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2. Roviditések jegyzéke

3MST: 3-merkaptopiruvat-szulfurtanszferaz
5-ASA: 5-amino-szalicilsav

AAT/CAT: aszpartat-/cisztein-aminotranszferaz
Akt: protein kinaz B

AMPK: AMP-aktivalt protein-kinaz
ANOVA: varianciaanalizis (analysis of variance)
AP-1: aktivator protein-1

ARE: antioxidéans valaszelem

ATP: adenozin-5'-trifoszfat

Bachl: BTB and CNC homology protein 1
BSA: szarvasmarha szérum albumin
cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat
CBS: cisztationin -szintaz

CCL2: CC kemokin ligand 2

CD: Crohn betegség

citH3: citrullinalt hiszton H3

cGMP: ciklikus guanozin-monofoszfat
CMC: karboximetil-celluloz

CO: szén-monoxid

COX2: ciklooxigenaz 2

CSE: cisztationin y-liaz

CU: colitis ulcerosa

CXCL8: C-X-C kemokin ligand 1

DADS: diallil-diszulfid

DAMP: vesz¢€ly asszocialt mintazat

DSS: dextran-natrium-szulfat

DTT: ditiotreitol

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

ERK: extracellularis szignal altal regulalt kinaz
EtOH: etanol

GALT: bélhez kapcsolodo limfoid szovet



GI: gasztrointesztinalis rendszer

Gpx: glutation peroxidaz

GSDMD: gasdermin D

GSH: glutation

H202: hidrogén-peroxid

H2S: kén-hidrogén

HCOs: hidrogén-karbonat

HEPES: N-(2-hidroxietil) piperazin-N’-(2-etanszulfonsav)
HETAB: hexadeciltrimetilammonium-bromid

HIF1a: hipoxia indukalta faktor 1 alfa

HMGBL1: high mobility group box 1

HO: hemoxigenaz

HO-1: hemoxigenaz-1

HO-2: hemoxigenéaz-2

HO-3: hemoxigendz-3

HOCI: hipoklérossav

HRP: tormaperoxidaz

I.C.: intracolonalis

IBD: gyulladasos bélbetegségek (Inflammatory Bowel Diseases)
IFNy: interferon y

IL-1, -4, -5, -6, -10, -12, -13, -17, -18, -21, -22, -23: interkeukin-1, -4, -5, -6, -10, -12, -13, -17,
-18, -21, -22, -23

INOS: indukalhat6 nitrogén-monoxid-szintaz

I.p.: intraperitonealis

IxB: inhibitor kappa B

Keapl: Kelch-féle ECH-asszocialt fehérje 1

LPS: lipopoliszacharid

MAPK: mitogén-aktivalt protein kindz

MEK: mitogén aktivalt/extracellularis szignal regulalt kinaz kinaz
MMP: metalloproteinaz

MMX: multimatrix

MPO: mieloperoxidaz

NazS: natrium-szulfidot

NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat



NaHS: natrium-hidroszulfidot

NE: neutrofil elasztaz

NET: neutrofil extracellularis csapda (Neutrophil Extracellular Trap)
NF-kB: nuklearis faktor kappa B

NO: nitrogén-monoxid

NO': nitroxil-anion

NOS: nitrogén-monoxid-szintaz

NOX: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-oxidaz
Nrf2: nuklearis faktor eritroid 2-vel 6sszefiiggd faktor 2
NSAID: nem-szteroid gyulladascsokkentd gydgyszerek
O?: szuperoxid anion

OD: optikai denzitas

OH: hidroxil anion

ONOQO': peroxinitrit

PAD: peptidil-arginin-deiminaz

PAD2: peptidil-arginin-deiminaz 2

PADA4: peptidil-arginin-deiminaz 4

PAMP: patogén asszocialt molekularis mintazat

PI3K: foszfatidilinozitol 3-kinaz

PMA: forbol-12-mirisztat-13-acetat

PMSF: fenilmetilszulfonil-fluorid

PKC: protein kindz C

PRR: mintdzat felismerd receptor

ROS: reaktiv oxigén szarmazékok

RNS: reaktiv nitrogén szarmazékok

SAM: S-adenozil-metionin

SASP: szulfaszalazin

SDS: natrium-dodecil-szulfat

S.E.M.: standard error of mean

SnPP: on-protoporfirin

SOD: szuperoxid-dizmutaz

SQR: szulfid-kinon-reduktaz

Stat3: Signal transducer and activator of transcription protein 3
SUMO: small ubiquitin-like modifier



TBS-T: Tween20 tartalmu Tris-pufferelt sdoldat
Th1: helper T1 sejt

Th2: helper T2 sejt

Th17: helper T17 sejt

TLR: toll-like receptor

TLR2: toll-like receptor 2

TLRA4: toll-like receptor 4

TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav

TNF-a: tumor nekrozis faktor a

UCHL-1: ubiquitin C-terminalis hidrolaz L1
ZPP: cink-protoporfirin

B-NADPH: B-nikotinamid-adenin-dinukleotid-2'-foszfat



3. Bevezetés
3.1. Az immunrendszer és a gyulladas

Az immunrendszer feladata a szervezet sajat €s idegen struktirainak megkiilonboztetése,
illetve a szervezet védelme a behatolo korokozok, karos anyagok, illetve a sajat sériilt sejtjei és
molekulai ellen. Ezt a védelmi funkciot a velesziiletett (nativ) és a szerzett (adaptiv) immunitas
latja el. Karos stimulus hatdsara els6ként a velesziiletett immunitds sejtjei (monocitdk,
makrofagok, dendritikus sejtek, granulocitak, hizosejtek és természetes 616sejtek) aktivalodnak.
Ilyen vészjelek a szervezetbe keriilé mikrobak, illetve az dket felépité anyagok, az ugynevezett
patogén asszocialt molekularis mintazatok (pathogen-associated molecular pattern, PAMP),
valamint a sériilések és a koros folyamatok, vagyis a veszély asszocialt mintazatok (danger-
associated molecular pattern, DAMP), melyeket az immunsejtek a mintazat felismerd
receptoraikkal (PRR) ismernek fel [1]. A szerzett immunitas aktivacidja a velesziiletett
immunitasra épiil, immunsejtjei (T és B sejtek) specifikus antigéneket ismernek fel és indukciot
kovetden a valaszreakcid tobb nap alatt jon létre. Immunsejtjeinek egy része memoriasejtté
differencidlodik lehetdvé téve ismételt fertdzés alkalmaval a gyorsabb és hatékonyabb
immunvalaszt [2].

A gyulladas a szervezet fertzésekre, toxikus anyagokra és szoveti sériilésekre adott
véalasza. Az akut gyulladasos folyamatok sordn a PAMP/DAMP felimerését kovetden a
makrofagok, a dendritikus sejtek vagy a hizosejtek inflammatérikus mediatorokat szabaditanak
fel. lde tartoznak a pro-inflammatorikus (gyulladaskeltd) citokinek, mint példaul a tumor
nekrozis faktor a (TNF-a), az interleukin (IL)-1, -6 és a kemokinek, mint a CC kemokin ligand
2 (CCL2) és a C-X-C kemokin ligand 1 (CXCLS8). Az aktivaloédott immunsejtek altal termelt
mediatorok tovabbi immunsejteket, mint példaul fagocitdldo neutrofil granulocitdkat
(neutrofilek) aktivalnak és toboroznak a gyulladas helyszinére. A fokozott citokin termelés
gyulladasos szignalizacids utvonalak indukaldsaval hozzajarul a védekezd mechanizmusok
kialakulasahoz [3]. A karos behatas hosszabb idejii jelenléte esetén a velesziiletett immunitas
antigénprezentald sejtjei aktivaljak a szerzett immunitas T és B sejtjeit, amelyek specifikus
immunvalaszt hoznak létre. Azonban, ha az immunrendszer indukciojat kivaltd stimulus
allandosul vagy az immunsejtek nem képesek eliminalni, illetve kontrollalatlan gyulladésos és
autoimmun folyamatok (autoreaktiv T sejtek) jelennek meg a szervezetben, szovetkarosodas

1éphet fel és szamos kronikus gyulladasos betegség kialakulasahoz vezethet [4].



3.2. A gasztrointesztindlis rendszer és immunrendszere

A gasztrointesztinalis (GI) rendszer a szajnyilastol a végbélnyilasig tart. A GI traktus falat
a nyel6cso also harmadatol kezdve szovettanilag 4 6 réteg alkotja, melyek a lumentdl kifelé
haladva a kovetkezOk: a tunica mucosa, a tunica submucosa, a tunica muscularis és a tunica
serosa. A mucosat vagy nyalkahartyat az epithélium, a lamina propria és egy vékony
simaizomréteg alkotja. A submucosa laza rostos kotdszovetbdl, a musculdris réteg pedig
korkords és hosszanti simaizomrétegekbdl all. A kiilsé serosa réteg kotészovetbol és
laphamsejtekbdl épiil fel. A submucosaban helyezkedik el a plexus submucosus (Meissneri-féle
idegfonat), a korkords és hosszanti izomréteg kozott pedig a plexus myentericus (Auerbach-
féle idegfonat), az enteralis idegrendszer részei [5].

A GI rendszer a taplalék felvétele, emésztése és a tapanyagok felszivasa mellett a
szervezet legnagyobb immunszerve is. Az intesztinalis mucosa folyamatosan ki van téve a
taplalkozas soran bekeriilt idegen anyagoknak, antigéneknek ¢és mikroorganizmusoknak. A
homeosztazis fenntartasat a bélhez kapcsoldodo limfoid szovet (GALT) biztositja [6]. Feladata
egyrészt a korokozok elleni védelem, masrészt a taplalék antigének, illetve a kommenzalis
mikroorganizmusok toleralasa és a tGlzott immunvalasz megakadalyozasa. A gyulladasos
betegségek kialakuldsat indukalo genetikai €és kornyezeti tényezdk hatdsara azonban sériil a bél
kovetkeztében gyulladdsos folyamatok indulnak el a bél faldban, amely kronikussa valhat.
Tovabba, a bél immunrendszerének zavara, a normal bélfléraval szembeni tolerancia

megsziinése szintén koros folyamatokat indukal [7].

3.3. A gyulladdsos bélbetegségek jellemzése

A gyulladasos bélbetegségek (Inflammatory Bowel Diseases, IBD) a GI rendszert érintd,
kronikus lefolyasu gyulladasos korképek osszefoglalo neve. Az IBD két leggyakrabban
eléforduld formaja a Crohn betegség (CD) és a colitis ulcerosa (CU). Az IBD diagnosztikaja
komplex folyamat, amely magaban foglalja az anamnézis felvételét, laboratdriumi és
hisztologiai vizsgalatokat, képalkotd-, illetve endoszképos eljarasokat. A  differencial-
diagnosztika célja a CD és CU elkiilonitése, tovabba az IBD megkiilonboztetése egyéb
betegségektdl, mint példaul az irritabilis bélszindroma, a laktéz intolarencia és egyéb
autoimmun korképek [8, 9]. A CD és CU tiineteik és lefolyasuk tekintetében hasonloak,

azonban kiilonbozd epidemiologiai adatokkal és klinikai manifesztaciokkal jellemezhetdk.



Mindkét betegség esetében megfigyelhetd tiinetek a kronikus hasmenés, a hasi fajdalom, a
sulyvesztés és a laz, valamint a gyulladasos folyamatok kovetkeztében kialakuldé 6démas,
fekélyes elvaltozasok. A betegségek id6szakos megjelenésiiek, a relapszusok és remissziok
ciklikus valtakozasa jellemzi [10, 11]. A CD esectében a gyulladas a GI traktus barmely
szakaszat érintheti, a szajnyilastol kezdve az anusig. Leggyakrabban az ileum disztalis
teriiletén, illetve a colonban jelentkezik [12]. A gyulladas nem Osszefiiggd, az érintett teriiletek
kozott ép bélszakaszok un. ,,skip 16zidk™ is el6fordulnak. Tovabba, a gyulladas transzmuralis
jellegti, vagyis a bélfal minden rétegét érinti. A betegség soran szovetmegvastagodas, fibrotikus
sziikiiletek jelenhetnek meg, valamint ha a gyulladas atnyulik a serosa rétegén az érintett
bélszakasz Osszetapadhat mas bélszakaszokkal vagy esetleg belsé szervekkel, ami sulyos
szovodményekhez, sipolyok (fisztuldk), sipolyjaratok vagy talyogok képzdédéséhez vezethet
[13]. A CU esetében a gyulladas 6sszefiiggd, a colonra lokalizalodik rectum érintettséggel és
csak a mucosa, esetleg a submucosa rétegét érinti (1. abra). A CD-vel ellentétben a stlyos
szovodmények kialakuldsdnak esélye kisebb. Jellemz6 tiinete a hasmenés €s a véres, nyakos
széklet. Kiterjedt, sulyos betegség esetén eldfordulhat komoly vérzés és a vastagbél koros
kitagulasa [14]. A hossztavon fennallo (8-10 év) CU-ban és a vastagbelet érint6 CD-ben
szenvedd pacienseknél megnd a daganatos elvaltozasok kialakulasanak kockazata is. Az IBD
esetében a gyulladasos folyamatok kovetkeztében a bélrendszeren kiviil un. extraintesztinalis
manifesztaciok is megjelenhetnek, mint példaul az iziileti arthritisek és arthralgiak,

borbetegségek, latasi zavarok és a szklerotizald cholangitis [11].

Gyulladdsos bélbetegségek (IBD)

Crohn Colitis
betegség i

1. abra. A gyulladasos bélbetegségek két f6 tipusa

(Forras: https://www.colorectalcentre.co.uk/inflammatory-bowel-disease.html, modositva)
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3.4. Az IBD epidemiologidja

Az IBD el6fordulasa jelentdsen megemelkedett az elmult évtizedekben és egyre inkabb
globalis egészségiigyi problémat jelent. Epidemiologiai adatok alapjan a betegség prevalenciaja
(a betegség gyakorisaga egy adott idépontban az adott populacidban) jelenleg a gazdasagilag
fejlett orszagokban a legmagasabb, — Eszak-Amerika, Eszak- és Nyugat-Eurdpa, valamint
Ausztralia teriiletén — akar a 0,5%-ot is elérheti. Az IBD incidencidja (az 0j megbetegedések
gyakorisdga egy adott idépontban) ugyanakkor stagnalni latszik ezekben az orszdgokban. Az
Gjonnan iparosodott, fejlédd orszagokban (Dél-Amerika, Kelet-Europa, Azsia és Afrika
teriletén) a betegség prevalenciaja ugyan még alacsony, azonban az incidenciaja gyorsan
novekszik [15, 16]. Az IBD kialakulasa és diagndzisa elsGsorban 15 és 30 éves kor kozé tehetd,
azonban mind a CD, mind a CU esetében 50 és 70 éves kor kdzott kisebb aranyban egy masodik
csticspont is megfigyelhetd [17]. A CU minkét nem esetében hasonlo gyakorisaggal fordul eld,

mig a CD jellemzden a néket érinti [8, 18].

3.5. Az IBD patogenezise
3.5.1. Genetikai, kornyezeti, mikrobidlis tényezék és immunologiai folyamatok 1BD-ben

Annak ellenére, hogy az IBD intenziv kutatasok targyat képezi, etioldgidja még nem
teljesen ismert. Egyre inkabb tisztazott azonban, hogy a betegség multifaktorialis eredetii, tobb
tényezd — a genetikai prediszpozicid, bizonyos kornyezeti faktorok, immun diszregulacio,
illetve a mikrobiom — egymassal kdlcsonhatva vesz részt az IBD kialakulasaban [19, 20].
Jelenlegi ismereteink szerint a genetikailag fogékony egyénekben bizonyos kornyezeti
tényezOk hatasara fokozott T-sejtes immunvalasz jon létre a bélflora egy része ellen [21].

A genetikai hajlam jelent0ségét az IBD patogenezisében a csaladi eldfordulas
gyakorisaganak elemzése, illetve az ikervizsgalatok bizonyitottdk. Csalddon beliili esetek
aggregacioja alapjan kimutattdk, hogy az IBD-ben szenvedd betegek 5-23%-4nak van a
betegséggel érintett kdzvetlen rokona [22]. Ikertanulmanyok soran megfigyelték, hogy az
egypetéji ikreknél gyakoribb a betegség egyiittes megjelenése, a CD esetében 30-40%, CU
esetén 10-15%. Kétpetéjii ikreknél a betegségek kevesebb, mint 10%-aban jelentkeznek
mindkét egyénben [22-24]. A genetikai elemzések szamos olyan gént azonositottak, melyek
mutacidja és polimorfizmusa szerepet jatszhat az IBD patogenezisében [23, 25]. A genetikai
variansok egy része az IBD mindkét formajaban eléfordul, mas része csak CD vagy CU
specifikus [26]. A CD-vel kapcsolatban a NOD2/CARD gén, valamint az autofagiaval
kapcsolatos ATG16L1 és IRGM gének mutacidi mutattak Osszefliggést. Az IL23R gén
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patogenezisében [19, 27].

A genetikai hajlam mellett, a kornyezeti faktorok is jelentés szerepet jatszanak az IBD
kialakulasaban. A betegség patogenezise szempontjabdl kockazati tényezonek tekinthetd
tobbek kozott a dohdnyzas, a helytelen taplalkozas, bizonyos gyodgyszerek fogyasztisa €s a
stressz. Ezek koziil leginkdbb a dohdnyzas és az IBD kapcsolatat vizsgaltak. Szamos kutatas
igazolta, hogy a dohanyzok korében magasabb a CD kialakuldsdnak kockazata, ezzel
ellentétben CU esetén a dohanyzéas csokkenti a betegség inicidcidjanak esélyét, valamint
kedvezden befolyasolja annak lefolyasat: a relapszusok, a szteroid kezelések €s a kolektomia
aranyanak redukalasaval [28-30]. Az étrenddel kapcsolatban a magas cukor- és zsirtartalmua
ételek bevitelét, az alacsony zOldség- és gyiimdlcsfogyasztast, valamint az adalékanyagok
hasznalatat hoztak Osszefiiggésbe az IBD kialakulasanak magas kockazataval [31-33].
Tovabba, a csecsemOkori anyatejes tdplalas hianya szintén ndveli a bélbetegségek
kialakulasanak rizikojat [34]. Egyes tanulmanyok alacsony D vitamin szintet mutattak ki az
IBD-ben szenvedd paciensek esetén [35], a D vitamin szupplementacidja pedig jotékony
hatassal lehet a betegség lefolyasara [36]. A gyogyszeres kezelések koziil az antibiotikumok
hasznalata kiemelt kockéazatot jelenthet az IBD szempontjabol, mivel csokkentheti a bélflora
diverzitasat. Az elsO életévben alkalmazott antibiotikum terapia negativan befolyasolhatja a
mikrobiom és a bél immunrendszerének fejloddéseét, ami késobb az IBD kialakulasahoz vezethet
[37]. Bizonyitott tény, hogy a nem-szteroid gyulladascsokkent6 gyogyszerek (NSAID)
rendszeres és hosszutava alkalmazasa noveli a mind a CD, mind az CU kockazatat, illetve
fekélyes elvaltozasokat okozhat a Gl rendszerben [38, 39]. Fokozott rizikét jelenthet még a
fogamzasgatlok hasznalata is [40]. Ezenkiviil, az un. higiénia hipotézis szerint az urbanizaciod
kovetkezményeként csokkent az egyéneket éré mikrobialis expozicid, ami szintén
Osszefiiggésbe hozhat6 az IBD-vel [41].

Tovabba, a normal vagy megvaltozott bélflorara adott nem megfelelé immunvalasz is
hozzajarul az IBD kialakuldsahoz. Szamos tanulmany igazolta az IBD-ben szenvedd paciensek
megvaltozott mikrobiom osszetételét a normal allapothoz képest [42, 43]. Az egészséges
bélfloraban a Firmicutes és Bacteroides torzsek dominalnak, mig CD esetében ezek mennyisége
csokkent, tovabba CU-ban a Clostridium fajok redukcioja és fokozott Escherichia coli (E. coli)
eléfordulas figyelhetd meg [44]. A fentebb emlitett kdrnyezeti tényezOk koziil a helytelen
étrend, az antibiotikum terdpia, a higiénés koriilmények javulasa, valamint az anyatejes taplalas
hidnya mind negativan befolyasolhatjak a mikrobidlis flora diverzitasat. Az IBD kialakuldsaval

kapcsolatban szamos patogén részvétele is felmeriilt, mint példaul a Mycobacterium avium
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paratuberculosis [45], a Listeria monocytogenes [46] és az E. coli [44], azonban ctiologiai
szereplik nem egyértelmiien bizonyitott [47].

