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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

3-MST: 3-merkaptopiruvat-szulfutranszferaz enzim
5-ASA: 5-aminoszalicilsav

BSA: borju szérum albumin (bovine serum albumine)
CAT: kataldz enzim

CBS: cisztation-B-szintaz

cGMP: ciklikus guanozin monofoszfat
CMC: karboxilmetil-celluloz

CO: szén-monoxid

COX: ciklooxigendz enzim

COX-1: ciklooxigenaz-1 enzim

COX-1: ciklooxigenaz-1 enzim

COX-2: ciklooxigenaz-2 enzim

COX-2: ciklooxigenaz-2 enzim

CSE/CGL.: cisztation-y-liaz

CSE: cisztation-gamma-liaz

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay
Fe**: harom vegyértékii ferri vas

H,0,: hidrogén-peroxid

H,S: kénhidrogén

HEPES: N-2-hidroxietilpiperazin-N-2-etanszulfat
HO: hem-oxigenaz enzim

HO-1: hem-oxigenaz-1 enzim

HO-2: hem-oxigenaz-2 enzim

HO-3: hem-oxigenaz-3 enzim

HOCL.: hipoklorsav

IBD: gyulladasos bélbetegségek (Inflammatory Bowel Diseases)
IL-1: interleukin-1

IL-6: interleukin-6

INOS: indukalhat6 nitrogénmonoxid-szintaz



MAPK: p38 mitogén aktivalt protein kinaz
MMP: métrix metalloproteinaz enzim
MPQO: mieloperoxidaz enzim

MST: merkaptopiruvat-szulfutranszferaz
Na,S: natrium-szulfid

NaHS: natrium-hidroszulfid

NF-kB: nuklearis faktor-kappa B

NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogénmonoxid-szintaz enzim
NSAIDs: nem szteroid gyulladascsokkentd
Inflammatory Drugs)

ONOQO': peroxinitrit

P5P: piridoxal-5-foszfat

PBS: foszfat puffer

PMSF: fenilmetil-szulfonil-fluorid

RONS: reaktiv oxigén és nitrogén szdrmazékok
SASP: szulfaszalazin

SDS: natrium-dodecil-szulfonat

sGC: szolubilis guanilat ciklaz

SnPP: 6n-protoporfirin 1X

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

ZnPP: cink-protoporfirin

gyogyszerek (Non

Steroidal

Anti-



3. BEVEZETO

3.1. A gyulladasos bélbetegségek

A gyulladasos bélbetegségek (IBD, Inflammatory Bowel Disease) a
gasztrointesztinalis rendszer ismeretlen eredetli, kronikus korképei. A hosszantartd
gyulladasos folyamat kovetkeztében az ¢érintett teriiletek morfologidja és funkcidja
stilyosan karosodik. Két alapvet6 formajuk ismeretes: a colitis ulcerosa és a Crohn
betegség. Elkiilonitésiik és a pontos diagnozis klinikai, endoszkopos és szdvettani
jellegzetességeik alapjan lehetséges. Colitis ulcerosaban a gyulladasos reakcio csak a bél
nyalkahartydjara és a submucosara lokalizalodik, és a gyulladt teriiletek altalaban
Osszefliggd szakaszokat alkotnak. Ennél a korképnél a 1ézidk és a felszini fekélyek
jellemzden a vastagbél teriiletén jelennek meg, amelyek miitéti eltavolitasa kurativ lehet. A
Crohn betegséget transzmuralis, granulomatozus gyulladas jellemzi. A bélfal egészére
kiterjed6 kronikus gyulladas miatt jellemz6 a bélfalvastagodas, gyakori a bélszakaszok
kozotti sipolyok megjelenése. A gasztrointesztinalis traktus egészét érintheti, de
leggyakrabban az ileum disztalis részén, valamint a colonban jelentkezik. A gyulladt
teriiletek nem alkotnak Osszefiiggd szakaszokat, ép és koros tertiletek valtakoznak (Strober,
Ludviksson et al. 1998). Altalanos tiinet mindkét betegségnél a véres hasmenés, a
gyulladas miatt kialakuld 1az és a tdpanyagok felszivodasi zavara miatt bekovetkezd
fogyas. A diagndzisok kis szdzalékaban a két forma nem kiilonboztethetd meg, mely
esetekben indeterminalt colitisrl beszéliink (Apgar 1991).

A gyulladasos bélbetegségek pontos etiologidja a mai napig ismeretlen. Egy
multifaktoridlis betegségcsoportrdl van sz6, amelynek kialakuldasa tobb tényezd
kolcsonhatasanak eredménye. Az egyik tényezének a genetikai prediszpoziciot tekintik, a
velesziiletett vagy az €let soran szerzett hajlamhoz feltehetéen egyéb kivaltod tényezok is
tarsulnak. A genetikai hajlamot szdmos genetikai és kornyezeti faktor befolyasolhatja. A
helytelen ¢életmddot, beleértve a mozgasszegény életvitelt, dohanyzast, kiegyensulyozatlan
étrendet tekintik a legfobb kornyezeti faktornak (Qin 2012). Egyes tanulmanyok szerint a
mikrobialis flora jelent6s szereppel bir a nyalkahartya gyulladas fenntartasaban (Aranda,
Sydora et al. 1997) Fiziologias koriilmények kozott a gasztrointesztinalis nyalkahartya-
asszocialt nyirokszerv (Gut Associated Lymphoid Tissue, GALT) tartja fenn az

mikrobialis flora egyensulyat (Tezuka and Ohteki 2010). A GALT fontos szerepet jatszik a



kiilonboz6  élelmiszerek és  probiotikus mikrobak szembeni oralis tolerancia
kialakulasaban, illetve a nyalkahartya védelmében. Kornyezeti hatasokra felborulhat a
bélnyalkahartya integritasa, ami kontrollalatlan immunvalaszt eredményezhet (Chandran,

Satthaporn et al. 2003).

3.2. Az oxidativ stressz és a gyulladasos mediatorok szerepe IBD-ben

Az eddig emlitett tényezOk mellett egyre nagyobb szerepet kap a gyulladasos
bélbetegségek kutatasaban az oxidativ stressz (Piechota-Polanczyk and Fichna 2014). Az
€16 sejtekben természetes modon Keletkez6 szabadgyokok (RONS) az élettani, biokémiai,
elektronatviteli reakciokban jatszott szerepiikb6l adédoan részt vesznek a sejtek kozotti
szignal transzdukcioban, enzimek aktivalasdban és gatlasaban, a sejtciklus
szabalyozasaban, illetve apoptotikus ¢és nekrotikus folyamatokban. A pdrositatlan
elektrontartalmuk miatt ezen molekuldk rendkiviil reakcidképesek, igy sejtszerkezet és
szovetkarositd hatassal birnak. Ha ezt a szervezet antioxidans kapacitisa mar nem képes
kivédeni, akkor beszélhetiink a redox-homeosztazis egyensulyanak felborulasardl, azaz
oxidativ stresszrol.

Kimutattak, hogy a bélepithélium karosoddsaban az oxidativ stressz kulcsfontossagl
faktor (Bandyopadhyay, Biswas et al. 2001). F6 szerepét az epithelialis, mukozalis és
vaszkularis karosodéasok kialakuldsaban latjak. Az oxidativ stresszt kivaltd szabadgyokok
termelédését fokozzak a kiilonb6zo gyulladasos citokinek, melyek Onmagukban és
egymassal kolcsonhatva is sulyosbitjdk az IBD lefolyasat. Az akut fazis reakcidban
szerepet jatszo legfontosabb citokinek a TNF-a, IL-1 és IL-6, melyek pleiotrop hatdsuk
miatt fokozzék a gyulladas kiterjedését.

A gyulladt teriileten nagymértékli aktivalt neutrofil granulocita szoveti infiltraciot
irtak le. Ezen fehérvérsejtek a természetes immunvalasz részei, szekretalt proteolitikus
enzimeik és reaktiv metabolitjaik hozzajarulnak a mikrébak és mas szervezetkarositd
agensek eliminéacidjdhoz. A elhuzodo gyulladas eredményeként az aktivalt immunsejtekbdl
kontrollalatlanul proteolitikus enzimek (MPO, MMP) és prooxidans tulajdonsagti anyagok
szabadulnak fel (H,O,, HOCL) (Fialkow, Wang et al. 2007). A nagymértékben képzddott
szabadgyokok ¢és enzimek kiterjedt szoveti kéarosodast idéznek elé vastagbélben
(Bandyopadhyay, Biswas et al. 2001). Egyes kutatasi eredmények szerint a RONS képes
aktivalni transzkripcios faktorokat, mint példaul a NF-kB-t (Nuklearis Faktor-kappa B),



amely szamos gyulladast kelté gén expresszidjanak indukalasaban szerepet jatszik (Gloire,
Legrand-Poels et al. 2006).

Fontos megemliteni, hogy a bélepithélium sejtjei fiziologias koriilmények kozott is
termelnek RONS-t, amelynek valoészinlileg a természetes immunitasban van szerepe.
Ismeretes, hogy oxidativ stressz esetén megnd a bélepithélium sejtjeiben talalhatd
indukalhaté nitrogén-monoxid szintetaz (INOS) enzim aktivitasa. A NOS izoformak altal
eldallitott nitrogén-monoxid (NO) fontos jelatvivé molekulaként funkcional a
szervezetben. Vazoaktiv gazként szerepet jatszik az értonus fizioldgids €s patologias
érténus szabalyozésdban. Az iINOS altal nagymennyiségben termel6dott NO viszont
kolcsonhatva a szabadgyokokkel, peroxinitritet képez, amely erésen toxikus molekula. A
peroxinitrit ndveli a sejtadhéziés molekuldk expresszidjat, €s citokin-upregulaciot valt ki
(Dedon and Tannenbaum 2004).

