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BEVEZETES

Napjaink egyre gyakrabban el6forduld betegségei kozé tartoznak a
kiilonb6zd gyulladasos bélbetegségek (inflammatory bowel diseases — IBD).
Ezeknek a betegségeknek két alapvetd tipusa van. Az egyik a colitis ulcerosa, a
masik pedig a Crohn betegség. Alapvetd kiilonbség a két tipus kozott, hogy a
colitis ulcerosa csak a vastagbélben fordul eld, és a gyulladasos reakcio csak a
nyalkahartyara lokalizalodik. Ezzel ellentétben a Crohn betegség esetén a bélfal
minden rétege érintett a gyulladasban, és a betegség az emésztérendszer barmely
szakaszan kialakulhat.

Ezeknek a betegségeknek a pontos etioldgiaja a mai napig ismeretlen.
Szamos tényezd hatasat feltételezik a betegségek kialakuldsaban. Az egyre
nagyobb szamban rendelkezéslinkre 4ll6 adatok azt mutatjak, hogy tobb
egymassal kolcsonhatd tényezd befolyéasolja a kialakulasukat. Ilyen tényezdk
példaul a genetikai hajlam, a kornyezeti tényezdk (taplalkozas, dohanyzés), a
bélflora, a kiilonb6z6 immunfolyamatok és a gyulladdsok szabalyozésaban
szerepet jatszo faktorok, valamint az oxidativ stressz.

Az oxidativ stressz soran keletkezd reaktiv oxigén gyokok képzddését,
szamos gyulladast keltd €és gyulladascsokkentd faktor képes modulalni. Az
oxidativ stresszel 0sszefiiggésben a kiilonb6z6 antioxidans enzimrendszereknek
fontos szerepliik lehet a gyulladasi folyamatok csokkentésében. Ilyen
enzimrendszer példaul a hem-oxigendz enzimrendszer, amelynek egyik
képviseldje a hem-oxigendz-1 enzim (HO-1).

A gyulladéasos bélbetegségek kezelésében az elsddleges cél a betegség
tiineteinek enyhitése, az esetleges szovodmények gydgyitdsa és a gydgyult
allapot fenntartasa. A gyogyszeres kezelések modja a betegség stlyossaga és
megjelenésének helye szerint eltéré lehet. A betegségek kezelésében
sulyossaguktol fliggben alkalmaznak szalicilsav-szarmazékokat,

kortikoszteroidokat, immun-szupresszorokat, antibiotikumokat, ¢és egyéb



bioldgiai hatoanyagokat. Az enyhébb tipusit megbetegedések els6 vonalbeli
gyogyszerei a kiilonboz6 szalicilsav-szarmazékok, amelyeknek a hatdéanyaga az
5-amino-szalicilsav ~ (5-ASA). Az 5-ASA-t kilonbozd  gyodgyszerek
alapanyagaként, mar hosszli 1d6 6ta alkalmazzak, de az hogy pontosan milyen
mechanizmusokon keresztiil fejti ki a hatdsat a mai napig ismeretlen. Irodalmi
adatokat tanulmanyozva az 5-ASA szarmazékokrdl ugyanakkor elképzelhetd,
hogy vannak antioxidans tulajdonsigaik is, amely szerintiink - legaldbbis
részlegesen - szerepet jatszhat a HO-1 enzim indukcigjdban.

Munkédnk sordn egy ismert colitis modell hatdsmechanizmusanak
vizsgélataval azt tlztik ki célul, hogy jobban megismerjiik a gyulladasi
folyamatokban résztvevd védelmi rendszer, a HO rendszer szerepét, és ez altal
pontosabb képet kapjunk a betegség enyhitésében potencialisan szerepet jatszo

folyamatokrol.



CELKITUZESEK

Kisérleteinkben egy jol ismert, ¢és széles korben elfogadott
vastagbélgyulladasos modellt, a 2,4,6-trinitrobenzén-szulfonsav (TNBS) modellt
alkalmaztuk patkanyokban.

A kisérletek els6 szakaszaban vizsgaltuk, hogy

e hogyan valtozik a HO enzimek aktivitdsa és a HO-1 expresszioja, az 1d6
fliggvényében.

e a kilonb6z6 HO indukcigjat (hem, kadmium-klorid), ¢és gatlasat
(cinkprotoporphirin-ZnPP) kivaltd anyagok hatdsdra ezen eredmények
illetve a gyulladasi paraméterek (1€zi6 kiterjedése, mieloperoxidaz
(MPO) aktivitas) hogyan modosulnak.

