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1. BEVEZETES

Doktori munkam soran az imidazolin receptor (IR) ligandok
gasztrointesztinalis (GI) traktusra kifejtett hatdsait részletezem kiilonb6zo
allatmodellek (alkoholos fekély modell, kémiai tton indukalt colitis modell,
gyomorfundus kolinerg aktivitasanak gatlasa) segitségével. Az imidazolin
hipotézis alapja, hogy az oo adrenerg receptor (AR) agonista clonidin
centralis vérnyomascsokkentd hatasat nem az ap-AR-k, hanem az imidazolin
meriilt fel az IR ligandok alkalmazasa, viszont egyes vizsgalatok
megkérddjelezik az IR-k funkcionalis szerepét. Tovabba az IR-kal folytatott
kutatasokat jelent6s mértékben megneheziti, hogy az IR ligandok nagy
affinitassal kotddnek ap-AR-khoz is, ezért hatas esetén mindig ki kell zarni
az 02-AR-k szerepét.

1.1. Az IR-k

A kutatasok soran harom 6 IR-t kiilonitettek el el6szor radioligand
kotési vizsgalatokkal, majd specifikus IR elleni antitestek segitségével. Az
I1R egy pertussis toxin szenzitiv G-protein kapcsolt receptor, melynek
aktivalodasakor a foszfatidilkolin-szenzitiv foszfolipaz C a foszfatidilkolint
foszfokolinna és diacilglicerolla hasitja. Az utobbit a diglicerid lipaz hasitja,
majd a monoglicerid lipaz hatdsara arachidonsav keletkezik beldle. Ebbdl
prosztaglandin E2 (PGE2) vagy egy¢€b eicosanoidok is létrejohetnek, tovabba
a digliceridek aktivalhatjak a protein kinaz C (PKC) -t is. Az 1R széleskori
kozponti idegrendszeri (KIR) (medulla oblongata, rostroventrolateralis
medulla, cortex, striatum, globus pallidum, hypothalamus) és periférias
(mellékvese kromaffin sejtjei, trombocitak, glomus -caroticum, vesék
proximalis tubulusai) eléfordulasat egyarant leirtak. Sokrétli eloszlasanak
megfelelden szamos hatasért felel, a hipotenziv hatasan kiviil mérsékli a bal
kamra hipertrofiat, a falfesziilést, kedvezben befolyasolja a kamrai
szivizomzat sejtépitd folyamatait, emellett tobbek kozott fokozza a
natriurezist, diurezist és csokkenti a koleszterinszintet.

Az 12R-kat is azonositottak a periférian (hasnyalmirigy, maj,
prosztata, trombocitak, colon epitél sejtjei) és a KIR-ben (cortex, striatum,
gliasejtek) egyarant. Elészor az I2R-kat a monoamino-oxidaz (MAO)
alloszterikus kotShelyeként identifikaltak (MAO-A és MAO-B egyarant),
késobb 12R-kat irtak le az agyi kreatin-kinaz és a szemikarbazid szenzitiv
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amino-oxidaz koét6helyeként is. Az 12R-k tobbek kozott antidepresszans,
analgetikus és orexigén hatast is kozvetitenek.

Az I3R-kat eddig csupan a pancreas P-sejtjeiben azonositottak,
aktivacioja soran fokozodik az inzulin felszabadulas, részben az ATP fliggd
K csatornak kozvetitésével, részben attol fliggetlen modon.

1.2. Endogén imidazolin ligandok

Az agmatin, az endogén poliamin bioszintézis egyik koztes terméke,
az IR-k elsdként azonositott endogén ligandja. Az I1R és I12R-hoz vald
kotédése mellett aktivalja még pl. az ax-AR-kat, NMDA-, neuronalis
nikotinos acetilkolin (ACh)-, 5-HT3 receptorokat, tovabba gatolja a nitrogén-
monoxid szintaz (NOS) miikodését, illetve nerotranszmitter/neuromodulator
szerepet is betdlt. Szoveti el6fordulasat tekintve legnagyobb koncentracioban
a gyomorban talalhat6, de a KIR-ben is leirtak jelenlétét (pl.: cerebralis
cortex, primer szomatoszenzoros és auditoros cortex, periaqueductalis area).
Az agmatin szamos hatasat dokumentaltak, mint pl. fokozza a morfin
analgetikus hatdsat, gatolja a morfin toleranciat, emellett tobbek kozott
gyulladascsokkentd, vérnyomascsokkentd, bradikardizaldo vegyiilet, mely
még antidepresszansként és anxiolitikumként is viselkedhet.