A gyulladasos folyamat sordn az aktivalt hizdsejtekbdl €s bazofil granulocitakbol
hisztamin és arachidonsav szabadul fel. Utobbibdl a ciklooxigenaz (COX) enzim hatdséara
tromboxdn ¢és prosztaglandinok (PG), tovabba az S5-lipooxigendz enzim hatdséara
leukotriének szintetizalddnak. A prosztaglandinok kozponti szerepet toltenek be a
fajdalom, laz és a gyulladds medidlasdban, a leukotriének pedig tovabbi immunsejtek
aktivalasan  keresztiil szabadgyokok ¢és proteolitikus enzimek felszabaduldsat
eredményezik. A COX enzimrendszernek eddig két izoformdjat azonositottdk. Az
indukélhat6 COX-2 citokinek, bakteridlis toxinok hatisara indukaloédik a gyulladésos
szovetekben. Az altala szintetizalt prosztaglandinok hozzajarulnak a gyulladas
sulyosbodasahoz. A konstitutiv COX-1 élettani szabalyozé funkcidval rendelkezik, tobbek
kozott a gyomor mukoza integritdsanak fenntartdsaban, és a vérlemezke aggregacidoban
(Vane 2003).

A nagy mennyiségli pro-inflammatorikus mediator jelenléte és az egyre novekvd
szamu aktivalt fehérvérsejt egymadssal kdlcsonhatva, illetve a gyulladast tovabb erdsitve
mucosalis majd transmuralis 1éziok kialakulasat idézik elé. Kronikus gyulladassal jard
bélbetegségekben az oxidativ stressz ilyen mértékli szovetkdrositd hatasat az endogén

antioxidans védekezd mechanizmusok mér nem képesek kivédeni.

3.3. Alkalmazott gyogyszeres kezelések

A jelenleg alkalmazott gyogyszeres kezelések elsdsorban a gyulladdsos aktivalodast

probaljak gatolni, illetve a tovabbi szdveti karosodast megeldzni, és a gyogyult allapotot
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fenntartani. Sebészi beavatkozésra a gyogyszeres terapia hatastalansaga esetén keriil sor. A
gyulladasos bélbetegségekben altalanosan hasznalt gyogyszerek hatdsmechanizmusukat
tekintve antiinflammacios vagy immunmodulal6 szerek.

A legerésebb gyulladasgatlok a kortikoszteroidok, az akut rohamban a legfontosabb
gyogyszerek. Hatasukat szisztémasan fejtik ki, emiatt hosszl tavon sulyos mellékhatasokat
alakithatnak ki.

Az IBD kezelésére széles korben hasznalt gydgyszercsoport a nem szteroid tipusu
gyogyszerek (NSAIDs; Non-Steroid Antiinflammatory Drugs), melyek
hatdsmechanizmusaban alapveté a COX enzimrendszerrel vald kapcsolatuk. A NSAID-ok
nem szelektiven gatoljak a COX enzimek miikodését, ezaltal a PG szintézist. A gatlas lehet
irreverzibilis vagy reverzibilis, kompetitiv. A bél nyalkahartydjaval kdzvetleniil érintkezve
csokkentik a gyulladast, rendelkeznek altalanos fajdalomcsillapitd hatassal és a PG-szint
csokkenés miatt a gyulladas miatt kialakult 1azat is mérséklik. A legismertebb NSAID-0k a
kiilonféle szalicilsav-, propionsav-, és ecetsav szarmazékok. Ezen vegyiiletek szamos
jotékony hatasuk mellett ulcerogén hatéssal is rendelkeznek, mert tobbségiik gatolja COX-
2 ¢és a konstitutiv COX-1-t is, mely utobbi gatldsa gasztrointesztindlis mellékhatasok
kialakulasat eredményezi (Beck, Xavier et al. 2000, Takeuchi, Tanaka et al. 2002).

Az emésztorendszer mikrobialis flordja egyes kutatasok szerint szintén Szerepet
jatszik a nyalkahartya gyulladas fenntartasaban, ezért az IBD kiegészitd kezelésében
antibiotikumokat is alkalmaznak. A gyulladasos folyamat gatlasinak masik lehetséges
tamadasi pontja az immunsejtek szamanak, illetve a gyulladasos citokinek mennyiségének
csokkentése. Erre immunszupresszorokat, vagy TNF-a inhibitorokat alkalmaznak (Billiet,
Rutgeerts et al. 2014).

3.4. A HO enzimrendszer feltételezett hatasmechanizmusa

Az oxidativ stresszel szembeni endogén védekezd mechanizmusok kutatdsa soran a
kozelmultban egy 01j enzimrendszer keriilt el6térbe: a hem-oxigenaz enzimrendszer (HO).
Tagjai a hemdegradaci6 kezd6 1épését katalizaljak (Tenhunen, Marver et al. 1969). A hem
protoporfirin gytiriikomplex, ami kdzponti vasatomot tartalmaz. Szamos fehérje és enzim
tartalmaz hemet prosztetikus csoportként, ami képessé teszi ezen makromolekuldkat az
oxigénmolekula nagy affinitdst és reverzibilis megkdtésére. A HO enzimek lebontjak a

. o . . ;. 7 eqe . . + , ,
porfiringyfirtit, ami ekvimolaris mennyiségli biliverdint, ferri vasat (Fe®") és szén-



monoxidot (CO) eredményez. A biliverdin a m4j altal szintetizalt biliverdin-reduktaz

hatasara bilirubinna alakul tovabb (Tenhunen, Marver et al. 1969) (1. abra).

I Heme l
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/

1. abra: A HO enzimrendszer katalizalt hem metabolizmus. A HO enzimek katalizaljak

a hemdegradacio kezdd és sebesség meghatarozd 1épését. A reakcid soran ekvimolaris
menyiségli biliverdin, szabad vas és CO szabadul fel. A biliverdin a cellularis biliverdin-
reduktaz hatasara bilirubinna alakul, a CO a guanilat ciklaz (GC) aktivalasan keresztiil
lokalis vazodilataciot idéz eld, a prooxidans ferri vas ferritinhez kotédve transzportalodik

(Moody and Calvert 2011, altal szerkesztve).

A HO enzimrendszernek harom tagja ismert (Maines 1988). A Kkonstitutiv
izoenzimek a HO-2 és HO-3, az indukalhato forma a HO-1, amelyet Hsp 32-nek
(Heatshock Protein 32) is neveznek. A HO-1 enzim fiziologias koriilmények kozott
legnagyobb mennyiségben a 1épbdl mutathato ki (Braggins, Trakshel et al. 1986), de egyéb
szovetekben is expresszalodik oxidativ stresszt indukdlo faktorok hatdsara. Ilyen
stimulusok lehetnek a nehézfém ionok, UV-sugarzas, iszkémia, hypoxia, NO (Maines
2005, Ryter, Alam et al. 2006). A konstitutiv formak expresszidjat és aktivitasat ezen

stimulusok nem befolyasoljdk szignifikdnsan. A HO-2-t kimutattdk az erek
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simaizomrétegében és az endotélben. Feltételezhetd, hogy a HO-2 hem metabolizmusa
soran felszabadulo CO szerepet jatszik a lokdlis vazokonstrikcid szabalyozéasidban
(Zakhary, Gaine et al. 1996). A HO-3-t szamos mas szovetbdl sikeresen izolaltak, de
pontos bioldgiai funkcioja még ismeretlen (Wu and Wang 2005).

A kutatasi eredmények alapjan egyre tobb bioldgiai funkciot tarsitanak a HO altal
katalizalt reakcio termékeinek. A biliverdin €s bilirubin protondonor tulajdonsaguk miatt
redukald gyokok, igy potencialisan antioxidans hatassal birnak. Ezzel szemben a folyamat
soran felszabadul6 ferri vas prooxidans tulajdonsagu, amelyet az apoferritin kot meg. A
folyamat harmadik terméke, a CO jelatvivé molekulaként gyulladascsokkentd ¢és
antiapoptotikus hatdssal rendelkezik. Ezen biologiai hatasok a mitogénaktivalt protein
kin4dz utvonal modulalasabodl eredeztethetok. A CO képes a sGC aktivalasara, ezaltal a
CGMP intracellularis szintjének emelésére. Hasonléan a NO-hoz, a sGC ttvonalon hatva a
CO szerepet jatszhat a fiziologias és patologias értonus szabalyozasaban (Wu and Wang
2005). A HO ¢és a NOS enzimrendszerek miikodése kozott szamos hasonlosag figyelhetd
meg, és feltételezhetd, hogy a két vazoaktiv gaz moduléalja egymas hatasat (Foresti and
Motterlini 1999).

Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan elmondhatd, hogy a HO-1 enzim
fontos résztvevoje az antioxidans €s gyulladascsokkentd hatassal rendelkezé enzimeknek
(Varga, Laszlo et al. 2007). Aktivitas novekedését tapasztaltak TNBS indukalta vastagbél
gyulladdsos patkdnymodellben, illetve endogén szubsztratjdnak, a hemnek napi
adagolasaval. A HO-1 indukcidja gyulladascsokkentd folyamatokat képes indukalni. A
gyulladas stlyosbodésat tapasztaltak, ha szintetikus metalloporfirinekkel gatoltadk a HO
aktivitast. A gyulladasos bélbetegségek kezelésére altalanosan hasznalt amino-szalicilsav
szarmazékok bizonyitottan fokozzdk a HO aktivitasat kisérletes kortilmények kozott

(Horvath, Varga et al. 2008).

