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2. Roviditések jegyzéke

3-NT: 3-nitrotirozin

5-ASA: 5-amino-szalicilsav

5-HT: 5-hidroxi-triptamin

ANOVA: varianciaanalizis (analysis of variance)
ARE: antioxidans valaszelemek

BiP: binding immunoglobulin protein

Bmax: maximalis kotési kapacitas

BSA: szarvasmarha szérum albumin

CD: Crohn betegség

cNOS: konstitutiv nitrogén-monoxid-szintaz
CO: szén-monoxid

CU: colitis ulcerosa

DAMP: veszély asszocialt mintazat

DMSO: dimetil-szulfoxid

DMT: dimetiltriptamin

DSS: dextran-natrium-szulfat

DTG: ditolilguanidin

DTNB: 5,5-ditio-bisz-2-nitrobenzoesav
DTT: ditiotreitol

EGTA: etilén-glikol-tetraecetsav

eNOS: endothelialis nitrogén-monoxid-szintaz
ER: endoplazmatikus retikulum

EtOH: etanol

FLV: fluvoxamin

GALT: bélhez kapcsolodé limfoid szovet
GI: gasztrointesztinalis rendszer

Gpx: glutation peroxidaz

GR: glutation reduktaz

GSH: glutation

H>O.: hidrogén-peroxid



HEPES: N-[2-hidroxietil] piperazin-N’-[2-etanszulfonsav]
HETAB: hexadeciltrimetilammonium-bromid

HMGBL1: high mobility group box 1

HO: hemoxigenaz

HO-1: hemoxigenéz-1

HO-2: hemoxigenaz-2

HOCI: hipoklorossav

I.C.: intracolonalis

I.p.: intraperitonealis

IBD: gyulladasos bélbetegségek (Inflammatory Bowel Diseases)
IL-1, -6, -8, -10, -12, -23: interkeukin-1, -6, -8, -10, -12, -23
INOS: indukalhat6 nitrogén-monoxid-szintaz

IP3R: inozitol-1,4,5-trifoszfat receptor

IREL: inozitol-fiiggd enzim-1

Ka: egyensulyi disszociacids allando

Ki: gatlo konstans

KO: knockout

LPS: lipopoliszacharid

MALT: mucosahoz kapcsolodd limfoid szévet

MAM: mitokondrium-asszocialt endoplazmatikus retikulum (ER) membran
MPO: mieloperoxidaz

NF-kB: nuklearis faktor-kappa B

NNOS: neuronalis nitrogén-monoxid-szintaz

NO: nitrogén-monoxid

NO: nitroxil-anion

NOS: nitrogén-monoxid-szintaz

Nrf2: nuklearis faktor eritroid 2-vel 6sszefliggd faktor 2
O?: szuperoxid anion

OD: optikai denzitas

OH-: hidroxil anion

ONOO': peroxinitrit



PAMP: patogén asszocialt molekularis mintazat
PBS: foszfat puffer

PMSF: fenilmetilszulfonil-fluorid

Prdx: peroxiredoxin

Prdx1-6: peroxiredoxin 1-6

PRR: mintdzat felismero receptor

ROS: reaktiv oxigén gyokok

SA4503: cutamesine

SASP: szulfaszalazin

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SEM: standard error of mean

SERT: szerotonin transzporter

SOD: szuperoxid-dizmutaz

SSRI: szerotonin visszavétel gatlo

TCA: trikarbonsav

TG: transzgén

Th1: helper T1 sejt

Th17: helper T17 sejt

Th2: helper T2 sejt

TM: transzmembran

TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav
TNF-a: tumor nekrozis faktor alfa

TNP: trinitrofenil

TRX: thioredoxin

UCHL-1: ubiquitin C-terminalis hidrolaz L1
B-ME: B-merkaptoetanol

B-NADPH: B-nikotinamid-adenin-dinukleotid-2'-foszfat
c1R: sigma-1 receptor

62R: sigma-2 receptor

63R: sigma-3 receptor

oR: sigma receptorok



3. Bevezetés

3.1. Az immunrendszer és a gyulladds

Az immunrendszer a szervezet védekezé mechanizmusa a testet érintd karosoddsok és
toxikus anyagok ellen. Az evolucio soran kétféle mechanizmus alakult ki a velesziiletett vagy
nativ és a szerzett vagy adaptiv immunitas [1]. A velesziiletett immunitas alapja a szervezet sajat
€s nem sajat sejtei kozotti differencialds, amelyet a patogén asszocialt molekularis mintazat
(PAMP), a veszély asszocialt mintazat (DAMP), valamint a mintazat felismer6 receptorok (PRR)
tesznek lehetévé [2]. Az adaptiv immunrendszer a velesziiletett immunrendszerre épiilve,
specifikus sejtek miikddésén alapulva immunvalaszt indit, valamint immunmemoriat Kialakitva
hatékonyabb védekezést tesz lehetdve.

Az immunrendszer karositd stimulusra adott valasza a gyulladas, amelynek célja a
stimulus eltavolitasa és a sebgyogyulashoz vezet6 folyamatok elinditasa [3]. Gyulladasos reakciot
kivalthatnak tobbek kozott patogének, karosodast szenvedett, sériilt sejt, toxikus anyagok vagy
sugarzas [4]. Szoveti szinten a gyulladast az alabbi 5 tlinet jellemzi az adott teriileten: pirossag,
duzzanat, h6, fajdalom ¢és funkcidvesztés. A gyulladasos folyamat soran lokalisan né az erek
gyulladasos mediatorok szabadulnak fel [5].

A gyulladasos folyamat kialakuldsdhoz szdmos sejt és medidtor koordinalt miikodése
sziikséges. Szoveti sériilés hatasara a karosodott epithél és endothél sejtek specifikus anyagokat,
citokineket, kemokineket és novekedési hormonokat szabaditanak fel, amelyek indukaljak a
gyulladasos kaszkadot [3]. A citokinek és a kemokinek gyulladasos effektor molekulak,
amelyeknek az informacio-tovabbitasban és az immunvalasz szabalyozasaban van fontos
szerepiik [6]. Megkiilonboztetiink pro-inflammatoérikus, vagyis gyulladast kelt6, valamint anti-
inflammatorikus gyulladascsokkenté citokineket. A citokinek citokin receptorokhoz kotddve
indukalnak kiilonbozd jelatviteli utakat. Pro-inflammatdrikus folyamatokat indukéld citokinek
tobbek kozott az interleukin-1, -6, -8, -12, -23 (IL-1, -6, -8, -12, -23) és a tumor nekrozis faktor a
(TNF-a), anti-inflammatorikus pedig az interleukin-10 (IL-10) [7].

A neutrofil granulocitdk az immunsejtek egyik fontos csoportjat képezik, mivel a
gyulladasos kaszkad kivaltotta védekezés kezdeti szakaszaban gyorsan indukéalodnak és
mikodésiikkel, valamint az antigén prezentald sejtek segitségével, aktivaljak a T- és B-sejteket
(T- és B-limfocitakat), a szerzett immunitas f6 mediatorait [8]. A szerzett immunitas lassabban
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alakul ki és fokuszaltabb védekezd mechanizmust tesz lehetévé. A T-sejtek kiillonbozo
funkciondlis szubpopulédcidi ismertek, amelyek a sejtfelszinen expresszalt glikoproteinekkel
differencialhatok [9]. A citotoxikus vagy masnéven Kkiller T-sejtek CD8" glikoproteint
expresszalnak és elsddleges feladatuk a szervezet virusfert6zott vagy daganatos sejtjeinek
eliminalasa [10]. Miikodésiiket, a T-sejtek egy masik csoportja, a CD4" expresszalo helper T-
sejtek segitik [11]. A T-sejteken expresszalodo T-sejt receptorok felismerik az idegen anyagot, és
inicidljak a specifikus gyulladasos valaszt. A kivaltott valasz lehet a citotoxikus T-sejtek
aktivacioja, a B-sejtek antitest termelésének stimulalasa, valamint helyi gyulladdsos valasz

indukalasa [12].

3.2. A gasztrointesztindlis rendszer és immunrendszere

A gasztrointesztinalis (Gl) rendszer a szajnyilastol a anuszig tart. [13]. A Gl traktust a
nyeldcso also harmadatol a rektumig 4 £6 szovetréteg alkotja. Ezek a lumen feldli oldaltdl kifelé a
mucosa, a plexus submucosus, a muscularis réteg, valamint a serosa [14]. A mucosa vagy
nyalkahartya rétegét egysejtsoros epithélium, a lamina propria, valamint vékony simaizomréteg
alkotja [15]. A plexus submucosus a mucosa réteg alatti laza rostos kotészovetbol és a Meissner-
féle idegfonatbol all [16]. A muscularis réteg tobbrétegli simaizomszovetbdl, hosszanti és
korkords izmokbol, valamint az Auerbach-féle idegfonatbdl épiil fel. A serosa vagy savos hartya
a legkiilso réteg, amely kotdszovetbdl és hamrétegbdl all [17].

A bélrendszer az emésztésben €s a tapanyagok felszivasaban betoltott szerepe mellett a
szervezet legnagyobb nyirokszerve is. A felszivas a mucosan keresztiil torténik, igy a bélrendszer
ezen részei talalkoznak a legtobb idegen anyaggal, antigénnel és mikroorganizmussal. A
mucosahoz Kapcsolddd limfoid szovet (MALT) a szervezet egészében diffizan jelenlévo
struktara, amely lehetévé teszi a szervezetbe keriil6 anyagok vizsgalatat, valamint az azok elleni
gyors fellépést, ezzel fenntartva az immunhomeosztazist. A MALT tobb részre oszthatd szoveti
elhelyezkedése alapjan, amelybdl esetliinkben a bélhez kapcsolddod limfoid szovet (GALT) és a
vékonybél Peyer plakkjai a legfontosabbak [18].

Mivel a GI rendszer a taplalkozas miatt rengeteg idegen anyagnak van kitéve, ezért az
intesztinalis mucosa gyakran az un. fiziologias gyulladas allapotiban van [19]. A kiilonb6z6
gyulladasos betegségekre hajlamositdé gének mutacioi és polimorfizmusai, valamint a betegség

iniciacidjat indukaldé kornyezeti tényezok hatdsara azonban patologids, kronikus gyulladasos
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folyamat alakulhat ki a szervezetben [20]. A kronikus gyulladas idiilt lefolyasu, kialakulhat az
akut gyulladas folyomanyaként, ha a karositd stimulus nem eltavolithatdé vagy autoimmun
folyamatként [3]. Mig az akut gyulladas védekezé mechanizmusnak tekinthet6, a kronikus
gyulladas karos patoldgias elvaltozadsokhoz vezethet. Szdmos betegség kronikus gyulladdsos
folyamattal asszocialt, mint példaul az asztma [21], valamint egyéb autoimmun vagy immun-
asszocialt betegségek, mint a pikkelysomor [22], az 1-es tipusu diabétesz [23], valamint a

gyulladasos bélbetegségek [24].

3.3. A gyulladdsos bélbetegségek

A gyulladasos bélbetegségek (Inflammatory Bowel Diseases (IBD)) a Gl traktus kronikus
gyulladassal jar6 korképeinek gytjténeve. Az IBD két f6 tipusa a Crohn betegség (CD) és a
colitis ulcerosa (CU), amelyek differencialdiagndzisa klinikai vizsgalatok, radiologiai eltérések és
endoszkopos vizsgalat alapjan lehetséges [25]. A CD és CU szamos tiinetben hasonldsagot mutat,
azonban a gyulladds manifesztacidja az egyik alapvetd kiilonbség a két tipus kozott. Mig CD
esetében a GI traktus egésze érintett lehet a gyulladasos 1éziok kialakulasaban, addig a CU csak a
vastagbélre korlatozodik. CD esetében a gyulladéas transzmuralis, a bél minden rétegét érintd,
CU-nal azonban szuperficialis jellegli, amely csak a mucosa rétegét érinti [26] (1. abra). Mindkét
betegség esetében jellemzé a relapszus-remisszio (fellangolas-tiinetmentes idészak) ciklikus
valtakozasa [27]. Tovabba CD esetében akar a serosa rétegéig éré stulyosabb gyulladas hatasara a
sérilt bélszakasz 0sszetapadhat vékonybél- vagy mas vastagbélszakaszokkal, illetve egyéb belso
szervekkel is. Az Osszetapadas soran sipoly keletkezik, amely rendellenes jaratot jelent a
kiilonboz6 szervek kozott [28]. A sipoly veszélye, hogy a baktériumokat tartalmazo béltartalom
atjuthat az Osszetapadt egyéb szervekbe vagy a hasiiregbe, ahol akar hasi talyog kialakulasat is
indukalhatja.



Gyulladisos bélbetegségek (IBD)

Crohn
betegség

Colitis
ulcerosa

1. abra. A gyulladasos bélbetegségek (IBD) 2 {6 tipusa
(Forras: https://www.hopkinsmedicine.org/inflammatory_bowel disease_center/about_ibd/)

Epidemioldgiai kutatasok alapjan az IBD a nyugati, fejlett orszagokban elterjedtebb és az
utobbi évtizedben stagnalast mutat, mig a fejlodd orszagokban a betegség incidenciaja egyre nd
[29]. Vilagszerte a CU incidenciaja régiotol fliggéen évente 0,5-24,5 Gj eset 100.000 fore
vonatkoztatva, mig CD esetében 0,1-16 0j eset/100.000 f6 [30]. A betegség kezdete és diagnozisa
CU esetében a 20-35. életév koré tehetd, CD azonban jellemzden akar 10 évvel kordbban is
jelentkezhet [31]. Tovabba mindkét tipus esetében megfigyelheté egy ,,masodik hullam” a
betegség kialakulasaban az 55-65 éves korosztalyban [32].

3.4. Az IBD patogenezise

3.4.1. Genetikai tényezok, kirnyezeti faktorok és immunologiai folyamatok 1BD-ben

Annak ellenére, hogy az IBD intenziven kutatott teriilet, pontos patogenezise még nem
teljesen ismert. Egyre inkabb tisztazott azonban, hogy a betegség kialakulasaban genetikai
faktorok, kornyezeti tényezOk, kiillonb6z6 immunologiai folyamatok, immundiszregulacio,
valamint a szervezet mikrobiomja jatszik kozre [33]. A jelenleg elfogadott elmélet szerint az IBD
kialakulasat vagy reaktivalodasat genetikailag fogékony egyénekben bizonyos kornyezeti
faktorok precipitaljak és talmikodé T-sejtes immunvalaszt inditanak el a szervezet

mikrobiomjanak egy része ellen [34].
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Az IBD patogenezisében a genetikai hajlam jelent6ségét indikalja szamos ikertanulmany,
valamint a csalddon beliili halmozodas. Ikervizsgalatok soran megfigyelték, hogy egypetéjii
ikreknél CD esetében 30-40%-ban, CU esetén 6-14%-ban, mig kétpetéjii ikreknél CD esetében
7%-ban, CU esetében pedig 3%-ban mutattak a betegség tiineteit a vizsgalt személyek [35, 36].
Mindemellett a csaladon beliili esetek aggregacidja alapjan is megerdsitheté a genetikai hajlam
megléte, mivel IBD-ben szenvedd betegek 5-23%-anak van a betegségben szintén érintett
elséfoku rokona [37]. IBD-re iranyuld genetikai kutatasok soran felmeriilt szamos gén, amelyek
mutacidi és polimorfizmusai szerepet jatszhatnak a betegség kialakuldséban. Ilyen gén példaul a
bakterialis fehérjék felismeréséért és eliminalasuk iniciacidjaért felelos NOD2/CARD15 [38], az
epithelialis integritast szabalyozo DLG5 [39], valamint a P-glikoprotein xenobiotikum
transzportert kodol6 MDR1 [40].

A genetikai fogékonysag mellett szamos kdrnyezeti tényezordl kideriilt, hogy fontos lehet
a betegség kialakulasdban. Az IBD patomechanizmusa szempontjabdl relevans kornyezeti
tényezének tekinthetk a kiilonb6z6 prenatalis események, szamos gyermekkorban szerzett
fertdzés, a sajat mikrobiom, fogamzasgatld gyogyszerek és nem-szteroid gyulladascsokkentok
szedése, a dohanyzas, a stressz, valamint a helytelen taplalkozas és étrend [41, 42]. Egyre inkabb
tisztazott, hogy a patogén mikroorganizmusok koziil a Mycobacterium avium paratuberculosis-
nak [43], a Listeria monocytogenes-nek [44], valamint az Esherichia coli-nak van fontos szerepe
[45]. Tovabba megfigyelhetd, hogy a szervezet sajat mikrobiomja is inicialhatja az IBD mindkét
fenotipusanak kialakulasat vagy fellobbanasat [46]. A mikrobiom jelentdségét alatamasztja az a
megfigyelés is, miszerint a kiilonb6zé probiotikumok szedése szamos esetben csokkenti a human
IBD, valamint a kisérletes colitis sulyossagat egyarant [47]. Egyes kutatasok arr6l szamoltak be,
hogy a betegség kialakulasaban szerepe lehet még az anyatejes taplalas hianyanak [48], valamint
az un. higiénia hipotézis szerint a gyermekkori tilzott antibiotikum alkalmazasnak és az alacsony
baktérium- és virusexpozicionak is [49].

