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1. Szakirodalmi attekintés

1.1. Gyulladasos bélbetegségek altalanos jellemzése

A gyulladasos bélbetegségek (inflammatory bowel diseases [IBD]) két f6 megjelenési
forméja a Crohn-betegség és a fekélyes vastagbélgyulladas (colitis ulcerosa [UC]) Mindkét
betegség prevalencidja és incidenciaja vilagszerte novekszik. A gyulladasos bélbetegek szama
csak az Egyesiilt Allamokban koriilbeliil 2,4-2,7 milli6é kozé tehetd.

A Crohn-betegség a tapcsatorna barmely pontjan el6fordulhat a szajiiregtdl a
végbélnyilasig, de leggyakrabban a csipobél (ileum) termindlis szakaszat érinti €s a bélfal
minden rétegében kimutathatd a mucosatél a serosaig. Elesen koriilirt, a bélfal minden rétegére
kiterjedd (transmuralis), a bélnyalkahartya szerkezeti kdrosodasat eredményezd gyulladas. A
betegség rendkiviil valtozatos megjelenésii, visszatérd hasmenéses epizdodok, a gorcsds hasi
fajdalom és a napokig, akar hetekig elhuzddo lazas peridodusok jellemzik.

A colitis ulcerosa a vastagbél fekélyképzddéssel jard visszatérd gyulladdsos
megbetegedése, amely a legsulyosabb formak kivételével rendszerint a bélfal feliileti rétegeire
(mucosa ¢s submucosa) korlatozodik. A mélyebb rétegek csak a toxikus megacolon esetén
¢rintettek. A gyulladdasos bélbetegségek olyan multifaktorialis koérképek, amelyek
kialakuldsdnak kozvetlen okat jelenleg még nem ismerjiik.

Az IBD hatterében a genetikai tényezOk mellett, azzal szoros kapcsolatban szamtalan
kornyezeti tényezot feltételeznek, igy példaul kialakuldsukat kapcsolatba hoztak tobbek kozott
a taplalkozassal, egyes fertézésekkel, a dohdnyzassal vagy példaul az appendectomiaval is. A
betegség kialakulasaért felelos kiillonb6zo genetikai és kornyezeti tényezOk gyakran az
epitélidlis barrier karosodasat eredményezik. A megvaltozott barrier funkcid ezt kdvetden a
ami az immunsejtek szabalyozatlan gyulladasos aktivaciojahoz €s citokintermeléshez vezet. Ha
az akut nyalkahartya-gyulladast nem kezelik gyulladadscsokkentd terapiaval, akkor kronikus
bélgyulladés alakulhat ki. Az azonban az esetek tobbségében bizonytalan, hogy az epitélialis

barrier funkcidé megvaltozasa az oka, vagy inkabb kdvetkezménye a gyulladasnak.

1.2. A gyulladasos bélbetegségekben alkalmazott terapiak

Az IBD kezelésében tobbféle terapia hasznalhatd. Az esetek tobbségében a gydgyszeres

kezeléssel j6 eredmény érhetd el, de vannak helyzetek, amikor sebészi megoldasra is sziikség
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lehet. A kezeléssel elérhetd a tiinetek enyhtilése, a remisszios allapot kialakulésa és fenntartasa,
arelapszus megeldzése, a szoveti miikodés helyreallasa, valamint az atmeneti gyogyulas is. Oki
terapia azonban ma még nincs, igy végleges gyogyulas sem varhat6. Az elvaltozas pontos
lokalizacioja alapvetd fontossagu, mert ennek alapjan lehet donteni a szisztémas vagy lokalis
kezelés meginditasarol. Jelenleg a gyogyszeres terapidban immunszupresszorokat,
kortikoszteroidokat, illetve antibiotikumokat alkalmaznak, azonban ezeknek a gyogyszereknek
olyan stlyos mellékhatésai lehetnek, mint a laz, gércsok, magas vérnyomads €s ezek a tényezok

limitaljak a hosszu tava hasznalatukat.

1.3. A mitokondrium szerepe a gyulladasos bélbetegségekben

A mitokondrialis biogenezis, a mitokondridlis funkci6 €s szerkezet stabilitasa jelentds
szerepet jatszik a sejtek metabolikus egyenstlyanak fenntartdsdban. Igy a mitokondrialis
funkcié dontd jelentéségli a bélham fiziologids milkodésének fenntartasaban is. A
mitokondrialis diszfunkcid viszont negativan befolydsolja a sejtek bioenergetikajat, a sejtek
kozotti kommunikaciot és megszakithatja a mitokondriumok és mas sejtorganellumok (pl.
endoplazmas retikulum [ER] stb.) kozotti fizikai kapcsolatokat. Mindez reaktiv oxigén fajtak
(reactive oxygen species [ROS]) képzddéséhez ¢s az immunsejtek gyulladasos aktivalasahoz
vezethet, amely a bélfal-barrier karosodéasaval, megnovekedett permeabilitassal és végsd soron
bélgyulladés kialakuldséaval jarhat.

