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BEVEZETES

A peptikus fekélybetegség napjainkban is népbetegségnek szamit, a teljes
populécié mintegy 10-15%-ban érintett élete soran. Az utobbi 20-30 évben a
peptikus fekély eléfordulasi statisztikai gyorsan javuléd tendenciat mutatnak,
amely a szekrécio gatlok preventiv alkalmazasanak, illetve a H.pylori
eradikacios terapidjanak fejlodésével magyarazhaté. Nem magyarazza
azonban, hogy a teljes népesség ~15%-nal okoz problémat a sdsav, holott a
sosavtermelddés fizioldgias folyamat, és a H. pylori fertézott populacio
esetében is csak mintegy 20%-nal alakulnak ki fekélyes elvaltozasok. Szintén
problémat jelent a szekréciogatld gyogyszerek alkalmazasaval kapcsolatban,
hogy mig a gasztroduodenalis fekélyek hatterében altalaban hyperaciditas all,
gyomorfekélyek esetén sokszor mérnek normo- vagy hypoaciditast, valamint
a NSAID-ok mellékhatasaként kialakuld, egyre gyakrabban detektalt
vékonybél érintettségli 1éziok kialakuldsa ellen sem jelentenek kelld
védelmet. Egyes betegségek (pl. a korhazak intenziv osztdlyain gyakran
eléforduld  stressz-fekély szindroma) esetében pedig kifejezetten
kontraindikalt az alkalmazasuk, a gyomor savas pH-janak emelésével
ugyanis jelent6sen novelik a kiilonb6z6 fert6zések és a kovetkezetes
aspiracios tiidégyulladas el6fordulasat. Ezen adatok alapjan elmondhato,
hogy pusztan az agressziv faktorok csokkentésén alapuld terapias
mechanizmusok (gyomorsav kdzombdsitése, savszekrécio gatlasa, H. pylori
eradikacid) nem feltétleniil elégségesek a peptikus fekélyben szenvedd
betegek gyogyulasdhoz, a gyomor nyalkahartya védelem komplex
mechanizmusanak felderitése és terapias alkalmazasa a mai napig intenziven
kutatott téma.

A mukozalis védelemben a periférias faktorokon (mucus-bikarbonat-
foszfolipid barrier, mukozalis mikrocirkulacié, prosztaglandinok, CGRP,
SOM, stb.) kivil a kozponti idegrendszer részvétele is jelentds. A
védelemben részt vevd kiillonbozé agyi strukturak koziil fontos szerepet
jatszik a hypothalamus és a dorzalis vagusz komplex (DVC), de emellett
egyéb strukturak (pl. amygdala, nucleus accumbens) szerepe is bizonyitott.
A centrélisan indukalt gyomorvédelem a periférian a n. vagus kozvetitésével
valosul meg. A vagusz szerepét a gasztrointesztinalis szabalyozasban
egyértelmiien bizonyitjak az akut vagotomia hatasai: csokkent antrélis
kontrakciok és savszekrécio, megnovekedett tonus a gyomor fundusban.



Az endogén cannabinoid rendszer

Doktori munkam soran az endogén cannabinoid rendszer szerepét vizsgaltam
a gyomor nyalkahartya védelemben.

