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2. Bevezetés

2.1 A kannabinoidok és az endokannabinoid rendszer

Az indiai kender (Cannabis indica) kiillonb6z6 szarmazékainak élvezeti és gydgyaszati
célokra valé tudatos felhasznéaldsa az dkori idOkre tekint vissza. A torténelem sordn egyes
feljegyzésekben orvossagként, masokban kabitészerként emlitik, ennek megfeleléen a
hasznalata iranti tolerancia is széles skalan valtozott. Bar mentalis betegségek kezelésére,
fajdalomcsillapitasra, valamint nyugtatoként régdta alkalmaztak, a kannabisz magas abuzus
potencialjara és hasznalatanak egyéb karos hatasaira hivatkozva elsoként az USA-ban 1937-
ben, majd ezt kdvetden a vilag szinte Osszes orszadgaban betiltottdk. A marihudna hatasaiért
felelds egyes kannabinoidokat tartalmazo szerek orvosi hasznalata az utdbbi években egyre
kevésbé korlatozott, igy tobb orszagban is alkalmazhaté példaul AIDS, illetve daganatos
megbetegedések kezelési mellékhatdsainak enyhitésére (étvagytalansag, sulyvesztés) valamint
glaukéma kezelésére (szemnyomas csokkentése).

Az 1940-es években irtdk le, hogy a kannabisz hatasaiért ugynevezett
phytokannabinoidok felelosek, amelyekbdl ma, csak az indiai kenderbdl izoldlva, mar tobb
mint hatvanat ismeriink. Ezek koziil a legjelentésebb a A’-tetrahidrokannabinol (A’-THC),
amely a marihudna pszihoaktiv hatdsaiért felelds, pontos szerkezetét Gaoni és Mechoulam
hatérozta meg 1964-ben (Gaoni és Mechoulam, 1964). A A’-THC és egyéb természetes
valamint mesterséges exogén kannabinoidok hatdasmechanizmusat tanulmanyozva irtak le
1990-ben az allati szervezetben miikodé kannabinoid receptorok (CB receptor) jelenlétét,
ezzel az endokannabinoid rendszer (eCB rendszer) els6 nyomaira bukkanva. A rendszert
egyre inkabb feltérképezve jottek ra, hogy léteznek ezeken a receptorokon keresztiil hato
endogén ligandok, zsirszeri molekuldk, melyek szerkezetileg kevéssé, am farmakologiai
tulajdonsagaikban sokkal inkabb hasonlitanak a korabban megismert phytokannabinoidokra.
Ma két, jelentdségiikben kiemelkedd, CB receptoron hatdé endogén kannabinoidot (eCB)
tartunk meghatarozonak a rendszer mikodésében. A korabban, 1992-ben leirt arachidonoil-
etanolamidot, mas néven anandamidot (AEA) (Devane ¢és mtsai.,1992) és az eddig még
kevéssé kutatott 2-arachidonoil-glicerolt (2-AG) (Stella és mtsai., 1997).

Az eCB rendszer fontos komponensei a specifikus CB receptorok, melyek 7 helikalis
transzmembran doménbdl allo, G-proteinhez kapcsolt fehérje komplexek. Ismeriink 1-es
(CB;) (Matsuda ¢s mtsai., 1990), illetve 2-es (CB;) (Gérard és mtsai.,, 1991) tipusu
kannabinoid receptorokat, valamint feltételezhetéek eddig még ismeretlen CB receptorok

mind perifériasan, mind centralisan. Adott receptor tipuson keresztiil kifejezddo hatas gyakran



lehet régio vagy ligand fiiggd, igy ritkan lehet altalanos kijelentéseket tenni egy bizonyos
receptor funkcidjat tekintve. A CB,; receptor leginkabb a kozponti idegrendszerben
reprezentalt, altalanosan elmondhat6, hogy nagyobb mennyiségben megtalaljuk a bulbus
olfactoriusban, corticalis, thalamicus, hypothalamicus, cerebellaris és agytorzsi teriileteken,
illetve a fajdalomérzet palydin a gerincvelOben (6sszefoglald: Mackie €s mtsai., 2005), de ez
fajonként eltérd mintazatokat mutathat. Taldlunk CB, receptort periféridsan is a majban, a
vesében, illetve a mellékvesekéregben, utobbinak jelentdsége lehet az endokannabinoid
rendszer €s a hipothalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely (HPA-tengely) kapcsolataban,
1évén a mellékvesekéreg zona fasciculata sejtjei felelosek a glitkkokortikoidok szintézisért. CB;
receptoron nagyjabol azonos affinitassal kotodik a A-THC és az AEA is (Lutz és mtsai.,
2002; osszefoglalo: Pertwee és Ross, 2002), ezzel ellentétben az utobbi a dontden az
immunrendszerben eléfordulé CB, receptornak csak parcialis agonistdja. Az AEA egyébként
szamos receptor tipuson kifejtheti hatasat, igy példaul CB, receptor agonista, CB, receptor
parcialis agonista, de a két eddig megismert CB receptoron kiviil valoszinlileg a kdzponti
idegrendszerben a HPA-tengely moduladlé hatdsai részben egy eddig ismeretlen CB
receptorhoz (CBx) is kothetdek. Ezen kiviil gyenge agonistdja még az 1-es tipust vanilloid
receptornak (TRPV1), de megfigyelhetbek TRPV1 fiiggetlen vanilloid szeri hatdsai is
(Wenger, 2003). A 2-AG mindkét ismert CB receptor teljes értékli agonistaja (Stella és mtsai.,
1997). Eddig meg nem ismert, kannabinoid érzékeny receptorok hatdsait lathattuk
glutamaterg szinapszisok szabalyzasaban (Kofalvi és mtsai., 2005), illetve bizonyos
magatartasokban, példaul a szorongas szabalyozasban (Haller és mtsai., 2002) is.

Az endokannabinoidok legalapvetobb funkcidja a kozponti idegrendszeri neuronalis
haldézat aktivitasanak szabalyozésa, glutamaterg és GABAerg szinapszisok neuroranszmitter
kibocsatasanak modulédlasa. Ezt egy retrograd jelatviteli uton keresztiil érik el, vagyis poszt-
szinaptikus-pre-szinaptikus irdnyban hatva negativan szabdlyozzdk sajat szinaptikus
bemenetiiket (Kreitzer és Regehr, 2001; Ohno-Shosaku és mtsai., 2001; Wilson és Nicoll,
2001). A tiizel6 neuron pre-szinaptikus membranjardl neurotranszmitterek tiriilnek a
szinaptikus résbe, majd ezek poszt-szinaptikusan kétddnek, ezzel az idegsejt depolarizacidjat
okozva. A depolarizacié fesziiltség fiiggd Ca®" csatornak megnyilasat eredményezi, igy
megnd az ion intracellularis koncentracioja, aminek hatdsara aktivalédik egy Ca-dependens
transzacildz enzim. Ez az enzim katalizdlja a membrdnban jelenlévd foszfatidil-kolin
atalakulasat N-acilfoszfatidil-etanolaminna (NAPE), az AEA prekurzorava. Ez utan a NAPE-
AEA atalakulas egy tobb 1épcsos, foszfolipaz C, illetve foszfolipaz D medialta enzimatikus

kaszkad rendszer keretein beliil zajlik le. A 2-AG szintézise szintén Ca’’ ionhoz kotott

4



folyamat, ahol a fent emlitett foszfolipazok foszfatidil-inozitbdl allitjak elé a 1,2-
diacilglicerolt (DAG), ami egy diacilglicerol lipdz enzim katalizélta reakcioban alakul 2-AG-
va (Di Marzo és Petrozino, 2007). A 2 f6 endokannabinoid szintézise, nem kizardlagosan
neurotranszmitter medialt, egyes cAMP serkentd agensek az intracellularis Ca®" koncentracio
novelésével szintén kivalthatjdk kialakulasukat, ahogy ez példaul a késobbiekben
részletezendd gliikkokortikoid medidlt eCB szintézis soran torténik (Di Marzo ¢és
Deutsch,1998, Malcher-Lopes és Di, 2006). A szintézis utdn a kannabinoidok kijutnak a
szinaptikus résbe, majd a pre-szinaptikus neuron feliiletén vagy kozvetleniil ioncsatornakhoz
kotédve hatnak, vagy G-protein kapcsolt CB receptorokhoz kotddnek, hatdsukat ezen
keresztiil fejtik ki (Di Marzo és Petrozino, 2007). Koézvetlen moédon N, illetve P/Q
Ca**csatorndkhoz kotddve blokkoljak azok miikddését, ezzel meggatolva a sejtbe valo tovabbi
Ca* bearamlast, a neuron tiizelését (Twitchell és mtsai., 1997; Kreitzer és Regehr, 2001). CB
receptorhoz kotve G-protein rendszeren at is képesek az N tipusu Ca®" csatornakat gétolni
(Lenz és mtsai.,1998), illetve a befelé iranyuld K csatorndkat nyitni (Guo és Ikeda, 2004),
ezek eredojével pedig a neuron aktivitasat negativan modulalni. A ligandok intracellularisan
enzimatikus Gton bomlanak le. Az AEA lebontasat a zsirsav-amid hidrolaz (fatty-acid-amid
hydrolise) (FAAH) enzim végzi arachidonsavva és etanol-aminnd, mig a 2-AG-t a
monoacilglicerol lipdiz (MAGL) bontja el arachidonsavva és glicerinné (Dinh és mtsai., 2002;
Osszefoglald: Freund és mtsai., 2003; Di Marzo és Petrozino, 2007). Ezen metabolizmus
befolyasolasa egy jelenleg is alkalmazott, potencialis tdmadasi felillet a rendszer
manipulalasara.