Az IBD patogenezisében szamos immunologiai folyamat és mediator szerepe is
megemlitend6. Mind CD, mind CU betegekben megfigyelhetd a velesziiletett és a szerzett
immunitas talzott aktivacioja [50]. IBD-ben a pro-inflammatorikus IL-6, 1L-12, IL-23 ¢s TNF-a
citokinek megnovekedett szintje, valamint a nuklearis faktor-kappa B (NF-kB) emelkedett
aktivacioja figyelhetd meg a gyulladt szovetekben [51]. Az NF-kB egy komplex szerkezetii pro-

inflammatorikus transzkripcios faktor, amely normal koriilmények kozott az inhibitor kappa B
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(IkB) represszor altal gatolva van. Gyulladasos stimulus hatasara a represszor disszocial a
komplexr6l és az NF-kB p65-p50-es heterodimér része a sejtmagba transzportalodva szamos pro-
inflammatorikus jelatviteli Gtvonal indukcidjat inicializalja [52]. Az NF-kB gatlasa kisérletes
koriilmények kozott csillapitotta a colitist [53], azonban ennek terapias relevanciaja vitatott, mert
a gyulladasos folyamatok indukalasa mellett, az NF-kB-nek fontos szerepe van az epithelialis
homeosztazis fenntartasaban is [54]. Kezdetben ugy vélték, hogy CD esetében a helper T 1 (Th1)
[55], mig CU esetében a helper T 2 (Th2) sejtek felelések a betegség kialakulasaért és
kidertilt, hogy a folyamat ennél bonyolultabb, valamint felmeriilt a helper T 17 (Th17) sejtek és a

regulatoros T-sejtek szerepe is a betegség mindkét tipusanal (2. abra) [57].
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2. abra. Az IBD patogenezisének vazlata
IL-6, -12, -13, -17, -23: interleukin-6, -12, -13, -17, -23, TGF-p: transzformalé novekedési faktor B, TNF-a.:
tumor nekrozis faktor a, NK-T: természetes 616 sejt, ThO, Thl, Th2, Th17: helper T 0, -1, -2, -17 sejt, IFNy:
interferon y

(Forras: GP Ramos és mtsai., 2019 [57])
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Tovabba szamos gyulladasos markerrdl feltételezik, hogy megndvekedett expresszidja
szerepet jatszhat az IBD patogenezisében. Ilyen marker a high mobility group box 1 (HMGB1)
transzkripcidt szabdlyozd nem-hiszton fehérje, amely nekrotikus szdvet esetében nagy
mennyiségben megtalalhatdo az extracellularis térben és gyulladasos folyamatot indukal [58].
Legutobbi kutatasok a székletben mért HMGB1 szintet a bél gyulladasanak jellemzésére
javasoljak, amely ezzel a gyulladas nem-invaziv markere lehet IBD-s betegekben. Tovabba a
sz¢klet HMGBL1 szintjének vizsgalataval a terapias kezelések hatasossaga is monitorozhato [59].

Az IBD kialakuldsdban ¢és progresszidjaban felmeriilt a nitrogén-monoxid (NO)
gazotranszmittert termeld nitrogén-monoxid-szintaz (NOS) enzimek szerepe is [60]. A NOS
enzimek 3 izoformaja kiilonithet6 el, amelyek elnevezésére kétféle nevezéktan ismert. Az egyik
esetében az elnevezés a termelédd szovet vagy stimulus alapjan torténik. igy megkiilonboztetiink
gyulladasos folyamatok hatasara indukalhaté (iNOS), endothél sejtek altal termelt endothelialis
(eNOS), valamint neuronokban termelddd neuronalis (nNOS) izoformat. A masik nevezéktan
esetében az expresszid alapjan beszélhetiink indukdlhatdo (iNOS), valamint konstitutivan
expresszalodo NOS enzimekrél (CNOS), amely csoportba az eNOS és nNOS enzimek sorolandok
[61]. Gyulladasos folyamatokban az iNOS enzim expresszidja €s aktivitasa novekedést mutat,
mig az eNOS és nNOS izoforméaknal alacsonyabb expresszid figyelhetd meg. Erre a jelenségre
magyarazatként szolgalhat, hogy az eNOS és nNOS enzimek kis mennyiségben termelmek NO-t,
amely alapvet6en gyulladascsokkentd tulajdonsagu, azonban koros allapotokban az NO nagy
mennyiségli termelddése az iNOS izoforma altal pro-inflammatorikus szignalként gyulladasos
folyamatot indukal [62].

Az ubiquitin C-terminalis hidrolaz L1 (UCHL-1) egy a proteaszomalis lebontas soran
nélkiilozhetetlen deubiquitinalé enzim [63]. Miikodése soran a sejt ubiquitin homeosztazisaban és
az ubiquitin reciklizdcidjdban van kiemelten fontos szerepe, ugyanis a proteaszomalis
degradaciora kijelolt poliubiquitindlt  fehérjékrél monoubiquitin  egységeket lehasitva
ujrahasznosithatova teszi az ubiquitint, amellyel szabalyozza a proteaszomalis lebontast [64].
Mindemellett, ér simaizomsejtekben torténd vizsgalatok soran kideriilt, hogy az UCHL-1
feltehetéleg anti-inflammatorikus hatdssal is rendelkezik, mivel megndvekedett expresszioja

csokkentette a pro-inflammatorikus NF-kB szintjét [65].
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3.4.2. Az oxidativ stressz szerepe az |BD patogenezisében

Az IBD patogenezisében a gyulladdsos folyamatok mellett egyre inkabb tisztazott, hogy
az oxidativ stressz is igen fontos szerepet jatszik [66]. Oxidativ stressz esetén felborult
egyensulyt tapasztalunk a prooxiddns és az antioxidans molekuldk kozott. A gyulladésos
folyamat soran infiltralodo fagocitaldé immunsejtek milkodésiikkel szabadgyokoket termelnek,
amelyek a prooxidans folyamatok felé toljak el az egyensulyt [67]. Ebben a kornyezetben
felborul a sejtek homeosztazisa, sérilnek a makromolekuldk és ez a mucosalis barrier
karosodasahoz és a permedabilitds ndvekedéséhez vezet, amely tovabb gyorsitja a gyulladésos
folyamatot [66]. A szabadgyokok koziil legnagyobb jelentdsége az oxigén metabolizmusa soran
képz6dé reaktiv oxigén gyokoknek (ROS) van. ROS tobbek kozott a szuperoxid anion (0%), a
hidroxil anion (OH"), valamint a hidrogén-peroxid (H202) [68]. Szabadgyok tulajdonsaggal
rendelkeznek még a nitrogén metabolizmusa soran képz6dd, nitrogén reaktiv formai, mint a
nitroxil-anion (NO°), a peroxinitrit (ONOQO") és a hipoklorossav (HOCI) [69]. A szabadgyokok
elsédleges tamadaspontjai a peptidek, a proteinek, a lipidek, valamint a DNS [70]. Az oxidativ
stressz szdmos betegség kialakulasat indukalja, szoveti kvantifikdlasara a fehérjék tirozin
oldallancan toérténé modosulas alapjan, a 3-nitrotirozin (3-NT) szintjének meghatarozasaval lehet
kovetkeztetni [71]. IBD esetében megndvekedett ROS produkcid tapasztalhatd, amely nemcsak
annak patomechanizmusaban, hanem az IBD-asszocialt daganatos megbetegedések
kialakulasaban és progressziojaban is fontosnak bizonyul [72].

A szervezetben képz6d6é ROS-ok semlegesitéséért az antioxidans rendszer a felelés. Az
antioxidans rendszer részét képezi szamos endogén anyag, mint példaul a bilirubin, a koenzim
Q10 [73], valamint a szervezet f& thiol tartalma kismolekulasulyu cellularis antioxidansa, a
glutation (GSH) [74]. Tovabba jelentések még a kiilonbozo taplalékkal bevitt vitaminok, mint a
C ¢és E vitamin, valamint a kiilonb6zé fémkotd proteinek, tobbek kozott az albumin, a
metallothionein és a ferritin [73]. Az antioxidans rendszer miikodését szamos enzim segiti, mint a
O%-t H202-d4 alakito szuperoxid-dizmutaz (SOD), majd a keletkezd H202-t vizzé és oxigénné
alakito katalaz, a glutation peroxidaz (Gpx), amely katalizalt reakcidja soran a GSH-t oxidalt

GSSG-vé alakitja, valamint a peroxiredoxin (Prdx) enzimek [75] (3. abra).
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3. abra. Az antioxidans védekezé rendszer f6 elemei és katalizalt reakcioik
O?: szuperoxid anion, SOD: szuperoxid-dizmutaz, H,O-: hidrogén peroxid, Gpx: glutation peroxidaz, GSH:
glutation, GSSG: oxidalt glutation, GR: glutation reduktaz, CAT: katalaz, Prdx1-6: peroxiredoxin 1-6, TRX
0X, red: tioredoxin, TRXR: thioredoxin reduktaz, NADPH: B-nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat
(Forras: Hamada és mtsai., 2014 [75])

A Prdx enzimek katalitikus cisztein oldallancot tartalmaznak és a thioredoxint (TRX) oxidaljak.
A Prdx enzimcsalad 6 izoformaja ismert emlésokben (Prdx1-6) [76]. A Prdx enzimek alapvetéen
antioxidans tulajdonsagu fehérjék, azonban szdmos egyéb ellentmondasos funkcidjukrol is
beszamoltak. Szereplik lehet tobbek kozott a sejtndvekedés regulaldsaban, a differenciacioban,
valamint az apoptdzisban is [77]. Gyulladasos folyamatokban a Prdx-1 [78], -2 [79], -4 [80] és -
6-0s izoformak [81] szerepe meriilt fel.

A szervezet egyik tovabbi fontos antioxidans és anti-inflammatorikus hatasa enzime, a
ismert, az indukalhato HO-1 és a konstitutiv HO-2 [82]. Kiilonb6z6 gyulladast kivaltd faktorok,
mint a hipoxia, az oxidativ stressz, kiilonb6z6 citokinek, a lipopoliszacharid (LPS) és a
nehézfémek aktivaljak az enzim expresszidjat [83]. A HO enzimek altal katalizalt reakciot a 4.
dbra szemlélteti. A folyamat soran a hembdl biliverdin, szén-monoxid (CO), valamint Fe?*
keletkezik. A keletkez0 biliverdint a biliverdin reduktdz bilirubinnd alakitja, amely
gyulladascsokkentd, antioxidans és anti-apoptotikus tulajdonsagu. A keletkez6 CO, az egyik f6

gazotranszmitter a szervezetben, amely vazodilatator, gyulladascsokkentd €s antioxiddns hatasu.
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Tovéabba a prooxidans tulajdonsagi Fe?" szamos vitalis protein kofaktora, valamint aktivélja a
ferritin antioxidans molekulat [84]. A HO-1 indukcio protektiv szerepét szamos gyulladasos
folyamatban és allatmodellben bizonyitottak [85, 86].

oy . Biliverdin ege .
Biliverdin Bilirubin —

Anti-inflammatorikus
Antioxidans
Anti-apoptotikus

+ NADPH ROS eliminalas
*  Anti-inflammatorikus

HO-1 + CO _+ Antioxidans

HO-2 *  Anti-apoptotikus
*  Vazodilatator

+0,, NADPH

= Vitalis proteinek kofaktora
» Fe?* > + Prooxidans
* Az antioxidans ferritin
indukaldja

4. abra. A hemoxigenaz enzim altal katalizalt reakci6
HO-1: hemoxigenaz-1, HO-2: hemoxigenaz-2, CO: szén-monoxid, NADPH: B-nikotinamid-adenin-
dinukleotid foszfat
(Forras: Chiang és mtsai., 2019, médositva [84])

3.5. Az IBD terapids lehetoségei

Az IBD terapidja soran kétféle szemléletet kiilonboztetiink meg (5. abra). Az egyik a
»step-up”, a masik a ,top-down” terdpia. A ,step-up” terapia a hagyomanyos, felépitd, amely
soran az enyhébb gyogyszeres kezeléstdl kezdve alkalmazzak a terdpias szereket egészen a
miitéti beavatkozasig. ,,Top-down” vagy leépitd terapia esetén, amely példaul fiatalkori agressziv
betegség kezelésére javasolt, a kezelést a biologiai terapiaval kezdik, és lefelé haladva folytatjak
a gyogyszerek alkalmazasat fenntartd kezelésként. Ekkor a fenntartd kezelés tartdés és a cél a

szovodmények kialakulasanak megel6zése [87].
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5. abra. A gyulladasos bélbetegségek kezelésére alkalmazott gyégyszercsoportok és beavatkozasok
5-ASA: 5-amino-szalicilsav

(Forras: http://www.ibdclinic.ca/treatment/, modositva)

Jelenleg, az IBD ellen irdnyuld terapia 4 f6 gydgyszertipusra oszthatd. Enyhe és kozepes
tiinetek esetén, az elsd alkalmazandd szer a szalicilsav szarmazékok csoportja, elsésorban az 5-
amino-szalicilsav (5-ASA) és a szulfaszalazin (SASP) [88] (6. abra). Az 5-ASA szarmazékok
eléonye, hogy oralisan és bedntés formajaban is hatékonynak bizonyulnak, valamint protektiv
hatdsukat nem szisztémasan, hanem helyileg fejtik ki a gyulladt teriileten. A SASP oralisan
alkalmazva a szajiiregben torténé minimalis abszorpcid utan hatasat féleg a colonban fejti ki,
mivel az ott kolonizaldé baktériumok azo reduktizai képesek hasitani a SASP két csoportja, a
szulfapiridin és az 5-ASA kozotti azo kotéseket, igy felszabaditva az aktiv hatéanyagot [89]. A
colonban felszabadult 5-ASA gatlo hatasat helyileg fejti ki szamos gyulladast kelté faktorra €s
pro-inflammatoérikus citokinre. A gyulladas lokalizdlodasa alapjan beszélhetiink késleltetett 5-
ASA formulalasr6l is, amely soran Pentasa esetében az 5-ASA hatdéanyagot Kkis
mikrogranulumokba csomagolva juttatjak be a szervezetbe, ennek koszonhetden a felszivodas a
vékonybélben torténik meg. Asacol esetében az 5-ASA hatdanyagot pH szenzitiv resinnel latjak
el, amely a disztalis ileum és a proximalis colon teriiletén, a megfeleld 7-es pH-n disszocial rola,
igy az 5-ASA ott fejti ki a hatasat. A Lialda esetében a resint multimatrix magba csomagoljak,
amely elnyujtottabb 5-ASA felszabadulast eredményez [90]. Tovabba bedntés formajaban
alkalmazzak a Rowasa készitményt, amely a colon utols6 szakaszaban kialakult gyulladés ellen
hatasos [91].
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6. 4bra. A szalicilsav szarmazékok felszivodasanak helye és modja a GI traktusban
5-ASA: 5-amino-szalicilsav, 4-ABA: 4-abszcizinsav

(Forras: Sellin, Pasricha és mtsai. 2006)

A kortikoszteroidokat mar sulyosabb esetekben alkalmazzak, ha a szalicilsav szarmazékok

hatastalannak bizonyulnak. A kortikoszteroidok a legerdsebb gyulladdscsokkentdk, hatasukat
szisztémasan fejtik ki [92]. Els6sorban az akut rohamok kezelésére alkalmazzak, mert hosszatava
hasznalatuk sulyos mellékhatasokat okoz, oszteopordzishoz, hiperglikémiahoz, hipertenziohoz,
gyomorfekély kialakuldsdhoz, valamint fertdzésekkel szembeni nagyobb fogékonysaghoz
vezethetnek [93]. Ilyen készitmény példaul a Prednisolon és a Medrol.
Az alkalmazott gyogyszerek 3. tipusa az immunszuppresszansok, amelyek az immunsejtek
gatlasaval csokkentik a gyulladast. Hatranyuk, hogy igen lassan fejtik ki hatasukat, amig a
szervezet a csOkkend immunsejtszdm miatt sokkal fogékonyabb kiilonb6zd fert6zd betegségekre
[94]. Immunszupresszans készitmény az Imuran és a Methotrexat.

A kovetkezd terdpias lehetdség az IBD kezelésére a biologiai terapia. Az elsd ilyen
terapia a CD kezelésére kifejlesztett anti-TNF-o terapia, amely esetében a monoklonalis anti-
TNF-o antitest hozzakotédik a szervezetben eléforduldé TNF-o-hoz, ezzel semlegesiti azt,
valamint meggatolja bekotdédését a TNF-a receptorokhoz [95]. Az anti-TNF-a terapiak koziil
kettot alkalmaznak ma Magyarorszagon, az infliximabot és az adalimumabot [96]. Az infliximab
egy kiméra antitest, amely 75% emberi és 25% egér komponensekbdl all [97], mig az

adalimumab teljesen human készitmény, igy ezzel szemben az allergias reakciok is ritkabbak
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[98]. Az anti-TNF-a terapiak hatranya, hogy a kezelésre a betegek kozel 40%-a nem reagal,
illetve eléfordulhat a szervezetben antitest képzddés az anti-TNF-a ellen, ezzel csokkentve a
hatékonysagot [99]. Tovabba az anti-TNF-o terapia alkalmazasa soran a beteg érzékenyebb lehet
kiilonboz6 fertézésekre.

A betegek tobbségénél a miitéti beavatkozas is elkertilhetetlen. Mitéti beavatkozas soran
a sipoly kezelése, valamint a sulyosan gyulladt bélszakaszok eltavolitasa a cél [100]. Mivel az
IBD jelenleg nem gydgyithatd betegség, igy a terapia soran az elsddleges cél a beteg

remisszidban tartdsa, valamint a kiilonb6zd intesztinalis és extraintesztinalis tliinetek enyhitése.

