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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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1. BEVEZETES

1.1. Gyulladasos bélbetegség f6 megjelenési formai

A gyulladésos bélbetegség (inflammatory bowel disease - IBD) két f6 megjelenési
formdja a Crohn-betegség (Crohn’s disease - CD), illetve a colitis ulcerosa (ulcerative
colitis - UC). Mindketté multifaktorialis korkép, melyekben genetikai hajlam, illetve
kornyezeti tényezok hatdsara a bélrendszer kronikus gyulladésa alakul ki. A pontos
patomechanizmusa azonban maig sem tisztdzott. A két 6 tipuson (CD ¢és UC) kiviil
megkiilonboztetjiik az indeterminalt, atipusos, egyértelmlien nem besorolhato
vastagbélgyulladast (IBD-U). Az ESPHGAN (Eurdpai Gyermek-gasztroenterologiai,
Hepatolodgiai és Taplalkozastudomanyi Tarsasag) Portdéi munkacsoport 2015-6s adatai
alapjan a beteg gyermekek 5,6 %-a keriilt az IBD-U csoportba [1]. Kiilon entitasként
tartjuk szdmon a hatéves kor el6tt manifesztalodo, gyakran monogénes, autoszomalis
recessziv (AR) modon 6roklédé ugynevezett igen korai kezdetli IBD-t (very early onset
IBD).

Mig az IBD a 20. szazad elején ritka betegségnek szamitott, a 20. szazad kozepétdl
gyors litemben ndtt az eléforduldsa, az elmult években pedig a valtozasok még
erbteljesebbek lettek.

Egy mintegy 195 orszagot feldleld tanulmany szerint 2017-ben nagysagrendileg 6,8
milli6 ember volt érintett IBD-ben, a betegség €letkorra standardizalt prevalenciaja 84,3
(79,2-89,9) eset volt 100 000 lakosra vetitve [2]. Az IBD leggyakrabban a fiatal
felnéttkorban indul, de az elmult évek vizsgalatai alapjan az esetek 15-30%-ban mar
gyermekkorban elkezdddik [3, 4]. Manapsag a rheumathoid arthritis utdn a masodik
leggyakoribb kronikus gyulladéassal jaré korkép, a nyugati orszagok népességének
mintegy 0,5 %-a szenved IBD-ben [4, 5].

A 16 tlinetek gyermek ¢s felndttkorban 1ényegileg azonosak. Gyermekek esetén a
betegség altaldban gyorsabban progredial, valamint kiterjedtebb és sulyosabb
bélérintettséggel jar [6]. Az ¢életkorbol adddd hosszabb betegséglefolyds és a sokszor
sulyosabb tiinetek miatt a gyermekkori IBD nagyobb kozegészségiigyi problémat jelent.
A fentiek alapjan a gyermekkori IBD vizsgélata, a kialakulést eldsegitd tovabbi tényezok
feltarasa, a patomechanizmus pontosabb megértése, illetve a hatékony, oki terdpia

biztositasa kiemelt jelentdségii.
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1.2. A gyulladasos bélbetegség epidemiologiaja

Az epidemioldgia egy adott betegség incidencidjat, prevalenciajat és a betegségre
hato demografiai tényezoket vizsgalja. A demografiai tényezokhoz tartozik az életkori, a
férfi és ndi arany, illetve a rasszok kozotti megoszlas.

Az elmult fél évszazadban vilagszerte kifejezett valtozasok figyelheték meg, mig
korabban az IBD dontden az iparilag fejlettebb orszagokban fordult eld, manapsag ez a
megallapitds mar nem allja meg a helyét, elindult egyfajta kiegyenlitdédés. A kordbbi
magas incidenciaju teriileteken a novekedés stagnalt, vagy lassult, mig az addig
alacsonyabb incidenciaju teriileteken kifejezetten emelkedett az IBD incidencidja.
Megfigyelhetd, hogy az UC incidencia ndvekedés altalaban 15-20 évvel el6zi meg a CD-
¢ét. A prevalencia a nyugati orszagokban még mindig magasabb, de a kelet és nyugat
kozotti kiilonbség kezd eltinni [7]. Leggyakrabban fiatal felndttkorban kezdddik a
betegség, de valtozast latunk az induld életkorban is, egyre tobb a gyermekkori, illetve az
1dOosebb korban kezdddo eset. A nemek tekintetében a CD-ben a ndi, az UC-ban férfi
dominancia figyelheté meg.

Az etnikai kiilonbségek tekintetében feltételezik, hogy azokért inkabb az
¢letmodbeli, semmint a genetikai kiilonbségek a feleldsek [6, 8]. Az elmult hisz évben
az Amerikai Egyesiilt Allamokban a CD incidenciaja 3/100 000 -rdl 14/100 000-re nétt,
mig az UC gyakorisaga 2/100 000-r61 14-15/100 000-re valtozott. Eurépaban a CD
incidenciaja 0,5-10,6/ 100 000, mig az UC incidencidja 0,9-24,3/100 000 k6zott mozog.
Eurdpan beliil az incidencia magasabbnak mutatkozott az északi orszdgokban (6,3/100
000 CD-ben és 11,4/100 000 UC-ben) és az Egyesiilt Kiralysagban, mig alacsonyabb volt
a kelet- és dél-eurdpai orszagokban (3,6/100 000 CD-ben és 8,0/100 000 UC-ben) [6, 9].

Magyarorszagon az elmult évtizedekben harom jelentds epidemiolédgiai felmérés
tortént. Az egyik retrospektiv vizsgalat Borsod-Abauj-Zemplén megyében, 30 éven at
(1963-1992), mintegy 800 000 f&s populacioban tortént. A vizsgalt idészakban UC-ben
3,1-r61 3,6, CD-ben pedig 0,43-r61 1,0/100 000 fére emelkedett a betegség incidencidja a
felnott lakossag korében [10]. A masik tanulmany Veszprém megyében mintegy 380 000
f6 bevonasaval késziilt. Az 1977-t61 2001-ig végzett prospektiv vizsgalat soran gyorsan
emelkedett mindkét betegség eldfordulasa. A CD és az UC incidencidja 0,41 f6rol 4,68,
illetve 1,66-r61 11,01/100 000 foére emelkedett [11]. A Magyar Gasztroenterologiai
Tarsasag megbizasabdl Magyarorszagon 2007. januar elsejétdl érhetd el az elso,

hianypotlo, az egész orszagot feldleld IBD regiszter, a Magyar Gyermek Gyulladasos
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Bélbetegség Regiszter (HUPIR), melyben 27 magyarorszagi gasztroenterologiai kozpont
vesz részt. A vizsgalatba minden frissen diagnosztizalt, 18 év alatti IBD-s gyermek adatai
rogzitésre keriilnek. A regiszter 3 éves adatai (2007. januar 1. - 2009. december 31.) 420
beteget Oleltek fel, melyben az IBD incidencidja 7,48/100000 volt, ami nemzetkdzi
Osszehasonlitdsban a kozépmezOnyben foglalt helyet. A vizsgalt gyermekek kozel
kétharmada szenved CD-ben, a CD incidencidja (4,72/100000) nagyjabol kétszerese a
CU-nak (2,32/100000), amelyek korreralnak a nemzetkozi értékekkel [12]. 2014-ben
Magyarorszagon a gyermekkori IBD incidenciaja 8,7/100000-re ndtt a regiszter adatai

alapjan [13].

1.3. A gyulladasos bélbetegség patogenezise

A gyulladasos bélbetegség koreredete - mint altalaban a kronikus, élethosszig tarto
betegségeké — nem ismert pontosan, azonban az ismeretanyag folyamatosan boviil, egyre
tobb hajlamosité tényezordl tudunk. Multifaktoridlis koérképnek tekintjiik, tehat a
betegség kialakuldsaban genetikai, immunoldgiai és kornyezeti tényezOk egyarant
szerepet jatszanak (1. dbra). Feltehetéen akkor jon létre az IBD-re jellemzd, koros,
kontrollalatlan immunrendszeri aktivacio, ha az egyén genetikai fogékonysaga mellett
megjelennek a kiilonbozd hajlamositdo kornyezeti hatasok is. Ekkor az immunrendszer
aktivacidja a bélrendszer kronikus gyulladasahoz vezet, és kialakulnak a betegségre

jellemzd klinikai tlinetek [6].

10
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Genetikai fogékonysig Kornyezeti hatasok Immunolégiai tényezék
PlL.: NOD2/CARDI5 PL: Intrauterin hatdsok Pl.: APC
ATGIG6LI Szocialis hattér Th1/Th2
IRGM Anyatejes taplalas Th17
CDHI ~ Gyogyszerek Interleukinok
LAMBI Etkezési szokasok TNFa
Dohényzas IL-1B
Nyalkahartya % @ @
réteg
Epitélialis I[EC =% B! | | 7 | ) ﬁTls
barrier - 4
| Sériilt barrier
funkcié
SR Mikrobiilis
Szoveti Sep
. : antigének
kirosodas bejutisa
Nyilkahartya Fokozott

gyulladas immunvilasz

1. abra: Az IBD patomechanizmusanak sematikus osszefoglalasa. Az IBD
kialakulasat elésegité fontosabb genetikai, kornyezeti és immunologiai faktorok
0sszegzése.

Roviditések: NOD - Nukleotid-koté oligomerizaciés domén, CARD - caspase
recruitment domain, ATG16L1- autofagia-kapcsolt fehérje 16-L1, IRGM - Immunity-
related GTP-4z csalad M-fehérje, CDH1 — e-cadherin, LAMBI — Laminin alegység-f1,
APC — antigén prezental6 sejt, Th - Thelper, TNF-a - tumor nekrdzis faktor-o, IL-1 —
interleukin-1pB, IEC- intesztinalis epitél sejt, Tjs - sejtkapcsold struktirdk (sajat abra

Abdel Hadi L és munkatarsai alapjan [14])

1.3.1. Genetikai tényezok szerepe a gyulladasos bélbetegség kialakulasaban

Az IBD gyakran halmozodik a csaladokon beliil, ami a genetikai prediszpozicio
jelentdségére utal. Az IBD-ben az 6roklédés poligénes jellegli, leszamitva a ritka
monogénes eseteket [15]. Amennyiben a csalddban egy elséfoku rokon beteg, ugy az IBD
kialakuldsanak kockazata 5-10-szeres az atlag népességéhez képest [16]. A genetikai
kutatasok soran az egy-, illetve kétpetéjli ikervizsgalatok kiemelt jelentdségliek.
Egypetéjii ikrekben a CD egyiittes megjelenésének esélye 30-40%, az UC-¢ 6-14%. A
konkordancia kétpetéjli ikrekben csdkken, CD-ben 7%, UC-ben 3% az egyilittes

eléfordulas esélye [17]. A genetikai tényezOk szerepe az eldzdek alapjan jelentésebb a

11



DOI:10.14753/SE.2023.2804

CD kialakuldsaban, mint UC-ben. Az ikerkutatdsok eredményei azonban arra is
egyértelmiien ravilagitanak, hogy a genetikai hattér jelentds szerepe mellett a kornyezeti
faktoroknak is komoly hatdsa van a betegség megjelenésére [18].

A CD genetikdjdban a 16-os kromoszéman taldlhato NOD2/CARDI1S5 gén
(Nukleotid-kotd oligomerizaciés domén-2/ kaszpaz toborzé domén 15) szerepe
kiemelkedd [19]. A NOD2 receptor a bakterialis lipopolysacharidok ¢€s proteoglikdnok
érzékelésében jatszik szerepet, tehat a mikrobidlis kdrnyezet érzékeldje. A NOD2 harom
leggyakoribb polimorfizmusdnak (3020insC-SNP13, R701W-SNP8 és G908R-SNP12)
megjelenése is Osszefliggésbe hozhato a CD ileumban valé megjelenésével, a
fibrostenosisra vald hajlammal és betegség korai kezdetével, mig a fistulosus €s a colont
érintd formaknal ritkabb volt ezen polimorfizmusok eléfordulasa [6, 20]. A gén mutécioi
¢s bizonyos polimorfizmusai heterozigota forméaban 1,5-4,3-szoros, homozigota és
compound heterozigdta formaban viszont 17,6-44-szeresére novelik a CD kialakuldsanak
esélyét [21]. Lakatos P.L. és munkatirsai vizsgalatai alapjan a betegség rizikoja
heterozigdta allélmutécio esetén 1,7-szeres, homozigdta forméanal 25,2-szeres volt [22].
A teljes genomasszociacios vizsgalatok (Teljes genom asszociacids vizsgalat - GWAS)
révén eddig tobb mint 240 génldkuszt azonositottak, amelyek 6sszefiiggésbe hozhatdk az
IBD gyakoribb kialakulasdval. A felfedezett mutaciok tobbsége bakterialis, illetve
taplalkozési antigének felismerésében részt vevd struktirakkal kapcsolatosak. Az
azonositott génlokuszok nagy része azonban egyéb immunmedialt korképek
patomechanizmusaban is koroki szerepet jatszik [23].

A NOD2 mellett a kaukéazusi populdcioban a CD masik jol ismert genetikai
rizikofaktora az ATG16L1 és az IRGM1 géneket érintd polimorfizmusok, illetve SNP-k
(Egypontos nukleotid polimorfizmus), melyek hibas autofagias folyamatokhoz vezetnek
[24]. Az autofagia mechanizmusa fontos szereppel bir az epitélidlis homeosztazis
fenntartasaban és a szervezet a mikrobialis infekcidk elleni védelmében [25].

A genetikai tényezOk a bélfal permeabilitasat is jelentdsen befolyasoljak, igy
példaul a CDH1 gén hibéja — amely az e-kadherint kddolja és a sejtek egymashoz valo
kapcsolodasaért felelds — is fokozza a CD rizikoéjat. Emellett szamos tovabbi, barrier

funkciot befolydsold gén polimorfizmusa/mutacioja ismert, mint példaul a nyak- és
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glikoprotein termelést szabalyozé mucin a (MUC)19 és a MUC3, vagy a sejtadhézioért
felelés laminin alegység-béta (LAMB1) [26].

Az intenziven folyo, napr6l napra tobb informéciot nyujtdé genetikai kutatds
alapvetd pillér az IBD patogenezisének pontosabb megértésében, de az eredmények a
kornyezeti ¢s immunologiai tényezdkkel egylittesen értelmezve vezethetnek a célzott

kezelési lehetdségek bovitéséhez.

1.3.2. Kornyezeti tényezok szerepe a gyulladasos bélbetegség kialakulasaban

Szamos kutatas vizsgalja az IBD ¢és a kornyezeti tényezok kapcsolatat. Az IBD
fejlodo orszadgokban is folyamatosan emelkedd incidenciaja a nyugati, varosias életmod
karos hatasara hivja fel a figyelmet, hiszen a genetikai hatdsok nem okozhatnak ilyen
gyors litemi valtozast, mint amit az elmult idészakban tapasztalunk vilagszerte. A
migracid elmossa az etnikai és rasszbeli kiillonbségeket [27], ami szintén a kornyezeti
hatasok szerepére hivja fel a figyelmet. A varosban él6k kozott magasabb az IBD [28]
gyakorisaga, de a mogottes artalom nem tisztazott. Egyes vizsgélatok szerint az IBD
fokozott gyakorisdga Osszefligg a magasabb végzettséggel ¢és jovedelemmel, a jobb
szocialis helyzettel és bizonyos foglalkozasokkal, mint példaul az irodai munka.
Protektivnek tartjak a tobb testvért, a nagy csaladot, az allatokkal valé kora gyermekkori
érintkezést [29-33].

