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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE

IBD: inflammatory bowel diseases - gyulladasos bélbetegségek
TNBS: 2,4,6-trinitrobenzén-szulfonsav

EtOH: etanol

5-ASA: 5-amino-szalicilsav

CMC: carboxymethyl cellulose — karboximetil-celluléz
MPO: mieloperoxidaz enzim

TNF-a: tumor nekrézis faktor alfa

HO: hem-oxigenaz

HO-1: hem-oxigenaz-1

HSP32: hésokk protein 32

HO-2: hem-oxigenaz-2

HO-3: hem-oxigenaz-3

ZnPP: cink-protoporfirin

SnPP: 6n-protoporfirin

CdCl;: kadmium-klorid

PBS: foszfat-puffer

HEPES: N-(2-hidroxietil)-piperazin-N-(etanszulfonsav)
EDTA: etiléndiamin-tetraecetsav
DTT:1,4-dithiothreitol

SDS: szddium-dodecil-szulfonat

PMSF: fenilmetil-szulfonil-fluorid

NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

BSA: bovine serum albumin - marha szérum fehérje
RONS: reaktiv oxigén és nitrogén eredetli szabad gyokok
ROS: reactive oxygen species- reaktiv oxigén gyokodk
GSH: glutation redukalt forma

GSSG: glutation oxidalt forma

CO: szén-monoxid

0O,: oxigén

Fe®': harom vegyértékii ferri vas

NO: nitrogén-monoxid



iNOS: indukalhaté nitrogén-monoxid szintetaz
NF-kB: nuklearis faktor-kappa B

IL-1: interleukin 1

IL-1B: interleukin-1p

IL-1ra: interleukin 1 receptor antagonista
IFN-y: interferon-y

IL-6: interleukin 6

IL-10: interleukin 10

AP-1: aktivator protein 1

PDTC: pirrolidin dithiokarbamat

HTAB: hexadeciltrimetilammadnium-bromid
BVR: biliverdin reduktaz

SER: sima felszin( endoplazmatikus retikulum
RER: durva felszin( endoplazmatikus retikulum
MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz

JNK: Jun N-terminalis kinaz

cGMP: ciklikus guanozin monofoszfat

ERK: extracellularis szignal altal regulalt kinazok
ERK1/2: extracellularis szignal altal regulalt kinaz 1/2
HsF1: h6sokk transzkripciés faktor 1

HSP70: hésokk protein 70

MIP1a: macrophage inflammatory protein 1a— makrofag gyulladasos fehérje 1a
NrF2: NF-E2 nuklearis kapcsolt faktor-2
Keap1: Kelch ECH asszociacios protein 1
Hif-1: hipoxia indukalta faktor 1

Bach-1: HO-1 transzkripciés represszor

NAC: N-acetil-cisztein

DFO: desferrioxamin

LPS: lipopoliszacharid

Cb5a: anafilatoxin

TLR: toll-like receptor

MD2, CD14: sejtfelszini fehérjék

MyD88: mieloid differenciacios faktor 88

IRAK: interleukin 1 receptorhoz kapcsolt kinaz



TRAF6: TNF receptorhoz kapcsolt faktor 6

IKKa/B: IkappaB kinaz a/f3

TLR2: toll-like receptor 2

SIRS: systemic inflammatory response syndrome — szisztémas gyulladasos valasz
szindroma

Nod: nukleotid-kotd oligomerizaciés domeén

sTNFR: szolubilis TNF receptor

PGN: peptidoglikan

GM-CSF: granulocita koldnia stimulalo faktor

BG +/-: Gram +/- baktériumok

OmP: outer (kils6) membran protein

DNA: DNS - dezoxiribonukleinsav

LBP: lipopoliszacharid binding protein

sCD14: szolubilis CD14

PGRP: peptidoglukan felismers fehérje

p65/p50: NF-kB aktiv forma

PKR: protein kinaz R

MKK3/6: p38 MAPK aktivator

CREB: cAMP-reszponziv elem kot6 fehérje

CRE: cAMP reszponziv elem

Sp1: stimulalé fehérje 1, transzkripcios faktor

PPARYy: peroxiszoma proliferator aktivalt receptor y



Il. TUDOMANYOS HATTER

A gyulladasos bélbetegséqekrél és tipusaikrol altalaban

Napjaink gyakori betegségei kdzé tartoznak a kulonb6z6 gyulladasos eredeti
bélbetegségek. Szinte a vilag valamennyi orszagaban talalkozhatunk ilyen tipusu
megbetegedésekkel. Erdekes, hogy Eurépaban az ilyen tipust betegségek
eléfordulasa északon gyakoribb, mint délen. Ezekre a betegségekre jellemzé,
hogy sokkal gyakrabban alakulnak ki 15-25, illetve 55-65 év kozott, mint mas
életkorban. A gyulladasos bélbetegségeknek két alapveté formaja ismeretes. Az
egyik a colitis ulcerosa, amely csak a vastagbelet tdmadja meg, és a gyulladasos
reakcio csak a nyalkahartyara lokalizalodik, a masik pedig a Crohn betegség.
Burrill Crohn amerikai belgyogyasz 1932-ben irta le ezt a gyulladasos
bélbetegséget, melynek névaddja lett (Crohn, 1932). A két betegség elkulonitése
és a pontos diagnézis Kklinikai, endoszkopos és szovettani jellegzetességeik

alapjan lehetséges (1. abra).

1. abra

Az egészséges (1), illetve a
Crohn betegség (2) és a
colitis _ulcerosa (3) altal
érintett bél keresztmetszeti
rajza_és szovettani képe.
Az also sorban az
endoszkopos vizsgalatok
soran készult kép lathato.
(forras:http://crohn-
colitis.hu/html/p1c_crohncolit
is.php)

sipoly sziikblet




Colitis ulcerosaban a gyulladasos jelenségek csak a bél nyalkahartyajara és
a submucosara korlatozédnak, mig Crohn betegség esetén a bélfal minden rétege
érintett a mucosatél a serosaig (transzmuralis). A colitis ulcerosa csak a
vastagbélben fordul eld, igy ha szikségessé valik a vastagbél eltavolitasa,
végleges gyogyulas kovetkezik be. Ezzel szemben a Crohn betegség az
emeésztérendszer egészét érintheti a szajtél a végbélig, ezért a gyulladt szakasz
eltdvolitasa nem hoz gydgyulast, a betegség barhol visszatérhet. Mig a colitis
Osszefuggd gyulladast hoz létre, a Crohn betegségben gyulladt és ép
bélszakaszok valtakoznak egymassal. Mindezen klldnbségek ellenére bizonyos
betegeknél (kb. az esetek 10 szazalékaban) nem lehetséges megkuldnbdztetni a
két betegséget; 6ket a nem meghatarozhaté colitis-csoportba soroljak.

A Crohn betegség a gasztrointesztindlis traktus barmely szakaszan
eléfordulhat, de leggyakrabban az ileum disztalis részén, valamint a colonban
jelentkezik. Eléfordulasi valoszinlisége a béltraktus kuldnb6z6 szakaszai kdzott a
kovetkezd eloszlast mutatja: disztélis ileum 35%, jobb colon 35%, colon 20%,
vékonybél 5% illetve az egyéb bélszakaszokon szintén 5% (Hanauer, 1996).
Leggyakoribb a vékony- és vastagbél egylttes megbetegedése. A gyulladas
szakaszosan alakul ki, ép és kéros terlletek valtakoznak. A betegség az esetek
tobbségeében 20 éves kor alatt kezd6dik, de 10 éves kor alatt ritkan. Tipusos tlnet
a fogyas, a hasi fajdalom, a hasmenés és a visszatérd lazas allapot (Selby, 2000).
Krénikus betegség, lefolyasa hullamzo, j6 és rossz periédusok valtakoznak. A jo
periodust (remisszid) relativ panaszmentesség, j0 kozérzet jellemzi. A visszaesés
(relapszus) oka nem mindig ismert, bél- vagy egyéb fertézés, bizonyos
gyogyszerek (példaul reuma ellenes szerek), testi vagy lelki tulterhelés okozhatja.

A betegség tlinetei 6sszefuggenek azzal, hogy a tapcsatorna mely része érintett.



A vékonybél bizonyos szakaszainak a betegsége fogyast és hasmenést, fontos
tapanyagok felszivodasi zavarat okozhatja (vas, B12-vitamin, fehérje, stb.). A
vastagbél érintettsége esetén dominal a véres hasmenés. A fajdalmat a gyulladt
bél rendellenes 6sszehuzdédasa, gorcse okozza. Ritkabban eléfordul a nyel6csé
vagy a gyomor gyulladasa is. A lazat a bélfal mélyebb rétegeibe behatold
baktériumok okozzak. A vékonybelek gyulladasa felszivodasi zavart,
tapanyaghianyt (fogyas, vérszegénység, fehérje-, sé-, vitamin- és asvanyianyag
hiany), a gyermekek novekedésében és fejlédésében elmaradast okozhat. A
betegségnek kildonbdzé szovédményei is lehetnek. Ezek lehetnek bél eredetliek
és bélen kiviliek. Bél eredetli szovédményeknél a bélfal savos hartyajat elérd
gyulladas mas szervekre (példaul hugyhdlyag, méh), sét ép bélszakaszokra is
raterjedhet. A savos hartyak dsszetapadasa kovetkeztében gyulladasos gomolyag
keletkezik, mely a hasfalon at tapinthatdé. Késébb az 0sszetapadt Greges szervek
kozott jarat keletkezhet, melyet sipolynak (fistula) nevezink. llyen rendellenes
kozlekedés kialakulhat a bél és a hugyhdlyag, két bélszakasz (2. abra) vagy a bél

urege és a boérfelllet kdzott (leggyakrabban a végbélnyilas korul) (3. abra).

2. abra Sipoly a vastag és vékonybél kozott 3. abra Talyog és sipoly a végbél kériil

|
sipolynyilis  véghélnyilas

Forras: http://www.uidieta.hu/index.php?content=64




A bélbaktériumok hatasara talyog alakulhat ki a végbél korul vagy a szabad
haslregben. A gyulladas tovabba a béllreg szlikuletét (strictura) is okozhatja. A
szlkulet elétti bélszakasz egy id6 mulva kifarad, kitagul, ateresztévé valik, és a

bélfalon atjutdé baktériumok hatasara sipoly, talyog alakulhat ki (Hanauer, 1996).

A gyulladasos bélbetegséqgek kialakulasat befolyasolo tényezbk

Ezeknek a tipusu betegségeknek a pontos etioldgidja a mai napig ismeretlen.
Szamos tényezd hatasat feltételezik a betegségek kialakulasaban. Az egyre
nagyobb szamban rendelkezéslinkre 4&ll6 adatok azt mutatjak, hogy tdbb
egymassal kolcsonhatd tényez6 befolyasolhatia a kialakulasukat. Az egyik
tényezének a genetikai hajlamot tekintik. A genetikai hajlamot szamos kornyezeti
tényez6 és genetikai faktor befolyasolhatja. A legfébb kornyezeti befolyast a
taplalkozas és a dohanyzas jelenti (Koutroubakis et al., 1996; Somerville et al.,
1984). A kildnbozé kornyezeti hatasokon tul szamos kisérleti eredmény és klinikai
adat is bizonyitja azt a tényt, hogy a Dbélfléra jelentdés szereppel bir a
nyalkahartyagyulladas fenntartasaban (Aranda et al., 1997; Kuhn et al., 1993). A
nyalkahartyagyulladas kialakulasaban és fenntarasaban az emlitett tényezékon tul
lényeges szerepet tulajdonitanak a kilénb6zé immunfolyamatoknak is (Fiocchi,
1998), ezen belul is a kulonbdzé gyulladaskeltd citokinek és kemokinek
nagymennyiségl felszabaduldsa, valamint az immunvalaszban bekovetkez6
zavarok szintén befolyasolhatjdk a gyulladasi folyamatokat és ezéltal a
betegségek kialakulasat (Gaya et al., 2006; Hanauer, 2006; Papadakis, 2004;

Rutgeerts et al., 2006). Feltehetd, hogy veleszlletett vagy az élet soran szerzett
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hajlamhoz tarsul valamilyen kivaltd tényezd, példaul fert6zés, mely a lappango

hajlamot felszinre hozza.

Az oxidativ stressz szerepe a gyulladasos bélbetegségekben

Az eddig emlitett befolyasolé tényezék mellett, meg kell emlitenink egy
masik fontos tényezét, amelyet napjainkban is egyre inkabb lényeges faktornak
tekintenek. Kimutattak, hogy a bélepithelium karosodas kialakulasaban az oxidativ
stressz kulcsfontossagu faktor (Grisham, 1994). IBD-ben szenvedd betegekben és
kisérletes allatmodellekben, ugyanis fokozott oxidativ stresszre utald jeleket
talaltak a gyulladt nyalkahartyaban és a keringd fagocita sejtekben. (Seo et al.,
1995; Zingarelli et al., 1999) Az oxidativ stresszre jellemzd, hogy a szervezetben
reaktiv oxigén- és nitrogén eredetli szabad gyokdok képzédnek nagy
mennyiségben (reactive oxygen and nitrogen species [RONS]). A RONS
termelédését fokozzak a gyulladast kelt§ faktorok, amelyekrdl kimutattak, hogy
onmagukban és interakciojuk koévetkezményeképpen is sulyosbitjagk az IBD
lefolyasat és szerepet jatszanak epithelidlis és vaszkularis sérulések
kialakulasaban a vastagbélben (Dryden et al., 2005; Grisham et al., 1990;
McKenzie et al., 1996; Pavlick et al., 2002; Simmonds and Rampton, 1993). llyen
gyulladaskelté atvivé anyagoknak tekinthetjuk a gyulladast kelté citokinineket, mint
pl. a TNF-a, IL-6 (Sakaguchi et al., 1996) és az indukalhaté nitrogén-monoxid
szintetdz (inducible nitric oxide synthase [INOS]) enzim altal képzett nitrogén-
monoxidot (NO) (Chamulitrat et al., 1996; Singer et al., 1996). Ismeretes, hogy az
NO és a szuperoxid szabadgyok koélcsénhatasabdl szarmazd peroxinitrit erésen

mérgez6 hatasu, amely az IBD kialakulasa soran egyértelm( patologias szerepet
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jatszik (Rachmilewitz et al., 1995). Meg kell emlitenink, hogy a bélcsatorna sejtjei
onmaguk is termelnek RONS-t (Cavicchi et al., 1999; Hata et al., 1997; Salzman
et al.,, 1996; Watson et al., 1994). Az oxidativ stressz az epithelidlis
sejtmembranok lipid rétegét oxidalva is kifejti karositdé hatasat. A tapasztalatok
szerint a RONS képes aktivalni olyan transzkipciés faktorokat, mint a nuklearis
faktor-kB (NF-xB) (Rogler and Andus, 1998), melyrél kimutattdk, hogy
kulcsfontossagu szerepet jatszik szamos gyulladast kelt6, de — érdekes modon, a
korulményektél fuggben - csokkentd gén transzkipciojaban is (Neurath et al.,

1998).

