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Bevezetés: A stresszvalasz és az érzelmi élet szabdlyozasdban betdltott szerepérdl egyre
tobb adat gydllt 6ssze az endokannabinoid rendszerrel (ECS) kapcsolatban és komoly
farmakoldgiai targetté valt elsésorban a szorongdasoldas teriiletén. Amellett, hogy az
allatkisérletes vizsgalatok meggy6zd, az anxiolitikus hatast megalapozé eredményekkel
szolgalnak, a vonatkozé human genetikai adatok meglepéen hidnyosak az irodalomban.
Sajat vizsgalatunkban az ECS-hez tartozé cannabinoid receptor 1 (CB1R) és a zsirsavamid
hidrolaz (fatty acid amide hydrolase, FAAH) gén polimorfizmusokat vizsgalatuk kiilonb6z6
interakcios modellekben a szorongassal 0sszefliggésben. Mddszerek: Vizsgalatsoroza-
tunkba kb. 900 6nkéntes, dtlagpopulaciédt reprezentald résztvevét vontunk be. A fenotipus
méréséhez a Rovid Tlinet Skala Szorongas alskalajat, valamint a STAI kérd6ivet hasznaltuk.
A gyermekkori trauma el6forduldsat a Gyermekkori Adverzitds Kérdéiv segitségével tar-
tuk fel. A genetikai vizsgalatok elvégzéséhez szajnyalkahartya mintabol izolaltunk DNS-t,
majd MassArray Sequenom technikdval tortént a genotipizalds. A statisztikai elemzés-
hez generalizélt linearis regresszidt, illetve post hoc teszteket végeztiink. Eredmények:
Az egyes SNP-k 6nall6 hatasa nem bizonyult szignifikdnsnak a fenotipusvarianciak tekinte-
tében. Ezzel szemben az interakcids elemzések markans 6sszefliggéseket tart fel. A CB1R
gén promoterében elhelyezkedd rs2180619 polimorfizmus GG genotipus az 5-HTTLPR SS
genotipussal egytt szignifikdnsan magasabb STAI-T pontszammal jart egytt (p=0.0006)
osszehasonlitva az ellenparokkal. A GG és SS genotipus egyidejd hordozdsa majdnem
5-sz0ros rizikot jelentett a magas szorongaspontszammal jaré fenotipusra, mintaz A és L
allél hordozas (OR=4.64, 95% Cl: 1.7-12.71). A FAAH gén C385A polimorfizmusat tekintve
az A allél jart egyiitt magasabb BSI-ANX és a STAI-T pontszdmmal abban az esetben, ha
tobbszoros gyermekkori trauma szerepelt azanamnézisben ,szemben a C allél hordozékkal
(pinteract=0.00002; pinteract=0.0023). Konkluzid: Vizsgélatunkban Ujabb megerdsitést nyertek
az ECS patogenikus szerepét igazol6 korabbi adatok a szorongésra vonatkozdan. Eredmé-
nyeink szerint a CB1R és a FAAH gén komplex médon, a szerotonintranszporter-génnel
és a gyermekkori traumdkkal interakcidban vesz részt a felnéttkori, human szorongdsos
fenotipus kialakulasaban.

(Neuropsychopharmacol Hung 2017; 19(4): 177-182)
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BEVEZETES

A szorongasra valé hajlam 6r6kolhetdsége régota is-
mert jelenség, a pontos genetikai héttere azonban
mindmaig nem ismert. A kannabiszszarmazékok koz-
ismert anxiolitikus hatasaval kapcsolatban szamos
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tanulmany sziiletett (Haller et al., 2002; Navarro et
al., 1997; Rodgers et al., 2003), és az endokannabinoid
rendszer (ECS) a szorongas patomechanizmusanak
feltardsat célzo kutatasok fokuszaba kertilt. Az ECS-
hez tartoznak a lipidtranszmitterek (anandamid, AEA;
2-arachidonoil-glicerol, 2-AG), a receptorok (kan-
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nabinoid-1 receptor, CB1R és kannabioid-2 recep-
tor; CB2R) valamint enzimek (zsirsavamid-hidrolaz,
FAAH; monoglicero-lipaz; MGLP).

Az agyi morfoldgiai vizsgélatok arra utalnak, hogy
a CBIR azokban az agyi régiokban expresszalodik,
amelyek a szorongas szabalyozaséért felelések, ugy-
mint a medialis prefrontalis kortex, hippokampusz és
a bazolateralis amygdala (Freund et al., 2003; Pertwee,
2005; Turu et al., 2007).

