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BEVEZETES

A bélnyalkahartya nem csupan egy fizikai gatat képez a patogénekkel szemben, hanem egy
érzékeny szerkezet, amely a kornyezeti valtozdsokra fokozottan reagal. A helytelen
immunvalasz, valamint a mukozalis barrier sériilése hozzajarulhat genetikailag fogékony egyénekben
a gyulladasos bélbetegség (IBD) és a coliakia (CD) kialakulasahoz. Az IBD és CD genetikai hattere,
patomechanizmusa, lokalizacidja teljesen eltérd, de mindkettd kialakuldsaban alapvetd fontossdgu a
mukoézalis homeosztazis felborulasa ¢és a kovetkezményes nyalkahartya-sériilés Az alkalikus
foszfataz (ALP) a rutin laboratdriumi vizsgalatok egyik leggyakrabban vizsgalt enzime, amely
eléfordul a bélben, majban, csontban, vesében, placentaban, valamint herében. Az
intesztinalis alkalikus foszfatdz (1AP) szabalyozza a zsirfelszivodast és az organikus foszfatok
hidrolizalasat, valamint a bél mukozalis integritasanak fenntartasat.

A velesziiletett immunrendszer aktivalasa részben a mintazatfelismerd receptorok (PRR)
tulajdonsagaitol is fligg. A PRR-k csalddjaba tartoznak a Toll-like receptorok (TLR), amelyek
ligandja a Gram negativ baktérium alkotdérésze a lipopoliszacharid (LPS). Az iAP kiemelt
jelentdségli az intesztinalis barrierintegritas fenntartasaban és az antiinflammatorikus valaszok
kivaltasaban, mert detoxifikalni képes az LPS-t, igy a TLR-fiiggd gyulladdsos véalaszok nem
aktivalodnak.

Elézetesen munkacsoportunk kimutatta, hogy a TLR4 expresszidja fokozodik ujonnan
diagnosztizalt IBD-s gyermekek gyulladt kolon és Gjonnan diagnosztizalt CD-s gyermekek
duodenum nyalkahartyajaban a kontrollhoz képest. Feln6tt IBD-s kolon nyalkahartyajaban
csokkent az LPS-defoszforilalé aktivitasa, amely az iAP aktivitds csokkenésével is
magyarazhatd, de az iAP fehérjemennyiségét nem vizsgaltdk. Az iAP bélgyulladasra
gyakorolt pozitiv hatdsat allatmodellben is kimutattdk. Az iAP-KO egerekben a bélgyulladas
szovettanilag silyosabb volt a vad tipusu egerekhez képest kémiai kolitisz hatdsara és 1AP
tabletta a kolitisz tiineteit mindkét vizsgalt csoportban csokkentette. Ujonnan diagnosztizalt
CD-s gyermekek bélnyalkahartyajaban az iAP enzimaktivitasa csokkent a kozépsulyos és
sulyos mukozalis 1ézioban, de gluténmentes diétat tartd gyermekekben az iAP enzimaktivitas
fiziologias szintre emelkedett.

Az iAP gyermekkori bélgyulladasban, valamint CD-ben betdltott szerepét irodalmi adatok

alapjan még nem vizsgaltak.



CELKITUZESEK

Célkitizésem volt az iAP expresszidjanak vizsgalata idiilt gyulladdsos bélbetegségben
szenvedd (IBD-s) gyermekek kolon nyalkahartydjaban, valamint colidkids gyermekek
duodenum nyélkahartyajaban. Eddig még nem vizsgaltak fehérjeszinten az iAP megjelenését,
pedig ez alapvetd jelentdségii, ha egy enzim szerepét analizaljuk. A legfontosabb kérdéseim a

kovetkezok voltak:

L Az iAP expressziojanak és iAP-TLR4 lokalizaciéjanak vizsgalata IBD-s
gyermekek kolon nyalkahartyajaban

1. Van-e valtozads az iAP mRNS expresszidjaban, valamint fehérjeszintjeiben Crohn-
beteg (MC) és kolitisz ulcer6zas (UC) gyermekek gyulladt vastagbél nyalkahartyajaban nem
IBD-s kontrollhoz képest?