Az endocannabinoid rendszer szerepe a gasztrointesztindlis rendszer
fizioloégias ¢és patofiziologias folyamataiban széleskortien korbejart és
tanulmanyozott kérdés. Mind az anandamid, mind a 2-AG, illetve a
szintézisiikért €s lebontasukért feleldés enzimek, csak ugy, mint a CBi- és
CBa-receptorok megtalalhatoak a gasztrointesztinalis traktusban, és tobb
gasztrointesztinalis hatasukat leirtak, pl. savszekrécio befolyasolasa, gyomor
motoros aktivitasinak csokkentése, gyomoriiriilés gatlasa. A cannabinoidok
tobb savfliggd és savfiiggetlen fekélymodellen bizonyultak védé hatastnak.
CBs-receptoron keresztiil gatoltak a savszekrécidt, ezaltal védd hatast
fejtettek ki savfiiggé fekélymodelleken, és az endogén cannabinoid
anandamid is védd hatasunak bizonyult stressz-fekélyekkel szemben, mely
1éziok kialakulasat az allatok hideg helyen vald kikotésével (cold-restraint
stress model, CRS), vagy vizbe meritésével (water immersion stress model)
érték el. Mind a nemszteroidok, mind a stressz-indukalta fekélyek esetén a
1ézidk kialakulasanak hatterében a fokozott savszekrécid all, érthetd tehat,
hogy a cannabinoidok szekréciogatld hatasuk révén gatoljak a 1ézidk
kialakulasat. Savelvalasztastol fiiggetlen modellekkel azonban kevés adat all
rendelkezésre. Ezen modellek esetében a fekélyeket nyalkahartya nekrotizald
anyagokkal (pl. abszolut alkohol, savas alkohol, 0.2 N NaOH, 25% NaCl)
idézziik eld, igy az erozio kivédéséhez mindenképpen a mukozalis védelem
fokozasara, citoprotekciora van sziikkség. Munkacsoportunk korabbi
kisérleteiben vizsgalta az anandamid, a methanandamid és a WIN 55,212-2
hatasat i.v. és i.c.v. adagolas mellett, alkoholos fekélymodellen. Mindharom
vegylilet gatolta a savas alkohol okozta 1éziok kialakulasat, a hatas gatolhato
volti.c.v. injektalt szelektiv CBi-receptor antagonistaval (SR141716A), mely
a centralis CBi-receptorok részvételét jelzi a folyamatban. Doktori munkam
soran a periféridsan ¢és centralisan injektalt 2-AG hatasat vizsgaltam
savfiiggetlen, alkoholos fekélymodellen.

A cannabinoid receptorok direkt aktivacidja gyakran jar pszichoaktiv
mellékhatisok (hangulatzavarok, szédiilés, nyugtalansag, aluszékonysag)
megjelenésével. A receptorok indirekt aktivalasa megvalosulhat egyrészt az
endogén cannabinoidok metabolizalasaért felelés enzimek (FAAH, MAGL,
uptake-gatlas) gatlasaval, illetve Ggu1-kapcsolt receptorok aktivalasaval. Az
indirekt aktivacio jelentdsen limitalhatja a megjelend mellékhatasok szamat.



A 2-AG szintézisében fontos szerepet jatszik a foszfolipaz C enzim,
amelynek stimulalasa tobbek kozott a Ggu1 protein kapcsolt transzmembran
receptorok aktivalasanak eredménye. Tagabb értelemben tehat minden olyan
neurotranszmitter, amely Ggu1 protein kapcsolt receptoron fejti ki hatasat
(noradrenalin a3 adrenerg, acetilkolin M 35ACh, angiotenzin ATy,
bradykinin B,, vazopresszin Vi receptorokon) képes a cannabinoid
receptorok parakrin aktivalasara. Turu kisérleteiben kinai horcsdg ovarium
(Chinese hamster ovary, CHO) sejteken bizonyitotta az ATi- és CBi-
receptorok transzaktivacigjat. Az aktivalt ATi-receptor stimulalja a PLC
aktivitasat, amely a PIP, atalakulast katalizalja IP3-ra és DAG-ra. A DAG a
2-AG keletkezési molekulaja, a folyamat a DAG-lipaz (DAGL) enzim
aktivalasaval jatszodik le. Osszességében tehat az ATi-receptor aktivalasaval
megné a 2-AG in vivo bioszintézise, amely a cannabinoid receptorok
aktivaciojaval jar. CHO sejteken az AT;-receptor altal kivaltott CB1-receptor
aktivacio kovetkezésképpen gatolhatd volt tetrahydrolipstatin (THL), egy
DAGL antagonista preinkubacidjaval. Doktori munkdm soran ezért
vizsgaltam, hogy alkoholos fekélymodellen megvalosul e a CBi-receptorok
AT -receptorok altali aktivacioja.

A cannabinoid receptorok indirekt aktivacidjanak masik modja az endogén
cannabinoidok szintjének emelése. Kisérleteinkben harom szintemeld
vegylilet, a FAAH-gatlo URB 597 (mely az anandamid endogén szintjét
emeli az annak metabolizmusat végzé enzim gatlasaval), a MAGL-gatlo (a
2-AG lebontasaért felelés enzim) JZL 184 és az anandamid visszavétel gatlo
AM 404 hatasat vizsgaltuk a gasztroprotekciora. Savfiiggd, NSAID indukalta
fekélyeken mar bizonyitottak az URB 597 és JZL 184 védé hatasat, mely
hatas periférids CBi-receptorok aktivalasaval csokkentette a fekélyes
elvaltozasok szamat. Munkam soran savfiiggd, alkoholos fekélymodellen
vizsgaltam, hogy létrejon e a gasztroprotekcid az endogén szint emeldk i.c.v.
injektalasakor.