Az endokannabinoid rendszer tanulmanyozdsa a rendszer befolydsolasan,
manipulalasan keresztiil lehetséges. Erre tobb mddszer is adddik, egyre pontosabb, egyre
specifikusabb valaszokat adva. Gyakran alkalmazott mddszer a gén-diszruptcid, vagyis Knock
Out (KO) allatok eloallitdsa. Valamely CB receptor génjének kititésével specifikus modon
vizsgalhatjuk az egyes endokannabinoidok receptor-fiiggd hatésait, illetve a tapasztalt hatasok
mechanizmusat. A mddszer hatranya lehet, hogy felléphet gén-kompenzacio, vagyis a kititott
gén altal kodolt fehérjék bizonyos funkcioit atvehetik mas génproduktumok, egyes
neurotranszmisszids folyamatok atstrukturalodhatnak, ezzel torzitva az eredményeket. Szintén
gyakran alkalmaznak farmakoldgiai modszereket, példaul receptror agonistak, illetve
antagonistdk haszndlatat. Gyakran hasznalt CB receptor agonistdk a WIN55,212-2, a
CP55940, HU210. CB, antagonistak vagy inverz agonistak példaul az AM251, az AM281, az
SR141716 (rimonabant), vagy az 02050. Nagy elonyiik ezeknek a ligandoknak hogy gyakran

receptor specifikusak, hatranyuk hogy nem régid specifikusak, erre semmilyen agonista vagy
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antagonista nem képes. Ebbdl kovetkezik, hogy nehéz a kifejtett hatas szintjét beazonositani,
mivel CB receptorok széles korben jelen vannak a kozponti idegrendszerben. Akar
szisztémasan, akar intracerebroventrikularisan (i.c.v.) alkalmazva, hatasukat tobb, CB
receptort prezentalo szinten kifejtik, ami egy ilyen érzékeny rendszer tanulmanyozéasa soran,
mint az eCB rendszer, félrevezeté lehet. A ma alkalmazand6 talan legspecifikusabb
farmakoldgiai mddszer a kannabinoid metabolizmus gatlds, ami az adott endokannabinoidot
fiziologidsan lebontd enzim blokkolasat jelenti, ezzel felerdsitve a jelatvitelt. A modszer
legnagyobb elénye a nagy mértékl szelektivitds, és az on-demand hatés, vagyis hogy a jel
csak ott és csak akkor erdsodik, ahol és amikor valoban 1étrejon eCB jelatvitel. Ezzel elérhet
magas foku régio- és ligand-specificitds. A korabban felfedezett AEA-t gatlo FAAH
blokkolasara széles korben alkalmazott vegyiilet az URB597 (Piomelli és mtsai., 2003),
amely élettani s magatartasi hatdsairdl nagy mennyiségti informdacié all rendelkezéstinkre. A
2-AG-t elbontd6 MAGL gatlasanak hatasai korantsem mondhatoéak ennyire feltérképezettnek,
mivel erre csak az utobbi idoben eloallitott JZL184 (Long €s mtsai., 2009) nevii vegyiilet

kinal lehetdséget.
2.2 Kannabinoidok és a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely (HPA-tengely)

A szervezet stressz-reaktivitdsdnak kozponti szerepli, kulcsfontossagl szerv-egyiittese
a HPA-tengely. Ez a tengely irdnyitja a stressz-valasz hormonadlis és ezen keresztiil még sok
mas oldalat egy harom lépcsds kaszkdd mechanizmuson at, aminek végsd végrehajtoi a
gliikokortikoidok (GC). A HPA-tengely igy tobbek kozott hatassal van a metabolizmusra,
energia homeosztazisra, kognitiv folyamatokra, viselkedésre, illetve sajat miikodésére. Kiilsd
vagy belsd stresszor hatdsdra az agy egyes szenzoros és limbikus kozpontjai (pl: PFC,
amygdala, hipokampusz) serkentik a HPA-tengely legfobb agyi kézpontjanak a hipotalamusz
paraventralis nukleuszanak (PVN) aktivitasat (Patel és mtsai., 2003). A PVN parvocellularis
magcsoportjanak neuronjai kortikotropin felszabadulast serkentd hormont (CRH) és arginin
vasopresszint (AVP) termelnek, amik az axonbdl az eminentia medianan keresztiil a portalis
keringésbe jutnak, ahonnan a hipofizis eliilsé lebenyébe iiriilnek. Itt a CRH és az AVP
fokozza a hipofizisben termelddd adrenokortikotrép hormon (ACTH) prekurzoranak, a
proopiomelanocortinnak a szintézisét, valamint eldsegiti, a mar kész, vezikulomokban
tarolddé ACTH vérbe tiriilését. A szisztémas keringésbe jutott ACTH a mellékvesekéreg zona
fasciculatajadban kivaltja a gliikkokortikoidok termelddését, amik ezek utan belépve a
vérkeringésbe és a célsejtekhez eljutva fejtik ki hatasukat a periférian (Vale és mtsai., 1981;

Herman és mtsai., 1997, Dallman és mtsai., 2005). A gliikkokortikoidok sajat szintézisiiket is
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befolyasoljak, rovid, illetve hosszupalyas feedback révén, vagyis mind a hipofizis, mind a
hipothalamusz szintjén.

Az endokannabinoid rendszer és a HPA-tengely kapcsolatanak kérdése akkor meriilt
fol eldszor, amikor a CB; receptor nagyfoku expresszaltsagara lettek figyelmesek patkany
hipotalamusban ¢és hipofizisben (Herkenham ¢és mtsai. 1991). Ebbdl arra kovetkeztethetiink,
hogy az eCB rendszer befolyassal birhat a HPA-tengelyre és igy a stressz-reaktivitdsra,
valamint a magatartasra. Az eCB rendszer-HPA-tengely kapcsolat egy alapvetd jelenségének
leirdsa Di ¢és munkatarsai (2003; 2005; 2009) munkdjahoz kotddik. A gliikokortikoidok
negativ, nem-genomialis, gyors visszacsatolasat eCB jelatvitelen keresztiil megvalosuld
folyamatként irja le. A PVN parvo- ¢és magnocellularis magcsoportjaiban 1évé CRH-t
kivalasztd neuronokat serkentd glutamaterg, illetve gatlo GABAerg szinapszisok idegzik be,
endokrin szekrécidjukat ezek szabalyozzdk. Di és munkatarsai in vitro hipothalamikus
metszeteken végeztek kisérleteket, ahol is a rendszerhez adott gliikkokortikoidok hatiséara
gyengiilt a glutamaterg szinapszisok aktivitdsa. Poszt-szinaptikus G-protein aktivitast gatlo
vegyliletet (GDP-béta-S) a rendszerhez adva a fenti jelenség nem volt megfigyelhetd, tehat a
GC hatas valdszintileg G-protein kapcsolt receptorokon keresztiil valdosul meg. A blokkold
jelatvitel endokannabinoid természetét CB; antagonistdk hozzdadéasaval igazoltdk. Tehat a
stressz-valasz soran felszabadulé glikkokortikoidok CRH-t szintetizal6 neuronokon 1évé
membrankapcsolt, G-protein-fiiggd glitkokortikoid receptorokhoz kotodnek, majd G-alfa-S-
cAMP-proteinkinaz-A (PKA) uton eCB termelést valtanak ki. Az endokannabinoidok
retrograd jelatvitellel a pre-szinaptikus neuron CB; receptoraihoz kotddnek, igy befolyasoljak
annak excitatorikus aktivitdsat. Glutamaterg serkentd szinapszis esetében a megkotott
endokannabinoidok negativan hatnak a glutamat termelésre, ezzel a poszt-szinaptikus neuron
CRH termelését gatolva, a HPA tengely aktivitasat negativan moduldlva (Di és mtsai., 2003,
2005). Di munkdjabol kidertil, hogy a GABAerg szinapszisok pozitiv modulalasaért felelos
retrograd hirvivé nem az eCB rendszer része, valdszinlisithetden nitrogén-monoxid (Di és
mtsai., 2009).

A fenti elmélettel konzisztens eredményeket adott tobb CB;KO allatokon végzett
kisérlet is. Cota €s munkatdrsai (2007) kisérletesen bizonyitottak, hogy a CB,; receptort
nélkiilozé allatok a vad tipushoz képest eltérd glikkokortikoid cirkadidn oszcillacidval
rendelkeznek, ugyanis éjszakai, aktiv periddusban kortikoszteron szintjilk joval magasabb.
Emellett a gén-kititott allatok PVN-jében szignifikansan magasabb volt a CRH mRNS szint,
mint vad tipusu tarsaikndl. Lathatéan a CB; receptor hianya 6sszezavarja, gyengiti a GC gyors

