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Antinociceptiv neurotranszmitterek/modulatorok hatasmechanizmusa
ENDOMORFINOK ES RECEPTORAIK VIZSGALATA

Biokémiai vizsgalatok

Az endogén opioid peptidcsaladok (endorfin, enkefalinok, dinorfin) felfedezése
mar tobb mint harminc éve megtortent. Mind farmakoldgiai, mind biokémiai
bizonyitékok szulettek az opioid receptorok heterogenitasara (mu vagy MOR,
delta vagy DOR, kappa vagy KOR receptorok), viszont a morfint felismeré6 mu
receptorok endogén liganduma ismeretlen maradt egészen 1997-ig. Akkor kerilt
sor az endomorfin-1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH,) és endomorfin-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-
NH,) peptidek izolalasara, amelyeket a mu receptor endogén ligandumanak
feltételeznek. Koran bekapcsolodtunk tanulmanyozasukba (Kocsis és mts.i,
Szatmari és mts.i, Lengyel és mts.i) és direkt bizonyitékot szolgaltattunk
radioligand kotédés alapjan kizarélagos mu szelektivitasukra (Monory és mts.i).
Felfigyeltiink arra, hogy valdszintileg heterogén receptorpopulaciot képes jeldlni
az endomorfin-1. Vizsgalatainkkal ezeknek a kotohelyeknek a termeészetére
vonatkozoan kivantunk adatokat szolgaltatni, tekintettel a kérdéses receptorok
szertedgazo fiziologiai jelentoségére (...)

Az altalunk tricidlt endomorfin-1-gyel veégzett telitési Kkisérletek varatlan
eredményeket szolgaltattak. Hagyomanyosan az opioid antagonista naloxonnal
allapitjuk meg a nem specifikus kétodés hanyadat. Ezt 6sszehasonlitva a jel6letlen
endomorfinnal kapott értékekkel, megallapitottuk, hogy jelentés eltérés
mutatkozik (1. abra).

1. abra
Tricialt endomorfin-1 (specifikus radioaktivités: 2,35 TBg/mmol, 41Ci/mmol) specifikus kotédése

patkany agyi membranon.
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A nem-specifikus kotést 10°M-os naloxon jelenlétében (iires kér), illetve 10° M-os jeléletlen
endomorfin-1-el (telt kor) hataroztuk meg.
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A naloxonnal vegzett méréseknél a kotohelyek szama 188.0 + 21.7 fmol/mg
fehérjének mutatkozott 1.0 + 0.1 nM disszociacidés allandd mellett. Az
endomorfin-1-gyel kapott értékek ettdl Iényegesen eltértek, két receptorpopulacio
volt elkilonithetd Scatchard transzforméacioval ill. nonlinearis regresszios
analizissel, amelyekhez a kovetkez6 értékek rendelhetok: Ky;=0.4 £ 0.1 nM és
Kg=8.2 = 1.4 nM, valamint a kétéhelyek maximalis szdma B, 119.6 + 18.5 és
4325 + 83.7 fmol/mg. A két kotohely létét homoldg és heteroldg leszoritasi
kisérletekkel is igazoltuk (I. tablazat), ahol részben kétfazisu goérbéket kaptunk, a
korabbiakhoz hasonl6 disszociécios allandokkal.

I. tablazat
Klonbozo szelektivitast opioid ligandok affinitasa tricialt endomorfin-1 kotésének gatlasaban
patkany agyi membranon.