A gyomor nyalkahartya védelem centralis és periférias faktorok komplex,
0sszehangolt miikddésével valosul meg. Ezen faktorok vizsgalata kozelebb
hozhat minket a mukozalis védelem pontos hatismechanizmusdnak és a
kozponti idegrendszeri szabalyozas periférids kapcsolddasi pontjainak
felderitéséhez. Ezért vizsgaltuk a hatasban résztvevd centralis és periférias
receptorokat, tovabba olyan neuropeptidek (CGRP, SOM) ¢és antioxidans
enzimrendszerek (CAT, SOD) szintjének valtozasait is, melyek a
nyalkahéartya lokalis, citoprotektiv folyamatait serkentik (mukozalis
vérataramlas fokozasa, ROS eliminacio, stb.).



A gyomormotilitds szerepének megitélése a nyalkahartya védelemben
ellentmondasos a kutatok kozott. Egyfeldl, logikusnak tlnik, hogy a
gyomortiriilés gatlasa fokozza a kdrosodéas mértékét, tobb ideje van ugyanis
a karosité agenseknek a behatdsra. Ezzel Osszefliggésben a prokinetikus
metoclopramid védd hatast fejtett ki savfiiggd fekélymodellen, mely
Osszefiiggésben volt gyomoriiriilést serkenté hatasaval. Azonban az utdbbi
években bizonyitast nyert az a tedria is, hogy a nyalkahartya karosit6 agensek
(pl. a NSAID indomethacin) hypermotilitdst okozd hatdsa fokozza a
mukozalis mikrocirkulaciéo zavarait, ez abnormalis nyomast fejt ki a
gyomorfalra, és noveli a vaszkularis permeabilitast, fokozva a gyulladast és
a szOveti karosodast. Ebben az esetben a hypermotilitas gatlasa csokkentheti
a léziok kialakulasdnak mértékét. Kisérleteinkben ezért vizsgaltuk az
endogén cannabinoid szint emelék hatasat a gyomor motoros aktivitasara.

A direkt cannabinoid agonistdk/antagonistak terapids alkalmazasanak
limitaciéja a nemkivant pszichotikus mellékhatasok (szedacid, rossz
kozérzet, depresszid, mely akar Ongyilkossadgi hajlam novekedéséhez is
vezethet, ahogy lattuk azt az azota forgalombol kivont Rimonabant esetében,
stb.) megjelenése. Az endogén cannabinoid szint emel6k alkalmazéasaval
indirekt aktivalhatok a cannabinoid-receptorok, igy elképzelhetd, hogy a
cannabimimetikus mellékhatasok szama csdkkenthetd.

CELKITUZES
Doktori munkam soran a kovetkezoket vizsgaltam:
1. Az endogén cannabinoidok gasztroprotektiv hatasa

1.1. Az anandamidhoz hasonléan a 2-AG-nak is van-e gasztroprotektiv
hatéasa centralis és periférids adagolas soran?

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

1.3. Mely periférias faktorok medialjak a hatast?

2. A CBi-receptorok ATi-receptorok altali aktivaciojanak vizsgalata

2.1. Van-e a centralisan adagolt angiotenzin ll-nek gasztroprotektiv hatasa?
2.2. Amennyiben van, megvalosul e az AT 1-receptorok altali aktivacié CB1-
receptorokon?

3. Az endogén cannabinoid szintemel6k gasztroprotektiv hatisanak
vizsgalata



3.1. Kivalthat6-e gasztroprotekcié nem csak a cannabinoid receptotok direkt
aktivalasaval, hanem a szoveti szintjiik emelésével is?

