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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

 

ALP alkalikus foszfatáz 

CFU kolónia-formáló egység 

CD cöliákia  

CFTR cisztás fibrózis transzmembrán regulátor 

CLD klaudin 

DSS dextrán szódium szulfát 

EC enterocita 

ESPGHAN Európai Gyermek-gasztroenterológiai, -hepatológiai és  

-táplálkozási Társaság 

GALT bél-asszociált limfoid szövet 

GFD gluténmentes étrend 

HUPIR Magyar gyermek IBD regiszter 

iAP intesztinális alkalikus foszfatáz 

IBD gyulladásos bélbetegség 

IEL intraepiteliális limfocita 

IFN- interferon gamma 

IL interleukin 

KO génkiütött 

LBP LPS-kötő fehérje 

LPS lipopoliszacharid 

MC Crohn-betegség 

MyD88 myeloid primary response gene 88 

NS nem szignifikáns 
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PAMP patogén-asszociált molekuláris mintázat 

PCDAI gyermekkori Crohn-betegség aktivitási index 

PRR mintázatfelismerő receptor 

PUCAI gyermekkori kolitisz ulceróza aktivitási index 

SGK-1 szérum és glukokortikoid regulált kináz 1 

SLP szurfaktáns-szerű partikulum 

TG transzglutamináz  

TGF- transzformáló növekedési faktor béta 

TJ tight junction  

TLR toll-like receptor 

TNF- tumor nekrózis faktor-alfa 

Treg regulátoros T sejt 

TSNALP szöveti nem specifikus alkalikus foszfatáz 

UC kolitisz ulceróza 

WT vad-típus 
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BEVEZETÉS 

 

A gyermek-gasztroenterológiai kórképeknek jelentős szerepük van mind az alap, mind a 

specializált gyermekgyógyászati ellátásban, ugyanis ezek a betegségek a 

gyermekpopuláció jelentős részét érintik. Ezeket a kórképeket három csoportba 

oszthatjuk kialakulás és életkori sajátosságok alapján: a fejlődési rendellenességgel járó 

betegségek, felszívódási zavarok illetve a gyulladás talaján kialakult kórképek.  

Munkacsoportunk kutatásainak fő irányát a bélhez kötött mukózális immunrendszer 

eltéréseinek vizsgálata képezi immunmediált betegségekben. Gasztroenterológiai 

kutatásaink többsége a gyulladásos bélbetegségekkel, a cöliákiával valamint az allergiás 

kórképekkel kapcsolatos. Tanulmányainkban vizsgáltuk a veleszületett és adaptív 

immunrendszer mukózális és perifériás eltéréseit és a mukózális sejtösszekötő 

struktúrák változásait az említett kórképekben. 

A rutin laboratóriumi diagnosztikában az alkalikus foszfatáz máj és csont izoenzim 

vizsgálata széles körben elterjedt.  Az intesztinális alkalikus foszfatáz (iAP) az alkalikus 

foszfatázok csoportjának egy speciális, a bélre jellemző izoenzime. Régóta ismert, hogy 

az iAP a zsírabszorpció fontos résztvevője, de újabban leírták a bél mukózális 

barrierintegritásának fenntartásában betöltött szerepét is. 

Mivel a gyulladásos bélbetegségben (IBD-ben) és cöliákiában a bélfal integritása 

fontos, ezért munkám során molekuláris biológiai módszerekkel vizsgáltam az iAP 

expressziójának változásait, valamint a veleszületett immunrendszer részéről a Toll-like 

receptor 4 (TLR4) és iAP enzim intesztinális lokalizációját IBD-ben és cöliákiában.  

Dolgozatomban a vizsgált kórképekről és az iAP-ról szóló irodalmi áttekintés után a 

beteganyagot, felhasznált módszereinket ismertetem, majd bemutatom eredményeinket 

és az azokból levonható következtetéseket. 
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IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

I. Gyulladásos bélbetegség 

Az IBD két fő megjelenési formája a Crohn-betegség (MC), a kolitisz ulceróza (UC). 

Az esetek 10-15%-ban a két betegséget nem lehet elkülöníteni, ilyenkor indeterminált 

kolitiszről beszélünk. Az IBD pontos patomechanizmusa ismeretlen, de genetikailag 

fogékony egyénekben a bélnyálkahártya megváltozott barrierfunkciója, a veleszületett 

és adaptív immunrendszer kóros válaszai és különböző környezeti faktorok járulnak 

hozzá a krónikus bélgyulladás kialakulásához (Lakatos és mtsai 2006), (1. ábra).  

 

 

1. ábra: A gyulladásos bélbetegség (IBD) etiopatogenezise. A krónikus bélgyulladás IBD-ben a 

rezidens bélflóra változása és a mukóza közötti kölcsönhatás eredményeként jöhet létre. Ezt befolyásolják 

környezeti és gazdaszervezeti faktorok genetaikailag fogékony egyénekben. A genetikai faktorok hatnak a 

barrierfunkcióra, a velelszületett és adaptív immunválaszokra (Xavier és mtsa 2007). 

 

Bár a magas incidenciájú országokban, mint Észak-Amerika és Észak-Európa az UC és 

MC incidenciája és prevalenciája napjainkra stabilizálódni látszik, az alacsony 

incidenciájú országokban, mint Dél-Európa és Ázsia az előfordulásuk növekszik. Az 

Egyesült Államokban 1,4 millió, Európában 2,2 millió ember szenved IBD-ben (Jess és 

 IBD 

DOI:10.14753/SE.2012.1788



Az intesztinális alkalikus foszfatáz vizsgálata gyermekkori gyulladásos bélbetegségben és cöliákiában  
 

9 

 

mtsai 2008). Az IBD gyermekkori előfordulása az összes IBD-s betegek 10-15%-t 

teszik ki (Abramson és mtsai 2010). A kórkép leggyakrabban az élet 2. és 3. 

évtizedében jelentkezik (Levine és mtsai 2011). A magyarországi gyermek IBD-

regiszter (HUPIR) 2008-as adatai alapján 18 éves kor alatti populációban az IBD 

gyermekkori incidenciája 6,55/10
5
, MC-ben 3,8/105, UC-ben 2,2/10

5
 és indeterminált 

kolitiszben 0,45/105. A nemzetközi adatokhoz hasonlóan, Magyarországon a 

gyermekkori MC incidenciája meghaladja az UC incidenciáját. A magyar és nemzetközi 

felmérések szerint a nemek aránya UC-ben közel azonos, MC-ben viszont majdnem 

másfélszer több fiút regisztráltak, mint lányt (Veres és mtsai, 2008).  

I.1.  A bél mikroflórája és a gyulladásos bélbetegség kapcsolata 

A bél kommenzális flórája és a gazdaszervezet védekező válaszai közötti dinamikus 

egyensúly felborulása hozzájárul az IBD kialakulásához és a gyulladás krónikus 

fennállásához (Xavier és mtsai 2007). A bélflóra összetétele viszonylag állandó, de az 

étrend, enterális infekciók, antibiotikum-kezelés, savcsökkentők és immunszuppressziós 

kezelés befolyásolja (Schiffrin és mtsai 2002). A bél mikroflórája nagyjából 500 

különböző baktériumfajból tevődik össze, melynek száma a vékonybél elejétől kezdve 

folyamatosan nő, a jejunumban 10
4
, az ileumban 10

7
 a baktériumok kolónia-formáló 

egysége (CFU) grammra számolva (Orlando és mtsai 2012). A vékonybélben zömmel 

Gram-negatív aerob és obligát anaerob baktériumtörzsek vannak. A vastagbélben főleg 

az anaerobok dominálnak és a béllumenben 10
12

 a baktériumokra vonatkoztatott CFU. 

A patogén baktériumok eliminálására két fő kontrollmechanizmus létezik: a 

gazdaszervezettől független baktérium-baktérium és a gazdaszervezet-baktérium közötti 

kölcsönhatás (Tomasello és mtsai 2011, Gersemann és mtsai 2011). Ez utóbbi úgy 

tűnik, komplex módon befolyásolja a bélflóra összetételét, valamint az intesztinális 

mikroflóra hat a gazdaszervezet veleszületett és adaptív immunrendszerének fejlődésére 

is. A túlzottan agresszív nem-patogén, kommenzális baktériumokkal szembeni 

immunválaszok szerepet játszanak az IBD patogenezisében, tüneteiben és 

szövődményeiben (Hammer és mtsai 2011, Sepehri és mtsai 2011). Az agresszív és 

protektív baktériumfajok relatív egyensúlya megváltozik a béllumenben krónius 

bélgyulladásban. Bizonyított tény, hogy IBD aktív szakaszában az antibiotikum-kezelés 

csökkenti a bélnyálkahártyán keresztüli bakteriális inváziót, eliminálja az agresszív 
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baktériumfajokat, globálisan csökkenti a luminalis és mukózális baktériumkoncentrációt 

(Kaur és mtsai 2011, Sartor és mtsai 2004). A mikrobiális flóra változatossága és 

komplexitása miatt további metagenomikus vizsgálatokra van szükség az IBD-ben 

betöltött szerepének tisztázására (Hedin és mtsai 2010). 

 

I.2. A mukózális barrierintegritás és a gyulladásos bélbetegség  

A bélnyálkahártya nem csupán egy fizikai barrier a patogének inváziója ellen, hanem 

egy érzékeny struktúra, amely a környezeti változásokat érzékeli és reagál rájuk. A 

gasztrointesztinális rendszer érintkezik a legnagyobb felületen a külső környezettel, 

mintegy 300 m
2
-en. Az intesztinális homeosztázis fenntartása egy nagyon összetett 

folyamat (MacDonald és mtsai 2011, Renz és mtsai 2011). A bél-asszociált mukózális 

immunrendszer (GALT) speciális regulátoros és gyulladásellenes hatással rendelkezik, 

ugyanis egyszerre kell tolerálnia a nem-veszélyes táplálékantigéneket, a kommenzális 

mikroorganizmusokat és ezzel egy időben a helyi védekező mechanizmusoknak 

védelmet kell nyújtania a patogén baktériumtörzsekkel szemben (Tlaskalová-Hogenová 

és mtsai 2004, Tezuka és mtsa 2010). Ezen egyensúly fenntartásában az intesztinális 

mikroflóra összetételének, az immunrendszer két karjának: a veleszületett és az adaptív 

immunrendszernek, valamint az intesztinális barriernek is kiemelt jelentősége van. A 

bőrrel ellentétben, amely egy szoros, de nem áteresztő hártyát képez (Curtis és mtsai 

2012), az egyrétegű bélhámsejt-réteg kiemelt jelentőséggel bír a tápanyag és 

folyadadékcserében (Moens és mtsai 2012). A sejteket megújító folyamatok mellett, a 

bélhámsejteknek (EC) fenn kell tartani a gyors mukózális véráramlást, az összefüggő 

adherens nyálkahártyát és a „repair” mechanizmusokat stimuláló regulációs peptideket 

(Gilbert és mtsai 2012, Koslowski és mtsai 2010). A bél epitélsejt rétegének sérülése 

mukózális erózióhoz, majd fekélyesedéshez vezet, és a patogének, valamint kémiai 

anyagok bélnyálkahártyán való fokozott átjutását eredményezi (Laukoetter és mtsai 

2008), (2. ábra). A bélhámsejtek egy polarizált membránt alkotnak, amelyek szoros, 

intercellularis összekötő struktúrákkal csatlakoznak egymáshoz és a sejtek béllumen 

felé eső, apikális felszínét glikokalix réteg borítja (Bruewer 2006). Az EC-k képesek a 

baktériumokat fagocitálni, a toxinokat szekvesztrálni és semlegesíteni, a patogén-

asszociált molekuláris mintázatot (PAMP) detektálni, hozzájárulva ezzel a veleszületett 
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és adaptív immunitás aktiválásához (McGuckin és mtsai 2009). IBD-ben a 

bélnyálkahártya permeabilitása megnövekszik, ezáltal szabaddá válik az út patogén és 

opportunista patogén baktériumok számára, ezáltal a bélfalban egy gyulladásos kaszkád 

indul el (Salim és mtsai 2010, Shen és mtsai 2009).  

 

 

2. ábra: Az IBD és az intesztinális mikroflóra kapcsolata. Az IBD-ben jelenlévő diszbiózist a 

kommenzális flóra baktériumtörzsei és opportunista patogén baktrériumtörzsek okozzák. A mikrobiális 

egyensúly felbomlása hozzájárul az epiteliális tight junction (TJ) fehérjék expressziójának csökkenéséhez 

és a bélpermeabilitás növekedéséhez. Az epitélbarrier működési zavara emelkedett bakteriális 

transzlokációhoz vezet. A baktériumok ölési mechanizmusa szintén zavart. Az ineffektív bakteriális 

ölőmechanizmusok fokozott Toll-like receptor (TLR) stimulációhoz vezetnek, beindítva a veleszületett és 

T-sejt mediált adaptív immunválaszokat. IL: interleukin, TNF : Tumor nekrózis faktor a, TGF : 

transzformáló növekedési faktor béta, LPS: lipopoliszacharid (Laukoetter és mtsai 2008). 

 

I.3. A veleszületett immunitás és a gyulladásos bélbetegség 

Az intesztinális mukózának a lehető leggyorsabban fel kell ismernie a gazdaszervezetet 

fenyegető patogén törzseket és kontrollált immunválaszokat kell beindítania, 
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ugyanakkor elvárás, hogy „érzéketlen” maradjon a mindenütt jelen lévő kommenzális 

baktériumokkal szemben. Az ún. mintázatfelismerő receptorok (PRR) nagy szerepet 

játszanak a veleszületett immunválaszok szabályozásában (Candia és mtsai 2011, Clavel 

és mtsai 2007), hogy megkülönböztessék a „saját” és a mikrobiális „nem-saját” 

molekulákat, a nagymértékben konzervált molekuláris mintázatok felismerése alapján. 

A Toll-like receptorok (TLR), amelyek a PRR-k transzmembrán receptorcsaládjába 

tartoznak, alapvető fontosságúak a mikróbák felismerésében, az antimikrobiális gének 

indukciójában és az adaptív immunválaszok kontrolljában (Areal és mtsai 2011, Cario 

és mtsai 2005, Kawai és mtsai 2011), (3. ábra).  

 

 

3. ábra A TLR ligandok diverzitása. Különböző patogén asszociált molekuláris mintázatok (PAMP) 

szelektíven aktiválják a Toll-like receptorokat (TLR). Minden TLR a különböző patogének speciális, ún. 

„ molekuláris mintázatát” ismeri fel (Cario és mtsai 2005).  

 

Az emlősökben előforduló TLR-k transzmembrán glikoproteinek (Kurokawa és mtsai 

2012, Zhou és mtsai 2012). A TLR-k ún. alarmírozó szignálokat ismernek fel, amelyek 

mikrobiális (kommenzális vagy patogén) vagy vírus-asszociált és károsodás-asszociált 

(endogén vagy exogén) molekuláris mintázatok (Smith és mtsai 2011). Az összes TLR, 

kivéve a TLR3, a MyD88 adapter proteinen keresztül aktiválja a „downstream” 

jelátviteli utakat, a TLR4 mind MyD88-függő, mind MyD88-független útvonalon is 

Lipoproteinek 
ds RNS LPS Flagellin 

ss RNS uropatogén 

ligand 

CpG DNS 

DOI:10.14753/SE.2012.1788



Az intesztinális alkalikus foszfatáz vizsgálata gyermekkori gyulladásos bélbetegségben és cöliákiában  
 

13 

 

aktiválódik. A MyD88-on keresztüli kapcsolódás számos jelátviteli utat indít be, ilyen 

az IRAK, TRAF6 és a TAK1, amelyek a NFB, AP-1, EIk-1, CREB, STAT és IRF 

transzkripciós faktorok aktiválódása (Gao és mtsai 2012, Wang és mtsai 2011). 

