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ZAROJELENTES

a ,, Kozponti idegrendszeri kannabinoid receptorok farmakoldgiai és funkcionalis
feltérképezése”

cimi, 61758 szamu OTKA palyazatrol
Bevezetés

A kannabinoid receptorok mind a vilagon legelterjedtebben hasznalt kabitoszerek, a
marijuana és szarmazékai, mind a fiziologias idegi informaciofeldolgozasban fontos szerepet
jatszo endokannabinoid jelatviteli rendszer, mind pedig a nemrégiben a terapidba bevezetett,
¢s nagy reményeket keltd, de kozponti idegrendszeri mellékhatdsok miatt visszavont
antiobezitds gyogyszerek (rimonabant, Acomplia) molekuldris tamadaspontjaként az
érdekl6dés homlokterében allnak. S bar az elmult években igen nagy mennyiségli adat
halmozodott fel a kannabinoidok kodzponti idegrendszeri hatasdval kapcsolatban, sejtszintli
hatasmodjuk még mindig nem teljesen tisztdzott, illetve a napvilagot latott eredmények
tovabbi 1j megoldand6 kérdéseket vetettek fel.

Célkitiizések
Eredeti munkaterviink kitiizott céljai a kdvetkezok voltak:

I. Klasszikus CBI1 receptor medialt és feltételezett nem-CB1 receptor medialt preszinaptikus
hatasok 6sszehasonlito analizise

I1. Uj preszinaptikus kannabinoid hatasok feltarasa a kozponti idegrendszerben

III. Abuzusdrogok neurokémiai interakcidja az 6njutalmazo rendszerben

Eredmények

I. Klasszikus CB1 receptor medialt és feltételezett nem-CB1 receptor medialt
preszinaptikus hatasok dsszehasonlité analizise

Az elmult évek vizsgalataiban szamos olyan koézponti idegrendszeri kannabinoid hatast irtunk
le (Kofalvi et al., 2003; Kofalvi et al., 2005) és masok is (pl. Di Marzo et al., 2000; Hajos et
al., 2001; Haller et al., 2002; Monory et al., 2002; Pistis et al., 2004), amely fennmarad CB1
receptor génkiiitott egereken. A hatdsokra magyarazatot adé harmadik kannabinoid receptort
azonban tovabbra sem sikeriilt a GPCR receptorok népes csaladjan beliil molekuldrisan
azonositani. A kisérletsorozat f6 célja az volt, hogy egy altalunk neurokémiai (Katona et al.,
1999; Katona et al., 2000) és masok altal elektrofiziologiai (Hajos et al., 2001) mddszerekkel
mar korabban leirt, és egyértelmiien CBl-receptor altal kozvetitettnek tekintett hatas, a
hippokampélis GABA felszabadulas gatlasanak vonatkozasaban a résztvevd receptort
farmakologiai eszkozokkel profilirozzuk, illetve Osszehasonlitsuk azt a CB1 receptor
génkiiitott egereken tapasztalhato farmakologiai fenotipussal. A kisérletekben a ["HJGABA
felszabadulast hippokampalis szinaptoszomakbol mértiik radioizotépos modszerrel, K™ (25
mM) depolarizacié hatasara CB1 +/+ és CB1-/- egerekben.

