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BEVEZETES ES CELKITUZES

A corticotropin-releasing faktor (CRF) fontos szerepet
jatszik a szervezet szabalyozdsi folyamataiban. Serkenti az
adrenocorticotropin (ACTH) és a R-endorphin
felszabaditasat a hypophysisbdl, és £f&6 kdzvetitSje a
stressz &altal kivaltott valtozasoknak a hypothalamus-
-hypophysis-mellékvesekéreg (HPA) tengelyben. 1981-ben
izolaltdk birka hypothalamusabél. Azéta kimutattak, hogy a
hypothalamuson kiviil mas agyteriiletekben és kiilonféle
perifériads szovetekben is megtaldlhaté.

A disszertacidé célja:

1. a hormon mérésére alkalmas, érzékeny analitikai eljaras
(radioimmunoassay, RIA) kidolgozéasa,

2. a médszer alkalmazasa neuroendokrin kutatasokban: modell
a kokainnal kivaltott CRF-koncentrdcibé-valtozas kiilonbodz6
agytertiiletekben.

Az ehhez sziikséges laboratdériumi hatteret és technikai
felkészililtséget, jelenlegi munkahelyemn, a SZOTE
Endokrinolégiai Onallé Osztaly és Kutatd Laboratérium,

valamint a Kérélettani Intézet biztositotta.



ALTALANOS IRODALMI ATTEKINTES

1955-ben Shafran és Schally [1], valamint Guillemin és
Rosenberg [2] egymastdl filiggetleniil szolgdaltatta az elséd
bizonyitékot arra, hogy a hypothalamus termel egy olyan
faktort, amelyik ép patkany hypophysisébdl ACTH-t
szabaditott fel [3,4]. Az anyagot corticotropin-releasing
faktornak (CRF-nek) nevezték el. Bar a CRF volt az elsé
feltételezett, hypothalamikus neurocrin, kémiai szerkeze-
tének feltarasa rendkiviili nehézségbe {itkozott (3,4}, és
igy mas hypothalamikus felszabaditd hormonok szerkezetét
hamarabb ismerték meg. Végilil 1981-ben Vale és munkatarsai
meghataroztak a juh CRF szerkezetét [5]. Rivier
szintetizalta a peptidet e feltételezett szerkezet szerint,
majd Vale bizonyitotta be, hogy a szintetizdlt wmolekula
hatasa megegyezik a tisztitott, természetes hormonéval [5].
Ismerjiik az ember (l.a. a&abra), a juh (1.b. 4&bra), a
patkany, a kecske és a tehén CRF-et. Mindegyik 41 ami-

nosavat tartalmaz, és hasonld primer szerkezetik van [6].

Ser-Glu-Glu-Pro-Pro-Ile-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-
His-Leu-Leu-Arg-Glu-Val-Leu-Glu-Met-Ala-Arg-Ala-
Glu-Gln-Leu-Ala-Gln-Gln-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-

Leu-Met-Glu-Ile-Ile-amid.

a., a CRF (human, patkany) primer szerkezete



Ser-Gln-Glu-Pro-Pro-Ile-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-
His-Leu-Leu-Arg-Glu-Val-Leu-Glu-Met-Thr-Lys-Ala-
Asp-Gln-Leu-Ala-Gln-Gln-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-

Leu-Leu-Asp-Ile-Ala-amid.

b., a CRF (juh) primer szerkezete:

1. abra

Ma mar teljesen‘elfogadott, hogy a Vale &altal szintetizalt
41 aminosavbdél &al116 peptid a f& endogén ACTH felszabaditd
hormon, bar emellett egyéb faktorok (példaul vasopressin
(VP), catecholaminok) 1is képesek ACTH-t felszabaditani
[6,7,8]. A szintetikus CRF és az ellene termelt

ellenanyagok alkalmazisa eldsegitette a CRF Dbiolégiai

hatasainak megismerését. CRF-antiszérummal végzett
szovettani vizsgdlatok ramutattak arra, hogy CRF-szerd
immunoreaktivitas (CRF-IR) a hypothalamuson kivili

agyteriiletekben is taldlhaté, és a hypothalamikus neuronok
axonjai az eminentia medianan Kkiviili agyteriiletekre is
eljutnak [9,10]. Jelentds koncentracidban taldlhaté CRF-IR
az agykéregben, a limbikus rendszerben, é&s néhany bazilis
elSdagyi magban [11,12]. CRF nem csak az agyban fordul elé.
Kimutathaté példdul a hasnyalmirigy endokrin sejteiben, a
gastrointestinalis rendszerben, a majban, a hypophysisben,
a mellékvesében, a placentdban, a tiidében, és néhany
endokrin tumorban [13,14].

Mind kvantitativ autoradiografiat, mind membréankotési
technikat alkalmazva, a CRF nagy affinitast koétéhelyei

megegyeznek a  CRF-IR [15,16]). Nagy




affinitdsG CRF-receptorok vannak a neocortexben; leg-
nagyobb sirlségben az I. és IV. rétegben. CRF-kotShelyek
vannak a kozponti idegrendszeren kiviil a szimpatikus
ganglionokban, a mellékvese chromaffin sejtjein, valamint a
bél, a pancreas és a 1ép szdveteiben [17].

A CRF elsdésorban a hypothalamus nucleus
paraventricularisanak (NPV) Ggynevezett parvocellularis
sejtjeiben termeldédik, de mas agyteriiletekben (agytérzs,
agykéreg, kozépagy, striatum, hippocampus), sbét egyes
periférias szodvetekben (placenta, here, mellékvese) is
taldltak CRF-mRNS-t (18], amely CRF-szintézisre utal. A
CRF-szintézis szabalyozasaban szamos idegi struktira
szerepel. Ezek kozilil talan a legfontosabbak a IX. és a X.
agyidegek afferensei. A CRF felszabadulasara hatd masik
idegi afferens az organon subfornicale-bél Jjut el az
NPV-be. Fokozott embécid, pszichogén események a limbikus
rendszeren Kkeresztiil befolydsoljdk a hormon szintézisét.
Az NPV-ben szintetizalédott CRF az eminentia medianaban
szabadul fel és a portalis keringés révén Jjut az
adenohypophysisbe (2.abra). Az NPV-ben a CRF mas
peptidekkel fordul eld; igy az arginin-vasopressinnel [19])
az enkephalinnal, a neurotensinnel, a peptid-hisztidin-
-izoleucin-amiddal, valamint az oxytocinnal [10].

A CRF-et Ugy tekintjiik, mint a HPA tengely elsddleges
aktivaléjat. Bar mas faktorokat is ismeriink, amelyek
rendelkeznek ACTH-felszabaditéd aktivitassal, a CRF a

legpotensebb (6]. Ugy tdnt, hogy a CRF mérése el8segitheti



A patkany npv parvocellularis afferensei: CRF-rendszer

npv = n. paraventricularis nts = n. tractus solitarii

0s = organon subfornicale hyp = hipothalamikus sejicsoport

np = n. parabrachialis me = eminentia mediana

nist = n. interstitialis A1 = NA sejtek a nyultagy ventralis részén

stiriae terminalis 2 abra



a HPA tengely mikddésének klinikai vizsgalatat. Am ez a

vadrakozas hidbavaldénak bizonyult, mert a periférias vér

CRF-koncentraciéja nem reprezentalja a hypothalamo-
-hypophysealis rendszer portalis keringésének CRF
tartalmat, mivel a periférias szovetekbdl (példaul
placenta, mellékveseveld, pancreas) is keril CRF a

keringésbe. A meghatarozast ezen kiviil zavarja az is, hogy
nagy kotékapacitasa és affinitdsd CRF-k6té globulin fordul
elé a periférias vérben [20].

