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A kutatasi terv kozérdekit adatainak kivonata

r er o r e , I P2
beavatkozdssal jaroé v1zsgalatok1 szamara

A kitoltott nyomtatvany adatait az etikai véleményt ad6é Regiondlis Kutatisetikai
Bizottsdgnak korlitozas nélkiil hozzaférhetivé kell tennie barki szamara.

A kutatas-fejlesztési tevékenység soran létrejovo szellemi javakat Magyarorszdgon tobb torvény is
védi.} Ugyanakkor a Helsinki Nyilatkozat 16. pontja, az Ovideoi Egyezményt hatilyba léptetd
2002. évi VL. torvény, és az orvosi kutatisok végzésérél szolé miniszteri rendelet az emberen
végzett orvosi kutatdsok etikus folytatasa érdekében megkovetelik az etikai bizottsagoktol, hogy a
kozvéleményt tjékoztassik az altaluk véleményezett kutatdsok fontosabb adatairél. A
kozvélemény tajékoztatasanak célja: az etikai bizottsag munkajanak nyilvanossaga, a kutatdsok
alanyai alapvet$ emberi jogainak biztositdsa.

A 2007. 111. 10-t8! hatalyos 1/2007. (1. 24.) EtiM rendelettel modositott 23/2002. (V. 9.) EiM
rendelet szerint az alabb felsorolt, a kutatasi tervben megtalalhato adatok kozérdekii adatok,
amelyeket barki korldtozas nélkiil megismerhet. Kérjiik, hogy a szellemi alkotasok oltalmanak
védelmét is szem eldtt tartva, a nem nyilvanos kutatasi terv alapjan toltsék ki ezt a tablazatot. A
kozvélemény és az alanyok tisztességes, lényegre tord tajékoztatdsat tartsa elsédleges
szempontnak. A kutatdsi terv szakmai-etikai jovdhagydsa utan, az etikai bizottsag a sajat honlapjan
minden érdeklédé szamara kozzé teheti az itt megadott kozérdekii adatokat. Szakmai vagy
szolgalati titoknak mindsiilé, illetve a kutatas érdekeit veszélyeztetd adatot ne kdzdljon!

A téma megnevezése (nem kell, hogy megegyezzen a kutatasi protokoll cimével)

Antimikrobialis peptidek, mikrobiota és mucus szerepe az IBS pathogenezisében

A kérelem iktatasi szdma: 5 % 2046-STE

A kérelmezd neve, munkakore és beosztasa: Dr. Roka Richérd, egyetemi docens
1. A kutaids célja, indokoltsdga és varhato eredményének vsszefoglalisa

Vilagszerte a lakossag tbb mint 10 %-a szenved Irritabilis Bél Szindrémaban (IBS). Az
IBS funkcionalis bélbetegség, folyamatos, vagy idészakosan visszatérd hasi fajdalommal,
puffadéssal, székletrendvaltozéssal jellemezheto, mely mogdtt organikus etioldgiai faktor
nem mutathaté ki a standard vizsgélatokkal. Eme kronikus betegségnek jelent6sen nagy
orvosi és indirekt koltségigénye van és az orvosi elldtorendszerre jelentds terhet r6. Annak
ellenére, hogy a betegség ilyen epidemioldgiai jelentéséggel bir, a betegség
patofiziolégidja nem teljesen ismert. A komplex patofiziolégia jobb megismerése a

U A 23/2002. (V. 9.) szamt EiiM rendelet 20/B. § g) és h) pontjai szerint:

g.) beavatkozdssal jaro vizsgdlat (interventional trial): fizikai beavatkozdssal jar6 orvostudomanyi kutatds és
minden olyan beavatkozéassal jaro kutatas, amely a vizsgalati alany lelki egészségére nézve kockazattal jar

? Ez a nyomtatvany a 23/2002. (V. 9.) szam( EtiM rendelet 8. § (3) és (4) bekezdéseinek 2008. szeptember 1-jén
hatélyos szovege alapjan készilt.

