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1. BEVEZETES

Allatkisérletek

Az irritabilis bél szindroma (IBS) funkcionalis tapcsatornai koérkép, melynek jellemz6
tiinetei a folyamatos vagy visszatérd hasi fijdalom, a puffadas és a széklethabitus valtozasa.
Funkcionalis tapcsatornai betegsegként a tunetek hatterében organikus eltérés nem igazolhato.
Napjainkban a foldrajzi elhelyezkedéstdl fiiggden a népesség 5-20 %-a szenved az IBS tiunetei
miatt, mely betegszam rendkivil magas direkt és indirekt koltségeket r0 az egészsegugyi
ellatasra. A korkép epidemiologiai szignifikanciaja ellenére az IBS patofiziologidja nem teljes
mértekben ismert, a betegség aktudlis klasszifikacidja, a Roma kritériumrendszer a betegek
széklethabitusan alapul, igy megkulonboztetiink hasmenés (IBS-D), székrekedés (IBS-C)
predominans, kevert (IBS-M) és nem meghatarozhatd széklethabitusd (IBS-M) alcsoportot,
illetve a diagnosztikus kritériumoknak megfeleld, am az elébbi alcsoportokba nem sorolhatd
betegek a nem osztalyozhaté (IBS-U) csoportba keriilnek. A betegség kialakulasanak
legfontosabb ismert koroki tényez6i az agy-bél tengely eltérései, melyek a fajdalom érzékelés és
modulacié zavarait okozzak, a tapcsatornai baktériumfléra megvaltozasa, mérsékelt
immunaktivacid a Dbélrendszerben, intesztindlis motoros diszfunkcio és emelkedett
bélpermeabilitas. A fentieken tul az IBS betegek fokozott anxietasa is karakterisztikus eltérés. A
utat.

A jelen értekezés az emelkedett bélpermedabilitas koroki szerepére fokuszal. Stresszt

okozo életesemények, tapcsatornai fert6zések és diszbidzis emelkedett bélpermeabilitashoz



vezethet, mely 0Osszefliggést mutat a zsigeri tulérzékenységgel, igy a betegek tuneteinek
stlyossagaval 1BS-ben. Allatkisérletes modellben igazoltak, hogy a stressz indukalt tapcsatornai
paracellularis permeabilitas fokozodas a tight junction fehérjék csokkent expressziojahoz vezet
(occludin, claudinok). Ezek a feherjék az actinomyosin vezérelt epithelialis citoszkeleton
kontrakci6 kulcs faktorai, mely folyamatban a miozin kénnytilanc kinaz foszforilacidja (MLCK)
fontos szerepet jatszik. Azok a transzgenikus egerek, melyekben a miozin kénnytilanc kinaz
specifikusan csak a bélben folyamatosan aktivalt formaban van jelen (CA-MLCKTQ)
velesziletetten emelkedett bélpermedbilitassal rendelkeznek. Az emelkedett permedbilitas mellett

ezekben az allatokban tiinetek nélkil a tapcsatornaban mérsékelt immunaktivacié van jelen, mely

sz

Human vizsgalatok

A colitis ulcerosa (UC) kronikus, relapszusokkal jaré gyulladasos bélbetegség (IBD) mely
a relapszusok soran a vastagbel nyalkahartyajanak gyulladasa miatt tipusosan hasmenéssel jar. A
colitis ulcerosa klinikailag kevésbé sulyos eseteiben a hasmenés predominans IBS betegektol
valo elkiilonités kihivast jelent, a képet tovabb szinezi az a tény, hogy a remisszidban 1évé IBD-s
betegek egy része szenved funkcionalis tapcsatornai panaszoktdl. Nagy Klinikai jelent6séggel
birhat olyan noninvaziv diagnosztikai markerek hasznélata, melyek elkulonitik az organikus és
funkciondlis betegeket, illetve korrelaciot mutatnak az IBD betegség aktivitasaval és az
endoszkopos képpel. A laboratoriumi paraméterek kozil a C reaktiv protein (CRP) a leginkabb
vizsgalt, ennek diagnosztikai értéke IBD-ben inkdbb a Crohn betegek (CD) esetén van, UC
relapszusaban a CRP a betegség kiterjedésétdl fiiggéen nem, vagy csak mérsékelten emelkedett, a

