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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

2- AG - 2-Arachidonoyl glycerol

ACE - Angiotenzin konvertald enzim

AEA — Anandamid

Ang Il - Angiotenzin 1l

CB - Cannabinoid

CBC - Cannabichromene

CBD - Cannabidiol

CBG - Cannabiregol

CGRP - Kalcitonin gén-rokon peptid (Calcitonin-Gene-Related Peptide)
COX - Ciklooxigendz enzim

DAG - Diacylglycerol

DAGL - Diacylglycerol-lipaz

DMV - Dorzal motoros vaguszmag (Dorsal Motor Nucleus of the Vagus)
DVC - Dorzalis vaguszkomplex (Dorsal vagal compex)

ECS - Endocannabinoid rendszer (Endocannabinoid System)
ERK1/2 - Extracellularis szignal-regulalt kinaz

FAAH - Zsirsav amid hidrolaz (Fatty Acid Amide Hydrolase)
HETE - Hydroxi-eikoza-tetraénsav

I.c.v. - Intracerebroventrikularis

I.p. - Intraperitonealis

I.V. - Intravénas

IL - Interleukin

LOX - Lipoxigenaz enzim

MAGL - Monoacylglycerol-lipaz



DOI:10.14753/SE.2019.2216

MAPK - Mitogén-aktivalt protein kinaz

NAPE - N-arachidonoyl phosphatidylethanolamin

NKA, NKB - Neurokinin-A, neurokinin-B

NO - Nitrogén-monoxid

NOS - Nitrogén-monoxid szintdz

NSAID - Nem szteroid gyulladasgatlok (Non-Steroidal Antiinflammatory Drugs)
NTS - Nucleus Tractus Solitarii

OEA - N-oleoylethanolamin

PEA - N-palmitoylethanolamin

PG - Prosztaglandin

PKA - cAMP-dependens protein kinaz A

PLC - Foszfolipaz C enzim

PPAR - Peroxiszoma proliferator aktivalt receptor

PPI - Proton-pumpa gatlok (Proton-pump inhibitors)

PVN - Paraventrikularis mag (Paraventricular Nucleus)

RIA - Radioimmunoassay

SOM - Szomatosztatin

SP - P anyag (Substance P)

THL - Tetrahydrolipstatin

TNF-o - Tumor-nekrozis faktor-o

TRPV - Tranziens receptor potencial csatorna

VEGF - Vaszkularis endothelialis névekedési faktor (Vascular endothelial growth factor)
VIP - Vazoaktiv intesztinalis peptid (Vasoactive intestinal peptide)
VTA - Ventralis tegmentalis area

AS-THC - A°®—tetrahydrocannabinol
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2. BEVEZETES (IRODALMI HATTER)

2.1. A gyomor nyalkahartya integritasat szabalyoz6 mechanizmusok

2.1.1. A peptikus fekélybetegség

A peptikus fekélyek kialakulasaért a gyomor agressziv és protektiv faktorai
egyensulyanak felbomlasat teszik feleldssé. Ilyen agressziv tényezok lehetnek a parietalis
sejtek altal elvalasztott 0,1 mol/l-es toménységli sosav (HCl), mely a gyomor 1,8-3,6-0s
pH-jaért felel, a fésejtek altal termelt pepszinogén, mely a gyomorban a savas pH értéken
pepszinné alakul, tovabba olyan exogén faktorok, mint a Helicobacter pylori infekcio,
vagy a nem szteroid gyulladasgatlok (Non-steroidal antiinflammatory drugs, NSAID)
hosszu tavu alkalmazasa. A defenziv tényezdk kozé sorolunk olyan lokalis védelmi
mechanizmusokat, mint pl. a mucus, -és bikarbonatszekréciot, a mukozalis
mikrocirkulaciot és a prosztaglandinokat, valamint olyan neuropeptideket, amelyek a
primer szenzoros afferensek aktivalédasakor, vagy centralisan, a kdzponti idegrendszer
gasztrointesztinalis funkcidk szabalyozasaban részt vevo kozpontjainak (hypothalamikus
paraventrikularis mag, dorzalis vaguszkomplex, Nucleus tractus solitarii) aktivacioja
révén a periférias idegvégzodésekbdl felszabadulnak (pl. CGRP, NO, szomatosztatin,
CCK, VIP) (Gyires és mtsai., 2013; Gyires és mtsai., 2015).

Mig a duodendlis és a prepilorikus csatorna fekélyei esetében a savszekréciot
csokkentd szerek (a kiszoruloban 1évé Hz-receptor antagonistdk és a korszerli proton
pumpa gatlok (PPI)) terapids hatasa a legtobb esetben kielégitd, azonban a magasabban
elhelyezkedd gyomorfekélyek esetében sokszor nem elégséges. Ennek oka, hogy mig a
lejjebb elhelyezkedd fekélyek az esetek nagy tobbségében fokozott sosavtermelddéssel
jarnak, a gyomorfekélyek esetében sokszor normal, vagy hypoaciditas figyelheté meg
(Davenport, 1965). A fekélybetegség felsé  gasztrointesztinalis  vérzéses
komplikacidjanak rizikoja igen magas, bar érdemes kiilon kezelni a nyeldcsd varix miatt
kialakult vérzéseket, annak a hatterében ugyanis kronikus majelégtelenség is allhat. A
fejlett, nyugati orszagokban a nem-varicealis vérzések kialakulasanak aranya kb. 1%,
azonban ez a fejl6dé orszdgokban a 28%-ot is elérheti. A kialakult felsd
gasztrointesztindlis vérzések akut mortalitasa egységesen ~10-14% (bar ebbe
beletartoznak a nyeldcsé varixos paciensek is, akiknél a legmagasabb a mortalitdsi rata),

de az 6ssz mortalitas is 7-10% kozott mozog, az ujravérzések kialakulasanak esélye pedig
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5-12% (Arlt és Leyh, 2001; Beales, 2017; Hearnshaw és mtsai, 2011; Lanas és Chan,
2017). Mig a PPI-k placebo kontrollalt kisérletekben ~15%-al csokkentették az
ujravérzések gyakorisagat, a mortalitdssal, ¢és a sebészi beavatkozas (vagotémia)
elkeriilésével nem mutattak szignifikans kapcsolatot. Hz-receptor blokkoldk adasaval az
ujravérzések kialakulasanak gyakorisaga nem csokkent (Bardou és mtsai, 2005;

Leontiadis és mtsai, 2006).

Erdekes megfigyelés tovabba, hogy mig duodenélis fekéllyel kezelt paciensek 95%-
a, ¢és gyomorfekélyeknél is tobb, mint 80%-uk fertézott H. pylori-val, a teljes
Helicobacter fert6zott populacio csak mintegy 15-20%-anal alakul ki gasztrointesztinalis
fekély (Walsh és Peterson, 1995). Ezt a jelenséget vizsgalva jutottak arra a megallapitasra,
hogy azon betegek esetében, akiknél duodenalis fekély komplikacid 1épett fel, nagyobb
aranyban fordul eld a bazélis -és sésav indukalta bikarbonatelvalasztids csdkkenése

(Isenberg és mtsai, 1987).

Az  NSAID-ok napjainkban  leggyakrabban  alkalmazott  fajdalom-és
gyulladdscsokkentd szerek, amelyek mellékhatdsaként sajnos mar meglepden alacsony
(béven a vény nélkiili tartomanyba esd) dozisban megjelennek az epithelidlis bevérzések,
szoveti er0zi0, amely nekrozishoz, fekélyek kialakulasdhoz vezethet. Az aspirin esetében
ez alacsony, akar napi 75-100 mg-os dozis hosszu tava szedését is jelentheti, amely még
csak nem is a gyulladascsokkento tartomany, sokkal inkabb trombocita aggregacio gatld
hatasa miatt szedik a kardiovaszkuldris kockazat csokkentésének érdekében. Mar ebben
a dozisban 2-4-szeresére noveli a felsé GI traktus vérzéses komplikacioinak rizikojat, és
évente 1000 betegbdl 5-nél alakul ki fekélyperforacio (Casado-Arroyo és mtsai, 2012),
nem is beszélve azon betegekrdl, akik rheumatoid arthritis, vagy osteoarthritis miatt
kénytelenek sokkal nagyobb dozisban alkalmazni NSAID-okat. Egy 2007-ben késziilt
angol tanulméanybol (amely 6750 paciens adatait 6sszegzi) lathato, hogy a betegek 11%-
a szedett kronikusan valamilyen NSAID-ot, 28%-uk pedig alacsony dozisu aspirint, és
36%-nal alakult ki a fekélybetegség valamely formaja (Hearnshaw és mtsai, 2011). Egy
azsiai tanulmany kifejezetten rheumatoid arthritises €és osteoarthritises, kronikusan
NSAID-dal kezelt betegek (n=634) esetében vizsgalta a fekélybetegség és a vérzéses
komplikacio kialakulasanak kockazatat. A betegek 58.5%-a szelektiv COX-2 gatlo
nemszteroid gyulladasgatlot szedett, mig 41.5%-uknil nemszelektiv NSAID-ot
alkalmaztak. A betegeteket 3 évig kovették, 37%-uk esetében alkalmaztak
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profilaktikusan PPI-t vagy egyéb szekréciogatlot. A paciensek 20%-nal alakult ki
dypepsia vagy fekély (a szelektiv és nemszelektiv COX-gatlot szeddk esetében nagyjabol
azonos aranyban), azonban felsé gasztrointesztinalis vérzést csak egy esetben jegyeztek
fel. A PPIl-k alkalmazasa 13%-ra csokkentette a kedvez6étlen mellékhatasok
kialakulasanak szamat (Pok és mtsai, 2018). Az utobbi években egyre tobb figyelem éri
azonban a NSAID-ok okozta vékony-¢s vastagbél karosodasokat is (als6 GI vérzéses
komplikaciok, ¢és a kovetkezetes fehérjevesztés, vashianyos anémia kialakulasa,

hypoalbuminaemia), amelyek kezelésében raadasul a PPI-k hatastalannak bizonyulnak.

A nemszteroidok karosit6 hatdsa kettds: egyrészt savas karakteriiknek kdszonhetéen
lokéalisan kérositjak a nyalkahartyat (a gyomornedvben nem ionizaltak, majd a gyomor
lumenbe jutva ionizalddnak, igy visszafelé mar atjarhatatlan szamukra a membran, ez a
folyamat az ,,ion-trapping”, mely nagyban hozzdjarul a NSAID-ok lokalis karosito
hatasdhoz). Masrészt a ciklooxigendz (COX)-enzimek gatlasaval csokkentik a
prosztaglandinok szintézisét, melyek a mukozalis integritas kulcsvegyiiletei a periférian
(Takeuchi, 2012). Ezen feliil az utobbi években leirtak hypermotilitast okozd hatasukat
is, mely fokozza a mukozalis mikrocirkulaci6 zavarait, ez fokozott nyomast fejt ki a
gyomorfalra, és ndveli a vaszkularis permedbilitast, fokozva a gyulladast és a szdveti
karosodast. Tovabba az indomethacin fokozza a szabadgyok-képzddést és a lipid-
peroxidaciot, mely utdbbi karositd faktorok kikiiszobolésére a proton-pumpa gatlok

szintén nem alkalmasak (Takeuchi, 2012).

Szintén megoldatlan probléma az un. stressz-fekély szindroma (Stress-related
mucosal disease, SRMD), mely gyakran el6fordul a korhazak intenziv osztalyan, és a
korkép vérzéses komplikdciol €s mortalitasa igen magas (akar az 50%-ot is elérheti)
(Cook és mtsai, 1994). A proton-pumpa gatlok mérséklik ugyan a vérzések
kialakuldsdnak szadmat, azonban jelentésen novelik a fertdzések és az aspirdciods
tiidogyulladés eléfordulasat. A gyomorsav csokkentése révén (amely fontos szerepet
jatszik a bakterialis kolonizacid megfékezésében) a Gram negativ és Gram pozitiv
baktériumok szaporodni kezdenek a lumenben, a baktérium-tartalmi gyomortartalom
aspiracidja pedig nagyon gyakran vezet akar letalis kimenetelli tiidégyulladashoz. A
sucralfat alkalmazéasa mellett ritkdbban alakul ki bakterialis tiidégyulladas (gyengébb
antiszekretorikus hatasa miatt), nem csokkenti azonban a vérzéses komplikaciok

gyakorisagat (Fohl és Regal, 2011; Szabo, 2014).

10
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Lathatjuk tehat, hogy pusztan az agressziv faktorok csokkentésén alapuld terapias
mechanizmusok (gyomorsav k6zombdositése, savszekrécio gatlasa, H. pylori eradikacio)
nem feltétleniil elégségesek a peptikus fekélyben szenvedd betegek gyogyulasahoz.
Doktori munkam sordn az endocannabinoid rendszer szerepét vizsgaltam a
gasztrointesztinalis nyalkahartya védelemben alkoholos fekélymodellen, amely
modellben az alkohol direkt nyalkahartya karosité hatdsa a savelvéalasztastol fiiggetlen,
igy jol vizsgalhatok a mukozalis védelmet fokoz6 szerek hatdsai a nyalkahartya
integritasra. A defenziv faktorok miikddésének fokozasa fontos terapias lehetdségeket
biztosithat pl. az egyre gyakrabban el6fordul6é H.pylori-negativ fekélyek esetén, amelyek
rezisztensnek tlinnek a hagyomanyos fekélygatlo vegyiiletekkel szemben, valamint az

SRMD-ben szenvedo paciensek esetében is.

A kovetkezOkben roviden dsszefoglalom a periférids nyalkahartya védelemben részt
vevo faktorokat, illetve a gasztrointesztinalis funkciok szabalyozasaért felelds centralis
komponenseket, majd a tovabbiakban az altalunk vizsgalt endocannabinoid rendszert

ismertetem, kiilonds tekintettel a gasztrointesztinalis rendszerben betdltott szerepére.

2.1.2. Periférias nyalkahartya védelem

Az els6é védelmi vonalat az epithel sejtek altal szekretalt mucus gél, bikarbonat
(HCOz3), és a feliiletiikkon kotott foszfolipidek jelentik (mucus-bikarbonat-foszfolipid
barrier), mely a sejtek felszinén neutralis mikrokdrnyezetet (pH ~ 7) biztosit és védi az
epitheliumot a mikroszkopikus sériilésektdl, ezaltal megelézi, hogy a gyomorsav €s
pepszin a sejtekbe visszadiffundalva proteolitikus karosodast okozzon (Allen és
Flemstrom, 2005). A mucus gél egyiitt valasztodik ki egy, a trefoil faktor csaladba
(Trefoil factor family, TFF) tartoz6 peptiddel, a TFF2-vel, melynek funkcioja a mucus

nyak viszkozitasanak novelése, és a gél allaganak stabilizalasa (Thim és mtsai, 2002).

A mucusréteg alatti szoros illeszkedésti feliileti hamsejtek jelentik a kovetkezd
védelmi faktort, melyek az imént emlitett mucuson ¢és bikarbonaton kiviil
prosztaglandinokat, citoprotektiv hésokk-fehérjéket, TFF peptideket és antimikrobialis
peptideket (pl. cathelicidin, B defenzin) valasztanak el (Laine és mtsai, 2008). A
felsziniikon kotott foszfolipideknek koszonhetden hidrofob szerkezetliek, igy taszitjak a
sav- és vizoldékony karositd agenseket (Lichtenberger, 1999). A mucuselvalasztast

fokozzak kiilonboz6é gasztrointesztinalis hormonok, mint a gasztrin, szekretin és a
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prosztaglandin-E2 (PGE2). A HCOs™- elvalasztast serkenti a lumen savtartalma, a
melatonin, az orexin A, és a gyomorban epithelidlis EPi-receptorokon keresztiil a PGE2
(Allen és Flemstrom, 2005). A hdsokk-fehérjék olyan stressz hatasokra termelédnek,
mint az oxidativ stressz, megemelkedett hOmérséklet, vagy citotoxikus agensek jelenléte
mtsai, 2006; Tanaka és mtsai, 2007). A cathelicidin és B defenzinek olyan kationos
peptidek, melyek a bakterialis kolonizaciotol védik az epithel sejtek felszinét, illetve
valoszinlsithetd, hogy az erodalt sejtfelszin gyogyuldsédban is részt vesznek. Yang és
munkatarsai kisérleteiben egy cathelicidin analdog peptid (rCRAMP) patkédny gyomor
epithel sejteken serkentette a sejtproliferaciot, mely folyamat gatolhatd volt matrix
metalloproteinaz (MMP) gatloval, epidermalis novekedési faktor receptor (Epidermal
growth factor receptor, EGF-R) tirozin-kinazzal gatloval, és mitogén-aktivalt protein
kinaz/extracellularis jel altal szabalyozott kinaz (Mitogen-activated kinase/Extracellular
signal-regulated kinase, MAP/ERK1/2) kinaz gatloval. Az rCRAMP tehat MMP-fiiggé
mechanizmussal néveli az EGF-R és ERK1/2 foszforilaciojat (Yang és mtsai, 2006).

Az epithelium integritasanak megdrzésében fontos szerepe van az epithel sejtek
folyamatos és gyors megujulasanak (~3-5 napos turnover) (Modlin és mtsai, 2003), mely
folyamat szabalyozasat novekedési faktorok végzik (EGF (Tarnawski és mtsai, 1992),
TGF-0, IGF-1(Nguyen és mtsai, 2007)). PGE2 ¢és a gasztrin szintén képes aktivalni az
epidermalis novekedési faktort az EGF-R foszforilaciojaval, mely MAP-kinaz fliggd
¢és mtsai, 2002). Szintén a progenitor sejtek miikodését befolyasolja egy survivin nevii
antiapoptotikus fehérje, mely meggatolja ezen sejtek apoptozisat, €s eldsegiti a mitdzist

(Chiou és mtsai, 2005).

A mukozalis mikrocirkulacié elengedhetetlen nemcsak a sejtek tdpanyag-és
oxigénszallitasadban, de higitja és eltavolitja a szovetek kozé diffundalt savat €s karosito
agenseket. Az epithelium karosodasakor a sav visszaaramlik a szovetekbe, ami egy gyors
vérataramlas novekedést hoz létre a mukozaban. Ez a vélasz a primer szenzoros
afferensek altal medialt mechanizmussal jon 1étre. A mukoza és a submukozalis réteg
gazdagon beidegzett ilyen intrinsic és extrinsic szenzoros afferens neuronokkal (Holzer,
2007). Az intrinsic neuronok a myentericus és submukozalis plexusbol erednek, a

sejttestjik a gasztrointesztinalis traktus falaban taldlhat6. Az extrinsic szenzoros
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afferensek kozott megkiilonboztetiink vagalis és spinalis afferenseket. A nervus vagus
axonjainak 75-90%-a afferens idegrost, melyek a ganglion nodosa-bdl és jugularis-bol
erednek, és a nyultagyba futnak. A spindlis afferensek sejttestjei a hatsdo gyoki
ganglionokban talalhatéak és a splanchnicus illetve mesentericus idegeken keresztiil
futnak a gyomorhoz (Berthoud és Neuhuber, 2000; Gyires, 2004). A szenzoros afferensek
savérzékeny ioncsatornakon (Acid-sensing ion channel, ASIC) keresztiil érzékelik a
luminalis savkoncentracidé valtozasait, aktivalasuk soran kiilonb6z6 neuropeptidek
szabadulnak fel, pl. calcitonin gén-rokon peptid (Calcitonin-gene-related peptid, CGRP),
tachykininek (P anyag (Substance P, SP), neurokinin A, B (NKA, NKB)), vazoaktiv
intesztinalis peptid (Vasoactive intestinal peptide, VIP) (Holzer, 2007; Stroff és mtsai,
1995), melyek kovetkezetesen a mukozalis vérataramlast novelik. A CGRP-tartalmu
extrinsic primer afferens idegrostok capsaicinnel szelektiven aktivalhatoak, és mivel a
CGRP felszabadulas nagymértékben csokkent vagotomia elvégzése utén,
val6szintisithetd, hogy nagyobb részt vagalis afferensek tartalmaznak CGRP-t. Az SP
felszabadulasra kevésbé volt hatassal a vagotomia, és mig Suzuki és mtsai kisérleteiben
az SP-t tartalmaz6 idegrostok capsaicinre nem voltak érzékenyek (Suzuki és mtsai, 1997),
korabbi publikaciokban mind tengerimalac, mind patkdny gyomorban indukéltak SP-
felszabadulast capsaicinnel (Kwok és Mclintosh, 1990; Renzi és mtsai, 1988).

A CGRP-felszabadulas hatasara markans vazodilatacié kovetkezik be, mely a
CGRP-1 receptorok altal medialt nitrogén-monoxid (NO) szintézis kdvetkezménye, és a
mukozalis vérataramlas fokozodasaval jar (Lambrecht és mtsai, 1993). A CGRP aktivalja
az endothel indukalhato NO-szintazat (NO synthase, NOS), mely L-argininb6l képez NO-
t. A NO a simaizomsejteken 1évO szolubilis guanilat-ciklaz (sGC) aktivitasanak
fokozasaval, és a kovetkezetes cGMP-szint emeléssel relaxalja az ereket (Moncada és
mtsai, 1991). Nagyobb dézisban a CGRP a vaszkularis simaizmok CGRP-1 receptorait
aktivalva, Gs-fehérje kapcsolt itvonalon, a cAMP-szint novelésével direkt vazorelaxans
hatassal is rendelkezik (Holzer, 1998; Holzer és mtsai, 1995). Erdekes megfigyelés, hogy
a NOS aktivalasaval fokozodik a sejtek felszini mucinelvélasztdsa, mely folyamat
nagyban hozzajarulhat a CGRP nyalkahartya védd hatasahoz (Ichikawa és mtsai, 2000).
Szintén CGRP-1 receptorokon keresztiil gatolja a CGRP a gyomorsav elvalasztast
(Evangelista és mtsai, 1992), azaltal, hogy csokkenti a gasztrin-és acetilkolin (ACh)

felszabadulast, és stimulalja a szomatosztatin szekréciot (Manela és mtsai, 1995). A
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szomasztosztatin centralis (intracerebroventrikularis, i.c.v.) és periférias (intravénas, i.v.)
adagolas mellett is gatolja a gyomorsav szekréciot, bar gy tlinik a hatdsokat kiilonb6z6
szomatosztatin-receptor (sst-receptor) szubtipusok medialjak (centralisan ssts-, mig
perifériasan ssto-receptorok) (Aurang és mtsai, 1997; Martinez és mtsai, 1996). Tovabba
Scheiman és munkacsoportja kisérleteiben a SOM-analdg octreotid gatolta a NSAID-ok
indukalta mukozalis 1éziok kialakulasat a leukocita kitapadas gatlasa révén (a kitapado
leukocitak ugyanis fokozzak a nekrotizald agensek endothel-karosito hatasat) (Scheiman
és mtsai, 1997).

A NO-hoz hasonléan egy masik kis molekulatomegli vazorelaxans
gaztranszmitter is részt vesz a mukozalis integritds fenntartasaban, a hidrogén-szulfid
(H2S) (Fiorucci és mtsai, 2006). De novo szintézise kéntartalmi aminosavbol (cisztein)
torténik, melyben két pyridoxal-5"-phosphate-fligg6 enzim vehet részt: a cystathionine 8-
szintaz (CBS) és a cystathionine y-liaz (CSE) (Wang, 2002). A gyomor mukoza mind a
CBS, mind a CSE enzimet expresszalja, de a CSE-nek (a tobbi nem-neuronalis szovethez
hasonloan) nagyobb szerepe van a HoS-felszabadulas medialasaban. Ezt timasztjak ala
azok a megfigyelések is, miszerint a HoS-felszabadulds a mukozédban fiigg a pyridoxal-
5’-phosphate jelenlététol, gatolhato DL-propargyl-glycinnel, (mely irreverzibilis gatloja
a CSE-nek), azonban nem fiigg a calmodulint6l, amely elengedhetetlen kofaktora a CBS-
nek (Fiorucci és mtsai, 2005). A NO szintén medidtora a H>S felszabadulasnak,
nitroprusszid natriummal (NO-donor vegyiilet) kezelt sejtek esetében ugyanis kimutattak,
hogy nétt a vaszkularis simaizmok CSE-expresszidja, és a kovetkezményes L-cisztein-
H>S atalakulas. Ez a hatds hozz4jarul a NO hatésara létrejott gyors, €s erételjes mukozalis
vérataramlas fokozodashoz (Zhao és mtsai, 2001). A HaS altal okozott vazodilatacid
mechanizmusa azonban a NO-étdl eltérd. A vaszkularis simaizmok ATP-fliggé K*-ion
csatorndinak aktivalasaval hiperpolarizdlja a sejtmembrant, igy gatolja az L-tipust
fesziiltségfiiggd Ca®*-csatornak mikodését, és intracellularis szabad Ca®'-ion
koncentracio csokkenést okoz, mely relaxalja a simaizmokat (Nelson és Quayle, 1995).
100 umol/L H2S 25%-o0s novekedést okozott a mukozélis vérataramlasban, mely
glibencamiddal gatolhatdo volt (Katp-csatorna gatlo) (Fiorucci és mtsai, 2005). Az
NSAID-ok nyalkahartya karosité hatdsahoz is hozzajarul, hogy down-regulaljak a CSE

génexpressziojat, igy csokkentve a H»S-szintézist. Ez a jelenség Fiorucci és mitsai
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kisérleteiben indomethacin, aspirin, ketoprofen €és diclofenac esetében is megfigyelhetd
volt (Fiorucci és mtsai, 2005).

A prosztaglandinok (PG) elengedhetetlen faktorai a gyomor nyalkahartya
védelemnek. A sejtmembran foszfolipidjeibdl a foszfolipaz-A: enzim segitségével
felszabadul6 arachidonsavbdl ciklooxigendz enzimek (COX-1, COX-2) szintetizaljak a
prosztaglandinokat. A mukoza integritdsdnak szempontjabél a PGE2 ¢és a PG
(prosztaciklin) kulcsvegyiiletek, hatasuk szerteagazo (Osszefoglalokért 1sd. (Laine és
mtsai, 2008; Wallace, 2008)). Az adenilat-ciklaz gatlasaval gatoljak a savszekréciot
(Barnett és mtsai, 2000), stimulaljak a mucus-és bikarbonat-szekréciot, nemcsak a
gyomor nyalkahartyaban, hanem a teljes gasztrointesztindlis rendszerben, valamint a
nyalkahartya sériilésekor novelik a feliiletaktiv foszfolipidek hatékonysagat a
védelemben (Takahashi és mtsai, 1999; Takeuchi és mtsai, 2006). Tovabba fokozzak a
mukozalis vérataramlast, amely vazodilataciot hoz létre (1sd. fent) (Araki és mtsai, 2000;
Kotani és mtsai, 2006), csokkentik az epithelium permeabilitasat, igy a gyomorsav
visszaaramlast a szovetekbe (Takezono és mtsai, 2004). A mukoza sériilése esetén
gatoljak a gyulladasos mediatorok (hisztamin, Tumor necrosis factor-o — TNF-a,
vérlemezke aktivalo faktor — Platelet-activating factor (PAF), interleukin-1, leukotrién-
B4) felszabadulasat a hizosejtekbdl, makrofagokbol, neutrofilekbél (Ham és mtsai, 1983;
Hogaboam és mtsai, 1993). A savszekrécié gatlasa, a mucus-és bikarbonat-szekrécio és
a vérataramlas fokozasa eldsegitik a mar kialakult fekélyek gyodgyulasat, tovabba a
prosztaglandinok novelik a vaszkularis endothelialis novekedési faktor (Vascular
endothelial growth factor, VEGF) szintjét is, amely az angiogenezis stimulalasaval
szintén gyorsitja a gyogyulasi folyamatokat (Szabo és mtsai, 1998; Takahashi és mtsai,
1998; Takeuchi és mtsai, 2007).

Lathatjuk tehat a prosztaglandinok kozponti szerepét a nyalkahartya
integritasanak fenntartasaban, melynek tiikkrében még stlyosabbnak tiinik a NSAID-ok
altal okozott PG-deficiencia. Sokaig tartotta magat az a tedria, mely szerint a NSAID-0k
ulcerogén hatasa a COX-1, mint konstitutiv enzim géatlasan alapul, és nem befolyésolja a
COX-2-gatlas (minthogy COX-2 csak patofizioldgias allapotban keletkezik ndvekedési
faktorok €s citokinek indukalta szignalok hatasara). Ezt az allitast azota sokszor cafoltak,
ugyanis a COX-1 mellett kisebb mértékben ugyan, de a COX-2 gatlasa is szerepet jatszik
a fekélyek kialakuldsdban, és a sériilt nyalkahartya gyogyulasi folyamatainak gatlasaban
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(Wallace és mtsai, 2000). S6t, a COX-1 gatlasakor kompenzatorikusan upregulalodik a
COX-2-t kodold mRNS, ami a csokkent PG-szint csekély mértékii novekedését okozza
(Takeuchi, 2012). Tovabba a COX-2 gatlas kovetkezményeképpen lecsokkent
prosztaciklin szint fokozott kardiovaszkularis kockazatot jelent, emiatt két szelektiv

COX-2 gatl6 vegyiiletet (a rofecoxibot €s valdecoxibot) is visszavontak a piacrol.

2.1.3. Centralisan indukalt nydlkahartya védelem és neurohormonalis

szabalyozas

Régota ismert, hogy a kozponti idegrendszernek (KIR) meghatarozé szerepe van a
gasztrointesztinalis funkcidk szabalyozasiban. Allatkisérletes modelleken bizonyitottak
a KIR szerepét a stressz-fekélyek kialakulasaban (Hernandez és Xue, 1989), illetve tobb
GI megbetegedés patogenezisében, mint a gyulladasos bélbetegségek (Chron-betegség,
colitis ulcerosa), a funkcionalis dypepsia, vagy az irritabilis bélszindroma (Enck és mtsai,

2016; Quigley, 2015).