A GI rendszer immunolodgiai folyamatai és medidtorai jelentds szerepet jatszanak az IBD
patogenezisében. Az IBD mindkét tipusandl megfigyelhetd a velesziiletett és a szerzett
immunitas diszfunkcioja, melynek hatasara rendellenes immunvalasz jon l1étre. Az immunsejtek
tulzott aktivacioja kovetkeztében a pro- és anti-inflammatdrikus mediatorok kézotti egyensuly
felborul és a gyulladdsos folyamatok irdnyaba tolodik el. A gyulladaskeltd citokinek, tobbek
kozott az IL-1P, IL-6, IL-18, IL-23 és a TNF-a expresszioja gyulladasos kaszkadot indit el és
a mucosa kronikus gyulladasahoz és szoveti karosodashoz vezet [48]. A szerzett immunitas
specifikus valaszreakcidja nagyban fligg a T sejtek szamatol €s tipusatol. Az IL-12 altal indukalt
helper T1 (Thl) sejtek nagy mennyiségben termelnek interferon y-t (IFNy), mig a helper T2
(Th2) sejtek IL-4-et, IL-5-6t és IL-13-at szabaditanak fel. Sokaig Gigy gondoltak, hogy a CD-re
arendellenes Thl immunvélasz jellemzd, a CU-t pedig a Th2 altal indukalt gyulladassal hoztak
Osszefiiggésbe. Azonban, egyes tanulmanyok eredményei alapjan ez az elmélet megddlni
latszik, mivel a helper T17 (Th17) sejtek szerepe is felmeriilt az IBD-vel kapcsolatban [49].
Ezek a sejtek indukciot kovetéen IL-17A, IL-17F, IL-21 és IL-22 citokineket szabaditanak fel,
melyek fokozott expresszidjat mind a CD, mind a CU esetében kimutattak [50, 51]. Az IBD

patogenezisének vazlatat a 2. dbra szemlélteti.
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Szamos gyulladasos mediator részvétele igazolt az IBD kialakulasaban. Az egyik ilyen
mediator a high mobility group box 1 (HMGB1) nem-hiszton fehérje, amely tobb fiziologias és
patologias folyamatban részt vesz. A nekrotikus sejtekbdl vagy az aktivalt makrofagokbol az
extracellularis térbe felszabadulo HMGBI1 a velesziiletett és szerzett immunitas sejtjeinek
aktivalasaval immunvalaszt indukal [53]. A HMGBI1 diszregulacidjat szamos
rendellenességgel  Osszefliggésbe hoztdk, elsdésorban  gyulladasos ¢€s  daganatos
megbetegedésekkel [53]. Tanulmanyok igazoltak, hogy IBD-ben szenvedd paciensek esetében
a széklet HMGBI1 szintje korrelal a mucosalis gyulladds mértékével, ezért biomarkerként
szolgalhat a betegség sulyossagat, valamint az alkalmazott terapia hatékonysagat illetéen [54].

A nuklearis faktor-kappa B (NF-kB) egy komplex szerkezetii transzkripcios faktor, amely
fontos regulator szerepet jatszik a gyulladdsos folyamatok kialakuldsidban és fokozott
koriilmények kozott az NF-kB az inhibitor kappa B (IkB) represszorhoz kotddve inaktiv

allapotban taldlhat6 a citoplazmaban. Kiilonb6z6 gyulladast kivaltd stimulus hatasara az IxB
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levalik és a transzkripcios faktor p5S0-p65-6s heterodimerje a sejtmagba transzlokalodik, ahol
szignalizacios utvonalak iniciacidjat. Az NF-kB aktivacidja szabalyozza szamos gyulladasos,
immunregulator, anti-apoptotikus, sejtciklus szabalyozo gén transzkripcidjat [56]. Gyulladasos
folyamatokban gyulladaskelté citokinek, kemokinek, adhéziés molekuldk, matrixX
metalloproteinazok (MMP), a ciklooxigenaz 2 (COX2) és az indukalhatd nitrogén-monoxid-
szintdaz (iNOS) expressziojat indukalja [57]. Az IBD patogenezisében betoltott pro-
inflammatoérikus szerepe mellett azonban az NF-kB protektiv hatassal is bir, mivel hozzajarul
az intesztinalis epithélium integritisinak meg6rzéséhez és az immun homeosztazis
fenntartasahoz. Ebbol adodoan, habar az NF-kB gatlasa hatékonyan csokkenti a gyulladast IBD
esetében, terapias alkalmazasa vitatott [58].

Tovabba, egyre inkabb tisztazott, hogy az ubiquitin C-terminalis hidrolaz L1 (UCHL-1)
deubiquitinal enzim szerepet jatszik a gyulladascsokkenté folyamatokban [59, 60]. Az enzim
6 feladata az ubiquitin (Ub) monomerek generalasa, a protaszomalis degradaciéra megjelolt
poliubiquitinalt fehérjékrol az Ub lanc hasitasa, valamint a szabad Ub monomerek megkotése
révén azok lizoszomalis lebontastol valé védelme [61]. Ezenkiviil, vaszkularis
simaizomsejtekben kimutattdk, hogy az UCHL-1 csokkenti a TNF-a 4ltal indukalt NF-xB
[62]. Munkacsoportunk korabbi kisérlete igazolta, hogy az UCHL-1 expresszidjanak
indukalasa protektiv hatasu patkany colitis modellben [60].

3.5.2. Az oxidativ stressz szerepe az IBD patogenezisében

Az oxidativ stressz szintén fontos szerepet jatszik az IBD kialakuldsdban ¢és
progressziojaban, jelentésen hozzajarul a gyulladasos folyamatok indukalasahoz, illetve a sejt-
és szovetkarosodashoz [63]. Oxidativ stressz soran az oxidans-antioxidans homeosztazis
felborul, az egyensuly az oxidansok iranyaba tolddik el a védekez6 antioxidans rendszerekkel
szemben. A sejtek oxigén metabolizmusa soran folyamatosan keletkeznek reaktiv oxigén
szarmazékok (ROS) a szervezetben, tobbek kozott olyan szabadgyokok, mint a szuperoxid
anion (0%), a hidroxilgyk (OH"), valamint a nem gyok tipust hidrogén-peroxid (H20,) és a
hipoklorossav (HOCI). Tovabba, a nitrogén metabolizmusa révén reaktiv nitrogén szarmazékok
(RNS) képzddnek, ide tartoznak a nitroxil-anion (NO") és a peroxinitrit (ONOO") [64]. Az
endogén ROS/RNS-ek az intracelluléris organellumokban, elsdsorban a mitokondriumban, de

a citoszolban és az extracellularis matrixban is termelddnek tobbek kozott a nikotinamid-
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adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH)-oxidazok (NOX), peroxidazok, xantin oxidazok, COX,
NOS, valamint a mieloperoxidaz (MPO) enzimek altal katalizalt kémiai reakciokban [65].
Habar ezeknek a reaktiv intermediereknek féleg patologias jelentdséget tulajdonitanak,
megfelelden alacsony koncentracidban szamos jelatviteli folyamatban toltenek be fontos
szerepet, tobbek kozott a fehérje foszforilacioban, a transzkripcios faktorok aktivalasaban, a
differencialodasban és az apoptozishban [66]. A fokozott ROS/RNS képzddés azonban a redox
egyensuly zavardhoz vezet stlyos strukturdlis és funkcionalis karosodast okozva szamos
sejtalkotoban, makromolekulaban, kiilonds tekintettel a membran lipidekben, fehérjékben és a
DNS-ben. Az oxidativ stressz elsédleges karos hatasa a lipidperoxidacio, melynek soran
megvaltozik a transzmembran enzimek, transzporterek, receptorok, illetve egyéb
membranfehérjék normal miikddése, melynek kovetkeztében fokozodik a membran
permeabilitasa, felborul a sejt homeosztazisa. A ROS/RNS-ek a fehérjék hidroxilacidja,
karboxildcidja vagy nitracidja révén modositjak azok funkcigjat, valamint kivalthatjak a
t karosithatja, ami kiillonb6zé 1ézidkhoz, génmuticiokhoz, illetve akar malignus
transzformacidhoz vagy sejthalalhoz is vezethet [68]. Tovabba, a ROS/RNS-ek kiilonboz6
kindzok és transzkripcios faktorok, mint példaul az NF-xB és az aktivator protein-1 (AP-1)
aktivalasaval befolyasoljak a pro-inflammatorikus citokinek expresszidjat, amellyel
gyulladasos kaszkadot indukéalnak. Az NF-kB altal indukalt citokinek, mint a TNF-a és az IL-
1 hozzajarulnak a transzkripcios faktor tovabbi aktivalasahoz [69], valamint maguk is képesek
az endogén ROS termelést indukalni stlyosbitva ezzel a gyulladas és a szdveti karosodas
mértékét [64]. Az MMP-k aktivalasaval [70], illetve inhibitorainak inaktivalasaval, a

szabadgyokok szintén karositjak a szoveteket [71]. Tovabba, a ROS-ok részt vesznek a
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a dohanyzas, az alkohol, a gyogyszerek, a taplalékkal bevitt transz-zsirsavak, valamint egyes
adalékanyagok, amelyek nagy mennyiségben mind hozzajarulhatnak a mucosalis barrier
karosodasahoz ¢s az IBD kialakulasahoz [72].

A homeosztazis fenntartasat, a reaktiv intermedierck eliminaldsat az antioxidans
rendszerek végzik. Antioxidans hatdssal rendelkezik szamos a taplalékbol, példaul
z0ldségekbdl, gylimdlesokbdl szarmazd asvanyi anyag (pl. cink, szelén), vitamin (pl. E- és C-
vitamin) [64], valamint a flavonoidok [73]. Tovabbi nem-enzimatikus antioxidans endogén

termékek a glutation (GSH), a metallothionein, az albumin, a bilirubin, az ubiquinol (redukalt
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koenzim Q10) és a transzferrin [64]. A szervezet oxidativ stressz elleni védelmét elsésorban az
antioxidans enzimek biztositjak. Ide tartozik a O%-t oxigénné és H20,-da redukald superoxid-
dizmutaz (SOD), a H20; vizz¢ és oxigénné torténd atalakuldsat végzo katalaz, valamint a
glutation peroxiddz (GPx), amely az altala katalizalt reakcioban a GSH-t alakitja at oxidalt
glutation-diszulfidda [65].

Tanulmanyok igazoltdk, hogy az IBD korai szakaszaban fokozdédik a reaktiv
szabadgyokok termelddése és mennyiségiik a betegség sulyossagaval és progresszidjaval
korrelal. Ezzel parhuzamosan csdkken az antioxidans enzimek, illetve antioxidansok szintje
[74, 75]. Az oxidativ stressz hatasara sériil az intesztinalis barrier, amely ennek kovetkeztében
atjarhatova valik az opportunista patogének szamara [76]. Tovabba az oxidativ stressz
hozzéajarul az IBD jellemz6 tiinetének, a hasmenésnek a kialakulasahoz [77], valamint a
fekélyek, stilyosabb esetben az extraintesztinalis manifesztaciok, mint a fisztulak és az arthritis
megjelenéséhez [78]. Mindemellett a ROS-ok DNS karosité hatasanak szerepe van a IBD-

asszocialt daganatos megbetegedések kialakulasaban is [79].

3.5.3. A hemoxigenaz enzimrendszer

A hemoxigenazok (HO) jelentds antioxiddns ¢és anti-inflammatorikus hatassal biro
szerves molekula, ami a vas raktarozasa mellett szamos fontos bioldgiai funkciot betolto fehérje
prosztetikus csoportjat képezi. A hem fehérjék koze tartoznak példaul az oxigén szallitasat,
illetve tarolasat végzd hemoglobin és mioglobin, az elektrontranszport ldncban és redox
katalizisben részt vevO citokromok, valamint a ROS-ok katalizalasaban fontos katalazok,
peroxidazok és oxidazok [80]. A hemet tartalmazé fehérjék degradacioja és a hemolizis soran
keletkezett szabad hem nagy mennyiségben felhalmozodva azonban prooxidans és pro-
inflammatoérikus tulajdonsagt [81]. A HO enzimek sejtvédd hatasukat egyrészt a felesleges
hem lebontasaval, masrészt protektiv tulajdonsagokkal rendelkezé termékek generalasaval
fejtik ki. A HO enzimek altal katalizalt oxidacios reakcioban a hembdl ekvimolaris mennyiségii
szén-monoxid (CO), vasion (Fe?") és biliverdin keletkezik. A biliverdint a biliverdin reduktaz
tovabb alakitja bilirubinna (3. abra) [82]. A folyamat soran keletkezett CO a szervezet egyik
fontos jelatviteli molekuldjaként szdmos élettani folyamatban vesz részt antioxidans,
vazodilatator [83], anti-apoptotikus [84], illetve anti-inflammatoérikus hatasa révén [85]. A
biliverdin és a bilirubin (alacsony koncentracioban) tébbek kozétt a szabadgyokok (O,

ONOO") direkt semlegesitése [86], valamint a gyulladasos utvonalak gatlasa révén fejtik ki
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protektiv hatasukat [87]. A szabad Fe?* prooxidans [64] és gyulladaskeltd tulajdonsagu [88],
ugyanakkor szamos l1étfontossagti fehérje kofaktora. A felszabadulé Fe?* a ferritinhez kotodik,
ami a vas raktarozasan kiviil szintén fontos antioxidans, anti-inflammatorikus és

immunszupressziv hatasu [89] (3. abra).
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3. dabra. A HO enzimek altal katalizalt hem degradacié
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(Forras: Casales és mtsai., 2021, mddositva [90])

A hem lebontasat végz6 HO enzimek 3 izoformaja ismert: (1) a Hsp32 hésokkfehérjeként
is ismert indukalhato HO-1, (2) a konstitutivan expresszalodé HO-2, (3) valamint a szintén
konstitutiv HO-3. A HO-3 feltételezhetéen a HO-2 transzkriptjébdl szarmazo pszeudogén,
amelynek katalitikus aktivitasa alacsonyabb és fiziologiai folyamatokban betdltott szerepe még
nem teljesen tisztazott [89]. A HO enzimek expresszidja és aktivitasa eltéré a kiilonb6zo
sejtekben és szovetekben. Fiziologids koriilmények kozott a HO-2 izoforma dominal az agyban,
a herékben, a majban, a vesékben és a kardiovaszkularis rendszerben, mig a HO-1 szintje
alacsony vagy hidnyzik, csak a 1épben €és a majban talalhaté nagyobb mennyiségben, ahol a
vorosvértestek szétesése soran felszabaduld hem bontasat katalizalja [91]. A HO-2 felelds
elsésorban a celluldris hem homeosztazis és a redox folyamatok fenntartasaért, az indukalhato
HO-1 pedig a citoprotekiv hatasért [92].

A HO-1 expresszidjat és aktivitdsat szamos tényezd indukalhatja, mint az enzim
szubsztratja, a hem, az oxidativ stressz, a kiilonb6z6 pro-inflammatorikus citokinek, a

nehézfémterhelés, a hipoxia és a hipertermia. Expresszidja elsdsorban transzkripcios szinten
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szabalyozott, amelyben a nuklearis faktor eritroid 2-vel Osszefiiggd faktor 2 (Nrf2), a Kelch-
féle ECH-asszocialt fehérje 1 (Keapl) és a BTB and CNC homology protein 1 (Bachl)
jatszanak szerepet [82]. Alapallapotban az Nrf2 a Keapl-hez kotédik a citoplazmaban, amely
gatolja az Nrf2 aktivitasat azaltal, hogy el6segiti annak proteaszomalis ubiquitinalodasat és
talalhat6 antioxidans valaszelemhez kotédve (antioxidant response element (ARE)) gatolja a
gén transzkripcidjat. Oxidativ stressz, illetve a megnovekedett citotoxikus hem koncentracid
hatasara a hemet k6td Bachl disszocial a HMOX1 promoter ARE szegmensérdl, valamint a
Keapl cisztein oldallancainak modosulasat kovetden az Nrf2 felszabadul a gatlas aldl. Az Nrf2
a sejtmagba vandorol, ahol ARE-hoz kotédve indukalja a gén transzkripcidjat [93]. Habar az
Nrf2 és a Bachl a HO-1 expresszidjanak elsddleges regulatorai, szamos gyulladasos mediator
altal aktivalt szignalizacios utvonal, példaul a mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK), a
foszfatidilinozitol 3-kinaz (P13K), a Stat3 (Signal transducer and activator of transcription
protein 3), a tirozin kinaz és a protein kinaz jelatviteli utvonalak, valamint transzkripcios faktor,
mint az NF-xB, az AP-1, a hipoxia indukalta faktor 1 alfa (HIF1a) is kivalthatja a HMOX1
transzkripcigjat. [93]. A HO-1 expresszidjanak szabalyozasat a 4. abra szemlélteti. A HO-1
emelkedett szintjét szamos gyulladasos betegség mellett az IBD esetében is kimutattak [83, 94].
Tovabba, az enzim aktivitasanak gatlasa cink- (ZPP) vagy on-protoporfirinnel (SnPP) a
gyulladas mértékének novekedését eredményezte kisérletes colitis modellben [95, 96].
Protektiv hatasanak koszonhetden a HO-1 célzott indukcidja potencialis terapianak tekinthetd

az IBD kezelésében [94].
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Keapl: Kelch-féle ECH-asszocialt fehérje 1, Nrf2: nuklearis faktor eritroid 2-vel 6sszefiiggd faktor 2, Bachl:
BTB and CNC homology protein 1, ROS: reaktiv oxigén szarmazékok, IL-10: interleukin-10, ARE: antioxidans
valaszelem NF-«B: nuklearis faktor-kappa B, AP-1: aktivator protein-1, AMPK: AMP-aktivalt protein-kinaz,
HIF1a: hipoxia indukalta faktor 1 alfa, Stat3: Signal transducer and activator of transcription protein 3,
PI3K: foszfatidilinozitol 3-kinaz, MAPKSs: mitogén aktivalt protein kinazok
(Forras: Campbell és mtsai., 2021, médositva [93])

3.6. A NETozis
3.6.1. A neutrofilek dltalanos jellemzése

A neutrofilek a legnagyobb szamban el6forduld terminalisan differencialt fehérvérsejtek
a keringésben. A jellegzetes szegmentalt sejtmaggal €s neutralisan festddd citoplazmatikus
granulumokkal rendelkezd, rovid élettartami sejtek a csontveldben keletkeznek, majd a
véraramba keriilnek, mig végiil programozott sejthalallal pusztulnak el. A velesziiletett
immunitas sejtes elemeiként a szervezet elsé vonalbeli védelmét jelentik a patogénekkel
szemben, valamint jelentds szerepet jatszanak a gyulladasos folyamatok és mind a velesziiletett,
mind az adaptiv immunvalasz szabalyozasaban [97]. Fertézésre vagy gyulladasra utald
szignalok hatdsara a neutrofilek az érfalon keresztiil az intersticialis térbe kilépve a gyulladas
helyére vandorolnak. Szdmos sejtfelszini receptorral rendelkeznek, ilyenek a kiilonb6z6 PRR-

ok, mint példaul a toll-like receptorok (TLR), az immunoglobulinnal vagy komplement
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komponensekkel opszonizalt patogéneket felismeré Fcy és komplement receptorok, illetve a
citokin receptorok. Az emlitett receptorokkal felismerik és megkdtik a patogéneket, a
sejtkarosodas soran felszabadul6 anyagokat €s a kiilonb6z6é immunsejtek (példaul makrofagok)
altal kibocsatott gyulladasos citokineket, kemokineket. Az aktivalt neutrofilek maguk is
képesek pro-inflammatérikus mediatorokat felszabaditani, amelyekkel tovabbi neutrofileket és
mas immunsejteket toboroznak a helyszinre, erdsitve ezzel a gyulladasos folyamatokat [98]. A
receptorkotddést kovetden a neutrofilek tobbféle modszerrel veszik fel a harcot a kérokozok
ellen. A fagocitozis soran a bekebelezett mikrobakat a neutrofilek citoplazmatikus
granulumaikban talalhat6 kiilonboz6 antimikrobialis enzimekkel és fehérjékkel semmisitik
meg. A neutrofilek altal termelt ROS-ok szintén hatékonyak a koérokozokkal szemben.
Tovabba, a degranulécio6 soran a neutrofilek egyes granulumaikat az extracellularis térbe tiritik,
amivel a nagyobb méretii patogének ellen is hatékonyak [98, 99]. Emellett, a neutrofilek
ujonnan felfedezett és intenziven kutatott effektor funkcioja a neutrofil extracelluléris csapdak
(neutrophil extracellular traps, NETs) létrehozasa és az extracellularis térbe torténd

felszabaditasa, a NETozis, amellyel megkotik és elpusztitjak a korokozokat [100].

