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ROVIDITESEK JEGYZEKE

(Ay)m: mitokondrialis transzmembran potencial

[Ca*];: intracellularis C&-koncentréacio

ATI: infliximab ellen termelt antitest

ATP;: intracellularis ATP-koncentracio

BAPTA-AM: 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N9,N9-tetraacatid
BCECF-AM: 2',7'-biscarboxyethyl-5(6)-carboxyfluorescein-amegmethylester
CBE: CI/HCO;-cseréb

CD: Crohn-betegség

CDAI: Crohn-betegség aktivitas index

CDC: nem-konjugélt epesav kenodezoxikdlsav

D: ileum-rezekalt/kolecisztektomizalt hasmenésesgostaport

DOGI/IAA: glikolizis gatlé deoxyglucose és idoacetamide

DRA: CI/HCO;-cseréb “downregulated in adenoma”

FURA-2-AM: 2-(6-(bis(carboxymethyl)amino)-5-(2-(2-(bis(carymethyl)amino)-5-
methylphenoxy)-ethoxy)-2-benzofuranyl)-5-oxazolécaylic acetoxymethyl ester
GCDC: glycine-conjugated bile acid glycochenodeoxychatio

IBD: gyulladasos bélbetegség

IFX: infliximab

IPsR: inozitol trifoszfat receptor

IQR: interquartilis tartomany

NHE: Na'/H'-cseréb

NON-D: ileum-rezekalt/kolecisztektomizalt nem hasmenést¢sgcsoport

pH;: intracellularis pH

RR: ruthenium red

RyR: ryanodin receptor

SERCA: sarkoplazmas/endoplazés retikulum kélcium ATPé&z

TEM: transzmisszios elektronmikroszkopia

Tg: thapsigargin

TMRM: tetramethylrhodamine methyl ester

TNF-a: tumor nekrozis faktor alfa

UC: colitis ulcerosa



BEVEZETES

1. A human vastagbél epithél sejtek iontranszportesinek az epesav-indukalta hasmenésben

bet6ltdtt szerepe

A vastagbél alapvétszerepet jatszik a szervezet vizhaztartasanakafieasaban azzal,
hogy naponta 1,5-1,9 liter elektrolitban gazdagddEkot sziv vissza. A polarizalt kolon epithél
sejtek felszini membranjan helyet foglalo ion tpwterek megfelélmilkodése elengedhetetlen
a szekrécié és az abszorpcid kozotti egyensuly téet@isahoz. Nagy valosiiséggel két,
egymassal funkciondlis egységet alkotd ion trangepoa N&/H'-cseréb 3 (NHE3) és a ClI
/HCOs-cseréb (CBE) ,downregulated in adenoma” (DRA), féletk a kolonban zajld
elektroneutralis NaCl-felszivas legnagyobb hanyedadabar a kolon epithél sejtek egyéb
sejtfelszini NHE-izoformakkal is rendelkeznek, a*Nmszaszivasban eddig csak az NHE3
kulcsfontossagu szerepét sikerllt bizonyitani. &zrhegdfigyelést alatamasztja, hogy az NHES3-
génkiltott egerek kronikus hasmenésben szenvedn€X-visszaszivasban a THHCO; -cseréb
DRA hasonlé fontos szerepet tolt be. A transzpoftekciovesztéses mutaciéja embereknél
velesziletett ,kloridvesztéses” hasmenéshez veleethasonlo jelenség figyelldemeg DRA-
hianyos egereknél. Emellett a Nés Cl transzport zavara bizonyitottan hozzajarul a isolit
ulcerosa-t (UC) kisérés az un. szekretoros hasmenés kialakulasahoz.

Az epesavak a téplalékkal elfogyasztott zsirok lgealadsat és felszivodasat ségit
természetes detergensek. Az enterohepatikus kédorgavara epesav-malabszorpciot
eredményez, ekkor az epesavak nagyobb koncentedrciébk el a vastagbelet és ismeretlen
mechanizmusokon keresztil hasmenést okoznak. Amikgdtavolitds vagy a cholecytectomia jol
ismert kiséje az epesav-malabszorpci6: az ileum-rezekalt Chwmtagek 97%-anal, a
cholecytectomian atesettek 58%-anal fordub. eMivel a diagnosztikai moédszerek nem
mindenhol kivitelezhéiek, a betegséget ritkhn lehet azonositani, ezértemesav-okozta
hasmenés kezelése igen komplikélt. Az epesav-székniolesztiraminnal valé terapia nem
mindig hatékony, de a paciensek élethosszig-taytimyszeres kezelése sem lehet perspektiva.
Kimutattak, hogy a felszivodas/szekrécié karosodaskolonban, beleértve a Nas a Cl
transzportot, kritikus szerepet jatszhat az epesalabszorpciot kisérhasmenés létrejéttében.
Az epesavak ugyanis vivo szekréciot serkeéit valamint abszorpciot gatlé hatast fejtenek ki a
huméan vastagbélre. Ezt a medfigyeléstvitro kisérletek is alatamasztjak. Az epesav-okozta
hasmenés hétterében all6 mechanizmus azonban méggmiem ismert, a folyamat megértése

viszont nagy jeledséggel birna U] terapias lebségek kifejlesztésében.



