4 CYTOKIN AKTIVACIO ES GEN-POLIMORFIZMUSOK VIZSGALATA
HELICOBACTER PYLORI FERTOZESBEN ES CROHN BETEGSEGBEN

BEVEZETES

Mind a Helicobacter pylori fertézésre, mind pedig a gyulladasos bélbetegségekre,
mint példaul a Crohn betegség jellemz, hogy a gyulladdsos események a pathogen agensek
(H. pylori) ill. a kommenzalis mikroflora virulencia faktorai és a nyalkahartya gyulladasos
mediatorai kozott 1étrejové torékeny egyensuly megbomlasénak kovetkezményei. fgy a
betegség kialakuldsdban és lefolyasaban legaldbb olyan fontos a szervezet immun-genetikai

héttere, mint a fertdzést kialakité baktériumok virulencia faktorai.

Helicobacter pylori fertézés
A H. pylori baktériumot Marshall és Warren 1983-ban klinikai biopszias mintakbol izolalta.

A kutatok kiemelkedé munkdjat 2005-ben a Karolinska Intézet Nobel bizottsdga orvosi
Nobel-dijjal jutalmazta. A baktérium koroki szerepe a betegségek széles spektrumaban
bizonyitott: akut gastritis, nyombél- és gyomorfekély. A fert6zés szoros Osszefliggést mutat a
MALT lymphoma és gyomorcarcinoma kialakuldsdval, ami miatt a WHO elsérendii
carcinogén Aagensnek nyilvanitotta. Egyre tobb extragasztrikus kérképben vetik fel a
baktérium és mas a genushoz tartozé fajok szerepét. A fertdzés gyakorisaga orszdgonként
valtoz6, ugyanis szdmos kiilsd tényezd befolyasolja, tobbek kozott az orszag gazdasagi
helyzete vagy a szocidlis koriilmények. Hazankban a fertézés prevalencidja magasabb mint
50 %, mig az emlitett betegségek szerencsére joval ritkabbak. Ez a tény felveti a kérdést: mi
hatdrozza meg, hogy a fert6zés tiinetmentes marad, vagy kialakul a sulyos betegségek egyike?
Tobbek kozott a cag-pathogenitasi sziget jelenlétére utalo CagA fehérje, a vacuolizald toxin
(VacA), a neutrophil aktivalo fehérje (NAP) és a diagnosztikdban jol hasznalhaté ureaz
termelés meghataroz6 virulencia faktorai a baktériumnak. Azonban a szervezet fert6zésre
adott vélaszreakcidinak mértéke is befolyasolja a klinikai tiineteket és a terdpias
beavatkozasok esélyeit. Egyre gyakrabban taldlunk bizonyitékot arra, hogy a szervezet a
mikrorganizmusok eliminaldsan til, a gyulladdsos mediatorok, cytokinek tilprodukci6javal
onmagara nézve karos folyamatokat is elindit. A H. pylori fertbzés soran a betegségek
kialakulasaban bizonyitott egyes cytokinek aktivalodasa, valamint oxidativ metabolitok
lokalis hatdsa. A fert6zést egy Thl talsilyd immunvélasz jellemzi. Az egyének genetikai



adottsagai nagymértékben meghatarozzak a gyulladas kialakuldsanak mértékét. Példa erre
néhany cytokin gén-polimorfizmusa, mely bizonyithatéan kapcsolatba hozhaté a fertozés
kovetkezményeivel, a betegség lefolyasanak silyossagaval (IL-1, TNF-a, INF-y, IL-10, stb.).

A hisztamin a gyomor miik6désében kézponti szerepet jatszik. A H, receptoron keresztiil a
gyomorsav-szekréciot, a Hy és Hy receptoron keresztiil a cytokinek termelddését befolyasolja.
A H. pylori fertdzés jelent6s hisztamin felszabadulashoz is vezet a mucosalis hizosejtek €s

bazofil granulocytak aktivacidjan keresztiil.