szérum CRP érték meghatarozasanak szenzitivitasa a betegség aktivitdsanak megitélésére UC



betegekben csak 50-70%. Az IBD-ben létrejové gyulladasos folyamat soran a neutrofil
granulocitdk megjelennek a vastagbél lumenében, az Aaltaluk szekretdlt, Ggy, mint a
polymorfonuklearis elasztdz, calprotectin és a catepszin-G mennyisége a székletben
meghatarozhatok. Ezek a mediatorok az UC igéretes biomarkerei, a széklet calprotectin szint
elkdloniti az IBD és IBS betegcsoportot, mindemellett a széklet calprotectin szint az UC
aktivitasaval is korreldl. A matrix metalloprotedz (MMP) 1, 2, 3 és 9 szintén a neutrofilokbol
szabadul fel, korabbi vizsgalatok alapjan az MMP-k szintje szignifikansan emelkedik UC betegek
vastagbél biopsziaiban a kontroll egyénekhez kepest, mindemellett a betegekben ez az eltérés
kifejezettebb az fekélyes bélszakaszon a nem-fekélyes teruiletekhez képest. Az MMP-k kozil az
MMP-9 jelenléte a legkifejezettebb az UC betegek biopszidiban. Az MMP-2 és MMP-9 szintje
emelkedett UC és CD-s gyermekek vizeletében, mely azt sugallja, hogy az MMP-k az IBD
diagnozisaban igéretes biomarkerek lehetnek. Mindezidaig egyetlen vizsgalat sem tortént a
széklet MMP meghatarozas diagnosztikus értékének tisztazasara IBD-ben.

A colorektalis rak (CRC) a tumoros morbiditas és mortalitas egyik vezetd oka a nyugati
orszagokban, a betegség incidenciaja emelkedik. Eurdpaban a CRC a masodik leggyakoribb
malignus korkép mindkeét nemben. A betegseg gyakorisdga és az a tény, hogy a korkép
prognodzisa jelentds Osszefliggést mutat a diagnozis idépontjaban €szlelt betegség kiterjedéssel a
CRC szliréprogramok rendkiviili fontossagat igazoljak. A kolonoszkdpia a magas specificitasaval
¢és szenzitivitasaval a sziirés aranystandardja. A beavatkozas koltsége, szovodmény rataja és a
betegek altali alacsony elfogadottsaga azonban az egy 1épcsis sziirés hatranyat jelenti. Mindezek
miatt a noninvaziv vizsgalati lehetdségek rendkiviili fontossaguak a kolonoszkopiat igényl6
betegek kisziirésében. A CRC sziirésre vonatkoz6 ajanlasok orszagonként kiillonboznek. Az 50 év
feletti populé&cidéban tobbnyire évenkénti vagy kétévenkénti széklet okkult veérvizsgalatot

javasolnak a pozitiv eredmény esetén kolonoszkdpidval kiegészitve, vagy 10 évenkénti



vastagbeéltikrozést tartalmaznak az ajanlasok. Az immunkémia modszert alkalmazd széklet
okkult vérteszt soran a human albumin Kimutatasara hasznalt monoklonalis vagy poliklonalis
antitesteket alkalmaznak, irodalmi adatok alapjan az immunkémia modszer szenzitivitasa
rendkivil valtozo, 5,4 és 98 % kozott a felhasznalt teszttdl fliggben, a specificitas 77 és 99 %
kozott valtozik. Az MMP-k Zn?* tartalmi endopeptidazok, melyek szamos sejtben
szekretalédnak, ugy, mint a tumorsejtek, mezenchimalis sejtek, fibroblasztok és kiilonbozo
gyulladasos sejtek. Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy az MMP-9 expresszioja emelkedett a
kolorektalis rakokbol vett mintakban és az emelkedés mértéke korrelal a betegség progndzisaval.

A széklet MMP-9 szintje CRC betegekben mindezidaig nem volt vizsgalva.

