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,,Uj lipid-szenzitiv receptorok szerepe a kérgi neuronhal6zatok mikodésében”
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A fiatal kutatéi OTKA péalyazat f6 célkitiizése volt, hogy azonositsa azt a lipid-
szenzitiv szignélrendszert, amely az agykérgi serkenté szinapszisok glutamaterg
neurotranszmisszidjat retrograd Gton szabalyozza. A projekt induldsakor (2004-ben)
elérhet6é tudomanyos irodalom alapjan egy Gj, addig nem azonositott, de feltételezhetéen
lipidek altal medidlt szignal utvonal felderitését tiiztik ki célul. Kisérleti munkank soran
azonban egy kordbban nem elérhet6 antitest segitségével a palyazat masodik évében
sikerult bizonyitanunk, hogy - szemben az akkor &ltalanosan elfogadott nézettel - a CB;
kannabinoid receptor, amely addig csak a GABAerg szinapszisokbdl volt ismert,
megtalalhat6 a glutamaterg szinapszisokban is. Ezzel parhuzamosan felfedeztik, hogy az
egyik endokannabinoid molekulat, a 2-arachidonoylglycerol-t szintetizalé enzim, a
diacylglycerol lipase-alpha, a serkenté szinapszisok posztszinaptikus denzitasa kordl
periszinaptikusan helyezkedik el. Ezeket az eredményeinket a Nature Reviews
Neuroscience 2006. juliusaban a honap egyik legfontosabb felfedezéseként méltatta és az
eredmeényekrol beszdmold publikacionk 2006-os megjelenése o6ta ,Highly Cited”
mingsitést kapott az ISI-t6l. A téma jelentdségének megfeleléen ezért kutatasi
kapacitasaink nagy részét ennek a szignélrendszernek a részletes vizsgélatara
Osszpontositottuk tovabbi munkénkban. Eredményeink 11 nemzetkdzi folydiratban
publikalt cikkben és 1 hazai, angol nyelvii folyoiratban jelentek meg. A részletes
zarojelentésben eredményeinket ezekre a tanulményokra alapozva tematikusan
csoportositva mutatjuk be. Az egyes hivatkozott tanulmanyok a beszamold végén
talalhat6 irodalomlistaban talalhatoak, természetesen valamennyi publikacion szerepel az

OTKA tdmogatésa is.



I. Az endokannabinoid rendszer molekuléris felépitése a kozponti idegrendszer

glutamaterg szinapszisaiban

Az endokannabinoid molekuldk lipidszarmazékok, amelyek az idegsejtek
sejthartyajaban talalhatdé hosszu szénlancl tobbszordsen telitetlen zsirsavszarmazékokat
tartalmazo foszfolipidekbdl keletkeznek tobb enzimatikus lépésen keresztil. Az elséként
felfedezett anandamid mellett ugy tinik, hogy egy masik, késébb felismert
endokannabinoid, a 2-arachidonoylglycerol (2-AG) még jelent6sebb élettani szerepet tolt
be. Az anandamidnal 160-szor nagyobb mennyiségben termelédik az agyban és
valdszinilleg ez az endokannabinoid a klasszikus CB; receptor elsédleges endogén
ligandja, mivel teljes agonistaként viselkedik, szemben az anandamiddal, amely parcialis
agonista. A 2-AG pontos keletkezési helye az idegrendszerben azonban korabban teljesen
ismeretlen volt. In situ hibridizacios kisérleteinkben feltartuk, hogy a diacylglycerol
lipase-alpha (DGL-a) gén, amely a 2-AG legfontosabb szintetizalo enzime, elsésorban a
principalis sejttipusokban expresszalodik a hippocampusban (11). Két fuggetlen antitest
segitsegével (amelyek specificitaisatt DGL-a  knockout egérben is igazoltuk)
immuncitokemiai kisérletekben kimutattuk, hogy az elkészilt enzimfehérje a principalis
sejtek felszinén taldlhatd dendrittiiskék fejében koncentralodik (11). Nagy felbontésu,
immunarany jel6lést hasznald elektronmikroszképos analizisben feltartuk, hogy ez az
endokannabinoidot szintetizal6 enzim specialisan a posztszinaptikus denzitas oldalan
helyezkedik el egy periszinaptikus gytriben (11). Tovabbi immuncitokémiai
kisérleteinkben pedig koézvetlen bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a CB; kannabinoid
receptor preszinaptikusan megtalalhaté a hippocampalis glutamaterg axon terminalisokon
(11). A szintetizdl6 enzim posztszinaptikus lokalizacidja és a receptor preszinaptikus
pozicidja alatamasztja a korabbi élettani kisérletekbdl szarmazo eredményeket, amelyek
arra utaltak, hogy a 2-AG retrogrdd hirvivoként jatszik szerepet a glutamaterg
szinapszisokban.