2. Megfigyelhet6-¢ kiillonbség az iAP mRNS expresszidjaban ¢s fehérjeszintjében MC-s
beteg gyermekek gyulladt és nem-gyulladt kolon nyalkahartyaja kozott?

3. Megfigyelhet6-e kiilonbség az iAP ¢és a TLR4 lokalizacigjdban MC ¢és UC-s
gyermekek kolon nyalkahérty4jaban a kontrollcsoporthoz képest?

IL Az iAP expressziojanak és az iAP-TLR4 lokalizicidojanak vizsgalata CD-s

gyermekek duodenum nyalkahartyajaban

1. Hogyan valtozik az iAP mRNS expresszidja €s fehérjeszintje CD-s gyermekek
duodenum nyalkahartyajaban nem colidkias kontrollokhoz viszonyitva?

2. Megfigyelhet6-e kiilonbség az Ujonnan diagnosztizalt CD-s és GFD-t tarté CD-s
gyermekek duodenum nyalkahartyajanak iAP mRNS expresszidjaban €s fehérje szintjében?

3. Megtigyelhet6-e kiilonbség az iAP ¢és a TLR4 lokalizacidjaban ijonnan diagnosztizalt,
CD-s ¢és GFD-t tartd6 CD-s gyermekek duodenum nyalkahartydjaban a kontrollcsoporthoz
képest?



BETEGANYAG és MODSZEREK

L Egészséges és beteg csoportok

I.1. Gyulladasos bélbetegségben szenvedod (IBD-s) betegek és kontroll kolonoszkdpids csoport

Tiz gyermeket (7 fi0, 3 lany; median kor: 10,5 ¢v, ¢letkor: 1,5-15 év) Gjonnan diagnosztizalt
MC-vel, 5 gyermeket (3 fiu, 2 lany; median kor: 11 év, életko: 6-17 év) Ujonnan
diagnosztizalt UC-vel és 10 kontroll gyermeket (5 fia, 5 lany; median kor: 9,5 év, életkor: 1,5-
16 év) vontam be a vizsgalatokba. Az IBD diagnoézisanak felallitdisa a Porto kritériumok
szerint tortént. A kolonoszkdpia soran nyert biopszids mintavétel a makroszkdposan gyulladt

¢s nem-gyulladt vastagbél nyalkahartyabdl tortént.

Tiz egészséges gyermekbdl tortént kontroll biopszids mintavétel, akik rektalis vérzés,
székrekedés vagy fogyas miatt keriiltek gyermek-gasztroenterologiai osztalyunkra. A
kolonoszkopia a kivizsgalasi folyamat része volt és a kolon mukéza mind makroszkdposan,

mind mikroszkoposan épnek bizonyult, a gyermekeknél organikus okot nem talaltunk.

1.2. Coliakias betegek és felsG endoszkdpian atesett kontrollcsoport

Tiz ujonnan diagnosztizalt CD-s gyermek (2 fiu, 8 lany; median kor: 4 év, életkor: 2-12 év), 5
GFD-n tartott CD-s gyermek (2 fia, 3 lany; median kor: 12 ¢év, ¢letkor: 6-13 ¢év) ¢és 10 kontroll
gyermek (5 fia, 5 lany; median kor: 9,5 év, életkor: 2-16 év) bevonasa tortént a vizsgalatba. A
CD korismézése az Eurdpai Gyermekgasztroenterologiai, Hepatoldgiai és Taplalasi Tarsasag
(ESPGHAN) kritériumrendszere alapjan tortént. A GFD-n tartott CD-s gyermekek teljes
klinikai és szdvettani remisszidba keriiltek, melyet a szoveti transzglutaminaz (TG) normal
tartomanyba keriilése is jelzett. Az elsd ¢s masodik biopszids mintavétel kozott eltelt id6
atlagosan 1,5 év volt (0,5-2,5 év kozott) a GFD-s gyermekeknél. A kontrollcsoportba tartozé
gyermekek kivizsgdldsa idiilt hasi fajdalom vagy kronikus hasmenés miatt tortént a
Semmelweis Egyetem 1. sz. Gyermekklinikdjanak gasztroenterologiai osztalyan. Az
endoszkopias vizsgalatot az esetleges organikus ok kizarasara végeztiikk. Valamennyi esetben
a szoveti TG szintek a normdl tartomanyban voltak és szovettanilag semmilyen koros

elvaltozast nem mutatott a vékonybél nyalkahartya a vizsgalt gyermekekben.