negativ feedback mechanizmusat, ezzel is bizonyitva a két rendszer kozotti szoros
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kapcsolatot. Wenger és munkatarsai (2003) specifikusan az AEA HPA-tengelyre gyakorolt
hatdsait vizsgaltdk CB ;KO egerekben. A kis ddzisban adott AEA megnovelte a vér
CB,KO egerekben. A kérdés feltarasa érdekében alkalmazott CB; antagonista SR141716,
illetve a TRPVI1 antagonista kapszazepin nem voltak hatassal a fenti jelenségre, igy
valosziniisithetéen az AEA stressz-reaktivitasra kifejtett serkentd hatdsai egy non-
kannabinoid, non-vanilloid, eddig ismeretlen receptoron keresztiil valésulnak meg. Hasonldan
az eddig leirtakhoz Barna és munkatarsai (2004) kimutattdk a CB; receptor hianyanak HPA-
tengely serkent6 hatasait. A CB;KO allatoknak mind a bazalis, mind a stressz-inudkalt ACTH
¢s kortikoszteron szintje magasabb volt, mint a vad tipustaké. In vitro anterior hipofizis
szeletek anyagcseréjét perfuzios késziilékkel fenntartva nem volt kiilonbség a csoportok
ko6zo6tt sem a bazalis, sem a CRH-indukalt ACTH szintek tekintetében. A rendszeren a GC
agonista dexametazon, illetve a CB; agonista WINS55,212-2 ataramoltatasaval sem lehetett
valtozast elérni a fentiekben, vagyis az egér hipofizisben lokalizalhato CB,; receptorok
ellenére a HPA-tengely eCB rendszer altali szabalyozasa nem ezen a szinten valdsul meg.
Patel és munkatarsai (2004) mind SR141716 CB antagonistaval kezelt, mind immobilizacios
stressznek kitett kezelt allatok esetében, alacsony, de szignifikdns szérum kortikoszteron
novekedést detektaltak egerekben. Az SR141716 eldkezelt, immobilizacids stressznek kitett
allatok esetében erdsebb novekedést figyeltek meg, ugyanakkor akar a CB; agonista
CP55940, akar az eCB transzport gatlo AM404, akar a FAAH gatlo URB597 alkalmazasa
ezeket a hatasokat csokkentette vagy teljesen elnyomta, mutatva ezzel az endokannabinoid
rendszer erds negativ HPA-tengely moduldld hatdsait. Az éllatokat akut immobilizacids
stressznek kitéve a megndtt kortikoszteron koncentracid mellett csokkent 2-AG szinteket
mértek a PVN-ben, ezzel szemben 5 napon at 30 perces akut immobilizacios stressznek kitett,
habitualt allatok esetében, ugyan ebben a régioban egy kevésbé megemelkedett kortikoszteron
koncentraciot, illetve megnovekedett 2-AG szintet detektaltak a kontroll allatokhoz képest. Ez
azt sugallja, hogy a PVN-ben nyugalmi allapotban tartésan magas 2-AG szint all fenn, ami a
HPA-tengely aktivitast negativan modulalja, alacsony szinten tartja. Stressz hatasara a 2-AG
szint lecsokken, ezzel hagyva a HPA-tengelyen keresztiil megvaldsuld stressz-valaszt
kifejezddni. A fenti allitas latszdlag ellentétes a Di és munkatarsai altal leirt gliikokortikoid
negativ gyors feedback jelenséggel, ahol a gliikkokortikoid pozitivan hat az eCB rendszer
aktivitasra. Ez az ellentét azonban potencidlisan feloldhat6 a két kisérlet idédinamikai, régio,
valamint mérési modszer szerinti dsszehangoldsaval. Di munkéjaban kozvetleniil a PVN-be

jutattdk a farmakoldgiai agenseket, mig Patel és munkatarsai a vegyiileteket szisztémasan
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alkalmaztak, igy nem szlrhették ki az esetleges indirekt hatasokat. CB receptorok mind
centralisan mind pedig periféridsan igen széles korben reprezentaltak, igy egy szisztémads
kezelés nem torvényszerlien egy teriiletre, egy funkcidra hat, erre sziikségszerii kontrolalni. A
szerzOk emellett az akut stressz-indukalt gliikokortikoid névekedés hatasara 1étrejovo eCB
aktivitas csokkenést Osszeférhetonek tartjdk Di modelljével, mondvéan a lecsokkent 2-AG
szint a stresszor jelenlétében 4ll fenn, mig a negativ feedback mechanizmus potencialisan a
stresszor megszinte utan lép milkodésbe. Patel ¢és munkatarsai tehat kimutattdk az
endokannabinoid rendszer egy intenziv, kontextus dependens, stressz-indukalt HPA tengely

aktivitast negativan szabalyzo6 hatasat.

2.3 Kannabinoidok és a magatartas

A torténelem soran a kannabinoidok tapasztalati Giton megismert magatartasi hatasait
nehéz egységes trendként jellemezni, mivel egyes hatdsok, amelyek alkalmazhatova tették
orvosi és/vagy élvezeti célokra, eltéré kontextusban akar meg is fordulhattak. Igy példaul egy
bizonyos kannabinoid okozhat eufdriat, illetve pozitiv hatassal lehet a szorongéasra vagy a
szocialis kapcsolatokra (Sethi mtsai., 1986; Stewart mtsai., 1997; Ogborne mtsai., 2000),
ezzel szemben akar mas kontextusban az esetleges kornyezeti interakciok, akar az egyéni gén-
expresszios profil miatt okozhat panikszerd tiineteket, pszichozist (Fattore és mtsai., 2001;
Justinova ¢és mtsai., 2003), novelheti a szorongast (Moreira ¢és mtsai.,, 2009). Az
endokannabinoid rendszer szorongasra gyakorolt hatasait szintén a fentebb emlitett, a
rendszert manipulalo genetikai és farmakologiai modellek készitésével térképezhetjiik fel.

CB; gén kiutott (CB; KO) egerekben tobb kisérletben is, mint a megemelt kereszt-
pall6 vagy a vilagos/sotét doboz teszt, megemelkedett szorongas volt detektalhato, azonban ez
nem mondhat6 altaldnosnak, a hatasok a kisérleti koriilményekt6l nagyban fliggtek. Haller és
munkatarsai (2004) CB; KO egerekben erdsen kontextus fiiggd magatartdsi hatdsokrol
szamoltak be olyan viselkedési paradigmakban, ahol platformonként az elvarhat6 viselkedés
mintazat nem, csak egyes kornyezeti paraméterek kiilonboztek. A megemelt kereszt-palld
tesztben a két kontextust az erds és a gyenge fény jelentette, ezzel egyazon platformon egy
erdsebben ¢s egy kevésbé averziv kornyezetet reprezentalva. A CB; KO allatoknal averzivabb
kornyezetben erdsebb szorongast detektdltak vad tipust tarsaikhoz képest, mig az egereknek
baratsagosabb kornyezetet jelentd enyhébb fényben nem volt szignifikans eltérés a csoportok
kozott. Szocialis kihivast reprezentalod paradigmakban szintén erds eltéréseket mutattak a CB;
KO allatok, miszerint a rezidens-betolakodo tesztben fokozott agresszid, a szocialis-interakcid

tesztben csokkent szocialis aktivitds volt megfigyelhetd. A fentiekbdl lathatd, hogy a CB;
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jelatvitel hianyanak hatasai kontextus fliggdek és erdsen befolyasoltak stresszhelyzet, illetve
az alany stressz-érzékenysége altal. A szerzok hipotézise, hogy a kannabioidok nem érintik
kozvetleniil a viselkedést iranyitd agyi kozpontokat, ellenben befolyasoljadk a kornyezeti
hatasokrol szamoltak be CB; KO egerekben, emellett kimutattdk, hogy ezek az allatok
érzéketlenebbek szorongds oldd vegyiiletekre, példaul buspironra vagy bromazepamra, mint
vad tipusu tarsaik. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a CB, receptor génjének diszruptcioja €s
ezzel a CB; receptoron folyo jelatvitel hianya nem altaldnosan, egy specifikus irdnyba
mozditja el a magatartast, hanem a kornyezetre valo valaszkészséget erdsiti fol, igy kontextus
fuggden noveli a szorongdst, befolydsolja a szocialis magatartdst. CB; antagonistak
alkalmazasaval tobb alkalommal is hasonlo eredményeket értek el a megemelkedett kereszt-
pallé tesztben, vagyis a kezelés a kontrollhoz képest novelte a szorongast vad tipusu
allatokban (AM251, illetve SR141716) (Navarro és mtsai., 1997; Arévalo ¢és mtsai., 2001,
Haller és mtsai., 2004b; Patel és Hillard, 2006; Moise és mtsai., 2008). Ezzel konzisztensen
CB, agonistak alkalmazasa anxiolitikus hatasunak bizonyult (Haller és mtsai., 2004b; Patel és
Hillard, 2006), ugyanakkor ezt a hatast CB; receptor antagonistdk elnyomtak, valamint CB;
KO 4llatoknal nem jelentkezett, ezzel bizonytva a mechanizmus CB,; receptor fliggését
(Haller €s mtsai., 2004b). Az endokannabinoid rendszer farmakoldgiai manipuldldsa nem
mindig ad ennyire egyértelmli eredményeket, ennek hatdsai ugyanis erdsen fiiggenek az
alkalmazott vegyiilet ¢érzékenységétol, hatds-mechanizmusatél, illetve a  kisérleti
koriilményektol. Rodgers ¢és munkatarsai (2005) SR141716 CB receptor antagonistat
alkalmazva a megemelt kereszt-palld tesztben nem detektaltak szorongasra gyakorolt hatast
teszt-naiv allatoknal, ezzel szemben a teszt masodik alkalmazasakor anxiolitikus hatasok
voltak megfigyelhetdek. A jelenséget Rodgers ,,one-trial sensitisation”-nek vagyis ,,egy-
probas szenzitizacionak™ nevezte el. A nem teszt-naiv allatoknal tapasztalt, korabbi
eredményeknek ellent mondo hatdsok feltarasa érdekében egy CB; receptorra specifikusabb
antagonistat, az AM251-et alkalmaztak, ami kivaltotta a korabbi kutatasi eredményekkel
konzisztens szorongds emelo hatast. A fentebb tapasztaltakbdl kiindulva valdsziniisithetd egy
SR141716 érzékeny, eddig ismeretlen CB receptor jelenléte a kozponti idegrendszerben,
aminek gatlasa a CB, receptor gatlasaval ellentétesen, csokkenti a szorongast. Ezt a feltevést
tamogatja tobb, az SR141716-al végzett korabbi kisérlet is, ahol ez az antagonista szintén
anxiolitikus hatdssal birt (Haller és mtsai., 2002; Degroot és Nomikos, 2004; Griebel és
mtsai.,, 2005). Az eCB jelatvitel magatartasi hatdsai fajonként is erdsen kiilonbozhetnek.