Az antioxidans hem-oxigenaz enzimrendszer feltételezett szerepérél

Az oxidativ stresszel 0Osszefuggésben elmondhatjuk, hogy kulonb6z6
antioxidans rendszerek, fontos szerepet jatszhatnak a gyulladasokkal szembeni
védelemben. Az egyik ilyen ismert rendszer a hem-oxigenaz enzimrendszer. A
hem-oxigenaz enzimrdl ismeretes, hogy katabolizélja a hem atalakulasat
biliverdinné, amely a biliverdin reduktaz (BVR) hatasara tovabb alakul bilirubinna

(Maines, 1997, 2005; Ryter et al., 2006) (4. abra).

Endogén vazodilatator

cGMP 1 it
apoferritin
HO-1+0, S —
hem » Biliverdin + CO +Fe”" + H,O

NADPH

Biliverdin

reduktaz NADPH

Bilirubin
4. abra

A hem-oxigendaz-1 hatdsmechanizmusa
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A hem-oxigenaz (HO) enzimcsaladnak harom tagja van, az oxidativ stresszre
indukalédé HO-1 (HSP32 a masik elnevezésének rdviditése, mivel a h&sokk
fehérjékhez tartozik), és a konstitutiv izoenzimek a HO-2 és HO-3. (Maines et al.,
1986). A HO enzimek kulonb6zé gének termékei. Elsédleges szerkezetlikben,
szabalyozasukban és a szoOveti eloszlasukban igen kevés a hasonldsag.
Mindharomrdl kimutattak azonban, hogy katalizaljak a hem-csoport oxidacidjat,
amelynek soran bioldégiailag aktiv vegylletek szabadulnak fel: a vas
(génregulacidban vehet részt), a biliverdin (antioxidans hatasu) és a szén-monoxid
(CO, a hem-csoport ligandja).

A reakcio soran keletkez6 szén-monoxid és bilirubin antioxidans
tulajdonsagu, tovabba a CO csoOkkenti a gyulladaskeltd citokininek szintjét
(Otterbein et al., 2000). A NO és a CO termel6 rendszerek mikodése kozott sok
hasonldsag figyelhetd meg, és a szabalyozasuk is szorosan kapcsolédik (Maines,
1997).

Az induktiv HO-1 a szervezet nagy részében expresszalddik oxidativ stresszt
kivalté ingerek hatasara. A konstitutiv. HO-2 idegi elemekben, illetve az
érendotélium sejtjeiben talalhaté meg, és az altala termelt CO jelenlétét kimutattak
az erekben. Az érendotéliumbdl felszabadulé CO az érfal simaizomrétegébe
diffundalva, a NO hatasatol fuggetlenul, a cGMP képz6dés serkentése révén
relaxaciot valt ki, és ezaltal szabalyozza a rezisztenciaerek atmérdjét (Kozma et
al., 1999; Tschugguel et al., 2001). In vitro vizsgalatokban azt is kimutattak, hogy a
HO-1 miikddése soran termel6dott bilirubin javitia a postischemias miokardialis
diszfunkciot (Clark et al., 2000), és javitja a szivfunckiot ischemia-reperfuziét
kovetden, amely feltehetéen antioxidans tulajdonsaganak készénheté (Csonka et

al., 1999).
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A HO-2 enzim expresszidjat intrakardialis neuronokban is kimutattak (Hassall
and Hoyle, 1997). Megfigyelték, hogy a HO-2 révén felszabaduld bilirubin védi a
neuronokat az oxidativ stressztél (Dore et al., 1999). Ugy tiinik, hogy az
endotéliumban, illetve a neuronokban talalhaté HO-2 aktivitasa szerepet jatszik az
erek érendotélium-fliggé fizioldgias relaxaciojaban (Zakhary et al., 1996).

A HO-3 szintén konstitutiv izoforma, melyet szamos szdvetben leirtak mar —
maj, sziv, vese, agy, here (McCoubrey et al., 1997; Naito et al., 2004), de a pontos
biolégiai funkcidja ismeretlen (Wu and Wang, 2005). Amellett, hogy a HO-3 90%-
os homolégiat mutat a HO-2 enzimmel, a katalitikus aktivitdsa alacsonyabb
(Wunder and Potter, 2003).

A HO-1 enzimet szamos sejtféleség termelheti (Maines, 1997). A HO

enzimek sejten bellli elhelyezkedését mutatja az 5. abra (Ryter et al., 2006).

Cytosol

O
(@
BVR

5. abra
A hem-oxigenaz enzimek szubcellularis elhelyezkedése. (Ryter et al., 2006)

BVR: biliverdin reduktaz, RER: durva felszin(i endoplazmatikus retikulum,
SER: sima felszinl endoplazmatikus retikulum.
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A HO-1 enzim kulénb6zd stimulusok hatasara képes expresszalodni. llyen
hatasok példaul a hem, vagy annak oxidaciés terméke a vas, illetve a hemin, a
nitrogén-monoxid, a reaktiv oxigén gyokok valamint a nehézfémek (Maines, 2005;
Ryter et al., 2006; Tsiftsoglou et al., 2006).

A HO-1 tulajdonképpen egy antioxidans enzim (Applegate et al., 1991),
mivel csokkenti a kifejezetten prooxidans hatasu hem képzédését ugy, hogy
ezaltal emeli a biliverdin és bilirubin szintet. Ezen hatasa miatt képes csokkenteni
a lipidperoxidacio mértékét (Maines, 1997; Nath, 2006; Stocker et al., 1987;
Takahashi et al., 2004). A HO-1 képes a hemet atalakitani biliverdinné, szén-
monoxidda (CO), és szabad vas ionna. Kimutattak, hogy a szén-monoxid szintén
rendelkezik gyulladascsokkentd tulajdonsagokkal, a gyulladaskelté citokinek
expresszidjanak gatlasa révén (Gibbons and Farrugia, 2004; Kirkby and Adin,
2006; Otterbein et al., 2003; Ryter et al., 2006; Wu and Wang, 2005) (6. abra).

CO ‘*] Guanylate cyclase

MAPK Pnthways .. ................................. GMP

2%

- l A /
[ IL-G] | TNF, IL-1B, MIP1c. |
Cytoklnes

Anti-inflammation Antl-apnptosls Antl-prolﬂaratlon Anll-thmmbosls

6. abra TnsSue Protection

A CO feltételezett szerepe a szoveti karosodas elleni védelemben. (Ryter et al.,
2006)

A protektiv hatast eddig két f6 vonalon feltételezik. Az egyik soran a cGMP serkentése
révén szabalyozza a NO hatasait, a masik révén pedig a MAPK szignalon keresztil
csokkenti a gyulladaskeltd citokinek hatasat.

cGMP: ciklikus guanozin monofoszfat, MAPK: mitogén aktivalt protein kindzok (p38,
JNK1/2, ERK1/2), JNK: Jun N-terminalis kindz, ERK: extracellularis szignal &ltal
regulalt kinazok, HSF1: hésokk transzkripcids faktor 1, HSP70: hésokk protein 70, IL-
6: interleukin 6, TNFa: tumor nekrézis faktor alfa, IL-1B: interleukin 138, MIP1a:
makrofag gyulladasos fehérje 1a.
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A korabbi munkak soran bizonyitast nyert az a tény, hogy a gyulladasi
folyamatok soran termel6dé HO-1 gyulladascsokkenté folyamatokat képes
indukalni. A HO-1 indukcié gatlasaval a gyulladasi folyamat sulyosbodasat
tapasztaltak (Willis et al., 1996; Willis et al., 2000). Hasonl6 eredményeket kaptak
kisérletes colitis modellben is, ahol a HO-1 gatlészere, az én-protoporfirin (SnPP)
csOkkentette a HO aktivitast, és fokozta a gyulladas mértékét 6-72 oras
id6éintervallumban, a trinitrobenzén-szulfonsav (TNBS) beadasat kdvetéen (Wang
et al., 2001). Ezek az eredmények szamos HO-1 indukcdjat kivalté anyag
alkalmazasaval megerdsitésre kerlltek mas colitis modellekben is (Berberat et al.,

2005; Hegazi et al., 2005; Paul et al., 2005).

Sokfajta stimulus noévelheti a HO-1 enzim aktivitasat, mint példaul a
gyulladast kelté citokinek (Chamulitrat et al., 1996), a hem (Cable et al., 1993),
egyes nehézfémek (Maines and Kappas, 1977), de a NO donorok (Durante et al.,
1997), a reaktiv oxigén donorok (Kim et al., 1995; Vesely et al., 1998) és a
peroxinitrit is hasonl6é tulajdonsagu (Foresti et al., 1999). A transzkripcionalis
kontroll valészinlileg magaba foglal olyan fémérzékeny peptideket, mint a NF-xB
és az aktivator fehérje-1 (activator protein-1 [AP-1]) (Alam, 1994; Alam and Den,
1992; Lavrovsky et al., 1994; Mitani et al., 1993). Ezen kivul a glutation (GSH)
szabalyozni képes az AP-1 és az NF-«B indukcigjat (Piette et al., 1997; Pinkus et

al., 1996) (7. abra).
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7. abra

HO-1 feltételezett aktivacidja (Ryter et al., 2006)

Az abra azokat a feltételezett kapcsolatokat mutatja, melyek a HO-1
transzkripciéjahoz vezetnek. A ROS valdsziniileg a GSH/GSSG arany valtoztatasa
révén hat a HO-1-re. A stressz és a citokinek pedig valdszinlleg a MAPK kinazon
keresztul fejtik ki hatasukat.

ROS: reaktiv oxigén gyokok, GSH: redukalt glutation, GSSG: oxidalt glutation,
MAPK: mitogen aktivalt protein kinaz, ERK: extracellularis szigndl altal regulalt
kinazok, JNK: Jun N-terminalis kinaz, NrF2: NF-E2 nuklearis kapcsolt faktor-2, Hif1:
hipoxia indukalt faktor, AP-1: aktivator proten-1, Bach-1: HO-1 transzkripcios
represszor, NAC: N-acetil-cisztein, DFO: desferrioxamin, Fe: vas, O,: oxigén

Erdekes moédon az antioxidans tulajdonsagt, NF-xB gatlo, pirrolidin
dithiokarbamat (PDTC) maga is képes indukalni a HO-1 enzimet (Hartsfield et al.,
1998). A kurkumin pedig antioxidans hatasat az NF-xB aktivitasanak gatlasan, és
a HO-1 enzim mennyiségének fokozasan keresztll fejti ki (Jobin et al., 1999;
Motterlini et al., 2000). Az elb6zetes vizsgalatok igazoltdk a HO-1 enzim
expresszidjat IBD-ben (Barton et al., 1999). Nehézfém vagy NO donorok adasa
utan a HO-1 indukciéja human epithelidlis sejtkulturaban is kimutathaté volt
(Cavicchi et al., 1999). Figyelemre méltonak tarthaté az a megfigyelés, hogy az
oxidativ stressz szintje 6nmagaban is szabalyozza a HO-1 enzim expressziojat. A
HO-1 enzim indukcidja pro-oxidansokkal (NO donorok, hem) fokozhato,

antioxidansokkal (GSH, E vitamin) pedig csokkenthetd (Ito et al., 1997).
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A gyulladéasi folyamatokban szerepet jatszo citokinekrél

A gyulladasi folyamatokat kivalthatjak kozvetlendl a fert6zéseket okozé
baktériumok (Gram negativ vagy pozitiv), vagy a molekularis termékeik, mint pl. az
Escherichia coli endotoxinja (lipopoliszacharid-LPS). Az utdbbi folyamatokat hivjak
systemic inflammatory response syndrome (SIRS)-nek.

A gyulladasi folyamatok soran a neutrofil sejtek és az endothél sejtek jelentds
mennyiségl gyulladas keltd citokineket (IL-1, IL-6, TNF-alfa) kezdenek termelni.

A szervezet védekezése soran szamos gyulladascsokkentd citokin is képzodik
a monocitakban, makrofagokban és a limfocitakban. Ilyen pl. az interleukin 10 (IL-

10) (Adib-Conquy et al., 2001) (8. abra).
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8. abra

A fertd6z6 agensek hatasa a citokin termelésre (Annane et al., 2005).
Lipoproteinek; OmP: outer (kuls6é) membran protein; PGN: peptidoglikan; LPS:
lipopoliszacharid; LBP: lipopoliszacharid binding protein; sCD14: szolubilis CD14;
Cba: anafilatoxin; TLR: toll-like receptor; PGRP: peptidoglikan felismerd fehérje;
Nod: nukleotid-koté oligomerizacios domeén; TNF: tumor nekrézis faktor; IL-1:
interleukin 1; NO: nitrogén-monoxid; IL-10: interleukin 10; IL-1ra: IL-1 receptor
antagonista; sTNFR: szolubilis TNF receptor
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Gyulladasi folyamatok alatt megné a NF-kB aktiv p65/p50 izoformajanak a
mennyisége. A felborult izoforma arany pedig gyulladaskelté citokinek termelését
indukalja. A szervezetben a gamma interferon (IFN-y) valamint a granulocita
koldnia stimulalé faktor (GM-CSF) hatasara csdkken a szervezet endotoxinnal
szembeni érzékenysége (9. abra).

