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1. BEVEZETES

A colitis ulcerosa (CU) ¢és a Crohn-betegség (CD) kronikus gyulladasos
bélbetegségek, melyek mintegy 2,2 millid6 embert érintenek Eurdpaban. Az utdbbi években
egyre tobb a bizonyiték, hogy genetikai tényezOkon tal luminalis faktorok is szerepet
jatszanak a vastagbélgyulladds kivaltasaban, kiilonosen CU esetén. A megvaltozott tight
junction miikodés kimutathat6 a colon epitheliumban aktiv CD esetében, mig inaktiv Crohn-
betegekben a fokozott intestinalis permeabilitas elére jelzi a relapszusokat. CU betegekben
bizonyitottdk, hogy a korkép stlyossaga korrelal az intesztinalis permeabilitdsfokozddassal,
¢és a megfeleld kezelés helyredllitja a bélpermeabilitast ezen betegcsoportban. A fokozott
mucosaba, majd az ezekre adott abnormalis immunvalasz neutrophil granulocyta
infiltracidhoz és citokin-vezérelt gyulladashoz vezet.

A CU akut fazisara jellemz6é a colon mucosa karosodasa és a leukocytdk, koztiik
nagyszamu neutrophil granulocyta jelenléte a szovetsériilés helyén. A cathepsin-G (Cat-G)
egy szerin-proteaz, mely a neutrophil granulocytak azurophil granulumainak kb. 20%-at tolti
ki, és aktivalni képes a proteindz aktivalt receptor (PAR)-4-et. A PAR-ok olyan 7-
transzmembran G-protein-kapcsolt receptorok, melyeket a szerin-proteazok az N-terminalis
domén hasitasa révén aktivalnak, és fontos szerepet jatszanak a gasztrointesztinalis élettanban
¢és korélettanban. Jelenleg négyféle PAR ismert, a PAR-1, 2, 3 és 4, melyek ligandprofilja
kiilonb6zd: a PAR-1, 3 és 4 trombin receptorok, mig a PAR-2-t és 4-et a tripszin aktivalja. A
PAR-1-et, 2-t és 4-et szintetikus, Gn. aktivalo peptidek (PAR-AP) is miikodésbe hozzak. A
PAR-2 aktivacié fokozza patkanyban a vastagbél permeabilitasat és gyulladast provokal,
valamint CU betegek colon biopszidiban expresszidja fokozott a kontrollokéhoz viszonyitva.
A PAR-4 patkany vastagbélben kimutathatéan jelen van, és friss eredmények alapjan CU
betegekb6l szarmazé magas Cat-G tartalmu széklet feliiliszo fokozza a vastagbél
permeabilitast egérben in vitro és PAR-4 medialta bélgyulladast provokal in vivo.

A hasi fajdalom és diszkomfort mind IBS-ben, mind IBD-ben szenvedd betegek
jellemzd tiinete. A ballondisztenzidval kimutatott rectalis mechanikus hiperszenzitivitas IBS-
ben szenvedd betegeken 1973 ota ismert. Az utdbbi évtizedben azonban kideriilt, hogy az

IBD-ben szenveddknél rectalis hiperszenzivitds nincs jelen. A PAR-ok a zsigeri fajdalom



kivaltasdnak mechanizmusaban is szerepet jatszanak, és a kozelmultban kimutattdk, hogy a
PAR-2 agonista vastagbélbe torténd infuzidja (ic.) a bél disztenzidja altal kivaltott colorectalis
hiperszenzitivitast provokal patkanyban. Kezdeti klinikai eredmények alapjan az emelkedett
luminalis szerin-protedaz aktivitds szerepet jatszhat a diarrhea-predominans irritabilis bél
szindroma (IBS-D) pathogenezisében: IBS-D-ben szenvedd betegek széklet feliiliszdja
egérbélbe infundalva hiperszenzitivitast eredményez a PAR-2 aktivacioja révén. Ugyanakkor
mas PAR-ok ellentétes hatasuak, pl. a PAR-1 vagy PAR-4 agonista intraplantaris injekcioja
analgetikus hatdst mind mechanikus, mind termalis stimulusokra. A PAR-4-et a colon
epithelium mellett hatso gyoki ganglion neuronokban (DRG) is kimutattak, ahol aktivacidja
feltehet6leg gatolja a nociceptiv jelatvitelt. A PAR-0K az immunrendszer szamos sejtjén
megtalalhatoak, ahol aktivaciojuk befolyasolja a citokinek felszabadulasat, igy szerepet

jatszhatnak a viszceralis szenzitivitds modulalasaban.