2. Az anti-tumor nekrézis factor- a (TNF-a) infliximabbal (IFX) valé biolégiai terapia

jelentésége a gyulladasos bélbetegségek (IBD) kezelésében

A Crohn betegség (CD) és a colitis ulcerosa (U&yd@mikus, ismeretlen eredegyulladasos
bélbetegségek (IBD) két megjelenési formaja, meliefolyasat relapszusok és remisszidk
valtakozasa jellemez. Az anti tumor nekrézis faKidF)-o infliximab (IFX) bevezetése dramai
valtozast jelentett a kezelésre refrakter IBD-berensed betegek ellatasdban. Szamos
tanulmany igazolta az IFX hatékonysagat CD, valarhl@ remisszidjanak indukciéjaban és
fenntartasaban. A TNE-antagonista terdpiara kezdetben reagalo betegedt 46%-aban alakul

ki azonban dozis intenzifikaciot vagy készitméntdstl igenyd hatésvesztés. A TN&-
blokkolok ellen termelt antitestek jelenléte, a gyszer alacsony szérum koncentracidja
kedvedtlen terapias valaszt &kjelzs tényedk. A dozis intenzifikacidé megoldast jelenthet a
kezelésre nem reagélé esetekre alacsony antial #erumszint esetén, mig a gyogyszer ellenes
antitestek jelenlétekor a készitményvaltas erededmgt nagyobb sikert. A hatasvesztés és
adverz események kialakuldsanak &égf oka az immunogenitds, vagyis a biologiai szkemel
termelt antitestek megjelenése. A fenntart6 kezelé®nkomittal6 immunomodulans terapia és a
nagy doézisu kortikoszteroid premedikécié csokkettéeimmunogenitést.

A TNF-o gétlo kezelés rovidebb ideig tarto terdpids valaak hatterében kezdetben az anti
TNF-a ellen termelt ellenanyagok szerepét gyanitottkangde utdbb publikalt tanulmanyok
alapjan inkabb a vérben mérbetzubterapias IFX szint van hatassal a klinikaasata és az
endoszkoépos javulasra a gyogyszer ellen termeitieatek jelenlétél fuggetlendl. A TNFe, a
TNF-o blokkolo, és az ellene termelt antitest szint ¢égpaimeghatarozasanak szerepét a napi
gyakorlatban, a terjpias dontéshozatalban idaig viesgaltak, &t, az IFX farmakokinetikai
paramétereinek monitorozasa az IBD aktivitasandén@lzése és a tergpia optimalizalasa
céljabdl sem standardizalt a gyakorlatban. Jelesgélatunk célja a TNE; az IFX és az ellene
termelt antitest szint meghatarozasa olyan IBDiedekben, akiknél hatdsvesztés alakult ki,
mellékhatasok vagy allergias reakcio jelent megzelés soran.

Habar nem torvényszierhogy az IBD-s betegek immunkompetencidja megyatin, jelenleg
nincs rendelkezésre all6 modszer az immunszup@messk immunrendszerre gyakorolt
hatasanak meghatarozasara. A biologiai és/vagy mmodulans terapidban részésiBD-
betegek nagyobb kockazatnak vannak kitéve @zéseket illeien, beleértve az opportunista
fertozésekre valo esély extrém emelkedését: mar egy mmuodulator szedése haromszoros
kockazatot jelent. A fedzések egyes tipusai immunizaciéval kivedkeMivel az influenza a
leggyakoribb védoltassal kivedhét betegség, az influenza elleni vakcinavié javallmtldgiai
és/vagy immunmodulans terapidban részesiUBD-s betegeknek. Ugy tnik, az
immunszuppressziv €s a bioldgiai terdpia befolyakoh vakcinara adott immunvélaszt, az
azonban nem tisztazott, hogy a vakcinalads hat&ssaé az IBD-s betegek citokin-profiljara és

ezzel egylitt a betegség lefolyaséra.



CELKIT UZESEK

1. Az epesavak hatdsanak vizsgélata human vastaglithiéle sejtek ion transzportereinek
mukodésére, valamint az epesav-okozta hasmenés pathamizmusanak sejtszint

karakterizalasa.

2.1. A TNF-u, az IFX és az ellene termelt antitest szint megioatisa olyan IBD-s betegekben,
akiknél hatasvesztés alakult ki, mellékhatasok \alprgias reakcié jelent meg a kezelés soran.
2.2. A cellularis immunvalasz meghatarozasa influentkanie oltasban részesilt anti-TNfe-

és/vagy immunszuppressziv terapiaval kezelt IBRisdpeknél.

ANYAGOK ES MODSZEREK

1. A human vastagbél epithél sejtek iontranszportesinek az epesav-indukalta hasmenésben

betoltott szerepe

1.1. Betegek bevalasztdsa

Kontroll paciensek mellett kronikus hasmenésbemed vagy nem szenvédileum-
rezekalt/kolecisztektomizalt betegek lettek bevoatanulmanyba. Egyik betegnél sem volt IBD
kimutathatd. A vizsgalatot a Szegedi Tudomanyeggettuman Orvosbiologiai Intézményi és
Regiondlis Kutatasetikai Bizottsdga engedélyévelexréilk. A betegek kolonoszképias

vizsgalaton estek ét, mely soran hat biopszidsanumttink.

1.2.Kolon kriptak izolalasa
A kolon kriptdkat biopszids mintakbol izoléltuk. 3x perc kollagenazos (0,38 mg/ml)

emesztést kovéen a kriptakat mikropipetta segitségével Petricd@shelyeztuk.

1.3.Az pH;, [Ca®];, (ATP); és AW),, mérése

Az izolalt human kolon kriptékat a vizsgalatnak riedgjéen kilonbo# fluoreszcens festéket
(BCECF-AM (1.umol/L), Fura2-AM (2.mmol/L), MgGreen-AM (mol/L), vagy TMRM
(100nmol/L)) tartalmaz6 HEPES-oldatban 30 percig@+bn inkubaltuk. A kriptékat folyamatos
perfazio mellett az adott fluoreszcens festékefeget) hullamhosszu fénnyel vilagitottuk meg.

