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1. BEVEZETES

1.1. Altalanos bevezetés

Doktori  disszertaiciomban az  imidazolin  receptor (IR) ligandok
gasztrointesztinalis (GI) traktusra kifejtett hatasait részletezem kiilonb6z6 allatmodellek
(alkoholos fekély modell, kémiai uton indukalt colitis modell, gyomorfundus kolinerg
aktivitdsanak gatlasa) segitségével. A harom modszer egyrészt lehetdséget ad ra, hogy
tanulmanyozni tudjuk a gasztroprotekcio/peptikus fekély és a gyulladasos bélbetegségek
patomechanizmusanak egy részét, illetve Uj potencidlis terapids célpontokat azonositsunk
az adott korképek kezelésében.

A peptikus fekély gydgyitasaban ttdoronek bizonyultak a savszekréciot csokkentd
gyogyszerek. A gasztroprotektiv szerek alkalmazasa hattérbe szorult a klinikumban,
pedig szamos esetben (pl. stressz-fekély) a savelvalasztas gatlasa nem hoz 1étre megfeleld
gyogyulasi valaszreakciot [1]. Gyulladasos bélbetegségek esetében is szamos
farmakologiai tdmadaspont all rendelkezésre, viszont sok esetben a kapott hatds nem
elégséges, a tiinetek csupan mérséklddnek. Emellett szdmolni kell a gydgyszerek nem
elhanyagolhato mellékhatasaival, akarcsak a gyomor akkomodacids zavarai esetében. A
fels6 tapcsatorna (jelen esetben gyomor) motilitdszavarai egy komplex klinikai
tiinetegyiittes, melynek a hatterében szamos oki tényez6 allhat, a korkép farmakologiai
kezelése a mai napig nem megoldott. A fent emlitetteknek megfeleléen tovabbi
kutatasokra van sziikség 1j terapias célpontok azonositasara.

Kutatocsoportunk az imidazolin ligandok hatasait vizsgéalta a fenti korképek
allatmodelleiben. Ennek megfeleléen a tovabbiakban részletezem az imidazolin
receptorok (IR) fajtait, az altaluk kozvetitett jelatviteli utvonalakat és hatiasukat. Az
imidazolin rendszer részletes ismertetése eldtt azonban roviden kitérek az alfa-2 adrenerg
receptorokra (a2-AR), ugyanis, amint azt a késdbbiekben is részletezem, az IR-kat az a.-
AR-k vizsgalata soran fedezték fel, a két receptor csoport funkciondlisan szorosan
kapcsolddik egymashoz (1d. imidazolin hipotézis fejezet), tovabba az imidazolin ligandok
tobbsége jelentds affinitassal kotédik az a-AR-khoz [2]. Ezért imidazolin hatas
azonositasakor mindig ki kell zarni az a2-AR-k kdzvetitd szerepét, ezért kisérleteim soran

is legtobbszor parhuzamosan vizsgéltam a két receptor tipust.
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1.2. Az alfa-2 adrenerg receptorok (a2-AR)

1.2.1. Az a2-AR-k jelatviteli itvonala. szubtipusai és szervezeten beliili eloszlasuk

Az a2-AR-k membranhoz kotott, Gi fehérjéhez kapcsolt receptorok, ahol az a-
alegység gatolja az adenilat-ciklaz miikodését, ezaltal csokken az intracellularis (i.c.)
ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) szint. A Py-komplex gatolja a kalcium
csatornakat, aktivalja a GIRK kélium csatornakat és a mitogén-aktivalta protein kinaz
ERK 1/2-1 [3]. Tovabba befolyasolja az exocitdzisban részt vevo fehérjék mitkodését [4],
ezaltal csokken a sejt valaszadoképessége. 1979-ben publikaltak el6szor, hogy az a2-AR-
k nem csupan a preszinaptikus negativ feedback szabalyozasaban vesznek részt, hanem
posztszinaptikus elhelyezkedésben a vazokonstrikcié kivaltasdban is szerephez jutnak
[5].

Az a2 adrenoceptoroknak farmakologiai analizissel és molekularis klénozassal
harom szubtipusat kiilonitették el: az o2a, o2, aoc —AR-Kat [6]. Patkanyban leirtak egy
negyedik szubtipust is (a2p-AR), viszont késobb kideriilt, hogy ez az o2a-AR faji
varidnsa. A harom szubtipus koziil az a2a-AR szervezetbeli eloszlasa a legszélesebb. A
kozponti idegrendszerben (KIR) azonositottak a locus coeruleusban [7], a rostralis
ventrolateralis medulldban (RVLM), a nervus vagus dorzdlis motororos magjaban
(DMNYV), az agytorzs, az agykéreg, a septum, hypothalamus, hippocampus ¢és az
amygdala allomanyaban is. Immunhisztokémiai analizissel tovabbi agyi régidkban
(nucleus accumbens, substantia innominata, striatum fundus, lateralis parabrachialis
nucleus, lateralis septum) is kimutattak jelenlétét [8].

Az a2e-AR-k szintén széleskoriien, de joval kisebb denzitissal fordulnak eld
centralisan, mint az opa-AR-K [9]. Patkanyagyban el6szor a thalamusban irtak le [7], majd
kimutattdk (prenatalis peridodusban) az V., VII. agyidegekben, agykéregben, anterior
olfactoricus neuronokban, hypothalamusban és a Purkinje sejtekben is [10].

Az ozc-AR-kat azonositottak a basalis ganglionokban, a tuber olfactoriin, a
hippocampusban valamint a kéregallomanyban [7], tovabba kimutattdk még a locus
ceoruleusban és a noradrenerg sejtekkel kapcsolatban allo agyi teriileteknél.

A gerincveldben az a2c-AR a dominalo szubtipus 80%-s eléfordulassal, amit az aza-

AR 20 %-s eldfordulasa kovet. Az azs-AR szubtipus itt elenyészo stiriséggel figyelhetd

10
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csak meg [11, 12]. Az elmult években a periférian széleskorlien azonositottak a
kiilonb6z6 02-AR szubtipusok mRNS-¢€t, viszont a receptor szubtipusok aradnya eltér a
KIR-hez viszonyitva (patkany esetében). A periférian az aoa-AR a predominans, amit az
a2e-AR kovet és csupan csekély hanyaddal képviselteti magat az azc -AR [11]. a2a-AR-
kat azonositottak emberi trombocitakon [13], vesében, valamint patkdny gyomorban
(ahol szintén az a2a-AR dominal), viszont a gyomorban és a vesében mind a harom o-
AR szubtipus eléfordul. Ezzel szemben pl. az aortaban, Iépben egyediil axa-AR, mig a
szivben és a majban csupan o2e-AR szubtipust irtak le [11]. Kiemelném, hogy az ao-AR-

kat azonositottak immunsejteken és tobbek kozott az enterocitakon is [14].

1.2.2. Az 02-AR-k altal medialt hatasok

A tovabbiakban roviden Osszefoglalnam (a teljesség igénye nélkiil) az a2 —AR-k
hatésait, kiilonds figyelmet forditva a disszertaciom szempontjabol fontos GI hatasokra.

Az a2—AR-k harom szubtipusa koziil az aoa—AR-k szervezetbeli eloszlasa, ennek
megfelelden az altaluk kozvetitett hatdsok kore a legszélesebb. Hatasai koziil kiemelendd
a vérnyomascsokkentd (melybdl az imidazolin hipotézis indult ki), bradikardizald,
szedativ hatasa. Emellett csokkenti a testhomérsékletet, stabilizalja a thrombust, ndveli a
térbeli munkamemoriat. Az a2a—AR az a2s—AR-hoz hasonldan artérids vazokonstrikcio
kivaltasara képes, valamint akarcsak az a2c—AR, jotékony hatast a figyelemhidnyos
hiperaktivitasi zavarban. Emellett az a2c—AR szubtipus f6 szerepet jatszik a vénas
vazokonstrikcioban, habar hipotermizald hatasat is leirtdk. Tovabbad mind a harom
receptor szubtipus részt vesz a preszinaptikus transzmitterfelszabadulas gétlasaban,
valamint a fajdalomcsillapitasban is [15].

Az a2—-AR-k GI traktusban betdltott szerepe régota kutatasok targyat képezi. Mar
1969-ben Paton és Vizi tengerimalac ileumon kimutattak, hogy a noradrenalin (NA)
képes preszinaptikus op-adrenoceptorokon keresztiil gatolni az acetil-kolin (ACh)
felszabadulasat [16]. Ezt kovetéen robbanasszeriien elindult az a2-AR-K, illetve azok
szubtipusai altal kozvetitett hatdsok azonositasa. A harom szubtipus koziil az a2a-AR-
khoz kothet6 a centralis gyomorsavszekrécio csokkentése [17] mellett a gyomormotilitas,
gyomoriiriilés gatlasa [18, 19]. Viszont a centralis gasztroprotekcioban az ozsic —AR-K

jatszanak szerepet [20, 21]. Az intesztinalis hatasokat tovabb elemezve, az a2-AR-K

11
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egyarant megtalalhatok az enteralis neuronokon, tovabbd az enterocitdkon és a
simaizomsejteken is, ezéltal részt vesznek a neurotranszmisszidoban, a motilitds
szabalyozasaban, a folyadéktranszportban, illetve a visceralis érzékelésben egyarant. Erre
példa, hogy az axa-AR-k aktivaldodasa gatolja a vékonybélben a motilitdst (melyben
centralis komponens is részt vesz) [22], illetve az iontranszportot €s a folyadékszekréciot
[23]. Tovabba csokkenti a vastagbél motilitasat és gatolja a székletiiritést [24]. A kevert
a2-AR/IIR agonista clonidin irritabilis bél szindromas (IBS) betegek esetében
csokkentette a puffadas érzetét [25, 26]. Emellett kiemelném, hogy a bélrendszer
immunsejtjein (monocita, makrofag) nagy szamban expresszalodnak ar-AR-k [27],
aktivaciojuk befolydsolja a gyulladdsos citokinek termelddését, ezaltal szereppel

birhatnak kiilonféle gyulladasos korképek kezelésében.

1.3. Az imidazolin hipotézis

Az imidazolin hipotézis alapjat képezi, hogy az 02-AR agonista clonidin centralis
vérnyomascsokkentd hatasat nem csupan az2-AR-k aktivalasan keresztiil fejti ki. Ruffolo
¢s mtsai vetették fel eloszor, hogy a preszinaptikus az-AR-k szerkezete nem homogén,
egyik résziik a feniletilamin, mésik résziik az imidazolin strukturat ismeri fel a kérdéses
vegyiileteknél [28]. Ezt a nézetet tamasztja ala, hogy az imidazolin-gytiriivel rendelkez6
a1-AR antagonista fentolamin direkt injekcigja a IV. agykamraba jelentOs
vérnyomascsokkenést képes létrehozni [29]. Ezt kovetéen 1984-ben Bousquet és
munkatarsai adtak hangot az imidazolin hipotézisnek azzal a megfigyeléssel, hogy a
szintén imidazolin-gy(iriivel rendelkez6 cirazolin (a1—AR agonista /a2-AR antagonista)
az RVLM nucleus reticularisaba fecskendezve hipotenziv hatast fejtett ki, viszont a
szelektiv a2-AR agonista a-metil-NA nem csokkentette a vérnyomast ugyanazon agyi
teriiletbe injektalva. A hatast tehat feltehetéen nem a2-AR-K, hanem az imidazolin
strukturat felismerd IR-k kozvetitik [30]. Késobb megfigyelték, hogy az IR-khoz egyarant
kotddnek az imidazolin gytiriivel, illetve a hasonld kémiai szerkezetekkel rendelkezd
vegyiiletek is, mint pl. a guanabenz, guanidinium és az oxazol [31].

Az imidazolin hipotézis felvetése utan szamos kutatds indult el az IR-K
lokalizacigjanak tisztdzasara, illetve az altaluk képviselt jelatviteli utvonalak

megismerésére. Viszont a mai napig neheziti a kutatdsokat, hogy az imidazolin ligandok

12



DOI:10.14753/SE.2019.2207

jelentOs affinitassal kotédnek az-AR-khoz is [2], illetve legalabb ugyanannyi kutatas

tdmasztja ald, mint amennyi vonja kétségbe az IR-k funkcionalis szerepét.

1.4. Az imidazolin receptorok (IR) altal képviselt jelatviteli utvonalak,

szervezeten beliili eloszlasuk

141 Az 11R

Az I1R feltételezett jelatviteli utvonalat eredetileg pheochromocytoma PC12
sejtvonalon irtak le, mivel ezen sejtek, a mellékvesevel6 chromaffin sejtjeihez hasonloan
nagy szamban expresszalnak I1R-kat [32], viszont nem tartalmaznak ao-AR-kat, igy ez
megkonnyiti a szignaltranszdukcio vizsgalatat. Az I1R egy pertussis toxin szenzitiv G-
protein kapcsolt receptor, melyhez az agonista kotddése esetén aktivalodik a
foszfatidilkolin-szenzitiv foszfolipaz C, amely a foszfatidilkolint foszfokolinna (mely az
extracellularis térbe keriil) és diacilgliceroll hasitja. Az utdbbit a diglicerid lipaz hasitja,
majd a monoglicerid lipaz hatasara arachidonsav keletkezik beldle. Ebbdl prosztaglandin
E2 (PGE2) vagy egyéb eicosanoidok is létrejohetnek. Viszont az itt leirt mechanizmus
elétt még a digliceridek aktivalhatjdk a protein kindz C (PKC) B-t. Ellentmondasos
bizonyitékok allnak rendelkezésre arrol, hogy az I1R aktivacidja noveli-e az i.c.
kalciumion koncentraciot, valoszinilisitik, hogy gatolja a Ca-ATP-azt, ezaltal
befolyasolva az iontranszportot [33].

A kitartd kutatasok ellenére az 11R molekularis szerkezete a mai napig nem
ismert. Tekintettel arra, hogy mivel az IR-kat kodol6 géneket a mai napig nem tudtak
azonositani, az irodalomban egyes publikdciokban nem receptorként, hanem
kotohelyként emlitik ezeket a fehérjéket. Dolgozatomban egységesen a receptor
elnevezést hasznalom, a publikdciok tobbségének megfeleléen, habar ez inkabb
némenklatirai kiilonbségnek tekinthetd. Tovabba itt emliteném meg, hogy a receptorok
jelatviteli utvonala is csak részlegesen tisztdzott, sok esetben a kapott hatasbol
kovetkeztethetiink, hogy az adott receptoron valamely vegyiilet agonista, vagy
antagonista, ezért sok esetben 0sszefoglaloan ligandként beszélnek az adott vegyiiletrdl.

Kezdetben az imidazolin ligandok receptorait radioligand kotési vizsgalatokkal

kiilonitették el az 02-AR-ktol. Majd specifikus IR antitesteket hoztak létre, mellyel az IR-
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kat kiilonb6z0 sejteken, illetve szovetekben is azonositottak. Az elsd IR ellenes antitest,
az imidazolin receptor kotd fehérje (IRBP) nyulbdl szarmazoé poliklonalis antiszérum a
szarvasmarha mellékveseveld chromaffin sejtjeiben taldlhatd 70 kDa-s IR fehérjéje ellen
[34]. Az IRBP viszont egyarant felismeri az I1R-t és az I2R-t is [35]. Kés6bbickben
tovabbi antitesteket is 1étrehoztak (pl. anti-nischarin; anti-NISCH), mellyel célzottabban
vizsgaltak a receptorokat, a receptor asszocialt fehérjéket, illetve azok szervezeten beliili
eloszlasat [36]. A human IR antiszérum szelektalt (IRAS: IR antisera-selected) proteint
[37], illetve egér analogjat, a nischarint [38] is azonositottak a kutatasok folyaman. Az
antitestek segitségével megfigyelték, hogy egyrészt az I1R heterogén szerkezeti, és a
receptor szintje korreldl az IR asszocialt proteinnel, a nischarinnal, amelynek kiilonb6z6
molekulatomegét is azonositottdk (167 kDa, 100/105 kDa, 85 kDa). A molekulatomeg
kiilonbozdségére az izoformak jelenléte adhat valaszt, akarcsak IRAS esetében a splice
variansok (pl.: IRAS-S, IRAS-M, IRAS-L, IRAS-1) jelenléte [36].

Az I11R KIR-i és periférias eloszlasat kiilonféle allatmodellekben (szarvasmarha, nyl,
patkédny) és emberben is leirtdk. Nagy denzitassal fordul el¢ a receptor a medulla
oblongataban, az RVLM nucleus reticularisaban (az RVLM-ben hasonl6 a receptorialis
eloszlas human €s szarvasmarha agyban). Ezen tul a receptor megtalalhato a cortexben, a
striatumban, globus pallidumban ¢és a hypothalamusban egyarant. A periférian tobbek
kozott azonositottdk a mellékvese kromaffin sejtjeiben, a vesék proximalis tubulusaiban,

a trombocitakon, a glomus caroticumban [39].

1.4.2. Az I12R

Az I2R-t a kutatdsok soran eldszor a mitokondrium kiils6 membranjan
azonositottak, a monoamino-oxidaz (MAO) alloszterikus kotéhelyeként a MAO-A-ban
¢s a MAO-B-ben egyarant. Kés6bb nem MAO-hoz kotott [2R-kat is azonositottak egyéb
enzimek kotohelyeként. Ilyen egyrészt az agyi kreatinin-kinaz (B-CK) [40], valamint
néhany réz-tartalmu enzim, mint a szemikarbazid szenzitiv amino-oxidaz (SSAQ) [41].

Az I2R enzimaktivitast befolyasold hatdsa nem teljesen tisztazott. A kisérletek
dont6 tobbségében az 12R ligandok gatoltak a MAO-A, illetve a MAO-B aktivitasat [42],
viszont egyes publikaciok szerint enyhén fokozzak a MAO aktivitast [43]. Tovabbi

ellentmondas, hogy az imidazolin ligandok mér nanomolaros koncentracidban telitik az
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imidazolin kotéhelyeket, gatld hatast csupan mikromoléros koncentracioban hoznak Iétre,
azt sugallva, hogy az imidazolin ligandok a gatlast egyéb kotéhelyen hozzak 1étre [44].

Akarcsak az 1R, az I12R is heterogén szerkezetet mutat, az IR ellenes antitestek
(anti-IRBP, anti-nischarin) segitségével harom kiilonb6z6 molekulatomegli fehérjét is
azonositottak: ~30; ~45; ~66 kDa. Megfigyelték, hogy szelektiv I12R ligandok kronikus
adagolasa sordn egéragyban szignifikdnsan valtozik a 30, 45 és 66 kDa molekulatomegii
fehérjék expresszidja, tovabb erdsitve a korrelaciot az 12R ligandok €s az elobb emlitett
fehérjék kozott [36]. Tovabbiakban az I2R két f6 tipusat az amiloriddal szembeni
érzékenység alapjan osztottak fel (I2A az amiloriddal szemben nagy, mig az 12B kis
affinitassal rendelkezik).

Az 12R-t szervezetbeli eloszlasat is leirtdk a KIR-ben, illetve a periférian egyarant.
A KIR-ben a cortexben, a striatumban, illetve a gliasejtekben azonositottdk, mig a
periférian 12R-t irtak le a hasnyalmirigyben, méajban, prosztatdban, hugycsdben,
placentdban, vesében, a colon epitél sejtjeiben, érfalban, endotélsejtekben, a

trombocitakban és az adipocitakban [39].

1.4.3. Az I3R

Az elmult években végzett kutatdsok leirjdk, hogy az imidazolin strukturaval
rendelkezd vegyiiletek képesek fokozni az inzulin szekrécidt a hasnyalmirigy -sejtjeibdl,
viszont ezt a hatast nem az elézdekben leirt I1R-K, illetve I2R-k kozvetitik. Megfigyelték,
hogy a hasnyalmirigyre hato imidazolin vegytiletek kétféleképpen fejthetik ki inzulin
szekréciot fokozo hatasukat [45]. Egyrészt zarjak a B-sejteken talalhato ATP-fiiggd és
fesziiltségfliiggd K csatorndkat, ezaltal a sejt depolarizalodik, aminek kovetkeztében
megnd az i.c. kalciumion koncentracié, ami az inzulin felszabaduldsahoz vezet. A masik
csoportot képezd imidazolin ligandok esetében az inzulin felszabadulds fokozasa
fliggetlen az ATP-fliggd K csatorndktol, emelkedett vércukorszint esetében direkt
fokozzak a B-sejtek inzulin exocitdzisat. Ezt a PKC és a citoplazmatikus foszfolipaz A2
jelatviteli utvonal aktivalasa inditja el [45]. Viszont normal gliikdz-szint esetén
megfigyelték, hogy az imidazolin ligand NNC77-0020 stimulalja a szomatosztatin

elvalasztasat, az elobb leirt mechanizmusokon keresztiil. Tovabba leirtdk, hogy az
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imidazolin ligandok gatolhatjdk a glukagon szekréciot a pancreas a-sejtjeibdl, amit a
protein foszfataz calcineurin aktivalasa okoz [46].

Egy masik ligand, a BL11282 esetében leirtak, hogy képes helyreallitani a
gliikozra adott koros inzulinvalaszt spontan diabeteses allatokon [45]. Ezenfeliil leirtak,
hogy az endogén imidazolin szerkezetli vegyiilet, a B-carbolinok k6zé tartoz6 harman

Mivel ezt a receptort eddig csupan a pancreasban irtak le, ezért doktori munkam
soran végzett kisérleteim nem vonatkoztak az I3R-k analizisére a gyomor-bél

rendszerben, ezért a tovabbiakban ezt a receptor tipust nem részletezem.

1.5. Az IR-K altal medialt hatasok

1.5.1. Az I1R altal kozvetitett hatasok

Dolgozatomban az imidazolin receptorok GI hatésait részletezem, viszont ennek
ismertetése el6tt roviden Osszefoglalom az IR-k altal kozvetitett fébb nem gyomor-
bélrendszeri hatasokat.

Az I1R széles korti KIR-i, illetve periférids eloszlasanak megfeleléen szamos
szervezetbeli hatdssal bir. Az imidazolin hipotézis felvetésének megfelelden, a kutatasok
kezdetben az 11R-ra és a cardiovascularis rendszerre fokuszaltak. Az imidazolin agonista
vegyiiletek (clonidin, rilmenidin, moxonidin) mérséklik a szimpatikus aktivitast, ezaltal
csokkentik a periférids vascularis rezisztenciat, ennek megfeleléen hipotenziv hatést
indukalnak [48]. Feltehetéleg a vérnyomascsokkentés kovetkeztében az imidazolin
szarmazékok mérséklik a bal kamra hipertrofiat [49], a falfesziilést, illetve kedvezden
befolyasoljak a kamrai szivizomzat sejtépit6 folyamatait [50]. Renovascularis hipertonia,
angiotenzin II altal indukalt hipertonia esetében a clonidin és strukturalis szarmazékai
szintén hipotenziv hatast fejtettek ki [51-53]. Viszont a nagy dozisi moxonidin novelte a
mortalitast szivelégtelen betegpopulacioban, valosziniileg éppen a szimpatikus aktivitas
gatlasa révén [54-56].

Az T1R aktivacioja fokozta a natriuresist és diuresist [57], novelte az ozmotikus

clearencet [58], mely egyrészt direkt renalis, masrészt centralis hatas kovetkezménye [58;
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59]. Emellett a moxonidin gatolta a vizfelvételt a KIR-i medialis septalis teriiletbe torténd
adminisztracidja utan [60].

Tovabba a moxonidin esetében klinikai vizsgalatokkal is kimutattak, hogy javitja
az inzulin érzékenységet és csokkenti a magas koleszterinszintet [61]. Az endogén
imidazolin ligand agmatin fokozta az inzulin szekréciot a pancreas B-sejtjeibdl, az
adipocitakon inzulin-szerii hatast fejtett ki [62, 63]. A fent részletezetteknek megfeleléen

elmondhat6, hogy az [1R-k szamos KIR-i és periférias hatassal birnak, és szdmos korkép

crer

1.5.2. Az I2R altal kozvetitett hatasok

A f6leg enzimfehérjéken taldlhatd I2R szamos élettani, illetve patologiai folyamat
medialasaban vesz részt. A neuropszichiatriai korképek esetében is a receptor szerepe
széleskorti kutatasok targyat képezi. Egyrészt megfigyelték, hogy az I2R denzitisa
megvaltozik depresszios betegekben [64], tovabba az 12R ligand 2-BFI allatkisérletes
modellekben antidepresszansként viselkedett (csokkentette a mozdulatlansag idejét
forszirozott Gszas tesztnél) [65]. Leirtak, hogy az I2R denzitasa csokken a human
putamenben Huntington-kor esetén, Parkinson-korban viszont nem valtozik [66], ezzel
szemben Alzheimer-korban megnoétt a receptorszam a frontalis cortexben [67]. Tovabba
post mortem human vizsgalatokban megfigyelték, hogy er6sen csokken a receptor
mennyisége heroin fliggdk agyallomanyaban [67].

Az 12R-k részt vesznek a fajdalomérzet szabalyozasaban, az 12R ligand BU-224
intrathecalis injekcidja csokkentette a nociceptiv valaszt a gerincveld hatsd szarvanak
neuronjaiban [68], valamint az endogén imidazolin ligand agmatin fokozta a morfin
analgetikus hatasat [69].

Tovabba megemliteném az I2R-k akut, orexigén hatasat [70], mely hatas
valoszinlileg nem centralis szabalyozas kovetkezménye, ugyanis az I2R ligandok
injektalasa a harmadik, negyedik vagy oldals6 agykamraba nem idézi eld a hiperfagiat
[71]. Az I2R-k altal kozvetitett orexigén hatas €ppen ellentétes a moxonidin okozta
étvagycsokkenéssel elhizott, spontan hipertonias patkdnyok esetében, amit feltehetden az

I1R kozvetit [72].
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1.6. Az endogén imidazolin ligandok

Az imidazolin receptorok felismerése utan logikus elképzelés volt az endogén
imidazolin ligandok utani kutatasok elinditasa. El0szor 1984-ben irtak le, hogy a
borjuagybdl izolalt kivonat képes volt patkany agyi preparatumaban a clonidint
leszoritani mind az a2-, mind az I1 és 12 receptorrol. Ezért ezt a vegyliletet/vegyiileteket
,clonidine-displacing substance”-nak (CDS) nevezték el [73]. Ezt kdvetéen a CDS
feltételezett aktiv hatdanyagait is azonositottdk, ezeket a tovabbiakban rdviden
ismertetem. Fontos azonban megemliteni, hogy ezen vegyiiletek egyike sem tudja
maradéktalanul teljesiteni azokat a kritériumokat, ami alapjan az imidazolin receptorok
»lgazi” endogén ligandjdnak tekinthetnénk Oket. Hatisaik egyes esetekben eltérnek a
szintetikus IR ligandok hatasaitol, raadasul altalaban szdmos egyéb receptorhoz is

jelentds az affinitasuk.

1.6.1. Az agmatin

Li és mtsai 1994-ben azonositottak emldsok agyabol a poliamin bioszintézis egyik
koztes termékét, az agmatint (1-amino-4-guanidinobutane), mely L-argininb6l arginin-
dekarboxilaz (ADC) hatasara jon létre, majd a diamin-oxiddz, illetve az agmatinaz
metabolizalja [74]. Az agmatin amellett, hogy az IR-ok els6ként azonositott endogén
ligandja, az I1 és 12R-hoz val6 kotdédése mellett szamos receptor, csatorna mitkodését is
befolyasolja. Kotédik az a2-AR-hoz, az NMDA receptorhoz, a neuronalis nikotinos ACh
receptorhoz, az 5-HT3 receptorhoz, valamint a fesziiltségfiiggd kalcium és ATP-szenzitiv
kalium csatornakhoz is. Tovabba gatolja a nitrogén-monoxid szintaz (NOS) miikodését
[75]. Mindezek kovetkeztében szamos funkcioval rendelkezik, feltehetdéen fontos
neurotranszmitter/neuromodulator a KIR-ben [76]. Erdekes megfigyelés, hogy a
szervezet agmatintartalmanak jelent6s része nem de novo szintetizalodik, hanem a
bélrendszerbdl szivodik fel. Ez egyrészt szarmazhat az elfogyasztott élelmiszerbdl, a
bélrendszer flordja, illetve egyes patogén baktériumok (pl. Helicobacter pylori)
termelésébdl, a bél epitelidlis sejtjeinek deszkvamaciojabol és az enterohepatikus

korforgasbol egyarant [77].
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Az agmatin szervezetbeli eléfordulasat Raasch és mitsai irtdk le patkényban.
Legnagyobb szdveti koncentracidja a gyomorban talalhatd, ezt kdveti az aorta és a
vékonybél, majd a vastagbél és a 1ép agmatintartalma. Ezeken kiviil alacsony szdveti
koncentracioban, de megtaldlhato a tiidoben, mellékvesében, vesében, szivben, majban,
agyban ¢s a vazizomzatban is [78]. Az agmatin a KIR-ben is széles korben megtalalhato,
kimutattak jelenlétét tobbek kozott a cerebralis cortexben, a primer szomatoszenzoros €s
auditoros cortexben, az eldagyban, subcorticalis neuronokban, NTS-ban ¢és a
periaqueductalis areaban [79].

Disszertaciom késobbi részében az endogén imidazolin ligandok GI hatésai
keriilnek el6térbe, viszont elbtte ezen vegyiiletek egyéb szerepérdl is emlitenék par szot.
Az agmatin szamos hatdsarol olvashatunk az irodalomban, jelen fejezetben csupdn par
eredményt emelnék ki. Allatmodellek esetében az agmatin szisztémas adminisztracioja
soran fokozta a morfin analgetikus hatasat [80], a morfin altal kivaltott jutalmazasi érzetet
[81], gatolta a morfin toleranciat [82], illetve csokkentette a morfin megvonasi tiineteit
[83]. A fenti hatasok létrejottét az agmatin szamos receptorialis kotédése medialja, tobbek
kozott a glutamat, dopamin és adrenerg rendszerrel valo kolcsonhatasa [84]. A morfin
dependencia/tolerancia gatlasaban a p-opioid-receptorok csokkent downregulacidja és
internalizacioja all, melyért az I1R aktivacioja felelés [85].

Az agmatin gyulladascsokkentd hatasaban feltételezhetden az indukalhato NOS
gatlas, a kovetkezményes NO szint csokkenése allhat [86]. A vegyiilet citoprotektiv
hatasa a szabadgyokok megkotésébol, a mitokondrialis funkciok védelmébdl allhat [87].
Ezt a neuroprotektiv hatast tdmasztja ala, hogy in vitro védelmet nyujtott az NMDA
okozta excitotoxicitassal szemben [88].

Az agmatin antidepresszans ¢és anxiolitikus hatdsa nagyrészt az IR-k és az 5-
HT1A/1B-, 5-HT2-, NMDA-receptorok, az a>-AR-k és a kalium csatornakkal torténd
interakci6 kovetkezménye [84]. A vegylilet antikonvulziv hatasaért az a-AR-k és az L-
arginin-NO utvonalat teszik feleldssé [89, 90]. Emellett felvetették, hogy az agmatin
szerepet jatszhat a tanulasi és memoriafolyamatok medialasaban is [91].

Az agmatin cardiovascularis rendszerre kifejtett hatdsdnak vizsgélata soran
megfigyelték, hogy spontan hipertonias patkanyok esetében az intravénasan (i.v.) adagolt
agmatin csokkentette a vérnyomast €és a szimpatikus aktivitast, tovabba preszinaptikus

IR-kon keresztiil gatolta a NA felszabadulast [92]. Li és mtsai 2000-ben leirtak, hogy in
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vitro koriilmények kozott az agmatin gatolta az AV csomo6 spontan aktivitasat nyulakban,
a hatast az a2-AR-k és/vagy 11R-k-hoz kototték. [93].

Az agmatin nefrogén hatasa kozé sorolhatd, hogy névelte az ozmotikus clearencet,
a nefron glomerulus filtracids ratdjat, dilatalta az artéria renalist. Ezen hatidsokat a
szintetikus 12 ligand BU-224 felerésitette, mely arra utal, hogy szerepet jatszhatnak az
I2R-ok a valasz 1étrejottében [94].

Az agmatin tovabbi hatdsa, hogy gatolja daganatos sejtvonalakon a tumorsejtek
agmatin szoveti koncentracidja, hasonléan kopenysejtes lymphoma, illetve szdmos szolid

daganat, valamint leukémidk esetében is [84].

1.6.2. A B-carbolinok

A kovetkezd endogén imidazolin csoportot kiilonbdzd B-carbolinok alkotjak,
melynek harom fé tagja a harman (1-methyl-9H-pyrido[3,4-b]indole), harmalan (1-
methyl-3,4-dihydro-2H-pyrido[3,4-b]indole) és a norharman (9H-pyrido[3,4-b]indole)
[95]. A B-carbolinok megtalalhatok szamos gyogyndvényben (harman: Peganum
harmala), gabonaban (buza, arpa, kukorica), alkoholban (whisky, sor, bor) és a
dohanyban is. Ezek az alkaloidok az indolaminok (pl.: triptamin) és a rovid szénlancu
keletkeznek, enzimatikus folyamat soran [96]. A B-carbolinok erésen lipofilek, ezért
foleg a KIR-ben talalhatok, agyi koncetracidjuk 55x magasabb a plazmaénal [97]. A
periféridan megtalalhatok a majban, trombocitdkban, a szivben és a vizeletelvezetd
rendszerben [98]. Az emlitett vegyiiletek széles receptorialis kotdédési profillal
rendelkeznek. Tekintettel arra, hogy a legtobb vizsgilat a harmannal tortént, a
tovabbiakban ennek a vegyiiletnek a hatdsait részletezem. A harman inverz agonistaja a
benzodiazepin kdtéhelynek [99], tovabba kotddik a - és 6-opioid-receptorhoz, triptamin-
, 5-HT- [100] és a muszkarinos ACh receptorhoz [101], aktivalja a NOS-t [102], illetve
fokozza a foszfolipaz C aktivitasat [103]. A B—carbolinokrél bebizonyosodott, hogy a
kiilonbozd ¢€lettani hatasaik nagy részéért a MAQO gatldsa felel. A harman erdsebben

gatolja a MAO-A enzimet, de gyengén befolyasolja a MAO-B muikodését is [104]. A B—

crer
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az 5-HT altal medialt jelatviteli utakat. A harman 5-HT2A receptorok aktivalasa révén
hallucinogén hatassal bir [105].

Szamos publikacié foglalkozott a B—carbolinok imidazolin ligandként betoltott
szerepével. Ezek koziil bizonyitott, hogy a harman jelentOs affinitassal kotodik az 11, 12,
kisebb mértékben az 13 receptorhoz [106]. A harman mikroinjekcidja az RVLM-be
dozisfiiggd vérnyomascsokkentd hatast fejtett ki, melynél valoszinisitik, hogy I1R altal
medialt hatas [107]. A harman csokkenti a testhémérsékletet, melyet a szelektiv I12R
liganddal, a 2-BFl-vel torténé el6kezelés gatolt [108]. Tovabba csokkenti a
taplalékfelvételt, valamint I3R altal kdzvetitve fokozza az inzulinszekréciot [47].

Kiemelendé tovabba a harman anxiolyticus, antidepresszans és antikonvulziv

hatasa, utobbit kiilonb6z6 epilepszia modelleken is vizsgaltak [109].

