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BEVEZETES

Gyulladasos bélbetegségek

A gyulladasos bélbetegség (IBD) a béltraktus kronikus gyulladaséaval jaré idiilt korkép.
Az IBD-nek két f6 formdja a Crohn betegség (MC) és a colitis ulcerosa (UC) ismert [1, 2].
Az MC a tapcsatorna kronikus, tobbnyire remissziokkal és relapszusokkal zajlo, ismeretlen
eredetli gyulladdsa, mely a szajnyilastol a végbélnyilasig a béltraktus barmely szakaszat
¢rintheti (1. abra). Kialakuldsa lassi, a betegség tartds panaszokat okoz. Gyerekkori
megjelenésekor gyakori a ndvekedési retardacid, melynek mértéke szorosan Osszefiigg a
gyomor-bélrendszeri tiinetek sulyossagaval. A betegség klinikuma igen valtozatos, sokféle
tiinet, szamtalan kombinaciojaval talalkozhatunk. A jellegzetes formék a gyomor-bélrendszeri
tiinetcsoport (hanyinger, hanyas, hasmenés, étkezés utani gorcsok, asvanyi anyagok és
vitaminok hidnytiinetei), kolitiszes tlinetcsoport (hasmenés, rectalis vérzés, fissurak,
talyogok), extraintesztinalis tlinetek (iziileti gyulladas és fajdalom, maj- és epeuti 1ézidk),
valamint gyermekkorban a mar emlitett ndvekedési retardacio. A gyulladds gyakori
szovOdménye a bélelzarddas, rendellenes sipolyjaratok (fistuldk) és gennyel telt talyogok
(abscessus) kialakulasa. Sipolyok képzddhetnek a bél kiilonbozo szakaszai kozott, de
Osszekothetik a belet a hugyholyaggal vagy a boérfelszinnel, kiilondsen a végbélnyilas
kornyékén. Gyakori végbélbdl eredd vérzés, valamint a betegség tartds, kezeletlen fennallasa
soran a vastagbélrak kialakulasanak kockazata is megné [3-5].

Az UC a vastagbél fekélyes gyulladdsa, melyben a gyomor-bélrendszer tobbi szakasza
altaldban nem érintett (1. abra). Gyermekkorban gyakori a vastagbél teljes hosszanak
gyulladasa (pankolitisz), de a vékonybél érintettsége ritkdn fordul eld, akkor Un. ,,backwash
ileitisr6l” beszéliink. A gyulladasos elvaltozas csak a bél nyalkahartyara jellemzd, a bélfal
mélyebb rétegeibe nem terjed. Az UC vérzéses hasmenéssel, hasi gorcsokkel jar. A betegség
eXtraintesztinalis manifesztaciojaként gyulladasos jelenségek alakulhatnak ki az iziiletekben,
szemben és a boron egyarant [3, 4, 6].

Az IBD mindkét formajanak gyakori és sulyos komplikacidval jaré szovédménye az
intestinalis fibrozis, amely egy altalanos szoveti valasz a kronikus gyulladasra. A fibrozis

soran a szervezet igyekszik a sériilt szovetet struktirdjat megtartani, ugyanakkor az érintett
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szakasz elhegesedik, ez szOveti Osszendvések, Un. stricturdk kialakuldsahoz vezet.
Tradiciondlis szemlélet szerint a fibrdzis egy elkeriilhetetlen és visszafordithatatlan folyamat a
kronikus gyulladas fennallasa sordn, de a legujabb irodalmi adatok alapjan a fibrozis komplex
folyamata dinamikusan valtozo, akér reverzibilis folyamattd valhat. A fibrézis cellularis és
molekularis mechanizmusainak feltérképezése kozelebb vihet 0j IBD-s terapias gyogymodok

kifejlesztéséhez ¢és az IBD komplex pathomechanizmusanak megértéséhez [7,8].

1. abra: Ep, Crohn beteg és colitis ulcerosas bélszakasz sematikus-, szovettani — és endoszkopos képe. 1
(bal oldali oszlop): Ep bélszakasz sematikus-, szovettani- és endoszkopos képe 2: Crohn beteg (kozépsé oszlop)
bélszakasz sematikus-, szOvettani- és endoszkopos képe: mélyebb szoveti részek is érintettek, a bélfal a
gyulladas kovetkeztében megvastagodik, a bélireg sziikiiletét, sipolyokat, stricturdkat okozhat. 3: Colitis
ulcerosas (jobb oldali oszlop) bélszakasz sematikus-, szovettani- és endoszkopos képe: gyulladasos elvaltozas a

mucosat érinti, a nyalkahartyan fekélyek jelennek meg [9].
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A gyulladasos bélbetegség epidemiologiaja és kialakulasaban szerepet
jatszo tényezok

A betegség felnéttek kozott joval gyakoribb, de a gyermekkorban eléfordulé IBD-sek
teszik ki az Osszes IBD-ben szenveddk 10-15%-at. Az IBD felndttkori és gyermekkori
incidencidja a nyugati orszagokban folyamatosan novekszik. Becslések szerint az Egyesiilt
Allamokban 1-1,4 millidan szenvednek IBD-ben, mig Eurdpaban ez a szam meghaladja a 2,2,
milliot. Amerikaban az MC gyakorisaga 1/105, az UC esetén 1-2/105. A gyermekkori
gyakorisagi adatokat tekintve az MC egyre tobb felmérésben meghaladja az UC eléfordulasi
gyakorisagat. A nyugati orszagokban az MC incidenciaja 3-4/105, mig az UC gyakorisaga
2-3/105 [10]. A magyarorszagi gyermek IBD regiszter felmérése szerint az IBD incidencidja
6,55/105 ebbdl MC-ben 3,8/105 és UC-ben 2,2/105 az ujonnan diagnosztizalt esetek szdma a
2007-es évben. Az IBD pontos patomechanizmusa ismeretlen, de genetikailag fogékony
egyénekben a bélnyalkahartya megvaltozott barrierfunkcioja, a velesziiletett adaptiv
immunrendszer koros reakcidja és kiilonb6z6 kornyezeti faktorok jarulhatnak hozza a

kronikus bélgyulladas kialakulasahoz [11].