El6szor agonista koncentracio-hatds gorbéket vettiink fel a CB1 +/+ egereken a kovetkezo
ligandokkal: WINS552121-2, CP55940, HU210, 2-AG, A9THC. Valamennyi ligand
koncentracio-fiiggden gatolta a K™ depolarizacio altal kivaltott [’H]JGABA felszabadulast, és
kozottik a kovetkez6 agonista hataserésségi és hatékonysagi sorrend allapitottuk meg:
CP55940>WIN55212-2>HU210>A9THC>2-AG, illetve A9THC=2-AG>WIN55212-
2>CP55940>HU210. Figyelemremélto, hogy az endokannabinoid 2-AG alacsony
hatasersséget mutatott, ami alatimasztja korabbi adatainkat (Katona et al., 1999), mely
szerint a hippokampuszban, legalabbis konvenciondlis ingerlési paraméterek mellett, a
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felszabadulé endokannabinoidok nem vesznek részt az ingerlés altal kivaltott ["HJGABA
maximalis gatlo hatasa az ingerlés altal kivaltott ["HJGABA felszabadulas nem tbb, mint
50%-ra terjedt ki, a AOTHC ¢és a 2AG - igaz magasabb koncentracioban - de csaknem teljes
gatlast okozott (1. abra). Munkank kovetkezo 1épése a farmakoldgiai fenotipus leirdsa volt a
CB1 -/- egértorzson és annak Osszevetése az antagonistak jelenlétében tapasztalt
hatasprofillal. Elméletileg, ha az agonistak hatasat valoban a CBI1 receptorok kozvetitik,
akkor kompetitiv antagonista jelenlétében a koncentracid-hatas gorbe jobbra tolddasat kell
tapasztalni, CB1-/- egéren viszont egyaltalan nem kellene agonista hatast kapni (mivel nem
expresszalodik a receptor). A szintetikus ligandok koziil a széleskoriien vizsgalt WINS5212-t,
illetve a A9THC -t és az endokannabinoid 2-AG-t valasztottuk ki a CB1-/- egereken torténd
tovabbi tesztelésre. Mindharom ligand gatolta az elektromos ingerlés altal kivaltott
[PH]JGABA felszabadulast CB1-/- egereken is, ez a hatas azonban — kiilénosen a magasabb
koncentraciokban (A9THC: 10 uM, 2-AG, 10 pM, WIN: 0.3-1 uM) szignifikansan kisebb
mértékit volt, mint a vad tipustt allatokban kapott érték. Ez arra mutat, hogy bar a
kannabinoidok GABA felszabadulasra gyakorolt hatasanak egy részét valdban a CBI
receptorok kozvetitik, a génkiiitott egereken is hozza tudnak kotddni valamilyen sejtfelszini
fehérjéhez, amelyen keresztiil gatolni tudjak a GABA felszabadulasat.

A tovabbiakban a harom kivalasztott ligand hatasat megvizsgaltuk a szelektiv CB1 receptor
antagonista AM251 jelenlétében, vad tipust és génkiiitott egereken. A vad tipusu allatokban
a WIN 55212-2 koncentracio-hatasgdrbéje AM251 jelenlétében jobbra tolodott és az csaknem
teljes mértékben atfedett a CB1-/- egereken kapott koncentracid-hatasgorbével. A CB1-/-
egerekben ugyanakkor az AM251 nem tolta jobbra a WINS55212-2 Kkoncentracio-
hatasgorbéjét, vagyis a WIN 55212-2 itt tapasztalt rezidudlis hatasa fliggetlen a CBI1
receptoroktol (1. abra).

A 2-AG esetében ugyancsak szignifikans antagonizmust tapasztaltunk a vad tipust egerekben
AM251 jelenlétében, és a koncentracio-hatas gorbe itt is atfedett CB1-/- egereken kapott
koncentracid-hatasgorbével. Az AM251 azonban a CBI1-/- egereken is jobbra tolta a 2AG
koncentracidhatas gorbéjét. A 2-AG esetében a CB1-/- egerekben fennmarad6 valasz tehat
,»CBl-szerti”, amelynek magyarazata lehet egy, a CBIl-/- egerekben a fejlédés soran
talexpresszalodo, ,.tartalék” kannabinoid érzékeny receptor.

A THC esetében a vad tipusi egerekben klasszikus gorbe jobbra tolédds nem volt
kivédte. Az antagonizmus azonban, hasonléan a 2-AG esetében tapasztaltakhoz, CBI
receptor génkiiitott egereken is fennmaradt.

Adataink elsdként igazoljak, hogy a kannabinoidok neurokémiai modszerrel kimutatott,
GABA felszabadulasra gyakorolt hatasat a hippokampuszban valéban a CBI1 receptorok
kozvetitik. Eredményeinknek emellett szamos fontos olvasata van korabban leirt kannabinoid
hatasokra vonatkozoan is. Mivel a farmakoldgiaban abszolut szelektivitds nem létezik, az
altalanos elterjedt szemlélet szerint egy receptor részvételére a perdonté bizonyitékot nem
valamely szelektiv antagonista altal torténé gatlassal, hanem a hatds génkiiitott egérben
torténd kiesésének demonstraldsaval lehet szerezni. Adataink azt mutatjak, hogy ezekkel az
eredményekkel is célszerti 6vatossaggal banni: az alkalmazott ligand koncentraciotol fliggden
a génkilitott egerekben is fennmaradhat az adott receptor medialt hatds, amennyiben a
génkiliitott egérben egy feldisulo ,,tartalék” receptor atveszi a kieso receptor helyét.