A B-carbolinok az indolaminok ¢és a rovid szénlanch
karboxilsavak/aldehidek kondenzaciojaval keletkeznek, legfobb
képviseldjilk a harman, harmalan és norharman. A vegyiiletek erdsen
lipofilek, ezért f6leg a KIR-ben talalhatok. Széles receptorialis kotédéssel
rendelkeznek, a harman jelentés affinitassal kot az 11R/I2R-hoz
(kismértékben az 13R-hoz), de emellett pl. benzodiazepin kétéhelyhez, p- és
8-opioid-, 5-HT- és muszkarinos ACh receptorhoz is kotddik, aktivalja a
NOS-t, illetve gatolja a MAO enzim miikodését (foleg MAO-A gatlo). Az
altala kozvetitett hatasok koziil kiemelendé a hipotenziv, hipotermizald,
anorexigén, anxiolitikus, antidepresszans és antikonvulziv hatasa.

1.3. Az imidazolin ligandok szerepe a Gl rendszerben

Az IR-kat el6szor radioligand kotési vizsgalatokkal igazoltak
tengerimalac, nyal, patkany és ember gyomor-bél rendszerében. Ezt
kovetden a nischarint, egy nemrégiben leirt intracellularis fehérjét, mely az
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feltehetden szoros funkcionalis kapcsolatban all az T1R-okkal is, szintén
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kimutattak a patkany GI rendszerében, ezaltal tobbszorosen bizonyitva az IR-
k GI eléfordulasat.

Az IR-k és a gasztroprotekciéd kapcsolatdban ellentmondasos
irodalmi adatok allnak rendelkezésre. Bizonyos adatok szerint az agmatin
ulcerativ hatdst medial, mig a kevert ax-AR/ILR agonista moxonidin
gyomorvéddének bizonyult. Agmatin esetében a gyomornyalkahartya 1éziok
szignifikansan csokkentek ischemia-reperfuzios modellen a PI3K/Akt
jelatviteli utvonalon keresztiil ip. adagolast kdvetéen. Mivel az irodalmi
eredmények ellentmondéasosak, célunk volt annak tisztdzasa, hogyan
befolyasoljak az IR-k a gyomorvédelmet. A gasztroprotekciod fokozasaval a
peptikus fekélyek kezelésének tovabbi lehetdsége nyilna meg, elvégre
bizonyos esetekben (pl. stresszfekély) a savelvalasztas gatlasa nem hozza
létre a megfeleld gyogyulast. A gyomornyalkahartya integritasanak centralis
komponensében kiemelendd a dorzalis vagus komplex (DVC), a
hypothalamus, mig periférias faktorként a NO, PGE2, PGI2 és a CGRP
szerepe jelentds.

A kutatisom masodik nagy kérdéskorében a szintetikus és az
endogén IR ligandok szerepét vizsgaltam a DSS-colitis lefolyasara, mely
témakor gyakorlatilag felfedezetlen az irodalomban. Az IR-k szerepének
bizonyitasa a gyulladasos folyamatokra kutatdsok sorat képezi. Erre példa,
hogy a kevert a>-AR/IIR agonista clonidin ¢és rilmenidin anti-
inflammatorikus hatast fejtett ki patkany talpédémajara, viszont a hatast az
a2-AR-hoz kototték. Ezt kovetden felvetették, hogy az I1R az S1P receptor
homo- vagy heterodimerje, az S1P1-3 receptorok pedig esszencialis
szereppel birnak az immunrendszer szabalyozasaban. Erre példa, hogy az
S1P receptor modulatorok csokkentik a gyulladas sulyossagat kiilonb6zo
modellek esetében, mint colitis esetében is. Ezek alapjan felvethetd, hogy az
I1R-k az S1P rendszer modulaldsa révén gyulladascsokkentd hatasuak,
ezaltal alkalmasak lehetnek a gyulladasos bélbetegségek kezelésére.

A bél-idegrendszer zavarai (disorders of gut-brain interaction:
DGBI) a GI rendszer kronikus megbetegedései, melynek egyik megjelenési
formaja a funkcionalis diszpepszia (FD). A betegség posztprandiadlisan a
gyomor antrumanak hipomotilitasaval, a migraciés motoros komplex
csokkent miikodésével, ritka esetben a gyomor fundusanak fokozott
kontrakcioival jar. A korkép kezelésében terapias lehetdséget nyujthatnak a

V4

4



nitriterg rostok aktivacidjaval, a masrészt az excitatorikus motoros neuronok
(féleg kolinerg neuronok) gatlasaval érhetiink el. A preszinaptikus IR-k
gatolhatjadk a neurotranszmitterek felszabadulasat, ezaltal az excitatorikus
motoros neuronok mitkodését is. Ezt timasztja ald, hogy a preszinaptikus IR-
k gatoljak a NA felszabadulasat human pitvarral végzett kutatdsokban.
Mindemellett felmeriil, hogy az I1R-k és az 12R-k is szerepet jatszhatnak a
kolinerg kontrakciok gatlasaban. A clonidin javulast hozott 1étre a gyomor
akkomodacios zavaraiban, tovabba a vegyiilet jelentds affinitassal kot az IR-
khoz is, igy felmeriil az IR-k lehetséges szerepe a hatas kozvetitésében.
Emellett az irodalomban leirtak még posztszinaptikus relaxalo 12R-kat, habar
ez a megfigyelés a publikaciok tobbségének ellent mond, kisérleteinkben
vizsgaltuk az 12R-k potencialis kontrakciogatlo hatasat is.

