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A KUTATAS EREDMENYEIT OSSZEFOGLALO SZAKMAI BESZAMOLO

(OTKA nyilvantartasi szam: 46082)

A KUTATAS CELJA, A MUNKATERVBEN VALLALT KUTATASI PROGRAM ISMERTETESE

A belek immunpatogenezisii korképei igen gyakran lépnek fel mar gyermekkorban is.
Kiemelked6 jelent6sége van a gyulladasos bélbetegségeknek, igy a Crohn betegségnek és a
colitis ulcerosanak, de ebbe a csoportba sorolhat6 a coeliakia okozta enteropathia is. Ezekre a
betegségekre egyarant jellemzo6, hogy kialakulasukban alapveté szerepe van az oralis
tolerancia zavaranak. Az utobbi évek kutatdsai alapjan tehat nyilvanvaldva valt, hogy az
intestindlis baktérium flora és a bélnyalkahartyat fedo epithelium kozo6tt szoros és finoman
szabalyozott kommunikacio (crosstalk) ismerhet6 fel, ami normélis microflora esetén az orélis
tolerancia iranyaba hat, mig a patogén baktériumok beinditjak az erételjes immunaktivaciot
Amennyiben ebben a bonyolult rendszerben zavar tdmad, akkor vagy a patogén baktériumok
elleni védekezés szenvedhet zavart, vagy indokolatlanul fokozott aktivacié esetén pedig az
apatogén normalis bélflora indithat el erételjes gyulladast okoz6 immunvélaszt. Feltevésiunk
szerint ez az utobbi szerepet jatszhat egyes immunpatogenezisti intestinalis korképek,
els6sorban a gyulladasos belbetegségek kialakulasaban. Az utobbi évek immunoldgiai
kutatésai alapjan ugy tinik, hogy a velesziletett immunitas nagy jelent6séggel bir az adaptiv
immunitads szabalyozasaban is. Amennyiben az el6bbiben zavar tdmad, akkor
immunpatologiai folyamatok indulhatnak el. Ebbél kdvetkezik, hogy a gastrointestinalis
immunrendszer moduldsaban fontos szerepe van az enteralis microfloranak is. A baktériumok
falanak komponensei a toll receptorokhoz koétédve olyan folyamatokat indithatnak el,
amelyek kozvetve befolyasolhatjak az enteralis immunrendszer miikodését. Elképzelhet6 az
is, hogy a toll receptorok fokozott expresszioja, pl. bizonyos polimorfizmusok fennallasa
esetén, tulzott mertéki immunvalasz generalasat okozza es befolyasolhatja azt is, hogy Thi,
vagy Th2 iranyu eltolddas alakul-e ki.

Az OTKA pélyazatban végzett vizsgalatainkban gyulladasos bélbetegségben és coeliakiaban
tanulmanyoztuk a betegek bélnyalkahartyajabol vett biopszias mintdkban a toll receptorok
kozul a TLR2, TLR3 és TLR4 expresszidjanak a mértekét mRNA és fehérje szinten
molekularis biologiai mddszerekkel. Ugyancsak elemezni kivantuk, hogy a TLR4 Asp299Gly
polimorfizmusa mennyire Kifejezett az emlitett korképekben a kontrollokhoz viszonyitva. A
coeliakiasok kozott olyan betegeket is vizsgaltunk, akik 1. tipusu diabetes mellitusban is

szenvedtek.
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16 kezeletlen coeliakias gyermek [6 fiu, 10 ledny, életkor: median (tartomany): 9 (4-15) év], 9
kezelt [4 fiu, 5 leany, eletkor: median (tartomany): 6 (3-14) ev] coelidkias gyermek és 10
kontroll [4 fil, 6 leany, életkor: 10 (4-15) év] duodenumabdl biopszias mintakat vettiink. A
mintdk egyik részebdl rutin hisztologiai feldolgozéds tortént, a masik résziket pedig
molekularis biologiai vizsgalatokhoz hasznaltam. A Kkezeletlen coeliakids gyermekek
duodenum biopszidit a diagndzis felallitisdnak idépontjaban, a glutén mentes diéta
megkezdése elétt vettiik. A diagnozis felallitisa ESPGHAN kritériumok alapjan tortént. A
coelidkias gyermekek széruma antiendomysium antitest pozitiv volt, a szdvettani kép
részleges, vagy teljes boholyatrofiat mutatott (Marsh 111.b vagy Ill.c). A glutén mentes diétat
tarté gyermekek esetében teljes klinikai remisszio kovetkezett be, szérumuk antiendomysium
antitest negativ volt, valamint normal bélboholy szerkezet volt megfigyelheté. A kontrollok
esetében a biopszia elvégzése suly- és/vagy hosszfejlodésbeli elmaradas, illetve kronikus
hasmenés miatt valt sziikségessé, de a szdvettani kép mindegyik esetben normalis volt.