Az intrauterin életben az anyai hatdsok, az anyai életkor, a vilagrajovetel maodja, a
sziiletési suly, az Apgar érték is mind befolyésolja az IBD rizikdjat. Az anyatejes taplalas
fontos része a kornyezeti hatasoknak, a szoptatas idétartama is befolyasolja a protektiv
hatds erdsségét. Az oralis antikoncipiensek €s az alacsony szérum D-vitamin-szint
fokozott rizikot jelentenek CD-re [34], ugyanakkor a D-vitamin szupplementacio
csokkenti a relapszusok gyakorisagat IBD-ben [35]. A kora gyermekkorban atvészelt
gastroenteritisnek illetve az antibiotikum kezelésnek is szerepe lehet az IBD

crer

gyulladascsokkentdk (NSAID) tartds hasznalata is fokozott rizikot képvisel [37, 38].
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A magas zsir- és szénhidrattartalmu ételek, a fokozott cukorbevitel, a kevés rost
fogyasztasa, a csomagolt és gyorséttermi élelmiszerek, az emulgedloszerként hasznalt
carboxymethylcelluloz (E 466) és egyéb adalékanyagok, az antibiotikumok széleskorii és
sokszor felesleges hasznalata mind fokozzdk az IBD kialakulasdnak rizikojat [34, 39].
Egyes kutatasok szerint az UC kialakuldsanak valoszintiségét csokkenti a 20 éves kor
elott végzett appendectomia [40, 41], ami ugyanakkor CD-ben rizikofaktornak szamit
[42]. A dohényz6 populacioban alacsonyabb az UC eldéfordulésa, illetve gyakrabban
fordul eld a betegség azoknal, akik nem dohanyoznak, vagy ugyan kordbban
dohényoztak, de abbahagytdk mar. Tovabba a dohanyzés elhagyasa a beteg allapotanak a
romlasat eredményezte. Ezzel szemben CD-ben javul a betegek allapota, amennyiben
abbahagyja a dohanyzast. Tehat a dohdnyzas a betegség két csoportjaban ellentétes hatasu
[43]. Egy prospektiv cohort vizsgélat szerint a komoly fizikai aktivitas 44%-kal csokkenti
a CD rizikojat [44]. Mint a multifaktorialis betegségek tobbségében, igy az IBD
kialakuldsdban is szerepet tulajdonitanak a stressznek, amely a bélpermeabilitas
fokozasaval ront az IBD-s betegek allapotan. A szupportiv pszichoterapiara vonatkozo
adatok azonban ellentmondasosak [45, 46].

Fentiek alapjan elmondhatd, hogy a sokrétli kutatasoknak kdszonhetden egyre tobb
IBD-re hato kornyezeti faktort ismeriink meg, melyek feltehetden egymas hatasat erdsitik

az adott szervezetben.

1.3.3. Az immunrendszer szerepe a gyulladasos bélbetegség kialakulasaban

A bél (bél-asszocialt limfoid szovet; GALT) a szervezet legnagyobb
immunszerve. Az adaptiv immunvalasz mellett, a velesziiletett immunrendszer is fontos
szerepet tolt be az IBD patomechanizmusaban. Elettani koriilmények kozott a bélfalon
nem jutnak 4t a baktériumok és termékeik. Azonban a kiilonb6z6 kdrnyezeti és genetikai
faktorok hataséra sériil a bélnyalkahartya barrier funkcidja, igy az a mikrobialis antigének
szamara athatolhatova valik, és a lamina propria immunsejteinek aktivacidjat okozva

gyulladast valtanak ki.
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A velesziiletett immunrendszer része az intesztinalis barrier megtartott funkcidja,
az antibakteridlis fehérjék (komplementek, defenzinek), a gyomor savas pH-ja, a sejtes
elemek, mint a neutrofilek, a makrofagok, a dendritikus sejtek (DC), a természetes 616
sejtek és a kiilonb6zo citokinek, mint példaul az IL-1B vagy a TNF-a.

A DC/antigén prezentaldo sejtek (APC) hemopoetikus csontveld eredetli
leukocytak, amelyek a kiilonb6z6 antigéneket a naiv T-sejteknek mutatjak be. Az APC
az egyik legfobb kapocs a velesziiletett €s az adaptiv immunrendszer kozott. Az 1L-23
termelésen keresztiil stimuldljak az adaptiv immunvalasz részét képezd Thelper (Th)-17
sejteket, melyek CD-ben és UC-ben egyarant aktivalédnak [47]. Felborul a Thelper és a
regulatoros T- (Treg) sejtek aranya, ami miatt a pro- €s anti-inflammatorikus citokinek
egyensulya is megbomlik [48]. CD-ben a Th-1 dominancia jellemzd6, az APC-k foként
macrofagok, a citokinek koziil az IL-2, -12, -23, TNF-a ¢€s interferon (IFN)-y dominal.
UC-t atipusos Th-2 dominancia jellemzi, a {6 APC-k a B-sejtek, és jellemzden az 1L-4, -
5, -10, -13 termelddése fokozodik. Az elmult években a Th-9 és az IL-9 szerepét is leirtak
a betegség kialakulasaban [23].

Legalabb 30 kiilonb6z6 novekedési faktor szerepét irtak le a bélnyalkahartya
integritas fenntartasaban, mint példaul az epidermalis novekedési faktor (EGF) csalad, a
transzforméacios novekedési faktor-B (TGF-B) csalad, az insulin-szerti novekedési faktor
csalad (IGF), illetve a koloniastimulalé faktor (CSF) csaldd. Ezek a szabalyozé fehérjék
részt vesznek a sejtproliferacio, sejtdifferencidlodés szabalyozasaban, az angiogenezis és
a gyulladds modulaldsédban. Ezen folyamatok részletesebb megismerése ujabb terapias
lehetéségeket jelenthet a jovOoben [49]. A 2. abran az IBD-ben ismert fontosabb

immunologiai tényezok sematikus 0sszefoglalasa lathato.
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2. abra: Az IBD-ben ismert fontosabb immunologiai tényezok sematikus
osszefoglalasa.

Roviditések: APC- antigén prezentalo sejt, MHC — f6 hisztokompatibilitasi komplex,
TCR — T-sejt receptor, TGF-B — transzformécids novekedési faktor-f, IL — interleukin,
Th - T helper sejt, Treg — regulatoros T-sejt, TNF - tumor nekro6zis faktor, IFN-y —
interferon-y, CD — Crohn-betegség, UC — colitis ulcerosa (Steele SR. és munkatarsai

alapjan [50]).

1.3.4. Szoveti atrendezédés mechanizmusa a gyulladasos bélbetegségben

A szdveti atrendez0dés egy adott szovet strukturalis atépiilését jelenti, melynek
két csoportjat kiilonboztetjilk meg. Az egyik csoportba tartozé atépiilési folyamatok az
embriogenezis sordn fordulnak eld, ezek soran megvaltozik az adott szovet funkciodja, de
az nem egy kiils6 noxa hatasara torténik, fiziologias eseménynek tekintjilk. A masik
csoport a kéros szdveti atépiilés, amelyet betegség vagy sériilés soran latunk, tehat kiilsé
ingerek provokaljak. Ilyen inger a gyulladds, a fertézés, az autoimmun reakcio,
kiilonb6zd toxinok, sugdrzas vagy mechanikai artalmak, amelyek szovetkarosodassal
jarnak. Altalanossagban elmondhato, hogy a karosodas kapcsan gyulladasos mediatorok
szabadulnak fel, az erek dilatalnak, fokozodik az ateresztoképességiik, és a fibroblasztok

aktivalodnak [51, 52].
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Az epitélialis barrieren keresztiil fiziologias koriilmények kozott nem jutnak at
sem a baktériumok, sem termékeik. IBD-ben karosodnak és fellazulnak az epitél sejtek
kozotti szoros réskapcesolatok, igy fokozodik a permeabilitas [53, 54], amely kiilonb6z6
antigének fokozott felvételéhez, kronikus gyulladashoz €s szoveti atrendezddéshez vezet.

A fibroblaszt sejtek az egészséges bélszovetben is folyamatosan jelen vannak,
szerepiik fiziologias koriilmények kozott is a folyamatos mechanikai, biologiai és kémiai
integritasdnak fentartdsa révén [55]. A fibroblasztoknak a krénikus gyulladas okozta
szoveti atrendezddésben is kiemelt szerepliik van.  Eredetiikre a bélrendszerre
vonatkozoan tobb elmélet is 1étezik [56, 57], de a legvaldsziniibb a nyugvé allapotq,
subepitélialis fibroblasztokbol valé eredet, melyek aktivalodasat kiilonb6zo profibrotikus
(TGF-B, PDGF) faktorok indukaljak [58-61]. Az aktivalt fibroblasztok fokozott
proliferacids és migracios készségének kdszonhetden, a sériilés helyén felszaporodva,
nagy mennyiségli extracellularis matrix (ECM) komponenst termelve igyekeznek
helyreallitani a megbomlott szoveti strukturat.

Az ECM 0sszetevOi 4 csoportra oszthatok: 1. kollagén fehérjék (kollagén-1,
bazalis membran kollagének, mint a kollagén-4, -8, -10 ,4-es tipusi mikrofibrillaris
kollagének) 2. nem kollagén fehérjék (elasztin, fibronektin, laminin, thrombospondin,
tenascin) 3. proteoglikdnok (PG) ¢és gliikozaminoglikanok (GAG) 4. kiilonb6zo
novekedési faktorok és enzimek. Utdbbi csoportba tartoznak a MMP-k, illetve TIMP-ek
(Matrix metalloproteindz szoveti inhibitor), melyek az ECM atépiilés kulcsenzimei [62].
Az ECM minden szervben egy dinamikusan valtozé struktira, melyet folyamatos,
kontrollalt atépiilés jellemez. Alkotoelemei a fiziologias szoveti felépités megtartasa
céljabol allandd mennyiségi és mindségi valtozason mennek at. Kronikus gyulladas soran
ez a fizioldgias egyensuly megbomlik.

Az  aktivalt fibroblasztok a-simazom-aktin (0-SMA)  sejtvazalkotd
komponensiiknek kdszonhetéen erdteljes kontrakcidra képesek. Abban az esetben, ha a
fibroblasztok aktivaciojat kivaltd faktorok tartdsan jelen vannak az adott szovetben (pl.
kronikus gyulladas esetén), felborul a kotdszovet felépiilése és bontdsa kozti kényes
egyensuly [63], hegszovet alakul ki, amely a szerv funkcidjdnak csokkenéséhez, vagy
annak elvesztéséhez vezet [59]. A hegesedés olyan stilyos szovodményeket rejt magaban,
mint a bélfal megvastagodasa, a lumen sziikiilete, a bélelzarodas, a perforacio €s a fisztula

képzddés, ami az esetek nagy részében miitéti indikaciot jelent. A Crohn-betegségben
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szenvedok tobb mint 70%-a élete soran legalabb egyszer sebészeti beavatkozason esik 4t
[2]. Fibrozis sordan UC-ban a mucosa ¢€s submucosa vastagszik meg, mig a CD-ben az
egész vékony- vagy vastagbélfal érintett, beleértve a muscularis propriat €és a serosa

rétegét is [54].

1.3.5. Interleukinok szerepe a gyulladasos bélbetegségben

Az interleukineket eldszor a fehérvérsejtekben torténd expresszidjuk kapcsan
irtak le, szerkezetiik alapjan négy nagy csoportra oszthatok: IL-1-szerli citokinek, I.
osztalyt helikalis citokinek, II. osztalyu helikalis citokinek, IL-17-szerli citokinek. Ezen
talmenden van olyan interleukin is, amely a fenti csoportok egyikébe sem illik, mert
egyedi a szerkezete, vagy mert mé€g nem ismerjiik a pontos felépitését [64].

Az IBD patomechanizmusaban szamos interleukin jatszik fontos szerepet, melyek
koriil intenziv kutatdsok zajlanak. Az IBD-ben a megvaltozott bélflora, illetve a
kiilonbozé antigének mintazatfelismerd receptorokat, példaul toll-like receptorokat
(TLR) aktivalnak, amelyek a DC-k fokozott IL-1B, IL-6 ¢és TNF-a termelddéshez

Ismeretes, hogy a Crohn-betegséget a Th-1 talsuly jellemzi, mig colitis
ulcerosaban a Th-2 sejtvonal dominadl. A helper T-sejtek (Th-1, Th-2) egymas
miikodésére is hatassal vannak az altaluk termelt citokineken keresztiil. A Th-1 sejtvonal
a sejtes immunvalaszt iranyitja, és foként IL-2, IL-12, IL-23 és IFN-y citokineket termel,
ezek koziil az IL-23 kozponti szerepld, mert egy erds pro-inflammatorikus hatasu citokin,
amely autokrin modon fokozza az IL-1, IL-6 és TNF-a termelését a DC-ken és
makrofagokon [67]. A Th-2 sejtek elsdsorban a humoralis immunvalasz kialakitasdban
jatszanak fontos szerepet €s elsdsorban IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ¢és IL-13 citokineket
termelnek.

A DC-k altal termelt citokinek a Th-17 sejt iranyu differenciaciot is eldsegitik. Az
emelkedett IL-17 és IFN-y termelés tovabb karositja a mucosa epitél rétegét. Az IL-17 az
NF-kB jelatviteli utvonalon keresztiil szdmos citokin (TNF-a, IL-1B, IL-6), kemokin,
novekedési faktor (TGF-B), matrix metalloproteindzz (MMP-3, MMP-13) ¢és
antimikrobidlis peptid (defenzinek, mucinok) expresszidjat fokozza [68]. Az IL-17
emellett neutrofil sejteket toboroz, illetve B-sejteket aktival [69]. Dextran natrium szulfat

(DSS)-indukalt colitises egérmodellben az IL-17 knock out (KO) allatok epitél sériilése
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enyhébb, mint a vad tipusa (WT) egereké, ami az IL-17 bélnyalkahartya karositd hatasat
tamasztja ala [70].

Vizsgalataim kézéppontjaban az I1L-24 all, mely az IL-20 citokin alcsaléd, illetve
a természetes immunvalasz szabalyozasdban, az epitél sejtek integritasanak
fenntartasaban jelentds szereppel bird IL-10 citokincsalad tagja [71]. Az IL-20 alcsaladba
az IL-19, IL-20, 1L-22, IL-24 ¢és az IL-26 tartozik. Az alcsaladba tartozo citokinek
célsejtjel €és biologiai funkcidi hasonléak [72], foként a myeloid és limfoid eredet
immunsejtekbdl szarmaznak, receptoraik dontéen az epitélsejteken expresszalddnak. Az
IL-19 receptora az IL-20RA/IL-20RB heterodimer, mig az IL-20 és 1L-24 kotddhet az
IL-20RA/IL-20RB, valamint IL-22RA1/IL-20RB heterodimer receptorhoz is. Az IL-22
receptora IL-22RA1/IL-10RB az IL-26 pedig IL-20RA/IL-10RB receptorkomplex. Az
IL-20 alcsalad citokinjei hatasukat foként a JAK (Janus kinase)/STAT (signal transducers
and activators of transcription) szignalizacios utvonalon keresztiil, a génexpressziot direkt
modon szabalyozva fejtik ki [73, 74].

Az IL-24 fokozott jelenlétét mutattak ki gyulladassal, szoveti atrendezddéssel jarod
betegségek kapcsan, mint a gyulladasos bélbetegség [75], a pikkelysomor [76, 77], vagy
a reumatoid artritisz [78, 79]. Az IL-24 IBD-ben betoltott szerepérdl azonban kevés
ismeret all rendelkezésiinkre. Korabban Andoh A., illetve Fonseca-Camarillo G. és
munktarsai az IL-24 fokozott jelenlétét mutattak ki az IBD-ben szenvedd betegek
bélbiopszias mintaiban [75, 80]. Andoh A. és munkatarsai vizsgélatai szerint az IL-24
hataséara fokozddik a vastagbél epitél sejtjeinek mucin-1,-3 és -4 termelése, amely az IL-
24 gyulladast csokkentd hatasara utal. Az IL-24 adenovirdlis overexpresszidja szamos
tumoros sejtvonalon apoptozist indukal [81, 82], overexpresszaldsa csOkkenti a
sebgyogyulads soran megemelkedik [84], igy feltételezhetd, hogy az IL-24 részt vesz a
sebgyodgyulas sordn végbemend szoveti atrendezédésben. Kutatocsoportunk az 1L-24-et
a vesefibrozis allatkisérleti modelljében az egyik legnagyobb mértékben expresszalodo
molekulaként azonositotta [85].

Az IL-24 szoveti atrendezddésben betdltott szerepe erdsen feltételezhetd, azonban ennek

pontos mechanizmusat maig sem ismerjiik.
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1.3.6. TNF-a szerepe a gyulladasos bélbetegségben

A TNF-a - az IL-1p mellett - az egyik legfontosabb és legismertebb pro-
inflammatorikus citokin az IBD patomechanizmuséban. F6 forrdsai a lamina propria
mononukledris sejtjei, igy a makrofagok, a fibroblasztok, a T-sejtek €s az adipocytak [86].

