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1 BEVEZETES

1.1 A coliakia

A coliakia, mas néven gluténszenzitiv enteropatia, vagy lisztérzékenység, egy elso sorban
a vékonybelet érintd autoimmun megbetegedés, amelyet a taplalékkal a béllumenbe
kerlild glutén valt ki az arra genetikailag fogékony egyénekben [1]. A cdlidkia az
enteropatia mellett szamos, ugyancsak a glutén immunogén hatasdhoz kothetd
extraintesztinalis tlinettel jarhat, valamint a vérben specifikus autoantitestek jelennek
meg, ezért szisztémas, egész szervezetet érintd korképnek is tekinthetd [2]. A coliakia
gyakorisaga magas, a népesség mintegy 1%-at érinti vilagszerte, és el6fordulasa
folyamatosan névekvo tendenciat mutat [3]. Jelenleg egyetlen igazan hatékony terapiaja
az élethosszig tartd szigoru glutén mentes diéta (gluten-free diet, GFD), amely az esetek
nagyrészében a balnyalkahartyat karositd korfolyamat leallasat és a tiinetek teljes
remisszidjat eredményezi [2]. Azonban a rendkiviil nagy teher, amit a GFD betartasa r6
a betegekre, valamint a terapidra nem reagdlo, igynevezett refrakter esetek egyre novekvo
szdma 1) terapias megoldasok keresését teszi indokolttd. Ennek érdekében a colidkia

patomechanizmusanak minél pontosabb megismerése sziikséges.
1.1.1 A céliakia patomechanizmusa

1.1.1.1 A coliakia kialakulasaért felelos tényezok

Glutén

A colidkia kialakulasaért felelds legfobb faktor a glutén, amely egy a buzaban, rozsban
¢s arpaban megtalalhatd, prolamin tipusu tartalékfehérje [4]. Az immunogén hatasért a
glutén alkoholban old6dé fehérjefrakcidja, a bliza gliadinja, a rozs secalinja és az arpa
hodreinje felelés. Ezek a fehérjék prolinban és glutaminban rendkiviil gazdagok, ami
kiilondsen ellenallova teszi 6ket a gyomor, a hasnyalmirigy, és a bél epitél sejtjeinek
luminalis felszinét boritd kefeszegély enzimjeinek proteolitikus hatasaval szemben [5, 6].
Az emészté folyamatok ellenére megmaradd hosszu fehérje fragmensek az epitél
sejtrétegen transz-, vagy paracelluléris uton képesek a vékonybél lamina propridjaba jutni

és ott a coliakiara jellemzo6 koros immunreakciot kivaltani.
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Genetikai hattér

A coliakia kialakulasanak nem csak a gluténbevitel, hanem az egyén genetikai hajlama is
feltétele. A betegség genetikai meghatarozottsagat bizonyitja a csaladi halmozodas, a
betegek els6foku rokonainak korében a colidkia gyakorisaga megkozelitéleg 8% [7]. A
jelenleg ismert genetikai faktorok koziil a HLA-DQA1L ¢s HLA-DQB1gének (HLA: human
leukocita antigén) altal kodolt HLA-DQ2 és HLA-DQS8 antigénekkel valo asszociacio a
legmeghatarozobb. A HLA-DQ2 és -DQ8 dimer, ll-es tipusu f6 hisztokompatibilitasi
komplex (MHC II) tipustt molekuldk, amelyek az antigénprezentald sejtek (APC)
felszinén fejezddnek ki. A colidkias betegek tobb, mint 90%-a HLA-DQ2, a maradék
10%-uk pedig HLA-DQS8 pozitiv. A két antigént azonban nem csak a colidkiasok, hanem
az egészséges europai és észak-amerikai népesség kozel 40%-a is hordozza, ami azt jelzi,
hogy ez a genetikai hattér sziikséges, de nem elégséges feltétele a colidkia
megjelenésének [8, 9]. Ujabb vizsgilatok a HLA mellett 42 nem-HLA régiét is
Osszefliggésbe hoztak a colidkiaval, amelyek koziil szamos kodol olyan géneket, amelyek
termeékei a colidkia patomechanizmusaban szerepet jatszo molekularis utvonalak (pl. NF-

kB, JAK-STAT, CCR szignalizacios utvonal) elemei [10, 11].

Kormyezeti tényezdk

A glutén fogyasztas rendkiviil gyakori, a colidkiara valoé hajlamot meghataroz6 HLA
gének pedig a populacié 40%-aban jelen vannak, a colidkia ennek ellenére csak a
népesség kb. 1%-4t érinti. Ez a tény a colidkia kialakuldsaban a kornyezeti tényezok
szerepét is felveti [12]. Az elmult évtizedekben szamos kornyezeti hatds szerepét
vizsgaltak, azonban a kiilonb6z6 tanulmanyok eredményei rendkiviil ellentmondasosak.
Az elsék kozott meriilt fel a csecsemdkori anyatejes taplalas idOtartamanak, az elsé
gluténbevitel idejének, valamint a korai életévekben fogyasztott glutén mennyiségének
szerepe. Bar a legelsé vizsgalatok a rovidebb ideig tartd anyatejes taplasast [13], a 4
honapos kor el6tti vagy 7 honapos kor utani elsé gluténbevitelt [14], illetve a
nagymennyiségli gluténfogyasztast az elsé életévekben kockazat ndveld tényezdként
mutattak ki [15], ezeket az Osszefiiggéseket egyik késébbi vizsgalat sem tudta
megerdsiteni. Szintén felmeriilt a sziiletés koriili tényezdk koziil a sziiletés foldrajzi
helyének, az évszaknak, a sziilés modjanak (hiivelyi sziilés vagy csdszarmetszeEs), és az
anya sziilés el6tti idészakban valo gluténfogyasztasanak szerepe [15]. Ezek koziil egyediil

anyari sziiletés, mint kockazati tényez6 nyert bizonyitast [16]. A gyermekkori fertézések,
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kiilondsen a bélrendszert érinté megbetegedések (pl. rotavirus) kockazatndveld hatasat
tobb tanulmany is megerdsiti [17-19]. A gyogyszerek koziil a proton pumpa inhibitorok
szedése jelentésen noveli a coliakia kialakulasanak esélyét [20], viszont egyik,
gyermekkorban potencialisan felirhatdé antibiotikum szedése sem bizonyult
rizikotényezének [21]. Emlitésre méltdé még a mikrobiom Osszetételének szerepe a
colidkia kialakulasaban. Tobb vizsgalat alapjan a colidkias betegek vékonybelében,
illetve székletében talalhaté baktériumflora Osszetétele jelentdésen eltér az
egészségesekétol [22, 23]. Egy tanulmanyban Clostridium, Prevotella és Actynomyces
specieseket azonositottak coliakiasok bélnyalkahartyajaban, mig az egészségesekben
ezek nem voltak jelen [24]. Eltérést tapasztaltak még a Bacteroides, Proteobacterium,
Lactobacillus, és Bifidopacterium speciesek aranyaban colidkiasok és egészségesek
bélfloraja kozott [25, 26].

1.1.1.2 A colidkia soran kialakulé immunvdlasz mechanizmusa

A colidkiara jellemz6 kronikus gyulladasért, valamint az ennek kovetkeztében kialakulo
boholyatrofiaért és kripta hiperplaziaért adaptiv- és velesziiletett immunrendszeri
mechanizmusok egyarant felel6sek.

A glutén részleges emésztése kovetkeztében Iétrejové nagy méretli peptidek
transzcitozissal, vagy a fellazult sejtkapcsolo struktirak révén paracellularisan jutnak 4t
a bél epitél sejtrétegén, €s keriilnek a kotdszovet, immunsejtek, és fibroblasztok alkotta
lamina propriaba [6, 27]. Itt a glutén peptidek modositason esnek at, a 2-es tipusu szoveti
transzglutaminaz (tTG2) keresztkoti, illetve glutaminsavva deamidalja a peptidek
glutamin oldallancait [28]. Az igy fokozottan immunogénné valo peptideket az APC-k
(monocitdk, makrofagok, dendritikus sejtek) HLA-DQ2 ¢és HLA-DQS8 felszini
receptoraik segitségével mutatjak be a Thl tipusba tartozd, csak a colidkiasokban jelen
1év6 glutén-specifikus CD4+ T-sejteknek, igy aktivalva azokat [29, 30]. Ujabb irodalmi
adatok szerint az antigén bemutatasban glutén-, illetve tTG2-specifikus B-sejtek is részt
vesznek [9, 27]. Az aktivalt glutén-specifikus CD4+ T-sejtek proinflammatorikus
citokineket, tobbek kozott interferon gammat (IFN-y), tumor nekrozis faktor alfat (TNF-
a), interleukin (IL-) 21-et, IL-4-et szecernalnak, amelyek segitik a fehérvérsejtek
kitapadasat, aktivaljak a Th2 sejteket, monocitakat, citotoxikus T-sejteket, valamint a
fibroblasztokat, illetve hozzajarulnak a velesziiletett immunrendszer részét képezo

intraepitelialis limfocitak (IEL) aktivalasahoz is [31]. A Th2 sejtek citokinjei felelések a
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B-sejtek plazmasejtté differencialasaért, amelyek antitesteket termelnek a tTG2, valamint
a deamidalt gliadin peptidek ellen. A tTG2 elleni antitestek nagyban hozzajarulnak a
bélnyalkahartya epitél rétegének karosoddsdhoz, mivel a tTG-t megkotve
megakadalyozzak a transzformalé novekedési faktor béta (TGF-B) aktivalasat, ami
lehetnek a colidkia bélrendszeren kiviili tiineteinek kialakulasaért is [32].

A leirt folyamatokkal egyidében a velesziiletett immunvéalasz mechanizmusai is
beindulnak. Bizonyos glutén peptidek, illetve egyes nem glutén tipust buzafehérjék (pl.
a-amilaz) az APC-k TLR4 mikrobidlis mintazatfelismerd receptorainoz kotédve [33]
indukaljak azok IL-15, IL-18 és I-es tipusu interferon termelését [27, 34, 35]. A glutén
peptidek koézvetleniil is képesek epitélidlis stresszt kivaltani [36], ami ugyancsak
gyulladasos citokinek, tobbek kozott nagy mennyiségii IL-15 termelédéséhez vezet [37].
Glutén hatasara fokozddik az epitél sejtek MHC-1 szertt MICA, MICB és HLA-E felszini
fehérjéinek expresszidja is [38]. Az IL-15 aktivalja a kiillonbozé T-sejt tipusokbol allo
IEL populacidt, amelyek a velesziiletett immunvalasz f6 effektorai. Colidkidban szdmuk
jelentésen megemelkedik, és jol korrelal a nyalkahartya atrofia sulyossagaval [39]. Az
IEL-ek a Fas receptor/Fas ligand mechanizmussal [40], NKG2D receptorukkal az epitél
sejtek felszini MICA/MICB fehérjéihez kapcsolodva [41], valamint granzim ¢és perforin
enzimjeik segitségével [42] a nyalkahartya epitél sejtjeinek apoptozisat indukaljak, igy
legfébb okozoi a boholyatrofia kialakulasanak. Az IL-15 felelds a természetes 610sejt
szerli citotoxikus T limfocitak (CTL) aktivalasaért is, amelyek NKG2C - HLA-E
kapcsolat révén ugyancsak az epitélsejtek apoptozisat okozzak [43-45]. Emlitést érdemel
még az IL-15 regulatoros T (Treg) sejtekre kifejtett gatlasa, ami altal elvész ezeknek a
sejteknek a glutén iranti toleranciat fokozd hatasa. A colidkias nyadlkahartydban nagy
mennyiségli y/6 T-sejt mutathatd ki. Ezek a sejtek képesek a CTL-ek gatlasa altal az
atrofia mértékét csokkenti, €s szamuk tartos glutén mentes diéta esetén is magas marad
[38].

1.1.2 A colidkia tiinetei, gyakori tiarsbetegségei, szovodményei

1.1.2.1 _Tiinetek
Bar egyre nagyobb figyelem irdnyul r4, €és a betegséggel kapcsolatos ismeretanyag is

egyre nd, a coOliakia még napjainkban is aluldiagnosztizalt, ami részben a rendkiviil
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valtozatos formaban jelentkezd tlineteknek kdszonheté [2]. Annak ellenére, hogy a
colidkia elsésorban a vékonybél megbetegedése, a tiinetek gyakorlatilag barmely
szervrendszert érinthetik.

A coliakia leggyakrabban gyermekkorban, a glutén bevezetését kovetd években
jelentkezik. Klasszikus malabszorcios formaja kronikus hasmenéssel, hasi fajjdalommal,
puffadéssal, étvagytalansaggal, fogyassal, valamint ndvekedésben vald elmaradassal jar.
Mivel az esetek dont6 tobbségében a colidkia idoben felismerésre keriil, a gyakori vizes
hasmenéssel, hanyassal, kiszaradassal, €s sokkal jaro coliakias krizis gyakorlatilag mar
nem fordul elé [46]. Egyre gyakoribb azonban, hogy a betegség id6sebb korban
jelentkezik, ekkor a betegek altalaban enyhe emésztérendszeri tiinetekkel,
faradékonysaggal fordulnak orvoshoz [47]. Klasszikus, és atipusos esetben is jellemzoek
a felszivodasi zavar miatt kialakulod kiilonb6zd vitaminhidnyok és kovetkezményes
hianybetegségek (vashianyos vérszegénység, vérzékenység), valamint a szachardz és
laktéz felszivodasi zavara. Ezeken kiviil gyakori a kés6i nemi érés, a menstrudcios, illetve
fertilitasi zavarok, valamint a spontan vetélés [48, 49]. Valtozatos neurologiai tiineteket,
igy epilepsziat, ataxiat, neuro- és mielopatiat is leirtak coliakia kapcsan [50], valamint
ritkan kardiovaszkularis problémak is megjelenhetnek [51]. A gluténintolerancia
kovetkeztében alakulhat ki a dermatitis herpetiformis, egy kronikus, viszketd
bérbetegség, amely gyakran a colidkia egyetlen lathato tiineteként jelentkezik [52].

Mas autoimmun betegségben szenveddk, illetve a colidkidsok elséfokti rokonainak
célzott szlirése soran kertiiltek felfedezésre a betegség tiinetmentes, tigynevezett csendes,
¢és latens formai [53]. Csendes colidkia esetén kimutathaté a vékonybél karosodasa,
valamint a tTG ellen termelt antitestek is. Latens colidkidban azonban csak az antitest
vizsgalat ad pozitiv eredményt, a vékonybél szovettani képe normadlis, bar késébb

boholyatrofia kialakulasaval kell szamolni.

1.1.2.2 Gyakori tarsbetegségek

A colidkia gyakran tarsul mas autoimmun, illetve szisztémas betegségekkel [54], tobbek
kozott 1-es tipusu diabétesz mellitusszal [55], autoimmun pajzsmirigybetegségekkel,
Sjogren-szindromaval, kronikus autoimmun hepatitisszel, juvenilis reumatoid artritisszel,
vitiligoval [56], valamint gyakoribb Down- és Turner-szindromas betegekben is [57].
Ezeken kiviil az atlag populaciéhoz viszonyitott el6fordulasa nagyobb immunglobulin A

(IgA)-nefropatias [58] és szelektiv IgA hianyos [59] betegek esetében is.
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1.1.2.3 Szévodmények

A colidkidra jellemzd sulyos boholyatrofia tartés fenndllasa nagy kockazatot jelent
malignus szovodmények kialakuldsara. Kezeletlen, vagy terapiara nem reagald
coliakiasokban gyakoribb a vékonybél T-sejtes limfomaja [60], valamint az egyéb

vékonybélre, szajra, garatra és nyeldcsére lokalizalddo tumorok eléfordulasa [61].
1.1.3 A coliakia diagnozisa

A coliakia diagnozisa az ESPGHAN (European Society for Pediatric Gastroenterology,
Hepatology and Nutrition) ajanlasa szerint a beteg panaszain, szerologiai vizsgalatokon,
valamint a vékonybélbdl vett biopszia mintak Marsh klasszifikacio szerinti szovettani
elemzésén alapul [62]. A colidkia klinikai vonatkozasaban az utdbbi évek legnagyobb
attorése, hogy a coliakia diagnozisa biopszias mintavétel nélkiil is kimondhato tipusos
tiinetek, két alkalommal mért, a normalis tizszeresét meghaladd kettes tipusu szoveti
transzglutaminaz elleni (TGA) IgA antitest titer, valamint endomizium elleni antitest
(EMA) pozitivitas esetén. Tipusos tiinetek mellett csak ezen szeroldgiai paraméterek
hianyaban van sziikség a biopszia elvégzésére. Amennyiben felmeriil a szerologia fals
negativitasa (pl. glutén bevitel hianyaban), a HLA meghatarozas nyujthat segitséget.
Ezeken feliil diagnosztikus kritérium, hogy a klinikai kép Osszefliggést mutasson a
gluténbevitellel, a gluténmentes diétdt a panaszok megsziinése €s a szeroldgiai

paraméterek normalizalodasa kovesse.