A CBI1R-tkddold, 4 exont tartalmazé gén (CNR1)
a 6. kromoszoman talalhat6 és a konvencionalis
promoter régio mellett leirtak egy alternativ promoter
régiot a 2. intronban (Zhang et al., 2004), azonban
a szorongas patomechanizmuséaban betoltott szere-
pét eddig kevéssé vizsgaltdk. Az endokannabinoidok
retrograd modon gatoljak a preszinaptikus neuronok-
ban termel6dé neurotranszmitterek felszabadulasat
szamos agyi teriileten beleértve a kognicid, a memo-
ria és a hangulati élet szabalyozasaért felelés régio-
kat (pl.: hippokampusz és prefrontalis kortex). An-
nak ellenére, hogy a legtobb adat a glutamaterg és
a GABAerg neuoronokban expresszlodé CBIR-rél
jelent meg, egyéb, a szorongassal jelentds kapcsolatot
mutato neurotranszmitter rendszerekkel, mint példéul
az 5-HT-val kapcsolatban is végeztek vizsgdlatokat.
A CBIR aktivaldsa blokkolja a 5-HT felszabadu-
last kisérletes koriilmények kozott, illetve a CB1R
antagonista alkalmazdsa noveli a szinaptikus 5-HT
koncentraciot a prefrontalis kortexben (Nakazi et al.,
2000; Tzavara et al., 2003). Tovabbi adatok igazoltak az
ECS és az 5-HT rendszer kapcsolatat (Darmani et al.,
2003; Gobbi et al., 2005; Haring et al., 2007; Hermann
et al., 2002; Mato et al., 2007), azonban humdn vizs-
gélatok ezzel kapcsolatban nem allnak rendelkezésre.

A FAAH jelent6ségét a szorongas kialakulasaban
komoly irodalmi anyag tdmasztja ald. A FAAH az
egyik {6 lipidtranszmitter, az anandamid (AEA) le-
bontdsaért felelés enzim és aktivitdsa jelentss szerepet
jatszik a CB1R jelatvitel intenzitds szabalyozasaban az
AEA koncentraci6 alakitasan keresztiil. A szorongés
kialakuldsaban a FAAH a stresszreakcioban betoltott
funkcidja révén is részt vesz, mivel az irodalmi adatok
arra utalnak, hogy allatkisérletben a stressz (emelke-
dett glitkokortikoid) éltal aktivalédott HPA tengely
ismételt deaktivaloddsat egészséges viszonyok ko-
z6tt a FAAH aktivitasanak csokkenése teszi lehet6vé,
a kovetkezményesen megemelkedett AEA kon-
centracid segitségével, ami a glutamat felszabadulas
gatlasan keresztill inaktivalja a rendszert. Az ECS
stresszreakciot pufferel$ hatdsanak is nevezik ezt a
funkciojat (Hill et al., 2009). Kronikus stressz hatasara
a FAAH elhuz6do aktivitasa tartosan csokkent AEA
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szinthez vezet, ami miatt a HPA-tengely deaktivalasa
nem torténik meg, ellenkezéleg, talaktivizdlodashoz
vezet, ami a szorongas kialakuldsanak kedvezd koriil-
mény (Hill et al., 2005).

Annak ellenére, hogy a FAAH szerepét a szoron-
gasban szamos éllatkisérletes kutatasban vizsgaltdk,
a human genetikai vonatkozdsai kevéssé ismertek.

Sajat vizsgalatainkban a CNR1 és az 5-HT recep-
tor gén, valamint a FAAH gén szerepét vizsgaltuk a
szorongassal valo hajlammal sszefiiggésben.

MODSZEREK
Vizsgdlati alanyok

A vizsgalatokba 927 dnkéntes, atlagpopuléciot repre-
zentalo alanyt vontunk be (30.2% nd, 69.8% férf, atlag
életkor: 31.2+10.5 év). A bevalasztas fiiggetlen volt a
pszichidtriai anamnézistél. A genetikai és fenotipusos
adatok attekintését kovetGen a végsé elemzést 858 £6
adataival végeztiik el. A vizsgalati alanyok a kaukazusi
rasszhoz tartoztak kivétel nélkil. A vizsgalat az Egész-
ségiigyi Tandcs Orvosetikai Bizottsaga engedélyezé-
sével tortént. Minden résztvevd irdsos belegyezését
adta a vizsgalathoz.