A gasztrointesztinalis funkciok szabalyozésdban szamos agyi régio érintett, melyek
kozil az egyik legjelentdsebb a hypothalamus, amely kétirany(l kapcsolatban all az
autondm idegrendszerrel. A felszallo palydk révén a szabalyozds szempontjabol
nélkiilozhetetlen informaciokat kap a periféria feldl. Ezek a palyak elsdsorban zsigeri
eredetii érzo (visceroszenzoros) informaciokat szallitanak. A visceroszenzoros neuronok
els6ként a nyultveldben talalhaté Nucleus tractus solitarii (NTS) idegsejtjeire vetiilnek,
majd innen az informacid kozvetleniil is eljuthat a hypothalamushoz a medialis eldagyi
koteg utjan (Ter Horst és mtsai, 1989). Ezek részben kozvetleniil a nucleus
paraventricularis (Paraventricular nucleus, PVN) neuronjaival szinaptizalnak, részben
pedig a hypothalamus laterdlis teriiletére vetiilnek, és az ott taldlhaté interneuronok
axonjai kapcsolddnak a PVN neuronjaihoz. Masrészt multiszinaptikus palyak is szallitjak
az informdciot, melyekben a medulla oblongata ventrolateralis részének noradrenerg
sejtjei (Al, AS sejtcsoportok), masrészt adrenerg (C1 sejtcsoport) neuronok vesznek
részt. A katecholaminerg rostok mellett jelentds ardnyban jelennek meg peptiderg rostok,
melyek transzmitterként kiilonb6z6 neuropeptideket tartalmaznak (neuropeptid Y,
neurotensin, dynorphinok, bombesin, szomatosztatin, inhibin B, enkefalinok) (Everitt és
mtsai, 1984; Palkovits, 1999; Sawchenko és mtsai, 1990). A hypothalamusbodl eredd

vegetativ palydk egy része kozvetleniil a szimpatikus és a paraszimpatikus idegrendszer
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pregangliondris vegetativ neuronjaira vetlil. A leszalld palydk masik része a
hypothalamusb6l az agytorzsi katecholaminerg idegsejtekre vetiil, melyek azutdn a
vegetativ idegrendszer preganglionaris neuronjait idegzik be. A harmadik 6sszekottetés
tipus egy feedback mechanizmus része: a viszceroszenzoros €s szomatoszenzoros
informéciokat fogado idegsejtek, melyek a hypothalamus felé kiildik a szenzoros
informaciodkat felszalld kapcsolataik utjan, a hypothalamikus magok feldl visszajelzést is
kapnak leszalld rostosszekottetések révén. Funkcionalis anatomiai szempontbdl fontos,
hogy a hypothalamus eliilsé régioi feldl elsdésorban a paraszimpatikus idegrendszer dorzal
motoros vaguszmagbol (Dorsal motor nucleus of the vagus, DMV) eredd preganglionaris
neuronjai kapnak beidegzést, mig a hypothalamus hats6 része foként a szimpatikus
idegrendszer thoracolumbalis intermediolateralis sejtoszlopbol eredé neuronjait
befolyasolja (Gyires és mtsai, 2013; Palkovits, 1999). T6bb tanulmany is bizonyitja a
lateralis hypothalamus (LH) szerepét a nyalkahartya integritdsban. Az LH stimulacidja
fokozza a mukozalis vérataramlast (Osumi és mtsai, 1977), mig 1ézidja nagy amplitadoju
gyomor kontrakciokat (Garrick és mtsai, 1986), és akut savszekrécid fokozodast okoz
Vagotomiaval, antikolinerg/antimuszkarin szerekkel, €s savszekrécid gatlokkal ez a hatas
kivédheté, ami feltételezi a paraszimpatikus/vagusz-medialt hatasmechanizmust
(Grijalva és mtsai, 1980). A hypothalamus mas magjai, a PVN és a ventromedialis
hypothalamusn (VMH) is befolyaolja a savszekrécio szabalyozasat, bar az irodalomban
a szereplik ellentmonddsos. A PVN stimulicidja mind a gyomorban, mind a
duodenumban nekrozisokat hoz létre, mely vagotomiaval gatolhato (Ferguson és mtsai,
1988). A rosztralis PVN 1ézioja megnovekedett bazalis savszekréciot okoz a gyomorban,
melynek mechanizmusa a dorzal motoros vaguszmagon keresztiil valosul meg (Rogers
¢s mtsai, 1980). Indirekt médon azonban a PVN aktivalja az LH neuronjait is, amely
savszekrécio csokkenéshez vezet, az eldbbiekben azonban lattuk, hogy a PVN elektromos
stimulacidja fokozza a stressz-fekélyek kialakuldsat, ezért valoszinli, hogy a DMV-n
keresztiil megvalosulo karositd hatas fokozottabb, mint az LH védo hatasa (Hierlihy és
mtsai, 1994; Rogers és Hermann, 1985). A VMH szerepe is ellentmondéasos a
savszekrécid szabdlyozasaban. Mig a VMH 1ézidja savszekrécid fokozodast okozott
patkanyban (Weingarten és Powley, 1980), elektromos stimulacidja esetében tapasztaltak

fokozo €s csokkentd hatasat is (Ishikawa és mtsai, 1983), sot, a kisérletek egy részében
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nem volt szignifikdns valtozas a savszekrécidban (Wywicka, 1978). Nikotin
mikroinjektdlasa a VMH-ba novelte nemcsak a savszekréciot, de a mukozalis
vérataramlast is, mely folyamat hexamethoniummal gatolhaté volt, ez valosziniisiti a
nikotinerg receptorok részvételét a VMH altal modulalt gasztrointesztinalis

folyamatokban (Ishikawa és mtsai, 1983).

Szintén nélkiil6zhetetlen szerepe van a gasztrointesztinalis funkcidk szabalyozasaban
a dorzalis vagusz komplexnek (Dorsal vagal complex, DVC), melynek magjai a nucleus
tractus solitarii és a dorzal motoros vaguszmag. A vagalis afferensek a NTS-ba futnak,
ahol foként glutamat neurotranszmitteren keresztiil aktivalnak NMDA-és nem-NMDA
receptorokat. A NTS és a DMV neuronjai kozott glutamaterg, GABAerg ¢és
katecholaminerg kapcsolat mukodik (Travagli és mtsai, 2006). A NTS elektromos
stimulacidja mind GABAerg gatlo, mind glutamaterg ingerld folyamatokat aktival a
DMV-ben, mig a katecholaminerg aktivacidé az excitdtoros ¢és az inhibitoros
szabalyozasban is szerepet jatszik (Travagli és Rogers, 2001). Glutamat injektalasa a
DMYV medialis szegmensébe erds fokozddast okozott a gyomor motilitdsban €s tonusban,
mig noradrenalin mikroinjektaldsa gatolta azt. Ugyanakkor glutamat és noradrenalin-
antagonistak adagoladsa dnmagaban nem okozott valtozast a motilitdsban és tonusban a
GABAerg transzmisszid gatlasa nélkiil. Ebbdl kovetkezik, hogy a NTS GABAerg
transzmisszion keresztiil tonusos gatlast fejt ki a DMV neuronjaira, mely gatlasnak fontos
szerepe lehet a vago-vagalis reflex szabalyozasaban (Rogers és mtsai, 2003). A DMV-
ben erednek azok a vagalis efferensek, amelyek a vago-vagalis reflex leszallo szarat
képezve a gyomor paraszimpatikus motoros €s szekrécios funkcioit szabalyozzak. A
kiilonb6z6 funkciokért felelds rostok a DMV kiilonb6z6 szegmenseiben lokalizalodnak.
A gatld non-adrenerg non-kolinerg (NANK) rostok a DMV caudomedialis és
rosztrolateralis részén taldlhatok, mig az excitatoros neuronok féként rosztralisabban és
medialisabban az el6bbiekt6l (Rogers és mtsai, 1999). A neuronok sejttesteinek mérete is
kiilonbozik. A gyomor fundus beidegzéseéért felelds neuronok sejtteste kisebb, kevesebb
dendritet tartalmaz, mint a gasztrointesztinalis traktus egyéb teriileteihez (pl. corpus,
duodenum, coecum) projektald neuronoké (Fogel és mtsai, 1996). A DMV neuronokon
megfigyelhetd tovabba egy lassu frekvenciaji (1-2 pulzus/sec), spontan pacemaker
aktivitds. Ez a tonusos aktivitas ¢€és a kis sejttest okozza ezen neuronok

hiperérzékenységét, a membran potencial néhany mV-0s valtozasa képes aktivalni a
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vagalis efferenseket (Travagli és Gillis, 1994). A vagusz szerepét a gasztrointesztinalis
szabalyozasban egyértelmiien bizonyitjak az akut vagotémia hatasai: csokkent antralis
kontrakciok és savszekrécio, megnovekedett tonus a gyomor fundusban (Li és Owyang,
2003). A vagalis efferensek ~95%-a kolinerg, a posztszinaptikus neurotranszmitter az
acetil-kolin, amely a simaizmok, parietalis és intersticialis Cahal-sejtek muszkarinos
receptorain keresztiil szabalyozza a szekretomotorikus funkciokat. Az Mao-receptorok
aktivacidja depolarizdlja a simaizmok membranjat, mely perisztaltika &és
tonusfokozddashoz vezet. A vagusz NANK transzmittereken keresztiil (foként NO ¢€s
VIP, de adenozinerg €s szerotonerg neuronok jelenlétét is kimutattak) gatlé hatasokat is
kozvetit: relaxalja a fundust, és csokkenti az antrum kontrakcidinak amplitddojat

(Abrahamsson, 1973; Armstrong és mtsai, 1990; Takahashi és Owyang, 1997).

A vagusz indukdlt gyomorvédelem a periféridn a szenzoros afferensekbdl
felszabadulé neuropeptideken keresztiill valésul meg. A capsaicin-érzékeny
idegvégzodések a fentebb emlitett CGRP-n kiviil VIP-et, és tachykinineket (NKA, NKB,
SP) tartalmaznak. Mig a CGRP erds vazodilator (NO-felszabaditason keresztiil), a VIP-
nek, a tachykinineknek és a SP-nek nincs vazorelaxans hatdsa, st az NKA és SP
vazokonstrikciot idézett el szubmukozalis ereken (Matsumoto és mtsai, 1991) (bar az
irodalom némileg megosztd ebben a témaban, ugyanis in vitro kisérletekben NOS-
inhibitorral gatolhat6 vazodilataciot figyeltek meg (Brain és mtsai, 1985)). Ennek ellenére
1.p. adagolt VIP védd hatdsat bizonyitottdk stressz-indukalta fekélyeken, mely hatés
valdsziniileg a hizdsejt degranulacio és a lipid peroxidacio gatlasdval magyarazhato

(Tuncel és mtsai, 1998).

Szamos irodalmi adat bizonyitja tovdbba a gasztrointesztinalis funkciok
centrdlisan indukdlt neurohormonalis szabalyozasat, az utdbbi ¢években tobb
neuropeptidrdl (tobbek kozott az amylin, bombesin, CCK, enkefalinok, deltorfin II, B-
endorfin, endomorfinok, SP, nociceptin, nocistatin, agmatin) is kidertlt, hogy i.c.v.
injektalva gatoljak a gyomorsav szekréciot és/vagy védo hatast fejtenek ki savtiiggd €s
savfiiggetlen fekélyeken (Osszefoglaloért 1sd. (Gyires, 2004)). Ezen fekélymodellek
kiilonbozdéségét azért fontos kiemelni, mert mig a savfiiggd modellek (pylorus lekotés,
NSAID-ok- vagy stressz-indukalta fekélyek), esetén a 1éziok kialakulasanak hatterében a
fokozott savszekrécio all, igy a véd0 hatds savszekrécid gatlassal elérhetd, a

savelvalasztastol fiiggetlen modellek esetén a fekélyeket nyalkahartya nekrotizald
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anyagokkal (pl. abszolut alkohol, savas alkohol, 0.2 N NaOH, 25% NaCl) idézziik elo,
igy az er6zi6 kivédéséhez a mukozalis védelem fokozasara, citoprotekciora van sziikség
(Gyires és mtsai, 2015). A periférian megvalosuld gasztroprotekcid tehat centralisan
szamos peptiden keresztiil aktivalhatd, melyek egymadssal farmakologiailag csekély
homologiat mutatnak. Az, hogy ezen hatasok legtobb esetben bilateralis cervikalis
vagotémidval és/vagy atropinnal felfiiggeszthetok, szintén a DMV és a vagusz, illetve a
kolinerg rostok elengedhetetlen szerepét jelzik a folyamatban, mely még nem teljesen

tisztazott, aktiv kutatasok targya.
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2.2. Cannabinoidok

2.2.1. A cannabinoid kutatas torténetének rovid attekintése

A marihuana, vagyis a Cannabis sativa novény szaritott termds virdgzatanak
népgyogyaszati felhasznalasa i.e. 3000-ig vezetheté vissza Kozép-és Dél-Azsidba, de
alkalmazasara vonatkozo6 bizonyitékokat az egyiptomi mumiak esetében is talaltak i. e.
950-bdl. Az els6 hivatalos ,,nyugati” publikacio Sir William B. O’Shaughnessy-t6l, egy
ir orvostdl szarmazik 1838-40-bol, aki a mai klinikai kisérleteknek megfelelden
alkalmazta a ndvényt kiilonboz6 ddzistartomanyokban, az orvoslas szadmos teriiletén, pl.
kolera, iziileti betegségek, delirium tremens, gyermekbénulds kezelésében
(O’Shaughnessy, 1838-40). Az aktiv hatéanyagok izolalasa a novénybdl ekkor azonban
még problémat okozott, lipofil és sztereoszelektiv szerkezetliikbdl adodo instabilitasuk
miatt. Csak 1940-ben sikeriilt Lord Toddnak Angliaban, és Roger Adamsnek az USA-
ban egymastol fiiggetleniil izolalni egy gyenge pszichoaktiv és egy inaktiv komponenst,
a cannabinolt és a cannabidiolt (Mechoulam, 1973). Az igazi attorést 1964-ben a {6
pszichoaktiv hatéanyag, a A%-tetrahydrocannabinol (A%-THC) izoldldsa jelentette
(Mechoulam és Gaoni, 1965). A hatasmechanizmusrol ekkor még nem sokat tudtak, de
mar az 1970-es években kisérleteztek cannabinoid analogok terapias alkalmazasaval,
ilyen volt a Pfizer (New York, USA) altal gyartott levonantradol, egy, a A>-THC-nal
potensebb szintetikus analdég. A levonantradolt hatékonyan alkalmaztak posztoperativ
fajdalmak és kemoterapias kezelés kovetkeztében kialakult hanyas csillapitasara, de
gyakori  dozis-fliggd pszichoaktiv mellékhatdsai (hangulatzavarok, szédiilés,
nyugtalansadg, aluszékonysdg) limitaltdk alkalmazhatosagat ¢és a  kisérletek
besziintetéséhez vezettek (Porter és Felder, 2001). 1984-ben Howlett és Fleming
neuroblastoma N18TG2 sejtvonalakon modellezték, hogy a cannabinoidok gatoljak az
adenilat-ciklaz utvonalat, ezzel feltételezve, hogy a molekulak G-protein kapcsolt
receptorokon keresztiil fejtik ki hatasukat. Tovabbi kisérletek kideritették, hogy a
pertussis toxin érzékeny Gi/o- protein tovabbitja a jelatvitelt (Howlett, 1987; Howlett és
mtsai, 1986). A sztereospecificitast szintén sikeriilt bizonyitani a szintetikus (-)-HU-210
és (+)-HU211 enantiomerekkel, melyek kozil a (-)-HU-210 sokkal potensebbnek
bizonyult a CAMP akkumulalédas- és adenilat-ciklaz Gtvonal gatlasaban (Howlett és
mtsai, 1990). Ezen kutatasok eredményezték 1988-ban egy specifikus, magas affinitasa

cannabinoid kotOhely leirasat az agyban (Devane és mtsai, 1988). 1990-ben Matsuda
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publikalta a CB1-receptor pontos szerkezetét (Matsuda és mtsai, 1990), 3 évvel késobb
pedig, 1993-ban Munro és munkatarsai izolaltak a periférian a CBa-receptort a 1épbol
(Munro és mtsai, 1993). Mar a kotOhely leirasakor feltételezték, hogy a cannabinoid
receptoroknak endogén ligandja is létezhet, melyet Devane és munkacsoportja igazolt
1992-ben, a molekulat, mely szerkezetileg arachidonoyl ethanolamin, anandamidnak
nevezték el (Devane és mtsai, 1992). A késébbiekben az immunsejteken felfedezett CBo-
receptor tovabbi aktiv endogén ligand meglétére engedett kovetkeztetni, melyet 1995-ben
Mechoulam kutya bélrendszerébdl (Mechoulam és Fride, 1995), Sugiura pedig emberi
agybdl izolalt (Sugiura és mtsai, 1995), ez volt a 2-arachidonoyl glycerol (2-AG) (Di
Marzo, 2006; Mechoulam és mtsai, 1998). Azota tobb endogén lipidrdl bizonyitottak mar,
hogy endocannabinoid aktivitassal birnak (ilyenek az O-arachidonoyl ethanolamin vagy

crer

szintézisérol, lebomlasardl joval kevesebb informécionk van, mint a két f6 vegytiletérol.

2.2.2. Az endocannabinoid rendszer (Endocannabinoid system, ECS)

Endocannabinoid rendszer alatt a két f6 endocannabinoidot (anandamid, 2-AG), az
egyéb endocannabinoid aktivitassal bir6 vegytileteket, a keletkezésiikért és lebontasukért

felelos enzimeket és a cannabinoid receptorok Osszességét értjik (1. dbra).

Glycerol
AA N R

-
*
B
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1. dabra. Az endocannabinoid rendszer sematikus abrdja. Az dabran feltiintetésre
keriiltek a fobb endocannabinoid aktivitassal rendelkezo vegyiiletek, a keletkezésiikben és
lebontdsukban részt vevd fobb enzimek, a klasszikus cannabinoid receptorok (CB1, CB2),
valamint olyan egyéb receptorok, melyek cannabinoid vegyiiletekkel aktivalhatok. A
roviditések jelentése: 2-AG: 2-arachidonoylglycerol, 2-OG: 2-oleoylglycerol, AA:
arachidonsav, ABHD4: szerin o/f5-hidroldz 4, ABHDG,12: szerin a/3-hidrolaz 6 és 12,
AEA: N-arachidonoyl ethanolamin, anandamid, DAG: diacylglycerol, DAGL:
diacylglycerol-lipdz, FAAH: zsirsav amid hidroldz, GDE1: glycerophospho-diészteradz 1,
MAGL: monoacylglycerol-lipdz, NAPE: N-arachidonoyl phosphatidylethanolamin,
NAPE-PLD: N-arachidonoyl phosphatidylethanolamin-phospholipdz-D, NAAA: N-
acylethanolamin hidrolizalo zsirsav amiddz, OEA: N-oleoylethanolamin, PEA: N-
palmitoylethanolamin, PLC: foszfolipaz C, PPAR: peroxiszoma proliferdator aktivalt
receptor, PTPN22: tirozin foszfataz, SHIPI: inozitol 5’ foszfataz, TRPVI: tranziens

receptor potencial csatorna 1.

2.2.2.1. Az endogén cannabinoidok

Az anandamidot, vagy N-arachidonoyl ethanolamint (AEA) 1992-ben sertés
agybol izolalta Devane és munkacsoportja (Devane és mtsai, 1992). Szerkezetét tekintve
N-tartalmu zsirsav-derivatum. A CBi-receptorokon parcidlis vagy full agonista, mig a
CB2-receptorokhoz sokkal kisebb affinitassal kotodik, gyenge agonista hatast fejt ki,
néhany esetben antagonizmust is leirtak (Gonsiorek és mtsai, 2000). Alapvetéen nagyobb
affinitast mutat a CB1-receptorok felé. Patkany agyban alacsony a szoveti szintje (~ 30
pmol/g szdvet), embernél mintegy 6tszor magasabb koncentracidban talalhatd az agyban
(~ 150 pmol szdvet grammonként), és a periférids szovetekben is (vese, bor, 1ép,
vérplazma) pikomolaris mennyiségben lelhet6 fel (Felder és mtsai, 1996).

A 2-arachidonoylglycerolt (2-AG) (mely szerkezetileg egy arachidonsav-tartalmi
monoacyl-glycerol) 1995-ben izolalta Mechoulam ¢és munkacsoportja kutya
bélrendszerébdl, és mar ekkor leirtdk hypothermidt, katalepsziat és analgéziat okozo
hatasat (Mechoulam és mtsai, 1995). A 2-AG nanomolaros koncentracidban talalhatod
meg az emlds agy kiilonbozé régiodiban (kéreg, agytdrzs, striatum, hypothalamus,
hippocampus, stb.), csakugy, mint a periférids szovetekben (mdj, 1ép, tidd, vese,

gasztrointesztinalis traktus, stb.) (Sugiura és Waku, 2000). Erdekes, hogy az agyi
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szovetekben 170x magasabb a koncentracioja (~3.5 nmol/g szdvet), mint az
anandamidnak, noha a CBi-receptorokhoz kisebb affinitassal kotédik, azonban a CBo-

receptorokon is er6teljes agonista hatast figyelhetlink meg (Sugiura és mtsai, 1995).

Az endocannabinoidok ko6zé sorolhatd tovdbba tobb N-tartalmu zsirsav-
derivatum, mint az N-palmitoylethanolamin (PEA) és az N-oleoylethanolamin (OEA,
virodhamin),  N-arachidonoyldopamin ¢és  N-oleoyldopamin, illetve a 2-
arachidonoylglycerol-analog 2-oleoylglycerol (2-OG). Ezen vegyiiletek nem kotédnek a
klasszikus CBi-és CBga-receptorokhoz, az OEA és PEA szubsztratjai azonban az
anandamid ¢és 2-AG altal is aktivalhatd peroxiszoma proliferator aktivalt receptoroknak,
valamint az OEA ¢s a 2-OG G-fehérje kapcsolt GPR119-es receptorkotését is leirtak
(Godlewski és mtsai, 2009).

2.2.2.1.1. Az endocannabinoidok szintézise

Az endocannabinoidok szintézise a prekurzor molekulakbol de novo torténik a

sejttestben, nem raktarozodnak vezikulakban (Ohno-Shosaku és Kano, 2014).

Az anandamid in vivo bioszintézise a sejtmembrant alkoto lipid prekurzorbol, az
N-arachidonoyl phosphatidylethanolamin (NAPE)-bol enzimatikus hidrolizissel torténik,
melyben a foszfolipaz D (NAPE-PLD) enzim jatszik kulcsszerepet. A NAPE molekula a
foszfatidil-etanolamin ~ Ca®*-dependens  N-arachidonoylaciojaval —keletkezik, az
arachidonsav enzimatikus transzferével sn-1 pozicidba (az sn pozicid6 megjeldlése a
molekula sztereospecificitasat jellemzi) (Di Marzo és mtsai, 1996a). A membran
depolarizéciojakor tehat a centrdlis neuronokban anandamid ¢és mds nem-
endocannabinoid tipusti acylethanolaminok (pl. N-acyl-phosphatidylethanolamin)
felszabadulasa figyelhetd meg a posztszinaptikus neuronokbdl, mely a szinaptikus résbe

keriilve a preszinaptikus cannabinoid receptorokon fejti ki hatasat (Di Marzo és mtsai,
1994).

Noha a NAPE-PLD Kkatalizalta reakcié a legfontosabb az N-acylethanolaminok
szintézisének szempontjabol, mas alternativ keletkezési utvonalak meglétét valoszinisiti
az a megfigyelés, hogy NAPE-PLD knockout egerek szoveti anandamid szintje
megegyezik a vad tipusu egerekével, ¢s az OEA és PEA szintek is csak minimalisan

mutatnak csokkent értékeket (Leung és mtsai, 2006). Ilyen alternativ Gtvonal a szerin o/3-
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hidrolédz 4 (ABHD 4) katalizalta reakci6, melyben 2 hidrolizéacios 1épésben glycerofoszfo-
arachidonoyl ethanolamin (GP-AEA) keletkezik koztitermékként, melyet a
glycerofoszfo-diészteraz 1 (GDE1) alakit tovabb anandamidda (Simon és Cravatt, 2006).
Az agyi neuronokon kiviil anandamid keletkezik a makrofagokban is, mely folyamat
bakterialis endotoxinnal (lipopoliszacharidok, LPS) indukalhatd, és mind a periférian,
mind az agyi szovetekben hozzajarul az anandamid gyulladascsokkentd hatasahoz (Liu
¢és mtsai, 2006). Mivel a LPS down-regulalja a NAPE-PLD enzimet, a szintézis ¢ls6
Iépéseként a foszfolipaz C (PLC) enzim hasitja a prekurzor NAPE molekulat
foszfoanandamidda (pAEA), majd tovabbi foszfataz akivitassal biré enzimek (mint a
tirozin foszfatdz PTPN22, és az inozitol 5° foszfatdz SHIP1) defoszforilaljak
anandamidda (Liu és mtsai, 2008; Liu és mtsai, 2006).

A 2-arachidonoylglycerol bioszintézise is fiigg a Ca®'-bearamlastol. Egér
neuroblasztoma sejteken kimutattdk, hogy a diacylglycerol-lipdz (DAGL) enzim
katalizalja a 2-AG keletkezését az sn-2 pozicioban arachidonat csoportot tartalmazo
diacylglycerolbol (DAG) (Bisogno és mtsai, 1997). Azonban valdszinilileg egy
foszfolipaz C enzim indukalta folyamat is szerepet jatszik a 2-AG szintézisében, a
membran prekurzor foszfatidil-kolin €s foszfatidil-inozitol enzimatikus hidrolizisével. A
PLC aktivalasakor a foszfatidil-inozitol (4,5)-biszfoszfatot (PIP2) hasitja inozitol-
trifoszfatra (IP3) és DAG-ra, mely a 2-AG keletkezési molekulaja (Di Marzo és mtsai,
1996b). A 2-arachidonoylglycerol szintézise azonban nem csak az agyi neuronokban
lehetséges. Patkany vérlemezkében is kimutattdk 2-AG szintézisét, amely folyamatot a
bakterialis lipopolyszacharidok katalizaltak (Varga és mtsai, 1998), valamint Sugiura és
munkacsoportjdnak kisérleteiben human koldokvéna endothelidlis sejteket €és aorta
simaizom sejtjeit thrombinnal inkubalva szintén 2-AG felszabadulast észleltek (Sugiura

és mtsai, 1998).
2.2.2.1.2. Az endocannabinoidok metabolizmusa

Az anandamid eltdvolitdsa a szinaptikus résbdl kétféleképpen torténhet:
enzimatikus hidrolizissel, és egy specialis ,uptake”’-mechanizmussal. Ez a
posztszinaptikus neuronba vald visszavétel egy gyors, az anandamidra (és mas
acylethanolamin struktirakra) szelektiv, facilitalt transzport folyamat, amely az intra-és

extracellularis anandamid koncentracié gradiens kiegyenlitédésének iranyaba miikddik
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egy transzmembran karrier fehérje segitségével (Di Marzo és mtsai, 1994). Tobb
tanulmany ir err6l a specifikus transzportrol, melynek jelenlétét kimutattak kisagyi
granula sejteken (Hillard és mtsai, 1997), kortikalis neuronokon és asztrocitakon is
(Beltramo és mtsai, 1997). A transzport folyamat még nem tisztazott, és tobb hipotézis is
létezik a magyarazatara. Az egyik egy eddig még nem ismert specidlis karrier fehérje
1étezését valoszinisiti, amely extracellularisan koti az anandamidot, és atviszi a
sejtmembranon. Mivel az anandamid erésen kotddik az albuminhoz, elképzelhetd, hogy
egy egyszerll albuminko6tésrél van szo (Bojesen és Hansen, 2003; Lambert és Fowler,
2005). Egy masik tedria szerint a karrier fehérje nem a plazma membranban, vagy
extracellularisan, hanem intracellularisan lokalizalt, és az intracellularis szabad
torekszenek, ebben az esetben passziv diffiizié soran jutnak be tovabbi szabad anandamid
molekulak az extracellularis oldalrél (Fowler és mtsai, 2004). Ez a lehetdség azonban
kevésbé valoszinii, mert bar a facilitalt diffuzié mellett az anandamid (és a 2-AG is) képes
kis mértékben passziv diffuzidra, ez a mechanizmus nem szdmottevd, és csak alacsony
hémérsékleten (0-4 °C) valosul meg (Di Marzo és mtsai, 1994). Egy harmadik lehet6ség,
hogy transzport fehérje nélkiil, kaveola/lipid raft kozvetitette endocitozissal jut a sejt
belsejébe (McFarland ¢és mtsai, 2004). Természetesen az is elképzelhet6, hogy
mindhérom tedridban van igazsag, €s az anandamid koncentracigjatol, illetve sejttipustol

fliggden akar egymas mellett is megvalosulhatnak.

