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1 BEVEZETES

A fert6z0 betegségek csoportjan beliil a hugyuti infekciok jelentdsége kiemelkedd, mind a
fertozéses esetek szamat, mind az antibiotikum-felhasznalast nézve. Altalénosségban, a nok
40-50%-a, a férfiak kozel 20%-a talalkozik a hugyuti fertdzés valamely formajaval az élete
soran. Az elmult évtizedek nagyardny antibiotikum felhasznalasanak koszonhetéen a
korokozok antibiotikummal szembeni rezisztenciaja folyamatosan novekszik, ezzel nehezitve
meg a betegek kezelését. A megfeleld antibiotikum politika és Gjabb antibiotikumok
kifejlesztése mellett kiemelkedden fontos a fertdzd betegségek hatterében végbemend
molekularis folyamatok, genetikai faktorok megismerése, melyek segitségével csokkenthetd a
fert6zések kialakulasanak esélye és a felesleges antibiotikum-felhasznalas.

A hugyuati fertézések megjelenése ¢€s sulyossaga széles skdlan mozog, az egyszerl
holyaghuruttél a sulyos, életet veszélyezteté uroszepszisig. Akut pyelonephritis soran a
baktériumok elérik a vesemedencét és sulyos gyulladast eredményeznek, mely a
veseparenchymaba progredial, magas lazat, elesettséget és erds vesetaji panaszokat okozva.
Akut hélyaghurut esetén a fert6zés a hugyhdlyagra lokalizalodik, és a gyulladés soran intenziv
¢és gyors immunvalaszt valt ki lokalisan. A betegség tiinetei a gyakori és fajdalmas vizelés,
alhasi fajdalom, 14z nélkiil. Amig a két betegség klinikai képe €s definicidja jol meghatarozott,
addig a molekularis szinten zajlo kiilonbségek nem teljesen ismertek. A baktériumok és a
holyagnyalkahartya interakcidja sordn létrejovd gyulladdsos kaszkad szamos sejttipus
aktivaciojat eredményezi, mint pl. hizosejtek, makrofagok, azonban a hiigyholyagban jelenlévo
idegsejtek aktivalodasanak pontos modja és mértéke nem tisztazott, holott a betegek szamara

az akut holyaghurut soran jelentkezd erds fajdalom a legmeghatarozobb panasz.

2 CELKITUZESEK

A vizsgalat f6 célja az akut cystitis (CY) esetén végbemend molekularis folyamatok, genetikai

faktorok feltarasa és az ezeken alapulo lehetséges 1 terapias lehetdségek felmérése.

1. IL-1p valasz értékelése akut cystitis soran, in vitro. (I. Kdzlemény)
2. Az inflammaszoma funkcidjanak, az IL-1f érésének ¢és az inflammaszéma

alkotéelemeinek (ASC, NLRP-3) vizsgalata allatmodellben, in vivo. (I. Kdzlemény)



3. Holyagfertézést okozd baktériumtorzsek altal kivaltott neuropeptid- és neuropeptid
receptor (SP/NKI1R) valasz vizsgalata (in vivo ¢és in vitro), valamint a
holyagnyalkahartya és idegsejt interakciok feltérképezése akut cystitis soran, in vivo.
(II. Kozlemény)

4. Az IL-1 receptor, IL-1p feldolgozas és a NKI1R gatlas vizsgalata akut cystitis soran, in
vivo. (I.-11. K6ézlemény)

5. Az IL-1PB és a neuropeptidek human relevanciaja. (I.-II. Kézlemény)

3 MODSZEREK

3.1 Az IL-1p valasz akut cystitis soran, in vitro

Az II-1p valasz felmérésére, betegekbdl izolalt akut cystitist (CY) vagy tiinetmentes bakteriuriat
(ABU) okozo E. coli térzsekkel human hugyholyag- (HTB-9) és vese epithelsejteket (A-498)
fertdztiink meg. A fertdzéshez hasznalt CY és ABU torzsek izolalasa egy korabbi prospektiv
vizsgalat sordn tortént, azonos epidemiologiai és geografiai csoportbdl. A kisérletek soran
referenciaként a jol karakterizalt uropatogén E. coli CFT073 és a tiinetmentes bakteriuriat
okozo E. coli 83972 (ABU) torzseket hasznaltuk. Annak vizsgalatara, hogy az akut cystitist
okozo baktériumtorzseket mennyire jellemzi az IL-1B vélasz kivaltasdnak képessége, az
epithelsejtek megfertdzését kovetden (108 CFU/ml + gentamicin, 4 6ra) az IL-1B szintek
mérését végeztikk a sejtfeliiluszokban. Ezenfeliil a fert6zott epithelsejtek sejtfeliiliszoinak és
lizatumainak immuncitokémiai, ELISA és Western blot vizsgalatat is elvégeztik az IL-1p

crer

epithelsejtek megfertézése 10% vagy 10° CFU/ml koncentracioban, 1 vagy 4 6ran at tortént.