Kolon biopszias mintakat gyujtéttiink 23 relapszusban levé (aktiv) IBD-s gyermektol [rIBD,
14 fiq, 9 ledny, életkor: median (tartomany): 15 (8-18) év], valamint 12 frissen diagnosztizalt
IBD-s gyermektol [fdIBD, 8 fia, 4 leédny, életkor: 13 (6-18) év] makroszkdpikusan
gyulladasban 1évé illetve makroszkopikusan gyulladasban nem 1évé tertletekrél. Az fdIBD-s
gyermekek kozil 8 Crohn-betegnek-, 4 pedig kolitisz ulcerdzasnak bizonyult. Az rIBD-s
gyermekek kozil 16-nak volt Crohn-betegsége és 7 volt kolitisz ulcer6zds. A mintak egyik
részébol rutin hisztologiai feldolgozas tortént, a masik résziket pedig molekularis bioldgiali
vizsgalatokhoz hasznaltuk fel.

Vizsgalatainkba 118 kis szlletési sulyl koraszilottet (szil. stly < 15009 ) vontunk be, akik a
Il. sz. Szllészeti és Noégyodgyaszati Klinikan szilettek 1995 és 1999 kozott. A vizsgalt
koraszulottek kozott 41 esetében diagnosztizaltak NEC-et, 77 koraszulott esetében nem
talaltak NEC-re utalo tlineteket. Szepszis gyakrabban fordult el6 a NEC-es csoportban, de az
egyeb perinatalis szovodmeények egyforma gyakorisdggal léptek fel. Kontrollként 146
egészséges Ujszilottet vontunk be vizsgalatunkba.

A vizsgalatok megkezdése el6tt a gyermekek hozzatartozoinak irasbeli hozzajarulasat kértlk,
a molekuléris biologiai vizsgalatok a TUKEB: 73/2003-as etikai engedéllyel torténtek.



A TARGYKORBEN KIDOLGOZOTT MODSZEREK, ELJARASOK

Szemikvantitativ PCR (human GAPDH, TLR2, TLR3, TLR4)

A szemikvantitativ PCR-eket 50 ul végtérfogatd [10% 10x PCR puffer, 2 mM MgCly,
0,2 mM dezoxi-nukleozid-trifoszfat (dNTP), 0,5 UM sense és antisense primerek, 1,5 U
rekombinans Taq polimeraz (Invitrogen, Kalifornia, USA)] reakcidelegyben végeztik 1 pl
cDNS felhasznélasaval.

A humén TLR2, TLR3 és TLR4 specifikus primerek és a glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogendaz (GAPDH) specifikus primerek szekvencidit és a PCR korulményeit az 1.

tablazat foglalja 0ssze.

1. tablazat: A szemikvantitativ PCR-ek soran hasznélt primerek szekvencidi illetve a PCR

reakciok korulmenyei.

Gén Primer szekvencia Anellacids Ciklusszam Termékhossz

hémérséklet

TLR2 S:5’-AGTTGATGACTCTACCAGATG-3’ 61°C 31 598 bp
AS: 5’-GTCAATGATCCACTTGCCAG-3’

TLR3 S:5’-ACACACTTCCAGCATCTGTC-3’ 61°C 33 623 bp
AS: 5’-TGCTGTTAACAATTGCTTCTAG-3’

TLR4 S:5’-CTTATAAGTGTCTGAACTCCC-3’ 59°C 35 680 bp
AS: 5’-TACCAGCACGACTGCTCAG-3’

GAPDH S: 5’-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’ 56 °C 28 496 bp

AS: 5’-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3’

A tablazat a szemikvantitativ PCR-ek soran hasznalt primerek szekvencidit, a primerek optimalis anellacios
hémérsékletét, a PCR-ek soran alkalmazott ciklusszamokat, valamint a PCR soran képz4dd termékek
hosszadatait mutatja be. Roviditések: S: sense, AS: antisense, TLR2: Toll-szerii receptor 2, TLR3: Toll-szeri

receptor 3, TLR4: Toll-szerii receptor 4, GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz.

A human duodenum biopszidk szoveti TLR2, TLR3 és TLR4 szintjének meghatarozasa

Western blottal



A vizsgalt biopszias mintékat lizalé pufferben homogenizaltuk, majd centrifugaltuk. A

- sz

hataroztuk meg.

