dc_581 12

MTA
DOKTORI ERTEKEZES

Immunmedialt gasztroenterolc')giai kc')rképek

Dr. Veres Gabor

Semmelweis Egyetem

Budapest
2012



dc_581 12

TARTALOMJEGYZEK
11.1. GYULLADASOS BELBETEGSEG (IBD) .....cooovrieeee e en s B
[1.2. COLIAKIA ..ottt ettt ettt e st e s e et e et e e st et e s aesereeereeteenes 17
11.3. ALLERGIAS KOLITISZ (AC) ....cutieieeieeeeseeemeeeseee et ee sttt seannenene s 22

I.4. ADAPTIV ES TERMESZETES IMMUNITAS, TOLL-LIKE FECEPTOR (TLR) ES

INTESZTINALIS ALKALIKUS FOSZFATAZ (IAP) ...uv i 23
l11.1. GYULLADASOS BELBETEGSEG (IBD).....c.ccuveieeeeeieiteete e, 36
L2, COLIAKIA......ovetiiteeieiee ettt eme ettt be ettt se st esan e se st se s enessen s 38
1.3. ALLERGIAS KOLITISZ (AC)....iiticieeieeeeeeeeeeeeeee e steeteeteseenseve e eveeaeesessnnsnnae e 38
IV.1. GYULLADASOS BELBETEGSEG (IBD).......oeiviieeireceeeeecee e 39
IV.1.1. IBD regiszter (HUPIR: Hungarian Pediatr@D Registry)..........ccccevvvvviiiinnnnnne 39
IV.1.2. A fel®d endoszkdpia diagnosztikus értékének vizsgalata..........ceeeeeeeeenn. 39
IV.1.3. Infliximab terapiajanak prospektiv, orszadmtasvizsgalata..................ccceeee.. 40
IV.1.4. A manndz-kdt lektin (MBL) meghatarozasa ..........ccccevvveeeeeieeeeeeeeeeeeeiininns 41
IV.1.5. PAB, rPAB, GAB, ASCA és pANCA antitestek gietarozésa....................... 41
IV.1.6. Toll-like receptor (TLR) 2, 3 és 4 meghatZdis IBD-ben ........ccccccvvveeeeeeennnnnn. 45
IV.1.7. Az intesztinalis alkalikus foszfataz (iARAgsgalata IBD-ben.........ccccceeeeeeeennn. 49
IV.1.8. Immunfenotipus analizis IBD-Den ..o, 52
IV.2. COLIAKIA ..ottt sttt se st ese e s se st ese s enesnens 61
IV.2.1. Klaudin (CLDN) meghatarozasa 2 kulonbazuodendlis lokaliziciéban.......... 61
IV.2.2. Az IiAP intesztinalis expressziéjanak (mMRN@As fehérjeszint) és TLR4
kolokalizacidjanak vizsgalata................ccceeeeevveeiiiiiiiiie e 62
IV.2.3. HSP72 mRNS, fehérje és lokalizacio a cééakk duodénuméban................... 62
IV.2.4. Immunfenotipus vizsgélatok coliakidban.................ccccoiiiiiiiiiiie, 64
IV.2.5. Plazminogén hiany és coéliakia a duoderfékgly hatterében ........................... 65
IV.3. ALLERGIAS KOLITISZ.....coooueiteeeeeeeeets ettt te et eenannn e e 66
IV.3.1. Laboratériumi és kolonoszkOpias VizSgal&-Ben .........c.cccceeeevveeeiiiiieeeeiniiiinnns 66
IV.3.2. Immunfenotipizalas allergias kolitiszes csendk periférias véréd................ 66
VII.1. GYULLADASOS BELBETEGSEG ......cetiiieeeereneecnesiseeesieneeesssesesesessenenns 71




dc_581 12

VII.1.1. Az IBD regiszterrel kapcsolatos eredmén{B88-191).............ccceeevvvvvvvvveinnnnns 71
VII.1.2. Fel$ endoszkdpia diagosztikus értekének meghataroz88a.(.................... 75

VII.1.3. Infliximab kezelés orszagos felmérése peéezisztens Crohn-betegségben

VIl.1.4. MBL szintek, és az MBL deficiencia &brdulasa az IBD-s betegekben,

valamint ezek dsszefliiggése a szeroldgiai marker€k8@)................ccvvvveeeee. 79
VII.1.5. A PAB, rPAB, GAB, ASCA és pANCA antitestelprevalencigja és
0sszefliggésik az IBD fenotipusaval (198) ... .oeeeeereriiiieieiieeeeeieireeieeeineennn.. 83

VI.1.6. A TLR2, TLR3 és TLR4 expresszidjanak viatga kronikus gyulladasos
bélbetegségben szenvedBD-s) gyermekek kolon nyalkahartyajaban (1995%.. 8
VII.1.7. Az iAP expresszidjanak vizsgalata gyulladé bélbetegségben szenved

(IBD-s) gyermekek kolon nyalkahartyajaban (200)........cccoeeeeerieeieeeiininnnnns 90

VII.1.8. Immunfenotipusos elemzés aktiv és remidsm levw CD-s gyermekekben
220 PSR 94

VL2, COLIAKIA ...ttt meme ettt b e st s enene et se e nessenesrenis 99

VII.2.1. Klaudin (CLDN) expresszio coliakias gyerke& proximalis és disztalis
duodénumaban (202)
VIl.2.2. HSP72 expresszio (MRNS és fehérje) és liokaid vizsgalata coliakiasok
duodénumaban (203)
VII.2.3. Az AP expressziojanak vizsgalata coligkiagyermekek duodénum
nyalkahartyajaban (204) ...........oooiiiiiiiceeeeeiecces e 104
VII.2.4. Colidkias gyermekek periférids vérének iomfenotipus elemzése................ 107

VII.2.5. Koéros transzglutamindz és plazminogénhiarey duodenalis fekély

patomechanizmusaban (205).........cccoiiiiiceeeeeeeeeiiiire e e e e e e e e eeeeeaeeees 113
VII.3. ALLERGIAS KOLITISZ (AC) ..cveiveieeeeeeeeeeee e eneaens 115
VII.1. GYULLADASOS BELBETEGSEG..........cootimmmeereeieeereiesesiesesiesessessssessssenas 18
VIII.1.1. Az IBD regiszterrel (HUPIR) kapcsolatosedmények megbeszélése........... 118
VIIL.1.2. A fels6 endoszkopia diagnosztikus ,hozamanak” (,diagnosyield”)
MEQGDESZEIESE ... —————— 121
VIII.1.3. A manndz-kéd lektin vizsgéalata IBD-s gyermekekben............................ 124

VIII.1.4. A PAB, rPAB, GAB, ASCA és pANCA antitedtevizsgalata IBD-ben......... 127
VIII.LL.5. A TLR2, TLR3 és TLR4 expresszidjanak \igadata kronikus gyulladasos
bélbetegségben szenvedBD-s) gyermekek kolon nyalkahartyajaban (199) 130




dc_581 12

VIII.1.6. Az iIAP expressziojanak vizsgalata gyubads bélbetegségben szeriv@@D-

s) gyermekek kolon nyalkahartygjaban (200) ....ccceeeeeeeiiiiiiiiiiiciiiiiiiiiieeee, 133

VIII.1.7. Immunfenotipus elemzés aktiv és remissaiblevy CD-s gyermekekben (201)
................................................................................................................. 135
VIHL2. COLIAKIA ..ottt ettt ettt et e e ereete st e ene e e e s 138

VIIL.2.1. Klaudin (CLDN) expresszio coéliakids gyeelkek proximalis és disztalis

duodénumAban (202) ........ccoeeiiiiireree e ————— 138
VIII.2.2. HSP72 expresszid (MRNS és fehérje) ésalialicid vizsgalata coliakiasok

duodénumaban (203) .......coeeeeiiiiiiiirrree e 140
VIII.2.3. Az intesztindlis alkalikus foszfataz (iARXxpresszidjanak vizsgalata colidkias

gyermekek duodénum nyalkahartydjaban (204) .......cccccccvveveeeeieeeeniiinnnnn, 142
VIII.2.4. Cdolidkias gyermekek periférias vérénelniomfenotipus elemzése .............. 143

VIII.2.5. Koéros transzglutamindz és plazminogéngiara duodenalis fekély
patomechanizmusdban (205)..........ccooiiiieeemeeeiiiiieeeee e 145
VIIL3. ALLERGIAS KOLITISZ ..ottt sne s 147

X1.1. A TEZISEK ALAPJAT ADO ELS), VAGY UTOLSO SZERDS IDEGEN

NYELV U KOZLEMENYEK JEGYZEKE. ....evoveeeeeeee e et eeeeeaeeeenaae e, 154
X1.2. A TEZISEKHEZ KAPCSOLODO MAGYAR NYELVMJ PUBLIKACIOK........... 156




dc_581 12

ABRAJEGYZEK
1. bra. Bakteridlis sejtfelisntestrukturak (TLR és MBL) segitségével megvaldsuld
L= 0 {0131 (04 1< PP 13
2. bra. Felsendoszkdpianal észlelt fekélyes |€zi6 egy Crohedgyermek gyomraban. . 15
3. abra. A cdlidkia patomechanizmusanak vazlata.............ccccoevvvevvviiiiiiiiiiie e 18
4. abra. Boholyatrofias és normalis duodenalis malkendoszkopos Képe........cccoveeeeeeeeeenn.. 19
5. abra. Sejt-sejtkdzotti kapcsoloelemek vazlalwazolasa. ..............oovvvvvviiiiieiiiiiieens 21
6. 4bra. Az adaptiv és a velesziletett immunremdenéosabb kilonbségei és sejtes elemei.
.......................................................................................................................... 24
7. abra. A TLR4 aktivacio és a kbvetkezményes baitaazlatos abraja. ..............cccceeveeees 32
8. dbra. Az intesztinalis alkalikus foszfataz (iAppoliszacharidot (LPS) detoxifikalo
folyamata az abra bal oldalan (bal oldal: iAP jé&gben, jobb oldal: iAP nélkll, a
pirossal athuzott nyilak az aktivacio gatlasatljg)o.............cccceeeeeeiiiiiiieniinnnnn 34
9. abra. A kulénbag specifikus immunfluoreszcens mintazatok. .....ccceevvviieeeeiieeeenennne, 44
10. &bra. A regulétoros T sejtek (TreQq) aZONOSITASA. ......ccvvvvvieeeeeeiieiiiiiiiceeeeee e 59
11. &bra. Az aramlasi citométeres KIErtekeles NBENEL. ...........uvvvveviiiiieieeeeeeee e s 60
12. abra. Az IBD (piros), a kolitisz ulcer6za (k&g a Crohn-betegség (zold) incidencigja
hazankban 2007 €S 2010 KOZOL. ........eeeiimmmmmmmeiiiiiiiiiiiieeeeeee e 72
13. abra. A portdi kritériumok szerint kiemeltemgaolt 3 diagnosztikus tényegfelss
endoszkopia, termindlis ileum intub&cidja és spisciéékonybelekre iranyuld
képalkoto vizsgalat: CT, MRI vagy kontrasztos pagsz elvégzésének eves
gyakorisaga hazankban 2007-2010 KOZOtL. .....cccceeeeeeeeeeeeeieieeeeeeiee s 12
14. dbra. A TLR2 mRNS expresszio SYBR Green aleplittme RT-PCR-rel tortén
Kimutatasdnak egy reprezentativ KEPE. .......ccccccciriiiiiiiiiiiiieiieeee e 86
15. abra. A TLR2 mRNS expressziojanak valtozasessein diagnosztizalt (fd) IBD-s, illetve
a kezelt, relapszusban te(r) IBD-s gyermekek, valamint a kontrollok kolon
NYAIKANAITYAJADAN. ... e e e 87
16. abra. A TLR4 mRNS expressziojanak valtozasessein diagnosztizalt (fd) IBD-s, illetve

a kezelt, relapszusban ©iBD-s gyermekek, valamint a kontrollok kolon

Nnyalkahartyajaban. ... 87




17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,
25.

26.

27.

28.

29.

30.

dc_581 12

abra. A TLR2, TLR3 és TLR4 fehérjeszintek vAdtsa a frissen diagnosztizalt, illetve a
kezelt, relapszusban &VBD-s gyermekek, valamint a kontrollok kolon
nyalkahéartyajaban (reprezentativ 4bra). ... .. oooeeeiviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeen 89

abra. A TLR2 fehérje szintjének valtozasassén diagnosztizalt, illetve a kezelt,

relapszusban |€évIBD-s gyermekek, valamint a kontrollok kolon nyaltartyajaban.

abra. A TLR4 fehérje szintjének valtozasassén diagnosztizalt, illetve a kezelt,

relapszusban |€évIBD-s gyermekek, valamint a kontrollok kolon nyaliartyajaban.

abra. Az iIAP mRNS expresszids valtozdsa kdokpCrohn-beteg (CD) gyermekek
gyulladt és nem gyulladt, valamint kolitisz ulcea82UC) gyermekek gyulladt kolon
nyalkahartyajaban (real time—PCR). .......oo i 91

abra. Az iAP fehérjeszintek reprezentativ e@uyei a kontrollok, Crohn-beteg (CD)
gyulladt és nem gyulladt, valamint kolitisz ulcea82UC) gyermekek gyulladt kolon
nyalkahartyajaban (Western DIOt). ...........commmeereriiiiiiiiiiiiiieeeeee e 91

abra. Az iAP fehérjeszintek valtozasa a kolukglCrohn-beteg gyermekek (CD) gyulladt

és nem gyulladt, valamint kolitisz ulcerézas (U@ggmekek gyulladt kolon

NYAIKANAIYAJADAN. ...ttt e e e 92
abra. Az iIAP és TLR4 lokalizaci6ja Crohn-bef€®), kolitisz ulcer6zés (UC) és kontroll
gyermekek termindlis ileum és kolon nyalkahartyagh..............cc.cccccccveeeeeeennnn. 93

abra. Az adaptivimmunitas sejtes elemeinekgbeacidja Crohn-beteg gyermekekben. 96
abra. A velesziletett immunitas sejtes elenkgimevalencigja Crohn-beteg
QYEIMEKEKDEN. .ot 98
abra. A klaudinok expresszidjanak vizsgalataimhisztokémiai modszerrel coliakiasok
duodenalis MUKOZAJADAN. ...........evuvuiiiiiiieee e ere e e e 100
abra. A CLDN 2 expresszigja coliakias betegekimalis és disztalis duodénumaban a
Kontroll MINtAKNOZ KEPEST. ......uuviiiiiiiiis e e e 101
abra. A CLDN 3 expresszioja coliakias betegekimalis és disztalis duodenumaban a
kontroll MINtAKNOZ KEPEST. .......ccoiiieieeet e 101
abra. A HSP72 mRNS expresszidja kezeletleregslkcoliakias gyermekek, valamint
kontrollok duodénum nyalkahartydjaban. ......cccccee.vvviiiiiiiiiiiiiiid 102
abra. A HSP72 fehérje szintje kezeletlen éslkeblidkias gyermekek, valamint

kontrollok duodénum nyalkahartydjaban. ......cccceeooooeeeeeeiiiiiiiiceees 103

\



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.
41].

dc_581 12

abra. A HSP72 lokalizacioja kezeletlen és kez#lakias gyermekek, valamint
kontrollok duodénum nyalkahartydjaban. ......cccccee.vvviiiiiiiiiiiiiid 104
abra. Az iIAP mRNS expresszi6 valtozasa komtkolijonnan diagnosztizalt coliakias,
valamint gluténmentes diétat tarto coliakias (GEpdrmekek duodénum
nyalkahartyajaban. ... 105
abra. Az iAP fehérjeszintek reprezentativ erealyri kontrollok, Gjonnan diagnosztizalt
cOlidkias, és gluténmentes étrendet tart6 coliakedD) gyermekek duodénum
nyalkahartyajaban (Western blot). ...........coeeeeriiiinieeeeeeeeeeeeeeeeeeaaes 106
abra. Az iAP fehérjeszintek valtozasa kontigligjonnan diagnosztizalt céliakias, és

gluténmentes étrendet tart6 colidkias gyermekekiémom nyalkahartyajaban. ... 106

abra. Az iAP és TLR4 lokalizaciéja egészségedrkll, GUjonnan diagnosztizalt coliakias
és gluténmentes étrendet tarto coliakias (GFD)rggkek duodénum
nyalkahartyajaban. ... 107
abra. Az adaptivimmunitas sejtjei és korréiaajonnan kérismézett colidkiasokban,
kezelt, gluténmentes diétat folytatbkban (GFD) @stfollokban (A-D)................ 109
abra. Az adaptivimmunitas sejtjei és korréiaajonnan kérismeézett coliakiasokban,
kezelt, gluténmentes diétat folytatokban (GFD) @stiollokban (E-H). ............... 110
abra. A veleszlletett immunitas sejtjei és&danioi tjonnan kdrismézett coliakiasokban,
kezelt, gluténmentes diétat folytatbkban (GFD) @stfollokban (A-D)................ 112
abra. A velesziletett immunitas sejtjei ésddanioi Ujonnan korismézett coliakiasokban,
kezelt, gluténmentes diétat folytatokban (GFD) @stiollokban (E-H). ............... 113
abra. A-D: Dupla immunfluorescens vizsgalatiadenalis mukézéban........................ 114
abra. Az immunfenotipus véaltozasa allergiagiknben és kontrollban. ....................... 117

VI



dc_581 12

TABLAZATOK JEGYZEKE

. tAblazat. A Crohn-betegség montreali osztalymt&atsangi, Gut, 2006, ref.27). ............... 6

. tAbl4zat. Egy éves életkor alatt indulé Crohtegeég differencialdiagnosztikajaban

szerepb gyakoribb DetegSEQEK. ...oovuiiiiiiiiiiii e 9

3. tablazat: Gyermekkori IBD-bensébrdul6 fontosabb extraintesztinalis manifesztaciok9

4. tablazat. Marsh felosztas a coliakia szévetaidkelésehez. IEL: intraepitelialis limfocitak

6
7
8.
9
10
11

12.

13.
14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.

(FEF. 122,123). ittt e+t e e e e e e e e e e e e e e e e ann—r e e e e e anrraaaas 20
. tAbl4zat. A regulatoros T sejtek feltételezatktioi in vivo €s in vitro tanulmanyok
o1 F= 1o = T (= P I < ) PP 25
. tAblazat. A természetes és indukalt regulatdrsajtek jelleméi (ref. 145)...................... 26
. tAblazat. A Treg- és NKT sejtek 6sszehasonl#BMBESE................evvvviiiiiiiiieeeeeeeieeee, 30
tablazat. A Toll-like receptorok (TLR) és legfosabb kapcsolddo ligandjuk.................... 31
. tAblazat. A szeroldgiai vizsgalatba bevont IBBetegek fontosabb klinikai adatai. ......... 42
. tAblazat. A PCR-ek soran alkalmazott primergze&iak és jellemi. ............ccccceeeeee 46

. tAblazat. Az Gjonnan diagnosztizalt Crohn-bé@g) és kolitisz ulcerézas (UC) betegek
KIINIKaT JRIEMZOI........coeeeieeeee e 50
tablazat. A vizsgalatba bevont betegek és sgges kontrollok klinikai €s laboratoriumi
=10 £ - | P PPPPPPPPPR 53
tabladzat. Az alkalmazott sejtfelszini és sefteliili fluoreszcens festékek................. 55.
tablazat. Példa panel 6sszedllitAsokra BD FA@Stipusu aramlasi citométerre, sajat
sziré-beadllitdsokkal sejtfelszini és sejten bellli MEKERZ............ccceveeeveiiiiiiiiennnn, 58
tablazat. Ujonnan diagnosztizalt coliakias é€pluténmentes étrendet tartd coliakias
(GFD) gyermekek klinikai jellent. ... e 63
tablazat. A vizsgalatban résztidetegek és kontrollok adatai. ..............coeeeeereeennne 65
tablazat. Az allergias kolitiszes (AC) gyermiekénikai, laboratoriumi és endoszkopos
J =21 =21 SRR 67
tablazat. A regisztralt IBD-s betegek makrogmigdés mikroszkopos eltéréseinek
eléfordulasi gyakorisaga a félgasztrointesztinalis traktusban. ...........cccccc...... 75
tablazat. A fetsendoszkdpos vizsgalatokiszmegitélése (CD-re jelleiznakroszkopos
léziok és granuldma), és tag megitélése (0sszemsrOpOSs és hisztoldgiali
oAV (0 2 1) P 76

tablazat. A fetsendoszkdpiaval vizsgélt Crohn-betegek betegségtida. .................. 77

VIl



21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.
28.

29.

30.

31.

dc_581 12

tablazat. Mannoz-kétektin (MBL) szintek Crohn-betegségben (CD), kefit
ulcerozaban (UC) és a kontroll csoportban. ..cccce...ooooiiiiiviiiiiiiiiiiieeceee e 79
tablazat. Kolitisz ulcerozas (n=52) gyermekksilkai fenotipusa és szerologiai statusza a
kilonbdd mannoz-kad lektin (MBL) szint kategoriak szerint. .......coeevvveenennnn. 81
tablazat. Crohn-beteg (n=107) gyermekek klinikaotipusa €s szeroldgiai statusza a
kUlénb6d manndz-kad lektin (MBL) szint kategoriak szerint. .......cceevvvvvvennnee.. 82
tablazat. Kiloénbdzszeroldgiai markerek diagnosztikus értéke a gylakas
bélbetegsegben (IBD) szenvegyermekekben. Vastagon szedve a gyakorlati
jelenséggel biré kombinalt alkalmazas. ..........ccccceevvviiiiiiiii e, 84
tablazat. PAB és rPAB pozitivitas (%) 6sszefiggga betegség lokalizacidjaval (L) és
viselkedésével (B) Crohn-beteg gyermekekben.............ccccooiiiiiiiiiiiiieee, 84
tablazat. Az adaptivimmunitas sejtes elememekalenciaja Crohn-beteg
QYEIMEKEKDEN. ... . a s 95
tablazat. A velesziiletett immunitas sejteinelkalenciaja Crohn-beteg gyermekekli#h
tabldzat. Az adaptivimmunitas elemeinek pencéja és ardnyai tjonnan korismeézett
coliakiasokban, kezelt, gluténmentes diétat fobtban (GFD) és kontrollokban. 108
tablazat. A velesziletett immunitas elemeingikalenciaja és aranyai tjonnan
korismézett coliakiasokban, kezelt, gluténmentésatliifolytatokban (GFD) és
KONTrOIOKDAN. ... s 111
tablazat. Laboreredményeink az allergias leakts, az eozinofil kolitiszes és a kontroll
(03ST0] o0 10 - 1 o A 115
tabladzat. Immunfenotipus vizsgalati eredméngslg citokinek prevalenciaja allergias
kolitiszben és kontrolloKban. ................oummeeeeriiiiiiiiiiie e 116




dc_581 12

ROVIDITESEK JEGYZEKE

AC
ADA
ANCA
AP1
APC
AS
ASA
ASCA
AZA
CD
CLDN
CRP
CTLA
DC
DSS
EC
EIM
ELISA
FACS
Fe
FoxP3
FSC
frIBD
GAB
GAPDH
GFD
Gl
GITR
HC
IAP
iTreg

allergias kolitisz

adalimumab

anti neutrofil citoplazmatikus antitest
aktivator proteinl

antigén prezental6 sejt

antiszensz

aminoszalicilsav

Saccharomyces cerevisiae elleni antitest
azatioprin

Crohn-betegség

klaudin

C-reaktiv protein

citotoxikus T limfocita antigén
dendritikus sejt

dextran-szodium szulfat

eozinofil sejtes kolitisz

extraintesztinalis manifesztacio
enzyme-linked immunosorbent assay
aramlasi citométer

vas

forkhead box P3 transzkripcios faktor
~forward scatter characteristics”, méret szerkatiegorizalas
frissen diagnosztizalt IBD

kehelysejt ellenes antitest
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
gluténmentes diéta (gluten free diet)
gasztrointesztinalis

gliikokortikoid indukalta tumor nekrézis faktor egtor gén
hematokézia

intesztinalis alkalikus foszfataz

indukalhaté regulatoros T sejt

X
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HIF hipoxia-indukalta faktor

HSP hésokk fehérje (heat-shock protein)

H. pylori  Helicobacter pylori

Ht hematokrit

HUPIR  Magyar IBD regiszter (Hungarian Pediatric IBD Regy)
IAP intesztinalis alkalikus foszfataz

IBD gyulladasos bélbetegség (inflammatory bowel dseas
IBD-U nem besorolhat6 IBD (IBD unclassified)

ICAM intercellularis adhéziés molekula

IEL intraepitelidlis limfocitak

IFN-vy interferon-gamma

IFX infliximab

IPEX immun diszregulacié, poliendokrinopatia, enter@pat X-kromoszomahoz

kapcsolt szindréma

IQR inter-kvartilis tartomany
Ig immunglobulin
IL interleukin

IRAK1 IL-1-receptorhoz kapcsolt kinaz

KO génkittott (knock out)

LBP LPS kot fehérje

LNH limfonodularis hiperplazia
LPC lamina propria sejt

LPS lipopoliszacharid (endotoxin)

MAPK mitogén-aktivalt protein kinaz

MBL mannoz-kad lektin (mannose binding lectin)
MICA MHCI polipeptid-rokon szekvencia A
MyD88  mieloid differencidlodasi 88. faktor

NK természetes 6lsejt (natural killer cell)
NKT természetes 6IT sejt (natural killer T cell)
NNL nagy nagyitasu latotér

nTreg természetes regulatoros T sejt

OGD 0zofago-gasztroduodenoszképia

p perianalis

PAB pankreasz ellenes antitest

XI



rPAB
PBMC
PCDAI
PLT
PSC
RCD
RETF
rIBD
RT-PCR
SGK
SSC
Tc
TCR
TG
TGF
TIR
TIRAP
TRAF
Th
TLR
TNBS
TNF-a
Treg
ucC
WFH
WT
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rekombinans pankreéasz ellenes antitest

periférias vér mononuklearis sejt

gyermekkori CD aktivitasi index (pediatric Crohisehase activity index)
trombocita (platelet)

primer szklerotizalé kolangitisz

refrakter colidkia

Real time PCR-fluoreszcens rezonancia energigfan
relapszusban |éviBD

real-time reverse transcription polymerase cheattion
szérum- és glukokortikoid-regulaciés kinaz
granuléltsag szerinti kategorizalas (side scattaracteristics)
citotoxikus T sejt

T sejt receptor

transzglutaminaz

transzformalé névekedési faktor

Toll/IL-1R domén

TIR domeén tartalma adaptor fehérje

TNF receptor-asszocidlt faktor

T helper sejt

Toll-like receptor

trinitrobenzén-szulfonsav

tumor nekrézis faktor alfa

regulatoros T sejt

kolitisz ulceroza

testsuly a hosszhoz viszonyitva (weight for hgight

vad tipus (wild type)

Xl
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|. ELOZMENYEK ES IRANYVONALAK

Tudomanyos fokozatomat (Ph.D.) 2004-ben szerezwditiakias és ételallergias betegek
mukozajdban citokinek- és adhéziés molekulak esgiémt elemeztem. Vizsgélataim
alapjan megallapitottam, hogy Késmmunreakciét mutatd ételallergias betegek lamina
proprigjaban fehérje- és mMRNS szinten IKEN-y dominancia mutatkozott, a fokozott
kriptaproliferacio és HLA-DR expresszié mellett (1)Ezen kivil az adhézidés molekulak
kozil azICAM-1 és a limfocitak mukozalis ,hazatéréséért” fédehlfadbéta7 expresszid
volt emelkedett (1). A latott kép részben emlékiettea coliakia kezdeti stadiuméra, a latens
fazisra, azonban az eészlelt immunhisztolégiai é#ék segitségével attdl konnyen
elkilonithet, jelezve munkam gyakorlati jelésigét. Erdekes megfigyelés volt az
ételallergias gyermekek duodénumaban éslitafonodularis hiperplazia, amely a magas
Yy T sejtszammal egyutt az oralis tolerancia csokkeeéstal (2). Ebbl az eredményd
levonhattuk azt a kovetkeztetést, hogy amennyileést £ndoszkopias vizsgalatnal latjuk a
limfonoduléris hiperplaziat, akkor gondoljunk tapkallergia lehgiségére, még akkor is, ha
a rutin szovettani vizsgalat normalis, sem bohalgkédas, sem eozinofil infiltracid nem
észlelhet.

Ezt kdveben kutatdi munkdm egy része tovédbbra is az immurdtieghsztroenteroldgiai
kérképek patomechanizmusanak megismerésére irankiidzen acoliakia egy olyan
immunmedialt kérkép, ahol egyedulallo médon ismarkivaltd ok, a glutén (3,4). Ez
modellként szolgalhat mas immunmedialt betegségelulnanyozasahoz is. A kérkép
patomechanizmusaban fontosak a sejtkapcsolé stakktkarosodasai, azon belll a
klaudinok (CLDN) expresszidja (5,6). Meglépmddon colidkidsokban Gjabban ismeretlen
eredel eroziokat, fekélyes elvaltozasokat irtak le, mekypatoldgiaja ismeretlen (7).

A masik kérkép, az ételallergia, kulondsen a cgwbkeri véres szeklettel jelentkéz
forménak (AC:allergias kolitisz) gyakorisaga egyre novekszik, de szerencsére ey
lefolyasa altalaban kedvé£8). Ez a specialis allergias entitas kezdetben ki@onithed el a
ritka, csecseidkorban jelentke& gyulladasos bélbetegséfjtigy ennek a betegségnek a
tanulmanyozasa igen nagy gyakorlati jetesgéggel bir mindkét korkép szempontjabal.

A colidkia és az AC mellett - a Ph.D. fokozatom smgyzése utdn — kutatdsom
kozéppontjdba agyulladasos bélbetegség (IBD)kerilt. Az IBD jelenleg az egyik
legfontosabb gasztroenterologiai kérkép vilagszeateit j0l mutat, hogy 6 évvel edl az

elss IBD konferencian kb. 500 szakember vett résztnif@012. februar) pedig tébb mint

1
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4200 6. Az IBD elstérbe keriilését az magyarazza, hogy a koérkép akaetéiben nem
ismert, terapidja nem megoldott és gyakorisagaeegimekszik (9). A nyugati orszagokban
az incidencia és prevalencia is jelm#n ndvekedett az elmult 6tven évben: dtkori
Crohn-betegségben (CD) a két érték: 6-154950-200/17) kolitisz ulcer6zaban (UC) pedig
8-14/1C és 120-200/10(10). A kdzelmultban megjelent prospektiv vizst@iaazt mutattak,
hogy mind az USA-ban (Wisconsin), mind Svédorszagi&tockholm) a gyermekkori CD
incidencidja kétszerese volt az UC-nek (11, 12) &4 IBD a kodztudatban élsorban a
felnétteket éring korfolyamat, a betegségek 10-25%-a gyermekkorbexdbklik (13). A
gyulladasos bélbetegségek kb. 1-2%-a egy évesatldbb gyerekekben, csecsddmen
kezdbdik. Ennek az a kiemelt jelefgege, hogy kezdetben ezeket a cseékemtévesen
allergias kolitisznek (AC) gondoljak, hiszen teljesen hasonlé prezedgctinetek,
laboreltérések, endoszkopos kép és szovettanéglkénet jelen (14).

A gyermekkori IBD eléfordulasa is a felrbttkorihoz hasonléan emelkédendenciat mutat,
de hazai adatok nem ismeretesek. Emlitésre méta @88 betegre kiterjédsvajci vizsgalat,
amely nem tamasztotta ala azt a hipotézist, hogiB&z megjelenésének kezdete korabbi
életszakaszra tolodott volna, hanem valéban gybkari valtak a megbetegedések:
gyermekkorban és fedttkorban egyarant (15). Magyarorszagon prospekdix, egész
orszagra Kkiterjetl epidemioldgiai adatok korabban nem voltak ismeeke ismeretlen
tovabba nemzetkdzi szinten is, hogy a diagnosziikahi afelsé endoszkdopiaigazi szerepe,
milyen a betegek aktivitasi indexének valtozasazeles fuggvéenyében, és milyen a koérkép
pontos lefolyasa.

Az IBD diagnozisat nem lehet egy paraméterre alagpdelallitani. A kérismézést a klinikai,
endoszkdpos, képalkotd, laboratériumi és szovetdatok egyuttes értékelése alapjan, nem
ritkan csak hosszabb megfigyelésb idtan mondhatjuk ki. Eppen ezért fontos, kiléndsen
gyermekkorban olyan kevésbé invaziv (szerologiaétél) markerek kutatasa, ami
megbizhatd diagnosztikai kompetenciaval birhat.r@agiai vizsgalatok kozil emlitésre
méltd amanndz-kot lektin (MBL) elemzése, melynek a patomechanizmusaban betoltott
szerepét feltételezik, de gyermekkori prospektizsgalat még nem tértént. Az MBL a
természetes immunitas eleme, amely a komplemedszen segitségével, az opszonizacioval
fokozza az adott mikroorganizmus fagocitzisat (1§)ismeret, hogy az MBL a TLR-hez
hasonléan intracellularis szignacidés szerepet bt igy feltételezhét hogy az IBD
patomechanizmusiban szerepet jatszik, hasonléantesztindlis alkalikus foszfatazhoz
(IAP) (17).
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Sajnos az IBD pontos oka nem ismert, de tigykt hogy genetikai hajlam, trigger faktorok,
illetve kérnyezeti tényeaik hatdsara egy abnormalis, kronikus immunvélasegéddik, mely

a sajat bélfléra elleni tolerancia részleges ehésshez vezet (18). Ebben az
immunfolyamatban a veleszlletett (természetes: téynaés az adaptiv immunrendszer
mikodési zavarat tételezik fel (19). Ujabbaregulatoros T sejtek (Treg) kdzponti szerepe
kerllt ebtérbe, bar gyermekkori adatok nem ismeretesek @8ntén ismeretlen, hogy a
természetes-velesziletett immunvalaszbamoli-like receptorok (TLR) milyen szerepet
téltenek be az IBD patomechanizmusaban (21).

Doktori téziseim alapjaul szolgalé kutatdsaim teBaimmunmedialt gasztroenteroldgiai

kérkép vizsgalataival kapcsolatosak: az IBD-velcdiakiaval és az allergias kolitisszel.
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Il. BEVEZETES

I.1. GYULLADASOS BELBETEGSEG (IBD)

A gyulladasos bélbetegség (IBD) kétfbrmaja a Crohn-betegség (CD) és a kolitisz ulzaro
(UC), melynek diagndzisa sokszor nehéz, de a Mkinikendoszkopos, radioldgiai,
laboratériumi és szovettani kép egyuttes eredmétggian altalaban feléllithatd. Az egyre
gyakrabban kérismézésre kefll betegségcsoport etiolégidja maig ismeretlen,
multifaktoridlisnak tekinthét, melyben genetikai hajlam, trigger faktorok, Metkdrnyezeti
tényedk hatasara abnormalis, kronikus immunvalasz gedaila(22).

A felnétt-, és a gyermekkori IBD alapvetjellemzi megegyeznek, de az életkori
kulonbodségek miatt is sok az eltérés. Fetkori UC-ban gyakoribb a rektum illetve a bal
kolonfél izolalt érintettsége, mig gyermekkorbarkiterjedt kolitisz dominal. A ¢ tiinetek
gyermek- és felttkorban Iényegileg azonosak, de gyermekek kézk@yabak az atipusos
esetek, sokszor altalanos, illetve extraintesaintinetekkel, ndvekedési visszamaradassal
indul a kérkép (24). Gyermekkorban rendkivili jetesgedi a megfeled hossznévekedés,
csont- és sulygyarapodas. Novekedési zavar a gkkomeCD-ben 85%-ban, UC-ban pedig
65%-ban igazolhato (25-27).

Az IBD epidemioldgiaja

A gyermekkori epidemioldgiai adatok dsszehasoréitékelését neheziti, hogy a kulonboz
felmérésekben a gyermekkor felsataraként kulonbézéletkorokat adnak meg (15-21 év). A
két legfontosabb adat, hogy a gyermekkori IBD ieaiciaja fokozatosan névekszik, és a CD
incidenciaja egyre tobb felmérésben meghaladja@z. WAz Eszak-Franciaorszagban végzett
0sszehasonlité elemzés (1988-1999) megallapitaityy a gyermekkori CD incidenciaja 2,1-
rél 2,6-ra (/16) nott, mikdzben az UC gyakorisiga nem valtozott (28). Cseh
Koztarsasagban 1990-ben a CD incidencidja a 15 éedieor alatti gyermekekben 0,25710
volt, 2001-ben pedig mar 1,25PL(29). A legljabb epidemiolégiai felmérések alappn
gyermekkori IBD incidencidja leginkabb a 10 évestl@r alatt ndvekszik, mégpedig évi
7,6%-kal (5-9 év kozott), és évi 5%-kal (0-4 év &y Ebben a kanadai hosszu tavua
felmérésben (1991-2008) a gyermekkori IBD prevalgac 42,1-61 (1994) 56,3-ra
emelkedett (2005). Ehhez hasonléan, a 100 000 gkearvonatkoztatott incidencia 9,8k-r
(1994) 11,4-re (2005) nbveked€2D), amit tovabbi vizsgalatok is megsitettek (31,32).
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Hazankban az IBD incidenciaja, klinikai prezentggidaktivitasi jegyei, laboratoriumi
eltérései és terapias ismérvei ismeretlenek voliadziseim egyik pillérét a prospektiv,
orszagosan szervezett gyermek IBD regiszter adjat 2007 januarjatél szerveztem és

mukodtetek, sokak segitségével.

Genetikai- és kornyezeti tényeik IBD-ben

Altalanossagban elmondhato, hogy a genetikai téhygdentisége CD-ben nagyobb, mint
UC-ben. A gyermekek 20-35%-anal lehet pozitiv aliaddnamnézist igazolni (33). Az IBD-
vel kapcsolatos ismereteink kozll jelenleg legndfpyelentsédi a 16. kromoszéman |év
NOD2/CARD15, a DLG5 és az autofagiaval kapcsolgioBmorfizmusok (ATG16L1 és
IRGM) (34-44). Az IBD elmult 3 évtizedben megfigyebhamos ndvekedésének hatterében
kornyezeti tényaik is allnak, hiszen ilyen rovid édalatt a genomban nem johetnek létre
ekkora mérték, utédokra orokithétvaltozasok (45-48).

Masfebl elst pillantasra genetikailag determinaltnak latszéygg hatterében is gyakran
kornyezeti faktorok allnak. A sziket és gyerekeiket egyarant ééintsaladkutatasok
megallapitottak, hogy a gyermekeknél joval fiathl&tetkorban kérismézik a kérképet, mint
a szileiknél, vagyis gondolhatnank, ez genetika:beb 17,5 évvel, UC-ben pedig 16 évvel
korabban dllitjak fol a diagnozist. Azonban ennektdrében elisorban nem genetikai
tényesdk allnak, hiszen ekkor markansabb kilonbség lermBB két formaja kozoétt (CD-
ben ebsebb genetikai hatds). Val6jaban arrél lehet sagyhaz elmult évtizedekben
gybkeresen megvaltozott kornyezeti térijea gyerekeket mar a megszuletéslilérintik,
mig a szuleik a karos faktorokkal csak ##s érintkeztek (inverz korrelacié a diagnozis

felallitAsanak éve és a szlletési év kdzott) (49).

Crohn-betegség (CD)

A CD olyan kronikus gyulladasos betegseg, mely ledddus barmely teriletén kialakulhat.
Az UC 0Osszefligg, folytonos kiterjedésével ellentétben a CD szegalisnelhelyezkedds az
érintett bélszakaszok ko6zott gyulladastél megkimeédszekkel. A betegség korabbi
elnevezésének megfedeh (ileitisz terminalisz) a leggyakrabban érinteitszakasz az ileum
termindlis része (6nalléan vagy a kolonnal egyittkozhiedelemmel ellenétben az eredeti
Jleitisz terminalisz” elnevezés nem az ileum d#&it, terminalis végét jelentette, hanem a
korkép — akkori — sulyos, sokszor veégzetes (terhisih&imenetelét. Izolalt vékonybél
érintettség 10-20%-ban, ileokolitisz 40-60%-bamjalt kolitisz 20-30%-ban fordul &l Bar
fontos kiemelni, hogy a 10 éves életkor alatti gkdrezdell) CD tobbsége izolalt kolon
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érintettséget mutat. Gyermekkorban a ,panentericuignotipus (L3+L4: fel§
gasztrointesztindlis és ileokolikus érintettség) madwmncigja észlelhét 1zolalt fels
gasztrointesztindlis érintettség ugyanakkor csdk %- alatt figyelheét meg. A montreali
osztalyozas (27) a lokalizacion és a betegseqtikivil a betegek életkorat is figyelembe
veszi (. tablaza). A CD-s gyermekek nagyobb részében gyulladasogsdménymentes
betegségforma van jelen (B1), de sidwményként sikiilet, fisztula, talyog alakulhat ki (B2-
B3). A betegség diagndzisakor és a nyomon koveéeésénnagyon fontos a megfeiel
kategorizalas, mert ennek terapias €s prognoszki&aetkezményei vannak. Példaul L2
lokalizacional joval ritkabban kell szamolni szterssal, vagy perianalis komplikacioval,

ellentétben az L1 vagy L3 esetekkel.

1. tAblazat. A Crohn-betegség montreali osztalyozagSatsangi, Gut, 2006, ref.27).
Gl: gasztrointesztindlis érintettség, p: periandlis

Eletkor

Al 16 év alatt

A2 17-40 év kozott

A3 40 ev felett
Lokalizacid

L1 terminalis ileum L1+L4 terminalis ileum+fél<s|

L2 kolon L2+L4 kolon+fel§ Gl

L3 ileokolon L3+L4 ileokolon+fel§ Gl

L4 felss Gl - -
Jelleg / ,Behaviour”
81 nem penetrald, nem B1p nem penetrald, nem

sztenotizald sztenotizal6é+periandlis betegség

B2 sztenotizald B2p sztenotizalo+perianalis betggsé
B3 penetralo B3p penetral6+perianalis betegség

Ezt a montreali klasszifikaciot modositottak a Rim@dtban Parizsban, tovabb hangsulyozva a
gyerek- és feléttkori kilénbségeket (50). Ennek értelmében az Atportot két részre
osztottdk (10 év alatti és folotti korosztalyra,aAés Alb), valamint az L4 lokalizaciot is,
annak megfeléen, hogy a fels Gl traktus érintettsége a Treitz-szalagtél prodisad vagy
disztélisan helyezkedik el (L4a és L4b). GO és Giegoriakent kilon jel6lik, hogy a
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betegnek van-e ndvekedési elmaradasa. Ennek aipgdeagszifikacionak a validalasa, széles
kori gyakorlati bevezetése a jthven varhato.

Mivel a CD aktivithsanak meghatarozasa kulcsfordtggésa diagnozis elején, valamint
valtozasa korrelal a hatékony terapiaval, fontase&mészletes ismertetése. Gyermekkorban a
CD aktivitasanak jellemzésére hasznalt mutatdo a MGByermekkori CD aktivitasi index)
(1. melléklet a Figgelékben Az értékelés (0-100 pontylib ismérvei a kovetkék: betegek
aktivitasa, fizikalis allapota, a széklet szamandéimésége, novekedés elmaradas/fogyas,
bizonyos laboratoriumi eltérések, perianalis ebzdsok és az extraintesztinalis
manifesztaciok jelenléte (51). A PCDAI érték 10taleemissziora, 30 folott kifejezett
aktivitasra, 40 folott pedig sulyos allapotra uté&l. PCDAI érték csokkenése a terapia
sikerességére is utal.

Kolitisz ulcer6za (UC)

Az UC a vastagbél megbetegedése, bar mikroszkoposaheti a Gl traktus egyéb terlletét.
A gyulladas a mukdzat érinti, mely folyamatos, ktuenban kezédik és kulonboé fokban
proximalisan terjed. A kiterjedés alapjan az UCon@tipusa kulonboztethetneg: proktitisz
(E1), bal oldali kolitisz (E2) és extenziv kolitistE3). A 2011-ben publikalt parizsi
klasszifikacié egy E4-es terminust is bevezetemtelyg a flexura hepatikatdl proximalis
érintettséget jeldli (pankolitisz). Ennek azonbanca nagy gyakorlati jelebsége, mert
terdpias konzekvencidval nem bir, az E3 és az fbrega kezelést igényel. Ekkor kerdlt
bevezetésre az S1 elnevezés is, amely arra ugy, dw UC-s gyermeknek legalabb egyszer
sulyos kolitisze zajlott (rosszabb jéiveli prognozis) (50).

Altalanossagban elmondhat6, hogy az UC-s gyermidghkagyobb részében extenziv vagy
pankolitisz all fenn a diagnézis felallitasakor (E®), mig felbttekben a gyulladasilieg a
rektumra és a bal kolonfélre lokalizalédik (E1, B2ghany betegben a gyulladas a terminalis
ileumot is érintheti (,backwash ileitis”), mely meghezitheti az UC elkll6nitését a GiD-t
de itt ez 8ként mikroszkopikus meérték A klasszikus nézet szerint UC-ben a rektum mindig
érintett. Néhany tanulmany azonban rektalis megk&®gol (,rectal sparing”) szamol be
UC-s gyermekekben (52). A montreali klasszifikaiGzempont szerint, a kiterjedés és a
sulyossag alapjan osztalyozza a betegeket. Gyekmékea betegség sulyossaganak,
aktivitasanak a megitélésére ennél jobban alkalatézla gyermekkori kolitisz ulcerdza
aktivitasi index (PUCAI) 2. melléklet a Fluggelékben(53). Az értékelés (0-85 pontykib
szempontjai: a hasi fajdalom intenzitdsa, a rektaérzés mennyisége, a széklet szama és

minésége, az éjszakai székirités és a betegek akdiiBas54). Sulyos UC-ben, az indulas
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utani 5. napon mért 45 folotti PUCAI érték rossogmodzisra utal, akar kolektomiat is

elérevetithet.

Nem besorolhaté IBD (IBD-U)

Az IBD-s betegek egy részében a klinikai, endosekdgs hisztoldgiai kép alapjan nem lehet
a CD vagy az UC definitiv diagnozisat felallitanne(m besorolhaté IBD, IBD-U:
unclassified). Egyes tanulmanyok szerint az IBD4dvplenciaja gyermekekben magasabb
(15-20%), mint felbttekben (5-15%), igy jeletsége is nagyobb a gyermekpopulacioban
(55). Egy tanulmanyban 74 IBD-U-s gyermek kezdetizkgalasakor 80%-ban talaltak
pankolitiszt, a 20%-ban észlelt bal oldali kolitpadig 6 éven belll pankolitisszé progredialt.
A késbbbiekben a betegek egyharmadédban UC-t vagy CDgndgztizaltak, kétharmadéaban
pedig IBD-U maradt a diagnézis a 7 éves koveté&siaidtt (56). Az IBD-U altalaban fiatal
életkorban jelentkezik, agressziv betegseg-fenstipmutat, sulyos kolitisszel, rapid

progresszidval.

Korai kezdetii IBD

Az allergias kolitisszal tortén differencidldiagnosztikai nehézségek miatt réssien kell
ismertetni a korai kezdiet(5 év alatti) IBD-t, amely a gyermekkori gyulladasbélbetegség
sajatos form4ja. Ebben a formaban a kisgyermelekijs részének a CD kdrismézésekor
colon érintettsége (kb. 90%) és perianalis betemyséan. Erdekes megfigyelés, hogy
amennyiben 5 év alatt IBD-t kérisméznek és a gyknek nodvekedési/sulygyarapodasi
elmaradasa is van, akkor az igen nagy valéséggel nem UC. Philadelphiai IBD
centrumban 82 gyermeket kdvettek nyomon, akiknélBél fiatalabb életkorban tértént az
IBD korismézése (35 CD, 30 UC és 17 IBD-U) (57).

Kilonods diagnosztikus és terdpids nehézségget jaréaes életkor alattinduld IBD (IBD-s
gyermekek kb. 1%-a). Enyhébb esetb@nlegtobbszér még anyatejjel taplalt cseasem
allergias kolitiszt véleményeznek, és a terapiarstfensége, illetve a hosszabb tavi nyomon
kovetés vezet a helyes diagndzishoz. Azoblel emlitett korképeken kiviul a
differencialdiagnosztikaban még szoba gobetegségeket 2. tablazat foglalja 6ssze.
Rendkivul érdekes az a megfigyelés, hogy a csefismmfisztulas, talyogos, fekeélyes
bélgyulladasnal koéros Interleukin-10 receptorekézeis gondoljunk, mert ez a kérkép

megtévesztésig hasonlit a CD-re, még granuldémigfierdulhat benne (58).
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2. tablazat. Egy éves életkor alatt indulé Crohn-begseég differencialdiagnosztikajaban
szerepb gyakoribb betegségek.
* Ferzés (CMV, Clostridium difficile, E. hystolitica, TB)

» Allergias kolitisz

* Eozinofil sejtes kolitisz

o Szerzett/kongenitalis immunhiany

» Kroénikus granulémas betegség (CGD)
* Glikogendzis 1/b tipus

* Interleukin-10 receptor rendellenesség

Extraintesztinalis tiinetek IBD-ben

A CD (fogyas, hasfajas, nbvekedésbeli elmaradasaraldt pubertas, hematokézia) és az UC
(hasfajas, véres hasmeneés) (o6l ismert, kardindlisetein kivlil az extraintesztinalis
manifesztaciés (EIM) jegyeket emelem ki, egyrésztzéra mert gyakori
differencialdiagnosztikai problémat jelentenek, rdégt az IBD regiszterinkkel (HUPIR) is
kapcsolatos, hiszen korabban ennek gyakorisagavoéinismert hazankban. Nem egységes
kritériumok alapjan az EIM éfordulasa felittkori IBD-ben 6-50%, gyermekekben 10-80%

is lehet (59). A legfontosabb extraintesztinaliifesztaciokat 8. tablazattartalmazza.

3. tablazat: Gyermekkori IBD-ben ebforduld fontosabb extraintesztinalis
manifesztaciok.
* Bdér: erittma nodézum, pioderma gangren6zum, metaszsa@o

» Sz4j, szajuregkeilitisz, sztomatitisz, afta

* Szem:uveitisz, episzkleritisz

 {ziletek: artritisz, spondilitisz ankil6za

* Maj: primer szklerotizalé kolangitisz (PSC), hepatitisgeld

* Vese:vesel, hidronefrozis

« Altalanos és egyéb: pubertas tarda, oszteopordzis, noévekedésbeli ettasra

trombaozis, pankreatitisz

Az IBD diagnosztikaja

Terjedelmi korlatok miatt doten csak azokat a diagnosztikus elemeket ismertetem

részletesen, amelyek kdzvetlenil kapcsolddnaktekeaés eredményeihez.
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Szerologiai vizsgalatok

A ,rutin” laboratoriumi-, képalkotd- és székletvgaatokon kivil az IBD diagnosztikajaban
bizonyos szeroldgiai vizsgalatok segithetnek. Atdbl ismeret aASCA (Saccharomyces
cerevisiae elleni antitest) éspANCA (perinukleéaris antineutrofil citoplazmatikus ansife
antitestekkel kapcsolatosak. A pANCA leggyakrabb#iben, az ASCA pedig CD-ben van
jelen (60). A korabbi tanulmanyok a pANCA szeniifisat 57-83%, specificitasat 65-93%
kozottinek taldltdk az UC-s gyermekekben, mig aCASzenzitivitdsa 44-76%, specificitasa
88-95% kozotti volt retrospektiven a CD-s gyermddezk (61-65). A pANCA ugyanakkor a
CD-s gyermekek 25%-ban is kimutathatd, hiszen Ligtéttségben pozitiv lehet. PANCA-
pozitivitds egyéb kolitiszekben (pl. kollagén vagyzinofil kolitisz) is észlelhét Az ASCA
jelenlétét pedig mas autoimmun és gasztrointeditib&tegségekben (pl. coliakia, cirrdzis,
mukoviszcidozis) is leirtak. Ezek a szeroldgiai keaek IBD iranyu sirévizsgalatra
alacsony szenzitivitasuk miatt nem alkalmasak. Zsgalatok kombinacidja viszont segithet a
CD és UC differencidldiagnosztikdjdban, amennyiben hagyoméanyos vizsgalati
modszerekkel a diagndzis nem egyértelidiemelésre érdemes, hogy sem az ASCA, sem
pedig a pANCA negativitas nem zarja ki az IBD diags felallitasat, ugyanakkor az
antitestek jelenléte sem jelent egyértédm IBD-t. Az IBD-vel kapcsolatos szeroldgiai
markerek ugyanakkor Osszefliggést mutathatnak sgdsgefenotipusaval és lefolyasaval,
ezaltal fontos, nem-invaziv prognosztikai szerepi&het, amelynek kuléndésen
gyermekkorban lehet kiemelt jeléstge. Ennek megfetedn az ASCA antitestek jelenléte
0sszefluiggést mutat a fiatalabb életkorral a betekgsedeteko(66), az ilealis érintettséggel, a
penetradlé és sztenotizalé betegséggel (67), vatamisebészi beavatkozasok emelkedett
rizik6javal, nem csak felittkori, hanem gyermekkori CD-ben is (68). Ugyanakkatalabb
életkorban az antitestek altalaban ritkdbban kithatdak, ezaltal keveésbé szenzitivek,

kulonosen 5 éves életkor alatt.