1.6.3. Az imidazol-4-ecetsav ribotid (IAARP)

A tovabbiakban még roviden részletezek egy szabadalom altal védett endogén IR
ligandot, melyet disszertaciom soran nem vizsgaltam. Prell és mtsai irtak le [110] emlGs
agyban az imidazolecetsav ribotidot (IAA-RP), mely vegyiilet szintézise a hisztidin
transzaminacidjaval kezdddik, ezaltal imidazolecetsav (IAA) keletkezik, majd az IAA
ribozilacidjaval fejezddik be. Megfigyelték, hogy az IAA-RP a fesziiltségfiiggd Ca?*
csatornakat tartalmazo szinaptoszomakbol szabadul fel depolarizaciotol fiiggéen, mely
felveti neurotranszmitter/neuromodulator szerepét. KIR-1 el6fordulasat tekintve
kiemelend6 a limbikus régio, ahol a legnagyobb koncentracidban fordul eld, emellett a
globus pallidusban, az RVLM-ben, a NTS-ban is megtalalhat6. Cellularis elhelyezkedését
tekintve pedig f6leg a sejttestben és dendritekben fordul el6 [111]. Tovabba leirtak, hogy
preszinaptikus IR-kon keresztiil az IAA-RP hatassal van a szinaptikus plaszticitasra,
ezaltal a tanulas €s memoriafolyamatokra egyarant [112]. Szamos publikacio szerint az
IAA-RP szerepet jatszhat a vérnyomas szabalyozasaban, hiszen a vegyiilet megtalalhaté
a vérnyomas szabalyozasaban szerepet jatszo agyi régiokban, tovabba az RVLM-be
injektalva hipertenziv valasz valtodik ki, a hatas kivaltasaban pedig felmeriil az IR-k

szerepe [110, 111].
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1.7. Az imidazolin ligandok szerepe a Gl rendszerben

Az imidazolin rendszerrel foglalkoz6 kutatasok soran felmeriilt a kérdés, hogy
milyen szerepet jatszanak az imidazolin ligandok a GI miikddés befolyasolasaban.
Radioligand kotési vizsgalattal IR-Kat igazoltak tengerimalac [113], nyul [114], patkany
¢s ember [115] gyomor-bél rendszerében egyarant. A nischarint, egy nemrégiben leirt
szabalyozza [38], de emellett feltehetéen szoros funkcionalis kapcsolatban all az 11R-
okkal is [116, 117], szintén kimutattak a patkany GI rendszerében [118]. Raasch és mtsai
irtak le, hogy az endogén imidazolin ligand agmatin legnagyobb szoveti koncentracioban
a gyomorban talalhato [78]. A fentiek alapjan felvetddik, hogy az imidazolin rendszer
fontos szerepet jatszhat a GI funkciok szabalyozasaban.

Az elmult években tobb publikacio is foglalkozott az IR-k szerepével a GI motilitas
[119], a savszekréciod [120] vagy a gasztroprotekcio [121, 122] vonatkozasaban. Viszont
szamos esetben ellentmondasos eredményekrdl olvashatunk. Ennek egyik lehetséges oka,
hogy az imidazolin ligandok jelentds affinitassal kotddnek a2-AR-khoz is, és az ezen

receptorok altal medialt hatasok elfedhetik, modosithatjak az IR-ok hatasait [2].

1.7.1. Az imidazolin ligandok szerepe a gvomornvalkahartya integritasanak

szabalyozasaban

A gasztroduodenalis nyalkahartya normal felépitéséhez és miikodéséhez alapvetd
fontossagu, hogy egyensuly élljon fenn az agressziv faktorok (pl.: sosav, pepszin,
gasztrin, proteazok, Helicobacter pylori) és a protektiv faktorok (pl.: mucus, bikarbonat,
mikrocirkulacio) kozott [123]. Ha ez az egyensuly megbomlik, a mukoézalis barrier
kisebb-nagyobb karosodasokat szenvedhet, peptikus fekély alakulhat ki a gyomor, illetve
a duodenum teriiletén egyarant. Mig a nyombélfekélyek létrejéttében jelentds tényezot
képvisel a megnovekedett savszekrécio, addig gyomorfekély esetében a savelvalasztas
bizonyos esetekben normalis, vagy akar csokkent [124], a nyalkahartya karosodasaért
elsésorban  egyéb  faktorok  (Helicobacter pylori  fertéz€s, nem-szteroid
gyulladascsokkentok (NSAID) alkalmazasa, protektiv faktorok csokkent miitkodése, stb.)

felel6sek.
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Jelenleg a klinikumban a f6 terapias irany a peptikus fekélyek kezelésében a
sosavszekréciod csokkentése, mig a defenziv tényezok erdsitése hattérbe szorult. H. pylori
fertzés esetén a baktérium eradikacioja mellett a savelvalasztas csokkentése szerepel,
mellyel jo hatdsfokkal gyogyithatd az igy kialakult peptikus fekély. Viszont bizonyos
esetekben (pl. stresszfekély), a savelvalasztast csokkentd szerek nem hoznak létre
megfeleld gyogyulast [1], ezekben az esetekben a gyomorfekély patogenezisének a
hatterében inkabb a megvaltozott mukozalis védelem all, nem pedig a savszekrécio
megndvekedése [124]. A jelenleg alkalmazott s6savelvalasztast csokkentd protonpumpa-
gatlok (proton pump inhibitor: PPI) és a H2-receptor antagonistdk hossza tavi
alkalmazésa esetén nem elhanyagolhatdo mellékhatasokkal is kell szamolni, mint pl.: a
PPI-k novelik a vékonybélfekélyek eléfordulasat NSAID-dal kombinalva [125]. Egyéb

mellékhatds a hypergastrinaemia, osteoporosis, veseelégtelenség fokozasa, demencia

rrrrrr

infekcioval is [126, 127].

A gasztroprotekcio fokozéasa egy tovabbi lehetséges alternativa a gyomorfekélyek
kezelésében. A gyomornyélkahartya integritdsanak létrejottében szamos tényezd jatszik
szerepet, ezeket periférids, illetve centralis komponensekre oszthatjuk. A centralis
gasztroprotekcid 1étrejottében a hypothalamus szerepe kétségtelen (f6 magjai a nucleus
paraventricularis (PVN), illetve a lateralis és ventromedialis hypothalamus), mely
bidirekcionalis kapcsolatban all az autonom kozpontokkal. Egyrészt a nervus vagus
dorzalis motoros magja (DMNV), masrészt a thoracolumbalis intermediolateralis
sejtoszlop preganglionaris neuronjaibol ered6 rostok miikodését befolyasolva
szabalyozza a bél-agy tengelyt [128]. Viszont a vagus rostok kettds szereppel birnak,
egyrészt ulcerativ hatast is képesek kifejteni, pl. tireotropinfelszabadité hormon (TRH)
fokozta a fekélyképzddést a DMNV-ba adagolva a savszekrécid és a pepszin szekrécid
fokozasaval [129], masrészt viszont a vagus elengedhetetlen nyalkahartya integritasanak,
a mukozalis védelem kialakitasanak 1étrejottében. Ezt timasztja al4, hogy vagotomia utan
szamos gasztroprotektiv vegylilet jotékony hatasa tiint el alkohollal indukalt 1éziok
esetében [130, 131]. A fent emlitett TRH viszont nonszekretorikus dozisban injektalva a
DMNV-ba, gasztroprotektivnak bizonyult vagus-dependens hatdson keresztiil, ezt
tamasztotta ala, hogy az atropin, illetve a vagotomia is gatolta a védelmet [132, 133]. Ezt

kovetéen szamos neuropeptidrél bizonyosodott be, hogy gasztroprotektiv (vagus
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medialta), mint pl. az opioidok, kortikotropinfelszabadité hormon (CRF), amilin,
bombezin, kolecisztokinin (CCK), 5-HT, neurotenzin, neuropeptid Y, Y peptid, TRH,
vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP), P anyag (SP), oxitocin, prolaktin, enkephalinok,
galanin és az urocortin [132, 134]. A vagus rostok viszont szamtalan projekcios halozattal
birnak, pl. a nucleus ambiguussal, formatio reticularissal, amygdalaval, stb. allnak
Osszekottetésben, ezaltal szamos egyéb régid is szerepet jatszik a mukoézalis védelem
befolyasolasaban [135, 136].
Periférias faktorként kiemelend6 a gyomornyalkahartya integritas fenntartdsdban
a gyomornyalkahartya mikorcirkuldciéja, melyben jelentds szerephez jut
gazmediatorként a nitrogén-monoxid (NO) [137] és a hidrogén-szulfid (H.S) [138],
tovabba régdta ismert a prosztaglandin E2 (PGE2) és prostacyclin  (PGI2)
gasztroprotektiv szerepe [139]. A nervus vagus aktivacidja soran a kolinerg rostok
stimulaljak a NO [140], PG-k [141], illetve az 5-HT [142] felszabadulasat. Tovabba a
nervus vagus idézi el6 a C-rostok aktivacidjat, felszabaditva ezzel szamos neuropeptidet
a szenzoros idegvégzddésekbdl. Publikéaciok sora igazolta a kapszaicin-szenzitiv primer
afferensek szerepét a gyomornyalkahartya integritisanak fenntartasaban [143].
Aktivacioja eredményeképpen vazoaktiv peptidek szabadulnak fel, mint a kalcitonin gén-
rokon peptid ,,calcitonin gene-related peptide” (CGRP), a tachykininek, az SP ¢és a VIP
[144-146]. Az SP, a tachykininek csoportjaba tartoz6 neurokinin A [147] és a CGRP
gasztroprotektiv hatasaban elengedhetetlen a NO felszabadulas fokozasa [148], ezaltal a
szoveti mikrocirkulacié novelése. A CGRP tovabba CGRP1 receptoran keresztiil gatolja
a savszekréciot [149], melyben az ACh és a gasztrin felszabadulas gatlasa, a
szomatosztatin szekrécio fokozasa [150] is szerepet jatszik.
Kutatasunk sordn az imidazolin ligandok szerepét vizsgaltuk a gasztroprotekcioban.
A dokumentdlt publikaciok alapjan ellentmondasos képet lathatunk az IR-k és a
gyomornyalkahartya 1éziok kialakulasa kozott. Kutatdesoportunk felvetése alapjan az IR
ligandok centrélis gasztroprotekciot kozvetitenek, mivel egyrészt a KIR-ben a centralis
gyomorvédelem noveléséért felelds f6 teriiletekben, a hypothalamusban és a DVC-ben
egyarant leirtak I11R/ I12R-kat [39], ezen tal ismert, hogy a vagus aktivacio hatasara
fokozodik a mukoézalis védelem [130, 131, 140-142]. Tovabba az endogén IR ligand
agmatint is kimutattdk a DVC-ben és a hypothalamusban egyarant [79], illetve mind az

ADC, mind az agmatinaz aktivitasa a hypothalamusban a legnagyobb [151].
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Ezek mellett felmeriil, hogy a periférias I1R aktivacio is hozzajarulhat a centralis
gyomorvédelem fokozasahoz. Ezt tamasztja ala, hogy az IIR jelatviteli Gitvonalanak
megfeleléen (Id I1R, 1.4.1. alfejezet) a receptor aktivalja a foszfatidilkolin-szenzitiv
foszfolipaz C-t, ezaltal megndé a gyomorvédelemben alapvetd szerepet jatszo
prosztaglandinok koncentracidja. Tovabba a prosztaciklin (PGI2) NO-n keresztiil
vazodilator hatast [152], igy fokozhatja a mikrocirkulaciot, tovabb erdsitve a defenziv
tényezoket. Tovabba a PGE2 ¢s PGI2 is fokozza az angioneogenezist, igy ndvelve a
nyalkahartyavédelmet [153], habar ez inkabb a kronikus védelemben jatszhatna szerepet.

Mint a korabbiakban emlitettem, az imidazolin ligandokkal szemben nem
egyértelmii, hogyan befolyasoljak a gyomornyalkahartya 1ézidk kialakulasat. Az a2-AR-
hoz nagyobb affinitassal kotddd kevert ax-AR/I1R agonista clonidin kettds hatést fejtett
ki a gyomorsavszekréciora in vivo [17, 154]. Alacsonyabb koncentracioban (0.05-0.25
mg/kg i.p.) csokkentette a sosav elvalasztasat a kolinerg idegek preszinaptikus o2-AR-an
keresztiil [17, 154, 155], viszont nagyobb dozisban adagolva a clonidin (1 mg/kg i.p.), az
imidazolinok ¢és az agmatin is fokozta a sésav elvélasztasat in vivo és in vitro
koriilmények kozott [121, 156]. A savelvalasztas stimulalasa hatterében feltételezhetéen
az i1midazolinok ¢és az agmatin hisztaminfelszabadulast fokoz6 hatdsa allt az
enterokromaffin sejtekb6l [157]. Tovabba az agmatin esetében Glavin és mtsai irtak le,
csokkentette a gyomor mucus szintjét, ezaltal sulyosbitotta a stressz-indukalta
gyomornyalkahartya-karosodasokat [121]. Utkan és mtsai dokumentaltak, hogy az
agmatin szisztémasan adagolva dozisfiiggden fokozta az alkoholos fekélyek kialakulasat,
melynél valoszintsitették, hogy az ulcerativ hatasban mind az a>-AR-k, mind az
imidazolin rendszer szerephez jut [122]. Ennek ellent mond, hogy a moxonidin, mely I1R
irant nagyobb szelektivitast mutato kevert I1R/a2-AR agonista, az el6zdekkel leirtakkal
szemben éppen gasztroprotektiv hatasu, savszekréciot csokkentd vegyiilet, mely hatdsat
egyes kutatasok szerint a2-AR-n keresztiil hajtja végbe [120]. Carlisle és mtsai. viszont
az itt kialakult nyalkahartyavédelmet az imidazolin rendszerhez kototték [158].

Az irodalomban talalhato ellentmondéasnak megfelelden vizsgaltuk az imidazolin
ligandok gasztroprotekciora kifejtett hatdsat, melyrdl részletesen az eredmények fejezet

els6 harmadaban irok.
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1.7.2. Az imidazolin lisandok hatasa a gvulladasos bélbetegséo allatmodelljére

A gyulladésos bélbetegségek (inflammatory bowel desease: IBD) f6 megjelenési
formai a Crohn betegség és a colitis ulcerosa. A két betegség patomechanizmusa
meglehetésen komplex, kialakuldasdban egyarant szerepet jatszanak kornyezeti és
genetikai faktorok, a megvaltozott bélfléra Osszetétel. A nyalkahartya szoveti
szerkezetének karosodéasa kovetkeztében a lumindlis antigének a bélfalba penetralnak,
ezaltal elindul egy kontrollalatlan, kronikus gyulladasos reakcid. Az elmult évtizedekben
az IBD-k el6fordulasa ugrasszerlien megnétt, altalanossagban elmondhatd, hogy a
betegség a fejlettebb, iparosodott, nyugati orszagokban gyakoribb [159, 160].

A gyulladasos bélbetegségek két f6 tipusdnal eltérést tapasztalunk a
makroszkopos és a mikroszkopos képben, valamint a gyulladdsos citokinvalasz
profiljaban is. A klinikai kép meglehet6sen Osszetett és egyénenként kiilonbozik,
valamint a két korkép esetében is mas tiinetek dominéalnak. Altalanossagban elmondhato,
hogy az IBD-ket hasmenés, hasi fajdalom, véres széklet, fogyas jellemzi. Crohn
betegségben viszonylag gyakran fordulnak el6 strikturdk, sipolyjaratok [161]. A
szovettani képnél colitis ulcerosa esetében diffuz nyalkahartyagyulladast lathatunk, mely
a colon caudalis irdnyaban altalaban kifejezettebb. Ugyanakkor a neutrofil granulocitak
infiltracioja lathatdé a lamina propridban és a vastagbél kriptdkban, utdbbiban
mikroabscessusokat képeznek, ezen tul a kehelysejtek mucin termelddése is csokken.
Ezzel szemben Crohn betegségben a makrofagok aggregicidja lathatd, melyek nem
elsajtosodd granuldémakat hoznak 1étre. A korkép megjelenését tekintve a gyulladas a GI
rendszer barmely terliletén kialakulhat, de altaldban érintett a termindlis ileum, illetve
annak kornyezete. A colitis ulcerosaval szemben itt szegmentalis, transmuralis gyulladast
latunk [159].

Az |BD-k pathomechanizmusaban a nyalkahartya proinflammatrikus, illetve anti-
inflammatorikus citokinjei kozotti egyensuly felborulasa jatssza a f6 szerepet. A
nyalkahartya gyulladasanak létrejottében a dendritikus sejtek, a természetes 616 (NK)
sejtek, az intesztindlis epitelidlis sejtek, a velesziiletett limfoid sejtek, a neutrofil
granulocitak, makrofagok, regulatorikus T sejtek és a mukozalis effektor T sejtek altal
termelt citokinek egyarant szerephez jutnak [162]. A T helper (Th) sejtek

dominancidjaban kiilonbséget taldlunk colitis ulcerosa, illetve Crohn betegség esetében.
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Colitis ulcerosaban a Th 2 szerepe hangsulyosabb az ennek megfeleld citokin profillal,
mint az interleukin (IL) -5, IL-6, IL-13, tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a), transzformald
novekedési faktor (TGF) B [163]. Crohn betegségben nagyobb szerephez jut a Th 1
aktivacio, kovetkezményes IL-2, IL-12, IL-6, TNF-a, interferon gamma (IFN-y)
felszabadulassal. Tovabba mind a két betegségben jelentés az 1L-23/Th 17 tengely, ahol
az IL-23 elengedhetetlennek bizonyul a gyulladés indukciojaban, aktivalja a dendritikus
sejteket és a fagocitakat, tovabba fokozza az IL-17A, IL-17F, IL-6, IL-22, TNF ¢és a
CXCLI1 termelédését [164].

melyben szamos gyogyszer kap szerepet. A terapia alappilérét képezik colitis ulcerosa
esetén az 5-aminoszalicilat (5-ASA) és szarmazékai (sulfasalazin, olsalazin, balsalazid).
Tovabbi terapias lehetdségek a glukokortikoidok, citotoxikus purinanal6gok (azathioprin,
6-merkaptopurin), methotrexat, esetleg a calceneurin inhibitorok (cyclosporin,
tacrolimus). Az utolsé farmakoldgiai 1épcsot a bioldgiai terapidk alkotjak (TNF- a ellenes
antitestek: infliximab, adalimumab, certolizumab pegol; a4-integrin ellenes antitestek:
natalizumab és vedolizumab) [165].

Az IBD kezelése az alkalmazott gyogyszerek sokrétlisége ellenére a mai napig
nem megoldott, mivel az esetek dont6 tobbségében a terapia élethosszig tart, gyakori az
adott gyogyszer esetében a refrakterré valas, illetve nem elhanyagolhaté a mellékhatasok
kialakuladsa. Tovabbd a gyodgyszerhatds individudlis, ezért 0j terdpids célpontok
azonositasara van sziikség.

Egyes irodalmi adatok arra utalnak, hogy az 11R-ok farmakoldgiai modulacidja
gyulladascsokkent6 hatassal jarhat. Molderings és mtsai példaul felvetették, hogy az I1R-
k nem masok, mint egyes szfingozin-1-foszfat (S1P) receptorok homo- vagy
heterodimérjei [166, 167]. Tekintettel arra, hogy az S1P receptoroknak kiemelendd
szerepe van az immunsejtek modulalasaban, pl.: a szelektiv S1P receptor agonista erds
gyulladascsokkentd hatassal birt kémiai iton indukalt colitis modellek esetében [168,
169], felvetddik a Ilehetdsége, hogy imidazolin ligandok is rendelkezhetnek
immunmodulalé tulajdonsaggal. Korabbi kutatdsok sordn is megfigyelték, hogy a kevert
a2-AR/IIR ligand clonidin a klinikai, az endoszkdpos, illetve a szdvettani képben is
javulast hozott 1étre colitis ulcerosas betegek esetében [170]. Tovabbi megfigyelés, hogy

a kevert a2-AR/I1R ligand moxonidin csokkentette szérumban a proinflammatorikus
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TNF-a szintet posztmenopauzalis hypertonias nékben [171], ezaltal felteheten
gyulladascsokkentd hatassal bir.

Kutatdcsoportunk arra a kérdésre kereste a valaszt, hogy az I1R aktivacioja hogyan
befolyasolja a colitis ulcerosa egyik allatmodellében (DSS-colitis) a gyulladas mértékét
¢és lefolyasat. Fontosnak tartottuk az 11R-ok colitisra gyakorolt hatasanak vizsgalatat,
hiszen az 11R-k ligandjait vérnyomascsokkentdként alkalmazzak a klinikumban és

egyeldre nem ismert, hogy hogyan befolyasoljak IBD-s betegekben a bélgyulladast.

1.7.3. Az IR-k és a motilitaszavarok

A bél-idegrendszer zavarai (disorders of gut-brain interaction: DGBI) a Gl
rendszer kronikus megbetegedései, melyek széles korii klinikai képpel jelentkezhetnek.
Két f6 megjelenési formaja a funkcionalis diszpepszia (FD) és az IBS [172]. A FD
definicidja a Roma IV kritériumoknak megfeleléen a normalis gasztroendoszkdpos kép
mellett visszatérd posztprandidlis teltségérzet, az étkezések adagjanak minimalizélésa a
korai jollakottsag miatt, epigasztrialis fajdalom vagy ¢égé érzet [173]. FD-ban
altalanossagban elmondhat6, hogy a gyomor hiperszenzitivitasaval egyiitt motilitaszavar,
a fundus akkomodacios zavara jelentkezik.

A betegség vizsgalata soran leirtak, hogy posztprandidlisan a gyomor antruméanak
hipomotilitasa [174], a migraciés motoros komplex csokkent milkodése [175], a
karosodott duodenalis motoros valasz [176], illetve étkezések utan a gyomor fundusanak
fokozott kontrakcioi jelentkeznek [177]. A FD egyes ritka eseteiben leirtak rapid
gyomoriiliilést, de ennek a mechanizmusa nem tisztazott [178].

A teréapias lehetdségek a mai napig korlatozottak. H. pylori pozitiv esetekben a
baktérium eradikacidja eredményt hozhat, ezekben az esetekben H. pylori asszocialt
diszpepszia all fenn [179]. Akiknél a tiinetek tovabbra is fennallnak, tényleges FD-rol
beszélhetiink. Kezelési lehet6ségként felmeriilt a savszekrécio csokkentése [180], viszont
a H2 antagonistak hatékonyabbnak bizonyultak a PPI-knal. A prokinetikus szerek
alkalmazasa (a cisapriddal az élen) elonyosebbnek bizonyultak a placebo-kontrollhoz
képest, mely 5-HT4 agonistaként relaxalta a fundust, 5-HT3 antagonistaként csokkentette
a hanyingert. Viszont gatolta a HERG K+-csatornakat, ezaltal QT megnyulést okozott,
igy novelte a hirtelen halal kialakulasanak kockazatat [181], ezért kikeriilt a klinikai
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alkalmazéasbol. A dopamin D2 receptor antagonista metoclopramid hatékonysagat
erdteljesen megkérddjelezik, a domperidon pedig szintén QT megnyulast okozott, ezért
szintén nem volt alkalmazhato [182]. Az itopriddal kapcsolatban a hatékonysag
bizonytalan [183]. Egyes triciklusos antidepresszansok (pl. amitryptilin) alkalmazasa
jotékony volt az epigasztridlis fajdalom kezelésében, viszont nem befolyasoltak a

gyomortiriilést [184].

crer
crer
crer

crer

tartalmu nitriterg rostok aktivacioja, esetleg NO donor vegyiiletek alkalmazasa jotékony
hatas lehet, viszont ez az ut mellékhatasként fejfajast és a hipotoniat okozhat, illetve a
hatastartam is rovid ideig tart [174, 185]. Masik lehet6ség a motilitaszavar kezelésére az
excitatorikus motoros neuronok gatlasa, mely neuronok féleg kolinergek és a gatlas
preszinaptikus gatlo receptorok aktivaciojaval is elérhet6 [174].

Kutatdsunk sordn célunk volt az imidazolin ligandok hatdsanak vizsgalata a
fundus kolinerg kontrakcioira, illetve a hatast kozvetitd receptor azonositasa. Korabbrol
Tekintettel arra, hogy a clonidin kevert a2-AR/IR ligand, ezért felmertil, hogy a hatas
kozvetitésében szerepet jatszhatnak az IR-k is. Tovabba leirtdk, hogy léteznek
preszinaptikus IR-k is, melyek képesek gatolni a neurotranszmitterek felszabadulasat.
Erre példa Molderings ¢€s tarsainak publikacioja, ahol preszinaptikus IR-k gétoltdk a NA
felszabadulast human pitvarral végzett kutatasok esetében [187]. Késobb szintén ez a
kutatocsoport hasonld eredményt publikalt, ahol azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a
preszinaptikus IR-k hasonlitanak egyéb bioamin receptorokhoz és ezek sztereoszelektiv
modon aktivalhatok [188].

Kutatocsoportunk felvetése, hogy az IR ligandok preszinaptikus IR-kon keresztiil
gatolhatjak a transzmitterek felszabaduldsat, ezaltal a fundus kolinerg kontrakcidit, igy
CDS esetében irtak le, hogy koncentraciofiiggden fokozta patkany gyomormotilitasat.
Habar itt felmeriilt az imidazolin rendszer szerepe (kiilonbozd szelektiv antagonistak

/angiotenzin 11, bradikinin, muszkarin, 5-HT, a2-AR, vazopresszin/ nem filiggesztették fel

29



DOI:10.14753/SE.2019.2207

a CDS hatasat), az ellentmondasok feloldasa céljabol tovabbi kisérletekre van szilikség
annak eldontésére, milyen szerepe van az IR-knak a fundus kontrakcidinak
szabalyozasaban [189].

Az imidazolin ligandoknak a fundus kolinerg kontrakcioira kifejtett hatasait az

eredmények fejezet harmadik részében részletezem.
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2. CELKITUZESEK:

Doktori munkdm sordn az imidazolin receptorok gyomor-bél rendszerben betdltott
szerepét vizsgaltam. Kisérleteim harom {6 témakorbe sorolhatdék, melyeken beliil az

alabbi vizsgalati célokat hatdroztam meg:

2.1. Az 11R-K és az 12R-K szerepének vizsgalata a gyomornyalkahartya

integritasanak szabalyozasaban

- Az I1R-k és az 12R-k szerepének vizsgalata a centrdlis gasztroprotekcidban az
endogén IR ligand agmatin alkalmazéaséaval

- Az 11R-k és az I2R-k gasztroprotektiv hatdsdnak bizonyitdsa szelektiv IR
ligandokkal

- A periférias faktorok azonositdsa az agmatin 4ltal indukalt gyomorvédelemben

2.2. Az 11R-K és a2-AR-k szerepének vizsgalata colitisben

- Kiilonbozo6 kevert ax-AR/IR, szelektiv [1R, illetve endogén IR ligandok hatdsanak
vizsgalata a DSS-indukalta colitis modellben

- Az a2-AR-ok szerepének tisztazasa a colitis pathomechanizmusaban

2.3.Az 11R-k és az I2R-k szerepének vizsgalata a fundus

kontraktilitasanak szabalvozasaban

- Kevert szintetikus és endogén IR ligandok, illetve szelektiv I1R és I2R ligandok
hat4sanak vizsgalata az elektromos téringerléssel indukalt gyomorkontrakciokra
- Kevert IR ligandok esetében a hatas kivaltasaért felelds receptor azonositasa o.-

AR KO egerekkel, illetve szubtipus szelektiv antagonistakkal
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3. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Az alkoholos fekély kisérletekhez him Wistar patkanyokat (140-170 @)
alkalmaztam. A 2.5 %-s DSS-indukalt colitis modell esetében 8 hetes ndstény C57B1/6
egereket, mig a 2%-s DSS-indukalt colitis modell esetében him és ndstény WT ¢és a2-AR
szubtipus KO C57Bl/6 egereket hasznaltam. Az elektromos téringerléssel indukalt
gyomorkontrakciok regisztraldsa in vitro, 20-30 g-os mindkét nembdl szarmazo C57Bl/6
egerek fundusan tortént. Az ax-AR szubtipus KO C57BIl/6-s egerek L. Hein
laboratériumabol szarmaztak (Freiburg, Németorszag). A genotipus azonositasa
szubtipus specifikus polimeraz lancreakcioval tortént (PCR).

Az allatok tartasa légkondicionalt (22 + 2°C), 12 oras valtott megvilagitasu
(vilagitas: 06:00-18:00 oraig) allatszobakban tortént. A kisérletek a Semmelweis
Egyetem Etikai Bizottsaga altal felallitott etikai iranyelvek altal szabalyozottan torténtek,
melyek a Helsinki Deklaracion alapulnak (EC Directive 86/609/EEC). Az allatok ledlése
humaénusan, a szakmai iranyelveknek megfelelden tortént. A kisérleteket jovahagyta a
Nemzeti Kormanyhivatal Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi
Igazgatosaga (engedélyek szama: [PEI/001/1493-4/2015]; 22.1/606/001/2010]).

3.2. Alkalmazott vegyiiletek

3.2.1. Szelektiv a2-AR ligandok

A kisérletek soran egyrészt szelektiv ao-AR ligandokat alkalmaztam. A yohimbin
(Sigma-Aldrich) nem rendelkezik a2-AR szubtipus szelektivitassal, mig a BRL 4408
(Tocris Bioscience) szelektiv axa-AR antagonistaként, az ARC 239 (Tocris Bioscience)

szelektiv o2s/c-AR antagonistaként szerepel az irodalomban.
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3.2.2. Az imidazolin rendszerre hato vegviiletek

A kisérletekhez kiilonb6zo szintetikus és endogén IR ligandokat alkalmaztam.
Ezek koziil tobb nem szelektiv, kevert ligandnak tekinthetd, azaz a>-AR-on és IR-n
egyarant hat.

Az alkalmazott vegyiiletek koziil az AGN 192403 szelektiv I1R ligand (Tocris
Bioscience), a 2-BFI, BU-224 szelektiv I12R ligand (Tocris Bioscience). A clonidin
(Sigma-Aldrich), a moxonidin és a rilmenidin (Tocris Bioscience) kevert a2-AR/I1R
agonista, a vegyliletek szelektivitasat kiilonboz6 allatmodelleken is vizsgaltak.
Altalanossagban elmondhaté, hogy a clonidin az ap-AR irant nagyobb szelektivitassal
rendelkezik, mig a moxonidin ¢és a rilmenidin az 11R-hoz kot er6sebben [2, 190]. Az
agmatin kevert ax-AR/I1IR/I2R ligand, a harman (Sigma-Aldrich/Tocris Bioscience)
szintén kevert ax-AR/I1R/I12R/I3R-n is haté endogén IR ligand. Az efaroxan kevert o-
AR/I1R antagonista, mig az idazoxan kevert a2-AR/I2R antagonista (Sigma-Aldrich).

3.2.3. Vegyiiletek oldasa

A kisérletek soran alkalmazott vegyiiletek dontd tobbségét fizioldgias sooldatban
oldottam fel. Ez alol kivételt képez az endogén IR ligand harman, amely vizben
oldhatatlan vegyiilet, ezért a DSS-colitis modell esetében 1.7%-os ecetsav oldatban, mig
a gyomorkontrakciok regisztralasahoz etanolban oldottam fel a vegyiiletet. Utobbi
esetben a torzsoldat elkészitése utan a higitasi sorhoz mar Krebs-oldatot alkalmaztam. A

kisérletek soran alkalmazott kontroll csoportok az adott vegyiilet oldoszerét kaptak.

3.3. Vegyiiletek adagolasi modjai

3.3.1. Intracerebroventrikularis adagolas

A vizsgalt vegyliletek intracerebroventrikuldris (i.c.v.) adagoldsat éber
patkanyokon végeztem [191]. A hirtelen agynyomasfokozodas megeldzése miatt lassan,
egy perc alatt 10 ul térfogata oldatot adagoltam az oldalkamrakba egy mikroinjektorhoz

csatlakoztatott 27 G-s tii segitségével.
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3.3.2. Intraperitonealis és oralis adagolas

A vegyliletek adagolasat éber allatokon végeztem. Patkany esetében (alkoholos
fekély-modell) 0.5 ml/100 g intraperitonealisan (i.p.), mig egérrel végzett kisérletben 0.1
ml/10g volumenben injektaltam az alkalmazott vegyiileteket i.p. és oralisan (DSS-

modell) egyarant.

3.4. In vivo Kisérletek

3.4.1. Alkoholos fekély-modell

A peptikus fekélyek modellezésére szdmos fekély-modellt hoztak 1étre a kutatdsok
soran, melyek a peptikus fekélyek eltérd aspektusainak vizsgélatira alkalmasak. A
savelvalasztas tekintetében a fekély-modellek két fajtaja a sav-fiiggd és a sav-fiiggetlen
fekély-modell. A sav-fiiggé modellek esetében a tesztelt vegyiiletek védohatasa a
savelvalasztas csokkentésének eredménye (pl. ciszteamin altal indukalt fekély-modell
[192]). A savfliggetlen fekély-modellek esetében (pl. alkoholos/savas alkoholos fekély-
modellek) a nyalkahartya-karosodast nekrotizalo szerek alkalmazasaval valtjak ki. Ennél
a modellnél a savszekréciotol fliggetlen a mukozalis 1€zi0k kialakuldsa, ezért a modszer
kivéaloan alkalmas a nyalkahartya védé mechanizmusainak tanulméanyozasara.

Az éltalunk alkalmazott fekély-modellben a koncentralt alkohol/savas alkohol
hatasara a gyomorfekély kialakuldsdnak korai szakasza vizsgalhatd. A karositd agens
hatasara a gyomornyalkahartya barrier megsériil, komplex mikrovascularis karosodas
alakul ki, megnovekedett permeabilitassal, csokkent vératdramlassal, melynek
kovetkezményeképpen 1-2 perc mulva a felszini kapillarisokban teljes keringési sziinet
jon létre. Ennek hatasara az epitéliumban hypoxia és mély hemorrhagias necrosisok
alakulnak ki. Ez a kisérleti mddszer a gasztroprotekcionak, a gyomornyalkahértya épségét

és integritasat fenntart6 faktorok mitkodésének tanulmanyozasara alkalmas [193].
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3.4.1.1. Gyomornyalkahartya léziok indukaldasa

A kisérletek kezdete eldtt az allatok 24 orat ¢heztek, folyadékot viszont szabadon
fogyaszthattak. A koprofagia elkeriilése céljabdl az allatokat drothalo alapa ketrecekben
tartottuk. A gyomornyalkahartya 1éziokat allatonként 0.5 ml savas alkohol (98 ml
abszolut etanol + 2 ml koncentralt s6sav) intragasztrikus adasaval valtottam ki. 60 perccel
a savas alkohol adésa utan az allatok CO»-dal tilaltattam, gyomrukat eltavolitottam. Ezt
kovetden a gyomrokat a nagygdrbiilet mentén felvagtam, a szervek tartalmat fiziologias
sooldattal atmostam, majd a 1ézokat kiértékeltem.

A kisérlet soran alkalmazott vegyiileteket i.c.v. 10 perccel, i.p. 20 perccel a savas
alkohol beadésa eldtt injektaltam. Az antagonistdkat az agonistdkkal egy iddben

adagoltam.

3.4.1.2. Bilateralis cervikdlis vagotomia

A patkanyok pentobarbitallal torténd elaltatasa utan (35 mg/kg i.p.) (Serva
Electrophoresis GmbH) az allatok mindkét oldali vagusanak cervikalis szakaszat
kipreparaltam ¢és atvagtam. Az al-operalt allatok vagusat izolaltam, viszont nem
metszettem at. A mitéti vagas bezarasa utan harom oraval késobb kertilt sor a tovabbi

kisérletekre.

3.4.1.3. A4 kisérlet iitemterve

Az 11R-k és az I2R-k gasztroprotektiv hatdsanak vizsgalatdhoz el6szor az
irodalomban leggyakrabban hasznalt endogén IR liganddal kezdtem el a kisérleteimet,
melyhez 6sszesen 80 patkanyt hasznaltam fel 16 csoportba osztva, alkoholos kontroll
csoportot €s az agmatin kiilonb6z6 dozisu csoportjait képezve (n=5/csoport). Az agmatint
i.c.v. és i.p. adagoltam a kovetkezd dozisokban i.c.v.: 0.044; 0.22; 0.88; 1.76; 4.4; 44 és
220 nmol/patkany, illetve i.p.: 0.001; 0.005; 0.02; 0.1; 1; 10 és 50 mg/kg.

