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1. Bevezetés

A colidkia, mas néven gluténszenzitiv  enteropatia, vagy
lisztérzékenység, egy els6 sorban a vékonybelet érinté autoimmun
megbetegedés, amelyet a taplalékkal a béllumenbe keriilé glutén valt ki
az arra genetikailag fogékony egyénekben. A colidkia az enteropatia
mellett szamos, ugyancsak a glutén immunogén hatasdhoz kothetd
extraintesztinalis tiinettel jarhat, valamint a vérben specifikus
autoantitestek jelennek meg, ezért szisztémas, egész szervezetet érintd
korképnek is tekinthet6. A colidkia gyakorisaga magas, a népesség
mintegy 1%-at érinti vilagszerte, és el6fordulasa folyamatosan novekvo
tendenciat mutat. Jelenleg egyetlen igazdn hatékony terdpidja az
¢lethosszig tartd szigoru glutén mentes diéta (gluten-free diet, GFD),
amely az esetek nagyrészében a balnyalkahartyat karositdé korfolyamat
ledllasat és a tlinetek teljes remissziojat eredményezi. Azonban a
rendkiviil nagy teher, amit a GFD betartdsa ro a betegekre, valamint a
terapiara nem reagald, ugynevezett refrakter esetek egyre novekvo szdma
Uj terapias megoldasok keresését teszi indokoltta. Ennek érdekében a
colidkia  patomechanizmusanak minél pontosabb megismerése
sziikséges.

A tapcsatorna funkciojabol kovetkezéen a bélhdm a lumen feldl
folyamatos mechanikai, bioldgiai és kémiai ingereknek van kitéve, ezért
a bél epitél sejtjeinek karosodasa és regeneracioja allanddan jelen 1évo,
rendkiviil precizen szabdlyozott, egymassal parhuzamosan zajlo
folyamat. Az epitél réteg megujuladsdhoz nélkiilozhetetlen az epitélium
alapjaként szolgald bazalis membran, amelynek komponenseit,
kollagéneket, fibronektint, laminint és egyéb extracellularis matrix
(ECM) fehérjéket a miofibroblasztok termelik. Colidkidban a glutén
kozvetlen citotoxicitdsa, valamint a lamina propriaba bejutva az altala
indukdlt koros immunreakci6 ¢és a kronikussd valo gyulladés



kovetkeztében az epitélium pusztuldsa fokozodik, és ezt a fokozott
mértékli sejthaldlt a regeneracid nem tudja kovetni, az egészséges
allapotra jellemzé kényes egyensuly felbomlik. igy a bélnyalkahartyaban
koéros szoveti atrendezddés kovetkezik be, ami mikroszkdposan
boholyatrofidban és kripta hiperpladziaban nyilvanul meg.

Az interleukin (IL)-20 citokin alcsaladba 6t citokin, az IL-19, I1L-20, IL-
22, IL-24 és az 1L-26 tartozik. Ezek koziil is kiilon csoportot alkot az IL-
19, IL-20 és IL-24, melyek kozos, heterodimer receptorokon keresztiil
fejtik ki hatasukat. Irodalmi ismereteink alapjan a citokin alcsalad tagjait
szamos sejttipus termelheti, forrasai lehetnek immunsejtek, illetve
szoveti sejtek, igy keratinocitdk, epitél és endotél sejtek, valamint
fibroblasztok. Elsédlegesen a szervezet védekezési rendszerében,
immunfolyamatok regulacigjaban ¢és a szdvet homeosztazisanak
fenntartasaban valé kozremikodésiik ismert. Az elmult években
kronikus gyulladassal és szoveti atrendezddéssel jardo betegségek
patomechanizmuséaban jatszott szerepiiket tobb tanulmany is felvetette.
Kutatdcsoportunk kimutatta az 1L-24 fokozott expressziojat gyulladdsos
bélbetegségben, valamint kronikus vesebetegségben szenvedd betegek
szovetmintain, mas kutatocsoportok pedig a citokin alcsaladd tagjainak
pszoridzisban €s reumatoid artritiszben valdé emelkedett mennyiségét
irtak le.



2. Célkitiizés

Munkank soran a colidkia patomechanizmusanak pontosabb megértésére

torekedtiink, kiilonos tekintettel a gyulladt nyalkahartyaban lejatsz6do
szoveti atrendezddés folyamataira. Vizsgalataink fokuszpontjaban az IL-
20 citokin alcsalad molekulai alltak.

