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1. BEVEZETES
1.1. A gyulladas folyamata

A gyulladds komplex biologiai valaszreakcidjat a szervezetre kéros ingerek, példaul fizikai
trauma, kiilonféle kémiai anyagok, fertdzések valthatjak ki. E vélasz elsddleges célja a karos
anyagok eliminaldsa, a sériilt szovetek regeneraldsa, valamint a szovetek integritasanak és
funkcidjanak helyreéllitdsa (Kumar et al, 2004). A folyamat kdzponti eleme az arachidonsav
(AA) felszabaduldsa a membran foszfolipidjeibdl, amelyet a foszfolipaz Az enzim kdzvetit. Az
AA a gyulladdasos kaszkdd ciklooxigendz (COX) ¢és lipoxigéndz (LOX) utvonalainak
kulcsfontossagu eléanyaga. Roviden 6sszefoglalva, a LOX tutvonal leukotriének szintéziséhez
vezet, mig a COX-1 enzim prosztaglandinokat termel, amelyek elengedhetetlenek az élettani
sejtfunkciokhoz, tobbek kozott a vesék és a gasztrointesztindlis (GI) rendszer
homeosztazisdhoz. A COX-2 fokozott expresszidja gyulladdsos allapotok sordn a
prosztanoidok termelésének novekedésével jar, és kiilonbozd korallapotokban is szerepet
jatszik, példaul  rosszindulata, rakos megbetegedésekkel €és  neurodegenerativ

rendellenességekkel is 0sszefliggésbe hozhatd (Murakami et al, 2017, Vane et al., 1998).

Az akut gyulladasos valaszreakcio a keringési rendszer, ebben kiemelten a mikrokeringési-
mikrovaszkularis rendszer valtozasaival jellemezhet6. A hiperémia és a fokozott érfal
a kornyezd szovetekbe. Amennyiben a gyulladédsos allapot tartdsan fennall, kronikus gyulladés
alakulhat ki, amelyet a sejtes aktivacio tartds jelenléte, makrofag infiltracid és szoveti karosodas
jellemez (Treppels et al., 2006, Feletou et al., 2006). A gyulladasnak tehat jotékony és karos
hatasai is lehetnek a szovetek és szervek miikddésére, amelyek a gyulladas okatol, tipusatol és
sulyossagatol fliggenek. Az akut gyulladds, mint példaul a sebgyogyulds, jellemzden
hegesedéshez és szoveti atépiiléshez, remodellaciohoz, regeneracidhoz vezet (Maher et al.,
2011, Murata et al., 2018). Ebben a folyamatban az aktivalt makrofagok kulcsszerepet
jatszanak. Ezzel szemben a kronikus, hosszan tarté gyulladds visszafordithatatlan szdveti
karosodashoz és koros fibrozishoz vezethet (Oishi et al., 2018). A hisztotoxicitast szamos
mechanizmus vezérli, beleértve a polimorfonuklearis (PMN) leukocita-endothelin

kolcsonhatdsokat, valamint az oxidativ-proteolitikus tvonalakat (Dallegri et al., 1997).

1.2. Gyulladas a gasztrointesztinalis rendszerben
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gyogyszerek kémiai tulajdonsagai is befolydsoljak a sériilt GI szovetek kezelésének
hatékonysagat (Barros et al., 2019, Parikh et al., 2019). A gasztritisz fekélyek kialakulasahoz
vezethet (Sipponen et al., 2015), jellemzden feliiletes mononuklearis gyulladassal kezdddik,
amelyet akut PMN infiltraci6 kisér. Az allapot elérehaladdsat a normal mukoéza mirigyek
pusztuldsa jellemzi, a funkcionalis mirigy- és epithelsejtek vesztése atrofikus gasztritiszhez
vezet (Sipponen et al., 2015). Ez a folyamat gyakran Helicobacter pylori fertézéssel hozhatd
Osszefiiggésbe ¢€s jelentds kockdzati tényezdje a gyomor rosszindulati tumoros elvaltozasanak
is (Lahner et al., 2014, Lahner et al., 2009, Kaptan et al., 2000). A gyulladdsos bélbetegségek
(IBD), mint a Crohn-betegség ¢és a colitis ulcerosa a GI traktus teriiletén kialakulo
koérfolyamatok, amelyeket az immunrendszer diszregulacidja, és szoveti kdrosodas kialakulasa,
valamint a nyalkahartya barrier funkcidjanak felborulasa jellemez. Az IBD patogenezisében
eldszor fokozodik a bél permeabilitasa, amely a nyalkahartya barrier funkcionalis zavardhoz és
dysbiosis kialakulasdhoz vezet. A helyi és szisztémas immunvalasz (az effektor sejtek toborzasa
¢s a humoralis mediatorok felszabaduldsa) tovabb stlyosbitja a mukdza barrier kdrosodésat
(Appleyard et al. 2002; Hatoum et al. 2003; Hatoum and Binion 2005). A mitokondrialis
oxidativ foszforilacié (OxPhos) zavara kritikus szerepet jatszik ebben a pathomechanizmusban,
mivel IBD-s betegeknél alacsonyabb ATP szintet és csokkent mitokondrialis II. komplex
aktivitast figyeltek meg a nyalkahartyaban (Parikh et al., 2019; Xavier et al., 2007; Stange et
al., 2019; Liu et al., 2021; Kameyama et al., 1984; Santhanam et al., 2012).

