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Az endokannabinoid rendszer egy Uj kémiai szignalrendszer. A teljes kdzponti
idegrendszer terliletén megtalalhatéak molekularis alkotoelemei, amelyek speciélis
szinaptikus jelatviteli folyamatokban jatszanak szerepet szamos kilonbz6 tipusu
szinapszisban, de legféképpen a serkentd, glutamaterg és a gatlé, GABAerg szinapszisokban.
Ennek kdszonhetéen az endokannabinoid rendszer regulécidja tobb idegrendszeri
megbetegedésben, mint példaul szorongasban, PTSD-ben, skizofrénidban, epilepsziaban,
addikcioban és kronikus fajdalomban potencidlis terapias célpontként szerepel, ezért
alapkutatasi jelent6segén tul a kozeljovo egyik legigéretesebb gyogyszerkutatasi témakorének

bizonyult.

Az elmult 4 évben, a palyazat célkitiizéseinek megfeleléen, az endokannabinoid
rendszer molekuldris és anatomiai szervezédesevel, élettani és korélettani jelentéségenek
vizsgalataval foglalkoztunk, valamint eredmeényeket értlink el az endokannabinoidok altal
szabalyozott GABAerg gatlosejttipusok anatomiai és élettani vizsgalatiban is. Az alabb
felsorolt 4 f6 témakdr mindegyike e vizsgalati szintek valamelyikéhez tartozik. A cimek utan
zarojelben adjuk meg a témaban szlletett nemzetkozi, referalt folydiratokban megjelent
publikaciok sorszamat (hivatkozva a palyazati timogatasbol sziletett 23 k6zlemény mellékelt

listajara).



1) Az endokannabinoid rendszer molekuléaris és anatomiai szervezédese (3, 7, 8, 10, 11,
14, 20, 22):

Jelentos elorelépést sikertlt elérni a GABAerg és a glutamaterg szinapszisokban
talalhato endokannabinoid szignalrendszer kvalitativ és kvantitativ jellemzésében. Igazoltuk,
hogy preszinaptikus CB; kannabinoid receptorok szabalyozzak a GABA felszabadulasat a
neocortex és a torzsduci magok teriilletén (3, 11). El6bbi esetben a CB; receptor-pozitiv
elemek eloszlasa pontosan egyezett a somatosensoros kéreg rétegzettségével. A receptor
legnagyobb mennyiségben a CCK-tartalm( periszomatikus gatlo interneuronok sejttestében és
axonveégzodeseiben fordult eld. A funkcionalis CB; receptorok axonterminalisokon
preszinaptikusan lokalizalddtak. A 11. és a V. rétegi piramissejtek, melyek sejttestei nagy
mennyiségii, CB;-pozitiv periszomatikus GABAerg bemenetet kaptak, erés depolarizacio-
indukalta gatlascsokkenést (depolarization-induced supression of inhibition, azaz DSI)
mutattak, szemben az V. rétegi nagy piramissejtekkel, melyek nem vagy alig részesiltek
kannabinoid modulalta gatlasban. Eredményeink alapjan pontosan megadhatd, mely gatl6
neuronkorok allnak endocannabinoid—medialt retrograd szinaptikus modulécio alatt, illetve
melyek kozvetitik a cannabis pszichoaktiv hatasait az agykergi funkciokra (3). Ezzel
parhuzamosan a striato-nigralis axonokban 1évé receptorok is a kiilsé plazmamembranban
helyezkedtek el, azonban elektrofizioldgiai méréseink szerint val6szini, hogy ezek pusztan
csak szallitodnak a substantia nigra felé, az akcios potencial vezetését nem befolyasoljak.
Sikertilt meghataroznunk a térzsduci magok teruletén leirt fiziologiai és farmakologiai
cannabinoid hatasok pontos subcellularis hataspontjait, melyek hozzajarulhatnak az
endocannabinoid rendszer mitkddésének megfejtéséhez az addikcids és mozgaskoordinacids
funkciokban, illetve pathofizioldgiai folyamatokban (11). Azért, hogy pontosabb jéslatokat
tehessiink a preszinaptikus lokalizacié élettani jelent6segérol, nanométeres pontossaggal
meghataroztuk a CB; cannabinoid receptorok pontos subboutonalis eloszlasat a szinaptikus
specializaciohoz, illetve a transzmitter felszabadulasi helyekhez viszonyitva (8). A
periszinaptikus membranban (preszinaptikusan) magasabb receptor stirtiseget talaltunk, mint a
bouton membran egyéb teriletein, ami a transzmitter Urtilés kontrolljaban betoltott
endocannabinoid funkciora utal. Ugyanakkor jelentds receptor bedusulast tapasztaltunk a
preterminalis axon szakaszokon is, ami azt jelzi, hogy a neurotranszmitter felszabadulas
szabalyozésan kivil més feladata is lehet a CB; receptoroknak (8).