Az emissziét adott hullamhosszon detektaltuk.

1.4. Az NHE aktivitasok meghatarozasa
A kolon epithél sejtek NHE-aktivitdsat NHpulzus technikaval Namentes oldatban

vizsgaltuk. A Na-tartalmu oldat visszaadasakotikddésbe lépnek a kulonkBRHE-izoformak.



A savas pHkbdl vald regeneracid meértékiib kbvetkeztethetiink az NHE-aktivitasra. A
kulonbdzd NHE izoformék aktivitasanak elkulonitésére a daéle NHE-gatlé HOE642-t
hasznaltuk. 1 uM HOE642 gatolja az NHEfikidését, mig 50 uM HOE642 az NHEL1 és 2-t, de
nem az NHE3-t.

1.5. A CBE-aktivitds mérése

A human kolon epithél sejtek CBE-aktivitasat a-€onas technikaval vizsgaltuk. A
CI' kivonasa a sztenderd HGZO,-oldatbdl a sejtek alkalizacidjdhoz vezet, mivelCBE
forditott iranyl niikbdésbe kezd. A transzporter aktivitasat az alkealis rata ets 30 mp-e adja

meg.

1.6. A pufferkapacitas meghatarozasa

A human kolon epithél sejtek total pufferkapacitd$aw) az NH,"-pulzus-technikaval
hataroztuk meg. A sejteket kiilonkdzoncentracioji NECI-nak tettik ki N& és HCQ -mentes
oldatban. Ap; (a pufferkapacitas intrinszik komponense) a Heratetdasselbach egyenlet
segitségével lett meghatarozvapéart a kovetkeétképpen kalkulaltukBiow = Bi + Prcos. = Bi +
2.3Xx[HCGs];, ahol aPucos. @ HCQ/CO,rendszer pufferkapacitasa. A kalkulalt ;pidltozas

mértékét al(B)=dpH/dtxBa€gyenlet segitségével bazis fluxussa konvertaltuk.

1.7. Electronmikroszkopia
A biopsziakat 2%-o0s glutaraldehid-oldatban inkulgaltA mintdkat 1x1mm nagysagu
darabokat vagtunk, 2%-os zselatinnal infiltraltoigjd Embed 812-be (EMS, USA) agyaztuk. 70

nm-es metszetek késziltek a transzmisszids elektkomszkopiahoz (TEM).

1.8. Statisztikai analizis
Az értékek atlagt SE-ként vannak megadva. A gt#ites analizist varianciaanalizissel
(ANOVA) végeztuk, Dunnett vagy Bonferroni post-htesztekkel kombinalva.<®,05 értéket

fogadtunk el szignifikAnskeént.

2. Az anti-TNF-a IFX-bal valé biol6égiai terapia jelentésége IBD kezelésében

2.1. Betegek I.

A vizsgélat el§ részénél 67-IFX kezelésben részéstD és UC beteget vontunk be
prospektiv megfigyeléses tanulmanyunkba és osktétat két csoportra. Harminchat betegnél
lépett fel hatasvesztés vagy alakult ki mellékhailéetve allergids reakcié (I csoport), mig 31
beteg teljes klinikai remisszioba kerult (Il csopoerék képezték a vizsgélat kontroll csoportjét.
Minden betedil vért vettink a szérum TNé&- IFX és az IFX ellen termelt antitest (ATI)

meghatarozdsanak céljabdl. A vizsgalatot a Szegedomanyegyetem Huméan Orvosbioldgiai



Intézményi és Regionalis Kutatasetikai Bizottsagangedélyével végeztik. Vizsgaltuk a
hatasvesztés, a mellékhatasok, illetve allergiakciék kialakuldsa és a szérum TMFH-X és

ATI koncentracidk kozotti 6sszefliggest.

2.2.Betegek II.

A vizsgalat masodik része egy tbbbcentrumu prd$peédohort tanulmany volt, négy
magyarorszagi IBD-kézpont részvételével. A bevalagiafeltétel 18 év feletti életkor, 3
honapnal hosszabb ideje fenndall stabil IBD-diagg)dmaktiv periédus valamint nem maodositott
terapia. Az influenza elleni véditas minden betegnek fel lett ajanlva. A betegekakapjan
lettek két csoportra osztva, hogy elfogadtak-e dbokast. A tanulmanyba bevontakat 4 hdnapig
kovettik. A védoltast kapott betegeket tovabbi két csoportra deko aminoszalicilat
kezelésben részeglimmunoszuppressziv terapia nélkil és immunomaedués/vagy bioldgiai
terapiaban részegid. A kontrollok fenntartd bioldgiai terapiat és/yagnmunmodulans kezelést
kaptak.

A vakcinakat (teljes virion vagy split virion) \elenszeit kivalasztias alapjan kaptak a
betegek. A vizsgélatot a Szegedi Tudomanyegyeterméndu Orvosbiolégiai Intézményi és

Regionalis Kutatdsetikai Bizottsagagedélyével végeztik.

2.3. Vakcinalas
Két vakcinat alkalmaztunk a szezonalis influenzaus/iA/California/7/2009 (H1N1),
AlVictoria/361/2011 (H3N2), B/Wisconsin/1/2010—-skz@&/Hubei-Wujiagang/158/2009 ellen.
Az inaktivalt split-viriont tartalmaz6 vakcinatQFlu9), valamint az inaktivalt teljes

viriont tartalmazé vakcinat (Fluval AB) véletlensizéivalasztas alapjan kaptak a betegek.

