Részletes szakmai beszamolo6

A jelen palyazatunkban elvégzett kutatasaink szenvekapcsolodtak a korabbi OTKA altal
tamogatott vizsgalatainkhoz (46082), aminek anegallapitasa az volt, hogy kezeletlen- és
kezelt coeliakias gyermekek duodenalis nyalkahfbagn a TLR2 és TLR4 expresszio
fokozédott a kontrollokhoz képest.6tS a kezelt coelidkids gyermekek duodendlis
nyalkahartyajaban még fokozottabb TLR2 és TLR4 essxio volt kimutathatd. Ugyancsak
igazoltuk, hogy a frissen diagnosztizalt és a etapban &y IBD-s gyermekek colon
nyalkahartyajanak gyulladasban d&északaszan szinten fokozodott a TLR2 és TLR4
expresszid. A colon nyalkahartya gyulladasban néw kzakaszan azonban, a TLR2 és
TLR4 expresszié nem tért el a kontrollokétdl serfrissen diagnosztizalt betegekben, sem
relapszus esetén. Vizsgalataink alapjan egyéiitetnvalt, hogy mind a coeliakia és az IBD
patomechanizmusaban a természetes immunvalaszbagfigyett eltéréseknek alapwet
szerepe van.

Az elmult négy évben az OTKA tamogatasaval vegaetigalatainkban tovabb folytattuk az
immunmedialt bélbetegségekben a természetes imriasavdovabbi fontos tényémnek
vizsgalatat, elésorban azt, hogy a TLR aktivacioja révén milyenatahi, a természetes
immunvalaszban szerepet jatszé faktorok aktivacigjagy gatlasa figyelhét meg a
bélnyalkahartyabdl vett biopszias mintakban, ikgetvhogy azok mennyire mutatnak
Osszefliggést a coeliakia, az IBD és az allergidfiscaktivitasaval. A természetes
immunvalasz elemzése mellett ezekben a betegségbereztik a keririg mononuclearis
sejtek azon felszini markereit is, amelyek a temates és az adaptiv immunitas aktivacidjat
jelzik.

Vizsgalati eredményeink a bélnyalkahartyaban

A hssokk protein(HSP) 72 és a hypoxia indukalt faktatpgha (HIF-1x és a szérum
glucokorticoid kindz(SGK1) expresszio vizsgalatalie@®iasok vékonybélnyalkahartyajaban

A HSP72 a toll-szdr receptoroknak (TLR) a ligandumai lehetnek, melgekelesziletett
immunrendszer védekéz mechanizmusanak kulcsfontossagu széreplA HSP72
immunregulacios hataséatlég azaltal fejtheti ki, hogy kétlhet az APC-k felszinén talalhato
TLR2 és TLR4-hez. Tizenhat kezeletlen és 10 kerekliakids gyermek vékonybél-
nyalkahartyajaban vizsgalva a HSP 72 mRNS és praepresszio fokozott volt mind a
kezeletlen és a kezelt coeliakidsokban a kontrbbakképest, de a kezeltekben a HSP 72
expresszido mMRNS és protein szinten egyarant csékkanutatott a kezeletlenekhez képest.
Lokalizaciés vizsgélataink szerint a villus enteét@ic és a lamina propria immunsejtjei
fokozott HSP72 pozitivitast mutattak. Feltételezztibgy a HSP72 fokozott expresszidja
védelmet jelent coeliakidban a gliadin okozta oixatitas tlineteinek enyhitésében. A HSP72,
mint stresszorok hatasara aktivalodo cellularis pehen ,vészjelként” szolgalhat a
veleszuiletett immunrendszer sejtjei szamara a kéasselleni védelem beinditasahoz.

A HIF-1o meghatarozd szerepet tolthet be az intesztingliteleim barrier funkciéjanak
fenntartasdban. Fokozott HIf-tINMRNS expressziot €és emelkedett HiEfEhérje szintet
mutattunk ki a kezeletlen coeliakias gyermekek @wmadis mukdzajdban a kontrollokhoz



képest (p<0,05). Ezzel egyiddg a kezeletlen gyermekekben a Hke-B boholy
enterocitainak citoplazmatikus és a nuklearis i@ében egyarant kimutathaté volt, ami a
molekula aktiv allapotara utal. Kezeletlen coebakigyermekek duodenuméban a CD73
(ecto-5-prime nukleotidadz) és a multi drog reziseie gén 1 (MDR1) mRNS expresszioja
fokozdédott a kontrollokhoz képest (p<0,01, illep0,05). Ezek az eredmények egyrészt arra
utalnak, hogy a fokozott HIF-lalfa expresszi0o résesz a természetes immunvalasz
szignalizacios Gtjan, masrészt fontos szerepdtdblie a betegség patomechanizmusaban, és
barrier-protektiv funkcidja révén hozzajarulhat akdza regeneraciéjahoz.