A sziikséges etikai engedéllyel és irdsos sziildi beleegyezd nyilatkozattal mindegyik vizsgalat

kapcsan rendelkeziink.



II. Valos ideji (real-time) reverz transzkripcio-polimeraz lancreakcio (RT-PCR)

A gyermekek vékony-, illetve vastagabél nyalkahartyajabolbdl szarmazo biopszids mintak
egy részét a feldolgozasig -80°C-on taroltam, majd a gyartd protokollja alapjan RNeasy™
Mini Kit segitségével RNS-t izoladltam. A kinyert RNS mennyiségét ¢és mindségét
fotometralassal hataroztam meg. 1 ug RNS-t reverz transzkripcidval stabilabb komplementer
cDNS-sé konvertaltam. SYBR Green alapu real time PCR technikaval meghataroztam meg az
1AP mRNS expressziés valtozasait. Viszonyitasi alapul a glicerinaldehid-3-foszfat

dehidrogenaz mRNS expresszidjanak meghatarozasa szolgalt.
III.  Western blot

A vizsgalt biopszias mintakat lizald pufferben homogenizaltam, majd a feliiluszo fehérje
meg. A 10%-os PreCast gél zsebeiben minden mintabol azonos mennyiségli fehérjét
futtattam. A molekulaméret alapjan szétvéalasztott fehérjéket a poliakrilamid gélrdl
nitrocellul6z membranra blottoltam. A membranokat 5% tejpor tartalmu oldatban blokkoltam,
majd iAP-ra specifikus ellenanyaggal, ezt kovetdéen torma peroxiddz (HRPO) konjugalt
masodlagos ellenanyaggal inkubaltam. Viszonyitdsi alapul B-aktint hasznaltam. Az
immunoreaktiv helyek kemilumineszcens szignaljat ECL reagens segitségével detektaltam
VersaDoc 5000MP képalkotod rendszer segitségével. Eredményeimet Quantity One szoftver

segitségével értékeltem.

IV. Immunfluoreszcens festés iAP és TLR4 lokalizacié vizsgalatara

A duodenumbdl, termindlis ileumbdl és kolonbdl szarmazd biopszias mintakat kriomatrixba
agyaztam, majd 3-4 um vastagsdgi metszeteket festettem iAP-ra, valamint TLR4-re
specifikus elsddleges, majd Alexa Fluor® 488 ¢és Alexa Fluor® 568 jelolt masodlagos
ellenanyaggal. A DNS-t Hoechst 33342-vel festettem. Végiil a metszeteket Vectashield
médiummal fedtem le. A szoveti festodést konfokalis pasztdzd lézer mikroszkoppal

vizsgaltam.

V. Statisztika

A real-time PCR-ek és Western blotok eredmények statisztikai analiziséhez Mann-Whitney U
tesztet hasznaltam (Statistica, StatSoft, OK, USA). Szignifikdns eltérésnek azt tekintettiik,
ahol p<0,05 volt.



EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

Az intesztinalis flora Gsszetételének megvaltozasa, illetve a bélepitélium anatomiai
lokalizacioja meghataroz6 eleme a mukdézalis gyulladas €s szoveti destrukcio kialakulasanak.
A velesziiletett immunités elemei felismerik a jelenlévd baktériumokat, eldsegitik a mukozalis
barrier képzését, valamint az antibakterialis védelmi vélasz kialakuldsat. A helytelen
immunvalasz, valamint a muko6zalis barrier sériilése hozzdjarul az IBD ¢s a CD
kialakulasdhoz. Az IBD és CD patomechanizmusa, lokaliz4cidja teljesen eltérd, de mindkettd
kialakulasaban alapvetd fontossagi a mukozalis homeosztazis felboruldsa és a nyalkahartya
sériilése.

Elézetesen munkacsoportunk kimutatta, hogy a TLR4 expresszidja fokozdodik tijonnan

diagnosztizalt IBD-s gyermekek gyulladt kolon és ujonnan diagnosztizalt CD-s gyermekek
duodenum nyalkahartydjaban a kontrollhoz képest.
Az LPS aktivalta TLR4 kapcsan figyelmet kapott egy Uj enzim, az intesztinalis alkalikus
foszfataz, amely a mukozalis védelemben fontos tényezd. Ugyanis az iAP defoszforilalja az
LPS-t, ezaltal egy inaktiv, nem toxikus format hozva Iétre. Ez a defoszforilalas lehetetlenné
teszi az LPS és a TLR4 kozotti interakcio kialakuldsat és igy a velesziiletett immunvalaszok
aktivalodasat.