A  szervezet szamos védekezd rendszere, pedig Dbeindita a
gyulladascsokkenté citokinek (pl.: IL-10) termelését is. A HO-1-rél kimutattak, hogy
gatolja a TNF-a termelését szamos modellben, valamint serkenti a monocitak IL-

10 termelését is. (Petit-Bertron et al., 2003; Petit-Bertron et al., 2005) (9. abra).
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9. abra

Endotoxinok hatasa a citokinin termelésre (Adib-Conquy and Cavaillon, 2002)

TLR: toll-like receptor; SIRS: systemic inflammatory response syndrome; BG-: Gram
negativ baktérium; BG+: Gram pozitiv baktérium; LPS: lipopoliszacharid; MD2, CD14:
sejtfelszini fehérjék; MyD88: mieloid differenciacidos faktor 88; IRAK: interleukin 1
receptorhoz kapcsolt kindz; TRAF6: TNF receptorhoz kapcsolt faktor 6; IKKa/B:
IkappaB kinaz a/B; p65/p50: NF-kB aktiv forma; NF-kB: nuklearis faktor kappa B; IL-
1B: interleukin 13; TNFa: tumor nekrézis faktor alfa; PKR: protein kinaz R; MKK3/6:
p38MAPK aktivator; p38MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz; CREB: cAMP-
reszponziv elem koté fehérje; CRE: cAMP reszponziv elem; Sp1: stimulalé fehéje 1,
transzkripcios faktor; IL-10: interleukin 10; IL-1ra: interleukin-1 receptor antagonista
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Alkalmazott qyoqyszeres kezelések

A gyulladasos bélbetegségeknél alkalmazott gyogyszeres kezelések
els6dleges célja a betegség tiuneteinek enyhitése, a gyulladasos folyamat
leallitasa, az esetleges sz6védmény (talyog, sipoly) meggyogyitasa, és a gyogyult
allapot (remisszid) fenntartasa. A gyogyszeres kezelések modja a betegség
sulyossaga és megjelenésének helye szerint eltéré lehet. Az IBD kezelésében

hasznalatos gyégyszereknek 6t f6 csoportjat kulonithetjik el.

1. Szalicilsav-szarmazékok

Az enyhe és kdzépsulyos Crohn-betegség és colitis ulcerosa elsd vonalbeli
gyogyszerei a kuléonbdzé szalicilsav-szarmazékok. Hatéanyaguk az 5-amino-
szalicilsav (5-ASA) (10. abra), amely egy aszpirinhez hasonlé gyulladasgatlé. Az
5-ASA-nak fontos szerepe van a gyulladasos bélbetegségek gyogyitasaban
(Klotz, 1985). A Dbél nyalkahartyajaval kodzvetlenul érintkezve fejti ki
gyulladascsokkenté hatasat. Az aminoszalicilatok tobbféle gyogyszerben is
megtalalhatéak. llyenek példaul a Salazopyrin, Dipentium, Pentasa és a Salofalk.
Attol fuggben kerllnek alkalmazasra az adott gyogyszerek, hogy melyik

bélszakaszon lépett fel a gyulladas.

NH;

COOH
OH

10. abra

Az 5-amino-szalicilsav képlete
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Az amino-szalicilatok az enyhébb korképekben mérseéklik a tuneteket, és a
tartés kezelés a gyodgyulasi szakaszban csOokkenti a visszaesések szamat. Az
eredetileg (1939-ben) a rheumatoid arthritis kezelésére kifejlesztett sulfasalazin
egy szulfonamid és egy 5-amino-szalicilsav alegységbdl all, amelyek azo-koétéssel
kapcsoldédnak egymashoz. A molekula a vastagbélben a baktériumok hatasara az
aktiv részt képviseld 5-amino-szalicilsavra és szulfapiridinre hasad (Peppercorn
and Goldman, 1973). Ez utébbi felszivddva a szulfonamidokra jellemzé
nemkivanatos mellékhatasokat okozhat (pl. hanyinger, bérkiltés, vérképzési
zavarok, fejfajas, valamint a férfiak esetében reverzibilis infertilitds). Az 5-ASA a
vastagbélben marad, ahol kifejti terapias hatasat. Egy ujabb, kevésbé toxikus
gyoégyszer az 5-amino-szalicilatot tartalmazo enterosolvens mesalazin, valamint az
olsalazin (azo-diszalicilat), amely azo-kétéssel kapcsolt két 5-amino-szalicilsav
molekulabdl all, és a baktériumok hatasara az azokétés a vastagbélben felhasad
(Banai, 2000; Kovacs, 1991). Az 5-amino-szalicilsav pontos hatasmechanizmusa
egyel6re ismeretlen.

Irodalmi adatokat tanulmanyozva az 5-ASA szarmazékokrol ugyanakkor
elképzelhet6, hogy vannak antioxidans tulajdonsagaik is (Ahnfelt-Ronne et al.,
1990; McKenzie et al., 1999), amely szerintink - legalabbis részlegesen - szerepet

jatszhat a HO-1 enzim indukciojaban.

2. Kortikoszteroidok

A sulyosabb esetek kezelésének alapja a kortikoszteroidok alkalmazasa. A
kortikoszteroidok a leger6sebb gyulladascsokkenték. Az aminoszalicilsavakkal

ellentétben, ezek az anyagok az egész szervezetben feloldodva fejtik ki hatasukat.
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Az akut roham kezelésében a legfontosabb gyogyszerek. A leggyakoribb
kortikoszteroidok kozé tartozik a Prednisolon, a Metypred és a Medrol. Kisebb
adagokban alkalmazva jobban toleralhaték, de hosszabb tavon sulyos
mellékhatasok (pl. idegesség, almatlansag, felgyorsult csontvesztés, hypertonia,
diabetes) alakulhatnak ki, amelyek korlatozzak a tartés kezelést (Malchow et al.,
1984). Uj, kevesebb mellékhatassal biro, lokalisan hatd, a szisztémas keringésbe
csak 10-20%-ban kerul6 gyogyszerek hatéanyaga a budenozid (Budenofalk,
Entocort). Az oralis budenozid és a prednisolon egyforman hatasos, azonban a
majon keresztll torténd jelentés first-pass metabolizmusa és a vékonybél
glikokortikoid-receptoraihoz valé nagy affinitdsa miatt a budenosidnak kevesebb

kedvezétlen mellékhatasa van (Lofberg et al., 1996).

3. Immun-szupresszorok

Az immun-szupresszorok azaltal mérséklik a fellépé gyulladast, hogy
csOkkentik az immunsejtek szamat. Az IBD kezelésében hasznalt leggyakoribb
immun-szupresszorok az Imuran, a Methotrexat és sulyos esetben a Sandimmun.
Ezeket, a gyogyszereket akkor alkalmazzak, ha a szteroidok nem bizonyulnak
hatasosnak illetve, ha azok mellékhatasai jelentkeznek. Az immun-szupresszorok
hatranya, hogy lassan fejtik ki hatasukat. A teljes hatas kifejtéséhez legalabb
harom, de olykor hat honapra van sziukség. A fertézésekkel szemben kevésbé
ellenallova tett immunrendszer pedig szamos fertézd betegség veszélyének van

jobban kitéve.
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4. Antibiotikumok

A gyulladasok kialakulasaban szerepet jatszhatnak kulonb6z6 baktériumok
is. Az antibiotikumok az emésztérendszerben elszaporodd baktériumok ellen
hatasosnak bizonyultak, bar pontos hatasmechanizmusuk még nem ismert. A
gyulladasos bélbetegségek kezelésében a Klion, és a Ciprobay altalaban
huzamosabb ideig alkalmazhatd, és infuzié formajaban féként sipoly- és

talyogképzédés esetén kerll alkalmazasra.

5. Bioldgiai hatéanyagok

Az egyik legismertebb ilyen Uj hatéanyag az infliximab (Remicade), amelyet
kifejezetten a Crohn betegség kezelésére fejlesztettek ki. Ez a szer egy TNF-alfa
ellenes antitest, amely a szolubilis és a membranhoz koétott TNF-hez kapcsolddva
blokkolja az immunsejtek fehérjetermelését, és ezaltal csokkenti a gyulladast. Ez a
gyogyszer olyan esetekben alkalmazhatd, amikor a Crohn betegséget a fentebb
emlitett gyégyszerek egyikével sem sikerult hatékonyan kezelni (Ardizzone and
Bianchi Porro, 2005). Mivel ez a gydégyszer még Uuj, nem tudhatd, hogy

alkalmazasa hoszzu tavon milyen mellékhatasokkal jarhat.
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A TNBS vastagbél gyulladasos modell

A TNBS (2,4,6-trinitrobenzén-szulfonsav) modell jél reprodukalja szamos, a
Crohn betegekre jellemz6 makroszkopos, szoveti €s immunoldgiai elvaltozasokat,
(Boughton-Smith et al., 1988a; Boughton-Smith et al., 1988b; Morris et al., 1989),
igy ez a modell széleskorlien hasznalt és elfogadott az IBD tanulmanyozasaban
(Morris et al., 1989; Sartor, 1997). Egyes eredmények arra is ramutattak, hogy a
TNBS feltételezhetéen kulonb6zd oxidativ lebontas soran keletkezd reaktiv
oxigéngyokokkel képes el6idézni a gyulladasokat (Grisham et al., 1991). A HO
rendszert mar tobben is vizsgaltak gyulladasos modellekben, de ebben a TNBS
modellben még nem teljesen tisztazott a szerepe. (Rivera et al., 2006; Sun et al.,
2001; te Velde et al., 2006; Torres et al., 1999; Wang et al., 2001; Whittle et al.,

2003).
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ll. CELKITUZES

Kisérleteink els6 részében arra kerestlk a valaszt, hogy a jol ismert TNBS
vastagbélgyulladasos modell alkalmazasa soran patkanyokban

- hogyan valtozik a HO enzimek aktivitasa és a HO-1 expresszidja, az idd
fuggvényében.

- a kulénb6zé HO indukcidjat (hem, kadmium-klorid) és gatlasat (ZnPP)
kivaltdé anyagok hatdsara ezen eredmények, illetve a gyulladasi
paraméterek (Iézi6, MPO) hogyan mddosulnak.

Munkank kovetkezd szakaszaban az IBD kezelésére hasznalt klasszikus
készitménynek, az 5-amino-szalicilsavnak (5-ASA) a hatasmechanizmusat
tanulmanyoztuk.

- Vizsgaltuk az 5-ASA hatasat a TNBS okozta gyulladasi paraméterekre

(Iézidk kitejedése, colonsuly, MPO aktivitas, TNF-a szint).

- A kovetkezd |épésben az 5-ASA HO-1 enzim expresszidjara és a hem-

oxigenaz enzim (HO) aktivitasra kifejtett hatasat tanulmanyoztuk.

- Végul megvizsgaltuk, hogy az 5-ASA hatasat hogyan befolyasolja egy HO

aktivitas gatlé anyag (ZnPP). Itt is mértik a gyulladasi paramétereket
(Iézidk kiterjedése, MPO aktivitas), valamint a HO aktivitast.

Munkank soran egy széles korben alkalmazott colitis modell
hatasmechanizmusanak vizsgalataval azt tlztik ki célul, hogy jobban
megismerjuk a gyulladasi folyamatokban résztvevé védelmi rendszer, a HO
rendszer szerepét, és ezaltal pontosabb képet kapjunk a betegség enyhitésében

potencialisan szerepet jatsz6 folyamatokrol.
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IV. MODSZEREK

Kisérletek menete, kezelések

Kisérleteinket két szakaszra osztottuk. Mindkét kisérletsorozat soran 200-
250 gramm kozotti him Wistar patkanyokkal dolgoztunk. Az allatoknal a Crohn
betegség gyulladasos tlneteit jol reprodukald TNBS modellt alkalmaztuk. Ennek
soran a gyulladast egy er6s savval, a 2,4,6-trinitrobenzén-szulfonsavval (TNBS)
(30 mg illetve 10 mg/ 250 pl 50 %-os etanol/allat) idéztuk elé az allatoknal
intracolonalisan (i.c.) egy 8 cm hosszu, polietilén kanll segitségével (Boughton-
Smith et al., 1988a; Boughton-Smith et al., 1988b; Kiss et al., 1997; Morris et al.,
1989; Whittle et al., 2003). Az allatok a TNBS kezelést megel6zéen 12 6raval
éheztetve voltak.

A kisérletek elsé sorozatanal az allatok hem (30 pmol/kg), cink-protoporfirin
(ZnPP; 50 umol/kg), vagy kadmium-klorid (CdCly; 2 mg/kg) kezelést kaptak
subcutan (s.c.) injekcioval 18 6raval a TNBS (30 mg) kezelést megel6zéen, a
TNBS beadasa el6tt kozvetlendl, valamint azt kovetéen minden nap egyszer az 1-
10 napos kezeléseknél. A hemet, a ZnPP-t el6sz6r natrium- hidroxidban (0,1 N)
majd natrium-kloridban (0,9 %) oldottuk fel és a pH-jukat 7.4-es értékre allitottuk
be, ugy, hogy a térzsoldat koncentracidéja 0,5 mg/ml legyen. A kadmium- kloridot
desztillalt vizben oldottuk fel.

Kisérleteink masodik részében 48 éras TNBS (10mg) modellt alkalmaztunk.