Haller és munkatarsai (2007) kimutattdk, hogy ugyanazon farmakolégiai kezelés mennyire
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eltérd hatdsokat okozhat egérben, illetve patkdnyban. Egérben a WINS55,212-2 CB; receptor
agonista kezelés anxiolitikus hatdsunak bizonyult, mig az AM251 CB; receptor antagonista
novelte a szorongést. Ezzel szemben patkanyban az agonista novelte a szorongast, az
antagonista, pedig ezt a hatdst tovabb erositette. Valdszinlileg a szorongast eltérden
szabalyozé glutamaterg és GABAerg jelatvitel eCB érzékenységének két faj kozotti eltérésein
alapul a kiilonbség. fgy egérben a WIN55,212-2 a GABAerg szinapszisokon keresztiil fejtette
ki hatasat, ezzel a szorongast csokkentve, mig patkdnyban elsdsorban a glutamaterg rendszert
érintette, ezzel a szorongdst novelve. Az utdbbi fajban az AM251 gatolta a GABAerg
jelatvitelt, ezzel elérve egy még erdteljesebben érvényesiild, serkentd glutamaterg hatast a
szorongast tovabb fokozta.

Az eCB rendszer manipulalasara adédo masik farmakoldgiai mddszer, a metabolizmus
gatlds szintén mutatott jol koriilirhaté hatdsokat, ugyan akkor ez sem tekinthetd
ellentmondasoktél mentesnek. Az eCB jelatvitelt a FAAH enzim gatlasaval felerdsitd
URB597, illetve az AEA transzportjdt blokkolva serkentd hatasi AM404 vegyiiletek
szorongasolddként viselkedtek a 0-pallo, a megemelt kereszt-palld, a vilagos/sotét doboz és az
izolacid-indukalt ultrahang vokalizacio tesztekben (Kathuria és mtsai., 2003; Bortolato és
mtsai., 2006; Patel és Hillard, 2006; Moise ¢és mtsai., 2008; Moreira ¢s mtsai., 2008; Scherma
¢s mtsai., 2008). Ugyan akkor megfigyelhetd volt olyan jelenség is, hogy a teszt érzékenyebbé
tételével, az egyes korilmények szélsdséges iranyba tolasaval tudtdk csak detektalni a
hatasokat, igy példaul Naidu ¢és munkatarsai (2007) a megemelt kereszt-palld tesztben
erosebben vilagitottadk meg a nyilt karokat, kevésbé a zartakat, ezzel elérve, hogy a FAAH
enzim gatlasa kifejtse szorongés oldé hatasait. Ellentmondésos eredmények sziilettek tovabba
a FAAH gatlas teszt-specificitdsa tekintetében is, miszerint Moreira (2008) ki tudta mutatni a
szorongas oldo hatdst a megemelt kereszt-pallo tesztben, de a vilagos/sotét doboz tesztben
mar nem, ezzel ellentétben ez masoknak sikeriilt (Schrema, 2008), ezzel sokak szerint
feloldva a fenti kérdést. Emellett Rubino és munkatarsai (2008) a vegyliilet dozis-fiiggd
hatasairdl szamoltak be, miszerint az kis do6zisi URB597 kezelés anxiolitikus, a nagy ddzis
azonban mar szorongés fokozd lehet. A fenti ellentmondasos eredmények tisztazasara Haller
¢s munkatarsai (2009) egy olyan hipotézissel alltak eld, miszerint az URB597 indukalta AEA
jelatvitel felerdsitése nem kozvetlenil €s specifikusan befolyasolja a magatartast, hanem a
kornyezet averzivitasara, a kisérleti koriilményekre adott valasz intenzitdsdt modulalja. Ennek
bizonyitasara URB597 kezelést kapott patkdnyokat egyes viselkedési tesztekben kiilonboz6
mértékli stressznek, averzivitasnak tettek ki, majd detektaltadk a kezelés és a koriilmények

szorongasra gyakorolt hatdsait. Annak tisztazasa érdekében, hogy az esetleges szorongas oldo
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hatasok a kiilonbozd averzivitasi kornyezetben valdban eCB specifikusak, a kisérleteket
megismételték egy a klinikumban elterjedten hasznalt szorongasoldd benzodiazepin, a
klérdiazepoxid kezelésnek aldvetve az allatokat. Végiil pedig mérték a kiilonb6zé mértékben
baratsagtalan kornyezetek HPA-tengelyre gyakorolt hatdsait a megemelt keresztpalld
tesztben. Az eredmények szerint az URB597 indukalta FAAH enzim gatlds nem volt
szorongds oldd hatast a kisérleti platformokhoz szoktatott, illetve a megemelt kereszt-pallo
tesztben enyhébb fénynek kitett allatok esetében, ellenben a platformokhoz nem
habitualodott, valamint az averzivabb koriilményeknek, tehat erdsebb fénynek Kkitett
csoportokndl szignifikdns szorongasoldds volt megfigyelhetd. A kldérdiazepoxiddal kezelt
csoportokndl averzivitastol fliggetleniil minden esetben anxiolitikus hatast detektaltak. Az
URB597 indukalta hatasok megsziintethetoek voltak az AM251 CB; antagonista
alkalmazasaval, mutatva ezzel a mechanizmus CB; receptor fiiggését. A fentiek tehat egy
potencialis megoldast, a kordbban tapasztalt ellentmondésok feloldasat jelenthetik, miszerint
az AEA-ot elbont6 FAAH enzim specifikus gatlasa enyhe vagy kozepes stressz hatds alatt
nem befolyasolja a szorongast, mig anxiolitikus hatasok Iépnek fel erdsen averziv kondiciok
alatt, ezzel felhivva a figyelmet a kisérleti koriilmények 0Osszehasonlitdsanak,
Osszehangoldsdnak  fontossagara, és az endokannabinoid rendszer miikodésének
érzékenységére. A masik kiemelkedd szerepli eCB, a 2-AG metabolizmus gatlasanak
magatartadsra gyakorolt hatdsai még korantsem mondhatoak feltérképezettnek, valamint az
eddig sziletett eredmények sem tekinthetoek konzisztensnek. A JZL184 indukalt MAGL
gatlas hatasa a lokomotoros aktivitasra tesztenként eltéronek mutatkozott, miszerint a nyilt-tér
tesztben csokkent (Long ¢s mitsai., 2009a, 2009b, 2009c; Guindon és mtsai., 2011), a
megemelt kereszt-palld tesztben novekedett a kontrollhoz képest (Busquets-Garcia és mtsai.,
2011; Kinsey és mtsai., 2011; Sciolino ¢és mtsai., 2011). Ugyan akkor ezek az eredmények
nem voltak minden esetben reprodukalhatoak. A 2-AG jelatvitel felerdsitésének szorongasra
gyakorolt hatdsai kontextus fliggd modon jelentkeztek, sok paradigmaban anxiolitikus hatas
volt tapasztalhatd (Busquets-Garcia €s mtsai., 2011; Kinsey és mtsai., 2011; Aliczki és mtsai.,
2012), de volt, ahol csak fokozottan averziv kérnyezetben sikeriilt hasonld valtozast detektalni
(Sciolino és mtsai., 2011). Erdemes még megemliteni a kezelés magatartasi hatdsainak
idédinamikéjaban felmeriilé kérdéseket, miszerint ugyan a JZL184 a kezelés utan 30 perccel
mar kimutathatban megemeli a 2-AG szintet az agyban (Long és mtsai.,2009a), tobb
kisérletben csak 120 perc utan elemezték a magatartdst. Ennek felolddsdra Aliczki ¢&s
munkatarsai (2012) a JZL184-el val6 kezelés utan 40, 80, 120, illetve 240 perccel tettek ki

egereket a nyilt-tér és a megemelt keresztpalld tesztnek, valamint egy masik kezelt csoportban
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figyelték a lokomotoros aktivitast €s a testhomérsékletet sajat ketrecben in vivo telemetrids
adok segitségével. A nyilt-tér és a megemelt kereszt-pallo tesztekben 40 percnél még nem, de
80 illetve 120 percnél szignifikdns szorongésoldas, valamint lokomdcié novekedés volt
megfigyelhetd. A sajat ketrecben szintén nétt a lokomotoros aktivitds, valamint az injekcid
indukalta testhdmérséklet novekedés csokkent a kontroll allatokhoz képest és ami igen fontos
lehet, ezek a magatartdsi hatdsok szinte azonnal jelentkeztek. Lehetséges, hogy az idegen
helyzet stressznek kitett allatokban az aktivalédott HPA-tengely befolyasolta a magatartasi
hatasokat szemben a rovid id6 alatt jelentkez6 biokémiaival, de épp ugy eléfordulhat, hogy az
egyéni gén-expresszids profil zavarta meg a hatdsokat. Ettél fiiggetleniil a MAGL gatlas

anxiolitikus és lokomotoros aktivitast emeld hatasai tisztan detektalhatdak voltak.