Luminalis mikrobiélis
antigének

Genetikai N Immun

fogékonysag valasz ,f
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2. abra: A gyulladasos bélbetegség (IBD) patogenezisében szerepet jatszé témyezok. A bélgyulladas a
rezidens bélfléra valtozdsa és a mukédza kozotti kolcsonhatas eredményeként jon létre. Ezt befolyéasoljak
kornyezeti és gazdaszervezeti faktorok genetikailag fogékony egyénekben. A genetikai faktorok hatnak a

barrierfunkciora, a velesziiletett és adaptiv immunvalaszokra [12].
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Statisztikai adatok alapjan a nemek érintettsége egyforma. Foldrajzi teriileteket
tekintve a betegség gyakoribb a fejlett orszagokban, nagyvarosi teriileteken, valamint az
északi éghajlaton. A betegség az Egyesiilt Allamokban és az észak-eurdpai orszagokban a
leggyakoribb, Japanban és DéEl-Afrikaban a legkevésbé elterjedt [12]. A genetikai hattér
fontossagara utal a gyulladasos bélbetegségek régota ismert csaladi halmozodasa. Az IBD-ben
szenvedd egyén elsé foku rokonainak veszélyezettsége az atlag népességhez képest 10-15-
szO0ros. A betegséggel terhelt csalad gyermekében a betegség manifesztalodasa a sziilokénél
korabbi ¢letkorban vérhat6. MC-ben a 16. kromoszoman talalhat6 MC-re hajlamositdé a
NOD2/CARDI15 gén a legismertebb. Emellett szamos egyéb hajlamositd gént is leirtak [13,
14]. A gyanitott kornyezeti tényezok csak részben ismertek. Az IBD kialakulédsanak veszélyét
noveli az anya terhessége alatti betegségei, virusinfekciok, valamint a csecsemdkor elsé
felében elszenvedett enterdlis infekciok. A koragyermekkori kdrnyezet, valamint a tdplalkozas
egyarant feleldssé¢ tehetd az IBD kialakuldsdnak kockazata szempontjabol. A betegség a
nyugat-eurdpai orszagokban ¢és az USA-ban a leggyakoribb, legritkabb Japan kornyékén.
Azonban az 4zsiai orszag azon részein, ahol a tradicionalis étrendtdl eltértek és a nyugati
étkezési szokdsokat preferdljak, megnovekedett az IBD-s betegek szama. Az IBD gyakrabban
fordul elé a szellemi munkat végzok, és a jo higiénids koriilmények kozott élok korében.
Kiilonbséget jelenthet a taplalék sterilitdsa €s a véddoltasok is. A higiéné hipotézis szerint
napjaink talzottan ,steril” vildgdban mindez hatdssal van a mukozélis immunrendszer
tulmikodésére, amely ezaltal a bélgyulladas kialakulasahoz vezethet. Ezt a tényt tdmasztja
ala, hogy a kevésbé higiénikus teriileteken kisebb a betegség eléfordulasi aranya [15-17]. A
dohanyzas remisszié indukalasara gyakorolt hatasat az UC-ben jotékonynak tartjak, MC-ben
viszont karos [17,18].

A bélnyalkahartya nem csak egy fizikai barrier a patogének invazidja ellen, hanem
egyuttal egy igen érzékeny struktura, mely reagdl a kornyezet valtozésaira. A gyomor-
bélrendszer mindegy 300m2-nyi feliileten érintkezik a kiilsé kornyezettel. Az intesztinalis
homeosztazis fenntartisa nagyon Osszetett folyamat [19]. A bél-asszocialt mukozalis
immunrendszernek (GALT) egyszerre kell tolerdlni a nem-veszélyes, taplalék antigéneket,
kommenzalis mikroorganizmusokat, ¢és ezzel egy idében a helyi védekezd
mechanizmusoknak védelmet kell nyujtania a patogén baktériumtorzsekkel szemben [20].
Ezen egyensuly fenntartdsdban a mikroflora Osszetételének, a velesziiletett és adaptiv
immunrendszernek, valamint az intesztindlis barriereknek is kiemelt jelentdsége van. Az
egyrétegli bélhamsejt réteg szerepe kiemelt a tdpanyag-felszivodasban. A bélhamsejtek fontos

tulajdonsaga a gyors regeneracids képesség, hisz a metabolikus folyamatok és baktériumok
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megemelik a sériilés kockazatat. A bél epitélsejt rétegének sériilése mukédzalis erdzidhoz,
majd fekélyesedéshez vezet, ez a pathogének, kémiai anyagok bélnyéalkahartyan vald
atjutasanak fokozodasat eredményezi [21]. IBD-ben a bélhdm permeabilitdsa megndvekszik,
ezaltal szabadda valik az ut az obligat patogén €s opportunista patogén baktériumok szamara,
ezaltal gyulladasos folyamatok beindulasat eredményezve a bél falaban [22].

A velesziiletett immunvalaszok szabdlyzdsdban nagy szerepet jatszanak a

mintazatfelismero receptorok (PRR) (3.4bra).

= Immun- == Gyulladas == Szovetsérilés
okok valasz (fokoz6das)
Lumindlis tényezék

+ lumindlis baktérium
» emésztd enzimek
« epesavak

Médosité
tényezék

Y
« genetikal

3. abra: Az IBD kialakulasdnak lehetséges folyamata. Genetikailag fogékony egyénekben a bélnyalkahartya
megvaltozott barrierfunkcidja, a velesziiletett adaptiv immunrendszer valaszai és kiilonb6zé kdrnyezeti faktorok

hozzéjarulhatnak a kronikus bélgyulladas kialakulasahoz [5].