A 2-AG szignal atvonal fenti molekularis és anatomiai szervezédése arra utal,
hogy a 2-AG egy negativ visszacsatolasi folyamatban jatszhat szerepet a serkentd
szinapszisokban. Szamos élettani kisérlet igazolta 2006-ban egymassal parhuzamosan,

hogy a CB; receptor aktivildsa csOkkenti a glutamat felszabaduldsat az axon



termindlisokbol. Ez azt sugallja, hogy az endokannabinoid rendszer is potenciélisan
érintett lehet olyan idegrendszeri megbetegedésekben, ahol a glutaméat excitotoxicitas
szerepet jatszhat. Ezért az Orszagos Idegsebészeti Tudomanyos Intézet sebészeivel
kollaboracioban megvizsgaltuk, hogy az endokannabinoid rendszer miikodésében van-e
valtozds temporélis lebeny eredetii epilepszids betegek hippocampusdban (1).
Komparativ expresszios vizsgalatainkban kiderilt, hogy a CB; receptor mRNS-ének
szintje a kontroll értékek harmadara zuhan az epilepszias hippocampusban (1). Ezzel
parhuzamosan csokkenést tapasztaltunk a DGL-a és a CRIP1a, a CB; receptor horgonyzo
fehérjéjének expresszids szintjében is, ugyanakkor a DGL-f és a masik endokannabinoid
molekula, az anandamid metabolikus enzimeinek mRNS mennyisege nem valtozott meg
(1). Tovébbi immuncitokemiai vizsgélataink és kvantitativ elektronmikroszkdpos
analizistink feltarta, hogy ez a latvanyos csokkenés a CB; receptor fehérjeszintjében is
bekdvetkezik. Fontos ugyanakkor kiemelni, hogy a CB; receptor kizardlag a serkento
szinapszist formalé glutaméterg axon terminalisokbol tiint el, a GABAerg terminalisokon
nem valtozott meg a mennyisége (1). Ezek az eredmények rendkivil jelentések, mivel
rdmutatnak, hogy az endokannabinoid rendszer eérintett egy olyan korélettani
folyamatban, amelyben a serkent6 szinapszisok egy endogen csillapitd mechanizmusa
séril, ezzel feltehetéen hozzajarulva az epilepszids neuronhdlézatok magasabb
excitabilitasi szintjéhez (1).

Tovabbi Kkisérleteinkben célul tiztuk ki, hogy felderitsik, vajon az
endokannabinoid rendszernek ez a jellegzetes molekularis architektirdja mennyire
altalanos tulajdonsaga a kdzponti idegrendszer serkent6 szinapszisainak. Kisérleteinkben
olyan agyterlletekre fokuszaltunk, amelyek a kannabinoidok viselkedésre gyakorolt
markans hatasainak hatterében allhatnak. Szamos agyteriilet esetében jelenleg is
folyamatban vannak kisérleteink, kozulik elsé megjelent munkaink (amelyek részben
nemzetkozi kollaboracioban késziltek) az agyi jutalmazdrendszerben kiemelt szerepet
jatszo agyterlleteken vizsgaltdk az endokannabinoid rendszer felépitését a serkentd
szinapszisokban. In situ hibridizaciés és immuncitokémiai kisérleteink egy nagyon
hasonld neuroanatémiai képet tartak fel a kozépagyi ventralis tegmentalis area (VTA) (3),
a striatum (4) és a nucleus accumbens (7) teriletén. Kettés immunfestésekben

kimutattuk, hogy a 2-AG-t szintetizdl6 DGL-o szintén a szinapszisok szélén



posztszinaptikusan fordul el6 a VTA dopaminerg neuronjainak dendritjein, valamint a
striatum és a nucleus accumbens GABAerg kozepesen tiiskés neuronok tiskefejeiben. A
CB; receptort minden esetben preszinaptikusan figyeltik meg a hippocampusban
tapasztaltakhoz hasonléan (3, 4, 7). Ezek az eredmények alapjaul szolgéalhatnak annak a
megfigyelésnek, hogy az endokannabinoid rendszer mikddése szerepet jatszik
valamennyi addiktiv potenciéllal rendelkezé kémiai anyag hatdsanak létrejottében. Az
addikcio neurobiologiai alapjairol és az endokannabinoid rendszer szerepérél a fiatal
kutatoi OTKA palyazat témavezetoje két konyvfejezetet irt, amelyek egy kabitdszer-
megel6zéssel foglalkozd szakkdnyvben (Katona, 2006, Ifju-kér) és egy Uj egyetemi
tankonyvben (Katona, 2007, Az addiktologia alapjai 1.) jelentek meg, valamint szamos
hazai drogmegel6zési konferencian és tovabbképzésen tartott eléadast a témardl.