3.5. A kénhidrogén metabolizmusa, biolégiai hatasai

A kénhidrogén (HS) fizikai paramétereit tekintve szintelen, gytlékony, vizben
oldhat6, kismolekula-tomegii gaz, jellegzetes szaggal. Néhany évtizede is elsGsorban
toxikus €és nagy mennyiségben kornyezetszennyezd gazként tartottak szamon (Szabo
2012), habar Warenycia és munkatarsai mar 1989-ben leirtak, hogy a patkany agyszovet

természetes koriilmények kozott is tartalmaz viszonylagos magas koncentracioban (54 pM)
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H,S-t (Warenycia, Goodwin et al. 1989). Az utdbbi években bebizonyosodott, hogy a H,S
fontos medidtor az emlds szervezetben a NO ¢és CO mellett, igy fontos jelatvivo
molekulaként funkcional (Vandiver and Snyder 2012). Szamos tanulmany beszamol a H,S
széles koncentraciotartomanyban (10-300 uM) kifejtett hatasair6l. A szakirodalmi adatok
alapjan a H,S koncentracid kiilonféle szovetekben valtozatos értéket mutat: agyban 47-166
uM (Goodwin, Francom et al. 1989, Savage and Gould 1990); majban 26 uM (Ogasawara,
Isoda et al. 1994); de leirtak mar 144 uM-t is (Mitchell, Savage et al. 1993); vesében is
valtoz6 koncentraciot allapitottak meg, 40 (Ogasawara, Isoda et al. 1994), illetve 200 pM-t
(Mitchell, Savage et al. 1993); szivben 130 uM-t (Ogasawara, Isoda et al. 1994); tiidében
pedig 30 uM-t (Dorman, Moulin et al. 2002). Valdszinisitheté, a H,S koncentraciokban
tapasztalt ekkora mértékii eltérések a kiilonbozd detektalasi eljarasoknak és modszereknek
tudhat6 be. Egy 2008-ban megjelent publikdcid eredményei alapjan a H,S szdveti és
szérum koncentracidja harom nagysagrenddel is alacsonyabb lehet az eddig megallapitott
értékeknél (Furne, Saeed et al. 2008), mindazonaltal a szerteagazo biologiai folyamatokban
betoltott modulalod szerepe elfogadott.

A H,S gazotranszmitterként a koncentracigjatol fliggben szamos fizioldgiai vagy
patofiziologiai folyamat szabalyozasaban részt vesz (Szabo 2007, Kimura, Shibuya et al.
2012). A NO-hoz hasonldan, a H5S is részt vesz az értonus és a vérnyomas modulalasaban,
a K'-csatorna aktivitasanak szabalyozasin, és ezen keresztiil a cellularis cGMP szint
vérnyomas novekedését figyelték meg (Yang, Wu et al. 2008). A kardiovaszkularis
rendszerben tobb tanulmany is beszamol az exogén uton bejuttatott H,S citoprotektiv
hatasar6l (Johansen, Ytrehus et al. 2006, Szabo 2007). A H,S-el végzett prekondicio
sikeresen csOkentette az iszkémia/reperfuzid soran 1étrejott miokardidlis sériilés
kiterjedését patkany szivben (Hu, Chen et al. 2008). A H,S a gasztrointesztinalis
rendszerben szerepet jatszik a nyalkahartya réteg integritasdnak megdorzésében €s a gyomor
mukoza vérkeringésének fenntartasaban (Kolluru, Shen et al. 2013).

A gyulladasos folyamatokban moduldlé szerepet tolt be. Csokkenti a leukocita
al. 2006). Génexpressziot szabalyozo hatasa révén csokkenti a proinflammatorikus
mediatorok, gyulladasos citokinek, kemokinek és enzimek mennyiségét, €s indukalja a
neutrofil granulocitak apoptozisat (Dufton, Natividad et al. 2012, Wallace, Ferraz et al.
2012).
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A HS enzematikus bioszintézise L-ciszteinbdl indul, melyet harom enzim katalizal:
a cisztation-y-liaz (CGL, de ugyancsak elfogadott roviditése a CSE is); cisztation-B-szintaz
(CBS) és a cink-dependens 3-merkaptopiruvat-szulfutranszferaz (3-MST). Az enzematikus

utvonalak 6sszefoglalasa a 2. dbran lathato.

[ Homocisztein+szerin ]

l CBS

[ Cisztation+H,0 ]

I CGL (CSE)
CAT

L cisztein + a—KG 3MP

N

(5

2. abra: A H,S bioszintézisének enzematikus tutvonala. Az emlds szervezetben harom

enzematikus utvonalon torténik a HS bioszintézise. A cisztation-B-szintaz (CBS) HpS-t
allit elé L-ciszteinbdl, ezzel parhuzamosan a cisztationin keletkezését is katalizéalja
homociszteinbdl. A képzd6dott cisztationin a cisztation-y-liaz (CSE) szubsztratja, melybdl
az enzim L-cisztein keletkezésén keresztiil allit el6 HpS-t. A 3-merkaptopiruvat-
szulfutranszferaz (3-MST) a cisztein-aminotranszferaz (CAT) enzimmel egyiittmiikddve

L-ciszteinbdl H,S-t termel o—ketoglutarat (a-KG) jelenlétében (Moody and Calvert 2011).

Ezen enzimek szovetspecifikus lokalizacioval rendelkeznek. A CBS jellemzdéen a
kozponti idegrendszerben és a majban talalhaté nagyobb mennyiségben, a CSE enzimet
egyeb szovetekben (pl.: méj, kardiovaszkularis rendszer, simaizomsejtek) irtak le, mig a 3-

MST az agyban és az endotélrétegben expresszalodik (Kolluru, Shen et al. 2013). Azonban
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beszamoltak mar a CBS és CSE egyiittes el6fordulasardl majban és vesében (Calvert,
Coetzee et al. 2010), illetve nagy mennyiségben expresszalddnak a vastagbél
nyalkahartyajaban. A vékony- és vastagbél nyalkahartyaja énmaga eldallit H,S-t, ahogyan
a lumenben talalhaté szdmos baktériumtorzs is. A relative nagy koncentracidoban
felszabaduldé H,S-t az epithelidlis sejtek mitokondridlis enzimrendszere képes elimindlni,
az epithélium rétege pedig, mint ,metabolikus barrier” gatat szab a H)S lokalis
felszivodasanak. Egyes kutatdsok szerint a colon epithélsejtjei a HyS energiaforrasként
valo hasznositasahoz leginkabb adaptalodott sejtek. Feltételezések szerint a H)S
gasztrointesztinalis rendszerben betoltott protektiv hatdsa ennek a mechanizmusnak is
tulajdonithato (Chan and Wallace 2013).

Az endogén H,S f6 forrasai a CBS és a CSE, konzervalt szerkezettel rendelkezd
hemfehérjék, melyek piridoxal-5-foszfatot (P5P) igényelnek kofaktorként a
mikodésiikhoz. Szubcellularis elhelyezkedésiiket tekintve a CSE és CBS elsddlegesen a
citoplazmaban, a 3-MST mind a mitokondriumban mind pedig a sejtplazmaban
megtalalhat6. Mindezek mellett nem kizart, hogy a HzS nem enzematikus modon, a
gliikéz, glutation, szerves €s szervetlen poliszulfidok atalakuldsén keresztiil is keletkezhet,
de ennek a pontos mechanizmusa még nem tisztazott (Kolluru, Shen et al. 2013).

Napjainkban az endogén H,S élettani hatasairol rendelkezésre allé ismeretanyag
folyamatosan bdviil, és egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak a patofiziologias

folyamatokban betoltott protektiv szerepének.

3.6. H,S-donorok terapias alkalmazasa

A H,S emittald vegyiileteket nevezziik H,S-donoroknak. A H,S-t felszabadito
vegyiiletek széleskorli hatdsmechanizmussal rendelkeznek, melyek koziil kiemelendd a
gyulladasgatlo hatasuk. Napjainkban a HoS-donorok potencialis terapias hatékonysaga még
vitatott. Ellentmondas, hogy a donor vegyiiletek fejlesztése még korai fazisaban tart,
mikdzben a H,S, mint gaztranszmitter tanulmanyozasa évtizedek ota zajlik. Tovabba,
annak ellenére, hogy a H,S szertedgazo ¢élettani hatassal és szadmos bioldgiai funkcidval bir,
az egyes H,S-donorok vizsgalata csak egy jol koriilhatarolt teriileten zajlik (Song, Ng et al.
2014).

A H3S rokon vegyiileteit gyakran alkalmazzak kisérletes kortilmények kozott HoS-
donorként, mint példaul a natrium-szulfidot (Na,S) és natrium-hidroszulfidot (NaHS). A
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Na,S beadas csokkentette a gyulladasos citokinek szintjét ragcsaldo modellben (Esechie,
Kiss et al. 2008), és akut arthritis esetén is regisztraltak anti-inflammatorikus hatasat
(Andruski, McCafferty et al. 2008). A NAHS gatolta a leukocita adhéziot, az 6déma
kialakulasat, és igy csoOkkentette a gyulladdas mértékét ragcsalomodellben (Zanardo,
Brancaleone et al. 2006). Ezen vegyiiletek hatranya a rovid életidd, a H,S felszabadulasa a
hidrolizisiik miatt gyors, emiatt esetiikben nehéz egy alland6 cellularis H,S-szintet
fenntartani (Song, Ng et al. 2014).

Az emlés szervezeten kiviil szamos mas organizmus eldallit természetes kéntartalmu
vegytileteket, amelyek H,S-donorként viselkednek in vivo/in vitro. A legismertebb a
fokhagymaban (Allium sativum) taldlhato allicin, és a kiilonféle gombatorzsek altal
eldallitott ergotionein és lentionin. Tobbek kozott antioxidans és tumorellenes hatassal
rendelkeznek. A természetes HpS-donor vegyliletekbdl enzimatikus vagy nem enzimatikus
utvonalakon keresztiil H,S szabadul fel a szervezetben.