Az anandamid hidroliziséért felelds enzimet eleinte az anandamidra szelektivnek
velték, és ennek megfelelden ,,anandamid amidohidroldznak”, vagy roviden ,,amidaz”-
nak nevezték el. Csak a késobbi kutatdsok soran deriilt ki, hogy az emlitett enzim egy
szerin hidrolaz, amely azonban a hidrolazokra jellemzd klasszikus Ser-His-Asp
katalitikus tridd helyett egy atipikus Ser-Ser-Liz aminosav csoportot tartalmaz, igy
amidazként is funkcional és tobb bioaktiv észter és zsirsav amid szubsztratja van (tobbek
kozott az N-palmitoylethanolamin (PEA) és az N-oleoylethanolamin (OEA)) (Blankman
és Cravatt, 2013; Patricelli és Cravatt, 1999). A mai nevezéktanban ezért mar mint zsirsav
amid hidrolaz (Fatty Acid Amide Hydrolase, FAAH) szerepel (Cravatt és mtsai, 1996;
Maurelli és mtsai, 1995). A FAAH enzimnek két izoformajat kiilonboztetjiik meg:
FAAH-1, és FAAH-2. Mig a FAAH-1 az agy kiilonb6z6 teriiletein (neokortex,

hippocampus,  kisagykéreg)  Purkinje-sejtek  sejttestjeiben  expresszalodik,

26



DOI:10.14753/SE.2019.2216

preszinaptikusan a CBi1-receptort expresszald granulasejtektdl, addig FAAH-2 enzimet a
periférian kiilonb6zo szovetekben (pl. vese, maj, tiidd, prosztata) talalhatunk (Egertova
¢s mtsai, 1998; Wei és mtsai, 2006). A két enzim nagyjabol 20%-os homolodgiat mutat, a
FAAH-2 egy klasszikus amidaz, igy preferalt szubsztratjai is zsirsav amidok, mint az
oleamid. Tovabbi kiilonbség, hogy a FAAH-1 megtalalhato szamos emlds szervezetben,
a FAAH-2 azonban csak emberben expresszalodik. Az anandamid metabolizmusaban (az
enzimek lokalizacigjabol kovetkezéen) a FAAH-1 enzim vesz részt elsdsorban, az
anandamidot arachidonsavra és ethanolaminra bontja (Cravatt és mtsai, 2001). Kis
mértékben bar, de egy tovabbi enzim is érintett az anandamid metabolizmusaban: az N-
acylethanolamin hidrolizal6 zsirsav amidaz (NAAA). Az NAAA egy nemspecifikus N-
acylethanolamin hidroldz, melynek szubsztratjai kozott szerepel tobbek kozott a PEA és

az OEA is (Feledziak és mtsai, 2012).

A 2-AG hidrolizisét a monoacylglycerol-lipdz enzim (MAGL) katalizalja
arachidonsavva és glycerolld. A MAGL enzim szintén a szerin hidrolazok k6zé sorolhato,
azonban a FAAH-al ellentétben az enzimatikusan aktiv végen a klasszikus Ser-His-Asp
katalitikus aminosav triadot tartalmazza. Ezen feliil az enzimen négy cisztein molekula is
potencialis szubsztratja bizonyos enzim inhibitoroknak (pl. N-arachidonoylmaleimid,
disulfiram) (King és mtsai, 2009; Saario és mtsai, 2005). Jelentds szelektivitast mutat a
monoacylglycerolok felé, alacsony affinitassal a diacylglycerolok, triacylglycerolok és

foszfolipidek irant (Tornqvist és Belfrage, 1976).

A MAG-lipaz nagyjabol a 2-AG 85%-anak hidroliziséért felelds, azonban kis
mértékben mas nemspecifikus enzimek is részt vehetnek benne, példaul az anandamid
lebontéasat végzd FAAH-1, a szerin o/B-hidrolaz 6 és 12 (ABHD6, ABHD12), vagy a

karboxylészteraz 1 ¢és 2 (Blankman és mtsai, 2007).

Az endocannabinoidok lebontdsa tovabba enzimatikus oxidacioval is
megvalosulhat az arachidonsav kaszkad enzimjeinek segitségével, mint a lipoxigenazok,
ciklooxigenazok, és a citokrom P450 enzimcsaladba tartozo enzimek, pl. CYP2D6 és

CYP3A4 (0sszefoglaloért 1sd. (Rouzer és Marnett, 2011).
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2.2.2.2. A cannabinoid receptorok

Cannabinoid receptorokat szamos fajban leirtak, megtalalhatoak egérben,
patkanyban, kutyaban, majomban, emberben (bar érdekes mddon rovarokban nincs). A
CBji-receptor szekvenciaja azonosnak tlinik a fajok kozott, mig a CB2-receptor szerkezete
¢és farmakologiai tulajdonsagai kiilonb6z6 fajokban némileg eltérek (Griffin és mtsai,
2000). Alapvetéen a CBi-receptor foként az agyban talalhato (,,centralis cannabinoid
receptor”), sot, ez az emlOsok agyaban legnagyobb denzitasban megtalalhato receptor
(Munro és mtsai, 1993), mig a CBz-receptor dominansan a periférias sejteken és
szoveteken, foként immunsejteken (,,periférids cannabinoid receptor”). Ez nem jelenti
azt, hogy CBi-receptor nem talalhaté meg periférias sejteken, pl. a kardiovaszkularis vagy
gasztrointesztinalis régidoban, és CBz-receptorokat is taldlunk az agy teriiletén, pl. a

mikroglia sejteken (Svizenska és mtsai, 2008).

A két receptor igen kicsi homologiat mutat, az aminosav szekvenciara nézve
minddssze 44%-ot, mig a transzmembran doménben 68%-0t (Munro és mtsai, 1993). Ez
ellentétben all a tobbi G-protein-kapcsolt receptorrdl ismertekkel, ahol akar egyetlen
eredményezi a farmakologiai tulajdonsagaiban (Porter és Felder, 2001).

A CBj-receptor cDNS-ét el6szor patkany cerebralis cortexébdl izolalta Matsuda
és munkacsoportja 1990-ben, az addig ismert G-protein kapcsolt receptorok szekvenciai
alapjan (Matsuda és mtsai, 1990). A human gén lokusza a 6-0s kromoszéman talalhato, a
6914-q15-6s pozicidban (Caenazzo és mtsai, 1991). A CBa-receptor gén lokusza az 1-es

kromoszoéman, 1p36-os pozicioban talalhato (Raitio és mtsai, 2005).

Az endocannabinoid hatasokat foként a két cannabinoid receptor modulalja, de az
utdbbi évek kutatdsai arra engednek kovetkeztetni, hogy tovabbi receptorok (pl. tranziens
receptor potencidl csatorndk [TRPV], peroxiszoma proliferator aktivalt receptorok
[PPARY]) is feleldsek bizonyos endocannabinoid hatdsokért, sot, egy 1999-ben izolalt,
eddig ,,arva”, ligand nélkiili un. GPR55-0s receptorral kapcsolatban is felmeriilt, hogy
cannabinoid receptorként funkciondlhat, az eddigi kisérletek azonban meglehetdsen
ellentmondasosak (Ryberg és mtsai, 2007).

A cannabinoid receptorokkal mutat szerkezeti hasonlosagot a GPR119-es receptor

is, mely emberben €s ragcsalokban foként a hasnyalmirigy B-sejtjein €s a bélnyalkahartya
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L-sejtjein expresszalodik, de ragesalok bizonyos agyi régioiban is megtalalhatd (Overton
¢és mtsai, 2008). A receptor lokalizacioja miatt felmeriil a lehetdsége, hogy a cannabinoid
rendszer GPR119-es receptoron keresztiil befolyasolja a szervezet gliikoz homeosztazisat

és kovetkezésképpen az elhizas folyamatat (Hansen és mtsai, 2011).

Az endogén cannabinoid anandamid jelentds hatdsu vazodilator, mely hatds mind
CB:1 knockout, mind CB1/CB> dupla knockout egereken eltiinik, és nem gatolhatd
szelektiv CBj-receptor antagonistaval (mint az SR141716A) (Jarai és mtsai, 1999),
gatolhatd azonban a szelektiv vanilloid receptor antagonista capsazepinnel. Ezen
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az anandamid vazorelaxans hatdsa nem,
vagy nem kizarolag cannabinoid receptorokon valdsul meg, hanem a capsaicin aktivalt
vanilloid receptor (VR1, vagy TRPV1), egy nemszelektiv kation-csatorna aktivacidjan
keresztiil, melynek az anandamid szintén ligandja. Noha az irodalom az anandamid
vazodilator hatasat alapvetden a TRPV 1-receptor mediélta hatasnak tekinti, elég gyakori,
hogy CB: knockout ragcsalokon eltiinik, igy elképzelhetd, hogy a hatasmechanizmus
komplexebb, ¢és mindkét receptor sziikséges a kivaltasdhoz. Jarai és munkacsoportja
szerint 1étezik egy CBi-dependens mechanizmus, amely azonban csak ép érendothél
esetén jelentkezik (in vitro egér mesenchimalis artérian vizsgalva). Ez gatolhato szelektiv
CBi-receptor antagonistaval, azonban az endothélium kéarosodasa esetén eltiinik. gy
valoszintsithetd egy endothélialis faktor kdzrejatszasa a folyamatban. Emellett van egy
CB:-fiiggetlen hatasmechanizmus (ez utobbi a jelentdsebb), melyet TRPV 1-receptorok
medialnak (Jarai és mtsai, 1999). Az anandamid TRPV1 receptorokon keresztiil CGRP-
felszabadulast okoz, ami vazodilatdcidhoz vezet. Ez a hatas eleinte sem mas endogén
cannabinoidokkal (2-AG, palmitoylethanolamin), sem egyéb szintetikus cannabinoid
agonistakkal (HU-210; WIN 55212-2) nem volt reprodukalhaté (Zygmunt és mtsai,
1999), az utdbbi években azonban tobb olyan tanulmany jelent meg, amely patch-clamp
technikaval HEK 293 sejteken bizonyitotta a 2-AG ¢és a TRPVI-receptorok
kolcsonhatasat is (Petrosino és mtsai, 2016; Zygmunt és mtsai, 2013).

2.2.2.2.1. A cannabinoid receptorok szignal transzdukcidja

Amint mar emlitettem, az endocannabinoidok a posztszinaptikus neuronok

sejttestjében a membran depolarizaciojakor de novo szintetizalddnak, majd a szinaptikus
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résbe keriilve retrograd modon a preszinaptikus cannabinoid receptorokon fejtik ki
hatasukat (Ohno-Shosaku és Kano, 2014).

A CB: és CBg receptorok a G-protein kapcsolt receptorok csaladjaba tartoznak. A
Gi/o fehérje kapcsolt utvonalon gatoljak az adenildt-cikldz aktivitdst. A cAMP
akkumuldlodasanak gatlasaval csokkentik a cAMP-dependens protein kindz A (PKA)
aktivitasat. A PKA foszforilalja a K'-csatorna fehérjéket, ezaltal csokkentve a kifelé
iranyulo K*-aramot. A PKA gatlasaval tehat novekszik a kifelé iranyuld K*-dram. Ezzel
a mechanizmussal regulaljak a neurotranszmitter felszabaduldst a CBi receptort
expresszalo idegvégzédéseken (Svizenska ¢és mtsai, 2008). A preszinaptikus
neurotranszmitterek, mint a glutamat (Shen et al., 1996), acetilkolin (Gifford és mtsai,
1997), noradrenalin (Schlicker és mtsai, 1997) felszabadulasanak gatlasa magyarazhatja

a cannabinoidok neuronalis hatasainak nagy részét.

Erdekes megfigyelés, hogy pertussis toxinnal kezelt sejteken a CBi-receptor
aktivacio cAMP szint novekedést hoz 1étre, amely arra enged kovetkeztetni, hogy ilyen

koriilmények kozott a CB1-receptor Gs fehérjéhez is kotddni tud (Glass és Felder, 1997).

A cannabinoidok gatoljik a fesziiltségfiiggd L- tipusu Ca®*-ion csatorndkat a
cerebralis ereken (Gebremedhin és mtsai, 1999), és az N-és P/Q-tipusi Ca?*-ion csatorna
gatlast is tobben bizonyitottak az elmult években hibrid neuroblasztoma-glioma sejteken
(Mackie és Hille, 1992) és patkany hippocampalis neuronokon (Twitchell és mtsai, 1997).
A cannabinoid receptorok aktivaljak tovabba a befelé egyeniranyit6 K*-csatornakat,
amelyek novelik a fesziiltség-fliggd A-és D-tipusi K'-ion csatornak aktivitasat
(Deadwyler és mtsai, 1993; Mu ¢és mtsai, 1999). Ezek a folyamatok szintén szerepet

jatszhatnak a cannabinoidok preszinaptikus gatld hatasaban (Turu és Hunyady, 2010).

A cannabinoidok Gi/o-protein aktivalason, vagy egyéb mechanizmusokon (mint
a Na*-K" pumpa stimulalasa (Bouaboula és mtsai, 1999); phosphatidilinozitol-3 kinaz
(PI3K) aktivalasa (Galve-Roperh és mtsai, 2002); vagy a vaszkularis endothelialis
novekedési faktor (VEGF) receptorok transzaktivalasa (Korzh és mtsai, 2008)) keresztiil
mitogén-aktivalt protein kinazokat (MAP kinazok) is aktivalnak. A MAP kinazok aztan
foszforilacids kaszkadokat inditanak el, melynek eredménye lehet tobbek kozott az
ERK1/2, c-Jun N-terminalis kinaz (JNK) és p38 MAPK aktivalasa (Liu és mtsai, 2000).

Ezek a folyamatok a cellularis pH megvaltozasahoz vezethetnek, amely egyes
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feltételezések szerint befolyasolhatja a neuronalis sejtek ingerelhetdségét (Bouaboula és
mtsai, 1999). Foként a CBz-receptor esetében meriilt fel, hogy szerepet jatszhat mind
neuronalis mind nem-neurondlis sejtek proliferalodasaban, differencidlodasaban,
emelkedett CBz-receptor expressziot irtak le ugyanis glioma (Sanchez és mtsai, 2001) és
emlddaganatok (Caffarel és mtsai, 2006) esetében is. A protein kinaz B/Akt stimulalasa
a glikogén szintaz aktivitast fokozza, amelynek megnovekedett glikogén szintézis lesz az
eredménye. Ez a folyamat szerepet jatszhat a sejtproliferacidban (Gomez del Pulgar és
mtsai, 2000). Ezzel ellentétben a CBo-receptorok aktivalasa apoptozist indukalt, és
csokkentette a tumorndvekedést a glioma- és asztrocytoma sejteken (Sanchez és mtsai,

2001), és egyéb nem-neuronalis tumorok esetében (Caffarel ¢s mtsai, 2006).

A cannabinoid receptorok olyan G-protein fliggetlen itvonalakat is aktivalhatnak,
mint a B-arrestin 2, amely a G-protein kapcsolt receptorok deszenzitizacids folyamataban
vesz részt, és szerepet jatszhat a cannabinoid tolerancia létrejottében. A receptor
aktivacigja és a kovetkezetes G-protein-kapcsolt-receptor kinazok (CBi-receptor
esetében altalaban a GRK3) altal 1étrejott foszforilacid utan a B-arrestin 2 kotddik a
receptorhoz, és el6idézi annak internalizacidjat (Jin és mtsai, 1999; Turu és Hunyady,
2010). A hippocampalis neuronok magas B-arrestin 2 és GRK3 expresszidja valosziniileg
kapcsolatban all a CBj-receptorok nagyfokt deszenzitizalodasaval (Kouznetsova és
mtsai, 2002).

Szintén befolyasoljak a foszfatdzok aktivitasat, példaul stimulaljak a calcineurin
(protein-foszfataz-2b) vagy a MAP-kinaz foszfataz-1 miikodését, amely fontos szerepet
jatszhat az anandamid gyulladasgatlo hatasanak kialakitasaban (Eljaschewitsch és mtsai,
2006).

2.2.2.2.2. A cannabinoid receptorok lokalizacidoja

Magas denzitasban fordulnak el CBi-receptorok a hippocampusban, a nucleus
accumbensben, a substantia nigra teriiletén, a dorzal motoros vaguszmagban és a globus
pallidusban (Herkenham és mtsai, 1990). A hippocampalis teriileten valé nagyfoku
prezentalodasbol egyértelmiien kdvetkeztethetiink arra, hogy az endogén cannabinoidok
hatéssal vannak a memoria és a kognitiv funkciok allapotara. Kronikus alkalmazasa a A°-
THC-nek tartos strukturalis és funkcionalis valtozasokat idéz eld a hippocampusban,

mely rontja a tanulasi folyamatokat és az emlékezést mind patkany, mind ember esetében
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(Scallet, 1991). A bazalis ganglionokon valé expresszalddas magyarazhatja a
cannabinoid vegyiiletek hatdsat a motoros funkcidkra. Az endogén cannabinoidok
szerepét bizonyitja a fiziologias szabalyozasban, hogy néhany neurodegenerativ betegség
(mint a Parkinson vagy Huntington kor) esetében alacsonyabb a CBj-receptorok
denzitasa ezen a teriileten (Richfield és Herkenham, 1994). Magas a CBi-receptorok
eléforduldsa tovabba a kisagy teriiletén patkanyok esetében. A>-THC akut adagolasa utdn
ezért figyelheté meg ataxia, mozdulatlansag és katalepszia patkanyon (Martin-Calderon
és mtsai, 1998), amely mellékhatasok emberen elmaradnak, ugyanis emberben a kisagy
teriiletén relativ alacsony a CB1-receptorok szama (Herkenham és mtsai, 1990). Szintén
magas denzitassal fordulnak elé CBi-receptorok a fajdalom modulalasaért felelds
teriileteken, mint a periaqueduktalis sziirkeallomany (Periaqueductal gray, PAG) (Tsou
¢és mtsai, 1998) vagy a gerincvel6 hatso szarva (Farquhar-Smith és mtsai, 2000). A CB:-
receptorok fontos szerepet jatszanak a taplalék felvétel, zsir és gluk6z anyagcsere
centralis és periférias szabalyozasaban, ennek megfeleléen mind a kdzponti idegrendszer,
mind a periféria vonatkozé teriiletein megtalalhatoak, mint a hypothalamus, nucleus
accumbens, ventralis tegmentalis area (Ventral tegmental area, VTA), az adipocitak,
majsejtek €s a gasztrointesztinalis traktus (példaul a vékonybélben a myentericus €s
submukozalis plexusban) (Buckley és mtsai, 1998). A hypothalamikus CB;-receptorok
stimuldlasa példaul noveli az éhségérzetet €s a lipogenesist, és megndveli a leptin
felszabadulasat a zsirszovetekbdl (Pagotto és Pasquali, 2005). A nucleus accumbens CB;i-
receptorainak aktivalasa felersiti a dopaminerg ,,reward”-jelenséget, igy motivalva az
evést. A VTA-ban a CBi-receptorok a preszinaptikus glutamat-és GABAerg neuronokon
helyezkednek el, aktivalasuk retrograd moédon gatolja a neurotranszmitter visszavételt a
dopaminerg neuronokon, igy erésitve a ,,reward” hatast (Maldonado és mtsai, 2013).

A CBa2-receptorok leginkabb a periférian, az immunsejteken taldlhatoak, foként a
1épben, manduldkban, csecsemdmirigyben, hizosejteken és vérsejteken expresszalodnak
(Munro és mtsai, 1993; Wilson és Nicoll, 2001). Szintén megtalalhatok az enteralis
neuronokon, illetve a gasztrointesztinalis rendszer immun- és epithel sejtjein (Trautmann
és Sharkey, 2015; Wright és mtsai, 2005). A kozponti idegrendszerben a perivaszkularis
mikroglia sejteken és a kisagy granula sejtjein talalhatéak meg. Mig a CB1-receptorok
foként  preszinaptikus  elhelyezkedéstieck, a CBo-receptorok posztszinaptikus

lokalizaciojiak. Alacsonyabb denzitdssal taldlhatoak CBgz-receptorok még a
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periaqueduktalis sziirkeallomany, a substantia nigra és az agytorzs egyes részein is (Gong
és mtsai, 2006).

2.2.2.3. Az endogén cannabinoid szint emel6 vegyiiletek

Az utobbi években szamtalan kutatas igazolta a cannabinoid receptor agonistak
jotékony hatésait a legkiilonbozobb terapids teriileteken, ugy, mint fajdalomesillapitas,
neurodegenerativ korképek, mentélis betegségek terdpidja, metabolikus szindroma,
epilepszia, asztma kezelése, stb. (6sszefoglaloért I1sd. (Pacher és mtsai, 2006)). Azonban
a cannabinoid receptorok direkt aktivalasanak tobb hatranya is lehet, mint a kdzponti
idegrendszeri mellékhatasok kialakuldsa (pl. hypothermia, depresszid, Ongyilkossagi
hajlam novekedése) vagy a receptor deszenzitizacid. Az endogén cannabinoidok
szintjének novelése a lebontasukért felelds enzimek (FAAH, MAGL) gatlasaval jo
alternativa lehet az exogén modon adagolt cannabinoid receptor agonistakkal szemben és

jelentdsen limitalhatja a megjelené mellékhatasok szamat.

2.2.2.3.1. FAAH gatlok

A FAAH, amint azt kordbban emlitettem, szerkezetét tekintve egy szerin hidrolaz,

melynek enzimatikusan aktiv része egy Ser-Ser-Liz csoportot tartalmaz.

A karbamat tipusu FAAH-gatlok irreverzibilisen gatoljak az enzimet, egy stabil
acil-enzim komplex kialakitasaval (Mileni és mtsai, 2010). Egyik legfontosabb
képviseldjiik, a farmakologiai kutatasokban széleskoriien alkalmazott URB 597, mely
nanomolaris koncentraciéban gatolja a FAAH enzimet (ICso 4,6 nM). Az URB 597
azonban nem szelektiv a FAAH enzimre, szubsztratja egyéb karboxil-észterazoknak is
(Zhang és mtsai, 2007). Ennek elkeriilésére Clapper és munkatarsai a fenil gyrit jo
elektron donor csoportokkal szubsztitualtdk, igy csokkentve a karbonil csoport
elektrofilitasat. Ezaltal az URB 694 és szarmazéka, az URB 937, magasabb szelektivitast
mutatnak a FAAH enzimhez, ezen feliil az URB 937 szelektiv a perifériara (Clapper és
mtsai, 2010; Clapper és mtsai, 2009).
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2.2.2.3.2. MAGL gatlék

A MAGL enzim szintén a szerin hidrolazok k6zé sorolhatd, azonban a FAAH-al
ellentétben az enzimatikusan aktiv végen a klasszikus Ser-His-Asp katalitikus aminosav
triddot tartalmazza.

Karbamat alapit MAGL inhibitor a JZL 184, amely nanomolaros mennyiségben
gatolja az enzim aktivitast (ICso 10 nM), és (ellentétben néhany korabbi szarmazékkal)
400-szoros szelektivitast mutat a MAGL-hoz a FAAH enzimmel 6sszehasonlitva (Long
és mtsai, 2010).

2.2.2.3.3. Anandamid visszavétel (,,uptake”) gatlok

Az anandamid transzportjanak mechanizmusa nem pontosan ismert, az esetleges
transzportfehérje szerkezete sem felderitett, igy az uptake gatlok szintetizdldsakor az
anandamid szerkezetébdl indultak ki. Az elsd ilyen vegyiilet az anandamid-analog AM
404 volt, amely mikromolos nagysagrendben (ICso ~10 uM) gatolja az anandamid
visszavételét (Beltramo és mtsai, 1997). A kés6bbiekben megallapitottak, hogy nemcsak
az anandamid transzportjat gatolja, de szubsztratja a FAAH enzimnek (Hillard és mtsai,
1997), és kozvetlen agonista hatast fejt ki TRPV1 receptorokon is (De Petrocellis és
mtsai, 2000), s6t az irodalom mint multitarget molekulat un. ,,dirty drug”-ként emliti,
szubsztratjai kozott szerepel ugyanis a COX is, és gyenge agonistaja a CB1-receptoroknak
(Piscitelli és Di Marzo, 2012). Tovabbi uptake gatlok az anandamid visszavételre
szelektivebb hatast VDM11 és OMDM-1 (Lopez-Rodriguez és mtsai, 2003).

2.2.2.3.4. Az endogén szint emel6k farmakologiai hatasai

Az utdbbi években az endogén szint emeldk terapias célokra valo felhasznalasa
intenziven kutatott téma (Osszefogaloért Isd. (Fowler, 2015)). Ragcsalokban szamos
kiilonb6z6 fajdalom modellen (lipopoliszacharid (LPS)- és karragén-indukalt thermalis
hyperalgézia, neuropatias fajdalom modellek - Streptozotocin-indukalt, illetve CCI
modell (Chronic contriction injury), mely a jobboldali iléideg sériilését modellezi,
ecetsav-indukalta viszceralis fajdalom modell, hdmérsékleti ingerre adott fajdalom
reakcid (Increasing hot plate test) bizonyult hatékonynak tobb FAAH-gatlo (URB 597,
URB 937, OL-135), és MAGL-gatlo (JZL 184, JZL 195) vegyiilet, mely hatasok
legtobbszor CB1-medialt folyamatok voltak (Fowler, 2015). Ennek kissé ellentmond egy
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2012-es human kisérlet, melyben osteoarthritis-es betegeken vizsgaltak egy FAAH-gatld
vegylilet (PF-04457845) hatékonysagat naproxenhez hasonlitva, amely azonban
hatastalannak bizonyult (Huggins és mtsai, 2012).

LPS- ¢és karragén modellen vizsgélva szisztémas adagolasnal az URB 597, URB
937 és JZL 184 nemcsak a fajdalmat, de a kialakulé 6démat is gatolta, ez a hatds azonban
lokalis adagolas soran nem volt megfigyelhetd (Ghosh és mtsai, 2013; Naidu és mtsai,
2010; Sasso és mtsai, 2012). URB 597, JZL 184 és VDM 11 (anandamid visszavétel gatlo)
szintén csokkentette a gyulladast TNBS-indukalta colitis modellen egérben, a hatas
gatolhato volt AM 251-el (szelektiv CB1-receptor inverz agonista), azonban AM 630
(szelektiv CB2-receptor antagonista) nem befolyasolta, és mind CB1 (-/-), mind CB2 (-/-)
egereken felfiiggesztodott (Alhouayek és mtsai, 2011; Storr és mtsai, 2008). FAAH- és
MAGL-gatlok szintén gatoltdk NSAID-ok indukalta fekélymodellen a gyomor
haemorrhagias és fekélyes elvaltozasainak kialakuldsat (bdvebben Isd. 3.3. fejezet, A
cannabinoidok hatasa a gyomor nyalkahartya védelemre) (Kinsey és mtsai, 2011; Naidu
¢és mtsai, 2010; Sasso és mtsai, 2012).

Fontos vonatkozésa volt az endogén cannabinoid szint emelésnek az a tedria, hogy
nem jelentkeznek a A°-THC-re jellemzd cannabimimetikus mellékhatasok. Szelektiv
FAAH-gatlokkal végzett kisérletek soran valdoban nem okoztak szedaciot, katalepsziat, a
lokomotor aktivitas csokkenését vagy immobilitast patkanyon (Kathuria és mtsai, 2003),
¢és egy PF-04457845-¢el végzett human kisérlet is bizonyitotta, hogy nincs hatasuk a
kognitiv funkciokra, pl. a probléma megoldo képességre, a koncentraciora és a tanulasi
folyamatokra (Li és mtsai, 2012). A JZL 184 azonban noha nem okozott katalepsziat és
hypothermiat, szignifikansan csokkentette a lokomotor aktivitast, mig a MAGL enzim
irant szelektivebb ligand (KML29) esetében ez a jelenség nem volt megfigyelhetd.
Mindkét vegyiiletnél megjelentek viszont a cannabimimetikus mellékhatasok FAAH (-/-
) egereken, és szelektiv FAAH gatlo PF-3845-el valo elokezelés esetén, valamint kevert
FAAH/MAGL-gatlo JZL 195 alkalmazasa utan, ez arra enged koOvetkeztetni, hogy
érdekes modon mig a FAAH és MAGL szelektiv gatlasaval valoban elkeriilhetok a nem
kivant hatasok, addig a két enzim egyiittes kiiitésekor megjelennek (Ignatowska-
Jankowska és mtsai, 2014; Long és mtsai, 2009).
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2.2.2.4. Az endocannabinoid rendszer kolesonhatasa mas

neurotranszmitter csaladokkal

A cannabinoid- és egyéb receptorcsaladok kolcsonhatasa bekodvetkezhet a
receptorok heterodimerizaciojaval. Fluoreszcens és biolumineszcens rezonancia energia
transzfer (FRET, BRET) kisérletekkel is bizonyitottak a CBi-receptorok dopamin Dy,
adenozin Axa (Carriba és mtsai, 2008) és opiat (Rios és mtsai, 2006) receptorokkal valod
heterodimerizaciojat. A masik bizonyiték kolcsonhatasukra, a koexpresszidjukkor
bekovetkezd valtozasok a szignal transzdukcidban. CB1- és p-opioid receptor egylittes
kifejez6désekor a CBi1-receptor altal kivaltott jelatvitel gyengitette a u-receptorét (Rios
¢és mtsai, 2006).

Egy masik érdekes kolcsonhatas a CBi- és D2 receptorok kozott valosul meg.
Amennyiben egyszerre aktivaljuk a két receptort, cAMP-szint csokkenést tapasztalunk,
ami Gi/o-fehérje aktivacio kovetkezménye. A két receptor koexpresszalodasakor, a CB:1-
receptor aktivacioja gatolja a Do-receptorok aktivaciojat, és Osszeségében cAMP-szint
novekedést latunk. Az el6bbiekben lattunk ra példat, hogy bizonyos koriilmények kdzott
(pl. pertussis toxin kezelés) a CBi-receptorok Gs-fehérje kapcsolt utvonalat is

elindithatnak, lehetséges, hogy ez a jelenség magyarazata (Glass és Felder, 1997).

A 2-AG szintézisében fontos szerepet jatszik a foszfolipaz C enzim, amelynek
stimulalasa tobbek kozott a Ggu1 protein kapcsolt transzmembran receptorok
aktivalasanak eredménye. Téagabb értelemben tehat minden olyan neurotranszmitter,
amely Gg1 protein kapcsolt receptoron fejti ki hatasat (noradrenalin oy adrenerg,
acetilkolin M13sACh, angiotenzin ATz, bradykinin Bz, vazopresszin V1 receptorokon)
képes a cannabinoid receptorok parakrin transzaktivalasara (Turu és mtsai, 2009). Turu
kisérleteiben kinai horcsog ovarium (Chinese hamster ovary, CHO) sejteken bizonyitotta
az AT1- és CBi-receptorok transzaktivaciojat. Az aktivalt ATi-receptor stimulalja a PLC
aktivitasat, amely a PIP2 atalakulést katalizalja IP3-ra és DAG-ra. A DAG a 2-AG
keletkezési molekuldja, a folyamat a DAG-lipdz (DAGL) enzim aktivalasaval jatszodik
le (Isd. még, Az endocannabinoidok szintézise, 2.1.1.-es fejezet). Osszességében tehdt az
ATi-receptor aktivalasaval megnd a 2-AG in vivo bioszintézise, amely a cannabinoid

receptorok aktivaciojaval jar (2. abra). CHO sejteken az ATi-receptor altal kivaltott CB1-
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receptor aktivacido kovetkezésképpen gatolhatdé volt tetrahydrolipstatin (THL), egy

crer

o’

&l

2. dbra. Az CBi-receptor ATi-receptor dltali aktivaciojanak mechanizmusa. A
roviditések jelolése: 2-AG: 2-arachidonoylglycerol, DAG: diacylglycerol, DAGL:
diacylglycerol-lipdaz, IP3: inozitol-trifoszfat, PIP>: foszfatidil-inozitol (4,5)-biszfoszfat,
PLC-f5: foszfolipdz C-f3, THL: tetrahydrolipstatin.

