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BEVEZETÉS ÉS CÉLKITŰZÉS

A corticotropin-releasing faktor (CRF) fontos szerepet 

játszik a szervezet szabályozási folyamataiban. Serkenti az 

adrenocorticotropin 

felszabadítását a hypophysisből, és fő közvetítője a

ß-endorphinés(ACTH) a

stressz által kiváltott változásoknak a hypothalamus-

-hypophysis-mellékvesekéreg (HPA) tengelyben. 1981-ben 

izolálták birka hypothalamusából. Azóta kimutatták, hogy a

hypothalamuson kívül más agyterületekben és különféle

perifériás szövetekben is megtalálható.

A disszertáció célja:

1. a hormon mérésére alkalmas, érzékeny analitikai eljárás 

(radioimmunoassay, RIA) kidolgozása,

2. a módszer alkalmazása neuroendokrin kutatásokban: modell

a kokainnal kiváltott CRF-koncentráció-változás különböző

agyterületekben.

Az ehhez szükséges laboratóriumi hátteret és technikai

felkészültséget, jelenlegi munkahelyem, 

Endokrinológiai Önálló Osztály és Kutató Laboratórium,

SZOTEa

valamint a Kórélettani Intézet biztosította.



4

ÁLTALÁNOS IRODALMI ÁTTEKINTÉS

1955-ben Shafran és Schally [1], valamint Guillemin és 

Rosenberg [2] egymástól függetlenül szolgáltatta az első

bizonyítékot arra, hogy a hypothalamus termel egy olyan

amelyik ép patkány hypophysiséből ACTH-tfaktort,

szabadított fel [3,4]. Az anyagot corticotropin-releasing

faktornak (CRF-nek) nevezték el. Bár a CRF volt az első

feltételezett, hypothalamikus neurocrin, kémiai szerkeze­

tének feltárása rendkívüli nehézségbe ütközött [3,4], és 

így más hypothalamikus felszabadító hormonok szerkezetét

hamarabb ismerték meg. Végül 1981-ben Vale és munkatársai

juhmeghatározták RivierszerkezetétCRF [5] .a

szintetizálta a peptidet e feltételezett szerkezet szerint, 

majd Vale bizonyította be, hogy a szintetizált molekula 

hatása megegyezik a tisztított, természetes hormonéval [5]. 

Ismerjük az ember (l.a. ábra), a juh (l.b. ábra), a

patkány, a kecske és a tehén CRF-et. Mindegyik 41 ami-

nosavat tartalmaz, és hasonló primer szerkezetük 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, patkány) primer szerkezete
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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. ábra

Ma már teljesen elfogadott, hogy a Vale által szintetizált 

41 aminosavból álló peptid a fő endogén ACTH felszabadító

hormon, bár emellett egyéb faktorok (például vasopressin

(VP), catecholaminok) is képesek ACTH-t felszabadítani

A szintetikus CRF és[6,7,8] . ellene termeltaz

ellenanyagok alkalmazása elősegítette a CRF biológiai

hatásainak megismerését. CRF-antiszérummal végzett

szövettani vizsgálatok rámutattak arra, hogy CRF-szerű

immunoreaktivitás kívülihypothalamuson

agyterületekben is található, és a hypothalamikus neuronok 

axonjai az eminentia medianán kívüli agyterületekre is 

eljutnak [9,10]. Jelentős koncentrációban található CRF-IR

(CRF-IR) a

az agykéregben, a limbikus rendszerben, és néhány bazális 

előagyi magban [11,12]. CRF nem csak az agyban fordul elő. 

Kimutatható például a hasnyálmirigy endokrin sejtéiben, a 

gastrointestinalis rendszerben, a májban, a hypophysisben, 

a mellékvesében, a placentában, a tüdőben, és néhány 

endokrin tumorban [13,14].

Mind kvantitatív autoradiográfiát, mind membránkötési 

technikát alkalmazva, a CRF nagy affinitású kötőhelyei 

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

ifi
% Ъ 

33^
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affinitású CRF-receptorok vannak a neocortexben; leg­

nagyobb sűrűségben az I. és IV. rétegben. CRF-kötőhelyek

vannak a központi idegrendszeren kívül a szimpatikus

ganglionokban, a mellékvese chromaffin sejtjein, valamint a 

bél, a pancreas és a lép szöveteiben [17].

elsősorban nucleushypothalamusA CRF a

paraventricularisának úgynevezett parvocellularis(NPV)

sejtjeiben termelődik, de más agyterületekben (agytörzs,

agykéreg, középagy, striatum, hippocampus), sőt egyes

perifériás szövetekben (placenta, here, mellékvese) is

találtak CRF-mRNS-t [18], amely CRF-szintézisre utal. A

CRF-szintézis szabályozásában számos idegi struktúra

szerepel. Ezek közül talán a legfontosabbak a IX. és a X.

agyidegek afferensei. A CRF felszabadulására ható másik

idegi afferens az organon subfornicale-ból jut el az

Fokozott emóció, pszichogén események a limbikus 

befolyásolják a hormon szintézisét.

NPV-be.

rendszeren keresztül

szintetizálódott CRF az eminentia medianabanAz NPV-ben

szabadul fel és a portális keringés révén jut az 

adenohypophysisbe (2.ábra). Az NPV-ben a CRF más 

peptidekkel fordul elő; így az arginin-vasopressinnel [19] 

az enkephalinnal, a neurotensinnel, a peptid-hisztidin- 

-izoleucin-amiddal, valamint az oxytocinnal [10].

A CRF-et úgy tekintjük, mint a HPA tengely elsődleges 

aktiválóját. Bár más faktorokat is ismerünk, amelyek

rendelkeznek ACTH-felszabadító aktivitással, a CRF a

legpotensebb [6]. Úgy tűnt, hogy a CRF mérése elősegítheti



A patkány npv parvocelluláris afferensei: CRF-rendszerГ'

iimbikus

npv = n. paraventricularis 

os = organon subfornicale 

np = n. parabrachialis 

nist = n. interstitialis 

striae terminális

nts = n. tractus solitarii
hyp = hipothalamikus sejtcsoport
me = eminentia mediana
A1 = NA sejtek a nyúltagy ventrális részén

2. ábra
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a HPA tengely működésének klinikai vizsgálatát. Ám ez a 

várakozás hiábavalónak bizonyult, mert a perifériás vér 

CRF-koncentrációj a reprezentálja hypothalamo-nem a

-hypophysealis portális keringésénekrendszer CRF

mivel perifériástartalmát, szövetekből (példáula

placenta, mellékvesevelő, pancreas) is kerül CRF a 

keringésbe. A meghatározást ezen kívül zavarja az is, hogy 

nagy kötőkapacitású és affinitású CRF-kötő globulin fordul 

elő a perifériás vérben [20].