Pozitiv kontrollként a TLR2 és TLR4 Western blotok esetében teljes vérbol izolalt
periférialis limfocita (PBL)-, a TLR3 western blot esetében COLO320DM (kolorektalis
adenokarcindma) sejtlizatumot hasznéltunk (sc-2226, Santa Cruz Biothechnology Inc., CA,
USA).

Elsédleges human TLR2, TLR3, TLR4 és Actin specifikus ellenanyagokként anti-human
kecske poliklonalis IgG antitesteket hasznaltam. A primer antitestek a TLR2 és TLR3 [TLR2
(N-17) és TLR3 (Q-18) Santa Cruz Biothechnology Inc., CA, USA] esetében a fehérjék N
termindlis végét, a TLR4 és Actin [TLR4 (C-18) es Actin (C-11) Santa Cruz Biothechnology
Inc., CA, USA] esetében pedig a fehérjék C terminalis végét ismerték fel.

Masodlagos antitestként torma-peroxidazzal (HRP) konjugélt egéer anti-kecske IgG antitestet
(Santa Cruz Biothechnology Inc., CA, USA) hasznaltunk.

A mintédkhoz treatment puffert [30% glicerol, 20% merkapto-etanol, 0,7 M SDS, 0,25 M
Tris-HCI pH=6,8] adtam, majd a mintakat TLR3 és TLR4 esetében 37 C°-on, 30 perc-, TLR2
esetében 60C°-on 15 perc-, valamint az Actin esetében 100 °C-on 5 perc inkubalassal
denaturéltuk.

A 10 %-o0s SDS-poliakrilamid gél zsebeibe denaturalt, 20 (TLR2, Actin), 100 (TLR3) illetve
60 (TLR4) ug dsszfehérjének megfelel6 mennyiségeket vittlink fel. Koncentral6 gélként 4%-
0s SDS-poliakrilamidot hasznéltunk.. Mintadim mellé molekulasily markert (BenchMark ™,
Gibco/BRL, Eggenstein, Németorszag) és pozitiv kontrollt vittlink fel.

A szeparalt fehérjeket az SDS-poliakrilamid geélrél nitrocellul6z membranra blottoltuk.

Az immunoblottinghoz szlikséges ellenanyag koncentraciokat el6zetesen dot-blot technikaval
hataroztuk meg.

Blokkolast kovetéen a membranokat az elsédleges, TLR2, TLR3 és TLR4 specifikus
ellenanyagokkal inkubaltuk. Annak céljabol, hogy ellenérizzik, vajon az SDS-poliakrilamid
gélek zsebeibe egyforma mennyiséget vittink-e fel az egyes mintakbol, elsédleges, aktin
specifikus ellenanyaggal inkubaltam a membranokat, az el6zéekben leirt kortiilményeknek

megfeleléen.



Az immunoreaktiv helyek kemilumineszcens szignaljat Amersham Pharmacia protokoll
szerint ECLplus reagenssel, Hyperfilm ECL™-en (AP Biotech, Buckinghamshire, UK)
detektaltuk.

A Western blot-ok eredményeit a Gel-Pro™ szoftverrel (Media Cybernetics, Inc., MD, USA)

denzitometraltuk.

A CD14, TLR4, és CARD15 genetikai polimorfizmusainak vizsgalata
A CD14 C**T, TLR4 A***G, C™™T, CARD15 G**"%C, C**'%T, és 3020insC SNP-
k meghatarozdsat PCR-RFLP technikaval végeztik. A PCR-RFLP-k soran hasznalt primerek

szekvencidit illetve a PCR-RFLP-k kdrtlményeit a 4. tablazat foglalja 6ssze.

4. tablazat: A PCR-RFLP-k soran hasznéalt primerek szekvenciai, illetve a PCR-RFLP-k

kortlmeényei.

A vizsgalt Primer szekvencia Anellaciés Restrikcids Restrikciés fragmentumok
SNP hémérséklet enzim hossza (bp)
(0
CD14 F:5’-atcatccttttcccacacc-3’ C allél (vad tipus): 155+140
58 Haelll
c®T R:5’-aactcttcggctgectct-3’ T allél (varians): 295
TLR4 F: 5’-gattagcatacttagactactacctccatg-3’ A allél (vad tipus): 249
56 Ncol
e} R: 5’-gatcaacttctgaaaaagcattcccac-3’ G allél (varians): 226+23
TLR4 F:5’-ggttgctgttctcaaagtgattttgggagaa-3’ C allél (vad tipus): 406
56 Hinfl
C*'T | R:5’-cctgaagactggagagtgagttaaatgct-3’ T allél (varians): 377+29
CARD15 | F:5’-cttttggecttttcagattct-3° G allél (vad tipus): 395
55 Hhal
G'™¥2C | R:5’-gggcacccactaccaatg-3’ C allél (varians): 373+22
CARD15 | F:5’-tgcagctggcgggatggagt-3° C allél (vad tipus): 72+54+56
62 Mspl
C*%T | R:5’-gccgagecgeacaaccttca-3’ T allél (varians): 126+56
CARD15 | F:5’-ggcagaagccctcctgcagggec-3’ Vad tipus: 151
58 Apal
3020insC | R:5’-cctcaaaattctgcecattce-3’ varians (insC): 131+20




