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Roviditések jegyzéke

3MST: 3-merkaptopiruvat-szulfurtanszferaz

ANOVA: varianciaanalizis (analysis of variance)

CBS: cisztationin B-szintdz

CD: Crohn betegség

citH3: citrullinalt hiszton H3

CMC: karboximetil-celluloz

CSE: cisztationin y-liaz

CU: colitis ulcerosa

H2S: kén-hidrogén

HMGBL1: high mobility group box 1

HO: hemoxigenaz

HO-1: hemoxigenéz-1

IBD: gyulladasos bélbetegségek (Inflammatory Bowel Diseases)
MPQO: mieloperoxidaz

NE: neutrofil elasztaz

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

PADA4: peptidil-arginin-deiminaz 4

ROS: reaktiv oxigén szarmazékok

SASP: szulfaszalazin

S.E.M.: standard error of mean

SnPP: 6n-protoporfirin

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

UCHL-1: ubiquitin C-terminalis hidrolaz L1



Bevezetés

A gyulladasos bélbetegségek (Inflammatory Bowel Diseases, IBD) a gasztrointesztinalis
rendszert érintd, kronikus lefolyasi immunmedidlt korképek. Eldfordulasuk jelentdsen
megemelkedett az elmult évtizedekben €s egyre inkabb globalis egészségligyi problémat jelent.
Két leggyakrabban el6fordulé tipusa a Crohn betegség (CD) és a colitis ulcerosa (CU), amelyek
tiineteik és lefolyasuk alapjan hasonléak, azonban kialakuldsuk és klinikai manifesztacidjuk
eltér6. Annak ellenére, hogy az IBD intenziv kutatdsok targyat képezi, etiologidja még nem
teljesen ismert. Egyre inkabb tisztazott azonban, hogy a betegség multifaktorialis eredetii, tobb
tényez6 — a genetikai prediszpozicid, bizonyos kdrnyezeti faktorok, az immun diszregulacio,
illetve a mikrobiom — egymassal kolcsonhatva vesz részt az IBD kialakuldsdban. Tovabba
szamos gyulladasos mediator részvétele igazolt az IBD patogenezisében, mint a pro-
inflammatorikus citokin tumor nekrézis faktor o (TNF-a), a transzkripcios faktor nuklearis
faktor-kappa B (NF-xB) és a high mobility group box 1 (HMGBI1). Egyre inkabb tisztazott az
ubiquitin  C-terminalis hidrolaz L1 (UCHL-1) deubiquitindlé enzim gyulladascsokkentd
folyamatokban betoltott szerepe is. Az oxidativ stressz szintén fontos szerepet jatszik az IBD
patogenezisében és progressziojaban. A fokozott reaktiv oxigén szarmazék (ROS) termel6dés
hozzajarul a mucosalis barrier karosodasdhoz, az intesztindlis ¢€s extraintesztinalis
manifesztaciok, valamint az IBD-asszocialt daganatos megbetegedések kialakulasahoz. A
szervezet oxidativ stressz elleni védelmét elsdsorban az antioxiddns enzimek biztositjak. Ide
tartoznak az antioxidans és anti-inflammatorikus hemoxigenaz (HO) enzimek, amelyek védo
hatasukat egyrészt a felesleges prooxidans hatdsi hem lebontisaval, masrészt protektiv
tulajdonsagokkal rendelkezé termékek generaldsaval fejtik ki. A neutrofil granulocitak a
velesziiletett immunitas sejtes elemeiként a szervezet elsd vonalbeli védelmét jelentik a
patogénekkel szemben. Az aktivalt neutrofilek Gjonnan felfedezett effektor funkcidja egy
haldszerli struktara, a neutrofil extracellularis csapda (Neutrophil Extracellular Trap, NET)
l1étrehozasa €s az extracellularis térbe torténd felszabaditdsa, a NET6zis, amellyel megkdtik és
elpusztitjak a korokozokat. Egyre inkébb tisztdzott azonban, hogy a NET6zis szerepet jatszhat
kiilonbozé  korképek patogenezisében, mint példaul a daganatos és autoimmun
megbetegedések. A NET kialakulasaban részt vevé peptidil-arginin-deiminaz 4 (PAD4), a
citrullinalt H3 hiszton (citH3), a neutrofil elasztaz (NE) és a mieloperoxidaz (MPO) a NET6zis

markereinek tekinthet6k.



