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BEVEZETO

»Egy novény segitségével, amely évezredek ota eldttiink hevert, egy felbecsiilhetetlen
jelentéségli 1y élettani rendszert fedeztiink fel.” Az idézet Raphael Mechoulamtol szarmazik,
aki 1964-ben felfedezte a kiilonboz6é Cannabis fajok pszichoaktiv hatasaiért felelés delta-9-
tetrahidrokannabinolt (A9-THC), s akinek uttér6 munkédssdga nyoman a kannabinoidokkal
foglalkoz6 kutatasok az idegtudomanyok egyik legviragzobb tertiletévé valtak.

A THC-r6l nagyon koran kideriilt, hogy hidroféb természete miatt vizben szinte oldhatatlan,
lipidekben azonban kivaloéan oldédik, ezért sokdig tigy hitték, hogy a hatasat nem specifikus
modon, azaz nem valamilyen receptorhoz kotddve fejti ki, hanem csupén a sejtmembranba
beoldodva, és annak fluiditasat modositva idéz el6 biologiai hatast (Lawrence and Gill 1975).
Biologiai aktivitasa azonban sztereoszelektiv (Jones et al. 1974), és a cAMP felhalmozodas
gatlasan keresztiil valosul meg (Howlett and Fleming 1984). A THC receptorat végiil 1990-
ben Matsuda és mtsi. klonoztak sikeresen, és 1. tipust kannabinoid receptornak (CBy)
nevezték el (Matsuda et al. 1990). A receptor azonositasatol kezdve valdszintsitették, hogy az
emlésokben taldlhatd6 CB:i nem elsdsorban a ndvényi kannabinoidok hatasat hivatott
kozvetiteni, €s szamos kutatdcsoport kezdte keresni a fitokannabinoidok endogén megfeleldjét.
Az elséként azonositott endokannabinoid ligandot, melynek izolalasara 1992-ben keriilt sor,
leirdi a szanszkrit ,,ananda” - vagyis belsé gyonyor - sz6 alapjan anandamidnak neveztek el
(Devane et al. 1992). Ezt kovette 1995-ben a 2-arachidonil-glicerin (2-AG), mely ismereteink
szerint az anandamid mellett a masik legfontosabb endogén kannabinoid ligand (Mechoulam
et al. 1995). Az elmult csaknem 30 év endokannabinoid kutatasainak eredményeként mara
nemcsak az endokannabinoidok altal kozvetitett intercellularis kommunikacié molekularis
eszkoOztarat ismerhettiik meg, hanem az endokannabinoid rendszer kulcsfontossagu szerepét is
a legkiilonbozébb  életfolyamatok  szabalyozasdban, illetve szamtalan betegség
patogenezisében. gy, bar a marijuana a hippi-mozgalomnak koszonhetéen elsésorban
rekreédcios drogként valt altalanosan ismertté, a kannabinoidok lassan elfoglaltédk a helyiiket a
megemelkedett intraokularis nyomas (Nucci et al. 2007), az atopias dermatitis (Bir6 et al. 2009)
modszerekkel sikeriilt azt is bizonyitani, hogy a fiziolgias és pathologids fajdalomfeldolgozas
endokannabinoidfiiggd szabalyozésa periférids, gerincveldi €s szupraspindlis szinten egyarant
bekovetkezhet (Agarwal et al. 2007; Drew et al. 2008; Herkenham et al. 1991; Pertwee 2001).
A gerincveldi szintli nociceptiv informéciofeldolgozas kannabinoidfiiggd modulaldsanak

hatterében feltételezhetden egy meglehetdsen komplex mechanizmus huzodik, a CB1 receptor
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ugyanis bar valtozé mértékben, de joforman a gerincveld fajdalomfeldolgozasban elsddleges
szerepet jatszo feliiletes hatsd szarvanak valamennyi sejttipusan kimutathat6, serkento és gatld
axonterminalisokon éppugy, mint asztrocitakon és mikroglia sejteken (Hegyi et al. 2009). Az
anandamid és 2-AG szintézisében részt vevd két legfontosabb enzim, a NAPE-szelektiv
foszfolipaz D (NAPE-PLD) és a diacilglicerin-lipaza. (DGLa) ugyancsak jelen van a
gerincveldi neuronoknak elsdsorban a szomatodendritikus kompartmentjén ¢és gliasejteken is
(Hegyi et al. 2012). A CB; receptorok aktivaciojat, és igy a kannabinoid rendszer hatasanak
erdsségét ugyanakkor nem onmagéaban az endokannabinoidok mobilizaldsa hatarozza meg,
hanem elsdsorban a ligandok mindenkori koncentricidja, amit alapvetden az endogén
kannabinoidok szintézisének és lebontasdnak egymashoz vald viszonyitott aranya allit be.
Kisérleteink kezdetekor azonban az irodalomban semmilyen adat nem allt rendelkezésre az

crer

AG jelpalya jelentdségére a gerincveldi szintli fijdalomfeldolgozas szabalyozasaban, jelen
értekezés témajaul két, a 2-AG koncentracidjanak csokkentésében szerepet jatszo
mechanizmus vizsgalatat valasztottuk. A 2-AG lebontasaért els6sorban felelés enzim, a
monoglicerol-lipaz gerincveldi expresszidjanak leirasa mellett vizsgaltuk a 2-AG régodta ismert

spontan molekularis atrendezddésének szerepét a 2-AG-fliggd jelatvitel szabalyozasaban.
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CELKITUZESEK

Az elmult csaknem 30 évben a kannabinoidokkal foglalkozé kozlemények szama rohamosan
emelkedett, ¢és az endokannabinoid rendszernek a kiilonb6z6 fizioldgias és patologias
folyamatokban betoltott szerepérol alkotott képlink egyre Gsszetettebb lett. A rendelkezésre
4116 konyvtarnyi irodalom ellenére azonban ismereteink sok ponton tovabbra is hianyosak. igy
példaul a fajdalom gerincveldi szinten megvalosulod kannabinoiderg kontrolljanak, azon beliil
is a 2-AG jelatviteli atvonal miikodésének szamos kérdése var tisztazasra. Ezek koziil is az
egyik legfontosabb a 2-AG medialt jelatvitel leallitisanak mechanizmusa, amelyrdl a
gerincveld hatsod szarva vonatkozasdban alig tudunk valamit. Ezért kisérleteink kezdetekor
célunk az volt, hogy megvizsgaljuk:

- a 2-AG degradaciojaért elsédlegesen felelésnek gondolt enzimnek, az MGL-nek a
disztribuciojat a gerincveld feliiletes hatso szarvaban és expressziojat annak sejttipusain
¢s az ott végzOdo axonterminalisokon

Mivel az MGL expresszidja az axonterminalisokon és a gerincveld hatsd szarvanak sejtjein
nagyon csekély mértékiinek mutatkozott, felvetddott a kérdés hogy a 2-AG inaktivalasa
valoban féleg enzimatikus uton torténik e. A 2-AG-rdl koztudott volt az izomerizacios
képessége, kevés adat szolgalt azonban a keletkezé 1-AG-rol. Ezért egy egyszeri
modellrendszerben, CB1 receptort expresszalo COS7 sejteken vizsgalni kivantuk

- a2-AG izomerizacidjanak kinetikajat

- a2-AG-bdl keletkezd 1-AG biologiai aktivitasat, tovabba azt,

- hogy a 2-AG izomerizacidjaval keletkez6 1-AG befolyasolja-e a 2-AG — CB1 jelatviteli

utvonal mukodését



ANYAG ES MODSZER

Kisérleti allatok és a szoveti metszetek elokészitése

A kisérleteket kilenc felndtt patkanyon (Wistar-Kyoto, 250-300 g, Godolld, Magyarorszag),
két vad-tipusu és egy MGL génkilitott egéren végeztiik. Az allatkisérleteket a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga altal kiadott protokoll alapjan végeztiik, melyek
megfeleltek az Eurdopai Unio eldirasainak. Az allatok elézetes natrium-pentobarbitallal (50
mg/kg, 1.p.) torténd mély altatasat kovetden Tyrode oldattal, majd pedig 0.1 M foszfat
pufferben (pH 7,4) oldott 4%-o0s paraformaldehid oldattal transzkardialisan perfundaltuk. A
perfuziét kovetden a gerincveld L3-L5 lumbalis szegmentumait eltavolitottuk, négy oran
keresztiil az eredeti fixalo oldatban utofixaltuk, majd 0.1M PB-ben feloldott szachar6z 20%-0s
oldatdba meritettiikk, amig le nem siillyedt. Ezt kovetden a sejtmembran &tjarhatdésdganak
novelése érdekében a gerincveldk lumbdlis szegmenseit folyékony nitrogénnel fagyasztottuk,
majd szobahdmérsékletii 0.1M PB-be meritettiik. Ezt kdvetéen a mintakat 8%-0S agarba

agyaztuk, majd vibrotom segitségével 50 um vastagsdglii metszeteket készitettiink.

Immunhisztokémia

Az MGL gerincveldi eloszlasanak vizsgalatara, ill. az MGL ellenes antitest specificitasanak
igazolasara egyszeres immunfestést végeztiink patkany, tovabba vad tipusu és MGL génkititott
egerek gerincvel6jébdl szarmazo mintakon. Ehhez az usz6 metszeteket 10%-0s normal kecske
szérummal blokkoltuk 50 percig, ezt kovetden nytlban termeltetett anti-MGL (higités: 1:30,
katalogus sz.: MGL-Rb-Af200, Frontier Science Co., Ishikari, Hokkaido, Japan) antitesttel
inkubaltuk 48 oran at 4 °C-on, majd kecskében termeltetett, biotinilalt anti-nyal-IgG (higitas:
1:200, katalogus sz.: PK-4001, Vector Labs., Burlingame, California, USA) antitesttel 12 6ran
at 4 °C-on. Végil avidin-biotinalt tormaperoxidazzal (higitas: 1:100, Vector Labs.,
Burlingame, California, USA) 5 d6ran keresztiil inkubaltuk a metszeteket, majd a reakciot 3,3-
diaminobenzidin (katalégus sz.: D-5637, Sigma, St. Louis, Missouri, USA) kromogén
reakcioval tettiikk lathatova. Az antitestek higitasa 10 mM trisz-foszfat pufferelt izotonias
sooldattal (TPBS, pH 7.4) tortént, melyhez 1%-0s normal kecskeszérumot (katalogus sz.: S-
1000, Vector Labs., Burlingame, California, USA) adtunk. A reakcidt kdvetden a metszeteket

targylemezre szedtiik és Permount neutralis médiummal lefedtiik.



Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az MGL immunreaktivitas kolokalizacidjat a
nociceptiv primer afferensek axonterminalisainak, valamint a glutamaterg és GABAerg
interneuronok axonterminalisainak, tovabba az asztrocita és mikroglia sejtek markereivel,
kettds immunfestési protokollt alkalmaztunk. Az usz6 metszeteket el6szor 10% normal kecske
szérummal blokkoltuk 50 percig, majd primer antitestek keverékével inkubaltuk, amely a
nyalban termeltetett anti-MGL mellett az alabbi markerek egyikét tartalmazta: a.)
tengerimalacban termeltetett anti-kalcitonin gén-relaciés peptid (CGRP) (1:2,000, katalogus
sz.: T5027, Peninsula Labs, San Carlos, California, USA), b.) biotinilalt izolektin B4 (IB4)
(1:2,000, katalogus sz.: 121414, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA), c.) tengerimalacban
termeltetetett anti-vezikularis glutamat transzporter 2 (VGLUT2) (1:2,000, katalogus sz.:
AB2251, Millipore, Temecula, California, USA), d.) tengerimalacban termeltetetett anti-
vezikularis GABA transzporter (VGAT) (1:600, katalogus sz.: 131004, Synaptic Systems,
Gottingen, Németorszag), e.) egérben termeltetett anti-glialis fibrillaris savas fehérje (GFAP)
(1:1,000, katalogus sz.: MAB3402, Millipore, Temecula, California, USA), f.) egérben
termeltetett anti-CD11b (1:500, katalogus sz.: MCA275G, AbD Serotec, Oxford, UK). A
metszeteket a primer antitestek oldataval 2 napig 4 °C-on inkubaltuk, majd 1% normal kecske
szérummal vald mosast kovetoen 2 oran keresztiil szekunder antitestekkel inkubaltuk,
melyeket a primer antitesteknek megfeleléen az alabbiak koziil valasztottunk ki: a.) Alexa
Fluor 488-cal konjugalt kecske — anti-nyal IgG (1:1,000, katalogus sz.: A11034, Invitrogen,
Eugene, Oregon, USA), b.) Alexa Fluor 555-tel konjugalt kecske — anti-tengerimalac 19G
(1:1,000, katalogus sz.: A21435, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA), c.) Alexa Fluor 555-tel
konjugalt kecske —anti-egér IgG (1:1,000, katalogus sz..: A21422, Invitrogen, Eugene, Oregon,
USA), d.) Alexa Fluor 555-tel konjugalt streptavidin (1:1,000, katalogus sz..: S11225,
Invitrogen, Eugene, Oregon, USA). Az antitesteket 1%-os normal kecske szérumban
higitottuk. A reakcid végeztével a metszeteket PBS-ben mostuk (3x15 min), majd targylemezre
szedtiik és Vectashilddel (katalogus sz.: H-1000, Vector Labs, Burlingame, California, USA)
fedtiik le.

Immuncitokémia

A transzfektalt COS7 sejteket 24 lyuku sejttenyésztd edényeken novesztettiik, majd 0.1 M
foszfat pufferben oldott 4%-os paraformaldehid oldattal fixaltuk 10 percig. Ezt kovetéen a
sejteket 30 percig 10% normal kecske szérummal kezeltiik, melyet a sejtek CB1 elleni primer

antitesttel torténd kezelése kovetett (2 ora, 1:2000, Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA,



katalogus sz.: 10006590). Alapos mosas utan a sejteket Alexa Fluor 488-al konjugalt kecske
anti-nyul IgG masodlagos antitesttel (1:1000, Invitrogen) inkubaltuk 1 éran keresztiil, mostuk
15 percen keresztiil, majd Vectashield-DAPI-val lefedtiik. Az inkubélads Osszes Iépését
szobahdmérsékleten végeztiik. A fluoreszcensen jeldlt COS7 sejtekr6l Olympus IX-81 inverz
mikroszkopra épitett differential spinning disc-kel (DSD2, Andor Technology) illetve Andor
Zyla 5.5 sCMOS tipusu kameraval felvételeket készitettiink. Ehhez egy 60x PlanApo N olaj-
immerzioés objektivet (NA: 1.40) haszndltunk, majd az igy elkészitett képeket Adobe
Photoshop CS5 szoftverrel elemeztiik.

Western blot analizis

A Western blot analizishez az allatok lumbalis gerincveldi szegmentumait eltavolitottuk, majd

Y

tartalmazta (mM): EDTA (4.0), EGTA (2.5), PMSF (0.002) benzamidine (0.013), pepstatin A
(0.004), szojabab tripszin inhibitor (0.001), leupeptin (0.001) és aprotinin (0.001). A szonikalt
mintakbol a sejttormelékeket centrifugalassal (1,500 rcf, 10 min, 4 °C) eltavolitottuk, majd ezt
kovetden a feliilluszot twjra centrifugaltuk (12,000 rcf, 20 min, 4 °C). A pellet
yjraszuszpendalasdhoz 1% Triton X-100 és 0.1 % SDS-t tartalmazo lizis puffert hasznaltunk,
majd az igy el6kezelt mintat 10 % SDS-poliakrilamid gélen megfuttattuk, és elektroforetikusan
PVDF membrénra vittiik at. Ezt kovetéen a mintdn a fentieknek megfelel6 modon egyszeres
immunfestési protokollt végeztiink.

A COS7 sejtekbdl szarmazo mintakat a Western blot és natrium dodecil szulfat - poliakrilamid-
gél elektroforézis (SDS PAGE) analizishez a kovetkezOképpen készitettiik eld: proteaz
inhhibitorokkal (4 mM EDTA, 2.5 mM EGTA, 2 nM PMSF, 26 uM benzamidin, 8 uM
pepsztatin A, 2 pg/ml szojabab tripszin inhibitor, 2 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml aprotinin)
kiegészitett 20mM TRIS (pH 7.4) lizis pufferben szonikaltuk. A sejttormelékeket
centrifugalassal eltavolitottuk (10 perc, 1500 g, 4 °C) majd a feliilisz6t Gjbol centrifugaltuk
(20 perc, 12,000 g, 4 °C). Ezt kdvetden a pelletet 1% TRITON-X-100 és 0.1% SDS-t tartalmazd
lizis pufferben reszuszpendaltuk. A mintékat felhasznalasig -70 °C-on téroltuk.

assayt hasznaltuk (Pierce, Rockford, USA). A mintdkat redukdlo agenssel kiegészitett
pufferben (50 pg protein/sav) feloldottuk, majd 10% SDS-poliakrilamid gélen megfuttattuk
(Laemmli 1970). Az igy elvalasztott fehérjéket PVDF membranra vezettik at (Millipore,
Bedford, USA).


http://f1000.com/work/citation?ids=56133&pre=&suf=&sa=0

A membranokat TTBS (20 mM TRIS, 500 mM NacCl, pH 7.5, 0.05% Tween-20) oldatban
feloldott 10%-o0s borju szérum albuminnal blokkoltuk (Sigma). Ezt kdvetéen a membranokat
CB: receptor elleni antitesttel (1:1000, Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA, Cat. No:
10006590) inkubaltuk szobahdmérsékleten 2 6ran keresztiil. A membranokat alaposan mostuk
TTBS oldattal, majd anti-nyal IgG-HRP masodlagos antitesttel (DakoCytomation, Glostrup,
Denmark) inkubaltuk. Az altalunk vizsgalt fehérjét jelolé savokat 3, 3’-diaminobenzidinnel

(Sigma) tettiik lathatova.

Immunfluoreszcens jelolések vizsgalata konfokalis mikroszkoppal

A z-tengely mentén, az egyes rétegek kozti 0,5 pm vastagsagu atfedéssel 1 pm vastagsagu
optikai szeleteket készitettiink egy Olympus FV1000 tipusu konfokalis mikroszkoppal. A
fényképezéshez 60x nagyitdsu olaj-immerzios objektivet (NA: 1.42) hasznaltunk nagy
figyelmet forditva arra, hogy a konfokalis mikroszkop bedllitasai (1ézer erdsség és intenzitas,
konfokalis apertiira mérete, gyorsitofesziiltség) az optikai szeletek készitése soran azonosak
maradjanak, valamint {igyelve arra, hogy az immunreaktiv foltokhoz tartozé pixelek ne
legyenek tultelitettek. Az igy elkészitett felvételeket Adobe Photoshop CS5 szoftver
segitségével dolgoztuk fel.