Munkank kovetkezd szakaszdban az IBD kezelésére hasznalt klasszikus

készitménynek, az 5-ASA-nak a hatasmechanizmusat tanulmanyoztuk.

e Vizsgaltuk az 5-ASA hatasat a TNBS okozta gyulladasi paraméterekre
(1éziok kitejedése, colonsuly, MPO aktivitas, tumor nekrézis faktor alfa
(TNF-0) szint).

o A kovetkezd lépésben az 5-ASA HO-1 enzim expresszidjara €és a hem-
oxigenaz enzim (HO) aktivitasra kifejtett hatdsat tanulmanyoztuk.

o Végil megvizsgaltuk, hogy az 5-ASA hatasat hogyan befolyasolja egy
HO aktivitas gatlo anyag (ZnPP). Itt is mértiik a gyulladasi paramétereket
(1ézidk kiterjedése, MPO aktivitas), valamint a HO aktivitést.



MODSZEREK

Kisérletek menete, kezelések

Kisérleteinket két szakaszra osztottuk. Mindkét kisérletsorozat soran 200-
250 gramm kozotti him Wistar patkanyokkal dolgoztunk. Az allatokndl a Crohn
betegség gyulladasos tiineteit jol reprodukaléo TNBS modellt alkalmaztuk.
Ennek sordn a gyulladast egy erds savval, a 2,4,6-trinitrobenzén-szulfonsavval
(30 mg/ 250 ul 50 %-os etanol/allat) idéztiik eld az allatoknal intracolonalisan
(i.c.) egy 8 cm hosszu, polietilén kaniil segitségével. Az allatok a TNBS kezelést
megelézden 12 6raval éheztetve voltak.

A kisérletek elsd sorozatanal az allatok hem (30 pmol/kg), ZnPP (50
umol/kg), és kadmium-klorid (CdCl,; 2 mg/kg) kezelést kaptak sub cutan (s.c.)
injekcioval 18 ordval a TNBS kezelést megel6zden, a TNBS beadasa el6tt
kozvetleniil, valamint azt kovetden minden nap egyszer az 1-10 napos
kezeléseknél. A hemet, a ZnPP-t el6szor natrium- hidroxidban (0,1 N) majd
natrium-kloridban (0,9 %) oldottuk fel és a pH-jukat 7.4-es értékre allitottuk be,
ugy, hogy a torzsoldat koncentracioja 0,5 mg/ml legyen. A kadmium- kloridot
desztillalt vizben oldottuk fel.

Kisérleteink masodik részében 48 o6rdas TNBS (10 mg) modellt
alkalmaztunk.

Az 5-ASA kiilonboz6 dozisaival (8.3, 25, 75 mg/kg; 250 upl 1%
carboxymethyl-cellulose (CMC)/map; i.c.) a TNBS kezelést megel6zden 24
oraval, 3 oraval és a TNBS kezelést kovetden 24 oraval kezeltiik az allatokat. A
ZnPP (50 pmol/kg) a TNBS kezelést megeldzden 18 oraval, kozvetleniil a
TNBS kezelést megel6zéen és az azt kovetd napon végeztiikk el sub cutan

injekcioval.



Nyalkahartyagyulladas paramétereinek vizsgalata

Lézio meghatarozas planimetras analizissel

Minden csoportnal cervikalis diszlokdcidt kovetdéen az allatok hasfalat
felnyitva a végbéltél szamitott 8 cm-es szakaszt kivagtuk az allatokbol,
hosszanti iranyban felvagtuk és hideg foszfat pufferben (pH 7.4) atmosva
kifeszitettiik. Minden ilyen bélszakaszrol fényképet készitettiink digitalis
fényképezégép (Samsung, Digimax 340) segitségével. Ezt kovetden a
bélszakaszokat hosszanti irdnyban elvagtuk, lemértiik a sulyukat és folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk, majd a tovabbi vizsgalatokig —20 °C-on taroltuk.

A bélszakaszokrol készitett képeken egy szamitdégépes program (Scion
Image B 4.0.2) segitségével lemértiik a keletkezett gyulladdsok szézalékos

kiterjedését, a 8 cm-es bélszakaszhoz viszonyitva.