3.2 Az inflammaszoma funkcidojanak, az IL-1B érésének, és az

inflammaszoma alkot6elemeinek (ASC, NLRP-3) vizsgalata, in vivo
Annak eldontésére, hogy az akut cystitis patogenezisében milyen szerepet jatszanak az I11b
gének és az inflammaszoma aktivacioja, E. coli baktériummal megfert6zott C57BL/6 egerek
(intakt inflammaszoma funkcidval) dsszehasonlitasa tortént szintén fertézott IL-1p (111b7),
NLRP-3 (NIrp37), és ASC (Asc™) génmodositott egerekkel. Az egereket Izoflurannal torténd

elaltatast kovetden a holyagba vezetett vékony polietilén katéteren keresztiil fertdztilk meg



(108 CFU /0.1 ml). A kisérletes infekciohoz a CY-17 és CY-92, magas IL-1p vélaszt kivalto,
E. coli torzsek voltak kivalasztva, valamint a kontrollnak hasznalt baktériumtoérzsek (CFT073,
ABU-83972). A kisérlet soran meghatarozott idokozonként (6, 24 ora, illetve 3 és 7 nap)
értekeltiik az egerektdl gylijtott vizeletmintakat (vizeletiiledék és vizelettenyésztés). A vizelet
IL-1pB szintjének értékelése ELISA vagy Western blot vizsgalattal tortént. Az allatok boncolasat
kovetéen a vesék ¢és a hugyhdlyagok fixalasra keriiltek tovabbi immunhisztokémiai
vizsgalatokhoz, RNS izolalashoz. Az egyedek fert6zés okozta gyulladasanak jellemzése a
tortént, amely soran a ,,0” a nem megfertézott (kontroll) allatok valtozdst nem mutato
holyagképét jelentette, a ,,107-es pedig a legnagyobb foku észlelt gyulladdst (6déma,
vorhenyesség, szoveti destrukcio) mutatta.

A hugyholyag gyulladasa soran kialakuld patologia hatterében végbemend molekuldris
folyamatok pontosabb megértése céljabol a fertézott holyagokbol RNS izolalasat és annak
genomszintli transzkripcios elemzését végeztiik. A fertdzés altal modositott gének azonositasa
a kontroll (nem-fert6zott) egyedekhez képest keriilt meghatarozasra (minden genetikai hattér
esetén), (Fold Change (FC) > 1.41, és P < 0.05). Ezt kovetben a legmagasabb patologial
pontszammal rendelkezé Asc”” és NIrp3” egyedekben észlelt valtozasokat hasonlitottuk 6ssze

a legalacsonyabb patologiai pontszammal rendelkezé C57BL/6 WT és 11107 egyedekkel.

3.3 A neuropeptid- és neuropeptid receptor (SP/NK1R) aktivacié a
hélyagfertézés soran, in vitro és in vivo

Annak vizsgalatara, hogy az akut cystitist okozo baktériumtorzsek aktivaljak-e a neuropeptid-
€s neuropeptid receptor valaszt a hiigyholyag nyalkahartyajaban, idegsejteket (SH-SYSY) és
holyaghamsejteket (HTB-9) fertdztiink meg az akut cystitist okoz6 E. coli torzzsel (CY-17) és
a mar korabban is hasznalt két referencia torzzsel (CFT073 és E. coli 83972). Az in vitro
fert6zés a korabban leirtak szerint tortént (lasd. 3.1). A jol ismert neurokinin-1 receptor (NK1R)
¢s Substance P (SP) expresszidjanak meghatarozasa tortént. Az E. coli fertézésre adott
neuroepithelialis valasz in vitro értékelésére a sejtek immuncitokémiai vizsgalata, a feliiliszok
és sejtlizatumok elemzése tortént (ELISA, Western blot, gRT-PCR).

A neuroepithelialis aktivacio in vivo értékelése céljabol C57BL/6WT egerek infekcidja tortént
CY-17-tel (lasd 3.2). A holyagfertdzés értékelését 24 6ranal és 7 napnal végeztiik a fertdzést



kovetden. Az akut cystitis stlyossagat a patologiai pontszammal jellemeztiik. A neuropeptidek
expressziojanak értékelésére immunhisztokémiai vizsgalatok ¢és a hugyhdlyag RNS
kivonatanak qRT-PCR elemzése torténtek (Tacrl és a Ppt-A primerek). A kisérlet soran
meghatarozott id6kdzonként (6, 24 ora, illetve 3 és 7 nap) az egerektdl gyiijtott vizeletmintak
kiértékelése is megtortént (vizeletiiledék és vizelettenyésztés) A fert6zés okozta tiinetek
értékelésére meghatarozott idékozonként videodokumentaciéo késziilt, majd ez alapjan az

allatok viselkedésének kielemzése (tisztalkodas, mozgas aktivitas).

