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2 Rövidítések jegyzéke 

 

Rövidítések jegyzéke 
CD Crohn-betegség 

CU Colitis ulcerosa 

ECM extracelluláris mátrix 

ELISA enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgálatok 

IBD gyulladásos bélbetegségek 

I.C. intra colonális 

IL-6 Interleukin 6 

JNJ 10191584 H4 receptor antagonista (5-chlorobenzimidazolyl N-

methylpiperazine carboxamide) 

JNJ 26993135 LTA4H inhibitor (1-[4-(benzothiazol-2-yloxy)-benzyl]-piperi-

dine-4-carboxil-sav) 

LTA4H leukotrién A4 hidroláz  

LTB4 leukotrién B4 

MMP mátrix metalloproteináz 

MMP-9 mátrix metalloproteináz 9 

MPO mieloperoxidáz aktivitás 

TIMP szöveti MMP inhibitor 

TIMP-1 szöveti MMP inhibitor 1 

TNBS 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav 

TNF- tumornekrózis faktor-alfa 
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leukotrién B4 inhibitor, MMP-9, TIMP-1  
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Bevezetés 

A gyulladásos bélbetegségek (inflammatory bowel diseases-IBDs) aktív 

és nyugalmi szakaszok váltakozásával az emésztőszervrendszer bármely te-

rületét érinthetik. A betegség kialakulásában számos környezeti és genetikai 

tényező vesz részt, valamint több egymásra ható molekuláris és immunvé-

delmi mechanizmus játszik szerepet. Főbb csoportjai a Crohn-betegség (CD), 

amely a gyomor-bélcsatorna bármely szakaszán előforduló, a bélfal minden 

szövettani réteget érintő krónikus gyulladás, ami az ileum disztális részén és 

a colonban jelentkezik leggyakrabban, valamint a colitis ulcerosa (CU), ahol a 

krónikus gyulladás összefüggő, a mucosa, felületesen a submucosa területét 

érinti, és a colonra lokalizálódik. 

A tüneti kezelésekre számos gyógyszertípus alkalmazható: ilyen gyógy-

szercsoportok a szalicilsav származékok, melyek hatásukat helyileg, közvet-

lenül a nyálkahártyán fejtik ki. A glükokortikoszteroidokat súlyos esetekben 

alkalmazzák, mellékhatásai azonban nem elhanyagolhatók. Lokálisan alkal-

mazva hasonlóan hatékonyak, mint a szalicilsav származékok. Az immunszup-

resszív, immunmodulációs szerek a szteroid rezisztencia esetén alkalmazan-

dók. Az antibiotikumok antibakteriális hatásukat kifejtve csökkentik a beteg-

ség újbóli kialakulását. Az eddig alkalmazott biológiai hatóanyagok a gyulla-

dáskeltő citokineket gátolják, növelik a regulátor T sejtek számát , ezáltal 

csökken a fekélyes területek nagysága, valamint a gyulladás mértéke. Hátrá-

nyuk, hogy alkalmazásuk rendkívül drága.  

Az MMP-k cink- és kálciumfüggő proteolitikus enzimek, melyek részt 

vesznek az extracelluláris mátrix (ECM) átalakításában és lebontásában, va-

lamint ezen funkción túlmutatva számos szerepet töltenek be a bélgyulladás-

ban. Az MMP-9 a CD betegek vastagbélszövetében expresszálódott leggya-

koribb mátrix metalloproteináz(MMP), és ezért a IBD súlyosságának, aktivi-

tásának meghatározásában biomarkernek tekinthető, különösen a krónikus 

vizsgálatok esetében. A fiziológiás körülmények között a szöveti MMP-inhibi-

tor (TIMP) szabályozza az MMP-k működését, de ez a hatásuk számos gyulla-

dás esetén nem érvényesül. 
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A hisztamin H4 blokkolók gátolják többek között a neutrofil infiltrációt 

és ezáltal is számos gyulladási modellben pozitív hatásúnak bizonyultak. 

A leukotriének és származékaik számos gyulladáskeltő hatással bírnak, 

így inhibitoraik lehetséges farmakológiai felhasználási lehetőségeket ígérnek. 

A fentiek alapján az egyéb lehetséges gyulladást csökkentő anyagok, 

mint a szelektív hisztamin H4 receptor antagonisták, LTA4H szelektív inhibito-

rok szájon át történő alkalmazása ígéretes kezelési terápiát jelenthet. 
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Célkitűzések 

Doktori munkám első részében azt vizsgáltuk, hogy a krónikus bélgyul-

ladás esetén bizonyos szabályozó fehérjéknek milyen szerepe van a striktúrák 

kialakulásában:  

 

I. Hogyan változik az ECM-et szabályozó MMP-9 és TIMP-1 fehérje expresz-

sziója és aktivitása krónikus TNBS patkány modellben? 