3.6. Az IBD dllatkisérletes modellezése

Az IBD vizsgalatara alkalmas allatmodelleket alapvetéen 5 csoportra oszthatjuk.
Megkiilonboztetiink kémiai indukcion alapuld modelleket, amelyet 2,4,6-trinitrobenzol-
szulfonsavval (TNBS), dextran-natrium-szulfattal (DSS), oxazolonnal vagy ecetsavval valtanak
ki [101]; immunologiai modelleket, mint a Salmonella-indukalta colitis [102]; spontan Kialakuld
allatmodelleket; gén knockout (KO) modelleket, mint az IL-107", NOD2™" és IL-23" egerek,
valamint transzgén (TG) modelleket, amelyek koziil gyakran alkalmazott az IL-7 TG egér, a
keratin 87 és a N-cadherin egér [103]. Ezen allatmodellek koziil a kémiai indukcion alapuld
modszerek koltséghatékonysaguk és viszonylag konnyl reprodukalhatésaguk miatt az egyik
leginkabb alkalmazott eljarasok. Kisérleteink soran a TNBS colitis modellt alkalmaztuk, amelyet
Morris és mtsai. fejlesztettek ki [104]. Az eljaras soran a TNBS-t etanolban disszolvalva juttatjak
be egyszeri intracolonalis (i.c.) kezeléssal az allat rektuman keresztiil. Az etanol nem csak
disszolvensként szolgal a folyamatban, hanem felsérti a colon mucosa rétegét, amelynek hatasara
a TNBS bejut a bélszovet mélyebb rétegeibe és haptén tulajdonsaga trinitrofenil (TNP)
csoportokkal latja el a colon sajat sejtjeit vagy a bél mikrobiom elemeit [105]. A folyamat
hatasara a haptenalt molekuldk immunogénné valnak az immunrendszer szdmara és immunvalasz
indul elleniik [106]. Az aktivalt sejttipusok és a gyulladas kiterjedtségét tekintve a TNBS modell
a human CD-re hasonld allapotot idéz eld, Thl-sejt aktivacioval és transzmuralis gyulladassal,
azonban a gyulladas lokalizaciojat tekintve colitis alakul ki [107]. TNBS modell esetében a
fekélyes elvaltozasok viszonylag gyorsan, mar a TNBS kezelést koveté 24 draban megjelennek,

amelyre az allatok sulyvesztésébdl lehet kdvetkeztetni [108].
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3.7. A sigma receptorok felfedezése és biologidja

A sigma receptorok (cR) intracellularis chaperon tulajdonsagi fehérjék, amelyek a
mitokondrium-asszocialt endoplazmatikus retikulum (ER) membranban (MAM) lokalizalodnak
[109]. A oR felfedezése Martin és mtsai. 1976-ban végzett kutatasahoz kotheté [110], amelyben
kronikus gerincfajdalom modellben vizsgaltak kiilonb6z6 farmakonok hatasait kutyakban.
Megfigyeléseik alapjan a morfin a p opioid (u-szindroma), a ketazocin a k opioid (k-szindroma),
az SKF-10,047 (N-allylnormetazocin) altal kivaltott hatast pedig az akkor még az opioid
receptorok egy harmadik feltételezett tipusanak, a oR-nak tulajdonitottdk (¢ szindroma). A
naloxon egy altalanos opioid receptor gatlo, amely az SKF-10,047 oR-on keresztiil Kifejtett
hatasat nem gatolta, ezzel felvetve, hogy a receptor feltehetéleg mégsem sorolandé az opioid
receptorok kozé [111]. A oR felfedezését kovetden késébb igazoltak, hogy valéban nem
sorolhat6é a hagyomanyos opioid receptorok k6zé, hanem 6nallé receptor osztalyt alkot. Opioid
antagonistak alkalmazasaval késoObbi kisérletek ravilagitottak, hogy a téves klasszifikaciot az
SKF-10,047 ligand komplex farmakoldgiaja okozhatta. A (-)-SKF-10,047 sztereoizomér a p és K
receptorokhoz kotodik, a (+)-SKF-10,047 izomér pedig a oR-hoz kotédve valtott ki hatast az
opioid antagonista jelenlététol fiiggetleniil [112, 113]. Mivel Martin €s mtsai. racém elegyben
alkalmaztak az SKF-10,047 ligandot, emiatt a oR opioid receptor tulajdonsagunak tiint. Ezutan az
orphan receptorok kozé soroltak a oR-t mindaddig, amig a dimetiltriptamint (DMT), mint
endogén ligandjat, sikeriilt azonositani [114]. A cR-ok kutatasaval kapcsolatos mérfoldkoveket a
7. abra szemlélteti.

oR-0k nagy mennyiségben expresszalodnak a kozponti idegrendszer minden agyi
trifoszfat receptoron (IP3R) keresztiili Ca?* homeosztazis reguldldsa, valamint a oR aktivalasa
védelmet nytjt az ER szamara oxidativ stresszel szemben [115]. Kiilonb6z0 stressz vagy agonista
ligandkot6dés hatasara a receptor a MAM-bol a plazmamembranba és a nuklearis membranba
transzlokalodik, igy fejtve Ki protektiv hatasat az egész sejtben [116, 117]. A oR-okat alapvetéen
két csoportra oszthatjuk, a c1R és a 62R-ra, azonban egyre inkabb valdsziniisitheté egy harmadik
altipus, a 63R megléte is, amelyet eddig még csak patkanyban sikeriilt izolalni [111]. A cR-0k
altipusainak elkiilonitése a specifikus kot6helyeik, a kiilonb6z6 farmakonok iranti szelektivitasi
mintazatuk és a molekulatomegiik alapjan torténik. A 1R 25 kDa-0s [113], a 62R pedig 18 kDa-

os fehérje [118]. A olR szamos betegségben meriilt fel terapids célpontként, mint a
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neurodegenerativ betegségek [119], kiilonb6z6 daganatos megbetegedések [120], valamint a

gyulladassal jar6 korképek esetében [121].

] A G’receptorok ’2’ A IR knoci A humén clR’ kristaly
altipusénak azonositasa: - szerkezetének
i egerek 1.generacioja , A
IR és a2R T aneaésniil meghatarozasa
Hellewell és misai. . ' Schmidt és misai.

A 6 receptorok A c1R klénozasa A 61R, mint ,ligand-operalt A G2R
felfedezése, mint Henner és misai. molekularis chaperon” llonosaes
opioid receptor Kekuda és mtsai. koneepcié megalkotdsa Vilonlo
Martin és mtsai. Seth és mtsai. Hayashi és Su. '

oR kotohelyek azonositasa
elsoként a GI traktusban
tengerimalacban
Roman és mtsai.

olR a MAM-ban
lokalizalodik
Hayashi és Su.

7. abra. A sigma receptorral (6R) kapcsolatos kutatas mérfoldkovei
oR: sigma receptor, GI: gasztrointesztinalis, MAM: mitokondrium-asszocialt endoplazmatikus retikulum
membran

(Forras: Luz Romero és Enrique Portillo-Salido, 2019, médositva [122])

3.8. AR jellemzése és funkcidja

A o1R egy 223 aminosavbdl all6 konzervalt chaperon tulajdonsagu fehérje [111]. Génje a
SIGMAR1 (vagy OPRS1) emberben a 9-es kromoszoma p13-as karjan, ragcsalokban pedig a 4-
es kromoszoman lokalizalodik. A SIGMAR1 gén kozel 7 kb hosszu, 4 exont és 3 intron régiot
tartalmaz. Szekvencidja nem tartalmaz TATA-boxot, azonban CCAATC ¢és GC box talalhato
upstream a transzkripcios kezdSponttél egérben [123]. Erdekes modon a 1R nem mutat
szekvencia homoldgiat semmilyen mas emlds fehérjével, azonban 60% aminosav egyezést mutat
a Saccharomyces cerevisiae-ben megtalalhatdé ERG2 altal kodolt C-8 szterol izomerazzal. A 61R
klonozasakor kideriilt, hogy a szekvencia homologia ellenére, a 1R nem rendelkezik szterol
izomeraz aktivitassal [124].

A ol1R hidrofobicitasi analizis alapjan 3 hidroféb doménnel rendelkezik, amelybdl 2
transzmembran (TM) domén [111]. A harmadik hidroféb domén, valamint 2 anionos aminosav,
az Aspl126 és a Glul72 intakt jelenléte sziikséges a 1R ligandkotéséhez [125]. A o1R a MAM-

ban lokalizalodik, mind a C-, mind az N-terminalis vége az ER lumenében talalhatd. Aktivacidja
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soran a receptor az ER-b6l a plazmamembranba ¢€s a nuklearis membranba transzlokalédik. Az
aktivaciot kivalthatja kiilonb6z6 ER-stresszt vagy oxidativ stresszt indukalo faktor, valamint a
o1R-specifikus ligandok kotédése [113]. A o1R alapvetden Steady-state allapotban van, mivel a
MAM-ban komplexet képez egy masik chaperon fehérjével, a binding immunoglobulin
proteinnel (BiP), amely gatolt allapotban tartja a receptort [126]. Ha az ER-ben a Ca?* szint
csokken, akkor a BiP levalik a c1R-r6l igy a receptor aktivalodik és hozzakotodik az ER-
lokalizalt IP3R-hoz. A c1R-IP3R stabil komplexet képez, amelynek hatdsara Ca®* aramlik a
mitokondriumba. A mitokondriumban a megndvekedett Ca®* szint indukalja a trikarbonsav
(TCA) ciklust, amelynek hatasara sejt-hipermetabolizacié ¢és neuroprotekcids folyamatok

indulnak el [127].

3.9. A 61R-hoz kétédd ligandok

A receptor-ligand interakcié dinamikus folyamat, amelynek hatdséara szignaltranszdukcios
utvonal indulhat. A receptor és ligandja kozott nem kovalens méasodlagos kotés alakul ki, amely
reverzibilis kapcsolatot tesz lehetévé [128]. A hataserdsség és a ligandok affinitasa a receptorhoz
dozis-hatas gorbével, valamint az adott szovet receptor denzitasa (receptor slriiség) szaturacios
kisérlettel jellemezhetd. A receptor és ligandja kozotti reverzibilis kotés radioaktivan jelolt
ligandummal vizsgalhato, a kotés eréssége pedig a leszoritasi koncentracio alapjan hatarozhatd
meg. A kotés erdsségét az egyensulyi disszociacios allandoval (Kd) és a gatld konstanssal (Ki)
jellemezhetjiik, a receptor stiriiséget pedig a maximalis kotési kapacitas (Bmax) jeloli. A Ki nM-
ban kifejtett érték, amely minél alacsonyabb, annal er6sebb a receptor-ligand kotédés [129]. A
receptor-ligand kotddés indukalta hatds szempontjabdl megkiilonboztetiink alapvetden agonista
¢és antagonista ligandot. Agonista az a ligand, amely receptorkotédés hatasara biologiai valaszt
indit el. Agonista lehet a receptor sajat endogén ligandja, valamint az agonista ligand hatasat
mimikalni képes exogén anyag is. Antagonista az a ligand, amely a receptor altal kifejtett hatast
vagy az agonista kotédését meggatolja [130].

A olR aktivalt allapotban oligomerizaciora képes és egyre inkdbb tisztazott, hogy az
oligomerizacios allapota befolyasolja a receptor aktivitasat. Dimer allapotban a receptor aktiv
allapotban van, nagyobb oligomerizacios stadiumokban azonban inaktiv allapotba keriil [131].

Tovabba a mar emlitett BiP chaperon is szabalyozza a olR aktivitasat. A oc1R-specifikus

------
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stabilizalasan keresztiil fejtik ki hatasukat [127]. Megfigyelték ugyanis, hogy agonista hatasara az
antagonista jelenléte magasabb oligomerizacioés stddiumok kialakuldsat indukalja, valamint
stabilizalja a 61R-BiP-komplexet [126, 132].

Erdekes médon a 61R-hoz rengeteg ligandféleség kotédik nagy affinitassal, mint példaul
kiilonb6zo benzomorfan-szarmazékok, antipszichomimetikumok, antihisztaminok,
antidepresszansok és antifungalis szerek [113]. Eppen ezért a 6IR szerepének vizsgalata kihivast
jelent a kutatas soran, mivel a magas liganddiverzitas szdmos egyéb mellékhatassal is jarhat. A
ligandok sokféleségét, affinitasat a 61R és 62R-hoz, valamint a ¢ és egyéb receptorokra Kifejtett

hatasat a 8. abra szemlélteti.

Ligand Affinitas Affinitas | Funkcié (o) Egyéb hatas Referencia
(61R) (62R)
(+)-SKF10,047 ++ + Agonista NMDA receptor ligand [133]
(-)-SKF10,047 + + - Opioid receptor ligand [133]
(+)-pentazocin ++++ + Agonista n.a. [133]
(-)-pentazocin ++ + - k-pioid receptor ligand [133]
PRE-084 ++ + Agonista Antidepresszans hatas [134]
SA4503 ++++ ++ Agonista Dopamin releasing neuron [133]
(cutamesin) aktivator

Fluvoxamin ++++ + Agonista Antidepresszans SSRI [135, 136]
DTG +++ +++ Agonista Szerotonerg hallucinogén [137]

Haloperidol ++++ ++++ Antagonista Dopamin receptor blokkolo [138, 139]
BD-1047 ++++ +++ Antagonista B-adrenerg receptor gatlo [134]

BD-1063 ++++ ++ Antagonista ROS indukalo [134, 140]
Rimcazol ++ ++ Antagonista Dopamin transzporter ligand [141]
NE-100 ++++ +++ Antagonista n.a. [133]
E-52862 (S1RA) ++++ + Antagonista ~ Alacsony affinitas 5-HTg irant [142]

8. abra. A sigma receptorokhoz kotodoé ligandok affinitasa és egyéb funkcioi
A 61R és 62R ligandok iranti affinitdsanak dbrazolasa az irodalmi adatok Gsszevetése alapjan (K; értékek)
alapjan a kovetkez6képpen alakult: K; >1000 nM +; K;=500-1000 nM ++; K;=30-500 nM +++; K;< 30 nM

++++; n.a. nincs adat

A olR és 62R kotéhelyek nagy affinitasi sztereoszelektivitdst mutatnak benzomorfan-

szarmazékok irant. A clR elsdsorban a dextro (+) sztereoizomereket koti nagy affinitassal az
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SKF-10,047 ¢és a pentazocin ligandok esetében egyarant, mig a o2R kotOhelyek reverz
sztereoszelektivitast mutatnak alacsonyabb kotodési affinitassal. Tovabba a (-) sztereoizomerek
opioid receptorokhoz nagyobb affinitassal kotédnek [111]. Agonistaként kotédik még a c1R-hoz
a PRE-084, a cutamesine (SA4503), valamint a ditolilguanidin (DTG), amelyeknél
mellékhatasként feljegyeztek szamos neurotranszmitter rendszerrel vald kolcsonhatast, mint a
szerotonerg vagy a dopaminerg rendszer [133, 134, 137]. A c1R-hoz szerotonin visszavétel gatlo
(SSRI) antidepresszansok is kotddnek, amelyek koziil a fluvoxamin (FLV) és a fluoxetin nagy
affinitasi 61R agonistaknak bizonyultak, ezzel felvetve a receptor szerepét skizofréniaban [143]
¢és depresszioban [144]. Az FLV a klinikumban gyakran alkalmazott gydgyszer a depresszid
kezelésére. Hatasat a szerotonin vagy masnéven 5-hidroxi-triptamin (5-HT) receptorokon
keresztiil fejti ki, a szerotonin neurotranszmitter visszavételének gatlasaval, amely igy tovabb
marad a szinaptikus térben [145]. A c1R antagonista ligandok esetében is megfigyeltek szamos
mellékhatast, amelyeket a ligandok diverzitdsa okozhat. Antagonistdk esetén a dopaminerg
rendszerrel vald kolcsonhatast, valamint B-adrenerg receptor gatld hatast figyeltek meg [134,
141]. o1R antagonistak koziil a BD1063 és az NE-100 a leginkabb alkalmazott a kutatasban.

3.10. A IR szerepe gyulladdsban és oxidativ stresszben

A receptor szerepét felfedezését kovetden elsdsorban a kozponti idegrendszer
vonatkozasdban vizsgaltdk, azonban késOébb kideriilt, hogy szerepe sokkal sokrétiibb ¢&s
aktivacioja fontos lehet a periféridn és kiillonbozo gyulladasos folyamatokkal jaro betegségekben
is. Kezdetben megfigyelték, hogy a c1R-ra KO egerek életképesek és fertilisek [146], azonban
depresszid-szeri fenotipust mutatnak [147]. Tovabba Pal és mtsai. 1R KO egerekben és
antagonista BD1063 kezelés hatasara megnovekedett ROS szintet tapasztaltak [140]. Legujabb
kutatasok alapjan kideriilt, hogy a 61R overexpresszidja anti-inflammatorikus hatast fejt ki LPS-
indukalta gyulladasban és szepszis modellben. Tovabba a kiilonb6z6 o1R-specifikus agonista
kezelések, mint a (+)-pentazocin, szupresszalta a gyulladast LPS-indukalta retinalis mikroglia
aktivacio esetén [121]. Mindemellett feltételezhetd, hogy a ol1R aktivacié fizioldgias
koriilmények kozott kismértékii oxidativ stresszt indukal a mitokondriumban, de a patologias

oxidativ stresszel szemben gyors protektiv mechanizmusokat indukal [148].
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4., Célkitiizések

Munkank sordn célul tliztiik ki a 61R szerepének vizsgalatdit TNBS-indukalta patkany colitis
modellben.

Kisérleteink soran a kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

- Kifejezddik-e a olR a colonszovetben, valamint, hogy befolyasoljak-e a receptor
denzitasat és expressziojat a TNBS modell indukélasa és a kiilonb6z6 alkalmazott c1R-

asszocialt kezeléseink?

- olR ligandok (agonista: FLV, antagonista: BD1063) alkalmazasa soran mely dézisokat
tekinthetjiik effektivnek a TNBS-indukalta gyulladasra kifejtett hatasuk alapjan?

- Valamint, hogy hogyan valosul meg az FLV hatasos d6zisanak alkalmazasaval a protektiv

mechanizmus?

