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1 Bevezetés

A Crohn-betegség (CD) gyermekkori el6forduldsa az elmult 10-15 évben a fejlett
orszagokban megdupldzodott. A betegség és a korai manifesztacié okat egyelére nem
ismerjiilk, bar az ma mar evidencia hogy a patogenezis multifaktoridlis. Az
immunrendszer szerepe vitathatatlan, éppen ezért igen nagyszamu vizsgalat célozta mér
meg a betegség immunoldgiai hatterének megismerését, és az esetleges terdpids
célpontok azonositisat. Ezen vizsgélatok tobbsége vagy valamilyen dllatmodellt hasznal
(pl.: Knock-out egerek), vagy human biopszids mintdkkal dolgozik. A genetikai
vizsgdlomodszerek fejlodésével és térhoditasdval az immungenetikai hattér is
mindinkdbb ismertté vélik. Ugyanakkor kevés olyan tanulmany érhetd el, mely az
immunsejtek funkciondlis vizsgalatdval foglalkozna.

Az MTA-SE Gyermekgyogydszati és Nefroldgiai Kutatécsoport, melynek
munkdjiba négy éve lehetdségem volt bekapcsolddni, kifejlesztett egy olyan eljarast,
mely lehetdvé teszi egyszerre tobb immunsejt szubpopulécié kinetikus folyamatainak
valés idejli monitorozdsat dramlasi citométeren. Ehhez egy olyan algoritmust is
kidolgozott a csoport, mely lehetévé teszi a kinetikus adatok objektiv elemzését a
fiiggvényillesztés modszerének segitségével. Ezzel egyediildllé médon kutatjuk a sejtek
élettani folyamatait.

Ezen eljardsok segitségével mar eddig is tobb patolégids folyamat sordn (pl. 1-es
tipusu diabetes, rheumatoid arthritis) vizsgaltuk a bifdzisos kalcium jelet, mely a korai T
sejt aktivacio soran kovetkezik be, é€s amely nélkiil az adaptiv immunvalasz nem johetne
lére. A megvaltozott kalciumjel kéros immunfenotipushoz, illetve -funkciéhoz vezethet.

Munkacsoportunk maésik, nagy vizsgdlati teriilete a T sejteken taldlhaté kalium
csatorndk szerepének vizsgélata az egyes korképekben. Szintén tobb autoimmun eredetii
megbetegedésben  igazoltuk  ezen  csatorndk  részvételét a  megvéltozott
immunfunkciéban. Adataink arra is rdvildgitottak, hogy a csatorndk szelektiv gétlasa
megoldhaté kisérletes koriilmények kozott anélkiil, hogy a normal mukodési
szubpopulédcidk funkcidjat befolydsolnank. A Crohn-betegség kapcsan szintén zajlottak
olyan kordbbi vizsgdlatok, melyek felhivjdk a K+-csatorndk lehetséges terdpids
szerepére a figyelmet.

A képet tovabb bonyolitja, hogy az immunoldgia fejlodésével egyre tobb, kisebb

ardnyban képviselt T sejt szubpopuléciét fedeznek fel, melyekrdl igen kevés adat all
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rendelkezésre. Kiemelkednek koziiliik a Th17 és reguldtoros T (Treg) sejtek, melyek a
kordbbrdl ismert Thl és Th2 altipusokkal egyetemben fontos szerepet jatszanak a
gyulladdsos folyamatok egyensulydnak szabdlyozasdban. Ezek vizsgalata dltaldban nem
a tobbi altipussal egyiittesen torténik, hanem izoldlva. Ez azért probléma, mert a kiilon-
kiilon, eltéré idoben, gyakran mds mddszerrel vizsgdlt szubpopuldcidk eredményeit
Osszevetve, legjobb esetben is csak részben helyes kovetkeztetéseket vonhatunk le, és a
szubpopuléciok sejtjei kozotti kdlcsonhatast sem latjuk ily médon.

A munkacsoport kordbbi, sokéves tapasztalatit felhaszndlva lehetdségem nyilt,
hogy részt vegyek azon vizsgalatokban, melyek jelen értekezés témdjaul is szolgalnak.

Ezekben a vizsgédlatokban célul tliztiik ki, hogy leirjuk a korai T sejt aktivacid
sordan bekovetkezd kalcium bedramlds kinetikdjanak gyermekkori Crohn-betegségben
torténd valtozdsait, a kdlium csatorndk szerepének megitélésével. Késobb pedig,
mikdzben ez a vizsgélat zajlott, a tudomédny aktudlis irdnyvonalai mentén, az egyszerre
négy szubpopulacié vizsgalatdnak lehetdségét vizsgdld kutatdsunkat terveztiik meg és

hajtottuk végre, mely egyben eldretekintés is jovobeni vizsgalatokra nézve.
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2 Irodalmi attekintés

2.1 A gyulladdsos bélbetegséerol

A gyulladdsos bélbetegség (IBD) gyakorlatilag gytjtéfogalom, amelybe
idiopétids, kronikus gyulladdsos intesztindlis betegségek tartoznak. Két formdja a
Crohn-betegség (CD), amely az emésztorendszer transzmuralis gyulladdsa, és a colitis
ulcerosa (CU), amely kifejezetten a colon megbetegedése (1). Mindkét betegség az
északi orszagokban, a fehérbori, illetve a zsidé populdcidban a leggyakoribb, a déli
orszagok népességében ritkdbb (2). A betegek 25%-at életiikk els6 2 évtizedében
diagnosztizaljak, koziiliik is a legtobbet a 13-18 éves korban. Bér a betegség az 1900-as
évek elején nem volt gyakori, és féleg az iparosodott teriileteken, illetve a nagyvarosok
lakossdganak korében fordult el6 leginkdbb, a II. vildghdborit kovetden gyakorisdga
emelkedd tendenciat mutat. A mult szdzad kozepén a CD prevalencidja fele volt a CU-
énak, ez azonban bizonyos teriileteken kiegyenlitddni latszik napjainkra (3).

A legmagasabb incidencia Eurépaban 24.3/100 e f6/év a CU és 12.7/100e f6/év a
CD esetében (4). Eszak-Amerikdban 19.2/100e f6 CU és 20.2/100e 6 CD, mig
Azsidban és a Kozel-Keleten 6.3/ 100e 6 CU és 5.0/100e f6 CD diagnézis keriil
felallitdsra. A legmagasabb prevalencia a CU esetében 505/100e f6 Eurdpédban, mig a
CD esetében 249/100e Ff6 értékkel Eszak-Amerikdban van. Az idétrend elemzés szerint
a CD-vel kapcsolatos tanulmanyok 75%-a, mig az CU-val foglalkoz6 tanulméanyok
60%-a szignifikdnsan emelkedd incidenciat mutat (5). Tovéabbi érdekesség, hogy amig
kordbban E-D irdnyd incidencia és prevalencia eltoléddsrél beszélhettiink, wjabb
kozlemények adatai alapjdn ma mér inkdbb K-NY tengely jelenik meg.

A gyermek és serdiilékorban el6fordulé IBD kapcsan szintén Eszak-Amerika és
Eurdpa a leginkdbb érintett. Ezekben az é€letkorokban a teljes IBD-s populacié 20%-a
taldlhat6. Egy USA-ban végzett tanulmany szerint 4.56/100e f6 CD és 2.14/100e £f6 CU
incidencia jellemzd, ami egyben a Crohn-betegség ebben az életkorban torténd
predominancidjat is igazolja. Stockholmi populdcié esetében 4.9/100e f6 CD és
2.2/100e {6 CU incidencia igazolddott. Ebben a tanulminyban emelkedd

gyakorisdgokat nem igazoltak a szerzok (6).

10
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2.2 Az IBD rizik6faktorai

Az IBD patogenezise ugyan nem teljesen tisztdzott, szamos kockdzati tényezot
sikeriilt igazolni (7). Ezek ismertetését az aldbbiakban tessziik meg. Bar szamtalan
kivalo rewiev taglalja a kérdéskort, maximadlisan feldolgozva a rendelkezésre 4ll6
kutatdsok eredményeit (8), a legtobb szakirodalmi forrds vegyesen kezeli a felnott és
gyermekkori korforma kapcsidn felmeriild rizik6tényezoket. Azon faktorok esetében,
ahol a gyermekkori koérforméra kiilon adatok is rendelkezésre dllnak, a kutatdsok
eredményeit konkrétan is kiemeljiik. Ugyanakkor fontosnak tartjuk valamennyi faktor
ismertetését, tekintve, hogy koziiliik tobbel kapcsolatban nem egyértelmii a tudomany
allaspontja.

A gyermekkori IBD kapcsan jelentds tényezOnek tiinik a genetikai hattér, az
anyatejes taplalas, az étrend, az életkor, a nem, a rassz/ etnikum, az egyes fert6zések, és
az antibiotikumok gyakori alkalmazéasa. Ezen faktorokrol tobb, meggy6z6 forrds all a
rendelkezésiinkre.

A fizikai aktivitds, a tdlsuly/ elhizds, appendectomia, pszichoszociédlis faktorok és
az alvés valdszintileg szintén jelentdsek, ugyanakkor a gyermekkori forma esetében
kevesebb az adat.

A nem szteroid gyulladdsgatlé szerek, az oralis fogamzasgatlok vagy az isotreotin
haszndlata, és a dohdnyzds, pedig az életkori sajitossdgok miatt joval kisebb
valészintiséggel tehetd felelossé a betegség kialakuldsaért/ progresszidjaért, 1évén a

betegek ezen csoportja csak kis valoszinliséggel van kitéve a felsorolt faktoroknak.

2.2.1 Genetikai faktorok, orokletes tényezok

Az IBD-s betegek 10-25%-anak van elséfoku rokona, akinél CD vagy CU éll fenn
(9). Egy 1996-ban publikdlt tanulmény az érintett sziild-gyermek pdrosok esetében a
betegség tipusa kapcsdn 75,3%-os konkordancia igazolédott. Rdaddsul a sziil6k
esetében a diagndziskor betoltott életkor szignifikdnsan magasabb volt, mint a
gyermekek esetében. 40 sziild-gyermek paros esetében 60,6% legaldbb 10 évvel idésebb
korban keriilt diagnosztizalasra (10). Az 6roklodés szerepére az ikerkutatdsok adjdk a
legmeggydzOobb bizonyitékokat, amelyekbdl az deriil ki, hogy a CD esetében nagyobb a
genetikai faktorok szerepe, mint a CU kapcsin. Egy vizsgdlatban, amely sordn 80 iker

vizsgalata zajlott le, az egypetéjl ikrek esetében a konkordancia a CD esetében 50,0%
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volt, mig a CU esetében csak 18,8%. A betegség fenotipusa is hasonlé volt az ikerparok
esetében (11).

Egy tanulmanybdl az is kideriil, hogy azoknak, akiknek a sziilei koziil valakinél
IBD all fenn, 33%-os esélye van, hogy 28 éves kordig ndla is kialakul a betegség (12).
Egy 554 CD-s beteget vizsgalo tanulmany leirta, hogy annak a 17%-nak, akiknek a
csalddjdban masndl is CD irdnydiagnézis all fenn, a betegség klinikai tipusa 82%-os,
mig a betegség oldala 86%-os konkordancidval bir. Az a 72 csaldd bevondsaval késziilt
vizsgalat, amely 2 (n=55), 3 (n=8), 4 (n=6) és 5 vagy tobb (n=3) elséfoki rokonnal is
igazolt CD-t vizsgélt, azt taldlta, hogy akiknél 2 rokon esetében all fenn CD, ott a
betegség lokalizacidja 56%-os, a tipusa pedig 49%-os konkordancidt mutat, szemben a
83% és 76%-os konkordancidval, amelyet a ketténél tobb csalddtagban fennallé6 CD-s
paciensek esetében igazoltak (13).

Egyes szerzok igazoltak, hogy a gyermekkori megjelenésti CD-ben a genetikai
faktoroknak még nagyobb szerepe van. A NOD2 vagy mds néven CARDIS5 gén
3020insC polimorfizmusa, illetve az SLC22A4/5 1s3792876 single nucleotid
polimorfizmusa (SNP) szignifikdnsan nagyobb ardnyban fordul el6 a gyermekkori CD-
ben a felndttkorban kialakulé CD-s betegek mintdihoz képest (14). Ezt a megfigyelést
mas szerzok is megerdsitik (15).

Az orokletes genetikai faktorok szerepe taldn az ugynevezett very early onset IBD
(VEO-IBD) esetében a legmeggy6zObb, hiszen ezen betegekben (6 évnél fiatalabbak)
nem érvényesiilhet olyan erélyesen a kornyezeti faktorok szerepe €s az akkumulacids
jelenség. Egyes génmutdciok meglétekor a kezelések hatékonysdga is romlik, igy a
pontos genotipus ismerete hozzadsegithet a megfeleld kezelés kivélasztisdhoz (16). Egy
2014-es cikk, amely 40 gyermek genetikai vizsgalatat végezte el, akiknél 10 éves kor
alatt allapitottdk meg az IBD-digandzisiat, a VEO-IBD-t egyenesen az IL-10 receptor
génmuticié egy fajtdjanak nevezi (17). Természetesen tobb tucat (~50) gén szerepét
felvetették mdr ennek az igen sulyos formanak a patogenezise kapcsan. Ezek szerepe az
epithél barrier (COL7A1) és fagocita funkciotél (CYBB) kezdve a T- és B sejtek
kontrollalasan (CD3y, IL-21) 4t az immunregulacidig (FOXP3, IL-10R) terjed, amelyek
mindegyikének részletezése terjedelmi okok miatt nem képezi az értekezés részét,

ugyanakkor a legfontosabbakrdl a késobbiekben részletesebben emlitést tesziink (16).
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2.2.2  Eletkor és nem

A diagnozis feléllitasdnak atlagéletkora a CD és CU esetében 15 és 40 év kozotti,
habér egy svéd kutatds, amelyben 2509 CU-s és 1469 CD-ben szenvedd péciens adatait
elemezték, bimodalis koreloszlast feltételez, amely esetében a masodik ,,cstcs” 50 és 80
év kozé tevddik (30). Mas kutatok szintén leirtdk ezt a megfigyelést (31). Ennek a kései
incidenciacsicsnak szdmos oka lehet, példaul a kornyezeti faktoroknak vald kitettség
késObbi manifeszticidja, vagy esetleg az ischaemids colitis klasszikus IBD-ként val6
félrediagnosztizdlasa. A nemek kozott drasztikus kiilonbség nincs az IBD el6forduldsat
illetden, ugyanakkor a CD a ndk korében enyhén magasabb (32), mig a CU a férfiak
korében kicsit gyakoribb (33). Ezen kiilonbségek azonban kis mintaszamu
vizsgdlatokban manifesztdlédnak. A késd serdiilokori, fiatal felndttkori ndi
predominancia a CD esetében hormondlis faktorra engedhet kovetkeztetni. Fontos
megjegyezni, hogy az egyes tanulmanyok az életkor és nem szerinti megoszlas kapcsan
eltér6 eredményeket hozhatnak. A gyermekkori koérformdban a genetikai faktorok
szerepe a domindnsabb, hiszen a szdmos kornyezeti faktornak vald Kkitettség ezen

betegek esetében nem all fenn.

2.2.3 Rassz és etnikum

A legszembettlobb megoszlds a zsidosdg szempontjabol jelentkezik. Mér a korai
tanulmanyok is igazoljdk, hogy a CD és a CU sokkal gyakoribb a zsidok korében, mint
a nem zsid6 populdciéban (34, 35). A fekete borti és spanyol populdcié esetében pedig
joval alacsonyabb az incidencidja a két formanak, mint a fehér borli lakossag esetében
(36). Fontos azonban megjegyezni, hogy ezek a kiilonbségek az eltéré geno- és
fenotipuson kiviil szirmazhatnak az eltéré kornyezeti tényezOknek valé kitettségbdl és
életmodbeli szokdsokbdl is. Erre amerikai szerzok a légszennyezettségen és az
életmodbeli kiilonbségeken tul, az eltér6 UV sugarzdst hozzak példanak, amely a
plazma D-vitamin szintjén keresztiil hathat az IBD kialakulasédban fontos immunoldgiai
faktorokra (37). Szintén j6 példa a kornyezeti faktorok szerepére, hogy Izraelben az IBD
incidencidjanak emelkedése magasabb az Azsidban és Afrikdban sziiletett kibbutzi
zsidok korében, mint az Amerikdban vagy az Eurdpdban sziiletett zsidé populédcid
esetében (38). Ezt erdsiti meg az a hirom, 1960-1979 kozott Baltimore-ban lezajlott

tanulmanyokat 6sszefoglal6 cikk is, amely leirja, hogy az IBD el6forduldsa emelkedik
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az urbanizdl6d6é nem fehér rasszok korében olyannyira, hogy eléri, vagy akdr meg is

haladja a fehér borii populéci6 korében tapasztalt értéket (36).

2.2.4 Fertozések

Dysbiézis, vagy a bél mikrobidtdjanak egyensulyzavara hozzdjarulhat az IBD
kialakuldsdhoz (39). Egyes mikrdbafajok, illetve az akut gasztroenteritisz és az IBD
kozott a kutatéknak sikeriilt korrelaciot igazolniuk (40, 41). Ezen kiviil a kanyardvirus
(42), a Mycobacterium paratuberculosis (43) és a paramyxovirus (44) kapcsan is
felmeriilt az infekci6 és az IBD kialakuldsanak 0Osszefiiggése, ugyanakkor ezek
bizonyitdsa még varat magdra. Tobb tanulmdany is igazolta ugyanakkor, hogy az akut
gasztroenteritisz és az IBD kialakuldsa kozott osszefiiggés van. Egy spanyol eset-
kontroll vizsgalatban a gyermekkori gasztroenteritisz a CD-vel (OR: 0.55, CI: 0.36-
0.85) és a CU-val (OR: 0.6,CI: 0.42-0.86) kapcsolatban is védo tényezOnek bizonyult
(45). Egy masik eset-kontroll vizsgalat, amelybe 3019 IBD-s beteget és 11600 kontroll
egyént vélogattak be, azok kizdrdsa utdn akiknek az IBD diagnézisitdl szamitott 6
hénapon beliil gasztroenteritisze volt, illetve a komorbiditasi tényezokkel vald korrekcid
utdn, azt az eredményt hozta, hogy az akut gasztroenteritiszen datesettek korében
szignifikdnsan magasabb az IBD kialakuldsdnak valdszintisége (OR:1.40, CI:1.19-1.66)
(46). Egy madsik tanulmanybdl az is kideriil, hogy irritdbilis bélszindréoma (IBS)
Otszorosére noveli az IBD kialakuldsanak rizikéjat. Az azonban kérdéses hogy ebben
mekkora szerepe lehet az IBS, mint téves irdnydiagndzis feldllitisanak az egyébként
IBD-s betegek korében. Az a lehetOség is fenndll, hogy az IBS az IBD kialakuldsa soran
tapasztalt pre-epizdédként van jelen. Abban az esetben, ha a szerzok a megel6zéen IBS-
diagnézissal rendelkezoket kizartdk a vizsgélatbdl, az akut enterdlis fert6zés és az IBD
kozotti Osszefiiggés nem allt fenn (47).

Emelkedett rizik6 mutatkozott a korban egyezd kontroll csoporthoz képest abban
a populaci6 szintll dan vizsgdlatban is, melyben 13,324 olyan beteget vontak be, akiknél
Salmonella vagy Campylobacter okozta gastroenteritis zajlott le. Az IBD-
kialakuldsanak esélye joval magasabb volt a kontroll mintdhoz képest (HR: 2.9, CI: 2.2-
3.9 a teljes 15 éves utdnkovetésre, HR:1.9, CI:1.4-2.6 az els6 év kizdrasit kovetden).
Ezek alapjdn a megemelkedett kockdzat a gastroenteritis utdni els6 évben volt a

legnagyobb, de az utdnkovetés 15 éve alatt végig emelkedett maradt. Az emelkedett
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kockazat a Salmonella (n = 6463) és Campylobacter (n = 6685) fertdzés esetében
azonos volt, csakigy, mint a CD (n = 47) és CU (n = 133) diagnosztizdlasdnak ideje a

fertozést kovetden (48).

2.2.5 Antibiotikumok

Feltételezik, hogy az antibiotikumok a bél mikrobiotdjdnak moédositdsan keresztiil
novelik az IBD-kialakuldsdnak valdszintiségét. Bar az Osszefiiggés az antibiotikum
kezelések és az IBD-rizikonovekedése kozott bizonyitottnak tlinik, de a kauzdlis
Osszefiiggés korant sem evidencia (49).

Egy 587 CD-s és 1460 kontroll egyént vizsgdlé tanulmény azt taldlta, hogy
antibiotikum haszndlat a CD-s csoport 71%-ban tortént a diagnézist megel6zd 2-5
évben, mig a kontroll csoport esetében ez csupan 58% volt (50).

Egy 11 megfigyeléses vizsgdlatot kielemzd metaanalizisben az Osszesen 7208
beteg adatai alapjdn, az antibiotikum kezelés szignifikdnsan novelte a CD
kialakuldsdnak valdszinliségét (OR: 1.74, CI:1.35-2.23), de a CU esetében ez nem
igazolddott (OR:1.08, CI: 0.91-1.27) (51). Tobb antibiotikumcsaldd alkalmazésa (a
penicillineket leszdmitva) Osszefiiggésbe hozhaté az udjonnan diagnosztizdlt IBD-s
esetekkel. A riziké leginkdbb a metronidazol és fluoroquinolok esetében jellemzo
(OR:5.01, CI: 1.65-15.25; OR:1.79, CI:1.03-3.12). A metaanalizisben feldolgozott
study-k ugyanakkor igen heterogének voltak, illetve a legtobbjiik retrospektiv vizsgalat
volt (51).

2.2.6 Fizikai aktivitds

A fizikai aktivitds és a CD kozott negativ korrelacié all fenn. A Nurse’s Health
Study I és II vizsgélat, amelyekre korabban mar hivatkoztunk, 194 711 ndi alanydnak
adatai alapjan a fizikai aktivitas és a CD kozott ellentétes irdnyu Osszefiiggést igazolt.
A fizikailag legaktivabb 5% CD incidencidja 6-8/100e f0 szemben a legkevésbé aktiv
5% 16-11/100e 6 értékével (52). A fizikai aktivitisnak a meglévé CD aktivitdsara
gyakorolt hatdsar6l azonban csak kevés informacionk van. Az intervencids vizsgalatok
sokszor inkonzisztensek.

Az 1308 CD-s és 549 CU-s péciens vizsgélataval foglalkozé tanulmany arra az

eredményre jutott, hogy a remisszidéban 1évo betegek fizikailag aktivabb részében a CD-
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s (RR: 0.72, CI: 0.55-0.94) és CU/IC-s (RR: 0.78, CI: 0.54-1.13) betegekben kisebb
aranyban kovetkezett be relapszus, bar az eredmény nem szignifikdns (53).

Egy kis 1étszamu (6 CD és 6 CU-s férfi) vizsgdlat, amelyben a résztvevoknek
kerékparoznia kellett, sem a gasztrointesztindlis paraméterekben, sem az
aktivitdsindexben nem mutatott ki valtozast a vizsgélatokkor, illetve hat hénappal
késobb sem (54). Egy nagyobb, 175 fovel lezajlé vizsgdlat szintén nem talalt
szignifikdns valtozdst a mozgds hatdsdra a betegség aktivitdsindexében (55). Egy 30
CD-s és 30 CU-s péciens bevondsdval késziilt study, amelyben teljes
életmoddvéltozdshoz tdmogatdst nyujtd, dsszesen 60 Ords kurzust tartottak az alanyoknak
(étrendtdl a fizikai aktivitdsig, tobb szempontos el0addssorozat), a stressz faktorban
ugyan jelentds csokkenést igazolt, de az aktivitds indexet itt sem sikeriilt szignifikdnsan
csokkenteni (56). A vizsgdlatok részben arra is felhivjdk a figyelmet, hogy az aktiv
fazisban 1évéd IBD-s betegek esetében limitdlt a mozgdsformdk végrehajtdsanak
képessége, hiszen sokszor komoly abdomindlis fajdalmaik vannak. Lithaté tovabba,
hogy igen eltéré a vizsgdlatok mddszertana, illetve kis elemszdmmal zajlanak, amely

tovabbi, nagy elemszamu vizsgélatok elvégzését indokolja (57).

2.2.7 Tulsuly és elhizds

Meggy6z0, populécid szintli adatok nem allnak rendelkezésre az obezitds és az
IBD-incidencia kozotti  Osszefiiggés igazoldsara, ugyanakkor tudjuk, hogy az
intraabdomindlis  zsirfelhalmoz6dds  hozzdjarulhat a mucosa  gyulladdsanak
kialakuldsdhoz  (58). Szintén felmeriil a talsily szerepe a mikrobidta
megvéltoztatdsdban. A legtobb tanulmdany a Bifidobacterium genus és a Lactobacillus
casei/paracasei csokkenését, a Clostridium fajok telepszamdnak emelkedését irja le
obez IBD-s betegekben (59). A mikrébak szerepérdl a késdbbiekben részletesebben
értekeziink. A mezenteridlis zsirmennyiség novekedése a peroxisome proliferator—
activated receptor y (PPARY) miikddése révén kovetkezik be, és a nagyobb mennyiségii
zsirszovet a tumor nekrézis faktor a (TNF-a) fokozott szintézise révén hozzdjarul a
gyulladdsos folyamat propagaciéjahoz (60, 61).

A meglévé IBD Kklinikai képét szintén befolydsolhatja a hasi elhizés.
Megfigyelések szerint, minden 6tddik CD-s €s minden harmadik CU-s gyermek obez

kategéridba tartozik (62). Az IBD-s gyermekek esetében megfigyelték, hogy a
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betegséghez kapcsol6dé sebészeti beavatkozdsok gyakrabban sziikségesek, mint a
normdl testsulyd IBD-sek esetében (OR: 1.73, CI: 1.07-2.82) (62).

Egy 581 IBD-s beteggel zajlo vizsgélat azt az eredményt hozta, hogy az obezités
(BMI > 30) a CD-s betegek 30.3%-dban, mig a CU-s betegek 35.2%-4aban van jelen.
Erdekes megfigyelés volt, hogy az obez betegek korében kisebb volt az esélye annak,
hogy anti-TNF kezelés, sebészeti beavatkozas vagy hospitalizici6é valjon sziikségessé a
nem-obez kontrollokhoz képest (55.8 vs. 72.1 %) (63). Fontos megjegyezni, hogy a
tdlsdly és az elhizds orszagonként eltérd prevalencidval bir. A legtobb irodalmi adat az
USA-b6l szarmazik, ugyanakkor az Egyesiilt Allamok a vildg egyik leg ,.elhizottabb”
orszaga, igy az itt leirt adatok nem extrapoldlhaték a magyar lakossdgra. Szintén fontos
megjegyezni, hogy a body mass indexet (BMI) egyes szerzok nem tartjdk megfeleld
paraméternek a tdlsuly/obezitds mérésére és annak mértékének korreldltatdsara IBD-s
egyénekben, hanem alternativ mérdszamok kidolgozasat javasoljak (64). A gyermekkori
CD kapcsan a tilsuly és az elhizas azért lehet fontos rizikotényezo, mert eléforduldsuk
pandémidsszeri terjedést mutat, tehdt szerepiikk a kisebb korosztidlyokban egyre

nagyobba valik.

2.2.8 Appendectomia

Tobb tanulmdany is felvetette annak a lehetdségét, hogy az appendectomia védo
hatdsi lehet a CU kialakuldsaval szemben (OR:0.173, CI: 0.06-0.52), mig a CD
esetében emelkedett rizikét irtak le (RR:1.61, CI:1.28-2.02) de ennek a pontos
mechanizmusa nem ismert, bar feltételezik, hogy a még nem diagnosztizdlt CD
alakithatta ki azokat a tiineteket, melyek az appendectomidt sziikségessé tették (45, 65-
67). Az egyik hipotézis szerint a mucozdlis immunvalasz megvéltozdsa vezet az
appendicitishez, és az appendectomia ezt a valtozdst kiiszoboli ki (68). Egy cohort
vizsgélatban 212 963 olyan alanyt vizsgdltak, akik 1964 és 1993 kozott estek 4t
appendectomidn. Azon alanyok esetében 55%-al kisebb volt a CU kialakuldsanak
kockézata akik 20 éves korukat megeldzOen estek at a mutéten gyulladasos éllapot, de

nem aspecifikus hasi panaszok miatt (HR:1.06; CI: 0.74-1.52) (69).
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2.2.9 Nem szteroid tipusi gyulladdsgatlo szerek (NSAID-ok)

A cyclooxygendz (COX) medidlta intesztindlis epithél barrier karosodds az
aszpirin és egyéb nem szteroid gyulladdsgatlok fogyasztdsa sordn az immunrendszer és
a bélmikrobidta interakcidéjanak megvaltozdsa révén kovetkezhet be (75). Ezen kiviil az
NSAID és az aszpirin megvdltoztatja a trombocita aggregiciot és a gyulladdsos
mediatorok felszabadulasat, illetve a stressz hatasara bekovetkezo
mikrovaszkularizaciét, melyek mindegyike kulcstényez6 az IBD patogenezisében (76).
Bar szamos tanulmany felhivja az NSAID-ok IBD rizik6 novel6 hatdséra a figyelmet, az
abszolut kockazat valdjdban kicsinek tlinik.