Az 5-ASA kulénb6z6 dozisaival (8.3, 25, 75 mg/kg; 250 pl 1% carboxy

methyl-cellulose (CMC)/nap; i.c.) a TNBS kezelést megelb6zben 24 6raval, 3 éraval
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és a TNBS kezelést kovetéen 24 oraval kezeltik az allatokat. A ZnPP (50
pmol/kg) a TNBS kezelést megelézéen 18 oraval, kozvetlenil a TNBS kezelést

megel6zben és az azt kdvetd napon végeztuk el subcutan injekcioval.

Nyalkahartyagyulladas paramétereinek vizsgalata

Lézio meghatarozas planimetrias analizissel

Minden csoportnal cervikalis diszlokaciot kovetéen az allatok hasfalat
felnyitva a végbéltdl szamitott 8 cm-es szakaszt kivagtuk az allatokbol, hosszanti
iranyban felvagtuk és hideg foszfat pufferben (pH 7.4) atmosva kifeszitettuk.
Minden ilyen bélszakaszrol fényképet keészitettink digitalis fényképezdgeép
(Samsung, Digimax 340) segitségével. Ezt kdvetben a bélszakaszokat hosszanti
iranyban elvagtuk, lemértik a sulyukat és folyékony nitrogénben lefagyasztottuk,
majd a tovabbi vizsgalatokig —20 °C-on taroltuk.

A Dbélszakaszokrél készitett képeken egy szamitdgépes program (Scion
Image B 4.0.2) segitségével lemértuk a keletkezett gyulladasok szazalékos

kiterjedését, a 8 cm-es bélszakaszhoz viszonyitva.

Mieloperoxidaz aktivitasmérés

Kulonbozé gyulladasos folyamatok jellemzésére hasznaljak a mieloperoxidaz
(MPOQO) aktivitasmeérést (Bradley et al., 1982). Ennek az enzimnek a mennyisége a
neutrofil granulocitak infiltraciojakor megemelkedik, és mennyisége jol jellemzi a
gyulladasok mértéket. A mintak homogenizalasat 0,5 %

hexadeciltrimetilammaonium—-bromidot (HTAB), tartalmazé foszfat pufferben (50
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mM, pH 6.0) végeztik. Ennek soran a feldarabolt vastagbelet sulyaranyosan (250
mg colon/1 ml puffer) hideg pufferban, Ultra Thurrax homogenizal6é segitségével
(2x30 masodpercig; 13000 rpm) homogenizaltuk. A mintakat folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk, majd 37 °C-os vizflirdében felolvasztottuk. A fenti
folyamatot haromszor megismételtik. Ezt kdvetéen a mintainkat 15000 g-vel 15
percig 4 °C-on lecentrifugaltuk, és a felliliszot hasznaltuk a mérésekhez. Az MPO
méréseinkhez peroxidazt hasznaltunk standardként (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5;
U/ml). A mérés soran mikroplate-be tettink 280 pl O-dianisidin-diHCI-t (0,167
mg/1 ml foszfat puffer). Ehhez adtunk a fellluszénkbdl vagy a standardunkbdl 12
pI-t, és a reakciot 10 pl 0,03 %-os hidrogén-peroxiddal inditottuk. 90 masodperces
razatas utan 450 nm-n Eliza reader (Benchmark, BIO-RAD) segitségével mértik a
kialakult szinvaltozasokat. Eredményeinket mU/g nedves szdvet vagy mU/mg

fehérjére vonatkoztattuk.

TNF-alfa szint meghatarozas Eliza médszerrel

A TNF-a mennyisége gyulladasok egyik legjellemzébb paramétere, igy
alkalmas a gyulladasok mértékének leirasara (Ten Hove et al., 2001).
Kisérleteinkben a Hycult biotechnology b.v. (Hbt) patkany TNF-alfa HK102-es
szamu Eliza kitet hasznaltuk. A homogenizalashoz Greenburger puffert (NaCl 300
mmol/l; TRIS 15 mmol/l; MgCl 2 mmol/l; Pepstatin-A 100 ng/ml; Leupeptin 100
ng/ml; Aprotonin 100 ng/m; pH 7.4) alkalmaztunk. A homogenizalast (Ultra
Thurrax, 13000 rpm, 2x30 masodperc) Otszords volumeni hideg pufferben
végeztiik. Ezt kdvetéen 30 percig 10000 g-vel 4 °C-on lecentrifugaltuk mintainkat.

A méréshez a fellluszot hasznaltuk. A mérésnél a fenti kithez kuldott protokoll
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alapjan elkészitettuk a szukséges oldatokat. A reakcio elsé Iépeseként a kapott
plate-ekre felvittik a TNF-alfa standerdjeinkbél és az 06tszérosen higitott
mintainkbol 100-100 pl-t. 2 6ras 37 °C-os inkubalas utan a plate-ek aljara rogzitett
els6dleges antitest megkototte a mintainkban jelen levé TNF-alfat, majd a
felesleges oldatot haromszori mosassal eltavolitottuk. A masodik lépésben a
biotinilalt TNF-alfa elleni antitestettel (100 pl) 1 éran keresztll szobahdn végeztiink
inkubaciot. Haromszori mosas utan streptavidin-peroxidaz konjugatum (100 pl; 1
6ra szobahén) alkalmazasa, majd Ujabb haromszori mosas utan
tetramethylbenzidine (TMB) szubsztrat (100 pl, 25 perc 25 °C, sotétben) felvitele
kovetkezett. A reakcioét citromsav (100 ul) oldattal leallitva, 450 nm-en végeztik el

a mérést. Eredményeinket pg/mg fehérjére vonatkoztattuk.

HO-1 enzim expresszios vizsqgalat

A hem-oxigenaz enzim expressziojanak mérését Western blot segitségével
végeztuk (Chomczynski and Sacchi, 1987; Essig et al., 1997). Mintainkat Tris-
mannitol pufferrel (2 mM Tris 7-9; 50 mM Mannitol; 100 uM Fenil-metil-szulfonil-
fluorid; 2,0 uM Leupeptin; 0,5 mU/ml Aprotonin; 0,5 % TritonX100) homogenizaltuk
(Ultra Thurrax, 13000 rpm, 2x30 masodperc) jégen. Ezt kdvetéen a mintakat 20
percig, 12000 g-vel 4 °C-on centrifugaltuk. A felllusz6t hasznaltuk a
méréseinkhez. A mintainkat 1:1 aranyban higitottuk (20 mM Tris 7-9; 3 mM EDTA,;
2 % SDS; 10 % B-merkaptoetanol; 20 % glicerol), majd denaturaltunk (100 °C-os
vizfurdé, 3 perc). A 25 ug fehérjét tartalmazé mintakat ezt kdvetéen 10 %-os SDS-
poliakrilamid gélen megfutattuk (100 V, 50 mA/gél), és nitrocelluléz memranra

(Hybond ECL Nitrocellulose membran, Amersham, Pharmacia Biotech.,
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Buckinghamshire, UK) transzferaltuk at (100 V, 100 mA/gél, 2 6ra). A 2 6ras
blokkolast (PBS pH 7.4; 0,25%-0s Tween 20, 5%-0s sovany tejpor) kdvetben a
HO-1 monoklondlis antitestet (1/10000; 2 6ra, 25 °C) (StressGen Biotechnologies
Corp., Victoria, Canada) alkalmaztuk. Az inkubacié utan PBS-tween 20-as oldattal
mostuk a membrant (3x15 perc). Ezt kdvetéen torma-peroxidazzal kapcsolt egér
antitesttel (1/2000; 1 6ra; 25 °C Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, Ca,
USA) végeztink inkubaciot. Ismételt mosas utdan a membranokat egy
kemilumineszcens rendszer (ECL+Plus, Amersham Pharmacia Biotech.,
Buckinghamshire, UK) segitségével lathatéva tettik és Hyperfilmre (Biomax light-
1, Eastman Kodak Comp. Rochester, New York) exponaltuk. A denzitasokat egy
szamitégépes program (ImageQuant Software; Amersham Pharmacia Biotech.,
Buckinghamshire, UK) segitségével analizaltuk, miutan a GelAnalyst 3.01
Software (Iconix, Toronto, Canada) hasznalataval beszkenneltik.

Eredményeinket szazalékos valtozasokban is kifejeztik.

HO enzim aktivitasmérés

A hem-oxigenaz aktivitAsmérésnél Tenhunen mddszerén valtoztatva
(Tenhunen et al., 1968) a hem atalakulasa soran keletkez6 bilirubin szintet mértik
spektofotometridas mddszerrel. A mintdk homogenizalasat (Ultra Thurrax, 2x30
sec, 13000 rpm) négyszeres volumenl pufferboen (10 mM HEPES; 32 mM
szachar6éz; 0,1 mM EDTA; 10 ug tripszin inhibitor; 10 ug Leupeptin; 10 ug
Aprotonin; 1 mM DTT; pH 7.4) végeztik 4 °C-on. Ezt kdvetbéen a mintakat
lecentrifugaltuk 15 percig 15000 g-vel 4 °C-on, majd a feltuluszoval dolgoztunk. A

reakcid soran 1,25 ml inkubald oldatot (100 mM KH;PO4. 2 mM MgCl,x6H,0; 1

30



mM PMSF; 10 ug tripszin inhibitor; 10 ug Leupeptin; 10 pg Aprotonin; 0,1 MM
DTT; 2 mM glukéz-6-foszfat; 0.14 U/ml glukéz-6-foszfat-dehidrogenaz; 120 ug/ml
biliverdin-reduktaz; 15 uM hemin, pH 7.4) hasznaltunk. A mérésnél 150 ul minta
fellluszét alkalmaztunk. A reakciot 100 yl NADPH (150 pM)-val inditottuk, és 1
oran keresztll 37 °C-os vizflirdében végeztik. Ezutan a mintakat jégre helyezve
allitottuk le a reakciot. A méréshez bilirubin oldatot hasznaltunk standardként
(58,47 pg/ml; 10 uM). A vak csoportot (NADPH mentes reakcio elegy) azonnal
lemértik. A mérések 464 és 530 nm-en torténtek. A mérések eredményeinél a
NADPH-s csoport értékeibdl levontuk a vak csoport adatait. Eredményeinket nM

Bilirubin/mg fehérjére vonatkoztattuk.

Fehérjetartalom mérés

A fehérjemérésnél Bradford modszerét alkalmaztuk. (Bradford, 1976)

Itt a standard sorunkhoz (0-12 pg/ml) BSA-t (bovine serum albumin)
hasznaltunk. Mintainkbdl a szikséges higitas (25x vagy 50x) utan 20 pl-t tettink
980 ul desztillalt vizhez, ezutdan mind a standard sorhoz, mind pedig a mintainkhoz
200-200 ul Bradford reagenst adtunk. A reakcié 5 perc utan stabilizalodik és 1
oran keresztul felhasznalhaté mérésre. 200-200 pl-t tettlink a plate-be és 595 nm-

en fotometraltunk. Eredményeinket mg/ml fehérjekoncentracioban adtuk meg.

Statisztikai analizis

Eredményeink értékelése soran a kétmintas student ,t” tesztet és a Bonferoni
teszteket alkalmaztuk.

Alkalmazott vegyszerek

A tovabbi vegyszereket a Sigma-Aldrich cégtdl rendeltuk.
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V. EREDMENYEK

A TNBS okozta makroszkopos elvaltozas patkany vastagbélben

A patkanyok vastagbelében a vizsgalt 8 centiméteres szakaszon sulyos, és nagy
mértékli fekélyes gyulladas alakult ki TNBS kezelés hatasara, amely
makroszképosan is jol lathaté a kontroll allapothoz képest. A gyulladasok
transzmuralisan, altaldban a rectalis végtél (0 cm) a bél elsdé 5-6 cm-ig terjedtek.

(11. abra).

kontroll TNBS kezelt

11. abra

TNBS hatasa a colon nyalkahartyajara

A TNBS kezelés hatasara nagy kiterjedésdq,
fekélyes gyulladas alakult ki a vizsgalt
bélszakaszon.

Etanol illetve TNBS hatdasa a HO-1 expressziojara és a HO aktivitasra

Kisérleteink els6 szakaszaban megnéztik, hogy a TNBS oldészere az etanol,
valamint maga a TNBS hogyan befolyasolja a HO-1 expresszidjat és a HO
aktivitast. Itt szeretném eléljaréban felhivni a figyelmet arra, hogy a HO-1
expresszios képe minden esetben egy kettés jel formajaban detektalhatd, ahol az

egyiket 32 kDa-nal, mig a masikat 27 kDa-nal lathatjuk. Feltételezhetéen a 27 kDa
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egy degradaciés termék lehet, amit az irodalmi eredmények is igazolnak
(Carraway et al., 1998).

A méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy az etanol 6nmagaban is novekedést
idézett el6 mind a HO-1 expresszidjaban, mind a HO aktivitasban. Etanol kezelés
utan a kontroll allatokban az expresszio 12 6ranal érte el maximalis értékét, de 48

Ora utan mar nem volt detektalhaté a HO-1 fehérje. (12 abra).

o bk— 32kDa HO-1

T — w— — —— P
3 6 12 18 24 48 12 oOra
kontroll + etanol TNBS

12. abra

Etanol illetve TNBS hatasa a HO-1 fehérje expresszéjara

Etanol kezelés hatasara 12 éranal tapasztaltuk a maximalis hatast, mely 48
oranal mar nem volt kimutathato.
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A TNBS ada

sat kovetéen mar 1,5 éraval detektaltuk a HO-1 expresszidjat, ami 12

oranal érte el els6 maximumat, majd atmeneti csdkkenés (24 6ra) utan 48 6ranal

adott egy csucsot, és ezt kdvetéen a 10. napig folyamatos csdkkenést mutatott

(13. abra).

HO-1 expresszio (%)

- = = 2= = ™ 1N am o 32kDa HO-1

0 15 3 6 12 24 48 726ra 6 10nap
kont TNBS

0 1,5 3 6 12 24 48 72 6 10
ora nap

13. abra

TNBS hatasa a HO-1 expresszidra

Az abra felsé részén egy reprezentativ Western blot kép lathato.

