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Bevezetés

A gyulladéasos bélbetegségek (Inflammatory Bowel Diseases (IBD)) a gasztrointesztinalis (Gl)
traktus kronikus gyulladassal jaro korképeinek gytijténeve. Az IBD két fo tipusa a Crohn
betegség (CD) és a colitis ulcerosa (CU). Epidemiologiai kutatdsok alapjan az IBD a nyugati,
fejlettebb orszagokban elterjedtebb és az utdbbi évtizedben stagnalast mutat, mig a fejlodo
orszagokban a betegség incidencidja novekszik. Egyre inkabb tisztazott, hogy a betegség
kialakulasdban genetikai faktorok, kornyezeti tényezok, kiillonb6z6 immunolédgiai folyamatok,
valamint a szervezet mikrobiomja jatszik szerepet. Az IBD patogenezisében szadmos
immunologiai folyamat és mediator szerepe megemlitendd, mint az interleukin-6 (IL-6) citokin
megndvekedett szintje és a nuklearis faktor kappa B (NF-kB) emelkedett expresszidja. Tovabba
szerepet jatszhat még a high mobility group box 1 (HMGB1) nuklearis mediator, az ubiquitin
C-terminalis hidrolaz L1 (UCHL-1) deubiquitinalé enzim immunszuppresszalo szerepe, a szén-
monoxid gazotranszmittert termeld hemoxigendz (HO) enzim miikddése, valamint a nitrogén-
monoxid termeléséért felelds nitrogén-monoxid-szintaz (NOS) enzimek. Emellett az oxidativ
stressz szerepe is bizonyitast nyert az IBD kialakuladsaban. IBD esetében megnovekedett reaktiv
oxigén gyok (ROS) termelddés tapasztalhatd, amely nemcsak annak patomechanizmusaban,
hanem az IBD-asszocialt daganatos megbetegedések kialakulasaban és progressziojaban is
fontosnak bizonyul. Az oxidativ stressz mértékére a 3-nitrotirozin  (3-NT) szint
meghatarozasaval lehet kovetkeztetni. A szervezetben képzddd ROS-ok semlegesitéséért az
antioxidans rendszer a felelds, amelynek fontos résztvevdi a thiol tartalmt glutation (GSH), a
szuperoxid-dizmutaz (SOD), valamint a peroxiredoxin (Prdx) enzimcsalad izoformai.

A sigma receptorok (oR) intracellularis chaperon tulajdonsadgti fehérjek, amelyek a
mitokondrium-asszocialt  endoplazmatikus  retikulum (ER) membranban (MAM)
lokalizalédnak. Alapveté funkcidjuk az inozitol-1,4,5-trifoszfat receptoron (IPsR) keresztiili
Ca?* homeosztazis regulalasa, valamint az ER védelme oxidativ stresszel szemben. Kiilonbdzd
stressz vagy agonista ligandk6tddés hatdsara a receptor a MAM-bol a plazmamembranba és a
nuklearis membranba transzlokalodik, igy fejtve Ki protektiv hatasat az egész sejtben. A oR-
okat alapvetéen két csoportra oszthatjuk, a 1R és a 62R-ra, amelyek koziil a 1R nagyobb
figyelmet kap a kutatasban és szerepe felmeriilt gyulladassal jaro korképek, mint a szepszis
kezelésében.

Erdekes modon a 61R-hoz rengeteg ligandféleség kotédik magas affinitassal, mint példaul
kiilonb6z0o benzomorfan-szarmazékok, antipszichomimetikumok, antihisztaminok,

antidepresszansok, antifungalis szerek, valamint szerotonin visszavétel gatlok (SSRI). A 61R-



hoz agonistaként magas affinitassal kotddik az SSRI fluvoxamin (FLV), amelyrél szamos

allatmodellben leirtdk annak gyulladéscsokkentd hatasat.

Célkitiizések

Munkank soran célul tliztiik ki a 61R szerepének vizsgalatat 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav
(TNBS)-indukalta patkany colitis modellben.

Kisérleteink soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

- Kifejezddik-e a olR a colonszdvetben, valamint, hogy befolyasoljak-e a receptor
denzitasat ¢és expressziojat a TNBS modell indukaldsa és a kiilonb6z6 alkalmazott cIR-

asszocialt kezeléseink?

- o1R ligandok (agonista: FLV, antagonista: BD1063) alkalmazésa soran mely d6zisokat
tekinthetjiik effektivnek a TNBS-indukalta gyulladasra kifejtett hatasuk alapjan?