2.4. Szérum TNFe, IFX, ATI, IFN- y és IL-2 szintek meghatarozasa

A TNF-o0, IFX és ATI szinteket enzimmel kotott immunszorbdELISA) technikaval
mértik. A vérmintat az elsbetegpopulaciotdl a soron kdvetkdEX kezelés ditt vettik le.

A vizsgélat masodik részében résztvebetegekil a vérmintakat a vakcinalasoé
valamint 5-6 héttel utdna gjottik. A TNF-, IFN-y és IL-2 szinteket a vakcinalast koden
ELISA-val hataroztuk meg és dsszehasonlitottuknanunoszuppresszans kezelésben részesul

és nem részesiibetegek adatait is.

2.5. Statisztika

A vizsgalat el§ részében dolytonos valtozdkat mediaés interkvartilis tartomanyok
formajaban fejeztik ki. A két csoport kategorikddtezoit Pearsonféle chi-négyzet segitségével
értékeltiik. Az IFX és ATI szintek csoportonkéntispshasonlitasat Mann-Whitney és Fisher

teszttel végeztik. A laborparaméterek, IFX és AZintek kozotti dsszefliggés elemzésére
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szintén Mann-Whitney prébat alkalmaztunk. A 0,05 feletti p értékeketkireettik
szignifikAnsnak.

A vizsgalat masodik részében a statisztikai aistiézPearsonféle chi-négyzet tesztet,
Fisherféle egzakttesztet, multivaridns varianciaanalizisyMANOVA) hasznaltunk. A 0,05

feletti p értékeket tekintettiik szignifikansnak A pékekeHolm-Sidak médszerréborrigaltuk.

EREDMENYEK

1. A human vastagbél epithél sejtek iontranszportetinek az epesav-indukalta hasmenésben

betoltott szerepe

1.1.A kronikus epesav terhelés karositja a kolon epithésejtek NHE és CBE aktivitasat
lleum-rezekalt/cholecystectomizalt hasmenéses bkbBbizolalt kolon kriptaknal csdkkent
NHE- és CBE-aktivitdst taldltunk a kontroll paciekkez képest. lleum-rezekalt/
cholecystectomizalt betegeknél, akik nem szenvekitékikus hasmené&dt nem mutatkozott a
kontroll paciensekhez képest eltérés a vizsgaltrammszporterek aktivithsaban. Ez a medfigyelés
aldtdmasztja az ion transzporterek epesav-indukddtsmenésben betoltott kulcsfontossagu

szerepét.

1.2.Akut epesav terhelés hatédsa izolalt human kolon ethiél sejtek pH-jara

A nem-konjugalt epesav kenodezoxikdlsav (CDC) ésomjugdlt glikokenodezoxikdlsav
(GCDC) koncentraciofudggen csokkentette a kontroll paciensékizolalt kolon epithél sejtek
pH-jat. Az acidézis mértéke jeleistebb volt a CDC esetén. Ez valGsiddg a nem-konjugalt

epesav lipofilitAsanak tudhaté be, ami Iéhétteszi annak sejtmembranon valé atjutasat.

1.3.Akut epesav terhelés hatasa az izolalt kolon epithéejtek NHE és CBE aktivitasara

10 perces kezelés 0,1 mM CDC-vel vagy GCDC-vel nait hatassal a sejtek NHE-
aktivitdsara. 0,3 mM CDC azonban jel&ntgatlast fejtett ki minden vizsgalt NHE-izoforma
funkciéjara. 0,3 mM CDC 10 percig adva szignifikAnsgatolta a kolon epithél sejtek CBE-
aktivitdsat is. Sem alacsonyabb koncentracioju GDC mM) sem pedig GCDC (0,1 vagy 0,3
mM) nem befolyasolta a CBE{tkodését.

1.4.Epesavak hatdsa a human kolon epithél sejtek sejtatoinak morfoldgiajara
Sem 0,1 vagy 0,3 mM CDC, sem pedig 1 mM GCDC-veeétd inkubacié nem okozott
elvaltozadst a kolon epithél sejtek intracellulaisganellumainak szerkezetében. Magas

koncentraciojd CDC (1 mM) azonban sulyosan kartisit@ mitokondriumokat. A tdbbi

s sz
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1.5.CDC hatésa az izolalt human kolon epithél sejtekbenizsgalt ATP, és Ay),-ra

0,3 mM CDC jelents, de visszafordithatdé csokkenést idézéttaekolon epithél sejtekben
mért ATR-ban. Mind a glikolitikus, mind pedig a mitokondi&ATP-termelés karosodott. 0,1 és
0,3 mM CDC emellett reverzibilisen csokkentette ertnfh\y)—t.

1.6.A CDC koncentréciofiiggien emeli az izolalt kolon epithél sejtek [CH]; —jat

A CDC koncentracigjatél fudg meértékben elnydjtott, platéfazisos patholdgias
kalciumszignalt valtott ki izolalt huméan kolon dp#l sejtekben. Ez a jelenség szignifikansan
csokkenthet volt koffeinnel, ami az endoplazmas retikulum (ER)zitol-trifoszfat receptoranak
(IP;R) antagonistaja. A plazmamembran kélciumcsatoakébiokkolasara gadoliniumot (&
hasznaltunk. A G énmagaban alkalmazva nem volt képes kivédeni anyBCDC-okozta
patholégias kalciumszignalt.