Szelektivitas Ligand Ki(nM) £ SEM
Altalanos antagonista | Naloxon 0.62 £0.07
MOR - szelektiv Endomorfin-1 1.00+0.1
Endomorfin-2 2.23 +0.08
DAMGO 0.84 + 0.06
DOR - szelektiv TIPP (Tyr-Tic-Phe-Phe) 739.33 +51.67
lle>®- Deltorfin-II 1110.67 + 85.76
KOR - szelektiv Dynorfin 15.05 + 3.73
MERF 20.06 £ 6.35
Aktiv sztereomer Levorfanol 0.31+0.13
Inaktiv sztereomer Dextrorfan 481.67 +81.53

A patkany agyi membranokat 45 percig inkubaltuk 24 °C-on 0.4 nM altalunk tricialt endomorfin-
1-el (specifikus radioaktivitas:2,35 TBg/mmol, 41Ci/mmol) kulénbdzé koncentrdcidju opioid
ligandok jelenlétében. A K; értékeket a GraphPad Prism 3.0 programmal szamoltuk. Az értékek
az atlagot jelentik a szorassal, melyeket legalabb harom megismételt kisérletbdl szamoltunk.

Az endomorfin-1 kétodése sztereospecifikus volt. A nagyaffinitasu kétéhelyért jol
versengtek a mu-szelektivitasi vegylletek, az affinitasi sorrend mu > delta >
kappa volt. (I. tablazat). A kompeticios Kiserleteket a tovabbiakban folytattuk
kiilonbdzé specificitast ligandumokkal. és eltéré értékek sziilettek a kis- (10> M
naloxonnal mar blokkolva) és a nagyaffinitasu kotéhelyen végzett kisérletek
alapjan (I1. tablazat). Meglepé modon a méasodik kotéhely nem volt felismerheté
heterociklusos opioid ligandumokkal, ellenben szdmos nem opioid peptid mérheté
affinitast mutatott .



11. tAblazat

Tricialt endomorfin-1 (8nM) kotés leszoritasa kiilonbdz6 szelektivitdst opioid-és nem opioid
ligandokkal patkany agyi membranon.

Ligand Szelektivitds | Maradék Ligand Szelektivitds | Maradek
kotés %o kotés %o

Naloxone Altalanos 35.5+3.4 | Hemorfin ? 0138
antagonista

Endomorfin-1 | p—opioid 0 Angiotenzin | Angiotenzin- 0+33
receptor \Y receptor

Endomorfin-2 | p—opioid 3+16 NPFF NPFF- 021
receptor receptor

DAMGO p—opioid 334+ FMRF NPFF- 03+£32
receptor receptor

Morfin u—opioid 325+ 2.7 | Nociceptin | ORL- 0+£28
receptor receptor

TIPP (Tyr-Tic- | o—opioid 3.3+24 | AMPA AMPA- 32+0.3

Phe-Phe) receptor receptor

Naltrindol d—opioid 26.7+3.3 | GABA GABA- 329+1.2
receptor receptor

lle>°- Deltorfin | 5—opioid 22.8+5.2 | Glutamat Glutamat- 32.3+1.9

I receptor receptor

Met-enkefalin | 6—opioid 75+£21 | SKF(+) Szigma- 32450
receptor receptor

Leu-enkefalin | 6—opioid 13+£7.6 | (-)MK801 NMDA- 33.9+5.38
receptor receptor

MERF (Met- K—opioid 045 (+)MK801 NMDA- 34.7+6.0

enkefalin-Arg- | receptor receptor

Phe)

SKF(-) k—opioid 31.7+4.1 | Szubstansz | ? 13.6 £+13.4
receptor P(1-7)

Dynorfin (1-11) | x—opioid 16 +4.8
receptor

A patkany agyi membranokat 45 percig inkubaltuk 24 °C-on 8 nM tricialt endomorfin-1-el
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K; értékeket GraphPad Prism programmal szamoltuk. A feltlintetett értékek az atlagot jelentik a
szorassal, melyeket legalabb harom megismételt kisérletbdl szamoltunk.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk az endomorfin-1 kotodését azokon az agyi
terlileteken, ahol ismerten alacsony a mu-receptor denzitas vagy nemis
azonosithatd. llyen terulet a kisagy, Gjszulétt agy, ill. a genetikailag modositott
mu-receptor, vagy mu-, delta- és kappa- receptor hianyos (tripladeficiens)
egerekbdl szarmazo agyi preparatumok és mindezeket a vizsgalat targyava tettik.
Az ezeken a mintakon végzett Kisérletek azonban azt mutattak, hogy tapasztalhaté
tricialt endomorfin-1 kotédése (2. és 3. abra).



