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5-ASA 5-amino-szalicilsav

5-HpETE 5-hidroperoxieikoza-7,9,11,14-tetraénsav
5-LO 5-lipoxigenaz

6-MP 6-mercaptopurin

ANCA anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek
ANOVA analysis of variance-szoraselemzés
AOM azoxymetdan

ASCA anti-Saccharomyces antitestek

ATG16L autophagy related gene 16 like 1 gén
AZA azathioprin

BSA marhaszérum albumin

BLT1 leukotrién Basreceptor

CARD15 kaszpdz aktivaciéos domén 15

CcD Crohn-betegség

cb4* Helper T-sejt

cb8* Szupresszor T-sejt

CRP C reaktiv fehérje

CcT komputertomograf

Ccu colitis ulcerosa

DNS dezoxiribonukleinsav

DSS dextran natrium szulfat

ECM extracellularis matrix

ELISA enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalatok
FLAP 5-lipoxigenaz aktivator fehérje

GWAS teljes genom asszocialt vizsgalatok

HiR hisztamin H1 receptor

H2R hisztamin H2 receptor

H3R hisztamin H3 receptor

H4R hisztamin H4 receptor

HA hialurondn

HO hem-oxigenaz

HPCD (2-hidroxypropil)-B-ciclodextrin

hsCRP ultraszenzitiv C reaktiv fehérje

IBD gyulladasos bélbetegség

IBDU nem kategorizalt gyulladasos bélbetegségek
IC intra colondlis

IFNy interferon-y

IgG1 immunglobulin-G 1

IL-1 interleukin-1

IL-10 interleukin-10
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IL-12 interleukin-12

IL-17 interleukin-17

IL-2 interleukin-2

IL-23 interleukin-23

IL-6 interleukin-6

IL23R interleukin 23 receptor gén

JNJ 10191584 H4 receptor antagonista, (5-chlorobenzimidazolyl N-methylpiperazine car-
boxamide)

JNJ 26993135  LTA4H inhibitor (1-[4-(benzothiazol-2-yloxy)-benzyl]-piperidine-4-carboxil acid)

LTA, leukotrién As

LTAsH leukotrién A4 hidrolaz

LTB4 leukotrién Ba

LTC, leukotrién Cs

LTD4 leukotrién D4

MES mesalamine

MMP-1 matrix metalloproteinaz 1

MMP-2 matrix metalloproteinaz 2

MMP-3 matrix metalloproteinaz 3

MMP-7 matrix metalloproteinaz 7

MMP-8 matrix metalloproteinaz 8

MMP-9 matrix metalloproteinaz 9

MMP-10 matrix metalloproteinaz 10

MMP-13 matrix metalloproteinaz 13

MMP-20 matrix metalloproteinaz 20

MMX multimatrix

MP myenterikus plexus

MPO mieloperoxidaz aktivitas

MRI magneses rezonancia vizsgalat

MTX metotrexat

NAC N-acetilcisztein

NF-xB nuklearis faktor-kappa B

NOD nukleotid kot6 oligomerizacidos domén
NOD2 nukleotid oligomerizaciés domain 2
NSAIDs nem szteroid gyulladascsokkentdk
PAF platelet aktivald faktor

PAMP patogén asszocidlt molekuldris mintazat
PBS foszfat puffer

PML progressziv multifokalis leukoencephalopathia
PMSF fenilmetilszulfonil fluorid

QT szakasz a kamraizomzat depolarizaciojanak és repolarizacidéjanak egyiittes idGtartama
ROS reaktiv oxigén gyokok

SUC szukralfat
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TBC tuberkuldzis

TGF-B novekedési faktor B

Thl T helper sejt 1

Th2 T helper sejt 2

Th17 T helper sejt 17

TIMP-1 szoveti MMP inhibitor 1
TIMP-2 szoveti MMP inhibitor 2
TIMP-3 szoveti MMP inhibitor 3
TIMP-4 szoveti MMP inhibitor 4
T szoros sejtkapcsolat

TLR Toll like receptor

TNBS 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav
TNF-a tumor nekrézis faktor-alfa
Treg regulator T sejt

Kulcsszavak

Crohn-betegség, TNBS-modell, H4 hisztamin receptor antagonista, leukotrién B4 inhibitor,
MMP-9, TIMP-1
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1. Bevezetés

1.1 A gyulladasos bélbetegségek jellemzése

A gyulladasos bélbetegségek (inflammatory bowel diseases, IBD) heterogén betegségek,
kréonikus visszaesé zavarokat okoznak az emésztészervrendszer teriiletén, az arra genetikailag
hajlamos egyéneknél. A betegségre jellemzd a ciklikussag, aktiv és nyugalmi allapotok valtako-
zasa. A gyulladas sordn legkordbban jelentkez6 makroszkdpikus elvaltozas a nydlkahartya 6dé-
mas kifekélyesedése, valamint a gyulladasos és hegesedési folyamatok miatt kialakult strikturak
(sztikalt bélszakaszok). Az el6forduld tiinetek, mint a hasmenés, hasi fajdalom, gorcsok, csokkent
étvagy, fogyas, rektdlis vérveszteség, |az és faradtsag jelentGsen befolydsoljak a betegek életmi-
néségét, a betegség végkimenetelétl,

Crohn és munkatadrsai altal el6szor 1932-ben publikdlt ismeretlen etioldgidju, krénikus

7

gyulladdsos bélbetegség elnevezése sokféleképpen szerepelhet, pl. ,ileitis terminalis”, ,enteritis
regionalis”, ,ileitis regionalis”, ,ileitis segmentalis”, , ileocolitis granulomatosa” néven. Az enteri-
tis regionalis 1932-ben kerilt el6szor leirdsra a JAMA-ban Crohn, Ginsburg és Oppenheimer altal,
és nevét a patoldgus Crohn-rél kaptal?l.

Osztalyozdasuk:

Crohn-betegség (CD)

A gyomor-bélcsatorna barmely szakaszan el6forduld, minden szovettani réteget érinté
krénikus gyulladas, mely az ileum disztalis részén és a colonban jelentkezik leggyakrabban. A gyul-
ladasos folyamat a bélrendszeren kiviil mas terlleteken is megjelenik, CD-ben ilyen az izlleti
gyulladds, majbetegség, bér tiinetek, illetve a szem gyulladdsos betegségel®> 4. A sorozatos fel-
langolasok eredményeként fisztuldk, fibrotikus szlikiletek alakulhatnak ki.

Colitis ulcerosa (CU)

A krénikus gyulladdas 6sszefligg6, a mucosa, felliletesen a submucosa teriletét érinti, és
a colonra lokalizalodikP!.

Nem kategorizalt colitis (IBDU)

Nem rendelkezik differencial diagndzissal, ezért nem lehet egyértelm(ien meghatarozni
melyik alcsoportba tartozik. Tiineteiben és lefolydsdban a CD és UC kdzé tehet8l®), és kétszer
olyan gyakran fordul el gyerekekben, mint felnéttekben!”..

1.1.1 Epidemiolégia

Az 1BD leggyakoribb foldrajzi eléforduldsi helyei Eszak-Amerika és Eurdpa északi orsza-
gail® 9 de Dél- és Kelet-Eurépéaban, Azsidban is egyre gyorsabban névekszik a betegek szamalol.
Mindkét nemben kdzel azonos ardanyban fordul eld, a legtobb megbetegedés 30 éves kor alatt
kezd&dik, a leggyakoribb id6szak a 15 és 30 év kézétt fordul elslt 12,
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1.1.2 Kornyezeti tényezok

A dohdanyzas rontja a betegek allapotat CD esetén, novelve a fellangolasok ardnyat!!3,
szlkségessé téve az immunszupressziv és szteroidos kezelést. A dohanyzas abbahagydsa joté-
kony hatdsu a betegség lefolydsdra, csékken a kockdzata a posztoperativ kitjuldsnak®#, azonban
UC esetén a dohdnyzasrdl vald leszokds noveli a felldingoldsokat, és a kezelés sziikségességét!1®],

A mikroszkopikus nagysagu idegentestek és emészthetetlen anyagok koroki szerepe is
felmeriilt a betegség kialakulasaban, azonban az, hogy miként hat az étrend a gyulladasra, nem
tisztdzott. A nyugati étrend, a "hus-édes" diéta, a voros hisok magasabb bevitele, a finomitott
gabonafélék, és a magas cukor tartalmu italok megnévelik az IBD kockazatat™® 171, Az alacsony
rost tartalmu étrend magas cukorfogyasztassal az UC kockazatat is emeli®. Ezzel szemben, a
hosszan tartd, magas rost tartalmu étrend esetén, ahol a rost gylimolcs-, zoldség eredetd, csok-
ken a CD kialakuldsanak kockéazata?,

A D-vitamin hiany vagy alacsony D-vitamin szint gyakran fokozza a betegség aktivitasat.
Néhany tanulmany szerint a D-vitamin fokozott bevitele, a fogyas, a fizikai aktivitas novelése ké-
pes csokkenteni a betegség kitjuldsanak lehetségét!20 21,

Az antibiotikumok!??l, 3 nem szteroid gyulladdscsokkents gyégyszerek (NSAIDs), a fo-
gamzdasgatlok és a menopauza utani hormonpdtlds megnovelik az IBD kialakulasanak kockdaza-
ta't[19, 23].

Tovabbi kofaktorként szerepel a stressz, a depresszid, a szorongas, melyek a mar kiala-
kult tiinetek sulyosbodasat idézhetik els!24,

1.1.3 A gyulladasos bélbetegség kialakulasaban szerepet jatszo
faktorok, strukturalis elemek, és molekularis mechanizmusok

Annak ellenére, hogy szamos tanulmany sziiletett a gyulladadshoz vezet6 immunmecha-
nizmusokkal kapcsolatban, a tényez6k pontos szerepe tovabbra sem tisztazott. A {6 megallapitas
az, hogy a betegség kialakulasaban részt vesz a kontrollalatlan immunrendszer, a kommenzalista
baktériumok és egyéb luminalis anyagok atjutasa a sériilt epitheliumon!?> 26!,

1.1.3.1 Genetikai tényezdk

Els6foku rokoni kapcsolatban 12x-15x nagyobb a kockazata a betegség kialakuldsanak,
mint a hasonlé koru lakossag esetén 271, Egy ikertanulmdny szerint fokozott nuklearis faktor-
kappa B-(NF-kB) és neutrofil aktivitdst, magasabb mieloperoxidaz szintet figyeltek meg mind az
egypetéjd, mind a kétpetéjd ikerpar eltérd, egészséges tagjaibanl?8l,

A betegségre valé hajlam 6rokletes, genetikai variacidk meghatarozzak a betegség alti-
pusat, lefolydsat, az adott terdpiara torténd valaszreakcidkat. A teljes genom asszociacios (ge-
nome wide association scan-GWAS) vizsgalatok soran szamos 6sszefliggést taldltak a homeoszta-
zis fenntartdsaért felelds folyamatok (epitelialis barrier, autofagia, limfocita differencialodas) és
az IBD kialakuldsa kozott 291, A CD kialakuldsaért feltételezhet6en a NOD2/CARD15 gén 3 féle
mutdcidja is felelSs, amely genetikai rizikdéfaktornak tekinthets!3% 31, Hajlamosité tényezd az IL-
23 receptor gén(IL-23R) és az autofagidért felel6s gén ATG16L1 polimorfizmusa is% 33,
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1.1.3.2 Mikrobialis faktorok

A mikroorganizmusoknak alapvetd szerepiik van a kéros folyamatok kialakulasaban, kli-
nikai- illetve szovettani megnyilvanulds alapjan feltételezik szerepiiket. Szamos baktérium, mint
a vékonybél-tuberkuldzist okozdé Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis, a Shigella dysente-
riae, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, valamint az Epstein Bar virus fert6zés gyakrabban
fordul el6 krénikus bélgyulladdsos betegekben, amely hozza jarulhat a folyamatos gyulladashoz,
csokkentve ezdltal a kiilénb6z6 kezelések hatékonysdgat34-3°]

1.1.3.3 A bél szovettani felépitése

A bél epitélium szelektiv gatként elhatarolja a lumen tartalmat a kornyez6 szovetektdl,
igy tartva fenn a homeosztatikus egyensulyt®’l. A gyulladdsos folyamatokban ez az egyensuly fel-
borul a szerkezeti elemek, és azok funkcidjanak kdrosodasavall®8l,

A bél lumenét 3 rétegbdl allé nydlkahartya boritja (1. dbra). A lamina epithelidlisban az
egyréteg(i hengerhdmsejtek (enterocytdk) szorosan illeszkednek egymadshoz, fizikailag megaka-
dalyozzak a Gram-pozitiv és -negativ baktériumok, valamint mas antigének fokozott bejutasat a
véraramba. A szoros kapcsolatért a tight junctionok (TJ) felel6sek. A kehelysejtek védé funkcioju
mucint termelnek, amely fizikdlisan gatolja az antigének bejutdsat.

Az enteroendokrin sejtek a bélm(ikodés szabalyozasaért felel6s hormonokat termelnek.
A Paneth sejtek, a kryptdk alapjat képezik, szekrécids granulumaik novekedési faktorokat, anti-
mikrobidlis fehérjéket (a defenzin) szekretdlnak.

A lamina propriaban vér- és nyirokerek, nyiroktiisz6k, idegvégz6dések valamint immun-
sejtek taldlhatéak. A lamina muscularis mucosae a nydlkahartya felszini rajzolataért, red6zo6ttsé-
géért felel. A submucosa kdzepesen tomott kotdszovetes elemeket, kiterjedt ér- és nyirokrend-
szert, valamint idegrostokat, ganglionokat tartalmaz.

A tunica muscularis externa egy kils6, hosszanti és egy bels6 korkoros simaizomréteg-
bél all, ezen izomrétegek kontrakcidja és relaxacidja eldsegiti a béltartalom tovabbitasat. A tunica
serosa-t a lamina propria serosae és az egyréteg(i mesothelium alkotjal®?..
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1. dbra A bélfal struktualis elemei

a kép forrdsa : http://www.biotrick.com/digestive-system/aipmt-biology-notes-modifications-in-

layers-of-digestive-tract/

Az immunvalasz két alapveté osszetevobdl, a velesziiletett és adaptiv immunvalaszbdl all.
A velesziletett immunitds a nem-specifikus, kezdeti immunvalaszért felel8s, a kérokozé elpusz-
titdsara irdnyul. Tagjai a monocitak, makrofagok, dendritikus sejtek, hizdsejtek, neutrofil granu-
locitdk és antigén prezentald sejtek. A neutrofil granulocitak kezdeti, gyors reagalast biztositanak
a bejutott kérokozdkkal szemben.

A makrofagok fagocita tulajdonsagokkal rendelkeznek a neutrofilekhez hasonléan. Gra-
nulomat képeznek, ezaltal elzarjdk a patogén anyagokat, és immunvdlaszt erdsit6 citokineket
szekretalnak.

A hizésejtek a bélfal fellileti rétegeiben talalhatdk, szamos szabalyozé funkcidkban vesznek részt,
mint példaul a véraramlas, a koaguldcio ellendrzése, a simaizom 6sszehluzddasa, perisztaltika, és
az epithelidlis sejtek szekrécidja. Felismerik a mikrobdkat, és ez a folyamat proteazok, hisztamin
kiszabadulast eredményezi a szekrécios granulumokbdl. Ezutan citokinek, gyulladdasos mediato-
rok szabadulnak fel, megkezdve a velesziiletett védelmi mechanizmusokat. llyen mediator pél-
ddul a tumor nekrdzis faktor (TNF-a) és a leukotrién B4 (LTB4). A hizdsejt fontos feladatot tolt be
tovabba a bél-barrier funkcidjanak szabalyozdsaban, részt vesz a kérokozék elleni védekez6
mechanizmusokban, allergids, majd gyulladasos folyamatokat idéz el§!°!,

A folyamat soran felszabadult hisztamin (2- [4-imidazolil] -etilamin) egy endogén amin, amely a
hisztidin-dekarboxildz enzim &ltal szintetizalodik*Y. Szamos immun- illetve nem immun eredetd
folyamat a hisztamin-termel6 sejtek aktivalasahoz illetve degranuldciéjahoz vezet. A hisztamint
féleg hizdsejtek és bazofilek termelik, koncentracidja magasabb a bérben, horgében, bélnyalka-
hartydban. A receptoroknak jelenleg 4 altipusat kiilénbéztetjiik meg: HIR, H2R, H3R, H4R[“2],


http://www.biotrick.com/digestive-system/aipmt-biology-notes-modifications-in-layers-of-digestive-tract/
http://www.biotrick.com/digestive-system/aipmt-biology-notes-modifications-in-layers-of-digestive-tract/
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A hisztamin H4 receptort (H4R) eozinophil és bazofil granulocitakban, dendritikus sej-
tekben, T sejtekben!*3], valamint a lamina propria mononukledris sejtjeiben, bélhdmsejtekben is
kimutattak4,

A receptor modulacidja a hisztamin fliggd interleukin-16 (IL-16) és LTB4 felszabadulasat
fokozza.

A LTB4 fontos szerepet jatszik az IBD kialakuldsdban, mint helyi lipid-medidtor, részt vesz
a neutrofilek, eozinophilek és dendritikus sejtek aktivalasaban!*>47), kemotaktikus hatdst gyako-
rol direkt és indirekt mdédon az LTBa4 (BLT1) receptorral rendelkezé sejtekre (neutrofil granulocita,
hizdsejt, monocita, makrofag)!*®, a helper-CD4* és szupresszor-CD8* effektor T-sejtekrel*?.

