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Bevezetés

A colidkia vagy lisztérzékenység, egy els6sorban a
vékonybeleket érintd szisztémds autoimmun betegség, melyet
genetikailag fogékony egyénekben a taplalékkal a szervezetbe juto
glutén fehérjékkel szembeni immunintolerancia okoz. Glutén
hatasara a vékonybél immunmedialt karosodasa alakul ki, melynek
soran a proximalis vékonybélbolyhok pusztulasa, Lieberkiihn-kripta
hiperplazia ¢és limfocitabeszlirédés jon Iétre. A velesziiletett ¢&s
szerzett immunmechanizmusok mellett ismert, hogy colidkidban
oxidativ stresszfolyamatok is jelentds szerepet jatszanak a gliadin
okozta toxicitds kialakuldsdban. Egyes a-gliadin peptidek képesek
endocitdzissal a  bélhamsejtekbe internalizalodni, ahol
felhalmozodnak a lizoszomakban és megnovelik az oxigén és
nitrogén eredetli szabadgyokok szintjét. Az oxidativ stressz
¢letképességére.  Sejttenyészeten  végzett  kisérletsorozatokban
igazoltdk, hogy egyes gliadin peptideknek génexpresszié modulélo
hatéasa is lehet. A toxikus glutén peptidek altal kivaltott emelkedett
reaktiv oxigéngyokok hozzdjarulhatnak az ubiquitin-proteaszoma
rendszer csokkent szoveti transzglutamindz (tTG) lebontasahoz,
ezaltal a tTG-fehérje felszaporodasahoz, mely a peroxiszéma
révén a gyulladasos folyamatok szabalyozasanak zavarahoz vezethet.

A Parkinson-kér 7 (PARK?7) gént elészor, mint onkogént
azonositottak 1997-ben, majd igazolddott, hogy egyes mutdcidja
autoszomalis recessziv oroklésmenetet mutatd Parkinson-kort okoz,
innen az elnevezés. A gén megvaltozott expresszidjat és miikodését
egyéb betegségekben (2-es tipusi  diabétesz, infertilités,
hasnyalmirigy-, tid6- és petefészek-karcinoma) is igazoltak,
ugyanakkor jelent6sége a  kiilonbdzd  gyomor-bélrendszeri
betegségekben, mint példaul a colidkia, kutatdsunk kezdetén még
teljesen ismeretlen volt.



A jelenleg rendelkezésre all6 irodalmi adatok alapjan a
PARK7-protein egy szertedgazd bioldgiai funkciokkal rendelkezd,
redox-szenzitiv, a fokozott oxidativ stresszel szemben citoprotektiv
hatasu fehérje. Emelkedett expresszidjat és antioxidans szerepét
valtozatos oxidativ stressz-ingerek hatdséra kiilonféle sejttipusokban
¢és szovetekben is kimutattdk. Peroxiredoxin-szerti peroxidazként
semlegesiti a reaktiv oxigéngyokoket, és a sejtek redox allapotat
érzékeld szigndlmolekulaként védi a sejteket az oxidativ stressz
ellen.

A PARK?7 a hipoxia indukalt faktor (HIF)-la, a sejtek
hipoxiara adott valaszanak egyik f0 regulatoranak upstream
aktivatora. A foszfatidilinozitid 3-kindz (PI3K)—protein kindz B
(Akt)-mammalian target of rapamycin (mTOR) utvonalon
keresztiil, valamint a Von Hippel-Lindau (VHL) fehérjéhez
kapcsolodva a HIF-VHL kolcsonhatas gatlasaval a PARK?7 eldsegiti
a  HIF-1  aktivdlédasat  és  stabilizalodasat.  Kordbban
kutatocsoportunk kimutatta, hogy a HIF-la és szamos 4ltala
szabalyozott — az intesztinalis barrier integritasanak ¢s funkcidjanak
megOrzésében kulcsfontossagu— gén (ekto-5’-nukleotidaz, multidrog
rezisztencia fehérje-1, trefoil faktor-1) expresszidja emelkedett a
colidkias gyermekek duodénum nydlkahartyajaban a kontroll
csoporthoz és a gluténmentes diétat tartdo gyermekekhez képest.