Célkitlizéseink a kovetkezdk voltak:

A szoveti atrendezddésre jellemzé markerek vizsgélata
vékonybél nydlkahartydban.

Az  |IL-19, IL-20, IL-24 citokinek és  receptoruk
génexpressziojanak, illetve a fehérjetermékek mennyiségének
vizsgalata egészséges, illetve colidkias gyerekek bélmintaiban.
Annak megallapitasa, hogy mely sejttipusok feleldsek az 1L-19,
IL-20, IL-24 citokinek termeléséért a bélben.

A colidkia patomechanizmusdban igazoltan szerepet jatszo
gyulladasos citokinek hatasanak vizsgalata az 1L-19, 1L-20, IL-
24, valamint az IL-20RA, IL-20RB, és IL-22RA receptor
alegységek expresszigjara.

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



3. Modszerek

3.1. Duodénum biopsziak

Az IL19, 1L20, IL24, IL20RB mRNS, valamint az 1L-24, IL-20RB, o-
simaizom aktin (a-SMA) és fibronektin (FN) fehérje mennyiségét 16
frissen diagnosztizalt coliakias, és 14 kontroll gyermek duodénumabol
szarmazé biopszias mintaban vizsgaltuk. Minden colidkias gyermeknél
igazolhatd volt a boholyatrofia, valamint az emelkedett szoveti
transzglutaminaz szint. A kontroll csoportba tartozd gyermekeknél
kronikus hasmenés, kronikus hasfajas, vagy novekedési elmaradas
diagnosztikai algoritmusa miatt keriilt sor felsé endoszkdpias
mintavételre, azonban esetiikben a duodenalis nyalkahartya szovettanilag
épnek bizonyult.

3.2. Sejtkulturak és kezelések

In vitro vizsgalatainkat FHs74Int duodenalis epitél sejtvonalon, kontroll
gyermekek  duodénum  nyélkahartyajabol  szarmazoé  primer
miofibroblaszt (pdMF) sejttenyészeten, valamint kontroll és colidkias
gyermekek periférids vérébol izolalt mononuklearis sejteken (PBMC)
végeztik.

A sejtek 1L19, 1L20, IL24, IL20RA, IL20RB ¢s IL22RA mRNS- és IL-24
fehérje expressziojat kezeletlen allapotban, valamint IL-18, TNF-a,
TGF-B, vagy IL-17 kezelést kdvetden vizsgaltuk.

Az IL-24 szdveti atrendezddésben betoltott szerepét H202 kezelés altal
oxidativ karosodasnak Kitett FHs74Int sejteken, valamint PDGF-B-vel
vagy TGF-B-val aktivalt pdMF-eken vizsgaltuk. A 24 6ras, 0,1 ng/ml
rekombinans IL-24 kezelést kovetden a sejtek életképességét,

crer

bekovetkezo valtozasokat mértiik.



3.3. Immunfluoreszcens festés

Az IL-24, IL-20RB, o-SMA, illetve az aktin fehérjék szovetmintakon,
illetve FHs74Int és primer miofibroblaszt sejteken vald jelenlétének,
illetve lokalizacidjanak meghatarozasa érdekében immunfluoreszcens
festéseket végeztink el. A sejtmagokat Hoechst 33342 festék
segitségével tettiikk lathatova. A képeket Nikon C2 konfokalis, vagy
Olympus IX81 fluoreszcens mikroszkop rendszerrel készitettiik.

A primer miofibroblasztok a-SMA stresszrostjanak orientaciojat
grafikus modszerrel, Imagel szoftver segitségével szamszerusitettiik.

3.4. mRNS expresszié meghatarozasa

A kisérleteink soran a szovetmintdkban, illetve sejtekben végbemend
génexpressziods valtozasokat RNS izolalast, majd komplementer DNS
szintézist kovetéen valos idejii (RT) PCR-rel vizsgaltuk. A kiilonbdzd
célgének expresszidjat az RPLPO referenciagénre vonatkoztatva, majd a
kontroll csoportok atlagértékre normalizélva hataroztuk meg.

3.5. Fehérjék mennyiségi meghatarozasa

A bélszovetmintak IL-24, a-SMA és FN mennyiségét Western blot
modszerrel, az FHs74Int sejtek, pdMF-ek, és PBMC-k 1L-24 termelését
ELISA-val vizsgaltuk. A fehérjék relativ mennyiséget Western blot
modszer esetében a GAPDH belsé kontroll hanyadosaként, a kontroll
szovetben kapott atlagértékre normalizalva hataroztuk meg. ELISA
mérés esetén a fehérjemennyiség meghatarozasa kalibracids egyenes
segitségével tortént.