Bar az eredeti munkatervnek még része volt glutamat felszabadulds vonatkozasaban is
elvégezni az 6sszehasonlitdé farmakoldgiai analizist, a fenti eredmények mar dnmagukban is
érdemesek arra, hogy publikaljuk 6ket. A munkabol kézirat késziilt, melynek publikacidja
folyamatban van (Andé R, Bird J and Sperlagh B. Pharmacological analysis of inhibitory
action of exo- and endocannabinoids in the mouse hippocampus Neuropharmacology
submitted).



I1. Uj preszinaptikus kannabinoid hatasok feltarasa a kozponti idegrendszerben
a. A szerotonin felszabadulas kannabinerg moduléci6ja a hippokampuszban (munkaterv I1a)

Mig a preszinaptikus kannabinerg szabalyozast viszonylag jol ismerjiik a glutamat, GABA
acetilkolin és noradrenalin felszabadulas esetében, viszonylag keveset tudunk a szerotonin
felszabadulast szabalyozé kannabinoid receptorokrol. A kannabinoidok ¢és az
endokannabinoid rendszer stimulacidja kozismerten pozitiv hatast gyakorolnak a hangulat-
kedélyallapotra, és a kozlemultban terapiabol visszavont CB1 receptor antagonista
rimonabant-t éppen depressziodt és szuicid késztetést fokozo hatdsa miatt kellett felfiiggeszteni
(Hill et al., 2009). A kannabinoidoknak az affektiv funkciokban fontos szerepet jatszo
szerotonerg transzmissziora gyakorolt hatasa ezért mindenképpen kiemelt figyelmet érdemel.

Elvégzett kisérletsorozatunkban in vitro patkany és egér hippokampusz szeleteken a [*H]5-HT
felszabadulds modulacidjaért felelés kannabinoid receptorokat térképeztink fel. A
hippokampusz szeleteken a szerotonin felszabadulast [*H]5-HT eléinkubaciot kovetSen,
szuperfuzids rendszerben a szeleteken ataramld folyadék radioaktivitisdnak mérésével
hataroztuk meg nyugalomban, ¢és elektromos ingerlés hatdsara. A szeletek radioaktivitas
felvétele 103911 + 10049 Bg/g, a nyugalmi [’H]5-HT felszabadulas 1.771 + 0.088 % volt
(n=4). Elektromos téringerlés (25V, 2 Hz, 1 msec, 1 min) hatasara reprodukalhaté névekedést
mértiink a felszabadul6 tricium mennyiségében, amely igy a kontroll kisérletben 1.02+0.023
S2/S1 hanyadost eredményezett. Amennyiben a kisérleteket a korabban mar beallitott
protokoll szerint végeztiik, a kannabinoid receptor agonista WIN55212-2 nem befolyasolta
szignifikansan a nyugalmi illetve elektromos ingerlés altal kivéltott [’H]5-HT kiaramlast a
szeletekbdl. Feltételezvén, hogy a hippokampusz szeletek téringerlése kdvetkeztében
kialakuld6 multiszinaptikus interakciok miatt nem észleljik a hatast, kisérleteinket
megismételtiik az excitatoros transzmisszid blokadja alatt is, vagyis az NMDA receptor
antagonista AP-5 (50 uM) és a nem-NMDA receptor blokkoldo CNQX (10 uM) egyiittes
jelenlétében. A WIN55212-2 ilyen koriilmények kozott mar szignifikans, kb. 30%-os gatlast
eredményezett az ingerlés altal kivaltott [*’H]5-HT felszabaduldsban. Hasonlé mértékii hatast
tapasztaltunk a CNQX (10 uM) egyediili jelenlétében, mig az AP-5 egyediili jelenlétében nem

manifesztalodott a hatas. Ezért a tovabbi kisérleteket 10 uM CNQX jelenlététben végeztiik.

Megvizsgaltuk tovabbi kannabinoid agonistak hatasat is: igy a CP 55940 (1 uM) és a A9-
THC (10 uM) a WIN55212-2-hez hasonlé mértéki, szignifikans gatlo hatast fejtettek ki, a kis
dézistartomany miatt azonban pontosabb dozis-hatds Osszefiiggéseket nem tudtunk felvenni.
A WINS55212-2 gatld hatasat antagonizalta a szelektiv CB1 receptor antagonista SR141716A
(1 uM), illetve az AM251 (1 uM). Tovabbi kisérleteinkben vad tipust, illetve CB1 receptor
génkiiitott egerek hippokampuszaban is megvizsgaltuk a ["H]5-HT felszabadulas kannabinerg
az ingerlés altal kivaltott ["’H]5-HT felszabadulast, amely kivédhet volt mind az SR141716A,
mind pedig az AM251 alkalmazéasaval. A CB1 receptor génkiiitott egerekben a WIN55212-2
hatasa teljesen kiiktatodott. Mindezek alapjan az elvégzett kisérletek eredményei
egyértelmtien a CB1 receptor részvételére utaltak a kannabinoidok szerotonin felszabadulast
gatlo hatasaban.