A PARKYT7 szerepet jatszhat a velesziiletett immunrendszer
toll-szerii receptor (TLR)-fiiggd szabalyozasaban is. A TLR-k részt
vehetnek a  velesziiletett ¢és  szerzett immunfolyamatok
szabalyozasaban, akar az antigént bemutato sejtek aktivalasa, akar a
T-sejtek ko-stimuldlasa révén. Korabban kutatocsoportunk kimutatta,
hogy a TLR4 expresszidja fokozodik a colidkids gyermekek
duodénum nydalkahartydjaban, ami a betegség kialakuldsdban
betoltott szerepére utal. A PARK7 szelektiven képes befolyasolni a
TLR4 indukalta valaszt. PARK?7 hidnydban a lipopoliszacharid
indukalta TLR4 - apoptdzis-szignal szabalyozé kinaz-1 (ASKI1) —
p38 mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) jeldtviteli utvonal
szuppresszalodik, ami az indukdlhaté nitrogén-monoxid szintdz
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(INOS) fokozott aktivalasahoz, és ennek kovetkeztében tulzott NO-
termelddéshez vezet. A megnovekedett NO-termelés a bélben
peroxinitrit képzddéséhez vezet, amelyrdl kimutattak, hogy indukalja
az enterocitdk apoptdzisat, hozzajarulva ezzel a bél epitelidlis
karosodasahoz. Ismert, hogy a human duodendlis enterocitdkban
konstitutivan expresszalodo (iNOS) aktivitdisa megemelkedik
kezeletlen colidkias betegek bélnyalkahartyajaban, ami gluténmentes
diéta (GFD) hatdsara részben korrigalodik. Feltételeztiik, hogy a
PARK7-nek hatasa lehet az iNOS- és a TLR4-medialt funkcidkra,
igy potencialisan befolyasolhatja a colidkia patomechanizmusat.

A PARK?7 citoprotektiv hatasat antioxidans funkcioval
rendelkezd fehérjéket kodolod gének expresszidjanak serkentésével is
elésegiti. Befolyasolja az antioxidans valaszok f6 regulatoranak, a
nukledris faktor eritroid 2-kapcsolatos faktor 2 (Nrf2) stabilitdsat és
transzkripcids aktivitasat is.

A peroxiszoma proliferator aktivalt receptor gamma (PPARY)
egy, a II. tipust nukleédris receptor csaladhoz tartozé ligand-
dependens transzkripcidos faktor. A proinflammatorikus gének
expresszidjanak negativ regulatoraként, a PPARy jelentds
antiinflammatorikus hatassal rendelkezik, protektiv hatisat szamos
immunmedialt korképben igazoltak. Jelen ismereteink szerint ezt
nagyrészt a nukledris faktor kappa-B (NF-kB) transzkripcids faktor,
ill. ennek célgénjeinek, mint pl. a tumornekrozis faktor alfa (TNF-a)
¢s interleukin (IL)-15 vagy az interferon(IFN)-y expresszidjanak
gatlasa révén fejti ki.

Korabban kimutattdk, hogy a gliadin peptidek indukalta
oxidativ stressz eldsegiti a PPARY szoveti transzglutamindz medialt
felnott colidkids betegek duodendlis mukozajaban, illetve, hogy
lisztérzékeny betegek bélmintdiban szamos olyan fehérje szintje
csokken, melyek a PPARy szignalizaciéos tuttal hozhatdak
osszefiiggésbe. Allatkisérletes modellben, gluténmentes diétan tartott
egerekben szignifikdnsan magasabb PPARy-expressziot mutattak ki
a magas zsir- és gluténtartalmt étrenden tartott egyedekhez képest.
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In vitro kisérletekben a PPARy-agonista mesalazinnal kezelt
colidkids mintdkban a gyulladdsos markereknek a gluténmentes
diétaval  egyezd csokkenését igazoltdk. Habar az ismereteink
limitaltak, a colidkiaban latott epitelidlis karosodas stlyossaga
forditott aranyossadgot mutathat a PPARY szintjével.