A meglévd IBD-s esetekben az NSAID-hasznélat az esetek 17-28%-aban
sulyosbitja a betegséget az alkalmazast kovetd 9 napon beliil, bar a betegek egy része jol
tolerdlja ezen farmakonokat, ha alacsony dézisban keriilnek alkalmazasra (77, 78). A
kordbban mar emlitett Nurses’ Health Study adatai alapjdn a legaldbb 15 nap/hénap
ideig tart6 NSAID hasznalat (az aszpirin nem), megemeli az IBD kialakuldsanak
rizik¢jat (CU HR:1,87 CIL: 1.16-2.99; CD HR: 1.59, CI: 0.99-2.56). Ugyanakkor ez
abszoltt rizikéban kifejezve kis emelkedést jelent. 7 eset/100 eF6 CU és 6 eset/100 eFo
CD esetében a kiilonbség a kontroll alanyokhoz viszonyitva (76).

A szelektiv COX-2 gétlokkal kapcsolatban kevés adat all rendelkezésre. Bar
voltak olyan tanulmanyok, melyek a meglévd IBD sulyosbodédsdnak fokozott esélyét
irtdk le ezen szerek alkalmazasakor, de a randomizalt kontroll vizsgadlatok nem igazoltak
Osszefiiggést a COX-2 gétlok és a betegség aktivitds illetve a relapszusok el6forduldsa

kozott (79).

2.2.10 Isotretionin

Az isotretionin (13-cis retinoic acid) hatéanyagu készitményeket az acne vulgaris
kezelésében alkalmazzdk, és esettanulmdnyok vetették fel az IBD-kialakuldsédban
betoltott esetleges szerepét (88). Ez a feltevés a szer bioldgiai funkcidjat ismerve
logikus is lehet, hiszen pleiotrop hatdsa van az intesztindlis adaptiv és humorélis
immunvalaszra. Az ezt vizsgal6 tanulmanyok ugyanakkor eltérd eredményekre jutottak

(89, 90). A zavar6 tényezOk kozott magdnak az acne-nak a jelenléte (gyulladdsos
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folyamat, mely kihathat a mucosara is) illetve az isotreotin sok esetben tetraciklinekkel

torténd szimultan alkalmazésa is felmeriil (91).

2.3 A Crohn-betegség és a Colitis Ulcerosa klinikai jellemzdi

2.3.1 A CD és CU besoroldsa

Mivel a CD és a CU eltéré patomechanizmusu, klinikai megjelenésli és terdpids
vonzatud betegség (97, 98), igy fontos, hogy roviden ismertessiik ezt a két immunmedidlt
allapotot.

A CU a vastagbél mucosa rétegét érinté gyulladdsos megbetegedés, melyre
relapszusos €s remissziOs fazisok valtakozasa jellemzd. Szinte mindig érintett a rectum,
illetve folyamatos terjedéssel szovi at a vastagbél tovédbbi teriileteit. Fontos azonban
leszogezni, hogy csak a mucosa réteg, illetve csak a vastagbél érintett, tehdt a
gasztrointesztindlis traktus (GIT) tobbi szakaszdra nem terjed ki a folyamat (99). A
kiterjedés mértékének leirasira tobbféle kifejezést is haszndlnak a gasztroenterologusok.
Ulcerativ proctitis a rectumra lokalizdl6dé allapotot jelenti. Ulcerative proctosigmoiditis
esetében a rectum é€s sigmabél érintett, de a colon leszdll6 d4ga nem. Bal oldali, vagy
disztalis CU esetében a rectumtdl a colon baloldali gorbiiletéig tarté lokalizaciordl
beszéliink. Extensive colitis esetében a proximadlis szakasz is érintett, de a cecum nem.
Pancolitis kifejezést haszndlunk akkor, ha a colonon keresztiil a cecum is érintett a
gyulladdsos folyamatban (100, 101).

A Crohn-betegség egy transzmurélis gyulladds, melyre a CU-val ellentétben nem
igaz az, hogy folyamatos terjedési mintit mutat. Ez azt jelenti, hogy a gyulladt
szakaszok kozott épp részek is megtaldlhatdak. Ezen kiviil nem csak a vastagbelet érinti,
hanem a GIT barmely szakaszdn manifesztdlodhat a szdjiiregtl a periandlis régioig.
Leggyakrabban azonban a proximaélis colon és az ileum érintett. Mivel a gyulladdsos
folyamat 4ltal mélyebb szoveti rétegek is érintettek, igy hegesedés és sziikiiletek is
kialakulnak a betegség eldrehaladtdval. Jellemzd tovabba a mikroperforaciok és fistulak
megjelenése (100).

Mindkét betegség esetében alcsoportok keriiltek kialakitdsra a klinikai
megjelenés, betegség sulyossdga, fenotipus, lokalizacié és kiterjedés alapjan. Ezek
koziil csak a dolgozat témdjahoz kapcsolédé Crohn-betegség klasszifikdcigjat

ismertetjiik. A legfontosabb a Montreali kritériumrendszer, mely a felnétt CD
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besoroldsara alkalmas. Mivel a tapasztalat az, hogy a gyermekkori Crohn-betegség sok
szempontbdl eltérd, mint a felndttkori forma (betegség lokalizicidjdnak véltozasa,
betegség viselkedése az id6 muldsdval), igy 2011-ben publikdltak egy modositast,
melyet Parizsi klasszifikacionak neveznek (I. Tablazat), és kifejezetten a gyermekkori

manifeszticiot irja le (102).

I. Tablazat: A Montredli- és Parizsi kalsszifikacio.

Montreali Kklasszifikacio

Parizsi Klasszifikacio

Eletkor a diagnézis
idején

Al:17 év alatt
A2: 17-40 év
A3: 40 év felett

Ala: 10 év alatt
Alb: 10<17 év
A2: 1740 év

A3: 40 év felett

Lokalizacid L1: termindlis ileum +/- L1: ileum disztélis 1/3 +/- cecum
cecum érintettség érintettség
L2: colon érintettség L2: colon érintettség
L3: ileocolonicus érintettség | L3: ileocolonicus érintettség
L4: izolalt felso LA4a: felsd gasztrointesztinalis
gasztrointesztindlis érintettség a Treitz szalagtdl
érintettség proximadlisan
LA4b: felsd gasztrointesztinalis
érintettség a Treitz szalagtdl
disztélisan az ileum disztalis
harmadatol proximdlisan
Viselkedés B1: nem stricturdl6- nem B1: nem stricturdl6- nem penetral6
penetrald B2: strictural6
B2: strictural6 B3: penetrild
B3: penetral6 B2B3: penetral6 és stricturdld
p: periandlis betegség betegség egyszerre vagy eltérd
id6pontban
p: periandlis betegség (médositd
tényezd)
Novekedéselmaradas GO: Nincs novekedéselmaradas

G1: Novekedéselmaradas fennall

2.3.2 A gyermekkori CD és CU klinikai képének gyakorlati vonatkozdsai

A CD esetében a tiinetek sokszor nem specifikusak, megnehezitve a diagnozis
felallitasat (103). Abdomindlis fdjdalom, rossz kozérzet, étvagytalansidg, fogyas és
esetleg 1az. Sokszor a novekedésbeli elmaradds, és a pubertds késése utal a betegség
fennélldsara. A véres széklet, periandlis fekélyek, fissurdk, fistuldk mar a CD-re
egyértelmiibben utalnak (104). A laboratériumi paraméterek koziil a siillyedés,
fehérvérsejtszam (WBC), C-reaktiv fehérje (CRP) magas szintje jellemzd. Az alacsony

vas, B12 és B9 szintek jellemzdek lehetnek, és a felszivodds zavardra, esetleg vérzésre
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utalnak (105). Az ezek kovetkezményeként kialakul6 anémia is gyakori. Az
extraintesztindlis tiinetek koziil az arthritisz, erythema nodosum és az uveitis a
gyakoriak. Ezek a tiinetek és paraméterek egyértelmii diagnoézis feldllitdsdra nem
alkalmasak, ehhez képalkoté vizsgalatok, endoszkdpia €s szovettani megerdsités is
sziikséges.

A CU adltaldnos tiinetei a CD-hez hasonldéan a hasmenés, véres, gennyes széklet,
€s a tenezmus. Egyes esetekben fulmindns tiinetekkel és toxikus megacolonnal
jelentkezik. Ezekben a drasztikus formdkban a haspuffadds jellemzd, a bélhangok nem
hallhatéak és elektroliteltérések igazolédnak a laboratériumi paraméterekben. Akér
massziv vérzés és Gram-negativ szepszis is jelentkezhet, illetve konnyen alakul ki
colonperforaci6. Az extraintesztindlis tiinetek koziil CU-ban Bechterew-kér, primer
szklerotizal6 cholangitis, kronikus aktiv hepatitis, uveitis, erythema nodosum,
pyoderma gangrenosum és psoriasis a jellemzd (104, 108). Mivel a GIT-bdl csak a
colon érintett, igy a felszivoddsi zavarok és a kovetkezményes aberrdcidk ritkdbbak,
mint a CD esetében.

A vizsgdld eljardsok részben hasonldéak, mint a CD esetében ismertetettek. A
colonoszkopia itt is perdontd, kettds irigoszkopia pedig csak akkor keriil elvégzésre, ha
a colonoszkopia technikai okok miatt nem végezhetd el a colon teljes hosszdn. A
differencidldiagnézis sordn a korokozok altal okozott colitisek kimutatdsa
széklettenyésztés sordn kulcsfontossidgi. Csecsemd €s kisgyermekkorban a tejallergia
okozta allergids colitis kizdrdsa is sziikséges (109).

A szovettani eredmény egyértelmiien tisztazhatja (90%-ban) hogy CD, vagy CU a
lezajlé folyamat. A CU esetében megfigyelhetd az akut (neutrofil és eozinofil sejtek) és
kréonikus  (Iymfocitdk, plazmasejtek, monocytdk, makrofdgok) gyulladdsos
sejtinfiltratum a vastagbél és rectum nyadlkahdrtya lamina propridjdban. Jellemzden a
cryptdkban abszcesszusok lithatdk és a kehelysejtek szdma csokken. A gyulladdsos
folyamat soha nem terjed a submucozdra, a muszkuldris rétegre, vagy a serosdra, ez aldl
csak a toxikus megacolon ritka esete a kivétel. A CD esetében a krénikus gyulladdsos
infiltrdtum a jellemzd, mely a mucosdn tdlterjed, transzmurdlis jelleget mutatva.

Jellemz0 lehet a granulomaképzddés, de ennek hidnya nem zdrja ki a CD-t (110).
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24 A gyermekkori IBD kezelésének rovid ismertetése

Az IBD két formdja a részben eltérd patogenezis és klinikai képnek megfelelden a
kezelés szempontjabdl kozos és eltérd elemeket is tartalmaz. Eppen ezért a két forma
kezelését kiilon ismertetjiikk, a nagyobb hangsilyt a dolgozat témdjat alkot6 CD-re
helyezve. Fontos megjegyezni, hogy terjedelmi okokbdl csak a gyermekkori formdk
kezelésének ismertetésére szoritkozunk, mely azonban eltérd lehet a felndtt formdk
eljarasrendjéhez képest. Szintén fontos azt is megemliteni, hogy az OEP eljarasrendje
alapjan ismertetjilk a kezelés f0 vonulatait, de az egyes betegek kezelésénél tobb
szempont is feliilirhatja ezt a sémat, illetve tobb hazai és nemzetkozi ajdnlas ettdl a
sématdl eltérd pontokat is tartalmaz.

A két forma kozos jellemzdje, hogy a betegség sulyossdga nem konstans, azaz
vannak nyugalmi iddszakok (remisszids fazisok) illetve suilyosbodd, fellangold
1ddszakok (relapszus) (111). Sem a CU, sem pedig a CD nem gydgyithato betegség, igy
a kezelés célja a remisszio elérése és fenntartdsa, illetve a miitétek elkeriilése, a betegek
életmindségének a javitdsa (112). Szintén k6zos, hogy a hagyomdnyos farmakonokkal
hosszud tavi, megfelel hatdsfoku eredményt sok esetben nem tudunk elérni, és elébb-
utébb a betegség progredidl. A betegek egy jelentOs részében csak nagyddzisu, szteroid
kezelés valt ki érdemi hatdst, mely a sulyos mellékhatdsok miatt semmiképp nem
kivanatos. A javulds id6tartama is idoleges csupdn, és a betegek koriilbeliil 1/3-a mar a
kezdetektdl rezisztens a szteroidkezelésre, vagy késobb alakul ki a szteroid dependencia

(113).

2.4.1 A CD kezelésének irdnyelvei

A CD kapcsan ismét fontos megjegyezni, hogy a CU-val ellentétben a GIT
barmely szakaszat érintheti, és nem folytonos a terjedése, ezekbdl pedig az kovetkezik,
hogy a tiinetek, és fleg a betegség kovetkezményeinek a silyossdga is nagyobb (117).
A Dbetegség természetes lefolydsa a klasszikus kezelések sordn alkalmazott
gyogyszerekkel sokszor nem befolydsolhatd. Az id6 muldsaval a betegek 70-80%-ban
sziikiilet, tdlyog fisztula alakul ki, melynek kovetkezményeképp végsd soron miitéti
beavatkozds valik sziikségessé. Ez azért kiillondsen nagy probléma, mert amig a CU—s

esetekben alkalmazott miitét csak a vastagbél csonkoldsat jelenti, addig a CD esetében a
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tdpanyagok felszivasdban kulcsfontossdgi vékonybélszakaszok excisioja is sziikségessé
véalhat, mely felszivodasi zavarokhoz vezethet (118).

A kezelést alapvetéen a CD esetében is a sulyossdg hatdrozza meg. Erre a
Pediatric Crohn’s Disease Activity Index (PCDAI)-score rendszer szolgal (119). Ennek
részletes szempontjait a I. Melléklet tartalmazza. A kezelések hatékonysaganak
megitélésére is a PCDAI score-ban bekovetkezd valtozast haszndljuk. Ha 10 pontos
vagy nagyobb csokkenés torténik, akkor hatékony a kezelés, mig ha 10 pont ald csokken
a beteg PCDAI score-ja, akkor remisszids fazis all be.

Osszességében a PCDAI<10 értékeknél inaktiv CD, 10<PCDAI<30 kozepesen
sulyos CD, mig a 30 <PCDAI<100 értéktartomanyban sulyos CD-rdl besz€liink.,

A periandlis sipolyokkal jaré formdk klasszifikdci6jara a Perianal Disease
Activity Index (PDAI) szolgdl (120), d&m ez a gyermekkori CD-esetében nem
alkalmazhato, mert a score-ok kialakitdsdnal olyan tényezoket is figyelembe vesz, mint
a szexualis aktivitds. Ez pedig gyermekkorban nem validalt paraméter.

A CD-kezelésének sémadjat a II. Melléklet abrazolja.

A kozepesen sulyos esetekben a vékonybél érintettsége esetében 5-ASA, mig a
vastagbél érintettsége esetében szulfaszalazin/ 5-ASA kezelés indul. Amennyiben ez
nem hoz lényeges javuldst, akkor ordlis/lokélis/parenteralis szteroid, parenterdlis
tdpléalds, és sziikkség esetén antibiotikum kezelés a kovetkezd 1€pés. A kezelés
hatékonysdga esetén a szteroid leépités, hatdstalansdg esetében pedig
immunszupresszans/ immunmoduldns terdpia torténik. Fontos megjegyezni, hogy a
kizéarélagos enteralis taplalas, mely tulajdonképpen alternativdja a szteroidkezelésnek, a
azzal egyenértékll hatast mutat, ugyanakkor a szteroidkezelés mellékhatdsai ezen a
médon kivédhetdek (121). Taldn ez az a kezelési méd mely a leginkdabb kiméli a
betegek szervezetét. A  silyos, és sdlyos fisztuldzé formdk esetében
ordlis/lokalis/parenterdlis szteroid, parenterdlis tdpldlds, mig fisztula meglétekor
antibiotikum és immunszupresszdns addsa torténik. Ha ezek hatékonyak, akkor a
szteroid leépitést kovetden 5-ASA terdpidra allitjdk 4t a beteget. Hatdstalansag esetében
immunszupresszans/ immunmoduldns terdpia torténik. Ha legaldbb 50%-al esik a
PCDALI érték, vagy 30 pont ald csokken, fisztulaz6 forma esetében pedig a fisztula
zardddsa megtorténik, akkor immunszupresszans/moduldns terdpia marad. Amennyiben

ilyen fokud javulds nem kovetkezik be, igy TNF-a-gitl6 kezelés indukcié torténik. Ha
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ennek hatdsdra legalabb 50%-al esik a PCDAI érték, vagy 30 pont ald csokken,
fisztuldzé forma esetében pedig a fisztula zaréddsa megtorténik, akkor a terdpiat
folytatjak, osszesen 1 év intervallumig. Ha nem éri el a valasz ezeket az értékeket, akkor
a TNF-a gatlé kezelés ledll, és vagy konvenciondlis terdpidt és/vagy sebészeti kezelést
prébalnak a beteg dllapotjavitdsa érdekében.

A kezelési séma legérdekesebb pontja a bioldgiai terdpia, mely a TNF-a gitlot
jelenti. Magyarorszdgon elsésorban az infliximab (IFX) (Remicade®) keriil
alkalmazdsra. A fentiekbdl kideriil, hogy indik4cidja fenndl barmely lokalizaciéjd,
sulyos gyermekkori CD-ben, ahol a PCDAI>30, szteroidrefrakter vagy
immunszupresszans melletti  szteroid dependencia alakult ki, esetleg az
immunszupresszansra intolerdns a beteg. Ezen kiviil olyan fisztuldz6 forma esetében,
ahol a fisztula/fisztuldk nem javulnak a hagyomanyos farmakonok alkalmazdasa ellenére.

Az IFX esetében Smg/ttkg a standard dozis intravénds infuzi6 forméjaban a 0., 2.,
€s 6. héten. A 12. hétig nem reagilé betegek esetében a tovabbi IFX-kezelés nem
indokolt, nem varhaté érdemi hatds. Akkor tekintjiik hatékonynak az IFX-kezelést, ha
lumindlis forma esetében az indukcids kezelést kovetd 6. héten legaldbb 50%-0s PCDAI
score csOkkenés, fistulazé forma esetén a drendld fisztulak szamanak és a valadékozas
mennyiségének legalabb 50%-os csokkenése, szteroid dependens kérforma esetén pedig
a szteroid mennyiségének legalabb 50%-o0s csokkentés lehetdsége kovetkezik be. Ha
ezek megtorténnek, akkor fenntarté kezelés indokolt, Onmagdban vagy
immunszupresszansokkal egyiitt. Jelenleg maximum egy évet finansziroz az Orszagos
Egészségbiztositasi Pénztar (OEP). A kezelés alatt végig figyelni kell a
szovOdményként fellépd opportunista fertdzések, malignus korfolyamatok és
neuroldgiai eltérések esetleges kialakuldsat. Az infliximab kezelés kontraindikacidinak
kizardsa céljabol vizsgdlni kell az esetleges a TBC jelenlétét, fertdzéseket,
demyelinizdciés betegségeket, lupust (SLE-t), kardioldgiai eltéréseket, és kardioldgiai
aberréacidkat. 3 havonta laborvizsgalat sziikséges a WE, Fvs, CRP, ASAT, ALAT, GGT,
Karb, Kreat, Na, K szintek vizsgdlataval, valamint a PCDAI score meghatdrozasaval
egylitt. 6 havonta mellkas RTG vizsgalat elvégzése indokolt (122).

Mivel a CD jelentdsen ronthatja a tdpldlékok emésztését, é€s a tdpanyagok
felszivodasi hatékonysdgat, igy a ndvekedés elmaraddsanak és az egyes vitaminhidnyok

elkeriilésének érdekében a tdplalkozasra/ tdpldlasra kiillonosen nagy hangsilyt kell
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fektetni (123). Bar a disszertidcionak szorosan nem tirgya, fontosnak tartjuk ismertetni,
hogy egyes felmérések alapjan a CD-ben szenvedd gyermekek 46%-a magassagbeli
novekedés-visszamaradast, mig 85%-uk az idedlis testsuly alatti értéket mutat (124).

A nagy teriiletre kiterjedd, stlyos esetekben enterdlis tadpszerekkel oldhat6 meg a
sziikséges tapanyagbevitel (125, 126). Ezek éltaldban fehérjeizolatumot és kozepes
ldnchosszusdgu zsirsavakat tartalmaznak. Régebben feltételezték, hogy az tgynevezett
monomer tapszerek, melyekben elemi formdban vannak jelen az energiat adé
tdpanyagok, elonyosebbek, hiszen az emésztéfunkcié karosoddsakor is jol
hasznosulnak, ugyanakkor ez a feltevés megddlni latszik (127). Ha a tapszerek
segitségével sem biztosithatd a megfelel6 energia- és tdpanyagbevitel, akkor
nazogasztrikus szonddn keresztiil tudjuk a betegeket tapldlni. Az energiabevitel
kiszamitasara tobbféle képlet 1étezik, melyek a jelenlegi és az idedlis testsulyt is
figyelembe veszik. Az egyes forrdsok az életkori sziikséglet ~120%-at jelolik meg

beviteli célértékként (124).

2.4.1.1 Anti- TNF-a kezelések helye a gyermekkori CD kezelésében

Mivel a disszertaci6 vizsgélatanak targya részben az IFX, igy fontosnak tartjuk a
bioldgiai terapidk rovid ismertetését.

Magyarorszdgon az infliximab (Remicade®) az engedélyezett anti-TNF-a szer,
mely a fentebb ismertetett esetekben adhaté. Ezt a kiméra ellenanyagot Junming Le és
Jan Vilcek fejlesztette ki a New York University-n, 1993-ban (128). A rekombindns
DNS technoldgiaval eldéllitott fehérje humén-egér IgG monoklonalis ellenanyag, mely
egér nehéz és konnyl ldnc varidbilis régiok human nehéz és konnyli ldnc konstans
régidk fizidjabal 4ll. A szérumban mért felezési ideje 9.5 nap, de 8 héttel a beaddst
kovetéen még kimutathatd. Az indukcié sordn a szérumban atlagosan 17.6 ug/ml, mig
fenntarté kezelés esetén 3.55 pg/ml c.c.- detektdlhaté (129). Hatidsmechanizmusa
Osszetett (130). Egyrészt hozzdkotodik a TNF-a-hoz, mely a sejtek membranjahoz kotve
fordul el6, és ezen sejtek apoptdzisat véltja ki. Ez a lamina propria monocyta és T
sejtjeit érintheti (131). Ez az apoptézis a kaszpdz-8, -9, és -3 segitségével, de a
CD95/Fas utvonaltdl fliggetleniil torténik (132). A periférids sejteket ez a hatds nem
érinti, a betegekben a sejtlizis mellékhatdsai nem jelentkeznek. Ezek mellett az IFX az

IFN-y termelést gétolja, és a sejtfelszini CD40L expressziot is csokkenti (133). Erdekes
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médon az epithél barrier funkciét is képes helyredllitani, ahogyan azt °'Cr-EDTA
kivalasztasos teszttel is igazoltdk (134). Az epithél sejtek apoptdzisat szintén gitolja a
hatéanyag (135). Ugyanez a helyzet a mucosa endothel sejtjeinek VCAM-1 és CD40
expresszidjat illetden (136). Mindezekkel a T sejt mucosa kolcsonhatdsokat médositja,
mely a T sejtek fokozott kotddését gitolja. Az intesztindlis sebgydgyuldsra kifejtett
hatdsa kapcsdn a fibroblasztok TIMP-1 termelésének, p-38 uton keresztiil torténd
modositasat okozza, mely végsd soron a regenerdcios folyamatok beinduldsdhoz vezet
(137). Ezen kiviil tobb faktor is ismert, mely révén antiinflamamtorikus hatdst valt ki:
redukalja a basic fibroblast growth factor (bFGF) és vascularis endothelidlis novekedési
faktor (VEGF) keringésben 1év0 szintjét. Ez a két anyag a fibrozis és angiogenezis
markerei, €s a CD-s betegekben tipikusan tiltermelddnek (138). Ezen kiviil az 1L-6
szintjét csokkenti, illetve a koleszterin €s leptinszintet noveli (130, 139).

Fontos kiemelni, hogy az infliximab mind a szolubilis, mind a membranhoz kotott
TNF-o-t felismeri és kotédik hozzajuk. Ezzel szemben példaul az Etanercept, egy masik
TNF-a gétlo, melyrdl késobb irunk, csak a szolubilis format koti meg, €s nem képes
sejtlizist kivaltani (140).

Az IFX-terapia soran Smg/ttkg a standard dozis, melyet intravéndsan, fiziol6gids
sooldatban oldva, infizié formajaban kell beadni. A dézis fels6 hatara 10 mg/ttkg. A
kezelés klinikai hatdsossdgérol tobb tanulmany értekezik. Az egyik vizsgélatban 59%-os
remissziot értek el (141). Mas vizsgédlatban 66%-os valaszt sikeriilt elérni, ugyanakkor
egy év utdn ez csak 10%-volt (142). Egy harmadik tanulmdnyban 100%-os vélasz, és
48%-os klinikai remissziot igazoltak. A PCDAI, CRP és ESR értékek minden esetben
csokkentek (143). Bar a lehetséges mellékhatdsok kozott virusfertdzések, lymfomak,
neutropéniaa, anémia, allergids tiinetek, depresszid, hasi fdjdalom, conjuctivitis,
madjeltérések stb. szerepel, de egyik vizsgdlatban sem szdmoltak be ezek fokozott
gyakorisagarol.

Az IFX-hez hasonléan az Adalimumab (Humira®) is igen igéretes eredményeket
produkdl a gyermekkori CD kezelésében. Ez a szer ellentétben az IFX-el kizarélag
humén eredetli részekbol allé fehérje, tehat nem kiméra antitest (144). Dontéen azon
betegek kezelésében jon szdba, akiknél az IFX-terdpia nem folytathaté valaszhidny,
vagy sulyos mellékhatdsok jelentkezése miatt. Egy 115 beteget vizsgdld tanulmdnyban

70%-o0s klinikai véalaszt mértek, mig a szteroidmentes remisszié hossza a 3. 6. és 12.
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hénapban 22-, 33- és 42%-voltak. Az adalimumabbal kapcsolatban sem jelentkeztek
sulyos mellékhatasok a vizsgalatban (145). A szamos vizsgalat koziil az IMAgINE 1
vizsgdlat eredményei érdemelnek kiilon emlitést. Ebben a vizsgédlatban azokat a
gyerekeket kezelték, akik a gliikkokortikoid vagy immunmoduldns (metothrexat,
thiopurin) kezelésekre nem reagéltak, és reakciét mutattak az adalimumab indukcid
sordn. A vizsgalatba vont betegek 40%-a IFX-kezelést kapott, de vagy nem reagélt a
szerre, vagy a sulyos mellékhatdsok miatt kellett megszakitani a kezelést. A
vizsgélatban a standard dézis-csoport (n=93) 40 mg/ttkg dézist kapott, ha a testtomegiik
>40 kg, mig 20 mg/ttkg dozist, amennyiben a testtomegiik <40 kg volt. Az alacsony
dozist csoport (n=95) 20 mg/ttkg doézist kapott, ha a testtomegiik >40 kg, mig 10
mg/ttkg dézist amennyiben a testtomegiik <40 kg volt. A 26 hetes fenntartd kezelés
sordan 2 hetente kaptak adalimumabot. A betegek 33.5%-a volt tovabbra is klinikai
remisszioban. A két doziscsoport kozott kiillonbség nem volt. A legfontosabb azonban
hogy azok akik IFX-naivak voltak, kb. 50%-0s remisszids ratat mutattak, mig akik
eldzdleg IFX-kezelésben részesiiltek csak 20%-os remissziés ratdval rendelkeztek
(146).

Az IFX-en és adalimumab-on kiviil tobb hasonldé hatdsmechanizmusu szer is
létezik, melyeket kiprobaltak a fenti szerekre nem reagédl6 betegek esetében, de ezek a
tesztek dontden felndtt CD-sek esetében torténtek, és a gyermekkori CD-kapcsan eseti
elbirdléast kivan a haszndalatuk.

A thalidomidot az 1950-es ’60-as években terhesek hanyingerének kezelésére
hasznaltdk, de sziiletési rendellenességet okozott, igy felhagytak a hasznélatdval.
Hatasmechanizmuséra jellemzd, hogy a TNF-a termelés gatlasan kiviil egyéb cytokinek
(IL-6, IL-10, IL-12 és IFN-y) termelését, valamint az angiogenezist is gatolja, illetve
serkenti az IL-2, IL-4 és IL-5 termelést (147, 148). Egy kutatdsban, melyben kettds vak
vizsgalatot alkalmaztak, az 56 CD-s gyerek 63%-a mutatott klinikai remissziot €s 75%-
uk mutatott valamilyen valaszt a kezelésre. Az dtlagos klinikai remisszids id6 181 hét
volt, mig a placebo csoport esetében ez 6.3 hét volt. A mellékhatdsok szama 2.1/1000
beteg-hét volt. A leggyakoribb mellékhatds periférids neuropdtia volt (149).

A Golimumab, Certolizumab pegol és az Etanercept szintén a TNF-a gatlasdn

keresztiil hat6 szerek, de hatasukrdl a gyermekkori CD-kapcsédn kevés az informécio.
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A Golimumab kezelés egy hat fOs vizsgélatban eredménytelennek bizonyult a
CD-kezelésében (150). A certolizumab pegol indukciéra a 6. héten a betegek 64%-a
reagalt, és 43%-uk ért el remissziot. Mds vizsgdlatok eltérd szdmokat mutatnak, de a
szer eredményes kezelési alternativa lehet (151). Az Etanercept ellenben nem hozott

igéretes eredményeket a CD kezelésében (152).