Mindezen mechanizmusok arra irányulnak, hogy a gazdaszervezet homeosztázisát 

fenntartsák a környezeti behatásokkal szemben (Cario és mtsai 2010). Egyes feltevések 

szerint az IBD a mukózális immunrendszernek a kommenzális flórára adott túlzott 

immunválaszai miatt alakul ki. Az „egészséges” bélnyálkahártya kis koncentrációban 

expresszálja a TLR2 és TLR4 receptorokat (Henao-Mejia és mtsai 2012). Aktív IBD-

ben, a TLR4 gén variáns alléljai elősegíthetik az LPS receptor működési képtelenségét 

(Fukata és mtsai 2011, Heimesaat és mtsai 2007). A TLR4 expresszió növekedését 

okozhatja a ligandja, az LPS, valamint T-sejt termelte citokinek, mint az interferon-

gamma (IFN-) és tumor nekrózis faktor-alfa (TNF-), amelyek az IBD 

patogenezisében alapvető szerepet töltenek be (Tewari és mtsai 2012, Levin és mtsai 

2008). Munkacsoportunk korábban kimutatta, hogy az egészséges kontrollokhoz 

viszonyítva mind a TLR2 mind a TLR4 mRNS expressziója és fehérje mennyisége is 

megnövekedik az újonnan diagnosztizált, IBD-s gyermekek gyulladt vastagbél 

nyálkahártyájában (Szebeni és mtsai 2007). A bél mukózális barrierének sérülése 

számos kommenzális patogén alkotórészeként jelen lévő TLR ligandum felvételét idézi 

elő, amelyek lehetséges gyulladásos válaszokat váltanak ki a bélben. A béllumen 

homeosztázisának felborulásával a sejtvédő és helyreállító faktorok termelődése is 

zavart szenved (Rakoff-Nahoum és mtsai 2004, Sziksz és mtsai 2010).  

Munkacsoportunk IBD-s gyermekek vastagbél biopsziás mintái mellett, áramlási 

citométerrel perifériás vérben is vizsgálta a veleszületett immunrendszer részéről a 

TLR4 expressziót. A TLR4 expresszió megemelkedett az újonnan kórismézett, 

kezeletlen IBD-s gyermekek perifériás vérében a kontrollhoz viszonyítva. Mind saját, 

mind irodalmi adatok alapján elmondható, hogy a veleszületett immunválaszok közül a 

TLR4-LPS jelátviteli utak alapvető jelentőségűek az IBD patogenezisében (Sotolongo 

és mtsai 2011).  
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I.4. Az adaptív immunitás és a gyulladásos bélbetegség 

A veleszületett immunitás mellett, az adaptív immunválaszoknak is kiemelkedő 

jelentőségük van az IBD patogenezisében. Az adaptív immunrendszer részéről a T-sejt 

populációnak van a legnagyobb szerepe IBD-ben (Abraham és mtsai 2011). A T-sejtek 

aktiválódnak, citokineket szecernálnak és ezen keresztül hatnak környezetük sejtjeire - 

mint dendritikus sejt, makrofág, neutrofil granulociták, epitélsejtek, endotélsejtek (La 

Scaleia és mtsai 2012, Verdier és mtsai 2012). A humán, és az egér tanulmányok  arra 

utalnak, hogy mind MC-ben, mind UC-ben a különböző T-sejt alpopulációk kórosan 

aktiválódnak (Monteleone és mtsai 2011, Shahidi és mtsai 2012). Az IBD 

kialakulásában sokáig kulcsfontosságúnak tartották a regulátoros T-sejt (Treg) 

szubpopulációt. Ez az egyik sejtcsoport, amely felelős a bélnyálkahártya immunológiai 

egyensúlyának fenntartásáért (Inaba és mtsai 2010, Hundorfean és mtsai 2012). A 

CD4+CD25+ Treg-sejtek transzkripciós faktora a FoxP, melynek hiánya autoimmun 

endokrin betegséghez, immunhiányhoz, és főleg vékonybelet érintő enteropáthiához 

vezet (IPEX) (Siegmund és mtsai 2011, Moes és mtsai 2010). Gyulladt 

bélnyálkahártyában a CD4+CD25+ T-sejtek, a FoxP3-t expresszáló T-sejtek 

expressziója megemelkedik a nem-gyulladt mukózához képest (Maul és mtsai 2005, 

Veltkamp és mtsai 2011). Munkacsoportunk vizsgálta a veleszületett immunitás 

változásait IBD-s betegek perifériás vérében. Az újonnan diagnosztizált MC-s 

gyermekek perifériás vérében Th1 típusú sejtek voltak túlsúlyban. A memória és 

aktivált limfociták, valamint a dendritikus sejtek és monociták prevalenciája 

megemelkedett a kontrollhoz képest. A vastagbél nyálkahártyával pontosan ellentétesen 

a CD4+ CD25 magas T-sejtek megőrizték szuppresszor aktivitásukat, a CD4+ CD25 

magas és FoxP3-t expresszáló Treg-sejtek száma csökkent MC-s gyermekek perifériás 

vérében a betegség aktív szakában, a kontrollcsoporthoz viszonyítva (Cseh és mtsai 

2010).  

IBD-ben ez az immunregulációs kapocs kiemelten fontos, ugyanis a bélben megjelenő 

kommenzális baktériumok ligandként szolgálnak a TLR-oknak, ugyanakkor a 

mukózális barrierintegritás felbomlása hozzájárul a veleszületett és T-sejteken keresztüli 

adaptív immunválaszok kiváltásához, ezáltal előmozdítva a betegség kialakulását (von 

Maren és mtsai 2008, Gaboriau-Routhiau és mtsai 2011). 
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II. Cöliákia  

A cöliákia (CD) egy immun-mediált szisztémás kórkép, melyet a búzában, árpában, 

rozsban jelen lévő glutén és a kapcsolódó prolaminok váltanak ki genetikailag fogékony 

egyénekben (Husby és mtsai 2012). A glutén peptideket HLA-DQ2 és DQ8 molekulák 

mutatják be genetikailag fogékony egyénekben az antigén-prezentáló sejteken. A 

betegségre specifikusan jellemző a glutén-dependens, keringő autoantitestek jelenléte, 

melyek a transzglutamináz 2-t (TG) célozzák meg (Gierspien és mtsai 2012, Caja és 

mtsai 2011). Az autoantitestek szűrése és a vékonybél boholykárosodásának 

megerősítése miatt a CD diagnózisa egyre biztosabb. A betegség prevalenciája az 

Egyesült Államokban, valamint Nyugat- és Közép-Európában 1:70 és 1:200 közé tehető 

(Mustalahti és mtsai 2010). Ez az előfordulás a kor előrehaladtával nő, Finnországban 

az 52 évesnél idősebbek random szűrése 1:47 prevanelciaértéket mutatott (Vilppula és 

mtsai 2011). Az autoantitest-szűrés kapcsán diagnosztizált betegek kb. 80%-a 

tünetmentes, vagy enyhe, nem-hasmenés asszociált panaszaik voltak (Lindfors és mtsai 

2011).  

A CD klasszikusan egy krónikus, malabszorpciós kórkép, melyben a vékonybél 

boholyatrófiája, kriptahiperpláziája és intraepiteliális limfocitózisa számít a diagnózis 

arany standardjának. A tünetek többsége az anémia, oszteoporózis és általános rossz 

közérzet, amely átfedést mutathat az extraintesztinális tünetekkel (Goddard és mtsai 

2011, Korpimäki és mtsai 2011). Előzetes vizsgálatok kimutatták, hogy glutén-

asszociált, extraintesztinális kórképek is megjelenhetnek enyhe vagy hiányzó 

gasztrointesztinális tünetekkel. Ilyen extraintesztinális tünet az oszteopénia és 

csonttörések kockázatának megemelkedése, meddőség, transzaminázok kóros 

emelkedése és májelégtelenség, központi idegrendszeri érintettség (cerebelláris ataxia, 

perifériás neuropáthia, szkizofrénia), autizmus, autoimmun miokarditisz, malignus 

megbetegedések és az autoimmun betegségek megnövekedett kockázata. A 

legismertebb, glutén által okozott extraintesztinális tünet a dermatitisz herpetiformisz 

(Duhring-kór), amely normális intesztinális morfológia mellett hólyagos elváltozást 

okoz a bőrön. Az intesztinális és extraintesztinális tünetek már akkor megjelenhetnek, 

amikor a mukózális morfológia teljesen épnek tűnik (Korponay-Szabó és mtsai 2004, 

Maynard és mtsai 2011, Heyman és mtsai 2009). A tünetek többsége a gluténmentes 
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étrend (GFD) hatására javul. A GFD egész életen át tartó, szigorú diéta, melyet nehéz 

betartani és könnyen szociális elszigeteltséghez vezethet, mivel a modern étrendek 

többsége gluténtartalmú (Comino és mtsai 2012, Richard-Miceli és mtsai 2012), (4. 

ábra).  

 

 

4. ábra: A humorális és sejt-mediált immunválaszok és későbbi mukózális sérülés sematikus ábrája 

cöliákiában. A) Az emésztőenzimekre rezisztens glutén peptidek az epitélbarrieren átvándorolnak, 

növelve ezzel a bélfal permeabilitását. B) A glutén peptideket a TG2 deamidálja, ezáltal immunstimuláló 

epitópokat képez. A glutén peptidek kovalensen kötődnek a TG2-höz. C) A deamidált peptideket 

antigénprezentáló sejtek (APC), mint dendritikus sejtek (DC), makrofágok vagy B-sejtek mutatják be. D) 

A glutén-specifikus T-sejtek TG2 specifikus B-sejtek fokozott proliferációjához, valamint glutén-ellenes 

antitestek felszabadulásához vezetnek. A TG2-specifikus B-sejteket glutén-specifikus T-sejtek is képesek 

aktiválni. E) Az aktivált T-sejtek által termelt proinflammatórikus citokinek fokozzák a mátrix 

metalloproteázok szintézisét, hozzájárulva az epitélium károsodásához és a szöveti átalakuláshoz (Briani 

és mtsai 2008). 

 

II.1. A cöliákia  és genetika 

 

A CD patogenezisében alapvető a genetikai fogékonyság. Virtuálisan minden CD-s 

beteg HLA II osztályba tartozó HLA-DQ2 vagy HLA-DQ8 heterodimer génekkel 

megnövekedett bélpermeabilitás 
glutén peptidek 

villuskárosodás 
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rendelkezik. A glutén peptideket ezek a CD-asszociált HLA II osztályba tartozó 

molekulák prezentálják. Bár a HLA-DQ2 vagy HLA-DQ8 a CD-re hajlamos populáció 

30-35%-ban előfordul, de mindössze a hordozók 2-5%-nál alakul ki a betegség (Dezsőfi 

és mtsai 2008, Biagi és mtsai 2012).  Ez egyben azt is jelentheti, hogy a környezeti 

faktorok hozzájárulnak a CD létrejöttéhez (Caccamo és mtsai 2010, Schumann és mtsai 

2008, Sollid és mtsai 2012). 

 

 

II.2. A cöliákia és a mukózális barrier 

 

Munkacsoportunk több szempontból vizsgálta a mukózális barrier felbomlásának 

jelentőségét CD-ben. A TJ-k komplex struktúrák, melyek legalább 50-féle fehérjéből 

tevődnek össze, biztosítják a sejt-sejt adhéziót és fenntartják a paracelluláris teret. A TJ-

k számos transzmembrán fehérjéből állnak, melyek aktin filamentumok horgonyoznak 

ki a citoszkeletális elemekhez. A bélhámsejteket összekötő struktúrák gerincét az 

okkludinok mellett a klaudinok (CLD) adják, melyeket a junkcionális adhéziós 

molekulák építőkövei. Élettani körülmények között a bélben a CLD-1, -3, -4, -5 és -8 

csökkenti a paracelluláris permeabilitást, a CLD-2 töltésszelektív paracelluláris 

pórusokat képez (Ulluwishewa és mtsai 2011, Scanlon és mtsai 2011). Harminchárom 

CD-s gyermek proximális és disztális duodenum szakaszából vett biopsziás mintában 

vizsgáltuk a CLD-2, -3, -4 expresszióját immunhisztokémiai módszerrel. A CLD-2 és -3 

expressziója szignifikánsan növekedett a súlyos, szubtotális boholyatrófiával 

diagnosztizált CD-ben, a kontrollokkal összehasonlítva. A CLD-4 expressziója nem 

változott a vizsgált csoportokban. A CLD-2 és -3 megnövekedett expressziója a TJ 

strukturális változásaira utalhat CD-ben, amely akár felelőssé tehető a CD-re jellemző 

fokozott permeabilitásért és sejtproliferációért (Nagy Szakál és mtsai 2010). Továbbá 

vizsgáltuk a mukózális barrierintegritásban szerepet játszó hipoxia-indukálta faktor 1 

(HIF-1) és hozzá kapcsolódó jelátviteli útvonalait CD-ben.  

Vizsgálatainkban a HIF-1 mRNS expresszió és fehérjeszint megnőtt az újonnan 

diagnosztizált CD-s gyermekek duodénum nyálkahártyájában a kontrollhoz és GFD-

DOI:10.14753/SE.2012.1788

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ulluwishewa%20D%22%5BAuthor%5D


Az intesztinális alkalikus foszfatáz vizsgálata gyermekkori gyulladásos bélbetegségben és cöliákiában  
 

18 

 

csoporthoz képest, hozzájárulva a mukózális nyálkahártya épségének visszaállításához 

és az EC apoptózis csökkentéséhez (Vannay és mtsai 2010, Sziksz és mtsai 2010). 