- Valamint, hogy hogyan valésul meg az FLV hatdsos dozisanak alkalmazédsaval a

protektiv mechanizmus?

Kisérleti elrendezésiinkben az FLV a 1R aktivalasat, a BD1063 antagonista a 1R csokkent
aktivitasat modellezi, a kombinacids kezelés soran pedig az agonista és antagonista szimultan
beadasakor feltételeztiik, hogy a biokémiai paraméterekben tapasztalt valtozas c1R regulalt, ha

az antagonista megsziintette az agonista-indukalta protekciot.

Anyagok és modszerek

c1R radioligandum kdtddés vizsgalata patkdany colon membrdn prepardtumon

A kompeticios receptorkotddési vizsgalatokat Wistar Hannover patkanyok colon membran
preparatuman végeztiik [*H](+)-pentazocin vagy hideg ligand alkalmazasaval. Az egyensilyi

disszociacids allandot €s a receptorsiiriiséget radioligandum telitési kisérlettel hatdroztuk meg.

Kisérleti elrendezés és a TNBS-indukadlta colitis modell

Kisérleteinket 225-250 g-os him Wistar Hannover patkanyokon végeztiik. Az allatokat 3
csoportra osztottuk: abszolut kontroll (nem kaptak kezelést, n=12), 50% etanol intracolonalisan
(i.c.), (n=12), és TNBS (10 mg 50% etanolban oldva i.c., n=85). A colitis modellt Morris és

mtsai. altal leirt metoédussal indukaltuk, amely soran az allatokat 16 6ran keresztiil éheztettiik,
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majd a TNBS beontést i.c. végeztiikk egy 8 cm-es polietilén kaniil segitségével a rektumon
keresztiil. A TNBS kezelést kapott allatokat tovabb osztottuk 10 csoportra és a kovetkezd
anyagokkal kezeltiik: fluvoxamin (FLV, 61R agonista) i.c. kiillonb6z6 dézisokkal (10 mg/kg, 1
mg/kg, 0,1 mg/kg és 0,01 mg/kg 3% dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldva); BD1063 (c1R
antagonista) 1 mg/kg és 0,1 mg/kg (0,9%-os fizioldgias sdoldatban oldva); FLV + BD1063
(kombinacids kezelés a két ligand hatasos dozisaval: FLV 1 mg/kg + BD1063 0,1 mg/kg);
fiziologias so6oldat (BD1063 vivdanyaga); DMSO (3%, FLV vivéanyaga); szulfaszalazin
(SASP, pozitiv kontroll, per 0s 2 x 25 mg/kg). A kezeléseket napi egyszer végeztiik 3 napig
ugyanabban az id6pontban. Az allatokat az i.c. kezelések elott 5 oran keresztiil éheztettiik. A
TNBS kezelés utan 72 oraval az allatokat felaldoztuk a rektumtol szamitott 8 cm-es vastagbél
szakaszokat kipreparaltuk tovabbi makroszkopos analizisre. A szdvetet ezutan folyékony

nitrogénben fagyasztottuk és biokémiai mérésekre hasznaltuk fel.

Lézio meghatarozdsa

A kialakult 1ézi6 makroszkopos analizisét az elkésziilt fotok alapjan vizsgéltuk, a laborunk altal
fejlesztett, a planimetria elvén alapuldé programmal (Stat_ 2 1 1, Szeged). A kialakult 1ézi6
nagysaga a teljes kipreparalt 8 cm-es bélszakasz teriiletének ¢€s a gyulladt teriilet méretének

hanyadosa.

MPO enzim aktivitasanak meghatdrozdsa
A pro-inflammatorikus mieloperoxidaz (MPO) enzim a gyulladasos folyamatok markerének
tekinthetd, aktivitidsa korreldl a gyulladas mértékével, valamint a neutrofil granulocita

akkumulacidval. Az MPO enzim aktivitasat spektrofotometrias modszerrel vizsgaltuk.

A IR, az UCHL-1, az iNOS, az NFk-B p65, valamint a HMGB1 expressziojanak vizsgalata
A olR, az UCHL-1, az iNOS, az NFk-B p65, valamint a HMGB1 fehérjék expressziojat
Western blot technikéval hataroztuk meg. Az el6hivast a tormaperoxidaz enzim mitkodésén
alapulva, ECL felhasznalasaval végeztik és a kapott eredményt QuantityOne szoftverrel

analizaltuk. Az eredményt B-aktin belsd kontrollra normalizaltuk.