2. dbra

Tricialt endomorfin-1specifikus kdtddése mu-opioid receptor hidnyos egér agyi membranon.
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A nemspecifikus kétést 10°M-os naloxon jelenlétében (telt négyzet), illetve 10°M-os jeléletlen
endomorfin-1-el (telt haromszdg) hataroztuk meg.

3. dbra

Tricialt endomorfin-1 kétés leszoritasa hideg endomorfin-1-el és naloxonnal mii-, delta- és kappa
receptor hianyos egér agyi membranon.
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Tripla opioid receptor hidnyos egér agyi membranokon 0.8 nM triciélt endomorfin-1-et ndvekvé
koncentraci6ju (102 — 10° M) endomorfin-1-el, vagy naloxonnal inkubaltunk 45 percig 24 °C-
on.



Ezen talmenéen funkcionalis vizsgalatokat vegeztiink adenilil ciklaz aktivitas és
G-fehérje aktivacio (4. dbra) mérése alapjan. A klasszikus opioid receptorok jol
vizsgalhatoak ezekkel a mddszerekkel. Az djonnan felismert endomorfin-1-gyel
jelzett, naloxonra inszenzitiv receptorok azonban nem befolyésoljak sem az
adenilil ciklaz aktivitasat, sem pedig a G-fehérje aktivitast. Ezek a megfigyelések
egy Uj receptorféleség jelenlétére utalnak.

4. abra
Endomorfin-1 altal indukalt G-fehérje aktivacioja patkany el6agyban és kisagyban.
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10°M endomorfin-1-et inkubéltunk 60 percig 30 “C-on patkany eléagyi (fekete oszlop) és kiagyi
(sziirke oszlop) membréan preparatumon naloxon (10°M) jelenlétében illetve hianyaban.
Eredményeinket legalabb harom egymastdl fliggetlen kisérletbdl kaptuk.

ENDOMORFINOK LOKALIZACIOJANAK VIZSGALATA
AUTORADIOGRAFIAVAL

Bar az endomorfinok felfedezése 1997-ben megtértént, autoradiografias
vizsgalatokrdl ezideig az irodalombol nem tudunk. Célunk volt ezek elvégzése,
amit spanyol partnerekkel terveztiink. Mivel ezt TET palyazat keretében kivantuk
megvalositani, ez a munka a késoi palyazati jovahagyas miatt csak a 2007. év
masodik felében indult el.



Az altalunk tricialt és karakterizalt [*H]endomorfin-1-el és [*H]endomorfin-2-vel
az autoradiografias Kisérletek jelenleg is folyamatban vannak az UNED
Pszichobiol6giai Tanszékén (Prof. Emilio Ambrosio, Madrid, Spanyolorszag)
Lewis és Fischer 344 (F344) patkany torzseken, valamint vad tipust és CB1
receptor hianyos egereken Ezen patkany torzsek kivalasztasara azért kerlt sor,
mert a F344 torzseknek szignifikansan magasabb a proenkefalin (PENK) mRNS
tartalma és [PH]DAMGO-val (mii specifikus peptid agonista) lényegesen tobb
MOR kotéhelyet mutatnak agyban, mint a Lewis torzsek (Higuera-Matas,
Sanchez-Cardoso; 2007), valamint eltérések mutatkoznak az endogén opioid
rendszerben morfin 6nadagolast kovetéen.