Az LTB4 bioszintézise soran az 5-lipoxigendz enzimrendszer katalizdlja az arachidonsav
atalakulasat 5-hidroperoxieikoza-7,9,11,14-tetraénsavva (5-HpETE), majd vizvesztéssel egy insta-
bil epoxid leukotrién As (LTAs) keletkezik. Az LTA4 egyrészrél LTA4 hidrolaz enzim hatdsara LTBs-
gyé alakull®® 51, masrészt LTB4 szintetdz katalizalé hatdsara LTCs képz8dik. Az LTCs-b8l glutamin-
sav vesztéssel LTD4 keletkezik, majd ebbdl cisztein lehasadassal leukotrién 4 jon létre.

A gyodgyszertani fejlesztések célja az, hogy szabdlyozzak az LTB,, illetve mas, bioldgiailag
aktiv leukotrién termelését.

A dendritikus sejtek képesek a velesziiletett és adaptivimmunrendszer 6sszekapcsola-
sara. A kérokozokkal valé taldlkozds soran peptid-antigének segitségével kivaltjak az adaptiv im-
munvalaszt.

Az adaptiv immunitas soran a T- és B-limphocytak klondlis expanzié révén felszaporod-
nak, differencidlédnak, az antigén felismerést kévetéen aktivalddnak.

Id6vel az akut gyulladasbél krénikus bélgyulladas alakul ki, amely szabalyozatlan, kont-
rolldlatlan nydlkahartya immunrendszert eredményez. Kiléndsen a makrofagok, T-sejtek, és a
limfoid sejtek hatarozzak meg azimmunvalasz jellegét azokkal az antigénekkel szemben, amelyek
el8segitik a krénikus gyulladast a gyomor-bél traktus terileténb2,

A tolerancia kialakitasaban és a gyulladasos reakcid elinditdsaban szerepiik van az in-
tesztinalis dendritikus sejteknek. A Toll-like (TLR) sejtfelszini receptorok felismerik a patogén mo-
lekuldris mintazatat (pathogen-associated molecular patterns — PAMP)3 %4 majd a nukleotid
k6t6 oligomerizaciés (NOD) domének az immunvdlaszt beinditjak>®.

A TLR-ok tartds aktivalasa a gyulladasos szovetkdrosodas teriletén torténik, amely gyak-
ran NF-kP aktivalédashoz és mas redoxérzékeny transzkripcié hiperaktivacidjahoz vezet 1561,

CD-ben az adaptivimmunrendszer nem képes a gyulladast kozvetlendiil kivaltani, csak a
kozvetitésben, illetve a gyulladas fenntartasban van szerepel®l. A naiv CD4* T-sejtekbdl kiilon-
b6z6 fenotipusu T-limfocita klonok (Th1, Th2, Th17 vagy regulator Treg) keletkeznek®”), s a foko-
zott reaktiv oxigén szabadgyodkok (ROS) miatt, meghatarozzak az immunvdlasz jellegét. A gyulla-
das soran H,0,, és hidroxil gyok keletkezik mieloperoxiddz (MPO) hatasara. A fagocitdk aktivaljak
a gyulladast kelt6 leukotrién Bas-et (LTBa), a vérlemezke aktivalo faktort (PAF), melynek kévetkez-
tében nagy mennyiség(i ROS keriil az extracellularis térbel>8-60,

A ROS képes aktivalni az NF-kB-t, amely védé- és karos funkcidt is ellathat a bélben!®l,

A CD-ben fokozottabb a Thl és Th17 valasz, nagyfoku a gyulladast kelt6 IL-2, IL-17, az
interferon (IFN) -y, IL-23 és a TNF-a szekrécidjal®?l. Ongerjeszt6 gyulladasos kérforgés alakul ki, és



Bevezetés 13

ez a folyamat serkenti az antigénprezentald sejteket, makrofagokat, fibroblasztokat, és endoteli-
alis sejteket a TNF-q, és a gyulladast keltd IL-ok termelésérel®3-531, A szdveti kdrosodds kivédésé-
ben a hemoxigendaz (HO) enzim rendszernek kulcsfontossagu szerepe van!®®l. A fokozott HO-1 ak-
tivacio jelentésen enyhiti a Th17 valaszt, gatolja a gyulladdst kelt6 citokinek termel&dését, noveli
a Treg szamot, és az IL-10 mennyiségét. ATh17/Treg egyensulyt fenntartva részt vesz a gyogyulasi
folyamatokban, colitisben!®7: 681,

Az immunfolyamatokat kisér6 szovettani elvaltozasok sordn megfigyelhet6 a bélfal
megvastagodasa, amely részben a submucosa megvastagodasabdl, részben az izomréteg hiper-
tat. El6rehaladottabb esetekben a mesenterium korbefoghatja a beleket, azokkal 6sszené, azt
leszorithatja, a haslireg szervei kozott talyogok is kialakulhatnak.

A nydlkahartya pusztulds raterjed a submucosara és a belsé muscularis rétegre, minden
réteg megvastagodik az extracellularis matrix (ECM) elemek (kollagén, fibronektin) felhalmozo-
dasa miatt.

Az ECM és a kiulonb6z6 sejtadhézios molekuldk expresszidjanak megvaltozasaval meg-
torténik a leukocitak infiltracidja olyan teriletekre, ahol gyulladasos sejtek sziikségesek. Az ECM
komponensei, mint példaul a fibronektin, kollagének, laminin és az altaluk létrehozott kapcsola-
tok szabalyozzdk mind a keringé leukocitak felvételét, mind az endotelidlis permeabilitast szaba-
lyozé intracellularis jelatviteli Utvonalakat. A gyulladdsos ingerekre adott valaszként nagy mér-
tékd leukocita mozgdsitas torténik a gyulladt szévetek teriiletén!® (2. abra).
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2. dbra A fibroneogenezis lépései

Az epithelidlis gat sériilése soran kemokinek és citokinek felszabadulasa torténik. Ezt gyulladasos
sejtek (immun és nem immun eredeti) toborzasa koveti, majd reaktiv oxigéngyokok (ROS),
profibrogenikus citokinek és névekedései faktorok termel6dnek. Az extracellularis matrix (ECM)
termel&désben szerepet jatszo sejtek aktivalddnak, majd felszaporodnak az ECM fehérjék. A kép
forrasa : https://www.discoverx.com/

A hialuronan (HA), mint ECM komponens is szerepet jatszik a leukocitak felvételében, a
gyulladdsos ingerekre adott valaszként. Nemcsak felszaporodik, hanem térhalds szerkezetet ala-
kit kil’%. Tovabba kiilénbdz8 vastagbélgyulladasos modellekben, a gyulladés korai stadiumaban a
submucosa teriiletén a HA lerakddas el6zi meg a leukocita infiltraciét’!. El@segiti a sebgydgy-
ulast fokozott fibroblaszt proliferacio és mioblaszt differencidlédas révén is, amely hozzajarulhat
a fibrotikus folyamatokhoz az IBD-ben [72],

Korabbi vizsgdlatok szerint, a novekedési faktor-béta (TGF-B), a matrix metalloproteindzok
(MMP) kulcsfontossagu szerepet jatszanak a fibrotikus folyamatokban!’3751, A TGF-B és izoforma-

inak expresszidja nagyban fligg az adott szovet tulajdonsagatdl. A fibrotikus szévetben a TGF-3
cs6kkent mig a TGF-B2 fokozott expressziot mutat!’® 771,


https://www.discoverx.com/
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Az MMP-ok cink- és kalciumfligg6 proteolitikus enzimek, melyek részt vesznek az ECM atala-
kitdsaban és lebontasaban, valamint ezen funkcidn tulmutatva szdmos szerepet toltenek be a
bélgyulladdsbanl’® 791 (1. tiblazat).

tipus szerep

kollagenaz MMP-1 | A fibrézis megel6zése

zselatinaz MMP-2 | Antiangiogén faktorok generaldsa, az epitelidlis barrier
fenntartasa és a fibrosis megel6zése

stromalizin MMP-3 | Endosztatin generalasa

matrilizin MMP-7 | a-defenzin aktivacié, kemokin expresszid, sebgydgyulas
és endosztatin képz6dés

kollagenaz MMP-8 | Neutrofil infiltracid

zselatinaz MMP-9 | Kemokin expresszid, neutrofil infiltracio, anti-angiogén

faktorok generaldsa, VEGF-A feldolgozas, csokkent a ser-
legsejtek differencidldddsa és a fibrosis megel6zése
stromalizin MMP-10 | Sebgydgyulds
kollagenaz MMP-13 | A TNF- a aktivalasa és endosztatin képzddése
nincs hozzarendelve | MMP-20 | Endosztatin generdlasa
egyetlen csoporthoz
sem

1. tablazat Az MMP tipusok, és azok szerepe a bélgyulladasbanl’® 79!,

Az MMP-k koziil els6sorban a kollagenazok és zselatindzok szabdlyozzak a leukocita felhalmo-
z6ddst és a citokin termelést a gyulladt szévetekben!®l, Az MMP-k miikédéséért két f6 endogén
inhibitor felel6s: az a2-makroglobulin és a széveti MMP-inhibitor, (TIMP). A TIMP-ek 1:1 arany-
ban komplexet képeznek az MMP-k erésen konzervalt cinkk6téhelyével. A kapott MMP-inhibitor
komplex inaktiv és nem képes szubsztratot kotni. 4 féle széveti inhibitor ismert: TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 és TIMP-4[81.82] Fiziolégidsan azonban az MMP-k szintje alacsony. A gyulladdsos betegség
kialakuldsa soran az aktiv MMP-ket a TIMPek nem szabdlyozzdak, és ez az ECM lebontdsahoz, sz6-
vetkdrosodashoz vezethet.

A striktuarak kialakulasaban szerepet jatszik a TGF-B, az MMP-k és a TIMP-ek aranyanak kiegyen-
sulyozatlansaga, amely a gyulladas krénikus fazisaban alakul ki(&3!,

Az MMP-9 a CD betegek vastagbélszovetében expresszalddott leggyakoribb MMP, és ezért a IBD
stlyossagdanak, aktivitdsanak meghatarozasaban biomarkernek tekinthet&4,

Ismeretes, hogy az MMP-9 fokozza a colitises bél permeabilitasat(®® a konstitutiv bél

epitelialis MMP-9 noveli a hamsejtek epiteliadlis apoptdzisat a gyulladdsos citokin felszabadulas
mellett!®®l. Egyes kutatdsok a szelektiv MMP-9 gatlas hatdsat vizsgaltak a fibrozisra allatkisérletes
modellekben(®7],
A bélfal megvastagodasat a mezenchimalis- és epitél sejtekbdl keletkez6 myofibroblasztok okoz-
z4k[881, A lamina propridban taldlhaté mezenchimalis sejtek érzékelik a mikrokdrnyezetiiket, fel-
ismerik a mikrobidlis jeleket, aktivaldodnak a gyulladasos kérnyezetben, valamint részt vesznek a
szdvetregeneralddasi folyamatokban is(®.
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1.2 A gyulladasos bélbetegségek klinikai megjelenési

formai
A CD megjelenési helyeil®: distélis ileum 35%; vékonybél 5%; vastagbél 20%; jobb colon
35%; egyéb bélszakasz 5%. A valtozo lokalizaciéju és kilonbozé sulyossagu gyulladas miatt, val-
tozatos panaszokkal és tlinetekkel jelentkezhet. A leggyakoribb tlinetek kozé tartozik a hasi faj-
dalom, az étvagytalansag, a rossz kozérzet, a fogyds és a laz. Gyermekkorban gyakran az észlel-
het6 tiinet a letargia, étvagytalansag vagy névekedésbeli elmaradas és a pubertas késésel®% 921,

1.2.1 Diagnosztikai mdédszerek

Az endoszkdpos moddszerek elényt élveznek a radioldgiai modszerekkel szemben, segit-
ségikkel a nyalkahartya felszinén levé finom elvaltozasok is észrevehetdk, és szovettani minta-
vételre is lehetGséget adnak. A vizsgalat a CD és a CU elkilonitésében is hasznos lehet CD-re jel-
lemz6k a megvastagodott red6k, a gyomor falanak rigiditasa, az aftézus fekélye. A fekélyesedés
annyira sulyos lehet, hogy a bél lumenét szinte csak fekélyek bélelik, melyet helyenként egy-egy
ép nyalkahartyahid szakit meg. CD esetén a fels6 gasztrointesztindlis traktus vizsgdalata is szik-
ségszerl a betegség lokalizacidjabdl adéddan. CU-ban a rectum altaldban mindig érintett, és az
elvaltozdsok szinte folyamatosan észlelhet8k!®3], mig CD-ben a rectum mintegy 50%-ban megki-
mélt, és a fekélyes vastagbélszakaszok szabalyos nyalkahartyaval fedett szakaszokkal valtakoz-
nak®¥ (3. dbra).
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COLITIS CROHN
ULCEROSA

3. dbra A., Colitis ulcerosa és Crohn-betegség elé6forduldsa az emésztérendszerben
A kép forrasa: https.//www.cun.es/enfermedades-tratamientos/enfermedades/enfermedad-
crohn, https://es.slideshare.net/Xideral/curso-histologia-22-histopatologia-digestiva

Rontgen diagnosztikai vizsgalatot akkor alkalmaznak, ha valamilyen akaddlya van az en-
doszkdpos vizsgalat elvégzésének (pl. szlikilet miatt). Els6sorban akut szov6dmények, mint az
ileus felismerésében jatszik szerepet. Ultrahang, ill. doppler vizsgdlat segitségével meghatdroz-
haté a bélfal vastagsaga, a nyirokcsomok, mesenterium, szlikiletek, fisztulak allapota. A CT, MRI
alkalmas nem csak a bélfal, hanem az azon kiviili eltérések diagnosztizaldsara, a szovédmények
kutatdsara is alkalmas. Laboratériumi vizsgalatok soran a betegség kiilonb6z6 formaiban kimu-
tathaté antigének, vagy antitestek szerepe még nem teljesen tisztazott. A meghatarozando el-
lenanyagok szdma egyre bdvil, diagnosztikus szerepe van az anti-neutrofil citoplazmatikus anti-
testeknek (ANCA), CD-ben az egyes mikrobialis antigének ellen termel6dé antitesteknek, mint az
ASCA (anti-Saccharomyces antitestek), valamint az anti-flagellin antitesteknek[®®!. Rutin diagnosz-
tikaban alkalmazott mddszerek a hsCRP (ultraszenzitiv C reaktiv fehérje), a vérsiillyedés, a leuko-
cita-, trombocitaszam, a székletbdl térténd lactoferrin, calprotectin meghatarozas(®®l.


https://www.cun.es/enfermedades-tratamientos/enfermedades/enfermedad-crohn
https://www.cun.es/enfermedades-tratamientos/enfermedades/enfermedad-crohn
https://es.slideshare.net/Xideral/curso-histologia-22-histopatologia-digestiva
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Osszefoglalva tehdt, nem létezik olyan egyetlen, specifikus biomarker, amely valaszt adna
a betegség aktivitasara, vagy a kezelés hatékonysagdra. Emiatt a klinikumban kombindlva alkal-
mazzak az endoszkopos vizsgalatot, a szovettani kiértékelést, valamint a betegségre leginkabb
jellemz6 biomarkerek monitorozdasat.

1.3 A betegség kezelésében jelenleg alkalmazott gyogyszer-
csoportok

A jelenleg rendelkezésre all6 gydgyszercsoportok tovabbra sem kezelik hatékonyan a
bélfal strukturdlis kdrosodasat, szlikség van a betegség patofizioldgidjanak tanulmanyozasara, Uj
terdpias célpontok-, Uj kezelési lehetGségek alkalmazasara.

A IBD kezelése soran els6dleges szempont a tlineti kezelés, a gyulladasos folyamatok
gatlasa, a szovédmeények (sipoly, tdlyog) gydgyitdsa, és a remisszié. Az alkalmazott gydgyszercso-
portokat aszerint kell kivalasztani, hogy milyen sulyos az allapot, ill. hol fordul el6 a gyulladas. A
CD kezelésében alkalmazott gydgyszercsoportok: gyulladdsgatlék (5-aminoszalicilsav (5-ASA) ké-
szitmények, glikokortikoszteroidok), immunmoduldnsok, antibakterialis szerek, bioldgiai hato-
anyagok, tlineti szerek. Hatdstani szempontbdl az az idedlis, ha az alkalmazott gydgyszer maxi-
malis hatdsat a bélben, a nyalkahartya szintjén fejti ki a bélcsatorna meghatarozhato szakaszan,
és csekély szisztémas hatdssal rendelkezik.