E csaladba tartoznak a Toll-like receptorok (TLR), melyek alapvetd fontossaguak a
mikrobdk felismerésében, antimikrobidlis gének indukcidjaban és az adaptiv immunvalaszok
kontrolljaban [23]. Egyes feltevések szerint az IBD kialakulhat a muko6zalis immunrendszer
kommenzalis florara adott tulzott immunvalasza miatt. Az adaptiv immunrendszer részérdl a
T-sejteknek van els6dleges szerepe a gyulladasos bélbetegség kialakulasaban és gyulladas

fenntartdsaban [24]. A T-sejtek aktivaldédnak, citokineket szecerndlnak, igy hatva a
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kornyezetiik kiilonboz6 sejtjeire, mint a dendritikus sejtekre, makrofagokra, neutrofil
granulocytakra, epitél- és endotél sejtekre [25]. A T-helper 1-tipusu T-sejt valaszok soran
kiilonb6z6 citokinek, mint interleukin (IL)-1, IL-2, 1L-6, IL-12, IL-18, interferon-y és tumor
necrosis factor a (TNF-a) szabadul f6l. Bara  TNF-o a normalis host immunvalaszokhoz is

elengedhetetlen, tulzott expresszidja sulyos gyulladasos kdvetkezményekkel jarhat [26].

A tumor necrosis factor szerepe a gyulladasos bélbetegségben

A TNFa az IBD patomechanizmusaban a legszélesebb korben vizsgalt gyulladaskeltd
citokin. A TNFa egy 26 kD méretii transmembran protein, melyet macrophagok, monocytak,
neutrophil granulocytdk, aktivalt CD4+ T-sejtek és NK sejtek termelnek bakterialis
lipopolysaccharid kivaltotta stimulusra. A TNFa szintézisét szamos faktor, mint az
interferonok, IL-2 és granulocyta-macrophag kolonia stimulald faktor stimulalja. A TNFa
heterotrimert képezve a célsejtek membranjanak TNFa receptordhoz kotddik. Crohn beteg
gyermekek bélhamsejtjeiben megnd a TNFa-t szekretald sejtek szama [27, 28].

A TNFa a p38 és a c-jun N terminalis kinaz kaszkadok agonistaja, melyek a gyulladasos
folyamatok beinditdsdban alapvetd mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) csaldd tagjai. A
TNFa aktivdlja az endotéliumot azaltal, hogy fokozza az E-selectin és egyéb adhézids
molekuldk megjelenését [29]. A TNFa bélnyalkahartyara kifejtett hatasai kozott szerepel az
epitelidlis barrier karositasa [30], az epitélialis villosus sejtek apoptosisanak [31] és a
bélhamsejtek kemokin [32] termelésének indukalasa. A TNFa aktivalja tovabba a neutrophil
sejteket €s a macrophagokat, illetve stimuldlja a B sejteket is [33]. A hozzdjarul a granuloma
képzddésehez, és elosegiti az akut fazis fehérjék termelédését [34], fokozza az osteoclastok
aktivitasat is, amely megndvekedett csont reszorpidhoz ¢és csokkent csont 4svanyianyag
tartalomhoz vezet [35]. A TNFa sejtmembranhoz kotddve az antiinflammatorikus,
ugyanakkor profibrotikus transforming growth factor B citokinnal egyiitt képes valaszt
indukalni a célsejtben, befolyasolva ez altal az IBD-ben zajlo gyulladasos és fibrotikus
folyamatokat [36].

A hagyomanyos terapidra rezisztens IBD-s esetekben TNFa ellenes monoklonalis
antitest, Infliximab (IFX) kezelés jon szoba. Az IFX egy kimérikus IgG1l monoklonalis
antitest, melynek 75%-a human és 25%-a egér eredetli szekvenciakat tartalmaz [37].

Magyarorszagon Crohn beteg gyermekek 2007 marciusa ota kaphatnak IFX-ot, de UC-s
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gyermekek kezelésében még nem vezették be [38]. A kezelés célja a fistulak szaméanak
csOkkentése, valamint a szteroid-fiiggéség megsziintetése €és szteroid elhagyasa. Az IFX a
szolubilis TNF-a-t blokkolja és megakadalyozza a transmebran TNFa-hoz kotédést is. Az
IFX TNFa-t neutralizal6, antiapoptotikus, bélpermeabilitast stabilizalo, anti-adhézids

molekulékat eltavolitod hatassal rendelkezik [39-41] (4. abra).

TNF
infliximab
@? infliximab/TNF complex

4. abra: Az Infliximab (IFX) és TNF-a komplex kialakulasa. Az IFX egér variabilis régiokkal rendelkezik
(lila) az antitest mindkét konnyii lancan, a nehéz lancok a human IgG1 és k konstans régidhoz kapcsolddnak.

Egy IFX molekula egyszerre 3 TNF-a molekulahoz tud kapcsolodni [42].

A tumor necrosis factor a jelatvitelében szerepet jatszo molekulak

A TNFa a receptorain keresztlil szamos szignaltranszdukcids utvonalat aktivalhat
(5. abra). A TNFa receptorain keresztiil aktivalja az extracellularis szignal-regulalt kinazokat
(ERK) és a c-Jun N-termindlis kinazokat (JNK), melyek a gyulladdsos vélaszok
,hangszerelésében” jatszanak kozponti szerepet, mas jelatviteli itvonalakkal —mint NF-kf -
egylitt [43, 44]. Az IBD-ben leirtak a p38 MAPK-on keresztiili jelatviteli utak fokozott
aktivalodasat, amely lymphocytdk toborzasahoz és aktivalasahoz vezet, valamint befolyésolja
a kapilarisokon keresztiili lymphocyta-adhesiot és migraciét, amely a gyulladdsos
folyamatokat erdsiti [45].

Koziliik a INK1/2, ERK1/2 jelatvivok szerepe ismert a kiilonboz6 szervek, igy a tido
¢és a vese fibrotikus elvaltozasai kapcsan, valamint ismerten befolydsoljak a sejtek kozotti

kapcsolo strukturdk, igy a szoros sejtkapcsolatok (tight junctionok) allapotat, funkciojat [46].

10
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5. abra: A TNF-a jelatviteli utvonal és hozza kapcsolodo mediatorok gyulladasos folyamatokban. A TNF-a
bekotdédése a TNF-a receptorhoz aktivalja a MAPK csoportba tartoz6 ERK és JNK jelatviteli utvonalakat is,

hozzajarulva a gyulladasos vélasz kialakulasahoz [47].