3.6.2. A NETozis felfedezése

Sokaig ugy gondoltak, hogy a neutrofilek els6sorban az apoptozis vagy nekrdzis
kovetkeztében pusztulnak el, azonban Takei és mtsai. [101] 1996-ban felfedeztek egy ezektol
kiilonboz6 1) sejthalal format. A neutrofilek vizsgalata soran forbol-12-mirisztat-13-acetattal
(PMA) torténd stimulacio hatasara az eddig ismert sejthalal folyamatoktol eltéré morfologiai
valtozasokat tapasztaltak; az aktivalt neutrofilek kromatinja dekondenzalodott, a nuklearis
membran feloldodott, mig a tobbi citoplazmatikus organellum ép maradt, majd 3 ora elteltével
a sejtmembran permeabilitasa megnétt. Ezt kovetden Brinkmann és mtsai. [100] 2004-ben
tovabbi részleteket tartak fel a folyamatrdl. Munkéjuk soran megfigyelték, hogy a neutrofilek
az 1L-8, PMA vagy lipopoliszacharid (LPS) indukalta aktivaciot kovetéen, NOX miikodése
mellett DNS-bdl, hisztonokbol és antimikrobialis fehérjékbdl alld haldszeri strukturat, neutrofil
extracellularis csapdakat (Neutrophil Extracellular Traps, NETS) hoznak Iétre és szabaditanak
fel az extracellularis térbe a patogének eliminalasara, amely végiil a neutrofilek pusztulasaval
jar. A folyamatot NET6zisnak nevezték el. Ezek a korai tanulmanyok a NETozist egy aktiv
folyamatnak tekintették, ami nem kd&thetd az addig ismert sejthaldl folyamatokhoz. Fuchs és
mtsai. [102] 2007-ben azonban igazoltak, hogy csak a haldoklé neutrofilek képeznek NET-et

az aktivalast kovetd 2-4 oraban, ennek megfelelden a NET6zis a sejthaldl egy 0j Gtvonalanak
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tekinthet6. A NET képzddést késdbb tovabbi sejtek esetében is leirtak, példaul eozinofil és
bazofil granulocitakban [103], hizdsejtekben [104] és makrofagokban [105]. Ezt figyelembe
véve nevezték at a folyamatot ETo6zisnak, és ennek megfelelden nevezziik a neutrofilek ET
képzését NETozisnak [106]. Az eredetileg leirt un. ,,klasszikus” vagy ,,0ngyilkos” NET
képzddést alapvetden NOX-fiiggd folyamatnak tartottak, amely az enzim hidnyaban nem képes
aktivalodni [102]. Azonban az elmult években szamos tanulmany ravilagitott, hogy a NET
kialakuldsa NOX-fiiggetlen médon, Ca?* bearamlas és mitokondridlis ROS termelés hatdsara is
indukalodhat [107, 108]. Tovabba, ellentétben a korabbi tanulmanyokkal, miszerint a NET6zis
tobb orat igényl6 folyamat, Clark és mtsai. [109] 2007-ben arr6l szamoltak be, hogy a NET
képzodés minddssze 30 perc alatt bekovetkezett TLR4 receptor aktivalasan keresztiil indukalt
trombocita-neutrofil kotédés hatasara, mikozben a neutrofilek megdrizték integritasukat.
Hasonlo eredményt tapasztaltak in vitro korilmények kozott Staphylococcus aureus
baktériummal inkubalt neutrofil granulocitaknal, ahol a NET képzddés mar 10 perc elteltével
megfigyelhetd volt és a folyamat 1 6ra alatt, NOX-fiiggetlen moédon végbement [110]. Késobb,
a NETozisnak ezt a formajat nevezték el ,,nem-Ongyilkos” NETo6zisnak [111]. Ezenkiviil,
Yousefi és mtsai. eozinofilekben [112], majd neutrofilekben [113] kimutattak a NET6zis egy
olyan formé4jat, amely sordn mitokondridlis DNS szabadul fel az extracellularis térbe anélkiil,
hogy a sejt halalat okozna. A nem-6ngyilkos NET6zis felfedezése bizonyitotta, hogy a NET
képzés folyamata nem feltétleniil jar egyiitt a sejt halalaval, igy ebben az esetben a ,,NET6zis”

elnevezés még vitatott [114].

3.6.3. A NETozis folyamata

A NET képzddését szamos inger kivalthatja, tobbek kozott kiillonb6zé mikrobialis
fertézések, pro-inflammatorikus citokinek (IL-8, TNF-a) [100, 115], trombocita [116] és
endotelialis sejt [117] aktivacio, mononatrium-urat kristalyok [103], NO [118], H202 [119] és
autoantitestek [120]. A NET6zis soran kialakul6 haloszer( struktura alapjat a DNS szalak és a
hisztonok képezik. Ehhez kapcsoldédnak a neutrofil granulocitak elsédleges, masodlagos és
harmadlagos citoplazmatikus granulumainak antimikrobiélis hatast fehérjéi. Ide tartoznak
tobbek kozott a neutrofil elasztaz (NE), az MPO, a katepszin G, a proteinaz 3, az a-defenzin
(elsédleges granulum), a laktoferrin, a pentraxin 3 (masodlagos granulum), a zselatinaz, a
peptidoglikan felismerd fehérjék (harmadlagos granulum), illetve a citoplazmatikus

kalprotektin és a peroxiszomaban talalhato katalaz [121].
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A NETo6zisnak jelenleg két tipusat irtdk le részletesebben, a ,klasszikus” vagy
,ongyilkos” NETzist, és a ,,nem ongyilkos” NET6zist, azonban a pontos mechanizmusok még
nem teljesen ismertek. A klasszikus NET6zis indukcidjat a neutrofilek TLR, Fcy, komplement,
valamint citokin receptorainak ligandkotése valtja ki. Ennek hatdsara az endoplazmatikus
retikulumbol Ca?* szabadul fel a citoplazmaba és protein-kinaz C (PKC) szignalizacios ttvonal
aktivalodik. A NOX egyik regulator alegységének foszforilacidja lehetévé teszi az enzim
citoszolikus és membrankotott alegységeibdl allo funkcionalis komplex létrejottét, ami O,
majd H202 képzdédéshez vezet. A HoO2-0t az MPO enzim HOCI-v4 alakitja és tovabbi ROS-ok
képzédnek [122]. A fokozott ROS mennyiség kovetkeztében a nuklearis és granularis
membranok integritasa megsziinik és a sejtmagi, a granularis, valamint a citoplazmatikus
tartalmak keverednek. A neutrofilek azurofil granulumaiban tarolt NE és MPO felszabadulnak.
A citoszolban az NE az F-aktin hasitasaval a citoszkeleton szétesését és a neutrofilek
immobilizaciojat okozza. Ezt kdvetben az NE és az MPO a sejtmagba vandorolnak, ahol az NE
a hiszton fehérjék hasitdsadval hozzdjarul a kromatin dekondenzalasahoz. Az MPO feladata,
hogy segitse az NE felszabadulasat a granulumokbol, a sejtmagba jutasat, valamint fokozza az
NE proteolitikus aktivitisat. Tovabba, a megndvekedett Ca?* mennyiség aktivélja a fehérjék
citrullinaciojat katalizalo Ca?*-fiiggé peptidil-arginin-deiminaz (PAD) enzimcsalad egyik tagjat
a PAD4 enzimet, amely a sejtmagba keriilve a hiszton fehérjék arginin oldallancat citrullinalja.
A poszt-transzlacios modositas kovetkeztében a fehérjék elvesztik a DNS-hez valo kotddéshez
sziikséges pozitiv toltésiiket, ami eldsegiti a kromatin dekondenziciot, ezéaltal a NET
képzddését. A citoplazmaba keriil6 DNS szalakhoz tovabbi citoplazmatikus és granularis
fehérjék kapcsolodnak, végiil a kialakult NET a gasdermin D (GSDMD) altal formalt
porusokon keresztiil az extracellularis térbe kertil, ahol megkéti €s elpusztitja a korokozokat. A
folyamat végiil a neutrofil halalahoz vezet [123]. A klasszikus NET6zis mechanizmusat az 5.
abra szemlélteti. A NETO6zisnak ez a tipusa az aktivaciot kovetd 2-4 oraig tart. A NET
képzbddésben egyes enzimek, mint a PAD4 [123], a NOX [124] vagy a PKC [125] esszencialis
részvétele a mai napig vitatott. Kimutattak, hogy a c-Raf, a mitogén aktivalt/extracellularis
szignal regulalt kinaz kinaz (MEK), az extracellularis szignal altal regulalt kinaz (ERK) és a

protein kinaz B (Akt) kinazok szintén részt vesznek a NET képzddésben [125].
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5. abra. A ,klasszikus” NETdzis folyamata
PMA: forbol-12-mirisztat-13-acetat, PKC: protein kinaz C, ERK: extracellularis szignal ltal regulalt kinaz,
NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat, ROS: reaktiv oxigén szarmazékok, PAD4: peptidil-arginin-
deiminaz 4, NE: neutrofil elasztaz, MPO: mieloperoxidaz, GSDMD: gasdermin D
(Forras: Burgener és Schroder, 2022, modositva [126])

A nem-ongyilkos NET6zis esetében azonban a neutrofilek életben maradnak, mag nélkiili
citoplasztokka alakulnak, amelyek megdrzik mobilitasukat és szdmos korabbi funkcidjukat,
tobbek kozott a fagocitozist [111]. A folyamat a klasszikus NETo6zishoz képest sokkal
gyorsabban létrejon (5-60 perc) [127]. A baktériumok, bakterialis eredetii termékek ¢és
komplement fehérjék a TLR2, TLR4 vagy komplement receptorok aktivalasan keresztiil
indukaljak a NET képz6dését, amelyben a DNS nuklearis [110] vagy mitokondrialis [113]
eredetii is lehet, valamint NOX-fligg6 és NOX fliggetlen mddon is térténhet. A folyamat soran
a keletkezett NET a nuklearis membranbdl kivalo kis vezikuldkba keriil, melyek vezikularis
traszporttal a plazmamebranhoz széllitodnak és a plazmamembran sériilése nélkiil az
extracellularis térbe {irlilnek [127]. Ezt a NETo6zis format inkabb fert6zések kapcsan
feltételezik, mint steril gyulladasnal, mivel a neutrofilek megdrzik effektor funkcioikat [128].
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Mig a kezdeti tanulményok a NET6zist, mint a velesziiletett immunités fert6zésekre adott
hatékony valaszat vizsgaltak, Gjabb kutatasok arra utalnak, hogy szerepet jatszhat kiilonb6z6
korképek patogenezisében, mint a metabolikus, kardiovaszkularis, daganatos és autoimmun
megbetegedések. A NETozis sordn az intracellularis fehérjék és a DNS extracellularis térbe
keriilve potencialis autoantigéneket jelenthetnek az immunrendszer szamara, valamint a

felszabaduld6 DAMP-ok felerésithetik a folyamatban 1évé immunreakciokat [128].

3.7. Az IBD terapidja

Az IBD mai tudasunk szerint nem gyogyithatd. A CD ¢és az CU kezelése részben eltérd,
de mindkét esetben a terapia elsddleges célja a tiineti kezelés, a remisszid indukcidja és
fenntartdsa, az intesztinalis- és extraintesztinalis szovédmények gyogyitdsa, a miitéti
beavatkozéasok elkeriilése és a tovabbi progresszié megakaddlyozésa. A megfeleld kezelés
kivalasztasa szamos tényez6tol fligg: a gyulladas anatdmiai elhelyezkedésétol, kiterjedésétol, a
tiinetek sulyossagatol, egyéb Gl vagy szisztémas rendellenességek jelenlététol, illetve a paciens
hagyomanyos ,,step-up” szemlélet, a masik az 1) alternativat jelentd ,,top-down” modell. A
»step-up” terdpia esetén a kezelés az enyhébb hatasu gyogyszerek alkalmazédsaval kezdddik és
a kezelésre adott valaszoktol, mellékhatasoktol, illetve a betegség sulyossagatol fliggden térnek
at a kovetkezd, egyre erdsebb gyodgyszerek hasznalatara. A ,,top-down” le€pitd terapia sulyos
IBD-ben szenvedd betegek esetében alkalmazhatd, a diagnozist kvetden a biologiai terapiaval
kezdik a kezelést és az enyhébb hatast gyogyszerek felé haladnak a remisszié fenntartasaig (6.

abra) [130].
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6. abra. A gyulladasos bélbetegségek terapiajaban alkalmazott gyégyszertipusok és beavatkozasok
5-ASA: 5-amino-szalicilsav

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

Az IBD terapiaja soran 4 {6 gyogyszercsoportot alkalmaznak. Az aminoszalicilatok az
enyhe ¢és kozépsulyos CU esetén elsé vonalbeli kezelésként alkalmazahatok a betegség
remisszidjanak indukalasara és fenntartdsara. Oralisan vagy az oralis és rektalis készitmények
kombinacidjaban is adagolhatok, tovabba eldnyiik, hogy protektiv hatasukat helyileg, a gyulladt
bélszakaszon fejtik ki [129]. Els6ként a szulfaszalazin (SASP) hatékonysagat igazoltak az CU
kezelésében [131]. A készitmény aktiv hatdbanyaga az 5-amino-szalicilsav (5-ASA, mesalazin),
amely azokotéssel szulfapiridinhez kapcsolodik. Az oralisan adagolt SASP-ot a vastagbélbe
érve a bélbaktériumok azoreduktdz enzimei az azokotések hasitdsaval 5-ASA-ra és
szulfapiridinre bontjak, igy az aktiv hatdanyag csak a vastagbélben szabadul fel. Az 5-ASA
protektiv hatasat tobbek kozott a gyulladaskeltd medidtorok, mint az NF-kB és ezaltal a pro-
inflammatorikus citokin termelédés gatlasan [132], illetve a szabadgyokok megkotésén [133]
keresztiil fejti ki. A SASP okozta karos mellékhatasokért feltehetden a szulfapiridin felelds
(fejfajas, hemolitikus anémia, dermatitis) [13, 134]. Azdta mar tobb olyan gyodgyszert is
kifejlesztettek, amelyek célja az 5-ASA terapias hatdsanak megtartasa és hatékony eljuttatasa a
vastagbélbe, mindezt a szulfapiridin negativ mellékhatasai nélkiil. Ilyen lehetdségek példaul a
mesalazin pH-szenzitiv, bélben 0ld6dé polimerrel (Asacol) vagy egy multimatrix-szal (MMX)
(Lialda) torténé bevonasa, vagy a hatbanyag mikrogranulumba csomagolasa (Pentasa). Ezek
késleltetett vagy folyamatos hatoanyagleadast tesznek lehet6vé. Az olsalazin esetében a

mesalazin molekula azo kotéssel egy masik mesalazinhoz kapcsolodik (Dipentum), a balsalazid
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esetében pedig egy semleges hordozohoz kotve (Colazide) az aktiv 5-ASA a szulfaszalazinhoz
hasonloan az azokdtések hasitasaval szabadul fel [135].

A Kkortikoszteroidok a legerésebb gyulladascsokkentd hatast készitmények, széles korben
alkalmazzak akut, kézepesen stlyos és stlyos tiinetek esetében a betegség fellangolasanak
csokkentésére és a remisszié indukcidjara [13]. Elényiik, hogy gyulladascsokkenté hatasukat
gyorsan Kifejtik, azonban a betegség fenntartdo kezelésére sulyos mellékhatasaik miatt nem
javasoltak. Hosszatavi alkalmazasuk oszteopordzis, hiperglikémia, hipertenzid vagy
gyomorfekély kialakulasahoz vezethet [136, 137]. A szisztémasan hato szteroidok koziil a
prednizolon és a metilprednizolon terjedt el az IBD kezelésében. A betegség sulyossagatol
fiiggben adagolhaté ordalisan, rektalisan és intravéndsan, illetve magaban vagy 5-ASA
készitményekkel kombindlva is alkalmazhato a remisszié indukcidjara és fenntartdsara. Az
ajanlott terapias dozis elérését kovetden a szteroid mennyiségét fokozatosan csdkkenteni kell,
majd a lehetséges komoly mellékhatdsok miatt célszerii teljesen elhagyni. A szteroidterapia
pozitiv eredményei ellenére azonban nem minden beteg reagal megfelelden a kezelésekre. A
szteroid dependens pacienseknél a javuldst kovetden a dozis csokkentésével vagy a szer
elhagyasaval a tiinetek rovid idon beliil ujra megjelennek. A stilyos mellékhatasok csokkentése
érdekében fejlesztették ki a méasodik generdcios kortikoszteroidokat, ilyen készitmény példaul
a budezonid. A mesalazin készitményekhez hasonloan a lokalis hatas, illetve a karos hatasok
mérseklése érdekében a szteroidok esetében is alkalmazhatnak kiilonb6zd hordozo
technologiakat, példaul MMX bevonatot (budzonid MMX) vagy nanopartikulumokat [137].

A szteroid dependens vagy intolerans pacienseknél, illetve a remisszido fenntartasa
érdekében immunszuppresszansok alkalmazasa javasolt. Ezek a készitmények az T-sejtek
aktivacidjanak blokkolasan keresztiil fejtik ki gyulladascsokkentd hatasukat, azonban az
immunrendszer elnyomasaval megné az opportunista fert6zések kockazata [10]. Az IBD
metabolitja a 6-merkaptopurin. Hatranyuk, hogy a lassu hataskezdet miatt aktiv
betegséglefolyas esetén inkabb csak kiegészitd kezelésként alkalmazhatok [138]. Tovabba, a
terapia soran felléphetnek mellékhatasok példaul tiidégyulladds, iziileti gyulladas, laz,
sulyosabb esetben akar hepatitis, pancreatitis vagy leukopenia, melyek azonban a gyogyszeres
kezelés befejezésével altalaban megsziinnek [139]. A metotrexat tiopurinokhoz hasonld
indikéciokban valaszthaté immunszuppresszans, elsésorban a tiopurinok hatastalansaga, illetve
intolerancia esetén. Hatékonysaga CD-ben szenvedd pacienseknél igazolodott a remisszid
indukcidjaban és fenntartasaban [140]. Enyhe mellékhatasként hanyinger, hosszatavon

leukopenia, hepatotoxicitas vagy tiidégyulladas jelentkezhet [139]. A ciklosporin terapia
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sulyos, refrakter CU esetén a remisszio indukciojaban, valamint a kolektomia késleltetésében
vagy elkeriilésében bizonyult hatasosnak [141]. Az IBD terapias lehetdségei koziil azonban a
ciklosporin hasznalata a legkevésbé biztonsagos sulyos mellékhatasai miatt [139].

