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Osszefoglalé

A kronikus fijdalom a vildg népességének ~5% at sujtja, jelentds negativ hatast
gyakorolva az egyének életmindségére. Mivel a jelenlegi kezelések hatékonysaga nem
megfeleld, ezért az alternativ lehetdségek felfedezése fontos célja a fajdalomkutatasnak. EQy
igéretes ut lehet az endokannabinoid szignalizacids rendszeren keresztiili terapia, az
endokannabinoidok (eCB) ugyanis kulcs szerepet toltenek be a fajdalomérzékelés
szabalyozasaban. Nemrég kideriilt, hogy az eCB hidrolizal6 enzim, a Monoacil-Glicerin
Lipdz (MGL) gatlasa hatékony f4jdalomcesillapitd hatasit az altal, hogy hidnyaban
megemelkedik az eCB 2-arachidonoil-glicerin szintje, ezzel CB; receptor medialta
fajdalomcsillapitast valt ki az eCB-k pszichoaktiv mellékhatdsai nélkiil. Azonban a hosszl
tava fajdalomcesillapité hatasat eredményességét csokkenti a tolerancia jelensége. Ezért
kisérletiinkben célul tliztikk ki, hogy felderitsiik a jelenség hatterében 4all6 molekularis
mechanizmusokat. Az MGL génkiiitott egerekben nem figyelhetdé meg antinociceptiv

fenotipus, ezért potencialis tolerancia-modellként szolgélhat.

Immunhisztokémiai modszereket alkalmazva megfigyeltik, hogy az MGL-/-
egerekben a vad tipushoz képest dramai, 50%-os régio-specifikus csokkenés észlelheté a CB;
kannabinoid receptor jeldlés intenzitdsaban a gerincveld hatsé szarvi régio6 felsd rétegeiben. A
véltozas cellularis alapjainak feltarasdhoz kettds immunjelolést alkalmaztunk. A peptiderg
nociceptiv afferens neuronok (CGRP+), valamint a gatlo (VIAAT+) és serkentd
interneuronok (vGluT2+) idegvégzddésein nem talaltunk szamottevd CB; szintvaltozast.
Ezzel szemben azonban a CGRP és vGIuT2 immunjel6lés esetében markans csokkenést
figyeltik meg. Meglepd moddon csekély CB; szint csokkenést figyeltiink meg az axon
terminalisokon, emellett azonban szignifikdns csdkkenést taldltunk a CGRP és a vGluT2

jeldlés intenzitdsanak szintjében.

Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a kronikusan novekedett 2-AG
szint valtozast valt ki a nociceptiv haldzatok organizacidjaban. A héldzatban 1évo serkentd
neuronok markerszintjének csokkenése a KO allatban egy kompenzacidos mechanizmus
eredménye lehet, ami a 2-AG/CB; szignalizacio fejlddésben betoltott szerepét hangsulyozza.
A fajdalomérzékelésben részt vevd rostok molekularis €s cellularis adaptacidja tehat

hozzéjarulhat a tolerancia mechanizmusanak kialakulasahoz.



Abstract

Chronic pain afflicts ~5% of the global population, and represents a considerable
burden on society. Currently available analgesics lack efficacy, and thus alternative strategies
present an important target for pain research. One promising approach is modulation of the
endocannabinoid (eCB) system. Endocannabinoids plays a key role in the regulation of pain
sensation. Enhancing levels of the eCB 2-arachidonoylglycerol (2-AG) via blockade of its
degradative enzyme monoacylglycerol lipase (MGL) produces CB; receptor-mediated
analgesia in the absence of cannabinoid-like side effects. However, despite initially promising
reports, recent evidence reveals a loss of analgesia following chronic MGL inhibition, and
functional antagonism of CNS eCB signalling which may even potentiate tonic pain states. To
investigate the possible mechanism underlying this effect, we studied changes in CB;

expression in spinal cord dorsal horn pain circuitry in mice lacking MGL.

Using immunofluorescence staining, we observed a dramatic region-specific loss of
>50% of CB; staining in the spinal superficial dorsal horn of MGL-/- versus MGL+/+
animals. To determine the cellular localization of this change, we probed spinal cord sections
for expression of CB; in key cell types of the nociceptive circuitry; peptidergic (CGRP+)
nociceptive primary afferents, inhibitory (VIAAT+) and excitatory (vGluT2+) interneurons.
Surprisingly, we observed only a small reduction of CB; expression in axon terminals of the
investigated neuronal cell types. However, we did observe significant decreases in CGRP-,

and vGluT2-immunostaining in the absence of MGL.

These data demonstrate a significant alteration in organisation of the nociceptive
circuitry in the presence of chronically elevated 2-AG levels. We show reduction in markers
of excitatory, pro-nociceptive axon terminals possibly representing a compensatory structural
adaptation. These data point to a potential developmental role for 2-AG/CB; signalling in
synapse formation, and/or an ongoing role for MGL in maintaining synaptic stability. In either
case, a functional eCB system may be critical for the maintenance of normal nociceptive
neural circuitry in the spinal cord. Thus, molecular and cellular adaptations of the nociceptive

neural circuity in the spinal cord can be a key cause in the development of tolerance.



. Bevezeto

I/a A fijdalom anatomidaja

Az ¢l6 szervezetet éré mechanikai behatasokat, hdmérsékleti valtozasokat, kiilsé vagy
endogén kémiai anyagok altal okozott stimulusokat az idegrendszer érzékeli és értelmezi.
Ezen stimulusok intenziv behatasa fajdalom kialakuldsat eredményezi. A fajdalom egy
komplex pszichologiai jelenség, mely szenzoros, emociondlis és motivacids elemekbdl épiil
fel. A negativ emociok és a motivacid, hogy a fajdalmas ingertél minél el6bb
megszabaduljunk, eldsegiti a szoveti sériilések elkeriilését vagy minimalizalasat. A fajdalom

szenzoros érzékelése komplex idegrendszeri folyamatok altal valosul meg.

Bér jelentdségéhez képest még mindig keveset tudunk a fajdalomérzetet processzald
halézatok pontos felépitésérdl és a molekularis komponenseirdl, fobb anatémiai struktarai jol

korilhataroltak.

A kiilsé kornyezetbdl vagy az endogénen érkezd stimulusokat a periférias idegsejtek
egy specifikus szubpopulacidja érzékeli, amiket nociceptoroknak neveziink. Ezen neuronok
pszeudo-unipolaris felépitésiiek, egy periférias és egy centralis axonnytlvannyal is
rendelkeznek. Perikaryonjaik a térzs szintjén a hatso szarvi ganglionokban, a feji régio esetén
a trigeminalis ganglionban helyezkednek el. Periférids axonjuk a subcutisban és a tapcsatorna
falat képez6 izomszovetben végzddik, ahol a szdveti sériilés esetén a sejtekbdl felszabadulo
kiilonb6z6 kémiai anyagokat képes érzékelni és hatasara ingeriiletet tovabbitani a kozponti
idegrendszer felé. A fajdalomérzé sejtek ingerkiiszobe magas, igy fiziologiasan csak a
megfeleld szintli kulcsinger hatisara depolarizalodnak. Az elsddleges afferens, gerincveldbe
projektald neuron-rostokat funkcidjuk és felépitésiik szerint tobb csoportba oszthatjuk
[Basbaum ¢és mtsai, 2009, Todd, 2010]. Ezen neuron-csoportok integrans miikddése teszi
lehetdvé a szenzoros ¢és a fajdalmi érzetek kialakuldsat. A nagy atmérdjli, alacsony
ingerkiiszobli AP rostok a mechanikai ingerekre reagilnak, érzékelik a tapintdst, a nem
fajdalmas behatasokat. A fajdalmat érzékelé nociceptorokon beliil két fobb sejtpopulaciot
kiilonithetiink el. A kozepes atmérdjii, myelinizalt delta (Ad) rostokon torténik a gyors, szird
fajdalom elvezetése, mig a kis atmérdjii myelin hiively nélkiili C-rostokon pedig a nehezen
lokalizalhato, éget6 jellegli, lassu fajdalomérzet tovabbitasa torténik. Aszerint, hogy a
nociceptorok milyen molekuldkat termelnek, tovabbi altipusokra oszthatjuk Jdket. A C-