Harom 4&llat lumbalis gerincveldjének harom-harom véletlenszertien kivalasztott metszetén,
mindkét hatsd szarvaban (Osszesen 18 mérési teriilet) elvégeztik az MGL és a kordbban
felsorolt markerek kolokalizacigjdnak elemzését a kovetkezOk szerint: elsé 1épésben
meghataroztuk a hatsé szarv I-ll. lamina helyzetét a gerincvelGi keresztmetszeteken, a
fehérallomany-sziirkeallomany hataratol kezdédd, 150 pm szélességli, dorzoventralis
kiterjedésii teriiletnek megfeleléen. Ezen a teriileten belill - kikeriilve a gerincveldnek azon
medialis teriileteit, ahol az axonok belépnek - egy 10x10-es standard négyzethalot helyeztiink
a feliiletes hatso szarv kozépso részére (az egyes négyzetek ¢leinek hossza 4 pm, a négyzethalo
teljes mérete tehat 40x40 um). A négyzetracs elhelyezését pontosito kritériumok a kdvetkezok:
(a) a gerincveld hatso szarva €s a hatso koteg hatara beazonosithatd az immunfestés intenzitasa
alapjan, (b) a II. ill. III. lamina hatara el6zetes ultrastrukturalis leirdsok alapjan, a mielinizalt
axonok hianya (II. lamina) vagy jelenléte (III. lamina) alapjan azonosithaté (Molander et al.
1984). A négyzetracsot egyfajta, a vizsgalotdl fiiggetlen szelekcios kritériumként hasznaltuk a
markerek kolokalizacidjanak vizsgalatanal. Ennek megfelelden a mennyiségi analizisnél csak
azokat az immunreaktiv foltokat vettiik figyelembe, melyek a négyzetracs ¢lein helyezkedtek

el. Tekintettel arra, hogy az MGL-t jel6l6 immunreaktiv foltok atméréje minden esetben
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alulmaradt az axonterminalisok ¢€s kiilondsen a gliasejtek méretéhez képest, a kolokalizacio
megitélése nem volt lehetséges a hagyomanyos, a mindkét csatornaban egyarant pozitiv
pixelek szamszeriisitésén alapulé moddszerek (pl. Pearson koefficiens) segitségével. Ezért
minden kettds immunfluoreszcens jelolés esetén, a fentebb leirtaknak megfelelden
meghatarozott (kettds festésenként 18) mérési teriileten a négyzetracson elhelyezkedd és az
adott markerre pozitiv immunreaktiv profilokat egyesével megvizsgaltunk, hogy azoknak
barmelyik részlete mutat-e atfedést a masik markerrel. Az igy kapott adatokbol atlagot és

standard hibat (standard error of the mean) szamoltunk.

Elektronmikroszképos vizsgalatok

Az MGL cellularis megoszlasanak vizsgalatara immunhisztokémiai modszert alkalmaztunk. A
metszeteket nyul ellen termeltetett anti-MGL els6dleges antitesttel inkubaltuk 48 o6ran
keresztiil 4 °C-on, majd kecskében termeltetett, biotinilalt anti-nyul antitesttel tovabbi 12 6ran
at szintén 4 °C-on. Ezt kdvetden a metszeteket avidin-biotinalt tormaperoxiddz komplexszel
inkubdltuk 5 oran keresztlil szobahdmérsékleten, majd a reakciot 3,3.diaminobenzidin
kromogén reakcioval vizualizaltuk.

Az igy el6készitett metszeteket 0.5%-0s ozmium-tetroxid oldattal utofixaltuk 45 percig, majd
viztelenitést kovetden Durcupan ACM gyantaba dgyaztuk (katalogus sz.: 44610, Sigma, St.
Louis, Missouri, USA). A tovabbi feldolgozasra kivalasztott metszeteket miigyantaba
ujradagyaztuk, ultravékony metszeteket készitettiink beldliik, melyeket uranil-acetattal és 6lom-
citrattal kontrasztoztuk. Az igy elOkészitett metszeteket JEOL 1010 elektronmikroszkop
(Akishima, Tokio, Japan) segitségével vizsgaltuk, és Veleta 4AMP TEM kameraval (EMSIS,

Miinster, Németorszag) felvételeket készitettiink.

A 2-AG izomerizaciéja vizes oldatban

A 2-AG izomerizacidjanak analizisét korabban leirt modszerek alapjan (Higuchi et al. 2010;
Zhang et al. 2010; Zoerner et al. 2012), a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén és
Novénytani Tanszékén dolgozd kollaboracids partnereink végezték, néhdny moddositassal:
0.625 ng/mL anandamidot tartalmazo 250 ul HBSS-t 2-AG-val (Cayman Chemical) vagy 1-
AG-val (Cayman Chemical) spike-oltak, melyet acetonitrilben oldottak fel (végs6 koncentracid
0.25 pg/mL) majd 37 °C-on inkubaltak 1.25, 2.5, 5 és 10 percen keresztiil. Ezt kdvetden a
mintakat folyékony nitrogénben tartottak a feldolgozasig. A 0 perces mintdkat a folyékony
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nitrogénes fagyasztast kovetden spike-oltak 2-AG-val. A minta el6készités soran a fagyasztott
mintakhoz 10 pl trifluorecetsavat (TFA) és 1000 pl n-hexant adtak, majd 1400 rpm-mel valé
razatds kozben felolvasztottdk. Ezzel az endokannabinoidokat kozvetlenill az olvadasukat
kovetden szerves fazisba vitték. A bazis-katalizalt izomerizaciot TFA hozzaadasaval allitottak
le. Ezt kdvetden a fazisokat 13000 rpm-en 1 percig tartdé centrifugéaléssal valasztottak el. A
szerves fazis 800 ul-ét (hexan) tartalmazo aliquotot vakuumban szérazra paroltak, majd ujra
feloldottak 40 pupl 0.1% hangyasavat tartalmaz6 acetonitrilben. Ezt kovetdéen a
folyadékkromatografia-tomegspektrometriai (LC-MS) vizsgalatokhoz ebbdl az oldatbol 20 pl-

t injektaltak. A kisérletet haromszor ismételték meg.

A 2-AG és az 1-AG mennyiségi meghatarozasa LC-MS-sel

A 2-AG és 1-AG mennyiségében és aranyaiban torténd valtozasait egy YMC-Triart C1g (100
mm x 3.0 mm, 1.9 um, 12nm, YMC Co., Ltd, Kyoto 600-8106, Japan) tipusu kromatografias
oszlopon vizsgaltak, Accela HPLC (Thermo Electron Corp, San Jose, CA, USA) rendszert
hasznalva, 0.1% (V/V) hangyasavat tartalmaz6 viz (A) -0.1% (V/V) hangyasavat tartalmazo
acetonitril (B) gradienssel: 0 —2 min: 60% B, 2 — 7 min: 60 — 90 % B, 7 — 13 min : 90% B. Az
elvalasztas 30 °C-on tortént (kolonna hémérséklet). Az LC rendszert egy Thermo LTQ XL
tomegspektrométerhez (Thermo Electron Corp., San Jose, CA, USA) kapcsoltak, pozitiv modu
HESI ionizaciot alkalmazva. Az ESI paraméterek a kdvetkezdk voltak: porlaszto fesziiltség: 5
kV, forras hdmérséklet: 280 °C, kapillaris hdmérséklet: 300 °C, porlasztogdz aram: 25 arb No,
segédgdz aramlas: 8 arb No.

A mennyiségi meghatarozas SRM maddban tortént, amikoris a referencia tomegspektrumokkal
azonos spektrumokat kaptak. Az 1-AG és 2-AG esetében a 379-287, az anandamid esetében a
348-287 atmenetet hasznaltak. Az 1-AG és a 2-AG retencios id6 alapjan megkiilonboztethetd
egymastdl a fenti modszerrel. A kvantifikaldsdtpontos kalibracids egyenes segitségével tortént.
Bels¢ standardként minden minta extrakci6é elétt anandamidot adtak a mintdhoz. Minden
vizsgalt anyag esetében a visszanyerés 85% f616tt volt, ami j6 dsszhangban van a Zoerner és

mts. (Zoerner et al. 2012) altal k6zo6lt eredményekkel.

Plazmid konstrukeio

A CBi COS7 sejtvonalban torténd overexpresszidjahoz pcDNA3-CB: tipusi emlds
expresszios vektort hasznaltunk (Mary Abood ajandéka, Addgene plazmid # 13391, (Abood et
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al. 1997). A transzfekcid sikerességét egy, a pcDNA3-CB1 plazmid CMV promotere altal
ellenérzott CMV-Brainbow-1.0 H (Joshua Sanes ajandéka, Addgene plazmid #18720) tipust,

piros fluoreszcens fehérjét (RFP) kddold expresszids vektor koexpresszidjaval ellendriztik
(Livet et al. 2007).

Sejtkultira és transzfekcio

A COS7 sejteket (forras: ATCC, a Debreceni Egyetem Biofizikai és Sejtbiologiai Intézete altal
fenntartva) 10%-os borju szérummal (Sigma-Aldrich, USA), 100 U/ml penicillinnel, 100
pg/ml streptomycinnel €¢s 2mM glutaminnal kiegészitett DMEM (Gibco, USA) taptalajon
novesztettitk 90%-os konfluenciaig (10* sejt/cm?) 5% CO2 és 95% oxigén keverékében 37°C-
on. Az elektroporaciét megelézéen a 75 cm? teriiletli tenyészté flaskak aljara letapadt sejteket
Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, USA) felvalasztottuk, centrifugaltuk (900 x g 10 min) és
DMEM-ben reszuszpendaltuk (1.9x10° sejt/ml). Ezt a sejtszuszpenziot alkalmaztuk a
CB1/RFP kotranszfekciohoz (4pug/ml RFP plazmid) és a kontroll RFP transzfekcidhoz (4pg/ml
RFP plazmid) is. Az elektroporaciot egy ECMS830 tipust elektroporatorral végeztiik (BTX,
Harvard Apparatus, USA) 2 mm atmér6jii egyszerhasznalatos pipettaval (Model No. 620,
BTX, Harvard Apparatus, USA) a kdvetkezd protokoll szerint: 220V, két 500 ps hossziisagu