2.5 Az IBD kialakulasban és progresszigjaban szerepet jatszé immunoldgiai faktorok

Béar az immunrendszerben jelentkezd aberrdciok csupdn egy faktort jelentenek az
IBD patogenezise szempontjabol, mégis kiilon targyaljuk. Ez két okbdl torténik igy:
egyrészt a disszertacié sajat munka része a gyermekkori CD immunolégiai vonatkozasat
targyalja, igy ardnyaiban ezt tartjuk sziikségesnek hangsilyozni, mdasrészt pedig az
immunrendszer bizonyos tagjai azok, melyek a betegség tényleges manifeszticidjdhoz
vezetnek, tehdt a tobbi faktor ezen sejteken keresztiil alakitja ki magit a gyulladdsos

betegséget.

2.5.1 AT sejtek helye a normdl miikodésti immunrendszerben

Az immunrendszer felosztisa (bar tobbféleképpen is lehetséges) a
legegyszeriibben velesziiletett €s szerzett csoportokra torténhet. A velesziiletett
immunitds jellemzdje, hogy nem specifikus, és miikodése nem igényli az adott
patogénnel torténd eldzetes taldlkozast. Olyan egyszer(i tényezok is ide tartoznak, mint
a gyomor sOsavtermelése, a bor, nydlkahartydk barrierfunkcidja, a nydlban 1év6 lizozim
enzim. A sejtes elemek koziil a neutrophill granulocitak, monocitdk, dentrikus sejtek, és
makrofagok tartoznak, melyeket Osszefoglaléan myeloid eredetli sejteknek is szokds
nevezni. Ezeken kiviil a natural killer sejtek (NK), és az éretlen lymfoid sejtek is ennek
a rendszernek a tagjat képezik. Miikodésiikre jellemzd, hogy mintdzatfelismerd
képességiik van, és a baktériumok altal termelt egyes molekulaszdrmazékokat ismerik
fel. Egy patogén ellen inditott immunreakcié sordn ezek a sejtek kezdik meg eldszor a
védekezést (153).

Az adaptiv immunvélasz sordn a kordbban mér az immunrendszer éltal elimindlt
patogének felismerése €s specifikus semlegesitése torténik, mely azonban a velesziiletett

immunitds nélkiil elképzelhetetlen lenne. A specifikus antigén felismerésnek ugyanis
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elengedhetetlen feltétele a memoria megléte, melyet az antigénprezentalo sejtek (APC)
miikodése tesz lehetdové. Az adaptiv immunvélasz f6 sejtjei a T- és B-lymfocitdk (154).

A normdl immunmiikodés sordan, amikor is egy kérokozé étjut a fizikai és kémiai
barriereken, azonnal szembetaldlja magat a velesziiletett immunrendszer tagjaival,
melyek a mintazatfelismer6é képességiiknek hala aktivalodnak és semlegesitik azt.
Miikodésiiket a cytokinek segitik és modulaljak. A bekebelezett és elpusztitott kérokozo
maradvanyaib6él  antigén  keletkezik  (intracellularis  degradaciét  kovetden,
fragmentumok), melyet az APC-k, koziilik is foképp a dendritikus sejtek (DC) a fo
hisztokompatibilitasi komplex (MHC)-molekuldk segitségével, azokhoz kotve, a
nyirokcsomokban bemutatnak, prezentdlnak a CD4+ T-lymfocitdknak, melyek az
immunrendszer karmestereinek is tekinthetdek. Fontos, hogy a T sejt receptor (TCR)
csak az MHC-hez kotott T sejt epitopot ismeri fel. A B sejtek feldolgozas nélkiil is
felismerik az antigén determindnsokat, és plazmasejtekké alakulva antigénspecifikus
ellenanyagot termelnek. Ezek a komplementrendszer aktivalasdn és a fagocitik Fc
receptordhoz valdé kotddésiik révén az antigén semlegesitést facilitdljadk. Igazan
hatékony ellenanyagvalasz akkor tud létrejonni, ha ugyanazt az antigént a B- és a Th
sejtek is felismerik. A Th sejtek altal szintetizalt cytokinek egyidejlileg tobb sejtre is
hatnak. Aktiviljak a B-lymfocitdkat, és a CD8+ cytotoxikus T sejtek (Tc) effektor
sejtekké transzformalasat is segitik. Az APC-k egyébként a Tc sejtek felé is prezentaljak
az antigént. Ezen kiviil a makrofdgok miikodését is segitik. Valamennyi aktivalt sejtbol
az effektor klénok mellett memdriasejtek is képzddnek, 12y Bmem, Thmem €S TCmem sejtek
is keletkeznek (155).

Az APC-k és a T sejtek kozott a TCR-MHC-antigén komplexen kiviil egyéb,
adhéziés molekuldk is biztositjdk a kell6 ideig fenndlld6 kapcsolatot, mely az
aktivaciohoz sziikséges. Ezt a fazist hivjuk celluldris (sejtkozvetitett) immunvélasznak.

A plazmasejtté differencialodott B-lymfocitdk fehérjetermészetli ellenanyagokat,
immunglobulinokat termelnek, melyek bar kozvetleniil nem tudjak elimindlni a
patogént, de az antigénnel komplexet alkotva (immunkomplex) a fagocitdzis tutjan
torténd  elimindciét gyorsitjdk. Ez az immunkomplex képes aktivdlni a
komplementrendszert is. Ezt a folyamatot hivjuk humoralis immunvélasznak. Azt, hogy
az adaptiv immunvdlasz mely irdnyba billen, az donti el, hogy milyen kérokozordl van

sz0, és az milyen APC-vel 1ép el0szor kolcsonhatdsba. Ennek a kolcsonhatdsnak a
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tipusa és a termelddd cytokinek ugyanis meghatirozzdk, hogy mely T-lymfocita
szubpopuldci6 aktivdlodik: a celluldris immunvdlaszt indukdlé Thl, vagy a humoralis
immunvalaszt aktivalé Th2 sejtcsoport (156).

A fenti folyamat jol tiikr6zi az immunrendszer kényes miikodését, mely igen
preciz Osszehangoldst igényel a megfelelo funkcid ellatdsdhoz. Ugyanakkor amellett,
hogy a patogéneket €s a tumorosan transzformalddott sejteket el kell pusztitania, fontos,
hogy a szervezet sajat anyagai és a veszé€lytelen kiilsé antigének (pl. ételmolekuldk,
pollen) ellen ne inditson immunreakciét. Az autoimmun, és allergids reakcidk soran
hasonl6 molekularis, és sejtes reakciok torténnek, mint a normal immunmiikodés soran,
csak az autoimmun folyamat sordn a sajat szoveti €s sejtes struktira ellen irdnyul az
immunreakcié, mig allergids megbetegedésekkor a fokozott immunreakcié egy

egyébként artalmatlan anyag, az allergén ellen iranyul (157).

2.5.1.1 A T-lymfocitdk szerepének részletes ismertetése

Az immunrendszer miikodésének éltalanos ismertetésekor a T sejteket két nagy
csoportra osztottuk, a CD8+ Tc és a CD4+ Th sejtekre. Ezen sejtekre jellemz0, hogy a
Th sejtek az MHC II, mig a Tc sejtek az MHC I molekuldkhoz kotott antigéneket
képesek felismerni, melynek hatdsara az adott antigént felismerni képes sejt klondlis
expanzidja megtorténik (158).

Sokdig csak a CD4+CD8- és CD4-CD8+ setjekre osztottdk fel a T-lymfocitdkat,
az intenziv kutatisoknak hdla viszont ma mar sokkal részletesebb kép all a
rendelkezésiinkre (159).

A CD4+ sejtek koziil a Thl sejtek az intracellularis patogének €s protozodk elleni
védekezésben fontosak és foként interferon gammat (IFN-y), tumor nekrézis faktor alfat
(TNF-a), és interleukin 2-t (IL-2) termelnek. A Thl medidlta immunvalasz f6 effektor
sejtjei a makrofagok, CD8+ T sejtek, IgG B sejtek, és IFN-y CD4+ T sejtek. Az APC-k
altal termelt interleukin-12 (IL-12) kulcsfontossagu a Thl sejtté torténd éréshez, a kulcs
transzkripciés faktorok a STAT4 és a Tbet (160). Ezen sejtcsoport tilmiikodése 4-es
tipusu késleltetett hyperszenzitivitishoz, €s az autoimmun kérképek koziil pl. egyes
tipusu diabéteszhez (T1DM) vezethet (161).

A Th2 sejtek az extracellularis parazitdk €s férgek ellen inditott immunitasért

felelosek. IL-4, IL-5 és IL-13 termelésiik jelentds. A Th2 medidlta immunvalasz
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effektor sejtjei az eozinofilek, bazofilek, hizdsejtek és B sejtek. Miikodésiiket facilitalja
az IL-4 és gitolja az IL-12. A {0 transzkripcids faktor, mely a differencidléddsukhoz
kulcsfontossdgi, a STAT6 és GATA3 (162). A sejtek tilmikodése 1-es tipusu IgE
medidlta allergiat és hyperszenzitivitast okozhat. Allergids rhinitis, atopids dermatitis és
asthma kialakuldsaban van kulcsszerepiik (163).

A Th17 sejtek kulcsfontossdguak a gyulladdsos valasz kialakitdsdban a mucosa
felszinén, €és az autoimmunitdsban is kulcsszerepiik van. 1L-17, IL-21, IL-22 valamint
granulocyte-colony stimuldlé faktor (G-CSF) termelésiik jelentds. Differencidlédasuk
sordn a tranforming growth factor béta (TGF-8), 1L-6, IL-21 és IL-23 jatszik
kulcsszerepet, a kulcs transzkripcids faktorok a RORa és RORy (164). A Thl7 egy
heterogén sejtcsoport, ugyanis bizonyos sejtek képesek IFN-y és TNF-a vagy IL-10
termelésre is (165). Az IL-12-hoz kothetd IL-23-nak (p19/p40 heterodimer)
kulcsszerepe van a Th17 sejtek fennmaraddsdban, ugyanis az IL-23 receptor hibdja
feltételezhetden Osszefiigg az IBD-kialakuldsaval (166). Ez egyben terdpids célpontot is
jelent, ugyanis a p19 alegység (IL-23 specifikus) és p40 alegység (kozos az IL-12 és IL-
23-ban) egyidejii blokkoldsa hatékonynak tlinik a CD kezelésében klinikai vizsgédlatok
alapjan (167). Ezzel ellentétben az IL-17 blokkoldsara tett kisérletek nem hoztak
hasonldéan pozitiv eredményeket a CD kezelése kapcsan, s6t egyesekben a betegség
sulyosbodott is (168). A kutatdsok feltételezik, hogy az IL-17-nek a pro-
inflammatorikus hatds mellett az intesztindlis barrier funkcié fenntartdsdban is szerepe
van, €s az anti-IL-17 szerek gatoltdk ezt a barrier fenntarté funkciét (169).

A regulatoros T sejtek els6sorban IL-10 és TGF-B termelésiik révén
szupresszaljdk a Thl, Th2 és Thl7-es sejteket (170). Differencidlédasukkor a FoxP3
transzkripciés faktor a jelentds (171), melyet sokdig azonositdsukra is hasznaltak,
ugyanakkor ma mar tudjuk, hogy nem minden Treg sejt expresszdl FoxP3-proteint,
viszont a nemrég aktivélt ,,hagyomédnyos” T sejtekben jelen lehet, igy aspecifikus (172).
Ezen sejtek mennyisége magasabb az IBD-sek mucosa-mintdiban, illetve alacsonyabb a
periférids vérmintdkban (173). Osszességében tehdt transzlokacié figyelhetd meg (174).
A funkciondlis eltérésekrdl is szamos publikédcié sziiletett. A genetikai, mikrobidta
eredetli és nem genetikus kornyezeti hatdsok mindegyike hathat a Treg-ek funkcidjara

(175).
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Ha a bélrendszerben lokalizdlédnak az immunsejtek, akkor szokds oket gut-
associated lymphoid tissue (GALT) néven is illetni. Ezek a sejtek a lamina propriaban
az epithél sejtek kozott helyezkednek el, illetve diszkrét lymfoid struktirdkban. Az
epithél sejtek, APC-k, és egyéb leukocitdk a GALT-ban, a periférids vérben és
nyirokrendszerben 1évd tarsaikhoz hasonldan szintén termelnek cytokineket, melyek az
antigénekkel szembeni viselkedést alapvetden meghatdrozzdk. Ezen felill az
intesztinalis mikrocirkulaci6, szallité molekuldk, neurondlis afferensek mind képesek

modositani az effektor funkciét a GALT immun €s nem-immun sejtjeiben (176).

2.5.1.2 A mucozdlis immunrendszer fo komponensei

Az immunvalasznak megfelelden egyenstlyban kell lennie, mivel a tdl erds és a
tdl gyenge immunvélasz a mikrébdkra egyarant az intesztinélis gyulladast determindlja.
Az intesztindlis immunvélasz kiilonboz6 rétegei/szintjei kooperdcidval védekeznek azon
mikrébdk ellen melyek az intesztinélis szovetek kozé keriiltek (1. abra). A béllumenben
1évé nagy mennyiségli mikrobdkkal szemben inditott tdlzott mértékli immunvalasz
megeldzése érdekében, a mucosa immunsejtjei egyedi karakterisztikdjiak, melyek
alkalmazkodtak a lokalis kornyezeti viszonyokhoz. Ezekre j6 példa, hogy a periférids
immunrendszerben 1€vo tarsaikhoz képest, a lamina propria-ban 1évd makrofagok nem
termelnek olyan nagy mennyiségii pro-inflammatorikus cytokint (IL-1, IL-6, IL-10, IL-
12, RANTES, TGF-8 és TNF-0) a mikrobidlis komponenseknek val6 kitettség hatdsara,
de a baktériumelimindl6 képességiik hatékonyabb. Ennek héatterében a stroma sejt
eredetli termékek monocita receptor expresszié €és a (TGF-B dton keresztiil torténd)
cytokin termelés alulszabdlyozdsa 4ll, mely azonban nem jar egyiitt a fagocitdld és
baktericid képességek csokkentésével (177). Ez hozzajarul a megfeleld baktérium
elimindcidhoz a szoveti kdrosodds minimalizdldsaval parhuzamosan. Az intesztindlis
makrofagoknak rdaddsul antiinflammatérikus karakterisztikdjuk is van (178). Az
intesztindlis DC-k nagy mennyiségli retinolsav metabolizdlé enzimet termelnek. A
retinolsav pedig a T sejtek intesztindlis szovetekbe torténd vandorlasat, és a reguldtoros
T sejt funkcidt tdmogatja (179). Ezen kiviil a kommenz4lis baktérium-reaktiv T sejtek
apoptézisiat indukdlé mechanizmusok is mikodnek a mucosdban, melyek a nagy
tomegben jelenlévd, nem patogén baktériumokra specifikus T sejtek negativ

szelektédlasaval védik ki a tdlzott mértékli immunreakciot (180). IBD-s betegekben ez az
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MHC 1II group 3 innate lymphoid cell (ILC3)-intrinsic expresszidhoz kothetd
mechanzimus sériil, és feltehetdleg ezdltal a patogenezis egyik faktorat is jelenti.

Bar tobb jol elkiilonithetd, differencidlt sejt keriilt azonositdsra a mucosdban, ezen
sejtekre egyben a plaszticitds is jellemz6. Példaul a Thl és Thl7-es sejtek
atalakulhatnak IL-4 termeld Th2 sejtekké (181) vagy Treg sejtekké (182). A Thl-es
sejtek Th2 sejtekké, mig a Treg sejtek IL-17 és IFN-y termeld T sejtekké alakulhatnak.
Ez két szempontbdl is 1ényeges az IBD-kapcsan. Egyrészt felveti annak lehetdségét
hogy Treg transzfizié sordn a betegbe juttatott Treg sejtek &atalakulnak patolégids
sejtpopuldciéva, ahelyett, hogy a tervezett antiinflamamtorikus szerepiiket betoltenék,
masrészt viszont ez a plaszticitds bioldgiai timaddspontot jelent, hiszen olyan szerekkel,
melyek a proinflammatorikus populécidkat képesek transzformdlni antiinflammatorikus
sejtekké, megoldhatova valhat az IBD-kezelése (183).

Az intesztindlis kornyezet képes befolydsolni, hogy a GALT sejtjei hogyan
differencidlédnak. A gyulladds, termelt medidtorok, mikrobidta mindség, étrendi
faktorok és megel6z6 fertdzések mind befolyasoljdk a differencidlédas irdnyat. Ezek
hatdsa lehet az az emelkedett rizik6, melyet az IBD kialakuldsdnak rizikétényez6inél

ismertettiink (184).
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1. abra: A mucozdilis immunrendszer mikodésének sematikus abraja A: normal,

egészséges koriilmények kozott B: IBD-ben (185).
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2.5.1.3 Az IBD-vel kapcsolatos eddigi adatok

Szamtalan kutatas erdsitette mar meg azt a feltevést, hogy az IBD a mucozalis
immunvalasz bélmikrobiétara adott abnormalis valaszreakcidjanak kovetkezménye. Ez
egyrészt bizonyos sejtek tilmikodésének és mas sejtek alulmiikodésének tudhaté be,

kiemelve az egyenstly kulcsszerepét (8).

2.5.1.3.1 Az epithél barrier aberrdcioi

Az IBD-kialakuldsa kapcsan az emelkedett intesztindlis permeabilitds, magasabb
baktériumszam a mucusban, és maganak a mucusnak az eltérései is felmeriilnek, mint
tényezok. Egér modellben igazoltdk, hogy az epithél barrier funkciézavara spontan
colitis kialakuldsdhoz vezethet. Az epithél sejtek expresszdlnak bizonyos receptorokat,
melyeket az immunsejtek felszinén is megtaldlunk, €és amelyek az antigén
prezentdlasdban jatszanak szerepet. Tanulmanyok igazoltdk, hogy az epithél sejtek altali
abnormalis antigén prezentdcié vagy az intraepithelidlis lymfocitdkkal val6 interakcid
az IBD kialakuldsdaval osszefiigg (186, 187). Az epithél sejtek (pontosabban a nagy
szekretoros aktivitdst mutatd, pl.: Paneth sejtek) nem-feltekeredett intracellularis fehérje
kezelési képessége, mely az endoplazmads retikulum (ER) stressz hatdsara bekovetkezo
folyamata, szintén Osszefiiggésben 4all az IBD-vel (188). A Paneth sejtek egyéb
abnormalitdsai is ismertek a CD-ben. Példdul a kiilonboz6 immunjelatviteli utvonalak
zavarai, melyek egyes esetekben az antimikrobidlis proteinek termelésének

rendellenességéhez vezetnek (189).

2.5.1.3.2 Az immunsejtek diszreguldcioja

Fokozott immunsejt felszaporodds és aktivacié szintén jellemzd a kiilonbozo
immunsejtek esetében. Myeloid sejtek gyulladdsos fenotipussal (proinflammatorikus
cytokintermelés) vannak jelen a CD-s betegek lamina propria rétegében (190). CD-s
betegek esetében szintén megfigyelték, hogy a NKp44(+)/NKp46(+) NK egyenstly
megbomlott a mucosa rétegben és az NKp46(+) NK sejtek IFN-y termelés révén
szerepet jatszhatnak a patogenezisben (191). CD-s és CU-s betegek periférids
vérmintdiban az IL-2, és IL-2 receptor alfa (IL-2R-a) és IL-2 receptor béta (IL-2R-)
mRNS szintek szignifikdinsan magasabbak voltak, mint a mucosalis sejtekben. Az

mRNS szintek jo6l korreldltak a fehérjeszintekkel, és az IL-2R-B mRNS szintek
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magasabbak voltak a mucosalis sejtekben, mely azok IL-2-re vonatkozé nagyobb
affinitdsdra utal. Ez adhat magyardzatot arra, hogy az intesztindlis sejtek miért
proliferdlnak nagyobb iitemben, expresszdlnak tobb IL-2 transzkriptumot é&s
szekretdlnak tobb IL-2-t a periférids sejtekhez képest. Az IBD-s mintdkban a sejtek tobb
IL-2R-a és IL-2R-B mRNS-t termelnek, ugyanakkor az IL-2 mRNS szintjiik
alacsonyabb, ezzel a CU- és CD-ben tapasztalhat6 IL-2 aktivitds defektus az IL-2
transzkripcié csokkenésre vezethetd vissza. A CD-s betegek intestindlis sejtjeiben
mérték a legmagasabb IL-2R géntermék mennyiséget, mely igazolja ezen sejtek
fokozott vdlaszat az IL-2-re és egyben megerdsiti, hogy a szérumbdl mérhetd IL-2R-a a
bél T sejt hiperaktivitdsat tiikrozi (192).

A T sejt proliferacié is emelkedett bizonyos kisérleti elrendezésekben CD-sek
mintdinak Staphylococcus aureussal torténd inkubdcidja sordn (193). Ugyanakkor a
proliferdciés vizsgalatok ellentmonddsosak, nem mindegyik erdsiti meg a
kommenzalista bélbaktériumok jelenlétében torténd fokozott osztédast az IBD-s
betegek korében.

A mucozilis és periférids B- és plazmasejtek emelkedett szama, valamint az
autoantitestek, és a mikrobidlis komponensek elleni antitestek magasabb mennyisége
utal arra, hogy az abnormélis B sejt szabdlyozds szintén fontos szerepet jatszik az IBD-
kialakuldsdban (194, 195). A feltételezett colon autoantigének mint a p40 (196),
atipusos perinukledris anti-neutrofil cytoplazma antitest (P-ANCA) (197) és egyéb
autoantitestek, valamint a mikrobidlis termékek antitestjei mind igazoldsra keriiltek
IBD-s betegekbdl, és egyes esetekben a rokonaikbdl is. Ugyanakkor a kutatdsok
mindeddig nem taldltak olyan antigént, amely direkt médon részt venne az IBD-
patogenezisében.

Néhany gyulladdsos sejt, mint példaul a neutrofilek megtaldlhaték a mucozaban
IBD fenndllasakor, ugyanakkor ezek a lamina propriaban nem taldlhatéak meg normaél
koriilmények kozott, ez utal arra, hogy vérerekbdl torténd kivandorlds zajlik le. Ezt a
folyamatot ,.,homing”-nak hivja a szakirodalom, és tobb koordindlt 1épést igényel. A
leukocyta ,,roll” torténik az endothéliumon keresztiill, és a szovet dltal termelt
chemokinek adhéziés molekula termelést idéznek eld, mely végsd soron a stabil
adhézidt alakit ki. Ha a leukocitdk adherensé vdlnak, a ,.diapedesis”-nek nevezett

folyamat sordn dthaladnak az endothél rétegen (198). A leukocytdk és endothél sejtek
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felszinén torténd fokozott adhéziés molekula expresszié (integrin 0487), emelkedett
chemokin termelés €s a leukocytak vaszkularis endothéliumhoz torténd kotédése mind
igazolt jelenségek az IBD-s betegek esetében. Ez a jelenség egyben terdpids célpontot is
jelent, és kifejlesztésre valamint tesztelésre keriiltek olyan farmakonok, melyek ezen
jelenség moédositasan keresztiil hatnak (199). Az a két antitest mely az o487 integrin
heterodimer tdmaddsdn keresztiil hat a lymfocitdk lamina propriaba torténd
vandorlasaban, kiilf6ldon mar elfogadésra keriilt terdpids célra. A natalizumab, mely a4
integrin ellenes antitest, a CD kezelésében kiilfoldon engedélyezett. Ez a szer az 0437 és
az a4B1 integrineket egyardnt blokkolja, a k6zos a4 alegységre kifejtett hatdsa révén
(200). A vedolizumab nevi antitest CD-ben és CU-ban torténd alkalmazasat kiilfoldon

szintén jovahagytdk, ez a szer az 0487 integrin blokddon keresztiil hat (201).

2.5.1.3.3 A termelt medidtorok rendellenességei

A moédosult sejtpopuldciokon kiviill az immunreguldtoros, és inflammatorikus
cytokinek szintje is médosul az IBD-ben, melyek koziil némely szintje jol korreldl a
betegség aktivitdsaval (202). Maguk a cytokinek, ahogyan azt méar ismertettiik, az
immunreakcié finomhangoldsdban jatszanak szerepet, ezért szokds Oket az
immunrendszer karmestereinek is nevezni.

A CD4+ lymfocitdk CD-betegekben igen nagy mennyiségli IFN-y és TNF-a
cytokint termelnek, melyeknek proinflammatorikus hatdsa van (203). Mivel ezeket a
cytokineket elsésorban a Thl sejtek termelik, sokdig ugy gondoltik, hogy a CD
kizarélag a Thl sejtek diszregulacidjanak kovetkezménye. Ezeket a megfigyeléseket és
a feltételezést tobb egérmodellen végzett kisérlet is megerdsitette CU kapcsan (204).
Szdmos vizsgélat vezetett oda, hogy 1995-t6]1 kezdve a TNF-o antitest terdpidk
kidolgozdsra keriiltek (205). Arnyalja azonban a képet, hogy az IL-4, IL-5 és IL-23
szintek szintén valtoznak egyes esetekben. Ezeket a medidtorokat a Th2 sejtek termelik,
€s a Thl funkcié korlatozas, mérséklése a céljuk (206). Ugyanakkor az eozinofilek
infiltradcigjadhoz is vezetnek, melyek a gyulladas kialakuldsat propagaljdk (207). Ezen
cytokinek emelkedett szintjét foleg CU esetében igazoltdk egér, és human mintdk
esetében is. A Thl7 sejtekhez kothetd cytokinek eltérései szintén jelen vannak a
mucozdban IBD-s betegek esetében (208). Az IL-23-fliggd jeldtvitel és cytokin

szekrécid ezen sejtekben hozzdjarul a Thl sejtek fokozott cytokintermelése miatt
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1étrejové proinflammatorikus 4llapothoz. Ujabb kutatdsok, melyek az IL-12/IL-23
tengely tdmadédsdval kapcsolatosak, igazoljdk ezen faktorok kritikus szerepét a
patogenezisben (209).

Az egér és human vizsgélatok egyarant ramutattak arra, hogy a CD4+ T sejtek egy
csoportja képes szupresszorként fellépni. Ezen sejtcsoport tagjai a mar emlitett
CD4+CDR25+Treg-ek (FOXP3 expresszalok), Th3 sejtek és Trl-es sejtek. Ezek
valészintileg az 1L-10 és TGF-B cytokintermelésiikon keresztiil fejtik ki hatasukat. A
reguldtoros sejtek egy része a thymusban keletkezik, mig mas indukalt vagy adaptiv
reguldtoros sejtek a GALT-ban, in situ keletkeznek (210). A CD8+ sejtek szintén
termelnek IL-10 és TGF-B cytokineket, melyek az inflammatorikus jelvédlaszt
blokkoljak. Bar a Treg-ek IBD-ben betoltott szerepével kapcsolatban viszonylag kevés
koherens adat all rendelkezésre, de a Treg indukcids és erdsitd terdpidk esetleges
alkalmazasdnak lehet6ségét igen aktivan vizsgédljdk. Szintén érdekesek azon
vizsgélatok, melyek a TGF-B szupressziv funkcidjanak erositését vizsgaljak (211).

A TLIA, mely egy TNF-szerti cytokin, a CD-ben a death domain receptor (DR3)-
al 1ép kapcsolatba, szintén Iényeges lehet a patogenezis folyamatdban. A TL1A a Thl,
Th2, Th17, NK, myeloid, és éretlen lymfoid sejtek cytokintermelésének moddositasa
révén hat (212).

A cytokineken kiviil az arachidonsav €s metabolitjai, a reaktiv oxygén gyokok, és
nitrogén termékek szerepe is felmeriil, ugyanakkor ezek szerepére a disszertacid

témdjabol fakaddan nem tériink ki részletesen.

2.5.1.3.4 A mikrobiota szerepe

A disztélis ileum és a colon nagy mennyiségli baktériumot tartalmaz. A gazda-
mikréba kolcsonhatdsok eldnyosek lehetnek, de karos hatdsok is felléphetnek, melyek
végeredményeképp intesztindlis gyulladads alakul ki. A megfelel6 mikroba kolonizacid
elengedhetetlen a megfeleld tdpanyag-, energiametabolizmushoz valamint a periférids
és intesztindlis immunrendszer mikodéséhez. Ugyanakkor az intesztindlis lumen
tartalmazhat olyan mikrébékat és mikréba eredetii faktorokat, melyek hozzdjarulnak az
IBD kialakuldsdahoz, amennyiben ennek genetikai hattere szintén adott az egyénben

(213).
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Az intesztindlis mikrobidtara a sziilés sordn ,,tesz szert” az ujsziilott, ugyanakkor
az elso életévben igen gyorsan véltozik. Felndttekben egyénre jellemz6 mikrobidta van
jelen, mely viszonylag stabilnak mondhatd, bar ingadozasok eléfordulnak a kornyezeti
€s fejlodési faktorok hatdsdra (214). Szintén fontos, hogy a mikrobidta hogyan
moduldlja a mikrobidlis funkcidkat, Ugymint az energia metabolizmus.
Egérmodellekben igazoltdk, hogy a mikrobidtinak, és a gazda mikrobafelismerd, és arra
reagal6 képességének fontos szerepe van az optimalis antimikrobds protein funkcidban,
epithél sejt, éretlen limfoid sejt, NK, makrofag, IL-17 termeld T sejt, intesztindlis és
periférias Treg és immunglobulin miikodésben €s termelésben (215). J6 példa erre, hogy
egérmodellben igazolédott, a Thl7 sejt differencidléodds korreldl a Cytophaga-
Flavobacter-Bacteroides fajok jelenlétével. Ezen Th17 induktor baktériumok hidnya a
lamina propria-ban a FoxP3+ Treg-ek emelkedett szdmaval jart egyiitt. Mindezek tehat
az IBD patogenezise szempontjdbol kulcsfontossdgi Th17:Treg tengely egyensulyanak
intesztindlis baktériumflora altali szabalyozasat igazoljak (216).