A CRF legfontosabb hatadsa a szervezetben a stressz
altal kivaltott adaptiv valaszok medialdsa. Ez részben a
hypothalamo-hypophysealis rendszeren Kkeresztiil medialédik,
részben a CRF centrdlis hatéasainak tulajdonithaté. A CRF
kozponti idegrendszeri hatasainak szerepe van a
depresszibs, SZOrongasos allapotok kivaltasaban és
fenntartasaban. Ezt bizonyitjadk azok a beszamoldk, amelyek
kimutattdk, hogy a CRF agyi koncentracidéja hogyan valtozik
meg stressz hatasara. A CRF koncentraciéja duplajara
emelkedik, ha a patkany 1labara 15 percig tartdé hdsokkot
adunk ([21]. Chappell és munkatédrsai a patkanyban 32 agyi
régidban vizsgdltak a CRF-IR mennyiségét, 3 o6ras hidegben
tortént mozgaskorlatozas (akut stressz), vagy 13 napig
tarté random stressz-ingerek (krdnikus stressz) hatasara
[22]. Szignifikans CRF-koncentracidé-novekedést figyeltek
meg a locus coeruleusban akut és krénikus stressz hataséara,
illetve az NPV-ben és az eliilsd hypothalamikus aredban

krénikus stressz hatdsara. CRF-csdkkenést tapasztaltak az



eminentia medianaban &s a nucleus arcuatusban akut és
krénikus stressz esetén, az elilils6 preoptikus aredban akut
stressz alkalmaval, és a dorsalis vagus-magkomplexben
krénikus stressz hatasara. Az akut stressz utadn bekévetkezd
CRF-IR-cs6kkenés feltételezhetden a megndvekedett
felszabadulas eredménye; a CRF-ndvekedést viszont nehéz
magyarazni. A Kkrdénikus stressz utdni csoékkenés tartés
felszabadulast jelenthet, mig a ndvekedés a felszabadulast
kompenzald fokozott szintézisre utalhat. Deutch és
munkatarsai szerint, tartdés stressz sziikséges ahhoz, hogy
ilyen hatasok 1létrejohessenek, mivel szamos dopaminban
gazdag agyi teriileten valtozatlan marad a CRF-IR-tartalom
20 perces labsokk utan [23]. Owens é&s munkatarsai pedig azt
talaltak, hogy az alprazolam (1 mg/kg) vagy adinazolam
(10 mg/kg) egyszeri dbézisa utan 1 6éraval noévekszik a
hypothalamus CRF-tartalma, és c¢s6ékken a 1locus coeruleus
CRF-koncentracidéja [24]. Ezek a hatasok ellentétesek
azokkal, amit az akut és a kroénikus stressz utadn Chappell
és munkatarsai taldltak [22].

Ezen tdlmenden, specifikus CRF-antagonistdkkal végzett
vizsgalatok azt is jelzik, hogy a CRF-nek ddntd jelentdsége
van a stressz alatti plazma ACTH-ndvekedésben. Rivier és
munkatarsai bizonyitottak, hogy az endogén CRF
antiszérummal torténd szisztémas immunoneutralizacidja
gatolja az éter-stressz-okozta ACTH-szekrécidét [25]. Ezt a
megfigyelést erdsitették meg Ono és munkatarsai [26],

Nakane és munkatarsai [27]) é&s masok is, akik bizonyitottak,
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hogy az immunoneutralizacidé kivédi a hideg vizben vald
Uszds, immobilizacid, csonttoréssel jard trauma, formalin

injekcidé [28] altal okozott ACTH-felszabadulast. Rivier és

munkatarsai arrél szamoltak be, hogy a plazma ACTH-
-szintjének éter-indukalta novekedése blokkolhatd
szisztémasan adott a-helikalis CRFg_4;-gyel [29]. (Az

a-helikdlis CRF a CRF Kkompetitiv antagonistaja). Conte-
-Devolx és munkatdrsai ([30] kimutattdk, hogy nem stresszelt
patkadnyokban a CRF elleni szérum csdkkentette az ACTH és a
B-endorphin szekrécibéjdt, de nem befolyasolta a plazma
a-melanocyta-stimuldlé hormon (a-MSH)-szintjét, jelezve,
hogy a CRF csak a hypophysis eliilsé lebenyében serkenti az
opiomelanocortin sejteket, a k6zépsé lebenyben nem.

A VP potens szinergistdaja a CRF altal kivaltott ACTH-
~elvalasztasnak (8,29]. Ba&r a VP maga is serkenti az ACTH-
-szekrécidét [28,29], hatadsa nagymértékben fiigg a CRF
jelenlététdl [6,31]. Linton é&s munkatarsai [28] azt
tapasztaltak, hogy a VP immunoneutralizacidéja csokkenti a
formalin- és az immobilizacid-okozta ACTH-szekrécidt, de a
gatlas mértéke elmarad a CRF elleni szérum hatasatdél. Az
antiszérumok kombindlt kezelése esetén a VP-antiszérum
fokozza a CRF-antiszérum ACTH-szekrécidt csdkkentd hatéasat.

A hypophysis elilils6 lebenye kiviil van a vér-agy gaton,
ezért a HPA tengely a CRF szisztémds adasaval aktivalhaté.
Mindamellett az intracerebroventricularisan (i.c.v.)
adagolt CRF 1is hatasos patkanyban, egérben é&s majomban

[32,33,34,35]. Nem vilagos, hogy ez azért van-e, mert a CRF
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kijut az agykamrakbél a perifériara, vagy azért, mert a
CRF-nek direkt hatdsa van a kozponti idegrendszeren beliil.
De Souza és munkatarsai felvetették, hogy a CRF-nek lehet
direkt adrendlis hatasa [36]. Ono és munkatarsai szerint
[37] elképzelheté, hogy van egy ultrardvid, pozitiv
visszacsatolasi ko6r, mely révén az i.c.v. adott CRF
stimulalja az endogén CRF felszabadulasat. Negativ
visszacsatolasra szintén van néhany adat in vitro
vizsgalatokbdél [38], de ezek ellentmonddak [6].

A CRF az ACTH és a BR-endorphin felszabaditasan kivil
egyéb hormonok elvalasztasat is befolyasolja. 0,5-10 ug CRF
i.c.v. adagolasa gatolja a 1luteinizaldé (LH) [32,39,40] és
novekedési hormon (GH) [32,41,42)] elvalasztasat, de
hatastalan a folliculus-stimuldldé hormon (FSH) [39,40], a
thyreoidea-stimulaldé hormon (TSH) [32], vagy a prolactin
(Prl) ([26,40] szekrécidéjara. Masok szerint tartdés i.c.v.
CRF-adagolas him patkanyokban <c¢sdkkenti az LH és a
testosteron szintjét [43), mig egyszeri CRF dbzis i.q.v.
adéasa hatastalan az LH [39] és a GH (41,42)]
plazmaszintjére. Petefészek-irtott Rhesus majmokban [44],
vagy nékben [45], az intravénas (i.v.) CRF gatolja az LH és
az FSH szekrécidéjat. Krodénikus 1i.v. CRF patkanyokban
(5 umg/nap) csoOkkenti a plazma LH-koncentracidéjat, de nem
befolyasolja a testosteron- és Prl-szintet (46). Az LH-ra
gyakorolt Kkrénikus hatas kozvetitésében a mellékvese-
-szteroidok jatszanak szerepet, hiszen ez a jelenség ACTH

adasaval is kivalthatdé, mig adrenalektédmizalt &llatokban a
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jelenség kiesik [46]. Szemben az i.c.v. adott CRF-fel, az
i.v. CRF noveli a Prl szekréciéjat ovarium-irtott Rhesus
majmokban (100 ug) [47) és patkdnyokban (10 ug) ([48]. Az
effektus majmokban blokkolhaté eléz8leg adott naloxonnal,
ami arra utal, hogy az endogén opidtok fontos medidléd
szerepet jatszanak a hatas kozvetitésében. A CRF gatolja a
gonadotropin (GnRH)-felszabadulast hypothalamikus szévet-
szeletekb6l in vitro [49,50], és a GnRH-szekrécidét a
portalis keringésbe in vivo [50], ezért az i.c.v. adott CRF
hatadsa az LH-szekrécidra patkdnyokban centralis eredetd
lehet. A CRF-nek a GH elvalasztasara gyakorolt hatéasa
egyesek szerint a somatostatinon (SS) keresztiil medialédik,
mivel a SS elleni szérum kivédte a GH-szekrécid CRF-okozta
gatlasat (41,51]. A CRF valdban stimulalja az SS
felszabadulasat az eminentia mediandbdél in vitro [52].

A CRF csekély hatdssal rendelkezik az insulin és a
glukagon elvalasztasara. Karlsson és Ahren szerint az
insulin plazmakoncentraciéja enyhén emelkedik kettd perccel
az i.v. adott CRF utan. Tiz perccel késébb az insulinszint
csokken [53].