 

II.3. A glutén és a veleszületett immunitás 

 

Bár az adaptív immunrendszer gluténra adott válaszai jobban ismertek, a búza, árpa, 

rozs fehérjéi, ellentétben más gabonából (pl. kukorica, rizs) származó nem toxikus 

gabonafehérjékkel, képesek veleszületett immunválaszokat kiváltani a „professzionális” 

antigénprezentáló sejtek (monociták, makrofágok, dendritikus sejtek) segítségével. Az 

antigén bemutatása aktiválja az intraepiteliális limfocitákat (IEL) és az intesztinális 

epitélsejteket (Di Sabatino és mtsai 2012, Rescigno és mtsai 2009). Ez az immunválasz 

azonnal jelentkezik és általában egységes mikrobiális antigének ellen irányul, de CD-

ben bizonyos gabonafehérjék ellen is fellép. CD-ben a veleszületett immunrendszer 

válaszai előmozdítják a glutén ellen irányuló adaptív immunválaszokat a HLA-DQ2 és 

HLA-DQ8 genetikai fogékonyságú egyénekben. (Barone és mtsai 2011). Az 

intesztinális mikroflóra összetétele és megváltozása is hozzájárulhat a CD 

kialakulásához (Tjellström és mtsai 2005). A veleszületett immunrendszer részéről a 

Toll-like receptorok, különösen a MyD88-függő és független jelátviteli útvonalon 

keresztül aktiválódó TLR4, vezető szerepet töltenek be a CD patogenezisében 

(Kalliomäki és mtsai 2011, Di Simone és mtsai 2010). Munkacsoportunk előzetesen 

vizsgálta a TLR2 és TLR4 mukózális mRNS expresszióját és fehérje szintjét 16 újonnan 

diagnosztizált CD-s, 9 GFD-t tartó CD-s betegben, 10 egészséges kontrollhoz 

viszonyítva. Mind a TLR2, mind a TLR4 mRNS expressziós szintje szignifikánsan 

megemelkedett a CD-ben a kontroll csoporthoz képest, a legmagasabb TLR2 és TLR4 

mRNS expresszió a GFD-s csoportban volt. A TLR2 és TLR4 fehérjeszintje 

szignifikánsan emelkedett a CD-s duodenum nyálkahártyában a kontrollhoz képest, ez a 

paraméter GFD-ben még magasabb volt (Szebeni és mtsai 2007). A TLR4 egy 

funkcionális LPS-felismerő komplexet képez az MD-2, CD14 és LPS-kötő fehérjével 

(LBP) (Laparra Llopis és mtsai 2010). Fiziológiás körülmények között a TLR részt vesz 

az intesztinális epiteliális barrier és az orális tolerancia fenntartásában, ezáltal az 

intesztinális homeosztázis fenntartásában. A TLR2 és TLR4 fokozott mRNS és 

fehérjeexpressziója az érintett CD-s nyálkahártyában egy kóros TLR jelátvitelre utalhat, 
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amely szöveti károsodást és barrierdestrukciót okoz a túlzott citokin és 

kemokintermelés, valamint a kommenzális baktériumok mediálta vastagbélnyálkahártya 

progenitorjainak elvesztése révén (Cario és mtsai 2000, Pellegrino és mtsai 2011). 

Munkacsoportunk CD-s gyermekek perifériás vérében is vizsgálta a veleszületett 

immunitás sejtes elemeit. A még nem diétázó CD-s csoportban az APC-k TLR2 és 

TLR4 expressziója fokozottabb volt a kontrollhoz képest. A TLR2 és TLR4 emelkedett 

expressziója az APC-k folyamatos aktiválódását jelentheti, amely az adaptív 

immunválasz fokozott működéséhez vezethet az aktivált CD4+ sejtek emelkedett 

prevalenciája révén. Figyelemre méltó azonban, hogy a veleszületett immunrendszer 

részéről sem a bélmukózában, sem a perifériás vérben nem normalizálódott a TLR2 és 

TLR4 expresszió a GFD-n tartott CD-s betegekben. Klinikailag a tünetek megszűntek, a 

TG2-ellenes autoantitest titer fiziológiás tartományba csökkent, de a veleszületett 

immunrendszer dinamikája, normalizálódása eltérő módon változhat (Cseh és mtsai 

2011). Egyrészt számos patológiai tanulmány bizonyítja, hogy a mukóza helyreállítása 

több időt vesz igénybe a klinikai tünetek elmúlásához képest, bár a magas IEL 

szubpopulációk aránya és a kóros Th1 citokinek mennyisége is normalizálódik (Walker 

és mtsai 2011). A CD3T-sejtek magas prevalenciája diétától független, azaz a GFD 

bevezetése után sem változott (Calleja S és mtsai 2011). A veleszületett immunrendszer 

részéről a TLR-k és a T-sejtszám megemelkedése kiemelt szereppel bírhatnak a CD 

kialakulásában. Ezek alapján feltételezhető, hogy a gliadin és egyéb káros peptidek 

tartós változásokat okoznak a veleszületett immunválaszok egyes elemeiben (Saurer és 

mtsai 2009, Savilahti és mtsai 1990).  

 

II.4. Az intraepiteliális limfociták szerepe 

 

Munkacsoportunk vizsgálta a szérum- és glukokortikoid-regulált kináz-1-et (SGK-1), 

amely egy szerin/treonin protein kináz és gátolja az apoptózist, és így kompenzálja az 

enterociták túlzott pusztulását. Vizsgálataink azt mutatták, hogy mRNS és fehérje 

szinten is megnőtt a SGK-1 expressziója újonnan diagnosztizált CD-s gyermekek 

duodenum nyálkahártyájában. Az eredmények felvetik, hogy a SGK-1 esetlegesen 

hozzájárul CD-ben az EC-k túléléséhez (Szebeni és mtsai 2010). 
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II.5. Az adaptív immunitás elemei cöliákiában 

 

A CD patogenezisével foglalkozó kutatások többsége az adaptív immunitás zavarát írják 

le. CD-s biopsziás mintákban a T-sejtek prevalenciája nőtt, az aktivált T-sejtek száma 

pedig mind a bélnyálkahártyából származó biopsziás, mind a perifériás vérmintákban 

megemelkedett (Tjon és mtsai 2010, Lindfors és mtsai 2012). A gasztrointesztinális 

traktus gyulladásos miliőt hoz létre, amely a natív glutén peptidek felé irányuló 

tolerancia elvész és a szöveti károsodás mellett a TG2 fokozott deamidálása zajlik le 

(Schappi és mtsai 2012). Kutatócsoportunk vizsgálta az adaptív immunrendszer sejtes 

elemeit CD-s gyermekek perifériás vérében. Frissen diagnosztizált CD-sekben 

alacsonyabb volt az 1-es típusú segítő T-sejtek (Th1) és a természetes ölősejtek 

előfordulási gyakorsiága, míg az aktivált CD4+ T-sejtek prevalenciája megemelkedett a 

kontrollhoz viszonyítva. GFD-sek perifériás vérében az adaptív immunitás sejtes 

elemeinek prevalenciája normalizálódott (Cseh és mtsai 2011). 

 

III. Az intesztinális alkalikus foszfatáz 

 

III.1. Alkalikus foszfatáz izoenzimek 

 

Az alkalikus foszfatáz (ALP) az egyik leginkább vizsgált enzim a rutin laboratóriumi 

vizsgálatokban és a leggyakrabban használt biokémiai marker az oszteoblasztos 

csontformációkban. Az ALP egy glikoprotein, amely glikozil-foszfatidil-inozitol karral 

kapcsolódik a sejtmembrán külső részéhez. In vivo az ALP oldékony homodimerként 

kering a vérben. Az oldékony, keringő formából sejtmembránhoz horgonyzott forma 

alakulhat ki, melyet az endogén GPI-specifikus foszfolipáz D szabályoz (Dziedziejko és 

mtsai 2005).  

Az ALP molekula számos szövetben előfordul, melyek szerkezetben, kinetikus 

tulajdonságokban, molekulaméretben és izoelektromos pontban különböznek 

egymástól. Ismerünk bél, máj-csont-vese, placenta és placenta-szerű (here és 

csecsemőmirigy termeli) eredetű ALP-ket. Az ALP különböző formáit 

gélelktroforézissel választják el egymástól, a laboratóriumi normálértéke 20 és 140 IU/l 

között van (Veerappan és mtsai 2011). A rutinvizsgálatok során diagnosztizált 
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hiperfoszfatázémiának számos oka lehet, melyek döntően máj vagy csont eredetűek. 

Ilyen kórképek máj eredetű betegségekben az epepangás, kolecisztitisz, kolangitisz, 

cirrózis, hepatitisz, zsírmáj, májtumor, májmetasztázis és gyógyszerintoxikáció. Csont 

eredetű emelkedett ALP szintek előfordulnak Paget-kórban, oszteoszarkómában, 

csontmetasztázisban, csonttöréskor, mieloma multiplexben, oszteomaláciában, 

vesebetegségben szekunder hiperparatiroidizmus révén, policitémia verában, 

hormonális fogamzásgátló tabletták szedésekor és terhességben. Az ALP csökkent 

szintje jelentkezhet malnutricióban, magnéziumhiányban, mellékpajzsmirigy 

alulműködéskor, akondropláziában, súlyos enteritisz után, anémia perniciozában, 

aplasztikus anémiában, krónikus mieloid leukémiában és Wilson-kórban (Chong és 

mtsai 2011). A humán szérumban a csont és máj izoenzimek dominálnak. A csont 

izoforma más enzimekkel is kapcsolatban van, beleértve a plazma sejtmembrán 

glikoprotein-1-et és a PHOSPHO1-et, amelyek a gyermekgyógyászatban kiemelt 

jelentőségűek a csontnövekedés és a csont ásványianyag-tartalmának meghatározása 

miatt (Delmas és mtsai 1993).  Az ALP gén a 1p36-p84 lókuszon kódolja a humán nem-

szövetspecifikus ALP-t (TNSALP), amelyből a csont, máj és vese izoformák 

származnak. A TNSALP-ből származó izoformák különbözőségét a poszttranszlációsan 

hozzáadott glikánmolekulák adják. Az ALPI gén a 2q34-q37 lókuszon a humán 

intesztinális ALP (iAP) izoenzimet kódolja. Az újonnan keletkező enzimfehérje 

glikozilációja az edoplazmás retikulumban zajlik, majd a Golgi-apparátuson keresztül a 

sejtmembránba kerül. A sejt felszínén az ALP oldalirányban meglehetősen mozgékony 

és csomókba csoportosul (Fishman és mtsai 1990).  

 

III.2. Az intesztinális alkalikus foszfatáz funkciói 

 

Az iAP enzim az érett EC-k mikrovillus felszínéhez kihorgonyzott fehérje, amely az  

EC-n belül, valamint bazolaterálisan is megjelenhet. Az iAP kitűnő markere az EC 

differenciálódásának is (Olsen és mtsai 2005). A duodenum kefeszegélye fiziológiásan 

alkalikus pH-t biztosít, melyet aktív HCO3
-
 szekrécióval ér el és ez a mikroklíma 

biztosítja a mukózális borítás stabil működését. Az iAP nevéből is adódóan, alkalikus 

pH-n működik a legjobban és aktivitása a duodenum kezdeti szakaszán a legnagyobb. A 

HCO3
-
-t expresszáló szervek, mint a duodenum, epevezeték, hasnyálmirigy vezeték és a 

DOI:10.14753/SE.2012.1788



Az intesztinális alkalikus foszfatáz vizsgálata gyermekkori gyulladásos bélbetegségben és cöliákiában  
 

22 

 

légutak egyszerre expresszálnak ALP-t és cisztás fibrózis transzmembrán regulátort 

(CFTR). Az ALP aktivitása összefügg a CFTR-dependens elektrogén HCO3
-
 

szekrécióval, az apikális P2Y purinerg receptorok jelenlétével (Goldberg és mtsai 

2008). Az iAP regulálja a zsírabszorpciót és a szerves foszfátok hidrolizálását (Akiba és 

mtsai 2007). Az iAP aktivitása zsírban gazdag élelmiszer fogyasztása után 

megemelkedik mind a szérumban, mind a béllumenben (5. ábra).  

 

 

5. ábra: Az intesztinális alkalikus foszfatáz (iAP) alapvető funkciói fiziológiás állapotban (Lallés 

2010). 

 

Az iAP szekréciója szurfaktáns-szerű partikulumokon (SLP) keresztül valósul meg. A 

SLP-k az EC-k olyan lipoprotein típusú szekréciós termékei, melyek iAP-ban, 

foszfatidil-kolinban gazdagok és a tüdő szurfaktánssal sok tulajdonságukban 

megegyeznek. A hosszú-láncú zsírsavak a vékonybél kefeszegély iAP molekuláihoz 

kötődnek és ezek az iAP-pal borított zsírpartikulumok a bélepitéliumon keresztül a 

lamina propria interstíciumába, majd a centrális nyirokérbe kerülnek (Kaur és mtsai 

2007).  
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Az iAP nem rendelkezik terminális sziálsavval a szénhidrát láncán, így egyértelműen a 

hepatocitákba jut a nyirokkeringéssel. A májsejtek a deszializált glikoproteineket veszik 

fel és ez az iAP komplex már L-homoarginin gátlásán ment keresztül (Zhang és mtsai 

1996). A membrán-kötött iAP lehetséges inhibítorai a fenilin-1,3-difoszfonát, a 2,6-

dinitrofenilfoszfonát és a foszfono-acetaldehid (Shirazi és mtsai 1981). Az iAP 

expressziója éhezéskor lecsökken (Martins és mtsai 1998), amely összefügg a bél 

mukózális barrierkárosodásával is. A kefeszegélyhez kötött iAP aktivitása disznóbélben 

végzett kinetikus mérések alapján a duodenumban a legmagasabb, a jejunumban 

közepes és az ileumban már alacsony. Az enzim affinitása a jejunumban négyszer 

magasabb, mint a duodenumban és az ileumban. A vastagbél iAP aktivitásának 

felmérésére nem történtek vizsgálatok (Fan és mtsai 1999). 

 

Az iAP-ot, a zsírabszorpciós aktivitása mellett (Lynes és mtsai 2011), a bél mukózális 

védelmi faktoraként tartják számon. Az iAP detoxifikálni képes a Gram-negatív 

baktériumok külső membránjának alkotórészét, az LPS-t, amely a TLR4 ligandja. Az 

első fejezetben részletesen elemeztem az intesztinális barrier fenntartásának 

jelentőségét. Az intesztinális epitélium baktériumok millióival találkozik, melyek a 

kommenzális flóra tagjai és segítenek az emésztési folyamatokban is. Ezek a fiziológiás 

körülmények között ártatlan baktériumok bizonyos körülmények között opportunista 

fertőzéseket, krónikus gyulladást és szeptikus sokkot eredményezhetnek (Lu és mtsai 

2010). Az intesztinális epitélium felszíne és a bakteriális flóra között egy finom 

egyensúly van, amely megelőzi a fertőzéseket és a gyulladást. Az iAP esszenciális 

tényező a bélhomeosztázis fenntartása szempontjából. A 300 m
2
-es intesztinális 

epitélium integritásának fenntartásában a TJ-k, a veleszületett immunitás sejtes elemei 

és antimikrobiális peptidek vesznek részt. A környezeti és genetikai faktorok képesek 

megváltoztatni az intesztinális homeosztázist és egyéneket fogékonnyá tenni a krónikus 

bélgyulladás iránt. Éhezés, krónikus betegségek, sebészeti beavatkozás szintén 

megbonthatja az intesztinális epiteliális barriert, ezáltal a nyálkahártya „lyukassá” válik, 

lehetővé téve ezzel a baktériumoknak a szabad átjárást, mely fertőzéshez és esetleges 

szepszishez vezet (Martins és mtsai 1998, Sakiyama és mtsai 2009). 