Tovabbi kisérleteinkben egy Uj, tengerimalacban készilt CB; receptor elleni antitesttel

sok korabbi ellentmondésos eredmény utan végre sikertlt minden kétséget kizaroan



igazolnunk, hogy a CB; receptor kis mennyiségben a serkento, glutamaterg rostokon is
megtalalhat6 (10). Ezt a megfigyelést legujabb kdzleményeinkben Kiterjesztettik a nucleus
accumbens és a kozépagyi ventralis tegmentélis area tertletére is (14, 20). Egy masik
tanulményunkban pedig igazoltuk, hogy a mediélis septum (mely a hippocampalis theta
oszcillacio pacemaker sejtjeit tartalmazza) kolinerg neuronjainak egy alcsoportja is
expresszalja a CB; cannabinoid receptort (7). Ezek az eredmények egytttesen magyarazatul
szolgalhatnak szamos korabbi paradoxonra, amelyek hasonlé kisérleti paradigmakban
ellentétes kannabinoid hatasokrol szdmoltak be. Eredményeink alapjan ugyanis mind az
exogén cannabis, mind az endokannabinoidok ugyanazon a receptoron, de sokszor ellentétes
hatasu neurobioldgiai strukturakon, mint példaul a GABAerg, glutamaterg és kolinerg
szinapszisokon egyarant hatnak.

Miutén a kannabinoidok tamadaspontjat sikerlt lokalizalnunk szdmos agytertileten, a
kovetkez6 fontos kerdés az endokannabinoidok keletkezési helye volt. Elséként a
legismertebb endokannabinoid molekulat, a 2-arachidonilglicerolt (2-AG) készité enzimet, a
diacilglicerol-lipaz-alfat (DGL-a) vizsgaltuk cellularis és szubcellularis szinten a
hippocampusban. In situ hibridizacios kisérleteink kimutattak, hogy a DGL-o hagy
mennyiségben expresszalddik a hippocampalis szemcsesejtekben és piramissejtekben. Az
immunfestések egy apré szemcsés festést eredményeztek fénymikroszkopos szinten, amely az
elektronmikroszkdpban dendrittiiskéknek bizonyult. Nagy felbontasi immunarany technikat
hasznalva kvantifikaltuk a DGL-a pontos szubcellularis lokalizaciojat, amely feltarta, hogy az
enzim a serkent6 szinapszisok posztszinaptikus denzitasanak két oldalan periszinaptikus
gytraben helyezkedik el. Ezek az eredmények a vilagon elséként mutattak meg, hogy
pontosan hol taldlhato a retrograd szinaptikus szignalmolekulanak tartott 2-AG keletkezési
helye. A felfedezést a Nature Reviews Neuroscience kiemelte 2006. juliusi szdméaban, mint a
honap egyik legfontosabb neurobioldgiai felfedezését és azéta az IS ,,Highly Cited”
mindsitéseét is kierdemelte. Tovabbi kisérleteinkben hasonld posztszinaptikus eléfordulast
tapasztaltunk a nucleus accumbens core régiojaban, valamint a kdzépagyi ventralis
tegmentalis area glutamaterg és GABAerg szinapszisaiban egyarant (14, 20). Ezek az
eredményeink arra utalnak, hogy a 2-AG retrograd szinaptikus szignal utvonal molekularis és
anatomiai szervezodése egy alapveté altalanos alkotéeleme lehet a legtdbb kdzponti
idegrendszeri szinapszisnak.

