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1. Bevezetés

A gyulladésos bélbetegség (IBD), igy a Crohn-betegség (CD) és
a colitis ulcerosa (UC), a gasztrointesztindlis traktus életminéséget
drdmaian befolyasold, kronikus gyulladdsos megbetegedése. A
gyermekkorban kezdddd IBD egész életen at tartd betegséghez, ezaltal
gyakran sulyos szovédményekhez vezet. Incidencidja és prevalencigja
gyorsan novekvo tendenciat mutat komoly kdzegészségligyi problémat
okozva vilagszerte. Az IBD patomechanizmusaban bet6ltott kdzponti
szerepe, €s ennek kdszonhetden terapids jelentdsége miatt kiemelendd a
pro-inflammatorikus tumor nekrozis faktor (TNF)-a, valamint a reaktiv
oxigén gyokok (ROS) és a hypoxia szerepe.

A PARKY egy kisméretli, ubiquiter modon kifejez6d6 fehérje,
melyet elsdsorban a kdzponti idegrendszer vonatkozasaban vizsgaltak.
Protektiv hatasa legalabb részben antioxidans funkcidjdnak koszonhetd.
A PARKY7 106-os pozicioban 1év6 ciszteinjének oxidacidjan keresztil is
csokkenti a ROS-t. Ezen Kkivul ndveli az uncoupling protienek
expresszidjat, igy redukalva a ROS produkciot. A PARKY7 indukalja
tovabba a ROS eliminalasédban szerepet jatszd antioxidans szuperoxid
dizmutdz 1 és 3 szintézisét, valamint stabilizalja az oxidativ stressz
regulalasanak egyik fo transzkripcios faktorat, a nuclear faktor erythroid
2-related faktor (Nrf2)-t. Mindemellett chaperon aktivitassal rendelkezik,
gatolja a neurodegenerativ betegségekre karakterisztikus karosodott
feherjék aggregaciojat es szerepet jatszik az ubiquitin-proteasoma
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rendszer szabalyozdsaban is. Ezen talmenden kimutattdk, hogy
mastocytdk antigén-indukalt TNF-o és interleukin (IL)-4 termelését
gatolja, ami felveti anti-inflammatorikus hatasat is.

Szamos korkép kapcsan felmerilt a PARK7 szerepe, igy
els6sorban daganatos Dbetegségekben, mint példaul tido- és
emldétumorokban, valamint kozponti idegrendszeri korképekben, mint a
Parkinson- vagy Alzheimer-kér. Mindezek mellett leirtdk szerepét
COPD-ben, kardialis iszkémia-reperfuzié szabalyozasaban, Il. tipusu
diabetes mellitusban, méjfibrézisban, valamint szepsisben is.

A bélrendszer gyulladdsos megbetegedései kapcsadn azonban
rendkivil kevés adat all rendelkezésuinkre. Kutatocsoportunk elséként
vetette fel a PARK7 bélrendszeri gyulladdsos betegségben vald
pathomechanikai szerepének lehetdségét. Vizsgalataink alapjan a
PARK?7 expresszidja coeliakias gyermekek duodenum nyéalkahartyajaban
magasabb, mint a kontroll csoportban, a GFD-t tarto, remisszidban 1évo
gyermekekben azonban normalizalddik. Leirtuk tovabbd a PARKY
jelenlétét a human duodenum epithel és lamina propria sejtjeinek
citolpazméjaban. A PARKY7 szerepét vizsgalva kimutattuk, hogy a
PARK7-kot6 Comp23 kezelés csokkenti a HoOo-indukalt intracellularis
ROS akkumulaciét, valamint ndveli az antioxidansok (NRF2, TRX1,
GCLC, HMOX1, NQO1) expresszidjat és a sejt viabilitdst human
vekonybél epithelialis (FHs74Int) sejtvonalon. A PARK7 IBD-ben
betdltott szerepe azonban gyakorlatilag teljesen ismeretlen.
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2. Célkitiizés

A fenti irodalmi adatok és korabbi vizsgalataink alapjan jelen munkank
sorén célunk a PARK7 molekula terapia naiv, gyermekkori gyulladasos
bélbetegség patomechanizmusaban betoltdtt szerepének vizsgalata volt.