Az oxidativ foszforilacié (oxidative phosphorylation [OXPHOS]) folyamata a
mitokondriumban zajlik, ami a sejt fontos anyagcsere Utvonalainak ¢és a hatékony
energiatermelésnek ad otthont. A katabolikus folyamatokban a NADH ¢és a FADH», mint
hidrogéntranszporter a citrat korbdl szarmazo elektronokat a 1égzési lancba (electron transport
chain [ETC]) tudjak atvinni, ahol a legtobb elektron a mitokondridlis komplexeken keresztiil a
citokrom-c oxidazhoz vandorol, ahol oxigénmolekuldkkal és hidrogénionokkal vizet képez. Az
L. és III. komplex elektronjainak egy kis része (kb. 2%) azonban ,,elszivarog” az ETC-bdl és
oxigénmolekuldkkal reagédlva szuperoxid-anionokat képeznek, amelyek spontdn modon vagy
mangéan-szuperoxid-dizmutdz hatasara H>O;-d4 alakulhatnak. A sériilt mitokondriumok
javitasanak vagy eliminalasanak sikertelensége és a fokozodd mitokondrialis ROS termelése
olyan mitokondridlis komponensek (pl.: formildlt peptidek) felhalmozodasdhoz vezethet,

amelyek karosodassal Osszefiiggd molekularis mintakként (damage associated molecular



patterns [DAMP]) szolgalnak, amelyek az immunsejtek aktivalasaval a gyulladas tovabbi

fokozodasat eredményezik.

1.4. Makrofagok szerepe a gyulladasos bélbetegségekben

A colitis ulcerosaban és a Crohn-betegségben is a bélben 1évé mikrobioldgiai eredetii
antigénekkel szembeni immunvalasz hibaja figyelheté meg. Fizioldgias koriilmények kozott a
bél mikrobiota mikroorganizmusai ellen ugyanis nem alakul ki gyulladasos immunvalasz azaz
az immuntolerancia jelensége figyelheté meg, de IBD esetében ez kimutathato. A hatékony
immunvédelem a velesziiletett és a szerzett immunitasbol all. Ez a védelem az ¢ép
epitéliumsejtekbdl, az azokat fedd nyakbol és az ép perisztaltikus tevékenységbdl all Ossze.
Homeosztdzisban monocitdk folyamatosan jelen vannak a bélben és érett makrofagokka
differencialodnak. Ezek a makrofagok M2-szerii fenotipust mutatnak, a gyulladdsgatlo
makrofagok tipikus funkcidival, mint példaul az interleukin-10 (IL-10) és a transzformald
novekedési faktor-f (transforming growth factor [TGF-B]) gyulladasgatlé citokinek
szekrécidja, valamint a Toll-like receptorok (TLR) moddosult expresszidja. Gyulladasos
bélbetegségekben a monocitdk M2 iranyu differencialodasi folyamata azonban megakad,
ugyanis bizonyos kemokinek (pl.: CCL2, CCL7 és CCL8) a gyulladt teriiletekhez vonzzak dket,
ahol gyulladast indukalé M1 makrofagokkd differencidlodnak. Ezek az M1 polarizalt
makrofadgok viszont mar gyulladésos citokineket termelnek, mint példaul az IL-1, IL-6, IL-18,
és a tumornekrozis faktor-o (TNF-a) Ezek a citokinek kozvetleniil vagy kozvetve hatnak a
bélhamsejtekre és e sejtek direkt karosodasat €s nekrotikus sejthalélat is indukélhatjak, ami
gyulladésos bélbetegségek kialakulasahoz vezethet. Az emlitett gyulladasos citokinek tulzott
szekrécioja az IBD egyik tipikus jellemzdje.

1.5. A makrofagok metabolizmusa a gyulladas soran

A makrofagokban a legfontosabb immunmetabolikus tutvonalak a glikolizis, a
citromsavciklus (tricarboxylic acid cycle [TCA]), a pentdz-foszfat utvonal, a zsirsavszintézis
€s az aminosav-anyagcsere. Az M1 polarizacidé a sejtmetabolizmus teljes atprogramozasat
foglalja magaban, melynek sordn a sejtek alkalmazkodnak az uj feltételekhez. A
lipopoliszacharid (LPS)- vagy interferon-y-stimulalt (IFN-y) makrofagok megvaltozott
metabolikus fenotipust mutatnak, amelyet Warburg-metabolizmusnak neveznek. A Warburg-

effektus jellemzdje, hogy a sejtek energiametabolizmusat a szovet megfeleld oxigénellatasa
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ellenére az oxidativ foszforilaciorol laktattermeléssel jard aerob glikolizisre allitjak at. A
Warburg-metabolizmus sordn a sejtek kénytelenek nagyobb mennyiségii gliikozt felhasznalni
ATP ¢és laktat eldallitasara, mivel az energetikailag hatékonyabb mitokondridlis OXPHOS
gatolt. Erdekes modon a citrat koron keresztiili csokkent fluxus ellenére a mitokondrialis
szukcinat oxidacioja a szukcinat-dehidrogenaz (TCA enzim) hatasdra megndvekszik a
makrofagokban. Ez fokozza a ROS termelést és stimuldlja az M1 aktivaciot. A Warburg-tipusu
metabolizmussal miikodé makrofagok megrekednek ebben a gyulladasos M1-es allapotban. IL-
4 kezelést kovetden, ami az M2 polarizacio erds aktivatora a makrofagokban, sem tudnak ezek
a sejtek M1-r6l M2 iranyba polarizalodni. Ezenkiviil a megfeleld mitokondriélis funkcio is
elengedhetetlennek tlinik az M1-M2 iranyu polarizacié stimuldlasahoz.