2. CELKITUZESEK

A transzgenikus (CA-MLCKTQ) egereken végzett kisérletekben célul tiiztiik ki:

1) A bélpermeabilitas es a tdpcsatornai tranzit vizsgalatat.

2) Annak a tisztazasat, hogy az emelkedett tapcsatornai permeabilitas hogyan befolyasolja a
bél microbiom Osszetételét

3) A mérsékelten emelkedett bélpermeabilitdas viselkedésre és a zsigeri érzékenysegre
kifejtett hatasanak felmérését.

4) Az emelkedett bélpermedbilitas kdzponti idegrendszerre kifejtett hatdsanak vizsgalatat.

A humén vizsgalatokban célul tiiztiik ki:

1) Az MMP-9 ELISA Kit validalasat széklet MMP-9 mérésere

2) A széklet MMP-9 szint meghatarozésat és dsszehasonlitdsdt UC, hasmenés predominan

IBS (IBS-D) betegekben és kontroll egyénekben



3) A széklet MMP-9 szint és a betegseg aktivitasa kozotti Osszefliggés tisztazasat UC
betegekben

4) A széklet MMP-9 szint diagnosztikai ertékének osszehasonlitasat az UC ismert széklet
biomarkerével a calprotectinnel.

5) A széklet MMP-9 meghatarozasat vastagbél daganatos, vastagbél polyppal rendelkez6 és

normal kolonoszkdpos eredményii egyénekben.

3. ESZKOZOK ES MODSZEREK

Allatkisérletek

Az allatkisérleteket CAMLCKTg (Tg(Vil-FLAG-CAMLCK)#Jrt, CA-MLCKTG) és vad
tipusu C57BL/6J egerekben végeztiik. Minden vizsgalat 8 hetes életkorban tértent. Az in vivo
bélpermedbilitas nyeldcsészonda segitségével beadott FITC-4kDa dextran vérplazmaban toérténd
mérésevel hataroztuk meg. A jejunum in vitro permeabilitas mérése Ussing kamraban tortént. A
tapcsatornai tranzit 1 oraval nyel6csdszonda alkalmazésaval beadott TRITC-70kDa dextran
fluoreszcenciajanak mérésével tortént a tapcsatorna 11 egyenld hosszusagu szakaszan. A bél
microbiom analizist 16S rRNA gRTPCR technikaval végeztik. Az ,,Open field test” 50x50 cm
arénaban a videofelvétel mellett tortént. A viszceralis hyperszenzitivitds indikatoraként
colorectalis ballondisztenzidra (CRD) kialakult EMG vélaszt detektaltunk a hasfalban rogzitett
elektrodok segitsegével. Az allatok egy részében ML-7 vagy naloxone sulfate intraperitonealis
eldkezelés tortént a CRD el6tt 1 oraval, masik allatcsoportban “water avoidance stress” tortént

négy napig 1-1 orén at, ebben a csoportban a stressz és a CRD kdzott 30 perc telt el. Az agy



kiilonboz6  teriileteibél  késziilt metszeteken C-Fos analizis tortent nydl anti-C-Fos és
tormaperoxidaz conjugalt antiszérum hasznalataval. A statisztikai analizis kettés t-probaval,
kettés Mann-Whitney U teszttel, illetve ANOVA vizsgélattal tértént. A microbiom analizishez
univarians analizis tortént parhuzamosan, mely 6ssszehasonlitotta minden egyes amplikont t-

teszttel, melyet Benjamini-Hochberg teszt kdvetett.