Szamos kisérleti adat bizonyitja az endocannabinoidok €s az az opioid rendszer
kolcsonhatasat. Valverde és munkacsoportja kisérleteiben csokkent a stressz-indukalta
endogén opioidok felszabadulasa CB1 knockout egereken (Valverde és mtsai, 2000). Egy
masik bizonyiték a cannabinoid és opioid rendszer kdlcsonhatasara munkacsoportunk
korabbi eredményei, melyben a nemszelektiv opioid antagonista naloxon gatolta az
anandamid, methanandamid ¢és a szintetikus cannabinoid analog WINS5,212-2
gasztroprotektiv hatasat. Tovabbi kisérleteinkben a cannabinoidok altal kivaltott
gasztroprotekcio endomorphin-2 antiszérummal, norbinaltorphiminnel (k-opioid receptor
antagonista) és naltrindollal (8-opioid receptor antagonista) is gatolhato volt,
valdszintisitve, hogy a két rendszer kozotti kapcsolat a cannabinoidok endogén opioid
(endomorphin-1 és 2, dynorphin és [Met5]enkephalin) felszabaditd hatasaban lehet
(Shujaa és mtsai, 2009). Tovabba Mascia kisérleteiben CB1 knockout egereken nem jott
létre a morfin dopamin-felszabadité hatasa a nucleus accumbensben, amely a ,,reward”

mechanizmus létrejottében jatszik szerepet (Mascia és mtsai, 1999).

A D2-receptorok aktivalasa szintén hatassal lehet az endogén cannabinoidok
felszabadulasara: Giuffrida kisérleteiben a D2 agonista quinpirol ndvelte az anandamid

szintjét a striatumban (Giuffrida és mtsai, 1999).
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2.2.3. A cannabinoidok gasztrointesztinalis farmakologiaja

Az endocannabinoid rendszer szerepe a gasztrointesztinalis rendszer fizioldgiads és
patofiziologias folyamataiban széleskoriien korbejart és tanulmanyozott kérdés. Mind az
anandamid, mind a 2-AG, illetve a szintézisiikért és lebontasukért felel6s enzimek, csak
ugy, mint a CB1- és CBo-receptorok megtalalhatoak a gasztrointesztinalis traktusban (Di
Marzo és mtsai, 1994; 1zzo és Coutts, 2005). A cannabinoid receptorok lokalizaciojat
immunreaktivitassal vizsgalva CBi-receptorokat leirtak mind a gyomor fundusban,
corpusban ¢€s az antralis terlileteken, mig CB2-receptorokat nem talaltak ebben a régidban.
Mindkét receptor megtalalhatd ugyanakkor az epithel sejteken. A fundusban, az
epitheliumot és a simaizmokat beidegzé submukozalis plexusbol eredd idegeken is
jellemz6 a CBi-receptorok egyiittes lokalizacidja a kolinerg marker kolin-acetil-
transzferdzzal, tovabbi CBi-receptorokat talalhatunk a myentericus és submukozalis
plexusban (Adami és mtsai, 2002; Di Marzo és mtsai, 1994). T6bb patologias allapotban
is megfigyelték az endocannabinoid rendszer valtozésait, emelkedett anandamid szintet
mértek tobbek kozott diverticulitisben (Guagnini és mtsai, 2006), illetve végbél
karcindbmak esetén (Ligresti és mtsai, 2003), mig gyulladasos bélbetegségekben (Crohn
betegség, colitis ulcerosa) éppen ellenkezdleg, csokkent az anandamid szintje, amely
Osszefiigghet a szintéziséért felelos enzim (NAPE-PLD) csokkent, és a metabolizmusaért
felel6s FAAH-enzim fokozott aktivaciojaval (Di Sabatino és mtsai, 2011; Lee és mtsai,
2016). Szintén emelkedett a 2-AG szdveti koncentracidja kolorektalis karcinomaban és
irritabilis bélszindroma D-tipusanal (IBS-D), mely hasmenéssel jar, azonban csokkent
értéket mértek diverticulitisben (Guagnini és mtsai, 2006; Lee és mtsai, 2016). Mind a
CBui-receptorokat kodolo gén (CNR1), mind a FAAH enzim genetikai polimorfizmusat
leirtak tovabba a relativ gyakori, a lakossag 10-20%-at érint6 betegségben, az IBS-ben.
A tudomany mai allasa szerint ezen betegség egyértelmii diagnosztizalasa a valtozatosan
megjelend tlinetek miatt (abdominalis diszkomfort, inkomplett székletiirités, székrekedés
(IBS-C), hasmenés (IBS-D), vagy mindketté (IBS-M)) rendkiviil nehézkes, melyet
ezeknek a faktoroknak biomarkerként valo alkalmazasa leegyszertsithetne (Camilleri és
mtsai, 2008; Park és mtsai, 2011). Erdekes megfigyelés tovabba, hogy egereknél kronikus
stressz, vagy antibiotikumok okozta diszbakteriézisban up-regulalodik a CB»-receptort
kodold6 mRNS (CNR2) a gasztrointesztinalis traktusban (Aguilera és mtsai, 2013),

valamint emberben Lactobacillus acidophylus okozta csokkent CBz-receptor expressziot
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is leirtak, amely felveti a mikrobiom szerepét az ECS gyulladascsokkentd ¢és
fajdalomesillapité hatdsanak indirekt medidlasdban a gasztrointesztinalis traktusban

(Ringel-Kulka és mtsai, 2014).
2.2.3.1. A cannabinoidok hatasa a gyomorsav szekréciora

Tobb irodalmi adat is alatdmasztja, hogy a cannabinoidok befolyasoljak a gyomorsav
szekréciot. Izolalt patkany gyomor preparatumon a A>-THC gatolta a hisztamin indukalt
savszekréciot, nem befolydsolta azonban a bazilis savelvalasztast (Pertwee és mtsai,
2001). Lv. adagolt nemszelektiv CB-receptor agonista WIN 55,212-2 szintén nem gatolta
a bazélis savelvalasztast, de markansan csokkentette a pentagastrin stimulalt
savszekréciot (Coruzzi és mtsai, 1999). Tovabba szelektiv CB1-receptor agonista HU-210
szintén gatolta a stimuldlt gyomorsav szekrécidt, mely hatds részben gatolhatd volt
bilateralis cervikalis vagotomidval, azonban atropin nem befolyasolta. Ez alapjan
valdszintsithetd, hogy a savszekrécid csokkentd hatast CBi-receptorok medialjak,
amelyek pre- és posztszinaptikus kolinerg neuronokon helyezkednek el, azonban
nonadrenerg-nonkolinerg neurotranszmitterek is részt vesznek aktivaciojukban (Adami
¢s mtsai, 2002). Mindkét agonista kdnnyen penetral a vér-agy gaton, ezért felmertilt a
kérdés, hogy centralisan, a vagalis efferensek aktivalasarol, vagy periférias hatasrol van
sz0, azonban patkanyban i.c.v. adminisztracidja a WIN 55,212-2-nek és a HU-210-nek
nem befolyasolta a gyomorsav szekréciot, igy valoszinlisithetd, hogy foként periférias

hatasrol beszélhetiink (Adami és mtsai, 2004).

Az endocannabinoid 2-AG i.c.v. injektalasa nem befolyasolta a savelvalasztast,
azonban anandamid i.c.v. adagolva érdekes modon stimulalta a szekréciot, mely
folyamatot nem befolyasolta a szelektiv CBi-receptor inverz agonista AM 251, de
gatolhato volt a TRPV1-receptor antagonista capsazepinnel, ez alapjan valoszintisithetd,
hogy az anandamid savszekrécid fokozo hatasa TRPV 1-receptorokon keresztiil valdsul

meg (Minowa és mtsai, 2005).

2.2.3.2. Cannabinoidok hatasa a gyomor motoros aktivitisara és a

gyomoriiriilésre

Intravénasan adagolt A>-THC, és pszichoaktiv szintetikus analégjai, mint a WIN

55,212-2, a CP 55,940, a cannabinol és a nabilon is lassitottak a gyomoriiriilést egérben
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és patkanyban. A A°-THC és a WIN 55,212-2 i.c.v. adagolas mellett is aktiv volt. Szintén
csokkentette i.v. adagolt A°-THC a gyomor kontrakciokat és az intragasztrikus nyomast,
amely hatas ezen vegyliletek hanyascsillapitoként valo alkalmazasat indokolja (Shook és
Burks, 1989). Ugyanakkor sem CB:1-, sem CB2-receptor antagonistak énmagukban nem
befolyasoltadk a gyomoriiriilést, amelybdl arra kovetkeztethetlink, hogy a cannabinoid
rendszernek nincs tonusos hatasa a gyomor motoros funkcioira (1zzo és mtsai, 1999). A
cannabinoidok gyomortriilésre €és motoros aktivitasdra vald hatasait CBai-receptor
medialja, gatolhatok voltak ugyanis SR141716A-val (szelektiv CBz-receptor
antagonista), SR144528 (szelektiv CBz-receptor antagonista) azonban nem befolyasolta

Oket (lzzo és mtsai, 1999).

Az endocannabinoidok szintén csokkentik a gyomoriiriilést. Intraperitoneélis
adagolasnal az anandamid doézis-fliggden gatolta a gyomoriiriilést, a hatas gatolhatd volt
CBy-receptor antagonistaval (SR141716A), de sem CBy-receptor antagonista
(SR144528), sem TRPV1-receptor antagonista (I-RTX) nem befolyasolta (Di Marzo és
mtsai, 2008). A 2-AG esetében ilyen hatast nem irtak le, szintén lassitotta az triilést
azonban az OEA (érdekes modon szaturdlt szarmazéka, a PEA nem). Az OEA Altal
kifejtett hatds rdadasul nemcsak CBi-receptor antagonistaval (SR141716A), de CBo-
receptor antagonistaval (SR144528), TRPV1-receptor antagonistaval (I-RTX), és PPAR-
a-receptor antagonistaval (MK886) is gatolhato volt (Aviello és mtsai, 2008).

2.2.3.3. A cannabinoidok hatisa a gyomor nyalkahartya védelemre

A cannabinoidok tobb savfiiggd és savfiiggetlen fekélymodellen bizonyultak védo
hatasunak. CBi-receptoron keresztiil gatoltak a savszekréciot (Isd. fentebb), ezaltal védo
hatast fejtettek ki savfiiggé fekélymodelleken. Eheztetett patkanyok pylorusanak lekotése
utan 6 Oraval jelentdsen csokkent a 1éziok kialakuldsanak szdma azon csoportnal, akik a
lekotés eldtt 30 perccel s.c. vagy oralis adagolassal 100 mg/kg A°-THC-t kaptak (Sofia és
mtsai, 1978). l.p. adagolt WIN 55,212-2 és anandamid is védé hatastnak bizonyult
stressz-fekélyekkel szemben, mely 1éziok kialakuldsat az allatok hideg helyen vald
kikotésével (cold-restraint stress model, CRS), vagy vizbe meritésével (water immersion
stress model) érték el (Germano és mtsai, 2001). Mig a WIN 55,212-2 védo hatasa a CB:-
receptorokon keresztiil megvaldsuld savszekrécio gatlasnak koszonhetd, az anandamid

hatasa sokrétiibb: fokozza a mukozalis vérataramlast, a sejtproliferaciot és DNS szintézist

40



DOI:10.14753/SE.2019.2216

az epitheliumban, és csokkenti a gyulladasos faktorok, pl. interleukin-18 szintjét
(Dembinski és mtsai, 2006). NSAID-ok (aspirin, diclofenac) okozta sav-dependens
fekélyek kialakulasa megeldzhet6 volt i.p. adott A%-THC, illetve ACEA (szelektiv CBs-
receptor agonista) adasaval (Kinsey és Cole, 2013; Rutkowska és Fereniec-Goltbiewska,
2006).

Szintén savfiiggd, NSAID indukalta fekélyeken bizonyitottdk az endogén
cannabinoid szint emeldk védo hatasat. A FAAH-gatl6 URB 597 (mely az anandamid
endogén szintjét emeli az annak metabolizmusat végzd enzim gatlasaval, 1sd. Az
endocannabinoidok metabolizmusa fejezet) szignifikdnsan gatolta a 1ézidk kialakuldsat 6
oraval oralis diclofenac (30-100 mg/kg p.os) beadasa utan, intraperitonealis adagolas
soran (az URB 597 adagoldsa 1 oraval a diclofenac beadasa el6tt tortént). Ez a hatés
megfigyelheté volt mind CB1 (+/+), mind CB2 (+/+) és CB2 (-/-) knockout egerek
esetében, azonban eltint CB1 (-/-) egereknél, mely a gatlas CBi-medialt folyamatat
bizonyitja (Naidu és mtsai, 2009). Ugyanezen metodikaval dolgozott Kinsey és
munkacsoportja, akik a MAGL-gatlo (a 2-AG lebontasaért felelés enzim) JZL 184
gasztroprotektiv hatasat vizsgaltak. A JZL 184 (0.25-40 mg/kg i.p.) gatolta a diclofenac-
indukalt fekélyek kialakulasat, valamint csokkentette a diclofenac hatasara
megnovekedett gyulladdsos mediatorok (IL-18, IL-6, IL-10, TNF-a) szintjét. Nem
befolyasolta azonban a diclofenac hatasara lecsokkent prosztaglandin (PGE2, PGD>)
szinteket. Szintén knockout egerekkel bizonyitottdk a CBi-receptor dominancidjat a
hatasban, mely nem jelentkezett CB1 (-/-) egerek esetében (Kinsey és mtsai, 2011).
Tovéabba indomethacin (3-10 mg/kg p.os) indukalt fekélymodellen mutatott védd hatést
az URB 937-es vegyiilet. Az URB 937 szintén FAAH-gatlo, amely azonban szelektiv a
periféridra, nem penetrdl a vér-agy gaton. Szignifikansan csokkentette az indomethacin
okozta 1¢ézidk sulyossagat, igy elmondhatjuk, hogy az anandamid savfiiggé modellen
periférids CBi-receptorokon keresztiil csokkenti a savszekréciot, igy a fekélyek

kialakulasat (Sasso és mtsai, 2012).

Az eldbbiekben leirtak szerint is lathattuk, hogy mind a nemszteroidok, mind a
stressz-indukalta fekélyek esetén a 1éziok kialakuldsanak hatterében a fokozott
savszekrécio all, érthetd tehat, hogy a cannabinoidok szekréciogétld hatasuk révén
gatoljak a 1ézidk kialakulasat. Savelvalasztastol fiiggetlen modellekkel azonban kevés

adat all rendelkezésre. Ezen modellek esetében a fekélyeket nydlkahartya nekrotizald
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anyagokkal (pl. abszolut alkohol, savas alkohol, 0.2 N NaOH, 25% NaCl) idézziik elo,
igy az er6zid kivédéséhez mindenképpen a mukozalis védelem fokozasara,
citoprotekciora van sziikség. Munkacsoportunk korabbi kisérleteiben vizsgalta az
anandamid, a methanandamid és a WIN 55,212-2 hatasat 1.v. és i.c.v. adagolas mellett,
alkoholos fekélymodellen. Mindhdrom vegyiilet géatolta a savas alkohol okozta 1éziok
kialakulasat, a hatds gatolhat6 volt i.c.v. injektélt szelektiv CB1-receptor antagonistaval
(SR141716A), mely a centralis CBi-receptorok részvételét jelzi a folyamatban. Szintén
gasztroprotektivnek bizonyult az i.c.v. adagolt CB:-receptor agonista ACEA (Shujaa és
mtsai, 2009).

Noha az anandamid az elsdként leirt endogén cannabinoid a 2-AG altal medialt
hatasokrodl is egyre tobb ismerettel rendelkeziink. Mindenképpen szembetiing, hogy mig
az anandamid szintje az agyban és a szovetekben is pikomolaros nagysagrendi, addig a
2-AG nanomolos koncentracidoban van jelen. Valamint, hogy mig az emldsok agyaban a
CBi-receptor a legnagyobb denzitasban megtalalhato receptor, a periférian foként CBo-
receptorokkal taldlkozhatunk (természetesen ez nem kizardlagos, ugyantgy talalhato
CBg-receptor az agyban, illetve CBi-receptorok a periférias szovetekben), melynek az
anandamid nem szubsztratja, a 2-AG ellenben erds agonista a receptoron. Tovabba az
eldbbiekben ismertetett Gg11-protein kapcsolt receptorokon keresztiil megvaldsulod
aktivacio is 2-AG medialta folyamat, a PLC aktivalasakor keletkezd DAG ugyanis a 2-
AG keletkezési molekuldja. Ezen tények ismeretében vizsgaltuk az anandamid mellett a
2-AG gasztroprotekciora kifejtett hatasait, illetve azt, hogy az angiotenzin Il az ATi-
receptor (Gg11-protein kapcsolt receptor) aktivalasaval valoban képes e kivaltani 2-AG

altal medialt hatast.

A cannabinoidok terdpias alkalmazasanak egy sajndlatos limitacidja a pszichoaktiv
mellékhatdsok megjelenésének kockazata. Az endogén cannabinoidok szintjének
emelése a metabolizaldo enzimjeik gatlasaval erre nyujthat kézenfekvé megoldast, az
endogén cannabinoid szint emelése ugyanis nem valtja ki a cannabimimetikus
mellékhatasokat. Kisérleteinkben igy harom szintemeld vegyiilet (URB 597, JZL 184,
AM 404) hatasat vizsgaltuk a gasztroprotekciora.

A gyomor nyalkahartya védelem centralis és periférias faktorok komplex,

0sszehangolt miikodésével valosul meg. Ezen faktorok vizsgalata kozelebb hozhat minket
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a mukozalis védelem pontos hatasmechanizmusanak és a kozponti idegrendszeri
szabalyozas periférias kapcsolodasi pontjainak felderitéséhez. Ezért vizsgaltuk a hatdsban
résztvevO centralis és periférias receptorokat, tovabba olyan neuropeptidek (CGRP,
SOM) ¢s antioxidans enzimrendszerek (CAT, SOD) szintjének valtozasait is, melyek a
nyalkahartya lokalis, citoprotektiv folyamatait serkentik (mukozalis vérataramlés

fokozésa, ROS elimindcid, stb.).

43



DOI:10.14753/SE.2019.2216

3. CELKITUZES
Munkam soran a kdvetkezd kérdéseket vizsgaltam:

3.1. Az endogén cannabinoidok gasztroprotektiv hatisa

3.1.1. Az anandamidhoz hasonléan a 2-AG-nak is van-e gasztroprotektiv hatasa
centralis és periférias adagolas soran?

3.1.2. Mely receptorok vesznek részt az endogén cannabinoidok gasztroprotektiv
hatasanak medialasaban?

3.1.3. Mely periférias faktorok medialjak a hatast?

3.2. A CBas-receptorok ATi-receptorok altali aktivaciéjanak vizsgalata
3.2.1. Van-e a centralisan adagolt angiotenzin II-nek gasztroprotektiv hatasa?
3.2.2. Amennyiben van, megvalosul e az AT1l-receptorok altali aktivacio CBI1-

receptorokon?

3.3. Az endogén cannabinoid szint emelok gasztroprotektiv hatasanak
vizsgalata

3.3.1. Kivalthaté-e gasztroprotekcié nem csak a cannabinoid receptotok direkt
aktivalasaval, hanem a szoveti szintjiik emelésével is?

3.3.2. Amennyiben igen, milyen centralis és periférias receptorok vesznek részt a
folyamatban?

3.3.3. A periférian, a gyomornyalkahartyaban, mely faktorok és mechanizmusok
medialjak a hatast?

3.3.4. Befolyasoljak-e a szint emel6 vegyiiletek a gyomormotilitast?

3.3.5. Okoznak-e az altalunk vizsgalt vegyiiletek katalepsziat és hypothermiat

(centralis cannabimimetikus hatasokat)?
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4. MODSZEREK ES ALKALMAZOTT VEGYULETEK

4.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez a Semmelweis Egyetem altal tenyésztett him Wistar patkanyokat
alkalmaztunk, az alkoholos fekélymodellhez 140-170 g, mig az in vivo motilitas
méréshez 200-300 g sulyuakat. Az allatokat a fiziologidsnak megfeleld 12-12 o6rés
fényciklusu, 1égkondicionalt szobaban tartottuk, kontrollalt (22+2 °C hémérséklet; ~30%
paratartalom) koriilmények kozott, a US National Institute of Health (NIH) altal kiadott
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals-ban lefektetett iranyelveknek
megfelelden. A kisérleteket megel6zden az allatokat 24 6ran keresztiil ¢heztettiik, mig
vizet igény szerint fogyaszthattak. A kisérletek a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaga
altal felallitott etikai iranyelveknek megfeleléen torténtek (engedély szam:
22.1/606/001/2010), melyek az Eurdpai Unié utmutatasan alapulnak (EU Directive
2010/63/EUV).

4.2. Alkalmazott vegyiiletek

1. Tabldzat — Az alkalmazott vegyiiletek tulajdonsagainak 0sszefoglaldsa

Név Kémiai szerkezet Hatas Forgalmazo
) N-Arachidonoyl endogén Ascent Scientific Ltd.,
Anandamid _ o _
ethanolamide cannabinoid Bristol, UK
endogén Ascent Scientific Ltd.,
2-AG 2-arachidonoylglycerol o _
cannabinoid Bristol, UK

N-(Piperidin-1-yl)-5-(4-

iodophenyl)-1-(2,4- CB:-receptor o _
) Tocris Bioscience, Bristol,
AM 251 dichlorophenyl)-4- inverz UK
methyl-1H-pyrazole-3- agonista

carboxamide

N-(4-Hydroxyphenyl)-
AM 404 57,82,117,14Z-

) ) uptake-gatlo UK
eicosatetraenamide

anandamid Tocris Bioscience, Bristol,
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Cyclohexylcarbamic acid

Ascent Scientific Ltd.,

URB 597 3'-(Aminocarbonyl)-[1,1'- | FAAH gatlo )
. Bristol, UK
biphenyl]-3-yl ester
4-[Bis(1,3-benzodioxol-5-
yhhydroxymethyl]-1- Ascent Scientific Ltd.,
JZL 184 oo o MAGL gétlo )
piperidinecarboxylic acid Bristol, UK
4-nitropheny! ester
Cyclohexylcarbamic acid
'—carbamoy|-6— periférias Sigma Chemical Co., St.
URB 937 . .
hydroxybiphenyl-3-yl FAAH gatl6 Louis, MO, USA
ester
endogén S
Ascent Scientific Ltd.,
Ang 11 Angiotenzin II (human) ATi-rec. )
] Bristol, UK
agonista
N-Formyl-L-leucine(1S)-
Tetrahydro- 1-[[(2S,3S)-3-hexyl-4- . .
_ y- K ) Y Sigma Chemical Co., St.
lipstatin 0X0-2- DAGL gatlo _
Louis, MO, USA
(THL) oxetanyl]methyl]dodecyl
ester
2-Ethoxy-1-[[2'-(1H-
tetrazol-5-yl)[1,1'-
_ ATi-receptor Toronto Research
Candesartan | biphenyl]-4-yllmethyl]- ) )
. antagonista | Chemicals, Toronto, Canada
1H-benzimidazole-7-
carboxylic acid
N-[2-(4-
Chlorophenyl)ethyl]-
. 1,3,4,5-tetrahydro-7,8- TRPV1- Sigma Chemical Co., St.
Capsazepin

dihydroxy-2H-2-
benzazepine-2-

carbothioamide

antagonista

Louis, MO, USA

4
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Atropin-szulfat, Natrium-pentobarbital, Uretan (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA).

4.2.1. A vegyiiletek oldasa

A vegyiiletek torzsoldatai az alabbi oldoszerekkel késziiltek:

Anandamid — abs. etanol; 2-AG — acetonitril/abs. etanol; AM 251, AM 404, URB
597, JZL 184 — 70% DMSO; URB 937 — 20% DMSO; Ang Il, THL, candesartan,
capsazepin — 0.9%-os fiziologias sdoldat.

c ey

fiziologias sooldattal késziilt. A kontroll allatok a megfeleld oldodszert kaptak.
4.2.2. A vegyiiletek adagolasanak modjai

4.2.2.1. Intracerebroventrikularis (i.c.v.) adagolas

végeztiik Noble és mtsai (1967) leirasa alapjan. Az allatok fejét stabilan tartva, a szuras
4 mm mélységig, a bregmatdél 1.5 mm-re caudalisan és laterdlisan tortént egy
mikroinjektorhoz csatlakoztatott 27G-s tii segitségével. A koordinatak meghatarozasa
Paxinos €s Watson ,, The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates” atlasza alapjan tortént

(Paxinos és Watson, 1986). A vegyiiletek oldatait 10 pul-es volumenben alkalmaztuk.

A gyomor motilitdsdnak mérésekor urethannal (1.25 g/kg i.p.) altatott allatokon
dolgoztunk. A patkdny fejét stabilan befogtuk a sztereotaxids késziilékbe, az 4llat
koponydjan az izmoktol szabadda tettiik a lambda és bregma képleteket, majd a fenti
koordinatak szerint intracerebroventrikularisan implantaltunk egy vezetd kaniilt, amelyet
fogéaszati cementtel rogzitettiink. A kisérletek soran ebbe a vezetd kaniilbe illesztettiik a
CMA/100-as mikroinjektorhoz csatlakoztatott 26G-s tiit, amelyen keresztiil a vegyiiletek

beadasa szintén 10 pl-es volumenben tortént.
4.2.2.2. Szisztémas adagolasi médok

Intravénas (i.v.) adagolast az alkoholos fekélykisérletek soran éber allatokon,

farokvénan keresztiil végeztiink, 0.5 ml/100 g volumenben.
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A vegyiiletek per os beadasa egy specialis szonda segitségével tortént, mig
intraperitonealis (i.p.) beadasukhoz, 21G-s injekcids tiit alkalmaztunk. Mindkét esetben

¢éber allatokon, 0.5 ml/100 g volumennel dolgoztunk.

4.3. In vivo Kisérletek

4.3.1. Alkoholos fekélymodell

A vegyiiletek gasztroprotektiv hatdsanak igazolasara alkoholos fekélymodellt
alkalmaztunk. Kisérleteinkhez 6-8 hetes, 140-170 g stlya him Wistar patkanyokat
hasznaltunk. A gyomor nyalkahartya 1¢ziok kialakulasat per os adagolt savas alkohollal
(98 ml abszolut alkohol + 2 ml koncentralt s6sav) indukaltuk 0.5 ml volumenben, 24 6ras
¢hezést kovetben. A fiatal patkanyok hasznalatat az indokolta, hogy munkacsoportunk
korabbi kisérleteiben bizonyitotta a gyomor nyalkahartya érzékenységének fokozodasat
idésebb allatok esetében az altalunk alkalmazott alkohollal szemben, illetve, hogy a
mukozalis védelmi mechanizmusok hatékonysaga fiatalabb példanyoknal kifejezettebb,
mint az idéseknél (Gyires és Barna, 2002). 60 perccel az alkohol adagolésa utan az
allatokat dekapitaltuk, a gyomrokat kimetszettiik, a nagy gorbiilet mentén felvagtuk és

fiziologias sooldattal megtisztitottuk a szennyezddésektol.

A mukozalis 1éziok kiértékelése fekély index szamoldsaval, egy 0-4-ig terjedd
pontrendszer segitségével tortént. A 1éziok a mm-ben kifejezett hosszuknak megfeleld
pontot kapnak, vastagsadgukat is figyelembe véve, a vastagabb fekélyek 2x szorzdval
szerepeltek. Egy gyomor fekély indexét a fekélyek pontszamainak dsszege hatarozta meg.
Az agonistak gasztroprotektiv hatasat a szazalékos gatlas értékével fejeztiik ki. Ez az értek
a vegyilet gatlo hatasat jellemzi a fekélyek kialakuldsara a csak alkoholt kapott

kontrollhoz viszonyitva, kiszamitasa a kvetkezd képlet alapjan torténik:
100- [A Kkezelt csoport fekély indexe/A kontroll csoport fekély indexe * 100]

A kisérletek dbrazolasakor amennyiben egy kisérlet adatai keriiltek feltiintetésre
fekély indexet alkalmaztunk, ha azonban tobb kisérlet adatait 6sszegeztiik, az y-tengelyen
a szazalékos gatlas szerepel. Ennek oka, hogy egy-egy kisérletben ugyan nagysagrendileg
nagyjabol megegyezik, de szamszerileg eltér a kontroll csoportok fekély indexe, igy tobb
kisérlet Osszegzéséhez relativizalni kell az eredményeket. Statisztikai analizist ebben az

esetben is minden kisérlet adataibol kiilon végeztiink.