A fent emlitett hormonszekrécidbeli valtozéasok
jellemzbéek stresszre [54,55]. A CRF élettani szerepét a
stressz-indukdlt hormonszekrécidé-valtozasban tdbb megfi-
gyelés tamasztja ald. Az a-helikdlis CRF-antagonista képes
blokkolni vagy csokkenteni a stresszorok hatasat.
Elektromos shock csokkenti a plazma GH- [51] és LH-szintet

him patkadnyban [56], s ez a csbkkenés i.c.v. a-helik&alis
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CRF-antagonistdval kivédhetd. Ezek a hatasok valészinidleg
centrdlis hatasok, mert szisztémasan adott a-helikalis CRF
nem befolyasolja azokat [26,56]. Ono és munkatarsai [26]
kimutattdk, hogy i.c.v. (de nem i.v.) adott CRF-antitest
kivédi az éter-indukélta GH-szekrécidé-csbkkenést. A CRF-
-antiszérum nem valtoztatja az alap LH-elvalasztast, vagy a
stressz-indukalta valtozasokat. Az i.c.v. adott antiszérum
nem csokkenti a stressszel kapcsolatos plazma Prl-szint-
-emelkedést [26].

Az 1i.c.v. adott CRF néveli a noradrenalin é&s az
adrenalin plazmakoncentréacidéjat patkanyban (35 pg) ([(57] és
kutyaban (120 pg) [{58]. Ezzel egyitt a plazma
gliikézkoncentracié és az oxigénfogyasztds is emelkedik
[57,59])], valamint az artérids kozépnyomas és szivritmus
fokozé6dik [60). Grosskreutz és Brody [61] azt taldlta, hogy
az 1i.c.v. CRF (0,15-3,4 ug) ndéveli a szivritmust és a
vascularis ellenadllast; mindkettét a peptid &ltal kivaltott
szimpatikus aktivacid okozhatja. Ezekben a valtozasokban az
adrenomedullaris rendszer részvételét az igazolja, hogy az
i.c.v. adott CRF (0,4-40 ug) fokozza a nucleus splanchincus
tlizelését ([62]. A szimpatikus idegrendszer aktivaciéjat
tamasztja ala, hogy a ganglionblokkoldé klérizondamin
gadtolja a CRF-indukalt (10 ug i.c.v.) vércukorszint-
emelkedést, a noradrenalin é&s az adrenalin [59] szintjének
emelkedését, és csokkenti, vagy meg is sziliinteti az artérias
kb6zépnyomds és a szivritmus nodvekedését [60,63]. A CRF e

hatasainak nagy része minden bizonnyal centralisan mediélt,
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mert hypophysectomia vagy adrenalectomia nem befolyasolja a
CRF-fel kivaltott vércukorszintvaltozast [59], és nincs
hatassal . a dexamethason eldkezeléssel egylitt sem . az
artérias kozépnyomds vagy a szivritmus CRF-~okozta
emelkedésre [63]. Az 1i.v. adott CRF (35 ug) ezen felil
reflexesen csokkenti az artérias kozépnyomast [63]). A
szisztémadsan adott CRF-antiszérum, amely blokkolja a plazma
ACTH novekedését, nem befolyasolja az 1i.c.v. CRF-fel
kivaltott noradrenalin- vagy adrenalin-szekrécid
serkentését [64].

Brown [65], hogy a CRF intracerebralis hatdhelyeit
feltérképezze, 1 pug CRF-et injektalt 50 kiilonbdzd agyi
terliletre. A plazma noradrenalin szintjét az agykamraba
juttatott CRF ndéveli a legnagyobb mértékben.

A CRF mind centralisan, mind periféridsan adva
rendelkezik gastrointestinalis hatasokkal. A CRF-
-antangonistak haszndlata alapjan arra lehet kdvetkeztetni,
hogy ezek az effektusok fliggetlenek egymastdél. A CRF
csdkkenti a gyomortartalom iriilését, a gyomorsavszekrécidt
és a vékonybéliriilést, mig ndveli a vastagbéliiriilést és a
székletiiriilést [66,67,68,69,70,71,]. Ez alol az egér
kivétel, ahol a gyomortartalom iriilése né CRF hatéaséara
[72,73]. A legtobb esetben azonban a CRF hatasai
megfelelnek a kiilénb6z6 stresszhatasoknak.

Tekintettel a CRF Dbiolégiai jelentdségére  tobb
eljarast hasznadlnak biolégiai mintakbdl torténd mérésére.

Legelterjedtebb és legérzékenyebb meghatidrozisi médszerek a
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kilonféle immunoassay-k. A CRF bioldgiai mintakbdél toérténd
meghatirozasdra jelenleg is kevés helyen &4ll rendelkezésre
érzékeny RIA. A mérés elvét Berson és Yalow 1959-ben [74],
Ekins 1960-ban [75], egymastél fliggetleniil dolgozta ki. E
médszer alapja az antigének és az azokat reverzibilisen
koté antitestek  kozotti, egyensilyra vezetd komplex-
képzbdési reakcidk. A nagy affinitasa és szelektiv
antitesteket megfelelé Kkoncentracidéban (vagyis az azokat
tartalmazé antiszérumot alkalmas higitasban) felhasznalva,
az immunkémiai reakcid révén a szabad, illetve a komplexben
kotott antigének egyméassal Osszemérhetd Kkoncentracidban
vannak jelen, s aradnyuk az uUgynevezett Kkotési sz&azalék az
antigén Osszkoncentraciéjanak figgvénye. A kétféle antigén-
frakcié elvalasztasaval, azok igen kis mennyiségeik
quantitativ mérését 1lehetévé tévé nyomjelz8k . peptidek
esetén leggyakrabban jédozott antigén "tracer" -
alkalmazasaval, valamint ismert dézisokat tartalmazéd
kalibraciés gorbe kotési szazalékaihoz vald viszonyitassal
ismeretlen mintak antigénkoncentracidi is nagy
érzékenységgel és specifitdssal hatarozhatdék meg. A CRF RIA
tobb valtozatat fejlesztették ki, amelyek a hormonnak a
biolégiai mintakbdl torténd kinyerésében, és a RIA
kivitelezésének egyes részleteiben kiildnbdznek egymastdl

(76,77,78,79].
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A CRF RADIOIMMUNOASSAY KIDOLGOZASA

Felhaszn&lt anyagok és mbdszerek

A RIA-hoz standard készitményként szintetikus human
CRF-et (Bachem, Bubendorf, Svajc) alkalmaztunk.

Az antiszérumot Paul Vecsei (Heidelberg, Németorszagqg)
bocsajtotta rendelkezésiinkre.

A RIA-hoz, a homogenizdlashoz é&s a nagynyomasi
folyadékkromatografias (HPLC) tisztitasokhoz felhasznalt
anyagok: (az Osszes anyag analitikai tisztasaga volt)
human szérum albumin, Na,HPO,, KH,PO,, Triton-X-100,
NaHCO,, sbésav, L-aszkorbinsav (Reanal, Budapest), 12 v/v%
polyetilénglikol (PEG) 6000 (Ferak, Berlin, Németorszag),
nyllsavéd (Human oltéanyaqg, G6dolldo), nyal JgG ellen
birkdban termelt szérum, hordozdémentes Nal23I (IZINTA,
Budapest), Jjodogén (Pierce, USA), trifluorecetsav (TFA;
Riedel-de Haen, Seelze, Németorszag), SEP-PAK Cig
minioszlop (Waters, Milford, USA).

Desztillalt viz: az ioncserélt vizet elektromos
vizdesztillalén (Jena Glass, Jena, Németorszag)
desztilldltuk és frissen hasznaltuk.

HPLC tisztitasokhoz és karakteriz&dlashoz hasznalt leolddk:
metanol, acetonitril (HPLC céljara, Merck, Darmstadt,
Németorszagqg), desztillalt viz (frissen desztillalt,
hasznalat elétt 0,45 um Millipore (Molsheim, Franciaorszag)

HAWP 047 tipusu szlrdén szurt viz).
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RIA puffer: 0,05 M foszfat puffer, pH=7,4, amely 0,25 %
humén szérum albumint és 0,1 % Triton-X-100-at tartalmaz.

SEP-PAK C;g minioszlop aktivalasa: a minioszlopot hasznalat
elétt 5 ml metanollal, 5 ml desztillat vizzel és 5 mnml

1 %$-os TFA-val mostuk.