AZ ELERT EREDMENYEK ISMERTETESE

A Toll-szerii receptor (TLR) 2, TLR3 és TLR4 expresszidjanak vizsgalata coelidkias

gyermekek vékonybél nyalkahartyajaban

A TLR2 és TLR4 mRNS expresszio szignifikdnsan fokozodott mind a kezeletlen
coelidkias-, mind a kezelt coelidkias gyermekek duodenum nyalkahartydjdban a
kontrollokhoz képest (p<0,001). A kezelt coelidkias gyermekek duodenum nyalkahartyajaban
még fokozottabb volt a TLR2 mRNS expresszio, mint a kezeletlen coelidkids gyermekek
duodenum nyalkahartyajaban (p<0,001). A TLR3 mRNS expresszio a kezelt coeliakias
gyermekek duodenum nyalkahartydjaban szignifikansan fokozodott (p<0,001 vs. kezeletlen
coeliakia, illetve kontroll), mig a Kkezeletlen coelidkids gyermekek duodenum

nyalkahartyajaban valtozatlan maradt a kontrollokhoz képest (p=NS).
A TLR2 fehérje szint a kezeletlen coelidkias gyermekek duodenum nyéalkahartyajaban

kétszeresere emelkedett a kontrollokhoz képest (p<0.05). A kezelt coeliakids gyermekek
duodenum nyalkahartyajaban, a TLR2 fehérje szint négyszerese volt a kezeletlen
coelidkiasokban mért értéknek (p<0.001).

TLR3-at fehérje szinten csak a kezelt coelidkids gyermekek duodenum
nyalkahartyajaban tudtunk kimutatni.

A TLRA4 fehérje szint a kezeletlen coelidkias gyermekek duodenum nyéalkahartyajaban
haromszorosara emelkedett a kontrollokhoz képest (p<0.01). A kezelt coelidkias gyermekek
duodenum nyalkahartyajaban, a TLR4 fehérje szint haromszorosa volt a kezeletlen

coelidkiasokban mért értéknek (p<0.001).

A TLR4, aCD14 genetikai polimorfizmusok frekvenciaja 1-es tipusu diabetesben (TILDM) és

coeliakiaban, valamint mindkét betegsében szenveddskben.

A homozigota CD14 -260TT genotipus eléfordulésa szignifikdnsan alacsonyabb, volt a
T1DM betegekben a controlokhoz képest, mig coeliakia és TLDM eléfordulasakor ez nem
volt kimutathatd. Ez arra utal, hogy a CD14 -260TT homozigdta genotipus eléfordulasa

T1DM-ben szenved6kben névelheti a coeliakia kialakulasanak a valdszintisegét.



A Toll-szer receptor (TLR) 2, TLR3 és TLR4 szintézisenek vizsgalata kronikus gyulladasos

bélbetegségben szenvedds (IBD-s) gyermekek vastagbél nyalkahartyajaban

A TLR2 és TLR4 mRNS expresszio szignifikdnsan fokozddott mind a frissen diagnosztizalt
(fd) 1BD-s gyermekek-, mind a kezelt, relapszusban 1évé (r) IBD-s gyermekek kolon
nyalkahartyajanak gyulladasban 1év6 szakaszan a kontrollokhoz képest (p<0,001 illetve
p<0,0001 vs. kontroll). A gyulladasban nem Iévé kolon szakaszokon, a TLR2 és TLR4 mRNS
expresszié nem tért el szignifikansan a kontrollokétdl, sem fdIBD-ben, sem rIBD-ben (p=NS).
A TLR3 mRNS expresszidé nem valtozott szignifikansan az egyes csoportokban (p=NS). A 2.
abra példaként mutatja a TLR2 mRNA expressziot az egyes csoportokban.

*.