3.6. Eletképességi vizsgalatok

A sejtek életképességét a kiillonbozd kezeléseket kovetden MTT
sejtviabilitas teszt, LDH citotoxicitas teszt, illetve Annexin V apopto6zis
teszt segitségével vizsgaltuk.

3.7. Sirius Red teszt
A pdMF-ek altal termelt kollagén mennyiségének meghatarozasa Sirius
Red teszttel tortént.

3.8. Statisztika

Az adatok normadl eloszlasat Kolmogorow-Smirnov teszt segitségével
vizsgaltuk, teljesiilése esetén két csoport esetén egymintas t-probat, tobb
csoport esetén varianciaanalizist (ANOVA) hasznéltunk. Amennyiben az
adatok nem normal-eloszlast mutattak, Mann-Whitney U-tesztet, vagy
Kruskal-Wallis tesztet végeztiink. A tobbvaltozds, assay jellegl
vizsgalatainkbol szarmaz6 adatsorok Osszehasonlitasat tobbszords t-
proba, illetve két-szempontos ANOVA segitségével végeztik el.
Tobbesoportos analizis esetén a paronkénti 6sszehasonlitdshoz Dunnett-
féle post-hoc tesztet alkalmaztunk. A betegek biopszidiban mért relativ
génexpresszid ¢és legfobb klinikai paramétereik kozti dsszefiiggéseket
Pearson-féle korrelacios analizissel vizsgaltuk.



4. Eredmények

4.1. Az IL-19, IL-20, IL-24, IL-20RB, a-SMA ¢és FN mennyiségének
vizsgalata duodénum nyalkahartyaban

A coliakias gyermekek mintdiban fokozott 1L24 mRNS expressziot
detektaltunk a kontroll mintakhoz képest, az IL19 mRNS mennyiségében
azonban nem talaltunk kiilonbséget a vizsgalt csoportok kozott, az 1L20
mRNS jelenlétét pedig egyik csoportban sem tudtuk kimutatni. A
bélszovetben mért IL24 mRNS expresszid mértéke nem mutatott
korrelaciot a betegek klinikai paramétereivel. A beteg populacid
szOvetmintait a kontrollokéval 6sszehasonlitva a betegekben magasabb
IL-24, FN ¢és a-SMA fehérjemennyiséget, illetve foként a kriptak epitél
sejtjeiben fokozott IL-24 és IL-20RB immunpozitivitast detektaltunk.

4.2. Az 1L-19, IL-20, IL-24 mennyiségének vizsgalata PBMC-kben
A coliakias gyermekek vérébdl izolalt PBMC-k fokozott 1L24 és 1L19
mRNS expresszidjat mértiik a kontroll gyermekek PBMC-ihez képest.
Az IL20 mRNS jelenlétét egyik csoportban sem tudtuk kimutatni.

4.3. Az IL-1B, TNF-a, TGF-B és IL-17 kezelések hatisa az IL19,
IL20, 1L24, valamint az IL20RA, IL20RB és IL22RA
expressziojara

Az FHs74Int, pdMF és PBMC sejtek génexpresszids eredményeit az 1.

abra mutatja be. A kezelések koziil kiemelkedik az IL-18 hatasa, amely

mindharom sejttipuson nagymértékben fokozta az IL19, 1L20, 1L24
expressziojat. Ez alol kivételt csak a PBMC sejtek 1L20 mRNS
expresszidja jelentett, ami nem csak az IL-1B, hanem barmely mas
kezelés ellenére is detektilhatatlan maradt. A TNF-o kezelés hatdsa
sejttipus  fiiggének bizonyult. Mig pdMF-eken fokozta a vizsgalt
citokinek expresszidjat, addig az FHs74Int sejteken csokkentette azt, a



PBMC-ken pedig nem volt hatasa. Az IL-1B és TNF-a IL-24 termelést
fokoz6 hatdsat méréseink fehérje szinten is igazoltdk. A
receptoralegységek esetében a kezelések tobbsége fokozta az IL20RB
expresszidjat, az IL20RA ¢és IL22RB esetében viszont az expresszid
csOkkenése figyelheté meg.
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1. abra. Osszefoglalé abra az IL-18, TNF-a, TGF-B és IL-17 kezelések hatasarél
az FHs74Int, pdMF és PBMC sejtek 1L19, 1L20, IL24, valamint IL20RA, IL20RB
és IL22RA mRNS expresszidjara.