rostokon beliil megkiilonboztethetiink két fobb alpopulaciot: a peptiderg és nem-peptiderg



nociceptiv afferens idegsejtek. Ujabb kutatiasokban atfogd transzkriptum-analizis segitségével
11 szenzoros neuron populaciot kiilonitettek el: harom kiilonb6z6é alacsony kiiszobi
mechanoreceptort, két proprioceptiv populdciét, valamint tovabbi hat altipust, melyek
elsddlegesen termoszenzitiv, viszketésre érzékeny, C-tipusu alacsony kiiszobli mechanikiai
ingerre érzékeny és nociceptiv ingerek érzékelésének funkcidjat latjak el [Usoskin és mtsai,

2014].

A nociceptor periféridas axonnytlvanya 4altal detektalt ingeriilet a centralis
axonnyulvanyon halad tovabb a gerincoszlop felé. A centralis nyulvany a gerincveld hatso
szarvi régidjaban végzédik, ahol az elsé szinaptikus kapcsolatot formalja a
fajdalomérzékelésben. Itt anatomiailag jol elkiiloniilt sejtrétegeket figyelhetiink meg, amelyet
mar az 1950-es évek elején leirt egy svéd kutatd, Bror Rexed (1. dbra). A kiilonb6z6 tipust
nociceptorok precizen rendezett modon végzédnek a hatso szarv felsdbb rétegeiben. Ezek a

Rexed-laminak, melyek koziil foként az 1, 1, felelds a periférias fajdalomérzékelésben és

processzalasban [Todd, 2010].

1. abra - A gerincveléi Rexed-laminak
sematikus abrazolasa és az elsddleges afferens

A3 nociceptorok (1) neuronok projekcidinak teriilete. A szomatikus

C/AS peptiderg rostok (I-Ilo) . , . . .., , ,

\C/ nem peptiderg rostok (Il) teriiletr6l  nociceptiv  informaciot  szallito

D azcrinass afferansek (1114 neuronok a hatsd szarv teriiletén felsobb

:fz:llegurs;;oii:lalph * rétegeibe futnak. A II. lamina, a substantia

\ gelatinosa két részre oszthatd: kiilsé (Ilo) illetve

v ' : belsé (I1i) rétegekre. A peptiderg C-rostok és a
ST :  myelinizalt Ad-rostok foként az 1. lamina
e il ; \ nagyobb  méreti  projekcids  neuronjain

i ‘ , végzbddnek, valamint interneuronokon a Ilo
: ' rétegben. A nem-peptiderg rostok a Il. lamina
| bels6 rétegeiben (Ili) 1évé interneuronokon
2 végzddnek. A mélyebb (I1I-V) rétegekben a AS
B szOrtlisz6  afferensek ¢és tapintas érzékeld
receptorok (AP) terminacioja figyelhetd meg

[Todd, 2010 alapjan, moédositva].



A hats6é szarvi régioban szamos serkent6 ¢és gatld idegsejt-tipus talalhatd, amik
szabalyozzak az afferens rostok és a projekcios neuronok kdzotti informacioaramlast. Egyes
hatso szarvi rostok interneuronokon keresztiil kapcsolatot teremtenek a mellsé szarvi mozgatd
idegsejtekkel is, igy kialakitva a nociceptiv reflexivet. A gerincveldi fajdalmom-érzékeld
halozatok neuronjai a primer fajdalomérzékeld afferenseken kiviil kapnak projekciokat az
alacsony ingerkiiszobii AP mechanoreceptoroktdl is. Ez azonban a substantia gelatinosa (II.
lamina) teriiletén taldlhatd gatld interneuronokon keresztiil feef-forward szabalyzassal tUn.
kapuzasi mechanizmust hoz létre [Melzack és Wall, 1967]. Csupan az interncuronok
morfologidja alapjan is elkiilonithetiink négy fobb tipust, tovabb ndvelve a rendszer
komplexitasat. Ezek a sziget sejtek, a centralis sejtek, a vertikalis- és radialis sejtek [Lu és
Perl, 2005]. Az els6dleges afferens neuronokon érkezett informacié tehat a felsdbb
lamindkban elhelyezkedd projekcids neuronokon keresztiil éri el az agyat. A fijdalomérzetnek
nincs kijelolt agyi kézpontja, a neuronok nytlvanyai szdmos teriiletre vetiilnek. A projekciot
kapo fobb teriiletek kozott van a laterdlis parabrachidlis area, a periaqueductalis
szirkeallomany és a thalamus egyes magcsoportjai, melyekbol a cingularis- ¢és

szomatoszenzoros kéregbe futnak a rostok (2. abra).

A laterdlis parabrachidlis area (LPb) a legfobb célteriilete az I. Rexed lamina
projekcios neuronjainak. Errdl a régiordl aztan a limbikus rendszer egyes struktirai, példaul
az amygdala és a hipothalmus kapnak bemenetet. Valdszinlisithetd, hogy ez a palya felelds a
fajdalom emocionalis hatteréért, hogy negativ élmény tarsuljon a fajdalmas behatashoz ¢és igy
a jovoben az €l61ény elkeriilje azt.

A periakveduktélis sziirkedllomany (PAG) feladata kiilonb6z6 stratégidk kidolgozésa, amivel
az él6lény megbirkdzhat a fenndllo stresszorral (beleértve a fajdalmat is). Az errdl a teriiletrol
érkez6 neuronalis projekciok egyes agyalapi és nyultveldi struktirdkban, példaul a rostralis
ventromedialis medulla teriiletén végzddnek, majd az innét eredd leszallo palydknak kulcs
fontossdga van a fajdalmi ingerek moddositasdban, ezért mondhatjuk a gerincveldt egy
integrativ régionak a fajdalomérzékelésben.

Szamos thalamikus régi6 kap bemenetet a gerincveldi hatso szarvi régiobdl példaul a ventralis
posterolateralis nukleusz (VPL), melybdl aztan az elsddleges szomatoszenzoros kéreg kap
projekciokat, valamint a posterior triangularis nukleusz, amely pedig a masodlagos
szomatoszenzoros kéreg és az insula teriiletére érkeznek axonok.

A fajdalomom érzékeld haldzatok thalamusban taldlhaté neuronjai a magasabb rend

telencephalikus kérgi kézpontokba futnak, ahol az informacio tudatosul.



Ezen tertileteket érint6 velesziiletett vagy fizikai karosodasok kovetkeztében azonban a
fajdalomérzet koros, kronikus fennalldsa Iéphet fel. Kronikus fajdalomérzékelésben
szenvedoknél az egyén fokozott fajdalmi reakcioval reagal egy nem fajdalmas érintésre is.
Neuropatias fajdalom esetén a fajdalomérzékelés teljes hianya 1ép fel, aminek kdvetkeztében
fajdalmi ingerre nem indul el védekezé mechanizmus, amivel elharithatndk a veszélyt, ez
pedig sok esetben haldlos végkimenetelli lehet. A kronikus és neuropatias fajdalom a vilag
népességének tobb mint 5%-at érinti, jelentds negativ hatast gyakorolva ezzel az egyének

¢letmindségére.