Lokalis hatdsu szereknél nagyon fontos, hogy a gydgyszer célzottan jusson el a kivant
helyre. Ujabb készitmények esetén Multimatrix (MMX) technolégiat alkalmaznak, amely soran a
hidrofil és lipofil segédanyagokkal ellatott hatdanyagot egy gyomornedv-ellenalld, pH-fliggd be-
vonattal 1atjak el. Ez a bevonat a terminalis ileum teriiletén kezd el feloldédnil®7- %8I,

1.3.1 Szalicilsav szarmazékok

A szalicilsav szarmazékok az IBD kezelésében legrégebben hasznalt gyégyszercsoport,
melyet enyhe- és kozépsulyos bélgyulladasban alkalmaznak. Az alapgydgyszer az 1940 6ta alkal-
mazott Salazopyrin (sulfasalazin). Hatéanyaga az 5-ASA®®, amely azo-kétéssel kapcsolddik a szul-
fapiridin (szulfonamid - antibakteridlis szer) karriermolekuldhoz!1%!, Csékkenti a ROS és gyulla-
dést kelts citokinek mennyiségét!19l, Az 5-ASA hatékonyan gatolja a peroxinitrit altal kdzvetitett
DNS-szal torést, ezéltal gyulladasgatld és rakellenes hatasul0Z,

Tovabbi tanulmanyokban vizsgaltak a lokalis hatasu mesalamine-t (MES) és a szukralfa-
tot (SUC), mint fix dézisi kombinacids terméket. A szukralfat a gastroduodenalis mucosahoz ta-
pad, helyi semlegesité hatast fejt ki, ezaltal lokélisan védi a fekélyes teriiletet193],

1.3.2  Glukokortikoszteroidok

A IBD kezelésében az 1950-es évek ota alkalmazott gliikokortikoszteroidok a legerésebb
és leggyorsabb gyulladasgatld hatasu szerek. Akut, sulyos esetekben nélkiil6zhetetlen alkalma-
zasuk. Széleskor, részben irreverzibilis mellékhatasaik (osteoporosis, hypertonia, diabetes) mi-
att azonban hosszan tartd kezelésre nem alkalmazzak. A kortikoszteroid kezelés (Prednisolon,
Metypred, Medrol) sordn a terdpids hatasu dozist elérve a szteroid mennyiségét fokozatosan
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csokkenteni kell, majd a gydgyszer teljes elhagydsa javasolt!!®. A lokalis szteroidoknak (Bu-
denofalk, Entocort) mintegy 10-20%-a kerul be a keringésbe, de még igy is hasonldéan hatékony,
mint 5-ASA kezelés CD-ben. Ez a kezelés azon betegek szamara jelent alternativat, ahol a szteroid
mellékhatdsok nem elhanyagolhatdak!t03!,

1.3.3 Immunszupressziv, immunmodulacios szerek

Az alkalmazott szerek CD4* hatds gdatlasan alapulnak, a betegség kdzépsulyos és sulyos
eseteiben alkalmazzak, valamint ha a beteg szteroid dependenssé vagy rezisztenssé valik. A ke-
zelés hatranya, hogy az immunrendszer kevésbé lesz ellenalld a kiilonboz6 fert6zésekkel szem-
ben.

A klinikumban legtobbet alkalmazott szer az azathioprin (AZA) és aktiv metabolitja a 6-
merkaptopurin (6-MP). Széles korben alkalmazzak autoimmun betegségekben (CD, reumatoid
arthritis), transzplantalt betegeknél1%!, Sulyos mellékhatdsai a csontvel karosodas, hepatotoxi-
citds és a hasnyalmirigy-gyulladés(”,

A Metotrexat (MTX) egy folsav inhibitor, amely gatolja a sejt-névekedést, immunszup-
ressziv szer az autoimmun betegségekben, kemoterapia esetén. ElsGsorban fenntarté terdpidban
alkalmazzdk CD-ben, amikor a betegek nem reagalnak, vagy intoleransak az azathioprin keze-
lésrel1%8] mellékhatdsai miatt nyomon kdvetése elengedhetetlen.

1.3.4  Antibiotikumok, probiotikumok

CD esetében felmeriil az a kérdés, hogy az antibiotikum hasznalat hajlamosit-e CD-re, ill.
hatékony kezelést jelent-e a betegség fenndlldsa esetén. Metronidazol kezelés, melyet az elmult
10-15 évben alkalmaztak, hatékony lehet a vastagbelet, ill. végbélnyilas kordli teriletet érintd
gyulladas esetén, valamint csokkenti annak a valdszinliségét, hogy a betegség ujbdl kialakuljon a
m(itéti eltavolitas utan. Az azitromicin és metronidazol kombinalt terdpiaban, a CRP és a calpro-
tectin szintjét szignifikdnsan csokkentette, az enyhe és kozepes CD betegségben, gyermekeknél,
azonban id8sebb betegeknél mellékhatasként QT szakasz megnyuladst okozhat!1%!, Az utébbi id6é-
ben a ciprofloxantin eredményességét is igazoltak1%,

Probiotikumok esetében kimutattak, hogy kevésbé hatékonyak, egy tanulmany szerint
betegség kontrolldld hatdsa van a tejsavo és a szdja fehérjéknek, kiilonodsen, ha a beteget kezel-
ték anti TNF-a antitestekkel és azathioprinnal1,

1.3.5 Biologiai hatéanyagok a gyulladasos bélbetegségekben, anti-
TNF-a kezelés

A proinflammatorikus citokinek gatlasa (példaul IL-1 receptor antagonista, anti-TNF-a an-
titest) soran TNF-a hidnyos egerekben nem alakul ki a gyulladdsi*'?, és az anti-TNF-a antitest
(Infliximab, Remicade) adasaval biztaté eredményeket sikeriilt elérni CD-ben!13], A kezelés sordn
a magasabb Treg sejtszam fokozza a gyulladdsgdatld hatast!114l, Az infliximab esetében kimutattak,
hogy ddzis fuggben fokozza a TIMP-1 szabalyozo fehérje termelését, ezaltal csokkenti az MMP
aktivitast, valamint csékkenti a miofibroblasztok kollagén termelését!!®l, A Remsima olyan ki-
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méra monoklonalis IgG1 antitest, amelyet ugyanazon technoldgidval allitottak el6, mint az inflixi-
mabot, és az infliximabéval megegyez6 aminosav-szekvencidval rendelkezik, viszont olcsébb an-
nal. Hosszu tavu alkalmazdasa hatékony, igéretes kezelési lehet6ség lehet az IBD-s betegek sza-
ma'ra[116, 117].

Az anti-TNF-a terapia (Adalimumab, Certolizumab pegol, Golimumab, Infliximab) kozel
50%-al csokkentette a fekélyes teriiletek nagysagat!118-120 ezért napjainkban f6 vonala a bélgyul-
laddsos betegségek bioldgiai terdpiajanak. Az anti-TNF-a kezelés monoterapiaban vagy kombina-
cios szerként alkalmazva viszonylag biztonsagos, de gyakori mellékhatdsok k6zé tartoznak a su-
lyos fert6zések (TBC, Candida, Herpes), b&rrak és limphomalt21,

Terdpias jelentdségii a T-sejt aktivacio gatlasa

Az Ugynevezett mdsodgeneracios anti-adhéziés molekuldk hatdsmechanizmusuk révén blokkol-
jak a leukocyta migraciot, megakadalyozzdak a gyulladasos kaszkad beinduldsat, ezaltal minimali-
zaljak a bél kdrosoddsat*??l, Az integrin ellenes monoklonalis IgG4 antitest (Natalizumab) sulyos
mellékhatdsaként felmeril a progressziv multifokdlis leukoencephalopathia (PML), mivel nem
csak a gasztrointesztinalis terileteken, hanem az agyban is kivalt bizonyos valaszreakcidkat. A
Vedolizumab, egy masik szelektiv integrin inhibitor ezzel szemben csak a bélrendszerben indukal
bioldgiai valaszt, az agyban nem, ezért csdkken a kockazata a PML-nek!23], Az Ustekinumab az IL-
12 és az IL-23 p40 alegységének monoklondlis antitestje, amelyet pszoridzis-, pszoriazisos izileti
gyulladds- és CD kezelésére engedélyeztek. Hosszu tavu alkalmazasa fenntartotta a klinikai re-
misszit124, A Rizankizumab, a Brazikumab, a Mirikizumab és a Guselkumab a tesztelések kiilon-
b06z6 szakaszaiban vannak. Az IL-23 p19 alegység célzdsaval akadalyozzak meg a gyulladasos kasz-
kad folyamatokat*17],

A bispecifikus antitestek olyan egyedi antitest-formatumok, amelyek tipikusan két kilon-
b06z6 célfehérje antigénjét ismerik fel. Példaul a TNF-a-at és IL-23-at célzé bispecifikus molekuldk
az IBD és mas autoimmun / gyulladasos betegségek kezelésében preklinikai fazisban vannak!2%],
A bispecifikus antitestek a terdpias antitestek kovetkez6 generacidjat képviselik, és lehet6vé te-
szik a bonyolult kezelési stratégiat. (1) a célcitokinek vagy Utvonalak fokozott vagy egyidejd blok-
koldsa; (2) specifikus sejttipusok szelektiv célzasa; (3) Uj jelatvitel a receptor-kolokalizacié vagy a
hiper-térhaldsitds; vagy (4) a patogén sejttipusok T-sejtes megsemmisitése révénl126l,

Ossejt terapia: A Darvadstrocel olyan zsirszoéveti stem sejteket tartalmaz, amelyek gyulla-
dascsokkentd hatast fejtenek ki, a fisztula sdvokba fecskendezve képes a fisztula gyégyuldsat els-
idézni. Hatasmechanizmusara jellemz6, hogy a gyulladas folyaman felszabadult citokinek aktival-
jak a zsirszdveti stem sejteket, és ez az aktivacié csokkenti a gyulladast a fisztula kérnyéként?”:
128].

Mindezen terapids lehet&ségek mellett szlikség van a tovabbi lehetséges gyulladasgatlé
anyagok kutatdsara, mivel a kiilonb6z6 bioldgiai hatéanyagok, antitestek rendkiviil dragak.
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1.3.6 Lehetséges természetes antioxidansok és egyéb gyulladast
csokkent6 anyagok

Az N-acetilcisztein (NAC) erGs antioxidans, gyulladasgatlé hatasa van a bélgyulladasban,
valamint csokkenti az MMP-2 szintjét, ezaltal biztositja az epithelidlis barrier helyes mUkodé-
s6tl129. 130 Kimutattdk azt is, hogy a liponsav, mint egy masik természetes antioxidans, csokkenti
a gyulladas mértékét patkany colitisben*31,

Hasonléképpen a curcumin és a gyombér is képes csokkenti a szabadgyokok mennyisé-
gét, gatolja a citokinek altal kézvetitett NF-kB aktivaciott32 1331 Egy dsszefoglald tanulmany vizs-
galta az Eurdpdban és az azsiai orszagok teriiletén a hagyomanyos kinai orvoslas részeként alkal-
mazott, legaldbb 6tven kilonb6z6 gydgynovény és novényi termékek hatdsat a kisérletes gyulla-
dasos allatmodellekben. A gydogynovénykészitmények bioldgiai tulajdonsdgaik miatt alkalmasak
lehetnek az IBD kezelésére, azonban mivel gyégynovénykeverékekrél van szd, nem feltétlendl
ismert, hogy melyik dsszetevé felel6s a gyulladascsokkentd hatdsért. Tovabbi szamos vizsgalat
szlikséges, hogy kideritsiik milyen gyégyndvénykomponensek hatékonyak, és azokat milyen kon-
centracidban kell alkalmaznil34l,

Szelektiv hisztamin H4 receptor antagonistak

A Johnson & Johnson Gydgyszergyar els6ként k6zolt egy szelektiv hisztamin H4 receptor
antagonistat, melynek fontos szerepe van az autoimmun betegségek kezelésében. AJNJ 7777120
gatolja a hisztamin indukcid alatt a kemotaxist és a Ca?* bedaramlast egércsontveld hizdsejtei-
ben!3%], Szignifikdnsan blokkolja a neutrofil infiltraciét egérben, fert6zés indukalta hashartya-
gyulladasos modellben. Bizonyitott tovabba, hogy a hisztamin H4 receptor szerepet jatszik tidd
gyulladdsos folyamataiban. A szelektiv hisztamin H4 receptor antagonistak hasznos szerepet tolt-
hetnek be a gyulladdsos folyamatok kezelésében!'3¢! a receptor farmakoldgiai vagy genetikai
blokkoldsa gatolja a gyulladast keltd citokin valaszt!137],

LTA4H szelektiv inhibitor

Az els6dleges cél az LTBy, illetve mas, bioldgiailag aktiv leukotriének, példaul leukotrién
C4 (LTCy), leukotrién D4 (LTD4) termelés szabalyozdasa. Egyes kisérletekben az 5-lipoxigendz (5-LO)
hatdsanak a gatlasat vizsgaltak!'3® 139 valamint azt is, hogy hogyan hat a LTAsH gétlds az LTB,
termelésrel>l. A JNJ 26993135, mint LTAsH inhibitor, hatdsos arachidonsav altal kivaltott filgyul-
ladasos egérmodellben!(49l,
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1.3.7 Sebészeti kezelés

Annak ellenére, hogy széles kdrben alkalmazzak a kilonb6z6 gyulladascsdkkent terapi-
akat, a betegek kozel 80%-a sebészeti beavatkozast igényel a diagndzis feldllitasa utdni els6é 10
évben*ll, Sebészeti beavatkozasra van sziikség sulyos szév8dmények, fisztula, sz(ikiilet, bélelza-
rédds vagy folyamatos vérzés eseténl®l. A rezekcié soradn eltdvolitjdk a besziikiilt bélszakaszt,
azonban néhany éven beliil visszaesés tapasztalhatd, ami sziikségessé teszi az Ujabb m(itéti be-
avatkozast. MegelGzésként felmeriilhet az endoszkdpos ballonos tagitds, amellyel késleltethetd
az adott bélszakasz sebészeti eltdvolitasall*?l.
Az immunmodulatorok, valamint a bioldgiai terdpiak alkalmazasa gyulladascsokkentd ha-
tast azonban nem alkalmas a fibrézis megel&zésére illetve visszaforditasarall43,

1.4 A Crohn-betegség modellezése

Szamos eml6s modellt dolgoztak ki az akut és krénikus bélgyulladas, a gyulladas immun-
patomechanizmusanak, a gyulladast csokkent6 kezelések hatdsossaganak vizsgalatara. Leggyak-
rabban alkalmazottak az egér és patkdny modellek, mivel bélrendszeriik hasonlit az emberi bél-
hez, valamint sok immunvalasz azonos[*4. Ezek a bélgyulladdsos &llatmodellek tébb csoportba
sorolhatdk, mint spontan gyulladdsos -, génkiltéses-, transzgenikus-, indukalt gyulladasos mo-
dell143],

Spontdn gyulladdsos modell :

A nydlkahartya gyulladdas spontan alakul ki, az llatok a betegségnek megfelel§ genetikai hattérrel
rendelkeznek!4l,

Génkilitéses, transzgenikus modell :

Olyan modell, amelyben a résztvevd allatok zavart szenvednek a gyulladasgatlé mechanizmusa-
ikban, valamilyen gén kilités vagy a transzgén bejuttatasanak kévetkezményeként!14®), Ezeknek a
modelleknek az egyik f6 elénye, hogy lehet6vé teszik bizonyos immunoldgiai hibaknak a tanul-
manyozasat, melyek nyalkahartya gyulladashoz vezetnek. Szamos gén-knockout modell all ren-
delkezésre, melynek segitségével tanulmanyozhatd a velesziiletett és az adaptiv immunrend-
szerl], Megemlitend6 azonban, hogy kiildnb6z6 kémiai gyulladast indukald szerek hatdsa, mint
a 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav (TNBS), nagyban fligg a genetikai hattérts|47],

Indukdlt gyulladdsos modell :

A legtobbet alkalmazott a kémiailag kivaltott gyulladds, mert viszonylag kénnyen elSidézhet6, a
gyulladds sulyossaga nyomon kdvethetd, a kisérlet megismételhetd.

DSS- Dextran natrium szulfat

A DSS-kezelés koncentracidjanak, és a kezelés id6tartamanak beallitasaval tanulmanyozhatdk az
akut és a krdnikus gyulladdsos mechanizmusok. 2 hénapig tarto, tobbszor ismételt kezeléssel kro-
nikus bélgyulladas érhetd ell'#8l. Ezzel szemben 1-5%-0s koncentracidban alkalmazott, 1 hetes
oralis kezelés akut gyulladast indukal49],
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Azoxymetan (AOM)

FGleg a DSS-sel kombindcios kezelésben alkalmazva fokozza a gyulladds sulyossagat, hosszu tava
alkalmazasa krénikus bélgyulladdst okoz, amely gyakran rakos megbetegedéshez vezet!*>%, On-
magaban térténd alkalmazasaval rdk indukélhatd a disztalis vastagbélbenl*>1],

Oxazolon

Az oxazolon kezelés akut gyulladast okozva testulycsokkenést, nydlkahartyafekélyt, szubmukoza-
lis 5démat, az epithelidlis sejtek elvesztését és szdveti vérzést okoz egerekben>2,

Az dltalunk alkalmazott TNBS-sel indukalt colitis alkalmas a bél homeosztazisat felboritd,
korai gyulladdsos folyamatok javité mechanizmusainak vizsgalataral'>3-1>1, A TNBS egy erds sav,
etanolban feloldva, a disztalis vastagbélbe juttatva intra colonalisan karositja a vastagbél epithe-
lidlis barrier funkcidjat, és T-sejt-fligg6 transzmurdlis gyulladas alakul kil*>> 1361, Az glkohol nem
csak hordozéként szerepel, hanem kart okoz a nyalkahartyaban, el6segitve a TNBS altal kivaltott
Th1-figgs immunvalasz aktivalasat és a CD4* T sejtek infiltracidjat. Azt is kimutattak, hogy a TNBS
40-50% -os etanolban torténd intra colondlis beaddsa a vastagbél rovidiiléséhez, bélvérzéshez,
az epithelidlis nekrézishoz vezet!148 149,155 'Ezért 3 TNBS jol reprezentalja a Crohn betegség szub-
klinikai megjelenési formajat.

Egyszeri TNBS kezelés akut gyulladdsos vdlaszt general, amely beindit egy korai antigén-
specifikus Th1-sejtvalaszt.