Uj tipus antitestek: PAB és GAB

A kozelmultban az ASCA és pANCA antitesteken kim@hany Uj tipusu antitestet is leirtak,
es folvetették esetleges szerepliket az IBD diaghégzban. Az Ujabban felfedezett
pankreasz ellenes (PAB), és kehelysejt ellenesibfadies against goblet cells (GAB)]
autoantitestekil még viszonylag kevés adat all rendelkezésreyvaele gyermekkori adat

pedig egyaltalaban nem ismert.
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Pankreasz ellenes antitestek (PAB)

Felnstt IBD-s betegekben végzett tanulmanyok alapjanAB Bpecificitisa CD-ben magas
(92-95%), de szenzitivitdsa alacsony (27-39%). @@-tmég alacsonyabbnak (0-5%) talaltak
a PAB antitestek éfordulasat (69,70). A PAB genetikai eredetére w@hlhogy emelkedett
prevalencigjat talaltak az IBD-s betegek éelokld rokonaiban (71). Két, napjainkban
identifikalt proteoglikdn (CUZD1 és GP2) — célagtigént (rekombinans pankreasz antigén 1
és 2: rPAgl és rPAg2) tortén- alkalmazédsa egy Uj modszert jelent az IBD sbegial
diagndzisaban, amit vizsgalatainkban mi is felhakank (72,73). A PAB antitesteket és a
CD fenotipusat vizsgalva, egy belga tanulmanybaRA®B antitestek jelenléte negativan
korrelélt a stikulettel jar6 CD-vel (71). Ezzel ellentétben masopai kdzleményekben
magasabb PAB prevalenciat figyeltek meg a sztesakzjard és penetralé fenotipus esetén
(70,74,75). Kiemelésre érdemes, hogy a PAB potasviellems volt a perianalis betegsegre,
valamint az extraintesztindlis sziimények (artritisz, szem- ésérmanifesztaciok)

fennalldsara is (70).

Kehelysejt ellenes antitestek (GAB)

A GAB antitestek jelenlétét 28-30 %-ofardulassal irtak le felfttkori UC-ben, és 20%-
ban figyelték meg az IBD-s betegek celfoku rokonaiban (69). Néhany tanulmanyban
azonban el elté, ritkabb ebfordulasrél szamolnak be (70). Az eltérések magatea
valoszirileg az eltéd kimutatasi modszedd eredeztethét (ELISA illetve
immunfluoreszcens modszer). A kehelysejtek muainédésével egyrészt viszkdzus
anyagkent van jelen, masrészt nem specifikus véstelnyljt a kilénbéz mikrobak
megkotésével, igy szerepet jatszik a normal balieriflora fenntartdsaban. Az eddigi
tanulmanyok nem tudtak osszeflggést kimutatni a Gaktestek jelenléte és a klinikai
tinetek, a terapia, a sebészi beavatkozas sziksggesilletve az extraintesztinalis
manifesztaciok kozott (70). Ezidaig a PAB, rPAB@AB antitestek vizsgalatarol nem allt
rendelkezésre nagyobb esetszamu, prospektiv tanylgy@rmekkori IBD-ben, ugyanakkor a
specificitas és szenzitivitas adatok ellentmondéisoseg feldttkori IBD-ben is.

Mannoz-ko6té lektin (MBL)

A manndéz kéb lektin (MBL) egy szolubilis szérumfehérje, a fead agensekkel szemben az
el vedelmi vonalat jeledt velesziletett immunitas fontos eleme. Az MBL
mintazatfelisma¥ molekula, vagyis antitesttel tori@€rkapcsolédas nélkil, a patogénekre
jellemz6 molekuléris mintazat felismerése révén képes apkement rendszert aktivalni. A
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kulonbo® korokozék sejtfelszinén specifikusarbferduld6 mann6z és N-acetilglikdzamin
cukorkomponenshez hozzaédve (direkt opszonizacid) @&eqiti azok fagocitozisat (76). Az
MBL elsédlegesen a majban szintetizalodik, de az MBL2 gdrakepatikus transzkripciojat
kimutattak a vékonybélben is (77). Kiemelésre émemhogy az MBL molekula az
apoptotikus és nekrotikus sejtekhez ckiite ebsegiti azok makrofagok altali eliminacigjat,
valamint TLR-koreceptorként direkt intracellulapgatvitelben is szerepet jatszik (78,79).

Az MBL2 gén 1-es exonjanak harom eft@olimorfizmusa (az 52, 54, 57-es kodonban) van a
legnagyobb hatassal az MBL plazmaszintjére és itdséra (80). Az MBL szérum szint 5-
10000 ng/ml ko6zoétt individudlisan valtozhat, de &BL szint minden személyben
genetikailag meghatarozott, gyakorlatilag stabil éet folyaman, kivéve kisdedkorban és
idéskorban. Sziletéskor az MBL szint kb. 2/3-a a dgkorinak, ami a ké&bbiekben
emelkedik, majd egy kisebb csdkkenés mutathatddkiebb korban (81).

Az atlagpopulaciéban az MBL deficiencia (<100 ng/eibfordulasi aranya 8-10 %, mig az
alacsony MBL szint (<500 ng/ml) prevalencidja a 40®ois elérheti (82). Az MBL
deficiencia 6sszefliggést mutat a deésekkel szembeni fogékonysaggal, illetve az infdkc
sulyossagaval, kiléndsen gyermekekben és immunkoralphbetegekben (83). Ezen kivil az
MBL hiany szerepet jatszhat immunmedialt gasztrerahdgiai korképekben, igy coélidkiaban
és IBD-ben is (84,85).

Az MBL szerepe IBD-ben nem egyértéimFelrttekben végzett vizsgélatok az MBL
variansok (mutacié az 52, 54 és 57 kodonban) ritké@bfordulasat igazoltdk UC-s
betegekben, CD-s és kontroll egyénekkel 6sszehgmn86). Mas tanulmany ezzel
ellentétben az 54-es kodon szignifikAnsan gyakamblacioit, és ehhez tarsulva alacsonyabb
MBL szinteket talalt UC-s betegekben a kontrollokhiképest (87). IBD-s fetittekben
veégzett vizsgalatokban nem talaltak szignifikangkliséget az MBL gén mutacioi, és az
MBL deficiencia ebfordulasaban az IBD-s betegek, illetve a kontraéraélyek k6zo6t{88).
Gyermekkorban végzett hasonlé tanulmanyok nem lalsmdelkezésre, csupan egy kis
esetszamu vizsgélatot publikaltak a kozelmdltban. skignifikansan gyakoribb MBL2
variansok (MBL deficienciaért felés ténye#) eléfordulasat taldltak lengyel CD-s
gyermekekben, UC-s, vagy kontroll gyermekekhezongtva (CD:30-, UC:26 beteg) (89).

12
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MBL
baktérium

sejtmembran

TLR
fagoszéma

NOD2/
CARD15

TNF-alfa

1. bra. Bakterialis sejtfelisme struktirak (TLR és MBL) segitségével megvalosulo
fagocitozis.

A bakteridlis mintazatot felismér2 legfontosabb elem a sejtfelszinendl&WLR és a citoszolban
talalhat6 NOD2/CRAD15. Bbbi az MBL-lel fokozza a bakteridlis fagocitozists éa
kdvetkezményes gyulladasos aktivitast. A MyD88 \&idio eredményeként TNF-alfa és IL-6
elvalasztas fokozodik.

A korabban leirtak szerint az MBL molekula szerepgitszik a veleszlletett
immunvédekezésben, mint mintazatfelisénezceptor beinditja a gyulladasos kaszkadot. Uj
ismeret, hogy az MBL a TLR-hez hasonl6an intrad&tls szignacios szerepet tolt be, igy
jogosan tételezhétfol, hogy szerepet jatszik az IBD patomechanizrhasaEzt a gondolatot
tamasztja ald egy olyan kézelmultban megjelent éa@ghny, mely leirja, hogy az MBL a
TLR2-vel és TLR6-tal egyutt a Gram-pozitiv bakténink felszinén talalhaté lipoteikolsavhoz
kotodve fokozza a nuklearis fakor (NkJ- aktivaciot, és a citokin vélaszt. Ez a folyamat
elésegiti a bakteridlis fagocitdzist, melynek hianyongkddése a korabban leirtak szerint
fontos pathomechanikai tényefehet IBD-ben(1l. abra). Erre utalhat egy nagy esetszamu
felnétt IBD-s betegekben végzett kutatasunk is, ahokefsiggést mutattunk ki az MBL
deficiencia és a TLR4 varians genotipus ko6zott Clieegekben (88). Ezek az adatok arra
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utalnak, hogy az MBL a TLR-ok jelrendszerén kerésbefolyasolni képes a velesziletett

immunvalaszt, igy kilonésen gyermekekben érdemtegzsgalni.

Széklet kalprotektin vizsgalata IBD-ben

A székletmarkerek hasznalata egy non-invaziv matgetent a diagnosztikdban, amely
érthe moédon gyermekkorban kiemelten fontos. Az (] tipasékletmarkereknek elvi alapja
az, hogy a gyulladt bélmukdzan félszaporodo leuldica székletben megjelennek (90-93). A
kalprotektin gyorsteszt diagnosztikus megbizhatélsags 0sszehasonlitd elemzését

prospektiven, nagyobb esetszamu vizsgalatban nméglenezték.

Endoszkdépos jellemék IBD-ben

A szeroldgiai vizsgalatokhoz hasonléan a képallajirasokat is csak roviden, a tézisekhez
szorosan kapcsolédva ismertetem.

Az IBD diagndzisanak ,gold standard’-jét az endagulss vizsgalat és a szovettan adjB-
ben a legkordbban lathaté endoszkopos elvaltozas tmdafekély, amit csecsefkori
allergias kolitiszben is lathatunk. A sulyosabinidra jelleméek az ép szé| mély, hosszanti
fekélyek és az utcékrajzolat. Fisszura, fisztula, striktUra és sztémdgz jelen lehet. 1zolalt
ileum gyulladas a kolon érintettsége nélkil a Cgermekek 10-20%-aban fordulhat.eA
szegmentalis érintettség és a rektum megkiméltsxgetén CD-re utal. Gyakori az
ileocokalis billentyin lathatd fekély. Szovettani vizsgalatnal 25-65%-damutathaté a
granuléma, bar még ez sem csak a CD-re jellefamomén.UC-ben tipusos endoszkdpos
kép a diffz erittma, a seérilékeny és granularikdra, az elmosédott érhalozat, és a
csokkent hausztracié. Sulyos formaban az egésznkokszefi, fibrotikusan atalakult.
Szdvettanara a kriptadestrukcio és a kriptatalgtigz (40%), de utébbi a CD tizedében is
eléfordulhat.

A felsé endoszkopia jelenésége IBD-ben

Ertekezésem szempontjabol kiemelt fontossagu & éldoszkopia, hiszen IBD regiszteriink

(HUPIR) segitségével nemzetkdzileg is fontos megéthsokat sikerilt igazolni.
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A 2005-ben publikalt ,Portoi kritériumok” szerint falss endoszkoépias vizsgalatot minden
IBD-re gyanus gyermeknél el kell végezni, kivéve/értelmien disztélis UC-ben (94). Ez
egy diagnosztikus javaslat, de ennek validalasa neg tortént meg. Nem ismert, hogy
tényleg fontos-e a fedsendoszkdpia, s ha igen, milyen mértékben? Mekkaagnosztikus
.hozadéka” (,diagnostic yield”)? Példaul, ha azbaésndoszkdpianal latszik a CD-re jelleinz
fekély, akkor mar tudjuk a diagndzist; az esetlegpngorban, duodénumban a fels
endoszkopia soran talalt fekély mar nem ad hozaé@msenformaciot. Kiemelésre érdemes,
hogy a doni a makroszképos kép, vagyis a tobbé-kevésbhé spexiftD eltértések: afta,
fekély, er6zio, utcakrajzolat jelenlétg2. abra). Egy kortlirt eritéma, gyulladas még nem
specifikusan jellemi CD-re, igy ha fels endoszkdpias vizsgalatnal ezt latjuk, még lehet UC
is. Ez lehet a magyarazata annak, hogy szamos WCskzenved gyermekekben és
felnéttekben is jelen lehetnek a félgasztrointesztinalis traktust éwnendoszképos és
hisztoldgiai eltérések, de ezek nem CD specifikuéakenyhék, hasonléan a korabban
ismertetett ,backwash” ileitiszhez (95-98).

2. abra. Fel$ endoszkopianal észlelt fekélyes |ézi6 egy Crohnibg gyermek
gyomréban.

Felmstt CD-s betegekben 7-9% kozott mutattak ki makropos, fel§ endoszkdépias
vizsgalatnal lathaté eltéréseket (99,100). Terntése@ mikroszképos elvaltozast ennél
magasabb aranyban, tdbb mint 70%-ban lehet medsfigyfegy multicentrikus felmérésben
CD-s gyermekekben a gasztroduodendlis érintetedégl¢te az életkorral emelkedett, 0-5 év

kozott 5%, 6-12 év kdzott 10%, 13-17 év kozott 183 (101). 1zolalt nyalcss érintettséget
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a CD-s gyermekek 20%-ban irtak le (102). Kiemelésdemes, hogy ebben a retrospektiv
felmérésben a vizsgalt populacioban a kontroll @2-fnyebcss érintettség nélkil) képest
szignifikAhnsan magasabb volt az aktivitasi indexCRAl: 40 vs. 24), gyakoribb volt a
penetralo tipus (B3: 12% vs. 2%) és a perianati® [661% vs. 33%). Ezek az adatok is arra
utalnak, hogy a lokalizacio hatassal bir a ,visdk&e” (B3) é€s a progndzisra.

Osszefoglalva: a fels endoszkopia akkor hasznos a gyakorlatban, amikor asé
endoszkopianal nem lehet eldonteni, hogy a latet UC, vagy &€D vastagbélre lokalizalt
formaja-e. Ez az esetek mintegy 15-20%-a gyermekekBs 5-15%-a fefitt betegekben
(103). Itt a definitiv diagnodzis felallitasat séwiti a fel$ endoszképia. Bar az imeént
hangsulyoztam, hogy az adekvat CD makroszkopos &époné (afta, fekély, erézio,
utcalkérajzolat), a felé endoszkdpianél kimutatott, de az alsén hianyzégdéana (szovettan)

a kivetelt jelenti (104). Ebben az esetben a sténet vizsgalat segiti a

differencialdiagnosztikaban a CD korismézesét.

Az IBD terapiaja

V4

rendelkezéstinkre allnak, itt most csak célzottanédekezés eredmeényeivel kapcsolatos
biologiai terapias intervenciokat (infliximab, anmhumab) 6sszegzem (105-107).

Mivel az IBD pontos kivaltd oka ismeretlen, ezédz&lése sem megoldott. A kezelésben
korszakos jeleidsédi volt a CD patomechanizmusaban kulcsszerepet BEiBIE-alfa elleni
infliximab (anti-TNF-alfa) kezelés bevezetése, am@D07 marciusa Ota hazankban is
elérheé.

A TNF-alfa f6ként makrofagok és aktivalt T-sejtek altal term2@& kD-os citokin, mely
elészor a sejtmembranban jelenik meg. Innen egy TKd-kadnvertdld enzim hasitja le a 17
kD-os szolubilis format, melyth harom molekula trimert alkotva kiiik a célsejthez.

Ezt a folyamatot gatolja meg az infliximab (IFXnaegy olyan kimera IlgG1 monoklonalis
antitest, amely 75%-ban human és 25%-ban egér koemgg és specifikusan kédik a
humén TNF-alfahoz (108). Az IFX féléletideje a smdban 9.5 nap, ez magyarazza a hetekig
tartd remissziés hatast (109). Bar korabban mardlkéiz kisebb esetszamu, keddez
kimeneteli munkakat az IFX adasat kodeh CD-s gyermekekben, az @lprospektiv,
randomizalt vizsgalatot 2006-ban publikaltak, REA&tHdy néven (110).

Ebben a multicentrikus tanulmanyban az IFX kezedékbnvencionalis terdpiara rezisztens
CD gyermekekben alkalmaztédk. A 10. héten tortélapétfelmérés szerint a betegek 88%-a
(99/112) reagalt kedvéen a terapiara és 59%-a (66/112) kerilt remissziébdFX kedves
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hatasat fisztulas betegeknél is leirtak (111). bgabszamoltak be az anti-TNF-alfa kezelés
telies mértékben humanizalt kezelési formajardlaliatimab: ADA) nagyobb esetszamd,
kontrollalt vizsgalat form4jaban (112). Ebbe az ANINE” elnevezés vizsgalatba 192 CD
gyermeket vontak be, akiknek PCDAI indexe nagyolutt, vmint 30, €s hagyomanyos
kezelésik nem volt hatékony. Az indukcios kezekéstetben a 4. héten 52 gyermek kerilt
remisszidba (27,7%). Ezt koven, a kéthetente adott fenntarté kezelés melldtetagek
33,5%-a volt remisszioban a 26. héten.

Hazankban eliként szamoltunk be egy terapiarezisztens CD bekeges ADA kezelési,

valamint az IFX kezelés hatékonysagarol orszagosese
11.2. COLIAKIA

A colidkia olyan egyedulall6 autoimmun korkép, alswhert a trigger faktor, az autoantigén.
Ugyanis a cdlidkia egy olyan immunmedialt szisztérkérkép, melyet a bazaban, arpaban,
rozsban jelen |&v glutén és a kapcsoldédd prolaminok véltanak ki gkagag fogékony
egyénekben (113). Ha ezt nem tudnank, akkor argheétes diéta helyett a klinikai tiinetek
orvoslaséara ugyanugy immunszupressziv gyégyszeaeketnk, mint pl. IBD-ben.

A korkép patomechanizmusara jelleinhogy a transzglutaminaz (szoveti, kettes tiplia) &
modifikalt glutén peptideket a HLA-DQ2 és DQ8 mal&kk mutatjdk be genetikailag
fogékony egyénekben az antigén-prezentald sejteRercoliakia patomechanizmusanak
vazlatat az3. abra mutatja be. A betegségre specifikusan jell@rnanszglutaminaz kiterjedt
szirése miatt egyre gyakrabban korismézik a coliakralynek prevalencidja 1% kordl van
(1:70-1:200) (114). Béar a szeroldgiai vizsgalakizirt egyéenek tobbségénél szikséges a
diagnézis bizonyitasara a félsendoszkopia (boholykarosodas igazoldsa a szoeeitan
bizonyos konstellacional (tipusos klinikai tinetéld,A-DQ2, -DQ8 hordozas, endomizilis

antitest pozitivitas) et el lehet tekinteni (115).
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Glutén toxikus frakcioi:

p57-73 p41-43
\ / intraepitélium
\ / MICA-NKG2D —| boholykarosodés
IL-15
—>
IFN-
gamma

o Lol >

immunglobulin
—_— (diagnosztika)

3. abra. A cdlidkia patomechanizmusanak vazlata.

A béllumenben leboml6é glutén bizonyos szegmenskin@linak a proteolizisnek. A p57-73

szegmens a szOveti transzglutaminaz (TG) altal thegdltésekben gazdagodik, igy mar tud az
antigén prezentalé sejt (APC) HLA-DQ struktUrajahaitodve T sejtet aktivalni. Ez egyrészt az
interferon-gamma(IFN-gamma) termelése révén bddobsodast indit, masrészt a B sejtek
aktivalasanak eredményeként a diagnosztikdban flmicssagl antitesteket termel. A p41-43
toxikus szegmens az APC IL-15 elvalasztaséat fokoamsely az intraepitelidlis kompartmentben
levé MICA-NKG2D interakcio réven direkt citotoxikus rées.

Korabban a céliakia igen gyakran malabszorpciogtikkel, jelenis fogyassal, novekedési
elmaradassal jelentkezett. Napjainkban is laturylenil eseteket, de a transzglutaminaz-
szirésnél diagnosztizalt betegek kb. 80%-a tinetmem@gy enyhe hasfijasos panaszaik
vannak (116). Kiemelésre érdemes, hogy a sulyasyy enyhe hasi tiinetek miatt a betegek
jelentbs része extraintesztinalis panaszokkal jelentkel, izolalt vashiany, tlinetmentes
transzamindz emelkedés, oszteoporézis, eyl kozponti idegrendszeri érintettség
(cerebellaris ataxia, szkizofrénia) és autoimmuaokaiditisz hatterében igazolhatd a colidkia
(117, 118). Kulon emlitést érdemel a glutén altalakott extraintesztinalis tinet, a
dermatitisz herpetiformisz (Duhring-kor), amely m@dis intesztinalis morfologia mellett
holyagos elvaltozast okoz &non. Ebben a korképben az autoantigén nem a kegptesu
transzglutaminaz, hanem a harmas tipus. Ennekdfifsse egy magyar munkacsoport
nevéheziizédik (Sardi M, Karpati S) (119).
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A colidkia korismézése utan a tlnetek a gluténnsegteend (GFD) bevezetését kdaat
javulnak. A GFD egész életen &t tartando, szigaéiad melyet sokszor nehéz betartani,
killénésen pubertas korban és utana. igy annakéedlernogy elvileg a GFD megoldja a
coliakia terapiajat, az alternativ kezelési utakaldsa jelerdis tudomanyos agat jelentenek.
Ezen kivil modellil szolgalnak mas immunmedialt kéfr patomechanizmusanak
tanulméanyozéasara, hiszen itt ismert a kivalto falkaaglutén (120).

4. abra. Boholyatrofias és normalis duodenalis mukaa endoszkopos képe

A bal oldali képen lathaté colidkias gyermeknél zetty endoszkopian jol latszik a sulyos
boholyatréfia, a retk elsimultak, mukézalis barazdak, mozaicitas aldiiik. A jobb oldali képen
egy ép duodenalis mukoza lathato, szép boholynattaz

A cdlidkia makroszkopos és mikroszkopos képe

Bar a szovettani vizsgalat fontos eleme a diagi@smk, az endoszképos vizsgalatnal
sokszor mér lathaté a boholyatrofid. @bra). Tovabbra sem eldontétt, hogy a proximalis,
vagy a disztélis duodénumbdl vett biopszias miatai jnegbizhatébban a boholykarosodast
coliakidban (121). Vizsgalataink egy része enn&krdésnek a tisztazasara iranyul. Mivel az
0sszehasonlitdé szdvettani elemzésnél a coliakiapss@iganak megitélésére a Marsh felosztas
hasznalatos (122,123), ezt részletesen ismertetertéblazatban
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4. tablazat. Marsh felosztas a colidkia szévettargrtekeléséhez. IEL: intraepitelialis
limfocitak (ref. 122,123).
IEL / 100 enterocita Kripta hiperplazia  Boholy

0 <30 Nincs Normalis

>30 Nincs Normaélis
2 >30 Fokozott Normaélis
3a >30 Fokozott Enyhe atréfia
3b >30 Fokozott Kdzepes atrofia
3c >30 Fokozott Sulyos atréfia

Coliakia és a mukozalis barrier. Klaudinok.

Szamos immunmedialt gasztroenteroldgiai korképbentos patomechanikai elem az
intraepitelidlis kompartment sejtes 6sszéktdmeinek a karosodasa. A muko6zélis barrier
felbomlasa bakterialis transzlokaciot, idegen fghénfluxot engedélyezhet, gyulladasos
citokin kaszkadot indukalhat. Coéliakiaban a mukiszaintegritas zavart szenved,
megnovekszik a bél permeabilitasa, igy indokolt@éadztik, hogy olyan strukturalis elemeket
vizsgaljunk cdlidkias gyermekekben, amelyek kulessget toltenek be a mukdzalis Ggdt
épségének fenntartasaban.

A barriert alkotd elemek komplex struktarak, melylegalabb 50-féle fehérjébtevodnek
0ssze, biztositiak a sejt-sejt kapcsolatot és &tak a paracellularis teret. Ezek a
sejtkapcsolo  struktarak transzmembran fehétjéhlinak, amiket aktin filamentumok
horgonyoznak ki a citoszkeletélis elemekhez. Aekektdzott, az apikalis felszinhez kozeli
kapcsolodast ,tight junction”™nak nevezik, amelyn@éd alcsoportja ismert. Ennek az
Osszekd strukturanak legfontosabb komponenseit az okkhidimellett a klaudinok
(CLDN) adjak (5. abra). Fiziologias korulmények kozétt a bélben a CLDN314, 5 és 8
csokkenti a paracellularis permeabilitdst, a CLDNbRésszelektiv paracellularis porusokat
képez (124). Mivel a daganatok patomechanizmustiydos tényeé a sejt-sejt kozott kéros
kapcsolodas, nem megtephogy CLDN vonatkozasaban a legtébb adat inned €t25).

Colidkidaban eddig CLDN vizsgalat nem tortént.
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apikalis felszin

bazalis felszin

5. abra. Sejt-sejtkozotti kapcsoléelemek vazlatohéazolasa.

Az apikdlis felszinhez kozel talalhaté ,tight juioet’ alkotoelemei az okkludin, klaudin, tricellulin
és a JAM (junkcionalis adhéziés molekulak). A bez#dlszinhez kdzel talalhaté a ,gap junction”
és kozottik az ,adherens junction”. Utébbiak legésabb kapcsoléfehérjéi a kadherinek és
kateninek.

Hésokk fehérie72 (HSP72)

Munkacsoportunk a kdzelmultban vizsgalta a mukézaliegritasban szerepet jatsz6 hipoxia-
indukalta faktor-lalfa (HIF-1alfa), és a szérum-géiskokortikoid-regulacios kinaz1l (SGK1),
valamint a hozz& kapcsoldédo jelatviteli utvonalakailiakids gyermekek duodenalis
muko6zajaban. Eredményeink szerint a HIF-1léfaaz SGK1 expresszié fokozott volt az
tjonnan diagnosztizalt coliakias gyermekek duodémydaikahartyajaban a kontrollhoz, és a
GFD-csoporthoz képest, hozzdjarulva a mukozaliskap@rtya épségenek visszaallitdsahoz,
és az intraepitelialis apoptdzis csokkentéséhe, (27).

Ebbe a gondolatmenetbe illik bele a HSP72 vizsgalatelyet alszér a kmérséklet
emelkedésére indukalodd molekuléris chaperonkédak ile (128,129). Kébb igazolték,
hogy szamos mas fiziologiai és patoldgiai stressafaképes indukélni a HSP72 szintézisét.
A HSP72 érdemben befolyasolhatja a kuloribdzolégiai funkcidkat, mint példaul a
gyulladasos és apoptotikus folyamatokat. A fokozdB8P72 expresszié révén egyre tobb
fehérje jut a véraramba, majd a molekulak hozzikigk az antigén prezentélo sejtekhez

(APC) és proinflammatorikus citokinek, kemokinekréaktiv oxigén gyokok felszabadulasat
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indukaljak (130). Jelenlegi kutatasok szerint a ASRzoknak a TLR-eknek a ligandjai lehet,
melyek a velesziletett immunrendszer védékemechanizmusanak kulcsfontossagu
szerepbi. A HSP72 immunregulacios hatasétely azaltal fejtheti ki, hogy kétini tud az
APC felszinén taladlhaté TLR2 és TLR4-hez (131). jéityyezném meg, hogy a HSP72
expresszio mellett a TLR2 és TLR4 mukozélis meggedét is elemeztik, coéliakiaban és
IBD-ben egyarant. Kiemelésre érdemes, hogy hum&mnkoaco-2/bbe sejteknél kimutattak
azt is, hogy ha a sejtek HSP72 expresszidja algcsakkor kordbban bekodvetkezik a
kaszpaz-9 aktivacidja, az apoptozis egyik korac&olozzanata (132). Ez arra utal, hogy a
HSP72 antiapoptotikus hatasa révén is protektiye#®wel birhat (133).

1.3. ALLERGIAS KOLITISZ (AC)

Az altalunk vizsgalt harmadik immunmedialt betegséport a csecsdikori allergias
kolitisz (AC), amelynek gyakorisdga egyre noveks&ak a coliakidhoz, vagy az IBD-hez
hasonlitva nagysagrenddel kevesebb informaciovadel&eziink a patomechanizmusat
illetéen (134). Az AC mindkét fenti betegséggel valanmsiféhpcsolatot mutat: a colidkiahoz
hasonloan taplalék okozza a panaszt, és kezdetkérképet nem lehet elkuloniteni az IBD-
tol.

Tipusos esetben az AC-s csecéeéh a kovetkei torténettel taldlkozunk a gyakorlatban:
egészségesnek imponald, érett, jolojl gyarapodd sulyd, par hdnapos csedsamkinél ©
tinet a székletben, illetve a széklet felszinén jehexgp piros vércsikok, veérpottyok. A
szeklettenyésztés rendszerint negativ, és a pujaieges szeklétcsecserdnél nem latunk
fisszarat. Az AC kizardsos koérkép, vagyis az infékés a fisszura kizardsa utan a
hematokézids csecsének nagy valosziiséggel AC-je van (135). A korképre jelletnz
specifikus, illetve a noninvaziv diagnosztikus maetek hianya miatt nehéz meghatarozni,
hogy mennyi az AC valddi prevalenciaja. A csekéharal kozlemény adatai alapjan
valésziriisithet), hogy a tartés hematokézia oka a cseésemervezetébe (leggyakrabban a
szoptatdskor) jutd fehérjékre adott allergids renk¢l36,137). Az infantilis fehérje
intoleranciat leggyakrabban a tehéntejfehérje adtij hiszen szamos esetben a cseésem
ezzel a fehérjével talalkozik édz6r élete folyaman (szoptatas, tapszer/taplal€B3)( Az
esetek egy részében ez igy van, de a mindennagdidgtban igen gyakran taldlkozunk olyan
szoptatott csecsdivel, akinél a hematokézia nem mulik el, annak éllenhogy az édesanya
szigoru tejmentes diétat folytat. Sokszor a permarfeematokézia nem i85k meg annak

ellenére sem, hogy a mater multiplex eliminaci@atitart (tojas, szoja, mogyorofélék). Egy,
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a kozelmultban kozolt finn vizsgéalat is beszamaglaal AC-s csecsedkrol, akiknél csupan
18%-ban lehetett igazolni a tejallergiat (139).n8gj a fiatal életkor miatt sem a specifikus
IgE, sem a prick-teszt nem hasznalhaté az addd#ilétgia igazolasara (139).

Ameddig a csecsefk szépen fefldnek, nincsen hianytiinetik, komolyabb koros
laboreltérésik, addig a kolonoszkopias vizsgalstat varakozni. A nemzetk6zi protokollok
alapjdn maximum 4 hétig érdemes az édesanyanaknainéeios étrendet folytatni (140).

Amennyiben példaul a 4 hetes anyai tejmentes étefledére tovabbra is fennall a véres

szeéklet a csecseémeél, akkor ezt nem a tejfehérje okozza!

Egy hdénapnal hosszabb ideig tartd hematokéziardgnges elvégezni a kolonoszkopiat,
egyrészt azért, hogy igazoljuk az AC-t a jellegzetmakroszképos jegyek alapjan
(limfonodularis hiperplazia: LNH, erittmas udvartalezett afta), masrészt, hogy kizarjuk a
hematokézia egyeéb, ritkabb okait (polip, hemangioamgiodiszplazia). Bar a csecsgkari

IBD rendkivil ritka, kezdetben sem a klinikai k&ggm a laboratériumi vizsgalatok, sem a

kolonoszképias kép nem tudja a két korképet (AMEY elkiloniteni.

Az AC-n belll a szovettani vizsgalat alapjan eglyasabbnak vélt format lehet elkuldniteni,
amit eozinofil sejtes kolitisznek (EC) neveznek. AZ és EC megkulonboztetésére hasznalt,
jelenleg érvényben lévdiagnosztikus kritérium csak szovettani vizsg&atan allithato fel,
mely szerint AC-6l van sz6 amennyiben6 eozinofil/NNL (nagy nagyitasu latétér) lathato,
ha azonban ez a sz&®0, ugy EC-ként tartjdk szamon a korképet (141).

A nemzetk6zi szakirodalomban még nem volt olyarsgé#at, amely prospektiv médon az
AC és az EC dsszehasonlitd vizsgalatat céloztaav@nnek megfeléen vizsgalatunk erre a

problémakdrre is irdnyulni fog.

I1.4. ADAPTIV ES TERMESZETES IMMUNITAS, TOLL-LIKE
RECEPTOR (TLR) ES INTESZTINALIS ALKALIKUS FOSZFATAZ
(IAP)

A bevezetés eddigi részében a 3 immunmedialt k@tkiémertettem részletesenrelvetitve
olyan szerolégiai elemeket (MBL, PAB, GAB) és sajiksolo strukturakat (CLDN),
amelyeket majd az adott korképeknél vizsgalni fégunbevezetés utolso részében azokat az
alapkutatasomban szeréptlemeket 6sszegzem, amelyek a természetes imnuszemel
kapcsolatosak, és IBD-s, coliakias és allergiastiknbs csecsetik mukdzajdban vagy

vérében vizsgaltuk.
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Természetes és adaptiv immunitas

Az immunrendszert két 6f csoportra lehet osztani, velesziiletett (természeteiv)
immunitasra, és adaptiv (tanult) immunrendszerd?,(43). Bar a felosztas mesterkélt, és
szamos olyan sejtes elem ismert, amely atfedésatrau® csoport koz6tt, néhany sajatossag

alapjan jol elktlonithét (6. abra).

Mig az adaptiv immunrendszer sejtes elemeinek dolymikddésédl szold ismeretek
régota gylnek, addig a természetes immunitas csak az eléviitedben kerilt a kutatdsok
fokuszaba (144). Az aldbbiakban a fontosabb sé&pesponenseket ismertetem, kiemelve a

regulatoros T sejteket (Treg).

Immunrendszer
ADAPTIV-TANULT VELESZULETETT
« Memoriaseijtek « NKT, iNKT, gdT sejtek
« T, Treg és B sejtek * Azonnali valasz

Napok mulva (3-5nap)
Geénatrendegdés (1g)

Toll-like receptorok

T NOD2/CARD15

Citokin
kaszkad

6. abra. Az adaptiv és a velesziiletett immunrendszéontosabb killénbségei és sejtes
elemei.

Treg: regulatoros sejtek, INKT: invarians terméesgel 6bsejtek, gdT: gamma/delta T sejt. Az abra
rajzos része véazlatosan bemutatja a veleszuletettunrendszer bakteridlis membranfeliséner
sejtfelszini- (Toll-like receptorok) és intracelinis (NOD2/CARD15) elemeit.

Regulatoros T sejtek (Treg)

Az adaptiv immunitas egyik ,karmester” szerepetthételemei a Treg sejtek, annak
ellenére, hogy human periférias vérmintdban aranypsiak kb. 1-2%-a az 0sszes
leukocitaknak. A Treg képes mas immunsejtekkduését gatolni, és igy szabalyozni az
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immunvalaszt, az immunhomeosztazis egyik fontostiatoja (144). Emelkedett szamukat
szamos rosszindulati daganatos betegségben (hasiyg, tids-, mellrdk) leirtak, mig
alacsony szamuk, ill. alulitkédésik tdbb autoimmun kérképben (szklerézis mekipl-es

tipusu diabétesz) ismert. A legfontosabb Treg fiokat az5. tablazattartalmazza.

5. tAblazat. A regulatoros T sejtek feltételezettunkcidi in vivo és in vitro tanulmanyok
alapjan (ref. 145).
1. Autoimmun folyamatok gatladsa sajat tolerancia kiaéesaval

Allergias tipust immunfolyamatok géatlasa

Ordlis tolerancia kialakitasa

Anyai tolerancia indukcioja a magzattal szemben

Korokozo indukalta immunfolyamatok géatlasa

Az effektor immunnikodés szabéalyozasa az immunvélaszban
Kis affinitdsu autoreaktiv limfocitdk gatlasa

Effektor immunvalasz moédositasa

© ©® N o o bk D

Kommenzalis baktériumok védelme a fokozott immuasalellenében

A Treg sejteket 2 csoportra lehet osztani, CD4 B8 Creg sejtekre. Bbbiek kialakulasuk
alapjan két tipusra bonthatéak, a természetes,urflet” Treg-ekre riTreg), amelyek
folyamatosan expresszélnak CD25-6t és FoxP3 (fadkheox P3) transzkripcids faktort,
valamint az agynevezett indukalt Treg-ekierég). Az nTreg-ek a CD4 pozitiv sejtpopulécioé
atlagosan 5-10%-at alkotjak, a timuszbol szarmazéskagy mennyiségben expresszaljak az
IL2 receptort (CD25), valamint intracellularisanFaxP3 transzkripcios faktort (146). Az
iTreg-ek szintén a timuszban f&inek, de CD4, CD25 és FoxP3 pozitiv sejtekké vdiami
adekvat antigén hatasra, citokin stimulacié koveiikieen (TGFbéta, IL4, IL10) valnak (147).
Az nTreg és iTreg sejtek fontosabb paraméterei. aablazat tartalmazza. Kiemelésre
erdemes, hogy az iTreg két csoportjaban a Trl Fode@ativ (FoxP3 hatasa és aktivacidja
IL10 dependens. Ezzel ellentétben a Th3 indukaulédoros T sejtek FoxP3 pozitivak
(FoxP3), és szamukra a kulcscitokin a gatlo hatast TGEbét
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6. tablazat. A természetes és indukalt regulatoroE sejtek jellemzi (ref. 145)

CTLA4: citotoxikus T limfocita antigén4, GITR: glokortikoid indukalta tumor nekrézis faktor
receptor gén, FoxP3: forkhead box P3 transzkripiikor, TGF: transzformaldé ndvekedési faktor;
APC: antigén prezental6 sejt, IL: interleukin.

Természetes Treg Indukalt Treg
(nTreg) (iTreg)
nTreg Trl Th3
. CD4'CD25"hian "
Fenotipus CD12P" CD4'CD25 CD4'CD25
CTLA4+, G |TR+, CDZSow—variable, Cngow—variable,

Egyeb markerek FoxP3, CD12#"  CD45RB™ FoxP3  CD45RE™, FoxP3

kontaktus fugg, citokinek révén
Hatasmechanizmus granzim B-flgg, IL10 termeb ' TGFbéta termél
TGFbéta termél
s APC és effektor . .
Célsejtek T sejtek effektor T sejtek nem ismert

autoreaktiv T sejtek mukdzalis immunitas, mukdzalis immunitas,

In vivo szere o1z . . . .
P gatlasa gyulladasos valasz  gyulladasos valasz

In vivo aktivacio IL2 hatasara IL10 hatasara TGFbéta hatasara

A regulatoros T sejtek azonositasa ésikhodéese

Flow-citometrias vizsgalataink eredményeinek megpéitiez szikséges ismerni azokat a
markereket, amelyek a Treg sejtek identifikaldszalgalnak. Ezek alapuétn aktivacios
markerek (CD25: IL-2R, CTLA-4, GITR, LAG-3, CD127tL-7R és a FoxP3), hiszen a
szuppresszor hatas létrejottehez sziikséges a sffjmites aktivacioja. Kozulik a FoxP3 a
jelenleg leginkabb elfogadott Treg marker, anndknére, hogy a Treg-ek kis szazaléka
FoxP3-ra negativ. A FoxP3 leginkabb az alfa/bétsejtekre jellem& mig a B sejtekben,
gamma/delta T sejtekben, NK sejtekben, makrofagoldsadendritikus sejtekben (DC) alig
detektalhatd. Fontos kiemelni, hogy a klasszikusgTmarkerrel, a CD25-tel nem teljes az
atfedés, mert a nyirokcsomodkban és a Iépben kimatigit CD250xP3 sejtek is. Masfél a
Treg sejtek nem mindegyike expresszal FoxP3-ahriiéan az IL10 indukalta és IL10-et is
termeb Trl tipusu Treg sejtekhe6. tablazat). Ezzel dsszefliggésben kimutattak, hogy
bizonyos tartos citokin hatasokra képesek a Trggks@ helper sejtekké alakulni, és ekkor a
FoxP3 pozitivitAsuk megénhet (148).
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Mivel a FoxP3 intracellularis marker, 6élsejtek izoldlasara nem alkalmas, hiszen
azonositasahoz a sejtet fixalni és permeabilizé@hi Korabban a CDLD25"" sejtekként
azonositottdk a Treg-eket, ami kb. 90%-ban volt bidwato, de éhye, hogy & sejtek
detektalasat is leh@té tette. Fontos kiemelni, hogy a CD25 az IL2 réoeplfa lanca, s
mivel az IL2 szikséges feltétel a T sejtek klonékpanziojahoz, minden aktivalt T sejtre
jellemz (149). Klinikai gyakorlati szempontbél fontos megéeni, hogy egerekben a
Scurfy, mig emberekben az IPEX fevtinetegylttest (immun diszregulacio,
poliendokrinopatia, enteropatia, X-kromoszomahopckalt szindroma) okozza a FoxP3
mutacioja (150).

A Treg-ek képesek szamos immunsejt (CD@D8" limfocitak, NK és NKT sejtek, B sejtek
és APC-k) aktivaciojat, proliferaciojat és effektéunkciojat, igy citokin termelését is
szabalyozni (151). Hatdsmechanizmusuk részleteiteen ismert teljesen, de az bizonyos,
hogy a CTLA4 fugg§ szuppresszié kdzponti elem. Ezt tdmasztja alay leogoxP3 Treg
sejtek eleve nagy szamban expresszélnak CTLA4-®taéFoxP3 fokozza ennek az
expresszidjat. Masrészt CTLA4 gatlasaval IBD ésocoiktegség indukalhatd allatmodellben.
Erdekes modon CTLA4 hianyos allatmodellekben a Boki&nyhoz hasonlé betegségek
indukalhatéak. Ez a CTLA4 dependens gatld hatasreg Tes az APC kdlcsbnhatas
kovetkeztében val6sul meg. Az APC felszinén (leg@ibtk éretlen DC) lgyvy CD80/86
komponenshez a Treg sejtek CTLA4 markerikkel kdpdsak és az APC citokintermelését
befolyasoljak. Mivel értekezésemben a Toll-like emorok (TLR) kiemelt helyen
szerepelnek, fontos megjegyezni, hogy a TLR-Trelgskimhatasban az APC-k aktivacioja
gatolja a Treg sejtek szuppresszor hatasat, iggkaptan a patogén specifikus, TLR medialt

immunvalasz kialakulni (151).

Sejtes elemek a velesziiletett és az adaptivimmuasban (Treg sejteken kivil)

A Treg sejtek haldézatbaniikodnek a velesziletett és az adaptiv immunitassejemeivel
egyutt. E6bbi kategdridba tartoznak az APC sejtek, vagyierddtikus sejtek (DC, mieloid
és plazmocitoid) és a monocitdk (makrofagok), vatam hizésejtek és a granulocitak is. Az
adaptiv immunitas elemei a T (CD4, T helper és Giit®toxikus T) valamint a B sejtek. A
két immunrendszer hataran allnak, ill. inkdbb aeselletett csoportba sorolhatok a
természetes 6l (NK) sejtek, a természetessol sejtek (NKT), valamint az olyan specialis
csoportba tartoz6 T sejtek, mint a gamma/delta Jtelse Utdbbi sejtek cdlidkidban
megemelkednek és szamuk - kiilénds mdédon a GFD ésezutan sem normalizalédnak.
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A Treg sejtek ezen sejtekre valo hatasa csak résgbeert, mi a flow-citometrias munkank
soran az eddigi irodalom alapjan a limfocita aktiédan felmerilt célsejteket vizsgaltuk.
Ezeket roviden ismertetem a kovetéklzen.

Dendritikus sejtek (DC)

A DC sejtek a ledgfbb antigén prezentélo sejtek (APC), vagyis az antiigldolgozasara és
bemutatasara szolgald sejtek. Igy nem méglepogy a szervezet olyan pontjain
helyezkednek el, ahol az antigénnel kozvetlenidlkakhatnak (kiultakard, légmendszer,
tapcsatorna). Aktivalodasuk utan a nyirokcsomokbaderolnak, ahol a T és B sejtekkel
kapcsolodva az adaptivimmunvalasz elinditasaliangaak szerepet. Azonositasukban segit,
hogy ebtsen expresszaljdk a HLA-DR aktivaciés markert, Z281®s limfocita érési markert
nem lehet rajtuk kimutatni (CD3, CD14, CD16, CDC®20 és CD56).
A DC sejteket két csoportra lehet osztani, az egyikieloid DC (mDC, DC1), a masik a
plazmocitoid DC (pDC, DC2 (152). A mDC-k a monocitakhoz hasonldak, IL-1érielésre
képesek, és két alcsoportjuk van: a gyakoribb gl aktivatorként ikdds mDC1, és a
nagyon ritka, feltehéteg sebfeizésekben szerepet jatsz6 mDC2. A pDC-k a plaznimazejt
hasonlatosak, kordbban az interferon-alfa (IFNaléajneb képessegik alapjan interferon
produkalé sejtnek neveztéket.
Az mDC sejtekre jellem& hogy a CD11c integrin mellett TLR2-t és TLR4-et i
expresszalnak. A kébb részletesebben is ismertetésre KerlLR-ek a természetes
immunitas komponensei, olyan sejtmembranondéatéolekulak, melyek nem katalitikus
receptor résszel, és az IL-1 receptorral e§ymtoplazmatikus domeénnel is rendelkeznek. Az
aktivalt Treg sejtek képesek ezt a TLR féiggpDC aktivacidt szupprimalni. Ezt a hatast
egyrészt a kostimulatoros molekuldk fokozott exgz@&gaval, masrészt a gyulladasos
citokinek gatlasa révén érik el. Madfekimutattak, hogy bakterialis LPS vagy DNS hatasar
(TLR4 vagy TLR9 kozvetitésével) Treg jelenlétébemekovetkezik a T sejt aktivacio (153).
Fontos megjegyezni, hogy a TLR-ek nem csak az AB-kanem mind a hagyomanyos,
mind a regulatoros T sejteken is megtaladlhatoakl LR2 kapcsolat a szuppresszor hatast
atmenetileg csokkenti: a TLR2 interakcio multavalreg sejtek visszanyerik szuppresszor
aktivitasukat.
A pDC-k az mDC-kkel szemben CD11c-t, vagy a monocitakkandg®en CD14-et nem
expresszalnak, de CD123-at (IL-3R) igen. Kiemelerspet jatszanak az immunologiai
tolerancia létrejottében, igy az oralis tolerankialakitasaban is, hiszen pDC nélkul a
bejuttatott antigénekkel szemben nem alakul kisejT medialta tolerancia (154,155).
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Ujabb adatok alapjan a Treg és a DC sejtek kogytbairekcionalis kapcsolat van. Egysel

a Treg sejtek és DC-k egyltt tenyésztése soran-& BD80 és CD86 T sejt kostimulatoros
ligandjdnak expresszidja csokken, mig az immunsagsgiv hatasu B7-H3 és B7-H4
expresszidja fokozddik, igy a Treg-ek a DC-k éré&gvljak. Treg hianyaban a DC-k IL6
proinflammataorikus citokint termelnek, mig Treg-ggkenlétében immunszuppressziv hatasu
IL10-et. Masfebl a pDC képes a Treg sejtek serkentésére és iggriénas tolerancia
kialakitasara, hiszen ezek a sejtek képesek a CD25'FoxP3 sejtek indukalasara, és igy T
sejt populaciok aktivaciojanak gatlasara. Ugyaredtatast valtja ki a pDC-k IL10 (gatlo

citokin) termelése is (156).

Monocitdk markerei és aktivalodasuk

A monocitdk a periférias vérben csak rovid ideignnak jelen, a szdvetekben dendritikus
sejtekké vagy makrofagokka alakulnak até féladatuk az antigén prezentacion kivil, a
citokin termelés és a fagocitozis. Ellentétben a2 a monocitak felszinén korlatozott a
kostimulatoros molekulak expresszidja, ezért aekefir és memoéria T sejteket citokinek
réevén stimuldljak. A huméan monocitak legnagyobb téidren a TLR2 és TLR4-et

expresszaljak, ébbi peptidoglikan, mig utébbi LPS ligandja révédukalja a monocitakat

“ sz

NK és NKT sejtek

Az NK és NKT sejtek a velesziletett immunitas elenmedsok szerint a természetes és
adaptiv immunitas hataran helyezkednek el, mindgreeskapcsolatot teremtenek a két
rendszer kozott. Az NK sejtek nevilket onnan kaptagy képesek aktivacio nélkil is
elpusztitani a sajatot jelénMHC-I mintdzattal nem rendelkézejteket. Mindkét sejttipus
azonositdsaban segit az NK asszocialta marker, 1T\ nevébl adodoan, az NKT sejtre

a TCR marker, a CD3 is jellehz Utobbi a CD161-gyel az MHC-sZerCD1d altal
bemutatott glikolipideket ismeri fel. A CD1d fUgdNKT-k egy része félig-invarians TCR-t
(invarians alfa lancot) hordoz, amely a torzéf@fls soran érintetlen maradt, ezért ezeket a
sejteket INKT sejteknek is nevezik (159). Az NKtsekja természetes immunrendszer effektor
sejtjei, a kiulonbdz kérokozok, és a megvaltozott sajat sejtek elimajaban vesznek részt
(160,161).

A Treg-hez hasonléan az NKT sejtek jelis@igét szamos autoimmun és daganatos
folyamatban leirtak mér: allatmodellben az NKT alejkivédték a csontvéltranszplantacio

utan a ,graft versus host” betegséget, tovabbasama patomechanizmusaban is fontos
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sejttipusnak iinnek (162). Szamos hasonldésag mellett azonban Wldkneltérések is

igazolhatdk a két sejt kozott (163,164), ezeket @bladzatbanfoglaltam 6ssze.

7. tablazat. A Treg- és NKT sejtek 6sszehasonlitéeenzése
Treg: regulatoros T sejt, NKT: természetes Dlsejt, TCR: T sejt receptor

Treg NKT
Autoimmun
folyamatok igen igen
gatlasa
Malignus sejtek . .
ARDINDY igen igen
eliminacidja
Kiemelt Bcl2
medidlt nem igen
antiapoptézis
Antlgen’ MHC-I] CD1d (MHC-I-
bemutatas szen)
TCR készlet valtozatos konzervativ
fgri‘;'r%‘zrr‘,, diverzios, glikolipidre
L onero kiterjed korlatozodik
képesség

Thelper (Th) és Tcitotoxikus limfocitak (Tc)

Az effektor T sejtek részletes ismertetése, citigkinelése szamos publikicidban
megtalalhaté (165,166). Itt csak a flow-citometridgsgélatunkkal kapcsolatos fontosabb
jegyeket ismertetem.

Az effektor T sejtek két tipusa a CD4 és CD8 exgmiEsalapjan a T helper, (Th) illetve a
citotoxikus T (Tc) sejt (167). A Th sejtek prekurzejtjei a naiv T sejtek (Th0), amelyek
addig illethetk ezzel a névvel, amig antigénnel nem taldlkoz@akét sejtcsoport a CD45
segitségével kulonithetel (naiv T: CD45RA, memoria T: CD45R0). Utébbibddanyzik 3
exon (RA, RB és RC), igy a citoplazmatikus doméesge tirozin kinaz defoszforilalasaval
annak aktivaldodasat okozza. A naiv T sejtek melffeltimulusra Thl vagy Th2 irAnyba
differencialédhatnak. Ezeket a sejteket nem a CDkemdk, hanem az Aaltaluk termelt

citokinek alapjan lehet elkiloniteni (168).

Toll-like receptorok (TLR)

Bar a bevezetés korabbi részeiben érintettem td@hpeh a TLR csaladot, mivel a TLR
expressziot mindharom betegségcsoportban vizsgattukilon is 6sszegzem a fontosabb
tudnivalokat.
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A Toll-like receptorok (TLR) a természetes immumaszban tbltenek be fontos szerepet,
képvisebik a transzmembran receptorcsaladba tartoznakyettafontossagiak a mikrobak
felismerésében és az antimikrobialis gének indyé&bgen (169). A TLR-eket é5z6r 1996-
ban irtdk le, a Drosophila Toll-receptorardl kaptakeviket. Ebben az egyedben a Toll-
receptor a Drosophila embrié dorzoventralis potaiajaért felebs, tovabba a gombaférés
elleni védelemben is fontos szerepet tolt be. Egyele ké$bb azonositottdk a TLR
emibsokben megtaldlhaté formajat, majd a TLR csalaghiiagk szdma gyorsan szaporodott:
jelenleg 13 tagja ismert (TLR1-TLR13), melyeket &s@ddo ligandjukkal egyitt &.
tablazatban ismertetek.

Az embsotkben megtalalhaté TLR-ek I-es tipusu transzmemiwéeptorok, harontfrészIisl
allnak: egy extracellularis, leucinban gazdag is6aésekibl allé doménbl, amely a
ligandumok megkotéseeért fabsl egy transzmembran réegidbol, valamint egy inthaléeis,
konzervativ, an. Toll/IL-1R (TIR) domékh amely jelatviteli folyamatok indukciéjahoz

szlkséges.

8. tablazat. A Toll-like receptorok (TLR) és legfotosabb
kapcsolddo ligandjuk.
Vastag betivel jeldlve az altalunk vizsgalt TLR receptorok.