1.1.3.1 Szerologiai vizsgalatok

Amennyiben a tiinetek alapjan felmeriil a colidkia lehetdsége, a beteg szérumaban
sziikséges az IgA és IgG tipusi EMA, valamint TGA mennyiségének vizsgalata [63]. Az
EMA ¢és TGA normalishoz képest emelkedett értéke igazolja a c6lidkia diagndzisat. A
vizsgélat a terdpia hatasanak nyomon kovetésére és a fokozott kockdzati csoportba

tartozok szurésére is alkalmas.

1.1.3.2 Laboratoriumi vizsgdlatok

Bar a jellemzd eltérések nem specifikusak colidkidra, a diagnosztikus folyamat részét
képezik laboratoriumi vizsgalatok is. Gyakori az alacsony vas, transzferrin, ferritin,
szérum-osszfehérje, albumin, kalcium, koleszterin és protrombin szint, valamint a

zsirszéklet.
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1.1.3.3 Szovettani vizsgdlat

A szbvettani vizsgalatot a duodénumbol, illetve a jejunumbdl endoszkoppal vett mintan
végzik [64]. A szovettani mintakat a modositott Marsh-kritériumok szerint értékelik és
osztalyozzak, melyek a kovetkezOk: emelkedett IEL szam, a lamina propria sejtes
infiltracidja, boholyatréfia, valamint kripta hiperplazia.

Az IEL szam emelkedése a legkorabban jelentkezd, és legérzékenyebben valtozo eltérés
a glutén bélnyalkahartyara kifejtett patologias hatasa kovetkeztében. Az ép vékonybél
nyalkahartyara jellemz6 maximum 40 IEL/100 enterocita aranyt meghalad6 érték a
mukdzaban zajlo koros immunfolyamatot jelez. Az IEL szdm emelkedése nem specifikus
a colidkiara. A lamina propriaba fokozott mértékben infiltralodo sejtek kozott limfocitak,
granulocitdk, valamint monocitdk is megtalalhatoak. A bélkarosodéas sulyosabb
formaiban a kripta hiperpldzia, majd a boholyatrofia is megjelenik. A nyélkahértya

karosodasanak mértékét jelzd paraméter a boholy/kripta arany.

A modositott Marsh-kritériumok alapjan a colidkia a kdvetkezOképpen klasszifikalhato

(1. abra):

e Marsh 0: preinfiltrativ forma, normalis szerkezetli nyalkahartya, IEL<40/100
enterocita

e Marsh I: infiltrativ forma, normalis szerkezetli nyalkahartya, de az IEL-k
emelkedett szamban vannak jelen

e Marsh II: hiperplasztikus forma, normalis boholyszerkezet, de a kriptak
hiperplaziasak és IEL-k emelkedett szamban vannak jelen

e Marsh Ill/a,b,c: destruktiv forma, parcidlis/ szubtotélis/ totédlis boholyatréfia,
kripta hiperplazia, IEL-k emelkedett szamban vannak jelen

e Marsh IV: hipoplasztikus forma (flat mucosa), totalis boholyatrofia, de a

kriptamagassag és az IEL szam normalis
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1. abra. Sematikus dabra a Marsh Kklasszifikacié alapjaul szolgalé szovettani
eltérésekrol. A colidkia diagnodzisanak részeként a betegség sulyossdga a
vékonybélszovet szovettani elemzésével jellemezhetd. A besorolas alapja az immunsejt

infiltracio, kripta hiperplazia, illetve a boholyatrofia mértéke. (Sajat abra)

1.1.3.4 HLA-DQ tipizalas

Diagnosztikai nehézségek esetén, valamint a colidkias beteg rokonaiban a betegség

rizikdjanak felmérése érdekében meghatarozhaté a HLA-DQ2 és DQS8 allélok jelenléte.
1.1.4 In vitro és in vivo modellek a coliakia kutatisaban

Mivel a colidkia patomechanizmusa rendkiviil Osszetett, annak kisérleti koriilmények
kozott torténd vizsgalata jelentds kihivas elé allitja a kutatokat [65]. Az alabbi fejezet
ismertetése, melyek segithetnek a betegség lefolydsanak jobb megértésében, a diagndzis

felallitasdban, valamint 0j terapids lehetdségek kifejlesztésében.
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1.1.4.1 Invitro

A colidkia modellezésére kifejlesztett sejtes rendszerek tobb csoportba oszthatok aszerint,
hogy epitél sejteket, immunsejteket, vagy vegyes sejtpopulaciot, esetleg biopszia
tenyészetet alkalmaznak.

Szamos tanulmany kimutatta, hogy a glutén in vitro koriilmények kozott is gyulladasos
valasz és karosodas kialakuldsat eredményezi epitél sejteken. A kisérletek soran p31-43,
illetve p57-68 gliadin peptidfragmensek segitségével indukalnak oxidativ stresszt,
sejthalalt, illetve gyulladasos citokinek (IL-15, IFN-y, TNF-a) felszabadulasat [66-68].
Bar a sejtvonalakon végzett kisérletek nagy eldnye, hogy a sejtek konnyen
felszaporithatoak, a kisérletek jol reprodukalhatoak, a kiilonbozé sejtvonalak (Caco-2,
IEC-6, FHs74Int, T84) azonban nagyon heterogén valaszt adhatnak a glutén expozicidra
[65, 69]. Az epitél sejteken végzett vizsgalatokhoz hasonléan egyes immunsejtek, igy T-
sejtek, monocitak, dendritikus sejtek is fokozott gyulladasos faktor (IL-6, IL-8, TNF-a)
termelést mutatnak proteolizisen atesett gluténnal torténd kezelést kovetéen [70-73].

A fent emlitett modellek hatranya, hogy csupan az egyes sejttipusok valasza vizsgalhato
egy idOben, a cdlidkia patomechanizmusiban azonban fontos szerepet jatszik a bélham
homeosztazisaban résztvevd sejtek kozotti interakcid. Ennek vizsgéalatdra alkalmas
modell a vékonybélszovetbdl izolalt primer epitél sejtek, fibroblasztok, antigénprezentald
sejtek és T-sejtek vegyes kulturaja, amelynek néhany napig tartd fenntarthatésaga alatt a
sejtek kriptaszer(i strukturat, ugynevezett organoid tenyészetet alkotnak [65, 74]. A
legtobb és legkomplexebb informacié az in vitro fenntartott, gliadinnal kezelt vékonybél
biopsziak vizsgalatdval nyerhetd. Ez a modell a sejt-sejt interakciok vizsgalata mellett
alkalmas szovettani valtozasok tanulmanyozasara, valamint nyomon kovetheté a
jelatvitel, vagy akar a glutén transzport is [75, 76]. Ezen bonyolult rendszerek hatranya
azonban, hogy létrehozasuk, fenntartasuk specialis kortilményeket igényel, csak invaziv
mintavétel aran hozzaférhetdk, valamint néhany napos élettartamuk miatt az elvégezhetd

kisérletek szama rendkiviil korlatozott [69].

1.1.4.2 Invivo

Mind a betegségek sejtes €s molekularis mechanizmusanak megértésében, mind a
lehetséges terapias lehetdségek vizsgalataban fontos szerepet kapnak az allatkisérletek. A
coliakia modellezésére hasznalt in vivo rendszerek bar joval komplexebb képet mutatnak,

mint az eldzéekben ismertetett in vitro modszerek, a coliakia a tobbi betegséghez képest
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is nehezen, hianyosan adaptalhaté allatokra [65, 77]. Ennek oka, hogy ezidaig nem
sikeriilt olyan modellt 1étrehozni, amelyben egyszerre lenne jelen a human betegségre
jellemz6 minden patofiziologiai tényezo €s tiinet, igy az egyes modellekben a colidkianak
csak egy-egy aspektusa vizsgalhato.

Magasabb rendii allatokban, igy kutydkban, majmokban, lovakban glutén fogyasztas
hatasara spontan kialakulhat a human betegséghez hasonlé glutén-szenzitiv enteropatia,
azonban sem az ehhez sziikséges 1dd, sem a korképet produkalo allatok szama nem elére
jelezhet6 [78-80]. Kiszamithatatlansaguk, csekély mértékii reprodukalhatosaguk miatt
igy a spontan modellek rutinszerti alkalmazhatosaga limitalt.

A tudomanyos vizsgalatok soran leggyakrabban ragcsalokat, foként egereket, és
patkanyokat alkalmaznak kisérleti allatként [81]. Coliakia vizsgalatara is léteznek
ragesalé modellek, azonban a betegség indukcidja nagyon specidlis koriilményeket
igényel [82]. Patkanyokban az 1jsziilott csiramentes allatokat IFN-y injekcioval, majd
hosszu ideig gliadinnal kezelve coliakiara jellemz6 szovettani eltérések valthatok ki [83].
Hasonl6 tapasztalhatd tobb generacion at GFD diétan tartott Balb/c egerekben glutén-
expozicio hatasara [84]. A specifikus, betegség patomechanizmusaban szerepet jatszo
utvonalak genetikailag médositott egereken vizsgalhatok. Ilyen modellek tobbek kozott
a HLA-DQ2/DQ8, illetve IL-15 transzgén-, valamint a Rag 1 génkiiitott egerek,
amelyekben glutén hatasara T-sejt medialt vékonybélgyulladas alakul ki [85].

1.1.5 A coliakia terapidja

A colidkia jelenlegi egyetlen igazan hatékony terapidja az élethosszig tarto, szigort glutén
mentes diéta, amely az esetek nagyrészében a tiinetek teljes remisszigjat és a
bélnyalkahartya gyogyulasat eredményezi [86]. Azonban a rendkiviil nagy teher, amit a
GFD pontos betartasa r6 a betegekre [87, 88], valamint a terapiara nem reagalo,
ugynevezett refrakter esetek egyre novekvo szama [89] 0j terapias megoldasok keresését
teszi indokoltta.

A colidkia korfolyamatanak egyre részletesebb, pontosabb megismerésének
koszonhetden az elmult évek sordn szdmos 1j, a betegség patomechanizmusdnak egyes
pontjait célzo hatéanyag klinikai vizsgalata indult el [90, 91].

A larazotid acetdt a bélham barrierfunkcidjanak biztositdsaban kulcsszerepet jatszo

sejtkapcsold struktardk (tight junction) allapotat hivatott megdrizni. Bar a fazis II
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vizsgalatok alapjan a gydgyszer nem tudta meggatolni a bél permeabilitasanak romlasat,
mérsékelte a gasztrointesztinalis tiinetek stlyossagat [92].

Az endopeptidaz enzimek (pl. ALV003) terapias alkalmazasaval a cél a glutén
immunogén fragmenseinek enzimatikus bontasa mar a béllumenben, miel6tt még az
epitél rétegen atjutva a lamina propridba penetralnanak és immunreakcidt valtananak ki.
Jelenleg is zajlo klinikai vizsgalatok alapjan alacsony gliadin bevitel mellett az ALVV003
(mas néven Latiglutenase) endopeptidaz hatékony lehet a boholyatrofia megel6zésében
és a tiinetek mérséklésében. [93].

A glutén bontasanak és a nyalkahartyaba jutdsdnak megeldzése a cél glutén-megkotd
polimerek alkalmazasaval is. A BL-7010 hatéanyag preklinikai vizsgélatai biztatd
eredményeket hoztak, csokkend nyalkahartyakdrosodast és immunsejt infiltraciot
tapasztaltak, valamint a hatéanyag segitette a bél normal permeabilitdsdnak megdrzését.
Human hatékonysaganak vizsgalatara jelenleg klinikai vizsgalatok zajlanak [91].

Az elmult évek soran a mikrobiom szerepe is felmeriilt a coliakia patomechanizmusaban
[94]. A betegség soran megfigyelhetd diszbidzist probiotikummal kezelve javultak a
betegek gasztrointesztinalis tiinetei [95, 96]. Ez a javulas azonban elsésorban a coliakia
mellett irritabilis bél szindromaban (IBS) is szenvedd betegekre jellemzd, ami felveti
annak lehetdségét, hogy a probiotikumok inkdbb az IBS, semmint a colidkia tiineteinek
kezelésére alkalmasak [95, 97].

fgéretesnek tiint a Nexvax2 immunmoduldns vakcina, melynek célja a betegek
deszenzitizalasa, a Try sejtvalasz fokozasa volt. Bar az allatkisérletek biztatd
eredményekkel szolgaltak, a human vizsgalatok sordn a vakcina hatastalannak bizonyult
[98, 99].

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a kronikus fertézések segitenek az autoimmun,
illetve allergias korképek kialakuldsanak megel6zésében. Erre alapozva vizsgaltdk a
colidkias betegek bore ala injekcidzott horogféreg hatasait, amely a tapasztalatok szerint
a gasztrointesztinalis tiinetek €s a bélnyalkahartya allapotdnak javulasat eredményezte
[100].

Hatékonyak lehetnek a colidkia kezelésére a mas korképekre kifejlesztett célzott
immunterapiak, amelyek alkalmazasanak célja a colidkidra jellemzd T-sejt talaktivacio
mérséklése [90, 91]. Az IL-15 jelatvitelét gatlo tofacitinib allatkisérletekben tartosan

mérsékelte a boholyatrofiat, és egy esettanulmany szerint a kezelt colidkias beteg
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tiineteinek remisszidjat okozta [101]. Jelenleg IL-15 elleni humanizalt antitestek
fejlesztésén is dolgoznak [102]. Ugyancsak egy esetriport tantisaga szerint a gyulladasos
bélbetegség (IBD) kezelésében hasznalt TNF-a gatldo infliximab hatékony lehet a
refrakter colidkia kezelésében [103].

A nagy affinitasi mesterséges glutén-peptid analo6g HLA blokkold hatéanyagok célja az
APC-k és T-sejtek kozti interakcid, az antigénbemutatas és immunaktivacio gatlasa.
Sikeriilt kifejleszteni olyan polipeptideket, amelyek sejtes koriilmények kozott a
gluténhez képest nagysagrendekkel erésebben kotédnek a HLA-DQZ2, illetve -DQ8
receptorokhoz, de in vivo hatékonysaguk még nem bizonyitott [104, 105].

Preklinikai, illetve klinikai I fazisban jar a tTG2 gatlok fejlesztése, melyek sejtes- és
allatmodellekben hatékonyan gatoljak a colidkia patomechanizmusidban kozponti
szerepet jatszo enzim mitkodését [91, 106].

A gyodgyszerkutatas mellett zajlanak élelmiszeripari fejlesztések is, melyek célja a glutén
immunogén epitdpjainak eliminalasa a gabonabol. Ilyen eljaras lehet a gabona genetikai
modositdsa, a gabonatermékek enzimatikus emésztése fermentdlds utjan, vagy az

immunogén fragmensek modositasa mikrohullam, illetve hé kozlésével [93].

1.2 Szoveti atrendezddés, regeneracié a bélben

Szoveti atrendezddés alatt azt a folyamatot értjilkk, amely sordn egy meghatarozott
funkcioval bird, €ép szovet strukturija €s ezaltal a funkcidja valamilyen kiilsé inger
hatasara megvaltozik [107, 108]. A szoveti atrendezddést szamos tényezo kivalthatja, az
endogén induktorok mellett ilyenek a gyulladas, fert6zés, autoimmun reakcio, toxinok,
illetve a sugarzas, vagy mechanikai sériilés kovetkeztében kialakulod szovetkarosodas.
Fiiggetleniil a kivalto oktol €s az érintett szervtdl, a folyamat patomechanizmusa egységes
képet mutat [109]. A sériilt sejtekbdl gyulladasos mediatorok szabadulnak fel, melyek
hatasara a kornyez0 erek kitagulnak, permeabilitasuk fokozodik, valamint aktivalédnak a
kovetkezOen a bélhdm a lumen feldl folyamatos mechanikai, biologiai és kémiai
ingereknek van kitéve, ezért a bél epitél sejtjeinek karosodasa és regeneracioja allanddan
jelen 1évd, egymassal parhuzamosan zajlé folyamat [110]. Az epitél réteg alapjaul

szolgalo, tehat a reepitelizacidhoz nélkiilozhetetlen bazalis membran komponenseit a
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miofibroblasztok termelik, amely sejtek mas szervektdl eltéréen az egészséges
bélszovetben is allanddan jelen vannak.