Cd*-mentes oldatban a SERCA-gatlé thapsigargin (Tg) B2 C&'-készletének
csokkenését valtotta ki, ami citoszélikus fGaemelkedésben nyilvanult meg. Amennyiben a
Tg-kezelést 0,3 mM CDC-t kovidn alkalmaztuk, hatasa jelésen lecsdkkent. 0,3 mM CDC-
vel egyidejileg adva kismértékben tovabb emelte a sejtplazra&][Gat. Ez a megfigyelés arra
enged koévetkeztetni, hogy a CDC fQara kifejtett hatasat az extracellularis @ribalo Cd'-

bearamlas éldézése mellett BR-on keresztil fejti ki.

1.7. A CDC az ATR csokkentésén keresztiil gatolja az NHE-aktivitastsCa*-fliggé CBE-
funkcidé cstkkenést valt ki izolalt human kolon epihél sejtekben

Megvizsgaltuk, hogy van-e dsszefliggés a CDC inlitdags hatasai (ATPcstkkenés,
[Ca™"]-emelkedés) és az ion transzporterekre kifejtettdghatasa kozott. A glikolizis-gatld
DOG+IAA alkalmazésakor ugyanolyan mérié@dHE-funkcié csokkeneést figyeltink meg, mint
amit a 0,3 mM CDC-kezelést koven detektaltunk. Eldlh arra kovetkeztethetiink, hogy a CDC
az ATR csokkentésén keresztil gatolja a kolon epithéeké{HE-aktivitasat. Az intracellularis
Ca*-kelator BAPTA-AM teljesen kivédte a 0,3 mM CDC-ata CBE-aktivitds csokkenést, ami

a transzporter és Ca&'-fliggésére utal.

2. Az anti-TNF-a |IFX-bal valo bioldgiai terapia jelentésége IBD kezelésében

2.1. A szérum TNFe, az IFX és az IFX elleni antitest titer gyakorlatijelentésége IBD-ben

A CDAI median értékei 138 (IQR 68-186) és 50 (IQR7D) voltak az | és Il csoportban.
A median pMayo értékek a két csoportban 5 (IQR &$6) (IQR 0-1) voltak. A szérum TNF-
median értéke az | és Il csoportban 10,5 pg/ml{@R 3,2-18-9) és 6,3 pg/ml-nek (IQR 1,5-
15,7) bizonyult. A szérum IFX median értékei a &soportban 3,1 (IQR 2,6-5,04) és 3,5 (IQR
2,6-4,7) ug/ml voltak. ATl 14 betegben volt kimitato, a median értéke 933 pg/ml (IQR 328-
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3306) volt. A ROC analizis alapjan az ATI kimutatidsz szikséges IFX szérumszint elvalaszto
értéke 3,01 pg/mil-nek adddott. A szérum TdNBzint szignifikAnsan magasabbnak bizonyult
mérhed ATI szintek esetében (p=0,005). Az ATI pozitivitas az alacsony IFX szérumszint
szintén szignifikdns korrelaciot mutatott (p=0,01em taldltunk kilonbséget az IFX
szérumszint és az antitest pozitivitas kozott. Alraé antitest szinttel rendelkébetegek kozul

2 betegben mellékhatasok, 5 betegben hatasvesztbstegben allergids reakcio Iépett fel.
Megebz6 bioldgiai terdpiaban 37 beteg részeslilt. Az astiitpddés szignifikAnsan gyakoribb
volt a korabban biologiai kezelésen mar atesettdeddben (p=0,048). Dozis intenzifikaciora 9
beteg szorult. A dozis intenzifikacio és az antkégzidés kozott nem talaltunk dsszefliggést. A
konkomittal6 immunszuppressziv kezelés nem befolgaisaz IFX és ATl szinteket.
Alacsonyabb szérum IFX szintek esetében szignifgdrmagasabb sullyedés és CRP értékeket
észleltuink (p=0,04 and p=0,002). A szérum TiNFzint a szteroiddal kezelt betegekben

magasabbnak bizonyult a szteroidot nem &kzieel szemben (p=0.038).

2.2. Az influenza elleni védoltds hatasa anti-TNFe é€s/vagy immunszuppressziv terapiat
kapo IBD-s betegek sejtes immunvalaszara

209 IBD-s beteget (127 CD, 82 UC) vontunk be agatatba. Influenza elleni véditast
156 beteg (98 CD, 58 UC) kapott, mig 56-an (29 @B,UC) ezt visszautasitottak (kontroll
csoport). 57-en kaptak teljes viriont és 99-ent syfifiont tartalmazo végbltast.

A 156 vakcindlt beteglh 115 részesilt immunszuppressziv kezelésben. Az
immunszuppressziv terapiat nem kap6 csoport 41gh#@tdllt. A kontrollcsoportot alkotd 53
beteglél 32 kapott immunszuppressziv kezelést.

A leukocita és limfocita szintekben nem talaltyellenis eltérést a vakcinalas utan. Sem
a TNFa, sem az INF+ szintek nem valtoztak meg jeléatmértékben a védltast kdveben.
Jelenbs csokkenést figyeltiink meg az IL-2 szintjében kit €3 a teljes viriont kapd csoport
kozoétt (p=0,004) a véubltas beadasat kowin.
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DISZKUSSZIO

1. A human vastagbél epithél sejtek iontranszportetinek az epesav-indukalta hasmenésben

bet6ltdtt szerepe

Jelen tanulményban bizonyitjuk, hogy az epesavakskfgk a human kolon epithél
sejtek sav/bazis transzportereinek (NHE és CB&Raduését. Az NHE és CBE gatolt aktivitasa a
vastagbélben csokkent folyadék- és elektrolit \d@sgivast, valamint hasmenés kialakulasat

eredményezi.