Toll-like receptorok (TLR) |Kapcsolodo ligand
TLR1 lipoproteinek

TLR2 lipoproteinek

TLR3 dupla lanci RNS
TLR4 lipopoliszacharid (LPS)
TLRS flagellin

TLR6 lipoproteinek

TLR7 szimpla lanci RNS
TLRS8 szimpla lancu RNS
TLR9 CpG DNS szegmens
TLR10 nem ismert (PamCSK ?)
TLR11 uropatogén ligand
TLR12 nem ismert

TLR13 nem ismert
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A TLR-k Un. alarmirozé szignalokat ismernek fel, edpek mikrobidlis, vagy sérilés-
asszocialt molekularis mintdzatok. Az 0sszes TLRélke a TLR3), a MyD88 adapter
proteinen keresztil aktivalja a jelatviteli utakiaér ismertek MyD88-fliggetlen Utvonalak is.
A MyD88-on keresztlli kapcsolédas szamos jelatviiet generalhat, igy az IRAK, TAK1,
TRAF6 utat, kilonb6& transzkripcios faktorokat aktivalva (KB, CREB, STAT, AP1, Elk-

1). Ezeknek a folyamatoknak a déntobbsége arra iranyul, hogy a gazdaszervezet
homeosztazisat fenntartsak a koérnyezeti tamadabadanben (170). Az aktivicids utak
sematikus iranyait @ abra mutatja be.

citoszol

AP1 transzkripcios faktor aktivacio
Proapoptotikus allapot

NFKB aktivacio, majd citokin kaszkad

7. abra. A TLR4 aktivacio és a kdvetkezményes haték vazlatos abraja.

A TLR4 komplexhez (sCD14 és MD2) kil lipopoliszacharid (LPS) két adaptormolekulat vanz
membranhoz (MyD88: mieloid differencialodasi 88dgh és TIRAP: TIR domén tartalmd adaptor
fehérje). A MyD88 szamos kozbdldépés utdn az IRAK1 (IL-1l-receptorhoz kapcsoltékn
kozvetitésével aktivalja a TRAF6-ot (TNF recepteszocialt faktor 6), amely fehérje foszforilacio,
és kovetkezményes degradacio utan kaketeszi az NFKB (nukleéris faktor kappa béta) aakks
transzlokacidjat. Ennek proinflammacids citokintetés lesz a kdvetkezménye. Masfel TRAF6
felél kiindul6 MAPKs (mitogén-aktivalt protein kindz)k@wvacio az AP1 (aktivator protein 1)
transzkripcios faktort aktivalja a nukleuszban, Bnpeoapoptotikus allapothoz vezet.

Mivel az IBD patomechanizmusanak egyik fontos eleammukdzalis immunrendszernek a
kommenzalis florara adott hiperergias reakciojgikos foltevés, hogy ebben a folyamatban a

TLR fontos szerepet jatszhat. Korabban ilyen iranig8gélatot még nem végeztek. A 13 tagu
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TLR receptorcsaladbdl leginkabb a TLR2 és TLR4 egzer valoszitisithet, hiszen a

normalis bélnydlkahartya kis koncentracioban elesxpresszalja a TLR2 és TLR4
receptorokat (171). Ismert tovdbba, hogy aktiv IB& a TLR4 gén varidns alléljai
elémozditjdk az LPS receptorikbddészavarat (172). Tovabbi additiv tényelzogy az IBD

patogenézisében szerépkulcscitokinek (TNFalfa és IFNgamma) a TLR4 expmd

novekedését okozzak (173,174).

Intesztinalis alkalikus foszfataz (iAP)

Az alkalikus foszfataz (ALP) egy gyakran vizsgalizen a mindennapi laboratoriumi
gyakorlatban. Olyan glikoprotein, amely oldékonyrtamlimerként kering a vérben, majd egy
glikozil-foszfatidil-inozitol nydlvannyal rogziil aejtmembran kitsrészéhez. igy alakul ki a
sejtmembranhoz horgonyzott forma, melyet egy specffoszfolipdz D szabélyoz. Az ALP
molekula szamos szovetberdferdul (bél, maj, csont, vese, placenta és placsenesi ALP),
melyek szerkezetben, molekulaméretben és izoelakisopontban kilénbdznek egymastol
(175).

Az ALP gén a 1p36-p84 lokuszon kddolja a huméan sebvetspecifikus ALP-t, améb a
csont, maj és vese izoformak erednek. Kulowbégiket a poszttranszlaciésan hozzaadott
glikanmolekulak adjak. Az ALPI gén a 2g34-937 lokois az intesztinalis ALP (iAP)
izoenzimet kédolja. Az iAP glikozilacioja az endapinas retikulumban zajlik, majd a Golgi-
készuléken keresztul a sejtmembranba kertl. Ennédordlis expressziojat fogjuk vizsgalni
IBD-s és coliakias gyermekekben (176).

Az iAP enzim a bélbolyhok mikrovillus felszinéheahérgonyzott fehérje, amely az
enterocitan belll-, és bazolaterdlisan is megjele(itir7-179). A vastagbél iAP aktivitasdnak

felmérésére ezidaig nem torténtek vizsgalatok.

A lipopoliszacharid (LPS) detoxifikalasa az iAP alal

Kutatasunk szempontjabdl az iAP legfontosabb fusjkcihogy segit fenntartani a mukozalis
integritast, igy a bél fontos mukdézalis védelmiyeEmije. Ugyanis az iAP detoxifikalni képes

a Gram-negativ baktériumok kdélsnembranjanak alkotorészét, az LPS-t, amely a TLR4
ligandja. Az LPS a baktériumok kdlasnembranjanak legbb alkotéeleme, és kilénb®z
fertozések, sokkos allapotok elinditdja.

A korabban részletesen leirtak szerint a TLR4 kd#pezerepet jatszik a baktériumok
felismerésében és a megfélammunvalaszok kivaltdsaban. Expresszidja nagyrkieté
szabdlyozott a kontrolldlhatatlan gyulladdsos rigdkc kivédése miatt. Fizioldgias
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koérilmények kozott a szervezet nem valaszol azmitgalis lumenben nagy koncentracioban
megjele® LPS-re, amelynek hatterében az ittda@dP aktivitas allhat. Ugyanis az iAP az
LPS-t hidrolizis révén detoxifikalja, igy a TLR-fgi§gyulladasos valaszok nem aktivalodnak.
Tovabbi védelmi tényéz hogy TLR4 expresszidja térben is szabalyozottyang az
enterocitdk apikalis felszinén csak kismértékbeteldalhato, igy csokkenti a gyulladasos
kaszkadot elindité TLR4-LPS interakci6t (180,181).

Az iAP hatasanak mechanizmusa.abra mutatja és magyarazza.

LPS

LPS
poliszacharid O > | poliszacharid O
€s mag €s mag

difoszforil monofoszforil
lipid A lipid A
sejtmembran

citoszol

NFKB aktivacio, majd citokin kaszkad

8. abra. Az intesztindlis alkalikus foszfataz (iAP) lipopoliszacharidot (LPS)
detoxifikal6 folyamata az abra bal oldalan (bal ol@l: iAP jelenlétében, jobb oldal: iIAP
nélkul, a pirossal &thuzott nyilak az aktivacio gatasat jelolik).

Az LPS egy ,lipid A" részhez kapcsoldédd poliszagdamaghdl, és O-specifikus poliszacharid
régiobdl all. A ,lipid A” régi6 felebs az LPS toxikus hatasaért. Az iAP defoszforilédja
difoszforilalt lipid A” részt, igy abbdl egy nemoxikus, monofoszforilalt LPS-szarmazék
keletkezik. Ezaltal az LPS nem tudja beinditaniL&R4-MyD88-fuigd jelatviteli utat (TLR: Toll-
like receptor, LBP: LPS kétfehérje, NFKB: nukleéris kappaB).

A TLR4 komplexen kivil a HSP 70 és 90, valaminteankkin receptor 4 €s a névekedési
differencialodéasi faktor 5 is képes az LPS-t megktmasfebl az LPS TNFe szekrécio
indukalasara is képes, igy beindithatja az adaptivunvalaszt is (182).

IAP fehérje meghatarozds eddig még sem colidkiamn IBD-ben nem tdrtént, annak

ellenére, hogy az iAP bélgyulladasban betoltoteony szerepét szamos allatmodellben
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igazoltak. Terapias lehitégre utal, hogy iAP tabletta adasa csokkentediextan-szodium
szulfat (DSS)-indukalta kolitiszes egérmodellbemégyulladast. Eddig 6sszesen egy-egy
tanulmany jelent meg az iAP-pal kapcsolatban, anesbk az enzim aktivitasat vizsgalta

IBD-ben (183) és cdlidkiaban (184).
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I1l. CELKIT UZESEK

l11.1. GYULLADASOS BELBETEGSEG (IBD)

Elsddleges célom volt, hogy megszervezzek és elindiggpk olyanprospektiv, orszagos
lefedettséget mutatd IBD regisztert amely valamennyi, hazankban korismézett gyermeket
régzit és nyomon kovet. Ebben az epidemiologiaiaggopometriai adatokon kivil, az
aktivitasi indexet, a laboratériumi- és diagnosaitiglemeket, valamint a terapias intervenciot
is rogzitjuk. Ezek az orszagos gyermek IBD regrszi#al nyert eredmények adjak
téziseimnek egyik fontos tudomanyos forrasat. Kierjeeniosédi, hogy minden betegre
visszakérdezink, hogy helyes volt-e a diagnézisdliba minden beteget hosszutavon
nyomonkovetink: a diagndézis utan 3 honappal, maghte rdgzitjuk az antropometriai-
novekedeési értékeket, az aktivitast indexet ésapid@. llyen orszagos, prospektiv, részletes
regiszter nemzetkdzi szinten sem ismeretes.

Célom volt tovabba a falsendoszképias vizsgalat valos jels@gének meghatarozasa a
Crohn-betegség diagnosztikajaban.

* A fels6 endoszképianal latott tipusos makroszkopos eké&rdafta, fekély, erdzio,
utcalkérajzolat) diagnosztikus hozaméanak megitélése (yubatic yield”).

» Az endoszkdpos és hisztoldgiai 1€ziok, valamintkedeszefliggésének vizsgalata a
betegség aktivitassal, és a laboratoriumi paramiétet a fel§ endoszkdpiaval
vizsgalt IBD-s betegekben.

» A betegség lokalizacio, a betegség aktivitas ébarhtériumi paraméterek vizsgalata
a fel$ endoszkdpiaval vizsgalt CD-s betegekben.

Ezen kivll orszagos szinten a terapiarezisztenss Gfyermekek kezeléseében anti-
TNFalfa kezelés (infliximab: IFX) sajatossagainak felmérése.

Tovabba a gyermekkori IBD diagnosztikdjdban szdrggtszhatd, 0] tipusiszerologiai
markerek (MBL, PAB, GAB) elemzése, fenotipussal, aktivitasi index-szel és
extraintesztinalis tinetekkel tort&korrelacios vizsgalata.

* Az MBL szintek, és az MBL deficiencia &brdulasanak meghatarozasa, valamint
ezek 0sszefluiggésének vizsgalata a szeroldgiai nekited IBD-s betegekben.

* Az MBL szintek, a klinikai fenotipus, a laboratdmuértékek és az aktualis aktivitasi

index kdzotti 6sszefligges vizsgalata IBD-ben.
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e A PAB, rPAB és GAB antitestek diagnosztikus ponégssiak, és a szerotipus-
fenotipus 6sszefliiggésnek vizsgalata.
« NOD2/CARD15 genotipus, a szérum autoantitestela &notipus dsszefliggéséenek
0sszehasonlité elemzése CD-ben.
A gyulladadsos bélbetegség patomechanizmusanak nanybzasara IBD-s gyermekek
vastagbél-mukézajaban a természetes immunitasbarepst jatszéd Toll-like receptorok
(TLR), és az intesztinalis ALP (iIAP) elemzése:

1/a.A TLR2, TLR3 és TLR4 expressziojanak vizsgalata IBBs gyermekek kolon

nyalkahartyajaban

Valtozik-e a TLR2, TLR3 és TLR4 mRNS expresszidawant a fehérjeszint az IBD-

s gyermekek kolon nyalkahartyajaban, a nem IBD+dretlokhoz képest?

* Van-e kulonbség a frissen diagnosztizalt IBD-s mekek, valamint a kezelt,
relapszusban lévIBD-s gyermekek kolon nyélkahartyajanak TLR2, TLERS TLR4
MRNS expresszidjaban és fehérjeszintjeiben?

+ Kimutathat6-e kulonbség a frissen diagnosztizal-EBgyermekek, valamint a kezelt,
relapszusban |év IBD-s gyermekek kolon nyalkahartyajanak gyulladéashéw,
illetve gyulladasban nem I8v szakaszan a TLR2, TLR3 és TLR4 mRNS
expresszidban, valamint fehérjeszintjeiben?

* Van-e kilénbség a CD-s, illetve UC-s gyermekek Roftyalkahartyajanak TLR2,

TLR3 és TLR4 mRNS expressziéjaban, valamint felseitdgjeiben?

1/b.Az iAP expresszidjanak, és az iIAP-TLR4 lokalizaci@nak vizsgalata gyulladasos

bélbeteg (IBD-s) gyermekek kolon nyalkahartyajaban

» Kimutathaté-e kilénbség az iAP mRNS expressziojabatamint fehérjeszintjeiben
CD-s és UC-s gyermekek gyulladt vastagbél nyalkghgban, nem IBD-s
kontrollhoz képest?

* Medgfigyelhet-e kilonbség az iIAP mMRNS expressziojaban és fedadnggeben CD-s
gyermekek gyulladt, €és nem-gyulladt kolon nyalk&y&a kozott?

* Kuilénboézik-e az iAP, és a TLR4 lokalizaciojaban ®-€ és UC-s gyermekek

mukozaja, a kontroll csoporthoz képest?
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Immunfenotipus eltérésekadaptiv és velesziletett immunitds vizsgalata Ujonnan
diagnosztizalt, még nem kezelt CD-s gyermekek @eéi§ vérében, valamint konvencionalis

terapidban és bioldgiai terapidban (IFX) részebategekben.
111.2. COLIAKIA

Kutatasunk fontos elemét képezteklaudinok (CLDN) kozil a 2, 3 és 4 6sszehasonlitd
elemzése a duodénum proximalis és disztalis rdmadjalmmunhisztologiai modszerekkel
kivantuk eldonteni, hogy a proximalis, vagy a difist duodénum jelzi megbizhatébban a
coliakidsokban a boholyatrofiat.
Ezen kivUliAP ésHSP72elemzést terveztiink Gjonnan kdérismézett, majcad@@colidkiasok
duodénumaban mMRNS- és fehérjeszinten. Célunk vag ra fehérjék intramukdzalis
lokalizaciojanak meghatarozasa is:
* Hogyan valtozik az iAP és a HSP72 mRNS expressaéjdehérjeszintje colidkias
gyermekek duodénum nyalkahartyajaban nem coli&aasollokhoz viszonyitva?
* Van-e kulonbség az ujonnan diagnosztizalt és aginentes diétat tarto coéliakias
gyermekek duodénumanak iAP és HSP72 expressziojaBMNS és fehérjeszinten?
* Medgfigyelheb-e kulonbség az IAP/HSP72 és a TLR4 lokalizacigjahigonnan
diagnosztizalt, valamint gluténmentes diétat tadtiakias gyermekek duodénumaban,
a kontroll csoporthoz képest?
Immunfenotipus eltéréseketadaptiv és velesziiletett immunitds is szerettik volna
meghatarozni Ujonnan diagnosztizalt, még nem kebélikias gyermekek periférias vérében,
majd ezek valtozasat gluténmentes diétat tartagbkben. Tovabba a coélidkiaban megjélen

fekély egyik patomechanikai faktoranak (plazminogénhid@iginzését is.
111.3. ALLERGIAS KOLITISZ (AC)

Célkitizések kozé tartozott az AC-re jelleéndaboratoriumi eltérések elemzése, a
kolonoszképianél latott makroszkopos- és mikrosokopkeép vizsgalata. Ezen Kkivdl
immunfenotipus eltérés€kdaptiv s veleszuletett immunitgsvizsgalata hematokézias AC-

s csecselik periférias vérében, majd ugyanott, a panaszolsmiagse utan.
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V. BETEGCSOPORTOK ES MODSZEREK

IV.1. GYULLADASOS BELBETEGSEG (IBD)

IV.1.1. IBD regiszter (HUPIR: Hungarian Pediatric IBD Registry)

2007. januar elsej@thazankban megszerveztem és elinditottam egy ektispgyermek IBD
regisztert, melyben a mai napig 27 intézmény (kénikérhaz, gasztroenterolégiai reriel
vesz részt, biztositva az orszagos lefedettségetsZvew intézményekben minden Gjonnan
kérismézett IBD-ben szenvédyyermekél egy 76 paraméterre kiterj¢dadatlapot kellett
kitlteni. Az adatlap egyrészt epidemioldgiai- ésitrapometriai adatokra, csaladi
anamnézisre, vezet panaszokra, extraintesztindlis tlunetekre, masrésztképalkotd
diagnosztikéra (ultrahang, passzazsvizsgalat, (Rl) Mharmadrészt részletes endoszkopos és
szovettani eredményekre kérdez ra. Ezen kivll tégda kerlltek (2008. marciusatol)
alapveb laboratoriumi eredmények és aktivitasi indexek ARG PUCAI), valamint a
kezdeti terapia is3( melléklet a Fliggelékben Az IBD diagnosztikaja a bevezetésben leirt
modon, a 2005-ben publikalt portéi kritériumok aéap tortént (94). A lokalizaciét a
montredli kritériumok alapjan hataroztuk meg, anydmen biztonsaggal megtorténtek azok a
diagnosztikai vizsgalatok (félsendoszkopia, terminalis ileum intubaciéja), amklyezt
lehetvé teszik.

A 27 intézményen Kivil személyesen, telefonon ésai-segitségével felkerestiink olyan
feln6tt gasztroenterologusokat is, akik esetleg 18 éattialadoleszcens gyermekeket
meghatarozasdhoz 148 gyermeket vontunk be. A nykdvetésre hasznalt adatlapotda
melléklet a Fliggelékbentartalmazza.

Az incidencia szamitashoz szikséges demografidokataa Kozponti Statisztikai Hivataltol

kaptuk.

IV.1.2. A fels6 endoszkopia diagnosztikus értékének vizsgélata

A fent részletetezett HUPIR adatlapjainak segitgélga fel$ endoszkopias vizsgalatbag7
IBD-s gyermeket vizsgaltunk prospektiv moédon. Ugyam 2007-2009 kozotti ézakban a
HUPIR adatbazisa alapjan félendoszkopiat 237 (56%) betegnél [fil/lany aranyi122,
atlagos életkor: 13,2 év (tartomany: 1,2-18 eév)geatek, 176 gyermeknél CD, 48
gyermeknél UC, és 13 gyermeknél IBD-U volt a diagad
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A betegeknél rogzitésre kerllt az endoszképos (Alismabnormalis) és a hisztologiai
(normélis, abnormalis, granuloma) kép, illetve apdlkotd vizsgalatoknal (normalis,
abnormalis) kimutatott eltérés a félsgasztrointesztinalis traktus minden régidjdban
(nyelbcsd, gyomor, duodenum). Az adatlapon megkérdeztikgszaaldo orvosokat, hogy
segitett-e a fetsendoszkdpia a diagnoézis felallitasaban. A &ireh az észlelt endoszkdpos
vagy hisztoldgiai eltérés pontos leiraséara is liedéy volt. A valaszok kozil CD-ben
diagnosztikus segitségnek fogadtuk el az afta,i@radcus, utcaérajzolat endoszképos
(makroszkopos) képet, €és a granuldma hisztologegrezist. Kiemelésre érdemes, hogy
amennyiben a makroszkopos eltérések kozil az eit@iokalis vagy diffaz), a hisztologiali
elvaltozasok kozll a kronikus gyulladast, fokalgram gasztritiszt és boholyatroéfiat jeldlték
meg diagnosztikus segitségként, ezt az értékel@snélvettik figyelembe, mivel ezeket nem
tekintettik CD-re specifikus elvaltozasoknak. Asfeendoszkopia diagnosztikus értekét a
fels6 gasztrointesztinalis traktusban észlelt relevaagroszkopos eltérések (erozio, fekeély,
afta vagy utcadrajzolat), valamint a granuloma jelenléte alapjéekeltik azon vastagbél
lokalizacioju CD-s betegekben, akiknél nem alltrfaerminalis ileum érintettség és nem
észleltiink a vastagbélben CD-re specifikus elvakbzErtelemszéen a kolon granulémas
betegeket elild a szempontbdl nem vettik figyelembe, mivel ezekbe esetekben a féls
endoszkdpia nem nyujtott diagnosztikus segitsépieizen ekkor a diagn6zis a kolon

granuldbma alapjan CD volt.

sz 7

A terapiarezisztens CD-s gyermekek kezelésében 2@0Ziusa Ota hazankban is elééhat
anti-TNFalfa kezelés (IFX: infliximab). Egy prospektiv vizsgalat keretében az IFX terapia
sajatossagait is felmértik orszagos szinten, adtektil (2007. marcius) a 2008. december
31-ig terjed idészakban. Ebben azdihtervallumban orszagosan 23 sulyos, a hagyomanyos
terapiara rezisztens CD gyermek részesilt IFX téb@am. A betegek az indukcids kezelés
soran protokoll szerint 5mg/ttkg infliximab infOtikaptak a 0., a 2. és a 6. héten. Az IFX
terapia kezdetekor (0. hét) és a kezelés 6. hetéipmitettik a betegek PCDAI értékét. A
nemzetkozi kritériumok értelmében terapias valaszm@CDAI-nak a 0. héit a 6. hétre
tortérd legaldbb 15 pontos cstkkenéseét tekintettik (1A@D remissziojanak a PCDAI 10,
illetve ezen érték ala tortéresokkenéseét tartottuk. A kezelés hatékonysagéil kigzitettiik

a terapia kapcsan fellepzowdményeket is. Akutnak tekintettliik a 24 6ran bekdigsinek

pedig az ezen tul jelentk@szovvdmeényt.
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IV.1.4. A mannoz-koté lektin (MBL) meghatarozasa

A vizsgélatba 107 gyermekkori kezdeED-s [fil/lany arany:64/43, atlagos életkor: 14\
(tartomany: 5,3-20 év)] és 52 UC-s [fil/lany ar&#®/30, atlagos életkor: 14,0 év (tartomany:
6-19,7 év)] gyermeket vontunk be. A kontroll csdapab gyermekdl allt, atlagos életkorban
€s nemi megoszlasban a fenti csoportoktol nem kit

Az MBL meghatdrozdshoz ELISA technikat hasznaltumkelynek részletes leirasara
hivatkozok (185). A mikrotiter lemezeket (GreinerioBDne, Mosonmagyardvar) egy
€jszakara 4 °C-on fLg/ml monoklonalis egér antihuman MBL antitesttelo(ki31-1, Mab
131-1; BioPorto Diagnostics A/S, Gentofte, Daniagdték Tris-pufferelt fiziologias
sooldatban (TBS). A szérumokat 3 higitasban (1:85,11:125) 90 percig 37 °C-on nedves
kamraban inkubaltak az MBL standard sorozat higkiéal egyltt (BioPorto Diagnostics
A/S). A standard fiola 1000 abszorbancia egység)(MBL-t tartalmazott, mely a gyari
leirds szerint 3200 ng/ml oligomerizalt MBL-nek €itlmeg. Haromszori atmosas utan, a
biotinalt (kovalens kotéssel kapcsolodd) Mab131116000 aranyban higitottak TBS/0,05%
Tween és 0,20M EDTA (TBS-T-EDTA) oldattal 7,5 pH-n, majd 90 peec37°C-on nedves
kamraba kerilt és a kovetkeanosasi lépés kovetkezett. Az avidin-biotinalt pétéz
komplexet (Vectastain, Vector Laboratories, Inc.uurlBigame, CA) 1:1000 aranyban
higitottak és 30 percre nedves kamraba kerllt. Anreakcidé tetrametil-benzidin
dihidrochloriddal (TMB, Sigma Aldrich, Schnelldoffiémetorszag) fejdott ki, 2 M kénsav
(H2SOy) hozzaadasaval allitottak le és 450 nm-en Infird@® microtiter lemez olvasot
hasznalva olvastak le (Tecan, Austria GmbH, Salybfustria). Az eredmények kiszamitasa
Magellan software program alkalmazasaval a Mardqugicbe illeszkedését nézve tortént. A
detektalas als6 hatara 4,86 ng/ml volt. Az MBL nmet§hozéds a Debreceni Egyetem Klinikai
Kutaté Centrumaban tértént vak moédon: a betegendiaisat, vagy mas klinikai paraméterét

nem ismerték.

IV.1.5. PAB, rPAB, GAB, ASCA és pANCA antitestek meghataroasa

A vizsgalatba 103 gyermekkori keztie€D-s [fil/lany arany:63/40, atlagos életkor:13y0 e
(tartomany:5,3-19,6 év)] és 49 UC-s [fiu/lany ar@2y27, atlagos életkor:12,5 év
(tartomény:6-19,7 év)] gyermeket vontunk be. A géatba bevont IBD-s betegek fontosabb
klinikai adatait &0. tdblazattartalmazza.

A kontroll csoport 104, korban és nemi megoszlasbarbetegeki nem Kkilénbo#

gyermekisl allt. A kontrollokat (MBL kontrollok is) igen enyhe gaszintesztinalis
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panaszok, hasfajas és étvagytalansag miatt vim&gdalamennyi beteg panasza funkcionalis
volt, a laboratoriumi vizsgalatok nem mutattak gé, beleértve a CRP és vérkép vizsgalatot,
valamint a transzglutaminaz elleni, és az endomizielleni antitest meghatarozast is.
Tovabba a kontrollok csaladi anamnézisében nemepgekr autoimmun betegség (pl.

coliakia), vagy gyulladasos bélbetegseg (IBD).

9. tablazat. A szeroldgiai vizsgalatba bevont IBD-Betegek fontosabb klinikai adatai.
CD: Crohn betegség, UC: kolitisz ulceréza, B&ld: felss gasztrointesztinalis
CD

n=10:
63/40 (61/39%)

13,9 (tartomany: 5,3-19,6)

uc

n=4¢
22/27 (45/55%)

12 (tartowyis6-19,7)

Fia/lany
Eletkor (év)

Betegségtartam (év)

1,5 (tartomany: 0,5-11)

2 Rafaany: 0,5-13,4)

Lokalizacio
lleum (L1): 17/103 (16,5%) Proktitisz (E1): 4/4B,1%)
Kolon (L2): 30/103 (29,1%) Bal oldali kolitisz (2
15/49 (35,8%)
lleokolon (L3): 56/103 (54,4%) Extenziv kolitiszJ): 33/49
(57,1%)
Fel Gl (+L4): 24/103 (23,3%
Viselkedés

(“behaviour”)

Gyulladasos (B1): 63/103
(61,2%)

Sztenotizal6 (B2): 18/103
(17,5%)

Penetral6 (B3): 27/103 (26,2%)

21/103 (20,4%)

Perianalis betegség

A szerologiai vizsgélatba bevont IBD-s betegek aidak ismérvei megegyeztek a 1V/1.1.
paragrafusban leirtakkal (HUPIR adatlap). A tanulpiéa tortés bevonas feltétele volt, hogy

a diagnozis feldllitasatol legaldbb 1 év elteljarvérmintak levétele prospektiven tortént az
MBL, valamint a PAB, rPAB, GAB, ASCA és pANCA ardfitek, a vérkép és a CRP
meghatarozaséra. Vérvételkor a betegeknél résAleiledlis vizsgalat, és betegség aktivitasi
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index (PCDAI, PUCAI) meghatarozas is tortént. Anagrtakat kodszammal lattuk el, majd a
szérum szepardcidjat kdven -80 °C-on taroltuk a tovabbi analizisig.

A PAB, rPAB, GAB, ASCA és pANCA antitestek meghat&isa a kereskedelmi
forgalomban elérhétindirekt immunfluoreszcens (l1IF) modszerrel (EURMMUN, Libeck,
Németorszag) tortént a gyari leirdsnak megbelel Kiemelend, hogy a kulonb&i bioldgiai
szubsztrattal fedett Gveglemezeket mm nagysdgekeswagtak, igy egy szérum reakcidjat -
benne a lehetséges antitestekkel- a kulohk@itigént jelerit szovetekkel, illetve sejtekkel
(PAB: majom pankreasz, rPAgl [CUZD1] és rPAg2 [GRRJman transzfektalt sejtek, non-
transzfektalt sejtek: kontroll, GAB: human inteealis kehelysejt kultira, ASCA:
Saccharomyces cerevisiae gomba folt, ANCA: etamxalff és formalin-fixalt human
granulocitak) egymas mellett, ugyanabban a reakm@®ben tudtak vizsgalni. A szérumokat
1:10 higitasu foszfattal pufferolt s6/Tween oldathakubaltak 30 percig. Mosas utan a
lemezeken lekotott antitesteket fluoreszceinneljgddt, kecskédl szarmazo anti-human
lgG vagy IgA-val Iéptették reakcidba, és a keletkeaintazatot fluoreszcens mikroszkop
segitségével értékelték (EUROIMMUN LED, EUROStaudight, EUROIMMUN AG,
Libeck, Neémetorszag). A specifikus fluoreszcens témimot mutatd szérumokat a

kovetkedkeppen osztalyoztuld( abra):

Retikulogranularis (1-es tipus) és csepp$sZ@res tipus) pankreasz acinus sejt elleni
fluoreszcencia. Az rPAgl (CUZD1) elleni antitestekikulogranularis, mig az rPAg2
(GP2) elleni antitestek cseppsizenintazatot eredményeztek.
 GAB pozitivitas esetén elmosodott hatari 8slhfluoreszcencia abrazolédott az
intesztinalis kehelysejteken.
« Az ASCA antitestek jelenlétekor a reakci6 reteljes egészében fluoreszkalt a
pékéleszin.
* Az etanol-fixalt granulocitak alkalmazasaval két ANCA mint4zatot detektéltak:
granularis fluoreszcencia, mely a sejtmagot szatddmyva egyenletesen oszlott el
az egész citoplazmaban (citoplazmatikus tipus, cANCvagy sejtmag koruli
fluoreszcencia (perinuklearis tipus, pANCA). Formdixalt granulocitakat
hasznaltak a tipikus pANCA és az atipusos pANCA&bbr elkilonitésére: a
formalin-rezisztens (tipusos) pANCA etanol- és falimfixalt granulocitakkal is
reakcioba lépett, mig a formalin-szenzitiv (atim)spANCA csak az etanol-fixalt
granulocitakkal reagdlt, a formalin-fixaltakkal neMinden pozitiv mintat végpontig
titraltak.
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9. abra. A kllénb6z specifikus immunfluoreszcens mintazatok.

Bal felsé kép: rekombinans pankreasz antigén 1 [rPAgl (CUZDI1gnékantitestek retikulogranula
rajzolata. Jobb felss kép: rekombinans pankredsz antigén 2 [rPAg2 (GP2)]nkelkertitestel
cseppszdr mintazatot eredményezteBal kdzép$ kép: etanolfixalt granulocitdk alkalmazasa
detektalt sejtmag koruli fluoreszcencia [perinukiga@ntineutrofil citoplazmatikus antitest (pANC#
Jobb kbzép$ kép: kontroll minta, specifikus mintazat nem lathaBal alsé kép:kehelysejt ellet
antitest (GAB) pozitivitds, elmosédott hatart fedhfluoreszcencia abrazolddott az intesztil
kehelysejtekenJobb alsé kép: Saccharomyces cerevisiae elleni antitestek (AS@Mnjétekor
reakciome# teljes egészében fluoreszkalt a pékétesAEUROIMMUN, Lubeck, Németorsz
www.euroimmu.de).
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IV.1.6. Toll-like receptor (TLR) 2, 3 €s 4 meghatarozas IBEben

TLR vizsgéalatunkba 6sszesen 35 IBD-s beteget vériben(24 CD, 11 UC).

Kozuluk a biopszias mintakat 12 frissen diagnog#titBD-s gyermek [fdIBD, 8 fid, 4 leany,
életkor: median (tartomany): 13 (6-18) év, 8 CJ@], valamint 23 relapszusban &\aktiv
IBD-s gyermek [rIBD, 14 fit, 9 ledny, életkor: madi (tartomény): 15 (8-18) év, 16 CD,
7UC] kolonjanak makroszkopikusan gyulladt-, és ngyalladt terlleteidl gyijtottik. Az
riBD-s gyermekek kozil 16-nak volt CD-je, 7-nek YEC-Az rIBD-s gyermekek kozul 7
Crohn-beteg és 3 kolitisz ulcerézas prednizolor-a@minoszalicilsavat (5-ASA) -, 5 Crohn-
beteg és 4 kolitisz ulcerézas prednizolont, azatibgs 5-ASA-t-, 2 Crohn-beteg azatioprint
és 5-ASA-t-, és 2 Crohn-beteg 5-ASA-t kapott. A laykontrollndl [5 fid, 3 leany, életkor:
median (tartomany): 14 (6-16) év] a kolon biopsdiaegzése organikus ok kizarasa (kronikus
hasfajas, hematokézia) miatt valt sziikségessé, ki®rakus vastagbélgyulladas kizarhato
volt, valamint a szévettani kép sem mutatott etterd mintdk egyik részé ebben az
esetben is rutin hisztoldgiai feldolgozas tortdnfisik résziket vizsgalatainkhoz hasznaltuk
fol.

Szemikvantitativ és real-time reverz transzkripciopolimeraz lancreakcié (RT-PCR)

mérések

RNS izolalas

A bélbiopszidkat feldolgozasig -80°C-on, lizispulfffen taroltuk. Az RNS-t a Qiagen
protokollja alapjan az RNeasyMini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag) seéisvel
izolaltuk. A kinyert RNS mennyiségét és baegét fotometralassal hataroztuk meg, és a

felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

Komplementer DNS szintézis

A reverz transzkripcié (RT) sordn 1 pg RNS-t kom&ieuk komplementer DNS-sé (cDNS) 20
pl reakcié végtérfogatban, 200 U SuperScripl IRNase H- reverz transzkriptdz, 40 U
RNaseOUT! inhibitor €s 0,5 pg oligo-(dT).15 primer jelenlétében (Gibco/BRL, Eggenstein,
Németorszag). A reakcidelegyet 20°C-on 10 percigjdm2°C-on 45 percig,végil 99°C-on 5
percig inkubaltuk, majd 4°C-ra létottuk és felhasznalasig -20°C-on taroltuk.
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Szemikvantitativ PCR (TLR2, TLR3, TLR4 és human GARDH)

A szemikvantitativ PCR-eket 50 végtérfogatu [10% 10x PCR puffer, 2 mM MgCI2, 0,2
mM dezoxi-nukleozid-trifoszfat (ANTP), 0,5 uM szenés antiszensz primerek, 1,5 U
rekombinans Taq polimeraz (Invitrogen, KalifornldSA)] reakcidelegyben végeztik

cDNS felhasznalasaval. A human TLR2, TLR3 és TLPpdcHikus primereket Hausmann M.
€s munkatarsaitol (186), a glicerinaldehid-3-foszéiehidrogenaz (GAPDH) specifikus
primert Strehlau J. és munkatarsaitol (187) ve#ttikA PCR-ek soran alkalmazott primerek

szekvenciait, illetve a PCR-ek korilményeit@ tablazatbanfoglaltam 6ssze.

10. tAblazat. A PCR-ek soran alkalmazott primerszekenciak és jellemak.

A szemikvantitativ PCR-ek soran hasznalt primemsdkgenciait, a primerek optimalis anellacios
hémérsékletét, a PCR-ek soran alkalmazott ciklusskamovalamint a PCR soran kel
termékek hosszadatait mutatja be;

(S: szensz, AS: antiszensz, TLR: Toll-like receptdBAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz).

Gén Primer szekvencia Anellaciés Ciklusszam Termék-
hémérséklet hossz

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

S: 5-ACACACTTCCAGCATCTGTC-3

TLR3 AS: 5’-TGCTGTTAACAATTGCTTCTAG- 61°C 33 623 bp
31
TLR4 S:5 -CTTATAAGTGTCTGAACTCCC-B' 59 °C 35 680 bp

AS: 5-TACCAGCACGACTGCTCAG-3

S: 5-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’ .
GAPDH 1. 5 .CAAAGTTGTCATGGATGACC-3 o6 °C 28 496 bp

A PCR-eket a primerekre jelleanellaciés timérséklet, illetve a ciklusszamok kivételével
azonos koérilmények kozott végeztik. A kezdeti £ee©4°C-on végzett denaturacio utan a
cDNS templatok megfelélgénszakaszait 31 (TLR2), 33 (TLR3), 35 (TLR4) 8 QAPDH)
cikluson [94°C, 30 mp (denaturacié), 56°C (GAPDB)rfip-, 61°C (TLR2 és TLR3) 30 mp-,
.59°C (TLR4) 20 mp (anellacio), 72°C 1 perc (extéhzkeresztil szaporitottuk fol, végul egy
7 percig tartd 72°C-on torténnkubacio soran tettik teljessé az extenziot.

A keletkezett PCR terméket 2.5%-0s, 0,4 mg/l etfdhromiddal festett agar6z gélben
elektroforetizaltuk, majd UV fénnyel vizualizaltuRCR vizsgalatainkat minden esetben

duplikdtumban, pozitiv és negativ kontrollok felhaélasaval végeztik. A termékek vart
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hosszait 100 bp DNS marker (Ready-Load Gibco/BRL, Eggenstein, Németorszag)

segitségével elléniztik.

SYBR Green alapu real time PCR (human TLR2, TLR3, TR4)

A SYBR Green alapu real time PCR-eket |@0végtérfogatu [10% LightCycler FastStart
DNA Master SYBR Green | (Roche Diagnostics GmbHnZberg, Németorszag), 3mM
MgCl, (TLR2 és TLR3), illetve 4mM MgGI (TLR4), 0,2-0,2 uM szensz és antiszensz
primer] reakcidéelegyben végeztik, Ll cDNS felhasznalasaval. A TLR2, TLR3 és TLR4
specifikus primerek megegyeztek a szemikvantitRlfivPCR-ek soran alkalmazottakkab(
tablazat). A kezdeti 8 perces 95°C-on végzett denaturathé @ cDNS templatokat 55-65
cikluson [95°C, 3 mp (denaturacio), 9 (TLR2), 63°C (TLR3), 61°C (TLR4) 5 mp
(anellacid), 72°C 28 mp (extenzid)] keresztil szaptuk. A PCR-eket pozitiv és negativ
kontrollok felhasznalasaval ellénztilk. PCR termékeink olvadaspont analizisét aekie
paraméterek szerint végeztik: a mintakat 10 m®BigC9on, majd 28C/mp sebessdghiités
utdn 15 mp-ig 40°C-on tartottuk. Ezt kovéen 20C/mp sebessdg fiitéssel 88C-ra
melegitettiik fel.

A FRET alapu real time PCR-eket 20 végtérfogatl [10% LC FastStart DNA Master
hybridization Probe, +2mM Mggl0,5-0,5 ™M szensz és antiszensz primer, 0,17 nM mindkét
préba] reakciéelegyben végeztikptlcDNS felhasznalasaval. A human GAPDH specifikus
MRNS szekvenciat az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nitvg nukleotid adatbézisa és Blast
szolgaltatasa segitségével valasztottuk ki (NOBW_002046). A primerek tervezéséhez a
LightCycler Probe Design szoftvert hasznaltuk (RocBiagnostics GmbH, Penzberg,
Németorszag).

A GAPDH specifikus primerek a kovetk#de voltak: szensz primer: 5'-
caccaccatggagaaggctg-3’, antiszensz primer: 5tgggatggactgtg -3'. Az egyik préba 5’
véget Light Cycler Red 640 fluoroforral jeldltik: BCRed640-ccctggccaaggtcatccatga-PH-
3’; a masik proba 3’ végét fluoreszceinnel jeldltik’-tcctgcaccaccaactgcttage-FL-3’
(Tibmolbiol, Berlin,Németorszag). A kezdeti 8 perces 95°C-on végzetatdeacio utdn a
cDNS templatokat 45 cikluson [95°C, 4 mp (denatidja&PC 8 mp (anellacid), 72°C 22 mp
(extenzio)] keresztll szaporitottuk. A PCR-eketipo2s negativ kontrollok felhasznalasaval
ellerdriztik. PCR termékeink olvadaspont analizisét a eki® paraméterek szerint
végeztik: a mintakat 10 mp-ig 85-on, majd 28C/mp sebesséighiités utan 15 mp-ig 41C-

on tartottuk. Ezt kovéen 20C/mp sebesséddiitéssel 88C-ra melegitettiik fel.
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A szemikvantitativ és real time RT-PCR mérések értéelése

A szemikvantitativ  PCR-ek eredményeit a Gel-Pro™bftser 3.1-es verzidja (Media
Cybernetics, Inc., MD, USA) segitségével denzitoaltk és értékeltiik. A real time PCR-ek
eredményeit a LightCycler szoftver 3.5.3-as veamdk (Roche Diagnostics GmbH,

Penzberg, Németorszag) segitségevel értékeltik ki.

Western blot (TLR2, TLR3, TLR4, aktin)

A vizsgalt biopszias mintékat lizalé pufferb@0 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin, 1%
Triton-X 100, 0,1 M Tris-HCI (pH=8), 1 mM EGTA, 5h NaF, 1 mM PMSF, és 10 mM
Na3VvO4, Sigma, USA homogenizaltuk (FastPrep FP120, Qbiogene Inc, Xede
Franciaorszag), majd a homogenizatumot centrifuggtt0000g, 10 perc, 4 °C). A fellluszé
O0sszfehérje koncentracidjat spektrofotometrids médsl, Bradford reagenssel hataroztuk
meg. A mintak fehérje-koncentraciojat 1- (TLR2, TRilletve 2 mg/ml-re (TLR3) allitottuk
be. A mintakat felhasznalasig -80°C-on taroltukziBe kontrollként a TLR2 és TLR4
Western blotok esetében teljes Widrizolalt periféridlis limfocita (PBL)-, a TLR3 wésrn
blot esetében COLO320DM (kolorektalis adenokarciapsejtlizatumot alkalmaztunk (sc-
2226, Santa Cruz Biothechnology Inc., CA, USA).

TLR2, TLR3, TLR4 és aktinspecifikus antitestek

Elsédleges human TLR2, TLR3, TLR4 és aktin specifikilenanyagokként anti-human
kecske poliklondlis 1IgG antitesteket hasznaltunkprner antitestek a TLR2 és TLR3 [TLR2
(N-17) és TLR3 (Q-18) Santa Cruz Biothechnology.,Iif€A, USA] esetében a fehérjék N
termindlis végét, a TLR4 és aktin [TLR4 (C-18) &tira(C-11) Santa Cruz Biothechnology
Inc., CA, USA] esetében pedig a fehérjék C ternmn&iegét ismerték fel. Masodlagos
antitestként torma-peroxidazzal (HRP) konjugaltremygti-kecske IgG antitestet (Santa Cruz
Biothechnology Inc., CA, USA) hasznaltunk.

SDS-PAGE mintadkhoz treatment puffert [30% glicei20% merkapto-etanol, 0,7 M SDS,
0,25 M Tris-HCI pH=6,8] adtunk, majd a mintakat TR Bs TLR4 esetében 37 C°-on 30 perc,
TLR2 esetében 60C°-on 15 perc, aktin esetében Catn°5 perc inkubalassal denaturaltuk.
A 10 %-os SDS-poliakrilamid gél zsebeibe denatur®lt (TLR2), 100 (TLR3), illetve 60
(TLR4) pg 6sszfehérjének megfaleinennyiségeket vittiink fél. Koncentralé gélként 4%o-
SDS-poliakrilamidot hasznaltunk. Mintaim mellé mal&asuly markert (BenchMarkTM,
Gibco/BRL, Eggenstein, Németorszag) és pozitiv taditvittink fel. Az elektroforézist

htitétt rendszerben (PenguinTM Dual-Gel Water Coolgste3ns, Owl, NH, USA), 1,5 éran
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keresztll, 120 V-on, 20 mA-rel végeztik 25 mM T892 mM glicin, 0,1% SDS tartalmu
futtato pufferben.

Blottolas és immunoblotting

A szeparalt fehérjeket az SDS-poliakrilamid §Elnitrocelluléz membranra (HybondTM
ECLTM, AP Biotech, Buckinghamshire, UK) blottoltuld blottolast ittt rendszerben
(MiniTankTM Electroblotter, Owl, NH, USA), 2 éranekesztil, 70 V-on, 220 mA-el
végeztik, 25 mM Tris, 170 mM glicin és 20 % metatatalmu transzfer pufferben. A
fehérjetranszfer sikeressegeét 1% Ponceau S (SigremiCal Co., MO, USA) és 25% ecetsav
(Reanal, Budapest, Magyarorszag) tartalmu festedlaioriztik.

Az immunoblottinghoz sziikséges ellenanyag koncentraciokabzesésen dot-blot
technikdval hataroztuk meg. A blotmembranokat shotmegrsékleten, 2 o6ran keresztiil,
ovatos razatas mellett blokkol6 oldatban (5% zsitetejpor, 10% PBS puffer) inkubaltuk,
hogy a nem specifikus koélcsonhatasok kialakulasédolgk a membranok és az antitest
fehérjek kozott. A mosési lépéseket, valamint azitesiekkel tortéé inkubaldst is
folyamatos, de Ovatos razatas mellett végeztikkkglidst koveben a membranokat az
elsddleges, TLR2 (1 pg/ml koncentraciéban), TLR3 (2mlgkoncentracioban) és TLR4 (2
pg/ml koncentracioban) specifikus ellenanyagokkaibatémeérsékleten, 1 6ran keresztil,
moso6 oldatban (1% zsirmentes tejpor, 0,1% Tween™&tergens, 10% PBS puffer)
inkubaltuk. Annak céljabol, hogy ellénizzik, vajon az SDS-poliakrilamid gélek zsebeibe
egyforma mennyiséget vittiink-e fel az egyes minddkleldleges, aktin (1 pg/ml
koncentraciéban) specifikus ellenanyaggal inkulkdlumembranokat, az éasekben leirt
korilményeknek megfelén. Mosasok utan (szok@hérsékleten, 3 x 10 perc) a
masodlagos, HRP konjugalt ellenanyaggal (0,16 pghkoincentraciot alkalmazva)
szobaldmeérseékleten, 30 percig inkubaltuk a blotmembranakaid tovabbi mosasokkal (3 x
20 perc) tavolitottuk el az ellenanyag feleslegeét.

Az immunoreaktiv helyek kemilumineszcens szignalfghersham Pharmacia protokoll
szerint ECLplus reagenssel, Hyperfiim ECL™-en (ARot&h, Buckinghamshire, UK)
detektaltuk. A Western blot-ok eredményeit a GelIP szoftverrel (Media Cybernetics,
Inc., MD, USA) denzitometraltuk és értékelttk.

IV.1.7. Az intesztinalis alkalikus foszfataz (iIAP) vizsgala IBD-ben

Ebbe a mukoézalis vizsgalatba 15 IBD-s gyermekel@skontrollt vontunk be. A betegek

részletes adatait®l. tablazattartalmazza.
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11. tablazat. Az Ujonnan diagnosztizalt Crohn-betedCD) és kolitisz ulcer6zas (UC)
betegek klinikai jellemzéi.

Az aktivitdsi indexet a PCDAI (gyermekkori Crohntbgség aktivitdsi index) és PUCAI
(gyermekkori kolitisz ulcer6za aktivitasi indexpplan hataroztuk meg.

F: fig, L: lany.
IBD aktivitasi idétartam
beteg formaja nem kor (év) vezeb tlnet index (t?]netek
(CD vagy | (F:fig, L: lany) PCDAI/ elenése &

uc) PUCAI megjelenése 6ta
1 CD L 15 periandlis fisztula 25 1 hénap
2 CD F 4 véres széklet 20 3 hénap
3 CD F 11 hasfajas, hasmengs 45 2 hénap
4 CD L 9 véres hasmenés 25 2 hénap
5 CD L 4 hasmenés, anémia 30 3 hénap
6 CD F 14 véres széklet 50 6 hénap
7 CD L 15 véres hasmeneés 35 1,5 hénap
8 CD F 11 véres hasmenés 20 2 hénap
9 CD F 12 hasmenés, anémja 35 3 hénap
10 CD F 10 fogyas, hasmenés 52.5 1,5 hénap
11 | uc L 12 veres szeklet, 20 4 honap

hasfajas
12 | uc L 9 Veraer?ésrﬁ?ak'et’ 35 1 hénap
13 | UC F 17 veres szeklet, 25 7 hénap
hasfajas

14 | UC L 12 "erfosg;gik'et’ 55 4 hénap
15 ucC F 6 véres széklet 40 2,5 hénap
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IAP mRNS, Western blot és TLR4 kolokalizacidjanak éekelése

Mivel az iAP-pal kapcsolatos kutatasunkban a TLR2, TLR3 és Fh&z hasonlé mdadon
vizsgaltuk az mRNS és fehérjeszinteket, ezérsaka specifikus kilonbségeket k6zlom. Ezt
koveti az iIAP-TLR4 egyiittes lokalizaciojanak immiuafreszcens vizsgalata.

Az IAP mRNS expressziotreal-time PCR-rel hataroztuk meg Light Cycler4@oc¢he
Diagnostics, Mannheim, Németorszag) készulékenedl-tme PCR-t 2Qul végtérfogatu
reakcioelegyben végeztik, amely L gyari primert (RealTime ready Catalog Assays,
katalégusszam: 05532957001, Roche Diagnostics, Manm Németorszag), 14 Brillantll
QPCR Master Mixet (Stratagene, Cedar Creek, TX, )34l cDNS-t és 8ul DNS-mentes
vizet tartalmazott. A kezdeti 10 perces, 95°C-ogzedt denaturacié utdn a cDNS templatokat
50 cikluson [95°C, 20 mp (denaturacio) és 60°C,efcanellacio és extenzio)] keresztlil
szaporitottuk fel. A PCR-eket pozitiv és negatintkallok felhasznalasaval ellénztik. Az
iIAP fehérje meghatarozdsanal a blotmembranokat blokkolas atariAP-ra specifikus
ellenanyaggal (AbCam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysiagg/ml koncentracidéban inkubaltuk,
1 6ran keresztil, szob&mérsékleten, mosé oldatban (1% sovany tejpor, OTb¥éer ™20

detergens, 10% PBS puffer). A tovabbi lépések magkea TLR meghatarozasnal leirtakkal.

Az iAP és TLR4 kolokalizaciojanak immunfluoreszcendestése

A duodenumbdl, termindlis ileumbdl és kolonbdl sad@rd biopszias mintakat kdzvetlendl
mintavétel utan folyékony nitrogénben fagyasztottlidk majd Shandon kriomatrixba
(ThermoElectron Co., Waltham, USA) agyaztuk és 3wh vastagsagl metszeteket
készitettink. A metszeteket 1 oran keresztil, dxobérsékleten TLR4-re specifikus
poliklonalis kecske ellenanyaggal és iAP-ra spkegi nyul poliklonalis ellenanyaggal
(Abcam Plc, Cambridge, UK) inkubaltuk. A masodlagotitestek Alexa Fluor 488-jeldlt
csirkében termelt, kecskére specifikus (Invitrogemgen, OR, USA) és Alexa Fluor 568
kecskében termelt, nydlra specifikus (Invitrogemgén, OR, USA) ellenanyagok voltak,
melyekkel szobatmérsékleten 30 percig inkubaltuk a metszeteket. adyok kimutatasara
Hoechst 33258 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA@stéket hasznaltunk 10 percen
keresztll. A szovetek fégtését Zeiss LSM 510 Meta konfokalis lézer szkenning

mikroszkoppal (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) ainsky
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IV.1.8. Immunfenotipus analizis IBD-ben

A periférias vérbl torténs részletes immunfenotipus analizishez (természé&tesdaptiv
immunitas) 2007 szeptembere é€s 2009 augusztusdt kzzb Sz. Gyermekklinika Gyermek-
gasztroenterologiai Szakrendelésén megjelent beteggontunk be. Elsé csoportba
tizennégy kezeletlen, terdpiaban még nem részesidy tartozott. Ezek a betegek semmilyen
gyoégyszert nem szedtek a diagndOziépiohtjaban. A CD diagndzisat a Porto kritériumok
alapjan, az aktivitas indexet pedig a PCDAI szdiffgdiatric Crohn’s Disease Activity Index)
hataroztuk meg (27)Masodik csoportjat képezte a vizsgalatnak az a tiz gyermek, aki a
hagyomanyos terapiara (szteroid, azatioprin és iBasnalicilat) reagélt. Ezek a betegek,
akinek a PCDAI értékik kezelés utan kevesebb, dlnvolt, alkottak a remisszioba kerult
betegek csoportjatiarmadik csoportba az a tizenkét beteg tartozott, akik a hagyomanyos
terapiara nem reagaltak, ezért infliximab (IFX) &ést kaptak (5mg/ttkg a 0., 2., és 6. héten).
Ok alkotték a relapszusos betegek csoportjat, meERBAI pontszamuk magasabb volt, mint
nemben illeszkedtek a betegekhez, és funkcionak$afas miatt keriltek kivizsgalasra, de
organikus betegség, gyulladas, laboratériumi edtéem igazolddott naluk. A betegcsoportok
karakterizaldsa #2. tdblazatbantaléalhato.