1.3. Terapias lehetoségek GI gyulladasos allapotokban

A gasztritisz terdpidja a gyulladds csokkentésére, a tlinetek kezelésére és a remisszio
fenntartasara iranyul (pl. a gyomorsav-termelés csokkentése protonpumpa-gatlok (PPI) és H»
receptor antagonistakkal, a H. pylori eradikalasa, antibiotikumok ¢és PPI alkalmazasa). Az IBD
kezelésében fOképp immunmodulatorok, gyulladdscsokkentd szerek és anti-citokin terapidk
mint pl. TNF-a blokkolok szerepelnek (Rutgeerts et al., 2004). A nem szteroid
gyulladascsokkentd gyogyszerek (NSAID) is hasznosak lehetnek egyes betegek szamara,
kiilondsen extraintestinalis izomfajdalmak esetén. A mesalamin (5-ASA) mint elsé vonalbeli
terapia (Managlia et al., 2013) gatolja a proinflammacids pekurzorok termelését, igy fontos
szerepet jatszik a tiinetek kezelésében €és a remisszid fenntartasaban is, helyi hatdsa miatt

viszonylag kevés szisztémas mellékhatassal bir (Bickston ¢s Cominelli, 2003).
1.4. NSAID-ok

A NSAID-ok heterogén gyogyszercsoport, amit széles korben, hatékonyan alkalmaznak a
gyulladas kezelésére, azonban a GI szovodmények sulyosak lehetnek: vérzést és fekélyek
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kialakulasat okozhatnak. Az NSAID-ok kiilonb6zé szelektivitassal —gatoljak a
COX/prosztaglandin-endoperoxiddz szintdz (PGHS) enzimeket (Kumar et al., 2018). Az
NSAID szalicilatok dozisfiiggd lazcsillapitd, gyulladascsokkentd, antitrombotikus és
fajdalomcsillapit6 hatdsai a COX enzimek gatldsan alapulnak (Rao et al., 2008). A propionsav-
szarmazekokat, amelyek nem szelektiven hatnak, gyakran alkalmazzdk reumads és iziileti
korképek kezelésében (Cathcart et al., 1973). Az indometacin, mint leggyakrabban hasznalt
ecetsav-szarmazek, iziileti betegségek és tokolizis céljabdl is alkalmazhato (Baber et al., 1979).
Ugyanakkor kiilonos figyelmet igényelnek e gydgyszerek sulyos mellékhatasai, mint a natrium-
visszatartds, 6déma, hipertonia, tachycardia és bronchospazmus (Donker et al., 1976). A
pirazolon-szdrmazékok gyorsan kialakuld reverzibilis hatadsokat fejtenek ki a gyulladdsos
folyamatokra, mig az oxicam-szdrmazékok nem szelektiv és szelektiv COX-2 gatloként is
mukodhetnek, a molekula szerkezetétdl fliggéen. A szelektiv COX-2 gatlok kevesebb GI
mellékhatast okoznak, de hosszl tava haszndlatuk fokozhatja a véralvadési zavarok és a sziv-

¢s érrendszeri megbetegedések kialakulasat.
1.4.1. Az acetilszalicilsav és a ketoprofen

Az acetilszalicilsav (ASA) ¢és a ketoprofen (Ket) két igen gyakran hasznalt NSAID, amelyek
eltéré hatdsmechanizmusokkal rendelkeznek. Az ASA magas dozisban fajdalomcsillapito,
lazesillapito és gyulladascsokkentd hatasu, mig alacsonyabb dézisokban hatékony a sziv- és
érrendszeri  megbetegedések megelézésében (Baigent et al.,, 2009). A Ket erds
gyulladascsokkentd hatassal bir, akut €s kronikus reumatoid arthritis, osteoarthritis, Bechterew
koér, primer dysmenorrhoea €s mozgasszervi sériilések okozta fajdalom kezelésére is
alkalmazzak (Kantor et al, 1986, Lastra et al, 2002, Jerussi et al, 1998). Fontos ugyanakkor
hangsulyozni, hogy mindkét NSAID sulyos GI mellékhatasokkal rendelkezik (Serensen et al.,
2000; Delaney et al., 2007).

1.4.2. A NSAID-ok GI mellékhatasainak mechanizmusai

Az NSAID-ok alkalmazasa soran fellépd nyalkahartyat érinté mellékhatdsok szerkezeti és
funkcionalis karosoddsokhoz, fekélyekhez és perforaciohoz vezethetnek (Appleyard et al.,
2002). A vérzéses szovOodmények hatterében 4all6 okok tobb tényezOsok, azonban a 6
mechanizmusok k6zé a COX-1 irreverzibilis gatldsa és a nem prosztaglandin-medialt irritacid
tartozik (Hochain et al., 2000). Az NSAID-ok, mint az ASA, befolyéasoljak a mitokondrialis
aktivitast és apoptozist indukalo jeleket generdlnak (Nulton-Persson et al., 2004; Raza et al.,
2012; Redlak et al., 2005). Tovabbi, kimutatott ok lehet a COX utvonal gatladsa, ami csokkenti
a prosztaglandin-E2 (PGE2) szintet, ami gyulladascsokkentd hatdsu, de noveli a vérzés
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kockazatat a TXA2 szint csokkenése miatt. A prosztaciklin (PGI2) termelés csokkenése is
rontja a GI mukdza védelmét (Bacchi et al., 2012; Henry et al., 1988; Vane et al., 1994). Az
NSAID-ok gyengitik a GI rendszer védelmi mechanizmusait is, a savas karboxil csoportok
kozvetlen kéaros hatdsai miatt (Bjarnason et al., 1993; Price et al., 1990). A mitokondrialis
OxPhos gatlasa az ATP termelés zavarat okozhatja, amely a sejt-sejt kapcsolatok (tight-
junction) kérosodéasan keresztlil a nyalkahartya permeabilitdsinak fokozodasdhoz vezethet
(Chan et al., 2005; Bjarnason et al., 2018). A nefrotoxicitas is jelentés mellékhatds, mivel
bizonyos NSAID-ok serkenthetik az angiotenzin-II kozvetitette vazokonstrikcidt, csokkentve a
vese lokalis keringését és a glomeruldris filtracios ratat (Dunn et al., 1984). Osszességében, bar
a NSAID-ok eltérd hatasokkal és COX-2 szelektivitassal rendelkeznek, a prosztaglandin szint
csokkentése révén valamennyi szer befolyasolhatja a GI nyalkahartya védelmét, ami szoveti
1ézi0khoz vezethet (Price et al., 1990; Bjarnason et al., 2018; Huang et al., 2011; Rodriguez et
al., 2019).