3.4 Az IL-1 receptor, IL-1p feldolgozas és a NKIR gatlas vizsgalata akut
cystitis soran, in vivo
Az IL-1R vagy az NKIR gatlas in vivo hatdsanak vizsgalatara a fertézott Asc” vagy Nlrp3”
egereket (stlyos patologiat mutatd egyedek) IL-1 receptor antagonistaval (Anakinra, IL-1RA)
vagy a NKI1R antagonistaval (SR140333) kezeltiik. Az IL-1RA alkalmazasa intraperitoneélisan
(i.p.) tortént, 30 perccel a fert6zést megeldzden, ezutan pedig naponta egy alkalommal, 7 napon
at (1 mg 100 pl PBS-ben egér/nap). Az SR140333-at szintén intraperitonealisan, egy éraval a
fertdz¢s eldtt vagy 30 perccel fertdzés utan alkalmaztuk, ebben a kisérletben az egerek 24 ora
elteltével keriiltek boncolasra. Az akut cystitis sulyossaga a holyagok makroszkdpos

értékelésével €s a szoveti vizsgalat patoldgiai pontszamaval volt jellemezve.

3.5 Az IL-1p és a neuropeptidek human relevanciaja

A fentiek human vonatkozasdnak megitélése céljabol akut cystitises betegek vizeletében
hataroztuk meg az IL-1B, MMP-7 és SP koncentraciokat, €s hasonlitottuk 0ssze tiinetmentes
bakteriurids betegek vizeletében mért szintekkel. A koncentraciok mérése minden esetben
ELISA-val tortént. Az akut cystitisben szenvedd betegek kozépsugar vizeletének gyiijtése Lund
varosanak két jarobeteg ellatast nyujto egészségiigyi intézményében tortént. A kontroll ABU
vizeletmintak olyan ABU-s betegekt6l szarmaztak, akik egy korabbi prospektiv placebo-

kontrollalt vizsgalatban vettek részt.



4 EREDMENYEK

4.1 Az IL-1p valasz akut cystitis soran, in vitro

4.1.1 Az akut cystitist okozo baktériumtorzsek altal kivaltott IL-1p valasz

Az akut cystitist okozd baktériumtorzsekkel tortént fertdzést kovetéen (CY-17, CY-92,
CY-132) a holyag epithelsejtek gyors IL-1p szekrécidval valaszoltak (P <0.001, a nem fert6zott
kontroll sejtekhez képest). A CFT073 esetén ugyancsak magas IL-1 B koncentracio volt
észlelhetd, ezzel szemben az ABU fert6zés nem okozott magas IL-1p valaszt (P < 0.001). A

vese epithelsejtek esetén nem volt mérhetd IL-1p termel6dés.

4.1.2 Az IL-1P indukcidja és érése

A fertézésre adott IL-1B-valasz pontosabb feltérképezése érdekében a sejtfeliiliszok Western
blot vizsgalatat is elvégeztiik pro-IL-1p és érett IL-1p specifikus antitestek hasznalataval. A
pro-1L-1B ¢és az érett IL-1P ndvekedése volt észlelhetd feliiliszokban, ami arra utal, hogy az
akut cystitis torzsek fokozzak a de novo pro-IL-1p szintézist és aktivaljak a pro forma hasitasat.
Az immuncitokémiai vizsgalatok soran az IL-1f intenzitasanak gyors novekedése volt
¢észlelhetd a sejtekben. A teljes sejt lizadtumok Western blot elemzése megerdsitette a

megndvekedett cellularis IL-1f szinteket.

4.1.3 Az IL-1p epidemiologiai kapcsolata az akut cystitissel

Az akut cystitis torzsek tobbsége (85%) IL-1p valaszt valtott ki (>5 pg/ml) (5-1 000 pg/ml).
Annak értékelésére, hogy az IL-1p valasz cystitisre specifikus, holyag epithelsejteket (HTB-9)
a cystitis torzsekkel azonos epidemiologiai csoportbdl szarmazd ABU torzsekkel fertztiink
meg (n = 62). Az ABU torzseknek csak 15%-a valtott ki magas IL-1f valaszt> 10 ug/ml. Az
atlagos IL-1p valasz 121,8 pg/ ml volt az akut cystitis torzseknél, mig az ABU torzsek esetében
ez 32,4 pg/ ml (P <0,001).