2. CELKITUZESEK

1) A Cat-G és proteaz aktivitas mérése CU és IBS-D betegek és egészséges kontroll
személyek székletében.

2) Annak vizsgalata, hogy az CU betegek széklet feliiluszdja megvaltoztatja-e a
vastagbél paracellularis permeabilitasat egérben in vivo, és hogy ez a hatas Cat-G vagy
PAR-4-agonista adasaval reprodukalhato-e.

3) Annak tisztazasa, hogy az CU betegekbdl szarmazd széklet feliiliszo, a PAR-4-
agonista vagy a Cat-G képes-e vastagbélgyulladast kivaltani egér modellben.

4) A myosin-konnytilanc-kinaz (MLCK) aktivacio szerepének vizsgalata a CU betegek
sz€klet feliiliszojanak vastagbél permedbilitasra és gyulladasra kifejtett hatasaban.

5) Annak vizsgalata, hogy a CU betegek széklet feliiluszoja befolyasolja-e a colorectalis
mechanikai szenzitivitast egérben, és ez a hatds Cat-G vagy PAR-4-agonista adasaval
reprodukalhato-e. A fenti mechanizmusban részt vevo receptorok lokalizalasa.

6) Annak vizsgalata, hogy a PAR-4 szerepet jatszik-e az IBS-D-ben szenvedé betegektdl
szarmazo6 széklet feliiliszo ic. infuzidja altal kivaltott viszceralis hiperszenzitivitasban,
¢s ez a hiperszenzitivitas ellensulyozhaté-e Cat-G-vel torténd PAR-4 aktivacioval.

7) A PAR-4-agonista hatasanak vizsgalata két viszceralis hyperszenzitivitdas modellben
egérben: gyulladasos (2,4,6-trinitrobenzén szulfonsav, TNBS) és nem gyulladasos

koriilmények kozott (water avoidance stress, WAS) egyarant.



3. MODSZEREK

Human vizsgalatok

CU (férfi/n6: 13/10, atlagéletkor: 44 év) és IBS-D betegek (férfi/né: 3/8, atlagéletkor:
53 ¢év) illetve egészséges Onkéntesek (férfind: 4/7, atlagéletkor: 44 ¢év) székletmintdinak
vizsgalata tortént. A széklet feliilluszok teljes szerin-proteaz és Cat-G aktivitasat mértiik

enzimatikus modszerrel.

CU betegektol szarmazoé széklet feliiliszo hatasa a colon permeabilitasara ¢és

gyulladasara

A tovabbi kisérletek egérmodellben torténtek. A CU betegek széklet feliiluszojanak
(el6kezeletlen vagy specifikus Cat-G inhibitorral elékezelt formaban), PAR-4 aktivalo peptid
(PAR-4-AP, AYPGKF-NH;) vagy Cat-G colonba torténd perfuzidjat kovetéen a colon
myeloperoxidaz (MPO) aktivitasat és a vastagbél paracellularis permeabilitasat mértiik. A
myozin konnyllanc-kindz (MLCK) pathogenetikai szerepének vizsgalataira az MLCK
specifikus inhibitorat, ML-7-et hasznaltunk. A vastagbél paracellularis permeabilitdsanak

mérését *'Cr-EDTA-val végeztiik.

CU és IBS-D betegektol szarmazo széklet feliiliiszo hatasa a viszceralis szenzitivitasra

A viszceralis hiperszenzitivitas indikatoraként colorectalis ballondisztenziora (CRD)
kialakult EMG valaszt detektaltunk a hasfalban rogzitett elektrodok segitségével a kovetkezo
széklet feliiluszoja, PAR-4-AP vagy Cat-G. A nociceptiv valaszt CU betegek széklet
feliiluszojanak pepducin (PAR-4-antagonista, P4pal-10) el6kezelését illetve antiproteazokkal

vagy Cat-G inhibitorral térténd preinkubaciot kovetden is vizsgaltuk.



A PAR-4 hatasmechanizmusanak vizsgalata a viszceralis szenzitivitasra élettani

korilmények kozott és két kiilonbozo hiperszenzivitasi modellben

Az egerek PAR-4-AP-vel vagy oldoszerével intraperitonalis (ip.) illetve ic. elékezelést
triaminopyrimidinnel (TAP), egy kémiai tight junction blokkoloval vagy vivOanyagaval
kombinaltuk. SCID egereket vizsgaltunk a lymphocytak szerepének tisztazasara az
antihyperalgesias effektus kialakulasaban. PAR-4-AP (ic.) és PAR-4-antagonista (ip.) hatasat
teszteltiik kétféle viszceralis hiperszenzitivitasi modellben, stress (WAS) modellben és enyhe
akut TNBS colitis modellben, mikdzben mértiik a széklet Cat-G aktivitasat. A spinalis
neuronaktivaciot kimutato Fos protein expressziot immunohisztokémiai vizsgalattal

detektaltuk CRD-t kdvetden oldoszerrel vagy PAR-4-AP-vel ic. elokezelt allatokban.