A nuclearis factor (NF-kB) transzkripcids faktor aktivalasan keresztiil szamos
gyulladésos folyamatot indit el. Fokozza az E-selectin és egyéb adhéziés molekulak
kifejezodését, tovabba indukalja a citokinek és kemokinek termelddését, fokozza az
angiogenezist. Karositja az epitélialis barriert, indukalja az epitélialis sejtek apoptdzisat
¢s abélhamsejtek kemokin termelését. Hozzéjarul a granuloma képzddéséhez, és eldsegiti
az akut fazis fehérjék termelddését [87], a macrofagok és effektor T-sejtek aktivaciojat,
valamint a fibroblasztok fokozott matrix metalloproteindz (MMP) termelését. [88]

Stlyos betegség esetén az egyik leghatékonyabb terapias eszkoziink az infliximab,

illetve az adalimumab, amelyek TNF-a neutralizalo antitestek [89].

1.3.7. TGF-P szerepe a gyulladasos bélbetegségben

A transzforméald novekedési faktor-B két, egyenként 12,5 kDa nagysaga
alegységbdl 4ll6 25 kDa méreti homodimer [90]. Szerepe szdmos folyamatban
fehérvérsejtek, igy példaul a makrofagok ¢€s a Treg-sejtek is termelik. A TGF-f3 receptor
I-es ¢és Il-es tipust receptor alegységekbdl all. A TGF-f kotddése utan a 2-es tipust
receptor kindz foszforildlja és aktivalja az 1-es tipust receptor kinazt, mely altal
beindulnak a jelatviteli kaszkadok, igy példaul a SMAD2/3, amely a SMAD4 molekula
segitségével a sejtmagba transzlokalddik, ahol transzkripcids faktorként megvaltoztatja a
génexpressziot [92]. A TGF-f hatasdra emellett szamos mas szignaltranszdukcios
utvonal, tobbek kozott az ERK (extracellular signal-regulated kinase), p38, MAPK
(mitogen aktivalt protein kinaz), illetve JNK (c-Jun N-terminalis kinaz) jelatviteli
rendszerek is aktivalédnak. Ezen folyamatok eredményeként megvaltozik a sejtek
génexpresszids profilja, sejtciklusbeli allapota, fokozddik az extracellularis matrix
(ECM) fehérjék termelése és depozicidja [93]. A TGF-B8 SMAD-dependens és -
independens Uton egyarant indukalja profibrotikus gének expresszidjat (MMP-1, -10,
kollagén-1) €s eldsegiti a fibroblasztok aktivaciojat [94]. A TGF-B az NF-kB jelatviteli

utvonal gatlasadval csokkenti a mastocytdk TNF-a termelését [95]. A TGF- azonban

20



DOI:10.14753/SE.2023.2804

kétarci molekula, mert profibrotikus hatdsa mellett, anti-inflammatorikus hatéassal is
rendelkezik [96].

A CD ¢s az UC esetén eltérd Th-sejt profilnak kdszonhetden kiilonbség adodik
a TGF-B expresszioban is. UC-ban a lamina propria mononuklearis- ¢és T-sejtjeinek

szama, valamint TGF-f termelése magasabb a CD ¢és kontroll csoportokhoz képest [97].

1.3.8. PDGF-B szerepe a gyulladasos bélbetegségben

Kumagai és munkatérsai a vérlemezke eredetli ndvekedési faktor (PDGF)-A, a
PDGF-B ¢és receptorjaik emelkedett szintjét talaltdk a IBD-ben szeveddk gyulladt, illetve
a fibrotikus bélteriiletekrdl szarmazo6 mintaiban [98].

A PDGF csaladnak 4 izoformaja ismert (A, B, C, D), melyek diszulfid hiddal
homodimereket alkotnak, az A és B izoforma heterodimerré is 6sszekapcsolodhat. A
PDGF dimerek fokozott termelését hipoxia, trombin, kiilonb6zd citokinek és egyéb
novekedési faktorok serkentik. F6 forrasai a makrofagok, de termelddik a neutrofil
sejtekben, a fibroblasztokban és az endotél sejtekben is.

A PDGF receptoranak a ¢és B tipusait kiilonboztetjiik meg, melyek szintén homo-
¢s heterodimereket is képezhetnek. A ligand bekdtddésekor a receptor alegységek
dimerizalédnak, megvaltozik a konformacidjuk és intracellularis doménjiik tobb helyen
autofoszforilalodik, amely hatdsara szamos szignalizacios utvonal, tobbek kozott a
MAPK, PI3K (Foszfoinozitid-3-kindz), JAK-STAT is aktivalodnak [99].
mitogén hatastiak a mesenchimalis eredetii fibroblaszt, pericita, ér simaizom sejtekre.
Tobb kutatoesoport leirta, hogy a PDGF receptor blokkolasa szamos szerv hegesedésének
mértékét csokkenti [100, 101]. A PDGF aktivalja az intesztinalis fibroblasztokat, amely
altal fokozodik a kollagén termelés, de szerepe van az embriondlis fejléddésben, az
angiogenezisben, a sebgyodgyulasban és a fertézéses folyamatok patomechanizmusaban

is [102].

1.3.9. A matrix metalloproteinazok (MMP) szerepe a gyulladasos bélbetegségben
Tobb mint 25-féle MMP-t ismeriink, melyek strukturalisan hasonlo,

genetikailag azonban kiilonb6zé endopeptidazok. Szinte valamennyi extracellularis
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matrix komponens bontasara képesek, beleértve a kollagéneket (kollagenazok), a
denaturalt vagy részlegesen degradalt kollagéneket (zselatinazok), vagy a laminineket.
Emellett szerepiik van az immunvalasz, a sejtmigracio szabalyozasaban, a leukocitak
aktivacidjaban, az antimikrobidlis valaszreakcioban és az angiogenezisben [52, 103, 104].
A TIMP-ek olyan kisméretii fehérjék, melyek az MMP molekulakkal 1:1 ardnyban
képesek kotddni, majd azok miikodését gatolni [105-107]. Ez a gatlds azonban nem
specifikus, vagyis az egyes TIMP-ek szamos kiillonb6z6 MMP-t képesek gatolni. Jelen
vannak a gyulladas kialakuldsanal, majd az ezt koveté immunsejt infiltracional, citokin
termelddésnél, tovabba a fibroblasztok aktivaciojanal és végiil a kialakult fibrotikus
szovetben is.

IBD-ben a kollagendzok (MMP-1,-8,-13), a zselatindzok (MMP-2,-9), a
stromelizinek (MMP-3,-10), a matrilizin (MMP-7) és a makrofag elasztaz (MMP-12)

szerepe ismert, melyek funkcidit az 1. tablazat foglal 6ssze [62].

1. tablazat. Az IBD patomechanizmusaban szerepet jatsz6 MMP-k és azok fobb funkcioi

MMP Csoport Altalanos név IBD-ben betoltott szerep
MMP-1 kollagenaz-1 bél fibrozis elleni védelem
MMP-8 | kollagenazok | kollagenaz-2 neutrofil infiltracio elésegitése
MMP-13 kollagenéaz-3 TNF-a, endosztatin aktivacio

bél fibrozis elleni védelem
MMP-2 zselatindz A antiangiogen faktorok termelése

epitél barrier védelem

zselatinazok neutrofil infiltracio elésegitése
kemokin expresszid
MMP-9 zselatinaz B o
antiangiogen faktorok termelése
bél fibrozis elleni védelem
MMP-3 stromelizin-1 endosztatin aktivacio
stromelizinek _
MMP-10 stromelizin-2 sebgyogyulas
A-defenzin aktivacio
MMP-7 | matrilizinek matrilizin-1 kemokin expresszid
endosztatin produkcio
makrofag o .
MMP-12 | egyéb MMP-k epitélium degradacio
metalloelasztaz
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1.4. A gyulladasos bélbetegség klinikai tiinetei

Az IBD két {6 megjelenési formaja a CD ¢s az UC. Mindkét betegségre ismertiink
jellemzd klinikai tiineteket és specifikus szOvettani eltéréseket, az esetek részében
mégsem sikertl (IBD-U), vagy csak a késObbiekben sikertil felallitani a diagnoézist [108,
109]. Az IBD korlefolyasa hullamz6, aktiv és nyugalmi fazisokkal tarkitott betegség. A
klinikai kép nagyban fiigg a betegség kezdetének idépontjatol, az érintett bélszakasztol,
a folyamat stlyossagatol, tovabba az esetleges extraintesztinalis manifesztacioktol. A
gyermekkori IBD tiinetei - példaul a hasi fajdalom, a hasmenés, vagy a fogyas -
tobbségiikben megegyeznek a felnéttkorban tapasztaltakkal, vannak azonban specialis
gyermekkori kdvetkezmények, mint a névekedésbeli elmaradas, csontosodasi zavar vagy

a késoi pubertas [110].

1.4.1. A Crohn-betegség klinikai képe

A CD a tépcsatorna barmely részét érintd, szegmentalis lokalizacidja kronikus
gyulladas. Leggyakrabban az ileum és a proximalis vastagbél vesz részt a folyamatban, a
gyulladas transzmuralis, tehat a bélfal mélyebb rétegeit is érinti. Gyermekkorban az
ileocolonicus régid 35-50%-ban, a termindlis ileum 25-30%-ban érintett, mig izolalt
vastagbélgyulladas 20-30%-ban figyelhetd meg. A terminalis ileumtol proximalisan 1évd
bélszakaszok érintettsége az esetek tobb, mint 50%-aban fordul eld, ami segitheti a
diagnézis felallitasat [110-112].

Legfobb klinikai tlinet a hasi fajdalom, az esetek nagyobb hanyadaban nem véres
hasmenés, fogyas, illetve tarsulhat hozza flatulencia, esetleg subfebrilitas vagy 1az. A hasi
fajdalom lehet diffuz vagy koldok koriili, de foként a jobb alhasban jelentkezik. A
differencialdiagnozis - mint minden betegség esetén - kifejezetten fontos, hiszen a 1az és
a hasi nyomasérzékenység akar appendicitis gyanujat is keltheti.

Gyermekkorban gyakrabban latunk atipusos, vagy extraintesztindlis tiineteket,
azonban a betegek 80 %-aban jelen van a hasi fijdalom. A nodvekedési retardacio
elkeriilése fontos feladat a terapia soran, ezért kiemelt jelent0ségli a tartds remisszid
elérése, ellenkezd esetben irreverzibilissé valhat a ndvekedésbeli elmaradottsag. A
malnutrici6 és malabszorpcido fontos kovetkezménye a korképnek. A kiilonb6zd

gasztrointesztinalis panaszok miatt egyrészt csokken a taplalékbevitel, a felszivodasi
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zavarok pedig a karosodott nyéalkahartya felszin miatt alakulnak ki. A hasmenés miatt
elektrolitzavarok, kiilonbdzd hianyallapotok alakulnak ki [113-115].

Az extraintesztinalis manifesztaciok a betegek ¢életmindségét nagymértékben
befolyasoljak. A leggyakoribb bortiinet az erythema nodosum és a pyoderma
gangrenosum, ezenkiviill el6fordul episcleritis, periférias arthritis, sclerotizald
cholangitis, illetve uveitis [12, 116, 117].

Az aktivitdsi index az IBD aktivitasanak, sulyossaganak, illetve az alkalmazott
terapia hatékonysaganak megitélésére szolgaldo mutatd [118]. CD-ben a Gyermekkori
Crohn-betegség aktivitasi index (PCDAI) egy 0-100-ig terjedd skala, amely klinikai
tiineteken (fogyds, hematochaezia, diarrhoea), laboratoriumi értékeken (albumin,
haematokrit) valamint a sz6védmények (perirectalis elvaltozas, extraintesztinalis tiinet)
meglétén alapul. 10 alatti PCDAI esetében remissziorol, 30 folott sulyos aktivitasrol

beszélhetiink.

1.4.2. A colitis ulcerosa klinikai képe

Az UC a vastagbél nyalkahartya kifekélyesedésével jaro, idiilt, gyulladdsos
megbetegedés. A vezetd klinikai tlinet a gorcsds hasi fajdalom és a véres-nyakos
hasmenés. A markansabb tlinetek miatt a diagndzis felallitasa altalaban gyorsabb, mint
CD kapcsan. Ennek megfelelden a betegség gyorsabb felismerése miatt a sulyvesztés is
kevésbé jellemzd [119]. A betegség felntteknél foként a bal oldali leszallo vastagbelet
vagy a rectumot érinti [120], gyerekeknél gyakoribb az egész vastagbelet érintd
pancolitis. Nehezitheti a diagnodzist a terminalis ileum érintettsége (,,backwash ileitis™)
[119,121]. A HUPIR adatai szerint a magyarorszagi pancolitises esetek gyakorisaga 57%
[122]. Az extraintesztinalis manifesztaciok koziil a sclerotizalé cholangitis a
leggyakoribb.

UC-ben a Gyermekkori colitis ulcerosa aktivitasi index (PUCAI)-t alkalmazzak,
mely kizarolag klinikai tiineteken (¢éjszakai véres hasmenés, véres székletek szama,
mennyisége) alapul, jol korreldl a betegség tényleges aktivitasaval [123]. A PUCAI
esetében is 10 alatt remissziorol, 30 f616tt sulyos aktivitasrol beszélhetiink, 65 f616tt akut

fulminans vastagbélgyulladast kiilonitiink el.
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1.5. A gyulladasos bélbetegség diagnozisa

A diagnosztikédban fontos szerepet jatszik az auto-, és heteroanamnézis felvétele,
a fizikalis vizsgalat, a vérvételi eredmények, illetve a képalkoto vizsgalatok. A diagnézis
felallitasa a Port6i kritériumok és az ESPGHAN iranyelvei alapjan torténik [124, 125].
Laboratériumi vizsgélatok soran CD-ben jellemzd a leukocytosis, a C-reaktiv protein
(CRP) emelkedés, a gyorsult siillyedés, anaemia, azonban ezek az eltérések nem
betegség-specifikusak. A trombocytosis a korkép aktivitdsanak nyomon kovetesében is
fontos tényezd. Emelkedett a széklet calprotectin tartalma. Immunolédgai vizsgalattal CD-
ben az anti-saccharomyces cerevisiae elleni antitest (ASCA), UC-ben pedig az anti-
neutrophil citoplazmatikus antitest (ANCA) pozitivitas gyakoribb. A két fenti szerologiai
marker egyilittes értékelése segitséget nyujhat a diagnézis felallitasa sordan. Az ANCA
—/ASCA + 92-97 %-os specificitassal jellemzd CD-re, mig az ANCA +/ASCA — esetek
81-98 %-os valoszinliséggel jelzik az UC fennallasat IBD gyanuja esetén [126].
Gyermekek esetén a képalkotd vizsgalatok koziil hasi ultrahangot, valamint hasi-
kismedencei MR-t végziink. A betegek kivizsgalasadban nélkiilozhetetlen a felso-
(oesophago-gastro-duodenoscopia) ¢és also (colonoscopia) endoszkopos vizsgalat és az
eltavolitott biopszids mintak szovettani elemzése. Bar nem rutin diagnosztikus eszkoz, de
lehetdség van kapszula endoszkdpia elvégzésére, mely foként vékonybél érintettség
diagnosztikdjaban lehet hasznos.

A differencialdiagnosztika IBD esetén is kiemelten fontos. CD kivizsgélasa soran
szamos korkép meriilhet fel, mint példaul irritabilis bélszindréma, appendicitis, Yersinia
okozta infekcid, béltuberculosis, de akar hypothyreosis, vasculitisek, juvenilis arthritisek,
¢s malignus koérképek is, mint a leukaemia vagy a non-Hodgkin lymphoma. UC esetén
foként az infektiv (Salmonella, Shigella, Campylobacter spp., invaziv E. coli), valamint
a jellemzden antibiotikum kezelést kovetden kialakuld Clostridium difficile altal okozott

pseudomembranosus colitises eredetet kell kizarni.

1.6. A gyulladasos bélbetegség terapiaja
Gyermekkori IBD-ben a terdpia célja a tlinetek enyhitésén til a novekedés és a nemi
érés alapfeltételét biztositd tartds remissziod és a mucosalis gyogyulds elérése. Klinikai

remissziorol 10 alatti PCDAL illetve PUCALI esetében beszélhetiink.
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Az elsé valasztandd kezelés a jO eredményeket, gyakran remisszidt hozd
kizarolagos enteralis taplalas EEN (kizarolagos enteralis taplalas), melynek sordn a beteg
6-8 hétig csak folyékony tapszert fogyaszthat. A szisztémas kortikoszteroid terapia csak
azokban a kozépstlyos-sulyos luminalis CD esetekben ajanlott, ahol az EEN nem
kivitelezhetd. A szteroid kezelés napi 1mg/ttkg doézisban adhatd 2-4 hétig, 2 honapos
leépitéssel. Perianalis érintettség (fistula, talyog) esetében a széles spektrumi
antibiotikumok koziil, sziikkség esetén kombinacidban, ciprofloxacin és metronidazol
adhat6 [127]. A fenntarto kezelés alapjat rossz betegségprogndzis esetén a thiopurin vagy
methotrexat kezelés jelenti, mig enyhe betegséglefolyas esetén az aminoszalicilatok is
elégségesek lehetnek a remisszid fenntartdsdra. Biologiai terdpia harom hdnapos
eredménytelen konzervativ terapiat kovetden; 30 folotti PCDAI vagy fistula esetén
adhatd, amely hazankban 2007 ota érhetd el. Az infliximab (IFX) egy chimera,
monoclonalis IgG1 antitest, mely 25 %-ban egér, 75 %-ban human komponensbdl épiil
fel [128]. 2014 6ta mar az adalimumab (ADA) is elérhetd, amely 100%-ban humén IgG1
monoklondlis antitest.