4.2 Az inflammaszoma funkcidjanak, az IL-1f érésének és az

inflammaszoma alkotéelemeinek (ASC, NLRP-3) vizsgalata, in vivo

4.2.1 Az akut cystitis 111b és inflammaszoma gének altali kontrollja
A fert6zését kovetd 7. napon jelentds kiilonbségek alakultak ki a patologiaban kiilonb6z6

genotipust egerekben. Az NIrp3” és Asc™ egerek holyagja stlyos gyulladast mutatott, Kiterjedt



szoveti destrukcioval. Az atlagos makroszkopos patologiai pontszam 7.9 volt az Asc™” esetén
és 7.2 a NIrp3” esetén. A vizeletiiledékben és a holyagszovetekben is magas baktérium- és
neutrofilszam volt észlelhetd. Ezzel szemben a C57BL/6 egerekben, a huigyholyag epithéliuma
egyértelmiien megtartott volt, kevés kerek sejtes infiltracioval (atlagos patologiai pontszam
1.5). Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran kevés baktérium és neutrofil volt detektalhato.
Az I11b™ egerek holyagjaban nem volt elvaltozas sem a makroszkopos morfoldgiaban, sem a
szoveti patoldgiaban. Figyelemre méltd, hogy a szdvettani vizsgalat soran a holyagfalban nem
voltak baktériumok ¢€s neutrofilek sem, ezzel Osszhangban az egerek vizeletében alacsony
baktérium- és neutrofilszdm volt észlelhetd.

A fertdzott WT, Asc” és NIrp3” egerek holyagnyalkahartyajaban 24 ora elteltével intenziv
IL-1B-festés volt lathato. Ezzel parhuzamosan magas IL-1p szint volt detektalhato az Asc™ és
NIrp3” egerek vizeletében is. A Western blot vizsgélat igazolta pro- és érett IL-1p jelenlétét is.
Az eredmények arra utalnak, hogy az IL-18, ASC és NLRP-3 fontos szerepet toltenek be az
akut cystitis patogenezisében. Figyelemre mélto, hogy az NLRP-3 és az ASC elvesztése tulzott
patoldgiat okozott, mig az IL-1P hianya védelmezd hatast volt, ami azt sugallja, hogy az IL-1f3
aktivalasra sziikség van a gazdaszervezet valaszanak meginditasdhoz, ¢és funkcionalis

inflammaszoma valaszra van sziikség a stilyos betegség €s a patoldgia elkeriilése érdekében.

4.2.2 Génexpresszio a fertozott holyagokban

Ko6zel 2200 gén expresszidjanak kifejezett valtozasa volt észlelhet a legsulyosabb patologiaval
rendelkezé egerek holyagjaban. A leginkabb befolyasolt (FC>100) gének kozé tartoztak:
matrix metalloproteinaz 7 (Mmp7), a Cxcl6, és a Cxcl3 (neutrofil és monocita
kemoattraktansok). A legjobban befolyasolt (erdsitett) kanonikus utvonalak (Asc” és
NIrp3” egerekben) a granulocita és leukocita diapedesist és jelatvitelt, az akut fazis valaszokat,
beleértve az IL-6 és IL-1P jelatvitelt, az IL-1R expressziot és NF-kB jelatvitel és dendritikus
sejt érést szabalyozo utvonalak voltak. Ezek az utvonalak nem voltak szignifikansan
befolyasolva az 111b”" és CS7TBL/6WT egerekben, ami a kozvetlen betegség asszociaciora utal.
Az IL-1B ¢és az inflammaszoéma hdlyagpatologidban betoltott szerepének pontosabb
megismerése céljabol az inflammaszoma Osszetevoket, az inflammaszoéma aktivatorokat és
downstream effektorokat kodold géneket valasztottuk ki tovabbi elemzésre (Qiagen lista: 84
kulcsfontossagu inflammaszoma gén). Jelentds kiilonbség volt a stulyos akut gyulladasban

szenved6 (Asc”” és NIrp3”) és a rezisztens egerek (C57BL/6WT vagy I11b7) kozott. A salyos



patologia a génexpresszio jelentés novekedésével tarsult ezekben a géncsaladokban. A Cxcll,
Cxcl3, 111b, és 1133 expresszidja voltak leginkabb regulalva (FC 5-200). Kiemelend6, hogy az
inflammaszéma gének expresszioja gyakorlatilag hianyzott az I11b”" egerekben, hangsiilyozva

azt, hogy az IL-1p-ra sziikség van a fert6zésre adott valasz kivaltasahoz.

4.2.3 Az IL-1p kaszpaz-1 fiiggetlen aktivalédasa/feldolgozasa

Annak eldontésére, hogy a pro-I1L-1p hasitasat az inflammaszoma végzi a kaszpaz-1 enzim
altal, holyag epithelsejteket fertéztiink meg kaszpaz-1 inhibitor (Z-VAD) jelenlétében. A
pro-IL-1p hasitasanak csak részleges csokkenése volt észlelheté (15-40% redukcio a
kontrollhoz képest), ezzel azt sugallva, hogy az IL-1p feldolgozasanak nagyrésze kaszpaz

fiiggetlen modon torténik az akut cystitis okozo baktériumtdrzsek fertdézése esetén.