Az abra als6 részén %-os értékben jelenitettink meg 5 denzitometrias
analizis alapjan az értékeket. A 100%-nak a maximalis expresszio értéket
vettik (48 ora).

A TNBS kezelés utan egy atmeneti csucsot kdvetéen (12 ¢6ra), a HO
expresszio 48 éranal érte el a maximumat.

A 1,5 6ra és 10 nap kozotti eredmények szignifikansak (P<0.001) a 0
perces idéponthoz képest.
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Az etanol kezelés hatasara megemelkedett a HO aktivitas is, amely 12 éranal
szintén elért egy maximum értéket. A HO aktivitas 12 6ra utan fokozatos
csOkkenést mutatott etanol kezelés hatasara, és 72 oranal mar az alapértékre
csOkkent. TNBS kezelés utan egy gyors emelkedést tasztaltunk, mely elsé
maximumat szintén 12 o6ranal érte el. Egy rovid csokkenés utan 48 odranal
tapasztaltuk a maximalis hatast, ami 72 6raig nem valtozott. A HO aktivitas

jelentésen lecsokkent a 10. napra (14. abra).

6_
o 4 *hk  gedk == TNBS
& - 4 - EtOH
n < 1
S2 4
=2
< E 3'_ *%
(O] 24
T E i *kdk
c 1__ .
0_ * ..‘-..*
I ] ] ] ] ] ] : : ] ] ] ] ] ] |}
0 12 24 36 48 60 72 6 10
ido (6ra) ido (nap)

14. dbra

Etanol illetve TNBS hatasa a HO-aktivitasra

Etanol kezelés utan csak egy rovid ideig tartdo aktivitas emelkedést
tapasztaltunk, mely 12 6ranal érte el maximumat. TNBS kezelés utan a
maximalis hatast 48 és 72 ora kozott figyeltik meg.

Széras + S.E.M.; n=5; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 az abszolut kontroll
allatokhoz viszonyitva.

A HO aktivitasban bekdvetkez6 valtozasok hasonlé képet mutattak az expressziés
eredményekkel. Kontroll allatok esetében 0,3 nmol/6ra/mg értéket mértunk, ami a
TNBS beadasat kdvetben 6 dranal mar szignifikans emelkedést mutatott, és a 2.
napnal elérte a 4,9 + 0,3 nmol/6ra/mg fehérje maximum értéket. Ahogy az

expresszios eredményeknél, itt is egy kétlépcsés emelkedést figyelhettiink meg.
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A TNBS kezelést kdvetbéen 12 6ranal az aktivitas értéke 2,1 + 0,5 nmol/6éra/mg
volt, ami ezt kdvetéen 24 éranal lecsokkent 1,3 + 0,5 nmol/éra/mg értékre, és 48
oranal ismét megemelkedett. 72 6ra elteltével ez a magas érték megmaradt, és

fokozatosan 1,1 + 0,1 nmol/éra/mg értékre csdkkent a 10. napra (14. abra).

Hem hatasa a HO-1 expresszidjara

Abszolut kontroll allatokhoz képest, hem kezelést kovetbéen 24 6ra elteltével
szignifikansan megemelkedett a HO-1 expresszidja a vastagbélben. Ez az
emelkedés 3 nap elteltével tovabb fokozddott. TNBS kezelés hatasara 3 nap utan
jelentés mértéklii HO-1 expressziot figyeltink meg. Hem el6kezelés hatasara a

TNBS csoporthoz képest szignifikans HO-1 expresszié emelkedést tapasztaltunk.

(15. abra).
— D S G 32kDa HO-1
e B e SR = &=
Kont. Hem Hem TNBS TNBS + Hem
24 72 72 72 ora
++
150+ k%%
S 125-
Ne) 9
‘N 100+
]
3 4
5 7 +++
> *kx
< 501 4+ L
(@) ) %*
T 25_ I‘l
4 +++
oL ]
Kontroll Hem Hem TNBS TNBS+Hem
15. abra 24 72 72 72 6ra

Hem és TNBS hatdsa a HO-1 expresszidjara

Az abra felsd része a Western blot eredményekbdl egy reprezentativ képet mutat. Az abra alsé
része 5 kisérlet denzitometrias értékeit mutatja. A 100%-ot a TNBS altal kivaltott maximalis
expresszio adja.

Hem kezelés hatasara szignifikansan megemelkedett a HO-1 expresszié. A TNBS kezelés
utan megnétt expresszio szintet a hem el6kezelés szignifikansan tovabb fokozta.

Széras + S.E.M.; n=5; *P<0.05, ***P<0.001 a kontroll csoporthoz viszonyitva; ""P<0.01,
"*P<0.001 a TNBS kezelt allatokhoz viszonyitva.
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A HO aktivitas indukcioja kadmium-kloriddal

A kadmium-klorid kezelést (18 oraval, és egy alkalommal kozvetlen a TNBS
kezelést megeldzben) kdvetden szignifikansan csOkkent a gyulladasok kiterjedése
(69 + 7% gatlas, n=8; P<0,05) és az MPO aktivitas (52 + 9% gatlas, n=8; P<0,05)

a TNBS kezelt allatokhoz képest.

Hem és ZnPP hatasa a HO aktivitasra

A HO aktivitds TNBS kezelés hatasara jelentésen megemelkedett az elsé napon,
majd maximumat a 2.-3. napon érte el. A 10. napra a hatas lecsokkent az elsé
napi értékre. Hem kezelésre szignifikdnsan magasabb HO aktivitas értékeket
mértink az elsé 3 napon. A 10. napon viszont mar nem volt jelentés kilénbség a
TNBS kezeléshez képest. A ZnPP szignifikdnsan lecsokkentette a HO aktivitast a

teljes kisérleti periddus alatt (16. abra).

I TNBS
E= TNBS + Hem
I TNBS + ZnPP

HO aktivitas
nmol/éra/mg fehérje

7
6
5
4
3
2
1
0

16. abra nap

Hem és ZnPP kezelés hatasa a HO aktivitdsra TNBS kezelt allatokban

A TNBS kezelés okozta HO aktivitas emelkedést a hem el6kezelés az elsé 3 napon
tovabb fokozta. A ZnPP a teljes kisérleti id6tartam alatt szignifikansan blokkolta a HO
aktivitast.

Szoéras + S.E.M.; n=5; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 a TNBS kezelt allatokhoz
viszonyitva.
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Hem és ZnPP hatasa a gyulladas kiterjedésére

TNBS kezelés hatasara a gyulladasok kiterjedése az id6 elérehaladtaval
szignifikansan emelkedett. A TNBS beadasa utan 24 o6raval mar jelentékeny
gyulladast tapasztaltunk, de a legnagyobb meértékl gyulladast 48 6ra elteltével
detektaltuk. A 10. napnal a gyulladasok mértéke csdkkent, de még jelentds
kiterjedésl volt. A HO-t serkentd hem kezelés hatasara a gyulladasok kiterjedése
szignifikansan csdkkent. Hemmel torténd kezeléskor a TNBS-hez hasonl6 lefutasu
gOrbét kaptunk. Itt is 48 6ranal tapasztaltuk a legmagasabb értéket. Hem kezelés
utan az elsé 3 napon szignifikans klulénbséget tapasztaltunk a TNBS csoporthoz
képest. A HO aktivitas gatlo ZnPP kezelés hatasara szignifikdnsan megemelkedett
a léziok kiterjedése. A ZnPP kezelésre 72 éranal mértik a legnagyobb mértéki
gyulladast, de mar 24 illetve 48 o6ranal is szignifikdnsan magasabb értékeket
tapasztaltunk a TNBS kezelt csoporthoz képest. 72 6ra utan a gyulladasok
mértéke folyamatosan csdkkent, de még a 10. napon is szignifikansan nagyobb

volt a TNBS csoporthoz képest (17. abra).

100
| -a— TNBS
80- -<-TNBS + hem
. 1 —eo- TNBS + ZnPP
s 604
° |
Q
Y 404
20-
0_
(') 1I22I43I64I86I07I2I R
ora nap
17. abra

Hem és ZnPP kezelés hatasa a gyulladasok kiterjedésére TNBS kezelt allatokban

A TNBS kezelés hatasara jelentés gyulladast tapasztaltunk, mely a 2. napon érte el a
maximumat. A HO indukalé hem kezelés szignifikdnsan csokkentette, mig a HO aktivitas
blokkolé ZnPP kezelés szignifikansan ndvelte a gyulladasok kiterjedését.

Széras + S.E.M.; n=8; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 a TNBS kezelt allatokhoz viszonyitva.
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Hem és ZnPP hatasa a MPO aktivitasra

TNBS kezelés hatasara megemelkedett az MPO szint. A legmagasabb értéket 48
oranal mértuk, majd az idd elérehaladtaval az MPO aktivitds folyamatosan
csokkent. Hemmel torténd kezelés hatasara az MPO aktivitas mar 24 o6ranal
szignifikansan lecsdkkent a TNBS kezelt csoporthoz képest. Ez a szignifikans
klldnbség az elsé 3 napon megmaradt. Ennél a kezelésnél is 48 6ranal mértik a
legmagasabb értéket. 48 érat kdvetéen az MPO aktivitas fokozatosan csdkkent,
majd a 10. napon a TNBS kezelésnek megfelel6 értéken maradt. A ZnPP-vel
torténé kezelés hatasara az MPO aktivitas mar 24 o6ranal szinifikansan
megemelkedett a TNBS kezelt csoporthoz képest. A legnagyobb értéket ennél a
kezelésnél is 48 oranal mértuk, majd az MPO aktivitas az id6 elérehaladtaval
lecsOkkent, de az egész kisérleti periodus alatt szignifikAnsan magasabb volt a
TNBS csoporthoz képest (18. abra).

-=—TNBS

-+ TNBS + hem
—e- TNBS + ZnPP

MPO aktivitas
mU/g nedves suly

0 12 24 36 48 60 72 6 10
ora nap

18. abra

Hem és ZnPP kezelés hatasa az MPO aktivitdsra TNBS kezelt allatokban

TNBS kezelés utan az MPO aktivitas lefutasi gérbéje megegyezik a l1éziénal tapasztaltakkal.
A jelentds MPO aktivitast a HO serkenté hem kezelés szignifikansan lecsdkkentette, mig a
HO aktivitas gatlé ZnPP szignifikansan megnovelte.

Szoéras + S.E.M.; n=8; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 a TNBS kezelt allatokhoz viszonyitva.
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Az 5-ASA kezelés hatasa a nyalkahartyaléziok kiterjedésére

A TNBS altal kivaltott gyulladas kiterjedését mar a legalacsonyabb doézisu 5-ASA
is csOkkentette. Az alabbi képek jol reprezentaljdk az 5-ASA egyre emelkedd
dozisainak pozitiv hatasat, a gyulladasok kiterjedésének fokozatos csdkkentésével

(19 abra).

5-ASA 25 mg/kg 5-ASA 75 mg/kg

19. abra

5-ASA kezelések hatasa a TNBS okozta gyulladasra

A TNBS kezelés altal kivaltott gyulladas kiterjedését az egyre
emelkedd dozisu 5-ASA kezelések (8,3-25-75 mg/kg) fokozatosan
csokkentették.
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Az 5-ASA kezelés hatasa a TNBS indukalta lézio kiterjedésére

A TNBS kezelés hatasara a vizsgalt bélszakasz teljes terlletének 58%-ara
kiterjedt a gyulladas. Az 5-ASA kezelések doézisfiggben csodkkentették a 1ézidk

kiterjedését (20. abra).

70-
60~
50 X *kk
2 . T
:9 40- *%k%
N 30+
|
204
10+
*%k%
O Kontroll TNBS 8.3 25 75 mglkg
L—1TNBS + 5-ASA —1I
20. abra

5-ASA kezelések hatasa a 1ézidk kiterjedésére TNBS kezelt allatokban

Az 5-ASA kezelés dozisfliggben lecsokkentette a léziok kiterjedését a TNBS
kezeléshez képest.

Széras + S.E.M.; n=6; *P<0.05, ***P<0.001 a TNBS csoporthoz viszonyitva
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Az 5-ASA kezelés hatasa a TNBS indukalta gyulladasi paraméterekre

Kontroll allatokban a vizsgalt bélszakaszok sulya viszonylag alacsony értéket
mutatott. A TNBS hatasara kialakult jelentdés mértéki gyulladas szignifikansan
megemelte a vizsgalt bélszakaszok sulyat a kontroll egészséges bélszakaszok
sulyahoz képest. Mar az alkalmazott legkisebb dézisu 5-ASA kezelés hatasara is
szignifikansan csdkkent a vizsgalt bélszakaszok sulya. A legnagyobb alkalmazott
doézis hatasara tovabbi csokkenést tapasztaltunk a bélszakaszok sulyaban (21.

abra).

3=
—_ *
()] —_— *
; 2- h *%
S
(7]
g *%k%*
o 17
(3]

0- kontroll TNBS 25 75 mg/kg

8.3
L TNBS + 5-ASA

21. abra

5-ASA kezelések hatasa a colon suly valtozasara TNBS kezelt allatokban

TNBS kezelés hatasara jelentésen megemelkedett a vizsgalt bélszakasz sulya.

Az 5-ASA alkalmazott dézisai szignifikdnsan csokkentették a colonsulyt.

Szoéras + S.E.M.; n=6; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 a TNBS csoporthoz viszonyitva

42



A TNBS adas utan egy masik fontos gyulladasi paraméter, az MPO aktivitas is
szignifikansan megemelkedett a kontroll csoporthoz képest. Ez a fokozott MPO
aktivitas mar a legkisebb dozisu 5-ASA kezelés hatasara is csokkent, és

szignifikans tovabbi csdkkenést mutatott a két nagyobb dézis alkalmazasa esetén

(22. abra).
1000-
o T
:§§ 750+
20 kK
% “c-n 500- fakuky Tk
o S
a5
=g 250- *kk
0 kontroll TNBS 8.3 75 mg/kg
|—TNBS + 5 ASA —1
22. abra

5-ASA kezelések hatasa az MPO aktivitasra TNBS kezelt allatokban

TNBS kezelés hatasara szignifikdansan megemelkedett az MPO szint a kontroll
allatokhoz képest. Az 5-ASA két legnagyobb alkalmazott dozisa szignifikansan
lecsOkkentette az MPO aktivitast.