Crohn betegség

1932-ben Burrill B. Crohn egy rejtélyes vékonybél betegséget irt le. A réla elnevezett
gyulladisos bélbetegség elssorban a termindlis ileumot, coecumot, peri-analis teriiletet és a
colont érinti. A sulyos gasztrointesztinalis sz6vodményeken kivill extraintesztinalis
gyulladdsos folyamatok is megfigyelhetdk az iziiletekben, bdrben, szemben, szdjban és a
majban is. A kezdetben fertézéses eredetiinek gondolt betegségben maig sem sikeriilt egy
adott pathogen 4gens koroki szerepét igazolni. A multifaktoridlis betegségre jellemzd a
normalis mikroflora altal kivaltott inadekvat, fokozott mucosalis immunvalasz, amit
kornyezeti és genetikai tényezo6k is befolyasolnak. A Crohn betegség allatmodelljei és klinikai
megfigyelései mutattak ra a bélnyalkahartya Thl irdnyba eltolédott immunvalaszara. Ma mar
a terdpidban is hatékonyan kihasznalhaté a TNF-a szintjének csokkentése (anti-TNF-a
terapia). A vizsgalatok kimutattdk azt, hogy a Thl polarizilt immunvalasz hatterében
genetikai tényezOk is dllhatnak, mint a betegek nagy csoportjaban kimutathaté NOD2 és mas

gén-polimorfizmusok.
CELKITUZESEK ES MODSZEREK

A H. pylori fertézésben és Crohn betegségben Thl dominins immunvalasz figyelhetd meg.
igy kisérleteink célja ezen betegségekben a gyulladasos faktorok és a betegség hatterében all6
genetikai okok vizsgdlata volt. |

Helicobacter pylori pozitiv nyombélfekélyes betegek vizsgdlata

» H. pylori pozitiv nyombélfekélyes betegek és kontrollok lokélis cytokin szintjeinek
meghatarozasa (TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10) biopszias mintakb6l /ELISA/.

A peroxynitrit keletkezését bizonyité nitrotyrosin kimutatisa a betegek biopszidiban
/Western blot/.



» CagA pozitiv, virulens H. pylori fertézés gyakorisaganak meghatarozasa /Western blot/.

» H. pylori pozitiv nyombélfekélyes betegek és kontrollok periférids vérének cytokin szint
mérése és H. pylori indukciot kovetd cytokin termeloképesség mérése (TNF-o, IL-6, IL-8)
/ELISA/.

» H pylori pozitiv nyombélfekélyes betegeknél és kontrollokndl a cytokin indukci6
individualis kiilonbségei és a cytokin gének funkciondlis SNP-i (single nucleotide
polimorphism) kozti kapcsolat vizsgalata /PCR alapi médszerek/. (IL-8 251 T>A: ARMS
moédszer; TNF-a -308 G—>A: RFLP médszer ; CD14 -159 C—T: Melting point analizis)

A hisztamin in vivo szerepének vizsgilata H. pylori fertézés soran HDC KO (hisztidin-

dekarboxilaz knock out) egereken.
» A HDC KO és vad (WT) egerek lokalis gyulladas mértékének jellemzése lokalis cytokin

vizsgalattal (TNF-a, IL-6, IL-10) /ELISA/, valamint kérszdvettani vizsgidlattal.

» A HDC KO és WT egerek immunvalaszanak vizsgalata H. pylori fert6zést kovetoen a
szérum anti-H. pylori IgG titerének jellemzésével /ELISA/.

» A HDC KO és WT egerekbol szarmaz6 gyomornyalkahartya H. pylori kolonizacidjanak
vizsgalata /PCR/.

Crohn betegek vizsgalata
» Crohn betegek és kontrollok SNP vizsgéalata (CD14 -159 C—T: Melting point analizis;

IL-10 -1082 G—>A: RFLP médszer; HSP 70-2 1267 A—G: RFLP médszer).

EREDMENYEK

Helicobacter pylori pozitiv nyombélfekélyes betegek vizsgilata

» H. pylori pozitiv nyombélfekélyes betegek vizsgalt lokalis cytokin szintjei szignifikdnsan
magasabb értéket mutatnak, mint a H. pylori negativ esetek (TNF-o, IL-6, IL-8, IL-10).
Negativ korrelacié tapasztalhat6 a lokalis TNF-a és IL-10 koncentraciok k6zott. A periférias
cytokin szintek nem mutatnak kiilonbséget a betegek és kontrollok kézott (TNF-o, 1L-6 és
IL-8). A peroxynitrit keletkezését bizonyitd nitrotyrosin kimutathaté a H. pylori pozitiv
betegek biopszidiban mig a H. pylori negativ betegeknél ez nem mutathat6 ki.

» A H pylori pozitiv nyombélfekélyes betegek 97,5%-a CagA pozitiv baktériummal
fert6z6dott.