Az LPS a baktériumok külső membránjának legfőbb alkotóeleme és nagymértékben 

felelőssé tehető a szeptikus sokk, a kardiovaszkuláris rendszer összeomlása és a 
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hemodinamikai instabilitás mediálásáért (Lorne és mtsai 2010). A TLR4 központi 

szerepet játszik a baktériumok felismerésében és a megfelelő immunválaszok 

kiváltásában, de aktiválása nagymértékben szabályozott a kontrollálhatatlan gyulladásos 

reakciók kivédése miatt. Fiziológiás körülmények között a szervezet nem válaszol az 

intesztinális lumenben nagy koncentrációban megjelenő LPS-re. A TLR4 detektálja az 

LPS-t és a szeptikus sokk kialakulásáért felelős proinflammatórikus citokinek 

transzkripcióját indítja be. Kiemelésre érdemes, hogy a TLR4 expressziója térben is 

szabályozott, ugyanis az EC-k apikális felszínén nincs jelen, megakadályozva ezzel a 

TLR4-LPS interakciót. A TLR4 aktivációt enyhíteni lehet az LPS enzimatikus 

módosításával. Ezt a feladatot végzi az iAP. Az iAP az LPS-t hidrolízis révén 

detoxifikálja, így a TLR-függő gyulladásos válaszok nem aktiválódnak (Goldberg és 

mtsai 2008, Richter és mtsai 2011).  

Az LPS egy „lipid A” részhez kapcsolódó poliszacharid magból és O-specifikus 

poliszacharid régióból áll. A lipid A régió tehető felelőssé az LPS toxikus hatásáért. Az 

iAP defoszforilálja a difoszforilált „lipid A” részt, ezáltal egy nem toxikus, 

monofoszforilált LPS-származék keletkezik. Ez a folyamat megakadályozza, hogy a 

LBP-hez, valamint a CD14 receptorhoz és MD-2 molekulához kötődjön az LPS és így 

nem jön létre a TLR4-LPS interakció és a MyD88-függő jelátviteli utak sem 

aktiválódnak (Geddes és mtsai 2008). A LBP egy olyan szérumfehérje, amely gyorsan 

katalizálja a membrán-kötött vagy oldékony CD14 és LPS transzferét. Bár a CD14-et 

LPS receptorként tartják számon, ez egy glikozil-foszfatidil-inozitol-kötött fehérje, 

amelynek hiányoznak a transzmembrán és az intracelluláris doménjei. A mechanizmus, 

mellyel a CD14 transzmembrán szignálokat vált ki, máig ismeretlen, de az LPS-CD14 

komplex LPS-indukált sejtaktivációhoz vezet. A TLR4-nek szüksége van egy járulékos 

molekulára, a MD-2-re, amely a TLR4 extracelluláris doménjével komplexet képez a 

hatékonyabb LPS-felismerés érdekében. Az LPS a CD14-hez kötődik, majd aTLR4-

MD-2 komplexhez szállítódnak (6. ábra).  
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6. ábra: Az intesztinális alkalikus foszfatáz (iAP) lipopoliszacharidot (LPS) detoxifikáló folyamata. 

Az LPS egy poliszacharid magból, hozzá kapcsolódó O-antigén csoportból és lipid A részből áll. A lipid 

A rész felelős az LPS toxikus hatásáért a TLR4-en keresztüli aktivációja révén, miután hozzákötődött az 

LPS kötő fehérjéhez (LBP), a CD14 és MD-2 koreceptorokhoz. A TLR4 kontrollálatlan aktivációja 

súlyos gyulladáshoz vezethet. A gyulladásos folyamatokat az iAP képes megfékezni, amely az LPS „lipid 

A” részét defoszforilálálja és egy inaktív monofoszforilált lipid A részt hoz létre. A monofoszforilált A 

forma nem képes a LBP, CD14 és MD-2 koreceptorok kötéséhez, ezáltal a TLR-4 dependens gyulladásos 

válaszok aktiválásához (Geddes és mtsai 2008). 

 

A fentieken kívül 4 heterogén receptorkomplex képes az LPS kötésére. Ezek a hősokk-

fehérje 70 és 90, valamint a kemokin receptor 4 és a növekedési differenciálódási faktor 

5. AZ LPS TNF- szekréció indukálására is képes, ezzel beindíthatja az adaptív 

immunválaszokat is. A különböző szupramolekuláris elrendeződések adhatnak 

magyarázatot arra, hogy ezek a nagymértékben konzervált LPS-CD14 molekulák 

hogyan tudnak ennyire gyorsan a patogén környezettel és a gazdaszervezettel 

monofoszforil lipid A 

O antigén 

mag 
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együttműködni, beindítva ezzel további jelátviteli útvonalakat (Triantafilou és mtsai 

2002, Mencarelli és mtsai 2011, Larrosa és mtsai 2011).  

Az LPS felismerése kapcsán a TLR4 oligomerizálódik és Toll-interleukin-1 receptor 

(TIR) doménnel alkalmazkodó molekulákat gyűjt. Ilyen adapter molekulák MyD88, a 

TIRAP, TRIF és a SARM. A TLR4 a már említett MyD88 dependens és independens 

útvonalon is képes jelátviteli utakat beindítani. MyD88-deficiens egér rezisztens volt az 

LPS-indukálta sokkal szemben és a MyD88 deficiens makrofágok nem termeltek 

proinflammatórikus citokineket LPS stimuláció kapcsán (Luo és mtsai 2008).  

III.3. Az intesztinális alkalikus foszfatáz és a bélgyulladás 

Az iAP bélgyulladásra gyakorolt hatását először zebrahalban vizsgálták. Az iAP 

aktivitása megnőtt a zebrahal intesztinális kolinizációja kapcsán, az iAP védő hatású az 

LPS toxicitásával szemben, ugyanis a defoszforilált LPS kevésbé gyulladáskeltő és 

toxikus a zebrahalban. Bélgyulladást indukálva az iAP egy negatív, bélhomeosztázist 

fenntartó választ váltott ki, megelőzve ezzel a TNF jelátviteli utakat és a 

bélgyulladást elindító folyamatokat. Feltételezhető, hogy a MyD88-függő veleszületett 

immunválaszok gátlása indirekt módon a bélgyulladás csökkenéséhez vezethet (Bates és 

mtsai 2007, Taniguchi és mtsai 2009), ehhez az iAP a TLR4/MyD88 és TNF-/TNF-

receptor-1 jelátviteli utak gátlásához járul hozzá-az LPS detoxifikálásával (Lallés 2010). 

Az iAP bélgyulladásban betöltött jótékony szerepét számos állatmodellben kimutatták. 

A bélgyulladás tüneteit az iAP tabletta csökkentette dextrán-szódium szulfát (DSS)-

indukálta kolitiszes egérmodellben. Eddig összesen egy tanulmány jelent meg, amely 

felnőtt, kezelt IBD-sekben vizsgálta az iAP szerepét (Tuin és mtsai 2009).  

III.4. Az intesztinális alkalikus foszfatáz cöliákiában 

CD-s gyermekek duodenum biopsziás mintájában vizsgálták az iAP enzimaktivitást. Az 

iAP aktivitása összefüggött a mukózális lézió mértékével, enyhébb lézióban nem volt 

jelentős iAP aktivitásváltozás, de a közepes és súlyos nyálkahártya-elváltozásokban 

szignifikáns iAP csökkenést tapasztaltak (Prasad és mtsai 2008). CD-s felnőttek széklet 

iAP-aktivitása 20%-kal csökkent a kontrollcsoport értékéhez képest (Lehmann és mtsai 

1980). 
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CÉLKITŰZÉSEK 

Célkitűzésem volt az iAP expressziójának vizsgálata idült gyulladásos bélbetegségben 

szenvedő (IBD-s) gyermekek kolon nyálkahártyájában, valamint cöliákiás gyermekek 

duodenum nyálkahártyájában. Eddig még soha nem vizsgálták fehérjeszinten az iAP 

megjelenését, pedig ez alapvető jelentőségű, ha egy enzim szerepét analizáljuk. A 

legfontosabb kérdéseim a következők voltak: 

 

I. Az iAP expressziójának és iAP-TLR4 lokalizációjának vizsgálata gyulladásos 

bélbeteg (IBD-s) gyermekek kolon nyálkahártyájában 

 

1. Van-e változás az iAP mRNS expressziójában, valamint fehérjeszintjeiben MC-s és 

UC-s gyermekek gyulladt vastagbél nyálkahártyájában nem IBD-s kontrollhoz 

képest? 

2. Megfigyelhető-e különbség az iAP mRNS expressziójában és fehérjeszintjében MC 

beteg gyermekek gyulladt és nem-gyulladt kolon nyálkahártyája között? 

3. Megfigyelhető-e különbség az iAP és a TLR4 lokalizációjában MC és kolitisz 

ulcerózás gyermekek kolon nyálkahártyájában a kontrollcsoporthoz képest?  

 

II. Az iAP expressziójának és az iAP-TLR4 lokalizációjának vizsgálata cöliákiás 

gyermekek duodenum nyálkahártyájában 

 

1. Hogyan változik az iAP mRNS expressziója és fehérjeszintje cöliákiás gyermekek 

duodenum nyálkahártyájában nem cöliákiás kontrollokhoz viszonyítva? 

2. Megfigyelhető-e különbség az újonnan diagnosztizált és gluténmentes diétát tartó, 

kezelt cöliákiás gyermekek duodenum nyálkahártyájának iAP mRNS és 

fehérjeexpressziójában? 

3. Megfigyelhető-e különbség az iAP és a TLR4 lokalizációjában újonnan 

diagnosztizált, valamint gluténmentes diétát tartó cöliákiás gyermekek duodenum 

nyálkahártyájában a kontrollcsoporthoz képest?  
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BETEGEK ÉS MÓDSZEREK 

 

I. Egészséges és beteg csoportok 

I.1. Gyulladásos bélbetegségben szenvedő (IBD-s) betegek és kontroll kolonoszkópiás 

csoport  

Tíz gyermeket (7 fiú, 3 lány; medián kor: 10,5 év, életkor: 1,5-15 év) újonnan 

diagnosztizált MC-vel, 5 gyermeket (3 fiú, 2 lány; medián kor: 11 év, életkor: 6-17 év) 

újonnan diagnosztizált UC-vel és 10 kontroll gyermeket (5 fiú, 5 lány; medián kor: 9,5 

év, életkor: 1,5-16 év) vontam be a vizsgálatokba (1. táblázat). Az IBD diagnózisának 

felállítása a Porto-kritériumok szerint történt (Porto 2005, deBie és mtsai 2011). Az 

MC-ben megjelenő tünetek a következők voltak: perianális fisztula, véres széklet vagy 

véres hasmenés, hasi fájdalom, fogyás és anémia. Az összes UC-s betegnél hematokézia 

(véres széklet) volt a vezető tünet, valamint hasi fájdalom és fogyás is jelentkezett. A 

kolonoszkópia során nyert biopsziás mintavétel a makroszkóposan gyulladt és nem-

gyulladt vastagbél nyálkahártyából történt. Minden UC-s gyermek pánkolitiszben 

szenvedett, azaz a vastagbél legalább a rektumtól a flexura hepatikáig gyulladt volt (7. 

ábra).  

 

        

7. ábra: A Crohn-betegség (MC), (bal) és kolitisz ulcerosa (UC), (jobb) makroszkópos, 

kolonoszkópia során látható képe (Dr. Veres Gábor anyagából). MC-ben a gyulladás az egész bélfalra 

kiterjedő, ödémás, megvastagodott. Gyakoriak mély fekélyek és utcakő-szerű rajzolat. UC-ben a fekély 

felületes, könnyen „letörölhető”, de vérzékeny; a kolon redőzöttsége elsimult. 
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A betegségek aktivitási indexének számítása a gyermekkori Crohn-betegség aktivitási 

index (PCDAI) és gyermekkori kolitisz ulceróza aktivitási index (PUCAI) alapján 

történt (Turner és mtsai 2010, Oliva-Hemker és mtsai 2002). A PCDAI értéke a hasi 

fájdalom, napi székletszám, általános állapot, laboreredmények, súly, hasi és perianális 

vizsgálat, extraintesztinális érintettség és növekedési sebesség pontrendszerén alapul 

(Turner és mtsai 2012). A PUCAI kiszámításához nem szükséges a laborértékek 

ismerete (Turner és mtsai 2009). A betegek átlag PCDAI értéke 37,5, az átlag PUCAI 

értéke 35 volt. Ez azt jelenti, hogy mindkét csoport a közepesen súlyos, illetve a súlyos 

csoportba tartozott (1. táblázat).  

beteg IBD 

formája 

(MC vagy 

UC) 

nem 

(F:fiú, 

L: lány 

kor 

(év) 

vezető 

tünet 

aktivitási index 

PCDAI/PUCAI 

időtartam 

(tünetek 

megjelenése 

óta) 

1  MC L 15 perianális 

fisztula 

25 1 hónap 

2  MC F 4 véres 

széklet 

20 3 hónap 

3  MC F 11 hasfájás, 

hasmenés 

45 2 hónap 

4  MC L 9 véres 

hasmenés 

25 2 hónap 

5  MC L 4 hasmenés, 

anémia 

30 3 hónap 

6  MC F 14 véres 

széklet 

50 6 hónap 

7  MC L 1.5 véres 

hasmenés 

35 1,5 hónap 

8  MC F 11 véres 

hasmenés 

20 2 hónap 
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1. táblázat: Az újonnan diagnosztizált Crohn-beteg (MC) és kolitisz ulcerózás (UC) betegek klinikai 

jellemzői. Az aktivitási indexet a PCDAI (gyermekkori Crohn-betegség aktivitási index) és PUCAI 

(gyermekkori kolitisz ulceróza aktivitási index) alapján lehet kiszámolnis. F: fiú, L: lány. 

 

Tíz egészséges gyermekből történt kontroll biopsziás mintavétel, akik rektális vérzés, 

székrekedés vagy fogyás miatt kerültek kivizsgálásra. A kolonoszkópia a kivizsgálási 

folyamat része volt és a kolon mukóza mind makroszkóposan, mind mikroszkóposan 

épnek bizonyult, a gyermekeknél organikus okot nem találtunk. 

 

 

 

9  MC F 12 hasmenés, 

anémia 

35 3 hónap 

10  MC F 10 fogyás, 

hasmenés 

52.5 1,5 hónap 

11  UC L 12 véres 

széklet, 

hasfájás 

20 4 hónap 

 

12  UC L 9 véres 

széklet, 

anémia 

35 1 hónap 

13  UC F 17 véres 

széklet, 

hasfájás 

25 7 hónap 

14  UC L 12 véres 

széklet, 

fogyás 

55 4 hónap 

15  UC F 6 véres 

széklet 

40 2,5 hónap 

DOI:10.14753/SE.2012.1788



Az intesztinális alkalikus foszfatáz vizsgálata gyermekkori gyulladásos bélbetegségben és cöliákiában  
 

31 

 

I.2. Cöliákiás betegek és felső endoszkópián átesett kontrollcsoport 

Tíz újonnan diagnosztizált CD-s gyermek (2 fiú, 8 lány; median kor: 4 év, életkor: 2-12 

év), 5 GFD-n tartott CD-s gyermek (2 fiú, 3 lány; median kor: 12 év, életkor: 6-13 év) 

és 10 kontroll gyermek (5 fiú, 5 lány; median kor: 9,5 év, életkor: 2-16 év) bevonása 

történt a vizsgálatba. A CD kórismézése az Európai Gyermek-gasztroenterológiai, -

hepatológiai és -táplálási Társaság (ESPGHAN) kritériumrendszere alapján történt 

(Ribes-Koninckx és mtsai 2011). A CD szűrése IgA szöveti TG teszttel készült (Gorgun 

és mtsai 2009). Minden újonnan kórismézett CD-s gyermek TG szintje magas volt és a 

hisztológiai vizsgálat villusatrófiát mutatott (8. ábra).  