1.4.3. Az NSAID kémiai modositasa uj NSAID szarmazékok kifejlesztése érdekében

A NSAID ¢és megfeleld prekurzorokbol szintetizalt Gj hatdanyagok esetében varhatéan csokken
a nyalkahartya karosodas mértéke, ugyanakkor az eredeti biokémiai funkcié megdrzése nagy
kihivast jelent (Uzzaman et al., 2020, Narsinghani et al., 2014, Rahman et al., 2024). A
tris(hidroximetil)aminometdn vagy 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propandiol (Tris) biokémiai
alkalmazasa mar jol ismert (Gomori et al., 1955), a Tris gyakran szerepel pufferoldatok (7,07-
9,07 kozotti pH-tartomanyban) komponenseként. A Tris pufferek jelentds hatdssal vannak az
artérias pH-ra és a bazisdeficitre, csokkentik a szén-dioxid parcidlis nyomdsat az artérids
vérben, ezért kevert acidézisban szenvedd betegek kezelésére (Hoste et al., 2005; Kallet et al.,
2000) is alkalmazzak. A Tris egyes enzimek aktivitasat (aminopeptidazok és az alfa-amilazok)
is gatolhatja (Desmarais et al., 2002; Ghalanbor et al., 2008), és kationos s6képz6 dgensként is
vizsgaltak a ketorolak-trometamin (1:1 arany) vizben vald oldhatdésaganak ndvelésével

kapcsolatban (Mroszczak et al., 1987).
2. CELKITUZES

Hatékony, de csokkentett mellékhatasokkal rendelkezé6 NSAID készitmények klinikai
szempontbol jelentds terapias értékkel birhatnak. Ez jelentette kutatasaink elsédleges céljat: 1)
vegyiiletek fejlesztését e gydgyszercsoport reprezentativ molekulaibol. A kutatasi és fejlesztési
tevékenység tovabbi, specifikus célja az volt, hogy olyan uj molekuldkat hozzunk Iétre,
amelyek megorzik az eredeti molekula hatékonysagat, mikdzben csokken, vagy megsziinik a
mellékhatas, kiilondsen a GI traktusban fellépd vérzéses szovodmény. Erre az elképzelésre
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alapozva feltételeztiik, hogy a NSAID-ok és a Tris konjugélésa terapias eldnyodket jelenthet az
eredeti nem-szteroid gyulladdscsokkentd vegyiiletekkel szemben. Ennek megfeleléen a
disszertacidban bemutatott kutatdsok elsédleges célja annak igazolasa volt, hogy az Gjonnan
kifejlesztett NSAID-konjugatumok alkalmazasaval jelentds mértékben csokkentheté-e a
gyogyszer altal indukalt nyalkahartya-karosodas és egyéb szovodmeények eléfordulasi aranya.

E célkitlizések mentén az alabbi feladatokat tliztiik ki:
* ASA-Tris és Ket-Tris molekulédk konjugacioja ASA, Ket és Tris prekurzorokbol;

* ASA ¢és mono-, bis- ¢és trishidroximetilaminometanbol (Mono, Bis, Tris) szarmazé
vegyliletek szintézise €s Osszehasonlitd vizsgalata, hogy az Ujonnan kifejlesztett
modositott NSAID szarmazékok tulajdonsagait és lehetséges hatdsmechanizmusat

megvizsgaljuk;

* Az analgetikus és gyulladascsokkentd hatékonysag tesztelése ismert preklinikai
gyulladasos ragcsaldo modellekben, a carrageenan altal indukalt gyulladas és a TNBS

altal indukalt colitis esetében,;

* az Ujonnan kifejlesztett NSAID szdrmazékok véralvadasra és thrombocita aktivalasra

kifejtett hatdsanak vizsgalata;
* az 1) konjugatumok hatasanak vizsgalata a mitokondridlis funkcidkra.
3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kiseérleti allatok

Kisérleteinkhez him, Sprague-Dawley patkdnyokat (200g = 10g) hasznaltunk, a vizsgélatokat
a NIH iranyelvek (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals) és a tudomanyos célokra
felhasznalt allatok védelmérdl szold 2010/63 szamu EU direktiva szerint végeztiik a Szegedi
Tudoményegyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsiga jovahagyasaval (engedélyszam:

V/146/2013).

3.2. NSAID-amino-alkohol konjugdtumok szintézise

Az NSAID-Tris konjugatumok szintézisét a Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani
Intézetében végezték ASA, Ket, ethanolamine (Mono), 2-amino-1,3-propanediol (Bis), Tris
prekurzorokbol. Az tjonnan kialakitott szarmazékok a kovetkezok voltak: ASA-Mono, ASA-
Bis, ASA-Tris ¢és Ket-Tris* - Szerzotarsunk, Ghyczy Miklos 2016. 09-ig az EP 2889286A1
szamu europai szabadalmi bejelentés és a WO 2015/101501 (PCT/EP2014/078296)



., Gyogyszerészetileg aktiv vegyiilet gyulladasgatlo szerként” cimii nemzetkozi szabadalmi

bejelentés bejelentdje és jogosultja volt*.
3.3. In vivo kisérleti modszerek

A mikrokeringés in vivo vizsgalata modelljeinkben intravitalis videomikroszkopiaval tortént. A
gyomor ¢€s a colon szerdza mikrokeringésének vizsgalata orthogonalis polarizacios spektralis
(OPS) technikaval tortént (Cytoscan A/R, Cytometrics, Philadelphia, Pennsylvania, USA),
amellyel a nyalkahartya felszini 200 pm-es mélységében levé kapillarisokban keringd
vorosvértestek tehetOk lathatova kontrasztanyag alkalmazésa nélkiil. A mikrokeringésrdl S-
VHS videofelvételek késziiltek (Panasonic AG-TL 700, Matsushita Electric Ind. Co. Ltd,
Osaka, Japan), melyeket off-line analizaltunk (IVM Pictron, Budapest, Magyarorszag) ¢és

meghataroztuk a vorosvértestek atlagos dramlasi sebességét (RBCV; pm/s).

Az ér- és szévetkarosodas in vivo vizsgalata: ragcsald modelliinkben a gyomor és colon mukoza
karosodas mértékét in vivo szovettani vizsgaldomodszerrel, fluoreszcens konfokalis pasztazo
1ézer endomikroszkopia (CLSEM; Fivel, Optiscan Pty. Ltd., Australia) segitségével hataroztuk
meg. A gyomor és a colon lumenét megnyitottuk, a nyalkahartyat feltartuk. A mucosa
mikrovaszkularis szerkezetét fluoreszcein isothiocianat-dextran (FITC-dextran; 150 KDa, 20
mg/mL oldat fiziologias séban, 0,3 ml iv) adasa utdn vizsgaltuk. Az eszkdz objektivét a colon
nyalkahartyara helyeztiik €s 5 perccel a festék beadéasa utan (1 scan/kép, 1024 x 512 pixel és
475 x 475 um képenként) konfokalis képeket készitettiink. A nyalkahartya szerkezeti
valtozésait akriflavin felszini alkalmazasa utan kiilonallo teriileteken vizsgaltunk. A kontroll és

a kezelt csoportok adatait hasonlitottuk dssze szemikvantitativ kiértékelé modszert alkalmazva.