A lipidmetabolizmus megvaltozasardl is beszamoltak IBD-betegekben, ezért a
gyulladdsos lipid mediatorokat az IBD potencidlis biomarkereinek tekintik. A nuklearis
peroxisoma-proliferator-aktivalt receptor gamma (PPAR-y) lehet a kapcsolat a lipidek és a
velesziiletett immunitas kozott. Erdekes modon a makrofigok PPAR-y aktivacioja megvédi az
egereket a kisérletes vastagbélgyulladastol és a makrofag-specifikus PPAR-y hiany fokozza a
vastagbélgyulladast. A lipidanyagcsere kritikusan befolyasolja a makrofagok polarizacigjat, és
a PPAR-y potencialis terapias célpont lehet az IBD-terapiaban.

Az IBD-ben szenvedd betegek aminosav-anyagcseréjének zavara is Osszefiiggésbe
hozhat6 a betegség aktivitasaval. A gyulladdsos bélbetegségben szenvedd betegek megvaltozott
glutamin-anyagcserét mutatnak, beleértve a csokkent glutaminfelvételt, a plazma alacsony
mennyisége a bélgyulladas soran jelentdsen csokken, mivel az NO bioszintézise L-argininbdl
torténik, €és bélgyulladds soran az NO mennyisége megnovekszik ezért a gyulladas sordn a
,kereslet” meghaladja a ,kinélatot”. Ez azért sem kivanatos, mert az arginin a makrofagokban

kiilonboz6 jelatviteli itvonalakon keresztiil gyulladasgatld vagy gyulladascsokkentd hatasu.

1.6. MIF

A makrofag migracio gatld faktort (MIF) tobb mint 40 évvel ezeldtt fedezték fel és ez
volt az egyik elsOként azonositott T-limfocitak altal termelt citokin. A humén MIF monomer
114 aminosavbol all6 fehérje, jelen tudasunk szerint a MIF aktiv formdja azonban a
homotrimer. A MIF nagy mennyiségben makrofagokban, de emellett sokféle mas sejttipusban

is termelddik, tobbek kozott limfocitdkban, monocitdkban, endotelidlis sejtekban és
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fibroblasztokban is. Mara a MIF szamos aktivitasa és funkcioja ismert. Makrofagokban fokozni
szerepet jatszik a velesziiletett és a szerzett immunvalaszban, jelentésége van a tumor
novekedésben és az angiogenezisben. Bizonyitékok azt mutatjak, hogy a MIF a makrofagokban
fokozza a gyulladast eldsegitd citokinek és mas gyulladdsos komponensek termelését, mint
példaul a TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, nitrogén-monoxid, ¢s a COX-2. Endokrin
faktorként a MIF-et a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengelye szabalyozza. A MIF a
hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely minden szintjén termelddik.

A MIF egyik érdekes ¢€s kiilonos aktivitasaval katalizalja a természetben nem eléfordulo
D-dopachrom tautomerizacigjat, illetve a fenilpiruvat és a hidroxifenilpiruvat keto-enol
tautomerizacidjat, azaz tautomeraz enzimaktivitassal is rendelkezik. Ez a tautomeraz aktivitas
a ketonaz és enolaz alaktivitidsokra bonthat6. Természetes szubsztratjai nem ismertek, de
ilyenek lehetnek wvaldszinlileg a katecholaminok anyagcseretermékei. Ugyanakkor
feltételezhetd, hogy ez a tautomeraz aktivitds szerepet jatszhat a MIF biologiai hatasanak

kialakitdsaban is.

1.7. A MIF szerepe a gyulladasban

A MIF mitogénekre, gyulladdsos ingerekre (pl.: lipopoliszaccharid) valamint specifikus
antigénekre vagy citokinek (TNF-a, interferon-y) hatésara is felszabadul. Az aktiv MIF pedig
extracellularisan receptoron keresztiil és intracellularisan jelatviteli fehérjék aktivalasan
keresztiil i1s kifejtheti hatasat. Akut gyulladdsban a MIF gyulladdsos hatasa kiillonb6zo
citokinek (TNF, IL-6), nitrogén-monoxid és mas medidtorok termelésének stimuldlasaval
valosul meg. A MIF antagonista hatdsu a gliikokortikoidok immunszupressziv hatdsaval
szemben. In vitro kisérletekben megfigyelték, hogy a MIF szabdlyozza a gliikokortikoidok altal
gatolt periférias vér mononukledris sejtek TNF, IL-1, IL-6 és IL-8 szintézisét, a citoszol PLA2
gliikokortikoidokhoz hasonléan a MIF koncentracidja megnd gyulladas, fert6zés és stressz
esetén. A MIF szamos kronikus és akut gyulladasos korképben jatszik kulcsszerepet, mint a
szepszis, pulmonaris gyulladasos megbetegedésekben (kronikus tiidégyulladas, akut 1égzési
distressz szindréma), valamint megemelkedett MIF szintet talaltak gyulladdsos bélbetegségek

esetében is.