2. CELKITUZES

- Az I1R-k és az I2R-k szerepének vizsgalata a centralis
gasztroprotekcioban. Periférias faktorok azonositisa az endogén IR
ligand agmatin altal indukalt centralis gyomorvédelemben

- Az I1R-k és az o-AR-k szerepének elemzése a DSS-colitis
modellben

- Az 11R-k ¢és az I2R-k funkcidjanak vizsgalata a fundus
kontraktilitasanak szabalyozasaban

3. MODSZEREK

A kisérletek a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaga altal
felallitott etikai iranyelvek altal szabalyozottan torténtek, melyek a Helsinki
Deklaracion alapulnak (EC Directive 86/609/EEC). A  kisérleteket
jovahagyta a Nemzeti Kormanyhivatal Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosiga (engedélyek szama: [PE1/001/1493-4/2015];
[22.1/606/001/2010]).

3.1. Alkalmazott vegyiiletek

A doktori munkam soran egyarant alkalmaztam szelektiv op-AR,
kevert a>-AR/IR, illetve szelektiv IR ligandokat. Az alkalmazott vegyiiletek
szubtipus specificitassal és a forgalmazo megjeldlésével a kovetkezok:

Szelektiv a2-AR antagonistak: yohimbin [o2-AR], BRL 44408 [a24-AR] és
ARC 239 [azs/c-AR] (Tocris Bioscience)
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Kevert a2-AR/IR ligandok: clonidin (Sigma-Aldrich), moxonidin és
rilmenidin (Tocris Bioscience) [a2-AR/I1R agonistak], efaroxan [o2-AR/I1R
antagonista] és idazoxan [o2-AR/I2R antagonista] (Sigma-Aldrich), agmatin
[11R, I2R, a2-AR ligand] és harman [I1R, I2R, I3R, a2-AR ligand] (Sigma-
Aldrich/Tocris Bioscience)

Az alkalmazott vegyiiletek koziil a clonidin, moxonidin és rilmenidin
egyarant kevert a;-AR/IR ligand, viszont a clonidin az a;-AR-hoz, mig a
moxonidin és rilmenidin az I1R-hoz kotddik erdsebben.

Szelektiv IR ligandok: AGN 192403 [I1R ligand], 2-BFI [I2R ligand], BU-
224 [I12R antagonista] (Tocris Bioscience)

A vegyiiletek oldasa fiziologids sboldatban tortént, ez alol kivétel a vizben
oldhatatlan harman, amit 1.7%-o0s ecetsav oldatban (DSS kisérletek: per os
adagolva), illetve etanolban (EFS kisérletek) oldottunk fel.

3.2. A vegyiiletek adagolasa

A vegyiileteket intracerebroventrikuldrisan (i.c.v.; 10 pl/allat),
intraperitonealisan (i.p.; patkany: 0.5 ml/100g, egér: 0.1 ml/10 g) és oralisan
(p.os; egér: 0.1 ml/10g ) adagoltam.

3.3. Alkoholos fekély-modell

A savas-alkohollal indukalt fekély modell egy sav-fiiggetlen fekély
modell, mely a gasztroprotekcio, a gyomornyalkahartya épségét és
integritasat fenntartd faktorok miikddésének vizsgalatara alkalmas. A
kisérleteket 140-170 g-os Wistar patkanyokon végeztem, a mukozalis
léziokat savas alkohol (98 ml abszolit etanol + 2 ml koncentralt sosav)
intragasztrikus adasaval valtottam ki 24 6ras éhezést kovetden. Az alkohol
beadasa utan 60 perccel az allatokat COp-l1 thlaltattam, a gyomrukat a
nagygorbiilet mentén felvagtam, majd a Iézidkat hossziisaguk alapjan egy 0-
tol 4-ig terjedd pontrendszer segitségével értékeltem ki. A fekélyek
pontértékeinek dsszege adta meg az adott gyomor 1€zi6 indexét. Az agonistak
gasztroprotektiv hatasat a szazalékos gatlas értékével fejeztem ki, amihez a
kovetkezé képletet alkalmaztam: 100 - [kezelt csoport fekély indexe /
kontroll csoport fekély indexe] x 100. A kontroll csoport az adott vegyiilet
vivianyagat kapta. A kisérletek soran alkalmazott vegyiileteket i.c.v. 10
perccel, i.p. 20 perccel a savas alkohol beadasa el6tt adagoltam, az
antagonistdk az agonistakkal egy id6ben keriiltek beadasra. A bilateralis
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cervikalis vagotomiadn atesett allatok esetében a kisérleteket a miitét utan
harom oraval kezdtem el. A kisérlet végén gyomornyalkahartya mintakat
tettem el a mukozalis CGRP és szomatosztatin szintjének meghatarozasara.