Az agmatin hatasanak receptorialis analiziséhez egyrészt a kevert 02-AR/I1R

antagonista efaroxant (4 nmol/patkany i.c.v.), a kevert 02-AR/I2R antagonista idazoxant
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(160 nmol/patkény i.c.v.), a szelektiv a2-AR antagonista yohimbint (0.52 nmol/patkany
i.c.v.), illetve a szelektiv I1R ligand AGN 192403-t (0.52 nmol/patkany) alkalmaztam.

A tovabbiakban az I1R-K, illetve I2R-k centralis gasztroprotekcioban betoltott
szerepének vizsgalatara egyrészt a szelektiv I1R ligand AGN 192403-mal folytattam
kisérleteimet, tekintettel arra, hogy a vegyiiletnél a mai napig nem tisztazott az
agonista/antagonista szerep. Masrészt vizsgaltam a szelektiv I2R ligand 2-BFI hatdsat a
gyomorvédelem centralis szabalyozasara. Kisérleteimben a vizsgalt csoportokat egyrészt
az alkoholos kontroll csoport (savas alkohol per os + vehikulum i.c.v.) masrészt a tesztelt
ligandok csoportjai alkottak az alkalmazott dozisokban (AGN 192403 esetében: 0.52;
5.27; 52.7 nmol/patkany, 2-BFI esetében: 0.045; 0.45; 4.5 nmol/patkany). Minden
csoportban n=5 elemszammal dolgoztunk.

l.c.v. adagolasnal a vegyiileteket 10 pl volumenben adtam 10 perccel a savas
alkohol adésa el6tt (antagonistakkal kombinalt kisérletben az dssztérfogat ugyancsak10
ul volt), mig i.p. adasnal az agmatint 0.5 ml/100 g térfogatban 20 perccel a kéarositoé agens
elott.

A kisérlet végén gyomornyalkahartya mintakat tettem el a mukdzalis CGRP és
szomatosztatin szintek meghatarozasdra. A mérés részletes leirasat lasd a 5.6.1.

bekezdésben.

3.4.1.4. Az eredmények kiertékelése

A savas alkohol 6nmagaban sulyos nyalkahartya karosodasokat okozott, melyeket
makroszkoposan értékeltem. A mukodzalis 1éziokat hosszusaguk alapjan egy 0-tol 4-ig
terjedé pontrendszer segitségével osztalyoztam, melyben a pontszerd erdzidk, aprod
hemorrhagiak 1-es, mig a 2, 3, 4 mm-es fekélyek a hossziisaguknak megfeleld
pontszamot kaptak. A 4 mm-nél hosszabb 1€zidk esetén a teljes hosszlsag tobb rovidebb
szakaszra lett felosztva (pl. egy 6 mm-es 1ézi6 4 + 2 pontot kapott). Valamint a fekély
vastagsagat is figyelembe véve, a vastagabb 1€zidk 2x-es szorzot kaptak. Ezek alapjan a
kiilonboz6 fekélyek pontértékeinek dsszege adta meg az adott gyomor 1€zid indexét. Az
agonistak gasztroprotektiv hatasat a szazalékos gatlas értékével fejeztem Ki. Ez a vegyiilet

gatlo hatéasat jelenti az alkoholos fekélyek ellen az alkoholt kapott kontroll csoporthoz
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viszonyitva. Kiszamitasara a kovetkezd képletet alkalmaztam: 100 - [kezelt csoport

fekély indexe / kontroll csoport fekély indexe] x 100.

3.4.2. Dextran-szulfat-natrium (DSS) - indukalta colitis modell

Az IBD Aallatmodelljeinek két f6 csoportjat alkotjak a spontan colitis, illetve az
indukalt colitis modellek. Spontan colitis esetén a gyulladas kiilsé behatas nélkiil alakul
ki, viszont hatranya a specialis allatfajok miatti korlatozott hozzaférhetdség. Az indukalt
colitis modellek csoportjaba tartozik az adaptiv transzfer modell, a kémiai aton, illetve a
genetikai manipuldcioval indukalt colitis modellek. Ezek koziil az egyik legtobbet
alkalmazott a kémiai ton indukalt colitis modellek. Ide tartozik pl. a dextran-szulfat-
natrium- (DSS: dextran sulphat sodium), trinitrobenzénszulfonsav- (TNBS), oxazolon-,
ecetsav-, NSAID-indukalta colitis modellek. A DSS-colitis modell leginkdbb a colitis
ulcerosa modellezésére alkalmas, mivel ahhoz hasonld szévettani €s citokinprofilu képet
ad [194].

A DSS-indukalta colitis modell esetében a bélnyalkahartyat karositd vegytilet egy
szulfatalt poliszacharid polimer, a dextran-szulfat-natrium [(CsH7NazO14S3)n], mely az
epithelialis sejtek direkt hiperozmotikus kérosodasat idézi eld. Ez vezet a mukdzalis
folyamat elindulasanak [195]. Ez a karosodas caudalis iranyban annal kifejezettebb,
minél nagyobb a vegyiilet molekulatomege. A makroszkdopos képet hiperémia, 6déma,
felszines ulceraciok tarkitjdk a colon hosszdnak rovidiilésével, valamint az allat
stlycsokkenésével. Mikroszkdposan neutrofil granulocita infiltracid, kriptak elvesztése,
ill. aberrans kriptak megjelenése, az enterocitak és kehelysejtek pusztulasa lathato [194].
Hatasara leginkabb a Th2 sejtek aktivalodnak (akarcsak colitis ulcerosa-ban)
kovetkezményes proinflammatorikus citokinek felszabadulasaval, mint pl. az IL-4, IL-5,

IL-6, IL-13, TNF-a, TGF-B [163].

3.4.2.1. A colitis indukaldsa

DSS-colitis esetén az allatok a karositd dgenst az ivovizben oldva fogyasztjak el.

Kisérleteimben két kiilonb6z6 DSS-colitis protokollt alkalmaztam. A két protokollban
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eltérd volt egyrészt az alkalmazott DSS szubsztancia szarmazdsi helye, a DSS
koncentratum toménysége, a behatas idétartama, illetve a colitis sulyossagat reprezentalod
betegségindex skalarendszere is. A szubsztancia valtasnal a két DSS vegyiilet karositd
hatasat Osszehasonlitottam ¢és nem volt kiilonbség a két vegyiilet colitist indukald
hat4séaban.

A DSS-oldat toménységét és a behatas idejét a protokollvaltas sordn modositottam,
mivel a kialakult colitis sulyossaga fiigg a behatas id6tartamatol, illetve az oldat
toménységétol [194]. Az egyik kisérletsorozatban 2,5%-0s DSS-oldatot ittak az egerek
(molekula tomeg: 35,000-55,000 Da; TdB Consultancy, Uppsala, Svédorszag) [196] 3, 5
illetve 7 napon keresztiil. Ezzel a protokollal egy kdzépsulyos colitis 1étrehozasa volt a
cél, amellyel az [1R-k lehetséges védOhatasa igazolhatdva valik. A masodik projekt soran
viszont mar egy enyhébb colitist szerettem volna létrehozni (az 1R ligandokkal végzett
eredmények értelmében felmeriilt az a2-AR-k sulyosbitd szerepe, részletesen 1d. 4.2.
alfejezet), ezért 2 %-0s (36,000-50,000 Da; MP Biomedicals, lllIkirch, Franciaorszag)
DSS-oldatot kaptak az egerek 7 napig. A DSS-oldatokat masnaponta cseréltem a
bakteridlis feliilfert6z6dés elkeriilése céljabol. Az 4allatok testtomegét, tap- &s
vizfogyasztasat a kisérletek iddtartama alatt minden nap ellendriztem.

Az allatok colitisének kifejlodését a betegségindex-el (DAI: disease activity
vértartalmabol tevédott dssze. Mint emlitettem a két protokollnal eltérd pontrendszert
alkalmaztam, a 2.5%-s DSS-oldat alkalmazasa esetén a DAI egy 0-t6l 8 pontig terjedd
skalan valtozott, melynél az allatok altalanos allapota maximum két pontot (0: j6 altalanos
allapot, 1: lathato gyengeség/szorzet fénytelensége, 2: rossz altalanos allapot), a széklet
konzisztenciaja (0: normal széklet, 1: 1agy, még formalt, 2: nem formalt/vizszer(, 3: vizes
hasmenés) és vértartalma (0: nincs vér a székletben, 1: minimalis vérzés lathato, 2:
vércsikok megjelenése, 3: massziv vérzés) maximum 3-3 pontot kaphat. A 2%-0s DSS-
oldattal indukalt colitis modellel végzett kisérletekben méar egy egyszerisitett
pontrendszert alkalmaztam, itt a DAI egy 0-tol 5 pontig terjedd skalan foglalt helyet. A
skala végpontjai a két pontrendszerben megegyeztek, viszont a pontok felosztasa
kiilonbozott. Az allatok altaldnos allapota maximum egy (0: jo altalanos allapot, 1:

gyenge allat), a széklet konzisztencidja (0: normal széklet, 1: lagy, még formalt, 2:
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kifejezetten laza széklet) és vértartalma (0: nincs vér a székletben, 1: minimalis vérzés, 2:
vérzes a perianalis régioban) maximum 2-2 pontot kaphat.

A kisérlet kezdetét kovetd 7-10. napon az allatokat CO»-1 thlaltattam, majd a
colonjukat eltavolitottam. A colon hosszanak rovidiilését a kontroll csoporthoz
viszonyitott szdzalékos értékben fejeztem ki, mely a gyulladds mértékének masik
paramétere [196]. Tovabba teljes bélszegmenseket tavolitottam el a disztalis colonbol,
illetve szérum mintakat gyQjtdttem tovabbi analizis céljara. A mintak -80 °C-on voltak
tarolva tovabbi felhasznalasig, amikor meghataroztam a szovetek myeloperoxidaz (MPO)

szintjét, és citokin profiljat, valamint a szérumok interleukin-6 (IL-6) szintjét.

3.4.2.2. A vizsgalt vegyiiletek adagoldsa és olddsa

A kisérletek soran szamos szelektiv/kevert a2-AR/I1R és endogén imidazolin
ligand szerepét vizsgaltam a DSS-indukalta colitis modellben. A vegyiileteket oralisan
(harman), illetve i.p. adagoltam. A vizsgalt vegyiileteket fizioldgias sdoldatban oldottam
fel, viszont a vizben oldhatatlan harmant 1.7%-o0s ecetsavban oldottam fel és oralisan
adagoltam.

A vizsgalt ligandokat naponta 1x (délel6tt 9:00-kor) injektaltam a kisérletek teljes
id6tartama alatt (vagyis az allatok CO2-1 torténd talaltatdsaig), azonban az egyik

kisérletben a vegyiileteket naponta 2x (9:00 és 18:00-kor) adagoltam.

3.4.2.3. A DSS-indukdlta colitis karakterizaldsa

A DSS-colitis karakterizalasat a 2.5%-s DSS-oldattal végeztem 48 ndstény egér
felhasznalasaval. Az abszolut kontroll csoport (n=12) 10 napon keresztiil csapvizet ivott.
A DSS-fogyaszto allatokat harom csoportba soroltam aszerint, hogy 3 (n=6), 5 (n=12),
vagy 7 (n=18) napig ittdk a bélnyalkahartya karositd vegyiiletet (a fennmarado napokban
az allatok csapvizet kaptak). Az elsé harom csoport allatait a 10. napon altattam tal. A
negyedik csoportot (7 napig fogyasztottdk a DSS-oldatot), tovabbi harom alcsoportba
osztottam (n=6), ahol az allatok a 7., 9. és 10. napon lettek ttlaltatva.

A 2%-s DSS-oldatot fogyasztd egerek esetében a DSS-oldat hatasanak nemek

kozotti Osszehasonlitdsdhoz Osszesen 37 WT egeret hasznaltam fel, ahol a kontroll
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csoportban 7 him és 13 néstény, a DSS-fogyasztd csoportban 9 him és 8 ndstény vett
részt. A 2%-s DSS-oldatot fogyasztd egerek a gyulladast kivaltd dgenst 7 napig kapték,
majd az allatokat a 8. nap reggelén lettek tulaltatva.

3.4.2.4. A7 IR és a»-AR ligandok hatdsanak vizsgalata a DSS-colitisre

A tovabbiakban a kiilonb6z6 IR és ax-AR ligandok hatasat vizsgaltam a DSS-
colitis lefolyasara. A kisérletekhez WT és kiilonbozd a2-AR szubtipus KO egereket
hasznaltam. Az imidazolin és az a2-AR ligandok vizsgalatahoz a kdvetkezd csoportokat
hoztam létre WT egerek esetében: 1. abszolut kontroll csoport (csapviz + vehikulum
L.p./per os), 2. ligand kontroll csoport (csapviz + vizsgalt ligand i.p./per os), 3. DSS-
kontroll csoport (2.5%-s, vagy 2%-s DSS-oldat + vehikulum i.p./per 0s), 4-6. tesztelt
ligandok csoportja (2.5%-s, vagy 2%-s DSS-oldat + a vizsgalt vegyiiletek kiilonb6z6
dozisban i.p./per os). A kisérletekhez a tesztelt vegyiiletek kovetkezd doézisait
alkalmaztam a DSS-oldat adasa mellett: moxonidin és rilmenidin esetében: 0.01; 0.1 és 1
mg/kg; AGN 192403 esetében: 0.1; 1 és 10 mg/kg; efaroxan esetében: 0.1 és 1 mg/kg;
agmatin €s harman esetében: 10; 30 és 100 mg/kg, illetve 2.5 és 10 mg/kg; mig clonidin
esetében: 0.3; 1 és 3 mg/kg. A ligand kontroll csoporthoz a tesztelt vegytiletek kovetkezd
dozisait valasztottam ki: moxonidin, rilmenidin és AGN192403 esetében 0.1 mg/kg,
efaroxan esetében 1 mg/kg, agmatin és harman esetében 30 mg/kg és 2.5 mg/kg, mig
clonidin esetében 3 mg/kg. Minden csoportban 6-os elemszammal dolgoztunk.

Az imidazolin ligandok napi kétszeri adasanal 36 egeret hasznaltam fel, minden
csoportban 6-os elemszammal. A kisérletben a kovetkezd csoportokat hoztam 1étre: 1.
abszolut kontroll csoport (csapviz + fiziologias sooldat i.p.), 2. DSS-kontroll csoport
(2.5%-s DSS + fiziologias sooldat i.p.), 3-6. tesztelt ligandok csoportja (2.5%-s DSS +
moxonidin, rilmenidin, AGN192403 0.1 mg/kg, illetve efaroxan 1 mg/kg i.p.)

Az ax-AR liganddal végzett kisérleteknél a hatas azonositasahoz 24 db a2a-AR
KO, 20 db azs-AR KO ¢s 29 db o2c-AR KO egeret hasznaltam fel. A vegyiiletek
vizsgalatahoz a kovetkezd csoportokat hoztam létre o2a-AR és a2-AR génkilitott egerek
esetében: 1. abszolut kontroll csoport (csapviz + fiziologias sdoldat i.p.), 2. DSS-kontroll
csoport (2%-s DSS + fiziologias sooldat i.p.), 3-4. clonidin kezelt csoportok (2%-s DSS
+ 1 és 3 mg/kg clonidin i.p.). a2c-AR KO egerek esetében a tovabbi 5. csoportban a
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clonidin harmadik tesztelt dozisat vizsgaltam (2%-s DSS + 0.3 mg/kg clonidin i.p.). A
csoportokban 5-6s, illetve 6-os elemszammal dolgoztunk.

A szelektiv axa-AR antagonista BRL 44408 2%-s DSS-oldatra kifejtett hatasanak
analizisére 30 db WT egeret hasznaltam fel. Az allatok csoportositasa a kvetkezoképpen
tortént (n=6/csoport): 1. abszolut kontroll csoport: csapviz + fizioldgias sooldat i.p., 2.
ligand kontroll csoport: csapviz + 3 mg/kg BRL4408 i.p., 3. DSS-kontroll csoport: 2%
DSS-oldat + fiziologias sooldat i.p., 4. tesztelt ligand csoport: 2 % DSS-oldat + 3 mg/kg
BRL 44408 i.p., 5. clonidinnel kezelt csoport: 2 % DSS-oldat + 3 mg/kg BRL44408 és 3
mg/kg clonidin i.p.

Mind az oldoszert, mind a vizsgalt vegyiileteket 0.1ml/10g volumenben

injektaltam az 4llatoknak. A fent emlitett vegyiiletek d6zisai irodalmi adatokon alapulnak

[109, 197-204]

3.4.3. Lokomotoros aktivitas mérése

Egy kiegészitd kisérletben 12 egér felhasznélasaval a clonidin szedativ hatasat
vizsgaltam. Az egereket 7 napig kezeltem ¢€s két csoportba osztottam (n=6/csoport): 1.
csoport: csapviz + fizioldgids so6oldat i.p.; 2. csoport: csapviz + clonidin 3 mg/kg i.p. A
lokomotoros aktivitds mérése 3 egymast kdvetd napon tértént (a DSS kezelés 5., 6. és 7.
napjan) 3 kiilonbozd idépontban (30 perccel, 3 6raval és 6 oraval a clonidin injekci6 utan).
A lokomotoros aktivitas rogzitése a CONDUCTA viselkedés és aktivitasvizsgalo, felvevd
¢és analizalo rendszer segitségével tortént. A CONDUCTA rendszer lehetdséget ad a
laboratoriumi ragesalok motilitasdnak monitorozéasara infravords érzékeldk segitségével
(Experimentria, Magyarorszag). Jelen rendszer esetében harom, egymastol elvéalasztott
fekete doboz (40x50x50 cm) segitségével mértem egyszerre harom allat aktivitasat (futas,
sétalas) 20 percig. Az allatok mozgasat kameraval rogzitettem, majd a felvett videofilet

értékeltem ki [205].

41



DOI:10.14753/SE.2019.2207

3.5. Ex vivo Kkisérletek

3.5.1. Elektromos téringerléssel (EFS) indukalt gyomormotilitdis mérés: a

oyomorfundus Kipreparalasa

Az dllatok COp-l1 torténd tulaltatdsat kovetéen a gyomor fundus részét
eltavolitottam, majd az atoblitett, gyomortartalomtdol mentes fundust 37 °C-0s,
karbogénnel (95% Oz és 5% CO») dusitott Krebs-oldatot (6sszetétele (mM): 118.0 NaCl,
25.0 NaHCOs, 4.7 KClI, 1.2 KH2POq4, 11.0 glikkoz, 2.5 CaClz, 1.2 MgS04) tartalmazo
Petri-csészébe helyeztem. Ezt kovetden kereszt-vagasokat ejtettem a hosszanti izomzatra
parhuzamosan, igy jott 1étre a kKb. 2-2,5 cm hosszl preparatum [206]. A kipreparalt fundus
stripet 5 ml-es karbogénnel dusitott Krebs-oldatot tartalmazé szervfiirdében
fliggesztettem fel két elektroda kozé. A preparatum felsé vége egy transzducerrel
érintkezett, mely egy erdsitén keresztiil kapcsolodott a szamitogéphez. A 0.5 g-S
elofeszitést kovetden a kontrakcidkat elektromos téringerléssel (electric field stimulation:
EFS) indukaltam, melyek paraméterei a kovetkezOk: 1ms pulzus szélesség, 25 iités, 9
V/em, 5 Hz szupramaximalis fesziiltség, 60 masodpercenként ismételve. Az EFS-indukalt
gyomorkontrakciokat az atropin felfiiggesztette (1uM), bizonyitva a kontrakciok kolinerg

eredetét.

3.5.2. EFS-sel indukalt syomorkontrakciok regisztralasa

Az EFS-sel indukalt kontrakciokat az Experimetria ISOSYS 8 csatornas in vitro
assay rendszer segitségével analizaltam. A stimulaci® megkezdését 25-35 perc
equilibracios id6 kovette, melynek célja a kontrakciok stabilitasanak elérése volt. Ezt
kovetden adagoltam a vizsgalt IR ligandokat (clonidin, moxonidin, rilmenidin, agmatin,
harman ¢és 2-BFI) a szervfiirdébe kumulativ méddon, 5 perces i1dokozonként
(késébbiekben az 5 kontrakcio atlagat értékeltem ki). Antagonista alkalmazasa esetén
(AGN 192403; BU-224; idazoxan; BRL 44408 és ARC 239) az agonista ddzis-hatas
gorbéjének felvétele utan, mosas nélkiil egyszeri 10 uM-os dozisban adtam a

szerviiirdbhoz a vizsgalt antagonistat, melyet 20 perces equilibracio kovetett. Jelen
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esetben célom volt az agonista altal kivaltott hatds felfliggesztése. A vizsgalt ligandok

oldatanak volumene nem haladta meg a szervfiird6 térfogatanak 1%-t.

3.6. In vitro kisérletek

3.6.1. Gyomornvalkahartva CGRP és szomatosztatin szintjének meghatarozasa

Az alkaholos fekély-modellel végzett kisérletek egy részében az allatok CO2-l
torténd tulaltatdsa utan a gyomrokat eltavolitottam, a nyalkahartyat lekapartam majd a
mérésig -80 °C-on taroltam. A CGRP és szomatosztatin koncentraciok meghatarozasa
radioimmunoassay (RIA) modszerrel Prof. Dr. Németh Jozsef ¢és munkatarsai
segitségével tortént [207, 208]. A CGRP antiszérum az a-CGRP-marha thyroglobulin
antigén ellen lett termeltetve nyalban (C1012 szamu), a szomatosztatin antiszérumot az
SST-14-marha thyroglobulin ellen termeltették birkaban (757/7 szamu). A 21 izotoppal
jelolt Tyr(1)-somatostatin-14 (Sigma), illetve a Tyr-a-CGRP (Bachem) peptidek
eléallitasa iodogénnel tortént, majd a monojodozott peptid HPLC oszlopon lett
elvalasztva a tobbi szarmazektol [208]. Kontrollnak szintetikus peptideket alkalmaztunk
0-1000 fmol/ml (szomatosztatin) és 0-100 fmol/ml (CGRP) koncentracios higitasban. A
mérési limit 2 fmol/ml a szomatosztatin és 0.2 fmol/ml a CGRP esetében. A két peptid

crer

3.6.2. Colon disztalis szakaszanak szovettani analizise

A DSS-colitises kisérletek egy részében, az allatok talaltatdsa utan a teljes
bélszegmenst tartalmazo disztalis colon mintak fixalasa 40 mg/ml pufferelt formaldehid
oldatban tortént Prof. Dr. Helyes Zsuzsanna és munkatérsai, illetve Dr. Puskar Zita és
munkatarsai segitségével. A fixalast a mintak paraffinba 4gyazasa kovette, majd 5 um-es
vastagsagu metszeteket készitettiink, amiket hematoxilin-eozin-festéssel festettiink meg.
A metszetek értékeléséhez Olympus BX51 mikroszkopot alkalmaztunk, a digitalis
fényképeket Olympus DP50 kameraval készitettik. A colon mintakbol készitett
metszetekrdl kvalitativ (imidazolin ligandokkal végzett kisérletek), illetve kvantitativ

(clonidines kisérletek) elemzések késziiltek. A kvantitativ elemzéshez az alabbi
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paraméterek figyelembevételével a kovetkezd pontrendszert alkalmaztuk: gyulladas
mértéke (0: nincs, 1: enyhe, 2: kdzepes, 3: sulyos), a gyulladds mélysége (0: nincs, 1:
mucosa, 2: mucosa €s submucosa, 3: transzmuralis), a kriptakdrosodas mértéke (0: nincs,
1: bazalis 1/3 érintett, 2: bazalis 2/3 érintett, 3: csak a feliiletes epitélium ép, 4: kriptak és
epitélium elvesztése), a mukodzateriilet érintettsége (1: 1-25%, 2: 25-50%, 3: 51-75%, 4:
76-100%). A teljes szOvettani pontszdm (0-14 pontig) az egyes paraméterek pontjainak

0sszegébol adodott Ossze.

3.6.3. Colon szoveti MPO szintjének meghatarozasa

A DSS-colitises kisérleteknél az allatok talaltatdsa utdn (egyes csoportokbol) a
disztalis colonbdl teljes bélszegmenst tartalmaz6é mintdkat tettem el, melyekbdl
mértékével korreldl. A mintdkat a tomeglik lemérése utan lizis pufferben
homogenizaltam, ami 200 mM NaCl-t, 5 mM EDTA-t, 10 mM tris-t, 10% glicerint, 1
mM PMSF-t (pH 7.4) és protedz inhibitor koktélt (cOmplete ULTRA Tablets, Roche,
Basel, Svéjc) tartalmazott. A feliilusz6 MPO tartalmat egér fehérjére specifikus enzimhez
kapcsolt immunszorbens vizsgalattal (enzyme-linked immunosorbent assay: ELISA), kit
segitségével mértem meg (Hycult Biotechnology, Uden, Hollandia). A
(bicinchoninic acid: BCA) assay kitet hasznaltam (Thermo Scientific Pierce Protein
Research Products, Rockford, USA), melyhez standardként szarvasmarha szérum

albumint alkalmaztam. Az MPO szintjét ng/mg szoveti fehérje értékben fejeztem ki.

3.6.4. Szérum IL.-6 szintjének meghatarozasa

Az éllatokbol levett vér megalvadasa (30 perc szobahdn allas) utdn a mintakat
lecentrifugaltam (2000*g, 4 °C, 10 min), majd a szérumot -80 °C-on taroltam (DSS-
colitises kisérletek). A szérum IL-6 tartalmat egér fehérjére specifikus ELISA kit
segitségével hataroztam meg (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). A
mintdk fehérje tartalmat BCA modszerrel mértem meg, melyhez szarvasmarha szérum

albumint hasznéltam standardnak. Az IL-6 szintjét pg/mg fehérje értékben fejeztem ki.
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3.6.5. Colon szoveti citokinszintjének mérése

Az allatok tulaltatasa utan a disztalis colonbdl (DSS-colitis) teljes bélszegmenst
tartalmazd mintakat tettem el az ultramélyhtitébe, melyekbdl a colon szoveti
citokinszintjeit egér citokin panel segitségével hataroztam meg (Mouse Cytokine Array
Panel A; R&D Systems Europe, Abingdon, UK) [209]. A mintakat tomegiik lemérése
utdn 1 mM PMSF-t és protedz inhibitor koktélt (Roche, Basel, Svajc) tartalmazoé lizis
pufferben homogenizaltam (részletesen 1d. 3.6.3 fejezet). A mintdkhoz Triton X-100-t
adtam, ugy, hogy annak végsé koncentracidja 1% legyen. Ezt kdvetden a sejtes elemek
eltavolitasa céljabol a mintdkat 10000 g-vel 5 percig centrifugaltam, majd
fehérjetartalmukat BCA modszerrel meghataroztam. Ezt kovetéen 600 ng fehérjét
tartalmaz6 mintdkat kevertem 6ssze biotinilalt antitestekbdl allo koktéllal, majd ezt egész
¢jjel inkubaltam 4 °C-on, 40 kiilonbdz0 anti-citokin antitest tartalmt nitrocelluloz
membranon, duplikdtum formajaban. Kovetkezé nap mosas utdn a membranhoz kotott
citokineket kemolumineszcens technikaval mutattam ki (Chemidoc XRS*; Bio-Rad,
Hercules, CA). A mintak altal az adott pontokban kibocsatott fény intenzitasat
denzitometrias modszerrel megmértem, (Image Lab Software, Bio-Rad, Hercules, CA),

amit a referenciapontok pixel denzitas értékére (10,000) normalizaltam [209].

3.7. Statisztika

A doktori munkdam sordn bemutatott kisérleti eredményekben a kapott értékek az
atlagot és a szorast (£S.E.M.) dbrazoljak. Statisztikailag szignifikans eltérésnek p<0.05
értéket tekintettem. A statisztikai analizishez Student’s t-tesztet, egyutas ANOVA
modszert (Newman-Keuls, illetve Holm-Sidak post hoc teszt), Mann-Whitney, Kruskal—
Wallis tesztet (Holm-Sidak post hoc teszt), Friedman tesztet, illetve kétutas ismételt
Kaplan-Meier teszttel elemeztem.

A gyomormotilitdsi  vizsgdlatokndl az  agonistdk  50%-os  effektiv
kapott mérési értékekre Hill 4 egyenlettel illesztett sigmoid koncentracio-hatas gorbékbal

tortént.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az 11R-K és az 12R-K szerepének vizsgalata a gyomornyalkahartya

integritasanak szabalyozasaban

4.1.1. Az 11R-k és az I2R-k gasztroprotektiv hatasanak vizsgalata az endogén IR

ligand agmatinnal

A kisérlet soran alkalmazott savas alkohol hatidsara a gyomor mukozalis rétege
jelentésen karosodott (reprezentativ fénykép: 1. dbra A). Az agmatin (0.044; 0.22; 0.88;
1.76; 4.4, 44, 220 nmol/patkany) i.c.v. injektalva gatolta az alkoholos fekélyek
kialakuldsat (reprezentativ fénykép: 1. dbra B; 2. 4bra), maximalis véddhatast 0.88
nmol/patkdny doézisban (1ézi6 index az alkoholos kontroll csoporttal dsszehasonlitva
27%) ért el. Az agmatin dozis-hatas gorbéje harang alak®i, a nagyobb alkalmazott
dozisokban a gyomorvédé hatas csokkent (44 és 220 nmol/patkany; 2. abra).

Periférids (i.p.) adagolasndl az agmatin gyengébb gasztroprotekciot
eredményezett, mint i.c.v. addsndl (2. dbra). Az alkalmazott dozisok koziil (0.001; 0.005;
0.02; 0.1; 1; 10 és 50 mg/kg) szignifikdns mukdzalis védelmet csupan 0.005, 0.002 és 0.1
mg/kg-os dozisban tudott Iétrehozni (1€zi6 index a kontroll csoporthoz viszonyitva 75, 65

és 72 %).

1. 4bra. Reprezentativ fénykép patkdny gyomrokrdl, mely az agmatin gatld hatasat
mutatja (0.88 nmol i.c.v., B) az alkoholos fekélyek ellen a kontrollhoz (fiziologias sdoldat

i.c.v., A) viszonyitva.
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2. dbra. Az agmatin gatl6 hatdsa az alkoholos fekélyek kialakuldsarai.c.v. és i.p. adagolast
kovetden. Az eredmények a kisérletek soran kapott értékek atlagat és az atlag szorasat
(S.E.M.) abrazoljak. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Gsszehasonlitva az alkoholos
kontroll (fiziologias sooldatot kapott) csoporttal (egyutas ANOVA, Newman-Keuls post
hoc teszt, n=5/csoport).

4.1.2. Az IR-k és az a2-AR-k szerepének vizsgalata az agmatin altal kivaltott

centralis gasztroprotekcioban

Mivel az agmatin i.c.v. er6sebb gyomorvédelmet kozvetitett (2. abra), felmertilt a
centralis IR-k (illetve 02-AR-k) gasztroprotektiv szerepe, ezért a tovabbiakban
farmakologiai antagonizmussal vizsgéltam a centralis IR-k és az 02-AR-k szerepét az
agmatin altal indukalt nyalkahartyavédelemben. Az i.c.v. injektalt agmatin védéhatasat
teljes mértékben felfliggesztette a kevert a2/I1R antagonista efaroxan, valamint az op-
AR/I2R antagonista idazoxan (4 nmol/patkany és 160 nmol/patkany dézisban), mig az
a2-AR antagonista yohimbin (50 nmol/patkany) a védelmet csupan részlegesen
fiiggesztette fel (3. dbra A-C). Az antagonistdk onmagukban nem befolyasoltak az
alkohol okozta nyéalkahartya-karosodasokat.

Mivel a mai napig nem tisztazott, hogy a szelektiv I1R ligand, AGN 192403
agonistaként vagy antagonistaként kotddik a receptorahoz, ezért vizsgaltam, hogy képes-
e befolydsolni az agmatin altal 1étrehozott gyomorvédelmet. Az AGN 192403 (0.52
nmol/patkany) szignifikdnsan csokkentette az agmatin altal indukalt gasztroprotekciot
(p<0.05; 1éz16 index: 59.3+18.8 szemben az agmatint 6Gnmagaban kap6 csoport 10.4 +6
értekével) (3. abra D).
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3. abra. Efaroxan (EFA, 4 nmol/patkany i.c.v., A), idazoxan (IDA, 160 nmol/patkany
i.c.v., B), yohimbin (YOH, 50 nmol/patkany i.c.v., C) és AGN 192403 (AGN, 0.52
nmol/patkany i.c.v., D) hatasa az agmatin altal kifejtett gyomornyalkahartya védelemre.
Az oszlopok az adott 1ézi6 indexek szézalékban kifejezett atlagat tiintetik fel a szorassal
egyiitt (S.E.M.), n=5/csoport elemszammal. Szignifikancidk: **p<0.01, ***p<0.001
Osszehasonlitva a fiziologias sooldattal (SAL) kezelt csoporttal (elsé oszlop); #p<0.05,
##p<0.01 Gsszehasonlitva az agmatinnal kezelt csoporttal (masodik oszlop); +p<0.05
Osszehasonlitva az antagonistaval kezelt csoporttal (harmadik oszlop) (egyutas ANOVA,
Newman—Keuls post hoc teszt).

4.1.3. Az 11R-k és az I2R-k centralis gasztroprotektiv hatasanak vizsgalata szelektiv
IR ligandokkal

A tovabbiakban a centralis I1R-k és [2R-k gyomorvédd szerepének bizonyitasara
szelektiv IR ligandokat alkalmaztam. Az I11R ligand AGN 192403 (0.52 - 52.7 nmol) és
a szelektiv 12R ligand 2-BFI (0.45 — 4.5 nmol) i.c.v. adagolast kovetden egyarant gatolta
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az alkoholos fekélyek kialakulasat a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az AGN 192403 az
alkalmazott legmagasabb do6zisban (52.7 nmol) 60%-kal gatolta a fekélyek kialakulasat
(a 1ézid index a kontroll csoportban kapott érték 40%-a; 4. dbra A). 2-BFI esetében a
gasztroprotektiv hatas szintén a legnagyobb dozisban (4.5 nmol) volt a legerdteljesebb,

itt a 16zi6 index a kontroll csoportban kapott 1€zi6 index 30 %-a (4. dbra B)
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4. abra. Az AGN192403 (AGN, 0.52-52.7 nmol/patkéany i.c.v., A) és a 2-BFI (0.045-4.5
nmol/patkany i.c.v., B) hatdsa az etanol-indukalta nyalkahartya karosodasra. A korok az
adott csoportok atlagolt 1¢zi6 indexét mutatjdk a szorasokkal (S.E.M.) egyiitt
(n=5/csoport). ***p<0.001 Gsszehasonlitva a fizioldgias sooldattal kezelt csoporttal

(egyutas ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt).

4.1.4. A nervus vagus és a periférias faktorok szerepe az agmatin indukalta

oyomornvalkahartya védelemben

Az agmatin gasztroprotektiv hatasat felfiiggesztette egyrészt a bilateralis
cervikalis vagotomia, masrészt a nyalkahartyavédelem megsziint a N®-nitro-l-argininnal
(L-NNA) (NO szintézis gatlo, 3 mg/kgi.v.), illetve az indometacinnal (PG szintézis gatlo,
20 mg/kg per os) tortént elékezelés hatasara (5. abra A-C). Sem a vagotomia, sem az
elékezelések nem befolyasoltdk dnmagukban az alkohol-indukalta gyomornyalkahartya-
karosodasokat. A CGRP ¢és szomatosztatin szdveti szintje a savas alkohol hataséara
jelentdsen csokkent, viszont ezt nem figyelhetjilk meg az agmatinnal kezelt csoportban

(5. abra D-E).
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5. abra. Bilateralis cervikalis vagotomia (VAG, A), LNNA, (3 mg/kg i.v., B) és
indometacin  (INDO, 20 mg/kg p. os., C) hatasa az agmatin altal indukalt

gasztroprotekciéra (AGM, 0.88 nmol/patkany i.c.v.). Az LNNA ¢és az indometacin az

agmatin beadasa el6tt lett adagolva 15, illetve 60 perccel. Az agmatin injektalasat 10

perccel kovette a savas alkohol adasa. Az oszlopok az adott csoportok atlagat képviselik

a szorassal egyiitt (£ S.E.M.), n=5/csoport elemszammal. ***p<0.001 &sszehasonlitva a

fiziologids sooldatot (SAL) kapott csoporttal (elsé oszlop); ###p<0.001 6sszehasonlitva
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az agmatinnal kezelt csoporttal (masodik oszlop) (egyutas ANOVA, Newman—Keuls post
hoc teszt).