CRF kivonasa patkany agyi terilileteibdl

Dekapitalas utédn az agyakat gyorsan kivettik, és
Glowinski és Iversen [80] 4&altal leirt mbédon szaraz Jjégen
izolaltuk a kiilonbdz6 agyteriileteket, majd a mintadkat a
tovabbi feldolgozasig -70 °C-on taroltuk. Mindegyik
agyteriiletet ultrahangos homogenizatorral (Soniprep 150
MSE, Nagy-Britannia), .2 ml 1 mM aszkorbinsavat tartalmazd,
100 mM sdbsavban [81]}, 25-30 masodpercig homogenizaltuk.
Mindegyik mint&bdél aliquotot vettiink ki fehérjeméréshez
[82]. A maradék homogenizatumot 6000 g gyorsulassal
4 °C-on, 20 percig centrifugaltuk, majd a felililiGszdébdl RIA

céljara 1 ml-t liofiliz&ltunk.
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A CRF-antiszérum jellemzdi

A RIA mbédszer bevezetésekor fontos meghatdrozni az
antiszérum titerét, affinitasi konstansat, és specifitasat.
a., Az antiszérum paraméterei a kodvetkezdk voltak:

- titer: 1:10000.

- affinitasi konstans: K = 9,0x1010 1/mol;

elméletileg szamolt antitestkoncentraciéd:

[At] = 6,5x10"12 mol/1.

b., Specificités

Keresztreakcidk:

A CRF-antiszérum a CRF,,; molekula C-termindlis részére
specifikus. Nem ad keresztreakcidt a CRF;_59 és a CRFg_33
fragmensekkel. A CRF,,_,,-9gyel a keresztreakcid 2,1 % [83].
Mas vizsgalt peptidekkel (VP, oxytocin, a-MSH, ACTH,

B-endorphin) a keresztreakcid® nem szamottevd (<0,01%).

- Az antiszérum specificitasanak meghatarozasa bioldgiai
mintabdol:

A Biolégiai mintabol torténd mérések soran a
polyclonalis antiszérumok reakcidba léphetnek &altalunk nem
ismert szerkezetd, a meghatarozast zavard fehérje-
fragmensekkel és mas anyagokkal. Ezért ismerniink kell, hogy
az altalunk vizsgalt bioldgiai mintaban jelenlevd

immunoreaktiv anyag megegyezik-e a mérendd peptiddel. Ezt a
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vizsgédlatot peptidek esetén legegyszeribben HPLC/RIA
médszerrel lehet elvégezni, melynek lényege, hogy a
biolégiai minta eldkészitése utan nyert anyagot HPLC
vizsgalatnak vetjlik ala, és a kapott frakcidk
immunoreaktivitasat RIA-val meghatarozzuk. Ezt Osszevetjiik
a standard készitmény HPLC/RIA vizsgdlati eredményével.

A vizsgalatot a kodvetkezd mdédon hajtottuk végre:

5) darab him, Wistar ©patkdny hypothalamusat az
eldzbekben leirtak szerint homogenizaltuk, majd
liofilizaltuk. A 1liofilizatum visszaoldasa és szlrése
(Millipore) utan HPLC-vel, Nucleosil 5Cyg 30084 oszlopon,
0.1% trifluorecetsav (TFA) : 70% acetonitril-o0.1% TFA
rendszerben, 30-70% linearis koncentracidégradienssel
(acetonitrilre), 40 percig, 1 ml/perc atfolyasi sebességgel
kromatografaltuk, és 1 ml-es frakcidkat gydjtottiink. A
frakciékat 40°C-on N, dramban beparoltuk, majd
meghatdroztuk a benniik levé immunoreaktivitast.

A HPLC oszlopon kromatografdalt immunoreaktiv anyag két
f6 Osszetevéb6l &ll (3.abra). A nagyobbik cstcs a human
CRF-nek, mig a kisebbik csics valészinlileg [13]

Met (0) 21CRF-nek, a CRF oxidalt form&janak felel meg.



A CRF-antiszérum fajlagossaga
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1251-CRF eldSallitéasa

A jeldlés céljara szant szintetikus CRF-et
2 ug/10 pl-es részletekben 0,2 N ecetsavban oldva, -70°C-on
taroltuk. Az elballitashoz Linton és Lowry mddszere
szolgalt alapul [84], melynek lényege, hogy a Nal251-ot a
jeldlendd anyaggal torténdé elegyitése elétt Jjodogénnel
aktivaljuk. Azért valasztottuk ezt a médszert, mert a CRF
molekuldban konnyen oxidalhaté csoportok (2 metionin) is
talalhaték, 1igy enyhe oxidaciés korilményeket biztositd
metodikat kellett alkalmaznunk.

A kovetkezd mbédon végeztilk a jeldlést: 4 ug jodogénhez
40 pul 0,2 M Na,HCO;-ot és 20 pl(2mCi) Nal25I-ot mértiink.
Ezt 5 perc keverés utén, 10 ul-es részletekben adtuk hozza
a peptidhez. Minden részlet utdn 2 percig Kkevertiik az
elegyet. A reakcidt 900 pl 0,1 %-os TFA-oldattal &allitottuk
le.

A jelzett peptid tisztitasa két egymast kovetd
lépésben tortént [85]. A reakcidelegyet el8szdr SEP-PAK Cig
oszlopon 10 %-onként novekvé koncentraciéji metanol és
0,1 ¥ TFA tartalmi eluenssel kromatografaltuk. Az elGcid
sordn 1 ml-es frakcidkat gydjtottiink. A 125I-CRF a 80 %
metanolkoncentraciéja frakciéval elualddott (4. A&abra). Az
igy nyert terméket C,g forditott fazisi HPLC oszlopon
(260 mm x 4 mm) 30-80 % metanol koncentracidégradienssel
tisztitottuk tovabb (50 percig, 1 ml/perc). Ekkor is

1 ml-es frakcidkat gyljtottink. Az ellcids gdrbe cslcsat
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adé frakcibéban Morris médszerével [86] meghataroztuk a
tisztitott 1251-CcRF specifikus aktivitasat, amely
1900 Ci/mmol-nak addédott, kdzel az elméleti 2200 Ci/mmol

értékhez. (5. &bra).

2% |_CRF tisztitasa SEP-PAK C,g oszlopon
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Elvalasztasi médszer

Az elvalasztasi médszer kivalasztasakor eqgy
frakcionalt fehérjekicsapasi, és eqgy adszorpcids eljarassal
prébalkoztunk. Az eldézé a kettds antitest szeparaciéds
eljaras (DAB/PEG mbdszer), amely a radioimmunanalitikaban
haszndlt elvalasztasi mbédszerek kozilil a leguniverzalisabb.
Ez az elvalasztas egy masodik immunreakcidén alapul, melyben
a primer antitest-antigén komplex egy masodik antitesttel
precipitatumot képez. Ehhez rendelkezésiinkre allt, egy a
laboratériumunkban eldallitott masodik antitest. Mindegyik
cs6hoéz 50 pl 1:100 higitasd normdl nydGlszérumot és 50 ul
1:10 higitasd masodik antitestet (nyGdl IgG ellen birkaban
termelt szérum) adtunk, majd 2 6ras, 4 °C-on torténd
inkubdlas utan 1 ml 12 %-os PEG-oldatot mértiink a csdvekbe,
és Osszerazas utan 4 °C-on, 20 percig, 2500 fordulat/perc
sebességgel centrifugdltuk. A felliliUsz6t 1leszivtuk, és a
csapadék (kotsétt frakcid) radioaktivitasat mértiik.

Az adszorpcidén alapuld eljarasnal aktivalt szenet és
dextrant haszndltunk. E mdédszer 1lényege, hogy a nagy
feliletd szénpor méret- és to6ltésnagysag alapjan
kilonbséget tesz a szabad és az antitesthez kotott antigén
kozott. A dextran - feltételezések szerint -
molekulanagysag szerinti szlrdbhatéasaval csokkenti az
antigén-antitest komplex szénhez vald kdétddési lehetdségét,
valamint Osszefogja a szénszemcséket és ezaltal
reprodukalhatébb a kotott és a szabad frakcidk

elkilonitése. 100 pl szénszuszpenzidt (20 mg szén és 5 mg
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dextrdn 1 ml RIA-pufferben oldva) adtunk egy-egy csé
tartalmdhoz, majd Osszerazas és 10 perc &llas utan 4 °C-on,
20 percig, 2500 fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk. A
felililisz6t leszivtuk és a szénhez kotédoétt szabad antigén-
frakcidé radioaktivitasat mértiik. Ebben az esetben a nem
specifikus kotés magasabb volt, mint a masodik antitesttel
torténé elvalasztaskor, valamint a RIA érzékenysége is
csdkkent, ezért az eldz6 mbédszert valasztottuk a szabad és

a kotott frakcid elkildnitésére (1. tablazat).