3. Célkitiizés

Az endokannabinoid rendszer HPA-tengelyre, illetve a magatartisra gyakorolt
hatdsainak, a rendszer nagyfoku érzékenységébol adodo ellentmondésai azt mutatjak, hogy
még sok vizsgalatra van sziikség a problémék felolddsahoz, a rendszer feltérképezéséhez.
Kiilonosen igaz ez a 2-AG stressz reaktivitdsra és magatartasra kifejtett hatasaira, amelyek
ligand-specifikus vizsgalatira még csak nem olyan rég nyilott lehetdségiink, a JZL184
indukalta MAGL enzim gatldsa altal. Munkank célja a fenti endokannabinoid magatartési
stressz-valaszra kifejtett hatdsainak feltérképezése. Kérdésiink, hogy hatassal van-e a JZL184
indukalta megemelkedett 2-AG szint a kezelt allatok stressz reaktivitasara, illetve ez altal
¢s/vagy ettol fiiggetleniil azok magatartdsara. Hipotézisiink, hogy a 2-AG jelatvitel hatast
gyakorol a stressz-reaktivitasra és ezen keresztlil a magatartasra. Ennek feltarasa érdekében,
elsoként megvizsgaltuk a JZL184 indukalta MAGL gatlas hatasait a bazalis €s a stressz-
indukalt kortikoszteron szintekre CD1 egerekben. Miutan lattunk valtozast a kezelés hatésara,
kivancsiak voltunk, hogy vajon a korabbi MAGL gatlassal végzett kisérletekben tapasztalhato
magatartdsi hatdsok milyen mértékben irhatdéak a megvaltozott HPA-tengely aktivitas
szamldjara. Ennek érdekében a kortikoszteron szintézist gatldo metirapon és JZL184
kezeléseket kombinaltan alkalmazva tettiik ki az allatokat a nyilt-tér, majd a megemelt
kereszt-pallo tesztnek ¢s detektaltuk a magatartasi hatasokat a szorongas illetve a lokomotoros

aktivitas tekintetében.
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4. Anyag és modszer
4.1 Kisérleti alanyok

Az alanyok minden kisérlet alkalmaval vad tipusu, 2 hdnapos, him egerek voltak a
CD1 torzsbodl (Charles River laboratories, Budapest, Hungary). Minden alany teszt- és drog-
naiv, allat volt, kisérletnek egyszeri alkalommal tettiik ki dket. Az egerek a szocialis tartaskor
kialakul6 hierarchia kikiiszobolése végett egyénileg voltak tartva, 15x45x20 cm-es atlatszd
fala dobozokban. A kisérleti szobdban a homérséklet egységesen 23+2°C-on, a paratartalom
60+£10%-on volt tartva. A fény-sotét ciklus 12:12 6ras volt, a [dampéak 07.00-kor kapcsolddtak
fel. Viz és ragcsalo-pellet ad libitum elérhetdvolt. A magatartasi teszteket a nap vildgos
periddusanak elsé felében végeztik. A kisérletek az Eurdpai Kozosség Tudomdanyos
Tanacsdnak eldirasai szerint (86/609/EEC) és a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet

Allatjoléti Tanacsanak jovahagyéasaval zajlottak le.

4.2 Drogok és dozisok

A kisérleteknél alkalmazott MAGL galté JZL184-et dimetil-szulfoxidban (DMSO),
majd 0,4%-os metilcelluléz oldatban (MC) oldottuk fol tigy, hogy a dézisok 0, 8, 16, illetve
32 mg/ttkg-nek adddjanak. Minden allat egységesen 10 ml/ttkg folyadékot kapott i.p.
injekcidk formdjaban. A kontroll allatok csak a JZL184 vivoanyagat, a DMSO-t és a MC-t
kaptak meg. A masodik kisérletben alkalmazott kortikoszteron szintézis gatld metirapon
higitasa 5% Tween80-at tartalmazd fizioldgias sdoldattal tortént. Itt az alkalmazott dozis 0 és
30 mg/ttkg volt. Ez alkalommal 5 ml/ttkg folyadékot kaptak az allatok, hogy a kombinalt
kezelések végett se kaphassanak esetlegesen tul megterheld mennyiséget. A kezelések i.p.

injekcidk formdjaban lettek alkalmazva.

4.3 Viselkedés-elemzés

Munkénk soran a magatartast a nyilt-tér vagy mas néven porond tesztben, illetve a
megemelt kereszt-palld tesztben elemeztiikk. Mindkettd teszt a szorongas €s a lokomotoros
aktivitds detektalasara érzékeny teszt, elobbi gyakrabban alkalmazott lokomocido mérésére,
mig utdbbi a szorongdséra (Pellow ¢€s mtsai., 1985; Careau és mtsai., 2012).

A nyilt-tér teszt a ragesalok vele sziiletett erdsen kitett, nyilt tertiletektol valod félelme,
valamint az ezzel ellentétesen hatd exploraciés motivacidja kozotti csereviszonyon alapul.

Minél erdsebb a szorongas mértéke, annal inkdbb a félelem domindl az exploracioval
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szemben, ezt pedig egyes spaciotemporalis paraméterek nyomon kovetésével mérhetjiik.
kisérleti platformra vetitett négyzetracsokon vald athaladassal detektdlhatjuk. A kisérleti
platform egy egyszerti, 25 cm magas, fehér fallal hatarolt, 45x45 cm teriileti doboz, amelyet a
teszt idejére egy atlatszd, lyukacsos tetdvel fediink le. Az teszt soran az allatot a platform
szélére, a fal mellé helyezziik, majd viselkedését 5 percen at rogzitjiikk kameraval. A terliletre
utolagosan 4x4-es négyzetracsot vetitiink, ami alapjan az elemzés torténik, egy H77 nevi
esemény-recorder programmal (Haller Jozsef, Budapest). A szorongéssal negativ
korrelacidban all a kozépso 2x2-es egységekben valo tartézkodas idejének aranya a kisérlet
egész idejéhez képest, mig a lokomodcidt a vonal atlépések szama reprezentalja. Vonal-
atlépésnek egér esetében, megegyezEs szerint az mindsiil, ha az allat legalabb 3 labat atteszi
egy szomszédos mezdbe. A tesztek kozott a kisérleti platformot minden alkalommal vizzel
letisztitottuk és szarazra toroltiik.

A megemelt kereszt-palld teszt jelenleg a legfontosabb é&s legelterjedtebben
alkalmazott szorongas tesztek kozé tartozik, sok a human gyogyaszatban alkalmazott
szorongas oldo vegyiilet hatasat jol koriilirhatdan mutatja (Pellow és mtsai., 1985). A kisérleti
platform két, egymasra mer6leges és igy keresztet formdlo, egyenként 5x20 cm-es pallobdl
all, amelyek a f6ldtdl 80 cm magasban helyezkednek el. Két szemben 1€évo kar zart, 30 cm
magas fallal kortilvett, mig a két masik kar nyitott, ezeket csak egy 0.3 cm-es perem hatarolja.
A 4 kar talalkozasi pontja a centrum. A teszt sordn az allatot ide helyezziik, majd 5 percen at
rogzitjiik viselkedését kameraval. A magatartast ez esetben is a H77 esemény-recorder
programmal elemezziik. A teszt a nyilt-tér teszthez hasonldan a ragcsalok félelme és
exploracids motivacidja kozotti csereviszonyon alapul. Paraméterei a nyilt karban toltott 1d6
aranya, a kisérlet teljes idejéhez képest, a nyilt kari belépések szama, vagy a nyilt kari
belépések/az 6sszes kari belépések hanyadosa, amelyek mind negativ korrelacioban alnak a
szorongéssal. A szorongdsnak a megemelt kereszt-palld tesztben jol értelmezhetd é&s
detektalhatd indikatorai még a kockazat felmérd magatartasi elemek (risk assessment). Ezek a
fesziilt figyelmi testhelyzet (stretched attend posture) (SAP), mikor az allat két hatso labat
hatul hagyva eldre nyujtézik, illetve a lenézés (head dipping) (HD), mikor az éllat letekint a
kisérleti platformrél. Mindkét kockazat felmérd magatartasbol 1étezik nem-védett és védett
(protected) is, attdl fiiggden, hogy az allat a nyilt (nem-védett) vagy a zart karban, esetleg a
centrumban (védett) tartozkodik. Ezek mindegyike pozitiv korrelacidban all a szorongassal. A
lokomotoros aktivitdssal pozitiv korrelacidban allo paraméter példaul a zart kari belépések

szama. A kari belépés egér esetében megegyezés szerint az, ha az allat legalabb 3 labat
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athelyezi a masik kompartmentre. Két kisérlet kozott a platformot vizzel lemossuk €s szarazra

toroljiik. A megemelt kereszt-pallo és a nyilt-tér teszt sematikus képe az 1. abran lathatdak.

1. abra: a megemelt kereszt-palld (bal) és a nyilt-tér teszt apparatusa (jobb)

4.4 Hormonmérés

A plazma kortikoszteron mérésénél, mind a farok véndbdl vett, mind pedig a
dekapitaciéval nyert vért Etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA) tartalmazo Eppendorf-
csovekbe gyujtottiik, majd jégagyon taroltuk a centrifugélasig. A vérvétel egyik esetben sem
tartott tovabb egy percnél, igy a procedura altal esetlegesen okozott stressz nem
befolyasolhatta a kapott eredményeket. A centrifugalast 4 °C-on végeztiik, ez utan a plazmat
leszivtuk, majd a mintdkat a hormonmérésig —20 °C-on taroltuk. A plazma kortikoszteron-
szint mérése radioimmunoassay (RIA) modszerrel tortént (Gomez-Sanchez és mtsai., 1977,
Elekov és mtsai., 1992). Minden mintat kétszer és egy kisérlet alatt ugyan abban az assay-ben
mértiink meg. A méréseket megeldzden a kortikoszteroid-koté-fehérjét (CBG) alacsony pH-n
eliminaltuk. Jelsldanyagként '*I-jelolt kortikoszteron-karboximetiloxim-tirozin-metil észter

szarmazékot hasznaltunk.