D, E: az agmatin (AGM, 0.88 nmol/patkany i.c.v.) hatasa a nyalkahartya CGRP (D) és
képviselik a szoérassal egyiitt (£ S.E.M.), n=5/csoport elemszdmmal. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 6sszehasonlitva az abszolut kontroll csoporttal (nincs alkoholos kezelés: elsd
oszlop); #p<0.05, ##p<0.01 6sszehasonlitva az alkoholt kapott csoporttal (i.c.v. kezelés
nélkiili, illetve fiziologias s6oldatot kapott csoport: masodik és harmadik oszlop) (egyutas
ANOVA, Newman—Keuls post hoc teszt).

4.2. Az 11R-K és az ao-AR-K szerepének vizsgalata DSS-indukalta colitis

modellen

4.2.1. A DSS-indukalta colitis karakterizalasa az imidazolin lisandokkal végszett

Kisérletekhez

A DSS-indukalta colitis sulyossdga szamos faktortol, koztiik a DSS expozicio
id6tartamatol [210] is figg, ezért el6szor kiillonbozo idétartalmu protokollokban (3, 5 és
7 napos itatas) karakterizaltam a 2.5 %-os DSS oldat altal kivaltott colitis lefolyasat. A
DSS-oldat minden csoportban  kivaltotta a  hasmenéssel, vérszékeléssel,
stlycsokkenéssel, colon hosszanak rovidiilésével jaré gyulladdsos valaszreakciot, mely
tiinetek erdssége a DSS expozici6 idétartamaval szorosan korrelalt (6. abra). Mivel a
DSS-oldat 3 napos expozicidja az ezt kovetd 7 napos gyodgyulasi periddussal csupan
enyhe colitist valtott ki (6. napon volt a tlinetek csucspontja), ezért megnoveltem az
expozici6 idOtartamat. A DSS-oldat 5, illetve 7 napig torténd itatdsa mar jelentsebb
gyulladéasos tiineteket valtott ki. A kutatocsoportunk hipotézise az volt, hogy az I1R
ligandok csokkentik a DSS-altal kivaltott colitis sulyossagat, ennek megfelelden a célunk
a sulyosabb bélgyulladas kivaltasa volt, ezért a 7 napos DSS expoziciot valasztottuk. A
tovabbi karakterizalas céljabol a kisérleteket az allatok egyik csoportjdban a 7 napos DSS-
expozicio utan rogton leallitottuk, a masik két csoportban az allatok a kisérlet kezdetét
kovetd 9. és a 10. napon lettek talaltatva. Mivel a gyulladas egyik f6 paramétere, a colon

rovidiilés a 9. és a 10. napon volt a legmasszivabb, viszont a 10. napon a haldlozas mar
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elérte a 60%-t (6. abra D), ezért protokollunknak a 7 napig torténé DSS-oldat expoziciot

valasztottuk, a kisérletet pedig a 9. napon fejeztiik be.
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6. abra. A 2.5%-0s DSS-oldat indukalta colitis karakterizalasa kiilonb6zo protokollokkal.
A DSS-oldatot az allatok 3 (n=6), 5 (n=12) illetve 7 (n=18) napig fogyasztottak, mig a
kontroll allatok csapvizet ittak. A 3 és 5 napos protokollokban a kisérleteket a 10. napon
zartuk. A DSS-t 7 napig fogyasztd allatok esetében a kisérleteket harom kiilonbzd
idépontban fejeztiik be, vagyis a 7., 9. és 10. napon (n=6/csoport). A colitis sulyossagat a
DAI (A), testsulycsokkenés (B), colon hosszanak rovidiilése (C) és a talélési rata (D)
mutatja. Az abrakon a csoport atlagok a szoérasokkal vannak feltiintetve (£ S.E.M.).
*p<0.05 osszehasonlitva a kontroll csoporttal Friedman-teszttel (A), kétutas ismételt
méréses ANOVA-val (B) és egyutas ANOVA-val (C) Holm Sidak post hoc teszttel,
valamint Kaplan-Meier teszttel (D).
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4.2.2.Az I1R lisandok hatasa a DSS altal kivaltott colitisre

Az 1R irant nagyobb szelektivitassal rendelkezé kevert a-AR/IIR agonista
moxonidin (0.01-1 mg/kg i.p., 7. abra A-C) és rilmenidin (0.01-1 mg/kg i.p., 7. dbra D-
F) napi egyszer adagolva nem befolyasolta a colitis makroszkopos tiineteit, mint a
betegségindexet (DAL 7. abra A, D), a testsulycsokkenést (7. abra B, E), illetve a colon
hosszanak rovidiilését (7. abra C, F). A szelektiv I1R ligand AGN 192403 (0.1-10 mg/kg
i.p., 8. abra A-C) és az a2-AR/I1R antagonista efaroxan (0.1-10 mg/kg i.p., 8. abra D-F)
szintén nem hozott 1étre szdmottevo valtozast a gyulladds paraméterein. Habar az AGN
192403 legkisebb dozisa a 9. napon minimalisan csokkentette a DAI-t a kontroll
csoporthoz képest, ez a valtozas nem volt dozisfiiggd. Egyik vegyiiletnek sem volt hatasa

a vizsgalt paraméterekre a kontroll (vizet fogyasztd) csoportokban.
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7. dbra. Moxonidin (MOX, 0.01-1 mg/kg, A-C) és rilmenidin (RIL, 0.01-1 mg/kg, D-F)

hatasa a 2.5%-0s DSS-indukalta colitis modellre. A vegyiileteket, illetve a fiziologias

sooldatot (SAL) naponta 1x, i.p. injektaltuk. A feltiintetett értékek az atlagot és a szorast

(= S.E.M.) mutatjdk (n=6/csoport). *p<0.05 Osszehasonlitva a fiziologias séoldattal

(SAL) kezelt csoporttal Friedman teszttel (A, D), kétutas ismételt méréses ANOVA-val
(B, E), egyutas ANOVA-val Holm Sidak post hoc teszttel (C, F).
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8. abra. AGN192403 (AGN, 0.1-10 mg/kg, A-C) és efaroxan (EFA, 0.1 mg/kg-1 mg/kg,
D-F) hatasa a 2.5%-0s DSS-indukalta colitisre. A vegyiileteket, illetve a fiziologias
sooldatot (SAL) naponta 1x, i.p. injektaltuk. A feltiintetett értékek az atlagot és a szorast
(= S.E.M.) mutatjdk (n=6/csoport). *p<0.05 Osszehasonlitva a fiziologias séoldattal
(SAL), Friedman teszttel (A, D), kétutas ismételt méréses ANOVA-val (B, E), egyutas
ANOVA-val Holm Sidak post hoc teszttel (C, F).

A tovabbiakban az IIR ligandok DSS-colitisre kifejtett hatdsat szovettani
vizsgalattal is elemeztem (9. abra). A disztalis colonbdl vett mintdk hisztologiai
vizsgalatanak eredményei a makroszkoposan latott képpel egybecsengtek. A csapvizet
fogyaszto kontroll csoporthoz képest (9. abra A) a DSS-oldattal kezelt allatok esetében
az epitelialis réteg jelentds destrukcidja volt lathatdo 6démas submucosaval, a kriptak
elvesztésével, tovabba mukodzalis és szubmukdzalis neutrofil granulocita infiltracioval (9.
abra B). A gyulladas mértéke az imidazolin ligandokkal kezelt csoportokban hasonld volt
(9. abra C-F).
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9. abra. Disztalis colon szegmensek hematoxilin-eozinnal festett reprezentativ szévettani
fotoi. A képek a kovetkezd kezeléseket mutatjak: fizioldgias sdoldat + csapviz (A),
fiziologias soéoldat + 2.5 % DSS (B), moxonidin (0.1 mg/kg i.p.) + 2.5 % DSS (C),
rilmenidin (0.1 mg/kg i.p.) + 2.5 % DSS (D), AGN 192404 (0.1 mg/kg i.p.) +2.5 % DSS
(E), efaroxan (1 mg/kg i.p.) + 2.5 % DSS (F). A nyil az ép kriptdkat mutatja a kontroll
csoportban, mig a csillagok az erdteljes neutrofil granulocita infiltracidt jelzik a

mukozalis és szubmukozalis rétegben. Mérték: 200 um.

Tovabbi vizsgalataim soran lathatd volt, hogy a 2.5%-0s DSS-oldat hatasara (a
kontroll csoporthoz képest 100x-ra) megnovekedett a disztalis colon MPO tartalma (10.
abra A), amely jelzi a neutrofil granulocita bearamlasat (mint az a szovettani képeken
lathato). Azonban ezt az értéket egyik IR ligand sem befolyasolta. Emellett vérszérum
mintakat vettem a fizioldgias sooldattal, rilmenidinnel (0.1 mg/kg) és AGN 192403-mal
(0.1 mg/kg) kezelt csoportokbdl az IL-6 szintjének meghatdrozésara. A kontroll
allatokban a proinflammatorikus IL-6 szintje mérhetetleniil alacsony volt, ez a DSS-
oldatot fogyasztd allatokban jelentésen megemelkedett, viszont sem a rilmenidin, sSem az

AGN 192403-mal torténd kezelés nem csokkentette a szintjét (10. dbra B).
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10. abra. A szintetikus I1R ligandok hatasa a disztalis colon MPO és IL-6 szintjére 2.5%-
s DSS-indukalta colitis modellben.

A: moxonidin (MOX, 0.1 mg/kg), rilmenidin (RIL, 0.01-1 mg/kg), AGN 192403 (AGN,
0.1-10 mg/kg) és efaroxan (EFA, 1 mg/kg) hatdsa a DSS-altal megnovelt MPO szintekre.
A feltiintetett értékek az atlagot és a szorast (£S.E.M.) abrazoljak (n=6, kivéve DSS +
SAL: n=13). *p<0.05 osszehasonlitva a fiziologias sdoldattal (SAL) kezelt csoporttal,
egyutas ANOVA-val Holm Sidac post hoc teszttel.

B: rilmenidin (RIL, 0.1 mg/kg) és AGN 192403 (AGN 0.1 mg/kg) hatdsa a szérum IL-6
szintjére. A feltiintetett értékek az atlagot és a szorast (£S.E.M.) abrazoljak (n=5).
Statisztikdnak a DSS-oldatot fogyasztd csoportok kozott egyutas ANOVA-t hasznaltunk
Holm Sidac post hoc teszttel. A szérum IL-6 szint a fiziologids sdoldattal kezelt (SAL) €s
csapvizet fogyasztod csoportban a detektalhato érték alatt volt (ND — nem detektalhato).

4.2.3. Az endogén imidazolin lisandok hatasa a DSS-indukalta colitisre

A tovabbiakban két endogén imidazolin ligand, az agmatin (10-100 mg/kg i.p.) és
a harman (2.5-10 mg/kg per os) hatasat vizsgaltam a DSS altal kivaltott colitis lefolyasara.
Mint ahogy a 11. dbra mutatja, az endogén imidazolin ligandok nem befolyasoltak a DSS-
colitis lefolyasat, a kisérlet soran kapott eredmények hasonloak voltak a szintetikus
ligandok eredményeivel. Habar a 30 mg/kg-os agmatin a 9. napon csokkentette a DAI-t
(11. abra A), ez a hatas nem volt dozisfiiggd és nem befolyasolta a tobbi gyulladasos
paramétert (11. abra B, C). Sem az agmatinnak, sem a harmannak (vagy a
vehikulumanak) 6nmagaban nem volt hatasa a vizsgalt paraméterekre a csapvizet

fogyaszto csoportban.
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11. 4dbra. Az endogén imidazolin ligand agmatin és harman hatdsa a 2.5%-s DSS-
indukalta colitisre. Az agmatin (AGM, 10-100 mg/kg, A-C), a fiziologias sooldat (SAL)
i.p., mig a harman (HAR, 2.5-10 mg/kg, D-F) és vehikuluma (VEH, 1.7%-0s ecetsav)
intragasztrikus kantl segitségével volt injektalva. A feltlintetett értékek az atlagot és a
szorast (£S.E.M.) abrazoljak (n=6). A statisztikai analizishez Friedman tesztet (A, D),
kétutas ismételt méréses ANOVA-t (B, E) és egyutas ANOVA-t hasznaltunk (C, F) Holm
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Sidac post Hoc teszttel. *p<0.05 Gsszehasonlitva a fiziologias sooldattal (SAL), harman

esetében a vehikulummal (VEH) kezelt csoporttal.

4.2.4. A szintetikus IR licandok hatasa a DSS-indukalta colitisre, napi 2x adagolva

A fentieken tilmenden vizsgaltam, hogy az IR ligandok napi kétszeres adagolasa
befolyasolja-e a colitis kimenetelét. A DSS-altal indukalt colitis gyulladasos paraméterei
valtozatlanok maradtak mind a rilmenidin (0.1 mg/kg), az AGN 192403 (0.1 mg/kg) és
az efaroxan (1 mg/kg) esetében is a napi kétszeri i.p. injektalast kovetden (12. abra). A
moxonidin (0.1 mg/kg) stlyosbitotta az allatok sulycsokkenését (12. abra B), viszont a
kapott hatas fliggetlen volt az allatok tap- és vizfogyasztasatol (nincs dbrazolva). Tovabba

nem volt valtozas a DAI-ban és a colon rovidiilésben sem.
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12. 4bra. A szintetikus I1R agonistak és antagonistak hatdsa a 2.5%-s DSS-indukalt colitis
makroszkopos jeleire napi 2x injektdlva. Az abrakon a ligandok hatésa lathaté a DAI-ra

(A), a testsulycsokkenésre (B), illetve a colonhosszra (C). A feltiintetett értékek az atlagot
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€s a szorast (£S.E.M.) abrazoljak (n=6/csoport). A statisztikai analizishez Friedman
tesztet (A), kétutas ismételt méréses ANOVA-t (B) és egyutas ANOV A-t hasznaltunk (C)
Holm Sidac post Hoc teszttel.*p<0.05 Gsszehasonlitva a fiziologids sdoldattal (SAL),
+p<0.05 0sszehasonlitva a DSS+SAL csoporttal.

4.25. A DSS-oldat okozta gvulladas karakterizalasa az o2-AR-K szerepének

vizsgalatahoz hasznalt colitis modellben

A kovetkez6 kisérletsorozatban az ax-AR-K szerepét vizsgaltam egér DSS-
indukélta colitis modellben. Az IR ligandokkal végzett kordbban ismertetett
eredményeim alapjan (moxonidin stlyosbitotta 2.5% DSS-colitis esetén a
stlycsokkenést, 1d. 4.2.4. alfejezet), felmeriilt, hogy az a2-AR-k sulyosbitjak a DSS-
colitis tiineteit. Ezért jelen kisérleteimben egy kevésbé sulyos gyulladast kivaltd
protokollt alkalmaztam, melyben az egerek a kisérlet teljes idétartama alatt, vagyis 7
napig ittak a 2%-s DSS oldatot, majd az allatok a 8. nap reggelén lettek tulaltatva. A DSS
jelen esetben is kivaltotta a gyulladds makroszkopos tiineteit, vagyis hasmenés, véres
széklet, sulycsokkenés €s colonrdvidiilés jelentkezett, viszont a tlinetek Osszeségében
enyhébbek voltak, mint az el6z6 projektben alkalmazott DSS protokoll esetén. A
kisérletek soran egyforman kertiltek alkalmazéasra néstény és him allatok, figyelve arra,
hogy az ivararany minden csoportban hasonld legyen. Kiséreleteim sordn nem
tapasztaltam kiilonbséget a DSS-colitis lefolyasaban a himnemii és a néstény allatok
kozott, a DAI érték, a sulycsokkenés, a colonrdvidiilés hasonld volt mind a két csoportban

(nincs abrazolva).

4.2.6. A clonidin hatasa a DSS-indukalta colitis lefolyasara WT egerekben

Az az-AR irant nagyobb szelektivitassal rendelkez6 kevert a2-AR/I1R agonista
clonidin (0.3-3 mg/kg i.p.) napi adagolasa enyhén stlyosbitotta a DSS-indukalta colitis
tiineteit. A clonidin gyorsitotta a gyulladasos tiinetek kialakulasat, mely egyrészt
megnyilvanult a DAI érték DSS-kontrollhoz képesti korabbi ndvekedésében, masrészt
szignifikansan novelte a stlyvesztést (dozisfiiggetlen modon), viszont nem volt hatdsa a

colon rovidiilésére (13. abra A-C).
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13. abra. Clonidin (CLO 0.3-3 mg/kg) hatasa WT egérben a 2%-s DSS-indukalta colitisre,
mint a DAI értékre (A), a stlycsokkenésre (B) €és a colonhosszra (C). A feltiintetett
értekek az atlagot és a szorast (£S.E.M.) dbrazoljadk (n=6/csoport). *p<0.05
Osszehasonlitva a SAL, #p<0.05 6sszehasonlitva a DSS+SAL, + p<0.05 6sszehasonlitva
a SAL és a DSS+SAL csoporttal. A statisztikdhoz Friedman tesztet (A), kétutas ismételt
méréses (B) és egyutas ANOVA (C) modszert alkalmaztunk Holm-Sidak post hoc
teszttel.

A tovéabbiakban vizsgéaltam a clonidin hatdsat a disztalis colon MPO szintjére (14.
abra), illetve a mikroszkopos képre egyarant (15. abra). A DSS kezelés hatasara a colon
MPO tartalma kb. 6tszordsére ndvekedett (szemben a 2.5%-s DSS-colitis protokollban,
ahol a novekedés mértéke nagyjabol szazszoros), viszont ezt nem befolydsolta az i.p.
adagolt clonidin. A szdvettani vizsgalatok soran a DSS enyhe szoveti destrukciot okozott,
a gyulladas els6sorban a nyalkahartyara terjedt ki (15. dbra). A hisztologiai képre a
gyulladasos sejtek helyi felhalmozdodasa, a kriptak irregularis elrendez6dése, a basalis

rész részleges elvesztése, valamint stilyosabb esetben felszines epitelidlis er6ziok voltak
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jellemzdéek. A gyulladasos sejtek foleg limfocitakbol és makrofagokbol alltak, esetenként
neutrofil granulocitak is megjelentek. Bar a clonidin legnagyobb dozisa (3 mg/kg) egyes
esetekben enyhén sulyosbitotta a gyulladas jeleit (példaul epitelialis karosodast vagy
submucosalis 6démat), a teljes szovettani score nem kiilonbozott a DSS-kontroll
csoporthoz viszonyitva (14 .abra B, 15. ébra).

A csapvizet fogyaszto, clonidinnel kezelt allatok nem mutattak a gyulladas jeleit

¢s nem volt naluk szignifikans stlyvesztés (14. abra, 15. abra, 13. abra B).
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14. abra. Clonidin hatdsa a colon MPO szintjére és a szovettani pontszamra DSS-
indukalta colitis esetén. A feltiintetett értekek az atlagot és a szorast (£S.E.M.) abrazoljak
(n=6/csoport). ,*p<0.05 Osszehasonlitva a SAL csoporttal egyutas ANOVA (A) és
Kruskal Wallis modszerrel (B), majd Holm-Sidak post hoc teszttel.
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‘ DSS + CLO

15. abra. Reprezentativ szovettani képek a disztalis colonrol, hematoxilin-eozin festéssel.
A képek a kovetkezO kezeléseket mutatjak: fizioldgias sooldat i.p. + csapviz (SAL), 3
mg/kg clonidin + csapviz (CLO), fiziologias so6oldat i.p. + 2 % DSS (DSS+SAL), 3 mg/kg
clonidin i.p. + 2 % DSS (DSS+CLO). A gyulladas szovettani jelei a DSS+SAL
csoportban kertiltek leirasra (Id. 14. abra B). A clonidin i.p. adasa enyhén sulyosbitotta a
gyulladas egyes jeleit (pl. a lamina propria lymphocytas infiltracioja nyillal jelolve). *:
nyalkahartya fokalis limfatikus infiltracidja; Ip: lamina propria; TM: tunica muscularis;

M: tunica mucosae; mm: muscularis mucosae; SM: tela submucosa. Mérték: 250 um.

4.2.7. A clonidin hatasa az étel- és vizfogyasztasra, illetve a lokomotoros aktivitasra
WT egerekben

Bar a clonidin nem befolydsolta szamottevden a csapvizet fogyasztdo egerek
sulyat, felmeriilt a kérdés, hogy a DSS+clonidin kezelt csoportban tapasztalt jelentds
sulyveszteség hatterében szerepet jatszhatnak-e egyéb hatasok a bélgyulladas
sulyosbitasan kiviil. Egyik lehetséges ok, hogy a clonidin direkt, vagy indirekt (szedativ)

hatassal csokkenti az egerek étel- és vizfogyasztasat. A szedativ hatas kizardsa céljabol
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az allatok lokomotoros aktivitasat 20 percen keresztiil 3 kiilonb6zé idépontban (a
fiziologias sooldatot, ill. a clonidin injekciot kovetd 30 perc, 3 ora és 6 6ra mulva)
monitoroztam 3 egymast kovetd napon megismételve (5-7. nap). A kapott eredményeim
alapjan a legmagasabb clonidin dozissal kezelt (3 mg/kg i.p.) csoportban az egerek
aktivitasi ideje jelentésen csokkent a fiziologids sdoldatot kapott allatokhoz viszonyitva,
viszont ez a hatas relative rovid ideig tartott és 6 6ra mulva a hatds teljesen megsziint (16.
abra A). Tovabba a kumulativ étel- és folyadékfogyasztas a kezelés elsé napjaiban azonos
volt a kiilonb6z6 csoportoknal, viszont a colitis kifejlddésével a DSS-t fogyasztd allatok
esetében a taplalék és folyadékfogyasztas fokozatosan csokkent (a colitis stilyossagaval
aranyosan). A DSS+clonidinnel kezelt allatok esetében a csokkent étel- és vizfogyasztas
valamivel kifejezetebb volt, azonban nem kiilonb6zott szignifikansan a csak DSS-sel

kezelt csoportban mért értékektdl (16. abra B, C).
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16. 4bra. Clonidin (CLO) hatasa a lokomotoros aktivitasra (A), a kumulativ étel- és

vizfogyasztasra WT egérben (B, C).
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A: A clonidin (CLO, 3 mg/kg i.p.) hat4sa a lokomotoros aktivitasra. A feltiintetett értékek
az atlagot és a szorast (£S.E.M.) abrazoljak (n=6/csoport). *p<0.05 dsszehasonlitva a
SAL csoporttal Student’s t-teszttel.

B, C: A clonidin hatasa a kumulativ étel- és vizfogyasztasra. A feltiintetett értékek az
atlagot €s a szorast (+S.E.M.) dbrazoljak (n=6/csoport). * p<0.05 6sszehasonlitva a SAL
csoporttal egyutas ANOVA-val, Holm-Sidak post hoc teszttel.

4.2.8. A clonidin hatasa a DSS-indukalta colitisre a2-AR szubtipus KO egerekben

Az azB- €s axc-AR szubtipus KO egerek esetében a clonidin hasonlé hatést
mutatott, mint WT egereknél, vagyis a vegyiilet sulyosbitotta a gyulladés tiineteit,
egyrészt hamarabb emelkedett a DAI pontszama, masrészt fokozta a sulyvesztést a DSS-
kontroll csoporthoz képest (17. abra C, D, E, F). Ezzel szemben a clonidin nem gyorsitotta
a2a-AR esetében a DAI novekedését €s szignifikdnsan kisebb stlycsokkenést hozott 1étre
a WT egerekhez viszonyitva (-5.8 £1.7% 0sszehasonlitva -14.8+1.5% p<0.001; 17. abra
A, B).
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17. abra. Clonidin (CLO) hatasa a DSS-colitisre aza- (A, B), az- (C, D) és a2c-AR (E, F)
KO egerek esetében. A vegyiileteket naponta i.p. adagoltam, a DAI értéket (A, C, E) és a
sulycsokkenést naponta mértem (B, D, F). A feltiintetett értékek az atlagot és a szoOrast
(£S.E.M.) abrazoljak (a2a-AR KO: n=6/csoport, az2s-AR KO n=5/csoport, a2c-AR KO:
n=5/kontroll csoport, tobbi csoport esetében n=6). *p<0.05 Osszehasonlitva a SAL
csoporttal, #p<0.05 6sszehasonlitva a DSS+SAL csoporttal, +p<0.05 &sszehasonlitva a
SAL ¢és a DSS+SAL csoporttal egyarant. A statisztikdhoz Friedman tesztet (A, C, E) és
kétutas ismételt méréses ANOV A modszert alkalmaztunk (B, D, F) Holm-Sidak post hoc
teszttel.

4.2.9. A BRL 44408 hatasa a DSS-indukalta colitisre WT egerek esetében

Mivel axa-AR génkiiitott egerek esetében szignifikdnsan csokkent a clonidin
sulyosbitd hatdsa a colitisre, ezért felmeriilt a kérdés, hogy ezen receptor szubtipus
farmakologiai gatlasa képes-e védelmet létrehozni a DSS-colitissel szemben. A szelektiv
az2a-AR antagonista BRL 44408 napi adagolasa (3 mg/kg i.p.) szignifikansan csokkentette
a colitis tiineteit és a sulyvesztést is mérsékelte. Ez a védo hatas eltiint, ha a BRL 44408-

t clonidinnel kombinaltuk (18. dbra A, B).
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18. abra. A BRL 44408 (BRL) hatasa a DAI értékre (A), sulycsokkenésre (B) DSS-colitis
esetén. A vegyiileteket naponta i.p. injektaltuk. A feltiintetett értékek az atlagot és a
szorast (£S.E.M.) abrazoljdk (n=6/csoport). *p<0.05 Gsszehasonlitva a SAL, #p<0.05
Osszehasonlitva a DSS+SAL, +p<0.05 6sszehasonlitva a SAL és DSS +SAL, $p<0.05
Osszehasonlitva a DSS+BRL3+CLO3 csoporttal Friedman teszttel (A) és kétutas ismételt
méréses ANOVA moédszerrel Holm-Sidak post hoc teszttel (B).

A tovabbiakban 0sszehasonlitottuk a colon MPO szintjének valtozéasait a DSS-
colitisben WT ¢és o2a-AR KO egerek felhaszndlésaval, illetve a szelektiv a2a-AR
antagonista BRL 44408-1 tortént kezelés mellett. Az MPO szint szignifikansan
alacsonyabb volt a BRL 44408-1 hatasara, hasonld eredményt figyelhetiink meg az oza-
AR KO éllatoknal (19. abra).
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19. abra. A BRL4408 hatasa a colon MPO szintjére WT és a2a-AR KO egér esetében. A
feltiintetett értékek az atlagot és a szorast (£S.E.M.) abrazoljak (n=6/csoport). *p<0.05

Osszehasonlitva a SAL (WT és a2a-AR KO egérrel, melyek csapvizet fogyasztottak),
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#p<0.05 Osszehasonlitva a DSS+SAL (WT egérrel) egyutas ANOVA Holm Sidak post
hoc teszttel.

A BRL 44408 gyulladascsokkentd hatasanak a mélyebb megértése céljabol a
colon gyulladésos folyamatokban szerepet jatszo citokin és kemokinprofiljat analizaltam.
Ennek alapjan elmondhat6, hogy a DSS-oldat hatdsara szamos citokin és kemokin szdveti
szintje megemelkedett. A DSS-hatasara megemelkedett ,,C-X-C motifligand 13’ (CXCL-
13) kemokin szintje jelentdsen lecsokkent a BRL44408-1 kezelés hatasara. Tovabba a
DSS szignifikdnsan megemelte a ,,C-C motif ligand 3 (CCL3), a CXCL2, valamint a
granulocyta-koloniastimulald faktor (G-CSF) szintjét a fiziologias sooldattal kezelt
csoportban, de nem fokozta a szintjiiket a BRL-el kezelt csoportban. Tovabba a DSS oldat
megnovelte a metalloproteindz szoveti gatloja 1 (TIMP-1) szintjét, mely még tovabb

emelkedett a BRL 44408 kezelés mellett (20. 4bra).

A B
[ sAL [ sAL
I DSS + SAL Hl Dss
2000 4 1 DSS+BRL3 [J DSS+BRL 3
[} 1]
2 £ 6000 1
$ 1500 4 S
[a] o
X £ 4000 -
& 1000 A @
£ 500 § 2000 ;
1™ 1
2 2
0 oA
CCL3 CXCL2 G-CSF IL-la TREM-1 CCL2 CXCL1 CXCL13 IL-16 TIMP-1

20. abra. A BRL4408 hatasa a colon citokin és kemokin szintjeire WT egérben DSS-
colitis esetében. A szdveti citokin szintek mérése egér citokin panel segitségével tortént.
Minden pont esetében a pixel denzitdst a referenciaponthoz (10,000) viszonyitottam. A
feltiintetett értékek az atlagot és a szorast (+S.E.M.) abrazoljak (n=6/csoport). *p<0.05
Osszehasonlitva a SAL (csapvizet fogyaszto), #p<0.05 Osszehasonlitva a DSS+SAL,
+p<0.05 dsszehasonlitva a SAL és DSS +SAL csoporttal egyutas analizissel, Holm Sidak

post hoc teszttel.
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43.Az 11R-k é az I2R-k szerepének vizsgalata a fundus

kontraktilitasanak szabalvozasaban

4.3.1. Clonidin, moxonidin és rilmenidin hatiasa az EFS-indukalta

oyomorkontrakciokra

Mind a harom kevert a2-AR/I1R agonista vegyiilet koncentraciofiiggéen gatolta
az EFS-indukalta gyomorkontrakciokat WT, azs- és a2c-AR KO egérben (21. abra A, C,
D). A vizsgalt agonistdk koziil a clonidin hatdserdssége volt a legnagyobb, amit a
moxonidin, majd a rilmenidin kovetett (21. abra A, C, D, ill. 1. tablazat).

a2A-AR KO egérben jelentdsen csokkent a fenti vegyiiletek gatld hatdsa a kolinerg
kontrakciokra €s csupan legnagyobb koncentracidban figyelhettiink meg enyhe gatlast a
clonidin (10 pM: 24.6%-o0s gatlas) és a moxonidin (10 puM: 18.2 %-os gatlas) esetében
(21. abra B). A rilmenidin a legnagyobb alkalmazott koncentracidoban (10 uM) sem hozott

1étre szignifikans valtozast.

1. tablazat. Clonidin, moxonidin és rilmenidin géatlo hatdsa az EFS-indukalta
gyomorkontrakciokra WT, aza-, oz2s- és aac—AR KO egereken. 2p<0.01, °p<0.001
Osszehasonlitva a WT, azg- és o2c-KO egerekkel (ANOVA, Newman-Keuls post hoc

teszt).
WT axa-KO a2e-KO o2c-KO
Emax | ECs0 | N Emax | ECs0 | N | Emax | ECs0 | N Emax | ECs0 | N
(%) | (hM) (%) | (nM) (%) | (nM) (%) | (nM)
Clonidin 8321208 |14(246| 851 |8|748(29.1 [(10|775|6.4 8
+ + + + + + + +
74 |6.2 6.2° | 31.52 3.0 |65 111 (1.2
Moxonidin | 67.2 | 103.8 | 17 | 18.2 | 643.9 | 8 | 76.9 | 200.7 | 10 | 69.9 | 192.3 | 8
+ + + + + + + +
47 |21.9 0.1% | 13.9° 9.7 |84.0 3.3 |299
Rilmenidin | 60.9 | 549.5 | 11 | nincs hatas | 4 | 85.2 | 537.3 |8 | 78.7 | 754.8 | 8
+ + + + + +
45 |121.1 7.8 |261.0 7.8 |95.2
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21. ébra. Clonidin (CLO), moxonidin (MOX) és rilmenidin (RIL) gatl6 hatasa az EFS-
indukalta kolinerg gyomorkontrakciokra WT (A), aza- (B), azs- (C), és a2c-KO (D)
C57Bl/6 egérben. Zardjelben a kisérlet soran felhasznalt allatok elemszama lathatd. Az
agonistakat kumulativ modon adagoltam a szervfiirdékhoz névekvé koncentracioban, 5
perces 1dokozonként. A koncentracid-hatds gorbék egyes pontjai a kontrakciok
amplitddojanak atlagat €s a szorast (£S.E.M.) dabrazoljadk. *p<0.05; **p<0.01;
**%p<0.001 a szervek alapkontrakcidjaval Osszehasonlitva (kétutas ismételt méréses

ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt).

4.3.2. Az 02-AR és IR antagonistak hatasa a clonidin, moxonidin és rilmenidin

kontrakcio gatlo hatasara

A kevert a2-AR/I2R antagonista idazoxan valamint a szelektiv a2a-AR
antagonista BRL 44408 jelentds mértékben csokkentette a clonidin (1 pM), moxonidin
(10 uM) és rilmenidin (10 uM) altal kifejtett gatlo hatast a kolinerg gyomorkontrakciokra
WT C57Bl/6 egérben. Ezzel szemben a szelektiv [1R ligand AGN192403, a szelektiv 2R
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antagonista BU-224 valamint az agg/c receptor antagonista ARC239 sem befolyasolta a
fenti vegyiiletek gatlo hatdsat. Az antagonistaknak dnmagukban nem volt hatasuk az alap
kolinerg kontrakcidkra (22. ébra).

Az AGN 192403 és BRL 44408 hatasat a moxonidin altal kivaltott kolinerg

kontrakciok gatlasara a 23. abran lathat6 regisztratum illusztralja.
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22. abra. Az AGN 192403 (10 uM), BU-224 (10 uM), idazoxan (10 uM), BRL 44408
(10 uM) és ARC 239 (10 uM) antagonistak hatasa a clonidin (CLO, 1 uM), moxonidin
(MOX, 10 uM) és rilmenidin (RIL, 10 pM) altal létrehozott gyomorkontrakciok gatlasara
WT C57BIl/6 egérben. Az oszlopok az atlagértékeket és a szordst (=S.E.M.) abrazoljak
(iires oszlop: agonista magaban, sziirke oszlop: agonista + antagonista). Zardjelben az

elemszamok lathatok. ***p<(0.001 0&sszehasonlitva az alapkontrakcidokkal (paros

Student’s t-teszt).
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23. abra. Az AGN192403 (AGN, 10 uM) és a BRL4408 (BRL, 10 uM) hatasa a
moxonidin (MOX, 1nM — 10 uM) altal kivaltott kontrakciok gatlasara WT C57Bl1/6

egereken.

4.3.3. Az endogén IR lisand agmatin és a harman hatiasa az EFS-indukalta

oyomorkontrakciokra

A tovabbiakban az endogén IR ligand agmatin és harman szerepét vizsgaltam az
EFS indukalta gyomorkontrakciok befolyasolasara. Tekintettel korabbi eredményeimre
(miszerint a kevert IR ligandok gyomorkontrakcidé gatld hatdsdban a harom a2-AR
szubtipus koziil az axa-AR vesz részt, 1d. 4.3.1. fejezet), a két vegylilet hatasat aoa-AR
KO és WT egereken vizsgaltam. A kapott eredményeim alapjan az agmatinnak nem volt
érdemi hatdsa az EFS-indukalta gyomorkontrakciokra egyik egértdrzs esetében sem az
alkalmazott dozisokban (24. dbra A).