Az eddigi vizsgalatok alapjan lathatd, hogy

1. az endomorfinok a varakozasnak megfelel6en kolokalizaciot mutatnak a
DAMGO kétodésével

2. kilonbség mutatkozik az endomorfin 1 és 2 jelolés kozott a leszorithatds
tekintetében, amennyiben a tricialt endomorfin 1-nek csak egy hanyada
mutat reverziblis kotést jeldletlen ligandumaval tesztelve adott
koncentraciotartomanyon belll. Ez két receptor populacié jelenlétére enged
kovetkeztetni.

A Kkisérletek és a kvantitativ kiértékelések jelenleg is folyamatban vannak. Az

eddigi eredmények igen jo 0Osszhangban allnak a biokémiai vizsgalatokban

talaltakkal. Az eredmeények egyuttes publikaciojara térekszink.

A naloxonra inszenzitiv kétohely teljeskori karakterizalasat meghaladoan azonban
nem volt mdédunk a receptor izolalasara ill. klénozdsara a tamogatasi 06sszeg
tobbrendbeli jelentés csdkkentése miatt.

Terven kivlil azonban  tanulmanyoztuk az opioid €s nociceptin rendszer
Osszefuggéseit, illetve szerkezet-hatds vizsgalatokat vegeztink Gdjonnan
kifejlesztett ligandumokkal az alabbiak szerint.

SZERKEZET-HATAS VIZSGALATOK

A nociceptiv neurotranszmitterek, neuromodulatorok hatdsmechanizmusanak
tanulmanyozéasahoz elengedhetetlen eszk6zok a kuldnleges sajatsagokkal
rendelkez6 ligandumok. Ezen a teruleten Uj kutatasi iranyok indultak el és
jelentés elérelépés is tortént az elmult években. Korabbi nemzetkdzi
kapcsolataink eredményeképpen sikerilt bekapcsolédnunk ezekbe a kutatasokba..
Ez abbol a szempontbdl is indokolt volt, hogy lehetéség kinalkozott az
endomorfinokkal szerkezeti hasonldésagot mutatd vegylletek vizsgalatara és
tovabbfejlesztésére, amelyek segitségével az opioid rendszer heterogenitasa Gjabb
oldalrdl valt vizsgalhatova. Igy keriilt sor eredetileg delta specifitasu szintetikus
peptidek modositasara is a mi szelektivitas felé torténé atalakitas caljabol. Ez az



irany atekintetben is lényeges, hogy U0j terapids tamadaspontja lehet
(immunterapia). Az elsé "prototipikus’ ligand ebbél a sorozatbdl a TIPP (H-Tyr-
Tic-Phe-Phe) volt, amelyet széleskorii szerkezet-hatas kdélcsonhatas vizsgalatok
kovették. Uj kifejlesztésii tetrapeptidek biokémiai és funkcionalis analizisét tiiztik
ki célul. Az 0j analdgok kilonb6zé szerkezeti és konforméacios modifikaciokat
tartalmaznak az eredeti TIPP peptidhez képest, pl. ilyenek az elsé helyzetben 1évé
Tyr helyettesitése 2’,6’-dimetiltirozinnal (Dmt), egy nem természetes aminosav a
1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-karboxilsav (Tic?) jelenléte a harmas helyzetben,
valamint a C-terminalis amidalasa. A Dmt' és B-Me-aminosav® szubsztit(icidk
egylttes hatasat receptorkotési és G-fehérje aktivacios mintazatainak a vizsgalatat
irtuk le.

A fébb eredmények a kdvetkezék voltak:

1. A fenilalanin oldallancanak metilalasa .metil-fenilalaninna diasztereomer
part eredményezett melyek kozil a Dmt-Tic-(2S,3R)BMePhe-Phe analog
potens  3-szelektiv  antagonistanak  bizonyult mig a Dmt-Tic-
(2R,3S)BMePhe-Phe nagyobb p-receptor affinitast mutatott.