4.5 Kisérleti elrendezés

Az 1. kisérlet célja, hogy tanulmanyozzuk a megemelkedett 2-AG jelatvitel hatésait a
HPA-tengely aktivitasara. Ezt a 2-AG-t fiziologidsan lebont6 MAGL enzimet specifikusan

gatld JZL184 kezeléssel értiikk el, majd mértiik a bazalis és stressz-indukalt kortikoszteron
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szinteket. A kisérletben az allatok 0 (vivéanyag), 8, illetve 16 mg/ttkg JZL184 kezelést
kaptak, véletlenszer(i sorrendben, i.p. injekciok formajaban, majd a kezelés utan 40, 80, illetve
120 perccel (la, 1b, és 1c kisérlet), vért vettiink a farok-véndbdl a bazalis kortikoszteron
koncentracié méréséhez. A vérvétel utan az allatokat 8 percen at tettikk ki uszas stressznek,
majd dekapitudltuk Oket 1jabb vérvétel céljabol, a stressz-indukalt kortikoszreron
koncentracid méréséhez. A kisérleti csoportok beosztasat a csoportok mintaclemszamaival,

illetve a kezeléseket az 1. tdblazat mutatja be.

1. tablazat: Csoportok és kezelések az els6 kisérletben

Kisérlet Csoport Latencia  Kezelés

Kontroll (n=10) 40 perc 1.p. vivdanyag
la JZ1.184 8 (n=10) 40 perc i.p. 8 mg/ttkg JZL184
JZ1.184 16 (n=10) 40 perc i.p. 16 mg/ttkg JZL 184

Kontroll (n=10) 80 perc 1.p. vivGanyag
1b JZL1848 n=10)  80perc  ip.8 mgittkg JZL184
JZL184 16 (n=10) 80 perc  ip. 16 mg/ttkg JZL184

Kontroll (n=10) 120 perc  i.p. vivbanyag
lc JZ1.184 8 (n=10) 120 perc  i.p. 8 mg/ttkg JZL.184
JZ1.184 16 (n=10) 120 perc  i.p. 16 mg/ttkg JZL184

A 2. kisérletben azt vizsgaltuk, hogy JZL184 indukalta MAGL gétlds magatartasi
hatdsai mennyiben fiiggnek a plazma kortikoszteron koncentracioktol, feltételezve, hogy a
kisérleti alanyok a viselkedési tesztekbe mar egy a kezelés-indukalta megemelkedett hormon
szinttel érkeznek. A kezelés hatdsara megemelkedett bazalis kortikoszteron szint ellendrzésére
iranyult a 2a el6-kisérlet. JZL184 és metirapon kezeléseket kombindltan alkalmaztunk, majd a
2a kisérlet alkalmaval mértikk a bazalis kortikoszteron szinteket, mig a 2b kisérlet sordn a
nyilt-tér és a megemelt-keresztpalld tesztekben detektaltuk a szorongast, valamint a
lokomotoros aktivitast, majd mértiik a kisérleti-stressz indukalta kortikoszteron koncentraciot.
El6-kisérletekre hivatkozva 30 mg/ttkg-os metirapon dozist vélasztottunk, ami megbizhatéan
¢s szignifikdnsan csokkenti a kortikoszteron koncentraciot, de nem valtoztatja meg
szignifikansan a lokomotoros aktivitdas mértékét. Metirapon kezelést az allatok fele kapott, a
kontroll csoportot a drog vivoanyagaval kezeltiik, szintén i.p. injekciok formdjaban. A
JZ1.184 dézisok az 1. kisérletben alkalmazottak szerint alakultak, vagyis 0 (vivoanyag), 8 és
16 mg/ttkg. Az 2a kisérlet alkalmaval ellendriztiik, hogy a metirapon lecsokkenti-e az elsd
kisérletben tapasztalt bazalis kortikoszteron koncentracié novekedést. Ennek érdekében az

allatokat a kezelés utdn 40 perccel dekapitualtuk vérvétel céljabol, a bazalis kortikoszteron
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koncentraciok méréséhez. A 2b kisérlet soran a kombinalt kezelések magatartasra és stressz-
indukalt HPA-tengely aktivitasra gyakorolt hatdsaira voltunk kivancsiak. Ez alkalommal az
allatok a kezelés utan 40 perccel a nyilt-tér tesztbe, majd egybdl utana a megemelt kereszt-
pall6 tesztbe keriiltek a szorongés, illetve a lokomotoros aktivitds detektalasa érdekében. A
teszteket videon rogzitettiik a késobb elvégzett elemzéshez. A magatartdsi tesztek utan az
allatokat dekapitudltuk vérvétel céljabdl a stressz-indukalt kortikoszteron koncentracidok

méréséhez. A kisérleti csoportok beosztasat illetve a kezeléseket a 2. tablazat mutatja be.

2. tablazat: Csoportok és kezelések a masodik kisérletben

Kisérlet Csoport Kezelés 1 Kezelés 2
Kontroll JZL184 vivéanyag  Metirapon vivoanyag
Met JZ1.184 vivéanyag  Metirapon 30 mg/ttkg
7a JZ1.184 8 JZL184 8 mg/ttkg Metirapon vivoanyag
JZ1.184 8*Met  JZL184 8 mg/ttkg Metirapon 30 mg/ttkg
JZ1.184 16 JZL184 16 mg/ttkg  Metirapon vivbanyag
JZ1.184 16*Met JZL184 16 mg/ttkg  Metirapon 30 mg/ttkg
Kontroll JZ1.184 vivéanyag  Metirapon vivoanyag
Met JZ1.184 vivoanyag  Metirapon 30 mg/ttkg
b JZ1.184 8 JZL184 8 mg/ttkg ~ Metirapon vivéanyag
JZ1.184 8*Met  JZL184 8 mg/ttkg Metirapon 30 mg/ttkg
JZ1.184 16 JZL184 16 mg/ttkg  Metirapon vivbanyag

JZ1.184 16*Met

JZL184 16 mg/ttkg

Metirapon 30 mg/ttkg

4.6 Statisztikai analizis

Az elso kisérletben a JZL184 kezelés hatasat a kortikoszteron koncentraciokra, vagyis
a csoportok kozotti koncentracid kiilonbségek Osszehasonlitaisait ANOVA-val végeztiik.
Szignifikancia esetén a csoportok kozotti paronkénti 6sszehasonlitast Duncan post hoc tesztet
alkalmaztunk.

A masodik kisérletben a kombinat kezelések magatartasra és kortikoszteron szintekre
gyakorolt hatdsainak elemzésére két-utas ANOVA-t végeztiink, amelyben a tényezdk a
JZL184 kezelés (kezelés 1) és a metirapon kezelés (kezelés 2) voltak. A viselkedési
paraméterek normalitdsa érdekében az adatokat négyzetgyok transzformaltuk. Szignifikancia
esetén a csoportok kozotti paronkénti 6sszehasonlitast ez alkalommal is a Duncan post hoc
teszttel végeztiik. Csoportok kozotti szignifikancidt minden alkalommal p< 0,05 fogadtunk el.
Az adatokat atlag + standard hiba forméaban abrazoltuk. Mindent analizist a Statistica 9.0

szoftverrel (StatSoft, Inc., Tulsa, USA) végeztiik.
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5. Eredmények

Az 1. kisérletben 0 (vivOanyag), 8 és 16 mg/ttkg dozist JZL184 kezelés hatasat
vizsgaltuk a bazalis és a stressz-indukalt kortikoszteron szintekre, a kezelés utan 40, 80, 120
¢s 240 perccel. A JZL184 ddézis fiiggden (16 mg/ttkg), szignifikansan megemelte a bazdlis
kortikoszteron szintet 40 perccel a kezelés utan (F(2,17)= 7.46; p< 0.01) (1. dbra), mig a stressz-
indukalt szinteket valtozatlanul hagyta (F(2,17)= 0.70; p= 0.51) (2. abra). A hatas 120, illetve
240 percnél mar nem volt detektalhato, sem a bazdlis (120 perc: F(2,15)= 1.74; p= 0.21; 240
perc: F(2,20)= 1.18; p= 0.32) (2. abra), sem a stressz-indukalt kortikoszteron szintek nem
kiilonboztek a kontrolltol (120 perc: F(2,15)= 0.86; p= 0.44; 240 perc: F(2,20)= 0.49; p= 0.61) (2.
abra).

2500 _ - I ;
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2. abra: bazalis és stressz-indukalt (iszas stressz) plazma kortikoszteron koncentraciok a kezelés utan 40, 120, illetve 240

perccel. *: szignifikan eltérés a kontrolltol

A 2a kisérletben JZL184 ¢s metirapon kezelés kombinacidkat alkalmaztunk azt
vizsgélva, hogy a JZLL184 az 1. kisérlethez hasonloan megemeli-e a bazélis kortikoszteron
szintet és ez a hatds eltlintethetd-e a kortikoszteron szintézis gatlé metirapon alkalmazasaval.
Ismét dozis-fiiggd (16 mg/ttkg), szignifikans bazalis kortikoszteron koncentracido emelkedést
lattunk 40 perccel kezelés utan(Fizuis4(2,52)= 13.38; p< 0.01) (3. abra).A metirapon kezelés
szignifikansan csokkentette a kortikoszteron szinteket a kontroll allatoknal (Fmetirapon(1,52)=

32.67; p< 0.01) (3. abra), valamint interakci®6 mutatkozott a két kezelés kozott, mivel a
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metirapon teljesen eltiintette a JZLL.184 bazalis kortikoszteron koncentracié-emeld hatasat

(Finterakeio (2,52)= 4.44; p=0.01) (3. &bra).
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3. abra: JZL184 ¢és Metirapon kezelés hatasa a bazalis plazma kortikoszteron szintekre. *: szignifikans eltérés a

kontrolltol. #: szignifikans eltérés a kizardlag JZ1L184-¢l kezelt csoportoktdl (16mg/ttkg).