Ugyanakkor azt is meg kellett allapitani, hogy a CB1 receptor regulacié hatasa viszonylag
szerény és az Ossz [H]5-HT felszabadulasnak csak mintegy 30%-at érinti. Ennek
magyarazataként azt feltételeztiik, hogy a hippokampuszt beidegz6 szerotonerg afferenseknek
csak az egyik szubpopulacidja hordozza a receptort. E hipotézis igazolasa céljabol a
szerotonerg neurotoxin parakloramfetamint (PCA) hasznaltuk fel, amely irodalmi adatok
szerint a dorsal raphe-bol ered6 szerotonerg innervaciot csaknem szelektiven irtja ki (Haring
et al., 1992), mig a median raphe magvakbol kiindul6 rostokat érintetleniil hagyja. A kisérleti
allatok PCA-val torténd elokezelése kb. 30%-kal csokkentette le a hippokampusz szeletek
[PH]5-HT felvételét és az ingerlés altal kivaltott [’H]5-HT felszabadulas abszolut értékét, mig
a nyugalmi tricium kidramlast nem befolyasolta, mindez arra utalt, hogy a kezelés valoban



kiirtotta a szerotonerg rostok egy részét. A WINS55212-2 az aloperalt allatokban
szignifikansan gatolta az ingerlés altal kivaltott szerotonin felszabadulast, mig a PCA-val
kezelt allatokban ez a hatas teljesen eltiint. Ez az eredmény tehat gy magyarazhatd, hogy a
hippokampuszt beidegzé szerotonerg neuronoknak valoban csak az egyik szubpopulacioja
hordozza a CB1 receptort és ez a szubpopulacié a dorsal raphe agymagbol ered.

Osszefoglalva tehat elséként irtuk le és jellemeztiik a kannabinoidok hatdsat a szerotonin
felszabaduldsra a hippokampuszban. A kannabinoidok gatld hatasat a CBIl-receptorok
kozvetitik, és az elsdsorban a szerotonerg terminalisoknak a dorsal raphe-bdl kiinduld
Gullai N, Ledent C, Sperlagh B. (2008) Neurochem Int. 52(1-2):95-102.), valamint hazai és
nemzetkdzi konferenciakon prezentaltuk.

b. A centrélis IL-14 produkcio kannabinerg szabalyozasa

A kannabinoidok immunszuppressziv hatasa a periférian jol ismert pl. (Roche et al., 20006),
kevésbé ismert azonban, hogy milyen moédon vesznek részt az agyi immunvalasz és ezen
receptorok szerepét a centralis IL-1B produkcidé szabalyozasaban. A kisérletekben in vivo
bakterialis endotoxin (LPS, 250 ug/kg i.p.), illetve fiziologids sdoldat injekcidjat kovetden a
hippokampuszban ELISA technikaval mértiikk az IL-1p szintet. Az LPS, a varakozasnak
megfelelden az IL-1p produkcio jelentds indukcidjat idézte el a hippokampuszban a kezelés
utan 6 h-val (2. dbra). Az AM251 (3 mg/kg i.p.) szignifikdnsan csokkentette mind a bazalis,
mind az LPS indukalt IL-1B produkciot. A bazalis IL-1p produkcié szignifikansan
alacsonyabb volt a CB1 -/- egerek hippokampuszaban, mint vad-tipusu tarsaikban, az LPS
altal stimulalt IL-1f3 produkcié ugyanakkor nem kiilonbozott a CB1+/+ és CB1-/- egerekben.
Mivel a P2X7 receptor aktivacio az agyi mikroglia és asztrocita sejteken az endokannabinoid
produkcié egyik legerésebb aktivatora (Witting et al., 2004), a P2X7 receptor génkilitott
egereken is megvizsgaltuk a CB1 receptor antagonista hatasat. A P2X7 receptor génkiiitott
egerekben az AM251 bazalis IL-1p produkciora gyakorolt hatdsa szignifikdnsan
mérséklodott. Mindezen eredmények arra utalnak, hogy az endokannabinoidok elsdsorban a
bazalis IL-1p produkcié szabalyozasaban jatszanak szerepet, mégpedig stimulald jelleggel.
Eredményeink publikalasa nemzetkozi referalt folyoiratban részben megtortént (Csolle C,
Sperlagh B (2010) J Neuroimmunol. 219(1-2):38-46.), részben folyamatban van (Csélle C,
Sperlagh B, Immunology Letters submitted).