Ugyanakkor a kolcsonhatds kétirdnyd, hiszen szdmos tényez0, mely a
gazdaszervezet részérdl all fenn (pl.:obezitds) befolydsolja a mikrobidta Osszetételét és
funkciéjat (217). Ezek a mddosité faktorok aztdn gyulladdsos irdnyba tolhatjdk el az
egyébként kiegyensulyozott intesztindlis mikrobiota-gazda mutualizmust.

A kornyezeti faktorok, melyek tulajdonképpen a gazdaszervezeten keresztiil
hatnak, szintén jelentds hatdst gyakorolnak. A tdpldlkozdsi faktorok, férgesség,
gyakoribb antibiotikum hasznélat mind novelik az IBD-prevalencidjat, ahogyan arrdl a
rizik6faktorok részben értekeztiink (51, 218). A XX. szdzadi ndvekvd prevalencia
mogott valdszinlleg leginkabb ezen faktorok dallnak. Ezek koziil is leginkabb a
gyermekkori antibiotikum haszndlat tiinik a legmegalapozottabb rizikétényezonek,
ahogyan arrél mér irtunk.

IBD-s betegek esetében a bélflora mikrobidtdjanak diverzitdsa €s denzitdsa
egyardnt megvaltozik, tobbek kozott azon baktérium specieseké is, melyek a mucozdval
direkt médon kapcsolatban dllnak. A funkcidémoddosulds tobbek kozott az oxidativ
stressz €s tdpanyag reguldcidban nyilvanulhat meg (219, 220). Ezek a véaltozdsok mar a
gyermekkori forma kezdeti diagndzisandl is megfigyelhetOk. Az hogy a mikrobidta
véltozasai okai az IBD-nek, vagy a propagilé folyamat kovetkezményei, nem

tisztazottak. Eddig nem sikeriilt egy konkrét faktort azonositani, mely a valtozasokért
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onmagéban is felelos lenne, ezért ma ugy fogalmazhatjuk meg, hogy a baktérium
kozosségekben bekovetkezd valtozdsok szerepet jatszhatnak az IBD-kialakuldsanak
kezdeti 1épéseiben, illetve a gyulladas silyosboddsaban. Ezzel 6sszhangban 4ll az a
megfigyelés, mely bizonyos bakteridlis komponensek ellen irdnyulé immunvélaszt
igazolt. Példdul a CD-sek 54%-ban mutathat6 ki flagellin DNS szegment ellenes
antitest, mig a kontroll alanyoknak csupdn 4-10%-ban (221, 222). A mikrobidlis
antigénekkel szembeni immunreaktivitds (ASCA, anti-OmpC CD-ben; pANCA, anti-
OmpC CU-ban) 6sszefiiggésbe hozhaté az IBD agresszivabb fajtdjaval (223). Szintén
nem tudjuk azonban, hogy ez az emelkedett antitest szint egy vdlasz-e a novekvo
baktériumoknak val6 Kkitettségnek, mely az epithél barrier perturbaciéja miatt
kovetkezik be, a mar meglévo intesztindlis gyulladas kovetkezménye, vagy az antitestek
a patognezisben magdaban is aktivan részt vesznek-e.

Bar a human IBD vizsgélatokb6l a mikrobidta jelentdsége a betegség elleni
védelemben, indukcidban, és manifeszticidban nem tisztizott, az egér modellek sokkal
koherensebb képet nyujtanak. Példdul a CU-hoz tarsulé gyulladds a legkiilonbozébb
egérmodellekben kialakul normdl mikrobafléra mellett, ugyanakkor féregmentes
bélkozegben nem (224). A CU-s egerekbdl torténd baktérium transzfer egészséges
allatokba bizonyos esetekben indukdlja az intesztindlis gyulladast (225). Mas
tanulmanyokban specifikus baktériumtorzsekkel sikeriilt gyulladast kivaltani, ha adott
genetikai defektusok jelen voltak az &llatban (226). A probiotikus baktériumtorzsek
megfeleld6 kombindcidja viszont képes medidlni a gyulladdssal szembeni védelmet a
novekedési faktorokon keresztiill, melyek az epithél sejtek Ujraképzddéséhez
szitkségesek. Erre j6 példa, a Lactobacillus rhamnosus altal termelt p40 fehérje EGFR
aktivdl6 hatdsa (227). Erdemes megjegyezni egy mondattal, hogy ez a moduldlé hatds
nem csak colitisre igaz, hanem mds betegségekre is, mint példdul a metabolikus
szindréma (228).

Tovéabbi kutatdsok azt is tisztaztdk, hogy melyek azok a specifikus mikrobidlis
komponensek (mint a polysacharide A, melyet a normdl fléra baktériumai koziil a
Bacterioides fragilis termel (229), és a mikrobidlis anyagcseretermékek, mint a rovid
szénldncu zsirsavak), melyek az intesztindlis gyulladds szabdlyozdsara képesek (230).

Természetesen nem csak a baktériumfajok jitszanak szerepet a megvaltozott

mikrobiéta dltal okozott hatdsokért. A virusokkal kapcsolatban is rendelkeziink
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adatokkal. A Caudovirales bakteriofagok emelkedett mennyisége példaul igazolddott az
IBD-s betegekben (231). Egér vizsgdlatokban a génmutéicié meglétekor a norovirus
kolonizacié vezethet az elvdltozasokhoz (232). A gombdkkal kapcsolatban még
viszonylag kevés informécié all rendelkezésre, de a kutatdsok intenziven vizsgaljdk a

szerepiiket az IBD patogenezisében (233).

2.5.1.3.5 A genetikai faktorok szerepe

Eddig tobb mint 200 olyan 16kuszt azonositottak, mely az IBD kialakuldsban
szerepet jatszhat. Ezek koziil vannak olyanok, melyek mind a CU, mind a CD
kialakulasat facilitdljdk, mig vannak olyanok, melyek csak az egyik koérforma
kialakuldsdban jatszanak szerepet (234). Koriilbeliil 70%-a ezen géneknek k6zos a CD
€s CU esetében, mely a jelentds genetikai atlapolast igazolja (235). Sok varidns a gének
intron régidjaban taldlhatd, és nem az daltaluk kodolt fehérje aminosav sorrendjét
modositjadk mutacidjukkor, hanem sokkal inkdbb az expresszidt befolyasoljak. Ez az
expresszié modositas enyhe foku, ami egybevdg azzal a megfigyeléssel, hogy minden
egyes l6kusz hibdja csupan kismértékii IBD kialakuldsi gyakorisdgnovekedést produkal.
Az utvonalak egy csoportja, amennyiben a sulyosabb genetikai defektusok egyiittesen
jelentkeznek, Osszefiiggésbe hozhaté azonban a VEO-IBD-vel, mely igen fiatal korban
kialakul6 kérforma (236). Ez utal arra, hogy a genetikai szerep is meghatarozo, hiszen a
kornyezeti faktorok tobbségének rdhatdsa az ennyire fiatal betegekben elhanyagolhatd.
Az IBD-hez kothetd sériilt jelatviteli utvonalak és genetikai hibdk méds immunmedalt
betegségekkel €és a mycobacterium 4altal kivaltott betegségekre valé nagyobb
fogékonysdggal is Osszefiiggésbe hozhaté (235). A kutatdsok tobb olyan genetikai
hibdhoz kothetd jelatviteli it modositast is leirtak, melyek a patogenezisben fontosak
lehetnek. Jelenleg is tobb kutatds zajlik a pontos gének és géntermékek azonositdsara,

melyek terdpids célpontot jelenthetnek.

2.5.1.3.6 A velesziiletett immunitds genetikai defektusai

A legelsd gén, amelyet a CD patogenezise kapcsan azonositottak a NOD2, mésik
nevén CARDI15 volt (237). A mai napig az Gsszes azonositott génvaridns koziil ez
noveli meg leginkdabb a CD kialakuldsdanak valdszintiségét. A vad tipusi NOD?2 fehérje

a baktériumok proteoglikdnjdra reagdl, és a receptor-interacting protein 2 (RIP2)-n
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keresztiil az NF-xB aktivacidjat vdltja ki. Ez a folyamat IL-22 cytokin felszabaduldst
eredményez, mely a Th17 sejteken keresztiili korai T sejt vdlaszt inditja be. Ezen kiviil a
regenerating islet-derived protein IIly (REGIIIy), és a CC-chemokine ligand 2 (CCL2)-
felszabadulds révén a LY6C™ monocitdk barrier erésité funkciGja is megindul, végsé
soron pedig a baktérium elimindcidjdhoz vezet. A varidns meglétekor ez a funkcié nem
mikodik. Egér vizsgédlatokban ilyen esetekben az enterdlis patogénekre vald
fogékonysdg nd, és a lumen baktériumosszetétele is megvaltozik (238). Maga a NOD2
tobbféle sejtben is expresszalddik, ide értve az epithél sejteket, makrofagokat, dentrikus
sejteket, endothél sejteket és a stroma sejteket is, ezzel is hangsilyozva a fehérje
tobbrétll szerepét (239). Az orokolt NOD2 allél mutédcid 1,5-3,7 szeres novekedést jelent
az adott egyén CD kialakulési rizikdjdban. A vad tipus esetében a CD rizikéja 0.18%,
egy hibas NOD?2 allél esetében 0.54%, mig mindkét allél muticidja esetében mar 5.4%
(240). Erdekes médon ezeket az értékeket az eurépai Gslakos populdciéban igazoltdk, az
azsiai populaciondl nem sikeriilt 6sszefiiggést kimutatni a gyakori NOD2 varidns és a
CD kozott (241). A NOD?2 varians a CD korabbi életkorban torténd manifesztacidjanak,
az iledlis és fibrostenotiks forma kialakuldsdnak esélyét noveli, illetve CU-ban a mutétet
kovetd allapotjavulds értékét csokkenti (242, 243). Egy meta-analizis, mely 49
tanulmany Osszesen 8893 alanydnak adatait elemezte, azt az eredményt hozta, hogy a
NOD2 mutici6 a komplikalt CD esélyét (RR:1.17, CL: 1.10-1.24) és a miitétek
sziikségességét (RR 1.58, CI: 1.38-1.80) noveli a vad tipussal rendelkezd betegekhez
képest. (244)

A NOD2-n kiviil tobb IBD-asszocidlt génmoddosulat is modosithatja a
velesziiletett immunrendszert. Egészséges emberekben a velesziiletett immunités sejtjei
igen valtozéan reagdlnak a mikrobdknak val6 Kkitettségre. Ez az egyének kozotti
variancia részben genetikailag kédolt, és hozzdjarul a fert6z6 megbetegedésekre vald
hajlam és az immunmedidlt betegségekre val6 fogékonysdg kozotti kényes
egyensilyhoz. Tobb tanulmény is vizsgalta a velesziiletett immunitds sejtes elemeit
azon egyénekben, akik hordozzdk az IBD kialakuldsdban fontos riziké varidnsokat.
Néhany esetben igazoltdk, hogy fokozott jelvdlasz van a velesziiletett immunitas
részér6l. Az IRF5, TNFSF15, TPL2 faktorok szerepe igazolédott, mely a
mikroorganizmusok jelenlétekor fokozott cytokintermelést eredményez (245). Mas

esetekben a varidns csokkenti a jelvalaszt, ilyen példaul az ICOSLG, mely faktor a
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baktérium clearence mechanizmusok hatékonysagat hatdrozza meg (246). Mindezek
szintén a megfeleled baktérium clearence €s a szorosan kontrolldlt immunvélasz

egyensulydnak fontossagat hangsilyozzak.

2.5.1.3.7 Mikroba clearence iitvonalak defektusai

Az autophagy-related 16-like 1 (ATG16L1) és immunity-related GTPase M
(IRGM) fehérjék bizonyitottan részt vesznek a CD kialakuldsaban. Ezen proteinek az
autofdgia stimulusdnak kialakitdsdban vesznek részt, mely az intracelluldris
patogénekkel szembeni rezisztencia létrejottében fontosak (247). Az ATGI16L1
muticidja Osszefliggésbe hozhaté a Paneth- és goblet sejtek CD-ben megfigyelt
véltozasaival, a csokkent baktérium elimindlé képességgel és fokozott adipocytokin
(leptin, adiponectin) valamint emelkedett IL-1B termeléssel egerekben és humén
mintdkban egyarant (248, 249). A funkcidvesztéssel jaré varidns megléte az autofagiat
facilitdlé proteinekben, az MTMR3 muticidja gatolja az autofagiat és a CD-s mintdk
jelentds részében kimutathat6 (250).

A nikotinamid adenin dinukleotd foszfit (NADPH)-oxiddz génmutéicidja, a
reaktiv oxigén gyokok termelésének modositdsdn keresztiil szintén fontos szerepet
jatszik a patogenezisben a mikrobidlis clearence befolydsoldsan keresztiil. Ez a mutéacid
a VEO-IBD és a felndtt forma esetében is megfigyelhetd (251).

A nagyszamu egérvizsgilat eredményeként, mely a gazdaszervezet
immunrendszere dltali mikrobiéta moduldciét igazolta, sok kutatds indult, melyek a
kiilonbozé  IBD  rizik6  varidnsok  intesztindlis = mikrobidtira  gyakorolt
hatdsmechanizmusat vizsgéljdk (252).

J6 példa a mikrobidta funkciondlis és kompozicidbeli megvaltozdsira a
Fucosyltransferase 2 (FUT2) mutécidja altal kivéltott hatds. A FUT2 a H antigének
testfolyadékokban, €s intesztindlis mucozaban torténd szintéziséért felelos enzim. A H
antigén egy oligoszacharid, mely egyszerre szolgdl kapcsolédédsi pontként és
széndonorként az intesztindlis baktériumok szdmara. Azok, akik homozygotaként
hordozzdk a FUT2 gén funkcidvesztéssel tarsuld allélvariansat, emelkedett CD rizikoval
jellemezhetéek. Ennek oka a mikrobiomban tapasztalhaté fokozott szénhidrat és lipid
valamint a csokkent aminosav szintézis. A mikrobiota ezen egyénekben funkcionalisan

€s Osszetételileg is megvaltozik (253).
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2.5.1.3.8 A Cytokin uitvonalak aberrdcioi

A cytokinek IBD-ben betoltott kulcsfontossdgi szerepével Osszhangban eddig
tobb olyan jeldtviteli 1t genetikai defektusat is leirtdk, melyek a medidtor
proteinszarmazékok szintézisének modosuldsat eredményezik. Ez azért fontos
immunoldgiai szempontbdl, mert az immunvalasz mindségét €s intenzitasat befolyasold
cytokinekben bekovetkezo ,.hiba” a gyulladas kialakuldsdnak kulcsmomentumat jelenti.

A Th17/IL-23 tengely kapcsan az IL-23 receptor k6dolo variansit a CD és az CU
kapcsdn is kimutattdk. Az 1-es kromoszéma rs11209026, c.1142G>A, p.Arg381Gln
SNP-je, mely a proinflammatorikus IL-23 cytokin receptordnak egy alegységét kddolja,
szintén jelentds valtozdsokat okoz. Megléte képes 2-3-szoros védettség kialakitdsdra az
IBD-vel szemben (254). Maga az IL-23 a Th17-es sejtek kialakuldsdban jatszik fontos
szerepet, és az IL-23R riziké varidnst hordozé egyénekben a keringd Thl17-es sejtek
mennyisége alacsonyabb, illetve az IL-23-ra adott T sejt jelatviteli folyamatok is
kevésbé erélyesek (255).

Erdekes, hogy a STAT3, JAK2 és TYK?2 (olyan szigndlmolekuldk, melyek az IL-
23 dependens jel alul reguldlaséért felelések), az IL12B (az IL-12 és IL-23-ban koz0s,
p40-es alegység) és a RORC (a Thl7-es sejtekhez kothetd transzkripcids faktor) mind
Osszefiiggésbe hozhatok a CD-vel (256, 257). Ezzel tobb gén azonos tutvonalra kifejtett
hatdsdnak konvergencidja latszik igazolédni. A STAT3 ,,A” rizikd varidns CD-sek
colon szovetében az IL-6, IL-8, ¢és a neutrofilek altal termelt S100A8, S100A9,
S100A12 szintek magasabbak. Az IL-8 receptort expresszalé neutrofilek szdma is
magasabb a CD-s biopszids mintdkban (258). A periférids vérmintakbdl nyert szérum
IL-17 szintek érdekes médon nem magasabbak, mint az egészséges kontroll egyéneké
(259).

Az IL-10-el kapcsolatos eredmények is igen jelentOsnek tinnek. Ez a cytokin a
gyulladdsos valaszt gatolja (260). Kimutattdk, hogy az intakt IL-10 receptor kozvetitette
véalasz nélkiil a Treg sejtek nem képesek a Thl7-es sejtek mucosa komponensek elleni
reakcidjat gatolni (261). Egyes ritka IL-10 funkcidvesztésével és IL-10 receptor
mutdciéjaval jaré variansok a VEO-IBD-vel hozhat6k 6sszefiiggésbe (262). Az IL-10 és
IL-10 receptor deficiens egerekben spontan colitis fejlodik ki (263). A szérumbdl mért

IL-10 értékek az aktiv CD és CU-esetében emelkedettek, mig remisszidban az
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egészséges kontrollok szintjéhez hasonléak (264). Mindezek a gyakori és ritka
varidnsok, valamint az egér és human eredmények konvergédldsara j6 bizonyitékok.

A TGF-B szerepe dontden a Treg sejtek aktivaldsa, ezéltal az antiinflammatorikus
jelvélasz beinditdsa. A TGF-B receptor szubsztratjaiként szolgdl6 Smad protein csalad
funkci6hibdi szintén kothetdk az IBD kialakuldsahoz. A TGF-8 jelétvitelt gatlé Smad7
emelkedett szintli jelenléte igazolddott az IBD-sek mucozdjiaban, és a mucozibdl
tisztitott T sejtekben (265). Ezzel szinkronban, CD-s betegek lamina propriajabél izolalt
mononukledris sejtek TGF-B1 termelése alacsonyabb volt, mint a kontroll mintdk
esetében mért érték (266). A Smad7 gatlasat tesztel trialok igéretes eredményeket
hoztak (72%-os vélasz szemben a placebo 17%-val), mely tovédbbi vizsgilatok
elinduldsat eredményezte (211). A szérumbdl mért TGF-B1 koncentracié értékek a
kezelésre reagdld betegek esetében emelkednek, mig a rezisztens esetekben ez nem
figyelhetd meg (267).

A TNFSFI15 (TL1A) egy TNF-szerli fehérje, melyet endothél sejtek termelnek
(268), és amely a T sejtekben kostimulal6 faktorként miikodik, és az IL-2 hatdsat erdsiti
fel, végsoé soron tehdt a gyulladdsos cytokin (pl.: TNF-a) termelést facilitdlja (269).
Emelkedett expresszidja IBD-ben a velesziiletett immunitds baktériumokra adott
felerdsitett valaszat valtja ki (270). Az eurdpai bennsziilott populdcidban megfigyelt
TNFSF15 varians az 4zsiai populdcidban is jelen van IBD-fenndlasakor, ezzel
populécidkon ativeld, a patogenezis szempontjabol kulcsfontossagu genetikai faktornak
tlnik (271).

Egy genetikai varians, mely olyan régiot érint, amely cytokin receptorok (IL-1 és
IL-18) egy csoportjat kddolja, megjelenik a CD és CU esetében is (235). Ez a muticid
az IL18RAP, IL18R1 és ILIR1 csokkent expresszidjat eredményezi a velesziiletett
immunitds sejtjeiben. A receptorok alacsonyabb expresszidja pedig az IL-18 és IL-16
cytokinekre adott valasz mértékét csokkenti, melyek mikrobidlis termékeknek vald
kitettség esetében szabadulnak fel (272).

Mivel a velesziiletett immunrendszer folyamatosan kapcsolatban all az adaptiv
immunrendszer mikodésével, igy szamos génvaridns, mely IBD-ben a velesziiletett
immunrendszer tagjait érinti, az adaptiv immunrednszer tagjaira is befolydst gyakorol.

Az adaptiv immunrendszerre direkt médon is haté genetikai faktorokra j6 példa

PTPN2 és a PTPN22. Azon CD-s betegek, akik PTPN2 varidnst hordoznak, emelkedett
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Thl és Thl7 illetve csokkent Treg marker szinteket mutatnak az intesztindlis
szovetdllomanyban, és a szérumban egyarant (273).

Az epithelidlis sejtfunkcidt befolydsolé génekkel kapcsolatban az X-box binding
protein 1 (XBP1) és ORMDL3 muticiéi tlinnek a legjelentdésebbnek, melyek a
selejtfehérje valaszban fontosak. Ez a folyamat foképp az ER-stresszben fontos, de az

autofdgidban is jelentds szerepe van (8, 274).

2.6 AT sejt aktivacio folyamata, kiilongs tekintettel a kalcium jelre

Ahhoz, hogy az immunrendszer megfeleléen tudjon miikddni, és az adaptiv
immunvdlasz sordn az antigént felismerni képes T sejtek klondlis expanzidja
megtorténjen, az adott sejtnek aktivdlédnia kell. Ennek legjellegzetesebb korai
momentuma a TCR antigénkotését kovetd foszforilacios kaszkad €s a kovetkezményes
kalcium influx. Enélkiil a folyamat nélkiil sem az adott sejt nem tud osztddni, sem a
cytokintermelése nem indul be.

A nyugvé T sejtekben a citoszolban 1évd kalcium koncentricié viszonylag
alacsony, és igen precizen szabdlyozott. Koriilbeliil 100 nM értéket vesz fel, mely az
aktivaciét kovetéen 1 puM-ra emelkedik. A folyamat (2. abra), mely ehhez az
emelkedéshez vezet, a TCR-hez kotott (275). A receptor monovalens, €s ellentétben a
B-sejtek receptordval, mely intakt antigén felismerésével aktivalodik, a TCR egyetlen
antigén koto helye a sajat APC-k MHC molekuldjdhoz kotott antigént ismeri fel, koti
meg.

A kotédés hatdsdra indulnak meg azok a jelatviteli folyamatok, melyek végsd
soron a T sejt aktivacigjaért felelosek. Els6 1épésként olyan tirozin-kindz fehérjék
aktivalédnak, mint az LCK és a ZAP70 ({-chain-associated protein kinase of 70 kDa),
melyek az SLP76 (SRC-homology-2-domain-containing leukocyte protein of 76 kDa)
és LAT (linker for activation of T cells) foszforilacigjat valtjak ki.

Ez a foszforilacié az ITK (interleukin-2-inducible T-cell kinase) TEC kinaz,
illetve a foszfolipaz Cyl (PLCyl) aktivacidjat valtja ki. Ehhez hasonléan, a G-fehérje
kapcsolt kemokin receptorhoz torténd kotddés a PLCR aktivaciéjahoz vezet. A PLCyl
€s PLCB a membrin foszfolipidek koziil a PtdIns(4,5)P2 (foszfatidylinositol-4,5-
biszfoszfat) hidrolizis€hez vezet, melybdl InsP3 (inozitol-1,4,5-trifoszfat) és DAG

(diacylglycerol) keletkezik.
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Az InsP3 kotddik az ER (endoplazmas retikulum) felszinén 1évd receptoraihoz
(InsP3Rs), mely az intracellularis raktarbol torténd, citoszolba irdnyuld kalcium
kidramldshoz vezet (276). A jelatvitel ezen fazisa tehat a kalcium jel els6 fazisanak
tekinthetd. Az ER kalcium szintjének csokkenése a STIM1 (stromal interaction
molecule 1) molekula dimerizaciéjahoz vezet, mely a plazma membranhoz vandorolva
kivaltja a CRAC (calcium-release-activated calcium) csatorndk megnyildsat, mely az
exrtacellularis médiumbdl torténd kalcium bearamlashoz vezet (277).

Ez a sejten kiviilrdl torténd kalcium influx a kalciumjel mésodik, fenntarté fazisa. A
magas kalcium szint a kalcineurin aktivdloddsat véltja ki a kalmodulin A és B
konjugalaséan keresztiil, mely végsd soron az NFAT (nuclear factor of activated T cells)
defoszforilacigjat indukalja. A defoszforildlt NFAT a nucleuszba penetrdl és kotodik
bizonyos gének (pl.: IL-2) prométer régidjdhoz, mely beinitja az adott sejt

aktivacidjanak tovabbi fazisait (278).
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2. abra: A T sejtek aktivacidja sordn bekovetkezd foszforilacids és kalcium jel

kaszkadsor (275).

A kalcium jel finomhangoldsa (hossz, lefutds, nagysag) tobb ponton keresztiil
torténik a lymfocitdkban. Ez elengedhetetlen ahhoz, hogy a kation mennyisége kelld
ideig magas maradjon ahhoz, hogy transzkripcids szintli véltozdst indukaljon,
ugyanakkor a sejtek negativ membranpotencialjat (kb. —60- =70 mV) ne boritsa fel.

Az intracelluldris raktdrak koziil az ER képes jelentds mennyiségli kalciumot

kivonni a citoszolbdl a SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca’t ATPase) csatornan
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keresztiil. A mitokondrium szintén képes az MCU (mitochondrial Ca* uniporter)
csatorndk segitségével viszonylag nagyobb kation mennyiséget felvenni (279). A
citoszolbol az extracellularis médiumba a PMCA (plasma membrane Ca** ATPase)
nevl kation csatorna transzlokalja a kalciumot annak sziikségteleniil magas mennyisége
esetén. Egyébként a kalcium magas koncentricidja a CRAC csatorndk miikodésére is
negativan hat, megeldzve a felesleges influxot (280). A fentieken kiviil, a
sejtmembranban taldlhatok azon kélium csatorndk, melyek jelen értekezés témdjat is
szolgaltatjadk. Ezek koziil kettd az, amely a legnagyobb szereppel rendelkezik. Ezek
koziil az egyik a fesziiltség kapuzott Kv1.3 csatorna, a masik a kalcium koncentracid
altal szabalyozott IKCal-es csatorna. Feladatuk, hogy a bedramlé kalcium ionok 4ltal
jelentett pozitiv iontobbletet a szintén pozitiv toltésti kdlium ionok sejtbdl torténd
effluxaval ellensilyozzak (275). Ezek részletes ismertetésére kiilon alfejezetben keriil
SOr.

Fontos megjegyezni, hogy az egyes szubpopuldciok eltérd kalcium bedramlds
kinetikdval jellemezhetéek (3. abra). A Thl-es sejtekre egy magas kiinduldsi csucs
jellemzd, melyet egy fenntart6 fazis kovet, amelyet tobb oszcillacié jellemez. A Th2
sejteket szintén magas kiinduldsi csics jellemzi, de ezutdn gyors csokkend fézis
kovetkezik. A Thl7-es sejtekre pedig a kezdeti magas csucs utdn egy Thl és Th2 sejtek

kozé tehetd, fenntart6 fazis jellemzd (281).
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3. abra: Az egyes T sejt szubpopulacidk kalcium bedramlés kinetikdja (281). Az
abran a Fura-2 kalcium szenzitiv fluoreszcens szonda MFI értékei az id6 fiiggvényében

vannak abrazolva. A kalciumjelet ionomycinnel indukaltdk.
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2.7 A kaliumcsatorndk szerepével kapcsolatos vizsgalatok eredménvei

Mivel a kélium csatorndk T sejt aktivacioban betoltott funkcidjukkal kapcsolatos
elsé vizsgdlatok igen régen torténtek, igy az elmult évtizedekben szamtalan kutatds
zajlott le az egyes patologids allapotokban betoltott esetleges szerepiik tisztazasanak
érdekében.

Az IKCal-es kalcium koncentrdcié medidlt csatornat eldszor 1958-ban irtak le
humén erithrocitdkon (282), majd 1997-ben Naomi és munkatdrsai azonositottdk a
hKCa4 gént, mely a kozepes ellendllasu, kalcium aktivalta kdlium csatornat kddolja
(283). A génrdl transzldlédott fehérje 427 aminosavbdl all és 6 transzmembrin
szegmenst formal, illetve az 5-0s €s 6-os domén kozott magat a pérust, melyen keresztiil
az ionaramlas torténik (4. dbra). A csatornafehérje C-termindlis vége a kalmodulinhoz
kotodik. Mikor az i.c. kalcium koncentracié emelkedik, a Ca** ionok a kalmodulin EF
karjahoz kotddnek, és végsd soron a csatorna nyitdsat valtjak ki (284). A csatorna
konduktancidja 12pS. A csatorna megnyildsa az intracellluléris kalcium koncentracid
Kd = 270+£8 nM értékénél kovetkezik be. Gyakorlatilag a nyugalomban 1évo T sejtek
~100 nM i.c. kalcium c.c.-jénél a csatorndk zarva vannak, mig a maximalis aktivitds
sordin a kb. 10x-re emelkedd c.c.-nél méar az Osszes csatorna megnyilik (285).
Ionszelektivitdsa a K+ ionhoz viszonyitva az aldbbiak szerint véltozik: K+ (1.0) > Rb+
(0.96) > NH4+ (0.17) > Cs+ (0.07). Grissmer és munkatarsainak adatai szerint a
csatorndk miikodése fesziiltség fliggetlen a -100-0 mV tartomanyban (286). T sejt
aktivacié hatdsara 10-25x mennyiségre novekszik meg a sejtfelszini IKCal-es csatorna
mennyisége. A nyugvo T sejtek felszinén ~20 csatorna taldlhatd, az aktivélt (mitogén
stimulélt) blasztokon viszont >500 expresszdlodik (286). Mésok nyugvo sejteken ~8,
mig aktivalt sejteken ~800 csatornat mértek (287).