Az ismételt beadas késleltetett tipusu tulérzékenységi reakciot valt ki, és a T-sejtfunkcid
in vivo tanulményozésdra alkalmas!*>7,

Tobbszori TNBS kezelés krénikus vastagbélgyulladast valt ki, amely nagy mértékben hasonlit a
human CD-rel158 1591,

A TNBS beadasa utdn 1 héttel a fokozott IL-12 termel6dés Thl immunvalaszt general, me-
lyet IFN-y termelés kisér(*>°, A gyulladas krénikus fazisaban (3. hét) beindul egy Th17 immunva-
lasz, IL-23 megjelenéssell?>% 1601 Fitzpatrick és munkatarsailt®! kimutattak, hogy patkany vastag-
bél lamina propria-ban és submucosa-ban megnovekedett az IL-17* sejtek mennyisége, az akut
vagy hosszu tavu haptén adagoldst kovetSen.
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2. Célkitlizések

A munkank soran alkalmazott TNBS modell jél reprezentalja az CD-re jellemz6 tiineteket.
A gyulladas kezdeti, aktiv szakaszara jellemzé a szoveti gyulladds, MPO szint emelkedés, fokozott
neutrofil infiltracié. Az aktiv és nyugalmi periddusok ismétlédésével a betegség kronikussa valik,
melynek sordn a strukturalis elemek megvaltozdsa miatt sz{kilet alakul ki.

Doktori munkam elsé részében azt vizsgaltuk, hogy a krénikus bélgyulladas esetén
bizonyos szabdlyozé fehérjéknek milyen szerepe van a strikturak kialakuldsaban:
I.  Hogyan valtozik az ECM-et szabalyozé MMP-9 és TIMP-1 fehérje expresszidja és aktivitdsa
kronikus TNBS patkany modellben?

Munkam masodik felében a célunk az volt, hogy megvizsgaljuk:
II.  Hogyan valtoznak a gyulladasi paraméterek hisztamin H4 receptor blokkoldé hatdsara akut
TNBS modellben?
lll.  Hogyan befolyasolja az LTB4 gatldsa a CD-t akut TNBS modellben?
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Kroénikus 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav (TNBS)-modell

TNBS kezelés
1x 2x 3x
v \ 4 v

0 14 28 90 120 nap

mintavétel mintavétel

A kisérleteket a Szegedi Tudomanyegyetem altal elfogadott Allatkisérletes Etikai K6dex
elGirasainak (86/609/EEC9 és a magyar torvényi szabalyozasnak (XXVI11/1998 és 243/1998) meg-
felel6en végeztiik. Az allatokat standard koriilmények (hémérsékelt, paratartalom, tap, ivoviz)
kozott tartottuk.

A kisérlet sordn a vastagbélgyulladast TNBS-sel valtottuk ki, 200-220 g-os, him Sprague-
Dawley patkanyokat hasznaltunk. Az allatokat random médon felosztottuk kontroll, 1x-, 2x-, 3x
TNBS-sel kezelt csoportokra. A 0. nap 12 6ras éheztetés utan, pentobarbitalis anesztézia alkalma-
zasaval 10 mg TNBS-val (0,25 ml 25% etanolban oldva) kezeltlik intra colondlisan (i.c.) az allatokat,
egy 8 cm hosszu, polietilén kanil segitségével. A kontroll csoportok fizioldgias séoldatot kaptak.
A beavatkozas utdn az allatok szabadon ehettek, ihattak!162],

A gyulladasos periddusok kialakulasat két hetente ismétl6dé TNBS kezeléssel idéztiik el
(6sszesen maximum 3x TNBS kezelés). Ebben a kisérletsorozatban hetente mértiik az allatok to-
megét.

Mintavétel a kronikus kisérleti periédus 90. és 120. napjan tortént, cervikalis diszlokacid
utan a vastagbelet a végbéltsl szamitva 8 cm hosszan eltavolitottuk, majd foszfat pufferrel at-
mostuk.

3.1.1 Makroszkopos analizis

A makroszkdpos vizsgdlathoz a foszfat pufferrel atmosott, és feltoltott belet lefotéztuk
(SONY, 16,1 megapixel). Ezt kbvetSen a végbéltél szamitott 8 cm-es bélszakaszt hosszaban fel-
vagtuk, nyalkahdartyaval felfelé fotdztuk. A gyulladas kiterjedését, a makroszképos karosodast
szamitégépes program (Scion Image Beta 4.0.2.) segitségével lemértiik, a kapott értéket a 8 cm-
es béldarab teljes teruletének %-ban abrazoltuk.

3.1.2 Szovettani vizsgalatok

A fénymikroszkdpos vizsgalatokhoz a krdnikus fazisban a 90. és 120. napon tortént a min-
tavétel, a hegesedések, és szikiiletek teriletérdl. A kontroll allatoknal a colon végbél feloli 8 cm-
es szakaszanak kozépsé részét vizsgaltuk.
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Fixalas

Mintainkat immerzidsan fixaltuk (2% paraformaldehid, 2% glutaraldehid 0,1 M PB-ben) egy éj-
szakan at 4°C-on. Fixalas utan ultramikrotémmal 1 um vastagsagu félvékony metszeteket készi-
tettlink. A metszeteket a bedgyazo anyag (epoxy tipusu muigyanta) kiolddsa nélkdl, toluidinkékkel
festettiik meg!13,

Toluidinkék festés

Az eljards sordn 2 percig tartottuk a metszeteket fest6oldatban (toluidin 1,75%, ecetsav 0,2 M,
Na-acetdt 0,2 M), majd 3x2 perces desztillalt vizes mosas utan 70%-os etilalkohol oldatban 3 perc
differencialds kovetkezett!164 1651,

Fénymikroszkdpia
A képeket 40x,100x nagyitassal Olympus (BX51) mikroszképhoz kapcsolt digitalis kamerdaval (Oly-
mpus DP11) készitettiik.

Morfometriai analizis
A szovettani fotokat (40x, 100x nagyitas) a Scion image szamitogépes programmal analizaltuk
(B4.02. version, Scion Corp.)!164 1651,

3.1.3 Fehérje meghatarozas

A fehérjemérésnél Bradford moddszerét alkalmaztuk[*®®l. Standard sorunkhoz (0-10
ug/ml) BSA-t (bovine serum albumin) hasznaltunk. Mintdinkbdl a sziikséges higitds (25x vagy 50x)
utan 20 pl-t tettlink 980 ul desztillalt vizhez, ezutdan mind a standard sorhoz, mind pedig a minta-
inkhoz 200-200 pl Bradford reagenst adtunk. 10 perces inkubalas utan 200-200 pl-t tettlink egy
plate-be és fotometridsan (Benchmark Microplate reader, Bio-Rad Labs) mértik 595 nm-en.
Eredményeinket mg/ml fehérjekoncentraciéban adtuk meg.
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3.1.4 MMP-9 és TIMP-1 fehérje expresszid vizsgalata

Fehérje expresszios vizsgalathoz a mintavétel 3.1.2 szerint tortént, a méréshez a vastagbél izom-
rétegei (hosszanti, kérkords) és a myenterikus plexus (MP) haszndltuk™®7]. A mucosa és a submu-
cosa eltdvolitdsa utan a bélfal simaizomrétegeit, és a koztik elhelyezkedé MP-t tartalmazé mintat
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd -80°C-on taroltuk feldolgozasig.

Western blot analizis

A szovetmintdkat homogenizaltuk (Ultra-turrax, T25 modell, IKA (Janke&Kunkel), 13500
rev/min fordulatszam, 2x30 masodperc, jégen) tris-mannit pufferben (Tris 7.9 2 mM/I, mannit 50
mM/I, fenilmetilszulfonil fluorid (PMSF) 100 uM/I, leupeptin 100 pg/l, aprotonin 5U/mg 10 pg,
0,5% triton X-100, 100 pl proteaz inhibitor cocktail, pH 7,4), 250 ul/20 mg minta térfogatban. A
homogenizatumot centrifugaltuk 12000 rpm-el, 10 percig, 4°C -on. A felliliszdt vizsgaltuk tovabb,
az 6sszfehérje mennyiséget 3.1.3 pont szerint hataroztuk meg. Az elektroforézishez a fehérjéket
forraldssal denaturéltuk, B-merkaptoetanolt tartalmazé Laemli-féle mintapufferben 5 percig8.
10 ug Osszfehérje mennyiségnek megfelel8, azonos térfogatban (30 ul) felvitt mintat futtattunk
TIMP-1 esetén 15% -, MMP-9-nél 10% poliakrilamid gélen, 90 V fesziltséggel (Complete system
for Mini Vertical Electrophoresis & Blotting, Cleaver Scientific). A blottolas nitrocelluléz memb-
ranra (Amersham), félszdraz blottoléval (Semi Dry Blotter Mini, 10 x 10cm System, Cleaver Scien-
tific) tortént. A transzferdlds eredményességét 5% Red-ponceau festéssel ellendriztiik. Az aspe-
cifikus antitest kotédést 5% tejes TBS Tween-nel (TBS pH 7,6, 300 pl/l Tween 20, 50 g/l zsirmen-
tes, sovany tejpor) blokkoltuk. Ezutdn a membranokat MMP-9 egér monoklonalis antitesttel
(ABCAM PLC, 1: 1000-es higitasban), illetve TIMP-1 (H150) nyul poliklonalis antitesttel (Santa Cruz
Biotechnology Inc., 1: 1000-es higitassal) inkubaltuk 2 6ran keresztiil. TBS-Tween-es mosas utan
inkubaltuk HRP-konjugalt anti-egér illetve anti-nyul masodlagos antitesttel (Santa Cruz Biotech-
nology Inc., 1: 2000) 1 rdn at, szobahémérsékleten. Immobilon Western HRP Szubsztrattal (Mil-
lipore Corporation) tettiik Iathatéva a jeleket. A membranokat LICOR C™ blot Scannerrel (Li-Cor
Corporate) olvastuk bel'®7], Az expresszié meghatdrozdsahoz Bio-Rad Quantity One 4.4.0 prog-
rammal elemeztiik a felvételeket.

MMP-9 meghatdrozasa zselatin zimografiaval

A mintakat homogenizaltuk (pH 7,4: 50 mM tris 7-9, 0,5% triton-X, 100 ul proteaz inhi-
bitor cocktail, 100 pg leupeptin, 10 ug 5U/mg aprotonin) homogenizalé pufferben 13500 rev/min
2x30 masodpercig, jégen. Ezutan centrifugdltuk a homogenizatumokat 5000 rpm-mel 10 percig
4°C-on. Az 6sszfehérje mennyiséget 3.1.3 pont szerint hataroztuk meg. A mintakat zimogram
mintapufferrel (Bio-Rad) higitottuk, és 5 ug/ml 6sszfehérje mennyiséget azonos térfogatban (30
ul) megfuttattunk zselatint (20 mg/ml) tartalmazé 8% SDS-PAGE gélen 90 V fesziltséggel. Ezutan
a géleket ledblitettlik desztillalt vizzel, és renaturaciés pufferbe (Bio-Rad) helyeztiik 40 percre.
Majd development pufferben (Bio-Rad) 20 percig razattuk a géleket, ezutan friss pufferbe he-
lyezve 37°C-on 20 éraig inkubaltuk. Masnap 40 percig festettiik a géleket Coomassie Blue festék-
kel (Bio-Rad), a felesleges festéket eltavolitottuk festékmentesit6 oldattal, ismételt mosasokkal
mindaddig, amig az MMP aktivitas helyén az elemésztett csikok atlatszéan jelentek megt®l. A
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gélt LICOR C™ blot Scannerrel (Li-Cor Corporate) olvastuk be. Az MMP-9 aktivitas meghataroza-
sahoz Bio-Rad Quantity One 4.4.0 programmal elemeztik a felvételeket.

3.1.5 Statisztikai analizis

Munkam adatainak értékelése soran egyfaktoros variancia analizist (Analysis of vari-
ance, ANOVA) és Newman-Keuls tesztet végeztiink (GraphPad Prism 6.0). A kapott eredményeket
oszlopdiagramokon abrazoltuk, az értékeket atlag+tSEM (standard error of mean) formaban tiin-

111111

meg.

3.2 Akut 2,4,6 -trinitrobenzol-szulfonsav (TNBS)-modell

Az epithélium-sérilés el6idézése kémiailag torténik, amely lehetévé teszi, hogy a bakté-
riumok és immunogén molekuldk gyulladdsos valaszt indukaljanak.

A kisérleteket a Szegedi Tudomanyegyetem 4ltal elfogadott Allatkisérletes Etikai Kodex
elGirasainak megfelel6en (86/609/EEC) és a magyar torvényi szabalyozasnak (XXVIII/1998 és
243/1998) megfelelSen. Az allatokat standard kortulmények (h6mérsékelt, paratartalom, tap, ivo-
viz) kozott tartottuk.

Az akut kisérlethez 200-240 g-os him Wistar patkanyokat hasznaltunk.

TNBS kezelés mintavétel
\ 4 \ 4
-1 0 1 2 3 nap

antagonista kezelés

A kisérlet 5 napig tartott, ezalatt az allatok testsulyat naponta mértiik. A TNBS kezelés
el6tt legalabb 12 6ras éheztetést alkalmaztunk, ivoviz biztositdsa mellett. Az dllatokat a 0. napon
dietil-éter anesztézia alkalmazasaval 10 mg TNBS-val (0,25 ml 50 % etanolban oldva) kezeltik
intra colonalisan, egy 8 cm hosszu, polietilén kanll segitségével. A kontroll csoportok fizioldgias
séoldatot kaptak. A beavatkozas utan az allatok szabadon ehettek, ihattak*>> 170

Két, a Johnson & Johnson Gydgyszergyar altal szintetizalt farmakon hatdsat teszteltik,
kisérletes vastagbélgyulladasos modellben:

. Hisztamin H4 receptor antagonista kezelés csoportjai:
abszolut kontroll
TNBS+ 20% 2-hidroxipropil-B-ciclodextrin (HPCD) viv6anyag
TNBS + JNJ 10191584 10 mg/kg p.0./20% HPCD 2ml/kg
TNBS + JNJ 10191584 30 mg/kg p.0./20% HPCD 2ml/kg
TNBS + JNJ 10191584 100 mg/kg p.0./20% HPCD 2ml/kg

vk wnN e

A hisztamin H4 receptor blokkold kezelést 4 napig, a TNBS kezelést megel6z6 -1. naptdl, naponta
kétszer (JNJ 10191584 10, 30, 100 mg/kg) alkalmaztuk oralisan. A 0. napon a hisztamin H4 recep-
tor antagonista kezelés 3 6raval a TNBS beaddsa el6tt tortént(16],
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M. LTAsH inhibitor kezelés csoportjai:

abszolut kontroll

TNBS + 20% HPCD

TNBS + JNJ 26993135 5 mg/kg p.0./20% HPCD 2ml/kg
TNBS + JNJ 26993135 15 mg/kg p.0./20% HPCD 2ml/kg
TNBS + JNJ 26993135 30 mg/kg p.0./20% HPCD 2ml/kg

vk wN e

Az oralis LTAsH inhibitor(JNJ 26993135 5, 15, 30 mg/kg) kezelést a hisztamin H4 receptor blokkold
kezeléshez hasonldan végeztiik, naponta kétszertt74),

A TNBS kezelést kovetben, 72 dra elteltével, a cervikalis diszlokacio utdn a vastagbelet a
végbéltsl szamitva kb. 8 cm hosszan eltavolitottuk. A belet hossziranyban felvagtuk, a bélsartdl
megtisztitottuk, majd hideg fizioldgias séoldattal kidblitettiik. Ezutdn tiszta, hideg fiziolégids so-
oldatot tartalmazo edényben kifeszitettiik. A fekélyt tartalmazoé 8 cm-es béldarabot digitdlis fény-
képez6géppel (SAMSUNG DIGIMAX) dokumentaltuk, ezt kbvetéen a bél tomegét lemértiik, és
tovabbi vizsgdlatokhoz készitettiik eld.

3.2.1 A nyalkahartya makroszkoépos analizise

A bélszakaszokon keletkezett gyulladas kiterjedését, a makroszkdpikus karosodast sza-
mitdgépes program (Scion Image Beta 4.0.2.) segitségével lemértiik. A kapott értéket a 8 cm-es
béldarab teljes teriiletének %-ban abrazoltuk. Az adott bélszakaszt hosszanti iranyban feldara-
boltuk ugy, hogy mindegyik sav tartalmazza a gyulladast.

3.2.2 A nyalkahartyagyulladas mértékének sulyossaga

A karosodas mértékének pontozasa
A karosodas teriiletének mérésén kivil, 0-10-ig pontoztuk a gyulladas mértékének su-

lyossagat172l:

0 nincs karosodas
egy helyen gyulladas, nincsenek fekélyek
vonalszerd fekély, nincs szignifikans gyulladas
vonalszer( fekély, egy helyen gyulladassal
ketts vagy tobb fekély és/vagy gyulladas, fekély legaldbb egy helyen van

“u A W N -

ketts vagy tobb helyen fekély és/vagy gyulladas. A fekély vagy a gyulladas mértéke
nagyobb, mint 1 cm

6-10 ketts vagy tobb helyen fekély és/vagy gyulladas, a fekély vagy a gyulladas mértéke
nagyobb, mint 2, 3,4, 5, 6 cm.