Human vizsgalatok

Az UC vizsgalatba 24 egészséges kontroll, 47 UC és 23 IBS-D beteg ker(lt bevonasra.
Az UC betegekben a betegség aktivitasanak felmérése parcialis és totalis Mayo pontrendszer
segitségével zajlott. Az UC betegcsoportban az endoszkopia idépontjaban vérvétel is tortént. A
CRC vizsgalatba 109 kolonoszkopiads vizsgalaton atesett beteg kerult. Az endoszkdpos és
szOvettani eredmény alapjan 0t alcsoportot képeztiink: negativ kolonoszkopos lelet,
diverticulosis, hyperplastikus polyp, adenoma és CRC. A széklet MMP-9 mérés ELISA
modszerrel, a széklet calprotectin meghatarozas kvantitativ lateral flow assay segitségével tortént.
A statisztikia analizis soran Kruskal-Wallis tesztet, Sperman korrelécios vizsgalatot, illetve ROC

analizist alkalmaztunk.
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4, EREDMENYEK

Allatkisérletek

A transzgenikus egerekben a tapcsatornaban folyamatosan aktiv MLCK expresszio
fokozott intesztinalis permeabilitashoz vezet, mikdzben a posztnatalis ndvekedés, tapcsatornai
tranzit nem valtozik A microbiota analizis eltérést igazolt a CAMLCKTg egerekben a vad
tipushoz képet, ebben a csoportban a Clostridium speciesek mennyiségében emelkedesét, mig a
Bacteroidetes, Enterococcus spp, and Prevotella csokkenését igazoltuk Az ,,Open field” teszt
soran mind a koOzponti részben bejart tdvolsdg aranya, mind a kozponti részben toltott id6
csokkent a CAMLCKTg egerekben. Ez nem a csokkent lokomotoros aktivitas kdvetkezménye,
mivel a teljes megtett tavolsag egyezd volt a vad tipust és a CAMLCKTg egerekben. A
CAMLCKT(g egerek kifejezett viszceralis analgeziat mutattak CRD-ra a vad tipushoz képest. A
zsigeri érzékenység visszaallithatd volt enzimatikus MLCK gatlassal, “water avoidance”
stresszel, vagy naloxon medidlt opioid receptor gatlassal. A CAMLCKTg egerekben C-Fos
immunjel6lés, mint a neuronalis aktivitas indikatora, szignifikdnsan emelkedett volt a thalamus
paraventricularis magjaban, a hypothalamus paraventricularis magjaban és a hippocampusban,
mig nem talaltunk valtozast a medialis prefrontalis cortex, nucleus accumbens és az amygdala C-

Fos expresszidjaban a két allatcsoport kozott.
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Human vizsgalatok

A széklet MMP-9 validaciojanak vizsgalata bizonyitotta, hogy a széklet matrix
6nmagaban nem befolyasolja a mérést, R&D Systems Kitje alkalmas az MMP-9 szintjének
meghatarozasara human széklet extraktumbol. Az UC vizsgalat azt igazolta, hogy az UC betegek
székletében az MMP-9 szintje szignifikdnsan emelkedett az egeszséges és IBS-D csoporthoz
képest. Az UC és a masik két csoport kozotti elkilonités kuszobértek értékét 0,245 ng/ml-ben
hataroztuk meg, ennél az értéknél a mérés szenzitivitasa 85,1%-nak, mig a specificitasa 99,9%-
nak bizonyult. Az UC csoportban a széklet MMP-9 aktivitas szignifikans korrelaciét mutat a
Mayo score-ral. A szeklet MMP-9 aktivitas szignifikansan alacsonyabb az inaktiv betegekben a
kdzépsulyos és kifejezett aktivitast mutatd betegekhez képest. Kifejezett dsszefliggés mutathatd
Ki tovabba az MMP-9 érték az endoszkopos aktivitas kozott. Az aktiv és remisszidban 1évé UC
betegek elkulonitésere meghatarozott 2,38 ng/ ml kiiszobérték mellett a vizsgalat szenzitivitasa
97,1%-nak, mig a specificitaisa 83,3%-nak bizonyult. Szignifikans 6sszefliggés volt
megfigyelheté a széklet MMP-9 és calprotectin szint koézott is. A CRC vizsgalatban az
endoszkdposan negativ és hyperplaziogen polypussal rendelkezé betegekben a széklet MMP-9
értéek rendkivil alacsony. Az adenomas betegekben mérsékelt, de nem szignifikans szeklet MMP-
9 emelkedés figyelheté meg a fenti két csoporthoz képest, mig a CRC betegek székletében
szignifikans széklet MMP-9-szint emelkedés lathatd. A CRC és kontroll betegek kozotti
elkllonitésre a 0,23 ng/ml értéket hataroztuk meg, ennél az értéknél a vizsgalat szenzitivitasa
89,3%-nak, a specificitasa 91,2%-nak bizonyult. A hyperplasiogén polypusos betegek a
kontrolloktol a széklet MMP-9 meghatarozassal nem kiilonitheték el. Az alacsony malignitas
rizikoju polypusos betegekben a széklet MMP-9 szint szignifikdnsan emelkedett az alacsony