A kovetkezo kérdésekre kerestik a valaszt:

1. Expresszélodik-e a PARK7 a human vékony- és vastagbélben,

valamint az egér colonban?

2. Van-e kilonbség a kontroll, valamint coelidkids gyermekek
vékonybelének PARK?7 expresszidja kozott? Befolyasolja-e a
GFD a PARKY expressziojat?

Van-e kulonbség a kontroll, valamint a terapia naiv IBD-s

gyermekek colon PARK?7 expresszidja kozott?

3. Milyen hatassal vannak az IBD patomechanizmusanak ismert

kulcsmolekulai a PARK7 expresszidjara?

4. Milyen hatassal van a PARK7 az IBD patomechanizmusanak

ismert kulcsmolekulainak expresszidjara?

5. Lehet-e terapiés target molekula a PARKY7 IBD-ben?



3. Modszerek

3.1. Betegek
Az IBD-s betegeket a Portoi kritériumok segitségével az

ESPGHAN iranyelveknek megfeleléen diagnosztizaltuk.
Vizsgalatainkba 45 frissen diagnosztizalt IBD-s (19 fid, 26 lany) és 19
kontroll (7 fiu, 12 lany) gyermeket vontunk be.

A coeliakia diagndzisat az ESPGHAN diagnosztikai kritériumok
alapjan allitottuk fel. Vizsgalatainkba 19 frissen diagnosztizalt coeliakias
(6 fia, 13 lany), 5 gluténmentes diétat tartd (2 fia, 3 lany) és 10 kontroll
(7 fia, 3 lany) gyermeket vontunk be.

A kontroll gyermekeknek kronikus hasi fajdalom, diarrhoea vagy
polyposis gyanUja miatt vegeztink endoszkdépos vizsgalatot, biopszias

mintaik ép makroszkopos és hisztologiai képet mutattak.

3.2. DSS-indukalta colitises egérmodell és a Comp23 kezelés
A Kisérleteket 7-8 hetes him vad tipusu (WT) C57BI/6J és IL-17
génkiutott (1L17-/-) egereken végeztik.

Kisérleteink elvégzéséhez az egereket randomizalt modon 4-4
csoportra osztottuk. A kontroll csoportok tiszta ivovizet, a dextran
natrium szulfat (DSS)-kezelt csoportok 2,5% DSS-tartalma vizet ihattak
a kisérlet a 3., 5. vagy 7. napon torténd terminalasaig. A bélmintakat

altalanos isoflurane inhalaci6 indukalta anesztézia alatt gytijtottiik.



A PARK7 DSS-indukalta colitises egérmodellben betoltott
szerepének vizsgalata érdekében 10 napig intraperitonealisan (ip.)
kezeltuk a WT egereket PARK7-k6t6 compound agonistaval, 3,4,5-
trimethoxy-N-(4-{8-methylimidazo(1,2-a)pyridin-2-
yl}phenyl)benzamiddal, Comp23-al. A kontroll csoportokat tiszta vizzel
itattuk  és ip. olddszerrel vagy Comp23-mal kezeltik. A DSS-indukalt
colitises csoportokat a fent emlitett mddon DSS-el és ip. olddszerrel vagy
Comp23-mal kezeltik. A 7 nap DSS-kezelést kovetéen minden csoport
tiszta ivovizet kapott. A betegség aktivitast 10 napig rogzitettik. A
molekuléris bioldgiai vizsgélatokhoz végzett modellt a 7. napon

terminaltuk.

3.3. A betegséq aktivitasi index (DAI) szamitasa

A DAI-t irodalmi példa alapjan szamitottuk 10 napon keresztiil. A
colitis Kklinikai tlneteit, a széklet konzisztenciajat és vér tartalméat
pontoztuk 0-3 skalan, és egy 0-2 skalan meghataroztuk az allatok
altalanos allapotat. Az emlitett harom kategdria pontszamainak

dsszegeként kaptuk meg a DA értéket.

3.4. Immunfluoreszcens és immuncitoldgiai festés

A sejteket vagy metszeteket PARK7 vagy IL-17 specifikus
primer antitesttel inkubaltuk. Mosast kovetden Alexa Fluor 488-cal vagy
568-cal konjugalt szekunder antitest, illetve magfestéshez Hoechst 33342
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inkubacio kovetkezett. Az autofluoreszcencia kikiiszobdlésenek celjabdl
kizardlag szekunder ellenanyaggal is inkubaltunk kontrollnak hasznalt
metszeteket. A szovetek festddését Nikon C2 konfokalis 1ézer scanning

mikroszkoppal vizsgaltuk.