A rutin vérvételekkel egyitben 2-6 ml heparinizalt periférids vért vettiinkkezeletlen
betegekil a diagndzis idpontjaban; a remisszioba keriltek csoportjadbanlsiz remisszio
idépontjaban; a relapszusos populacidban az IFX teriapzdete élt, illetve 2 és 6 héttel
késsbb. Ebldl a periférias vérmintabol hataroztuk meg a kulddbfiehérvérsejt populaciok

gyakorisagat aramlasi citométerrel.
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12. tablazat. A vizsgalatba bevont betegek és egssges kontrollok klinikai és
laboratériumi adatai.

Roviditések: IFX: infliximab; PCDAI: Gyermekkori Ghn-betegség aktivitdsi index; L1:
vékonybél, L2: vastagbél, L3: vékony- és vastadializacié a montreali kritériumok alapjan (ref.
27). Statisztika: vs. kontroll: *p<0,05, **p<0,0¥*p<0,01; vs. kezeletlen: +p<0,05, +++p<0,01,;
vs. el$ remisszid: #p<0,01, ###p<0,01; vs. relapszus: @ik xp<0,05, xxx p<0,001.

relapszus IFX IFX
median kezeletlen  elss remisszio P terdpia terapia
. ” y . (IFX
[interkvartilis  kontroll (hagyomanyos (hagyomanyos kezelés (2. (3.
tartomany] terapia elétt) tergpia utan) ,, kezelés kezelés
elétt) § -
elétt) elétt)
Klinikai adatok
n (fid/lany) 15 (6/9) 14 (6/8) 10 (4/6) 12 (5/7)
14.5
. . 12 10 11,5 14 14.5
eletkor (&V)  g.1q] [8,5-13] 05155  [11-16] [1116]5- [12-16]
ndex [ig”g' [12 5?159 8" [14 fi% o [14 11?';; 5] [ﬁg' [11%215
(kg/n) 22,3] ' ' ' ' ' ' 21.3] 22.1]
testsuly 58 13 24 21 23 35
(percentilis)  [35-79] [4-23]" [19-44T [7-28] [15-63] [10-74]
f;tt‘;?nseg' ] 10 105 11,5 12 12
(hénap) [8,5-13] [8,5-15,5] [9,25-15] [9.5-15] [10-15]
gﬁtti‘f/%zzg 45 0 45 20 13
- +4++ H XX XXX
(PCDAI) [39-58] [0-5] [25-48]* [7-28] [2-22]
lokalizacié L1 (1), L1 (0), L1 (1),
(n, montreali - L2 (2), L2 (2), L2 (2),
kritérium) L3 (11) L3 (8) L3 (9)
Laboratoriumi adatok
. 7,9 6,7
fehérvérsejt 7,9 12,4 11,7 10,0 [5.5- [4.5-
szam (G/) [5,7-10,1] [9,4-14,2] [8,4-14,4] [8,2-11,2] 10.6] 10, 4T
vérlemezke 346 657 ) 442 479 ) [ggg [ggg
szam (G/l)  [288-375]  [451-746] [308-624]  [396-750] 523] 483}
szérum vas 16 4 8 4 5 8
(umol/1) [14-21] [2-12] [4-10] [2-71" [4-7]" [6-8]""
szérum 45 37 42 40 [gé 42
albumin (g/l)  [44-49] [34-39]" [42-45] [36-41]" a5]" [38-45]"
C-reaktiv 9 5
. 0 21 7 27
protein ) i PR ek, [3- [1-14]
(mg/l) [0-1] [5-65] [2-11] [9-55] 17" «

Minta elékészités az immunfenotipus vizsgalatokhoz

Az immunsejt fenotipus vizsgalathoz 2-6 ml hepaaitiperiférias vermintat gtottink (BD
Vacutainer, Beckton Dickinson & Co, Plymouth, Uknit legfeljebb 12 6ran &t taroltunk
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szobaldmeérseékleten. A levett vérmintat mostuk (23 °C, 808 perc), a vérplazmat leszivtuk,
majd a minta fagyasztva kertlt tarolasra (-80 °Cit@kinszint méréshez. A maradék vérh
periférids vér mononukleéris sejteit (PBMC) gradieentrifugaldssal szeparaltuk (Ficoll-
Paque Plus, GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsal@d&vw. A vérmintat, és a vervételi
csbél a maradék mintat foszfat-pufferelt fiziolégiasotaattal (PBS, Semmelweis Egyetem
Kodzponti Gydgyszertar, Budapest) 3 ml Ficoll oldatétegeztik ra. Ezutan a mintat mostuk
(23 °C, 400 g, 27 perc), majd a hatarréteget (butigt) leszivtuk, és PBS oldatban két
alkalommal ismét mostuk (23 °C, 200 g, 7 perc). Amgben a mintak nem kertltek azonnal
a kvantitativ meérési fazisba, ugy a PBMC-t fagyesztroltuk a mérés égontjaig (-80°C).

A fagyasztashoz a PBMC-t 0,5 ml magzati borjusam6feCS, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) reszuszpendaltuk. Ezek utan egy 0,4 mlzatdorjusavébdél és 0,1 ml dimetil-
szulfoxidbdl (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, S4) all6 oldatot o6vatosan,
cseppenként adtunk a PBMC-hez, és azonnal lefaipyigez a mintat (-80°C). A mérések
elétt a lefagyasztott sejteket felolvaszottuk és PRfatban két alkalommal mostuk (23 °C,
200 g, 7 perc). Ezutan a frissen szeparalt, vaigggasztva tarolt mintat szétosztottuk annyi
részre, ahany mérési panel meghatarozasa volt, @eéhinimum 1x19 sejtet jutattunk be
panelenként a mintakba.

A sejtfelszini méréshezpanelenként a gyarto altabat protokollnak megfelé mennyisé
fluoreszcens molekulaval jel6lt konjugalt antitédrtalmazo festéketl8. tabldza) adtuk
hozza a megfelél mennyisé§ mintdhoz, majd inkubaltuk (4 °C, 30 perc). Ezutan
mintakhoz 0,5 ml PBS-t mérve a f6losleges, nenddtt festéket lemostuk (23°C, 200 g, 7
perc). Kdvetke& lépésként 0,5 ml lizalo és fixald oldat kerllt antAkhoz (Lysing Solution,
Beckton Dickinson & Co, Plymouth, UK), majd sotéthiakubaltukéket (23 °C, 20 perc). A
mintakat mosas utan (23°C, 200 g, 7 perc) 0,5 mBBBn reszuszpendaltuk a FACS-os

méréshez.
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13. tablazat. Az alkalmazott sejtfelszini €s sejtelpellli fluoreszcens festékek.

A roviditéseket és a részleteket lasd a bevezaiggbaa megfelélszovegrészben.

festék gyarto katalogus
Sejtfelszini markerek

6b11 BD Pharmingen, Pe Anti-Human invariant NKTI cel 552825
CCR4 BD Pharmingen, PE Mouse Anti-Human CCR4 551120
CD11lc BD Pharmingen, APC Mouse Anti-Human CD11c 1223
CD123 BD Pharmingen, PE Mouse Anti-Human CD123 3505
CD14 BD Pharmingen, FITC Mouse Anti-Human CD11c K345)3)
CD161 BD Pharmingen, APC Mouse Anti-Human CD161 8:5:30)
CD25 BD Pharmingen, FITC Mouse Anti-Human CD25 5864
CD3 BD Pharmingen, PerCP DD3, Clone 345766
CD4 BD Pharmingen, Pe-Cy7 Mouse Anti-Human CD4 n€lo 557852
CD45R0 BD Pharmingen, PEMouse Anti-Human CD45R0 4935
CD45RA BD Pharmingen, FITC Mouse Anti-Human CD45RA 335039
CD62L BD Pharmingen, PerCP Mouse Anti-Human CD62L 55%15
CD69 BD Pharmingen, APC Mouse Anti-Human CD69 55553
CD8 BD Pharmingen, APC-Cy7 Mouse Anti-Human CD&r& 557834
CXCR3 BD Pharmingen, APC Mouse Anti-Human CD183 (R3) 550967
HLA-DR BD Pharmingen, PerCP Mouse Anti-Human HLA-DR 347402
Lin-1 BD Pharmingen, FITC Mouse Anti-Human Lin-1 3416
TLR-2 eBioscience, PE-Cy7 Anti-mouse/human TLR2.5)2 25-9024-80
TLR-4 eBioscience, Alexa Fluor700 Anti-human TLRATAL25) 56-9917-71
Sejten bellli markerek

FoxP3 eBioscience, PE Anti-human Foxp3 Staining(BeéH101) 72-5776-40
izotipus eBioscience, PE Anti-human PE IgG Isotype 12-4714-73

A sejten bellli FoxP3 meghatarozasho®stor a sejtfelszini festékeket (CD4, CD25) adtuk
hozza a mintakhoz és inkubaltuk a protokolloknalgfelelben (4 °C, 30 perc). Ezutan 1 ml
fixalo és permeabilizalé oldatot (Fixation/Permdiabtion Solution, eBioscience, San Diego,
CA, USA) adva a mintdhoz Ujra inkub&ci6 kovetket£ttC, 30 perc). A mintakat 2 ml fixalo
oldatban (Fixation Solution, eBioscience, San Dje@d, USA) mostuk (23 °C, 200 g, 7
perc). A PBMC-khez egyrészt FoxP3 festéket (PE -Aothan Foxp3 Staining Set,
eBioscience, San Diego, CA, USA), masrészt az pamstikontrollt adtuk hozza, majd

inkubalasuk kovetkezett (23 °C, 30 perc). A festégeztével a minta 2 ml fixalé oldatba
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kerdlt, mosasra (23°C, 200 g, 7 perc). Az azonmgliéshez a 0,5 ml PBS-ben reszuszpendalt

mintat gépbe helyezésének pillanataig jégen takott

Immunsejt markerek az immunfenotipus meghatarozaséaan

A periférias vérmintak vizsgalatdhoz szikséges lpaniguoreszcens festékek kombinacioit
tartalmaztak. igy kis mennyisgégérmintabol tébb sejtpopulacié vizsgéalata lehegséglt, az
aramlasi citométer #irsinek igény szerint val6 kombinalasaval. A beveZsésrészletesen
irtam kilénb6d immunsejtek patomechanizmusban betoltétt szetepéircsak a fontosabb
populaciék azonositasaban szerepet jatszo6 markerghiemzem réviden, metodikai
szempontbdl.

A CD4 az MHC Il, aCD8 pedig az MHC | molekuldk adhézids és §elzoreceptorai.
Emberben éifordulhat Tc-ként rikods CD4™ T-sejt is, de ezek a sejtek is MHC ll-re
korlatozottak. igy tehat a CD4, ill. CD8 expresgziégy sejten azt hatarozza meg, hogy
melyik MHC-re korlatozott, és nem feltétlenul atgapkciojat.

A CXCR3 receptor, mely CD183-ként is ismert, a kemokin receptorok csaladjalpimzi.
Fokozott expresszibja megfigyeltieh Thl sejtek felszinén. A Thl sejtek talnyomo része
CD4" sejtekisl, kisebb hanyaduk CD8vagy NKT, esetleg regulatoros T-sejtékblakul ki.

A CCR4, mely CD194 néven is ismert, a CXCR3 receptorhoz hasonléanemokin
receptorok kozé tartozik, és alkalma$h® sejtek kimutatasara. ACD45R0O, és aCD45RA
aktivaciés markerek. ACD69, CD25, HLA-DR ésCD62L szintén aktivacios markerek. A
CD69 nagyon korai aktivacios marker, a CD25 (ILe2eaptor alfa lanca, IL-2R, Tac, p55)
korai aktivacios marker, ellenben kémarker a HLA-DR (8 hisztokompatibilitasi komplex,
MHC) és a CD62L (L-szelektin ligand). BD161 receptor a legtdbb NK sejten, invarians
NKT sejteken és citolitikus T-sejteken expresszéiléd 6bll anti-invarians NKT sejt
ellenes antitest, és igy az iINKT sejtek (6h1aD3") vizsgalatara alkalmas.

A DC sejtek vonal marker (Lineagel, Linl) negaéisiik és HLA-DR pozitivitasuk alapjan
azonosithatéak. Az mDC sejt€lD11ct (antigen felvétel, T-sejt aktivacio, IL-12 terlés),
mig a pDC sejtekCD123at (szupresszor hatas, I&kermelés) expresszalnak. A Linl koktél
CD3, CD14, CD16, CD19, CD20 és CD56 elleni antdilstl all. A CD14 (Mo2,
lipopoliszacharid, LPS receptor) az LPS indukal&krofag aktivaciéban jatszik szerepet, az
LPS és LPS-kétfehérjék komplexét koti, a periférias monocitakrkese. ACD16 (FcyRIII

A és B) az immun-komplex mediélt sejtaktiviciobatsjik szerepet. £D19 (B4) a B-sejt
aktivaciéban jatszik szerep&P21-gyel ésCD81-gyel képez komplexet, mig@D20 (B1) a
B-sejt aktivacioban és regulacidban jatszhat sztrépCD56 (Leu-19, NKH1) a homotipias
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adhézidban szerepel, az N-CAM izoformajaCR11c (CR4a lanc, p150,95, alfaX integrin
lanc) az integrin alfa csaladba tartozik, nem-kemaén kdtdve a CD18-hoz a pl150,95
integrint alkotja. ACD123 (IL-3Ra) a citokin receptor I-es tipus, fibronektin lll-éipus
csaladba tartozik, aCD131 jelatviteli lanccal asszocialva. Csontyeléssejteken,
granulocitakon, monocitakon, megakariocitakon esgzalddik, az IL-3 bioldgiai hatasat
kozvetiti a CD131-gyel egyitt.

A TLR2 és TLR4 a velesziletett immunitas fmarkerei, mind a monocitak, mind a DC
sejtek felszinén megtalalhatéak. A TLR2 monocitakoakrofagokon, mDC és hizdsejteken
expresszalodik, mig a TLR4 ezeken kivil még azntiealis epitéliumon is.

A Treg sejteket FoxP3" sejtekként azonositottuk. A regulatoros T sejtek degsében és
miikddésében a fokozoBD25 expresszio kdzponti szerepet jatszik. A CD4 popatabeldl

a Treg sejtek aranya 1-10% korul alakul perifésiéamintdban, de kevesebb, mint 1%-ban

CDS8 Treg sejtek is azonosithatoak.

Aramlasi citométeres (FACS) mérések

Az immunsejtek prevalenciajat aramlasi citométef®Bt) FACS Aria, Beckton Dickinson &
Co, Plymouth, UK) meértik a Semmelweis Egyetem I. &yermekklinika kutato-
laboratoriumaban. A FACS vizsgalatok soran fluocess festékkel éte konjugalt
antitesteket hasznaltunk a sejttipusok meghatéibpas A mérés soradn a vizsgalando sejtet
tartalmazo eqgy sejtsor szélessdéglyadékoszlopra lézerfényt iranyit a gép (488 esrkék és
633 nm-es voros fényt). Amikor a sejt (vagy 0,2-165@ méreti részecske) a |ézerfény
fokuszpontjaba ér, a rae$ny oldaliranyba (,side scatter”) eéssedfelé (,forward scatter”)
szOrodik. Azelére szordédd fénya sejt (részecske) mérgtéiad informaciét és tovabbi
modositas nélkal kildén csatornan (,forward scatfearacteristics”, FSC) detektalhatd. Az
oldalra szérod6 fény a sejt granulaltsaganak, morfoldgiai tulajdonsdgiai detektalasara
szolgal (,side scatter characteristics”, SSC). Ajapztés soran keletkéZényszorasi jelek
mellett kilénb6d hullamhosszu, jel6lésit fliggd fluoreszcens emisszios jelek keletkeznek. A
fluoreszcens jeleket a készilék optikaiirék segitségével elkiloniti egymastol. Aigk
funkcidja alapjan meg lehet kulonboztetni ,long §ad.P) és ,band pass” (BP) @dket. Az
LP szirék egy meghatarozott hullamhossznal nagyobb (fekeiteaizd), vagy kisebb (alul
atereszt) hullamhosszusagu fényt engednek at, a tobbi feisgzatikrozik. ABP sAir 6k
csak egy meghatéarozott tartomanyba Enyjeleket engednek at (pl. 600-620 nm). A jeteke
erésités, majd analog-digitalis konverzid utan szag#pd gyijti €és elemzi. A kilonbdz
variacios lehdiséglél a 14. tablazatmutat be példakat.
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14. tablazat. Példa panel dsszeallitasokra BD FACAria tipusu aramlasi citométerre,
sajat sdir 6-bedllitasokkal sejtfelszini és sejten belili mérékhez.

Az alabbi panel 6sszedllitdsok mindegyike tartaltaza feltlintetetteken kivil az FSCi€znélkil)
és SSC (488/10-es BPusével) paramétereket is. (FSC: forward scatter; SSdx scatter; BP: band
pass; LP: long pass; NK: természeteésgdijt; DC: dendritikus sejt; Treg: regulatoros Ji)se

Elsé szir 6 beallitasban mérheé panelek

Festék FITC PE PerCP PECy7 APC APCCy7

gerjesztes 488 488 490 488 650 633

(nm)

emisszié (nm) 520 575 675 785 660 760
» 530/30 576/26 675/20 780/60 660/20 780/60

saird BP (LP) (507 (556) (655) (735) ) (735)

T sejtek 1. CCR4 CD62L CD4 CXCR3 cD8

T sejtek 2. CD45RA  CD45RO  HLA-DR CD4 CD69 cD8

NK 6B11 cD3 CD11b CD161

Treg CD25 FoxP3 CcD4 CD8

Masodik sair 6 beéllitAsban mérheé panelek

Festék FITC PE PerCP PECy7 APC Alexa 700
gerjesztés
(nm) 488 488 490 488 650 702
emisszié (nm) 520 575 675 785 660 720

- 530/30 576/26 675/20 780/60 660/20 695/40
sA6BP (LP) 547y (556) (655) (735) ) (655)
DC Linl CD123 HLA-DR TLR2 CD11c TLR4
monocitak CD14 TLR2 TLR4

A nem fixalt mintdk méresét a festés utan a lkeheghamarabb kell elvégezni (maximum 1
ora a festést szamitva). Fontos, hogy a mintdkat gépbe helydz@dlanataig sotétben és
hiitve kell tarolni. Minden panel 6sszeallitagtel gép hasznalati utasitasanak megietel

kompenzacios szamitasokat végeztiink, mégpedig empgen festett és negativ kontroll
mintakkal. Az edsitések mértékét ugy valasztottuk meg, hogy adsték esetén a negativ és
pozitiv populacié a lehét legjobban elkilonithét legyen a kapuzas soran. A kapott
kompenzacios értekek a fluoreszcens festékek sppétrak atfedését mutatjdk, mely a
vizsgéalatok sordn maximum 10% volt. Egy mintét tléleszetien tobbszor is visszamertink,
hogy a mintan bellli szorasokat elbeizhessik. A sejtfelszini mérések soran negativ, €s

sziikség esetén - izotipus kontroll mintakat hasani] mig a sejten bellli festések esetén
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minden esetben izotipus kontrollt is, az autoflsaemciabdl és a nem specifikus delstsidl
ereds zaj kisZirésére. Minden panel mérésekor legalabb sHjt mérése tortént a limfocita
kapuban (FSC és SSC, valamint CD3 pozitivitas algpjA mérési eredmények abrazolasa
,2dot-plot”, és hisztogram segitségével tortént. Egpusos, Treg sejtek izolalasra szolgalo

példat al0. abranmutatok be.

Specimen_003-FYO35C Specimen_003-FY035C
Ch4CD2s
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1IZI4
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10. abra. A regulatoros T sejtek (Treg) azonositasa

Az &bra bal oldalan lathaté, hogy a CD®D25" sejtpopulacié kijeldlésével (négyszoges ki
régebben hogyan azonositottak a Treg sejteketrismmenban, hogy a CD@D25" sejtcsoport ne
csak Treg sejteket tartalmaz. Ujabban ezért, az jabb oldalan lathaté médon a CB#jteken bel

a FoxP3 sejteket (négyszoges keret) tekintik Treg-ekmejelenleg leginkabb elfogadott protokoll
megfeleben. Ezt a populéciét a Ch4vagy a CDACD25™ kapun beliil szoktak azonositani ¢
flggden, hogy csak a természetes, vagy az indukalt Sageket is beleveszik a szamitasba.

A ,dot-ploton” az egyes sejtellrkapott fényjelek abrdzolhatéak intenzitasuk figmyeben,
mig a hisztogram egy paraméter jelintenzitasa amapputatia a sejtek megoszlasat. A
kiértékelések a citométerhez mellékelt szoftver @SADiva, Beckton Dickinson & Co,

Plymouth, UK) segitségével torténtek.
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Specimen_004-FYO27C Specimen_004-FYO237C
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11. dbra. Az aramlasi citométeres kiértékelés menet

Az abra bal fel§ képén a perifériAs mononuklearis sejteken (PBMEItsejtméret (,forwardscatte
characteristics”, FSC) és granuldltsag (,side ecatharacteristics”, SSC) alapjan azonosith:
limfocitdk populacioja. Az abra jobb félképén limfocita kapun belil a CD4 és CD8 expré&
alapjan ,dot-ploton” a CD4LDS sejtek a T helper (Th), mig a CBED4 populacié ar citotoxikus
(Tc) sejtek lesznek. Az abra bal alsé részén a jeldes, mig az abra jobb alsé részén a CDS je
hisztogramon valo eloszlasa lathato.

Az aramlasi citométeres vizsgalatokban az adott EBidpulacion belul az egyes sejttipusok
prevalencijat lehet meghatarozni. Ezek a szazaléktekek egy adott populacion belll
mutatjdk a vizsgalt immunsejt &brduldsi gyakorisagat. Amennyiben egy sejttipus
prevalencigjat, vagy egy sejttipus bizonyos exaiégg kivanjuk meghatarozni, mindig
szazalékos (%) értékeket adunk meg, ami a jelghuldeion bellli aranyt jelenti. Az adott
sejttipust a ,dot-plot” segitségével két, (vagy blyan haromdimenziés ,dot-plotok”
segitségével harom) marker kombinaciojaval lehenegitani. Ritkan az adott expresszio
mértékét hisztogram segitségével, statisztikai péékkel adjak meg, és igy jellemzik az

expresszio kvantitativ értekét, mint jelintenzit@st. abra).
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,Citokin chip” citokin szintek mérésére

A periférias vérmintdbdl szeparalt vérplazméat fagyea (-80 °C) taroltuk a mérések
idopontjdig. A mérések a Semmelweis Egyetem Kozpordbadatériumaban fehérje
meghatarozasi modszerrel torténtek (Bio-Plex Pmotdrray system, Bio-Rad, Hemel
Hempstead, UK). A Bio-Plex mddszer chiptechnikanééamlasi citométeres modszeren
egyszerre alapul, és lefiséget ad egyszerre tobb (gyakorlatilag 27, de elited akar 100)
analit meghatarozédséara is. Olyan mikrogyongyoké&aladaznak ugyanis, amelyeket két
szinnel jeldlnek, ezzel kézel 100 gyodngytipust aldnlétrehozni. A gyongyokhoz
monoklonalis antitesteket kotnek, majd fluoreszcéastéket. A mérésben a kapillarison
athaladd gyongyoket két szines Iézer vilagitja mepiros fény a gyongy, a zold fény pedig a
fluoreszcens jel intenzitasat teszi médhét A jelet analdg-digitalis konverzié utan a gép
szoftveresen kiértékeli és egy standard gérbéhgzomyitva adja meg a citokin szinteket
(1,95-32 000 pg/ml tartomanyban).

IV.2. COLIAKIA

IV.2.1. Klaudin (CLDN) meghatarozasa 2 kilénb6# duodenalis lokalizaciéban

A klaudinnal (CLDN) kapcsolatos vizsgélatba 33 Gjonnan kérismézeifkiés gyermeket
(életkor: 2-17 év, étlag: 6,4 év, 20 lany, 13 fidntunk be. Az endoszkdépos mintavételnél a
proximalis biopszia a duodénum bulbuszabdl, a disztpedig a duodeno-jejunalis
atmenetbl tortéent. Kontrollként 14 olyan gyermek (11 lary,fid) hasonlo lokalizacioju
mintai szolgéltak, akiknél a félsendoszkopia kronikus hasfajas organikus okanaré&sa
végett tortént, de a makroszkdpos kép, a szovettasgalat és a laboratériumi eredmények
normalisak voltak, beleértve a normalis transzghitéz értéket is. A biopsziak szévettani
vizsgalatakor €lszér Marsh-féle morfolégiai €s immunhisztoldgiai ofmklonalis CD3)
elemzést végeztiink. A Marsh beosztas alapjan détidsetegeinket két csoportra osztottuk,
egy kevésbé sulyos (I. csoport, Marsh 2-ig), és fgyosabb boholykarosodast mutaté (ll.
csoport, Marsh 3) populaciéra.

A CLDN expressziojanakelemzése szintén immunhisztokémiai modszer segveétortént
(monoklondlis CLDN 2, 4 és poliklondlis CLDN 3, Zgah San Francisco, CA, USA). Az
eltavolitott szdvettani mintdkat 4%-os pufferolrf@lin-oldatba helyeztik 24 éraig, majd
viztelenitettik. Ezutan paraffinba agyazva 3-5 onkéteres metszeteket készitettiink, amiket
hematoxilin eozinnal festettik. Az antigén felt@&wd3ako antigén-feltaré oldattal (Dako,

Glostrup, Denmark) 30 percen at 42 fokon (mikrodmili stiében) tértént, majd inkubacio
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kovetkezett primer antitesttel 1:80 higitassal éfen keresztil. A reakcio lathatova tétele az
avidin-biotin komplex segitségével tortént (per@zdtechnika, ABC system, Dako). Az
értékelés pontrendszere a pozitiv sejtek szazakitérg/an alapult (0: 5%>; 1: 5-20%; 2: 20-
40%; 3: 40-60%; 4: 60-80%; 5: 80-100%). Egy mewmzetandom modon legalabb 10

terlletet értékeltlink, egy tertleten legalabb Kjtesanalizaltunk.

IV.2.2. Az iAP intesztindlis expresszidéjanak (mMRNA és feh@szint) és TLR4

kolokalizaciojanak vizsgalata

Az iAP-pal kapcsolatban az IBD-s betegeknél leirt vizsg@leotokollt (IV.1.7. fejezét
colidkiasokban is elvégeztifduodenalis IAP mMRNS, fehérje és TLR4 kolokaliziciEbbe a
vizsgalatba 15 colidkias gyermeket, és 10 kontretlhtunk be. A colidkias gyermekek

karakterizaciojat 45. tablazatbanfoglaltam 6ssze.

IV.2.3. HSP72 mRNS, fehérje és lokalizacio a coéliakiasok ddénumaban

Ebben a vizsgalatba duodénum biopszias mintakatinketl6 kezeletlen, [6 fia, 10 leany,
életkor: median (tartomany): 6,7 (3,7-13,9) év],k8zelt, gluténmentes diétat folytatd
coliakias gyermeld [4 fia, 5 leany, életkor: median (tartomany): 4,9-12,7) év], és 10
kontroll személydl [4 fil, 6 leany, életkor: median (tartomany): 874-13) év]. A mintékat a
kezelt coliakias csoportban olyan, legalabb egy guéénmentes diétat tartd gyermekibkt
vettik, akiknél teljes klinikai remisszio kovetkéizbe, szérumuk antiendomizium antitestje

negativ volt, valamint normal bélboholy szerkezétpteltiink meg naluk.

HSP72 RNS izolalas és valos idepolimeraz lancreakcio (RT-PCR)

Az RNS-t a gyartdo protokollja alapjan RNeasyMini Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Németorszag) segitségével izolaltuk. A reverz tramgcid soran ug RNS-t komplementer
DNS-sé konvertéltunk. HSP72 specifikus primerfekvward: 5’-TGC GAG AGG GCC AAG
AGG AC-3’; reverz: 5-GTC GCG CCC GTT GAA GAA GT-Balkalmazasaval SYBR
Green alapu real time PCR meérést végeztink. Atie@l PCR-ek eredményeit LightCycler

3.5.3 szoftver (Roche Diagnostics GmbH, Penzbeégnétorszag) segitségével értékeltik ki.
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15. tablazat. Ujonnan diagnosztizalt coliakias (C)és gluténmentes étrendet tartd
coliakias (GFD) gyermekek klinikai jellemzi.

F: fia, L: lany. IEL: intraepitelidlis limfocitAkzzma 100 enterocitara vonatkoztatva (kéros érték:
30 folott).

Nem
Cvagy | gy | Kor Tiinet IEL Marsh
GFD 0z (év) erték
L:lany
1 C L 3 sulyvesztés 80 3b
2 C L 3 sulyvesztés 72-85 3b-3c
3 C L 2 Sﬁ'yvesz“?s’ 80-90 3c
asmenés
4 C L 7 vashiany 50-60 3b-3c
5 C F 12 colidkia sirés 55-70 2
6 C L 5 coliakia s#rés 40-50 2
7 C L 3 vashiany 85 3b
8 C L 10 névekedesi 65 3b
elmaradas

9 C F 2 vashiany 50 3c
10 C L 5 coliakia s#rés 72-80 3b
11 GFD L 12 | krénikus hasfajas 20-25 0
12 GFD F 6 - 10-15 0
13 GFD F 7 - 3-4 0
14 GFD L 13 - 10 0
15 GFD L 16 - 6 0

Fehérje izolalas és immunfluoreszcens festés

A korabban leirt |épések utan (IV.1. fejezet, TLRplotmembranokat tejporban blokkoltuk,
majd ebszor az elddleges HSP72 (nyul monoklonalis IgG, Dr. Laszl6Bdtvoés Lorand

63



dc_581 12

Tudomanyegyetem, Budapest, Magyarorszag) specifiellesnanyaggal, majd mosast
kovetben a masodlagos, HRP konjugalt ellenanyaggal (leeasiki-nyal IgG, Millipore, San
Diego, USA) inkubdltuk. Az immunoreaktiv helyek ki&umineszcens szignaljat Amersham
Pharmacia protokoll szerint ECLplus reagenssel, dfyym ECL™-en (AP Biotech,
Buckinghamshire, UK) detektaltuk. A Western bloedményeket Gel-Pro™ szoftverrel
(Media Cybernetics, Inc., MD, USA) denzitometralts értékeltiik.

A duodénumbdl szarmazo6 biopszidkatmunfluoreszcens vizsgalatcéljabdl kdzvetlendl
mintavételezés utan lefagyasztottuk, majd Shandmmiatrixba agyaztuk (ThermoElectron
Co., Waltham, USA), és 5 um vastagsagu metszekélezitettiink. A metszeteket HSP72-re
specifikus monoklondlis nyul ellenanyaggal, majdbbgzdri mosast kovéen kecskében
termelt nyulra specifikus Alexa Fluor® 488 jelolyjG F(ab’)2-vel (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA) inkubaltuk. A DNS kimutatasara Hbet 33342 festéket hasznaltunk
(Sigma-Aldrich Company Ltd, Gillingham, UK). A metteket mostuk és lefedtik
Vectashield médiummal (Vector Laboratories, Buringge, USA). A kontrollként hasznalt
metszeteket csak szekunder ellenanyaggal inkubaitidzovetek fegdését Zeiss LSM 510
Meta konfokalis lézer szkenning mikroszkoppal (Céeliss, Jena, Germany) vizsgaltuk. A
készilékhez tartozott egy invert Axiovert 200M nogzkdp, 20x apokromatikus (NA=0,80)
és 63x apokromatikus, immerziés olajat igénPIC objektivekkel (NA=1,4).

IV.2.4. Immunfenotipus vizsgéalatok coliakidban

Az immunfenotipizalassal kapcsolatogeriférias vérbél tortér6 meghatarozasra tiz
gyermeket vontunk be, akik az I. Sz. GyermekkKlinikesen diagnosztizalt céliakias betegei
kozé tartoztak. A colidkia diagnozisa az érvénybdéws protokolloknak és a Marsh
kritériumoknak megfelélen kerult felallitasra. Mindegyik betegben a traghstaminaz (TG)
IgA szint 200 U/l fol6tt volt, a duodenalis biopazszivettani vizsgalata szubtotalis vagy
totalis bélboholy atrofiat, és az IEL-k 40% folodmelkedett szamat igazolta. Mindegyik
coliakidval diagnosztizalt gyermekben GFD-t inditok. A tlinetek elmultaval, amikor a TG
IgA szint kdzel normalizélodott (10-40 U/I), ismkteérvétel tortent. Kontroll populacionak
15, korban és nemben egyegyermek szolgalt, akik —késb igazoltan- nem organikus
hasfajas miatt keriltek kivizsgalasra. Mind a diags felallitasakor, mind a tlnetek
elmultaval, a rutin vérvételekkel egyiden 6 ml heparinizalt periférias veért vettiink, és
immunfenotipizaltuk a betegeket és a kontrolloRatizsgalatba bevont gyermekek adatait a

16. tablazattartalmazza.

64



dc_581 12

16. tdblazat. A vizsgélatban résztvelsbetegek és kontrollok adatai.
GFD: gluténmentes diéta; TG: transzglutaminazingnunglobulin

median [interkvartilis kontroll kezeletlen colidkias kezelt coliakias
tartomany] (GFD elétt) (GED utan)
n (fid/lany) 15 (6/9) 10 (4/6)
életkor (év) 3 3 4
(2-6) (2-5) (2,5-6,5)
betegségtartam (honap) - (2355) (3_@ 5)
. 15,5 16,5
testsuly (kg) (11-17,6) (11,8-18,6)
. 264 29
TG (lgA, egyseg) - (205-298) (10-40)
. 38 14
TG (IgG, egyseéqg) - (21-56) (7-34)

IV.2.5. Plazminogén hiany és cdlidkia a duodendlis fekélyakterében

Ujabb vizsgalatok szerint a coliakiasok jetenszazalékaban (9,6%)s@rdulhat ismeretlen
etiologidjugasztrointesztindlis fekély Egy 6 éves, plazminogén hianyos (PLG) és colgkia
kislanynal kimutatott duodendlis fekély hétterébeluplan jeldlt immunfluoreszcens
modszerrel elemeztik az ulkusz egyik lehetségesnmathanizmusat. A beteg 3 hdnapos
kora oOta ismert PLG diagnozisa az alacsony széru@ #&ktivitason (2%, normalérték: 80-
120%), és homozigodta ,missens” mutacio igazolasg@16H: Arg216>His, nukleotide
780G>A exon 7) alapult. Mindkét s#iil akiknek szérum PLG aktivitasuk 40%-0s volt,
heterozigéta formaban hordozta a mutéaciét. A kiglah hirtelen fellép hematemezis
hatterében duodenalis fekélyt igazoltunk a deérdoszkopianal. A gyermeknél fekélyre
hajlamosité ténydiket, korallapotokat nem talaltunk (urea kilégzésizt normalis, korabban
gyoégyszert nem szedett).

A szovettani vizsgélatnal boholyatrofiat igazoltunk (Marsh lll/a), kérosammelkedett
intraepitelidlis limfocitaszammal (> 40%). Mivel szérum TG2 is kérosnak bizonyult, a
coliakia diagnozisa egyertelnvolt.

A szovettani vizsgalatnal Mallory festéssel a PlLiénkiban ismert, korosan emelkedett szamu
fibrindepozitumot lehetett igazolni a fekély kozeet kdrnyezetében. Mivel a koros
depozitumok kézelében szokatlan érrajzolat abramwtdfélmerdlt benniink, hogy esetleg a
coliakiara jellemd TG2 depozitumok, és a PLG hiany kovetkeztébenz&jierodo fibrin

egymassal kbélcsdnhatasba Iéphet, és ennek ulcehadgiésa is lehet.
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A mintak specialis immmunfluoreszcens festésétréancein isotiocianattal (FITC) konjugalt
anti-huméan IgA (DAKO), és Alexa Fluor 594-konjugd&zekunder egér- és nyul elleni
antitestekkel végeztik. &te a primer antitestek CUB7402 anti-TG2 monokl@ahtitestek
(NeoMarkers), anti-fibronektin és nyul ereieton Willebrand faktorok voltak (DAKO). A
fibrint FITC konjugalt fibrin ellenes antitesttalpltik (Boehringer).

IV.3. ALLERGIAS KOLITISZ

IV.3.1. Laboratoriumi €s kolonoszkopias vizsgalat AC-ben

Vizsgalatunkban 44 olyan hematokézias, (atlagétetk® hodnap, tartomany 25 nap-11
honap), anyatejjel taplalt, egészségesiiek tsecserd vett részt, akiknél nem volt alvadasi
zavar, kemény széklet, sem fisszUra és a székjégetes negativnak bizonyult, igy az AC
diagndzisat fol lehetett allitani. Anyai (tehéntegliminaciés étrend az esetek dbnt
tobbségében megsziintette, vagy csokkentette a dlefaadt. Sulyos vagy tartos
hematokézia, sulycsokkenés miatt 12 cseésem(atlagéletkor: 4,3 hénap, tartoméany: 25 nap
-7 hdénap) végeztink laboratoriumi vizsgalatot, kolszkdpiat és szovettani 6sszehasonlitd

elemzést.

IV.3.2. Immunfenotipizalas allergias kolitiszes csecsesk periférias vérébol

2006 szeptembere és 2008 januarja kozott az |. Gyermekklinika Gyermek-
gasztroenterologiai Szakrendelésén megjelent asé&s&ozil 34 esetében volt a panasz
véres széklet. A leggyakoribb okok, igy a &eds és a sérllés kizarasa utan, anyai
eliminécids étrendet javasoltam (tehéntej és telhagyasa az anyai étrerithh Egy hénap
mulva mar csak tizenegy gyermeknél maradt meg aatok@zia. Egy csecsénmCrohn-
betegnek bizonyultét kizartuk, igy tiz gyermek kerilt bevalasztasraviasgalatba 17.
tablazat). Az AC diagnozisat a kolonoszkdpia soran lateliepgzetes képek (limfonoduléris
hiperplazia: LNH, vagy aftas 1ézi6, tovabba maskérasa pl. polip), a biopszias mintaban
jelenlés eozinofilia (>6 eozinofil a nagy nagyitasu latbe), és az alapjan allitottuk fel,
hogy a hosszabb utankodvetés (13-24 honap) utant&envissza a panasz a tartdés anyai
eliminécids diéta (tej, tojas), illetve elementdépszerre vald attérés utan (Neocate; SHS Int,
Liverpool, UK). Tiz, életkorban és nembend,llanyatejet fogyaszté gyermek szolgalt
kontrollként, akiknél a panaszok hatterében funkéiis hasfajast korisméztem.

A diagnadzis idpontjaban 2 ml heparinizalt vért vettiink a rutinsgalatokkal egyigben. A

masodik vérmintat a hematokézia mdgge utan (2 [1-3] honap mulva) @yottik. Szeklet
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hemoteszttel (HSV10; Diagnosticum Zrt, Budapest,) Hidzoltuk a vérzés medgsznét. Az
immunfenotipus vizsgélatokkal eggigen a plazmabdl ,citokin chip” (Bio-Plex Protein
Array system, Bio-Rad, Hemel Hempstead, UK) segésél meghataroztuk az
IFNgamma/IL4 aranyt.

17. tablazat. Az allergias kolitiszes (AC) gyermeke klinikai, laboratériumi és
endoszkdpos jelleméi.

AC: allergias kolitisz, NNL: nagy nagyitasu latgteNH: limfonodularis hiperplazia, AD: atépias
dermatitisz, F: fig; L: lany.

beteg kor hematokézia  atOpia eozinofil sejtek kolonoszképia eozinofil (40x-

(nem) (h6) tartam (ho) (csaladi) aranya a (kép) es nagyitas /
vérképben latétér)
1(F 6,5 2 nincs 6% LNH, afta 17
2 (L) 4 2 AD 6,2% LNH, afta 14
3(F) 3 2 AD 2,5% LNH 7
4 (F) 1 1 nincs 2% eritéma 20
5(L) 6 2 nincs 2,1% LNH 9
6 (F) 4 2 AD 3% LNH 20
7 (F) 5 1 nincs 3,4% LNH 9
8 (F) 4 2 AD 12,8% LNH 41
9 (F) 6 3 nincs 3,4% LNH 38
10 (F) 5 15 nincs 1,4% LNH 18
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V. STATISZTIKA

A statisztikai kiértékelés sordn minden esetbeisz&lr az adatok eloszlasat vizsgaltuk.
Amennyiben a Kolmogorov-Smirnov, D’Agostino-Pears8hapiro-Wilk tesztek eredménye
szignifikans volt (p<0,05), akkor a vizsgélt popita nem a Gauss-féle eloszlast kovette.
Ebben az esetben nem paraméteres teszteket alkaikags a centralis tendencia median
[interkvartilis tartomany: 25-75 percentilis], vagyedian [tartomany] formaban adtuk meg.
Amennyiben az esetszam -a gyermekgyogyaszati klinkizsgalatok sajatossagainak
megfeleben- alacsony (kevesebb, mint 20 folt, akkor szintén nem paraméteres teszteket
alkalmaztunk. A vizsgalatok @t power szamitasok torténtek, hogy a nem paraester
eljarasok hasznalataval megnévékwasodfaju hiba lehéségét kontrollalni lehessen. Nem
paraméteres eloszlasnak megfigdal nem parositott két csoport 6sszehasonlitasitana-
Whitney teszt, mig parositott esetben a Wilcox@ztteszolgalt. Harom, vagy tdbb csoport
0sszehasonlitdsara nem parositott mintaknal a KiHWkllis tesztet, mig parositott esetben a
Friedman tesztet hasznaltuk. Post hoc szamitasokrann-féle teszt szolgalt. Nem normal
eloszlasra vald tekintettel korrelacidé vizsgélatmkha Spearman tesztet alkalmaztuk. A
befolyasol6 faktorok korrekcidjara tobbszoros regedk segitségével kerillt sor. 2x2-es
kontingencia tablakat a Fisher-féle egzakt tesztiafjyobb tablakat g préba segitségével
ertékeltik ki. Mivel a fenotipus vizsgalatok hipgge felvet) vizsgalatok, az ilyenkor
szokasos eljarasnak megfékh nem tortént korrekcié a tbbbszoéros Osszehassokita
(Bonferroni-hatas), igy az éf®ju hiba 5%-nal magasabbnak adddhatott bizonyetelksen.

A kiértékelésre a Statistica szoftvercsomagot haltizk (Statistica 8, Statsoft, Tulsa, OK,
USA).

A betegséglokalizacié szerinti endoszkdépos és diisgiai eltéréseket, valamint az MBL
deficiencia és a szérum autoantitestek jelenlgidéeszt és Fisher-exact-teszt segitségével
ertékeltilk a CD és UC csoportok, valamint az IBBegegek alcsoportjai kozott. A betegség
aktivitasi indexek és az egyes laboratériumi patare& kozotti korrelaciét Spearman-féle
nonparametrikus teszttel elemeztik. Az aktivitasiexek, a laboratériumi paraméterek és az
életkorra vonatkozo6 eltérések 6sszehasonlitasaggeselBD alcsoportok kozott Mann-
Whitney teszttel tortént. Logisztikus regresszialamst alkalmaztunk a klinikai fenotipus és
a szerologiai profil 6sszeflggésének komplex kiettEséhez. Ezekben a vizsgalatokban a

statisztikai elemzéshez Graph Pad Prism 5 prograasxnaltunk (GraphPad, San Diego CA,
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USA). A 0,05-nél alacsonyabb p értek tekint@rszignifikansnak minden esetben, kivéve,
ahol ezt kulon jeleztik.
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VI. ETIKAI ENGEDELYEK

A vérvétel, illetve a mukdzalis biopszias mintavétalamennyi vizsgalatban diagnosztikus
vagy regularis beavatkozasokhozddiitt. Valamennyi mintat koddal lattuk el. A regieszel

kapcsolatos adatrogzitésénél is kddot kaptak agblktecsak a centrumban dolgozé orvos
tudta azonositani az egyént. A vizsgalatok megksz@btt az adoleszcens gyermekek, ill. a
kiskoruak hozzatartoz6i megfedefelvilagositas utan irdsban beleegyezésiiket atadott

vizsgalathoz (vérvétel, biopszids minta vételejsmacio). A Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsdg (TUKEB) engedélyeinek szama az IBD-vgldsmlatos kutatasok esetén: 71/2007.
A mukdzalis és immunfenotipus vizsgalatok engeddlysi: 73/2003, 175/2007, 124/2009.

A szerologiai vizsgalatok engedélyszama: 80/2007.
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VIl. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Az eredmények fejezetben az adott témahoz tarttsé) eagy utolso szetis publikacidoim

sorszadméat az adott fejezetcim végén tuntettemafidjelben.
VIl.1. GYULLADASOS BELBETEGSEG

VII.1.1. Az IBD regiszterrel kapcsolatos eredmények (188-191

Az orszdgos IBD regiszter (Hungarian Pediatric IBD Regtry, HUPIR)
megszervezésenek harmas célja volt: egyrészt, hamgjegfontosabbepidemioldgiali
jellegzetességekehazankban is felmérjik; masrészt, hogy a hossail ngomonkdvetéssel
fejl6djon a diagnosztikg és a kilonbdz centrumok ldssak, miben maradnak el a hazai- és
nemzetkozi normaktdél; végul, de nem utolsé sortagy olyan dsszefliggéseket allapitsunk
meg, amelyek aemzetk6zi szakirodalomban is Ujdonsagkéngzolgalnak.

A 2007. januar elsejét mikodé HUPIR elss 3 éve alapjan megallapithatd, hogy hazankban
az IBD gyakorisaga megegyezik a fejlettebb orszagalgas incidenciaival (188-190). Harom
év alatt 420 Uj IBD-s gyermeket regisztraltunk, &gylBD gyermekkori incidenciaja 7,48P10
(95% CI 6,34-8,83). Ez az index CD-ben 4,72/{9% CI 3,82-5,79), UC-ben 2,32P10
(95% CI 1,71-3,09), IBD-U-ban pedig 0,4571@5% CI 0,22-0,84). Erdekes médon CD-ben
a fidk aranya jeleisen magasabb volt a lanyokhoz képest (1,43:1). &5 écidenciakat,
kiegészitve a 4. év eredményeivel,2a dbramutatja be.

A 2005-ben publikalt portoi kritériumok alapjan gmoltak (93), hogy minden IBD-re gyanus
gyermek kivizsgalasanal torekedjunk arra, hogylssfendoszkopiat, a termindlis ileumba
tortérs bejutast és a vékonybél érintettség elemzéséramilgten specidlis képalkoto
vizsgalatot (CT, MRI, kontrasztos passzazs) védezell (4. év adata/2010 még nem
publikalt, csak kongresszuson bemutatott, Magyaerfgkgasztroenterologiai Tarsasag
kongresszusa, Héviz, 2011. szeptember 23.). A H@BHRai alapjan a félendoszkopia és a
terminalis ileum intub&cioja 6rvendetes modon egyyekoribb, de a specidlis képalkotdok
alkalmazasanak aranya, a 2009-ben bekodvetkezaitagmwtan visszaesett és lényegében

stagnal. A pontos értekekefld. abran mutatom be.
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——IBD
10,0 —B— Colitis ulcerosa
=&—Crohn
7,9
8,0 - 74 7,6
6,0 51
4,3 47 >2
4,0 1
2,3 2,3 2,3
2,0
0,0
2007 2008 2009 2010

12. abra. Az IBD (piros), a kolitisz ulcer6za (kék)és a Crohn-betegség (zdld)
incidencidja hazankban 2007 és 2010 kozott.
Az .y" tengelyen az incidencia 100 000, 18 év algyermekre vonatkozik.

70% -
65% 62,0%
60% o
Fels6 61,3%
55% 1  endoszkopia;
50,4%
50% A
45% - lleoscopia;
48,1%
40% -
35% 1 Képalkoto; 35 20,
37,0% e
30% A
25%
2007 2008 2009 2010

13. abra. A port6i kritériumok szerint kiemelten javasolt 3 diagnosztikus tények
(fels6 endoszkopia, terminalis ileum intubacidja és sfesi vékonybelekre iranyuld
képalkoto6 vizsgalat: CT, MRI vagy kontrasztos pagskelvégzésének éves gyakorisaga
hazankban 2007-2010 kozott.
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CD-ben afiudk dominancidja igazolodott (fid:lany, 1,43:1), ugyanakkor kol#islcerozaban

a nemek aranya érdemben nem kilonb6zott (fid:larlyl5). Andvekedés elmaradas2SD
alatti testmagassag z scer€D-ben gyakoribb volt, mint UC-ban (5,7% vs. 0,8%)WFH
(testsuly a hosszhoz viszonyitva) és BMI (testtormetpx) z score atlagok szignifikansan
alacsonyabbak voltak CD-ben, mint UC-ban (-0,74 -@39, p=0,014 és 0,64 vs. -0,26,
p=0,005). A novekedés elmaradas az életkérebhladtaval kevésbé volt sulyos (r=-0,296,
p=0,013), és nem mutatott dsszefliggést a nemnimfemségaktivitassal, illetve a betegség

kiterjedésével.

Betegség lokalizacio és viselkedés

A legtobb CD gyermek a betegség diagndzisakor diaglasos csoportba tartozott (B1+Blp
85,3%), 11,6%-nak volt striktarald (B2), és 3,1%naenetrdld Crohn-betegsége (B3). A
perianalis betegség gyakorisaga 16,9% (44/260) »dkomplikalt CD gyakorisaga (B2, B3)
a diagnozis idején az életkorral emelkedett (5lattiak 0%; 5-9 évesek 11,1%; 10-14 évesek
13,4%, 15 év felettiek 18,8%), akarcsak a perianbBtegség gyakorisaga (5 év alattiak
14,3%; 5-9 évesek 22,2%; 10-14 évesek 26,8% ésvifeléttiek 27,1%). Nem talaltunk
erdemi Osszefliggést a lokalizacidé és a nemek, atifers vagy a csaladi halmozdédas
gyakorisaga kozott. A kolitisz ulcer6zasok 72%-aeatenziv kolitisz (E3) allt fenn. A

betegség kiterjedését nem befolyasolta az életkarréiem.

Betegségaktivitas (PCDAI és PUCAI)

Aktivitasi index diagnoziskor 213 betegnél (53,9%w,egy éves kontrollnal 136 betegnél allt
rendelkezésre. A Crohn-betegek kézil 69-nek (47,%Rolitisz ulcerdzasok kozil 38-nak
(55%) volt sulyos betegség aktvitasi indexe (PCB30, PUCAI > 30) kezdetben. A nemek,
az életkor, a csaladi halmozddas és az extraiimétizgtmanifesztaciok nem befolyasoltak a
kezdeti aktivitasi indexeket. Aulyos aktivitassal indulé Crohn-beteggyermekek aranya
52,8%-r0l 9,5%-ra csokkent az egy éves kontroljéide A PCDAI medianja 30-rol 8,75-re
csokkent (p<0,001), hasonléképpen a median PUCAt6B®-ra sulllyedt az egy éves
kontrollra (p<0,001). Asulyos aktivasi indexi kolitisz ulcerdzas betegek aranya 52%-rol

11,8%-ra csokkent. A nemek és az életkor nem b&folya az egy éves aktivitasi indexet.

Laboratoriumi értékek

A CRP-t, hematokrit értéket, vérlemezke szamot @s koncentraciot 306 betegnél

rogzitettik. A CRP és a vérlemezke szam CD-benrgidan volt kéros, mint UC-berd §.
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tablazat). Vashiany (pmol/l alatt) a Crohn-betegek 80%-4ban, és a kolitifcer6zasok
66%-aban allt fenn a diagnodziskor. A vasszint gfiginsan alacsonyabb volt ileum
érintettség esetén (L1, L3 lokalizacié), mint cses#don érintettségben (L2) (4,8 vs.
8,8 umol/l, p=0,30).

18. tablazat. A legfontosabb laboratoriumi értékekkolitisz ulcer6zaban és Crohn-
betegségben a diagnozis folallitasakor.

Kolitisz ulceréza Crohn-betegség
atlag (£SD) atlag (£SD)
Vas (umol/ly 7,2 (£5,6) 6,0 (+6,6)
CRP (mg/l) 21,1 (£29,7) 45,2 (+49,2)
Trombocita (G/I) 430,5 (x152,5) 539 (£571,6)
Hematokrit (%) 35 (#51) 35,2 (+4,5)

CD-ben az egy éves kontrollnal tapasztalt azatiofiZA) igény a kezdeti emelkedett,
10mg/I feletti CRP koncentracioval pozitiv korretdzan allt (64,8% vs. 32,8%, p=0,001). A
CRP szint és a betegség kiterjedése kozott 6sgpesiigem volt. Hasonldképpen a kezdeti
emelkedett CRP szint nem korreldlt az egy évesr&bmal a PCDAI-val, a szisztémas
kortikoszteroid és az infliximab igénnyel, valaminsebészeti beavatkozasok aranyaval.
UC-ben az egy éves kontrollnal tapasztalt AZA igéaintén pozitiv korreldciéban volt a
CRP emelkedett szintjével (p=0,049). Tovabba a Ci2Bros 0Osszefliggést mutatott a
betegség kiterjedésével is (p=0,036). A magasabbP €fekek a kiterjedtebb UC-re voltak
tipusosak (E1: 0%, E2: 14,2% E3: 57,1%).