A fesziiltség fiiggd kalium csatorndk a legnagyobb, 70 16kuszt magaba foglald
humdn kélium csatorna csoportot képviselik (288). El6szor ideg és izomsejtekben irtdk
le Oket. Bar a T sejtek felszinén tobb képviseldjiik is expresszdlodik, a Kvl.3-as,
fesziiltségfiiggd kaliumcsatorna funkcidja a legfontosabb. Nyugvd T sejtekben ~300
Kv1.3 csatorna expresszalodik. Aktivacié hatdsdra egyes adatok szerint 600, mig mas
adatok szerint 1500 csatorna is lehet sejtenként. (289). Az IKCal-es csatorndhoz képest
tehat kisebb mértékli csatornaszdm novekedésrol beszélhetiink az aktivacid hatdsara.

Ennek a csatorndnak a szerepe el6szor szintén nem a lymfocitdk, hanem a neuronok és
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izomsejtek kapcsan meriilt fel. DeCoursey és munkatarsai 1984-es kozleményében
vetette fel azt, hogy ezen ioncsatorndknak a T sejt mitogenezis folyamatdban is szerepe
lehet (290). Ugyanebben az évben, szintén a Nature-ben Matteson és munkatdrsai is
kozoltek egy Patch-clamp technikat a lymfocitdk K- csatorndinak mérésére (291). Ettdl
kezdve tobb vizsgélat is zajlott a csatorndkkal kapcsolatban. A csatornat kédolé génrdl
atirodott mRNS T sejtekben torténd jelenlétét, illetve a gén 12-es és 13-as
kromoszéman torténd lokalizacidjat Grissmer kutatdsa tisztdzta. Ez a kdlium csatorna 6
transzmembran domént tartalmaz, a negyedik doménen egy kevert tipusu ismétlddéssel.
A transzldlédott fehérje 63 842 Da silyu, és 6 transzmembréan szegmensbdl all. Az S4
szegmens szolgdl fesziiltségszenzorként, mig a P-hurok és az S6 szegmens a csatorna
porusat alkotjak (292). A csatorna konduktancidja 14pS, -26mV-os V1/2-ed aktivacids
értékkel €s 39msec (-60mV-on) deaktivacids értékkel rendelkezik (293).

A Kv1.3 B Kca3.1

P-loop

4. abra: A Kvl.3 (A) és az IKCal (B) csatorna felépitése. CaM: kalmodulin
(294).

Fontos megjegyezni, hogy a T sejt szubpopuldcidok a differencidlédasuk soran
eltéré Kv1.3 expressziés mintdzatra tesznek szert. Mig a naiv CD4+ T sejtek egyforman
tartalmazzdk a Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3 és Kv1.6 csatorndkat, az effektor CD4+ sejtek méar
csak a Kv1.3 csatorndkat expresszdljak, ezeket azonban 6x nagyobb mennyiségben. Az
anergidba keriilo T sejteken tjra megjelenik a Kvl.1 és Kvl.2, illetve esetleg a Kv1.6,
ugyanakkor a Kv1.3 csatorna mennyisége csupan 3x-os a naiv CD4+ T sejtek felszinén

mérhetd mennyiséghez képest (295).
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2.7.1 A kdlium csatorndk funkciomodositasnak lehetoségei

Mivel a fent ismertetett kaliumcsatorndk szerepe kulcsfontossdgi a T sejtek
mukodésében, igy mar viszonylag koran felmeriilt mddositisuk esetleges haszna
kiilonbozd kérallapotokban (296).

A csatorndkra eleve tobb fiziologids tényezd is hat (természetesen a mar
ismertetett kalcium és fesziiltség értékeken kiviil). A foszforilaz-kindz C (PKC) példdul
bizonyitottan stimuldlja a Kvl1.3 csatornat. A PKC gadtlasa a Kvl.3 funkcid
megvaltozasat is eredményezi (297). Ez a hatds az IKCal esetében is megjelenik (287).
A hypoxia akut esetekben (20 mmHg, 2 perc) 20%-al, hosszabb kitettség esetében (1%
Oy, 24 h) 47%-al csokkenti a Kv1.3 csatorna fehérje szintjét Jurkat sejtekben (298).
Erdekes médon az IKCal-es csatorndra a hypoxia nem hat (299). A csatornafehérije
tirozin-foszforilacidja szintén jelentds gatlast idéz el6 a mikodésben (300). A
sphingosine-1-foszfat €s a lysofoszfatidsav az IKCal-es csatornat képes aktivalni (301).
A hémérséklettel kapcsolatban a Kv 1.3 csatorndkrol kimutattdk, hogy bér az aktivacids
kiiszob, és a steady-state inaktivicio értéke azonos 22°C-on és 37°C-on, de az aktivécids
id6-konstans, 1inaktivacid, deaktivacid, és az inaktivaci6 aldli felszabadulas
hémérsékletfiiggd. Osszességében magasabb hémérsékleten erdteljesebb aktivacio
figyelhetd meg (302). A pH hatasa szintén figyelemremélt6. A csokkendé pH az
aktivacios kiiszobot magasabb értékek felé tolja el (303). Ezek a faktorok azonban,
ahogyan emlitettiilk is, fiziol6gids valtozasok. Az esetleges terdpids célként vald
alkalmazashoz specifikusabb gatldszereket kerestek a kutatok.

A legérdekesebb gatldészerek a skorpioméregbdl izoldlt peptidmolekuldk. Sok
potencialis skorpidovenombdl kinyerhet polypeptidrdl deriilt ki, hogy van IKCal gatlé
hatdsa (296, 304, 305). A Charybdotoxinrél (ChTx), (melyet a Leiurus quinquestriatus
mérgébdl izoldltak) igazolddott eldszor, hogy blokkolja valamennyi IKCa csatorna
mukodését, illetve a Kv1.3-as csatornara is hat, nanomoélos koncentracidoban. Tovabbi
skorpidméregbdl izoldlt toxinok a noxiustoxin, kaliotoxin, a dolgozat targyat képezo
margatoxin (MgTX), agitoxin-2, hongotoxin, HsTx1, maurotoxin, Pil, Pi2 és Pi3. A
tengeri rézsafajok koziil példaul a Stichodactyla heliantus-bol az ShK-t, a Bunodosoma
granulifera-bol a BgK-t izolaltak (306, 307). A kis molekuldjd inhibitorok kozé is tobb,

eltéro szelektivitasu és Kd értékili vegyiilet tartozik.
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A ChTx, kaliotoxin, MgTX, noxiustoxin €s agitoxin-2 szerkezetében kozos, hogy
konzervalt hiaromdimenziés szerkezettel rendelkeznek. Ezt a struktirit harom
diszulfidhid stabilizdlja, kivéve a HsTx, maurotoxin és Pil esetét, ahol négy
diszulfidhid taldlhat6 szerkezetstabilizdloként (308-314). A szerkezetekre jellemzo,
hogy 3 szdla anti-paralell B-sheet és egy a-hélix alkotja, mely hélix a 2-es és 3-as szdl
kozott helyezkedik el. A kaliotoxinban ez a szerkezet a hélix Cys14 és Cys18 kozotti
diszulfid hiddal, valamint a B-sheet 3. szdldban a Cys33 és Cys35 kozotti diszulfid
hiddal stabilizalodik. A MgTX-ben az a-hélix és B-sheet 2. szdlat 6sszekotd hurok 2
tovabbi molekula liganddal tobb, mint a kaliotoxinban €s az agitoxin-2-ben, illetve
ennek a huroknak a helyzete szintén eltér6 a ChTx-hez képest. (5. abra A, nyilakkal
jelolve) Ezek a kiilonbségek lehetnek a feleldsek az eltérd csatorna gatlds specifitasért
az egyes szerek kozott. A kaliotoxin csatornakoto felszine a molekula horizontdlis sikja
alatt elhelyezkedé Leul5 és Arg31 aminosavaknak tudhat6 be (5. abra C & E (310,
315). Az ShK (5. abra B, baloldalt) 2 rovid a-hélixet tartalmaz, mely a 14-19-es részt
(5. abra B teteje), a 21-24 részt (alul) és egy N-termindlis véget (mely egy kibovitett
részt tartalmaz, a 8-as molekularészig ér, és amelyet egy par Osszekapcsold csavar
kovet, mely a 3jp-es hélixre emlékeztet) fogja kozre. A BgK szintén tartalmaz két a-
hélixet, melyek az ShK-hélixétdl hosszra €s helyzetre kicsit kiilonboznek (az ShK hélixe
14-19 hosszusagdval hosszabb, mint a BgK 9-16-os hélixe), de Osszességében a két
molekula hasonlé. Az ShK csatornakotd felszine a molekula horizontélis sikja ald 16g,
és egy Argl és Phel5 kiséri (5. abra D és F) (306, 316). A skorpié toxinokhoz
hasonldan, az ShK egy centrdlis lizint tartalmaz (Lys22), és hasonldéan a kaliotoxin
Arg24-éhez, az ShK egy mdsodik, toltdtt molekularészt (Argll) is tartalmaz, mely a

toxin csatorndval valé kolcsonhatdsdhoz sziikséges (316, 317).
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5. abra: Toxin struktirak és kapcsolodas (296).

A: 5 skorpiotoxin strukturdjanak Osszehasonlitdsa. Kék:ChTx, siarga: NTx, piros: MgTX, narancssdrga:
KTx, zold: AgTx2.

B: A BgK és ShK szerkezete. Az ShK Lys22 és BgK Lys25 jelolve.

C: A KTx csatornakotd felszine (piros) és a szembeni oldala (sdrga). A Lys27 sziirkével jelolve. D: Az
ShK' csatorna-kotd felszine (narancssdrga) és szembeni oldala (sdrga). E: A KTx csatorna-kotd
felszine. A Lys27 sziirkével jelolve. F: Az ShK csatorna-kotd felszine. A Lys22 pirossal jelolve. G:
Az ShK (fehér) kot6édési konfigurdciéja a Kv1.3 kiilsé tubulusdval (zold). A nézet feldli
molekularészeket a szerzok eltavolitottak a képrol, a tobbi alegység mds zold drnyalattal lett jelolve az
atlathat6sag miatt. A Lys22 (sotétkék) benyilik a Kv1.3 pélusdba. A tobbi alegység szinkddjai: ShK:
Ile7 (vilagos zold), Argll (vilagos kék), Ser20 (narancssarga), Tyr23 (lila). Kv1.3: Asp386 (sarga),
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Asp402 (piros), His404 (magenta). H: A ChTx (fehér) kotddési konfigurdcidja az IKCal (zold)
csatorndhoz. A nézet feloli molekularészeket eltavolitottak a képrdl a lathatésdg miatt. Az oldallancok
szinkédjai: ChTx: Arg25 és Lys32 (cidn kék), Lys27 (sotétkék), Lys31 (vilagos kék) IKCal: Arg228
(kék), Glu227 (narancssarga), Tyr253 (lila), Asp239 (piros) (27).

Mindezek alapjan a szerkezetben meglévo eltérések ellenére, a tengeri rézsa és
skorpi6 toxinok csatornakotd felszinei hasonlé dimenzidkkal rendelkeznek (25A széles
és 8A mély), és hasonld ligandokat tartalmaznak a csatorndval val6 interakciéhoz.

Azok a tanulmdnyok, melyek high-troughput toxin eltdvolitds, *°Rb efflux
monitorozds, vagy membran potencidl assay segitségével vizsgdlodtak, dj generdcios,
nanomolaros Kv1.3 csatornagitlok azonositasdhoz vezettek. Ilyenek az 1-benzyl-4-
pentylimino-1,4-dihydroquinoline (318), a piperidin UK78282 (319), a C20-29-
[3H]dihydrocorreolide (diTC) (320), phenyloxoazapropylcycloalkdanok (321), és a
sulfimidebenzamidoindanok (322) (6. abra).

e
= Y

CP-339,818 (1) UK-78282 (2)
o
_CH, RL RS R6
0 N
g TNH H R2 R7
HO -
§ ra-y=={
R4 RS
sulfimidebenzamidoindane (4) phenyloxoazapropylcycloalkane (5)  clotrimazole (6) TRAM-34 (7)

6. abra: Néhany kismolekuldji K* -csatorna gatloszer (296).

Még ujabb kutatisok az IKCal-re nagy szelektivitidsi, nanomolos
koncentracioban is gétlo, triarylmetdn komponens, a TRAM-34 megalkotdsahoz
vezettek (323). Ezen kiviil a csatorna-toxin interakcidk pontos ismerete lehetdvé tette,
hogy kisebb moddositasokkal jelentdsen szelektivebb gatldszereket éllitsanak eld. Az
ShK, mely a Kv1.3, Kvl.1., Kvl.4 és Kv1.6 egyarant gitolja, médositdsa soran példaul
megalkottdk az ShK—Dalp22 nevil analégot, melyben a Lys22—t lecserélték a mesterséges,

rovidebb, pozitiv toltésti diaminopropionsavra (317). Ez a szdrmazék viszonylag

54



DOI:10.14753/SE.2017.2311

szelektiv a Kvl.3 csatorndra, és pikomolos koncentricioban is effektiv. Ehhez
hasonléan alkottdk meg a ChTx-Glu**t, mely a ChTx analdgja, és amelynek 30x
nagyobb affinitdsa van az IKCal-re mint a Kv1.3 csatorndra (316). Ehhez sziikség volt
annak felismerésére, hogy a ChTx Lys’*-je a Kv1.3 csatorna kiilsé részének negativ
t6ltésii részeivel reagalt, mely negativ részek az IKCal-ben nincsenek jelen. Igy a toxin
32-es helyzetébe torténd glutamét beépitése megsziintette ezt az affinitast, mely a
Kv1.3-hoz valé kotddéshez ugyan sziikséges, de az IKCal-hez valé kapcsoléddshoz
nem. Ezdltal ugy tudtdk csokkenteni a fesziiltségfiiggd csatorndhoz valé affinitdst, hogy
kozben az IKCal-hez val6 kapcsolddasi hajlam nem csokkent (296). Az IKCal és a
Kv1.3 csatorna gatloszereit azok Kd értékével a III. Melléklet tartalmazza.

2.7.2 A K'-csatorndk gdtldsdval kapcsolatos eredmények

Ahogyan azt kordbban mar ismertettiik, a human nyugvé T sejtek felszinén ~300
Kv1.3 és ~8 IKCal csatorna taldlhatd. A mitogén stimuldci6 hatdsira pedig dontéen az
IKCal-es csatorna expresszidja n6 meg. Ezekbdl az kovetkezik, hogy a nyugvd T
sejtekben a Kv1.3 csatorndk membréan potencidl fenntartd szerepe jelentdsebb, mig az
aktivalt sejtekben mindkét csatorna egyformén fontos.

Egy mar idézett kutatdsban a mitogén stimuldcié az IKCal csatorna expresszidjat
a sejtenkénti 8-rél 300-800 kozé emelte. Ugyanebben a kutatisban a TRAM-34 és a
clotrimazole ~5uM koncentraciéban mar eredményesen blokkolta a T sejt aktivaciot
(287). Egy masik vizsgdlatban a Sanguis draxonis, vagy kozismertebb nevén a
Séarkdnyvér hatéanyagat, a Loureirin B-t vizsgéltdk Jurkat sejteken, és azt az eredményt
kaptdk, hogy mind az intakt névénykivonat, mind a tisztitott hatéanyag gétolta a Kv1.3
expressziot, a kalcium bedramlast, illetve a phytohemaglutinin (PHA) indukalta IL.-2
termelO0dést (324). Egérvizsgalatokban Kv1.3 KO egerekben kisebb encephalomyelitis
eléforduldst talaltak (325). A cytokintermelésre kifejtett vizsgalatok szerint, a 18B-
glycirretinsav 10-100uM c.c. kozott gétolja a Jurkat sejtek Kv1.3 csatornait, illetve
annak expresszidjat is. Emellett a kalcium bedramléast is blokkolta, valamint a
sejtproliferaciét és az IL-2 termelést is (326). Masok a Diphenyl phosphine oxide-1
(DPO-1) alkalmazdsaval szintén Kvl1.3 blokkolast értek el, illetve a Jurkat sejtek
gatloszerekkel torténd inkubdcidja az IL-2 szekrécid koncentraciofiiggd gatldsat és a

kalcium bedramlast is csokkentették. Ugyanebben a kisérletben a MgTX és a ChTx is
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hasonlé hatést ért el (327). Az IKCal-es csatorna gatldsarol is édllnak rendelkezésre
eredmények. A TRAM-34 1uM c.c.-ben gitolta a lymfocitdk mitogén stimuldciot
kovetd IL-2 produkciéjat (16.6% IL-2+ sejt vs. 7.9% IL-2+ sejt TRAM-34 kezelés
mellett), illetve az IFN-y termeld képességét (17.6% IFN-y+ sejt vs. 9.5%+ sejt TRAM-
34 kezelés mellett). Ugyanez a vizsgalat az IKCal-es csatorna predomindns szerepére
hivja fel a figyelmet a Kv1.3 csatornaval szemben a cytokin termelést illetden (287). A
munkacsoportunk 4ltal kordbban rheumatoid arthritises (RA) és spondylarthritis
ankylopoieticdban szenvedd betegektdl nyert vérmintdkon végzett kisérlet eredményei
szerint a MgTX nem befolydsolta lényegesen a lymfocytdk IL-1b, IL-5, TNF-a, IL-
IRA és IL-6 szintjét. A TRAM-34 kezelés a TNF-0, és IL-1RA esetben jelentOs
csokkenést ért el, mig az RA-s mintdkban emelte az IL-1b és IL-5 szintet, az
egészségesesekben pedig csokkentette azokat (328).

Az immunszupressziv hatds jelentosége taldn a transzplanticid kapcsan a
legszembeotlobb, hiszen a graft versus host jelenség elkeriilésében minden olyan szer
érdekes és értékes, mely a lehetd legkevesebb mellékhatas mellett képes meggétolni a
kilokédést. Fontos azonban tudni, hogy a legtobb gétlészer in vitro kisérletek soran
keriil tesztelésre. Az in vivo alkalmazhat6sdgrol kevés informdcié 4ll rendelkezésre,
holott a gyakorlati alkalmazhat6sag csak ezen tesztek alapjan lenne megitélhetd.

Ennek kapcsan tobb K*-csatorna gétloszert is teszteltek in vivo. Ezek koziil a CP-
339818 nem kellden szelektiv, emiatt pedig igen toxikus. Blokkolja ugyanis a neuronok
ndtrium ioncsatorndit (329). Az UK-78282 a sziv és agy Kv1.4 csatorndit gatolja (319).
A phenyloxoazapropylcycloalkdnok €s a sulfimidebenzamidoinddanok a sziv Kvl.5
csatorndit gatoljak (321, 322). A Correolide a Kv1.3 mellett a Kv1.2, Kvl.4 és Kvl.5
csatorndkat is gétolja, nem elég jo az ordlis biohasznosuldsa, illetve a tengeri malac
kisérletekben az ileumban bélszakaszok gorcsos Osszehtizodasat valtotta ki az enterdlis
idegrendszer stimuldldsdn keresztiil (330). Az djabb genericiés correolide analdégok
ordlis biohasznosuldsa megfeleld, és az in vivo Kvl.3 csatorna gitlds eredményesen
szupresszalta a IV-es tipusu hiperszenzitivitast (331). A MgTX dltali immunszupresszio
szintén képes volt erre a hatdsra, bar az ileumra kiterjed6 gorcsos 6sszehizédasok ennél
a peptidnél is megjelennek. A kaliotoxin kapcsan igazolddott, hogy képes csokkenteni a
klinikai sdlyossdgot autoimmun encephalomyelitisben, mely a sclerosis multiplex egyik

modellje. A kisérlet sordn a T sejtek kalcium bearamlésa, IL-2, és TNF termelése is
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jelentdsen csokkent. Ugyanakkor, mivel a toxin a Kv1.3 mellett a Kv1.1 csatornédkat is
blokkolja, igy azt nem tudjuk, hogy a megfigyelt hatds az immunszupressziv (Kv1.3
blokdd) vagy a megerdsoddé neurotranszmisszié (Kv1.1 blokdd) hatdsdnak koszonhetd

(332).

2.7.3 A K -csatorndk és a kovetkezményes T sejt aktivdcids folyamatok szerepe az IBD
kialakuldsdban

Ahogyan azt a kordbbi alfejezetekben ismertettiik, az IBD immunrendszer
diszreguldcidhoz kothetd allapot, melyben a T sejt szubpopulédcidk kozotti egyensuly
felbomldsa kulcsfontossagu. Ebben a folyamatban a cytokineknek, és az azok
termel0dését befolydsold tényezOknek, igy a kdlium csatorndknak is kulcsszerepe van.
Eppen ezért tobb vizsgdlat is tortént a konkrét dsszefiiggések feltarasara.

Erdekes megfigyelés példdul, hogy a humdn lamina propria T sejtek csak
minimaélis proliferacioval reagalnak az antigén-receptoron keresztiil tortén6 stimulaciora
azonos egyén periférids lymfocitdiihoz képest. Ez a hyporeaktivitis az IBD soran
valészintileg felborul. A kalcium bedramlds az ép bélszovetbdl izoldlt T sejtekben
sokkal kisebb mértékli, mint a periféridas T sejtek esetében mért jel. Ehhez képest a
gyulladt mucozdbdl izoldlt T sejtek esetében fokozott kalcium influx jellemzd,
olyannyira, hogy majdnem eléri a periférids T sejtekben mért értékeket. Ugyanezen
tanumany azt is igazolta, hogy a kalcium influx a proliferdcidéval szoros dsszefiiggésben
all (333).

A CRAC-csatorndk géatldsa 0.1-10uM Synta 66-al koncentriciofiiggd moédon
csOkkentette az IBD-s (CD és CU mintdk egyardnt) lamina propria mononukledlis sejtek
IL-2, IL-17 és IFN-y termelését, de az IL-8 mennyisége nem valtozott (334). KCa3.17~
egerekben végzett kisérletek kimutattdk, hogy az IKCal-es csatorna mukodésének
hidnydban, a TCR stimulust kovetd kalcium influx és a kovetkezményes IL-2
felszabadulds csokkent. Ilyen esetekben a CD4+ lymfocitdk differencidléddsa ugyan
nem véltozik, de a Th1 és Th2 sejtek kalcium bedramlasa és cytokin termelése csokken,
mig a Th17 és Treg sejtek esetében nem tapasztalhaté véltozds. Ugyanezen sejtek
esetében az ShK gitolta az IL-17 termelést, mig a TRAM-34 nem. A rag2-/- egerekbe
(képtelenek érett T- és B sejt képzésre) torténd T sejt transzfiizié sordn megfigyelték,

hogy a normdl T sejt 4tvitel esetében gyakrabban alakult ki colitis mint a KCa3.17~

57



DOI:10.14753/SE.2017.2311

egerekbdl izoldlt, IKCal funkcidvesztett T sejt atvitel esetében (335). Egy
patkdnymodell kisérletben, ahol 2,4-dinitrobenzene szulfonsav (DNBS) indukalta
colitises allatokat vizsgéltak, az NS6180 IKCal gétlé hatdsara jelentdsen csokkentek az
IL-2 és IFN-y szintek, enyhén a TNF-a és IL-4 koncentraciok, illetve nem valtoztak az
IL-17 értékek. A csatornagétlas hatdsara a colon gyulladasa csokkent, illetve testtomeg
gyarapodds indult meg (336). Az IKCal csatorna szerepét hangsuilyozza, hogy az azt
kédolo, KCNN4 gén rs2306801 SNP-je egyértelmiien Osszefiigg a human populdcid
CD-kialakulasaval (337).

A Kv1.3 csatorndval kapcsolatos vizsgalatokbdl tgy tlinik, hogy ez a csatorna a
CU-s betegek esetében magasabb expresszionovekedést mutat, mint az IKCal-es
csatorna. Jelentdségét a patogenezisben tobb cikk is taglalja (338). Az expresszids szint
jol korreldl az IL-17A és TNF-o koncentracidkkal. A Kv1.3 és az IKCal-csatorndk
blokddja egyardnt jelent6s hatdst mutat (339). CD-s betegek esetében szintén a Kv1.3
csatorna emelkedett expresszidja igazolddott, mig az IKCal-es csatorna esetében
lényegi valtozds nem mutatkozott meg. A Kvl1.3 csatorna expresszidja szignifikins

korrelaciét mutat az endoszképos €s hisztoldgiai sulyossaggal (340).
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3 Célkitiizések

Vizsgdlataink sordn célunk volt, hogy:

1.

Megvizsgaljuk a gyermekkori Crohn-betegségben a korai T sejt aktivacio
soran végbemend kalcium bedramlds kinetikdt azonos kord, egészséges
kontrollokkal Osszehasonlitva azt. Ezaltal az esetleges eltéréseket szerettiik
volna felmérni.

Célunk volt még, hogy a hagyomanyosan kezelt Crohn-betegek mellett, az
infliximab kezelés hatdsat is megitéljiik a kalcium bedramlas kinetikéra.
Szerettiik volna tovabba a fent nevezett vizsgalatokat T sejt szubpopulacié
szinten mérni, igy nem csupan a lymfocitdk jelét detektdlni, de a Thl, Th2,
Tc sejtek jelvaltozasat szimultdn mérni.

Szerettiik volna tesztelni a kordbbi vizsgélatainkban igéretesnek tiind kalium
csatorna gitlo szereket, a margatoxint és a TRAM-34—et az esetleges
kalcium bedramlas kinetika médositdsa szempontjabol.

Szerettiik volna mérni az egyes szubpopuldciok Kv1.3 csatorna expresszidjat
is.

Munkédnk mésodik részében arra voltunk kivancsiak, hogy egyszerre négy
szubpopuldcié mérése is lehetséges-e tgy, hogy kozben a kisebb,
szofisztikéltabb véltozdsokat tovdbbra is nyomon tudjuk kovetni a kinetikus
mérések sordn. Ennek kapcsan célul taztiik ki, hogy a Thl, Th2, Th17 és
Treg sejtek jelolésével, és kalcium szenzorral vald feltoltésével, majd a
sejtek stimuldldsdval detektdljuk a kalcium jelvéltozdst, és megitéljik a
koztiik esetlegesen fenndlld kiilonbségeket egészséges személyek periférids
vérmintdiban. Ezekbdl a mérésekbdl nem csak arra szerettiink volna valaszt
kapni, hogy a mérések 1ényegi jelvesztés nélkiil elvégezhetéek-e, hanem arra
is, hogy a fent nevezett sejtpopuldcidk korai T sejt aktivicidja sordn a
kalcium bedramladsban tapasztalhat6-e kiillonbség,

illetve hogy ennek kinetikdja moddosithaté-e a kordbbi vizsgdlatokban is
alkalmazott kdlium csatorna gatlészerekkel.

Szerettiik volna tovabba a négy szubpopulacié Kv1.3 csatorna expresszidjit

is mérni.
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4 Modszerek

4.1 A Crohn-betegséggel kapcsolatos vizsgélat betegei

A vizsgédlatba bevont betegek a SE 1. szdmu Gyermekgydgydszati Klinika
Gasztroenteroldgiai osztalyardl vagy szakrendelésérél keriiltek bevdlasztasra. A
bevalogatds sordn a klasszikus modszerekkel (endoszkopia, hisztopatologia, vérkép)
diagnosztizalt Crohn-beteg gyermekeket vontunk be. A colitis ulcerosa és egyéb, GIT-et
érintd6 gyulladdsos/autoimmun eredetli diagndzissal rendelkezdket kizartuk a
vizsgalatb6l. A klasszikusan kezelt Crohn-betegek csoportjdba azon gyermekek
keriiltek, akiket azathioprin, 5-ASA, mesalazine kezelésben részesitettek, ugyanakkor
szisztémds szteroidkezelést nem kaptak. A sdlyos Crohn-betegek csoportjdba azok
keriiltek, akik nem reagdltak a hagyomdanyos kezelésre, PCDAI értékiik >30 volt, és
ezért inflixmab (Remicade®) indukcié valt indokolttd esetiikben. Ezen betegek elso
kezelés elotti, illetve 4. kezelés utani mintait elemeztiik. Kontrollmintaként azonos kor
€s nem megoszldsi gyermekeket vdlasztottunk, akik aspecifikus panaszokkal
jelentkeztek a szakrendelésen, de gyulladdsos elvdltozds nem igazolédott a
kivizsgaldsok sordn. A bevdlogatds kritériumainak valé megfelelést minden esetben
gyermekgasztroenterolégus ellendrizte, csakdgy, mint a periférids vérmintdk
begylijtését is.