Az alapvetden toxikus hatasair6l ismert kén-hidrogénrdl (H2S) kidertilt, hogy a szervezetben is
eléforduld, jelatviteli folyamatokat szabalyozd gazotranszmitter. Az endogén H2S szintézise
elsdsorban enzimatikus Uton a cisztein aminosav metabolizmusa révén valdsul meg,
elsddlegesen a cisztationin y-liaz (CSE), a cisztationin B-szintaz (CBS), valamint a 3-
merkaptopiruvat szulfurtanszferaz (3MST) enzimek altal katalizalt reakcidokban. Fiziologias
koriilmények kozott a HaS citoprotektiv, antioxidans, vazodilatator, anti-inflammatorikus,
valamint anti-apoptotikus hatasu, amely tulajdonsagok felvetik a HoS terapias alkalmazasanak

lehetdségét a gazotranszmitter szintjének modulalasan keresztiil szamos betegség esetében.

Célkitizések

Munkank sordn a HS protektiv hatdsmechanizmusainak vizsgalatat tlztik ki célul 2,4,6-

trinitrobenzol-szulfonsav (TNBS)-indukalt patkany colitis modellben.
Az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Hogyan valtozik az endogén H>S termeld enzimek, a CSE és a CBS expresszidja a

TNBS altal kivaltott gyulladas kdvetkeztében patkany colonszdvetben?

2. A H2S donor Lawesson reagens kezelés csokkenti-e a TNBS 4ltal indukalt gyulladast
patkany colonban, illetve mely do6zisok tekinthetdk hatékonynak?

3. Milyen molekularis mechanizmusok vesznek részt a H2S donor protektiv hatdsanak

kialakitasaban TNBS colitis modellben?

e Hogyan befolyasolja a H2S donor a gyulladasos medidtorok expresszidjat?

e A HxS donor a HO-1 enzimrendszer aktivalasan keresztiil fejti-e Ki

gyulladdscsokkentd hatasat?

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

H2S donor hatassal van-e a NET képzddésre?



Anyagok és modszerek

A TNBS altal kivaltott patkany colitis modell és a H2S donor kezelések kisérletes
elrendezése

Kisérleteinket him, 200-400 g-os, Wistar patkdnyokon végeztiik. Egyhetes akklimatizaciot
kovetden az allatokat véletlenszeriien 3 csoportra osztottuk: (1) abszolat kontroll — nem kapott
kezelést; (2) etanol (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. altal leirt
TNBS moédszer alapjan indukaltuk. Az allatok 16 éras éheztetés utan 0,25 ml TNBS-t vagy
50%-0s EtOH-t kaptak intracolondlisan egy 8 cm hosszl polietilén kaniil segitségével egyszeri
dozisban. Ezt kovetéen a TNBS-sel kezelt allatokat tovabbi csoportokra osztottuk és 3 napon
keresztiil, naponta kétszer az alabbi szerekkel kezeltiik per os: (1) Lawesson reagens, mint HoS
donor — 600; 300; 150; 75; 37,5; 18,75; 9,3 uM/kg/nap dézisokban; (2) karboximetil-celluloz
(CMC) - 0,5%, Lawesson reagens vivOanyaga; (3) szulfaszalazin (SASP), mint pozitiv kontroll
— 50 mg/kg/nap, fizioldgias s6oldatban oldva. A HO-1 enzim H2S donor medialta protekcioban
betoltott szerepének felderitése érdekében a HO-1 enzim aktivitasat szelektiv inhibitoraval, az
on-protoporfirinnel (SnPP) gatoltuk. A kisérlet soran a gyulladas kivaltasat kovetéen az allatok
az el6z6 vizsgalatban meghatarozott protektiv H2S donor doézis (18,75 uM/kg/nap) mellett
maganak az inhibitornak a hatdsat is a bélszovetre, ennek érdekében normal, egészséges
allatokat kezeltink SnPP-vel. Az 4allatokat a TNBS kezelést kovetd 72 ora elteltével
terminaltuk, a colon végbéltdl szamitott 8 cm-es szakaszat kipreparaltuk és lefényképeztiik a

planimetrias kiértékeléshez, majd a mintakat -80°C-on taroltuk a biokémiai mérésekig.