III. Abuzusdrogok neurokémiai interakcidja az 6njutalmazé rendszerben

a. A dopamin felszabadulas kannabinerg moduléciéja a nucleus accumbensben (munkaterv
11b)

Ugyancsak tisztazatlanok az oOnjutalmazasi és megerdsitési folyamatokban résztvevo
kannabinerg mechanizmusok neurokémiai alapjai. Az ugyan jol ismert, hogy a
kannabinoidok, hasonléan a tobbi abuzusdroghoz, a ventralis tegmentum-bél a nucleus
accumbens-be projicialé dopaminerg neuronok végzédéseib6l dopamint szabaditanak fel és
ezaltal onadagolast indukalnak (Chen et al., 1990; Fattore et al., 2001), a hatas pontos
timadaspontja még vitatott. Amellett ugyanis, hogy a kannabinoidok a ventralis tegmentum-
ban kisiilésre késztetik e neuronokat, nem kizart, hogy a nucleus accumbens-en beliil is
facilitaljak a dopamin kidramlast.

Kisérletsorozatunkat a punch technikaval izolalt patkany nucleus accumbensen végeztiik.
Alacsony frekvenciaju elektromos téringerlés jol reprodukalhatdo valaszt okozott a
[*H]dopamin felszabadulasban (FRS2/FRS1= 0.86+0.03%, n=6). A kannabinoid agonista
WIN552121-2 (100 nM-3 pM), illetve CP55940 nem befolyasolta szignifikansan az
elektromos ingerlés altal kivaltott [*H]dopamin felszabadulast. Mivel felmeriilt annak a
lehetdsége, hogy esetlegesen a serkentd transzmisszid elfedd hatdsa miatt nem latjuk a
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uM) hatasat az excitatoros transzmisszié blokadja esetében is. Az NMDA receptor
antagonista AP-5 (50 uM) és a non-NMDA receptor antagonista CNQX (10 uM) egyiittes
alkalmazasa nem befolyasolta az ingerlés altal kivaltott ["H]dopamin felszabadulast. Ha a
WIN552121-2 (3 uM) hatasat e kezelés jelenlétében vizsgaltuk, tovabbra sem tapasztaltunk
érdemleges valtozast a [*H]dopamin kiaramlasban. Hasonlé eredményeket értiink el, ha a
preparatumokat nem elektromosan, hanem NMDA-val (1 pM) stimulaltuk, Mg”>" mentes
kortilmények kozott, illetve amennyiben a D2 receptor autdinhibiciot a D2 receptor inverz
agonista L741,626 (100 nM) alkalmazasaval fliggesztettiik fel.

Mivel a CB1 kannabinoid receptorok jelenléte a dopaminerg neuronok végzodésein vitatott,
feltételeztiik, hogy a kannabinerg modulacio — ha 1étezik is, valoszintileg csak kis mértéki, és
lehet, hogy a felszabaduldé dopamin gyors visszavétele miatt nem tudjuk detektalni. Ezért, a
kovetkez6 kisérletekben a WINS552121-2 hatasat a dopamin transzporter gatlé GBR 12909
(100 nM) jelenlétében teszteltik. A GBR12909 6nmagaban koncentraciofiiggéen fokozta az
elektromos ingerlés altal kivaltott dopamin felszabadulast, igazolva, hogy az ingerlés soran
felszabaduld dopamin valéban gyorsan visszavevodik e mechanizmussal. A WIN55212-2
ilyen koriilmények kozott fokozta a dopamin felszabadulast a nucl accumbensbdl, vagyis a
kannabinoidoknak a mar eddig is jol ismert szisztémas effektusa mellett lokalis dopamin {irit6
hatasa is van a reward rendszerben. A WINS55212-2 hatasat gatolta a szelektiv CB1 receptor
antagonista AM251, vagyis e hatast CB1 receptorok kozvetitik. A WIN55212-2 hatéasa
megsziint a GABA, receptor antagonista bicucculline jelenlétében is, ezért mechanizmusa
kozvetett: a GABA felszabadulast a nucleus accumbensben — csakugy, mint egyéb
agyteriileteken - CB1 receptorok gatlo iranyban regulaljak, mig a GABA nem szinaptikus
uton GABA, receptoron keresztiil gatolja a dopamin felszabadulast. A CB1 receptorok
aktivacioja tehat dizinhibicié révén képes serkenteni a dopamin felszabadulast a nucl.
accumbensben. A CBI1 receptor antagonista AM251 ilyen koriilmények k6zott dnmagaban
nem befolyasolta a dopamin felszabadulast, ami arra utal, hogy az endokannabinoidok
modulalé hatasa nem terjed ki a dopamin felszabadulasra. Hasonl6 eredményeket kaptunk a
CB2 receptor antagonista AM630, valamint az anandamid transzporter gatlo VDMI1
alkalmazasaval is.