Fenotipus méréeszkizok

A szorongdsra val6 hajlamot két kérdéiv segitségé-
vel mértiik fel. A Rovid Tinetleltdr (Brief Symptom

Inventory, BSI) 26-tételes, onkitoltés mérbeszkoz, me-
lyet a hosszabb véltozatabdl (SLC-90-R) fejlesztettek
ki (Derogatis and Melisaratos, 1983). A 26-tételes

verzid tobbféle pszichidtriai zavar szlirésére alkalmas,
a jelen vizsgalatban a szorongas alskalajat (anxiety,
BSI-ANX) alkalmaztuk. Az Allapot-Vonds Szorongés

Kérddiv (STAI) 40-tételes, onkitoltés kérddiv, ami

a szorongast két dimenzidban, az allapot és a vo-
nds dimenzidban méri (Spielberger, 1970). A korai

stresszkeltd életesemények vizsgalatahoz a Gyermek-
kori Adverziv Kérdéivet (Childhood Adversity scale,
CHA) alkalmaztuk, amely a Gyermekkori Trauma

Kérdéiv roviditett véltozata (Bernstein et al., 1997).
A 4 tételb6l 4116 kérd6iv az érzelmi, a fizikai, valamint

a szexudlis abuizusra vonatkozo kérdéseket tartalmaz.
Sajat vizsgélatunkban a tételeket kiegészitettiik a szii-
16k elvesztésével kapcsolatos kérdéssel.

Genotipizdldsi modszerek

A vizsgalathoz sziikséges DNS-t a résztvevok széjnyal-
kahartyamintdjabdl nyertiik Freeman és mtsai mod-
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1.4bra A CB1R és az 5-HTT gén polimorfizmusainak interakcids
hatdsa a STAI-T alskala pontszdmra vonatkozéan
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szere alapjan. A kandidans egypontos varidcidkat
(FAAH génben rs324420; CNRI génben rs2180619)
Sequenom MassArray technoldgidval (Sequenom,
San Diego genotipizaltuk. Az IplexTM assay a gyarto
hasznélati utasitdsa alapjan tortént 25ng DNS fel-
hasznalasaval. 5-HTTLPR hosszusag polimorfizmust
6-FAM jel6léssel amplifikaltuk korabban leirt méd-
szer szerint.

Statisztikai médszerek

A genotipus asszociacios vizsgalatokhoz regresszios
analizist végeztiink, melyhez a PLINK v. 1.07 és R
2.0 program SNPassoc alkalmazasat, majd a post
hoc tesztek elvégzéséhez az SPSS 20.0 programot
hasznaltuk. A post hoc variancia vizsgalatok esetén
a modellt korrigaltuk a nem és az életkor hatasara
nézve. A szignifikancia szint meghatarozasanal a
p-érték Bonferroni-féle korrekcidjat alkalmaztuk.
A minor allél frekvencia, valamint a Hardy-Weinberg
egyensuly meghatdrozasa a HaploView 4.2. prog-
rammal tortént.

EREDMENYEK

A CNRI és a FAAH gének polimorfizmusainak 6n-
all6 hatasa nem bizonyult szignifikdnsnak a feno-
tipusvariancia szempontjabol.

Az 152180619 polimorfizmus GG homozigéta hor-
dozok abban az esetben, ha 5-HTTLPR SS genotipust
hordoztak, szignifikinsan magasabb pontszamot ér-
tek el a STAI-T alskalan (atlag+S.E.M. =46.35+3.262,
p=0.0006; 1. abra). Magas szorongaspontszam-hor-
dozé kategoériaba keriilni majdnem 5-sz6ros volt az
esélye azoknak, akik egyszerre hordoztdk a GG és
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2.abra A CB1R és az 5-HTT polimorfizmusok interakcios hatasa
a magas szorongas pontszam rizikdjara (OR)
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SS genotipust az A és L allél hordozdkhoz képest
(OR=4.64, 95% CI: 1.7-12.71; 2. 4bra).

A regresszios analizis alapjan az A allél hordozdk
a FAAH C385A polimorfizmusra nézve annal ma-
gasabb pontszamot értek el a BSI-ANX és a STAI-T
alskalakon, minél magasabb CHA értékkel rendelkez-
tek szemben a C allél hordozokkal (pinteract=0.00002;
pinteract=0.0023; 1. téblézat).

A becsiilt ereje a vizsgélatnak a BSI-ANX alskald-
ra szamolva 98.1% volt (Bc=-0.176, Pe=0.0367, Bcr=
0.069).