Az uj ASA-Tris konjugatum analgetikus hatdsanak tesztelésére carrageenan-indukalt
talpgyulladas ragcsaldé modelljét alkalmaztuk. Az analgetikus hatast dinamikus talpi
esztéziométer segitségével hatdroztuk meg, a méréseket egyenes fém filamentummal végeztiik,

amelyet a jobb hatso 14b talpi feliilete ala helyeztiink.
3.4. In vitro kisérleti modszerek

Gyulladasos markerek vizsgalata: A kisérletek végén az allatokbol gyomor, colon, m4j
biopsziat €s vérmintdkat vettiink. A szovetmintdkat felhasznalasig -70 °C-on tartottuk. A
mérésekhez a szovetmintakat homogenizaltuk és a szoveti protedzok gatlasa céljabol 0,1 mM
polimetilszulfonil fluoridot tartalmaz6 Trisz-HCI pufterrel (0,1 M, pH=7,4), majd 24 000 g-n
20 percig 4 °C-on centrifugaltuk. A vizsgalt szovet mieloperoxidaz (MPO) aktivitasa a

crer
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hataroztuk meg Kiibler ¢s munkatarsai (Kuebler et al. 1996) metodikaja alapjan. A xantin
oxidoreduktdz (XOR) enzim a szuperoxid gyok termelés jelentds forrasa a szdvetekben,
amelynek a szintjét a homogenizatum feliilisz6jabol Beckman (Beckman et al. 1989)
modszerével mértiik fluorometrids kinetikus assay segitségével. A nitrit/nitrat (NOx) szintet
Griess reakcioval mértiik. Els6 1épésben a minta nitrat tartalmat enzimatikus konverzioval
nitritté¢  alakitottuk, melyet a nitrit tartalom meghatarozasa kovetett 546 nm-en
spektrofotométerrel (Moshage et al. 1995). A vérplazma TNF-o szintet ELISA modszerrel
mértliik, mig a malondialdehid (MDA) szintet a lipid-peroxidacid mértékének becslésére
hasznaltuk. A mitokondrialis funkcio vizsgalatara nagy felbontdsu respirometriat alkalmaztunk
(Oxygraph- 2k respirometer, Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) a patkdny mdj
mitokondriumok 1égzési aktivitdsanak és reaktiv oxigéngyok (ROS) termelési kapacitasanak
meghatarozasara. A mitokondriumok 1égzési aktivitdsanak és reaktiv oxigéngyokok (ROS)
termelési kapacitasanak valtozéasait elemeztilk. A mitokondrialis OxPhos respirometrias

vizsgalatahoz a szubsztrat-uncoupler-gatlo titralas (SUIT) protokollt alkalmaztuk.
3.5. Kisérleti protokollok
1. tanulmany — az ASA-Mono, ASA-Bis, ASA-Tris vizsgalata

A GI mellékhatasok vizsgalatara 35 éllat 5 csoportjat (n=7, csoportonként) alkalmaztuk. Az 1.
csoport kontrollként szolgalt, az allatok olddszert kaptak (10 ml/kg pufferelt 0,11 M kalium-
hidroxid (KOH; naponta hdromszor, harom egymast kovetd napon) per os. A 2. csoport tagjai
ASA-kezelésben (0,55 mmol/kg, 10 ml/kg térfogatban; naponta haromszor 3 napon keresztiil;
gyomorszonda) részesliltek. A 3-5. csoportok egyedeit ASA-konjugatumokkal kezeltiik, az
ASA-hoz képest ekvimolaris dozisban (naponta haromszor 3 napon keresztiil). A 3. csoportot
ASA-Mono-val, a 4. csoportot ASA-Bis-szel, az 5. csoportot pedig ASA-Tris-szel kezeltiik. A
kezeléseket kovetden az allatokat ad [libitum, szénhidrat-das étrenden voltak. A 3. napon, 2
oraval az utolso kezelések utan, az allatokat elaltattuk (natrium-pentobarbital; 50 mg/kg i.p.).
Median laparotomiat kovetden OPS mikrokeringési vizsgélatokat végeztiink a gyomor
szerozan. Az in vivo hisztologiai vizsgalatok a gyomor mukoéza teriiletén CLSEM
alkalmazaséval torténtek. A kisérletek végén gyomor és maj biopszidkat vettiink a gyulladésos
paraméterek meghatarozasara (XOR és MPO enzimaktivitds, NOx, MDA szint, Cyt ¢ oxidaz

felszabadulés), valamint vénds vérmintat a plazma TNF-a szint meghatarozasara.

Trombocita aggregacio meérés: Az ASA-Tris trombocita funkciora gyakorolt hatasat 15

patkany harom csoportjdan (kontroll, ASA, ASA-Tris; kezeléseket 1d. fentebb; n=5,



csoportonként) vizsgaltuk. A trombocita aggregaci6 mérést aggregométerrel (Multiplate

analyzer, Roche, Basel, Svajc) végeztiik két éraval az utolso kezelést kovetden.

