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Eloszo

A Hans Selye altal 1936-ban leirt biologiai stressz koncepcid folytatasaként 1955-ben
felfedezésre kertilt a folyamatok kulcsszerepldje, a coricotropin-releasing faktor (CRF), majd
a hypothalamus — hipofizis - mellékvese tengely kézponti szerepe a fizikai illetve emocionalis
stresszre adott fiziologids valaszreakcidban. Az ezt kovetd szdmos kisérleti eredménybdl
kideriilt, hogy a kozponti idegrendszerbe juttatott CRF képes kivaltani a szervezet stressz-
hatasokra fiziologiasan adott viselkedési-, autondm-, immun- és zsigeri valaszait, és mindez
fliggetleniil mikodik a hipofizis - adrenerg endokrin tengelytdl. Ezek az eredmények ujabb
kutatdsi iranyokat generdltak megalapozva az immun-agy-bél szabalyoz6 tengely
koncepcidjat.

A dolgozatban a szerzd a stressz-valasz medidlasaban résztvevd CRF peptidcsalad és
gyulladasos citokinek szerepét vizsgald kutatdsait részletezi a gyomor funkcidk, a
savszekrécid és motilitds szabalyozdsi mechanizmusaiban. Tematikai megfontoldsokbol a
dolgozat két részre tagolodik. Az elsd fejezetben a CRF peptidcsalad és az interleukin-1
bétanak a gyomor motilitds (gyomoriiriilés) szabalyozasdban betoltott szerepével, mig a
masodik fejezetben az interferon-alfa gyomorsav-szekrécidban betoltott szerepével

kapcsolatos kisérletek keriilnek részletezésre.

I. Fejezet: A CRF rendszer és az interleukin —13 szerepe a gyomor motilitas

szabalyozasaban. A CRF1 és CRF?2 tipusu receptorok szerepe a folyamatban
BEVEZETES

A CRF egy 41 aminosavbol all6 polipeptid, amely szekvencidja az éldvilagban a
gerincesek kozott viszonylag magas szinten konzervalt, tiikkrozve alapvetd szabalyozo
szerepét. A CRF kapcsolddni és aktivalni képes a CRF1 és CRF2 tipusu receptorokat —
elébbit 10-szer erésebben —, amelyeknek a késObbiekben tobb splice variansat fedezték fel a
kiilonb6z6 fajokban l1ényegében azonos kotéserdsségi képességekkel. A CRF peptidcsalad
elsoként felfedezett ujabb tagjai a nem emlds gerincesekben kimutatott sauvagine ¢és
urotenzin-1 felvetették hasonlo peptidek létezésének valosziniiségét emldsokben is, ami végiil
az urocortin 1 (Ucn 1) karakterizaldsdhoz vezetett. Az Ucn 1 egyenlé mértékben képes
kotédni a CRF1 és CRF2 receptorokhoz. A humdan- és egér genom adatbazis létrehozasat
kovetden intenziv keresés eredményeként szekvencia homologicitds alapjan felfedezésre

kertiltek wjabb, a CRF csaladhoz tartozo peptidek, névszerint az urocortin 2 (Ucn 2 vagy



stresscopin related peptide=SRP) és az urocortin 3 (Ucn 3 vagy stresscopin), amelyek
specifikusan kotddnek a CRF2 receptorokhoz, mig a CRF1 receptorhoz 1ényegében nem.
Késobb tovabbi eldrelépést jelentett a CRF-medidlta fiziologids- és stressz-medialta
folyamatok megismerésében a vér-agy gaton igen gyengén penetrald CRF receptor peptid
antagonistak egymas utani felfedezése, nevezetesen az alfa helikalis-CRF 9-41 és D-Phel2-
CRF 12-41, antisauvagine-30, astressin ¢és atressin-B, amelyek kompetitiven kotédnek mind a
CRF1 és CRF2 receptorokhoz. Ezekkel szamos indirekt bizonyiték gylilt 6ssze arrol, hogy a
gyomor szekrécié és motilitds szabdlyozasi folyamataiban elsdsorban a CRF2 receptorok
involvaltak. Az ujabb CRF2 szelektiv peptid receptor antagonista, az astressin-2B tette végiil
lehetévé a direkt bizonyitast. A szintetikus, nem-peptid CRF1 receptor antagonistak ezzel
ellentétben igen kdnnyen atjutnak a vér-agy gaton, egyik fontos képviseldjiik a CP-154,526.

Hatasat tekintve a CRF mind centralis, mind periférids beadasat kovetden csokkenti a
gyomor tranzit id6t, de hozza hasonldan az emlds- és nem-emlds eredetli CRF-szer(i peptidek,
mint a sauvagine, urotensin &s urocortin 1 is gatoljak a gyomortiriilést.