A CRF legfontosabb hatása a szervezetben a stressz

által kiváltott adaptív válaszok mediálása. Ez részben a

hypothalamo-hypophysealis rendszeren keresztül mediálódik,

részben a CRF centrális hatásainak tulajdonítható. A CRF

központi idegrendszeri hatásainak szerepe van a

depressziós, szorongásos kiváltásábanállapotok és

fenntartásában. Ezt bizonyítják azok a beszámolók, amelyek 

kimutatták, hogy a CRF agyi koncentrációja hogyan változik

meg stressz hatására. A CRF koncentrációja duplájára 

emelkedik, ha a patkány lábára 15 percig tartó hősokkot

adunk [21]. Chappell és munkatársai a patkányban 32 agyi 

régióban vizsgálták a CRF-IR mennyiségét, 3 órás hidegben

történt mozgáskorlátozás (akut stressz), vagy 13 napig

tartó random stressz-ingerek (krónikus stressz) hatására

Szignifikáns CRF-koncentráció-növekedést figyeltek[22] .

meg a locus coeruleusban akut és krónikus stressz hatására,

illetve az NPV-ben és az elülső hypothalamikus areában

krónikus stressz hatására. CRF-csökkenést tapasztaltak az
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eminentia medianaban és a nucleus arcuatusban akut és

krónikus stressz esetén, az elülső preoptikus areában akut

stressz alkalmával, és a dorsalis vagus-magkomplexben

krónikus stressz hatására. Az akut stressz után bekövetkező

feltételezhetőenCRF-IR-csökkenés megnövekedetta

felszabadulás eredménye; a CRF-növekedést viszont nehéz

magyarázni. A krónikus stressz utáni csökkenés tartós

felszabadulást jelenthet, míg a növekedés a felszabadulást

kompenzáló fokozott szintézisre Deutch ésutalhat.

munkatársai szerint, tartós stressz szükséges ahhoz, hogy

ilyen hatások létrejöhessenek, mivel számos dopaminban

gazdag agyi területen változatlan marad a CRF-IR-tartalom

20 perces lábsokk után [23]. Owens és munkatársai pedig azt

találták, adinazolamhogy az alprazolam (1 mg/kg) vagy

egyszeri dózisa után 1 órával növekszik a(10 mg/kg)

hypothalamus CRF-tartalma, és csökken a locus coeruleus

CRF-koncentrációja [24]. Ezek a hatások ellentétesek

azokkal, amit az akut és a krónikus stressz után Chappell 

és munkatársai találtak [22].

Ezen túlmenően, specifikus CRF-antagonistákkal végzett 

vizsgálatok azt is jelzik, hogy a CRF-nek döntő jelentősége 

van a stressz alatti plazma ACTH-növekedésben. Rivier és

munkatársai bizonyították, endogénhogy CRFaz

antiszérummal immunoneutralizációja 

gátolja az éter-stressz-okozta ACTH-szekréciót [25]. Ezt a

történő szisztémás

megfigyelést erősítették meg Ono és munkatársai [26],

Nakane és munkatársai [27] és mások is, akik bizonyították,
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hogy az immunoneutralizáció kivédi a hideg vízben való 

úszás, immobilizáció, csonttöréssel járó trauma, formalin

injekció [28] által okozott ACTH-felszabadulást. Rivier és

munkatársai arról számoltak be, hogy a plazma ACTH-

-szintjének éter-indukálta növekedése blokkolható

szisztémásán adott a-helikális CRF9_41-gyel [29]. (Az

a-helikális CRF a CRF kompetitiv antagonistája). Conte-

-Devolx és munkatársai [30] kimutatták, hogy nem stresszelt

patkányokban a CRF elleni szérum csökkentette az ACTH és a

ß-endorphin szekrécióját, de nem befolyásolta a plazma

a-melanocyta-stimuláló hormon (a-MSH)-szintjét, jelezve,

hogy a CRF csak a hypophysis elülső lebenyében serkenti az 

opiomelanocortin sejteket, a középső lebenyben nem.

A VP potens szinergistája a CRF által kiváltott ACTH-

-elválasztásnak [8,29]. Bár a VP maga is serkenti az ACTH-

-szekréciót hatása nagymértékben függ a CRF[28,29],

jelenlététől [6,31]. Linton és munkatársai [28] azt

tapasztalták, hogy a VP immunoneutralizációja csökkenti a 

formalin- és az immobilizáció-okozta ACTH-szekréciót, de a

gátlás mértéke elmarad a CRF elleni szérum hatásától. Az

antiszérumok kombinált kezelése esetén a VP-antiszérum

fokozza a CRF-antiszérum ACTH-szekréciót csökkentő hatását.

A hypophysis elülső lebenye kívül van a vér-agy gáton, 

ezért a HPA tengely a CRF szisztémás adásával aktiválható.

Mindamellett intracerebroventricularisan (i.c.v.)az

adagolt CRF is hatásos patkányban, egérben és majomban

[32,33,34,35]. Nem világos, hogy ez azért van-e, mert a CRF
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kijut az agykamrákból a perifériára, vagy azért, mert a

CRF-nek direkt hatása van a központi idegrendszeren belül.

De Souza és munkatársai felvetették, hogy a CRF-nek lehet

direkt adrenális hatása [36]. Ono és munkatársai szerint

elképzelhető, ultrarövid, pozitívhogy[37] van egy

visszacsatolási kör, mely révén az i.c.v. adott CRF

stimulálja endogén Negatívfelszabadulását.CRFaz

visszacsatolásra szintén néhány adat in vitrovan

vizsgálatokból [38], de ezek ellentmondóak [6].

A CRF az ACTH és a ß-endorphin felszabadításán kívül

egyéb hormonok elválasztását is befolyásolja. 0,5-10 jug CRF 

i.c.v. adagolása gátolja a luteinizáló (LH) [32,39,40] és

növekedési hormon elválasztását, de(GH) [32,41,42]

hatástalan a folliculus-stimuláló hormon (FSH) [39,40], a

thyreoidea-stimuláló hormon (TSH) [32], vagy a prolactin

(Prl) [26,40] szekréciójára. Mások szerint tartós i.c.v.

CRF-adagolás hím patkányokban csökkenti az LH és a

testosteron szintjét [43], míg egyszeri CRF dózis i.c.v.

adása hatástalan ésLH [39] GH [41,42]az a

plazmaszintjére. Petefészek-írtott Rhesus majmokban [44], 

vagy nőkben [45], az intravénás (i.v.) CRF gátolja az LH és

az FSH szekrécióját. Krónikus i.v. CRF patkányokban

(5 мд/nap) csökkenti a plazma LH-koncentrációját, de nem 

befolyásolja a testosteron- és Prl-szintet [46]. Az LH-ra

gyakorolt krónikus hatás közvetítésében a mellékvese-

-szteroidok játszanak szerepet, hiszen ez a jelenség ACTH

adásával is kiváltható, míg adrenalektómizált állatokban a
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jelenség kiesik [46]. Szemben az i.c.v. adott CRF-fel, az 

i.v. CRF növeli a Prl szekrécióját ovárium-írtott Rhesus 

majmokban (100 ßq) [47] és patkányokban (10 ßq) [48]. Az 

effektus majmokban blokkolható előzőleg adott naloxonnal, 

ami arra utal, hogy az endogén opiátok fontos mediáló 

szerepet játszanak a hatás közvetítésében. A CRF gátolja a 

gonadotropin (GnRH)-felszabadulást hypothalamikus szövet­

szeletekből in vitro és a GnRH-szekréciót a[49,50],

portális keringésbe in vivo [50], ezért az i.c.v. adott CRF

hatása az LH-szekrécióra patkányokban centrális eredetű

lehet. A CRF-nek a GH elválasztására gyakorolt hatása 

egyesek szerint a somatostatinon (SS) keresztül mediálódik, 

mivel a SS elleni szérum kivédte a GH-szekréció CRF-okozta

gátlását [41,51]. A CRF valóban stimulálja az SS 

felszabadulását az eminentia medianából in vitro [52].

A CRF csekély hatással rendelkezik az insulin és a

glukagon elválasztására. Karlsson és Ahren szerint az

insulin plazmakoncentrációja enyhén emelkedik kettő perccel 

az i.v. adott CRF után. Tíz perccel később az insulinszint 

csökken [53].

A fent említett hormonszekrécióbeli változások

jellemzőek stresszre [54,55]. A CRF élettani szerepét a

stressz-indukált hormonszekréció-változásban több megfi­

gyelés támasztja alá. Az a-helikális CRF-antagonista képes

blokkolni csökkenteni stresszorok hatását.vagy a

Elektromos shock csökkenti a plazma GH- [51] és LH-szintet 

hím patkányban [56], s ez a csökkenés i.c.v. a-helikális
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CRF-antagonistával kivédhető. Ezek a hatások valószínűleg

centrális hatások, mert szisztémásán adott a-helikális CRF

nem befolyásolja azokat [26,56]. Ono és munkatársai [26]

kimutatták, hogy i.c.v. (de nem i.v.) adott CRF-antitest

kivédi az éter-indukálta GH-szekréció-csökkenést. A CRF-

-antiszérum nem változtatja az alap LH-elválasztást, vagy a

stressz-indukálta változásokat. Az i.c.v. adott antiszérum

csökkenti a stressszel kapcsolatos plazma Prl-szint-nem

-emelkedést [26].