* A taldlmanyok szabadalmi oltalmarol sz616 1995. évi XXXIIL (Srvény, a szerzdi jogrol sz616 1999. évi
LXXVI. torvény.



betegség kezelése érdekében elsérendt fontossagi. A SZTE L. sz. Belgydgyaszati Klinika
és az INRA Toulouse-ban muksds kutatolaboratoriuma kozotti kooperacio jelentds uj
eredményekkel szolgalt az utobbi évtizedekben az IBS megismerésében. Kimutattuk,
hogy a széklet szerin protedaz aktivitds emelkedett a hasmenés predominans IBS
betegekben. A bél lumenében észlelhetd emelkedett szerin protedz aktivitds a hasmenés
predominans IBS-es betegekben (IBS-D) PAR-2 receptor medidlta colon epithel barrier
diszfunkciot és allodyniat valt ki egérben. Ez a megfigyelés az organikus hattér uj
aspektusara vilagit rd az [BS patogenezisében..

Kimutattuk, hogy az emelkedett intestinalis permeabilitds szerepet jatszik a gyulladasos
bélbetegségek (IBD) és az IBS tiineteinek kialakuldsdban. A székrekedéses IBS (IBS-C)
betegek székletében emelkedett cysteine protedz aktivitds mérhetd dsszevetve az IBS-D
vagy egészséges egyének székletével. A cysteine protedz aktivitds korrelal a betegség
sulyossdgaval €s a hasi fdgjdalommal. Kimutattuk allatkisérletek segitségével, hogy az
emelkedett cysteine protedz aktivitds triggereli a colon permeabilitds emelkedését mely az
okkludin enzimatikus degradaciojanak a kovetkezménye és zsigeri hyperszenzitivitassal
tarsul Legutobbi munkdinkat CA-MLCK génmodositast hordozo egerekben végeztiik.
Ezek az allatok velesziiletett bélpermeabilitas-fokozodassal rendelkeznek a konstitutivan
aktiv myozin konnytlanc-kindz enzim aktivitasanak koszonhetden, mely génmodositas
csak a bélben fejti ki a hatdsat. Kisérleteink ravilagitottak, hogy az emelkedett
bélpermeabilitas Snmagaban nem vezet zsigeri hyperszenzitivitdshoz, sot, hyposenzitivitas
mutathaté ki. Krénikus stressz hatdsara kifejezettebb szenzitivitas-emelkedés van jelen a
vad tipusu egerekkel Osszevetve. Génmodositott egereink anxidzus-depressziv
viselkedésmdduak. Mindezek korreldltathatéak a humdan IBS-sel és a pszichiatriai ko-
morbiditasokkal

A protedazok a mucus barrieren is t6bbféle modon fejtenek ki hatdst. Bizonyos
adatok szerint a protedzok és kifejezetten a cysteine protedzok képesek a mucin
(kifejezetten a muc2) bontdséra, és szerepet jatszanak a belsd és a kiilsd réteg kozotti
tranzicioban.

Ismert, hogy a légutakban a PAR-2 szerin-protedzok altali aktivacidja erds
induktora a mucus szekréciénak. Mivel az IBS-ben a béllumen proteolitikus aktivitdsa
magas, valamint a hizésejtek protedzai is jelen vannak a lamina propridban ez a