A viz és ionok (Bképp a Na és a C) abszorpcidja a kolon epithél sejtek egyik fontos
feladata. Az elektroneutralis NaCl felszivasérttENés a CBE egyuttesiikddése feldls. E két

transzporter karosodott aktivitasa mar bizonyggttes hasmenéssel jaro kérfolyamatokban.

Az epesavak is képesek hasmenést kivaltani, angpasav-malabszorpcio velejaréja.
Epesav-malabszorpcié alakulhat ki az ileum eltéd&séit vagy cholecystectomiat kdsen. Az
epesavak befolyasa a vastagbél epithélium szelsrérsdéabszorptiv folyamataira valositéay
kritikus szerepet tolt be az epesav-okozta hasmedgiakulasaban. A jelenség pontos

mechanizmusa azonban nem ismert.

Kisérletsorozatunk edsrészében bemutattuk, hogy a sav/bazis transzpkrt=okkent
aktivitasa a kolonban részt vesz az epesav-ok@sméneés kialakitdsaban. lleum-rezekcion vagy
cholecystectomian atesett betegek biopszids miitéiblaltunk kolon epithél sejteket, akiknek a
vastagbele valoszifeg folyamatos magas epesav terhelésnek van kitBvéetegeket két
csoportra osztottuk az alapjan, hogy az operacibtetien volt-e krénikus hasmenésuik
(Diarrhoea — D) vagy nem (Non-Diarrhoea — NON-D)DAcsoportban minden vizsgalt NHE-
izoforma aktivitasa és a CBE funkcidja is jetentcsokkenést mutatott a kontroll csoporthoz
képest. Fontos megjegyezni, hogy a NON-D csoporén&lontrollnoz képest nem talaltunk
eltérést a vizsgalt transzporterek aktivitAsabaekE&z adatok arra engednek kdvetkeztetni, hogy
a csokkent abszorpcio a kolonban valésleig a nem-fizioldgias epesav terhelésnek tudhatd be

Ez utan vizsgaltuk, hogy az epesavak hogyan hatgékzséges kolon epithél sejtekre.
Kontroll paciensek#l izolalt kolon kriptakat kezeltink a nem konjugalepesav
kenodezoxikdlsavval (CDC) és a konjugalt glikokeemakikdélsavval (GCDC). A CDC gyenge
sav lévén passziv diffuzioval atjut a sejtmembranarig a konjugalt epesavakat aktiv
transzportmechanizmus juttatja a sejtekbe. Az edsa harom koncentracidban alkalmaztuk
(0,1, 0,3 és 1mM), a fiziolégiads és nem-fiziologkislimények imitadlasa céljabdl. A CDC és a
GCDC koncentraciéfudy reverzibilis phicsokkenést eredményezett az izolalt kolon epithél
sejtekben. Az acidozis a CDC esetében nagyobb kfiénélt. Ennek oka a CDC lipofil

karaktere.
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A kovetked lépésben vizsgaltuk az epesavak altal kifejtetit diatast az egészséges
human kolon epithél sejtek sav/bazis transzporré&telativ magas koncentracioju CDC (0,3
mM) jelentisen gatolta a sejtek NHE és CBE aktivitasat, amemelkedett koncentracidban
jelen & nem konjugalt epesavak toxikus hatasat mutatjlenJ&isérletsorozatban nem
vizsgaltuk, hogyan befolyasoljak az epesavak adsaCl-szekréciot, de korabbi tanulmanyokbol
tudjuk, hogy az epesavak stimuléljdk a kolon epitegtek elektrolit- és folyadékszekrécidjat. Az
szekréci6 mértékének novekedése és az abszorpdidkecese egylttesen feisl lehet az
epesav-malabszorpcid soran felldmpsmenésért.

Felmertlt a kérdés, milyen intracellularis folyaoiain keresztil gatoljak az epesavak a
kolon epithél sejtek sav/bazis transzporterek #@ksat. Ebszor a sejtalkotok morfologidjat
vizsgaltuk. Csak 1 mM CDC-vel val6 inkubéaciot kdest figyeltiink meg sulyos mitokondrialis
karosodast, a mitokondriumok felhiztak, ldelsnembranstruktirgjuk ténkrement. A tobbi
sejtalkotd szerkezetében nem fedeztiink fel elténdgrtik a sejtek CDC-kezelés hatasara
bekovetked ATP-ban bekovetkdy eltérést és a mitokondrialis transzmembran poébnci
valtozaséat Ay)n, mivel ez az oxidativ ATP-szintézis hajtderejel 8s 0,3 mM reverzibilisen
csokkentette a kolon epithél sejteky).-jat. Habar 0,3 mM CDC nem okozott strukturdlis
karosodast a kolon epithél sejtek sejtalkotoibanelég volt az ATPcsokkentéséhez és ay)m
idészakos megszintetéséhez, amivel képes megzavasejtek energiatermgl folyamatait.
Ennek a jelenségnek pedig szerepe lehet az elieékisslizaszivas karosodasaban.