48



DOI:10.14753/SE.2019.2216

Az agonistak i.c.v. adagolasa 10 perccel, i.p. 20 perccel az alkohol beadasa el6tt

tortént. Az antagonistak i.c.v. az agonistakkal egyiitt lettek injektalva.
4.3.2. A gyomor motilitasanak mérése in vivo

A gyomor motilitasanak in vivo mérése a gumiballon technikaval tortént (Zadori
¢s Gyires, 2013). A kisérlethez 200-300 g-os him, Wistar patkdnyokat alkalmaztunk. Az
allatokat a kisérlet elott 24 oraig ¢heztettiik, majd urethannal (1.25 g/kg i.p.) altattuk. Az
allando testhdmérséklet fenntartdsanak érdekében az allatokat melegitépadon tartottuk,
az atjarhato légutakat trachea kaniil behelyezésével biztositottuk. Az allatok vérnyomasat
egy, az arteria carotisba helyezett kaniil segitségével detektaltuk. Az intragasztrikus
nyomast egy 10 mm * 30 mm nagysagu vékony latex gumiballon segitségével mértiik,
melyet egy flexibilis szilikon cs6h6z rogzitve szajon at juttattunk a gyomorba. A ballont
2 ml 37 °C-os vizzel toltottiik fel, ezzel biztositva a kezdeti 10+0,5 cmH0 intragasztrikus
nyomast. A ballon pontos elhelyezkedését a gyomorban minden kisérlet utan ellendriztiik.
A szilikon cs6 disztalis vége egy nyomasmérd fejen keresztiil egy hiderdsitéhoz és egy

Power Lab késziilékhez volt csatlakoztatva, mely a Chart 5 Program segitségével lehetdvé

crer

A kisérletek kezdetén egy 30-40 perces equilibrium periddust regisztraltunk, a
gyomor alap motilitdisanak mérésére. A cannabinoid vegyiiletek beaddsa 10 pl-es
volumenben tortént 5 perces idbintervallumban, egy CMA/100-as mikroinjektorhoz
csatlakoztatott 26G-s tiin és az allatok fejébe eldzetesen i.c.v. implantalt vezetd kaniilon

keresztiil.

A kiértékelés soran 2 paramétert hatdroztunk meg: egyrészt a tonusos
intragasztrikus nyomast (cmH20-ben), amely jol korrelal a gyomorfundus motoros
aktivitasaval, a fazisos nyomdasgdrbe minimumértékeinek atlagoldsaval kaptuk meg.
Masrészt a tébnusos nyomasra ratevodd fazikus gyomorkontrakciok amplitidojanak
atlagos nagysagat, amely az antrum tevékenységébdl adodik (Referencia). Mindkét
paramétert 5 perces idéintervallumokban vizsgaltuk: a vegyiiletek beadésa eldtt, alatt és
utan. A kiértékeléskor a beadast megel6z0 értéket tekintettiik a bazalis értéknek, és a teljes
volumen injektdldsa utdni 5 perces intervallumot abrazoltuk a bazalis értékhez

viszonyitott szazalékban.
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A kisérlet végeztével az allatokat dekapitaltuk.
4.3.3. Bilateralis cervikalis vagotomia

Pentobarbitalos altatasban (35 mg/kg i.p.) az allatok mindkét oldali vaguszanak
cervikalis szakaszat kipreparaltuk és atvagtuk. Az almitott dllatoknal a vagusz ugyanezen
szakasza izolélva lett a szomszédos képletektdl, de nem keriilt 4&tvagéasra. A beavatkozas
végeztével a nyaki bemetszést sszevarrtuk, a tovabbi kisérletekre a miitét utan 3 oraval

keriilt sor.
4.3.4. Katalepszia mérése

A katalepszia mérését a gyakran alkalmazott ,,rad-technikéval” végeztiik
(Antoniou és mtsai, 2005). Az allatok mellsé végtagjait 6vatosan egy 10 cm magasan
elhelyezett rudra helyeztiik, és mértiik a mozdulatlansaggal eltoltott idot. A teszt akkor
ért véget, ha az allat mindkét 1abat elmozditotta a radrol, megkisérelt felmaszni a radra,
vagy a fejével végzett intenziv ,kutato-jellegi” mozgast. Minden allatot haromszor
mértiink egymas utan, ha egy allat 60 masodpercig nem reagalt a tesztet befejezettnek
tekintettiik, és 60 masodperces értéket rogzitettiink az adott allathoz. Az immobilitast

masodpercben mértiik kozvetleniil az i.c.v. szlras eldtt, majd 40 percig 10 percenként.
4.3.5. Hypothermia mérése

Az éllatok testhdmérsékletét rektalisan, digitalis hdmeérdvel mértiik, ~2 cm-re a végbélbe
felhelyezve, kozvetleniil az i.c.v. injektalas eldtt, majd 40 perc iddintervallum alatt 10

percenként.
4.4. Biokémiai mérések
4.4.1. A gyomor nyalkahartya periférias védo faktorainak vizsgalata

Az allatok dekapitdldsa utan a gyomrokat kivagtuk és a gyomor nyalkahartyat
levélasztottuk egy hiitott lemezen, szonikaltuk, és feldolgozasig -80 °C-on taroltuk. A
RIA mérések kollaboracidos munka keretében Debrecenben késziiltek (Dr. Németh Jozsef

¢s munkatarsai, Debreceni Egyetem, Farmakolodgiai és Farmakoterapias Intézet).
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4.4.1.1. CGRP (calcitonin gene-related peptide) radioimmunoassay (RIA)

A C1012 szdmu CGRP antiszérumot az a-CGRP-marha thyroglobulin antigén
ellen termeltették nyulban (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA). A RIA méréseket 1 ml
puffer 0.75 % (v/v) marha szérum albumin-t (BSA), 0.1 mol/l natrium-kloridot (NaCl),
0.1 % EDTA-t és 0.05 % nétrium-azidot (NaN3) tartalmazott. A %[ izotoppal jeldlt
patkany Tyr-a-CGRP (23-37) (Bachem) peptidet iodogénnel készitették, majd a
monojddozott peptidet elvalasztottak a tobbi szarmazéktol HPLC oszlopon (Merck). Az
antiszérumot 1:350.000 higitasban alkalmaztak. Patkany Tyr-a-CGRP (23-37) (Bachem)
peptidet alkalmaztak standardként a RIA-hoz 0-100 fmol/ml tartomanyban (az assay
érzékelési hatara 0.2 fmol/ml volt) (Nemeth és mtsai, 1996; 1998; 2002).

4.4.1.2. Szomatosztatin (SOM) radioimmunoassay (RIA)

A T775/7-es SOM antiszérumot SOM14-marha thyroglobulin antigén ellen
termeltették birkaban, a mérés soran 1:600.000 higitasban alkalmaztak. Jellemzdje, hogy
C-terminalis érzékenységii, azaz mind az SOM-28, mind az SOM-14 C-terminalisahoz
kotédik, és mivel ez a régio megegyezik mindkettdben, igy teljes plazma SOM
koncentracié mérést tesz lehetévé. A 12°1 izotoppal jeldlt Tyr(1)-somatostatin-14 (Sigma)
eldallitasa 10dogén felhasznalasaval tortént, majd a monojodozott peptidet reverz tazisu
HPLC oszlopon (Merck) valasztottdk el a tobbi fragmenstdl. A RIA mérés soran SOM-
14 (Sigma) peptidet hasznaltak standardként 0-1000 fmol/ml tartomanyban (a detektalas
hatara 2 fmol/ml volt) (Nemeth és mtsai, 1996; 1998; 2002).

4.4.2. Antioxidans enzimaktivitas mérések
4.4.2.1. Szuperoxid dizmutaz enzimaktivitis meghatarozas

A szuperoxid dizmutdz enzim aktivitas kvalitativ meghatarozasa az alabbi reakcid

alapjan torténik:
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Xantin + O, 20, Formazan csapadék
Xantinloxidiz

H,0, + hiagysav 20, Tetrazolium s6
l SOD

0, +H,0,

A xantin-oxidaz katalizalta enzimatikus reakcio soran a vizben oldhato tetrazolium soé
oxigén jelenlétében vizben oldhatatlan formazan csapadékka alakul, melynek
abszorbancidgja 440-460 nm-es hullamhosszon detektalhatd. A meghatarozassal

mindharom tipust SOD enzim (Cu/Zn-, Mn-, és Fe-SOD) mérhetd.

Az allatok dekapitdlasa utdn a gyomrokat kivagtuk és egy hitott lemezen a
gyomornyalkahartyat levalasztottuk, folyékony nitrogénben a mintdkat azonnal

fagyasztottuk, és feldolgozasig -80 °C-on taroltuk.

A homogenizalashoz a mintakat folyékony nitrogénben poritottuk, és abbol ~40-80
mg-ot homogenizalo csévekbe mértiink. 1 mg mintdhoz 10 pl homogenizald folyadékot
adtunk, amely a kovetkezd anyagokat tartalmazta: 20 mM HEPES puffer, pH 7.2, ImM
EGTA, 210 mM mannitol, 70 mM szukr6z (a koncentraciok szévet grammonként
értend0k). A homogenizdlast 2 x 3 percig golydsmalomban végeztik 50/sec
rezgésszamon, majd a mintakat 5 percig 4 °C-on 1500 rcf-en centrifugaltuk. A

feliiluszokbol 200-200 pl-es aliquot-okat vettiink, és a meghatarozasig -80 °C-on taroltuk.

A meghatarozashoz a Cayman Chemical Company altal gyartott assay Kkit-et
alkalmaztuk. A protokoll szerint standard sort készitettink a SOD torzsoldat
meghatarozott higitasaibol, majd az eldre elkészitett beosztas szerint duplikdtumokban
vittiik fel a mintadkat a plate-re. Hozzaadtuk a tetrazolium sot, végiil a xantin-oxidazzal
beinditottuk a reakciot. 20 perc mulva leolvastuk az egyes mintdk abszorbancidjat 450
nm-es hulldmhosszon, a tdrzsoldat abszorbanciaira standard gorbét illesztettiink linedris

regresszidval, mely alapjan konnyen kiszdmithato volt a mintdk SOD-aktivitasa (U/ml).

4.4.2.2. A katalaz enzimaktivitas meghatarozasa

Katalaz

H:0: + AH, —» A +2 H,0
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A katalaz enzim meghatarozas a fenti reakcio szerint zajlott azt kihasznalva, hogy
a metanolbol (CHz-OH) keletkezé formaldehid (CH20) a Purpald-reagenssel (4-amino-
3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol) kromogént képez, és kolorimetriasan detektalhatod
(Johansson és Borg, 1988).

A mintdk levétele és homogenizaldsa a szuperoxid dizmutidznal leirtaknak
megfelelen zajlott a homogenizalo puffer Osszetételétdl eltekintve, mely a kovetkezd
komponenseket tartalmazta: 50 mM NaPO4, pH 7.0, 1 mM EDTA (szovet

grammonként).

A meghatarozashoz szintén a Cayman Chemical Company altal gyartott assay Kit-
et alkalmaztuk. A keletkezd formaldehid mennyiségébdl szamitjuk a CAT

enzimaktivitast az alabbiak szerint:

CAT aktivitas = a minta formaldehid tartalma(pM) x 2 minta higitisa

20 perc

A folyamat validalasa szempontjabol sziikség van pozitiv kontroll alkalmazésara,
mely liofilizalt szarvasmarha méjbol extrahalt poritott CAT volt. A formaldehid
torzsoldatbdl a protokoll szerint standard sort készitettiink, majd feltdltottiik a plate-t, a
mintdkat duplikatumokban vittiik fel rd. 30 pl metanol és 20 pl H202 hozzaadasaval
beinditottuk a reakciot, majd 20 perc szobahémérsékleten vald inkubacioé utan KOH-al
leallitottuk a hidrolizist, és az elegyhez hozzaadtuk a Purpald-reagenst. Ujabb 15 perc
inkubacié utdn a mintdk abszorbancidja 540 nm-es hullamhosszon leolvashato, a
torzsoldat abszorbancidira linedris regresszioval illesztett standard gdrbe megadja a
keletkezett formaldehid mennyiségét (uM), melybdl a fenti egyenlet szerint szamithatjuk
a mintak CAT aktivitasat (nmol/perc/ml). Ez az érték azt adja meg, hogy a mintankban
talalhaté mennyiségii CAT enzim 1 perc alatt mennyi H2O> eliminalasat katalizalja. Mivel
mérésiink folyaman 20 perces inkubacios id6ét alkalmaztunk, a kapott értéket 20-al
osztottuk (az egyenlet nevezdjében), hogy megkapjuk az egy percre vonatkozd

enzimaktivitast.
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4.5. Statisztikai analizis

A Kkisérleti eredményekben bemutatott értékek az atlagoknak felelnek meg és az atlag
szorasaval (standard error of mean, S.E.M.) egyiitt keriiltek feltiintetésre. A statisztikai
analizis egyutas ANOVA modszerrel Newman-Keuls post hoc teszttel tortént.

A motilitas kisérletek sordn az injektalas el6tti €s utani értékek Student-féle parositott
t-probaval lettek Osszehasonlitva. A kiilonb6z6 csoportok immobilitas és a hdmérséklet
valtozasainak Osszehasonlitdsa az id6 fiiggvényében kétmintds varianciaanalizissel €s

Friedman probaval tortént. Szignifikans eltérésnek a p<0.05-t tekintettiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az endogén cannabinoidok gasztroprotektiv hatasa

5.1.1. Az anandamid és 2-AG védo hatasa periférias (i.v.) adagolasnal

Az anandamid (0.28-5.6 umol i.v.) és a 2-AG (1.3-2.6 umol i.v.) is dozisfiiggo,
szignifikans (69.5, illetve 94.5%-os) gatlast fejtett ki az alkoholos 1éziok kialakuldsara

periférias adagolas mellett (3. dbra).

100 1 Anandamid *dk
E=3 >.AG
*kk
80 *
2 60 4 *k
=
=1 1]
g *%*
L 40 -
X
20 -
0 . -
0.28 2.8 5.6 1.3 2.6 pmol i.v.

3. dbra. Az anandamid (0.28-5.6 umol iv.) és a 2-AG (1.3-2.6 umol i.v.)
gasztroprotektiv hatdasa. Az oszlopok a kisérletek soran kapott értékek atlagat, és az atlag
szordasat (S.E.M.) abrazoljak, * p<0.05; ** p<,0.01; *** p<0.001 a kontroll csoporthoz
képest, (ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=5).

5.1.2. Az anandamid és 2-AG gasztroprotektiv hatasa i.c.v. adagolas soran

Szintén dozisfiiggden gatolta mind az anandamid (2.9-115 nmol), mind a 2-AG (3.3-
52.8 nmol) az alkoholos fekélyek kialakulasat intracerebroventrikularis adagolas soran.

A maximalis gatlo hatds az anandamidnal 63.5%, mig a 2-AG esetében 77% volt, az EDsg
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érték az anandamid esetében 38 nmol. A 2-AG nagyobb dozisanal (52.8 nmol) a védo

hatas csokkenését figyelhetjilk meg, a dozis-hatas gorbe harang alakt (4. abra).

100 - Anandamid
BE=3 2-acG *%k%

*ekk
80 - T
*kk T

=60 -
=
&0
2 *
$ 40 - {

20 -

0 -
3.3 6.6 26.4 578 nmol i.c.v.

4. abra. Az anandamid (2.9-115 nmol i.c.v.) és a 2-AG (3.3-52.8 nmol i.c.v) gatlo
hatasa az alkoholos fekélyek kialakulasara. Az oszlopok a kisérletek soran kapott értékek
dtlagat, és az atlag szorasat (S.E.M.) abrazoljak, * p<0.05; *** p<0.001 az oldoszerrel

kezelt csoporttal dsszehasonlitva, (ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=5).

5.1.3. Az i.c.v. adagolt CBi-receptor inverz agonista AM 251 hatisa az

anandamid és 2-AG altal kivaltott gyomorvédelemre

Az 6nmagaban i.c.v. adagolt CB1-receptor inverz agonista AM 251 (1.8 nmol) nem
befolyasolta az alkoholos 1éziok kialakulasat, azonban felfiiggesztette mind az anandamid

(115 nmol i.c.v.), mind a 2-AG (6.6 nmol i.c.v.) protektiv hatasat (5. dbra).
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5. dbra. Az inverz agonista AM 251 (1.8 nmol i.c.v.) hatasa az anandamid (115
nmol i.c.v.; A) és a 2-AG (6.6 nmol i.c.v.; B) gasztroprotektiv hatasdara. Az AM 251
adagolasa az agonistakkal egyiitt tortént, 10 perccel az alkohol beadadsa elott. Az
oszlopok a kisérletek soran kapott értékek atlagat, és az atlag szorasat (S.E.M.)
abrazoljak. ** p<0.01; *** p<0.001 az oldoszerrel (70%-0s DMSO) kezelt csoporthoz
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képest (1. oszlop), ## p<0.01; ### p<0.001 az agonistaval (anandamid S5A; 2-AG 5B)
kezelt csoporthoz képest (2. oszlop), (ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=5).

5.1.4. A TRPV1-receptor antagonista capsazepin hatasa az anandamid altal

kifejtett gyomorvédelemre

A TRPVl1-receptor antagonista capsazepin (2.6 nmol i.c.v.) dnmagiban nem
befolyasolta az alkoholos 1éziok kialakulasat, azonban szignifikansan felfiiggesztette az

anandamid (72 nmol i.c.v.) altal kifejtett védo6 hatast (6. dbra).

140
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6. dbra. A capsazepin (2.6 nmol i.c.v.) hatisa az anandamid (72 nmol i.c.v.)
gasztroprotektiv hatasara alkoholos fekélymodellen. A capsazepin i.c.v. adagolasa az
anandamiddal egyiitt tértént az alkohol beadasa elott 10 perccel. Az oszlopok a kisérletek
soran kapott értékek atlagat, és az atlag szorasat (S.E.M.) abrazoljak. *** p<0.001 az
oldoszert kapott csoporthoz viszonyitva (1. oszlop), ## p<0.01, az agonistdival kezelt
csoporthoz képest (2. oszlop), (ANOVA, Newman-Keuls post hoc test, n=5).
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5.1.5. Az i.c.v. adagolt anandamid és 2-AG hatasa a gyomor nyalkahartya
CGRP szintjére

Oralisan adagolt alkohol jelentésen (1.34+0.1 fmol/mg-r6l 0.25+0.1 fmol/mg-ra)
csokkentette a mukozalis CGRP koncentraciot 60 perccel az adagolas utan. I.c.v. adagolt
oldészer onmagaban nem befolyasolta a csokkent CGRP értéket, azonban anandamid (58
nmol i.c.v.) és 2-AG (26.4 nmol i.c.v.) injektalasa 10 perccel az alkohol beadasa utan
szignifikansan gatolta az alkohol CGRP-szint csokkent6 hatasat (1.2+0.1, illetve 1.15+0.1
fmol/mg-ra) (7. abra).

2,0 - Alkohol
)
Zg 1,5 | T #
S.E 1,0 %
S 0,5 1 *kk  kk %
oy
0,0 7

[ Kontroll (elékezelés nélkiil)
1 Oldoszer i.c.v.

Anandamid 58 nmol i.c.v.
E= 2-AG 26.4 nmol i.c.v.

1. abra. Az anandamid (58 nmoli.c.v.) és 2-AG (26.4 nmol i.c.v.) hatasa a gyomor
nyalkahartya CGRP szintjére 1 ordval az ordlis alkohol beaddasa utan. Az oszlopok a
kisérletek soran kapott értékek atlagat, és az atlag szorasat (S.E.M.) abrdzoljak. ***
p<0.001 a kontroll csoporthoz viszonyitva (1. oszlop), ## p<0.01 az oldoszerrel kezelt
csoporthoz képest (3. oszlop), (ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=>5).

5.2. Az AT1-és CBi-receptorok aktivacidjanak vizsgalata

5.2.1. Az angiotenzin II (Ang II) gasztroprotektiv hatasa i.c.v. adagolas soran
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Az angiotenzin II doézisfliggben gatolta az alkoholos 1ézidk kialakulasat
intracerebroventrikularis injektalas soran 11.9-191 pmol-os tartomanyban, nagyobb
dozisa (956 pmol) azonban nem fejtett ki védOhatast, a dozis-hatas gérbe harang alakq.

A maximalis védo hatas 78%-0s volt (8. dbra).

100 1

sk ke *kk
80

*%*

=)
(=]

Y%-o0s gatlas

20 -

2.9 119 478 19 956 pmoli.c.v.

Angiotenzin II

8. dbra. Az i.c.v. injektalt angiotenzin Il (2.9-956 pmol) hatasa az alkoholos
léziok kialakulasara. Az Ang Il i.c.v. injektaldsa 10 perccel az alkohol beadasa elott
tortént. Az oszlopok a kisérletek soran kapott értékek atlagat, és az datlag szordsat
(S.E.M.) abrazoljak, ** p<0.01; *** p<0.001 a kontroll csoporthoz viszonyitva,
(ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=5).

5.2.2. A szelektiv ATi-receptor antagonista candesartan hatisa az Ang II

gasztroprotektiv hatasara

Intracerebroventrikularisan  adagolt  szelektiv ~ ATi-receptor antagonista
candesartan (5.2 nmol és 31.7 nmol) dozisfiiggéen csokkentette az i.c.v. injektalt

angiotenzin (191 pmol) gasztroprotektiv hatasat (9. dbra).
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9. dbra. A candesartan (5.2 és 31.7 nmol i.c.v.) hatdasa az angiotenzin II (191 pmol
i.c.v.) gasztroprotektiv hatdasara alkoholos fekélymodellen. Az antagonista az Ang II-vel
egyiitt lett beadva, 10 perccel az alkohol beaddsa elott. Az oszlopok a kisérletek sordan
kapott értékek atlagat, és az atlag szorasat (S.E.M.) abrazoljak. **p<0.01 az oldoszerrel
kezelt csoporthoz viszonyitva (1. oszlop), # p<0.05, ## p<0.01 az Ang II-vel kezelt
csoporthoz képest (2. oszlop), (ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=>5).

5.2.3. A CBai-receptor inverz agonista AM 251 hatasa az Ang II altal kifejtett

gyomorvédelemre

Az AM 251 (1.8 nmol) szignifikansan gatolta az angiotenzin gasztroprotektiv hatasat

i.c.v. adagolas mellett alkoholos fekélymodellen (0. abra).
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10. abra. A CB1-receptor inverz agonista AM 251 (1.8 nmol i.c.v.) gdtlé hatasa az
angiotenzin (191 pmol i.c.v.) gyomorvédo hatasara. Az AM 251 az Ang ll-vel egyiitt lett
injektalva, 10 perccel az alkohol beadasa eldtt. Az oszlopok a kisérletek soran kapott
értékek atlagat, és az dtlag szorasat (S.E.M.) abrazoljak,. *** p<0.001 az oldoszerrel
kezelt csoporthoz képest (1. oszlop), ## p<0.01 az Ang Il-vel kezelt csoporthoz képest (2.
oszlop), (ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=5).

5.2.4. A DAG-lipaz (DAGL) gatlo tetrahydrolipstatin (THL) hatasa az Ang I1

gasztroprotektiv hatasara

l.c.v. adott THL (0.2 nmol) csaknem teljesen felfiiggesztette az Ang II
gasztroprotektiv hatasat (/1. dbra).
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11. abra. A DAG-lipaz gatlo tetrahydrolipstatin (0.2 nmol i.c.v.) hatasa az Ang 11
(191 pmol i.c.v.) gasztroprotektiv hatdsara. Az antagonista az Ang Il-vel egyiitt lett
injektalva, 10 perccel az alkohol beadasa eldtt. Az oszlopok a kisérletek soran kapott
ertékek atlagat, és az atlag szorasat (S.E.M.) dbrazoljak. *** p<0.001 az oldoszerrel
kezelt csoporthoz képest (1. oszlop), ## p<0.01 az Ang II-vel kezelt csoporthoz képest (2.
oszlop), (ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=5).

5.2.5. Vagotémia hatasa az Ang II altal kivaltott gyomorvédelemre

Bilateralis cervikalis vagotomia 6nmagaban nem befolyasolta a fekélyek kialakulasat.
A vagotomian atesett allatok esetében az Ang II (191 pmol i.c.v.) védé hatdsa a
kontrollhoz képest szignifikdnsan csokkent, de a vagotomia nem fiiggesztette fel teljesen.
A vagotomiat 3 draval a tovabbi kisérletek elott végeztiik, az Ang I adagolasa 10 perccel

az alkohol beadasa el6tt tortént (/2. dbra).
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12. abra. A bilateradlis cervikalis vagotomia hatasa az angiotenzin I (191 pmol
i.c.v.) gasztroprotektiv hatasara. Az oszlopok a kisérletek soran kapott értékek datlagat, és
az dtlag szorasat (S.E.M.) abrazoljak. ** p<0.01, *** p<0.001 az oldoszerrel kezelt
csoporthoz képest (1. oszlop), ## p<0.01 az Ang Il-vel kezelt csoporthoz képest (2.
oszlop), ++ p<0.01 a vagotomizalt csoporthoz képest (3. oszlop), (ANOVA, Newman-
Keuls post hoc teszt, n=5).

5.2.6. Az atropin hatasa az Ang Il gasztroprotektiv hatisara

Az atropin (1 mg/kg iv.) 6nmagaban nem befolyasolta az alkoholos 1ézidok
kialakulasat, azonban szignifikansan gatolta (de nem fiiggesztette fel) az i.c.v. adagolt
angiotenzin II (191 pmol) altal kifejtett protektiv hatast. Az atropin adagoléasa 15 perccel
az Ang II beadasa el6tt tortént (13. dbra).
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13. d@bra. Az atropin (1 mg/kg i.v.) hatasa az Ang II (191 pmol i.c.v.) altal kifejtett
gyomorvédelemre. Az oszlopok a kisérletek soran kapott értékek atlagat, és az atlag
szorasat (S.E.M.) abrazoljak. ** p<0.01, *** p<0.001 az oldoszerrel kezelt csoporthoz
képest (1. oszlop), ### p<0.001 az agonistaval kezelt csoporthoz képest (2. oszlop), ++
p<0.01 az atropinnal kezelt csoporthoz képest (3. oszlop), (ANOVA, Newman-Keuls post
hoc teszt, n=5).

5.3. Az endogén cannabinoid szint emeldk gasztroprotektiv hatasanak
vizsgalata

5.3.1. A centralisan adagolt endogén cannabinoid szint emelék: az URB 597,

JZ1. 184 és AM 404 gasztroprotektiv hatasa

Mind a FAAH gatlé6 URB 597 (0.6-88.5 nmol i.c.v.), mind a MAGL gatl6 JZL 184
(0.3-2.7 nmol i.c.v.), valamint az anandamid-uptake gatlo6 AM 404 (0.5-25 nmol i.c.v.)
dozisfiiggden, kozel azonos hataserdsséggel gatolta az alkoholos 1éziok kialakulasét
intracerebroventrikularis adagolas soran. A maximalis gatlo hatds az URB 597 esetében

83.6%, a JZL 184-nél 80.6%, mig az AM 404-nél 80%-0s volt. Nagyobb dozisoknal a
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védo hatas szignifikans csokkenését figyelhetjiik meg, a dozis-hatas gorbe minden

esetben harang alaka (/4. dbra).

URB 597 JZL 184 AM 404
[ ) D "
100 *%
]: k% *k
80 A o
>.0
e
g B
. K
‘%‘ 60 - Kk Y B
R *% KA P
[=1)] '0‘ >‘0
w I b 19 P
=) o4 K B
] "B % 0%
2 40 1 b 4 B
° 5 IS4 R
04 KN B
W R% 1%
54 Y B
5 Y B
Y I KBS
20 - 1 K B
L) A PO
2% Ky B
" B% 1%
M Y B
Y I K5

Q‘Pf»?’\bf.\ @9%%?3 NN PSRN ”?90‘.'«’ A% nmol ic.v.
14. d@bra. A centralisan adagolt URB 597 (0.6-88.5 nmol), JZL 184 (0.3-2.7 nmol)
és AM 404 (0.5-25 nmol) hatasa a savas alkohol indukalta gyomor nyadlkahartya léziok
kialakulasara. Az agonistak adagolasa 10 perccel az alkohol beadasa elott tortént. Az
oszlopok a kisérletek soran kapott értékek atlagat, és az dtlag szorasat (S.E.M.)
abrazoljak. ** p<0.01; *** p<0.001 a kontroll csoporttal dsszehasonlitva, (ANOVA,
Newman-Keuls post hoc teszt, n=>5).

5.3.2. A CBi-receptor inverz agonista AM 251 hatasa az endogén cannabinoid
szint emel6k gasztroprotektiv hatasara
A centralisan adagolt CBj-receptor inverz agonista AM 251 (1.8 nmol)
onmagaban nem befolyésolta az alkoholos 1€ziok kialakuldsat, azonban gatolta az URB
597 (2.9 nmol i.c.v.) és a JZL 184 (1.3 nmol i.c.v.) és az AM 404 (2.5 nmol i.c.v.) éltal
kifejtett védelmet (15. abra).
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15. d@bra. A centralisan adott AM 251 (1.8 nmol i.c.v.) hatasa az URB 597 (2.9
nmol i.cv.), a JZL 184 (1.3 nmol icv.) és az AM 404 (2.5 nmol i.c.v.)
gvomornydlkahartyan kifejtett protektiv hatasara. A vegyiiletek adagoldasa 10 perccel az
alkohol beaddsa elott tortént 6nmagukban, vagy az AM 251-el kombinalva. Az oszlopok
a kiserletek soran kapott értékek atlagat, és az atlag szorasat (S.E.M.) abrazoljak. *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 az oldoszerrel (70%-0s DMSQ) kezelt csoporttal
szemben (1. oszlop); # p<0.05, ## p<0.01 az oldoszerrel + a megfelel6 agonistaval (URB
597 2. oszlop, JZL 184 3. oszlop, AM 404 4. oszlop) kezelt csoporthoz képest (ANOVA,
Newman-Keuls post hoc test, n=5).

5.3.3. A TRPVl1-receptor antagonista capsazepin hatisa az URB 597 ailtal

kifejtett gasztroprotekciora

A TRPV1-receptor antagonista capsazepin (2.6 nmol i.c.v.) szignifikansan gatolta

az URB 597 (2.9 nmol i.c.v.) altal kifejtett gasztroprotektiv hatast (/6. dbra).
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16. dbra. A capsazepin (2.6 nmol i.c.v.) hatisa az URB 597 (2.9 nmol i.c.v.) altal
kifejtett gasztroprotekciora. Az antagonista beaddsa az URB 597-el egyiitt tortént 10
perccel az alkohol beaddsa elott. Az oszlopok a kisérletek soran kapott értékek atlagat,
és az dtlag szorasat (S.E.M.) abrazoljak. *** p<0.001 az oldoszerrel (70%-0s DMSO)
kezelt csoporthoz képest (1. oszlop), ## p<0.01 a capsazepinnel kezelt csoporthoz
viszonyitva (3. oszlop), (ANOVA, Newman-Keuls post hoc test, n=>5).