3.2. Amennyiben igen, milyen centralis és periférids receptorok vesznek részt
a folyamatban?

3.3. A periférian, a gyomornyalkahartydban, mely faktorok ¢és
mechanizmusok medialjak a hatast?

3.4. Befolyasoljak-e a szint emeld vegyiiletek a gyomormotilitast?

3.5. Okoznak-e az altalunk vizsgalt vegyiiletek katalepsziat és hypothermiat
(centralis cannabimimetikus hatasokat)?

MODSZEREK
Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez a Semmelweis Egyetem altal tenyésztett him Wistar
patkanyokat alkalmaztunk, az alkoholos fekélymodellhez 140-170 g, mig az
in vivo motilitds méréshez 200-300 g sulytakat. Az allatokat 12 o6ras
fényciklusu, légkondicionalt 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 megfeleléen. A
kisérleteket megel6zden az allatokat 24 oran keresztiil €heztettiik, mig vizet
igény szerint fogyaszthattak. A kisérletek a Semmelweis Egyetem Etikai
Bizottsaga altal felallitott etikai irdanyelveknek megfeleléen torténtek
(engedély szam: 22.1/606/001/2010), melyek az Europai Unid titmutatasan
alapulnak (EU Directive 2010/63/EU).

Alkalmazott vegyiiletek

Munkam soran az alabbi vegyiileteket alkalmaztam: anandamid, 2-AG, URB
597, JZL 184, Ang Il (Ascent Scientific Ltd.); AM 251, AM 404 (Tocris
Bioscience); candesartan (Toronto Research Chemicals); URB 937,
tetrahydrolipstatin - — THL, capsazepin, atropin-szulfat, natrium-
pentobarbital, uretan (Sigma Chemical Co.).

A vegyliletek torzsoldatai az alabbi olddoszerekkel késziiltek: anandamid —
etanol; 2-AG — acetonitril/etanol; AM 251 — DMSO; AM 404, URB 597, JZL
184 — 70% DMSO; URB 937 — 20% DMSO; Ang Il, THL, candesartan,
capsazepin — 0.9%-os fiziologias séoldat.

s

fiziologias sooldattal késziilt. A kontroll allatok a megfeleld oldoszert kaptak.



A vegyiiletek alkalmazasanak médjai

A centralis adagolas intracerebroventrikularis (i.c.v.) injektalassal, 10 pl-es
volumenben tortént, mig perifériasan intravénas (i.v.), intraperitonealis (i.p.)
és per os adagolasi modokat alkalmaztunk (0.5mI/100 ttg).

Alkoholos fekélymodell

A vegyiletek gasztroprotektiv  hatdsanak igazolasara  alkoholos
fekélymodellt alkalmaztunk. Kisérleteinkhez 6-8 hetes, 140-170 g stly him
Wistar patkanyokat hasznaltunk. A gyomor nyalkahartya 1ézidk kialakulasat
per os adagolt savas alkohollal (98 ml abszolit alkohol + 2 ml koncentralt
s6sav) indukaltuk 0.5 ml volumenben, 24 6ras éhezést kovetéen. 60 perccel
az alkohol adagolasa utan az allatokat dekapitaltuk, a gyomrokat
kimetszettilk, a nagy gorbiilet mentén felvagtuk és fiziologias sooldattal
megtisztitottuk a szennyezddésekt6l. A mukozalis 1éziok kiértékelése fekély
index szamolasaval, egy 0-4-ig terjed6 pontrendszer segitségével tortént. Az
agonistak gasztroprotektiv hatasat a szdzalékos gatlas értékével fejeztiik ki.
Ez az érték a vegyiilet gatld hatasat jellemzi a fekélyek kialakuldsara a csak
alkoholt kapott kontrollhoz viszonyitva, kiszamitasa a kovetkezd képlet
alapjan torténik: 100- [A kezelt csoport fekély indexe/A kontroll csoport
fekély indexe * 100]. 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.

A gyomor motilitasanak mérése in vivo

A gyomor motilitdsanak in vivo mérését az un. gumiballon technikaval
végeztem. A kisérlethez 200-300 g-os him, Wistar patkanyokat alkalmaztam,
melyek a kisérlet el6tt 24 oraig éheztek, majd urethannal (1.25 g/kg i.p.)
lettek bealtatva. Az allando testhémérséklet fenntartasanak érdekében az
allatokat a kisérlet soran melegitépadon tartottam, az atjarhato légutakat
trachea kaniil behelyezése biztositotta. Az allatok vérnyomasat egy, az
arteria carotisba helyezett kaniil segitségével detektaltam. Az intragasztrikus
nyomas egy 10 mm * 30 mm nagysagt vékony latex gumiballon segitségével
mérhetd, melyet egy flexibilis szilikon cs6hdz rogzitve szajon at juttattunk a
gyomorba. A ballont 2 ml 37 °C-os vizzel toltjiikk fel, ezzel biztositva a
kezdeti 10+0,5 cmH20O intragasztrikus nyomast. A ballon pontos
elhelyezkedését a gyomorban minden kisérlet utan ellendriztem. A szilikon
cs6 disztalis vége egy nyomasmérd fejen keresztiil egy hiderdsitohoz és egy
Power Lab késziilékhez volt csatlakoztatva, mely a Chart 5 Program