Mieloperoxidaz aktivitasmérés

Kiilonb6zé  gyulladasos folyamatok jellemzésére hasznaljdk a
mieloperoxiddz (MPO) aktivitas mérést. Ennek az enzimnek a mennyisége a
neutrofil granulocitak infiltracidjakor megemelkedik, és mennyisége jol jellemzi
a gyulladasok mértékét. Eredményeinket mU/g nedves szovet vagy mU/mg

fehérjére vonatkoztattuk.

TNF-alfa szint meghatarozas Eliza modszerrel

A TNF-a mennyisége a gyulladasok egyik legjellemzObb paramétere, igy
alkalmas a gyulladasok mértékének leirasara. Kisérleteinkben a Hycult
biotechnology b.v. (Hbt) patkdny TNF-alfa HK102-es szamu Eliza kitet
hasznéltuk. Eredményeinket pg/mg fehérjére értékékben tiintettiik fel.



HO-1 enzim expresszios vizsgalat
A hem-oxigendz-1 enzim expressziojanak mérését Western blot
segitségével végeztik. A kisérletek eredményeit denzitometrids analizis utan

szazalékos értékben fejeztiik ki.

HO enzim aktivitasmérés

A hem-oxigendz aktivitdsmérésnél a hem atalakuldsa soran keletkezd
bilirubin szintet mértiilk spektofotometridas modszerrel. Eredményeinket nM

Bilirubin/6ra/mg fehérjére vonatkoztattuk.

Fehérjetartalom mérés

A fehérjemérésnél Bradford modszerét alkalmaztuk. Eredményeinket

mg/ml fehérjekoncentracioban adtuk meg.

Statisztikai analizis

Eredményeink értékelése soran a kétmintas student ,,t”” és a Bonferroni

teszteket alkalmaztuk.



EREDMENYEK MEGBESZELESE

Kisérleteink soran HO-1 expresszi6 és HO aktivitds ndvekedése mar a
TNBS oldoszereként hasznalt 50 %-os etanol adasakor is megfigyelhetd volt. Ez
az etanol altal kivaltott hatis feltehet6en segit magyardzatot adni a TNBS
kezelésre  bekovetkezd  korai  kétszakaszos HO  aktivitdsvaltozasra.
Eredményeink arra is utalhatnak, hogy a HO-1 indukcioja egy altalanos stresszre
adott valasz, amit kiilonb6zé anyagokkal ki lehet valtani, bar ennek a
feltételezésnek az igazolasa még tovabbi vizsgalatokat igényel.

Kisérleteink sordn a HO endogén szubsztratjanak, a hemnek (ami ismert
HO indukal6 szer) napi adagoldsaval HO-1 indukcidt és HO enzimaktivitas
fokozddast tapasztaltunk. Ezek a valtozasok a 1ézi6 kiterjedésének szignifikans
csokkenésében is megnyilvanultak, és az MPO aktivitas is csOkkent. A hem
hasonld védelmi szerepét tapasztaltuk TNBS modellben egy nehézfém, a
kadmium-klorid adasat kovetden. A hem megfigyelt hatasai egy pathofiziologiai
mechanizmusra utalhatnak, amelyben ezek az endogén faktorok szerepet
jatszhatnak tobbek kozott a reaktiv oxigén gyokokon keresztiil, novelve a HO
aktivitast, és igy csOkkentve a gyulladasi folyamatokat. Ezek a folyamatok
azonban még nem teljesen ismertek.

A HO-1 indukcid6 hatasdval ellentétben, egy nem fiziologias
metalloporfirin, a HO aktivitas gatld cink-protoporfirin (ZnPP) adéasaval jelentds
sulyosbodast tapasztaltunk a gyulladasok kiterjedésében, mivel a gyulladés
kiterjedése 80 % feletti értéket mutatott a vizsgalt teriileten. Ez a kezelés egyben
MPO aktivitasbeli novekedést is eredményezett. A HO aktivitas gatlasa a ZnPP
hatdséra az egész 10 napos kezelés ideje alatt megfigyelhetd volt. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a HO-1 pathofizioldgiai indukcidja colitis
modellben valéban modulalé szereppel bir a gyulladds stlyossaganak

mértékében mind akut, mind krénikus periodusokban.