A fenti terdpias lehetdségek ellenére 8§ év utan sajnos a beteg gyermekek
egyharmada, életiik soran pedig a CD-s betegek tobb mint 70%-a szorul sebészeti
beavatkozasra [129]. Fontos szempont a minimdl invaziv, bélmegtartdé operativ
beavatkozasok végzése, emellett a stricturoplastica, illetve a laparoscopos eljarasok
szama is novekszik [130, 131].
allnak rendelkezésre. Enyhe és kozépsulyos esetekben a szdjon at vagy rectdlisan
alkalmazott 5-amino-szalicilat terapia elegendd lehet. Sulyosabb esetben szteroid,
azatioprin vagy cyclosporin adhat6 [132]. A fenti terdpiara nem reagald esetekben a
biologiai terdpia mérlegelendd. Tiz éves betegségfennallas esetén gyermekkorban a

colectomia kétszer gyakoribb (40%), mint felndttkorban (20%).

1.7. A gyulladasos bélbetegség szo6vodményei

CD esetén a transzmuralis gyulladds okozta bélsziikiiletek subileust, ileust
okozhatnak. A betegség soran talyogok, végbélsipolyok kialakulasara is lehet szamitani,
utobbi akar az elsd tiinet is lehet. A perianalis fistulak, a borfiiggelékek ¢€s a recidivalo

talyogok altalaban miitéti indikaciot jelentenek. [119, 125, 133]. Fennall tovabba a
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malignus transzformacié lehetdsége is. A kiilonboz6 szovédmények miatt a betegek tobb
mint 70%-a esik at élete soran miitéti beavatkozason [134].

UC esetén toxikus megacolon alakulhat ki, melyben peritonitis, perforacid €s szepszis
veszélye is fennall. UC-ban bizonyitott a colorectalis carcinoma (CRC) kialakulasanak
fokozott rizikoja, azonban kialakuldsa elsésorban a megelézésnek kdszonhetden
csokkend tendenciat mutat. Magyarorszagi felmérés szerint a CRC kockdzata 32 éves

betegség fennallas esetén 12,6%. [11, 120].
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2. CELKITUZESEK

Az IL-24 pontos biologiai szerepe az IBD-ben ¢és azon beliil a szoveti
atrendezédésben még mindig nagyrészt ismeretlen, ezért munkank soran célul thztiik ki

ennek vizsgalatat in vivo és vitro koriilmények kozott egyarant.

A kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Hogyan valtozik az IL-24 citokin expresszidja a terapia naiv, gyulladdsos
bélbetegségben szenvedd gyermekek vastagbél nyalkahartyajaban, illetve a DSS
indukalt vastagbélgyulladés soran a kontroll csoportokhoz képest?

e Az IL-24 receptora, az IL-20RB mely sejteken expresszalodik a human és az egér
vastagbél nyalkahartyaban?

e Milyen hatassal vannak az IBD patomechanizmuséban ismert gyulladdsos
faktorok az IL-24 expressziojara az immunsejteken?

e Milyen hatassal van az IL-24 a bél epitél sejtek profibrotikus molekula
expressziojara?
extracellularis komponensek expressziojara?

e Milyen hatassal van a direkt 1L-24 kezelés az egér vastagbél nyalkahartya
profibrotikus molekula és extracellularis matrix komponensek expresszidjara?

e Az [I20rb hianya hogyan befolyasolja a DSS indukalt vastagbélgyulladés soran a

tiineteket és a lerakodo extracellularis matrix mennyiségét?
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3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. IBD-s beteganyag és kontroll csoportja

A human colon biopszidk és szérum mintdk a Semmelweis Egyetem 1. sz.
Gyermekgyogyaszati Klinika beteganyagabol szarmaznak. A vizsgalatot a Semmelweis
Egyetem Regionalis, Intézményi Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga (TUKEB
175/2007) hagyta jova, és a Helsinki Nyilatkozattal 6sszhangban végeztiik.

Az IBD-s betegeket a Portoi kritériumok [112, 135] alapjan diagnosztizaltuk, a
betegség aktivitast a PCDAI és PUCAI meghatarozéasaval jellemeztiik [136-139]. Fontos
kiemelni, hogy a vizsgalatba bevont gyermekek frissen diagnosztizalt, kezeletlen betegek
voltak. A kontroll gyermekeknél kronikus hasi fajdalom, hasmenés vagy polyposis
gyanlija miatt a gasztroenterologiai kivizsgalasuk keretében végeztiink endoszkdpos
vizsgélatot, mely minden alkalommal negativnak bizonyult, biopszidik ép makroszkopos
¢s hisztologiai képet mutattak. A vizsgélatba bevontaktol (beteg és kontroll) a biopszias,
illetve a szérum mintékat az endoszkopos vizsgalat kapcsan gytjtottik.

A beavatkozas el6tt minden vizsgalatba bevett gyermek sziilei irdsos beleegyezést

adtak.

3.1.2. Vastagbél biopszia mintak

A Western blot analizis soran felhasznalt mintakat a colon transversum teriiletérdl
nyertiik. A 10 kontroll minta mellett a Crohn-beteg gyermekek esetén a makroszkdposan
ép (CD ¢ép, n=7) és koros (CD gyulladt, n=7) nyalkahartyabol, colitis ulcerosa esetén a
gyulladt nyalkahartyabol (UC, n=7) vettiink biopsziat. A beteg gyermekek klinikai
jellemzését a 2. tablazatban 0sszegeztiik. A mintavételt kovetden a biopsziakat rogton

lefagyasztottuk, a tovabbi feldolgozésig -80°C-on taroltuk.
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2. tablazat. A kontroll ¢és gyulladasos bélbeteg (IBD) gyermekek Kklinikai
karakterizalasa.

Roviditések: CD- Crohn-betegség, UC- colitis ulcerosa, CRP- C-reactive protein,
PCDAI/PUCAI - Gyermekkori Crohn-betegség /Colitis Ulcerosa Aktivitasi Index.

CD CD
Kontroll ucC
(ép régio) (gyulladt régio)
Esetszam 10 7 7 7

Nem (fiuk/lanyok) 3/7 4/3 4/3 3/4
Eletkor (évek) 12,76+4,15 13,11+1,65 13,74+2,29 14,52+1,40
CRP (mg/l) 0,87+1,37 30,15+28,94 26,48+31,03 7,43+£10,30
PCDAI/PUCAI 0 28,78+10,51 27,50+16,96 31,00+£20,12

3.1.3. Szérum mintak

ELISA vizsgalatunk soran 15 kontroll gyermektdl és 12 Crohn-beteg gyermektdl
tortént vérvétel. A vérmintdkat lecentrifugaltuk, majd a szérum mintdkat azonnal
lefagyasztottuk, a tovabbi feldolgozésig -80°C-on taroltuk. A beteg gyermekek klinikai

jellemzését 1d. a 3. tablazatban.

3. tablazat. A kontroll és Crohn beteg gyermekek klinikai karakterizalasa.
Roviditések: CD- Crohn-betegség, CRP- C-reactive protein, PCDAI-Paediatric Crohn’s

Disease Activity Index.

Kontroll CD
Esetszam 15 12
Nem (fiuk/lanyok) 8/17 6/6
Eletkor (évek) 5,8+4,42 12,3145,657
CRP (mg/l) 3,615+11,54 45,08+40,63
PCDAI 0 27,75+13,82
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3.2. Allatmodell és kezelési protokollok

A kisérletekben hasznalt egereket standard koriilmények kozott tartottuk,
kontrollalt hdmérsekletii (22 £ 1°C) szobakban, 12 6ranként valtakozo vilagos €s sotét
periodusok mellett. Az allatok szamara szabadon elérhet6 standard ragcsalotapot és vizet
biztositottunk. Allatkisérleteinket a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsdga engedélyezte (PEI/OO1/83-4/2013). Valamennyi modszert a vonatkozo

eldirasoknak ¢és az ARRIVE iranyelveknek megfelelden végeztiik

3.2.1. Intracolonalis IL-24 injektalas

A kisérlet soran 7-8 hetes, him C57Bl/6J egereket (Charles River Laboratories,
Sulzfeld, Germany) hasznaltunk. Altaldnos isoflurdan (3% V/V) inhalacio indukalt
anesztézia alatt (Eickemeyer Veterinary Equipment Ltd., Twickenham, UK) median
laparotomidt kovetden az egerek vastagbelét ovatosan kiemeltiik a hasiliregbdl. Az
intracolonalis 1L-24 injektalds soran a Boni ¢s munkatarsai [140] altal leirt eljarast
kovettiik, mely soran rekombinéns IL-24-et (0,1 pg/50ul/egér dozisban; R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) injektaltunk a vastagbél falaba az antimesenterilis oldalon az
anustol 30 mm-re. A kontroll allatok esetén csak vivéanyag injektalas (Foszfatpufferelt
sooldat, PBS, 50ul/egér) tortént. Mindkét kezelési csoportba 6-6 egeret vontunk be. A
kisérletet 24 oraval az injektalds utdn terminaltuk, majd a kezelt bélszakaszokat

eltavolitottuk, rogton lefagyasztottuk, majd tovabbi analizisig -80°C-on taroltuk.

3.2.2. DSS indukalta colitises egérmodell

A kisérleteket 7-8 hetes, him, vad tipusat (WT) C57Bl/6J (Charles River
Laboratorium, Sulzfeld, Németorszag) és a Dr. Franz Oswaldt6l (University Medical
Center, Ulm, Germany) kapott C57Bl/6J genetikai hatter(i, 1/20rb génkiiitétt (KO)
egereken végeztiik. DSS (dextran natrium szulfat) indukalta colitis soran mind a WT
(n=6), mind az //20rb KO egerek (n=6) 2,5% (w/v) DSS-tartalmt (MP Biomedicals, LLC,
Santa Ana, CA, USA) vizet ihattak a kisérlet 7. napjaig, majd tovabbi 12 napig tiszta
ivovizet kaptak. A kontroll csoportok (WT, n=6; I/20rb KO, n=6) csak tiszta ivovizet
kaptak 19 napig. A bélmintakat a 19. napon altalanos isofluran inhalacié indukalt

anesztézia alatt gyljtottiik (Eickemeyer Veterinary Equipment Ltd., Twickenham, UK).
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A mintakat azonnal lefagyasztottuk és a tovabbi feldolgozasig -80°C-on taroltuk, illetve
formalinban fixaltuk (4%, pH=7,4).

A DSS kezelés soran kialakuld betegség aktivitasi index (DAI) meghatarozasat
Kim JJ és munkatarsai altal leirtak alapjan hataroztuk meg [141]. A kisérlet sordn minden
nap, azonos idépontban digitalis mérleg segitségével meghataroztuk az allatok testsulyat,
a széklet konzisztencidjat és a székletiik vér tartalmat. Az allatok altalanos allapotat
viselkedésbeli megnyilvanulasaik alapjan minden nap megvizsgaltuk. E16bbit 0-3 skalan
pontoztuk, utobbit, 0-2 skaldn hataroztuk meg. (4. tablazat). A DAI aktudlis értékét az

emlitett harom kategoria pontszamainak 6sszegeként kaptuk meg.

4. tablazat. Az allatok betegség aktivitasi indexének (DAI) szamitiasa a széklet

konzisztencia, a széklet vér és az altalanos allapot skalapontjai alapjan.

Pontok Széklet konzisztencia Széklet vér Altalanos allapot
0 Normal Normal, nincs vér Normal
1 Lazabb Kevés vér Rossz
2 Enyhén formalt Perianalis vérzés Haldoklik
3 Teljesen folyékony Foly6 vérzés -

3.3. Sejtvonalak

3.3.1. HT-29 colon és HK-2 proximalis tubulus epitél sejtkultira és kezelések

A HT-29 colon epitél sejtvonalat (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA;
European Collection of Cell Cultures) modositott McCoy’s 5SA médiumban (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), a human proximalis tubulus epitél (HK-2) sejteket
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) DMEM (Dulbecco’s
modositott sejtmédium, Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) tapoldatban
tenyésztettiik 37°C-on, 5% COz koncentracio mellett. A médiumot L-glutaminnal, 10%
hé-inaktivalt fotalis borji szérummal (FBS) (Invitrogen, Caqrlsbad, CA, USA), 100 U/ml
penicillinnel és 100 pg/ml streptomycinnel (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)
egészitettiik ki.

A kisérletek soran a sejteket 6 well-platere tettiik ki, 5x10° sejt/well denzitassal, 0%
FBS mellett, majd 24 6ra mualva (n=6/csoport) 100 ng/ml human rekombinans IL-24-gyel
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(R&D Systems) kezeltiik. A kontroll sejteket vehikulummal (PBS) kezeltiik. A kezelés
iddtartama 24 ora volt, ezt kdvetden a sejtekbdl annexin/PI festést végeztiink és RNS-t

izolaltunk.

3.3.2. A CCD-18Co colon fibroblaszt sejtkultura és kezelésiik

A CCD-18Co human colon fibroblaszt sejtvonalat (ATCC, Manassas, VA, USA)
Eagle's Minimum Essential médiumban (EMEM) (ATCC) 37°C-on, 5% CO:
koncentracio mellett tenyésztettiik. A médiumot L-glutaminnal, 10% hd-inaktivalt FBS-
sel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 100 U/ml penicillinnel és 100 pg/ml
streptomycinnel (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) szupplementaltuk.

A sejteket 6 well-platere tettiik ki, 5x10° sejt/well denzitdssal, 0% FBS mellett,
majd 24 o6ra mulva 100 ng/ml huméan rekombinans IL-24-gyel (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), 1 nM TGF-B1-gyel (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA),
illetve 10 ng/ml PDGF-B-val (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) kezeltiik az egyes
csoportokat (n=6/csoport) 24 6ran at. A kontroll sejteket vehikulummal kezeltiik (IL-24
¢s PDGF-B esetén PBS-sel, TGF-B1 esetén 4mM HCI-dal). A fent leirt modon kezelt
sejtekbdl annexin/PI festést végeztlink és RNS-t izolaltunk az RT-PCR mérésekhez.

Az MTT ¢s a SiriusRed tesztekhez a CCD-18Co sejteket 96 well-platere tettiik ki
10* sejt/well denzitassal, majd ez esetben is a fent leirt médon kezeltiik a sejtcsoportokat
(n=5/csoport) rekombinans IL-24-gyel, TGF-81-gyel, PDGF-B-val, illetve a kontroll

csoportokat a megfeleld vivoanyaggal.

3.3.2. Periférias vérben keringé mononuklearis sejtek (PBMC)

A periférias vérbdl a mononukledris sejteket egy, a klinikan kivizsgélasra
jelentkezett, egészséges 5 éves fiigyermektdl nyertiik. A gyermek gasztroenteroldgiai
kivizsgalasa kellemetlen lehelet és kifejezett, nyelven 1évd felrakodas miatt tortént. A
sejteket striiséggradiens-centrifugélassal izolaltuk (Histopaque-1077, Sigma-Aldrich),
majd RPMI 1640 médiumban (ATCC) tenyésztettiik 37°C-on, 5% CO> koncentracid
mellett. A médiumot L-glutaminnal, 10% hdé-inaktivalt FBS-sel (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), 100 U/ml penicillinnel és 100 ug/ml streptomycinnel (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA) egészitettiik ki.
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A sejteket 24 well-plate-re tettiik ki, 5x10° sejt/well denzitassal, 0% FBS mellett,
majd 24 6ra mulva 100 ng/ml rekombinans IL-1B-val (Invitrogen), 100 ng/ml LPS-sel
(lipopoliszacharidok Escherichia colibdl, Sigma-Aldrich), 10 ng/ml rekombinans TNF-
a- val (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), rekombinans 0,5 nM TGF-B1-gyel
(Invitrogen), 100 ng/ml rekombinans IL-17-tel (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA),
illetve 25 uM H»0»-dal (hidrogén peroxid) kezeltiik az egyes csoportokat (n=6/csoport).
A kezelések id6tartama 24 ora volt 37°C-on 5% CO; koncentracido mellett. A kontroll
sejteket vehikulummal kezeltiik (IL-1P esetén desztillalt vizzel, LPS, TNF-a, IL-17 és
H>02 esetén PBS-sel, TGF-81 esetén 4mM HCl-dal). A fent leirt modon kezelt sejtekbdl
mRNS expressziot mértiink.