A szdveti regeneracid célja a szovet fizioldgids struktirdjanak és funkcidjanak a
biztositasa. Azonban ha a kivalté inger hosszatavon fennmarad (pl. kronikus gyulladas
esetén), az atrendezddés rendkiviil precizen szabalyozott folyamata zavart szenved, a
folyamatban részt vevo kiillonb6z6 sejttipusok proliferacioja és elpusztulasa, a kotdszovet
felépiilése és bontasa kozti kényes egyensuly felbomlik [111]. Koros szoveti
atrendez0dés szamos bélrendszeri megbetegedéshez tarsul. A legismertebb ¢s
leggyakoribb ezek koziil az IBD szovédményeként fellépé hegesedés (az extracellularis
matrix koros felszaporodasa), de az irradiacios -, és a kronikus ischaemias bélgyulladas,
valamint a cisztas fibrozis is okozhatja a bélfal hegesedét. Szintén a koros szoveti
atrendez6dés eredményei a gasztrointesztinalis talyogok ¢és fekélyek, hasonléan a
coliakias betegek vékonybelében megfigyelhetd jellegzetes szdvettani elvaltozashoz, a
boholyatréfiahoz és a kripta hiperplaziahoz [112, 113]. Erdekes, hogy bar a coliakiara
maga a hegesedés nem jellemz0, a bélnyalkahartya nagyfoku, funkciocsokkenéssel jaro
atalakuldsa figyelhetd meg, amely hatterében tobbek kozott a bazalis membran
struktirajanak és a miofibroblasztok mikodésének abnormalitasa all [110, 114, 115]. A
coOlidkias betegek bélhamjanak koros atépiilése sulyos kovetkezményekkel jar. A nem
megfeleld szoveti gyogyulas, az epitél sejtréteg wjraképzddésének hidnya a
funkciocsokkenés miatt felszivodasi zavarokhoz, gyermekkorban a fejlodés
elmaraddsdhoz vezet, a bélham integritasanak csokkenése pedig eldrevetiti és segiti a
kronikus gyulladasos allapot fenntartasat [116].

Mivel jelen tanulmanyban a colidkiara jellemzd szoveti atrendezOdést a folyamatban
alapvetd jelentdséggel biro6 sejttipusok szintjén vizsgaljuk, a fejezet kovetkezd részében
ezen sejttipusok fébb tulajdonsagai, a szoveti atrendezédés folyamataban betoltott

szerepiik keriil ismertetésre.
1.2.1 Epitél sejtek

Ahogy a gasztrointesztinalis rendszer nagy részét, a vékonybél belsd, luminalis felszinét
IS egyrétegli epitélium boritja, amelyet szamos kiilonboz6 sejttipus alkot. Legnagyobb
mennyiségben az enterocitadk vannak jelen, amelyek a bélbolyhokat alkotva a bélham

legfontosabb feladatait végzik. Természetes barrierként funkcionalnak a bél lumenében
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talalhatd antigénekkel, mikroorganizmusokkal szemben, emellett biztositjadk az
elfogyasztott taplalékbol torténd viz- és tapanyagfelszivast [117]. Féként a kriptakban
talalhatoak a kehelysejtek, Paneth-sejtek, endokrin sejtek és M-sejtek, melyek kiilonb6z6,
a bélhamot védd anyagok, mucinok, hormonok kivalasztisaban, illetve a bélham
immunvalaszanak szabalyozasaban vesznek részt [118].

A bélham az 6t éré mechanikai, biologiai és kémiai ingerek révén folyamatos er6zionak
van kitéve, egyes adatok szerint 5 naponta megujul a teljes sejtréteg [116]. A bélham
vandorlasat, majd apoptézisat igényli [119, 120]. Amennyiben ez nem teljesiil, a
kontrollalatlan sejthalal a bélham homeosztazisanak felboruldsahoz, integritasanak
csokkenéséhez, permeabilitasanak novekedéséhez vezet [121-123].

A bélnyalkahartya kdrosodasaban kiemelkedd szerepet jatszik az oxidativ stressz mértéke
¢s az epitél sejtek antioxidans védekezoképessége kozti egyensuly felborulasa [112]. Az
oxidativ stresszt els6 sorban a bélhamba besziir6dé immunsejtek altal termelt, az
immunogén anyagok mellett az epitél sejteket is karositdé oxigén- €és hidroxilgyokok
okozzak, de bizonyos anyagok, mint példaul a gliadin, kozvetleniil is kivalthatjak [124].
A folyamat fontossagat jol mutatja, hogy mind IBD-s, mind coliakias betegek
bélmintaiban mért antioxidans kapacitas jol korrelal a betegség progresszidjaval [125-
127].

Stressz, illetve karosodas hatasara az epitél sejtekbol kiilonbozo citokinek, kemokinek
pro-inflammatorikus faktorok szabadulnak fel, amelyek koziil legismertebb az IL-1a, IL-
18, 1L-6, 1L-33, illetve TNF-a [128]. Ezek a molekulak kiemelt szerepet jatszanak a

crer

indukalva.
1.2.2 Immunsejtek

A gyulladas helyén a bélham szovetébe T-sejtek, makrofagok, neutrofilek infiltralddnak
a vérarambol. Az immunsejtek altal kibocsatott proinflammatorikus faktorok hatasara a
sériilés kornyékén vazodilatacio és fokozott érpermeabilitas figyelheté meg [107, 108].
A monocitak, makrofagok, granulocitdk emészté enzimeket termelnek, amelyek bontjak
az epitél sejtek alapjat képzd bazalis membrant, hogy megkonnyitsék az immunvalaszban

és a regeneracioban résztvevo sejtek vandorlasat [112]. A felsorolt funkciok mellett a
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szovetbe jutd immunsejtek els6dleges feladata a szoveti tormelékek, az elpusztult sejtek,
illetve az idegen organizmusok -eltavolitasa. A gyulladasos fazist kovetéen az
immunsejtek altal termelt citokinek, kemokinek inditjak el a regeneracios folyamatot is,
mely célja a funkcioképes szovet helyreallitasa [108]. Ezek a gyogyulast segit6 faktorok,
mint a TGF-B, vérlemezke eredetii novekedési faktor B (PDGF-B), epidermalis
novekedési faktor (EGF), inzulinszerii novekedési faktor (IGF), aktivaljak a
és vandorlasasanak fokozasa révén segitik az epitélium Gjraépiilését [112, 116]. Az
immunsejtek szerepe a szoveti atépiilésben azonban kettds. Erds gyulladas esetén az
immunvalasz talaktivalodhat, és az immunsejtek altal talzott mértékben termelt

proteazok, illetve reaktiv gyokok kiterjedt szoveti karosodast okozhatnak [129, 130].
1.2.3 Miofibroblasztok

A miofibroblasztok (MF) a szoveti atrendez6dés kulcsfontossagu szerepldi. A sejttipus
eredetét illetéen szamos teoria létezik [131, 132]. A jelenleg legelfogadottabb elmélet
szerint a MF-ok nyugvo allapotu fibroblasztokbol differencialodnak szoveti sériilés
hatéasara, atalakulasukért els6sorban a TGF-B és a PDGF felelosek [133-136]. Az egyetlen
szerv a bél, amely szovetében a MF-ok fiziologias allapotban is jelen vannak, igy
biztositva az alland6 erdzionak kitett bélnyalkahartya folyamatos megujulasat. A MF-ok
fo biomarkere a sejtvazukat alkotd osimazom-aktin (a-SMA), amelynek kdszonhetéen az
izomsejtekhez hasonlé erételjes kontrakciora képesek [137, 138]. A MF-ok az
extracellularis matrix (ECM) komponenseinek (pl. kollagének, fibronektinek,
integrinek), illetve a szilard kotdszoveti struktira kialakitasahoz sziikséges enzimeknek
(matrix metalloproteazok (MMP), illetve ezek szoveti inhibitorai (TIMP)) legfobb
termel6i, valamint fokozott proliferaciés készséggel birnak [139]. A kiilonb6z6
immunsejt tipusok mellett a MF-ok altal termelt MMP-k feleldsek a szoveti ECM
megbontasaért, megkonnyitve ezzel az immunvalaszban €s a regeneracioban szerepet
funkcidképes szovet visszaépiilését a sériilés helyén felszaporodva segitik. Az ECM
komponensek, MMP ¢és TIMP enzimek termelésének kényes egyenstlyaval alakitjak ki
azt a kotdszoveti alapot, mely a sériilt epitél réteg 0jjaépiilését biztositja [140]. Azonban

a szovetet karositdo inger hossz tava fennmaradasa esetén ez az egyensuly a talzott
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sejtproliferacido és kotészovettermelés iranyaba tolodva felborulhat, ami a szovet

hegesedéséhez vezet [111].

1.3 Az IL-20 citokin alcsalad

Az IL-10 csalad részét képez6 IL-20 citokin alcsaladba (2. abra) 6t citokin, az 1L-19, IL-
20, 1L-22, IL-24 és az 1L-26 tartozik [141, 142]. Ezek koziil is kiilon csoportot alkot az
IL-19, IL-20 és IL-24, melyek kozos, heterodimer receptorokon keresztiil fejtik ki
hatasukat [143]. A k6z6s receptoruk ellenére azonban biologiai funkcioik elkiiloniilnek
[144]. Irodalmi ismereteink alapjan a citokin alcsalad tagjait szamos sejttipus termelheti,
forrasai lehetnek immunsejtek (foként Th2 sejtek), illetve szoveti sejtek, igy
keratinocitak, epitél és endotél sejtek, valamint fibroblasztok [145, 146]. Elsddlegesen a
homeosztazisanak fenntartasaban betoltott szerepik ismert [147]. A fejezet a
tovabbiakban az IL-19, IL-20 és IL-24 citokinek, illetve receptoraik fobb funkcioit

ismerteti.

IL-19
IL-20 IL-20

2. abra. Az IL-20 citokin alcsalad tagjai és transzmembran receptorai. Az I1L-19, IL-
20, 1L-22, 1L-24 és IL-26 az IL-20 citokin alcsaladba tartoznak, bioldgiai hatasukat
heterodimer receptor komplexeikhez kotddve fejtik ki. Az alcsaladon beliil kiilon
csoportot képez az IL-19, IL-20 és IL-24, melyek az IL20-RB alegységet tartalmazo
receptor tipusokhoz kotddhetnek (Sajat abra Rutz és mtsai alapjan [147]).
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1.3.1 IL-19

crer

anti-inflammatorikus hatasa, amely a targetként szolgaldo T-sejtek, illetve monocitak
tipusatol fiigg [141, 148]. Ezzel 6sszhangban tobb, kronikus gyulladassal jard betegség
kapcsan is ellentétes szerepét irtdk le. Mig a pszoriazis patomechanizmusdban a
gyulladasos valaszt segiti [149], addig IBD [150] és reumatoid artritisz [151] esetén anti-
inflammatorikus hatassal bir. Emellett az IL-19 kisérletes koriilmények k6zott fokozza az
érképz6dést és az epitélium ujraképzodését, igy szerepet jatszhat a sebgyogyulas

mechanizmusaban is [152].
1.3.2 1L-20

Az IL-20 citokinnek jobbara betegségek progresszidjaban betdltott hatasai ismertek
[153]. Pro-inflammatorikus szerepét tobb kronikus gyulladasos betegség, igy reumatoid
artritisz [154], valamint pszoridzis [155, 156] kapcsan is leirtak, de ismert, az
érelmeszesedést fokozo hatasa is [157]. Emellett serkenti az angiogenezist [158] és a
ismeretekre alapozva tobb human klinikai vizsgalat zajlik, amelyekkel anti-1L-20
antitesttel torténd kezelések eredményességét igyekeznek bizonyitani pszoriazisos,

illetve reumatoid artritiszes betegeken.
1.3.3 IL-24

Az IL-24 citokint (szemben az 1L-20-szal) els6ként tumorszupresszorként azonositottak,
innen ered a molekula alternativ neve, a melandma differencialodéassal kapcsolatos gén-
7 (MDA-7) fehérje is [160]. Az elmult években szamos daganattipus, igy tid6-, eml6- és
vastagbélrak kisérletes modelljében bizonyitottak daganatellenes hatasat [161], melynek
hatterében az IL-24 tumoros sejtekre specifikus apoptozis indukalo , illetve (az IL-19 és
IL-20 citokinekkel ellentétben) az angiogenezist gatlo funkcioja all [162-164].

Tovabbi vizsgalatok soran szerepe tobb, kronikus gyulladéassal és szoveti atrendezédéssel
jard betegség kapcsan felmertilt, emelkedett mennyiségét irtak le pszoriazisban [165],

reumatoid artritiszben [166], illetve IBD-ben [167, 168] szenvedd betegek szoveteiben.
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Bar Andoh és mtsai eredményeik alapjan azt feltételezik, hogy az IL-24 protektiv a bél
gyulladasaval szemben [167], karos hatasairol is tobb tanulmany sziiletett.
Kutatocsoportunk korabban kimutatta, hogy az IL-24 szerepet jatszhat a kronikus
vesebetegség patomechanizmusaban, az epitél sejteken pro-fibrotikus faktorok termelését
fokozva hozzajarul a veseszovet hegesedéséhez [169, 170]. Hasonl6 hatast tapasztaltunk
az IBD in vitro és in vivo experimentalis modelljeiben is, ahol az 1L-24 fokozta a
vastagbélben talalhatd MF-0k aktivaciojat, illetve az ECM lerakodasat [171]. Mindezzel
egybevag egy, a kozelmultban megjelent kozlemény, melyben leirjak, hogy az 1L-24

deficiencia protektiv tiid6fibrozissal szemben [172].
1.3.4 Az IL-19, -20, -24 citokinek receptorai

Az 1L-19, IL-20 és IL-24 kétféle heterodimer receptoron keresztiil fejtheti ki hatasat.
Mindkét receptorban megtalalhato az IL-20RB alegység, amely az IL-20RA vagy az IL-
22RA alegységekkel kapcsolodva alkot funkcionalis komplexet [143]. A ligandkot6dés
foként JAK, STAT, valamint SOCS jelatviteli itvonalakat aktivalhat, de a citokineknek
ezektdl fiiggetlen hatasat is leirtak mar [143, 162, 167]. Bar a citokinek ugyanazon
receptorokhoz kétddnek, ahogy az el6z6 alfejezetekben ismertetett adatok is mutatjak, az
IL-19, IL-20 és IL-24 funkcidja egyes betegségek, modellek kapcsan akar teljesen
ellentétes is lehet [144].

A receptor antitesttel vagy génkilitéssel torténd gatldsa immunmodulans hatassal bir
[146]. Mérsékli a T-sejtek aktivacidjat, illetve az immunvalasz mértékét a borben,
valamint segiti a sebgyogyulast a pszoriazis, illetve a kontakt dermatitisz kisérletes
modelljében [173-176]. Kutatocsoportunk eredményei alapjan az 1120rb génkiiitott
egerekben alacsonyabb a bél dextran-szodium-szulfat (DSS) indukalta gyulladasanak és
hegesedésének [171], valamint a vese unilateralis uréter obsturkcioval kivaltott

hegesedésének [170] mértéke a vad tipust allatokhoz képest.

24



DOI:10.14753/SE.2022.2665

2 CELKITUZESEK

Munkank soran a colidkia patomechanizmusanak pontosabb megértésére torekedtiink,

kiilonds tekintettel a gyulladt nyélkahartyaban lejatszodd szoveti atrendezddés

folyamataira. Vizsgélataink fokuszpontjaban az IL-20 citokin alcsalad molekulai alltak.

Célkitiizéseink a kovetkezok voltak:

A szoveti atrendezddésre jellemzé markerek vizsgéalata vékonybél
nyalkahartyaban.

Az 1L-19, -20, -24 citokinek ¢s receptoruk génexpresszidjanak, illetve a
fehérjetermékek mennyiségének vizsgalata egészséges, illetve coliakias gyerekek
bélmintaiban.

Annak megallapitasa, hogy mely sejttipusok feleldsek az IL-19, -20, -24 citokinek
termeléséért a bélben.

A coliakia patomechanizmusaban igazoltan szerepet jatsz6 gyulladéasos citokinek
hatasanak vizsgalata az 1L-19, -20, -24, valamint az IL-20RA, -RB, és IL22RA
receptor alegységek expresszidjara.

Az IL-24 szerepének megismerése a bél szoveti atrendezddésének folyamataban,
a nyalkahartya epitél sejtjeire és a duodenalis miofibroblasztokra kifejtett

hatdsanak vizsgalata altal.
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3  MODSZEREK

3.1 Betegek és biopsziak

Vizsgalatainkat 16 frissen diagnosztizalt colidkias, valamint 14 kontroll gyermek
duodenumabol szarmazd biopszian végeztiik el, melyeket a Semmelweis Egyetem I. sz.
Gyermekgyogyaszati Klinikajan gytjtottiink a Semmelweis Egyetem Regionalis,
Intézményi, Tudomanyos ¢s Kutatasetikai Bizottsdganak engedélyével (TUKEB
58/2013). A vizsgalatainkban vald részvételt minden gyermek sziilei beleegyezd
nyilatkozat alairasaval hagytak jova. Az egyes vizsgalati csoportok nemek, valamint
¢letkor szerinti eloszlasat az 1. tablazatban tiintettiik fel.