4.2.4 Az IL-1p feldolgozis nem ismert titja

A pro-1L-1p kaszpaz fiiggetlen aktivalasanak azonositasahoz a sulyos patoldgiat mutatd Asc””
és NIrp3” egerekben leginkabb expresszalt géneket valasztottuk ki. Az Mmp7 volt az egyik
leginkabb aktivalodott gén ezen egerekben, és az Mmp7 expresszidja egyértelmii Osszefiiggést
mutatott az egerek patolégiai pontszamaval. Az 111b” vagy C57BL/6WT egerekben az Mmp7
nem mutatott fokozott expressziot. Az immunhisztologiai vizsgalatok soran er6s MMP-7
intenzitds novekedés volt lathaté az Asc’ és NIrp3” egerek hugyholyag nyalkahartyajéban.
Annak igazolasara, hogy az MMP-7 valdjaban hasitja a pro-1L-1B-t, GST jeldlt rekombindns
Western blot vizsgalata tortént érett IL-1p specifikus antitesttel. A kinetikai elemzés az [L-1
1d6fliggd hasitdsat mutatta a teljes hosszsagh fehérje fokozatos csokkentésével 10-t61 60
percig. Annak igazoldsara, hogy a hasitott IL-1p fragmentumok valdban biologiailag aktivak,
a hugyholyag hamsejteket stimulaltuk a reakciokeverékkel. A hasitott termékek dozisfiiggd
PGE2 valaszt valtottak ki, ezzel igazolva, hogy a keletkezett IL-1p fragmentek bioldgiailag
aktivak. Az eredmények egy ij, MMP-7-fliggé mechanizmust igazoltak, amely részt vesz a

pro-1L-1p aktivaciojaban az Asc™ és NIrp3” egerekben.



4.3 A neuropeptid- és neuropeptid receptor (SP/NK1R) aktivacio a

hélyagfertézés soran, in vitro és in vivo

4.3.1 AzE. coli fertozés okozta neuroepithelialis valasz, in vitro

CY-17 fertézés fokozta a sejtekben az NKI1R és SP aktivacidjat. Az NKIR és SP festédés
intenzitasanak novekedése volt lathato a fertézést (CY-17, 10* CFU/ml, 4 6ra) kovetéen mind
az idegsejtekben, mind a holyag epithelsejtekben. A CFT073 fert6zés hasonléan a CY-17-hez
az SP fokozott expresszidjat eredményezte mind a két sejttipus esetén. Ezzel szemben az ABU

torzs nem okozott fokozott SP vagy NKIR valaszt a sejtekben.

4.3.2 Neuroepithelialis aktivacio a holyagfertézés soran, in vivo

A fertézést kovetden az egerek holyagjaban az NK1R és SP immunfestés intenzitas fokozodasa
volt megfigyelheté az immunhisztokémiai vizsgalat soran (P = 0.004 és P = 0.02 - a nem
fert6zott kontroll sejtekhez képest). NKIR festodés egyértelmiien azonosithato volt a fert6zott
holyagnyalkahartya lamina propriajaban az idegi plexusok lefutasanak megfeleléen. A fokozott
NKIR és SP expressziot a holyag RNS qRT-PCR vizsgalata is megerdsitette. Az egerek
vizeletében szintén emelkedett volt az SP szintje 24 6raval és 7 nappal a fertézést kovetden is
(P < 0.05). A fertézott kisérleti allatok viselkedésében is szignifikans kiilonbség volt
megfigyelhetd. Az eredmények igazoltak, hogy az akut cystitis soran a mucosa neuropeptid

aktivacioja is 1étrejon, €s aktivan részt vesz a holyaghurut patogenezisében.

4.3.3 A neutrofilek és a makrofagok részvétele a neuropeptid termelésben

A sulyosan gyulladt hiigyhdlyagba torténd erds neutrofil bedramlas ellenére az NKI1R ¢és SP
esetében is csak csekély Kkolokalizacid volt megfigyelhetd a neutrofilekkel vagy
makrofagokkal, arra utalva, hogy az ideg- és hamsejtek képezik az NK1R és SP 6 forrasat a
gyulladt hiigyholyag nyalkahartyajaban.