Az endokannabinoid rendszer &ltaldnos elterjedése a kdzponti idegrendszer
serkentd szinapszisaiban arra utal, hogy az endokannabinoidok szamos més karelettani
folyamatban is szerepet jatszhatnak a szenvedelybetegségek és az epilepszia mellett. Egy
harmadik példa a nocicepci6, tobb kutatocsoport igazolta korabban, hogy a 2-AG és a
CB; receptor fontos élettani szerepet jatszik a fajdalomeérzé palydk szamos szinaptikus
allomasan. Kiserleteinkben a palydzati munkatervben szerepl6 EGFP-vel taggelt CB;
receptorokat készitettilk el és hoztunk létre tranziensen transzfektalt HEK293
sejtvonalakat (5). Az egyik sejtvonal segitségével nemet kollaboratorainkkal kdzosen
sikerult igazolnunk, hogy egy GASP-1 nevii interakcids fehérje a lizoszomékba
tovabbitja a CB; receptort hosszan tartd agonista aktivacio hatasara (5). A német
kollaboratorok tovabbi in vivo fajdalomtesztekben feltartdk, hogy ez a molekularis
mechanizmus jatszik szerepet a tartds kannabinoid kezelés okozta tolerancidban a

fajdalomérzékelés soran (5).

Il. Az endokannabinoid rendszer szerepe az agykéreg GABAerg szinapszisainak

miikddésében

A CB; kannabinoid receptor preszinaptikus lokalizaciojat els6kent csoportunk irta
le 1999-ben, ebben az esetben hippocampélis GABAerg axon terminalisokon sikerlt

kimutatnunk a receptort. Ezzel parhuzamosan 2001-ben ugyanezekben a szinapszisokban



mutattdk ki amerikai és japan kutatocsoportok az endokannabinoidok retrograd hirvivo
szerepét. Ezért szamos kisérletben tovabb vizsgaltuk, hogy vajon az endokannabinoid
rendszer hogyan befolyasolja a GABAerg szinapszisok miikodését az agykéregben. Elsé
kisérletsorozatunk célkitiizése volt, hogy felderitsik a CB; kannabinoid receptor
cellularis és szubcellularis lokalizaciojat, illetve élettani szerepét a neocorticélis
neuronhélézatokban (12). Kideritettik, hogy két interneurontipus expresszalja a
receptort, a cholecystokinin- és a calbindin-pozitiv GABAerg sejtek (12). A receptor
preszinaptikusan fordult el6, ahol csokkentette a GABA felszabadulasat az axon
terminalisokbol (12). Kider(lt az is, hogy az V. rétegbeli piramissejtek heterogének CB;-
szenzitiv bemenetik tekintetében (12).

A fenti kisérletek mar érett, feln6tt neuronhédlézatokban vizsgaltdk az
endokannabinoid rendszer felépitését. Felmer(lt azonban a kérdés, hogy ha ez a kémiai
szignalrendszer ilyen mértékben elterjedt az idegrendszerben, akkor vajon jatszhat-e
szerepet mar embriondlis korban is a fejlédé agy kapcsolatrendszereinek kialakulasaban.
Ennek a kérdésnek a vizsgalatat egy nemzetkozi konzorcium tagjakent végeztik (10). A
kisérletek egérembriokban bebizonyitottdk, hogy mar embrionélisan, néhany nappal a
szlletés eldtt a kannabisznévény hatdanyaganak idegrendszeri célpontja, a CB;
kannabinoid receptor megtalalhatd az axonok novekedési kdpjan és aktivalasa
megvaltoztatja az anyaméhben fejlédé embrio agyaban kialakulo6 GABAerg idegsejtek
kapcsolatrendszereit a novekedesi kip 6sszeomlasa miatt. A tovabbi kisérleteikben
feltartuk ennek molekularis mechanizmusait és neuroanatomiai alapjait. Ez az eredmény
tudoméanyos alapot szolgaltat arra a (jozan ésszel is belathatd) szabalyra, hogy terhes
édesanyaknak miért szigortan tilos barmilyen kannabisz-tartalmu anyag fogyasztasa.