impulzus 1 mésodperces intervallumokkal.
Ca?" mérések

A Ca?" méréseket megeldzden a transzfektalt COS7 sejteket 1 uM 0,01% pluronic F127-¢et
tartalmazé Fluo-8-AM Ca?* indikator festékkel inkubaltuk 30 percig szobahémérsékleten. A
Ca?* méréseket egy Olympus IX-81 inverz mikroszképon végeztiik, egy differential spinning
dischez (DSD2, Andor Technology) kapcsolt Andor Zyla 5.5 sCMOS tipust kamera
segitségével. Andor Q3 szoftver haszndlatdval masodpercenkénti 15 felvétel sebességgel, 10x
objektivvel (NA:0.25) 540x306 pixel felbontast képeket készitettiink (1400x790 pm latotérben
200-250 sejt). A Fluo-8 festék gerjesztését 488 nm-en, az emittalt fényt pedig 510 nm felett
detektaltuk. A kisérletek minden esetben megegyez0 mérési paraméterek mellett torténtek
(megvilagitas intenzitdsa, expozicios id6, kiolvasasi id6, sebesség). A fluoreszcencia intenzitas
valtozasait az RFP-vel jelolt, ¢les kontarral rendelkezé COS7 sejteken vizsgaltuk, a sejtek
teljes sejtfelszinét szabadkézzel kijeldlve. Az intracellularis Ca?* koncentracid valtozasait a

fluoreszcencia intenzitasnak az alapvonalhoz viszonyitott valtozéasa alapjan itéltiik meg (AF/Fo,
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ahol Fo a kezdeti fluoreszcencia intenzitas értéke). A fluoreszcencia intenzitas valtozasat az
alkalmazott ligandra adott valasznak tekintettiik, amennyiben az alkalmazasat kovetéen az
adott sejten mért AF/Fo érték legalabb 5 egymast kovetd felvételen magasabb volt, mint az
alapvonal szordsanak haromszorosa. A AF/Fo értékeket a Microsoft Excel 2013 programban
szamoltuk ki (Microsoft), a gorbe alatti teriileteket pedig OriginPro 8.0 szoftverrel (Originlab,
Northampton, MA) hataroztuk meg. A statisztikai analizisekhez két-mintas nem parametrikus
Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk. A kiilonbségeket p<0.05 esetén tekintettiik

szignifikansnak.



EREDMENYEK

Az MGL immunreaktivitas megoszlasa a gerincvel6 hatsé szarvaban

Az MGL gerincvel6i megoszlasanak vizsgalatara elvégzett peroxidaz alapu immunreakcid
erételjes MGL immunreaktivitast mutatott a gerincveld lumbalis szakaszaban, ahol ez
mindenekeldtt a gerincveld hatsé szarvéanak 1. ill. II. lamindjaban volt megfigyelhetd. A II.
lamina belso része mutatta a legerdsebb festddést, de a pontozott megjelenésti immunreakciod
a feliiletes hatso szarv tobbi részén is erdteljesnek bizonyult. Mig a vad tipust egér ill. a patkany
gerincveldjében hatarozott, megoszlasaban és intenzitdsaban hasonld6 MGL immunreaktivitas
figyelheté meg, addig az MGL génkiiitott egér gerincveldjébdl szarmazd mintan a specifikus
immunfestddés teljesen hianyzik, ami az antitest specificitasat igazolja. Ezt erdsiti a Western
blot analizis eredménye is, ahol az immunfestés csak egy, az MGL fehérje molekulatomegének

megfeleld 33 kDa molekulasulyu savot eredményezett.

Az MGL immunreaktivitis kolokalizacidja nociceptiv primer afferensek

axonterminalisainak markereivel

A gerincvel feliiletes hatso szarva a perifériarol érkezd szenzoros ingeriiletek, igy a nociceptiv
primer afferensek altal szallitott fajdalmas informacioknak elsddleges atkapcsolod allomésa.
Ezen primer afferensek egy populdcidja a serkentd axontermindlisokra jellemzd
neurotranszmitter, a glutamat mellett neuropeptidek, tobbek kozott CGRP felszabaditasara is
képes, igy ezeknek a peptiderg primer afferenseknek a terminalisai a CGRP jelenléte alapjan
azonosithatok. A nociceptiv primer afferensek masik csoportjanak glycocalyxa izolektin-B4
koto képességgel rendelkezik, ezek az un. nem-peptiderg primer afferensek csoportjat alkotjak
(Willis and Coggeshall 2004a).

A vizsgalataink sordn a négyzethald vonalain azonositott 225 CGRP immunreaktiv folt 17.0
+ 3.5 % volt MGL pozitiv is, mig 387 MGL immunfestett profilbol 10.0 + 2.5% bizonyult
CGRP-re is pozitivivnak. Erételjes IB4 kotddés volt megfigyelhetd a gerincvel6i hatséd szarv
IT laminajanak belsd részében, 4&m annak ellenére, hogy ezen a teriileten a legintenzivebb az
MGL elleni immunreakcio, rendkiviil alacsony kolokalizaciot talaltunk a két marker koztott.
A 964 IB4 pozitiv folt csupan 1.1 + 0.3 %-a volt MGL-re is pozitiv, mig az 1090 MGL

immunreaktiv profil csupan 1.1 + 0.3 %-a volt 1B4-ra is pozitiv.
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Az MGL kolokalizacidja a glutamaterg és GABAerg interneuronok axonterminalisainak

markereivel

A kozponti idegrendszer serkentd neuronjainak tobbségének jellemzd neurotranszmittere a
glutamat, igy a serkentd neuronok tobbségének axonterminalisai valamely vezikularis glutamat
transzporter jelenléte alapjan azonosithatok. Mivel Alvarez és mts. azt talaltak, hogy dorzalis
rizotomiat kovetéen a VGLUT2 immunreaktivitas érintetlen marad a gerincveld hatso
szarvaban (Alvarez et al. 2004), azaz dontéen nem a primer afferensek axonterminalisaihoz
kotodik, ezért a a gerincveld hats6é szarvi serkentd interneuronok axonterminalisainak a
jelolésére a VGLUT? elleni immunreakciot alkalmaztuk. Ugyanakkor mind a GABAerg, mind
a glicinerg gatld interneuronok axonterminalisai expresszaljadk a vezikularis GABA
transzportert (VGAT, vezikularis gatlé aminosav transzporterként, VIAAT-ként is ismert)
(Chaudhry etal. 1998), igy a VGAT idealis markere a gatlo interneuronok axonterminalisainak.
A VGLUT2 elleni immunreakci6 erdteljes, pontszerli jelolddést mutatott az 1. ill IL
laminakban, ahol a 751 VGLUT2 immunreaktiv foltb6l 10.7 £ 1.0 % mutatott MGL
pozitivitast, mig a megszamolt 1251 MGL immunfestett profil 6.3 + 0.5 %-a volt VGLUT?2
pozitiv is.

A VGLUT?2 mintazatahoz hasonldéan a VGAT homogén immunfestddést mutatott a gerincveld
hatso szarvaban. Az MGL-el valo kolokalizacidjanak vizsgéalata sordn azt talaltuk, hogy a 609
VGAT-ot jelzd jelolés csupan 2.4 = 0.7 %-a volt MGL pozitiv is, és az 524 MGL immunreaktiv
folt mindossze 2.9 + 0.8 %-a kothetd VGAT-tal jelolt gatlo axonterminalisokhoz.

Az MGL immunreaktivitas kolokalizacioja az asztrocitak ¢és mikroglia sejtek

markereivel

Kutatocsoportunk korabban igazolta, hogy a gerincveld hatsé szarvanak gliasejtjei
expresszaljak az endokannabinoid rendszer molekuléris eszkoztardnak szdmos komponensét
(Hegyi et al. 2009; Hegyi et al. 2012). Navarrete és Araque azt is igazoltak, hogy a neuronok
altal termelt endokannabinoidok képesek az asztrocitdkon talalhaté CB:1 receptorok
aktivalasara, melynek kovetkeztében a gliasejtekbdl felszabaduld glutamét visszahat a
neuronokra, azok NMDA receptorait aktivalva (Navarrete and Araque 2008). Mivel a 2-AG
altal medialt endokannabinoid jelatvitel terminalasaért a kozponti idegrendszerben a 2-AG
hidrolizisét katalizalo MGL a felel6s tobb, mint 80%-ban, a tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy

megtalalhato-e az MGL a gerincvel6i gliasejteken.
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Korabbi adatokkal egybehangzdan azt talaltuk, hogy a gerincveld hats6é szarvaban mind az
asztrocitak, mind a mikroglia sejtek specifikus markere erdteljesen expresszalodik. A GFAP
immunreaktivitds alapjan azonositott 674 asztrocita profiloknak 20.2 + 0.9 %-a mutatott MGL
pozitivitast, mig a megszamolt 794 MGL-t jel6l6 immunreaktiv folt 17.4 + 1.1 %-at sikeriilt
asztrocitdkon azonositani.

Az asztrocitaktol eltéréen szinte teljes szegregaciot talaltunk az MGL ¢€s a mikroglidkat jel6lo
CDI11b immunreaktivitds kozott. A megszamolt 455 CD11b immunreaktiv profilnak
minddssze 2.3 = 1.4 %-a volt MGL pozitiv is, illetve az 1245 MGL immunreaktiv foltb6l
csupan 1.0 = 0.4 % volt mikroglia sejtekhez kothetd.

Az MGL immunreaktivitas ultrastrukturalis megoszlasa

Az MGL sejttipusfiiggd expresszidjanak meghatdrozdsa utdn az enzim szubcellularis
elhelyezkedését  vizsgaltuk  elektronmikroszképos  modszerekkel, DAB  alapu
immunhisztokémiai reakciot kovetden. A kdzponti idegrendszer mas teriileteihez hasonloan az
MGL-t jel6l6 immunprecipitatum mindenekeldtt az axonokban és a glia sejtek nytlvanyaiban
sikeriilt azonositani, de ugyanakkor a neuronok perikaryonjaban is talaltunk jelolést. Az MGL
immunjeldlést, sejttipustol fiiggetleniil, mindig a sejt plazmamembranjahoz asszociéltan, a
sejtmebran belso felszinén figyeltiik meg. Az axontermindlisokban az immunprecipitadtumot
mindig a szinaptikus kapcsolatok kozvetlen kozelében talaltuk, mig a neuronok
perikaryonjaiban az MGL-t jelz6 DAB csapadékot az endoplazmas retikulum ill. Golgi
késziilék membranjahoz asszocidltan talaltuk (ezen eredmények nincsenek feltiintetve).