Cortex
Telencephalon » Thalamus

Insula

Amygdala
Mesencephalon » PAG
Medulla oblongata » LPb
Medulla spinalis » DH
Periféria . Noc1ce|:,>t|v
. reflexiv

sy

végzOdnek. Itt atkeresztezOdnek ellenoldali projekcidés neuronokra, kialakulhat a nociceptiv reflexiv
(sarga nyil). Az atkeresztezddott neuronok kollateralisai aztan magasabbrendii idegi struktirakba
projektalnak. a nyultveld teriiletén a lateralis parabrachidlis areaba (LPb), a kdzépagy teriiletén a
periakveduktalis sziirkeallomanyba (PAG), a thalamus teriiletére valamint az eldagy teriiletén pedig
szamos kiilonbozé kérgi sruktirdba, mint az amygdala, az insularis és szomatoszenzoros kéregés. A
szerz6 abraja.



I/b F4jdalom és endokannabinoidok

Az indiai kender (Cannabis sativa) fajdalomcsillapito hatasa mar tobb mint 5000 éve
ismert. A kender hatéanyaga, a A’ - tetrahidrokannabinolt (A®-THC) napjaink
fajdalomesillapitoként. A A>-THC molekula az 1-es tipust kannabinoid receptorhoz (CB;)
valo kotddésen keresztiil fejti ki hatasat. Az endokannabinoidok fajdalomérzékelésben
betoltott jelentds szerepét az elmult évtized kutatasai allitottak az idegtudomany fokuszaba
[Guindon és Hohmann, 2009]. Az utvonal f6 feladata az idegsejtek kozotti szinaptikus

transzmisszio szabalyozasa, a szinaptikus talserkentés megakadélyozésa.

Fiziologiasan a CB; receptor endogén ligandjait a lipid természetli anandamid (AEA)
¢s a 2-arachidonil-glicerin (2-AG) képezi, melyeket kannabinoid molekulaknak neveziink. A
vizoldékony neurotranszmitter molekuldkkal ellentétben az endokannabinoidok lipid
természetliek, igy raktarozasuk nehezen megoldhat6. Ez okbol az AEA ¢és a 2-AG mindig a
hatas helyén és idejében szintetizalodik, amikor arra éppen igény van [Marsicano és mtsai,
2003]. A CB; receptor preszinaptikusan lokalizalédik az axon terminalisokban [Katona és
mtsai, 1999; Kawamura és mtsai, 2006]. Az endokannabinoid molekulak posztszinaptikus
szintézisik utan a preszinaptikus CB; receptorhoz kotédnek, ezzel egy retrograd
szignalizicios Utvonalat 1étrehozva (3. abra). A receptorok aktivaladsa gatolja az N és a P/Q-
tipusu Ca?* csatornakat, igy megakadalyozza a membran depolarizaci6é soran fellépd Ca®*
bearamlast a sejtbe. A lokalis Ca®" -szint emelkedése nélkiilozhetetlen ahhoz, hogy az adott
sejtben végbemenjen a neurotranszmitterek exocitozisa, igy a Ca® csatornak blokkolasaval a
CB; receptor képes gatolni a szinaptikus transzmisszio kialakulasat [Mackie, 2006]. Ez a
mechanizmus a fajdalomérzékeld haldzatokban részt vevo idegsejtekben is miikodik, ahol a
preszinaptikus idegsejt gatlasaval a fajdalomérzet kialakuldsat ¢€s annak mértékét
szabalyozzék. Erre szdmos tanulméany bizonyitékul szolgal, amikben viselkedési tesztekkel
vizsgaltak a hatast [Martin és mtsai, 1993, Walker és Hohhmann, 2005]. A CB; f6bb endogén
agonistai, az AEA és a 2-AG periférias alkalmazésa 4ltal is csokkenti a fajdalomérzékelést
[Calignano és mtsai, 1998, Guindon és mtsai, 2006]. A kdrnyezeti stresszor hatasara kialakulo
stressz indukalt fajdalomérzet csokkenése hatterében is endokannabinoid mechanizmus all,
mely soran a gerincvel6ben novekszik a 2-AG szintje [Drew és mtsai, 2000; Suplita €s mtsai,
2006]. Révén, hogy a kannabinoid molekulak szintézise direkt a hatas helyén és idejében
zajlik, az Oket lebontd enzimek is kulcsszerepet toltenek be a szabalyozasukban. A

kannabinoid molekulak szintjének endogén névelése a lebontd enzimek gatlasan keresztiil is
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3. abra — Az endokannabinoid retrograd szignalizacios ttvonal. Idegsejtek kozott az ingeriilet membran
depolarizacion keresztiil kialakulé akcios potencial hullamokon terjed tovabb. 1. A preszinaptikus
idegsejtek membranjan végigterjedd akciés potencial hulldm hatdsira az axon termindlisok teriiletén Ca™™
csatornak nyilnak. 2. Az igy sejtekbe aramlé Ca™ -tobb mas faktor mellett- lehetévé teszi a
neurotranszmitter (az abran: Glu-glutamat) szekrécidt. A neurotranszmittereket a posztszinaptikus sejt
membranjaban 1l6 megfeleld receptorok (itt: AMPA) érzékelik, kialakulhat rajtuk a membran
depolarizacio, az ingeriilet tovabb terjedhet. 3. A preszinaptikus sejt talserkentése esetén azonban
fokozott Ca™ bearamlas fog torténni, melynek eredménye ndvekedett neurotranszmitter iirités lesz. A
neuronok tulzott tiizelésének kivédésére szolgal az endokannabinoid jelpalya, amit az AMPA receptorok
telitédése utan periszinaptikus régi6 (PSM) teriiletére diffundalé neurotranszmitter indit be. 4. Ebben a
régidban a glutamat transzmitter aktivalja az mGluRs receptort, ami a foszfolipaz-C-f (PLC-B)
enzimatikus aktivitasat indukalja. A PLC- B inozitol-trifoszfatra (IP3) és diacil-glicerolra (DAG) hasitja a
foszfatidil-inozitol bifoszfat (PIP,) molekulat. A DAG molekulat ezt koveten a diacil-glicerin-lipaz
(DGL-0) enzim alakitja a 2-arachidonoyl-glicerin (2-AG) endogén kannabinoid molekulava, ami aztan
visszajutva a preszinaptikus axon terminalishoz (5.) CB; receptorok aktivalasaval kozvetetten kivaltja a
Ca" csatornak Aateresztésének gatlasat, igy megsziinik a neurotranszmitter szekrécid. 6. A 2-AG
lebontasat a fiziologiasan, hogy a normal allapot visszaallhasson a Monoacil-glicerin lipdz (MGL) végzi,
ami arachidonsavra és glicerinre bontja az endokannabinoid molekulat. A szerz6 abraja.
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clérhetd. Az AEA lebontasat a zsirsav-amid-hidrolaz (FAAH), a 2-AG lebontasat pedig a
Monoacil-Glicerin Lipaz (MGL) végzi [Cravatt és mtsai, 1996, Dinh és mtsai, 2002]. Tobb
kutatasban is kimutattak, hogy az MGL endokannabinoid hidrolizal6 enzim gatlasa
fajdalomcsillapité hatasu a kozponti idegrendszerben [Desroches és mtsai, 2008, Kinsey ¢és
mtsai, 2009]. A lebontd enzim hidnyaban a megemelkedett 2-AG szint aktivalta a
fajdalomérz6 idegsejteken 1évé CB; receptorokat, igy okozva antinocicepciot. Ugyanakkor a
hosszan tartd, kronikus MGL gétlas farmakologiai vagy genetikai MGL delécion keresztiil a
fajdalomcsillapitd hatas megsziinésével jar [Schlosburg és mtsai, 2010]. Ilyenkor az
emelkedett 2-AG szint egyes agyteriileteknél adaptiv valtozasokat eredményez a CB; receptor
szintben. Az igy fellépd tolerancia-szerli jelenség miatt a kronikus MGL gatlas nem
hasznalhato terapids kezelésekre a klinikumban. Mindazonaltal periférids vagy gerincvel6i
fajdalomesillapitas igéretes Ut lehet a fajdalomesillapitok fejlesztésének terén tekintve, hogy
igy elmaradnak a nem kivanatos pszichoaktiv mellékhatdsok, amik az endokannabinoidok

alkalmazésa sordn a legnagyobb problémat jelentik [Hohmann, 2007].