A kezeletlen coeliakias gyermekek duodenum nyalkghgaban az SGK1 mRNS expresszid
valamint az SGK1 és foszforilalt-SGK1 (P-SGK1) fgbészintek magasabbak voltak a

kontrollokéhoz képest. Kezelt coeliakidsokban maz SGK1 mRNS expresszid, mind az

SGK1 és PSGK1 protein szintek alacsonyabbak volt@ki a kezeletlenekben. Az SGK1

gatolja az apoptosist, igy feltételezhehogy fokozott expresszidja coeliakidban védelmet
jelenthet a felszini epithelialis sejtek fokozattsptulasaval szemben.

A Parkinson’s disease 7 (PARK 7) expresszio viasg&beliakiaban

A PARK7 molekula, melynek jelenlétét neurodegerierabetegségek és daganatos
betegségek kapcsan is leirtak, a hipoxia-indukialksor (HIF)-lo aktivatora lehet, aminek
fokozott expresszidjat fentebb részletezett viztgatkban kimutattuk kezeletlen coeliakias
gyermekekben. Mindezek mellett a PARKY7 részt vaadmmunrendszer szabalyozasaban és
tanulmanyoztak. Ezért céluliztik ki a PARK7 szerepének vizsgalatat a colidkia
patomechanizmusaban.

Duodénumbiopszia mintakat dijtottiink 11 djonnan diagnosztizalt coeliakias gyekidl, 5
kezelt (gluténmentes diétat tartd) gyernsékés 10 kontrolltdl. A PARK7 mRNS
expresszigjat valds idiejPCR-rel mértik meg. A PARK7 fehérje mennyiségitoZdsait
western blot technikaval hataroztuk meg. A PARK@v&ti lokalizaciojat immunfluoreszcens
festési eljarassal mutattuk ki. A PARK7 mRNS expré§a fokozodott, fehérje mennyisége
szignifikansan mediit a coeliakias gyermekek duodénum nyalkaharty&j&bkontrollokhoz
és a gluténmentes diétat tartd gyermekek duodémemébpest (p <0.03). A PARKY
kimutathat6 moédon jelen volt a duodénumban, résziementeroendokrin sejtekben is. A
PARK7 emelkedett szintje a coeliakias betegek dooné mukdzajdban arra utal, hogy
szerepe lehet a coeliakia patomechanizmusabantoentiokrin sejtekben is megfigyeltet
lokalizacioja sejteti, hogy szabalyozd, regulal@repe is lehet, ezaltal is befolyasolva a
coeliakia patomechanizmusat. Vizsgalati eredméikyaiapjan felmeril annak a lelisége,
hogy a PARKY befolyasolhatja a (HIF}:£s a TLR4 altal medialt folyamatokat, vagyis igy
szerepet jatszhat az epithelialis integritds émazun homeostasis fenntartasaban.

A PPARy és a TSLP szerepének vizsgalata gyermekkori &@i@n és gyulladdsos
bélbetegsegben

A peroxisoma proliferaciot aktivalé receptor gamm@®PAR«y) gyulladasgétlo és
cytoprotektiv szerepét szamos betegségben kimkitditzen tuimeéen a PPARy agonista
gatolta a thymus stromalis lymphopoetin (TSLP) k@tidendritikus sejtérést, ami a PPAR-
TSLP altal stimulalt folyamatokban betdltétt sziggav hatasara utal. Mivel a PPARés a
TSLP szerepe gastrointestinalis betegségekben nw&g tisztazott, célul dkztik ki
vizsgalatukat a coeliakia patomechanizmusaban.



Coeliakia

Duodenumbiopszia mintakat dijtottiink 19 djonnan diagnosztizalt coeliakias gyekidl, 5
kezelt (gluténmentes diétat tartd) gyernéelés 10 kontrolltol. A PPAR-és a TSLP mRNS
expressziogjat valos idePCR-rel mértik meg. A fehérjék mennyiségi valta#tasestern-blot
technikaval hataroztuk meg, szoveti lokalizacidj@nunperoxidaz festési eljardssal mutattuk
ki. A coeliakias gyermekek duodenumanak mucosaja&PARy mMRNS expresszioja €s
fehérje szintje is csokkent, ezzel edjpen a TSLP expresszidja szignifikansabtt na
kontrollhoz képest (p<0,05). A kontrollok duodesaiucoséjaban az immunsejtek pozitivan
festbdtek PPARy-ra, de a pozitiv sejtek szdma csokkenést mutatétissen diagnosztizalt
coeliakias gyermekekben.