Kisérleti elrendezésiinkben az FLV a olR aktivalasat, a BD1063 antagonista a 1R csokkent
aktivitasat modellezi, a kombinaciés kezelés soran pedig az agonista és antagonista szimultan
beadasakor feltételeztiik, hogy a biokémiai paraméterekben tapasztalt valtozas o1R regulalt, ha az

antagonista megsziintette az agonista-indukalta protekciot.
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5. Anyagok és médszerek

5.1. Anyagok dsszedllitisa

A (+)-pentazocin, a haloperidol és a pufferdsszetevok (Tris-HCI, inhibitorok) a Sigma-
Aldrich Kft.-t8] szarmaztak (Budapest, Magyarorszag). A [3H](+)-pentazocin radioligandum
(1,98 TBg/mmol) a Kémiai Bioldgia laboratoriumaban késziilt (Szegedi Biologiai Kutatokozpont,
SZBK, Szeged). A triciumjeldlést egy sajat tervezésii vakuumpumpaval hajtottak végre [149],
majd a radioaktivitast Packard Tri-Carb 2100 TR folyadék szcintillacios késziilékkel mérték
(Packard, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) a PerkinElmer altal gyartott Insta Gel szcintillacios
koktéllal. A ligandumokat 1 mM dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk és -20°C-on taroltuk,
majd higitottuk a mérés soran a reakciopufferrel. A TNBS-t a Sigma-Aldrich Kft.-t6] szereztiik
be és 50%-0s etanolban oldottuk. Az FLV (fluvoxamine maleate) a Sigma-Aldrich Kft.-t6l, a
BD1063 a Tocris-tol (Bio-Techne R&D Systems Kft., Budapest) szarmazott. Az FLV-t 3%-0s
DMSO-ban, a BD1063-t fizioldgias sooldatban (0,9%) oldottuk. A SASP-ot pozitiv kontrollként
hasznaltuk és a Sigma-Aldrich Kft.-t6] szereztiik be, valamint fizioldgias sooldatban (0,9%)
oldottuk. Anesztetikumként tiopentalt alkalmaztunk (Thiopental Braun, 0,5 g, B. Braun Medical,

Barcelona, Spanyolorszag), amelyet fizioldgias séoldatban oldottunk fel.

5.2. Sigma-1 receptor vizsgalata in vitro receptorkditési kisérletekben
5.2.1. Patkdany colon membran homogenizdatum prepardldsa

Allatkisérleteink soran minden esetben figyelembe vettik és kovettik a Magyar
Egészségligyi Bizottsag altal jovahagyott allatgondozassal kapcsolatos protokollt (1998),
valamint az Eurdpai Unié Tanacsanak 2010. évi rendeletének iranyelveit (2010/63/EU). Az
allatkisérletes munkara iranyul6 engedélytink szama: XX./4799/2015.

Munkank soran him 225-250 g-os Wistar Han (Hannover) patkanyokat alkalmaztunk,
amelyek a Toxicoop Kft.-tél szarmaztak (Dunakeszi, Magyarorszag). A patkdnyok colonjanak
preparalasa korabban kidolgozott modszeriink alapjan tortént [150], kisebb valtoztatasokkal. Az
allatokat intraperitonedlisan (i.p.) alkalmazott thiopental (100 mg/kg) injekcioval terminaltuk,
majd dekapitaltuk és a vastagbelet kipreparaltuk. A colonszovetet aprd darabokra vagtuk és hideg
homogenizald pufferben homogenizaltuk Braun Teflon-iiveg homogenizaloval a legmagasabb

fokozaton 30 masodpercig. A homogenizald puffer a kovetkez6 GsszetevOket tartalmazta: 10 mM
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NaH2PO4 pH 7,4, 0,32 M szacharoz, 1 mM MgSOa, 10 ug/ml leupeptin, 1 pg/ml pepsztatin A, 5
ug/ml szdjabab tripszin inhibitor, 0,5 mM etilén-glikol-tetraecetsav (EGTA), 1 mM szerin
proteaz inhibitor (AEBSF). A homogenizatumot 17.000 g-n centrifugaltuk 10 percig 4°C-on,
majd a feliiluszot centrifugaltuk tovabb 100.000 g-n 60 percig 4°C-on. A keletkezd pelletet
hasznaltuk  tovabb, amelyet 10-szeres homogenizalo pufferben reszuszpendaltunk,
iiveghomogenizaléval homogenizaltunk, majd aliquotokban taroltunk -80°C-on a biokémiali
mérésekig. Az egyes homogenizatumok fehérjetartalmat Bradford modszerrel mértik és a

moddszernek megfelelé koncentracidra higitottuk.

5.2.2. Radioligandum kotédési vizsgdlat

A olIR radioligandum kotédési tesztet S0 mM Tris-HCI (pH 8) pufferben végeztiik
miuanyag csovekben 0,6 mg/ml membran proteint tartalmazé 1 ml végtérfogatban 37°C-on 120
percig. A kompeticios receptorkotddési vizsgalatokhoz a patkany colon membran preparatumot
37°C-on 120 percig inkubdltuk 2,3 nM [*H](+)-pentazocinnal (Kd=6,4 nM) ndvekvé
koncentracidiban alkalmazott (10°11-10° M) hideg (+)-pentazocin jelenlétében. A nem-specifikus
kotést 10 uM haloperidol hozzaadéasaval hataroztuk meg. Az egyensulyi disszociacios allando
(Kd) és a maximalis receptorsliriség (Bmax) meghatarozasa céljabol patkany colon membran
homogenizatumon ndvekvd radioligandum koncentracié ([*H](+)-pentazocin 0,26-20,4 nM)
jelenlétében 37°C-on, 120 perces inkubalast alkalmazva radioligandum telitési kisérletet,
szaturacios kotési vizsgalatokat végeztiink, 10 uM haloperidol jelenlétében (total kotés) vagy
nélkiile (nem-specifikus kotés). A mintakat vizfiirdében inkubaltuk és a reakciot jéghideg 50 mM
Tris-HC1 (pH 8.0) mosopuffer hozzaadasaval allitottuk le, majd gyorsan sziirtiik 24-well-es
Brandel Cell Harvesterrel, 0,1% PEI oldattal impregnalt GF/B {ivegszalas sziir6papirra
(Whatman Ltd., Maidstone, Egyesiilt Kiralysag). A szlirdpapirokat levegén szaritottuk és Ultima
Gold MV szcintillacids koktélba meritettiik, majd a radioaktivitdist TRI-CARB 2100TR
folyadékszcintillacios analizatorral mértiik (Packard, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).

5.3. Kisérleti elrendezés és a TNBS-indukalta colitis modell

Kisérleteinket 225-250 g-os him Wistar Han patkanyokon végeztik. Az allatok a

Toxicoop Kft.-t61 (Dunakeszi) szarmaztak. A kisérleti allatokat akklimatizalt helyen 12 oras
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nappal és sotét cikluson tartottuk. A taphoz és ivovizhez hozzafértek ad libitum. Az allatokat 3
csoportra osztottuk: abszolt kontroll (nem kaptak kezelést, n=12), 50% EtOH (etanol i.c.),
n=12), és TNBS (10 mg 50% EtOH-ban oldva i.c., n=85). A colitis modellt Morris és mtsai. altal
leirt metodussal indukaltuk [104]. A moédszer soran az allatokat 16 oran keresztiil éheztettiik,
majd a TNBS beontést i.c. végeztiik egy 8 cm-es polietilén kaniillel a rektumon keresztiil enyhe
anesztéziaban (i.p. 40 mg/kg thiopental). A TNBS kezelést kapott allatokat tovabb osztottuk 10
csoportra (n=6-14/csoport) és a kovetkez6 anyagokkal kezeltiik: fluvoxamin (FLV, c1R agonista)
i.c. kiilonboz6 dozisokkal (10 mg/kg, 1 mg/kg, 0,1 mg/kg és 0,01 mg/kg 3% DMSO-ban oldva);
BD1063 (c1R antagonista) 1 mg/kg és 0,1 mg/kg (0,9%-os fizioldgias s6oldatban oldva); FLV +
BD1063 (kombinalt kezelés a két ligand hatasos dozisaval: FLV 1 mg/kg + BD1063 0,1 mg/kg);
fiziologias soéoldat (BD1063 ¢és SASP vivéanyaga); DMSO (3%, FLV vivlanyaga);
szulfaszalazin (SASP, pozitiv kontroll, per os 2 x 25 mg/kg). A kezeléseket napi egyszer
végeztiik 3 napig ugyanabban az idépontban. Az allatokat az i.c. kezelések el6tt 5 oran keresztiil
¢heztettiik.

A TNBS kezelés utdn 72 oraval az allatokat feldldoztuk (i.p. 100 mg/kg thiopental), a
rektumt6l szamitott 8 cm-es vastagbél szakaszokat kipreparaltuk, hosszédban felvagtuk és
fiziologias sooldatban mostuk, majd kifeszitettiik és fotot készitettiink a bél lumen feldli oldalarol
tovabbi makroszkopos analizisre. A szovetet ezutdn folyékony nitrogénben fagyasztottuk és
dorzsmozsarban poritottuk. A poritott mintdkat a biokémiai mérésekig -80°C-on taroltuk.

Kisérleti elrendezésiinket a 9. abra szemlélteti.
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9 Lézio meghatarozasa
- Biokémiai mérések
Eheztetés TNBS Colonpreparilas
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Wistar Hannover patkany
(him, 225-250 g) T T T

= ¢1R agonista/antagonista i.c. kezelés napi 1x kiilonbozé
dozisokkal; pozitiv kontroll: SASP per os, napi 2x
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Fluvoxamin *10mg/kg
ol k . Aktivitas
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IR o] mg/kg Cl N\)
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«1 mg/kg FLV + L NOS L 3T SEoA
Kombindci6 0,1 mg/kg
BD1063
Prdx Total
g e | izoformak | GSH szint
eFiziologias
VivGanyag sooldat | [EE—
«DMSO

9. abra. Kisérleti elrendezésiink és a mért paraméterek osszefoglalasa
TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, c1R: sigma-1 receptor, UCHL-1: ubiquitin C-termialis hidrolaz L1,
iNOS: indukalhat6 nitrogén-monoxid-szintaz, NF-kB: nuklearis faktor kappa B, HMGB1: high mobility
group box 1, IL-6: interleukin-6, eNOS: endothelialis nitrogén-monoxid-szintaz, 3-NT: 3-nitrotirozin, Prdx:
peroxiredoxin, MPO: mieloperoxidaz, HO: hemoxigenaz, SOD: szuperoxid-dizmutaz, GSH: glutation,

SASP: szulfaszalazin

5.4. Lézio meghatdarozdsa

A kialakult 1ézi6 makroszkopos analizisét az elkésziilt fotok alapjan vizsgaltuk, a

laborunk altal fejlesztett, a planimetria elvén alapulé programmal (Stat 2 1 1, Szeged). A

kialakult 1éziok nagysaga a teljes kipreparalt 8 cm-es bélszakasz teriiletének és a gyulladt teriilet

méretének hanyadosa.
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5.5. A pro-inflammatorikus MPO enzim aktivitisanak mérése

A pro-inflammatérikus mieloperoxidaz (MPQO) enzim a gyulladasos folyamatok
markerének tekinthetd, aktivitasa korreldl a gyulladds mértékével, valamint a neutrofil
granulocita akkumulacioval. Az MPO enzim aktivitdsdnak mérése soran 30 mg szovetet
homogenizaltunk Benchmark Scientific D100 kézi homogenizatorral (Benchmark Scientific,
New Jersey, USA) 2x10 masodpercig hideg 0,5% hexadeciltrimetilammonium-bromidot
(HETAB, Sigma-Aldrich Kft.) tartalmazé foszfatpufferben (50 mM, pH 6). A sejtmembran
hatékonyabb feltdrdsa érdekében ezutdn fagyasztds-olvasztds ciklusnak tettilk ki Otszor a
homogenizatumot folyékony nitrogénben és 37°C-os vizfiirdoben. A centrifugalas 10.000 g-n
tortént 15 percig 4°C-on, majd a feliiliszot hasznaltuk tovabb. A méréshez a mintakbol 12 pul
aliquotot hasznaltunk fel, amelyhez 280 pl 0,167 mg/ml O-adenozin-dihidrokloridot (Sigma-
Aldrich Kft.) tartalmazo6 foszfatpuffert (50 mM, pH 6) adtunk, majd 96-lyuku platebe pipettaztuk.
A reakciot 10 pl 0,03%-0s H202 hozzaadasaval inditottuk el. 90 masodperces razatast kdvetden,
az optikai denzitast (OD) ELISA readerben mértiik 490 nm-en (Benchmark Microplate Reader,
Bio-Rad Laboratories). Az MPO aktivitast pU/mg fehérjében fejeztiik ki.

56. A 6IR, az UCHL-1, az iNOS, az; NFk-B p65, valamint a HMGBI1 expresszidjanak
vizsgdlata \Western blottal

A fehérje expresszio vizsgalata érdekében 30 mg poritott colon szdvetet mértiink ki,
amelyet RIPA pufferben (0,5 M Tris-HCI, pH 7,4, 1,5M NaCl, 2,5% dezoxikélsav, 10% NP-40,
10 mM EDTA, Merck Millipore, Burlington, USA) homogenizaltunk kiegészitve
fenilmetilszulfonil-fluoriddal (PMSF) (a végtérfogat 1/10-¢). A homogenizalast 3x10
masodpercig végeztikk Ultrasonic Homogenizer UP-100H ultraszonikaloval jégen. A
centrifugalds 12.000 g-n tortént 10 percig 4°C-on. A tovabbiaknak a feliiluszot hasznaltuk,
amelyben Bradford moddszerrel (szarvasmarha szérum albumin (BSA) kontroll) fehérje
koncentraciot mértiink. A mintakbol egységesen 50 pg-ot vittiink fel 10%-0s natrium-dodecil-
szulfat (SDS) poliakrilamid gélre (iNOS esetében 8%) és 2 oran keresztiil futtattuk 90V-on.
Ezutan nitrocelluléz membranra transzferaltuk a mintakat 2,5 6ran keresztiil 35V-on (kivéve:
INOS, egy éjszakan keresztiil, 4°C, 25V). A membranokat ezutan Ponceau festékkel festettiik és
3x10 perc TBS-T-ben (pH 7.,4) torténé mosast kovetden egy éjszakan at blokkoltuk 5%-0s tejben
vagy 5%-0s BSA-ban. A blokkolast kdvetden 3x10 perc mosas kovetkezett TBS-T-ben, majd
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szobahdmérsékleten inkubaltuk a membranokat 2 o6ran keresztiil elsddleges antitesttel: anti-
Sigma-1 receptor (sc-137075, 1:250, Santa-Cruz Biotechnology, Dallas, USA), anti-UCHL-1
(ab108986, 1:500, Abcam, Cambridge, UK), anti-iNOS (ab3523, 1:500, Abcam, Cambridge,
UK), anti-NF-kB p65 (ab16502, 1:1000, Abcam, Cambridge, UK) és anti-HMGB1 (ab79823,
1:1000, Abcam, Cambridge, UK). A membranokat 2 6ran keresztiil inkubaltuk az elsédleges
antitesttel szobahdmérsékleten, kivéve az iNOS esetében (overnight, 4°C). TBS-T-ben torténd
3x10 perc mosas utan a membranokat inkubaltuk specifikus, nyulban (anti-rabbit, DAKO) vagy
egérben (anti-mouse, DAKO) termeltetett masodlagos antitestekkel. Az inkubacio
tormaperoxidazzal konjugélt masodlagos antitesttel tortént szobahémérsékleten (1 6ra, 1:5000
higitas). Az el6hivast Enhanced Chemiluminescence rendszerrel végeztiik (ECL Plus, Amersham
Pharmacia Biotech, Egyesiilt Kiralysag) és a keletkez6 kemilumineszcenciat detektaltuk (UVItec
Ltd., Egyesiilt Kiralysag). A kapott eredményt Quantity One szoftverrel analizaltuk. A
membranokat sztrippeltik és belsd kontrollként, B-aktinra specifikus elsddleges antitesttel
inkubaltuk (anti-B-aktin: 1:10.000, Abcam; anti-egér: 1:5000, DAKO). Az eredményeket relativ

expresszioként abrazoltuk B-aktinra normalizalva.

5.7. IL-6, eNQOS, 3-NT és a Prdx1, -2, -4, -6 szintjiének meghatarozdisa ELISA modszerrel

A szoveti IL-6, eNOS, 3-NT és a Prdx1, -2, -4, és -6 szintjének meghatarozasat szendvics
ELISA moédszerrel végeztilk. Az ELISA kitek beszerzése az alabbi gyartoktol tortént: IL-6
(GenAsia, Shanghai, Kina), eNOS (MyBioSource, San Diego, USA), 3-NT (BioAssay
Technology Laboratory, Shanghai, Kina) és a Prdx1, -2, -4, -6 (GenAsia, Shanghai, Kina). A
mintakat pH 7,4-es foszfat pufferben (PBS) homogenizaltuk kézi homogenizatorral 2x10
masodpercig (Benchmark Scientific Handheld homogenizer D1000 (Benchmark Scientific, New
Jersey, USA)). A mérést a kithez a gyarté altal csatolt protokoll alapjan végeztiik 96-lyuku plate-
ben. Az OD-t 450 nm-en mértiik. Az eredmények abrazolasa a kovetkez6képpen tortént: ng/L
(IL-6), ng/ml (eNOS), nmol/L (3-NT), pg/g fehérje (Prdx1, -2, -4, -6).

5.8. A SOD aktivitis meghatdrozdsa colonban

A SOD aktivitds mérése kit segitségével tortént (Abcam, Egyesiilt Kirdlysag). A mérést a

gyartd altal a kithez csatolt protokollt kovetve végeztikk. A mintdkat hideg homogenizalod
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pufferben (0,1 M Tris/HCI, 0,5% Triton X-100, 5 mM (-merkaptoetanol (8-ME), 0,1 mg/mL
PMSF, pH 7,4) homogenizaltuk. A centrifugalast 14.000 g-n végeztiikk 5 percig 4°C-on. A
tovabbiakban a feliiluszot hasznaltuk. Az OD-t 450 nm-en mértiikk. A SOD enzim aktivitasat a
mért OD alapjan az alabbi egyenlettel szadmoltuk ki és gatlasi ratdban (%) fejeztik ki. A=
abszorbancia, Blank1 = 20 pl dH20 + Enzim working solution, Blank2 = 20 ul minta, Blank3 =
20 ul dH20, Minta well = 20 pl minta.