A 2-AG mellett egy masik jelentés endokannabinoid molekula, az anandamid, amelyet
els6ként irtak le az irodalomban, mint a CB; receptor potencialis endogén ligandjat. Ennek a

lipid mediatornak az egyik lehetséges bioszintetikus enzime az N-acil-ethanolamide-



hidrolizal6 foszfolipaz D (NAPE-PLD). Legujabb tanulmanyunkban kimutattuk, hogy ez a
kalcium-fliggé enzim a hippocampalis glutamaterg axon terminalisokban preszinaptikusan, az
idegrostban eléforduld kalcium-raktarak felszinén talalhat6 (22). Erdekes méodon a
legnagyobb mennyiségiit NAPE-PLD immunreaktivitast a hippocampalis szemcsesejtek
mohaterminalisaiban figyeltik meg, amelyeken nem talalhaté CB; receptor. Ez a
karakterisztikus anatomiai lokalizacié nem egyeztethet6 6ssze az anandamid eddig
feltételezett retrograd szinaptikus hirvivo szerepével és felhivja a figyelmet, hogy a kiilénb6z6
endokannabinoid molekulak eltér6 szinaptikus szignalfolyamatokban vehetnek részt, akar

eltér6 molekularis tamadaspontokon hatva (22).

2) Az endokannabinoid rendszer élettani jelentésége (6, 15, 16, 19, 21):

Az anatomiai projektekkel parhuzamosan halado élettani kisérleteinkben elséként azt
vizsgaltuk, hogy a két legismertebb endokannabinoid molekula, az anandamid és a 2-AG
kozal melyik jatszik szerepet a hippocampalis GABAerg szinapszisok retrograd
plaszticitasaban (6). Vizsgalatunkhoz Gj gatloszereket alkalmaztunk, melyek specifikusan
gatoljak az egyes endokannabinoidok lebontasat, igy azok hatasai szelektiven felerésitheto.
Biokémiai és elektrofizioldgiai mddszerekkel kimutattuk, hogy a 2-AG lebontasanak géatlasa
megnoveli a patk&ny agyszeletekben a 2-AG koncentraciojat, és elnyujtja a depolarizacio-
indukalt gatlascsokkenés hatasat. Ezzel szemben az anandamid lebontasanak gatlasa (bar
ndveli az anandamid koncentraciot) nem okoz valtozast a jelenségben. Az anatomiai
eredményekkel 6sszhangban kisérleteink alapjan a depolarizacio-indukalt gatlascsokkenés
sorén a CB; receptoroknak az endogén ligandja a 2-AG és nem az anandamid (6). Ez a
munkank megjelenése 6ta szintén kiérdemelte az ISI ,,Highly Cited” mingsitéset.

A szinaptikus gatlas endokannabinoidok altal medilt retrograd szabalyozasa soran
egy varatlan kisérleti eredmenyt is siker(lt elérniink, amely uj, rendkivdl igéretes kutatasi
irdnyokat inditott el kutatdcsoportunkban (15, 16). Kiderilt, hogy a nitrogén-monoxid (NO)
szignal atvonal elemeinek blokkol&sa szintén megsziinteti a GABAerg neurotranszmisszid
retrograd szabalyozasat. Az egyes inhibitorok direkt posztszinaptikus applikacioja, illetve a
natrium-nitroprusside, egy NO-donor molekula kivaltotta cGMP szint névekedés a
hippocampélis GABAerg axon terminalisokban arra utal, hogy a 2-AG mellett az NO szintén
retrograd hirvivoként jatszik szerepet a GABAerg szinapszisok mitkddésében (15). Ezeket a
farmakoldgiai és élettani eredményeket tamogatjak anatomiai kisérleteink, amelyekben nagy

felbontasu elektronmikroszkdpos mddszerekkel igazoltuk, hogy a NO egyik bioszintetikus



enzime az nNOS szelektiven akkumulalddik a GABAerg szinapszisokban a posztszinaptikus
oldalon, ezzel szemben az NO egyik receptora a szolubilis guanilat-ciklaz ol alegysége
preszinaptikusan fordul el6 a GABAerg axon terminalisokban (16). A NO a 90-es években az
egyik legnépszeriibb kutatasi iranyzat volt, de a rengeteg ellentmondasos kisérleti eredmény
miatt évek Ota visszaszorult szinaptikus szerepének kutatasa. Ezeknek az ellentmondasoknak
lehet az egyik feloldasa eredményiink, amely els6ként bizonyitja, hogy a GABAerg
szinapszisokban is létezik retrograd NO szignal, szemben a korabban egyeduralkod6 nézettel,
amely az NO glutamaterg neurotranszmissziot regulélo szerepével probalt minden kisérleti
eredményt magyarazni.

