rdadasul ellentmondésos, hiszen szdmos kozlemény bizonyitja a
NAPE-PLD preszinaptikus lokalizaciojat serkentd neuronok axonterminalisaiban, mikdzben
masok a NAPE-PLD-t inkdbb a neuronok szomatodendritikus kompartmentjében
azonositottak. A mi eredményeink a NAPE-PLD szomatodendritikus expresszidjat tamasztjak

ala a gerincveld feliiletes hats6 szarvaban.

DGL-a and NAPE-PLD expresszidja gliasejteken

Korabbi kisérletes eredmények tamasztjdk ala nem csupan az asztrocitdkon ¢és
mikrogliasejteken expresszalodo funkcionalis CB1-R-ok jelenlétét, de azt is, hogy a gliasejtek
2-AG ¢és anandamid felszabaditasara is képesek. Eredményeink a DGL-a és NAPE-PLD
azonositasaval asztrocitdkon €s mikroglia sejteken tovabb valdszintisitik egy endokannabinoid
medialt kommunikacios utvonal 1étét gliasejt-neuron és gliasejt-gliasejt kozott a gerincveld

feliiletes hatso szarvaban.



Az endokannabinoid rendszer feltételezett mitkodési mechanizmusa a gerincveld feliiletes

hatso szarvaban

A gerincveld feliiletes hatsé szarvi neuronhdlozatok elsddleges aktivitdsa a nociceptiv
primer afferens bemenetektdl szarmazik, amely sziikséges az aktivitasfiiggd endokannabinoid
szignalizacio indukciojahoz. A gerincveldi neuronok aktivalodnak a glutamaterg nociceptiv
primer afferens bemenetektdl, és valaszul 2-AG-t szabaditanak fel a periszinaptikus
membrankompartmentekbdl, illetve anandamidot mobilizdlnak az extrastinaptikus
membranszegmentekbdl. A felszabaduld endokannabinoid ligandok szétdiffundalnak, és
aktivalhatjdk a primer afferensek, illetve gerinvel6i interneuronok axonterminalisain
expresszalodo CB1 receptorokat, €s ezzel atmenetileg csokkentik a neurotranszmitterek
felszabadulasanak valoészinliségét a CB1-R-t hordozd axontermindlisokbdl. Ez a folyamat
meghataroz6 mértékben jarulhat hozzd a gerincveldi fajdalomfeldolgozd neuronhalédzat

miikodésének szabalyozasdhoz.

A neuronok mellett asztrocitdk és mikrogliasejtek is expresszalnak CB1 receptorokat,
melyeket ugyancsak a posztszinaptikus neuronok 4altal felszabaditott endokannabinoid
ligandok aktivalhatnak elsddlegesen. A glialis CB1-R aktivacio PLC-fiiggé modon megemeli
az intracellularis Ca?" koncentraciot, amely aktivalhatja az ugyancsak gliasejteken
expresszalodo DGL-a-t és NAPE-PLD-t, és ezzel tovabbi endokannabinoid felszabadulast
eredményezhet a gliasejtekbdl. A gliasejtekbol felszabadulo 2-AG és anandamid, a
posztszinaptikus neuronok altal mobilizalt endokannabinoidokkal egyiitt szabalyozhatjak a

gerincveld hatso szarvi neuronhaldzat mitkodését.

Habar a glidlis endokannabinoid rendszer, ¢és annak hatdsa a nociceptiv
informaciofeldolgozasra még mindig nem ismert kelld mélységben, az asztrocitdk ¢&s

mikrogliasejtek CB1-R, DGL-a és NAPE-PLD expressziojat mindenképpen figyelembe kell

crer



OSSZEFOGLALAS

Kisérletes eredmények sora bizonyitja, hogy az endokannabinoid mechanizmusok
fontos szerepet jatszanak a nociceptiv informdaciofeldolgozasban a kozponti idegrendszer
szamos terliletén, igy a gerincveld feliilletes hats6 szarvaban is. Kisérleteinkben a
kannabinoid-1 receptor (CB1), illetve a két legfontosabb endokannabinoid-szintetizal6 enzim,
a diacilglicerol-lipaz-alfa (DGL-a) és az N-acilfoszfatidil-etanolamin-specifikus foszfolipaz
D (NAPE-PLD) expresszidjat vizsgaltuk a gerincveld I-II. laminaiban immunhisztokémiai
modszerek segitségével, fény-€s elektronmikroszkopos szinten egyarant.

Erételjes CB1-R immunreaktivitast taldltunk axonterminalisokban, de nem sikeriilt
CB1-R-t kimutatni a neuronok szomatodendritikus kompartmentjében. A CBI1-R, illetve
primer afferensek és gerincveldi interneuron axonterminalisok kolokalizacigjanak
vizsgalatakor azt talaltuk, hogy a peptiderg primer afferens terminalisoknak kozel a fele, a
nem peptiderg primer afferensek boutonjainak pedig tobb mint 20%-a, a glutamater
gerincveldi interneuronok axontermindlisainak az egyharmada, a GABAerg interneuron
boutonoknak pedig kozel 20%-a expresszal CB1-R-t. A neuronok mellett az asztrocita
nyulvanyoknak csaknem a fele, mig a mikroglia sejtek kozel 80%-a mutatott CB1-R
immunfestédést.

A CB1-R immunreaktivitds megoszlasaval szemben a DGL-o és NAPE-PLD
immunfestédést dontéen dendriteken sikeriilt azonositani a gerincveld hatsd szarvaban, mig
az axonterminalisokon elvétve tudtunk DGL-a vagy NAPE-PLD immunreakciét kimutatni.
Mikozben a DGL-a immunreaktivitdst mindig a dendritek szinapszisok kozvetlen kozelében
talalhatd6 membranszegmentjein azonositottuk, addig a NAPE-PLD immunpozitiv dendritikus
membrankompartmentek szinte mindig a szinaptikus appozicioktdl tavolabb helyezkedtek el.
A dendritek mellett az asztrocitak és mikroglia sejtek is jelentés mértékben mutattak DGL-a
¢s NAPE-PLD immunfestédést. A DGL-o immunreaktiv glidlis membranszegmenteket igen
gyakran olyan szinapszisok kozelében sikeriilt azonositani, melynek posztszinaptikus
dendritje szintén DGL-a immunreaktivnak bizonyult, mig a NAPE-PLD immunreaktiv glilis
membrankompartmentek csak esetenként sikeriilt szinaptikus appoziciok kdzelében
kimutatni.

Eredményeink alapjan a gerincveld feliiletes hatsd szarvaban neuronok és gliasejtek
egyarant képesek 2-AG-t és anandamidot felszabaditani. A 2-AG felszabadulds dontéen
posztszinaptikus dendritekhez és szinapszisokhoz kozeli glianytlvanyokhoz kothetd, mig az
anandamid mobilizacidja foéleg szinapszisoktél tavolabb talalhaté dendritekbdl és
gliasejtekbdl lehetséges. Az endokannabinoid ligandok aktivitasfiiggd felszabaduldsa
komplex szignalizacids mechanizmusokat indukalhat a gerincveld hats6 szarvi
fajdalomfeldolgozé neuronhaldzatban, melyben a neurondlis és glidlis endokannabinoid
rendszer egyarant részt vehet.
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