SOD aktivitas (gatlasi rata %) = (Ablankl — Ablank3) — (Aminta — Ablank2) x 100
(Ablank1 — Ablank3)

5.9. A HO enzim aktivitisianak meghatdrozdsa TNBS colitisben

A HO enzim aktivitisinak meghatarozasat Tenhunen és mtsai. [151] altal leirt modszer
alapjan végeztiik, amelyet kisebb moédositasokkal egészitettiink ki [152]. Az aktivitasmérés a
reakcid sordn képzddd bilirubin szintjének meghatarozasan alapszik. A modszer soran 30 mg
colonszovetet mértiink ki és homogenizaltunk kézi homogenizatorral (Benchmark Scientific
Handheld homogenizer D1000 (Benchmark Scientific, New Jersey, MA, USA)); 2 x 10
masodpercig jégen, a kovetkezd anyagokat tartalmazo, pH 7,4-es pufferben: 10 mM N-[2-
hidroxietil] piperazin-N’-[2-etanszulfonsav] (HEPES), 32 mM szukroz, 1 mM ditiotreitol (DTT),
0,1 mM EDTA, 10 pg/ml tripszin inhibitor, 10 pg/ml leupeptin és 2 pg/ml aprotinin. A
homogenizatumokat centrifugaltuk 20.000 g-n 30 percig 4°C-on, majd tovabbi méréseinkhez a
feliiluszot hasznaltuk. Ezutdn 150 pl feliiluszot 1,5 ml végtérfogata, a kovetkezd anyagokat
tartalmaz6 pufferben inkubaltuk 60 percig 37°C-on: 2 mM gliik6z-6-foszfat, 0,14 U/ml gliik6z-6-
foszfat dehidrogenaz, 15 uM hemin, 150 uM B-NADPH, biliverdin reduktaz (forras: 120 pg/ml
patkany majsejt citoszol), 2 mM MgClz, 100 mM KH2PO4. A felsorolt reagensek a Sigma-
Aldrich Kft.-t6] (Budapest, Magyarorszag) szarmaztak. A reakciot a mintak jégre helyezésével
terminaltuk. A képz6ddé bilirubin szintjét a 460 és 530 nm-en mért OD-k kiilonbségébdl
szamoltuk ki. Egy egység HO enzim aktivitast a keletkez0 bilirubin mennyiségével definialtuk

(nmol/o6ra/mg fehérje).
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5.10. A GSH szintjének meghatdarozdsa TNBS-indukalta patkdany colitisben

A total glutation szint méréséhez a mintakat 0,25 M szukroz, 20 nM Tris és | mM DTT
oldatban homogenizaltuk kézi homogenizatorral (Benchmark Scientific Handheld homogenizer
D1000 (Benchmark Scientific, New Jersey, MA, USA)). A homogenizatumokat 15.000 g-n
centrifugaltuk 30 percig 4°C-on. A tovabbiakban a feliiliszot hasznaltuk, amelyet 0,1 M CaCly,
0,25 M szukroz, 20 mM Tris és 1 mM DTT-t tartalmazo oldattal inkubaltuk jégen 30 percig.
Inkubéci6 utan a mintdkat 21.450 g-n centrifugaltuk 60 percig 4°C-on, majd méréseinkhez a
citoszolikus frakciot hasznaltuk tovabb. 125 mM NasPOas-t ¢s 6 mM EDTA-t tartalmazo6 oldatot
alkalmaztunk a glutation torzsoldat, a glutation reduktaz, az 5,5-ditio-bisz-2-nitrobenzoesav
(DTNB) és a B-NADPH higitasara. Ezutan 96-lyuku plate-be mértiik a kdvetkezoket: 40 ul blank,
standard vagy colon minta; 20 ul DTNB, valamint 140 ul B-NADPH, majd inkubaltuk a plate-t 5
percig 25°C-on. Az inkubacids id6 utdn 10 pl glutation reduktdz enzim hozzdadasaval inditottuk
el a reakcidt. Az iniciaciot kovetd 10. percben spektrofotometrias modszerrel mértiikk az OD-t 405
nm-en. A minta teljes GSH tartalmanak mérése érdekében a reakciohoz DTNB-t adtunk, amely
oxidalja a GSH-t, valamint redukalodik glutation reduktdz és NADPH jelenlétében. A GSH-t
nmol/mg fehérjében fejeztiik ki.

5.11. Fehérjemeghatdrozds

Az 9sszfehérje mennyiségi meghatarozasat Bradford modszerrel végeztiik. A mérés soran
2-1épcsOs higitassal 1250-2000x-esre higitottuk a mintat eldzetes tapasztalatok alapjan. Ezt
kovetden 200 pl Bradford reagenst adtunk minden mintahoz és vortexeltiik. A mintakat 96-lyukt
plate-be pipettaztuk és spektrofotométerrel mértiik 595 nm-en. A kapott eredményt BSA-bol

késziilt standardhoz hasonlitottuk. Az Gsszfehérje tartalmat pg/ml-ben fejeztiik ki.

5.12. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + standard error of mean (SEM)-ben abrazoltuk. A statisztikai analizist
a leszoritasi (Ki) €s a szaturacié (Bmax) eredményei esetében analysis of variance (ANOVA)-val
végeztiik, amelyet Bonferonni post hoc teszt kovetett. A western blot eredményeket B-aktinra
normalizaltuk és relativ expresszioval fejeztik ki. A biokémiai mérések eredményeinek

értékelését ANOVA modszerrel, majd Holm-Sidak post hoc teszttel végeztik SigmaPlot 12
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szoftverrel (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA). Az eredményeket statisztikailag
szignifikansnak tekintettiik, ha p < 0,05.
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6. Eredmények

6.1. In vitro ¢IR radioligandum kétédési tesztek a colonszovetben

cre

pentazocinnal telitési kisérletekben, a (+)-pentazocin 61R-hoz valé affinitasat (Ki, Kd) pedig
homolog kompeticios receptorkdtddési vizsgalatokkal hataroztuk meg patkany colon membran
homogenizatumon.

A [*H](+)-pentazocin specifikus kotédése nagy affinitdsi telitést mutatott a colon
szovetben. Az abszolut kontroll allatok esetében, amelyek nem kaptak semmilyen kezelést,
kozepes receptor denzitast (stirliséget) tapasztaltunk (Bmax = 126 £+ 17). TNBS kezelés hatasara
azonban szignifikans csokkenést tapasztaltunk a 61R denzitasaban (Bmax = 79 £ 6,5). Tovabba
megallapitottuk, hogy az 1 mg/kg-os FLV kezelés szignifikansan novelte a 61R maximalis kotési
kapacitasat (Bmax = 134 £+ 14) a TNBS csoporthoz viszonyitva (Bmax = 79 + 6,5). A 1R denzitasa
FLV kezelés hatasara magasabb volt, mint azt az abszolut kontroll csoport esetében tapasztaltuk
(10. b. abra, 1. tablazat).

A kompeticids receptorkdtédési vizsgalatokhoz 37°C-on 90 percig 2 nM [BH](+)-
pentazocinnal, majd kiilonbozé novekvd koncentracidiban alkalmazott (1012-10° M) versengd
ligandummal inkubaltuk a colon membran preparatumot. Homolog leszoritasos kisérletekben a
hideg (+)-pentozicin ligandum alacsony inhibiciés allandd étéket mutatott patkany colon
membran preparatumon. Az inhibicios 4allando értékek kozott szignifikans kiilonbséget
tapasztaltunk a kontroll és a kezelt csoportok kozott. A (+)-pentazocin magasabb affinitast
mutatott a 61R-ra TNBS-indukalta colitises patkany colonszdvetben (Ki = 7,1 + 1,5), valamint
50% EtOH kezelés hatasara (Ki = 5,5 £ 0,9) a kontroll csoporthoz képest (Ki =24 + 5,1) (10. a.
abra, 1. tablazat).
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10. 4bra. (a) Homolog leszoritasi gorbék novekvé koncentracioju (+)-pentazocin hatasara 2,3 nM [*H](+)-
pentazocin jelenlétében. (b) Telitési gorbék meghatarozasa novekvé koncentraciéjia 0,26 — 20,4 nM
[®H](+)-pentazocin jelenlétében
A gorbéket a specifikus kotés szazalékos aranyaban + SEM-ben abrazoltuk legalabb 3 fiiggetlen mérés
atlagaként. A nem specifikus kotéseket 10 pM haloperidol jelenlétében detektaltuk.
50% EtOH: 50% etanol, TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, FLV: fluvoxamin

Kezelés [®H](+)-Pentazocin ligand kompeticio [®H](+)-Pentazocin szaturacié
Ki = SEM (nM) Kd+ SEM (nM)  Bmax £ SEM (fmol/mg)
Absz. kontroll 24 +£5,1 6,4+2,2 126 £ 15
TNBS 71+15# 2,4+0,8 79+ 6,5 #
50% EtOH 5,5+£09a 3,5+0,6 96 +5,2
TNBS + FLV n.m. 6,721 134+ 14 *

1. tablazat. A [*H](+)-pentazocin ligand sigma-1 receptor (¢1R) kitddési tulajdonsagai abszolut
kontroll, TNBS-indukalta colitis modell, valamint a 61R agonista FLV kezelés esetében
Az adatokat atlag + SEM-ben abrazoltuk minimum harom fliggetlen mérés eredményeként. a p<0,05
abszolut kontroll vs. 50% EtOH; # p< 0,05 abszolut kontroll vs. TNBS; * p<0,05 TNBS vs. TNBS + FLV
n.m.: nem meghatarozott, 50% EtOH: 50% etanol, TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, FLV:

fluvoxamin

6.2. 61R moduldcio hatdsa a gyulladas kiterjedtségére TNBS modellben

A olR gyulladascsokkentd hatasanak vizsgalata érdekében i.c. alkalmazott TNBS-el

colitist indukaltunk az allatok vastagbelében. A TNBS-t 50%-0s EtOH-ban oldottuk, amely

Oonmagaban alkalmazva feliileti sériilést, fekélyesedést okozott a colon mucosaban, azonban a

TNBS sokkal sulyosabb gyulladést idézett eld. A TNBS kezelést kovetden, az allatokat i.c.

kezeltiik napi egyszer ugyanabban az idépontban, kiilonb6z6é dozisu (10 mg/kg, 1 mg/kg, 0,1

mg/kg, 0,01 mg/kg) c1R agonista FLV-vel. Az eredmények alapjan megallapithato, hogy az 1

mg/kg és a 0,1 mg/kg FLV dozis szignifikdnsan csokkentette a gyulladas mértékét a TNBS
csoporthoz képest (28,29 + 2,53 és 41,23 + 5,76 vs. 61,68 + 1,7%), azonban a protektivitas
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mértéke kifejezettebb volt az 1 mg/kg dozis esetében. Pozitiv kontrollként SASP-ot alkalmaztunk
per os. A SASP szignifikdnsan csokkentette a TNBS-indukalta gyulladast a TNBS csoporthoz
képest (35,78 + 2,83 vs. 61,68 = 1,7%), hasonld6 mértékben, mint a hatdsos FLV doézis. A
csokkent 61R aktivitas modellezése érdekében, 61R antagonistaként, BD1063-t alkalmaztunk i.c.
napi egyszer (1 mg/kg, 0,1 mg/kg). Méréseink alapjan megallapithato, hogy a 0,1 mg/kg BD1063
dozis szignifikansan novelte a gyulladas mértékét a TNBS csoporthoz képest (76,77 + 2,52 vs.
61,68 + 1,7%). A fent emlitett eredmények alapjan, hatdsos dozisnak tekintettiik FLV esetében az
1 mg/kg, BD1063 esetében pedig a 0,1 mg/kg dozisokat. A két hatdsos dozissal szimultdn
kezeltiikk az allatokat i.c. napi egyszer (kombinacios kezelés). A kombinacios kezelés soran azt
tapasztaltuk, hogy a BD1063 antagonista jelenléte megsziintette az FLV-indukalta protekciot. Az
agonista és antagonista kezelések soran hasznalt vivéanyagok hatasait onmagukban is teszteltiik
(FLV: 3% DMSO; BD1063 ¢és SASP: 0,9% fiziologias sooldat). Kisérleteink alapjan
megallapithatd, hogy a vivéanyagok nem befolyasoltak a gyulladas mértékét a TNBS csoporthoz
képest (11. a. abra). A 11. b-h. abrakon reprezentativ képek lathatok a kiilonb6z6 kezelések

hatasairol.
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11. abra. (a) A sigma-1 receptor (61R) modulacié hatasanak vizsgalata a gyulladas kiterjedtségére
TNBS-indukalta colitisben. A o1R agonista fluvoxamin (FLV) (1 mg/kg d6zis) szignifikansan
csokkentette a gyulladast, mig a BD1063 antagonista (0,1 mg/kg dozis) a hatdasos FLV dézissal
kombinacioban adva megsziintette az FLV-indukalta protektiv hatést. A kiilonb6z6 hatdoanyagok

vivéanyagai: 50% etanol (EtOH), fizioldgias s6oldat, 3% dimetil szulfoxid (DMSO). Reprezentativ képek
a kialakult gyulladasrol: (b) abszolut kontroll, (c) 50% EtOH, (d) 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav (TNBS),
(e) TNBS + FLV 1 mg/kg, (f) TNBS + BD1063 0,1 mg/kg, (g) TNBS + hatasos doézisok kombinacioja
(FLV 1 mg/kg + BD1063 0,1 mg/kg), (h) TNBS + SASP (pozitiv kontroll). Az eredményeket atlag + SEM-
ben abrazoltuk; n=4-14/csoport; *p< 0,05 és **p< 0,01 TNBS vs. TNBS + kezelés; ##p< 0,01 abszolut
kontroll vs. TNBS; ap< 0,05 abszolut kontroll vs. 50% EtOH.
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6.3. Az FLV kezelés hatdsdanak vizsgalata a c1R expressziojara TNBS-indukalta colitisben

A 12. 4bran lathato, hogy az 1 mg/kg-os hatasos FLV doézis szignifikansan ndvelte a 1R
expressziojat a colonban a TNBS csoporthoz viszonyitva (0,72 £+ 0,083 vs. 0,326 £ 0,05 relativ
expresszi0). Az alkalmazott BD1063 antagonista esetiinkben nem befolyasolta a olR
expressziojat a TNBS csoporthoz képest. Az eredmények tovabbi vizsgalata érdekében az
agonista ¢és antagonista hatasos doézisokat kombindcioban alkalmazva megallapitottuk, hogy a

BD1063 jelenléte megsziintette az FLV 61R expresszid indukald hatasat.

61R expresszio
0,9 ek
0,8 -
0,7 -
= 0,6
0,5 -
=z 04 1
© 0,3 -
0,2

B-akti

1

Absz. 50% TNBS FLV BD1063 FLV +
kontroll EtOH BD1063

TNBS

12. abra. A sigma-1 receptor (61R) expressziojanak valtozasa ¢1R agonista és antagonista kezelés
hatasara TNBS-indukalta gyulladdsban
Atlag + SEM; n= 6-9/csoport; **p<0,01 TNBS vs. TNBS + kezelés
50% EtOH: 50% etanol, TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, FLV: fluvoxamin

6.4. Az MPO enzim aktivitaisanak és az |L-6 citokin szintjiének viltozdsa IR moduldcio
hatdsdra
Az MPO enzim a neutrofil granulocitdkban expresszalodd gyulladasos marker.
Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a TNBS kezelés szignifikdnsan ndvelte az MPO
enzim aktivitdsat az abszolut kontroll csoporthoz képest (16557,5 + 2425,58 vs. 426534 +
3220,24 pU/mg fehérje). A olR agonista FLV markdnsan csokkentette az enzim aktivitasat a
TNBS csoporthoz viszonyitva (25021,2 + 2554,66 vs. 42653,4 + 3220,24 pU/mg fehérje),
azonban a valtozas nem volt szignifikans. Tovabba megallapithatd, hogy kombinécios kezelés
esetében a BD1063 megsziintette az FLV protektiv hatasat (13. a. abra).
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Az IL-6 egy gyulladasos citokin, amely jelentds szerepet tolt be a gyulladdsos
bélbetegségek patogenezisében. A 13. b. abran lathat6, hogy TNBS hatasara az IL-6 szinjte
szignifikansan megemelkedett az abszolut kontroll, valamint az 50%-o0s EtOH csoporthoz képest
(60,48 + 4,55 vs. 35,84 + 4,29 és 35,26 + 2,96 ng/L). FLV kezelés hatasara az IL-6 szintje
szignifikdnsan csokkent a TNBS csoporthoz viszonyitva (30,53 + 4,10 vs. 60,48 = 4,55 ng/L). A
BD1063 hatasos dozisa nem befolyasolta az IL-6 szintjét, azonban kombinacids kezelés hatasara

az IL-6 szintje szignifikansan csokkent a TNBS csoporthoz képest (33,45 + 1,82 vs. 60,48 + 4,55
ng/L).

(@) MPO aktivitis (b) IL-6 szint
60000 - 70 1 #H&&
50000 - it 60 1
) 50 A
240000 1
E 40 4 *% %k
< 2
o 30000 1 oy
E = 30 -
~
= 20000
= 20
10000 - 10 1
0 0
Absz.  50% TNBS FLV BD1063 FLV + Absz.  50% TNBS FLV BD1063 FLV +
kontroll EtOH BD1063 kontroll EtOH BD1063
TNBS TNBS

13. abra. (a) A mieloperoxidaz (MPO) enzim aktivitasanak és (b) az interleukin-6 (IL-6) szintjének
valtozasa a sigma-1 receptor (61R) agonista és antagonista kezelés hatasara TNBS colitisben
Atlag + SEM; n= 4-8/csoport; ##p<0,01 abszolut kontroll vs. TNBS; **p<0,01 TNBS vs. TNBS + kezelés;
&&p<0,01 50% EtOH vs. TNBS
50% EtOH: 50% etanol, TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, FLV: fluvoxamin

6.5. ¢IR ligandok hatdasdanak vizsgdlata az NF-xB p65-is alegységének és a HMGBI fehérje
expressziojara TNBS colitisben

Az NF-kB p65-0s alegysége gyulladasos folyamatokban magasabb expressziot mutat.
Eredményeink alapjan megallapithato, hogy TNBS kezelés hatasara szignifikansan nétt az NF-kB
p65-0s alegységének expresszidja a kontroll és az 50% EtOH csoporthoz képest (0,83 £ 0,09 vs.
0,54 + 0,05 és 0,5 = 0,05 relativ expresszio). FLV kezelés hatdsara szignifikdnsan csokkent a p65

expresszidja a TNBS csoporthoz viszonyitva (0,52 + 0,04 vs. 0,83 + 0,09 relativ expresszio),
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azonban meglepé médon a BD1063 dnmagaban és FLV-vel kombinacioban alkalmazva is a p65-
Os alegység szignifikansan alacsonyabb expresszidjahoz vezetett a TNBS csoporthoz viszonyitva
(0,48 £0,03 és 0,57 £ 0,08 vs. 0,83 £ 0,09 relativ expresszio) (14. a. abra).