A gyulladas mértékének meghatdarozdasa colonban

A gyulladés kiterjedtségének makroszkopos analizisét a laboratériumunk altal kifejlesztett
planimetrids szoftver (Stat 2 1 1) segitségével végeztik a kisérlet végén késziilt bélfotok
alapjan. A gyulladt teriiletek nagysagat szazalékosan fejeztiink ki a teljes 8 cm-es bélszakaszok

teriilet¢hez viszonyitva.



A pro-inflammatorikus MPO enzim aktivitasanak meghatdrozdsa

Az MPO enzim aktivitasa a gyulladasos folyamatok egyik jellemz6 paramétere, az aktivitas
korreladl a neutrofil infiltracidval, a gyulladas mértékével. A colon szovetek MPO aktivitasat

spektrofotometridsan hataroztuk meg és az eredményeket mU/mg fehérjében fejeztiik ki.

A TNF-a és a HO-1 szintjének meghatdarozdasa ELISA modszerrel

A TNF-a és a HO-1 szoveti szintjeinek meghatarozéasat szendvics ELISA moédszerrel végeztiik
a gyartok altal mellékelt protokollok alapjan. Az eredményeket a TNF-o esetében pg/mg
fehérjében, a HO-1 esetében pedig ng/ml-ben fejeztiik ki.

A HO enzim aktivitasanak meghatarozdsa colonban

A HO enzim aktivitdsara a reakcid soran keletkezett bilirubin mennyiségébdl kdvetkeztettiink,
melyet spektrofotometrias mddszerrel hataroztuk meg. Az eredményeket nM bilirubin/6ra/mg

fehérjében fejeztiik ki.

A CSE, CBS, PAD4, citH3, MPO, HMGB1, NF-«B p65 és az UCHL-1 expressziojanak
vizsgalata

A CSE, CBS, PAD4, citH3, MPO, HMGB1, NF-kB p65 és az UCHL-1 expresszidjanak
valtozésait Western blot moddszerrel mutattuk ki. A kisérletek soran varhato jeleket
kemilumineszcens szubsztrattal tettiik lathatova és géldokumentacios rendszerrel detektaltuk.
A felvételeket Quantity One 4.5 szoftver segitségével analizaltuk. Az eredményeket relativ

expresszioban fejeztiik ki f-aktinra normalizalva.

Fehérjetartalom mérése Bradford modszerrel

A mintak 6sszfehérje tartalmat Bradford mddszerrel hataroztuk meg és spektrofotometridsan

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



Statisztikai analizis

Eredményeinket atlag + S.E.M.-ben (standard error of mean) abrazoltuk. A statisztikai elemzést
SigmaPlot 12.0 for Windows szoftverrel végeztikk. Az adatokat kétmintas t-teszttel vagy
egyutas varianciaanalizissel (ANOVA), majd Tukey vagy Holm-Sidak post hoc teszttel
értékeltiik ki. Eredményeinket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik, ha p < 0,05.