Extraintesztinalis manifesztacidtaz IBD-s betegeknél a diagnozis felallitasa iddj6r9%-
ban rogzitettiink. Crohn-betegeknél az EIM gyakrabb@rdul eb, mint kolitisz
ulcerézasoknal (12,9% vs. 7%). Leggyakoribb EIM-rek izlleti érintettség bizonyult
(42,5%), amit a &r manifesztaciok kovettek. Tobbszorés EIM a gyerekel0,6%-aban
jelentkezett. A nem, életkor, csaladi halmozédasagsEIM gyakorisdga kozott érdemi
0sszefliggés nem igazolodott (191).
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VII.1.2. Felss endoszkdpia diagosztikus ertekének meghatarozaskd)

Az IBD regiszter (HUPIR) ets harom évében (2007-2009) félendoszkdpiat 237 (56%)
betegnél végeztek (112 lany, 125 fia, atlagéletk8¢25 év, tartomany: 1,2-18 év).
A CD-s (gasatomenalis

gasztroduodenalis) betegség lokalizacié allt fer8B). Hisztoldgiai eltérés 71%-ban fordult

betegeknek kozel felében multiplex eés 0zofago-
el6 CD-ben, és 48%-ban UC-ben. Leggyakoribbnak a glksgtérintettség bizonyult (CD:
53% illetve UC: 40%). A patologias endoszképos kegllett huszonharom betegben (9%)
nem tortént szovettani mintavétel. Harmincét IB[26 CD, 7 UC, 2 IC) gyermekben (15%)
normal endoszképos kép mellett igazolédott hisgialioabnormalitds, koztik 3 betegben
granulomét is igazolt a szdvettani vizsgalat. Glamat 6sszesen 12 CD-s gyermekben (7%)
verifikaltunk a fel$ gasztrointesztinalis traktusban, é6bB esetben (5%) izolaltan csak itt
volt jelen. Az 6ssz granuloma 19%-at (12/62) adfglasztrointesztinalis traktusban mutattuk
ki, 13%-uk (8/62) csak izolaltan itt volt kimutatba A diagnosztikus ,hozam” (,diagnostic
yield”) szempontjdbdl fontos megfigyelés, hogy cd4ak?%) kolitiszes betegben igazoltunk
granulomat a fets gasztrointesztinalis traktusban, mely a diagno#D-U-ré6l CD-re
valtoztatta. A betegek endoszkopos- és hisztol@dtaréseinek éfordulasi gyakorisagat az

19. tAblazatbanfoglaltam 6ssze.

18. tablazat. A regisztralt IBD-s betegek makroszkgos €s mikroszképos eltéréseinek
eléfordulasi gyakorisaga a fel$ gasztrointesztinalis traktusban.

IBD: gyulladasos bélbetegség, CD: Crohn-betegsé€n,Kdlitisz ulceréza, IBD-U: nem definialhatd
IBD, OGD: 6zofago-gasztroduodenoszkdpia

IBD CD ucC IBD-U P érték
CDvs. UC
Betegszam 420 265 (63%) 130 (31%0) 25 (6%) <0.0001
OGD 237 176 (66%) | 48 (37%) 13 (52%) <0,0001
(56%)
Makroszkopos 140 113 (64%) 19 (40%) 8 (62%) 0,003
elvaltozasok (59%)
Nyel6css 38 (22%) 2 (4%) 1 (8%) 0,0048
Gyomor 89 (51%) 16 (33%) 5 (38%) 0,035
Duodenum 72 (41%) 6 (13%) 4 (31% 0,0002
Mikroszképos 155 125 (71%) | 23 (48%) 7 (54%) 0,004
elvaltozasok (65%)
Nyel6css 52 (30%) 7 (15%) 2 (15%) 0,042
Gyomor 93 (53%) 19 (40%) 4 (31%) 0,142
Duodenum 84 (48%) 14 (29% 4 (31% 0,023
Granuldoma 12 (7%)
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A laboratériumi adatok alapjan a C-reaktiv protein (CRP) és trombocitaTjPérték
szignifikAnsan magasabb [p(CRP)=0,022, p(PLT)=0,084zérum vas (se Fe) érték pedig
szignifikAnsan alacsonyabb volt (p=0,0296) a makdpos eltérést mutaté CD-s
betegekben, a makroszkopos eltéréest nem mutatokisamnyitva. Ugyanakkor CD-ben a
PCDAI és hematokrit (Htc) erték nem kulonb6zotekss gasztrointesztinalis makroszkdpos
léziok jelenléte vagy hianya esetén. A hisztologiggrések sem mutattak 6sszefliggést sem a
PCDAI, sem a laboratériumi értékekkel CD-ben. Tdéalsem a makroszkopos, sem a

hisztologiai kép nem korrelalt a laboratoriumi &eikkel UC-ben sem.

19. tablazat. A felé endoszkOpos vizsgalatok sik megitélése (CD-re jellemé
makroszkopos 1ézidk és granuldma), és tag megitaédégosszes makroszképos és
hisztoldgiai elvaltozas).

*Granuloma jelenléte esetén a 12 beté@obetegben erdzio, fekély, afta vagy ui@aizolat volt
kimutathat6, 1 betegben enyhe gyulladasos jelélet&gben negativ a makroszkdpos kép.

Felss endoszkdpia CD-ben (n=176)
Szik megitélés Tag megitélés
Jellegzetes Osszes makroszképos
makroszkopos 51 (29%) . X P 113 (64%)
! : elvaltozas
elvaltozas, n (%)
Hisztologia nem volt, de
Erozio 24 (14%) makroszkdpos lézio 16 (9%)
fennallt
Fekély 23 (13%)
Afta 15 (9%)
Utcakorajzolat 1 (0,6%)
4 (2%) ” : f 0
Granuloma 0ssz 12 Osszeclevsénloszz;zloglal 125 (71%)
(7%)*
Osszesen 55 (31%) 141 (80%)

A felsé endoszkopia diagnosztikus "hozamanak” (,diagnostigield”) meghatarozasa

A fels6 endoszkopia valamennyi makroszkdpos és/vagy higgto eltérést figyelembe véve
0sszesen 141 CD-s betegben (80%) mutatott eltépeskebb értelemben, csak a CD-re
jellemz endoszkopos képet (erdzio, fekély, afta, ubcajgolat) és a granuloma jelenlétét

vizsgalva az OGD 55 CD-s betegben (31%) nyujtotlylEges diagnosztikus segitséget.
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Azonban a CD-s betegek tobbségében (65%) ileumlalizdeum vagy ileokolikus)
érintettséget tudtunk igazolni. Amikor a fenti eft®eket csak azon izolalt kolitiszes (L2) CD-
s gyermekek alcsoportjaban értékeltik, akikben thasttunk kolon granulémat igazolni, az
OGD 16 betegben (9%) segitette a vedmgnozis megalapozasat. Fenti kritériumok alapjan
az OGD diagnosztikus értékét 9%-nak (16/176) w@alLD-ben, 26 %-nak (16/61) Crohn-
kolitiszben, 36%-nak (16/44) a kolon granuldma @&lkCrohn-kolitiszben és 7%-nak
(16/237) IBD-ben. A makroszképos és mikroszkopodrések UC-ben aspecifikusak voltak

€s nem segitették a diagnozis felallitagat (ablaza).

A betegség lokalizacio, a betegség aktivitas ésabdratoriumi paraméterek vizsgalata a

fels6 endoszképiaval vizsgalt CD-s betegekben

Osszesen 143 CD-s gyermeknél volt 16béy a montredli kritériumok alapjan megallapitott
betegség kiterjedést vizsgalni: az 6sszes CD-sgbetigyelembe véve 42%-ban, a fels
gasztrointesztinalis érintettséget mutatdé betegosop belil 80%-ban. A fiatalabb
korcsoportokban (8 év alatt, illetve 8-14 év kop@r L3+L4 érintettséget magasabbnak
taldltuk, mint a 14 év feletti betegeknél, bar &kthség nem volt statisztikailag szignifikans.
Izolalt felss gasztrointesztinalis érintettséget egy betegméltseltunk igazolni.

85 felsy gasztrointesztinalis érintettséget mutatd CD-edpetl allt rendelkezésre aktivitasi
index. E betegek tdbbségénél mérsékelt, vagy sligtesgségaktivitast észleltiink. Az atlag
PCDAI érték a CD-s betegekben 33,0 (tartoméany:67,5) pont volt. Nem talaltunk
statisztikailag szignifikans kulonbséget a dejmsztrointesztindlis érintettséget mutato, illetve

nem mutaté CD-s betegek atlag aktivitasi indexkétién(21. tablaza).

20. tablazat. A fel$ endoszkopiaval vizsgalt Crohn-betegek betegségakitasa.

PCDAI: gyermekkori Crohn-betegség aktivitasi indedGl+: felsd gasztrointesztinalis érintettség
fenndll, UGI-: felé gasztrointesztindlis eérintettség nem all fenn, I$6egasztrointesztinalis
elvaltozasok esetén ismert aktivitds: CD: 85/138;efs6 gasztrointesztinalis elvaltozast nem
mutatd betegekben az ismert aktivitas: CD:19/40

PCDAI
UGI+* (n=85) UGI+** (n=19)
Enyhe (n) 4 -
Kbdzépsulyos (n) 41 9
Sulyos (n) 40 10
Atlag aktivitasi index 33,0 (7,5-67,5) 33,0 (15-52,5)
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A PCDAI érték pozitivan korreléalt a CRP szinttekE{i93, R: 0.46, p<0,0001), a hematokrit
értékkel (R: 0.34, p<0,0001), a trombocita szamfkal 0.37, p=0,0001) és az alacsony
szérum vas szinttel (R:-0.26, p=0,0092) CD-ben.eExflentétben az UC-s betegekben a

PUCAI érték nem mutatott szignifikans 6sszefliggeskkel a paraméterekkel.

VII.1.3. Infliximab kezelés orszagos felmérése terapiareziens Crohn-
betegségben (192)

A terapiarezisztens, sulyos Crohn-beteg gyermelezielesére Uj lehétéget nyujt aanti-
TNF-a (infliximab, IFX) terapia . Egy orszagos felmérést iranyitva megallapito{@007.
marcius-2008.12.31.), hogg vizsgalatban részt vett 23 terapiarezisztens @Brngek
(atlagéletkora 15 év, 12 leany) 0. héten meghatdiré@ndulasi PCDAI medianja 35 pont
volt (percentilis tartomany 25-75 /pc/ 30-41,9), mely I&X kezelés 6. hetére 8,75-re
csokkent (pc: 0-18,75) (p <0,01). Kedgdrrapias valaszt 18 betegnél (81,8%) tapasztaltunk
(PCDAI cstkkenés 15). A 6. hétre 13 gyermek (59,1%) kerilt remidbai (PCDAI< 10).

A kezelés 4 esetben (18,2%) nem eredményezett k@deeapias valaszt (PCDAI csokkeneés
<15) (192).

Vizsgalatunkban kulon-kulon is értékeltik az egypetegségformak PCDAI alakulaséat a
kezelést kovéen. A gyulladasos tipusban szenved CD betegek kiindulasi PCDAI
medianja 354l (pc: 30-42,5) O-ra (pc: 0-10) csokkent a kezedéshetére(p <0,01). A
fisztulas betegek PCDAI medianja a 0. héten meghatarozetvtB(pc: 30-37,5) 20-ra (pc:
10-20) cstkkent. Bar ebben a csoportban a PCDAkkesi#se szintén szignifikans volt,
érdemes megjegyezni, hogy harom betegriédzelés hatasara a fisztulak tobbségének mérete
csokkent, valadékozasa meérs@ldtt, ugyanakkor a PCDAI értéke érdemben nem javult
Osszességében az IFX indukcios kezelést kéwea kiindulasi, 6sszesen 20 db fistulabdl a
kezelés 6. hetére, 14 db (70%) teljesen zarddott.

Javulas mutatkozott a betegek fizikdlis allapotabaaktivitasdban, laboratoriumi
paramétereiben is (hematokrit, CRP, szérum albunfinljyogyszer mellékhatasaként két
gyermeknél akut infuziés reakcio, egy harmadikndhfdaxias reakcidé alakult ki. Kés
szowdmenybl hdrom esetben szdmoltak be, két betegnél légfekcid, a harmadiknal az
alkaron jelentked borkittés formajaban.

Infliximabbal kapcsolatos ismereteimet az USA egydgnagyobb IBD centrumaban
(Philadelphia, CHOP) meélyithettem el, az eredmérijjedzamos 6sszefoglald kozlemenyben
beszamoltam a nemzetkdzi (108, 193) és hazai szitomban egyarant (107,109,194,195).
Uj eredményként megallapitottam, hogy 4458 infliabm kezelést dsszegezve 3,8%-0s
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gyakorisaggal fordult él akut infazidés reakcid, amely a félbekben megfigyelt értékkel
0sszemérhét (108). Hazankban diként szadmoltunk be egy masik biologiai terapia, az
adalimumab (anti-TNFalfa teljes mértékben humanizalt valtoyatkeres kezelésélr egy

CD gyermekben (196). A 12 éves fiunal a korabbiybaganyos, majd infliximab kezelés
hatastalan volt. Adalimumab kezelést kdest PCDAI értéke 10 ala csokkent, a 10. terapias

hétre valamennyi fisztulaja zarult, CRP értéke radizalddott.

VII.1.4. MBL szintek, és az MBL deficiencia edfordulasa az IBD-s betegekben,

valamint ezek dsszefliggése a szeroldgiai markerekk&97)

A manndz-kdd lektinnel (MBL) kapcsolatos vizsgélatunkban alags®BL szintet (< 500
ng/ml) 107-l 34 (31,8%) CD-s, 524 18 (34,6%) UC-s és 95b 13 (13,7%) kontroll
gyermekben talaltunk. MBL deficienciat (< 100 ng/rh0 (9,4%) CD-s, 6 (11,5%) UC-s és 9
(9,5%) kontroll gyermekben észleltink22( tablaza). Statisztikailag szignifikansan
alacsonyabb atlag MBL szinteket észleltiink mind @-<C mind az UC-s betegekben a
kontrollokhoz képest. Tovabba az alacsony széruni MEnNt (< 500 ng/ml) éfordulasa
szignifikhnsan gyakoribb volt mind a CD-s, mind HZ-s betegekben, mint a kontroll
csoportban. Az MBL deficienciad@brdulasat (< 100 ng/ml) azonban hasonlénak tatadtz
IBD-s és a kontroll csoportban. Nem észleltiink mifikans kilonbséget az MBL deficiencia,
és az alacsony MBL szint prevalencigjaban, illetzeatlag MBL szintekben a CD-s és UC-s
betegek kdzoétt. Ezen kivil nem talaltunk szignifik&apcsolatot az alacsony MBL szint,
vagy az MBL deficiencia és az ASCA, illetve a pAN@Atitestek k6zott, sem CD-ben, sem
UC-ben.

21. tablazat. Manné6z-koé lektin (MBL) szintek Crohn-betegségben (CD), kolitsz
ulcerozaban (UC) és a kontroll csoportban.
* |QR (inter-kvartilis tartomany): az él€s harmadik kvartilis kdzotti tartomany

Atlag MBL szintek l\(/l <Bll_o%e:]i§}$nr;)c i?] Alacsony MBL szint

ng/ml (IQR)* (%) ' (< 500 ng/ml), n (%)

CD (n=107) 1591 (416,9-2958) 10 (9,4%) 34 (31,8%)
UC (n=52) 1133 (383,2-2447) 6 (11,5%) 18 (34,6%)
Kontroll (n=95) 2304 (931-3186) 9 (9,5%) 13 (13,7%)
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Az MBL szintek, a Klinikai fenotipus, a CRP és az ktualis betegségaktivitas kozotti

0sszefliggés IBD-ben (197)

Az UC-s és CD-s betegek Klinikai fenotipusat a kblizs MBL szint kategériak szerint 28.

€s 24. tablazaimutatja. CD-ben az alacsony MBL szint (< 500 ny/dsiszefliggést mutatott
az izolalt teminalis ileum érintettséggel (p=0,043, MBL deficiencia (< 100 ng/ml) pedig a
fid nemmel (p=0,004). A szérum MBL szint, és az M@ficiencia nem mutatott kapcsolatot
a gyogyszeres kezeléssel, a sebészi beavatkodéstgetaségével, vagy az extraintesztinalis
manifesztaciokkal, sem CD-ben, sem UC-ben. TovahbaMBL szint nem mutatott
0sszefuiggést a CRP-vel és az aktualis PCDAI értékReben, illetve a CRP-vel és a PUCAI
értékkel UC-ben. A CRP ellenben pozitivan korreli&l PCDAI értékkel CD-ben (n=86,
p<0,0001), ugyanakkor nem mutatott szignifikanzéfggést a PUCAI értékkel UC-ben.
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statusza a kulonbo# manndz-ko® lektin (MBL) szint kategoriak szerint.

*PSC: primer szklerotizal6 kolangitisz

MBL Alacsony MBL Kompetens
deficiencia szint MBL szint Osszes beteg
(<100 ng/ml)| (<500 ng/ml) (>500 ng/ml) n=52
n=6 n=18 n=34
Fiu/lany 3/3 9/9 13/21 22/30
Eletkor év,
(tartomany) 13,6 (10-17,5) 14,4 (8,5-19) 13,7 (6-19,7) 14,0 (6-19,7)
Eletkor a diagndzis
felallitasakor, év 10,3 (2-15,7)] 11,6 (1,2-17,8 11,6 (4,6-18) 11,8{18)
(taromany)
Betegségtartam, év
(tartomany) 3,4 (0-8) 2,7 (0-13,4) 2,1 (0-7) 2,3 (0-13,4)
Lokalizacio (n=40) n=6 n=14 n=26
Proktitisz (E1) - - 5 (19,2%) 5 (12,5%)
Bal oldali kolitisz (E2)| 3 (50%) 4 (29%) 10 (38,5%) 14 (35%)
Extenziv kolitisz (E3) 3 (50%) 10 (71%) 11 (42,3%) 21 (52,5%)

Gyakori relapszus

3/6 (50%)

10/29 (34,4%)

7/15 (46,6%)

17/44 (38,69

Artritisz

1/6 (16,6%)

1/17 (5,9%)

2129 (6,9%)

3/46 (6,5%)

Okularis
manifesztacio

1/6 (16,6%)

1/17 (5,9%)

0/29 (0%)

1/46 (2,2%)

Kutan manifesztacio

1/6 (16.6%)

2/17 (11.8%)

0129 (0%)

246 (4.3%)

PSC* 2/6 (33,3%) |  4/17 (23,5%) 5/29 (17,2%) 9/46 (19,6%
Szteroid 5/6

\ 12/17 (70,6%)// | 24129 (82,7%)// | 38/46 (82,6%)//
hasznalat/refrakter (8?1’2(@% )1/ 6| 3117 17.6%) | 329 (10.3%) 6/46 (13%)
Azatioprin adas 3/3 (50%) 6/16 (37,5%) 15/29 (51,7%), 23/45 (51,19
Kolektomia - - - -
PANCA (IgA vagy

IgG) pozitivitds

5/6 (83,3%)

14/16 (87,5%)

20/31 (64,5%

34/47 (9,3
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23. tablazat. Crohn-beteg (n=107) gyermekek Klinikafenotipusa ésszeroldgiai statusz:
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a kulénb6z6 mannoz-ko® lektin (MBL) szint kategoriak szerint.
*PSC: primer szklerotizal6 kolangitisz

MBL deficiencia Alacsor)y MBL Kompetgns )
(<100 ng/ml) szint MBL szint Osszes beteg
_ (<500 ng/ml) (>500 ng/ml) n=107
n=10 ~ ~
n=34 n=73

Fida/lany 9/1 24/10 40/33 64/43
Eletkor R
év, (tartomany) 13,5 (8,7-19,2) 13,8 (5,8-20) 14,2 (5,3-19,p) 1(%,8-20)
Eletkor a diagndzis
felallitasakor, év 12,1 (5,5-16,2) 12,4 (5,5-17,6) 12,8 (2-18) 12;182
(taromany)
Betegségtartam, é i i i i
(tartomény) 1,4 (0-3,2) 1,3 (0-7) 1,4 (0-9) 1,4 (0-9)
Lokalizacio (n=74) n=6 n=24 n=50
lleum (L1) 1/6 (16,6%) 9 (37,5%) 7 (14%) 16 (21,6%
Kolon (L2) 1/6 (16,6%) 5 (20,8%) 9 (18%) 14(18,9%)
lleokolon (L3) 3/6 (50%) 10 (41,6%) 34 (68%) 44(8%)
Felss Gl (+L4) 1/6 (16,6%) 3 (12,5%) 14 (28%) 17(23%)
Viselkedés (n=91) n=9 n=30 n=61
Nem sztenotizalo,
nem penetralé (B1 5/9 (55,5%) 19(63%) 35 (57,3%) 54 (59,3%)
Sztenotizal6 (B2) 1/9 (11,1%) 5(16,6%) 9 (14,7%) (18,3%)
Penetral6 (B3) 3/9 (33,3%) 7(23,3%) 21(34,4%) AB1%0)
Perianalis 0 0 0
betegség 2/9 (22,2%) 5/30 (16,6%) 17/61 (27,8%)  22/91 (241
Gyakori relapszus 3/8 (37,5%) 3/29 (44,8%) 20/56 (35,7%)  33/85 (38)8

Artritisz

219 (22,2%)

3/30 (10%)

13/59 (22%)

16/89 (18%

Okularis

0, 0, 0, 0,
e rtAcid 0/9 (0%) 0/30 (0%) 1/59 (1,7%) 1/89 (1,1%)
Kutan 1/8 (12,5%) 4/30 (13,3%) 8/59 (13,6% 12/89 (13,54
manifesztacio
PSC* 1/9 (11,1%) 3/30 (10%) 8/59 (13,6% 11/89 (12,39
Szteroid 5/9 (55,5%)// | 25/30 (83,3%)// | 56/61 (91,8%//| 81/91 (89%)//
adas//refrakter 1/7 (14,2%) 5/28 (17,8%) 13/59 (22%) 18/87 (20,7%)
Azatioprin 6/9 (66,6%) 24/30 (80%) 46/59 (78%)|  69/88 (78,49
hasznalat

Sebészi /multiplex
sebészi

219 (22,2%)//0/9

2/30 (6,6%)//0/30

4159 (6,8%)//

6/89 (6,7%)//

beavatkozés (0%) (0%) 1/59 (1,7%) | 1/89 (1,1%)
I(r,?;“;'zr;'ab adas 1/9 (4,5%) 6/30 (20%) 16/59 (27,1%)  22/107(20,6
ASCA (lgA vagy

IgG) pozitivitas 5/9 (55,5%) 18/27 (66,6%) |  48/62 (77,4%)  66/89 (74,1

(n=89)
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VII.1.5. A PAB, rPAB, GAB, ASCA és pANCA antitestek prevaleriaja és

Osszefiiggésiik az IBD fenotipusaval (198)

A PAB, rPAB és GAB antitestek diagnosztikus ponéosa a25. tablazatmutatja be. A PAB
és rPAB antitestek (IgA vagy 1gG) jelenléte szig@hsan magasabb volt CD-ben (34% és
35,9%) és UC-ben (20,4% és 24,5%) a kontrollhozg&epGyakorlati szempontbdl kiemelt
jelensédi, hogy a kombinacidk alkalmazasaval a teszt meghbdslaga jeledsen javult (a
kombinaciok értékeit vastagon szedve mutatom at@iazatban). Tehat a PAB és/vagy
ASCA/pANCA kombinalt alkalmazasa fokozta a szer@ddgrarkerek szenzitivitdsat CD-ben
(87,4%) és UC-ben (79,6%) is. A specificitds 898803,2% volt. A pozitiv prediktiv értéket
(PPV) 89,1%, illetve 93,2% -nak, a negativ prediitéket (NPV) 87,6%, illetve 82,2%-nak
talaltuk CD-ben, illetve UC-ben, kombinalt markereidkalmazasa esetén. Szoros
Osszefliggést figyeltink meg a retikulogranularisipeasz IIF mintazat és a CUZD1
transzfektalt sejtek reaktivitdsa kozott (CD:26 teddC:8 eset), valamint a cseppdeer
pankreasz IIF mintazat és a GP2 reaktivitas kogoR:24 eset, UC:3 eset). Egy szérum
pozitiv CUZD1 és 3 szérum (CD:1, UC:2) pozitiv GRkciot adott, de nem mutatott
reakciot a pankreasz szévetekkel (198).

A GAB antitestek el6forduldséat szignifikansan magasabbnak észleltikbe-a CD-s és
kontroll csoporthoz viszonyitva (UC:12,2%, CD:1,9Réntroll:1,9%, p<0,02). Nem tudtunk
0sszefuggést kimutatni a PAB, rPAB és GAB antitegttenléte, valamint a klinikai tiinetek,
a gyogyszeres kezelés vagy a sebészi terapia gadsage kozott, sem CD-ben, sem UC-
ben. CD-ben a PAB és rPAB pozitivitds ugyan madgasait ileokolikus (60% és 59,4%) és
kolon (28,6% és 27%) érintettség esetén, mint ailiziledlis betegségben (11,4% és

13,5%), de a kulénbség nem érte el a szignifikahatarat 26. tablaza).
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24. tablazat. Kulonb6os szerologiai markerek diagnosztikus értéke a gyull@asos
bélbetegségben (IBD) szenvéd gyermekekben. Vastagon szedve a gyakorlati

jelentéséggel biré6 kombinalt alkalmazas.
CD: Crohn-betegség, UC: kolitisz ulcer6za. *Az ASCantitest diagnosztikus értéke a
majérintettség nélkuli UC-s betegekben.

Szenzitivitas | Specificitas PPV NPV P érték
(%) (%) (%) (%)
CD vs. ASCA 72,8 95,2 93,8 77,8 <0,0001
kontroll PAB 34,0 100 100 60,2/ <0,0001
n=103 rPAB 35,9 100 100 60,9 <0,0001
pANCA 33,0 94,2 85,1 58,4 <0,0001
GAB 1,9 98,1 50,0 50,0 1,000(
PAB és/vagy
ASCA ésl/vagy 87,4 89,3 89,1 87,6| <0,0001
pANCA
UC vs. pANCA 77,5 94,2 93,0 80,9 <0,0001
kontroll GAB 12,2 98,1 86,5 52,8 0,0196
n=49 PAB 20,4 100 100 55,6/ <0,0001
rPAB 24,5 100 100 57,00 <0,0001
ASCA 26,5 95,2 84,7 56,4 0,0014
ASCA* 16,3 95,2 77,3 53,2 0,4419
PAB és/vagy
DANCA 79,6 94,2 93,2 82,2/ <0,0001

25. tdbladzat. PAB és rPAB pozitivitds (%) Osszefliggése a betegskdkalizacidjaval (L) és
viselkedésével (B) Crohn-beteg gyermekekben.

PAB+ (%) PAB- (%) rPAB+ (%) rPAB- (%)
n=35 n=68 n=37 n=66

Lokalizacié

lleum (L1) 4 (11,4%) 13 (19,1%) 5 (13,5%) 12 (18,2%
Kolon (L2) 10 (28,6%) 20 (29,4%) 10 (27%) 20 (30,3%
lleokolon (L3) 21 (60%) 35 (51,5%) 22 (59,4%) 34 (51,5%
Felss Gl (+L4) 8 (22,9%) 16 (23,5%) 9 (24,%) 15 (22,7%
Viselkedés

Gyulladasos (B1) 22 (62,9%) 41 (60,3%) 23 (62,1%) 40 (60,6940)
Sztenotizal6 (B2) 7 (20%) 11 (16,2%) 7 (18,9%) 11 (16,6%
Penetralo (B3) 6 (17,1%) 21 (31%) 7 (18,9%) 206 (30,3%)
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Az ASCA és pANCA antitestek diagnosztikus pontossageés osszefliggésik az IBD
fenotipusaval (198)

A pankreasz- és kehelysejt ellenes antitestekeiil,kés kordbban mar méas vizsgalatokban
elemzett ASCA és pANCA antitestek prevalencigjaheghataroztuk.

A 103 CD-s beteghl 72,8% volt ASCA pozitiv (IgA és/vagy IgG pozittas). Az ASCA
antitestek jelenléte szignifikAnsan magasabb vDHbEN (72,8%), mint az UC-s (26,5%) és a
kontroll gyermekekben (4,85%). Az ASCA pozitivitdsszefliggést mutatott a sddwményes
betegséggel [sztenotizaldé (p=0,02) és/vagy perdetvidelkedés (p=0,0003)], valamint a
perianalis érintettséggel (p=0,01) CD-ben. Nem unklt kapcsolatot igazolni az ASCA
antitestek jelenléte és a CD lokalizacidja, a gypagyes kezelés, a sebészi beavatkozas
szilkségessége és az extraintesztinalis manifedzt&éizott. Az ASCA antitest valaszok
szama (0, 1 vagy 2) pozitiv 6sszefliggést mutatstit@notizalo (B2), a penetrald (B3) és a
perianalis betegség, valamint az ileokolikus étiaég (L3) ebfordulasi gyakorisagaval, mig
inverz korrelaciot mutatott a tisztan gyulladas®$)(betegséggel. ASCA pozitivitast 13 UC-s
betegben (26,5%) detektaltunk, kdzulik 7 betegrigdgr szklerotizalo kolangitisz (PSC) allt
fenn (ez lehet a magyarazata a magas ASCA araniasakdiszkusszio).

A pANCA antitestek éifordulasa 77,5% volt UC-ben, és 33% CD-ben. A pANEkenléte
nem mutatott kapcsolatot az IBD fenotipusaval, agggzeres kezeléssel vagy az
extraintesztinalis tinetekkel, sem CD-ben, sem @€-b

VII.1.6. A TLR2, TLR3 és TLR4 expressziojanak vizsgalata kraikus gyulladasos
bélbetegségben szenvédIBD-s) gyermekek kolon nyalkahartyajaban (199)

A TLR2, TLR3 és TLR4 mRNS expresszio valtozasai IBE» gyermekek kolon

nyalkahartyajaban

A TLR2, TLR3 és TLR4 mRNS expressziojat SYBR Gremapu real time RT-PCR
segitségével hataroztuk meg a frissen diagnodztigd) IBD-s, valamint a kezelt,
relapszusban Iév(r) IBD-s gyermekek és a kontrollok kolon biopsziintaiban 14. abra).

A CD-s és UC-s gyermekek kolon nyalkahartydjanakRZL TLR3 és TLR4 mRNS
expresszidjaban nem volt kilonbség, ezért az enegekéargyalasakor dsszefoglaléan IBD-
ként veszenbket figyelembe.

A TLR2 mRNS expresszi6 szignifikansan fokozodott mind az fdi8Dmind az rIBD-s
gyermekek kolon nyalkahartyajanak gyulladasbans lézakaszan, a kontrollhoz képest

(p<0,001, illetve p<0,0001 vs. kontroll). A gyullsban nem Ié&v kolon szakaszokon, a
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TLR2 mRNS expresszio nem teért el szignifikhnsanoatiolltol, sem az fdIBD-s, sem az
riIBD-s gyermekekben (p=NS). A TLR2 mRNS expressm kilonbozott szignifikansan az
fdIBD-s, illetve az rIBD-s gyermekek kozott, sem kalon gyulladasban Iéy sem a
gyulladasban nem léwszakaszanlb. abra).

A TLR3 mRNS expresszio nem valtozott szignifikansan az eggepartokban.

1]
Eyels Nusber

14. 4bra. A TLR2 mRNS expresszio SYBR Green alap(eal time RT-PCR-rel torténé
kimutatasanak egy reprezentativ képe.

Jol lathatd, hogy a frissen diagnosztizalt (fd) Byermeknek a gyulladasbandéeruletl vett
kolon biopszias mint4jabdl izolalt cDNS-e a 30,184 relapszusban 186vr) IBD-s gyermeknek a
gyulladasban l&vterlletl szarmazo6 kolon biopszids mint4jabdl izolalt cD&I&-30,6., a kontroll
kolon biopszids mintébol izolalt cDNS a 33,74.etile az fdIBD-s és rIBD-s gyermekeknek a
gyulladasban nem Iéuerilet6l vett kolon biopszias mintaibdl izolalt cDNS-eB4,53., valamint a
35,07. ciklusban léptek az amplifikacio exponernigihzisaba. A negativ kontroll amplifik&cioja
nem indult meg a real time RT-PCR soran. RoviditkefiBD: frissen diagnosztizalt IBD, rIBD:
relapszusban 1éviBD.
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15. abra. A TLR2 mRNS expresszidjanak valtozasa ai$sen diagnosztizalt (fd) IBD-s,
illetve a kezelt, relapszusban 1&¥ (r) IBD-s gyermekek, valamint a kontrollok kolon
nyalkahartyajaban.

* fdIBD gyulladt vs. fdIBD nem gyulladt (p<0,0001%, fd IBD gyulladt vs. kontroll (p<0,001), $
riBD gyulladt vs. rIBD nem gyulladt (p<0,0001), #BD gyulladt vs kontroll (p<0,0001).
Roviditések: fdIBD: frissen diagnosztizalt, riB2lapszusban |éviBD.
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16. abra. A TLR4 mRNS expresszidjanak valtozasa ai$sen diagnosztizalt (fd) IBD-s,
illetve a kezelt, relapszusban léy IBD-s gyermekek, valamint a kontrollok kolon
nyalkahartyajaban.

* fdIBD gyulladt vs. fdIBD nem gyulladt (p<0,0001%, fd IBD gyulladt vs. kontroll (p<0,001), $
riBD gyulladt vs. rIBD nem gyulladt (p<0,0001), #BD gyulladt vs kontroll (p<0,0001).
Roviditések: fdIBD: frissen diagnosztizalt IBD, DBrelapszusban [éviBD.
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A TLR4 mRNS expresszio a TLR2-h6z hasonl6an, szignifikansatoZodott, mind az
fdIBD-s, mind az rIBD-s gyermekek kolon nyalkah&jfnak gyulladasban |&wszakaszan
(p<0,001, illetve p<0,0001 vs. kontroll). A gyuligban nem lévkolon szakaszokon a TLR4
fehérje szint nem tért el szignifikhnsan a kontdbll sem az fdIBD-s, sem az rIBD-s
illetve az rIBD-s gyermekek kdzoétt, sem a kolon ligaasban &, sem a gyulladasban nem
lévé szakaszanl@. abra).

A TLR2, TLR3 és TLR4 fehérjeszintek valtozasai IBDs gyermekek kolon

nyalkahartyajaban

A frissen diagnosztizalt (fd) IBD-s, valamint a kéiz relapszusban 1é\(r) IBD-s gyermekek
és kontrollok kolon biopszids mintainak Westerrt laloalizise soran 90 kDa-nal (TLR2), 117
kDa-nal (TLR3), 89 kDa-nal (TLR4), illetve 43 kDain(aktin) detektaltunk jeletly. abra).

A CD-s, illetve az UC-s gyermekek kolon nyalkahajapnak TLR2, TLR3 és TLR4 fehérje
szintjeiben nem volt kilénbség, ezért az eredmémgalyalasakor 6sszefoglaloan IBD-ként
veszemoket figyelembe. A kontroll gyermekek kolon nyélkatyajaban TLR2 fehérje csak
minimalis mennyiségben volt. A TLR2 fehérjesziaB( abra) kdzel kilencszeresére (8,93)
nott az fdIBD-s gyermekek, és kozel 8,5-szeresééit mz rIBD-s gyermekek kolon
nyalkahéartydjanak gyulladasban déészakaszan, a kontrollhoz képest (p<0,001, ill.,pe01
vs. kontroll). A gyulladadsban nem I&kolon szakaszokon, a TLR2 fehérjeszint nem tért el
szignifikansan a kontrolltél, sem az fdIBD-s, sem @dBD-s gyermekekben. A TLR2
fehérjeszint nem kilonbozott szignifikansan az fH8 illetve az rIBD-s gyermekek kdzott,
sem a kolon gyulladasban t&wem a gyulladasban nem éé&szakaszan.

A TLR3 fehérjeszint nem valtozott szignifikansan az egyes csoportokban

A TLR2-h6z hasonléan, TLR4 fehérjét is csak minis@hennyiségben tudtunk kimutatni a
kontrollok kolon nyalkahartyajaban. ALR4 fehérjeszint (19. abra) kdzel otszorosére
(4,97) rott az fdIBD-s gyermekek, és kozel 4,5-szorosérerlBD-s gyermekek kolon
nyalkahartyajanak gyulladasban é&északaszan (p<0,001, ill. p<0,0001 vs. kontroll). A
gyulladasban nem lévkolon szakaszokon, a TLR4 fehérjeszint nem térjeldntbsen a
kontrolltdl, sem az fdIBD-s, sem az rIBD-s gyermidken. A TLR4 fehérjeszint nem
kulonbozott szignifikansan az fdIBD-s, illetve aBD-s gyermekek kozott, sem a kolon

gyulladasban 1&y, sem a gyulladasban nem dészakaszan.
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17. 4bra. A TLR2, TLR3 és TLR4 fehérjeszintek valtaadsa a frissen diagnosztizalt,
illetve a kezelt, relapszusban léy IBD-s gyermekek, valamint a kontrollok kolon
nyalkahartydjaban (reprezentativ abra).

Roviditések: fdIBD: frissen diagnosztizalt IBD, DBrelapszusban [éviBD.

*H#
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400 A

TLR2fehérje relativ egységek
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fdIBD rIBD riBD

fdIBD

kontroll ‘

gyulladt nem gyulladt gyulladt nem gyulladt

18. abra. A TLR2 fehérje szintjének valtozasa a fasen diagnosztizalt, illetve a kezelt,
relapszusban 1é% IBD-s gyermekek, valamint a kontrollok kolon nyalkahartyjaban.
*fdIBD gyulladt vs. fdIBD nem gyulladt (p<0,001), #d IBD gyulladt vs. kontroll (p<0,001), $
riBD gyulladt vs. rIBD nem gyulladt (p<0,0001), #BD gyulladt vs kontroll (p<0,0001).
Roviditések: fdIBD: frissen diagnosztizalt IBD, DBrelapszusban [éviBD.
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19. abra. A TLR4 fehérje szintjének valtozasa a fasen diagnosztizalt, illetve a kezelt,
relapszusban |é¥ IBD-s gyermekek, valamint a kontrollok kolon nyalkahartyajaban.

* fdIBD gyulladt vs. fdIBD nem gyulladt (p<0,001% fd IBD gyulladt vs. kontroll (p<0,001), $
riBD gyulladt vs. rIBD nem gyulladt (p<0,0001), #BD gyulladt vs kontroll (p<0,0001).
Roviditések: fdIBD: frissen diagnosztizalt IBD, DBrelapszusban [éviBD.

TLR4 fehérje relativ egységek

gyulladt em gyulladt

VII.1.7. Az iAP expresszi6janak vizsgalata gyulladasos béltegységben szenveéd

(IBD-s) gyermekek kolon nyalkahartyajaban (200)

Az iIAP mRNS expresszi6janak valtozasa gyulladasolbetegségben szenvéd1BD-s)

gyermekek vastagbél nyalkahartyajaban

Az iIAP mRNS expresszidjat SYBR Green alapu reaktRT-PCR segitségével hataroztuk
meg az ujonnan diagnosztizalt CD-s gyermekek ggtuks nem gyulladt, UC-s gyermekek
gyulladt kolon nyalkahartyajaban, kontroll gyermlekeastagbelétl szarmazd biopszias
mintakkal dsszehasonlitva.

Az IAP mRNS expresszidja nem kiloénbozott szignifikan a CD-s és UC-s gyermekek
gyulladt kolon nyalkahartydjaban az egészségesdtimiz, valamint a CD-s gyermekek nem

gyulladt vastagbél mintaihoz viszonyit\v20( abra).

Az iAP proteinszintek gyulladasos bélbetegségbenamwed (IBD-s) gyermekek kolon

nyalkahartyajaban

Az Ujonnan diagnosztizalt CD-s betegek gyulladiném gyulladt-, valamint UC-s betegek
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gyulladt vastagbél mukézajabol szarmazo biopsziastaknak, és kontroll gyermekek
vastagbél biopszias mintainak Western blot anaigman 60 kDa-nal az iAP, 43 kDa-nal a
[-aktin jelet detektaltuk21. abra).

100
90 -
80 -

70 -

50 -

30 -+

10

kontroll CD gyulladt CD nem gyulladt uc

20. abra. Az iIAP mRNS expresszids valtozasa konttok, Crohn-beteg (CD) gyermeke
gyulladt és nem gyulladt, valamint kolitisz ulceréas (UC) gyermekek gyulladtkolon
nyalkahartygjaban (real time—PCR).

Az iIAP mRNS expresszidem mutatott szignifikdns eltérést a vizsgalt cstipdran (p=NS). Az .y
tengelyen iAP/GAPDH relativ egység.

1AP
e T D e e

§-aktin >
42kDa L I i

kontroll CD gvulladt CD nem uC
gvulladt

21. abra. Az iAP fehérjeszintek reprezentativ ered@nyei a kontrollok, Crohn-betec
(CD) gyulladt és nem gyullad, valamint kolitisz ulcer6zas (UC) gyermekek gyukdt
kolon nyalkahartyajaban (Western blot).
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Az iAP fehérjeszintek a CD-s és az UC-s gyermekgkllgdt bélszakaszaban szignifikans
csokkenést mutattak a kontrollhoz viszonyitva. Tbé& a CD-s, és az UC-s gyermekek
gyulladt bélnyalkahartydjaban szignifikAnsan csokkeAP értéket detektaltunk, a CD-s
gyermekek nem gyulladt bélszakaszahoz képest (*50 ("p<0,01). Az iAP fehérjeszint

nem kilénb6zott szignifikansan a CD-s gyermekek ggailadt vastagbél nyalkahartyajaban

a kontrollokhoz képesgp. abra).

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

0

kontroll CD gyulladt CD nem gyulladt

=

22. abra. Az iAP fehérjeszintek valtozasa a kontrédk, Crohn-beteg gyermekek (CD
gyulladt és nem gyulladt, valamint kolitisz ulceréas (UC) gyermekek gyulladt kobn
nyalkahartygjaban.

Az y" tengelyen IiAP fehérje relativ egység. A CD-6s UCs gyermekek gyulla
bélnyalkahartydjaban az iAP fehérjeszint szignifidaén cstkkent a kontrollhdzépest (*p<0,05
(#p<0,01). Szintén szignifikans volt a csokken&dlas gyulladt és UC-s gylaldt bélszakaszokbai
CD-s nem gyulladt tertiletekhez képest (**p<0,08#1<0,01).

Az iAP és TLR4 lokalizacidjanak vizsgalata gyulladdos bélbetegségben szenieBD-
s) gyermekek terminalis ileumbdl és kolonbol szarmmd nyalkahartyajaban

Az iAP kizarolag a terminalis ileum és kolon ep#ébt felszinén mutatott és festdést
mindegyik vizsgalt csoportban. Az iIAP nem mutafetitdési kilonbséget a CD-s betegek
gyulladt és nem gyulladt kolon nyalkahartyaja, a-€@Qyulladt terminalis ileum és kolon
nyalkahartyak, valamint a CD-s és UC-s gyulladt okolnydlkahartydk kozott. Nem

detektaltunk fluoreszcens jelet a Lieberkihn-kikptéjtjeiben, a kehelysejtekben és a lamina
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propria immunsejtjeiben. Az iAP és a TLR4 egyuljadenléte pontszér edteljes jelet adott.
A vizsgalt csoportok kozott fesdési kulonbség nem volt. Kiemelehdhogy a TLR4
mindharom vizsgalt csoport kolonbdl szarmazé mésszeisebb jelet adott, mint a kontroll

és a CD-s terminalis ileumba®3. abra).

23. abra. Az iIAP és TLR4 lokalizacioja Crohnbeteg (CD), kolitisz ulcerozas (UC) ¢
kontroll gyermekek terminalis ileum és kolon nyalkanartyajaban.

Immunfluoreszcens (anti-iAP és anti-TLR4 antitesth&sznalasaval) és hematoxidiozin festéss
tortént a terminalis ileumbds kolonbol szarmazé metszetek jeldlése. Mindhafiasyalt csoportbe
az iAP (piros) és 8LR4 (zold) kizardlag az epitélfelszinre lokalizddit: az egészséges kontro
terminalis ileumaban (A), a CD-s betegek termindésmaban (B), a kontrollok kolonjaban (@),
CD-s betegek gyulladt (D) és az UC-s betegyulladt (E) kolon mukézajdban. A sérga
(,merge”: egyuttes reakcio, kolokalizacié) az iAB &LR4 kolokalizacidjat (piros és zolszir
egymasra vetllését) mutatja, a kék szin a sejtnjalgat20x nagyités.
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VII.1.8. Immunfenotipusos elemzés aktiv és remisszioban & v CD-s

gyermekekben (201)

Az immunfenotipusos vizsgalatban szamos olyanigegit elemeztiink, amely a természetes
és adaptiv immunitds fontos elemeként egymassayadbaty sokréti kapcsolatban all.
Kutatdsunk elss részében dsszehasonlitottuk &ezeletlen betegek és a kontrollok
immunfenotipusatCD-s betegekbenaz adaptiv immunitas sejtes elemei kozul az aktiva
(CD4'CD25") sejtek prevalencidja magasabb volt. Ezzel eggufhl elkotelezett sejtek
(CD4'CXCR3) aranya csokkent, igy a Th1/Th2 arany Th2 irantddadott el ebben a
populacidban. Az effektor vagy memoria sejtek (ODB@45RO) prevalencidja megt, igy

a naiv/memoria sejtek aranyaban eltolédas volt endna sejtek iranyaba. A Treg sejtek
(CD4'CD25"FoxP3) aranya ugyanakkor nem kilonbozott a beteg észeégss csoport
kozott, de jelerdts kilonbségek voltak a velesziletett immuniggmtipusdban. Az NK (CD3
CD16T) és az NKT (CD36blT) sejtek prevalencidja alacsonyabb volt az Gj CD-s
gyermekekben. Az APC sejtek aradnya szintén kuloothéa két csoport kozott. A DC-k
(Lin1'HLA-DR™) és ezen beliill az mDC-k (CDI)prevalenciadja magasabb volt, mig a pDC-
k (CD123) prevalencidja alacsonyabb, a terapiat még nerd, kgpCD-s betegekben. igy az
mDC/pDC aranyban eltolédas volt az mDC-k iranyahaperiférias monocitak (CD1%
szama magasabb volt CD-s betegekben, mint a kbpopulaciéban. Tovabba, mind a DC-k,
mind a monocitak esetében magasabb volt a TLR2 ER4Texpresszid a frissen
diagnosztizalt, kezeletlen betegekben, az egészskigez képest. Kimelésre érdemes, hogy a
14 kezeletlen gyermekb 4 gyermek nem reagalt a hagyomanyos terapiarazékben a
gyermekekben az immunfenotipus nem kilonbozottépi@ra reagaldkétol.

A vizsgalat masodik fazisdban az immunfenotipushagyomanyos kezelésretorterd
valtozasat figyeltik meg prospektiven. Azéelemisszio alkalmaval az adaptiv immunitasban
a Th1/Th2 arany a Thl felé tol6dott és normalizatbdz aktivalt T sejtek prevalenciajaval
egyutt. A memoria T sejtek ardnya emelkedett saimaradt, mig a tébbi adaptivimmunsejté
nem valtozott a kezelésodti szinthez képest. A velesziletett immunitas eekdzil az NK

es NKT sejtek éifordulasa alacsony, mig a DC-k prevalenciaja mdgasaaradt a
kontrollokéhoz képest. Ugyanakkor, mind az mDC/p&@ny, a monocita, TLR2 és TLR4
expresszié normdalis volt ezekben a betegekbenntadttmkkal 6sszehasonlitva.
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26. tablazat. Az adaptiv immunitas sejtes elemeinelprevalencidja Crohn-beteg
gyermekekben

Az adatok median (IQR) formatumban vannak mega@éiditések: IFX: infliximab, PBMC:
periférias vér mononuklearis sejtek, aktivalt (CBR5naiv (CD45RA+), effektor (CD45RO+), Thl
(T helper 1 elkotelezett, CXCR3+), Th2 (T helpezlRdtelezett, CCR4+), Treg (regulatoros T sejt,
CD25"FoxP3+). Statisztika: vs. kontroll: *p<0,05, **p<,, ***p<0,01; vs. kezeletlen: +p<0,05,
+++p<0,01; vs. relapszus: xp<0,05, xxp<0,01.

sejt K . ... relapszus IFX IFX
: ezeletlen elst remisszid L L
prevalencia a kontroll  (hagyoményos (hagyomanyos (IFX terapia  terapia
jelzett terégia el(’it)t/) terépiéra)y terpia (2. adag (3. adag
populaciéban elétt) elétt) elétt)
n (fid/lany) 15 (6/9) 14 (6/8) 10 (4/6) 12 (5/7)
PBMC-ben 35,16 36,52 37,42 39,12 39,77 35,65
cDat [24,81- [18,61- [22,27- [24,15-  [27,71- [24,31-
47,79] 44,06] 44,26) 51,18] 50,30]  48,81]
CD4*-ben 5,92 10,61 5,03 7,84 7,24 9,98
aktivalt [2,39- [3,93- [3,37- [5,30- [5,67- [5,45-
6,51] 19,04] 7,93]™ 11,67] 12,25] 16,19
CD4*-ben 64,57 63,36 61,31 66,31 64,47 58,11
ey [59,86- [41,19- [39,09- [60,44-  [53,90- [53,51-
73,03] 74,86] 73,05] 71,79] 77,871  64,96]
37,62
CD4"-ben 21,91 31,29 33,97 29,47 35,23 [35.74-
offektor [13,94- [22,80- [28,54- [26,54-  [27,74- 7 af’
33,96] 55,78] 39,44] 36,19] 40,36]
naiv / 2,73 1,57 1,43 2,34 1,79 1,52
effektor [1,60- [1,02- [1,14- [1,66- [1,47- [1,19-
arany 4,97] 2,54] 2,21] 2,68] 2,36] 1,74]"
CD4*-ben 16,19 6,49 12,89 10,90 12,73 18,87
Th1 [9,91- [4,50- [5,12- [4,03- [8,12-  [12,51-
25,26] 7,67] 19,03] 14,38] 15,81] 38,11f
CD4*-ben 4,59 4,70 5,06 3,97 4,61 4,46
Tho [2,78- [1,98- [1,42- [2,27- [2,55- [2,11-
5,51] 6,03] 8,48] 7,19] 5,65] 8,16]
3,98 1,60 1,95 2,68 2,68 3,25
;:‘éln’ Th2 [3.06- [0,50- [0,43- (085  [142- [137-
y 5,12] 2,11] 3,62 5,07] 6,14] 4,801
CD4*-ben 1,25 1,36 1,41 1,31 1,33 1,96
Treg [1,10- [1,09- [1,07- [1,16- [1,07- [1,47-
2,37] 2,48] 3,50] 2,63] 299] 377"
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(A) Aktivalt limfocitak (B) Effektor/meméria limfocitak
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24. abra. Az adaptiv immunitas sejtes elemeinek pvalencidja Crohn-betec
gyermekekben.

Whiskers box-plot: kdzépvonal a median, a doboingarkvartilisek, a bajusz a tartomanyt jeldli
(A) aktivalt (CD4CD25), (B) effektor vagy memoria (CD&XCR3), (C) T helper 1 elkotelez
(Th1l, CD4CXCR3) és (D) regulatoros T (CD@D25"FoxP3) limfocitak prevalenciéja. Statisztil
vs. kontroll: ‘p<0,05,” p<0,01,” p<0,01; vs. kezeletlerip<0,05,"*p<0,01; vs. relapszu$p<0,05
**n<0,01.
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27.

gyermekekben

Az adatok median (interkvartilis) formatumban vaknaegadva. Roviditések: IFX: inflixime
PBMC: periférias vér mononuklearis sejtek, NKT iftészetes 6l T sejt CD3+6b11+), NI
(természetes 6l sejt, CD3-CD161+), DC (dendritikus sejt, Lin1-HLUAR+), mDC (mieloid DC
CD11c+), pDC (plazmocitoid DC, CD123+), monocitaD@2+), TLR2 (Tolllike receptor2), TLR
(Toll-like receptord). Statisztik vs. kontroll: *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001; vskezeletler

tablazat. A velesziletett immunitas sejteinek rpvalenciaja Crohn-betec

+p<0,05, ++p<0,01; vs. digemisszio: #p<0,05; vs. relapszus: xp<0,05.