3.3.4. Lamina propria mononuklearis sejtek (LPMC)

A lamina propria mononuklearis sejteket kontroll, vad tipust egerekbdl nyertiik
McManus ¢s munkatarsai [142] altal leirt moddszer alapjan, amely soran a teljes
vastagbelet eltavolitottuk, PBS-sel mostuk, majd azt apr6 darabokra vagtuk fel. A
szovetdarabokat kollagenazt tartalmazo oldattal (1 mg/ml, Sigma Aldrich) emésztettiik,
mechanikus modszerrel, 40 pm-es Falcon sejtszliron (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) segitségével homogén sejtszuszpenzidt hoztunk 1étre. Ezt kvetden
a lamina propria mononukledris sejteket stirliséggradiens-centrifugaldssal izolaltuk
(Histopaque-1077, Sigma-Aldrich). Izolaciot kdvetden a sejteket RPMI 1640 médiumban
(ATCC) tenyésztettiik 37°C-on, 5% CO koncentracié mellett. A médiumot L-
glutaminnal, 10% hd-inaktivalt FBS-sel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 100 U/ml
penicillinnel és 100 pg/ml streptomycinnel (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)
szupplementaltuk. A sejteket 96 well-plate-re tettiik ki 5x10° sejt/well denzitassal 0%
FBS mellett, majd 24 6ra mualva 100 ng/ml rekombinans IL-1B-val (Invitrogen), 100
ng/ml LPS-sel (lipopoliszacharidok Escherichia colibol, Sigma-Aldrich), 10 ng/ml
rekombinans TNF-a- val (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), rekombinéns 0,5 nM
TGF-B1-gyel (Invitrogen), 100 ng/ml rekombinans IL-17-tel (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), illetve 25 pM H>O:-dal kezeltiik az egyes csoportokat
(n=6/csoport) 24 oran at. A kontroll sejteket vehikulummal kezeltiik (IL-1p esetén
desztillalt vizzel, LPS, TNF-a, IL-17 és H2O; esetén PBS-sel, TGF-1 esetén 4mM HCIl-
dal). A fent leirt médon kezelt sejtekbdl RNS-t izolaltunk a tovabbi RT-PCR mérésekhez.
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3.4. Annexin V/ propidium jodid (PI) festés

Az apoptdzis mértékét FITC Annexin V apoptozis detektalo Kit I segitségével
(BD Pharmingen) vizsgaltuk a gyartd protokollja szerint. A sejteket PBS-es mosast
kovetden 1X Binding Buffer-ben szuszpendaltuk, majd FITC Annexin V és propidium-
jodid (PI) festékeket hozzaadva sététben szobahdmérsékleten 1 6ran keresztiil inkubaltuk.
Ezt kovetéen a megfestett mintdkat 1X Binding Buffer-rel higitottuk. A mérést BD
FACSAriaTM éaramlasi citométerrel (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) végeztik. A
vizsgalhato sejteket méret (forward scatter) €és granuléltsag (side scatter) szerinti szoras
alapjan hatéroltuk be. Minden kezelési csoportbol 10.000 sejtet szamoltunk le. Az €16
(Annexin V ¢és PI negativ), korai apoptotikus (Annexin V pozitiv), illetve késoi apoptotikus
¢s halott sejteket (Annexin V és PI pozitiv) festddésiik alapjan azonositottuk. Az
eredményeket ezutin BD CellQuestTM Pro (BD Biosciences) szoftver segitségével
értékeltiik ki.

3.5. Fibroblaszt migracios vizsgalat

CCD-18 Co sejteket a kozepiikon, nem toxikus, agardz gél barriert tartalmazo, 96
well plate-re tettiik ki 5x10° sejt/well denzitassal, 24 6ras inkubaci6 utan a barriereket
eltavolitottuk, majd rekombindns IL-24 vagy vehiculum kezelést alkalmaztunk. A
vizsgalt well-ekrdl fénymikroszkdopos felvételt készitettiink Olympus [X81 mikroszkop
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan) segitségével a kezelés id6pontjaban, illetve 5
nappal késébb. Az egyes well-ek kdzepén megmaradd sejtmentes teriiletek méretét
Imagel] 1.48v szoftverrel (The National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)

hataroztuk meg.

3.6. MTT sejtproliferacios vizsgalat

MTT sejtproliferacidos vizsgalatunkhoz Cell Proliferation Kit I-et (Roche
Diagnostics, Mannheim, Németorszag) hasznaltunk, a kisérlet soran a gyarto javaslatai
alapjan jartunk el. A kioldott festék abszorbanciajat 570 nm-en, Hidex Chameleon
Microplate Reader (Triathler, Plate Chameleon, 300SL Lablogic Systems, Inc. Brandon,
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FL, USA) segitségével, MikroWin szoftverrel mértiik. A hattér fényelnyelését 690 nm-

en hataroztuk meg.

3.7. SiriusRed kollagén detekcios eljaras

A sejteket Kahle fixaldé oldatban inkubaltuk szobahdmérsékleten 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)
szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltuk. A be nem kotédott festéket desztillalt vizzel
tavolitottuk el. A sejtek altal termelt kollagénnel aranyos mennyiségii, bek6todott festéket
0.1 M-os NaOH oldattal elualtuk, abszorbancidjat 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.

3.8. Laktat-dehidrogenaz (LDH) cytotoxicitas vizsgalat

A vizsgalatot Korzeniewski C. és munkatarsai altal korabban leirtak alapjan
végeztiik [143]. A laktat-dehidrogenaz az Osszes sejtben megtalalhato citoplazmatikus
enzim, mely a sejteket érd toxikus hatdsokat kovetden a sejtek kozotti térbe jut. Az LDH
enzimaktivitas mérésével a sejteket érd toxikus hatas mértékét tudjuk megbecsiilni. A
reagensek forgalmazoja a Sigma Aldrich. Az abszorbancidt 570 nm-en mértiik Hidex

Chameleon Microplate Reader és MikroWin 2000 szoftver segitségével.

3.9. Immunfluoreszcens festés

Az o-SMA ¢és az IL-20RB szoveti, illetve sejten beliili elhelyezkedését
immunfluoreszcens festési eljarassal vizsgaltuk. A fagyasztott human colon biopsziakat
¢s az egér bél mintakat Shandon cryomatrixba (ThermoElectron Co., Madison, WI, USA)
agyaztuk, majd 5 pm vastagsagu metszeteket készitettiink. Felhasznalasig a metszeteket

-80 °C-ra hiitve taroluk.
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A HT-29 colon, a HK-2 vese epitélsejteket, valamint a CCD-18Co fibroblaszt sejteket az
antitestekkel torténd jelolés elott 15 percig, szobahdmérsékleten Cytofix/Cytoperm (BD)
segitségével fixaltuk és permeabilizaltuk.

Ezt kovetéen o-SMA (sc-53015, egér polyclonalis IgG, 1:2000 higitds, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA), illetve IL-20RB specifikus antitesttel (ab124332, nyul,
1:100 higitas, Abcam) inkubdltunk 1 6rén at, szobahdmérsékleten. A PBS-esel torténd
mosasok (3x) utan Alexa Fluor 488-al (kecske anti-egér IgG, 1:100 higitas, A11001,
Invitrogen), illetve Alexa Fluor 568-al konjugalt szekunder antitesttel (szamar anti-nyul,
1:100 higitas, A10042, Invitrogen) inkubaltuk szobahémérsékleten a mintdkat. A
metszeteket DNS kimutatasara (magfestés) Hoechst 33342 festékkel (1:2000 higitas,
Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA) szobahdmérsékleten 10 percig inkubaltunk. Ujabb
PBS mosast (3x) kovetéen a metszeteket Vectashield médiummal fixaltuk (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) ¢és feddlemezzel fedtilk. A specificitas
ellendrzésének ¢€s az autofluoreszcencia kikiiszobolésének céljabol kizarolag szekunder
ellenanyaggal is inkubaltuk a kontrollnak hasznalt metszeteket. A szdvetek festodését
Nikon C2 konfokalis lézer scanning mikroszkoppal (Nikon, Minato, Tokid, Japan)

vizsgaltuk.

3.10. RNS izolalas, cDNS szintézis és PCR

A mérések soran felhasznalt szovetekbdl és sejtekbdl az RNS izolalast Total RNA
Mini izolal6 kit (Geneaid Biotech Ltd., New Taipei City, Taiwan) segitségével a gyartd
protokolljdnak megfeleléen végeztik el. A kinyert RNS mennyiségét €s mindségét
DeNovix DS-11 spektrofotométerrel (DeNovix Inc., Wilmington, DE, USA) hataroztuk
meg. Mintanként 500 ng RNS-bdl komplementer DNS-t (¢cDNS) szintetizaltunk Maxima
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) reagensekkel a gyarto utasitdsainak megfelelden. A valds idejii RT-PCR méréseket

LightCycler 480 SYBR Green I Master enzyme mix (Roche Diagnostics,
Mannheim, Németorszag) reagenssel, LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Németorszag) automatan végeztilk. A vizsgalni kivant génekre specifikus primereket

(lasd 5. tablazat) az NCBI (National Center for Biotechnology Information) nukleotid
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adatbazisdban talalhaté szekvencidk alapjan terveztik és az Integrated DNA
Technologies (IDT, Coralville, lowa, USA) gyartotta le. A kiilonb6z6é célmolekulak
mRNS expressziojat a glicerin—aldehid—3—foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) héztartasi

gén hanyadosaként hatdroztuk meg az x= 2" képlet alapjan.

5. tablazat. A real time polimeraz lancreakcioban (PCR) alkalmazott primer parok
nukleotid szekvenciaja, a keletkezo termékek hossza és az anellacios homérsékletek.

Roviditések: F: forward; R: reverse; bp-bazispar, Ta- anellacidos homérseklet

Termék
Faj Gén Primer parok Ta
hossz
F: 5-CTGCCCCGCCGCCGAAGTC-3'
human COLIAI 96 bp 63 °C
R:  5-CCCTCGACGCCGGTGGTTTCTTG-3'
F:  5-TGCCCACAGCCTCCAACT-3'
human COL3A41 113bp 56°C
R:  5-ATACCAGGGTCACCATTTCTCC-3'
F:  5-GGCTGCCCACGAGGAAATCTGC-3'
human FNI 229bp 56°C
R:  5-GTGCCCCTCTTCATGACGCTTGTG-3'
F:  5-AGCAATGCCTCCTGCACCACCAA-3'
human  GAPDH 159bp  60°C
R:  5-GCGGCCATCACGCCACAGTTT-3'
F:  5-AGGCGGTTTCTGCTATTCC-3'
human 1124 55bp 48 °C
R:  5-GAGCTGCTTCTACGTCCAACT-3'
F:  5-GGTGCCCAGGAACATGTCAAAAT-3'
human  /L20RB 188bp 58°C
R:  5-AGGGCCAGTACCAGGGGAATG-3'
F:  5-CACGCTGGGCCCTGTCACTCCT-3'
human  MMP2 205bp 60 °C
R:  5-TGGGGCCTCGTATACCGCATCAAT-3'
F: 5-CGCGGGCGGTGATTGACGAC-3'
human  MMP9 198bp 63 °C
R:  5-GAATGCCGGGGCCAGGAGGAA-3'
F:  5-ACCCCCGCCATGGAGAGTG-3'
human TIMPI 223bp  58°C
R:  5-AGGGGATGGATAAACAGGGAAACA-3'
F:  5-CAGGGCCAAAGCGGTCAGTGAGA-3'
human TIMP2 151bp 57°C
R:  5-CGAGGAGGGGGCCGTGTAGATAAACT-3'
Acta2 F: 5-CCCCTGAAGAGCATCGGACA-3'
egér 105bp 60 °C
(58) R:  5-TGGCGGGGACATTGAAGGT-3'
F:  5-CAAAGCTGCTGATGGTTCT-3'
egér Collal 107bp 60 °C
R:  5-GACCAGCTTCACCCTTG-3'

38



DOI:10.14753/SE.2023.2804

F: 5-GTCCCCTGGCTCAAATGGCTCAC-3'

egér Col3al 175bp 61°C
R:  5-GGGGCCCCTTGCTCCTATTAGTCC-3'
F:  5-GGTCAGGGCCGGGGCAGAT-3'

egér Fnl 228bp 60 °C
R:  5-CTGGCTGGGGGTCTCCGTGATAAT-3'
F:  5-ATCTGACGTGCCGCCTGGAGAAAC-3'

egér Gapdh 164bp 60 °C
R:  5-CCCGGCATCGAAGGTGGAAGAGT-3'
F:  5-TGTGGGAGGCCTTCTGGACTGT-3'

egér 1124 133bp 57°C
R:  5-AGCAGGCTGTGGGCAAGGTAAC-3'
F: 5-ACCACCGAGGACTATGAC-3'

egér Mmp?2 121bp 60 °C
R:  5-TGTTGCCCAGGAAAGTGA-3'
F:  5-TGCCCTAGTGAGAGACTCTACA-3'

egér Mmp9 128bp 60 °C
R:  5-CAGCGGTAACCATCCGA-3'
F:  5-CTGGGCGCTCTTCCTTCCTCTC-3'

egér Pdgfb 170bp 60 °C
R:  5-CCAGCTCAGCCCCATCTTCATC-3'
F:  5-GTGCGGCAGCTGTACATTGACTTT-3'

egér Tefbl 239bp 60°C
R:  5-GGCTTGCGACCCACGTAGTAGAC-3'
F: 5-CACGGGCCGCCTAAGGAAC-3'

egér Timpl 249bp 58°C
R:  5-CGTGGCAGGCAAGCAAAGTG-3'
F:  5-TGCCCTGGCACACGCTTAGC-3'

egér Timp2 221bp 58°C
R:  5-GTACCACGCGCAAGAACCATCA-3'

3.11. Enzimhez-kotott ellenanyag-vizsgalat (ELISA)

A humén szérum IL-24 szint meghatarozas szendvics ELISA modszerrel tortént a
gyarto (Cloud-Clone Corp., Houston, Texas, USA) protokolljanak megfeleléen. A gyarto
altal human IL-24 specifikus antitesttel coatolt ELISA plate-re felvittiik a standard 1L-24
higitasi sort (100 pl/well), valamint a human szérummintakat (100 ul/well). Egy oras
inkubaciot kovetden a plate-et a gyartd altal biztositott mosdpufferrel mostuk (200
ul/well), majd jeloletlen I1L-24 specifikus detekcios antitesttel (100 pl/well) inkubaltuk
egy oran keresztiil. Mosasi 1épést kovetden HRP enzim konjugalt, a detekcios antitestre
specifikus masodlagos antitesttel (100 pl/well) inkubaltuk a mintdkat egy oran keresztiil.
Ezt kovetden 3,3',5,5'-tetramethylbenzidint (Cloud-Clone Corp., Houston, Texas, USA)
szubsztratot (90 ul/well) adtunk minden wellhez, és 20 percig sotétben inkubaltuk. Az
enzim-szubsztrat reakciot 2N kénsav (H2SO4) oldat (50 ul/well) hozzaadéaséaval allitottuk

le. A mintdk abszorbancidjat Hidex Chameleon Microplate Reader (Triathler, Plate
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Chameleon, 300SL Lablogic Systems, Inc., Brandon, FL, USA) spektrofotométerrel
hataroztuk meg 450nm-es hulldmhosszon. Az eredményeket MikroWin 2000 software
segitségével értékeltiik ki. Az IL-24 koncentraciot a standard kalibracios gorbe alapjan

szamitottuk ki.