6 - #
3

5 1
(o)
\8 $+
>
g 4
2
IS
T 34
I
o
< 27
Q
N
@ 1
-

0 . i

fdIBD fdIBD riBD riBD
gyulladt nem gyulladt gyulladt nem gyulladt kontroll

1. ABRA A TLR2 mRNS expresszié szignifikinsan fokozodott a kolon nyalkahartya gyulladasban lévé
szakaszadn mind a frissen diagnosztizalt (fd) IBD-s, mind a kezelt, relapszusban 1évé (r) IBD-s gyermekek
esetében a kontrollokhoz képest. Az adatokat atlag + szoras formajaban vannak megadva. * fdIBD gyulladt vs.
fdIBD nem gyulladt (p<0,0001), # fd IBD gyulladt vs. kontroll (p<0,001), $ rIBD gyulladt vs. rIBD nem
gyulladt (p<0,0001), + rIBD gyulladt vs kontroll (p<0,0001). Roviditések: fdIBD=frissen diagnosztizalt IBD-s
beteg, rIBD=relapszusban lévé IBD-s beteg.

A TLR2 fehérje szint kozel kilencszeresére (8,93) nétt a frissen diagnosztizalt (fd) IBD-s
gyermekek-, és kozel 8,5-szeresére nott a kezelt, relapszusban 1évé (r) IBD-s gyermekek



kolon nyalkahartyajanak gyulladasban 1évé szakaszan a kontrollokhoz képest (p<0,001-,
p<0,0001 vs. kontroll). A gyulladasban nem 1évé kolon szakaszokon, a TLR2 fehérje szint
nem tért el szignifikansan a kontrollokétdl, sem fdIBD-ben, sem rIBD-ben (p=NS). A TLR3
fehérje szint nem valtozott szignifikansan az egyes csoportokban (p=NS).

A TLR4 fehérje szint kozel 6tszorosére (4,97) nétt az fdIBD-s gyermekek-, és kozel 4,5-
szorosere nott az rIBD-s gyermekek kolon nyalkahartyajanak gyulladasban 1évé szakaszan
(p<0,001-, p<0,0001 vs. kontroll). A gyulladasban nem lévé kolon szakaszokon, a TLR4

fehérje szint nem tert el szignifikdnsan a kontrollokétol, sem fdIBD-ben, sem riBD-ben
(p=NS).

A CD14, TLR4, és CARD15 genetikai polimorfizmusai és a kis szlletési sulya koraszilottek

nekrotizalo enterocolitise kozotti kapcsolat vizsgalata

A vizsgélt CD14, TLR4 és CARD15 genotipusok hasonl6 gyakorisagban fordultak el6 a kis
szlletési sulyl koraszilottekben és az egeszseges Ujszilottekben (p=NS). A kis szlletési
sulyu koraszilétt csoportban nem talaltunk dsszefliggest az egyes genotipusok es a gesztacios
kor, valamint a NEC kialakulasanak kockéazata illetve tiineteinek sulyossaga kdzott (p=NS). A
vizsgalt SNP-k és egyéb perinatélis szovodmények, igy a szepszis, nyitott Botallo-vezeték,
bronchopulmonalis dysplasia és a koponyatiri vérzés kialakulasanak kockézata kdzott sem
talaltunk Osszefuiggest. A logisztikus regresszios analizis igazolta, hogy a szepszis fliggetlen
kockazati tényez6é a NEC kialakulasaban (OR: 3.96, Cl: 1,10-14,2, p=0,036).



A KUTATASI TEMA TOVABBI LEHETSEGES IRANYAI, AZ EREDMENYEK FELHASZNALASANAK,

HASZNOSITASANAK LEHETOSEGEI

Vizsgélataink sordn egyre inkabb nyilvanvalova valt, hogy 6énmagaban csak az adaptiv
immunitas vizsgalata nem elégséges a vizsgalt immunmedialt bélbetegségek kialakuldsanak
megeértéséhez. Annak érdekében, hogy felderitsik a TLR2, TLR4 és TLR9 expresszio hatasat,
a tovabbiakban fontos vizsgalni, hogy a TLR-ek expresszidja hogyan korrelal egyes
transzkripciés faktorok aktivitdsdnak a valtozésaval. Kulondsen érdekes a downregulald
peroxiszoma proliferator aktivalt receptor gammaval (PPAR gamma) aktivitasanak vizsgalata
ebben a vonatkozasban., hiszen ez a faktor gatolni tudja szdmos gyulladastkelté cytokin
termelését. Fontos kutatasi irany lehet a természetes immunitas és a regulator T-sejtek szama

és aktivitasa kozotti kapcsolat felderitése is.

Budapest, 2008. februar hé

Aratd Andras
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