segitségével lehetové tette a gyomor intragasztrikus nyomasvaltozasainak
regisztraltam, a gyomor alap motilitasdnak mérésére. A cannabinoid
vegyiiletek beadasa 10 pl-es volumenben tortént 5 perces iddintervallumban,
egy CMA/100-as mikroinjektorhoz csatlakoztatott 26G-s tlin és az allatok
fejébe eldzetesen i.c.v. implantalt vezetd kaniilon keresztiil.

A kiértékelés soran 2 paramétert hatdroztam meg: egyrészt a tonusos
intragasztrikus nyomast (cmH2O-ben), amely jol korrelal a gyomorfundus
motoros aktivitasaval, a fazisos nyomasgdrbe minimumértékeinek
atlagolasaval kaptam meg. Masrészt a tonusos nyomasra ratevodo fazikus
gyomorkontrakciok amplitidojanak atlagos nagysagat, amely az antrum
tevékenységéb6l adodik (Referencia). Mindkét paramétert 5 perces
id6éintervallumokban vizsgaltam: a vegyliletek beadasa el6tt, alatt és utan. Az
értékek megadédsa a bazalis értékhez viszonyitott szazalékban tortént. A
kiértékeléskor a beadast megel6zo értéket tekintettiik a bazalis értéknek, és a
teljes volumen injektalasa utani 5 perces intervallumot &brazoltuk a bazalis
értékhez viszonyitott szazalékban. A kisérlet végeztével az allatokat
dekapitaltuk.

Bilateralis cervikalis vagotomia

Pentobarbitalos altatasban (35 mg/kg i.p.) az allatok mindkét oldali
vaguszanak cervikalis szakaszat kipreparaltuk és atvagtuk. Az almitott
allatoknal a vagusz ugyanezen szakasza izolalva lett a szomszédos
képletekt6l, de nem keriilt atvagasra. A beavatkozas végeztével a nyaki
bemetszést Osszevarrtuk, a tovabbi kisérletekre a miitét utan 3 oraval keriilt
Sor.

Katalepszia mérése

A katalepszia mérését a ,,rad-technikaval” végeztem. Az allatok mellsé
végtagjait Ovatosan egy 10 cm magasan elhelyezett radra helyeztem, és
mértem a mozdulatlansaggal eltoltott idot. A teszt akkor ért véget, ha az allat
mindkét 1abat elmozditotta a radrol, megkisérelt felmaszni a rudra, vagy a
fejével végzett intenziv ,,kutatd-jellegli” mozgast. Minden allatot haromszor
mértem egymas utan, ha egy allat 60 masodpercig nem reagalt a tesztet
befejezettnek tekintettem, és 60 masodperces értéket rogzitettem az adott
allathoz. Az immobilitast masodpercben mértem kdzvetleniil az i.c.v. szlras
elétt, majd 40 percig 10 percenként.

Hypothermia mérése



Az allatok testhdmérsékletét rektalisan, digitalis hdmérével mértem, ~2 cm-
re a végbélbe felhelyezve, kozvetleniil az i.c.v. injektalas el6tt, majd 40 perc
iddintervallum alatt 10 percenként.

Radioimmunoassay (RIA) mérések

Az allatok dekapitalasa utan a gyomrokat kivagtuk és a gyomor nyalkahartyat
levalasztottuk egy hiitdtt lemezen, szonikaltuk, és feldolgozasig -80 °C-on
taroltuk. A RIA mérések kollaboraciés munka keretében Debrecenben
késziiltek (Dr. Németh Jozsef ¢és munkatarsai, Debreceni Egyetem,
Farmakologiai és Farmakoterapias Intézet).