A bél mucosat egy, 6nmaga altal termelt viszkoleasztikus réteg, a mucus boritja.
A mucus réteg dinamikus, lehetévé téve a tdpanyagok epitheliumhoz jutdsat, taptalajt
nytjt a kommenzalis bélfléranak, de megakadélyozza a patogének atjutdsit. A mucus
aktiv résztvevidje az intesztinalis barriernek. Struktirajat tekintve a mucus 6 dsszetevéje a
mucin, melyet a kehelysejtek termelnek illetve apikalis felszinlikhtz rogzil. A mucus
réteg eltéré a tapcesatorna kiilonbdzd szakaszaiban. Legvastagabb a colonban, ahol 800
um-t is elérd vastagsdgu, ez a szakasz a tapcsatorna baktériumokban leggazdagabb része.
A bélnek ebben a szegmensében 2 mucus réteg kiilénboztethetd meg: a belsé réteg, mely
szorosan rogzil az epithelsejtek felszinéhez és sterilnek tarthato, valamint a kiilsé, laza,
baktériumok altal atjarhaté réteg. A mucin multimerek formdjaban szekretalddik. Az ezt
alkoté monomereket post-transductios moédositason atesett apomucin protein alkotja, ahol
a glikozilacio felel a glikoprotein gél-formald képességéért. A glikozilacios 1épésben
szdmos kiilénb6z6 enzim vesz részt. Az elsé mucin O-glikozilaciot példaul a GalNAc (N-
acetil galactézamin) szerinhez vagy treoninhoz kapcsolasa inditja meg. Ezt a GalNac
transzferaz katalizdlja. Ezidaig 20 kiilénb6z6 GalNac transzferazt sikeriilt azonositani
emberben. Tomegspektrometrids vizsgalatok igazoltdk, hogy a Muc2, a legfébb human
intestindlis mucin 100 kiilénbdzd oligoszacharidot is kothet. A glikdnlanc végso
szerkezete szintén jelentds szerepll. A szulfaticid véd a proteolitikus enzimekt6l és
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szubsztratot kindl a szulfat-redukald baktériumok szadmara, a fukozilacidét pedig a
mikrobiota befolyadsolasdban tartjak jelent6snek. Ismert, hogy az intesztinalis barrier
kérosodasa szdmos tapcsatornai betegség kulcstényezbje, igy IBD-ben és IBS-ben is. Mig
szdmos irodalmi adat irja le az epithelréteg €s a helyi immunrendszer zavarait, keveset
tudunk a mucust szabalyozé tényezékrdl. A mucus vastagsaga jelentésen csdkken colitis
ulcerosaban, mely a kehelysejtszdm cstkkenésével, csékkent muc2 expresszioval,
Masrészt a muc? deficiens egerek stlyos bélgyulladasban szenvednek. Emellett az utobbi
id6kben mutattdk ki, hogy a muc2 N-terminusanak S-palmitoildcidja a szabalyozd, amely
lehetéveé teszi a szekréciot. Ezt a zsirsav szintdz (FAS) szabalyozza. Ennek kiemelt
jelentéséget ad, hogy megfigyelték, hogy a FAS csokkent szintje detektdlhatdé huméan
IBD-ben. Minezeket a megfigyeléseket IBD-vel kapcsolatosan publikaltak, az mucus
szerepét IBS-ben nem vizsgaltak.

Egy, az utébbi idékben megjelent tanulmény szerint a szulfat-redukald baktériumok
aranyanak emelkedése figyelheté meg IBS esetén egészséges populacidhoz viszonyitva,
mely kialakulhat a glikan lanc terminalis modosulasanak hatésara. Emellett az ateresztébb
mucus réteg konnyebb hozzaférést biztosit a baktériumok szamara az epitheliumhoz.
Ennek kiemelked6 jelentésége lehet, mivel az emelkedett bélpermeabilitas és az IBS
stlyossaga kozott 6sszefiiggés mutathatd ki. Ezt az Ssszefliggést allatkisérletek is
igazoltak. Egy kdzelmultban kozzétett tanulmany kimutatta, hogy azokban a
patkdnyokban, amelyek kronikus viz elkeriilési stressznek (WAS) voltak kitéve, mely az
IBS széles kérben elfogadott allatkisérletes modellje, a mucus dsszetétele és struktiraja
jelent6sen modosult. A kronikus stressznek kitett allatokban hosszabb polilaktézamin
lancokat tartalmazd O-glikén strukturak észlelhetéek a mucus réteg elvékonyodésa
mellett. Ez a folyamat feltételezetten fokozza a mucus pérusméretét mely lehetévé teszi a
lumen tartalomnak a bél epithelium kozelébe jutasat. Ez a mucus barrier és epithelialis
barrier kozti parbeszéd egy 0j elmélet, mely tovabbi tanulmanyozast igényel.
Kollaboracios partneriink a kdzelmultban demonstrélta cryo-scanning
elektromikroszkopos maodszerrel, hogy patkanyban a stressz noveli a mucus pérusméretet,
befolyasolja a mucus dsszetételét és struktirajat.