3.4. DSS-indukalta colitis modell

A kémiai uton indukalt colitis modellek kozil az egyik
leggyakrabban publikalt modell a DSS-indukalta colitis modell, melyben a
karositd agens egy szulfatalt poliszacharid polimer, a dextran-szulfat-natrium
[dextran sulphat sodium]. A vegyiilet az epithelialis sejtek direkt
hiperozmotikus karosodasat idézi eld és a colitis ulcerosahoz hasonlo
szovettani (neutrofil granulocita infiltracid, aberrans kriptdk megjelenése,
enterocitak pusztulasa) és citokinprofila (féleg Th2 aktivacio; IL-4, IL-5, IL-
6, IL-13, TNF-0, TGF-B) képet ad.

A DSS-colitist a DSS-oldat itatasaval valtottam ki, kisérleteimben 8
hetes vad tipusia (WT) és kiilonbozé szubtipusu ax-AR génkiiitott (KO)
C57BI/6-s egereket alkalmaztam. Doktori munkdm soran két kiilonb6z6
DSS-colitis protokollt vezettem be, egyikben 2,5%-0s DSS-oldatot itattam az
egerekkel 7 napon keresztiil (kozépsulyos DSS-colitis modell, az IR-k
lehetséges védo hatasanak analizalasara), a fennmarad6 napokban az allatok
csapvizet ittak. A kovetkez6 protokoll soran egy enyhébb colitist szerettem
volna 1étrehozni (tekintettel a kés6bbiekben részletezett ax-AR lehetséges
colitist stlyosbito hatasara), itt 2%-0s DSS-oldatot kaptak az egerek 7 napig.
Az allatok testtomegét, tap- és vizfogyasztasat a kisérletek idétartama alatt
minden nap ellendriztem. Az allatok colitisét a betegségindex-el (DAI:
disease activity index) jellemeztem (6sszpontszam 8 [2.5%-0s DSS modell],
illetve 5 [2%-0s DSS-modell], mely az allatok altalanos allapotabol [2, illetve
1 pont], a széklet konzisztenciajabol [3, ill. 2 pont] és vértartalmabol [3, ill.
2 pont] tev6dott Gssze). A vegyiileteket p.os, ill. i.p. adagoltam napi egyszer,
illetve kétszer. A kontroll csoport csapvizet, illetve az adott vegyiilet
vivéanyagat kapta. A DSS-kontroll csoport DSS-oldatot ivott, valamint az
adott vegyiilet vivéanyagat kapta. A kisérlet kezdetét kovetd 7, illetve 9.
napon az allatokat CO»-1 thlaltattam, majd a colonjukat eltavolitottam. A
colon hosszanak rovidiilését a kontroll csoporthoz viszonyitott szazalékos
értekben fejeztem ki. A disztalis colonbodl teljes bélszegmenseket
tavolitottam el a szovetek myeloperoxidaz (MPO) szintjének és citokin
profiljanak analizisére. Emellett egyes kisérleteknél sor keriilt a szérum IL-6
szintjének meghatarozasara is.



Egy kiegészité kisérletben vizsgaltam az egerek lokomotoros
aktivitasat a clonidin szedativ hatdsdnak szamszerisitése céljabol. A
kisérleteket a CONDUCTA viselkedés ¢és aktivitasvizsgald, felvevd és
analizal6 rendszer segitségével rogzitettem, mely alkalmas a ragcsalok
motilitdsdnak monitorizaldsara. A lokomotoros aktivitast 3 egymast kovetd
napon mértem (a DSS kezelés 5., 6. és 7. napjan) 3 kiilonbozé iddpontban
(30 perccel, 3 oraval és 6 oraval a clonidin injekcidja utan).

3.5. Elektromos téringerléssel indukalt gyomormotilitas mérés

A kisérleteket WT és kiilonboz6 szubtipusu az-AR KO C57BL/6-s
egereken (20-25 g, mindkét nembdl) végeztem. A ledlt allat gyomrat
eltavolitottam, majd a kipreparalt fundus stripet 37°C—0s 5 mL-es,
karbogénnel dusitott, Krebs-oldatot tartalmaz6 (Osszetétele [mMM]: 118.0
NaCl, 25.0 NaHCOs3, 4.7 KCI, 1.2 KH2PO4, 11.0 gliikéz, 2.5 CaCly, 1.2
MgS0,) szervfiirdében fliggesztettem fel két elektroda koz¢é, majd 0.5 g-s
eléfeszitést alkalmaztam. A kolinerg kontrakciokat elektromos téringerléssel
(EFS) indukaltam, melynek paraméterei a kovetkez6k: 1 ms pulzus szélesség,
200 ms pulzus tavolsdg, 5 Hz szupramaximalis fesziiltség percenként
ismételve. A kontrakcidkat az ISOSYS 8 csatornds in vitro assay segitségével
rogzitettem. A 25-35 perces equilibracids id6 letelte utdn az agonistakat 5
perces id6kozonként kumulativ moédon adagoltam a szervfiird6hoz, majd az
agonista dozis-hatas gorbéjének felvétele utan egyszeri, 10uM-os dozisban
adtam a szervflird6hoz a vizsgalt antagonistat. Ez utan 20 perces equilibracios
id6 kovetkezett.