A 2b kisérletben a fenti kezelés kombindcidk hatdsat néztiikk a lokomocidra és a
szorongasra a nyilt-tér és a megemelt kereszt-palld tesztekben valamint mértiikk az idegen
helyzet-stressz indukalt kortikoszteron koncentracidkat. A kisérletben a JZL184 kezelés
minden ddzisban szignifikdnsan megemelte a vonal-atlépések szamat a nyilt-tér tesztben,
vagyis novelte a lokomotoros aktivitast (FizLis4(2,48)= 4.09; p= 0.02) (4. abra). Ez a hatds nem
volt eltlintethetd a metirapon kezeléssel, tehat kortikoszteron fiiggetlen moddon tortént
(FMetirapon(1,48)= 0.14; p= 0.70; Finterakeis (2,48)= 0.21; p = 0.80) (4. dbra). A megemelt kereszt-pallo
tesztben nem detektaltunk szignifikdns lokomocid novekedést a kontrollhoz képest egyik
csoportban sem (FizLiss(2,48)= 1.04; p= 0.35; Fuetirapon(1,48)= 0.08; p= 0.75; Finterakeis (2,48)= 0.09; p
=0.91) (4. 4bra).
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4. abra: A JZL184, illetve a Metiraponnal kombinalt kezelések hatdsa a lomotoros aktivitasra a nyilt-tér (bal) valamint a

megemelt kereszt-palld tesztben (jobb). *: szignifikans eltérés a kontrolltdl.

A JZL184 dozis-fiiggd modon, szignifikdnsan nodvelte a nyilt/Gsszes kari belépési
szazalékot (FizLis4(2,48)= 3.29; p = 0.04) (5. &bra), valamint a nyilt kartban toltott 1dot
(FizL134(2,48)= 3.81; p = 0.02) (5. abra), tehat csokkentette a szorongast a megemelt kereszt-pallo
tesztben. A hatés eltiintethetd volt metirapon kezeléssel, vagyis kortikoszteron-fiiggd modon
ment végbe (nyilt/dsszes kari belépési szazalék: Finerakeiks (2,48)= 3.27; p= 0.04; nyilt kartban t51tott
id6: Finerakeio (2,48)= 4.04; p=0.02) (5. 4bra).

[ ] vivoanyag [l smegxgizriss | 16 mgxgrzr1s4

50 - 5, 40
= *
L) (-]
-0 g
‘—? 30 A =
g 9 Z
5] =
o8 S 10 T
210 4 =
= z,
e
Z,
0 ¥ 0 T
Vivéanyag Metirap on Vivéanyag Metirap on
30mgkg 30mgkg

5. abra: JZL184, illetve a metiraponnal kombinalt kezelések hatasa nyilt/dsszes kari belépések %-os aranyara (bal), illetve a
nyilt karban t61tott id6 %-os ardnyara a megemelt kereszt-palld tesztben. *: szignifikans eltérés a kontrolltol. #: szignifikans

eltérés a kizardlag JZL184-¢l kezelt csoportoktdl (16mg/ttkg).
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Emellett a kezelés szignifikdnsan csokkentette a szorongassal pozitiv korreldcidban
allo védett fesziilt figyelmi testhelyzet (pSAP) és a védett lenézés (pHD) szazalékos aranyat
(pSAP idétartam: Fizrisa(2,48)= 3.55; p= 0.03; pHD id6tartam: Fizris4(2,48)= 2.62; p= 0.08) (6. abra).
A hatas metirapon kezeléssel nem volt eltlintethetd, tehat kortikoszteron fiiggetlen modon

ment végbe (pSAP: Finerakcis(2,30)= 1.30; p= 0.28; pHD: Finterakeio (2,30)= 0.14; p= 0.86) (6. abra).
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6. abra: JZL 184, illetve metirapon kombinalt kezelések hatasa a védett fesziilt figyelmi testhelyzet (pSAP) %-os aranyara,

valamint a védett lenézés (pHD) %-os ardnyéara a megemelt kereszt-pallo tesztben. *: szignifikans eltérés a kontrolltol.

A JZL184 kezelés nem hatott a stressz-indukalt kortikoszteron szintekre, mig a
metirapon szignifikdnsan csokkentte azt (FizLis4(2,50)= 0.73; p= 0.48; Fwmetirapon(1,50)= 75.73; p<
0.01; Finterakeis (2,50)= 0.19; p= 0.82) (7. 4bra).
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7. abra: JZL184, illetve metirapon kezelések hatasa a stressz-indukalt plazma kortikoszteron szintekre. #: szignifikans eltérés

a kizarélag JZL184-el kezelt csoportoktol.
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6. Megvitatas

Tanulmanyunkban els6ként mutattuk ki a JZL184-indukalta MAGL gatlassal indirekt
maddon felerdsitett 2-AG jelatvitel HPA-tengelyre gyakorolt hatasait. A JZL184 kezelés dozis-
fiiggben, drasztikusan megndvelte a bazalis kortikoszteron szintet 40 perccel a kezelés utén,
ugyanakkor a stressz-indukalt koncentraciot valtozatlanul hagyta. A hatas két 6ran beliil mar
nem volt detektalhatd, a kortikoszteron szintek a kontrolltél nem mutattak szignifikans
eltérést. Ezen felul kimutattuk a MAGL gatlas kortikoszteron-fiiggetlen lokomdcid noveld
hatdsat a nyilt-tér tesztben, valamint szorongasoldd hatdsait a megemelt kereszt-pallo
tesztben, amelyek egy része a stressz-reaktivitdson keresztiil, egy része pedig onalloan
valésult meg.

Az altalunk kimutatott HPA-tengelyre gyakorolt hatdsok részben Osszecsengenek
korabban leirt eredményekkel, mivel i.c.v alkalmazott exogén kannabinoidok, mint a A’-THC,
valamint az URB597 indukalta FAAH gatlason keresztiil felerdsitett AEA jelatvitel szintén
megemelte a bazalis kortikoszteron koncentraciokat (Zuardi és mtsai., 1984; Weidenfeld ¢&s
mtsai., 1994; Sciolino és mtsai., 2011; Wenger és mtsai., 2003). Ugyan akkor a A°-THC
novelte, a megnovekedett AEA szint pedig csokkentette a stressz indukalt kortikoszteron
szintet (Zuardi és mtsai.,1984; Weidenfeld és mtsai.,, 1994), tehat ebbdl a szempontbodl
hatasaik eltérnek a 2-AG-ét6l, ami nem fejtett ki hatast poszt-stressz koncentraciokra. Igy
lathatjuk, hogy a MAGL gatlas a bazalis HPA-tengely aktivitasra gyakorolt hatasaiban
megegyezik egyéb CB,; receptor agonistakkal, mig a stressz-indukalt aktivitasra kifejtett
hatasaiban eltér. Ugyan akkor a 2-AG éaltalunk kimutatott HPA-tengelyre gyakorolt hatésai
egyes pontokon eltérnek Patel és munkatarsai kordbbi eredményeivel (2004), amelyben
SR141716 CB receptor antagonista, illetve akut immobilizacids-stressz, valamint ezek
kombinacidjanak hatasara megnovekedett kortikoszteron szinteket és er6sodd c-Fos aktivitast
detektalt a PVN-ben. Fontos azonban megjegyezni, hogy az altala leirt eCB jelatvitel-
indukalta negativ modulacié ersen kontextus és dozis-fiiggd. Irasdban az SR141716-ra mint
CB, antagonistara hivatkozik, ami azonban sok kutatdsban CB;-en keresztiil megvalosulo
hatasokkal ellentétesen miikodott, példaul a szorongds tekintetében. Ennek alapjan tobbek
kozott Rodgers és munkatarsai (2005) egy SR141716-ra érzékeny, kozponti idegrendszerben
jelen 1évé CBx receptor jelenlétét feltételezik, amelynek magatartdsi és ennek alapjan
potencialisan egyéb teriiletekre kifejtett hatasai eltérnek a CB; receptoron megvaldsuld

klasszikus hatasoktdél (Rodgers és mtsai., 2005; Degroot és Nomikos, 2004; Griebel és mtsai.,
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2005; Haller és mtsai., 2002). Emellett tisztan farmakologiai modulacio, vagyis az SR141716
onallé alkalmazasa legnagyobb dézisban nem fejtett ki hatast c-Fos aktivitasra a PVN-ben. Az
SR141716 eldkezelés utan immobilizacids stressznek kitett allatok esetében kortikoszteron
novekedés mellett mar detektaltak a vart c-Fos aktivitas novekedést a PVN-ben, de fontos
megjegyezni, hogy Patel egy erdsen kontextus fiiggd hatasrol beszél, igy az eredmények
esetleges Osszehangoldsara sziikség lenne az alkalmazott stresszorok, mddszerek,
farmakoldgiai agensek, az idodinamika, illetve a megfigyelt régiok kisérletenkénti
egyeztetésére. A fentiecken tul beszamol még akut stressz hatasara csokkend, illetve az
allatokat a kisérlethez habitualva enyhén novekvd 2-AG koncentraciokrol a PVN-ben. Ez a
hatas c-Fos aktivitas alapjan egy a PVN-en keresztiil hatd centralis mechanizmus, mig jelen
kutatasban nem szoritkoztunk kizarélagosan a hipotalamuszban végbemend folyamatokra.
Ezen feliil a 2-AG szintek mind poszt-stressz allapotban lettek mérve, mig ezen tanulmany
esetében bazalis HPA-tengely aktivitasra kifejtett hatasrol beszélhetiink.