Ezzel szemben a masik endogén imidazolin ligand, a harman esetében mind WT,
mind a2a-AR KO egérnél lathatunk enyhe, de szignifikdns kontrakcido gatlo hatast,
viszont a két egértorzsben a gorbék lefutdsa kiilonbozik (24. abra B). WT allatok esetében
a kontrakcio gatlasnak két csucsat figyelhetjiik meg, egyrészt 100 nM-nal a gatlas
atmenetileg maximalizalodik, viszont 10 pM-nal ismét megjelenik egy csucs a
kontrakciok gatldsaban. Ezzel szemben o2a-AR KO egerek esetében csupan 10 pM-0s
koncentracioban hoz I1étre a vegyiilet szignifikans gatlast, az alacsonyabb
koncentraciokban nincs érdemi hatds. 100 nM-os koncentraciondl szignifikans
kiilonbséget lathato a két egértorzs kozott (WT: 12.2 + 2.9 %, n=12; axa: 2.3 £ 1.5 %,
n=8; p <0.05) (24. abra B).
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A harman altal kifejtett gatlo hatast (legmagasabb, 10 pM-os koncentracidoban) az
altalunk vizsgalt antagonistak koziil sem az AGN 192403 (10 uM), sem a BU-224 (10
uM), sem az idazoxan (10 uM) nem fliggesztette fel (24. abra C) WT egérben. A vegyiilet

olddszere nem fejtett ki hatast az EFS-indukalta gyomorkontrakcidkra.
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24. abra. Az agmatin (AGM, A) és a harman (HAR, B) gatl6 hatasa az EFS-indukélta
kolinerg gyomorkontrakciokra WT (fekete kor) és a2a-AR KO (iires kor) C57Bl/6
egereken. Zardjelben a kisérlet soran felhasznalt allatok elemszama lathaté. A
koncentracio-hatas gorbék egyes pontjai a kontrakciok amplitudojanak atlagat és a szorast
(£S.E.M.) abrazoljak. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 a szervek alapkontrakciojaval
Osszehasonlitva (kétutas ismételt méréses ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt).
#p<0.05 Osszehasonlitva a gatld hatast ugyanazon koncentracidban WT egérben (paros
Student’s t-teszt).

C: Az AGN192403 (AGN, 10 uM), BU 224 (BU, 10 uM) és idazoxan (IDA, 10 uM)
hatasa a harman EFS-indukélta gyomorkontrakciok gatlasaira WT C57Bl/6 egéren. Az
oszlopok az atlagot és a szorést (+S.E.M.) abrazoljak (lires oszlop: harman magéban;

szlirke oszlop: harman + antagonista). Zarojelben a kisérlet soran felhasznalt allatok

73



DOI:10.14753/SE.2019.2207

elemszama lathato. Paros Student’s t-teszttel analizdlva az antagonistak nem hoztak 1étre

szignifikans valtozast.

4.3.4. A 2-BFI hatasa az EFS-indukalta syomorkontrakciokra

Az 12R agonista 2-BFI mind WT, mind oa2a-AR KO egérben gatolta a
gyomorkontrakciokat, viszont a két gorbe lefutdsa a harmanhoz hasonléan kiilonb6zott.
Alacsonyabb (10 nM - 1000 nM) koncentraciokban a gatlo hatas szignifikansan eltért a
két torzs esetében, viszont a legmagasabb dozis alkalmazéasakor (10 uM) ez a kiilonbség
eltint (WT: 50.7 £ 5.0%, n=14; a2a-AR KO: 42.7 £ 6.6 %, n=8; p=0.35).

Az altalunk vizsgalt agonistak koziil (AGN 192403, BU-224, idazoxan, BRL
44408, ARC 239 /utdbbi két antagonizmus nincs abrazolva/) egyik sem fliggesztette fel
a 2-BFI hatasat WT egérben.

80 1
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26. 4bra. A: 2-BFI gatlo hatasa az EFS-indukélta kolinerg gyomorkontrakciokra WT
(fekete kor) és axa-AR KO (iires kor) C57Bl/6 egerekben. Zarojelben a kisérlet soran
felhasznalt allatok elemszama lathatdé. A koncentracio-hatas gorbék egyes pontjai a
kontrakciok amplituddjanak atlagat és a szorast (£S.E.M.) abrdzoljak. *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001 a szervek alapkontrakcidjaval dsszehasonlitva (kétutas ismételt
méréses ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt). #p<0.05 dsszehasonlitva a gatlo hatast
ugyanazon koncentracioban WT egérben (paros Student’s t-teszt)

B: Az AGN 192403 (AGN, 10 uM), BU-224 (BU, 10 uM) és az idazoxan (IDA, 10 uM)
hatdsa a 2-BFI EFS-indukalta gyomorkontrakciok gatlasara WT C57Bl/6 egéren Az

oszlopok az atlagot és a szorast (=S.E.M.) abrdzoljak (iires oszlop: 2-BFI magaban,;
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sziirke oszlop: 2-BFI + antagonista). Zardjelben a kisérlet soran felhasznalt allatok
elemszama lathato. Paros Student’s t-teszttel analizdlva az antagonistak nem hoztak létre

szignifikans valtozast.
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5. MEGBESZELES

5.1. Az 11R-K és az 12R-K szerepének vizsgalata a gyomornyalkahartya

integritasanak szabalyozasaban

A doktori munkam els0 nagy témakorében az I1/12R-k €s a gasztroprotekcio
kapcsolatat vizsgaltam. Mint azt mar a bevezetésben is emlitettem, az imidazolin
hipotézis felvetése utdn szamos kutatds indult el az imidazolin receptorok azonositasa,
funkcionalis szerepiik bizonyitasa céljabol. A vizsgalatok a GI rendszerre is kiterjedtek,
ahol szintén igazoltak IR-kat eldszor radioligand kotési vizsgalattal [113-115], majd az
I1R asszocialt proteint, a nischarint is kimutattak patkany gyomor-bél rendszerében
[118]. Emellett leirtak, hogy az endogén imidazolin ligand agmatin legnagyobb szdveti
koncentracioban a gyomorban, vékonybélben talalhato [78].

A kutatasok soran szdmos publikacidoban elemezték az IR-k és a gasztroprotekcid
kapcsolatat, esetenként ellentmondésokat is megfigyelhetiink. Az elsd publikaciok
egyikében olvashatjuk, hogy egy imidazolin szerketii vegyiilet (név szerint a 2-(2 methyl-
4-chlorophenylamino)-2-imidazolin; [CDMI]) gasztroprotektivként viselkedett az
aszpirin, illetve indometacin indukalta fekélyekkel szemben [211]. Késobb Glavin és
mtsai irtak le, hogy az I1R irant nagyobb szelektivitassal rendelkez6 kevert a2-AR/I1IR
agonista moxonidin egyrészt a bazalis savcsokkentés mellett pylorus-ligalt allatokban is
szignifikansan gatolta a savtermelést, masrészt alkoholos-fekély modellben fokozta a
gyomorvédelmet i.p. adagolast kovetéen [120]. Hasonl6 eredményt publikaltak Carlisle
¢s mtsai., vizsgalataik alapjan a moxonidin éber patkanyon i.c.v. adagolva jelentdsen
csOkkentette a bazalis sosavtermelést, illetve periféridsan (i.p.) adva novelte a gyomor
mucus szintjét stressz-modell esetében. Tovabba arra a kovetkeztetésre jutottak az
efaroxannal végzett kisérletek értelmében, hogy mind a periférias, mind a centralis IR-k
egyarant szerepet jatszanak a gasztroprotekcio kialakulasaban [158].

A fent részletezett publikdciok eredményeinek ellent mond, hogy egyes imidazolin
szerkezetli vegyiiletek (mint a clonidin és a tolazolin) izolalt parietalis sejteken fokoztak
a savelvalasztast [156]. Tovabba a kevert a2/I1R agonista clonidin i.v. adagolva fokozta
a gyomorfekélyek létrejottét patkany savas-alkoholos modellében [212]. Emellett az

endogén imidazolin ligand agmatinrol Glavin és mtsai irtak le, hogy i.c.v. és i.p. adagolva
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crer

ezaltal sulyosbitotta a stressz-indukalta gyomornyalkahartya-karosodasokat [121]. Utkan
¢s mtsai dokumentaltak, hogy az agmatin szisztémasan adagolva dozisfiiggéen fokozta
az alkoholos fekélyek kialakulasat és valdsziniisitették, hogy az ulcerativ hatdsban mind
az a2-AR-k, mind az imidazolin rendszer szerephez jut [122].

Ugyanakkor az agmatin gasztroprotektiv hatasat is leirtak, i.p. adagolva
szignifikdnsan csokkentette a gyomornyalkahartya lézidkat ischemia-reperfizios
modellen a PI3K/Akt jelatviteli ttvonalon keresztiil [213]. Tovabba publikalt adat, hogy
az agmatin képes fokozni az endogén opioidok felszabadulasat [214], melyek viszont a
dorzalis vagus komplexen keresztiil gasztroprotektivnek bizonyultak [20].

Kutatdmunkam sordn a savelvalasztastol fiiggetlen, alkoholos fekélymodellen
vizsgaltam az I1R és I2R szerepét a centralis gasztroprotekcidban i.c.v adagolds soran.
Ebben a modellben a savas alkohol direkt mddon roncsolja a nyalkahartyat, komplex
mikrovaszkularis karosodas jon 1étre, mely fiiggetlen a savtermeléstol, ezért a defenziv
faktorok szerepe, a nyalkahartya integritasa jol vizsgalhat6 [215]. Vizsgalataim soran
elészor az endogén IR ligand agmatin, majd a szelektiv I1R és I2R ligandok
gasztroprotektiv hatasat elemeztem, arra a kérdésre keresve a valaszt, hogy milyen médon
befolyasoljak a savas alkohol altal indukalt fekélyek keletkezését, illetve részt vesznek-e
az IR-k a centralis gyomorvédelemben.

Kutatocsoportunk felvetése volt, ahogy azt a bevezetésben is emlitettem, hogy az
I1R ligandok gasztroprotekciot kdzvetitenek. Hipotézisiinket tdmasztja ald egyrészt, hogy
az 11R-k megtalalhatok a centralis gasztroprotekciot kozvetitd agyi régiokban [128],
masrészt az imidazolin ligandok fokozzék a PGE2 és PGI2 termelddését, melyek alapvetd
fontossaguak a nyalkahartyavédelem kialakitasaban [216] (Id. I1R, 1.4.1. alfejezet).

Kezdeti kisérleteimet az irodalomban egyik leggyakrabban hasznalt endogén
imidazolin ligand agmatinnal kezdtem, mely i.c.v. adagolva fokozta a gasztroprotekciot,
viszont a dozis-hatas gorbe harang alakot mutatott (2. abra). Az agmatin esetében mas
kutatocsoportok is irtak le harang alaka gorbét a vegyiilet kiilonb6zé hatdsanak
vizsgalatakor [122, 217]. A harang alakl hatas hattere nem tisztazott. Jelen esetben két
dolgot feltételezhetiink, az egyik, hogy magasabb dozis alkalmazasakor a
gyomorvédelem ellen jatszo receptorok is aktivalodnak. Lehetséges példa az NMDA

receptor, melynek aktivalodasa fokozza a gyomorvédelmet [218], ezt a védd hatast
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antagonizalhatja a hozza kis affinitassal kot6dé agmatin a nagyobb do6zisok
alkalmazasakor [219]. Masik lehetdség, hogy az agmatin nagy dozisban ndveli a
gyomorsav termelését [121], ezaltal fokozza az alkohol direkt karositd hatasat és mérsékli
a gasztroprotekciot. Végiil megemliteném, hogy jelen esetben az agmatin effektiv dézisa
pico/nanomoldris tartomanyban volt, mely korreldl patkdny agyi agmatin
kozott is centralis gasztroprotektiv vegyiiletként viselkedik.

Az agmatin i.p. adagolasakor viszont csupéan az alacsonyabb dozisok (0.005-0.1
mg/kg) esetében figyelhetiink meg egy enyhébb gyomorvédelmet a savas alkohollal
szemben (0sszehasonlitva a centralis adagolassal), nagyobb dézisok alkalmazasakor az
agmatin-indukalta védelem megsziinik. Viszont jelen esetben nem figyelhetjiik meg a
nagyobb doézisok alkalmazasandl az agmatin ulcerdciot fokozd hatasat, melyet mas
munkacsoportok leirtak hasonldé dézisok esetében [121, 122]. Ezt a differenciat az
alkalmazott metodikak kiilonbozdségével magyarazhatjuk, hiszen a tobbi munkacsoport
a fekélyeket vagy 50%-os alkohollol valtottak ki, illetve stressz-fekélyt alkalmaztak, mely
protokollokndl a nyalkahartya karosodasa mérsékeltebb. Kutatocsoportunk feltételezése
szerint a perifériasan adagolt agmatin hatasanak hatterében szintén centralis komponens
allhat, hiszen az i.p. adagolast agmatin esetében is a dozis-hatas gorbe bifazisos karaktert
mutat, valamint ismert tény, hogy az agmatin atjut a vér-agy gaton [220].

A tovabbiakban vizsgaltam, hogy a széles receptoridlis profillal rendelkezd
agmatin [221] hatasaban szerepet jatszik-e az imidazolin rendszer. Kisérleteim soran az
agmatin gasztroprotektiv hatasat a kevert o-AR/I1R antagonista efaroxan és az ao-
AR/I2R antagonista idazoxan teljes mértékben felfliggesztette, viszont a szelektiv az2-AR
antagonista yohimbin a nyalkahartyavédelmet csupan részlegesen csokkentette. Ezek
alapjan nagy valdsziniiséggel elmondhatd, hogy mind az az2-AR-k, mind az 11/12R-K is
részt vesznek az agmatin hatasdnak kozvetitésében. Mivel az irodalomban a szelektiv 1R
ligand AGN 192403 esetében nem tisztazott, hogy a vegyiilet agonista, vagy antagonista,
ezért altalaban ligandként emlegetik, viszont egyes publikdcidkban ezt a vegyiiletet
szelektiv I1R antagonistaként kezelik [222], ezért vizsgaltam, hogy a vegyiiletnek van-e
hatdsa az agmatin 4ltal indukalt gyomorvédelemre. Kisérleteimben a szelektiv [1R ligand

AGN 192403 felfliggesztette az agmatin gasztroprotektiv hatésat.
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A tovéabbiakban az I1R-k és az 12R-k gasztroprotektiv szerepének tisztazasa
céljabol szelektiv IR ligandokat alkalmaztam. Kisérleteim soran a szelektiv I1R ligand
AGN 192403 i.c.v. adagolva, dozisfiiggéen fokozta a gyomorvédelmet az altalunk
alkalmazott allatmodellben (4. abra A panel). Tekintettel arra, hogy az AGN 192403
felfliggesztette az agmatin indukalta nyalkahdrtyavédelmet, illetve mivel 6nmagaban
adagolva is gasztroprotekciot kozvetitett, felvethetd, hogy az AGN 192403 az I1R-n
parcialis agonistaként viselkedik.

Vizsgalatom kovetkezd targya, a szelektiv I2R ligand 2-BFI esetében szintén
gasztroprotektiv hatast vartam. Az I2R foként ugy ismert, mint enzimfehérjéken talalhato
kotohely, 12R-kat azonositottak a MAO allosztérikus kotohelyeként, tovabba az 12R
aktivacioja a MAO enzim gatlasahoz vezet [42, 43]. A MAO enzim két {6 izoformajanak,
a MAO A-nak és a MAO B-nek a gatlasaval az izoformanak megfelelden a monoaminok
lebontasa, mint a dopamin, NA, 5-HT gatlodik. Hipotézisiink szerint 2R aktivacidval
gatolhatjuk a MAO B enzim miukddését, ezaltal csokkentjiik a dopamin lebontésat,
mellyel fokoznank a gyomorvédelmet. Elméletiinket tdmasztja ald, hogy a MAO B gatlo
L-deprenyl (szelegilin) i.p. és i.c.v. adagolva egyarant gatolta a stressz-indukalta gyomor
1ézidkat patkany esetében [223]. A dopamin gasztroprotektiv szerepét bizonyitja, hogy
dopamin 1 és dopamin 2 receptor agonistak fokoztak a gyomorvédelmet stressz-, illetve
alkoholos fekélymodellen egyarant, illetve csokkentették a savelvalasztast [224]. A
védelem kozvetitésében periférias faktorként a PG-k és a H2S szerepét is igazoltak [224].
Cross ¢és mtsai publikaltak, hogy a dopamin prekurzor L-dopa i.p. adagolva védelmet
biztositott a savas alkohollal szemben, a védelmet a szelektiv a2-AR antagonista
yohimbin részlegesen felfliggesztette [225]. Itt felmeriilt tehat, hogy a dopamin
gasztroprotektiv szerepében az a2-AR-K is Szerepet kapnak. Az az2-AR-k esetében pedig
jol ismert, hogy a gasztroprotekciot tobbek kozott vagus dependens mdédon, a CGRP és
NO szintjének emelésével fejti ki [21].

Az el6z6 bekezdésben részletezetteknek megfelelden elmondhatjuk, hogy a
receptorok szamos esetben szoros Osszefliggésben allhatnak egymassal, sok esetben egy
adott receptor aktivacidja szamtalan masik receptorra fejt ki hatast. Jelen kisérleteinkben
igazoltuk, hogy az I2R agonista 2-BFI i.c.v. adagolasaval jelent6s centralis
gasztroprotekciot tudtunk kivaltani (a 1ézi6 index a kontroll csoport 30 %-a; 4. abra B

panel).
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Végezetiil arra a kérdésre kerestem valaszt, hogy az IR ligand agmatin centralis
gyomorvédd hatasat mely periférias faktorok kozvetitik. A kapott eredményeim alapjan
a NO felszabadulas, a PG szintézis egyarant szerepet jatszik a gasztroprotekcioban, a
hatast pedig az efferens vagus rostok kozvetitik. Ezt tdmasztja ala, hogy a bilateralis
cervicalis vagotomia, az L-NNA-val és az indomethacinnal tortént el6kezelés egyarant
felfiiggesztette a védelmet. A kapott eredmény nem meglepd, hiszen a bevezetésben mar
emlitettem, hogy szamos neuropeptid centralis gyomorvédd hatasaban részt vesznek a
fenti faktorok. Nem elhanyagolhat6 tehat, hogy mind a NO, mind a PG-k fokozzék a
nyalkahartya vérataramlasat, stimulaljak a mucus, bikarbonat és foszfolipid szekréciot,
gyorsitja a nyalkahartya gyogyulasat és felépiilését [123, 226]. Tovabba emliteném a
szenzoros afferens rostokbol felszabadulo CGRP szerepét, mely szintén fokozza a
és szomatosztatin felszabaduldst. A szomatosztatin, az alkohol-, illetve indometacin-
indukalta fekélyek esetében korabban is gasztroprotektivnak bizonyult, szignifikdnsan
csokkentve a leukotrién szintet [227]. A kapott eredményeink alapjan elmondhato, hogy
a savas alkohol hatasara lecsokkent a szoveti szomatosztatin és CGRP szint is, azonban
ez a csokkenés az agmatinnal kezelt csoportban nem volt megfigyelhetd. Ezek alapjan
valoszinlisithetd, hogy az agmatin a savas alkohollal szembeni gyomorvédd hatdsaban
szerepet jatszik a CGRP és a szomatosztatin is.

Habar a kapott eredményeink 4&llatkisérleti modelleken alapulnak ¢és az
eredmények human transzlacidja még kérdéses, felvethetd, hogy a ma mar széleskorben
vérnyomascsOkkentoként alkalmazott rilmenidin és moxonidin gasztroprotektiv hatassal
is rendelkezik. Viszont az irodalomban jelenleg még nem all rendelkezésre human adat,
miszerint a tartdsan moxonidint, illetve rilmenidint szedd betegeknél csokkent a peptikus
fekélybetegség incidenciaja/prevalencidja, pedig felvetésiink alatdmasztasahoz ezeknek a
human statisztikdknak az elvégzése nélkiilozhetetlen lenne. A fent részletezett
eredményeink alapjan egyrészt az elébb emlitett vegyiileteknek egy tovabbi jotékony
hatasa valna kiakndzhatéva a klinikumban (vérnyomdscsokkentd hatdsa mellett még

gyomorvédoként is funkciondl), illetve tovabbi lehetdség nyilna a peptikus fekély

crer
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5.2. Az 11R-k és az a2-AR-k szerepének vizsgalata colitisben

5.2.1. Kiillonb0z6 kevert a2-AR/IR, szelektiv I1R, illetve endogén IR lisandok

hatasanak vizsgalata a DSS-indukalta colitis modellben

Mint azt mar kordbban is részleteztem, a GI rendszerben tobbek kozott radioligand
kotési vizsgalatokkal is bizonyitottak az IR-k jelenlétét, jelen esetben kiemelném, hogy
IR-kat mutattak ki a colon epithelialis sejtjeiben [228].

Szamos publikacido foglalkozik az imidazolin ligandok direkt vagy indirekt
gyulladascsokkentd hatdsaval. A clonidin és a rilmenidin anti-inflammatorikus hatasat
bizonyitja, hogy akut karragén-, szerotonin-, formalin-, és hisztamin teszteken csokkentik
patkany talpodémajat, mely hatasokat feltehetéen az ao-AR medialja [198, 229]. A
moxonidin talstlyos menopauzan atesett ndk esetében csokkentette az egyik {0
gyulladasos citokin, a TNF-o szintjét a szérumban [171]. Emellett human myeloma
multiplexes adatok szolnak arrdl, hogy szamos imidazolin szerkezetii vegylilet képes
gatolni a myelomas sejtvonalat proteoszoma gatlasaval [230], illetve megakadalyozzak
az NF-xB altal medialt gén transzkripcidt sejtkultirakban [231], valamint gatoljak a
proinflammatorikus citokinek, mint a TNF-a és az IL-6 termelését [232]. Tovabba fontos
kiemelni Molderings ¢és mtsai hipotézisét az imidazolin ligandokkal kapcsolatban, mely
szerint az 11R az SIP receptorcsalad tagja, az S1Pi13 receptorok homo- vagy
heterodimerje [166]. Dokumentalt adat, hogy az S1P1.3receptorok esszencialis szereppel
birnak az immunrendszer folyamataiban, az S1P receptor modulatorok csokkentik a
gyulladas sulyossagat kiilonb6z6 modellek, igy a colitis esetében is [168, 169]. Ezek
alapjan felvethetd, hogy ha az I1R-k az S1P receptorcsalad tagjai, akkor képesek
enyhiteni a gyulladds tiineteit ¢€s alkalmasak lehetnek a gyulladdsos bélbetegség
kezelésében is.

Ismételten hangsulyoznam, hogy az IR ligandok nagy affinitassal kotnek az-AR-
khoz is [2], ezért nem szabad figyelmen kiviil hagyni az a2-AR-kat imidazolin hatas
vizsgélata esetében, éppen ezért gyakran parhuzamosan irok a két receptorcsoportrol.
Doktori palyamunkam masodik nagy témakorében azokra a kérdésekre kerestem a
valaszt, hogy az imidazolin ligandok befolyasoljak-e a DSS-colitis kezdeti fazisanak
lefolyasat, illetve hatas esetén ezt I1R-k, esetleg a2-AR-k kozvetitik. Az 02-AR vonalat

tovabbgondolva, human vonatkozasban korabban leirtak, hogy a nem szelektiv a2-AR /IR
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agonista clonidin javitja IBD-ben szenvedd betegek tiineteit [170, 233]. Viszont egyes
ujabb publikacidk szerint az a2-AR aktivacid fokozza a proinflammatorikus citokinek és
kemokinek felszabadulasat az immunsejtekbdl, ezaltal sulyosbitja a korkép tiineteit [234,
235]. Kisérleteim jelentés része is azt sugallja, hogy az ax-AR-k aktivacioja fokozza a
proinflammatorikus citokinek felszabadulasat, ezaltal stlyosbitja a gyulladds mértékét
(1d. eredmények 4.2.5. fejezet, illetve részletesen késébb). Az ax-AR-k gyulladast kivaltd
hatasat tdmasztja ala az a megfigyelés, hogy a2-AR aktivacid hatasara csokken a kolinerg
veégkeésziilékekbdl az ACh felszabaduldsa, amely viszont a makrofagok nikotinos
acetilkolin receptoran keresztiil gyulladascsokkent6 hatassal bir [236].

Mint korabban emlitettem, kisérleteim soran kémiai Gton indukalt colitis modellen
vizsgaltam az imidazolin ligandok szerepét a colitis kezdeti fazisara. Az éllatok
bélgyulladasat DSS-oldat itatasaval valtottam ki, amely egyike az irodalomban
leggyakrabban hasznalt colitis modelleknek. Tekintettel arra, hogy kutatdsom soran
valoszintisitettem, hogy az imidazolin ligandok inkabb védé hatast fejthetnek ki a colitis
lefolyasara, ezért a célom kozepesen sulyos - sulyos colitis indukdldsa volt, de még
alacsony halalozassal. Ezt 2.5%-0s DSS-oldat 7 napos adasaval értem el, a kisérlet a 9.
napon fejez6dott be.

Ezen protokoll segitségével a DSS erdteljes hasmenést, GI vérzést és fogyast
indukalt, kovetkezményes colon rovidiiléssel, valamint emelkedett MPO és IL-6 szinttel
a colonban, illetve a szérumban egyarant. A kisérletek soran vizsgalt imidazolin ligandok
alkalmazott dézisai egyrészt korabbi irodalmi adatokon nyugszanak, masrészt klinikailag
is relevansak (a rilmenidin és a moxonidin esetében 0.01-1 mg/kg vizsgalt dozistartomany
megkozeliti egy 70 kg-os ember gyogyszeres kezelésénél alkalmazott 0.06-5.6 mg
dozistartomanyt [237]).

Az altalam vizsgalt kevert a2-AR/I1R, illetve szelektiv I1R és endogén IR
ligandok jelen kisérleti protokollban nem befolyasoltak sem a colitis makroszkopos, sem
a szovettani képét, tovabba nem volt hatasuk a colon MPO, valamint a szérum IL-6
szintjére sem.

Felmertiilhet kérdésként, hogy az endogén imidazolin ligand agmatin, mely
szamos receptorialis profillal rendelkezik, miért nem befolyasolta a DSS-colitis
lefolyéasat. Az agmatin a gyomorfekélyes kisérleteinkben gasztroprotektivnak bizonyult,

hatasanak a kozvetitésében az imidazolin rendszer is szerepet jatszik. A DSS-colitis
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esetében felmeriil, hogy az agmatin, mely kotddik a2-AR-khoz is, stilyosbithatna a colitis
lefolyasat. Mivel ezt a sulyosbitd hatast nem latjuk, felvethetjiik, hogy a szdmos
receptorhoz kot6d6 agmatin esetében a vegyiilet pro-, illetve anti-inflammatorikus hatasa
kiegyenlitddik. Ismert tény, hogy az agmatin citoprotektiv vegyiilet, csokkenti az oxidativ
stresszt, a szabadgyokok képzodését, tovabba NOS gatlo [86, 87]. A citoprotektiv hatasra
példa, hogy az agmatin védelmet tud nyljtani a doxorubicin okozta kronikus
cardiotoxicitas ellen is [238]. Tehat az agmatin esetében felvetddik, hogy a hatasok
kiegyenlitése miatt nem figyelhetjiik meg a DSS-colitis befolyasolasat.

A kisérletek soran felmertilt a kérdés, hogy a moxonidin 2, valamint a rilmenidin
8 oras felezési ideje [239] miatt a napi egyszeri adagolas nem ér el elégséges
plazmaszintet a megfeleld pro/anti-inflammatorikus hatas eléréséhez. Habar ennek ellent
mond, hogy mind a moxonidin, mind a rilmenidin vérnyomascsokkent6 hatastartama — a
rovid féléletidd ellenére - 12-24 6ran keresztiil tart [239]. Kisérleteimben a rilmenidin, az
AGN 192403 ¢és az efaroxan napi kétszeri alkalmazasa sem befolyasolta a DSS-colitis
tiineteit. A moxonidin (0.1 mg/kg) esetében nem volt valtozas a DAI-ban, illetve a colon
rovidiilésben, viszont a vegyiilet szignifikans stlycsokkenést eredményezett a DSS-
kontroll csoporthoz hasonlitva. Mivel az allatok étel-és vizfogyasztasa k6zott nem volt
érdemi kiilonbség a moxonidinnel kezelt €s a DSS-kontroll csoport kdzott, felmeriil annak
a lehetdsége, hogy a moxonidin valojaban enyhén stlyosbitotta a colitis tiineteit.
Tekintettel arra, hogy a moxonidin és a rilmenidin koriilbeliil hasonlé affinitassal kotodik
az oa2-AR-khoz [2, 240, 241], viszont a moxonidin nagyobb hataserdsségii [200],
lehetséges, hogy a moxonidin 0.1 mg/kg-os dozisanak napi kétszeri adagolasa (mely
koriilbeliil a maximalis human napi do6zis kétszeresének felel meg [241; 242]) mar olyan
szintll a2-AR aktivacioval jar, mely a colitis lefolyasat enyhén stlyosbitja. Ezért tovabbi
kisérleteket végeztem, melyekben az a2-AR-k szerepét szerettem volna igazolni a DSS-

Hangstlyoznam, hogy az IBD-nek tobb, mint 60 colitis modellje 1étezik, mely
szamos vonatkozasban, pl. patomechanizmusban, makroszkopos/szovettani képben,
valamint citokin profilban is kiillonbozik. Eléfordulhat, hogy egy vizsgalt vegyiilet
hatékony az egyik modellben, viszont hatastalan egy masikban, a hattérben a vegyiiletek
eltéré hatdsmechanizmusa, illetve a modellek kiilonbozdsége 4ll. Habar a DSS-indukalta

colitis modell az egyik leggyakrabban alkalmazott IBD modell a gyulladds konnyi
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kivalthatosaga és reprodukalhatosaga miatt, tovabba az altala kapott eredmények egyes
publikaciok alapjan transzlalhatok a klinikai gyakorlatba [243], fontos megjegyezni, hogy
tobb olyan gyulladascsokkentd, melyek a klinikumban bizonyitottan hatasos IBD-s
betegekben (pl. olsalazin, budesonid), DSS modell esetén nagyon valtozo hatast
mutatnak. Ez a hatas szamos faktortol (pl. a DSS-oldat koncentracidja, az expozicid
idGtartama, az allatok genetikai allomanya, stb.) fiigg [194, 244]. Bar a kapott
eredményeink alapjan felvethet6, hogy a klinikumban antihipertenzivumként alkalmazott
imidazolin ligandok nem befolyasoljak lényegesen az IBD-k korlefolyasat, ennek
bizonyitasara tovabbi kisérletek sziikségesek tobbek kozott egyéb colitis modelleken,

illetve a human eredmények ismerete is nélkiilozhetetlen.

5.2.2. Az a2-AR-0K szerepének tisztazasa a colitis patomechanizmusaban

Tekintettel arra, hogy az imidazolin ligandok nagy affinitassal kotédnek az oo-
AR-khoz [2], nem zarhaté ki, hogy az imidazolin ligandok hatasat részben/egészben az
a2-AR-k medialjak. Az el6z6 fejezetben részletezett eredmények alapjan az imidazolin
ligandok nem befolyasoljak 1ényegesen a DSS-indukalta colitis lefolyasat. A napi 2x-i
adagoldsu moxonidin (0.1 mg/kg) esetében lattuk, hogy a vegyiilet stlyosbitotta a
sulycsokkenést a DSS oldatot fogyaszto, fiziologids sooldattal kezelt csoporthoz
viszonyitva. Annak igazolasara, hogy ezen hatas a bélgyulladas enyhe stlyosbitasanak
kovetkezménye és a2-AR-ok altal medialt, tovabbi vizsgalatokat végeztem kiilonbozo
a2-AR szubtipus KO egerek, majd a szelektiv o2a-AR antagonista BRL 44408
felhasznalasaval.

Az a2-AR-k GI rendszerben betoltott szerepe széleskorlien dokumentélt. Pre-,
illetve posztszinaptikus receptorként az enterdlis neuronokon, enterocytdkon és a
simaizomsejteken is megtalalhatok. Tobbek kozott szerepet jatszanak a bélrendszer
neurotranszmisszidjdban, az elektrolit transzport és a visceralis érzékelés
szabalyozasaban, a motilitasban [14]. Emellett az a2-AR agonistak centralis
gasztroprotekciot valtanak ki [245].

Az az2-AR-k aktivacidja és az IBD kozotti sszefliggés mar par évtizeddel ezelott
felmeriilt, viszont a kiilonb6z6 publikaciok soran kapott eredmények meglehetdsen

ellentmondasosak. 1985-ben Lechin és mtsai figyelték meg, hogy a clonidin kronikus
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alkalmazasa javitotta a colitis ulcerosa endoszkopos €s a szdvettani képét [170, 233].
Tovabba a szelektiv a2-AR agonista dexmedetomidine csokkentette a TNBS-indukalta
colitis gyulladasos tiineteit [246]. Ezen eredmények alapjan az oz-AR-ok stimulacioja
gyulladascsokkentd hatdst. Ennek azonban ellentmond az a megfigyelés, mely szerint a
makrofagokon és neutrofil granulocytdkon is megtalalhato a2-AR-k fokozzak azokbol a
proinflammatorikus citokinek felszabadulasat [27, 247], és az a2-AR agonistak ezaltal
stilyosbitjak a tiidék gyulladasos karosodasat egérben és patkanyban egyarant [247].

Osszességében elmondhatjuk, hogy az az-AR agonistdkkal végzett allatkisérletek,
preklinikai és klinikai vizsgalatok egyarant leirtdk a colitis tlineteinek stlyosbodasat,
illetve javuldsat, a kapott eredmények kiilonbozdsége nem teljesen tisztazott.
Allatkisérletek esetében eléfordul, hogy a kapott eredmények részben azért
ellentmondasosak, mert az a2-AR agonistékat kiilonb6z6 colitis modelleken alkalmaztak
(DSS-, TNBS-, DNBS-colitis), mely modellek kiilonboznek egyrészt a
patomechanizmusban, a  makroszkoépos/mikroszkopos  képben, masrészt a
citokinprofilban is [248, 249]. Ezek alapjan el6fordulhat, hogy egy vegyiilet képes
befolyasolni a gyulladds mértékét az egyik modellben, viszont ugyanaz a vegyiilet nem
fejt ki hatast egy masik modell alkalmazasa esetén [250]. Viszont az a2-AR-k szerepének
megértését a colitis lefolydsara tovabb neheziti, hogy esetenként eltérd eredményeket
publikaltak ugyanazon colitis modell (TNBS) alkalmazasa esetén is [235, 246].

Jelen esetben az a2-AR irant nagyobb szelektivitassal rendelkezd kevert oz-
AR/I1R agonista clonidin hatasat vizsgaltam a bél gyulladasos folyamataira, amit szintén
DSS-oldat adasaval valtottam ki. Tekintettel arra, hogy az a2-AR-knak 3 altipusa ismert,
amelyek mind birnak GI hatassal [17, 245, 251], valamint a fagocitdkon mind a 3
szubtipus expresszalodik [247], célom volt (hatas esetén) a hatast kdzvetitd szubtipus
azonositasa.