A timusz sztrémalis limfopoietin (TSLP) egy IL-7-szerii
citokin, melyet egér timusz sztromalis sejtvonal feliiliszdjabol
azonositottak T- és B-limfocitak novekedését stimuldlod faktorként.
Mint immunregulator, a TSLP konstitutiv modon expresszalodik
els6sorban a bdr, a tiidd és a béltratktus epitelidlis sejtjeiben és részt
vesz a barrierfelszineken bekovetkezd gyulladasos folyamatok
szabalyozasaban. Mig normal korilmények kozott a TSLP a
dendritikus sejtek funkcidjanak modulalasa révén eldsegiti a
kommenzalis flordval szembeni tolerancia kialakuldsat és a normal
barrier-homeosztazis fenntartasat, egyes koros allapotokban hosszu
izoforméja felszaporodasa kifejezetten proinflammatorikus hatésu.
fgy példaul eosinophil oesophagitisben vagy colitis ulcerosaban az
epitelidlis sejtek tulexpresszaljak a TSLP-t. A TSLP-expresszio
részben a PPARy szabdlyozdsa alatt allhat, ugyanis atopids
dermatitis  allatmodelles kisérletében kimutattak, hogy egy
szintetikus PPARy-agonista (rosiglitazon) hatasara a TSLP-
expresszio csokkent. Vizsgélataink megkezdésekor a TSLP
colidkidban betoltott szerepe teljesen ismeretlen volt.

Célkitiizés
A fentiek alapjan kutatasunk egyik célja a PARK7-, masik
célja PPARy/TSLP lehetséges szerepének vizsgélata volt

gyermekkori kezelt és kezeletlen colidkiaban.

I A PARKT7 colidkiaban betoltott szerepének vizsgalata




A PARK?7 citoprotektiv, antioxiddns, antiapoptotikus és
immunreguldtor hatasat tobb szervben és betegségben is leirtak,
azonban gyulladassal jar6é bélbetegségekben, igy colidkidban eddig
még nem tanulméanyoztak, ezért célul tiiztiik ki a PARK?7 vizsgalatat
gyermekkori lisztérzékenységben.

Célkitlizéseim a kovetkezdek voltak:

1. Kimutathaté-e a PARK?7 jelenléte a duodénumban mRNS- és
fehérje szinten? Miként valtozik a PARK7 expresszidja
colidkiaban?

2. Hol lokalizalodik a PARK7 a colidkias és egészséges
gyermekek duodenalis muko6zajaban?

3. Miként befolyasolja a gluténmentes diéta a PARK7-mRNS

crer

II. A PPARy és a TSLP colidkiaban betdltott szerepének
vizsgalata

Az antiinflammatorikus hatasi PPARy jotékony hatasat
szamos betegség kapcsan tanulmanyoztak. Leirtdk, hogy szédmos
molekula expresszidjanak modulédtora lehet, igy a barrierintegritas
homeosztazisat szabalyozd és egyuttal gyulladdsos modulatorként is
ismert TSLP-fehérje mennyiségét is Dbefolydsolhatja. Egyes
tanulmanyok felnéttkori colidkiaban a PPARy-szint valtozasat
igazoltak, azonban expresszigjat gyermekkori colidkidban eddig még
nem vizsgaltdk. A TSLP expresszidja colidkidban vizsgélataink
megkezdésekor teljesen ismeretlen volt, ezért célul thztik ki a
PPARy, a TSLP és a TSLPR tanulmdnyozédsit gyermekkori
colidkiaban.

Célkitiizéseim a kovetkezdek voltak:

1. Miként expresszalodik a PPARy, a TSLP és a TSLPR az
ujonnan diagnosztizalt, terapianaiv colidkias gyermekek
duodenalis mukézajaban mRNS, illetve fehérje szinten?
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2. Mely sejtek expresszaljak a PPARy-at és a TSLP-t a colidkias
¢s az egészséges gyermekek duodenalis mukozajaban?