Annak ellenére, hogy az MGL géatlas altal indukalt fajdalomcsillapité hatds részben a
gerincveld szintjén torténik [Woodhams ¢és mtsai, 2012], errdl a teriiletérdl nem all
rendelkezésre informaci6 a szakirodalombol arrél, hogy tonikusan magas 2-AG szint milyen
molekularis vagy sejtszintli valtozasokat eredményez, €s hogy ez 0sszefliggésben allhat e, a
kialakulo tolerancia jelenségével. Ugyanakkor fény- és elektronmikroszkdpos vizsgalatok
kimutattak, hogy a 2-AG szintetizalo enzime, a Diacil-glicerin lipaz-a. (DGL- a), receptora, a
CB;, valamint a szintén preszinaptikus MGL a fels6bb 1. és II. laminakban, heterogén

neuronpopulaciokban nagy mennyiségben el6fordul [Nyilas és mtsai, 2009, Horvath és mtsai,
2014].

Ezért kisérletlink célja az volt, hogy felderitsiik a valtozasokat a gerincveldben, amik
az MGL inaktivacidjat kovetden megnovekedett 2-AG szintre 1éphetnek fel valaszul. Annak
érdekében, hogy definidljuk, hogy a CB; receptor milyen sejttipusokon beliil fordul eld,
megvizsgaltuk a CB; receptor kolokalizacigjat adott sejttipusra jellemzd molekularis
markerekkel kett6s immunjeldléses immunfluoreszcens modszereket alkalmazva. Kettos
jelolést alkalmaztunk a CB;j receptor és a nociceptiv peptiderg afferens neuronokban 1€vo
CGRP (Calcitonin Gene Related Peptid) fehérje detektalasara. Ezen kiviil vizsgaltuk a hatsé
szarvi serkentd interneuron terminalisokat a vezikularis glutamat transzporter molekula
(vGIuT2) alapjan, a gatld interneuronok axon terminalisait pedig VIAAT (Vesicular

Inhibitory Amino Acid Transporter) fehérje segitségével jeloltiikk meg.
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1. Célkitiizések

Kisérletlink f6 célja az volt, hogy definidljuk, van-e valtozas a gerincveld szintjén a
CB; receptorok kifejezédésében a vad tipushoz képest az olyan allatokban,
amelyekben az MGL genetikai delécioja kdvetkeztében kronikusan magas 2-AG szint

jellemzd.
Amennyiben fenn all barmi féle valtozés, célunk volt megallapitani, hogy mennyire

specifikusan jellemz6 az a fijdalomérzékeld haldzatokban szerepet jatszo

sejtpopuléciokra.

Tovabba, az MGL-/- egerekben annak a meghatarozasa, hogy sejt szintd, avagy, vagy

molekularisan végbemend valtozasok allnak-e a hattérben.
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I11. Anyagok és modszerek

A Kkisérletekben felhasznalt minden vegyszer a Sigma-Aldrich Kft, a Merck Kft, a
Roche Kft vagy a Reanal Kft budapesti kirendeltségétdl szarmazik.

I11/a A kisérletben felhasznélt allatok

Az Aallatokon végzett kisérleteket az intézményi etikai szabalyoknak megfelelden,
valamint a Magyar Allatvédelmi Torvény. 243/1998 (XI1.31.) az allatkisérletek végzésérdl
sz6l6 kormanyrendelete alapjan végeztiikk, ami megegyezik az Eurdpai Unid Tanacsa altal

1986. november 24.-¢én hozott 86 /609EEC rendeletében foglaltakkal.

A Kkisérleteket C57BL/6N torzshoz tartozo vad tipusdt (MGL+/+), MGL génkiiitott
(MGL-/-) és CB; génkiiitott (CB1-/-) egereken végeztiik (n=18 db allaton, életkoruk: 30-33
nap). Az Gsszehasonlitdé vizsgalatokhoz mindig egy alombol szarmazo, eltéré genotipust

egyedeket hasznaltunk.

I11/b Perfuzid és a szovetek elOkészitése

Az egereket ketamin-xylazin (25 mg/mL ketamin, 5 mg/mL xylazin, 0,1 w/w%
prometazin H,O-ban feloldva, 1 mL/ 100 g) intraperitonealis injekcidval altattuk el. Ezt
kovetden az egereken transzkardidlis perfuziot végeztiink. 0,9%-os s6 oldattal 2 percig
mostuk at a keringési rendszert, majd 20 percig 100 mL fixaloval, ami 4% paraformaldehidet
(PFA) tartalmazott 0,1 molos foszfat pufferban oldva (PB, pH: 7,4). A perfuzié utan az
allatokbol kipreparaltuk a gerincvel6t, majd 2 oraig 4%-0s PFA/PB oldattal posztfixaltuk, ezt
kovetden 0,1 M-0s PB-ben mostuk. A gerincvelébdl Leica VTS-1000 vibratémmal (Leica
Microsystems, Wetzlar, Németorszag) 50 pm-es transzverzalis szeleteket vagtunk, amelyeket
felhasznalasig 0,1 M PB oldatban taroltunk.

111/c Peroxiddz-immunreakcio

A szeletek elkészitését és szamos mosasi 1épést kovetden (0,1 M PB-ben) a peroxidaz
alapt immunhisztokémiai festésekhez a gerincveld szeleteket egy éjszakan keresztiil 30%-0S
cukor oldatban inkubéltuk. Masnap folyékony nitrogén segitségével permeabilizaltuk a
metszeteket. A cukor oldat eltavolitasahoz a szeleteket alapos 0,1 moélos PB oldatban valo
mosasnak vetettiik ald. Az endogén peroxidazok deaktivalasa végett 1% H,0,-PB oldatba
helyeztiik a szoveteket 10 percre. 3x10 perc PB-ben térténé mosas és 3x10 perc Tris-s6 (TBS,
0,05%, pH: 7,4) oldatban torténé mosast kovetéen a mintakat 5% szamar szérum tartalmu

TBS blokkol6 oldatban inkubaltuk szobahdmérsékleten 90 percig. Ezt kdvette a poliklonalis
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elsddleges ellenanyaggal vald inkubécid 1 6ran at szobahOmérsékleten, majd tovabbi 48 oran
at 4°C-on. Az inkubaciés id6 lejartaval a szeleteket TBS-ben mostuk 3x10 percig, majd
biotinalt masodlagos ellenanyagba helyeztik 4 orara. A mosast kdvetden a szeleteket
¢jszakdra TBS oldatba helyeztilk 4°C-ra, majd masnap avidin-biotinizalt torma-peroxidaz
komplex-el kezeltiik 3 éraig. Ujabb 3x10 perces TBS, majd 2x10 perc TB (0,05 M, pH: 7,6)
mosast kovetéen adtuk hozza a kromogén 3,3’-Diaminobenzidin (DAB, 0,05 TBS-ben)
oldatot, mellyel a szoveteket fényt6l védett helyen inkubaltuk 15 percig. A DAB-reakcio
0,01% H,0, hozzaadasaval lett indukalva, majd 15 perc utan az oldat TB-re cserélésével lett

megallitva. A metszeteket a reakcid végén TB-ben, majd PB-ben mostuk és taroltuk.