3.12. Aramlasi citometria (FACS)

A HT-29 és HK-2 sejteket szobahdmérsékleten centrifugaltuk (2000g, 5 perc), PBS-
el mostuk, majd 10 percig inkubdltuk FACS Permeabilizing Solution 2-vel (BD
Pharmingen, San Diego, CA, USA). A permeabilizalt sejteket PBS-el mostuk, és anti-
TGF-B1 (sc-146, nyul, Santa Cruz), illetve anti-PDGF-B (sc-7878, nyul, Santa Cruz)
antitesttel 1:50 higitdsban szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltuk. A sejteket ezutan
ismét FACS Permeabilizing Solution 2-vel mostuk, majd Alexa Fluor 568 szekunder
antitesttel (A10042 szamar anti-nyul IgG, 1:200 higitas, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
30 percig, szobahdmérséklet inkubaltuk. A negativ kontrollként szolgaldé mintakat csak
szekunder antitesttel jeloltiik. Ezt kovetden a sejteket ismét FACS Permeabilizing
Solution 2-vel mostuk, centrifugéltuk (800g, szobahémérséklet, 7 perc), majd PBS-ben
reszuszpendaltuk. Az analizist a BD FACSAriaTM cytometerrel (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) végeztiik. Az €16 sejteket méret (forward scatter) és granulaltsag szerinti
(side scatter) szoras alapjan hataroltuk be. Minden kezelési csoport minden mintaibol 10-
10 ezer sejtet szamoltunk le, az eredményeket pedig a BD FACSDiva Software (Becton
Dickson Co., San Jose, CA, USA) segitségével elemeztiik.

3.13. Fehérje izolalas és Western blot

A vizsgélt humén és egér colon biopszids mintdkat SOmM HEPES, 150mM NaCl,
1% Triton-X-100, 5mM EDTA, 5mM glikol-bisz(2-aminoetiléter)-N,N,N',N'-
tetraecetsav  (EGTA), 20mM néatrium-pirofoszfat, 20mM natrium-fluorid (NaF),
0,2mg/ml fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 10ug/ml leupeptin €s 10ug/ml aprotinin
(pH 7,4) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) tartalmu lizis pufferben
homogenizaltuk (FastPrep FP120 homogenizator, Qbiogene Inc, Cedex, Franciaorszag).

A homogenizalt mintadkat centrifugaltuk (10000g, 5 perc, 4°C), majd a feliiluszé

crer
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Laboratories, Hercules, CA, United States) segitségével hatdroztuk meg. A fehérje
mintdkat denaturaltuk (95°C, 5 perc), majd 4-20%-os gradiensti natrium-dodecil-szulfat
(SDS) tartalmu poliakrilamid gélben elektroforetizaltuk (20pug/minta/zseb), 120 V
fesziiltség mellett (~40mA) 60 percig (Penguin™ Dual-Gel Water Cooled Systems, Owl,
NH, USA). Markerként ismert molekulasulya fehérjék keverékét hasznaltuk
(BenchMark™, Gibco/BRL, Eggenstein, Németorszag). Ezt kovetéen az SDS-
poliakrilamid gélrdl nitrocellul6z membranra (Bio-Rad) blottoltuk a szeparalt fehérjéket.

Az aspecifikus kotohelyek és kdlcsonhatasok gatlasahoz a blotmembranokat 1 6ran
at 5% zsirszegény tejport tartalmazod 1x-es PBS pufferben, Ovatos razds mellett
inkubaltuk, majd 11-24 (ab182567 nyul polyclonalis IgG, 1:1000 higitds, Abcam,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag), a-SMA (sc-53015, 1:10000 higitas, Santa Cruz),
fibronectin (ab2413, 1:2000 higitas, Abcam), pro-collagen-la 2 (sc-166572, 1:2000,
Santa Cruz), illetve GAPDH specifikus antitesttel (sc-47724, 1:2000, Santa Cruz) 4 °C-
on, egy teljes ¢jszakan at inkubdaltuk a membranokat. Majd mosast kovetéen peroxidaz-
konjugalt anti-nyul, vagy anti-rabbit szekunder antitesttel (IgG, 1:2000 higités,
szobahOmérséklet, 1 ora, Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA) inkubaltuk a
membranokat. Ezt kdvetden Gjabb mosasi Iépésekkel tavolitottuk el a feleslegben jelen
1évd, a membranokhoz be nem kotddott masodlagos ellenanyagokat. Belsé kontrollként
GAPDH-t alkalmaztunk.

Az immunreaktiv savokat a kemilumineszcens Western-blot-detektalasi protokoll
(GE Healthcare, Little Chalfont, Egyesiilt Kirdlysag) segitségével jelenitettiik meg, az igy
kapott képeket VersaDoc 5000MP rendszerrel (Bio-Rad) vizualizaltuk, majd a Quantity
One v4.6.9 (Bio-Rad) ¢és az ImageJ 1.48v (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA) szoftverek alkalmazasaval analizaltuk. Végiil az eredményeket relativ optikai

denzitasként fejeztiik ki.

3.14. Statisztikai analizis

Az adatokat a GraphPad Prism 6.01 software (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA) segitségével analizaltuk. Az adatsorok normal eloszlasat Kolmogorow-Smirnov
teszt segitségével hataroztuk meg. Normdal eloszlds esetén a csoportok kozotti
kiilonbozdséget két csoport esetén 2-mintds parositatlan t-teszttel, kettdnél tobb csoport

esetén one-way ANOVA teszt segitségével hataroztuk meg. Amennyiben a normal
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eloszlas feltétele nem teljesiilt, két csoport esetén Mann-Whitney-U-, tobb csoport esetén
Kruskall-Wallis tesztet hasznaltunk. Az MTT, LDH citotoxicitas, migracids vizsgalat és
SiriusRed festés adatainak tobbszords dsszehasonlitasat two-way ANOV A és multiple-t-
teszt segitségével végeztiik. Szignifikans eltérést a p<0,05 valdszinliség esetén jeloltiik

kiilonboz6 szimbolumokkal. A szemléltetd grafikonokon atlag és szoras (SD) lathato.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az IL-24 és receptoranak vizsgalata IBD-ben szenvedo gyermekeknél

Els6 1épésként az 1L-24 jelenlétét vizsgaltuk IBD-s és kontroll gyermekek vastagbél
biopszias és a szérum mintdikban. A gyulladt vastagbél teriiletekbdl nyert biopszias
mintdkban mind colitis ulcerosa, mind Crohn-betegek esetén emelkedett IL-24
fehérjeszintet talaltunk a kontroll mintakhoz képest. A Crohn-betegek makroszkoposan
nem gyulladt vastagbél teriiletr6l nyert mintdiban az IL-24 szint nem valtozott a
kontrollhoz képest (3. dbra/a, c).

A Crohn-beteg gyermekek IL-24 szérum szintje emelkedett volt a kontroll gyermekek

szérum szintjéhez képest (3. dbra/b).
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3. abra: Az IL-24 fehérje expresszioja IBD-ben. Az 1L-24 fehérjeszintjét a belsod
kontrollként alkalmazott GAPDH mennyiségére normalizalva hataroztuk meg Crohn-

betegek (n=7-10), colitis ulcerosa-s és kontroll betegek vastagbél biopszids mintdiban

e ey

hataroztuk meg kontroll (n=12) és Crohn-beteg (n=15) gyermekek mintaiban (b). A
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diagramokon atlag + SD adatokat tiintettiink fel. *p<0.05 vs. kontroll (Kruskal-Wallis
teszt (a) vagy Mann-Whitney U-teszt (b)

Az IL-24 biologiai aktivitasat akkor tudja kifejteni, ha a célsejt expresszalja az 1L-24
heterodimer receptorainak IL-20RB alegységét. A 4. dabran reprezentativ
immunfluoreszcens képek lathatéak a kontroll (12 éves lanygyermek, colon polyp), a
frissen diagnosztizalt Crohn-betegségben (17 éves fiugyermek, PCDALI:65), illetve colitis
ulcerosaban (8 ¢éves fiugyermek, PUCAIL:20) szenvedd gyermekek vastagbél
nyalkaharty4jaban. Az IL-20RB immunopozitivitds mind a kontroll, mind a betegek

vastagbél biopszias mintaiban egyarant jelen van a lamina propria rétegében, az epitél

100 pm 100 pm 100 um

50 pm

50 pm

[ S50 pm

IL-20RB, aSMA, sejtmag

4. abra: Az IL-24 receptoranak (IL-20RB) lokalizaciéja IBD-ben. Az IL-20RB (piros)
¢s az aSMA (z61d) lokalizacié immunfluoreszcens festéssel kontroll €s IBD-s gyermekek

vastagbél nyalkahartydjaban. A sejtmagokat Hoechst33342 festéssel (kék) vizualizaltuk.

Nagyitas: 100 pm és 50 pm.

44



DOI:10.14753/SE.2023.2804

4.2. Az IL-24 és receptoranak vizsgalata DSS indukalt colitisben

Az IL-24 bélrendszerben betoltott szerepének tovabbi tanulmanyozasa céljabol DSS
indukalt egércolitis modellben megvizsgaltuk az IL-24 jelenlétét mRNS és fehérje
szinten, tovabba meghataroztuk az IL-24 receptordnak (IL-20RB) szdveti lokalizaciojat.
Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy DSS kezelés hatdsara megemelkedett az I1L-24
mRNS expresszidja (5. abra/a) és fehérje szintje (5. abra/b, c).
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5. abra: IL-24 expresszié DSS egérmodellben. IL-24 mRNS és fehérje expresszio (n=6)

meghatarozas real-time PCR (a), és Western blot analizis (b, c) eljarassal GAPDH belso
kontroll mellett. A diagramokon atlag + SD adatokat tiintettiink fel *p<0.05 vs. WT
kontroll (Mann-Whitney U-teszt).

Az IL-20RB immunopozitivitds mind a DSS indukalt, mind a kontroll egerek vastagbél

nyalkahartyajaban egyarant jelen van a lamina propria rétegében, az epitél sejtek basalis

crer
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WT kontroll

IL-20RB, aSMA, sejtmag

6. abra: IL-20RB vizsgalata DSS egérmodellben: Az IL-20RB (piros) é¢s aSMA (zo6ld)
lokalizaci6 immunfluoreszcens festéssel kontroll és DSS kezelt egerek colon

nyalkahartyajaban. Sejtmagokat Hoechst33342 festéssel (kék) vizualizaltuk. Nagyitas:
100 pm és 50 pm

4.3. Gyulladasos faktorok hatasa a mononuklearis sejtek (PBMC és LPMC) 1L.-24
szintézisére

Megvizsgaltuk, hogy milyen molekularis biologiai folyamatok vezethetnek az IL-
24 szintjének emelkedéséhez IBD-ben, ezért az IBD patomechanizmusaban jol ismert
gyulladésos faktorokkal kezelt mononuklearis sejteken (PBMC, LPMC) vizsgaltuk azok
hatasat az 1L-24 expresszidjara (7. dbra).
Mig az IL-18, LPS és H>O» kezelés novelte a mind a PBMC-k, mind az LPMC-k 1L-24
mRNS expresszidjat, addig a TNF-a csokkentette a PBMC-k 1L-24 expresszidjat a
kontroll, vehikulummal kezelt sejtekéhez képest. A TGF-B1 és IL-17 kezelés nem volt
hatassal a PBMC, illetve LPMC sejtek IL-24 expressziojara (7. abra).
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7. abra: A PBMC és LPMC mononuklearis sejtekben mért relativ IL-24 mRNS
expresszio valtozasa kiilonféle gyulladasos faktorok hatasara. A sejtek 1L-24 szintjét
IL-1B, LPS, TNF-a, TGF-B1, IL-17 and H20; (n=6) kezelést kdvetden valos idejii PCR-
rel hatdroztuk meg; belsé kontrollként a GAPDH expresszidjat is meghataroztuk. A
diagramokon atlag + SD adatokat tiintettiink fel. *p<0.05 vs. kontroll (Kruskal-Wallis

teszt)

4.4. Az IL-24 hatasanak vizsgalata a HT-29 colon és a HK-2 vese epitél sejteken

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy a HT-29 colon epitél és a HK-2 vese
proximalis tubulus epitél sejteken megtalalhatd-e az IL-20RB receptor alegység (8. abra,
9. ébra). Immunfluoreszcens jelolést kovetden azt talaltuk, hogy mind a két sejtvonal

kifejezi az IL-24 receptorainak kozos alegységét, az IL-20RB-at.
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IL-20RB, sejtmag

8. abra: HT-29 sejt immunfluoreszcens festés. A HT-29 colon epitél sejtek IL-20RB
immunopozitivak voltak (piros). A sejtmagok kék szinnel (Hoechst 33342)
abrazolddnak. Skala: 50 um.

IL-20RB, scjtmag

9. abra: HK-2 sejt immunfluoreszcens festés. A HK-2 vese proximalis tubulus epitél
sejtek IL-20RB immunopozitivak voltak (piros). A sejtmagok kék szinnel (Hoechst
33342) abrazolodnak. Skala: 50 um.

A tovabbiakban a HT-29 colon és a HK-2 vese proximalis tubulus epitél sejteken

vizsgaltuk az 1L.-24 kezelés hatéasat.
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Az IL-24 kezelés nem befolyasolta a HT-29 colon epitél sejtek életképességét (10. abra).
Ugyanakkor az IL-24 kezelés fokozta a HT-29 ¢s a HK-2 sejtek TGF-f1 (11. édbra/a, 12.
abra/a) és PDGF-B (11. abra /c, 12. dbra/b) termelését, illetve a TGF-B1 + (11. abra/b) és
a PDGF-B + sejtek (11. dbra/d) aranyat.
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Annexin V

10. abra: Az IL-24 hatasa a HT-29 colon epitél sejtek életképességére. Az apoptoikus
sejtek aranya Annexin V vizsgalat soran (n=6). A diagramokon atlag + SD adatokat

tiintettiink fel. Az IL-24 kezelés hatasara nem tortént szignifikdns véltozds az egyes

viabilitas kategoridba tartozé sejtek ardnyaban (Mann-Whitney U-teszt)
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11. Abra: Az IL-24 hatiasa a HT-29 colon epitél sejteken. IL-24 kezelést kovetd TGF-
B1 (a) és PDGF-B (c) fluoreszcencia intenzités, €s a TGF-B1 + (b) és PDGF-B + (d) sejtek
aranya, aramlasi cytometrids mérés sordn (n=6). A diagramokon atlag + SD adatokat

tiintettiink fel *p<0.05 vs. kontroll (Mann-Whitney U-teszt)
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12. abra: Az IL-24 hatasa a HK-2 vese proximalis tubulus epitél sejteken. 1L-24
kezelést kovetd TGF-B1 (a) és PDGF-B (b) fluoreszcencia intenzitas &ramlasi cytometrias
mérés soran (n=6). A diagramokon atlag + SD adatokat tiintettiink fel *p<0.05 vs. kontroll
(Mann-Whitney U-teszt)

4.5. Az IL-24 hatas vizsgalata a CCD-18Co colon fibroblaszt sejteken
Az el6z6 vizsgalatoknak megfeleléen az IL-20RB jelenlétét a CCD-18Co fibroblaszt

sejteken is megvizsgaltuk (13. abra).
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aSMA, IL-20RB, sejtmag

13. abra: A CCD-18Co colon fibroblasztok IL-20RB (piros) és aSMA (zdld)
immunopozitivak voltak (piros). Sejtmagok kék szinnel jelolve (Hoechst33342)
Nagyitas: 50 um.