A glianyulvanyokban megfigyelt MGL jelolés erdteljes kompartmentalizaciot mutatott, az
immunprecipitaitum jellemzdéen a glianytlvanyok kisebb teriiletein koncentralodott. Fontos
megjegyezni ugyanakkor, hogy az asztrocitak ill. mikroglia sejtek nyulvanyai - a sejtekre
jellemzd specidlis markerek hasznélata nélkiil, pusztan a nytlvanyok ultrastruktirdja alapjan -

elektronmikroszkoppal nem kiilonboztethetdk meg.

A 2-AG spontan 1-AG-va alakul vizes oldatban

A 2-AG atrendezddését vizes kozegben 1-AG-va szdmos korabbi tanulmany dokumentalta.
Sajat in vitro kisérleteink koriilményeinek a lehet6 legjobb szimulalasa érdekében Hank-féle
pufferelt sooldattal (HBSS) 2-AG-val spike-oltunk, és a dekompozicios gorbét LC-MS

segitségével 37 °C-on hataroztuk meg. A folyadék-folyadék extrakcid és az injekcid soran



fellép6d pontatlansagok kiszlirésére anandamidot hasznaltunk belsé standardként, a 2-AG-val
ellentétben ugyanis az anandamid a mintaelOkészités és analizis soran végig stabil marad
(Zoerner et al. 2012). Az anandamidhoz tartozo csucs nem valtozott az id6 fiiggvényében.
Mas, RPMI médiumot hasznald kutatocsoportok altal irt kozleményekkel (Rouzer et al. 2002)
megegyezoen a 2-AG gyorsan atalakul 1-AG-va még HBSS-ben is. Az atalakulas félélet ideje
16.16 £ 3.74 perc (szérum nélkiil, extrapolalt) és 8.81 + 2.51 min (szérummal). A kiilonbségek
fakadhatnak a médiumbol, és a 2-AG kezdeti koncentracidjabdl, hiszen Rouzer és mts. (Rouzer
et al. 2002) 2 pg/mL-t hasznaltak (SuM-lal egyenld), mig a mi kisérletes beallitasainkkal az
oldat koncentracioja megkdozelitette a sejtek vizsgalatakor alkalmazott koncentraciot (0.6 mM).
Az LC-MS kromatogramon az 1-AG-nak és a 2-AG-nak megfelel6 csucsokaranya jelentdsen
valtozik 2 perc alatt. Hozz4 kell azonban tenniink, hogy a mi kisérleteink sejt- illetve bioldgiai
membranoktdl mentes, tiszta fiziologids oldatokkal végeztiik, melyek segitették a minta
elokészitésre sziikséges 1d6t illetve az izomerizacios mitermékek 1étrejottét. Ez a megkdzelités
kiilonbozik azoktol publikacioktol, melyekben a 2-AG-t és az 1-AG-t a bioldgiai mintdkbol
hosszadalmas tisztitasi [épésekkel izolaltak, melyek megnovelik a poszt-izolacids miitermékek
kialakulasat (Ferrer et al. 2003; Suplita et al. 2006).

Fontos megjegyezni, hogy az acil migracio barmilyen protonos oldoszerben (vizet is beleértve)
végbemehet, sot fiziologias pH mellett a jelenlévé OH -csoport katalizalja a reakciot (Rouzer
et al. 2002). Ezért feltételezziik, hogy a 2-AG izomerizacidja 1-AG-va perces idéskalan
torténik minden vizes oldatban, beleértve az altalunk hasznaltat is. Ezen tilmenden, a 2-AG
atalakuléasat a fehérjék jelenléte fokozza, amely kataltikus feliiletként szolgdl meggyorsitva a
reakcios id6t. Mivel a szervezetben szinte minden intra- vagy extracellularis folyadék tartalmaz

fehérjét, az acil migracio in vivo is relevans lehet.

A CB1 receptor overexpressziéja COS7 sejtekben

A kannabinoidok altal medialt retrograd neurotranszmisszi6 altalanosan elterjedt volta miatt
elengedhetetlen, hogy az endokannabinoid ligandok, igy a 2-AG felszabadulasat kdvetden
rendelkezésre alljon a ligand eltavolitasara valamilyen mechanizmus. Annak ellenére azonban,
hogy korabbi kdzlemények alapjan a kozponti idegrendszerben a 2-AG lebontasaért tobb mint
80%-ban az MGL felel, a gerincveld feliiletes hatsé szarvanak kannabinoid kontroll alatt allo
sejtjeinek és szinapszisainak csak toredékében sikeriilt MGL-t kimutatni. Emiatt
kutatocsoportunk alternativ, a 2-AG eltavolitdsdban szerepet jatsz6 mechanizmusokat is

vizsgalni kivant, elséként a 2-AG mindenféle enzimtdl fiiggetlentil lezajlo spontan atalakulésat
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1-AG-va. Azonban az, hogy a 2-AG atalakulasa 1-AG-vé inaktivalasi mechanizmus-e vagy
sem, a vonatkozo irodalom ellentmondasosan értékeli, mert korlatozottan all rendelkezésre
kozlemény az 1-AG bioldgiai hatdsair6l, ha egyaltalan vannak. Annak érdekében, hogy
megvizsgaljuk a 2-AG izomerizacidjat 1-AG-v4, illetve az acilvandorlés kovetkezményeit a 2-
AG sejtekre kifejtett hatasanak tekintetében, egy egyszer(i in vitro modellt hoztunk létre,
melyhez COS7 sejtekbe pcDNA3 CB1 plazmid vektort juttattunk be elektroporacio
segitségével. A sejtekben a CB1 overexpresszidjat 5-7 passzalast kdvetéen immuncitokémiai
vizsgalatokkal ellendriztiik. A CBi-et jelol6 immunreaktiv foltok az RFP-t expresszalo sejtek
membranjaban ill. citoplazmajaban is megfigyelhetdk. A CB1 mennyiségének meghatarozasara
Western blot analizist végeztiink, amely igazolta, hogy a kontroll (nem transzfektalt) COS7

sejtekhez viszonyitva a CB1 expresszidja a transzfektalt sejtekben 5.6-szorosara emelkedik.

A 2-AG CB1 receptoron kifejtett biolégiai hatasat az 1-AG alig médositja

Mivel a 2-AG izomerizacidjanak kovetkeztében a mennyisége HBSS-ben fokozatosan
csokken, ez a folyamat befolyasolhatja a 2-AG hatasossagat. Ennek vizsgalatara a CB1-gyel
transzfektalt COS7 sejteket fluoreszcens Ca®" indikator festékkel toltottiik meg, majd
adagolasat kovetéen. A CBi-el transzfektalt sejteket RFP pozitivitasuk alapjan szelektaltuk.
Minden Ca®" mérés végén 180 uM ATP-t adtunk a sejtekhez az életképességiik igazolasara.
Az egyes sejtek altal adott maximalis valasznak az ATP altal kivéltott Ca®" tranziens gorbe
alatti teriiletét (AUC) vettiik. A sejtek kannabinoidokra adott Ca?* valaszanak AUC értékeit a
maximalis valasz szazalé¢kaként kifejezett értékként adtuk meg. A sejteket csak egyszer

kezeltiik kannabinoid liganddal, hogy elkertiiljiik a CB1 receptor deszenzitizaciojat. Ezekkel a
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az oldat 2.5, 5 ill. 10 perces szobahémérsékleten torténd eldinkubalasa utan adtunk a sejtekhez.
Ahogy azt a 12. abra és az 1. tablazat is mutatja, a frissen elkészitett 2-AG oldat a sejtekben az
intracellularis Ca®* koncentracio erteljes tranziens emelkedését valtja ki. A ,,0-perces”
kisérletben kapott AUC értékekkel szinte azonos értékek jellemzdek azokra a sejtekre,
melyekhez a 2-AG oldatat 2.5 perccel az elkészitését kovetden adtuk hozza, és csak kis valtozas
figyelhetd meg a sejtek Ca®* valaszaban a 2-AG tovabbi 2.5 perces elSinkubalasaval is. Tiz

perccel a 2-AG oldat elkészitését kdvetden is csak elhanyagolhatd kiilonbség figyelheté meg

crer



ellenére tehat, hogy a 2-AG izomerizacio féléletideje a kisérleteinkben 8.8 percnek adddott,
tartalmazé oldatok ltal kivaltott Ca®* tranziensek gorbe alatti teriiletei nem kiilonboztek

egymastol szignifikansan (13. dbra).