 

8. ábra: Újonnan diagnosztizált cöliákiás gyermek duodenum nyálkahártyája felső endoszkópia 

során (Dr. Veres Gábor anyagából). A duodenum nyálkahártya makroszkópos képe atrófiát mutat a 

duodenum proximális részén. 

 

A GFD-n tartott CD-s gyermekek teljes klinikai és szövettani remisszióba kerültek, 

melyet a szöveti TG normál tartományba kerülése is jelzett. Az első és második 

biopsziás mintavétel között eltelt idő átlagosan 1,5 év volt (0,5-2,5 év között) a GFD-s 

gyermekeknél. A gyermekek antropometriai paraméterei minden csoportban 

összevethetőnek bizonyultak (2. táblázat). 
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beteg újonnan 

diagnosztizált 

cöliákia (CD)/ 

gluténmentes 

étrendet tartó CD 

(GFD) 

nem  kor 

(év) 

vezető tünet IEL/100 Marsh 

klasszifikáció 

1  CD L 3 súlyvesztés 80 3b 

2  CD L 3 súlyvesztés 72-85 3b-3c 

3  CD L 2 súlyvesztés , 

hasmenés 

80-90 3c 

4  CD L 7 vashiány 50-60 3b-3c 

5  CD F 12 cöliákia 

szűrés 

55-70 2 

6  CD L 5 cöliákia 

szűrés 

40-50 2 

7  CD L 3 vashiány 85 3b 

8  CD L 10 növekedési 

elmaradás 

65 3b 

9  CD F 2 vashiány 50 3c 

10  CD L 5 cöliákia 

szűrés 

72-80 3b 

11  GFD L 12 krónikus hasi 

fájdalom 

20-25 0 

12  GFD F 6 - 10-15 0 

13  GFD F 7 - 3-4 0 

14  GFD L 13 - 10 0 

15  GFD L 16 - 6 0 
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2. táblázat: Az újonnan diagnosztizált cöliákiás (CD), gluténmentes étrendet tartó cöliákiás (GFD) 

gyermekek klinikai jellemzői; F:fiú, L:lány. A duodenalis intraepiteliális limfociták határértéke a villus 

tetején, 100 enterocitára vonatkoztatva (IEL/100). 

A kontrollcsoportba tartozó gyermekek kivizsgálása idült hasi fájdalom vagy krónikus 

hasmenés miatt történt a Semmelweis Egyetem I. sz. Gyermekklinikájának 

gasztroenterológiai osztályán. Az endoszkópiás vizsgálatot az esetleges organikus ok 

kizárására végeztük. Valamennyi esetben a szöveti TG szintek a normál tartományban 

voltak és szövettanilag semmilyen kóros elváltozást nem mutatott a vékonybél 

nyálkahártya a vizsgált gyermekekben.  

A szükséges etikai engedéllyel és írásos szülői beleegyező nyilatkozattal mindegyik 

vizsgálat kapcsán rendelkeztünk. A biopsziás mintavételre a Semmelweis Egyetem I.sz. 

Gyermekklinikáján diagnosztikus céllal történő endoszkópia kapcsán került sor, ami 

külön megterhelést a pácienseknek nem jelentett. 

 

II. Valós idejű (real-time) reverz transzkripció-polimeráz láncreakció (RT-

PCR) mérések  

II.1. RNS izolálás 

A gyermekek vékony-, illetve vastagabél nyálkahártyájából származó biopsziás minták 

egy részét a feldolgozásig -80°C-on tároltam. Az RNS-t a Qiagen protokollja alapján az 

RNeasy™ Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Németország) segítségével izoláltam. A 

kinyert RNS mennyiségét és minőségét fotometrálással határoztam meg. Ezt követően 

az RNS mintákat komplementer DNS-sé írtam át. 

 

II.2. Reverz transzkripció  

A reverz transzkripció során 1 μg RNS-t konvertáltam komplementer DNS-sé (cDNS) 

20 μl reakció-végtérfogatban, 200 egység (U) SuperScript II™ RNase H- reverz 

transzkriptáz, 40 U RNaseOUT™ inhibitor és 0,5 μg oligo-(dT)12-18 primer 

jelenlétében (Gibco/BRL, Eggenstein, Németország). A reakcióelegyet 20°C-on 10 

percig, majd 42°C-on 45 percig és végül 99°C-on 5 percig inkubáltam, ezután 4°C-ra 

lehűtöttem és felhasználásig -20°C-on tároltam. 
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II.3. Real-time PCR-fluoreszcens rezonancia energia transzfer GAPDH mérésére 

A gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz (GAPDH) mRNS expresszióját real-time PCR-

rel határoztam meg, Brillant II Fast SYBR Green QPCR Master Mix-et (Stratagene, 

Cedar Creek, TX, USA), primerenként 500 nmol/l-t (Invitrogen, CA, USA) és 1 l 

cDNS-t tartalmazó reakcióelegyben, a Light Cycler 480-as rendszer (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Németország) segítségével. A következő GAPDH primereket 

használtam: szensz primer: 5-CAC CAC CAT GGA GAA GGC TG-3’, antiszensz 

primer: 5-GTG ATG GCA TGG ACT GTG-3’, a termék hossza 240 bp-nyi volt. A 

kezdeti 2 perces, 95°C-n végzett denaturáció után, 50 ciklusig [95°C, 20 mp 

(denaturáció), 60°C, 40 mp (anelláció és extenzió)] szaporítottam fel a cDNS 

templátokat. 

II.4. A BrillantII QPCR alapú real-time PCR iAP mRNS mérésére 

Az iAP mRNS expressziót real-time PCR-rel határoztam meg Light Cycler480 (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Németország) készüléken. A real-time PCR-t 20 l 

végtérfogatú reakcióelegyben végeztem, amely 1 l gyári primert (RealTime ready 

Catalog Assays, katalógusszám: 05532957001, Roche Diagnostics, Mannheim, 

Németország), 10 l BrillantII QPCR Master Mixet (Stratagene, Cedar Creek, TX, 

USA), 1 l cDNS-t és 8 l DNS-mentes vizet tartalmazott. A kezdeti 10 perces, 95°C-

on végzett denaturáció után a cDNS templátokat 50 ciklusig [95°C, 20 mp (denaturáció) 

és 60°C, 1 perc (anelláció és extenzió)] keresztül szaporítottam fel. A PCR-eket pozitív 

és negatív kontrollok felhasználásával ellenőriztem. 

II.5. A real-time PCR mérések értékelése 

A real-time PCR-ek eredményeit a Light cycler szoftver 480-as verziójával (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Németország) értékeltem ki. Az iAP mRNS expresszióját 

ugyanabból a mintából vett GAPDH expressziójával vetettem össze. 
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III. Western blot 

 

 III.1. A minták előkészítése 

A vizsgált biopsziás mintákat lizáló pufferben (10 mg/ml leupeptin, 10 mg/ml aprotinin, 

1% Triton-X 100, 0,1 M Tris-HCl (pH=8), 1mM EGTA, 5 mM NaF, 1 mM PMSF, és 

10 mMM Na3VO4) homogenizáltam (Fast Prep FP120, Qbiogene Inc, Cedex, 

Franciaország), majd a homogenizátumot centrifugáltam (10000g, 10 perc, 4 °C). A 

felülúszó fehérje koncentrációját Dc Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

USA) felhasználásával, spektrofotometriás módszerrel határoztam meg. A mintákat 

felhasználásig -80 °C-on tároltam. 

 

III.2. SDS-PAGE 

A mintákat, a treatment puffer (30% glicerol, 0,7 M SDS, 20% merkapto-etanol, 0,25 M 

Tris-HCl; pH=6,8) hozzáadása után 100 °C-on 3 percig denaturáltam. 

A 10%-os PreCast gél (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) zsebeiben iAP mérése 

esetén 0,5 g összfehérjének megfelelő mennyiségű fehérjét vittem fel. A minták mellé 

molekulasúlyt jelölő, kétszínű markert (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) tettem. 

Az elektroforézist hűtött rendszerben (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA), 90 percen 

keresztül, 120 V-on, 40 mA-rel végeztem, futtató puffer felhasználásával (192 mM 

glicin, 25 mM Tris, 0,1% SDS).  

 

III.3. Blottolás 

A molekulaméret alapján szétválasztott fehérjéket a poliakrilamid gélről nitrocellulóz 

membránra (Hybond
TM

 ECL
TM

, GE Healthcare, Little Chalfont, Egyesült Királyság) 

blottoltam. A blottolást hűtött rendszerben (MiniTank
TM

 Electroblotter, Owl, NH, 

USA), 2 órán keresztül, 70V-on, 220 mA-rel transzfer pufferben (25 mM Tris, 170 mM 

glicin, 20%-os metanol tartalmú puffer) végeztem. 1% Ponceau S (Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) és 25% ecetsav (Reanal, Budapest, Magyarország) tartalmú festékkel 

ellenőriztem a blottolás sikerességét. 
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III.4. Immunoblotting 

A nitrocellulóz membránokat szobahőmérsékleten, 1 órán keresztül, folyamatos rázás 

mellett blokkoltam (5% sovány tejpor, 10% PBS puffer), a membránok és az antitest 

fehérjék között kialakuló nem specifikus kölcsönhatások gátlására. A blotmembránokat 

blokkolás után az iAP-ra specifikus ellenanyaggal (AbCam, Cambridge, Egyesült 

Királyság) 1 g/ml koncentrációban, 1 órán keresztül szobahőmérsékleten, mosó 

oldatban (1% sovány tejpor, 0,1% Tween
TM

20 detergens, 10% PBS puffer) inkubáltam. 

A membránok mosását folyamatos rázás mellett végeztem, 3-szor 10 percig tejporos 

mosóoldattal (1% sovány tejpor, 0,1% Tween
TM

20 detergens, 10% PBS puffer). 

Előhívást követően a membránokat strippeltem (1,5% glicin, 0,1% SDS, 0,1% 

Tween
TM

20 detergens, 10% PBS puffer) így alkalmassá vált annak ellenőrzésére, hogy 

a poliakrilamid gélek zsebeibe egyforma mennyiség került-e az egyes mintákból. Ezért 

-aktinra specifikus, elsődleges ellenanyaggal 1 g/ml koncentrációban inkubáltam a 

membránokat (Santa Cruz, CA, USA), a leírt körülmények között. Mosások után, 

szekunder ellenanyagként tormaperoxidáz konjugált antitesteket használtam (Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO, USA), melyekkel 30 percig óvatos rázással inkubáltam. Ezután 

további mosásokkal (3x20 perc) távolítottam el az ellenanyag felesleget a 

membránokról.  

 

III.5. Az immunoreaktív helyek detektálása 

Az immunoreaktív helyek kemilumineszcens szignálját ECL reagens (Amersham ECL
TM 

Prime Western blot detektáló reagens, GE Heathcare) segítségével detektáltuk VersaDoc 

5000MP képalkotó rendszer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) segítségével. 

Eredményeinket Quantity One szoftver segítségével (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

USA) értékeltük.  

 

IV. Immunfluoreszcens festés 

A duodenumból, terminális ileumból és kolonból származó biopsziás mintákat 

közvetlenül mintavétel után folyékony nitrogénben fagyasztottam le, majd Shandon 

kriomátrixba (ThermoElectron Co., Waltham, USA) ágyaztam és 3-4 m vastagságú 
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metszeteket készítettem. A metszeteket 1 órán keresztül, szobahőmérsékleten TLR4-re 

specifikus poliklonális kecske ellenanyaggal és iAP-ra specifikus nyúl poliklonális 

ellenanyaggal (Abcam Plc, Cambridge, UK)  inkubáltam. A másodlagos antitestek 

Alexa Fluor 488-jelölt csirkében termelt, kecskére specifikus (Invitrogen, Eugen, OR, 

USA) és Alexa Fluor 568 kecskében termelt, nyúlra specifikus (Invitrogen, Eugen, OR, 

USA) ellenanyagok voltak, melyekben szobahőmérsékleten 30 percig inkubáltam a 

metszeteket. A magok kimutatására Hoechst 33258 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) festéket használtam 10 percen keresztül. A szövetek festődését Zeiss LSM 510 

Meta konfokális lézer szkenning mikroszkóppal (Carl Zeiss, Jena, Németország) 

vizsgáltam. 

 

V. Statisztika 

A real-time PCR-ek és Western blot eredmények statisztikai analíziséhez Mann-

Whitney U tesztet használtam (Statistica, StatSoft, OK, USA). Szignifikáns eltérésnek 

azt tekintettük, ahol p≤0,05 volt. 
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EREDMÉNYEK 

 

I. Az iAP expressziójának vizsgálata gyulladásos bélbetegségben szenvedő 

(IBD-s) gyermekek kolon nyálkahártyájában 

 

I.1. Az iAP mRNS expressziójának változásai gyulladásos bélbetegségben szenvedő 

(IBD-s) gyermekek vastagbél nyálkahártyájában 

Az iAP mRNS expresszióját SYBR Green alapú real time RT-PCR segítségével 

határoztam meg az újonnan diagnosztizált MC-s gyermekek gyulladt és nem-gyulladt, 

UC-s gyermekek gyulladt kolon nyálkahártyájában, kontroll gyermekek vastagbeléből 

származó biopsziás mintájával összehasonlítva. 

Az iAP mRNS expressziója nem különbözött szignifikánsan  az MC-s és UC-s 

gyermekek gyulladt kolon nyálkahártyájában az egészséges kontrollhoz, valamint az 

MC-s gyermekek nem-gyulladt vastagbél mintáihoz viszonyítva, de szignifikáns eltérés 

nem volt tapasztalható (p = ns). A kontroll csoport és az MC-s gyermekek nem-gyulladt 

bélnyálkahártyájának expressziója között nem volt különbség (9., 10. ábra) 

 

 

 

9. ábra: Az iAP mRNS expresszió BrillantII QPCR alapú real-time RT-PCR-rel történő 

kimutatásának reprezentatív képe gyulladásos bélbetegségben szenvedő (IBD) gyermekek kolon 

nyálkahártyájában. A kontroll és Crohn-beteg (MC) gyermekek nem-gyulladt területeiről vett kolon 

biopsziás mintájából izolált cDNS minták átlagosan a 17.-19. ciklusok között, a MC-s gyermekek és 

kolitisz ulcerózás (UC) mintájából izolált cDNS-ek átlagosan a 36-40. ciklusok között léptek az 

amplifikáció exponenciális fázisába.  
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10. ábra: Az iAP mRNS expressziós változása kontrollok, Crohn-beteg (MC) gyermekek gyulladt és 

nem-gyulladt, valamint kolitisz ulcerózások (UC) kolon nyálkahártyájában (real time–PCR).  Az 

iAP mRNS expresszió nem mutatott szignifikáns eltérést a vizsgált csoportokban (p=NS).  

 

 

I.2. Az iAP proteinszintek változásai gyulladásos bélbetegségben szenvedő (IBD-s) 

gyermekek kolon nyálkahártyájában  

Az újonnan diagnosztizált MC-s gyulladt és nem-gyulladt, UC-s gyulladt vastagbél 

szakaszából származó biopsziás mintáinak és kontroll gyermekek vastagbél biopsziás 

mintáinak Western blot analízise során 60 kDa-nál az iAP, 43 kDa-nál -aktin jelet 

detektáltam (9. ábra). 