Az epesavak masik, potencidlis intracellularis cétin a C&-szignalizacié lehet.
Korébban kimutattak, hogy a patholdgias méitfBa’"]-emelkedés gatolja a CBE és az NHE
aktivitdsat. A mi kisérleteinkben a CDC koncentb§tidl fugdien elnydjtott, plato-fazisos, nem-
fiziolégias [C&']i-névekedést okozott az izolalt human kolon epiteéjtekben. Az [CE];
emelkedésekor a €aérkezhet az endoplazmas retikulumbél (ER) inotiitdszfat (IRR)
és/vagy rianodin receptoron (RyR) keresztill, vagdip az extracellularis tésb Ca’'-
csatornakon at. Hogy azonositsuk, CDC-kezelésamtamilyen forrasbol emelkedik az f¢Ja
a sejteket a CDC-vel egyididgg az IBRR-antagonista koffeinnel, a RyR-inhibitor ruthenium
reddel (RR) és a Cacsatorna blokkold gadoliniummal (&) perfundaltuk. A koffein
szignifikansan csokkentette izolalt human kolorthegisejtekben a 0,3 mM CDC altal kivaltott
[Ca™]i-emelkedést. Erre sem a RR, sem pedig & @Gem volt képes. Az IR gatlasa azonban
nem tudta teljesen kivédeni a 0,3 mM CDC-okoztd"Gaignalt, ami GU-inszenzitiv C4-
csatorndk jelenlétére utal. A SERCA gatlasa a CBgelks utan/kdzben tovabbi [Ca
emelkedést eredményezett, tehat a CDC valdkgjmem uriti ki teljesen az ER C&észletét.
Ezektbl a megfigyelésekdi arra kdvetkeztethetiink, hogy a CDC nemcsak ab&fRtarolt C&-
ot szabaditja fel, hanem az extracellularié' ®aaramlasat is @bézi.

Utolsé Iépésben vizsgéltuk, hogy van-e kapcsolaBanM CDC-okozta NHE- és CBE-
aktivitds csokkenés és a CDC ATP és [C&-ra kifejtett hatdsa kozoétt. Az ATRlikolizis-
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gatldkkal valé csokkentése hasonld mértékben gatalthuman kolon epithél sejtek NHE-
aktivitdsat, mint ahogy az a 0,3 mM CDC-kezeléstigtént. A toxikus [C&]i-emelkedés
kivédése azonban nem befolyasolta a 0,3 mM CDC &t hatdsat. Ez az NHE-k ATP-
fluggésére utal, ami egybevag kordbbi tanulmanyailtaihl, miszerint az NHE-k masodlagosan
aktiv transzporterek éstikodésikhtz ATP szikséges. Ezzel szemben az éddRkentésének
nem volt hatasa a kolon epithél sejtek CBE-aktddta. A 0,3 mM CDC-altal okozott CBE
funckicsokkenés azonban helyredllithatd volt, miko nem-fiziolégias [Cd]i-emelkedést
BAPTA-AM-mel megszintettik. Ez a medfigyelés Ossgian van azzal a hipotézissel,
miszerint a CBE ritkddését gatolja a toxikus [€h-emelkedés. A CDC tehét feltebilety az
ATP; csotkkentésén keresztll gatolja a huméan kolon épgbjtek NHE-aktivitasat, és toxikus
[Ca™"]-emelkedést éldézve idéz zavart a CBE funkcitjaban.

Eredményeink hozzajarulhatnak (j, epesav-okoztenbads kezelésére alkalmas terapia

kidolgozaséhoz.

2. Az anti-TNF-a IFX-bal valo bioldgiai terapia jelentésége IBD kezelésében

Habar a biologiai terapia forradalmasitotta az IBI2ni harcot, az IFX kezelés soran
kialakulé kedvedtlen terapias valasz nagy kihivas a klinikusok sa@mA hatasvesztés egyik
leggyakoribb oka az immunogenitdas kovetkeztébenreji@dt antitestképddés. Az
immunogenitast az IFX, az ATl és a TNFszintjének mérésével mutathatjuk ki. Konkomittalo
immunmodulator, illetve epizodikus helyett fennbartFX kezelés igazoltan csokkenti az
antitestképédés esélyét. Bizonyitott, hogy az ATI-ek csOkkemtikzérum IFX szintet, fokozva
ezzel az inflzids reakcidk és a hatdsvesztés ggalga@t. Jelen tanulmanyunkban a magasabb
TNF-o és az alacsonyabb IFX szint is korrelalt az asttipmzitivitdssal, bar sem az ATI, sem a
szérum IFX szint nem volt hatdssal a kezelés kitedére. Ezen logikus 6sszefliiggések ellenére
a klinikai tapasztalatok ellentmonddak. Chaparranésai szoros dsszefliggést mutattak ki az anti
TNF-o szérumszintek és a klinikai valasz hossza koktdaser és mtsai nem talaltak kilonbséget
a klinikai valasz hossza és a méth#EX szintek kozott ATI-ek jelenlétét vagy hianyatdl
fuggetlendl. Néhany korabbi tanulmanyban magasaBbum IFX szint mellett hosszabb ideig
tarto terapids valaszt és tartésabb remissziovlgde Egy japan tanulmanyban azonban az IFX
szérumszint nem kulonbozoétt a tartdsan remissziddah és a hatasvesztésen atesett betegek
kozott, felételezve a gyogyszer gyorsabb kilrllégétknal, akiknél hatasvesztés alakul ki. Az
ellentmondd eredmények miatt a szérumszintek éanéitest koncentraciok meghatarozdsa a
terapias dontéshozatal soran megkgidzhed. Sajat eredményeink nem tamasztjak ala ezek
diagnosztikus szerepét a “problémas” vagyis hatztyelletve adverz reakciot mutatd betegek

és azok elkllonitésében, akik varhatdan jél readdmajd a biologiai kezelésre.
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Egy friss tanulmanyban az IFX szérumszint szigaifikan magasabb, az antitest szint
szignifikAnsan alacsonyabb volt a konkomittalé tidp kezelésben részeéibetegekben.
Eredményeink szerint a me§eb biologiai terapia fontosabb szerepet jatszott % kezelés
kimenetelében, mint a konkomittalé tiopurin kezelddif és mtsai tanulmanyaban a dézis
eszkalacid jobb klinikai valaszt eredményezett bapka betegekben, akiknél szubterapias IFX
szintet mutattak ki antitestkéftés nélkil, mig az ATI pozitiv betegekben mas Ti\Ngatlora
val6 valtas eredményezett jobb hatékonysagot. Knédbsgalatok alapjan feltételezliehogy a
konkomittald, illetve megéké szteroid kezelés cstkkenti a TFantagonista hatékonysagat,
mely megfigyelést megésiti az is, hogy jelen tanulmanyunk soran magasagoum TNFe
szintet észleltiink a szteroid kezelésben résé&dsiegekben.