Fajdalomcsillapito hatas vizsgalata: A carrageenan altal indukalt talpgyulladas modelljében,
18 patkany harom csoportjan (pozitiv kontroll, ASA, ASA-Tris; kezeléseket 1d. fentebb; n=6,
csoportonként) teszteltiik az ASA-Tris fajdalomcsillapitd hatasat. Carrageenant (300 pg/30 pl)
injektaltunk a jobb hatsé végtag tibiotarsalis iziiletébe majd 3 6ra mulva kezdtiik meg aASA-,
illetve ASA-Tris kezeléseket a 2. és 3. csoport allatainal. Az 1. csoport egyedei pozitiv
kontrollként szolgaltak. A fajdalomcsillapité hatast dinamikus talpi esztéziométer (mod-37450;

Ugo Basile, Comerio, Olaszorszag) segitségével hatdroztuk meg.
2. tanulmany — az ASA-Tris gyulladascsokkentd hatasanak vizsgalata

A gyulladascsokkentd hatds vizsgalatdhoz TNBS-indukalt patkdny colitis modellt
alkalmaztunk. Vizsgalatainkat 30 allat 6t csoportjan végeztiik (kontroll, Col, Col+ASA,
Col+ASA-Tris, Col+Mes, n=6, csoportonként). A 2-5. csoportban colitist indukaltunk TNBS
beontéssel (40 mg/kg). A 3., 4. csoportban elvégeztiik az ASA- és ASA-Tris kezeléseket, mig
az 5. csoport egyedei mesalamin (Col+Mes; 0,77 mmol/kg (118 mg/kg, 10 ml/kg térfogatban;
napi harom alkalommal, harom napon keresztiil) ismételt adagjait kaptdk 12 oraval a colitis
indukcidja utan. Az utols6é kezelés utdn 2 oraval mikrokeringési €s in vivo hisztologiai
vizsgalatokat végeztiink, majd szovetmintdkbol gyulladdsos markereket hatdroztunk meg
(XOR ¢és MPO enzimaktivitds, NOx, MDA szint, Cyt ¢ oxidaz felszabadulés), vérmintabol

plazma TNF-a szint meghatarozasa tortént.

ASA-Tris mitokondridlis funkciora kifejtett hatasainak vizsgélatat 15 patkdny harom csoportjan
végeztik (kontroll, ASA, ASA-Tris; kezeléseket 1d. fentebb; n=5, csoportonként). A harmadik
napon, 2 oraval az utolsé kezelést kovetden az altatott allatokbol majmintakat vettiink a

mitokondrialis funkci6 vizsgalatara.
3. tanulmany — a Ket-Tris GI mellékhatdsainak vizsgalata

A protokollban 18 allat 3 csoportjat vizsgaltuk (kontroll, Ket, Ket-Tris; n=6, csoportonként). A
kontroll éllatokat a Ket oldoszerével (10 ml/kg, 0,11 M kélium-hidroxid pufferolt) kezeltiik. A
2. csoportban Ket oldatot (0,56 mmol/kg, 10 ml/kg térfogatban), a 3. csoport ragcsaloi Ket-Tris
konjugatum (0,56 mmol/kg, 10 ml/kg térfogatban) kezelésben részesiiltek. A méasodik napon
az allatokat elaltattuk, median laparotomiat kovetéen OPS mikrokeringési vizsgalatokat

végeztiink a gyomor szerézan. Az in vivo hisztologiai vizsgéalatok a gyomor mukoza teriiletén
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CLSEM alkalmazasaval torténtek. A kisérletek végén gyomor €s maj biopsziakat vettiink a
gyulladdsos paraméterek meghatarozasara (XOR és MPO enzimaktivitds, NOx, MDA szint,

Cyt ¢ oxidaz felszabadulés), valamint vénas vérmintat a plazma TNF-a szint meghatarozasara.

Ket-Tris gyulladdscsokkentd hatasanak vizsgalata: TNBS-indukalt patkany colitis modellben
tortént. Vizsgalatainkat 24 allat négy csoportjan végeztiik (kontroll, Col, Col+Ket, Col+Ket-
Tris, n=6, csoportonként). A 2-4. csoportokban TNBS beontéssel (40 mg/kg) colitist
indukaltunk. A 3. és 4. csoportban az allatok 12 oraval a colitis indukcidja utan Ket (0,08
mmol/kg, 20 mg/kg, 10 ml/kg térfogatban) vagy Ket-Tris (0,09 mmol/kg, 30 mg/kg, 10 ml/kg
térfogatban) kezelést kaptak. A kontroll és a nem kezelt colitis csoportok allatait a Ket
oldészerével (10 ml/kg, 0,11 M kalium-hidroxid pufferolt) kezeltiik. A masodik napon, 24
oraval a Ket vagy Ket-Tris kezelések utan az allatokat elaltattuk, median laparotomiat kovetden
minden csoportban in vivo mikrokeringési €s hisztologiai vizsgalatokat végeztiink. A kisérletek
végén colon és méj biopszidkat vettiink a gyulladdsos paraméterek meghatarozasara (XOR ¢és
MPO enzimaktivitas, NOx, MDA szint, Cyt ¢ oxidaz felszabadulés), valamint vénas vérmintat

a plazma TNF-a szint meghatarozésara.
3.6. Statisztikai analizis

Az adatok kiértékelését statisztikai szoftver csomag segitségével végeztiik (SigmaStat for
Windows, Jandel Scientific, Németorszag), nem parametrids moddszereket alkalmazva. A
csoporton beliili eltéréseket Friedman probaval vizsgaltuk, ezen beliil a kontroll értéktdl vald
eltérést Dunn probaval teszteltiik. A csoportok kozotti kiilonbségek meghatarozasa Kruskal—
Wallis és Dunn prébaval tortént. A grafikonokon a median értéket €s az interquartilis

félterjedelmet abrazoltuk. A szignifikancia szintet p < 0,05-nél hataroztuk meg.
4. EREDMENYEK

1. tanulmadny

ASA-Mono, ASA-Bis, ASA-Tris vizsgalata és GI mellékhatasainak vizsgalata: Az ASA kezelés
kovetden szignifikans teststlycsokkenés, sulyos mikrokeringési destrukcid, mukédza karosodas
alakult ki, amellyel parhuzamosan jelentésen megemelkedett a gyulladasos paraméterek szintje
(MPO, XOR, NOx, MDA, plazma TNF- a, Cyt ¢ szint). Az ASA-Mono kezelés nem okozott
sulyvesztést, azonban mérsékelt mikrokeringési és szoveti kdrosodasok voltak kimutathatok a
gyomor mukdzaban. Ezzel parhuzamosan emelkedett értékeket mértiink a kdvetkezd vizsgalt
paraméterekben: MPO, XOR, NOx, plazma TNF- a, Cyt ¢ szint. Az ASA-Bis kezelés mellett

sulyvesztés nem volt megfigyelhetd, de mikrokeringési és szoveti karosoddsok mutattunk ki a
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gyomornyalkahartyan, emelkedett NOx szint kiséretében. ASA-Tris kezeléssel karos
mellékhatasokat nem tapasztaltunk. Az allatok stlyaban nem volt eltérés, sem nyalkahartya

karosodast, sem a vizsgalt markerekben emelkedés nem volt kimutathato.