2. A [’H]Dmt-Tic-(2S,3R)BMePhe-Phe radioligand §-opioid k&tshelyekhez
nagy affinitassal, szteredszelektiven és jol telithetéen kot6dott mind agyi
frakciokban mind &-opioid receptorokat stabilan expresszalo kinai hércsog
ovarium sejtekben.

3. Heterolég kompeticiés kisérletekben a radiojelzett [*H]Dmt-Tic-
(2S,3R)BMePhe-Phe leszoritasa jelbletlen ligandokkal 6 > u> «
kompeticios hataser6ségi mintazatot mutatott.

4, A PBMeCha’® szubsztiticié a harmas helyzetben négy diasztereomer
vegylletet eredményezett, melyek j6 &-receptor affinitdssal rendelkeztek
mig szelektivitasuk nagyban fiigg a konfiguraciojuktol.

5. A C-terminalis amidéalasa a pMeCha® szubsztitualt analégoknal p-receptor
affinitas és szelektivitas ndvekedeést okozott.

6. A Dmt' és pMePhe® szubsztitliciok kombinécitja sokkal potensebb és
komplexebb  analégokat eredményezett, melyek egyidejileg 6-
antagonista/agonista valamint kevert p-agonista/6-antagonista ,,in vitro”
tulajdonsagokkal rendelkeznek sejt membran preparatumokban.

Az Ujonnan szintetizalt tetrapeptid analégok komplex tulajdonsagaiknél fogva az
opioid kutatds fontos elemei lehetnek. Ugyanakkor megnovekedett
hidrofébicitasuk, lipofil karakteriik révén transzportalodhatnak az agy-vér gaton
keresztil igy a klinikai kutatds Uj vegyuleteit képezhetik. Az endomorfinokkal
(Endomorpin 1: Tyr-Pro-Trp-Phe-NH, és endomorphin 2: Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,)
valé hasonlésaguk révén a farmakofdr elemek egy Ujabb és érdekes sorozatat
képezhetik azaltal, hogy egészen Kis szerkezeti eltérések nagyban megvaltoztatjak
a ligandumok tulajdonséagait.



Ebbél a témakorbol a kovetkez6 publikacidk szilettek : Tomboly és mts.i, loja és
mts.i 2006 és 2007, Toth és mts.i. 2004 és 2007

AZ OPIOID AS KANNABINOID RENDSZER KOLCSONHATASANAK
VIZSGALATA

A kutatds masik célja az opioid és kannabinoid rendszer vizsgéalata volt opioid
receptor génexpresszid és G-fehérje aktivalas szintjén. Quantitative Real-Time
PCR-t alkalmaztunk az opioid receptorok mRNS szintjének meghatarozasara. A
szignal transzdukciés események és a receptor-G-fehérje kapcsoltsdg nyomon
kovetése céljabdl [*>S]GTPgammaS funkcionélis biokémiai tetszet hasznéltunk.
Munkankat receptor kotési tesztekkel egészitettilk ki. Kisérleteinkhez vad tipusd
és CB1 kannabisz receptor hianyos egereket hasznaltunk (forrés: Dr. K. Ledent,
Brussels, Belgium). Az Allatokat a Human Morfoldgiai es Fejlédésbioldgiai
Intézetben (SOTE, Budapest) egyszeri alkalommal, intraperitonedlisan (i.p.)
endogén kannabisz agonistaval (noladin ether) (1mg/kg) kezeltik. A kombinalt
kezelések esetében CB1 (Rimonabant) vagy CB2 (SR144528) kannabisz receptor
antagonistakat (0.1mg/kg) injektaltunk 30 perccel a noladin ether kezelés elétt. A
kezeléseket kovetéen az egerek agyat Kiprepardluk és harom részre osztottuk
(eléagy, kisagy és agytorzs). A palyazat elsé két évében a kisagyi és eldgagyi
terliletekre koncentraltunk. A legmarkansabb véltozasokat a mi-(MOR) opioid
receptorok esetében tapasztaltunk.