Szoras = S.E.M.; n=6; ***P<0.001 a TNBS csoporthoz viszonyitva
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TNF-alfa
(pg/mg fehérje)

Az 5-ASA kezelések hatasa a TNF-alfa szintre

A kontroll allatokban mért TNF-alfa szintet az 5-ASA olddészere a CMC nem

befolyasolta. A két legnagyobb dozisu 5-ASA kezelés hatasara a TNF-alfa szint

szignifikansan lecsokkent (23. abra).

ol 23. 4bra
707 T 5-ASA kezelések hatasa a TNF-
. 60- T alfa szintre kontroll allatokban
8 E 50- Az 5-ASA kezelések egyre emelkedd
T o Kk * % dozisai szignifikansan csokkentették
% o 40+ i - a TNF-alfa szintet abszolut kontroll
= E 304 allatokban.
g 20- Széras + S.E.M.; n=5; **P<0.01 a
~ 10- CMC csoporthoz viszonyitva
0_
kontroll CMC 25 75mgl/kg

L— 5.AsA —J

TNBS kezelést kdvetben szignifikansan megemelkedett a TNF-alfa szint az
abszolut kontroll allatokhoz képest. Az egyre novekvd 5-ASA kezelés hatasara a

TNF-alfa szint szignifikansan lecsokkent, és a kontroll érték korlli értékre esett

vissza (24. abra).

4001 + 24, abra
_l_ 5-ASA kezelések hatdsa a TNF-alfa
szintre TNBS kezelt allatokban
300 A TNBS altal kivaltott TNF-alfa szint
emelkedést az 5-ASA két legmagasabb
200- alkalmazott doézisa szignifikansan, a
+ kontroll ~ értékhez  kozeli  értékre
* * cs6kkentette.
100+ * —— Széras + S.E.M.; n=5;
= 'P<0.01 a kontrollhoz viszonyitva
P<0.001 a TNBS+CMC csoporthoz
0- viszonyitva
kontroll TNBS + CMC _ 25 75 mg/kg

TNBS + 5-ASA _I
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Az 5-ASA kezelés hatasa a TNBS indukalta HO aktivitasra

A TNBS kezelés hatasara szignifikansan megemelkedett a HO-aktivitas a kontroll
értékhez képest. Mar a legkisebb dézisu 5-ASA kezelés hatasara szignifikansan
megnétt a HO aktiviths a TNBS kezeléshez viszonyitva. Az 5-ASA nagyobb

dozisaira tovabb emelkedett a HO aktivitas szintje (25. abra).

*%k%

*
i
*

HO aktivitas
nmol/éra/mg fehérje
n

*%k%k

0 .
kontroll TNBS 8.3 25 75 mg/kg

L— TNBS + 5-ASA

25, abra

5-ASA kezelések hatasa a HO aktivitdsra TNBS kezelt allatokban

A TNBS kezelés hatasara szignifikdansan megemelkedett a HO aktivitas a kontroll
csoporthoz képest. Az 5-ASA kezelés ndvekvd dozisai egyre nagyobb mértékii HO
aktivitas emelkedést eredményeztek.

Szo6ras + S.E.M.; n=6;

*P<0.05, ***P<0.001 a TNBS csoporthoz viszonyitva
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Az 5-ASA (75 mg/kq) és a TNBS kezelés hatasa a HO-1 expresszidjdra

Kontroll allatokban is detektalni tudtuk a HO-1 fehérjét. Az alkalmazott 5-ASA
kezelés (75 mg/kg) hatasara szignifikansan megemelkedett a HO-1 enzim
expresszidja. A TNBS kezelés 6nmagaban szignifikdns mértékli emelkedést
valtott ki a HO-1 expresszidjaban a kontroll csoporthoz viszonyitva. Ezt a hatast az

5-ASA elbkezelés szignifikansan tovabb fokozta (26. abra).

120-

%

S 1004

2

E 80

N

2 60-

o

5 407 Kkk
o 201

I

——

Kontroll 5-ASA TNBS TNBS + 5-ASA

HO-1 32kDa

26. abra

A TNBS és 5-ASA kezelések hatasa a HO-1 expresszidra

Az abra alsoé részén egy reprezentativ Western blot képet lathatunk. A felsé abran pedig 4
kisérlet denzitometrias eredményét tintettik fel. 100 %-nak a TNBS+5-ASA értékét vettik.
Az alkalmazott legnagyobb doézisu 5-ASA (75 mg/kg) 6nmagaban is szignifikansan
megemelte a HO-1 expresszidt. A TNBS kezelés hatasara tovabbi szignifikdns emelkedés
kovetkezett be a HO-1 expresszidjaban. A TNBS és 5-ASA egyuttes adasaval, a TNBS
csoporthoz viszonyitva szignifikans HO-1 expresszié ndvekedést tapasztaltunk.

Széras £ S.E.M.; n=4;

***P<0.001 a kontroll csoporthoz viszonyitva;

#*P<0.05 a TNBS csoporthoz viszonyitva
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Az 5-ASA (75 mg/kq) kezelés és a ZnPP hatasa a Iézib kiterjedésére

Kontroll allatokban az intracolonalis 5-ASA kezelés nem okozott semmilyen |ézi6t.
A TNBS kezelés hatasara jelentés kiterjedésl gyulladas alakult ki a vizsgalt
vastagbélszakaszon. Az alkalmazott 5-ASA kezelésre (75 mg/kg) szignifikansan
lecsOkkent a kialakult gyulladas kiterjedése. Az 5-ASA kezelés mellett alkalmazott
HO aktivitas gatlé ZnPP kezelés megszlntette az 5-ASA védd hatasat, s a TNBS

csoportnak megfeleld gyulladast tapasztaltunk (27. abra).

=
s
0 fakd
N
‘@
—

kontroll 5-ASA TNBS +5-ASA +5-ASA +ZnPP

27. abra

Az 5-ASA(75 mg/kq) kezelés és a ZnPP hatédsa a lézidkra

TNBS kezelés hatasara jelentésen megemelkedett a gyulladasok kiterjedése.
A legmagasabb doézisu 5-ASA kezelés szignifikansan lecsdkkentette a 1ézi6
kiterjedését. 5-ASA kezelés mellett alkalmazott HO aktivitas gatlé ZnPP
kezelés megszlintette az 5-ASA altal kilalakitott Iézidcsokkenést.

Szo6ras + S.E.M.; n=6;

**P<0.01, ***P<0.001 a TNBS csoporthoz viszonyitva
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Az 5-ASA (75 mg/kq) kezelés és a ZnPP hatasa az MPO aktivitasra

Az 5-ASA kezelés hatasara a kontroll csoportnak megfeleld6 MPO aktivitas
értékeket kaptunk. TNBS kezelés utan szignifikdnsan megemelkedett az MPO
aktivitas a kontroll csoporthoz képest. Az 5-ASA kezelés a TNBS altal kivaltott
nagymértékii MPO aktivitast szignifikansan lecsokkentette. Az 5-ASA kezelés
mellett alkalmazott HO aktivitas gatldo ZnPP kezelés kovetkeztében az MPO
aktivitas érték szignifikdnsan megemelkedett, és a TNBS altal kivaltott értékhez

kozeli eredményt mutatott (28. abra).

k%%

400+

kD

MPO aktivitas
mU /mg fehérje

kontroll 5-ASA TNBS +5-ASA +5-ASA +ZnPP

28. abra

Az 5-ASA(75 mg/kg) kezelés és a ZnPP hatasa a lézidkra

5-ASA kezelés hatasara nem emelkedett az MPO aktivitds a kontroll
csoporthoz képest. TNBS kezelés hatdsara szignifikansan megemelkedett az
MPO szint a kontroll csoporthoz képest. Az 5-ASA kezelés szignifikansan
lecsdkkentette a TNBS altal kivaltott MPO aktivitast. Az 5-ASA kezelés mellett
alkalmazott HO aktivitds gatlé ZnPP kezelés megsziintette az 5-ASA protektiv
hatasat.

Széras + S.E.M.; n=6;

***P<0.001 a TNBS csoporthoz viszonyitva
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Az 5-ASA (75 mg/kq) kezelés és a ZnPP hatasa a HO aktivitasra

Az 5-ASA kezelés hatasara szignifikdnsan megemelkedett a HO aktivitas a
kontroll csoporthoz képest. A TNBS kezelés hatasara a kontrollhoz viszonyitva
szintén szignifikdns emelkedés kdvetkezett be a HO aktivitasban. A TNBS és az
5-ASA egyuttes adasaval a HO aktivitas tovabb emelkedett szignifikansan a TNBS
csoporthoz képest. Az 5-ASA kezelés mellett alkalmazott HO aktivitas gatlé ZnPP

hatasara a HO aktivitas szignifikansan lecsdkkent (29. abra).

N
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*kk

+++
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+
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HO aktivitas
nmol/éra/mg/ fehérje

kK
oL{L 1
kontroll 5-ASA TNBS +5-ASA +5-ASA +ZnPP

29. abra

Az 5-ASA(75 mg/kq) kezelés és a ZnPP hatasa a HO aktivitasra

Az 5-ASA kezelés utan fokozott HO aktivitast figyeltink meg. TNBS kezelés
hatasara tovabb emelkedett a HO aktivitas. A TNBS és 5-ASA egylttes
adasaval szignifikansan tovabb fokozédott a HO aktivitds. A HO aktivitds gatld
ZnPP szignifikansan lecsOkkentette a HO aktivitast.

Szoéras + S.E.M.; n=6;

***P<0.001 a TNBS csoporthoz viszonyitva; +++P<0.001 a kontroll csoporthoz
képest.
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VI. MEGBESZELES

A gyulladasos folyamatok tanulmanyozasa nagyon tavoli multra tekint
vissza. A vizsgalatoknal uj fejezetet nyitottak azok a kisérletek, melyek a szervezet
sajat védekezl rendszereinek megismerése réveén, azok aktivalasaval igyekeznek
a karos folyamatokat megallitani. Szervezetink egyik ilyen antioxidans rendszere,
a HO rendszer, melynek tanulmanyozasa kozel 150 éve folyik (Wu and Wang,

2005) (30. &bra).

CO kot a hemoglobinhoz (1857)

Hem szerves szintérise *

v CO endogén szintjének a meghatarozasa (1949)
Hem endogén
szintézise glycinbdl l

|
Hemn Iebonvtésa CO &s Endogén CO produkcié hemoglobinbdl (1952)
biliverdinné (1950-60)

A\ 4
\ HO azonositasa és szerepe a CO produkcioban
v

v

HO-1 azonositasa (1974)

'

HO-2 azonositasa (1986) v
CO neuronalis hatasa (1993)
v
CO vaszkularis hatasa

HO-2 (-/-) (lagér (1995)
v
HO-3 azonositasa (1997)

v

HO-1 (-/-) egér (1997)

30. abra
A CO és HO rendszer felfedezésének kronoldgidja (Wu and Wang, 2005)

Vizsgalataink soran egy jol ismert kisérletes gyulladasos modell és a HO

rendszer kapcsolatat vizsgaltuk.
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Munkankkal megerdsitést nyertek azon korabbi eredmények, miszerint a
HO-1 fehérje nagy mennyiségben expresszalodik TNBS indukalta
vastagbélgyulladasos modellben, patkanyokban (Wang et al., 2001). A HO
aktivitas emelkedését is tapasztaltunk, az expresszi6 novekedésével
parhuzamosan. A jelenlegi eredmények azt mutatjdk, hogy a HO-1 nagyon
gyorsan, a TNBS kezelést kdvetéen mar masfél éraval indukalédik in vivo. Ez a
gyors expresszid jellemzé a hésokk fehériékre (Soti et al., 2005). A HO-1
expresszid és a HO aktivitas platéja 48-72 6ranal volt megfigyelhetd, és még 10
nap elteltével is kimutathaté volt az aktiv fehérje.

Kisérleteink soran HO-1 expresszié és HO aktivitas novekedése mar a TNBS
oldészereként hasznalt 50 %-os etanol adasakor is megfigyelheté volt. Ez az
etanol altal kivaltott hatas feltehetéen segit magyarazatot adni a TNBS kezelésre
bekovetkezd korai kétszakaszos HO aktivitasvaltozasra. Eredményeink arra is
utalhatnak, hogy a HO-1 indukcidja egy altalanos stresszre adott valasz, amit
kllénbdz6 anyagokkal ki lehet valtani, bar ennek a feltételezésnek az igazolasa
még tovabbi vizsgalatokat igényel.

A HO-1 indukcidjat el6segité mechanizmus ebben a colitis modellben
egyel6re ismeretlen. Korabbi eredmények bizonyitottdk a reaktiv oxigén gyokok
képzédését TNBS modellben (Grisham et al., 1991), feltételezve, hogy ezek az
anyagok HO-1 indukalé szereppel rendelkeznek (Maines, 2005). Az oxidativ
stresszrél az a vélemény, hogy szerepet jatszik a Crohn betegség és a colitis
ulcerosa kialakulasaban (Lih-Brody et al., 1996; McKenzie et al., 1996). Reaktiv
oxigén gyokok képzbédését mutattak ki gyulladt human vastagbélben (Grisham et

al., 1990; Holmes et al., 1998), amelyek kdzremikddnek a HO-1 expresszidjaban.
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A RONS aktivacidjat korabban mar megfigyelték colitisben szenvedd betegeknél
(Barton et al., 2003; Paul et al., 2005). A reaktiv oxigén gyokdk fokozott termelése
a gyulladas helyén valészinlileg endogén antioxidans rendszereket indukal (Lih-
Brody et al., 1996; Ramakrishna et al.,, 1997). A HO-1 indukcié, mint egy korai
sejtes védelmi valasz, segithet az eredeti egyensuly visszaallitasaban az oxidativ
stressz és a szoveti karosodas csokkentése réven.