3.2.3 Colon sulymérés

Analitikai mérleggel lemértiik a colon darabok sulyat (g).
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3.2.4 Mieloperoxidaz aktivitas mérése

A mieloperoxidaz aktivitds meghatarozasa egy kordbban leirt mdodszer szerint tor-
téntl173, A 8 cm hosszu béldarabot lemértiik, feldaraboltuk, majd homogenizéltuk (Ultra-turrax,
T25 modell, IKA (Janke&Kunkel), 13500 rev/min; 2x30 s; 250 mg colon /1 ml puffer) hideg foszfat
pufferben (50 mM, pH 6.0). Lefagyasztottuk folyékony nitrogénben, majd 37°C -os vizflrdére tet-
tuk és felolvasztottuk, ezt a lépést ismételtiik haromszor, majd centrifugdltuk kétszer (10 perc,
14000 g). A felliluszot lefagyasztva taroltuk felhasznalasig. A felliluszébdl kivettiink 12 pl-t, és 280
ul O-dianizidinnel kevertiik, a reakciot 10 pl 30%-os hidrogén peroxiddal inditottuk, és fotomet-
ridsan mértik 490 nm-en 90 masodperc razds utan. A mieloperoxidaz aktivitast mU/mg fehérje
értékben fejeztiik ki.

3.2.5 IL-6, TNF-a szint meghatarozasa

A colon minta sulyat lemértik, homogenizaltuk (Ultra-turrax, T25 modell, IKA
(Janke&Kunkel), 13500 rev/min, 2x30 s jégen; 250 mg colon/1 ml puffer) médositott Greenburg
pufferben (300 mmol/I NaCl, 15 mmol/l Tris, 2 mmol/l MgClz, 2 mmol/I Triton X-100, 20 ng/ml
pepsztatin A, 20 ng/ml leupeptin, 20 ng/ml aprotonin; pH 7,4). Ezt kdvet6en 30 percig lizaltuk
jégen a homogenizatumot, majd 14000 rpm-el 4°C-on 10 percig centrifugdltuk mintainkat74l,

Az IL-6 szintet ELISA kittel hataroztuk meg, a gyartd cég utasitasai szerint (R&D Systems
Inc.). 450 nm hulldmhosszon mértiik az optikai denzitast, a korrekciés mérés 540 nm-en tortént.
A legkisebb detektalhaté koncentracio 21 pg/ml volt. Eredményeinket pg/mg fehérjére vonat-
koztattuk.

A TNF-a méréshez TNF-a ELISA kitet haszndltunk (R&D Systems Inc.). A mérést a gyartd
altal kuldott leiras alapjan végeztik, 450 nm-en. A legkisebb detektalhaté koncentracié 10 pg/ml
volt. Eredményeinket pg/mg fehérjére vonatkoztattuk.

3.2.6  Szoveti LTB4 szint meghatarozasa

A colon mintakat homogenizaltuk (Ultra-turrax, T25 modell, IKA (Janke&Kunkel), 13500
rev/min 2x30 s jégen; 250 mg colon/1 ml puffer) Tris pH 7,4 pufferben (100 mmol/I NaCl, 1 mM/I
CaClz, 1mg/ml D-glikdéz, 28 mM indomethacin). Ezt kdvetéen 15000 rpm-el 4°C-on 15 percig
centrifugaltuk mintdinkat. A felliliszokbdl meghataroztuk az LTBa szintet ELISA kittel (R&D
Systems Inc.). A mérést a gyarto altal kiildott leirds alapjan végeztik, 450 nm-en, a korrekcids
mérés 540 nm-en tortént. A legkisebb detektalhatd koncentracid 10 pg/ml volt. Eredményeinket
pg/mg fehérjére vonatkoztattuk!7>!,

3.2.7 Szovettani vizsgalatok
Fixalas

Mintainkat 4 %-os paraformaldehid oldatban egy éjszakan keresztil 4°C-on fixaltuk. Fixalds utan
a mintakat szdévettani kazettaba helyeztiik és 0,05 M Foszfat pufferben (PB) mostuk[63 1641,
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Dehidratalas

A viztelenités felszallé alkohol sorozatban, illetve xilolban tortént. Ezutan egy éjszakdn keresztil
paraffinban (57°C) inkubdltuk a mintdinkat. Az el6készitett mintdkat paraffinba agyaztuk. Szan-
kamikrotdmmal 8 pum vastagsagu metszeteket készitettiink. A 8 um-es metszeteket zselatinos
targylemezre helyeztiik, melyeket el6z6leg alkohol: ecetsav 1:1 aranyu keverékével zsirtalanitot-
tunk[163, 164].

Deparaffindlas

Xilolba, majd csokkend koncentracidju alkohol sorozatba (abszolut etanol, 96%-, 80%-, 70% eta-
nol) vittiik mintdinkat, majd a sorozat végén desztillalt vizbe helyeztiik azokat[163 1641,

Hematoxilin eozin festés

A festés a sejtmagot, riboszémakban gazdag citoplazma-terileteket lildskék szinben, mig a sej-
tek citoplazmajat rdézsaszin vagy voréses szinben festi megl1®°l. A festési eljards sordn mintdinkat
el6szor hematoxilin oldatban 5 percig inkubaltuk, majd a kékités sordn csapvizben tartottuk 6ket
5 percig. Desztillalt vizes mosas utan Ujabb 1 perces inkubalas kdvetkezett 1% eozin oldat-ban,
majd a mintainkat desztillalt vizzel dblitettiik[163 1641,

Toluidinkék festés

A Toluidinkék bazikus festék, ami a szvetek negativ toltés(i csoportjaihoz kotédik, s lilaskék szin-
ben fest (185, Az eljdrds soran 2 percig tartottuk a metszeteket festéoldatban (toluidin 1,75%,
ecetsav 0,2 M, Na-acetat 0,2 M), majd 3x2 perces desztillalt vizes mosas utdn 70%-os etilalko-hol
oldatban 3 perc differencialas kdvetkezett!163 1641,

A mintavétel A és B régidbdl tortént (4. abra):

végbél feldli

rész A B

0 1 2 3 4 5 6 7 8cm
4. abra A szbvettani metszetek mintavételi helyei

“A” minta: 1,5-2,5 cm kozotti rész
“B” minta: 4,5-5,5 cm kozotti rész
Fénymikroszkopia

A képeket 40x, 100x, 400x nagyitdssal, Olympus (BX51) mikroszképhoz kapcsolt digitdlis kamera-
val (Olympus DP11) készitettiik.
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Morfometriai analizis

A szovettani fotdkat (40x, 100x, 400x nagyitds) a Scion image szamitégépes programmal analizal-
tuk (B4.02. version, Scion Corp.). Mértiik a mucosa, submucosa vastagsagat um-ben. 400 x nagyi-
tasnal szdmoltuk a submucosaban a neutrofil granulocitdk szamat!164 1651,

3.2.8 Felhasznalt anyagok és vegyszerek

A terdpids hatdsossag szempontjabdl vizsgalni kivant anyagokat a Johnson & Johnson
Gydgyszergyar szintetizalta, melyek a hisztamin H4 receptor antagonista, a JNJ 10191584 (5-
chlorobenzimidazolyl N-methylpiperazine carboxamide)*’®, és LTA4H inhibitor JNJ 26993135 (1-
[4-(benzothiazol-2-yloxy)-benzyl]-piperidine-4-carboxil-sav)'%l. Az oldatokat, amelyeket a keze-
Iések soran felhasznaltunk, naponta frissen készitettlik, hordozd anyagként 20 % hidroxipropil B
ciklodextrin (HPCD, Sigma Chemical Company) alkalmaztunk. A TNBS-t a Fluka Chemie AG-tdl
rendeltik. ATNF-q, IL-6 és LTB4 ELISA assay kitet az R&D Systems Inc.-t6l szereztiik be. A Bradford
reagenst a Bio-Rad Kft-t6l, az 6sszes tobbi anyag és reagens a Sigma Chemical Company-tdl szar-
mazott.

3.2.9 Statisztikai analizis

Munkam adatainak értékelése soran a kétmintas student ,,t” prébat, valamint ANOVA-
Bonferroni tesztet alkalmaztam. A kapott eredményeket oszlopdiagramokon abrazoltuk, az érté-
keket atlag+tSEM (standard error of mean) formaban tintettik fel. A szignifikancia szintjét
p<0,05; p<0,01; p<0,001 valdszinlségi értékben hataroztuk meg.
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4. Kronikus kiseérleti eredmények

4.1 Makroszképos gyulladasi paraméterek vizsgalata
kronikus TNBS kezelés utan
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1x TNBS kezelés 4. nap 1x TNBS kezelés 8. nap

‘»\_‘ ——— g B o

T T . 4 : s L =
| l! !rl|"|>lllll f|’|t'||‘|Hl!!HI,IIH‘IHIIH|l\llHllHl]llll\‘Hl‘.llH i(‘f!}l!lijflll‘lmw|H||HIIHH‘||nl!|||||||litl|l|lllI\HlI]Hll\\ll\\lm%m
GD . i | | ta |

0 ¢ 2 B § &% & 8. ¢ 2 | 4 5 6 7 8

3x TNBS kezelés 32. nap 3x TNBS kezelés 36. nap
5. dbra A TNBS kezelt allatok vastagbelének makroszkdpos felvétele 1x TNBS kezlés esetén a 4. és 8.
napon ;

3x TNBS kezelés esetén a 32. és 36. napon

A TNBS kezeléssel a nyalkahartya az akut allapotoknak megfelel6 gyulladasos elvaltozdsokat mu-
tatta az els6 TNBS kezelést kovet6 4. napon, mely a 8. napra csokkent (5. dbra), a sorozatos, 3x
TNBS kezelés utan a fekélyes tertlilet nagysaga gyakorlatilag nem volt mérheté.

Az 1x TNBS kezelés utan a 90. napon kozel 1 cm-es szikiilet figyelhet6 meg, mig ez a 2x
TNBS kezelés esetén megtobbszoroz6dott. A 3x TNBS kezelés hatasara a 90. napon a szlkilet
szinte a teljes eltdvolitott 8 cm-es bélszakaszra jellemzé (6. abra).

1 | ¥

1x TNBS 2x TNBS 3x TNBS
6. dbra A krénikus bélgyulladds mértéke a kisérletsorozat 90. napjan A., 1x TNBS kezelt; B., 2x TNBS
kezelt ; C., 3x TNBS kezelt patkdanyok esetén, a striktirak helyeit nyil jeloli
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A TNBS kezelések utdn kialakult gyulladasok (1x-, 2x TNBS kezelés) %-os valtozasat tlintettik fel
a kovetkezd dbran (7. dbra). Megfigyelhetd, hogy a két TNBS kezelés hatasara akut gyulladas ala-
kul ki, melynek kiterjedése a kezelés utani 4. nap kozel 25%-0s, majd a 8. nap végére szignifikan-
san csOkkent. A 2x TNBS kezelés utan a fekély nagysaga kisebb lett az 1x kezeléshez képest. A 3x
TNBS kezelés utdn gyakorlatilag nem volt mérhetd a fekélyes terilet nagysaga.

A gyulladas mértéke

30+

X T

g 207 * ok %

b= * %k

g T T

°

N

w 104 %k %

© T
0

4. nap 8. nap 4. nap 8. nap
1 IL 1

1x TNBS 2x TNBS

7. abra Az ismétl6d6 TNBS kezelések hatasa a gyulladds mértékére
A sérilés teriiletének %-os valtozasa a teljes vastagbél teriiletéhez képest. T= SEM; n=8-16;
**p<0,01; ***P<0,001 az 1x TNBS kezelés 4. napjahoz viszonyitva

4.2 A testsuly valtozasanak nyomon kovetése kronikus TNBS
kezelés utan

Az 1xTNBS kezelést kovetSen testsulycsokkenés figyelheté meg a 4. napig, majd a 8. naptdl szig-
nifikans testtomegnovekedést tapasztaltunk. A 2x TNBS kezelés utan tovabbi sulygyarapodas tor-
tént egészen a kisérleti periddus végéig. A 120. napra a kontrollal kdzel azonos sulygyarapodast
tapasztaltunk (8. abra).
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Testsulyvaltozas
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8. dbra A TNBS kezelt patkanyok testsulya a kronikus kisérletsorozat soran
T = SEM; n=8-16; ***p<0,001 a 0. napi sulyhoz viszonyitva

4.3 Kronikus TNBS kezelés utani szovettani eredmények

A kezelések szamatdl fliggetleniil, a TNBS kezelés hatdsara a strikturak megjelentek. A bélfalat
felépité lamina muscularis mucosae megvastagodott a kisérleti periédus 90. napjara, azonban a
120. napra a vastagsaga a kontrollhoz hasonld volt. A striktdrak teriiletén a hosszanti és korkoros
izomrétegek vastagsaga tobbszorosére emelkedett a kontroll csoportokhoz képest (9. abra, 10.
abra).

Kontroll 120. nap 3x TNBS kezelés 120. nap
9. dbra A bélfal szerkezetének felvétele toluidinkék festést kbvetéen, a 120. napon
A : kontroll B : 3x TNBS kezelés esetén
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Kontroll 120. nap 3x TNBS kezelés 120. nap

10 . dbra A bélfal kiils6 izomrétegeinek felvétele toluidinkék festést kovetéen, a 120. napon
A : kontroll B : 3x TNBS kezelés esetén
LMM : lamina muscularis mucosae, CM : belsé korkords izomréteg, LM : kiilsé hosszanti zomréteg, MG :
myenterikus ganglion, scale: 25 um

4.4 MMP-9 és TIMP-1 expresszidja kronikus TNBS kezelés
utan
Megvizsgaltuk az MMP-9 és TIMP-1 kifejez6dést fehérje szinten (11. abra, 12. dbra). Az

MMP-9 fehérje expresszié kimutathatd volt a kontroll mintabdl is, a 3x TNBS-sel kezelt allatok
esetén  szignifikdns  kilonbséget  tapasztaltunk a  kontroll  csoporthoz  képest.

MMP-9 TIMP-1
65 kDa s s s 28 kDa

K F K F K F K F

90.nap 120. nap 90.nap 120.nap

11. abra Az MMP-9 és szoveti gatldjanak (TIMP-1) fehérje expresszidja
Kontroll (K), a vastagbél fekélyes (F), terliletén, a 3x TNBS kezelést kdvets 90. és 120. napon

Enyhe foku fehérje expresszid ndvekedést tapasztaltunk a 120. napra a kezelt allatok esetében.
A TIMP-1 fehérje expressziot gyakorlatilag nem sikerilt detektalni (11. abra).
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MMP-9 western blot
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90. nap 120. nap

12. abra MMP-9 fehérje expresszidja a 3x TNBS kezelést kovets 90. és 120. napon
T= SEM; n=4-5; *P<0,05; a 3x TNBS kezelést kdvets 90. napi kontroll allatokhoz viszonyitva

4.5 MMP-9 aktivitasa kronikus TNBS kezelés utan

A zselatin zimografia alapjan az MMP-9 aktiv formaja kifejezettebb a 90. és 120. nap
kozott a fekélyes terilleten, mint a pro-MMP-9 szintje (13. dbra), valamint szignifikdns kiilonbsé-
get talaltunk az MMP-9 aktivitdsban mind a 90., mind a 120. napon a 3x TNBS kezelt csoportok-
ban a kontrollokhoz képest (14. abra).

MMP-9 82 kDa —

K F K F

90.nap 120.nap

13. abra MMP-9 zselatin zimografia
Kontroll (K), a vastagbél fekélyes (F) teriiletén, a 3x TNBS kezelést kdvet6 90. és 120. napon
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MMP-9 zselatin zimografia
700

600 T

500 *

400

300 -

200

aktivitas (INT*mm2)
_|

100

Kontroll Fekélyes Kontroll Fekélyes
| ]l |

90. nap 120. nap

14. dbra MMP-9 aktivitas a 3x TNBS kezelést kévet6 90. és 120. napon
T=SEM; n=4-5; *P<0,05 a 3x TNBS kezelést kdvet6 90. napon kontroll dllatokhoz viszonyitva

A 3x TNBS kezelést kdvet6en az MMP-9 aktivitasa szignifikdns kilonbséget mutatott, mind a 90.
napon, mind a 120. napon a kontroll csoporthoz viszonyitva.
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5. Akut kisérleti eredmenyek

5.1 A hisztamin H4 receptor antagonista és az LTA4H inhibi-
tor kezelés hatasa az allatok gyulladasi parameétereire
akut TNBS kezelés utan

A 15. abra a kontroll allatok vastagbelének makroszképikus felvételét, és a TNBS kezelés
altal okozott elvaltozasokat mutatjuk be. A felvételen jol latszik, hogy TNBS kezelés hatasara, a
végbél feldli oldalon jelentds, 6sszefliggs gyulladas és fekély alakult ki.

15. abra Kontroll és TNBS kezelt allatok vastagbelének makroszkdpos felvétele
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Az aldbbi abran (16. dbra) a hisztamin H4 receptor antagonista kezelések ddzisfligg6 ha-
tdsa lathatd. Jol latszik a fekélyes, gyulladt elvaltozds a vastagbél kozépsé szakaszdn. Az irodalmi
adatoknak megfelelen kisebb részben a rectum fel6li végén, nagyobb mennyiségben a belek
kozéps6 szakaszan jelenik meg altaldban a gyulladas. A reprezentativ fotdk szemléltetik, hogy a
hisztamin H4 receptor blokkolé dézisfliggéen csokkentette a gyulladas és fekély mértékét. A rec-
tum feldli oldalon csokkent a kdrosodds, valamint csokkent a fekély mértéke is.

TS 10 g + JNJ101 [ 10mg Neg7 ke TNBS 10 mg + JNJ101 /” . bt

—r———

e Al

TNBS + JNJ 10191584 30 mg/kg p.o.

TNBS + JNJ 10191584 100 mg/kg p.o.

16. abra A hisztamin H4 receptor antagonistaval kezelt allatok vastagbelének makroszképos
felvétele
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A 17. abran az LTA4H inhibitor kezelések dozisfliggd hatdsa lathatd. A képek jél mutatjak

a gyulladt teruletek szignifikans csokkenését, valamint az 6sszefliggs fekélyek méretének drasz-
tikus valtozasat.