Az i.c.v. adott CRF növeli a noradrenalin és az

adrenalin plazmakoncentrációját patkányban (35 мд) [57] és

kutyában (120 мд) együtt plazma

glükózkoncentráció és az oxigénfogyasztás is emelkedik 

[57,59], valamint az artériás középnyomás és szívritmus 

fokozódik [60]. Grosskreutz és Brody [61] azt találta, hogy

Ezzel[58] . a

az i.c.v. CRF (0,15-3,4 мд) növeli a szívritmust és a

vascularis ellenállást; mindkettőt a peptid által kiváltott 

szimpatikus aktiváció okozhatja. Ezekben a változásokban az 

adrenomedulláris rendszer részvételét az igazolja, hogy az 

i.c.v. adott CRF (0,4-40 мд) fokozza a nucleus splanchincus

tüzelését [62]. A szimpatikus idegrendszer aktivációját 

támasztja alá, hogy a ganglionblokkoló klórizondamin

gátolja CRF-indukált (10 мд i.c.v.) vércukorszint-a

emelkedést, a noradrenalin és az adrenalin [59] szintjének

emelkedését, és csökkenti, vagy meg is szünteti az artériás 

középnyomás és a szívritmus növekedését [60,63]. A CRF e 

hatásainak nagy része minden bizonnyal centrálisán médiáit,
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mert hypophysectomia vagy adrenalectomia nem befolyásolja a

CRF-fel kiváltott vércukorszintváltozást és nincs[59] ,

hatással - a dexamethason előkezeléssel együtt sem az

artériás középnyomás vagy a szívritmus CRF-okozta

emelkedésre [63]. Az i.v. adott CRF (35 /xg) ezen felül

reflexesen csökkenti az artériás középnyomást [63]. A

szisztémásán adott CRF-antiszérum, amely blokkolja a plazma

nem befolyásolja az i.c.v. CRF-felACTH növekedését,

kiváltott noradrenalin- adrenal in-szekrécióvagy

serkentését [64].

Brown [65], hogy a CRF intracerebrális hatóhelyeit 

feltérképezze, 1 дд CRF-et injektált 50 különböző agyi 

területre. A plazma noradrenalin szintjét az agykamrába 

juttatott CRF növeli a legnagyobb mértékben.

mind centrálisán, mind perifériásán advaA CRF

rendelkezik gastrointestinalis hatásokkal. A CRF-

-antangonisták használata alapján arra lehet következtetni,

hogy ezek az effektusok függetlenek egymástól. A CRF 

csökkenti a gyomortartalom ürülését, a gyomorsavszekréciót 

és a vékonybélürülést, míg növeli a vastagbélürülést és a

székletürülést [66,67,68,69,70,71,]. Ez alól egéraz

kivétel, ahol a gyomortartalom ürülése nő CRF hatására

[72,73]. A legtöbb CRF hatásaiesetben azonban a

megfelelnek a különböző stresszhatásoknak.

Tekintettel a CRF biológiai jelentőségére több 

eljárást használnak biológiai mintákból történő mérésére. 

Legelterjedtebb és legérzékenyebb meghatározási módszerek a
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különféle immunoassay-к. A CRF biológiai mintákból történő 

meghatározására jelenleg is kevés helyen áll rendelkezésre

érzékeny RIA. A mérés elvét Berson és Yalow 1959-ben [74], 

Ekins 1960-ban [75], egymástól függetlenül dolgozta ki. E

módszer alapja az antigének és az azokat reverzibilisen 

kötő antitestek közötti, egyensúlyra vezető komplex­

képződési reakciók. A nagy affinitású és szelektív 

antitesteket megfelelő koncentrációban (vagyis az azokat 

tartalmazó antiszérumot alkalmas hígításban) felhasználva, 

az immunkémiai reakció révén a szabad, illetve a komplexben 

kötött antigének egymással összemérhető koncentrációban 

vannak jelen, s arányuk az úgynevezett kötési százalék az 

antigén összkoncentrációjának függvénye. A kétféle antigén­

frakció elválasztásával, azok igen kis mennyiségeik 

quantitativ mérését lehetővé tévő nyomjelzők 

esetén leggyakrabban jódozott antigén "tracer"

peptidek

alkalmazásával, valamint ismert dózisokat tartalmazó

kalibrációs görbe kötési százalékaihoz való viszonyítással

antigénkoncentrációi 

érzékenységgel és specifitással határozhatók meg. A CRF RIA 

több változatát fejlesztették ki,

ismeretlen minták is nagy

amelyek a hormonnak a

biológiai mintákból történő kinyerésében, és a RIA

kivitelezésének egyes részleteiben különböznek egymástól

[76,77,78,79].
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A CRF RADIOIMMUNOASSAY KIDOLGOZÁSA

Felhasznált anyagok és módszerek

A RIA-hoz standard készítményként szintetikus human

CRF-et (Bachem, Bubendorf, Svájc) alkalmaztunk.

Az antiszérumot Paul Vecsei (Heidelberg, Németország) 

bocsájtóttá rendelkezésünkre.

a homogenizáláshoz és a nagynyomásúA RIA-hoz,

folyadékkromatográfiás (HPLC) tisztításokhoz felhasznált

anyagok: (az összes anyag analitikai tisztaságú volt)

humán szérum albumin, Na2HP04, KH2P04, Triton-X-100, 

sósav, L-aszkorbinsav (Reanal, Budapest), 12 v/v%NaHCO3'
polyetilénglikol (PEG) 6000 (Ferak, Berlin, Németország),

nyúlsavó (Humán oltóanyag, Gödöllő), nyúl IgG ellen

birkában termelt szérum, hordozómentes Na125I (IZINTA,

Budapest), jodogén (Pierce, USA), trifluorecetsav (TFA;

Riedel-de Németország),Seelze,Haen, SEP-PAK C18
minioszlop (Waters, Milford, USA).

Desztillált ioncseréltvíz: vizet elektromosaz

vízdesztillálón (Jena Németország)Glass, Jena,

desztilláltuk és frissen használtuk.

HPLC tisztításokhoz és karakterizáláshoz használt leoldók:

metanol, acetonitril (HPLC céljára, Merck, Darmstadt,

(frissen

használat előtt 0,45 jum Millipore (Molsheim, Franciaország) 

HAWP 047 típusú szűrőn szűrt víz).

Németország), desztillált desztillált,víz
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RIA puffer: 0,05 M foszfát puffer, pH=7,4, amely 0,25 %

humán szérum albumint és 0,1 % Triton-X-100-at tartalmaz.

minioszlop aktiválása: a minioszlopot használatSEP-PAK C18

előtt 5 ml metanollal, 5 ml desztillát vízzel és 5 ml

1 %-os TFA-val mostuk.

CRF kivonása patkány agyi területeiből

Dekapitálás után az agyakat gyorsan kivettük, és

Glowinski és Iversen [80] által leírt módon száraz jégen

izoláltuk a különböző agyterületeket, majd a mintákat a 

feldolgozásigtovábbi Mindegyiktároltuk.-70 0C—on

agyterületet ultrahangos homogenizátorral (Soniprep 150

MSE, Nagy-Britannia), 2 ml 1 mM aszkorbinsavat tartalmazó,

25-30 másodpercig homogenizáltuk. 