Jelen tanulmanyban az iAP protein és mRNS expressziojat, valamint az iAP és TLR4
lokalizaciojat vizsgaltam IBD-s gyermekek vastagbél és CD-s gyermekek duodenaum

nyalkahartyajaban.

L Az iAP expressziojanak valtozasa IBD-s gyermekek kolon nyalkahartyajaban

Eddig mindossze egyetlen human tanulmény jelent meg, amely felndtt IBD-s
betegekben vizsgalta az iAP szerepét. Ebben a vizsgélatban bar nem mérték az iAP-fehérje
mennyiségét, a kolonban csokkent LPS-defoszforilalo aktivitast talaltak, amelyet az iAP
aktivitas csokkenésével is magyaraztak. Tanulmanyomban elséként vizsgaltam a terapiat nem
kapo, kezeletlen IBD-s gyermekekben az iAP enzimet.

Vizsgalatomban az 1AP mRNS expresszid csokkenése nem mutatott szignifikans
kiilonbséget az MC-s és UC-s gyermekek gyulladt kolon nyalkahartyajaban a nem-gyulladt
MC ¢és kontrollok mintaithoz képest. Az iAP mRNS szintekre vonatkozé irodalom
ellentmondasos: az iAP mRNS expresszidja a gyulladt MC-s és UC-s teriileteken emelkedett
a nem-gyulladt MC-s és kontroll mintakhoz képest, amely a mukozalis sejtek magasabb iAP

termelésére utalhat. Kutatdsi eredményeim részben atfedést mutatnak Lopez-Posadas és



munkatarsai eredményeivel, akik kimutattdk, hogy a gyulladt szovetek altal termelt reaktiv
oxigén gyokok az intesztinalis epitélsejtek megndvekedett AP aktivitasat okozzak.
Ugyanakkor Tuin és mtsai kimutattak, hogy az iAP mRNS expresszi6 csokken MC-s betegek
bélnyalkahartyajaban a kontrollokhoz képest. Bar megjegyzendd, hogy ebben a tanulményban
a betegek tobb mint fele immunszuppressziv szereket (infliximab, metotrexat,
kortikoszteroidok ¢és thiopurin) kaptak a mintagyljtés idején, amelyek nagymértékben
befolyasolhatjak az iAP mRNS szintézist. Egészséges felndttekben az iAP mRNS expressziot
magasabbnak talaltdk az ileumban, mint a kolonban, de az iAP mRNS expresszio és LPS-
defoszforilalo aktivitas szignifikansan csokkent IBD-s felnéttek gyulladt bélszakaszan, a nem-
gyulladt IBD-s ¢€s kontroll mintdkhoz képest. Ebben a vizsgalatban nem hataroztak meg az
iAP fehérjemennyiségét, valamint a kezeletlen és kezelt csoportokat egy betegcsoportként
kezelték.
A tendenciajaban emelkedd iAP mRNS expresszio ellenére az iAP fehérjeszintje csokkent a
MC-s és UC-s gyermekek gyulladt kolon nyalkahartyajaban a nem-gyulladt MC és kontrollok
biopszias mintaihoz képest. A csokkent iAP fehérje szint a megndvekedett mRNS expresszio
jelenlétében arra utalhat, hogy a gyulladt bélmukozaban az 1AP szintézise
poszttranszkripciosan gatlds ala keril. A gyulladt bélben végbemend csokkent
proteinszintézis szamos poszttranszkripciés utvonalon keresztiil valésulhat meg. A mar
emlitett, gyulladdas soran felszabaduld reaktiv oxigéngyokok az ubikvitin-proteoszéma
utvonalak aktivalasa révén a proteinszint csokkenéséhez fokozott degradacidhoz vezetnek.
Terapianaiv gyermekek kolon nyalkahartydjat vizsgalva csokkent iAP fehérjeszintet
talaltam, ezért az eddigieket Osszetéve azt gondolom, hogy a gyulladt nyalkahartya csokkent
iAP szintje Osszefiiggésben lehet a csokkent LPS detoxifikacidval és kovetkezményesen a

megnovekedett TLR4 aktivacioval.