IL-6, eNOS, 3-NT és a PRDX1, -2, -4, -6 szintjének és a SOD aktivitasanak meghatdrozdsa
Az emlitett paraméterek szintjének meghatarozasa ELISA modszerrel tortént, a SOD enzim
aktivitdsanak meghatdrozasa pedig specifikus kit segitségével tortént. Méréseink soran

kovettiik a gyarto altal a kitekhez mellékelt instrukcioit.



A HO enzim aktivitaisanak meghatdrozdsa
A HO enzim aktivitasat a reakcié soran képzddo bilirubin szintjének meghatarozasan alapul6

spektrofotometrids modszerrel mértiik.

A GSH szintjének meghatarozdsa
A thiol tartalmu GSH szintjének meghatarozasa az 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoesav (DTNB)

modszerrel tortént €s spektrofotometriasan mértiik.

Fehérjemeghatdarozds
Az  Osszfehérje mennyiségi meghatdrozasdt Bradford modszerrel végeztik és

spektrofotometrias modszerrel detektaltuk.

Statisztikai analizis
Eredményeinket atlag + standard error of mean (SEM)-ben abrazoltuk. A statisztikai analizist
analysis of variance (ANOVA) mddszerrel végeztilk Bonferroni vagy Holm-Sidak post hoc

tesztekkel. Statisztikailag szignifikansnak tekintettiik, ha p < 0,05.

Eredmények

A [®H](+)-pentazocin specifikus kotédése nagy affinitasa telitést mutatott a colon szdvetben.
Az abszolut kontroll allatok esetében, amelyek nem kaptak semmilyen kezelést, kozepes 1R
denzitast tapasztaltunk, amely TNBS kezelés hatasara szignifikans csokkenést mutatott.
Tovabba megallapitottuk, hogy az 1 mg/kg-os FLV kezelés szignifikdnsan novelte a c1R
maximalis kotési kapacitasat a TNBS csoporthoz viszonyitva, valamint szignifikdnsan novelte
a o1R expresszidjat is. A hatasos FLV doézis szignifikansan csokkentette a gyulladasos 1€zi6
kiterjedtségét, a BD1063 c1R antagonista szignifikdnsan stlyosbitotta, valamint a két ligand
hatasos dozisanak szimultan beadasakor (kombinacidos kezelés) a BD1063 jelenléte
megsziintette az FLV-indukalta protekciot a colonban. A kombinacios kezelés eredményeibdl
arra kovetkeztettiink, hogy az FLV-indukalta protekcio a 61R-on keresztiil valosulhat meg. Az
FLV-indukalta protekcié molekularis hatterében eredményeink alapjan a gyulladasos faktorok
koziil az IL-6 szint csokkenését, az UCHL-1 enzim megndvekedett expressziojat, a HO
aktivitas novekedését és az NF-kB p65-0s alegységének, valamint a HMGBI1 nuklearis
mediator kifejezddésének csokkenését, valamint a NOS enzim izoformai esetében az FLV

iINOS csokkent6 és eNOS serkentd hatdsanak szerepét feltételezziik a protekcid kialakulasaban.

6



Az oxidativ stresszhez kotheto faktorok esetében a 3-NT csokkenésének, a GSH novekedésének
¢s a Prdxl enzim szint emelkedésének tulajdonitunk jelentds szerepet a cl1R-asszocidlt

kezeléseink eredményeként a protekcio kialakulasaban.

Osszefoglalas

I. A 61R a colon szovetben detektalhaté mennyiségben van jelen, kdzepes denzitassal.

Il. A TNBS-indukalta gyulladas a 1R csokkent denzitasat eredményezte a kontroll allatokhoz
képest. A receptor denzitdsa az FLV-vel torténd kezelés utan a kontroll allatok értékeihez
konvergalt. Tovabba a olR agonista FLV effektiv dozisaval torténd kezelés a olR
I1l. A olR agonista FLV hatasos dozisa szignifikdnsan csokkentette a gyulladasos 1ézidk
kiterjedését a TNBS-indukalta colitis csoporthoz viszonyitva. Az FLV éltal kozvetitett
protekcidt a BD1063 antagonista szimultan beadasa (kombinécios kezelés) megsziintette.

IV. A olR-indukalta protekci6 mechanizmusédban eredményeink alapjan fontos lehet a
gyulladdsos folyamatok mérséklése, tobbek kozott az MPO enzim aktivitasanak és az 1L-6
citokin szintjének csokkenése, tovabba az UCHL-1 enzim expresszidjanak emelkedése.
Mindemellett szerepet jatszhatott a protekcioban az FLV-indukalta 3-NT szint csokkenése és a

total GSH szint novekedése, tehat 6sszességében az oxidativ stressz csillapitasa.
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