Csoportunk ismét kimutatta a JZL184 anxiolitikus hatdsait a megemelt kereszt-palld
tesztben, bar aprobb eltérések voltak megfigyelhetdek az idédinamika tekintetében mind a
nalunk, mind pedig a mas csoportokban sziiletett korabbi eredményekhez képest (Sciolino és
mtsai, 2011; Busquets-Garcia és mtsai, 2011; Aliczki és mtsai. 2012). Korabbi kisérletiink
alkalmaval averziv kdrnyezetben a magatartasi hatasok, mint a szorongas, késobb jelentkeztek
(80 perc), mint a biokémiai valtozasok, vagyis a 2-AG jelatvitel felerésodése. Ezzel szemben
jelen (2b) kisérletiinkben mar a kezelés utan 40 perccel detektalhatéak voltak szorongas-oldo
hatasok. Jelen pillanatban a két eredmény kozotti eltérést nehéz magyarazni, még akkor is, ha
csak egy idddinamikai eltérésr6l €s nem drasztikusan kiillonbozd vagy teljesen ellentétes
hatasokrol beszélink. Fontos azonban megjegyezni, hogy a MAGL gatlds magatartasi
hatasainak kisérletek kozti eltérései akar azonos koriilmények kozott €s egy csoport munkadjat
kovetve is olyan probléma, amivel mar mas kutatdcsoport is taldlkozott (Long €s mitsai,
2009a; 2009b; 2009c). A szorongdsoldd hatasok masik érdekes mozzanata azok
kortikoszteron-fiiggése. Mivel a JZL184-indukalta MAGL gatlds megemelte a bazalis
kortikoszteron szintet, felmertilt a kérdés, hogy a kezelés utdn detektalt magatartasi valtozasok
nem csak a magas gliikkokortikoid szint méasodlagos hatdsai-e, vagyis a 2-AG magatartasra
gyakorolt hatasai a stressz-reaktivitas befolyasolasan keresztiil, vagy 6nalléan valdsulnak-e
meg. Lathattuk, hogy a JZL184 kezelés novelte a nyilt/Gsszes kari belépések szazalékos
aranyat, a nyilt karban toltott id6t, valamint csokkentette a kockazat felmérd magatartasok, a
pSAP és a pHD szamat a megemelt kereszt-palld tesztben, tehat anxiolitikus hatasu volt.

Kortikoszeron szintézisben gatolt allatoknal a spaciotemporalis paramétereket figyelembe

24



véve nem detektaltuk szorongasoldd hatast, tehat HPA-tengely aktivitas fiiggd magatartéasi
valtozasrdl beszélhetiink. Ezzel szemben ugyanitt a kockazat felméré magatartdsok aranya
nem valtozott a metirapon kontrollhoz képest, tehat kortikoszteron-fliggetlen magatartasi
hatasrél beszélhetiink. Igy lathatjuk, hogy a JZL184 szorongasoldé hatésai részben a stressz-
reaktivitason keresztiil, kortikoszteron-fiiggé modon, részben pedig egy stressz-valasztol,
kortikoszteron koncentracidtol fliggetlen modon valdsulnak meg. Az eredmény azért is
érdekes, mert korabban a megemelt kereszt-pallé teszt szorongas-indikatorai koziil a kockazat
felmérd magatartasokat hoztak Osszefiiggésbe akut kortikoszteron véltozasokkal, mig a nyilt
kari exploraciot vélték attdl fliggetlennek (Mikics és mtsai 2005). Maga a jelenség, hogy a
megnovekedett bazalis HPA-tengely aktivitds szorongas-oldo hatasu lehet, meglepdnek
tlinhet, mivel a stresszt altalaban er6s6dd szorongassal hozzak osszefiiggésbe. Ez azonban
altalaban a hossza tavu, kronikusan fenndllo stresszre igaz, az akut stressz, mint a kdrnyezet
kihivasaira adott gyors valasz, rovidtavon anxiolitikus hatdssal birhat (Haller és mtsai, 1998).

Ezen felil a MAGL gatlas dozis-fiiggetlen, szignifikdns lokomoécid novekedést
okozott, ami teljes mértékben kortikoszteron fiiggetlennek mutatkozott. Ez konzisztens
korabbi eredményekkel, miszerint akut kortikoszteron valtozasok nincsenek hatassal a nyilt-
tér tesztben detektalhatd lokomotoros aktivitasra (Mikics és mtsai 2005).

A 2-AG metabolizmusat gatolva a stressz-reaktivitas és magatartas kapcsolatat
tudomasunk szerint eléttiink még nem vizsgaltak. Kimutattuk a JZL184 indukalta MAGL
gatlassal felerdsitett 2-AG jelatvitel bazalis HPA-tengely aktivitdsra gyakorolt serkentd
hatasait, valamint azt, hogy léteznek ezen keresztiil végbemend, valamint ettdl fiiggetlentil
végbemend szorongasoldo és lokomdcio noveld hatasok. Lathattuk tehat, hogy a magatartasi
hatasok egy része a stressz-reaktivitds befolyasoldsan keresztiil valosul meg, mig egy résziik
onalléan jon létre. A korabbi ellentmonddsok egy potencidlis feloldasat jelentheti a

megfigyelés, hogy a 2-AG jelatvitel nem egy specifikus iranyba valtoztatja meg a magatartast,

s

crcr

kovetkeztethetiink, hogy a 2-AG jelatvitel, még az endokannabinoid rendszert tekintve is egy
rendkiviil finoman hangold, nagyon Osszetett rendszer, ami igen érzékeny lehet a kontextusra,
illetve a kisérleti zajra, amit figyelembe kell venni mind a kisérletek kivitelezésénél, mind

pedig az eredmények értékelésénél.
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7. Osszefoglalas

Korabbi eredmények igazoltdk, hogy a hipothalamusz—hipofizis—mellékvesekéreg
tengely (HPA-tengely) miikodése nagymértékben az endokannabinoid rendszer befolyasa
alatt all. Az anandamid nevii endokannabinoid metabolizmusanak gatldsa megnovelte a
bazélis kortikoszteron koncentraciét, mig a stressz-indukalt kortikoszteron szintet
csokkentette. Munkank sordn az eddig kevéssé kutatott masik f60 endokannabinoid, a 2-
arachidonoilglicerolt (2-AG) elbonté monoacilglicerol lipaz (MAGL) JZL184-indukalt
specifikus gatlanak hatasait vizsgaltuk a bazalis €s a stressz-indukalt kortikoszteron szintekre
him CDI egerekben. Eredményeink szerint a MAGL gatlds drasztikusan novelte a bazalis
koncentraciot, a stressz-indukalt szintet pedig valtozatlanul hagyta. Mivel a kortikoszteron
koncentracié akut valtozasai befolyassal lehetnek a magatartasra, JZL.184 ¢s a kortikoszteron
szintézisét blokkold metirapon kezelések kombinalt alkalmazédsdval kivantuk feltarni a
MAGL gatlds magatartasi hatdsainak kortikoszteron fliggését a nyilt-tér és a megemelt
keresztpalld tesztekben. Eredményeink alapjan a kortikoszteron szintézis-gatlas kivédte a
MAGL gétlas szorongasoldd hatasainak egy részét, mig annak lokomotoros aktivitast fokozo
hatésait nem befolyasolta. Osszefoglalva tehdt a MAGL specifikus gatlasa drasztikusan
emelte a bazalis kortikoszteron koncentraciot, a stressz-indukalt szintet érintetlentil hagyva,
emellett kortikoszteron fliggetlen mdédon emelte a lokomotoros aktivitast, valamit részben

kortikoszteron-fiiggd, részben fiiggetlen modon csokkentette a szorongast.
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8. Summary

It was previously shown, that the hypothalamus—hypophisis—adrenal-axis (HPA-axis)
function is strongly controlled by the endocannabinoid system. Enhancement of anandamide
signaling by the blockade of its degradation increased basal corticosterone levels, while it
dampened corticosterone stress responses. In the present study, we investigated the effects of
the JZL184-induced blockade of monoacilglycerol lipase (MAGL), the degrading enzyme of
the other main endocannabinoid 2-arachidonoylglycerol (2-AG) on basal and stress-induced
corticosterone levels in male CD1 mice. We found that the blockade of MAGL dramatically
increased basal corticosterone levels without affecting stress responses. Since acute changes
in corticosterone levels can affect behavior, JZL184 was administered concurrently with the
corticosterone synthesis inhibitor metyrapone, to investigate the corticosteron dependence of
the behavioral effects in the elevated-plus maze and the open-field tests. We found that the
inhibition of corticosterone-synthesis abolished some effects of the MAGL blockade on
anxiety-related behaviour, while the locomotion-enhancing effects of the compound were not
affected. Summarizing our results, specific blockade of MAGL activity dramatically
increased basal levels of corticosterone, while leaving stress-induced levels unaltered. It also
enhanced locomotor activity in a corticosterone-synthesis independent manner and had

anxiolytic effects at least partly dependent of corticosterone.
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