A GABAerg szinapszisok mellett Uj eredményeket értlink el a glutamaterg
szinapszisok kannabinoid és vanilloidok altal medialt preszinaptikus szabalyozasaval
kapcsolatban is (19, 21). Kisérleteinkben tisztaztuk, hogy a CB; receptor agonista WIN
55212-2 nanomélos koncentracidban specifikusan a CB; receptorok aktivalasaval blokkolja a
glutamaterg posztszinaptikus aramokat CA1 piramissejtekben. Kimutattuk ugyanakkor, hogy
létezik ennek a kordbban szelektivnek tartott CB; agonistanak egy aspecifikus hatasa is, egy
nagysagrenddel nagyobb (mikromdlos) koncentraciétartomanyban adagolva, amely szdmos
szakirodalomban talalhato kisérleti megfigyeles érvényességet megkerdojelezi (21). Hasonlo
eredményt tapasztaltunk a szelektiv TRV1 receptor agonistanak tartott capsaicin esetében is,
ugyanis a TRPV1 knockout egerekben nem valtozott a capsaicin hatasa a kivaltott
posztszinaptikus &ramok amplitudojara (19).

A GABAEerg interneuronok sokféleségérél, endocannabinoid szabalyozasardl, élettani
szerepérdl és epilepszia soran atalakuld kapcsolatrendszereikrél ket rangos nemzetkdzi

folydirat felkérésére (Neuron és TINS) irtunk ¢sszefoglalé tanulméanyokat (5, 18).

3) Az endokannabinoid rendszer patofiziologias jelentésége (2, 4, 12, 13, 23):

Anatomiai és élettani kisérleteink ramutattak, hogy az endokannabinoidok, kiiléndsen
a 2-AG, a CB; receptor aktivalasaval egy negativ szinaptikus visszacsatolasi folyamat részei.
Ezzel parhuzamosan tovabbi kisérleteinkben igazoltuk, hogy a CB; receptorok blokkolasa a
posztnatalis elsé 6t napban epilepszias rohamok kialakuldsédhoz vezet, mivel a serkent6
szinapszisokban, illetve a korai fejlodési stadiumokra jellemz6 még depolarizal6 hatasd
GABAerg szinapszisokban a CB; receptor antagonista gatolja ezt a fontos negativ
visszacsatolasi Utvonalat (2). A CB; agonista ezzel szemben csokkenti a spontan

neuronhalozati aktivitast és ezzel az Uj szinaptikus kapcsolatok kialakulasat. Ezek az



eredmények felhivjak a figyelmet, hogy a terhes édesanya cannabis fogyasztasa karosan
befolyasolja a fejlédé idegrendszer érési folyamatait, a szélséséges mértéki obezitas
kezelésére engedélyezett CB; antagonista rimonabant hasznalata pedig fokozottan
hajlamositja a magzatot epilepszia kialakulasara (2).

Tovabbi kisérleteinkben temporalis lobectomia soran eltavolitott hippocampus
mintakban kimutattuk, hogy a CB; receptor expressziojanak mennyisége harmadara csokken
a kontroll hippocampusban mérhet6 értékekhez képest (23). Hasonld, bar mértékében kisebb
csOkkenést tapasztaltunk a CB; fehérjét horgonyzé CRIP és a DGL-o. mRNS szintjében is.
Ezzel szemben az anandamid metabolikus enzimei nem mutattak expresszids valtozast.
Kvantitativ elektronmikroszkdpos analizis segitsegével bizonyitottuk, hogy az
endokannabinoid rendszer molekularis elemeinek eltiinese elsésorban a serkenté
szinapszisokban torténik. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a serkenté szinapszisok 2-
AG altal medidlt negativ visszacsatolasi utvonala karosodik az epilepszias
neuronhal6zatokban és ez hozzajarulhat az epilepszias rohamok kiisz6bének tovabbi
csokkenéséhez (23).