Az interleukin-1 (IL-1) rendszer, a gyulladasos- és immunreakciok kulcs-citokinje, IL-
la, IL-1P agonista ligandokbdl, IL-1 antagonistabol €s IL-1 receptorbol all. Az IL-13 — amely
makrofdgokban, T lymphocytdkban és az agy mikroglia, astrocyta és endothel sejtjeiben
termelddik — periférids beadasat kdvetden gatolja a gyomor motilitdsat és a savszekréciot,
centralis beadasat kovetden aktival CRF tartalmi neuronokat az agyban a hypothalamus

paraventricularis magjaban.

CELOK

A kozponti idegrendszerbe beadott Ucn 2 gyomoriiriilésre kifejtett hatasanak

karakterizalasa;

— A CRF2 receptor szelektiv peptid agonista, Ucn 2 hatds Osszehasonlitisa a
CRF1/CRF2 receptor affintassal rendelkezd Ucn 1 és CRF hatasaval szelektiv CRF2
receptor antagonista alkalmazésaval,

— A centrdlisan beadott Ucn 2 ¢és Ucn 1 gyomortiriilést gatld hatdsa autonom
mechanizmusainak karakterizaldsa vagotomia és adrenerg receptor blokaddal;

— A centralis CRF1 és CRF2 receptorok szerepének tisztazasa a periféridsan alkalmazott

interleukin-1 gyomortiriilést gatlo hatasaban a nem-peptid CRF1 receptor antagonista

CP-154,526 ¢és a szelektiv CRF2 antagonista astressin2-B alkalmazasaval.



MODSZEREK / EREDMENYEK

Felndtt Spague-Dawley torzsbdl szarmazo, 250-300 g tomegii, kontrollalt fény-, hdmérséklet

¢s paratartalom mellett tartott patkdnyokon folytak a kisérletek, amelyek eldtt 16-18 oras

éheztetésiik tortént.

Az Ucn 2 és Ucn 1 centralis, intraciszternalis injekcidja a viszkézus folyadék 20-
perces gyomoriiriilését dozisfliggd modon gatolta;

Az intraciszternalisan beadott astressin2-B eldkezelés meggatolta az Ucn 2 és a
CRF-indukalta csokkent gyomoriiriilés kialakulasat, de Onmagaban nem
befolyasolta a gyomoriiriilés alapértékét;

A vagotomia gatolta az intraciszternalisan beadott CRF-indukélta gyomoriiriilés
gatlast, ezzel szemben szignifikdnsan fokozta az intraciszternalisan adott Ucn 2-
indukalta gatl6 hatast;

Az  intraperitonealis  bretylium-tozilat  eldkezelés kivédte mind az
intraciszternalisan, mind az intracerebroventrikularisan adott Ucn 2-indukalta
gyomoriiriilés-gatlast, de nem befolydsolta az intravénas Ucn 2-, illetve az
intracerebroventrikularisan beadott CRF vagy Ucn 1-indukalta gatlo hatast;

A subcutan prazozin el6kezelés kivédte az intraciszternalis Ucn 2-indukalta
gyomoriiriilés gatlast, mig a subcutan yohimbin és propranolol elékezelésnek ilyen
hatasa nem volt;

Az intravénasan beadott nem peptid CRF1 receptor szelektiv antagonista, CP-
154,526 parcidlisan-, mig intracerebroventrikularisan beadva teljes mértékben
kivédte az intravénas interleukin-1B-indukalta gyomoriiriilés gatlast;

Az intravénasan beadott CRF2 receptor szelektiv antagonista, astressin2-B
parcialisan kivédte az intravénas interleukin-1B-indukalta gyomoriiriilés gatlast,

mig intraciszternalisan alkalmazva nem volt ra hatassal.

MEGBESZELES

A tézisekben szerepeltetett kisérletes eredmények demonstraljak, hogy az ujonnan

felfedezett CRF2 receptor agonista, az Ucn 2 intraciszternalisan injektalva dozis-fliggé modon

gatolja éber, €heztetett patkanyokban a viszkozus nem-kalorikus folyadék kiliriilését a

gyomorbol. Az intracerebroventrikuléris injektalds soran az Ucn 2 azonos hataserdsséglinek

bizonyult. Az Ucn 2 intraciszternalisan beadva er0sebb gyomoriiriilést gatlé hatast fejt ki a

korabban karakterizalt Ucn 1-hez képest. A szelektiv CRF2 receptor antagonista, astressin2-B