A colidkia diagnozisa az ESPGHAN diagnosztikai kritériumai alapjan kertlt felallitasra
[62, 177]. Minden coliakias gyermeknél igazolhatd volt a boholyatréfia, valamint az
emelkedett szoveti transzglutaminaz szint. A kontroll csoportba tartozé gyermekeknél
kronikus hasmenés, kronikus hasfdjés, vagy novekedési elmaradas diagnosztikai
algoritmusa miatt keriilt sor felsé6 endoszkopias mintavételre, azonban esetiikben a
duodenalis nyalkahartya szovettanilag épnek bizonyult.

Mintavételt kovetéen a biopsziakat azonnal lefagyasztottuk, és a tovabbi feldolgozasig

-80°C-on taroltuk.

1. tablazat. Biopsziavizsgilatba bevont csoportok klinikai jellemzé6i, fobb

laboratériumi paraméterei. CD: coliakias; tTG: szoveti transzglutaminaz

kontroll CD
Betegek szama 14 16
Nem 10 fiu / 4 lany 7 it / 9 lany
Eletkor (atlag+SD) 12,71+4,81 6,75+3,38
Lymphocyta szam <40% >40%
Anti tTg IgA (U/ml) <20 125-291
Anti tTg 1gG (U/ml) <20 6-180
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3.2 Sejtkultiurak és kezelések
3.2.1 Rekombindns fehérjék

Az FHs74Int sejtvonal fenntartasa, valamint a Kkiilonb6zé sejtes kisérletek soran
alkalmazott human rekombinans fehérjékkel kapcsolatos informaciokat jelen
bekezdésben foglaljuk dssze.

Az EGF, TNF-a, IL-17, IL-24, és PDGF-B human rekombinédns fehérjéket az R&D
Systems-t6l (Minneapolis, MN, USA), az IL-1p, TGF-p human rekombinans fehérjéket
a Life Technologies-tol (Carlsbad, CA, USA) szereztiik be. Az EGF, TNF-a, és IL-24
torzsoldatat foszfatpufferelt sooldattal (PBS), az IL-1P torzsoldatat desztillalt vizzel, az
IL-17, TGF-B, és a PDGF-B torzsoldatat pedig 4 nM HCI oldattal készitettiik. A
megfeleld kezelési koncentraciok eléréséhez a torzsoldatokat az adott sejtnek megfeleld

tapfolyadékkal higitottuk.
3.2.2 FHs74Int vékonybél epitél sejtvonal

Az FHs74Int human vékonybél epitél sejteket (American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, VA, USA) 30 ng/ml EGF-et, 10% magzati borji szérumot (FBS)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), valamint 1% penicillin-streptomycin oldatot (Life
Technologies) tartalmazo Hybri-Care tapfolyadékban (ATCC) tenyésztettiik 37°C-on 5%
CO; tartalom mellett. A tapfolyadékot 2-3 naponta cseréltiik, és a sejteket 80-90%-0s
konfluencia elérésekor tripszin-EDTA oldattal (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)
passzaltuk és kb. 1:3 aranyban 1) tenyészt6flaskaban vittilk tovabb. A sejtek in vitro
mérésekhez torténd felhasznalasa a 2. és 6. passzazs kozott tortént. Az FHs74Int sejteket
a kezelések eldtt 24 oraval az adott kisérlet igényeinek megfeleld lyukszamu sejttenyésztd
lemezekre osztottuk ¢s FBS mentes tapoldatban tartottuk dket.

Vizsgalataink sordn a kovetkez0 kisérleti elrendezéseket alkalmaztuk:

Az RT-PCR és ELISA modszerrel végzett vizsgalatainkhoz a sejteket 6 (10° sejt/lyuk, 6
lyuk kezelési csoportonként), illetve 96 lyuka (10* sejt/lyuk, 5 lyuk kezelési
csoportonként) sejttenyésztd lemezekre osztottuk. A 6 lyuku lemezekre kitett sejteket 100
ng/mL IL-1B-val, 10 ng/mL TNF-a-val, 0,5 nM TGF-B-val, vagy 100 ng/mL IL-17-tel
kezeltiik 24 oran keresztiil, és a kezelések 1L19, IL20, 1L24, IL20RA, IL20RB, és IL22RA

mRNS expressziora kifejtett hatasat, valamint az IL-1B-val kezelt sejtek feliiluszojaban
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az IL-24 fehérje mennyiségét vizsgaltuk. Az epitél sejtek oxidativ karosodasat, és a
folyamatban az IL-24 szerepét modellezve a 96 lyuku lemezre kitett sejteket 1000 pM
H202—dal és 0,1 ng/mL IL-24-gyel kezeltiik 24 6ran keresztiil, és a kezelések IL1A, IL6
¢s TNF gyulladasos citokinek mRNS expressziojara kifejtett hatasat vizsgaltuk.

Az MTT és LDH tesztek kivitelezéséhez a sejteket 96 lyuku (10* sejt/lyuk, n=5 lyuk
kezelési csoportonként) sejttenyésztd lemezekre osztottuk és 200, 400, 600, 800, vagy
1000 uM H20,-dal és 0,1 ng/mL IL-24-gyel kezeltiik 24 6ran keresztiil.

A sejtapoptozis mértékének Annexin V teszttel torténd vizsgalatahoz a sejteket 6 lyuku
sejttenyésztd lemezekre osztottuk (3x10° sejt/lyuk, n=3 lyuk kezelési csoportonként) és
1000 uM H202-dal és 0,1 ng/mL IL-24-gyel kezeltiik 48 6ran keresztiil.

Minden kisérletben a tapfolyadékkal higitott vivoanyaggal kezelt sejtek szolgaltak
kontrollként.

3.2.3 Primer duodendlis miofibroblasztok

Kontroll gyermekek duodenum nyalkahartyajabol vett biopsziakbol — primer
miofibroblasztokat (pdMF) izolaltunk. A szoveteket 1 mg/ml kollagenazt (Sigma-
Aldrich) tartalmazé PBS-ben homogenizaltuk, majd 37 °C-on 30 percen at emésztettiik.
Ezutan a mintakat centrifugaltuk és PBS-sel mostuk, majd a szuszpendalt pelletet 20%
FBS tartalmi DMEM tapoldatba helyeztiik. A letapadt sejteket a-SMA festéssel
karakterizaltuk. Ezt kovetéen a pdMF-eket 10% FBS-t, valamint 1% penicillin-
streptomycin oldatot tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Gibco,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) tenyésztettiik 37°C-on 5% CO> tartalom mellett.
A sejtek tovabbi tenyésztése, illetve a veliik végzett kisérletek soran az FHs74Int sejteknél
leirtakhoz hasonl6an jartunk el.

A pdMF-ekkel végzett vizsgalataink soran a kovetkezd kisérleti elrendezéseket
alkalmaztuk:

Az RT-PCR és ELISA modszerrel végzett vizsgalatainkhoz a sejteket 6 (10° sejt/lyuk, 6
lyuk kezelési csoportonként), illetve 96 lyuka (10* sejt/lyuk, 5 lyuk kezelési
csoportonként) sejttenyésztd lemezekre osztottuk. A 6 lyukt lemezekre kitett sejteket az
FHs74Int sejteknél leirtakkal megegyez6 moddon kezeltik, és az ott felsorolt
génexpresszios valtozasokat, valamint az IL-1B-val és TNF-a-val kezelt sejtek

feliiluszojaban az I1L-24 fehérje mennyiségét vizsgaltuk. Az IL-24 sejtproliferaciot
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befolyasold szerepét modellezve a 96 lyuku lemezre kitett sejteket 10 ng/ml PDGF-B-vel
és 0,1 ng/mL IL-24-gyel kezeltiik 24 oran keresztil, és a kezelések PCNA, KI67,
CDKN1A ¢s TP53 sejtproliferaciot szabalyozo gének mRNS expresszidjara kifejtett
hatasat vizsgaltuk.

Az MTT és LDH tesztekhez a sejteket 96 lyukt (10* sejt/lyuk, n=5 lyuk kezelési
csoportonként) sejttenyészt lemezekre osztottuk, és 10 ng/ml PDGF-B-vel és 0,01, 0,1,
1, 10, vagy 100 ng/ml IL-24-gyel kezeltiik 24 6ran keresztiil.

lyuku targylemezekre osztottuk (2x10* sejt/lyuk), és 24 oran keresztiil 0.5 nM TGF-p-
val, vagy 0,1 ng/ml IL-24-gyel, valamint 0,5 nM TGF-B-val és 0,1 ng/ml IL-24-gyel
kezeltiik dket.

A Sirius Red teszthez a sejteket 96 lyuku (10 sejt/lyuk, n=>5 lyuk kezelési csoportonként)
sejttenyésztd lemezekre osztottuk, 0,5 nM TGF-B-val és 0,01, 0,1, 1, 10, vagy 100 ng/ml
IL-24-gyel kezeltiik 48 6ran keresztiil, és az [L-24 kollagén lerakodast befolyédsold hatasat
vizsgaltuk.

Minden kisérletben a tapfolyadékkal higitott vivéanyaggal kezelt sejtek szolgaltak
kontrollként.

3.2.4  Periféridas vérbol izolalt mononukledris sejtek (PBMC)

Glutén mentes diétat tartd coliakias (n=8, életkor 10,9+3 év), illetve kontroll (n=8, életkor
10,344,6) gyermekek frissen vett periférids vérmintaibol (TUKEB 58/2013)
mononukledris sejteket izolaltunk siiriiség gradiens centrifugalassal. A heparinos
vérvételi csObe gyljtott vért azonos térfogati PBS-sel higitottuk, és centrifugacsébe
ovatosan Histopaque-1077 poliszukréz oldatra (Sigma-Aldrich) rétegeztiik, majd
szobahdmérsékleten centrifugaltuk. A centrifugéalds hatdsdra a vér kiilonbozd sejtes
elemei, valamint a vérplazma siriiségiiknek megfelelden szétvaltak. A legfelso,
vérplazmat tartalmazd réteget eltavolitottuk, majd az ez alatt taldlhato, opdlos,
limfocitakbol és egyéb mononuklearis sejtetekbol allo réteget egy tiszta centrifugacsébe
atpipettaztuk. A sejteket 10% BSA-t tartalmazé PBS mosofolyadékkal kétszer mostuk, a
mosasok kozott egy centrifugdldsi 1épést alkalmazva. A masodik mosast kdvetden a
sejteket 10% FBS-t, valamint 1% penicillin-streptomycin oldatot tartalmazé RPMI 1640
médiumban (ATCC) szuszpendaltuk. A sejteket 24 lyuku (5x10° sejt/lyuk, 6 lyuk kezelési
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csoportonként) sejttenyésztd lemezekre osztottuk, és 100 ng/mL IL-1p-val, 10 ng/mL
TNF-a-val, 0,5 nM TGF-B-val, vagy 100 ng/mL IL-17-tel kezeltiik 24 6ran keresztiil. A
kezelések 1L19, 1L20, 1L24, IL20RA, IL20RB, ¢s IL22RA mRNS expressziora kifejtett
hatasat RT-PCR modszerrel, az IL-1B-val kezelt sejtek feliiliszojaban az 1L-24 fehérje
mennyiségét ELISA moddszerrel vizsgaltuk. A kezelések kontrolljaként tapfolyadékkal
higitott vivoanyaggal kezelt sejteket alkalmaztunk.

3.3 Molekularis biolégiai médszerek
3.3.1 Immunhisztokémiai festés

Az IL-24 és 1L-20RB szoveti lokalizacidjanak vizsgalatahoz a fagyasztott duodenalis
biopszia mintadkat Shandon Cryomatrix gyantaba (ThermoElectron Co., Madison, WI,
USA) agyaztuk, majd a beagyazast kovetéen 5 um vastag metszeteket készitettiink
belSliik. Metanol és aceton 1:1 aranyu elegyével torténé fixalast kovetden a metszeteket
szobahdmérsékleten 1 oran keresztiil 1:100 higitasu nytlban termelt anti-human IL-24
antitestettel (ab182567; Abcam, Cambridge, United Kingdom), IL-20RB antitestettel
(ab124332; Abcam), vagy az aktin rostokhoz kot6té Alexa Fluor 546 falloidinnel
(A22283; Thermo Fisher Scientific) jeloltiik. Tobbszori PBS-es mosas utan a metszeteket
az IL-24 és IL-20RB jelolések esetében az adott primer antitest elleni 1:200 higitast
szekunder Alexa Fluor 568 (Invitrogen) antitesttel inkubdltuk szobahdmérsékleten,
sOtétben, 30 percen keresztiil. A metszeteket desztillalt vizzel mostuk, majd a sejtmagokat
1:2000 higitast Hoechst 33342-vel (Sigma-Aldrich) festettilk. Végiill a mintakat
Vectashield médiummal (Vector Laboratories, Burlingame, Calif., USA) fedtik. A
jelolés specificitasanak ellendrzése, illetve az autofluoreszcencia kikiiszobolése végett a
festési kontrollként alkalmazott metszetek esetében a primer antitesttel valo jellési 1épést
kihagytuk. A szovetek festddését Nikon C2 konfokalis 1ézer szkenning mikroszkoppal
vizsgaltuk (Nikon, Minato, Tokyo, Japan).

3.3.2 Immuncitokémiai festés

Az FHs74Int duodenalis epitél sejtekben és a pdMF-ekben az IL-20RB lokalizacidjanak,

valamint az utobbi sejtek stresszrost halozatanak vizsgalatahoz a sejteket citokémiai
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festésre alkalmas 4 lyuk targylemezekre osztottuk és 24 6ran 4t 37°C-on inkubaltuk. Ezt
kovetden a sejteket PBS-sel mostuk, majd Cytofix/Cytoperm oldattal (BD Pharmingen,
San Diego, CA, USA) permeabilizaltuk szobahdmérsékleten 15 percen keresztiil. Ujabb
mosasi 1épés utan a sejteket szobahdmérsékleten 1 6ran keresztiil 1:100 higitasu nyulban
termelt anti-human IL-20RB antitestettel (ab124332; Abcam), 1:1000 higitast egérben
termelt anti-human o-SMA antitesttel (sc-53015; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
USA), vagy az aktin rostokhoz ko6t6té Alexa Fluor 546 falloidinnel (A22283; Thermo
Fisher Scientific) jeloltik. A jelolési id6 letelte utan a sejteket WashPerm oldattal (BD
Pharmingen) mostuk, majd az IL-20RB jelolés esetén 1:200 higitasu szekunder Alexa
Fluor 568 antitesttel, a-SMA jelolés esetén pedig Alexa Fluor 488 (Invitrogen) antitesttel
inkubaltuk szobahdémérsékleten, sotétben, 30 percen keresztiil. Desztillalt vizes mosast
kovetden a sejtmagokat 1:2000 higitast Hoechst 33342-vel (Sigma-Aldrich) festettiik. A
megfestett mintak fedését, a festési kontrollok elkészitését, valamint a mintak vizsgalatat

az Immunhisztokémiai festés cim fejezetben leirtakkal megegyezé modon végeztiik.
3.3.3 RNS izoldlds, reverz transzkripcio, polimerdz lancreakcio (PCR)

Vizsgalataink soran duodenalis nyalkahartya szovetb6l, FHs74Int sejtekbdl, pdMF-okbol
és PBMC-kbdl Geneaid Total RNA Mini Kit-et (Geneaid Biotech Ltd., New Taipei City,
Taiwan) alkalmazva izolaltunk RNS-t a gyartd protokolljanak megfeleléen. A kinyert
RNS mennyiségét és mindségét NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (BCM, Huston,
TX, USA) hataroztuk meg. Mintanként 500 ng mennyiségli RNS-bdl komplementer
DNS-t szintetizaltunk Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) reagensekkel a gyarto utasitdsainak megfelelden.
A val6s idejii RT-PCR méréseket LightCycler 480 SYBR Green | Master enzyme mix
(Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) reagenssel, LightCycler 480 (Roche
Diagnostics, Mannheim, Németorszag) automatan végeztiik. A vizsgalni kivant génekre
specifikus primereket az NCBI (National Center for Biotechnology Information)
nukleotid adatbdzisdban talalhato szekvenciakra terveztiik, melyeket az Integrated DNA
Technologies (IDT, Coralville, lowa, USA) készitett el. A kiilonboz6 célmolekulak
mRNS expresszidjat az RPLPO haztartasi gén hanyadosaként hataroztuk meg az x= 24P
képlet alapjan [178]. A valos idejiit RT-PCR reakciok soran alkalmazott specifikus primer
parokat a 2. tablazatban tiintettiik fel.
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2. tablazat. Valos idejii RT-PCR mérések soran hasznalt primerek jellemzéi.