Mindemellett szamos szintetikus H,S-donor vegyiiletet kifejlesztettek, amelyek
kémiailag heterogén tulajdonsadgtak. Eldnyiik, hogy eldallitdsuk soran szabélyozhat6 a
H,S-felszabadulds mértéke. Kiemelném koziilik a NSAID-szarmazékokat, ahol a NSAID
gyokhoz H,S-t felszabaditd csoportot kapcsoltak. Hasonléan az eredeti NSAID aktiv
hatéanyagahoz, gyulladascsokkentd hatassal rendelkeznek, de emellett csokkentik a
gasztrointesztinalis toxicitast. A mezalamin vagy meszalazin (5-aminoszalicilsav) az egyik
leggyakrabban alkalmazott, gyenge hatasi NSAID-ok aktiv hatéanyaga. A mezalamin
H,S-donor vegyiilete, az ATB-429 nemcsak a colitis sulyossagat redukalta le az egereken
végzett kisérlet ideje alatt, hanem szignifikansan csokkentette a MPO aktivitast és a
gyulladasos markerek expresszidjat. Mindezen hatdsok a mezalamin esetében nem voltak
megfigyelhetok (Fiorucci, Orlandi et al. 2007). A H,S-releasing naproxen szarmazék
(ATB-346) esetében hasonloakat figyeltek meg. Gyulladascsokkentd aktivitasa hasonld az
alap NSAID gyogyszeréhez, viszont hasznalata mellett a gyulladds miatt kialakult 1€zidk és
fekélyek szignifikdnsan gyorsabb gyogyulasat regisztraltak (Wallace, Caliendo et al. 2010,
Wallace, Ferraz et al. 2012). A széles korben alkalmazott diklofendk is jelentés mértéki
gasztrointesztinalis toxicitdssal rendelkezik. Szarmazéka, az ATB-337 csokkentette a
gasztrointesztindlis  karosodast, mikdzben hasonld mértékben szupresszalta a
prosztaglandin szintézist, mint a diklofenak (Wallace, Caliendo et al. 2007).

A HyS-t felszabadito NSAID szarmazékokkal elvégzett nagyszamu kisérlet
alatdmasztja azt a feltevést, miszerint ezen vegyiiletek Uj terapids lehetOséget

biztosithatnak a gyulladasos bélbetegségek kezelésében.
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4. CELKITUZESEK

Kisérleteink elsé részében a TNBS indukalta colitis patkanymodellben a H,S-donor

hatasanak vizsgalatat tliztiik ki. Vizsgalataink sordn tisztazni kivantuk, hogy

e a TNBS altal kivaltott colon 1€zi6 kiterjedésére milyen hatassal van a kiilonb6z6
dozisokban alkalmazott H,S-donor kezelés?

e az akut bélgyulladas modellben a gyulladasi paraméterek (szoveti TNF-a szint,
MPO aktivitas) milyen mértéki valtozasa kovetkezik be a HpS-donor kezelés
hatasara?

e a H,S dozis-hatés fliggésének ismeretében melyik a leghatasosabb H,S-d6zis?

e hogyan valtozik a colonocytdk H,S-termeld enzimappardtus expresszidja az

etanollal és TNBS-sal kezelt allatok esetében?

Munkank kovetkez6 szakaszaban a H>S-donor és a HO enzimrendszer kozotti
kolcsonhatasokat vizsgaltuk. Ehhez a leghatdsosabbnak bizonyult H,S-donor dézissal
folytattuk tovabb a kezelést, mikdzben vizsgaltuk a HO enzimrendszer valtozasait. Arra

kerestiik a valaszt, hogy a tovabbra is alkalmazott TNBS indukalta colitis modellben

e a leghatasosabb H,S-d6zis milyen hatast fejt ki a HO enzimrendszer aktivitasara és
a HO-1 enzim expressziojara?

e hogyan befolyasolja a HO enzimaktivitas gatlo anyag (SnPP, on-ptoroporfirin) a
H,S protektiv hatdsat?
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A TNBS indukalta colitis patkanymodell

A human gyulladasos bélbetegségek kisérletes modellezésére az egyik széles korben
alkalmazott eljarast, a TNBS (2, 4, 6-trinitrobenzol-szulfonsav) altal kivaltott colitist
alkalmaztuk patkanyban (Morris, Beck et al. 1989). Ez a ragcsalé modell jol reprodukalja a
colitis ulcerosa-ban szenved6 betegekre jellemz6 patoldgiai elvaltozasokat a vastagbélben.
A TNBS-t (10 mg/allat) 50%-os etanolban oldottuk, amely méar 6nmagéban is karositja a
nyalkahartyat és megkonnyiti az anyag bejutasat a sejtek kozé. Az epitelidlis gat sériilését
kovetden gyulladasos kaszkad mechanizmusok indulnak meg. A TNBS, amely egy haptén
vegyiilet, képes kotddni a vastagbél nyalkahartya sajat fehérjéihez, s ezen haptén-fehérje
komplexek az interleukin-12 és a T helper-1 kozvetitette immunvalaszt valtanak ki. Az
aktivalt makrofagok gyulladaskeltdé medidtorokat szabaditanak fel, amelyek elhuz6do
immunvalaszt generdlnak, és ez a bélfal minden rétegét érintd gyulladashoz vezet
(Kawada, Arihiro et al. 2007). Ragcsalokban tobb, mint 8 héten at tartd, kronikus
transmuralis bélgyulladast idéz eld, kifejezett sulyvesztéssel, morfologiai elvaltozasokkal,
szoveti TNF-a szint emelkedéssel, és granulocita akkumulacioval.

A TNBS-t intracolonalisan egy 8 cm hosszusagi polietilén kaniil segitségével
juttattuk be, atmeneti dietil-éteres boditas mellett. A kezelést az allatok 12 éras éhezése

el6zott meg. A mintavétel minden esetben a kezelést kovetéen 72 oraval tortént.

5.2. Vizsgalt allatcsoportok

Kisérleteinkben 200-250 gramm ko6zotti him Wistar patkanyokat hasznaltunk. Az
allatokat standard koriilmények kozott (homérséklet, vilagitas, paratartalom) tartottuk. A
patkanyok csapvizet kaptak és standard granulat patkanytapot (Bioplan, IsaszeQ)
fogyasztottak. A kisérleteket a Szegedi Tudomanyegyetem altal elfogadott Allatkisérletes
Etikai Kodex eldirasai szerint végeztiik. Az allatokat csoportokra bontva kezeltiik a TNBS
beadastol szdmitva 72 oran keresztiil.

A Kkisérletek elsd sorozatanal az allatok egy csoportja semmilyen kezelésben nem
részesiilt (KONTROLL). A tovabbi csoportok mindegyikénél elvégeztik a TNBS
intracolonalis beadéasat, majd az éallatok egy része nem részesiilt tovabbi kezelésben
(TNBS). A H,S-termeld enzimek expressziojanak vizsgalatahoz kialakitottunk egy olyan
csoportot, amelyben az allatok csak a TNBS oldoszerét, 50 %-0s etanolt kaptak
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intracolonalis ton a kisérlet els6 napjan. A tovabbi csoportok a TNBS kezelést kdvetden
Lawesson’s reagenst kaptak H,S-donorként hét kiilonb6zé dozisban (60; 15; 7,5; 3,75,
1,87; 0.83 uM/ 0,5 ml karboxi-metil-cellul6z/ allat) per os, napi két alkalommal. A 72 éras
periodus alatt a kezelések soran pozitiv kontrollként szulfaszalazint (SASP) alkalmaztunk.
A SASP a meszalazin kéntartalmi szarmazéka, melynek aktiv hatdanyaga a szalicilsav.
Kutatocsoportunk korabbi eredményeire tamaszkodva a meszalazin (5-aminoszalicilsav)
gyulladascsokkentd hatasa mellett a HO aktivitdsnoveld, €s ezaltal protektiv szerepét is
vartuk (Horvath, Varga et al. 2008). A szulfaszalazint oralis tton juttattuk be, napi két
alkalommal 25 mg/ttkg doézisban, fiziologias (NaCl 0,9%) s6oldatban oldva.

Munkank masodik felében a HO-enzimaktivitds gatlasdra egy szintetikus
metalloporfirint, on-protoporfirint (SnPP; 30 pM/kezelés/allat) hasznaltunk, melynek
beadasa napi egy alkalommal, subcutan injekcio formajaban tortént, TNBS és H,S-donor
elokezelést kovetden vagy anélkiil.

Az éllatcsoportok és az alkalmazott kezelések vazlatszeri 6sszefoglalasa (n=4-11):

e KONTROLL (TNBS beadas és tovabbi kezelés sem tortént)

e TNBS (10 mg/250 ul 50%-os etanol/allat; intracolonalis beadas)

e ETOH (250 ul 50%-os etanol/allat; intracolonalis beadas)

e TNBS+SASP (szulfaszalazin; 25 mg/ttkg insaline; napi 2x; per 0s)

e TNBS+H,S (Lawesson’s reagens; 60; 30; 15; 7.5; 3,75; 1,87; 0,93 uM/ 0,5
ml karboxi-metil-celluloz/allat; napi 2x; per os)

e SnPP KONTROLL (6n-protoporfirin; 30 pM/allat/kezelés; subcutan;
nincs megel6z6 TNBS és HoS-donor kezelés)

e TNBS+H,S+SnPP (6n-protoporfirin; 30 uM/allat/kezelés; subcutan; van

megel6z6 TNBS, illetve a megfelelé dozist H,S-donorral valo kezelés)

5.3. Nyalkahartya gyulladas kiterjedésének meghatarozasa

utan, a distalis colon anustdl szamitott 8 cm-es szakaszat eltavolitottunk. A bélszakaszt
hosszanti iranyban felmetszettiik és hideg foszfat pufferban (0,2 M NaH,PO, oldat/250 ml
desztillalt viz; pH. 7,4) val6 atmosas utan kipreparaltuk. A kezelések hatdsara a vastagbél
nyalkahartyajaban bekovetkezd gyulladas illetve 1€zi6 kiterjedését planimetrias analizissel

hatdroztuk meg. A gyulladt teriilet szazalékos kiterjedését a 8§ cm-es bélszakaszhoz
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viszonyitva fejeztiik ki, melyet a munkacsoportunk altal kifejlesztett program segitségével

hataroztuk meg (STAT 2 1 1).