111/d Kettds jeloléses immun-fluoreszcens reakcid

A gerincvel6i szovetbdl készitett metszeteket elészor 0,1 M PB pufferben majd 1%
H,O, oldatban mostuk. Ezt kovetden a szoveteket 3x10 percig 0,1 M PB, majd 3x10 percig
0,05 M TBS-ben (pH:7,4) mostuk. A lumbaris MGL+/+, MGL-/- és CB1 -/- allatokbol
szarmaz6 gerincveld szeleteket 90 percig inkubaltuk 5% szamar szérum, 0,3% Triton X-100,
TBS oldatban. Kisérleteinkben a CB; receptor jeloléséhez eldinkubalt tengerimalac anti-CB;
antitestet hasznaltunk (1:500, Watanabe labor). Emellett az egyes szeleteket kiilonb6z6 tipusu
axon-terminalisok megjelolésére alkalmas sejttipus specifikus markereket alkalmaztunk. A
nociceptiv peptiderg afferens neuronokban lévé CGRP (Calcitonin Gene Related Peptid)
jeloléséhez poliklonalis barany, anti-CGRP (1:1000, Enzo Life Sciences), gatldé neuronok
jeloléséhez (VIAAT — Vesicular Inhibitory Amino Acid Transporter) egér anti-VIAAT
(1:500, Synaptic Systems), serkent6 interneuronok specifikus vGlut2 (vesicular Glutamate
Transporter 2) markerének jeldléséhez pedig kecske anti-vGlut2 (1:500, Frontier Science)
ellenanyagokat hasznaltunk. Az elsddleges antitesttel a szovetek 1 ordig szobahdmérsekleten,
majd egy estén at 4°C-on inkubalodtak. Az elsddleges ellenanyagokat faj-specifikus, CB;
esetén Alexa Fluor 488, axon terminalisok esetén Alexa Fluor 594 fluoreszcens molekulaval
ellatott masodlagos ellenanyagokkal jeloltik meg (1:400, Jackson ImmunoResearch). A
masodlagos inkubdaciod 4 oran 4t tartott, szobahdmérsékleten. A kisérlet végén a mintdk 0,1 M
PB oldatban mosodtak 3x10 percig, majd tarolodtak. A mikroszképos megfigyelések

elvégzéséhez a metszeteket targylemezre helyeztiik €s Vectashield-el (Vector) fedtiik le.
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I11/e Konfokélis mikroszkodpiai analizis

A mintdinkon a lumbdris gerincveld hatsé szarvi rétegeit fotdéztuk Nikon AIR
konfokalis mikroszkoppal. A mikroszkop bedllitdsait (Iézer intenzitds, reprezentativ pixel
méret, konfokalis apertira) az MGL +/+ metszeteken optimalizaltuk, majd azonos
beallitasokat hasznaltunk a tovabbi mintdknal is. A mintdkat 4%, 20x és 60X nagyitason
fotoztuk. A kolokalizaciés analizis kivitelezéséhez a metszetek tetejétél szamitott 4 um-tél
kezdve 15 um-enként z mélységbe haladva készitettiink optikalis szeleteket. Az analizis

készitése soran a Nyqvist mintavételezésnek megfelelden jartunk el.

Az analizis kivitelezéséhez 20x nagyitasu felvételeket készitettliink a gerincveld hatso
késziilt. Ezen a felvételen lett kijelolve a mintavételezési terililetiink 72x72 um-es négyzetben,
a fehérallomany hatarvonalaval parhuzamosan (4. abra/B-B’). Ezt koévetéen, az optikali
szeletek kozepérol vett képen 12,5x12,5 um-es négyzetekre osztottuk a vizsgalt teriiletet azon
a csatornan, amelyiken a kiilonb6zé markerekkel jelolt termindlisok voltak lathatoak
(4. abra/B). Az igy kapott teriileteken véletlenszeriien kijeloltiink négyzetracsonként egy
terminalist, hogy mintavételezésiink egyenletes legyen. Az igy kijelolt terminalisokban
vizsgaltuk az adott marker és a CB; receptor kolokalizacidjat, két csatornan NIS-Elements
szoftver hasznalataval (4. abra/C-E). A kolokalizacids aranyok megallapitdsahoz manualisan,
vizualisan megvizsgaltuk a terminalisokat a tér harom dimenzi6jaban, hogy kizarjunk minden
aspecifikus kolokalizacids jelet, amit szoftveresen nem tudnank megtenni. Csak azokat a
terminalisokat tekintettiik pozitivnak, amelyekben a CB; fluoreszcens jel teljesen a terminalis
teriiletén beliil volt talalhato (4. abra/C). Barmely terminalis, amelyek az elsé vagy utolsd
optikai szeletre estek, vagy amelyekben a CB; jel6lés a teriileten kiviilre esett negativnak volt
nyilvanitva (4. abra/D, E). Ezen vizsgalatokat koveten lettek kiszamitva a kolokalizacios
értékek. Méréseinkkel parhuzamosan az Imagel szoftver hasznélataval lemértiik az egyes
pozitiv terminalisokra jellemz6 marker- és CB; intenzitast, teriiletének méretét. Ezzel

vizsgalhattuk az ezekben az értékekben tortént esetleges véaltozasokat is a genotipusok kozott.
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4. abra — A kolokalizaciés analizis folyamata. A: A kolokalizacids vizsgalatokhoz 20x felvételt
készitettiink a hatsé szarvi régiordl, melynek medialis részérdl tovabba 60x nagyitast felvétel késziilt.
Ennek a teriiletnek a kozepén jeldltiik ki mintavételezési teriiletiinket (B-B’) a fehérallomany rostjaival
parhuzamosan. B: A kijelolt teriiletrdl optikai szeletek késziiltek, amelyeken az adott marker csatorndjan
(a CBy jel nélkiil) megtortént a terminalisok azonositasa és kivalasztasa. A terminalisok vizsgalata két
csatornan manualisan, harom dimenzioban tortént. C-E: Példa az azonositott terminalis tipusokra: pozitiv
terminalis (C/nyilhegy), negativ terminalis (D/nyilhegy), hamis-pozitiv terminalis (E/nyilhegy). Skéla: A:
50 um, B: 10 pm, C-E: 1 pm.

I1I/f Statisztikai analizis

A CB; intenzitds csokkenésének statisztikai kimutatdsdhoz és a genotipusokon beliili
eltérések vizsgalatdhoz egymintas t-probat (Kruskal-Wallis-teszt) alkalmaztunk. A CGRP,
VIAAT és vGIuT2 markerek jel6lés intenzitasaban fellépd lehetséges MGL+/+ és MGL-/-
genotipusok kozti eltérések meghatarozasara kétmintas t-probat (Mann-Whitney U-teszt)
végeztlink az adatokon. A p-értéket p<0,05-t61 fogadtuk el statisztikailag szignifikansnak. Az
egyes kisérletekhez tartozo p-értékek az adott abrakon vannak feltiintetve. A szignifikancia
mértékét az dbrakon csillagok (*) jelzik: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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IV. Eredmények

Vizsgalataink soran tobb mint 2100 termindlist vizsgaltunk meg, genotipusonként 3-3 allatbol

¢és allatonként 3 szeletbdl kivalasztva.