A Cl1012 szamt CGRP antiszérumot az a-CGRP-marha thyroglobulin
antigén ellen termeltették nyulban (Sigma). A RIA méréseket 1 ml
Az assay puffer 0.75 % (v/v) marha szérum albumin-t (BSA), 0.1 mol/l
natrium-kloridot (NaCl), 0.1 % EDTA-t és 0.05 % natrium-azidot (NaN3)
tartalmazott. A 1251 izotoppal jelolt patkany Tyr-a-CGRP (23-37) (Bachem)
peptidet iodogénnel készitették, majd a monojodozott peptidet elvalasztottak
a tobbi szarmazéktdol 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).

A 775/7-es SOM antiszérumot SOM14-marha thyroglobulin antigén ellen
termeltették birkaban, a mérés soran 1:600.000 higitasban alkalmaztak. A
1251 izotoppal jeldlt Tyr(1)-somatostatin-14 (Sigma) elballitasa iodogén
felhasznalasaval tortént, majd a monojodozott peptidet reverz fazisi HPLC
oszlopon (Merck) valasztottak 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).

Antioxidans enzimaktivitas mérések

A szuperoxid dizmutaz (SOD) egy fém-tartalmu enzim (metalloenzim),
amely a szuperoxidgydk-anion vizzé ¢és hidrogén-peroxidda valo atalakulasat
katalizalja. Az allatok dekapitalasa utan a gyomrokat kivagtuk és egy hiitott
lemezen a gyomornyalkahartyat levalasztottuk, folyékony nitrogénben a
mintdkat azonnal fagyasztottuk, és feldolgozasig -80 °C-on taroltuk. A
homogenizalashoz a mintdkat folyékony nitrogénben poritottuk, és abbdl
~40-80 mg-ot homogenizald csdvekbe mértiink. 1 mg mintahoz 10 pl
homogenizald folyadékot adtunk, amely a kovetkezé anyagokat tartalmazta:
20 mM HEPES puffer, pH 7.2, 1ImM EGTA, 210 mM mannitol, 70 mM
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szukro6z (a koncentraciok szovet grammonkeént értenddk). A homogenizalast
2 x 3 percig golydosmalomban végeztilk 50/sec rezgésszamon, majd a
mintakat 5 percig 4 °C-on 1500 rcf-en centrifugaltuk. A feliilaszokbol 200-
200 pl-es aliquot-okat vettiink, és a meghatarozasig -80 °C-on taroltuk. A
meghatarozashoz a Cayman Chemical Company altal gyartott assay kit-et
alkalmaztuk. A protokoll szerint standard sort készitettiink a SOD térzsoldat
meghatarozott higitdsaibol, majd az elére elkészitett beosztds szerint
duplikdtumokban vittiik fel a mintdkat a plate-re. Hozzaadtuk a tetrazolium
sot, végill a xantin-oxidazzal beinditottuk a reakciot. 20 perc mulva
leolvastuk az egyes mintak abszorbanciajat 450 nm-es hullamhosszon, a
torzsoldat  abszorbanciaira standard gorbét illesztettiink  linearis
regresszioval, mely alapjan konnyen kiszamithatdé volt a mintak SOD-
aktivitasa (U/ml).

A Kkataliz (CAT) egy hem-tartalmi oxidoreduktiz, mely az emlds
szervezetben foként peroxiszémakban talalhato, és a fiziologidsan jelen 1évo,
illetve patologidsan az oxidativ stressz folyamata kozben keletkezd reaktiv
oxigén-fajta hidrogén-peroxid (H20,) lebontasat katalizalja. A mintak
levétele és homogenizalasa a szuperoxid dizmutaznal leirtaknak megfelelden
zajlott a homogenizald puffer osszetételétdl eltekintve, mely a kdvetkezd
komponenseket tartalmazta: 50 mM NaPO4, pH 7.0, | mM EDTA (szovet
grammonként). A meghatarozashoz szintén a Cayman Chemical Company
altal gyartott assay kit-et alkalmaztam. A keletkez6 formaldehid
mennyiségébdl szamitjuk a CAT enzimaktivitast az alabbiak szerint: CAT
aktivitas = [a minta formaldehid tartalma (uM)/20 perc] * a minta higitasa. A
folyamat validalasa szempontjabdl sziikség van pozitiv kontroll
alkalmazasara, mely liofilizalt szarvasmarha majbol extrahalt poritott CAT
volt. A formaldehid torzsoldatb6l a protokoll szerint standard sort
készitettem, majd feltoltottem a plate-t, a mintakat duplikatumokban vittem
fel ra. 30 pl metanol és 20 pul H202 hozzaadasaval beinditottam a reakciot,
majd 20 perc szobahémérsékleten valo inkubacié utan KOH-al leallitottam a
hidrolizist, és az elegyhez hozzaadtam a Purpald-reagenst. Ujabb 15 perc
inkubdci6 utan a mintdk abszorbancidgja 540 nm-es hullamhosszon
leolvashat6, a torzsoldat abszorbanciaira linearis regresszidval illesztett
standard gorbe megadja a keletkezett formaldehid mennyiségét (uM),
melybdl a fenti egyenlet szerint szamithatjuk a mintak CAT-aktivitasat
(nmol/perc/ml).