1.8. MIF gatlas

A MIF gatlasanak védo hatasat mar szamos gyulladasos betegségben leirtdk. A
gliikokortikoidok immunszuppressziv hatasanak gatlasa a MIF gyullad4sos hatdsanak egyik
mechanizmusa lehet. fgy a MIF-gatlast potencialisan hasznos farmakoldgiai stratégiaként
javasoltak gyulladasos és autoimmun betegségek kezelésére.

Kutatasok soran kozvetlen kapcsolatot talaltak a MIF citokin aktivitasa €s a fehérje
tautomeraz enzimaktivitasa kozott. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a MIF tautomeraz
aktivitasanak gatlasa pozitiv hatassal lehet a kiilonb6z6 gyulladasos folyamatokra. A MIF
tautomeraz aktivitas kis molekuldju modulatorai befolyasolhatjak a MIF citokin aktivitasat,
MIF tautomeraz gatlok szép szammal el6fordulnak a természetben is. Ilyen természetes
tautomeraz gatld példaul a kavésav és a kurkumin. Szintetikus gatloszerek a paracetamol
metabolitja (NAPQI) és az ISO-1 is. A MIF tautomeraz aktivitas leggyakrabban alkalmazott
referencia inhibitora az ISO-1. Ez az izoxazolin osztalyba tartozé inhibitor d6zisfliggd modon
gatolja a MIF tautomeraz aktivitasat, és ugyanazon a helyen kotodik, mint a szubsztrat, a p-
hidroxifenilpiruvat, azaz a tautomeraz aktiv helyen. igy az ISO-1 széles korben alkalmazhatd
referenciainhibitorként kis molekuldja  MIF tautomerdz inhibitorok tesztelésében,
validéalasaban.

Mindazonaltal a magas hatékonysaggal és kedvezd tulajdonsdgokkal rendelkezd MIF-
gatlok tovabbra is korlatozott szamban allnak rendelkezésre, €s csak kevés esetben tortént meg

ezek részletes jellemzése kiilonbozo relevans betegségmodellekben.

1.9. KRP-6 és TE-11

A munkam soran alkalmazott egyik vegyiilet az E-3-(2-methoxybenzylidene) chroman-
4-one (KRP-6), amely erételjesen gatolta a MIF ketondz aktivitasat (ICso=4,31 + 1,34 pmol/L),
ugyanakkor az enolaz aktivitdsat nem befolyasolta (ICso = 1260 + 159 umol/L), igy szelektiv
ketonaz gatlonak tekinthetd. A masik vegyilet, az (E)-2-(Piridin-2-ilmetilén) -3,4-
dihidronaftalin-1(2H) -on (TE-11) mind a MIF ketondz (ICso = 5,63 pmol/L), mind az enolaz
(ICso = 28,58 umol/L) alaktivitasokat hatékonyan gatolta. Ezeknek a vegyiileteknek, melyek
szerkezetileg hasonldsagot mutatnak a természetben eléfordulé MIF-gatlé flavonoidokkal, a

kutatécsoportunk igazolta a MIF tautomeraz enzimaktivitasra gyakorolt gatlo hatasat.



2. Célkitiizések

A MIF gatlas kiilonb6zo gyulladdsos megbetegedésekben gyakorolt pozitiv hatasa ismert.
gy mi munkankban a KRP-6 és a TE-11, MIF tautomeraz gatlé vegyiiletek, hatasat vizsgaltuk
TNBS-indukalta kisérletes vastagbélgyulladasban egérben, valamint IFN-y, illetve LPS+IFN-y
indukalta M1 makrofagokon.

Dolgozatomban a kovetkezd kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Korabbi eredményeink azt mutattdk, hogy a TE-11 volt az egyik leghatékonyabb a
munkacsoportunk altal szintetizalt és tesztelt MIF inhibitorok koziil LPS indukalta
gyulladdsos makrofag modellben, és védd hatastinak bizonyult a szeptikus sokk
egérmodelljében is (172). Ezért most azt vizsgaltuk meg, hogy milyen hatassal van a
TE-11 kezelés a TNBS altal kivaltott gyulladdsra Crohn-betegség modellben egérben?

2. Hogyan befolyasolja a TE-11 a vastagbélben a gyulladasos citokinek termelését?

3. A KRP-6 az egyik leginkabb szelektiv, ketonaz inhibitor volt az Gsszes tesztelt vegyiilet
kozil, igy megvizsgaltuk, hogy csokkenti-e a KRP-6 és az igen hatdsos, de nem
indukalta apoptozist?