1. tablazat

Elvalasztasi médszer Nem specifikus kdtés  Erzékenység

kettds antitest

o\

szeparacibds (DAB/PEG) 3 7,8 pg/csd

adszorpcids

(szén+dextran) 17% 31,2 pg/csd
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A kidolgozott RIA mbdszer leirasa, kalibracibds gbrbéje és

mindségi mutatéi

Az assay soran minden higitast RIA pufferrel
végeztink. A kalibracioés gorbét 7,8-500 pg/csd
koncentracidé-tartomanyban készitettiik. A RIA csévek 200 ul
CRF standardot, vagy mintat, 100 1l 1:10000 higitasd
antiszérumot tartalmaztak, melyhez 16-24 o6ras, 4 °C-on
torténé eldinkubacié utan, 100 pl 125I-CRF-t (10000 cpm)
adtunk. Ezutadn 24 6ras inkubdlas kovetkezett 4 °C-on. A
kotott és a szabad frakcidok elvalasztasat az eldzbekben
mar ismertetett DAB/PEG mbdszerrel végeztiik. A Kkotott
frakcié radioaktivitasat 1470 Wizard (Wallac) tipusi
automatikus mintavaltén mértiik le. Az ismeretlen mintéak
koncentraciéit a MultiCalc V1.50 RIA szamitasi program
seglitségével hataroztuk meqg.

A RIA nmegbizhatésagarél, reprodukdlhatdésagardél az
intra- és interassay egyiitthatdk nyGjtanak felvildgositast.
Meghatarozasukhoz kiilénbozé koncentracidéjid ellendérzé CRF
mintakat alkalmaztunk. Az intraassay koefficiens a

méréstartomany kozepes Kkoncentracidéjli szakaszara esdé minta

oe

esetén [123,6 + 9,8 pg/csé (X * S.E., n=5)] 4,0 %, a
méréstartomany magas koncentracidja szakaszara esé
ellendrzd minta esetén [494 * 26,5 pg/csé (X * S.E., n=5)]
7,7 %. Ugyanezekb6l az ellendrzd mintakbdl meghatarozott

interassay koefficiens a k&zepes Kkoncentrdciéja mintaknal

13,8 %, a magas koncentraciéji mintaknal 10,7 %.
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A CRF RIA ALKALMAZASA: A KOKAIN HATASA A PATKANY KULONBOZO

AGYTERULETEINEK CRF-TARTALMARA
Irodalmi eldzmények

Régdéta vizsgdlat targya a kabitdszereknek az é1l6
szervezetre gyakorolt hatasa, a vellik szemben kialakuld
testi és lelki fliggbség jelenségének kutatasa. A
kabitoszerek kozé tartozik a kokain.

A kokain az Erythoxylon Coca cserjében talalhatdé a
természetben. Régobta ismert helyi érzéstelenitd,
napjainkban azonban az Gj, szintetikus helyi érzéstelenitdék
megjelenésével hasznalata beszikililt. Tarsadalmi
veszélyessége azonban ériasi, mert illegalisan igen
elterjedt a kokain forgalmazasa.

A kokain az uagynevezett pszichostimulansok kozé
tartozik. A kokain eufdéria nem nagyon kiilonbdztethetd meg
az amphetamin eufdériatél. Alkalmazadsa soradn viszonylag
kisfokl tolerancia és enyhe mértékd fizikai fliggéség alakul
ki; a pszichikai vagy a szer utan viszont rendkiviil erés. A
kokain hataséara felszabadultta, oldottda valnak az emberek,
novekszik a fizikai teljesitdéképesség. A nagyagykéreg
aktivitasanak fokozédasa &ll a pszichostimuladns hatéas
hatterében. A szer hosszabb alkalmazasanak hatasara erés
depresszid és gyakran ongyilkossag kovetkezhet be.

A biokémiai vizsgadlatok prdébaltak magyarazatot adni a

szer altal kivaltott fizikai és pszichikai hatéasokra. A
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kutatdsok szerint a kokain akut alkalmazéasa, illetve
tolerancia, dependencia kialakulasa megvaltoztatja a
kdzponti idegrendszerben a klasszikus neurotranszmitterek
és azok metabolitjainak szintjét, a neurotranszmitterek
receptorainak érzékenységét és az atvivéo anyagok
metabolizmusat. A kokain 1legfontosabb hatasa az, hogy a
kézponti idegrendszerben gatolja a szerotonin, a
noradrenalin, de 1legfdképpen a dopamin visszavételét, a
"reuptake"-ot (87,88,89], noveli az agy acetilcolin
tartalmat [90], befolyasolja a muscarin tipusd receptorok
aktivitasat [{91]. Krdénikus alkalmazasanak hatéasara
megvaltozik az agy dopaminmetabolizmusa é&s utilizacidja
[92,93])], és régibspecifikus eltérések tapasztalhatdak a
centréalis dopamin- és benzodiazepim-receptorok
aktivitasaban [94,95,96). A szer megvaltoztatja a szérum
testosteron [(97], a Prl és az LH koncentraciéjat [98,99]. A
krdénikus kokainadagolads stimuldlja a thyreotropin-releasing
hormon (TRH) -TSH rendszeren Kkeresztil a pajzsmirigy
mikodését [100]. A szer ismételt adagolasa soran
megvaltozik kilonbdzd agyteriiletek dynorphin- és
neurotensinkoncentréaciéja [(101]. Addikt egyénekben
csdkkenti a plazma Prl-, és ndveli a GH-koncentracidéjat
[102]. Egyszeri alkalmazéasa megvaltoztatja az a-MSH
koncentracidéjat mind a plazmaban, mind az agy kiilonbozb
terililetein [103].

Sok hasonldésag van a CRF és a kokain hatéasaban:

mindkettdé aktivalja, serkenti az ACTH és a corticosteron
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(CORT) szekrécidéjat, fokozza a lokomotoros aktivitast és a
sztereotip viselkedést. Patkadnyokban a CRF é&s kokain
kezelés utan megfigyelhetd a fajdalomérzet, a
taplalékfelvétel, a szexudlis aktivitas, valamint a sejtes
immunfunkcidk csdkkenése (18, 89, 104, 105, 106, 107, 108,
109,110,111). Az agyi CRF-rendszer aktivitdsadnak névekedése
kovetkezik be szorongasban, depresszidban és panik
betegségben, melyek az emberben a krénikus kokain haszndlat
fé6 pszichiatriai kovetkezményei [104, 112). A kokain-
-indukdlta ACTH- és CORT-elvalasztas perifériasan adott
CRF-antiszérummal meggatolhatdé [109]. I.c.v. adott CRF-
-antiszérum és CRF-receptor antagonista, a-helikalis
CRFg_4q is blokkolja a kokainnal kivaltott CORT-valaszt
[110]. A kokain-okozta 1lokomotoros hiperaktivitas i.c.v.
adott CRF-antiszérummal és CRF-receptor antagonistaval
szintén dézisfiiggéen blokkolhaté [113]. A kokain in vitro
stimuldlja a CRF elvalasztasat a hypothalamusbél [114],
krénikus adasakor <csOkken a CRF-receptorok sz&ma a
mesolimbikus mesocorticalis régidékban [115]. Rivier és Lee
(116] kimutatta, hogy kokain hatdsdra né az NPV CRF-mRNA-
-tartalma, valamint az NPV sériilése csokkenti patkanyokban

a kokain-indukédlta plazma ACTH-szint emelkedését.

Ccélkituzés

A fenti irodalmi adatok alapjan feltételezhetjiik, hogy

az agyi CRF-nek donté szerepe 1lehet a kokain A&ltal
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kivaltott magatartéasi és neuroendokrin valtozasok
medialasaban. Ezért célul tuztik ki, hogy tanulmanyozzuk
- az altalunk kidolgozott RIA segitségével . a kokain akut
és krédénikus adasat kovetbéen a hypothalamus és néhany

extrahypothalamikus terililet (hippocampus, bazalis eldagyi

struktiarak, frontdlis cortex, amygdala) CRF-tartalmanak
vadltozasat. Akut alkalmazast kovetben vizsgdaltuk a
valtozasok dézis- ' illetve idéfliggését is. Azért

valasztottuk ezeket a struktdrakat, mert ezeknek 1lehet
szerepiik a CRF centralis hatéasainak kodzvetitésében (104].
Tovabba ezek a terililetek tartalmaznak immunoreaktiv CRF-et,

CRF-sejttesteket, -rostokat és -receptorokat.