Az IBD kezelésében jelentds elOrelépést jelentett a biologiai terapiak bevezetése.
Alkalmazasuk a hagyomanyos kezelésekre nem reagal6, kozepesen sulyos €s sulyos lefolyast
IBD-ben javasolt. A biologiai szerek legtobbszor olyan antitestek, amelyek célzottan a
gyulladasos kaszkad valamely elemének gatlasan keresztiil fejtik ki terapias hatdsukat. A
klinikumban jelenleg TNF-a-gatlokat, integringatlokat, valamint az IL-12 és IL-23 citokineket
blokkol6 szereket hasznalnak. Az IBD kezelésében leggyakrabban alkalmazott IgG1 tipusu
anti-TNF-o. monoklonalis antitestek a human-egér kiméra infliximab és a human fehérjébol
eléallitott adalimumab [142]. Ez utobbi elénye, hogy teljesen human eredetébdl adoddan a
készitménnyel szembeni allergias reakciok ritkabbak, ellenben egyéb autoimmun betegségeket
indukalhat [143]. Az anti-TNF-o szerek kozé tartoznak még a certolizumab pegolt és a
golimumabot. Az elmult években a TNF-o-géatld szerekkel kapcsolatban egyre inkabb
készitményekkel kozel azonos molekulaszerkezettel és biologiai tulajdonsagokkal
rendelkeznek, azonban Iényegesen koltséghatékonyabb alternativat jelentenek. Tovabbi
biologiai terapias szerek az antiintegrinek csoportjaba tartozo vedolizumab, valamint a Th
sejtek differencialodasat eldsegité IL-12 és IL-23 citokinek p40-es alegységét blokkold human
IgG1lx monoklonalis antitest, az ustekinumab [142]. A kezelés hatékonysaganak novelése
érdekében a bioldgiai terdpidt gyakran immunszuppresszansokkal kombinalva alkalmazzak
[144]. A bioldgiai szerek, elsdsorban az anti-TNF-a kezelések soran tapasztalt hatranya, hogy
gyogyszerellenes antitestek képzddését indukalhatjak a szervezetben, amely a kezelés mellett
allapotromlashoz is vezethet [145]. A bioldgiai terapia tovabbi hatranya, hogy hasznalatuk
soran megnd a fertdzéses megbetegedések kockazata [8].

Az utdbbi évtizedekben a sebészeti beavatkozasok aranya az immunszuppresszansok és
a bioldgiai terapia alkalmazasanak emelkedésével parhuzamosan csokkent [146], azonban ezzel
kapcsolatban ok-okozati sszefliggést nem mutattak ki [147]. A sebészeti beavatkozasok célja
a sulyos szovédmények, perforaciok, fisztuldk, sziikiiletek kezelése, valamint a korosan
gyulladt bélszakaszok eltavolitasa [148].

Annak ellenére, hogy az IBD kezelésében alkalmazott 1) gyogyszerek szédma
folyamatosan novekszik, nem minden esetben hatékonyak. Ezért a betegség
patomechanizmusanak tovabbi tanulméanyozésa, valamint potencialis terapias célpontok és 01j

kezelési lehetdségek Kifejlesztése sziikséges.
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3.8. Az IBD dllatkisérletes modellezése

Az IBD patogenezisének megértésében, valamint az IBD kezelésére iranyuld uj,
potencialis terdpids gyogyszerek hatasmechanizmusanak feltardsdban ¢és kifejlesztésében
kulcsszerepet jatszanak a kiilonbozd allatmodellek. Az IBD tanulmanyozasara alkalmas
allatmodellek a gyulladés kialakulasa alapjan tobb kategoridba sorolhatok. Megkiilonboztetiink
spontan kialakulo; velesziiletett, spontan génmutacios modelleket; adoptiv transzfermodelleket,
mint a CD45RB, CD8 transzfer modell [149]; genetikailag mddositott allatmodelleket, példaul
a IL-7 transzgén vagy IL-107, NOD2" és IL-23" knockout egérmodellek [150], valamint
kémiai uton indukalt bélgyulladas allatmodelleket [149]. Ezek koziil a kémiai indukcion
alapulok terjedtek el széles korben koltséghatékonysaguk, jo reprodukalhatosaguk és a
gyulladas indukcidjanak viszonylagos egyszerlisége miatt. A leggyakrabban alkalmazott
kémiai agensek tobbek kozott a 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav (TNBS), a dextran-natrium-
szulfat (DSS), az oxazolon, illetve az ecetsav [151]. Jelen tanulmanyunkban TNBS-indukalt
patkany colitis modellt hasznaltunk, melyet els6ként Morris és mtsai. dolgoztak ki 1989-ben
[152]. Az eljaras soran a TNBS-t etanolban oldva, egyszeri dozisban, intracolonalisan juttatjak
be az allat rektuman keresztiil a disztalis vastagbélbe, ahol gyulladast indukal. Az etanol nem
csak a vivOanyag szerepét tolti be a folyamatban, hanem a nyélkahartya karositasaval lehetdvé
teszi a TNBS szamara a bélszovet mélyebb rétegeibe torténd bejutast. A TNBS egy haptén
tulajdonsagu trinitrofenil csoporttal latja el a colon sajat vagy a mikrobiom fehérjéit, amelyek
ezaltal immunogénné valnak az immunrendszer szamara ¢és Th-1 kozvetitette immunvalaszt
valtanak ki. Ennek hatasara fokozddik a CD4+ T sejtek infiltracidja a bélszovetben, valamint
gyulladaskelté citokinek — TNF-a, IL-6, IL-1B — szabadulnak fel az aktivalt makrofagokbol
[153]. A TNBS kezelést kovetd 3. napra mar kialakul az allatok sulyvesztésével jard, a bélfal
minden rétegét érinté gyulladas, szovetmegvastagodassal és a fekélyes elvaltozasokkal [154].
A TNBS modell a Th-1-figgd immunvalasz aktivalasaval és a transzmuralis gyulladas
kialakuldsaval jol reprezentdlja a human CD megjelenési formait, lokalizaciojat tekintve

azonban a CU-ra hasonlit [152].

3.9. A kén-hidrogén (H>S)
3.9.1. A H2S biologiai szerepének felfedezése

A H:S szintelen, jellegzetesen ,,zaptojas” szagu toxikus gaz, amellyel kapcsolatos kezdeti
tanulmanyok elsOsorban a kornyezetre, illetve a szervezetre artalmas tulajdonsédgaira és

hatasmechanizmusara fokuszaltak [155, 156]. A H2S az ember szamara a 0,1-1 ppm (parts per
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million) koncentracioban mar érzékelhet6, 50-100 ppm ko6zott mar akut mérgezés 1ép fel
neuroldgiai, kardiovaszkularis, illetve 1égzdszervrendszeri zavarokkal. Ha a kdrnyezeti HoS
koncentracio6 eléri a 100-150 ppm-et a szagloideg lebénul, ezaltal az ember nem érzékeli a
tovabbi esetleges mérgezés veszélyét. 500 ppm feletti HoS stlyosan kérositja a kozponti
idegrendszert, gyors eszméletvesztéshez és 1égzésleallashoz vezet [157]. A H2S toxikus hatasa
els6sorban a mitokondrialis sejtlégzés gatlasdval, az elektrontranszport lancban részt vevo
citokrom-C-oxidaz enzim blokkolasan keresztiil valosul meg [156]. A 70-es és 80-as években
azonban tobbek kozott Stipanuk és mtsai. [158] is beszamoltak az emlds szovetekben torténd
endogén HS termelddésért felelos enzimekrdl (cisztationin y-lidz (CSE), cisztationin B-szintdz
(CBS), 3-merkaptopiruvat-szulfurtanszferaz (3MST)), valamint a szintézis lehetséges
utvonalairdl, azonban ezek a tanulmanyok megmaradtak a biokémiai leirds szintjén. Kés6bb,
harom egymastol fiiggetlen tanulmany is jelentds mennyiségli H2S-t mutatott ki patkany, illetve
human agyszovetben [159-161], amelyek felvetették a H2S endogén termelésének lehetséges
fiziologiai vagy patofiziologiai folyamatokban betoltott szerepét. Ezen a teriileten a legnagyobb
attorést Abe és Kimura [162] 1996-o0s tanulmanya jelentette, amelyben a H2S-t, mint fontos
neuromodulatort irtdk le. Az elmult két évtized kutatdsi eredményei alapjan ma mar egyre
inkabb tisztazott, hogy a H2S, az NO-hoz ¢és a CO-hoz hasonldan, jelentds sejten beliili
folyamatokat szabalyozo jelatviteli gazmolekula (gazotranszmitter) [163, 164]. A
gazotranszmitterek olyan kis molekuldk, melyek szabadon atdiffundalnak a biologiai
membranokon, képzddésiik enzimatikus Gton, szabalyozottan torténik, jol definialt specifikus

funkciokkal, illetve cellularis és molekularis célpontokkal rendelkeznek [164].

3.9.2. A H2S endogén képzodése, bomldsa és raktarozdsa biologiai rendszerekben

Az endogén H2S szintézise enzimatikus és nem enzimatikus Uton is megvalosul a
szervezetben, azonban elsdsorban transzszulfuracios és transzaminacios utvonalakon, a cisztein
aminosav metabolizmusa soran keletkezik, melyet legalabb harom kiilonb6z6 enzimrendszer
katalizal [165]. Ezek a piridoxal-5’-foszfat-fliggé CSE és CBS, valamint az aszpartat-/cisztein-
aminotranszferaz (AAT/CAT) kozremiikodésével a SMST. Annak ellenére, hogy a reakciok
kiindulasi szubsztratja mindharom enzim esetében a cisztein, az enzimkinetikai tulajdonsagaik
kiilonb6zoek, beleértve az eltérd koszubsztratok hasznalatat, az enzimaktivitast, valamint az
aktivacié ¢€s inhibici6 mechanizmusat. Ennek figyelembe vételével a HoS szintézis Gtvonala

crer

a reakcioban részt vevd komponens, mint az enzimek szubsztratjai, illetve az enzimek
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aktivitasat modulalo faktorok jelenlététdl is fiigg [165]. A szervezetben a CSE és a CBS az
els6dleges H2S-termeld enzimek, melyek fleg a citoszolban lokalizalédnak, mig a 3MST a
mitokondriumban ¢€s a citoszolban egyarant megtalalhatd [166]. A HoS szintézis f6 Gtvonala
fligg a szoveti elhelyezkedéstdl is, ugyanis az enzimek kifejezddése eltéré a kiilonbozo
szervekben. A CBS f6leg az agyban és az idegszovetekben fordul el nagyobb mennyiségben,
mig a CSE a vaszkularis rendszerben és egyéb periférialis szervekben, mint a GI traktus, a tiido,
asziv, amaj és a vesék. A 3MST szintén megtalalhato a legtobb szervben [167]. A H2S szintézis
f6 enzimatikus utvonalait a 7. abra mutatja be. A H2S lebontasa a mitokondriumban térténik
els6sorban a szulfid-kinon-reduktaz (SQR) enzim altal katalizalt oxidacids reakciok révén
[165].
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7. abra. A kén-hidrogén (H2S) szintézis f6 enzimatikus titvonalai
CSE: cisztationin-y-liaz, CBS: cisztationin-B-szintaz, 3-MST: 3-merkaptopiruvat-szulfurtraszferaz, AAT:
aszpartat-aminotranszferaz, SAM: S-adenozil-metionin, CO: szén-monoxid, NO: nitrogén-monoxid, SUMO:
small ubiquitin-like modifier,
(Forras: Péter Nagy, 2015, modositva [165])

A H:S jelentds része biomolekuldkhoz kotddve tarolodik biztositva ezzel, hogy a szabad
H2S koncentracid a toxikus szint alatt maradjon. A kotddés reverzibilis, ennek kdszonhetden a
biologiai folyamatokhoz sziikséges H2S koncentraci6 felszabadithat6. Tanulmanyok igazoltak,
hogy a legtobb biologiai rendszerben az elérheté H2S mennyiségének kevesebb, mint 1%-a

talalhato szabad formaban, ami az endogén HzS raktarak nagy pufferkapacitasara utal [168].
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Patkany bélrendszerében mindharom H»S termel6 enzim expresszidjat kimutattak [169].
A CBS a mucosa simaizomréteg, a submucosa, illetve a lamina propria sejtjeiben lokalizalodik
¢s az ileumban és a colonban expresszalodik nagyobb mennyiségben. A CSE diffuz
megjelenésii és inkabb a duodenum, illetve a jejunum szakaszokon jellemz6 [170]. Az HoS-t
szintetizald enzimek mellett a colon bélbaktériumai miikddésiik soran kis mennyiségben
szintén termelnek H>S-t, de ennek nagy része fekalis anyagokhoz kotddik. A szabad
molekuldkat az intesztinalis epithélium SQR enzime a mitokondriumban tioszulfatta és
szulfatta alakitja adenozin-5'-trifoszfat (ATP) generalasa mellett. Ezaltal megakadalyozza a
magas HzS koncentracio kialakulasat, az ATP pedig energiaforrast jelent a colon sejtjei szdmara

[171].

3.9.3. A HsS biolégiai szerepe, anti-inflammatorikus hatdsa

A HS jelentés mediadtor szerepet jatszik szamos jelatviteli utvonalban. Molekularis
célpontjai a kiilonbozé biokémiai és fizioldgiai folyamatokat szabalyozd ioncsatornak,
receptorok, enzimek és fehérjék. A HoS altal vezérelt jelatviteli folyamatok elsésorban a
cisztein tartalmi funkcionalis vagy regulator fehérjék S-szulfhidraldsan, a tiol csoportok
perszulfidda alakitasan Kkeresztiil valosulnak meg. Tovabba, a H>S metalloproteinek
prosztetikus csoportjaval interakcioba 1épve befolyasolja a fehérjék miikodését. Az NO-val
kolcsonhatva a H2S részt vesz a fehérjék S-nitrolizacidjaban, illetve az NO szintézis
modulalasaval befolyasolja annak szignalizacios utvonalait [172]. Fiziologias koncentracioban
a HaS citoprotektiv, antioxidans, vazodilatator, anti-inflammatorikus, valamint anti-apoptotikus
hatasa. A GI rendszerben a HaS szerepet jatszik a normal simaizom milkodésben [173], a
mucosalis védelemben [174] és az epithelialis szekrécio stimulalasaban [175]. A HaS
gyulladascsokkentd hatasa kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztiil valosul meg (8. abra).

Gyulladas soran az els6 1épés a leukocitak (példaul neutrofilek, limfocitak) toborzasa a sériilés

crer

crcr

indukalja a neutrofilek apoptozisat [176]. A H2S szamos inflammatorikus mediator szintjének
modulalasaval szintén hozzajarul a gyulladas csokkentéséhez. Gatolja a transzkripcios faktor
NF-xB aktivaciojat, melynek kovetkeztében csokkenti a pro-inflammatorikus citokinek,
kemokinek és enzimek, mint az INOS expresszidjat [177]. Valamint a H2S aktivalja az endogén
antioxidans rendszereket, tobbek kozott a SOD, a GPx [178] és HO [177] enzimeket, valamint
a GSH-t [179]. A HaS kozvetlen antioxidans hatasa a ROS-ok és a ONOO™ [180] eliminalasa,

32



de ez az antioxidans enzimek indukalasa mellett feltehet6leg nem jelentés [181]. Az ATP-
szenzitiv K™ csatorna Kir6.1 alegységének szulfhidraldsa a csatorna nyitasat eredményezi és a
kialakult hiperpolarizacié a fesziiltségfiiggd Ca®* csatorndk aktivalasaval vazodilatacidhoz
vezet [182]. A csatorna aktivalasa a nem-vaszkularis simaizomsejtekben is relaxaciot idéz el6.
A foszfodiészterazok gatlasaval a HoS noveli az intracellularis ciklikus adenozin-monofoszfat
(cAMP) és/vagy a ciklikus guanozin-monofoszfat (CGMP) szintjét, ami szintén hozzajarul a
vazodilataciohoz [183]. A HaS szdvetregenerald hatasa tobbek kozott a vazodilatacio, a COX2
expresszidjanak novelése, valamint az angiogenezis elGsegitése révén érvényesiil [171]. A
legtobb sejtben, kiillonosen a GI epithelialis sejtekben, a H2S, mint elektron donor részt vesz az

ATP generalasaban.
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8. abra. A kén-hidrogén (H2S) anti-inflammatérikus hatasai
NF-xB: nuklearis faktor kappa B, ATP: adenozin-5'-trifoszfat, PDE: foszfodiészterazok
(Forras: Gemic és Wallace, 2015, modositva [184])

Az utdbbi években felmeriilt, hogy a H2S hozzajarulhat a NET képzdédés csokkentésé¢hez

is [185, 186]. Mindezen pozitiv hatasok felvetik a H2S terapias alkalmazasanak lehet6ségét a

gazotranszmitter szintjének modulalasan keresztiil Szamos betegség esetében.
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Protektiv hatasai mellett azonban a fiziologiastol eltér6 HoS koncentracido koros
folyamatokat indukalhat. Szamos betegség hozhatd Osszefiiggésbe a HoS szint valtozasaval,
mint, a diabétesz [187], a szepszis [188], a Down szindroma [189], az iszkémias szivbetegség
[190] vagy az Alzheimer kor [191].

3.9.4. H,S donorok

Az elmult évek kutatasai egyre tobb bizonyitékot tartak fel a H>S fizioldgids és
patofiziologids folyamatokban betdltott szerepérdl. A gazotranszmitter pontos funkcioinak,
illetve hatasmechanizmusainak feltérképezése érdekében kiilonb6z6 farmakologiai eszkdzoket
alkalmaznak, amelyek lehetévé teszik a HoS biologiai koriilmények kozotti, in vitro és in vivo
kisérletekben torténé tanulmanyozasat. Ilyen vegyliletek az Gn. H>S donorok, amelyek
meghatarozott koriilmények kozott kozvetleniil szabaditanak fel a HoS-t vagy az olyan
prekurzorok (L-cysteine, N-acetylcysteine) ¢s inhibitorok (DL-propargilglicin, B-cianoalanin),
melyek az endogén szintézis modulalasan keresztiil fejtik ki hatasukat [192]. A H>S donorokat
tobb kategoriaba sorolhatjuk, ezek a természetben eléforduldé novényi kivonatok, a szervetlen
szulfid sok, valamint a kémiailag eléallitott szintetikus vegytiletek.

A természetben eléforduld HoS donorok a hagymafélék és kaposztafélék csaladjaba
tartozo egyes zoldségfelék. Ezek koziil a fokhagymabol szarmazd vegyiiletek protekiv hatasa
tanulmanyozott a legjobban [193].

A szervetlen szulfid sokat, mint a natrium-szulfidot (NazS) és a natrium-hidroszulfidot
(NaHS) évekig alkalmaztak a biologiai kutatasokban, azonban ezek nem mimikaljak
megfelelden az endogén HoS szintézist. A szulfid sok vizes kézegben rogton hidrolizalodnak,
amely gyors HsS felszabadulast idéz el6 a vérben és a szovetekben, hirtelen magas, a fiziologias
szintet meghalado koncentraciot eredményezve, majd pedig gyors csokkenés tapasztalhato. Igy
a HoS viszonylag rovid ideig képes kifejteni hatasat, tovabba a kontrolalhatatlan H>S
felszabadulas €s koncentracio jelentdsen befolyasolhatja a kisérleti eredményeket, akar stlyos
karosodast is okozva [194]. Ezen hatranyok kikiiszobolése érdekében egyre tobb, a H2S-t lassan
felszabadito vegyiiletet allitanak el6. Ide tartoznak tobbek kozott a tionalé Lawesson reagens
(2,4-bisz(4-metoxifenil)-1,3,2,4-ditiadifoszfetan-2,4-diszulfid), valamint szarmazéka, a
GYY4137 és annak analdgjai, melyek protektiv hatasat szamos tanulmany igazolta [195-197].

A H2S donorok kisérletes alkalmazasanak eddigi eredményei, illetve a szintetikus

crer
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megértéséhez, valamint a HyS-alapt terapidk klinikumban torténé alkalmazasanak

lehetdségéhez.
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4, Célkitiizések

Az IBD multifaktoralis eredeti immunmedialt korkép, mely eléfordulasanak gyakorisaga
vilagszerte emelkedik és egyre inkabb globalis egészségiigyi problémat jelent. Az élethosszig
tartd betegség soran fellépd tiinetek, az aktiv €s nyugalmi allapotok valtakozasa jelentsen
befolyasoljak az IBD-ben szenveddk életmindségét. A tiinetek enyhitésére iranyuld jelenlegi
kezelések annak ellenére, hogy hatékonyan csékkentik a gyulladast, sulyos mellékhatasokkal
jarhatnak. A H2S, mint gazotranszmitter, fontos regulator molekula a szervezetiinkben, amely

kedvez0 hatasai révén 0 terapias lehetdségeket hordozhat magaban.