. . B ... relapszus IFX
sejt prevalencie kezeletlen elsh remisszio IFX Py
; . . (IFX - terapia
a jelzett kontroll  (hagyoméanyos (hagyomanyos . terapia (2.
populéciéban terapia elétt) terapiara) terapia adag ebtt) (3. adag
elétt) elétt)
n (fid/lany) 15 (6/9) 14 (6/8) 10 (4/6) 12 (5/7)
0,70 0,74
PBMC-ben 1,39 011- 0.37- 0,72 0,73 0,83
NKT [0,81-2,42] 1.33] 1,.34] [0,45-1,23][0,37-1,20][0,31-2,05]
1,73 1,98
3,17 : : 1,95 2,14
PBMC-ben NK o [0,72- [1,65- 5 .
[1,71-4,76] 3.49] 2.97] [0,72-4,81] [0,66-4,78]
1,05 1,16
0,61 : : 1,45 0,86 0,82
PBMC-ben DC o [0,54- [0,58- g o -
[0,10-2,15] 3.32] 2.08] [1,09-3,46] [0,30-2,80][0,52-2,31]
46,04 61,66 45,19 69,01 60,01 57,39
DC-benmDC  [37,14- [45,37- [37,83- [40,11-  [48,03- [37,19-
52,30] 72,741 56,68] 74,79]%  68,50] 64,14] "
DC-ben 27,38 19,26 21,61 18,33 19,03 27,39
oC [20,65- [15,08- [14,76- [16,59- [17,26- [19,68-
P 33,94] 24,58] 32,61] 26,42] 32,38] 36,70]
3,05 2,35 3,50 3,04 2,20
ggr?/ pDC 0 414?15 s (232 [1,80- [1,74-  [2.03-  [1,66-
y A 6,11]" 9,10 ™" 7,797 465 554"
8,80 17,32 38,70 25,89 16,70
?Eége” [414- o s i [6,32- [19.31-  [5.69-  [2.29-
17,35] ’ : 32,54] 54,59]"*  60,43] 42,61]
DC-ben 220 M3 213 AL ssL 5
TLR4 [0,90-2,78] 19,207 72" 1955/%  13.42] [0,10-6,05f
PBMC-ben 2,01 8,57 5,96 7,30 5,58 5,31
monocita  [1,383.82] 82 [2,49- 2,65 [2.78 135476 941
e 16,72] 21,22]* 15,44] 17,52] 0T
. 16,44 29,65 20,92 19,89 18,52
¥f£gc'taba” [10,31- [17.83- 787 559’265’01] [1313-  [10.29-
19,69] 39,77] 29,157 ' ’ 29,32]  28,96]
. 7,17 14,59 4,43 8,26 6,30
!\I_/Ili)gzcnaban [0.45- (3.01- [1,82- 2 1100-’236954] [2,71- [2,48-
14,73] 35,23] 8,31] ’ ’ 17,56] 18,94]
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(A) NKT sejtek (B) NK sejtek
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25. abra. A velesziletett immunitas sejtes elemeikeprevalenciaja Crohn-beteg

gyermekekben.

Whiskers box-plot: k6zépvonal a medidn, a doboZngarkvartilisek, a bajusz a tartomanyt jeldlA)
természetes 8l T sejtek (NKT, CD36b1T), (B) természetes &lsejtek (NK, CD3CD161), (C)
dendritikus sejtek (DC, LiInHLA-DR™), (D) monocitak (CD13, (E) TolHike receptor2 expresszalo |
és (F) Toll-like receptor4 expresszalé DC-k premelgja. Statisztika: vs. kontrollp<0,05,” p<0,01
™ p<0,001; vs. kezeletlefip<0,05,*p<0,01; vs. ek remisszi6*p<0,05; vs. relapszudp<0,05.
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Azokban a gyermekekben, akiklapszusbanmaradtak a hagyomanyos terapia ellenére, az
immunsejt fenotipus sokban hasonlitott a kezele@&ns értékekhez. Vagyis aaptiv
immunsejtek kozll ezekben a betegekben alacsonyabb Thl, mdpaseivalt T sejt
prevalenciat figyeltink meg. Aveleszlletett immunfenotipus tekintetében az aktiv,
relapszusos betegekben a magasabb monocita prei@alealamint a fokozott TLR2 és
TLR4 expresszio szintén a kezeletlen betegekéhdtz hasonld. A relapszusban ltev
betegekben az mDC-k, a TLR2 és TLR4-et expressPdlék ardnya magasabb volt az
aktivitast nem mutato betegekhez képest.

A hagyomanyos kezelésre nem javulo CD-s betegelkdmenFX terapia hatasat ket
idépontban hataroztuk meg (terapia utan 2 és 6 hé#el)adaptiv sejtek kdzul a Thil,
aktivalt T és Treg prevalencia emelkedett 6 hét.ubavelesziletett immunitas elemei kozil a
DC, mDC, pDC, monocita és a TLR2 és TLR4-et exma@és DC-k és monocitak
prevalencidja normalizalodott a kezelés hatasaragjdyyzend, hogy 2 hét kezelés utan
szignifikans eltéréseket nem, de a fent részldikdetz hasonld tendenciakat lehetett
megfigyelni @4. és 25. abra, 27. és 28. tablazat

VII.2. COLIAKIA

VII.2.1. Klaudin (CLDN) expresszio colidkids gyermekek proxinalis és disztalis

duodénumaban (202)

Az endoszképias vizsgalatnal a coliakiasok duodémak két killonbdg régidja, vagyis a
bulbusz (proximalis régié), és a disztalis régio kmazkdéposan nem kilonbdzott. A
mikroszkopos vizsgalat és Marsh elemzés sem igazdét duodenum szegmens kozott
markans kilénbseget. A cdlidkias mintdkban a CD3itpoT-sejtek szama szignifikansan
magasabb volt a bulbusban (p=0,026) és a diszedegmensben (p=0,006), mint a
kontrollokban, de a két régié egymastol szignifika@m nem kilonbozott.

Vizsgalataink alapjan az immunhisztokémiai modstekimutatott CLDN 2 megjelenése a
mukdzalis sejtekben citoplazmatikus lokalizaciogi granularis jellefy Ezzel ellentétben a
CLDN 3 expresszidja a citoplazma membranjan jelemélg, donien linearisanZ6. abra). A
CLDN 4 szintén a citoplazma membranjan expressaalod
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26. abra. A klaudinok expresszifganak vizsgalata immunhisztokémiai maodszerre
coliakiasok duodenalis mukdzajaban.

A CLDN 2 megjelenése a mukdzalis sejtekben citoplazmatdiadizacioju és granularis jellégba
oldali kép). A CLDN 3 expresszibja a citoplazma rbeamjan jelenik meg, diiéen linearisan (jok
oldali kép). (x20, insert x100 imm.)

Vizsgalatainkkal eléként igazoltuk, hogy a CLDN 2 és CLDN 3 expresszifiakiasokban
kifejezettebb, mint a kontrollokban. Amennyiben @idakias betegeket a boholykarosodas
alapjan két csoportra osztottuk, egy kevésbé slyasoport, Marsh 2-ig), €s egy sulyosabb
boholykarosodast mutato (ll. csoport, Marsh 3) pégara, akkor azt talaltuk, hogy a CLDN
denzitas a sulyosabb, Il. csoportban nagyobb. Eéegrinket részletesebben ismertetve: a
CLDN 2 expresszio colidkiasokban szignifikansarofait volt enyhébb boholykarosodasnal
a disztélis régioban (p=0,02), sulyosabb atrofidbabulbuszban és a disztalis régidban
(p=0,001) egyarant, a kontrollhoz kepg&xl. abra). A CLDN 2 expresszio a bulbuszban és a
disztélis régidban egyarant nagyobb volt a sulypsédrmaban, az enyhébb formaval
szemben (p=0,04 és p=0,03).

Ezt az dsszefliggést a CLDN 3 is mutatta (bulbusx, Q8 és disztalis régié: p=0,004). A
CLDN 3 expresszio a bulbuszban és a disztalis dugdéan is magasabb volt a sulyosabb
formaban, a kontrollhoz képes28. abra). A CLDN 4 megjelenése nem mutatott jetent

eltérést a vizsgalt csoportok kHzott.
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CLDN 2 expresszio

O prox. duodenum
5 | m diszt. duodenum

3

score (O

2

kortroll l. Il.

27. 4bra. A CLDN 2 expresszidja colidkids betegek psamalis és disztali
duodénumaban a kontroll mintdkhoz képest.
Az |. csoport Marsh felosztas szerint)( kevésbé sulyos boholykarosodast, mig a Il. ascg

sulyosabb (Marsh 3) lézigju egyéneket foglalja nagé p< 0,05 vs. kontroll, # p< 0,05 vs.
csoport)

CLDN 3 expresszio

O prox. duodenum

*H#
5 | B diszt. duodenum * #

score (0!
w

kontroll l. Il.

28. abra. A CLDN 3 expresszioja coliakias détegek proximalis és disztal
duodenuméban a kontroll mintakhoz képest.
Az |. csoport Marsh felosztas szerint)(2 kevésbé sulyos boholykarosodéast, mig a Il. @sog

sulyosabb (Marsh 3) lézioju egyéneket foglalja nbagd* p< 0,05 vs. kontroll, # 0,05 vs. |
csoport)
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VII.2.2. HSP72 expresszio (MRNS és fehérje) és lokalizaciasgalata coliakiasok

duodénumaban (203)

HSP72 mRNS expresszié a duodénum nyalkahartyaban

A HSP72 mRNS expressziot real-time RT-PCR-rel latéilk meg a kezeletlen colidkias
gyermekek, a kezelt colidkias gyermekek és a kbokr@uodénum biopszias mintaiban. A
HSP72 mRNS expresszid szignifikansan fokozédottzeletlen, valamint a kezelt céliakias
gyermekek duodénum nyalkahartyajaban, a kontrotekképest (p=0,0002 és p=0,023). A
kezelt colidkids gyermekek duodénum nydlkahartyatm HSP72 mRNS expresszio
csokkent a kezeletlen coliakias gyermekekéhez képe8,003) 29. 4bra).

_R

HSP72/GAPDH relativ egységek

_
%

kezeletlen coliakia kezelt coliakia kontroll

29. dbra. A HSP72 mRNS expresszidja kezeletlen é®zelt coéliakias gyermekek,

valamint kontrollok duodénum nyalkahartyajaban.
A statisztikai értékelés Manwhitney U teszttel tortént. * p = 0,003 kezeletlen kezelt coéliakia, *
p = 0,0002 kezeletlen vs. kontrcﬂlp = 0,023 kezelt vs. kontroll.

HSP72 fehérjeszint a duodénum nyalkahartyaban

A kezeletlen és kezelt colidkias gyermekek, valanairkontrollok duodénum biopsziainak

Western blot analizise soran a HSP72-nél 72 kDadatdktaltunk jelet. A HSP72 fehérje

mennyisége szignifikAnsan fokozodott a kezeletl@amint a kezelt colidkias gyermekek

duodénum mukozajaban a kontrollokhoz képest (p€d,085 p=0,003). A kezelt colidkias
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gyermekek duodénum nyalkahartyajdban a HSP72 telsaintje cstkkent, a kezeletlen
coliakids gyermekekéhez képest (p=0,0@R). @bra).
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kezeletlen coliakia kezelet coliakia kontroll

30. dbra. A HSP72 fehérje szintje kezeletlen és ladiz coliakias gyermekek, valamint

kontrollok duodénum nyéalkahartyajaban.

A duodénum biopsziak HSP72 specifikus Western ai@lizise soran egyetlen jol elkiloéijele
kaptunk 72 kDa-nal. A statisztikai értékelés Malthitney U teszttel tértént. * p = 0,002 kezele
vs. kezelt célidkia, ** p = 0,0001 kezeletlen venkroll,”p = 0,003 kezelt vs. kontroll.

A HSP72 lokalizaci6ja a duodénum nyalkahartyaban

A HSP72 lokalizaciojat immunfluoreszcens festédsmbroztuk meg. Kezeletlen céliakias
gyermekek duodenalis bolyhaibarbteties HSP72 feétlést lattunk az enterocitakban és a
lamina propria immunsejtjeiben, a kontrollokhoz &g Ugyanezen sejtek fédtek a kezelt
gyermekek esetében is, de kisebb jelintenzitags&bntrollok normal duodénumaban csak
nagyon elenyész HSP72 immunreaktivitast tapasztaltunk és nem jan kimutathatd
mennyisé§ HSP72 a nuklearis frakciokbaBl( abra).
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NUCLEUS

Kezelt CD
NUCLEUS

Kontroll

31. abra. A HSP72 lokalizacioja kezeletlen és ketretoliakias gyermekek, valamint
kontrollok duodénum nyéalkahartyajaban.

HSP72: piros, magfestés: kék, ,merge”: a ketyyitt (jobb oldali oszlop). LPC: lamina proprils
Az immunfluoreszcens fesi® kdveben a konfokdlis felvételeket Zeiss Axiovert LSM!
mikroszképpal készitettuk.

VII.2.3. Az iAP expressziojdnak vizsgalata coéliakias gyermak duodénum
nyalkahartyajaban (204)

Az AP mRNS expresszidjanak valtozasai coliakias gymekek duodénum

nyalkahartyajaban

Az iIAP mRNS expressziét RT-PCR-rel hataroztuk megijannan diagnosztizalt céliakias, a
mar gluténmentes étrendet tartd coliakias és kibbntrgyermekek duodénum
nyalkahartyajaban. Az iAP mRNS expresszidja a \@#tsg csoportban szignifikansan nem

kulénbozott egymastoB@. abra).
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10

iAP/GAPDH relativ egységek

kontroll coliakia GFD

32. 4bra. Az IAP mRNS expresszié valtozasa kontrollgk jonnan diagnosztizal
coliakias, valamint gluténmentes diétat tartd colikias (GFD) gyermekek duodénurr
nyalkahartygjaban.

Az iIAP mRNS expresszidja nem mutatott szignifik@hérést a vizsgalt csoportokban.

Az iAP fehérjeszintek valtozasai colidkias gyermekeduodénum nyalkahartyajaban

Az iAP-ra specifikus primer ellenanyag felhasznalas vizsgaltuk Western blot mddszerrel
az ujonnan korismézett coliakias, gluténmentesndee tartott coliakias, valamint kontroll
gyermekek duodénum nyalkahartyajat. Az iAP-ot 60akial, ap-aktin jelét 43 kDa-nal
detektaltuk.

Az IAP fehérje mennyisége szignifikdnsan csokkentkezeletlen colidkidsokban, a
kontrollhoz viszonyitva (*p<0,05). A GFD-s gyerm&kdP fehérjeszintje megntvekedett az
gjonnan diagnosztizalt coliakiasokéhoz képest, ngkkor a kontrollcsoport (AP
fehérjeszintjénél alacsonyabb volt. Mindamellekidonbség a GFD-s gyermekek esetében

nem bizonyult szignifikansnald8. és 34. 4bra
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33. abra. Az iAP fehérjeszintek reprezentativ eredinyei kontrollok, Gjonnan
diagnosztizalt coliakias, ésgluténmentes étrendet tartdé colidkias (GFD) gyermedk
duodénum nyalkahértyajdban (Western blot).

Az iAP fehérjeszint az Gjonnan diagnosztizalt diéa gyermekekben csokkemtkontrollokéhoz és
GFD-t tart6 coliakiasokéhoz képest.

1,4

1,2

*
0,8
0,6
0,4
0,2
0]

kontroll colhiakia GFD

iAP fehérje relativ egységek

34. abra. Az iAP fehérjeszintek valtozasa kontrollk, Ujonnan diagnosztizalt coliakias,és

gluténmentes étrendet tartd colidkias gyermekek dudenum nyalkahartyajaban.

A colidkias gyermekek duodénum nyalkahartyajdbamA&z fehérjeszint szignifikAnsan csokkeat,
kontrollcsoporthoz képest (*p<0,05). A cdlidkiasak GFD, a GFD vs. kontroll csoportok kdzott «
volt szignifikAns az iAP fehérjeszint csokkenés.

Az AP és TLR4 lokalizacidjanak vizsgalata coliaki& gyermekek duodénum

nyalkahartyajaban

Az AP és TLR4 egyulttes lokalizaciojdnak megallagétra immunfluoreszcens festést
végeztink ujonnan korismézett colidkias, gluteneenttrendet tartd colidkias, valamint

kontroll gyermekek duodénum nyalkahartyadjaban. ARZLés az iAP molekulak kozott
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egyértelnii kolokalizaciét talaltunk, az iAP és TLR4 kolokamdja mindharom vizsgalt
csoportban kifejezett volt, és pontdzenintdzatot kovetett. Az iAP eloszlasa kizarélag a
duodénum nyalkahartya epitelidlis felszinére |lad@bdott. Immunfluoreszcens jelet nem
detektaltunk a kehelysejteken, a lamina propria imsejtjein és a Lieberkihn kriptak sejtjein
sem B5. abra).

35. abra. Az iIAP és TLR4 lokalizacidja egészségesritroll, Ujonnan diagnosztizalt
coliakias és gluténmentes étrendet tartd coliakiadGFD) gyermekek duodénun
nyalkahartygjaban.

Az immunfluoreszcens jel6lés anti-iAP és anitiR4 antitestek felhasznélasaval tortént, egészs
kontrollok (A), coliakias (B) és GFD-s (C) gyermé&keduodnum mukozajaban. A vizsg
csoportokban az iAP (piros, 3. oszlop) és TLR4dzdl oszlop) jeldlés kizarolag az epitélfelsz
korlatozdédott. Az iIAP és TLR4 kolokalizaciojat aqs és a zdld szin egymasra vetiléseoézlop
mutatja, a kék szin a sejtmagot jelzi (5. oszl@@):szoros nagyitas, (TLR: Tdlke receptor, iAF
intesztindlis alkalikus foszfataz).

VII.2.4. Coliakias gyermekek periférias vérének immunfenotips elemzése

Az Ujonnan korismézett colidakiasokbanaaptiv immunitas elemei kdzul alacsonyabb volt
a CD4 limfociték prevalencigja a kontrollokéhoz &éf mig magasabb a korai (CDp@s
késdi (HLA-DR™) aktivacios markert expresszalé CD4 sejteké. Bdeil a Thl populacio

aranya szintén kisebb volt a friss coliakiasoklizth {ablazat, 36. és 37. abja
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28. tablazat. Az adaptiv immunitds elemeinek prevahciaja és aranyai Ujonnan

korismézett coliakiasokban, kezelt, gluténmentes éiat folytatokban (GFD) és

kontrollokban.

Az adatok median (interkvartilis tartomény) formatan vannak megadva. Roviditések: GFD:
gluténmentes diéta, PBMC: periférids vér mononuldesejtek, Thl (T helper 1: CXCR3+), Th2 (T
helper 2: CCR4+), naiv (CD45RA+), effektor (CD45RQkorai aktivacios markerek (CD25+ és
CD69+), kési aktivacios markerek (CD62L+ és HLA-DR+), Treg dudatoros T sejtek,
CD25hiFoxP3+). Statisztika: vs. kontroll: *p<0,08p<0,01; **p<0,001; vs. friss colidkiasok:

#p<0,05.
sejt prevalencia kontroll _fris_s : qiétéZé
colidkidsok colidkidsok (GFD)
. 32,93 13,21 20,34
PBMC-ben CD4 [28,07-35,86] [11,85-22,97]  [12,15-30,70}"
. 16,71 15,80 13,59
PBMC-ben CD8 [14,34-20,55] [9,70-26,11] [9,40-20,27]
e 2,05 0,87 1,47
CD4"/CD8 arany [1,84-2,36] [0,36-1,30] [0,87-1,74
. 27,96 13,71 23,06
CD4"-ben Thl [19,41-34,46] [2,87-27,48] [3,94-33,00f
. 9,13 9,92 8,27
CD4"-ben Th2 [7,49-13,17] [7,22-24,01] [4,74-15,58]
, 3,61 1,20 1,96
Thl/Th2 arany [2,07-4,09] [0,30-1,67]" [1,30-2,78]
DA -ben naiv 71,60 71,20 71,80
[67,94-80,23] [45,83-81,35] [61,83-75,31]
. 19,88 19,60 17,82
CD4'-ben effektor [13,59-31,79] [12,66-41,08] [12,89-32,65]
naiv/effektor arany 3,98 3,63 3,81
[1,85-5,57] [1,25-4,64] [2,08-4,42]
. 11,71 11,66 11,19
CD4’-ben CD25 [9,03-14,68] [7,42-14,10] [4,56-16,83]
. 1,87 3,14 1,80
CD4'-ben CD6Y [1,76-2,08] [2,11-4,59] [0,76-4,80f
. . 24.84 5,28 10,78
CD4"-ben CD621. [17,32-30,32] [4,15-13,09] [2,40-22,90]"
. . 257 5,05 5,67
. 2 44 2,97 3,52
CD4'-ben Treg [1,86-3,55] [2,38-4,70] [2,85-5,58]
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36. abra. Az adaptiv immunitas sejtjei és korrelacioi gjonnan korismézet
coliakiasokban, kezelt, gluténmentes diétat folytatkban (GFD) és kontrollokban (A-D).
Whiskers box-plot: kbzépvonal a median, a dobomt&zkvartilisek, a bajusz a tartomanyt jeldli.
(A) T helper limfocitak (Th, CD3, (B) Th1l elkotelezett limfocitak (CXCRB (C) Korai aktivacio
markert expresszalé Th limfocitak (CD$9(D) Kési aktivacidos markert expresszald Th limfoc
(HLA-DR™). Statisztika: vs. kontrolip<0,05,” p<0,01;” p<0,001; vs. friss céliakiasokp<0,05.
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81 30+

N
o
1

-
o
1

oo
N\
CD8 limfocitak (%)

i .

L) L] L)
kontroll friss coliakias diétazoé coliakias 0 10 20 30 40 50

Transzglutaminaz (IgA, U/l)

(G) Korai aktivalt T sejtek és TG (H) Késoi aktivalt T sejtek és TG

10 401

L)
Sy s £ 3
4 ~ [ ]
9 ° p=0.022, r=-0.81
° 64 p=0.011, r=-0.86 °
= 2 204
Y T
= 5 5 10-
° N
0 T T T T J 0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Transzglutaminaz (IgA, U/l) Transglutaminase (IgA, U/l)

37. abra. Az adaptiv immunitas sejtjei és korreladi Ujonnan korismézett
coliakidsokban, kezelt, gluténmentes diétat folyta@tkban (GFD) és kontrollokban (E-H).
Whiskers box-plot: kbzépvonal a median, a dobomtzkvartilisek, a bajusz a tartomanyt jeldli.
(E) CD4+ regulatoros T sejtek (Treg, CO'E®xP34), (F) Korrelacié a T citotoxikus sejt
prevalenciaja (Tc, CD8+) és a transzglutaminaztddi%, I1gA, U/l) kozott diétazo coliakiasokh
(GFD), (G) Korrelacio a korai aktivacios markerpeasszal6 limfocitak és TG szint kdzott GiBBa
(H) Korrelacio a ké& aktivacios markert expresszald limfocitak és T@ns kozott GFDben
Statisztika: vs. kontroll: *p<0,05, **p<0,01; ***p&001; vs. friss coliakidsok: #p<0,05.

Az Ujonnan diagnosztizalt, még nem diétazd colgdkban avelesziletett immunitas
elemei kozul az NK, NKT, iNKT prevalencigja alacgabb volt a kontrollokhoz képest.
Masrészél a DC-k, Bleg az mDC-k aranya magasabb volt a beteg egyénelre APC-k
TLR2 és TLR4 expresszidja szintén emelkedett vdlissen diagnosztizalt colidkiasokban,
az egeszsegesekhez kép8d6t (ablaza).

A gluténmentes diéta bevezetésével, a tinetek regsaitan azadaptiv immunitas
eltérései normalizalddtak (kiveve a CD4 és ThleggjtKiemelésre érdemes, hogy mind a
korai (CD69), mind a ké& (CD62L") aktivacios markert expresszald limfocitak

prevalencidja is normalizalddott a diétavar (abra).
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29. tablazat. A velesziletett immunitds elemeinekrevalenciaja és aranyai Ujonnan
korismézett coliakiasokban, kezelt, gluténmentes diat folytatbkban (GFD) és
kontrollokban.

Az adatok median (interkvartilis tartomany) formahan vannak megadva. Roéviditések: GFD:
gluténmentes diéta, PBMC: periférias vér mononuidesejtek, NK (természetessdbejtek, CD3-
CD161+), NKT (természetes &OIT sejtek, CD3+CD161+), iINKT (invarians természetd$ T
sejtek, CD3+6b11+), DC (dendritikus sejtek, LinlAtDR+), mDC (mieloid dendritikus sejtek,
CDl11c+), pDC (plazmocitoid dendritikus sejtek, CB*2 monocitdk (CD14+), TLR2 (Toll-like
receptor2), TLR4 (Toll-like receptor4). Statisztikas. kontroll: *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001;

vs. friss coliakiasok: #p<0,05, ##p<0,01.

sejt prevalencia kontroll 3} .f'ris.,§ sl (.ji,étéZé
coliakiasok coliakiasok (GFD)

PeE-ben T [3,652’-173,79] [0,9212,0961* [1,827’-42,936]
PBMC-ben NKT " 52i-1:§3,85] [0’2%_825?73] [0’3%,_727,27]
PBMC-ben iINKT [0,400'?01,83] [0’1%-4(,)(,)62] [0’571-,11,:2%7]’##
PeNE-ben be [1,21if12?451 [3,53%’1327,54]* [3,558’-172,36]
PBMC-ben mDC [11,%2’-21,27] [17,213331-’21,61‘] [13,(%89-’%,09]
PBMC-ben pbC 651506  [Aor1228  [25hi%36]
mDC / pDC arany [1,212’.722,01] [2’7312?'72]* o 5'1’_556’20]
DC-ben TLR2' [2,33'-9191,86] [19,125?2&1(,)501“ [17,72842,4312,39T
DC-ben TLR4" [1,22é?£75] [5’413_,:(3223’841 [4,17(;?94, -
PBMC-ben monocitak . 212'?29,84] [0,4?4???,58] [0,526":3217]
monocitdkban TLR2" [2332’_231’ 85] (50, 05587%81 58 35, Z’f_’gizg]
monocitakban TLR4* 2, 9%—1%,85] 14 5223877] [7’9113_,2074,30]
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Erdekes médon eelesziiletett immunitassejtes elemeinek eltérései a diétazé coliakiasokba
is megmaradtak, egyedll az APC-k TLR4 expresszigenalizadlodott. A mér tartésan
diétaz6 gyermekekben (GFD csoport) a transzglutamifTG) IgA szintje és a CD8
CD4'CD69, CD4HLA-DR", pDC és TLR2 expresszalé monocitak prevalenci&jack
forditott korrelaciot mutattunk ki3g8. és 39. abra

(A) Invarians NKT sejtek (B) NK sejtek
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x — i b d
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1.0 7 e
- y
0.54 N e — 2 7
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0.0 kontroll friss coliakias diétazé coliakias " kontroll friss coliakias diétazé coliakias
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I ek I h
15+ [ —
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38. &bra. A velesziletett immunitds sejtjei és korrelacioi jonnan korismézetl
coliakiasokban, kezelt, gluténmentes diétat folytatkban (GFD) és kontrollokban (A-D).
Whiskers box-plot: k6zépvonal a median, a dobonterkvartilisek, a bajusz a tartomanyt jeloli.
(A) Invaridns természetes &kejtek (INKT, CD36b1T), (B) Természetes &lsejtek (NK, CD3
CD161), (C) Dendritikus sejtek (DC, LinHILA-DR®), (D) Mieloid DC-k (mDC, CD119
Statisztika: vs. kontroll: *p<0,05, **p<0,01; ***p&,001; vs. friss coliakiasokp<0.05,”p<0,01.
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39. &bra. A veleszlletett immunitds sejtjei és korrelacioi jonnan korismézetl

coliakidsokban, kezelt, gluténmentes diétat folyta@tkban (GFD) és kontrollokban (E-H).
Whiskers box-plot: k6zépvonal a median, a dobonterkvartilisek, a bajusz a tartomanyt jeloli.
(E) Toll-like receptor 2 (TLR2) expresszalé DC-IK) (TLR4 expresszalé DE; (G) Korrelacio
plazmocitoid DC-k (pDC, CD123 és transzglutaminaz szint (TG, IgA, U/l) kozotiétdzc
colidkiasokban (GFD), (H) Korrelacié a TLR2 expzdé monocitdk (CD13 és TG szint koz¢
GFD-ben. Statisztika: vs. kontroll: *p<0,05, **p<€Q, ***p<0,001; vs. friss c(jliékiésok‘“fp<0.05
#n<0,01.

VII.2.5. Koéros transzglutamindz és plazminogénhiany a duodetis fekély
patomechanizmusaban (205)

A beteganyag fejezetben részletesen ismertgi@minogén (PLG) hianyosés coliakias 6
éves kislanynél az endoszkopia soran latott dudidefekély szomszédsagabol multiplex
biopsziat vettink. A szdvettani elemzésnél Mallfastéssel a PLG hianyra jellethkérosan
fokozodott fibrindepozitumokat lehetett igazolnfekély kdzvetlen kérnyezetében. Mivel a

koros depozitumok kozelében szokatlan érrajzoladzgdddott, folmerdlt benniink, hogy a

colidkia és a PLG hiany nem egydmar egy véletlen egybeesés, hanem oki szerepeikjatsz

egyltt a 2 kérkép. Feltételeztiik, hogy a colidkjgiemz TG2 depozitumok és a PLG hiany

kovetkeztében folszaporodd fibrin egymassal kolbatdsba Iéphetnek, s ennek ulcerogén
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hatasa lehet. Ezt a foltevésiinket specialis, dimphatinfluoreszcens vizsgalataink igazoltak
(40. abrg). A 40/D &bran lathatd zold s#inszalag formaju fibrin depozitumok egyrészt
diszlokdljak az ereket, masrészt modositjak a TGRessziot (vords). Ennek a két hatasnak

mukadzalis sértilés, ulceracio és vérzés lehet atkézmenye.

.,

. IgA/TG2

Fibrin/TG2 ®.

40. abra. A-D: Dupla immunfluorescens vizsgalat aubdenalis mukozaban.

A abra. A transzglutaminaz 2 (TG2, vords szin) szokatlanbepitelidlis expresszigja hasonl
lokalizacioju anti-TG2 IgA depozicio (zold) és ehrléfejezett egylttes megjelenése sarga szinben;
abra. Colidkias IgA (zold) antitest részleges edggdtmegjelenése fibronektinnel (vords), amelyt
TG2 szorosan kétik. Ennek mennyisége a ,hagyomanyos” colidkiasakképest kifejezettebb
abrazolodik az epitélium alatt (nyiky dbra. A Von Willebrand faktor elleni antitestekkel jeloited
(vOros) a szokasosnal joval kanyargosabbak, kitipdek és intenziv coliakias IgA depozitum v
oket korul. Ennek kbzelében a nyilak a k&rosodoitéépmot mutatjak;D abra. A szalag formaj
fibrin depozitumok (z6ld) egyrészt diszlokaljak amket, masrészt modgak a TG2 expresszi
(voros);E abra. Az antralis lamina propria fibrines depozitumaiglMry festés, nyil).
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VII.3. ALLERGIAS KOLITISZ (AC)

Diagnosztikai jellemaik és immunfenotipus vizsgalatok allergias kolitiszén (206, 207)

AC-s csecsefk laboratoriumi vizsgalatanal szignifikansan foktiztvombocitaszamot és
vashianyos anémiat talaltunk a kontrollhoz kép@&dt. ¢ablaza). A specifikus IgE és a
szérum eozinofil sejtszam nem adott diagnosztilegitséget. A bevezetésben részletesen
ismertetett EC populacioban (sulyosabb AC variaiss)hasonld laboratériumi értékek
mutatkoztak. Feltételezésiink, miszerint az EC salgb forma, és ezt majd a laboratoriumi
és endoszkdpos vizsgalat is jelezni fogja, nemalgaott. A kolonoszképos vizsgalatnal
mindkét populécidban egyarant limfonodularis hipézjat és aftas kolitiszt lattunk. Ezt a
joindulatu kérképet kezdetben nem lehet elkilomigentka csecsetikori CD-t6l (hasonlo a
klinikai kép, a laboratériumi eltérések, és kolarlagpianal a makroszkopos és mikroszkopos

kép).

30. tAblazat. Laboreredményeink az allergias koliszes, az eozinofil kolitiszes és a
kontroll csoportban.
ANOVA, Tukey-fée,post hoc” teszt, Atlag+ SD, * p<0,05 vs. kontroll, **p<0,01 vs. kuoll.

Kontroll Allergias kolitisz | Eozinofil kolitisz
Trombocita (x10°/1) 328,5+16,23 520,3+43,86 * 499,3+45,04
[Hemoglobin (g/l) 133,25+5,36 117,1#1,75 * 117,3+7,9
\Vas (pmol/l) 17,5+2,25 8,11+1,18 ** 7,25+1,25 **
[Eozinofil (%) 4,95+1,87 3,66+0,78 3,25+1,07

Immunfenotipus vizsgalatok allergias kolitiszes cesentk periférias vérében

Az allergias kolitiszes (AC) betegekben kezdetbkmsmnyabb volt a Treg (CDBoxP3)
prevalencia, mint a kontroll egyénekben. Az AC-sergyekekben a naiv/effektor
(CD4+CD45RA+/CD4+CD45R0O+) sejtek aranya magasablt, vellenben az aktivalt

(CD4+CD25+) sejtek prevalenciaja alacsonyabb, atrkbhoz viszonyitva. Kiemelésre
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erdemes, hogy kezdetben az AC-s populacibban a ThB1l/elkotelezett limfocitak
(CD4+CXCR3+/CD4+CCR4+) aranya alacsonyabb volt, észel 06sszhangban az
IFNgammal/IL4 citokinek aranya is.

A vizsgalat masodik felében az immunfenotipus vdsat a hematokézia metsi@vel is
meghataroztuk. A gyoégyult, tinetmentes csedbdmn a Treg sejtek prevalencigja normalis
szintre emelkedett. Bar a tobbi vizsgalt sejtcsbpoignifikAnsan nem valtozott a kezdetben
mértol, de a Thl/Th2 elkotelezett sejtek és a citokiagknya ekkor mar nem kilénb6zott a

kontrollokéhoz viszonyitva3@. tablazat 41. abra).

31. tablazat. Immunfenotipus vizsgalati eredményekés a citokinek prevalenciaja
allergias kolitiszben és kontrollokban.

Az adatok median (tartoméany) formatumban vannakades Roviditések: AC: allergias kolitisz;
PBMC: periférias vér mononuklearis sejtek. Staisztkezdetben vs. kontroll: *p<0,05; kezdetben
vs. tinetmentesen: #p<0,05.

kontrollok AC beteg gyermekek

kezdetben tinetmentesen
; 31,60 29,19 35,16
CD4"/ PBMC (%) [3,20-58,82] [8,52-51,10] [2,63-57,90]
. R 5,29 2,52 7,46
0 1 1 1
CDAFOXP3'/ CD4" (%) [2,23-7.96] [1,56-9,60] [1,67-14,671
o 0.26 0,14 0,49
CD4FOXP3™ (G/) [0,08-0,38] [0,09-0,58] [0,16-0,86]
e 6,04 273 7,93
CD4'CD257/ CD4" (%) [2,10-8,33] [0,89-4,12] [1,30-10,70f
CD4CXCR3'/ 2,93 0,77 0,85
CD4CCRA4' (arany) [1,00-5,42] [0,42-3,80] [0,56-2,90]
, 10,90 8,98 10,19
IFNgamma/ IL4 (arany) [9,40-20,43] [8,24-9,59] [7,91-10,84]
CD4"CD45RA" / 3,54 13,60 10,00
CD4'CD45RO" (arany) [1,186,17] [1,12-29,49] [2,71-27,41]
) . 10,03 4,23 8,83
CD4'CD25"/ CD4'" (%) [4,83-21,24] [1,89-10,38] [2,60-14,67]
. e 7,84 4,10 6,84
CDA'CD62L"/ CD4" (%) [0,35-9,28] [0,93-9,35] [0,97-11,44]
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41. abra. Az immunfenotipus valtozasa allergias kiiszben és kontrollban.

Whiskers box-plot: k6zépvonal a median, a dobontezkvartilisek, a bajusz a tartomanyt jeloli.
(A) Regulatoros T sejtek (CDBoxp3) prevalencidja; (B) Thl/Th2 elkoteleze
(CD4CXCR3/CD4CCR4) sejtek aranya; (C) Naiv/effektor (CBZD45RA)/CD4'CD45RCO
limfocitdk aranya. Statisztika: kezdetben vs. koihtFp<0,05; kezdetben vs. tUnetmenteé‘pﬁ0,0S.
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VIIl. MEGBESZELES

VIIl.1. GYULLADASOS BELBETEGSEG

VIII.1.1. Az IBD regiszterrel (HUPIR) kapcsolatos eredményeknegbeszélése

Az altalam elinditott és 2007-0tailkOdtetett orszagos regiszteriink adatai alapjanrtkézén

az IBD incidencidja magas (7,5/18) és lényegében megegyezik az észak-amerikai st fejl
eurdpiai orszdgokban kozolt értekekkel (11,15). iBagrink nemzetkdzi szinten is azéels
populaciés vizsgalat, mely az aktivitasi indexekat,testi paramétereket és a terapias
gyakorlatot egy éves kbvetéssel rogzitette.

A kulénboz allamok, varosok epidemioldgiai 6sszehasonlitaséieziti, hogy a kilénbdz
felmérésekben az alkalmazott felkorhatar eltéF (15-20 év). Egy USA-ban (Wisconsin)
elvégzett, a hazaival 6sszevethgirospektiv vizsgalatban a 18 év alattiakban hasonl
incidencia értékekkel taladlkozunk: az észak-amerikdmeérésben az IBD incidencigja
7,05/10, CD-ben 4,56/10 UC-ben pedig 2,14/2wolt (11).

Az elmult évtizedekben az IBD névekvncidenciajat tapasztaltak a nyugati kultirakban
mind felnstteknél, mind gyermekeknél (208,209). A kelet-e@ioprszagok feléit
populécidiban is hasonlé eredmények szilettek, lzmora gyermek populaciora vonatkozo
adatok hidnyosak. A Veszprém megyei IBD regiszteriat az elmult 25 évben a féhtkori
IBD incidencia folyamatosan emelkedett (1977-200C: 1,66-r6l 11,01/10ra; CD: 0,41-rdl
4,68/10-ra) (210). A 2002-2006 kozétti adatok szerint aeidencia tovabb dit (211),
hasonloképpen a nyugat-europai és észak-eurdpaigmisban publikalt adatokhoz.

Egy masik figyelemre méltdé adat, hogy gyermekkortzarCD incidenciaja egyre tobb
felmérésben meghaladja az UC-t. A kdzelmultban elegj, az USA-ban (11), valamint
Svédorszagban (Stockholm, 12) elvégzett prospekisgalatok alapjan megallapithatd, hogy
a gyermekkori CD incidencidja kétszerese volt az-iak. Osszhangban ezzel, a HUPIR
adatai szerint is az UC incidencianak (2,32/dgerek) kétszerese a CD incidencia (4,72/10
gyerek).

A nemek kozoétti megoszlaglemzése soran megallapitottuk, hogy kézel maseld ,44x)
tobb Crohn-beteg filt regisztraltunk, mint leariyt. hasonlé a korabban k6zolt tanulmanyok
adatahoz (12,212). A jelenség pontos oka ismerdgd2). UC-ban kozel azonos volt a

nemek aranya.

118



dc_581 12

Vizsgalatunk nemzetkdzi szinten is azéelamely prospektiv, egy egész orszagra kiterjed, és
leirja a PCDAI és PUCAI értékeket. Adataink szerint a betegek felének ék@lf/'sulyos
aktivitasa volt a diagnézis felallitasakor mind ®Br, mind UC-ben. Az egyetlen PCDAI és
PUCAI értekeket leir6 populacios vizsgalat egy 3B-£ és 19 UC-s gyermek adatait
bemutaté Dél-Norvégiabdl szarmazé tanulmany (2AF3CDAI median értéke 25, a PUCAI
medianja 35 pont volt ebben a vizsgalatban.

Regiszterink nyomonkovetéses adatai szerint a detedtivitasi indexe szignifikAnsan
csokkent mind CD-ben, mind UC-ben az egy éves kbinitlejére: az IBD-s gyermekek
mindodssze tizedénél volt meérsékelt/sulyos aktivitBsibner és munkatarsai is hasonl6
valtozasrol szdmoltak be, a median PCDAI 36-réé ©g0kkent az egy éves kontrollra (214).
Pfefferkorn és munkatarsai a mérsékelt/sulyos alitu betegek aranyat 5%-nak irta le (215).
A betegség viselkedéséyyulladasos vs. strikturalo/penetrald) a betegiedglyasa soran
progredial. A striktaralo/penetralé forma, és aigadlis érintettség aggresszivebb betegség
lefolyassal jar, és fokozott kockazatot jelent dészeti beavatkozasok szilkségességének
szempontjabol. Az Ujonnan diagnosztizalt &tek egyharmadanal komplikalt formaban
indul a Crohn-betegség (211Bzzel ellentétben, egy korabbi tanuimanyban a rggkek
tobbségeénél a gyulladasos forma dominal (91,25%)(Zami 6sszhangban all a HUPIR-ban
taldlt arannyal (85,3%). A periandlis érintettségin®n hasonl6 volt a korébbi
tanulmanyokban leirt aranyokkal (15,8% vs. 14,924)/).

A sebészeti beavatkozasokziikségessége a betegség lefolyasanak egyik géllerarkere.
Mindbssze néhany, gyermekek kdrében végzett eldraméstak le a betegség @lévében
tortént sebészeti beavatkozdsok gyakorisdgéat. AIRWRAN talalt 4,4%-o0s arany kozel all az
Egyesiilt Allamokban 1ikods Pediatric Consortium-ban bemutatott 6%-0os sebiészet
gyakorisaghoz (218). A HUPIR az élsrszagos gyermek IBD tanulmany, mely az egy éves
kovetés ideje alatt szukségesse valttatekbl beszamol. A sebészeti beavatkozasok
ritkabbak voltak azoknal a betegeknél, akiknél adeti PCDAI alacsonyabbnak bizonyult.
Ugyanakkor a striktarald/penetralé forma magasabbckézatot jelentett fitétek
szempontjabol, hasonléan a korabban publikaltak{®iB). Kolektomia az els évben a
kolitisz ulcer6zasok koérében nem tortént. Jakobsemunkatarsai a diagnoézist kdvddet
évben nem irtak le kolektémiat kolitisz ulcer6zgergnekeknél (219). Gowers-Rousseau és
munkatarsai egy korabbi vizsgalatban a kolektonyiakgrisagat az elsévben 8%-nak, a
masodikban 11%-nak, az 6todik évben pedig 20%-ald#tak (220). Ebben a vizsgalatban a
kolektémia kockazati tényézaz extraintesztinalis manifesztacio (diagnozislés a kolitisz

nagy kiterjedése voltak.
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Felnstt Crohn-betegekben a sebészet kumulativ gyakaisam el§ évben 10-19%, a
koézelmultban megjelent tanulméanyok szerint. Ez kéa korabbiakhoz képest cstkkeneést
mutat, feltehdten az immunmodulansok elterjedésének koszéphe(221). Lindberg és
munkatarsai 1962-1987 kozotti gyermekpopulaciosgaiatban az évenkeénti sebészeti aranyt
13%-nak talaltak (222). Erdekes médon, ezen adalapjan gyermek populacidban azéels
év soran alacsonyabb volt a sebészeti beavatkozgsiorisaga, mind az immunmodulacié
elétti idészakban, mind azt koviEn. Ebben a kdzleményben a mérsékelt csokkenésdli3%
4,4-7%-ra) megésitheti a feldtteknél talalt eredményeket. Azonban az alacsonyabb
sebészeti arany a gyermekpopulacidéban figyelenelglkmivel altalanosan elfogadott, hogy
a gyermekkorban indulé gyulladasos bélbetegségosabb lefolyasu, mint a fdittkorban
indulé (223,224). Tovdbba a jelletien kiterjedtebb bélérintettség miatt is magasabb
sebészeti igény volna varhatdo gyermekeknél. Felheerikérdés, hogy a gyermekkori CD
valéban minden tekintetben agresszivebb-e, miatréttkorban indul6 forma. A gyulladasos
forma dominancigja diagnéziskor és az alacsonyabiészeti rata ellentmond a jellefen
kiterjedtebb (ileokolonikus érintettség félgasztrointesztinalis érintettséggel) betegségnek,
gyakoribb EIM-nek és a gyermekekben megfigydihetdvekedésbeli elmaradasnak.
Masfebl a sebészeti beavatkozasok alacsonyabb aranyaztigr a felétt és gyermek-
gasztroenterologusok eltérszemléletét. A kortikoszteroidok mellékhatdsairelkerilése
érdekében ugyanis gyermekeknél a korai immunmodul@@agyobb szerepet kap. A
gyermekek kérében az AZA gyakoribb alkalmazasa &@ralhat ahhoz, hogy az élévben

a sebészeti arany alacsonyabb.

CD-ben andvekedeés elmaradasa diagnozis idején 9,5-19%, UC-ben 3-10% (225HUPIR
szerint a ndvekedés elmaradas gyakorisaga aladsonye eltéé adatok részben annak
koszonhatek, hogy kulonboé& definiciokat alkalmaznak a novekedés elmaradas
meghatarozasara. Vizsgalatunkban a novekedés elasa(testmagassag z score atlaga) az
egy éves kovetés soran csak UC-ben javult, CD-bden@ valtozas nem volt. Hildebrand és
munkatarsai szintén leirtdk, hogy UC-ben a novekadidaradas normalizalodott azéety
végere (226).

A laborparaméterek (CRP, vérlemezke) gyakrabban voltak kérosak CD-b&nt UC-ben.

Jol ismert, hogy a CRP korrelal a betegség aktisdh azonban jelefgégét a betegség
lefolyasa soran, a nyomon kévetésben eddig nengdlizk gyermekekben. Félih CD-ben a
diagnoziskor mért emelkedett CRP a gyulladasostifemssal és az AZA iranti igénnyel
pozitiv korrelaciot mutatott (227). A diagnoziskaigzitett emelkedett CRP a kébi AZA

iranti igénnyel pozitiv 6sszefliggésben allt ésrgdiktornak bizonyult a révid- és kdzéptavu
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relapszusok terén feltt Crohn-betegek korében. Tovabba UC-ben a CRP osaor
0sszefliggott a betegség kiterjedésének mértek®ldd, a betegség sulyossagat jellémz
marker (infliximab iranti igény, sebészeti beavathsok gyakorisaga, aktivitasi indexek) nem
volt szignifikans dsszefliggésben a kezdeti emetk€&RP-vel, sem CD-ben, sem UC-ben.
Regiszteriink adatai alapj&xtraintesztinalis manifesztaciot(EIM) az IBD-s betegeknél
diagnozis feldllitasa idején 10,9%-ban rogzitetti@k-ben az EIM gyakrabban fordultéel
mint UC-ben (12,9% vs. 7%). Leggyakoribb EIM-nek Edileti érintettség bizonyult.
Adataink korrelalnak az észak-amerikai regisztevl [Ertékeivel (228). AZIM felismerése
nemcsak a gyermek életndsegét es kezelését befolyasolhatja, de a tipusDstiliBetek
jelentkezése étt kialakulé EIM felhivhatja a figyelmet az IBD-rés ebsegitheti a minél

korabbi diagnézist.

VIII.1.2. A fels6 endoszkopia diagnosztikus ,hozamanak” (,diagnosticyield”)

megbeszélése

Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a dedmsztrointesztinalis rendszerben a CD-s
gyermekek 2/3-4ban makroszképos léziot és kozebnmdegyedilkben mikroszkopos
gyulladast igazoltunk. Gyakorlati szempontbdl erfoétosabb megallapitasunk, hogy a CD-s
betegek 9%-aban észleltiink olyan jellénedtéréseket (fekély, erdzid, afta és granuléma),
melyek ebsegitették a diagnodzis felallitasat (,diagnostieldi). Vagyis a CD-s gyermekek
kb. tizedében a febsendoszkdpia segitette a diagndzis folallitasat.

Az UC-s betegeknek csaknem a felében enyhébb fakraszkopos és/vagy mikroszkopos
elvéltozastt regisztraltunk, de ezek az elvaltok&aspecifikusak voltak €és nem nyujtottak
diagnosztikus segitséget.

Korabbi kdzlemények szintén gyakori f@lgasztrointesztinalis érintettségszamolnak be az
IBD-s gyermekekberMakroszkopos eltéréseketn CD-s betegek 40-64%-aban, mig az UC-s
gyermekek 13-50%-4ban figyeltek mdgikroszkopos eltéréseket nem megle$p modon,
még gyakrabban detektaltak: 70-90%-ban CD-ben, 2$0®b6-ban UC-ben (95-98). Egy
USA-ban végzett prospektiv tanulmanyban ennél kiselgrtéki felss gasztrointesztinalis
erintettséget kozoltek a PedilBD (Pediatric Inflaatory Bowel Disease Consortium)
regiszter adatai alapjan, melyben 6 regionalis I8&htrum betegeit vizsgéltdk. Ebben a
felmérésben 0-5 év kozott 5%, 6-12 év kozott 1098-171 év kozott 13%-os
gasztroduodenalis érintettséget talaltak a 798 C@ysrmek adatainak elemzésekor. A
kézleménylBl azonban nem derul ki, hogy a f@lendoszkdpiat rutinsziéen, vagy csak a

felsd gasztrointesztindlis rendszer betegségére utakétdl fennallasa esetén végezték-e el.
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Tovabba a latott elvaltozasok nincsenek pontosdmidlwa €s a szOvettani vizsgalat is
hianyzik (229). igy ez a vizsgalat sem dsszehasmnd, sem a preciz diagnosztikus ,hozam”
megéallapitasara nem alkalmas.

A koréabbi vizsgalatokkal egyéen mi is jelenis szazalékban talaltunk féls
gasztrointesztinali®ndoszkdposés hisztologiai eltéréseket gyermekkori UC-benis. Ez
elss pillantdsra meglefy hiszen a betegség neve: kolitisz ulcer6za, vagygyulladas a
kolonra lokalizalodik.

1997-ben Kaufman 5 olyan kolitiszes gyernég¢lgzamolt be, akiknél a kezdeti diagndzis a
fels6 gasztrointesztinalis érintettség, kronikus aktiaszritisz alapjan CD volt. A
késsbbiekben viszont, a hosszu tavi nyomonkovetés &@lapgek a gyermekek valdjaban
kolitisz ulcerozasnak bizonyultak (230). Ezt kdest tobb kdézleményben is beszamoltak
fels6 gasztrointesztinalis érintettséferUC-ben, de az észlelt elvaltozasok sokszor
aspecifikusak és jelenthetik akar a gasztrointediis traktusban mindig is jeleniev
fiziologias gyulladas fokozottabb jelenlétét is. fAls6 gasztrointesztindlis rendszer ennél
markénsabb gyulladdsanak oka nem tisztazott adxbgn. A hattérben eddig nem ismert, a
betegséghez tarsulé immunoldgiai faktorok hatadeetédezhed, illetve az ezekre adott
szekunder immunvalasz (231)

A felsé gasztrointesztindlis traktiszdvettani eltérései UC-bemem specifikusak és kevésbé
sulyosak, mint CD-ben (232). A nem specifikus, kiszdyos gasztritisz &lordulasaban nem
eszleltek szignifikans kilénbséget CD és UC kozddigyis diagnosztikus segitséget nem
nyujt. A fokalis aktiv gasztritisz (,focally enhe&d gastritis”) szintén mindkét betegségben
eléfordulhat. Bar CD-ben gyakrabban megfigyethehem mondhatoé ki, hogy ez a CD
sajatossaga, hiszen korabbi kdzleményekben a $oldéiv gasztritisz prevalenciajat 43-76%-
nak talaltdk CD-ben, és 12-20%-nak UC-ben (233,28#kgalatunk Ujdonsaga pontosan az,
hogy a lényeget, vagyis a tipusos makroszkopotidafta, erdzio, fekély), szdvettani
vizsgalatnal pedig csak a granulémat tekinti érdetwiltozasnak egy prospektiv, nagy
esetszamu vizsgalatban.

Megjegyzeésre erdemes meg, hogy 35 IBD-s gyermektedb) talaltunk hisztoldgiai eltérést
(koztik 3 gyermeknél granulémat is), makroszkoposanmalisnak latszé nyalkahartya
esetén. Ez megé&siti annak a jeledségeét, hogy biopszias mintat kell venni a dels
gasztrointesztinalis traktus minden régigjabdl, akls, ha az endoszképos kép normalis.
Mésik lehetséges magyarazat lehet még, hogy a sadvenintakat nem a makroszkdpos
lézidbdl vettek, hanem kdzvetlenul mellettedéeriletekél. Korabbi vizsgalatok alapjan az

erozio, fekély kozvetlen szomszédsagaban vett bidpsmintaban lehet a granuldmat
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legnagyobb talalati arannyal kimutatni. igyfelrdulhat, hogy ez ennél messzelipmar az

épben torténik a mintavétel.