Az 1-AG aktivalja a CB1 receptort, és koncentracio-dependens modon noveli a sejtek

ere s

Ahogy a 2-AG arachidonilcsoportja a glicerin masodik szénatomjarol az els6 pozicioban levore
vandorol, nem csak a 2-AG koncentracidja csokken folyamatosan, de ezzel egyidejiileg az 1-
AG koncentracidja emelkedik, és ez a folyamat addig tart, amig el nem éri a 2-AG és 1-AG
kozti egyensulyt 1:9 aranynal. A 2-AG izomerizacidjanak biologiai kovetkezményeit azonban
szinte lehetetlen a rendelkezésre 4ll6 irodalom alapjan megitélni, ugyanis az 1-AG biologiai
aktivitasat vizsgald kisérletes munkak ellentmondasos eredményeket kozolnek. Tobb
kutatocsoport gy taldlta, hogy az 1-AG biologiailag inaktiv molekula (Weis et al. 2010;
Zoerner et al. 2012), s6t a kannabinoid receptorok egyikéhez sem kot6dik (van der Stelt et al.,
2002), amibdl feltételezhetd, hogy a 2-AG izomerizacidja valodi inaktivacidt jelent. Ezzel
szemben azonban olyan adatok is rendelkezésre allnak, melyek szerint az 1-AG egy
bioldgiailag aktiv molekula, amely a CB1 receptoron hatva megndveli az intracellularis Ca?*
koncentraciot (Sugiura et al. 1999), s6t a TRPV 1 receptor aktivalasara is képes (Zygmunt et al.
2013). Igy az acilvandorlas és az ennek kovetkeztében keletkezé 1-AG hatassal lehet az
endokannabinoid szignalizaciora, akar tigy, hogy eldsegiti a 2-AG hatasanak terminéciojat, de
akar egy olyan 1j molekula létrejottét is eredményezheti, amely a prekurzordhoz hasonléan
ugyanazokat a receptorokat képes aktivalni. Ez utobbi forgatokonyv egy, a bioldgidban elég
szokatlan mechanizmus lenne, igy ugyanis a CB1 aktivacidja és a kannabinoidokra adott valasz
erdssége a két izomer relativ koncentraciojatdl, illetve hatékonysagatol és hatidsossagatol
fliggne. Ezért legeldszor azt vizsgaltuk, hogy képes-e az 1-AG a CB; aktivalasara. Ezért a CBy
oldattal kezeltiik, és vizsgaltuk, hogy megfigyelheté-e barmilyen valtozas az intracelluléris
Ca?* koncentraciojaban az adott koncentraciéju 1-AG hatasara. Az 1-AG képes Ca®" tranzienst
kivaltani a transzfektalt COS7 sejtekben, melynek amplitudoja az 1-AG koncentracigjatol
fiigg.

Hogy 6sszehasonlitsuk a két izomer hatdsossagat és hatékonysagat, megismételtiik a kisérletet,

ezuttal azonban a sejteket 2-AG-val kezeltik, melyhez az 1-AG esetében is alkalmazott
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novekvo koncentracid skalat hasznaltunk. Korabbi eredményeknek megfeleléen (Sugiura et al.
1999) a 2-AG mar nanomolos koncentracioban is képes volt Ca?* tranziens kivaltisara. Az 1-
ill. 2-AG koncentracio-hatas gorbéjébol azonban jol latszik, hogy a 2-AG hatékonysaga
(ED=0.35 uM) egy nagysagrenddel magasabb, mint az 1-AG-¢ (ED=4.67 uM).

Annak bizonyitasara, hogy az 1-AG ill. 2-AG altal indukalt Ca®* tranziensek a CB1 receptor
aktivalasa kovetkeztében alakulnak ki, a szelektiv CB1 antagonista AM251-t alkalmaztuk. Az
5 uM AM251 eldkezelést kovetden a 10uM 1-AG adagolasaval a sejtek 99.37 + 0.51 %-ban
nem sikeriilt Ca®" tranzienst kivaltani, ami aldtdmasztja, hogy az 1-AG CB1 receptor
aktivalasan keresztiil emeli az intracellularis Ca?* koncentraciot. Az AM251 alkalmazasa szinte
teljesen kivédte a 2-AG 4ltal kivaltott Ca®* tranziensek kialakulasat, ugyanakkor az AM251
elokezelés ellenére a sejtek 2.33 + 0.89 %-a tovabbra is valaszolt 1uM 2-AG-ra. Ezekben a
sejtekben az AM251 ugyan mérsékelte a kivaltott Ca®* tranziensek amplitudojat, de nem védte
ki teljesen a sejtek 2-AG-ra adott valaszat. Az AM251 eldinkubalas a sejtek 6,16 + 0,91
szazalékaban az intracellularis Ca®" koncentracié csokkenését okozta. Ez a jelenség
valdszintileg a bazalis endokannabinoid tonus gatlasanak eredménye lehet, de az AM251, mint
a CB1 receptor inverz agonistaja, a konstitutiv CB1 aktivitds mérséklésén keresztiil hasonlo
hatast valthat ki. Igy az alapvonal AM251 altal indukalt esése vélhetden szintén CBj-
dependens, de a jelenség hatterében nem zarhatok ki mas mechanizmusok, mint példaul az

adenozin Al receptorok AM251 altali gatlasanak szerepe sem.

A 2-AG Kkoncentracié esésével parhuzamosan felhalmozédé 1-AG ellensilyozza a CB:

receptor medialt Ca®* tranziensek gyengiilését

A 2-AG izomerizacidja egy nagyon érdekes szituaciot teremthet, hiszen az arachidonil-glicerin
mindkét izomere szolgalhat a CB1 receptor ligandjaként, ebbdl adéddan a CBi1 receptorok
megfeleld ligandkotd helyeiért versengés alakulhat ki. Valoszintisithetd, hogy a két izomer
relativ koncentracidja, hatékonysaga és a kdrnyezetiikkben 1évd szabad ligand kotd helyek
egyiittesen hatarozzdk majd meg, hogy az 1-AG és 2-AG kombindlt hatasa additiv vagy
antagonisztikus lesz-e. Hipotézisiink alapjan az izomerizacié el6rehaladtaval az 1-AG
felhalmozodasabol fakadoan az antagonisztikus hatasa egyre inkdbb eldtérbe kertil, amely a 2-
AG altal kivaltott biologiai véalasz csokkenésében nyilvanulhat meg. Ehhez eldszor azt
vizsgaltuk, hogy egy 10 perces iddskalan hogyan valtozik a két izomer aranya. Méréseink

alapjan a 2-AG 1-AG-hoz viszonyitott aranya 0.5, 2.6, 4.2 és 9.8 perccel a 2-AG HBSS-ben


http://f1000.com/work/citation?ids=4258011&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=4258011&pre=&suf=&sa=0

valo feloldasat kdvetden 9:1, 8:2, 6:4 és 5:5. Ennek modellezésére a COS7 sejteket vagy a 2-
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keverékkel, amely ugyanilyen koncentracioji 2-AG mellett, annak csokkend
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AG parok koncentracid-hatas gorbéjének esése meglepden jol utdnozta a 2-AG altal kivaltott
Ca?* vélaszok idétiiggd, de nem szignifikans valtozasait. Eredményeink azt is mutatjak, hogy
az 1-AG hatéasa a 2-AG altal kivaltott Ca®* véalaszokra 0.8 uM 2-AG és 0.2 uM 1-AG ardnynal

neutralisak, amely szamitasaink szerint 2.3 perccel az izomerizacio kezdetét kovetden all be



MEGBESZELES

Az endokannabinoidok altal medialt retrograd neurotranszmisszid a kdzponti idegrendszeri
szinapszisok mikodésének egyik kulcsfontossdgl szabalyozéasi modja. A 2-AG jelatviteli
utvonal muikoddése szigorian szabalyozott folyamat, melynek hatékonysaga és iddtartama
egymashoz viszonyitott aranya befolyasol. A kézponti idegrendszerben a 2-AG lebontasanak
donto részét végzé MGL-t preszinaptikus terminalisok citoplazmajaban mutattak ki (Straiker
et al. 2009; T P Dinh et al. 2002; Gulyas et al. 2004), igy az enzim lokalizacioja idealis az

ugyancsak preszinaptikusan elhelyezkedé CB1 receptoron hato 2-AG lebontasara.

MGL az axonterminalisokon és glia sejteken

Az MGL expresszidja a kdzponti idegrendszer szdmos teriiletén heterogén mintazatot mutat .
A kisagyban példaul erételjes MGL expresszid figyelhet6 meg a parallel rostok
terminalisaiban, azonban ez annak ellenére sem mondhat6 el a kiszorostok, valamint a kosar-
és csillagsejtek axonterminalisairol, hogy bévelkednek CB1 receptorban (Ohno-Shosaku et al.
2012). Ez a heterogenitas figyelheté meg a gyrus dentatusban is, ahol az MGL a CB1 pozitiv
¢s CB1 negativ. GABA-erg interneuronok axontermindlisaiban egyarant kimutathato
(Uchigashima et al. 2011).

A CB1 jelenlétét sikeriilt kimutatni nemcsak az agyban, de a gerincvelOben is, melynek hatsé
szarva a fajdalommal kapcsolatos ingerek feldolgozasanak egyik legfontosabb kdzpontja.
Kutatocsoportunk korabbi eredményei igazoltak, hogy a CBs1 jelen van a peptiderg primer
afferensek axontermindlisainak tobb mint felén, és a nem peptiderg primer afferensek
axonterminalisainak tobb mint 20 %-4n. A serkentd interneuronok axonterminalisainak
egyharmada ¢és a gatld interneuronok axontermindlisainak kb. 20 %-a ugyancsak expresszal
CBq receptort (Hegyi et al. 2009). Jelen kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a peptiderg primer
afferensek  axontermindlisainak csupan 17 %-a és a serkentd interneuronok
axonterminalisainak csupan 10 %-a mutatott MGL pozitivitdst. A nem peptiderg primer
afferensek, illetve a gatlo interneuronok axontermindlisain azonban csak rendkiviil csekély
szazalékaban sikeriilt MGL-t azonositani. Ezek a morfoldgiai adatok azt mutatjak, hogy az
MGTL a gerincvel6 feliiletes hatsé szarvanak CB: receptort hordoz6 axonterminélisainak csak
toredékében expresszalodik, rdadasul szinte teljesen hidnyzik a nem peptiderg primer
afferensek és gatld interneuronok axonterminalisaibol. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a

2-AG medialt retrograd jelatvitel intenzitasa és iddbeli lefutasa a gerincvel6hatsd szarvanak
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CB1 pozitiv axonterminalisain az MGL jelenlététol vagy hianyatol fiiggden nagyon valtozatos
lehet. fgy a 2-AG felszabadulas elSidézheti a gyors és rovid ideig tartdo DSE kialakulasat az
MGL-t tartalmatd szinapszisokban, melyet a peptiderg primer afferensek és serkentd
interneuronok axonterminalisainak egy része alkot. Ugyanakkor a CBi receptor expresszio
alapjan a gatl6 interneuronok axonterminalisainak nagyjabol 20 %-ban alakulhat ki a 2-AG
medialt DSI, amely - az 2-AG bontasat végzé6 MGL hianya miatt - valosziniileg egy id6ben
elhuzddo, illetve elnyujtottabb lecsengésti szabalyozd mechanizmus lehet a gerincveld hatsé
szarvaban. A 2-AG inaktivaldsdban ugyanakkor részt vehetnek a szinapszisok kozvetlen
kozelében talalhato asztrocitdk, melyek a nytlvanyaikon expresszadlod6 MGL segitségével
jérulhatnak hozza a 2-AG lebontasdhoz azon az axontermindlisokon esetében is, amelyeken
teljesen hianyzik az MGL.