Ennek figyelembe vételével kisérleteink soran a kdvetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Hogyan valtozik az endogén H2S termel6 enzimek, a CSE és a CBS expresszidja a

TNBS éltal kivaltott gyulladas kovetkeztében patkany colonszovetben?

2. A H>S donor Lawesson reagens kezelés csokkenti-e a TNBS altal indukalt gyulladast

patkany colonban, illetve mely dozisok tekintheték hatékonynak?

3. Milyen molekuléris mechanizmusok vesznek részt a H>S donor protektiv hatasanak

kialakitasaban TNBS colitis modellben?

e Hogyan befolyasolja a H2S donor a gyulladasos mediatorok expressziojat?

e A HxS donor a HO enzimrendszer aktivalasan keresztiil fejti-e  Ki

gyulladdscsokkentd hatasat?

o A NETOzis szerepet jatszik-e a TNBS-indukalt patkany colitis patogenezisében és a

H>S donor hatassal van-e a NET képzddésre?
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Felhasznalt dallatok

Vizsgalatainkat a laboratoriumi allatok gondozasaval kapcsolatos alapelvek (NIH
Publikacio No. 85-23), az Eurdpai Parlament és Tanacs 2010. évi rendeletében szerepld
iranyelvek (2010/63/EU), valamint a magyar torvényi szabalyozas (XXVII1/1998.) és a
40/2013. II. 14. kormanyrendelet figyelembe vételével végeztiik. A kisérletek elvégzéséhez
sziikséges engedély szama: XX./4799/2015.

Kisérleteink soran him, 200-400 g-os, Wistar patkanyokat hasznaltunk fel, amelyeket a
Toxi-Coop Zrt.-té6l (Budapest, Magyarorszag) szereztink be. Az allatokat ellendrzott
kortilmények kozott (homérséklet 22 + 2-C, relativ paratartalom 55 = 10%, 12 6ras nappal ¢és

sotét ciklus) tartottuk és ad libitum standard patkany tapot és csapvizet kaptak.

5.2. Anyagok ésszeallitisa

A kisérletes colitis modell létrehozasahoz 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsavat (TNBS)
alkalmaztunk, amelyet 50%-0s etanolban (EtOH) oldottunk. H2S donorként 0,5%-0s
karboximetil-cellulozban (CMC) szuszpendalt Lawesson reagenst hasznaltunk. A pozitiv
kontroll szulfaszalazint (SASP), valamint a HO-1 enzim gatlasara alkalmazott 6n-protoporfirint
(SnPP) fiziologias sooldatban (0,9%) oldottuk. Az anyagokat kozvetleniil a kezelések elott
készitettiik el. A kisérlet soran alkalmazott vegyszereket a Sigma-Aldrich Kft., (St. Louis, MO,
USA) az SnPP-t a Frontier Specialty Chemicals (Logan, UT, USA) forgalmazza. Az anesztézia
fiziologias sooldatban oldott (0,9%) tiopentallal (Thiopental Braun, B. Braun Medical,

Barcelona, Spanyolorszag) tortént.

5.3. A TNBS dltal kivdltott patkdny colitis modell és a HaS donor kezelések kisérletes
elrendezése

Egyhetes akklimatizaciot kovetden az allatokat véletlenszeriien 3 csoportra osztottuk: (1)
abszolut kontroll — nem kapott kezelést; (2) EtOH csoport — 50% EtOH kezelés, a TNBS
oldoszere; (3) TNBS csoport — 10 mg TNBS 0,25 ml 50%-0s EtOH-ban oldva. A kisérletes
colitist Morris és mtsai. [152] altal leirt TNBS modszer alapjan indukaltuk. Az allatok 16 6ras
¢heztetés utan 0,25 ml TNBS-t vagy 50%-0s etanolt kaptak intracolonalisan (i.c.) egy 8 cm
hosszu polietilén kaniil segitségével egyszeri dozisban, enyhe altatas alatt (tiopental,

intraperitonealisan (i.p.), 40 mg/kg). Ezt kovetéen a TNBS-sel kezelt allatokat tovabbi
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csoportokra osztottuk és 3 napon keresztiil, naponta kétszer az alabbi szerekkel kezeltiik per os:
(1) Lawesson reagens, mint H>S donor — 600; 300; 150; 75; 37,5; 18,75; 9,3 uM/kg/nap
dozisokban; (2) CMC — 0,5%, Lawesson reagens vivoanyaga; (3) SASP, mint pozitiv kontroll
— 50 mg/kg/nap, fiziologias so6oldatban oldva. Kisérleteinket két részletben végeztiik el 5-16
allat/csoport elemszammal, 0sszesen 150 patkanyt felhasznalva. A HO-1 enzim H.S donor
medialta protekcioban betdltott szerepének felderitésére a HO-1 enzim aktivitasat szelektiv
inhibitoraval, az SnPP-vel gatoltuk. A kisérlet soran a gyulladas kivaltasat kovetden az allatok
az el6z6 vizsgalatban meghatarozott protektiv H2S donor dozis (18,75 uM/kg/nap) mellett
naponta egyszer 30 uM/kg/hap koncentracioji SnPP-t kaptak szubkutan. Megvizsgaltuk
maganak az inhibitornak a hatasat is a bélszovetre, ennek érdekében normal, egészséges
allatokat kezeltiink SnPP-vel. Az alkalmazott SASP és SnPP doézisokat munkacsoportunk
korabbi eredményei alapjan valasztottuk ki [95]. Az allatokat a TNBS kezelést kovetd 72 ora
elteltével tiopentallal (i.p., 100 mg/kg) terminaltuk, a colon végbélt6l szamitott 8 cm-es
szakaszat eltavolitottuk, hosszaban felvagtuk, majd hideg fiziologids séoldatban atmostuk,
kifeszitettiik és lefényképeztiik (Panasonic DMC-TZ6, Osaka, Japan) a planimetrias
kiértékeléshez. Ezt kovetden a mintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és -80°C-on
taroltuk a biokémiai mérésekig. Kisérleti elrendezésiinket a 9. abra szemlélteti.
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T > Etanol (EtOH) (50%), i.c.
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(INBS)
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9. abra. Kisérleti elrendezés és a mért paraméterek
i.c.: intracolonalis, H2S: kén-hidrogén, TNF-a: tumor nekrozis faktor a, HO-1: Hemoxigenaz-1, CSE:
cisztationin-y-liaz, CBS: cisztationin-B-szintaz, PAD4: peptidil-arginin-deiminaz 4, citH3: citrullinalt hiszton
H3, MPO: mieloperoxidaz, HMGB1: high mobility group box 1, NF-«kB: nuklearis faktor kappa B, UCHL-1.:

ubiquitin C-terminalis hidrolaz L1
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5.4. A gyulladds mértékének meghatdrozdsa colonban

A gyulladas Kiterjedtségének makroszkopos analizisét a laboratoriumunk altal
kifejlesztett planimetrias szoftver (Stat_2_1 1) segitségével végeztiik a kisérlet végén késziilt
bélfotok alapjan. A programmal meghatdroztuk a gyulladt teriiletek nagysagat, melyet

széazalékosan fejeztiink ki a teljes 8 cm-es bélszakaszok teriileté¢hez viszonyitva.

5.5. A pro-inflammatorikus MPO enzim aktivitdisanak meghatdrozdsa

Az MPO enzim aktivitasa a gyulladasos folyamatok egyik jellemz6 paramétere. Az MPO
enzim féleg a neutrofil granulocitakban termelddik, aktivitasa korrelal a neutrofil infiltracioval,
a gyulladds mértékével. Az enzim aktivitasinak méréséhez a bélszovetet 250 mg szovet/ml
hideg, 0,5% hexadeciltrimetilammonium-bromidot (HETAB) tartalmazé foszfat pufferben (50
mM, pH 6) homogenizaltuk kézi homogenizatorral (Ultra-Turrax T25, IKA Labortechnik,
Staufen, Németorszag) 2 X 30 masodpercig, 13500 fordulat/perc sebességgel, jégen. A
sejtmembran tovabbi feltarasa érdekében a homogenizatumokat folyékony nitrogénben és
37°C-os vizfiirddben négyszer fagyasztas-olvasztas ciklusnak tettiik ki. A mintakat 15 percig,
10000 g-n és 4°C-on centrifugdltuk, majd a méréshez a feliiliszokat hasznéltuk tovabb. Az
MPO enzim aktivitdsanak meghatarozdsdhoz egy 96-lyuka plateben 280 ul 0,167 mg/ml O-
dianizidin-dihidrokloridot tartalmazo foszfat pufferhez (50 mM, pH 6) 12 ul feliiliszot adtunk.
A reakciot 10 ul 0,03%-os hidrogén-peroxiddal inditottuk el. A mérés soran peroxidazt
hasznaltunk standardként (0 - 0,5 U/ml). Az optikai denzitast (OD) 90 masodperces razatast
kovetéen 490 nm-en spektrofotométerrel (Benchmark Microplate Reader, Bio-Rad
Laboratories Hercules, CA, USA) mértiik. Az MPO enzim aktivitasat mU/mg fehérjében
fejeztiik ki.

5.6. A TNF-a és a HO-1 szintjének meghatdrozdsa ELISA modszerrel

A gyulladaskeltd citokin TNF-o (Hycult Biotechnology B.V., Uden, Hollandia) és az
antioxidans enzim HO-1 (Sunred Biological Technology Co., Ltd, Shanghai, Kina) szdveti
szintjeinek meghatarozasat szendvics ELISA mddszerrel végeztiik. A TNF-a szint méréséhez
a mintakat 250 mg szovet/ml pufferben (300 mmol/lI NaCl, 15 mmol/l Tris, 2 mmol/l MgCl., 2
mmol/l Triton X-100, 20 ng/ml pepstatin A, 20 ng/ml leupeptin, 20 ng/ml aprotinin; pH 7,4)
homogenizaltuk 2 x 30 madasodpercig, 13500 fordulat/perc sebességgel, jégen, kézi
homogenizatorral (Ultra-Turrax T25, IKA Labortechnik, Staufen, Németorszag). A
homogenizatumokat 30 percig jégre helyeztiik, majd kétszer centrifugaltuk (10 perc, 14000 g,
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4°C). A szoveti HO-1 szint meghatarozasahoz a mintakat foszfat pufferben (pH 7,4) 2 x 10
masodpercig homogenizaltuk, majd 20 percig, 3000 rpm-en és 4°C centrifugaltuk. A
tovabbiakban a feliiliszot hasznaltuk. A méréseket a gyartok altal mellékelt protokollok
alapjan végeztik 96-lyuka plate-ben. Az OD-t 450 nm-en mértiik spektrofotométerrel
(Benchmark Microplate Reader, Bio-Rad Laboratories Hercules, CA, USA). Az eredményeket
a TNF-a esetében pg/mg fehérjében, a HO-1 esetében pedig ng/ml-ben fejeztiik ki.

5.7. A HO enzim aktivitisanak meghatdarozdsa colonban

A HO enzim aktivitasat Tenhunen és mtsai. [198] altal kidolgozott modszer modositott
valtozataval hataroztuk meg. A modszer soran a hem atalakulasakor keletkezo bilirubin szintjét
mértilk spektrofotometriaval. Az enzimaktivitdas méréséhez a colon mintakat 2 X 30
masodpercig, 13 500 fordulat/perc sebességgel, jégen homogenizaltuk kézi homogenizatorral
(Ultra-Turrax T25, IKA Labortechnik, Staufen, Németorszag) 2 ml pufferben (10 mM N-(2-
hidroxietil) piperazin-N’-(2-etanszulfonsav) (HEPES), 32 mM szachar6z, 1 mM dithiothreitol
(DTT), 0,1 mM etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), 10 pg/ml tripszin inhibitor, 10 pg/ml
leupeptin, 2 ug/ml aprotinin; pH 7,4). Ezt kovetden a homogenizatumokat 30 percig, 20000 g-
n és 4°C-on centrifugaltuk. A mérés soran 75 pl feliliszot adtunk 750 pl végtérfogata
reakcioelegyhez (2 mM gliikk6z-6-foszfat, 0,14 U/ml gliikdz-6-foszfat-dehidrogenaz, 15 uM
hemin, biliverdin reduktaz forrasként 120 ug/ml patkanymaj-citoszol, 2 mM MgCl> x 6H-0,
100 mM KH2PO4 és proteaz inhibitor koktél), majd a reakciot 50 pl (150 uM) B-NADPH
hozzaadasaval inditottuk el. A mintakat s6tétben, 37°C-on inkubaltuk 60 percen keresztiil, majd
jégre helyezve ledllitottuk a reakciot. A vak mintdk nem tartalmaztak B-NADPH-t. A mérés
soran bilirubin oldatot (58,47 pg/ml; 10 uM) alkalmaztunk standardként. Az OD értékeket 465
¢és 530 nm-en mértiik. A képz6dott bilirubin mennyiségét a B-NADPH-t tartalmazé és a vak
mintdk optikai denzitdsanak egységnyi fehérjetartalomra vonatkoztatott kiilonbségébdl

hataroztuk meg (nM bilirubin/éra/mg fehérje).

5.8. A H2S termelo enzimek, a NETozis markerek, valamint az inflammatorikus medidtorok
expressziojanak vizsgdlata \Western blot médszerrel

A fehérjék expresszidjanak valtozasait Western blot moddszerrel mutattuk ki. A
mérésekhez 30 mg fagyasztott, poritott colon szovetet homogenizaltunk a CSE és CBS enzimek
esetében 100 mM natrium-foszfatot (pH 7,4), 0,2% Triton X-100-et, 1 mM B-merkaptoetanolt,
1% proteaz inhibitor koktélt, 25 ug/ml fenilmetilszulfonil-fluoridot (PMSF), 10 pg/ml
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leupeptint és 20 ug/ml aprotinint tartalmazo lizis pufferben, a PADA4, citrullinalt hiszton H3
(citH3), MPO, HMGB1, NF-kB p65 és az UCHL-1 esetében PMSF-fel kiegészitett (a
végtérfogat 1/10-e) RIPA pufferben (0,5 M Tris-HCI, pH 7.4, 1,5M NacCl, 2,5% dezoxikoélsav,
10% NP-40, 10 mM EDTA, Merck Millipore, Burlington, USA). A homogenizalast 3 x 10
masodpercig, jégen, ultraszonikaloval (Ultrasonic Homogenizer UP-100H, Hielscher, Teltow,
Németorszag) végeztiikk, majd a homogenizatumokat 10 percig, 12000 rpm-en és 4°C-on
centrifugaltuk. A tovabbi mérésekhez a feliiluszokat hasznaltuk, amelyekben a
fehérjekoncentraciot Bradford modszerrel hataroztuk meg. Az elektroforézishez a mintakbol
egységesen 50 pg Osszfehérje mennyiséget kevertiink be redukald pufferrel, majd 95°C-on
denaturaltuk a fehérjéket 5 percig. Minden mintat azonos térfogatban (20 ul) vittink fel és
futtattunk 10%-os natrium-dodecil-szulfat (SDS)-poliakrilamid gélen, 90 V-on. Ezt kdvetéen a
fehérjéket nitrocelluldz membranra transzferaltuk 2,5 oran keresztiil, 35 V fesziiltségen. A
transzferalas eredményességét Ponceau festéssel ellendriztiik, majd Tween20 tartalma Tris-
pufferelt soéoldatban (TBS-T, pH 7,4, 0,05% Tween 20) torténé mosast kovetéen a
membranokat 5%-0s tejben vagy a citH3 esetében 5%-0s szarvasmarha szérum albumin (BSA)
oldatban blokkoltuk (egy éjszakan keresztiil, 4°C) az aspecifikus antitestkot6dés csokkentése
érdekében. 3 x 10 perces mosas utan a membranokat a kovetkez6 elsédleges ellenanyagokkal
inkubaltuk: anti-CSE (1:1000, Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag, ab136604), anti-CBS
(1:1000, Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag, ab96252), anti-PAD4 (1:1000, Proteintech,
Rosemont, IL, USA, 17373-1-AP), anti-citH3 (1:750, Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag,
ab5103), anti-MPO (1:1000, Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag, ab208670), anti-HMGB1
(1:1000, Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag, ab79823), anti-NF-kB p65 (1:500, Abcam,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag, ab16502), anti-UCHL-1 (1:500, Abcam, Cambridge, Egyesiilt
Kiralysag, ab108986). Az antitesteket 1%-0s tejben vagy BSA-ban higitottuk, melyben a
membranokat 2 6ran 4t, szobahdmérsékleten vagy a PAD4 és az MPO esetében egy éjszakan
keresztiil, 4°C-on inkubéltuk. Ujabb TBS-T-vel torténd mosast (3 x 10 perc) kovetden a
membranokat az elsddleges ellenanyagnak megfelelden egérben vagy nyulban termeltetett
tormaperoxidaz (HRP)-konjugalt masodlagos antitesttel (1:5000, DAKO, Agilent, Santa Clara,
CA, USA) inkubaltuk, 1 6ran keresztiil, szobahémérsékleten. A kisérletek soran varhato jeleket
kemilumineszcens szubsztrattal (ECL Plus Substrate, Amersham Pharmacia Biotech, Egyesiilt
Kiralysag vagy Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate, Merck Millipore,
Burlington, USA) tettiik lathatova és géldokumentacios rendszerrel (UVITEC, Cambridge,
Egyesiilt Kiralysag) detektaltuk. A felvételeket Quantity One 4.5 szoftver segitségével

analizaltuk. Ezt kovetéen a membranokat sztrippeltik és a felvitt fehérjemennyiség
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meghatarozasaként B-aktinra specifikus els6dleges ellenanyaggal (1:10000, Abcam,
Cambridge, UK, ab20272), majd anti-egér HRP-konjugalt masodlagos ellenanyaggal (1:5000,
DAKO, Agilent, Santa Clara, CA, USA) inkubaltuk. Az eredményeket relativ expresszioban

fejeztiik ki B-aktinra normalizalva.

5.9. Fehérjetartalom mérése Bradford modszerrel

A mintak Osszfehérje tartalmat Bradford méodszerrel hataroztuk meg. A mérés soran BSA
standard sort (0-12 pg/ml) hasznaltunk. A higitott mintakbol (1250-2000x desztillalt vizzel) 20
ul-t pipettaztunk 980 ul desztillalt vizhez, majd mind a standard sorhoz, mind a mintakhoz 200-
200 pul Bradford reagenst adtunk. A mintakat 96-1yuku plate-be pipettaztuk és az OD-t 595 nm-

en spektrofotometriaval mértiik. A fehérjekoncentraciot mg/ml-ben fejeztiik ki.