centralis beadasa soran kivédi mind az intraciszternalisan adott Ucn 2, mind az Ucn 1 és a
CRF-indukalta gyomoriiriilést gatlé hatast, ami direkt farmakologiai bizonyitékul szolgal —
szemben a kordbbi indirekt, nem-szelektiv antagonistdkkal végzett kisérletek sordn kapott
eredményekkel— a CRF2 receptorok kulcsszerepére a folyamatokban. Egybevagd eredmények
igazoljak a kisérletek soran azt is, hogy a centralisan beadott Ucn 2-indukalta gyomoriiriilés
gatld hatas szimpatikus-, al-adrenerg receptorialisan medialt iton szabalyozodik, amely az
alkalmazott antagonistdk farmakodindmiaja alapjan periférids adrenerg posztganglionalis
idegvégzddésekbe lokalizalhato (feltételezett neurotranszmitterek: noradrenalin, neuropeptid
Y és az ATP). A subdiaphragmaticus vagotomia fokozott gatld hatast eredményezett az Ucn 2
indukalt gyomoriirlés-gatlasban, amely a szimpatikus- ¢és paraszimpatikus tonus
egyensulyanak felborulasat, igy a szimpatikus mediacié talsulyat eredményezhette a
hattérben. Neuroanatomiai tanulményok eredményeire €s sajatjainkra alapozva feltételezziik,
hogy a centrdlis (ic és icv) Ucn 2 a nucleus tractus solitariuson, area postreman, a
hypothalamus paraventricularis magjan, a centralis amygdaldban és a vagus ideg dorsalis
motoros magjaban befolyasolhatja kozpontilag a szimpatikus effektor utat funkcionalisan
befolyasolva / medialva a stressz folyamatok altal indukalt gasztrointesztinalis motilitas
gatlasat. Az intravénasan beadott Ucn 2 hasonloképpen a centralis beadashoz képest
szignifikansan gatolta a viszkézus folyadék kitiriilését a gyomorbdl, de a hatds nem volt
blokkolhat6 szimpatikus ganglion blokkoléval, utalva arra, hogy a két ut kiilonféle modon
regulalodik.

Az interleukin-1B-r6l ismeretes, hogy gatolja a gyomoriiriilést ragcsalokban €s emldsdkben,
¢s az is, hogy a CRF receptorok szerepet jatszanak a folyamatban. A jelen kisérletek tisztaztak
szelektiv peptid CRF2 antagonista és nem-peptid CRF1 antagonista hasznalataval, hogy a
szisztémasan bedott (iv) interleukin-1 centralis CRF1 receptoridlis Gton fejti ki fent nevezett

hatasat és az irodalmi adatok alapjan a hatashely feltételezhetden a hypothalamusban van.

I1. Fejezet: Az interferon-a szerepe a gyomor szekrécié szabalyozasaban
BEVEZETES

A gyomorsav szekrécido szabalyozasdnak neurdlis, hormondlis, parakrin ¢€s autokrin
mechanizmusait tobb évtizede tanulmanyozzak, és az utdbbi idében tobb bizonyiték igazolta,
hogy az immunrendszernek is szerepe van a folyamatokban részben citokinek termelése Gtjan.

A gyomormukodés, igy a savszekrécid regulaciojaban, a nyalkahartya vérellatas

szabalyozasaban fontos szerepet tulajdonitanak a nitrogén monoxidnak mind perifériasan



effektor molekulaként, mind centralisan neuromodulatorként. A CRF receptorok és peptid
agonistak (eslésorban CRF2 receptor medidlta uton) ugyancsak géatlé médon befolyasoljak a
gyomorsav-elvalasztast komplex moéddon utdnozva a stresszre adott valaszreakcido soran
bekovetkezd gasztrointesztinalis folyamatokat. Az interferon-a-nak hasonléan az interleukin-
1-hez kozponti szerepe van az immunvalasz sordn a citokin kaszkdd mechanizmusok
hepatitiszes ¢és mieloproliferativ betegektél mellékhatasok / hatdsok tekintetében, igy a
gyomoriiriilést gatlo hatasarol. Mindazonaltal a gyomorsav-szekréciora kifejtett hatasa ezidaig

nem keriilt leirasra, karakterizalasra.
CELOK

— Az interferon-o. gyomorsav szekréciora kifejtett hatdsanak karakterizdldsa egy
centrdlis vago-vagalis reflex utjdn stimuldlo pylorus ligacios allatkisérleti
modellben;

— Annak eldontése, hogy az interferon-a hatdsheyle priméren centralis vagy
periférias lokalizacioju;

— A nitrogén monoxid rendszer szerepének tisztazdsa az intraciszternalis inteferon-
a-indukalta gyomoriiriilés gatlas folyamataban,;

— A szimpatikus vegetativ receptorok szerepének tisztazasa az interferon-a indukalta
gyomorsav szekrécid gatlas kialakulasaban;

— Az endogén prosztaglandin rendszer szerepének tisztdzasa az interferon-o
indukalta gyomorsav szekrécid gatlas kialakulasaban;

— A centralis CRF2 receptorok szerepének tisztazdsa az interferon-o indukalta
gyomorsav szekrécid gatlas kialakulasaban;