3.6. In vitro metodikak

A szoveti CGRP ¢és a szomatosztatin koncentracid mérése
radioimmunoassay (RIA) technikaval tortént. Kontrollnak szintetikus
peptideket alkalmaztunk, a mérési limit 2 fmol/ml volt a szomatosztatin és

cres

tomegéhez viszonyitottam, értékét fmol/mg-ban fejeztem Kki.

A teljes bélszegmenst tartalmazé disztalis colon mintakbol készitett
metszetekrdl kvalitativ (imidazolin ligandokkal végzett kisérletek), illetve
kvantitativ (clonidines kisérletek) elemzések késziiltek. A kvantitativ
elemzésnél a gyulladas mértékét (max. 3 pont), mélységét (max. 3 pont), a
kriptakarosodas mértékét (max. 4 pont) és a mukozateriilet érintettségét



(max. 4 pont) vettem figyelembe. A teljes szévettani pontszam (0-14 pontig)
az egyes paraméterek pontjainak 6sszegébol adodott dssze.

A teljes bélszegmenst tartalmazo disztalis colon szdveti MPO
szintjének meghatarozasahoz a mintakat lizis pufferben homogenizaltam,
fehérjetartalmukat BCA modszer segitségével megmértem, MPO tartalmukat
egér fehérjére specifikus ELISA segitségével hataroztam meg. Az MPO
szinteket ng/mg szoveti fehérje értékben fejeztem ki (az MPO tartalom
korrelal a neutrofil granulocita infiltracié mértékével).

A szérum IL-6 szintjének meghatarozasdhoz az allatok vérét
lecentrifugaltam, majd a szérum fehérjetartalmat BCA modszer segitségével
meghataroztam. A mintak IL-6 szintjét egér fehérjére specifikus ELISA kit
segitségével hataroztam meg.

A disztalis colonbol szarmazd teljes bélszegmens szoveti
citokinszintjének meghatarozasa egér citokin panel segitségével tortént. A
mintdk  lizispufferben  torténdé  homogenizalasa, lecentrifugalésa,
fehérjetartalmuk BCA-val torténd meghatarozasa utan a 600 pg fehérjét
tartalmazo mintakat kiilonboz6 anti-citokin antitest tartalma nitrocelluldz
membranon  inkubaltam. A  membranhoz  kotott  citokineket
kemolumineszcens technikaval kimutattam, a mintak altal az adott pontokban
kibocsatott fény intenzitasat denzitometrids modszerrel megmértem, amit a
referenciapontok pixel denzitas értékére (10000) normalizaltam.

3.7. Statisztika

Statisztikailag szignifikans eltérésnek a p<0.05 értéket tekintettem.
A statisztikai analizishez Student’s t-tesztet, egyutas ANOVA moddszert
(Newman-Keuls, illetve Holm-Sidak post hoc teszt), Mann-Whitney,
Kruskal-Wallis tesztet (Holm-Sidak post hoc teszt), Friedman tesztet, illetve
kétutas ismételt méréses ANOVA moddszert (Newman-Keuls post hoc teszt)
alkalmaztam. A talélési ratat Kaplan-Meier teszttel elemeztem. A
gyomormotilitasi  vizsgalatokndl az  agonistdk  50%-0s  effektiv
meghatarozasa a kapott mérési értékekre Hill 4 egyenlettel illesztett sigmoid
koncentracio-hatas gorbékbdl tortént.



4. EREDMENYEK

4.1. Imidazolin ligandok gasztroprotektiv hatasanak vizsgalata

Az IR-k gasztroprotektiv hatasanak vizsgalatahoz el6szor az
irodalomban leggyakrabban alkalmazott endogén IR ligand agmatint
valasztottam, mely mind i.c.v. (0.044-220 nmol/patkany; haranggorbe hatast
mutat), mind i.p (0.01-50 mg/kg) injektalva gétolta az alkoholos fekélyek
kialakulasat. A haranggorbe effektus hatterében felmeriil magasabb d6zisok
alkalmazasakor a gyomorvédelem ellen jatszo receptorok aktivalodasa (pl.
NMDA receptor). Tovabbi magyarazatot adhat, hogy az agmatin nagy
dozisban noveli a gyomorsav termelését, ezaltal fokozza az alkohol direkt
karositd hatasat és mérsékli a gasztroprotekciot.

Tekintettel arra, hogy a centralis védelem erdsebbnek bizonyult,
ezért a tovabbiakban az I1R-k és az 12R-k centralis gyomorvédd hatasat
vizsgaltam el@szor az agmatin esetében nem szelektiv antagonistakkal, majd
szelektiv IR ligandokkal. Végiil a védelemben szerepet jatszo periférias
faktorokat azonositottam.