Osszefoglalva, eredményeink elsdként igazoljak, hogy a nucleus accumbens reward
mechanizmusokban és drog addikcioban kiemelten fontos szerepet jatsz6 dopaminerg
végzddéseibdl a kannabinoidok nemcsak a dopaminerg neuronok ventralis tegmentumban
1€vo sejttestjeinek stimulalasaval hanem a nucleus accumbensen beliili hatassal, dizinhibicids
mechanizmussal is képesek dopamint felszabaditani. Eredményeinket referalt
folyodiratkdzleményben publikaltuk (Sperlagh B, Windisch K, And6 R.D., Vizi E.S. (2009)
Neurochem. Int. 54:452-457).

b. A noradrenalin és acetilkolin felszabadulds kannabinerg moduléciéja a prefrontélis
kéregben

Kisérleteinkben a motivacio vezérelt magatartasban, tobbek kozott a drogaddikcidban is
fontos agyteriileten, a prefrontalis kéregben térképeztiik fel a kannabinoidok [*H]noradrenalin
(PHINA) felszabadulasra gyakorolt hatasat, a [*H]acetilkolin ([*’H]JACh) felszabadulassal
torténd Osszevetésben. Irodalmi adatok szerint a CB1 receptor aktivacié in vivo fokozza a
noradrenalin felszabadulast ezen az agyteriileten (Page et al., 2008), in vitro azonban nem all
rendelkezésre adat. A jelen projektben elvégzett (Sperlagh et al., 2009), valamint korabbi
(Kofalvi et al., 2005) munkaink alapjan, ugyanakkor a monoamin transzmitterek
felszabadulasat a CBI1 receptor elsOsorban attételes mechanizmussal szabalyozza.

Amennyiben alacsony frekvencidju téringerlést hasznaltunk (2 Hz), a nyugalmi és
elektromos ingerlés 4ltal kivéltott ["H]NA felszabadulast nem befolyasolta a kannabinoid
agonista WIN55212-2 a CBI receptorra szelektiv koncentracidtartomanyban (0.01-10 uM).
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Hz), abban az esetben, ha a noradrenalin felszabadulds o,-receptor medialt ongatlasat a
szelektiv o, receptor antagonista idazoxan alkalmazasaval felfiiggesztettik (3. abra). Az
elektromos ingerlés altal kivéltott ["H]NA felszabadulas nagymértékben fokozodott az
idazoxan jelenlétében, és ezt csokkentette szignifikdnsan a WIN55212-2. A kannabinoid
agonista hatasat gatolta a szelektiv CB1 receptor antagonista AM251, vagyis ezt a hatast is a
CB1 kannabinoid receptorok kozvetitik. A WIN55212-2 hatdsat ugyanakkor az ionotrop
glutamat receptorok CNQX+ AP-5 altali blokadja is felfiiggesztette. Ez arra mutat hogy a
prefrontalis kéreg szeletben a kivaltott noradrenalin felszabadulas egy részét a glutamat valtja
ki ionotrop receptorok aktivacidjaval €s ezt a részt modulaljak a CB1 receptorok, vagy pedig
a noradrenalin felszabadulas modulaciéja a glutamat felszabadulas modulacidjanak
kovetkezménye, ez utdobbi mar ismert az irodalombol (Hill et al., 2009). Az AM 251-nek
onmagaban nem volt hatasa a [’H]NA felszabadulasra sem alacsony sem magas frekvenciaji
ingerlés esetén, ami arra mutat, hogy az endokannbinoid nem vesznek részt a noradrenalin
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magasabb endokannabinoid szinteket mértiink a perfuzatumban.