Az utdbbi idében az intesztindlis mikrobiota szerepét is leirtdk az [BS-ben
szenvedd paciensek mintdiban. A kiilonbségek az IBS altipusai és az egészséges egyének
kozott voltak megfigyelhetdek. Az eltérések kozott megfigyelhetd volt a Bifidobacteria
torzsek csokkent mennyisége €s a szulfat-redukalo baktériumok emelkedett ardnya az IBS
betegekben Osszevetve az egészségesekkel Egérben, hasonléan az emberihez a Paneth
sejtek az intesztindlis kriptak mélyén tilnek, és szdmos antimikrobialis peptidet termelnek,
gy mint az a-defenzint vagy lizozimot. Ezek az antimikrobidlis peptidek a velesziiletett
immunrendszer immun-modulétorai, melyek a patogen-invézi6 ellen nyujtanak védelmet
és a bél homeostasisat szabdlyozzak a bél mikrobiota profiljanak befolyasoldsaval.
Ismereteink szerint az antimikrobidlis peptidek szerepét nem tanulmanyoztidk IBS-es
emberekben. A krénikus stress allatmodelljében (vizelkeriilési (adatok publikécié elstt) és
anyai szeparaciés stresszmodellben egérben az IBS-hez hasonlé patofiziioldgiai
folyamatok jatszédnak le, itt a Paneth sejtek lizozim-espresszidjanak csskkenése
figyelheté meg. Emellett a hasmenéssel jard IBS esetén a széklet szerin-proteaz aktivitasa
a colon permeabilitdsanak emelkedésével és szenzitivitdsvaltozdssal parosul. A szerin-

proteazok eredete kérdéses, de a mikrobiota altali termelédés az irodalmi adatok alapjan
feltételezhet6

Jelen kutatasunk 6 céljai:
1. Meghatdrozni az intesztinalis mucus permeabilitdst IBS-ben szenvedd betegekben
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7.

egészséges konroll személyekkel dsszehasonlitva.

Megvizsgalni, hogy a mucus karakterisztika valtozasa specifikus-e IBS-re, illetve
kapcsolhato-e a klinikai tlinetekhez. Kiértékelni, hogy ez az eltérés a betegség
biomarkere-e.

Megvizsgalni, hogy a mucus defektusa korrigalhat6-e, ezaltal a mucus potenciélis
terapids célpont-e. ~

Meghatérozni colon mintdkbdl a muc-2 és muc-4 gének és proteinek expresszidjat

Leimi, hogy a mikrobiota milyen tipust eltoloddsa mutathato ki a vizsgalt
betegpopulacidkban.

Meghatéarozni az ilealis mintdkban az antimikrobialis peptidek mennyiségét a
Paneth-sejtekben.

A betegek székletmintdjdban meghatérozni a protedz aktivitést.

Vart tudomanyos eredmények:

1.

Az IBS-ben szenvedé betegek mucus karakterisztikdjanak, defenzin szintjének,
mikrobiota eloszldsanak megismerése. Ezaltal az IBS patofizioldgia (ij aspektusat
tarhatjuk fel, mely alapvetd ujdonsag lehet az IBS patogenezisét tekintve. Ez nagy
nemzetkozi érdeklddést valthat ki, és értékes tudoményos publikdci6 sziilethet.

A betegség j terdpias célpontjat tarhatjak fel kutatédsaink, illetve kimutathatjak,
hogy az ismert kezelési mddok mely csoportok esetében lesznek a
leghatékonyabbak. Eredményeink 1j gy6gyszertani fejlesztéseknek nyithatunk
utat.

2. A Kutatas tudomdnyos megalapozottsagat, indokoltsagit megalapoz6 irodalmi
hivatkozasok megjeldlése (elegendd a kutatds iranyat jelz6 néhany irodalmi hivatkozas)

1.
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3. A résztvevok toborzasanak, bevalasztasanak, kizarasanak rendszere

A vizsgalatba a Szegedi Tudomanyegyetem 1. sz. Belgydgyaszati Klinikan jard vagy
fekvobetegkeént kivizsgalt, 1rritabilis bélszindromaban (IBS) szenvedd betegeket, illetve
azonos ¢letkortt €s nemii colorectalis szlirésre jelentkezd kontrol lbeteget vonunk be,
akiknél also6 tapcsatornai endoszkopia és a vizsgalat kozben szdvettani mintavétel
torténik, valamint székletminta gylijtése zajlik. A vizsgalatbol a hasi tiinetekre kihatassal
levd tarsbetegség illetve elhanyagolt neuroldgiai vagy cardiovascularis tarsbetegség
kizarast jelent.