5.3.4. Az URB 597, JZL 184, AM 404 és a perifériara szelektiv URB 937

gasztroprotektiv hatasa periférias adagolas soran

Mind a FAAH gatlé6 URB 597 (2.9-11.8 umol/kg i.p.), mind a MAGL gatl6 JZL 184
(9.6-19.2 umol/kg i.p.) és a visszavétel gatlo AM 404 (1.5-15 pmol/kg i.p.) dozisfiiggden,
szignifikansan gatolta az alkoholos 1ézi0k kialakuldsat periférias (i.p.) adagolas soran. A
maximalis gatlo hatasok kozel azonosak voltak a harom vegyiilet esetében, 90-90 és 88%
(EDsp értékek: 3.85, 9.7 és 2.9 umol/kg). Ezzel szemben a kdzponti idegrendszerbe nem
penetralo, a perifériara szelektiv vegyiilet, az URB 937 (0.8-16.9 pmol/kg i.p.) nem fejtett
ki védo hatast (/7. dbra).
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17. abra. Az URB 597 (2.9-11.8 umol/kg i.p.), a JZL 184 (9.6-19.2 umol/kg i.p.),
az AM 404 (1.5-15 umol/kg i.p.) és az URB 937 (0.8-16.9 umol/kg i.p.) hatisa a
gvomorvédelemre periférias adagoldasnal. A vegyiiletek intraperitonedlis adagoldsa 20
perccel az alkohol beadadsa elott tortént. Az oszlopok a kisérletek sordan kapott értékek
dtlagat, és az atlag szorasat (S.E.M.) abrazoljak. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 a
csak oldoszert (70% DMSO) kapott csoporthoz viszonyitva, (ANOVA, Newman-Keuls
post hoc test, n=5).

5.3.5. A centralisan adagolt AM 251 hatasa a perifériasan adott endogén

cannabinoid szint emelék gasztroprotektiv hatasara

A centralisan adott AM 251 (3.6 nmol i.c.v.) 6nmagaban nem befolyasolta az
alkoholos fekélyek kialakuldsat, azonban szignifikdnsan csokkentette a periféridsan
adagolt endogén cannabinoid szint emel6k, az URB 597 (8.8 umol/kgi.p.), JZL 184 (19.2
umol/kg i.p.) és AM 404 (15 pumol/kg 1.p.) gasztroprotektiv (93.7%, 75.3% és 88.1%-0S
védelmet kifejtd) hatasat (18. abra).
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18. dbra. A centralisan adagolt szelektiv CB1-receptor inverz agonista AM 251

(3.6 nmol i.c.v.) hatasa a perifériasan adagolt URB 597 (8.8 umol/kg i.p.), JZL 184 (19.2
umol/kg i.p.) és AM 404 (15 umol/kg i.p.) altal kifejtett gyomorvédelemre. A szint emelok
adagolasa perifériasan 20 perccel, az AM 251 centralis injektdlasa 10 perccel az alkohol
beaddsa elott tortént. Az oszlopok a kisérletek soran kapott értékek atlagat, és az atlag
szorasdat (S.E.M.) dabrazoljak. ** p<0.01; *** p<0.001 az oldéoszerrel (70%-0S DMSQ)

kezelt csoporthoz viszonyitva, (ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=5).

5.3.6. Az URB 597, JZL 184 és AM 404 hatasa a gyomor nyalkahartya CGRP

és szomatosztatin (SOM) szintjeire

Per os adagolt alkohol markansan csokkentette a gyomor nyalkahartya CGRP-¢s
szomatosztatin szintjét. Mind az URB 597-el (2.9 nmol i.c.v.), mind a JZL 184-el (1.3
nmol i.cwv.), mind pedig az AM 404-el (2.5 nmol ic.v.) torténd
intracerebroventrikularis eldkezelés esetén a CGRP és SOM szintek mérsékeltebb

csokkenését figyelhettiik meg a csak oldészerrel kezelt csoporthoz képest (19. dbra).
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19. d@bra. A centralisan adagolt URB 597 (2.9 nmol i.c.v.), JZL 184 (1.3 nmol
i.cv.) és AM 404 (2.5 nmol i.c.v.) hatisa a gyomor nyalkahartya CGRP (19A) és SOM
(19B) szintjeire, 1 oraval a savas alkohol beaddsa utan mérve. Az oszlopok a kisérletek

soran kapott értékek atlagat, és az atlag szordsat (S.E.M.) abrazoljak. * p<0.05; ***

71



DOI:10.14753/SE.2019.2216

p<0.001 az eldkezelés nélkiili kontroll csoporthoz képest (1. oszlop), ## p<0.01; ###
p<0.001 az oldoszert (70% DMSO i.c.v.) és alkoholt kapott csoporthoz képest (2. 0szlop),
(ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=5).

5.3.7. Az endogén cannabinoid szint emel6k hatisa a szuperoxid-dizmutaz

(SOD) és katalaz (CAT) enzim aktivitasra

Oralis alkohol adagolasa szignifikdnsan csokkentette a nyalkahartya szuperoxid-
dizmutéz aktivitasat (0.055-r61 0.024 U/mg szovet értékre). Mig a csokkent SOD aktivitas
értékeket az URB 597 (2.9 nmol i.c.v.) és a JZL 184 (1.3 nmol i.c.v.) is kozel a kontroll
értekre emelte (0.051 illetve 0.05 U/mg szdvet értékekre), addig az AM 404 (2.5 nmol
1.c.v.) nem befolyéasolta szignifikansan. A CAT enzimaktivitdisban nem mutatkozott
szignifikans eltérés az abszolit kontroll és az alkoholos kontroll k&zott, azonban
mindharom altalunk vizsgalt vegyiilet szignifikans enzimaktivitas ndvekedést okozott

(20. abra).
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B AM 404 2.5 nmol i.c.v,
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20. abra. Az URB 597 (2.9 nmol i.c.v.), a JZL 184 (1.3 nmol ic.v.) és az AM 404
(2.5 nmol i.c.v.) hatasa a SOD (A) és CAT (B) enzimek aktivitisara alkoholos
fekélymodellen, 1 oraval az alkohol adagoldsa utan. Az oszlopok a kisérletek soran kapott
értékek atlagat, és az dtlag szorasat (S.E.M.) abrazoljak. * p<0.05; ** p<0.01 az
elokezelés nélkiili kontroll csoporthoz viszonyitva (1. oszlop), # p<0.05; ## p<0.01; ###
p<0.001 az oldoszerrel (70%-0s DMSQO i.c.v.) és p.0S alkohollal kezelt csoporthoz képest
(2. oszlop), (ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=>5).

5.3.8. Az URB 597, JZL 184 és AM 404 hatasa a gyomormotilitasra

Sem a FAAH-gatlo URB 597 (2.9; 29.5 nmol i.c.v.), sem a MAGL-gatl6 JZL 184
(1.3; 13 nmol i.c.v.), sem az anandamid visszavételét gatl6 AM 404 (2.5; 25 nmol i.c.v.)
nem befolyésolta a gyomor motoros aktivitasat (a gyomor bazalis kontrakcidinak 4tlagos
amplitadojat, valamint az intragasztrikus tonust). A vegylileteket a gasztroprotektiv
dozisban, illetve annak 10x-esében injektaltuk az allatoknak egy min. 30 perces
equilibrium intervallum utdn 10 pl-es volumenben, 5 percen keresztiil. Az eredmények

kiértékeléséhez az injektalast kovetd 5 perces iddintervallumot vettiik alapul (21. abra).
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21. dbra. Az URB 597 (2.9; 29.5 nmol i.c.v.), a JZL 184 (1.3; 13 nmol i.c.v.) és az
AM 404 (2.5; 25 nmol i.c.v.) hatisa a gyomor motoros aktivitasara és tonusdra

gumiballon technikdaval mérve. Az oszlopok a kisérletek soran kapott értékek datlagat, és
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az atlag szordasat (S.E.M.), az oszlopok feletti zarojelekben az dallatok szama lathato. (Az

injektalas elotti és utani ertékek Student-féle parositott t-probaval lettek 6sszehasonlitva.)

5.3.9. Az endogén szint emelok katalepsziat okozo hatasanak vizsgalata

Onmagéban i.c.v. adagolt oldészer (70%-os DMSO) nem nédvelte az allatok
immobilitasat katalepszia teszten. Centralisan injektalt URB 597 (2.9 nmol i.c.v.), JZL
184 (1.3 nmol i.c.v.) és AM 404 (2.5 nmol i.c.v.) gasztroprotektiv ddzisa szintén nem

nyujtotta meg szignifikansan a latenciaidét (22. dbra).

4 C—1 Oldészer i.c.v.

] URB 597 2.9 nmol i.c.v.
BRXXX JZL1 184 1.3 nmol i.c.v.

B AM 404 2.5 nmol i.c.v.

»
i

[y
Il

Katalepszia (immobilitas, mp)
[\*]

0 10 20 30 40 perc

22. abra. Az URB 597 (2.9 nmol i.c.v.), a JZL 184 (1.3 nmol i.c.v.) és az AM 404
(2.5 nmol i.c.v.) hatasa az dllatok magatartasara. A méréseket 10 percenként végeztiik 40
perces idointervallumban. Az oszlopok a kisérletek sordan kapott értékek atlagat, és az

datlag szorasat (S.E.M.) abrazoljik, (kétmintas ANOVA, Friedmann-proba, n=5).

5.3.10. Az URB 597, JZL 184 és AM 404 hypothermias hatasa
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Sem az URB 597 (2.9 nmol i.c.v.), sem a JZL 184 (1.3 nmol i.c.v.), sem az AM
404 (2.5 nmol i.c.v.) nem befolyasolta az allatok rektalis hdmérsékletét az i.c.v. injektalast

kovetd 40 percben (23. dbra).
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23. abra. Az URB 597 (2.9 nmol i.c.v.), a JZL 184 (1.3 nmol i.c.v.) és az AM 404
(2.5 nmol i.c.v.) hatasa az dllatok rektdlis homérsékletére. A méréseket 10 perces
idokozonkent végeztiik az i.c.v. injektaldast koveté 40 perces iddintervallumban. Az
oszlopok a kisérletek soran kapott értékek atlagat, és az dtlag szorasat (S.E.M.)
abrazoljdk, (kétmintas ANOVA, Friedmann proba, n=5).
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6. MEGBESZELES

6.1. Az endocannabinoidok gasztroprotektiv hatasa

A cannabinoidok savszekrécid gatldé hatdsa mar régota ismert. Savfiiggd
fekélymodelleken bizonyitottdk a AS-THC, tobb szintetikus analdg és endogén ligand
gatlod hatasat a pylorus lekotés, NSAID-ok ¢€s stressz-indukalta fekélyek kialakuldsara
periférias (i.p., p. 0s, s.c.) adagolas mellett (Dembinski és mtsai, 2006; Germano és mtsai,
2001; Kinsey és Cole, 2013; Rutkowska és Fereniec-Goltbiewska, 2006; Sofia és mtsai,
1978). A hatas medialasaban a periférias CB1-receptorok aktivalasan, és a savszekrécid
gatlasan kiviil valdszinlileg részt vesz a mukozdlis vérataramlds fokozddasa, a
sejtproliferacio és DNS szintézis novekedése az epitheliumban ¢és bizonyos
proinflammatorikus citokinek, mint az interleukin 1-8 (IL-1B) szintjének csokkentése is
(Dembinski és mtsai, 2006). Amint mar emlitettem, az anandamid gasztroprotektiv
hatasat savfiiggetlen alkoholos fekélymodellen munkacsoportunk elézetesen bizonyitotta
mind i.v.,, mind i.c.v. adagolds mellett, mely hatds gatolhaté6 volt CBi-receptor
antagonistaval (SR141716A — rimonabant) (Shujaa és mtsai, 2009), nem vizsgaltak

azonban a hatdst medidlo tovabbi receptorokat, €s periférias faktorokat.

A 2-AG gasztrointesztinalis hatasairdl meglehetdsen kevés adat all rendelkezésre,
i.c.v. injektalva nem befolyasolta a savszekréciot (Minowa és mtsai, 2005), tovabba
intraperitonealisan adagolva nem gatolta a diclofenac-indukalta fekélyek kialakulasat
(Kinsey és mtsai, 2011). EbbSdl minddssze annyi kovetkezik, hogy a 2-AG nem
rendelkezik savszekrécio gatld hatassal (mely a cannabinoidok esetében CBi-receptor
medialt folyamat), ugyanis a NSAID-indukalta fekélyek esetében a 1éziok kialakulasat a
fokozott savtermelddés okozza. Ugyanakkor a 2-AG szdveti szintje az agyban két, mig a
periférian majdnem 6t nagysagrenddel nagyobb, mint az anandamidé (Sugiura és mtsai,
1995), ami felvetheti a 2-AG szerepét is a centralisan indukalt mukozalis nyalkahartya

védelem létrejottének medidlasaban.

Doktori munkam soran tehat els6sorban célom volt bizonyitani a perifériasan (i.v.) és
centralisan (i.c.v.) adagolt 2-AG gyomorvédd hatidsat savas alkohollal indukalt
fekélymodellen. Ismét hangsulyozndm, hogy ezen modell esetében a savas abszolut
alkohol direkt nyalkahartyakarositd hatdssal rendelkezik, mely fiiggetlen a

savelvalasztastol. Igy azon vegyiiletek esetében, amelyek alkoholos fekélymodellen
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bizonyulnak védé hatdsunak, biztosak lehetiink benne, hogy a vegyiileteink valamely

modon fokozzdk a nyadlkahartya integritasat.

Kisérleteinkben mindkét endocannabinoid, az anandamid (0.28-5.6 pmol i.v. és 2.9-
115 nmol i.c.v.) és a 2-AG (1.3-2.6 pumol i.v. és 3.3-52.8 nmol i.c.v.) is markans
gasztroprotektiv hatast fejtett ki mind i.v. (69 és 94%), mind i.c.v. (63 és 77%) adagolas
soran. I.c.v. adagolasnal kozel egy nagysagrenddel kisebb dozisok is elegenddk voltak
ugyanazon mértékii gatlas kivaltasahoz, noha a 2-AG magasabb dézisanal (52.8 nmol) a
védd hatas eltlinik, a gérbe harang alakot vesz fel. L.c.v. adott vegyiiletek esetében a
harang alakti dozis-hatds gorbe nem szokatlan, korabbi kisérleteink soran is
megfigyelhetd volt pl. clonidin (Gyires és mtsai, 2000), nociceptin és nocistatin (Zadori
és mtsai, 2008) és substance P (Brancati és mtsai, 2013) esetében is. A pontos
hatdsmechanizmus nem ismert, de elképzelhetd, hogy mivel vegyiileteinket széles
dozistartomanyban adagoljuk, a nagyobb dézisok (mely a kezdé dozisnak nem ritkan
100-vagy 1000-szerese) elvesztik a szelektivitdsukat a gasztroprotektiv hatast okozo
receptor irant, és azzal ellentétes folyamatokat inditanak be. Szintén lehetséges
magyarazat a cannabinoidok nagyobb do6zisokndl megjelend gatlé hatdsa a gyomor
motilitasra (1zzo és mtsai, 1999). Bar az irodalom némiképp megosztd ebben a kérdésben,
tobb prokinetikus szerrdl kimutattak (pl. metoclopramid), hogy csokkentette a fekélyek
kialakulasat savfiiggd fekélymodellen, mely Osszefiiggésben volt gyomoriiriilést fokozo
hatasaval (Gupta és mtsai, 1989). Ezzel ellentétes hatas tehat karosithatja a mukozalis
védelmet. Tovabbra is kérdéses azonban, hogy mig a 2-AG esetében megfigyelhetd a
jelenség, az anandamidnal miért nem talalkozunk vele? Noha a két endocannabinoid
vegyiilet f0bb hatdsait a CB1-és CBa-receptoron fejti ki, a receptorok irdnt mutatott
affinitasuk, és komplexebb receptorprofiljuk kiilonb6zd. Mig az anandamid erds agonista
CBa-receptoron, és a CBz-receptorokhoz csak gyenge kotddést figyelhetiink meg, addig
a 2-AG éppen forditva, kisebb affinitast mutat a CB1-receptorokhoz, szemben a markans
CBs-agonista hatassal. Az anandamid tovabba aktivalja a TRPVI1-receptort, és
allosztérikusan valdsziniileg olyan nemcannabinoid tipusu receptorokhoz is koétddhet,
mint a glutamat receptorok (GLUa1 és GLUAa3), a muszkarinerg Mi-és My receptor, vagy
a szerotonin 5-HT3 (Pertwee, 2005). Ezen receptorialis hatasok, ha kis mértékben is, de
befolyasolhatjdk az anandamid doézis-hatas gorbéjét, és okozhatjak a harang-gorbe

elmaradasat.
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A tovéabbiakban a két endocannabinoid vegyiilet gasztroprotektiv hatdsat mediald

receptorokat, és periférids faktorokat vizsgaltam.

A cannabinoid hatdsokat nagyrészt a két cannabinoid receptor (CB1, CB2) medialja.
A CBai-receptor foként az agyban taldlhato meg (tObbek kozott a gasztrointesztinalis
traktus szabalyozasaban legfobb szerepet jatszdé dorzal motoros vaguszmag ¢€s NTS
teriiletén) (Munro és mtsai, 1993), a CB:> pedig perifériasan (Svizenska és mtsai, 2008),
legnagyobb részt az immunsejteken, de mindkét receptor megtaldlhatd a
gasztrointesztinalis traktusban, s6t a gyomor fundusban, corpusban és az antralis
teriileteken nagyobb szamban CBi-receptorokat irtak le, és limitalt a CB2 prezentacioja
(Adami és mtsai, 2002; Di Marzo és mtsai, 1994). Ennek megfeleléen a cannabinoidok
gasztrointesztinalis hatdsai (savszekrécid gatlas, gyomoriiriilés lassitisa, intragasztrikus
nyomascsokkentés) a periférian CB1-receptor medialt folyamatok (Adami és mtsai, 2002;
1zz0 és mtsai, 1999). Az anandamid ezen feliil TRPV 1-receptorok aktivalasan keresztiil

is kozvetit hatasokat (pl. vazorelaxacio) (Smart és mtsai, 2000; Zygmunt és mtsai, 1999).

Munkam soran ezért elészor a szelektiv CB1-receptor inverz agonista AM 251 (1.8
nmol i.c.v.) hatdsat vizsgaltam a centralisan injektalt anandamid (115 nmol i.c.v.) és 2-
AG (6.6 nmol i.c.v.) altal indukalt gyomorvédelemre. Az AM 251 6nmagaban adagolva
nem befolyasolta az alkoholos fekélyek kialakulasat, szignifikdnsan gatolta azonban mind
az anandamid, mind a 2-AG altal kifejtett véd6 hatast. Az AM 251-t6], mint inverz
agonistatol joggal varhattuk volna, hogy a kontroll csoporthoz képest stulyosbitja a
fekélyes elvaltozasok megjelenését. Itt fontos megmagyardznunk, hogy inverz agonista
aktivitds csak olyan esetekben értelmezhetd, amikor az adott receptor fizioldgiasan
konstitutiv aktivitdssal rendelkezik. A cannabinoid rendszernek példaul nincs tonusos
hat4sa a gyomor motoros funkciodira, sem CBi1- sem CBz-receptor inverz agonistak nem
befolyasoltak ugyanis a gyomoriiriilést (1zzo és mtsai, 1999). Az utobbi években azonban
szamos cannabinoid receptor antagonistanak leirt vegyiiletrdl deriilt ki, hogy valdjdban
inverz agonista aktivitassal rendelkezik (pl. AM 281, AM 1387, SR141716A) (Tallett és
mtsai, 2007). Amennyiben a receptor agonista jelenléte nélkiill nem képes aktiv
konformaciot felvenni, az inverz agonista neutralis antagonistaként fog viselkedni, igy

érthetd, hogy az AM 251 6nmagédban nem stlyosbitja a fekélyek kialakulasat.
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Az anandamid esetében az irodalmi adatoknak megfeleléen a TRPV1-receptor
antagonista capsazepin (2.6 nmol i.c.v.) hatdsat is vizsgaltam. Az AM 251 és a capsazepin
is szignifikansan felfiiggesztette az anandamid védo hatdsat, valamint az AM 251 a 2-AG
altal kifejtett védelmet is gatolta, mely alapjan elmondhatjuk, hogy az anandamid védo
hatasat centralisan CB1- és TRPV 1-receptorokon fejti ki, mig a 2-AG hatasat foként CB1-
receptorok medialjak. Alapvetden az irodalom nem tulajdonit TRPV1-receptor medialt
hatasokat a 2-AG-nek, de az utébbi években tobb olyan tanulmany jelent meg, amely
sejtvonalakon bizonyitotta a 2-AG és a TRPV 1-receptorok kolcsonhatasat is (Petrosino
¢és mtsai, 2016; Zygmunt és mtsai, 2013), ezért tovabbi kisérletek sziikségesek, melyek

kizarjak ezen receptorok részvételét a 2-AG altal medialt hatasban.

A CBga-receptorok szerepe a gasztrointesztinalis nyalkahartya védelemben még nem
teljeskoriien tisztazott. Salaga és mtsai kisérleteiben perifériasan (p. os) adagolt szelektiv
CB»-receptor ligand (A 836339) szignifikansan gatolta mind alkoholos fekély, mind
NSAID (diclofenac) indukalta fekélyek kialakulasat, mely hatas gatolhat6 volt szelektiv
CBa-receptor antagonista (AM 630) ip. adagolasaval (Salaga és mtsai, 2017). Ez az
eredmény igazolja a CBz-receptorok szerepét a gyomor nyalkahéartya védelemben, nem
valaszolja meg azonban, hogy centralis és/vagy periférias receptorok aktivalasa vesz-e
részt a folyamatban. FEldzetes kisérleteink 1i.c.v. adagolt szelektiv CBo2-receptor
antagonistaval (AM 630) a centralis receptorok szerepét valosziniisitik, de ennek

egyértelmiisitéséhez mindenképpen tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

A mukozalis védelem periférias kulcsvegyiilete a CGRP, amely NO-felszabaditason
keresztiil erdteljesen fokozza a mukozalis mikrocirkulaciot és a mucinelvalasztast,
valamint csokkenti a savszekréciot (Holzer és mtsai, 1991; Lambrecht és mtsai, 1993).
Savas alkohol radikélisan csokkentette a nyalkahartya CGRP-szintjét (1.35 fmol/mg-rél
0.25 fmol/mg-ra), mely oka és kdvetkezménye is lehet a 1éziok kialakulasanak. Az erodalt
szOvetben ugyanis sériil a mikrocirkulacid, mely elengedhetetlen a karosito agens
eltavolitasahoz, és higitasdhoz, valamint az oxigén, tapanyagok és védo faktorok (mint a
CGRP) szdllitasdhoz, amely a szovet regeneralodasat eldsegitené. Mind az anandamid
(58 nmol i.c.v.), mind a 2-AG (26.4 nmol) szignifikansan, kozel a kontroll értékre emelte
a csokkent CGRP-szintet (1.2 és 1.15 fmol/mg-ra), mely folyamat biztosan szerepet
jatszik a vegyiiletek véddhatasaban. Tobb irodalmi adat leirja tovabba az anandamid

vazorelaxans hatdsat, ami nem befolyasolhatdé CBi-receptor antagonistaval, gatolhato
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azonban a TRPV1-receptor gatld capsazepinnel, az anandamid CGRP-felszabadito
hatasaban tehat valosziniisithetéen részt vesz a TRPV1-receptor aktivacio is (Jarai és

mtsai, 1999; Zygmunt és mtsai, 1999).
6.2. A CBs1-receptorok ATi-receptorok altali aktivaciéjanak vizsgalata

Doktori munkam soran szintén vizsgaltam a CBz-receptorok parakrin
transzaktivaciojat Ang II-vel, mely a renin-angiotenzin rendszer kulcsvegyiilete, hatasat
ATi-receptorokon keresztiil fejti ki. A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) a
szervezetben alapvetd szerepet tolt be a vérnyomds, s6-és folyadékhaztartas
szabalyozasaban. Roviden Osszefoglalva a vese juxtaglomerularis apparatusabol
felszabaduld renin az angiotenzinogént hasitja angiotenzin I-re, amelybdl az angiotenzin
konvertal6 enzim (ACE) katalizalta folyamat soran angiotenzin II (Ang II) keletkezik. Az
ACE masik szubtipusa, az ACE2 mas végtermékeket eredményez, az Ang I-bdl
angiotenzin (1-9), mig az Ang II-b6l angiotenzin (1-7) keletkezik. Az Ang II erés
vazokonstriktor, mely hatast a Ggui-fehérje kapcsolt angiotenzin 1-receptoron (ATz)
keresztiil fejti ki. Szintén ATi-receptoron keresztiil ndveli az aldoszteron elvalasztast,
mely folyadék-és s6 retenciohoz vezet a vesében (Garg és mtsai, 2012) (a RAAS hatasai
természetesen ennél szertedgazobbak, tovabbi bomlastermékek (pl. angiotenzin 111, IV),
¢és tovabbi receptorok (AT2, AT, Mas receptor) kozvetitenek szervrendszertdl fliggden
egymasnak akar ellentmondé hatasokat is (vazokonstrikcio/dilatacio,

gyulladasgatl/gyulladasos folyamatokat serkenté hatas, stb.) (Isd. 24. dbra).
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|Angiotenzinogén |
=]
Angiotenzin | | — |Angiotenzin (1-9)|
ACE ACE
Am B/N (Am A) - ﬂ ACE, | ﬂ

Ang|oten2|n V| <= Angmtenzm III |  — | Angiotenzin Il | —— | Angiotenzin {1-7}

+ (vazokonstrikcid > Vazodilataci6 N4
Sejtproliferacio 1 (hypertrophia) Sejtproliferacid |
Gyulladasos folyamatok T Gyulladasos folyamatok 4
Apoptézis T Antiapoptézis
Fibrézis T Antifibrézis
Na*-és vizretencio Neuroregeneracio

24. dbra. A renin-angiotenzin rendszer sematikus dbrdja. Az dbran talalhato
roviditések: ACE: angiotenzin konvertalo enzim, AT12.4: Angiotenzin Il receptor 1,2 és 4-

es szubtipus, Am A, B/N: Aminopeptidaz enzim A és B/N szubtipus.

A RAAS komponensei nem csak a vesében talalhatoak meg, a sziv, a m4j, a
hasnyalmirigy is expresszaljak a renint, az Ang II-t és az ACE-t, s6t az utobbi évek
kutatdsai arra engednek kovetkeztetni, hogy a bor és nyalkahartyak feliiletén egy Un.
lokalis RAAS is megtalalhatd, mely az adott szerv szoveti homeosztazisaért felel (Garg
¢és mtsai, 2012). Az agyban szintén expresszalodik a renin, angiotenzinogén, Ang II, Ang

I, Ang IV, Ang (1-7), ATi, AT», és ATs receptorok, melyek Osszeségében az Un.
centralis renin-angiotenzin-aldoszteron rendszert alkotjak. A centralis RAAS részt vesz a
szimpatikus tonus, a baroreflex aktivacid és a stresszvalasz szabalyozdsiban, igy
kozrejatszik tobb stressz indukalta kardiovaszkudlris rendellenesség, mint a neurogén
hipertenzid, cerebrovaszkularis ischémia, sziv megnagyobbodassal jaré korképek (pl. bal
kamra hypertrophia) kialakulasaban (Mascolo és mtsai, 2017; Phillips és de Oliveira,
2008), valamint valdsziniileg szerepet jatszhat egyes kdzponti idegrendszeri folyamatok
(kognitiv funkcidk, tanulasi folyamatok), illetve rendellenességek (Alzheimer kor,

Parkinson kor, szorongasos korképek, depressziod) patofiziologiajaban (Mascolo és mtsai,
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2017). A tartos stressz hatterében a hypothalamus-hipofizis-mellékvese tengely fokozott
aktivitdsa, és a szimpatikus-szenzoros idegrendszeri aktivitds all, mely emelkedett
kortizol ¢és katecholamin (noradrenalin, adrenalin) szintekkel jar. Ebben a folyamatban
fontos szerep jut a centralis RAAS-nak, illetve az Ang Il-nek, amely AT;i-receptorokon
keresztiil sejtkarositd folyamatokat indit el, upreguldlja az adhézidés molekuldk (P-
selectin, intracellularis adhézios molekula-1 ICAM-1, vaszkularis sejtadhézios molekula-
1 VCAM-1) és gyulladasos citokinek (interleukinek, TNF-o, NF-kf3) expressziojat,
fokozza a kemotaxist (Ruiz-Ortega és mtsai, 2001). Az el6bbickben leirtak szerint
lathattuk, hogy a stressz nem csupan kardiovaszkularis rendellenességeket indukalhat, de
leukocita aktivaciot, a szabadgyok képzddést, ezaltal csokkenti a gyomor nyalkahartya
integritasat, amely 1¢éziok, fekélyek kialakulasahoz vezet (Brzozowski, 2014). A
gyomorban is megtalalhatéak a RAAS komponensei, a renin, az angiotenzinogén, és az
ATi-és AT, receptorok a lamina propria mesenchymalis &ssejtein és az
érendothelsejteken, a 2 receptor tovabba a gyomor nyalkahartya endothelsejtjein is. ACE
enzimet az érendothelsejteken, és a gyomor antralis részén talalhatd mucin elvéalasztasért
felelds sejteken talalhatunk (Hallersund és mtsai, 2011). A gyomor gyulladasos
emelkedett AT1 expressziot mutattak ki ugyanis H. pylori pozitiv paciensek esetében
(Hallersund és mtsai, 2011). Erdekes megfigyelés, hogy alacsony dézisti (100 mg)
aspirinnel kezelt betegeket vizsgalva szignifikdnsan magasabb szamban fordul eld
vérzéses komplikacid6 azokndl, akik az angiotenzinogén (AGT) egy bizonyos
candesartannal (ATi-receptor blokkolo) eldkezelt patkanyokon végzett ischemia-
reperfuzids (I/R) kisérletekben csokkent a gyomor nyéalkahartya I/R okozta indukéalhatd
NOS aktivitasa és a neutrofil infiltracio (Gemici és mtsai, 2010). Szintén candesartannal
eldkezelt, hideg helyen immobilizalt (cold restraint stress model) spontan hipertenziv
patkanyok gyomornyalkahartyéajat vizsgaltak Bregonzio és mtsai, az AT gatldsa novelte
fekélyek kialakulasat, a TNF-a és ICAM-1 szdveti szintjét, nem befolyasolta azonban a
megnodvekedett mellévese kortizol-szintet, ezaltal valdsziniisitve, hogy az Ang II

nyalkahartya karosito hatasa sejtszintii folyamat (Bregonzio ¢s mtsai, 2004). Nem csak
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az ATi-receptor blokkoldk, de a renin antagonista aliskiren is gasztroprotektiv hatdsunak
bizonyult indomethacin okozta fekély-modellen. Csokkentette az indomethacin hatdsara
megnovekedett TNF-a, COX-1 és COX-2 szoveti szinteket, és novelte a PGE2-szintet
(Halici és mtsai, 2016).