A kisérletek kivitelezése

Vizsgadlatainkhoz felnétt, Wistar, him, 180-220 g sidlyd
patkanyokat (LATI, Go6d6llé) hasznaltunk. Az A&allatokat otos
csoportokban, szabad taplalék és vizfelvétel mellett,
standard megvilagitasi korilmények kozott (600-1800 h
kozott fény) tartottuk. A kisérletet megeldzé hat egymast
kovetd napon 5-10 percig kézbe vettilk a patkanyokat, hogy
hozzaszoktassuk J&ket az ember jelenlétéhez és minimdlisra

csokkentsliik a nem specifikus stresszhatéast.

I. Kisérlet: Az akutan adott Kkokain CRF-szintre kifejtett

hatasanak vizsgalata:
Az A&llatokat négy csoportra osztottuk: mindegyik

csoportba 8-10 allat tartozott. Az elsé csoportba
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(kontroll) tartozé 4&allatok fizioldgias sét (0,9%-0s NacCl)
kaptak intraperitondlisan (i.p.). A masik harom csoportba
tartoz6 patkanyoknak kiilonboz6é ddézisaG kokaint adtunk (7,5;
15 és 30 mg/kg). A kezelés utdn 30 perccel az allatokat
dekapitaltuk, az agyakat gyorsan Kkivettiik, és mindkét
agyféltekébdl izolaltuk a kiilonbozd agyteriileteket
Glowinski és Iversen médszere [80] szerint. Elkiildnitettik
a teljes hypothalamust, az amygdalat, a teljes
hippocampust, a frontdlis cortexet, és a bazalis elbagyi
régidkat (beleértve a tuberculum olfaktoriumot, a nuclues
accumbenst és a ko6zépsd septalis teriiletet). Ezt kovetden
RIA-val meghataroztuk az egyes agyteriiletek CRF-

-immunoreaktivitasat az elézdekben mar ismertetett médon.

I7. Kisérlet: A krdnikusan adott kokain, valamint a kokain-

megvonas CRF-szintre kifejtett hatasanak vizsgalata:

Az &allatokat itt is négy csoportra osztottuk (n=8).
Két csoport (kontroll) 0,2 ml 0,9 %$-os NaCl oldatot, mig a
masik két csoport 14 napon Xkeresztiil 20 mg/kg kokaint
kapott intraperitondlisan. A patkanyokat az utolsdé kokain
vagy sé injekcidét kovetben 30 perccel, illetve 48 obraval
dekapitdltuk, majd azon agyteriileteket, amelyek az elézd
kisérlet soran szerepeltek, az elézbekben emlitett
médszerekkel izolaltuk, és meghataroztuk a CRF-

-koncentracidjat.
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ITT. Kisérlet: A kokain CRF-szintre gyakorolt hatéasanak

idébeli lefutaséanak vizsgalata:

Az allatok egyik csoportjat 0,9%-os NaCl oldattal, a
masik csoportjat kokainnal (7,5 mg/kg, i.p.) kezeltiik. Az
injekcid beadasa utan 60, 90, 120, 180 perccel az &allatokat
dekapitaltuk (minden iddépontban mindkét csoportbdél 6-10
allatot), és az I. kisérletben szerepld agyteriileteket

elkilonitettiik, majd megmértiik a CRF-szinteket.

Eredmények és megbeszélésiik

Az adatokat mindhdrom kisérlet esetében pg/mg protein
egységben és X*S.E. formdban adtuk meg. Az I. és III.
kisérletnél az eredmények statisztikai értékelését egy-
-szempontos variancia analizissel végeztiik, a csoportokat
Dunnett-teszttel hasonlitottuk Ossze. A IT. kisérlet
esetében a CRF-szintek Osszehasonlitasara kétmintas

t-prébat alkalmaztunk.

I. Kisérlet:

Az akut kokainkezelés a CRF-szintben szignifikans,
doézisfiiggd csokkenést eredményezett a hypothalamusban
(F3’30=6,66; p<0,002) és a Dbazalis eldagy esetében
(F3’29=18,09; p<0,0001). A 7,5 mg/kg dbézisi kokain
csOkkentette a CRF-szintet a hippocampusban (F3’33=5,47;
p<0,005) és a frontdlis cortexben (F3,31=4,54; p<0,01). A
kezelés hatasara dobézisfliggé novekedés volt tapasztalhatd az
amygdala CRF-koncentracidjaban (F3,32=8,41; p<0,0005)

(2.tablazat).
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2. tablazat
A kokain hatéasa kiilonb6zé agyteriiletek CRF-IR-tartalmara

KOKAIN (mg/kg testsily)
AGYTERULETEK 0 7,5 15 30
HYPOTHALAMUS 2427711 866+156% 648+131% 624+75%
(~64%) (-73%) (-74%)
BAZALIS ELOAGY 593442 294,5+25% 273,3+28* 188+22*
(-50%) (-54%) (-68%)
HIPPOCAMPUS 26,8%+3,3 12,7+3,1* 19,8%1,7 19,5+2
(-52%) (-27%) (-27%)
FRONTALIS CORTEX 37,7+4 22,8%3,4% 31,8+2 31,8+2
(-40%) (-16%) (-16%)
AMYGDALA 461+84 1518+185% 2559+311* 2785+597%*
(+229%) (+455%) (+504%)

* p<0,05 vs. kontroll
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Jelen tanulmdny eredményei szerint, a sdval kezelt,
nem stresszelt patkanyokban mért alap CRF-IR eloszlasa,
hasonldé az eldézé6 tanulmdnyok RIA eredményeivel. Chappell és
munkatarsai [22] feltérképezték a CRF-IR-t  patkany
agyteriletekben, melyeket Palkovits és Brownstein
mikropunkciés mdédszerével [117) izolaltak. Ok
5054+674 pg/mg protein CRF-IR-t taldltak az eminentia
mediana/ nucleus arcuatus komplexben. Néhany mas
hypothalamikus mag kb. 1200 pg/mg protein CRF-IR-t
tartalmazott. A mi kisérletiinkben a hypothalamus CRF-IR-
-tartalma 2427+711 pg/mg protein-nek addédott. A 1limbikus
eldagyi struktidrakban (tuberculum olfaktorium, septum
(laterdlis és medialis) és nucleus accumbens) koriilbelil
350 pg/mg protein CRF-IR-t detektaltak. Jelen vizsgalatban
a CRF-IR-szint a bazalis eldagyban (tuberculum olfaktorium,
medidlis septum é&s nucleus accumbens) korilbelidil 600 pg/mg
protein volt. Chappell és munkatdrsai az amygdala kilénbozd
terililetein ©Osszesen mintegy 600 pg/mg protein CRF-IR-
-mennyiségrdél szamoltak be, mig mi 461184 pg/mg protein
CRF-IR-t taldltunk. Chappellék a ventralis és a dorsalis
hippocampusban 31 és 34 pg CRF-IR/mg proteint mértek, mig
mi a teljes hippocampusban 26,8%3,3 pg CRF-IR/mg proteint.
Mig 6k 22 pg/mg protein CRF-IR-t hataroztak meg a medidlis
prefrontalis cortexben, addig mi 37,7%4 pg/mg protein
CRF-IR-t mértink a frontalis cortexben. Ezek az
Osszehasonlitasok mutatjak, hogy az el6z6 adatok és a mi

eredményeink az alap CRF-IR-szinteket tekintve kiilonbdznek
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ugyanazon agyteriiletekben. Ezek az eltérések fennallhatnak
az eltérd kisérleti koriilmények miatt, amely
megnyilvanulhat az agyi régidék izolalasanak, az antiszérum
és a RIA mbédszer hasznilatanak kiilonbdziségében.