4. A kutatdsba bevonni kivant résztvevok szdma (dsszesen és kutatéhelyenként), neme,
¢életkora

A kutatasban résztvevd személyek



10 egészséges, [BS-ben nem szenvedd szemely

30 IBS-C beteg

30 IBS-D beteg

30 egészséges személy
A betegek bevalogatasa a Roma IV Kritériumrendszer alapjan torténik.
A betegség tiineteit tiineti kérdéivvel régzitjik.

Szervi betegségeket laboratériumi tesztekkel (vérkép, kémiai, biokémiai tesztek, TSH,
coeliacia sziirés), széklet mikrobiol6giai vizsgélatokkal, hasi ultrahang vizsgélattal és
colonoscopiaval zarjuk ki.

Az inicialis székletmintavétel és colonoscopia utén a kezeletlen IBS-ben szenvedd
résztvevdk 3 csoportba kertilhetnek véletlenszerti modon:

1. dietetikus segitségével 8 hét specialis, ugynevezett ,,low FODMAP” diétat
tartanak

2. 2 hétig rifaximin (3x600 mg napi dozisu) kezelésen esnek at
3. probiotikum kezelést kapnak 8 héten at.

Ezt kévetden a 9. héten ismételt székletminta gytijtést és colonoscopos mintavételt
végziink.

o Mintak:

1. A beteg székletmintét ad a 0.héten és IBS betegesoport esetén a 9. héten, melyet
fagyasztva tarolunk klinikankon. A mintak egy részet kollaboracios
partneriinkhoz kiildjiik, a mintdk masik felét klinikdnkon elemezziik.

o

A 0. héten és IBS betegcsoport esetén a 9. héten colonoscopia soran biopszids
mintat vesziink a terminalis ileumbol, coecumbdl, harant vastagbélbol,
szigmabélbél és rectumbol.

a. A biopszids mintak egy részét ,,Ussing chambers” rendszerben
permeabilitasi tanulméanyokra hasznaljuk fel a mintavétel utan azonnal.

b. A mintak maésik részét részben klinikankon, részben kollabordcios
partnereinknél elemezzilk, immunhisztokémiai, ELISA és mucus fizikai
struktira analizissel.

4. A Kutatds moédszerei

a. A biopszids mintdk egy részét ,,Ussing chambers” rendszerben permeabilitasi
tanulméanyokra hasznéljuk fel a mintavétel utin azonnal.

b. A mintak masik részét részben klinikénkon, részben kollaboracios partnereinknél
elemezziik, immunhisztokémiai, ELISA és mucus fizikai strukttra analizissel.



6. A kedvezétlen események és a salyos nemkivinatos események lehetdsége, a
bekivetkezésiik esetén a kvetendd eljarasok

Az endoszképia sordn esetlegesen fellépd szovédmények elhdritasara a Klinika
endoszkopos laboratériuma felkésziilt. Sulyos szévédmény felléptekor azonnal kapcsolat
teremthetd a klinika fekvObeteg részlegével, illetve az Intenziv Osztallyal.

7. A résztvevok személyes és egészségiigyi adatainak kezelésével kapesolatos
intézkedések (az 1992. évi LXIIL. térvény alapjan)

A résztvevik adatainak kezelésével kapcsolatban mindenben az 1992. évi LXIIL torvény

alapjan jarunk el, az adatfeldolgozas sordn a betegek csak sorszammal szerepelhetnek,
adataikat titkosan kezeljiik.

8. A kutatas soran nyert adatok statisztikai feldolgozdsanak modszere

A qPCR eredményeket a -AACt modszerrel kalkulaljuk, majd az ELISA és szovettani
eredményekhez hasonléan GraphPad Prism statisztikai program se gitségével értékeljiik.

Nyilatkozom, hogy a fenti adatok nem sértik a kutatasnak a szellemi alkotasok védelmére
vonatkozé érdekeit és nem tartalmaznak szakmai- vagy szolgdlati titkot, illetve a kutatas
érdekeit veszélyezteté adatot. A fenti adatokat barki, korlatozas nélkil megismerheti.

Tudomasul veszem, hogy jévéhagyas utdn az RKEB a kézérdekl adatokat a honlapjan kozzé
teheti.

Szeged, 2018. marcius 4.

Dr. Réka Richard, kérelmez6 Dr. Abraham Gy61'g§