A TNFa és a SMAD-ok kapcsolata kevéssé ismert. A SMAD-ok intracellularis fehérjék,
melyek extracellularis jeleket tovabbitanak a sejtmagba, ezzel aktivalva egyes gének
transzkripciojat [48, 49]. A SMAD molekulak szerepét els6sorban a TGFp indukalta
jelatviteli utak kapcsan irtak le. A TGFp ll-es tipusu receptoranak aktivalasa a TGFp I-es
tipusu receptor foszforilaciojdhoz, majd TGFP I és II tipust receptorok komplexképzéséhez
vezet. A TGFP Il-es tipust receptora felismeri a SMAD 2/3 molekulat, azok foszforilacio
révén aktivalodnak és a sejtmag felé vezet jelatvitel soran SMAD 4-gyel komplexet
képeznek. Ez a SMAD 2/3 és SMAD 4 komplex 1ép be DNS-kot6 kofaktorokkal a sejtmagba

crer

(6. abra).

11
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Target genes |

6. abra: A TGF-B/SMAD jelatviteli utak és a TNF-a kapcsolata. A TGF-§ bek6tddése a konstitutivan aktiv
I1-es receptortipushoz (R-I1) az 1-es TGF-P receptortipus  (R-I) foszforilacidjahoz, ezaltal aktivacidjahoz vezet
és receptor komplexet formal a két alegység. Az aktivalt R-1 foszforilalja a receptor-regulalt SMAD 2 és 3-at
(SMAD?2/3), amelyek ezutan a SMAD4-gyel képeznek komplexet. A SMAD2/3-SMAD4 komplex DNS-k6t6
kofaktorokkal a citoplazmabol a nucleusba keriilnek és a TGF-p target génekre specifikus [51].

Mindazonaltal nemrégiben kimutattak, hogy keratokonjunktivitiszben a SMAD
jelatviteli utak aktivalodnak és a konjunktiva eredetii fibroblasztokban a TGFpB és TNFa is
modulalja a SMAD-ok aktivaciojat [55]. Porckorongban vizsgaltak a TNFa és TGFB/SMAD
jelatviteli utvonalak kapcsolatat és abban az activator protein-1 (AP-1) molekula szerpét,
amely a TNFa jelatvietli utvonalak aktivalédasa kapcsdn kozvetleniil, a magban gatolta a
SMAD2/3 és SMAD4 komplex miikodését [56]. Azonban gyermekkori IBD kapcsan a TNFa.
¢s a SMAD jelatviteli utak kapcsolatat nem vizsgaltak.

A SMAD-0k harom osztalyat kiilonboztetiink meg egymastol. A receptor-szabalyozott
SMAD-ok (R-SMAD) csoportjaba tartozik a SMADI, SMAD2, SMAD3, SMADS5 és
SMADS8/9. A SMAD4 kozvetitd (co-SMAD), mely kdlcsonhatasba 1épve az R-SMAD-dal
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vesz részt a jelatvitelben. A gatld vagy inhibitor SMAD-ok (I-SMAD) ko6zé tartozik a
SMADG6 és SMAD7, melyek blokkoljak az R-SMAD-ok és co-SMAD-ok aktivaciojat [50].

A SMAD 2/3 fibrézisban betoltott szerepét szdmos szervben vizsgaltak. IBD-s felnott
betegek gyulladt €s nem-gyulladt, stricturdlt bélnyalkahartyajabol szarmazd mintdiban is
vizsgaltdk a SMAD 2/3 aktivaciot. A SMAD2/3 aktivacidja fokozodott a stricturat fedo
nyalkahartydban, a nem stricturds nyalkahartydhoz képest [53, 54]. A vizsgalt betegek
azonban szteroid és immunszuppresszans kezelés alatt is alltak. Ezért a SMAD 2/3 esetleges
szerepe az IBD patomechanizmusaban és az intestinalis fibrozis kialakulasaban 1ényegében
tisztazatlan maradt. Gyermekkori IBD kapcsan a TNFa és sSSMAD jelatviteli utak kapcsolatat

nem vizsgaltak.
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CELKITUZES

Mai ismeretek alapjan az IBD patomechanizmusa, pontos kivalto okai nem
hatarozhatok meg és a betegek kezelése sem teljesen megoldott. Az "BD eredményes
kezelésének érdekében 1ényeges a korlefolyas pontos feltérképezése, a ki 1b6z6 tényezok
egymast befolydsold hatdsainak tisztdzasa. A betegség patomechanizr. sdban kozponti
szerepet jatszik a TNFa. A korabban emlitett a TNFa altal szabalyzott jelatvivé molekulak -
JNK1/2, ERK1/2, SMAD2/3 - befolyasoljak a sejtek kozti kapcsolatot, igy hathat a bélsejtek
kozotti kapesolatok allapotara is, befolyasolva ezaltal a bélham permeabilitasat. Ezen kiviil
szamos szerv fibrozisaban ismert ezen jelatvivok szerepe. A TNFa JNK1/2 és ERKI1/2
aktivaciora gyakorolt hatdsa egyes modelleken mar ismert, a TNFa SMAD2/3-ra kifejtett
hatasa viszont ez idaig kevéssé tisztazott. Kutatasi célunk a JNK1/2, ERK1/2 és a SMAD2/3
szignaltranszdukcids utvonalak gyulladasos bélbetegség patomechanizmusaban betoltott
szerepének a  vizsgalata. A SMAD2/3 szerepét a gyulladdsos bélbetegség
patomechanizmuséaban el6ttiink gyermekekben még nem vizsgaltak. Valamint a TNFa ezen

jelatvivok aktivacidjara az enterocitakban kifejtett hatdsdnak vizsgalata.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Beteganyag