A szerteagazo eloszlasi mintazattal 6sszhangban igazoltuk az endokannabinoid
rendszer szerepét mas idegrendszeri betegségekben is. Vad tipusu és CB; knockout egereket
0sszehasonlitva a skizofrénia phencyclidine-indukalta szocialis interakcids modelljében
kimutattuk, hogy a cannabinoid receptor szerepet jatszik a szocialis interakciok mertékének
szabalyozésdban, mivel hidnyaban nem okoz a phencyclidine csokkenést az interakciok
szamaban (4). Ezzel szemben a sztereotip viselkedés phencyclidine kezelés hatasara kialakulo
ndvekedése meg fokozottabb volt a CB; receptor knockout egerekben (4). Ez arra utal, hogy a
CB; receptor szelektiven fokozza a skizofrénia negativ szimptomajanak kialakulasi esélyét és
csokkenti a pozitiv szimptomak megjelenését. Hasonlé eredményeket kaptunk a szorongassal
kapcsolatos allatmodellekben is. Elsékent elektromos sokk modellt alkalmaztunk CB;
knockout és kontroll vad tipust egereken és a viselkedési valaszukat tanulmanyoztuk 24 ora
mulva. A vad tipustu egerek megmerevedéssel reagaltak a tesztben és csokkent a lokomacios
aktivitasuk. Ezzel szemben a CB; knockout egerek nem mutattak valaszreakciot.
Hasonloképpen, a CB; receptor antagonista AM251 szintén kivédte a merevedési
valaszreakcio létrejottét. Végul, de nem utolsoésorban a CB; receptor agonista WIN 55212-2
fokozta a valaszreakcio mértékét. Figyelembe véve a korabbi modelleket is, eredményeink
arra utalnak, hogy a CB; receptorok a kontextualis félelem tanuldsdban komoly szerepet
jatszanak (12). Egy tovabbi kisérletiinkben tisztaztuk az egér és patkany szorongas

modellekben tapasztalt kiilonbségek neurobiologiai hatterét is (13). Kiderult, hogy egerekben



a gatlo posztszinaptikus aramokat kénnyebben lehet CB; agonistaval csokkenteni, ezzel
szemben a patkadnyokban a CB; receptor aranyaiban nagyobb mértékben csdkkentette a
serkenté aramokat. Feltételezésiink szerint ez magyarazhatja, hogy a CB; receptor agonista
egerekben anxiolitikumkeént viselkedik, patkanyokban pedig anxiogén hatéasu (13).

Osszességében megallapithatd, hogy az endocannabinoid szignalrendszer molekularis
felépitésével, funkcidjaval, kdrélettani szerepével kapcsolatban szamos jelentds
megfigyelést tettiink, ezek az eredmények Uj gydgyszercélpontokat jeldlnek ki, amelyek
szamos idegrendszeri megbetegedésben vezethetnek hatékonyabb és szelektivebb

farmakoterapia kidolgozasahoz.

4) Egyéb, az endokannabinoid kutatasokhoz kdzvetve kapcsolodd eredmények (1, 9, 17):

Az endokannabinoidok populécios aktivitast (a GABAerg interneuronok altal
generalt gamma oszcillacidt) szabalyozé szerepének vizsgélata soran in vitro hippocampalis
szeletben kivaltott gamma aktivitas kdzben azonositottuk az egyes interneuronok
faziskapcsoltsagat, késéset a piramissejtek tizeléséhez képest (1). A korreléacid soran
megallapithattuk, hogy az egyes interneuron tipusok a gamma jellegzetes fazisaiban tiizelnek,
a kosérsejtek 2-3 msec-al a piramissejtek utan. Az oszcillacio sorén tehat a piramissejtek feed-
forward modon hajtjék az interneuronokat (1). Az egyes interneurontipusok altalanos
aktivitasat egy masik modszerrel, a citokrém C szintet jelz6 immuncitokémiaval is vizsgaltuk
(9). A legmagasabb citokrom C szint a parvalbumin-pozitiv periszomatikus gatlosejtekben és
a calbindin-pozitiv hippocampo-septalis interneuronokban volt megfigyelhet6. A somatostatin
és cholecystokinin-immunreaktiv interneuronok heterogén citokrom C szintet mutattak, a
calretinin-pozitiv sejtek pedig alig voltak citokrom C-vel jel6lhetéek. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy az egyes hippokampalis interneurontipusokban eltéré6 mennyiségi
mitokondrium tal&lhato, amely eltéré gyakorisagu aktivitasra utalhat (9). Végil
elektronmikroszkopos térbeli rekonstrukcid segitségével megvizsgaltuk, hogy milyen
paraméterek alapjan lehetséges a kiilénb6z6 interneurontipusok axon terminalisait
csoportositani (17). A septo-hippocampalis GABAerg idegvégzédések minden
paraméteriikben szignifikansan nagyobbnak bizonyultak a lokalis interneuronoktdl szarmazo
boutonokhoz képest. Ugyanakkor ez utobbi csoportban nem lehetett tovabbi felosztast

vegezni az egyes paraméterek értékeinek nagyfoku korrelacidja miatt (17).