rizikdju adenomas csoporthoz képet, azonban az alacsony rizik6jua adenomas betegcsoport nem
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kiilonithet6 el a széklet MMP-9 meérés alapjan a kontroll csoporttol. A magas rizikoju illetve CRC
betegek kontrolloktol torténd elkiilonitésére a ROC analizis alapjan szamitott kiiszobérték 0,085
ng/ml, ebben az esetben a meérés szenzitivitasa 76%, specificitdsa 85,3%. Ezzel az alacsonyabb
kiiszobertékkel a magas rizikdju adenomak 59%-a azonosithato. A CRC betegcsoportban nem
volt szignifikans Osszefligges a széklet MMP-9 szint és a tumor lokalizacidja, illetve Dukes

stadiuma kozott.
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UJ MEGALLAPITASOK ES KOVETKEZTETESEK

Allatkisérletek

1. A CAMLCKTyg transzgén diszkrét vekonybel permedbilitas emelkedést okoz. Ez a
valtozas nem jar egyutt a testsuly es az intesztinalis tranzit valtozasaval, azonban diszbidzis-szert
eltéréshez vezet a bél microbiomban.

2. CAMLCKT(g egerekben a zsigeri érzékenység szignifikansan csokken a vad tipusu
egerekhez képest, ez a genotipus specifikus valtozds kivédhet6 MLCK gatlassal, “water
avoidance” stressz alkalmazasaval vagy naloxon kezeléssel.

3. CAMLCKTg egerekben az intesztinalis permedbilitas emelkedés anxietas szerli
viselkedéeszavart okoz a vad tipusu egerekhez hasonlitva.

4. CAMLCKTg egerekben a neuronalis aktivitas szignifikansan emelkedett a
thalamus és a hypothalamus paraventricularis nucleusaiban és a hippocampusa vad tipusu
egerekhez képet, mig a neuronalis aktivitds nem valtozik a medialis prefrontalis cortexben, a
nucleus accumbensben és az amygdalaban.

Eredményeink alapjan a CAMLCKTg egér igeretes experimentalis modellje lehet az IBS-
nek. Az ebben a modellen elvégzett kisérletek uj, értékes informacidkkal szolgalhatnak a

betegseg pathogenezisével kapcsolatban.

Human vizsgalatok

1. A standard ELISA Kit alkalmas az MMP-9 detektalasara széklet mintadkban.
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2. A széklet MMP-9 szint emelkedett UC betegekben funkcionalis korképekhez
(IBS-D) és egészségesekhez képest.
3. UC-ban a széklet MMP-9 szintje a betegség aktivitdsanak kivald prediktora,

szignifikans korrelaciot mutat a klinikai és endoszkopos aktivitasi pontrendszerrel.

4. A széklet MMP-9 szintje szignifikansan korrelal a széklet calprotectin értékkel
UC-ban.
5. A széklet MMP-9 mérés magas szenzitivitds és specificitds mellett alkalmas a

CRC betegek elkiilonitésére a polypoid 1€zi6 mentes betegektol.

6. Alacsonyabb kiszéberték mellett a széklet MMP-9 meghatarozas a betegek kozel
60 %-aban alkalmas a magas rizikoju adenomak elkulonitésére is.

A vizsgalatok alapjan a széklet MMP-9 meghatarozasa igéretes differencialdiagnosztikai
marker lehet a hasmenéssel jaro korképekben és alkalmas a betegségaktivitas és a mukdzalis
gyogyulas megitélésére UC-ben. A széklet MMP-9 mérés tovabba a kolorektalis karcinoma

diagnosztikajanak is uj, nninvaziv markere lehet.
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