Statisztikai analizis
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A kisérleti eredményekben bemutatott értékek az atlagoknak felelnek meg és
az atlag szorasaval (standard error of mean, S.E.M.) egyiitt keriiltek
feltlintetésre. A statisztikai analizis ANOVA modszerrel (Newman-Keuls
post hoc teszttel), nem-paraméteres mintak esetén Kruskal-Wallis teszttel
tortént. A motilitas kisérletek sordan az injektalas eldtti és utdni értékek
Student-féle parositott t-probaval lettek Osszehasonlitva. A kiilonb6z6
csoportok immobilitas és a hdmérséklet valtozasainak 6sszehasonlitasa az id6
fiiggvényében kétmintds varianciaanalizissel és Friedman probaval tortént.
Szignifikans eltérésnek a p<0.05-t tekintettem.

KOVETKEZTETESEK, UJ EREDMENYEK

Doktori munkam fontosabb megallapitasai, melyek 1j eredményként keriiltek
kozlésre:

1. Az endogén cannabinoidok gasztroprotektiv hatasa

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

1.2. A centralis CBj-receptorok részt vesznek mind az anandamid, mind a 2-
AG hatasanak medialasaban.

1.3. A periférias hatasok koziil biztosan szerepet jatszik az anandamid és 2-
AG altal indukalt védelemben a CGRP-szint fokozasa.

2. A CBu-receptorok ATi-receptorok altali aktivaciojanak vizsgalata

2.1. Az i.c.v. injektalt Ang II gasztroprotektiv hatast fejt ki alkoholos
fekélymodellen.

2.2. Az Ang Il gasztroprotektiv hatasa az ATi-receptor indukalta CB;-
receptor aktivacioja révén valdsul meg, a folyamat gatolhat6 tovabba DAGL-
gatloval, mely a 2-AG szerepét valdszinisiti a hatas 1étrejottében.

2.3. A vagusz ¢és a kolinerg rostok aktivacioja szintén részt vesz az Ang |l
altal kivaltott gasztroprotekcidban, gatolhatd volt ugyanis atropinnal és
vagotomidval.

3. Az endogén cannabinoid szintemel6k gasztroprotektiv hatiasanak
vizsgalata

3.1. Az endogén cannabinoidok metabolizmusanak gatlasaval (tehat az
anandamid és 2-AG endogén szintjének emelésével) szintén gasztroprotektiv
hatas valthato ki savfiiggetlen modellen.
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3.2. A FAAH-gatlo URB 597 és MAGL-gatlo JZL 184 az anandamid és 2-
AG szint emeléssel centralis CBi-receptorokon keresztiil gasztroprotektiv
hatast fejt ki.

3.3. A periféridn ezt a hatdst a CGRP és SOM-szintek és a SOD-
enzimaktivitds novelése medialja. Nem befolyésoltak a vegyiiletek azonban
a gyomor motoros aktivitasat és tonusat.

3.4. Az anandamid visszavétel gatlo AM 404 esetében szintén jelentkezett a
gasztroprotektiv  hatds, melynek mechanizmusa azonban tovabbi
vizsgalatokra szorul. A medialasaban részt vesznek a centralis CBi-
receptorok, azonban mas receptorok koézremiikodése is lehetséges. A
periférian a CGRP- és SOM-felszabadulas novelése vesz részt a hatasban,
nem befolyédsolja azonban a gyomor motorikus aktivitdsara €s ténusara
kifejtett hatas, sem a SOD enzimaktivitas befolyasolasa.

3.5. Az altalunk vizsgalt cannabimimetikus mellékhatasok (katalepszia,
hypothermia) a gasztroprotektiv dozisban i.c.v. injektalva egyik vegyiiletnél
sem jelentkeztek.
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