» A vizsgalt nyombélfekélyes betegek periférias vérének H. pylori indukciét kovetd IL-8
cytokin termelSképessége szignifikdnsan magasabb mind a H. pylori pozitiv, mind pedig
negativ egészséges kontrollok IL-8 termelSképességénél. Ez a cytokin termelOképesség
fiiggetlen attél, hogy CagA pozitiv vagy negativ volt-e az indukalé baktérium torzs.

» Megvizsgilva az IL-8 -251 T—A SNP-t az tapasztalhat6, hogy a H. pylori pozitiv
nyombélfekélyes betegek kozott szignifikinsan tobben hordozzak a magasabb IL-8 termelést
eredményezd A allélt. A betegek kozott szignifikdnsan magasabb az SNP-re vonatkoztatott

heterozigéta egyének aranya, mint a H. pylori pozitiv kontrollok kzott.

A hisztamin in vivo szerepének vizsgalata H. pylori fertézés soran HDC KO egereken

P Nyolc héttel az egerek fertézését kdvetben mindhdarom vizsgélt cytokin (TNF-a, IL-6,
IL-10) lokalis szintje szignifikinsan magasabb mind a WT mind a HDC KO egerekben.
Azonban a WT egerek a HDC KO egerekhez képest magasabb értékeket mutatnak a TNF-a
és IL-6 esetében, mig az IL-10 azonos szintje mérhet6 az allatok mindkét csoportjaban. A
szovettani kép enyhébb gyulladast mutat a HDC KO egereknél.

» A HDC KO egerek fert6zést kovetd anti-H. pylori IgG szintje szignifikinsan alacsonyabb,
mint a WT egerek titere. Az anti-H. pylori IgG1/IgG2a arany viszont nagyobb a HDC KO
egerek esetében.

P> Az egerek gyomor mintdiban PCR-rel igazolhat6 a H. pylori jelenléte, azonban a fertdzést
kovetd 4. héttdl mar nem mutathat6 ki a H. pylori DNS.

Crohn betegek vizsgilata

P Az éltalunk vizsgalt CD14 és IL-10 SNP-k valamint a Crohn betegség jelenléte illetve
sulyossdga kozott szignifikdns Osszefiiggés nem tapasztalhaté. A HSP 70-2 gén 1267
lokuszan A allélt legalabb hordozo6 (heterozigéta) vagy A-ra nézve homozigéta betegeknek

szignifikinsan alacsonyabb az esélyiik arra, hogy betegségiik soran operacidra keriiljén sor.



OSSZEFOGLALAS

A H. pylori altal kivéltott betegségek és a Crohn betegség pathomechanizmusaval
kapcsolatban altalanosan elfogadott hipotézis k6zponti jelentdséget tulajdonit a cytokinek és
mas gyulladasos faktorok fokozott termel6désének €s az ehhez tarsulé kdros hatdsoknak. A mi
eredményeink is alatimasztjak ezt az elméletet.

A lokalis TNF-a, IL-6 és IL-8 emelkedett szintjét figyeltik meg duodenalis ulcus esetében,
valamint a biopszias anyagokban jelentds nitrotyrosin termelést is igazoltunk. A hisztamin az
egyik gyulladdsos faktor, amely t5bb cytokin emelkedett expresszidjdhoz vezet.
Allatkisérleteinkben megfigyelhetd, hogy hisztamin hianyaban —HDC KO egerek- enyhébb
gyulladas és sz6veti karosodas tapasztalhaté H. pylori fert6zés soran.

H. pylori indukalt gyulladasban és a Crohn betegségben dominans Th1 polarizacié észlelheto.
Tovabba, etiologiai faktorként t6bb gén mutdcidja is szerepet jatszik a betegségek
kialakulasaban, sdlyossagukban. A genetikai meghatirozottsag jelentGségét alatdmasztjak
megfigyeléseink: a.) a fokozott IL-8 termeléssel jar6 IL-8 -251 T/A genotipus szignifikansan
gyakrabban fordul elé H. pylori-pozitiv nyombélfekélyes betegekben, mint H. pylori-pozitiv
kontrollokban, b.) a Hsp70-2 gén 1267 pozicidjaban 1év6 A allélje a Crohn betegség enyhébb
forméajaval hozhat6 kapcsolatba, igy ezek a genotipusok (AA, AG) a betegség lefolyasaban
mint védbfaktorok jatszhatnak szerepet. Ezek az eredmények kihangstlyozzék a genetikai
vizsgélatok klinikai jelentdségét Crohn betegségben, és utalnak arra a lehetdségre, hogy a
miitéti beavatkozas tekintetében a Hsp70-2 (1267 A—G) SNP prognosztikai értékii lehet.