3. Hogyan hat a gluténmentes étrend a PPARy, a TSLP ¢és a
TSLPR expressziojara?

Modszerek

Vizsgéalatainkhoz duodendlis biopsziamintakat gyiijtottiink 19
ujonnan diagnosztizalt colidkids gyermektdl (CD csoport: 6 fia, 13
lany, atlag életkor: 8 év, tartomany: 2—15 év), 5 ill. 6 kezelt (PARK?7
ill. PPARy-TSLP vizsgalatok), azaz gluténmentes diétat tarto
colidkias gyermektdl (GFD csoport: 2 ill. 3 fiu, 3 lany, atlagéletkor:
10 ¢év, tartoméany: 5-16 év) és 10 kontroll gyermektdl (kontroll
csoport: 7 fig, 3 lany, atlagéletkor: 5,25 év, tartomany: 0,33—-14 év).
Egyik csoportban sem volt szignifikdns nemi, vagy életkorbeli
eltérés (p=NS). A biopsziamintdkat a duodendlis bulbus ¢és a
duodénum disztalis szakaszabol vettiik a rutinszerli felsd
endoszkopia soran. A colidkia diagndzisa soran az Eurdpai
Gyermekgasztroenterologiai-, Hepatoldgiai- ¢és  Téplalkozéstu-
domanyi Tarsasag (ESPGHAN) altal meghatarozott
kritériumrendszert vettilk alapul. A kontrollcsoportba olyan
gyermekeket valogattunk, akik kronikus hasi fajdalom, hanyas vagy
novekedési retardacio miatt keriiltek klinikdnkra. A fels6
gasztrointesztinalis endoszkopia esetiikben is a diagnosztikai eljaras
része volt, és a duodendlis biopszia mintaik normal hisztologiai
képet mutattak. A vizsgédlatban résztvevok sziileitdl, illetve
gondviseldjétdl irasos beleegyezd nyilatkozatot kértiink. A PARK7-,
a PPARy- és a TSLP-mRNS expressziojat valos ideji PCR-
modszerrel, a relativ fehérje mennyiségeket Western-blot analizissel,
a szoveti lokalizaciokat immunfluoreszcens festésekkel hataroztuk
meg. Vizsgalatainkat a Semmelweis Egyetem Regionalis,
Intézményi, Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaga (TUKEB
124/2009) jovahagyta.



Eredmények

1. A PARK7-, a PPARy- és a TSLP-mRNS expressziojat
valos idejli PCR-moédszerrel hataroztuk meg az Gjonnan
diagnosztizalt colidkias (CD), a gluténmentes diétat tartd colidkias
(GFD), valamint a kontroll (K), nem lisztérzékeny gyermekek
duodénumabol szdrmazo biopszids mintdkban. A PARK7- és a
TSLP-mRNS expresszidgja a colidkias gyermekek duodendlis
mukodzajaban szignifikdnsan emelkedett, a PPARy-mRNS expresszid
atlagértéke csokkend tendenciat mutatott a kontrollcsoporthoz
képest. Gluténmentes diéta hatdsara a PARK7-mRNS expresszidja
szignifikansan csokkent, a TSLP-mRNS expresszido atlagértéke
csOkkend tendenciat mutatott, a PPARy-mRNS expresszidja
szignifikansan nott. A kontrollok és GFD-csoport értékei kozott nem
volt szignifikans kiilonbség.

X m >
* p<0,05 vs. GFD. * p<0,05 vs. K.

A Parkinson-kor protein 7 (PARK?7), a peroxiszoma proliferator aktivalt
receptor y (PPARy) és a timusz sztromalis limfopoietin (TSLP) mRNS
expresszioja kontroll (K), djonnan diagnosztizalt colidkias (CD) és a
gluténmentes diétat tarté (GFD) gyermekek duodendlis mukozajiban.