A korabban leirtaknak megfelelden, illetve a moxonidin esetében kapott
eredmények alapjan a kutatocsoportunk felvetette, hogy az o2-AR-k sulyosbitjak a
gyulladést, ezért kevésbé stlyos colitis létrehozéasat tartottam optimalisnak. Jelen
protokollban 2%-0s DSS-oldatot alkalmaztam 7 napig, ezzel enyhébb colitist hoztam
létre, melyet az MPO szint mérsékeltebb emelkedése is aldtdmasztott. A kapott
eredményeim alapjan a clonidin enyhén sulyosbitotta a colitis tiineteit, kordbban

emelkedett a DAI index a DSS-kontroll csoporthoz képest, viszont a gyulladasos
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paraméterekben a kisérlet végére a kiilonbség eltlint. A clonidin legszembetiindbb hatasa
az erdteljes testsulycsokkenés kivaltdsa volt. Felvethet, hogy ennek hatterében a
centralis ax-AR-k az éllatok étel-/vizfogyasztasat direkt moédon befolyasold hatasa all
[252, 253]. Korabbi publikaciok eredménye szol arrol, hogy a kevert a2-AR/I1R agonista
clonidin csokkenti a folyadékfelvételt centralis a2-AR-K aktivalasan keresztiil, mely hatas
kivaltasaban a lateralis hypothalamusz, iletve a preoptikus area is szerepet jatszik [254,
255]. A moxonidin esetében is leirtak a folyadékfelvétel gatlasat, a hatas medialasaban
itt is a centralis 02-AR-k voltak a felelések [256]. Hasonl6 eredményt irtak le Andrade és
mtsai., vagyis a moxonidin csokkentette a folyadakfogyasztast az eldagy ao-AR-ai
aktivalasaval [60]. A moxonidin anorexigén hatasa a hypothalamusz NPY szintjének
csOkkentése 4altal valosul meg. Emellett a moxonidinnel kezelt allatok esetében
szignifikdnsan alacsonyabb volt a plazma inzulin és leptin szintje, amely ugyancsak
szerepet jatszhat a taplalékfelvétel csokkenésében [257].

Tovabba felmeriil, hogy a sulycsokkenésben szerepet jatszhat az axa-AR
kozvetitett szedacio [258], ami esetleg kozvetett modon befolyasolhatna az allatok
taplalékfelvételét.

Kisérleteimben azonban a clonidin nem befolyasolta szamotteven az allatok étel-
/vizfogyasztasat, és csupan rovid ideig tartott a szedativ hatasa. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a clonidin altal kivéltott szignifikans sulyvesztés a belgyulladas
stlyosbitasanak ¢és az allatok altalanos allapotromlasanak a kovetkezménye és nem pedig
egyéb hatasok eredménye. Emellett szol az is, hogy a clonidin a csapvizet fogyaszto
csoportban sem valtott ki szignifikans testsulycsokkenést

Utalva korabbi eredményeimre, miszerint az IR-knak nincs érdemi szerepe a DSS
colitisre, feltételezhetd, hogy a hatast az 02-AR-k medialjak. A tovabbiakban vizsgaltam,
hogy az 02-AR-k 3 szubtipusa koziil melyik lehet felelds a clonidin hatdsaért. A kapott
eredményeim alapjan elmondhat6, hogy az a2a-AR felelds a clonidin colitist sulyosbito
tiineteiért, mivel a2a-AR KO egér esetében a clonidin hatdsa csokken, viszont azg- €s oac-
AR KO egérnél a colitis lefolyasaban hasonlé eredményt lathattunk, mint a vad tipusu
egereknél. Az a2a-AR szerepét bizonyitja tovabba, hogy a szelektiv aza-AR antagonista
BRL 44408 késleltette a colitis kifejlodését, csokkentette a stlycsokkenést és a colon

MPO szintjét, mely a csapvizet fogyaszto allatokéhoz hasonlé értéket mutatott.
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Ezt kovetden a BRL 44408 anti-inflammatorikus hatasat elemeztem a citokinek
és kemokinek szintjén. A BRL 44408 gatolta a DSS-altal kivaltott CXCL13 (B
lymphocyte chemoattractant) emelkedését, mely citokin interakcioba 1ép a CXCRS5
kemokinreceptorral és ez a kdlcsonhatas a felelds az altaluk medialt hatdsok donto
tobbségéért. FO szerepiik, hogy organizaljak a B-sejteket a nyirokcsomokban és a
masrészt a CXCR5+ T sejtek antigénre adott B sejt valaszat [259]. Tovabba a BRL 44408
csokkentette a kemoattraktans CCL3 (macrophage inflammatory protein 1-alpha)
szintjét, mely citokin az akut gyulladasos allapotokban jatszik szerepet a
polimorfonuklearis leukocitak felhalmozasaban és aktivalasaban [260]. Ezen feliil a BRL
44408 mérsékelte a CXCL2 (macrophage inflammatory protein 2-alpha) citokin szintjét
is, mely kemotaktikus a polimorfonuklearis leukocitakra és a hemopoetikus Ossejtekre
nézve [261]. Mindemellett a szelektiv o2a-AR antagonista enyhitette a G-CSF
emelkedését, ennek véleményem szerint indirekt oka van, vagyis a BRL 44408 hatasara
a colitis sulyossaga csokkent, ezaltal csokkent a vérveszteség, igy mérsékldédott a
hematopoesis titeme is. Habar a fenti citokinek tobbségében (kivétel a CXCL13) csupan
enyhe valtozast €szlelhetiink, de mivel a CCL3, a CXCL2 ¢és a G-CSF egyarant képes
fokozni a neutrofil granulocitdk bearamléasat, valoszintisithetd, hogy a gyenge hatisok
egylittesen mar jelentdsebb gyulladascsokkentést tudnak létrehozni. Ezt tdmasztja ala,
hogy a BRL 44408 hatasara lecsokkent a neutrofil granulocita bearamlas egyik markere,
az MPO szint. Osszességében elmondhato, hogy a citokinek szintjén is tudtuk igazolni az
a2a-AR gatlasaval az antiinflammatorikus hatast.

Kisérleteink soran azt az érdekes eredményt kaptuk, hogy a DSS oldat indukalta
TIMP1 emelkedés tovabb novekedett a BRL 44408 hatdsara. A matrix
metalloproteinazok (MMP) {6 résztvevoi az extracellularis matrix komponensek
lebontasanak mind élettani, mind kérélettani koriilmények kozott (beleértve a colitist is)
[262]. Habar az MMP-k aktivitaisait a gyulladasos folyamatokban szintén a
megemelkedett TIMP szabalyozza, valdszintsitik, hogy a megemelkedett MMP aktivitas
¢és a kovetkezményes egyenstly felbomlasa az MMP és a TIMP kozott a gyulladasos
folyamatok esetén kiemelten fontos szerepet jatszik [263, 264]. Tovabba elképzelhetd,
hogy a BRL 44408 altal megnovekedett TIMP-1 aktivitas az egyensulyt a TIMP javara

mozditja el, ezéltal javitva a gyogyuldsi folyamatot és csokkentve a szoveti karosodast.
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Hasonlé TIMP-1 medialta védelmet irtak le infliximab kezelés esetén Crohn betegségben
[265].

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy eredményeim alapjan az o2-AR-k
farmakologiai aktivacioja enyhén sulyosbitja a DSS-colitis lefolyasat, mig ezen
receptorok gétldsa erdteljes anti-inflammatorikus hatdssal bir. Az, hogy a pro- és
antiinflammatorikus hatdsok mértéke eltérd, arra utal, hogy a colitis kialakuldsanak
kezdeti fazisaban az 02-AR-0k mar eleve fokozott aktivitast mutatnak. Ennek tobb oka is
lehet, példaul a fokozott szimpatikus tonus megndvekedett katekolamin felszabadulassal
[233], illetve a fokozott katekolamin felszabadulas a lokalis immunsejtekb6l [234]. Az
a2-AR-k altal kozvetitett proinflammatorikus hatas hatterében is tobb tényezd allhat.
Kimutattak példaul, hogy colitis soran az a2-AR-k neurondlis expresszidja fokozodik ez
enteralis idegrendszerben [266], ezaltal eréGteljesebb a kolinerg neuronokon kifejtett
preszinaptikus  gatld6 hatds. Az ACh csokkent felszabaduldsa ugyanakkor
proinflammatorikus hatdsu, ugyanis kevésbé képesek aktivalédni a makrofagokon
gyulladascsokkent6 hatassal bird o7 nikotinos ACh receptorok [236]. Emellett, amint azt
korabban is kifejtettem, az 02-AR-k kozvetleniil képesek fokozni szdmos citokin és
kemokin felszabadulasat az immunsejtekbdl, ilyen a TNF-o, IL-1B, IL-6, a citokin-
indukalta kemoattraktans 1 [27, 234, 247, 267], valamint a kapott eredményeink alapjan
befolyasoljak a CCL3, CXCL2, CXCL13 és a G-CSF szintjét.

Végezetiil a DSS-oldattal végzett kisérleteim 0sszegzéseként elmondhatd, hogy
az imidazolin receptorok lényegében nem befolyasoljak az akut DSS-colitis lefolyasat, a
moxonidin esetében észlelt enyhe stlyosbitd hatast nagy valdsziniiséggel az az2-AR-K
kozvetitik. Az 02-AR KO egerekkel és a szelektiv o2a-AR antagonistaval végzett
kisérleteim alapjan az o2a-AR az akut colitis lefolyasat sulyosbitotta az &ltalam
alkalmazott protokollban. Viszont csupan egy colitis modellt alkalmaztam kisérleteim
soran, tovabbi kutatasok sziikségesek, hogy az altalam kapott eredmények ténylegesen
bizonyitd erejlivé valjanak. Habar a kapott adatok nem elégségesek a human
transzlaciora, felvethetd, hogy a vérnyomascsokkentdként alkalmazott, az I1R irant
nagyobb szelektivitassal biré kevert imidazolin ligandok nem befolyasoljak érdemben a
gyulladasos bélbetegségek lefolyasat. Ugyanakkor nem elhanyagolhat6, hogy a vizsgalt
kevert a2-AR/I1R ligandok képesek a2-AR-hoz is kotddni, igy nagyobb dozisok

alkalmazasakor mar o2-AR medialta hatasokkal is szamolni kell, ezért IBD-ben valo
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adasuk Ovatossagra int, de természetesen humdn vizsgalatokra van sziikség ennek
alatamasztasara.

Tovabbiakban igazoltam, hogy az a2-AR-K aktivacioja, az 02-AR agonistak enyhén
sulyosbithatjak a colitis tiineteit, mely valosziniileg klinikailag nem szadmottevd az oo-
AR-knak a colitis kezdetén megfigyelhetd fokozott aktivitasa miatt. Viszont felvethetd,
hogy az intenziv terapidban alkalmazott clonidin, illetve dexmedetomidin az a.a-AR-n
keresztiil sulyosbithatja a gyulladasos bélbetegség tiineteit, igy akar az alapbetegség
fellangolasa kovetkeztében sziikséges sebészi beavatkozds ¢és intenziv terdpia
alkalmazasa esetén az o2-AR agonistak alkalmazasa kontraindikalt lehet. Emellett
eredményeink alapjan az a2-AR antagonistak kifejezetten anti-inflammatorikus hatéssal

birnak, ezaltal alkalmazasuk j terapias lehetdséget rejtenek az IBD-k gyogyitasaban.

53.Az I1R-k é az I2R-k szerepének elemzése a fundus

kontraktilitasanak szabalvozasaban

A gyomor motilitds zavarai a GI megbetegedések egy jelentds részét képezik. A
biztositdsa) ¢s a megfeleld6 mértékli gyomoriiriilést (mely eleget tesz a vékonybél
abszorpcios képességeének, tovabba az emészthetetlen részek eltavolitasanak). Karosodott
motilitas esetén felbomlik az egyensuly a gyomortiriilés, a rezervoar funkcio, valamint a
teljes bélrendszer motoros mitkodésének harmoniaja kozott [268]. A karosodott gyomor
akkomodéaci6 a rezervoar funkcid zavardhoz vezet, kovetkezményes korai
jollakottsagérzettel és fogyassal [268, 269]. Ahogy a bevezetésben is emlitettem, a DGBI
egyik f6 csoportja a FD, a FD-ban szenvedo betegek 30%-ban csokkent a gyomoriiriilés

[174], illetve megfigyelhetd az akkomodacios képesség zavara. Az akkomodacio

crer

crer

elérhetjilk egyrészt a NO tartalmt nitriterg rostok aktivacidjaval, esetleg NO donor
vegyiiletek alkalmazasaval [174, 185], masik lehet6ség a motilitaszavar kezelésére a
foleg kolinerg excitatorikus motoros neuronok gatldsa, amit a preszinaptikus gatld

receptorok aktivacidjaval is [174] kivalthatunk.
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Kutatdsom harmadik nagy témakdrében az [1R-k és az [2R-k szerepét vizsgaltam
az elektromos téringerléssel indukalt kontrakciok gatlasara izolalt egérfundus esetében.
Korabbi vizsgalatokban a clonidin esetében leirtdk, hogy képes javulast 1étrehozni a
gyomor akkomodacios zavaraiban [186]. Az ax-AR-K irant nagyobb szelektivitassal
rendelkez6é kevert a2-AR/IR ligand clonidin esetében viszont szamos a2-AR medialt
mellékhatas megjelenésével kell szamolni (szedacid, hipotonia, szajszarazsag). Tovabba
ismert, hogy a clonidin kot6édik az IR-khoz is, ezért célunk volt annak tisztazasa, hogy az
IR ligandok befolyésoljdk-e a fundus kolinerg kontrakcidit. Dokumentalt adat, hogy
1éteznek preszinaptikus IR-k is, melyek gatoljak a neurotranszmitterek felszabadulasat,
mint pl. human pitvarral végzett kutatasokban a preszinaptikus IR-k gatoltak a NA
felszabadulasat [187]. Felvetésiink szerint, mivel a preszinaptikus IR-k gatoljak a
transzmitterek felszabaduldsat, ezaltal gatolhatjdk a kolinerg kontrakcidkat is, igy

A preszinaptikus gatlas mellett az IR-k befolyasolhatjdk a gyomor motoros
aktivitasat egyéb utvonalakon keresztiil is. Mint mar a bevezetdben is emlitettem, az [1R
képes fokozni a PG-k szintézisét [33], melyek fokozzak a simaizmok motoros miikodését.
A PG analog misoprostol esetében jol ismert a GI simaizmok 0sszehuzasa miatti hasi
fajdalom, hasmenés megjelenése, ami pl. korlatozza a fekélyek elleni alkalmazasat [270].
Ezek alapjan az 1R ligandok a PG-k képzésével is fokozhatjak a gyomor tiriilését, jelen
esetben az antrum kontraktilitasanak fokozasarol lenne szo, (nem pedig a fundus kolinerg
kontrakcidinak gatlasarol), mely szintén fennall FD esetén [174, 271]. Viszont jelen
kisérleteinkkel csak a fundus kontrakcidira koncentraltunk, az antrum hipomotilitasanak
javitasara vonatkozo6 felvetésiink aldtdmasztasdhoz tovabbi kisérletek, més allatmodellek
alkalmazdsa sziikséges.

Az I12R-k esetében Kaliszan és mtsai irtak le posztszinaptikus elhelyezkedésti,
relaxalo 12R-kat, habar ez a megfigyelés ellent mond az irodalmi adatok tobbségének
[272]. Ezek alapjan tovabbi célom volt az I2R-k szerepének tisztazasa a fundus kolinerg
kontrakcioira.

Jelen kisérleti metodikamban az ingerlési paramétereket uigy valasztottam meg,
hogy a gyomor-bél rendszerben mar régota bizonyitott és jelentds szereppel bird kolinerg

végkésziilékeket aktivaljam, ACh felszabadulast valtsak ki [16]. Az alkalmazott kisérleti
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modszerrel foleg a preszinaptikus receptorok szerepe vizsgalhato a kontrakciok
szabalyozasaban.

A kutatdsok sordn szamos csoport vizsgalta az imidazolin ligandok GI
motilitasban betoltott szerepét, viszont a dokumentalt eredmények ellentmonddak. Az
elsd, endogén imidazolin ligandként leirt CDS esetében megfigyelték, hogy dozistiiggden
fokozta patkany fundusanak kontraktilitasat [189]. Diabeteses gastroparesises betegek
esetében a moxonidin javitotta a gyomortiriilést [273], mely eredmény szemben allt azzal,
hogy az ax-AR agonistak gatoljak a gyomor motoros aktivitasat [18, 274], ezért itt
felmeriilt, hogy a hatas kozvetitésében részt vehetnek az IR-k. Jelen kisérleteimben
kiilonboz6 kevert ax-AR/ IR ligadok, illetve szelektiv IR ligandok hatasait vizsgaltam vad
tipust és 02-AR szubtipus KO egereken.

Kisérleteim soran az a2-AR-hoz nagyobb affinitassal k6tédo kevert a2-AR/I1IR
agonista clonidin dozis-hatas gorbéjét hasonlitottam Ossze az I1R irant szelektivebb
kevert imidazolin ligand moxonidinnel €s rilmenidinnel [2]. A kapott eredményeim
alapjan mind a harom vegyiilet dozisfiiggéen gatolta WT, a2s- és o2c-AR KO egér
esetében az izolalt gyomorkontrakciokat, mig a géatlo hatas jelentdsen lecsokkent
(moxonidin ¢és clonidin), vagy eltiint (rilmenidin) a2a-AR KO egereknél. Mindez arra
enged kovetkeztetni, hogy a moxonidin €s a rilmenidin, akarcsak a clonidin is elsésorban
a2a-AR-n keresztiil fejtik ki a gyomor motilitast gatlo hatasukat. A kapott eredményeimet
tamasztja ala, hogy Colucci és mtsai [119] is kizartak farmakologiai vizsgalatokkal a
preszinaptikus IR-k szerepét tengerimalac ileum kontrakcioiban, az eredményiiket
késdbb mas munkacsoport is alatamasztotta [275].

Publikalt irodalmi adat, hogy az o02-AR-k koziil az a2a-AR szubtipusnak a
legszélesebb a GI rendszerbeli el6forduldsa, ennek megfelelden ez a szubtipus a felelds a
legtobb GI hatas medialasaért, mint pl. a motilitas [18] €s a savszekrécid gatlasaért [17].
Az 02-AR-kat azonositottak a kolinerg neuronokon is, melyek részt vesznek egyrészt a
circularis izomkontrakcidk szabalyozasaban, masrészt az elektromosan stimulalt
longitudinalis izompreparatum kontrakcigjat is gatoljak kolinerg-fiiggd modon [251].
Ezek mellett érdekességként emliteném meg, hogy nem csupan periférids, hanem
centralis a2-AR-k is csokkentik a gyomor fundusanak tonusat [276], a DMNV fundusba
érkezd rostjai NA felszabadulast valtanak ki, melyek az az-AR-k aktivalasan keresztiil

gatoljak a kolinerg kontrakciokat [276].
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Habdr kisérleteim soran a legmagasabb alkalmazott koncentraciéban (10 uM) a
moxonidin és a clonidin esetében is megfigyelhettiink egy gyenge kontrakciégatlast az
a2a-AR KO egereknél, ebben a koncentracioban felmeriil a hatas kozvetitésében egyéb
receptorok szerepe. Ezek lehetnek akér neurotranszmitter felszabadulast gatlo
preszinaptikus ao/o2c-AR-K [277], vagy nonadrenerg receptorok egyarant. A kiilonb6z6
a2-AR ¢és IR antagonistdkat tesztelve elmondhatd, hogy csupan a szelektiv oza-AR
antagonista BRL 44408 és a kevert a-AR/I2R antagonista idazoxan volt képes
felfiiggeszteni a korabban emlitett harom vegytilet hatdsat, mig a szelektiv I1R ligand
AGN 192403 [222], a szelektiv I2R ligand BU-224 [278], és a szelektiv aopc-AR
antagonista ARC 239 sem befolyasolta a vizsgalt vegyiiletek hatasat.

A tovéabbiakban az endogén IR ligand agmatin és harman hat4sat vizsgaltam a
kolinerg gyomorkontrakcidokra. Mint mar kordbban emlitettem az agmatin nagy
affinitassal kotddik az I1R-hoz, kisebb affinitassal az I2R-hoz és az a2-AR-khoz, viszont
emellett szamos egyéb receptorhoz is képes kotédni (pl. NMDA, nikotinos acetil-kolin
receptor, 5-HT3 receptor, a2-AR) [84, 279]. Tekintettel arra, hogy az agmatin legnagyobb
szoveti koncentracidja a GI rendszerben (gyomorban) talalhato [78], szamos kutatas
indult el a betoltott funkcionalis szerepének azonositasara. Hatasai egy részét mar korabbi
fejezeteimben ismertettem, jelenleg itt kiemelném, hogy morfin-fiiggd tengerimalacokon
gatolta a naloxon-indukalta ileum kontrakciokat, melyet a szelektiv a>-AR antagonista
yohimbin csupan részlegesen, viszont a kevert a2-AR/IR antagonista idazoxan teljesen
felfliggesztett, mely alapjan a hatas kozvetitésében felmeriilt az IR-k szerepe [280]. Habar
az agmatin szamos GI folyamat medialasaban veszt részt, kisérleteimben nem
befolyasolta a gyomor motilitasat a vizsgalt koncentraciokban (InM - 10uM). Hasonld
eredményt kaptak Liu és mtsai az ileum kontrakciok [275] esetén.

A B-carbolinok koz¢ tartozo harman, mely mind a harom imidazolin receptorhoz
kotédé endogén imidazolin ligand, szintén szdmos egyéb receptor aktivitasat is
befolyasolja. Ennek megfelelden szamos publikacié foglalkozik az 4ltala kozvetitett
hatasokkal, leirtak az anxiolitikus és antidepresszans [109], a hypothermiat [95] és
hypotoniat [107] kivalto hatasat, viszont az irodalomban nincs adat GI hatasarol.

Kapott eredményeim alapjan elmondhatd, hogy a harman mind WT, mind a2a-AR
KO egér esetében gyengén, de gatolta az EFS-indukalta gyomorkontrakcidkat.
Tekintettel arra, hogy a legmagasabb koncentracioban (10 puM) a gatlé hatas a két
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egértorzsben ugyanakkora volt, felmeriilt, hogy a hatas kivaltasaban az IR-k szerepet
kapnak. Viszont sem a szelektiv I1R ligand AGN192403, sem a szelektiv I2R ligand BU-
224, sem a kevert a2-AR/I2R antagonista idazoxan nem befolyasolta érdemlegesen a
harman kontrakciogatlasat. A kapott eredmények alapjan lehetséges, hogy egyéb
receptorok allhatnak a harman hatasanak hatterében, melyeket jelen kisérleteinkben nem
azonositottunk. Kérdéses azonban, hogy a harman motilitasgatld hatdsdnak van-e élettani
szerepe, valamint a szoveti koncentracidja (melyet legjobb tudomasunk szerint eddig nem
hataroztak meg) elegendd-e az altalunk megfigyelt (farmakologiai) hatas kivaltasdhoz.

A tovabbiakban a szelektiv 2R agonista 2-BFI hatasat vizsgaltam [281] izolalt
egérfundus motilitasara. Kaliszan és mtsai [272] eredményeiben a 2-BFI dozisfiiggd
relaxaciot indukalt izoldlt patkdny jejunum esetében, melynek kozvetitését
posztszinaptikus 12R-hoz kototték. Ennek ellent mond viszont, hogy kisérleteikben a
kevert a>-AR/I2R antagonista idazoxan ezt a hatast nem fliggesztette fel. Jelen
kisérleteimben a 2-BFI dozisfiiggben gatolta a kontrakciokat WT és a2-AR KO egerekben
egyarant, a gatlo hatast pedig sem a BU-224, sem az idazoxan nem fiiggesztette fel. Ezek
alapjan arra a kovetkeztettiink, hogy a hatas 1étrej6ttében nem vesznek részt az IR-k. A
kapott eredmények megértését neheziti, hogy mind a harman, mind a 2-BFI esetében a
WT ¢és az axa-AR KO egértorzsek kozott az alacsonyabb koncentracioknal szignifikéns
kiilonbség mutatkozott a kontrakcidk gatlo hatasaban. Ezek alapjan felmertil, hogy a két
vegyiilet kotddik az a2-AR-khoz és ez felelés a kontrakciok csokkentéséért. Ennek
viszont ellent mond, hogy mind a két vegyiilet alacsony affinitassal kot az a2-AR-khoz
(Ki>10 uM a harman ¢és kb. 3700 nM a 2-BFI esetében) [106, 282], igy valdszintitlen,
hogy a motilitas gatlasaban az a2-AR-k ilyen kis koncentraciok alkalmazasa esetén
szerepet kapnanak. A kapott eredmények alapjan tovabbi vizsgéalatok elvégzése
szlikséges a harman és a 2-BFI esetében annak bizonyitdsara, hogy a gatlast ténylegesen
az axa-AR-k kozvetitik.

A kapott eredményeim alapjan 6sszefoglalasként elmondhat6, hogy habar az IR-
kat kimutattdk a GI rendszerben, az endogén imidazolin ligandok GI eléforduldsa szintén
bizonyitott, a kolinerg gyomorkontrakciok medialasdban ezek a receptorok, illetve
ligandjaik nem vesznek részt. A kevert a2-AR/I1R ligandok esetében a gatlast az aoa-AR-
k kozvetitik, a harman €s a 2-BFI altalunk nem tisztdzott mechanizmuson keresztiil valtja

ki a motilitast gatld hatasat. Viszont tovabbi in vitro és in vivo kisérletekre van sziikség,
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hogy az imidazolin rendszer szerepét tokéletesen tisztazzuk a gyomor motoros
aktivitasaban.

Végezetiil disszertaciom zarasaként roviden emliteném a dolgozatom
szempontjabol a fontosabb klinikai relevancidkat. A manapsag mar széleskorben
vérnyomascsokkentoként alkalmazott I1R irdant nagyobb szelektivitassal bir6 kevert oo-
AR/IIR agonista rilmenidin és moxonidin gasztroprotektiv hatassal is rendelkezik, ezaltal
a két vegyiilet egy tovabbi jotékony hatasa valna kiaknazhatéva a klinikumban. Emellett
a centralis [1R-k és I2R-k aktivacidjaval a gyomorvédelem fokozésat lehet elérni, igy
tovabbi lehetdség nyilna a peptikus fekély terapidjaban.

A DSS-colitises kisérleteim alapjan elmondhaté, hogy az IIR-k nagy
valésziniiséggel nem befolyasoljak a colitis patomechanizmusat. Ezzel szemben az aza-
AR aktivdlasa enyhén sulyosbitja a colitist, mig a receptor gétlasa szignifikdns
gyulladascsokkentést hoz 1étre. A moxonidin és a rilmenidin nagy valdsziniiséggel az
IBD-k esetében nem befolyasoljak az alapbetegség lefolyasat, viszont az adasuk
Ovatossagra int, hiszen a vegyiiletek kotddnek ax-AR-khoz is, ami felvetheti a colitis
stlyosbitasat nagyobb dozisok alkalmazasakor. Az a2a-AR-K colitist siilyosbitd szerepe
miatt felmertil, hogy IBD-ben szenvedé betegek intenziv terapiajaban az ax-AR agonista
vegyiiletek (a kevert clonidin, illetve az az-AR agonista dexmedetomidin) stlyosbithatjak
agyulladast. Viszont az a2a-AR farmakologiai gatlasa a szignifikans gyulladascsokkentés
révén, akar 0j terapias célpont is lehet a klinikumban.

Eredményeim alapjan a rilmenidin és @ moxonidin a fundus motilitasat a2a-AR-n
keresztiil gatolja, ezaltal a két vegyiiletnek felmeriil a szerepe a motilitdszavarok
kezelésében. Viszont ez a hatas nem az IR-k altal kozvetitett hatas, hanem a kapott
eredmény az irodalomban mar leirt adat, miszerint az o2a-AR-k gatoljak a fundus
kontrakcioit.

Befejezésiil kiemelném, hogy a kapott eredményeim allatkisérleteken alapulnak,
tovabbi vizsgalatokra, illetve human adatokra is sziikkség van a kapott eredmények
klinikai relevancidjanak tényleges megitélése céljabol (jelenleg a harom 6 témakdrom

egyikében sem olvashatunk humén eredményekrdl).
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6. KOVETKEZTETESEK

1. Az I11R-k és az I2R-k centralis gasztroprotekciot kozvetitenek.

A kapott eredményeim alapjan az endogén IR ligand agmatin fokozza a gyomorvédelmet,
elsésorban centralis tdmadasponttal. Farmakolodgiai analizissel igazoltam, hogy az altala
indukalt gasztroprotekcioban mind az [1R-k, az 12R-k, illetve az a2-AR-K is szerepet
jatszanak, és kutatocsoportunk elsdként mutatta ki, hogy a centralis [1R-K illetve 12R-k
szelektiv aktivacidjaval onmagéban gyomorvédd hatéds érhetd el. Az agmatinnal végzett
tovabbi vizsgalataim alapjan a centralisan indukalt gasztroprotekcidt a nervus vagus

kozvetiti, periférias faktorként pedig a NO, PG-k, CGRP és a SOM szerepét igazoltam.

2. Az 11R-k aktivalasa vagy gatlasa nem befolyasolja a DSS-colitis lefolyasat, mig az
a2-AR-0k aktivacioja enyhén silyosbitja, gatlasa mérsékli a bélgyulladas
sulyossagat.

Kutatocsoportunk elséként vizsgalta az I1R-k potencidlis szerepét a colitis
pathomechanizmuséban és mutatta ki, hogy ezen receptorok aktivacidja vagy gatlasa
kiilonb6z6 szintetikus vagy endogén ligandokkal nem befolyasolja a DSS-colitis
sulyossagat. Tovabbi kisérleteimmel alatdmasztottam az o2-AR-k aktivaciojanak
proinflammatorikus hat4sat a vastagbélben és farmakoldgiai analizissel illetve KO egerek
segitségével elsOként igazoltam, hogy ezt a hatast a harom az2-AR szubtipus koziil az oza-

AR kozvetiti, melynek gatlasaval a DSS-colitis silyossaga mérsékelhetd.

3. Sem az I11R-k, sem az 12R-k nem vesznek részt a kolinerg funduskontrakciok
medialasaban

Kisérleteim soran el6szor vizsgaltam és zartam ki az [1R-k és az I2R-k szerepét a
gyomorfundus kolinerg kontrakcidinak szabalyozasaban, és mutattam ki, hogy a kevert
a2-AR/IR agonistdk esetében megfigyelhetd gatld hatast kizarolag az-AR-ok medialjak.
Eredményeim a korabbi irodalmi adatokkal 6sszhangban arra utalnak, hogy a gétl hatast
a harom a2-AR szubtipus koziil az a2a-AR kozvetiti.

Az endogén IR ligand agmatin és harman hatasat vizsgalva kimutattam, hogy az el6bbi

nem befolyasolja, mig az utobbi enyhén gatolja az izolalt gyomorfundus kolinerg
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kontrakcioit, mely hatast azonban nem a2-AR-0K vagy IR-k, hanem egy tovabbi receptor

medialja, mely a jelen kisérletekkel nem lett azonositva.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az imidazolin hipotézis alappillérét képezi, hogy bizonyos a2-AR agonistak egyes
hatasaikat imidazolin receptorokon (IR) keresztiil fejtik ki. Mivel az a2-AR-k és az IR-k
funkciondlisan szorosan kapcsolodnak egymdéshoz, ezért doktori munkdm soran sok
esetben parhuzamosan vizsgaltam a két receptor tipust. Disszertaciomban egyrészt
vizsgaltam az 11/12R-k gasztroprotekcioban betoltott szerepét, az I1R-k és az o2-AR-k
szerepét a DSS-colitis patomehanizmusaban, illetve az 11/I2R-k funkcidjat a fundus
kontraktilitasanak szabalyozéasaban.

Az IR ligandok gasztroprotektiv hatdsanak vizsgalatira a savszekréciotol
fiiggetlen alkoholos-fekély modellt alkalmaztam patkanyokon. Ez a modell a mukoézalis
védelem, a gyomornyalkahartya épségét és integritasat fenntartd faktorok miikodésének
tanulmanyozasara alkalmas. A kapott eredményeim alapjan az endogén imidazolin ligand
agmatin centralis gasztroprotekciot kdzvetitett, melyben az I1R és az 12R-k, illetve az a.-
AR-k is szerepet jatszanak. Szelektiv IR ligandokkal alatdmasztva az eredményeimet az
I1R és az I2R ligandok gasztroprotektiv hatasat igazoltam centralis adagolast kovetden.
Az agmatin hatdsat egyrészt a nervus vagus, masrészt a periférias faktorok koziil a NO,
PG-k, a CGRP ¢s az 5-HT kozvetiti.

A kémiai Uton indukalt colitis modellek egyik legismertebb fajtaja a DSS-
indukalta colitis modell. Az egereken végzett kisérleteim alapjan az I1R-k nem vesznek
részt a DSS-colitis lefolyasanak szabalyozasaban. Az a2-AR-k aktivacidja enyhén
sulyosbitja a DSS-colitis kezdeti fazisat, a proinflammatorikus hatasért az oa2a-AR
szubtipus a felelds. Mig az a2a-AR gatlasa szignifikans gyulladascsokkenést hoz létre,
ezt alatdmasztja a szoveti MPO szintjének, illetve a CCL3, CXCL2, CXCL13, TIMP-1
¢és kozvetve a G-CSF szintek valtozasa.

Doktori munkdm harmadik nagy témakorében az I1R-k és I2R-k szerepét
vizsgaltam a fundus kontraktilitdsanak szabalyozasaban, egérben. A kapott eredmények
alapjan a fundus kolinerg kontrakcioinak szabalyozdsaban nem vesznek részt sem az [1R-
k, sem az I2R-k. A kevert a2-AR/IR agonistak axa-AR-n keresztiil gatoljak az izolalt szerv
kontrakcioit, dozisfiiggd modon. Az endogén imidazolin ligand harman és a 2-BFI

esetében a hatést valdsziniileg nem IR-k, hanem egy¢éb receptorok kozvetitik.
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8. SUMMARY

The base of the imidazoline hypothesis is that some of the effects of o adrenerg
receptor (AR) agonists are mediated by imidazoline receptors (IR). | have examined both
types of receptors in parallel in most of the cases, because the a2-ARs and IRs are closely
connected to each other functionally. In my thesis first | have analyzed the role of the
11/12Rs in the gastroprotection, secondly the role of the 11Rs and the a2-ARS in the
pathomechanism of DSS-colitis, finally the role of the 11/I12Rs in the regulation of gastric
fundus contractility.

Gastric mucosal damage were induced by acidified ethanol, which is an acid-
independent model. This is suitable for analysis of mucosal protection, we can investigate
the factors of the gastric mucosal integrity. Our results suggest, that the endogenous IR
ligand agmatine induce gastroprotective effect after intracerebroventricular (i.c.v.)
administration in rats. The mucosal protection is mediated by I1Rs, I2Rs and a2-ARS too.
The 11Rs and 12Rs gastroprotective effect were confirmed by using selective IR ligands.
The nervus vagus and each of the peripheral gastroprotective factors, like NO, PGs,
CGRP, somatostatin, induce the central gastroprotective effects of agmatine.

One of the most famous type of chemically induced colitis models is the DSS-
colitis model. It was found based on the examinations performed on mice that 11Rs do
not contribute in the regulation of the mechanism of DSS-colitis. The activation of the -
ARs can slightly aggravate the acute phase of DSS-colitis, which proinflammatoric effect
is mediated by a2a-AR subtype. The inhibition of a2a-AR mediate antiinflammatoric
effect. This results were confirmed with the tissue MPO level and the altered level of
CCL3, CXCL2, CXCL13, TIMP-1 and G-CSF.

In the third part of my work | have examined the roles of the 11Rs and 12Rs in the
regulation of cholinergic fundic contractility with usage of mice model. Our results
indicate that neither the 11Rs and neither the I2Rs do not modulate the cholinergic
contraction of fundus. The mixed a2-AR/IR agonists inhibit the contractions of isolated
organ via axa-ARs by dose-dependent manner. The effects are not mediated by IRs but

other receptors in cases of the endogenous imidazolin ligand harmane and 2-BFI.