A HMGBI gyulladasos faktor expressziojat Western blot technikaval vizsgaltuk. TNBS
kezelés hatasara a HMGBI1 expresszidja szignifikansan megemelkedett, mind az abszolat kontroll
(1,75 £ 0,165 vs. 1,35 £ 0,08 relativ expresszio), mind az 50% EtOH csoporthoz képest (1,75 +
0,165 vs. 1,36 = 0,07 relativ expresszid). Az FLV hatasos dozisa (1 mg/kg) szignifikdnsan
csokkentette a HMGB1 expresszidjat a TNBS csoporthoz viszonyitva (1,264 + 0,07 vs. 1,75 +
0,165 relativ expresszid). Erdekes médon a BD1063, valamint a kombinacids kezelés is
szignifikansan csokkentette a HMGB1 expressziot a TNBS csoporthoz képest (1,305 £+ 0,044 ¢és
1,258 £ 0,17 vs. 1,75 £ 0,165 relativ expresszio) (14. b. abra).
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14. abra. (a) A sigma-1 receptor (61R) szerepének vizsgalata a nuklearis faktor-k B (NF-kB) p65-os
alegységének és a (b) high mobility group box 1 (HMGBI1) fehérje kifejezédésére TNBS-indukalta
colitisben
Atlag + SEM; n= 5-9/csoport; *p<0,05 és **p<0,01 TNBS vs. TNBS + kezelés; #p<0,05 és ##p<0,01
abszolut kontroll vs. TNBS; &p<0,05 és &&p<0,01 50% EtOH vs. TNBS
50% EtOH: 50% etanol, TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, FLV: fluvoxamin

6.6. A 6IR-hoz kitheté kezelések hatdsanak vizsgalata a NOS enzimrendszerre TNBS-
indukalta gyulladdsban

Kisérleteink soran meghataroztuk a NOS enzim 2 izoforméjanak (eNOS, iNOS)
kifejezddését. Tapasztalataink alapjan megallapithatd, hogy az eNOS enzim szintje
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szignifikansan csokkent TNBS kezelést kovetden a kontroll csoporthoz képest (2,62 + 0,126 vs.
5,31 £ 0,52 ng/ml). A olR agonista FLV 1 mg/kg-0s ddzisa szignifikansan novelte az eNOS
szintjét a TNBS csoporthoz képest (4,21 + 0,66 vs. 2,62 + 0,126 ng/ml). A BD1063 c1R
antagonista esetében azonban nem tapasztaltunk valtozast a TNBS csoporthoz viszonyitva, a
kombinacios kezelés esetében pedig a BD1063 jelenléte megsziintette az FLV protektiv hatésat
(15. a. abra).

A gyulladdsos marker iNOS enzim expresszidjanak vizsgalata sordn azt tapasztaltuk,
hogy a TNBS kezelés szignifikansan megemelte az iNOS enzim expressziojat a kontroll
csoporthoz képest (0,53 £ 0,021 vs. 0 relativ expresszid). Tovabbd a cl1R agonista FLV
markansan csokkentette az iNOS enzim expresszidjat a TNBS csoporthoz viszonyitva, azonban a
kiilonbség nem volt szignifikans (0,255 £ 0,11 vs. 0,53 + 0,02 relativ expresszio). A BD1063 1R
antagonista adasa nem befolyasolta az iNOS enzim expresszidjat a TNBS csoporthoz képest,
valamint a két ligand egylittes alkalmazasa sem befolyasolta az iNOS kifejezddését a TNBS
csoporthoz viszonyitva (15. b. abra).
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15. abra. A sigma-1 receptor (61R) agonista és antagonista kezelés hatasanak vizsgalata az (a) eNOS és a
(b) INOS enzim szintjére TNBS-indukalta colitisben
Atlag + SEM; n= 5-8/csoport; *p<0,05 TNBS vs. TNBS + kezelés; ##p<0,01 és ###p<0,001 abszolit
kontroll vs. TNBS
50% EtOH: 50% etanol, TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, FLV: fluvoxamin, eNOS: endotelialis

nitrogén-monoxid-szintaz, iNOS: indukalhat6 nitrogén-monoxid-szintaz
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6.7. A IR agonista és antagonista kezelések hatdsa az UCHL-1 expresszidjara és a HO enzim
aktivitasara TNBS colitisben

Az UCHL-1 enzim expresszidjanak valtozasat Western blottal vizsgaltuk. Eredményeink
alapjan megallapithato, hogy az UCHL-1 expresszidja szignifikansan csokkent a TNBS kezelés
hatasara az abszolut kontroll csoporthoz képest (1,23 + 0,16 vs. 2,27 + 0,17 relativ expresszid). A
olR agonista FLV azonban szignifikdnsan novelte az UCHL-1 enzim expresszidjat a TNBS
csoporthoz viszonyitva (2,104 + 0,13 vs. 1,23 + 0,16 relativ expresszio), melynek mértéke az
abszolut kontroll csoportéhoz konvergalt. A BD1063 antagonista esetében az UCHL-1
expresszioja nem valtozott a TNBS csoporthoz képest, valamint a kombinécids kezelés esetében
a BD1063 megsziintette az FLV protektiv hatasat (16. a. abra).

A HO anti-inflammatorikus enzim aktivitasanak mértékére mérésiink soran a reakcioban
képz6do bilirubin mennyiségébdl kovetkeztettiink. Az eredmények alapjan megallapithato, hogy
a TNBS kezelés szignifikdnsan csokkentette a HO aktivitast a kontroll csoporthoz viszonyitva
(0,26 = 0,03 vs. 0,58 + 0,06 nmol bilirubin/h/mg fehérje). Meglepé modon mind az FLV (0,40 +
0,03 vs. 0,26 = 0,03 nmol bilirubin/h/mg fehérje), mind a BD1063 (0,40 £+ 0,04 vs. 0,26 = 0,03
nmol bilirubin/h/mg fehérje), valamint a két szer szimultan alkalmazasa is szignifikansan novelte
a HO aktivitast a TNBS csoporthoz képest (0,45 + 0,06 vs. 0,26 + 0,03 nmol bilirubin/h/mg
fehérje) (16. b. abra).

@) UCHL-1 expresszi6
3 A

P
=2
—~

HO aktivitas

N
~1

*k

£
=N
A

~
tn

%k

=)
h

*% sk

[ ]
L

#H

=]
-
=

it

(=]
-
w

[S
L
=]
"
[}

=
tn

UCHL-1/p-aktin
b
h
nmol bilirubin/h/mg fehérje
(=2
-

=]
=]

Absz. 50% TNBS FLV BD1063 FLV + Absz. 50% TNBS FLV BD1063 FLV +
kontroll EtOH BD1063 kontroll EtOH BD1063

TNBS TNBS

16. abra. (a) Az ubiquitn C-terminalis hidrolaz L1 (UCHL-1) expresszidjanak és a (b) hemoxigenaz (HO)
enzim aktivitasanak valtozasa sigma-1 receptor (61R) ligand kezelések hatasara colitisben
Atlag + SEM; n= 5-7/csoport; ##p<0,01 és ###p<0,001 abszolut kontroll vs. TNBS; **p<0,01 TNBS vs.
TNBS + kezelés
50% EtOH: 50% etanol, TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, FLV: fluvoxamin
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17. abra. Reprezentativ Abra a Western blot mérések eredményeibd6l
50% EtOH: 50% etanol, TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, FLV: fluvoxamin, UCHL-1: ubuquitin C-
termindlis hidrolaz L1, NF-kB p65: nuklearis faktor x B, HMGBL1: high mobility group box 1, iNOS:

indukalhaté nitrogén-monoxid-szintaz

6.8. 61R ligandkezelés hatdsa az oxidativ stressz marker 3-NT szintjére TNBS modellben

A 18. abran lathatd, hogy az oxidativ stressz marker 3-NT szintje szignifikdnsan
novekedett TNBS hatasara a kontroll csoporthoz képest (114,24 £ 4,29 vs. 73,93 £+ 5,38 nmol/l).
A olR agonista FLV kezelés szignifikansan csokkentette a 3-NT szintjét a TNBS csoporthoz
viszonyitva (79,17 £ 5,5 vs. 114,24 + 4,29 nmol/l), tovabba sem a BD1063 dnmagaban, sem a két
ligandum kombinacidja nem befolyasolta a 3-NT szintjét a TNBS csoporthoz képest.
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18. abra. A sigma-1 receptor (61R) hatasanak vizsgalata a 3-nitrotirozin (3-NT) oxidativ stressz marker
szintjére
Atlag + SEM; n= 5-9/csoport; *p<0,05 TNBS vs. TNBS + kezelés; #p<0,05 abszolit kontroll vs. TNBS
50% EtOH: 50% etanol, TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, FLV: fluvoxamin

6.9. A GSH szintjének valtozdasa, valamint a SOD enzim aktivitasanak vizsgdlata 1R aktivdcio
hatdsdra patkany colitisben

Az antioxidans tulajdonsagti GSH szintje szignifikans csokkenést mutatott 50%-0s EtOH
kezelés hatasara az abszolut kontroll csoporthoz képest (76,24 + 6,35 vs. 106,85 + 6,94 nmol/mg
fehérje). TNBS kezelés hatasara szignifikans csokkenést tapasztaltunk mind az 50% EtOH (47,74
+ 2,68 vs. 76,24 £+ 6,35 nmol/mg fehérje), mind az abszolat kontroll csoportokhoz viszonyitva
(47,74 £ 2,68 vs. 106,85 £ 6,94 nmol/mg fehérje). Az FLV hatasos dozisa szignifikdnsan novelte
a GSH szintjét a TNBS csoporthoz képest (70,19 = 7,62 vs. 47,74 + 2,68 nmol/mg fehérje),
tovabb a GSH szintje BD1063 és kombinacios kezelés hatasara sem valtozott a TNBS csoporthoz
viszonyitva (19. a. abra).

Az antioxidans SOD enzim aktivitdsat ELISA kit segitségével hataroztuk meg. TNBS-
indukalta colitisben a SOD aktivitasa csokkent az abszolut kontroll csoporthoz képest, azonban a
kiilonbség nem volt szignifikans. Az FLV kezelés enyhén novelte a SOD aktivitast, a BD1063,
valamint a kombinacioban adott két ligand pedig nem befolyasolta az enzim aktivitasat a TNBS

csoporthoz képest (19. b. abra).
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19. abra. A sigma-1 receptor (61R) aktivalasanak hatasa a glutation (GSH) szintre és a szuperoxid-
dizmutaz (SOD) enzim aktivitasara TNBS colitisben
Atlag + SEM; n= 5-11/csoport; *p<0,05 TNBS vs. TNBS + kezelés; #p<0,05 abszolit kontroll vs. TNBS;
&p<0,05 50% EtOH vs. TNBS; ap<0,05 abszolut kontroll vs. 50% EtOH
50% EtOH: 50% etanol, TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, FLV: fluvoxamin

6.10. A IR agonista és antagonista kezelés hatasinak vizsgdalata a Prdx izoformdira TNBS
modellben

Vizsgaltuk a o1R-asszocialt kezelések hatasat az antioxidans Prdx enzimcsalad 4
izoformajara (Prdx1, -2, -4, -6). 50% EtOH kezelés hatasara szignifikansan csokkent a Prdx2, -4
¢s -6-os izoforma szintje az abszolut kontroll csoporthoz képest (297,15 + 27,62 vs. 638,69 +
79,75; 545,66 + 53,03 vs. 1494,18 + 39,69; 53,88 &+ 6,33 vs. 106,12 £ 12,61 pg/g fehérje). TNBS
kezelés hatdsara mind a 4 izoforma szintje szignifikans csokkenést mutatott az abszolut kontroll
csoporthoz viszonyitva (0,19 + 0,01 vs. 0,4 + 0,03; 292,08 + 31,7 vs. 638,69 + 79,75; 554,57 +
79,86 vs. 1494,18 + 39,69; 48,02 + 5,79 vs. 106,12 + 12,61 pg/g fehérje). FLV kezelés hatasara
azonban csak a Prdx1 izoforma szintje emelkedett meg szignifikansan a TNBS csoporthoz képest
(0,33 = 0,05 vs. 0,19 + 0,01 pg/g fehérje). Tovabba az FLV kezelés enyhén novelte a Prdx2 és
Prdx6 izoformak szintjét, azonban nem befolyasolta a Prdx4 enzim kifejez6dését a TNBS
csoporthoz képest. Tovabba a BD1063, valamint a kombinacios kezelés sem befolyasolta a Prdx

izoformak szintjét a TNBS csoporthoz viszonyitva (20. abra).
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20. abra. (a) A sigma-1 receptor (61R) aktivaciojanak és gatlasinak hatasa a peroxiredoxin 1 (Prdx1), (b)
a Prdx2, (c) a Prdx4, valamint (d) a Prdx6 enzimek szintjére colonszovetben
Atlag + SEM; n= 5-12/csoport; *p<0,05 TNBS vs. TNBS + kezelés; #p<0,05 abszolut kontroll vs. TNBS;
ap<0,05 abszolut kontroll vs. 50% EtOH
50% EtOH: 50% etanol, TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, FLV: fluvoxamin
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7. Diszkusszio

Az IBD autoimmun megbetegedés, amely genetikailag fogékony egyénekben
manifesztalodik kiillonb6zd kornyezeti tényezok indukalé hatasara. A folyamatot kivalthatja a
szervezet normal mikrobiomja vagy akar a GI rendszer sajat sejtei és molekulai is [33]. Az IBD
terapias lehet6ségei jelenleg fOleg tiineti kezelést jelentenek, amely soran a cél a gyulladasos
folyamatok mérséklése ¢és az anti-inflammatdrikus mechanizmusok indukcidja. Az IBD
modellezése érdekében TNBS kezelést, majd a o1R feltételezett gyulladascsokkenté hatasanak
vizsgalata érdekében 1R agonista (FLV) és 1R antagonista (BD1063) szereket alkalmaztunk
i.c. Kisérletiink soran az FLV-indukalta olR aktivacié gyulladascsokkenté hatasa volt,
feltételezhetden tobbek kozott az IL-6 csokkentésén és az UCHL-1 enzim novelésén keresztiil,
valamint antioxidéns hatastinak bizonyult, a 3-NT csokkentése, a GSH novelése és a Prdx1 enzim
indukalasa révén. Eredményeink alapjan feltételezhetd a olR aktivacido protektiv,
gyulladascsokkentd, valamint antioxidans hatasa és ezzel terapias lehetdsége is IBD-ben.

A olR-al kapcsolatos kutatas kezdetben elsdsorban a kozponti idegrendszerre
korlatozddott, azonban egyre inkabb tisztazott, hogy a receptor a periférian is nagy jelentoséggel
birhat. Jelen munkank radioligand kompeticiés ¢€s szaturacios kotddési kisérletei alapjan
megallapithatd, hogy a colon szdvetben is kifejezddik a [H](+)-pentazocin kotdhely kozepes
mérték{i denzitassal. Hara és mtsai. [153] kisérletei alapjan megallapithato, hogy a 1R féleg a
mucosaban €s a plexus submucosusban lokalizalodik és a olR ligandok alkalikus anyagok
szekrécigjat indukaljak a GI traktusban.

A o1R a MAM-ban lokalizalt 2 TM doménnel rendelkezd receptor. A fehérje C- és N-
terminalisa az ER-lumenben talalhat6 [111]. A receptor 3 hidrofob régidja koziil az egyik a 1R
C-8 szterol izomerazzal valé nagyfoku homoldgidja miatt szterol-kotd domént, valamint két
szteroid-koté6 domént tartalmaz [154]. A receptor szerkezetét a 21. abra szemlélteti. A olR
kiilonlegességét specifikus ligandkotése is indikalja, mivel a o1R esetében nem a klasszikus
értelemben vett agonizmus ¢és antagonizmus valosul meg [155]. Feltételezések szerint, a 61R
ligandkotddése a receptoron torténd specialis nyitdodasi folyamattal megy végbe [125], amelynek
pontos mechanizmusa még nem tisztazott. Tovabba a jelenlegi eredmények alapjan a ligandok
csoportositasa a kovetkezOképpen alakul: agonistdk a ol1R aktivacidjat indukaljak, az

antagonistak jelenléte pedig a receptor csokkent mitkodéséhez vezethetnek [156].
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21. abra. A sigma-1 receptor (61R) topolégiai modellje
(Forras: Ruoho és mtsai., 2012 [154])

Erdekes modon szamos diverz szerkezetii farmakon mutat magas kotddési affinitast a
o1R-hoz [125]. Ezek alapjan a 61R szerepének vizsgalata kihivast jelent a kutatas soran, mert a
kiilonboz6 ligandok alkalmazasa sokféle egyéb mellékhatassal is jarhat. A nagyfoka diverzitas
miatt a 61R ligandok agonista vagy antagonista tulajdonsagaikat tekintve altalaban nehezen
elkiilonithet6k és hatasuk sokszor vitatott. A o1R ligandok feltételezhetden kétféleképpen fejtik
ki hatasukat a receptorra: a BiP- c1R komplex szabalyozasaval, valamint a c1R oligomerizacios
allapotanak befolyasolasaval. Tapasztalataink alapjan az i.c. alkalmazott hatdsos FLV doézis (1
mg/kg) szignifikinsan ndvelte a c1R denzitasat a colonszovetben a TNBS-indukalta colitis
csoporthoz viszonyitva. Tovabba FLV hatasara magasabb o1R expresszios szintet figyeltiink
meg, mig a BD1063 antagonista nem befolyasolta, a két ligand egyiittes alkalmazasa soran pedig
a BD1063 megsziintette az FLV c1R indukalé hatasat. A kapott eredményeink megfelelnek az
Omi és mtsai. altal tapasztalt megfigyeléseknek [157]. Munkajukban a 1R magasabb expressziot
mutatott in vitro alkalmazott FLV kezelés hatasara Neuro2a sejtekben. Erdekes modon Zhao és
mtsai. [158] (+)-pentazocint alkalmazva nem tapasztaltak szignifikans valtozast a 1R

expresszidjaban LPS-indukalta gyulladasban. Az emlitett eredményeink alapjan megallapitottuk,
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hogy a ol1R detektalhatd a colonszovetben és feltételeztiik, hogy az FLV feltehetéleg a c1R
aktivalasan keresztiil fejti ki protektiv hatasat TNBS-indukalta gyulladasban.