4. Milyen hatéssal van a KRP-6 és a TE-11 az IFN-y és LPS+IFN-y indukalt makrofagok
ROS, nitrit és gyulladésos citokin termelésére?

5. Hogyan befolyasolja a KRP-6 és a TE-11 a gyulladdsos makrofadgok energiatermelését,
fontos mitokondrialis paramétereit?

6. Hat-e a szeletiv ketonaz inhibitor KRP-6 az LPS+IFN-y indukalta makrofagok

PARP1,2,3 enzimeinek expresszidjara?

Dolgozatom {6 célkitlizése, hogy allatkisérletes €s sejtkultirds modellek alkalmazasaval
hozzajaruljak a MIF tautomerdz gatlas terdpids potencidljat aladtdmasztd tudomanyos

bizonyitékok bdvitéséhez.



3. Eredmények

3.1. TE-11 hatasanak vizsgalata TNBS altal indukalt colitis egérmodellben

3.1.1. A vastagbél makroszkopos kiértékelése

A TE-11 hatasat vizsgaltuk TNBS alkalmazasaval egérmodellben. A TNBS sulyos
szOovetpusztulas okozott a vastagbélben a kontroll csoporthoz képest, amelyet vérzéses fekélyek
¢s magas makroszkopikus pontszdmok jellemeztek. A pontozas soran a bélhossz rovidiilését,
bélsulyt, bélfal vastagsagat, béltartalom allagat és vértartalmat, fekélyes sebek szamat és
nagysagat, valamint a hasiiregi 6sszendvések szamat vettiik figyelembe. A TE-11 a magasabb
10 mg/kg dobzisban elsésorban a fekélyek méretének csokkentésével mérsékelte a
szovetkarosodast, ami csokkent gyulladasi pontszamot eredményezett a TNBS-csoporthoz

képest.

3.1.2. Szoveti gyulladasos citokin szintek

A TNBS gyulladasos citokintermelést indukalt a vastagbélben. A TNBS az IL-6 termelést
fokozta, mig a TE-11 az IL-6 szintet megkozelitdleg a felére csokkentette. A kezelés IL-1p3

termelést is fokozta a szovetben, de a TE-11 hatdséara az IL-1 B szint is szignifikdnsan csékkent.

3.2. KRP-6 és TE-11 hatasanak vizsgalata polimorfonuklearis leukocitak (PMNL) és

eozinofilek migracigjara és apoptozisara

3.2.1. Kemotaxis vizsgalat eredménye

A MIF-rél kimutattdk, hogy a kronikus gyulladas soran nagy mennyiségben termelddik,
¢és szabalyozni képes a leukocita migraciot azaltal, hogy sejtfelszini receptorokhoz, példaul
CXCR2-hez, CXCR4-hez ¢és CD74-hez kotddik. A leukocita migraciora gyakorolt hatasok
vizsgalata soran human periférids vér neutrofileket €s eozinofileket hasznaltunk. A migraciot
8-cal, az eozinofileket MIF-fel vagy CCL11-gyel serkentettik. Az ISO-1 és a KRP-6
szignifikansan csokkentette a MIF-indukalt neutrofil és eozinofil migracidt. Ezzel szemben
egyik sem befolyasolta a neutrofilek IL-8-stimulalt kemotaktikus mozgasat azonban a KRP-6

gatolta a CCL11 éaltal kivaltott eozinofil kemotaxist, mig az ISO-1 erre nem volt képes. A TE-



11 mind a MIF, mind az IL-8 altal indukalt neutrofil, valamint a MIF és a CCL11 altal stimulalt

eozinofil migraciot is csokkentette.

3.2.2. Sejtéletképesség vizsgalat eredménye

Mivel kordbban kimutattak, hogy a MIF direkt és indirekt mechanizmusokon keresztiil
gatolja a neutrofil apoptozist, ezért KRP-6 és TE-11 hatasat vizsgaltuk neutrofilek és
eozinofilek apoptdzisara. A MIF csokkentette a korai €s a késoi apoptdzist a neutrofilekben, de
nem befolyasolta az eozinofil apoptozis egyik formajat sem az elsd munkankban végzett
kisérletben. A korai apoptozis 40%-kal, mig a késdi apoptozis 47%-kal csokkent. A KRP-6
gatolta ezt az antiapoptotikus hatéast, igy ellenstlyozva a MIF egyik gyulladaskeltd
tulajdonsagat a neutrofilekben. Ellenben a masodik munkénkban, a TE-11 hatdsénak vizsgdlata
soran a MIF csokkentette a kés6i apoptdzist €s a nekrdzist a neutrofilekben €s az eozinofilekben
egyarant. A TE-11 el6kezelés szignifikdnsan megndvelte az apoptotikus és nekrotikus
neutrofilek és eozinofilek mennyiségét a MIF-kezelt sejtekhez képest. Ebben a méasodik
munkéiban a MIF az eozinofilek késdi apoptozisat és nekrozisat feltehetden azért gatolhatta,
mert az alkalmazott médium FBS tartalmat korabbi tapasztalatok alapjan 1%-r6l 3%-ra

emeltik.