™S 10 mg  Nu269 A5mg WD

TNBS + JNJ 26993135 5 mg/kg p.o. TNBS + JNJ 26993135 15 mg/kg p.o.

TNBS + JNJ 26993135 30 mg/kg p.o.

17. dbra LTA4H inhibitorral kezelt allatok vastagbelének makroszkdpos felvétele

A kialakult gyulladdsok %-os valtozasat tlintettik fel a kovetkez6 abrakon (18. dbra, 19. abra).
Megfigyelhetd, hogy TNBS kezelés hatasara kozel 50%-o0s nagysagu szignifikans gyulladds alakult
ki az allatok vastagbelében. A hisztamin H4 receptor antagonista kezelés ddzisok szignifkansan
csOkkentették a gyulladdsok mértékét (18. dbra).
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A gyulladas mértéke

T

1 %%
354 - kkk  kokok

a lézio teriilete %

5+ kK k

Kontroll HPCD 10mg 30mg 100 mg
I —

JNJ 10191584

TNBS

18. dbra A hisztamin H4 receptor antagonista kezelés hatasa a gyulladas mértékére, TNBS kezelés utdn
A sériilés terililetének %-os valtozasa a teljes vastagbél terliletéhez képest. T= SEM; n=8-16; **P<0,01;
***P<0,001 a TNBS+HPCD kezelt allatokhoz viszonyitva, HPCD : vivGanyag

Megfigyelhet8, hogy TNBS kezelés hatdsara kialakult szignifikdans gyulladast, az LTAsH inhibitor
dézisfliggben és szignifikdnsan csokkentette (19. abra).

A gyulladas mértéke

T T

50+
40+ T

304

*

a lézio teriilete %

%k %k %k

Kontroll HPCD 5mg 15mg 30mg
L [ ]

JNJ 26993135

TNBS

19. dbra Az LTA4H inhibitor kezelés hatdsa a gyulladds mértékére, TNBS kezelés utan
A sériilés teriiletének %-os valtozasa a teljes vastagbél teriiletéhez képest. T= SEM; n=8-16;
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 a HPCD+TNBS kezelt allatokhoz viszonyitva, HPCD: vivGanyag
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5.1.1 A hisztamin H4 receptor antagonista és az LTA4H inhibitor
kezelés hatasa a 1éziok nagysagara akut TNBS kezelés utan

A TNBS+HPCD, valamint a hisztamin H4 receptor antagonista és LTAsH inhibitor kezelé-
sek utdni makroszkdpikus karosodasok sulyossagat mutatjuk be a kovetkezd abrakon. (20. abra,
21. 4bra). 0-10-ig pontoztuk a gyulladas mértékének sulyossagat.

A TNBS és az analégok olddszerének (HPCD) egylttes kezelése szignifikdns sulyossagu
colitist eredményezett. A hisztamin H4 receptor antagonista (20. abra) és a LTAsH inhibitorral (21.
abra) tortént kezelések dozisfiiggéen csokkentették a kdrosodas mértékét.

A karosodas mértéke

10+
o=
8=
7=
6=
5+ —_
44
3=
2=
1+

H

A karosodas mértékének
pontozasa (0-10)

Kontroll HPCD 10mg 30mg 100 mg
JNJ 10191584
1 1
TNBS

20. 4bra A hisztamin H4 receptor antagonista kezelés hatdsa a colon kdrosodasra, TNBS kezelés utdn
T =SEM; n=8-16; *P<0,05; a TNBS+HPCD kezelt csoporthoz viszonyitva, HPCD: viv6anyag

A karosodas mértéke

10-
9-
8-
7-
64 T

5= EX 3
4-
34
24
1-

A karosodas mértékének
pontozasa (0-10)

Kontroll HPCD 5mg 15mg 30mf

JNJ 26993135
| ]
TNBS

21. dbra Az LTA4H inhibitor kezelés hatasa a colon kdarosodasra, TNBS kezelés utan
T=SEM; n=8-16; **P<0,01; a TNBS+HPCD kezelt csoporthoz viszonyitva, HPCD : vivGanyag
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5.1.2 A hisztamin H4 receptor antagonista és az LTA4H inhibitor
kezelés hatasa az allatok testsulyara akut TNBS kezelés utan

A TNBS kezelést kovet6en folyamatos testsulycsokkenés figyelheté meg, a TNBS kezelés
utani 3. nap végére a HPCD kezelt allatokban ez a fogyds jelentés mérték volt. Ezzel szemben a
kontroll csoport testtomege folyamatosan gyarapodott. A hisztamin H4 receptor antagonista ke-
zelt dllatokban szignifikans testsulygyarapodas volt megfigyelhetd. (22. dbra) Az LTA4H inhibitor
kezelés szignifikdnsan és dozisfliggben novelte az allatok testsulyat. (23. abra).

Testsulyvaltozas (3. napon)
120  k**

—

110+ *3%

% %

100+

90+

70+

testsuly (% valtozas)

60+

50

Kontroll HPCD 1(=mg 30 mg 100m|g

. JNJ 10191584

TNBS

22. abra A hisztamin H4 receptor antagonista hatdsa a testsuly valtozasra, TNBS kezelés utan
T=SEM; n=8-16; **p<0,01; ***p<0,001 a TNBS+HPCD csoporthoz viszonyitva, HPCD : vivGanyag

Testsulyvaltozas (3. napon)
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Kontroll HPCD 5Img 15mg 30m§

JNJ 26993135

TNBS

23. dbra Az LTA;H inhibitor kezelés hatdsa a testsuly valtozasra, TNBS kezelés utan
T= SEM; n=8-16; *p<0,05; ***p<0,001 a TNBS+HPCD csoporthoz viszonyitva, HPCD : vivGanyag
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5.1.3 A hisztamin H4 receptor antagonista és az LTA4H inhibitor
kezelés hatasa az allatok colonsulyara akut TNBS kezelés utan

A gyulladds soran jelentkez6 6déma lényegesen megemeli a vastagbelek tomegét és mé-
retét. TNBS kezelést kovetSen szignifikans colonsuly névekedést tapasztaltunk. Ezt a hatast a
hisztamin H4 receptor antagonista és LTAsH inhibitor kezelés jelent6sen csokkentette (24. dbra,
25. abra).

Colonsuly

2.51

2.0 T

1.5+

colon suly (g)

0.5+

0.0

Kontroll HPCD 10mg 30mg 100 mg
I — |

JNJ 10191584

TNBS

24. 4bra A hisztamin H4 receptor antagonista kezelés hatdsa a colonsuly valtozasra, TNBS kezelés
utan
T = SEM; n=8-16; *p<0,05; ***p<0,001 a TNBS+HPCD csoporthoz viszonyitva, HPCD : vivGanyag

Colonsuly

2.51

2.0+

1.5+ -

1.0  HF¥*

colon stily (g)

0.5+

0.0
Kontroll HPCD 5mg 15mg 30mg
e — |

JNJ 26993135

TNBS

25. dbra Az LTA;H inhibitor kezelés hatdsa a colonsuly valtozasra, TNBS kezelés utan
T = SEM; n=8-16; *p<0,05; ***p<0,001 a TNBS+HPCD csoporthoz viszonyitva, HPCD : vivéanyag
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5.1.4 A hisztamin H4 receptor antagonista és az LTA4H inhibitor
kezelés hatasa a mieloperoxidaz aktivitasra akut TNBS kezelés utan

A TNBS kezelés hatasara egy masik fontos gyulladasi paraméter, az MPO aktivitas is szig-
nifikdansan megemelkedett a kontroll csoporthoz képest. Ez a fokozott MPO aktivitds a hisztamin
H4 receptor antagonista analdggal tortént kezelés hatdsara szignifikdnsan és dézisfliggéen csok-
kent (26. dbra). Az LTAzH inhibitor ddzisa jelentGsen csokkentették az MPO aktivitds, mely hatasa
a legnagyobb ddzis esetében szignifikans volt (27. abra).

Mieloperoxidaz aktivitas
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@
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Kontroll HPCD 10mg 30mg 100 mg
1 1

JNJ 10191584
| ]
TNBS

26. adbra A hisztamin H4 receptor antagonista kezelés hatdsa az MPO aktivitasra, TNBS kezelés utan
T= SEM; n=8-16; **P<0,01; ***P<0,001 a TNBS+HPCD kezelt allatokhoz viszonyitva, HPCD :
viv6anyag

Mieloperoxidaz aktivitas
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27. dbra Az LTAsH inhibitor kezelés hatasa az MPO aktivitasra, TNBS kezelés utan
T=SEM; n=8-16; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 a TNBS+HPCD kezelt allatokhoz viszonyitva,
HPCD : viv6anyag
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5.1.5 A hisztamin H4 receptor antagonista és az LTA4H inhibitor
kezelés hatasa a TNF-a szintre akut TNBS kezelés utan

TNBS kezelést kdvet8en szignifikdnsan megemelkedett a TNF-a szint a kontroll allatok-
hoz képest. A legnagyobb dozisu hisztamin H4 receptor antagonista kezelés (100 mg/kg p.o.),
valamint az LTAzH inhibitor kezelések (15 és 30 mg/kg p.o.) hatasara a TNF-a szint szignifikansan
lecsokkent (28. abra, 29. dbra).

TNF-a szint
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28. dbra A hisztamin H4 receptor antagonista kezelés hatdsa a TNF-a szintre, TNBS kezelés utan
T=SEM; n=8-16; ***P<0,001 a TNBS+HPCD kezelt allatokhoz viszonyitva, HPCD : viv6anyag
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29. dbra Az LTA4H inhibitor kezelés hatasa a TNF-a szintre, TNBS kezelés utan
T=SEM; n=8-16; **P<0,01; ***P<0,001 a TNBS+HPCD kezelt allatokhoz viszonyitva, HPCD :
viv6anyag
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5.1.6 Az LTA4H inhibitor kezelés hatasa a colon IL-6 és LTB4 szint-
jére

IL-6 és LTB4 szintet az LTA4H inhibitor kezelés sordn mértiink. Az IL-6 szintje a TNBS keze-
lést kovet6en megkozelitéleg négyszeresére emelkedett a kontroll allatokhoz képest
(30. abra). AJNJ 26993135 15 mg/kg p.o. és 30 mg/kg p.o. dozis hatasara az IL-6 és LTBa szint (31.
abra) szignifikdnsan lecsokkent, és a kontroll korili értékre esett vissza.

IL-6 szint
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30. dbra Az LTAsH inhibitor kezelés hatasa az IL-6 szintre, TNBS kezelés utan
T= SEM; n=8-16; *P<0,05; ***P<0,001 a TNBS+ HPCD kezelt dllatokhoz viszonyitva, HPCD :

viv6anyag
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31. dbra Az LTA4H inhibitor kezelés hatasa az LTB4 szintre, TNBS kezelés utan
T=SEM; n=8-16; ***P<0,001 a TNBS+ HPCD kezelt allatokhoz viszonyitva, HPCD : viv6anyag
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5.1.7 A hisztamin H4 receptor blokkolé kezelés hatasanak szovet-
tani értekelése

A TNBS kezelés szignifikansan megemelte a colon mucosa és submucosa rétegek vastag-
sagat a kontroll csoporthoz képest, amely jol tiikrozi a szoveti karosoddst, az 6démat kisérd sejt-
bedramlast (32. dbra). A JNJ 10191584 kezelés (100 mg/kg p.o.) szignifikdnsan csokkentette mind
a mucosa, mind a submucosa réteg vastagsagat (32. dbra), valamint szignifikdnsan csokkentette
a neutrofil granulocitak szamat (33. dbra) a TNBS kezeléshez képest.

A mucosa és submucosa réteg vastagsaga
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32. dbra A hisztamin H4 receptor antagonista kezelés hatasa a colon mucosa és submucosa
vastagsdagara, TNBS kezelés utan.
T =SEM; n=12; ***p<0,001 a TNBS+ HPCD mucosa csoporthoz viszonyitva; *p<0,001 a TNBS+
HPCD submucosa csoporthoz viszonyitva, HPCD : vivGanyag

A neutrofil granulocitak szama
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33. 4dbra A hisztamin H4 receptor antagonista kezelés hatasa a neutrofil granulocitak szdmara,
TNBS kezelés utan.
T =SEM; n=12; ***p<0,001 a TNBS +HPCD csoporthoz viszonyitva, HPCD : viv6anyag
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A makroszkdpos elvaltozdsok lokalizaciéjaban kilonbséget tapasztaltunk, ez az oka an-
nak, hogy a kezelések utan 2 mintavételi helyrél (A és B) is készitettlink szovettani felvételt (34.
abra, 35. abra, 36. dbra). Ezeken megfigyelhet6 a nyalkahartyaréteg fekélyes elvaltozasa, a

sr 17

Lieberklhn-kryptak csokkent szdma, a nagymennyiségl neutrofil besz(ir6dés, a kilonb6z6 sz6-

vettani rétegeknek a megvastagodasa.

35. dbra TNBS+HPCD kezelt dllatok vastaghbelének szévettani felvétele, Hematoxilin eozin festés,
HPCD: viv6anyag

36. abra JNJ 10191584 100mg/kg p.o. kezelt dllatok vastagbelének szbvettani felvétele,
Hematoxilin eozin festés
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Szembet(inik az is, hogy a gyulladds érinti mind a mucosat, mind a submucosat.
3 kiilonb6z6 nagyitdasban mutatjuk be a fentebb leirt elvaltozasokat hematoxilin eozin (37. abra)
és toluidinkék festésnél (38. dbra). A felvételeken egyre jobban kivehet6ek a besz(ir6dott limfo-
citdk, vorosvértestek és neutrofil granulocitak.

Kontroll (B régid) TNBS+HPCD (B régid) JNJ 10191584 (B régio)

40X nagyitas

100X nagyitas

400X nagyitds
37. dbra Kontroll, TNBS+HPCD- és JNJ 10191584 kezelt allatok neutrofil infiltraciéjanak szovettani
képei
Hematoxilin eozin festés, HPCD: vivGanyag
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Az Uj hisztamin H4 receptor antagonista kezelés dézisfligg6en csokkentette a neutrofil
granulocita infiltrdcié mértékét a TNBS+HPCD kezelt allatokhoz képest, melyet szovettani felvé-
teleink is jol tikroznek.

J6l megfigyelhet6, hogy JNJ 10191584 kezelés doézisfliggben csdkkentette az epithélium
karosodasat, a legnagyobb JNJ 10191584 kezelés soran az epithélium integritdsa épen maradt.
Ujra jol kivehet8ek a Lieberkiihn-kryptak, csak enyhe hyperémia figyelheté meg a metszeteken.

Kontroll (B régi6) TNBS+HPCD (B régid) JNJ 10191584 (B régi6)

38. abra Kontroll, TNBS+HPCD- és JNJ 10191584 kezelt dllatok neutrofil infiltracidjanak szévettani képei
Toluidinkék festés, HPCD: vivGanyag
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6. Eredmények megbeszélése

6.1 Kréonikus vizsgalatok eredményeinek megbeszélése

A kroénikus, tobbszori TNBS kezeléseket kdvetben az allatok testtomege a kisérleti peri-
d6dus végén, a 120. napon alig kiilonb6z6tt a kontroll allatokétdl. A bélgyulladds soran a gyullada-
sos periodusok idGtartamatdl, és a gyulladas intenzitdsatél fliggben valtozik a nyalkahartya karo-
sodas mértéke.

Eredményeink alapjan a tobbszori TNBS kezelés kovetkezményeként csdkkent a fekélyek
nagysaga az akut TNBS kezeléshez képest. Feltételezhetd, hogy a periodikus akut gyulladasos fo-
lyamatok olyan folyamatokat indukdlnak!*’7- 1781 amelyek el&segitik a nyalkahdartya gyors regene-
raciéjat, a kés6bbiekben megakaddlyozzdk a végleges kdrosodas kialakulasat. Mindezek ellenére
a folyamatos nydlkahartyakdrosodas és javulas kovetkeztében a krénikus gyulladassal jaré szo-
védmények tovabb sulyosbodtak, egyre nagyobb teriileten alakult ki fisztula vagy fibrézis, az ECM
elemek kiegyensulyozatlan szintézise és lebomldsa miatt!178l,

6.1.1 MMP-9 és TIMP-1 fehérje expresszio

Laboratériumunk munkatarsai altal végzett elektronmikroszkdpos morfometriai méré-
sek sordn az izomsejtek kozott mar a krénikus fazis 90. napjan magasabb ECM felhalmozddast
tapasztaltak!'’”). Az ECM elemek tultermel8dését a simaizomsejtek megvaltozott MMP-9/TIMP-
1 expresszidja is okozhatjal'’?-184l, Az intenziv sejtpusztulds miatt az izomsejtek kériil sejttérmelék
halmozddott fel, amely sz(iklletek kialakulasahoz vezetett.

Vizsgdlatunkban a kisérleti periddus 90. napjan a 3x TNBS kezelt csoport MMP-9 fehérje
szintje a vizsgalt korkoros és hosszanti izomrétegben szignifikdnsan magasabb volt a kontroll cso-
porthoz képest. A 120. napra enyhe emelkedést tapasztaltunk MMP-9 fehérje expressziéban a
3x TNBS-sel kezelt csoportban.