4.4 Az IL-1 receptor, IL-1p feldolgozas és az NK1R gatlas vizsgalata akut
cystitis soran, in vivo

4.4.1 Az IL-1B receptor antagonista és az MMP-7 inhibitor hatékonysaga
Az IL-1B receptor antagonista (Anakinra) kezelése megakadalyozta stlyos patologia

kialakulasat, gyakorlatilag megsziintetve a holyag 6démajat és hyperaemiajat, igy 1ényegesen



alacsonyabb patologiai pontszamot eredményezve a kezeletlen Asc” egerekhez képest
(P <0.001). Ezzel 6sszhangban a vizeletben észlelt neutrofilek szama is alacsonyabb volt a
kezelt egyedekben. Az MMP-7 szerepének tovabbi igazolasa céljabol, az Asc™” egereknél MMP
inhibitor (Batimastat) kezelés tortént, amely hasonléan az Anakinrahoz a fert6z¢és soran
kialakulo patoldgia jelentds csokkenését eredményezte az egerekben (P=0.002 — a kezeletlen

crer

csokkenése volt észlelhetd a kezelt Asc™ egerekben.

4.4.2 Az NKIR gatlas hatasa a hélyag gyulladasara

Az SR140333 kezelés megsziintette a gyulladas sordn kialakuld patologiat, ezzel szignifikdnsan
alacsonyabb patologiai (P <0.05 a fertézés el6tti €s utani kezelésnél) és hisztologiai (P = 0.005
a fertézés el6tti és P = 0.03 a fert6zés utani kezelésnél) pontszamot eredményezve. A vizeletben
észlelt neutrofilszam szintén csékkent (P = 0.02 a fert6zés el6tti és P = 0.002 a fert6zés utani
kezelésnél). Az SR140333 kezelés hatasara az NK1R festés intenzitasa alacsony volt a fert6zott

holyagok falaban és ezzel megegyezden az NK 1R expresszioja is alacsony volt (QRT-PCR).

4.5 Az IL-1B és a neuropeptidek human relevanciaja

A cystitises betegek vizeletében joval magasabb atlagos IL-1p koncentréacio volt, mint az ABU
csoportban (CY:264.5 pg/ml, ABU:1.5 pg/ml, P <0.001). Az MMP-7 szintje minden esetben
meghaladta a detekcios limitet (0.15 ng/ml) a cystitises beteg vizeletében, ezzel 15.4 ng/ml
atlagos koncentraciot eredményezve, ami szignifikdnsan magasabb volt az ABU csoportban
mért atlagos 4,3 ng/ml szinthez képest. Az SP szintek esetében is az akut cystitisben szenvedd
betegeknél szignifikansan magasabb atlagos koncentracié volt mint az ABU csoportban (CY:
161,1 pg/ml; ABU:69,7 pg/ml; P < 0.001). Az eredmények igazoltak, hogy akut cystitis esetén
az IL- 1B, az MMP-7 és SP szintje megemelkedik, ezzel igazolva ezen molekuldk fontossagat

az akut holyaghurut soran.

5 MEGBESZELES

Az eredmények alapjan a cystitis egy IL-1p altal medialt és az inflammaszdma diszregulacioval
Osszefiiggésbe hozhato hiper-inflammatorikus betegség. Ezenfeliil a pro-IL-1p egy eddig nem

ismert, a matrix metalloproteindz-7 altali proteolitikus aktivacidja igazolddott, mint a
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nyalkahartya-gyulladas egyik 0j szerepldje. Akut cystitisben a nyalkahartya immunvéalaszat a
baktériumok idegsejtekre és az epithelsejtekre gyakorolt kozvetlen hatdsa szabdlyozza a
neuropeptidek (SP) és a neuropeptid receptorok (NK1R) kozremiikodésével. Az IL-1 RA, MMP
vagy NKIR inhibitorral torténd kezelés hatékonysaga az akut cystitisre érzékeny egerekben
igazolta az IL-1B, MMP-7 ¢s NK1R / SP fontossagat a kialakuld gyulladas patogenezisében.
Az akut cystitisben szenvedo betegek vizeletében emelkedett IL-1f szintek voltak, szemben az
ABU csoportban mért alacsony szintekkel. Az MMP-7, SP hasonlé mintat mutatott. Ezen
eredmények elsoként szolgaltatnak informaciot az akut hdolyaghurut molekularis hatterérdl,
reprodukaljak az akut cystitisben szenvedd fogékony betegek fenotipusat allatmodellben, és
értekelik az IL-1B, MMP-7 és SP valasz human relevancidjat is. Az eredmények tiikrében, az
IL-1B és az MMP-7 vagy az NK1R gatlasa terapids célpont lehet a jovOben az akut fertézéssel
kapcsolatos tiinetek enyhitésére, akar helyettesitve az antibiotikumokat is, amelyek hasznalata

egyre nehézkesebb ebben a betegcsoportban is.