3.3. KRP-6 és TE-11 hatasanak vizsgalata gyulladasos makrofag modellen

3.3.1. ROS mérés eredménye

A KRP-6 és TE-11 hatasat vizsgaltuk IFN-y vagy IFN-y és LPS stimulalta RAW 264,7
makrofagok ROS termelésére 24 oras kezelést kovetden. Az DHR123 hozzaadasa utan rogton
(hattér), majd két ora utdn mért értékeket kivontuk egymasbol, igy megkaptuk a ténylegesen
termelddott ROS mennyiségét. Az elsd alkalmazott modellben a kezeletlen csoport ROS
termelése az IFN-y kezeltének kortilbeliil 73%-a volt. A KRP-6 csokkentette a megemelkedett
ROS termelést. A masik alkalmazott modell esetében pedig a kezeletlen csoport ROS termelése
az IFN-y és LPS kezeltének kortilbeliil 44%-a volt. Az TE-11 kezelés szintén csokkentette a
megemelkedett ROS termelést.



3.3.2. Nitrit mérés eredménye

A makrofagok aktivaciojanak egy fontos kiséréje a nitrogén monoxid szintézise. Az igen
reaktiv NO atalakul nitritté, ami felhalmozodik a sejtek médiumaban, €s Griess reagenssel
kimutathatd. A nitrit mennyiségébdl lehet kovetkeztetni az NO eredeti mennyiségére. 24 Ords
IFN-y vagy IFN-y+LPS kezelést kovetden mértiik a nitrit produkciot. Arra voltunk kivancsiak,
hogy van-e kiilonbség az IFN-y és az IFN-y+KRP-6, valamint az IFN-y+LPS és az IFN-y+
LPS+TE-11 hatasara bekovetkezd nitrit produkcioban RAW 264,7 makrofag sejteken. A KRP-
6 kezelés a megnovekedett nitrit termelésre nem volt hatassal, hiszen a mért koriilbeliil 18%-
kos kiilonbség nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak. A TE-11 kezelés a megnovekedett

nitrit termelést viszont statisztikailag szignifikansan csokkentette.

3.3.3. HIF-1a mérés eredményei

Az LPS+IFN-y kezelés HIF-1oo mRNS transzkripciot és fehérjeexpressziot indukalt
RAW264.7 sejtekben. Az LPS+IFN-y a HIF-1a mRNS transzkripciét novelte, amit a TE-11
kezelés szignifikdnsan csokkentett. Az LPS+IFN-y hatasara HIF-lo fehérje termelés
emelkedett, amit a TE-11 kezelés lecsokkentett.

3.3.4. ATE-11 gyulladasos mRNS expressziora gyakorolt hatasa

Az LPS+IFN-y kezelés szamos gyulladasos gén mRNS expresszigjat indukalta
makrofagokban. A CCL2, IL-6, TNF-a, iNOS ¢és SOD2 szint emelkedett a DMSO kezelt (VEH)
csoporthoz képest. Ezzel szemben a TE-11 csokkentette a CCL2 ¢és az IL-6 mRNS szintet,
azonban nem tudta megvaltoztatni a TNF-a és az iNOS-gén-transzkripciot. Ezenkiviil a TE-11
tovabb novelte a SOD2 mRNS szintet az LPS+IFN-y-aktivalt sejtekhez képest. Modelliinkben

nem észleltiink valtozast az Nrfl mRNS expressziojaban.

3.3.5. Gyulladasos citokinszint mérés eredménye

A gyulladasos folyamatok egyik fontos tényezdje a makrofagok citokin termelése, ezért
megmeértiik a CCL2, IL-6, TNF-a citokin szinteket. Az ELISA citokin méréssel arra szerettiink
volna valaszt adni, hogy a gyulladasos citokinek mennyiségében van-e kiilonbség az IFN-y és
az LPS+IFN-y altal aktivalt modellekben a KRP-6 vagy a TE-11 kezelés hatasara. Az IFN-y a
TNF-a termelést a kontroll szinthez képest novelte, mig a KRP-6 kezelés a TNF-a szintet nem

tudta statisztikailag szignifikdns modon csokkenteni. Az LPS+IFN-y a TNF-a termelést, a
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CCL-2 termelést és az IL-6 termelést novelte a kontroll sejtekhez képest. A TE-11 kezelés
hatékonyan csokkentette a CCL-2 és az IL-6 szintet, azonban a TNF-a szintjében itt sem

tapasztaltunk valtozast.