98



DOI:10.14753/SE.2019.2207

9. IRODALOMJEGYZEK

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

Lenz K, Buder R, Firlinger F, Lohr G, Voglmayr M. Effect of proton pump
inhibitors on gastric pH in patients exposed to severe stress. Wien Klin
Wochenschr, 2015; 127: 51-56.

Szabo B. Imidazoline antihypertensive drugs: a critical review on their
mechanism of action. Pharmacol Ther, 2002; 93: 1-35.

Cussac D, Schaak S, Gales C, Flordellis C, Denis C, Paris H. alpha(2B)-
Adrenergic receptors activate MAPK and modulate proliferation of primary
cultured proximal tubule cells. Am J Physiol Renal Physiol, 2002; 282: F943-952.
Wu LG, Saggau P. Presynaptic inhibition of elicited neurotransmitter release.
Trends Neurosci, 1997; 20: 204-212.

Drew GM, Whiting SB. Evidence for two distinct types of postsynaptic alpha-
adrenoceptor in vascular smooth muscle in vivo. Br J Pharmacol, 1979; 67: 207-
215.

Bylund DB, Eikenberg DC, Hieble JP, Langer SZ, Lefkowitz RJ, Minneman KP,
Molinoff PB, Ruffolo RR, Jr., Trendelenburg U. International Union of
Pharmacology nomenclature of adrenoceptors. Pharmacol Rev, 1994; 46: 121-
136.

MacDonald E, Scheinin M. Distribution and pharmacology of alpha 2-
adrenoceptors in the central nervous system. J Physiol Pharmacol, 1995; 46: 241-
258.

Scheinin M, Lomasney JW, Hayden-Hixson DM, Schambra UB, Caron MG,
Lefkowitz RJ, Fremeau RT, Jr. Distribution of alpha 2-adrenergic receptor
subtype gene expression in rat brain. Brain Res Mol Brain Res, 1994; 21: 133-
149,

Tavares A, Handy DE, Bogdanova NN, Rosene DL, Gavras H. Localization of
alpha 2A- and alpha 2B-adrenergic receptor subtypes in brain. Hypertension,
1996; 27: 449-455.

Wang GS, Chang NC, Wu SC, Chang AC. Regulated expression of alpha2B
adrenoceptor during development. Dev Dyn, 2002; 225: 142-152.

99



[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Blaxall HS, Hass NA, Bylund DB. Expression of alpha 2-adrenergic receptor
genes in rat tissues. Receptor, 1994; 4: 191-199.

Shi TS, Winzer-Serhan U, Leslie F, Hokfelt T. Distribution and regulation of
alpha(2)-adrenoceptors in rat dorsal root ganglia. Pain, 2000; 84: 319-330.
Bylund DB. Subtypes of alpha 2-adrenoceptors: pharmacological and molecular
biological evidence converge. Trends Pharmacol Sci, 1988; 9: 356-361.
Blandizzi C. Enteric alpha-2 adrenoceptors: pathophysiological implications in
functional and inflammatory bowel disorders. Neurochem Int, 2007; 51: 282-288.
Gyires K, Zadori ZS, Torok T, Matyus P. alpha(2)-Adrenoceptor subtypes-
mediated physiological, pharmacological actions. Neurochem Int, 2009; 55: 447-
453.

Paton WD, Vizi ES. The inhibitory action of noradrenaline and adrenaline on
acetylcholine output by guinea-pig ileum longitudinal muscle strip. Br J
Pharmacol, 1969; 35: 10-28.

Blandizzi C, Natale G, Colucci R, Carignani D, Lazzeri G, Del Tacca M.
Characterization of alpha 2-adrenoceptor subtypes involved in the modulation of
gastric acid secretion. Eur J Pharmacol, 1995; 278: 179-182.

Fulop K, Zadori Z, Ronai AZ, Gyires K. Characterisation of alpha2-adrenoceptor
subtypes involved in gastric emptying, gastric motility and gastric mucosal
defence. Eur J Pharmacol, 2005; 528: 150-157.

Zadori ZS, Shujaa N, Fulop K, Dunkel P, Gyires K. Pre- and postsynaptic
mechanisms in the clonidine- and oxymetazoline-induced inhibition of gastric
motility in the rat. Neurochem Int, 2007; 51: 297-305.

Gyires K, Ronai AZ, Mullner K, Furst S. Intracerebroventricular injection of
clonidine releases beta-endorphin to induce mucosal protection in the rat.
Neuropharmacology, 2000; 39: 961-968.

Gyires K, Zadori ZS, Shujaa N, Minorics R, Falkay G, Matyus P. Analysis of the
role of central and peripheral alpha2-adrenoceptor subtypes in gastric mucosal
defense in the rat. Neurochem Int, 2007; 51: 289-296.

Fargeas MJ, Fioramonti J, Bueno L. Central alpha 2-adrenergic control of the
pattern of small intestinal motility in rats. Gastroenterology, 1986; 91: 1470-1475.

100



[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Hildebrand KR, Lin G, Murtaugh MP, Brown DR. Molecular characterization of
alpha 2-adrenergic receptors regulating intestinal electrolyte transport. Mol
Pharmacol, 1993; 43: 23-29.

Croci T, Bianchetti A. Stimulation of faecal excretion in rats by alpha 2-
adrenergic antagonists. J Pharm Pharmacol, 1992; 44: 358-360.

Andresen V, Camilleri M. Irritable bowel syndrome: recent and novel therapeutic
approaches. Drugs, 2006; 66: 1073-1088.

Bharucha AE, Camilleri M, Zinsmeister AR, Hanson RB. Adrenergic modulation
of human colonic motor and sensory function. Am J Physiol, 1997; 273: G997-
1006.

Spengler RN, Chensue SW, Giacherio DA, Blenk N, Kunkel SL. Endogenous
norepinephrine regulates tumor necrosis factor-alpha production from
macrophages in vitro. J Immunol, 1994; 152: 3024-3031.

Ruffolo RR, Turowski BS, Patil PN. Lack of cross-desensitization between
structurally dissimilar alpha-adrenoceptor agonists. J Pharm Pharmacol, 1977; 29:
378-380.

Vollmer RR, Buckley JP. Central cardiovascular effects of phentolamine in
chloralose-anesthetized cats. Eur J Pharmacol, 1977; 43: 17-25.

Bousquet P, Feldman J, Schwartz J. Central cardiovascular effects of alpha
adrenergic drugs: differences between catecholamines and imidazolines. J
Pharmacol Exp Ther, 1984; 230: 232-236.

Regunathan S, Reis DJ. Imidazoline receptors and their endogenous ligands.
Annu Rev Pharmacol Toxicol, 1996; 36: 511-544.

Ernsberger P, Graves ME, Graff LM, Zakieh N, Nguyen P, Collins LA,
Westbrooks KL, Johnson GG. Il-imidazoline receptors. Definition,
characterization, distribution, and transmembrane signaling. Ann N Y Acad Sci,
1995; 763: 22-42.

Ernsberger P. The I1-imidazoline receptor and its cellular signaling pathways.
Ann N Y Acad Sci, 1999; 881: 35-53.

Wang H, Regunathan S, Ruggiero DA, Reis DJ. Production and characterization
of antibodies specific for the imidazoline receptor protein. Mol Pharmacol, 1993;
43: 509-515.

101



[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Escriba PV, Sastre M, Wang H, Regunathan S, Reis DJ, Garcia-Sevilla JA.
Immunodetection of putative imidazoline receptor proteins in the human and rat
brain and other tissues. Neurosci Lett, 1994; 178: 81-84.

Keller B, Garcia-Sevilla JA. Immunodetection and subcellular distribution of
imidazoline receptor proteins with three antibodies in mouse and human brains:
Effects of treatments with 11- and I2-imidazoline drugs. J Psychopharmacol,
2015; 29: 996-1012.

Piletz JE, lvanov TR, Sharp JD, Ernsberger P, Chang CH, Pickard RT, Gold G,
Roth B, Zhu H, Jones JC, Baldwin J, Reis DJ. Imidazoline receptor antisera-
selected (IRAS) cDNA: cloning and characterization. DNA Cell Biol, 2000; 19:
319-329.

Alahari SK, Lee JW, Juliano RL. Nischarin, a novel protein that interacts with the
integrin alpha5 subunit and inhibits cell migration. J Cell Biol, 2000; 151: 1141-
1154,

Farsang C, Kapocsi J. Imidazoline receptors: from discovery to antihypertensive
therapy (facts and doubts). Brain Res Bull, 1999; 49: 317-331.

Kimura A, Tyacke RJ, Minchin MC, Nutt DJ, Hudson AL. Identification of an
I(2) binding protein from rabbit brain. Ann N Y Acad Sci, 2003; 1009: 364-366.
Holt A, Wieland B, Baker GB. Allosteric modulation of semicarbazide-sensitive
amine oxidase activities in vitro by imidazoline receptor ligands. Br J Pharmacol,
2004; 143: 495-507.

Lalies MD, Hibell A, Hudson AL, Nutt DJ. Inhibition of central monoamine
oxidase by imidazoline2 site-selective ligands. Ann N Y Acad Sci, 1999; 881:
114-117.

Paterson LM, Robinson ES, Nutt DJ, Hudson AL. In vivo estimation of
imidazoline(2) binding site turnover. Ann N Y Acad Sci, 2003; 1009: 367-370.
Ozaita A, Olmos G, Boronat MA, Lizcano JM, Unzeta M, Garcia-Sevilla JA.
Inhibition of monoamine oxidase A and B activities by imidazol(ine)/guanidine
drugs, nature of the interaction and distinction from 12-imidazoline receptors in
rat liver. Br J Pharmacol, 1997; 121: 901-912.

Efendic S, Efanov AM, Berggren PO, Zaitsev SV. Two generations of
insulinotropic imidazoline compounds. Diabetes, 2002; 51 Suppl 3: S448-454.

102



[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Hoy M, Olsen HL, Bokvist K, Petersen JS, Gromada J. The imidazoline NNC77-
0020 affects glucose-dependent insulin, glucagon and somatostatin secretion in
mouse pancreatic islets. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol, 2003; 368: 284-
293.

Morgan NG, Cooper EJ, Squires PE, Hills CE, Parker CA, Hudson AL.
Comparative effects of efaroxan and beta-carbolines on the secretory activity of
rodent and human beta cells. Ann N Y Acad Sci, 2003; 1009: 167-174.

Tibirica E, Feldman J, Mermet C, Monassier L, Gonon F, Bousquet P. Selectivity
of rilmenidine for the nucleus reticularis lateralis, a ventrolateral medullary
structure containing imidazoline-preferring receptors. Eur J Pharmacol, 1991;
209: 213-221.

Trimarco B, Rosiello G, Sarno D, Lorino G, Rubattu S, DeLuca N, Volpe M.
Effects of one-year treatment with rilmenidine on systemic hypertension-induced
left ventricular hypertrophy in hypertensive patients. Am J Cardiol, 1994; 74: 36a-
42a.

Koldas L, Ayan F, Ikitimur B. Short-term effects of rilmenidine on left ventricular
hypertrophy and systolic and diastolic function in patients with essential
hypertension: comparison with an angiotensin converting enzyme inhibitor and a
calcium antagonist. Jpn Heart J, 2003; 44: 693-704.

Sattar MA, Yusof AP, Gan EK, Sam TW, Johns EJ. Acute renal failure in 2K2C
Goldblatt hypertensive rats during antihypertensive therapy: comparison of an
angiotensin AT1 receptor antagonist and clonidine analogues. J Auton Pharmacol,
2000; 20: 297-304.

Armah BI, Hofferber E, Stenzel W. General pharmacology of the novel centrally
acting antihypertensive agent moxonidine. Arzneimittelforschung, 1988; 38:
1426-1434.

Gorbea-Oppliger VJ, Fink GD. Clonidine reverses the slowly developing
hypertension produced by low doses of angiotensin Il. Hypertension, 1994; 23:
844-847.

Cohn JN. Sympathetic nervous system in heart failure. Circulation, 2002; 106:
2417-2418.

103



[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Cohn JN, Pfeffer MA, Rouleau J, Sharpe N, Swedberg K, Straub M, Wiltse C,
Wright TJ. Adverse mortality effect of central sympathetic inhibition with
sustained-release moxonidine in patients with heart failure (MOXCON). Eur J
Heart Fail, 2003; 5: 659-667.

Swedberg K, Bergh CH, Dickstein K, McNay J, Steinberg M. The effects of
moxonidine, a novel imidazoline, on plasma norepinephrine in patients with
congestive heart failure. Moxonidine Investigators. J Am Coll Cardiol, 2000; 35:
398-404.

Evans RG. Current status of putative imidazoline (I11) receptors and renal
mechanisms in relation to their antihypertensive therapeutic potential. Clin Exp
Pharmacol Physiol, 1996; 23: 845-854.

Smyth DD, Penner SB. Renal I1-imidazoline-selective compounds mediate
natriuresis in rat lung. J Cardiovasc Pharmacol, 1995; 26 (suppl. 2):S63-S67.
Penner SB, Smyth DD. Renal denervation altered hemodynamic and adrenal
effects following intracerebroventricular administration of the I1-imidazolie
receptor agonist, rilmenidine in pentobarbital anaesthetised rats. Neurochem Int;
1997: 30(1) 55-62.

Andrade CA, Oliveira LB, Martinez G, Silva DC, De Luca LA, Jr., Menani JV.
Involvement of forebrain imidazoline and alpha(2)-adrenergic receptors in the
antidipsogenic response to moxonidine. Ann N 'Y Acad Sci, 2003; 1009: 262-264.
Haenni A, Lithell H. Moxonidine improves insulin sensitivity in insulin-resistant
hypertensives. J Hypertens Suppl, 1999; 17: S29-35.

Sener A, Lebrun P, Blachier F, Malaisse WJ. Stimulus-secretion coupling of
arginine-induced insulin release. Insulinotropic action of agmatine. Biochem
Pharmacol, 1989; 38: 327-330.

Weitzel G, Pfeiffer B, Stock W. Insulin-like partial effects of agmatine derivatives
in adipocytes. Hoppe Seylers Z Physiol Chem, 1980; 361: 51-60.

Garcia-Sevilla J, Miralles A, Sastre M, Escriba PV, Olmos G, Meana JJ. 12-
imidazoline receptors in the healthy and pathologic human brain. Ann N 'Y Acad
Sci, 1995; 763: 178-193.

Tonello R, Villarinho JG, da Silva Sant'‘Anna G, Tamiozzo L, Machado P,
Trevisan G, Pinto Martins MA, Ferreira J, Rubin MA. The potential

104



[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

antidepressant-like effect of imidazoline 12 ligand 2-BFI in mice. Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, 2012; 37: 15-21.

Reynolds GP, Boulton RM, Pearson SJ, Hudson AL, Nutt DJ. Imidazoline binding
sites in Huntington's and Parkinson's disease putamen. Eur J Pharmacol, 1996;
301: R19-21.

Sastre M, Ventayol P, Garcia-Sevilla JA. Decreased density of 12-imidazoline
receptors in the postmortem brain of heroin addicts. Neuroreport, 1996; 7: 509-
512.

Diaz A, Mayet S, Dickenson AH. BU-224 produces spinal antinociception as an
agonist at imidazoline 12 receptors. Eur J Pharmacol, 1997; 333: 9-15.
Kolesnikov Y, Jain S, Pasternak GW. Modulation of opioid analgesia by
agmatine. Eur J Pharmacol, 1996; 296: 17-22.

Jackson HC, Griffin 1J, Nutt DJ. The effects of idazoxan and other alpha 2-
adrenoceptor antagonists on food and water intake in the rat. Br J Pharmacol,
1991; 104: 258-262.

Polidori C, Gentili F, Pigini M, Quaglia W, Panocka I, Massi M. Hyperphagic
effect of novel compounds with high affinity for imidazoline 1(2) binding sites.
Eur J Pharmacol, 2000; 392: 41-9.

Ernsberger P, Koletsky RJ, Collins LA, Bedol D. Sympathetic nervous system in
salt-sensitive and obese hypertension: amelioration of multiple abnormalities by
a central sympatholytic agent. Cardiovasc Drugs Ther, 1996; 10 Suppl 1: 275-
282.

Atlas D, Burstein Y. Isolation and partial purification of a clonidine-displacing
endogenous brain substance. Eur J Biochem, 1984; 144: 287-293.

Li G, Regunathan S, Barrow CJ, Eshraghi J, Cooper R, Reis DJ. Agmatine: an
endogenous clonidine-displacing substance in the brain. Science, 1994; 263: 966-
969.

Berkels R, Taubert D, Grundemann D, Schomig E. Agmatine signaling: odds and
threads. Cardiovasc Drug Rev, 2004; 22: 7-16.

Reis DJ, Regunathan S. Agmatine: an endogenous ligand at imidazoline receptors
is a novel neurotransmitter. Ann N Y Acad Sci, 1999; 881: 65-80.

105



[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Molderings GJ, Heinen A, Menzel S, Lubbecke F, Homann J, Gothert M.
Gastrointestinal uptake of agmatine: distribution in tissues and organs and
pathophysiologic relevance. Ann N Y Acad Sci, 2003; 1009: 44-51.

Raasch W, Regunathan S, Li G, Reis DJ. Agmatine, the bacterial amine, is widely
distributed in mammalian tissues. Life Sci, 1995; 56: 2319-2330.

Otake K, Ruggiero DA, Regunathan S, Wang H, Milner TA, Reis DJ. Regional
localization of agmatine in the rat brain: an immunocytochemical study. Brain
Res, 1998; 787: 1-14.

Li J, Li X, Pei G, Qin BY. Analgesic effect of agmatine and its enhancement on
morphine analgesia in mice and rats. Zhongguo Yao Li Xue Bao, 1999; 20: 81-
85.

Khoshnoodi MA, Motiei-Langroudi R, Tahsili-Fahadan P, Yahyavi-Firouz-Abadi
N, Ghahremani MH, Dehpour AR. Involvement of nitric oxide system in
enhancement of morphine-induced conditioned place preference by agmatine in
male mice. Neurosci Lett, 2006; 399: 234-239.

Su RB, Ren YH, Liu Y, Ding T, Lu XQ, Wu N, Liu ZM, Li J. Agmatine inhibits
morphine-induced drug discrimination in rats. Eur J Pharmacol, 2008; 593: 62-
67.

Aricioglu-Kartal F, Uzbay IT. Inhibitory effect of agmatine on naloxone-
precipitated abstinence syndrome in morphine dependent rats. Life Sci, 1997; 61:
1775-1781.

Molderings GJ, Haenisch B. Agmatine (decarboxylated L-arginine):
physiological role and therapeutic potential. Pharmacol Ther, 2012; 133: 351-365.
Gao Y, Li F, Wu N, Su RB, Liu Y, Lu XQ, Liu Y, Li J. Effect of agmatine on
DAMGO-induced mu-opioid receptor down-regulation and internalization via
activation of IRAS, a candidate for imidazoline 1(1) receptor. Eur J Pharmacol,
2008; 599: 18-23.

Regunathan S, Piletz JE. Regulation of inducible nitric oxide synthase and
agmatine synthesis in macrophages and astrocytes. Ann N Y Acad Sci, 2003;
1009: 20-29.

Arndt MA, Battaglia V, Parisi E, Lortie MJ, Isome M, Baskerville C, Pizzo DP,

lentile R, Colombatto S, Toninello A, Satriano J. The arginine metabolite

106



[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

agmatine protects mitochondrial function and confers resistance to cellular
apoptosis. Am J Physiol Cell Physiol, 2009; 296: C1411-1419.

Kim JH, Yenari MA, Giffard RG, Cho SW, Park KA, Lee JE. Agmatine reduces
infarct area in a mouse model of transient focal cerebral ischemia and protects
cultured neurons from ischemia-like injury. Exp Neurol, 2004; 189: 122-130.
Aricioglu F, Kan B, Yillar O, Korcegez E, Berkman K. Effect of agmatine on
electrically and chemically induced seizures in mice. Ann N Y Acad Sci, 2003;
1009: 141-146.

Singh T, Bagga N, Kaur A, Kaur N, Gawande DY, Goel RK. Agmatine for
combined treatment of epilepsy, depression and cognitive impairment in chronic
epileptic animals. Biomed Pharmacother, 2017; 92: 720-725.

Leitch B, Shevtsova O, Reusch K, Bergin DH, Liu P. Spatial learning-induced
increase in agmatine levels at hippocampal CA1 synapses. Synapse, 2011; 65:
146-153.

Molderings GJ, Gothert M. Inhibitory presynaptic imidazoline receptors on
sympathetic nerves in the rabbit aorta differ from I1- and 12-imidazoline binding
sites. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol, 1995; 351: 507-116.

Li XT, Duan HR, He RR. Inhibition by agmatine on spontaneous activity of rabbit
atrioventricular node cells. Acta Pharmacol Sin, 2000; 21: 931-935.

Lortie MJ, Novotny WF, Peterson OW, Vallon V, Malvey K, Mendonca M,
Satriano J, Insel P, Thomson SC, Blantz RC. Agmatine, a bioactive metabolite of
arginine. Production, degradation, and functional effects in the kidney of the rat.
J Clin Invest, 1996; 97: 413-420.

Robinson ES, Anderson NJ, Crosby J, Nutt DJ, Hudson AL. Endogenous beta-
carbolines as clonidine-displacing substances. Ann N Y Acad Sci, 2003; 1009:
157-166.

Rommelspacher H, May T, Susilo R. beta-Carbolines and
Tetrahydroisoquinolines: Detection and Function in Mammals. Planta Med, 1991;
57: S85-92.

Spijkerman R, van den Eijnden R, van de Mheen D, Bongers |, Fekkes D. The
impact of smoking and drinking on plasma levels of norharman. Eur

Neuropsychopharmacol, 2002; 12: 61-71.

107



[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Beck O, Faull KF. Concentrations of the enantiomers of 5-hydroxymethtryptoline
in mammalian urine: implications for in vivo biosynthesis. Biochem Pharmacol,
1986; 35: 2636-2639.

Loew GH, Nienow J, Lawson JA, Toll L, Uyeno ET. Theoretical structure-activity
studies of beta-carboline analogs. Requirements for benzodiazepine receptor
affinity and antagonist activity. Mol Pharmacol, 1985; 28: 17-31.

Strombom J, Jokela R, Saano V, Rolfsen W. Binding of strychnocarpine and
related beta-carbolines to brain receptors in vitro. Eur J Pharmacol, 1992; 214:
165-168.

Skup M, Oderfeld-Nowak B, Rommelspacher H. In vitro studies on the effect of
beta-carbolines on the activities of acetylcholinesterase and choline
acetyltransferase and on the muscarinic receptor binding of the rat brain. J
Neurochem, 1983; 41: 62-68.

Musgrave IF, Van Der Zypp A, Grigg M, Barrow CJ. Endogenous imidazoline
receptor ligands relax rat aorta by an endothelium-dependent mechanism. Ann N
Y Acad Sci, 2003; 1009: 222-227.

Lichtenberg-Kraag B, Klinker JF, Muhlbauer E, Rommelspacher H. The natural
beta-carbolines facilitate inositol phosphate accumulation by activating small G-
proteins in human neuroblastoma cells (SH-SY5Y). Neuropharmacology, 1997;
36: 1771-1778.

Rommelspacher H, May T, Salewski B. Harman (1-methyl-beta-carboline) is a
natural inhibitor of monoamine oxidase type A in rats. Eur J Pharmacol, 1994,
252: 51-59.

Glennon RA, Dukat M, Grella B, Hong S, Costantino L, Teitler M, Smith C, Egan
C, Davis K, Mattson MV. Binding of beta-carbolines and related agents at
serotonin (5-HT(2) and 5-HT(1A)), dopamine (D(2)) and benzodiazepine
receptors. Drug Alcohol Depend, 2000; 60: 121-132.

Husbands SM, Glennon RA, Gorgerat S, Gough R, Tyacke R, Crosby J, Nutt DJ,
Lewis JW, Hudson AL. beta-carboline binding to imidazoline receptors. Drug
Alcohol Depend, 2001; 64: 203-208.

108



[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Musgrave IF, Badoer E. Harmane produces hypotension following microinjection
into the RVLM: possible role of I(1)-imidazoline receptors. Br J Pharmacol, 2000;
129: 1057-1059.

Adell A, Biggs TA, Myers RD. Action of harman (1-methyl-beta-carboline) on
the brain: body temperature and in vivo efflux of 5-HT from hippocampus of the
rat. Neuropharmacology, 1996; 35: 1101-1107.

Aricioglu F, Altunbas H. Harmane induces anxiolysis and antidepressant-like
effects in rats. Ann N Y Acad Sci, 2003; 1009: 196-201.

Prell GD, Martinelli GP, Holstein GR, Matulic-Adamic J, Watanabe KA, Chan
SL, Morgan NG, Haxhiu MA, Ernsberger P. Imidazoleacetic acid-ribotide: an
endogenous ligand that stimulates imidazol(in)e receptors. Proc Natl Acad Sci U
S A, 2004; 101: 13677-13682.

Friedrich VL, Jr., Martinelli GP, Prell GD, Holstein GR. Distribution and cellular
localization of imidazoleacetic acid-ribotide, an endogenous ligand at
imidazol(in)e and adrenergic receptors, in rat brain. J Chem Neuroanat, 2007; 33:
53-64.

Bozdagi O, Wang XB, Martinelli GP, Prell G, Friedrich VL, Jr., Huntley GW,
Holstein GR. Imidazoleacetic acid-ribotide induces depression of synaptic
responses in hippocampus through activation of imidazoline receptors. J
Neurophysiol, 2011; 105: 1266-1275.

Wikberg JE, Uhlen S, Chhajlani V. Medetomidine stereoisomers delineate two
closely related subtypes of idazoxan (imidazoline) I-receptors in the guinea pig.
Eur J Pharmacol, 1991; 193: 335-340.

Tesson F, Limon |, Parini A. Tissue-specific localization of mitochondrial
imidazoline-guanidinium receptive sites. Eur J Pharmacol, 1992; 219: 335-338.
Molderings GJ, Donecker K, Burian M, Simon WA, Schroder DW, Gothert M.
Characterization of 12 imidazoline and sigma binding sites in the rat and human
stomach. J Pharmacol Exp Ther, 1998; 285: 170-177.

Dontenwill M, Pascal G, Piletz JE, Chen M, Baldwin J, Ronde P, Dupuy L,
Urosevic D, Greney H, Takeda K, Bousquet P. IRAS, the human homologue of
Nischarin, prolongs survival of transfected PC12 cells. Cell Death Differ, 2003;
10: 933-935.

109



[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Zhang J, Abdel-Rahman AA. Nischarin as a functional imidazoline (I11) receptor.
FEBS Lett, 2006; 580: 3070-3074.

Ding Y, Zhang R, Zhang K, Lv X, Chen Y, Li A, Wang L, Zhang X, Xia Q.
Nischarin is differentially expressed in rat brain and regulates neuronal migration.
PLoS One, 2013; 8: e54563.

Colucci R, Blandizzi C, Carignani D, Placanica G, Lazzeri G, Del Tacca M.
Effects of imidazoline derivatives on cholinergic motility in guinea-pig ileum:
involvement of presynaptic alpha2-adrenoceptors or imidazoline receptors?
Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol, 1998; 357: 682-691.

Glavin GB, Smyth DD. Effects of the selective 11 imidazoline receptor agonist,
moxonidine, on gastric secretion and gastric mucosal injury in rats. Br J
Pharmacol, 1995; 114: 751-754.

Glavin GB, Carlisle MA, Smyth DD. Agmatine, an endogenous imidazoline
receptor agonist, increases gastric secretion and worsens experimental gastric
mucosal injury in rats. J Pharmacol Exp Ther, 1995; 274: 741-744.

Utkan T, Ulak G, Yildiran HG, Yardimoglu M, Gacar MN. Investigation on the
mechanism involved in the effects of agmatine on ethanol-induced gastric
mucosal injury in rats. Life Sci, 2000; 66: 1705-1711.

Gyires K. Gastric mucosal protection: from prostaglandins to gene-therapy. Curr
Med Chem, 2005; 12: 203-215.

Davenport HW. Is the apparent hyposecretion of acid by patients with gastric ulcer
a consequence of a broken barrier to diffusion of hydrogen ions into the gastric
mucosa? Gut, 1965; 6: 513.

Wallace JL, Syer S, Denou E, de Palma G, Vong L, McKnight W, Jury J, Bolla
M, Bercik P, Collins SM, Verdu E, Ongini E. Proton pump inhibitors exacerbate
NSAID-induced small intestinal injury by inducing dysbiosis. Gastroenterology,
2011; 141: 1314-22, 1322.e1-5.

Eusebi LH, Rabitti S, Artesiani ML, Gelli D, Montagnani M, Zagari RM, Bazzoli
F. Proton pump inhibitors: Risks of long-term use. J Gastroenterol Hepatol, 2017,
32:1295-1302.

110



[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Lewis PO, Litchfield JM, Tharp JL, Garcia RM, Pourmorteza M, Reddy CM. Risk
and Severity of Hospital-Acquired Clostridium difficile Infection in Patients
Taking Proton Pump Inhibitors. Pharmacotherapy, 2016; 36: 986-993.

Palkovits M. Interconnections between the neuroendocrine hypothalamus and the
central autonomic system. Geoffrey Harris Memorial Lecture, Kitakyushu, Japan,
October 1998. Front Neuroendocrinol, 1999; 20: 270-295.

Tache Y, Stephens RL, Jr., Ishikawa T. Central nervous system action of TRH to
influence gastrointestinal function and ulceration. Ann N Y Acad Sci, 1989; 553:
269-285.

Henagan JM, Smith GS, Seidel ER, Miller TA. Influence of vagotomy on mucosal
protection against alcohol-induced gastric damage in the rat. Gastroenterology,
1984; 87: 903-908.

Mozsik G, Kiraly A, Garamszegi M, Javor T, Nagy L, Suto G, Toth G, Vincze A.
Failure of prostacyclin, beta-carotene, atropine and cimetidine to produce gastric
cyto- and general mucosal protection in surgically vagotomized rats. Life Sci,
1991; 49: 1383-1389.

Gyires K. Neuropeptides and gastric mucosal homeostasis. Curr Top Med Chem,
2004; 4: 63-73.

Tache Y. Brainstem neuropeptides and vagal protection of the gastric mucosal
against injury: role of prostaglandins, nitric oxide and calcitonin-gene related
peptide in capsaicin afferents. Curr Med Chem, 2012; 19: 35-42.

Gyires K, Feher A. Stress, Neuropeptides and Gastric Mucosa. Curr Pharm Des,
2017; 23: 3928-3940.

Kauffman GL. Stress, the brain, and the gastric mucosa. Am J Surg, 1997; 174:
271-275.

Ray A, Henke PG, Sullivan RM. Effects of intra-amygdalar thyrotropin releasing
hormone (TRH) and its antagonism by atropine and benzodiazepines during stress
ulcer formation in rats. Pharmacol Biochem Behav, 1990; 36: 597-601.

Holzer P. Chemosensitive afferent nerves in the regulation of gastric blood flow
and protection. Adv Exp Med Biol, 1995; 371b: 891-5.

Magierowski M, Jasnos K, Kwiecien S, Drozdowicz D, Surmiak M, Strzalka M,

Ptak-Belowska A, Wallace JL, Brzozowski T. Endogenous prostaglandins and

111



[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

afferent sensory nerves in gastroprotective effect of hydrogen sulfide against
stress-induced gastric lesions. PLoS One, 2015; 10: e0118972.

Robert A, Nezamis JE, Lancaster C, Hanchar AJ. Cytoprotection by
prostaglandins in rats. Prevention of gastric necrosis produced by alcohol, HCI,
NaOH, hypertonic NaCl, and thermal injury. Gastroenterology, 1979; 77: 433-
443,

Tanaka T, Guth P, Tache Y. Role of nitric oxide in gastric hyperemia induced by
central vagal stimulation. Am J Physiol, 1993; 264: G280-284.

Kato K, Matsuno Y, Matsuo Y, Shimamura M, Tanaka K, Murai I, Imai S. Role
of mucosal prostaglandins in vagally-mediated adaptive cytoprotection in the rat.
Gastroenterol Jpn, 1992; 27: 1-8.

Yang H, Stephens RL, Tache Y. TRH analogue microinjected into specific
medullary nuclei stimulates gastric serotonin secretion in rats. Am J Physiol,
1992; 262: G216-222.

Holzer P, Lippe IT. Stimulation of afferent nerve endings by intragastric capsaicin
protects against ethanol-induced damage of gastric mucosa. Neuroscience, 1988;
27:981-987.

Holzer P, Livingston EH, Saria A, Guth PH. Sensory neurons mediate protective
vasodilatation in rat gastric mucosa. Am J Physiol, 1991; 260: G363-370.
Lembeck F, Gamse R. Substance P in peripheral sensory processes. Ciba Found
Symp, 1982: 35-54.

Jancso G, Hokfelt T, Lundberg JM, Kiraly E, Halasz N, Nilsson G, Terenius L,
Rehfeld J, Steinbusch H, Verhofstad A, Elde R, Said S, Brown M.
Immunohistochemical studies on the effect of capsaicin on spinal and medullary
peptide and monoamine neurons using antisera to substance P, gastrin/CCK,
somatostatin, VIP, enkephalin, neurotensin and 5-hydroxytryptamine. J
Neurocytol, 1981; 10: 963-980.

Holzer P. Neural emergency system in the stomach. Gastroenterology, 1998; 114
823-839.

Lambrecht N, Burchert M, Respondek M, Muller KM, Peskar BM. Role of
calcitonin gene-related peptide and nitric oxide in the gastroprotective effect of
capsaicin in the rat. Gastroenterology, 1993; 104: 1371-1380.

112



[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Evangelista S, Tramontana M, Maggi CA. Pharmacological evidence for the
involvement of multiple calcitonin gene-related peptide (CGRP) receptors in the
antisecretory and antiulcer effect of CGRP in rat stomach. Life Sci, 1992; 50:
PI13-118.

Manela FD, Ren J, Gao J, McGuigan JE, Harty RF. Calcitonin gene-related
peptide modulates acid-mediated regulation of somatostatin and gastrin release
from rat antrum. Gastroenterology, 1995; 109: 701-706.

lyo AH, Zhu MY, Ordway GA, Regunathan S. Expression of arginine
decarboxylase in brain regions and neuronal cells. J Neurochem, 2006; 96: 1042-
1050.

Silva BR, Paula TD, Paulo M, Bendhack LM. Nitric oxide signaling and the cross
talk with prostanoids pathways in vascular system. Med Chem, 2016.

Hoang KG, Allison S, Murray M, Petrovic N. Prostanoids regulate angiogenesis
acting primarily on IP and EP4 receptors. Microvasc Res, 2015; 101: 127-134.
Del Tacca M, Soldani G, Bernardini C, Martinotti E, Impicciatore M.
Pharmacological studies on the mechanisms underlying the inhibitory and
excitatory effects of clonidine on gastric acid secretion. Eur J Pharmacol, 1982;
81: 255-261.

Bhandare PN, Rataboli PV, D'Souza RS. Dual action of clonidine on ethanol-
induced gastric lesions: is the imidazoline-preferring receptor involved? Eur J
Pharmacol, 1991; 199: 243-245.

Houi N, Kamisaki Y, Itoh T. Effects of histamine H2 receptor antagonists on acid
secretion stimulated by imidazoline derivatives in isolated parietal cells. Eur J
Pharmacol, 1987; 144: 67-76.

Molderings GJ, Burian M, Menzel S, Donecker K, Homann J, Nilius M, Gothert
M. Imidazoline recognition sites and stomach function. Ann N Y Acad Sci, 1999;
881: 332-343.

Carlisle MA, Smyth DD, Glavin GB. Efaroxan acts peripherally to block the
antisecretory and gastroprotective effects of moxonidine in rats. J Pharmacol Exp
Ther, 1995; 274: 598-601.