A kutatas soran a budapesti Semmelweis Egyetem 1. Gyermekklinikajanak
gasztroenterologiai osztalyan ujonnan diagnosztizalt gyulladdsos bélbetegségben szenvedo,
valamint egészséges gyermekek kolonoszkoépia sordn vett biopszids mintdit vizsgaltuk. A
beteganyag 10 Crohn-betegségben (életkor median (tartomany): 12,5 év (2-17); F/L: 8/2), 5
colitis ulcerosaban (életkor median (tartomany): 12 év (7-16); F/L: 1/4) szenvedd
gyermekbdl, valamint — kontroll mintaként — 10 egészséges gyermekbdl (életkor medidn
(tartomany): 12 év (2,5-15); F/L: 6/4) allt (1. tablazat). Az IBD diagnozisdnak felallitdsa a
Porto kritériumok szerint tortént [48, 49]. A MC-ben a kovetkez6 tiinetek dominaltak:
perianalis sipoly, véres széklet vagy véres hasmenés, hasi fajdalom, fogyas és anaemia. Az
UC-s betegeknél a véres széklet, hasi fajdalom ¢€s fogyas volt a vezeto tiinet. A kolonoszkopia
soran nyert biopszias mintavétel a makroszkoposan gyulladt és nem-gyulladt vastagbél
nyalkahartyabdl tortént. 10 egészséges gyermekbdl tortént kontroll biopsziads mintavétel, akik
székrekedés, fogyas vagy rektalis vérzés miatt keriiltek kivizsgélasra. A szdvettani kép egyik
esetben sem mutatott eltérést. A mintakbdl rutin hisztoldgiai elemzés és molekularis biologiai
vizsgalat tortént. A vizsgalatok megkezdése elott a gyermekek hozzatartozoinak irasbeli
hozzajarulasat kértiik, a molekularis biologiai vizsgalatok a TUKEB: 73/2003-as etikai

engedéllyel torténtek.
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MC F 15 hasf4jas, hasmenés
MC L 4 véres széklet

MC F 5 perianalis fisztula
MC F 14 véres széklet

MC L 13 hasmengés, anémia
MC F 17 véres hasmenés

MC F 16 véres hasmenés

MC F 11 véres hasmenés

MC F 12 fogyas, hasmenés

MC F 2 hasmenés, anémia
uc L 15 véres széklet, hasfajas
uC L 16 véres sz€éklet, anémia
uc F 7 véres széklet, hasfajas
ucC L 12 véres széklet, fogyas
ucC L 12 véres széklet

1. Tablazat: Az ujonnan diagnosztizalt Crohn beteg (MC) és colitis ulcerosas (UC)
betegek klinikai jellemz6i. Roviditések: F: fia, L:lany
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Immunfluoreszcens festés

Az immunfluoreszcens vizsgalat elvégzése céljabol a kolon-biopsziak a mintavételezés
utan azonnal fagyasztasra keriiltek. Ezt kdvetéen Shandon kriomatrixba (ThermoElectron Co.,
Waltham, USA) agyaztuk oket, és 5 um vastagsag metszeteket készitettiink, amiket
felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A metszeteket 1 oran keresztiil szobahdémérsékleten
inkubaltuk a foszforilalt JNK1/2, ERK1/2 (p-JNK1/2 poliklonalis nyual antitest, p-ERK1/2
poliklondlis nyul antitest, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) ¢és foszforilalt
SMAD?2/3 (p-SMAD2/3 nyul poliklonalis antitest, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA) jelatvivé molekuldkat kimutatd antitestekkel 1:100 higitasban. Tobbszori mosast
kovetden a metszeteket a kecskében termelt, anti-nyal IgG Alexa Fluor® 488 antitesttel
(Invitrogen, Molecular Probes) inkubaltuk 1:100 higitasban, 30 percen keresztiil
szobah6mérsékleten. A sejtmag kimutatasara Hoechst 33342 festéket hasznaltunk 1:1000
higitasban (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Tiz perc magfestés utan a metszeteket
PBS-ben mostuk és Vectashield médiummal (Vector Laboratories, Burlingame, USA) fedtiik.
A specificitas ellendrzése €s az autofluoreszcencia kikiiszobolése céljabol kontrollként csak
masodlagos antitesttel inkubalt metszeteket is készitettiink. A szoveti festodést Zeiss LSM
510 Meta konfokalis pasztazd lézer mikroszkdppal (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) é&s
beépitett inverz Axiovert 200M mikroszkoppal, 20x Plan Apochromat (NA=0,80) és 63x Plan

Apochromat olaj immerziés DIC objektivekkel (NA=1,4) vizsgaltuk.

Fehérjeizolalas és Western blot

A vizsgélt colon biopszids mintakat lizis pufferben (10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml
aprotinin, 1% Triton-X 100, 0,1 M Tris-HCI (pH=8), 1 mM etilén-glikol-tetraecetsav
(EGTA), 5 mM NaF, 1 mM fenil-metil-szulfonil fluorid (PMSF), és 10 mM Na3VO4 (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) homogenizaltuk (FastPrep FP120 homogenizator,

Qbiogene Inc, Cedex, Franciaorszag), majd lecentrifugaltuk (10000g, 10 perc, 4 °C). A
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crer

hataroztuk meg (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

A mintakhoz treatment puffert (30% glicerol, 20% B-merkaptoetanol, 0,7 M SDS, 0,25
M Tris-HC1 pH=6,8) adtunk, majd 5 percig 100 °C-on denaturaltuk azokat. Ezt kdvetéen 12
%-0s natrium-dodecil-szulfat (SDS)-poliakrilamid gél (Mini-Protean TGX, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) zsebeibe 25 pg Osszfehérjének megfeleld
mintamennyiségeket, illetve molekulasuly markert (Precision Plus ProteinTM Dual Color,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) és pozitiv kontrollt vittiink fel. Az elektroforézist
hiitott rendszerben (PenguinTM Dual-Gel Water Cooled Systems, Owl, NH, USA), 120 V
fesziiltség mellett (~40mA) végeztiik 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS tartalmu futtatd
pufferben. Kovetkezd [épésként a szeparalt fehérjéket az SDS-poliakrilamid gélrdl
nitrocelluloz membranra (HybondTM ECLTM, AP Biotech, Buckinghamshire, Anglia)
blottoltuk, amit hiitétt rendszerben (MiniTank™ Electroblotter, Owl, NH, USA), folyamatos
kevertetés mellett 90 percig 70V-on, 220mA-el végeztiink 25 mM Tris, 170 mM glicin és 20
% metanol tartalmu transzfer pufferben. A fehérjetranszfer sikerességét 1% Ponceau (Sigma
Chemical Co., MO, USA) és 25% ecetsav (Reanal, Budapest, Magyarorszag) tartalmu
festékkel ellendriztiik.