5.10. Statisztikai analizis

Eredményeinket atlag + S.E.M.-ben (standard error of mean) abrazoltuk. A statisztikai
elemzést SigmaPlot 12.0 for Windows szoftverrel (Systat Software Inc., San Jo-se, CA, USA)
végeztiik. Az adatokat kétmintas t-teszttel vagy egyutas varianciaanalizissel (ANOVA), majd
Tukey vagy Holm-Sidak post hoc teszttel értékeltiik ki. Eredményeinket statisztikailag

szignifikansnak tekintettiik, ha a valoszintiség (p) értéke kisebb, mint 0,05.
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6. Eredmények

6.1. A HaS termeld enzimek: a CSE és CBS expresszidjanak alakulisa TNBS-indukalt
colitis modellben

Kisérletiink soran megvizsgaltuk hogyan valtozik a H2S szintézisért felelds enzimek, a
CSE és a CBS expresszidja a gyulladas kivaltasat kovetéen a vastagbélben (10. a., b. abra).
Eredményeink azt mutattak, hogy a TNBS vivéanyaga, az 50%-os EtOH ¢és a TNBS kezelés is
szignifikansan csokkentette a CSE enzim expresszidjat a colon szdvetekben az abszolut kontroll
csoporthoz képest (7320,43 + 506,35 és 5835,47 + 497,34 vs. 9370,77 + 752,22 expresszio). A
CBS enzim expresszidja ehhez hasonloan valtozott, az EtOH és a TNBS csoportokban is
szignifikans csokkenést tapasztaltunk a kontroll csoport értékeihez viszonyitva (2022,67 +

137,95 ¢€s 1602,92 £ 127,72 vs. 2917,17 &+ 123,9 expresszio).
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10. abra. A H:2S szintetizalé enzimek, a (a) CSE és a (b) CBS expressziéjanak viltozasa gyulladas
indukciojat kovetéen
Atlag + SEM; n= 4-7/csoport; & < 0,05 abszolut kontroll vs. EtOH; # < 0,05 abszolut kontroll vs. TNBS;
CSE: cisztationin y-liaz, CBS: cisztationin B-szintaz, EtOH: 50% etanol, TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav

6.2. A kiilonbozd dozisui H2S donor kezelés hatdsa a gyulladas kiterjedtségének mértékére
TNBS-indukalt colitis modellben

A H2S donor Lawesson reagens bélgyulladasra gyakorolt hatdsdnak meghatarozasa
érdekében 50%-0s EtOH-ban oldott TNBS intracolonalis beadasaval colitist indukaltunk az
allatokban. Ezt kovetden kiillonbozd dozisu Lawesson reagenssel vagy pozitiv kontrollként
SASP-al kezeltiik az allatokat naponta kétszer, per os, majd 72 ora elteltével meghataroztuk a

gyulladas mértékét. A TNBS vivéanyaga, az 50%-0s EtOH 6nmagéban is fekélyesedést okozott
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a bélfal mucosa barrierjének karositasaval (24,12 + 3,33%). Azonban a TNBS sokkal
sulyosabb, a vizsgalt teriilet kozel 40%-at érintdé haemorrhagias és nekrotikus 1€ziot,
szovetmegvastagodast idézett eld (39,39 + 4,18%). A kiilonb6zd dézisokban alkalmazott HoS
donor esetében harang alaka dozis-hatas gorbét kaptunk. Eredményeink azt mutattak, hogy a
37,5 és a 18,75 uM/kg/mnap dozisok szignifikansan csokkentették a gyulladds szazalékos
kiterjedtségét a TNBS csoporthoz képest (33,28 + 4,68 és 27,39 + 1,54 vs. 39,39 + 4,18%).
Ezeknél nagyobb, illetve kisebb dézisok mar nem befolydsoltdk a gyulladas mértékét. A
makroszkopos eredményeink alapjan a 18,75 uM/kg/nap dozist H2S donor kezelés volt a
leghatékonyabb a gyulladassal szemben, igy a tovabbi kisérleteinkben ezt a dozist alkalmaztuk.
A CMC o6nmagaban nem befolyasolta a gyulladas kiterjedtségét, bizonyitva ezzel, hogy a
protektiv hatas valoban a Lawesson reagensbdl felszabaduld HoS eredménye. A klinikumban is
alkalmazott és kisérletes colitis allatmodellben elfogadott pozitiv kontroll SASP szignifikansan
csOkkentette a gyulladas mértékét a TNBS csoporthoz képest (31,24 + 3,04 vs. 39,39 + 4,18%)).
A kiilonb6zo kezelések hatasat a TNBS-indukalt gyulladasra a 11. a. abra, a reprezentativ
fotokat a 11. b-g. abra szemlélteti.
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11. 4bra. (a) A kiilonb6z6 dozisi H2S donor kezelések hatasa a gyulladas Kiterjedtségére TNBS-indukalt
colitis modellben. Reprezentativ képek a patkany colonban kialakult gyulladasrél a kiilonb6z6
csoportokban: (b) abszolit kontroll, (¢) 50% etanol (EtOH), (d) 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav (TNBS), (e)
TNBS + 37,5 uM/kg/nap H,S donor Lawesson reagens (H.S), (f) TNBS + 18,75 uM/kg/nap H,S donor
Lawesson reagens (H2S), (g) TNBS + szulfaszalazin (SASP, pozitiv kontroll)

Atlag + SEM; n= 4-11/csoport; && < 0,001 abszolat kontroll vs. EtOH; ## < 0,001 abszolut kontroll vs. TNBS;
a < 0,05 EtOH vs. TNBS, * < 0,05 TNBS vs. TNBS + kezelések

6.3. Az MPO enzim aktivitdsanak viltozdsa a HzS kezelések hatisdara TNBS-indukalt colitis
modellben

A gyulladdsos marker MPO enzim aktivitdsat az oxidalt O-dianizidin mennyiségébdl
hataroztuk meg spektrofotometrids méréssel. Az enzim aktivitdsa a TNBS-indukalt gyulladas
kovetkeztében szignifikansan megemelkedett az abszolit kontroll csoporthoz képest (32,99 +
6,2 vs. 7,09 + 2,02 mU/mg fehérje). A kiilonboz6 dozistt H2S donor kezelések szignifikansan
csokkentették az enzimaktivitast a 150 pM/kg/nap (17,13 £ 5,16 mU/mg fehérje), 75
uM/kg/map (16,28 + 5,24 mU/mg fehérje), 37,5 uM/kg/map (16,12 + 4,36 mU/mg fehérje) és a
18,75 uM/kg/map (19,07 + 3,5 mU/mg fehérje) esetében a TNBS csoporthoz (32,99 + 6,2
mU/mg fehérje) viszonyitva. A 300 uM/kg/nap dozis esetében is jelentés csokkenést
tapasztaltunk, azonban a kiilonbség nem volt szignifikans. Tovabba a 9,3 uM/kg/nap kisebb
dozistt H2S donor mar nem befolyasolta az MPO aktivitasat a TNBS csoporthoz képest (12.
abra). Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy molekularis szinten a HzS donor kezelés tobb
dozisban is szignifikans csokkenést okozott a TNBS altal megnovelt gyulladasos marker
aktivitdsaban, azonban csak a 37,5 uM/kg/mnap ¢és a 18,75 uM/kg/map dozisok esetében
tapasztaltunk makroszkoposan is megjelené gyulladas csokkenést a colon szdvetekben (11.
abra). A pozitiv kontroll SASP kezelés szintén szignifikansan csokkente az MPO aktivitasat a

TNBS csoporthoz viszonyitva (15,49 =4 vs. 32,99 + 6,2 mU/mg fehérje).
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12. abra. A mieloperoxidaz (MPO) enzim aktivitisanak valtozasa a kiilonb6z6 dozisi H2S donor
kezelés hatasara TNBS-indukalt colitisben
Atlag + SEM; n= 5-7/csoport; # < 0,05 abszolat kontroll vs. TNBS; * < 0,05 TNBS vs. TNBS + kezelések

TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, H,S: H,S donor Lawesson reagens, SASP: szulfaszalazin

6.4. Az exogén H>S hatdsa az anitoxidans HO-1 enzim szintjére és a HO aktivitasra TNBS
dltal indukalt gyulladdasban

Az antioxidans HO-1 enzim szintjének ELISA modszerrel torténd meghatarozasa alapjan
azt tapasztaltuk, hogy az enzim szintje emelkedett a TNBS kezelés hatasara az abszoltt kontroll
csoporthoz képest, a kiilonbség azonban statisztikailag nem volt szignifikans (0,26 £ 0,02 vs.
0,23 + 0,04 ng/mg fehérje). A 18,75 uM/kg/nap doézisa Lawesson reagens kezelés tovabbi
szignifikans emelkedést eredményezett a HO-1 enzim szintjében a colon szovetekben a TNBS
csoporthoz viszonyitva (0,35 + 0,04 vs. 0,26 + 0,02 ng/mg fehérje). Tovabba, a pozitiv
kontrollként alkalmazott SASP szintén novelte (0,32 £+ 0,04 vs. 0,26 = 0,02ng/mg fehérje) az
enzimszintet, azonban a valtozas nem volt szignifikans.

A HO enzim aktivitdsara a reakcid soran képzddott bilirubin mennyiségébdl
kovetkeztettiink. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az enzim aktivitasa a colitis
indukciojat kovetden, az enzim szintjével ellentétben, szignifikdnsan csokkent az abszolut
kontroll csoporthoz képest a colon szovetekben (0,81 + 0,06 vs. 1,22 £+ 0,13 nmol
bilirubin/ora/mg fehérje). Az oralisan alkalmazott 18,75 pM/kg/map dézistt H2S donor és a
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SASP azonban szignifikdnsan megemelte a HO enzim aktivitasit a TNBS csoporthoz
viszonyitva (0,97 + 0,05 és 1,03 = 0,05 vs. 0,81 + 0,06 nmol bilirubin/éra/mg fehérje). A HO

enzimmel kapcsolatos eredményeink a 13. a. és b. abran lathatok.
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13. abra. A H2S donor kezelés hatasanak vizsgalata a (a) hemoxigenaz-1 (HO-1) enzim szintjére és a
(b) HO enzimek aktivitasara
Atlag + SEM; n= 5-8/csoport; # < 0,05 abszolut kontroll vs. TNBS; * < 0,05 TNBS vs. TNBS + kezelések

TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, H,S donor: Lawesson reagens, SASP: szulfaszalazin

6.5. Lézio kiterjedtségének vizsgalata a HO-1 inhibitor SnPP kezelést kovetéen TNBS-
indukalt colitis modellben

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a HO-1 enzim szerepét a HzS donor altal kivaltott
protekcioban és szigndl transzdukcidban, a colitis indukcidjat kovetden az allatokat a per os
alkalmazott védo hatasu 18,75 uM/kg/map dozist HoS donorral parhuzamosan a HO-1 enzim
aktivitasat gatldo SnPP-vel is kezeltilk szubkutan, majd meghataroztuk a gyulladasos 1ézio
mértékét (14. a-d. abra). Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a 18,75 uM/kg/nap dozist
H>S donor kezelés szignifikansan csokkentette a gyulladas mértékét a colon szovetekben a
TNBS csoporthoz képest (18,18 + 5,54 vs. 33,28 + 3,32%), a protektiv hatas azonban az
inhibitorral valo egyiittes kezelést kdvetden megsziint. Az SNPP 6nmagaban nem okozott

gyulladast az allatok vastagbelében.
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14. abra. (a) A gyulladas kiterjedtségének valtozasa H2S donor kezelés, illetve a hemoxigenaz-1
inhibitor 6n-protoporfirin (SnPP) hatasara. Reprezentativ képek a patkiny colonban kialakult
gyulladasrdl a kiilonbozé csoportokban: (b) 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav (TNBS), (c) TNBS +
H>S donor Lawesson reagens (H2S donor), (d) TNBS + HzS donor + on-protoporfirin (SnPP)
Atlag + SEM; n= 6/csoport; ## < 0,001 abszolut kontroll vs. TNBS; * < 0,05 TNBS vs. TNBS + H,S donor

kezelés

6.6. A PAD4 és a citH3 NETozis markerek expressziojanak valtozdsa H>S kezelés hatasdra
TNBS-indukalt gyulladdasban

A protekcio molekularis biologiai hatterének tisztdzasa érdekében 0j kisérletsorozatban
megvizsgaltuk a NET6zis potencidlis szerepét. A NET6zis sordn a PAD4 enzim és az altala
citrullinalt hiszton H3 fehérje expresszidja fokozodik, amelyek a NET képzddés markereiként
szolgalnak. Eredményeink alapjan megallapithat6, hogy TNBS kezelést kovetéen a PAD4
enzim expresszidja szignifikdnsan megemelkedett a gyulladt bélszovetekben a kezeletlen

kontroll csoporthoz viszonyitva (0,75 + 0,08 vs. 1,26 £ 0,16 relativ expresszid). A protektiv
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hatasu HoS szignifikansan csokkentette a PAD4 enzim expressziojat a TNBS csoporthoz képest
(0,82 £ 0,07 vs. 1,26 = 0,16 relativ expresszid). Tovabba, a pozitiv kontrollként alkalmazott
SASP szintén szignifikdnsan redukalta az enzim szintjét a TNBS csoporthoz viszonyitva (0,74
+ 0,07 vs. 1,26 £ 0,16 relativ expresszid), az expresszio kozel azonos volt a kontroll csoport
értékeivel (15. a. abra).

A PAD4 enzim eredményeinek megfelelden, a CitH3 expresszidja esetében is hasonld
tendenciat tapasztaltunk (15. b. abra). TNBS hatasara a citH3 expresszioja szignifikans
novekedést mutatott az abszolut kontroll csoporthoz képest (0,09 + 0,02 vs. 0,29 + 0,05 relativ
expresszio), azonban, mind a HzS donor, mind a SASP kezelés szignifikdnsan csokkentette a
CcitH3 expressziojat a TNBS csoporthoz viszonyitva (0,15 = 0,02 és 0,09 = 0,01 vs. 0,29 = 0,05

relativ expresszid).
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15. abra. A H2S donor kezelés hatasanak vizsgalata a NETo6zis marker (a) peptidil-arginin-deiminaz
4 (PAD4) enzim és a (b) citrullinalt hiszton H3 (citH3) expressziojara TNBS-indukalt colitisben
Atlag + SEM; n= 5-13/csoport; # < 0,05 abszolit kontroll vs. TNBS; ## < 0,001 abszolut kontroll vs. TNBS; * <
0,05 TNBS vs. TNBS + kezelések
TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, H»S donor: Lawesson reagens, SASP: szulfaszalazin

6.7. Az MPO, mint NET komponens expresszidjanak viltozdasa H>S kezelést kivetden colitis
modellben

Az MPO enzim jelentds szerepet jatszik a NET képzodés folyamataban is. Az 12. abran
lathat6, hogy a TNBS kezelés a szoveti MPO aktivitds, tobb mint négyszeres novekedését
eredményezte az abszolit kontroll csoporthoz képest, a protektiv hatast, 18,75 uM/kg/nap
dozisu HoS donor pedig szignifikansan csokkentette az enzim aktivitasat a TNBS csoporthoz

viszonyitva.
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Az MPO enzim expresszidja az aktivitdsahoz hasonléan alakult a kiilonbozé
csoportokban. Western blot eredményeink azt mutattak (16. abra), hogy az MPO expresszioja
szignifikdnsan megemelkedett a colitis indukcigjat kovetden az abszolut kontroll csoporthoz
képest (0,06 £ 0,01 vs. 1,22 + 0,17 relativ expresszid). A Lawesson reagensbdl felszabadulo
H>S, valamint a SASP kezelés pedig az enzim expresszidjanak szignifikans csOkkenését
eredményezte a TNBS csoporthoz viszonyitva (0,62 + 0,11 és 0,54 £ 0,13 vs. 1,22 + 0,17 relativ

expresszio).
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16. abra. A H2S donor kezelés hatasa a mieloperoxidaz (MPO) enzim szoveti kifejezodésére TNBS
colitisben

Atlag + SEM; n= 5-11/csoport; ## < 0,001 abszolut kontroll vs. TNBS; * < 0,05 TNBS vs. TNBS +
kezelések

TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, H»S donor: Lawesson reagens, SASP: szulfaszalazin

6.8. A HaS donor kezelés hatdsa a gyulladasos medidtorok: a HM GBI és az NF-kB p65-is
alegységének expressziojdara

Pro-inflammatoérikus medidtorok koziill a HMGBI1 expresszioja a TNBS-indukalt
gyulladés kovetkeztében szignifikdnsan megemelkedett az abszolut kontroll csoporthoz képest
(0,80 £ 0,10 vs. 1,34 £ 0,15 relativ expresszid). A protektiv hatasu 18,75 uM/kg/nap dozisu
H>S donor kezelés pedig szignifikansan csokkentette a HMGBI szintjét a TNBS csoporthoz
viszonyitva (0,95 £ 0,06 vs. 1,34 = 0,15 relativ expresszid). A SASP kezelés szintén
csokkentette a gyulladdsos marker expresszigjat a TNBS értékeihez képest, a valtozas azonban

statisztikailag nem volt szignifikans (17. a. abra).
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A gyulladéaskeltd transzkripcios faktor NF-kB jelentds szerepet jatszik az IBD
patogenezisében. A 17. b. abran lathato, hogy a TNBS kezelés szignifikansan novelte az NF-
KB p65-0s alegységének expresszidjat az abszolut kontroll csoporthoz képest (0,36 + 0,08 vs.
0,62 + 0,05 relativ expresszio). A H2S donor, illetve a pozitiv kontrollként alkalmazott SASP
azonban a p65-0s alegység szoveti expressziojanak szignifikans csokkenését eredményezte a

TNBS csoporthoz képest (0,33 + 0,03 és 0,35 £ 0,08 vs. 0,62 £ 0,05 relativ expresszio).
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17. abra. A gyulladasos mediatorok, a (a) high mobility group box 1 (HMGB1) és a (b) nuklearis
faktor-k B (NF-kB) p65-6s alegységének expresszio valtozasa HzS donor kezelés hatasara TNBS-
indukalt colitisben
Atlag + SEM; n= 5-12/csoport; # < 0,05 abszolit kontroll vs. TNBS; * < 0,05 TNBS vs. TNBS +
kezelések

TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, H,S donor: Lawesson reagens, SASP: szulfaszalazin

6.9. A pro-inflammatorikus citokin TNF-a szintjének valtozdsa H2S donor kezelést
kovetoen colonban

A gyulladaskeltd citokin TNF-a szintjének valtozasai a 18. dbran lathatok. Eredményeink
alapjan elmondhatd, hogy a citokin szintje a kisérletes colitis indukciojat kovetden
szignifikdnsan megemelkedett az abszolut kontroll csoporthoz képest (67,67 £ 6,75 vs. 531,67
+ 31,9 pg/mg fehérje). A gyulladdsos 1€zi6 alapjan leghatdsosabbnak itélt 18,75 uM/kg/nap
dozisu H2S donor szignifikansan csokkentette a gyulladasos kaszkad ezen komponensének
felszabaduléasat a bélszovetben a TNBS csoporthoz viszonyitva (89,95 + 9,42 vs. 531,67 = 31,9
pg/mg fehérje). Tovabba, a pozitiv kontrollként alkalmazott SASP kezelés szintén szignifikans
csokkenést eredményezett a citokin szintjében a TNBS csoporthoz képest (105,78 £ 17,7 vs.
531,67 + 31,9 pg/mg fehérje).
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18. abra. A pro-inflammatoérikus citokin tumor nekrozis faktor a (TNF-a) szintjének valtozasa H2S
donor kezelést kovetéen TNBS-indukalt colitisben
Atlag + SEM; n= 4-8/csoport; ## < 0,001 abszolut kontroll vs. TNBS; ** < 0,001 TNBS vs. TNBS + kezelések

TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, H,S donor: Lawesson reagens, SASP: szulfaszalazin

6.10. Az UCHL-1 expressziojanak valtozdsa H>S kezelést kivetéen TNBS-indukalt colitis
modellben

Kisérletiink soran megvizsgaltuk a kiilonbozd kezelések hatasat az UCHL-1
deubiquitinaz enzim expresszidjara (19. abra) is. Western blot eredményeink azt mutattak, hogy
a TNBS altal indukalt gyulladas kovetkeztében szignifikdnsan lecsokkent az enzim
expresszioja a colon szovetekben a kezeletlen kontroll csoporthoz képest (0,69 + 0,07 vs. 0,18
+ 0,03 relativ expresszio). Azonban a 18,75 uM/kg/nap dozisu H2S donor, illetve a SASP
kezelés hatdsara szignifikans emelkedést tapasztaltunk az UCHL-1 expresszidjaban a TNBS

csoporthoz viszonyitva (0,42 £ 0,06 és 0,49 + 0,06 vs. 0,18 + 0,03 relativ expresszio).
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19. abra. Az ubiquitin C-terminalis hidrolaz L.1 (UCHL-1) expresszio valtozasa H>S donor kezelést
kovetéen TNBS-indukalt colitis modellben
Atlag + SEM; n= 5-10/csoport; ## < 0,001 abszolat kontroll vs. TNBS; * < 0,05 TNBS vs. TNBS + kezelések

TNBS: 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav, H,S donor: Lawesson reagens, SASP: szulfaszalazin
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7. Diszkusszio

Az IBD olyan GI rendszert érintd, kronikus lefolydst, immunmedidlt megbetegedés,
amelyre jellemz0 a relapszusok és remissziok ciklikus véltakozasa. Az epidemiologiai adatok
alapjan az IBD prevalencidja vilagszerte folyamatosan emelkedik [15]. Jelenleg szamos
terapias lehetdség 1étezik, melyek elsédleges célja a tiineti kezelés, azonban ezek nem minden
esetben hatékonyak. A gyogyszerek hosszu tavl alkalmazésa gyakran sulyos mellékhatasokkal
jar [134, 199], valamint szamos terapia rezisztens esettel talalkozhatunk a klinikumban. Jelen
tanulmanyunkban a  H>S  kezelés  gyulladascsokkentd  hatasat ¢és  lehetséges
hatdsmechanizmusait vizsgaltuk TNBS-indukalt patkany colitis modellben, kiilonds tekintettel
az antioxidans HO enzimrendszerre, gyulladasi markerekre és a NET6zisra. Kisérletiink soran
megallapitottuk, hogy colitis soran a HzS termeld enzimek (CSE ¢s CBS) expresszioja
csokkentette a legnagyobb mértékben a gyulladas Kiterjedtségét a colonszovetekben, a
kiilonb6zé gyulladasos markerek és mediatorok szintjét, valamint novelte az anti-
inflammatorikus hatasit UCHL-1 enzim expresszidjat. A protektiv hatdsu H.S kezelés hatasara
az antioxidans HO enzim szintjének és aktivitdsanak emelkedését tapasztaltuk, amely védo
hatas az enzim gatlasaval megszint, feltételezve ezzel a HO enzim szerepét a HoS-medialta
protekcioban. Eredményeink alapjan tovabba feltételezhetd, hogy a HoS anti-inflammatorikus
hatasa a gyulladas kovetkeztében megemelkedett NETo6zis markerek szintjének csokkentése
révén, a NET képzodés gatlasaval is megvalosulhat. Eredményeink Gj lehet6ségeket és terapis
célpontokat jelenthetnek a HoS-alapu kezelés IBD-ben torténd alkalmazasaban.