Az agmatin védOhatasanak receptorialis analizise céljabol
kiilonb6z6 antagonistak gatld hatasat vizsgaltam. Kisérleteimben az i.c.v.
injektalt agmatin gasztroprotektiv hatasat teljes mértékben felfiiggesztette az
a2-AR/I1R antagonista efaroxan (4 nmol/patkany), az a,-AR/I2R antagonista
idazoxan (160 nmol/patkany), a szelektiv I1R ligand AGN 192403 (0.52
nmol/patkany). Viszont a szelektiv op-AR antagonista yohimbin (50
nmol/patkany) a védelmet csak részlegesen gatolta.

Ezt kovetden szelektiv I1R és I12R ligandokkal is igazoltam mindkét
receptor szerepét a centralis gasztroprotekcioban. Mind a szelektiv I1R ligand
AGN 192403 (0.52 - 52.7 nmol alkalmazott dozisban), mind a szelektiv I2R
ligand 2-BFI (0.45 — 4.5 nmol) dozisfliggben gyomorvédének bizonyulti.c.v.
adagolast kovetden.

Végezetiil bizonyitottam, hogy az endogén IR ligand agmatin
esetében a kivaltott nyalkahartyavédelmet felfliiggesztette a bilateralis
cervikalis vagotomia. Az I1R-k és [2R-k centralis gyomorvédelmét kdzvetitd
periférids faktorokat az agmatin segitségével vizsgaltam. Kisérleteimben
lathat6, hogy az indometacinnal (PG szintézis gatld; 20 mg/kg per os) és a
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NG-nitro-l-argininnal (NO szintézis gatlo; L-NNA) (3 mg/kg i.v.) torténd
elékezelés egyarant gatolta az agmatin gasztroprotektiv hatasat.

Emellett a szovetek CGRP és szomatosztatin Szintje a savas
alkoholos kezelés hatasara jelentdsen csokkent, viszont ez a hatas nem alakult
ki az agmatinnal kezelt csoportban.

4.2. Az 11R-k és az a2-AR-K szerepének vizsgalata DSS-indukalta colitis
modellen

Az 11R-k szerepének vizsgalatahoz el6szor a DSS-indukalta colitis
modellt karakterizaltam, az els6 protokollban 2.5%-s DSS-oldatot
alkalmaztam 7 napig, a kisérletek a 9. napig folytatodtak.

Kisérleteimben az I1R irant nagyobb szelektivitassal rendelkezd
kevert ao-AR/I1R agonista moxonidin és rilmenidin (0.01-1 mg/kg i.p.), a
szelektiv I1R ligand AGN 192403 (0.1-10 mg/kg i.p.), a kevert a>-AR/I1R
antagonista efaroxan (0.1-10 mg/kg i.p.) egyarant nem fejtettek ki érdemi
hatast a gyulladas paramétereire (DAI, teststlycsokenés, colonrovidiilés),
illetve nem befolyasoltak a DSS-colitis szovettani képét. A DSS expozicid
hatasara a szoveti neutrofil granulocita infiltracioval korrelalo MPO szint
jelentésen megemelkedett, viszont ezt egyik IR ligand sem befolyasolta. A
vérszérum IL-6 szintje a DSS-oldat hatasara szintén megnovekedett, viszont
az IL-6 szint egyforma maradt a fiziologias sooldattal, az ao-AR/I1R agonista
rilmenidinnel (0.1 mg/kg) és I1R ligand AGN 192403-mal (0.1 mg/kg) kezelt
csoportokban.

Az endogén IR ligandokkal végzett kisérletekben sem az agmatin
(10-100 mg/kg i.p.) sem a harman (2.5-10 mg/kg per 0s) nem befolyasolta a
DSS-colitis lefolyasat. A kisérletek soran felmeriilt, hogy esetleg a napi 1x-S
adagolas nem elégséges érdemi hatas kivaltasahoz, ezért a kisérleteket a
szintetikus vegyiiletek napi 2x adasaval folytattam. A moxonidin, rilmenidin,
AGN 192403 (0.1 mg/kg) és efaroxan (1 mg/kg) napi 2x adagolasa esetében
egyediil a moxonidinnél volt 1athato a salyvesztés szignifikans fokozodasa.

Az IR ligandokkal végzett eredmények alapjan (napi 2x-es
adagolasu moxonidinnel kapott eredmények) felmeriilt, hogy a DSS-colitis
stlyosbitasat az a>-AR-k kozvetithetik, elvégre az IR-k nagy affinitassal
kotnek az a2-AR-khoz. Ezek alapjan egy kevésbé stilyos gyulladast kivaltd
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protokoll 1étrehozasa volt a cél, ezért az o,-AR ligandokkal végzett
kisérleteimben az egerek 7 napig ittak a 2%-s DSS oldatot.