Korabbi tanulmanyokban bizonyitottdk mar az MGL jelenlétét gliasejteken, tobbek kozott a
kisagy radilis glia sejtjein, a gyrus dentatus és a hypothalamus asztrocitdin, csakugy mint
tenyésztett mikroglia sejteken, azaz a neuronok mellett a gliasejtek is képesek a 2-AG
lebontasara (Walter and Stella 2003; Walter et al. 2004; Stella 2009).

Eredményeink alapjan hasonldoképpen a gyrus dentatus és hypothalamus asztrocitaihoz a
gerincveld feliiletes hatsd szarvdban taldlhatd asztrocitdk, de nem mikroglia sejtek egy
populacidja MGL-t expresszal. Igy az asztrocitak szinapszisokkal vald szoros kozelsége
befolydsolhatja a stimulus-dependens moddon felszabadulo 2-AG mennyiségét az
extracellularis kozegben, kiilonds tekintettel azokra a primer afferens- és serkentd
interneuronok axonterminalisaira, amelyek CBi-t is hordoznak, és amelyeknek aktivacioja
posztszinaptikus 2-AG felszabadulast okozhat (Di et al. 2013). Az asztrocitak funkcionalis
valtozasainak kovetkeztében valtozhat a puffereld képességiik is, melynek kovetkeztében a 2-
AG kidiffundalhat a felszabadulasanak helyétdl és heteroszinaptikusan hathat (Kano et al.
2009; Uchigashima et al. 2011; Ohno-Shosaku et al. 2012; Di et al. 2013).

Erdemes megjegyezni, hogy a mikroglia sejtek az asztrocitik és a neuronok mellett fontos
szerepet jatszanak a gerincvel6i endokannabinoid rendszer miikodésében, hiszen CBi-t
expresszalnak és 2-AG felszabaditasra is képesek (Hegyi et al. 2009; Hegyi et al. 2012).
Korabbi irodalmi adatokkal Osszhangban ugyanakkor az MGL expresszidjat a mi
munkacsoportunknak sem sikeriilt bizonyitani a mikroglia sejteken. Bar a kisérleteink nem
terjedtek ki tovabbi, a 2-AG lebontéasat végzé enzim vizsgalatara, feltételezziik, hogy a 2-AG
(Marrs et al. 2010; Muccioli et al. 2007). Mindez felveti annak a lehet6ségét, hogy az

asztrocitdk ¢és mikroglia sejtek kiilonbozé szerepet jatszanak a gerincveldi szintli
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fajdalomfeldolgozas kannabinoid-medialt szabalyozdsaban, és a kiilonbozoé gliasejtek
részvétele a patologias fajdalom indukcidjaban és fenntartdsaban a 2-AG eltérd lebontasi
mechanizmusai miatt szintén nagyon kiilonbdz6 lehet.

Tekintettel arra, hogy az MGL-t hordozo6 szinapszisok és gliasejtek aranya elmarad a CB1
receptort expresszalokétol, feltételezziik, hogy a kannabinoid kontroll alatt allo, de MGL-t nem
tartalmazo sejtekben a 2-AG lebontasaért mas mechanizmus felelés. Ugyan a 2-AG
lebontasaban az MGL mellett tovabbi enzimek is részt vesznek (Muccioli 2010; Marrs et al.
2010), jelenleg semmilyen adat nem all rendelkezésre az ABHD6/12 vagy a FAAH gerincveldi
expresszidjarol. Igy azoknak a szinapszisoknak és gliasejteknek az esetében, amelyeket a 2-
AG - CB1 jelpalya szabéalyoz, de MGL-t nem expresszalnak, sajat és irodalmi adatok alapjan
sem tudunk nyilatkozni arrél, hogy milyen mechanizmus felelds a 2-AG eltavolitasaért.
Fontos megemliteni tovabba, hogy kisérleteinkkel, illetve az MGL gerincvel6i megoszlasat
bemutaté kozleményiinkkel joforman egyidejiileg egy masik magyar kutatdcsoport is igazolta
az MGL jelenlétét a gerincveld feliiletes hatsé szarvaban, és munkdjuknak a mi adatainkkal
tartalmilag atfedo részei az eredményeinket szinte pontr6l pontra megerdsitették (Horvath et

al. 2014).
Az acilmigracio szerepe a 2-AG degradacidjaban

Az endokannabinoidok a szervezet legéltalanosabban el6forduld szabalyoz6 molekulai kozé
tartoznak, melyek szerepét szamos fizioldgias és patoldgias folyamatban bizonyitottak. Habar
az endokannabinoid rendszer milkodését szinte minden szervben ¢és szovettipusban
tanulmanyoztak (Kano et al. 2009; Maccarrone et al. 2015), a kannabinoid jelatvitel szamos
kérdését nem sikeriilt eddig megnyugtatoan tisztazni (Piomelli 2014). Ezek koziil az egyik a 2-
hogy a leginkabb tanulmanyozott enzimatikus tutvonalak mellett a 2-AG, mint a 2-
monoglicerol csaldd tagja, termodinamikailag instabil molekulaként hajlamos az
acilvandorlasra, melynek eredményeként 1-AG keletkezik (Martin 1953). Ez a jelenség
nagyban megneheziti a 2-AG biologiai mintakbodl torténé mennyiségi kimutatasat (\Vogeser
and Schelling 2007; Astarita and Piomelli 2009; Pastor et al. 2014), és komplikalja a 2-AG
CB: és TRP receptorokon kifejtett hatasanak értelmezését (Zygmunt et al. 2013). A
kisérleteinkben a 2-AG 1-AG-va alakulasanak kinetikajat vizsgéltuk és azt tapasztaltuk, hogy
az izomerizacio viszonylag gyors folyamat, mely HBSS-ben 37 °C-on 16.16 perces, mig 10%

szérumot tartalmazd HBSS-ben 8.8 perces felezési idovel megy végbe. Habar a kisérleteinket
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sejtmentes fiziologias oldatban végeztiik, ezek az eredmények mégis utalhatnak a 2-AG
izomerizacidjanak bioldgiai relevancidjara sejtes rendszerekben is, hiszen a 2-AG-t degradalo
hidrolazok sejtstirliségtol fliggden 19-28 perces felezési iddvel bontjdk a 2-AG-t. Ebbdl
kovetkezik, hogy az acilvandorlas és ennek kovetkeztében az 1-AG kialakuldsa akar kétszer
gyorsabban is végbemehet, mint az enzimatikus inaktivacid. Fontos megjegyezni, hogy
eredményeink - azaz a kozegben megjelend €s felhalmozddo 1-AG - nem kérddjelezik meg az
idézett folyoirat 2-AG hidrolizisére vonatkozé allitasait, hiszen a vizsgalt hidrolazok
egyforman fogadjak el az 1- és 2-monoglicerolokat, és a katabolizmusuk ugyanazon
végtermékek, azaz arachidonsav és glicerin kialakulasahoz vezet (Tornqvist and Belfrage
1976; Di Marzo et al. 1999). Olyan endokannabinoid-medialt jelatviteli folyamatokban
azonban, amelyekben a 2-AG szignalizacio féléletideje rovidebb, mint az izomerizacio, a
keletkez6 1-AG mennyisége €s hatasa valoszintileg elhanyagolhat6. Ez a helyzet allhat fenn a
2-AG altal medialt retrograd szinaptikus transzmisszid esetében is, ahol a depolarizécio
indukalt rovid plaszticitasi folyamatok (DSE ¢és DSI) féléletideje 15-40 masodperc kozé esik
(Kano et al. 2009).

Korabbi tanulmanyok alapjdn a 2-AG izomerizacidja mindenekeldtt a pH-tol és részben a
kozeg ionos Osszetételétdl fiigg, ezekben a kisérletekben azonban a mi méréseinknél gyorsabb
acilvandorlast talaltak: szérummentes kozegben az izomerizacid féléletidejét 10 percben,
szérummal dusitott RPMI taptalajban 2.3 percben hataroztak meg 37 °C-on. Habar a jelen és
koréabbi vizsgélatok eredményei kozotti kiilonbséget nem tudjuk teljes mértékben magyarazni,
feltételezziik, hogy a gyorsabb acilvandorlas hatterében az alapvetdéen gazdagabb RPMI
taptalaj allhat. Az altalunk leirt, valamivel lassabb kémiai atalakulds ugyanakkor tovéabbra is
azt mutatja, hogy a monoacil-glicerineket lebontdé enzimek jelenléte ellenére a 2-AG vizes
kozegbe torténd felszabaduldsa 1-AG kialakuldsdhoz, ¢és valdszinlileg atmeneti
felhalmozodéasahoz is vezet, emiatt az 1-AG esetleges hatdsat, vagy éppen inaktivitasa a CB1
receptorokon egyarant fontos biologiai kovetkezményekkel jarhat. Ezért a kovetkezékben azt
vizsgaltuk, hogy van-e az 1-AG-nak CBi-medialt bioldgiai hatasa, és azt talaltuk, hogy az 1-
AG dozisfiiggd moédon atmenetileg noveli az intracellularis Ca®" koncentraciot, ami  korabbi
tanulmanyokkal 6sszhangban (Sugiura et al. 1999) azt mutatja, hogy az 1-AG valoban bioaktiv
molekula mely képes a CBi aktivalasara. Méréseink alapjan az 1-AG ECS50 értéke egy
nagysagrenddel magasabb, mint a 2-AG-¢, illetve a 2-AG altal kivaltott maximalis valasz is
nagyobb a CB1-gyel transzfektalt COS7 sejteken, azaz a 2-AG hatékonysaga és hataseréssége
is magasabb. Ettdl fiiggetleniil az 1-AG ugyanugy a CB:1 agonistajanak tekinthetd, igy a 2-AG

izomerizacidja nem tekinthetd nem-enzimatikus inaktivacids folyamatnak, hiszen egy 1j,
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bioaktiv molekula kialakuldsahoz vezet. Hozza kell azonban tenniink, hogy fiziologias
koriilmények kozott, sejtes kornyezetben és kiilonosen a 2-AG hidrolitikus enzimeinek
jelenlétében az 1-AG mennyisége valosziniileg sosem ér el olyan magas koncentraciot, amely
képes maximalis vélasz kivaltasara.