Az ASA-Tris trombocita aggregaciora kifejtett hatisa: ASA kezelés utan az aggregacio
koriilbeliil 80%-kal csokkent (ASPI-, ADP- és Col-teszt), mig ASA-Tris kezelés utan az ASPI-
teszt esetében 20%-kal alacsonyabb trombocita aggregécio sebességet mutattunk ki a kontroll

csoporthoz képest.

ASA-Tris fajdalomcesillapito hatasanak vizsgalata: carrageenan-indukciot kovetden a 3. draban
méréseinkkel mindharom csoportban igazoltuk a fajdalom kialakuldsat. Az ASA és ASA-Tris
beadasat kovetden igazoltuk, hogy ASA kezelésiink atmenetileg, mig az ASA-Tris konjugatum

tartosan csokkentette a fajdalomérzetet.
2. tanulmany

ASA-Tris gyulladascsokkento hatasanak vizsgalata: A Col csoportban a TNBS-indukcid véres
sz€klet megjelenését, hasmenést, testsulycsokkenést eredményezett. In vivo hisztologiai
vizsgélataink a colon teriiletén stulyos szovetkarosodast (6déma képzddése, teljes mukdza
epitélium vesztés), mutattak ki, mig a gyomor mukoza normal szdvettani képet mutatott. Az
MPO ¢és a XOR enzimaktivitds mind a colon és a gyomor szdveteiben emelkedett. A NOx-szint
szignifikdnsan magasabb volt a colon szdvetben, valamint a plazma TNF-a szintén emelkedést
mutatott a kontroll csoport értékeihez képest. Az ASA kezelés mérsékelte a colon mukdza
karosodasat ¢és sulyos gyomornyalkahartya karosodast okozott. A colonbdl csokkent, mig a
gyomorbol emelkedett gyulladasos mediator szinteket mértiink. Az ASA kezeléssel
mérséklédott a plazma TNF-a szintje. Az ASA-Tris kezelés hatdsara nem alakult ki kdrosodés
sem a colon, sem a gyomor mukdzdjaban. A vizsgalt szoveti gyulladasos paraméterszintek nem
mutattak emelkedést a gyomor ¢és a colon szdveteiben. A plazma TNF-a szintje kontroll csoport
értékétél nem mutatott eltérést. A mesalamin kezelés ASA-Tris kezeléshez hasonlo

eredményességet mutatott.

ASA-Tris mitokondrialis funkciora kifejtett hatasai: A vizsgalat soran kimutattuk, hogy a
komplex IV-hez kapcsolodd 1égzési aktivitas az ASA csoportban szignifikdnsan csokkent a
kontroll és az ASA-Tris csoportokhoz képest, ami arra utal, hogy az ASA kezelés gatolja a
mitokondrialis 1égzést, amely a sejtek energiaellatasanak csokkenéséhez vezethet. Ezzel
szemben az ASA-Tris csoportban a natrium-azid hatasara a 1€gzési fluxus visszaallt a kontroll

csoport szintjére, ami azt mutatja, hogy az ASA-Tris kezelés képes kompenzalni az ASA éltal
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okozott gatlast ¢s normalizalja a mitokondrialis 1€égzést. Mitokondrialis funkciovaltozasok, a
mitokondriumok ROS termelése: Eredményeink azt mutattdk, hogy sem az ASA, sem az ASA-

Tris alkalmazasa nem befolyésolta szignifikansan a mitokondrialis H2O2-termelést.
3. tanulmany

Ket-Tris GI mellékhatdasainak vizsgalata: igazoltuk, hogy 24 oraval a Ket-kezelést kdvetden
jelentés szoveti karosodas alakult ki a gyomor nyalkahartydn, amely egylitt jart a pro-
inflammacids markerek szignifikdns emelkedésével (MPO, XOR, NOx, MDA, Cyt ¢ és TNF-
a) a kontrollcsoporthoz képest. OPS vizsgalatainkkal emelkedett RBCV szinteket mértiink a
gyomor, duodenum, jejunum ¢s az ileum teriiletén. Ezzel szemben a Ket-Tris konjugatum
kezelés nem okozott sem szoveti karosodast, sem emelkedett gyulladasos marker szinteket; a

RBCYV minden vizsgalt bélszakaszon a normal értéken maradt.

Ket-Tris gyulladascsokkento hatasanak vizsgalata: Kisérletes colitisben igazoltuk, hogy a
TNBS hatésara kialakul6 vastagbél szoveti karosodésa €s a colon szer6za mikrokeringésének
jelentds csokkenése alakult ki emelkedett gyulladasos paraméterek mellett. A Ket, illetve a Ket-
Tris kezelések hatékonyak voltak a szovetkdrosodds és a mikrokeringés romlasanak
kialakulasaval szemben. A Ket kezelés szignifikdnsan csokkentette a XOR, MDA, Cyt ¢
szinteket, ezzel szemben a Ket-Tris konjugatum az MPO enzim aktivitasat is csokkentette a

csokkent XOR, MDA, Cyt ¢ szintekkel parhuzamosan.

5. MEGBESZELES

A nyalkahartya ¢lettani barrier funkcidja alapvetd szerepet jatszik a szervezet
homeosztazisanak fenntartdsdban. A barrier funkci6 integritdsa gyakran sériill NSAID-ok
alkalmazasa sordn, ami sulyos szovOodményekhez, példaul GI fekélyek ¢és vérzések
kialakulasahoz vezethet. Az NSAID-ok altal kivaltott GI-karosodas patogenezisét a mukozaban
kialakulé emelkedett érpermeabilitas és a leukocita akkumulécié jellemzi (Vallace et al., 1990).
Az NSAID-k a gyomornyalkahartya sejtjeinek funkcioit befolyasolhatjadk (Alino és mtsai,
2008; Pizzuto és mtsai, 1997), és paradox médon stimulalhatjak az aktivalt makrofagok Ca?*-

fliggd TNF-a felszabadulasat, ami kozvetlen citotoxikus hatast lehet (Fiorucci et al., 1998).