5.4. Gyulladasi paraméterek vizsgalata

5.4.1. Mieloperoxidaz (MPO) aktivitasmérés

A mieloperoxidaz enzim az aktivalt neutrofil granulocitakbol szabadul fel, melyek
szoveti infiltracidja megfigyelhetd akut gyulladas soran. Igy a MPO enzimaktivitdsaval jol
jellemezhetd a gyulladdas mértéke (Bradley, Christensen et al. 1982). A mintak
homogenizalasat a feldarabolt colon tomegéhez viszonyitott mennyiségii (250 mg colon/ 1
ml puffer), 0,5 % hexadecil-trimetil-ammoénium bromidot (HETAB) tartalmaz6 foszfat
pufferben (50 mM, pH 6,0), jégen végeztiik, Ultra-turrax homogenizalo (Ultra-turrax T25
IKA-Laborteknich) segitségével. A mintdkat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd
37 °C-on vizfiirdében felolvasztottuk. A fenti folyamatot haromszor megismételtiik. Ezt
kovetéen mintainkat centrifugaltuk (1000 rpm; 4 °C; 15 perc), majd a feliiluszoval
dolgoztunk tovabb. A MPO méréseinkhez peroxidazt hasznaltunk standardként (0;0,0125;
0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 U/ml). A mérés soran 96-lyuku Elisa plate-be tettiink
280 ul O-dianizidin39 dihidrokloridot (0,167 mg/ml foszfat puffer). Ehhez adtunk a
feliiliszonkbol vagy a standardunkbol 12 pl-t és a reakciot 10 ul 0,03%-os hidrogén-
peroxiddal inditottuk. 90 masodperces razatas utan 490 nm-en Elisa reader (Benchmark
Microplate reader, Bio-Rad Labs) segitségével mértiik a kialakult szinvaltozasokat.

Eredményeinket mU/ mg fehérjére vonatkoztattuk.

5.4.2. TNF-a szoveti mennyiségének meghatarozasa ELIZA modszerrel

A TNF-a az egyik legjelentdsebb citokin az akut fazis reakcioban, igy mennyisége
alkalmas a gyulladas mértékének leirasara. Kisérleteinkben a Hycult biotechnology b.v.
(Hbt) patkdny TNF-a HK102-es szdmu Eliza kitet hasznéltuk a kithez kiildott protokoll
alapjan.

Az eldkészités soran 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/ml; pH 7.4)
alkalmaztunk. A mintdk homogenizéalasat (Ultra Thurrax; 13000 rpm; 2x30 s) 6tszoros
volumenii pufferban, jégen végeztiik. Ezt kovetden lecentrigualtuk (30 perc; 10000 g; 4
°C) mintainkat, majd a feliilluszoval dolgoztunk tovabb, amelyet a méréshez Gtszordsére

higitottuk. A mérésnél a fenti kithez kiildott protokoll alapjan elkészitettilk a sziikséges
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oldatokat. A reakcio els6 1épéseként a kapott platekre felvittiik a TNF-a standardsorozatbol
¢s a mintainkbol 100-100 pl-t. A moddszer alapja, hogy a platek aljara fixalt els6dleges
antitest az inkubacios 1d6 alatt (2 d6ra; 37°C) megkotitte a mintainkban jelen 1évé TNF-a-t,
majd a feleslegben alkalmazott oldatot haromszori mosassal eltavolitottuk. Az ezt
kovetden felvitt biotinalt TNF-o ellenes antitesttel (100 ul) 1 oran keresztiil,
szobahdmérsékleten végeztiink inkubaciot, amely hozzakotédott a TNF-a-elsddleges
antitest komplexhez. A tovabbiakban 0ijabb haromszori mosast kovetéen, streptavidin-
peroxidaz enzim konjugatumot (100 pl; 1 ora inkubécios id6é szobahémérsékleten; 3x
mosas) adtunk a reakcidelegyhez, majd pedig szubsztratként tetrametil-benzidint (TMB;
100 pl; 25 perc; 25 °C, sotétben) alkalmaztunk. A reakcidt citromsav oldattal (100 ul)
leallitottuk, a spektrofotometrids mérést 450 nm-en végeztiik el.

Eredményeinket pg/mg fehérjére vonatkoztattuk.

5.5. HO enzimaktivitas mérés

Munkacsoportunk mar szamos el6z6 kisérlet soran bizonyitotta, hogy a HO-enzim
egy fontos résztvevdje az antioxidans enzimrendszereknek. Aktivitdsnovekedését
tapasztaltdk TNBS indukélta colitisben, igy aktivitdsdnak monitorozasa egy fontos
szempont lehet a gyulladascsokkent6 hatasanak feltérképezésében.

Kisérletiinkben a HO enzimaktivitast colon szdvetbdl hataroztuk meg. Tenhunen
modszerén valtoztatva, a hemdegradacio soran keletkezd bilirubin mennyiséget mértiik
spektrofotometrias modszerrel (Tenhunen 1969). A poritott mintak homogenizalasat (Ultra
Thurrax, 2x30 mp, 13500 rpm) jégen végeztiik, négyszeres mennyiségli homogenizald
pufferban (pH 7.4), ami tartalmazott: 10 mM HEPES-t; 32mM szacharozt; 0,1 mM EDTA-
t; 10 pg/ml tripszin inhibitort; 10 w/ml leupeptint; 10 pg/ml aprotonint és 1 mM DTT-t.
Ezt kovetéen a mintakat 20 percig, 15000 g-vel, 4 °C-on lecentrifugaltuk, majd a
feliiluszoval dolgoztunk tovabb. A reakcidé soran 1,5 ml inkubdlé oldatot (pH 7.4)
hasznaltunk, ami tartalmazott: 100 mM KH,PO4-t; 2 mM MgCl,x6H,0-ot; 1 mM PMSF-t;
2 mM gliik6z-6-foszfatot; 0,14 U/ml gliik6z-6-foszfat-dehidrogenazt; 120 ug/ml biliverdin-
reduktazt és 15 uM hemint. A mérésnél az inkubald oldathoz 150 pl minta feliiliszot
adtunk, majd a reakciot 100 ul NADPH (150 uM) hozzaadasaval elinditottuk, ezt kovetden
a mintadkat 37 °C-oninkubaltuk egy oran keresztiil. A reakcio leéllitasdhoz jeges fiirdot

alkalmaztunk.
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Standardként bilirubin oldatot hasznaltunk (58,47 ng/ml; 10 uM). Vak csoportként
NADPH-mentes reakci6 elegyet alkalmaztunk, amit azonnal lemértiink. A mérések 464 és
530 nm-en torténtek, igy a keletkezett bilirubin mennyiségét a kiilonb6zé nm-n mért
optikai denzitas értékek kiilonbsége alapjan szamoltuk ki.

Eredményeinket nmol bilirubin/éra/mg fehérjére vonatkoztatva adtuk meg.

5.6. HO-1 enzim expresszids vizsgalat

Kisérleteinkben a SunRed Biological Company patkany HO-1 201-11-0677-es
szamu Eliza kitet hasznaltuk a kithez kiildott protokoll alapjan. A modszer alapja, hogy a
megkotott HO-1 enzimhez biotonnal konjugalt antitest, majd a streptavidin-torma
peroxidaz €és a kromogén szubsztratok hozzaadasaval az enzim mennyiségével korrelalo
szinreakcid jatszodik le, amely spektrofotometridsan detektalhatd. A mintdk eldkészitését
két 1épésben, homogenizalassal és centrifugalassal végeztik el. Mintdinkat foszfat
pufferben (1,37 M NaCl; 27 mM KCI; 80 mM NaHPO4 20 mM KH,PO,)
homogenizaltuk (Ultra Turrax; 13000 rpm; 2x30 masodperc; jégen). A centrifugalas (20
perc; 3000 rpm; 4 °C) utan a feliiliszéval dolgoztunk tovabb.

A mérésnél a fenti kithez kiildott protokoll alapjan elkészitettikk a sziikséges
oldatokat. A reakcid els6 1épéseként a kapott platekre felvittiink a vak oldatbol és a
standard higitasi sorozatbol 50-50 pl-t két-két oszlopra, a mintainkbol pedig 40 pl-t. A
mintainkhoz hozzaadtunk 10 pl biotinalt HO-1 ellenes antitestet és 50 ul spreptavidin-
torma peroxidaz konjugatumot, a standardsorunkhoz csak az utdbbit. Ezt kdvetden 1 o6ran
keresztiil, 37 °C -on végeztiink inkubacidt, majd automatizalt mosas kovetkezett.
Mindharom reakcidelegyhez 50-50 pl Chromogen A ¢és B oldatot adtunk, majd fénytol
elzarva 10 percig 37 °C inkubaltuk a reakcidelegyeket. A reakci6 leallitdsa utan 15 perccel,
a spektrofotometrids mérést 450 nm-en végeztiik el.

Eredményeinket ng fehérje/ml-ben adtuk meg.