A blotmembranok aspecifikus kdtOhelyeinek géatlasara a blotokat szobahdmérsékleten, 1
oran keresztiil, ovatos razatas mellett blokkold oldatban (5% zsirmentes tejpor, 10% PBS
puffer) inkubéltuk. Blokkolast kovetden a membranokat az elsddleges, specifikus
ellenanyagokkal inkubaltuk szobahémérsékleten, 1 6ran keresztiil. Ennek soran a Smad 2/3
foszforilalt formajat kimutat6 antitestb6l (p-SMAD2/3 nyul poliklonalis antitest, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 1:200 higitast készitettlink mos6 oldattal (1%
zsirmentes tejpor, 0,1% Tween™ 20 detergens, 10% PBS puffer). A mosasi Iépéseket
kovetden mosooldatban 1:2000-re higitott tormaperoxiddz-konjugéalt masodlagos antitesttel
(kecske anti-nytl HRP-konjugalt antitest, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
30 percen at, szobahdmérsékleten inkubaltuk a membranokat. Az immunoreaktiv helyek
kemilumineszcens szignaljat ECL reagens (Amersham ECLTM Prime Western blot detektalo

reagens, GE Heathcare) segitségével detektaltuk VersaDoc 5000MP képalkotd rendszer (Bio-

18



SMAD 2 ¢és 3 szerepe a gyulladasos bélbetegség patomechanizmusaban

Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) segitségével. Eredményeinket a Quantity One

szoftverrel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) denzitometraltuk és értékeltiik.

In vitro sejtes kisérletek

A HT-29 huméan colon epitélsejtvonalat (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA,;
European Collection of Cell Cultures) L-glutaminnal, 10% hdéinaktivalt FBS-sel (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), 100 U/ml penicillinnel illetve 100 pg/ml streptomycinnel (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) kiegészitett modositott Osszetételi McCoy’s 5A
médiumban (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) tenyésztettiik.

A kezelés el6tt a sejteket 1,2 x 10° sejt/lyuk mennyiségben 24 lyuku plate-ekre (Sarstedt
Inc., Newton, NC, USA) tettiik ki, majd 24 6éraval késobb a rajtuk levé 10% FBS tartalmu
médiumot 0% FBS-t tartalmazé médiumra cseréltiik le. Huszonnégy 6ras FBS megvonast
kovetéen a konfluens sejteket 20 pg/pl rekombinans TNF-a-val (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA), a kontroll sejteket a TNFa oldoszerével kezeltiik (PBS).

Aramlasi citometria

A fent leirt modon kezelt HT-29 sejteket sejtkaparoval szedtiik fel a 24 lyukt plate-
ekrdl, majd a lecentrifugalt sejtpelletet PBS-sel mostuk (2000g, 5 perc, 24 °C). Az
intracellularis jelolés celjabol a sejteket ezutan 10 percig szobahdmérsékleten fixaltuk és
permeabilizaltuk (FACS Permeabilizing Solution 2, BD Pharmingen, San Diego, CA, USA),
majd az ilyen mddon az antitestek szamara atjarhatova tett sejteket jbol lecentrifugéaltuk
(2000 g, 5 perc, 24 °C). Ezt kovetden mintainkat az immunfluoreszcens festésnél mar emlitett
specifikus els6dleges antitestekkel (p-JNK1/2, p-ERK1/2 p-SMAD?2/3 poliklonalis nyul
antitestek) inkubaltuk (2 pl) 30 percen keresztiil, szobahdmérsékleten. A felesleges illetve
nem kotddott antitesteket permeabilizald pufferrel torténd mosassal tavolitottuk el (2000 g, 5
perc, 24 °C). Masodlagos antitestként FITC konjugélt poliklonalis anti-nyul IgG ellenanyagot
hasznaltunk (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 1 ul mennyiségben, 30 percig,

19



SMAD 2 ¢és 3 szerepe a gyulladasos bélbetegség patomechanizmusaban

szobahOmérsékleten. A negativ kontrollokat csak mésodlagos antitesttel inkubaltuk. A mérést
BD FACSAriaTM aramlasi citométerrel (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) végeztiik. Az
¢lo sejteket méret (forward scatter) és granulédltsag szerinti (side scatter) szoras alapjan
hataroltuk be. Minden kezelési csoportbol 30.000 sejtet szamoltunk le. A mintdkat ezutan BD
CellQuestTM Pro (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) szoftver segitségével értékeltiik ki.

Statisztika

Az adatok statisztikai analiziséhez az un. nem-paraméteres modszerek kozé tartozo
Mann-Whitney U tesztet hasznaltuk (Statistica 7.0 software, StatSoft, Tulsa, OK, USA). Az
abrakon lathato értékeket atlag + szoras (SD) formaban adtuk meg. Szignifikans eltérésnek azt

tekintettiik, ahol a p < 0,05.
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EREDMENYEK

Az aktivalt JNK1/2, ERK1/2 é SMAD2/3 jelatvivok lokalizacioja a
vastagbhél nyalkahartyaban

Az immunhisztologiai analizis soran az ujonnan diagnosztizalt IBD-s gyermekek
gyulladt valamint kontroll gyerekek egészséges vastagbél nyalkaharty4jabol szarmazo
biopszias mintdit hasonlitottuk 6ssze. A pJNK1/2 és pERK1/2 esetén a vastagbél nyalkahartya
enterocitaiban nem detektaltunk egyértelmii immunopozitivitast. Azonban az IBD-s betegek
gyulladt vastagbél nyalkahartya enterocitdinak az aktivalt SMAD2/3 a pSMAD2/3 festddése
egyértelmiien intenzivebb volt, mint a kontroll egészséges gyermekek vastagbél

nyalkahartyajanak pSMAD2/3 immunopozitivitasa (7. abra).