A  HO-1 expresszio torténhet egyrészt neutrofil granulocitakban,
makrofagokban, de szamos mas sejttipusban is expresszaléodhat. Korabbi
kisérletek soran bizonyitottak, hogy a tid6ében példaul a lipopoliszacharid hatasara
HO-1 indukcid torténik, ugy a mucosa rétegbe infiltralédé fehérvérsejtekben, mint
az epithél sejtekben (Carraway et al., 1998). A HO-1 expresszidjat mutattak ki
human intesztinalis epithél sejtvonalakban is hem, és nehézfémek hozzaadasat
kovetéen. Tovabba colitisben szenvedd betegek szdvetmintaiban a HO-1
expresszidja mind a fels6 sejtrétegben, mind a crypta sejtek rétegében
megfigyelhetd volt, csak ugy, mint a lamina propria gyulladt sejtjeiben (Barton et
al., 2003; Paul et al., 2005). Munkank soran nem vizsgaltuk, hogy a vastagbél
pontosan milyen tipusu sejtjeiben tortént a HO-1 indukciéja. Mindezek ellenére, a
HO-1 korai mar 90 percen belll és 10 nap elteltével is megfigyelheté expresszidja
jol korrelalt az MPO valtozasokkal. Ezek az adatok arra utalhatnak, hogy a
neutrofil granulocitak a f6 forrasai a termel6dé HO-1-nek, TNBS modellben.

Kisérleteink soran a HO endogén szubsztratjanak, a hemnek (ami ismert HO
indukal6 szer) napi adagolasaval HO-1 indukciot és HO enzimaktivitas fokozédast
tapasztaltunk. Ezek a valtozasok a 1ézi6 kiterjedésének szignifikans
csOkkenésében is megnyilvanultak, és az MPO aktivitds is csoOkkent. Egy

nehézfém, a kadmium-klorid adasat kovetéen a HO-1 hasonldé védelmi szerepét
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tapasztaltuk TNBS modellben (Varga et al., 2007). Mas szerz6k nehézfém
komplexekkel és kobalt-protoporfirinnel a dextran-szulfat indukalta colitis
modellben is azt talaltak, hogy a gyulladas csokken (Berberat et al., 2005; Paul et
al., 2005). Egy IL-10 gén deléciés modellben pedig, a hem adasa hatékonynak
bizonyult (Hegazi et al., 2005). A hem megfigyelt hatasai egy pathofiziologiai
mechanizmusra utalhatnak, amelyben ezek az endogén faktorok szerepet
jatszhatnak tobbek kozott a reaktiv oxigén gyokokon keresztil, ndvelve a HO
aktivitast, és igy csOkkentve a gyulladasi folyamatokat. Ezek a folyamatok
azonban még nem teljesen ismertek.

A mechanizmusok, amelyeken keresztul a HO-1 feltételezhetben kifeijti
pozitiv hatasat egyrészt az antioxidans biliverdinen, masrészt a szén-monoxidon
(CO) keresztll torténhet. A fenti elméletet mar tidében igazoltak. (Slebos et al.,

2003) (31. &bra).
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31. abra
A HO és CO szerepe a tiido fertozéseiben
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Azt mar szintén kimutattak, hogy a HO-1 ndveli az extracellularis szuperoxid
dizmutaz aktivitast is, amely a HO-1 produktumok antioxidans szerepére utal
(Turkseven et al., 2005).

Biliverdin kezelést kovetbéen a gyulladasok enyhulését tapasztaltak dextran
indukalta colitis modellben, amely hatasban a HO-1 szerepet jatszott (Berberat et
al., 2005). Ugyan a CO 6nmagaban nem csokkentette a gyulladas sulyossagat, de
a korabbi eredmények azt mutattdk, hogy a CO napi adasaval csdkken a
gyulladas mértéke IL-10 gén deléciés colitis modellben (Hegazi et al., 2005).
Ezekben a hatasokban szerepet jatszhatnak a CO helyi vazoaktiv tulajdonsagai,
valamint az, hogy a CO képes az adhéziés molekuldk modulalasara (Otterbein et
al., 2000). llyen tipusu hatasokat figyeltek meg transzplantaciés kutatasokban,
vékonybélben, ami szintén arra utalhat, hogy ezek a tulajdonsagok
egyuttmikoddhetnek a biliverdinnel (Nakao et al., 2004). Feltételezhet6, hogy ezek
az eltér6 bomlastermékek 6nallé, de egymassal kdlcsdnhaté védelmi folyamatok
szabalyozasaban vesznek részt, elésegitve ezzel a gyulladasok sulyossaganak

csOkkentését colitis modellben (32. abra).
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32. abra
A HO és a CO rendszer feltételezett kdlcsonhatasa (Wu and Wang, 2005)
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A HO-1 indukcio hatasaval ellentétben, egy nem fiziolégias metalloprotein, a
cink-protoporfirin adasaval, és igy a HO aktivitas csOkkentésével jelentds
sulyosbodast tapasztaltunk a gyulladasok kiterjedésében, mivel a gyulladas
kiterjedése 80 % feletti értéket mutatott a vizsgalt terlleten. Ez a kezelés egyben
MPO aktivitasbeli névekedést is eredményezett. A HO aktivitas gatlasa a ZnPP
hatasara az egész 10 napos kezelés ideje alatt megfigyelhet6 volt. Hasonl6 hatast
tapasztaltak Wang és munkatarsai (Wang et al., 2001) a gyulladas kiterjedésére
€s a ndvekvé MPO aktivitasra vonatkozdéan egy masik HO gatlé anyag, az 6n-
protoporfirin adasat kovetéen. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a HO-1
pathofizioldgiai indukcidja colitis modellben valéban modulalé szereppel bir a
gyulladas sulyossaganak mértékében mind akut, mind kronikus periodusokban.

Munkank soran sikerult megerésitenlink azon eredményeket melyek szerint
az endogén antioxidans és gyulladascsokkenté HO-1 enzim indukaldédik TNBS
modellben, patkanyokban. A HO-1 expresszid6 mar nagyon korai idépontban
megfigyelhetd, és még a TNBS adast kévetéen 10 nappal is detektalhaté. A HO-1
expresszidja hem adasaval tovabb fokozédott, amely csdkkentette a gyulladasok
sulyossagat és Kkiterjedését. Tovabba egy masik HO-1 indukalé anyag, a
kadmium-klorid szintén pozitivan befolyasolta a gyulladas kiterjedésének mértékét
ebben a modellben. Ezzel ellentétben egy ismert HO aktivitas gatlé (ZnPP) adasat
kovetdéen a gyulladas mértékének fokozodasat figyeltik meg. Ez a valtozas a 10
napos észlelési periodus alatt végig megfigyelheté volt. Eredményeink arra
utalhatnak, hogy olyan Uj anyagok kifejlesztése, amelyek a HO-1 enzimet
indukaljak, olyan endogén promoteren keresztll, mint példaul a hem, vagy direkt
modon egy nem toxikus folyamaton keresztul tovabbi lehetéséget jelenthetnének a

gyulladasos bélbetegségek kezelésében.
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Az oxidativ stresszrél mar régota feltételezik, hogy szdvetkarosodast okoz
gyulladasos bélbetegségekben. Korabbi kisérleti eredmények alapjan
feltételezhetd, hogy a mucosa antioxidans védelmében bekdvetkezdé karosodas
potencialis etioldgiai faktornak tekinthetd (Dryden et al., 2005; Grisham et al.,
1990; McKenzie et al., 1996; Pavlick et al., 2002). igy a reaktiv oxigén gydkok
képz&dése és az endogén antioxidans védelmi mechanizmusok kozoétti egyensuly
felbomlasa a vastagbélben szerepet jatszhatnak a gyulladasi folyamatok
kialakulasaban és sulyosbodasaban. Egy aminoszalicilat, az 5-ASA, antioxidans
szereppel bir in vitro kérilmények kozott. Klinikai kutatasok soran, a mezalazin
metaboiltjaként in vivo koériimények kozott is antioxidans hatast mutatott,
gyulladasos bélbetegségben szenved6 betegeknél tortént terapias alkalmazasa
soran (Ahnfelt-Ronne et al., 1990). A jelenlegi 5-ASA-val patkanyokon végzett
kisérleti eredmények arra utalhatnak, hogy in vivo antioxidans és
gyulladascsokkenté szerepe endogén antioxidans rendszerek szabalyozasan
keresztul valésulhat meg.

A korabbi kisérletekben, az 5-ASA el6- és utdkezelések esetén, kisérletes
TNBS kivaltotta colitis modellben, terapias hatast mutattak. A kisérleti eredmények
kdzott némi ellentmondas fedezhet6 fel, ami az eltér6 dozisokra és modszerekre
vezethetd vissza (Galvez et al., 2000; Song et al., 2006; Tozaki et al., 2002).
Munkank soran az 5-ASA 8,3 és 75 mg/kg koOzotti doézisait alkalmaztuk
intracolonalisan. 24 oras el6kezelés utan a TNBS kezelést kovetéen naponta
adagoltuk az 5-ASA-t. A léziok kiterjedésének szignifikans csdkkenését, és a
colon suly csokkenését tapasztaltunk minden alkalmazott dozis esetében.
Mindezek mellett a neutrofil granulocitak infiltraciojara utalé MPO szint

szignifikansan csokkent a két magasabb dézis alkalmazasanal.
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Megvizsgaltunk egy masik fontos gyulladasi paramétert, a TNF-a szintet is.
Ismeretes, hogy a gyulladasi folyamatok soran jelentés szereppel birnak az
immunrendszer kilénbdz6 faktorai. llyen faktor a TNF-a is, amely szamos
gyulladasi és autoimmun folyamatban vesz részt. (Pfeffer et al., 1993;
Vandenabeele et al.,, 1995) Néhany Ujfajta gyulladascsokkentd gyogyszer is a
TNF-a szint csdokkentésén keresztll fejti ki hatasat (anti-TNF-a antitest; Infliximab,
Remicade) (Woodruff et al., 2003). Kisérleteink soran vizsgaltuk az 5-ASA hatasat
a TNF-a szintek valtozasaira, mind kontroll, mind TNBS kezelt &llatokban.
Azt tapasztaltuk, hogy az 5-ASA kezelés csOkkentette a TNF-a szinteket, mar
kontroll esetben is. A TNBS kezelt allatoknal jél latszik, hogy az 5-ASA kezelés
hatasara milyen nagy mértékl csdokkenés kdvetkezett be a TNF-a szintekben.

A TNBS hatasa a HO-1 expresszidjara és a HO aktivitasra — korabbi
eredmények illetve sajat megfigyeléseink tanusaga szerint — igazolast nyert. Ezek
alapjan a HO-1 enzim produktumok szerepe a gyulladas kialakitdsaban
feltételezhetben infiltracion, és a reaktiv oxigén gyokdk mennyiségének
csOkkentésén keresztul torténik (Varga et al., 2007). Mindezek, egy korai
génexpressziéra utalhatnak, amely stressz-medialta védelmi mechanizmusokon
keresztul védelmet nyujthat a gyulladassal szemben. Ennek a koncepcidonak
megfeleléen, korabbi eredményeink ramutattak, hogy a HO aktivitast fokozé hem
napi subcutan adasara a gyulladas kiterjedése csdkken ebben a modellben (Varga
et al., 2007). Jelenlegi munkankban az 5-ASA dozisainak intracolonalis adasaval a
HO aktivitas dozisfliggben emelkedett a gyulladt vastagbélben. A legmagasabb
alkalmazott dozisban az 5-ASA megkozelitbleg kétszeres ndvekedést
ereményezett a HO aktivitas valtozasaban. Ez a dézis a HO-1 expresszidjaban is

szignifikans emelkedést okozott TNBS kezelt allatokban, utalva arra a tényre,
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hogy a megemelkedett HO aktivitds sokkal inkabb a fokozott enzim expresszio
kovetkezménye, mintsem egyszerien egy helyi kofaktor hatas, vagy az 5-ASA
facilitalt reakcioja az adott enzimre.

Mindezeken tul meg kell emlitenlink, hogy a kizardlag 5-ASA kezelt
allatoknal, 6nmagaban is képes volt az 5-ASA szignifikansan megemelni a HO-1
fehérje expresszidjat és a HO enzim aktivitast. Az 5-ASA ezen direkt hatasai a
hemen, nehézfémeken, a nitrogén-monoxid donorokon és a szabadgyokokon kivdl
tovabbi indukalé anyagok csoportjaira is utalhatnak. Azok a folyamatok, amelyek
képesek ennek a hésokk fehérjének ilyen indukcidjara még kevéssé ismertek. Az
5-ASA egy olyan anyagnak bizonyult, amely csdkkentette a szoveti karosodas
mértékét. Korabbi kisérletek eredményei arra mutattak ra, hogy az 5-ASA a
PPAR-y receptor agonistdja (Rousseaux et al., 2005). A PPAR-y receptor
agonistak, mint példaul a roziglitazon és a troglitazon modulalni képesek a TNBS
okozta gyulladast (Desreumaux et al., 2001; Sanchez-Hidalgo et al., 2005). A
PPAR-y receptor aktivacio lehetséges szerepe azonban a HO-1 expresszio
aktivalasaban, ebben a rendszerben még ismeretlen. Erdemes lenne megvizsgalni
a strukturalis és aktiviasbeli 6sszefliggéseket a kilonb6zé aminoszalicilatok és a
szerkezetileg hasonld vegylletek kozoétt, hogy milyen hatassal rendelkeznek a
HO-1 expresszidjara és a HO aktivitasra. Meg lehetne vizsgalni mind a
vastagbélben, mind mas szdvetkben is, példaul az érrendszerben, ahol a HO-1
szintén fontos védelmi szereppel rendelkezik (Abraham and Kappas, 2005; Foresti
et al., 2004).