Az MMP-9 a bél tdbbi szovettani rétegben jelentésebben valtozhat, melyet mas tanul-
manyok is megerdsitettek, miszerint az aktiv MMP-9-nek csak egy része van jelen a muscularis
rétegben’® 3 lamina propridban nagy mennyiségli MMP-9-et detektaltak, mely 6sszhangban
van az infiltrdlddott neutrofil granulocita mennyiségével. Azonban tébb tanulmanyban is fokozott
MMP-9 szintet tapasztaltak a nem gyulladt teriileteken[*8l, Ennek az lehet az oka, hogy a nem
érintett teriileteken magasabb az MPO szintjel*®®], nagy mennyiség(i MMP-9-et tartalmazé poli-
morfonukledris leukocita van jelen8l, Az MMP-9 elsédleges lokalizacidja a submucosalt®’, 188l
Altaldnossagban elmondhatd, hogy az MMP-9 aktivan részt vesz a gyulladasos folyamatokban,
lokalizacidja miatt a muscularis réteg fehérje expresszios vizsgalata kevésbé reprezentativan mu-
tatja ezeket a valtozasokat. Ezzel egyidejlleg a TIMP-1 fehérje gyakorlatilag detektalhatatlan volt.

Az utébbi években vilagossa valt, hogy az MMP-k az ECM elemek bontdasan kivil részt
vesznek az immunvalasz szabdlyozasaban, aktivalnak vagy gatolnak bizonyos citokineket, koztiik
a TNF-a-at is!*®1. Mivel az MMP-k célzott gatlasa hatdssal van a TNF-a szintjére, ez Ujabb lehetd-
séget vet fel a krénikus bélgyulladas kezelésében!®”], azonban egy masik tanulmany szerint az
anti-MMP-9 terdpia nem okozott klinikai remisszidt az CU-ban!*°%,
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6.1.2 MMP-9 aktivitas

Eré6s MMP-9-aktivitast mar kordbban is igazoltak CD-ben zselatin zimografiaval(*®!, ha-
sonld novekedés volt megfigyelhet6 a fisztulakban, amely azt a felvetést erdsiti, hogy az MMP-9
hozzajarul a fisztulaképz6déshez!*°1,

Kisérletiinkben a krénikus periddus alatt novekvé aktiv MMP-9 format mutattuk ki.

6.2 Akut vizsgalatok eredmeényeinek megbeszélése

A IBD egyik formadja a CD, melynek egzakt kezelése tovabbra sem megoldott. A betegség
megfeleld vizsgalatahoz, jobb megértéséhez sziikség volt egy alkalmas allat modell bevezetésére.
Szamos modell |étezik, de a TNBS modell®>] bizonyult az egyik legmegfelel6bbnek a bélgyulladés
akut és krénikus tiineteinek vizsgalatara.

Jelenlegi munkankban a TNBS 10 mg-os ddézisat alkalmaztuk, hogy reprodukdlhatd, de
nem tulsagosan sulyos, akut nydlkahartya-gyulladast idézziink el6 a vastagbélben. Ez a dézis
megfelelének tlint arra, hogy ne fokozza a magasabb TNBS dézisokndl megfigyelt mortalitdst(13],

A hapténnel kivaltott gyulladas jellemz6i kozé tartozik a kdrosodott Liberkiihn krypta
szerkezet, a krypta atrdfia, a granulumok, 6rias sejtek, a bazalis limfoid aggregacio, neutrofil és
eozinophil infiltracid, és a bél teljes keresztmetszetének a kdrosodasall®3: 155 192-195],

Irodalmi adataink szerint a neutrofil granulocitak fontos szerepet jatszanak a vastagbél
gyulladdsos folyamataiban. Kisérletlink sordn a TNBS altal kivaltott gyulladas a beaddst kovetben
24 és 72 6ra kdzott éri el a maximumot!79 191 A TNBS kezelés 3. napjan a makroszkdpos sériilést
magasabb MPO szint kisérte, a neutrofil infiltracid6 mértékének jelentés novekedése
jellemeztel7 1981 | Késébbiekben munkacsoportunk az akut TNBS modell tovabbi molekuldris
mechanizmusat vizsgaltal®s 199,

A gyulladasos citokinek kulcsfontossagu szerepet toltenek be a gyulladasos folyamatokban.
Jelenlegi munkdankban is azt tapasztaltuk, hogy a TNBS kezelés sordn a 3. napra a vastagbél TNF-
a szintje jelentdsen emelkedett(*?7. 1981,
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6.2.1 A hisztamin H4 receptor antagonista kezelés hatasa a gyulla-
das kialakulasara

A JNJ 10191584 hisztamin H4 receptor antagonista szajon at torténdé alkalmazasaval a
makroszkdpikus sérilések dozisfliggbé és szignifikdns csokkenést tapasztaltunk, mind a lézidk,
mind pedig a kialakult gyulladdsok mértékét tekintve. A TNBS-okozta béltomeg ndvekedést a
JNJ10191584 legnagyobb dodzisa szignifikdnsan csdkkentette. Szévettanilag a TNBS okozta mu-
cosa és submucosa nagymértékld megvastagoddsat a JNJ 10191584 hisztamin H4 receptor anta-
gonista csokkentette, ezt jol tiikrozi a szovetkarosodas, és az 6déma nagysaganak csokkenése. A
TNBS kezelés+HPCD (viv6anyag) kezelt allatok testsulya szignifkansan csokkent, a JNJ 10191584
hatdsdra a colon szoveti sérilése szignifikansan csokkent, s ezzel ardnyosan az allatok étvagya és
testsulya is javult. Mindezt megerésiti egy masik hisztamin H4 receptor antagonista tanulmany
is, amely hasonloképpen csokkentette a makroszkdpikus sériilés kiterjedését, stlyossagi pontsza-
mat, a colonsulyt, valamint gyengitette a gyulladds okozta testsulycsokkenést. A szabad szemmel
[athato sérilést jelentés MPO szint emelkedés, fokozott neutrofil infiltracid kisérte. Ezt a szovet-
tani vizsgélat is aldtdmasztottal??®l. Eredményeink alapjan szdmos szabadalmi tanulmany lett be-
adva, amely a hisztamin H4 receptor antagonista igazolt gyulladascsékkentd hatdsan alapszik2°%-
2111 Mind a kisérletes vastagbélgyulladdsos modellel kapcsolatos tanulmanyok!>> 172, 212, 213]
mind a klinikai tanulmanyok[?# 2151 jelzik a neutrofil granulocitdk fontos szerepét a colon gyulla-
ddsos folyamataiban. AJNJ 10191584 doézisfliggéen csdkkentette a magas MPO aktivitast, gatolta
a neutrofil infiltraciét a submucosdba. Egy masik tanulmanyban a JNJ 7777120 hasonldképpen
csokkentette az MPO emelkedést. Megemlitendd, hogy a hisztamin H4 receptor antagonistak
befolyasoljdk egyéb, a gyulladdsos folyamatokban szerepet jatszo sejtek mikodését is. Hatassal
indukalt hashartyagyulladds sulyossagat3®l. A INJ 7777120 kezelés terdpias hatékonysagu volt
gyulladasos és neuropdtids fajdalom-modellben, patkanyokban[?®l, valamint a JNJ 10191584
csokkenti az ideggyulladast és az oxidativ stresszt periférids neuropatias egérmodellben?'7,

Hizésejt degranuldcié fordul el8 a colonban, colitises betegeknél!?'8], A hizésejtek fontos
szerepet jatszanak a haptén okozta fibrézis kialakuldsdban?], valamint az epithelidlis gat zavart
miikodésében, amely a vastagbélgyulladdast kiséri22% 2211 A vizsgdlatok sordn megallapitasra ke-
rlilt az is, hogy a LTB4, mint gyulladasos medidtor részt vesz a TNBS indukalta gyulladasos folya-
matokban!170, 196, 222, 2231 E7en feliil a hizdsejtek fontos szerepet jatszanak a TNF-a termelésben
i5[224].

Eozinofil granulocitdk is részt vesznek a gyulladasi folyamatokban(?18 2252281 &g hisztamin
H4 receptorral is rendelkeznek a hizdsejtekhez hasonléan(#3 2291,

A bazofil granulocitak felhalmozddnak gyulladt szovetekben és ez a betegség sulyosbo-
ddsahoz, fellangolasahoz vezet239],

A gyulladast kelt6 citokinek termel6dése vezet6 szerepet jatszik a gyulladasos folyama-
tokban, és az anti-TNF-a kezelés alkalmazasa f6 iranyvonala a IBD kezelésének!!. A colon TNF-a
szintje megemelkedik a TNBS indukalta colitisben!®? 2311 és g TNF-a szintézisének gatldsa vagy
TNF-a antitest alkalmazasa csokkenti a gyulladdsok mértékét!113, 1141,
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A JNJ 10191584 terdapias hatékonysagunak bizonyult ebben a vastagbélgyulladasos pat-
kanymodellben. Jelen vizsgalatainkban a colon emelkedett TNF-a szintjét szignifikansan csdkken-
tette az analdggal torténd kezelés. Lehetséges, hogy a hisztamin H4 receptor antagonista kezelés
gatolta a gyulladast keltd citokinek bioszintézisét, és ezt tiikrozte a TNF-a szint valtozasa is. Csok-
kent a szoveti sériilés mértéke, és a kornyezd szovetekbe bedramlé -gyulladasos citokint termel6-
sejtek mennyisége, a szoveti 6démasodas mértéke. Gatolta a MPO szint novekedését, a neutrofil
granulocitdk bearamldsat a vastagbél szovetbe. A jelenlegi eredmények alapjan a hisztamin H4
receptor antagonistaval torténd kezelés egy Uj farmakoldgiai megkozelitése lehet a bélgyulladas
terdpidjanak.

6.2.2 Az LTA4H inhibitor kezelés hatasa a gyulladasra

Az LTAsH inhibitor -JNJ 26993135- szintén dozisfliggéen csokkentette a vastagbél karo-
sodasdnak mértékét, és annak intenzitdsat. A szajon at torténd alkalmazdst kévetGen a JNJ
26993135 szignifikdnsan csokkentette neutrofil infiltraciét, az MPO, IL-6 és a TNF-a szintjét.

A TNBS okozta vastagbélgyulladas sordn megemelkedett a colon LTB; szintjel70, 223, 232-
2361 melyet a JNJ 26993135 kezelés dézisfliggéen csokkentett. Lehetséges, hogy a szoveti sériilés
mértékének csokkenése alacsonyabb LTB, szintet okoz, azonban nagyobb a valészinlisége annak,
hogy a JNJ 26993135 gdtolva az LTB4 szintézist, csokkenti annak mennyiségét. Tovabbi vizsgalatok
igazoltak, hogy az egyszeri dézisban alkalmazott 5-LO inhibitor, a Zileuton szintén csokkentette a
makroszkdpikus sériilés nagysagat, valamint a TNBS okozta magas MPO szintet!?32], azonban ez a
hatas kevésbé volt hatékony, mint JNJ 26993135 esetén.

Klinikai tanulmanyok bizonyitjak, hogy a Zileuton és a FLAP inhibitor MK-591 magasabb
ddzisa majkdarositd hatdsu és nem kivant mellékhatésaik vannak(?37- 2381 Mindkét anyag csékkenti
a Lipoxin A4 és Lipoxin B4 mennyiségét, ezaltal kevésbé lesz gyulladdsgatld hatasul?3®l, Egy stabil
Lipoxin A4 analdg gyulladast csokkentd hatdsu volt egér colitises modellben!?#%, valamint a ZK-
192 csokkentette a gyulladas mértékét egerekben!?*1, A JNJ 26993135 szintén gatolta az LTB4
termelést, azonban nem csékkentette a Lipoxin A4 szintjét. Egy kils6leg alkalmazott gyulladds-
gatldé gyodgyszer a Bufexamac specifikusan gatolta az LTAsH enzimatikus aktivitasat, megakada-
lyozta az LTB4 termelést, és a neutrofil migracidt akut tiidékarosodasban, egerekben!?42],

Colitisben megemelkedik a TNF-a és IL-6 szintjel!], klinikai vizsgalatokban a citokineket
célz6 ellenanyagok terapias lehet8séget jelenthetnek a colitis kezelésében(243 244 mennyisége -
a JNJ 26993135 kezelés eredményei alapjan- az LTAsH gatlék segitségével csokkenthetd.

Mindezen eredmények alapjan a JNJ 26993135, mint LTA4H inhibitor lehet&séget teremt
a IBD egy uj tipusu, farmakoldgiai kezelésének kidolgozasara.
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7. Kovetkeztetések

Biokémiai, szbvettani, valamint molekuldris bioldgiai eredményeink alapjan a kévetke-

z6ket allapithatjuk meg:

Az ECM elemek felhalmozddasaban szerepet jatszik az MMP-9 és TIMP-1, mely a sz(-
kiletek kialakuldsahoz vezet. Jelen krénikus vizsgdlatainkban mi az MMP-9 expresszi-
djanak és aktivitasanak emelkedését tudtuk igazolni.

Kronikus modelliink esetében a TIMP-1 fehérje valtozasat nem tudtuk igazolni a 90.
és 120 napon.

A hisztamin H4 receptor antagonista kezelés terapids hatékonysagunak bizonyult. Az
analdggal torténd kezelés csokkentette a gyulladdsi paramétereket: mind a lézidk ki-
terjedését és sulyossagat, a colon 6déma mértékét, a mucosa és submucosa gyullada-
sanak mértékét, és a neutrofil granulocitak bedramlasat. Csdkkentette a gyulladasi ci-
tokin TNF-a szintet, gatolta az MPO enzim aktivitas ndvekedését

Az LTAsH inhibitor kezelés szintén dézisfliggben csokkentette gyulladasi paramétere-
ket: mind a léziok kiterjedését és sulyossagat, a colon 6déma mértékét, mind gyulla-
dasi citokinek (II-6 és TNF-a) szinteket, gatolta az LTB4 szintet, gatolta az MPO enzim
aktivitas ndvekedését és a neutrofil granulocitak bearamlasat.
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10. Tartalmi 0sszefoglal6

Bevezetés

A gyulladasos bélbetegségek (inflammatory bowel diseases-IBDs) - aktiv és nyugalmi sza-
kaszok valtakozdsaval- az emésztlszervrendszer barmely teriiletét érinthetik. A betegség kiala-
kuldsdban szamos kornyezeti és genetikai tényezs vesz részt, valamint tobb egymdsra haté mo-
lekularis és immunvédelmi mechanizmus jatszik szerepet. F6bb csoportjai a Crohn-betegség (CD),
amely a gyomor-bélcsatorna barmely szakaszan el6forduld, a bélfal minden szovettani réteget
érint6 krénikus gyulladds, ami az ileum disztdlis részén és a colonban jelentkezik leggyakrabban,
valamint a colitis ulcerosa (CU), ahol a krénikus gyulladds 0sszefliggs, a mucosa, fellletesen a
submucosa teriletét érinti, és a colonra lokalizalodik.

A tiineti kezelésekre szdmos gyogyszertipus alkalmazhato: ilyen gyégyszercsoportok a
szalicilsav szarmazékok, melyek hatasukat helyileg, kozvetlentl a nydlkahdrtyan fejtik ki. A gliiko-
kortikoszteroidokat sulyos esetekben alkalmazzak, mellékhatdsai azonban nem elhanyagolhatok.
Lokalisan alkalmazva hasonléan hatékonyak, mint a szalicilsav szarmazékok. Az immunszupresz-
sziv, immunmoduldcios szerek a szteroid rezisztencia esetén alkalmazanddk. Az antibiotikumok
antibakteridlis hatdsukat kifejtve csokkentik a betegség ujbdli kialakuldsat. Az eddig alkalmazott
bioldgiai hatéanyagok a gyulladaskeltd citokineket gatoljak, novelik a reguldtor T sejtek szamat ,
ezdltal csokken a fekélyes teriiletek nagysaga, valamint a gyulladds mértéke. Hatranyuk, hogy
alkalmazasuk rendkiviil draga.

Az MMP-k cink- és kalciumfliggé proteolitikus enzimek, melyek részt vesznek az ECM at-
alakitasdban és lebontdsaban, valamint ezen funkcion tulmutatva szdmos szerepet toltenek be a
bélgyulladasban. Az MMP-9 a CD betegek vastagbélszovetében expresszalddott leggyakoribb
MMP, és ezért a IBD sulyossaganak, aktivitasanak meghatarozasaban biomarkernek tekinthetd,
kiilonosen a krénikus vizsgalatok esetében. A fizioldgias korilmények kozott a szoveti MMP-inhi-
bitor (TIMP) szabalyozza az MMP-k miikodését, de ez a hatasuk szdmos gyulladds esetén nem
érvényesdl.

A hisztamin H4 blokkoldk gatoljak tobbek kozott a neutrofil infiltracidt és ezaltal is szamos
gyulladdsi modellben pozitiv hatastinak bizonyultak.

A leukotriének és szarmazékaik szamos gyulladaskelt6 hatassal birnak, igy inhibitoraik le-
hetséges farmakoldgiai felhaszndlasi lehetGségeket igérnek.

A fentiek alapjan az egyéb lehetséges gyulladdst csékkentd anyagok, mint a szelektiv hisztamin
Ha receptor antagonistak, LTAsH szelektiv inhibitorok szajon at torténé alkalmazasa igéretes ke-
zelési terapidt jelenthet.

Célkittizések

Doktori munkam elsé részében azt vizsgaltuk, hogy a kronikus bélgyulladas esetén bizo-
nyos szabalyozé fehérjéknek milyen szerepe van a strikturdk kialakuldsaban:
I.  Hogyan valtozik az ECM-et szabdlyozé MMP-9 és TIMP-1 fehérje expresszidja és aktivitasa
kronikus TNBS patkany modellben?
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Munkam masodik felében a célunk az volt, hogy megvizsgaljuk:
Il. Hogyan valtoznak a gyulladasi paraméterek hisztamin H4 receptor blokkold hatdsara akut
TNBS modellben?
Il Hogyan befolyasolja az LTB4 gatlasa a CD-t akut TNBS modellben?