Mindegyik mintából aliquotot vettünk ki fehérjeméréshez

100 mM sósavban [81] ,

A maradék homogenizátumot 6000 g gyorsulással[82] .

4 °C-on, 20 percig centrifugáltuk, majd a felülúszóból RIA 

céljára 1 ml-t liofilizáltunk.
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A CRF-antiszérum jellemzői

A RIA módszer bevezetésekor fontos meghatározni az 

antiszérum titerét, affinitási konstansát, és specifitását. 

a., Az antiszérum paraméterei a következők voltak:

titer: 1:10000.

- affinitási konstans: К = 9,0xl010 1/mol;

- elméletileg számolt antitestkoncentráció:
-12[At] = 6,5x10 mol/1.

b., Specificitás

Keresztreakciók:

A CRF-antiszérum a CRF41 molekula C-terminális részére

specifikus. Nem ad keresztreakciót a CRF és a CRF6-33
-gyei a keresztreakció 2,1 % [83]. 

Más vizsgált peptidekkel (VP, oxytocin, a-MSH, ACTH,

1-20
fragmensekkel. A CRF21-41

ß-endorphin) a keresztreakció nem számottevő (<0,01%).

Az antiszérum specificitásának meghatározása biológiai

mintából:

Biológiai mintából történő mérések során a

polyclonális antiszérumok reakcióba léphetnek általunk nem 

ismert szerkezetű, a meghatározást zavaró fehérje-

fragmensekkel és más anyagokkal. Ezért ismernünk kell, hogy 

általunk vizsgált biológiai mintában jelenlevő

immunoreaktív anyag megegyezik-e a mérendő peptiddel. Ezt a

az
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vizsgálatot peptidek esetén legegyszerűbben HPLC/RIA

módszerrel lehet elvégezni, melynek lényege, hogy a

biológiai minta előkészítése után nyert anyagot HPLC

vizsgálatnak vetjük frakciókalá, és kapotta

immunoreaktivitását RIA-val meghatározzuk. Ezt összevetjük 

a standard készítmény HPLC/RIA vizsgálati eredményével.

A vizsgálatot a következő módon hajtottuk végre:

5 darab hím, Wistar patkány hypothalamusát az

előzőekben szerint homogenizáltuk, majdleírtak

liofilizáltuk. A liofilizátum visszaoldása és szűrése

(Millipore) után HPLC-vel, Nucleosil 5C18 300Á oszlopon,

(TFA):70%trifluorecetsav0.1% acetonitril-0.1% TFA

koncentrációgradienssel 

(acetonitrilre), 40 percig, 1 ml/perc átfolyási sebességgel

lineárisrendszerben, 30-70%

kromatografáltuk, és 1 ml-es frakciókat gyűjtöttünk. A

frakciókat majdáramban bepároltuk,40°C—on N2
meghatároztuk a bennük levő immunoreaktivitást.

A HPLC oszlopon kromatografált immunoreaktív anyag két 

fő összetevőből áll (3.ábra). A nagyobbik csúcs a human

valószínűleg

Met(O)21CRF-nek, a CRF oxidált formájának felel meg.

kisebbikCRF-nek, míg csúcs [13]a
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A CRF-antiszérum fajlagossága 

biológiai mintából

acetonitril konc. (v/v%)CRF (pg/cső)
801600
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125j-crf előállítása

jelölés céljára szintetikusszántA CRF-et

2 дд/10 /il-es részletekben 0,2 N ecetsavban oldva, -70°C-on

tároltuk. Az előállításhoz Linton és Lowry módszere 

szolgált alapul [84], melynek lényege, hogy a Na125I-ot a 

jelölendő anyaggal történő elegyítése előtt jodogénnel

aktiváljuk. Azért választottuk ezt a módszert, mert a CRF

molekulában könnyen oxidálható csoportok (2 metionin) is

találhatók, így enyhe oxidációs körülményeket biztosító

metodikát kellett alkalmaznunk.

A következő módon végeztük a jelölést: 4 дд jodogénhez 

40 д1 0,2 M Na2HC03-ot és 20 /il(2mCi) Na125I-ot mértünk. 

Ezt 5 perc keverés után, 10 /xl-es részletekben adtuk hozzá

a peptidhez. Minden részlet után 2 percig kevertük az

elegyet. A reakciót 900 д1 0,1 %-os TFA-oldattal állítottuk

le.

A jelzett peptid tisztítása két egymást követő

lépésben történt [85]. A reakcióelegyet először SEP-PAK Clg 

oszlopon 10 %-onként növekvő koncentrációjú metanol és

0,1 % TFA tartalmú eluenssel kromatografáltuk. Az elúció 

során 1 ml-es frakciókat gyűjtöttünk. A 125I-CRF a 80 % 

metanolkoncentrációjú frakcióval eluálódott (4. ábra). Az

így nyert terméket C18 fordított fázisú HPLC oszlopon

30-80 % metanol koncentrációgradienssel(260 mm x 4 mm)

tisztítottuk tovább (50 percig, 1 ml/perc). Ekkor is

1 ml-es frakciókat gyűjtöttünk. Az elúciós görbe csúcsát
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adó frakcióban Morris módszerével [86] meghatároztuk a
125I-CRFtisztított specifikus aktivitását, amely

közel az elméleti 2200 Ci/mmol1900 Ci/mmol-nak adódott, 

értékhez. (5. ábra).

125 l-CRF tisztítása SEP-PAK C-|8 oszlopon

ezer cpm
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100 1
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125 l-CRF tisztítása HPLC-vel

metanol konc. (v/v%)ezer cpm
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Elválasztási módszer

kiválasztásakorelválasztási módszerAz egy

frakcionált fehérjekicsapási, és egy adszorpciós eljárással

próbálkoztunk. Az előző a kettős antitest szeparációs

eljárás (DAB/PEG módszer), amely a radioimmunanalitikában

használt elválasztási módszerek közül a leguniverzálisabb.

Ez az elválasztás egy második immunreakción alapul, melyben

a primer antitest-antigén komplex egy második antitesttel

precipitátumot képez. Ehhez rendelkezésünkre állt, egy a

laboratóriumunkban előállított második antitest. Mindegyik

csőhöz 50 ßl 1:100 hígítású normál nyúlszérumot és 50 ßl

1:10 hígítású második antitestet (nyúl IgG ellen birkában

termelt szérum) adtunk, majd 2 órás, 4 °C-on történő

inkubálás után 1 ml 12 %-os PEG-oldatot mértünk a csövekbe,

és összerázás után 4 °C-on, 20 percig, 2500 fordulat/perc

sebességgel centrifugáltuk. A felülúszót leszívtuk, és a

csapadék (kötött frakció) radioaktivitását mértük.

Az adszorpción alapuló eljárásnál aktivált szenet és

dextránt használtunk. E módszer lényege, hogy a nagy

felületű alapjánszénpor méret- és töltésnagyság

különbséget tesz a szabad és az antitesthez kötött antigén

között. szerintdextrán feltételezésekA

molekulanagyság szerinti szűrőhatásával csökkenti az

antigén-antitest komplex szénhez való kötődési lehetőségét,

valamint összefogja és ezáltalszénszemcséketa

frakciókreprodukálhatóbb kötött és szabada a

elkülönítése. 100 ßl szénszuszpenziót (20 mg szén és 5 mg



25

dextrán 1 ml RIA-pufferben oldva) adtunk egy-egy cső

tartalmához, majd összerázás és 10 perc állás után 4 °C-on, 

20 percig, 2500 fordulat/perc sebességgel centrifugáltuk. A

felülúszót leszívtuk és a szénhez kötődött szabad antigén­

frakció radioaktivitását mértük. Ebben az esetben a nem

specifikus kötés magasabb volt, mint a második antitesttel

történő elválasztáskor, valamint a RIA érzékenysége is

csökkent, ezért az előző módszert választottuk a szabad és

a kötött frakció elkülönítésére (1. táblázat).