Glutenmentes diéatan a lamina propriaban a ponitfeatidé sejtek szadma emelkedett és
nem csak a lamina propria immunsejtjeiben volt Kethato, hanem néhany epithelialis sejt
nuclearis régidjaban is. A kezeletlen coeliakidseiterocytaiban és a lamina propria
immunsejtjeiben és TSLP pozitivitas volt észlelhets ugyancsak fokozott expresszid volt
megfigyelhed az intraepithelialis lymphocytakban. Glutenmertigtat tarté coeliakiasokban
és a kontrollokban a TSLP sokkal kisebb mértédlt a peroxidaz festéssel. Osszhangban az
immunperoxidaz festéssel a gluténmentes diététtkén a PPAR: mMRNS expresszidja és
fehérje mennyisége jelditen emelkedett, mig a TSLP esetében csotkkent (px0,Bz
tjonnan diagnosztizalt coeliakias gyermekek duodenyélkahartyajdban cstkkent PPAR-
€s az egyidéjeg megnovekedett TSLP mennyisége arra utal, hagyepet jatszhatnak a
coeliakia patomechanizmuséban. FeltételezésunknszerPPARy a TSLP Altal stimulalt
gyulladasos folyamatok inhibitora leh&iddig ezek a vizsgalatok csak absztrakt formaban
jelentek meg, a dolgozat azonban elkészlilt és kavét benyujtasra a Virchows Archive
cimi lapba.

1BD

Tizendt gyulladasos bélbetegsében (10 Crohn béteglitis ulcerosas) beteg gyulladt és ép
colon nyalkahéartydjadban vizsgaltuk PPARehérje és mRNS expressziét. A mRNS
expresszi0 a betegek gyulladt nyalkahartyajabarcsateyabb meérték volt, mint a
kontrollokban. A nem gyulladt nyalkahartya részékiett biopszias mintdkban is a PPAR
expresszié mértéke kisebb volt. Erdekes modon aRRFAahérje expressziéban nem volt
eltérés a kontrollok és a betegek kozott. Edeldz eredményekih kozlemény még nem
jelent meg.

Az intesztinalis alkalikus foszfataz (iAP) vizstgila
1BD

Az iAP fontos szerepet jatszik a bél barrierinté&gdnak meafyzésében. Az iAP megkdti a
lipopoliszacharidot (LPS), a Toll-like receptor BLR4) ligandjat és semlegesiti aktivitasat.
Az iAP-fehérjeszinteket Western-blottal hataroztmieg 15 Ujonnan diagnosztizalt IBD-s
gyermek gyulladt és nem-gyulladt colonbiopszias téjiban, 10 egészséges gyermek
kontroll mintajaval 6sszehasonlitva. Ezen kiviul iaP-TLR4 ko-lokalizaciot vizsgaltuk
ezekben a betegcsoportokban. Az iAP-fehérjeszinkek UC-s gyerekek gyulladt
bélszakaszaban 22%-kal, a Crohn beteg gyermekeR@#nkal csokkentek az egészséges
kontrollok mintdihoz viszonyitva. A Crohn betegekutladt bélszakaszaban 24%-os
fehérjeszint-csokkenést tapasztaltunk a nem-gyulla@rilethez viszonyitva. Az
immunfluoreszcens festés mindharom csoportban igazaz IAP és a TLR4 epithelialis
kompartmenten bellli ko-lokalizacidjat. Vizsgalataiszerint az IBD-s gyermekek gyulladt



colon mucosajaban az iAP-szint csokkent. Ez a xatamagasabb TLR4-expresszioval és
fokozott LPS-aktivitassal jarhat, amely a gyullam&lyamatot disitheti.

Coeliakia

Coeliakias betegekben is vizsgaltuk az iAP enzipressziojat kezeletlen (n=10) és kezelt
(n=5) coeliakids gyermekek duodenum nyélkahartyg@jabés az eredményeket a
kontrollokéval (n = 10) hasonlitottuk 6ssze. Ad$ea diagnosztizalt coeliakiasokban az iAP
protein szint szignifikAnsan alacsonyabb volt, nairkontrollokban, mig glutenmentes diétan
mar nem tért el azokétdl. Korabban igazoltuk, hoggliakiasokban jeleisen emelkedik a
TLR 4 receptor expresszio. Igy figyelembe véve, yhag iAP fontos funkcidja az LPS
detoxikalasa, a csokkent intestinalis alkalikuszfatiz és a Toll-like receptor-4 fehérje
expresszid emelkedése kovetkezményesen fokozotipdliszacharid-aktivitassal jarhat,
amely a szoOvetkarositdé folyamatokatostheti. Elképzelhének tartjuk, hogy az iAP
alacsony szintje coeliakiasokban szerepet jatszhatcsokkent intestinalis barrier
kialakulasdban. Az iAP csokkent szintje és a magasH R4-expresszio altal a mucosa
kevésheé lesz ellendlld a bakterialis LPS-sel szembe