IV/a CB; jelolés intenzitas-valtozasanak vizsgalata a hatso szarvi régioban

Kisérleteink sordn elsOként arrol szerettiink volna tudomast szerezni, hogy az MGL+/+
¢s MGL-/- allatokban milyen a CB; receptor eloszlasa a gerincveld lumbaris szakaszan 1évé
hatsé szarvi régioban. A CB; receptor jelolés az immunfluoreszcens reakcioval el6hivott
szeleteknél jol lathatoan kijeldlt két savot a hatso szarvi régid felsébb rétegeiben (I. és I1o.,
[11.), ahol a fehérje expresszidja a legmagasabb (5. abra/A). Az immunperoxidaz reakcioval
tortént receptor specifikus jelolés alapjan azt tapasztaltuk, hogy a CB; receptorok elleni
immunreaktivitds szintje markans csokkenést mutat az MGL-/- allatokban (5. abra/B), a
gerincveld hatso szarvi régidjaban. A receptorszint ugyanakkor nem csokkent a kontrollként
hasznalt hatso szarvi fehérallomany kotegben (DLF). A kisérleteket vad és MGL génkiiitott
egerek mellett CB; génkiiitott allatokban is elvégeztiik, itt, a jelolés hianya validalta, hogy a
szovetben specifikus CB; immunreaktivitast detektaltunk. Az MGL-/- allatoknal latszolag a
[10.-11l. laminaban 1évé CB; receptorok intenzitasanak szintje eltiinik, az I.-l1li. laminaban

pedig markans csokkenést mutat.

5. abra — CB; receptor immunjelolés MGL+/+ és MGL-/- egér gerincvelbi hatso szarvi régioban. A:
MGLA+/+ genotipusu allat gerincveldjében megfigyelhetd CB; jelolés. A hatso szarv felsébb Rexed-
laminaiban magas foku CB; expresszié jellemz6 (fehér nyilak), foként az I-1li és a Ilo-1II rétegekben.
Szintén magas CB; expresszio figyelhetd meg a hatsé szarvi fehérallomanyi koteg teriiletén is (DLF). A
réteghatarok abrazolasa az abra jobb szélén lathatd. B: MGL-/- allatban az elobb emlitett teriileteken
jelentdsen csokken a CB; expresszio, a DLF teriiletén azonban valtozatlan marad. Skala: 50 pm.
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Annak érdekében, hogy kvantifikaljuk a mért intenzitasvaltozast, NIS-Elements
szamitogépes szoftver segitségével intenzitdsméréseket végeztiink a hatso szarvi régiéo magas
CB; intenzitasu teriiletein. Harom fobb teriiletet jeloltiink ki, amelyek nagyrészt lefedték az
egyes anatdmiailag definialt régiokat: az I-Ilo réteget, a IIi-III réteget, valamint a hatsé szarvi
koteg teriiletét (6. abra/A). A mérésekbdl egyértelmiivé valt, hogy az MGL-/- allatokban a vad
tipushoz képest jelentds csokkenés jelentkezik a vizsgalt teriiletek CB; jel6lés intenzitdsaban
(6. abra/B). A valtozas nem jelentkezik a DLF teriiletén, ami alapjan kijelenthetjiik, hogy

régid specifikus csokkenésrol beszélhetiink.

B 1097 @ MGL++
LI-llo 3 MGL-/-
fiy s00] B CB1-/-
\mw A Lt = -25% (NS)
: 7
8 600
g 400 -55%
== * -66%
m * * #H#
O 2004 |l| * L
l [ Mh& =
Li-llo Lui-n DLF

Gerincvel&i régiok

* p<0.05 vs MGL+/+, ***p<0.001 vs MGL+/+, ###p<0.001 vs MGL-/-

6. abra — CB; receptor immunjel6lés intenzitasinak vizsgalata. A: Azokon a teriileteken, amelyeken a
legnagyobb CB; intenzitasbeli kiilonbség Iépett fel a két genotipus kozo6tt (valamint kontrollként a DLF
teriiletérdl), intenzitdsméréseket végeztiink. Az abran lathatd kijeldlt régiok reprezentaltak a vizsgalt
teriiletet. Skala: 50 um. B: Az intenzitas vizsgalat eredményeit abrazol6 grafikon. Mind az I-1lo., mind a
Ii-11I. lamindk teriiletén jelent6s mértékii, szignifikans csokkenés figyelheté meg a CB; jeldlés

s

haladnak.

Korabbi eredményekbdl ismert, hogy a CB; receptor tobbsége preszinaptikusan van
talalhato a gerincveloben [Nyilas és mtsai, 2009]. Ezért megfigyelésiinket kovetden azt a
kérdeést tettiik fel, hogy vajon a CB; szint régio-specifikus csokkenése melyik axonterminalis-
populacidkon beliil kovetkezik be. Ennek megallapitasahoz a hatsd szarvi régioban
megtalalhatd harom fobb idegrost populacidban vizsgaltuk a terminalisokat definialé marker
¢s a CBj receptor jelolésének kolokalizaciojat kettdés immunfluoreszcens modszerekkel. A
harom vizsgalt idegi sejtpopulacio pedig: a peptiderg nociceptiv afferens idegvégzodések, a

gatlo, valamint a serkentd interneuronok axon terminalisai voltak.
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IV/b Peptiderg nociceptiv_afferens neuronok (CGRP+) és CB; receptor kolokalizacids

vizsgélatok

A perifériardl a fajdalmi informdacio elsésorban a peptiderg nociceptiv, CGRP fehérjét
expresszald neuronok segitségével jut a kozponti idegrendszer gerincveldi részébe. Ezek az
idegsejtek a hatsd szarvi régidba projektalnak és itt alakitanak ki szinaptikus kapcsolatot
interneuronokkal és projekcios neuronokkal (7. abra).

A CGRP markerrel jelolt mintdkon n=3 MGL+/+ egérbdl szdrmazo, egerenként 3
metszetben 256 terminalist vizsgaltunk, ebbdl 98 bizonyult pozitivnak CB; receptorral vald
kolokalizacio szempontjabol. MGL-/- allatok esetén szintén n=3 allatbol vizsgaltunk
allatonként 3 szeletet, amelyeken Osszesen 258 terminalisbol 102 tartalmazott CB; jelolést. A
kolokalizacios arany igy mindkét esetben ~40% (7. abra/E).

A kolokalizacios arany az MGL-/- egerekben sem csokkent, habar CB; expresszio a teljes
hatso szarv teriiletén alacsonyabb volt, ahogy azt az intenzitas vizsgalataink is igazoltak

crer

genotipust allatokban egy markans csokkenést a CGRP immunjel6lés intenzitasaban is
(7. abra/G).

IV/c Serkentd interneuronok (vGluT2+) és CB; receptor kolokalizacios vizsgalatok

A lokalis serkent6 szinaptikus kapcsolatokat glutamat jelatvivé molekulat hasznalo
idegsejtek formaljak a gerincveloben, amelyekre egyedileg jellemz6 a vezikularis glutamat
transzporter molekula (vGIuT2) intracellularis jelenléte. Az el6z6 kisérlethez hasonloan kettds
immunjeldlést alkalmazva jeloltik meg fluoreszcensen ezt a molekulat és az ilyen
neuronokon taladlhaté CB; receptorokat mind a vad, mind az MGL génkiiitott allatokbol
szarmazo szovetekben (8. abra).

A vGIluT2 markerrel jelolt mintakon n=3 MGL+/+ egérbdl szarmazd, egerenként 3
metszetben 393 terminalist vizsgaltunk, ebbdl 122 bizonyult pozitivnak CB; receptorral valo
kolokalizacio szempontjabol. MGL-/- allatok esetén szintén n=3 allatbol vizsgaltunk
allatonként 3 szeletet, amelyeken Osszesen 417 termindlisbol 125 tartalmazott CB jelolést. A
kolokalizacios arany igy mindkét esetben ~30% (8. abra/E).