5.1 Az IL-1p valasz akut cystitis soran

Az uropatogén cystitis torzsek gyors IL-1 valaszt valtottak ki a hélyag hamsejtjeiben, de a
vese hamsejtekben nem tortént kimutathaté IL-1p aktivacid. Az akut cystitis stlyossagat a
bakterialis virulencia egyértelmilien befolyasolta, mivel az akut cystitis torzsek joval erdsebb
IL-1p aktivaciot eredményeztek, mint az ABU torzsek. Ez az 6sszehasonlitas kiilondsen értékes
volt, mivel a CY és az ABU torzsek ugyanabbol a geo-epidemioldgiai csoportbol szarmaztak.
A thlzott IL-1p valasz lehet karos is, de az IL-1p valasz rendellenessége megfigyelhetd egyes
autoimmun ¢és autoinflammatorikus betegségekben is. Ez a kettdsség a jelen vizsgalatban is
nyilvanvald volt, ahol a kontrollalt IL-1p valaszra sziikség volt a betegség kontrollalt
lefolyasahoz, azonban a rendellenes IL-1pB valasz esetén észlelt stilyos gyulladas azt sugallta,
hogy az akut cystitis egy fert6zés indukalta hiper-inflammatorikus betegsége a hugyholyagnak.
Az 111b7 egerek esetén észlelt védett fenotipus és az IL-1R-gatld terapias hatékonysaga az

IL-1B-t a holyagpatologia kialakuldsdnak f6 effektoraként azonositotta.
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52 Az inflammaszéoma funkcidjanak, az IL-1p érésének és az

inflammaszéma alkotéelemeinek (ASC, NLRP-3) szerepe

A stlyos gyulladas kialakulasa az Asc” and NIrp3” egerekben arra utalt, hogy az ép
inflammaszoéma funkcié sziikséges a szoveti homeosztazis fenntartdsdhoz a gyulladt
hugyhoélyagban. Az Asc” és NIrp3” egerek vizeletében mért magas aktiv IL-1p szintek a
pro-IL-1PB feldolgozasat és aktivacidjat igazoltak ezen egyedek esetén is. A kaszpaz gatlas
részleges eredménye arra utalt, hogy a pro-IL-1p hasitasaban egyéb mechanizmusok is részt
vesznek. Ezen észlelések és a transzkripcids elemzés eredményei az MMP-7 lehetséges
szerepére hivtak fel a figyelmet (Mmp7 volt az egyik leger6sebben aktivalt gén), amely a
pro-IL-1p hasitasaban vehet részt. Az in vitro koriilmények kozott végzett vizsgalatok igazoltak
a pro-IL-1p MMP-7 altali hasitasat, valamint a hasitott fragmentek biologiailag aktiv voltat.

Az akut cystitis torzsek altal kivaltott hugyhdlyag patologia kialakulasdnak mechanizmusa
kiilonbozik az akut pyelonephritis esetén zajlo folyamatoktdl (fimbriak altal kozvetitett TLR4
jelatvitel aktivalas). Ezt az eltérést a transzkripcids vizsgalatok eredményei is alatdmasztottak,
az akut cystitis torzsek altali MyD88-fiiggd 111b és Tnf expresszid potencidlisan magyarazza az

IL-1pB és IL-1PB-fliggd gének expresszidjanak novekedését.

5.3 A neuropeptid- és neuropeptid receptor (SP/NKI1R) aktivacio a
holyagfertozés soran
A mucosa epithelsejtjei fontos szerepet toltenek be az ideg- és immunrendszer szabalyozasaban
IS, és e rendszerek kozott végbemend tobb iranyu interakciok ismertek szamos autoimmun és
gyulladasos betegség esetén. A vizsgalat eredményei igazoltak, hogy az akut cystitis
patogenezisében a holyagban 1évé idegsejtek aktivan részt vesznek, a direkt bakterialis és
kozvetett epithelialis interakciok révén. A vizsgalat igazolta, hogy az epithelsejtek a fert6zés
hatasara neuropeptid receptorokat expresszalnak és neuropeptideket is iiritenek, ezzel azt
igazolva, hogy az ideg- és epithelsejtek kozos interakcioja részt vesz a fertézésben jelentkez6
patologia és fajdalom kialakuldsaban, tovabba a fertézésre adott valasz soran szecernalt
ligandok e két sejttipus koaktivaciojat okozva amplifikacios hurkot hoznak létre. Ezen
eredmények arra utalnak, hogy a holyagfertézés esetén fellépd erds fajdalom a barrierként
szolgald epithelidlis sejtek és a nyalkahartyaban jelen 1évo idegsejtek egyiittmiikodéseként

alakul ki. A hdélyag lamina propriajaban jelenlévd egyéb sejtek is részt vehetnek ezen aktivacios
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hurokban, mint pl. az eozinofil- vagy hizosejtek, melyeknek fontos szerepiik van az akut cystitis
patogenezisében. Ismert, hogy e sejttipusok SP szintézisre és szekréciora is képesek

interstitialis cystitisben vagy holyagfajdalom szindromaban.