A korabban leginkabb toxikus hatasardl ismert H>S-r6l kideriilt, hogy fontos
gazotranszmitter a szervezetiinkben ¢és bioldgiai folyamatokban betoltott szerepének
tanulmanyozéasa egyre nagyobb figyelmet kapott az elmult években [162, 200]. Komplex
hatasai révén a H2S szamos fiziologias és patofizilogias folyamatot szabalyoz [166, 188, 201].
Fiziologids koncentracioban citoprotektiv, antioxidans, vazodilatator, anti-inflammatorikus,
illetve anti-apoptotikus hatasu. Gyulladascsokkenté hatasa egyre inkabb tisztazott IBD-ben,
amely megvaldsulhat tobbek k6zo6tt az ATP-szenzitiv K* csatorna aktivalasaval vazodilatacion
keresztiil a gyulladasos teriiletek vérellatasanak javitasaval [202], a leukocita adhézio és
migracio, valamint az 6déma kialakulasanak csokkentésével [176]. A HaS védelmet nyujt a bél
iszkémia-reperfuzios karosodasaval szemben [178], elGsegiti a baktériumok fagocitozisat,

illetve a makrofagok ,,M2” fenotipusba torténd differencialodasat [203]. Ezenkiviil, a H2S

crer
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semlegesitésével mérsékli a gyulladasos folyamatok soran fellép6 karos hatasokat [204]. A H2S
oxidacidjanak kulcsfontossagu enzime az SQR. A bélnyalkahartya fekélyes elvaltozdsa soran
az SQR expresszidja jelentésen csokken, ezaltal csokken az endogén H»S katabolizmusa a
karosodas helyén, hozzajarulva a fekély gyogyulasahoz és a gyulladas mérsékléséhez [169].

A mucosalis H2S szintézisért 3 enzim: a CSE, a CBS és a 3-MST feleldsek. Kisérleteink
soran TNBS-indukalt patkdny colitis modellben vizsgaltuk a CSE ¢és CBS enzimek
kifejezodését. Méréseink azt mutattak, hogy mind a CSE, mind a CBS expresszidja
szignifikdnsan lecsOkkent a gyulladds indukciojat kovetéen a bélszovetben a kontroll
csoporthoz képest, amely kovetkezményesen befolyasolhatja a lokalisan felszabadulo endogén
H2S mennyiségét. Eredményeink megfelelnek Wallace és mtsai. [205] megfigyeléseinek,
amelyek szerint a CSE és CBS enzimek expresszidja jelentésen mérséklodott a gyulladt
colonszovetben. Az enzimek expresszidjat a colitis indukcidjat kovetd tobb idépontban is
meghataroztak és a legalacsonyabb szintet 72 ora elteltével mérték. Kisérletiink soran a colon
mintak preparalasa a gyulladas kivaltasat kdvetden szintén 72 ordval tortént.

A fekélyes elvaltozasok kialakuldsa az IBD egyik jellemzd tiinete, amely a CD esetében
a GI rendszer barmely szakaszat érintheti transzmuralis gyulladast okozva, CU esetében pedig
csak a vastagbélre lokalizalodik és a mucosa vagy feliiletesen a submucosa rétegét érinti [13].
A TNBS modell a CD-re jellemz6 transzmuralis gyulladast okoz, azonban lokalizaciojat
tekintve a colitisre hasonlit, csak a colont érinti [154]. Jelen kisérletiinkben a TNBS kezelés
hatasara stlyos, a vizsgalt teliiletek kozel 40%-at érinté haemorrhagias és nekrotikus szoveti
gyulladast, fekélyesedést, illetve szovetmegvastagodast figyeltink meg. Eredményeink
megfelelnek Ghatule és mtsai. [206] altal a stlyossagi skala, valamint a colon tomegének
novekedése alapjan levont kovetkeztetéseinek, melyek szerint a TNBS altal kivaltott gyulladas
a patkanyok vastagbelének 6démasodasahoz, nekrozisahoz és fekélyes elvaltozasahoz vezetett.
Kisérletiink soran a kiilonb6z6 dézisu H2S donorral torténd kezelés harang alaku dézis-hatast
mutatott. A két protektiv hatastt H.S donor doézis szignifikdnsan csokkentette a gyulladas
stlyossagat és a fekélyesedés Kkiterjedtségét a TNBS altal kivaltott patkany
vastagbélgyulladasban. Tovéabba, a 18,75 uM/kg/nap dozistt H2S donor gyulladascsokkentd
hatékonysaga a pozitiv kontrollként alkalmazott, klinikumban is hasznalt SASP védé hatasat
is meghaladta. Eredményeink megfelelnek Chen és mtsai. [207] altal tapasztaltaknak, akik
munkajuk soran szintén arrdl szamoltak be, hogy a NaHS kezelés csokkentette a gyulladast és
a szovetkarosodast DSS-indukalt egér colitisben. A napjainkban széleskoriien alkalmazott
NSAID-ok GI rendszert karosito hatasait szamos vizsgalat bizonyitotta [39, 208], ezen negativ

hatasok a gyogyszercsoport hosszutavl alkalmazéasanak f6 korlatai. Azonban egyre inkabb
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tisztazott, hogy a H2S donormolekulék, illetve a gyulladascsokkenté farmakonok H2S-nel vagy
eldanyagaival torténd modosulatai, hatékonyan csokkentik a gyulladast, mindezt kevesebb
mellékhatas mellett [209-211]. Jelenleg tobb kutatas folyik olyan NSAID-ok fejlesztésére
melyek a hagyomanyos gyulladascsokkentd hatasaik mellett, modositott molekuldjukbol H2S
is felszabaditanak [212, 213]. llyen készitmények példaul az S-aszpirin, az S-diklofendk és az
S-naproxen [214]. T6bb tanulmanyban igazoltak, hogy a H>S-t felszabaditd NSAID, a naproxen
szarmazék ATB-346 szintén csokkenti a fajdalmat és a gyulladast, hasonloan mint maga a
naproxen, de 1ényegesen kevesebb karosodast okozva a GI rendszerben [215, 216]. Tovabba,
az ATB-346 fazis Il. klinikai vizsgalatban is hatasosnak bizonyult [217]. Ezenkiviil Fiorucci és
mtsai. [218] ATB-429-cel (a mesalazin H,S-szarmazéka) kezelt colitis allatmodellben
megfigyelték, hogy a gyulladt szovetekben jelentdsen csokkent a granulocitak szintje, illetve
szamos gyulladaskeltd citokin (IL-1, IL-8, IL-12 és TNF-a) expresszidja, mikdzben az anti-
iflammatorikus IL-10 citokin expresszidja nem valtozott. Az ATB-429 a mesalazinnal
ellentétben, gyengébben szivodik fel, igy nincs sziikség olyan hordozora, amely késlelteti a
felszivodast, hogy az aktiv hatébanyag a vastagbélben szabaduljon fel. Tovabba, ezaltal az
oradlisan adagolt ATB-429 az egész GI traktus teriiletén képes csillapitani a nyalkahartya
gyulladasat [184]. Ezenkiviil Blackler és mtsai. [193] megfigyelték, hogy diallil-diszulfiddal
(DADS), mint HzS donorral végzett kezelés védelmet nyujt a NSAID naproxen okozta
enteropathia ellen. Annak ellenére, hogy a HoS protektiv hatasat szamos tanulmany igazolta, a
protekci6 pontos mechanizmusa még nem teljesen ismert. Kisérleteink soran a H2S
gyulladascsokkentd hatadsanak hatterében all6 mechanizmusok feltérképezése érdekében

vizsgalt paramétereket és eredményeinket a 20. abra foglalja dssze.
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Lawesson reagens

!

— serkentés

— gatlis

——————— feltételezett hatas
20. abra. A kén-hidrogén (H2S) feltételezett gyulladascsokkenté mechanizmusai eredményeink
alapjan
HO-1: Hemoxigenaz-1, UCHL-1: ubiquitin C-terminalis hidrolaz L1, HMGBZ1: high mobility group box 1, NF-
«B: nuklearis faktor kappa B, TNF-a: tumor nekrézis faktor a, PAD4: peptidil-arginin-deiminaz 4,
CitH3: citrullinalt hiszton H3, MPO: mieloperoxidaz

A pro-inflammatorikus MPO enzim aktivitasa a gyulladdsos folyamatok korai
indikatoraként elfogadott biomarker. Az enzim elsésorban a neutrofil granulocitdk azurofil
granulumaiban talalhato, aktivitasa pedig korrelal a neutrofil infiltracioval, a gyulladas
mértékével. Kisérletlinkben a TNBS kezelés szignifikans emelkedést eredményezett az MPO
enzim aktivitasdban az abszolut kontroll csoporthoz képest, 6sszhangban a makroszkoposan
megfigyelhetd gyulladés kiterjedtségével. Azonban ezt a fokozodott enzimaktivitast a HoS
donor tobb dozisa is szignifikansan csokkentette, amely alapjan feltételezziik, hogy a protekcio
molekularis szinten elkezd6dott.

Egyre inkabb tisztazott, hogy az oxidativ stressz is fontos szerepet jatszik az IBD
patogenezisében [65]. Az egyik jelentds antioxidans és anti-inflammatorikus hatasu enzim a
szervezetben a HO-1, amely a prooxidans hatasu hem atalakulasat katalizalja. Kisérletiink soran
megvizsgaltuk, hogy a HO enzim szerepet jatszik-e a H>S-mediélta protekcioban TNBS altal
kivaltott colitisben. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a H2S donor kezelés novelte a HO

enzim aktivitasat és a HO-1 szintjét, ami a gyulladas csokkenéséhez vezetett. A H>S a HO-1
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expresszidjanak indukalasat feltehetben az Nrf2 transzkripcios faktor aktivalasan keresztiil
valositia meg [219]. Eredményeink 0Osszhangban vannak kutatocsoportunk korabbi
megfigyeléseivel, miszerint a HO enzim aktivalasa csokkenti a gyulladas mértékét TNBS-
indukalt colitisben [95]. Erbil és mtsai. [220] TNBS modellben szintén igazoltak, hogy a
gyulladas HO-1 expressziot indukalhat a vastagbélben, ezaltal védelmet nyujtva a karos
folyamatokkal szemben. Wang és mtsai. [221] eredményeik alapjan azt feltételezték, hogy a
TNBS hatasara megemelkedett HO-1 expresszio feltehetden a ROS termelés novekedésének
tudhato be. Kisérletiink soran a protekiv hatas pozitiv kontrolljaként SASP-ot alkalmaztunk. A
SASP, valamint metabolitja az 5-ASA az egyik standard terapias szer az IBD kezelésében, a
hatasat a vastagbélben fejti ki. Horvath és mtsai. [222] TNBS-indukalt colitis modellben
igazoltak, hogy az 5-ASA kezelés gyulladascsokkentd hatasat részben a HO-1 enzim
aktivalasan keresztul fejti. Kisérletiinkben az allatokat a HoS donor mellett SnPP-vel, a HO-1
inhibitoraval kezeltiik annak vizsgalata érdekében, hogy esetiinkben a H.S a
gyulladascsokkentd hatasat a HO enzimrendszer kifejezodésén keresztiil valositja-e meg.
Eredményeink alatamasztottak hipotézisiinket, mivel a H2S protektiv hatasa megsziint a HO-1
inhibitor jelenlétében. Kisérletiinkh6z hasonldoan a HO-1 védé szerepét Zhong és mtsai. [96] is
igazoltdk DSS-indukalt colitis modellben, az enzim gatlasaval (SnPP) a gyulladds mértéke
valtozatlan maradt.

A neutrofilek effektor funkcidja a fagocitozison, a citokin- és ROS-termelésen kiviil a
NET képzés és felszabaditas [121]. Az IBD-re a gyulladas helyén intenziv neutrofil infiltracié
jellemz6 [223], és egyre tobb tanulmany igazolja, hogy a NETozis szerepet jatszik az IBD
patogenezisében [224, 225]. Therrien és mtsai. [226] kimutattak, hogy a neutrofilek
eléfordulasa és aktivaldodasa megnovekedett a gyulladt és karosodott vastagbélben, ami korrelal
a betegség sulyossagaval. A NET komponensek jelenlétét Tao Li és mtsai. [225] igazoltak IBD-
ben szenvedd betegek plazmajaban. Munkajuk soran szignifikansan megemelkedett plazma
DNS és MPO-DNS komplex szinteket tapasztaltak aktiv és inaktiv CU vagy CD betegekben
egészséges kontroll csoportokhoz viszonyitva. Ezen feliil jelentds CitH3 expressziot figyeltek
meg az érintett betegek szovetmintaiban. Dinallo és mtsai.-nak [227] eredményei tovabbi
bizonyitékot nyujtanak a NET képzddés jelenlétére IBD-ben. Vizsgalatuk soran a NET
komponensek fokozott expresszioja mellett immunfluoreszcens festéssel is igazoltak az MPO,
az NE és a citH3 egyiittes lokalizaciojat a DNS-sel colitisben szenved6 betegekbdl szarmazo
mintakban. Jelen kisérletiinkben a H.S donor, Lawesson reagens hatasat vizsgaltuk a NET
komponensek expresszidjara TNBS-indukalt patkany vastagbélgyulladasban. A gyulladasos
folyamatok soran keletkezett ROS altal aktivalt PAD4 enzim hiszton fehérjék specifikus arginin
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lancait citrullinalja, elésegitve ezzel a kromatin dekondenzalodasat és a NET kialakulasat [228].
Western blot eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a gyulladds indukcidjat kovetden az
enzim expresszioja megemelkedett a colonszovetben. A PAD4 valtozasaval 6sszhangban a
CitH3 szintén fokozott expressziot mutatott TNBS kezelés hatasara. A hiszton poszttranszlacios
modositasa kromatin dekondenzaciot indukal a sejtmagban. A NET képz6dés soran MPO és
NE enzimek is felszabadulnak az azurofil granulumokbol, amelyek a sejtmagba vandorolnak
irodalmi adatokat, miszerint az MPO enzim aktivitasa és expresszioja jelentésen megemelkedik
a gyulladt szovetekben. A HzS donor kezelés hatasara azonban mindharom altalunk vizsgalt
NET komponens expresszioja szignifikansan lecsokkent. Eredményeink egybeesnek Zhang és
mtsai. [229] altal tapasztaltakkal. Kutatasuk soran a PAD4 enzimet kodolo gén fokozott
expressziojat, jelentds citH3 expressziot és az MPO enzim emelkedett aktivitasat mutattak ki
TNBS-indukalt egér colitisben. A NET jelenlétét immunhisztokémidval és immunfluoreszcens
festéssel is igazoltak, amely sordn a gyulladt szovetekben a neutrofilek altal képzett haldszerti
struktarat figyeltek meg. Chumanevich és mtsai. [230] szintén emelkedett PAD2 és PAD4
szintet mutattak ki DSS-indukalt egér colitis modellben, illetve colitisben szenvedd betegek
colon mintaiban. Mindkét kutatocsoport egy PAD4 aktivitasat gatlo szerrel, a Cl-amidinnal
kezelte az allatokat a gyulladas indukciojat kovetden, ami csokkentette a NET képzddést és a
gyulladas mértékét mind a DSS- [230], mind a TNBS-indukalt egér colitisben [229]. Szamos
allatmodellben igazoltak, hogy a Cl-amidin tobb betegség sulyossagat is mérsékelte, mint
példaul a rheumatoid arthritis [231], a szisztémas lupus erythematosus [232] és a daganatos
elvaltozasok [233]. A NET képzddés gatlasara iranyuld kisérletiikben Deng és mtsai. [234]
citH3 monoklonalis antitesttel torténd kezelés hatasara a gyulladasos valaszreakciok és a NET
csokkenését tapasztaltak LPS altal kivaltott szeptikus sokk egérmodellben. A H2S
vonatkozasaban Yang és mtsai. [185] a H2S donor NaxS NET6zisra gyakorolt hatasat vizsgaltak
diabéteszes egereken. Munkajuk soran kimutattak, hogy a H»S donor csokkentette a NET
képzodést, amely elbsegitette a diabéteszes sebek gyodgyulasat. Jelen kutatasunk NET6zissal
kapcsolatos eredményei 6sszhangban vannak a fentebb emlitett megfigyelésekkel és felvetik a
NET képzddésben részt vevd komponensek, elsésorban a PAD4 és a citH3 biomarkerként valo
alkalmazasanak lehetéségét IBD-ben szenvedd betegek esetében, tovabba, hogy a HoS-alapt
terapia a NETozis gatlasa révén is jelentésen hozzajarulhat a gyulladasos folyamatok
csokkenéséhez €s a fekélyes elvaltozasok mérsékléséhez.