Az iAP fehérjeszintek az MC-s gyermekek gyulladt vastagbelében és az UC-s 

gyermekek gyulladt bélszakaszában szignifikáns csökkenést (*p<0,05), (
#
p<0,01) 

mutattak a kontrollhoz viszonyítva. Az MC-s és az UC-s gyermekek gyulladt 

bélnyálkahártyájában szignifikáns volt a csökkenés a MC-s gyermekek nem-gyulladt 

bélszakaszához képest (**p<0,05), (
##

p<0,01). Az iAP fehérjeszint nem különbözött 

szignifikánsan a MC-s gyermekek nem-gyulladt vastagbél nyálkahártyájában a 

kontrollokhoz képest (p = NS) (11., 12. ábra). 
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11. ábra: Az iAP fehérjeszintek reprezentatív eredményei a kontrollok, Crohn-beteg (MC) gyulladt 

és nem-gyulladt, valamint kolitisz ulcerózás (UC) gyermekek gyulladt kolon nyálkahártyájában 

(Western blot). Az iAP fehérjeszintek az MC-s gyulladt és UC-s gyulladt nyálkahártyában lecsökkentek 

a kontroll szinthez viszonyítva. A MC-s nem-gyulladt területhez képest szintén csökkenés mutatkozott a 

MC-s gyulladt és UC-s gyulladt iAP fehérjeszintekben.  

 

 

 

12. ábra: Az iAP fehérjeszintek változása a kontrollok, Crohn-beteg gyermekek (MC) gyulladt és 

nem-gyulladt, valamint kolitisz ulcerózás gyermekek gyulladt kolon nyálkahártyájában. Az MC-s 

és UC-s gyermekek gyulladt bélnyálkahártyájában az iAP fehérjeszinten szignifikáns csökkenést mutatott 

a kontrollcsoport képest (*p<0,05), (
#
p<0,01). Szintén szignifikáns volt a csökkenés az MC-s gyulladt és 

UC-s gyulladt bélszakaszokban az MC-s nem-gyulladt területekhez képest (**p<0,05), (
##

p<0,01). Az 

iAP fehérjeszint nem különbözött szignifikánsan az MC-s gyermekek nem-gyulladt vastagbél 

nyálkahártyájában a kontrollokhoz képest (p = NS).   
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II. Az iAP és TLR4 lokalizációjának vizsgálata gyulladásos bélbetegségben 

szenvedő (IBD-s) gyermekek terminális ileumából és kolonból származó 

nyálkahártyájában 

Az iAP kizárólag a terminális ileum és kolon epiteliális felszínén mutatott erős festődést 

mindegyik vizsgált csoportban. Az iAP nem mutatott festődési különbséget a MC-s 

betegek gyulladt és nem-gyulladt kolon nyálkahártyája, az MC-s gyulladt terminális 

ileum és kolon nyálkahártya, valamint az MC-s és UC-s gyulladt kolon nyálkahártyák 

között. Nem detektáltam fluoreszcens jelet a Lieberkühn-kripták sejtjeiben, a 

kehelysejtekben és a lamina propria immunsejtjeiben. Az iAP és a TR4 együttes 

jelenléte pontszerű, erőteljes jelet adott; a vizsgált csoportokban festődési különbség 

nem volt. Kiemelendő, hogy a TLR4 mindhárom vizsgált csoport kolonból származó 

metszetein erősebb jelet adott, mint a kontroll és az MC-s terminális ileumban (13. 

ábra). 
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13. ábra: Az iAP es TLR4 lokalizációja Crohn-beteg (MC), kolitisz ulcerózás (UC) és kontroll 

gyermekek terminális ileum - és kolon nyálkahártyájában. Immunfluoreszcens (anti-iAP és anti TLR4 

antitest felhasználásával) és hematoxilin-eozin festéssel történt a terminális ileum és kolonból származó 

metszetek jelölése. Mindhárom vizsgált csoportban az iAP (piros) és TLR4 (zöld) kizárólag az 

epitélfelszínre lokalizálódott: az egészséges kontrollok terminális ileumában (A), MC-s betegek 

terminális ileumában (B), kontrollok kolonjában (C), MC-s betegek gyulladt (D) és UC-s gyermekek 

gyulladt (E) kolon mukózájában. A sárga szín („merge”: együttes reakció, kolokalizáció) az iAP es TLR4 

kolokalizációját (sárga es piros szín egymásra vetülését) mutatja, a kék szín a sejtmagot jelzi; 20x 

nagyitás. 
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III. Az iAP expressziójának vizsgálata cöliákiás gyermekek duodenum 

nyálkahártyájában 

III.1. Az iAP mRNS expressziójának változásai cöliákiás gyermekek duodenum 

nyálkahártyájában 

Az iAP mRNS expressziót RT-PCR-rel határoztam meg az újonnan diagnosztizált CD-

s, a már gluténmentes étrendet tartó CD-s és kontroll gyermekek duodenum 

nyálkahártyájában. 

Az iAP mRNS expressziója lecsökkent az újonnan diagnosztizált CD-sekben a 

kontrollokhoz képest, de a változás nem volt szignifikáns (p = ns). A GFD-n tartott CD-

s gyermekek duodenum nyálkahártyájának mRNS expressziója magasabb volt a 

kezeletlen CD-sekhez képest, de a kontrollhoz viszonyítva alacsonyabb (p = ns). (14., 

15. ábra). 

 

 

 

14. ábra: Az iAP mRNS expresszió BrillantII QPCR alapú real-time RT-PCR-rel történő 

kimutatásának reprezentatív képe cöliákiás gyermekek duodenum nyálkahártyájában. A kontroll és 

újonnan diagnosztizált CD-s gyermekek duodenum biopsziás mintájából izolált cDNS-e átlagosan 24. és 

32., a gluténmentes étrendet tartó gyermekek duodenum biopsziás mintájából izolált cDNS-e átlagosan 

40. ciklusban lépett az amplifikáció exponenciális fázisába.  
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15. ábra: Az iAP mRNS expresszió változása kontrollok, újonnan diagnosztizált cöliákiás (CD), 

valamint gluténmentes diétát tartó cöliákiás (GFD) gyermekek duodenum nyálkahártyájában. Az 

iAP mRNS expressziója nem mutatott szignifikáns eltérést a vizsgált csoportokban (p=NS).  

 

 

III.2. Az iAP proteinszintek változásai cöliákiás gyermekek duodenum 

nyálkahártyájában  

Western blot technikával, iAP-ra specifikus primer ellenanyag felhasználásával 

vizsgáltuk az újonnan kórismézett CD-s, gluténmentes étrenden tartott CD-s, valamint 

kontroll gyermekek duodenum nyálkahártyáját. Az iAP-ot 60 kDa-nál, a -aktin jelét 43 

kDa-nál detektáltuk. 

Az iAP fehérjemennyisége szignifikánsan csökkent a kontrollhoz viszonyítva 

(*p<0,05). A GFD-s gyermekek iAP fehérjeszintje megnövekedett az újonnan 

diagnosztizált CD-sekhez képest, ugyanakkor a kontrollcsoport iAP fehérjeszintjénél 

alacsonyabb volt. Mindamellett a különbség GFD-s gyermekek esetében nem bizonyult 

szignifikánsnak (p = ns), (16., 17. ábra). 
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16. ábra: Az iAP fehérjeszintek reprezentatív eredményei a kontrollok, újonnan diagnosztizált 

cöliákiás (CD) és gluténmentes étrendet tartó cöliákiás (GFD) gyermekek duodenum 

nyálkahártyájában (Western blot). Az iAP fehérjeszint az újonnan diagnosztizált CD-s gyermekekben 

csökkent a kontrollokéhoz és a GFD-t tartó cöliákiásokhoz képest.  

 

 

 

17. ábra: Az iAP fehérjeszintek változása a kontrollok, újonnan diagnosztizált cöliákiás gyermekek 

(CD) és gluténmentes étrendet tartó cöliákiás gyermekek duodenum nyálkahártyájában. A CD-s 

gyermekek duodenum nyálkahártyájában az iAP fehérjeszint szignifikánsan csökkent a kontrollcsoporthoz 

képest (*p<0,05). A CD verzusz GFD, a GFD verzusz kontroll csoportok között nem volt szignifikáns az 

iAP fehérjeszint csökkenés (p = NS). 

 

 

 

 

DOI:10.14753/SE.2012.1788



Az intesztinális alkalikus foszfatáz vizsgálata gyermekkori gyulladásos bélbetegségben és cöliákiában  
 

46 

 

IV. Az iAP és TLR4 lokalizációjának vizsgálata cöliákiás gyermekek duodenum 

nyálkahártyájában 

Immunfluoreszcens festést végeztünk az iAP és TLR4 együttes lokalizációjának 

megállapítására CD-s, gluténmentes étrendet tartó CD-s, valamint kontroll gyermekek 

duodenum nyálkahártyájában. A TLR4 és iAP molekulák között egyértelmű 

kolokalizációt találtunk. Az iAP és TLR4 kolokalizációja mindhárom vizsgált 

csoportban erőteljes és pontszerű volt. Az iAP eloszlása kizárólag a duodenum 

nyálkahártya epiteliális felszínére lokalizálódott, de immunfluoreszcens jelet nem 

detektáltunk a kehelysejteken, lamina propria immunsejtjein és a Lieberkühn kripták 

sejtjein. (18. ábra). 

 

 

 

18. ábra. Az iAP és TLR4 lokalizációja egészséges kontroll, újonnan diagnosztizált cöliákiás (CD) és 

gluténmentes étrendet tartó cöliákiás (GFD) gyermekek duodenum nyálkahártyájában. Az 

immunfluoreszcens jelölés anti-iAP és anti-TLR4 antitestek felhasználásával történt, az egészséges 

kontrollok (A), CD-s (B) és GFD-s (C) gyermekek duodenum biopsziás mintáinak metszetein. A vizsgált 

csoportokban az iAP (piros) és TLR4 (zöld) jelölés kizárólag az epitélfelszínre lokalizálódik. Az iAP es 

TLR4 kolokalizációját (sárga és piros szín egymásra vetülését) mutatja, a kék szín a sejtmagot jelzi; 20-

szoros nagyítás. 
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EREDMÉNYEK MEGBESZELÉSE, KÖVETKEZTETÉS 

 

Az intesztinális flóra összetételének megváltozása, illetve a bélepitélium 

anatómiai lokalizációja meghatározó eleme a mukózális gyulladás és szöveti destrukció 

kialakulásának.                                                                                                                            

A veleszületett immunitás elemei felismerik a jelenlévő baktériumokat, elősegítik a 

mukózális barrier képzését, valamint az antibakteriális védelmi válasz kialakulását. A 

helytelen immunválasz, valamint a mukózális barrier sérülése hozzájárul az IBD és a 

CD kialakulásához. Az IBD és CD patomechanizmusa, lokalizációja teljesen eltérő, de 

mindkettő kialakulásában alapvető fontosságú a mukózális homeosztázis felborulása és 

a nyálkahártya sérülése (Decker és mtsai 2010, Logan és mtsai 2010).  

 

A bélmukóza kóros immunválasza, beleértve a veleszületett immunrendszer 

válaszait is, alapvető szerepet játszik az IBD és a CD pathomechanizmusában. IBD-ben 

zavart szenved a gazdaszervezet és az intesztinális mikroflóra közötti egyensúly ez által 

a kommenzális mikroflóra és az immunválaszok szabályozása sérül (Ashida és mtsai 

2011). CD-ben a búza, árpa, rozs fogyasztása genetikailag fogékony egyénekben 

bélnyálkaháryta károsodáshoz vezet. Előzetesen munkacsoportunk kimutatta, hogy a 

TLR4 expressziója fokozódik újonnan diagnosztizált IBD-s gyermekek gyulladt kolon 

és újonnan diagnosztizált CD-s gyermekek duodenum nyálkahártyájában a kontrollhoz 

képest (Szebeni és mtsai 2007).  

Az LPS aktiválta TLR4 kapcsán figyelmet kapott egy új enzim, az intesztinális 

alkalikus foszfatáz, amely a mukózális védelemben fontos tényező. Ugyanis az iAP 

defoszforilálja az LPS-t, ezáltal egy inaktív, nem toxikus formát hozva létre. Ez a 

defoszforilálás lehetetlenné teszi az LPS és a TLR4 közötti interakció kialakulását és 

így a veleszületett immunválaszok aktiválódását (Malo és mtsai 2010). 

 

Jelen tanulmányban az iAP protein és mRNS expresszióját, valamint az iAP és 

TLR4 lokalizációját vizsgáltam IBD-s gyermekek vastagbél nyálkahártyájában.  
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19. ábra: Az intesztinális alkalikus foszfatáz (iAP) szerepe a bélhomeosztázis és a mukózális 

barrierrintegritás fenntartásában. Az iAP detoxifikálja a lipopoliszacharidot (LPS) a bél 

homeosztázisának fenntartása, az epiteliális barrierfunkció megőrzése és gyulladás kialakulásának 

megelőzése céljából. A kommenzális baktériumok által alkotott bélflóra képes stimulálni és fenntartani az 

iAP magas expresszióját. Éhezés, valamint a bakteriális flóra inváziója csökkent iAP expressziót 

eredményez. Ez a folyamat az iAP LPS-t detoxifikáló képességének csökkenéséhez és a barrierfunkció 

romlásához vezet, amely következményes gyulladással járhat a bélben (Geddes és mtsai 2008). 

 

 

I. Az iAP expressziójának változása gyulladásos bélbetegségben szenvedő 

(IBD-s) gyermekek kolon nyálkahártyájában 

Eddig mindössze egyetlen humán tanulmány jelent meg, amely felnőtt IBD-s 

betegekben vizsgálta az iAP szerepét. Ebben a vizsgálatban bár nem mérték az iAP-

fehérje mennyiségét, a kolonban csökkent LPS-defoszforiláló aktivitást találtak, amelyet 

az iAP aktivitás csökkenésével is magyaráztak (Tuin és mtsai 2009).  

Tanulmányomban elsőként vizsgáltam a terápiát nem kapó, kezeletlen IBD-s 

gyermekekben az iAP enzimet. 

Vizsgálatomban az iAP mRNS expresszió csökkenése nem mutatott szignifikáns 

különbséget az MC-s és UC-s gyermekek gyulladt kolon nyálkahártyájában a nem-
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gyulladt MC és kontrollok mintáihoz képest. Az iAP mRNS szintekre vonatkozó 

irodalom ellentmondásos: az iAP mRNS expressziója a gyulladt MC-s és UC-s 

területeken emelkedett a nem-gyulladt MC-s és kontroll mintákhoz képest, amely a 

mukozális sejtek magasabb iAP termelésére utalhat (Tuin és mtsai 2009). Kutatási 

eredményeim részben átfedést mutatnak López-Posadas és munkatársai eredményeivel, 

akik kimutatták, hogy a gyulladt szövetek által termelt reaktív oxigén gyökök az 

intesztinális epitélsejtek megnövekedett iAP aktivitását okozzák (López-Posadas és 

mtsai 2010).  