Munkank sordn az 5-ASA 8,3 és 75 mg/kg kozotti dozisait alkalmaztuk
intracolondlisan. A gydgyszer hatasdnak szemléletesebb bizonyitdsara a TNBS
dozisat lecsokkentettiik. A 10 mg-os dozis még jelentds gyulladdsokat okoz, de
ezek a kezelt allatok érzékenyebben reagaltak a gyogyszeres kezelésre. 24 6rés
el0kezelés utan a TNBS kezelést kovetden naponta adagoltuk az 5-ASA-t. A
1éziok kiterjedésének szignifikans csokkenését, és a colon stuly emelkedését
tapasztaltunk minden alkalmazott dézis esetében. Mindezek mellett a neutrofil
magasabb dozis alkalmazasanal. Vizsgaltuk az 5-ASA hatédsat egy masik fontos
gyulladasi paraméter a TNF-a szintek valtozéasaira, mind kontroll, mind TNBS
kezelt allatokban. Azt tapasztaltuk, hogy az 5-ASA kezelés csokkentette a TNF-
o szinteket, mar kontroll esetben is. A TNBS kezelt allatoknal az 5-ASA kezelés
hatdsara nagy meértékii csokkenés kovetkezett be a TNF-a szintekben.

A munkank utols6 részében az 5-ASA dozisainak intracolondlis adasaval a
HO aktivitas dozisfiiggden emelkedett a gyulladt vastagbélben. A legmagasabb
alkalmazott doézisban az 5-ASA megkozelitdleg kétszeres novekedést
ereményezett a HO aktivitas valtozasaban. Ez a d6zis a HO-1 expresszidjaban is
szignifikdns emelkedést okozott TNBS kezelt allatokban, utalva arra a tényre,
hogy a megemelkedett HO aktivitds sokkal inkabb a fokozott enzim expresszid
kovetkezménye, mintsem egyszerlien egy helyi kofaktor hatas, vagy az 5-ASA
facilitalt reakcioja az adott enzimre.

Mindezeken tul meg kell emliteniink, hogy a kizarélag 5-ASA kezelt
allatoknal, 6nmagaban is képes volt az 5-ASA szignifikdnsan megemelni a HO-
1 fehérje expresszigjat, €s a HO enzim aktivitast. Az 5-ASA ezen direkt hatdsai
a hemen, nehézfémeken, a nitrogén-monoxid donorokon és a szabadgyokokon
kiviil tovabbi indukald anyagok csoportjaira is utalhatnak. Azok a folyamatok,
amelyek képesek ennek a hdsokk fehérjének ilyen indukcidjara még kevéssé

ismertek.



A HO aktivitds gatldo ZnPP kezelés gatolta az 5-ASA kezelés hatasat.
Megsziintette az 5-ASA altal kivaltott csokkenést a 1ézid kiterjedésében és az
MPO aktivitasban. Habar a ZnPP aspecifikus hatasai a gyulladasra vagy az 5-
ASA altal kifejtett védelemre nem zarhatoak ki teljesen, a kapott eredmények
azt a feltételezést erdsitik, hogy az 5-ASA pozitiv hatasat részben a HO aktivités

fokozasan keresztiil fejti ki.
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OSSZEFOGLALAS

Munkénk soran igazoltuk az antioxidans ¢€s gyulladascsokkentd HO-1
enzim korai indukcidjat a TNBS-indukalta colitis modellben. Tovabba két
kiilonb6zd hatdsmechanizmust HO-1 protein expressziot és HO aktivitast
fokoz¢d szerrel (hem, CdCl,) sikeriilt a vastagbél nyalkahartya gyulladas
mértékét csokkenteni. Ezen kiviil azt talaltuk, hogy specifikus HO enzim
aktivitast gatlo anyaggal (ZnPP) a bélgyulladas mértéke fokozhato.

TNBS modellben igazoltuk az 5-ASA protektiv szerepét. Sikeriilt
kimutatnunk, hogy az 5-ASA szignifikansan indukélja a HO rendszert. Az 5-
ASA védo hatasat a HO aktivitas gatlo ZnPP lecsokkentette.

A fentiek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a HO rendszer
fontos védelmi szerepet tolt be a TNBS indukalta vastagbél gyulladds soran
patkdnyban. Az 5-ASA protektiv hatasat részben a HO rendszer aktivalasan
keresztiil fejti ki.

Ezek az eredmények ¢€s a tovabbi vizsgalatok 1) célpontokat jelenthetnek a
klasszikus aminoszalicilatok célzott fejlesztésével a gyulladdsos bélbetegségek

elleni hatékonyabb kiizdelemben.
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