5. EREDMENYEK

A széklet szerin-proteaz aktivitasa emelkedett CU és IBS-D betegekben a kontroll
csoporthoz viszonyitva. A Cat-G aktivitds csak a CU betegek székletmintaiban emelkedett,
IBS-D esetében nem. CU betegek széklet feliiliszoja, a Cat-G és a PAR-4-AP egyarant
fokozza a vastagbél paracellularis permeabilitasat és MPO aktivitasat egér modellben. A Cat-
G altal triggerelt paracellularis permeabilitas fokozodas blokkolhato ML-7 adéaséaval, tovabba
a Cat-G altal fokozott MPO aktivitas is csokken ML-7 adasa mellett. A CU betegekbdl
szarmaz6 mintakkal végzett vizsgalatok soran az IBS-D betegekbdl szarmazo feliiliszok
viszceralis hiperszenzitivitast okozé hatasaval ellentétben, a CU feliiliszok vastagbél
hiposzenzitivitast okoznak, mely hatas PAR-4-AP vagy Cat-G adasaval is el6idézhets. A CU
feliiliszok altal indukalt hipoalgesia gatolhaté antiproteaz koktél adasaval. A CU széklet
feliilisz6 infuzioja melletti PAR-4 blokad vagy Cat-G gatlas az IBS-D feliiliszok adasdhoz
hasonlé vastagbél hiperszenzitivitast valt ki. Cat-G IBS-D feliiluszdval torténd egyiitt adasa
kivédi az IBS-D feliilisz6 nociceptiv hatasat. A PAR-4-AP antinociceptiv hatdsa nem
jelentkezik ip. adas esetén vagy vastagbél epithelialis tight junction blokad mellett. CRD
indukalta spinalis Fos expresszié novekedés csokkentheté PAR-4-AP adéasaval. PAR-4-AP
antinociceptiv hatasi mindkét hyperalgesia modellben és lymphocyta depletalt allatokban is.
A PAR-4-antagonista adasa szignifikdnsan noveli a TNBS colitis esetén a vastagbél

hyperalgesiat, mig WAS modellben ez a hatas nem jelentkezik.



6. UJ MEGALLAPITASOK, KOVETKEZTETESEK

1. A széklet Cat-G szint emelkedett CU betegek székletmintaiban, mig IBS-D
betegekben ez az eltérés nem tapasztalhato.

2. A CU betegekbdl szarmazd széklet feliiluszo intracolonicus infizidja egerekben
fokozza a colon paracellularis permeabilitasat in vivo. A paracellularis permeabilitas
fokozodasat a széklet felilliszo Cat-G tartalma provokalja PAR-4 aktivacio
kozvetitésével.

3. A CU betegekbdl szarmazé széklet feliiliszoja a vastagbélben gyulladasos folyamatot
valt ki a beadas kezdetétdl szamitott 4 oran beliil, mely a Cat-G altal kivaltott PAR-4
aktivacioval magyarazhato.

4. A gyulladasos folyamat kialakulasanak fontos Iépcséje a CU betegek széklet
feliltiszojanak infizidja okozta myosin-konnytilanc-kinaz (MLCK) aktivacio a
vastagbé¢l nyalkahartydn, mely paracellularis permeabilitas-fokozddashoz vezet.

5. A CU betegektol szarmazo, magas Cat-G tartalmt széklet feliiliszo egerekben
viszceralis hiposzenzitivitast valt ki a PAR-4 aktivacioja révén.

6. A PAR-4 aktivaciéo nem jatszik szerepet az IBS-D-ben szenveddk széklet feliiltiszoja
altal kivaltott viszceralis hiperszenzitivitisban, és a PAR-4-et aktivalo Cat-G
hozzaadasa révén ez a hiperszenzitivitas ellenstlyozhato.

7. A PAR-4-AP viszceralis antinociceptiv hatdsa a lymphocytaktol fiiggetlen és a
vastagbélben helyileg alakul ki.

8. A PAR-4-AP kivaltotta intracolonicus PAR-4 aktivacid antihyperalgesids hatasu
kétféle viszceralis hiperszenzitivitasi modellben, a water avoidance stress modellben
és az akut TNBS colitis modellben.