A 2-AG felszabaduldsat kovetd acilmigracid mégis egy kiilonleges helyzetet teremthet,
melyben a monoacilglicerol koncentracié viszonylag alland6, azonban a két izomer aranya
gyorsan valtozik, hiszena 2-AG-t a fokozatosan keletkezd 1-AG helyettesiti, igy a két ligand
versengheta CB1 receptor ligandkotd helyeiért. Ezért a kovetkezokben ennek a folyamatnak a
kovetkezményeit vizsgaltuk olyan oldatok készitésével, melyben a két ligand aranya tiikrdzi a
mennyiségiikben végbemend valtozasokat az id6 fliggvényében. Az id6 eldrehaladtaval a 2-
AG altal indukélt Ca?" tranziensek amplituddja fokozatosan, de nem szignifikins mértékben
csOkkent. Ezt a folyamatot meglepden pontosan utanoztadk az izomerek mesterségesen
eloallitott keverékei, melyek az izomerizacié el6rehaladtanak egyes idépontjait voltak
hivatottak tiikrozni. Ugyanakkor mindkét kisérlet ereményei nagyban eltértek attol az erdteljes
¢és szignifikans csokkenéstl, melyet a pontosan kimért, csokkend mennyiségii 2-AG-val
kivaltott Ca®" tranziensek amplitudojaban tapasztaltunk. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a
felhalmoz6do 1-AG stabilizalja a kannabinoid szignalizaciot, és elfedi az izomerizacié miatt
csokkend 2-AG koncentracio biologiai kovetkezményeit. Ez megmagyarazhatja, hogy a 2-AG
termodinamikai instabilitdsa miért nincs szembetlind hatéssal az olyan kisérletes felallasokban,
melyeknek id6tartama 5-10 perc vagy még hosszabb (Szabo et al. 2006; De Luca et al. 2014;
Stanley and O’Sullivan 2014; Griebel et al. 2015).

Az 1-AG CBz-en keresztiil kifejtett biologiai hatdsa, valamint az, hogy az 1-AG képes a 2-AG
viszonylag gyors atalakulasdnak kovetkezményeit kompenzalni, egy olyan mechanizmusra

utalhatnak, amely segit a 2-AG hatasat és talan egy endokannabinoid tonust is fenntartani.

crer

cres

extracellularis kozegét tekintve a legtobb in vivo koriilménytdl alapvetden kiilonbozhetnek.
Réaadasul a monoacilglicerolokat hidrolizald enzimek a két izomer aranyat valdszintileg
erdteljesen képesek befolyasolni.Az MGL ugyanis mindkét izomert egyforman elfogadja
szubsztratként, azonban az ABHD6 és ABHD12 az 1-AG-t preferalja a 2-AG-val szemben
(Navia-Paldanius et al. 2012). Ezért ezen enzimek esetlegesen eltérd expresszidja kiilonbozo
sejttipusokon és szovetekben az 1-AG 2-AG-hoz viszonyitott ardnyat kiillonb6zoképpen
modosithatja. Az izomerizacié in vivo jelentdségét ezen felill a 2-AG-nak az alapvetden

vizbazist extracellularis kozegbe torténd felszabaditasa kevéssé ismert folyamat (Bisogno et
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al. 1997; Sugiura and Waku 2000; Di Marzo et al. 2005), melyet a 2-AG sejtmembranba vald
beoldasa és abban a vandorlasa lateralis diffiziéval nagyban bonyolit, hiszen lassithatja vagy
akar teljesen meg is akadalyozhatja az acilvandorlast (Makriyannis et al. 2005; Hurst et al.
2010). Mindezek alapjan a gyors endokannabinoid-medialt jelatvitel, mint példaul a
homoszinaptikus retrograd neurotranszmisszio esetén valdszintileg a 2-AG szerepe
meghatarozo6. A kannabinoidok elnyujtott bioldgiai hatdsai kapcsan azonban, mint amilyen a
tonusos kannabinoid receptor aktivacio (Sagar et al. 2010), az 1-AG részvétele a kannabinoid
jelatvitel erdsségének stabilizdlasaban €s a kannabinoid receptor aktivacid fenntartdsdban
kiemelten fontos lehet. Ez utobbi esetben felmeriil a kérdés hogy vajon a két izomerrel t6rténd
hosszantartd inkubélds eldidézheti-e a CB: kiillonbozd mértékli deszenzitizacidjat, tovabb

bonyolitva ezzel az izomerizacio végkimenetelét.
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A nociceptiv informaciofeldolgozasért felelds neuronhalozatok megfeleld miikodését szamos
mechanizmus szabalyozza, tobbek kozott az endokannabinoid rendszer is. Ezt bizonyitja az
endokannabinoid rendszer komponenseinek a jelenléte a fajdalomfeldolgozasban érintett
idegrendszeri teriileteken, igy a gerincveld feliiletes hatso szarvaban is. Laboratoriumunk
korabbi eredményei alapjan a 2-AG hatasat kozvetitd CB1 és a szintéziséért felelés enzim
jelenléte is kimutathato a gerincveld hatsé szarvanak feliiletes lamindiban, ezzel szemben kevés
adat all rendelkezéslinkre a lebontasaért felelés enzim, az MGL gerincveldi szintll
expressziojarol. Ezért kisérleteink egyik célja az MGL cellularis és ultrastrukturalis
megoszlasanak vizsgéalata volt ragcsalok gerincveldjének feliiletes hatsd szarvaban,
immunhisztokémiai modszerek segitségével, fény- és elektronmikroszkdpos szinten egyarant.
Eredményeink alapjén a peptiderg primer afferensek kozel 20%-a és a serkentd interneuronok
axonterminalisainak 10%-a volt MGL pozitiv. Ezen tulmenden az asztrocitdk 20%-aban
figyelheté meg az MGL jelenléte a gerincveld L. ill. II. lamindjadban. Eredményeink ugyanakkor
azt is kimutattak, hogy a gerincveld neuronalis és glidlis elemei koziil a nem peptiderg primer
afferensek ¢és gatld interneuronok axontermindlisain illetve a mikroglia sejteknek csupan
kevesebb mint 3%-an mutathaté ki az MGL. Ez meglep6 adat ha figyelembe vessziik, hogy
ezen képletek jelentds részében CBi expresszido figyelheté meg, tehat valosziniileg
endokannabinoid kontroll alatt allnak, am ebben az esetben a 2-AG hatasanak terminalasaért
minden bizonnyal més enzim felelds.

A 2-AG eliminalasaban ugyanakkor nem elhanyagolhat6 a 2-AG termodinamikai instabilitésa,
melynek kovetkeztében a 2-AG hajlamos a spontdn molekularis atrendezO8désre, tehat a
molekula arachidonil csoportja a glicerin 2. szénatomjardl az 1. szénre vandorol. Ezt a
folyamatot acilvandorlasnak hivjuk ¢és kovetkeztében egy termodinamikailag stabilabb
molekula, az 1-AG keletkezik. Az acilvandorlas az endokannabinoid szignalizacio egyik
befolyasold tényezdje lehet, hiszen az igy keletkezé 1-AG tamogathatja a 2-AG eliminaciojat
ha nincs biologiai aktivitdsa. Azonban az 1-AG a 2-AG-hez vald szerkezeti hasonldsadga miatt
aktivalhatja a CBa-t, ebben az esetben a 2-AG izomerizacioja az endokannabinoid rendszer
miukodésének egy szokatlan finomhangolésat jelentheti, melyben a 2-AG indukalt vélasz
erdsségét és idobeli lefutasat a keletkezd 1-AG altal kivaltott szignalizacid befolyasolhatja.
Ezért tovabbi kisérleteinkben CB1-gyel transzfektalt COS7 sejteken vizsgaltuk, hogy mutat-e
biologiai aktivitast az 1-AG, és ha igen, hatdssal van-e az izomerizacié miatt folyamatosan
Eredményeink azt mutatjik, hogy az 1-AG a CB1 aktivalasan keresztiil Ca?* tranzienst indukal,
tehat az 1-AG bioaktiv metabolitnak, illetve a CB1 agonistajanak tekinthetd. Fontos azonban
megjegyezni, hogy a 2-AG-nak megfeleld hatas eléréséhez egy nagysagrenddel nagyobb
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1-AG hatékonyan kompenzélta a 2-AG mérséklddd biologiai hatédsait.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a 2-AG izomerizacidjaval kialakulé 1-AG bioaktiv
ligandnak tekinthet6, és els6sorban idében elhtizodo, tonusos kannabinoid dependens biologiai
jelenségek kialakitasdhoz jarul hozza. Mivel az MGL gerincvel6i expresszioja a vartnal kisebb
mértéklinek mutatkozott és az acilvandorlds sem jarul hozzd a 2-AG medidlt jelatviteli
folyamatok terminalasahoz, feltételezziik, hogy a gerincveld feliiletes hatsd szarvaban tovabbi
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