Az eredmények azt mutatjak, hogy az egyszeri
kokainkezelés csokkenti a CRF-szintet a hypothalamusban, a
bazalis eldagyban, a hippocampusban és a frontdalis
cortexben. Habar egyediil a peptidkoncentracidé mérése nem
tud kiilonbséget tenni szintézis, axondlis transzport,
raktarozas, felszabadulas és degradacié kozott, eqgy
immunoreaktiv peptidszintcsdkkenés bizonyos agyteriiletben
dltalaban a peptid agyi felszabadulasat, és az azt kovetd
enzimatikus degradaciéjat fejezheti ki. A kokain-indukéalta
hypothalamikus CRF csdkkenése valészinlleg a hypothalamo-
-hypophysealis rendszerbdl a portalis keringésbe
szekretdldédé CRF-nek Kkoszdnhetd, melynek kovetkeztében
aktivalédik a hypophysis-mellékvese tengely. Ezt a
magyarazatot alatamasztja az az adat, miszerint a kokain
azonos dbézisokban és iddintervallumban serkenti az ACTH és
a CORT elvalasztasat [109,110]. Tovabba, in vitro
kisérletek kimutattdk, hogy a hypothalamusban a kokain CRF-
-felszabadulast wvalt ki [114]. Megfigyelésiink alapjan
feltételezziik, hogy- a hypothalamusbdél felszabadult CRF
kozvetiti a kokain hatdsat a HPA tengelyben.

Az akut kokainkezelés szignifikans csokkenést
eredményez a bazdlis elSagyi struktirdk és a hippocampus

CRF-IR-szintjében. A bazalis eldagyban torténé CRF és
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kokain mikroinfuzid noveli az dllatok lokomotoros
aktivitasat. Ugyanez tapasztalhato a CRF-nek a
hippocampusba toérténdé mikroinjektalasa utan is [(118]. A CRF
kétoldali bejuttatasa a hippocampus gyrus dentatuséaba
intenziv lokomotoros aktivitasfokozdédashoz vezet [118]. A
kokain-kivaltotta lokomotoros hiperaktivitas CRF antiszérum
kiilonb6z6 higitasaival és CRF-antagonistaval teljesen
blokkolhaté [113]. Mindezen adatokat figyelembe véve
feltételezhetjlik, hogy a 1limbikus és bazalis elbagyi
struktidrakbdél torténdé CRF-felszabaduldas szerepet jatszhat a
kokain-kivaltotta lokomotoros valaszban.

A kisebb dézisG kokain hatéasara a frontalis cortex
CRF-szintje is csokken. A CRF-receptorok szama csékken ezen
agyterililetben a depresszibds, o6ngyilkos betegekben [119].
Csokken a CRF-receptorok szama (115) és a CRF-IR-szint
kroénikus kokainadas ut@n is [120]. Ez vezethet szorongashoz
és depresszibhoz, mind a kisérleti &allatokban [120], mind
az emberekben [121]. Mind a receptorszamcsdkkenés, mind a
CRF-szint csokkenése, CRF-felszabadulias-fokozddasra utal.
Ez a hatas talan osszefliggésbe hozhatdé a kokain-indukalta
érzelmi valtozasokkal. Ebbdél feltételezhetjlik, hogy a
frontdlis cortex endogén CRF-rendszere szerepet jatszhat a
kokain-kivaltotta érzelmi valtozasokban.

Akut kokainkezelés utan a legdramaiabb valtozas az
amygdala CRF-szintjében kdvetkezik be. A ndvekvd kokain
dézis kb. 2-, 4- és 5-s5z6rds CRF-koncentracidé-névekedést

idéz eld. Egy neuropeptid Kkoncentracidéjanak emelkedése



37

valamely agyteriiletben jelentheti: a., a szintézis
fokozdédasat és/vagy b., a peptidfelszabadulas csodkkenése
miatt bekdvetkezd felhalmozdéddast. Kisérleteinkbél nem
dllapithatd meg az amygdaldban a kokain-indukalta CRF-
~koncentracié-novekedés pontos mechanizmusa, de szamos
bizonyiték tamasztja ald mindkét lehetdséget. Tény, hogy az
amygdala nem c¢sak CRF-rostokat tartalmaz, hanem CRF
szintetizd1d6 sejttesteket is. Igazolt, hogy az amygdala a
félelem és a szorongas kapcsan kialakult neurobiolégiai
folyamatokban jelentds szereppel rendelkezik [122, 123]. A
CRF i.c.v. bejuttatasa a hangra adott megtorpandsi reflex
tartdés aktivalasahoz vezet, igazolva, hogy a CRF-okozta
magatartasi valtozasok hasonlitanak a félelemre, vagy a
szorongasra. Az amygdala kdzponti magjanak sériilése gatolja
a CRF hatasat ezen reflexre. Emberben a kokain-
hozzaszokéasnak, és/vagy -megvonasnak a legfontosabb
pszichiatriai kovetkezménye az emberben a szorongas és a
depresszidé [121]. Jelen adataink szerint a kokain-
-kivaltotta amygdalaris CRF-valtozas a magatartasi
valtozasok tilikrében felvetik azt a 1lehetéséget, hogy az
amygdaldban lejatsz6dé CRF-felszabadulas fontos mediator a

kokain-indukédlta neurobiolégiai folyamatokban.

IT. Kisérlet:

Egyik agyterililetben sem talaltunk szignifikans
eltérést a CRF-IR-szintben 30 perccel az utolsdé sbé vagy

kokain injekcidé beadasa utan.
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Osszehasonlitva a krénikusan kokain-kezelt allatokat a
krénikusan sé-kezelt kontrollokkal, 48 ©6éraval az utolsé
kokain injekcidé wutdn a CRF-IR-tartalom szignifik&ansan
csokkent a hypothalamusban (p<0,05), a bazalis elé6agyi
régidékban (p<0,05), és az amygdaléaban (p<0,005).
Statisztikailag nem szignifikans, tendenciaszerld névekedést
tapasztaltunk a CRF-IR-szintben a hippocampusban (p=0,093)
és a frontalis cortexben (p=0,34) (6. abra).

Kokainmegvonas és az eldzdek szerint akut kokain-
kezelés hatasara a hypothalamusban bekévetkezd CRF-
-szint-cstkkenés, valamint a korabbi megfigyelések,
miszérint a kokain stimuldlja a CRF-felszabadulast a
hypothalamusbél, in vitro [114], és ndveli a hypothalamus
NPV-nak CRF-mRNS-tartalmat in vivo [116], azt a feltevést
latszik alatamasztani, hogy a hypothalamusban fokozott
CRF-felszabadulas és ezt kovetd enzimatikus degradaciéd
jatszo6dik le. A CRF-mRNA, in vivo CRF-felszabadulds és CRF-
-k6t6 fehérje koordinalt mérése bizonyos agyi struktdrakban
segithetne megérteni a kokainmegvonds hatasara bekdvetkezd
valtozasok pontos mechanizmusat. Az agyi CRF-rendszer
feltételezett aktivitasfokozdddsa kokainmegvonds alatt
megegyezik azzal az adéttal, miszerint Kkrénikus kokain-
kezelés hatdsara csokken a CRF-receptorok szama a bazalis
elbagy dopaminerg struktaraiban ([115]. Ez a megfigyelés
jelenthet fokozott CRF-felszabadulast, amit ezen receptorok

down-regulacidéja kompenzal [115].
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A kokainmegvonds wutdn az amygdalaban taldlt CRF-

-csokkenés valdészinlileg a megndvekedett CRF-felszabaduléas

eredménye. A lateralis agykamraba adott CRF infGzid
szorongast idéz eld [124)], tovabba a CRF-receptor

antagonista, a-helik&lis CRFy_,, k&zvetlen bejuttatasa az
amygdala kdzponti magjdba csdkkenti az etanolmegvonas altal
okozott Szorongasos viselkedést (125]. In vivo
mikrodialysissel végzett mérések azt mutatjadk [126], hogy a
stressz is CRF-felszabadulast idéz elé a patkanyok
amygdalajaban. Ezen adatok megerdsitik azt a feltevést,
hogy az amygdalaris CRF fontos szerepet t6lthet be a

drogmegvonas-okozta szorongasos allapotok mechanizmusaban.