Az a-AR-k szerepét a GI traktusban publikacidk sora targyalja. Az
a2-AR-k pre-, illetve posztszinaptikus receptorként megtalalhatok az
enteralis neuronokon, az enterocytdkon, valamint a simaizomsejteken is.
Szerepet jatszanak a bélrendszer neurotranszmisszidjaban, az elektrolit
transzport és a visceralis érzékelés szabalyozasaban, a motilitasban, emellett
az o2-AR agonistak centralis gasztroprotekciot valtanak ki. Az op-AR-k és a
gyulladasos bélbetegségek allatmodelljeiben kapott eredmények, illetve a
huméan adatok sem egyértelmiek. Az o>-AR medialta lehetséges
gyulladascsokkenté hatast tamasztja ald, hogy az o-AR agonista
dexmedetomidin esetében a TNBS-indukalta colitis stlyossaga mérséklodott.
Tovabba a kevert ao-AR/I1R agonista clonidin kronikus alkalmazasa javitotta
a colitis ulcerosa endoszkopos és a szdvettani képét. Mindezeknek azonban
ellentmond az a megfigyelés, mely szerint a makrofagokon és neutrofil
granulocitikon is megtalalhatd oo-AR-k fokozzak azokbol a pro-
inflammatorikus citokinek felszabaduldsat, ezaltal az a,-AR agonistak
stlyosbitjak a gyulladasos folyamatokat.

Kisérleteimben az o2-AR-k irant nagyobb szelektivitassal
rendelkez6 kevert o-AR/I1R agonista clonidin (0.3-3 mg/kg i.p.) napi
adagolasa enyhén stlyosbitotta a DSS-indukalta colitis tiineteit (DAI érték
hamarabb novekedett, szignifikansan nétt a stulyvesztés). A DSS expozicid
hatasara szignifikdnsan nétt a colon MPO tartalma, de ezt nem befolyasolta
a clonidin, ahogyan a szdvettani képben sem hozott 1étre érdemi valtozast.
Felmertilt, hogy a clonidin teststilycsokkentd hatasat direkt/indirekt
(szedativ) mechanizmuson keresztiil kozvetiti. A lokomotoros aktivitas a
legmagasabb clonidin dozissal kezelt (3 mg/kg i.p.) allatok esetében
csokkent, viszont ez relative rovid ideig tartott és 6 6ra mulva a hatas teljesen
megsziint. Ebbdl kifolydlag valdsziniileg nem a szedativ hatas
(kovetkezményes csokkent ételfogyasztas) a felelds a sulycsokkenésért.

Kisérleteim tovabbi részében a clonidin hatasat kozvetitd ax-AR
szubtipus azonositasa céljabol kiilonb6z6 oo-AR szubtipus KO egerekkel
folytattam vizsgalataimat. A kapott eredményeim alapjan az axa-AR KO
egereknél a clonidin sulyosbitd hatdsa nem érvényesiilt, mig az ozg- és oac-
AR KO allatoknal a clonidin hasonl6 hatast hozott 1étre, mint WT egereknél.
A kisérleteimet az axa-AR antagonist BRL 44408 (3 mg/kg i.p.) adasaval is
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alatamasztottam, az axa-AR gatlasa szignifikansan csokkentette bélgyulladas
tiineteit és a sulyvesztést. A véddhatas eltint, ha a vegyiiletet a clonidinnel
kombinaltam.

Végezetiil az apa-AR antagonista BRL 44408 anti-inflammatorikus
hatasat a citokinek és kemokinek szintjén is kimutattam. A BRL 44408 (3
mg/kg ip.) hatasara szignifikinsan lecsdkkent a CXCL13 szint, mely a
CXCRS kemokinreceptorral organizalja a B-sejteket a nyirokcsomdkban és
a lymphoid szovetekben, tovabba szabalyozzak a T és a B lymphocytak
gyulladasos allapotokban jatszik szerepet a polimorphonuklearis leukocytak
felhalmozasaban ¢és aktivalasaban. Tovabba a BRL 44408 mérsékelte a
CXCL2 citokin szintjét is, mely kemotaktikus a polimorfonuklearis
leukocitakra és a hemopoetikus Gssejtekre nézve. A DSS-oldat hatdsara
megnovekedett GCS-F szint lecsokkent az o2a-AR antagonista hatasara,
melynek valosziniileg indirekt oka van, vagyis a BRL 44408 hatasara a colitis
sulyossaga csokkent, ezaltal csokkent a vérveszteség, igy mérséklodott a
hematopoesis iiteme is. Tovabba a BRL 44408 hatasara lecsokkent a szoveti
MPO szint is. A kapott eredményeim mellett sz6l az az érdekesség, hogy a
DSS oldat indukalta metalloproteinaz szoveti gatldja 1 (TIMP1) emelkedés
tovabb ndvekedett a BRL 44408 hatdsara. A matrix metalloproteinazok
(MMP) f6 résztvevoi az extracellularis matrix komponensek lebontasanak
mind élettani, mind korélettani koriilmények kozott (beleértve a colitist is).
Az MMP-k funkcidjanak egyik gatloja a TIMP1, ezaltal elképzelhetd, hogy
a BRL44408 altal megndvekedett TIMP-1 aktivitas az egyensulyt a TIMP
javara mozditja el, ezaltal javitva a gyogyulasi folyamatot és csdkkentve a
szoveti karosodast. Hasonlé TIMP-1 medialta védelmet irtak le infliximab
kezelés esetén Crohn betegségben is.