Azokban a mechanizmusokban, amelyeken keresztil a hem-oxigenaz
rendszer szerepet jatszik a gyulladasok csokkentésében (Willis et al., 1996)

feltételezhetben az enzimatikus reakcidk végtermékei is szerepet jatszanak. llyen
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vegtermékek példaul a Dbiliverdin és a bilirubin, amelyek antioxidans
tulajdonsagokkal rendelkeznek, mérséklik a lipid peroxidaciot (Maines, 2005; Nath,
2006; Ryter et al., 2006), valamint csdkkentik a neutrofil granulocitak adhézidjat és
a CO, amely szintén gyulladascsdkkentd tulajdonsagokkal rendelkezik, azaltal,
hogy gatolja a gyulladaskelt citokinek termelédését és pozitivan befolyasolja a
gyulladasos sejtfunkcidkat (Freitas et al., 2006; Gibbons and Farrugia, 2004;
Kirkby and Adin, 2006; Otterbein et al., 2000; Wu and Wang, 2005). Mas colitis
modellekben a HO-1 indukcidja fém-komplexekkel, kobalt-protoporfirinnel és
hemmel szintén csdkkentette a gyulladasok mértékét. llyen modellek példaul egy
Th-1 sejtmedialta modell, ahol az IL-10 gén delécidja okozta a gyulladast (Hegazi
et al., 2005), valamint a dextran-szulfat altal indukalt colitis modell (Berberat et al.,
2005; Paul et al., 2005).

Mindezen eredmények mellett a HO-1 rendszer gatlasaval a gyulladasok
sulyosbodasat tapasztaltak (Willis et al., 1996; Willis et al., 2000). A hem-oxigenaz
nem fizioldgias metalloporfirinekkel (SnPP; ZnPP) térténé gatlasat kovetéen a
TNBS altal kivaltott colitis sulyosbodast mutatott patkanyokban (Varga et al., 2007;
Wang et al., 2001). Munkank soran a ZnPP adasat kovetéen a megemelkedett
HO-1 aktivitas csdkkent azoknal az allatoknal, amelyek a TNBS kezelés mellett 5-
ASA kezelést is kaptak. A ZnPP kezelés gatolta az 5-ASA kezelés hatasat.
Megszintette az 5-ASA altal kivaltott csokkenést a 1ézio kiterjedésében és az
MPO aktivitdsban. Habar a ZnPP aspecifikus hatasai a gyulladasra vagy az 5-ASA
altal kifejtett védelemre nem zarhatdak ki teljesen, a kapott eredmények azt a
feltételezést erésitik, hogy az 5-ASA pozitiv hatasat részben a HO-1 expresszio és

HO aktivitas fokozasan keresztul fejti ki. Természetesen tovabbi kisérletek
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szikségesek, hogy még jobban megismerjuk az 5-ASA hatasmechanizmusa és a
HO rendszer kdzotti kapcsolatot. llyen tovabbi lehetéségekként még szelektivebb
HO-1 gatlék alkalmazasaval, HO-1 gén delécidés modellekkel és mas molekularis
manipulaciok hatasait vizsgalva erre az enzimre, még pontosabb képet fogunk
kapni ezekrél a folyamatokrol.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az 5-ASA gyulladascsdkkentd
hatasat részben a HO-1 expresszié fokozasan keresztll fejti ki a vastagbélben
(Horvath et al., 2008). Habar a HO-1 expresszidjat kimutattdk human colitis-es
szovetmintakban (Barton et al., 2003; Paul et al., 2005), az azonban, hogy az in
vivo patkany colitis modellben az 5-ASA kezelést kdvetéen kapott eredményeinket
mennyiben tudjuk tovabb vinni a tényleges terapias alkalmazasok tertletére még
tovabbi vizsgalatokat igényel. Korabbi in vitro eredmények szerint az 5-ASA
mikromolaris koncentraciékban torténé adagolasat kovetéen a HO-1 expresszio
indukcidja tapasztaltdé human vastagbél epithél sejtekben (Cavicchi et al., 1999).
Ezek a tények tovabbi vizsgalatokra sarkallnak, hogy olyan folyamatokat ismerjlink
meg, amelyek még jobban alatdmasztjadk az 5-ASA indukalé szerepét a HO
rendszerre. Ezek az eredmények és a tovabbi vizsgalatok Uj célpontokat
jelenthetnek a klasszikus aminoszalicilatok célzott fejlesztésével a gyulladasos

bélbetegségek elleni hatékonyabb kizdelemben.
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VIl. OSSZEFOGLALAS

A gyulladasos bélbetegségeknek (colitis ulcerosa, Crohn betegség) a
pontos etiologigja a mai napig ismeretlen. Kimutattak, hogy a bélepithelium
karosodas kialakulasaban az oxidativ stressz soran képz6dott reaktiv gyokok is
kulcsfontossagu faktorok. Az oxidativ stresszel Osszefuggésben elmondhatjuk,
hogy kulénb6z6 antioxidans rendszerek (pl: HO rendszer), fontos szerepet
jatszhatnak a gyulladasokkal szembeni védelemben. A gyogyszeres kezelések
soran az egyik gyakran alkalmazott szer, az 5-amino-szalicilsav (5-ASA) pontos
hatasmechanizmusa egyelére ismeretlen. Irodalmi adatokat tanulmanyozva az 5-
ASA szarmazékokrol ugyanakkor elképzelheté, hogy vannak antioxidans
tulajdonsagaik is, amely szerintlink - legalabbis részlegesen - szerepet jatszhat a
HO-1 enzim indukciéjaban. Munkank elsé részében egy ismert kisérletes colitis
modell (TNBS modell) hatasmechanizmusanak vizsgalataval azt tlztuk ki célul,
hogy jobban megismerjuk a gyulladasi folyamatokban résztvevé védelmi rendszer,
a HO rendszer szerepét, és ez altal pontosabb képet kapjunk a betegség
enyhitésében potencialisan szerepet jatszé folyamatokrol. Sikerult
megerdsiteniink azon eredményeket, melyek szerint az endogén antioxidans és
gyulladascsokkenté HO-1 enzim indukalédik TNBS modellben, patkanyokban. A
kovetkezd Iépésben a HO-1 indukcidjaval (hem) sikerult tovabb csdkkentenlnk a
gyulladasok sulyossagat és kiterjedését. Egy masik HO-1 indukalé anyag, a
kadmium-klorid szintén pozitivan befolyasolta a gyulladas kiterjedésének mértékét
ebben a modellben. Ezzel ellentétben egy ismert HO aktivitas gatlé (ZnPP) adasat

kovetbéen a gyulladas mértékének fokozddasat figyeltik meg. Ezek az
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eredmények arra utalnak, hogy a HO-1 pathofizioldgiai indukcidja ebben a colitis
modellben valéban modulalé szereppel bir a gyulladas sulyossaganak mértékében
mind akut, mind kronikus peridédusokban. A kisérletek harmadik részében az 5-
ASA-val kapott eredmények arra utalhatnak, hogy in vivo antioxidans és
gyulladascsOkkentd szerepe endogén antioxidans rendszerek szabalyozasan
keresztul valdésulhat meg. Munkank soran az 5-ASA emelkedd dézisait alkalmazva
a gyulladasi paraméterek (Iézié kiterjedése, colon suly, MPO aktivitas, TNF-alfa
szint) csOkkenését tapasztaltunk. Az 5-ASA alkalmazasaval a HO aktivitas
dozisfuggbéen emelkedett és a legmagasabb alkalmazott doézis a HO-1
expressziojaban is szignifikdns emelkedést okozott TNBS kezelt allatokban. A
kizardlag 5-ASA kezelt allatoknal, 6nmagaban is képes volt az 5-ASA
szignifikansan megemelni a HO-1 fehérje expresszidjat és a HO enzim aktivitast.
A HO-1 aktivitas gatldo ZnPP kezelés gatolta az 5-ASA kezelés hatasat.
Megszintette az 5-ASA altal kivaltott csokkenést a 1ézio kiterjedésében és az
MPO aktivitdsban. Habar a ZnPP aspecifikus hatasai a gyulladasra vagy az 5-ASA
altal kifejtett védelemre nem zarhatdak ki teljesen, a kapott eredmények azt a
feltételezést erdsitik, hogy az 5-ASA gyulladascsokkentd hatasat részben a HO-1
expresszio és HO aktivitas fokozasan keresztul fejti ki a vastagbélben (Horvath et
al., 2008). Habar a HO-1 expressziojat kimutattdk human colitis-es
szovetmintakban, az azonban, hogy az in vivo patkany colitis modellben az 5-ASA
kezelést kovetben kapott eredményeinket mennyiben tudjuk tovabb vinni a
tényleges terapias alkalmazasok teruletére még tovabbi vizsgalatokat igényel.
Korabbi in vitro eredmények szerint az 5-ASA mikromolaris koncentraciokban
torténé adagolasat kovetéen a HO-1 expresszid indukcidja tapasztaltdé human

vastagbél epithél sejtekben. Ezek a tények tovabbi vizsgalatokra sarkallnak, hogy
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olyan folyamatokat ismerjlink meg, amelyek még jobban alatamasztjak az 5-ASA
indukalé szerepét a HO rendszerre. Ezek az eredmények Uj célpontokat
jelenthetnek a klasszikus aminoszalicilatok célzott fejlesztésével a gyulladasos

bélbetegségek elleni hatékonyabb klizdelemben.
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VIIl. SUMMARY

The pathogenesis of the inflammatory bowel diseases, ulcerative colitis and
Crohn’s disease is still incompletely understood. It has long been speculated that
the local release of reactive oxygen species may also involved, creating epithelial
and vascular injury in the colon. It is therefore possible that endogenous protective
antioxidant systems could be evoked in order to attenuate colonic tissue injury
under such conditions. One such system is the microsomal inducible enzyme,
heme oxygenase-1 (HO-1). Preparations of aminosalicylates, exemplified by 5-
aminosalicylic acid for oral or colonic administration have been used over many
decades for the treatment of the inflammatory bowel diseases. Despite its long-
term and wide-spread use, the mechanisms underlying the anti-colonic actions of
5-ASA have not been fully identified. An enduring concept is that at least part of
the beneficial activity of 5-ASA reflects its actions as an antioxidant and free
radical scavenger. The therapeutic activity of 5-ASA in colitis may also reflect
additional pharmacological actions to up-regulate endogenous anti-oxidant and
anti-inflammatory systems. The first part of the study confirms previous work in the
rat that HO-1 protein is induced at high levels in the colon during TNBS provoked
colitis in rats. In the next part of the study, the daily administration of the known
HO-1 inducer, heme, caused a substantial induction in HO-1 and heme oxygenase
enzyme activity. This was accompained by a significant decrease in the
macroscopically apparent mucosal damage in the colon. Similar colonic protective
actions to heme in the TNBS model were observed with cadmium chloride in the

current work. In contrast to the effects of HO-1 induction, pharmacological
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approaches to reduce HO-1 activity by the administration of zinc protoporphyrin
have shown a substantial aggravation of the colonic inflammation. These findings
would suggest that the pathophysiological induction of HO-1 in colitis does indeed
play a role in modulating the severity of the colonic inflammation over both acute
and chronic periods. In the last step of my study, intracolonic daily doses of 5-
ASA of 8 to 75 mg/kg, commencing 24 h prior to challenge with TNBS were found
to be effective. A significant reduction of macroscopic lesion area and its severity
in terms of a macroscopic score, as well as a fall in the elevated colon weight as
an index of oedema, was observed with all doses of 5-ASA. In addition, a
reduction in colonic MPO levels, an index of neutrophilic infiltration, as well as the
inflammatory biomarker, TNF-a was achieved at the two higher dose levels of 5-
ASA investigated. Intracolonic administration of 5-ASA in anti-colitic doses caused
a dose-dependent increase in heme oxygenase activity in the inflamed colon, with
the higher dose of 5-ASA causing an approximately two-fold increase in heme
oxygenase activity. This dose of 5-ASA likewise caused a significant increase in
the colonic expression of HO-1 protein in the TNBS-challenged rats, indicating that
the increased heme oxygenase enzyme activity was probably a reflection of the
production of new protein rather than simply a local co-factor or facilitatory action
of 5-ASA on existing enzyme, although this awaits direct evaluation. Studies on
the unchallenged rat colon following daily intracolonic administration of 5-ASA
demonstrated a significant increase in HO-1 protein expression as well as in heme
oxygenase enzyme activity. The processes by with such induction of this heat
shock protein is brought about are not yet known, 5-ASA being an agent not
considered to damage the colon or to cause any cellular injury. Administration of

ZnPP, in doses that inhibited HO-1 under these conditions, prevented the
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therapeutic effect of 5-ASA, as indicated by the abolition of the reduction in
damage area and the colonic MPO levels. Although non-specific actions of this
heme oxygenase inhibitor on colonic injury or on the action of 5-ASA cannot yet be
excluded, these findings support the suggestion that the beneficial property of 5-
ASA in this model involves the activity of HO-1. Our results thus suggest that 5-
ASA could exert its colonic anti-inflammatory effect, at least in part, through the
up-regulation of colonic HO-1 activity. However, whether these present findings
the rat colon following treatment with 5-ASA can be translated into an
understanding of the therapeutic effects of the various 5-ASA preparations in
colitic patients awaits further study. However, earlier preliminary in vitro studies
have demonstrated in human colonic epithelial cells that HO-1 mRNA expression
is stimulated by micromolar concentrations of 5-ASA. These current findings thus
prompt for further investigation into the mechanisms of action underlying the ability
of 5-ASA to affect the HO-1 system. Such studies could thus yield additional
pharmacological and molecular targets for rational improvement on the classical

aminosalicylates for the therapy of colitis.
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