Az NSAID-kezeléssel kapcsolatos kedvezotlen hatasok mérséklésére tobb, kiilonbozo stratégiat
vizsgaltak, beleértve a gyogyszerek biohasznosuldsdnak fokozasat (Kumar et al., 2022),
valamint az NSAID-ok mas fajdalomcsillapitokkal vagy adjuvans szerekkel valdo kombinalasat
(Pergolizzi et al., 2023). A fekélyek megeldzésére irdnyuld jelenlegi kezelési stratégiak
altalaban “modositott felszabadulasu”, bélben oldodd bevonat készitményeket, savtermelést
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gatlo szereket ¢és antacidokat foglalnak magukban; azonban a hatékony multimodalis terapia
elérése kihivast jelent, kiilondsen a nem egyiittmiik6do betegeknél (Evans et al., 1983, Scheen
et al., 1983). Az NSAID-ok molekularis modositasa igéretes lehet a fekélyképzd potencial
csokkentésére, példaul diklofendk szarmazékok esetében kisérletes kornyezetben jelentosen

csokkent fekélyképzo hatast lehetett kimutatni (Bhandari et al., 2008, Ilango et al., 2015).

Jelen kutatdsunk célja olyan vegyiiletek szintézise volt, amelyek megorzik az eredeti NSAID-
ok terapids hatékonysagat, mikozben kevesebb GI mellékhatdssal rendelkeznek. Az NSAID és
vizsgaltak, ezért ebbdl a célbdl az ASA és/vagy Ket és a Tris prekurzorok konjugalasaval uj
molekuldkat fejlesztettiink ki. Eredményeink azt igazoltdk, hogy ezek a konjugatumok
hatékony gyulladascsokkentok, mikdzben kevésbé, vagy egyaltalan nem karositjdk a

gyomornyalkahartyat.

Kisérleteink soran az ASA éaltal indukalt hemorrhagias nyéalkahartya karosodast in vivo ragcsalo
modelleinkben ¢és in vitro vizsgalatainkkal igazoltuk. Intravitalis hisztologiai vizsgalatokkal
kimutattuk, hogy az ASA jelent6s mukoza barrier funkcid vesztést okozott, ami mind a szerdza,
mind a muko6za mikrokeringésének romlasahoz és sulyos endothel sériilésé¢hez vezetett. A PMN
leukocitdk jelentds szerepet kapnak ebben a folyamatban, a PMN akkumuldciot a
megemelkedett szoveti MPO szint jelez. Ezek a valtozasok egyiitt jartak a ROS termelésében
kulcsszerepet jatsz6 XOR aktivitdsanak emelkedésével. Megnovekedett szoveti MDA, NOx és
Cyt c felszabadulas és emelkedett plazma TNF-a koncentracio mellett jelentds Cyt ¢
felszabadulast mutattunk ki méjszovetbdl is. Mindez igazolja a gyulladasos szignalizacio

terjedését - a lokalizalt karosodas szisztémas karosodasokat eredményezett.

Mindezekkel szemben az ASA-Tris konjugdtum nem okozott PMN felhalmozddast,
gyulladdsos enzimaktivacidt, és nem emelte meg a gyulladdsos markerek szintjét, sem a
gyomorban, sem a majban. In vivo szOvettani vizsgalataink kimutattdk, hogy ASA-Tris
alkalmazasat kovetden nem alakult ki nyalkahartya kdrosodas, igy ez a molekula potencialisan
biztonsagos alternativat jelent a hagyomanyos NSAID-okkal szemben. A kiilonb6z6 ASA-
konjugatumok (ASA-Mono, ASA-Bis) kozott megfigyelt eltérd valaszok arra utalnak, hogy a
szerkezeti modositasok jelentdsen befolyasolhatjadk a Gl-karosodas mértékét, az ASA-Tris
pedig a legkedvezObb terapias lehetOséget mutatja. Standardizalt thrombocita funkcid
vizsgalatainkkal (Boeer et al., 2010) megallapitottuk azt is, hogy az ASA kezelés jelentdsen
csOkkenti a COX-fiiggd aggregacié mértékét és a thrombocitdk aktivalodasat. Az ASA-Tris
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mérsékelt hatist gyakorolt a COX-fiiggd aggregaciora, amely a molekula alternativ

gyulladascsokkentd mechanizmusara utal, amiben nem csupan a COX gatlasa jatszhat szerepet.

A ROS kulcsfontossagi szerepet jatszik az ASA éltal kivaltott akut nydlkahartya
fekélyesedésben (Fiorucci et al., 1998), mivel lipidperoxidacidhoz vezethet, ami veszélyezteti
a biomembranok integritasat és felboritja a sejtek homeosztazisat (DeCuyper és Joniau, 1980;
Slater és mtsai, 1984). A lipidperoxidacio, amelyet az MDA szintek jeleznek, karositja a
membran foszfolipideket és a folyamat Cyt ¢ felszabaduldsdhoz vezethet a mitokondriumokbdl.
Ez a felszabadulés a kaszpaz utvonal aktivalasan keresztiil apoptozist indit el (Linkermann et
al., 2014). ASA kezelést kovetden megemelkedett a MDA ¢és Cyt ¢ szintet ¢s mitokondridlis
karosodast is igazoltunk, mig az ASA-Tris nem valtott ki ilyen hatasokat. Az ASA-Tris beadasa
nem emelte meg az NOx szintet sem, amelyek igy egyiitt az oxidativ és nitrozativ stressz
hianyara engednek kovetkeztetni. Ezek az eredmények tehat arra utalnak, hogy az ASA-Tris
védi a sejtek energiaallapotat, megdrzi a sejtek miikodését €s csokkenti a nyalkahartya sériilését.
Az ASA-Tris hatdsdnak hatterében all6 pontos mechanizmus azonban tovabbra is tisztdzatlan.
Az ASA-Tris maszkolt karboxilcsoportja minimdlisra csokkentheti a gyomorirritaciot, és a
hatékonysag latszolag aranyos az egyes ASA-konjugatumokban (Mono, Bis, Tris) 1évo
hidroxilcsoportok szamaval. Az ASA-Tris szerkezete valoszinlileg eldsegiti a redox
szabalyozasi mechanizmust; példdul a hidroxilcsoportokon keresztiil, a flavonoidokhoz
hasonldan, amelyekrdl ismert, hogy védohatasuak az oxidativ karosodéassal szemben. Az ASA-
Tris redox-puffer mechanizmuson keresztiil is miikodhet, az etanolhoz hasonldéan, ami példaul
noveli a NADH-szintet, ami megemeli a csokkent glutationszintet, €és a sejt redox egyensulyi
allapotat az ¢lettani helyzet felé tolja el (Watson és mtsai, 2011).