1. táblázat

Nem specifikus kötés ÉrzékenységElválasztási módszer

kettős antitest

szeparációs (DAB/PEG) 7,8 pg/cső3%

adszorpciós

(szén+dextrán) 31,2 pg/cső17%
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A kidolgozott RIA módszer leírása, kalibrációs görbéje és 

minőségi mutatói

Az assay során minden hígítást RIA pufferrel

kalibrációs 7,8-500 pg/csővégeztünk. görbétA

koncentráció-tartományban készítettük. A RIA csövek 200 ßl

CRF standardot, vagy mintát, 100 ßl 1:10000 hígítású

antiszérumot tartalmaztak, melyhez 16-24 órás, 4 °C-on

történő előinkubáció után, 100 ßl 125I-CRF-t (10000 cpm)

adtunk. Ezután 24 órás inkubálás következett 4 °C-on. A

és a szabad frakciók elválasztását az előzőekbenkötött

már ismertetett DAB/PEG módszerrel végeztük. A kötött

frakció radioaktivitását 1470 Wizard (Wallac) típusú

automatikus mintaváltón mértük le. Az ismeretlen minták

koncentrációit a MultiCalc VI.50 RIA számítási program

segítségével határoztuk meg.

A RIA megbízhatóságáról, reprodukálhatóságáról az 

intra- és interassay együtthatók nyújtanak felvilágosítást. 

Meghatározásukhoz különböző koncentrációjú ellenőrző CRF

mintákat alkalmaztunk. intraassay koefficiensAz a

méréstartomány közepes koncentrációjú szakaszára eső minta

esetén [123,6 ± 9,8 pg/cső (X ± S.E., n=5)] 4,0 %, a

méréstartomány koncentrációjú

ellenőrző minta esetén [494 ± 26,5 pg/cső (X ± S.E., n=5) ] 

7,7 %. Ugyanezekből az ellenőrző mintákból meghatározott 

interassay koefficiens a közepes koncentrációjú mintáknál

esőszakaszáramagas

13,8 %, a magas koncentrációjú mintáknál 10,7 %.
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A CRF RIA ALKALMAZÁSA: A KOKAIN HATÁSA A PATKÁNY KÜLÖNBÖZŐ

AGYTERÜLETEINEK CRF-TARTALMÁRA

Irodalmi előzmények

Régóta vizsgálat tárgya a kábítószereknek az élő

szervezetre gyakorolt hatása, a velük szemben kialakuló

testi és lelki függőség jelenségének kutatása. A

kábítószerek közé tartozik a kokain.

A kokain az Erythoxylon Coca cserjében található a

érzéstelenítő,ismert helyitermészetben. Régóta

napjainkban azonban az új, szintetikus helyi érzéstelenítők 

megjelenésével beszűkült. Társadalmihasználata

veszélyessége azonban óriási, mert illegálisan igen 

elterjedt a kokain forgalmazása.

A kokain az úgynevezett pszichostimulánsok közé 

tartozik. A kokain eufória nem nagyon különböztethető meg 

az amphetamin eufóriától. Alkalmazása során viszonylag 

kisfokú tolerancia és enyhe mértékű fizikai függőség alakul 

ki; a pszichikai vágy a szer után viszont rendkívül erős. A

kokain hatására felszabadulttá, oldottá válnak az emberek,

növekszik a fizikai teljesítőképesség. A nagyagykéreg

aktivitásának fokozódása áll a pszichostimuláns hatás

hátterében. A szer hosszabb alkalmazásának hatására erős

depresszió és gyakran öngyilkosság következhet be.

A biokémiai vizsgálatok próbáltak magyarázatot adni a 

szer által kiváltott fizikai és pszichikai hatásokra. A
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kutatások szerint a kokain akut alkalmazása, illetve

tolerancia, dependencia kialakulása megváltoztatja a 

központi idegrendszerben a klasszikus neurotranszmitterek 

és azok metabolitjainak szintjét, a neurotranszmitterek

átvivő anyagokreceptorainak érzékenységét és az

metabolizmusát. A kokain legfontosabb hatása az, hogy a

szerotonin,központi idegrendszerben gátolja 

noradrenalin, de legfőképpen a dopamin visszavételét, a

aa

acetilcolinnöveli"reuptake"-ot [87,88,89], az agy

tartalmát [90], befolyásolja a muscarin típusú receptorok

hatásáraKrónikus alkalmazásánakaktivitását [91] .

megváltozik az agy dopaminmetabolizmusa és utilizációja 

és régióspecifikus eltérések tapasztalhatóak a

benzodiazepim-receptorok

[92,93],

centrális dopamin- és

aktivitásában [94,95,96]. A szer megváltoztatja a szérum

testosteron [97], a Prl és az LH koncentrációját [98,99]. A

krónikus kokainadagolás stimulálja a thyreotropin-releasing

paj zsmirigyhormon (TRH)-TSH rendszeren keresztül a

ismételt adagolása soránműködését [100]. A szer

dynorphin- ésmegváltozik különböző agyterületek

Addikt egyénekbenneurotensinkoncentrációja [101].

és növeli a GH-koncentrációjátcsökkenti a plazma Prl-,

Egyszeri alkalmazása megváltoztatja a-MSH[102] . az

különbözőkoncentrációját mind a plazmában, mind az agy

területein [103].

Sok hasonlóság van a CRF és a kokain hatásában:

mindkettő aktiválja, serkenti az ACTH és a corticosteron
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(CORT) szekrécióját, fokozza a lokomotoros aktivitást és a

sztereotip viselkedést. Patkányokban a CRF és kokain

megfigyelhető fájdalomérzet,kezelés után aa

táplálékfelvétel, a szexuális aktivitás, valamint a sejtes

immunfunkciók csökkenése [18, 89, 104, 105, 106, 107, 108,

109,110,111]. Az agyi CRF-rendszer aktivitásának növekedése

következik be depresszióban és pánikszorongásban,

betegségben, melyek az emberben a krónikus kokain használat

fő pszichiátriai következményei [104, 112]. A kokain-

-indukálta ACTH- és CORT-elválasztás perifériásán adott

CRF-antiszérummal meggátolható [109]. I.c.v. adott CRF-

-antiszérum és CRF-receptor antagonista, a-helikális

is blokkolja a kokainnal kiváltott CORT-választCRF9-41
[110]. A kokain-okozta lokomotoros hiperaktivitás i.c.v. 

adott CRF-antiszérummal és CRF-receptor antagonistával 

szintén dózisfüggően blokkolható [113]. A kokain in vitro 

stimulálja a CRF elválasztását a hypothalamusból [114],

krónikus adásakor csökken a CRF-receptorok száma a

mesolimbikus mesocorticalis régiókban [115]. Rivier és Lee 

[116] kimutatta, hogy kokain hatására nő az NPV CRF-mRNA-

-tartalma, valamint az NPV sérülése csökkenti patkányokban 

a kokain-indukálta plazma ACTH-szint emelkedését.

Célkitűzés

A fenti irodalmi adatok alapján feltételezhetjük, hogy

az agyi CRF-nek döntő szerepe lehet a kokain által
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neuroendokrinkiváltott magatartási és változások

mediálásában. Ezért célul tűztük ki, hogy tanulmányozzuk

az általunk kidolgozott RIA segítségével . a kokain akut

és krónikus adását követően a hypothalamus és néhány

extrahypothalamikus terület (hippocampus, bazális előagyi

struktúrák, frontális cortex, amygdala) CRF-tartalmának

alkalmazást követően vizsgáltukváltozását. Akut a

változások dózis­ illetve időfüggését is. Azért

választottuk ezeket a struktúrákat, mert ezeknek lehet

szerepük a CRF centrális hatásainak közvetítésében [104].

Továbbá ezek a területek tartalmaznak immunoreaktív CRF-et,

CRF-sejttesteket, -rostokat és -receptorokat.