5.7. H,S-termel6 enzimek expresszidjanak vizsgalata colon mintakban

A colon mintdkban a CBS ¢és a CSE enzim expresszidjat ELISA technika
segitségével hatdroztuk meg. A CBS enzim expresszidjanak detektalasdhoz a SunRed
Biological Company patkdny CBS 201-11-5125-6s szamu Eliza kitet hasznaltuk, a CSE
enzim vizsgalatdhoz pedig az azonos gyartotodl szarmazé patkany CBE 201-11-5124-es
szamu kitet. Mindkét esetben a kithez kiildott protokoll alapjan jartunk el.
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A mintdk eldkészitését mindkét esetben, két 1épésben, homogenizalassal és
centrifugalassal végeztiik el. Mintainkat foszfat pufferben (1,37 M NaCl; 27 mM KCI; 80
mM NaHPO4; 20 mM KH,PO4;) homogenizaltuk (Ultra Turrax; 13000 rpm; 2x30
masodperc; jégen). A centrifugalds (20 perc; 3000 rpm; 4 °C) utdn a feliiluszoval
dolgoztunk tovabb. A tovabbiakban az expresszid detektalasahoz hasznalt protokoll a
felhasznalt antitestek kivételével megegyezik.

A mérésnél az adott kithez kiildott protokoll alapjan eclkészitettiik a sziikséges
oldatokat. A reakcio elsé 1épéseként a kapott platekre felvittiink a vak oldatbdl és a
standard higitasi sorozatbol 50-50 pl-t két-két oszlopra, az el6készitett mintainkbol pedig
40 pl-t. A mintdinkhoz hozzaadtunk a megfelelé 10 pul mennyiségli biotindlt CBS vagy
CSE ellenes antitestet és 50 ul spreptavidin-torma peroxidaz konjugatumot, a
standardsorunkhoz csak az utobbit. A vak oldatunkhoz nem adtuk egyiket sem. Ezt
kovetéen 1 oran keresztiil, 37 °C -on végeztink inkubacidt, majd automatizalt mosas
kovetkezett. Mindharom reakcidelegyhez 50-50 pul Chromogen A és B oldatot adtunk,
majd fénytdl elzarva 10 percig 37 °C inkubaltuk a reakcidelegyeket. A reakcio ledllitasa
utan 10 percen beliil elvégeztiik a spektrofotometrids mérést, 450 nm-en.

Eredményeinket szazalékban (%) fejeztiik ki, a vak oldatot tekintettiik viszonyitasi

alapnak.
5.8. Fehérjetartalom meghatarozasa

A mintainkban 1év6 6sszfehérje mennyiséget Bradford modszerrel hataroztuk meg. A
modszer azon alapszik, hogy a Bradford reagens hozzako6tddve a fehérjéhez megvaltoztatja
az oldat fényelnyelését. Standard sorunkhoz (0-10ug/ml) szarvasmarha szérumalbumint
hasznaltunk (BSA). A szovet homogenizatumokbol a sziikséges higitas utan 20 pl-t tettiink
980 pl desztillalt vizhez. Ezt kveten a standard sorhoz, és a mintainkhoz is 200-200 pl
Bradford reagenst adtunk. A reakcioelegyekbdl 200-200 pl-t kimértiink a 96 lyuku plate-
be, és 595 nm-n fotometraltunk.

Eredményeinket mg fehérje/ml-ben adtuk meg.
5.9. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag+S.E.M.-ként vannak kifejezve. A statisztikai szignifikanciat
kétmintas student ,,t”- teszttel allapitottuk meg, az eltéréseket p<0,05 esetén tekintettiik

szignifikansnak.
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6. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

6.1. A H,S-donor kezelés hatasa a TNBS indukalta nyalkahartya 1éziok Kiterjedésére

A TNBS altal kivaltott colitis modell jol reprodukalja a human gyulladasos
bélbetegségekre jellemzdé makroszkopos, szoveti és immunologiai elvaltozasokat. A TNBS
indukalta nyalkahartya 1éziok kiterjedésének vizsgalatanal 100 %-nak a kipreparalt 8 cm-es
bélszakasz terliletét tekintettiik, tovabba a gyulladas sulyossagat a colon 1ézi6 mértékével
jellemeztiik. A TNBS kezelés hatasara nagy kiterjedésti gyulladast hoztunk Iétre a vizsgalt
bélszakaszon az abszolut kontroll csoporthoz viszonyitva (00 vs. 39,39+4,18 %). Az
ismert hatast szulfaszalazin, mint pozitiv kontroll szignifikdnsan lecsokkentette a gyulladt
teriilet kiterjedését (39,39+4,18 vs. 31,24+3,0387 %). A H,S-donor vastagbél 1ézidra
gyakorolt hatasat egy hat pontos dozis-hatas gorbével hataroztuk meg. A H,S-donor
kezelés a 3,75 uM és 1,87 uM dozisnal mutatott 16zid csokkenést (39,39+4,18 vs.
33,2844,6824 %; 39,39+4,18 vs. 27,3971£1,5493 %), ez alatt és felett nem tudtunk
protekcidt kivaltani a HpS tovabbi adagoldsdval per os. A planimetrids analizisnél kapott
eredményeink alapjan a leghatasosabb dozisnak a 2x1,87 uM-os dozis bizonyult, ugyanis
ez nagyobb szazalékban csokkentette a 1€zi6 nagysagat, mint a pozitiv kontrollként

alkalmazott szulfaszalazin (11,9929 vs. 8,15 %). Eredményeinket a 3. abra foglalja Gssze.
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3. abra: A TNBS indukalta colon 16zi6 Kiterjedésének szizalékos valtozasa
szulfaszalazin és kiilonb6z6 doézisokban alkalmazott H,S-donor kezelés hatasara. A
csoportok értékeit szazalékban fejeztik ki és atlagES.E.M.-ben adtuk meg (n=4-11).
*P<0,05 a TNBS csoporthoz viszonyitva.
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6.2. A TNBS indukalta makroszképos nyalkahartya gyulladas kiterjedése patkany

vastagbélben

A TNBS-kezelt (B) patkanyok vastagbelében az altalunk vizsgalt 8 cm-es szakaszon
sulyos és nagy kiterjedésti fekélyes gyulladas alakult ki a kezelést kovetd 72 o6rdban, amely
makroszkoposan is megfigyelhetd az abszolut kontroll (A) csoporthoz képest. A gyulladas
transzmuralisan a rectalis végtél proximalis iranyban atlagosan 4-5 cm-ig terjedt, ezen a
szakaszon a teljes nyalkahdrtya gyulladdsa mellett, a bélfal megvastagodésa is jellemzd
volt. A pozitiv kontrollként alkalmazott szulfaszalazin (TNBS+SASP) lathatéan
lecsokkentette a gyulladas kiterjedését (C). A HyS-donor kezelés hatasara a 1éziok
kiterjedése és a nyalkahartya gyulladds sulyossaga dozis-fliggden lecsokkent a TNBS
csoportéhoz viszonyitva. A digitalis felvételek vizsgalatabol is arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a 2x1,87 uM/allat/nap H,S-donor dozisnal figyelheté meg a legnagyobb

mértéki 1€zi6 csokkenés (D). A makroszkopos felvételeket a 4. abran lathatjuk.

A: KONTROLL

C: TNBS+SASP D: TNBS+H,S_1,87 uM

4. abra: Szulfaszalazin és H,S-donor hatiasa a TNBS indukalt nyalkahartya gyulladas
kiterjedésére patkany vastaghélben. A TNBS kezelés hatasdra nagy kiterjedést,
Osszefiiggd fekélyes gyulladas alakult ki a vizsgalt bélszakaszon, amelyet a szulfaszalazin
¢s a 2x1,87 uM-os dézisban alkalmazott H,S-donor kezelés jol lathatéan lecsdkkentett.
(n=4-11)
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6.3. Gyulladasi paraméterek valtozasa a H,S-donor kezelés hatasara

6.3.1. Mieloperoxidaz enzim aktivitdsdnak valtozasa

A mieloperoxidaz enzim (MPOQO) a szervezetben a gyulladas helyén, lokalisan az
aktivalt granulocitakbol szabadul fel, igy enzimaktivitasa jol jellemzi a gyulladas mértékét.
A TNBS csoporthoz viszonyitva a kapott eredményeink korreldlnak a 1€zi6 nagysagéanal
tapasztaltakkal (5. abra). A szulfaszalazin szignifikansan lecsokkentette a MPO
enzimaktivitast (15,49+4,0 vs. 42,98+10,09 mU/mg fehérje), ahogyan a 3.75, illetve a 1.87
uM dozisa H,S-donor kezelés is (16,12+4,36; 19,07+3,56 vs. 42,98+10,09 mU/mg
fehérje). A tobbi HyS-donor dozis esetében nem tapasztaltunk szignifikdns enzimaktivités
csokkenést. A 0,93 uM dozisu HyS-donor kezelésnél a H,S feltételezett protektiv hatasa
mar nem nyilvanult meg (36,67+2,95 vs. 42,98+10,09 mU/mg fehérje).

60 =
c
é,\ 50 =
0 .2
—
°~q,
o c
n o
N L =
S o
2 £
x5
© £
Ov
o
=

TNBS+H,S

a2

5. abra: A H,S-donor kezelés hatasa a MPO enzimaktivitasra TNBS kezelt
allatokban. A TNBS kezelés hatasara megnovekedett MPO szintet a szulfaszalazin, és a
3.75 illetve az 1.87uM doézisi H,S-donor kezelés szignifikansan lecsokentette. Kapott
eredményeinket mU/ mg fehérje értékben fejeztiik ki és atlag+S.E.M.-ben adtuk meg (n=4-
8). ¥*P<0,05 a TNBS csoporthoz viszonyitva.