3.5. Hisztoldgia

A colon mintdk metszeteit hematoxylin-eozin vagy perjédsav—
Schiff mddszerrel festettiik. A képek az Olympus 1X81 mikroszkoppal
készlltek. A colitis szovettani jeleit, mint a sejtgazdag subepithelialis
regenerativ gdcokat (1), a mucosalis neutrophil infiltraciot (2), az epithel
réteg alatti oedémat (3), az er6ziot (4) és a hamsejtek vakuolizécidjat (5)
egy 0-t0l 6-ig terjed6 skalan patologus hatarozta meg. Az emlitett 6t

kategoria értékeinek 0sszege adta a végso hisztologiai scoret.

3.6. HT-29 colon epithel sejtek és kezelései

A HT-29 colon epithel sejtvonalat modositott McCoy’s 5A
médiumban tenyeésztettilk 37°C-on, 5% COz koncentracié mellett.

A sejteket seedeltik 6 well-platere 5x10° sejt/well denzitassal,
majd kezeltlik 100 ng/ml IL-17-tel, 20uM H.O>—-al, 10ng/ml TNF-a-val,
1nM TGF-p-val, vagy 100 ng/ml Escherichia coli eredetti LPS-el. A
kontroll sejteket vehikulummal kezeltik (TGF-R esetén 4mM HCI, IL-
17, H20, és TNF-a esetén PBS). Annak vizsgalata érdekében, hogy az
IL-17 a NADPH-oxidazon keresztil hat-e a PARK7 expressziora,
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clokezeltik a sejteket DMSO-ban oldott NAD(P)H-oxidaz gatlo
diphenilén-jodonium chloriddal (DPI).

3.7. HT-29 colon epithel sejtek PARKY géncsendesitése RNS-

interferenciaval és IL-17 kezelésével

HT-29 sejteket tenyésztettiink, majd médiumot cseréltiik 0%-0s
FBS tartalmd Opti-MEM | reduced-serum mediummal, ami PARK7
specifikus small interfering (si)RNS-t és Lipofectamin RNAiMax
Transfection Reagenst tartalmazott. A PARK7 siRNS kddold
szekvencidgja GGUUUUGGAAGUAAAGUUALt. Negativ kontrollként a
sejteket egy nem-kddold, short scrambled (sc)RNS-sel kezeltik. A

transzfekcid utan a sejteket 1L-17-el vagy oldoszerrel kezeltik.

3.8. RNS izolaldas és valos idejii reverz transzKripcio-polimeraz
lancreakcid (RT-PCR)
A biopszidk és a HT-29 colon epithel sejtek teljes RNS tartalmat a

gyarto elbirasa alapjan a Geneaid Total RNA Mini Kittel izolaltuk. Az
RNS mennyiségét és mindségét a DeNovix DS-11 spectrophotometerrel
mértik. Az mRNS expressziokat FRET-alapu valds idejic PCR-rel
hataroztuk meg a LightCycler480 rendszerrel. Az eredményeket a Light-
Cycler 480 software 1.5.0.39 verzidja segitségével elemeztik, és
GAPDH-ra, RPLPO-ra, vagy Rn18S-re, mint haztartasi genekre

normalizaltuk.



3.9. Fehérje izolalas és Western blot

A vizsgélt human és egér colon biopsziés, valamint sejtes mintak
PARK7 mennyiségét Western blot mddszerrel vizsgaltuk. A PARK7
relativ mennyiséget a p-actin carboxy (C-11)-terminalis vagy GAPDH
belsé kontroll hanyadosakent, a kontroll mintaban kapott atlagértékre

normalizéalva hataroztuk meg.

3.10. Enzimhez-kotott ellenanyag-vizsgalat (ELISA)

A TNF-o fehérje mennyiségét a Human TNF-alpha DuoSet
ELISA kit segitségével mértik a gyartd eloirasanak megfeleléen. A
szinreakcidt spektrofotométerrel mértiik 450 nm-es és korrekcioként 570
nm-es hullamhosszon Hidex Chameleon Microplate Reader €s

MikroWin 2000 software segitségével.