SMAD2/3 ° ‘ ERK1/2

Kontroll

IBD

7. abra: Foszforilalt jelatvivek (JNK1,2; ERKI1,2; SMAD2/3) lokaliziacidja kontroll és gyulladasos
bélbetegségben (IBD-s) szenveddé gyermekek colonbiopszias mintaiban. A JNK1/2 (fels6 sor) és az ERK1/2
(kdzéps6 sor) esetén nem latszik jelentds a két vizsgalt csoport kozott. A SMAD2/3 (alsé sor) foszforilacidja

sokkal intenzivebb volt az IBD-s mintaban a kontrollhoz viszonyitva.
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SMAD2 ¢és SMAD3 foszforilaciogja 1IBD-s gyermekek vastagbél
nyalkahartyajaban

Mivel az immunhisztologiai vizsgalatok alapjan pSMAD2/3 immunopozitivitasaban
egyértelmiinek latszo kiilonbség volt a beteg, illetve egészséges vastagbél nyalkahartyak
kozott, ennek mértékét tovabbi Western blot mérésekkel erdsitettiik meg. Az analizis soran az
ujonnan diagnosztizalt IBD-s gyermekek gyulladt és nem gyulladt vastagbél szakaszabol
szarmazo, valamint kontroll gyerekek biopszias mintdit hasonlitottuk dssze. Mivel a pPSMAD?2
¢s pSMAD3 molekuldk mérete kiillonb6z6, a Western blot analizis egyuttal lehetdséget
teremtett a pSMAD?2 és pSMAD3 molekulak egymastol elkiiloniilt detektalasara is.

A méréseink soran a pSMAD3 molekula foszforilacidjat az IBD-s betegek gyulladt
nyalkahartydjaban szignifikdnsan magasabbnak taldltuk, mint az IBD-s betegek ¢ép
nyalkahartyajaban (*p<0,01) vagy a kontroll (**p<0,01) mintdkban (8. 4bra).

PSMAD3 —55kDa e - —

B-actin —42kDa ’ —

250 x, x*

200 -

150 -

100 -

50 -

kontroll IBD nem gyulladt IBD gyulladt

8. abra: pSMAD3 szintje kontroll, gyulladasos bélbetegségben szenvedé (1BD-s) gyermekek ép és gyulladt
colon nyalkaartyajaban. A koros bélszakaszon szignifikans emelkedés mindkét csoporthoz viszonyitva

(* p<0,01 IBD koros vs. IBD ép; ** p<0,01 IBD koros vs. kontroll).
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A pSMAD?2 szint mérésekor nem észleltiink szignifikéans kiilonbséget a kiilonb6zo

csoportok kozott (9. abra).

pSMAD2 - 60 kDa
B-actin — 42 KDa -

250

200

150

o - | T

50

kontroll IBD nem gyulladt 1BD gyulladt

9. abra: pSMAD?2 szintje kontroll és gyulladasos bélbetegségben szenvedé (IBD-s) gyermekek gyulladt és
nem gyulladt colon nyalkahartyajaban. A vizsgalt csoportok kozott szignifikans eltérés nem volt kimutathato

(p=NS).

Jelatvivok foszforilacioja a HT-29-es sejtvonalon TNF-a-kezelés hatasara

A SMAD2/3 foszforilacidja a vastagbél epitél sejtjeire volt jellemzé. Igy kisérleteinket
in vitro, HT-29 vastagbél epitél sejtvonalon folytattuk. Azt vizsgaltuk, hogy az IBD
patomechanizmusaban kozponti szerepet jatszo TNF-a-val valo kezelés hogyan hat a JNK1/2,
ERK1/2 és SMAD2/3 szignaltranszdukciés molekuldk foszforilacigjara. A foszforilalt
jelatvivé molekulak mennyiségét aramlasi citométerrel detektaltuk.

A JNK1/2 és ERK1/2 foszforilacidja nem valtozott a HT-29 sejtek TNFo kezelését
kdvetden.

TNFa kezelést kovetéen a SMAD2/3 foszforilacioja fokozott volt a kezeletlen, kontroll
sejtekhez képest (#p<0,001), (10. abra).

Mindez aldtdmasztja a biopsziamintakon végzett vizsgalatok eredményét, miszerint az
altalunk megfigyelt jelatvivok koziil a SMAD2/3 foszforilacidja emelkedett meg a gyulladt
vastagbél nyalkahartya epitélsejtjeiben.
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pINK1/2

Kontroll TNFo

PERK1/2

9,00
8,00
7,00
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1,00
0,00

Kontroll TNFa

PSMAD2/3

90,00 #
80,00
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Kontroll TNFa

10. abra: A TNF-a-kezelés hatasa HT-29 sejtvonalon a vizsgalt jelatvivok aktivitasara. A kezelés fokozta a
SMAD?2/3 foszforilacigjat. INK1/2 és ERK1/2 esetén nem volt szignifikans kiilonbség (# p<0,001 TNFa vs.
kontroll )
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KOVETKEZTETES, MEGBESZELES

A gyulladésos bélbetegség eléforduldsa az elmult évtizedek alatt vilagszerte egyre
gyakoribba valt. A Crohn-betegség és a colitis ulcerosa pontos eredete, patomechanizmusa
mindezek pontos ismeretére. A mai elképzelések szerint a gyulladadsos bélbetegség
kialakulasdban tobb tényezd is szerepet jatszhat, melyek Osszefiiggésben allnak egymassal:
genetikai hajlam, kornyezeti tényezdk és az immunrendszer abnormalis vélasza.

Az IBD soran megvaltozik a bélham permeabilitasa, tartdos betegség kovetkezménye
lehet a gyulladt bélszakaszok elhegesedése, a bélfal megvastagodasa, esetleges bélelzarodas,
igy sziikségessé valhat az érintett szakasz mutéti uton torténd eltdvolitdsa. A betegség
patomechanizmusaban kozponti szerepet jatszik a TNFa. Erre épiil a betegség Infliximabbal
torténd kezelése, ami egy anti-TNFa terapia [57].