Xavier RJ, Podolsky DK. Unravelling the pathogenesis of inflammatory bowel
disease. Nature, 2007; 448: 427-434.

113



[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Gyires K, Toth EV, Zadori SZ. Gut inflammation: current update on
pathophysiology, molecular mechanism and pharmacological treatment
modalities. Curr Pharm Des, 2014; 20: 1063-1081.

Baumgart DC, Sandborn WJ. Crohn's disease. Lancet, 2012; 380: 1590-1605.
Neurath MF. Cytokines in inflammatory bowel disease. Nat Rev Immunol, 2014;
14: 329-342.

Wirtz S, Neurath MF. Mouse models of inflammatory bowel disease. Adv Drug
Deliv Rev, 2007; 59: 1073-1083.

Kastelein RA, Hunter CA, Cua DJ. Discovery and biology of IL-23 and IL-27:
related but functionally distinct regulators of inflammation. Annu Rev Immunol,
2007; 25: 221-242.

Bryant RV, Brain O, Travis SP. Conventional drug therapy for inflammatory
bowel disease. Scand J Gastroenterol, 2015; 50: 90-112.

Molderings GJ, Bonisch H, Bruss M, Wolf C, von Kugelgen I, Gothert M. S1P-
receptors in PC12 and transfected HEK293 cells: molecular targets of hypotensive
imidazoline 1(1) receptor ligands. Neurochem Int, 2007; 51: 476-485.
Molderings GJ, Gothert M, von Kugelgen 1. Characterization of an
antiproliferative effect of imidazoline receptor ligands on PC12 cells. Pharmacol
Rep, 2007; 59: 789-794.

Daniel C, Sartory N, Zahn N, Geisslinger G, Radeke HH, Stein JM. FTY720
ameliorates Thl-mediated colitis in mice by directly affecting the functional
activity of CD4+CD25+ regulatory T cells. J Immunol, 2007; 178: 2458-2468.
Deguchi Y, Andoh A, Yagi Y, Bamba S, Inatomi O, Tsujikawa T, Fujiyama Y.
The S1P receptor modulator FTY720 prevents the development of experimental
colitis in mice. Oncol Rep, 2006; 16: 699-703.

Lechin F, van der Dijs B, Insausti CL, Gomez F, Villa S, Lechin AE, Arocha L,
Oramas O. Treatment of ulcerative colitis with clonidine. J Clin Pharmacol, 1985;
25: 219-226.

Poyhonen-Alho MK, Manhem K, Katzman P, Kibarskis A, Antikainen RL,
Erkkola RU, Tuomilehto JO, Ebeling PE, Kaaja RJ. Central sympatholytic
therapy has anti-inflammatory properties in hypertensive postmenopausal
women. J Hypertens, 2008; 26: 2445-2449.

114



[172]
[173]

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

[179]

[180]

[181]

[182]

[183]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Talley NJ, Ford AC. Functional Dyspepsia. N Engl J Med, 2015; 373: 1853-1863.
Tack J, Talley NJ, Camilleri M, Holtmann G, Hu P, Malagelada JR, Stanghellini
V. Functional gastroduodenal disorders. Gastroenterology, 2006; 130: 1466-1479.
Tack J, Bisschops R, Sarnelli G. Pathophysiology and treatment of functional
dyspepsia. Gastroenterology, 2004; 127: 1239-1255.

Wilmer A, Van Cutsem E, Andrioli A, Tack J, Coremans G, Janssens J.
Ambulatory gastrojejunal manometry in severe motility-like dyspepsia: lack of
correlation between dysmotility, symptoms, and gastric emptying. Gut, 1998; 42:
235-242.

Schwartz MP, Samsom M, Smout AJ. Chemospecific alterations in duodenal
perception and motor response in functional dyspepsia. Am J Gastroenterol, 2001;
96: 2596-2602.

Simren M, Vos R, Janssens J, Tack J. Unsuppressed postprandial phasic
contractility in the proximal stomach in functional dyspepsia: relevance to
symptoms. Am J Gastroenterol, 2003; 98: 2169-2175.

Delgado-Aros S, Camilleri M, Cremonini F, Ferber I, Stephens D, Burton DD.
Contributions of gastric volumes and gastric emptying to meal size and postmeal
symptoms in functional dyspepsia. Gastroenterology, 2004; 127: 1685-1694.
Sugano K, Tack J, Kuipers EJ, Graham DY, EI-Omar EM, Miura S, Haruma K,
Asaka M, Uemura N, Malfertheiner P. Kyoto global consensus report on
Helicobacter pylori gastritis. Gut, 2015; 64: 1353-1367.

Moayyedi P, Delaney BC, Vakil N, Forman D, Talley NJ. The efficacy of proton
pump inhibitors in nonulcer dyspepsia: a systematic review and economic
analysis. Gastroenterology, 2004; 127: 1329-1337.

Talley NJ, Vakil NB, Moayyedi P. American gastroenterological association
technical review on the evaluation of dyspepsia. Gastroenterology, 2005; 129:
1756-1780.

Hondeghem LM. Domperidone: limited benefits with significant risk for sudden
cardiac death. J Cardiovasc Pharmacol, 2013; 61: 218-225.

Talley NJ, Tack J, Ptak T, Gupta R, Giguere M. Itopride in functional dyspepsia:
results of two phase 111 multicentre, randomised, double-blind, placebo-controlled
trials. Gut, 2008; 57: 740-746.

115



[184]

[185]

[186]

[187]

[188]

[189]

[190]

[191]

[192]

[193]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Talley NJ, Locke GR, Saito YA, Almazar AE, Bouras EP, Howden CW, Lacy
BE, DiBaise JK, Prather CM, Abraham BP, El-Serag HB, Moayyedi P, Herrick
LM, Szarka LA, Camilleri M, Hamilton FA, Schleck CD, Tilkes KE, Zinsmeister
AR. Effect of Amitriptyline and Escitalopram on Functional Dyspepsia: A
Multicenter, Randomized Controlled Study. Gastroenterology, 2015; 149: 340-
349.e2.

Gilja OH, Hausken T, Bang CJ, Berstad A. Effect of glyceryl trinitrate on gastric
accommodation and symptoms in functional dyspepsia. Dig Dis Sci, 1997; 42:
2124-2131.

Thumshirn M, Camilleri M, Choi MG, Zinsmeister AR. Modulation of gastric
sensory and motor functions by nitrergic and alpha2-adrenergic agents in humans.
Gastroenterology, 1999; 116: 573-585.

Molderings GJ, Likungu J, Jakschik J, Gothert M. Presynaptic imidazoline
receptors and non-adrenoceptor [3H]-idazoxan binding sites in human
cardiovascular tissues. Br J Pharmacol, 1997; 122: 43-50.

Molderings GJ, Likungu J, Gothert M. Presynaptic cannabinoid and imidazoline
receptors in the human heart and their potential relationship. Naunyn
Schmiedebergs Arch Pharmacol, 1999; 360: 157-164.

Felsen D, Ernsberger P, Meeley MP, Reis DJ. Clonidine displacing substance is
biologically active on smooth muscle. Eur J Pharmacol, 1987; 142: 453-455.
Ernsberger P, Damon TH, Graff LM, Schafer SG, Christen MO. Moxonidine, a
centrally acting antihypertensive agent, is a selective ligand for 11-imidazoline
sites. J Pharmacol Exp Ther, 1993; 264: 172-182.

Gyires K, Ronai AZ, Zadori ZS, Toth VE, Nemeth J, Szekeres M, Hunyady L.
Angiotensin  Il-induced activation of central AT1 receptors exerts
endocannabinoid-mediated gastroprotective effect in rats. Mol Cell Endocrinol,
2014; 382: 971-978.

Szabo S, Pihan G. Development and significance of cysteamine and propionitrile
models of duodenal ulcer. Chronobiol Int, 1987; 4: 31-42.

Gyires K. Morphine inhibits the ethanol-induced gastric damage in rats. Arch Int
Pharmacodyn Ther, 1990; 306: 170-181.

116



[194]

[195]

[196]

[197]

[198]

[199]

[200]

[201]

[202]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Randhawa PK, Singh K, Singh N, Jaggi AS. A review on chemical-induced
inflammatory bowel disease models in rodents. Korean J Physiol Pharmacol,
2014; 18: 279-288.

Schwartz L, Abolhassani M, Pooya M, Steyaert JM, Wertz X, Israel M, Guais A,
Chaumet-Riffaud P. Hyperosmotic stress contributes to mouse colonic
inflammation through the methylation of protein phosphatase 2A. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol, 2008; 295: G934-941.

Jadert C, Phillipson M, Holm L, Lundberg JO, Borniquel S. Preventive and
therapeutic effects of nitrite supplementation in experimental inflammatory bowel
disease. Redox Biol, 2014; 2: 73-81.

Cobos-Puc LE, Villalon CM, Ramirez-Rosas MB, Sanchez-Lopez A, Lozano-
Cuenca J, Gomez-Diaz B, MaassenVanDenBrink A, Centurion D.
Pharmacological characterization of the inhibition by moxonidine and agmatine
on the cardioaccelerator sympathetic outflow in pithed rats. Eur J Pharmacol,
2009; 616: 175-182.

Gyires K, Zadori ZS, Shujaa N, Al-Khrasani M, Pap B, Mozes MM, Matyus P.
Pharmacological analysis of alpha(2)-adrenoceptor subtypes mediating analgesic,
anti-inflammatory and gastroprotective actions. Inflammopharmacology, 2009;
17:171-179.

Zeidan MP, Zomkowski AD, Rosa AO, Rodrigues AL, Gabilan NH. Evidence for
imidazoline receptors involvement in the agmatine antidepressant-like effect in
the forced swimming test. Eur J Pharmacol, 2007; 565: 125-131.

Zhu QM, Lesnick JD, Jasper JR, MacLennan SJ, Dillon MP, Eglen RM, Blue DR,
Jr. Cardiovascular effects of rilmenidine, moxonidine and clonidine in conscious
wild-type and D79N alpha2A-adrenoceptor transgenic mice. Br J Pharmacol,
1999; 126: 1522-1530.

Zadori ZS, Toth VE, Feher A, Philipp K, Nemeth J, Gyires K. Evidence for the
gastric cytoprotective effect of centrally injected agmatine. Brain Res Bull, 2014;
108: 51-59.

Nguyen TT, Matsumoto K, Yamasaki K, Watanabe H. Involvement of supraspinal
GABA receptors in majonoside-R2 suppression of clonidine-induced
antinociception in mice. Life Sci, 1997; 61: 427-436.

117



[203]

[204]

[205]

[206]

[207]

[208]

[209]

[210]

[211]

[212]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Tank J, Jordan J, Diedrich A, Obst M, Plehm R, Luft FC, Gross V. Clonidine
improves spontaneous baroreflex sensitivity in conscious mice through
parasympathetic activation. Hypertension, 2004; 43: 1042-1047.

Bhalla S, Ali I, Andurkar SV, Gulati A. Centhaquin antinociception in mice is
mediated by alpha2A- and alpha2B- but not alpha2C-adrenoceptors. Eur J
Pharmacol, 2013; 715: 328-336.

Timar J, Sobor M, Kiraly KP, Gyarmati S, Riba P, Al-Khrasani M, Furst S. Peri,
pre and postnatal morphine exposure: exposure-induced effects and sex
differences in the behavioural consequences in rat offspring. Behav Pharmacol,
2010; 21: 58-68.

Vane JR. A sensitive method for the assay of 5-hydroxytryptamine. Br J
Pharmacol Chemother, 1957; 12: 344-349.

Nemeth J, Helyes Z, Gorcs T, Gardi J, Pinter E, Szolcsanyi J. Development of
somatostatin radioimmunoassay for the measurement of plasma and tissue
contents of hormone. Acta Physiol Hung, 1996; 84: 313-315.

Nemeth J, Gorcs T, Helyes Z, Oroszi G, Kocsy T, Pinter E, Szolcsanyi J.
Development of a new sensitive CGRP radioimmunoassay for
neuropharmacological research. Neurobiology (Bp), 1998; 6: 473-475.

Szitter |, Pinter E, Perkecz A, Kemeny A, Kun J, Kereskai L, Pietra C, Quinn JP,
Zimmer A, Berger A, Paige CJ, Helyes Z. Role of neurokinin 1 receptors in
dextran sulfate-induced colitis: studies with gene-deleted mice and the selective
receptor antagonist netupitant. Inflamm Res, 2014; 63: 399-4009.

Perse M, Cerar A. Dextran sodium sulphate colitis mouse model: traps and tricks.
J Biomed Biotechnol, 2012; 2012: 718617.

Holsapple MP, Trizzino J, Nichols DE, Yim GK. Therapeutic and adjunctive
applications of an imidazoline anti-inflammatory agent. J Pharmacol Exp Ther,
1983; 224: 567-571.

Holzer P, Painsipp E. Differential effects of clonidine, dopamine, dobutamine,
and dopexamine on basal and acid-stimulated mucosal blood flow in the rat
stomach. Crit Care Med, 2001; 29: 335-343.

118



[213]

[214]

[215]

[216]

[217]

[218]

[219]

[220]

[221]

[222]

[223]

[224]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Al Masri AA, El Eter E. Agmatine induces gastric protection against ischemic
injury by reducing vascular permeability in rats. World J Gastroenterol, 2012; 18:
2188-2196.

Chang CH, Wu HT, Cheng KC, Lin HJ, Cheng JT. Increase of beta-endorphin
secretion by agmatine is induced by activation of imidazoline 1(2A) receptors in
adrenal gland of rats. Neurosci Lett, 2010; 468: 297-299.

Oates PJ, Hakkinen JP. Studies on the mechanism of ethanol-induced gastric
damage in rats. Gastroenterology, 1988; 94: 10-21.

Takeuchi K. Gastric cytoprotection by prostaglandin E(2) and prostacyclin:
relationship to EP1 and IP receptors. J Physiol Pharmacol, 2014; 65: 3-14.
Aricioglu F, Altunbas H. Is agmatine an endogenous anxiolytic/antidepressant
agent? Ann N Y Acad Sci, 2003; 1009: 136-140.

Namiki T, Egawa M, Tominaga S, Inoue S, Takamura Y. Effects of GABA and
L-glutamate on the gastric acid secretion and gastric defensive mechanisms in rat
lateral hypothalamus. J Auton Nerv Syst, 1993; 44: 217-223.

Gibson DA, Harris BR, Rogers DT, Littleton JM. Radioligand binding studies
reveal agmatine is a more selective antagonist for a polyamine-site on the NMDA
receptor than arcaine or ifenprodil. Brain Res, 2002; 952: 71-77.

Piletz JE, May PJ, Wang G, Zhu H. Agmatine crosses the blood-brain barrier. Ann
N Y Acad Sci, 2003; 1009: 64-74.

Piletz JE, Aricioglu F, Cheng JT, Fairbanks CA, Gilad VH, Haenisch B, Halaris
A, Hong S, Lee JE, Li J, Liu P, Molderings GJ, Rodrigues AL, Satriano J, Seong
GJ, Wilcox G, Wu N, Gilad GM. Agmatine: clinical applications after 100 years
in translation. Drug Discov Today, 2013; 18: 880-893.

Munk SA, Lai RK, Burke JE, Arasasingham PN, Kharlamb AB, Manlapaz CA,
Padillo EU, Wijono MK, Hasson DW, Wheeler LA, Garst ME. Synthesis and
pharmacologic evaluation of 2-endo-amino-3-exo-
isopropylbicyclo[2.2.1]heptane: a potent imidazolinel receptor specific agent. J
Med Chem, 1996; 39: 1193-1195.

Glavin GB, Dugani AM, Pinsky C. L-deprenyl attenuates stress ulcer formation
in rats. Neurosci Lett, 1986; 70: 379-381.

Glavin GB. Activity of selective dopamine DAl and DA2 agonists and

119



[225]

[226]

[227]

[228]

[229]

[230]

[231]

[232]

[233]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

antagonists on experimental gastric lesions and gastric acid secretion. J Pharmacol
Exp Ther, 1989; 251: 726-730.

Cross JM, Mercer DW, Gunter J, Miller TA. Effects of dopamine and alpha-2
adrenoreceptor  blockade on L-dopa and cholecystokinin-induced
gastroprotection. J Gastrointest Surg, 1997; 1(3): 257-265.

Laine L, Takeuchi K, Tarnawski A. Gastric mucosal defense and cytoprotection:
bench to bedside. Gastroenterology, 2008; 135: 41-60.

Karmeli F, Eliakim R, Okon E, Rachmilewitz D. Somatostatin effectively
prevents ethanol- and NSAID-induced gastric mucosal damage in rats. Dig Dis
Sci, 1994; 39: 617-625.

Senard JM, Langin D, Estan L, Paris H. Identification of alpha 2-adrenoceptors
and non-adrenergic idazoxan binding sites in rabbit colon epithelial cells. Eur J
Pharmacol, 1990; 191: 59-68.

Kulkarni SK, Mehta AK, Kunchandy J. Anti-inflammatory actions of clonidine,
guanfacine and B-HT 920 against various inflammagen-induced acute paw
oedema in rats. Arch Int Pharmacodyn Ther, 1986; 279: 324-334.

Lansdell TA, Hurchla MA, Xiang J, Hovde S, Weilbaecher KN, Henry RW, Tepe
JJ. Noncompetitive modulation of the proteasome by imidazoline scaffolds
overcomes bortezomib resistance and delays MM tumor growth in vivo. ACS
Chem Biol, 2013; 8: 578-587.

Sharma V, Lansdell TA, Peddibhotla S, Tepe JJ. Sensitization of tumor cells
toward chemotherapy: enhancing the efficacy of camptothecin with imidazolines.
Chem Biol, 2004; 11: 1689-1699.

Kahlon DK, Lansdell TA, Fisk JS, Hupp CD, Friebe TL, Hovde S, Jones AD,
Dyer RD, Henry RW, Tepe JJ. Nuclear factor-kappaB mediated inhibition of
cytokine production by imidazoline scaffolds. J Med Chem, 2009; 52: 1302-1309.
Furlan R, Ardizzone S, Palazzolo L, Rimoldi A, Perego F, Barbic F, Bevilacqua
M, Vago L, Bianchi Porro G, Malliani A. Sympathetic overactivity in active
ulcerative colitis: effects of clonidine. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol,
2006; 290: R224-232.

120



[234]

[235]

[236]

[237]

[238]

[239]

[240]

[241]

[242]

[243]

[244]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Bai A, Lu N, Guo Y, Chen J, Liu Z. Modulation of inflammatory response via
alpha2-adrenoceptor blockade in acute murine colitis. Clin Exp Immunol, 2009;
156: 353-362.

Bai A, Chen J, Liao W, Lu N, Guo Y. Catecholamine Mediates Psychological
Stress-Induced Colitis Through a2-Adrenoreceptor. J Interferon Cytokine Res,
2015; 35: 580-584.

Wang H, Yu M, Ochani M, Amella CA, Tanovic M, Susarla S, Li JH, Wang H,
Yang H, Ulloa L, Al-Abed Y, Czura CJ, Tracey KJ. Nicotinic acetylcholine
receptor alpha7 subunit is an essential regulator of inflammation. Nature, 2003;
421: 384-388.

Reagan-Shaw S, Nihal M, Ahmad N. Dose translation from animal to human
studies revisited. Faseb j, 2008; 22: 659-661.

Yarmohmmadi F, Rahimi N, Faghir-Ghanesefat H, Javadian N, Abdollahi A,
Pasalar P, Jazayeri F, Ejtemaeemehr S, Dehpour AR. Protective effects of
agmatine on doxorubicin-induced chronic cardiotoxicity in rat. Eur J Pharmacol,
2017; 796: 39-44.

Edwards LP, Brown-Bryan TA, McLean L, Ernsberger P. Pharmacological
properties of the central antihypertensive agent, moxonidine. Cardiovasc Ther,
2012; 30: 199-208.

Eglen RM, Hudson AL, Kendall DA, Nutt DJ, Morgan NG, Wilson VG, Dillon
MP. 'Seeing through a glass darkly": casting light on imidazoline 'I' sites. Trends
Pharmacol Sci, 1998; 19: 381-390.

Farsang C. Moxonidine: Clinical Profile. J Clin Basic Cardiol, 2001; 4: 17-32.
Elliott HL. Moxonidine: pharmacology, clinical pharmacology and clinical
profile. Blood Press Suppl, 1998; 3: 23-27.

Melgar S, Karlsson L, Rehnstrom E, Karlsson A, Utkovic H, Jansson L,
Michaelsson E. Validation of murine dextran sulfate sodium-induced colitis using
four therapeutic agents for human inflammatory bowel disease. Int
Immunopharmacol, 2008; 8: 836-844.

Eichele DD, Kharbanda KK. Dextran sodium sulfate colitis murine model: An
indispensable tool for advancing our understanding of inflammatory bowel
diseases pathogenesis. World J Gastroenterol, 2017; 23: 6016-6029.

121



[245]

[246]

[247]

[248]

[249]

[250]

[251]

[252]

[253]

[254]

[255]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Zadori ZS, Shujaa N, Brancati SB, Hein L, Gyires K. Both alpha2B- and alpha2C-
adrenoceptor subtypes are involved in the mediation of centrally induced
gastroprotection in mice. Eur J Pharmacol, 2011; 669: 115-120.

Erdogan Kayhan G, Gul M, Kayhan B, Gedik E, Ozgul U, Kurtoglu EL, Durmus
M, Ersoy MO. Dexmedetomidine ameliorates TNBS-induced colitis by inducing
immunomodulator effect. J Surg Res, 2013; 183: 733-741.

Flierl MA, Rittirsch D, Nadeau BA, Chen AJ, Sarma JV, Zetoune FS, McGuire
SR, List RP, Day DE, Hoesel LM, Gao H, Van Rooijen N, Huber-Lang MS,
Neubig RR, Ward PA. Phagocyte-derived catecholamines enhance acute
inflammatory injury. Nature, 2007; 449: 721-725.

Strober W, Fuss 1J, Blumberg RS. The immunology of mucosal models of
inflammation. Annu Rev Immunol, 2002; 20: 495-549.

Alex P, Zachos NC, Nguyen T, Gonzales L, Chen TE, Conklin LS, Centola M, Li
X. Distinct cytokine patterns identified from multiplex profiles of murine DSS
and TNBS-induced colitis. Inflamm Bowel Dis, 2009; 15: 341-352.

Park HJ, Kim TW, Seo JN, Oh KI, Choi EY, Shin HS, and Park YE. Effect of
Atorvastatin, a HMG-CO0A reductase inhibitor, in experimental colitis in mice.
Korean J Pathol, 2004; 38: 401-407.

Scheibner J, Trendelenburg AU, Hein L, Starke K, Blandizzi C. Alpha 2-
adrenoceptors in the enteric nervous system: a study in alpha 2A-adrenoceptor-
deficient mice. Br J Pharmacol, 2002; 135: 697-704.

Sugawara AM, Miguel TT, Pereira DT, Menani JV, De Luca LA, Jr. Effects of
central imidazolinergic and alpha2-adrenergic activation on water intake. Braz J
Med Biol Res, 2001; 34: 1185-1190.

Chung HH, Yang TT, Chen MF, Chou MT, Cheng JT. Improvement of
hyperphagia by activation of cerebral 1(1)-imidazoline receptors in streptozotocin-
induced diabetic mice. Horm Metab Res, 2012; 44: 645-649.

Ferrari AC, Camargo LA, Saad WA, Renzi A, De Luca Junior LA, Menani JV.
Clonidine and phenylephrine injected into the lateral hypothalamus inhibits water
intake in rats. Brain Res, 1990; 522: 125-130.

Ferrari AC, Camargo LA, Saad WA, Renzi A, Luca Junior LA, Menani JV. Role

of the alpha 1- and alpha 2-adrenoceptors of the lateral hypothalamus in the

122



[256]

[257]

[258]

[259]

[260]

[261]

[262]

[263]

[264]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

dipsogenic response to central angiotensin Il in rats. Brain Res, 1991; 560: 291-
296.

Menani JV, Sato MA, Haikel L, Vieira AA, de Andrade CA, da Silva DC, Renzi
A, De Luca LA, Jr. Central moxonidine on water and NaCl intake. Brain Res Bull,
1999; 49: 273-279.

Bing C, King P, Pickavance L, Brown M, Ziegler D, Kaan E, Williams G. The
effect of moxonidine on feeding and body fat in obese Zucker rats: role of
hypothalamic NPY neurones. Br J Pharmacol, 1999; 127: 35-42.

Hunter JC, Fontana DJ, Hedley LR, Jasper JR, Lewis R, Link RE, Secchi R,
Sutton J, Eglen RM. Assessment of the role of alpha2-adrenoceptor subtypes in
the antinociceptive, sedative and hypothermic action of dexmedetomidine in
transgenic mice. Br J Pharmacol, 1997; 122: 1339-1344.

Moser B. CXCRS5, the Defining Marker for Follicular B Helper T (TFH) Cells.
Front Immunol, 2015; 6: 296.

Sherry B, Tekamp-Olson P, Gallegos C, Bauer D, Davatelis G, Wolpe SD,
Masiarz F, Coit D, Cerami A. Resolution of the two components of macrophage
inflammatory protein 1, and cloning and characterization of one of those
components, macrophage inflammatory protein 1 beta. J Exp Med, 1988; 168:
2251-22509.

Wolpe SD, Sherry B, Juers D, Davatelis G, Yurt RW, Cerami A. Identification
and characterization of macrophage inflammatory protein 2. Proc Natl Acad Sci
US A, 1989; 86: 612-616.

Naito Y, Yoshikawa T. Role of matrix metalloproteinases in inflammatory bowel
disease. Mol Aspects Med, 2005; 26: 379-390.

von Lampe B, Barthel B, Coupland SE, Riecken EO, Rosewicz S. Differential
expression of matrix metalloproteinases and their tissue inhibitors in colon
mucosa of patients with inflammatory bowel disease. Gut, 2000; 47: 63-73.
Jakubowska K, Pryczynicz A, lwanowicz P, Niewinski A, Maciorkowska E,
Hapanowicz J, Jagodzinska D, Kemona A, Guzinska-Ustymowicz K. Expressions
of Matrix Metalloproteinases (MMP-2, MMP-7, and MMP-9) and Their
Inhibitors (TIMP-1, TIMP-2) in Inflammatory Bowel Diseases. Gastroenterol Res
Pract, 2016; 2016: 2456179.

123



[265]

[266]

[267]

[268]

[269]

[270]

[271]

[272]

[273]

[274]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Di Sabatino A, Pender SL, Jackson CL, Prothero JD, Gordon JN, Picariello L,
Rovedatti L, Docena G, Monteleone G, Rampton DS, Tonelli F, Corazza GR,
MacDonald TT. Functional modulation of Crohn's disease myofibroblasts by anti-
tumor necrosis factor antibodies. Gastroenterology, 2007; 133: 137-149.
Blandizzi C, Fornai M, Colucci R, Baschiera F, Barbara G, De Giorgio R, De
Ponti F, Breschi MC, Del Tacca M. Altered prejunctional modulation of intestinal
cholinergic and noradrenergic pathways by alpha2-adrenoceptors in the presence
of experimental colitis. Br J Pharmacol, 2003; 139: 309-320.

Spengler RN, Allen RM, Remick DG, Strieter RM, Kunkel SL. Stimulation of
alpha-adrenergic receptor augments the production of macrophage-derived tumor
necrosis factor. J Immunol, 1990; 145: 1430-1434.

Tack J. Gastric motor disorders. Best Pract Res Clin Gastroenterol, 2007; 21: 633-
644.

Tack J, Piessevaux H, Coulie B, Caenepeel P, Janssens J. Role of impaired gastric
accommodation to a meal in functional dyspepsia. Gastroenterology, 1998; 115:
1346-1352.

Hausken T, Stene-Larsen G, Lange O, Aronsen O, Nerdrum T, Hegbom F, Schulz
T, Berstad A. Misoprostol treatment exacerbates abdominal discomfort in patients
with non-ulcer dyspepsia and erosive prepyloric changes. A double-blind,
placebo-controlled, multicentre study. Scand J Gastroenterol, 1990; 25(10):1028-
1033.

Greydanus MP, Vassallo M, Camilleri M, Nelson DK, Hanson RB, Thomforde
GM. Neurohormonal factors in functional dyspepsia: insights on
pathophysiological mechanisms. Gastroenterology, 1991; 100: 1311-1318.
Kaliszan W, Petrusewicz J, Kaliszan R. Imidazoline receptors in relaxation of
acetylcholine-constricted isolated rat jejunum. Pharmacol Rep, 2006; 58: 700-
710.

Wittmann T, Kiss F, Izbeki F, Rosztoczy Al, Varkonyi TT, Roka R, Lonovics J.
Improvement of gastric emptying in patients with diabetic gastroparesis by
moxonidine. Gastroenterology, 2003; 124: 222-223.

Asai T, Vickers MD, Power I. Clonidine inhibits gastric motility in the rat. Eur J
Anaesthesiol, 1997; 14: 316-319.

124



[275]

[276]

[277]

[278]

[279]

[280]

[281]

[282]

DOI:10.14753/SE.2019.2207

Liu L, Coupar IM. Involvement of alpha-2 adrenoceptors in the effects of
moxonidine on intestinal motility and fluid transport. J Pharmacol Exp Ther,
1997; 283: 1367-1374.

Herman MA, Niedringhaus M, Alayan A, Verbalis JG, Sahibzada N, Gillis RA.
Characterization of noradrenergic transmission at the dorsal motor nucleus of the
vagus involved in reflex control of fundus tone. Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol, 2008; 294: R720-729.

Trendelenburg AU, Philipp M, Meyer A, Klebroff W, Hein L, Starke K. All three
alpha2-adrenoceptor types serve as autoreceptors in postganglionic sympathetic
neurons. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol, 2003; 368: 504-512.

Hudson AL, Gough R, Tyacke R, Lione L, Lalies M, Lewis J, Husbands S, Knight
P, Murray F, Hutson P, Nutt DJ. Novel selective compounds for the investigation
of imidazoline receptors. Ann N Y Acad Sci, 1999; 881: 81-91.

Halaris A, Plietz J. Agmatine : metabolic pathway and spectrum of activity in
brain. CNS Drugs, 2007; 21: 885-900.

Aricioglu F, Ercil E, Dulger G. Agmatine inhibits naloxone-induced contractions
in morphine-dependent Guinea pig ileum. Ann N Y Acad Sci, 2003; 1009: 147-
151.

Alemany R, Olmos G, Garcia-Sevilla JA. Labelling of 12B-imidazoline receptors
by [3H]2-(2-benzofuranyl)-2-imidazoline (2-BFI) in rat brain and liver:
characterization, regulation and relation to monoamine oxidase enzymes. Naunyn
Schmiedebergs Arch Pharmacol, 1997; 356: 39-47.

Hudson AL, Chapleo CB, Lewis JW, Husbands S, Grivas K, Mallard NJ, Nutt DJ.
Identification of ligands selective for central 12-imidazoline binding sites.
Neurochem Int, 1997; 30: 47-53.

125



DOI:10.14753/SE.2019.2207

10. SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE

A doktori értekezéssel 0sszefiiged publikacidk jegyzéke:

Feher A, Toth VE, Al-Khrasani M, Balogh M, Lazar B, Helyes Z, Gyires K, Zadori ZS.
Analysing the effect of 11 imidazoline receptor ligands on DSS-induced acute colitis in
mice. Inflammopharmacology, 2017; 25: 107-118. [IF: 3.304]

Gyires K, Feher A. Stress, Neuropeptides and Gastric Mucosa. Curr Pharm Des, 2017;
23: 3928-3940. [IF: 2.757]

Zadori ZS, Toth VE, Feher A, Al-Khrasani M, Puskar Z, Kozsurek M, Timar J, Tabi T,
Helyes Z, Hein L, Holzer P, Gyires K. Inhibition of alpha2A-Adrenoceptors Ameliorates
Dextran Sulfate Sodium-Induced Acute Intestinal Inflammation in Mice. J Pharmacol
Exp Ther, 2016; 358: 483-91.201 [IF: 3.867]

Zadori ZS, Toth VE, Feher A, Philipp K, Nemeth J, Gyires K. Evidence for the gastric
cytoprotective effect of centrally injected agmatine. Brain Res Bull, 2014; 108: 51-9. [IF:
2.718]

Zadori ZS, Feher A, Al-Khrasani M, Lacko E, Toth VE, Brancati SB, Hein L, Matyus P,
Gyires K. Imidazoline versus alpha(2)-adrenoceptors in the control of gastric motility in

mice. Eur J Pharmacol, 2013; 705: 61-7. [IF: 2.684 ]

A doktori értekezéssel nem Osszefiiged publikaciok jegyzéke:

Toth VE, Feher A, Nemeth J, Gyertyan |, Zadori ZS, Gyires K. Modulation of central
endocannabinoid system results in gastric mucosal protection in the rat. Brain Res Bull,
2018; 139: 224-234. [IF: 3.44]

Zador F, Kiraly K, Varadi A, Balogh M, Feher A, Kocsis D, Erdei Al, Lacko E, Zadori
ZS, Hosztafi S, Noszal B, Riba P, Benyhe S, Furst S, Al-Khrasani M. New opioid receptor

126



DOI:10.14753/SE.2019.2207

antagonist: Naltrexone-14-O-sulfate synthesis and pharmacology. Eur J Pharmacol,
2017; 809: 111-121. [IF: 3.04]

Zadori ZS, Feher A, Toth VE, Al-Khrasani M, Koles L, Sipos S, Del Bello F, Pigini M,
Gyires K. Dual Alpha2C/5HT1A Receptor Agonist Allyphenyline Induces
Gastroprotection and Inhibits Fundic and Colonic Contractility. Dig Dis Sci, 2016; 61:
1512-23. [IF: 2.875]

Konyvfejezet:

Gyires K, Feher A. Brain—Gut Relationship on Mucosal Inflammation in the
Gastrointestinal Tract. Therapeutic Targets for Inflammation and Cancer: Novel

Therapies for Digestive Diseases. 460 p. Singapore: World Scientific, 2017. pp. 7-32.

127



DOI:10.14753/SE.2019.2207

11. KOSZONETNYILVANITAS

A doktori munkdm soran részletezett kisérleteket a Semmelweis Egyetem Farmakoldgiai

¢s Farmatoterapias Intézetében végeztem.

Ezuton szeretném megkdszonni a segitséget és a tamogatast:

Dr. Zadori Zoltannak, témavezetomnek, aki bevezetett a farmakoldgia mélységeibe, és
munkam soran végig a segitségemre volt;

Prof. Dr. Gyires Klaranak, a munkacsoportunk vezetdjének, aki a szakmai fejlddésemet
mindvégig eldsegitette tanacsaival és tdmogatasaval;

Prof. Dr. Ferdinandy Péternek, aki intézetvezetdként lehetdvé tette, hogy doktori
munkamat az intézetben végezhessem,;

Dr. Al-Khrasani Mahmoudnak, aki a kisérleteim soran szamos értékes tanacsot adott;
Prof. Dr. Németh Jozsefnek, és munkatarsainak, akik a kisérleteimhez a SOM és CGRP
szinteket meghataroztak;

Prof. Dr. Helyes Zsuzsannanak ¢és munkatarsainak, Dr. Puskir Zitanak és
munkatarsainak, akik a kisérletemhez a szovettani metszeteket elkészitették;

Dr. Téth Viktérianak, Dr. Balogh Mihalynak, Szalai Istvdnnénak, Molnarné Pénzes
Marianak és Pol-Maruzs Veronikanak a kisérletekben nytjtott segitségiiket;

Az intézet 6sszes dolgozojanak, akik a doktori munkam 1étrejottében segitettek;

¢s végiil, de nem utolsésorban koszonettel tartozom csalddomnak és barataimnak a

tiirelmiikért €s a tdmogatasukert.

A kutatas az OTKA PD 109602, a TAMOP-4.2.1/B-09/1/KMR-2010 és az OMAA

8406ub6 projekt keretében valosult meg.
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