25



6.3.2. A colonban mért szoveti TNF-a szint valtozasa

Kisérletiink soran az altalunk mért mésik fontos gyulladdsi paraméter a TNF-a
szintje colon szovetben. Az abszolut kontroll (KONTROLL) csoportban elvégzett TNF-a
szint mérés eredménye azt mutatja, hogy az allatokban a colitis indukci6 el6tt nem volt
jelen gyulladds. A TNBS csoportban mért TNF-o szint nagymértékii, szignifikdns
novekedést mutatott a kontroll csoporthoz képest (531,67+31,96 vs. 67,67+6,75 pg/mg
fehérje), ezzel bizonyitottuk az indukcid sikerességét. A TNBS csoporthoz képest
szignifikans csokkenést tapasztaltunk a pozitiv kontrollként alkalmazott szulfaszalazinnal
kezelt allatok esetében (105,79+17,76 vs. 531,67+31,96 pg/mg fehérje), illetve a 1.87 és az
0.93 uM. H,S-donor doézissal kezelt allatok esetében is (6. abra). Utobbi dozis esetén a,
KONTROLL csoporthoz képest szignifikdns TNF-a szint ndvekedést mértiink
(398,32+14,31 vs. 67,67+6,75 pg/mg fehérje)
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6. abra. A H,S-donor Kkezelés hatasa a szoveti TNF-a szintre TNBS kezelt
allatokban.A TNBS Aaltal kivéltott, a KONTROLL csoporthoz képest szignifikdnsan
emelkedett szoveti TNF-a szintet a szulfaszalazin, illetve a két, legalacsonyabb H,S-donor
dozis szignifikdnsan lecsokkentette. Kapott eredményeinket pg/ mg fehérje értékben
fejeztiik ki és atlag+S.E.M.-ben adtuk meg (n=4-8). #p<0,05 a KONTROLL, *P<0,05 a
TNBS csoporthoz viszonyitva.
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6.4. TNBS illetve H,S-donor hatasa a HO-1 enzim expressziojara és a HO aktivitasra

Feltételezéseink szerint az exogén uton bejuttatott H,S kiilonféle jelatviteli itvonalak
indukalasaval fejtheti ki protektiv hatasat TNBS indukalta colitis modellben, amelyek
szerves részét képezheti a HO enzimrendszer. Ismeretes, hogy a TNBS indukalta colitis
patkdnymodellben megnovekszik az indukdlhaté HO-1 enzim expresszidja.
Munkacsoportunk altal elézéleg elvégzett kisérleti eredmények azt bizonyitjak, hogy a
vastagbélben mérheté HO-1 alap expresszio minimalis (Varga, Laszlo et al. 2007). A
colitis indukciot koveté H,S-donor kezelésnél azt tapasztaltuk (7. abra), hogy tovabbi
szignifikans HO-1 expresszid novekedést csak az 1.87 puM dozissal tudtunk elérni
(0,35+0,04 vs. 0,23+0,04 ng/ml).

Ezzel szemben a HO-enzim Gsszaktivitas vizsgalatanal azt figyelhet6 meg (7. abra),
hogy a TNBS csoporthoz képest mind a szulfaszalazin (1,04+0,06 vs. 0,82+0,06
nmolbilirubin/éra/mg  fehérje), mind pedig az eddigi eredményeink alapjan a
leghatasosabbnak bizonyult 1.87 uM doézist H,S-donor névelte a HO aktivitast (0,98+0,05
vs. 0,82+0,06 nmol bilirubin/éra mg fehérje).
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7. abra. H,S-donor Kkezelés hatisa a HO osszaktivitaisra és a HO-1 enzim
expressziojara TNBS indukalta colitis modellben. Eredményeinket a HO aktivitas
vizsgalatnal nmol bilirubin/6ra/ mg fehérjére vonatkoztattuk, HO-1 expresszivitasnal ng/ml
—ben adtuk meg, illetve atlag+S.E.M.-ben fejeztiik ki. *P<0,05 a TNBS csoporthoz

viszonyitva (n=4-8).
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6.5. HO aktivitas gatlé kezelés hatas a 1ézi6 Kiterjedésére vastaghélben

Szintetikus metalloporfirinekkel nem-specifikusan gatolni lehet a HO aktivitast.
Kisérletiink soran azt tapasztaltuk, hogy az SnPP (6n-protoporfirin) 6nmagaban adva nem
indukalja 1ézi6 kialakulasat patkany vastagbélben (8. abra).

TNBS kezelés hatasara kialakult 1éziot a leghatasosabbnak bizonyult, 1.87 pM
dozistt HpS-donor szignifikansan lecsokkentette (35,64+2,4 %-1dl 21,6+5,6 %-ra). A colitis
indukciot kovetd, illetve a HoS-donor kezeléssel parhuzamosan torténd napi SnPP adagolas
viszont megnovelte a 1ézio kiterjedését vastagbélben a TNBS+H,S 1.87 uM csoporthoz
képest (21,6£5,6 %-rol 28,8+2,6%-ra nétt a gyulladas szazalékos kiterjedése). Mindezek
alapjan elmondhat6, hogy a SnPP-nel torténd kezelés hatasara a HO enzim aktivitasa gatlas
ala kertil, mikdzben a H,S feltételezett protektiv hatasa eltiinik, és a gyulladas

sulyosbodasa tapasztalhato.
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8.abra HO aktivitas gatlo kezelés hatiasa a gyulladasos 1ézié Kiterjedésére patkany
vastagbélben. Kapott eredményeinket szazalékban fejeztiik ki és atlag+S.E.M.-ben adtuk
meg (n=7-10). *P<0,05 a TNBS csoporthoz viszonyitva.
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6.6. H,S-termel6 enzimek expresszidjanak valtozasa vastagbélben

A TNBS indukalta colitis modellben nagymértékben karosodik a vastagbél
epithéliuma, ahogyan a colonocytdk H,S-termeld enzimapparatusa is. Feltételezésiink
szerint ennek kovetkeztében a vastagbél lumen lokalis H,S koncentracidja lecsokken,
amelyet az altalunk bevitt HyS-donor dézisfiiggéen pdtolni képes. Mindezek bizonyitasara
mértiikk a CBS és CSE enzimek expresszidjat a colon mintakban. A TNBS kezelés utan azt
tapasztaltuk, hogy mind a CBS mind pedig a CSE enzim epxresszidja szignifikansan
lecsokkent a kontroll csoport értékeihez képest (2917123 vs. 1602+£127% és 9370+£752
vs. 5835+497%).

Val6szintisithetd, hogy a TNBS oldoszereként hasznalt etanol Onmagaban
nagymértékii roncsold hatdssal rendelkezik. Ezt bizonyitja, hogy a kontroll csoport
értékeihez képest a CBS (2917£123 vs. 2022+137 %) és a CSE (9370+£752 vs. 73204+506
%) enzim expresszidja szignifikansan lecsokkent.

Eredményeinket szazalékban (%) kifejezve a 9. abran lathatjuk.
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9. abra: CBS és CSE expressziojanak valtozasa TNBS és etanollal torténé kezelés
utan patkany vastagbélben. Kapott eredményeinket szazalékban fejeztik ki é€s

atlag=S.E.M.-ben adtuk meg (n=7-10). *P<0,05 a KONTROLL csoporthoz viszonyitva.

29



7. OSSZEFOGLALAS

A gyulladésos folyamatok vizsgalatanal egyre nagyobb figyelmet forditanak a
szervezet természetes védekezO mechanizmusainak tanulmanyozéasara, melyek
aktivalodasa védelmet nytjthat a karositd tényezdkkel szemben. Szervezetiink egyik ilyen
antioxidans és gyulladascsokkenté enzimrendszere a HO enzimrendszer (Abraham and
Kappas 2008). Az emlds szervezetben vazoaktiv gazként, fizioldgiasan termel6dé H,S-r6l
1996-ban irtak le els6ként, hogy szabalyozé funkcioval rendelkezik (Abe and Kimura
1996). Azota szamos tanulmany megerdsitette ezt, kiegészitve gyulladast csokkentd
protektiv szerepével (Szabo 2007, Esechie, Kiss et al. 2008, Kimura, Shibuya et al. 2012,
Kolluru, Shen et al. 2013). A HO katalizalta hem metabolizmus és a H,S indukalta
jelatviteli folyamatok kozott Osszefliggés feltételezheté (Pae, Lee et al. 2009, Kajimura,
Fukuda et al. 2010). Vizsgalataink soran a vastagbél gyulladasos modellben vizsgaltuk a
H,S protektiv hatasat, valamint a protekcidban résztvevd mechanizmusok biokémiai
hatterét, kiilonos tekintettel a HO utvonalra.

A 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsavval (TNBS) kivaltott vastagbélgyulladas modellt
els6ként Morris és munkatarsai irtak le 1989-ben (Morris, Beck et al. 1989). Az altalunk
elvégzett kisérlet soran sikeresen reprodukaltuk a gyulladdsos bélbetegségekre jellemzd
tiinetcsoportot patkany modellben. A kisérlet 72 orés idOtartama alatt, a TNBS beadastol
szamitott 24 Oraban mar jelentkeztek a bélgyulladasra jellemzd tlinetek, ugymint
hasmenés, véres széklet, fogyas. A TNBS és az azt kovetd kezelések invaziv mivolta
ellenére a kisérletiink soran elhanyagolhat6 volt a mortalitds mértéke.

Feltételeztiik, hogy a pozitiv kontrollként alkalmazott kéntartalmu szulfaszalain
(SASP), és a H,S-donorként hasznalt Lawesson’s reagens egyes dozisai kiilonb6z6
mértékben befolyasoljak a TNBS altal kivaltott gyulladds mértékét vastagbélben, €s a
kezelés hatdsara megndvekedett gyulladéasi paraméterek szintjét.