Ugyanakkor Tuin és mtsai kimutatták, hogy az iAP mRNS expresszió csökken 

MC-s betegek bélnyálkahártyájában a kontrollokhoz képest. Bár megjegyzendő, hogy 

ebben a tanulmányban a betegek több mint fele immunszuppresszív szereket 

(infliximab, metotrexát, kortikoszteroidok és thiopurin) kaptak a mintagyűjtés idején, 

amelyek nagymértékben befolyásolhatják az iAP mRNS szintézist. Egészséges 

felnőttekben az iAP mRNS expressziót magasabbnak találták az ileumban, mint a 

kolonban, de az iAP mRNS expresszió és LPS-defoszforiláló aktivitás szignifikánsan 

csökkent IBD-s felnőttek gyulladt bélszakaszán, a nem-gyulladt IBD-s és kontroll 

mintákhoz képest. Ebben a vizsgálatban nem határozták meg az iAP 

fehérjemennyiségét, valamint a kezeletlen és kezelt csoportokat egy betegcsoportként 

kezelték (Tuin és mtsai 2009). Terápianaív gyermekek kolon nyálkahártyáját vizsgálva 

csökkent iAP fehérjeszintet találtam, ezért az eddigieket összetéve azt gondolom, hogy 

a gyulladt nyálkahártya csökkent iAP szintje összefüggésben lehet a csökkent LPS 

detoxifikációval és következményesen a megnövekedett TLR4 aktivációval.  

 

A tendenciájában emelkedő iAP mRNS expresszió ellenére az iAP fehérjeszintje 

csökkent a MC-s és UC-s gyermekek gyulladt kolon nyálkahártyájában a nem-gyulladt 

MC és kontrollok biopsziás mintáihoz képest. A csökkent iAP fehérje szint a 

megnövekedett mRNS expresszió jelenlétében arra utalhat, hogy a gyulladt 

bélmukózában az iAP szintézise poszttranszkripciósan gátlás alá kerül. A gyulladt 

bélben végbemenő csökkent proteinszintézis számos poszttranszkripciós útvonalon 

keresztül valósulhat meg. A már említett, gyulladás során felszabaduló reaktív 

oxigéngyökök az ubikvitin-proteoszóma útvonalak aktiválása révén a proteinszint 

csökkenéséhez fokozott degradációhoz vezetnek. 
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Több állatmodellben kimutatták az iAP bélgyulladásra gyakorolt jótékony hatását. iAP 

knock-out (KO) és vad-típusú (WT) egerekben vizsgálták az intraperitoneális adott LPS 

hatásait. Az iAP KO egerekben megnövekedett a bakterális transzlokáció, valamint a 

TNF- szekréció a WT állatokhoz képest (Chen és mtsai 2011). A legismertebb 

bélgyulladásos állatmodellben a DSS indukálta a kolitiszben, mind makroszkóposan, 

mind mikroszkóposan  a humán vastagbélgyulladásnak megfeleltethető elváltozásokat 

tapasztalunk (Clapper és mtsai 2007). Ramasamay és munkatársai WT és iAP KO 

egerekben DSS indukálta bélgyulladást generált. A DSS itatása 4 cikluson keresztül 

tartott, minden ciklus között iAP tablettát kaptak az egerek. Az iAP KO állatokban a 

bélgyulladás súlyosabbnak bizonyult, valamint az orálisan adott iAP tabletta mindkét 

vizsgált csoportban szövettani vizsgálatok alapján csökkentette a kolitisz tüneteit 

(Ramasamy és mtsai 2011). Egy másik, WT egerek DSS indukálta kolitiszében az iAP 

tabletta szintén csökkentette a bélgyulladás súlyosabb formáját (Bol-Schoenmakers és 

mtsai 2010). Tuin és mtsai DSS-indukált kolitiszes patkányokban vizsgálta az iAP-

tabletta IBD-ben betöltött jótékony hatását. A székletben mért iAP enzimaktivitás 

megemelkedett az iAP tabletta hatására, a bélgyulladás makroszkópos tünetei 

csökkentek, valamint hisztológiai vizsgálatokkal kimutatták, hogy a bélepitélium 

kevésbé volt sérült a placebo csoporthoz képest (Tuin és mtsai 2009).  

Az állatkísérletek alátámasztották az iAP tabletta kolitiszre gyakorolt jótékony hatását, 

amit egy humán tanulmány is igazolni látszik. Ebben a cseh tanulmányba 21 

immunszuppressziós- és szteroidkezelésre rezisztens beteget (férfi/nő=8/13, 23-54 év) 

vontak be, UC aktivitási indexük 6-10 közé esett. A betegek 30. 000 egység iAP-

enzimet kaptak intraduodenálisan. A kezelés utáni 21. napra az aktivitási index, a C-

reaktív protein és a széklet kalprotektin szintjei szignifikánsan csökkent. A fentiek 

alapján az iAP adása javasolt lehetne az UC adjuváns terápiájaként, de fontos 

megjegyezni, hogy ebben a vizsgálatban hiányzott a placebo kontrollcsoport (Lukas és 

mtsai 2010).  

Vizsgálatainknak terápiás konzekvenciája is lehet, hiszen az hosszútávú IBD kezelése 

nem megoldott. Az IBD jelenlegi kezelése alapvetően konvencionális terápiából áll, de 

súlyos terápiarezisztens esetekben erőteljesebb, biológiai szerekre van szükség (Nahidi 

és mtsai 2012, Jakobsen és mtsai 2011). A mikroflóra egyensúlyának visszaállítására 

tett terápiás kísérletek erősen hozzájárulhatnak IBD-ben a nyálkahártya gyorsabb 
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gyógyulásához (Andoh és mtsai 2006).  

 

 

II. Az iAP és TLR4 lokalizációja gyulladásos bélbetegségben szenvedő (IBD-s) 

gyermekek kolon nyálkahártyájában 

 

Előzetesen munkacsoportunk az IBD-s gyermekek gyulladt kolon nyálkahártyájában 

emelkedett TLR4 mRNS-expresszióját és proteinszintet mutatott ki (Szebeni és mtsai 

2007). A TLR4 és az iAP lokalizációjának vizsgálatára immunfluoreszcens festést 

végeztem. Az iAP eloszlása mind a terminális ileumban, mind a kolonban az epiteliális 

felszínre lokalizálódott és a TLR4-gyel való kolokalizációja egyértelmű volt. A TLR4 

és iAP komplexképzése megerősítheti a mukózális integritásban betöltött szerepüket. 

Az iAP csökkent szintje, valamint a magasabb TLR4 expresszió az iAP/TLR4 

egyensúly eltolódását okozhatja, így a mukóza kevésébé lesz ellenálló a baktériális 

LPS-sel szemben, amely a bélhámsejt integritásának csökkenéséhez és a bélgyulladás 

fenntartásához is vezethet (Szebeni és mtsai 2007, Sodhi és mtsai 2011), (19. ábra). 

 

Az iAP aktivitásának vizsgálata alkalmas hisztológiai módszer lehet az MC és UC 

elkülönítésére is. Immunhisztokémiai módszerekkel, paraffinos bélbiopsziából 

származó metszeteken, az iAP az EC-k apikális felszínén expresszálódott. Az iAP 

aktivitása szignifikánsan nagyobb volt a MC-s betegek bélnyálkahártyájában az UC-s 

betegek gyulladt nyálkahártyájához viszonyítva (Torres és mtsai 2007). A székletben 

megjelenő markereket gyakran vizsgálják a betegség aktivitásának, relapszus vagy 

remisszió, és a terápia hatékonyságának követésére. Az iAP aktivitás szignifikánsan 

alacsonyabb az aktív UC-s betegek székletében a kontrollcsoporthoz képest, ugyanez a 

paraméter MC-s és inaktív UC-sek esetében magasabb volt, de a kontrollokhoz képest 

jelentős csökkenést mutatott (Lehmann és mtsai 1980). 

 

III. Az iAP expressziójának változása cöliákiás gyermekek duodenum 

nyálkahártyájában 

CD-ben a glutén és a hozzá kapcsolódó proteinek genetikailag fogékony egyénekben 
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krónikus bélgyulladáshoz és következményesen a mukózális barrierintegritás 

megbomlásához vezetnek (Husby és mtsai 2012). A CD patogenezisében mind az 

adaptív, mind a veleszületett immunrendszer szerepet játszik. A TLR mintázatfelismerő 

receptorcsalád összekötő hidat képez a veleszületett és adaptív immunválaszok között. 

Előzetesen munkacsoportunk CD-s gyermekek duodenum nyálkahártyájában fokozott 

TLR4 mRNS expressziót és proteinszintet mutatott ki. Újonnan diagnosztizált CD-s 

gyermekek perifériás vérében a TLR4 pozitív sejtek előfordulási gyakorisága hasonló 

volt (Szebeni és mtsai 2007, Cseh és mtsai 2011). Ezek az adatok alátámasztják, hogy a 

veleszületett immunitás, kiemelten a TLR4 alapvetően hozzájárulhat a CD 

patogeneziséhez. Az iAP LPS-t detoxifikáló aktivitása révén jelentős szerepet játszhat a 

TLR4-LPS komplex kialakulásának megakadályozásában, ezáltal a barrierintegritás 

fenntartásában.  

 

Tudomásom szerint az iAP mRNS és fehérjeexpresszióját elsőként vizsgáltam újonnan 

diagnosztizált és gluténmentes diétát tartó cöliákiás gyermekek duodenumból származó 

biopsziás mintáiban. Az iAP mRNS expressziójában nem volt szignifikáns különbség az 

újonnan diagnosztizált, valamint gluténmentes étrendet tartó CD-s gyermekek 

duodenum nyálkahártyájában, a kontrollhoz viszonyítva. A GFD-n tartott gyermekek 

iAP mRNS expressziója enyhén emelkedő tendenciát mutatott a kontrollhoz képest, 

melynek magyarázata lehet a vékonybél- nyálkahártya még nem teljes regenerációja. 

Wahab és munkatársai kimutatták, hogy a vékonybél makroszkópos és mikroszkópos 

regenerációja a CD-s betegek mindössze 65%-ban következik be 2 éves gluténmentes 

étrendet követően (Wahab és mtsai 2002). 

Az iAP fehérjeszintek szignifikánsan csökkentek az újonnan diagnosztizált, kezeletlen 

CD-s betegekben a kontrollcsoporthoz képest. Az iAP fehérje csökkenése 

összefüggésben lehet az iAP enzimaktivitás csökkenésével. Prasad és munkatársai 

kimutatták, hogy az iAP és egyéb kefeszegélyhez-kötött enzimek aktivitásának 

csökkenése korrelált CD-s gyermekek hisztológiai léziójának súlyosságával (Prasad és 

mtsai 2008). Az egyik magyarázat lehet, hogy az iAP termelése függ az enterociták 

számától és az iAP enzim a bélhámsejtregeneráció indikátora is lehet (Prabhu és mtsai 

2003). Eredményeim alapján feltételezhető, hogy nem csak az iAP enzimaktivitás, 

hanem az iAP proteinszint is összefüggésben lehet a CD bélnyálkahártyát érintő 
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súlyosságával. Előzetesen Bramble és munkatársai felnőtt, 6 hónapos gluténmentes 

diétát tartó CD-s betegek duodenum biopsziás mintáit vizsgálták intraduodenálisan 

bejuttatott glutén III frakció adása előtt és után, kontrollokhoz viszonyítva. A 

kontrollcsoportban az iAP enzimaktivitás a normál tartományban maradt (431-1406 

mol/min/mg) és nem volt szignifikáns különbség az iAP enzimaktivitásában a glutén 

III frakció beadását követően. A GFD-n tartott CD-s csoportban az iAP enzimaktivitás 

az alapértékre csökkent a fél év alatt, de szignifikáns aktivitáscsökkenést tapasztaltak a 

glutén III frakció adása után 3-4 órával (Bramble és mtsai 1985). Ezek a felismerések is 

összefüggésben lehetnek eredményeimmel, miszerint a gluténmentes étrend hatására az 

iAP enzimaktivitása és protein szintje normalizálódik. A csökkent iAP proteinszint 

alapvető komponense és akár markere is lehet a CD súlyosságának és a gluténmentes 

diéta hatékonyságának. 

 

IV. Az iAP és TLR4 lokalizációja cöliákiás gyermekek duodenum 

nyálkahártyájában 

Előzetesen munkacsoportunk kimutatta, hogy a TLR4 mRNS expresszió és 

proteinszintek növekedtek újonnan diagnosztizált CD-s gyermekek duodenum 

nyálkahártyájában (Szebeni és mtsai 2007). Emellett kimutattam CD-s és kontroll 

gyermekek duodenum nyálkahártyájában az iAP és TLR kolokalizációját. Az iAP 

kizárólag a duodenális epitél felszínére lokalizálódott az újonnan diagnosztizált, a 

gluténmentes étrendet tartó CD-s, valamint a kontroll csoportban és a TLR4-gyel való 

kolokalizációja egyértelműnek bizonyult. Az iAP és TLR4 együttes lokalizációja felveti 

funkcionális kapcsolatukat is. Feltételezhető, hogy az iAP proteinszintek csökkenése és 

TLR4 protenszintek emelkedése együttesen hozzájárulnak az intesztinális 

barrierintegritás felbomlásához CD-ben.  

Számos tanulmány jelent meg CD-ben a gluténmentes étrend kiváltására egy alternatív, 

adjuváns terápiás lehetőséggel. CD-s betegekben a gluténmentes étrend bevezetése és 

fenntartása rontja az életminőséget, valamint a normális étrendnél jóval költségesebb, 

ezért egy alacsony kockázatú, gazdaságosabb és hatékony gyógymód elérése a cél 

(Lionetti és mtsai 2011, Donelly és mtsai 2011). Ezeket az újfajta terápiás 

DOI:10.14753/SE.2012.1788



Az intesztinális alkalikus foszfatáz vizsgálata gyermekkori gyulladásos bélbetegségben és cöliákiában  
 

54 

 

próbálkozásokat 3 részre lehet osztani: intraluminárisan, epiteliálisan és 

szubepiteliálisan hatók. Vannak törekvések a toxikus peptidek eliminálására a 

búzafehérjék módosításával, szöveti TG gátlására, toxikus peptidek bél nyálkahártyán 

keresztüli passzázsának megakadályozására. Az immunválaszokat célzó terápiás 

lehetőségek az IL-15 antagonisták vagy „veleszületett” inhibitoros glutén peptidek, 

amelyeket a gliadin 31-43 peptidek indukálnak és az epiteliális sejteket megőrzik az 

apoptózistól (Exposito és mtsai 2003, Rashtak és mtsai 2012). Az iAP monoterápiás 

alkalmazása feltehetően nem lenne elegendő a gluténmentes étrend kiváltására, de más 

újabb CD-ben alkalmazható terápiával kombinálva esetleg hozzájárulhat a mielőbbi 

mukózális regenerációhoz. Az iAP képes a mukózális barrierintegritás visszaállítására 

az LPS detoxifikáló aktivitása révén, megelőzve ezzel a TLR4 megnövekedett és 

kontrollálatlan aktiválódását.  