crer

lehetdségek kifejlesztése, amelyek pozitivan befolydsolhatjadk a betegség kimenetelét. Jelenleg
a NSAID-ok szerepe az IBD kezelésében ellentmondasos, mivel a COX gatlok stulyosbithatjak,
vagy enyhithetik is a betegség aktivitasat (Takeuchi et al., 2006; Ding et al., 2014). A
hemorrhagids GI mellékhatasok tovabb nehezitik, akadalyozzék alkalmazasukat. Ennek
ellenére az NSAID-ok értékesek lehetnek IBD-s betegek szamara, kiilondsen azoknal, akiknek
egyidejlileg mozgésszervi rendellenességeik vannak (Jose ¢s Heyman, 2008). Ezért az 1j
konjugatumok bioaktivitasat megvizsgaltuk TNBS patkany colitis modellben 1is, az
eredményeket 6sszehasonlitottuk a mesalamin és az eredeti molekulak hatésaival. Adataink azt
mutattak, hogy az ASA-Tris és a Ket-Tris hatékony a colitis altal kivaltott teststilycsokkenés és

a gyulladdsos markerek emelkedésével szemben, mikézben a GI mukédza integritasa
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megmaradt, ellentétben az eredeti (ASA, Ket) molekuldkkal. Eredményeink arra is utalnak,
hogy az 0j konjugatumok kedvezo hatasai valdsziniileg ez esetben is az oxidativ biomembran
kérosodassal szembeni véddpotencidlhoz kapcsolodnak. Osszegzésiil tehdt vizsgalataink azt
mutatjdk, hogy az ASA- ¢és Ket-Tris konjugatumok igéretes alternativat jelentenek a
hagyomanyos NSAID terdpidkhoz képest, a GI-mellékhatasok minimalizalasaval, mikozben

megorzik a terapias hatékonysagot.
6. A TEZIS FONTOSABB MEGALLAPITASAI

. Uj NSAID szarmazékok sikeres szintézise: ASA és Ket valamint amino-alkohol
prekurzorok konjugalasaval. Igazoltuk, hogy igéretes farmakologiai tulajdonsagokkal

rendelkezd bioldgiailag aktiv termékek allithatok eld ASA vagy Ket és Tris kombinacidkkal.

. Hatékony GI védelem Tris konjugaciéval: az NSAID-ok altal kivaltott GI-
mellékhatasok minimalizalasara. Az 0j Tris vegyiiletek jelentds védelmet nytjtanak a mukdza
karosodasaval szemben, megdrzik az epithel integritdsat a citokin altal vezérelt gyulladasos

folyamatok csokkentésével.

. ASA-Tris konjugatum GI hatasai: a kevésbé hatékony ASA-Mono és ASA-Bis
szarmazeékokkal ellentétben az ASA-Tris konjugatum nem okozott GI karosodasokat, amibdl
arra kovetkeztethetiink, hogy az ASA-Tris kevesebb mellékhatdsa miatt biztonsdgosabban

alkalmazhato.

. ASA-Tris fajdalomcsillapité és trombocita funkciora gyakorolt hatasa: az ASA-
Tris erd0s fajdalomcsillapité hatast carrageenan indukalt talpgyulladdsban, anélkiil, hogy
jelentésen befolyasolta volna a trombocita funkcidt, ellentétben az ASA trombocita

aggregaciora gyakorolt hatasaval.

. Gyulladascsokkenté hatékonysag colitis modellben: az ASA-Tris és Ket-Tris
konjugatumok jelentds gyulladdscsokkentd hatdsokat mutattak a TNBS altal indukalt colitis
modellben, mindezt anélkiil, hogy gyomor mukoéza karosodast okoztak volna. A mitokondrialis
vizsgalatok arra utalnak, hogy az ASA-Tris hatékonysaga nem kozvetlen gyokfogo képességen
alapul, hanem valdsziniileg az oxidativ biomembran kérosodassal szembeni véddhatés vezet a

crer

hagyomanyos NSAID-okhoz képest.
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7. KOSZONETNYILVANITAS

Oszinte koszonetemet fejezem ki Boros Mihaly Professzor Urnak, a Sebészeti Miitéttani Intézet
vezetdjének azért a felbecsiilhetetlen értékii lehetdségért, hogy intézetében dolgozhattam, és a
projekt soran nyujtott tudomanyos atmutatasaért. Oszintén koszonom Toéth Gabor Professzor
Urnak, az Orvosi Vegytani Intézet vezetdjének az Gjonnan kifejlesztett NSAID szarmazékok
konjugalasat. Halas vagyok Ghyczy Miklosnak a kutatasi alapotletért és a projekt sordn nyujtott
felbecsiilhetetlen értékii tandcsaiért. Koszonetemet fejezem ki Greksa Ferenc egyetemi
adjunktusnak és Sohar Gellért egyetemi docensnek, a Traumatologiai €s Ortopédiai Klinika
Ortopédiai Centrum vezetdjének, hogy kitartban tamogatjdk tudomanyos munkémat.
Koszonettel tartozom a Sebészeti Mitéttani Intézet munkatarsainak kiemelkedd technikai
segitségiikért és minden kollégamnak az egyiittmiikddésért és tamogatasért. Végezetiil
szeretnék koszonetet mondani csaladdomnak és sziileimnek hatartalan szeretetiikért, tiirelmiikért

¢s bizalmukért, amelyek a legnagyobb erdt jelentették ezen az uton.

A kutatas az EFOP-3.6.2-16-2017-00006 (MB) tamogatasbol valosult meg.
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