A TNFa ismerten karosan hat a bélnyalkahartya epitélialis barrierjének integritasara
[50], az epitélialis sejtek apoptdzisara, valamint a neutrofil granulocitakra és makrofagokra
kifejtett hatdsa révén részt vesz a szoveti gyulladas kialakuldsdban és fenntartdsaban. A
JNK1/2, ERK1/2 és SMAD2/3 szamos szerv, mint a tiidé és vese fibrozisaban is kozponti
szerepet jatszanak [58]. JOl ismert ezen jelatvivoknek a sejtek kozotti kapcsold struktaraira
(pl. tight junction) gyakorolt hatasa is. Ugyanakkor nem, vagy csak kevéssé ismert ezen
szignaltranszdukcios molekulaknak az IBD patomechanizmusaban betdltott szerepe. Kordbbi
irodalmi adatok alapjan jol ismert a TNFa JNKI1/2 és ERKI1/2 szignaltranszdukcios
utvonalakra kifejtett, aktivalo hatdsa. Ugyanakkor a TNFa SMAD-ok aktivacidjara kifejtett
hatasa szinte ismeretlen. Igy jelen kisérleteink célja az emlitett jelatvivd molekulak
szerepének vizsgalata az IBD patomechanizmusaban, valamint hogy az IBD-ben kdzponti
szerepet jatszo TNFo hogyan hat ezen jelatviteli utakra.

Ujonnan diagnosztizalt IBD-ben szenvedé gyermekek biopszids mintdin végeztiink
vizsgalatokat. Immunfluoreszcens festési eljarassal a beteg mintdkon a kontrollhoz képest
intenziv SMAD?2/3 foszforilaciot mutattunk ki, mely jorész a bélmukdza epitél sejtjeire
lokalizalodott. Mivel a legjelentOsebb eltérést az altalunk vizsgalt szignaltranszdukcids
molekulak (JNK1/2, ERK1/2, SMAD?2/3) aktivaciojaban a SMAD2/3 esetén észleltlink, a

tovabbiakban figyelmiink ezen jelatvivOre irdnyult. Western blot segitségével kimutattuk,
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hogy az IBD-ben szenvedd gyermekek gyulladt vastagbél nyalkahartyajaban a foszforilalt
SMAD?3 fehérje szintje valoban megemelkedik a beteg gyerekek ép, illetve a kontroll
mintakhoz képest. Ugyanakkor a SMAD?2 foszforilacigjat valtozatlannak talaltuk.

Mivel a SMAD3 fokozott aktivacidja a bélmukodza epitél sejtjeire lokalizalodott, igy
folytatasként vastagbél eredeti (HT-29) sejtvonalon vizsgaltuk az emlitett jelatvivo
molekuldk TNFa kezelés hatasara bekdvetkezd foszforilacidjat. A kezelés szignifikans
SMAD2/3 foszforilaci6 emelkedést eredményezett. A JNK1/2 ¢és az ERKI/2
szignaltranszdukciés Utvonalak azonban nem aktivalodtak. Mindez alatamasztja a
bélbiopszids mintdkon végzett vizsgalataink eredményeit: a gyulladasos bélbetegségben
szenvedd gyermekek bélnyalkahéartya epitél sejtjeiben az aktivalt SMAD3 szintje
megemelkedik.

Egy 2009-es tanulmany szerint Latella G. és munkatarsai, akik a TGF-B/SMAD3
jelatviteli Utvonalat vizsgaltak. Kutatasaik soran MC-hez tarsul6 fibrozist indukaltak SMAD3-
KO és vad tipust egerekben TNBS segitségével. A szdvettani vizsgalatok azt mutattak, hogy
a vad tipus esetén joval nagyobb a vastagbél fibrozisanak mértéke. Az eredmények alapjan
arra kovetkeztettek, hogy a SMAD?3 szerepet jatszik a vastagbél fibrézisaban, valamint hogy a
bélfibrozis kezelésének 1j célpontja lehet a SMAD3, kiilondsen az IBD-ben [59].

Mindezen eredmények alapjan levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a SMAD3
fokozott aktivacidja szerepet jatszhat a gyulladdsos bélbetegség patomechanizmuséban. Az
IBD patomechanizmusaban kozponti szerepet jatsz6 TNFo hatdssal lehet a SMAD3
aktivaciojara. Mivel mind maga a TNFo, mind a SMAD3 fontos szerepet tolt be mas szervek
fibrotikus folyamataiban, illetve a sejt-sejt kapcsolo struktarak valtozasaiban, feltételezheto,
hogy ezen molekulak szerepe a gyulladdsos bélbetegségben is hasonld. Azonban a SMAD3

pontos szerepének tisztazdsa még tovabbi kisérleteket igényel.
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OSSZEFOGLALAS

Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a SMAD3 foszforildcidja fokozdodik a gyulladasos
bélbetegségben szenvedd gyulladt vastagbél nyalkahartyajaban a kontroll és a beteg
gyermekek nem gyulladt nyalkahartyajahoz képest. A SMAD2/3 fokozott foszforilacidja az
immunfluoreszcens festés alapjan elsdsorban a bélmukodza epitél sejtjeire lokalizalodik. In
vitro kisérleteink igazoltdk, hogy a gyulladasos bélbetegségben kozponti szerepet jatszo
TNFa fokozza a SMAD2/3 aktivacidjat.

Ezért arra kovetkeztethetlink, hogy a gyerekek gyulladdsos bélbetegségének
patomechanizmusaban szerepet jatszhat a SMAD3 szignaltranszdukcids molekula aktivacioja.
Irodalmi adatok szerint a SMAD2/3 kozponti szerepet jatszik a szoveti fibrozis, valamint a
sejtek kozti kapcsolod struktirdk szabalyozasadban. Ezért tovabbi kisérletekkel tervezziik
tisztazni a TNFa, illetve a SMAD3 aktivacidjanak a gyulladdasos bélbetegség kapcsan
kialakul6 fibrézisa ¢és az epitélsejtek kozotti kapcsoldstrukturakra, igy a belek

permeabilitasara val6 hatéasat.
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