3.11. Aramlési cytometria (FACS)
HT-29 sejteket centrifugaltuk, mostuk, majd FACS

Permeabilizing Solution 2-ben inkubaltuk. Mosés utan elészor PARK7
specifikus primer, majd Alexa Fluor 488 szekunder antitesttel inkubaltuk
sOtétben. Az analizist a BD FACSAriaTM cytometerrel végeztiik. Az

eredményeket a BD FACSDiva Software segitségével elemeztiik.



3.12. Statisztikai analizis

Az adatokat a GraphPad Prism 5.0. software segitsegével
analizaltuk. Az adatsorok normal eloszlasat Kolmogorow-Smirnov teszt
segitségével hataroztuk meg. Normal eloszlas esetén a csoportok kozotti
kiilonbozéséget két csoport esetén 2-mintas parositatlan t-teszttel,
kettonél tobb csoport esetén one-way ANOVA teszt segitsegével
hataroztuk meg. Amennyiben a normal eloszlas feltétele nem teljesult,
két csoport esetén Mann-Whitney-, tébb csoport esetén Kruskall-Wallis
tesztet hasznaltunk. A WT es KO genotipusul egerek adaitnak tébbszords
dsszehasonlitasat two-way ANOVA és multiple-t-teszt segitségével

végeztlik. Szignifikans eltérést a p<0,05 valosziniiség esetén jeloltiik.
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4. Eredmények
4.1. A human PARK7 mRNS expresszioja és lokalizacidja coeliakiaban
és IBD-ben

Kezeletlen coeliakiasok duodenum mucosajanak PARK7 mRNS
expresszidja a kontroll csoportnal szignifikansan magasabb, GFD
hatdséra azonban a kontrollokéhoz hasonlé értékre normalizalodik.
Fehérje szinten intenziv PARK7 immunpozitivitas lathaté a coeliakias
gyermekek duodenum epithelialis és lamina propria sejtjeiben.

A PARK7 mRNS expresszitja és fehérje mennyisége a kontroll
csoporthoz viszonyitva az ép és a gyulladt CD-s nydlkahartyaban is
szignifikansan magasabbnak bizonyult, az UC-s gyermekek colon
mucosajaban azonban nem emelkedett a kontroll csoporthoz képest.
Erés PARK7 immunpozitivitas lathato a CD-s gyermekek colon

epithelialis és lamina propria sejtjeiben.

4.2. Az IL-17, H,O,, TNF-a, TGF-B, LPS és DPI hatdsa a HT-29 colon
epithel sejtek PARK7Y termelésére

A HT-29 colon epithel sejtek IL-17R immunpozitivitast mutattak.
Az IL-17 és Hx0: kezelés szignifikans mértékben novelte, mig a TNF-a,
TGF-B és LPS kezelés nagymértékben csokkentette a PARKY fehérje
mennyisegét.

Az IL-17 kezelés indukalta PARK7 mRNS expresszio emelkedest

kivédte a NAD(P)H-oxidaz inhibitor DPI eldkezelés.
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4.3. 1L-17, TNF-a és PARK7 mRNS expresszio, valamint PARK7Y
fehérje mennyiség WT és IL-17-/- egerek DSS-indukalt colitises

bélnyalkahartyajaban

Az IL-17 mRNS expresszié szignifikansan magasabb a WT
egerek colon mucosajaban a DSS-kezelés 5. napjan a kontroll csoporthoz
képest.

A WT dllatokban a TNF-a mRNS expresszi6 a 7. napon
szignifikdnsan magasabb, mint a kontroll csoportban, de a tobbi csoport
kozott nem volt szignifikans kilonbseg. Az IL-17-/- egerekben a TNF-a
MRNS expresszié a 3., 4. és 7. napon is magasabb volt a kontrollhoz
viszonyitva.

A PARK7 mRNS expresszio szignifikansan emelkedett a WT
allatokban a DSS-kezelés 3. napjan, a fehérje mennyisége pedig a 3. és
5. napon a kontroll csoporthoz képest. Az IL17-/- egerekben azonban
nem detektaltunk sem a PARK7 mRNS, sem a fehérje mennyiségében

valtozast.