Az analizis alapjan az ez esetben is megjelend CB; intenzitdsbeli csokkenés mellett
(8. abra/F) egy 20%-0s intenzitasbeli csokkenés figyelheté meg a vGIuT2 szintben is az MGL
génkilitott egerek esetében (8. abra/G).

A legnagyobb mértékii kolokalizacid a CGRP pozitiv és a VGIuT2 pozitiv neuronok
esetében volt megfigyelheto (7. dbra/E, 8. abra/E).
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IV/d Gatl6 interneuronok (VIAAT+) és CB; receptor kolokalizacios vizsgalatok

A gatld interneuronok neurotranszmitterként a gamma-amino vajsavat (GABA)
hasznaljak a szinapszisokban, ezzel gatoljdk a posztszinaptikus sejt aktivitdsat. A sejtekre
specifikus marker a vezikularis gatldé aminosav transzporter (VIAAT), mely segitségével a
tobbi sejtpopulaciotdl elkiilonithetjiik az ilyen interneuronok axon-terminalisait (9. abra).

A VIAAT markerrel jelolt mintdkon n=3 MGL+/+ egérbdl szarmazd, egerenként 3
metszetben 415 termindlist vizsgaltunk, ebbdl 26 bizonyult pozitivnak CB; receptorral vald
kolokalizacio szempontjabol. MGL-/- allatok esetén szintén n=3 allatbol vizsgaltunk
allatonként 3 szeletet, amelyeken Osszesen 437 termindalisbol 25 tartalmazott CB; jellést. A
kolokalizacids arany igy mindkét esetben ~6% (9. abra/E).
nem mutathatd ki szignifikdns kiilonbség a gatldo interneuron terminalisain 1évé CB;
receptorok szdmaban. A VIAAT jelolés intenzitasa nem kiilonbozik vad és KO allatokban
(9. abra/G), a CB; intenzitasa viszont ebben az esetben is jelentds csokkenést mutat
(9. abra/F).
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7. abra — CGRP és CB; kolokalizacios analizis. A, B: 20x konfokalis felvétel MGL+/+ és MGL-/- egér
gerincveld hatsé szarvarol. Piros csatornan a CGRP, z6ld csatornan a CB; jeldlést lathatjuk. C, D: 500x
nagyitasu felvételek mutatjdk a CB; receptorral pozitivan kolokalizalo CGRP+ terminalisokat (fehér
nyilak) C: MGL+/+ illetve D: MGL-/- egerekben. E: A kolokalizacios aranyban nincs kiilonbség a két
genotipusban, a vizsgalt CGRP+ terminalisok 40% tartalmaz CB, receptort. F: CB, jelolés intenzitasanak
Osszehasonlitasa vad tipust és génkilitott allatokban. Az MGL-/- mintdkban 40% csokkenés figyelhetd
meg a CB; szintben (median: MGL+/+: 1,020+0,22 (a.u.), MGL-/-:0,63+0,22 (a.u.)). G: CGRP jelolés
intenzitasa, szintén a vad és génkilitott allatokban. A CGRP jelolésnél is megfigyelhetiink egy ~20%-0s
intenzitasbeli csokkenést (median: MGL+/+: 0,98+0,16 (a.u.), MGL-/-:0,86+0,16 (a.u.)). Skala:
A,B: 50 pm, C, D: 1 um.
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8. abra — vGluT2 és CB; kolokalizacios analizis. A, B: 20x konfokalis felvétel MGL+/+ és MGL-/- egér
gerincveld hatso szarvarol. Piros csatornan a vGluT2, z6ld csatornan a CB; jeldlést lathatjuk. C, D: 500x
nagyitasu felvételek mutatjak a CB; receptorral pozitivan kolokalizalé vGluT2+ terminalisokat (fehér
nyilak) C: MGL+/+ illetve D: MGL-/- egerekben. E: A kolokalizacios aranyban nincs kiilonbség a két
genotipusban, a vizsgalt vGluT2+ terminalisok 35% tartalmaz CB; receptort. F: CB; jeldlés intenzitasa a
vizsgalt vad tipusu és génkiiitott allatokban. Az MGL-/- mintdkban 60% csokkenés figyelheté meg a CB;
szintben (medidn: MGL+/+: 243£71 (a.u.), MGL-/-:79£47 (a.u.)). G: vGIuT?2 jel6lés intenzitasa a vad és
génkilitott allatokban. A vGlut2 marker intenzitdsa a génkilitott allatokban ~20%-os szignifikans
intenzitasbeli csokkenést mutat (medidn: MGL+/+: 761+150 (a.u.), MGL-/-:554+355 (a.u.)). Skala: A, B:

50 um, C, D: 1 pm.
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Kolokalizacié 20x CB1 intenzitas 20x vGIuT2 intenzitas
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9. abra — VIAAT és CB; kolokalizacios analizis. A, B: 20x konfokalis felvétel MGL+/+ és MGL-/- egér
gerincvel6 hatso szarvardl. Piros csatornan a VIAAT, z61d csatornan a CB1 jelolést lathatjuk. C, D: 500x
nagyitasu felvételek mutatjak a CB; receptorral pozitivan kolokalizalé VIAAT+ terminalisokat (fehér
nyilak) C: MGL+/+ illetve D: MGL-/- egerekben. E: A kolokalizacios aranyban nincs kiilonbség a két
genotipusban, a vizsgalt VIAAT+ terminalisok 8-10% tartalmaz CB, receptort. F: CB; jel6lés intenzitasa
a vizsgalt vad tipust és génkiiittt allatokban. Az MGL-/- mintdk CB; intenzitas-szintjében 40%
csokkenés figyelhetd meg (median: MGL+/+: 283490 (a.u.), MGL-/-:186+59 (a.u.)). G: VIAAT jelolés
intenzitdsa a vad és génkilitott allatokban. A VIAAT jelolés intenzitdisa nem mutat szignifikdns
csOkkenést (median: MGL+/+: 735485 (a.u.), MGL-/-:805+183 (a.u.)). Skéla: A, B: 50 um, C, D: 1 um.
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V. Diszkusszio

A kannabinoidok fajdalomcsillapité hatasat eldszor Ernest Dixon publikalta 1899-ben,
aki arra lett figyelmes, hogy azok a kutydk, melyek kannabisz fiistot l1élegeztek be, nem
mutattak fajdalmi reakcidkat a tliszrasra. Azota szdmos kutatdas megerésitette, hogy a
kannabinoidok a CB; receptor aktivacion keresztiil csokkenthetik a fajdalmat [Richardson és
mtsai, 1998, Dogrul és mtsai, 2003]. Neuropatias modellekben a 2-AG endokannabinoidot
lebont6  MGL enzim akut farmakologiai gatlasa (a 2-AG szint endogén novekedésén
keresztiil) hatékony fajdalomcsillapitoként hasznalhato [Long és mtsai, 2008; Desroches és
mtsai, 2008]. Az MGL tehat potencialis célpontja a gyogyszerkutatasnak, hiszen ez tton a
pszichoaktiv mellékhatasok kikiiszobolésével lehetne elérni a fajdalom megsziintetését.
Ugyanakkor, hosszabb tavu folyamatos gatlasra tolerancia lép fel a szervezetben, a
fajdalomcsillapito hatds megsziinik. Eppen ezért, kimagasloéan fontos, hogy ismerjik a

molekularis és cellularis hatteret, ami a tolerancia kialakitasaért felelos.