1. tablazat A FAAH C385A polimorfizmus hordozas, valamint
a gyermekkori trauma gyakorisdganak hatasa a szorongas
(BSI-ANX, STAI-T) pontszamokra

BSI-ANX STAI-T
CHA1 Atlag+SD Atlag+SD
CcC 0.63+0.63 38.3+9.8
CA+AA 0.57+0.63 38.9£10.0
CHA2
CcC 0.84+0.75 41.9£9.6
CA+AA 0.73£0.65 41.5+10.7
CHA3
CcC 0.81+0.83 42,7124
CA+AA 1.52+1.07 50.8+13.7
p-érték 0.000003 0.005

CHA 1=0 pont; CHA 2 =1-3 pont; CHA 3= tobb mint 3 pont

MEGBESZELES

Eredményeink szerint a CNR1 promter és az 5-HTT
promoter gén-gén interakcio jelentds szerepet jat-
szik a szorongds kialakulasaban. Emellett a gyer-
mekkori trauma a FAAH genetikailag meghataro-
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3.abra A szorongasra vald hajlam kialakulasaban feltételezett szerepiik a CB1R és a FAAH gén polimorfizmusokhoz
tarsulé molekularis valtozasoknak az agyban
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5-HT, szerotonin; 5-HTT, szerotonin transzporter; AEA, anandamid; FAAH, zsirsav amid hidroldz; GCr, glukokortikoid receptor;
Glc, glukokortikoid

zott aktivitascsokkenése esetén vezet felnéttkori
szorongashoz.

A CBI1 receptorral kapcsolatos eredményeink ér-
telmezéséhez fontos megjegyezni, hogy a szerotonerg
neuronok felszinén igazolddott a CB1 receptorok
preszinaptikus expresszidja, tehat a 5-HTT és a
CBIR kolokalizaciéja (Haring et al., 2007), illetve
az 5-HT felszabadulas CBIR altali szabalyozéasa az
egéragy prefrontalis kortex teriiletén kimutathatd
volt (Tzavara et al., 2003). Emellett CB1R antagonista
(SR141716A) kezelést kovetden novekedett az 5-HT
turnover (Darmani et al., 2003). A két rendszer (ECS
és 5-HT) molekuldris kapcsolatat tehat szamos adat
tamasztja ald. A genetikai interakci6 interpretacioja-
hoz a polimorfizmusok funkcionalis hatasat érdemes
figyelembe venni. Az 5-HTTLPR esetén jol ismert,
hogy a r6vid allél esetén gyengébb, mig a hosszu allél
hordozésa intenzivebb génexpressziot eredményez.
Az 1521906128 funkcidjara vonatkozo vizsgalat nem
all rendelkezésre ugyan, azonban a transzkripcios fak-
tor kotédési mintdzat in silico adatbdzisban ellenériz-
het6. Ezek alapjan a G allél hordozas gyengébb CB1R
expresszioval jarhat egytitt, azaz a CB1R jel kevésbé
érvényesiil jelenlétében, mint C allél hordozas esetén.
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Az SS és a GG genotipus egyiittes hordozasa esetén
tehdt gyenge transzporter miikodéshez tarsul kevéssé
aktiv CBIR funkcid, ami eredményeink szerint magas
szorongaspontszammal jart egyiitt (3. abra).

A FAAH génben talalhaté C385A polimorfizmus
A allélja bizonyult vizsgaltunkban rizik¢ allélnak. Ez
a variaci6 csokkent enzimaktivitdssal jart egytitt in
vitro kisérleti kortilmények kozott (Chiang et al.,
2004). Azokkal az allatkisérleti adatokkal, amelyek a
FAAH enzim blokkoldsanak vizsgalatabol szarmaz-
nak, elsé6 megkozelitésben ellentmondénak tinnek
eredményeink, hiszen az enzim gatlasaval a szorongas
oldddasa jart egytitt. Az ellentmondo eredményekre
kétféle magyarazat adhato. Az egyik, hogy az enzim
farmakol6giai blokkoldsa és a genetikailag meghata-
rozott csokkent aktivitds nem ugyanazt az éllapotot
jelenti. Azaz akut blokkolas hatasa jelentGsen eltér
az idegrendszeri fejlédést végig kisérd tartds hatds-
tol. Tekintettel arra, hogy a gyermekkori traumak
bizonyultak jelent6snek az ECS-nek a kdros stressz
reakcioban betoltott funkciojat illetéen, az idegrend-
szeri fejlédést érint6 vizsgalatoknak kiilondsen fontos
jelentdsége van az eredményeink értelmezésében. Mi-
vel a FAAH aktivitdsmintézat alakuldsa szignifikans
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hatdssal bir az adoleszcens kort agy érési folyamataira,
adataink arra utalnak, hogy a velesziiletett csokkent
aktivitasi FAAH enzim a stresszreakciot megahata-
rozé mechanizmusokon keresztiil vulnerabilissé teszi
a fejlédésben 1év6 idegrendszert a traumdkkal szem-
ben (Lee and Gorzalka, 2015).