Vizsgalati eredmények a periférias vérben

Vizsgalataink masik csoportjaban célulztilk ki, hogy meghatarozzuk immunmedialt
bélbetegségekben szendedyyermekek kering lymphocytainak immunfenotipuséat, és
elemeztik, hogy miként valtozik ezeknek a sejtekaedzama klinikai remisszio esetén. A
velesziletett és szerzett immunitas sejtes elekeprevalenciajat aramlési citométerrel
hataroztuk meg. A Thl és Th2, a naiv és memorialseq természetes killer (NK), az NK-T,
a myeloid és plasmocytoid dendritikus sejtek szamagamint a monocytdk és a TLR2 és
TLR4 expressziot mutatd sejtek szamat hatarozteds. m

Coeliakia

Tiz beteg gyermekt periférids vérmintat vettink a diagnézis pillatzn, valamint a
klinikai és laborparaméterek javulasakor a glutémeee kezelés utan. Tizenodt egészséges,
funkcionalis hasfajassal jelentkezgyermeket vizsgéltunk kontrollként. Az Ujonnan
diagnosztizalt coeliakias gyerekekben a periféat@acsonyabb CD4, Thl, természetesséjt
(NK), NK-T, és invarians NK-T sejt prevalenciat,lamint magasabb aktivalt CD4, mieloid
dendritikus sejt (mieloid DC), TLR 2 és TLR4 exmast talaltunk a DC és monocita
sejteken az egészségesekhez képest. A coelidkikdklijavulasaval az eltérések tobbsége
normalizalédott, mig az NK és NKT sejtek prevalé@mialacsonyabb, a DC és TLR-2 pozitiv
DC és monocitaké  magasabb maradt a normal  értékekhképest.

A gyermekkori coeliakias betegek immunfenotipusadna veleszuletett, mind a szerzett
immunitas fokozott aktivaciéjat mutatja. A szerzeitnunitas zavara a kezeletlen betegekben
a gluténmentes diéta hatasara normalizalodik, wieesziletett immunitas eltérései tovabbra
is fennallhatnak. Az eredmények alatamasztjdk, hagyelesziletett immunitadsnak fontos
szerepe van a coeliakia patomechanizmusaban.

Crohn betegség

Crohn betegek periférids vérében is elemeztik glyoyta szubpopulacibk megoszlasat.
Aktiv betegségben a Thl sejtek aranya csokkengomisaz aktivalt lymphocytak és a
memoriasejtek aranya novekedést mutatott. A TLRZTER4 positive dendritikus sejtek

szama novekedést mutatott a még kezelésben neasidtsZrohn betegek periférias verében.



Remisszidban a lymphocyta szubpopulaciék aranya meratott eltérést a kontrollokhoz
képest. Infliximab kezelés mellett a FoxP3+Tregetegzama emelkedést mutatott.

Az immunfenotipus remisszidban toréénormalizalédasa arra utal, hogy az immunfenotipus
€s a betegseg aktivitAsa kozott kapcsolat van. Zsgalati eredmények egyudttal azt is
igazoljak, hogy a gyermekkori Crohn betegségbenekesziletett és adaptiv immunitas
valtozasai egyarant kimutathatoak.

Allergias colitis

Tiz allergias colitisben (AC) szenuedsecserdben a kering aktivalt CD4+CD25+ sejtek és
a FoxP3+ regulatoros T-sejtek szama alacsonyatitbniot a 10 egészséges kontrolban. AC-
ben a naiv (CD45RA+) és a memoéria sejtek (CD45R@#gnya magasabb volt a
kontrollokhoz képest. Ezek az eltérések azonbanmaidr voltak kimutathatéak az aminosav
keverék tartalmu tapszerrel kezeltekben a tlinetegsdinésekor.

Klinikai vizsgalatok allergias colitisben

Osszesen 31 anyatejjel taplalt AC-ben szebwesicserst vizsgaltunk (atlagos életkor 17,4
hét). Vashiany, a periférids eosinophil sejtek <mdak ndvekedése és a thrombocytosis
eléfordulasa szignifikhnsan gyakoribb volt a betegekb& kontrollokhoz képest. A
colonoscopia soran a betegek 83 %-aban lymphonasliigperplasia és aftas ulceratio volt
kimutathaté a colonban. Aminosav keveréket tartatméormula adasa mellett a rectalis
Vérzeés gyorsabbanig®t meg, mint az anyatejes taplalas folytatasa méédag 1,4 hét vs 5,3
hét)