F: forward primer; R: reverse primer; bp: bazispar; Ta: optimalis anellaciés homérséklet

Gén s’\zlglzgl:er:g{é Primer parok Eeorsr:z(;k Ta
ACTA2[179] NM_001141945.2 ;': 2 ég;g?g ggg i?glé; ﬁg;gg G3TT 3 111bp  58°C
ctolm oo © S ACSSASSOTCSCTICACCIIEATS s
cooun s &8 TS TACCCTICTECETECCICACS S oty e
oL wooomss & 5 CTOCSCOSOCSCEANTE T ot e
cosr mwowmos [ 5 CICCCCTCRCTOMATEECIACT, tia s6C
i e G 3 SSCTCCEACCRCSAANICISCT ks
LA wwowsse [ SCCTCATIGATCATC I STt wc
Ls  wsome & S CACETICSCAMTCTONTATS gy i
o wwowes L S SSCCMATICCTTCTACOTONT ot sive
Lo s O A T ey 1t
Loms s &5 SCTOCCOACCAACATOTCAMATY ity suc
L o [ S CCCECTACCTOCoORCTO St 50
s wwowos [ S MASATSSCTCRMAASATOSATS wamp sic
e et © aw sic
Lo weomsos [ SASSSSSTITEIOCTATICCS s wc
on awomsszz & 5 SCOSTETORSESETCCACASTA T aaty o
Pleo  wwonoms L S CSOSCANTSISSOTTIOIT IS aew s
vait wwaswms £ S SCCATCTCCOOACEOAACT T, s e
vz wwoosse b 5 CSCSCICETICTS RS o ae
s i oozeies b 5 ICCTCTSSCCCTECCASCATT S e
e awoesme b SCASCCOCICCCCMOMEAAT  mm e
F:  5-GAG GCT GCC AAC CGG AAC AAT GAC -3'
VIM NM_003380.4 R: 5-TCCTGCAGGCGGCCAATAGTGTCT-3 203bp 60°C
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3.3.4 Fehérje izolalds, Western-blot

A vizsgélt duodenalis nyalkahartya szovetmintakat lizis pufferben (10 pg/ml leupeptin,
10 pg/ml aprotinin, 1% Triton-X 100, 0,1 M Tris-HCI (pH=8), 1 mM etilén-glikol-
tetraecetsav (EGTA), 5 mM NaF, 1 mM fenil-metil-szulfonil fluorid (PMSF), 10 mM
NaszVOs (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)) homogenizaltuk. A feliiluszok
Osszfehérje koncentracigjat spektrofotometrias modszerrel, Bradford reagenssel
hataroztuk meg (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A mintdkhoz Leammli-féle
treatment puffert (30% glicerol, 20% B-merkaptoetanol, 0,7 M SDS, 0,25 M Tris-HCI
pH=6,8) adtunk, majd 5 percig 100°C-on denaturaltuk Oket. Ezt kovetéen 4-20%-0s
gradiens natrium-dodecil-szulfat (SDS)-poliakrilamid gél (Mini-Protean TGX, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) zsebeibe 20 ng 0Osszfehérjének megfeleld
mintamennyiségeket, illetve molekulasuly markert (Precision Plus ProteinTM Dual
Color, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) vittiink fel. Az elektroforézist
(PowerPac Basic Power Supply, Bio-Rad Laboratories) 200 V fesziiltség mellett
végeztiik 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS tartalmu futtat6 pufferben. Ezt kvetden
a szeparalt fehérjéket az SDS-poliakrilamid gélrél 0,2 uM pdrusméretli nitrocelluloz
membranra (Trans-Blot Turbo Transfer Pack, Bio-Rad Laboratories) blottoltuk (Trans-
Blot Turbo Transfer system, Bio-Rad Laboratories). A fehérjetranszfer sikerességét 1%
Ponceau (Sigma Chemical Co., MO, USA) és 25% ecetsav (Reanal, Budapest,
Magyarorszag) tartalmt festékkel ellendriztiik. A blotmembranok aspecifikus
kothelyeinek gatlasara a membranokat szobahdmérsékleten, 1 6ran keresztiil, 6vatos
razatas mellett blokkold oldatban (5% zsirmentes tejpor TBS pufferben) inkubaltuk.
Blokkolast kovetéen a membranokat az elsédleges human 1L-24 (ab182567; Abcam), a-
SMA, fibronektin (FN) (ab2413; Abcam), illetve gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(GAPDH) (sc-47724; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) specifikus
ellenanyagokkal jelltiik 4°C-on 24 6ran keresztiil. A jeldléshez az I1L-24 antitest 1:1000-
es, a-SMA antitest 1:10000-es, a FN és GAPDH antitestek 1:2000-es higitasat
alkalmaztuk, melyeket moso oldattal készitettiink el (1% zsirmentes tejpor, 0,05%
Tween™ 20 detergens, TBS puffer). A mosasi 1épéseket kovetéen mosooldatban 1:2000-
re higitott tormaperoxidaz-konjugalt masodlagos antitesttel (Santa Cruz Biotechnology)
1 oran keresztiil, szobahOmérsékleten inkubaltuk a membranokat. Az immunoreaktiv

helyek kemilumineszcens szignaljat ECL (enhanced chemieluminescence) reagens

33



DOI:10.14753/SE.2022.2665

(Western Blotting Luminol Reagent, GE Healthcare, Waukesha, WI) hozzaadasaval
detektaltuk VersaDoc S000MP képalkoto rendszer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA) segitségével. Eredményeinket a Quantity One szoftverrel (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) denzitometraltuk és értékeltiik. A vizsgalt fehérjék relativ
mennyiséget a GAPDH bels6 kontroll hanyadosaként, a kontroll szovetben kapott értékre

normalizalva adtuk meg.
3.3.5 Enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgdlat (ELISA)

Az FHs74Int sejtek, pdMF-ek, és PBMC-k IL-24 fehérjetermelésének mérése a
Sejtkulturak és kezelések fejezet vonatkozd bekezdésében ismertetett kezeléseket
kovetden 24 oraval vett feliilliszo mintdkbol tortént. A mérést Human DuoSet ELISA Kit
(R&D Systems) segitségével végeztiik a gyartd protokollja szerint. Specialis feliiletli, 96
lyukt lemez lyukaiba az IL-24-et felismerd antitestet adagoltunk, amely a 24 0rés,
sOtétben, szobahdémérsékleten vald inkubalds alatt a lemez aljadhoz kotodott. Mosast
kovetden a lyukak feliiletének antitesttel nem boritott részeit 1%-0s BSA oldattal
blokkoltuk. Ezt kovetéen a lyukakba bemértiik a kalibracios sor elemeit, illetve a
sejtfeliiliszd mintdkat, és a lemezt szobahOmérsékleten, 2 6rdn keresztiil ovatosan
razattuk. Az inkubaciods 1d0 letelte utan a standardokat és a mintakat eltavolitottuk, és
mosasi lépések beiktatasaval a lemezt 2 6ran keresztiil szobahdmérsekleten biotinnal
kapcsolt detektald antitesttel, majd 20 percen &t sotétben, szobahOmérsékleten
sztreptavidin-torma-peroxidaz ~ oldattal  inkubaltuk.  Végil minden lyukba
tetrametilbenzidin és H20> tartalmu szubsztrat oldatot adagoltunk. A szinreakciot 20 perc
elteltével 2N kénsav hozzdadasaval allitottuk le. Az egyes lyukak abszorbanciajat 450
nm-en, Hidex Chameleon Microplate Reader (Triathler, Plate Chameleon, 300SL
Lablogic Systems, Inc. Brandon, FL, USA) segitségével, MikroWin szoftverrel mértiik.

A hattér fényelnyelését 570 nm-en hataroztuk meg.

3.3.6 MTT sejtproliferdcios és viabilitds teszt

crer

Sejtkulturak és kezelések cimii fejezet vonatkozd bekezdésében ismertetett kezeléseket
kovetden 24 oraval tortént. A sejtek médiumahoz (100 pl/lyuk) 1/10 térfogatnyi (10 pl),

steril vizben oldott, 5 mg/ml toménységli Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma-
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Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) festékoldatot hozzaadva a sejteket tovabbi 4 6ran at
termosztatban inkubaltuk. Ezutan eltavolitottuk a médiumot a sejtekrdl, és a benniik
felhalmozodott, a metabolikus aktivitasukkal ardnyos mennyiségii festéket 100 ul
DMSO-etanol 1:1 aranyu elegyével elualtuk. A kioldott festék abszorbancidjat 570 nm-
en, Hidex Chameleon Microplate Reader (Triathler, Plate Chameleon, 300SL Lablogic
Systems, Inc. Brandon, FL, USA) segitségével, MikroWin szoftverrel mértiik. A hattér

fényelnyelését 690 nm-en hataroztuk meg.
3.3.7 LDH citotoxicitas teszt

Az FHs74Int sejteket és pdMF-eket a Sejtkulturdk és kezelések fejezet vonatkozo
bekezdésében leirtak szerint kezeltiik és a citotoxikus hatast 24 ora elteltével vizsgaltuk.
A sejtek feliilusz6jahoz 96 lyuku lemezen azonos térfogat (40-40 pl) LDH reagenst (109
mM tejsav, 3,3 mM B-nikotinamid-adenin-dinukleotid-hidrat, 2,2 U/ml diaforaz, 3 mM
Tris, 30 mM HEPES, 10 mM NacCl, 350 uM Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid; minden
reagenst a Sigma Aldrich-t6l szeretiink be) adagoltunk, és a lemezeket 1 oran at
termosztatban inkubdltuk. A citotxicitas mértékével ardnyos abszorbanciat, valamint a
hattér fényelnyelését az MTT sejtproliferdcios és viabilitds teszt bekezdésben leirtakkal

azonos modon hataroztuk meg.
3.3.8 Aramlisi citometrids Annexin V apoptozis teszt

Az FHs74Int sejteket a Sejtkulturdk és kezelések fejezet vonatkozo bekezdésében leirtak
szerint kezeltiik és az apoptdzis mértékét 24 ora elteltével vizsgaltuk FITC Annexin V
apoptozis detektald Kit I segitségével (BD Pharmingen) a gyart6 protokollja szerint. A
sejteket PBS-es mosast kovetéen 1X Binding Buffer-ben szuszpendaltuk, majd FITC
Annexin V és propidium-jodid (PI) festékeket hozzaadva sotétben szobahdmérsékleten 1
oran keresztiil inkubaltuk. Ezt kdvetden a megfestett mintakat 1X Binding Buffer-rel
higitottuk. A mérést BD FACSAriaTM aramlasi citométerrel (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) végeztiikk. A vizsgalhato sejteket méret (forward scatter) és granulaltsag (side
scatter) szerinti szoéras alapjan hataroltuk be. Minden kezelési csoportbol 10.000 sejtet
szamoltunk le. Az ¢l (Annexin V és PI negativ), korai apoptotikus (Annexin V pozitiv),

illetve késbi apoptotikus és halott sejteket (Annexin V és PI pozitiv) festédésiik alapjan
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azonositottuk. Az eredményeket ezutdn BD CellQuestTM Pro (BD Biosciences) szoftver
segitségével értékeltiik ki.

3.3.9 Kollagén lerakodast kimutato Sirius Red teszt

A pdMF-ek altal termelt kollagén mennyiségének meghatirozasa Sirius Red teszttel
tortént. A Sejtkulturak és kezelések fejezet vonatkozd bekezdésében leirtak szerinti 48
oras kezelést kovetden a sejtekrdl eltavolitottuk a médiumot, és PBS oldattal 6vatosan
mostuk. A sejteket Kahle fixaloé oldatban inkubaltuk szobahémérsékleten 10 percen
keresztiil, majd PBS-sel mostuk. Ezt kovetden a sejteket Sirius Red festékoldatban (0,1%
DirectRed80 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 1,2% pikrinsavban oldva)
szobahémérsékleten 30 percig inkubaltuk. A be nem kot6dott festéket desztillalt vizzel
tavolitottuk el. A sejtek altal termelt kollagénnel aranyos mennyiségii, bek6tddott festéket
0,1 M-os NaOH oldattal elualtuk, abszorbanciajat 544 nm-en, Hidex Chameleon
Microplate Reader (Triathler, Plate Chameleon, 300SL Lablogic Systems, Inc. Brandon,
FL, USA) segitségével, MikroWin szoftverrel mértiik. A hattér fényelnyelését 690 nm-

en hataroztuk meg.

3.3.10 Miofibroblasztok stresszrost orientdciojanak, morofologidjanak vizsgdlata

grafikus analizissel

A Sejtkulturak és kezelések fejezet vonatkozo bekezdésében ismertetett kezeléseket
kovetden 24 oraval a pdMF-ek a-SMA pozitiv stresszrostjait az Immuncitokémiai festés
alakjat grafikus modszerrel vizsgaltuk. Kezelési csoportonként 35-40 véletlenszerlien
kivalasztott sejtr6l Olympus IX81 fluoreszcens mikroszkoppal (Olympus Corporation,
Tokyo, Japan) 100x nagyitast olajimmerzids objektivet alkalmazva készitettiink képet.

Annak érdekében, hogy az adott sejt teljes stresszrost-haldzatara jellemz6 informaciot
kapjunk, minden sejtben legaldbb 20 stresszrostnak a sejt hosszanti tengelyével bezart
sz0gét hataroztuk meg Imagel] 1.48v szoftver segitségével (The National Institutes of
Health, Bethesda, MD) [180]. A sejtek stresszrostjainak parhuzamossagat a

meghatarozott d6lésszogek 95%-os konfidenciaintervallumaval jellemeztiik.
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A sejtek alakjat a korkorosségi indexiik (circularity index) meghatarozasa révén
jellemeztiik. Az egyes sejtek teriiletét és keriiletét Imagel szoftver segitéségével

kvantifikaltuk. A korkorosségi indexet az alabbi egyenlet alapjan szamoltuk ki.
korkorosségi index = 4 X X (terﬁlet/kerﬁletz)

A kapott adatok 0 és 1 kozotti értéket eredményeznek. A tokéletes kor korkorosségi

indexe 1, egy vonalé 0.

3.4 Statisztika

Az adatsorok statisztikai értékelését GraphPad Prism 6.01 szoftverrel (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA) végeztiik. Az adatok normal eloszlasat Kolmogorow
Smirnov teszt segitségével vizsgaltuk. Mivel a valos ideji RT-PCR, Western-blot,
eloszlas feltétele nem teljesiilt, adatsoraink tovabbi kiértékelése soran Mann-Whitney U-
tesztet (két csoport esetén), vagy Kruskal-Wallis tesztet (tobb csoport esetén)
hasznaltunk. Az MTT, LDH, Annexin V és Sirius Red tesztekbdl szarmazé adatsorok
Osszehasonlitdsat tobbszoros t-teszt, illetve két-szempontos variancianalizis (ANOVA)
segitségével végeztiik el. Tobbcsoportos analizis esetén a paronkénti 6sszehasonlitdshoz
Dunnett-féle post-hoc tesztet alkalmaztunk. A betegek biopszidiban mért relativ
génexpresszio €s legfobb klinikai paramétereik kozti Osszefliggéseket Pearson-féle
korrelacids analizissel vizsgaltuk. A Pearson-féle koefficiens értékek (r) értelmezését a 3.
tablazatban foglaltuk Ossze. A statisztikailag szignifikans eltéréseket a p<0,05
valoszinliségi érték teljesiilése esetén kiillonb6zo szimbolumokkal jeloltiik. A szemléltetd

grafikonokon atlag és szoras (SD) lathato.
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3. tablazat. Pearson-féle korrelacids koefficiens értékek (r) értelmezése.