Az IBD egyik elsddleges tiinete a fekélyes elvaltozasok kialakulasa a Gl rendszer
kiilonboz6 szakaszain, amely CD esetében az egész GI traktust érinheti, CU esetében pedig
elsGsorban a colon utols6 harmada érintett [159]. Kisérleteink soran az IBD modellezésére a
TNBS-moédszert alkalmaztuk, amely soran a TNBS egyszeri i.c. alkalmazasaval akut gyulladas
idézhetd eld patkanyban. TNBS kezelés hatasara a kialakuld gyulladdas a CD-hez hasonlithato,
tehat jellegét tekintve transzmuralis, a bélfal minden rétege érintett, azonban a lokalizacidjat
tekintve inkabb a colitisre hasonlit, amely csak a vastagbelet érinti. Kisérleteink soran a TNBS-el
kezelt csoportban megfigyelheté volt az allatok sulyvesztése, valamint sulyos fekélyes
elvaltozasok megjelenése a vastagbélben, amelyet jellegzetes szovetmegvastagodas, nekrotikus
1€ziok és véromleny jellemzett. 1R aktivacié hatasara, amelyet az FLV agonista hatasos
dozisanak alkalmazasaval indukaltunk, szignifikdns csokkenést tapasztaltunk a fekélyes
elvaltozasok kiterjedésében ¢és sulyossagaban. Ezzel szemben, a olR antagonista BD1063
sulyosbitotta a TNBS okozta karosodast, a kombinaciéban alkalmazott két 1R ligand esetében
pedig az FLV-indukalta protekcid megsziinését tapasztaltuk. Az FLV 1 mg/kg-os doézisanak
gyulladascsokkent6 hatékonysaga a klinikumban alkalmazott SASP-hoz volt hasonlithato.

Szamos SSRI antidepresszans szerrdl kideriilt, hogy gyulladdscsokkenté hatassal,
valamint magas kot6dési affinitassal rendelkezik a c1R-hoz. Az affinitas mértékének sorrendje
SSRI-k esetében a kovetkez6: FLV > szertralin > fluoxetin > escitalopram > citalopram >>
paroxetin [160]. Az SSRI antidepresszansok a szerotonin visszavételét gatolva fejtik ki hatasukat,
mellyel a szerotonin tovabb marad a szinaptikus térben és tovabb fejti ki protektiv hatasat.

A szerotonin fontos szerepet jatszik a bélmotilitisban és a normal, fiziologias funkciok
fenntartasaban [161]. IBD-ben, valamint az IBD allatmodelljeiben megnovekedett 5-HT szint
tapasztalhatd. A magasabb 5-HT szint pro-inflammatoérikus szignalnak tekinthetd, és ez
feltételezések szerint hozzajarulhat a kisérletes IBD modellekben a gyulladas kialakulasahoz
[162]. Ghia és mtsai. [163] altal végzett kutatas alapjan megallapithatd, hogy a bélrendszerben
lokalisan, paraklorofenilalaninnal gatolt 5-HT szintézis protektivnek bizonyult DSS-indukalta
colitisben. Mivel az FLV SSRI hatasmechanizmusu antidepresszans, ezért feltehetd, hogy a
lokalis FLV kezelés kisérleti elrendezésiinkben is novelte az 5-HT szintjét az FLV szerotonin

transzporter (SERT) receptorokhoz vald kotddése révén. Linden és mtsai. [164] munkajuk soran

50



azonban azt tapasztaltak, hogy a fluoxetin kezelés TNBS colitisben a csokkent SERT expresszio
miatt nem befolyasolta az 5-HT szintjét. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy az SSRI-k
fiziologias koriilmények kozott novelhetik az 5-HT szintjét a bélrendszerben a SERT-en
keresztiil, azonban, mivel a gyulladds csokkent SERT expresszioval karakterizalt, igy a SERT
szerepe kevésbé jelentds gyulladasos kozegben. Azonban, mivel az 5-HT IBD-ben betoltott
szerepe vitatott, ezért nem kizarhatdo, hogy a kapott eredményilinkhéz, a gyulladas
csokkentés¢hez, az FLV-altal modulalt 5-HT metabolizmus valtozasa is hozzajarulhatott. Annak
vizsgalata érdekében, hogy esetiinkben a gyulladascsokkentd hatds valoban a cl1R aktivalasan
keresztiil valosult-e meg, teszteltilk az FLV hatasat a 61R antagonista BD1063 jelenlétében. Az
eredmények alatimasztottak hipotézisiinket, mivel az antagonista jelenléte megsziintette az FLV-
indukalta protekciot. Eredményeink megegyeznek Elsaed és mtsai. [165] altal végzett kutatassal,
amely sordn a per os alkalmazott FLV szignifikansan csokkentette a gyulladas mértékét stressz-
indukalta gyomorfekély modellben. Tovabba Rosen és mtsai. [121] eredményeik alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az FLV gyulladascsokkent6 hatasa a c1R-on keresztiil valosul meg
és feltételezték az inozitol-fliggd enzim-1 (IRE1), egy ER-lokalizalt pro-inflammatoérikus faktor
szerepét a folyamatban.

Kisérletes gyulladasos modellek esetében a karositd stimulus ideje alatt vagy a kezelés
soran fenntartott normal véraramlas is fontos szerepet jatszhat a protekciod kialakuldsaban [166].
Megfigyelték, hogy mindaddig, amig a normal véraramléds fenntartott, még karositd stimulus
hatdsara sem vagy alig alakul ki fekélyes elvaltozas. Megemlithetd egy kutatds, amelyben
bizonyitottak, hogy a ghrelin gyulladascsokkentd hatasat feltehetéleg a normal véraramlas
fenntartdsaval valtja ki DSS-indukalta patkany colitisben, ezzel indikélva a normal véraramlas
fontossagat a fekélyes elvaltozasok gyogyulasaban [167]. Tovabba ez a jelenség szintén
alatamasztast nyert obesztatin (a ghrelin gén egy masik produktuma) kezelés hatasara, mind
TNBS-indukalta gyulladasban [168], mind ecetsav-indukalta fekélyes elvaltozasban [169]. Egy
masik tanulmanyban kideriilt, hogy az FLV-indukalta olR aktivici6 védd hatasu rendlis
ischemia-reperfizidés sériilésben, azaltal, hogy javitja a vese vérellatasat [170]. Tovabba a
fluoxetinrdl kidertilt, hogy noveli a véraramlast patkdny stroke modellben, érdekes moddon
szerotonin-independens Gtvonalon [171]. Jelen dolgozat irasakor, mivel az FLV ezen hatasa még

nem tisztazott a Gl traktusban, elképzelhetonek tartjuk, hogy az FLV gyulladascsokkent6é hatasat
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a olR-on keresztiil részben a mucosalis véraramlas novelésével is kifejthette, amely
hozzajarulhatott a gyulladascsokkentdé hatashoz TNBS colitisben.

Munkank soran, a clR-indukalta gyulladascsokkentd folyamat molekularis hatterének
feltérképezése érdekében mért paramétereket és a kapott eredményeinket a 22. abra foglalja
0ssze.
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............. feltételezett hatas Sejtmag

22. abra. A sigma-1 receptor (61R) feltételezett protektiv mechanizmusa eredményeink alapjan
o1R: sigma-1 receptor, 3-NT: 3-nitrotirozin, HO-1: hemoxigenaz-1, iINOS: indukalhat6 nitrogén-monoxid-
szintaz, eNOS: endothelialis nitrogén-monoxid-szintaz, UCHL-1: ubiquitin C-terminalis hidrolaz L1, GSH:
glutation, IL-6: interleukin-6, IRE-1: inozitol valaszelem-1, BiP: binding immunoglobulin protein, MAM:
mitokondrium-asszocialt endoplazmatikus retikulum (ER) membran, Prdx1: peroxiredoxin-1, NF-xB p65:
nukledris faktor k B p65-6s alegység, HMGBL1: high mobility group box 1
(Forras: Almasi és mtsai, 2020, modositva [172])

Az UCHL-1 egy deubiquitinalé enzim, amelynek immunszupressziv szerepe is egyre
inkabb tisztazott. Gu és mtsai. [173] multipotens mezenchimalis sztroma sejtekben az UCHL-1
anti-inflammatorikus, valamint a pro-inflammatorikus citokinek UCHL-1 expresszié aktivalo

hatasarol szamoltak be. Jelen tanulmanyunk szerint az FLV kezelés szignifikansan ndvelte az

52



UCHL-1 expressziojat, amely hatast a BD1063 cl1R antagonista jelenléte megsziintetett. A
kombinacios kezelés soran kapott eredmény alapjan feltételezziik, hogy kapcsolat allhat fenn a
olR liganddal torténd kezelés és az UCHL-1 expresszidjanak valtozasa kozott. Tovabba
vizsgaltuk a kezelések hatasat az IL-6 pro-inflammatorikus citokinre, amely fontos szerepet
jatszik az IBD patogenezisében [174]. Azt tapasztaltuk, hogy az FLV kezelés csokkentette az IL-
6 szintjét a colonszdvetben. BD1063 kezelés hatasara nem tapasztaltunk véaltozast az IL-6
szintjében a TNBS csoporthoz képest, azonban kombinacids kezelés hatasara érdekes modon az
IL-6 szintje az FLV kezeléshez hasonldan alakult. Ez esetben magyarazatként feltételezziik, hogy
az FLV-indukalta IL-6 szint csokkenése 61R dependens, azonban mivel az alkalmazott ligandok
effektiv dozisai nem egyforma tartomanyba esnek, igy elképzelhetd, hogy az FLV mar
alacsonyabb dozisban is szignifikansan csokkenthette az IL-6 citokin szintjét még az antagonista
jelenlétében is. Rosen és mtsai. [121] c1R KO egerekben magasabb IL-6 szintet tapasztaltak,
amelyet az FLV kezelés szignifikansan lecsokkentett 61R-IRE1-dependens tutvonalon. Jelen
kutatasi eredményeink alapjan feltételezziik, hogy az FLV-indukalta gyulladascsokkentd hatas a
olR-on keresztiil, az UCHL-1 megnovekedett expresszidjan, valamint az IL-6 citokin
csokkenésén keresztiil valosult meg.

A pro-inflammatorikus MPO enzim aktivitisa a gyulladdsos folyamatok korai
indikatoraként elfogadott marker, amelynek szintje korrelal a gyulladas kiterjedtségével,
stilyossagaval és a neutrofil granulocita akkumulacioval [175]. BD1063 kezelés hatasara az MPO
enzim aktivitaisaban nem tapasztaltunk valtozast, azonban az enzim aktivitdsa markans
csokkenést mutatott az FLV kezelés kovetkezményeként. A HO enzim anti-inflammatorikus
hatasa ¢és ezzel terapias lehetdsége is felmertilt IBD-ben. Kutatocsoportunk korabbi eredményei
alapjan a HO enzim aktivalasa protektivnek bizonyult TNBS colitisben [176]. Mindezekkel
Osszhangban, jelen munkénk soran FLV kezelés hatasara a HO enzim aktivitdsdnak szignifikans
novekedését figyeltiik meg. Mendez-David és mtsai. [177] a fluoxetin HO-1 expresszié indukalo
hatasarol szamoltak be, amely folyamatot egy HO-1 promotal6 transzkripcios faktor, a nuklearis
faktor eritroid 2-vel osszefiiggd faktor 2 (Nrf2) indukcidjanak tulajdonitottak. Erdekes modon,
jelen munkéank sorén, az FLV és a BD1063 kezelés hatisara is HO enzimaktivitds novekedést
tapasztaltunk, azonban mivel az alkalmazott két 1R ligand pontos szignalizaciés mechanizmusa
még nem ismert, ezért feltételezziik, hogy a BD1063 is indukcids szignal lehet a HO enzim

esetében. Lehetséges magyarazatként Pal és mtsai. [140] altal végzett kutatas emlitheté meg,
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amelyben o1R KO egerekben, valamint BD1063-al torténé kezelés hatasara is megnovekedett
ROS szintet tapasztaltak. Mivel a ROS-okat a HO enzim egyik f6 indukcios jeleiként tartjuk
szamon [178], igy elképzelhetének tartjuk, hogy esetiinkben a BD1063 altali HO indukcio a
BD1063 ROS general6 hatasan alapult.

A NOS enzimeket a gyulladasos folyamat fontos modulatoraiként irtak le IBD-ben. A 3
NOS izoforma ko6ziil az iNOS nagy mennyiségben termel NO-t, amely hozzajarul a gyulladas
kialakulasdhoz, mig az eNOS kisebb mennyiségben, de folyamatosan termeli a NO-t, amely
nélkiilozhetetlen a megfeleld colon homeosztazis biztositasahoz [179]. Jelen kisérletiinkben FLV
kezelés hatasara csokkent iINOS expressziot €s megnovekedett eNOS szintet tapasztaltunk, mig
az antagonista BD1063 alkalmazasa megsziintette az FLV protektiv hatdsat mindkét izoforma
esetében. Vagnerova és mtsai. [180] a 61R agonista (+)-pentazocinnal valoé kezelés hatasara
C57/B16 egerek agyszovetében csokkent iNOS szintet tapasztaltak. Tovabba Bhuiyan és mtsai.
[181] ovariektomizalt patkanymodellben azt tapasztaltadk, hogy a ol1R agonista tulajdonsagu
dehidroepiandoszteron kezelés visszaallitotta a csokkent eNOS szintet hipertenzio-indukalta vese
hipertrofia modellben.

A sejtmagi gyulladast indukaldé mediatorok, mint az NF-xB ¢és a HMGBI, IBD
patogenezisében betdltott szerepét mar szamos tanulmanyban bizonyitottak. Kutatdsunk soran azt
tapasztaltuk, hogy TNBS-indukalta colitisben megemelkedett az emlitett két pro-inflammatorikus
paraméter expresszioja. FLV kezelés hatasara mind az NF-kB p65-6s alegysége, mind a HMGB1
kifejezddése csokkenést mutatott, azonban érdekes mdédon BD1063 és kombindcios kezelés
hatasara is csokkenést tapasztaltunk mindkét paraméter esetében. Meunier és mtsai. [182] kinai
horcsdg petefészek sejtvonalon végzett kutatasa soran, 1R knockdown koriilmények kozott az
NF-xB indukcidjat tapasztalta. Tovabba Hyrskyluoto és mtsai. [183] megnovekedett NF-xB p65-
Os alegység expressziot tapasztaltak neuronalis PC6.3 sejtekben a 61R agonista PRE084 kezelés
kovetkezményeként. Zhang és mtsai. [184] munkajuk soran, a olR altal kozvetitett drog, a
metamfetamin, alkalmazasanak hatasara a HMGBI1 expresszidjanak és a p65-0s alegység
a 61R antagonista BD1047-¢l valo elokezelés csokkentette a p65-0s alegység sejtmagba torténd
transzlokalodasat. Ez az ellentmondés az altalunk tapasztaltakkal, feltételezhetden a kiilonb6zo,
in vitro ¢és in vivo modellek alkalmazasanak tulajdonithato. Mindemellett, mivel a BD1063

antagonista hatasanak szignalizacids Utvonala még nem teljesen ismert, ezért elképzelhetd, hogy
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a BD1063 csokkentette a HMGB1 és az NF-kB p65 alegység expresszidjat egy egyelore
ismeretlen Gtvonalon.

A gyulladasos folyamatok mellett egyre inkabb tisztazott, hogy az oxidativ stressz is
fontos szerepet jatszik az IBD patogenezisében [66]. Tovabba a olR-rol kideriilt, hogy
aktivacioja patologias koriilmények kozott csokkenti az ER stresszt, valamint az oxidativ stresszt
[148]. A 3-NT oxidativ stressz marker TNBS kezelés hatasara esetiinkben novekedést mutatott.
Pal és mtsai. [140] c1R KO egerek tiidejében, valamint majaban tapasztalta az oxidativ stressz
marker novekedését és fokozott ROS termelddést. Tovabba megfigyelték COS7 sejtvonalon,
hogy BD1063 kezelés hatasara szignifikansan emelkedett a ROS-0k szintje, mig (+)-pentazocin
kezelés hatasara ROS csokkenést tapasztaltak. Jelen munkank soran kapott eredmények
Osszhangban éllnak a fent emlitett eredményekkel, mivel a 1R agonista FLV hat4sara a 3-NT
csokkenését, BD1063 kezelés esetén viszont a 3-NT szint ndvekedését tapasztaltuk.