4.4. A PARKY7, TNF-qa, IL-1B, -6, -10 és TGF-B mRNS expresszidja
és/vagy fehérje mennyisége HT-29 colon epithel sejtekben 1L-17-

indukcidt és PARK7 csendesitést kovetden

A PARK7 géncsendesités mind IL-17 kezelés mellett, mind
anélkal szignifikans mértékben csokkentette a PARK7 mMRNS
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expressziot és fehérje mennyiséget. Az IL-17 szignifikdnsan novelte a
PARK7 mRNS expressziot és fehérje mennyiséget.

A PARK7 géncsendesités dnmagaban szignifikansan novelte a
TNF-a és TGF-f, valamint csokkentette az IL-/8 és IL-6 mMRNS
expressziojat a kontroll sejtekhez.

Az IL-17 kezelés novelte a TNF-a, IL-1B, és IL-6 mRNS
expresszidjat; azonban csdkkentette a HT-29 colon epithel sejtek TGF-5
MRNS expresszidjat a kontroll csoporthoz képest.

A PARK7 geéncsendesités tovabb novelte a TNF-a mRNS
expressziot és fehérje mennyiséget az IL-17 kezelt HT-29 sejtekben a
kontroll és IL-17 kezelt csoportokhoz képest.

Sem az IL-17 kezelésnek, sem a PARK7 géncsendesitésnek nem

volt hatasa a colon epithel sejtek IL-10 mRNS expressziojara.

45. A PARK7 kot6 Comp23 kezelés hatdsa DSS-indukélta colitises

egerekben
Az PARK7-k6td Comp23 kezelés szignifikdns mértékben

redukalta a DSS-indukalt testsulycsokkenést, a 1ép megnagyobbodasat,
valamint javitotta a DSS-colitis DAI-t a vehikulummal kezelt egerekhez
képest. A klinikai képnek megfeleléen a Comp23 kezelés csokkentette a
DSS-colitises egerek colon szdvettani elvaltozasait is. Hatasara csokkent

a subepithelialis immunsejtek infiltracidja es a nyalkahartya karosodas,
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ami hozzajarult a DSS-kezelt egerek kripta és mikrovillus
morfologiajanak megtartasahoz.

A Comp23 kezelés novelte a PARKY fehérje mennyiségét a DSS-
kezelt egerek vastagbelében a kontroll, a Comp23 és a DSS csoporthoz
képest.

A Comp23 kezelés csokkentette a DSS-indukalt IL-1p, -6, -10 és
TGF-S mRNS expressziét a DSS-indukalt colitises egerek colonjaban, a

TNF-a mRNS expressziot azonban nem befolyasolta.
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5. Kovetkeztetések

PhD munkdm célja a protektiv hatdsa Parkinson’s disease

(PARK)7 molekula gyulladésos bélbetegségek (IBD)

patomechanizmusaban bet6ltott szerepének vizsgalata volt human

biopszias mintak, in vivo DSS-indukalta colitises egérmodell és in vitro

funkcionalis kisérletek segitségével. Eredményeink alapjan elmondhatd:

1.
2.

A PARKTY expresszalodik a human colonban.
Terdpia naiv Crohn-beteg gyermekek colon nyalkahartyajaban
emelkedett a PARK7 mennyisége a kontroll és a colitis ulcerosas
csoportéhoz kepest.
Terapia naiv colitis ulcerosds gyermekek colon nyalkahartyajaban
nem emelkedett meg a PARK7 mennyisége a kontroll csoportéhoz
képest.
Az IBD patomechanizmusaban kiemelt jelentéségti IL-17, TNF-a,
TGF-B, LPS és H>O; hatassal van a HT-29 colon epithel sejtek
PARKY expressziodjara.
A PARK?Y expresszidjanak csendesitése befolyasolja a HT-29 colon
epithel sejtek gyulladasos citokin termelését.
A PARKT7-en keresztil haté Comp23 protektiv in vivo a DSS-
indukalt colitises egerek Kklinikai tineteinek és mucosalis
gyulladasanak kialakulasaval szemben.
A PARKTY aktivitdsdnak fokozasa befolyésolja a colon gyulladasos
citokin termeléset in vivo.
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