Korrelacios koefficiens értékek

Osszefiiggés mértéke

09<<1 Nagyon szoros kapcsolat
0,7<1r<0,9 Szoros kapcsolat
0,5<r<0,7 Ko6zepes kapcsolat
0,3<r]<0,5 Gyenge kapcsolat

0<[<03 Elhanyagolhat6 kapcsolat
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4 EREDMENYEK

4.1 Az 1L-19, -20, -24, IL-20RB, a-SMA és FN mennyiségének vizsgalata

coliakias és kontroll gyermekek duodenum nyalkahartyajaban

Az 1L-19, -20, -24 mRNS expressziojat valds idejiit RT-PCR segitségével, az 1L-24, FN
¢s a-SMA fehérjék mennyiségét Western-blot modszerrel hataroztuk meg colidkids és
kontroll gyermekek vékonybél biopsziaiban. Mig a colidkiaban szenvedd gyermekek
mintaiban fokozott IL24 mRNS expressziot detektaltunk a kontroll mintdkhoz képest (3.
abra/c), az IL19 mRNS mennyiségében nem talaltunk kiilonbséget a vizsgalt csoportok
kozott (3. abra/a), az I1L20 mRNS jelenlétét pedig egyik csoportban sem tudtuk kimutatni
(3. abra/b). A bélszovetben mért IL-24 mMRNS expresszid nagysaga nem mutatott
korrelaciot a betegek klinikai paramétereivel (4. abra). A beteg populacid szovetmintait a
kontrollokéval Osszehasonlitva a betegekben magasabb IL-24, FN ¢és a-SMA
fehérjemennyiséget (3. abra/d-g), illetve foként a kriptak epitél sejtjeiben fokozott IL-24
¢és IL-20RB immunpozitivitast detektaltunk (3. abra/i).
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3. abra. Az IL-19, IL-20, IL-24, IL-20RB, a-SMA és FN expresszidoja coliakias
gyermekek duodenum nyalkahartyajaban. Kontroll (n=14) és coliakias (CD, n=14)
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gyermekek duodenum biopsziainak I1L19 (a), IL20 (b) és IL24 (c) mRNS expresszidjat
valos idejii RT-PCR-rel, az RPLPO expresszido hanyadosaként hataroztuk meg. Kontroll
(n=11) és colidkias (n=13) gyermekek duodenum biopszidinak IL-24 (d, g), FN (e, g) és
a-SMA (f, g) fehérjemennyiségét Western-blot modszerrel, a GAPDH (Q)
mennyiségének hanyadosaként hataroztuk meg. A diagramokon az atlag + SD adatokat
tiintettiik fel. *p<0,05 vs. kontroll (Mann-Whitney U-teszt). Az IL-20RB (piros) jelenlétét
FHs74Int és pdMF sejteken (h), illetve az [L.-24 (z6ld) és IL-20RB (piros) lokalizaciojat
kontroll és coliakias gyermekekbdl szarmazd duodenum biopszias mintakon (i)
immunfluoreszcens festéssel hataroztuk meg. A sejtmagokat Hoechst 33342 (kék)
festékkel tettiik lathatova. A kinagyitott metszeti régidkat fehér négyzettel jeloltiik. Skala:
100 pm és 50 pm.
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4. abra. A coliakias betegek bélszovetében mért 1L24 expresszidja és a fobb klinikai
paraméterek kozott végzett korrelacios vizsgalat eredménye. A colidkias betegek
duodenalis biopsziajaban valds idejii RT-PCR segitségével meghatarozott relativ 1L24

mRNS expresszid6 mértékét a betegek ¢életkordval, a szdvettani vizsgalat soran
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meghatarozott Marsh pontszammal, intraepitelialis limfocitaszdmmal (IEL), a szérumban
mért szoveti transzglutamindz ellenes (tTG) IgA és IgG mennyiséggel, illetve C-reaktiv
protein (CRP) szinttel hasonlitottuk 6ssze. A paraméterek kozti 6sszefliggést Pearson-

féle korrelaciods analizissel vizsgaltuk. r: Pearson-féle korrelacios egyiitthato

4.2 Az IL-1B, TNF-a, TGF-B és IL-17 kezelések hatiasa az IL-19, -20, -24,
valamint az IL-20RA, IL-20RB és IL-22RA receptor alegységek expresszidjara

4.2.1 FHs74Int vékonybél epitél sejtek

Az IL-20 citokin alcsalad tagjainak (5. abra), illetve receptor alegységeinek (7. abra)
mRNS expresszigjat valds idejii RT-PCR segitségével vizsgaltuk kiilonbozo, a
coliakiahoz kdthetd faktorokkal torténd kezeléseket kovetéen. Az IL-24-et mRNS szinten
upregulald citokinek hatasanak fehérje szintli vizsgalatdhoz ELISA moddszert
alkalmaztunk.

Mig az IL-18 kezelés (5. abra/a) fokozta, addig a TNF-a (5. abra/b) és az IL-17 kezelés
(5. abra/d) csokkentette az FHs74Int sejtek 1L19, IL20 és IL24 mRNS expressziojat. A
TGF-B kezelés fokozta az IL20 expresszidjat (5. 4bra/c). Osszhangban az RT-PCR
eredményekkel, az IL-18 kezelés fokozta az IL-24 fehérje mennyiségét a sejtek
feliluszojaban (6. abra). A kezeléseknek a receptor alegységek MRNS expresszidjara
kifejtett hatadsa joval heterogénebbnek bizonyult. Az IL1-B fokozta az IL20RB, és
csokkentette az IL22RA expressziojat (7. abra/a), a TNF-a kezelés pedig csokkentette az
IL20RA mRNS expressziot (7. abra/b). A TGF-B csokkentette az IL20RA és IL22RA
expresszidjat, viszont fokozta az IL20RB mRNS mennyiségét (7. abra/c). Az IL-17
kezelés csak az IL22RA mRNS expressziojat csokkentette (7. abra/d).
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5. abra. Az IL-18 (a), TNF-a (b), TGF-B (c) és IL-17 (d) kezelések hatasa az
FHs74Int sejtek 1L19, 1L20 és I1L24 mRNS expressziojara. A sejtek 1L19, 1L20 és 1L24
mRNS expressziojat a kiilonb6z6 kezeléseket kovetden valos ideji RT-PCR-rel, az
RPLPO expresszioé hanyadosaként hataroztuk meg. A diagramokon atlag + SD adatokat
tiintettiink fel (n=6). *p<0,05 vs. kontroll (Mann-Whitney U-teszt).
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6. abra. Az IL-18 kezelés hatiasa az FHs74Int sejtek 1L-24 termelésére. Az IL-24
fehérje mennyiségét a sejtek feliiluszojaban ELISA modszerrel hatdroztuk meg. A
diagramokon atlag + SD adatokat tiintettiink fel (n=6). *p<0,05 vs. kontroll (Mann-
Whitney U-teszt).
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7. abra. Az IL-18 (a), TNF-a (b), TGF-B8 (c¢) és IL-17 (d) kezelések hatisa az
FHs74Int sejtek IL20RA, IL20RB és IL22RA mRNS expressziojara. A sejtek IL20RA,
IL20RB és IL22RA mRNS expressziojat a kiilonbozoé kezeléseket kdvetden valos idejii
RT-PCR-rel, az RPLPO expresszio hanyadosaként hataroztuk meg. A diagramokon atlag
+ SD adatokat tiintettiink fel (n=6). *p<0,05 vs. kontroll (Mann-Whitney U-teszt).

4.2.2 Primer duodendlis miofibroblasztok

Az IL-20 citokin alcsalad tagjainak (8. abra), illetve receptor alegységeinek (10. &bra)
mRNS expressziojat valos idejii RT-PCR segitségével vizsgaltuk kiilonbozd, colidkidhoz
kothetd faktorokkal torténd kezeléseket kovetden. Az 1L-24-et mRNS szinten upregulalod

citokinek hatasanak fehérje szintli vizsgalatahoz ELISA mddszert alkalmaztunk.
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Az IL-18 és a TNF-o kezelés (8. abra/a, b) fokozta az IL19, IL20 és 1L24 mRNS

expressziojat. TGF-B kezelést kovetden fokozott IL20 expressziot detektaltunk. Az 1L-17

kezelés egyik citokin expressziojat sem befolyasolta. Osszhangban az mRNS szinti

eredményekkel, az IL-1B ¢és a TNF-a kezelés fokozta az 1L-24 fehérje mennyiségét a

sejtek feliiliszojaban (9. abra). A receptor alegységekre kifejtett hatasokat vizsgalva azt
tapasztaltuk, hogy mig az IL-18 (10. abra/a), TNF-a (10. dbra/b) és TGF-B (10. abra/c)
kezeléseket kovetden csokkent, vagy nem valtozott az IL20RA ¢és IL22RA mRNS

expresszioja, addig mindharom kezelés fokozta az IL20RB mennyiségét. Az IL-17
kezelés fokozta a pdMF sejtek IL22RA expressziojat (10. abra/d).
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8. abra. Az IL-18 (a), TNF-a (b), TGF-8 (c) és IL-17 (d) kezelések hatasa a pdMF
sejtek 1L19, 1L20 és 1L24 mRNS expressziojara. A sejtek 1L19, IL20 és IL24 mRNS

expresszidjat a kiilonb6zé kezeléseket kovetdéen valos idejit RT-PCR-rel, az RPLPO
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expresszid hanyadosaként hatdroztuk meg. A diagramokon atlag + SD adatokat

tiintettiink fel (n=6). *p<0,05 vs. kontroll (Mann-Whitney U-teszt).
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9. abra. Az IL-16 és TNF-a kezelés hatasa a pdMF-ek IL-24 termelésére. Az IL-24
fehérje mennyiségét a sejtek feliiliszojaban ELISA modszerrel hatdroztuk meg. A
diagramokon atlag + SD adatokat tiintettiink fel (n=6). *p<0,05 vs. kontroll (Mann-
Whitney U-teszt).
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10. abra. Az IL-18 (a), TNF-a (b), TGF-8B (c) és I1L-17 (d) kezelések hatisa a pdMF
sejtek IL20RA, IL20RB és IL22RA mRNS expressziojara. A sejtek IL20RA, IL20RB
és IL22RA mRNS expresszidjat a kiilonbozo kezeléseket kovetden valos idejii RT-PCR-
rel, az RPLPO expresszi6 hanyadosaként hataroztuk meg. A diagramokon atlag + SD
adatokat tlintettiink fel (n=6). *p<0,05 vs. kontroll (Mann-Whitney U-teszt).

4.2.3 Periféridas vérbol izolalt mononukledris sejtek

Az 1L-19, -20 és -24 mRNS expresszidjat valos idejii RT-PCR segitségével hasonlitottuk
0ssze kontroll és GFD-t tart6 coliakias gyerekek PBMC-iben (11. abra), valamint a diétat
tartdé betegekbdl szarmazo PBMC-kben coliakiahoz kothetd faktorokkal —torténd
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kezeléseket kovetden. Az IL-24-et mRNS szinten upregulélo citokinek hatdsanak fehérje
szintll vizsgalatdhoz ELISA moédszert alkalmaztunk.

Vizsgalataink sordn a coliakias betegekbdl szarmazo PBMC-k fokozott 1L19 (11. abra/a)
és 1L24 (11. abra) mRNS expresszidjat tapasztaltuk a kontroll csoporthoz képest. 1L20
mRNS expressziot egyik populacié mintaiban sem tudtunk Kimutatni (11. abra/b).

A beteg gyermekekbdl szarmazé PBMC-k esetében az IL-18 kezelés fokozta (12. abra/a),
a TGF-B kezelés pedig csokkentette (12. abra/c) az IL19 és 1L24 mRNS expresszidjat.
IL20 mRNS expressziot egyik kezelést kovetéen sem tudtunk kimutatni (12. abra/a-d).
Az IL-18 kezelés fokozta az IL.-24 fehérje mennyiségét a sejtek feliiluszojaban (13. dbra).
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11. abra. Az I1L19, IL20 és I1L24 mRNS expresszioja kontroll, valamint GFD-t tarté
coliakias gyermekek (CD) PBMC sejtjeiben. A sejtek IL19, 1L20 és IL24 mRNS
expressziojat valos idejii RT-PCR-rel, az RPLPO expresszié hanyadosaként hataroztuk
meg. A diagramokon atlag + SD adatokat tiintettiink fel (n=8). ND: nem detektalhato.
*p<0,05 vs. kontroll (Mann-Whitney U-teszt).
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12. abra. Az IL-18 (a), TNF-a (b), TGF-8 (c) és 1L-17 (d) kezelések hatasa a GFD-t
tarté coliakias gyermekekbdl szarmazé PBMC-k IL19, IL20 és 1L24 mRNS
expressziojara. A sejtek I1L19, I1L20 és IL24 mRNS expressziojat a kiilonbozo
kezeléseket kovetéen valds idejii RT-PCR-rel, az RPLPO expresszi6 hanyadosaként
hataroztuk meg. A diagramokon atlag + SD adatokat tiintettiink fel (n=6). ND: nem
detektalhatd *p<0,05 vs. kontroll (Mann-Whitney U-teszt).
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13. abra. Az IL-18 kezelés hatasa colidkias gyermekbol szarmazo PBMC-k 1L-24
termelésére. Az IL-24 fehérje mennyiségét a sejtek feliiliszdjaban ELISA modszerrel
hataroztuk meg. A diagramokon atlag + SD adatokat tiintettliink fel (n=6). *p<0,05 vs.
kontroll (Mann-Whitney U-teszt).

4.3 Az oxidativ stressz hatasa a vékonybél epitél sejtjeire

A Dbélnyélkahartya epitél sejtjeinek vazrendszerét a filamentaris aktinhoz k&tddd
falloidinnel jel6ltiik, majd fluoreszcens mikroszkop segitségével vizualizaltuk.

Az egészséges bélnyalkahartya esetében az epitél sejtek erételjes, apikalis, bazalis, illetve
lateralis festodését tapasztaltuk mind a bélbolyhok, mind a kriptak enterocitainak
korvonalanak megfelelden. A coliakias betegekbol szarmazo mintakat vizsgalva azonban
az epitél sejtek kontrasztos festddése helyett szemcsés jelet figyeltiink meg a sejtek

citoplazmajaban, a lateralis fluoreszcens szignal szinte teljesen eltiint (14. abra).
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14. abra. Duodenalis epitél sejtek sejtvazkarosodasa coliakias betegbél (CD)
szarmazé biopszias mintaban. Az aktin sejtvaz allapotat falloidin festést kovetéen
(narancs), fluoreszcens mikroszkép segitségével vizualizaltuk kontroll és coliakias
gyermekekbdl szarmazd vékonybél biopsziamintakon. A sejtmagokat Hoechst 33342
(kék) festékkel tettiik lathatova. A kinagyitott metszeti régiokat fehér négyzettel jeloltiik.
Skala: 100 um és 50 pm.

Hasonlo valtozast figyeltink meg az FHs74Int duodenalis epitél sejtek oxidativ
karosodasat vizsgalva (15. abra). A kezeletlen sejtek sejtvaza ép, amit az aktin rostszerti
halozata jelez. Ezzel szemben H2O; kezelés hatasara az addig filamentaris aktin pontszer(i
aggregatumokat képez, valamint jol megfigyelheté az oxidativ stressz indukalta

citotoxicitas is, amelyre az abran fehér nyilakkal jel6lt, elhalt sejtek maradvanyai utalnak.
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15. abra. FHs74Int duodenalis epitél sejtek sejtvazkarosodasa oxidativ stressz
hatasara. Az aktin sejtvaz allapotat falloidin festést kovetden (narancs), fluoreszcens
mikroszkép segitségével vizualizaltuk FHs74Int sejteken 1000 uM H202 kezelést
kovetden. A sejtmagokat Hoechst 33342 (kék) festékkel tettiik lathatova. A fehér nyilak
elhalt sejtek maradvanyaira mutatnak. A kinagyitott metszeti régiokat fehér négyzettel

jeloltik. Skala: 500 um és 50 um.

4.4 Az IL-24 kezelés hatasa a vékonybél epitél sejtekre

Az IL-24 epitél sejtekre kifejtett hatdsanak vizsgalata eldtt igazoltuk, hogy a modellként
alkalmazott FHs74Int duodenalis epitél sejteken megtalalhato a citokin két heterodimer

receptoranak kozos, IL-20RB alegysége (3. abra/h). Ezt kovet6en az I1L-24-nek az epitél
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sejtek oxidativ karosodasara gyakorolt hatasat H>O»-dal kezelt sejteken vizsgaltuk (16.
abra). Ahogy az MTT (16. abra/a), LDH (16. abra/b), valamint Annexin V apoptozis (16.
abra/c) mérések eredményei mutattak, a H.O, nagyfoku sejtelhalast eredményezett,
amelyet az IL-24 kezelés mérsékelt. Génexpressziés méréseink alapjan az 1L-24
csokkentette az oxidativ stressz altal indukalt IL1A, IL6, valamint TNF gyulladasos
citokinek mRNS expressziojat (16. abra/d-g).
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16. abra. Az IL-24 kezelés hatiasa az FHs74Int sejtek életképességére H202 kezelést
kovetden. A sejtek talélését a H2Oz -dal vald indukciot kovetéen MTT viabilitas- (),

LDH citotoxicitas- (b) és Annexin V apoptozis tesztek (c) segitségével vizsgaltuk. Az
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MTT ¢és LDH tesztek eredményeit a kezeletlen csoport (0 uM H202 kontroll)
atlagértékéhez viszonyitva, az Annexin V apoptdzis teszt eredményét pedig a teljes
sejtpopulaciohoz viszonyitott szazalékos értékekként abrazoltuk. A sejtek IL1A (d), IL1B
(e), IL6 (f) és TNF (g) mRNS expressziojat valos idejiit RT-PCR-rel, az RPLPO expressziod
hanyadosaként hataroztuk meg. A diagramokon atlag + SD adatokat tiintettiink fel (a, b,
d: n=5, c: n=9). *p<0,05 vs. 0 uM H>0> kontroll (két-szempontos ANOVA, Dunnett-féle
post-hoc teszt); #p<0,05 vs. IL-24 + 0 uM H>0 (két-szempontos ANOVA, Dunnett-féle
post-hoc teszt); §p<0,05 kontroll vs. IL-24 az adott H.O2 koncentracio mellett
(tobbszoros t-teszt, Dunnett-féle post-hoc teszt); $p<0,05 vs. kontroll (két-szempontos
ANOVA Dunnett-féle post-hoc teszt); €p<0,05 vs. H.O2 (két-szempontos ANOVA,

Dunnett-féle post-hoc teszt)

45 Az IL-24 kezelés hatasa a duodenalis miofibroblasztokra

Az IL-24 duodendlis miofibroblasztokra kifejtett hatdsdnak vizsgalata el6tt igazoltuk,
hogy a modellként alkalmazott pdMF-eken megtalalhatdo a citokin két heterodimer
receptoranak kozos, IL-20RB alegysége (3. abra/h).