4.4. Az IL-24 hatasa a vékonybél epitél sejtekre

Kisérleteink soran az FHs74Int sejteken H2.O2-dal torténd oxidativ stressz
indukciot kovetden vizsgaltuk az 1L-24 epitél sejtekre kifejtett hatasat.
Az MTT, LDH, valamint Annexin V apoptozis mérések eredményei
szerint a H202 nagyfoku sejtelhalast eredményezett, amelyet az 1L.-24
kezelés mérsékelt. Génexpresszids méréseink alapjan az 1L-24



csOkkentette az epitél sejtek oxidativ stressz altal indukalt IL1A, L6,
valamint TNF mRNS expresszigjat.

4.5. IL-24 hatasa a miofibroblasztokra

A pdMF-ok esetében kisérleteink soran az IL-24 sejtproliferaciora, a
sejtek morfologidjara ¢és stresszrost halozatara, valamint ECM
termelésére kifejtett hatasat vizsgaltuk.

Az MTT ¢és LDH tesztek eredményei alapjan az IL-24 mérsékelte a
pdMF-ok endogén, illetve PDGF-B kezelés altal kivaltott proliferaciojat.
Ezzel 6sszhangban éllva az 1L-24 csokkentette a PDGF-B kezelés altal
indukalt PCNA és KI67 proliferaciés markerek mRNS expresszidjat.

Az IL-24 sejtalakra és a sejtek stresszrost halozatara kifejtett hatasat
immunfluoreszcens festést kovetden mikroszképos modszerrel
vizsgaltuk. A kezeletlen pdMF-ok hosszukas, elnyult sejtalakkal,
parhuzamos a-SMA stresszrosthaldzattal rendelkeztek. IL-24 kezelés
hatasara azonban a sejtek lepeddszerii alakot vettek fel, a stresszrostok
parhuzamos rendezettsége megsziint, korszerlien rendezddott Aat.
Génexpresszios vizsgalataink alapjan 1L-24 kezelés hatasara fokozodott
a miofibroblasztokban a sejtvaz struktarelemeinek (a-SMA, B-aktin,
vimentin), illetve a sejtadhézié szabalyzasaban résztvevé faktoroknak
(Snail és Slug) mRNS expresszioja.

A SiriusRed teszt és génexpresszids méréseink eredménye szerint az IL-
24 nem befolyasolta a pdMF-0k endogén, illetve a TGF-B kezelés altal
kivaltott kotdszovet termelését.
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5. Kovetkeztetések

Munkank sordn a colidkia patomechanizmusanak pontosabb

megismerése ¢érdekében az IL-20 citokin alcsaldd tagjainak a
betegségben betoltott szerepét vizsgaltuk. Megfogalmazott kérdéseinkre
human szovetmintdkon végzett vizsgalatok, és in vitro kisérletek
segitségével kerestiik a valaszt. Eredményeink alapjan az alabbi
kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

A vékonybél biopszidk vizsgalata soran a colidkidas mintakban
tapasztalt emelkedett a-SMA és FN mennyiség a nyalkahartya
szoveti strukturajanak aktiv dtrendezddésére utal.

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

In vitro kisérleteink alapjan az epitél sejtek, a miofibroblasztok,
valamint az immunsejtek egyarant feleldsek lehetnek az 1L-19,
In vitro igazoltuk, hogy az IL-19, IL-20 és IL-24, valamint
receptoraik expressziojat erdteljesen befolydsoljak a bél
gyulladasos folyamataiban szerepet jatszo citokinek, amelyek
kozil kiilonosen az IL-1p hatasa jelentds.

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

In vitro koriilmények kozott az IL-24  csokkenti a
Az IL-24 in vitro koriilmények kozott a miofibroblasztok aktin
stresszrost haldzatanak atrendezddését, a sejtek morfologiai
véltozasat okozza.
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2. abra. Az IL-24 coliakia soran megfigyelheté bélham szoveti atrendezédésben
betoltott szerepének altalunk feltételezett mechanizmusa. Eredményeink alapjan a
gyulladt vékonybélszovetben IL-18, illetve TNF-a hatasara fokozodik a bélham epitél
sejtek, a miofibroblasztok, illetve az immunsejtek IL-24 termelése. Az IL-24 hozzajarul
az epitél sejtek oxidativ karosodassal szembeni védekezéséhez, valamint gatolja a

miofibroblasztok proliferacidjat, és csokkent migracios képességre utald

sejtvazszerkezetet eredményez.
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