4.3. Az 11R-k és az I2R-k szerepének vizsgalata a fundus
kontraktilitisanak szabalyozasaban

Kutataisom harmadik nagy témakorében az I1R-k és az I2R-k
szerepét vizsgaltam az elektromos téringerléssel indukalt kontrakcidk
gatlasara izolalt egérfundus esetében. A jelen kisérletekben alkalmazott
ingerlési paraméterekkel a kolinerg végkésziilékeket aktivaltam. A célom az

s

eléidézése, az akkomodacié javitasa volt.
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Az a2-AR/I1R agonista clonidin, moxonidin és rilmenidin is
dozisfiiggéen (1 nM-t61 1 uM/10 pM-ig) gatolta az EFS-indukalta
gyomorkontrakciokat mind WT, oze- és axc-AR KO egérben. A vizsgalt
agonistak koziil a clonidin hataserdssége volt a legnagyobb, amit a
moxonidin, majd a rilmenidin kovetett. axa-AR KO egérben a kolinerg
kontrakciokra kifejtett gatlds csupan a legmagasabb alkalmazott
koncentracioban érvényesiilt a clonidin (1 pM) és a moxonidin (10 uM)
esetében.

A harom kevert a-AR/I1R agonista vegyiilet gyomorkontrakciokra
kifejtett gatlo hatasat WT egérben az ao-AR/I2R antagonista idazoxan és a
szelektiv aza-AR antagonista BRL 44408 csokkentette. A szelektiv I1R
ligand AGN 192403, a szelektiv I2R antagonista BU-224 valamint az og/c-
AR antagonista ARC 239 sem befolyasolta a clonidin, moxonidin és a
rilmenidin hatasat.

Tovabbi kisérleteket végeztem az endogén IR ligandokkal. A kapott
eredmények alapjan az agmatin nem fejtett ki érdemi hatast a kolinerg
gyomorkontrakciokra. Ezzel szemben a harman WT, illetve apa-AR KO
egérben is létrehozott egy enyhe, de szignifikans kontrakcid gatlast, viszont
a két gorbe lefutasa kiilonbozott a két egértorzs esetében. A harman altal
kifejtett gatld hatast az altalam vizsgalt antagonistak koziil sem az 11R ligand
AGN 192403, sem az I2R antagonista BU 224, sem az a,-AR/I12R antagonista
idazoxan nem fliggesztette fel. Ezt kovetden vizsgaltam a szelektiv I2R
ligand 2-BFI hatasat, ami a harmanhoz hasonlé eredményt hozott (mind WT,
mind aza-AR KO egérben gatolta a gyomorkontrakciokat). Alacsonyabb (10
nM - 1000 nM) koncentraciokban a gatlo hatas szignifikansan eltért a két
torzs esetében, viszont a legmagasabb dozis alkalmazasakor (10 uM) ez a
kiilonbség eltiint. A vizsgalt antagonistak koéziil (AGN 192403, BU-224,
idazoxan, BRL 44408, ARC 239) egyik sem fiiggesztette fel a 2-BFI hatasat
WT egérben.

5. KOVETKEZTETESEK

- Az endogén IR ligand agmatin elsGsorban centralis tamadasponttal fokozza
a gyomorvédelmet, melyben mind az I11R-k, az I12R-k, illetve az ax-AR-K is
szerepet jatszanak. A centralis I1R-K illetve 12R-k szelektiv aktivacidjaval
Onmagaban is gyomorvédé hatas érhetd el. Az agmatin indukalta
gasztroprotektiv hatast a nervus vagus kozvetiti, a periférias faktorok koziil a
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NO felszabadulas, a PG szintézis, illetve a CGRP és a szomatosztatin szerepe
emelendd ki.

- Az 11R-k nem vesznek részt a DSS-colitis lefolydsanak szabalyozdsaban
(makroszkopos, mikroszkopos képet, MPO ¢és IL-6 szintet is figyelembe
véve). Az a,—AR-k aktivacioja enyhén stlyosbitja a DSS altal indukalt
gyulladas kezdeti fazisat, gatlasuk pedig jelent6s gyulladascsokkentd hatassal
bir (farmakologiai analizis és KO egerek felhasznalasa alapjan). Az ax-AR-K
koziil az opa-AR szubtipus aktivacidja felelés a proinflammatorikus hatasért.

- A kevert az-AR/I1R agonistak kontrakciogatlo hatasat egérfundusban az
o2a-AR-k kozvetitik, a hatdsban sem az I11R-k, sem az 12R-k nem vesznek
részt. Az endogén IR ligand harman és a szelektiv I2R ligand 2-BFI esetében
az enyhe kontrakciogatlast feltehet6en nem az IR-k, hanem egyéb receptorok
medialjak.
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