 

Munkám második felében a célunk az volt, hogy megvizsgáljuk: 

 

II. Hogyan változnak a gyulladási paraméterek hisztamin H4 receptor blok-

koló hatására akut TNBS modellben? 

III. Hogyan befolyásolja az LTB4 gátlása a CD-t akut TNBS modellben? 
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Vizsgálati módszerek 

A gyulladásos bélbetegségek modellezése 

Az általunk alkalmazott 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav(TNBS)-modell ké-

miailag kiváltott gyulladásos modell. Egyszeri beadással akut-, többszöri, 

ismételt kezelés alkalmazásával krónikus gyulladást lehet előidézni, mely 

az irodalomban elfogadott, a Crohn-betegség tüneteit jól reprodukáló mo-

dell. 

I. Krónikus vizsgálatok 

a. Krónikus TNBS modell: A kísérlet során az állatokat random módon fel-

osztottuk kontroll, 1x,- 2x- 3x TNBS-sel kezelt csoportokra. A gyulladásos 

periódusok kialakulását két hetente ismétlődő 10 mg TNBS kezeléssel idéz-

tük elő intra colonálisan (i.c.) (összesen maximum 3x TNBS kezelést alkal-

mazva). Mintavétel a krónikus kísérleti periódus 90. és 120. napján történt, 

a végbéltől számított 8 cm bélszakaszt eltávolítva. 

 

b. Gyulladási paraméterek meghatározása: Az állatok testtömegét he-

tente mértük. A gyulladás kiterjedését, a makroszkópos károsodást számí-

tógépes program segítségével lemértük, a kapott értéket a 8 cm-es bélda-

rab teljes területének %-ban ábrázoltuk. 

 

c. Szövettani vizsgálatok: A fénymikroszkópos vizsgálatokhoz a mintavétel 

az adott szűkületek területéről történt. A kontroll állatoknál a colon végbél 

felöli 8 cm-es szakaszának középső részét vizsgáltuk. Toluidinkék festést al-

kalmaztunk félvékony metszeteken. 

 

d. Fehérje(MMP-9 és TIMP-1) expresziós és aktivitás vizsgálatok: a vastag-

bél körkörös és hosszanti simaizomrétegeiből a kísérleti periódus (120. 

nap) végén. Az expressziót és aktivitást int x mm2-ben fejeztünk ki. A fehér-

jemérésnél Bradford módszerét alkalmaztuk. 
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e. Statisztikai analízis: Az adatok értékelése során ANOVA és Newman-

Keuls tesztet végeztünk Az értékeket átlag±szórás (standard error of mean, 

SEM) formában tüntettük fel. A szignifikancia szintjét p<0,05 ; p<0,01 ; 

p<0,001 valószínűségi értékben határoztuk meg 

 

II. Akut vizsgálatok 

a. Akut TNBS modell: Az állatokat 10 mg TNBS-val kezeltük i.c. A TNBS ke-

zelést követően, 72 óra elteltével, a cervikális diszlokáció után a vastagbe-

let a végbéltől számítva kb. 8 cm hosszan eltávolítottuk. 

 

b. H4 hisztamin antagonista vizsgálata 

i. A hisztamin H4 receptor blokkoló kezelést 4 napig, naponta kétszer 

különböző dózisokban (JNJ 10191584 10, 30, 100 mg/kg) alkalmaztuk 

orálisan. 

ii. Gyulladási paraméterek meghatározása: A kezelés sorozat 4 napig 

tartott, ezalatt az állatok testsúlyát naponta mértük. 

A bélszakaszokon keletkezett gyulladás kiterjedését, a makroszkópi-

kus károsodást számítógépes program segítségével lemértük. A ka-

pott értéket a 8 cm-es béldarab teljes területének %-ban ábrázoltuk.  

A károsodás területének mérésén kívül, 1-10-ig pontoztuk a gyulladás 

mértékének súlyosságát. 

Az adott bélszakaszt hosszanti irányban feldaraboltuk úgy, hogy 

mindegyik sáv tartalmazza a gyulladást. Analitikai mérleggel lemértük 

a colon darabok súlyát, a további biokémiai mérésekhez egy-egy 

adott sávot használtunk fel. 