Az acetilkolin felszabadulas esetében a WIN55212-2 szerény mértékii, de koncentraciofiiggd
¢s szignifikans gatld hatast gyakorolt 2 Hz ingerlési frekvencia esetén az elektromos ingerlés
altal kivaltott [’HJACh felszabadulasra, ami felfiiggeszthetd volt AM251 alkalmazasaval. 10
Hz ingerlési frekvencia esetén ugyanakkor ugyanez a hatas csak tendenciaszeriien volt jelen,
de nem volt szignifikans. Az idazoxan nem befolyasolta [’HJACh felszabadulast egyik
frekvencian sem, hasonléan az AM?251-hez, vagyis endokannabinoid modulacié ennek a
transzmitternek az esetében sincs. A GABA, receptor antagonista bicucculline
felfiiggesztette a WIN gatlo hatasat a ["HJACh felszabadulasra, mig ionotrop glutamat
receptor antagonistak (CNQX+AP-5) nem befolyasoltak azt. A kannabinoidok acetilkolin
felszabadulasra gyakorolt hatasa tehat szintén feltehetden attételes, és a GABA felszabadulas
primer gatlasdn majd ezt kovetdé GABAerg dizinhibicion keresztiil érvényesiil.

Eredményeink publikalasa folyamatban van (H. Richter, A. Palotas, M. Baranyi, C. Csélle, B.
Sperlagh, Frequency dependent modulation of noradrenaline and acetylcholine release by
cannabinoids in the rat prefrontal cortex, British Journal of Pharmacology submitted).

c. A GPR3 receptor szerepe az emocionalis valaszokban

Bar eredeti munkaterviinkben nem szerepelt ez a kisérletsorozat, a Catherine Ledent
laboratériumaval a CB1 receptor szignalizacio teriiletén megalapozott egyiittmiikodésiink
lehetdséget nyitott, hogy részt vegyiink ebben az érdekes, esetlegesen 1) terapids
lehetoségeket is felvetd projektben. A GPR3, a kannabinoid receptorokhoz hasonléan G
proteinhez kapcsolt receptor, a szamos orphan GPR receptor egyike. A GPR3 Gs proteinhez
elé konstitutiv modon, vagy esetleg egy még ismeretlen endogén ligand segitségével
(Eggerickx et al., 1995). A GPR3 széles korben expresszalodik az agyban, igy tobbek kozott
a limbikus rendszerben is, igy a munka f6 célja a receptor agyi funkcidjanak feltarasa volt,
elsdsorban az emocionalis valaszokban, a GPR3 receptor génkiiitott egerek (GPR3 -/-)
segitségével.

Kimutattuk, hogy GPR3 -/- egerek agyaban konzekvensen alacsonyabb cAMP szint mérheto
a vad tipusu allatokhoz képest, aldtdmasztva a receptor szerepét a bazalis cAMP szint
szabalyozasaban. Emellett a hippokampuszban, frontalis kéregben és a hipotalamuszban
alacsonyabb noradrenalin, 5-HT és dopamin szintek voltak mérhet6ek a génkilitott allatokban.
A monoaminok koziil az 5-HT szint csdkkenése kiilonosen nagy mértékii volt mindharom
agyteriileten, és az 5-HT metabolitja, az 5-HIAA is csokkent ami arra utal, hogy ennek oka az
5-HT szintézis csokkenése, nem pedig a fokozott metabolizmus lehet. A neurokémiai
valtozasokkal parhuzamosan a GPR3 -/- egerek szamos magatartas tesztben is eltérést
mutattak. Egybevagdéan a csokkent 5-HT szintekkel, a szorongast mér6  megemelt
keresztpalld és open field tesztekben fokozott szorongast, a depressziv magatartast mérd
forced swim és tail suspension tesztekben pedig nagyobb mértékii depressziv magatartast



tapasztaltunk, valamint a rezidens betolakodd tesztben agresszivebbek voltak a génkiiitott
egerek vad tipusu tarsaiknal. Ugyanakkor a stressz hormonok bazalis és stressz indukalt
emelkedésére nem gyakorolt hatast a génkiiités. A fenti eredmények alapjan a GPR3
kovetkezményeként, vagy ettdl fiiggetleniil, az érzelmi, hangulati élettel kapcsolatos
magatartasokkal. Eredményeink alapjan felmeriil a fenti receptoron hatdé ligandok
alkalmazisa szorongassal jar6 betegségekben illetve depresszids korképekben. Az
eredményeket nemzetkodzi folyoiratban publikaltuk (Valverde, O., Célérier, E., Baranyi, M.,
Vanderhaeghen, P., Maldonado, R., Sperlagh, B., Vassart, G., Ledent, C. (2009) GPR3
receptor, a novel actor in the emotional-like responses. Plos One 4:¢4704.).