Tobb allatmodellben kimutattak az i1AP bélgyulladdsra gyakorolt jotékony hatdsat. A
legismertebb bélgyulladasos allatmodellben a DSS indukalta a kolitiszben, mind
makroszkoposan, mind mikroszképosan a human vastagbélgyulladasnak megfeleltethetd
elvaltozasokat tapasztalunk. Ramasamay ¢és munkatdrsai WT és iAP KO egerekben DSS
indukalta bélgyulladast generdlt. Az iAP KO éllatokban a bélgyulladds stlyosabbnak
bizonyult, valamint az oralisan adott iAP tabletta mindkét vizsgalt csoportban csokkentette a
kolitisz tiineteit.

Az allatkisérletek alatamasztottdk az iAP tabletta kolitiszre gyakorolt jotékony hatdsat, amit

egy human tanulmany is igazolt. Vizsgalatainknak terapias konzekvencidja is lehet, hiszen az
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hosszutavia IBD kezelése nem megoldott. Az IBD jelenlegi kezelése alapvetden
konvencionalis terapiabol all, de sulyos terapiarezisztens esetekben erdteljesebb, bioldgiai
szerekre van sziikség. A mikrofléra egyensulyanak visszaallitdsara tett terapids kisérletek

erésen hozzajarulhatnak IBD-ben a nyalkahartya mielébbi gydgyulasahoz.

IL. Az iAP és TLR4 lokalizaciéja IBD-s gyermekek kolon nyalkahartyajaban

El6ézetesen munkacsoportunk az IBD-s gyermekek gyulladt kolon nyalkahartyajaban
emelkedett TLR4 mRNS-expressziojat €s proteinszintet mutatott ki. A TLR4 és az iAP
lokalizaciojanak vizsgalatira immunfluoreszcens festést végeztem. Az iAP eloszldsa mind a
termindlis ileumban, mind a kolonban az epitelialis felszinre lokalizalodott és a TLR4-gyel
valoé kolokalizacioja egyértelmii volt. A TLR4 és iAP komplexképzése megerdsitheti a
mukodzalis integritasban betoltott szerepiiket. Az iAP csokkent szintje, valamint a magasabb
TLR4 expresszid az iAP/TLR4 egyensuly eltolodasat okozhatja, igy a mukdza kevésébé lesz
ellenall6 a baktérialis LPS-sel szemben, amely a bélhdmsejt integritdsanak csokkenéséhez és a
bélgyulladés fenntartasahoz is vezethet.

Az 1AP aktivitdsanak vizsgalata alkalmas hisztolégiai modszer lehet az MC és UC
elkiilonitésére is. A székletben megjelend markereket gyakran vizsgaljdk a betegség
aktivitdsanak, relapszus vagy remisszio, és a terapia hatékonysdganak kovetésére. Az iAP
aktivitas szignifikdnsan alacsonyabb az aktiv UC-s betegek székletében a kontrollcsoporthoz
képest, ugyanez a paraméter MC-s és inaktiv UC-sek esetében magasabb volt, de a

kontrollokhoz képest jelentds csokkenést mutatott.

III. Az iAP  expresszigjanak  valtozasa CD-s gyermekek duodenum

nyalkahartyajaban

CD-ben a glutén és a hozza kapcsolodd proteinek genetikailag fogékony egyénekben
kronikus bélgyulladashoz és kdvetkezményesen a mukdzalis barrierintegritds megbomlasdhoz
vezetnek. A TLR mintézatfelismerd receptorcsaldd Osszekotd hidat képez a velesziiletett és
adaptiv immunvalaszok kozott. Eldzetesen munkacsoportunk CD-s gyermekek duodenum
nyalkahartyajaban fokozott TLR4 mRNS expressziot és proteinszintet mutatott ki. Ujonnan
diagnosztizalt CD-s gyermekek periférids vérében a TLR4 pozitiv sejtek eléforduldsi

gyakorisaga hasonld volt. Ezek az adatok alatamasztjak, hogy a velesziiletett immunitas,



kiemelten a TLR4 alapvetden hozzajarulhat a CD patogeneziséhez. Az iAP LPS-t detoxifikalo
aktivitasa révén jelentés szerepet jatszhat a TLR4-LPS komplex kialakulasanak

megakadalyozasaban, ezaltal a barrierintegritas fenntartasaban.