45.1 Az IL-24 Kezelés hatdsa a duodendlis miofibroblasztok proliferdaciojara

Az IL-24 citokin hatasat a miofibroblasztok proliferaciojara PDGF-B-vel kezelt pdMF-
eken vizsgaltuk (17. abra). Az MTT teszt (17. abra/a) eredménye Szerint az IL-24
mérsékelte az endogén, illetve a PDGF-B altal kivaltott sejtproliferaciot, az LDH teszt
(17. abra/b) alapjan a sejtek életképességét viszont nem befolyasolta. Génexpresszios
méréseink alapjan az IL-24 csokkentette a PDGF-B kezelés altal indukalt PCNA ¢és K167
proliferaciés markerek mRNS expresszidjat, de nem befolyasolta a CDKN1A és TP53
apoptotikus markerek szintjét (17. abra/c-f).
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17. abra. Az 1L-24 kezelés hatasa a pdMF sejtek proliferaciojara PDGF-B kezelést
kovetoen. A sejtek proliferacidjat és a cytotoxicitas mértékét MTT (a) és LDH (b) tesztek
segitségével vizsgaltuk. Az MTT és LDH tesztek eredményeit a kezeletlen csoport (0
ng/ml IL-24 kontroll) atlagértékéhez viszonyitva abrazoltuk. A sejtek PCNA (c), KI67 (d),
CDKNI1A (e), és TP53 (f) mRNS expresszidjat valos idejii RT-PCR-rel, az RPLPO
expresszio hanyadosaként hataroztuk meg. A diagramokon
atlag + SD adatokat tiintettiink fel (n=5). *p<0,05 vs. 0 ng/mL IL-24 kontroll (két-
szempontos ANOVA Dunnett-féle post-hoc teszt); #p<0,05 vs. PDGF-B + 0 ng/mL IL-
24 (két-szempontos ANOVA, Dunnett-féle post-hoc teszt).

452 Az L-24 kezelés hatdsa a duodenadlis miofibroblasztok stresszrost halozatdra

eken vizsgaltuk (18. abra). Mig az a-SMA immunfluoreszcens festés alapjan a kontroll
és TGF-B kezelt pdMF-ek stresszrost halozata nagyfoku parhuzamossagot mutatott, IL-

24 kezelés hatasara az addig hosszikas sejtek lepeddszeriivé valtak, és a stresszrostok
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egymassal bezart szoge nagymértékben megndtt (18. abra/a-c). Génexpressziods
méréseink szerint az IL-24 fokozta az ACTA2, ACTB, VIM, SNAIL és SNAI2 sejtvazalkotd
fehérjéket kodolo, és sejtalakszabalyzo gének mRNS expressziojat (18. abra/d).
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18. abra. Az IL-24 kezelés hatiasa a pdMF-ek stresszrost orientaciojara. A sejtek

stresszrost halozatat o-SMA immunfestést kovetden (zold) fluoreszcens mikroszkop

crer

crer
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végeztik el. A diagramon lathatd pontok az egy sejtben talalhatod stresszrostok sejt
tengelyével bezart szogeinek 95%-0s konfidencia intervallumait (b), illetve az
individualis sejtek korkorosségi indexét (¢), a vizszintes vonalak a csoportok atlag + SD
értékeit abrazoljak (n=35-40). A sejtek ACTA2, ACTB, VIM, SNAI1 és SNAI2 (d) mRNS
expresszidjat valos idejii RT-PCR-rel, az RPLPO expresszido hanyadosaként hataroztuk
meg. A diagramokon atlag + SD adatokat tiintettiink fel (n=5). *p<0,05 vs. kontroll
(Kruskal-Wallis teszt, Dunnett-féle post-hoc teszt), #p<0,05 vs. TGF- (Kruskal-Wallis
teszt, Dunnett-féle post-hoc teszt). $p<0,05 vs. kontroll (Mann-Whitney U-teszt).

45.3 Az IL-24 kezelés hatdsa a duodenadlis miofibroblasztok kotdszovet termelésére

Az IL-24 miofibroblasztok kotdszovet termelésére gyakorolt hatasat TGF-B-val kezelt
pdMF-cken vizsgaltuk (19. abra). A SiriusRed teszt (19. abra/a) eredménye szerint az
IL-24 nem befolyésolta az endogén, illetve a TGF-B kezelés altal kivaltott kollagén
termelést. Génexpresszids méréseink alapjan az 1L-24 nem, vagy alig hatott a pdMF-ek
kotdszoveti elem termelésére, ugyanis csak kismértékben fokozta a COL1AL mRNS

expressziot, és nem befolyasolta a COL3AL, valamint a FN1 szintjét (19. abra/b).
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19. abra. Az IL-24 kezelés hatasa a pdMF sejtek kotészovet termelésére. A sejtek
kollagén termelését SiriusRed teszt (a) segitségével vizsgaltuk, eredményeit a kezeletlen
csoport (0 ng/ml IL-24 kontroll) atlagértékéhez viszonyitva abrazoltuk. A sejtek COL1A1,
COL3A1 és FN1 mRNS expressziojat valos ideji RT-PCR-rel, az RPLPO expresszio
hanyadosaként hataroztuk meg (b). A diagramokon atlag + SD adatokat tiintettiink fel
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(n=5). *p<0,05 vs. 0 ng/mL IL-24 kontroll (két-szempontos ANOVA, Dunnett-féle post-
hoc teszt); #p<0,05 vs. kontroll (Mann-Whitney U-teszt)
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5 MEGBESZELES

A vékonybél egészséges szoveti felépitésének fenntartdsa a degradacios és regeneracios
folyamatok preciz egyensulyat igényli. A béllumen folyamatos mechanikai, biologiai és
kémiai ingereinek kitett bélbolyhok csucsi epitél sejtjei sériilnek és elhalnak. Pétlasuk
érdekében a kriptdk mélyebb régidiban talalhatd Ossejtekbdl 1) enterocitak
differencialodnak, és a szubepitélialis MF-ok altal kialakitott ECM alapon, a bazalis
membranon a bélbolyhok cstcsi része felé vandorolnak [114, 181]. Colidkia esetén a
kronikus gyulladas hatdsara ez a jol szabalyozott mechanizmus karosodast szenved, ami

a colidkiara jellemz6 szovettani képhez, boholyatréfidhoz és kripta hiperplaziahoz vezet.

Korabban az IL.-19, IL-20 és IL-24 fokozott expresszidjat mutattak ki IBD-ben szenvedd
betegek mintaiban, ¢és feltételezték a bélnyalkahartya integritdsanak fenntartasaban
jatszott szerepiiket [167, 168, 182, 183]. A colidkia patomechanizmusaban betoltott
funkciojukat azonban eddig még nem vizsgaltak. Ezért kutatasaink az IL-19, IL-20 és IL-
24 citokinek coliakiaban betoltott szerepének megismerésére iranyultak. Mivel a
coliakias betegekbdl szarmazo bélszovet mintak szovettani képe, emelkedett a-SMA
expresszioja (az aktiv MF-ok elsddleges biomarkere), ¢s az ECM komponens fibronektin
fokozott jelenléte aktiv szoveti atrendez6dést igazolt (3. abral/e-g) [112], kiilonss

figyelmet forditottunk a citokinek ezen folyamatra gyakorolt hatdsainak vizsgalatara.

Tanulmanyunk elsé vizsgélatait kontroll és colidkias gyermekek bélszovetmintain,
valamint periférias vérb6l izolalt mononuklearis sejtjein végeztiik. Kisérleteink soran a
frissen diagnosztizalt coliakias gyermekek duodenalis biopszia mintaiban fokozott IL-24
fehérje- és mRNS expressziot detektaltunk a kontrollokhoz képest (3. abra/c, d, g). A
colidkias szovetmintak I1L-24 mennyisége nem mutatott dsszefliggést a betegek klinikai
paramétereivel (4. abra). A biopszidk immunfluoreszcens festése alapjan a coliakias
felel6sek (3. abra/i). A kontroll és GFD-t tartd coliakias gyermekek vérébol izolalt
PBMC-ket vizsgalva azok IL19 és IL24 mRNS expresszidja is magasabbnak bizonyult a
betegek esetében (11. abra/a, ¢). Az IL-20 citokin alcsalad tagjai kozti szamos hasonlosag
ellenére az IL20 jelenlétét sem bélszovet, sem PBMC mintakban nem tudtuk kimutatni

(3. abra/b, 11. abra/b). Mindezen eredmények megalapozotta tették feltevésiinket,
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miszerint az IL-20 citokin alcsalad tagjai Szerepet jatszanak a colidkia

patomechanizmuséaban, tovabbi vizsgalatok elvégzésére 0sztondzve minket.
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20. abra. (")sszefoglalé abra az IL-18, TNF-0, TGF-B és IL-17 kezelések hatasarol az
FHs74Int, pdMF és PBMC sejtek IL-19, -20, -24, valamint IL-20RA, -20RB és IL-
22RA expressziojara. A sejtek 1L19, 1L20, 1L24, IL20RA, IL20RB és IL22RA mRNS
expresszidjat a kiilonb6zé kezeléseket kovetéen valos idejic RT-PCR-rel, az RPLPO
expresszid hanyadosaként hataroztuk meg. A hotérképek a kiilonbozd kezelések altal
kivaltott atlagos expressziovaltozas mértékét abrazoljak. Az eredeti diagramok az 5., 7.,

8., 10, illetve 12. abran talalhatoak. ND: nem detektalhatd

Kisérletsorozatunkat in vitro Vizsgélatokkal folytattuk. Megvizsgéltuk hogy mely, a
szabalyozzak az 1L-20 citokin alcsalad tagjainak termelddését, és lehetnek feleldsek az
IL-19, -20, és -24 biopszias mintakban tapasztalt expresszidos mintazataért (20. abra).
Mivel mind az irodalmi adatok [147], mind a biopszia mintak immunfluoreszcens festése

alapjan (3. abrali) az emlitett citokinek f6 forrasai a bélham epitél-, valamint a lamina
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propria sejtjei, vizsgalatainkat FHs74Int duodenalis eredetii epitél sejteken (5. abra),
primer duodenalis miofibroblasztokon (8. abra), valamint GFD-t tarté coliakias
gyermekekbdl szarmazoé PBMC-ken (12. abra) végeztiik. A sejteket IL-18-val, TNF-a-
val, TGF-B-val, illetve IL-17-tel kezeltiik, és megvizsgaltuk a sejtek IL-19, IL-20, illetve
IL-24 termelését. Az alkalmazott faktorok koziil kiemelkedonek bizonyult az IL-16
hatasa, ugyanis a kezelés mindharom sejttipuson nagymértékben fokozta a citokinek
expressziojat (5., 6., 8., 9., 12., 13. abra). Ez alol kivételt csak a PBMC sejtek IL20 MRNS
epxresszidja jelentett, ami nem csak az IL-1B, hanem barmely mas kezelés ellenére is
detektalhatatlan maradt (12. dbra). Eredményeink Osszhangban allnak Andoh és mtsai
megfigyeléseivel, amelyek szerint az IL-18 az IL-24 f6 induktora vastagbél eredetit MF
sejtekben [167]. Az epitél tipust sejtek tekintetében ugyanakkor eredményeink eltérnek
az emlitett tanulmanyban leirtaktél. Mig Andoh ¢és mtsai HT-29, Caco-2 és SW 480
vastagbél eredetli epitél sejteket IL-1B-val kezelve nem tapasztaltak valtozast az IL24
expresszid mértékében, addig mi az FHs74Int duodenalis epitél sejteken erételjes 1L-24
indukciot detektaltunk IL-1B kezelést kovetdéen. Ezen ellentmondas azonban
magyarazhat6 az alkalmazott sejtvonalak kiilonbozé eredetével. Mig az FHs74Int
sejtvonal egészséges vékonybélszovetbdl szarmazik, az Andoh és mtsai altal hasznalt
sejtvonalak mindegyike vastagbéldaganat eredetii.

A TNF-a kezelés hatasa sejttipus fliggének bizonyult. Mig pdMF-eken fokozta a vizsgalt
citokinek expressziojat (8. abra/b, 9. abra), addig az FHs74Int sejteken csokkentette azt
(5. abra/b), a PBMC-ken pedig nem volt hatasa (12. abra/b). A TNF-a sejtspecifikus
hatasa ismert, leirtak mar gyulladas, sejt homeosztazis, proliferacio, illetve életképesség
szabalyozasa kapcsan [184]. Lee és mtsai kimutattdk, hogy TNF-o kezelés hatasara
erdteljes ¢és tartés IL-6 expresszid figyelhetd meg szinovidlis fibroblasztokban,
makrofagokon viszont csak atmeneti IL-6 indukciot tapasztaltak [185]. A jelenség
hatterében a makrofag sejtekben megfigyelhet6 ABIN3, IRAK-M, SOCS3, illetve ATF3,
ismert citokin expresszio-gatld utvonalak TNF-a kezelés altali aktivalodasa all. Ez a gatlo
mechanizmus, amely megakadalyozza a kontrollalatlan gyulladasos valasz kialakulasat,
nem csak immunsejtekben, hanem az immunogén anyagokkal szintén gyakran talalkozo
epitél sejtekben is jelen van [186]. Ugy gondoljuk, hogy a TNF-a éltalunk tapasztalt

hatasanak hatterében hasonl6 folyamat é4llhat.
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Ezen eredményeink Gsszességében amellett, hogy képet alkotnak az I1L-19, -20, és -24
expressziojat szabalyoz6 faktorok hatasairdl, arra utalnak, hogy a colidkia soran
megemelkedd IL-24 a bélham epitél, MF és PBMC sejtjeinek gyulladasra adott

valaszanak eredménye.

Az IL-19, IL-20 és IL-24 citokinek biologiai hatasaikat kétféle heterodimer receptoron,
az IL-20RA/IL-20RB, valamint az 1L-22RA/IL-20RB komplexeken keresztiil fejtik ki
[143]. Irodalmi adatok alapjan az epitél és fibroblaszt sejtek lehetnek az IL-20 citokin
alcsalad potencialis célpontjai [147]. Ezzel 6sszhangban a coliakias biopsziakon végzett
immunfluoreszcens festés a bélnyalkahartya epitél sejtjein, illetve a lamina propria egyes
sejtjein mutatta ki a koz0s receptor alegység, az IL-20RB jelenlétét (3. abrali).
Hasonloképpen, erdteljes IL-20RB immunpozitivitast detektaltunk FHs74Int duodenalis
epitél sejteken, illetve pdMF-eken is (3. abra/h). Ezek ismeretében megvizsgaltuk, hogy
a fentebb bemutatott kisérletsorozatunkban is alkalmazott gyulladasos faktorok milyen
hatast fejtenek ki az IL-20 citokin alcsalad receptor alegységeinek expresszidjara (20.
abra). Eredményeink szerint az IL-18, a TNF-a és a TGF-B fokozta az IL20RB
expresszidjat, azonban csokkentette a masik két alegység, az IL20RA és IL22RA mRNS-
ének mennyiségét az FHs74Int sejteken (7. abra) és a pdMF-eken (10. abra) egyarant.
Mivel a funkcionalis receptor dimerek képzodéséhez sziikség van az IL-20RB mellett a
kiegészitd alegységek jelenlétére is, eredményeink alapjan felvetodik, hogy a vizsgalt
gyulladasos citokinek gatoljak az IL-20 alcsalad funkciojat a bélszovetben. Azonban
korabbi tanulméanyok kimutattdk, hogy az IL-24 képes a monomer formaban levd IL-
20RB alegységhez is kotodni [144]. Ez az interakcio el6segiti az IL-20RB dimerizaciojat
az IL-20RA, illetve IL-22RA alegységekkel, ami pedig tovabb fokozza a receptor
komplex-ligand kotédési  affinitasat  [187]. Mindez, kiegészitve a gyulladt
bélnyélkahartyaban tapasztalt fokozott 1L-24 expresszidval, az IL-20 alcsalad citokinjei

koziil az IL-24 colidkia patomechanizmusaban betoltott kiemelt szerepét veti fel.