Hippocampalis GABAerg szinapszisok tovabbi vizsgalata soran kideritettiik, hogy
az endokannabinoid rendszer mellett egy mésik, régota ismert retrograd hirvivé rendszer,
a nitrogén-monoxid (NO)-szolubilis guanilatciklaz (sGC)-cGMP kaszkdd molekularis
elemei is megtalalhatoak GABAerg szinapszisokban (6, 8). Igazoltuk, hogy a neuronélis
NOS izoforma a hippocampalis piramissejtek sejttestén periszomatikus lokalizacidban
talalhato GABAerg szinapszisokban posztszinaptikusan fordul el6 (6). Ezzel szemben az
NO egyik receptora, az sSGC al alegysége preszinaptikusan fordul elé a GABAerg axon

terminalisokban (6). Tovabbi kisérletekben kimutattuk, hogy az NO donor natrium-



nitroprusside hatasara keletkez6 cGMP els6ésorban a CBj-pozitiv. GABAerg axon
terminalisokban akkumulalodik (8). Elettani vizsgalatokban pedig bizonyitottuk az NO és
az endokannabinoid rendszer szinergesztikus hatasat a GABAerg neurotranszmissziora
(8).

Végll, de nem utolsdsorban a palyazati periddus utolsd évében a periszomatikus
gatlas és az endokannabinoid rendszer kutatdsdban kapott eredményeink alapjan a
Neuron folydirat felkérésére egy 0osszefoglalé tanulmanyt irtunk az agykéregi
periszomatikus gatlas elettani és korélettani szerepérdél (9).

I11. Uj utakon az endokannabinoidok a szinapszisokban

Az elmualt években végzett Kkisérleteink hozzajarultak, hogy az egyik
endokannabinoid molekula, nevezetesen a 2-AG retrograd szinaptikus szignal szerepenek
molekuléris, anatomiai es élettani hattere feltaruljon és szdmos munkéban vilégitottunk ra
korélettani jelentéségere is. Felmerilt azonban, hogy mi lehet a tdbbi endokannabinoid
molekuldnak, példaul az elséként felfedezett anandamidnak és kémiai rokonainak, a tébbi
bioaktiv N-acylethanolamin (NAE) molekulaknak az élettani feladata. Ebben a kutatasi
irdnyban az els6 1épést a palyazat utolsd évében tettiik, amikor siker(lt felderitentink a
NAPE-PLD enzim regionalis, cellularis és subcellularis lokalizcidjat (2). Ez az enzim az
azonositasa kozelebb vihet benniinket egy Uj szignal Utvonal kiindulé pontjadhoz. In situ
hibridizacios kisérleteink alapjan szdmos idegsejt tipus expresszalja a NAPE-PLD-t az
agyban, de legnagyobb mennyiségben a gyrus dentatus szemcsesejtjeiben talalhatd meg
(2). Tovéabbi immuncitokémiai kisérleteink alapjan a NAPE-PLD fehérje az axon
terminalisokban akkumulalodik, de szemben a 2-AG-t szintetizdlo6 DGL-a-val nem a
plazmamembréanon, hanem intracellularis membranciszterndkon talalhato (2). Ezeknek az
eredményeknek szamos fontos kdvetkezménye van. Egyrészt arra utalnak, hogy a 2-AG-
hoz hasonléan az anandamid és a rokon NAE molekuldk szintén szinaptikus
szignalmolekuldk. Méasodsorban ugyanakkor kizarjak azt, hogy az anandamid a 2-AG-
hoz hasonldéan retrograd Utvonalban vegyen reszt, inkdbb egy anterogrdd vagy

intracelluléris szignalfolyamat hirvivéje lehet. Harmadsorban fontos kiemelni, hogy a



hippocampalis szemcsesejtek axonjan nem talalhato CB; receptor (a szemcsesejtek a CB;
mMRNS-ét sem termelik), tehat az anandamid receptora valdszintsithetéen nem a CB;
receptor. Végul, de nem utolsésorban a NAPE-PLD enzim aktivitdsahoz kalciumra van
szliksege, tehat az enzim lokalizacioja az axonalis kalciumraktarakon arra utal, hogy
ezeknek a raktaraknak a miikddése élettani kapcsolatban &ll az anandamid &ltal medialt
szignal utvonallal. A kovetkez6 években ennek az utvonalnak tovabbi molekuléris

elemeit és az élettani, valamint korélettani jelent6ségét igyekszink felderiteni.
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