Vizsgalati modszerek

A gyulladasos bélbetegségek modellezése

Az altalunk alkalmazott 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav- (TNBS) modell kémiailag kivaltott
gyulladasos modell. Egyszeri beadassal akut-, tobbszori, ismételt kezelés alkalmazasaval krénikus
gyulladast lehet el8idézni, mely az irodalomban elfogadott, a Crohn-betegség tlineteit jol repro-
dukalé modell.

I.  Krénikus vizsgalatok
a. Krénikus TNBS modell (0, 2 és 4. héten 10 mg TNBS kezelés). Vizsgélat a 90. és 120.
napon
b. Gyulladasi paraméterek meghatdrozasa (lézid nagysaga, 1ézidk sulyossaga, allatok
testsulydnak valtozasa)
c. Szovettani vizsgdlatok (hematoxilin eozin és toluidinkék festés)
d. Akisérleti periddus végén (MMP-9 és TIMP-1) fehérje expresszios és aktivitas vizsga-
latokat végeztiink a vastagbél korkoros és hosszanti simaizomrétegeibdl
II. Akut vizsgdlatok
a. Akut TNBS modell (10 mg TNBS kezelés)
b. H4 hisztamin antagonista vizsgalata

i. Kilonboz6 doézisu kezelések alkalmazdsa (4 napig)

ii. Gyulladasi paraméterek meghatdrozasa (lézié nagysaga, léziok sulyossaga, al-
latok testsuly valtozasa, colon 6déma mérése, MPO aktivitas, gyulladaskeltd
citokinek (TNF-alfa) expressziéjanak mérése

iii. SzOvettani vizsgalatok (hematoxilin eozin és toluidinkék festés), neutrofil gra-
nulocitak szamanak meghatarozasa

c. LTA4H inhibitor vizsgalata

i. Kulonbozd dozisu kezelések alkalmazésa (4 napig)

ii. Gyulladasi paraméterek meghatarozasa (Iézid nagysaga, 1ézidk sulyossaga, al-
latok testsuly valtozasa, colon 6déma mérése, MPO aktivitas, gyulladaskelté
citokinek (IL-6, TNF-a,) és a szdvetio LTBs expresszidjanak mérése

Eredmények

I.  Krdnikus vizsgdlatok
a. A gyulladds kronikus fazisaban az MMP-9 fehérje expresszio szignifikdnsan megnove-
kedett a 90. napon. Majd a 120. napra enyhén emelkedett volta kontrollhoz képest.
b. Az MMP-9 aktivitas szintén emelkedett értéket mutatott.
c. TIMP-1 expressziot a jelen kisérletben nem volt kimutathaté mennyiségben.
Il.  Akut vizsgalatok
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a. H4 hisztamin antagonista szajon at torténd alkalmazasa ddézisfiiggéen és szignifikan-
san csokkentette a gyulladasi paramétereket (1ézié nagysaga, 1ézidk sulyossaga, szo-
veti gyulladasok mértéke, neutrofil granulocitak szama, allatok testsuly csokkenése,
colon 6déma mértéke, MPO aktivitas megemelkedése, gyulladdskelt6 citokinek (TNF-
alfa) expresszidjanak mennyisége).

b. LTA4H inhibitor szajon at torténd alkalmazasa ddézisfliggéen és szignifikdnsan csok-
kentette a gyulladdsi paramétereket (lézié nagysaga, lézidk sulyossaga, allatok test-
suly csokkenése, colon 6déma mértéke, MPO aktivitas megemelkedése, gyulladas-
kelté citokinek (IL-6, TNF-a) és az LTB4 expresszidjanak mennyisége).

Kovetkeztetés:

A krénikus TNBS modellben a betegséggel jaré szovédmények sulyosbodtak, szlkiiletek ala-
kultak ki.

a. A folyamatok soran a jelentés MMP-9 expresszidt és aktivitdst mutattunk a lamina
propridban. Az MMP-9 jol alkalmazhatd biomarkerként ebben a modellben is.

b. ATIMP-1 expresszié nem volt detektalhatd, igy az irodalmi adatok alapjan feltételez-
zik, hogy a gyulladasi folyamatok soran nem befolyasolja az MMP-k szintjét és akti-
vitasat.

Az akut TNBS modellben a hisztamin Ha receptor antagonista kezelés szignifikdnsan és dé-
zisfuggGen csokkentette a gyulladasi paramétereket.

Az akut TNBS modellben az LTA4H inhibitor kezelés szintén doézisfiiggben és szignifikansan
csokkentette a gyulladdsos paramétereket.

A fentiek alapjan a hisztamin H4 receptor antagonistak és az LTA4H inhibitorok igéretes far-
makoldgiai tdmaddaspontot jelenthetnek a bélgyulladdsok kezelésében.
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11. Summary

Introduction

Inflammatory bowel diseases (IBDs) characterized by relapsing-remitting phases
inflammation can affect any part of the gastrointestinal tract. Numerous environmental and ge-
netic factors are contribute to the pathogenesis of IBDs/diseases. Furthermore, several molecu-
lar interactions and immunological mechanisms are also involved. The major types of IBDs are
Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis (UC). CD is a multifactorial disorder with chronic
inflammation involving any segment of the digestive tract and all layers of the gut wall. It occurs
most often in the distal part of the ileum and in the colon. UC is accompanied by chronic
inflammation of mucosal and submucosal area localizated in the colon.

For symptomatic treatment, several types of drugs can be used: These are derivatives
of salicylic acid, which affect locally on the mucosa. Glucocorticosteroids are used in severe cases,
but the side effects are not negligible. The local effects of these drugs are similar to the salicylic
acid derivatives. Immunosuppressive and immunomessive drugs are used in the case of steroid
resistance. Antibiotics through their antibacterial effect can reduce the recurrence of the disease.
The biologically active substances are used to inhibit the expression of pro-inflammatory cytoki-
nes, to increase the number of regulator T cells. Owing to this fact, the extent of the inflammed
areas and the degree of inflammation decrease. Their disadvantage is that the usage is extremely
expensive.

MMPs are zinc and calcium-dependent proteolytic enzymes which participate in dynamic
formation and degradation of the extracellular matix, as well as in the intestinal inflammation.
MMP-9 is the most common type of MMPs expressed in the colon of CD patients, and therefore
it is considered to be as biomarker which evaluate the severity and activity of chronic gut
inflammation. Under physiological conditions, a tissue inhibitor of MMP (TIMP) regulates the
function of MMPs, but this effect is not completed in several cases.

Histamine H4 blockers inhibit the neutrofil infiltration and therefore they could be bene-
ficial in several inflammatory diseases.

Leukotrienes and their derivatives have pro-inflammatory effects, thus their inhibitors
seem to be potential targets of pharmacology.

Based on these data, oral administration of other candidates of anti-inflammatory
substances, such as selective histamine H4 receptor antagonists or LTAsH selective inhibitors,
may be promising therapeutic approach.

Aims

In the first part of my study, we aimed to evaluate the role of different regulator proteins
in the development of srictures in chronic inflammatory bowel disease:

I.  Arethere any alterations in the expression and activity of ECM regulators, MMP-9 and TIMP-
1 proteins in IBD?

In the second part of this study, our goal was to investigate:
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II.  How do the inflammatory markers change using histamine H4 receptor blocker in acute
TNBS model?

[1l. How does the inhibition of LTB4 affect the CD in acute TNBS model?

Methods

Modelling of Inflammatory Bowel Diseases

The 2, 4, 6-trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) model is used in our experiments as a
chemically-induced animal model of gut inflammation. A single dose of TNBS can induce acute
intestinal inflammation. Repeated TNBS-treatments cause the symptoms of CD accompanied by
chronic gut inlammation.

. Chronic studies

a. Chronic TNBS model: (10 mg of TNBS treatment at the 0, 2nd and 4th weeks of 90-
and 120-days experiments)

b. Determination of the markers of inflmmation (lesion magnitude, severity of lesions,
changes in body weight)

c. Histological examinations (toluidine blue staining)

d. At the end of the experimental period, the expression and activity of MMP-9 and
TIMP-1 were measured from tissue homogenates originated from the circular and
longitudinal smooth muscle layers of the colon

[l.  Acute studies
a. Acute (72 hours) TNBS (10 mg) model
b. Study of H4 histamine antagonist
i. Use of treatments at different doses (4 days).

ii. Measurements of inflammatory parameters (lesion magnitude, severity of le-
sions, change in body weight, measurement of colon edema, MPO activity,
pro-inflammatory cytokines (TNF-a) expression)

iii. Histological examinations (hematoxylin-eozin and toluidine blue staining), de-
termination of the number of neutrofils

c. LTA4H inhibitor study
i. Use of treatments at different doses (4 days).

ii. Measurements of inflammatory parameters (lesion magnitude, severity of le-
sions, change in body weight, measurement of colon edema, MPO activity,
pro-inflammatory cytokines, like IL-6, TNF-a, LTB4 expression)
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Results
I. Chronic experiments

a. In the chronic phase of the inflammation, the expression of MMP-9 protein was sig-
nificantly increased comparing to the control group at day 90, while it was slightly
elevated at day 120.

b. Activity of MMP-9 was also significantly elevated comparing to the control animals (at
the 90t day).

c. TIMP-1 was not detectable in the present experiment.
Il. Acute experiments

a. Oral administration of H4 histamine antagonist was associated with significant and
dose-dependent reduction of inflammatory parameters (lesion magnitude, shitchi-
ness of lesions, degree of tissue inflammation, number of neutrofil granulocytes, we-
ight of animals, degree of colon edema, increase in MPO activity, proinflammatory
cytokines (TNF-a) expression.

b. Oral administration of LTA4H inhibitor also reduced the inflammatory parameters sig-
nificantly in dose-dependent way (lesion magnitude, lesions, decrease in body we-
ight, degree of colon edema, increase in MPO activity, proinflammatory cytokines (IL-
6, TNF-a) and LTB4 expression).

Conclusion

I. In chronic TNBS model, the disease-associated complications worsened, and strictures develo-
ped.

a. Significant MMP-9 protein expression and activity was demonstrated in the lamina
propria. The MMP-9 is suitable as a biomarker in this model.

b. TIMP-1 expression was not detectable, which based on literature data, suggesting
that it does not affect the level and activity of MMPs during this inflammatory pro-
cess.

. In the acute TNBS model, the treatment of histamine H4 receptor antagonist significantly re-
duced the inflammatory parameters, depending on the applied dose.

[ll. In the acute TNBS model, treatment with LTAsH inhibitor was also reduced the inflammatory
parameters in a dose-dependent may and significantly reduced the inflammatory parame-
ters.

IV. Based on these findings, the histamine H4 receptor antagonists and LTAsH inhibitors may be
crucial targets for drug development and therapy of gut inflammation.



Tudomanyos kozlemények listaja 82

12. Tudomanyos kozlemények listaja

MTMT azonosito : 10027758

12.1 Az értekezés alapjaul szolgalé kozlemények listaja

1. Talapka P*, Berko A*, Nagy LI, Chandrakumar L, Bagyanszki M, Puskas LG, et al. Structural
and molecular features of intestinal strictures in rats with Crohn's-like disease. World J
Gastroenterol. 2016;22(22):5154-64.

*Megosztott elsGszerzGség IF: 3,300

2.  Whittle BJ, Varga C, Berko A, Horvath K, Posa A, Riley JP, et al. Attenuation of inflammation
and cytokine production in rat colitis by a novel selective inhibitor of leukotriéne A4 hydrolase.
Br J Pharmacol. 2008;153(5):983-91. IF: 6,810

3. Varga C, Horvath K, Berko A, Thurmond RL, Dunford PJ, Whittle BJ. Inhibitory effects of
histamine H4 receptor antagonists on experimental colitis in the rat. Eur J Pharmacol.
2005;522(1-3):130-8. IF: 3,040

12.2 Folydiratban megjelent egyéb kozlemények listaja

1. Szabo R, Borzsei D, Karacsonyi Z, Gesztelyi R, Nemes K, Berko AM, et al. Postconditioning-
like effect of exercise: new paradigm in experimental menopause. Am J Physiol Heart Circ Physiol.
2019;316(2):H400-H7. IF: 3,569

2. HerediJ, Cseh EK, Berko AM, Veres G, Zadori D, Toldi J, et al. Investigating KYNA production
and kynurenergic manipulation on acute mouse brain slice preparations. Brain Res Bull.
2019;146:185-91. IF: 3,441

3. Szabo R, Karacsonyi Z, Borzsei D, Juhasz B, Al-Awar A, Torok S, et al. Role of Exercise-Induced
Cardiac Remodeling in Ovariectomized Female Rats. Oxid Med Cell Longev. 2018;2018:6709742.
IF: 4,936

4. Posa A, Szabo R, Kupai K, Berko AM, Veszelka M, Szucs G, et al. Cardioprotective Effect of
Selective Estrogen Receptor Modulator Raloxifene Are Mediated by Heme Oxygenase in
Estrogen-Deficient Rat. Oxid Med Cell Longev. 2017;2017:2176749. IF: 4,936

5. HerediJ, Berko AM, Jankovics F, Iwamori T, Iwamori N, Ono E, et al. Astrocytic and neuronal
localization of kynurenine aminotransferase-2 in the adult mouse brain. Brain Struct Funct.
2017;222(4):1663-72. IF: 4,231



Tudomanyos kozlemények listaja 83

6. Posa A, Szabo R, Kupai K, Barath Z, Szalai Z, Csonka A, et al. Cardioprotective effects of
voluntary exercise in a rat model: role of matrix metalloproteinase-2. Oxid Med Cell Longev.
2015;2015:876805. IF: 4,936

7. Posa A, Szabo R, Csonka A, Veszelka M, Berko AM, Barath Z, et al. Endogenous Estrogen-
Mediated Heme Oxygenase Regulation in Experimental Menopause. Oxid Med Cell Longev.
2015;2015:429713. IF : 4,936

8. Talapka P, Nagy LI, Pal A, Poles MZ, Berko A, Bagyanszki M, et al. Alleviated mucosal and
neuronal damage in a rat model of Crohn's disease. World J Gastroenterol. 2014;20(44):16690-
7. IF: 3,300

9. Szalai Z, Szasz A, Nagy |, Puskas LG, Kupai K, Kiraly A, et al. Anti-inflammatory effect of
recreational exercise in TNBS-induced colitis in rats: role of NOS/HO/MPO system. Oxid Med Cell
Longev. 2014;2014:925981. IF: 4,936

10. Posa A, Kupai K, Menesi R, Szalai Z, Szabo R, Pinter Z, et al. Sexual dimorphism of
cardiovascular ischemia susceptibility is mediated by heme oxygenase. Oxid Med Cell Longev.
2013;2013:521563. IF: 4,936

11. Molnar AH, Varga C, Berko A, Rojik I, Parducz A, Laszlo F, et al. Inhibitory effect of vasopressin
receptor antagonist OPC-31260 on experimental brain oedema induced by global cerebral
ischaemia. Acta Neurochir (Wien). 2008;150(3):265-71. IF: 1,929

12. Molnar AH, Varga C, Berko A, Rojik |, Parducz A, Laszlo F, et al. Prevention of hypoxic brain
oedema by the administration of vasopressin receptor antagonist OPC-31260. Prog Brain Res.
2008;170:519-25. IF: 3,174

13. Horvath K, Varga C, Berko A, Posa A, Laszlo F, Whittle BJ. The involvement of heme
oxygenase-1 activity in the therapeutic actions of 5-aminosalicylic acid in rat colitis. Eur J
Pharmacol. 2008;581(3):315-23. IF: 3,040

14. Varga C, Laszlo F, Fritz P, Cavicchi M, Lamarque D, Horvath K, et al. Modulation by heme and
zinc protoporphyrin of colonic heme oxygenase-1 and experimental inflammatory bowel disease
in the rat. Eur J Pharmacol. 2007;561(1-3):164-71. IF: 3,040

15. Szabolcs A, Tiszlavicz L, Kaszaki J, Posa A, Berko A, Varga IS, et al. Zerumbone exerts a
beneficial effect on inflammatory parameters of cholecystokinin octapeptide-induced
experimental pancreatitis but fails to improve histology. Pancreas. 2007;35(3):249-55.

IF: 2,958
16. Czako L, Szabolcs A, Vajda A, Csati S, Venglovecz V, Rakonczay Z, Jr., et al. Hyperlipidemia
induced by a cholesterol-rich diet aggravates necrotizing pancreatitis in rats. Eur J Pharmacol.
2007;572(1):74-81. IF: 3,040



Tudomanyos kozlemények listaja 84

17. Szabolcs A, Varga IS, Varga C, Berko A, Kaszaki J, Letoha T, et al. Beneficial effect of
resveratrol on cholecystokinin-induced experimental pancreatitis. Eur J Pharmacol. 2006;532(1-
2):187-93. IF : 3,040

18. Molnar A, Balaspiri L, Galfi M, Laszlo F, Varga C, Berko A, et al. Inhibitory effects of different
galanin compounds and fragments on osmotically and histamine-induced enhanced vasopressin
secretion in rats. Eur J Pharmacol. 2005;516(2):174-9. IF: 3,040

19. Pavo |, Laszlo F, Morschl E, Nemcsik J, Berko A, Cox DA, et al. Raloxifene, an oestrogen-
receptor modulator, prevents decreased constitutive nitric oxide and vasoconstriction in
ovariectomized rats. Eur J Pharmacol. 2000;410(1):101-4. IF: 3,040