A disztalis colon mintak planimetrias analizise, €s a colon MPO aktivitds mérése
soran egymassal korrelaldo eredményeket kaptunk, igy sikertilt felallitanunk a H,S-donor
doézis-hatas gorbéjét. Az altalunk ebben a kisérletsorozatban hasznalt doézisokat
szakirodalmi adatok, és el6zetes bedllitasok alapjan hataroztuk meg. Eredményeink alapjan
a 60-7,5 uM dozistartomanyban alkalmazott H,S-donor kezelések tul magas dozisunak
bizonyultak, mivel a 1ézi6 kiterjedését és a gyulladas hatdsdra megndvekedett MPO szintet

nem, vagy csak kis mértékben csokkentették. A 3,75 és 1,87 uM dodzisnal tapasztaltuk a
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legkifejezettebb gyulladacsokkenté hatasat a H,S-nek. Ezen doézisoknal a colon 1ézi6
kiterjedése, ¢s a megnovekedett MPO aktvitids is szignifikansan lecsokkent a TNBS
csoporthoz képest. A SASP esetében 1is megfigyeltik a nyalkahartyagyulladas
kiterjedésének, és a MPO aktivitads csokkenését. A 0.93 uM koncentracidban alkalmazott
H.S mar nem fejtett ki protektiv hatast. Mivel ezt tapasztaltuk a tovabbi méréseink soran
is, igy megallapithato, hogy az altalunk hasznalt legalacsonyabb, 0.93 uM-o0s H,S-donor
dozis mar nem rendelkezik detektalhatd gyulladascsokkentd hatassal TNBS indukalt colitis
modellben.

A szakirodalmi adatok alapjan a TNBS a bélfal epithéliumdba jutva gyulladésos
kaszkad mechanizmusokat indukal, amelynek részeként megnovekszik a szoveti TNF-a
szintje (Kawada, Arihiro et al. 2007). Méréseink alapjan megallapitottuk, hogy a TNBS
kezelés hatasara valoban nagymértékii szoveti TNF-a szint novekedés detektalhatd colon
mintdkban, amely 3.75 ¢és 1.87 pM doézisi HyS-donor kezeléssel szignifikansan
csOkkenthet6. Szdmos tanulmany beszamol a H,S gyulladdscsokkentd hatasanak
molekularis hatterérél, melyben {6 szerepet a génexpressziot szabalyozd hatdsanak
tulajdonitanak. Ennek révén csokkenti a proinflammatorikus mediatorok, gyulladasos
citokinek, kemokinek és enzimek mennyiségét, és indukélja a neutrofil granulocitak
apoptozisat (Kimura, Shibuya et al. 2012, Wallace, Ferraz et al. 2012, Chan and Wallace
2013). A gyulladasi paraméterek vizsgalata soran kapott eredményeink 6sszhangban allnak
a szakirodalmi megfigyelésekkel. Ezek alapjan igazoltuk, hogy a kisérletes koriilmények
kozott exogén TUton bejuttatott HpS-donor —és igy a H,S- gyulladascsokkentd és
citoprotektiv hatassal rendelkezik gyulladasos modellben.

Colitis modellben bizonyitottan megnovekszik a reaktiv gyokok mennyisége
(Grisham, Volkmer et al. 1991), amely a gyulladas helyén valdsziniileg endogén
antioxidans rendszereket indukal (Lih-Brody, Powell et al. 1996). Munkacsoportunk
korabbi kutatasai soran igazolta, hogy TNBS indukalta colitis patkdnymodellben
megnovekszik a HO aktivitas, illetve az indukalhatéo HO-1 expresszidja (Varga, Laszlo et
al. 2007, Horvath, Varga et al. 2008). Mindebbdl feltételezhetd, hogy az oxidativ stressz
indukald faktora a HO enzimrendszernek, és a HO indukalta hem metabolizmus termékei
gyulladdscsokkentd hatdssal rendelkeznek. Kisérletiinkben a SASP szignifikansan
megnodvelte a HO aktivitast, a HO-1 expresszional pedig jelentds novekedést tapasztaltunk
esetében. A SASP egy kéntartalmii NSAID, melynek aktiv hatdanyaga az 5-ASA.

Megel6z0 kisérletek alapjan elmondhatd, hogy az 5-ASA kezelés terdpias hatdst mutat
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colitis modellben, ¢és feltételezhetd a HO enzimrendszerrel vald interakcidja a
gyulladascsokkent6 hatas kifejtésében (Horvath, Ph.D. dissz., 2008.)

Munkank soran a leghatasosabb doézisnak bizonyult, 1.87 uM H;S-donor kezelés
mind a HO aktivitast, mind pedig a HO-1 expressziot szignifikansan tovabb novelte colitis
indukcio utan, patkany vastagbélben.

Osszegezve eddigi eredményeinket, munkank soran a TNBS 4ltal kivaltott colitis
patkanymodellben az 1.87 uM doézisa HpS-donor kezelés protektiv hatasunak bizonyult.
Szignifikdnsan csokkentette a colonban kialakult 1ézi6 mértékét, ahogyan a gyulladésos
paraméterek (TNF-alfa szint, MPO aktivitas) szintjét, és szignifikdnsan megndvelte a HO
kérdés, hogy miként fejtheti ki protektiv hatasat az altalunk exogén uton bejuttatott H,S.

Feltételezéseink szerint a HO-nak szerepe lehet a H,S medialta protekcioban, Ennek
bizonyitasara HO aktivitds inhibitort alkalmaztunk. A szintetikus metalloporfirinek (cink-,
kobalt-, manganprotoporfirin) gatoljak a HO aktivitast (Chernick, Martasek et al. 1989,
Smith, Alam et al. 1993). Az altalunk vélasztott On-protoporfirin, a hem kompetitiv
aktivitasat (Sardana and Kappas 1987). Kisérletiinkben az SnPP-vel 30 uM dozisban,
naponta subcutan injekci6 formdjaban kezeltiik az allatokat. Eredményeink alapjan az
egészséges bélben az 6n-protoporfirin nem indukalta 1ézi6 kialakuldsat. A colitis indukciot
kovetd 1.87 uM-0s HpS-donor kezeléssel protekciot valtottunk ki. Az ezt kovetd SnPP
kezelés hatasara a gyulladas stilyosbodasat figyeltiik meg, a nyalkahartya 1€zi6 kiterjedése
jelentés megnétt. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a H,S-donorral kivaltott protekcié a
HO aktivitas gatlasakor elvész.

A HyS-donor kezelés hatdsara a gasztrointesztindlis rendszerben milkkédé HO
enzimrendszer valtozdsair6l mindezidaig kevés adat all rendelkezésiinkre, de egyéb
szervekben, szOvetekben szdmos tanulmany beszdmol a H,S és a HO enzimrendszer
kapcsolatardl. A HO katalizalta reakcié egyik terméke a CO, amely a H,S-hez hasonloan
vazoaktiv gazként funkciondl, és jelatviteli molekulaként tobb moddon is befolyasolja a
célszovet génexpresszidjat. Megfigyelték, hogy a H,S-donor (NaHS) beaddsa megndvelte
a HO-1 enzim expresszidjat kisérletesen kivaltott miokardialis iszkémia/reperfuzidé soran
endothélben, simaizom sejtekben és szivizomszovetben. Feltételezhetd, hogy a H,S-donor
altal kivaltott protekcido a HO-1/CO és CBS/H,S utvonalak kolcsonhatasanak eredménye
(Qingyou, Junbao et al. 2004, Zhu, Shao et al. 2008). A HO-1 gén delécidjaval a HpS

protektiv hatdsa nem érvényesiilt (Zuidema, Peyton et al. 2011). Hasonlé eredményeket
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publikaltak gyulladasos folyamatokban. Lipopoliszacharidokkal aktivalt makrofagokkal
végzett kisérletek soran megallapitottdk, hogy a NaHS kezelés gatolta az iNOS
expressziojat, €s ezaltal a NO felszabadulast. HO aktivitasgatlo SnPP kezelés megsziintette
a H,S NO-felszabadulast modulald hatasat (Oh, Pae et al. 2006). Kiilonb6z6 tipust H,S-
donorokkal kezelve a human podocita sejteket, a HO-1 enzim aktivitdsa is expresszidja is
megndvekedett in vitro (D'Araio, Shaw et al. 2014). Az ujabb kutatasi eredmények alapjan
feltételezik, hogy csak az indukalhat6 HO-1 izoenzim hozhato Osszefiiggésbe a H,S
medialta protektiv hatdsokkal. A H,S-donor kezelések hatasara a HO-2 izoenzim
paraméterei nem mutattak valtozast (D’ Araio, Shaw et al. 2013).

Kisérletiinkben vizsgaltuk tovabba a H)S termeld enzimek expresszidjanak
valtozasait a kiilonb6z6 modon kivaltott vastagbélgyulladdasos modellben. Feltételeztiik,
hogy a gyulladds sordn sériilt epithél réteg elégtelen mennyiségli H,S-t allit eld.
Eredményeink alapjan az exogén tton bejuttatott HpS-donor protektiv hatdsat azaltal is
kifejtheti, hogy potolja a vastagbél lumen lecsokkent H,S tartalmat.

Az éltalunk kapott eredmények ¢&s a szakirodalmi adatok alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az endogén HO-1/CO és a H,S altal medialt utvonalak egymassal
kolcsonhatasban allnak. Munkankkal igazoltuk a H,S gyulladéscsokkentd hatdsat colitis
patkanymodellben, amely egybevag a szakirodalomban fellelhetd megfigyelésekkel. A H,S
védohatasa a HO enzimrendszer aktivalasan keresztiil is tOrténik, viszont ennek
bizonyitasa, illetve a mechanizmus pontos feltérképezése még tovabbi kisérletek alapjat
képezi. Mindezekbdl feltételezhetd, hogy a gyulladasos bélbetegségek esetében jelenleg
alkalmazott terapias készitményeknél hatékonyabb kezelést jelenthet a H,S-donorok
alkalmazéasa, mivel ezek gyulladdascsokkentd hatdsuk mellett endogén antioxidans

mechanizmusokat is aktivalnak.
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