ITI. kisérlet:

Szignifikansan csdkkent a CRF-IR-szint a kokainkezelés
utan 60 perccel a bazalis eldagyi struktarakban
(F4,56=4'717 p<0,005). Tendenciaszerd csbkkenést
tapasztaltunk 90 és 120 perc utan ugyanezen agyteriiletben.
Szignifikdns emelkedést talaltunk az amygdala CRF-IR-
-tartalmaban 60 perccel a kokain injekcid utan
(F4,55=16,69; p<0,0001). A hippocampus CRF-tartalma
szignifikdnsan csdkkent 180 perccel a kezelés utéan.
(F4,55=2,95; p<0,05). Ugyanezen tendencia volt
megfigyelheté a hypothalamusban is. (F4,55 =2,20; p=0,08).
Egyik idépontban sem taldltunk valtoza&st a frontdlis cortex

CRF-szintjében (F4 g3=0,44; p=0,78) (7. &abra).
14
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Az I és a 1III. kisérlet egylitt reprezentalja a
hypothalamus, a hippocampus, az amygdala, a bazdlis eldagy
és a frontalis <cortex CRF-IR-szintjének valtozasat,
egyszeri kokainkezelést koévetd kiilénbozé iddépontokban. A
hypothalamus és a hippocampus esetében bifazisos valaszt
kaptunk, azaz a Kkezdeti csdkkenést koévetbéen a CRF-IR
mennyisége visszatér a normalszintre, majd 180 perc utéan
Gjra lecsdkken. Az amygdala CRF-IR-tartalma ndé mind 30,
mind 60 perccel a kokainkezelés utan, majd visszatér az
alapértékre. A bazdlis elbagyban a CRF-IR elkezd csodkkenni
a kezelés utan 30 perccel, de a cslcs-hatas 60 perccel a
kokain beadasa utan tapasztalhaté.

A kokain agyi pharmakokinetikai valtozasai adhatnak
magyarazatot a kokain CRF-szintekre gyakorolt hatéaséaban
lévé régid- és iddspecifikus kililéonbségekre. Javaid és
munkatdrsai [127] 4 6ra@n at vizsgdltdk i.p. kezelés utan a
kokainkoncentraciét patkany szérumban és diszkrét agyi
terilileteken. Tobb mint 3-szoros kiilonbségeket észleltek a
kokain felhalmozddasaban az egyes agyi struktdirak kozott.
Azokban az agyteriiletekben (amygdala, bazalis eldagy), ahol
a kokain akkumulacidéja nagyobb, ott . jelen eredményeink
alapjan - a kokain altal okozott CRF-IR-szintek valtozasa a
kezelést kovetdéen szélesebb iddéintervallumban figyelhetd
meg. Valdészind, hogy a kokain eltérd hatdsa a kiiloénbdzd
agyili régidék CRF-koncentracidjara részben ezen egyenetlen

eloszlas eredménye.
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A hypothalamikus és hippocampalis CRF-IR hasonlé
iradnyd valtozasat magyardzhatja az a megfigyelés, hogy
csdkken a hippocampalis CRF-koncentracié a hypothalamus
NPV-jének elektrolitikus roncsolasa utdn [128]. Ez alapjéan
Koegler-Muly és munkatarsai feltételezték, hogy a
hippocampus CRF-tartalmd rostjai a NPV-b&l erednek. Ez a
megfigyelés magyardazhatja, miért tapasztaltunk hasonlé
bifazisos csdkkenést a hypothalamus és a hippocampus CRF-
-tartalmdban kokain hatéaséara.

Hipotézisilink szerint, a kokain injekcid® wutan 30
perccel bektvetkezd CRF-IR-csokkenés, valészinlileg
megndvekedett felszabaduldas és azt kovetd enzimatikus
lebomlas eredménye. A kokainkezelés utan 3 éraval
megfigyelheté CRF-IR-csdkkenés, pedig a magas CORT-
-koncentracidé negativ "feed back" hatasa miatt bekdvetkezd
CRF-szintézis-csdkkenésre utalhat. Masok szerint az
amygdala és a bazalis elSagy nem &ll negativ "feed back"
alatt [129]), és ezen agyteriiletekben nem is talaltunk CRF-
-IR-valtozast 3 o6raval a kokain adasa utan.

Mind a hypothalamikus, mind az extrahypothalamikus CRF
aktivaldédik stressz [22,130,131,132] és kokain [120]
hatdsara patkanyban. Eredményeink azt mutatjak, hogy kokain
hatasara csokken a hypothalamus CRF-IR-tartalma a kezelést
kovetbéen 30 és 180 perccel. Moldow és munkatarsai [133] a
hypothalamikus CRF-koncentraciod hasonléd bifazisos

csOkkenését talaltadk stressz hatéasara. Ezen eredmények
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felvetik, hogy az akut stressz és a kokainkezelés
hatdsmechanizmusa hasonlé a HPA tengelyben.

Kisérleti eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a
CRF kozponti idegrendszeri valtozadsai dontden szerepet
jatszhatnak a kokain akut és krdénikus adasa altal kivaltott

neuroendokrin, magatartasi és érzelmi valtoz&asokban.
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OSSZEFOGLALAS . AZ ERTEKEZES FOBB MEGALLAPITASAI

1.

A SZOTE Endokrinoldégiai ©Onallé Osztaly és Kutatd
Laboratériumaban a CRF mérésére alkalmas RIA-t
dolgoztunk ki. Az értekezés ismertette a
rendelkezésiinkre bocsdjtott antiszérum tulajdonsagait
(titer, affinitasi konstans, specificitéas). Nagy
tisztasagi, RIA céljara alkalmas, 125I-izotéppal
jeldlt, nagy specifikus aktivitdsd CRF-et &allitottunk
elé. Eljarast dolgoztunk ki a CRF patkany agyi
terilileteibdl t6rténd kivonasira. HPLC/RIA vizsgalati
moédszerrel igazoltuk az antiszérum specificitasat a
CRF bioldégiai mintabdl torténd mérésére.

Akut és krénikus kokainkezelést alkalmaztunk a
kiilonboz6 agyteriiletek CRF-tartalmdnak valtoztatasara
in vivo, és a valtozasokat az altalunk kifejlesztett
RIA-val kovettiik.

a., Megallapitottuk, hogy az akut kokainkezelés
csdkkenti a CRF-IR-szintet a hypothalamusban, a
bazalis eldagyban, a hippocampusban, és a frontalis

cortexben. Jelentds CRF-IR-ndvekedést taldltunk az

amygdalaban.
b., Kisérleteink szerint a kokain krdénikus adasat
kdvetéen nem valtozik jelentésen a vizsgalt

agyteriiletek immunoreaktiv CRF-tartalma. Ezzel szemben
a szer megvonasa esetén csodkken a CRF-szint a
hypothalamusban, a bazalis elbdagyban és az

amygdalaban.
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c., Vizsgaltuk az egyes agyterililetek CRF-szint-
-vadltozasainak idéfiiggését egyszeri kokainadés utéan.
Megfigyeléseink szerint a ‘hypothalamus és a
hippocampus esetében bifazisos valaszt kapunk,
azaz a kezdeti csbkkenést kévetben a CRF-
-koncentricidé visszatér a kiinduldsi szintre, majd 180
perc utdn Gjra lecsdkken. Az amygdala CRF-tartalma né
mind 30, mind 60 perccel a kokainkezelés utéan.
Csdékken a peptid koncentraciéja a bazalis eldagyban
30, 60, 90, 120 perccel a kokain beadasat koévetden. A
csdkkenés mértéke 60 percnél a legnagyobb.

Kisérleti eredményeink alapjan feltételezziik,
hogy a CRF k&zponti idegrendszeri valtozéasai egyike
azon mediadtoroknak, melyek fontos szerepet jatszanak a
kokain &ltal kivaltott neuroendokrin, magatartéasi és
érzelmi yéltozésokban.

Méréseink azt mutatjak, hogy RIA mbédszeriink alkalmas
az agyi CRF-IR-valtozasok kovetésére, és ezaltal a
CRF-nek a neuroendokrin szabalyozasban betdltott

szerepének vizsgalatara.
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ROVIDITESEK ES JELOLESEK JEGYZEKE

ACTH

a-MSH

CORT

CRF

CRF-IR

CRF-mRNS

F

FSH

GH

GnRH

HPA

HPLC

HSA

NPV

PEG

Prl

RIA

SS

TFA

adrenocorticotropin
alfa-melanocyta-stimulalé hormon
corticosteron
corticotropin-releasing faktor
CRF-immunoreaktivitas

CRF-hirvivé (massanger)-ribonukleinsav
Fisher-féle F-prdéba eredménye
folliculus-stimulaldé hormon
novekedési hormon

gonadotropin
hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg
(hypothalamus-pituitary-adrenal)
nagynyomasid folyadékkromatografia
human szérum albumin
intracerebroventricularis
intraperitonalis

intravénas

luteiniz&aldé hormon

nucleus paraventricularis
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