A kísérletek kivitelezése

Vizsgálatainkhoz felnőtt, Wistar, hím, 180-220 g súlyú

patkányokat (LATI, Gödöllő) használtunk. Az állatokat ötös

csoportokban, szabad táplálék és vízfelvétel mellett, 

standard megvilágítási körülmények között (600-1800 h

között fény) tartottuk. A kísérletet megelőző hat egymást 

követő napon 5-10 percig kézbe vettük a patkányokat, hogy 

hozzászoktassuk őket az ember jelenlétéhez és minimálisra

csökkentsük a nem specifikus stresszhatást.

I. Kísérlet: Az akutan adott kokain CRF-szintre kifejtett

hatásának vizsgálata:

csoportra osztottuk: mindegyiknégyAz állatokat

csoportba 8-10 állat tartozott. Az első csoportba
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(kontroll) tartozó állatok fiziológiás sót (0,9%-os NaCl)

kaptak intraperitonálisan (i.p.). A másik három csoportba

tartozó patkányoknak különböző dózisú kokaint adtunk (7,5;

A kezelés után 30 perccel az állatokat15 és 30 mg/kg) .

dekapitáltuk, az agyakat gyorsan kivettük, és mindkét

agyféltekéből izoláltuk különböző agyterületeketa

Glowinski és Iversen módszere [80] szerint. Elkülönítettük

teljes hypothalamust, teljesamygdalát,a az a

hippocampust, a frontális cortexet, és a bazális előagyi

régiókat (beleértve a tuberculum olfaktoriumot, a nuclues

accumbenst és a középső septalis területet). Ezt követően

meghatároztukRIA-val agyterületek CRF-az egyes

-immunoreaktivitását az előzőekben már ismertetett módon.

II. Kísérlet: A krónikusan adott kokain, valamint a kokain­

megvonás CRF-szintre kifejtett hatásának vizsgálata:

Az állatokat itt is négy csoportra osztottuk (n=8). 

Két csoport (kontroll) 0,2 ml 0,9 %-os NaCl oldatot, míg a 

másik két csoport 14 napon keresztül 20 mg/kg kokaint

kapott intraperitonálisan. A patkányokat az utolsó kokain

vagy só injekciót követően 30 perccel, illetve 48 órával 

dekapitáltuk, majd azon agyterületeket, amelyek az előző

kísérlet során szerepeltek, előzőekben említettaz

izoláltuk,módszerekkel meghatároztukés CRF-a

-koncentrációját.
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III. Kísérlet: A kokain CRF-szintre gyakorolt hatásának 

időbeli lefutásának vizsgálata:

Az állatok egyik csoportját 0,9%-os NaCl oldattal, a

másik csoportját kokainnal (7,5 mg/kg, i.p.) kezeltük. Az

injekció beadása után 60, 90, 120, 180 perccel az állatokat

dekapitáltuk (minden időpontban mindkét csoportból 6-10

és az I. kísérletben szereplő agyterületeketállatot),

elkülönítettük, majd megmértük a CRF-szinteket.

Eredmények és megbeszélésük

Az adatokat mindhárom kísérlet esetében pg/mg protein

egységben és X±S.E. formában adtuk meg. Az I. és III.

kísérletnél az eredmények statisztikai értékelését egy-

-szempontos variancia analízissel végeztük, a csoportokat

Dunnett-teszttel hasonlítottuk össze. A II. kísérlet

CRF-szintekesetében összehasonlítására kétmintása

t-próbát alkalmaztunk.

I. Kísérlet:

Az akut kokainkezelés a CRF-szintben szignifikáns,

dózisfüggő csökkenést eredményezett hypothalamusbana

bazális előagy esetében(F =6,66; p<0,002) és a3,30
(F3,29=‘*‘® '

csökkentette a CRF-szintet a hippocampusban (F3

dózisú kokainp<0,0001). A 7,5 mg /kg

=5,47;,33
p<0,005) és a frontális cortexben (F =4,54; p<0,01). A3,31
kezelés hatására dózisfüggő növekedés volt tapasztalható az

CRF-koncentrációj ábanamygdala <F3,32 p<0,0005)=8,41;

(2.táblázat).
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2. táblázat
A kokain hatása különböző agyterületek CRF-IR-tartalmára

KOKAIN (mg/kg testsúly)

AGYTERÜLETEK 0 7,5 15 30

8661156*
(-64%)

6481131*
(-73%)

624175*
(-74%)

HYPOTHALAMUS 24271711

BAZÁLIS ELŐAGY 294,5125*
(-50%)

273,3128* 
(-54%)

188122*
(-68%)

593142

12,713,1*
(-52%)

HIPPOCAMPUS 26,813,3 19,811,7
(-27%)

19,512
(-27%)

FRONTÁLIS CORTEX 22,813,4*
(-40%)

37,714 31,812
(-16%)

31,812
(-16%)

15181185*
(+229%)

25591311*
(+455%)

27851597*
(+504%)

AMYGDALA 461184

* p<0,05 vs. kontroll
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Jelen tanulmány eredményei szerint, a sóval kezelt,

nem stresszelt patkányokban mért alap CRF-IR eloszlása,

hasonló az előző tanulmányok RIA eredményeivel. Chappell és

munkatársai [22] feltérképezték CRF-IR-t patkánya

Palkovits Brownsteinagyterületekben, melyeket és

Őkmikropunkciós izoláltak.módszerével [117]

5054±674 pg/mg protein CRF-IR-t találtak az eminentia

mediana/ Néhány másnucleus komplexben.arcuatus

hypothalamikus mag kb. 1200 pg/mg protein CRF-IR-t

tartalmazott. A mi kísérletünkben a hypothalamus CRF-IR-

-tartalma 24271711 pg/mg protein-nek adódott. A limbikus 

előagyi struktúrákban (tuberculum olfaktorium, septum 

(laterális és mediális) és nucleus accumbens) körülbelül 

350 pg/mg protein CRF-IR-t detektáltak. Jelen vizsgálatban 

a CRF-IR-szint a bazális előagyban (tuberculum olfaktorium, 

mediális septum és nucleus accumbens) körülbelül 600 pg/mg 

protein volt. Chappell és munkatársai az amygdala különböző 

területein összesen mintegy 600 pg/mg protein CRF-IR- 

-mennyiségről számoltak be, míg mi 461184 pg/mg protein 

CRF-IR-t találtunk. Chappellék a ventrális és a dorsális 

hippocampusban 31 és 34 pg CRF-IR/mg proteint mértek, míg 

mi a teljes hippocampusban 26,813,3 pg CRF-IR/mg proteint. 

Míg ők 22 pg/mg protein CRF-IR-t határoztak meg a mediális 

prefrontális cortexben, addig mi 37,714 pg/mg protein

mértünk frontális cortexben.CRF-IR-t Ezeka az

összehasonlítások mutatják, hogy az előző adatok és a mi 

eredményeink az alap CRF-IR-szinteket tekintve különböznek
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ugyanazon agyterületekben. Ezek az eltérések fennállhatnak

miatt,eltérő kísérleti amelykörülményekaz

megnyilvánulhat az agyi régiók izolálásának, az antiszérum 

és a RIA módszer használatának különbözőségében.