2. A PARK7, a PPARYy és TSLP relativ fehérje mennyiségét
Western-blot analizissel hataroztuk meg. A membranokon 20 kDa,
56 kDa ¢és 20 kDa koriili specifikus jeleket detektaltunk, mely
megfeleltek a PARK7, a PPARy és a TSLP molekulatomegének, igy
méréséi bedllitdsaink specifikusak voltak. Colidkids gyermekek
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duodenalis mukézdjadban a PARK7- és TSLP-fehérje szintje
szignifikansan ~ emelkedett, a  PPARy-fehérje  mennyisége
szignifikansan csokkent a kontrollcsoporthoz képest. Gluténmentes
diétat  tart6 gyermekeknél a PARKT7-protein mennyisége
szignifikansan csokkent, a TSLP-protein mennyisége csokkend
tendenciat mutatott, a PPARy-protein mennyisége szignifikdnsan
magasabb volt a frissen diagnosztizalt colidkids esetekhez képest. A
gluténmentes diétat tartdé gyermekek és a kontrollok duodendlis
fehérje szintjei kozott nem taldltunk szignifikdns eltérést. A
mukozalis TSLPR-fehérje mennyiség tekintetében szintén nem
talaltunk szignifikans eltérést a vizsgalt csoportok kozott.

x @ o K @ GED <o GFD
*p=0,025 vs. GFD; %p = 0,003 vs. K. *p<0,05 vs. K és GFD. * p<0,05 vs. K.
P P P

A Parkinson-kér protein 7 (PARK7), a peroxiszoma proliferator aktivalt
receptor y (PPARY) és a timusz sztromalis limfopoietin (TSLP) relativ fehérje
mennyisége kontroll (K), ujonnan diagnosztizalt colidkias (CD) és a
gluténmentes diétat tarté (GFD) gyermekek duodenilis mukozajiban.

3. A szoveti lokalizacidkat immunfluoreszcens festéssel
hataroztuk meg. Erdteljes PARK7-immunpozitivitast tapasztaltunk a
kezeletlen colidkias gyermekek duodenalis kripta enterocitaiban és a
lamina propridban. A PARK7 jelenlétét a sejtmagban ¢és a
citoplazmaban egyarant kimutattuk. A kontroll gyermekek

9



duodendlis muké6zdjadban azonban csak gyenge PARKTY-
immunreaktivitast figyeltiink meg.

Osszevont

A Parkinson-kér protein 7 (PARK?Y) szoveti lokalizaciéjat bemutatd, kontroll
(A-D) és kezeletlen colidkias (E-H) gyermekek duodenilis mukézajabél
szarmazé  szovettani  metszetekrél  késziilt reprezentativ = képek.
Immunfluoreszcens festést készitettiink anti-PARK?7 primer és Alexa Fluor 568
konjugalt szekunder antitesttel (piros). A sejtmagok kékkel (Hoechst 33342)
festddnek. A  kontrollcsoport duodenalis mukoézajaban gyenge PARKT7-
immunreaktivitds figyelhetd meg (A-D). Ezzel szemben a kezeletlen colidkias
gyermekek duodénum nyalkahartyajaban erds PARK7-immunreaktivitas lathatd a
kripta enterocitdkban ¢és a lamina propridban (E-H). PARK7 jelen van a
sejtmagban ¢és a citoplazmaban egyarant. A felvételek konfokalis pasztazo
lézermikroszkoppal késziiltek.

A PPARy ¢és a T-sejt markerként alkalmazott CD3 kettds
immunfestéssel PPARy-pozitiv T-limfocitdkat mutattunk ki a
colidkids gyermekek duodendlis nyalkahartyajaban. A T-sejteken
kiviil nem CD3-pozitiv immunsejtek, valamint enterocitak is pozitiv
PPARy-festddést mutattak.
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A peroxiszéma proliferator aktivalt receptor y (PPARy, barna) és a T-sejt
specifikus CD3 (voros) lokalizaciéja kontroll (a), ujonnan diagnosztizalt
coliakias (b) és gluténmentes diétat tarté gyermekek duodénum
nyalkahartyajaban (c). Immunhisztokémiai eljarassal PPARy és CD3 kettds
immunfestéssel PPARy-pozitiv T-limfocitdk jelenlétét mutattuk ki az ujonnan
diagnosztizalt coliakias gyermekek duodendlis mukoézajaban (fekete nyilak).
Elsosorban a kontroll és gluténmentes diétat tartd6 gyermekek mintaiban szamos
nem CD3-pozitiv immunsejt és enterocita is PPARy-pozitiv festodést mutat. 200x-
0s nagyitas.