Az Ang ll-nek azonban nem csak gyomornyalkahartya karositd, de gasztroprotektiv
hatasat is leirtdk I/R modellen. Centralisan, kozvetleniil a PVN-ba mikroinjektalva (3-
300 ng) szignifikdnsan novelte a mikrocirkulaciot, és csokkentette a nyalkahartya NF-«f3
szintjét, mely folyamat az ATi-receptor blokkold losartannal gatolhato volt (Zhang és
mtsai, 2008). A nuklearis faktor-kf3 (NF-«B) egy transzkripcids faktor, mely fontos
szerepet tolt be a stressz altal kivaltott gyulladas patomechanizmusaban, az apoptotikus
folyamatok elinditdsdban. Az inaktiv NF-x3 egy gatlé fehérjéhez, az IxB-hoz kot,
melynek expresszidja a mukozdban Ang II PVN mikroinjektildsanak kovetkeztében
megnd, igy csokken a szabad NF-«kf3 szoveti koncentracioja (Zhang és mtsai, 2008). Ez
az eredmény felveti a centralis ATi-receptorok szerepét a periférids gasztroprotekcidoban.

Kisérleteinkben centralisan injektalt angiotenzin 1l (Ang 1) (2.9-956 pmol i.c.v.)
szignifikans védelmet hozott 1étre alkoholos fekélymodellen. A hatds maximuma (78%-
os védelem) mar rendkiviil alacsony, pikomolaris nagysagrendnél jelentkezett, azonban
nagyobb do6zisokndl a véddhatas megsziint (a dozis-hatas gorbe harang alaka). Kénnyen
elképzelhetd tehat, hogy az Ang I1 magasabb dozisanal az el6bbiekben leirt nyalkahartya

karositd hatés 1ép életbe.

Teodriank, miszerint az Ang Il gasztroprotektiv hatdsdban részt vesz a cannabinoid
rendszer aktivaldsa irodalmi adatokon alapult. Tobb Ggui-fehérje kapcsolt receptor
kapcsan leirtdk ugyanis, hogy képes a CBi-receptor parakrin aktivacidjara. Metabotrop
glutamat receptorok (mGlul) CBi-receptorokon keresztiil gatoltdk a preszinaptikus
excitatorikus kisagyi kuszorostok aktivaciojat (Maejima és mtsai, 2001), tovabba a CCK
CKK-2 receptorokon keresztiil endocannabinoid-fiiggd mechanizmussal szabalyozza a
hippocampalis piramis sejtek GABAerg informacioit (Foldy és mtsai, 2007). In vitro
kisérletekben NIH3T3 sejteken figyeltek meg 2-AG felszabadulast, mely szerotonin 5-
HT2a-receptorok PLC-fiiggd hatasanak eredménye volt (Parrish és Nichols, 2006),
valamint CHO sejteken leirtdk az angiotenzin ATi-receptorainak kolcsonhatasat CBi-

receptorokkal, mely folyamat gatolhatdé volt a DAGL enzim antagonista THL

crer
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A 2-arachidonoyl glicerol szintézisében fontos szerepet jatszik a foszfolipaz C (PLC)
enzim, amelynek stimuldldsa tobbek kozott a Ggii protein kapcsolt transzmembran
receptorok aktivalasanak eredménye. Az aktivalt PLC a foszfatidil-inozitol (4,5)
biszfoszfatot (PIP2) hasitja inozitol-trifoszfatra (IP3) ¢és diacylglycerolra (DAG),
amelyb6l a DAG-lipaz (DAGL) enzimatikus koézremiikodésével 2-AG keletkezik
(Bisogno és mtsai, 1997; Di Marzo és mtsai, 1996b). Osszefoglalva tehat az Ang II AT:-
receptor aktivalasaval indirekt médon, a DAG koncentracié novelésével fokozza a 2-AG
szintézisét, amely ezutan CBi1-receptorokon fejti ki gasztroprotektiv hatasat.

Teoriank alatamasztasara alkalmaztuk a szelektiv ATi-receptor antagonista
candesartant (5.2 ¢és 31.7 nmol i.c.v.), valamint a CB1-szelektiv antagonista AM 251-et
(1.8 nmol i.c.v.), mindkét vegyiilet szignifikansan felfiiggesztette az Ang II altal kifejtett
védelmet, mely bizonyitja a CBi-receptorok ATi-receptorok altali aktivacidjat. Szintén
szignifikansan gatolta az Ang II hatdsat a DAGL gatl6 tetrahydrolipstatin (THL) (0.2
nmol i.c.v.). Mivel a DAGL a 2-AG szintéziséhez elengedhetetlen enzim, igy a THL gatld
hatasa 2-AG-medialt folyamatot jelez. Ez az eredmény egybevag Turu és munkacsoportja
kisérleteivel, ahol CHO sejteken az ATi-receptor altal kivaltott CBi-receptor aktivacid

Doktori munkam soran, mivel vegyiileteinket legnagyobb részt centralisan (i.c.v.)
adagoltuk fontos kérdés volt annak tisztdzasa, hogy milyen utvonalon befolyéasolja egy
centralis receptor a periférias nyalkahartya integritast. Amint az el6zdekben kifejtettem a
dorzalis vagusz komplex (DVC) és a vagusz szerepe a centrdlisan indukalt
gyomorvédelemben elengedhetetlen. Ezt bizonyitja, hogy bilateralis cervikélis vagotomia
¢és/vagy atropin felfiiggesztette tobbek kozott az adrenomedullin, amylin, opioid peptidek
(B-endorfin, enkefalinok), SP, nociceptin, nocistatin és az agmatin védoé hatasat (Brancati
és mtsai, 2013; Guidobono és mtsai, 1998; Gyires és Ronai, 2001; Kaneko és mtsai, 1998;
Zadori és mtsai, 2008; Zadori és mtsai, 2014). Az Ang II centralisan indukalt bradikardias
hatdsaban is fontos szerepet jatszik a DVC, kozvetleniil a dorzal motoros vaguszmagba,
illetve a nucleus tractus solitarii ventralis szegmensébe mikroinjektalt femtomolaros
mennyiségli Ang II ugyanis szignifikdnsan csokkentette mind a vérnyomast, mind a
pulzusszamot patkanyon, mely hatas felfiiggesztheté volt mind metilatropinnal, mind
bilateralis cervikalis vagotomiaval (Diz és mtsai, 1984). Szintén bradikardias hatast fejtett

ki a nucleus tractus solitariiba mikroinjektalva egy endogén angiotenzin, az angiotenzin
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(1-12), melyet proangiotenzin-12-nek is szoktak nevezni, a periférian ugyanis gyors
reakcioban alakul Ang II-vé (Chitravanshi és Sapru, 2011). A hatas gatolhato volt
bilateralis cervikalis vagotomiaval, és szelektiv ATi-receptor blokkolok (L-158.809 és
ZD-7155) mikroinjektaldsaval, nem befolyasolta azonban centralisan injektalt ATo-
receptor blokkolo (PD-123319) (Chitravanshi és Sapru, 2011). A centralis ATi-
receptorok szerepét bizonyitja tovabba a kardiovaszkularis funkciok €s viszceroszenzoros
teriiletrdl érkezé informacidk szabalyozasadban, hogy igen magas denzitasban taldlhatok
meg a cirkumventrikularis szervek (pl. area postrema, szubfornikalis szerv) és a
hypothalamikus paraventrikularis mag (PVN), illetve a dorzalis vagusz komplexben a
nucleus tractus solitarii (NTS) teriiletén (Molinari és mtsai, 2003). Erdekes megfigyelés,
hogy a gasztroprotektiv hatdshoz hasonléan az Ang II NTS-n keresztiil kifejtett
kardiovaszkularis hatdsai is bifazisosak. Alacsony (0.5 fmol) dozisban csokkenti a
vérnyomast ¢és bradikardiat okoz, mig magasabb dé6zis (500-5000 fmol) hipertenziv és
tachikard hatast idéz el6 (Mosqueda-Garcia ¢s mtsai, 1990; Tseng és mtsai, 1994).
Kisérleteinkben ezért vizsgaltuk mind a vagotdomia, mind az atropin (1 mg/kg i.v.)
hatasat az i.c.v. adagolt Ang II 4ltal kifejtett gyomorvédelemre, mely mindkét komponens
szignifikansan felfiiggesztette az Ang II altal indukalt védelmet, ismét bizonyitva, hogy

a periférias nyalkahartya védelem centralisan a DV C-altal medialt itvonalon aktivalodik.

Az altalam vizsgalt faktorokon kiviil kérdéses, hogy a RAAS masik komponense(i)
nem vesznek e részt az Ang II altal kivaltott gasztroprotekcioban. Példaul, mig az Ang Il
gasztroprotektiv  szerepe az  irodalomban még nem teljesen tisztdzott
(gyomornyalkahartya kérositd, de védd hatasat is leirtdk), egyre tobb eredmény jelenik
meg a RAAS egy masik vegyiilete, az angiotenzin (1-7) gasztroprotektiv hatasarél. Az
Ang (1-7) az angiotenzin Il metabolitja, mely az ACE, enzim koézremiikodésével
keletkezik, és hatasait egy G-protein kapcsolt receptoron, a Mas receptoron fejti ki. Az
Ang (1-7) az Ang ll-vel ellentétben vazodilator hatasu, és i.p. adagolva szignifikansan
csOkkentette a stressz-indukalta gasztrointesztinalis 1ézidk kialakuldsat azaltal, hogy
novelte a gyomor nyalkahartya vérataramlasat (Brzozowski, 2014). Ez a hatas gatolhato
volt mind Mas-receptor antagonistaval (A-779), mind LNNA-val (NOS aktivitas gatlo),
valamint indomethacinnal (szelektiv COX-1 gatld) és rofecoxibbal (szelektiv COX-2
antagonista) is, mely bizonyitja, hogy az Ang (1-7) vazodilatator hatasat Mas receptoron

keresztiil fejti ki, azaltal, hogy ndveli a nitrogén-monoxid szintdz aktivitasat, és a
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kovetkezetes NO-produkciot, valamint fokozza a PGE: felszabadulast (Brzozowski,
2014; Jaiswal és mtsai, 1993). Kronikusan (1 hétig) i.c.v. adagolt Ang (1-7) (0.11-1.1
nmol/L) tovabba dozisfiiggden csokkentette a gasztrointesztinalis 1ézidk kialakulasat
CRS modellen, mely folyamat szintén gatolhato volt A-779-el (Mas-receptor antagonista)
(Zhu és mtsai, 2014). Hatasaban szerepet jatszik az antioxidans enzimek aktivitasanak
fokozasa, és a s6sav produkcio csokkentése, szignifikdnsan emelte ugyanis a stressz
hatasara lecsokkent katalaz €s szuperoxid-dizmutaz szinteket, valamint csokkentette a
H*/K* ATP-4z (protonpumpa) aktivitisat, amely a gyomor sésavelvalasztasaért felelés
enzim. Ugy tiinik, hogy az Ang (1-7) a stresszfekélyek neurohormonalis szabalyozasaban
is részt vesz azaltal, hogy csokkenti egyes neurotranszmitterek (noradrenalin, dopamin,
szerotonin) és az Ang Il stressz hatdsdra megnovekedett szintjét mind a plazméaban, mind
az agy egyes teriiletein (hypothalamus, hippocampus, prefrontalis kéreg) (Zhu és mtsai,
2014). Szintén gasztroprotektivnek bizonyult a diminazén-acetat (Dize) nevili anyag, mely
az ACE; aktivalasaval fokozza az Ang (1-7) szintjét. Periférisan adagolt Dize (0.7-20
mg/kg p.os) dozisfiiggden, szignifikansan gatolta az alkoholos 1€ézidk kialakulasat, és
csokkentette bizonyos gyulladdsos citokinek (TNF-a, IL-6) megndvekedett szintjét
(Souza és mtsai, 2016). Az Ang (1-7) szerteagazo hatasait tekintve szintén tobbféle
szignaltranszdukcios folyamat elinditasaban szerepet jatszhat, melyek kozott a G
protein kapcsolt Gtvonal is szerepel. Ezen okbol, illetve a fent targyalt gasztroprotektiv
hatésait tekintve a késObbiekben érdekes lehet szamunkra annak vizsgélata, hogy létrejon
e az angiotenzin (1-7) és a cannabinoid rendszer Gg11-receptor medialt aktivacidja akut
1.c.v. injektalas esetén alkoholos fekélymodellen, illetve, hogy Ang II injektalasa esetén
befolyasolja e Mas-receptor antagonista a hatas 1étrejottét, amely bizonyitand az Ang (1-

7) szerepét a folyamatban.

Eredményeim abbdl a szempontbol is érdekesek lehetnek, hogy a bevezetOben
ismertetett klasszikus endogén cannabinoid szint emelésen feliil (a metabolizald enzimek
— FAAH, MAGL gatlasa, anandamid visszavétel gatlas), a CBi-receptorok parakrin
aktivalasa egy masik indirekt titvonalon képes ativalni az endocannabinoid rendszert,
illetve novelni a 2-AG endogén szintjét. Erdemes volna vizsgélni, hogy ebben az esetben
is elmaradnak e a cannabimimetikus mellékhatasok, és amennyiben igen, ugy kiaknazni
a parakrin aktivacio eldnyeit, foként mivel a kozelmultban FAAH gatloval végzett human

fazis I kisérletek soran sulyos mellékhatas jelentkezett (letalis kimenetelti neurologiai
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karosodas), amely mindenképp felveti ezen vegyiiletek biztonsagos klinikai
alkalmazasanak aggalyait (Mallet és mtsai, 2016).

Tovabba az angiotenzin-endocannabinoid rendszer kapcsolatanak bizonyitasa fontos
régota ismert, hogy az Ang Il az aldoszteron elvélasztds szabalyozasaval befolyasolja a
vese miikodését, a szervezet folyadék-és sohaztartasat. Az utobbi évek kutatdsai azonban
arra engednek kovetkeztetni, hogy a cannabinoid rendszer is fontos szerepet tolthet be a
vese fiziologids (€s akar patologias) miikodésében. CBi-receptorokat leirtak a proximalis
és disztalis kanyarulatos csatornaban, a gylijtdcsatornaban, és a koztessejteken (Larrinaga
¢és mtsai, 2010). CBgz-receptorok talalhatok a proximalis tubulusban, és a glomerulus
mesangialis sejtjein  (Jenkin és mtsai, 2013). In vitro patkany juxtamedullaris
preparatumon vizsgéalva, az anandamid NO-medialt Gtvonalon vazodilataciét okozott
mind az afferens, mind az efferens glomerularis arterioldkon, ezéltal ndvelte a vese
vérataramlasat (Deutsch és mtsai, 1997). In vivo vizsgalatokban a vesemedencébe
infundalva gyors diuretikus hatast hozott 1étre CBi-medialt utvonalon (Li és Wang,
2006), tovabba fehérjevizelést (albuminuria) allapitottak meg szelektiv CBi-receptor
agonistaval (WIN55,212-2) kezelt patkanyok esetében (Hsu és mtsai, 2015). Szelektiv
CBji-receptor inverz agonista (AM 251 ill. JD 5037) vegyiilet kronikus adagolasa viszont
kémiailag indukalt diabéteszes nefropatia modellen egérben és patkdnyon is csokkentette
az albuminuriat, és javitotta a vesefunkciot (Barutta és mtsai, 2010; Jourdan és mtsai,
2014). CBa-receptor agonista (AM 1241) szintén csokkentette a vizelet albuminszintjét
és a Na'-kivalasztast, valamint kiilonb6z6 fibrotikus markerek (TNF-B, VEGF, collagen
IV) génexpresszidjat obezitas-eredetli diabéteszes nefropatia modellen patkanyon (Jenkin
és mtsai, 2016). Kronikus veseelégtelenségben tehat elmondhatjuk, hogy a CBai-
receptorialis hatasok gatldsa, és a CBz-receptorok aktivalasa jelenthet terapids lehetdséget
(Park és mtsai, 2017). Akut veseelégtelenségben (Acute Kidney Injury, AKI) az
eredmények keveésbé egyértelmiiek, valdszinlileg fliggenek az adott modelltdl is.
Ischemia/reperfuzidos (I/R) modellben CBi-és CB:-agonista is gatolta a tubularis
karosodast egéren (Feizi és mtsai, 2008). Cisplatin-indukalt akut veseelégtelenségben
azonban szintén a kronikushoz hasonlé eredményeket kaptak: CBi-receptorok gatlasa
és/vagy CBa-receptorok aktivaldsa bizonyult protektivnek a tubularis karosodassal

szemben. A CBi-receptor aktivacio fokozta a reaktiv oxigén gyokok keletkezését, mely
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az NF-«kB transzkripciojanak fokozasaval, vagy a p38/MAPK/JNK utvonal aktivacidjaval
inditja be az apoptotikus folyamatokat. Ezzel szemben a CBz-receptor aktivacid
antiapoptotikus hatdssal rendelkezik azaltal, hogy csokkenti a leukocita infiltraciot és a
gyulladasos citokinek expressziojat (Mukhopadhyay és mtsai, 2010a; Mukhopadhyay és
mtsai, 2010b). Noha ragcsalokban sem a CBi- sem a CBo-receptorok mRNS-ének
atirasdban nem mutatkozott valtozas akut veseelégtelenségben, egér bilateralis I/R
modellen nézve szignifikansan nétt a 2-AG szintje a vesében. Moradi és munkacsoportja
a MAGL enzim gatlasaval (JZL 184) emelte a 2-AG szintjét, mely csokkentette a
veseelégtelenségben megndvekedett szérum kreatinin szintet, és csokkentette a tubularis
karosodas mértékét, azonban a pontos hatdsmechanizmust nem tisztaztak (Moradi és
mtsai, 2016).

A klasszikus cannabinoidok (A%-THC és szintetikus analégjai) terapias felhasznalasat
akut/kronikus veseelégtelenségben mindenképpen limitalja erés CB1-receptor kotédésiik.
Amerikdban szdmos jelentés beszamol szintetikus cannabinoid fogyasztas utan fellépo
akut veseelégtelenségrdl (bar ezek nagy részénél az utcarodl beszerzett anyagrol van szo,
melynél nincsenek bevizsgalva az egy€b nemcannabinoid szennyez0 vegyiiletek). Egy 31
tanulmanyt felleld attekintés azonban, amely kisérletekben szigortian orvosi marihuanat
fogyasztottak a paciensek atlagosan 2 hétig, nem talal 6sszefliggést a veseelégtelenség €s
a cannabisfogyasztas kozott (nem voltak komolyabb mellékhatasok, nem fordult el6 akut
veseelégtelenség, €és csak egy esetben jelentettek vérvizelést). Kronikus fogyasztas
esetén, egy 647 paciensbdl allo kohorszot 7 évig kovetve, valamelyest emelkedik a
rizikoja a veseelégtelenség kialakuldsanak a marihuanét fogyasztok csoportjaban, igy
maga az anyandvény nem javasolhatdo a vesemiikodés helyreallitasara (Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), 2013; Moradi és mtsai, 2016; Vupputuri és mtsai,
2004; Wang ¢és mtsai, 2008). Azonban az eldbbickben bemutatott angiotenzin-
cannabinoid transzaktivacié érdekes alternativa lehet. Az Ang I Gg11 — PLCB — DAGL
utvonalon fokozza a 2-AG bioszintézisét, mely erds agonistaja a CBo-receptoroknak,
melyek aktivalasa protektiv hatast valthat ki a tubuldris karosodassal szemben mind akut,

mind kronikus veseelégtelenségben.
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6.3. Az endogén cannabinoid szint emel6k hatisa a gyomorvédelemre

Doktori munkdm legfontosabb pontja az endogén cannabinoid szint emeldk
hatasanak vizsgalata volt. Az elmult években sikerrel alkalmaztak FAAH-és MAGL gatlo
vegyiileteket a fajdalomcsillapitas és gyulladdscsokkentés teriiletén allatkisérletes
modelleken, tovabba mind az URB 597 (FAAH-gatl6), mind a JZL 184 (MAGL-gatl6)
hatékonynak bizonyultak savelvalasztds fiiggd (NSAID indomethacin-indukalta)
fekélymodellen a 1éziok kialakuldsanak csokkentésében periférias adagolas mellett
(Fowler, 2015). Mindkét vegyiilet esetében CBi (-/-) knockout egéren végzett
vizsgalatokkal bizonyitottak a CBi-receptor elengedhetetlen szerepét a folyamat
mediadlasaban, mig a JZL 184 esetén kimutattak az indomethacin hatdsdra megnovekedett
gyulladdsos mediatorok (IL-18, IL-6, IL-10, TNF-a) szintjének szignifikdns csokkenését
is (Kinsey és mtsai, 2011; Naidu és mtsai, 2010).

Az anandamid visszavétel gatld vegyiiletekrél kevesebb adat all rendelkezésre,
bar a VDM11-r6l leirtdk, hogy a FAAH-és MAGL gatlok mellett szintén csokkenti a
gyulladasos értékeket TNBS-indukalta colitis modellen (Alhouayek és mtsai, 2011), nem
vizsgaltak a hatdsat sem savfiiggd, sem savfiiggetlen fekélymodelleken.

Munkéam soran 3 endogén cannabinoid szint emeld vegylilet hatdsait vizsgaltam
centralis és periférias adagolas soran, alkoholos fekélymodellen: a szelektiv FAAH-gatlo
URB 597-¢t, mely az anandamid endogén szintjét noveli, a MAGL-gatlo JZL 184-ét,
mely a 2-AG szintjének novekedéséért felel és az anandamid szinaptikus visszavételét
gatlo AM 404-ét. Intracerebroventrikularis adagolas soran mind az URB 597 (0.6-88.5
nmol i.c.v.), mind a JZL 184 (0.3-2.7 nmol i.c.v.), valamint az anandamid-uptake gatlo
AM 404 (0.5-25 nmol i.c.v.) dozisfiiggben, kozel azonos hataserGsséggel gatolta az
alkoholos 1éziok kialakulasat. Az intraperitonealis adagolas soran elért hatds maximumai
szintén kozel azonosak voltak a 3 vegyiilet esetében: URB 597 (2.9-11.8 pmol/kg i.p.)
90%, JZL 184 (9.6-19.2 umol/kg i.p.) 90% ¢és az AM 404 (1.5-15 pmol/kg i.p.) 88%.
Erdekes megfigyelni, hogy mig centralisan az effektiv dozisértékek nanomolaros
nagysagrendiiek (1.4; 0.4; 1.05 nmol), periférids adagolasnal pmol-os koncentracioban
¢érik el ugyanazon hataserdsséget (3.86; 9.7; 2.9 umol). I.c.v. adagolés soran az endogén
szint emel6k nagyobb ddzisainal szintén a hatas csokkenését figyelhetjiik meg, a 2-AG
és Ang II esetében is jelentkezé harang alak doézis-hatas gorbe jellemzd. Kérdésként

felmeriilhet, hogy mig az anandamid dézis-hatas gorbéje nem harang alak(, mind az URB
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597, mind az AM 404 (melyek az anandamid endogén szintjét emelik) esetében
megfigyelheté a magasabb dozisoknal a hatas csokkenés. Ez magyarazhat6 azzal, hogy
sem az URB 597, sem az AM 404 nem szelektiv ligand. Az URB 597 hat a MAGL
enzimen, de szubsztratja egyéb karboxil-észterazoknak is, mig az AM 404 kozvetlen
agonistadja a TRPV 1-receptornak, és kotddik a FAAH enzimhez. Elképzelhetd tehat, hogy
az altaluk létrehozott indirekt anandamid-szint emelés nem koveti linedrisan a dézis
emelkedését. Tovabba periférids (i.p.) adagolas sordn sem jelenik meg a harang-alaka
dozis-hatas gorbe, melynek oka lehet, hogy az altalunk i.p. adagolt dézistartomany az
I.c.v.-nél sokkal sziikebb (i.p. kb. 4-10-szeres, mig i.c.v. 10-150-Szeres), azaz nem
alkalmazunk az effektiv dozisnal joval magasabb dozisokat, melyeknél a vegyiiletek
esetlegesen elveszitik szelektivitasukat.

Szintén vizsgaltuk a hatast medialé receptorokat.

Az irodalmi adatoknak megfeleléen a FAAH-és MAGL-gatld vegyiiletek CB1-
receptoron fejtették ki hatdsukat, ugyanis mind az i.c.v., mind az i.p. adagolasuk soran
kifejtett védelem gatolhato volt centralisan adagolt CB1-receptor inverz agonistaval (AM
251 1.8-3.6 nmol i.c.v.).

Az anandamid ko6tédik a TRPV1-receptorokhoz is (Zygmunt és mtsai, 1999).
Mivel a FAAH-gatlo URB 597 az anandamid endogén szintjét noveli, vizsgaltuk a
TRPV1-receptor antagonista capsazepin hatasat az URB 597 altal kifejtett védelemre. A
capsazepin (2.6 nmol i.c.v.) centralis adagolasnal szignifikansan gatolta az URB 597 (2.9
nmol i.c.v.) altal létrehozott gasztroprotekcidt alkoholos fekélymodellen, igy indirekt
modon is igazoltuk, hogy az anandamid gasztroprotektiv hatasaban a CBi-receptorok
mellett TRPV1-receptorok is részt vesznek.

Az anandamid visszavétel gitlo AM 404 esetében az eredmények kissé
ellentmondasosak, ugyanis az AM 404 centralis adagoldsa sordn a szintén centralisan
adott AM 251 valamelyest csOkkentette ugyan a hatast, de ez a valtozas nem volt
szignifikans, mig a periféridsan adagolt AM 404 altal kifejtett védelmet egyértelmiien
gatolta. Ennek a jelenségnek pontos mechanizmusa tovabbi vizsgélatokra szorul, azonban
tudni kell, hogy a harom altalunk alkalmazott vegyiilet koziil messze az AM 404 a
legkevésbé szelektiv. Mig szintetizalasakor szelektivnek gondoltak az anandamid
transzportjara, a késébbiekben kideriilt, hogy szubsztratja a FAAH enzimnek (Hillard és
mtsai, 1997), s6t, direkt aktivalja a TRPV1-receptorokat is (De Petrocellis és mitsai,

91



DOI:10.14753/SE.2019.2216

2000). Elképzelhetonek tinik, hogy kozvetleniil centralisan injektalva magasabb
anandamid-koncentraciot hoz létre az agyban, mint periféridasan adagolva, és ez a
koncentraci6 kiilonbség okozza a megvaltozott receptor-panelt.

Mivel mindharom endogén szintemelé vegyiilet jol penctral az agyba, igy
periférids (i.p.) adagolas sordn nem lehet egyértelmiien megallapitani, hogy a hatés
medialasaban centralis, vagy periférias (esetleg mindkettd) CBi-receptorok vesznek e
részt. Ennek vizsgalatara alkalmaztam az URB 937-es periférias FAAH-gatlo vegyiiletet,
melynek effektiv dozisa (0.2 mg/kg s.c.) noveli a periférids szovetekben a FAAH
enzimaktivitast, azonban 200x nagyobb dozis (40 mg/kg s.c.) sziikséges az agyi
penetracidhoz. Az irodalmi adatok szerint az URB 937 szintén gatolta az indomethacin-
indukalta fekélyek kialakulasat, feltételezve a periférids CBi-receptorok részvételét a
folyamatban (Sasso és mtsai, 2012). Kisérleteink soran az URB 937 (0.8-16.9 umol/kg
1.p.) nem gatolta az alkoholos 1ézidk kialakuléasat.

Osszefoglalva tehat egyértelmiien jelzi szadmunkra a centralisan indukalt
gyomorvédelmet az a tény, hogy a periféridsan adagolt FAAH, MAGL-¢és anandamid
uptake gatld hatdsat centralis CBi-antagonista (AM 251) felfiiggesztette, illetve, hogy a
periféridra szelektiv FAAH gatlo (URB 937) nem valtott ki gasztroprotektiv hatast.

A vagusz indukalt gyomorvédelem a periféridn a szenzoros afferensekbdl
felszabaduld neuropeptideken keresztiil valosul meg. Ezek legfontosabbika a CGRP,
mely a NOS ativalasaval erdteljes NO-medialt mukozalis vérataramlas-ndvekedést hoz
létre, ami elengedhetetlen a lokalis nyalkahartya védelem szempontjabol (Holzer, 1998).
Tovabba a NO-szintaz aktivitds fokozasdval a CGRP fokozza a mucinelvalasztast
(Ichikawa ¢és mtsai, 2000), valamint CGRP-1 receptorokon csokkenti a gyomorsav
elvalasztast a gasztrin-és ACh felszabadulas gatlasaval (Evangelista és mtsai, 1992), és
stimulalja a szomatosztatin (SOM) szekréciot (Manela és mtsai, 1995). A
szomasztosztatin centralis (i.c.v.) €s periférias (i.v.) adagolas mellett is gatolja a
gyomorsav szekréciot, €s szintén fokozza a mukozalis vérataramlast, azonban a CGRP-
tol kissé eltéré mechanizmussal, az endothelialis NO-szintézis fokozasaval (Ancha és
mtsai, 2003). Tovabba a SOM-analdg octreotidrol leirtak, hogy gatolta a NSAID-ok
indukalta mukozalis 1¢éziok kialakuldsat a leukocita kitapadas gatldsaval (a kitapado
leukocitak ugyanis fokozzak a nekrotizald agensek endothel-karosito hatasat) (Scheiman

és mtsai, 1997). Az alkohol és karositd agensek hatasara 1étrejovo nekrozis markansan
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csokkenti a nyalkahartya CGRP és SOM szintjét, mely nagyban hozzajarul a fekélyek
kialakulasahoz (Ancha és mtsai, 2003).