A CD állatmodelljének létrehozása sokkal nehezebb, mint a kolitisz kémiai úton történő 

indukálása (Marietta és mtsai 2011). A CD legelfogadottabb állatmodelljében a 

gluténszenzitivitást BALB/c egerekben gluténmentes étrend bevezetése után 30 napos 

glutén terhelés követi. A glutén terhelést követően az egerek vékonybelében villustrófia, 

kriptahiperplázia és T-sejt, valamint makrofág infiltráció alakult ki (Papista és mtsai 

2012). Egyetlen tanulmány jelent meg, amely gluténszenzitizált egerek különböző 

vékonybélszakaszaiból izoláltak kefeszegélyhez kötött enzimeket, de az iAP vizsgálata 

hiányzott (Kozáková H és mtsai 1998). Az iAP CD mukózális lézióban játszott 

szerepét, valamint az iAP terápiás hatását állatmodellben nem vizsgálták. Azonban az 

eddigi irodalmi adatok és saját –IBD-ben és CD-s betegekben végzett- vizsgálati 

eredményeink alapján feltételezzük, hogy az iAP kiemelt szereppel bír a 

barrierintegritás megőrzésében és visszaállításában vékonybélben is, mivel a 

duodenumban van az iAP legnagyobb koncentrációban jelen  (Goldberg és mtsai 2008).  

 

Eredményeimet összegezve elmondható, hogy az iAP fehérjeszintje csökkent az MC-s és 

UC-s gyermekek gyulladt kolon nyálkahártyájában a nem-gyulladt MC és kontrollok mintáihoz 

képest. Az iAP fehérjeszint csökkent az újonnan diagnosztizált CD-s gyermekek 

duodenum biopsziás mintáiban a kontrollcsoporthoz és a gluténmentes étrendet tartó 

cöliákiás gyermekekéhez képest. Az iAP mRNS expresszió nem változott szignifikánsan sem 
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az IBD-s, sem a CD-s vizsgált csoportokban. Az iAP-TLR4 komplexképzése a duodenum, 

terminális ileum, valamint kolon epitéliumban is kimutatható volt.  

Az alacsonyabb iAP szinthez csökkent LPS-detoxifikáló hatással bírhat, hozzájárulhat 

bélpermeabilitás megnövekedéséhez vezethet.. Irodalmi adatok alapján az iAP tabletta 

hatásos lehet DSS-indukálta kolitiszes egerekben és felnőtt UC-s betegekben, ezáltal az 

exogén iAP enzim kiegészítő terápia lehet aktív IBD-s és újonnan diagnosztizált CD-s 

betegek számára, amennyiben kontrollált vizsgálatok megerősítik ezt a feltételezést. 
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EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA 

 

Értekezésem legfontosabb megállapításait az alábbi pontokban foglalom össze: 

 

1. Az iAP expressziójának vizsgálata krónikus gyulladásos bélbetegségben 

szenvedő (IBD-s) gyermekek kolon nyálkahártyájában 

(1) Elsőként mutattam ki, hogy az iAP fehérje szint csökken mind MC-s, mind UC-s 

gyermekek gyulladt kolon nyálkahártyájában a nem gyulladt területről származó MC-s 

és kontroll bélbiopsziás mintákhoz képest. Az iAP mRNS expressziója nem mutatott 

szignifikáns eltérést a vizsgált csoportokban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az 

iAP jelentős szerepet tölt be a mukozális barrierintegritás fenntartásában és a 

fehérjeszint csökkenése hozzájárulhat az IBD kialakulásához is.  

 

2. Az iAP és TLR4 lokalizációjának vizsgálata krónikus gyulladásos 

bélbetegségben szenvedő (IBD-s) gyermekek terminális ileum és kolon 

nyálkahártyájában 

(2) Megállapítottam, hogy az iAP kizárólag az enterociták felszínére lokalizálódott, 

továbbá az iAP és a TLR4 együttes jelenléte pontszerű, erőteljes jelet adott; a vizsgált 

csoportokban festődési különbség nem volt. Ez a megfigyelés összhangban van 

munkacsoportunk korábbi megfigyeléseivel, hogy a TLR4 expressziója fokozott 

újonnan diagnosztizált IBD-s betegek bélnyálkahártyájában és perifériás vérében 

egyaránt. Az iAP TLR4-gyel való komplexképzése alátámasztja az iAP veleszületett 

immunválaszok beindításában betöltött szerepét, valamint az LPS-t detoxifikáló hatását. 

 

3. Az iAP expressziójának vizsgálata cöliákiában szenvedő gyermekek 

duodenum nyálkahártyájában 

(3) Elsőként mutattam ki az iAP proteinszintek csökkenését újonnan diagnosztizált 

CD-s gyermekekben, gluténmentes diétát tartó CD-s gyermekek és kontrollcsoporthoz 

képest. Az iAP mRNS expressziója nem mutatott szignifikáns eltérést a vizsgált 

csoportokban. Előzetesen az iAP enzimaktivitását vizsgálták CD-s gyermekek 
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duodenum nyálkahártyájában és az iAP enzimaktivitás csökkenése összefüggést 

mutatott a szövettani lézió súlyosságával. Ez a megfigyelés és eredményeink arra 

utalnak, hogy a csökkent iAP fehérjeszinteknek szerepe lehet a CD 

patomechanizmusában. 

 

4. Az iAP és TLR4 lokalizációjának vizsgálata cöliákiában szenvedő 

gyermekek duodenum nyálkahártyájában 

(4) Kimutattam az iAP és a TLR4 kolokalizációját a duodenum eneterocitáinak 

felszínén és a 3 vizsgált csoport festődési különbséget nem mutatott. Munkacsoportunk 

előzetesen vizsgálta a veleszületett immunrendszer részéről a TLR4 expresszió 

változásait CD-s gyermekekben, a TLR4 pozitív sejtek prevalenciája perifériás vérben 

újonnan diagnosztizált CD-s gyermekekben megemelkedett és gluténmentes étrendet 

tartva is emelkedett maradt a kontrollokhoz viszonyítva. A duodenum biopsziás 

mintákban szintén emelekdett volt a TLR4 szint az újonnan diagnosztizált és glutén-

menetes diétát tartó CD-s csoportban. Az iAP jelenléte hozzájárulhat az LPS 

detoxifikálásához, ezáltal megakadályozva a TLR4-LPS komplex kialakulását.  
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ÖSSZEFOGLALÓ  

 

Bevezetés: A nagyobb gyermek-gasztroenterológiai kórképek közül a gyulladásos 

bélbetegséget (IBD) és a cöliákiát (CD) vizsgáltam.  A két betegség pontos 

patomechanizmusa ismeretlen, de a bél mukózális barrierének károsodása fontos 

szerepet játszik kialakulásukban. Az intesztinális alkalikus foszfatáz (iAP) alapvető a 

bél barrierintegritásának megőrzésében. Az iAP megköti a lipopoliszaharidot (LPS), a 

Toll-like receptor 4 (TLR4) ligandját és semlegesíti annak aktivitását. 

 

Célkitűzés: Célom volt az iAP expressziójának vizsgálata IBD-s gyermekek kolon, 

valamint cöliákiás gyermekek duodenum nyálkahártyájában, illetve az iAP és a TLR4 

lokalizációjának meghatározása molekuláris biológiai módszerekkel. 

 

Eredmények: Az iAP fehérjeszintek lecsökkentek az újonnan diagnosztizált kolitisz 

ulcerosás (UC) és Crohn-beteg (MC) gyermekek gyulladt kolon nyálkahártyájában a 

kontrollhoz és a MC-s nem-gyulladt területekhez viszonyítva (p<0,05, p<0,05). Az iAP 

mRNS expresszió nem változott szignifikánsan a vizsgált csoportokban. Az 

immunfluoreszcens festés mindhárom csoportban igazolta az iAP és a TLR4 epitelialis 

kompartmenten belüli kolokalizációját. Újonnan diagnosztizált cöliákiás (CD-s) 

gyermekek duodenum biopsziás mintáiban az iAP fehérjeszint csökkent a 

kontrollcsoporthoz és a gluténmentes étrendet tartó cöliákiás gyermekekéhez képest. Az 

iAP mRNS expresszió nem mutatott szignifikáns változást a betegcsoportokban. Az iAP 

és TLR4 kolokalizációja mindhárom csoportban egyformán igazolható volt. 

 

Következtetések: A csökkent iAP szint alacsonyabb LPS-detoxifikáló hatással bírhat, 

amely felelőssé tehető a megemelkedett bélpermeabilitás és a következményes 

bakteriális passzázs kialakulásáért. Az iAP és a TLR4 együttes jelenléte mind a vékony, 

mind a vastagbél nyálkahártyájában felveti a mukózális barrierintegritás fenntartásában 

és a veleszületett immunválaszok iniciálásában betöltött szerepét a két vizsgált 

gyermek-gasztroenterológiai kórképben. Vizsgálataim azt mutatják, hogy az érintett 

bélterületeken csökken az iAP fehérjeszintje, valamint irodalmi adatok alapján az iAP 

tabletta hatásos volt dextrán-szódium szulfát indukálta kolitiszes egerekben és felnőtt 
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UC-s betegekben, ezáltal az exogén iAP enzim kiegészítő terápia lehet aktív IBD-s és 

újonnan diagnosztizált CD-s betegek számára, amennyiben kontrollált vizsgálatok 

megerősítik ezt a feltételezést. 
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SUMMARY 

 

Introduction: I investigated two major pediatric gastroenterological diseases: the 

inflammatory bowel disease (IBD) and celiac diseases (CD). The exact 

pathomechanism of these two disorders is unknown, but the damage of intestinal 

mucosal barrier might play an important role in their pathomechanism. The intestinal 

alkaline phosphatase (iAP) contributes to the maintanance of gut epithelial integrity. 

The iAP is able to bind lipopolysaccharide (LPS), the ligand of Toll-like receptor 4 

(TLR4) and neutralizes its activity. 

 

Aim: The aim of my study was to investigate with molecular biological methods the 

expression of iAP in colonic biopsy samples of children with newly diagnosed IBD and 

duodenal biopsy specimens of pediatric patients with newly diagnosed CD and CD 

patients maintained on gluten-free diet (GFD). The secondary aim of the investigation 

was to determine the localization of iAP and TLR4 in the duodenal mucosa. 

 

Results: The iAP protein level in the inflamed mucosa of children with newly 

diagnosed Crohn’s disease (MC) and ulcerative colitis (UC) was significantly decreased  

when compared to controls (p<0.05, p<0.05 respectively), and  to non-inflamed mucosa 

in MC. The iAP mRNA expression showed no significant alteration in the groups 

studied. The immunofluorescent staining confirmed in all three groups the 

colocalization of iAP and TLR4 within the epithelial compartment. 

In the duodenal biopsy specimens of children with newly diagnosed CD the iAP protein 

level was significantly (p<0.05) decreased in comparison to the controls and children 

with CD on GFD. There was no significant difference in the iAP mRNA expression in 

the studied groups. iAP and TLR molecules clearly co-localized in all groups studied. 

Conclusion: The lower level of iAP would result in decreseased LPS detoxifying 

capacity, and could be responsible for the enhanced intestinal permeability and 

consequent bacterial passage. The finding that iAP and TLR4 is colocalized in the small 

and large intestines, supports a linked role of iAP in the maintenance of mucosal barrier 

integrity and initialization of innate immune respones in these two disorders. Based on 
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my results, the iAP protein levels of the affected intestinal mucosa are lower, and 

according to the litearure the effectiveness of iAP tablets in mice with dextrane sodium 

sulfate induced colitis and  in adult UC patients, the administration of exogenous iAP 

enzyme could be an adjuvant therapeutic option in the active form of IBD and newly 

diagnosed CD. This hypothesis should be examined in future controlled studies. 
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ÁBRÁK ÉS TÁBLÁZATOK JEGYZÉKE 

 

Ábrák 

1. ábra: A gyulladásos bélbetegség (IBD) ethiopatogenezise. 

2. ábra: Az IBD és az intesztinális mikroflóra kapcsolata. 

3. ábra A TLR ligandok diverzitása. 

4. ábra: A humorális és sejt-mediált immunválaszok és későbbi mukózális sérülés 

sematikus ábrája cöliákiában. 

5. ábra: Az intesztinális alkalikus foszfatáz (iAP) alapvető funkciói fiziológiás 

állapotban. 

6. ábra: Az intesztinális alkalikus foszfatáz (iAP) lipopoliszacharidot (LPS) 

detoxifikáló folyamata. 

7. ábra: A Crohn-betegség (bal) és kolitisz ulcerosa (jobb) makroszkópos, 

kolonoszkópia során látható képe. 

8. ábra: Újonnan diagnosztizált cöliákiás gyermek duodenum nyálkahártyája felső 

endoszkópia során.  

9. ábra: Az iAP mRNS expresszió BrillantII QPCR alapú real time RT-PCR-el történő 

kimutatásának reprezentatív képe gyulladásos bélbetegségben szenvedő (IBD) 

gyermekek kolon nyálkahártyájában. 

10. ábra: Az iAP mRNS expressziós változása kontrollok, Crohn-beteg (MC) 

gyermekek gyulladt és nem-gyulladt, valamint kolitisz ulcerózás (UC) kolon 

nyálkahártyájában (rea- time–PCR).   

11. ábra: Az iAP fehérjeszintek (Western blot) reprezentatív eredményei a kontrollok, 

Crohn-beteg (MC) gyulladt és nem-gyulladt, valamint kolitisz ulcerózás (UC) 

gyermekek gyulladt kolon nyálkahártyájában. 
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12. ábra: Az iAP fehérjeszintek változása mutatja a kontrollok, Crohn-beteg 

gyermekek (MC) gyulladt és nem-gyulladt, valamint kolitisz ulcerózás gyermekek 

gyulladt kolon nyálkahártyájában.  

13. ábra: Az iAP es TLR4 lokalizációja Crohn-beteg (MC), kolitisz ulcerózás (UC) és 

kontroll gyermekek terminális ileum és kolon nyálkahártyájában. 

14. ábra: Az iAP mRNS expresszió BrillantII QPCR alapú real-time RT-PCR-el 

történő kimutatásának reprezentatív képe cöliákiás gyermekek duodenum 

nyálkahártyájában. 

15. ábra: Az iAP mRNS expressziós változása kontrollok, újonnan diagnosztizált 

cöliákiás (CD), valamint gluténmentes diétát tartó cöliákiás (GFD) gyermekek 

duodenum nyálkahártyájában. 

16. ábra: Az iAP fehérjeszintek (Western blot) reprezentatív eredményei a kontrollok, 

újonnan diagnosztizált cöliákiás (CD) és gluténmentes étrendet tartó cöliákiás (GFD) 

gyermekek duodenum nyálkahártyájában. 

17. ábra: Az iAP fehérjeszintek változása a kontrollok, újonnan diagnosztizált cöliákiás 

gyermekek (CD) és gluténmentes étrendet tartó cöliákiás gyermekek duodenum 

nyálkahártyájában.  

18. ábra: Az iAP és TLR4 lokalizációja egészséges kontroll, újonnan diagnosztizált 

cöliákiás (CD) és gluténmentes étrendet tartó cöliákiás (GFD) gyermekek duodenum 

nyálkahártyájában. 

19. ábra: Az intesztinális alkalikus foszfatáz (iAP) szerepe a bélhomeosztázis és a 

mukózális barrierrintegritás fenntartásában. 
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Táblázatok 

1. táblázat: Az újonnan diagnosztizált Crohn-beteg (MC) és kolitisz ulcerózás (UC) 

betegek klinikai jellemzői. 

2. táblázat: Az újonnan diagnosztizált cöliákiás (CD), gluténmentes étreden tartott 

cöliákiás (GFD) gyermekek klinikai jellemzői. 
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