— A CREFI receptorok szerepének tisztazésa az interferon-a - indukalta gyomorsav

szekrécio gatlas kialakuldsaban.
MODSZEREK / EREDMENYEK

Feln6tt CFY torzsbdl szarmazo, 180-220 g tomegl, kontrollalt koriilmények kozott tartott
patkdnyokon folytak a kisérletek, amelyek el6tt 16-18 oras éheztetésiik tortént. A kisérletek
10 és 14 ora kozott zajlottak konzekvensen elkeriilendé a CRF termelés cirkadidn ritmusabol
adodo valtozasokat. Human leukocita liofilezett interferon-a (Egiferon) keriilt felhasznalasra,

oldészerként steril fiziologids s6oldatot hasznéltunk, a torzsoldatok tarolasa -80°C-on tortént.



— A subcutan beadott interferon-o. dozisfiiggd modon gétolta mind a pylorus ligacio
indukalta gyomor szekrécid volument, mind a gyomorsav szekrécid mennyiségét 2
oOra alatt;

— Az intraciszternalisan beadott interferon-o dézisfiiggd moddon gatolta mind a
pylorus ligaci6 indukalta gyomor szekrécié volument, mind a gyomorsav
szekrécid mennyiségét 2 oOra alatt. Az interferon-o intraciszternalis beadast
kovetden két nagysagrenddel kisebb dozisban fejtette ki ugyanazt a gatlasi szintet,
mint a subcutan alkalmazas mellett, ezért ezt kovetoen a centralis ED50 dozissal
(100 NE/allat) folytak a kisérletek;

— Az intraciszternalis interferon-a-indukalta gyomorsav — szekrécido  gatlas
felfiiggeszthetd volt a nem-szelektiv nitrogén oxid szintdz (NOS) gatlé L-NAME
intravénas eldkezeléssel, és utobbi ez kivédhetd volt az enzim szubsztratjanak, az
L-argininnek tulszubsztitudldsaval kompetitiv antagonizmus révén;

— A szelektiv indukalhaté (1))NOS gatldé aminoguanidin nem filiggesztette fel az
intraciszternalis interferon-o-indukalta gyomorsav szekrécio gatlast;

— A subcutan beadott szimpatikus alfa adrenerg blokkolé phentolamin
felfiiggesztette az intraciszternalis interferon-a-indukalta gyomorsav szekrécid
gatlast;

— A subcutan beadott szimpatikus béta adrenerg blokkoldé phentolamin nem
befolyasolta az intraciszternalis interferon-a-indukélta gyomorsav szekrécio
gatlast;

— A subcutan beadott ciklooxigendz gatlé indomethacin nem fiiggesztette fel az
intraciszternalis interferon-a-indukalta gyomorsav szekrécio gatlast;

— Az intraciszternalisan beadott CRF1/CRF2 receptor antagonista CRF9-41 ¢és a
CRF2 receptor antagonista antisauvagine-30 felfliggesztette az intraciszternalis
interferon-o-indukalta gyomorsav szekrécio gatlast;

— Az intraciszterndlisan beadott CRF1 receptor antagonista CP-154,526 nem
fiiggesztette fel az intraciszterndlis interferon-a-indukalta gyomorsav szekrécio

gatlast.
MEGBESZELES

A tézisekben Osszefoglalt kisérletes eredmények karakterizaltdk az interferon-o dozisfiiggd

gatld hatasat a gyomorsav szekrécidban - amely hatasa eziddig nem keriilt leirdsra - egy



vago-vagalis reflex utjan stimulalt pylorus-ligalt patkdnymodellben. Az interferon-o két
nagysagrenddel hatdsosabbnak bizonyulat az intraciszternalis beadasa soran, mit subcutan
alkalmazva, ezzel sugallva priméren centralis mechanizmusok szerepét a folyamatban. Az
interferon-a. gyomorsav szekréciot gatld hatasat a nem-szelektiv NOS kompetitiv antagonista
(L-NAME) szignifikansan gatolta, mig az indukalhaté NOS gatl6 aminoguanidin nem. Az
alfa- és béta szimpatikus receptor szelektiv blokkolokkal végzett kisérletek alapjan az
interferon-o. -indukélta gyomorsav szekrécid gatlds az alfa adrenerg Uton medialodik. A
szabalyozd folyamatban a centralis CRF2 receptoroknak is szerepiik van feltételezve az
interferon-o. immun-stressz-valaszban a gyomorsav szekrécid (motilitdssal egyiitt a
gasztrointesztinalis funkciok) gatlasdban betoltott kulcsszerepét. Irodalmi adatok és ezen
eredmények alapjan a hatashely a hypothalamus és a vagus ideg dorsalis motoros magjaba

tehetd, azonban tovabbi kisérletek sziikségesek a pontos mechanizmus felderitéséhez.