3.3.6. Az extracellularis savasodasi rata mérés eredményei

Az M1 makrofagok az oxidativ foszforilaciobol az aerob glikolizis irdnyaba toljak at a
metabolizmusukat. Ennek megfeleléen meghataroztuk az extracellularis savasodasi ratat
(extracellular acidification rate [ECAR]) az LPS+IFN-y-val kezelt RAW264.7 sejtekben. Mivel
ez l1ényegében a laktat termelésbdl ered, ami a sejtek fermentativ ATP-termelésének (azaz aerob
glikolizis) aktivitasara utal. Az IFN-y+LPS-sel kezelt sejtek esetében az alap savasodasi rata
megemelkedett, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az anyagcsere eltolddott a glikolizis felé,
azonban a KRP-6 és TE-11 hatasara az ECAR szignifikdnsan csokkent. Ezenkiviil az
oligomycin kezelés fokozta az ECAR-t a VEH-kezelt sejtekben, ami azt bizonyitja, hogy a
makrofag sejtjeink ATP termelésében fontos szerepet jatszik az OXPHOS, hiszen az FOF1-
ATP szintaz oligomycin altali gitlasaval az ATP termelés csokken, amit a sejt emelkedett
glikolitikus rataval kompenzalhat. Az FCCP, a rotenon és az antimycin A nem modositotta

tovabb az ECAR-t egyik kezelési csoportban sem.

3.3.7. Mitokondrialis funkcié vizsgalat eredménye

Oligomycin hozziadasara, amely tehat az FoF1-ATP szintaz Fo alegységét gatolja, az
oxigénfogyasztas leesik. FCCP hatdsara, ami egy mitokondrialis szétkapcsoloszer, amely a
mitokondridlis protongradiens megsziintetésén keresztiil egymastol fliggetlenné teszi a 1égzési
lanc elektrontranszport €s az ATP szintézis folyamatat, kiegyenlitddik a proton gradiens.
Ezaltal az elektrontranszportlanc felporog és megnd az oxigénfogyasztas a CIV-en. Az
antimycin A ¢és a rotenon az elektrontranszportlanc CI és CIII komplexeinek gatlasaval
megszilinteti a mitokondridlis oxigénfogyasztast. A nem-mitokondrialis oxigénfogyasztast
levonva az alap oxigénfogyasztasbol megkapjuk az alap 1égzést, amely az ATP termelésre €s a
protonszivargasra bonthato fel. A maximalis 1égzési kapacitas az FCCP beadéasa utani érték. A
tartalék 1égzési kapacitast a maximalis és a bazalis 1€gzés kozotti kiillonbség adja. Az alaplégzést
az oligomycin beadésa el6tti adatokbodl szamoltuk.

A mérés elso felében meghatarozasra keriilt a sejtek alaplégzése. Az LPS+IFN-y kezelés

koriilbeliil 80%-kal csokkentette a bazalis respiraciot, a KRP-6 hatasara ez a csokkenés 62%
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volt, a TE-11 kezelés esetében viszont 29%. A VEH és a TE-11 kezelés kozott nem volt
szignifikans kiilonbség. Az oligomycin hozzaadasa utan kiszamolhato a sejtek ATP termelése.
Az ATP termelés LPS+IFN-y hatasara 95%-kal csokkent a kontroll sejtekhez képest, a KRP-6
esetében ez a csokkenés 67%-o0s a TE-11 kezelésnél pedig 24% volt. LPS+IFN-y hat4sara a
mitokondriumok kapcsoltsagi hatékonysaga 75%-kal romlott, amit a KRP-6 é¢s a TE-11 kontroll
szintre emelt. FCCP hatésara a protongradiens megsziint, a mitokondrialis oxigénfogyasztas
megnott, ezaltal meg tudtuk hatarozni a sejtek maximalis 1égzését. LPS+IFN-y hatdsara a
maximalis 1égzés 93%-kal csokkent a kontrollhoz képest. KRP-6 jelenlétében ez a csokkenés
kisebb mértékli 72%-o0s, a TE-11 hatasadra minddssze 48%. A tartalék 1égzési kapacitast ugy
lehet kiszamolni, hogy a maximalis 1égzésbdl kivonjuk az alaplégzést. A tartalék 1€gzési
kapacitas LPS+IFN-y kezelés hatdsara 99%-ot csokkent, a KRP-6 kezelés nem befolyésolta,
mert a mért, koriilbeliill 78%-os kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans. A TE-11
hatasara a csokkenés 67%-os volt. A protonszivargas mértékét gy szdmoljuk ki, hogy az
oligomycin gatlas utan mért oxigénfogyasztasbol levonjuk a rotenon és antimycin A
hozzaadasat kovetden mérhetd nem-mitokondridlis oxigénfogyasztast. Vizsgalatunkban az
LPS+IFN-y hatasara a protonszivargas koriilbeliil 54%-o0s volt, amit a KRP-6 és TE-11 nem
tudott befolyasolni.