HUPIR regiszterink adatai alapjdn az o6sgmnuldéma 19%-at igazoltuk a fels
gasztrointesztinalis traktusban és 13%-ban izolattsak itt volt kimutathatdé. Ugyanakkor
minddssze egy (2%) kolitiszes betegben verifikddtgranuldmat a fels gasztrointesztinalis
traktusban, akinél igy a diagndzis IBD-U-rél CDwé@tozott. A nemzetkdzi adatok alapjan a
granuldma difordulasa a fels gasztrointesztinalis rendszerben gyermekkori CD-2&42%,
(235,236). Ez azonban nagymértékben fligg a biopsriatak szamatol, és a biopsziakbdl a
patolégus altal készitett metszetek mennyisgégéd. A multiplex biopszias mintak
jelenbségét és az ebBb készitett metszetek megfélelmennyiségét egy philadelphiai
koézleményben is hangsulyoztak, melyben izolaltaak@ fel§ gasztrointesztinalis traktusbol
13,4 %-ban mutattak ki granuldmat a CD-s gyerme&rk{235). A tanulmanyok szerint a
granulomatézus gyulladas a f&lgasztrointesztinalis traktus barmely részén jéddet, de
leggyakoribb a gyomorban. Ezt nem csak CD, haneyéleddrallapotok is éidézhetik:
kronikus granuldmas betegség, gombas infekcid,cHleticter pylori (H. pylori) infekcio, a
gyomor adenokarcinOmaja és szarkoiddzis is (23 an@O6ma kdrismézésekor erre is
gondolni kell, kilonds tekintettel a H. pylori iki@dra. H. pylori jelenléte ugyanakkor nem
zarja ki az IBD diagnoézisat, bar H. pylori infekciBD-ben ritkdbban fordul é| mint a
kontroll populacioban (238). Ebben a texasi vizati@n (344 IBD-s beteg és 4241 kontroll)
H. pylori negativ gasztritisz az IBD-s betegek 28b&n (duodenitisz 17 %-aban) volt, mig a
kontrollban csak 2%-ban (duodenitisz 2%-ban) fardidl.

Sajéat vizsgélatunkban a granuldma kisebb szazalkéés/a azzal magyardzhato, hogy nem
minden betegben és nem minden régidbdl tortént edtaini mintavétel. Irodalmi adatok
alapjan a fel§ gasztrointesztinalis traktus endoszképos és hasgit eltérései (pl. aftoid
tipust nyalkahartya-lézi6 vagy granuldma) az esel8Ro-aban megésithetik a CD
diagnézisat (216). Ebben a prospektiv vizsgalatbd¥b-nak (n=11/54) véleményezték az
OGD jelentségét a fels gasztrointesztinalis traktusban igazolt granul@iapjan, azonban
ebben a tanulmanyban 4 betegben (7,4%) ileokoliblsalizacié allt fenn, mely a CD
diagndézisanak kimondasat a granuloma jelenléte Uhélis lehetvé tette volna.
Vizsgalatunkban a CD-re jelleiizpecifikusabb eltéréseket (erozio, fekély, aftangloma)

a CD-s gyermekek 1/3-aban (31%) észleltlink, azorsbdelsy endoszkopia diagnosztikus
értéke9%-ra csokkent, amikor csak az izolalt kolitiszesteket vettik figyelembe.
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Felmérésinkben elemeztilk a CD-s gyermeBelegseg-kiterjedéséis, amely az irodalmi
adatokkal egye#®n a ,panentericus” fenotipus dominanciajat (42%jatta. Skét és magyar
szerdk is a ,panentericus” fenotipus (L3+L4) gyakoribléferdulasat irtdk le CD-s
gyermekekben, 6sszehasonlitva CD-sditkkel (43% vs 3 % és 45% vs. 28%) (236,237).
Izolalt fel$d gasztrointesztinalis érintettséget egy betegnél tedtunk igazolni, de ennek

gyakorisdga az irodalmi adatok szerint is nagyassany (5% alatti) (239).

Prospektiv vizsgalatunk egyedisége egyben korlé&otielent. Egyrészt a nemzetkozi
szakirodalomban ed&ént hataroztuk meg egy egész orszagban & felsdoszkopia
diagnosztikus jeledségét. Korabbi vizsgalatok csak egy, vagy néhamyroen adatait
O0sszegezték. Mast#d] mivel az egész orszag lefedettségére térekedtimkgalatunk nem
csak IBD centrumok adatait tartalmazzak. Ezzel raegghatd, hogy csak a betegek 56%-
aban (n=237) végeztek félendoszkopiat. Ez az arany nem tul magas, de aAgws
reprezentacio miatt valdésagsieen tikrozik a mindennapi gyakorlatot. Magyarogera9
IBD centrumban végzik a feélsendoszkopiat protokollszieen. Ezen centrumok alcsoport
analizise szerint felsendoszkopiat a betegek 88%-aban (140/164 betegpztek, amely
nemzetkdzi szinten is kivalo érték. Ezekben a oembkban specifikus fels
gasztrointesztinalis eltérést (fekély, afta és iénda betegek 35,5%-aban (38/107 beteq)
igazoltak, hasonl6an az orszagos értekhez (31%n Eul a fel§ gasztrointesztinalis (L4)
érintettség aranya sem kulonb6zott érdemben askgioct kozott (centrumok vs. orszagos).
Osszefoglalasként elmondhatd, hogy ad&fedmdoszkdpianal CD-re jelledizelvaltozast a
gyermekek 1/3-aban észleltiink és ez wégaron a CD-s gyermekek 9%-aban segitette a
korismézést. Tekintettel arra, hogy a éelendoszkopia kapcsén ssdnény ritkan
jelentkezik, a gyermekkori IBD diagnosztikus algarisaban a fetsendoszkoépia elvégzése

feltétlendl javasolhato.

VIII.1.3. A mannoz-koto lektin vizsgalata IBD-s gyermekekben

Munkéank az eddigi legnagyobb esetszamu, prospektsgéalat, amely az MBL deficiencia
eléfordulasat és a szérum MBL szinteket vizsgalta myikori IBD-ben. A kontrollhoz
képest alacsonyabb atlag MBL szinteket és alachiBly szintet (<500 ng/ml) talaltuk mind
CD-ben, mind UC-ben. Ezen kiviul az alacsony MBLnszisszeflggést mutatott az izolalt
termindlis ileum érintettséggel, illetve CD-ben BBL deficiencia (<100 ng/ml) a fiu

nemmel.
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A korabbi, felbttekben végzett vizsgalatok alapjan az MBL szer&pe-ben egyeidre
ellentmondasos. Fontos alapismeret, hogy szoroscskégi mutathaté ki az MBL2
polimorfizmusok és az MBL szérum szintek kozottorszan az MBL2 genetikdjanak
ismerete alapjan nem lehet a szérum MBL konceritr&éire megjosolni (240).

Az MBL variansok gyakorisaga (mutacio az 52, 54éses kodonban) szignifikansan ritkabb
volt sporadikus UC-s betegekben (29%), CD-s (43,1%9 kontroll egyénekkel
0sszehasonlitva (40,9%), amely a funkcionalis MButamiok protektiv hataséat vetette fel
UC-ben (86). Ezzel ellentétben Sivaram és munkatéaag 54-es kodon szignifikdnsan
gyakoribb mutécibit és ehhez tarsulva alacsonyabBL Mszinteket figyeltek meg a
kontrollhoz képest, ugyancsak UC-s betegekben (8@} tanulmanyban az MBL deficiencia
gyakorisadga és az atlag MBL szintek a 8irCD-s és UC betegekben hasonld volt, mint a
kontrollokban (88). Csak egy kis esetszamu lengyadgalatot végeztek gyermekkori IBD-
ben, amelyben az MBL2 variansoléferdulasat (az MBL deficienciaért fete ténye#éként)
szignifikAnsan gyakoribbnak talaltak CD-ben, mirnitaatroll, vagy az UC-s gyermekekben
(89).

Eredményeink szerint aMBL deficiencia eléfordulasa az IBD-s, illetve a kontroll
gyermekekben hasonlé volt, mint a korabbi, dtekben végzett kutatdsokban (88,241).
Azonban a feléttekben végzett felmérésekkel ellentétben, aacsony MBL szint
prevalencidjat gyakoribbnakz atlag MBL szinteket pedig alacsonyabbnak talaltuk az IBD-
s gyermekekben, a kontroll csoporttal 6sszehasanliEzt a kilonbséget teljes mértékben
magyarazni nem tudjuk, kulonb®zgenetikai és immunologiai faktorok lehetnek féselk a
jelenségért, hasonl6éan ahhoz, hogy a gyermek @ééttiari IBD szamos ponton markans
kilénbséget mutat (242). A kérdés teljes megvalasaboz tovabbi szimultdn gyermek és
felnétt IBD-s betegeket vizsgald tanulmanyok sziikségagéksben.

Jelen tanulmanyunkban nem talaltunk oOsszefliggésMBE deficiencia és a vizsgalt
szerolégiai markerek (ASCA és pANCA) kozo6ttCD-ben vagy UC-ben. A korabbi
vizsgalatok kapcsolatot taldltak a genetikai pragigicio (NOD2/CARD15) és az ASCA
antitestek jelenléte kdzott CD-ben (88). Az MBL et jatszhat ebben a folyamatban,
hiszen képes a Saccharomyces cerevisiae megkotéegése MBL deficiencia hozzajarulhat
az ASCA termeléshez, hiszen a fokozott mannéz égozspecifikus immunvalaszt és
ASCA termelést stimulélhat (243).

Az MBL szintek és &linikai fenotipus Osszefliggésének elemzésekor az alacsony MBL

szintek Osszefliggést mutattak a termindlis ileumteaitséggel CD-s betegeinkben. Egy
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Seibold és munkatarsai altal publikalt kozleménybaeralacsony MBL szint €s a genotipus
vékonybél érintettséggel tarsult (243).

Az MBL szintek és aklinikai fenotipus kozotti dsszefliggést mostanaig nem vizsgaltak
gyermekkori IBD-ben. Jelen munkankban 6sszefluggdditunk az alacsony MBL szint és a
termindlis ileum érintettség kozott. Megfigyeléséhkaz MBL gén extrahepatikus
transzkripciéja magyarazhatja a vékonybélben, mebgyfath és munkatarsai is kimutattak
(77). Méas vizsgélatban nem talaltak szignifikans IMBgén expressziot az intesztindlis
szovetekben (78). Ugyanakkor ebben a kdzleménybalkeMés munkatarsai azt figyelték
meg, hogy az MBL deficiencia, a mannozt expressaé&&onybél patogénekre adott
valaszként fokozott ASCA termelést és excesszivemx@ntalis kolitiszt eredményezett
egerekben. Elképzelliet hogy az MBL2 polimorfizmusok, alacsonyabb MBL reet
eredményezve, a vékonybél bakterialis talnévekad&séményezhetik. igy lehetséges, hogy
az MBL, mint véd faktor, a fagocitdzis fokozasa (244), vagy a mikganizmusok
intesztinalis sejtfelszinhez val6 kapcsolasa ré2a5) szerepet jatszik a vékonybél
viszonylagos sterilitAsanak fenntartasaban. Tovéti#pzelhet, hogy az MBL hiany gatolja
az apoptotikus sejtek normal eltavolitasat és feleee mechanizmusat”, mely
kovetkezmeényesen felfedheti a korabban rejtettt sajgtigéneket, csokkentheti a sajat
antigénekkel szembeni toleranciat és autoimmunafoBtok felefsodését eredményezheti
(246).

Mivel atermészetes immunitasbaraz MBL mellett a TLR2 és TLR4 is igen fontos spate
tolt be, érthet, hogy a két tényéit egyitt szamos gyulladasos folyamatban vizsggRék-
249). Nazofaringealis kolonizacios vizsgalatokbamutattdk, hogy az MBL és a TLR2,
TLR4 polimorfizmusok bizonyos bakteridlis koloniadkra hajlamositottak a csecséket
(248). Ujabb tanulmany igazolta, hogy az MBL szérdi felismeé lanca kapcsolodik a
TLR4 oligoszaharid komponensével, melynek valGdein szerepe van a MyD88 medialt
jelatvitelben (249). Az MBL TLR4-hez tortérkapcsolata d6zisdependens, tovabba az MBL-
TLR4 interakcié gatolia az LPS indukalta NFKB gahikciot, és a kovetkezményes
citokintermelést (TNFalfa és 1L12) (250). Mivel &2BL és a TLR4 IBD-ben egyarant
kérosan valtozik (lasd kébb, a TLR vizsgalatainknal), feltételezbehogy ennek szerepe
van a patomechanizmusban.

Munkankban vizsgaltuk azVIBL szintek, a CRP és az aktivitasi indexek kozotti
Osszefliggést. Magyarorszagi f&n IBD-s betegekben végzett felmérés eredményeivel
egyeden (88) az MBL szintek nem mutattak OsszeflggésCRP és az aktualis

betegségaktivitasi index értékével, sem CD-ben, d€ben. Ez nem megléphiszen a CRP
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koncentracidja gyulladas kdzben gyorsan, akar 1liB-kzeresére is emelkedhet, szemben az
MBL szint mérsékelt (2-3-szoros) és lassu (1-2 ehédt kivaltd esemény utan jelentkgz
novekedésével (251).

Osszefoglalva, vizsgalatunkban az IBD-s gyermekekilacsonyabb MBL szintet igazoltunk

a kontrollokhoz képest. A CD-s és UC-s betegek M&lintje k6zott nem észleltiink
kilénbséget. Ezen kivll az alacsony MBL szint oEejggest mutatott a terminalis ileum

érintettséggel CD-ben.

VIIl.1.4. A PAB, rPAB, GAB, ASCA és pANCA antitestek vizsgalta IBD-ben

Szeroldgiai vizsgalatunk a legnagyobb esetszamnmizgle a nemzetkdzi irodalomban, amely a
PAB, rPAB és GAB antitestek diagnosztikus értékatamint a relevans fenotipus-szerotipus
Osszefuggéseét vizsgalta gyermekkori IBD-ben. Ezeéwilk meghataroztuk az ismert
szerologiai markerekkel (ASCA és pANCA) tordérkombinacidés mintazatot, amely
jelentsen javitotta az alaphelyzetben csekély szenZsivértéket.

Vizsgalataink szerint @AB pozitivitas CD-ben (34%) dsszhangban van a §&lrnBD-s
betegek vizsgéalatai alapjan ezt mégéen kozolt adatokkal. AEPAB prevalenciaja kissé
magasabb volt (nem szignifikansan), mint a PAB-B:(86,5 % vs. 34,3 %, UC: 24,5% vs.
20,4%). A PAB prevalenciajat 27-39%-nak talaltdkdtt CD-s betegekben, ezzel szemben
UC-ben csak 0-5%-nak (66,69,74). Ismert olyan ki&ey is, ahol a PAB antitesteket csak a
CD-s betegekben tudtak kimutatni (69).

A PAB antitestek specificitasa CD és UC vonatkohasdamagas, azonban szenzitivitasuk
alacsony. Vizsgalatunk egyik legfontosabb gyakogaiéke, hogy a PAB és ASCA/ANCA
tesztek kombinalt alkalmazésa ndvetizzrologiai markerek szenzitivitasalCD-ben és UC-
ben egyarant (kombinacié szenzitivitasa CD-ben:4®7, UC-ben: 80%). A témaval
kapcsolatos alapkutatasok kozil figyelemre mélidgyha PAB célantigénje, a GP2, az
intesztinalis epitel sejtek apikalis felszinén egszalodik és alapvetszerepet jatszik a
szervezet baktérium-specifikus mukdézalis immunw@ask kivaltdsaban (252,253). Vagyis
ebben az esetben a GP2 teremti meg a k6z6s pokliatkai szeroldgiai vizsgalat és az IBD
patomechanizmusanak alapkutatasa kozott.

A korabbbi, feltt IBD-s betegeket vizsgaléo tanulmanyokban nem eglydiek az
O0sszefliiggések RAB antitestek és aCD fenotipusa kozott.Joossens és munkatarsai negativ
Osszefliggést figyeltek meg a PAB antitestek, éxikiitettel jaré CD fenotipus kozott (71).
Ezzel ellentétben, mas vizsgalatokban a PAB gyhkoebtfordulasat mutattak ki skilettel

jar6 és a penetraldo fenotipus esetén (70,75). Hdetl Osszefliggést igazoltak PAB
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pozitivitas €s a perianalis érintettség, valamintextraintesztinalis manifesztaciok kodzott
(70). Jelen tanulmanyunkban a PAB sem a gyermekkorben, sem a gyermekkori UC-ben
nem mutatott 6sszefliggést a klinikai tiinetekkdébkalizacioval, a gydgyszeres kezeléssel, a
sebészi beavatkozas szikségessegevel és az esutirdlis manifesztaciokkal sem.
Bogdanos és munkatarsainak 0j, megjelenés alattiekiényében CD-ben az anti-GP2
antitest jelenléte (rPAB analég, 2-es tipus) kaitebz ileokolikus lokalizacioval és a
striktaras formaval, perianalis érintettséggel (2%&bben a felétteket és adoleszcens korban
levé IBD-s gyermekeket elemiztanulmanyban érdekes médon a gyermekekben ataai-
antitest szignifikhnsan gyakoribb volt az L3 (ilétkus) lokalizacional. Sajnos a 271
beteglsl csak 31 volt gyermek, amely ezt a konkluziot gyigin Mivel a gyermekkori CD-n
belll az egyre fiatalabb életkor inkdbb kolon éritgéggel jar (L2), joggal tételezhefel,
hogy egy nagyobb esetszamu és fiatalabb gyermekeeind vizsgalatban az altalunk
igazolt eredményt kapnank, vagyis, hogy nincs dégges a PAB és a lokalizacio kozott.
Osszegezve: fetttekben a gyakoribb terminalis ileum érintettséd)(lehet az oka annak,
hogy a PAB 6sszefliggést mutathat a sulyosabb faim@enetrancia, §kilet, perianalis
erintettség).

Felnsttkori UC-benkehelysejt elleni antitesteket (GAB)mutattak ki felibttekben (69). A
kehelysejtek mucint termelnek, melynek egyrésztkazus anyagként lubrikans szerepe van,
masrészt a kulonbézmikrobdk megkdtésével nem specifikus védelmet tnygy szerepet
jatszik az intesztinalis homeosztazis fenntartasaba

Korabbi tanulmanyokban a GAB antitesteket 28-30%posvalenciaval igazoltdk UC-s
betegekben (69). Mas kdzleményben azonban enrciasigabb éifordulasrél szamoltak be
mindkét betegségben (70). Ezek az eltérések valfiegi a nem teljesen homogén
beteganyagbdl és az eliénddszertani kilénbségekberednek, mert a vizsgalatokat ELISA
vagy immunfluoreszcens modszerrel végezték.

Gyermekekben végzett vizsgalatunkban a dInUC-s betegekben igazolt GAB
prevalencianél alacsonyabb éfgrdulast (12,2%) talédltunk. Ennek egyik lehetsge
magyarazata lehet a betegek fiatalabb életkoraor@bbi adatokkal dsszhangban (70) UC-s
betegeinkben nem tudtunk 6sszefliggést kimutatnGAB antitestek és a betegség
fenotipusa, a terapia, a sebészi beavatkozas ig@agyeaz extraintesztinalis manifesztaciok
kozott. Eredményeink alapjan a GAB antitestek kinialkalmazhatésaga a gyermekkori IBD
diagnosztikdjaban csekély, igy elemzése nem ajanlot

Jelen vizsgéalatunkban a#SCA és pANCA antitestek megjelenését is elemeztik, bar ezek

megoszlasarél mar szamos gyermekkori adat ism&+dén (61,64). Hazai, nagy esetszamu
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vizsgalat ebben a témakérben még nem volt, ezétamint a PAB és GAB antitestekkel
tortérs, nemzetkdzi viszonylatban is Ujdonsagnak szamggites meghatérozas miatt
vontuk be tanulmanyunkba ezt a két szeroldgiaiofdkt

Vizsgalataink alapjan a&aSCA prevalenciaja CD-ben(72,8%) hasonlo volt az @éekben
publikalt gyermekgydgyaszati adatokhoz (44-76%),681255,256). Az egyes tanulmanyok
kozotti kulénbodségeket az eltérvizsgalati médszerek, a nem homogén életkor (&latt
ASCA, pANCA keveésbé termédlik) és a vizsgalt betegek eliéfenotipusa magyarazhatja.
Az ASCA antitestek jeletisége CD-ben ismeretlen, leginkabb a fokozott initedts
permeabilitas és bizonyos genetikai térkez(NOD2/CARD15) allnak kialakulasuk
hatterében. Ez utébbit bizonyitja, hogy az ASCAiparas gyakorisagat 20-25%-nak talaltak
a CD-s betegek eaisfoki rokonaiban, mig egészséges egyénekben cHan r(0-5%)
mutathatok ki ezek a pékéleszlleni antitestek. Tanulmanyok bizonyitjak, hogy ASCA
antitestek jelenléte Osszefliggést mutat diedkben a fiatalabb életkorral a betegség
kezdetekor, az ilealis érintettséggel, a sztenldti#32) és penetrald (B3) formaval, valamint a
sebészi beavatkozasok emelkedett rizikgjaval (256).

Eredményeink igazoltak ezeket az 0sszefliggésekeCAApozitivitds €s a szédmeényes
(penetrald és sztenotizald) betegség, valamint rear@dis érintettség kodzott. Ezen kivl
azokban a CD-s betegekben, akikben nagyobb szanCAA&htitest valasz volt jelen, a
szowdmeények (B2, B3) és a perianalis komplikaciok je&st nagyobb gyakorisaggal
eszleltuk.

Erdekes modon aASCA pozitivitast UC-s betegeinkben magasabbnak talaltuk a korabbi
kozlemények eredményeivel dsszehasonlitva. Ennidréen valdszitleg az all, hogy UC-

s betegcsoportunkban a primer szklerotizalé kotasrmgs (PSC) betegek szama viszonylag
magas volt (13/49 beteg). Egy kdzlemény ugyanidl a@amolt be, hogy a PSC-s betegekben
az ASCA megjelenése magas (44%) (257). Eredményéirdzt a tényt figyelembe véve, az
ASCA antitestek jelenléte a nem PSC-s UC-s betkem mas publikaciok eredményeihez
hasonlé volt (258).

Ujabb adat, hogy ujonnan kérismézett CD-ben azsalag slly és testmagassag pozitiv
0sszefuggést mutatott az ASCA jelenlétével (259).

A pANCA prevalencigjat a korabban publikalt eredményekkel edyezk talaltuk UC-ben
€s CD-ben is (UC: 77,5%, CD: 33%) (61). Bar a pAN€&l&sorban UC specifikus marker, a
CD-s betegek kb. negyedében is kimutathato, leginkidt, ahol a CD a kolonra lokalizalédik
(260). Ismertek olyan kozlemények is (hasonloaratsaidatainkhoz), ahol a pANCA

pozitivitas és a CD lokalizacidja k6zott nem vadtrielacio (261).
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Vizsgalatunkban elemeztik kombinalt markerek diagnosztikus pontossagatis. A
kordbbi, feldtt IBD-ben igazolt adatokkal egy&en a PAB specificitdsat 100%-nak,
szenzitivitasat azonban alacsonynak (CD: 34%, U@4%) talaltuk. A szenzitivitds az
ASCA, illetve pANCA kombinaciok alkalmazaséaval ekeslett (CD-ben: 87,4%, UC-ben:
80%). Emellett a kombinalt markerek specificitasakckismértékben csokkent, ezt CD-ben
89,3%-nak, UC-ben 94,2%-nak talaltuk.

Szerologiai eredményeinket dsszefoglalva kijeletjiilke hogy a pankreasz- és kehelysejt
elleni antitestek specifikusak ugyan IBD-re, de altkazasuk onmagukban -alacsony
szenzitivitAsuk miatt- diagnosztikus célbdl nemagalt. Szerologiai markerek kombinalt
alkalmazasa azonban a szenzitivitdst fokozza, ehédznalatuk a gyermekkori IBD

diagnosztikajaban éhyos lehet.

VIII.L1.5. A TLR2, TLR3 és TLR4 expressziojanak vizsgalata kraikus
gyulladasos bélbetegségben szenved (IBD-s) gyermekek kolon
nyalkahartyajaban (199)

Vizsgalatunkban etdkeént elemeztik a természetes immunitasban fontdR2TIOTLR3 és
TLR4 expressziot frissen korismézett (fd) IBD-szék, relapszusban 18v(r) IBD-s és
kontroll gyermekek kolon nyalkahartyajaban. Uj adist értékét az is néveli, hogy a frissen
kérismézett betegek kezelést nem kaptak, vagyismaaunszuppresszio alkalmazasa nem
befolyasolta az eredményeket. Masrészt ugyanablareggénben a koros-gyulladt és
makroszkdposan ép mukozat is elemeztik. Ez a nételvnodszer azért volt fontos, mert az
adott IBD-s beteghl a 2 kulénbéd minta (gyulladt €s nem gyulladt), értelemsmsser
ugyanabban a genetikdju egyénben, ugyanolyan kdetiyeenyedk, taplalkozas melletti
mintavételt jelentette.

Vizsgalatainkban &LR2 és TLR4 mRNS és fehérje expresszio szignifikansan fokottédo
mind az fdIBD-s, mind az rIBD-s gyermekek kolon Ikgdartyajanak gyulladasban tev
szakaszan a kontrollokhoz képest. Mindkét aktiv Bpopulacioban a gyulladt- és nem
gyulladt tertletek hasonld mértékben expresszatad R-eket. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a TLR2 és TLR4 fontos-, de nem ihiciazerepet toltenek be az IBD
patomechanizmusaban.

Allatkisérletek alapjan ismert, hogy a TLR4 mut&68H/HeJBir) és TLR4 hianyos egerek
fokozottan érzékenyek a dextran-szodium-szulfatSpisdukalt kolitiszre, a vad tipustakhoz

képest (262). Ez arra utal, hogy az intesztingdisedalis barrier integritAsahoz szikséges a
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megfeleb TLR4 mikddés, hiszen a kommenzalis baktériumok altal kitate védelem
jelentbsen meggyengil a TLR4 csokkentikiidésekor (263). Az intesztindlis epitelidlis
barrier védelmében a kommenzalis baktériumok atdukalt TLR2 jelatvitel is szerepet
jatszhat, bar - ellentétben a TLR4-gyel - a TLRak&ent funkcioja 6nmagaban nem noveli
az epitelialis permeabilitast (264).

A TLR-ek expresszidjat IBD-s gyermekekben korabbay nem vizsgéltak, fedttekben is
csak néhany kdzlemény ismert. Elke Cario E és manéa mar kezelt, fetitt IBD-s betegek
és kontrollok terminalis ileum-, valamint kolon pgzias mintaiban hataroztdk meg a TLR2-
TLR5 expressziot (265). A TLR4 fehérjeszint az IBDbetegek kolon nyalkahartyajanak
gyulladasban lé& és gyulladasban nem k&wzakaszan is megemelkedett, mig a TLR2 és
TLR5 fehérjeszint valtozatlan maradt a kontrollokhdszonyitva. A TLR3 fehérjeszint a
CD-s kolon nyéalkahartyajanak gyulladasbanétées gyulladasban nem lkewszakaszan is
csokkent, mig UC-ban valtozatlan maradt a kontkbléz képest.

Eredményeink részben korrelalnak ezekkel az adatpkiiszen az IBD-s gyermekek kolon
nyalkahartydjanak gyulladasban déwszakaszan mi is magasabb TLR4 fehérjeszintet
detektaltunk. Ellenben az IBD-s gyermekek kolonlkaidartyajanak gyulladasban nemdév
szakaszan a TLR4 fehérjeszint nem tért el a kdok@élol. Tovabba az IBD-s gyermekek
kolon nyalkahartyajanak gyulladasban déwzakaszan magasabb TLR2 fehérjeszintet
igazoltunk, ami szintén ellentétes Cario és mumkatdak adataival. A kilonbségek
adodhatnak a betegek eliékletkorabol (felittek/gyermekek), az elt@rkontroll csoportbdl
(polipektomian, rakdmésen résztvék/bélverzés, szekrekedés miatt vizsgalt), illetve
metodikai okokbal.

Egy masik, szintén felitt IBD-s populéacioban TLR1-TLR5 expressziot vizsghlszigmoid
divertikulitiszes betegeket kontrollokkal ¢sszehdidoa (266). A kontrollok kolon
nyalkahartyajaban nem tudtak kimutatni TLR1-TLRpm®ssziot. A TLR2, TLR4 és TLR5
expresszid gyulladasfuggn indukalédott és expresszaldédott a kolon intraiméaks
makrofagjaiban. Eredményeink korrelaltak ezekkeladatokkal, hiszen a TLR2 és TLR4
gyulladasfugg expresszidjat a kolon mukoézaban mi is igazoltuk.

A harmadik vizsgalatban szintén féth IBD-s betegek kolon nyalkahartya dendritikus
sejtieinek (DC) TLR2 és TLR4 fehérjeszintjét vizkgla FACS-al (267). Az egészséges
kontrollok mukozalis DC-i csak kis mennyiségben resgzéaltak TLR2-t és TLR4-et, mig
IBD-ben mindkét TLR expresszié szignifikhnsan eredidt, hasonlban a mi
eredményeinkhez. Ebben a koézleményben nem talalbakzefliggést a betegek

immunszuppressziv kezelése (AZA) és a TLR pozitB+szama kozott, bar a székznem
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tértek ki arra, hogy az IBD-s betegek remissziobagy relapszusban voltak-e a biopszia
vételének idpontjdban.

Az IBD-ben kimutatott fokozott TLR2 és TLR4 expregskialakulasara az egyik lehetséges
magyarazat, hogy az epitelialis barrier karosoddsaetkeztében a bélnyalkahartya sejtjei
nagyobb mértékben érintkeznek a lumindlis bakieriahtigénekkel és ez vezet a TLR-ek
fokozott expresszidjahoz (266). Masiekorabbi vizsgélatok igazoltak, hogy a bakteriélis
komponensek mellett bizonyos citokinek és nekrddiz®jtkomponensek is mddosithatjak a
TLR-ek expresszidjat. Ezek az INFgamma és a TNFalfalyek jelenis patofizioldgiai
szerepet toltenek be az IBD kialakulasaban, miekbZzak a mukdzalis epitelidlis sejtek
TLR4 expressziojat (268,269). Hasonlo folyamatotsgédnak le hipoxids kérlilmények
kozott is: vese iszkémias karosodasakor a rengiiglidlis sejtek TLR2 és TLR4 mRNS
expresszidjanak fokozédasa INFgamma és TNFalfsam&ovetkezik be (270).

Figyelemre mélté az a kézelmultban megjelent pdlgik, ahol Bechet-korban elemezték a
NOD2 és a TLR expressziot (271). A korkép azérieked, mert a klinikai kép nagyon
hasonl6 lehet IBD-hez (hasféjas, fogyas, véreslsizéikileti fajdalom, izileti gyulladas),
sokszor differencialdiagnosztikai problémat jelenta mindennapi gyakorlatban. Ebben a
vizsgalatban Bechet-kéros betegekben a NOD2 és R2TLTLR4 mRNS expresszid
szignifikansan fokozott volt a kontrollhoz képest. TLR2 és TLR4, valamint a NOD2
szinergista moédon fokozta a proinflammatérikus kiitek (Thl) expresszigjat, amit a
fokozott T-bet MRNS megjelenés is jelzett.

Egy masik vizsgalatban Bechet-koros betegek p&dgénvérének sejtjeit (PBMC) és
intesztinalis mukozajat pérhuzamosan elemezték )(27& is, hasonléan a mi
eredmeényltinkhdz, csak az érintett |ézidban taldibédozott TLR2 és TLR4 expressziot. A
sejtes elemek kozil a CD68 és a TLR2 pozitiv malgok toltottek be a legfontosabb
szerepet a Thl irAnyba generalt citokinek termegkisés indukcidjaval, melyben kdzponti
szerepe az altaluk termelt IL12-nek volt. Kiemetégrdemes, hogy a TLR2 ligandja a
PBMC-k felszinén és az intesztinalis muk6zabanHSR60 volt.

IBD-s gyermekekben a TLR expresszio vizsgalatardilipalt kézleménylnk megjelenése
Ota az elmult években szamos tanulmany és citanibetett, melyek igazoltak, hogy a
fokozott TLR expresszio ébegiti a mikrobialis produktumok felismerését deoftza a vellik
szemben kialakul6 immunvélaszt (273,274). A mikéatibitermékek és citokinek altal aktivalt
TLR-eken keresztil a CD40 expresszié fokozédik BD-b betegek gyulladasban v
mukdzajaban (275,276). A CD40/CD40L interakcié andidikus sejtekben Thl iranyu
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citokinvalaszt general (TNFalfa, IL1, IL6, IL8), a&hy fontos szerepet jatszik az IBD
patogenezisében (277,278).

Részleteiben nem ismert viszont, hogy a fokozotRZles TLR4 expresszid mennyiben tolt
be kdzponti szerepet az IBD patomechanizmusabannyileen tekinthet iniciativ faktornak

€s mennyiben csak egy kévetkezményes, gyulladikapatolatos jelenségnek?

Vizsgalataink alapjan, miszerint a frissen korisetez2s a kezelt, de relapszusbanélev
betegekben a mukdzélis TLR2 és TLR4 egyarant maglastovabba a makroszkdéposan nem
erintett IBD-s mukdzan megjelérexpresszio a kontrollhoz hasonlo volt, arra ubalgy a
TLR inkdbb a gyulladas elmélyitésében tolt be fensaerepet, a korabban leirtak szerint
(mukozalis kdrosodas, permeabilitds nbvekedés).

Mas vélemények szerint gyulladasos mediatorok heda3LR pozitiv DC-k vandorolnak
ujonnan a verll a gyulladasban lévmukozaba és ez vezet a fokozott TLR expressziohoz
(279). Ennek az elméletnek ellentmond, hogy a ggulbélnyalkahartya intesztinalis DC
sejteiben nem tudtak kimutatni fokozott TLR1 és BLékpressziot (266).

Akar primer, akar szekunder szerepet jatszik a 8zRBD patomechanizmusaban, az biztos,
hogy fontos ténydy és a jovben akar terapias cél (,target”) is lehet, hasamléa anti-
TNFalfa terapidhoz. Koradbban alapkutatasok igakpltéogy a TNFalfa fontos szerepet
jatszik IBD-ben. Bar nem csak ebben a korképbetofrés nem kivaltd tényézaz elmult
masfél évtizedben mégis Oridsi sikert égalepést jelentett az anti-TNFalfa terdpia az IBD
kezelésében (280,281).

Eredményeinket 6sszefoglalva megallapithatd, hofpkazott TLR2 és TLR4 expresszidonak
szerepe van az IBD patogenezisében. Azonban azyahégy a TLR2 és TLR4 expresszio
csak a gyulladt mukézaban volt emelkedett, arrg btzgy szerepik nem éldleges, azaz
nem a betegség kivaltasaert fétlk, hanem masodlagos, vagyis a betegség fenataatas

jatszanak szerepet.

VIIL.1.6. Az iAP expresszidjanak vizsgalata gyulladasos béltsységben szenveéd

(IBD-s) gyermekek kolon nyalkahartyajaban (200)

Az IBD-s gyermekekben végzett TLR kutatasunkhoz\emen kapcsolodik az intesztinalis
alkalikus foszfatdz (iIAP) vizsgéalata, hiszen ezazim defoszforildlja az LPS-t, ezéltal egy
inaktiv, nem toxikus forméat hoz létre. Ez a defosidlas lehetetlenné teszi az LPS és a
TLR4 ko6zotti interakcid kialakulasat, igy a veleleétt immunvalasz aktivalodasa nem

kovetkezik be, a mukdzalis integritas nem sért).(17
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A nemzetkdzi szakirodalomban &kent vizsgaltuk az IAP enzimet olyan IBD-s
gyermekekben, akik terdpiaban még nem részesilmkabba elsként elemeztik az AP
megjelenését fehérjeszinten és a TLR4-gyel toértéesetleges kdzbs megjelenését.
Vizsgalatainkkal igazoltuk az iAP csokkent expré§st IBD-s gyermekek gyulladt kolon
mukdzajaban és a TLR4-gyel torééagylttes difordulasat

Korabban csak egyetlen human tanulmany jelent raeggly feltt IBD-s betegekben
vizsgalta az iAP szerepét, de itt a betegek marunsnuppressziv kezelésben részesiltek és
nem mérték az IAP fehérje mennyiségét sem. Ebbewizsgalatban csokkent LPS-
defoszforilalo aktivitast talaltak, amelyet az iA&ktivitds csokkenésével magyaraztak.
Eredményeik szerint ugyanis az iIAP mRNS expresszitkkent a CD-s felitt betegek
gyulladt mukézajaban, a kontroll mintdkhoz képekd3). A mi vizsgalatunkban az iAP
MRNS expresszidja a vizsgalt csoportok kozoétt sfikfimsan nem kilonbozott. Az eltérésre
egyik lehetséges magyarazat, hogy Tuin és munlkatats kozleményében a betegek tobb
mint fele immunszuppressziv kezelésben (infliximabetotrexat, kortikoszteroidok és
tiopurin) részesult a mintaggés idején, amelyek nagymértékben befolydsolhatzk AP
MRNS szintézisét. Ezt a gondolatmenetésigregy olyan tanulmany, amelyben kimutattak,
hogy a gyulladt szovetek A&ltal termelt reaktiv @xig gyokok a mukozalis sejtek
megnovekedett iIAP aktivitdsat okozzak (282). Vagyis legaldbbis részben, azért nem
tudtuk mRNS szinten a cstkkenést kimutatni, méetageink még kezelést nem kaptak.
Klinikai relevancia szempontjabdl az mRNS-nél sdkiantosabb, hogy a transzlaciokor
eb®l mi valosul meg; létrejbn-e az enzim, kialakul-e aktiv fehérje? Ha hianyzik,
beadasanak lehet-e terdpias konzekvencidja? Eppént &iemelt jelerdsédi, hogy
eredmeényeink alapjan kezelésben még nem részB&Hs Igyermekek kolon nyalkahartyajat
vizsgalva csokkent IAP fehérjeszintet mutattunk &mely a korabbi vizsgalatok alapjan
csokkent LPS detoxifikacioval, kovetkezményesen miggkedett TLR4 aktivaciéval jar.
Immunfluoreszcens vizsgélatunk egyértéém igazolta, hogy az iAP és a TLR4 térben
szorosan egyitt expresszaladik.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy kezeldB®-s gyermekekben csdkkent az iAP
fehérje. Ennek alapjan felmeril, hogy az iIAP adkssetleg adjuvans terapias szerepe lehet
az IBD kezelésében a jolven. Ezt tAmasztjak ala korabbi vizsgalatok isbtallatmodellben
kimutattak az iAP bélgyulladasra gyakorolt kedvdmtasat. IAP knock-out (KO) és vad-
tipusu (WT) egerek dsszehasonlitd vizsgalatdbanA&z KO egerekben megnodvekedett
bakteridlis transzlokaciot és TNFalfa expressziatattak ki, a WT allatokhoz képest (283).
Egy masik, DSS altal indukalt kolitiszes modellben IAP KO allatokban a bélgyulladas
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sulyosabb volt, tovabba az oralisan adott iAP tédblenindkét csoportban csokkentette a
kolitisz tlineteit (284). Ezeket a pozitiv hatasobgy Gjabb tanulmany is igazolta (IAP adasra
csokkent kolitisz és bakterialis transzlokécid),eymek Ujdonsdga az volt, hogy az iAP
kezelést rektalis enema (bedntés, klizma) formajabalkalmaztak (285). Az 6sszehasonlito
vizsgalatok azt mutattak, hogy a lokalis, klizméadas az oralis kezelésnél hatékonyabbnak
bizonyult. Ennek human vonatkozasa is lehet &hén, hiszen kolitiszes gyermekekben is
lehetne az iAP-ot klizma forméjaban alkalmazni.

A koradbban emlitett, felitt IBD-s betegeket eleniziAP tanulmanyban DSS indukalt
kolitiszes patkanymodellt is vizsgaltak: IAP takbdstterapias intervenciot alkalmazva (183).
A székletben mért iAP enzimaktivitds megemelkedettiAP tabletta hataséra, a kolitisz
tiinetei pedig makroszkoposan és mikroszkoposarr&ugfyesokkentek a placebo csoporthoz
képest (183).

Az allatkisérletek mellett egy felit UC-s betegekben végzett ,pilot” vizsgalat iszagha az
IAP kezelés kolitiszre gyakorolt jotékony hatédsaBg). Ebben a cseh tanulmanyban 21
hagyomanyos kezelésre rezisztens beteget (23-5/batgk be, ahol a betegek 30.000 egység
iIAP-enzimet kaptak intraduodenalisan. A kezelés @&éttel az aktivitasi index, a C-reaktiv
protein és a széklet kalprotektin szintjei szid@ifisan csokkentek. Ezek az eredmények
igéretesek, IAP adasa a {ien javasolt lehet az IBD adjuvans terapidjakéet,fahtos
megjegyezni, hogy ebben a vizsgalatban hianyzeptaeebo kontrollcsoport (286), igy még

tovabbi vizsgalatok szikségesek.

VIII.1.7. Immunfenotipus elemzés aktiv €s remisszioban @€ D-s gyermekekben
(201)

Immunfenotipussal kapcsolatos PBMC-s vizsgalatunkifidgssen diagnosztizalt CD-s
gyermekekben geleszlletett immunitasbanszerepet jatszo NK és NKT sejtek alacsonyabb
prevalencigjat talaltuk, Th2 eltolodassal parhuzsano Ezen kivul az antigén prezentald
sejtek, igy a monocitak és DC-k prevalencidjanafilamint az mDC/pDC aranyanak
novekedeését is megfigyeltik. Ezek az immunsejtekremunvalasz elinditoi, igy az effektor,
vagy memoria sejtek aranyanak novekedéséhez isajdmainak. Az Ujabb adatok alapjan
megalllapithatd, hogy az mDC és pDC szubpopulacklgajatos szabalyoz6 szerepik van,
mert az mDC sejtek a citokin niitl fliggéen az immunvalaszt nem csak Thl, hanem Th2
iranyba is tolhatjak (287). Ez magyarazhatja (m@&parany noévekedése) a periférias
vérben megfigyelt Th2 dominanciat. Tovabbi Uj erédgiink, hogy a frissen kdrismézett

CD-s betegekben a TLR2 és TLR4 markereket expriésszanocitak és DC-k prevalencidja
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magasabb volt az egészséges kontrollokhoz képeziel Eaz adattal korrelal korabban
ismertetett kozleményiink eredménye: a frissen k@mett CD-s gyermekek mukdzajaban
fokozott TLR2 és TLR4 expresszi6t talaltunk (199).

Ujonnan koérismézett CD-s betegekben aaptiv immunitassal kapcsolatos paraméterek
kozil kiemelend, hogy a periférias CD4sejtek prevalenciaja nem kilénbdzott a kontralltdl
hasonl6an a koradbban féth IBD-s betegek vizsgalata alapjan publikalt adhtz (288).
Ezen kivil, a felattkori eltérésekhez hasonldan (289-291), az akti®&l4™ sejtek magasabb
aranyat talaltuk. Bzetesen feltételeztiik, hogy ennek hatterében a Jeggk alacsonyabb
szama all, hiszen feditt IBD-s betegekben ennek a sejttipusnak alacsdnpaévalenciajat
figyelték meg (292). Eredményeink ezt a feltétedezéem igazoltak, mivel a FoxP3ejtek
prevalencidja nem tért el a kontrollokétdl. Ez eedenényiink tehat ellentétben all az IBD-s
felnéttekben leirtakkal. A kilénbség hatterében az életkajatossagok mellett az allhat,
hogy vizsgalatunkban a Treg sejteket nem Cb2&presszié alapjan, hanem a sokkal
specifikusabb FoxP3ranszkripcids faktor révén azonositottuk.

A kllénb6d metodikadk kozti kulonbdséget ki lehet zarni, ha egyszerre, ugyanazzal a
technikaval mérink gyermek- és féltkori IBD-s mintdkat egyarant. Ezt alkalmaztak egy
norvég tanulmanyban, ahol IBD-s betegékl{igyermek és feldit) vett intesztinalis
muko6zaban hataroztak meg a FokABeg sejteket és a CD2&ktivalt makrofagokat (293).
Mindkét sejttipus expresszidja fokozott volt, a myekkori és a feléttkori mintakban
egyarant, azonban érdekes modon a termindlis ilaombd Treg sejtek gyermekkori
megjelenése nagyobb aranyu volt, mint d&korban. A szerdk ezzel magyaraztak azt a jol
ismert tényt, hogy gyermekkorban az izolalt terindlum érintettsége ritkabb, mint
felnéttkorban.

Immunfenotipus vizsgalatunk masik részében CD-srmggkekben elemeztik kezelés
hatasat az aktivitasi index (PCDAI) flggvényében. Remisbaid a veleszlletett
immunvalaszt szabalyozd NK és NKT sejtek ardnya megnévekedstgbba az mDC/pDC
aranya, valamint a TLR2-t és TLR4-et expresszalonaonimak és DC-k prevalenciaja
normalizalédott. Tehat az immunszuppressziv kezel@vetkeztében, a PCDAI
normalizalédasaval egyitt a jellegzetes immunfenstieltérések visszatértek a kiindulasi
szintre. Ez részben eltér az IBD-s fitekben leirtakkal, ahol az aktivalt és effektosdjtek
prevalencidja magasabb maradt a terdpia ellen&&225), tovabba UC-ben a Treg sejtek
szdma meég magasabbak volt, mint CD-ben (296). Wlasgink alapjan a Treg sejtek
felteheben nem jatszanak szerepet a remisszios folyamathgpanis prevalenciajuk

valtozatlan maradt az aktiviths meg@seése utan. Itt aadaptiv immunitas oldalardl azt
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talaltuk, hogy a Thl prevalencia mégna kezelést még nem kapokhoz képest, tovabba a
Th1/Th2 ardnnyal egyutt normalizalodott azetsmisszié alkalméaval.

Immunfenotipus vizsgalatunk harmadik részébapszusbanlévs, a hagyomanyos kezelésre
nem reagaldo CD-s gyermekeket vontunk be és kezeltifiximabbal (IFX). Ezekben a
betegekben a természetes- és a velesziletett iraauanotipusa hasonld volt a kezelésben
még nem részeslultekéhez.

Az IFX kezelés kodvetkeztében \elesziletett immunitassejtes elemeinek, igy az mDC-
knek, a TLR2-t és TLR4-et expresszald DC-knek gen@aja és az mDC/pDC sejteknek
aranya normalizalédott. Masé&tlaz IFX terapia adasat koveb. héten markans eltéréseket
figyeltink meg a relapszusos Aallapothoz képest: Al Tés APC-k prevalencigja
normalizalodott.

Erdekes modon, aadaptiv immunitas elemei kozill az aktivalt T sejtek, memoria sejtek é
FoxP3 Treg sejtek prevalencidja tovabb emelkedett az KEXelés hatasara. A Thi iranyba
elkotelezett sejtek és citokinek ardnyanak noves&tdeeumatoid arthritiszes betegekben mar
leirtdk IFX kezelés hataséra (297), tovabba isnmegy az IFX noveli az aktivalt és effektor
T sejtek prevalencigjat a periférias vérben (2®8)nek hatterében az allhat, hogy az IFX
gatolia a Thl és aktivalt T sejtek vandorlasat allggasos teriletekre, ezaltal azok
felszaporodnak a periférias vérben (299).

Erdekes médon, az IFX kezelés a Treg szamot isliebaerizsgalt betegekben. Ez a jelenség
mar ismert volt feléitt CD-s betegek periférias vérében (292) és CDesrggkek mukdzalis
mintaiban is (300). Magyarazata feltelert az, hogy a Treg sejtek ellenallobbak az IFX
indukalta apoptézissal szemben.

Mivel téziseim egy részében kdzponti elem a termigsz és az adaptiv immunrendszer
kolcsbonhatasainak elemzése, figyelemre méltdé adgzéemeny, amelyben IBD-s gyermekek
PMBC sejteit TLR agonistakkal stimulaltdk és eletékza kdvetkezményes pro- és anti-
inflammatorikus citokin expressziot. Az aktiv IBDggermekek TLR agonistéra fokozott IL6
termeléssel reagaltak. A CD-s gyermekek hasonldnudtisra anti-inflammatorikus
citokinprofilt mutattak, ellenben Candida hatasraipflammatorikus citokineket (IFNgamma
és IL17) generaltak (301).

A természetes és adaptiv immunitasnak a novekedégegett hatasat egy komplex,
gyermekkori IBD-s betegeket és allatmodellt egyaidkalmazo kisérlet igazolta, ahol az
LPS és az emelkedett gyulladasos aktivitas kotredalnbvekedési zavarral (302). Az
allatmodellben a vad tipusban generalt kolitisz BB\Nadas) egyiitt jart a TNFalfa, IL6, 1L10

citokinek és a Treg sejtek szamanak emelkedés&veimelésre érdemes, hogy a TLR4
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hianyos egérben egyrészt csokkent a gyulladasogitakt masreszt a Foxp3 Treg sejtek
expanzidja is visszafogottnak bizonyult. Ezeknek hatasoknak az lett a Klinikai
kovetkezménye, hogy csokkent a TNBS indukalta sdlgkenés. A mi vizsgalatunkban IFX
kezelés mellett a CD-s gyermekek testsulya szietéelkedett.

Bar immunfenotipus vizsgalatunkban a regulatorokrafagok megjelenését nem elemeztik,
figyelemre mélté az a kutatdsi eredmény, aholételiBD-s betegekben IFX kezelés hataséara
aktivalt regulatoros makrofagok mukoézalis expardiomutattak ki és ezek jelenléte
0sszefluggott a mukdzalis gyogyulassal (303). Exeiil K-X és AZA egyuttes adasa nagyobb
meértékben indukalta a regulatoros makrofagok meggdét, mint az IFX monoterapia.
Gyermekekben ilyen vizsgalatot még nem végezte&)(30

Osszefoglalasképpen megallapithatjuk, hogy a fiigéeismézett Crohn beteg gyermekekben
a felrsttekeédl eltér immunfenotipus eltérések vannak jelen. Tovabb&laszlletett és az
adaptiv immunitast is érititeltérések a remisszioba kerlltekben a hagyomatgmpiat
koveen tbbbnyire normalizalédtak, mig a relapszusbaékigen csak az infliximab kezelés
hatasara valtoztak.

VIIL.2. COLIAKIA

VIII.2.1. Klaudin (CLDN) expresszio céliakias gyermekek proxinalis és disztalis

duodénumaban (202)

Klaudinokkal kapcsolatos kutatdsunkban a CLDN esgmi®n kiviul azt is vizsgaltuk, hogy
vajon a proximdlis, vagy a disztalis duodénum jelzjobban a boholykarosodast.
Vizsgalatunk alapjan megallapithatd, hogy a mindpnhngyakorlatban a duodénum
proximalis és disztalis régidja egyarant alkalmasbbakias egyéenek boholykarosodasanak
igazolaséara. Bar disztélis tertleten a karosodasékes és a CD3 denzitds magasabb volt,
mint proximdlisan, a kilonbség nem érte el a sfilgmcia hatarat. A CLDN2 és CLDN3
expresszidja a disztalis régiéban nagyobb volt,t pnoximalisan, ez indirekt moédon kissé
jelentbsebb mukodzalis karosodasra utalhat, bar ennektjskege a klinikai gyakorlatban
csekély lehet.
Korabbi vizsgéalatok szerint fedit coliakiasokban 95%-0s egyezést talaltak a préksrés a
disztélis biopszias mintak kozoétt (305). Csuparoimaesetben volt olyan eltérés, ahol a két
régio egymastol jeleisen kilénbozott: proximalisabban enyhébb elvaltipzanig
disztélisabban jeletsebb atrofiat igazoltak. Ravelli €és munkatarsai §96rmekél vettek
biopszias mintat a bulbusztdl a jejunumig (4 hdlyr Eredményeik alapjan a disztalis
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szakaszokon szignifikansan gyakrabban mutatkoatilis boholyatréfia, bar 6sszehasonlitva
az egy betedgh vett mintédkat, a kilonbségek nem voltak szig@ifikak (306). A szebk
megallapitottak, hogy a diagnézis megbizhaté itddlhhoz elegeiddaz egy helyil vett
biopszias minta, ami nem feltétlen a legtavolabéisbakasz. Eredményeink korrelalnak
ezekkel az adatokkal. Ujabboként felrstt coliakiasokban végzett vizsgalatok alapjan a
proximalis duodendlis, valamint a disztélis duodismaintavételt egyarant fontosnak tartjdk a
boholyatréfia biztos megitélésére (307-309). Miretaire nem hagyhatoé figyelmen kivil az,
hogy ezekben a vizsgalatokban a proximalis duod&anntatott boholykarosodast nem csak
a coliakia, hanem H. pylori, savas reflux és gyagysk egyarant okozhatjak és ezek a
faktorok a feltt populacidéban eleve gyakrabban fordulnak el

Kutatasunk masik fontos megallapitasa, hogy a CLBNZCLDN3 expresszidja kezeletlen
colidkias gyermekek mukozajaban nagyobb, mint atrktban, tovabba a sulyosabb
elvaltozasban még nagyobb a denzitds. A CLDN ezpi@sit coliakidsokban kordbban még
nem elemezték. A klaudinok a sejtek kozotti kap@sieim, a ,tight junction” részei, felidek

a szovetenként eli@relektromos rezisztenciaért és a paracellularissikgiektivitasért is
(122). Mivel a daganatos korképekben igen fontos/dd a sejt-sejt kdzotti integracio
megbomlasa, nem meglgphogy a klaudinokkal kapcsolatos kutatasok ddgszét ezen a
terlleten végezték (310,311). Karcindbmakban a kienkd mindig jelen vannak és tumor-
specifikusan expresszalodnak (312). Erdekes médoena epitelialis tumorokban (példaul
limfobmaban) a klaudin egyaltalan nem, vagy csakitaplazmaban jelenik meg. Hazai
vizsgalatok szerint a CLDN2 expressziéja adenokaroaban nagyobb, mint Barrett-
Ozofagitiszben, mig a CLDN3 és CLDN4 Barett-6zaigdgben és adenokarcinbmaban
egyarant emelkedett (125). A klaudinok szerepétllggasos bélbetegségben (IBD) is
vizsgaltak mar (313). A tanulmany eredményei stexi@LDN2 expresszidja fokozott volt az
IBD-s betegekben, mig a CLDN3 és CLDN4 expresszagakkent, vagy atrendézest
mutatott a szdvettani mintakban. Ebben a munkat&h sejtmodellt is alkalmazva az IFN-
gamma és TNFalfa kezelés csokkentette a CLDN2 €&iN3Lexpresszidt, valamint ndvelte a
permeabilitast. Erdekes maédon, IL13 kezelés hatad@dr 6tt a CLDN2 expresszidja, a
permedbilitas mégis ndvekedett. Ezek alapjan meggétlatd, hogy IBD-ben a permeabilitas
valtozasat nem lehet csupan a CLDN expresszioadapgghatarozni.