Az IBD patogenezisében szamos gyulladasos mediator, citokin, illetve kemokin jatszik

szerepet [48]. Ennek érdekében munkank soran megvizsgaltuk, hogy a H>S donor kezelés
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milyen hatassal van a pro-inflammatérikus mediatorok a HMGBI1 és az NF-kB p65
alegységének expresszidjara, a gyulladaskeltd citokin TNF-a szintjére, valamint az anti-
inflammatoérikus hatassal is rendelkez6 UCHL-1 expresszidjara. A HMGB1-gyel kapcsolatban
jelen tanulmanyunk aldtdmasztotta laborunk korabbi eredményeit [60], amelyben szintén
magas HMGBI expressziot tapasztaltunk a gyulladt colonszévetekben. A H.S donor kezelés
hatasara a gyulladasos faktor szintje szignifikansan lecsokkent. Eredményeik alapjan Maeda és
mtsai. [235] szintén arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a HMGBL1 expresszidja megemelkedik
DSS-indukalt colitis egérmodellben, azonban anti-HMGBI antitesttel térténé gatlas esetén a
gyulladas mértéke csokken. Tsoyi és mtsai. [236] munkajuk soran bizonyitottak, hogy a HO-1
¢s metabolitja, a CO a HMGBI1 gatlasan keresztiil fejtik ki protektiv hatasukat szepszis
modellben. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy kisérletiinkben a H>S donor a HO enzimrendszer
aktivalasaval is hozzajarulhatott a HMGBI1 szint csokkenéséhez. A NET képzddéssel
kapcsolatban Tadie és mtsai. [237] igazoltak, hogy a HMGB1 a TLR4-en keresztiil fokozza a
NET6zis folyamatat, hozzajarulva ezzel a gyulladasos folyamatokhoz és a szovetkarosodashoz.
Tovabba Zhao és mtsai. [186] a H2S és a NETozis kapcsolatanak vizsgalataval patkany
hiperhomociszteinémia modellben kimutattak, hogy a HoS NET képzdédésre kifejtett gatld
hatasat a HMGBI szint csokkentésén keresztiil valositja meg, mely eredmények 6sszhangban
vannak jelen munkank megfigyeléseivel. A HMGB1 a RAGE és TLR receptorokhoz kotddve
a MAPK utvonal aktivalasaval gyulladasos kaszkadot indit el: hozzajarul az NF-«B
termel6déséhez [238]. Az NF-kB a gyulladasos folyamatok egyik kulcsfontossagli mediatora,
fokozott aktivacidja jellemz6 az IBD-ben szenvedd betegekre is [239]. Vizsgalatunk soran az
NF-kB expressziojanak szignifikans emelkedését figyeltik meg a TNBS altal indukalt
gyulladasban, amely a protektiv dozisi Lawesson reagenssel torténd kezelést kdvetden
szignifikans csokkenést mutatott. Eredményeink megfelelnek a szakirodalomban leirtaknak,

melyek szerint a HoS kozvetett modon, az antioxidans HO-1 expresszidjanak novelésével

crer

crer

mtsai. [241] igazoltak, hogy a NET képzodésben is fontos szerepet jatszo6 PAD4 enzim
citrullinalja az NF-xB p65 alegységét, fokozva annak importin a3-hoz vald kotddését és
a TNF-o termelddését. A fentebb emlitett eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a HoS a
PAD4-medialt citrullinacio, valamint a HMGB1 gatlasan keresztiil is csokkentheti az NF-xB

aktivaciojat. Az NF-xB szamos pro-inflammatorikus jelatviteli utvonalat indukal, koztiik a pro-
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inflammatoérikus citokinek termelédését [55]. Az IBD patogenezisében az egyik jelentds
gyulladaskelt6 citokin a TNF-o [48]. Kisérletink soran a TNBS altal kivaltott gyulladas
kovetkeztében a TNF-a szintje jelentésen megemelkedett a colonban, amely megfelel a korabbi
kisérletiinkben igazoltaknak [242]. H2S kezelés hatasara azonban a citokin szintje kozel az
egészséges kontroll csoportban mért értékre csokkent. Balaha és mtsai. [243] DSS-indukalt
vastagbélgyulladas modellben megfigyelték, hogy a fokhagymaolajjal, mint H>S-donorral
torténd kezelés jelentésen mérsékelheti a gyulladas sulyossagat és csokkentheti szamos
kulcsfontossagu gyulladasos marker, koztik a TNF-a ¢s az MPO expresszids szintjét €s
aktivitasat. Tovabba, Wallace és mtsai. [205] a vastagbélgyulladas mértékének jelentds
csokkenésével Osszefiiggésben az i.c. adagolt H2S donorok hatasara csokkent TNF-ao mRNS-
¢s fehérjeszintet mutattak ki patkany colitis modellben. Bai és mtsai. [244] CU-ban szenved6
paciensek szovetmintaibol szarmazd in vitro kisérlet soran arr6l szamoltak be, hogy a DADS
(fokhagymabol nyerhetd szerves kénvegylilet) jelentds csokkenést idézett elé6 a TNF-a
expresszidjaban. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a pro-inflammatorikus citokinek
csokkent szintje a H.S NF-kB és HMGB1 gétl6 hatasanak kdvetkezménye.

Az UCHL-1 a proteaszomalis lebontasban betoltott jelentés szerepe mellett, mint
lehetséges anti-inflammatorikus medidtor, az IkB-a stabilizalasa révén képes blokkolni az NF-
kB aktivaciojat [62]. Jelen kisérletiink soran az UCHL-1 alacsony expresszidjat figyeltiik meg
a TNBS altal kivaltott vastagbélgyulladasban, amely megerdsiti laborunk korabbi eredményeit
[60]. H2S donor kezelés hatasara ez a csokkent enzim expresszio szignifikdnsan
megemelkedett, amely alapjan feltételezhet6, hogy a H.S az anti-inflammatérikus hatast
UCHL-1 szint ndvelésén, ezaltal a gyulladasos mediator NF-xB gatlasan keresztiil is kifejtheti
protektiv hatasat.

Osszeségében elmondhatd, hogy a H2S kezelés hatékonyan csdkkenti a gyulladas
mértékét és hozzajarul a szovetregeneraloddshoz kisérletes colitisben. Protektiv hatdsa
feltételezhetGen az antioxidans és anti-iflammatdrikus hatasa HO-1 enzim aktivalasan, a NET
képzodés gatlasan, valamint a gyulladasos mediatorok modulalasan keresztiil is megvalosulhat.
Eredményeink hozzdjarulnak a HoS 4ltal kozvetitett protekcid hatdsmechanizmusdnak
pontosabb megismeréséhez, tovabba segithetik 0j, H2S alapu terapias lehetdségek kifejlesztését

az IBD kezelésében.
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8. Tartalmi osszefoglalo

A gyulladasos bélbetegségek (Inflammatory Bowel Diseases, IBD) a gasztrointesztinalis
(GI) rendszert érint6, kronikus lefolyasu, fellangolasok (relapszusok) és nyugalmi allapotok
(remisszidk) valtakozasaval jar6 immunmedialt korképek. Két leggyakrabban el6forduld tipusa
a Crohn betegség (CD) és a colitis ulcerosa (CU), amelyek tiineteik és lefolyasuk alapjan
hasonldak, azonban kialakulasuk ¢€s klinikai megjelenésiik eltérd. Annak ellenére, hogy az IBD
intenziven Kkutatott teriilet, etiologiaja még nem teljesen ismert. Egyre inkabb tisztazott
azonban, hogy az IBD multifaktorialis eredetii, tobb tényez6 — genetikai és kornyezeti faktorok,
immunologiai folyamatok, illetve a mikrobiom — egymassal kolcsonhatva vesz részt a
betegségek kialakuldsdban. Tovabba, az utdbbi években eldtérbe keriilt az oxidativ stressz,
valamint az aktivalt neutrofilek jonnan leirt effektor funkcidja a neutrofil extracellularis
csapda (Neutrophil Extracellular Trap, NET) képzddés, a NETozis szerepe is az IBD
patogenezisében. Mai tudasunk szerint az IBD nem gydgyithaté betegség. A jelenleg
alkalmazott terapiak elsddleges célja a tiineti kezelés, a remisszio indukcidja és fenntartasa, a
szovodmények gyogyitasa, a miitéti beavatkozasok elkeriilése, valamint a tovabbi progresszio
megakadalyozasa. Ezek a kezelések azonban nem minden esetben hatékonyak és szadmos, akar
silyos mellékhatasokat okozhatnak. Mindezek alapjan sziikséges a betegség
patomechanizmusanak tovabbi tanulmanyozasa, valamint 1j, potencialis terapias célpontok
felfedezése ¢€s kezelési lehetdségek kifejlesztése.

Az utdbbi két évtized kutatasi eredményei alapjan egyre inkabb tisztazott, hogy az
alapvetéen toxikus hatasairdl ismert kén-hidrogén (H2S) a szervezetben is el6forduld,
jelatviteli folyamatokat szabalyoz6 gazmolekula (gazotranszmitter). Az endogén H»S szintézise
els6sorban enzimatikus uton a cisztein aminosav metabolizmusa révén valosul meg, melyet
elsédlegesen harom enzimrendszer katalizal. Ezek a piridoxal-5’-foszfat-fiiggd cisztationin y-
liaz (CSE) és a cisztationin B-szintaz (CBS), valamint az aszpartat-/cisztein-aminotranszferaz
(AAT/CAT) kozremiikodésével a 3-merkaptopiruvat-szulfurtanszferaz (3MST). Tanulmanyok
igazoltak, hogy a H»S szamos fizioldgiai és patofizioldgiai folyamatban részt vesz. Fiziologias
korilmények kozott a HoS citoprotektiv, antioxidans, vazodilatator, anti-inflammatorikus,
valamint anti-apoptotikus hatasi. A Gl rendszerben hozzajarul a normal simaizom
milkodéshez, a mucosalis védelem fenntartasahoz, valamint az epithelialis szekrécid
stimulalasahoz.

Doktori kutatbomunkam soran a H>S anti-inflammatérikus hatasmechanizmusainak

feltérképezését tliztiik ki célul 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav (TNBS)-indukalt patkany colitis
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modellben. Kisérletiink els6 részében arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy hogyan valtozik
az endogén H>S szintézisért felelds enzimek, a CSE és a CBS expresszidja a TNBS éltal
kivaltott gyulladas hatasara a colonszdvetben. Ezt kovetden célunk volt a H2S donor Lawesson
reagens protektiv dozisanak meghatarozasa a gyulladas kiterjedtsége alapjan. A
leghatékonyabb doézis alkalmazasaval arra kerestiink valaszt, hogy milyen molekularis
mechanizmusok allhatnak a HoS gyulladascsokkentd hatasanak hatterében. Kisérleteink soran
célul tiiztlik ki el6szor az antioxidans és anti-inflammatorikus hemoxigendz (HO)-1 szerepének
vizsgalatat a HoS altal kozvetitett protekcioban TNBS-indukalt colitis modellben. A HO-1
részvételét feltételeztiik, abban az esetben, ha a HO-1 inhibitor 6n-protoporfirin (SnPP)
adagolasa megsziintette a HoS-medialt gyulladascsokkenést. Tovabbi célunk volt kideriteni,
hogy a NETo6zis szerepet jatszik-e az IBD patogenezisében, illetve hogy a H2S donor kezelés
milyen hatassal van a NET6zis markerekre. Ezenkiviil megvizsgaltuk hogyan befolyasolja a
H>S donor a kiilonb6z6 gyulladasos mediatorok expresszidjat.

Kisérleteinket him Wistar patkanyokon végeztilk. A human gyulladdsos bélbetegség
kisérletes modellezésére TNBS altal kivaltott colitis modellt alkalmaztunk, amely specifikus
Th1l-fiiggé immunvalaszt indukal és transzmuralis gyulladast idéz el6 a patkany colonjaban. Az
allatok 16 6rds éheztetést kovetden, enyhe altatasban egy 8 cm hosszu polietilén kaniil
segitségével intracolonalisan (i.c.) 10 mg, 50%-0s etanolban oldott TNBS-t kaptak. A H>S anti-
inflammatorikus hatasanak vizsgalata érdekében a gyulladas indukcidja utan az allatokat a H»S
donorként alkalmazott Lawesson reagens eltérd dozisaival kezeltiik oralisan, naponta kétszer 3
napig. A kialakult 1ézi¢ kiterjedtségét makroszkopos analizissel hatdroztuk meg. A hatasos
dozis kivalasztasat kovetéen a HoS-medidlt protekcid molekuléris hatterének feltérképezése
érdekében kiillonb6z6 paramétereket mértiink. Megvizsgaltuk a HO-1 enzim szintjének és
aktivitasanak valtozasat HoS kezelés hatasara a gyulladas kivaltasat kovetéen. Majd a HO-1
szerepének igazolasara a HoS altal kozvetitett védelemben az enzim aktivitasat SnPP-vel
gatoltuk és meghataroztuk a gyulladas mértékét. A NET6zis markerek koziil megvizsgaltuk a
peptidil-arginin-deiminaz 4 (PAD4), a citrullinalt hiszton H3 (citH3) és a mieloperoxidaz
(MPO) expresszidjanak alakulasat a kiilonboz6 kezelések hatasara. Tovabba, a gyulladasos
markerek koziil vizsgaltuk az MPO enzim aktivitasat, a tumor nekrozis faktor a (TNF-a)
szintjét, valamint a high mobility group box 1 (HMGBL1), a nuklearis faktor kappa B (NF-kB)
p65-0s alegység és az ubiquitin C-terminalis hidrolaz L1 (UCHL-1) kifejez6dését a colonban.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a H2S szintézisért felelés enzimek, a CSE és

CBS kifejezddése szignifikansan alacsonyabb volt TNBS kezelést kdvetden a colonszdvetben

crer
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reagenssel torténd kezelés soran a 37,5 és 18,75 uM/kg/map dozisok esetében tapasztaltunk
szignifikans csokkenést a 1ézid szazalékos kiterjedtségében. A legnagyobb mértékben a 18,75
uM/kg/map dozis mérsékelte a gyulladast, igy a biokémiai méréseinket ebbdl a csoportbdl
szarmaz6 mintakkal végeztik. A HO-1 enzim szintje és a HO aktivitds szignifikdnsan
megemelkedett a H.S donor kezelést kovetden a TNBS csoporthoz képest. A Lawesson reagens
¢s a HO-1 inhibitor SnPP egyiittes adagoldsa megsziintette a HoS gyulladascsokkentd hatasat,
igazolva, hogy a H»S a HO-1 enzim modulalasa révén fejti ki protektiv hatasat. Tovabba, a H2S
donor kezelés szignifikansan csokkentette a NET képzddés folyamataban részt vevé PADA4,
citH3 és MPO fokozott expresszidjat, amely alapjan feltételezziik, hogy a H2S védo hatasa a
NETozis gatlasan keresztiil is megvaldsul. Ezenkiviil, a hatasos dozisban alkalmazott H>S
donor kezelés hatasara szignifikans csokkenést figyeltink meg a gyulladasos markerek
esetében a TNBS csoporthoz képest: az MPO enzim aktivitasaban, a pro-inflammatorikus
citokin TNF-a szintjében, valamint a HMGB1 és NF-«B p65-6s alegységének expresszidjaban.
Tovabba szignifikans novekedést tapasztaltunk az anti-inflammatorikus hatasa UCHL-1
kifejez6désében.

Osszeségében megallapithato, hogy a HzS kezelés hatékonyan csdkkenti a gyulladést és
hozzéjarul a szovetregeneralodashoz kisérletes colitis esetében. Protektiv hatdsdnak hatterében
feltételezhetden az antioxidans €s anti-inflammatorikus hatasa HO-1 enzimrendszer aktivalasa,
a NET képzodés gatlasa, valamint a gyulladasos mediatorok modulélasa allhat. Eredményeink
hozzajarulnak a H2S altal kozvetitett protekcid hatasmechanizmusanak pontosabb

megismeréséhez, tovabba 0j terapids lehetdségek kifejlesztését jelenthetik az IBD kezelésében.
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9. Summary

Inflammatory Bowel Diseases (IBD) are immune-mediated diseases affecting the
gastrointestinal (GI) system, alternating between relapses and remissions. The two most
common types are Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis (UC), which are similar in terms
of their symptoms and course, but their development and clinical appearance are different.
Although IBD is an intensively researched area, its pathophysiology is still not known.
However, it is increasingly clear that IBD has multifactorial origin, several factors interact with
each other in the development of these diseases, such as genetic and environmental factors,
immunological processes, and the microbiome. Furthermore, the role of oxidative stress and
the newly described effector functions of active neutrophils, the formation of extracellular trap
(Neutrophil Extracellular Trap, NET) in the pathogenesis of IBD has also been highlighted in
recent years. To the best of our knowledge, there is no definitive cure for IBD currently. The
primary goals of the available therapies are symptomatic treatment, induction and maintenance
of remission, treatment of complications and avoidance of surgical interventions and further
progression. However, these treatments are not effective in all cases and can cause many side
effects. To avoid them, it is therefore necessary to further investigate the pathomechanism of
the disease, as well as to discover new potential therapeutic targets and develop treatment
options.

Based on results of the last two decades, it has become increasingly clear that hydrogen
sulfide (H.S), known for its toxic effects, is a gas molecule (gasotransmitter) that also occurs
in the body and regulates signaling processes. The endogenous H>S is mainly generated
enzymatically through the metabolism of the amino acid cysteine, which is catalyzed by three
enzyme systems. These are pyridoxal-5'-phosphate-dependent cystathionine y-lyase (CSE) and
cystathionine B-synthase (CBS), as well as aspartate/cysteine aminotransferase (AAT/CAT)
and 3-mercaptopyruvate-sulfurtransferase (3MST). Several investigations revealed that H»S is
involved in many physiological and pathophysiological processes. Under physiological
conditions, H>S has cytoprotective, antioxidant, vasodilator, anti-inflammatory and anti-
apoptotic effects. In the GI system, it contributes to normal smooth muscle function,
maintenance of mucosal protection, and stimulation of epithelial secretion.

In my doctoral thesis, we aimed to examine the anti-inflammatory mechanisms of H.S in
2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)-induced rat colitis model. In the first part of our
experiment, the expression of endogen H>S synthesizing enzymes (CSE and CBS) was tested

in the colon. Then, our aim was to determine the protective dose of the H>S donor Lawesson's
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reagent based on the extent of colonic inflammation. Using the most effective dose, we searched
for the molecular mechanisms behind the anti-inflammatory effect of H2S. During our
experiments, we first aimed to investigate the role of the antioxidant and anti-inflammatory
heme oxygenase (HO)-1 in H.S-mediated protection in TNBS-induced colitis. The participation
of HO-1 was presumed if the administration of HO-1 inhibitor tin protoporphyrin (SnPP)
abolished H>S-induced anti-inflammatory effect. Our further aim was to investigate whether
the H>S donor is able to influence the expression of various inflammatory mediators and
NETosis in TNBS-induced rat colitis.

Male Wistar rats were used in our experiments. To model human IBD, TNBS-induced
colitis was used, which induces a specific Th-1-dependent immune response and induces
transmural inflammation in the rat colon. Following 16 hours of fasting, animals were injected
with 10 mg of TNBS dissolved in 50% ethanol intracolonically (i.c.) with an 8 cm long soft
polyethylene tube under mild anesthesia. To investigate the anti-inflammatory effect of H>S,
animals were treated orally with different doses of Lawesson's reagent as an H»S donor, twice
daily for 3 days. The extent of lesions was determined by macroscopic analysis. After selecting
the effective dose, various parameters were measured to clarify the molecular background of
the H.S-mediated protection. Changes in the level and activity of the HO-1 enzyme was
detected. Then, to prove its role in the protection of H.S, the activity of the enzyme was
inhibited with SnPP and the extent of inflammation was determined. Among NETosis markers
the expression of peptidyl-arginine deiminase 4 (PAD4), citrullinated histone H3 (citH3) and
myeloperoxidase (MPO) were examined. Furthermore, among inflammatory markers the
activity of MPO, the level of tumour necrosis factor a (TNF-a), as well as the expression of
high mobility group box 1 (HMGB1), p65 subunit of nuclear factor-« B (NF-kB) and ubiquitin
C-terminal hydrolase L1 (UCHL-1) were examined in the colon.

Based on our results, the expression of the enzymes responsible for H2S synthesis, CSE
and CBS, were significantly lower in the colon tissue after TNBS treatment compared to the
control group. During the treatment with different concentrations of the H>S donor Lawesson's
reagent, a significant decrease was observed in the extent of the lesions in the case of 37.5 and
18.75 uM/kg/day doses. The dose of 18.75 uM/kg/day moderated inflammation to the greatest
extent, so we performed our biochemical measurements with samples from this group. The HO-
1 level and HO enzyme activity were significantly increased after H»S treatment. The combined
administration of Lawesson's reagent and HO-1 inhibitor SnPP eliminated the anti-
inflammatory effect of H2S, confirming that H.S exerts its protective effect by modulating the

HO-1 enzyme. Furthermore, H>S donor treatment reduced significantly the expression of
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PAD4, citH3 and MPO, which are involved in the process of NET formation. Based on these
results we presume that the H2S donor also has a protective effect by inhibiting NETosis. In
addition, resulting in the HS donor treatment applied at the effective dose, we observed a
significant decrease in the following inflammatory markers compared to the TNBS group: the
activity of MPO enzyme, the level of pro-inflammatory cytokine TNF-a, the expression of
HMGB1 and NF-kB p65 subunit. We also found a significant increase in the expression of
UCHL-1, which has an anti-inflammatory effect.

In summary, our findings show that H»S treatment effectively reduces inflammation and
contributes to the regeneration of colonic tissue in experimental colitis. The protective effects
of HS are presumably exerted through activation of the antioxidant and anti-inflammatory HO-
1 enzyme system, the inhibition of NET formation, and the modulation of inflammatory
mediators. Our current results contribute to a better understanding of the mechanism of H,S-
mediated protection, additionally may lead to the development of new therapeutic options in
the treatment of IBD.
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