9. A TNBS indukalta colitis modellben endogén PAR-4 aktivacié mutathatdé ki, mely

antinociceptiv hatasu, és a WAS modellben nincs jelen.

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy luminalis faktorok, mint a PAR-4 és a
Cat-G proinflammatorikus szerepet tolthetnek be a CU pathogenezisében. Eredményeink arra
is utalnak, hogy ez a hatds Osszefligg a vastagbél paracellularis permeabilitdsanak
fokozodasaval. A hasonléan emelkedett szerin-protedz aktivitas ellenére az IBS-D és CU
betegek feliiliszo1 ellentétes, viszcerdlis pro- ¢és antinociceptiv hatast fejtenek ki

egérmodellben. A CU széklet feliiluszok visceralis hiposzenzitivitast okozé hatdsa Cat-G altal



triggerelt, PAR-4 altal medialt folyamat lehet, mely ellenstlyozhatja a szimultan PAR-2
aktivacio pronociceptiv hatasat. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy colitisben endogén
PAR-4 aktivacid van jelen, mely ellensulyozza a gyulladas altal kivaltott vastagbél

hyperalgesiat.
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1. abra. A PAR-2 és 4 viszceralis szenzitivitisban jatszott szerepének sematikus
abrazolasa. Egészséges személyekben észlelhetd alapszintli szerin-protedz aktivitas
kisfoku, egyensulyi helyzetet teremté PAR-2 és 4 aktivaciot tart fenn. IBS-D-ben azonban
a magas szerin-proteaz aktivitas aktivalja a PAR-2-t, mely viszceralis hiperszenzitivitashoz
vezet. Ezzel ellentétben a CU-ban szenveddk székletében talalhaté magas cathepsin-G
(Cat-G) tartalom aktivalja a PAR-4-et, mely hiposzenzitivitast eredményez. A PAR-2-t
aktivalo anyagok jelenlétére a CU betegek szekletében akkor deriil fény, ha a PAR-4-et
vagy a Cat-G-t blokkoljuk, és viszceralis hiperszenzitivitas jelenik meg. Amennyiben Cat-
G-t adunk az infunddland6 IBS-D széklet feliiluszohoz, annak pronociceptiv hatdsa
megszinik.
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Halaval tartozom Dr. Lionel Bueno Professzor Urnak, hogy toulouse-i
laboratoriumaban dolgozhattam, szakértelmével iranyitotta kutatdi munkamat és hogy ajtaja
szamomra mindig nyitva allt.

Szeretném megkdszonni minden kollégamnak és tarsszerzOmnek: Dr. Rosztoczy
Andrasnak, Dr. Izbéki Ferencnek, Dr. Gecse Krisztinanak, Prof. Dr. Nagy Ferencnek,
Dr. Molnar Tamasnak, Dr. Lénart Zsuzsannanak, Dr. Inczefi Orsolyanak, Vadaszi
Klaranak, toulouse-i barataimnak és kollégaimnak: Dr. Héléne Eutaméne-nek, Dr. Jean
Fioramontinak, Dr. Vassilia Theodorounak, Dr. Marta Dabeknek, Dr. Laurent
Ferriernek, Dr. Rafael Garcia-Villarnak, Dr. Afifa Ait-Belgnaouinak, Dr. Simona
Agostininek, Valérie Bezirardnak, Mathilde Leveque-nek, Christel Salvador-Cartier-
nak, Valérie Bacquiének, Dr. Isabelle Olivier-nek, Dr. Viorica Braniste-nek, Cathy
Beaufrandnak, Lara Moussanak, Céline Arliguie-nek, Eric Gaultier-nek, Arnaud
Polizzinak, Gilles Chaumaznak and Patrice Roubynak a munkamban nyujtott segitségiiket,
valamint 1. sz. Belgyogyaszati Klinika minden munkatarsanak megértésiiket ¢és
tamogatasukat.

Tovabba kiilon koszonettel tartozom korabbi témavezetdimnek és kollégaimnak az
SZTE AOK Elettani Intézetébol, akik diakkords koromban és palyam kezdetén bevezettek a
tudomanyos munkaba és megszerettették velem az orvosi kutatast: Dr. Bari Ferenc
Professzor Urnak, Dr. Domoki Ferencnek, Dr. Farkas Eszternek, Téth-Sziiki
Valérianak és Matyas Adrienne-nek.

Végezetiil koszonom Férjemnek és Csaladom minden tagjanak a sok tiirelmet és

tamogatast, melyet tudomanyos munkamhoz biztositottak.