Vizsgélatunkban szignifikans dsszefliggést talaltardzérum TNFe: szint, az alacsony
IFX szérumszint és az ATI pozitivitas kdzott. Azitest pozitivitds és az alacsony szérum IFX
szint azonban nem mutatott kapcsolatot a hatd®sssdf a mellékhatasok, illetve allergias
reakciok kialakulasaval. A medgeb IFX kezelés mellett gyakoribb volt az ATI kéjués.
Eredményeink alapjan tovabbi prospektiv tanulmanyssikségessége meril fel annak
vizsgalatara, hogya szérum TNF, anti TNFe és az ellene termelt antitestek egydttes
meghatarozdsa segithet-e a gyulladdsos bélbetégs&gékus helyzeteinek terapias
dontéshozatalaban, hiszen ezeknek a markerekne&ghatarozasa hozzajarulhatna a kezelés

személyre szabasaban és optimalizalasaban.

Immunszuppressziv és/vagy biologiai terdpidbanzesish IBD-betegek nagyobb
kockazattal vannak kitéve a féreseknek, igy influenzanak is, mivel az immunmoudsiierapia
elsssorban a cellularis immunvalaszt érinti, tébbé-lebé érintetlendl hagyva a humoralis
folyamatokat. Az ilyen kezelést kap6 betegeknektgagasolt az influenza elleni véditas. A
tanulmanyunk méasodik felében vizsgaltuk, hogy dlmémza elleni vakcinacionak milyen hatasa
van a sejtszititimmunvalaszra. Mértik a fenti kezelést kapott IBDetegek szérum INF-IL-2
és TNFe szintjeit influenza elleni véabltas ebtt és utdn. Meglgpmaodon az IL-2 szérumszint
jelents csokkenést mutatott a vakcinalast kéeat Holvast és mtsai is kimutattak, hogy a TNF-
a- és IL-2-terma) CD4+ T sejtek éiforduldsa a kontrollokhoz képest alacsonyabb dmeénta
elleni vakcinaciéban részesillt betegeknél. Ugytédaaz immunszuppressziv kezelés velejardja
a csokkent sejtszititimmunvalasz. A mi eredményeink szerint az immuppeessziv terapiat
kapo betegeknek ajanlott az influenza elleni vekaid. Egy részletesebb és nagyobb vizsgalat
szukséges azonban az immunmodulans gyogyszereddt betegek sejtes immunvélaszanak

pontosabb meghatarozasahoz és az influenza-eéewias hatékonysaganak felméréséhez.
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KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék kdszonetet mondani a PhD dolgozatomhidkséges munkaban kozrékdds és

segitséget nyujtd személyeknek.

Halaval tartozonProf. Dr. Abraham Gyoérgynek és Prof. Dr. Wittmann Tibornak , az 1.sz.
Belgydgyaszati Klinika jelenlegi és korabbi tansz#etinek, valamint Prof. Dr. Varro
Andrasnak, a Farmakoldgiai és Farmakoterpiai Intézet wzetk, hogy lehékséget kaptam
arra, hogy az altaluk igazgatott intézetekben ddigesak.

Kbdszondm témavez&tm, Prof. Dr. Hegyi Péter és Prof. Dr. Molnar Taméas folyamatos
tamogatésat és értékes javaslatait, melyek alapuéttékben hozzajarultak a dolgozat, illetve a
tudomanyos kozlemények megsziletéséhez. Halamearefe) ki tovadbbaProf. Dr. Nagy
Ferencnekésifj. Dr. Rakonczay Zoltannak, irAnymutaté tanacsaikért, €s hogy a munkam soran

felmerib kérdéseimmel hozzajuk is mindig fordulhattam.

Kulon koszonet illetiDr. Farkas Klaudiat ésDr. Maléth Jozsefet hogy értékes idejuldb

gyakran aldoztak ram. A segitségnyujtas fogalmatimaisan kimeritve, végtelen tirelemmel,
foldrajzi tavolsaggal és éekltolodassal nem tdédve nélkilbzhetetlen tanacsokkal lattak el,
doktori értekezésem megsziletéséhez szakmai Utsttats lelki tdmogatast nydjtottak.

Nélkulik ez a disszertacidé sosem johetett volnalét

Szeretném kifejezni halamat tovabba az |.sz. Beg@ézati Klinikagasztroenterolégusainak
€s endoszkdpos asszisztenseinelhogy a kutatdshoz nélkilozhetetlen biopszias akait

szolgaltattak nekem.
Koszonettel tartozom sejtélettani kutatolaboratérium minden munkatéarsanak, hogy technikai
segitséget és barati tamogatast nyujtottak Phdtalléveim alatt. Onzetlen segitségiiket sosem

fogom elfelejteni.

Veégll, de nem utolso6 sorban készéndm csaladom ddsmatetetét és folyamatos tAmogatasat.