3.3.8. A KRP-6 PARP enzimekre gyakorolt hatasa

Korabbi eredmények arra utalnak, hogy az aktivalt makrofagok csokkentik a PARP-1
mRNS expresszigjat. Ennek megfelelden elemeztiik a PARP-1,-2 és -3 mRNS expressziojat
LPS+IFN-y-val kezelt RAW264.7 sejtekben. Kisérleteink azt mutattak, hogy mig a PARP-1 és
PARP-2 mRNS expresszioja csokkent LPS+IFN-y-indukalt makrofagokban, a PARP-3 mRNS
szintézise valtozatlan maradt. Ezzel szemben a KRP-6 kezelés szignifikansan fokozta a PARP-

1 és PARP-2 expresszigjat.
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4. Osszefoglalas

Munkéam soran a MIF-gatlok egy 1j csaladjaba tartozé két vegyiilet, a KRP-6 és a TE-11
hatasait vizsgaltam. A TE-11-et TNBS-indukalta kisérletes vastagbélgyulladas modellben, és a
KRP-6-hoz hasonloan klasszikus M1 tipusu makrofidg polarizaci6, valamint leukocita- ¢€s
eozinofil migracié vonatkozasaban, in vitro korilmények kozott vizsgaltam.

A kutatds els6 részében a KRP-6 hatasait tanulmanyoztam IFN-y-val stimulalt
makrofagokon. Eredményeink alapjan a KRP-6 gatolta a ROS termelést, csokkentette a
glikolitikus aktivitast, ugyanakkor fokozta a mitokondrialis energiatermelést. Emellett a KRP-
6 fokozta a PARP-1 és PARP-2 gének transzkripcidjat, ami a MIF lehetséges szerepét jelzi e
két PARP izoforma szabalyozasdban. Annak pontos meghatarozasa, hogy ezek a hatasok MIF-
receptor-medialt vagy tautomeraz-aktivitashoz kothetok-e, tilmutat a jelen dolgozat keretein.
Mindazonaltal eredményeink arra utalnak, hogy a KRP-6 — egy rendkiviil szelektiv ketonaz-
inhibitor — jelentdsen csokkenti a makrofagok aktivacidjat és a leukocita migraciot, ezaltal
igéretes farmakologiai célpontként szolgalhat kiilonb6zd kronikus gyulladdsos €és autoimmun
sejtkulturas modellekben vizsgaltuk, egy esetleges jovobeni klinikai kiprébalashoz tovabbi in
vivo vizsgalatok sziikségesek. Ugyanakkor a receptor aktivacido és a tautomeraz aktivitds
kiilonallo biologiai hatdsainak feltérképezése, valamint a kizarolag ketondz- vagy enolaz-fiiggd
folyamatok azonositasa, ha vannak ilyenek, nagy jelentdséggel birhatnak. Tekintettel arra, hogy
a prolin-1 mutans MIF-ek teljes mértékben elvesztik tautomeraz aktivitasukat, ezek a genetikai
modellek nem alkalmasak a két enzimfunkcio elkiilonitett vizsgalatara. Erre a célra a szelektiv
inhibitorok, igy a KRP-6 is, hatékony eszkozt jelenthetnek, és hozzajarulhatnak a MIF biologiai
szerepének mélyebb megértéséhez.

A kutatds masodik részében a TE-11, egy 0 MIF tautomeraz inhibitor hatasait
vizsgaltam. A TE-11 csokkentette a gyulladasos makrofagok aktivacigjat, valamint gatolta a
metabolikus eltolédast az oxidativ foszforilacid iranyabdl az aerob glikolizis felé. Ezen
tulmenden a TE-11 hatékonyan gatolta a leukocita- €s eozinofil migraciot, és enyhitette a
kisérletes Crohn-megbetegedéshez hasonld vastagbélgyulladas tiineteit egérben. A kezelés
kovetkeztében mérséklodott a makroszkdpos elvaltozasok stulyossaga, valamint csokkent a
szoveti IL-6 és IL-1P citokinek szintje. Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy a MIF

tautomeraz aktivitdsa — valosziniileg a MIF/HIF-la tengelyen keresztiil — szabalyozza a
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glikolizis folyamatait, igy gatlasa csokkenti az M1 makrofag aktivacioval kapcsolt metabolikus
atprogramozast.

Mivel a leukocita migraci6, valamint az M1 makrofag polarizdciohoz kapcsolodo
metabolikus atprogramozéas jelentds szerepet jatszik a gyulladasos bélbetegségek
patomechanizmuséban, a MIF igéretes terapias célpont lehet ezek befolyasolasara. Igy

eredményeink alapjan a TE-11 potencidlis gyogyszerjelolt lehet az IBD jovébeni kezelésében.
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baratsagaért. Koszondm Bagéné Dr. Vantus Violanak és Dr. Kovacs Dominikanak az
allatkisérletekben valo segitséget €és aktiv részvételt. Koszonom Dr. Kalman Nikolettanak a
génexpresszios vizsgalatok soran végzett munkajat, valamint kdszonetet szeretnék mondani
minden munkatarsamnak, aki barmilyen mddon segitette a munkémat.

Itt is szeretném megkdszonni a csalddomnak a tAmogatasukat, segitségiiket. Valamint a

férjemnek koszondk mindent, a motivalast, és azt, hogy barmiben szamithatok ra.
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