Az IL-24 kezelés nem volt hatdssal a fibroblaszt sejtek életképességére (14. abra).
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14. abra: CCD-18Co colon fibroblaszt életképesség vizsgalat. Az apoptoikus sejtek
aranya Annexin V vizsgalat soran (n=6). A diagramokon atlag + SD adatokat tiintettiink
fel. Az IL-24 kezelés hatdsdra nem tortént szignifikans véltozds az egyes viabilitas

kategoriaba tartozod sejtek aranyaban (Mann-Whitney U-teszt)

crer

extracellularis matrix termelésére (15. abra).
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15. abra: IL-24 hatasa a CCD-18 Co fibroblaszt sejtek proliferacigjara és a sejten
beliili kollagén lerakodasra. A PDGF-B kezelt CCD-18Co sejtek proliferacidojat MTT
teszttel vizsgaltuk (a) (n=5). A TGF-B kezelt sejtek kollagén termelését (b) SiriusRed
teszt segitségével becsiiltiik meg (n=5). A citotoxicitas mértékét az alkalmazott kezelések
mellett a sejtek feliiliszojanak LDH meghatarozasaval vizsgaltuk (n=5). Az
eredményeket a kezeletlen sejtek aranyaban ismertettiik (0 ng/ml IL-24 control)
atlagtszoras. *p<0.05 vs. kontroll (0 ng/ml IL-24) (multiple t-teszt), #p<0.05 vs. PDGF-
B/TGF-f (0 ng/ml IL-24) (two-way ANOVA)

Az IL-24 kezelés fokozta a sejtek COL3A1 és FNI (16. abra), illetve MMP2, MMP9Y,
TIMPI és TIMP2 mRNS expressziojat a kontroll csoporthoz képest (17. abra/a-d).
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16. abra: Az 1L-24, a TGF-B és a PDGF-B kezelés hatasa az ECM termelésre a CCD-
18Co colon fibroblaszt sejteken. A CCD-18Co colon fibroblaszt sejtek 1L-24 (a), TGF-
3 (b) és PDGF-B (c) kezelése ¢és COLIAI, COL3A1 és FNI mRNS expresszio
meghatarozasa real-time PCR-rel, GAPDH bels6 kontroll mellett (n=6). A diagramokon
atlag + SD adatokat tiintettiink fel. *p<0.05 vs. kontroll (Mann-Whitney U-test)

a b c d
2 2 2 2
= 24 = 4+ # 5 24 * N 24 *
s s 8 £
S LB ER @ Th .
17087 ] v e wv g
- 2E z3 z%
&8 (== 1, ef ]
o —|— E @ R T £ 2
21 2 24 21 A
T £ L T = T £ ull T 5 L
Q= QAE [ =
Ao A e ST) LVT)
< & <24 =& = &
3 R, + g g
& x N =
a g, & =
S 0 . = o ; = 0 , = o0 ‘
p~ = =
= kontroll IL-24 = kontroll 1L-24 =~ kontroll 1L-24 B~ kontroll  1L-24

17. abra: Az IL-24 hatasa a CCD-18 Co sejtekre. A CCD-18Co colon fibroblaszt sejtek
MMP?2 (a), MMP9 (b), TIMPI (c) and TIMP?2 (d) mRNS expresszidjat valos idejiit PCR-
rel hataroztuk meg, GAPDH belsé kontroll mellett (n=6). A diagramokon atlag + SD
adatokat tiintettiink fel. *p<0.05 vs. kontroll (Mann-Whitney U-test)

Tovabba az 1L-24 kezelés fokozta a sejtek migracids tevékenységét (18. abra).
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18. abra: A CCD-18 Co sejtek migraciojat a sejtmentes teriiletek méretének
osszehasonlitasaval vizsgaltuk az IL-24 kezelt, illetve a kezeletlen kontroll sejtekben.
A diagramokon atlag + SD adatokat tlintettiink fel. *p<0.05 vs. kontroll (Mann-Whitney
U-test)

4.6. Az IL-24 hatasa a szoveti atrendezodésben szerepet jatszo kiilonb6zo faktorokra
vad tipusu egerek colon nyalkahartyajaban

Az IL-24 szoveti atrendezédésre gyakorolt hatdsanak in vivo vizsgalata céljabol
kisérleteink soran az egerek vastagbél nyalkahartyajaba IL-24-et injektaltunk.

Az 1L-24 kezelés fokozta a Pdgfb, Tgfbl, Collal, Col3al, Fnl, Acta2, Mmp2, Mmp9,
Timpl és Timp2 mRNS expesszidjat a vehikulum kezelt kontrollokhoz képest (19.
Abra/a-j).
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19. abra: A szoveti atrendezédésben ismert faktorok vizsgalata WT egerekben IL-
24 kezelést kovetden. Pdgfb (a) Tgfbl (b), Collal (c), Col3al (d), Fnl (e), Acta? (f),
Mmp2 (g), Mmp9 (h), Timpl (i) és Timp2 (j) mRNS szintek meghatdrozasa valds idejii
PCR-rel, GAPDH belsé kontroll mellett (n=6). A szemléltet6 grafikonokon atlag ¢és
szoras (SD) lathato. *p<0.05 vs. WT kontroll (Mann-Whitney U-test)

Az 1L-24 kezelés hatdsara az FN1 és pro-COL1A2 fehérje mennyisége nétt a kontroll
csoporthoz képest (20. dbra/a-d).
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20. abra: A szoveti atrendezodésben ismert faktorok vizsgalata WT egerekben IL-
24 kezelést kovetoen. Fibronectin (FN1) (a, d), pro-collagen I alpha2 tipus (pro-
COL1A2) (b, d), aSMA (c, d) fehérje szintek meghatarozasa Western blot analizissel. A
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szemléltetd grafikonokon atlag és szoras (SD) lathato. *p<0.05 vs. WT kontroll (Mann-
Whitney U-teszt)

4.7. Vad tipusu és 1120rb KO egerek testsulyanak és betegség aktivitasi indexének
valtozasa DSS kezelés mellett

Kisérleteink kovetkezd 1épéseként megvizsgaltuk az IL-24 receptordnak, az [/20rb
hidnyanak hatasat az egerek DSS indukalta vastagbélgyulladasara. Megfigyeltiik az
egerek betegség aktivitasi indexének, illetve testsulyanak valtozasat mind a WT, mind az
1120rb KO DSS kezelt egerek csoportjaban. A DSS kezelés mindkét csoportban ndvelte
a betegség aktivitasi indexét (21. abra/a, c), és csokkentette az egerek testsulyat (21.
abra/b, d). Ugyanakkor az 1/20rb KO csoport egereinél a DSS kezelés inditdsa utan tobb
napig ¢és a kezelési id0 alatt 6sszességében is enyhébb tiineteket figyeltiink meg, az allatok

teststilydnak csokkenése is kisebb mértékii volt (21. abra/a-d).
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21. abra: DSS-indukalt vastagbélgyulladas sulyossaga WT és 1120rb KO egerekben.
Az egerek betegség aktivitdsi indexének (a) és az egyes csoportok testsulyanak
szazalékos valtozdsa a kiindulasi tomegiikhez képest (b) 19 napon &t kdvetve
(n=6/csoport). Az abra mindegyik pontja atlag értéket + szorast mutat. *p<0.05 WT DSS
vs. 1120rb KO DSS ugyanazon a napokon vizsgalva (Mann-Whitney U-test). Atlag +
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szoras gorbe alatti teriilet (AUC) testsuly értékek(c) és betegség aktivitasi indexek (d).
#p<0.05 vs. WT kontroll; $p<0.05 vs. WT DSS (Mann-Whitney U-teszt)

4.8. A szoveti atépiilésben szerepet jatszo faktorok vizsgalata a DSS kezelt WT,
illetve 1120rb KO egerek vastagbél nyalkahartyajaban

A WT, illetve 1120rb KO egerek vastagbelében megvizsgaltuk a szoveti atrendezddésben
szerepet jatszo faktorok szintézisében a DSS kezelés hatasara bekovetkezd molekularis
bioldgiai valtozasokat.

A WT csoportban a DSS kezelés a Tgfbl, Collal, Col3al, Mmp2, Mmp9 és Timpl
expressziojat novelte, mig az Acta2 és Timp2 expresszid csokkent a kezeletlen csoporthoz
képest. Az IL-20 receptor hianydban DSS kezelés soran alacsomyabb expressziot
mértiink a Tegfbl, Pdgfb, Collal, Col3al, Fnl, Acta2, Mmp2, Timpl és Timp2 mRNS
expresszidja a WT csoporthoz képest. (22. Abra)
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22. abra: Szoveti atépiilésben szerepet jatszo faktorok vizsgalata DSS kezelt WT vs.
1120rb KO egerek csoportjaban. 7gfb! (a), Pdgfb (b), Acta2 (¢), Collal (d), Col3al (e),
Fnl (f), Mmp2 (g), Mmp9 (h), Timpl (1) és Timp2 (j) mRNS expresszi6 meghatarozas
valos-idejii PCR-rel, GAPDH bels6 kontroll (n=6) mellett. A szemléltetd grafikonokon
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atlag és szoras (SD) lathatd. *p<0.05 vs. WT kontroll; #p<0.05 vs. WT DSS (Mann-
Whitney U-teszt)

A kisérlet soran mért mRNS szintii valtozasokhoz hasonloan azt tapasztaltuk, hogy a DSS
kezelés mellett a FN1 és az aSMA fehérje mennyisége megemelkedett a WT csoportban
a DSS-sel nem kezelt kontroll WT csoporthoz képest. Az 1120rb KO csoportban ezen
fehérjék szintje nem mutatott szignifikdns eltérést a kontroll, illetve a DSS csoportban

tapasztaltak kozott (23. abra).
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23. abra: Szoveti atépiilésben szerepet jatszo faktorok vizsgalata DSS kezelt WT vs.
1120rb KO egerek csoportjaban. FNI1 (c, d) és aSMA (c, e) fehérjemennyiség
meghatdrozas Western-blot analizis soran. A szemléltetd grafikonokon atlag és szoras

(SD) lathat6. *p<0.05 vs. WT kontroll; #p<0.05 vs. WT DSS (Mann-Whitney U-teszt)
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5. MEGBESZELES

Az IBD két t6 megjelenési forméja a CD, illetve az UC. Mindkét forma a
gasztrointesztinalis rendszer kronikus gyulladasaval jar, a betegség remissziokkal és
relapszusokkal tarkitott. Pontos patomechanizmusa napjainkig sem tisztazott,
ugynevezett multifaktorialis betegség 1évén kialakulasaban genetikai, immunologiai és
definitiv, koroki terapiaja sem megoldott. Az utobbi évtizedekben megvaltozott a
betegség foldrajzi el6forduldsa és kormegoszlasa is, egyre tobb a gyermekkorban és az
idéskorban diagnosztizalt eset. Ezzel parhuzamosan az IBD-ben szenveddk szédma is
vildgszerte ugrasszertien megndtt. A nyugati, fejlett orszagokban a lakossag mintegy
0,5%-a szenved IBD-ben [5]. Sajnos a korkép egyre gyakrabban kezdddik el mar a
gyermekkorban [144]. Magyarorszagon a HUPIR adatai alapjan a gyermekkorban
kezd6d6é forma gyakorisaga 2014-ben 8,7/100 000 gyermek [12], ami a stlyosabb és
hosszabb betegséglefolyas miatt kifejezett kozegészségiigyi terhet jelent. Mindezek
alapjan kiemelt jelentdségli a gyermekkori IBD vizsgélata, a kialakulasat eldsegitod
tényezOk azonositasa, a pontos patomechanizmus megértése.

A bélrendszer normal miikddésének és egészséges szerkezetének fenntartasdhoz
elengedhetetlen az immunrendszer, az epitélsejtek és a subepitélialis fibroblasztok
kooperacidja. IBD soran a kronikus gyulladds miatt, az immunrendszer allandoan
aktivalt, amely miatt felborulnak a finoman hangolt szabalyozasi korok. Ennek
kovetkeztében a fibroblasztok is allandoan aktivalt allapotban vannak, ami tulzott ECM
termeléshez ¢s lerakddashoz, malabszorpcidhoz és motilitasi zavarokhoz vezet [145].
Sajnos az IBD-s betegek nagy részénél egy vagy tobb sebészeti beavatkozas sziikséges a
bélfal sulyos hegesedése miatt [146].

Az IL-24 az IL-10 citokin csalad, azon beliil pedig az IL-20 citokin alcsalad tagja.
Irodalmi adatok alapjan az IL-24 a JAK és STATI1, STAT3 transzkripcios faktorok
monocytak, a makrofagok és a Th-2 sejtek [147]. Szerepét leirtak kiillonbdz6 autoimmun
folyamatokban, példaul iziileti gyulladasban, psoriasisban, de tumoros, cardiovascularis
betegségekben, sebgydgyulasban, illetve virus infekcidban is [73, 79]. (). Ismert, hogy
az IL-24 adenoviralis overexpresszidja szdmos tumoros sejtvonalon apoptézist indukal

[81, 82]. A sebgyogyulas soran a bérben megemelkedik az 1L-24 expresszioja [84], és
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adenoviralis overexpresszidja hatékonyan csokkenti a human keloidszovetbdl izolalt
részt vesz a bélfal szoveti hegesedésének folyamataban is.

Korabban Andoh A., illetve Fonseca-Camarillo G. és munkatarsai IBD-s felnott
beteganyagon vizsgaltak az IL.-24 szerepét [75, 80]. Vizsgalataik szerint az [L-24 a colon
epitél sejtekben Janus-kindz-1 (JAK-1)/STAT-3 fiiggd utvonalon keresztiik fokozza a
membrankdtott mucinok (MUC1, MUC3, MUC4) expresszidjat. Ennek alapjan azt
feltételezik, hogy az IL-24 az IBD soran elsOsorban a mucosa integritasanak
fenntartasaért felel [75]. Ennek ellenére az IL-24 IBD-ben betoltdtt pontos biologiai
szerepe az irodalomban kevésbé ismert, ezért célul tliztiik ki ennek vizsgélatat kezeletlen,
IBD-ben szenvedd gyermekekben.

Az irodalmi adatokhoz hasonldan, emelkedett IL-24 szintet mértiink a kezeletlen, IBD-
ben szenvedd gyermekek (3. abra), illetve a DSS kezelt egerek (5. abra) gyulladt
vastagbél nyalkahartyajaban.

Kisérleteink kovetkezd 1épéseként azt vizsgaltuk, hogy az IBD-ben ismerten
szerepet jatszo gyulladasos faktorok [148], mint az IL-1PB, az LPS, a H»O,, a TNF-a, az
IL-17 és a TGF-P miként hatnak a periférias vér, illetve a lamina propria mononuklearis
sejteinek IL-24 termelésére (7. abra/a, b). Azt taldltuk - sajat kutatdécsoportunk
vizsgalatdhoz [149] és mas kordbbi irodalmi eredményekhez [147] hasonloan -, hogy a
mononukledris sejtek képesek IL-24 szintézisre (7. abra). Andoh A. és munkatarsai [75]
altal leirtakhoz hasonléan, mi is azt lattuk, hogy az IL-18 fokozza az IL-24 szintézisét.
Azonban kisérleteink soran a mononukleéris sejtek LPS, illetve H202 kezelésének
hasonl6 vagy erdsebb hatdsa volt azok 1L-24 termelésére.

A TNF-a az irodalombdl jol ismert gyulladasos faktor, mely az IBD kapcsan
szamos citokin termelését indukalja. Kisérleteink soran azonban meglepd modon azt
tapasztaltuk, hogy a periférids mononukledris sejtek IL-24 szintézisét csokkentette (7.
abra/a). Eredményeinkhez hasonléan Kumari S. és munkatarsai is kimutattdk, hogy a
TNF-o altal indukalt NF-xB jelatviteli Gtvonal gatldsa utan a keratinocytak IL-24
szintézise megnd, mely alapjan feltételezhetd, hogy a TNF-a képes az IL-24 szintézisét
gatolni [150]. A TNF-a IL-24 szintézisre valo gatld hatasa hatterében az allhat, hogy a
kiilsé ingereknek folyamatosan kitett sejtekben - mint az immunsejtek vagy a bél epitél
sejtei - a TNF-a az ABIN3, az IRAK-M, a SOCS3 ¢s az ATF3 utvonalakon keresztiil

képes gatolni a kiilonbozd citokinek szintézisét, megovva ezzel a szervezetet az
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immunrendszer folyamatos tulaktivalodéasatol [151, 152]. Ezt az elméletet erdsitik
korabbi kisérleteink is, amelyek soran azt tapasztaltuk, hogy mig a primer duodenalis
fibroblasztok TNF-a kezelése novelte azok IL-24 szintézisét, a vékonybél epitél
sejtekben, amelyek folyamatosan kiilsd ingereknek vannak kitéve, épp ellenkezdleg
hatott, csdkkentette azt [149]. Osszegezve az eddigi megfigyeléseket és eredményeket,
azt feltételezziik, hogy a TNF-a negativ visszacsatolds révén gatolja a talzott 1L-24
termelést a periférias mononuklearis sejtekben.

A kovetkezokben célunk az IL-24 bioldgiai szerepének €s szabalyozasanak az
IBD-vel jar6 nyalkahartya atépiilésben valo vizsgalata volt.