Eredményeinkre alapozva a tovébbiakban az IL-24 lehetséges biologiai funkciojat
vizsgaltuk a colidkiahoz kapcsolddd szoveti atrendez6dés folyamataban. In vitro
kisérleteink soran a bélham homeosztazisaban kulcsszerepet jatszo epitél sejteket, illetve
miofibroblasztokat kezeltiink IL-24-gyel, és tobbféle modszerrel vizsgaltuk a citokin
sejtekre kifejtett hatésait.
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A colidkiara jellemz6 bélham karosodasban kdzponti szerepet jatszik az oxidativ stressz
[112]. A taplalékkal a béllumenbe keriilé gliadin direkt médon, valamint kronikus
gyulladas kivaltasa altal reaktiv oxigén-, illetve hidroxilgyokok nagymértéki képzodését
indukalja, ami a bélnyalkahartya epitél sejtjeinek oxidativ karosodasat okozza [124].
Kisérleteink soran a duodenalis oxidativ stresszt FHs74Int vékonybél epitél sejtek H2O»-
dal torténd kezelésével modelleztiik.

A duodenalis biopsziakbol késziilt metszetek, valamint az FHs74Int epitél sejtjeinek
allapotat aktin rosthaldozatuk fluoreszcens jelolésével tettiik lathatova. A duodendlis
szovetmintakat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a betegek esetében az epitél sejtek
vazrendszere sulyosan karosodott. Mig az egészséges mintakon az aktin festés megtarott
struktirat mutatott az epitél sejtek felszinén, kontur-szeriien jeldlve azok hatarait, addig a
gyulladt szovetb6l szarmazod mintdk diffiz, szemcsés festddést mutattak (14. abra).
Hasonldan hatott az oxidativ stressz az FHs74Int sejtek vazrendszerére is. A kétdimenzids
sejtkultiran az egészséges sejtvazat a jellegzetes, szalasan fest6do aktin rosthaldzat jellemzi,
azonban H20. kezelés hatasira a rostok szétesnek, és intracellularis aggregatumokat
képeznek (15. abra).

Az FHs74Int sejtek oxidativ karosodasanak mértékét tobbféle modszerrel is
megvizsgaltuk. Az €16 sejtek aranyat MTT teszt (16. abra/a), az elpusztult sejtekbol
kiaramlo enzimek mennyiségét LDH teszt (16. 4bra/b), az apoptotizalod sejtek aranyat
Annexin V teszt (16. abra/c) segitségével hataroztuk meg. A tesztek alapjan a H20:
kezelés erételjes sejtpusztulast okozott, melyet azonban az IL-24 nagymértékben csokkentett.
Ezzel parhuzamosan az IL-24 mérsékelte az oxidativ stressz altal indukalt IL1A (16. abra/d),
IL6 (16. abra/f), illetve TNF (16. abra/g) mRNS expressziot, melyek az epitél sejtek altal
termelt legfébb pro-inflammatorikus citokinek [128]. Eredményeink 6sszhangban allnak
az irodalmi adatokkal, amelyek az IL-10 csalad, valamint az ebbe tartozo IL-20 alcsalad
gyulladasgatl6 hatasairdl szamolnak be [147]. Mindezek alapjan azt feltételezziik, hogy
az 1L-24 az epitél sejtek oxidativ stresszel szembeni védekezésben, a gyulladt bélham

integritasanak fenntartasaban jatszhat szerepet (21. abra).

A bélnyélkahartya hamrétegének megujulasaban kozponti szerepet jatszik az epitél sejtek
alapjaul szolgéald bazalis membran, melynek & Osszetevéi a kollagén, fibronektin,
laminin, illetve egyéb ECM fehérjék [112, 116]. Mivel a vékonybélben e kotészoveti

elemek termeléséért az epitél réteg alatt elhelyezkedé miofibroblasztok felelések [181,
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188, 189], ezek a sejtek kulcsfontossagunak a coliakias betegek bélhamjanak
funkciodit biztosité tulajdonsagaira, igy a sejtalakra, proliferaciora, kotészovettermelésre
gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

A miofibroblasztok Gsszehtizodasaban, igy a kornyezetiikben [évé kotdszovet
kontrahalasaban, illetve a sejtek helyvaltoztatasaban fontos szerepet jatszik a foként
a-SMA fehérjébdl felépiil6 stresszrost rendszeriik [133, 137]. Kisérleteink, melyek soran
immunfluoreszcens festés segitségével vizualizaltuk az a-SMA rostokat ravilagitottak,
hogy az IL-24 hatassal van a pdMF-ok alakjara (18. abra). Mig kezeletlen, valamint TGF-
3-val kezelt sejtekben a stresszrostok egymadssal, illetve a megnyult sejt tengelyével
parhuzamosan helyezkednek el, az IL-24-gyel kezelt pdMF-ok lepeddszerti alakot vettek
fel, stresszrostjaik atrendezédtek, korszertien orientalodtak (18. abra/a-c). Ezzel
Osszhangban allnak génexpresszidos méréseink eredményei, amelyek szerint az I1L-24
kezelés fokozta a sejt alakjat meghatarozo faktorok, igy a sejtvaz szerkezetet alkotd
komponensek (az ACTA2 gén altal kodolt a-SMA, ACTB altal kodolt 3-aktin, VIM altal
kodolt vimentin), valamint a legismertebb, Sejtmorfologiat szabalyzo transzkripcios
faktorok (SNAI1 altal kodolt Snail, SNAI2 altal kodolt Slug) expresszidjat (18. abra/d).
Roncoroni és mtsai kontroll, valamint coliakias betegek vékonybelébdl izolalt primer
miofibroblasztok jellemz6 tulajdonsagait hasonlitottak Ossze egymassal [114, 115].
Megfigyeléseik szerint a betegekbdl szarmazo sejtek az altalunk 1L-24 kezelés hatasara
tapasztalthoz hasonld fenotipust mutattak. Emellett kimutattak azt is, hogy a colidkias
biopsziabdl izolalt, lepeddszerli sejtek csokkent motilitdssal, migracids kapacitéssal
birnak az egészséges vekonybélbdl szarmazo, elnyult alaka miofibroblasztokhoz képest.
Feltételezésiik szerint a megfigyelt morfologiai, illetve a mozgasi képességben vald
eltérés hozzajarulhat a colidkia progresszidjahoz, hiszen az egészséges bélnyalkahartya
ujjaépiilésének, a sebgyogyulasnak a feltétele a miofibroblasztok sériilés helyére torténd
vandorlasa. A stresszrost orientacio és a betegség progreszidjanak kapcsolata azonban
nem ennyire egyértelmii. Korabban kimutattak, hogy a miofibroblasztok aktin-miozin
rostrendszere hatarozza meg a sejt Osszehuzodasi képességét, mely nagymértékben
fokozodik az a-SMA stresszrostok beépiilésének kdszonhetéen [137, 188-190]. Az is
bizonyitott, hogy a miofibroblasztok 6sszehtizddasi képessége joval nagyobb, mint ami a

sejtvandorlashoz sziikséges, €s inkdbb a sejt kornyezetében levd kotdszoveti elemek,
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ECM molekulak 6sszehtuzodasat biztositja [190-192]. Mivel a bélszovetben -ellentétben
példaul a veseszovettel- az epitél sejtréteg alatt egészséges és gyulladt allapotban is nagy
mennyiségben jelen vannak a miofibroblasztok [193], feltételezhetjiik, hogy az IL-24
hatasara fokozodo ACTA2 expresszio és a sejtalak megvaltozasa a sejtvandorlas helyett a
miofibroblasztok 6sszehtizodasi képességének fokozasa révén segiti a sebgyogyulast.
Az IL-24 miofibroblasztokra gyakorolt bioldgiai hatdsat tovabbi modellekben is
megvizsgaltuk. Az IL-24 mérsékelte a pdMF-ek endogén, illetve PDGF-B kezelés altal
egyik kezelési csoportban sem (17. abra/b), azaz az MTT teszt soran tapasztalt
sejtszamcsokkenést nem kisérte a citotoxicitasra utald6 LDH mennyiségének novekedése.
Ezzel 6sszhangban allt az IL-24 kezelés sejtciklusszabalyzo gének expresszidjara kifejtett
hatasa. Az IL-24 csokkentette a proliferacios markereket kodolo PCNA ¢s KI67 mMRNS
expressziojat a PDGF-B kezelt csoportban (17. abra/c-d) [194, 195], de az apoptdzis
indukcidjdhoz kotheté p21 és p53 fehérjéket kodolo CDKNIA és TP53 gének
kifejez0dését nem befolyasolta érdemben (17. abra/e-f) [196-198]. Ezek alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az 1L-24 specifikus anti-proliferacios hatassal bir a pdMF
sejteken. Megfigyeléseink Osszhangban allnak Liang és mtsai eredményeivel, akik
tanulmanyukban kimutattak, hogy az IL-24 gatolja a bor eredetli keloid fibroblasztok
Utolso 1épésként megvizsgaltuk a pdMF-ok kotészovettermelését is 1L-24 kezelést
kovetden (19. abra). Bar génexpresszios méréseink szerint az IL-24 hatasara Kis
mértékben fokozodott a kotdszovet legfébb alkotdjanak, az 1 tipusta kollagént kodold
COL1A1 génnek mRNS expresszidja, a kezelés mas vizsgalt ECM alkoté mennyiségét
nem befolyésolta (19. dbra/b), és nem valtozott sem az endogén, sem a TGF-B altal
kivaltott kollagén depozicié mértéke sem (19. 4bra/a). Bar a miofibroblasztok és az
altaluk termelt ECM komponensek nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a szoveti
regeneracio mechanizmusaban, a tulzott sejtproliferacid és kotdszovettermelés a szovet
hegesedéséhez, fibrozishoz vezethet [112].

Osszefoglalva a pdMF-eken végzett kisérleteink sordn tapasztaltakat, az IL-24 citokin a

crcr

ujjaépiilés egyensulyanak megbrzésében jatszhat szerepet (21. abra).
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21. abra. Az IL-24 colidkia soran megfigyelheté bélham szoveti atrendezédésben
betoltott szerepének altalunk feltételezett mechanizmusa. Eredményeink alapjan a
gyulladt vékonybélszovetben IL-18, illetve TNF-a hatdsara fokozodik a bélham epitél
sejtek, a miofibroblasztok, illetve az immunsejtek IL-24 termelése. Az I1L-24 hozzajarul
az epitél sejtek oxidativ karosodassal szembeni védekezéséhez, valamint gatolja a

miofibroblasztok  proliferdciojat, ¢és csokkent migraciés képességre utald

sejtvazszerkezetet eredményez. (Sajat abra)
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6 KOVETKEZTETESEK

Munkank soran a colidkia patomechanizmusanak pontosabb megismerése érdekében az

IL-20 citokin alcsalad tagjainak a betegségben betoltott szerepét vizsgaltuk.

Megfogalmazott kérdéseinkre human szovetmintakon végzett vizsgalatok, és in vitro

kisérletek segitségével kerestik a valaszt. Eredményeink alapjan az alabbi

kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

A vékonybél biopszidk vizsgalata soran a colidkids mintakban tapasztalt
emelkedett a-SMA és FN mennyiség a nyalkahartya szoveti struktarajanak aktiv
atrendezddésére utal.

Az IL-24 mennyisége magasabb coliakias bélszovetben, valamint a betegekbdl
izolalt PBMC-kben a kontroll mintakban mért értékekhez képest.

In vitro kisérleteink alapjan az epitél sejtek, a miofibroblasztok, valamint az
bélben.

In vitro igazoltuk, hogy az IL-19, -20, és -24, valamint receptoraik expressziojat
erOteljesen befolyasoljak a bél gyulladdsos folyamataiban szerepet jatszo
citokinek, amelyek koziil kiilonosen az IL-1p hatasa jelents.

Az IL-24 in vitro csokkenti a vékonybél epitél sejtek esetében az oxidativ stressz
altal kivaltott sejthaldlozas mértékét, valamint mérsékli az oxidativ stressz
indukalta gyulladasos citokinek termelését.

In vitro koriilmények kozott az 1L-24 csokkenti a miofibroblasztok endogén,
Az IL-24 in vitro koriilmények kozott a miofibroblasztok aktin stresszrost

haldzatanak atrendezddését, a sejtek morfologiai valtozasat okozza.
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7  OSSZEFOGLALAS

A colidkia a népesség kb. 1%-at érinti vildgszerte, és el6fordulasa folyamatosan ndvekvd
tendenciat mutat. Jelenleg egyetlen igazan hatékony terapidja az élethosszig tarto szigoru
gluténmentes diéta. Azonban mind a GFD-hez valé nehéz alkalmazkodas, mind a
terapidra nem reagéld estek nagy szdma wjabb, a GFD-t helyettesitd vagy kiegészitd
terapias megoldasok bevezetését siirgeti, ami a colidkia patomechanizmusanak pontos,
részletes megismerését teszi sziikségesse.

Az IL-20 citokin alcsaldd szerepét szamos, kronikus gyulladdssal ¢és szdveti
atrendezddéssel jard korképben leirtak, a colidkia kapcsan azonban iddig még nem
vizsgaltak Oket. Mindezek alapjan munkank célja az 1L-19, -20, és -24 colidkidban
betdltott szerepének vizsgalata volt. Kisérleteinket human bélszévetmintakon és in vitro
sejtes modelleken végeztiik.

Vizsgalataink jelent6ségét fokozza a tény, hogy az ESPGHAN altal 2020-ban kiadott j,
a coliakia diagnozisaval kapcsolatos ajanlas [62] mar nem tartalmazza a vékonybélbol
szarmazo biopszia vételét. Ebbdl adodoan a kovetkezod években egyre kevesebb lehetdség
nyilik a bélhamban zajlo folyamatok lokalis vizsgalatara. Igy nem csak hazai, de
nemzetkdzi szinten is tanulmanyunk lehet az egyik utolsd, mely az értékes szovetminta
vizsgalatan alapszik.

Vizsgalataink soran colidkids gyermekek vékonybél nyalkahartydjdban aktiv szoveti
atrendezOdést, valamint emelkedett IL-24 szintet mutattunk ki.

In vitro kisérleteinkben a vékonybél epitél sejtek, a miofibroblasztok, és az immunsejtek
egyarant képesek voltak az 1L-19, -20, és -24 expresszidjara. Sejtes modelljeinkben a
citokinek ¢és receptoraik expressziojat jelentdsen befolyadsoltdk a bél gyulladasos
folyamataiban szerepet jatszo mediatorok, melyek koziil az IL-1B hatdsa bizonyult a
legmeghatarozdbbnak.

A colidkias bélre jellemz6 epitélidlis oxidativ karosodast modellezd sejtes rendszerben
végzett vizsgéalataink alapjan az IL-24 a bélepitélium oxidativ stressz elleni
védekezésében jatszhat szerepet, mivel csokkentette az oxidativ stressz altal kivaltott
sejthalalozas mértékét, valamint a stresszindukalt citokinek termelését. Ugyancsak in

vitro koriilmények kozott az 1L-24 csokkentette a miofibroblasztok endogén, illetve
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crer

PDGF-indukalt proliferacidjat, valamint a sejtek aktin stresszrost halozatanak
atrendezddését, morfologiai valtozasat okozta, ami az 1L-24 szoveti atrendezédésben

jatszott szerepét tamasztja ala.
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8 SUMMARY

Coeliac disease affects approximately 1% of the population worldwide and its prevalence
Is increasing. Currently, the therapy of CD is limited to the strict life-long gluten free diet
(GFD). However, the high number of patients with non-responsive CD and also the
significant therapeutic burden of GFD urge the development of new therapeutic
approaches, which necessitate the better understanding the pathomechanism of the
disease. Recently, involvement of IL-19, IL-20 and IL-24 has been reported in
inflammatory diseases associated with tissue remodeling. However, their impact on the
pathomechanism of CD is still completely unknown. In this study, we aimed to investigate
the involvement of IL-19, -20, and -24 in CD. Our experiments were performed on human
tissue samples, and on in vitro cellular models.

As according to 2020 ESPHGAN guidelines, diagnosis of CD can be established without
upper endoscopy, our study could be one of the last ones using duodenal biopsies.

We found intensive mucosal remodeling and elevated IL-24 level in the duodenal mucosa
of children with CD.

Based on our in vitro results, cellular sources of IL-19, -20, and -24 are small intestinal
epithelial cells, myofibroblast, and also immune cells. The expression of the investigated
cytokines and their receptors was strongly influenced by intestinal inflammatory
mediators. Amongst these, effect of IL-1p proved to be the most significant. In the
experimental model of intestinal oxidative damage, 1L-24 reduced the degree of apoptosis
and the expression of cytokines induced by oxidative stress, suggesting its protective
effect on the intestinal mucosa. IL-24 decreased the endogenous and also PDGF-induced
proliferation of myofibroblasts, and altered their morphology by influencing the
arrangement of actin fiber system, supporting the role of IL-24 in tissue remodeling.
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