Az iAP mRNS ¢és fehérjeexpresszigjat elsdként vizsgaltam ujonnan diagnosztizalt és
gluténmentes diétat tartd colidkias gyermekek duodenumbdl szarmazoéd biopszids mintaiban.
Az iAP mRNS expresszidjadban nem volt szignifikans kiilonbség az Gjjonnan diagnosztizalt,
valamint GFD-t tartd6 CD-s gyermekek duodenum nyalkahartydjaban, a kontrollhoz
viszonyitva. A GFD-n tartott gyermekek iAP mRNS expresszidja enyhén emelkedd
tendenciat mutatott a kontrollhoz képest, melynek magyarazata lehet a vékonybél-
nyalkahartya még nem teljes regeneracidja.

Az 1AP fehérjeszintek szignifikdnsan csokkentek az Gjonnan diagnosztizalt, kezeletlen CD-s
betegekben a kontrollcsoporthoz képest. Az iAP fehérje csokkenése Osszefliggésben lehet az
1AP enzimaktivitas csokkenésével. Prasad és munkatarsai kimutattdk, hogy az iAP és egyéb
kefeszegélyhez-kotott enzimek aktivitasanak csokkenése korrelalt CD-s gyermekek
hisztologiai 1ézidjanak sulyossagaval. Az egyik magyarazat lehet, hogy az iAP termelése fiigg
az enterocitak szamatdl és az i1AP enzim a bélhamsejtregeneracié indikatora is lehet.
Eredményeim alapjan feltételezhetd, hogy nem csak az iAP enzimaktivitas, hanem az iAP

proteinszint is Osszefliggésben lehet a CD bélnyélkahartyat érint6 sulyossagéaval.

IV.  AziAP és TLR4 lokalizaciéja CD-s gyermekek duodenum nyalkahartyajaban

Elézetesen munkacsoportunk kimutatta, hogy a TLR4 mRNS expresszid és proteinszintek
novekedtek Gjonnan diagnosztizalt CD-s gyermekek duodenum nyalkahartydjaban. Emellett
kimutattam CD-s ¢és kontroll gyermekek duodenum nyalkahartydjadban az iAP és TLR
kolokalizacigjat. Az iAP kizarolag a duodenalis epitél felszinére lokalizalodott az ujonnan
diagnosztizalt, a GFD-t tarto CD-s, valamint a kontroll csoportban és a TLR4-gyel valo
kolokalizacidja egyértelmiinek bizonyult. Az iAP és TLR4 egyiittes lokalizacidja felveti
funkcionalis kapcsolatukat is. Feltételezhetd, hogy az iAP proteinszintek csokkenése és TLR4
protenszintek emelkedése egylittesen hozzajarulnak az intesztindlis barrierintegritas
felbomlasahoz CD-ben.

Szamos tanulmany jelent meg CD-ben a gluténmentes étrend kivaltasara egy alternativ,
adjuvans terapias lehetdséggel. CD-ben a gluténmentes étrend bevezetése és fenntartasa rontja

az ¢életmindséget, valamint a normalis étrendnél joval koltségesebb, ezért egy alacsony



kockézatl, gazdasdgosabb és hatékony gydogymodd elérése a cél. Az iAP monoterapias
alkalmazasa feltehetéen nem lenne elegend6 a gluténmentes étrend kivaltasara, de mas ujabb
CD-ben alkalmazhaté terapiaval kombinalva esetleg hozzajarulhat a mieldbbi mukozalis
regeneraciohoz. Az 1AP képes a mukozalis barrierintegritas visszaallitasdra az LPS
detoxifikald aktivitdsa révén, megelézve ezzel a TLR4 megnodvekedett és kontrollalatlan

aktivalodasat.