Kisérleteinkben RIA (radioimmunoassay) mddszerrel mértiik mind a CGRP, mind
a SOM szintjét a gyomor nyalkahartydban alkoholos fekélymodellen, a savas alkohol
beadasa utan 1 6raval. Mindkét neuropeptid szintje jelentdsen lecsokken alkohol hatasara
(a CGRP esetében 1.78-r6l 0.26 fmol/mg szdvet-re, mig a SOM-nal 20.22-r6l 2.7 fmol-
ra szovet milligrammonként). A FAAH-gatlo URB 597 (2.9 nmol i.c.v.), a MAGL-gatl6
JZL 184 (1.3 nmol i.c.v.) és az anandamid visszavétel gatlo AM 404 (2.5 nmol i.c.v.) is
szignifikansan megnovelte a CGRP-és SOM-szinteket bizonyitva, hogy ezen faktorok

hatasa kozrejatszik a vegyiiletek gasztroprotektiv hatdsdnak medidlasaba a periférian.

A reaktiv oxigén gyokok (Reactive oxygen species, ROS) altal okozott lipid
peroxidéacio folyamata a szervezet egy fontos karositd tényezdje, mely az alkohol-és
nemszteroidok altal indukalt nyalkaharyta kdrosodasban is részt vesz. A lipid peroxidacio
folyamata sordn karosodik az epithelium és a sejtmembran, a lizoszomalis enzimek
felszabadulasa pedig noveli a szovetkarosodast, amely a 1éziok sulyosboddséhoz vezet
(Demir ¢és mtsai, 2003). A szervezet védekez6 mechanizmusa az antioxidans
enzimrendszerek miikodése, melyek a ROS-képzddést gatoljak, illetve a keletkezett
gyokoket semlegesitik. Ilyen antioxidans enzim a szuperoxid dizmutaz (SOD), a katalaz
(CAT), illetve a glutation-peroxidaz (GPX). Mindharom antioxidans enzimrél
kimutattdk, hogy részt vesznek a citoprotektiv vegyiiletek mukozélis védelmi
mechanizmusaban alkohol és aspirin indukalta fekélymodellen (Ozbayer és mtsai, 2014;

Pihan és mtsai, 1987; Zamora Rodriguez és mtsai, 2007).

A szuperoxid dizmutaz egy fém-tartalmii enzim (metalloenzim), amely a
szuperoxidgyok-anion vizzé €s hidrogén-peroxidda valo atalakulasat katalizalja (McCord

¢és Fridovich, 1969).

SOD

A szuperoxidgyok-anion onmagaban is képes diszproporcionalodasra, azonban ennek
sebessége (k ~ 10* M1 s, pH = 7.4) nem elegendd ahhoz, hogy a termel6dd gyok karositd
hatdsadt megelézze. A szuperoxid dizmutdz enzim 4altal katalizalt reakcid
nagysagrendekkel gyorsabb (k = 2 x 10° M? s, pH = 7.4), igy a szervezet szamara

elsédleges védelmet jelent az oxidativ stresszel szemben (Bannister és mtsai, 1987). A
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SOD enzimeket a fém kofaktortol fliggéen 3 csoportba osztjuk. A réz/cink tartalmu
enzimek (Cu/Zn-SOD) a citoplazmaban, a mangan tartalmi enzimek (Mn-SOD) a
mitokondriumokban, mig a vas tartalmuak (Fe-SOD) extracellularisan (foként a

plazmaban, nyirokban és a szinovialis folyadékban) talalhatok (Marklund, 1980).

A katalaz (CAT) egy hem-tartalmu oxidoreduktaz, mely az emlds szervezetben foként
peroxiszomakban talalhato, és a fiziologidsan jelen 1évo, illetve patologidsan az oxidativ
stressz folyamata kozben keletkez6 reaktiv oxigén-fajta hidrogén-peroxid (H202)

lebontasat katalizalja az alabbi reakcid szerint:

2H,0, % 0,+ 2H,0

Munkdm soran a gyomor nyéalkahartya SOD és CAT enzim aktivitas szintjét mértem
kolorimetrids modszerrel mindharom vegyiiletre nézve. Alkohol hatdsira jelentdsen
csokkent a SOD enzimaktivités (0.055-r61 0.024 U/mg szovet), a CAT aktivitdsa azonban
nem. Ez a jelenség nem egyediilallé az irodalomban, lehetséges magyarazata lehet, hogy
nagysagrenddel eltér (Km@apx) = 1 pmol vs. Kmcat) = 1 mmol), igy az altalunk alkohollal
indukalt HoO2-termelédés eliminalasaban a GPX-nek van nagyobb szerepe (Zamora
Rodriguez eés mtsai, 2007). Az URB 597 és JZL 184 szignifikansan emelte az alkohol
altal lecsokkentett SOD enzimaktivitast, mely bizonyitja, hogy a szuperoxidgydk-anion
elimindladsa a periféridn szerepet jatszik a kialakult védelemben. Ezzel szemben az
anandamid visszavétel gatldo AM 404 hatasa nem befolyasolta szignifikansan a SOD
enzim aktivitdsat, ami szintén jelezheti az anandamid transzportjanak enzimatikus
hidroliziséhez képest kisebb jelentGségét a gasztrointesztinalis traktusban (Calignano és
mtsai, 1997). A SOD a szuperoxidgyok-aniont hidrogénperoxidra és vizre bontja, igy a
SOD enzimaktivitds novelésével kovetkezetesen né a H202-koncentracid, melynek
eliminalasaban a CAT enzim is nagyobb szerepet jatszik. Mindhdrom vegyiiletiink
szignifikansan novelte a CAT enzimaktivitast, mely alapjan valdszintisithetd, hogy ez a

mechanizmus is részt vesz az altaluk kifejtett gasztroprotekcioban.
A gyomormotilitds szerepének megitélése a nyalkahartya védelemben
ellentmondasos a kutatok kozott. Egyfeldl, logikusnak tlinik, hogy a gyomoriiriilés
gatlasa fokozza a kdrosodas mértékét, tobb ideje van ugyanis a karositdo agenseknek a

behatasra. Ezzel 0sszefiiggésben a prokinetikus metoclopramid véddé hatést fejtett ki
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savfiiggd fekélymodellen, mely dsszefiiggésben volt gyomortiriilést serkentd hatasaval
(Gupta és mtsai, 1989). Azonban az utobbi években bizonyitast nyert az a tedria is, hogy
a nyalkahartya karositdo agensek (pl. a NSAID indomethacin) hypermotilitast okozo
hatasa fokozza a mukozalis mikrocirkulacié zavarait, ez abnormalis nyomast fejt ki a
gyomorfalra, és noveli a vaszkularis permedbilitast, fokozva a gyulladast és a szoveti
karosodast (Takeuchi, 2012). Ebben az esetben a hypermotilitas gatlasa csokkentheti a
1éz16k kialakuldsanak mértékeét.

A AS-THC, és szintetikus analogjainak gasztrointesztinalis hatasai kozott szerepel
periférids és centralis adagoléds soran is a gyomoriiriilés elnyujtasa és az intragasztrikus
nyomascsokkenés, mely CB1-receptoron keresztiil valosul meg (Shook és Burks, 1989).
A CBa-receptor szerepét az is aladtdmasztja, hogy nagy szamban taldlhatok CBi-
receptorok mind a gyomor fundusban, a corpusban ¢és az antralis teriileteken, mig CB2-
receptorokat nem figyeltek meg ebben a régioban (Adami és mtsai, 2002). Az endogén
cannabinoidok koziil az anandamid gyomoriiriilést gatld hatasat irtdk le, melyet
valdsziniileg szintén CBi-receptorok medidlnak, gatolhatd volt ugyanis CBi-receptor
szelektiv antagonistaval, nem befolyasolta azonban CB2-receptor szelektiv antagonista és
TRPV1-receptor antagonista sem (Di Marzo és mtsai, 2008). Tovabba centralisan (i.c.v.)
adagolt WIN 55212-2 szintén lassitotta a gyomoriiriilést, mely hatas szelektiv CB:-
receptor antagonistaval gatolhato volt, centralis CBi-receptorok szerepét valoszintisitve a
hatasban (Pertwee, 2001). Kisérleteinkben ezért vizsgaltuk az endogén cannabinoid szint
emeldk hatisat a gyomor motoros aktivitdsara. A gasztroprotektiv dozisban, valamint
annak 10x-esében alkalmazva (URB 597 2.9, 29.5 nmol i.c.v.; JZL 184 1.3, 13 nmol
I.c.v.; AM 404 2.5, 25 nmol i.c.v.), a vegyiileteink nem befolyasoltak sem a gyomor
antralis kontrakcioit, sem a fundus tonusat (tehat az intragasztrikus nyomast)
intracerebroventrikularis adagolas sordan. A gyomor motoros aktivitasanak gatlasa ebben
a dozisban tehat nem érvényesiil, kovetkezésképpen nem vesz részt a FAAH-, MAGL-
¢és visszavétel-gatlok gasztroprotektiv hatdsanak medialasaban.

A direkt cannabinoid agonistdk/antagonistak terapias alkalmazéasanak limitacioja
a nemkivant pszichotikus mellékhatasok (szedacio, rossz kozérzet, depresszid, mely akar
ongyilkossagi hajlam novekedéséhez is vezethet, ahogy lattuk azt az azéta forgalombol
kivont Rimonabant esetében, stb.) megjelenése. Kronikus alkalmazasa a A°-THC-nek

tartos strukturalis és funkcionalis valtozasokat idéz eld a hippocampusban, mely rontja a
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tanulasi folyamatokat és az emlékezést mind patkany, mind ember esetében (Scallet,
1991). Allatkisérletes modellen végzett teszteken A°-THC adagolasa utan az Gigynevezett
klasszikus tetrad jelenik meg (katalepszia, csokkent testhdmérséklet, immobilitas és
termalis antinocicepcio) (Fowler, 2015). Ezek a mozgaskoordinaciéval kapcsolatos
mellékhatdsok azonban embernél elmaradnak, ugyanis relativ alacsony a kisagyi CBi-
receptorok szama (Herkenham és mtsai, 1990). Az endogén cannabinoid szint emel6k
alkalmazasaval indirekt aktivalhatok a cannabinoid-receptorok, igy elképzelhetd, hogy a
cannabimimetikus mellékhatdsok szdma csokkenthetd.

Szelektiv FAAH-gatlokkal végzett kisérletek soran tigy tlinik, hogy valoban nem
jelentkezett a szedacio, katalepszia, immobilitas vagy a lokomotoros aktivitas csokkenése
(patkanyon) (Kathuria és mtsai, 2003). Egy human kisérlet is zajlott a szelektiv FAAH-
gatld PF-04457845-el, mely soran nem befolyasolta a kognitiv funkcidkat, tanuldsi
folyamatokat, koncentraciot és a probléma megoldd képességet (Li és mtsai, 2012). Itt
kell megemliteniink, hogy noha cannabimimetikus mellékhat4sokat valéban nem okozott,
sajnalatos modon sulyos agykarosodassal jart egy masik FAAH-gatld (BIA 10-2474)
fazis I human kisérletekben, ami miatt fel is fliggesztették a folyamatban levd kisérletet.
A teljes képhez hozza tartozik, hogy ez a stlyos mellékhatds azon péaciensek esetében
jelentkezett csak, akik napi 5-6-szori adagolassal kaptak magasabb dozisban (50 mg) a
hatéanyagot, mig a 20 mg-os dozissal kezelteknél nem. Tovabba sem a prekilinikai
kisérletek sordn, sem az eldzetes dozistitralasndl (amelynél a 100 mg-os egyszeri dozist
vettek felséértéknek) nem figyeltek meg hasonld neuroldgiai kéarosodasokat, ezért
mindenképpen tovabbi, alaposan megtervezett kisérletekre volna sziikség a mellékhatas
megjelenésének, a vegyiiletek biztonsagossaganak vizsgalatahoz (Mallet és mtsai, 2016).
A MAGL-gatlo JZL 184 azonban, noha nem okozott katalepsziat és hypothermiat,
szignifikansan csokkentette a lokomotor aktivitast, mig a MAGL enzim irant szelektivebb
ligand (KML29) esetében ez a jelenség nem volt megfigyelheté (Long és mtsai, 2009).
Az AM 404 szerepe itt is kissé ellentmondasos. I.c.v. (10 pg, 25 nmol) adagolva fokozta
az immobilitast patkdnyon, a hatds azonban csak a beadast kovetd 60. percben volt
szignifikans (Beltramo és mtsai, 2000). Szintén okozott hypothermiat i.p. adagolt nagy
dozisa (10-20 mg/kg), ez azonban gatolhato volt TRPV 1-receptor antagonistaval (Rawls
¢s mtsai, 2006), valamint befolyasolhatja az a tény, hogy az AM 404 hidrolizisének

terméke a paracetamol, mely koztudottan hdcsokkenté (Hogestatt és mtsai, 2005).
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A gasztroprotektiv hatds maximumat kifejtd koncentracioban vizsgéltuk a harom
endogén szintemeld vegyiilet katalepszidt ¢és hypothermiat okoz6 hatasat,
intracerebroventrikularis adagolds soran. A méréseket mindkét paraméter esetén
kozvetleniil az i.c.v. injektalas elott végeztiik, majd tovabbi 40 percig 10 percenként.
Eredményeink alapjan sem a FAAH-géatlo URB 597 (2.9 nmol i.c.v.), sem a MAGL-gatlo
JZL 184 (1.3 nmol i.c.v.), sem az anandamid transzportjat gatlo6 AM 404 (2.5 nmol i.c.v.)
nem befolyasolta sem az allatok rektalis hdmérsékletét, sem a katalepsziat.

Természetesen felmeriil a kérdés, hogy ha az exogén adagolt cannabinoidok,
illetve szarmazékaik ugyanazokon a receptorokon keresztiil fejtik ki hatdsaikat, mint az
endogén ligandok, akkor hogyan lehetséges a pszichotikus mellékhatasok elmaradasa?
S6t, akar ide sorolhatndnk a motilitdsgatld hatds elmaradasat is, ugyanis az irodalmi
adatok a A°-THC és szintetikus analdgjainak hatésai kozott leirjak a gyomoriiriilést gatlo
hatast, mig ezt mi a szint emelék gasztroprotektiv dozisainal nem tapasztaltuk. Hogy
lehet, hogy egyes CBi-medialta hatasok endogén szint emelés esetén is fennallnak, mig
mas hatdsok nem jelennek meg? Ez az alapvetd kérdés a cannabinoid kutatds egy
homalyos foltja, bar tobb teoria is 1étezik rd. Egyfeldl a nem pszichoaktiv fitocannabinoid
vegyliletek hatdsmechanizmusanak felderitésébdl probalnak tobbet megtudni a kutatok.
A Cannabis sativa novénybdl ugyanis a pszichoaktiv cannabinoid komponenseken kiviil
~120 un. fitocannabinoid vegyiiletet is izolaltak, amelyek nem rendelkeznek pszichoaktiv
hatasokkal (Morales és mtsai, 2017). Ilyen vegyiilet pl. a cannabiregol (CBG), vagy a
cannabichromen (CBC) amely az AM 404-hez hasonléan az anandamid visszavételét
gatolja, valamint a cannabidiol (CBD), amely taldn a legjelentésebb nempszichoaktiv
fitocannabinoid, a CB1 és CB», valamint a GPR55-¢és 18-as receptorokon antagonista
hatast fejt ki (Mechoulam ¢és mtsai, 2007). Receptor profiljuk mindenképpen
szerteagazobb, aktivalnak ap- és 5-HT-receptorokat, PPARy-receptort, szamos tranziens
receptor potencial csatornat, az adenozin Al-receptort, st a GABAAa-receptort is
(Morales és mtsai, 2017), ez 6nmagaban azonban még nem magyarazza a pszichoaktiv
hatasok elmaradasat. Az utdbbi években azonban tobb fitocannabinoidrol kimutattak (pl.
a CBD-r¢l), hogy allosztérikus modulatora a CB1-receptornak. A CBi-receptor ugyanis
az ortosztérikus kotohelyen kiviil egy allosztérikus kotohelyet is tartalmaz, amely
lehetséget ad egy masodik ligand bekotddésére a receptorhoz, mely befolydsolja a

primer ligand altal kifejtett hatas iranyat, er6sségét, vagy akar modulalhatja a kivaltott
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szignaltranszdukciot is (Khurana és mtsai, 2017). Mind pozitiv, mind negativ
allosztérikus modulatorait leirtak a receptornak, és uigy tiinik, hogy a pozitiv allosztérikus
modulatorok esetében szintén nem jelennek meg a cannabimimetikus mellékhatasok.
Ignatowska-Jankowska és mtsai példaul sikerrel alkalmaztdk a ZCZ-011 pozitiv
allosztérikus modulatort neuropatids fajdalom modellen egérben, a pszichotikus
mellékhatasok megjelenése nélkiil (Ignatowska-Jankowska és mtsai, 2015). Amennyiben
tehat a szintemel6 vegyiiletek is allosztérikus modulatorként hatnak a receptoron (ha nem
is direkt, de akar egy metabolitjuk révén), az ortosztérikus kotéhelyre bekstott endogén

ligand hatéspanelje megvaltozhat, ami magyarazhatja a fentebb vazolt anomaliat.

Eredményeink mindenképpen eléremutatdak a fekélykutatas szempontjabol is. Az
utobbi 20-30 évben ugyanis a peptikus fekélybetegség statisztikdi gyorsan javuld
tendenciat mutatnak, amely a protonpumpa gétlok preventiv alkalmazasanak, illetve a
ujabb vizsgalatok azonban a gyomorfekélyek szamanak csokkenése mellett egyre
nagyobb szamban mutatnak ki vékonybél érintettségli 1ézidkat, fekélyesedést, mely
szintén Osszefligg a kronikus NSAID-terapiaval. Kis elemszamu vizsgalatokban ennek
mértéke igen riaszté méreteket Olt, akar az 50-70%-ot is elérheti a vékonybél 1€zidk
megjelenése rheumatoid arthritis-el kezelt paciensek esetében, nagy szamu kohorsz
kovetése azonban, amely nem egy kifejezetten magas rizikdju betegcsoportot figyel,
finomit ezen a statisztikan, és nagyjabol 10-15%-os rizikondvekedést allapit meg
(Graham és mtsai, 2005). Ugy tiinik tovabbd, hogy a NSAID-ok koziil az aspirin alacsony
dézisban is (100 mg) sokkal erdteljesebb karositd hatas kifejtésére képes. Ebben a
dozisban az aspirin széleskoriien alkalmazott a kardiovaszkularis kockazat csokkentésére,
¢s mivel a gyomorfekélyek kialakulasat is fokozza, igy altaldban gyomornedvellenalld
bevonatot kap. Ez a bevonat azonban megvédi ugyan a gyomrot, de csak ,.eltolja” a
karositd hatast, ami igy a vékonybélben fog jelentkezni (Higuchi és mtsai, 2009).
Lengeling vizsgéalatdban 40 vékonybél fekéllyel diagnosztizalt paciensbdl 19 szedett
gyomornedvellenalldo bevonattal rendelkez6 aspirint (Lengeling és mtsai, 2003). Egy
masik vizsgalatban 11 gyomorfekélyes beteg vékonybelét vizsgaltak kapszula
endoszkopias modszerrel, akiket hosszatdvon kezeltek alacsony dozist aspirinnel.
Kiterjedt gyulladas (pirossag, 6déma) minden péaciensnél lathato volt, 11-bdl 10 betegnél

pedig elkezdddott a 1éziok, fekélyek kialakuldsa. Nyilvanvaloan azokndl a pacienseknél
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vizsgalva, akiknél mér fenndll a gyomor nyalkahartyajanak karosodasa, magasabb az
esélye a vékonybél karosodasok kialakuldsanak is, ez az arany (100 ill. 91%) azonban
akkor is megdobbentéen magas (Watanabe és mtsai, 2008). Erdekes megfigyelés, hogy
egy genetikai polimorfizmus, amely a NSAID-okat metabolizald6 enzimet érinti
(CYP2C9) novelte a gastroduodenalis vérzések kialakulasat, tehat lehetséges, hogy a
nemszteroidok karosito hatasa genetikailag prediszponalhato (Pilotto és mtsai, 2007).
Az NSAID-ok savas karakteriikbol adédoan lokalisan nyalkahartya karosito
hatassal rendelkeznek a gyomorban, melyre a PPI-k adagoldsa kézenfekvd terdpias
megoldast nyujt. A vékonybél 1éziok kialakulasanak mechanizmusa azonban a
gyomorsav szekréciotol fliggetlen (vagy csak nagyon kis mértékben fiigg), ¢s sokkal
inkdbb a mukozalis protekcioban részt vevd faktorok karositdsan keresztiil valosul meg
(PG-szintézis gatlas, szabadgyok képzodés, lipid-peroxidacid fokozasa, hypermotilitast
fokozo hatas, stb.), igy a szekréciogatlok nem alkalmazhatok hatékonyan a bélfekélyek
elengedhetetlen olyan hatéanyagok, mechanizmusok fejlesztése, melyek a nyalkahartya
integritdsdnak megorzését, fokozasat szolgéaljadk. Az altalunk vizsgéalt endogén
cannabinoidok tobb ponton képesek novelni a gyomor nyalkahartya integritasat, amely

felveti a szerepiiket a bélfekélyek elleni védelem kialakitasaban is.
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7. KOVETKEZTETESEK, UJ EREDMENYEK

7.1. Az anandamidhoz hasonldan a 2-AG is gasztroprotektiv hatast fejt ki mind i.v.,
mind i.c.v. adagolas soran alkoholos fekélymodellen.

7.2. A centralis CBl-receptorok részt vesznek mind az anandamid, mind a 2-AG
hatdsanak medialasaban.

7.3. A periférias hatasok koziil biztosan szerepet jatszik az anandamid ¢és 2-AG altal

indukalt védelemben a CGRP-szint fokozésa.
7.4. Az i.c.v. injektalt Ang II gasztroprotektiv hatast fejt ki alkoholos fekélymodellen.

7.5. Az Ang Il gasztroprotektiv hatdsa az ATi-receptor indukalta CBi-receptor
aktivacidja révén valosul meg, a folyamat gatolhato tovabba DAGL-gatloval, mely

a 2-AG szerepét valdsziniisiti a hatés létrejottében.

7.6. A vagusz és a kolinerg rostok aktivacioja szintén részt vesz az Ang II altal kivaltott

gasztroprotekcidban, gatolhatd volt ugyanis atropinnal €s vagotdmiaval.

7.7. Az endogén cannabinoidok metabolizmusanak gatldsaval (tehat az anandamid és
2-AG endogén szintjének emelésével) szintén gasztroprotektiv hatds valthato ki

savfliggetlen modellen.

7.8. A FAAH-gatlo URB 597 és MAGL-gatlo JZL 184 az anandamid ¢és 2-AG szint

emeléssel centralis CB1-receptorokon keresztiil gasztroprotektiv hatast fejt ki.

7.9. A periférian ezt a hatast a CGRP és SOM-szintek és a SOD-enzimaktivitas
novelése medidlja. Nem befolydsoltdk a vegyiiletek azonban a gyomor motoros
aktivitasat és tonusat.

7.10. Az anandamid visszavétel gatlo AM 404 esetében szintén jelentkezett a
gasztroprotektiv hatds, melynek mechanizmusa azonban tovabbi vizsgéalatokra szorul.
A medialdsaban részt vesznek a centralis CBi-receptorok, azonban mas receptorok
kozremiikddése is lehetséges. A periférian a CGRP- és SOM-felszabadulas novelése
vesz részt a hatasban, nem befolyasolja azonban a gyomor motorikus aktivitasara és

tonusara kifejtett hatas, sem a SOD enzimaktivitds befolyasolésa.

7.11. Az éltalunk vizsgalt cannabimimetikus mellékhatasok (katalepszia,
hypothermia) a gasztroprotektiv ddzisban i.c.v. injektidlva egyik vegyiiletnél sem

jelentkeztek.
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8. OSSZEFOGLALAS

A peptikus fekélybetegség eléfordulasa populacioszinten 5-10%-ot tesz ki, és
noha az elmult 10-20 évben a szekrécidogatlok bevezetésével csokkend tendenciat mutat,
még mindig szdmos olyan esetet 1athatunk, amikor pusztan a kérosito, agressziv faktorok
csokkentésén alapuld terdpias mechanizmusok nem feltétleniil elégségesek, a
gasztrointesztinalis nyalkahartya mukozalis védelmére kell koncentralnunk. Jelen munka
ezen protektiv faktorokat veszi sorra, kiilonds tekintettel az endocannabinoid rendszer
szerepére a gasztroprotekcioban. Kisérleteink soran kimutattuk, hogy az endocannabinoid
anandamid és 2-AG gasztroprotektiv hatést fejt ki mind periférias (i.v.), mind centralis
(i.c.v.) adagolés soran, mely hatdst az anandamid esetében CBi-receptorok és TRPV1-
receptorok, mig a 2-AG esetén CBi-receptorok medialjak. A periférids faktorok koziil a
CGRP-szint novelése biztosan szerepet jatszik a gasztroprotekcid létrejottében.
Centralisan (i.c.v.) injektalt Ang II szintén gasztroprotektivnek bizonyult alkoholos
fekélymodellen. Ez a hatas a CBi-receptorok ATi-receptorok altali aktivacidja révén

valosult meg, centralisan a vagusz €s a kolinerg rostok aktivacioja medialja.

Az anandamid €s 2-AG endogén szintjének emelése a metabolizmusukat végzd enzimek
gatlasaval egy reményteli terapias alternativa a cannabinoidok pszichoaktiv
mellékhatasok megjelenése nélkiili alkalmazasara. Harom endogén szintemel6 vegyiilet,
a FAAH-gatlo URB 597 ¢s az anandamid visszavétel gatlo AM 404, melyek az
anandamid endogén szintjét novelik, valamint a MAGL-gatlo JZL 184, mely a 2-AG
szintjét befolyésolja, gasztroprotektiv hatasat vizsgaltuk periférias (i.p.) és centralis
(i.c.v.) adagolas mellett. Mindhdrom vegyiilet védd hatdsinak bizonyult, mely hatast
centralis CBi-receptorok aktivaciojan keresztiil fejtik ki (nem volt hatékony ugyanis egy
perifériara szelektiv vegyiilet, az URB 937). Az URB 597, és AM 404 esetében egyéb
receptorok kézremiikodése is lehetséges (pl. TRPV1). A periférian ezt a hatast a CGRP
¢s SOM-szintek, illetéleg a katalaz-enzimaktivitds ndvelése medialja. Az URB 597 és
JZL 184 vegyiiletek esetében az alkohol hatasara csokkent SOD enzimaktivitas ndvelése
szintén szerepet jatszik a hatas 1étrejottében, a gyomor motoros aktivitasat és tonusat
azonban egyik vegyiilet sem befolyasolta. Az altalunk vizsgalt cannabimimetikus
mellékhatasok (katalepszia, hypothermia) a gasztroprotektiv dézisban i.c.v. injektalva

egyik vegyliletnél sem jelentkeztek.
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9. SUMMARY

The prevalence of peptic ulcer disease represents 5-10 % in the general
population, and, although it shows a decreasing tendency with the introduction of the
antisecretory drugs in the past 10-20 years, in numerous cases the therapeutic mechanisms
based on the reduction of the harmful, aggressive factors are still not necessarily enough,
this is why the gastric mucosal protection must be privileged. This work specifies these
protective factors, in particular view of the role of the endocannabinoid system in the
gastroprotection. In our experiments the endocannabinoid anandamide and 2-AG both
induced a significant inhibition of gastric mucosal injury evoked by ethanol after
peripheral (i.v.) and central (i.c.v.) administration, which gastroprotective effect was
mediated by the CB:-receptors and TRPV1-receptors in the case of the anandamide, and
CBq-receptors in the case of the 2-AG. From between the peripheral factors, the increase
of the CGRP-level certainly plays a significant role in the gastroprotection. The centrally
(i.c.v.) injected Ang Il also exerted mucosal protective effect. This protective effect was
mediated via transactivation of the AT:- and CB:-receptors, and centrally by vagal
cholinergic pathways.

The elevation of the endocannabinoid levels by inhibitors of their metabolizing
enzymes is an attractive therapeutic alternative to the application cannabinoids, without
their psychoactive side effects. We examined the gastroprotective effect of the FAAH-
inhibitor URB 597 and the anandamide uptake-inhibitor AM 404, which produces
elevated level of anandamid, and the MAGL-inhibitor JZL 184, which increase the level
of 2-AG, after peripheral (i.p.), and central (i.c.v.) administration. It was found all three
of these compounds protective, which effect was mediated by the activation of the central
CB:- receptors (considering that URB 937, a pheripheral-selective compound was not
effective). In case of URB 597 and AM 404, the involvement of other receptors (e.g.
TRPV1) is also possible. Elevation of the ethanol-induced decreased levels of gastric
mucosal CGRP, SOM and the SOD enzyme activity on the periphery may be responsible
of the gastroprotective effect, however gastric motility (gastric basal tone and phasic
antral contractions) was not influenced either by URB 597, JZL 184 or AM 404. Among
cannabimimetic side effects neither catalepsy, nor hypothermia was elicited by the

compounds given i.c.v. in gastroprotective doses.
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