5.4 AZ IL-1 receptor, IL-1p feldolgozas és a NKIR gatlas hatasa akut

cystitisben
Az akut vagy a visszatér6 holyaghurut szocialis, tarsadalmi és egészségiigyre mért hatdsa nem
elhanyagolhato, els6sorban az érintett magas esetszam miatt, ennek ellenére molekularis hattere
kevéssé ismert. Uj alternativ kezelési eljardsok kidolgozasara is sziikség van, melyek
helyettesithetik az antibiotikum kezelést ebben a betegcsoportban. Az eredmények alapjan az
akut cystitis kialakuldsa megakadalyozhatdé az IL-1p receptor blokkoldsaval és az MMP-7
gatlasaval is. Tovabba az NKIR gitlasa egy érdekes alternativ lehetOséget jelenthet a
cystitisben kialakulo patologia megel6zésére és a fajdalom kezelésére. Ezen eredmények
alapjan az NK1R antagonista vagy a rovid tdvli immunterapia alkalmazasa reélis kezelési
lehetéség lehet akut cystitisben vagy visszatérd huagyati fertézésekben, ahol az
antibiotikumokkal szembeni novekvo rezisztencia sziikségessé teszi 1ij terapias alternativak

alkalmazasat.

5.5 Az IL-1p és a neuropeptidek human relevanciaja

Az IL-1p az egyik els6 citokin, amely bakterialis cystitises beteg vizeletében megtalalhatdo mar
a betegség kezdetén. Ezen megfigyelésekkel 6sszhangban, a vizsgalatban az akut cystitisben
szenvedd betegek vizelettben az IL-1f koncentracidja magasabb volt, mint az
ABU- csoportban. Az MMP-7 szint szintén emelkedett volt, bizonyitva az I1-1p jelentdségét az
akut holyagfert6zésben. Az SP / NKI1R jelentdsége mar korabban is ismert volt holyagfajdalom
vagy kronikus kismedencei fajdalom szindromaban, interstitialis cystitisben. E vizsgalatokkal
Osszhangban az akut cystitises betegek vizeletében emelkedett SP szintek voltak az ABU
csoporttal szemben. Ezen azonositott molekularis markerek hasznosak lehetnek a diagnosztikai
tesztek kifejlesztéséhez hugyuti fertézésekben, valamint a genetikai variansok el6fordulasa,
mint példaul az ASC mutaciok, a jovoben érdekes célpontjai lehetnek genetikai vizsgalatoknak

visszatérd hugyuti fertézések esetén.
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6 OSSZEFOGLALAS, KONKLUZIO

1. Az akut cystitis egy IL-1p altal medialt hiper-inflammatorikus betegsége a
hugyhodlyagnak. (I. Kézlemény)

2. A betegség sulyossagat az IL-1f feldolgozdsdnak mechanizmusa szabalyozta, és ép
inflammaszéma funkciéval rendelkezé egerekben a mérsékelt, Onkorlatozo
holyaggyulladas alakult ki. Az akut cystitis legsulyosabb forméja azon egerekben volt
megfigyelhetd, ahol az inflammaszoma ASC vagy NLRP-3 alkotéeleme hidnyzott.
Ezen egyedekben az IL-1p feldolgozas hiperaktiv volt egy 0}, eddig nem ismert modon,
amelynek hatterében a pro-1L-1  matrix metalloproteinaz-7 (MMP- 7) altali aktivacidja
allt. (I. Kozlemény)

3. Az akut cystitis soran fokozodik a neurokinin-1 receptor (NK1R) és a substance P (SP)
expresszié mind mucosaban 1év6, mind a holyag hamsejtjeiben is. A fert6zés soran
neuroepithelialis aktivacids hurok jon létre, amely részt vesz a nyalkahartya gyulladas
¢és fajdalom kialakulasaban akut cystitisben. (II. Kézlemény)

4. Az IL-1 receptor antagonista és az NKIR inhibitorok a stlyos patologiat mutatd
egerekben megakadalyoztdk gyulladas kialakuldsat, ezaltal is igazolva e molekulak
fontos szerepét a cystitis patogenezisében. Az MMP-gatld hasonlo terapias hatassal
birt. (I.-11. Kozlemény)

5. Az akut cystitisben szenvedd betegek vizeletében emelkedett IL-1p, SP és MMP-7
szintek voltak, igazolva e molekuldk fontossdgat és ramutatva esetleg jovobeli

hasznalatukra, mint biomarkerek vagy terapias célpontok. (I.-1I. Kézlemény)
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