Az egyes csoportok fontosabb adatait a rutin laboratériumi eredményekkel a II.

Tablazat tartalmazza.

4.2 A Thl7-es vizsgélat alanvai

A 4 T sejt szubpopuléci6 vizsgalatdhoz 14 egészséges, felndtt alanyt (6 férfi, 8 nd,
atlag életkor: 23,9) valogattunk be, tekintettel arra, hogy ujabb gyermekmintdk
beszerzése nem lett volna indokolt, hiszen az adott sejtcsoportok felndtt, periférids
vérmintdkban ugyanuigy jelolhetéek és vizsgalhatéak, ugyanakkor a mintavétel joval
kisebb ,,traumét” jelent a felndtt alanyoknak. A betegek személyes ismeretségi korbol,
onkéntes jelentkezés alapjan keriiltek kivalasztasra. Csak olyan egyénektdl gytijtottiink

mintdt, akiknél gyulladdsos vagy egyéb, immunmediélt folyamat nem meriilt fel.
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4.3 A periférias vérmintak begvijtésének modszertana

A mintavétel sordn a betegek/alanyok konyok/karvéndjabol a rutineljarasok
szerint 2x 9ml vért gyljtottiink Na-heparinos csévekbe (BD Vacutainer, BD Biosciences,
San Diego, CA, USA). A mintdk feldolgozdsa valamennyi esetben 8 Ordn beliil
megtortént. A feldolgozdsig hiités nem tortént. Az alanyok kivédlasztdsakor, a mintdk
gyljtésekor és feldolgozasakor a Helsinki Deklaracié legijabb mddositasaiban foglaltak

szerint jartunk el (341).

4.4 A Crohn-betegek kalcium bearamlas kinetikdjat mér6 protokollja

A periféridas vért Ficoll-ra (Ficoll Paque, Amersham Biosciences AB, Uppsala,
Sweden) rétegeztiik, majd 400 x g-n, 27 percig centrifugaltuk. Ezéltal standard stirliség
gradiens elvdlasztast alkalmaztunk. Az igy szétvalt periférids vér mononukledris
sejtréteget (PBMC) OGvatosan levdlasztottuk, majd két ismétlésben PBS-el (2 mM
KH,POy4, 9.5 mM Na,HPO,4.2H,0, 136.7 mM NacCl) 7 percig centrifugilva, kimostuk a
sejtek koziil a Ficoll maradékat. Ezt kovetden a pelletet mddositott RPMI-1640-es
médiummal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) reszuszpendaltuk. Az RPMI-1640
médium kalcium koncentricidjat kristalyos CaCl, hozzdadasdval 2 mM-ra éllitottuk,
hogy a fiziol6gids viszonyoknak megfeleld koriilményeket biztositsunk a sejtek
szdmdra.

A sejtszuszpenziét négy részre osztottuk az aldbbiak szerint:

e 650ul-Kontroll csd, nem tartalmazott gatlészert

e 650ul-TR cs6, 240 nM TRAM-34-et (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
adtunk hozza késobb

e  650ul-MG cs0, 4 nM margatoxint (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) adtunk
hozza késobb, illetve

e  100ul-VD cs6, anti-Kv1.3 FITC-csatorna antitestet adtuk hozza késobb.

Valamennyi cs6hoz hozzdadtuk az aldbbi sejtfelszini jeloléshez sziikséges
fluoroférokkal konjugdlt antitesteket: anti-CD4 PE-Cy7 (BioLegend, San Diego, CA,
USA), anti-CD8 APC-Cy7 (BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-CXCR3 APC
(BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-CCR4 PE (BD Biosciences). A VD cs6hoz
anti-Kv1.3 FITC poliklondlis antitestet (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) adtunk.

Ezt kovetben a mintdkat 30 percig sotétben inkubéltuk 24°C-on, majd a nem

kotddott antitestek eltdvolitdasa céljabol 7 percig centrifugdltuk, majd moédositott RPMI-
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1640-es médiumban reszuszpendaltuk a sejteket és hozzdadtuk az i.c. kalcium
detektdlasédra szolgdlo festékkeveréket. A kalciumjel mérésére 1:2 ardnyd Fluo-3 AM :
Fura Red (Biotium, Hayward, CA, USA) keveréket és 0.02%-os Pluronic F127
szurfaktanst (Molecular Probes, Karlsbad, CA, USA) alkalmaztunk. A két kalcium
szenzor egyidejli alkalamzasa azért elony0ds, mert mig a kalcium kotés hatasdra a Fluo-3
fluoreszencidja no, addig a Fura Red-€é csokken, igy az ardnymérés megval6sithaté. Ha
a két szenzor jelardnyat detektaljuk, akkor pedig az olyan apré kiillonbségek, melyek a
sejtek eltérd alap kalciumszintjébdl, alap fluoreszenciaszintjébdl vagy a sejtek
szenzorral vald feltoltésének kiillonbéségbdl addédnak, csokkenthetdek (342).

A mintdkat a keverék hozzdaddsitl szamitva 30°C-on 20 percig sotétben
inkubaltuk.

Ezt kovetéen 7 percig centrifugdltuk a mintdkat, majd a sejteket modositott
RPMI-1640 médiumban vettiik fel, mely egyben a mérési médiumot is jelentette. Az
egyes gatlészereket 15 (MgTX) és 10 (TRAM-34) perccel az adott minta mérését
megel6zden adtuk hozza a csovekhez.

A mérések sordn a 2 perc alapvonalat rogzitettiink, majd 20 pl Img/ml es
phytohemagglutinin (PHA)-t adtunk a mintdhoz és azonnal folytattuk a jeldetektaldst 15
percig. A PHA egy lektin, mely a TCR keresztkotésén keresztiill véltja ki a
sejtaktivaciot.

A kalium csatorna expresszi6 mérése soran nem kinetikus mérést végeztiink.

Egységesen 500.000 sejt detektédlasa tortént meg az ehhez sziikséges id6tdl fiiggetlentiil.

4.5 A T helper szubpopuldciok mérésének protokollja

Ezen protokoll esetében a mononukledris sejtek izoldldsa és a sejtszuszpenzidba
vitel, szétosztas a fent leirt modon tortént.

A sejtfelszini festés sordn az aldbbi fluoroférokkal konjugdlt antitesteket
alkalmaztuk:

anti-CD4 PE-Cy (BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-CD25 APC-Cy7
(BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-CXCR3 APC (BioLegend, San Diego, CA,
USA), anti-CCR4 PE (BD Biosciences), anti-CCR6 PerCP (BD Biosciences).

A mintdkat 30 percig sotétben inkubéltuk 24°C-on, majd a nem kotédott

antitestek eltdvolitdsa céljabol 7 percig centrifugéltuk a mintdkat, ezt kovetéen pedig
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modositott RPMI-1640-es médiumban reszuszpenddltuk a sejteket és hozzdadtuk az i.c.
kalcium detektdlasdra szolgdlé festéket. Ezen vizsgilat esetében az egyidejlileg
alkalmazott nagyszamu fluorofér miatt nem volt lehetdségiink a kordbban leirt Fluo3 —
Fura Red keveréket alkalmazni, csupan a Fluo-3 AM festéket 0.02% Pluronic F127-
jelenlétében.

A kalcium indikdtor hozzdaddsat kovetden 30°C-on 20 percig sotétben inkubdéltuk
a mintdkat, majd ismét centrifugdltuk azokat 7 percig. Ezt kovetéen a sejteket
moédositott RPMI-1640 médiumban vettiikk fel, mely egyben a mérési médiumot is
jelentette. Az egyes gatlészereket a kordbban mar ismertetettek szerint, 15 illetve 10

perccel a mérés eldtt adtuk hozza a megfelel6 mintdkhoz.

4.6 Az adatok értékelése

Az adatok értékelésére a kinetikus mérések sordn a munkacsoportunk daltal
kordbban kidolgozott, és tobb kordbbi vizsgélat sordn sikeresen alkalmazott algoritmust,
a FACSKin software-t alkalmaztuk. Ez az alkalmazds az idot, mint mérési paramétert is
figyelembe veszi, és a kivélasztott paraméter (jelen esetben az i.c. kalcium szint)
értékeire az 1d6 fliggvényében illeszt kiillonbozd fiiggvényeket. Ezek kozil a
fiiggvények koziil (konstans, logistic+, logistic-, double logistic+, double logistic-) az F-
teszt segitségével kivdlaszthatjuk azt, amelyik a legjobban illeszkedik a mérési adatokra.
Ezutén a kivalasztott fliggvény paramétereinek felhaszndldsaval, a klasszikus statisztikai
probak segitségével az egyes mintacsoportok objektiven Osszehasonlithatok (343). Az
algoritmus egyik elonye, hogy a kinteikus paraméterek esetén is képes eloszlast
szamolni az egyes mérések esetében. A Crohn-betegek adatainak esetében a double
logistic+ fiiggvényt alkalmaztuk az adatelemzésre (7. abra).

Ezen fliggvény esetében, a Starting value a kiinduldsi kalcium c.c. értékével all
Osszefiiggésben. A Slope at first 50% value a gorbe meredekségét adja meg a maximélis
érték felénél. A Time to reach maximum value azt az 1d6t jelenti, amely a maximaélis
érték eléréséhez sziikséges, a Maximum value a csucs kalcium c.c.-nek feleltethetd meg,
mig az AUC érték a mérés ideje alatt mért teljes kalcium mennyiség fliggvényében

valtozik.
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7. abra: A Double logistic+ fiiggvény jelen vizsgdlatban elemzett paraméterei.

A négy T sejt szubpopulédcié szimultdn vizsgdlat esetében a logistic+ fliggvényt
alkalmaztuk (8. abra). Ezen fiiggvény esetében a Time to reach 50% values annak az
1donek feleltethetd meg, mely a maximalis érték felének eléréséhez sziikséges. Az
ending value a mérési id6 végén mért kalcium c.c.-nek a fiiggvényében valtozik (egyben
a legnagyobb elért kalcium c.c.-t is jelzi), mig az AUC érték ezen fliggvény esetében is
a mérés teljes ideje alatt detektalt kalcium jelnek tudhaté be. Az eredmények résznél
ismertetésre keriil az alap kalcium jel is, mely gyakorlatilag a Starting value. Ezt csak a

gatloszeres kezelést nem kapott mintdk esetében adjuk meg.
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8. abra: A logistic+ fiiggvény jelen vizsgalatban elemzett paraméterei.

Az eltéré fliggvényhaszndlat oka abban rejlik, hogy az F-teszt az egyes
vizsgélatok esetén ezeket talalta a legjobban illeszkedOnek. Ennek oka lehet a kalcium

indikator(ok) eltérd alkalmazasa.

4.6.1 Az egyes szubpopuldciok gatelési stratégidja

A fent részletezett fiiggvényeket mindig az eldzetesen kigatelt szubpopuldcidk
kivalasztott paraméterére (jelen esetben kalcium jelére) illeszti az algoritmus, éppen
ezért fontos a megfeleld, koriiltekintd gatelés.

A Crohn-beteg vizsgélat sordn az aldbbiak szerint tortént a szubpopuldcidk
elkiilonitése:

A sejtek Forward (FSC) és Side (SSC) Scatter karakaterisztikdja alapjan, azaz
gyakorlatilag a morfoldgiai tulajdonsaguk alapjan kijeloltiik a lymfocitdkat. Ezen a
csoporton beliil aztan a sejtfelszini festés sordn alkalmazott, fluoroférokkal konjugalt
ellenanyagok sejtfelszini  kotddésének mértéke alapjan  kiilonitettik el a
szubpopuldcidkat.

A Tc sejteknek a CD4-CD8+ sejteket tekintettiik. Thl sejteknek a CDS-
CD4+CXCR3+CCR4-, mig Th2 sejteknek a CD8-CD4+CXCR3-CCR4+ sejteket
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tekintettiik. Az egyes sejtcsoportok kivalasztdsdnal hisztogramokat €s dotplotokat
alkalmaztunk.

A négy T sejt szubpopulicié egyideji mérésekor Thlsejteknek a
CD4+CXCR3+CCR4-, Th2 sejteknek a CD4+CXCR3-CCR4+, Thl7 sejteknek a
CD4+CXCR3-CCR4+CCR6+, mig Treg sejteknek a CD4+CD25" sejteket tekintettiik.

Ezen populéciok kijelolésénél szintén hisztogramokat és dotplotokat alkalmaztunk.

4.7 A statisztikai elemzések modszertana

A statisztikai elemzésekkor az adatok normalitdsanak vizsgélatdra a Kolmogorov-
Smirnov tesztet alkalmaztuk. Mivel adataink nem kovették a Gaussi eloszlast, igy nem
paraméteres statisztikai préobdkat hasznédltunk. A gyermekkori Crohn-betegség kalcium
bedramlds kinetikai vizsgédlatdnak paraméterenkénti eredményeit csoportonként
szubpopulédcids szinten a Kruskal-Wallis teszttel hasonlitottuk Ossze. A gatlészerek
hatdsdnak megitélésére Wilcoxon prébat alklamaztunk. A Kv1.3 expresszid
eredményeinek Osszehasonlitisira a Mann-Whitney U-prébat alkalmaztuk. A
korrelaciés vizsgalatokra a Spearman rangkorreldcids tesztet haszndltuk. A T sejt
szubpopulédcids vizsgalatok eredményeit paraméterenként, az egyes szubpopuldcidk
kozott a Mann-Whitney U-prébdval hasonlitottuk Ossze. A gatldszerek hatdsanak
megitélésére Wilcoxon prébat alkalmaztunk. A Kvl.3 expresszié6 eredményeinek
Osszehasonlitdsdra a Mann-Whitney U-prébat alkalmaztuk. Valamennyi statisztikai
elemzést 5%-os szignifikancia szinten elemeztiink a GraphPad Prism 5.0 Software

segitségével (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA 92037 USA).
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5 Eredmények

5.1 A gyermekkori Crohn-betegséggel kapcsolatos vizsgalatok eredménvyei

5.1.1 A fontosabb hdttérinformdciok és a rutin laboratériumi paraméterek adatai

A vizsgédlatba vont gyermekek esetében a kort illetéen szignifikans kiilonbség
nem igazoldédott, igy valamennyi csoportra azonos datlagéletkor volt a jellemzd. A
nemek megoszladsdban ugyan vannak kiilonbségek, kiilondsen a hagyomédnyosan kezelt
betegcsoportban, ugyanakkor ez dontden a rendelkezésre allé beteganyagnak tudhaté
be. A nemek kozti megoszlds masodlagos szempont volt a kutatdsban, a mar elégséges
lany résztvevok szdmara hivatkozva nem zartunk ki tovabbi alanyokat.

Eredményeink alapjdn lathat6, hogy a vizsgdlatba vont egészséges, kontroll
gyerekekhez képest a hagyomanyos kezelésben részesiild betegcsoport CRP értékei
ugyan enyhén emelkedettek, ugyanakkor szignifikans kiilonbség nem igazolodott. A
sulyos, hagyomdnyos kezelésre nem reagild, els6 IFX-kezelés eldtt all6 betegek
csoportjdban a 31 mg/L medidn érték igazolja a betegség progresszidjat/akut fazisat,
melyet a negyedik kezelés utdn vett mintdk esetében szignifikdnsan alacsonyabbnak
talaltunk (median: 1,5 mg/L).

Jelentds kiilonbség volt megfigyelhetd a neutrofil granulocita és lymfocitaszam
esetében is. Ezen paraméterek esetében az egészséges, kontroll gyerekekhez képest
szignifikdnsan magasabb értékeket tapasztaltunk valamennyi betegcsoport esetében. A
kiilonbség ugyanakkor a hagyoméanyosan kezelt illetve a hagyomanyos kezelésre nem
reagdld, els6é IFX-kezelés elott all6 betegek kozott nem volt statisztikailag igazolhato,
igy a betegség sulyossdgdval ezen paraméterek nem véltoznak ardnyosan. Az IFX
kezelés szintén nem volt képes jelentdsen csokkenteni ezen paraméterek emelkedett
értékeit. A betegség aktivitasat jelzo szarmaztatott paraméter (PCDALI) értékei igazoltak
a csoportba sorolds validitdsat, hiszen a hagyomdanyos kezelésben részesiilok 10-es
medidn értékéhez képest a terdpia rezisztensek 36-os medidn értéke szignifikdnsan
magasabbnak bizonyult. Az IFX-kezelés hatdsossagat jelzi, hogy a negyedik IFX-
kezelés utdni mintdk esetében az egészséges, kontroll csoport esetében mért szintre
csokkent az érték, jelezve hogy sikeriilt remisszioba vinni a betegeket. A
fehérvérsejtszam és a trombocitaszdm esetében nem tapasztaltunk szignifikans

kiilonbséget.
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II. Tablazat: A gyermekkori Crohn-betegség vizsgalat csoportjainak fontosabb

adatai és a relevans rutin laboratériumi paraméterei.

Egészséges Hagyomanyos Elsé IFX- Negyedik IFX-
kontroll kezelés kezelés elott kezelés utan
n=12 n=23 n=6 n=6
Eletkor (év) 13 15 16 16
[10-16] [9-17] [14-17] [14-17]
Nem 5/7 9/14 3/3 3/3
(fiti/lany)

C- reaktiv 2 6 31 1.50°
fehérje [1-3] [0-24] [8.75-41.25] [0.25-5.75]
(mg/L)

Fehérvérsejts 6.50 6.70 9.70 6.00
zam (G/L) [5.53-7.15] [5.90-9.20] [6.28-12.38] [4.80-9.60]

Neutrofil 49.90 61.40% 73.60° 69.30°

granulocita [47.50-57.20] [58.60-66.60] [66.40-79.23] [65.18-74.63]
(Fehérvérsejts

zam %-a)

Lymfocita 38.50 21.30% 18.60° 20.25°
szam [34.70-43.70] [18.20-28.90] [13.85-20.88] [16.65-26.10]

(Fehérvérsejts

zam %-a)

Trombocita 374 401 465 342

szam (G/L) [325-396] [294-565] [429-584] [287-378]

Pediatrics - 10 36° 0°
Crohn’s [5-35] [35-39] [0-7.5]
Disease

Activity
Index

Az adatok medidn [IQR] formatumban szerepelnek. a: p < 0.05 vs. Egészséges kontroll, b: p < 0.05 vs.

Hagyomdnyos kezelés, ¢ p < 0.05 vs. Els6 IFX-kezelés el6tt
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5.1.2 Avizsgdlt sejtpopuldciok megoszldasdval kapcsolatos eredmények

A vizsgalatok sordn értékelt adatok alapjan a Tc, Thl és Th2 sejtek lymfocitdkon
beliili %-os megoszldsa sem egymdshoz képest, sem az egyes csoportok kozott nem
mutat szignifikans eltérést (IIL. Tablazat). Ugyanakkor az adatok alapjan lathat, hogy
mig az egészséges kontroll €s a hagyomanyosan kezelt csoportok kozott csak minimalis
eltérés van, €s ugyanez igaz a hagyomdnyosan kezelt és elsé IFX-kezelés elotti
csoportra is, addig az elso elotti és a negyedik IFX-kezelés utani csoportok kozott a Thl
€s Th2 sejtcsoportok szdzalékos megoszldsa jelentdsen eltér. Mindkét szubpopulédcid
esetében a negyedik IFX-kezelés utdni adatok a magasabbak. Ha a Th1/Th2 ardnyt
vizsgaljuk, akkor jol lathat6, hogy a betegcsoportok az egészséges kontroll alanyokhoz
képest jelentdsen magasabb értéket mutatnak. Ez dontéen a Thl-es sejtek szdmanak
emelkedéséb6l adddik. Erdekes médon az ardnypdr nem mutat tovabi emelkedést az

IFX-kezelés elotti mintdk esetében, illetve az indukcids kezelés sem mérsékli azt.

III. Tablazat: A Tc, Thl, Th2 szubpopulédciok lymfocitdkon beliili szdzalékos

megoszlasa. Az adatok medidn [minimum-maximum] formatumban.

Egészséges Hagyomanyosan Elsé IFX- Negyedik IFX-
kontroll kezelt kezelés elott kezelés utan
Tc%/lymfocita 17,6 17,3 17,5 20,7
[0,5-29,9] [0,2-38,6] [3,5-23,3] [3,2-31,6]
Th1%/lymfocita 10,7 17,9 21,8 33,1
[0,5-30,8] [0,3-49,3] [2,1-39,3] [2,0-43,9]
Th2%/lymfocita 14,00 9,1 13,7 19,5
[0,9-31,6] [0,4-49,4] [1,2-23,7] [3,2-44,5]
Thl h2
%/Th2% 0,77 1,97 1,59 1,69
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5.1.3 A kalcium bedramlds kinetikdval kapcsolatos eredmények

Eredményeink alapjin az egészséges, kontroll alanyok gitlészer mentes mintdiban
az egyes mérési paraméterek esetében szignifikans kiilonbség nem mutathaté ki a
vizsgélt T sejt szubpopulacidk kozott (IV.A Tablazat). Ez azt jelenti, hogy az aktivalas
eldtti, nyugvé allapoti sejtek i.c. kalcium szintje azonos a cytotoxikus, Thl és Th2
sejtekben, ahogyan azt a Starting value értékek is mutatjdk. Az aktivicié hatdsara
kivaltott kalcium influx altal eldidézett csucskoncentracié (Maximum value) szintén
nem kiilonbozik lényegesen a 3 szubpopuldcié kozott. Az id6beni valtozasok
mindségére leginkabb utalé két paraméter, a Time to reach maximum és a Slope érték
sem mutat szignifikdns differenciat, tehat a kalcium bedramlds idébeni lefutdsa is
kalcium mennyiséget reprezentdlja, szintén hasonld volt a szubpopuldciok kozott, igy a
sejtek altal, a korai aktivdcié sordn bedramld kalcium mennyiség is egységesnek
tekinthetd.

A MgTX és TRAM-34 kezelés hatdsa ezen paraméterekre nem volt jelentds. A
cytotoxikus sejtek esetében egyaltalin nem volt szingifikdns kiilonbség kimutathato,
mig a MgTX hatdsdra a Th2 sejtek Slope értékei enyhe csokkenést mutattak. A TRAM-
34 4ltal torténd kalium csatorna gatlds a Thl-es sejtekben a Start- és AUC értékeket
csokkentette, mig a Th2-es sejtekben a MgTX-kezeléshez hasonldan, a Slope értékek
csokkentek. Ezek a kiillonbségek azonban a késobb ismertetésre keriild,
betegcsoportokban kivaltott médositashoz képest elhanyagolhatéak.

A hagyomanyosan kezelt Crohn-beteg alanyok gatldszermentes mintdiban
jelentOs eltérés igazolddott, mind az egyes szubpopulaciok kozott, mind az egészséges,
kontroll alanyok értékeihez képest. Bar a Tc és Thl sejtek értékei nem véltoztak
szignifikdnsan, a Th2 sejtek Starting, Maximum és AUC értékei a Tc sejtekhez képest
szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak. A Maximum és AUC értékek a Thl-es
sejtekhez képest is szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak, mig a Starting, Slope és
AUC értékek az egészséges, kontroll alanyokhoz képest voltak szingifikdnsan
magasabbak, ezzel a Th2 funkciondlis predominanciat sejtetve. A kdlium csatorna gatlé
kezelések hatdsara a Th2 sejtekben megfigyelt fokozott kalcium bedramlas jelentdsen
mérséklédott, az egészséges, kontroll alanyok szintjének kozelébe csokkentve az

értékeket. A MgTX adltali gatlds a Time to reach maximum paramétert leszdmitva
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valamennyi, mig a TRAM-34 kezelés az 0sszes vizsgalt paraméter esetében szignifikans
csokkenést eredményezett. A gitlds szelektivitdsara utal, hogy a betegég éltal kevésbé
érintett Tc €s Thl szubpopuldcidk értékeit nem modositottdk lényegesen a vizsgalt

farmakonok.
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IV.A Tablazat: Az egészséges és hagyomanyosan kezelt Crohn-beteg alanyok
kalcium bedramlas kinetikai eredményei.

Starting Maximum Time to Slope at first AUC
value value reach 50% value MFI/10°
MFI/10 MFI/10 maximum
220 235 400 41 136
5 S | [163-285] [176-320] [339-830] [11-119] [103-187]
2 _ 226 234 397 301 140
= £ | [136-332] [139-364] [54-837] [1-10321] [95-201]
o o 194 391 645 3258 168
— S | [125281] | [134-2919] | [131-2865] | [105-175245] [77-563]
£ 185 195 609 351 110
5 S | [107-297] [110-327] [0-982] [3-24268] [65-169]
2 2SS | = 192 225 534 24 128
$ |25 £ | [106-299] [115-384] [264-964] [10-1726] [66-183]
g T a 181 214 525 20° 118
') £ | [108-301] [118-397] [263-982] [4-479] [68-186]
R 165 204 548 18 114
I o L2 | [144-209] [182-231] [490-859] [10-62] [103-132]
<= | - 152° 196 480 26 102°
z3 £ | [133-194] [171-241] [344-840] [22-37] [97-130]
=R 158 261 417 39° 126
= | [137-197] [193-265] [379-864] [14-57] [106-140]
252 325 400 106 157
5 S | [169-377] [181-822] [0-1481] [6-25345] [106-391]
2 _ 203 340 531 69 178
k= £ | [120-854] | [171-1099] [0-1864] [2-10262] [102-411]
g ~ 394 1094*° 804 123¢ 338"
2 = | [145-1413] | [148-2588] | [10-4393] [5-19105] [132-1054]
S 223 260 457 577 145
—: S| [116-628] [136-744] [16-1040] [0-33111] [70-435]
S |lsg | = 193 229 415 97 127
& | 2§ [ £ | 1108552 [115-663] [10-839] [1-3126] [66-374]
£ ~ o 216° 246° 442 31° 135°
& £ | [107-689] [113-815] [42-895] [1-5402] [65-413]
= 247 377 516 522 188
I LS| [11-678] [31-931] [5-1246] [464-7403] [104-525]
- = [ 232 289 560 174 170
=3 £ | [15-619] [31-754] [23-761] [1-2491] [9-414]
Bl 223° 307° 405 170° 169°
£ | [146-570] [191-782] [28-1698] [13-30706] [97-431]

Az adatok medidn [IQR] formatumban. “:;p<0,05 vs. azonos sejttipus, azonos csoport, azonos csatorna
gatloszeres kezelés Tc sejtek értékei; *: p<0,05 vs. azonos sejttipus, azonos csoport, azonos csatorna
gatlszeres kezelés Thl sejtek értékei; “:p<0,05 vs. azonos csoport eltérd csatorna gatloszeres kezelés
kontroll mintdinak, azonos sejtpopuldciéjanak értékei; *: p<0,05 vs. Beteg csoport csatorna gatlészeres
kezelés mentes mintdinak, azonos sejtpopuldcidinak értékei vs. kontroll csoport csatorna gatloszeres
kezelés mentes mintdiban, azonos sejtpopuldciéban mért értékei

A hagyoményos kezelésre nem reagdld, elsé IFX-kezelés elott allo betegek

gatlészer mentes mintdiban azt tapasztaltuk, hogy a Tc és Thl sejtek kalcium bedramlas
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kinetikai paraméterei tovdbbra sem valtoztak lényegesen az egészséges, kontroll
alanyokban mért értékekhez képest, illetve a hagyomdnyos kezelésre reagdld
betegekben tapasztalt értékekhez képest sem (IV.B Tablazat). Ezzel szemben a Th2
sejtek esetében szinte valamennyi paraméter szignifikdnsan magasabb értéket mutatott a
Tc és Thl sejtekhez képest. Ezzel gyakorlatilag igazolédott az a fokozott Th2 sejt
miikodés, mely a hagyomanyosan kezelt betegcsoportra is jellemz6 volt (9.A abra). A
betegség sulyossdganak novekedésével azonban a mért értékek itt is magasabbak voltak
(hagyomanyosan kezelt csoport AUC: 338 vs. Elsé IFX-kezelés elotti csoport AUC:
709).

Ezt a kiugréan magas kalcium bedramlés kinetikat a gétloszerek — a MgTX és
TRAM-34 kezelés egyarant — szignifikdnsan csokkentették. Ennek hatdsdra a
szubpopuldcidk kozotti kiillonbség a gatloszerek alkalmazasat kovetden mar nem volt
igazolhat6 (9.B abra).

A negyedik IFX-kezelést kovetd mintdk esetében azt tapasztaltuk, hogy az
indukci6 hatdsdra a kordbban emelkedett kalcium bedramlés kinetikai paraméter értékek
normalizdlédtak, igy a tovdbbiakban a szubpopuldciok kozott szignifikans kiilonbséget
nem tudtunk igazolni. A MgTX és TRAM-34 kezelés ezen mintdk esetében tovabbi
lényeges csokkenést nem tudott kivéltani (9.C abra), egyediil a TRAM-34 kezelés
csOkkentette a Time to reach maximum érétkeket a Th1 és Th2 sejtekben, ugyanakkor a

kiilonbség a kordbban ismertetett valtozasokhoz képest minimalisnak mondhaté.
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9. dbra: Az egyes betegcsoportok és K* -csatorna gétlészeres kezelésen atesett
Th2 sejtek kalcium bedramlds kinetikdja. Az dbrdk 1-1 reprezentativ alany mintdinak

értékeit mutatjik.
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IV. B Tablazat: Az els6 IFX-kezelés elott és negyedik IFX-kezelés utan mért kalcium

bedramlas kinetikai eredményei .