Végezetiil roviden 0Osszefoglalnam a projekt személyi allomanyaban bekdvetkezett
valtozasokat, illetve az eredeti munka- ¢s koltségtervtol torténd eltérés indokait. A projektben
megfogalmazott f6 célokat, vagyis a kannabinoid receptor medialt preszinaptikus hatdsok
Osszehasonlitd farmakologiai analizisét, Uj preszinaptikus kannabinoid hatasok leirdsat a
kodzponti idegrendszerben, valamint a abuzusdrogok neurokémiai interakcidinak feltarasat az
Onjutalmazasért felelés agyteriileten megvalositottuk, a részletes munkatervhez képest
azonban voltak kisebb eltérések. Ennek oka tobb, toélem fliggetlen és altalam nem
befolyasolhatd tényez6 volt, amely a témaban vald elorehaladast hatraltatta (elsdsorban az I.
pont tekintetében), illetve eredeti terveink megvaltoztatasara kényszeritett. [gy a AOTHC
tesztelését csak késedelmesen tudtuk elkezdeni, mivel a hatoésagi engedélyek tobb honapos
atfutdsa miatt eredeti terveinkhez képest tobb mint 1 év késéssel érkezett be a vegyiilet. A
CB1-/- egértorzs tenyésztése az MTA KOKI Orvosi Géntechnoldgiai részlegében a kértnél és
elvarhatonal joval lassabban haladt, igy ezeken az allatokon is csak késve tudtuk elkezdeni a
vegyiiletek tesztelését.

Az eredeti munkatervben szerepld személyi alloményhoz képest tobb valtoztatasra is
rakényszeriiltiink a projekt elérehaladasa soran. Balazsa Tamas fiatal kutatoi allashelye lejart,
¢s szabad allashelyiink nem volt, Papp Lillatol pedig egészségiigyi okok miatt kényszeriiltiink
megvalni. Mig Papp Lilla pétlasa Csolle Cecilia PhD hallgaté személyében viszonylag
zOkkendmentes volt, a Baldzsa Tamas helyére egy allashely megiiriilésekor felvett Biré Judit
sajnos csak né¢hany honapot toltdtt a munkacsoportban és mire betanitottuk a technikailag
rendkiviil igényes, szinaptoszomakon torténd transzmitterfelszabadulds mérésre, egy
gyogyszergyarhoz tavozott. Az 0 helyére And6 Romeot vettiik fel akit ismét be kellett
tanitani.  Ugyancsak gyogyszercéghez tavozott Kiss Janos, munkacsoportja feloszlott,
miiszerei egy masik intézethez keriiltek, igy a tervezett mikrodializis kisérletek elvégzésérol
le kellett mondanunk. Az eredeti munkatervben szerepld, ,,A CBI1 receptor szubcellularis
eloszlasanak vizsgalata a hippokampuszban” feladatpontot azért nem végeztiik el, mert mire a
projektre a jovahagyast az OTKA-tol megkaptuk, ezt a vizsgalatot méar lekozolték. A kiesd
kisérletsorozatokat azonban 1j, 1ényegében véve a témaba illeszkedd vizsgalatokkal, a kieso
személyeket pedig a projekthez csatlakozé Windisch Katalin és Vizi E. Szilveszter, valamint
Palotas Anna és Hardy Richter diakkords hallgatok munkajaval potoltuk, igy Gsszességében a
munkatervben vallalt feladatmennyiségnek megfeleld kutatasi feladatot teljesitettiink.

A benyujtott koltségtervtdl annyiban tértiink el, hogy kevesebbet koltottiink beruhdzasra és
kiilfoldi utazasokra és tobbet készletbeszerzésre. Ennek indoka, hogy a farmakoldgiai
kisérletek viszonylag magas anyag és fogyodeszkodz igényét prioritasnak kellett tekinteni az
oreg, de még miikddoképes miiszerek cseréjéhez ¢és a kiilfoldi utazasokhoz képest.
Fogyoeszkozeink jelentds része kiilfoldrél szarmazik, igy az inflacio és a forintgyengiilés is
hozzéjarult a készletbeszerzési kdltségek emelkedéséhez.

Budapest, 2010.03.24.

Dr. Sperlagh Beata
témavezetd
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1. 4dbra. Exo és kannabinoidok hatisa a ["HJGABA felszabadulasra egér hippokampélis

szinaptoszomakon.
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2. abra. A bazalis és LPS altal kivaltott IL-1p produkcié kannabinerg szabalyozasa a egér

hippokampuszban.
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3. abra. A ['HJNA felszabadulas frekvencia-fliggé kannabinerg modulacidja petkany
prefrontalis kéregben.
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