Az 1L-24 kotodhet az IL-20RA/IL-20RB, valamint IL-22RA1/IL-20RB
heterodimer receptor paroshoz egyarant. Az IL-20RB alegység tehat mindkét receptor
dimer alkotdeleme, ezért vizsgalataink soran el0szor ennek a kozds alegységnek a
jelenlétét vizsgaltuk a kiilonbdzd bioldgiai mintakban. Azt tapasztaltuk, hogy az IL-20RB
mind az IBD-s betegek (4. abra), mind a DSS kezelt egerek (6. dbra) nyalkahartya epitél
sejtjein, valamint a HT-29 colon epitél sejteken (8. dbra) egyarant jelen van. A jelen
kisérletiinkkel parhuzamosan végzett, az 1L-24 vesehegesedésben valo szerepét vizsgald
kisérleteink soran is azt tapasztaltuk, hogy a HK-2 proximalis tubulus epitél sejteken is
jelen van az IL-20RB (9. é&bra) [153]. Tovabbi kisérleteink sordn ezért kitiintetett
figyelmet szenteltiink az I1L-24 epitél sejtekre vald hatasdnak vizsgalatara. Korabbi
tanulmanyok leirtak, hogy az IL-20 citokin alcsalad tagjai apoptozist indukalhatnak
kiilonb6z6 daganatos és nem daganatos epitél sejteken, ezért kivancsiak voltunk, hogy az
IL-24 hat-e a sejtek életképességére [154-158]. Meglepd modon a kisérleteink soran az
IL-24 kezelés nem befolyasolta a HT-29 colon epitél sejtek életképességét (10. abra).

Megvizsgalva azonban az IL-24 epitélsejtek profibrotikus faktorok termelésére
valo hatasat azt talaltuk, hogy az IL-24 fokozta mind a HT-29 sejtek TGF-B1, mind a
PDGF-B termelését (11. abra). Hasonl6 eredményeket kaptunk a HK-2 vese tubulus
epitél sejtek 1L-24 kezelése soran (12. dbra) [153]. Mindkét novekedési faktor szerepe jol
ismert a szoveti atépiilés folyamatdban [148, 159]. Ennek megfeleléen a CCD-18Co
colon fibroblasztok TGF-B1 kezelése fokozta a sejtek altal termelt ECM komponenseket
amint ezt az elvégzett SiriusRed teszt (15. abra/b), illetve a fokozott COLIA, COL3A1 és
FNI mRNS expresszio (16. dbra) is igazolt. Hasonlé médon a CCD-18Co fibroblasztok
PDGF-B kezelése is fokozta azok proliferaciojat, illetve COLIAI és COL3Al

expressziojat (16. abra).
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Mivel a CCD-18Co colon fibroblasztok is IL-20RB pozitivak voltak az
immunfluoreszcens festés soran (6. abra), ezért kivancsiak voltunk, hogy az IL-24 direkt
modon miként hat a fibroblasztok viselkedésére. Méréseink soran az IL-24 nem volt
termelésére. A fibroblasztok IL-24-gyel és TGF-B1-el vagy PDGF-B-el valo egyilittes
kezelésnek sem volt hatdsa a sejtek TGF-81, vagy PDGF-B kezelése altal kivaltott

Az IL-24 kezelés ugyanakkor a TAS (transient agarose spot) teszt [160] tanulsaga
szerint fokozta a sejtmentes teriilet fibroblasztok altali kitoltésének sebességét, ami
(figyelembe véve, hogy az IL-24 kezelés nem volt hatdssal a fibroblasztok
abra). Ezzel 6sszefliggésben tovabbi eredményeink azt mutattak, hogy az IL-24 kezelés
fokozta a zselatinazok, mint példaul az MMP2 és MMPY, illetve a szdveti inhibitorainak,
a TIMPI és a TIMP?2 expressziojat (17. abra). Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy IBD-
s betegek nyalkahartyajaban fokozott az MMP-2 és MMP-9 expresszio, melynek mértéke
szorosan Osszefiigg a betegség aktivitasi indexének mértékével [161, 162]. Az MMP-k
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formaju gyulladédsos faktorokat — példaul az IL-1B-t és a TNF-a-t — hasitja €s ezaltal
aktivalja, fokozva ezzel a gyulladas mértékét [165]. A sejtek proliferacios és migracios
képességét a TIMP-ek is befolyasoljak [166-169].

In vitro eredményeink alapjan feltételezziik, hogy az IL-24 részt vesz a
nyalkahartya atéptilésben, egyrészt azaltal, hogy a vastagbél epitél sejtjeiben fokozza a
TGF-B és PDGF-B termelést, masrészt azzal, hogy fokozza myofibroblasztok migracios
képességét.

Végiil megvizsgaltuk, hogy miként befolyasolja az IL.-24 a szdveti atalakulasban
szereppel bir6é faktorok szintézisét in vivo. Az egerek vastagbelének lokalis IL-24
kezelése novelte a kiilonbozo profibrotikus faktorok, mint a Tgfbl, a Pdgfb, a Collal, a
Col3al, az Fnl, az Acta2, az Mmp2, az Mmp9, a Timpl és a Timp2 expressziojat (19.
abra) ¢és fokozta a FN1 és pro-COL1A2 fehérje mennyiségét (20. dbra). Ez az eredmény
gyulladassal nem érintett vastagbélben demonstralta az IL-24 szerepét a szdveti
atépiilésben, ezért az 1L-24 hatasat DSS kezelés mellett, /120rb KO egerek bevonasaval

vizsgaltuk tovabb [170]. Ebben a kisérleti modellben az egerek DSS kezelése okozta akut
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gyulladést egy regeneracios, tehat nyalkahartya atépiiléssel és hegesedéssel jard fazis
koveti [171-173]. A DSS kezelés mind a WT, mind az 7120rb KO egerek esetén stlyos
tiineteket, fogyast, hasmenést, véres székletet, folyamatosan romlé altalanos allapotot
okozott. Azonban az [I20rb KO egerek esetén ezek a klinikai tiinetek szignifikansan
enyhébbek voltak, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az IL-20 citokin alcsalad aktivitasa
fokozza a vastagbélgyulladéssal jar6 panaszokat, tiineteket (21. dbra). Ezt a megallapitést
citokinek, mint a 7gfbl, a Pdgfb,a Collal,a Col3al,az Fnl,az Acta2,az Mmp2,a Timpl
¢és a Timp2 expresszidja a DSS kezelés hatasara kisebb mértékben fokozodott, mint a WT
csoportban (22. abra). Ezek a mérési eredmények Osszhangban allnak a korabbi,
unilateralis ureter obstrukcios (UUO) egérmodellben megallapitott megfigyeléseinkkel,
miszerint kisebb mértékti ECM lerakddast figyeltiink meg az 1/20rb KO egerek fibrotikus
veséjében, mint a WT kontroll egerekéiben [153].

In vivo kisérleteink soran arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az IL-20 citokineknek
fontos €s sokoldalu szerepiik van a vastagbélgyulladas kovetkeztében kialakuld széveti
atépiilésben. Habar az 1/120rb KO egérmodellben az IL-19, az IL-20 és az IL-24 hianyaval
is szamolnunk kell, Gsszességében in vivo és in vitro eredményeink egyértelmiien
bizonyitjdk az IL-24 IBD-hez tarsuldé szoveti hegesedésben betdltott szerepét.
Eredményeinket Rao LZ és munkatarsai bleomycin indukalta tiidé fibrosis modellben
végzett kisérlete is aldtamasztja, mely szerint az 1L-24 az [[20rb KO egerekben
alacsonyabb TGF-B expressziot, illetve csokknet ECM lerakodast figyeltek meg a WT
csoporthoz képest [174].
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6. KOVETKEZTETESEK

PhD munkam célja az interleukin-24 molekula gyulladdsos bélbetegségek
patomechanizmusaban betoltott szerepének vizsgalata human biopszias és szérum mintak
vizsgalata, valamint in vivo DSS-indukalta colitises egérmodell €és in vitro sejtes
kisérletek segitségével.

Eredményeink alapjan elmondhato:

1. Az IL-24 fokozottan expresszaldodik a kezeletlen IBD-s gyermekek vastagbél
nyalkahartyajaban, fokozottan jelen van a beteg gyermekek széruméban, tovabba
az IL-24 receptora (IL-20RB) jelen van az IBD-vel érintett és a kontroll human
biopszidkban egyarant.

2. Az IL-24 fokozottan expresszalodik a DSS kezelt egerek gyulladt vastagbél
nyalkaharty4jaban a kontroll, kezeletlen csoporthoz képest, tovabba az 1L-24
receptora (IL-20RB) jelen van mind a DSS kezelt, mind a kontroll csoport
vastagbé¢l nyalkahartyéjaban.

3. Az IBD patomechanizmusédban kiemelt jelentdségii IL-1p, LPS, H202 és TNF-a
hatassal van a mononuklearis sejtek (PBMC, LPMC) IL-24 expresszidjara.

4. AzIL-20RB jelen van a HT-29 vastagbél epitélsejteken, az IL-24 kezelés fokozza
a sejtek profibrotikus faktor (TGF-B és PDGF-B) termelését.

5. AzIL-20RB jelen van a CCD-18Co fibroblaszt sejteken, az IL-24 kezelés fokozza
a sejtek migraciojat és a kollagének, a zselatinazok ¢€s inhibitoraik szintézisét.

6. In vivo kisérleti koriilmények kozott a direkt 1L-24 kezelés fokozza az egér
vastagbél nyalkahartyaban a profibrotikus faktorok, és a kiilonb6z6 extracellularis
matrix komponensek termelését.

7. Kisebb mértékli profibrotikus faktor ¢és extracellularis matrix komponens
termelddést  figyeltink meg az [120rb KO egerek DSS indukalt

vastagbélgyulladasa sordn, mint a WT egerek esetén.
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7. OSSZEFOGLALAS

A dolgozat alapjaul szolgald kutatdsi munka soran az interleukin-24 (IL-24)
szerepét vizsgaltuk a gyulladasos bélbetegség (inflammatory bowel disease-IBD) soran
kialakul6 szdveti atrendezédésben. Az IBD két f6 megjelenési forméja a Crohn-betegség
(Crohn’s disease-CD), illetve a colitis ulcerosa (ulcerative colitis-UC), melyek a
gasztrointesztinalis rendszer kronikus gyulladasaval, idovel a bélrendszer szoveti
atépiilésével jarnak. A betegség eldfordulasa vilagszerte évrol évre ndvekszik, mikézben
az oki terapia nem megoldott. A CD-ben szenvedd betegek tobb mint 70%-a, a CU-ban
szenveddk pedig tobb, mint 35%-a miitéti beavatkozasra szorul. PhD munkam célja az
IBD soran latott szoveti atrendez6dés patomechanizmusaban szerepet jatszo molekularis
biologiai folyamatok ¢és markerek jelenlegi ismereteinknél pontosabb feltarasa,
detektalasa volt.

Kisérleteink ramutattak, hogy az IL-24 szerepére az IBD okozta gyulladas soran

latott szoveti atépiilés patomechanizmusaban (24. abra).

IL-1p, LPS, H,0,
IBD. —— °°.
° LPMC
vastagbél
/ @ PBMC
0© o
IL-24
™~
WO 615 PDGEB
epitél sejtek fibroblasztok

24. abra: A gyulladas hatasara aktivalédé immunsejtek (LPMC, PBMC) 4ltal termelt
IL-24 kozvetleniil, az epitél sejtek profibrotikus faktorainak termelésén keresztiil, illetve
a fibroblasztok aktivaciojat serkentve fokozza a kollagénben dus ECM lerakodasat

gyulladésos bélbetegségben.
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Kutatdsunk soran kimutattuk, hogy a terdpia naiv IBD-s gyermekek vastagbél

nyalkahartydjaban az IL-24 expresszid szignifikdnsan magasabb, mint a kontroll
csoportban.
In vivo kisérleteink soran azt talaltuk, hogy az IL-20RB receptor hidnyaban a kémiailag
indukalt vastagbélgyulladés okozta tiinetek enyhébbek a kontroll csoportéhoz képest. Az
IL-24 in vivo és in vitro egyarant fokozza az epitél sejtek TGF-B1, illetve PDGF-B
termelését, tovabba hozzajarul a fibroblasztok migracios kapacitdsanak néveléséhez. Az
IL-24 ezen kiviil fokozza az extracelluldris matrix atépiilésében szerepet jatszo
molekuldk, mint az MMP-2, -9, TIMP-1, illetve -2 expresszidjat in vitro a
fibroblasztokban, illetve in vivo a bélszdvetben is.

Az IBD molekularis folyamatainak egyre mélyebb feltérképezése hozzajarulhat
uj biomarkerek azonositdsahoz, ) gyogyszerek fejlesztéséhez, amelyek kiegészithetik az

IBD kezelésének jelenlegi terapids lehetdségeit.
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8. SUMMARY

In my PhD thesis I investigated the role of interleukin-24 (IL-24) in tissue
remodeling during inflammatory bowel disease.

IBD has two main types including Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis
(UC). IBD is characterized by chronic inflammation, and over time with tissue
remodeling of the gastrointestinal tract. The incidence of the disease is increasing
worldwide year by year, while causal therapy has not been resolved. More than 70% of
CD patients and more than 35% of UC patients need one or more surgical intervention
over their lifetime. The aim of our study was to investigate the molecular pathways,

mechanisms and markers involved in the pathomechanism of IBD.

Our experiments demonstrated the role of IL-24 in the pathomechanism of

tissue remodeling in IBD (25. figure).

IL-1f, LPS. H,0,

° o

IBD %,
~ @ LPMCs

Colon S, ® e

\ i//@ PBMCs

. ]
WY 7618 PDGE-B

Epithelial cells Fibroblasts
25. Figure Schematic model of the proposed mechanism underlying the role of IL-
24 in the IBD-associated tissue remodeling. Our results showed increased amount of
IL-24 in the inflamed colonic mucosa of IBD patients or DSS treated mice. IBD-related
factors, including IL-1B, LPS or H>O» are direct inducers of IL-24 in immune cells
derived from lamina propria (LPMCs) or peripheral blood (PBMCs). IL-24 enhances the
synthesis of pro-fibrotic factors, including TGF-$ and PDGF-B in epithelial cells. These
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growth factors together with IL-24 induce the activation of colonic fibroblast leading to

the excessive deposition of extracellular matrix (ECM) components.

We found increased amount of IL-24 in the inflamed colon mucosa of therapy naive
children with CD and UC versus control.

In our in vivo experiments, we found that in the absence of the IL-20RB
receptor, the symptoms of chemically induced colitis were milder compared to the control
group.

The IL-24 enhances the production of TGF-B1 and PDGF-B by epithelial cells
both in vivo and in vitro, and it contributes to an increase in the migration capacity of
fibroblasts. It also enhances the expression of extracellular matrix components such as
MMP-2, -9, TIMP-1, and -2 in fibroblasts in vivo and in vitro as well.

Deeper understanding of the molecular processes of IBD may contribute to the
identification of new biomarkers and development of new drugs that may complement

the current therapeutic options for the treatment of IBD.
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11. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt koszonetemet szeretném kifejezni témavezetomnek, Dr. Vannay
Adamnak, a Kutato Laboratorium vezetéjének, hogy magatartisaval és gondolkodas
modjaval mindvégig példaként allt eléttem. Halas vagyok szakmai segitségéért, és az élet
mas kérdéseit is érintd barati tanacsaiért.

Oszinte halaval tartozom Dr. Tulassay Tivadar és Dr. Szabo J. Attila Professzor
Uraknak, hogy a Semmelweis Egyetem I. Sz. Gyermekklinika Kutaté Laboratériumaban
lehetdséget biztositottak szamomra a kutatomunka elvégzéséhez.

Kutatdcsoportunk valamennyi jelenlegi és volt tagjanak, Dr. Veres-Székely
Apornak, Dr. Pap Domonkosnak, Dr. Szebeni Beatanak, Dr. Balicza Leonéranak, Dr.
Sziksz Ernanak, Dr. Lippai Ritanak ¢és Bernath Marianak nagyon kdszonom, hogy baréati
légkorben, oOnzetlentil segitettek a kisérletek elvégzésében, az eredmények
kiértékelésében, és a publikalasban.

Dr. Aratd Andras Professzor Ur mar az egyetemi éveim alatt, a tudomanyos
diakkori tevékenység kapcsan a molekularis biologiai gondolkodasmod iranyaba
terelgetett, és tanacsaival mindig segitséget nyujtott, amit ezton is nagyon kdszonok.

Koszonettel tartozom Dr. Veres Gabornak', Dr. Dezs6fi-Gottl Antalnak, Dr. Cseh
Aronnak, Dr. Béres Nora Juditnak, Dr. Miiller Katalin Eszternek és Kis Zoltannak,
valamint a Semmelweis Egyetem I. Sz. Gyermekklinika Gasztroenterologiai ¢€s
Hepatologiai Osztaly és Ambulancia valamennyi munkatarsanak a huméan mintdk
gyljtésében nyujtott segitségért.

Végil szeretném megkoszonni csalddom, legféképpen sziileim, férjem ¢&s
gyermekeim rendiiletlen tdmogatéasat, tiirelmét €s biztatasat, amely nélkiil ez a munka

nem johetett volna létre.

88