Coliakias gyermekek duodénum nyalkahartyajaban TSLP/CD3
kettds festéssel TSLP-pozitiv T-limfocitakat mutattunk ki. A CD3-
pozitiv  sejteken  kiviil  citoplazmatikus =~ TSLP-pozitivitast
tapasztaltunk mas intraepitelidlis, ill. sztromalis gyulladasos
sejtekben, valamint enterocitakban is.

A timusz sztréomalis limfopoietin (TSLP, barna) és a T-sejt marker CD3
(voros) lokalizacioja kontroll (a), djonnan diagnosztizalt coliakias (b) és
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gluténmentes diétat tartd gyermekek duodénum nyalkahartyajaban (c). A
TSLP  duodenalis lokalizacidjanak  meghatarozasara immunhisztokémiat
alkalmaztunk. Az Ujonnan diagnosztizalt colidkids betegek duodénum
nyalkahartyajaban TSLP-pozitiv T-limfocitdkat (fekete nyil) mutattunk ki,
ugyanakkor citoplazmatikus TSLP-pozitivitast figyeltiink meg mas intraepitelilis
¢és kotoszoveti gyulladasos sejtekben, valamint enterocitakban is.

Kovetkeztetések

Eredményeinket Osszefoglalva, kimutattuk, hogy a colidkias
gyermekek duodénum nyalkahartydjdban a PARK7-mRNS
expresszidja fokozodott és fehérje szintje emelkedett. Ezek alapjan
arra kovetkeztethetiink, hogy a PARK7-molekula szerepet jatszhat a
colidkia patomechanizmusaban, ezen belill pedig a colidkia okozta
bélkarosodas mérséklésében. A HIF-la és a TLR4 szabalyozasa,
valamint az Nrf2 stabilizdldsa és transzkripcios aktivitdsanak
fokozasa révén részt vehet az intesztinalis barrier integritdsanak
fenntartasaban, a gyulladdsos- és immunfolyamatok reguléldséban,
valamint az epitelidlis sejtek apoptdzisdnak gatlasdban. Bar a
PARK?7 colidkidban betdltott pontos szerepének tisztazdsahoz még
tovabbi vizsgalatokra van sziikség, vélhetéen protektiv hatdsanak
koszonhetden a jovoben esetleg terapids célpont is lehet.

Az Ujonnan diagnosztizalt colidkias gyermekek duodendlis
nyalkahartyajaban igazolt szimultin PPARy-szint csokkenés ¢&s
TSLP-expresszi6 fokozodas ezen jelatvivoknek a glutén indukalta
gyulladés kivaltasaban és/vagy fenntartdsdban betdltott szerepére
utal. Kiilonb6zd kisérletes modellekben végzett korabbi vizsgalatok
kimutattdk, hogy a megnovekedett PPARy-szint gyulladdsgatlo
hatast fejt ki, ezért feltételezhetjiik, hogy a PPARy down regulacioja
colidkidban hozza jarulhat a kronikus gyulladashoz. A gluténmentes
diéta mellett észlelt PPARy-szint normalizalddasa és a vele egyideji
TSLP-expresszi6 csokkenése aldtdmasztja a hipotézist, hogy a
gluténbevitel befolyasolhatja a PPARy/TSLP/-TNF-o IL-15, INF-y
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tengelyt, a PPARy lebomlasan és a TSLP-expresszido fokozddasan
keresztiil. Feltételezésiink szerint a gluténmentes étrend mellett, a
PPARy-aktivacion ¢és a TSLP-stimuldlt gyulladds szabalyozasan
keresztiil, a szintetikus PPARy-agonistaknak terapids potencialjuk is
lehet a gluténszenzitiv enteropatidk kezelésében. Hipotézisiink
megerdsitésére  és eredményeink  colidkidra  vonatkozo
specificitasanak megallapitdsdhoz tovabbi, gyulladidsos kontrollok
bevonasaval jaré vizsgalatok sziikségesek.
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