A mieloperoxidáz aktivitás (MPO) meghatározása egy ilyen, 8 cm 

hosszúságú, hosszanti szakaszból történt, az aktivitást mU/mg fehér-

jére fejeztük ki. 

TNF-α expressziójának mérése ELISA kit-tel történt, eredményeinket 

pg/mg fehérjére vonatkoztattuk. 

A fehérjemérésnél Bradford módszerét alkalmaztuk. 
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iii. Szövettani vizsgálatok során hematoxilin-eozin és toluidinkék fes-

tést alkalmazva fénymikroszkóp segítségével mértük a mucosa, sub-

mucosa vastagságát μm-ben. valamint számoltuk a submucosaban a 

neutrofil granulociták számát 

 

c. LTA4H inhibitor vizsgálata 

i. Az orális LTA4H inhibitor kezelést (JNJ 26993135 5, 15, 30 mg/kg) a 

hisztamin H4 receptor blokkoló kezeléshez hasonlóan végeztük, na-

ponta kétszer. 

ii. A gyulladási paraméterek, úgy mint a lézió nagysága, léziók súlyos-

sága, állatok testsúly változása, colon ödéma mérése, MPO aktivitás, 

gyulladáskeltő citokinek TNF- expressziójának mérése során ugyan-

azokat a módszereket alkalmaztuk, mint a H4 hisztamin receptor 

blokkoló esetében (II.b. pont). 

IL-6 és szöveti LTB4expressziójának mérése ELISA kit-tel történt, ered-

ményeinket pg/mg fehérjére vonatkoztattuk. 

 

d. Statisztikai analízis: Az adatok értékelése során a kétmintás student „t” 

próbát, valamint ANOVA- Bonferroni tesztet alkalmaztunk. Az értékeket át-

lag±szórás (standard error of mean, SEM) formában tüntettük fel. A szig-

nifikancia szintjét p<0,05; p<0,01; p<0,001 valószínűségi értékben határoz-

tuk meg. 
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Eredmények 

I. Krónikus vizsgálatok 

a. A gyulladás krónikus fázisában az MMP-9 fehérje expresszió szignifikán-

san megnövekedett a 90. napon. Majd a 120. napra enyhén emelkedett 

volt. 

b. Az MMP-9 aktivitás szintén emelkedett értéket mutatott. 

c. TIMP-1 a jelen kísérletben nem volt kimutatható mennyiségben. 

II. Akut vizsgálatok 

a. H4 hisztamin antagonista szájon át történő alkalmazása dózisfüggően 

és szignifikánsan csökkentette a gyulladási paramétereket (lézió nagysága, 

léziók súlyossága, szöveti gyulladások mértéke, neutrophil granulociták 

száma, állatok testsúly csökkenése, colon ödéma mértéke, MPO aktivitás 

megemelkedése, gyulladáskeltő citokinek (TNF-) expressziójának meny-

nyisége).  

b. LTA4H inhibitor vizsgálata szájon át történő alkalmazása dózisfüggően 

és szignifikánsan csökkentette a gyulladási paramétereket (lézió nagysága, 

léziók súlyossága, állatok testsúly csökkenése, Colon ödéma mértéke, MPO 

aktivitás megemelkedése, gyulladáskeltő citokinek (IL-6, TNF-) és az LTB4 

expressziójának mennyisége). 
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Összefoglalás 

I. A krónikus TNBS modellben a betegséggel járó szövődmények súlyosbod-

tak, szűkületek alakultak ki.  

a. A folyamatok során a jelentős MMP-9 expressziót és aktivitást mutat-

tunk a lamina propriában. Az MMP-9 jól alkalmazható biomarkerként eb-

ben a modellben is. 

b. A TIMP-1 expresszió nem volt detektálható, így az irodalmi adatok alap-

ján a gyulladási folyamatok során nem befolyásolja az MMP-k szintjét és 

aktivitását. 

II. Az akut TNBS modellben a hisztamin H4 receptor antagonista kezelés szig-

nifikánsan és dózisfüggően csökkentette a gyulladási paramétereket. 

III. Az akut TNBS modellben az LTA4H inhibitor kezelés szintén dózisfüggően 

és szignifikánsan csökkentette a gyulladásos paramétereket. 

IV. A fentiek alapján a hisztamin H4 receptor antagonisták és az LTA4H inhi-

bitorok ígéretes farmakológiai támadáspontot jelenthetnek a bélgyulla-

dások kezelésében. 
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