Starting Maximum Time to Slope at first AUC
value value reach 50% value MFI/10°
MFI/10° MFI/10° maximum
359 473 1181 2912 216
5 2 | [296-509] [347-552] [173-9754] [83-84815] [201-322]
2 — 400 436 475 2665 236
= £ | [330-566] [393-583] [268-792] [81-21390] [199-283]
= g ~ 1023* 2233*° 721 8531° 709"
E £ | [100-2597] | [1176-2621] | [165-4863] | [156-129330] | [279-1572]
£ 384 434 3052 1973 248
g 2 | [286-576] [384-1020] [970-5166] [17-19542] [204-346]
T | ES — 329 393 583 90 203
S = | [257-493] [361-550] [328-5114] [30-4543] [157-296]
N ~ 340° 387° 1063 59° 213¢
= = | [272-614] [364-798] [136-2005] [25-10837] [169-328]
g 466 499 962 404 258
Z |3z e [1-641] [2-690] [540-6084] [5-13650] [1-385]
2|22 _ 399 407 1004 710 241
= %2 = [2-669] [2-805] [405-2049] [23-4167] [1-513]
=) o 432° 455° 947 3187° 263°
= [1-617] [10-794] [717-1197] [1-7725] [5-375]
264 304 456 423 174
5 e [71-545] [117-367] [309-3979] [4-1425] [63-600]
2 — 260 276 524 81 155
= = [127-495] [154-315] [0-1632] [2-10178] [83-187]
g ~ 546 904" 509 195¢ 293¢
e = | [216-1136] [306-1813] [393-670] [21-1146] [170-894]
2 247 201 572 2797 147
g S [87-606] [94-668] [441-726] [294-19249] [56-421]
E|¥g _ 237 213 364 30 153
g o = = | [162-402] [88-320] [271-428] [8-63] [105-280]
N =< o 247 244 401 31 146
g = | [162-390] [88-551] [0-2100] [6-81] [50-298]
o 258 340 588 1493 145
SEI- I 2 [92-433] [97-1488] [0-984] [38-6093] [58-264]
== = — 254 259 382" 1276 155
- ok = [74-496] [91-512] [268-15344] [32-3517] [51-298]
i) ~ 266 292 359" 908 159
= [77-712] [90-2312] [287-1233] [21-17080] [51-242]

Az adatok medidn [IQR] formdtumban. *:;p<0,05 vs. azonos sejttipus, azonos csoport, azonos csatorna gétloszeres kezelés Tc
sejtek értékei; *: p<0,05 vs. azonos sejttipus, azonos csoport, azonos csatorna gatlészeres kezelés Thl sejtek értékei;
¢:p<0,05 vs. azonos csoport eltéré csatorna gatlészeres kezelés kontroll mintdinak, azonos sejtpopulaciéjanak értékei; *:
p<0,05 vs. Beteg csoport csatorna gitlészeres kezelés mentes mintdinak, azonos sejtpopuldcidinak értékei vs. kontroll

csoport csatorna gatloszeres kezelés mentes mintdiban, azonos sejtpopuldciéban mért értékei
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5.1.4 A Kvl.3-csatorna expresszio mérésének eredményei

Meérési eredményeink alapjan lathatd, hogy az egészséges, kontroll alanyok mintdiban a
T sejt szubpopulédcidk kozott nem volt kimutathaté szignifikdns kiillonbség a Kv1.3-csatorna
expresszidjaban (V. Tablazat). A hagyomanyosan kezelt Crohn-betegek esetében
szignifikdnsan magasabb expressziot mértiink a Th2 sejtek felszinén, mely a kalium csatorna
fokozott szerepére utal ezen kérképben.

A hagyomadnyos terdpidra nem reagdlé betegek esetében szintén sokkal magasabb
értékeket mértiink a Th2 sejteken, ugyanakkor a mintdnkénti nagy variabilitds miatt itt
statisztikai kiilonbséget nem tudtunk igazolni. Az azonban l4that6, hogy a negyedik IFX-
kezelés igen jelentOsen csokkentette ezen értéket- gyakorlatilag a harmadara mérsékelte a

Kv1.3 expressziot.

V. Tablazat: Az egyes vizsgélati csoportok Kv1.3 csatorna expresszidja.

Egészséges, kontroll Hagyomanyosan kezelt
Tc Thl Th2 Tc Thl Th2
152 91 160 154 179 358%°
[37-326] [15-669] [10-1194] [52-683] [52-1191] [67-1315]
Elso6 IFX-kezelés elott Negyedik IFX-kezelés utan
Tc Thl Th2 Tc Thl Th2
235 165 327 129 122 99
[184-584] [87-1230] [86-413] [87-1007] [49-983] [48-178]

Az adatok anti-KV1.3 MFI dimenziéban, medidn [IQR] formatumban.a:p<0,05 vs. azonos sejttipus, azonos
csoport, Tc sejtek értékei; b: p<0,05 vs. azonos sejttipus, azonos csoport,Thl sejtek értékei
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5.1.5 Az osszefiiggés vizsgdlatok eredményei

A Spearman rangkorrelicié eredményei alapjan, az egyes rutin laboratériumi
paraméterek és a kalcium bedramlds kinetikai paraméterei kozott jelentds Osszefiiggés
mutathaté ki. A korrelaciés térkép (10. abra) szinkédokkal jelzi azt, hogy mely paraméterek
kozott milyen irdnyd €s mennyire erds Osszefiiggés mutathato ki. A fehér szin arra utal, hogy
nincs Osszefiiggés. Minél sotétebb kék két paraméter metszésénél 1évO négyzet, anndl erdsebb,
negativ Osszefiiggés all fenn koztiilk, minél sotétebb voros két paraméter metszéspontjaban
1év6 négyzet, anndl er0sebb pozitiv Osszefiiggés all fenn.

A C-reaktiv protein szignifikdns, erds Osszefiiggést mutat a fehérvérsejtszammal,
neutrofil granulocitaszdmmal, trombocitaszammal, és PCDALI értékkel. A kalcium bedramlds
kinetikai paraméterei koziil a Tc és Thl-es sejtek Time to reach maximum paramétereivel
mutathaté ki 0sszefiiggés. A neutrofil granulocitdk mennyisége a C-reaktiv protein értékén
kiviil a lymfocitaszammal és a Tc AUC, Thl Starting és a Thl Time to reach maximum
értékekkel korrelalt. A lymfocitaszdm a Thl sejtek Time to reach maximum értékével és a
Th2 sejtek Starting values és AUC paramétereivel mutatott szignifikdns Osszefiiggést. A
PCDALI érték, mely taldn a legérdekesebb az Osszefiiggésvizsgalatok szempontjabol, hiszen a
betegség aktivitisdnak objektiv mérdszama, egyediil a Thl sejtek Time to reach maximum
értékével mutatott Osszefiiggést. Ezek alapjan csak esetlegesen fenndllé Osszefiiggéseket
taldltunk, tendencidt az egyes rutin laboratériumi paraméterek kalcium influx kinetikai
értékeivel nem tudtunk igazolni. A kalcium bedramlds kinetikai paramétereinek
Osszefiiggésvizsgdlatai kapcsdn az egyes szubpopuldcidk Starting value, Maximum value és
AUC értékei kozott erds, pozitiv Osszefiiggés igazolddott. Ez azt jelenti, hogy ahol magas a
kiindulési citoplazma kalcium koncentricid, ott a maximalis kalcium cstcs, illetve a mérés

ideje alatt detektalt teljes kalcium mennyiség is nagyobb.
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Th2 Time to reach maximum
Th2 Slope at first 50% value

Th1 Time to reach maximum
| | | Th2 AUC

Tc Time to reach maximum
Tc Slope at first 50% value
] ] Thi Slope at first 50% value

Tc AUC
Th2 Maximum value

PCDAI

Tc Starting value

Tc Maximum value
Thl Starting value
Th1 Maximum value
Thl AUC

Th2 Starting value

PCDAI

Tc Starting value

Tc Maximum value

Tc¢ Time to reach maximum
Tc Slope at first 50% value
Tc AUC
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Thl Maximum value
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| ] Th2 Time to reach maximum
|| Th2 Slope at first 50% value
Th2 AUC

[ [

I

10. abra: A rutin laboratériumi paraméterek és kalcium bearamlas
kinetikai értékeinek korreldcids térképe.
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5.2 A négy 16, T helper szubpopulacid szimultdn vizsgalatanak lehetoségét vizsgald kutatas

eredményei

5.2.1 A vizsgdlt sejtpopuldciok megoszldsdval kapcsolatos eredmények

A négy szubpopulédcié egészséges alanyokbol mért, CD4+ sejteken beliili megoszlasa
jelentds eltéréseket mutat (VL. Tablazat). A legkisebb, 4.7%-os értéket a Th17-es, mig a
legmagasabb, 27.2%-os prevalenciit a Th2 sejtek mutatjadk. A Thl, Th17 és Treg sejtek is

szignifikdnsan alacsonyabb mennyiségben vannak jelen, mint a Th2 sejtek.

VI. Tablazat: A vizsgalt szubpopulaciok CD4+ sejteken beliili prevalenciaja.

Th1%/CD4+ | Th2%/CD4+ | Th17%/CD4+ | Treg%/CD4+
11,5 27,2 4,7 8,1"
[2,8-34,7] [11,1-70,2] [1,4-34,8] [2,1-45,1]

Az adatok medidn [minimum-maximum] formatumban. a: p<0.05 vs. Th2 sejtek

értéke

5.2.2 A kalcium bedramlds kinetikai pramétereinek eredményei

A szubpopulécié szintli mérési eredményeink alapjén l4thatd, hogy bar az alap kalcium
szinteket vizsgdlva a négy T sejt tipus kozott szignifikans kiillonbség nem volt kimutathat6, a
Th17-es sejtek mutattdk a legalacsonyabb értéket. Az AUC értékek esetében a Thl-es
sejtekhez képest, a Th2, Th17 és Treg sejtek mind szignifikdnsan alacsonyabb 6ssz.kalcium
értékeket vettek fel a mérések 15 perce sordn (11.abra). Az end érték, mely a mérések végén
detektalt kalcium koncentricidt reprezentdlja szintén a Thl-es sejtek esetében a legmagasabb.
Erdekes médon a Time to reach 50% value érték azonban nem a Thl-es, hanem a regulatoros
T sejtek esetében volt a legmagasabb, igy tehat ezen sejteknek tart a legtovabb, hogy a

maximalis kalcium c.c. érték felét elérjék.
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11. abra: A kalcium bedramlés kinetika a vizsgalt szubpopulacidkban

(egy reprezentativ minta eredménye).

A kalium csatorna gétloszerek alkalmazasédval jelentds véltozdsokat sikeriilt elérniink
(VII. Tablazat). A Thl-es sejtekben a MgTX és a TRAM-34 egyarant szignifikdnsan
csokkentette az AUC értékeket. A Th2 sejtekben a TRAM-34 kevésbé mutatott erdteljes
hatast, ellenben a MgTX az AUC és End értékeket is szignifikdnsan csokkentette.

A Thl7-es szubpopuldcioban mindkét kaliumcsatorna gatloszer szignifikdnsan
csokkentette az AUC és End paramétereket a gitloszermentes, kontroll mintdkhoz képest. A

reguldtoros T sejtek esetében egyediil a MgTX volt képes csokkenteni €s csak az End érétket.
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VII. Tablazat: A helper és regulatoros T sejtek kalcium bedramlas kinetikdja

Start value | Time to reach 50% | End value AUC
MFI/10? (rpv) (rpv) (rpv/10")
o 160 500 1.46 280
O gatlészer | 59 569, [221-526] [1.33-1.80] | [248-301]
= | MgIX 362 128 238"
= (4 nM) [146-506] [1.07-1.38] | [201-246]
TRAM-34 465 126 243°
(240 nM) [294-885] [1.12-1.44] | [208-257]
o 159 324 138 231°
O gatloszer | 17 193 [208-964] [1.07-1.62] | [192-277]
Q| MgTX 652 1.05° 208°
= (4 nM) [192-904] [0.84-1.12] | [160-220]
TRAM-34 299 1.19 205
(240 nM) [201-696] [1.03-1.61] | [183-251]
o 116 448 1.29 243°
O gatldszer | ;| ¢q, [347-532] [1.15-1.83] | [224-256]
= MgTX 774 1.11° 210°
= (4 nM) [320-817] [1.04-1.23] | [200-241]
TRAM-34 508 1.26° 221°
(240 nM) [157-977] [1.04-1.30] | [217-249]
" 161 657 1.25 226°
O gatldszer | o5 519, [281-806] [1.09-2.11] | [215-282]
80 | MgTX 392 1.12° 218
= (4 nM) [219-638] [1.04-1.17] | [205-228]
TRAM-34 616 1.30 244
(240 nM) [349-819] [1.15-1.43] | [225-249]

Az adatok mediam [IQR] formatumban szerepelnek. *: p<0,05 vs. Thl sejtek értékei; *: p<0,05 vs. kontroll

mintdk értékei. rpv: relative parameter value
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5.2.3 A Kvl.3-csatorna expresszio mérésének eredményei

Ahogyan az a 12. abran is lathato, jelentds kiilonbség mutatkozott a 4 szubpopulacié
kaliumcsatorna expressziéjaban. A legkisebb mértékben a Thl-es sejtek expresszaltik, mig
leginkdbb a Thl7-es sejtek felszinén gyakori ez a csatorna. Valamennyi szubpopuldcio

szignifikdnsan magasabb értékeket mutat, mint a Thl-es sejtek.
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12. abra: A vizsgalt T sejt szubpopulaciok Kv1.3 csatorna expresszidja.
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6 Megbeszélés

6.1 A gyermekkori Crohn-betegséggel kapcsolatos vizsgalatok eredménvyei

A doktori értekezéshez kapcsolddd vizsgélataink sordn 23 f6 9-17 év kozotti
hagyomanyosan kezelt Crohn-beteg, valamint 6 t6 14-17 év kozotti IFX-kezelésben részesiild
CD-s beteg mintdit vizsgaltuk az els6 IFX-kezelés elott, illetve a 4. IFX-kezelés utan.

Egészséges kontrollként 12 6 10-16 év kozotti gyermeket vélasztottunk ki.

6.1.1 A fontosabb hdttérinformdciok és a rutin laboratoriumi paraméterek adatai

A nemi megoszlds alapjdn a Hagyomanyosan kezelt csoportban lany tidlsuly volt a
jellemzd, az IFX-es betegek esetében a nemi ardny egyenld volt. Ez megegyezik azokkal a
forrasokkal, melyek az enyhe néi predominanciét irjak le (32).

A rutin laboratériumi paraméterek koziil a CRP jelent6sen magasabb értéket csak az
els6 IFX-kezelés eldtti csoportban mutatott, mely érték a negyedik kezelés utdnra
szignifikdnsan csokken. Ez igazolja a CRP indikétor szerepét, ugyanakkor érdekes, hogy a
hagyomanyos kezelésben részesiild CD-s betegek esetében nem szignifikdnsan magasabb az
érték az egészséges kontroll egyének értékeihez képest (105).

A fehérvérsejtszam esetében nem taldltunk jelentds kiilonbséget a vizsgélati csoportok
kozott, bar az els6 IFX-kezelés elotti csoport némileg magasabb értékeket mutatott. A
trombocita szam esetében ugyanezt lathatjuk.

A neutrofil granulocita- és a lymfocitaszam esetében az egészséges kontroll egyének
értékeihez képest valamennyi esetben szignifikdnsan magasabb értékeket mértiink,
ugyanakkor a betegcsoportok kozott jelentds eltérést nem tapasztaltunk.

A betegség aktivitasat jelz6 PCDALI score jol tiikrozi a betegség sulyossdgat, valamint
az IFX-kezelésre adott hatékony terdpids valaszt, €s a csoportjaink kialakitdsanak szempontja
is részben ez a paraméter volt. Ezen megfigyeléseink szintén Osszhangban vannak mdasok
adataival (119, 122, 146).

Osszességében ezen rutin laboratériumi paraméterek, valamint a kidolgozott és validalt
PCDAI score rendszer a szovettani és endoszképos kép mellett jol jellemzi a betegség

sulyossagat, illetve az alkalmazott kezelések hatékonysdganak megitélésére is alkalmasak.
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6.1.2 A vizsgdlt sejtpopuldciok megoszldsdaval kapcsolatos eredmények

Az altalunk vizsgalt Tc, Thl és Th2 sejtek a 4 vizsgdalati csoportban szignifikdnsan sehol nem
tértek el. Ugyanakkor a Tc sejtek viszonylagos stabilitdsdhoz képest, a Thl sejtek jelentdsen
emelkedettek voltak a betegcsoportokban, ehhez képest a Th2 sejtek szdma nem véltozott. A
Th1%/Th2% arany 1is jol jelzi, hogy a betegcsoportokra periféridss immunfenotipus
szempontjdbol a Thl sejtek tdlsulya a jellemzd. Ez az adatunk egybevdg azokkal a
tanulmanyokkal, melyek a Thl predominancidt igazoljdk (98, 204). Fontosnak tartom
azonban megjegyezni, hogy ezen adataink periférids vérmintdkbol mért értékek, a gyulladt
szdvetben 1évé szubpopuldcié ardnyok akér el is térhetnek. Erdekes figyelembe venniink az
adatok kapcsédn, hogy az IFX-el kapcsolatban igazoltdk, hogy a lamina propria teriiletén 1évo
aktivalt immunsejtekben apoptézist indukdl (131). Ez a hatds a periférids immunsejtekre
ugyan nem terjed ki (132), de a szer hatdsara a lamina propridban bekovetkezd szubpopulacié
szintll valtozdsok kozvetve moddosithatjdk (pl. migracié a perifériardl a bél szovetekbe) a

periférias keringés lymfocita dsszetételt.

6.1.3 A kalcium bedramlds kinetikdval kapcsolatos eredmények

A kalcium bedramlds kinetika mérésére jelenlegi vizsgédlatunkban dramlési cytometrids
mddszert alkalmaztunk. Ez az adatok értékelése szempontjabdl kulcsfontossagu. Igen eltérd
ugyanis az egyes szerzok dltal alkalmazott moddszertan. Egyes szerzok fluoreszcens vagy
konfokélis mikroszkép segitségével monitorozzdk a kalciumjelet (327, 333), mig masok
mikroplate-reader segitségével (326) és vannak akik Patch-camp vagy egyéb technikdkat
alkalmaznak. Az alkalmazott fluoreszcens festékek sem azonosak. A Fluo-3, -4-en kiviil a
Fura-2 és Indo-1 kalcium szenzorok is széleskorben elterjedtek (344). Mindezek az adatok
Osszehasonlithatdsdgat nehezitik meg, ahogyan az is, hogy egyes szerzOk abszolut értékben
adjadk meg a kalcium c.c. értékeket, mig masok (ahogyan mi is) fluoreszcens értékeket
kozolnek.

Az altalunk mért adatok szerint az egészséges kontroll alanyok periférias Tc, Thl és
Th2 sejtjei kozott jelentds kiilonbség nem tapasztalhatd a lektin aktivaciot kovetd kalcium
bedramlas kinetikdban. Ezen a MgTX kezelés sem valtoztat 1ényegesen, ugyanakkor a
TRAM-34 kezelés csokkentette a nyugvé Thl sejtek i.c. kalcium szintjét. Ez a
megfigyelésiink ellentmond annak a ténynek, hogy a nyugvd T sejtek felszinén az IKCal-es
csatorna kisebb mennyiségben van jelen, mint a Kv1.3-as, igy azt varnank, hogy gatlasanak

hatdsa is kevésbé erélyes valtozdsokat indukdl (287). Ugyanakkor arra is vannak irodalmi
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adatok, hogy a cytokin termelés gatldsira a TRAM-34 kifejezetten alkalmas, mig a Kvl1.3
csatorndk, €s gatloszereik szerepe kisebb ebben a folyamatban (287).

A hagyomanyosan kezelt CD-s betegmintak esetében azt tapasztaltuk, hogy a Tc és Thl
sejtek kalcium bedramlds kinetikdja nem valtozott meg 1ényegesen, de a Th2 sejtek kiindul4si-
, és maximalis kalcium szintje, az emelkedés mértékét jelzd Slope-paraméter €s az AUC
értékek szignifikdnsan magasabbak voltak a Tc és Thl sejtekhez képest. Osszességében tehat
emelkedett Th2 aktivitast figyeltiink meg a korai T sejt aktivaciot illetéen. Ez ellentmond
azon tanulmdnyoknak, melyek a CD-t Thl dominancidji betegségnek tekintik (98, 204).
Fontos azonban leszogezniink, hogy a vizsgélatok tobbsége immunfenotipust, €s nem funkciét
vizsgdl. Ugyanakkor olyan cikkek is publikédldsra keriiltek, melyek a Th1/Th2 ardny
életkorfiiggését emlitik, és a korai megjelenési CD-ben a Thl sejtek csokkent IFN-y
termelését igazoltdk (345). Részben hasonlé eredményre jutottak Cseh és munkatarsai is, akik
ugyanazon gasztroenteroldgiai szakrendelés beteganyagan vizsgalodtak, mint amelyen mi is
végeztiik a kutatast (346). Ez azért fontos, mert a két vizsgdlat beteganyaga szocio-6kondmiai
és egyéb epidemioldgiai hattere, igy a bevélogatott betegek klinikai adatai feltételezhetéen
legalabb részben megegyeznek. A TRAM-34 és MgTX kezelés szignifikdnsan csokkenteni
tudta az emelkedett értékeket, ugy, hogy a normél miikodésli Tc és Th1 szubpopulédcidkat nem
befolyasolta 1ényegesen. Ha ehhez hozzédvessziik ezen betegcsoport Th2 sejtjeinek emelkedett
Kv1.3 expressziéjat, melyrdl a késobbiekben értekeziink részletesebben, akkor levonhatjuk a
kovetkeztetést, hogy a kaliumcsatorndk gatldsa jelen vizsgdlataink alapjan jo terdpids
célpontnak tlinnek, hiszen a megvéltozott kalcium bedramlés kinetika legaldbb részben a
kalium csatorna expresszidjdnak megvéltozdsdhoz kothetd (347). Ha pedig a kalcium
bedramlast a normal karakterisztikdjura tudjuk visszaallitani, akkor a kovetkezményes cytokin
termelést is normalizdlhatjuk, ahogyan arra szdmos publikéci6 is utal (326, 328).

A 6 sulyos CD-s beteg elsé IFX-kezelés eldtti mintdi kapcsan szintén a Th2 sejtek fokozott
kalcium bedramlasat mértiik, szinte valamennyi paraméter kapcsdn, mig a Tc €s Thl sejtek
ezen mintdkban sem mutattak eltéré bedramlés kinetikat az egészséges kontrollokhoz képest.
A TRAM-34 és MgTX géatloszeres kezelés ezen mintdk esetében is szignifikans csokkentést
ért el, mely azok hatékonysigéara utal. A TRAM-34 esetében annak Kd értékének (520nM)
csak 46%-at alkalmaztuk, ennek ellenére is eredményes hatdst tudtunk kimutatni, mig a
margatoxin  Kd értékénél (110 pM) joval magasabb koncentriciét adtunk a
sejtszuszpenzidinkhoz, igy a hatds nem meglepd (296). A 4. IFX-kezelés utdni mintdk
esetében a Th2 funkciondlis tilsily megsziinését tapasztaltuk, azaz a kalcium bedramlés

kinetika az egészséges kontroll alanyok esetében mért ért€kek szintjére csokkent. Ezzel a
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jelenséggel kapcsolatban irodalmi forrast nem sikeriilt fellelni. Az IFX azonban egy nagy
méretll molekula, igy a kozvetlen intracelluldris hatast kizarhatjuk, hiszen nem tud atjutni a
sejtmembranon, tehat sem a calmodulinnal, sem az NFAT-al nem képes kozvetleniil
kapcsolddni. Az IKCal vagy Kv1.3 hoz valé direkt kotédése pedig valdszintitlennek tiinik,
tekintve hogy a kiméra antitest szerkezete jelentdsen eltér a peptid gatloszerekétdl (296). A
megfigyelt hatds tehat tovabbi vizsgdlatot igényel, kiillonds tekintettel arra, hogy ebben a
vizsgalatban csupdn 6 beteg mintdit vizsgaltuk.

Kiilon érdekes és értékes eredmény, hogy az IFX-kezelés utdni mintdk normalizalt Th2
kalcium influx értékeket a MgTX nem moddositotta, mig a TRAM-34 kezelés is csak a
maximalis érték eléréséhez sziikséges iddt csokkentette némileg. Oszességében tehdt a
gatlészerek ezen mintdk esetében 1ényegi hatdst mar nem fejtenek ki.

Ha minden adatot egyiittesen vesziink figyelembe, akkor a MgTX és TRAM-34 szerek a
kiillonboz6 sulyossdgi gyemrekkori CD-s betegek esetében vagy oOndlléan, vagy az IFX-
kezeléssel kombindlva esetleg hatékonyak lehetnek a megvéltozott T sejt funkcid
normalizdldsdra. Ez a feltevésiink egybevdg azon cikkekkel, melyek a K'-csatornakat
potencidlis terdpids célpontnak nevezik (348, 349). Munkacsoportunk mads, hasonld
metodikdval végzett vizsgalatai kapcsdn a gatlészerek hasonléan eredményesnek bizonyultak.
A MgTX kezelés példdul a CD4+ populicié és a Th2 sejtek esetében szignifikdnsan
csokkentette a kalcium bedramlast mind RA, mind AS esetében. A TRAM-34 ellenben
egészségesekben a Thl, mig RA-s betegekben a Th2 és Tc sejtek kalcium influxat
csokkentette (328). Akut ischemids stroke esetében a Tc és Th2 sejtek emelkedett kalcium
influxat tapasztaltuk, melyet a MgTX sikeresen és szelektiven normalizdlt (350). Ezzel
ellentétben azonban sclerosis multiplexben a MgTx bar hatdsosnak bizonyult, de a
szelektivitdsa nem kell6 mértékii, hiszen az antiinflammatorikus Th2 sejtekre is kiterjedt a

gatl6 hatas (351).

6.1.4 A Kvl.3-csatorna expresszio mérésének eredményei

A fesziiltségfiiggd K-csatorna expresszié mérésének adatai alapjan a Tc, Thl és Th2
sejtek egészséges, kontroll gyermekek esetében kozel azonos mennyiségli ioncsatorndval
rendelkeznek, és a CD-s gyerekek esetében a Th2 sejtekben né meg a csatorna expresszid
szignifikdnsan. Ha ezt Osszevetjik az eloz6 alfejezetben ismertetett kalcium influx
modosuldssal, akkor feltételezhetjiik, hogy ennek a negativ membréanpotencidl fenntartasaért
felel0s ioncsatorndnak a mennyiségnovekedése teszi lehetové a fokozott kalcium bedramlést

is. Masok IBD-kapcsén szintén igazoltdk mér a csatorna lehetséges szerepét a patogenezisben
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(335, 339, 340). A legérdekesebb megfigyelésiink, hogy az IFX-kezelés jelentdsen
csokkentette a Th2 sejtek Kvl.3-cstorna expresszidjat. Ahogyan a kalcium bedramlés
kinetikanak, igy ennek a jelenségnek a magyarazatara sincs fellelhetd irodalmi forrds. Direkt
kolcsonhatds az IFX-szerkezetének ismeretében nehezen képzelhetd el, ugyanakkor a TNF-a
megkotésén keresztiil elképzelhetd, hogy a gyulladdsos triggermechanizmusok gétldsa révén
csokkenti a csatorna expressziot, mely végsd soron a fokozott kalcium influx és a
sejtaktivacio folyamataihoz sziikséges. Ezen kiviil az is elképzelhetd, hogy a fokozottan aktiv,
€s magasabb Kv1.3 expressziét mutaté sejtek apoptézisa, melyet szintén indukdlhat az IFX,
egyszerlien negativ szelekcidval, elimindlja ezeket a sejteket a lamina propriaban, mely a
periférids keringésben 1évo T sejt klonok fenotipusos Osszetételének megvaltozasat is eldidézi
(131). Ezen feltételezéseink igazoldsa azonban tovabbi, nagy esetszdmu vizsgalatok
elvégzését teszi sziikségessé, melyek a konkrét hatdsmechanizmust vizsgéljdk, hiszen

jelenlegi adatainkbol csak feltételezéseket tudunk levonni.

6.1.5 Az osszefiiggés vizsgdlatok eredményei

Az Osszefiiggésvizsgdlataink sordn a CRP a tobbi laboratériumi paraméterrel (WBC,
NEU, THR) és a PCDALI score-al mutatott 0sszefiiggést. Az aktivitdsindex a CRP-n kiviil
pedig a trombocita szdmmal korreldlt szignifikdnsan. Mindezek a jelen vizsgélat
szempontjabol azt igazoljak, hogy a betegek csoportokba torténd bevalogatidsa megfelelden
tortént, hiszen ezt a PCDAI érték alapjan végeztiik el (a hisztoldgiai és endoszképos kép
mellett), ami pedig a gyulladdsos folyamatot jelzd laboratériumi paraméterrel jol korrelal
(p=0.02, r=0.619). Ez a tény varhaté volt, hiszen a PCDAI score kiszamitdsdnak egyik
szempontja a CRP érték (119).