Kisagyban, noladin ether (NE) kezelést kdvetéen a MOR génexpresszidja no,
ezzel ellentétben a DAMGO (MOR peptid agonista) altal indukalt G-protein
aktivacio szignifikansan csokken CB1 vad tipust egerekben. CB1 receptor
hianyos allatokban sem a MOR génexpresszidja sem pedig a MOR G-protein
aktivacioja nem valtozik. A NE altal kivaltott hatdsok Rimonabant (CB1 receptor
antagonista) és SR144528 (CB2 receptor antagonista) elokezelésekkel voltak
modosithatok (Paldyova és mts.i, 2007), és valoOszinsitettiik, hogy az észlelt
hatasok indirekt médon mennek végbe.

Elgagyban mind a vad tipust, mind pedig a CB1 receptor hianyos egerekben
szignifikans gétlast tapasztaltunk a MOR génexpresszio szintjen NE kezelést
kovetéen. Ez a hatas a DAMGO Altal kivaltott [*°S]GTPgammaS kisérletekben is
megfigyelhet6 volt. SR144528 (CB2 antagonista) elokezelést kovetéen a NE altal
okozott gatlas mind a vad tipusd mind pedig a CB1 receptor hianyos allatokban
felfiiggeszthetd volt. Kisérleteinket in vitro [*°S]GTPgammaS mérésekkel is
elvégeztiik és hasonl6 eredmeényeket kaptunk. Ezekbol megallapithatjuk, hogy vad
tipusi és CBL1 receptor hianyos egeér eléagyban az endogén kannabinoid NE
gatolja a MOR génexpressziot valamint a MOR G-fehérje aktivaciot. Ezt a
hatast ( in vivo és in vitro is) az SR144528 CB2 receptor antagonista felfliggeszti.



Ezek alapjan, valamint a radioligand kotési tesztek eredményei alapjan
megallapithatjuk, hogy a mu-opioid receptor mRNS expresszion és G-fehérje
aktivacion megfigyelt NE gatlas valoszinileg CB2 receptorhoz kotott
(Paldyovéa és mts.i, 2008). Ezek az eredmények nem csupan Ujabb bizonyitékali
annak, hogy létezik interakcio e két rendszer kozétt, hanem alatdmasztjadk a
kdzelmultban megjelent néhany publikacié idevonatkozd eredményeit is. Ezek
szerint az immunsejtekre jellemzé, Ugynevezett ,,periférias” CB2 receptorok az
agy kilonbozo terlletein is expresszalddnak és valdszintileg posztszinaptikusan
helyezkednek el az agyi neuronokon (Van Sickle et al. 2005, Gong et al. 2006,
Onaivi et al. 2008). Ezen tudoméanyos tények ismeretében, valamint az eddigi
eredmeényeink alapjan kisérleteinket a CB2 receptorokban gazdag agytorzsi
teruletekre is kiterjesztettik.

Agytorzsben in vivo NE kezelést kdvetéen semmilyen valtozast nem tapasztaltunk
a MOR génexpressziojaban valamint a DAMGO Aaltal kivaltott G-protein
aktivacioban sem a vad tipust, sem pedig a CB1 receptor hianyos egereken.
Kombinalt (SR144528 0.1mg/kg + NE 1mg/kg) kezelést kdvetéen azonban
szignifikans gatlast tapasztaltunk mind a MOR génexpresszidban (5. abra), mind
pedig a G-protein aktivacioban (I11. tablazat).

5. abra

Vad tipust és CB1 receptor hidnyos egér agytorzsébdl izolalt MOR mRNS szintjének abrazolasa.
A kombinalt (SR144528 + NE) kezelések szignifikansan kilénbdznek a kontroltél (hatéanyag
nélkili DMSO oldattal kezelt) mind a vad tipusi (***P<0.001) mind a CB1 receptor hianyos
egérben (***P<0.001). Az abra oszlopai 4-6 szamu kisérlet atlagértékeit jelentik szdrassal.