egyszeriAz eredmények azt mutatják, hogy az

kokainkezelés csökkenti a CRF-szintet a hypothalamusban, a

bazális előagyban, a hippocampusban és a frontális 

cortexben. Habár egyedül a peptidkoncentráció mérése nem

tud különbséget tenni szintézis, axonális transzport,

raktározás, felszabadulás és degradáció között, egy

immunoreaktív peptidszintcsökkenés bizonyos agyterületben 

általában a peptid agyi felszabadulását, és az azt követő 

enzimatikus degradációját fejezheti ki. A kokain-indukálta 

hypothalamikus CRF csökkenése valószínűleg a hypothalamo-

rendszerből portális keringésbe-hypophysealis a

szekretálódó CRF-nek köszönhető, melynek következtében

aktiválódik hypophysis-mellékvese tengely. Ezt aa

magyarázatot alátámasztja az az adat, miszerint a kokain

azonos dózisokban és időintervallumban serkenti az ACTH és

in vitroCORT elválasztását [109,110]. Továbbá,a

kísérletek kimutatták, hogy a hypothalamusban a kokain CRF-

-felszabadulást vált ki [114]. Megfigyelésünk alapján

feltételezzük, hogy a hypothalamusból felszabadult CRF

közvetíti a kokain hatását a HPA tengelyben.

szignifikáns

eredményez a bazális előagyi struktúrák és a hippocampus 

CRF-IR-szintjében. A bazális előagyban történő CRF és

kokainkezelés csökkenéstAz akut
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kokain mikroinfuzió növeli állatok lokomotorosaz

aktivitását. tapasztalható

hippocampusba történő mikroinjektálása után is [118]. A CRF 

kétoldali bejuttatása a hippocampus gyrus dentatusába 

intenzív lokomotoros aktivitásfokozódáshoz vezet [118]. A 

kokain-kiváltotta lokomotoros hiperaktivitás CRF antiszérum

CRF-nekUgyanez a a

különböző hígításaival és CRF-antagonistával teljesen

Mindezen adatokat figyelembe véveblokkolható [113].

feltételezhetjük, hogy a limbikus és bazális előagyi

struktúrákból történő CRF-felszabadulás szerepet játszhat a

kokain-kiváltotta lokomotoros válaszban.

A kisebb dózisú kokain hatására a frontális cortex

CRF-szintje is csökken. A CRF-receptorok száma csökken ezen

agyterületben a depressziós, öngyilkos betegekben [119].

Csökken a CRF-receptorok száma [115] és a CRF-IR-szint 

krónikus kokainadás után is [120]. Ez vezethet szorongáshoz 

és depresszióhoz, mind a kísérleti állatokban [120], mind

az emberekben [121]. Mind a receptorszámcsökkenés, mind a

CRF-szint csökkenése, CRF-felszabadulás-fokozódásra utal.

Ez a hatás talán összefüggésbe hozható a kokain-indukálta

érzelmi változásokkal. Ebből feltételezhetjük, hogy a

frontális cortex endogén CRF-rendszere szerepet játszhat a

kokain-kiváltotta érzelmi változásokban.

Akut kokainkezelés után a legdrámaiabb változás az

amygdala CRF-szintjében következik be. A növekvő kokain

dózis kb. 4- és 5-szörös CRF-koncentráció-növekedést2-,

idéz elő. Egy neuropeptid koncentrációjának emelkedése
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szintézisvalamely agyterületben jelentheti: aa. ,

fokozódását és/vagy b., a peptidfelszabadulás csökkenése

miatt bekövetkező felhalmozódást. Kísérleteinkből nem

állapítható meg az amygdalában a kokain-indukálta CRF-

-koncentráció-növekedés pontos mechanizmusa, de számos

bizonyíték támasztja alá mindkét lehetőséget. Tény, hogy az

amygdala nem csak CRF-rostokat tartalmaz, hanem CRF

szintetizáló sejttesteket is. Igazolt, hogy az amygdala a

félelem és a szorongás kapcsán kialakult neurobiológiai 

folyamatokban jelentős szereppel rendelkezik [122, 123]. A

CRF i.c.v. bejuttatása a hangra adott megtorpanási reflex

tartós aktiválásához vezet, igazolva, hogy a CRF-okozta

magatartási változások hasonlítanak a félelemre, vagy a 

szorongásra. Az amygdala központi magjának sérülése gátolja

kokain-CRF hatását reflexre. Emberbena ezen a

hozzászokásnak, és/vagy -megvonásnak legfontosabba

pszichiátriai következménye az emberben a szorongás és a

depresszió [121]. Jelen adataink szerint a kokain-

-kiváltotta amygdaláris magatartásiCRF-változás a

változások tükrében felvetik azt a lehetőséget, hogy az

amygdalában lejátszódó CRF-felszabadulás fontos mediátor a

kokain-indukálta neurobiológiai folyamatokban.

II. Kísérlet:

Egyik agyterületben szignifikánstaláltunksem

eltérést a CRF-IR-szintben 30 perccel az utolsó só vagy 

kokain injekció beadása után.
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Összehasonlítva a krónikusan kokain-kezeit állatokat a

krónikusan só-kezelt kontrollókká1, 48 órával az utolsó

kokain injekció után a CRF-IR-tartalom szignifikánsan

csökkent a hypothalamusban (p<0,05), a bazális előagyi

régiókban és amygdalában(P<0,05), (p<0,005).az

Statisztikailag nem szignifikáns, tendenciaszerű növekedést

tapasztaltunk a CRF-IR-szintben a hippocampusban (p=0,093) 

és a frontális cortexben (p=0,34) (6. ábra).

Kokainmegvonás és az előzőek szerint akut kokain­

kezelés hatására hypothalamusban bekövetkező CRF-a

-szint-csökkenés, valamint megfigyelések,

miszerint a kokain stimulálja a CRF-felszabadulást a

korábbia

hypothalamusból, in vitro [114], és növeli a hypothalamus

NPV-nak CRF-mRNS-tartalmát in vivo [116], azt a feltevést

látszik alátámasztani, hogy a hypothalamusban fokozott

CRF-felszabadulás és ezt követő enzimatikus degradáció

játszódik le. A CRF-mRNA, in vivo CRF-felszabadulás és CRF- 

-kötő fehérje koordinált mérése bizonyos agyi struktúrákban 

segíthetne megérteni a kokainmegvonás hatására bekövetkező

változások pontos mechanizmusát. Az agyi CRF-rendszer

feltételezett aktivitásfokozódása kokainmegvonás alatt

megegyezik azzal az adattal, miszerint krónikus kokain­

kezelés hatására csökken a CRF-receptorok száma a bazális 

előagy dopaminerg struktúráiban [115]. Ez a megfigyelés 

jelenthet fokozott CRF-felszabadulást, amit ezen receptorok 

down-regulációja kompenzál [115].
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A kokainmegvonás után az amygdalában talált CRF-

-csökkenés valószínűleg a megnövekedett CRF-felszabadulás

eredménye. A lateralis agykamrába adott CRF infúzió

idéz előszorongást továbbá CRF-receptor[124], a

antagonista, a-helikális CRF közvetlen bejuttatása az9-41
amygdala központi magjába csökkenti az etanolmegvonás által

viselkedést vivoszorongásosokozott [125]. In

mikrodialysissel végzett mérések azt mutatják [126], hogy a

stressz is CRF-felszabadulást idéz elő patkányoka

amygdalájában. Ezen adatok megerősítik azt a feltevést,

hogy az amygdaláris CRF fontos szerepet tölthet be a

drogmegvonás-okozta szorongásos állapotok mechanizmusában.

III. kísérlet:

Szignifikánsan csökkent a CRF-IR-szint a kokainkezelés

után 60 bazális előagyi struktúrákbanperccel a

Tendenciaszerű<F4,56=4'71'-
tapasztaltunk 90 és 120 perc után ugyanezen agyterületben.

csökkenéstp<0,005).

Szignifikáns emelkedést találtunk az amygdala CRF-IR-

-tartalmában kokain injekció utánperccel60 a

A hippocampus CRF-tartalma<F4,55=16'69'-
szignifikánsan csökkent 180 perccel a kezelés után.

p<0,0001) .