Az  MGL  kronikus  gatlasan  alapulé  fajdalomcsillapitd6 ~ molekuldk
hatasmechanizmusara jo vizsgalati modellként szolgalnak az olyan genetikailag modositott
egerek, melyben az MGL protein szintéziséért felelds gén hianyzik [Chanda és mtsai, 2010].
Az ilyen genotipust egerektdl azt feltételeznénk, hogy csokkent fajdalomérzeékelést mutatnak
az emelkedett 2-AG szint miatt. Az MGL-/- egerek azonban meglepé modon a vad tipushoz
hasonld6 moddon érzékenyek a fajdalomra. Sot, viselkedési tesztekkel kimutattak, hogy
szignifikdnsan novekedett fajdalomérzet jellemzi Oket a kronikus fajdalmi tesztekben
[Petrenkoa és mtsai, 2014]. Ez a hatas az MGL kréonikus farmakoldgiai gatldsa soran is fellép,
ezért valoszinisithetjikk, hogy a mechanizmus az MGL molekulan keresztiil szabalyozodik
[Petrenkoa és mtsai, 2014]. Ennek valosziniileg az az oka, hogy a megemelkedett 2-AG szint
kovetkeztében az agyban a CBj receptorok deszenzitizalodnak, igy ha fellép a fajdalom inger,
nem képesek hatékonyan gatolni a nociceptiv afferensek neurotranszmitter-iiritését
[Schlosburg, 2010]. Feltételezhetjilk azonban, hogy a nociceptiv palyan mar az agyi
struktarak el6tt, a gerincveld szintjén is megjelenik valamiféle valtozas az ilyen genotipusu
allatokban, hiszen a gerincveldi lokalis farmakoldgiai MGL gatlas is fajdalomcsillapitd hatast

eredményez [ Woodhams, és mtsai, 2012], errél azonban napjainkig nincs kisérletes adat.

Munkank soran a gerincvel6i hatso szarvi nociceptorok altal kialakitott szinapszisok
szintjén tanulmanyoztuk, hogy a tonikusan megndvekedett 2-AG szint ebben a régioban

milyen molekularis- és cellularis szintli valtozasokkal jar. Vizsgalataink soran a manudlisan
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végzett 3-dimenzids analizisnek koszonhetden minden eddiginél pontosabban hataroztuk meg
a CBj receptor lokalizaciojanak mértékét a gerincveld hatsd szarvaban taldlhaté hdrom fobb
idegrost-alpopulaciokon beliil. Ez alapjan a vizsgalt CGRP pozitiv axon terminalisok ~40%-
aban, a VIAAT pozitiv terminalisok ~6%-aban és a vGIuT2 pozitiv terminalisok ~30%-aban
talalhato CB; receptor jelolés. Kisérletiinkben elséként mutattuk ki, hogy az MGL-/-
allatokban egy 50%-os régio specifikus csokkenés jelentkezik a CB; receptor szintjében a
hats6 szarvi régidoban. A csokkenés hatterében hipotéziseink szerint vagy molekularis, vagy
cellularis valtozasok allhatnak, azaz vagy a receptorok mennyisége csokken adott és
valtozatlan szdml neuron axon termindlisdn, vagy a neuronok/termindlisok szdma csdkken.
Célkitiizéseinkhez hiien sejttipus-specifikus markerek és a CB; receptorral végzett
kolokalizacids vizsgalatokbdl megallapitottuk, hogy meglepd moddon, a tanulmanyozott
idegsejt tipusokon beliil a CB; receptor szintje nem valtozik a génkiiitott egerekben. E szerint
feltételezhetjiik, hogy a csokkenést az axon termindlisok mennyiségének redukcidja valtotta ki
az immunfluoreszcens jelolésben. Feltevésiinket tovabb erdsiti, hogy a CB; intenzitas
csokkenés mellett szignifikans csokkenés volt megfigyelheté a CGRP és vGluT2 pozitiv
rostok immunjeldlésében. Ezen vizsgalatok alapjan felvethetd egy olyan hipotézis, miszerint
az MGL kronikus hidnya befolyasolja a fajdalom érzékelésében részt vevd serkentd neuron

populéciok rendezddését a gerincveldben.

Az agy embrionalis fejlodése soran is elengedhetetlen szerepet jatszik a normal
endocannabinoid szignalizacié mind az agy rétegeinek kialakitdsa, mind az idegsejtek kozti
szinapszisok kiéptilésében. [Harkany és mtsai, 2007]. Az axonok novekedésiik soran vonzo és
taszitd szignalokkal kommunikdlnak egymadssal, ezek segitségével képesek a megfeleld
szinaptizalo partnert megtalalni [ Xiang és mtsai, 2002]. Bisogno €s munkatarsai azonositottak
a DGL-a jelenlétét az axonok novekedési kupjaban [Bisogno és mtsai, 2003], a DGL-a altal
szintetizalt 2-AG-vel pedig ez alapjan megvalosulhat a sejt autokrin kommunikacidja is
[Williams és mtsai, 2003]. A ndvekedd axon azonban egy id6 utdn a ndvekedési kuppal
ellenben mar nem reagél ezekre a motilis szigndlokra. Ebben pedig, hogy a nyilvany végso
helyére keriilhessen fontos szerepet jatszik az MGL. Az axonban ugyanis az MGL
nagymeértékii expressziojaval, a 2-AG lebontas fokozodik, mely egy elmaradhatatlan szignal a
nyulvany végsoé helyzetének-, illetve a szinaptogenezis kialakulasahoz (10. abra) [Keimpema
¢s mtsai, 2010].
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A 2-AG szenzitiv szakasz ~ 2-AG inszenzitiv szakasz 10. abra — Az endokannabinoid szignalizaci6

* MGL B szerepe fejlédé agyszovetben. Sematikus abra a

® DGLa S i S + Intracellularis MGL hatar DGL'(I — 2'AG - CB]_ - MGL molekuléris kaSZka'.d
e CB, \\'/ [2-AG/ e tmax r1n o -

Y/ | idegi fejlddésben betoltott szerepérol. A parakrin és

2-hG RM‘ autokrin 2-AG szignalizacionak jelentés szerepe

o RaK van mind az axonndvekedés szabalyozasaban (A),

B Neuralis névekedés iranya mind pedig a szinaptogenezishen (B). Az axon azon

részein, amelyen mar nincs sziikség tovabbi
. motilitasra, a sejt az itt kifejez6d6 MGL enzim

- 2-AG inszenzitiv szakasz
*2"\? segitségével akadalyozhatja meg, hogy a 2-AG
= kifejtse  hatdsat a  kilonboz6  molekularis

szignalizaciés utvonalakon [Keimpema és mtsai,
—————Szinaptogenezis 2010 — médositva].

A munkank altal feltart adaptiv cellularis valtozasok potencialis magyarazatként
szolgalhatnak arra a jelenségre, hogy a transzgenikus allatok miért nem mutatnak a vad
tipustol eltérd fajdalmi fenotipust. A vizsgalt serkentd neuronalis markerek szintjének
csOkkenésébdl kovetkeztethetiink ra, hogy a teriileten az axon termindlisok szdma csokkent,
ezért figyelheté meg CB; szint csokkenés anélkiil, hogy a vizsgalt termindlisokban véltozna a
CB;1 expresszio kolokalizacidos ardnya a két genotipuson beliil. Az axon termindlisok
csOkkenésének jelensége a KO allatban egy kompenzaciés mechanizmus eredménye lehet,
ami a 2-AG/CB; szignalizaci6 fejlédésben betoltott szerepét hangsulyozza. A kronikus MGL

delécid tehat eredményezheti a gerincveldi fajdalomérz6 neuronhaldzatok reorganizaciojat.
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