CB1 egér agytorzs

© 1.0 i —_—
N
[7)]
8 0.8 T T
o _
&S 0.6
c
\Q’ F——1
O 0.4
o
O
S 0.2
-
0.0, A\ Y
0@ \Q .\Q. O. \. .\‘.
N ¢ ¥ o« &
& %xe O %Xe
AN Q
& S o
© i &
2 S



111. tdblazat

DAMGO Aaltal indukalt G-fehérje aktivacio vad tipust és CB1 receptor hianyos egér agytérzsben
NE és kombinalt (SR144528 + NE) kezelést kdvetéen. A [®S]GTPyS funkcionalis tesztekben
szignifikans csokkenést latunk az E..x értékekben a kombinalt kezelést kdvetéen mind a vad
tipust (*P<0.05) mind pedig a CB1 receptor hianyos (*P<0.05) allatokban. A tablazat értékeit
minimum 3 kisérlet atlagabél szamoltuk szorassal.

In vivo kezelt CB1™"* egér agytérzs In vivo kezelt CB1” egér agytérzs
Kontroll NE  SR144528+NE Kontroll NE SR144528+NE
Emax = S.E.M.
(DAMGO) | 170#5 165+7™ 13842 17246 163+10™ 1352

Kisérleteinket in vitro, [*°*S]GTPyS funkcionalis teszttel is elvégeztik. Amig a NE
kezelés itt sem mutatott semmilyen valtozast, addig a kombinalt (SR144528 1uM
+ NE 1uM) in vitro kezeléssel hasonlé gatlast kaptunk, mint in vivo (1V. tablazat).

V. tablazat

Vad tipust és CB1 receptor hidnyos egér agytdrzsben mért MOR G-fehérje aktivacio NE és
kombinélt (SR144528 + NE) kezelést kovetéen in vitro. A [®*S]GTPgammaS funkcionélis
tesztekben szignifikans csokkenést latunk az E., értékekben a kombinalt kezelést kdvetéen mind
a vad tipusu (***P<0.001) mind pedig a CB1 receptor hianyos (**P<0.01) allatokban. A tablazat
értékeit minimum 3 kisérlet atlagabol szamoltuk szérassal.

In vitro kezelt CB1™"* egér agytorzs In vitro kezelt CB1™ egér agytorzs
E  +SEM Kontroll NE (1uM) + SR144528+NE | Kontroll NE(1uM) SR144528+NE
max £ S.E.M.
(DAMGO) | 165+3  161+3™  139+3" 1663  17345™ 142+3™

Ellentétben az eléagyban latottakkal megallapithatjuk, hogy az agytdrzsben a NE
kezelés semmilyen valtozast nem okoz a MOR génexpresszidjaban és G-protein
aktivacidjaban. Mivel a kombinalt kezeléssel minden esetben gatlast kaptunk,
Ujabb intraperitonealis kezeléseket végeztink a CB2 kannabisz antagonista
SR144528-al. Egyszeri SR144528 (0.1mg/kg) kezelés szignifikans gatlast okozott
mind a MOR mRNS expressziojaban (6. abra), mind pedig a DAMGO Altal
aktivalt [**S]GTPgammas funkcionalis tesztekben (7. abra) a vad tipust és a CB1
receptor hianyos egerekben is, megerésitve ezzel el6z6 feltételezéseinket miszerint
a CB2 antagonista SR144528 gatlo hatassal van a MOR aktivitasara.
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6. abra

Vad tipust és CB1 receptor hidnyos egér agytorzsébdl izolalt MOR mRNS szintjének abrazolasa.
SR144528 kezelések szignifikansan kilénb6znek a kontroltél (hatdéanyag nélkiili DMSO oldattal
kezelt) mind a vad tipust (**P<0.01) mind a CB1 receptor hianyos egérben (**P<0.01). Az abra

oszlopai 3-6 szamu kisérlet atlagértékeit jelentik szorassal.