A masik a ragcsalok és a humdn agyi folyamatok
szabalyozasi rendszerének kiillonb6z6 komplexita-
sa. Az altalunk kivalasztott FAAH gén funkciondlis
polimorfizmus hatasat szorongassal osszefiiggésben
meglepden kevés human vizsgélatban elemezték.
Ugyanakkor az a néhdany human vizsgalat figyelem-
remélté modon a sajat eredményeinket erdsitik meg
szemben az experimentalis adatokkal. Monteleone és
mtsai sajat eredményeinkkel részben 6sszehangban
szintén az A allélt talaltak gyakoribbnak depresszio-
ban szenvedd populdcioban kontroll csoporttal 6ssze-
hasonlitva (Monteleone et al., 2010). Emellett szintén
az altalunk talalt 6sszefiiggést erésiti meg, hogy teljes
genom asszociacios vizsgalatban az A allél bizonyult
rizikéallélnak a major depresszids zavar tekintetében
(Major Depressive Disorder Working Group of the
Psychiatric, 2013).

Tovabbi értelmezési szempont a korai trauma re-
petitiv jellege. A FAAH enzim krénikus antagonista
kezelése esetén (ami a krénikus stresszt modellezi)
csokkent CB1R expressziot talaltak patkany agyban,
ami koros neurogén sejtproliferaciohoz és csokkent
sejttuléléshez vezetett (Rivera et al., 2015). Ennek
alapjan feltételezhetd, hogy az A allél hordozas re-
petitiv korai trauma esetén a kronikus FAAH gat-
lashoz hasonléan a CB1R downregulacion keresztiil
anxiogén hatasu lehet (Pacher and Kunos, 2013).

Eredményeink szerint tehat az ECS genetikailag
meghatarozott mikodése komplex moédon vesz részt a
szorongasra valo hajlam kialakulasaban. Miga CB1R
a szerotonin transzporter génnel, a FAAH a korai
traumakkal mutatott interakcids sszefiiggést. Tekin-
tettel arra, hogy az ECS jelentds farmakoldgiai target
és a kozelmultban éppen a FAAH inhibitor klinikai
tesztelése soran tortént halalos kimenetelil tragédia,
az éllatkisérleti adatokkal némiképp ellentmondd
eredményeink felhivjak a figyelmet a human genetikai
vizsgélatok fontossagara.
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Background: Accumulating data confirmed that the endocannabinoid system (ECS) is in-
volved in the regulation of stress response and emotional processes, therefore ECS became
an important pharmacological target as a potential anxiolytic. Although unequivocal data
from animal studies confirmed the relevancy of the ECS in anxious phenotype, human genetic
data are poorly available in the literature in this field. In the presented studies we tested pos-
sible associations between anxious phenotype and the cannabinoid receptor 1 and the fatty
acid amide hydrolase gene polymorphisms. Methods: Almost 900 subjects were involved in
our study from the general population. Anxious phenotype was measured by the State-Trait
Anxiety Inventory (STAI) and the anxious subscale of the Brief Symptom Inventory (BSI-ANX).
Genetic polymorphisms were genotyped from buccal mucosa samples’ DNA by MassArray
Sequenom technic. General linear models and post hoc tests were performed for statisti-
cal analyses. Results: Phenotypic variances were not dependent on single marker’s effect.
However, interaction analyses provided significant results. Carriers of GG genotype of the
rs2180619 scored significantly higher on the STAI-T scale in presence of SS genotype of 5-HT-
TLPR compared to other allelic variants (p=0.0006). SS genotype together with GG genotype
meant almost a 5-fold risk to be anxious (OR=4.64, 95% Cl: 1.7-12.71). In case of the C385A
polymorphism of FAAH gene, A allele was associated with high scores of the BSI-ANX and
the STAI-T if there were multiple childhood traumas in the anamnesis compared to C allele
(pinterace=0.00002; pinteract=0.0023; respectively). Conclusion: Our results confirmed earlier positive
data on the association between ECS and anxious phenotype. According to our findings ECS
plays a significant role in the pathomechanism of anxious disorders by a complex mechanism
of genetic interaction with the serotonin transporter gene and childhood traumas.

Keywords: anxiety, FAAH, early trauma, gene-environment interaction, endocannabinoid

system
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