Coliakiaban a megnovekedett permeabilitds hatter&zerepet tulajdonitanak a kéros sejt-
sejt kdzotti kapcsolddasnak is, vagyis a klaudipegba folyamatban szerepet jatszhat. Fasano
€s munkatarsainak korabbi vizsgalatai igazoltalgyhkezeletlen coélidkiasokban a ,tight

junction” fontos alkotéjanak, a zonulinnak expreé§gz fokozodott és a mukodzalis
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permedbilitas étt (314). Ismert tovabba, hogy a gliadin a zondlinds az okkludin
megvaltoztatia a bélnyalkahartya barrier funkcidjatszervezi az aktin-filamentumokat,
noveli az okkludin, a zonulin és az E-kadherin espridjat, ezaltal csokken a
transzepitelidlis rezisztencia és novekszik a pabitigas (316). Vizsgalataink klaudinokkal
kapcsolatos eredményei, a fokozott CLDN2 és CLDM#esszio dsszhangban van ezekkel a
megfigyelésekkel.

Vizsgalataink eredményeit 6sszefoglalva megallapithhogy a proximalis és a disztalis
duodénum egyarant megbizhaté helye a biopszias anéitginek, hogy igazoljuk a
boholykérosodast coliakias betegekben. A fokozatD82 és CLDN3 expresszio a ,tight-
junction” strukturalis karosodasara utal, amelyrsderepe lehet a coéliakias betegekben
megfigyelt fokozott permeabilitdsban, illetve a m@tpzott sejt-sejt kapcsolatban és a

boholykarosodas kialakulasaban.

VIIL.2.2. HSP72 expresszi6 (MRNS és fehérje) és lokalizacidizsgalata

coliakiasok duodénumaban (203)

Mivel korabbi kutatasaink soran kimutattuk, hogylaR2 és TLR4 expresszidja fokozodik
colidkiaban (317), tovabba tudjuk, hogy a HSP72epoiillis immunstimulaciés és
antiapoptotikus hatasokkal rendelkezik (128), gsekéapcsolodni a TLR-rel, céluiztik ki

a HSP72 szerepének vizsgalatat coliakias gyermekedlenalis mukozajaban.

Nemzetkozi szinten is dlként vizsgalva a HSP72-t céliakiaban, kimutattubgy kezeletlen
colidkias gyermekek duodénumaban a lamina propmaunsejtjeiben és az enterocitdkban a
HSP72 expresszido fokozodott. A gluténmentes diééid gyermekek duodénumaban a
HSP72 expresszidja csbtkkent a frissen kérismeézdiak képest, bar szintje tovabbra is
magasabb volt, mint a kontrollokban.

A HSP72 leginkabb ismert funkcidja, hogy naiv, nemgfeleben tekeredett, vagy mutacion
atesett fehérjék molekuléris ,chaperonja” lehet3)1Ezen kivil extracellularis, citokin-ster
hatasai is lehetnek (318). Munkank inditasakorakbr kutatasok alapjan feltételeztiik, hogy
a HSP72 részt vesz a duodénum nyalkahartyajanaddnaéten: coliakidban ennek sériilése
kozponti tényed. Ezek a kdzlemények arrél szamoltak be, hogy sesntinalis epitélsejtek
Lactobacillus GG kezelésre fokoztdk HSP72 expréasgzat (132), ami hozz4jarulhat ennek a
probiotikumnak Klinikai hatasahoz ugy, hogy segiegimizni a citoszkeletalis integritast

(319). A HSP72 ugyanis képes a ,tight junction”zassalt fehérjékhez kétni (alfa-aktinin,
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zonula okkludens) és azokat stabilizalni (320).ulttlnék az altalunk is vizsgalt, azo=l
fejezetben ismertetdttaudinra, amely szintén a sejt-sejt kapcsolat fontos faktor

Ezen kivll a HSP72 képes stabilizalni a mitokordridnembranokat és azokat a fehérjéket,
melyek a sejt strukturalis integritasaért fésglk. Human C2 kolon sejteken végzett
kisérletekben a kaszpaz-9 aktivacioja korabbantkéxett be azokban a sejtekben, melyek a
HSP72-t kisebb mértékben expresszaltak (132). Exzwdal, hogy a HSP72 antiapoptotikus
hatdsa révén is kifejtheti protektiv hatasat.

Mivel szamos gliadinpeptid képes a velesziletetmimrendszert aktivalni a TLR-en
keresztll (321), kiemelésre érdemes, hogy ebbetyanhatban a HSP72 is szerepet jatszhat,
mint TLR ligand (322). Ujra utalnék arra a kozleménkre, amelyben a TLR2 és TLR4
fokozott expresszidjat mutattuk ki colidkias gyekele duodénuméban (317). A HSP72
specifikusan aktivalhatja az antigén prezentaldekejelszinén talalhato TLR2 és TLR4
molekuldkat, igy kulonféle immunregulacios hatagthiet ki: fokozott adhézidés molekula
expressziot, kostimulaciés molekulak expressziojlamint citokinek és kemokinek
indukciojat (131).

Az mar korabban ismert volt, hogy a TLR2 és a Tl2Rdélbolyhok enterocitaira és a lamina
propria  immunsejtieire  lokalizalédik  (317). Jelegile munkankban  specialis
immunfluoreszcens festéssel a HSP72 hasonld |dicdiat mutattuk ki, vagyis igazoltuk a
térbeli k6zos lokalizaciot.

Eredményeink alapjan  megallapithatd, hogy a HSHMRZITLR4 jelatvitel
megvaltoztathatja az enterocitak integritasat ésxikus gluténnel szembeni immunvalaszt.
Ezt a véleményt igazoljak azok az eredmények, ahbLR2 és TLR4 ligandokon keresztili
fiziologias kapcsolat segitett miggni a zonulin-1 asszociélt intesztindlis barrietegritast
(323). Tovabba ismert, hogy a HSP72 monocitdkbam FLR2 és TLR4 molekulakon
keresztlul - proinflammatorikus citokinek terrdaését fokozza, igy endogén szignalként
immunvalaszt indukalhat és segitheti a szerveathkezéseét (324).

Osszefoglalva, eredményeink arra utalnak, hogy B#2hek fontos szerepe lehet a gliadin-
medialt citotoxicitas elleni védelemben. Antiapdjos hatasa révén ddegitheti az
epitelidlis sejtek tulélését és csokkenti a bohobfem mértekét. A HSP72, mint
stresszfaktorok hatasara aktivalédo cellularis penman”, veészjelként szolgalhat a
velesziletett immunrendszer sejtjei szamara a &édeasselleni védelem beinditdsdhoz. Ebbe a
folyamatba illik az intesztindlis alkalikus foszat (IAP) is, melyet a kdvetkézejezetben

ismertetek részleteiben.
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VIII.2.3. Az intesztinalis alkalikus foszfataz (IAP) expressajanak vizsgalata

coliakias gyermekek duodénum nyalkahartyajaban (20¢

Az el6z6 fejezetben leirt gondolatmenetet folytatva, felgtik, hogy aktiv colidakidban az
intesztinalis alkalikus foszfatdzexpresszioja alacsony és a cstkkent iAP aktivitaszza az
LPS-TLR4 interakciot, amely egyértelien kedvettlen irdnyba tolja el a mukdzalis
integritast.

Eredményeink igazoltak a feltételezést. Tudomaswsderint az AP mMRNS és
fehérjeexpresszidjat €lként vizsgaltuk Ujonnan diagnosztizalt (gluténmerdéta ett) és
gluténmentes diétat tarté colidkids gyermekek doélie biopszids mintaiban. ARAP
fehérjeszintek szignifikAnsan csokkentek az aktiv, diétat még nkatytaté colidkias
betegekben a kontrollhoz képest. Korabban kimtakiagy a kefeszegeélyhez kétott enzimek
(igy az IAP is) aktivitasanak csokkenése korrela@olakids betegek szovettani lézidjanak
sulyossagéaval (184). Ennek egyik magyarazata ldétwgy az iAP enzimaktivitas fligg az
enterocitak szamétdl, igy az iIAP a mukdézalis regmié indikatora is lehet (325).
Eredményeink alapjan feltételezbethogy nem csak az enzimaktivitds, hanem az iAP
enzimfehérje is 0Osszeflggésben lehet a codliakidbaegfigyelhed mukozalis l€zio
sulyossagéaval.

Felnstt colidkidsokban (6 hénapos gluténmentes diétakbtén) duodendlis iIAP aktivitast
vizsgaltak intraduodenalisan bejuttatott gluténfidlkcio adasa étt és utan, kontrollokhoz
viszonyitva (326). A kontrollokban az iAP enzimakfis a normal tartomanyban maradt a
gluténfrakci6 beadasat koven. A GFD-t folytatott colidkias csoportban az AP
enzimaktivitas az alapértékrétha fél éves diéta alatt, de szignifikans aktsigokkenést
tapasztaltak a glutén Il frakcié adasa utan (irwib)k3-4 oraval. Ezek az adatok korrealnak a
mi eredményeinkkel, vagyis aktiv szakban csokkerAd&z aktivitas, gluténmentes étrend
hatasara pedig kozelit a normalishoz. Igy a csdkk&R proteinszint markere is lehet a
colidkia sulyossaganak és a gluténmentes diétadratéaganak.

Colidkias gyermekek mukozajaban, hasonloan a karadmertetett IBD-s betegeinkben, az
IAP mMRNS expresszidja nem kovette a gyulladt, kddot bélszakaszban kimutatott iIAP
fehérjecsokkenést. Az mRNS és fehérje diszkrepamem ritka jelenség, pl. poszt-
transzkripciés modifikacié é&llhat a hatterében Aléesebben lasd: iAP-IBD, VIII.1.6.
fejezet).

Immunfluoreszcens vizsgalatunkkal sikerdlt kimuitathogy a cdlidkiasok duodenalis

nyalkahartydjdban az AP kizarélag az intraepilisliakompartmentre lokalizalédik.
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Kolokalizacios vizsgalatunkban az iAP a TLR4-gygViétt jelent meg, amely valosZisiti a

két entitds funkciondlis kapcsolatat. Itt jegyeznémg, hogy coliakiaban és IBD-ben is
fokozott TLR4 expressziot és csokkent iAP fehéijgst igazoltunk, melynek szerepe lehet
az intesztinalis barrierintegritas felbomlasabamk@ban, valamint IBD-ben egyarant.

Ennek terapias vonzatat IBD-ben korabban részletesenertettem. Coliakidban a
gluténmentes diéta kivalo terdpids mod, melléklaatascs, ezért kisebb az igény alternativ
terapiak keresésére. Annak ellenére is, hogy a dgen koltséges és a pubertaskor utan,
valamint felbttkorban a diéta betartdsa nehézségekbe (itkdziK).(Zzisztematikus, 38
relevans koézlemény feldolgozasa alapjan megallagithhogy feldttekben a GFD aranya
csupan 42-91%-0s (328). Legrosszabb aranyt az agétmiinoritasok korében mértek és
azokban, akiknél a colidkiat mar gyermekkorban miisgtizaltak. Bar az IBD-vel ellentétben
sem human, sem allatkisérlet nem ismert coliakigABsvonatkozasaban, az iAP adasanak

adjuvans terapias lelésiege - valogatott esetekben szoba johet &bognw.

VIII.2.4. Coliakias gyermekek periférids vérének immunfenotips elemzése

IBD-s gyermekekhez hasonléan, a mukoézalis biopsaémzése mellett, coliakiasok
periférias mononuklearis sejtjeiben is vizsgaltukeamészetes és az adaptiv immunitas
jegyeit.

Az U(jonnan diagnosztizalt, még nem diétdzo colgkgyermekekben adermészetes
immunitas sejtes elemei kozul a kontrollhoz képest alacsomyAlK, NKT és iNKT
prevalenciat tapasztaltunk, hasonléan a korabkb&taz (329). Ezen kivil magasabb mDC
prevalencia, és mDC/pDC arany volt jelleinzetegeinkre. Fetitt coliakiasokban végzett
hasonlé jelle tanulmanyban csokkent pDC szintet mértek, melyrékerében az allt, hogy
ezek a sejtek a mukdzalis Iézibban csoportosuB8R)( A mi eredményeink is erre utalnak,
miszerint a mukdzalis pDC kivandorlasra valaszakantveb noveli a periférias vérben az
mDC alakokat. Ezen kivil az mDC-k hozzajarulhataakhl/Th2 arany megvaltozasahoz,
hiszen képesek az immunvélaszt Th2 iranyba el{@Bi).

Tovabbi fontos eredménylnk, hogy —aént a nemzetk6zi szakirodalomban - periférias
vérben is igazoltuk az APC sejtek fokoz®dttR2 és TLR4 expresszidjat coliakiaban. Ujabb
adatok szerint a TLR mukdzalis megjelenésedtthori és gyermekkori coliakiaban hasonlo
(331). Ebben az dsszehasonlitd vizsgalatban a Th&dzalis expresszidja aktiv colidkidban
kétszerese volt a kontrollénak, féttben és gyermekben egyarant. Az emelkedett TLR% sz
fokozott interleukin (IL1, IL6 és IL17) és transibeios faktorok (IRAK4, MyD88 és NFKB)

megjelenésével jart.
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Mivel a TLR-ek atmenetileg expresszaldodnak aktivabatasara, fokozott megjelenésik
folyamatos APC aktivaciot jelent. Bar didaktikaibdit az immunfenotipus elemzéssel nyert
eredményeinket természetes és adaptiv immunit&datattam, a ket nem lehet mereven
elhatarolni. Hiszen ebben az esetben is, a fokdd®t stimulacié megemeli az aktivalt Cb4
sejtek szamat, amely mar az adaptivimmunitas soseerefdje.

Az Gjonnan kérismézett coliakids gyermekekben szasit@rést figyeltiink meg adaptiv
immunitas oldalarol is: a CD4 limfocitak prevalenciaja és a Th1/Th2 hanyadossaayabb
volt, a felrbttkori friss colidkias betegekhez hasonloan (332)33Ezek a PBMC
immunfenotipus valtozasok elé&k a biopszias mintdkban megfigyeltekkel, ahol d&exbbtt
CD4" és Thi sejtszamot detektaltak (334). A kordbbamaleiszerint feltételezh&t hogy a
perifériasan csokkent sejtszam abbdl adddik, haggrintett sejtpopulacié felszaporodik a
mukozaban.

Munkankban a CDZ5T helper sejtek prevalencidgja megegyezett a vizsgédportokban,
ellentétben azzal, amit fdéitiekben tapasztaltak (332,335). A tobbi aktivait geenléte a
felnéttekéhez hasonlé volt, a limfocitak eltérései aa&mas gyulladas jelenlétét jelezték az
ujonnan kérismeézett céliakias gyermekekben. Megjeggh, hogy vizsgalatunkban a FoxP3-
at expresszald Treg-ek periférias prevalenciajaigan talaltunk eltérést, hasonldéan a korabbi
adatokhoz (336). Ezzel ellentétben colidkiasdtekben a FoxP3Treg szamot magasabbnak
talaltak (337). A diszkrepancia pontos oka nem rgnuke szerepet jatszhat az a tény, hogy a
vizsgalat soran az édebb korban obezitds, metabolikus szindréma, vaggemkrativ
korképek enyhe formajaban szendegheteget” az egészséges kontrollcsoportba soroljak
mikdzben ezek az elvaltozasok befolyasolhatjakes Periférias megjelenését (338).
Vizsgalatunk méasodik részébenG&D utan is rogzitettik az immunfenotipus valtozasait.
Erdekes moddon a diétat koveh a természetes immunvélaszszamos eleme nem
normalizalédott. Az NK és NKT prevalencia csokket¢ a DC és a TLR2-t és TLR4-et
expresszalé APC-k aranya emelkedett maradt. Ezdil &2 emelkedett TLR2-t és TLR4-et
expresszald sejtek szama korrelalt a diétat kbestkkent TG szinttel, mutatva azt, hogy a
tinetek megdmtével a veleszlletett immunitas eltérései tovalibrgelen vannak. Ezek
alapjan a velesziletett immunitas dinamikajabagrelmodon valtozik a GFD hatasara,
normalizacioja lassubb lehet, szemben az adaptimumitassal (lasd kébb). Ezt a
gondolatmenetet tdmasztja ala, hogy Ujonnan kédsthé&oliakiAsokban a gammadeltaT
sejtek szama a diéta hatdsara sem normalizalod¥®),(3annak ellenére, hogy GFD
kovetkezteben megsaik a boholyatréfia, normalizalodik a kordbban nmgdéEL

szubpopulaciok aranya, valamint a koros Thl citekimennyisége. Ezt igazolja tdbbszor
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idézett kbzleménylnk eredménye, miszerint Gjonnamsinézett colidkiasok mukoézajaban a
TLR2 és TLR4 fokozott expresszidja GFD utan senmatizalodott teljes mértékben (317).
Mivel a gammadeltaT sejtek és a TLR-ek fontos smreodltenek be a velesziletett
immunitasban, feltételezligthogy coliakiaban a kezdeti noxa tartdés valtozasokgzit a
természetes immunitas egyes elemeiben. Masik etsmagyarazat, hogy a mukdzalis
karosodas még nem teljesen regeneralddott és szuddeett immunitas sejtes elemei ezzel
parhuzamosan még aktivabb szefkpmint az adaptiv immunits sejtjei. Erre utaM&hab

és munkatarsainak kozleménye, amelyben kimutatiagy a vékonybél makroszkopos és
mikroszkopos regeneracioja a coliakias betegek asisze 65%-ban kovetkezik be 2 éves
gluténmentes étrendet koden (340).

A GFD bevezetése utan adaptivimmunsejtek kozil a CD4, Thl és az aktivalt limfocitdk
nagy része szintén normalizalodott, bar a természmunfenotipushoz hasonléan itt is
talaltunk a kontroll TG és a CD8CD4'CD69", valamint a CDZHLADR" prevalenciak
kozott 6sszeflggést. Kordbbi kdzleményekben az tadammunitas normalizacidjat mar
részben leirtdk, de nem kovetéses vizsgalatokbamerh eltéf egyénekBbl allé
betegcsoportokban (diétactl és utan) (332,337). Eredményeink kovetéses alatupl
szarmaztak, igy elvileg az életkor valtozasa bémdjhatta volna az immunitas eltéréseit is

(341), ez azonban nem valosgimivel a két mintavétel kozott csak 3 hdnap ettémlt.

VIII.2.5. Koros transzglutaminaz és plazminogénhiany a duodétis fekély

patomechanizmusaban (205)

A bevezetben emlitettem, hogy egyre gyakrabban figyelnek ro@gakiaban fekélyt (7).
Ennek oka ismeretlen, hiszen coliakiara ez nererjeth, csak a boholyatroéfia. Vizsgélataink
alapjan ebfordulasanak egyik lehetséges magyarazata lehetjkoema coliakia
plazminogénhiannyal (PLG hiany) tarsul. Duodenégisélyes betegiinknél a cdlidkia és a
PLG hiany egyuttes megjelenése lehetne véletlenbaempés is, azonban a fekély
kornyezetébl vett duodendlis biopszias minta specidlis immumiészcens vizsgéalata
egyértelniien arra utalt, hogy a két entitas k6zott oksagckafat van.

A PLG hiannyal foglalkozé publikalt esetek szambht&szaz folott van (342). PLG hiany
kovetkezményeként fibrinben gazdag pszeudomembitakulbat ki, mely a betegek
kilénb6d szerveiben (konjunktiva, gingiva, kozépfil, orafgsz, légutak, urogenitélis
traktus és kdzponti idegrendszer) lerakddhat éskli tineteket okozhat. Erdekes médon a
gasztrointesztinalis traktus szinte sohasem éti(84R). Ez azért nagyon rejtélyes €s nehezen

magyarazhatd, mert homozigéta PLG negativ egérrmatela gasztrointesztindlis traktus
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nagyon gyakran érintett (343): gyomorfekély 59%ktabks fekély 77%-ban alakulhat ki. A
PLG hiannyal foglalkoz6 human kutatasok erre érdempyarazattal nem szolgaltak, de
feltételezték, hogy valamilyen protektiv tén§eek a gasztrointesztindlis traktusban lennie
kell. Vizsgalataink alapjan a coéliakiaban megjélemntitestek, pontosabban a maodosult
szoveti transzglutaminaz2 (TG2) jelenléte lehetoliz tényesd abban, hogy a mukodzalis
homeosztazis egyensulya megbomlik. Korabbi vizéghlamegallapitottdk, hogy a
coliakidban megjeleh antitestek csokkentik a TGFbéta szintet, amely g@yo citokin és
fontos szerepet t6lt be az intesztinalisan jelerd leralis tolerancia kialakitasaban (344).
Ebben a folyamatban a TG2 kulcsszerepet jatsz#zehni allatkisérletben a TG2 gatloszerek
(cisztamin) peptikus fekélyt generdltak. Masrészkamgenitélis cisztindzis kezelésében
szerepet jatsz6 cisztamin mellékhatasként szink&izhat fel§ gasztrointesztinalis fekélyt
(345). Ezek alapjan ugyinik, hogy a coliakiaban megjelénantitest, leginkabb a TG2
megjelenése lesz az a tényeamely bizonyos korilmények hatasara modosul (RlARY)

és hajlamosithatja az egyént a fekélyek gasztsititélis megjelenésére (346).

A TG2 intracellularis fehérje, amely a sérilt séjtkijutva kapcsolodhat a fibronektinnel.
Ennek megfelélen coliakiasokban a TG2 ellenes antitestek a kidzhbszévetekben
megfigyelhed fibronektin mintazatot jeldlik, igy a retikulariszévethez, a simaizmokat
burkol6 endomizialis szovethez és a bélbolyhokban megjeletd kiserek bazalis
membranjahoz kapcsolédhat. Betegiinkben a PLG Hkéngtkeztében |étrejott excessziv
fibrinfelnalmozédas rendellenes kisér mintazatéat, jtovabba abnormalis fibronektin-TG2
expressziot okozott. Ezt mutatta a coliakiasokitéré anti-TG2 IgA lerakodas is.

Korabbi alapkutatdsok szerint a TG2 egyben a fibktin integrin-koé adhézidos molekulaja
is (347,348), igy a colidkiasokban megjéleanti-TG2 antitestek a TG2 medialt sejtes
adheéziot is kérosan befolyasolhatjak, igy séribhebhukozalis integritas is. Fentiek alapjan
nem meglep, hogy a két kérkép (colidkia: kéros TG2 és PLG ngia koros
fibrinfelhalmozddas) egydtt fekélyes elvaltozasbndbdt.

Ezt a gondolatmenetetémitik azok a vizsgalatok, melyek szerint a coliikid megfigyelt
autoantitestek (TG2 ellen iranyulva) az angiogenezamos lépéget gatoljak (349) és a sejt-
extracellularis matrix kapcsolat integritasat kéms befolyasoljak. Ezen kivil a
coliakiasokban jelen lév TG2 ellenes antitestek az aktin-citoszkeleton sead
dezorganizalva nem teszik letieé a normalis cellularis migraciét (350). Colidkikban a
boholysorvadassal parhuzamosan az érstruktiraeigésyesebb, valéstileg ez lehet a
magyarazata annak, hogy a fenti folyamatok nemkéeheolyan szintet, hogy céliakiaban

fekély alakuljon ki. PLG hianyban viszont a korobrih lerakddas angiogenezist fokozo
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tényed lehet, amely a coliakiasokban jelendewkozott TG2 antitesttel reagalva mukozalis
dezintegraciot, fekélyt idézhetéel

Osszefoglalva: vizsgéalataink egyértélen igazoltak, hogy PLG hianyos colidkiasokban a
kéros fibrin és TG2 egymasra hatva okozhat mukézérosodast, fekélyt. igy javasoljuk,
hogy cdlidkiasok ismeretlen eredegasztrointesztinalis fekélyes elvaltozasanak &ssa&or
keressiik a PLG hianyt.

VIII.3. ALLERGIAS KOLITISZ

Diagnosztikai jellemzk és immunfenotipus vizsgalatok allergias kolitiszén (206, 207)

Téziseimbe azért vontam be az allergias kolitisg&€) csecserpket, mert a korképet
kezdetben nem lehet elkiloniteni (hasonlé klinikkép, laboratériumi eltérések,
kolonoszkdépianal makroszkdpos- €s mikroszkopos lkepsecsetikori Crohn-betegsedi
(CD). Rendkivl jelertis felfedezés lenne rajonni, hogy AC-ben miért gybgyeg az aftas
fekély és miért lesz progresszi6 CD-ben. Az AC-acesndk laboratdriumi vizsgalatanal
szignifikAnsan magasabb trombocitaszamot és vagisaanémiat talaltunk a kontrollhoz
képest. Barmennyire is megteputdbbi U] eredmény, mert legjobb tudomasom szek(@-
ben vasszintet nem néztek, annak ellenére, hogyrakkis hematokézia miatt kézenfékett
volna. Korabbi vizsgélatokhoz hasonléan a spedsfilgE és a szérum eozinofil sejtszam nem
adott diagnosztikus segitséget (139). Ujabb ksdéet a diagnosztikaban &rke helyezhet
.patch test”, amit egy olasz prospektiv tanulmamylbszonylag j0 hatasfokkal alkalmaztak
(351). Ebben a 14, anyatejjel taplalt AC csedsdmn a ,patch test” 50%-ban volt pozitiv
tejre, 28%-ban szdjara, 21%-ban tojasra és 7%-baarh.

A bevezetésben részletesen ismertetett eozingtiidsskolitisz (EC) populaciéban (sulyosabb
AC varians, tdbb mint 20 eozinofil sejt/NNL) hasdnéboratoriumi értékeket talaltunk, mint
AC-ben és a kolonoszkopos vizsgalatnal mindkét |ampaban egyarant limfonodularis
hiperplaziat és aftas kolitiszt lattunk. Ennek @apkijelenthetjik, hogy az AC és EC
felosztasa mesterkélt, az EC nem jelent sulyosairbét.

Az allergias csecsefk immunfenotipizalasakor megallapitottuk, hogy letbdn a Treg
prevalencia alacsony, a naiv/imemoaria sejtek ararggnovekedett, az aktivalt T sejtek szama
csokkent és a CD4imfocitdk Th2 irAnyba tolodtak el. A hematokéngs#intével ezek az
eltérések normalizalodtak.

Az AC patomechanizmusa részleteiben mind a maignapm ismert (141). Coéliakiaval és

IBD-vel 6sszehasonlitva nagysagrenddel keveseblem@ny sziletett, ami érfliethiszen
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nincsenek jol felallitott diagnosztikus kritériumoloval ritkabban kell kolonoszkopias
vizsgalatot végezni, utdébbi nem is szikséges a sk@zéshez. A nemzetkozi
szakirodalomban AC-ben kiterjedt immunfenotipussgéatot még nem végeztek. Egyeddl
egy régi finn vizsgalat ismert, ahol kevert etio&)g infantilis kolitiszes betegek
vastagbelének epitéliumaban a T sejtek megnovekeriahat irtak le (352).

Késsbbi életkorban, néhany éves allergias gyermekekber rendelkezink relevans
adatokkal, de szeretném hangsulyozni, hogy ez raikai korkép, mint a csecseikori
véres szeklettel jellemeziéeAC. Ezek alapjan megallapithatd, hogy a Treg-ekfmakos
szerepik lehet mind a gyermekkori, mind pedig astékori ételallergia kialakulasaban. Egy
norvég tanulmanyban 21 tejallergias gyermekben etédk, hogy az allergia elmuldsa vajon
Osszefliggésben van-e a Treg jelenlétével (353).i A@rs eredményinkh6z hasonléan, a
Treg sejtek szama magasabb volt azokban, akik kiattiék” az allergiat. Amennyiben
ezeket a Treg sejteket depletaltak, akkor a bé&tadtobulinnal szembeni in vitro
proliferacios aktivitas 6tszorésérétn

Adataink alapjan viszont az alacsonyabb Treg (ED#P3) prevalencia mellett a korai és
kés aktivacios markereket (CD2%s CD62L) expresszalé sejtek, valamint az effektor vagy
memoria sejtek (CD45R® aranya nem magasabb AC-s gyermekekben. Ez aésihém
utal arra, hogy a Treg sejtek az aktivalt limfokitzamat és tikodését befolyasolnak. Az
altalunk megfigyelt immunfenotipus eltérések vidzgi magyardzhatok a mikrobiommal
kapcsolatos interakciokkal (354). Ennek megtalel a mikrobialis antigének jol ismert
inicialé tényedi a Treg differencialédasnak, valamint a memorigekeés a T limfocitak
aktivacidjanak. Az AC-s betegeinkben megfigyeltidsnt Treg prevalencia és a memoria-
és aktivalt T sejtek szadmanak ezzel parhuzamos keséke, az adaptiv immunitas
éretlenségét és a szuboptimalis antigén expozia@betkégét jelezheti. Ez az
immunmechanizmus jarulhat hozza az ugyancsak mefigh1/Th2 arany csokkenéséhez.
Ujabb vizsgélatok alapjan a gasztrointesztinaliafl és bizonyos probiotikumoknak az
ételallergidkban kifejtett jotékony hatasa részbemreg indukcié révén valosul meg. Két
probiotikum, a Lactobacillus reuteri €s a Lactobasicasei altal indukalt antigén prezentalo
sejtek fokoztak a Treg sejtek szamat, javitva Ezgbs tineteket (355,356).

Ebbe a gondolatmenetbe illik egy Gjabb tanulmanglybren megallapitottak, hogy a korai
mikrobiom expozici6 meghataroz6 a velesziletett umitds szempontjdbdl, valamint
bizonyos immunmedialt kérképek kivédése szempoaljé(357). Normalis mikrobiomu és
csiramentes egerekben végzett 6sszehasonlitdé eldamatatta, hogy az @bbi allatokban

kevésbé alakult ki IBD és asztmadzemmunmedialt elvaltozas, mint azokban, akiknél
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meggatoltdk a normalis bélfléra kialakulasat. Eztagast a CXCL16 kemokin ligand és az
invarians lancot hordoz6 NKT sejt (iNKT) kdzvetteet

Osszefoglalasképpen elmondhatd, hogykaat igazoltuk AC-ben a Treg sejtek csokkent
szamat, amely a hematokézia elmulasa utan norridaid Vizsgalatunk értékét emeli, hogy
a Treg sejteket a FOxP3 expresszio alapjan azottogit ami ma a legelfogadottabb markere
ennek a sejtpopuldciénak és mas meghatarozasi m@ildatétben jol reprodukélhato
paraméter. Masfél azonban ismert, hogy létezhetnek FoxPeg sejtek is (358), tovabba
ezeket az eltéréseket nem a gyulladas helyéntegztinalis mukézaban, hanem a periférias
vérben detektaltuk, ami nem biztos, hog§eh tikrézi a patomechanizmusban beto6ltott
centrdlis szerepét. Az allergias tlunetek, a vézéklst elmultaval egyszerre volt jelen a Treg
prevalencia normalizélodasa és a Thl/Th2 aranyrdddlgsa, de az nem egyértéinhogy

ok-okozati dsszefliggésekben melyik folyamat agdiéges.
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IX. OSSZEFOGLALAS. ATEZISEK LEGFONTOSABB UJ
MEGALLAPITASAI

Magyarorszagon aiBD gyermekkori incidencidja 7,48/10. Ez az index Crohn
betegségben (CD) 4,72P1(kolitisz ulcer6zaban (UC) pedig 2,3271\ CD kétszer
gyakoribb, mint az UC. A betegek tizede fisztulgesdntkezik.

Hazankban az IBD-s gyermekek fele kézépsulyos-sulyos formabatartozik a
diagnozis folallitasanal. Egy éves nyomon kdvetés ez az arany a tizedére csokken.

A felss endoszkodpia (fekély, erdzid, afta, granuldma igazolasa) a Cbhetegek
harmadaban segiti a diagnozis felallitdsat. Peédérerepet ennél kisebb aranyban, a
Crohn-beteg gyermekek tizedében jatszik (,diageosgld”).

Orszagos felméréshéhRX-ra a gyermekek 82%-a kedvirerapias valaszt mutatott, a
fisztulak 70%-a bezarult. Nemzetkozi szinten végielimérésem alapjan 4458 IFX
kezelést 6sszegezve 3,8%-0s gyakorisaggal fordéliakut infuzids reakcid, amely
hasonl6 a feléttekhez.

Az MBL szérumkoncentraciok szignifikdnsan alacsonyablmlkaz alacsony MBL
szinttel rendelkeik aranya is nagyobb az IBD-s gyermekekben a kdhtolképest,
CD-ben és UC-ben egyarant. CD-ben az alacsony MRInt sizolalt ilealis
érintettséggel tarsul.

A PAB antitestek jelenléte szignifikansan magasabb CD-ben és UC-loen a
szenzitivitas alacsony. Kombinaciok alkalmazasa@zjavul, PAB és ASCA/pANCA
egylttes alkalmazasaval a szenzitivitas CD-ben 987,WC-ben 79,6%. Ekkor a
specificitas 89,3% (CD) illetve 93,2% (UC).

A GAB antitestek el6fordulasat szignifikdnsan magasabbnak észleltikea CD-s,
€s a kontroll csoporthoz viszonyitva, azonban erar@dkya nem éri el azt a szintet,
hogy értelme lenne alkalmazni a klinikai gyakoréatb

TLR2 és TLR4 expresszibja az IBD-s gyermekek gyulladt kolonna#faban
magasabb, mint a kontrollokéban és az IBD-s betégekukozajaban. Ezek az adatok
arra utalnak, hogy a TLR2 és TLR4 fontos szerepélt toe az IBD
pathomechanizmuséban.

CD aktiv szakaban a Thl prevalencia csokken, ezzel parhuzamosan twvalak
limfocitak, dendritikus- €és a memaria sejtek aramy@gasabb. Az Ujonnan kérismézett
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CD-ben a mieloid/plazmocitoid sejtek aranya, a TORR4+ dendritikus sejtek aranya
magasabb, mint a kontrollban.

Az iAP fehérjeszintek az IBD-s betegek és a coliakiasok mukdzajabasokien. Az
immunfluoreszcens festés mindkét betegségben igazak iAP és a TLR4
intraepitelidlis kompartmenten bellli egyittes lodé&ciojat. Ezek az adatok arra
utalhatnak, hogy az alacsonyabb IAP enzim okoztikkent LPS detoxifikacionak
szerepe lehet mindkét korkép patomechanizmusaban.

A CLDN2 és CLDN3 mukdzalis expresszidja colidkidban fokozott ése&nszerepe
lehet a kérképben megfigyelt fokozott bélpermeédsbhan, valamint a boholykarosodas
kialakulasaban.

A HSP72 expresszid coliakias gyermekek duodenalis mukdéaajabmagas,
gluténmentes diétat kovetn azonban normalizalédik. Ez arra utal, hogy aifeh
szerepet jatszhat a coliakia patomechanizmusaban.

Colidkias gyermekekbena Thl és NK sejtek aranya alacsonyabb, ellenbeakiazalt
CD4" T sejtek, a mieloid dendritikus sejtek, a TLR2T&R4 pozitiv dendritikus sejtek
ardnya magasabb. Gluténmentes diéta utan a legitibbés normalizalédott, bar
erdekes modon avelesziletett immunitas sejtes elemeinek eltérései a diétazo
coliakiasokban is megmaradtak, egyedil az APC-k4eRpresszidja normalizalodott.

Colidkias egyénben plazminogénhiany kéros TG2 kotéssel jar, amelynek szerepe
lehet a fekély patomechanizmuséban. Ennek alapjéfigkiasokban egyre gyakrabban
kérismézett ismeretlen ereddekélynél javasolhato a plazminogénhiany kizarasa.

AC-s csecserdk kisebb mértékben rendelkeznek CDB25" és FoxP3 T regulacios
sejtekkel, tovabba a Thelper2 sejtek aranya madadab arra utal, hogy a kezdeti
antigén terhelés damttényed a limfonodularis hiperplaziaval jellemezhetAC
kialakulasaban.
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X. SUMMARY

The incidence of pediatri¢BD in Hungary is 7.48/1C0. More specifically, the
incidence of Crohn disease (CD) and Ulcerative tBo{UC) is 4.72/1®and 2.32/10
respectively. The frequency of CD is twice thatusf. 10% of pediatric patients with
CD have fistulae.

At diagnosis, 50% of patients with IBD havemrederate to severe formwhich is
decreased to 10% after one year of follow-up.

Lesions characteristic of CD (ulcers, erosionsta@nd granulomata) found at upper
endocscopy are helpful in making the diagnosis. él@x, thediagnostic yield of EGD
is onlv 9% in CD patients.

Response to infliximab (IFX) after induction therapy was 82% and the ratéstfila
closure was 70% in pediatric CD patients in Hungary. Aralg 4458 courses of IFX
treatment, the rate of acute adverse IFX reactoas 3.8%, which is similar to adult
data.

Levels of Mannose binding lectin (MBL) were found be significantly lower in
patients with IBD (CD and UC) when compared withnirtols. Low MBL level
correlated with isolated ileal localization (L1).

The prevalence gbpancreatic autoantibodies (PAB)was significantly higher in CD
and in UC compared with a pediatric control coh®he specificity of PAB was 100%;
however, sensitivity was low. The combination ofB?And other antibodies (ASCA,
ANCA) improved the sensitivity of serological markein CD (87.4%) and in UC
(79.6%). Specificity was 89,3% in CD and 93,2% iG.U

Autoantibodies against goblet cells (GABwere significantly increased in patients
with UC compared with both CD and controls. Nevel¢ss, due to low sensitivity,
measurement is not currentlyrecommended as péneafiagnositic algorithm.

Expression of Toll-like receptors (TLR2 and TLR4)was increased in the inflamed
colonic mucosa of patients with IBD in comparisan doth controls and the non-
inflamed mucosa of IBD patients. This data indisdteat TLR2 and TLR4 may play an
important role in the pathophysiology of IBD.

Prevalence of Thl cells is decreased and activgteghocytes, dendritic- and memory
cells are increased in pediatric patients withvac€D. In newly diagnosed CD patients,
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there is an increased number of myeloid/plasmodytells and TLR2/TLR4+ dendritic
cells in comparison to controls.

Intestinal alkaline phosphatase (iIAP)enzyme was decreased in the mucosa of
pediatric patients with CD and celiac disease. Imofluorescent staining revealed iAP
and TLR4 colocalization in the intraepithelial caannent. These findings indicate that
decreased LPS detoxification due to decreased iWdynee may have a role in the
mucosal deterioration seen in both disorders.

Increased expression ofaudin2 and -3 (CLDN) in celiac disease may have a role in
the increased mucosal permeability and developroénillous atrophy seen in this
gluten sensitive disease.

Expression ofHeat-shock protein 72 (HSP)was increased in patients with celiac
disease, which normalized on a gluten-free diets Bhggests that HSP72 may play a
role in the pathophysiology.

Numbers of Thl and NK cells are decreased whilebmrmof activated CD4+ T cells,
myeloid dendritic cells and TLR2, TLR4+ dendritiells are increased in pediatric
patients with celiac disease After the introduction of a gluten-free diet, rhos
abnormalities returned to within normal limits, ept, interestingly, abnormalities of
innate immunity.

Plasminogen deficiency in a patient with celiac disease caused abnormal
transglutaminase2 binding and this may have a irolthe pathophysiology of ulcer
formation in celiac disease. Our results suggespogential role for excluding
plazminogen deficiency in celiac patients with véce

CD4'CD25" and FoxP3 T regulatory cells are decreased and Th2 cells are increased
in patients with allergic colitis. These resultglizate that early antigen exposure is
important in the development of lymphonodular hybesia observed in allergic colitis.
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FUGGELEK
1. melléklet. A gyermekkori Crohn-betegség aktivitasi index (PQPA(Turner,
Gastroenterology, 2007, ref. 51).
ANAMNEZIS (1 hétre visszameréleg) PONTSZAM
1. Hasi fajdalom
Nincs 0
Enyhe-révid ideig tart, nem zavarja az aktivitast 5
Kbdzépes vagy sulyos, naponta van, hosszabb idgjg ta
hatassal van az aktivitasra, éjszaka jelentkezik 10
2. Széklet
0-1 folyékony, nincs benne vér 0
1-2 lazabb széklet kevés vérrel, vagy 2-5 folyékony 5
Nagyobb mennyiségvér, vagy> 6 folyékony, vagy éjszakai 10
hasmenés
3. A beteg aktivitasa, altalanos allapota
Jol van, nincs korlatozott aktivitas 0
Esetenként nehéz fenntartani az aktivitast, atls@aesszabb alt 5
allapot
Csokkent aktivitas, nagyon rossz altalanos allapot 10
LABORATORIUMI VIZSGALATOK
4. Hematokrit
<10 év:>33 11-14 eév i85 0
28-32 30-34 2,5
<28 <30 5
11-19 év leadny>34 15-19 év fig37 0
29-33 32-36 2,5
<29 <32 5
5. We (mm/h)
<20 0
20-50 2,5
>50 10
6. Albumin (g/dl)
>3,5 0
3,1-3,4 5
<3,0 10
VIZSGALAT
7. Suly
Sulygyarapodas vagy akaratlagos sulytartas vagatées 0
Akaratlan sulyallas vagy 1-9%-o0s sulyvesztés 5
>10%-0s sulyvesztés 10
8. Magassag
Diagnozis felallitAsakor vagy Kdvetéskor
<1 SD csokkent novekedeés sebessEgD 0
1-2 SD csokkent novekedés sebess@GD1 5
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>2 SD csokkent novekedés sebessEgp

10

9. Has

Nincs nyomasérzékenység, nincs tapinthaté konglaiwer
Nyomasérzékenység vagy konglomeratum nyomasérzeggmgélkil
Nyomaseérzékenyseg, (izom)vedekezes, egyeéiitkbmglomeratum

= 010

10. Perirektalis betegség

Nincs, aszimptomatikusobfiiggelék
1-2 fajdalommentes fisztula, kevés valadék, ningsmasérzékenység
Aktiv fisztula, valadékozas, nyomasérzékenyseg aipgcesszus

= 010

11. Extraintesztinalis manifesztacio
(laz> 38,5C 3 napig az elmult hetekben, definitiv artritiszeitisz,
erittma nodézum, pioderma gangren6zum)

Nincs
Egy tinet
>Két tlinet

= 01 O

OSSZ PONTSZAM (0-100)
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2. melléklet. A gyermekkori kolitisz ulceréza aktivitasi index YRBAI), (Turner,
Gastroenterology, 2007, ref. 53).
PONTSZAM
1. Hasi fajdalom
Nincs 0
Fajdalom kozepes
Fajdalom sulyos 10
2 . Rektélis vérzeés
Nincs 0
Kis mennyiséd, a székletek kevesebb, mint 50%-ban 10
Kis mennyiség, a legtobb székletben van 20
Nagy mennyiséif)(székletek tobb mint 50%-a tartalmazza) 30
3. Széklet konzisztenciaja
Formalt 0
Részlegesen formalt
Hig, véres-vizes hasmenés 10
4. Székletek szama 24 ora alatt
0-2 0
3-5
6-8 10
>8 15
5. Ejszakai székiirités (éjszakai felébredést okozva
Nincs 0
Van 10
6. Aktivitasi szint
Aktivitast nem korlatozza 0
Esetenként korlatozza az aktivitast
Sulyosan csokkenti az aktivitast 10

OSSZ PONTSZAM (0-85)
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3. melléklet.Az IBD regiszter (HUPIR: Hungarian Pediatric IBD drgtry) adatlapja.

HUPIR ADATLAP
Beteg adatai

Regisztracio ideje:
Sorszam:

IBD diagndzisa:

Regisztrald orvos:

Melyik orszagban szletett?

Panaszok indulasa:

Neme: Szlletési hdnap és év:

Kizarolagos szoptatas: hénapos korig. [ ] Ismeretlen:

Egyéb tarsbetegség: (] nem ismert, ] igen, irjale:
Familiaritas (1. fokd rokonséag): L] Igen [l Nem [ ] Ismeretlen
Magassag és testsuly (diagnosis idején): Magassag: cm

Suly (1 tizedesjegyig): kg

F6 panasz(ok) (tobb valasz is lehet)
[|Gasztrointesztinalis tiinet (sz&jtdl az anusig)
[INovekedési elmaradas vagy kései pubertas
[]Extraintesztinalis tiinet Diagnozis:
[ 1Egyéb, irja le:

Diagnosztika (ikszelje be): igen nem

Felsé endoszkdpia [ ] [, ha nem volt, miért NEM:

[ lendoszképos vizsgald nem tartotta szilkségesnek

[ Inem volt ra idé

[lelégtelen szedéacio

[]tdl invaziv beavatkozas

[Ifelsé endoscopiat mar mashol elvégezték

[legyéb ok, irja le:

Kolonoszkopia (] [

lleoszkdpia [ ] [, ha nem volt, miért NEM:

[ lendoszképos vizsgald nem tartotta szilkségesnek

[ Istlyos betegség (perforacioé veszélye)

[ ]lleocokalis sztendzis

[ ]disztalis sztendzis

[ Inem volt ra idé
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[ lelégtelen szedacio
[ Iszéklettel szennyezett bél
[ltechnikai probléma
[ lkolonoszképia mar méashol megtortént
[legyéb ok, irja le:
igen nem
Kontrasztos passzazs [] [ ], ha nem volt, miért NEM:
[ lendoszképos vizsgald nem tartotta szilkségesnek
[ ] sztenézisra utalé tiinet nem volt
[]tdl invaziv beavatkozasnak tint
[ ]szulé vagy a gyerek nem egyezett bel
[IMRI enteroklizis volt helyette/mellette
[ ]kontrasztos CT volt helyette/mellette
[ kapszulas endoszképia volt mellette
[Iklinikai tradicio, hogy nem végeznek ilyet
[Imar mashol megtortént
[legyéb ok, irja le:
Hasi ultrahang
CT
MRI

Kapszulas endoszképia

10O 0O O

L] irjale:
L] irjale

Sebészeti m(tét

OooOooon

Egyéb

Segitett-e a fels 6 endoszkdpia a diagnozis felallitdsaban? [ ] nem []igen
Ha igen, mivel segitett? (pl. fekeély, granuldoma, ero6zid, utcakdrajzolat)
LABOROK:

CRP: mg/|

Vas: umol/l

Trombocita:

Hematokrit: %

DIAGNOZIS

] Crohn betegség PCDAI:

[] Ulcerativ kolitisz PUCAI:

[] Indetermindlt kolitisz

Kezdeti terapia (gyogyszer; dozis; adagolas médja — iv., per 0sz, per rekti):
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Betegség kiterjedése és helye

(abn = abnormalis/kéros; nor = normalis; nv = nem v

nincs biopszia )

izualizalhaté(nem lathatd, nem volt); nb =

EGYEB MEGJEGYZES:

II. Endoscopia | Ill. Histologia IV. Radiologia

Szajireg [Jabn OabrJgranulémd JnofJnv Clabn [Cnor  [Cnv

CInor
Nyelécss Jabri_Inof_]nv OabrJgranulémd _Jnof_]nv Oabn [nor [nv
Gyomor Jabri_Inof_]nv OabrJgranulémd _Jnof_]nv Oabn [nor [nv
Duodénum abA InolInv OabrJgranulémd _Jnof_]nv Oabn [nor [nv
Jejunum [labn [nor [nv
lleum Kabn [nor [Cnv
Terminalis abA InolInv OabrJgranulémd _Jnof_]nv Kabn [nor [Cnv
ileum
Cokum abA InolInv OabrJgranulémd _Jnof_]nv Kabn [Cnor [Cnv
Kolon abA InolInv OabrJgranulémd _Jnof_Inv Kabn [nor [Cnv
aszcendens
Kolon abA InolInv OabrJgranulémd _Jnof_Inv Kabn [nor [Cnv
transzver.
Kolon Oabri_Inof_Inv OabrJgranulémd_Inof_]nv Oabn [nor [nv
deszc.
Szigma Oabri_Jnof_nv OabrJgranulémd_Jnof_]nv dabn [nor [nv
Rektum Oabri_Jno_nv OabrJgranulémd_Jnof_]nv Oabn [nor [nv
Anusz OabrJgranulémd_Jnof_]nv Kabn [nor [Cnv
Periandlis | []igen | [],skintag” [lfisztula [] fisszara [ ]abszcessud | hemorroid
1ézi6 [Inem
Perianalis | [Jigen
fisztula [Inem
Internélis [ligen
fisztula [Inem
Abszcessus | [ligen | helye:
(barhol) [Inem
Sztenosis | [ligen | helye:
vagy [Inem
striktdra:
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4. melléklet.Az IBD regiszter (HUPIR: Hungarian Pediatric IBD drgtry) nyomonkovetéses

adatlapja.

IBD ADATLAP UTANKOVETES

Beteg adatai

Sorszam: IBD diagnozisa: 2007 januar
év ho

Regisztralo orvos: Kontroll idépontja 2007 januar
év ho

Neme: [JFia  [] Lany Sziletési datum: 1992 januar
év ho

Diagnozis az IBD megallapitasakor: Crohn-betegség
Utankovetés
1. Tovabbra is IBD-nek tartja-e a betegséget?
[]lgen [ ] Nem, 0j diagnozis:

2. Ha tovabbra is IBD-nek tartja a betegséget, valtozott-e ezen beliil a besorolas az
elmult év soran (példaul indeterminalt colitisrél vagy colitis ulcerosardél kidertilt,
hogy Crohn-betegség)?

[ ] Nem [Cligen:
EREDETI DIAGNOZIS MODOSULT DIAGNOZIS
Crohn-betegség Crohn-betegség

3. Jelentkezett-e az elmult év soran:
Extraintestinalis manifestatio [1Nem []igen, diagnozis:
Perianalis 1ézi6 [_] Nem []igen, skin tag
Intraabdominalis szévédmény [ ] Nem [ ]igen, stenosis
4. Volt-e az elmult egy évben mitéte a betegnek IBD miatt?
[]1gen [ ] Nem
Ha igen, milyen mitét volt: bélrezekcid, egyéb:

5. Milyen gyogyszeres kezelést kap a beteg az adott kontroll idején milyen
terapiaban részesul (tobb gydgyszer is bejeldlhetd)
5-ASA  (per 0s) [ligen[_] Nem

szteroid (szisztémas) [ligen[] Nem
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szteroid (per recti) [ligen[] Nem
Budenofalk [ligen[_] Nem
azathioprin [ligen[] Nem
5-ASA (per recti) [ligen[] Nem
Budesonid (per recti) [ligen[_INem
methotrexat [ligen[_]JNem
infliximab [ligen[_] Nem
kizarolagos enteralis taplalas [ligen[_]JNem

egyeb (irja le):
6. Tapasztalt-e az elmult évben szteroid dependenciat, refrakteritast?

(Szteroid-rezisztencia: két héten at adekvat dozisban (1-2 mg/ttkg) szteroid adasa nem
eredményez megfeleld javulast/remissziét. Szteroid dependencia: szteroid adasanak
abbahagyasa utan 30 napon belll visszaesés, vagy az adag csokkentésére relapszus
kovetkezik be.)

Szteroid dependencia [ ] Nem []1gen
Szteroid refrakteritas [ ] Nem []Igen
7. Volt-e relapszusa? [ ] Nem [ ] Igen, hany alkalommal?

(Relapszus — 10 feletti aktivitasi index)

8. A betegség aktivitdsa a kontroll idején:
PCDAI PUCAI

9. Testmagasség és testsuly a kontroll idején:
Testmagassag: cm Testsuly: kg

MEGJEGYZES:
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