CB1 egér agytorzs
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7. abra

MOR G-fehérje aktivacidé vad tipust és CB1 receptor hidnyos agytérzsben in vitro SR144528
kezelést kovetden. Jelent6s gatlast tapasztalunk a maximalis stimuldcidéban mind a vad tipusu
(***P<0.001) mind pedig a CB1 receptor hianyos (**P<0.01) allatokon SR144528 kezelést
kdvetden. Az abrak pontjai (t6ltott jelek = vad tipusa, Ures jelek = CB1 receptor hianyos) 4-6
szamu kisérlet atlagértékeit jelentik szdrassal.

CB1 egér agytorzs
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log[DAMGO], M

-4

11



Ennek tovabbi bizonyitasara CB2 receptor hianyos egereken (forras: Dr. A.
Zimmer, Bonn, Németorszag) in vitro kezeléseket végeztink SR144528-al (1uM).
Jelentds gétlast kaptunk a vad tipusi egér agytdrzsben a [*S]GTPgammaS
funkciondlis tesztben. A CB2 receptor hianyos egérben nem tapasztaltunk
kilénbseget a kezelés hatasara a kontrolhoz képest (8. abra).

8. dbra

MOR G-fehérje aktivacidé vad tipust és CB2 receptor hidnyos agytdrzsben in vitro SR144528
kezelést kovetéen. Jelentés a gétlds a maximdlis stimulaciéban a vad tipusd (***P<0.001)
allatokon SR144528 kezelést kovetéen. A CB1 receptor hidanyos allatokon nem tapasztaltunk
szignifikast valtozast a kezelés hatasara. Az abrak pontjai (toltott jelek = vad tipusu, Ures jelek =
CB1 receptor hianyos) 4-6 szamu kisérlet atlagértékeit jelentik szorassal.

CB2 egér agytorzs

240
© B DAMGO (CB2 vad tipus)
© 220+ | |
%) ® 4+ SR144528 (1uM)
NG|
5 20090 pamco(cB2KO)
; 180 © +SR144528 (1uM)
D>: 160
|_
O 1401
(9]
® 1204
100  messssssmscsseecdgosess
T T T T T T T

Basal -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
log[DAMGO], M

Osszességében valoszinisithetjiilk, hogy a mért hatasok CB2 receptoron keresztiil
kozvetitédnek. Ezt a feltételezést a radioligand kotési tesztek eredményei is
alatamasztjak (9. abra).

Bebizonyitottuk, hogy az agyban eléforduld6 CB2 receptorok befolyasoljak a
mu-opioid receptorokat. Az agyi CB2 receptorok funkcioja ma még alig ismert.
Jelentek meg publikaciok arrol, hogy szerepik lehet az akut fajdalomcsillapitas
folyamataban, valamint a drogfliggés és a depresszid kialakulasaban is (Malan et
al. 2003, Ibrahim et al. 2006, Onaivi et al. 2008).

12



9. dbra

A DAMGO és az SR144528 kompeticidja [P(HIDAMGO kétési tesztben vad tipust (toltott jelek)
és CB1 receptor hianyos (ires jelek) egerekbdl preparalt agytdrzsi membranokban. Az abrak
pontjai 3 szamu kisérlet atlagértékeit jelentik szdrassal.

CB1 egér agytorzs

100+ B [°HIDAMGO(1InM) + DAMGO (vad tipus)
(@) 8 804 ® [PHIDAMGO(1nM) + SR144528 (vad tipus)
Q1
S x O [*HDAMGO(1nM) + DAMGO (CB1K.0.)
< »n 60
a3 O [*HIDAMGO(1nM) + SR144528 (CB1 K.O.)
T 40
C')I_. 8
X % 20

0_
-20 T T T T T
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