Eredmények

Kisérletiink soran megéallapitottuk, hogy a HzS szintézisért felelds enzimek, a CSE és a CBS
expresszioja a gyulladas kivaltasat kovetden szignifikansan csdokkent a colon szvetekben az
abszolut kontroll csoporthoz képest. A makroszkdpos analizis alapjan a 37,5 és a 18,75
uM/kg/map dozisu H2S donor kezelések szignifikansan csokkentették a gyulladas szdzalékos
kiterjedtségét a TNBS csoporthoz viszonyitva. A 18,75 pM/kg/nap dozisu H2S donor kezelés
volt a leghatékonyabb, ezért tovabbi kisérleteinkben ezt a hatdsos dozist alkalmaztuk. A
gyulladasos marker MPO enzim aktivitdsat a Lawesson reagens tobb dozisa is szignifikdnsan
csOkkentette, azonban csak a 37,5 uM/kg/nap és a 18,75 uM/kg/nap dodzisok esetében
tapasztaltunk makroszkoposan is megjelend gyulladas csokkenést a colonban. A protektiv
hatast H2S donor kezelés szignifikdnsan megemelte az antioxidans és anti-inflammatorikus
HO-1 enzim szintjét és a HO aktivitast. A HO-1 enzim HzS donor altal kivaltott protekcidban
betoltott szerepére az enzim aktivitasat gatlo SnPP alkalmazéasaval kovetkeztettiink. A
Lawesson reagens hatasos dozisanak (18,75 uM/kg/nap) SnPP-vel valo egyiittes kezelése soran
a H2S indukalta protekcié megsziint. A védoé hatasu HoS donor szignifikansan csokkentette a
gyulladas kovetkeztében megemelkedett NETo6zis markerek: a PAD4, a citH3 és az MPO
expresszidjat. Tovabba a H2S-medialta protekcid molekularis hatterének vizsgalata soran azt
tapasztaltuk, hogy a gyulladasos mediatorok koziil a HMGBI1, az NF-kB p65-6s alegységének
expresszidja és a pro-inflammatorikus citokin TNF-a szintje szignifikansan csékkent, valamint
az immunszuppresszans UCHL-1 expresszidja szignifikdnsan emelkedett a hatdsos dozisu H2S

donor kezelés hatasara.



Osszefoglalas

e A TNBS altal kivaltott gyulladas kovetkeztében csokkent az endogén HaS szintézisért
felelds enzimek, a CSE és CBS expresszioja colon szvetben.

e A HS donor Lawesson reagens két dozisa (37,5 uM/kg/nap és 18,75 uM/kg/nap) is
szignifikansan csokkentette a gyulladas szazalékos kiterjedtségét a TNBS csoporthoz
viszonyitva. A makroszkopos analizis alapjan a 18,75 uM/kg/nap dozistt H2S donor
kezelés volt a leghatékonyabb, tovabbiakban ezt a dozist tekintettiik protektivnak.

e A protektiv hatasi H2S donor az antioxidans és anti-inflammatérikus HO-1 enzim
aktivalasan keresztiil fejti ki védo hatasat.

e A hatasos dozisi H>S donor protektiv hatasa a NET képzddésben részt vevod
komponensek expresszidjanak csokkentésén keresztiil is megvalosulhat.

e A HoS kozvetitette protekcid mechanizmusaban szerepet jatszhat a Kiilonb6zo
gyulladdsos mediatorok, a HMGB1, az NF-kB p65 expresszidjanak és a TNF-a
szintjének redukaldsa, valamint az anti-inflammatorikus UCHL-1 expresszidjanak

novelése.



Summary

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic, relapsing disorders, which affect the
gastrointestinal tract with ulceration. It is increasingly clear that oxidative stress as well as
forming and releasing of neutrofil extracellular traps (NETosis) have role in the pathogenesis

of IBD. Hydrogen sulfide (H2S) seems to have a wide range of regulatory functions in the body.

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.

Male Wistar rats were used. To model colitis TNBS was administered intracolonically. The
expression of endogen H.S synthesizing enzymes cystathionine y-lyase (CSE) and
cystathionine B-synthase (CBS) were tested in the colon. After TNBS administration animals
were treated with different doses of Lawesson's reagent as an H»S donor, twice daily for 3 days.
The extent of lesions was determined. After selecting the effective dose, various parameters
were measured to clarify the molecular background of H>S-mediated protection. The level and
activity of heme oxygenase (HO)-1 enzyme was detected. Then 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 o (TNF-a.), the expression of high mobility
group box 1 (HMGBL1), p65 subunit of nuclear factor-x B (NF-kB) and ubiquitin C-terminal
hydrolase L1 (UCHL-1) were examined in the colon.

In summary, our findings show that the protective dose of H.S effectively reduces
inflammation. The protective effects of H.S are presumably exerted through activation of the
antioxidant and anti-inflammatory HO-1 enzyme system, the inhibition of NETosis, and the

modulation of inflammatory mediators.
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