<r4,55=2,95; 

megfigyelhető a hypothalamusban is.

tendenciap<0,05). voltUgyanezen

=2,20; p=0,08).(F4,55
Egyik időpontban sem találtunk változást a frontális cortex

CRF-szintjében (F =0,44; p=0,78) (7. ábra).4,63
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Az I és a III. kísérlet együtt reprezentálja a 

hypothalamus, a hippocampus, az amygdala, a bazális előagy 

és a frontális cortex CRF-IR-szintjének változását, 

egyszeri kokainkezelést követő különböző időpontokban. A 

hypothalamus és a hippocampus esetében bifázisos választ 

kaptunk, azaz a kezdeti csökkenést követően a CRF-IR 

mennyisége visszatér a normálszintre, majd 180 perc után 

újra lecsökken. Az amygdala CRF-IR-tartalma nő mind 30, 

mind 60 perccel a kokainkezelés után, majd visszatér az 

alapértékre. A bazális előagyban a CRF-IR elkezd csökkenni

a kezelés után 30 perccel, de a csúcs-hatás 60 perccel a

kokain beadása után tapasztalható.

A kokain agyi pharmakokinetikai változásai adhatnak

magyarázatot a kokain CRF-szintekre gyakorolt hatásában

lévő régió- és időspecifikus különbségekre. Javaid és

munkatársai [127] 4 órán át vizsgálták i.p. kezelés után a

kokainkoncentrációt patkány szérumban és diszkrét agyi

területeken. Több mint 3-szoros különbségeket észleltek a

kokain felhalmozódásában az egyes agyi struktúrák között. 

Azokban az agyterületekben (amygdala, bazális előagy), ahol

a kokain akkumulációja nagyobb, ott - jelen eredményeink 

alapján - a kokain által okozott CRF-IR-szintek változása a

kezelést követően szélesebb időintervallumban figyelhető

meg. Valószínű, hogy a kokain eltérő hatása a különböző 

agyi régiók CRF-koncentrációjára részben ezen egyenetlen

eloszlás eredménye.
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A hypothalamikus és hippocampális CRF-IR hasonló 

irányú változását magyarázhatja az a megfigyelés, hogy 

csökken a hippocampalis CRF-koncentráció a hypothalamus 

NPV-jének elektrolitikus roncsolása után [128]. Ez alapján

Koegler-Muly és munkatársai feltételezték, hogy a

hippocampus CRF-tartalmú rostjai a NPV-ből erednek. Ez a 

megfigyelés magyarázhatja, miért tapasztaltunk hasonló 

bifázisos csökkenést a hypothalamus és a hippocampus CRF-

-tartalmában kokain hatására.

Hipotézisünk szerint, a kokain injekció után 30

bekövetkező valószínűlegperccel CRF-IR-csökkenés,

megnövekedett felszabadulás és azt követő enzimatikus

lebomlás eredménye. A kokainkezelés után 3 órával

megfigyelhető pedig a magas CORT-CRF-IR-csökkenés,

-koncentráció negatív "feed back" hatása miatt bekövetkező

CRF-szintézis-csökkenésre Mások szerintutalhat. az

amygdala és a bazális előagy nem áll negatív "feed back" 

alatt [129], és ezen agyterületekben nem is találtunk CRF-

-IR-változást 3 órával a kokain adása után.

Mind a hypothalamikus, mind az extrahypothalamikus CRF 

aktiválódik stressz [22,130,131,132] és kokain [120] 

hatására patkányban. Eredményeink azt mutatják, hogy kokain 

hatására csökken a hypothalamus CRF-IR-tartalma a kezelést 

követően 30 és 180 perccel. Moldow és munkatársai [133] a 

hypothalamikus CRF-koncentráció bifázisoshasonló

csökkenését találták stressz hatására. Ezen eredmények
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felvetik, hogy az akut stressz és a kokainkezelés

hatásmechanizmusa hasonló a HPA tengelyben.

Kísérleti eredményeink alapján feltételezzük, hogy a 

CRF központi idegrendszeri változásai döntően szerepet 

játszhatnak a kokain akut és krónikus adása által kiváltott

neuroendokrin, magatartási és érzelmi változásokban.
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ÖSSZEFOGLALÁS . AZ ÉRTEKEZÉS FŐBB MEGÁLLAPÍTÁSAI

A SZOTE Endokrinológiai Önálló Osztály és Kutató1.

Laboratóriumában CRF mérésére alkalmas RIA-ta

ki. ismertetteértekezésdolgoztunk Az a

rendelkezésünkre bocsájtott antiszérum tulajdonságait

(titer, affinitási konstans, specificitás). Nagy 

tisztaságú, RIA céljára alkalmas, 125I-izotóppal

jelölt, nagy specifikus aktivitású CRF-et állítottunk

elő. Eljárást dolgoztunk ki a CRF patkány agyi 

területeiből történő kivonására. HPLC/RIA vizsgálati

módszerrel igazoltuk az antiszérum specificitását a

CRF biológiai mintából történő mérésére.

és krónikus kokainkezelést alkalmaztunk aAkut2.

különböző agyterületek CRF-tartalmának változtatására

in vivo, és a változásokat az általunk kifejlesztett

RIA-val követtük.

az akut kokainkezelésa., Megállapítottuk, hogy

csökkenti a CRF-IR-szintet a hypothalamusban, a

bazális előagyban, a hippocampusban, és a frontális

cortexben. Jelentős CRF-IR-növekedést találtunk az

amygdaIában.

Kísérleteink szerint a kokain krónikus adásátb. ,

követően vizsgált

agyterületek immunoreaktív CRF-tartalma. Ezzel szemben

jelentősenváltoziknem a

a szer megvonása esetén csökken a CRF-szint a

előagybanbazálishypothalamusban, ésa az

amygdaIában.



46

c., Vizsgáltuk az egyes agyterületek CRF-szint-

-változásainak időfüggését egyszeri kokainadás után.

Megfigyeléseink szerint 'hypothalamus és aa

hippocampus esetében bifázisos választ kapunk,

kezdeti csökkenést követően CRF-aazaz a

-koncentráció visszatér a kiindulási szintre, majd 180 

perc után újra lecsökken. Az amygdala CRF-tartalma nő

mind 30, mind 60 perccel a kokainkezelés után.

Csökken a peptid koncentrációja a bazális előagyban 

30, 60, 90, 120 perccel a kokain beadását követően. A

csökkenés mértéke 60 percnél a legnagyobb.

alapjáneredményeink

hogy a CRF központi idegrendszeri változásai egyike 

azon mediátoroknak, melyek fontos szerepet játszanak a 

kokain által kiváltott neuroendokrin, magatartási és

Kísérleti feltételezzük,

érzelmi változásokban.

Méréseink azt mutatják, hogy RIA módszerünk alkalmas3.

az agyi CRF-IR-változások követésére, és ezáltal a

CRF-nek a neuroendokrin szabályozásban betöltött

szerepének vizsgálatára.

л
\
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RÖVIDÍTÉSEK ÉS JELÖLÉSEK JEGYZÉKE

adrenocorticotropinACTH

alfa-melanocyta-stimuláló hormona-MSH

corticosteronCORT

corticotropin-releasing faktorCRF

CRF-immunoreaktivitásCRF-IR

CRF-hírvivő (massanger)-ribonukleinsavCRF-mRNS

Fisher-féle F-próba eredményeF

folliculus-stimuláló hormonFSH

növekedési hormonGH

gonadotropinGnRH

hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéregHPA

(hypothalamus-pituitary-adrenal)

nagynyomású folyadékkromatográfiaHPLC

human szérum albuminHSA

i. c. v. intracerebroventricularis

i.p. intraperitonális

i. v. intravénás

luteinizáló hormonLH

nucleus paraventricularisNPV

szignifikancia-szintP

polyetilénglikolPEG

prolactinPrl

radioimmunoassayRIA

standard error (hiba), szórásS.E.

somatostatinSS

trifluorecetsavTFA
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thyreotropin-releasing hormonTRH

thyreoidea-stimuláló hormonTSH

vasopressinVP
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