A GSH a szervezet egyik legfontosabb antioxiddns tulajdonsagli thiol tartalmu
molekuldja. Pal és mtsai. [140] 1R KO egerek majaban az oxidalt GSSG forma magasabb
expressziojat mérték, ezzel ravilagitva, hogy a cl1R szintje feltehetdleg ellentétes Osszefliggést
mutat az oxidativ stressz mértékével. Ezt a megfigyelést eredményeink is alatimasztjak, mivel
FLV kezelés hatasara GSH szint novekedést, BD1063 kezelés hatasara pedig GSH depléciot
tapasztaltunk. Tovabba Dursun és mtsai. [185] indomethacin-indukalta gyomorfekély modellben
azt tapasztaltdk, hogy a kiilonbozé dozisu orélisan alkalmazott FLV, dézis-fiiggdé modon
gyulladascsokkenté hatasunak bizonyult az antioxidans utvonalak serkentése révén. Erdekes
médon Weng és mtsai. [186] 61R KO egerek agyaban megfigyelték, hogy a olR hianya
kompenzatorikus tutvonalak indukcidjahoz vezetett, amelynek koszonhetden aktivalodtak az
antioxidans valaszelemek (ARE) és igy az oxidativ stresszt csokkenté tutvonalak. Eredményeink
alapjan azonban feltételezziik, hogy a olR a kozponti idegrendszerben tapasztaltakkal
ellentétben, a periférian aktivalhatja az ARE-t. Ezt alatimasztva, Pal és mtsai. [140] 1R KO
COS-7 sejtekben magasabb ARE aktivaciot és SOD1 expressziot tapasztaltak o1R transzfekcid
hatasara. Tovabbi novekedést tapasztaltak az ARE aktivacidban és a SODI1 expresszioban (+)-
pentazocin kezelés hatdsara, valamint csOkkenés volt megfigyelhetd a haloperidol cl1R
antagonista alkalmazasanak kovetkezményeként. Esetiinkben a SOD enzim aktivitasa FLV-
kezelés hatasara markans emelkedést mutatott, amely Elsaed és mtsai. altal tapasztalt

eredményeknek megfeleld. Elsaed és mtsai. [165] stressz-indukalta gyomorfekély modellben
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figyelték meg az oralisan alkalmazott FLV kezelés SOD indukaldé hatasat, valamint a
gyomorfekély kiterjedésének csokkenését.

Az antioxidans rendszer tovabbi fontos résztvevoi a Prdx csaladba sorolhatd peroxidaz
enzimek. Emlésokben 6 izoformat kiilonboztetiink meg (Prdx1-6), amelyek terapias potencialja
felmertilt az IBD kezelésében [78]. Zhang és mtsai. [187] patkany dorzalis gyokér idegdticban azt
tapasztaltak, hogy TNBS kezelés hatasara csokkent a Prdxl enzim szintje, amely a kapott
eredményeinkkel megegyez6. Tovabba Hsieh ¢és mtsai. [188] sulyos fekélyes
Horie és mtsai. [78] javasoltak a Prdx1 szint vizsgalatat az aktiv CU allapot indikatoraként,
valamint az CU-asszocialt karcinogenezis lehetséges markereként. Prdx4 KO egerekben végzett
vizsgalatok alapjan Pfeuffer és mtsai. [80] stilyosabb gyulladas kialakulasarol szamoltak be DSS
expozicio hatasara, mig Melhem és mtsai. [81] Prdx6 KO egerekben kisebb fokt gyulladast és
csokkent fekélyképzodést tapasztaltak DSS kezelés hatdsara. Jelen tanulmanyunkban, a TNBS
mind a 4 vizsgalt Prdx izoformat csékkentette, azonban csak a Prdx1, -2 és -6-os izoformara volt
lathatoan hatassal a 61R-hoz k&thetd agonista €s antagonista kezeléslink. FLV kezelés hatasara a
Prdx1 enzim szintje szignifikansan nétt a TNBS csoporthoz képest, illetve a Prdx2 és -6-0s
izoformak is markans novekedést mutattak. Az FLV-indukalta protekciot a kombinacios kezelés
soran alkalmazott BD1063 megsziintette. A dolgozat irdsakor a 1R ¢€s a Prdx enzimek kozotti
kapcsolattal eddig egy publikacio foglalkozik [140], melyben 61R KO egerekben megemelkedett
Prdx6 szintet tapasztaltak. Ez az eredmény ellentétes az altalunk tapasztalttal, mivel BD1063
kezelés hatasara csokkent Prdx6 szintet, FLV hatasara pedig enyhe emelkedést lattunk. Ez az
eltérés feltehetdleg a kiilonbozo allatmodellek alkalmazéasaval magyarazhato.

Osszességében eredményeink alapjan feltételezhetd az FLV altali 61R indukci6 gyulladas
¢s oxidativ stressz csokkentd hatasa a periférian. Mivel azonban a c1R-hoz ko6t6dd ligandok
nagyfoku diverzitdst mutatnak, igy a tobbi agonista ligand hatasanak és az FLV-indukalta
protekcid pontos mechanizmusanak feltérképezése érdekében tovabbi kutatas sziikséges.
Eredményeink segithetnek az IBD 1) terdpids lehetdségeinek kifejlesztésében, valamint

hozzajarulhatnak a 61R szerepének pontosabb megismeréséhez.
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9. Tartalmi dsszefoglalo

A gyulladdsos bélbetegségek (IBD) autoimmun lefolydsu idiilt gyulladassal jaro
gasztrointesztindlis megbetegedések. Két f6 tipusa a Crohn betegség (CD) €s a colitis ulcerosa
(CU), amelyek elkiilonitése klinikai vizsgalatok, radioldgiai eltérések €s endoszkdpos vizsgalat
alapjan lehetséges. Annak ellenére, hogy az IBD a kutatds intenziv részét képezi, pontos
patogenezise még nem teljesen ismert. Azonban egyre inkdbb tisztdzott, hogy a betegség
kialakulasdban genetikai faktorok, kornyezeti tényezok, kiilonb6z6é immunoldgiai folyamatok,
immundiszregulacié, valamint a szervezet mikrobiomja jatszik kozre. Jelenleg az IBD terapids
lehetdségei kozil alkalmazhatok szalicilsav-szarmazékok, kortikoszteridok,
immunszupresszansok, bioldgiai terdpia, valamint kiilonb6z6 mitéti beavatkozasok. Mivel az
IBD jelenleg nem gydgyithatd betegség, ezért az 1 terdpias célpontok és a kevesebb
mellékhatassal jard kezelések kifejlesztése nélkiilozhetetlen.

A sigma-1 receptor (clR) egy a mitokondrium-asszocialt endoplazmatikus retikulum-
membranban (MAM) lokalizalodo chaperon fehérje. A 1R evolucidsan konzervalt, azonban
szekvencia homologidt érdekes mdédon emlds fehérjékkel nem, csak az élesztd szterol C-8
1izomerazzal mutat. Szdmos tanulmany igazolja, hogy kiilonb6z6 stressz faktorok vagy a clR
agonistakkal torténd kezelés 1R aktivaciot indukal, amely gyulladascsokkentd és antioxidans
utvonalak aktivacigjahoz vezet. A olR-hoz diverz farmakologidju ligandok kotédnek, mint a
benzomorfan-szarmazékok, antihisztamin, antifungalis szerek és szerotonin visszavétel gatlok
(SSRI). Az antidepresszans tulajdonsagi SSRI fluvoxaminrdl (FLV) kideriilt, hogy magas
affinitassal kotédik a ol1R-hoz, wvalamint kisérletes gyulladasos modellekben anti-
inflammatoérikusnak bizonyult.

Doktori munkam soran célul tiiztik ki a olR szerepének vizsgalatat 2,4,6-trinitrobenzol-
szulfonsav (TNBS)-indukalta patkany colitis modellben. Kisérleteink els6 felében célunk volt a
colonszovet 61R denzitasanak vizsgalata. Majd célul tiiztiik ki in vivo végzett kisérleteink soran a
olR aktivacio vizsgalatat specifikus agonista (FLV) alkalmazasaval, csokkent aktivitasat pedig
antagonista kezeléssel (BD1063). Tovabba célunk volt a c1R ligandok (FLV, BD1063) hatasos
dozisanak beallitasa a TNBS-indukalta gyulladasra kifejtett hatasuk alapjan, valamint a hatasos
FLV doézis alkalmazasaval a protektiv hatds molekularis hatterének feltérképezése. Kutatasunk
soran BD1063 antagonista a c1R csokkent aktivitdsdt modellezte, a kombinacids kezelés soran

pedig az agonista és antagonista szimultan alkalmazasakor feltételeztiik, hogy a biokémiai
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paraméterekben tapasztalt valtozas ol1R-regulalt folyamat, ha az antagonista megsziintette az
agonista-indukalta protekciot. Az FLV-indukalta protekciéo molekularis hatterének feltérképezése
érdekében gyulladasos markereket, valamint oxidativ stresszhez kothetd faktorokat mértiink.
Vizsgalatainkat him Wistar Hannover patkanyokon végeztilk TNBS-indukalta colitis modellben,
amely hatékony ¢€s relative konnyen reprodukalhatdé moddszer a betegség tanulmanyozasara. Az
allatok enyhe altatasban kaptak intracolonalisan (i.c.) 10 mg 50%-o0s etanolban oldott TNBS-t. A
haptenald agenseket tartalmazé TNBS transzmuralis gyulladasos koriilmény vizsgalatat teszi
lehetévé specifikus T-sejt aktivacioval és citokinvalasszal. A o1R szerepének vizsgalatat i.c.
alkalmazott FLV ¢és BD1063, valamint kombinacids kezeléssel vizsgaltuk. A colon clR
denzitdsanak valtozasat a TNBS ¢és az FLV kezelés hatdsira 1R Szaturaciés méréssel hataroztuk
meg. Az FLV hatdsos dozisat in vivo hataroztuk meg kiilonb6z6 doézisok TNBS-indukalta
gyulladésos 1éziora gyakorolt hatdsdnak vizsgélataval. A hatasos dozis kivalasztisa utan a c1R-
indukalta protekcio hatterében 1évé mechanizmusok feltérképezése érdekében gyulladdsos
faktorokat és oxidativ stressz markereket mértiink. Gyulladasos faktorok koziil vizsgaltuk a
mieloperoxidaz (MPO), az interleukin-6 (IL-6), a nuklearis faktor kappa B (NF-kB) p65-0s
alegység, a high mobility group box 1 (HMGBL1), az endothelialis nitrogén-monoxid-szintaz
(eNOS) és az indukalhaté nitrogén-monoxid-szintaz (INOS), valamint az ubiquitin C-terminalis
hidrolaz L1 (UCHL-1) kifejez6dését. Az oxidativ stresszhez kothetd molekuldk koziil a 3-
nitrotirozin (3-NT), a hemoxigenaz (HO) aktivitas, a glutation (GSH), a szuperoxid-dizmutaz
(SOD) aktivitas, valamint a peroxiredoxin (Prdx) rendszer 4 izoformajanak szintjét hataroztuk
meg.

Eredményeink alapjan megallapithato, hogy a 61R kozepes denzitdst mutatott a colonszdvetben.
TNBS kezelés hatasara a 61R sziginifikdnsan lecsokkent, amelyet az FLV beaddsa az abszolut
kontroll csoport értékeihez hozott vissza. A TNBS-indukalta gyulladt fekélyes elvaltozasokat az
FLV hatasos dozisa szignifikansan csokkentette, a BD1063 ol1R antagonista azonban
szignifikansan stlyosbitotta, valamint a két ligand hatasos do6zisdnak szimultan alkalmazasa
(kombinacids kezelés) megsziintette az FLV-indukalta protekciot. Tovabba megfigyeltiik, hogy
az FLV kezelés szignifikdnsan ndvelte a olR expresszidjat, azonban kombinacids kezelés
hatasara nem tapasztaltunk valtozast a 1R expresszidjaban a TNBS csoporthoz képest. Az FLV-
indukalta protekcio molekularis hatterében eredményeink alapjan a gyulladasos faktorok koziil az

IL-6 szint csokkenését, az UCHL-1 enzim megndvekedett expresszidjat, a HO aktivitas
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novekedését és az NF-kB p65-0s alegységének, valamint a HMGBI1 nuklerdis mediator
kifejezOdésének csokkenését, illetve a NOS izoformak esetében az FLV iNOS csokkentd és
eNOS serkentd hatasanak szerepét feltételezziik a protekcido kialakulasdban. Az oxidativ
stresszhez kothetd faktorok esetében a 3-NT csokkenésének, a GSH novekedésének és a Prdxl
enzim szint emelkedésének tulajdonitunk jelentds szerepet.

Osszességében megallapithatd, hogy a clR aktivdlasa FLV agonista adasaval protektivnek
bizonyult a gyulladasos folyamatok és az oxidativ stressz csOkkentésén keresztiil patkany
colonban. Mivel a 61R-hoz k6t6d6 ligandok nagyfoku diverzitast mutatnak, igy a tobbi agonista
ligand hatdsdnak ¢és az FLV-indukalta protekcid6 pontos mechanizmusanak feltérképezése
érdekében a jovOben tovabbi kutatds sziikséges. Eredményeink hozzajarulhatnak a o1R
szerepének pontosabb megértéséhez, valamint segithetnek az IBD 1j terapias lehetéségeinek

kifejlesztésében.
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10. Summary

Inflammatory Bowel diseases (IBDs) are chronic disorders of the gastrointestinal tract. The 2
main forms of the disease are Crohn’s Disease (CD) and colitis ulcerosa (CU) which can be
distinguished by clinical features, radiological alterations and endoscopic examination. Besides
its extensive research, the pathogenesis of IBD is still not precisely known. However, it is
increasingly clear that genetic predisposition, environmental factors, immunological processes
and the microbiome seem to play a role in the pathomechanism of IBD. Current therapeutic
options against this disease are 5-aminosalicylic acid derivatives, corticosteroids,
immunosuppressants, biological therapy and surgical interventions. Since IBD is a non cureable
disease currently, new therapeutic targets and the development of novel therapeutic options with
less side effects are urgently needed.

Sigma-1 receptor (c1R) is a chaperon located in the mitochondria-associated endoplasmic
reticulum membrane (MAM). 61R is evolutionary conserved, however, it shows no sequence
homology with any other mammalian protein. Interestingly, 1R shows homology with the yeast
C-8 sterol isomerase but the receptor lacks isomerase activity. Several research showed that the
activation of 61R by various stress stimuli or the presence of its agonist induce anti-inflammatory
and antioxidant pathways. Highly diverse ligands show high affinity to olIR, such as
benzomorphans, antihistamins, antifungal agents and serotonin reuptake inhibitors (SSRI). The
antidepressant SSRI fluvoxamine (FLV) shows high affinity to 61R and furthermore, it showed
anti-inflammatory effects in several experimental models.

In my doctoral thesis, our aim was to examine the effects of the 1R in 2.4,6-trinitrobenzene
sulfonic acid (TNBS)-model of colitis. Firstly, our aim was to determine the density of 61R in the
rat colonic tissue. Then we administered a specific 61R agonist, FLV, which cause the activation
of the receptor, and BD1063 antagonist was used as a model of a reduced cl1R activity. To
determine the effective doses of the two c1R ligands we observed their effects on colonic ulcers.
The effective doses of the agonist and antagonist was also administered simultanously as a
combined treatment. In that case we presumed that the alterations in the biochemical parameters
were ol1R-mediated when the antagonist abolished the protective effect induced by the agonist.
To clarify the FLV-induced protection inflammatory mediators and oxidative stress markers were

measured.
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Our experiments were done using the TNBS-induced model of colitis in Wistar Hannover rats.
TNBS colitis is an effective and well reproducible model to study IBD. Under mild anesthesia,
animals were injected intracolonically (i.c.) with 10 mg/kg dose of TNBS dissolved in 50%
ethanol. TNBS causes transmural inflammation with CD-like specific T cell activation and
cytokine profile. The role of the 61R were examined with i.c. administered FLV, BD1063 and the
combination of the effective doses of the two ligands. c1R density of the colon was measured by
saturation binding experiments with [3H](+)-pentazocine. The effective dose of FLV was selected
in vivo through measuring its effect in TNBS-induced colonic lesions. The FLV-mediated
protection then were examined through the measuring of inflammatory and oxidative stress
markers. According to inflammatory markers myeloperoxidase (MPO), interleukin-6 (IL-6), p65
subunit of nuclear factor-x B (NF-«kB), high mobility group box 1 (HMGB1), endothelial nitric
oxid synthase (eNOS), inducible nitric oxide synthase (iNOS) and ubiquitin C-terminal hidrolase
L1 (UCHL1) were measured. Among oxidative stress markers, we determined 3-nitrotyrosine (3-
NT), heme oxygenase (HO), glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD) and 4 isoforms of
the peroxiredoxin (Prdx) enzyme family.

Based on our results, c1R showed moderate density in the colonic tissue. After TNBS enema,
olR density significantly decreased which effect was reversed by the treatment with FLV. In
Wistar Hannover rats FLV administration resulted in a significantly reduced ulceration compared
to TNBS, while BD1063 significantly elevated the severity of ulcers in the colon. In our
combined treatment we found that the presence of the antagonist abolished the protective effect
of FLV. Furthermore, we measured a significant increase in the expression of c1R itself after
FLV treatment, while in the combined treatment this effect was abolished by the presence of the
antagonist. Based on our biochemical measurements, the following alterations seemed to play a
role in FLV-induced protection: the reduced level of IL-6 cytokine, the elevated expression of
UCHL-1, the increased activity of HO enzyme, the reduced expression of NF-kB p65 and
HMGB1 and according to NOS isoforms, the FLV-induced decrease in iNOS expression and the
increase in eNOS levels. In addition, among oxidative stress markers, the decreased levels of 3-
NT and the elevated levels of GSH and Prdxl seem to contributed to the olR-associated
protective mechanism in TNBS-induced rat colitis model.

In summary, our current study shows evidence for the protective anti-inflammatory and

antioxidant mechanism of FLV-induced olR activation in TNBS colitis. Besides the high
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diversity of olR ligands, further investigations are needed whether other ligands show this
protective effect in TNBS colitis. Furthermore, additional examinations are also needed to clarify
the exact mechanism of the FLV-induced protection in TNBS-induced colitis. Our current results
may shed light to the better understanding of the role of c1R and may contribute to develop new
therapeutic options against 1BD.
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