Eredményeimet 0sszegezve elmondhato, hogy az iAP fehérjeszintje csokkent az MC-s és UC-
s gyermekek gyulladt kolon nyalkahartyajaban a nem-gyulladt MC ¢és kontrollok mintaihoz
képest. Az iAP fehérjeszint csokkent az jonnan diagnosztizalt CD-s gyermekek duodenum
biopszias mintaiban a kontrollcsoporthoz ¢és a gluténmentes étrendet tarté colidkias
gyermekekéhez képest. Az AP mRNS expresszio nem valtozott szignifikdnsan sem az IBD-s,
sem a CD-s vizsgalt csoportokban. Az iAP-TLR4 komplexképzése a duodenum, terminalis
ileum, valamint kolon epitéliumban is kimutathato volt.

Az alacsonyabb iAP szinthez csokkent LPS-detoxifikalo hatdssal birhat, hozzajarulhat
bélpermeabilitads megnovekedéséhez vezethet.. [rodalmi adatok alapjan az iAP tabletta hatdsos
lehet DSS-indukalta kolitiszes egerekben ¢és felndtt UC-s betegekben, ezaltal az exogén iAP
enzim kiegészitd terapia lehet aktiv IBD-s és Gjonnan diagnosztizalt CD-s betegek szdmara,

amennyiben kontrollalt vizsgalatok megerdsitik ezt a feltételezést.
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TEZISEK

Ertekezésem | egfontosabb megallapitasait az alabbi pontokban foglalom dssze:

(1)  Elséként mutattam ki, hogy az iAP fehérje szint csokken mind MC-s, mind UC-s
gyermekek gyulladt kolon nyalkahartydjaban a nem gyulladt teriiletrdl szdrmazé MC-s és
kontroll bélbiopszids mintdkhoz képest. Az iAP mRNS expresszidja nem mutatott
szignifikans eltérést a vizsgalt csoportokban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az iAP
jelentds szerepet tolt be a mukozalis barrierintegritas fenntartasaban ¢és a fehérjeszint

csokkenése hozzéjarulhat az IBD kialakul4sahoz is.

(2)  Megallapitottam, hogy az iAP kizardlag az enterocitdk felszinére lokalizalodott,
tovabba az iAP és a TLR4 egyiittes jelenléte pontszeri, erdteljes jelet adott; a vizsgalt
csoportokban festddési kiillonbség nem volt. Ez a megfigyelés 0Osszhangban van
munkacsoportunk koradbbi megfigyeléseivel, hogy a TLR4 expresszioja fokozott ujonnan
diagnosztizalt IBD-s betegek bélnyalkahartydjaban €s periférias vérében egyarant. Az iAP
TLR4-gyel valo komplexképzése alatamasztja az 1AP velesziiletett immunvélaszok

beinditdsdban betoltott szerepét, valamint az LPS-t detoxifikalo hatasat.

3) Elséként mutattam ki az iAP proteinszintek csokkenését tjonnan diagnosztizalt CD-s
gyermekekben, gluténmentes diétat tartd6 CD-s gyermekek és kontrollcsoporthoz képest. Az
iAP mRNS expresszigja nem mutatott szignifikans eltérést a vizsgalt csoportokban.
El6zetesen az iAP enzimaktivitasat vizsgaltak CD-s gyermekek duodenum nyalkahartyajaban
¢és az 1AP enzimaktivitds csokkenése Osszefliggést mutatott a szovettani 1€zid sulyossagaval.
Ez a megfigyelés ¢és eredményeink arra utalnak, hogy a csokkent iAP fehérjeszinteknek

szerepe lehet a CD patomechanizmuséaban.

(4)  Kimutattam az iAP és a TLR4 kolokalizaci¢jat a duodenum eneterocitdinak felszinén
¢s a 3 vizsgalt csoport festédési kiillonbséget nem mutatott. Munkacsoportunk elézetesen
kimutatta, hogy az Gijonnan diagnosztizalt CD-s gyermekek periférias vérében a TLR4 pozitiv
sejtek prevalencidja megemelkedik, ugyanakkor GFD-t tartd gyermekekben is magas marad a
TLR4 prevalencia a kontrollhoz képest. A duodenum biopszias mintdkban szintén emelekdett
volt a TLR4 szint az Gjonnan diagnosztizalt és glutén-menetes diétat tart6 CD-s csoportban.
Az iAP jelenléte hozzédjarulhat az LPS detoxifikaldsdhoz, ezaltal megakadalyozva a TLR4-
LPS komplex kialakulasat.
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