A rutin laborparaméterek és a kalcium bedramlds kinetikai paraméterei kozott
tendencidzus Osszefiiggéseket nem tudtunk kimutatni. Ennek oka lehet, hogy mi a periférids
vérmintdkat elemeztiik, mig a gyulladds a bélszovetekben zajlik. Ezen kiviil a kezelések
hatdsa az immunsejteket illetden dontéen a bélben fejti ki hatdsit, igy bar a rutin
laborparaméterekben ki tudjuk mutatni a hatdst, de az immunsejtek esetében
kompartmentalizacios kiilonbség is megjelenik. Azaz a periférian kisebb mértékli a valtozas,
mint a mucozdban 1év0 T sejtek esetében. Ez azonban az 0Osszefiiggésvizsgalatok sordn

negativ tényezo.
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6.2 A négy 10, T helper szubpopulacid szimultan vizsgalatanak eredményei

Mivel a kutatdsok autoimmun folyamatokban a Tc, Thl, és Th2 sejteken kiviil a Th17 és Treg
szubpopuldcidk szerepét is egyértelmiien igazoljadk (164), munkdnk masodik részében azt
vizsgaltuk, hogy a Thl, Th2, Th17 és Treg sejtek szimultdn kinetikus vizsgalata lehetséges-e
ugy, hogy kozben a kis kiilonbségek kimutatdsara val6 érzékenység nem csokken jelentdsen.

Ehhez az éltalunk bedllitott modszerben igazodnunk kellett a rendelkezésre all6 2 1ézerrel
felszerelt, Osszesen 7 fluoreszcens csatorndval rendelkezd miiszerhez, illetve a sejtek
fenotipizdlasdhoz és a kalcium jel detektdldsidhoz rendelkezésre allé antitest-fluorofér és
kalcium festékek excitacios €s emisszids tulajdonsagaihoz. Ennek sordan a CD-s vizsgélathoz
képest a legfontosabb valtozas, hogy Fluo-3/Fura Red kalcium szonddkhoz képest ebben a
vizsgdlatban egyediil a Fluo-3-at haszndltuk a mérések sordn. Emiatt a mérések

kiértékeléséhez hasznalt fiiggvény is eltérd volt (double logistic+ helyett logistic+).

6.2.1 A vizsgdlt sejtpopuldciok megoszldsdaval kapcsolatos eredmények

Az egészséges, felndtt alanyok vizsgdlata sordn a CD4+ sejteken beliili ardnyokat
illetéen a Th2 sejtek predominancidja jellemz6. Az 6sszes tobbi szubpopulacié szignifikdnsan
alacsonyabb ardnyban taldlhaté meg. A CD-s vizsgélathoz képest ez eltéré adat, hiszen ott
nem tapasztaltunk az egészséges kontrollokndl ilyen jellegii eltérést. Ez a kiilonbség az eltérd
életkorb6l is adddhat, hiszen tudjuk, hogy az életkor elérehaladtaval véltozik a
szubpopuldciok egymashoz viszonyitott ardnya (352), illetve sajat munkacsoportunk adatai
alapjdn a kalcium influx karakterisztikaja is (353). Ezen kiviil a CD-s vizsgalatndl a lymfocita
populdciéra vonatkoztatott %-os értékeket adtuk meg, hiszen a Tc sejtek nem a CD4+
populdcioba tartoznak, mig jelen vizsgdlatban minden sejttipust a CD4+ sejtek %-dban

fejeztiink ki.

6.2.2 A kalcium bedramlas kinetikai pramétereinek eredményei

A mért, nyers adatokra a logistic+ fliggvény illesztése bizonyult a
legeredményesebbnek, mely a CD-s vizsgalathoz képest részben eltérd fiiggvényparaméterek
O0sszehasonlitasat teszi lehetové (343).

A kiindulasi i.c. kalcium szint a Th17 sejtek esetében volt a legalacsonyabb, bar a tobbi
sejttipushoz képest szignifikdns eltérést nem tudtunk igazolni. Az AUC értékek a Thl-es
sejtek esetében voltak a legmagasabbak, mig a Treg sejtekben a legalacsonyabbak, rdadédsul a
reguldtoros sejteknek tart a legtovdbb, mig elérik a maximadlis értékiiket, igy ezekre

kismértékli, és lassi kalcium influx jellemzd. A Th2 sejtek bar alacsony AUC értéket
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mutatnak, de a bedramlds sebessége gyorsabb, ahogyan az a maximum eléréséhez sziikséges
1d6bdl is kitlinik (354). A Th17-es sejtek a kezdeti alacsony kalcium szint ellenére magas
értéket értek el, viszonylag rovid id6 alatt. Ezek a kiilonbségek részben megfelelnek masok
adatainak (281), akik a Th17-es sejteket egyértelmuen elkiilonitik a Th1 és Th2 sejtektél. Mi
szintén magas alapi kalcium szintet mértiink a Thl-es és Th2-es sejtek esetében. Tovabbi
Osszehasonlitist nehéz végezni az eltérd méréstechnikai hattér miatt.

A gatloszerek eltérd hatdst mutattak az egyes szubpopuléacidk kozott. A MgTX a Thl,
Th2 és Thl7-es sejtek AUC értékére hatott, mig a TRAM-34 a Thl és Th17 sejtek AUC
érétkeit csOkkentette szignifikdnsan. A kalcium végkoncentracidjat a MgTX a Th2, Th17 és
Treg sejtek esetében csokkentette, mig a TRAM-34 csak a Th17-es sejtek esetében.

Ezéltal egészséges alanyokban nem csak a lektin aktivaciot kovetd eltérd kalcium
bedramlas kinetikat sikeriilt igazolnunk, hanem az egyes szubpopulacidk eltérd érzékenységét
is a kdlium csatorna gatloszerekre. Kordbbi méréseink sordn, ahol az egészséges
kontrollcsoport atlagosan 50 éves volt, a MgTX a Th2 sejtek, mig a TRAM-34 a Thl és Th2
sejtek AUC értékeit csokkentette szignifikdnsan. Igy a korabbi méréseinknek szintén részben
megfeleld6 eredményeket kaptunk (328). Mads vizsgdlatunkban, ahol az egészséges
kontrollcsoport korban megegyezett az ebben a vizsgdlatban mért egyének kordval, azt
tapasztaltuk, hogy a MgTX csak a Th2 sejtek esetében okozott jelentds kalcium bedramlds
kinetika valtozast azok AUC ¢és maximum értékeiben, mig a TRAM-34 ugyanzen
paramétereket mind a Thl, mind a Th2 sejtekben szignifikdnsan csokkentette (355). A
kiilonbségek az eltérd gatelési stratégidnak €s az eltérd kalcium festékeknek is kdszonhetdek
valészintileg.

Mindezek alapjan jelen vizsgdlatunkban a TRAM-34 a proinflammatorikus
szubpopuldcidkra szelektivebbnek tiinik, bar azt fontos ismét megjegyezniink, hogy
egészséges alanyokat vizsgaltunk, igy ezen sejtek nem hiperaktivak, mint az egyes
autoimmun egyénekbdl izolalt sejtek.

A bedllitott moddszer adataink alapjan alkalmas a 4 szubpopuldcié szimultdn
vizsgalatara, kis kiilonbségeket is eredményesen ki tudtunk mutatni. Természetesen tovabbi
fejlesztéseket érdemes elvégezni. Erdekes lehet példdul a Fluo-3AM fluoreszcens molekulét
helyettesiteni a nagyobb abszorbcids és emisszids Fluo-4-el, mely szélesebb kalcium c.c.-
tartomanyban ad linedris jelet (356). Ezek a finom bedllitdsok tovédbbi vizsgédlatokat

igényelnek.
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6.2.3 A Kvl.3-csatorna expresszio mérésének eredményei

A Kv1.3 csatorna expresszié mérését elvégeztiik ebben a vizsgalatban is, ugyanis ilyen
részletességli expresszidés adatok nem dllnak rendelkezésre a szakirodalomban. Adataink
alapjan a Th17 és Treg sejtek igen magas expressziot mutatnak. Ha ezeket az adatokat
Osszevetjiik a kalcium bedramlds kinetikai adataival, azt tapasztaljuk, hogy a legalacsonyabb
expressziot mutaté Thl-es sejteknek a legintenzivebb a kalcium bedramldsa, mig a viszonylag
magas expressziot mutaté Treg sejteknek a legmérsékeltebb az aktivaciot kovetd influxa. Ez
arra utal, hogy az IKCal-es csatorna szerepe elengedhetetlen az egészségesek vizsgalt
szubpopuldcigjanak aktivalodasidhoz (284). A CD-s vizsgdlat eredményeivel annyiban
egyeznek meg ezen vizsgdlatunk adatai, hogy a Thl-es sejtek enyhén bar, de ezen

méréseinkben is kisebb mennyiségben expresszéljdk a fesziiltségfiiggd K*-csatornit.
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7 Kovetkeztetések

Vizsgalataink eredményei alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

1.

A gyermekkori CD-ben a periférian emelkedett Thl sejtmennyiség
mutatkozik meg. Ez a megfigyelésiink masok adataival is 0sszhangban 4ll, és
feltehetloleg a gyulladasért felelds szubpopuldcié autoreaktivva véldsa soran
bekovetkezd klondlis expanzié a felelds érte. Ezen kiviil a periféria-mucosa
kozotti szubpopulacié szintli szelektiv transzlokdcié is szerepet jatszhat a

folyamatban.

A gyermekkori CD-ben a periférias Th2 sejtek korai aktivaciéja soran
fokozott kalcium bearamlas figyelhet6 meg a Tc és Thl sejtekhez képest.
Mig egészséges gyermekekben a Tc, Thl és Th2 sejtek kalcium bedramlas
kinetikdja szignifikdnsan nem tér el egymastdl, addig CD-ben a kiindulasi
(nyugalmi) kalcium szint a Th2 sejtekben statisztikailag is igazolhat6 mddon
magasabb, csakigy, mint a maximalis kalcium szint, a bedramlds soran
tapasztalhaté emelkedés meredeksége (slope érték) illetve az aktivaciot kovetd
15 perc AUC értéke. Ez a Th2 sejtek eleve fokzott aktivitasara, illetve a

megvaltozott funkcidjara és korai aktivitdsara utal.

A MgTX, és TRAM-34 K'-csatorna gatlészerek in vitro hatékonyan és
szelektiven képesek csokkenteni a Th2 sejtek CD-ben tapasztalhaté fokozott
aktivitasat. Ennek sordn ugy csokkentik a kiinduldsi és maximum kalcium
szinteket, a slope és AUC értékeket szignifikdns mértékben, hogy kozben a Tc
és Thl sejtek értékeit lényegesen nem befolydsoljdk. Ez a hatds a stlyos,
PCDAI > 30 értéki betegek els6 IFX-kezelés el6tti mintdiban szintén

megfigyelheto.

Az IFX-kezelés hat a fokozott korai T sejtaktivaciot mutaté preiférias Th2
sejtekre. Ennek sordn a maximum, slope és AUC értékek csokkentek. A
jelenség hattérmagyardzatdra irodalmi forrast nem sikeriilt fellelniink, de
elképzelhetd, hogy az IFX altal a fokozott aktivitdsu T sejtek apoptdzia negativ
szelekcidval eltavolitotta a keringésbdl a fokozott kalcium bedramlédsu sejteket,

vagy egyéb, eddig le nem irt folyamat all a jelenség hatterében. Ennek része
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lehet a normalizdlédott Kv1.3 expresszié is, melyet a 4. IFX-kezelés utin

detektaltunk a Th2 sejtek felszinén.

. Az TFX-altal normalizalt Th2 kalcium bedramlas kinetikat a MgTx és a
TRAM-34 mar nem képes tovabb médositani. A 4nM MgTX és 240 nM
TRAM-34 kezelés esetében a MgTX egy paraméter esetében sem okozott
szignifikdns véltozast, mig a TRAM-34 csupan a maximalis kalcium szint

eléréséhez sziikséges idot csokkentette jelentOsen.

. A Kv1.3 csatorna megvaltozott expresszioja legalabb részben felelos lehet a
gyermekkori CD kapcsan megfigyelt médosult korai T sejt aktivacioért. Az
egészséges kontrollokhoz képest mind a hagyomanyosan kezelt, mind a silyos
CD-s gyermekek Th2 sejtjeinek felszinén emelkedett Kvl1.3 expressziot
mértiink. A MgTX hatékony kalcium bearamlés kinetika modosito hatdsa is a
csatorna jelentds szerepére utal. Valdszinlileg a csatorna miikodése nélkiil a
fokozott kalcium bedramlds nem torténhetne meg a negativ membranpotencial
megsziinésének kockdzata nélkiil. Igy tehat a fokozott aktiviciGhoz sziikséges a
kalium csatorna miitkodésének/expresszidjanak fokozdéddsa is. Valdszinlileg az
IKCal-es csatorna is hasonlé szereppel bir, a TRAM-34 hatdsa alapjan,

ugyanakkor ennek expresszidjat kozvetleniil nem mértiik.

. Egészséges felnéttekben a Thl, Th2, Th17 és Treg sejtek kalcium bearamlas
kinetikaja jelentosen eltér. Adatainkban a Thl sejtek mutattdk a
legintenzivebb, mig a Treg sejtek a legmértékletesebb kalcium bedramlést a
lektinaktivaciot kovetden. A leggyorsabb valtozast a proinflammatorikus Th17

sejtek esetében tapasztaltuk.

. Egészséges felnéttek Thl, Th2, Thl7 és Treg-sejeiben a K'-csatornak
jelentosége eltér. Adataink alapjan a legkisebb mértékben a Thl-es, mig
legnagyobb mértékben a Th17 sejtek expresszaljadk a fesziiltségfiiggd K'-
csatornit. Az expresszid és a kalcium bedramlds karakterisztika kozott csak
bizonyos esetekben latunk hasonldsdgokat. A gétlészerek szubpopuldcionkénti
eltér0 hatdsa is arra utal, hogy a Kvl.3 és az IKCal-es csatorna egyméshoz

viszonyitott ardnya eltérhet ezen sejtek kozott.
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9. Az altalunk beallitott médszer segitségével a Thl, Th2, Th17 és Treg sejtek
szimultan kinetikus mérése megoldhaté a koztiik 1évo Kkis Kkiilonbségek
kimutatisara valé képesség elvesztése nélkiil. Méréseink alapjan ki tudtuk
mutatni a 4 szubpupuldcié kozotti kiilonbségeket, illetve a gatlészerek eltérd
hatasat is, tehat feltételezhetjiik, hogy patologias allapotokban (mint pl.
autoimmun korképek) szintén eredményesen mutathatjuk ki ilyen médon a korai

T sejt aktivacié sordn bekodvetkezo kalcium bedramlds kinetikus eltéréseit.
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8 Osszefoglals

Hdttér: A gyermekkori Crohn-betegség (CD) eldfordulds folyamatosan emelkedik.
Patogenezisének és progresszidjanak hatterében tobb kornyezeti, genetikai €s immunoldgiai
faktort azonositottak a kutatok. Ezek kapcsan az egyes T sejt szubpopuldciok megvaltozott
fenotipusa és funkcidja igazolddott. Munkacsoportunk mér régdta vizsgdlja a korai T sejt
aktivacié sordn bekodvetkezd kalcium bedramlast, és annak autoimmun korképekben torténd
aberrécidit kinetikus, flow-cytometrids modszerekkel. A Kv1.3 és az IKCal kalium csatorndk
gatldsa tobb esetben bizonyult mér igéretes terapids célpontnak.

Célkitiizés: Célunk volt a kiillonbozo silyossdgi gyermekkori CD-ben szenvedd betegek
periférids vérmintdibdl izoldlt Tc, Thl és Th2 sejtek kalcium bedramléds kinetikdjat, azok
esetleges eltéréseit vizsgalni egészséges kontrollokhoz hasonlitva. Ezen kiviil célunk volt a
hagyomanyosan és infliximabbal (IFX) kezelt betegek kozotti kiilonbségeket detektélni.
Vizsgdltuk tovdbba a Kv1.3 és IKCal kalium csatorndk szerepét, azok gatldsdnak hatdsat.
Ehhez kapcsolédéan munkdnk mésodik fazisdban egy olyan mddszert volt célunk bedllitani és
tesztelni, mely alkalmas a Th1 és Th2 sejtek mellett a Th17 és Treg szubpopulaciok szimultan
kinetikus monitorozasara egészséges alanyok vérmintdiban, anélkiil, hogy a kis kiilonbségek
kimutatasdra vald képesség jelentdsen romlana.

Modszerek: A gyermekkori CD vizsgdlatakor 23 hagyomdényosan kezelt, 6 IFX-
kezelében részesiilo és 12 egészséges kontroll gyermek periférids vérmintdibol izolaltuk a
mononukledlis sejteket, majd CD4, CD8, CXCR3 és CCR4 konjugilt antitestekkel jeloltiik az
egyes szubpopuldcidkat. A kalcium jel detektdlasdra FLUO-3AM és Fura Red festékeket, mig
a sejtaktivalasra fitohemagglutinint alkalmaztunk. A jelvaltozdst Osszesen 15 percig
detektaltuk dramldsi cytométer segitségével. A 4 szubpopulacié szimultin vizsgélatdnak
mérésekor 14 egészséges felnott periférids vérébdl izoldlt mononukledris sejteket jeloltiink
CD4, CXCR3, CCR4, CCR6 és CD25 konjugdlt antitestekkel. A kalcium jel detektdldsara
FLUO-3AM festéket alkalmaztunk, a sejtaktivalds fitohemagglutininnel tortént. A jelvaltozast
ebben az esetben is 15 percig mértilk. Mindkét vizsgalatban a Kv1.3 csatorna expressziot is
vizsgaltuk FITC-vel konjugélt poliklondlis antitest segitségével. Méréseinkhez BD FACSAria
aramlasi cytométert, mig adatelemzéseinkhez a sajat fejlesztési FACSKin sofwaret
alkalmaztuk.

Eredmények: Sikeriilt kimutatnunk, hogy egészséges, korban azonos kontroll
csoporthoz képest a CD-s gyermekek periférids Th2 sejtei fokozott kalcium bedramlés
kinetikat mutatnak a lektinaktivaci6 hatdsara. A Tc és Thl sejtekre ez a megvéaltozott funkcid

nem jellemzd. A 4nM MgTX és 240nM TRAM-34-el torténd kezelés egyarant szignifikdns
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csOkkentést ért el a Th2 sejtek kalcium bedramldsaban, anélkiil, hogy a Tc és Thl sejteket ez a
hatds érintette volna. Erdekes médon az IFX-kezelést kovetSen hasonld jelenséget
tapasztaltunk. Az IFX-kezelésen datesett gyermekek mintdiban a Th2 sejtek normalizalt
kalcium influx-at a kdlium csatorna gatlészerek tovabb mar nem moddositottdk. A Kv1.3
csatorna expresszidja, mely a betegek Th2 sejtjein magas értéket mutatott, az IFX-kezelés
hatdsédra szintén jelentdsen csokkent. A munkdnk masodik fazisaban bedllitott kinetikus flow-
cytometrids modszer segitségével egészséges felndttek periférids vérmintdibol izoldlt Thl,
Th2, Th17 és Treg sejtekben eltérd kalcium bedramlds kinetikat igazoltunk, melyekre a
MgTX és a TRAM-34 kezelés eltérden hatott.

Konklizio: A gyermekkori CD-ben fokozott periférids Th2 sejt aktivacid figyelhetd
meg, melyet a kdlium csatornagatl6 szerek szelektiven €s hatdsosan képesek csokkenteni. Az
IFX-kezelés nem vart moddon jelentésen befolydsolja ezen sejtek kalcium bedramlés
kinetikdjat, és Kvl.3 csatorna expreszidjat. A munkank masodik részében kidolgozott
modszer alkalmas a Thl, Th2, Th17 és Treg sejtek szimultdn, kinetikus vizsgélatara ugy,

hogy a koztiik 1évo kiillonbségek kimutatdsa is hatékony.
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9 Summary

Background: The incidence of childhood-onset Crohn’s disease (CD) is continuously
increasing. Researchers identified environmental, genetic and immunological factors behind
its pathogenesis and progression. Altered phenotype and function of T cell subpopulations
proved to be relevant in these processes. Our research group has been investigating the
calcium influx of T cells upon activation and their aberrations in autoimmune disorders with
kinetic flow cytometric methods. Inhibition of Kv1.3 and IKCal potassium channels proved
to be potential therapeutic targets in several cases.

Aims: Our aim was to characterise the calcium influx kinetics and the potential
alterations of Tc, Thl and Th2 cells isolated from peripheral blood of patients with different
severity of childhood CD compared to age-matched healthy controls. Furthermore, we sought
to detect the differences between the conventionally treated patients and patients enrolled on
infliximab induction therapy. We also assessed the role of Kv1.3 and IKCal potassium
channels and the effects of their specific inhibition. Related to this, in the second phase of our
study, we aimed to develop and test a method which is suitable for the simultaneous kinetic
monitoring of the Th17 and Treg cells beside the Th1l and Th2 subpopulations in peripheral
blood samples of healthy adults without the loss of ability to detect small differences.

Methods: In the study of childhood CD, 23 conventionally treated, 6 IFX treated and 12
healthy controls were involved. Peripheral blood samples were obtained and mononuclear
cells were isolated. Subpopulations were labelled with CD4, CD8, CXCR3 and CCR4
antibodies conjugated to different fluorophores. To detect calcium signal, Fluo-3 and Fura
Red dyes, while to induce activation phytohemagglutinin was applied. Signal changes were
detected for 15 minutes with a flow cytometer. In order to study of the 4 subpopulation, 14
healthy adults were enrolled. Mononuclear cells, isolated from peripheral blood samples, were
labelled fuorophore conjugated CD4, CXCR3, CCR4, CCR6 and CD25 antibodies. To detect
calcium signal Fluo-3 dye was applied and cells were activated with phytohemaglutinin.
Signal changes were recorded for 15 minutes. In both studies Kv1.3 channel expression was
measured with FITC conjugated polyclonal antibody. For our measurements BD FACS Aria
flow cytometer and for our data analysis the proprietary FACSKin software was applied.

Results: We could detect that patients with childhood CD possess augmented lectin
activation, therefore, peripheral Th2 cells show an increase in calcium influx Kkinetics
compared to age-matched healthy controls. This phenomenon does not apply to Tc and Th1
cells. Both 4nM MgTX and 240nM TRAM-34 could significantly decrease the calcium influx
parameter values of the Th2 cells without affecting the Tc or the Thl subsets. Interestingly,
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following IFX therapy a similar phenomenon was observed. In samples obtained from
children who received the fourth IFX therapy, the normalized Th2 calcium influx could not be
further modified by the potassium channel inhibitors. The expression of the Kv1.3 channel,
whose value was high in patients’ Th2 cells, decreased significantly upon IFX therapy. In the
second phase of our study, different calcium influx characteristics were confirmed between
Thl, Th2, Th17 and Treg cells with the help of the kinetic flow cytometric method. On these
cells the MgTx and TRAM-34 had different effects.

Conclusion: In patients with childhood CD, elevated peripheral Th2 cell activation can
be observed, which can be decreased selectively and effectively by potassium channel
inhibitors. Unexpectedly, the IFX therapy affected the calcium influx kinetics and the Kv1.3
channel expression of these cells. The developed method is suitable for the simultaneous
kinetic measurement of Thl, Th2, Th17 and Treg cells in such a way that the detection of

small differences between them is also effective.
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Mellékletek

I. Melléklet: A PCDAI-score kialakitdsanak szempontjai (119).

1. ANAMNEZIS

a. Hasfajas

i. Nincs 0 pont
ii. Enyhe, aktivitdst nem zavar 5 pont
1ii. Sulyosabb, aktivitdst zavar 10 pont
b. Székletszam
i. naponta 0-1x, nem véres 0 pont
ii. 1-2x, kissé véres vagy 2-5x, hig 5 pont
iii. Nagyobb vér, vagy 6-ndl tobb hig, vagy 10 pont

éjjeli hasmenés

c. Gyermek 4ltaldnos dllapota (,,well-being”)

1. Jol van, aktiv 0 pont
1i. Idénként rosszul van, aktivitas csokken 5 pont
1ii. Gyengén van, kifejezett aktivitds csokkenés 10 pont

2.LABORATORIUMI VIZSGALATOK

d. Hematokrit (%)

i. 34 felett 0 pont
1. 30-33 kozott 2,5pont;
1i. 29 alatt 5 pont
e. We*(mm/6)/CRP (mg/l)
i. 20 alatt 0 pont
1. 20-50 kozott 2,5pont;
1i. 50 felett 5 pont
f.  Albumin (g/):
1. 35 felett 0 pont
ii. 31-34 kozott 5 pont
iii. 30 alatt 10 pont

3.FIZIKALIS VIZSGALAT

g. Silyfejlédés

i. Megfelel6 gyarapodas 0 pont
ii. Sulyéllds, 1-9% stilycsokkenés 5 pont
iii. Sulycsokkenés 10% vagy tobb 10 pont
h. Hossznovekedés elmaraddsa
i. 1 SD-nél kisebb 0 pont
ii. 1-2 SD kozott 5 pont
iii. 2 SD-nél nagyobb 10 pont
i. Has tapintdsa
i. Nem érzékeny, terime nincs 0 pont
ii. Erzékenység; vagy terime, hasfdjés nélkiil 5 pont
iii. Erzékenység/ hasfijds, tapinthatd terime 10 pont
j.  Perirectalis elvaltozas
i. Nincs 0 pont
ii. 1-2 alig vdladékoz6 fistula 5 pont
1ii.  Aktiv fistula, tdlyog 10 pont
k. Extraintesztindlis manifeszticio
i. ** Nincs 0 pont
ii. Egy 5 pont
1i.  Kettd vagy tobb 10 pont
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*We: vorosvértest siillyedés
*%38,5 feletti 14z min. 3 nap, arthritis, uveitis, erythema nodosum, pyoderma
gangrenosum
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I1. Melléklet: A gyermekkori Crohn-betegség kezelésének protokollja (122).

Gyermekkori Crohn

CROHN-BETEGSEG

betegség gyermekkori (6-betoltott 18 év)

finanszirozasi
protokollja

T

k?;gpnisl?';gf‘gg?s stlyos (PCDAIL=30) stlyos fisztuldzéd
—— —
v v v
B N P e -
‘ vékonybél ‘ vastagbél vékonybél ‘ vastagbél
- 4 A - :

l L P

orilis, lokalis, parenteralis szteroid, mesterséges enteralis vagy
szulfaszalazin/5-ASA
(oralis, lokalis)

\ y 9 | /‘ i
v

‘ A betegség aktivitasanak csokkenése?

parenteralis taplalas, sziikség esetén antibiotikum; fisztulazo
esetben antibiotikum és immunszuppressziv terapia

(legaldbb 50%-05 PCDAI csékkenés vagy a PCDAI 30 pont

A betegség aktivitasdnak csokkenése?
ala sullyed, vagy fisztulazo formaban fisztulazarddas)

‘ igen 4 + igen 4 | nem

e n w '

szulfaszalazin/5-ASA
(oralis, lolkdalis)

: ‘ ( s 5 ‘ P .
| nem 1

szteroid leépitése,

(1)
oralis, lokalis, parenteralis szulfaszalazin/5-ASA

szteroid, parenteralis taplalas,

L | sziikség esetén antibiotikum lokalis, oralis
+—I :
( (2)
A betegség aktivitasanak csokkenése? ‘ immunszuppresszans, inmunmoduldns
| terapia
igen ¢ i
e - ™ = N

immunszuppresszans,
immunmoduléns terapia

(legalabb 50%-0s PCDAI csékkenés vagy PCDAI 30 pont
ala sillyed, vagy fisztulazo formaban fisztulazarodas)

szterold leépftése, (2) A betegseg aktivitasanak csékkenése?
szulfaszalazin/5-ASA

nem
P
(3) Bioldgiai terapia (TNF-alfa g4tlé) (2)
indukcids terapia immunszuppresszans,
L immunmoduléns teripia

v

‘ A betegség aktivitasdnak csokkenése?

(legalabb 50%-0s PCDAI csékkenés vagy PCDAI 30 pont
ala sillyed, vagy fisztuldzé formaban fisztulazarodas)

»
igen 1 | | nem i
\ vy 1Y J
Vo
terépia ledllitasa, opciondlisan
Biolbgiai terapia (TNF-alfa gatl6) Gsszesen 1 konvenc::mélis terép;a, l;zi.ike:ég esetén
Q évig sebészet
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II1. Melléklet: A Kv1.3 és IKCal-es csatorndk gatloszereinek Kd értékei (296).

Kv1.3 IKCal
Farmakon neve Kd érték Farmakon neve Kd érték
Skorpi6
ChTx 3nM ChTx 5 nM
NTx 1 nM ChTx-glu 33 nM
MgTx 110 pM MTx 1 nM
KTx 650 pM
AgTx2 200 pM
Pil 11 nM
MTx 150 nM
HsTx1 12 pM
Pi2 50 pM
Pi3 500 pM
tengeri anemoéniak
ShK 16 pM ShK 30 nM
BgK 39 nM BgK 172 nM
ShK-Dap 52 pM ShK-Dap 2.6 uM
kis molekuldk

TEA 10 mM TEA 24 mM
4-AP 190 uM ketoconazole 30 uM
quinine 14 uM econazole 12 uM
diltiazem 60 uM nifedipin 4 uM
verapamil 6 uM nimodipine 1 uM
CP-339,818 150 nM nitrendipine 900 nM
UK-78282 200 nM TRAM-3 520 nM
Correolide 90 nM clotrimazole 70 nM
sulfamidbenzamidoindane 100 nM TRAM-34 20 nM

139




